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OZET
Doktora Tezi

Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii Dimerizasyon Bolgesine Notralizan Monoklonal

Anti-EGFR Antikoru Gelistirilmesi
Onur Bender
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Dog. Dr. Arzu Atalay

Kanser, genetik modifikasyonlari iceren ¢ok faktorlii ve heterojen bir hastaliktir. Gelisen
teknolojiler ve insan genom ¢oziiniirliigliniin artmasi, kanserde tani ve tedavi protokolleri
icin daha Ozgilin araglarin ortaya ¢ikmasimi saglamistir. Transmembran bir glikoprotein
olan Epidermal Biiylime Faktorii Reseptorii (EGFR), ErbB tirozin kinaz reseptorleri
ailesinin dort tiyesinden biridir. EGFR aktivasyonu kanser gelisiminde onemli bir role
sahiptir. Birgok kanser tiirlinde anormal hiicre proliferasyonu, migrasyonu, invazyonu ve
adhezyonu ile birlikte anjiogeneze ve apoptozun inhibisyonuna sebep olmaktadir.
EGFR’niin bu ¢ok yonlii onkogenik 6zelligi onu ilgili ¢ekici bir hedef haline getirmistir.
Klinikte EGFR degisimlerine kars1 geleneksel kemoterapotiklerin disinda hedefli tedaviler
kapsaminda kiiciik inhibe edici molekiiller ve anti-EGFR monoklonal antikorlar
kullanilmaktadir. Fakat gelisen bircok ekzonik EGFR mutasyonu kullanilan inhibitorlere
kars1 direng gelisimine sebep olmaktadir. Monoklonal antikorlarin beraberinde getirdigi
immiinojenite, zayif efektor fonksiyonlar1 ve farmokokinetik problemlerinin asilmasi i¢in
farkli bolgelerin se¢imiyle daha efektif anti-EGFR hedef calismalar1 siirmektedir. Bu
calismada rekombinant EGFRd2 antijeni iiretilmis ve ardindan hibridoma teknolojisi ile
Epidermal Biiylime Faktorii Reseptorii dimerizasyon bolgesine 6zgiin IgG1 kappa tipinde,
antijenine yiiksek afinite ile baglanan anti-EGFR CC4-B3-G3-H10 monoklonal antikoru
tireten stabil klon gelistirilmistir. Saflastirilan CC4-B3-G3-H10 monoklonal antikoru
karakterize edilmis ve etkinligi dogrulanmistir. Antikorun c¢esitli kanser hiicreleri
tizerindeki etkinligi nokta zamanli ve ger¢ek zamanli hiicre analiz sistemleriyle
arastirilmistir. EGFR ve diger ErbB aile tiyeleri iizerinde fosforile olan aminoasitlere etkisi
belirlenmistir. Sonug olarak mevcut haliyle arastirma ve tani alaninda kullanilabilecek ayni
zamanda biyoteknoloji endiistrisi i¢in yerli, uluslararasi rekabete ve gelisime agik bir {iriin
olusturulmustur.
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ABSTRACT
PhD Thesis

Development of Neutralizing Monoclonal Anti-EGFR Antibody Against Epidermal

Growth Receptor Dimerization Domain
Onur Bender
Ankara University Biotechnology Institute
Assoc. Prof. Dr. Arzu Atalay

Cancer is a multi-factorial and heterogeneous disease that includes genetic modifications.
Developing technologies and increasing human genome resolution led to the emergence of
more specific tools for diagnosis and treatment protocols in cancer. The epidermal growth
factor receptor (EGFR), a transmembrane glycoprotein, is one of the four members of the
ErbB tyrosine kinase receptors family. EGFR activation has an important role in cancer
development. In many types of cancer, it causes abnormal cell proliferation, migration,
invasion and adhesion along with angiogenesis and inhibition of apoptosis. This
sophisticated oncogene feature of EGFR has made it an attractive target. Apart from
traditional chemotherapeutics, small inhibitory molecules and anti-EGFR monoclonal
antibodies are used against EGFR changes with respect to targeted therapies in the clinic.
However, many developing exonic EGFR mutations cause resistance against anti-EGFR
therapeutics. More effective anti-EGFR target studies are ongoing with the selection of
different regions to overcome the immunogenicity, poor effector functions and
pharmacokinetic problems brought by monoclonal antibodies. In this study, recombinant
EGFRd2 antigen was produced and then a stable clone was developed which produced the
IgG1 kappa type anti-EGFR CC4-B3-G3-H10 monoclonal antibody against Epidermal
Growth Factor Receptor dimerization site that binds its antigen with high affinity. The
purified CC4-B3-G3-H10 monoclonal antibody was characterized and further investigated.
The activities of the antibody on various cancer cells were investigated using end-point and
real-time cell analysis systems. Phosphorylated amino acids on EGFR and other ErbB
family members were determined. As a result, a domestic product created that can be used
in the field of research and diagnosis in its current form that is also open to international
competition and development for the biotechnology industry.

2020, 224 pages

Keywords: Epidermal growth factor receptor; Monoclonal antibody; Hybridoma;
Dimerization; Biotechnological product; Anti-cancer.
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1. GIRIS

Kanser, kardiyovaskiiler ve enfeksiyon hastaliklarindan sonra tiim diinyada en ¢ok 6lim
insidansina sahip olan ¢ok faktorlii bir hastaliktir. Kanser hastaliginda tedavi protokolleri
1970’lerde cerrahi ve radyasyon tedavisi ile baslamis ve bunu 1980’lerde kemoterapi takip
etmistir. 1990’lara gelindiginde gelistirilen kemoterapdétiklerin kombinasyonuyla daha
basarili sonuglar alinmistir. 2000°1i yillara gelindiginde ise 6zellikle insan genom projesi
ciktilarinin ilerleyen molekiiler biyolojik araglarla birlestirilmesinin ardindan hedefli tedavi
uygulamalarina baslanmistir. Ayn1 zamanda bu hedefli tedavi tiriinleri, mevcut etkinligi
bilinen kemoterapdtiklerle desteklenerek daha efektif sonuglar elde edilmistir. Giinlimiizde
ise en gilincel yaklasim, onkogenlerin inaktivasyonunu saglamada insan bagisiklik sistemini
kullanarak gercgeklestirilen immiinoterapi olmustur (1-4). Immiinoterapi’de genel olarak
bes farkli yaklasim uygulanmaktadir. Bunlar; bagisiklik kontrol noktasi inhibitorleri,
adaptif T hiicre tedavisi, sitokinler, kanser asilari, onkolitik viriis tedavileri ve monoklonal
antikorlardir. Monoklonal antikorlar, diger immiinoterapi yaklasimlarina nazaran temel

bilimler aracilig1 ile gelistirilebilen en ideal terapotik ajanlardir (4—6).

Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii (EGFR), spesifik ligandlarin (EGF, TGF-a gibi)
baglanmasiyla aktive olan transmembran bir proteindir ve her biri birbiriyle yakindan
iligkili transmembran tirozin kinaz ailesinin bir iiyesidir. EGFR/ErbB1/HERI,
ErbB2/HER2/Neu, ErbB3/HER3 ve ErbB4/HER4’tir (7). EGFR aktivasyonu kanser
gelisiminde 6nemli bir role sahiptir. Birgok kanser tiiriinde anormal hiicre proliferasyonu,
migrasyonu, invazyonu ve adhezyonu ile birlikte anjiogeneze ve apoptozun inhibisyonuna
sebep olmaktadir (8-11). EGFR’niin bu sekilde ¢ok yonlii onkogen ozelligi onu ilgili
cekici bir hedef haline getirmistir. Klinikte EGFR degisimlerine kars1 geleneksel
kemoterapotiklerin disinda hedefli tedaviler kapsaminda kiiciik inhibe edici molekiiller ve
anti-EGFR monoklonal antikorlar kullanilmaktadir. Fakat gelisen birgok ekzonik EGFR
mutasyonu kullanilan inhibitorlere kars1 direng gelisimine sebep olmaktadir. Ornegin;
EGFR ekzon 20°de gelisen T790M mutasyonu tirozin kinaz inhibitorlerine karsi1 yiiksek
oranda dirence sebep olmaktadir (12-14). Bu ve bunun gibi durumlar monoklonal
antikorlar1 hedefe 6zgiil etkili molekiiller sinifina dahil etmistir. Anormal aktivasyonu,
bircok karsinogenez siirecinin meydana gelmesine sebep olan EGFR, monoklonal antikor

endiistrisinde en ilgi c¢ekici hedeflerden biri haline gelmistir. 2000’11 yillarin baslarinda

1



Cetuximab ve Panitumumab onaylanarak klinikte kullanilmaya baglanmistir. 2015 yilinda
ise Necitumumab monoklonal antikoru onay almistir (11-15). Bu monoklonal antikorlar,
EGF ve TGF-a ligandlarmin EGFR’ne baglanmasini yarismali olarak engelleyip reseptor
otofosforilasyonunu inhibe ederek aktivite gosterirler. Tiim bu monoklonal antikorlar,
EGFR-EGFR dimerizasyonunu engellemeye yonelik bir mekanizmayla calismaktadir
(15,16).

Son on yilda siiregelen gelismeler EGFR molekiiliine kars1 terapotik monoklonal antikor
gelistirme caligmalarinin - devam  ettigini  gostermektedir. Monoklonal antikorlarin
beraberinde getirdigi immiinojenite, zayif efektdr fonksiyonlari ve farmokokinetik
problemlerinin asilmasi igin farkli bolgelerin se¢imiyle daha efektif anti-EGFR hedef

caligmalar1 stirmektedir (17).



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. KANSER
2.1.1. KANSERIN OZELLIKLERI

Kanser, genomdaki karmasik modifikasyonlar1 iceren c¢ok faktorlii bir hastaliktir ve bir
grup hiicrenin, hiicre bdliinmesinin fizyolojik kurallarimi goz ardi ederek kontrolsiiz bir
sekilde biiyiidiigii anormal bir durumdur (18). Laboratuvar ve klinikte tanimlanan hastalik
ozelliklerinin, sahip oldugu karmasikligin daha anlasilir hale gelmesi i¢in Hanahan ve
Weinberg 2000 yilinda kanserin karakteristik Ozelliklerini alt1 ana baslikta belirlemistir
(19). Bunlar; i. Proliferatif sinyalin siirdiiriilmesi, ii. Hiicre 6liimiine kars1 direng, iii.
Anjiogenez indiiksiyonu, iv. Replikatif 6liimsiizliigiin saglanmasi, v. Invazyon ve metastaz

aktivasyonu, vi. Biiylime baskilayicilardan kagistir (Sekil 2.1.).

Proliferatif sinyalin

strdarilmesi

Buyume
baskilayicilardan
kacis

Hicre olimiine karsi
direng

invazyon ve metastaz
aktivasyonu

Anjiogenez
indiiksiyonu

Replikatif

olamsazlGgin
saglanmasi

Sekil 2.1. Kanserin ozellikleri (20)

Belirlenen bu alti temel Ozellik kanser biyolojisini anlamak i¢in saglam bir temel
olusturmaya halen devam ederken, tip ve teknoloji bilimlerindeki ilerlemeler on yillik

siirecte yeni birtakim giincellemelere olanak saglamistir. 2011 yilinda bu alt1 6zellige;

i. Immiin sistemden kagis ve



i Hiicresel enerji sisteminden kurtulma olmak iizere iki yeni 6zellik eklenerek yeni

nesil kanser 6zellikleri belirlenmistir (20).

Ayrica kansere olanak saglayan iki yeni karakteristik ise inflamasyon ve genomik

instabilite olarak belirlenmistir.

/_C Yeni Ozellikler h

Hiicresel enerji sisteminden Immiin sistemden

Genomik instabilite ~ inflamasyon

Kazanilan
Karakteristikler

Sekil 2.2. Kanserin yeni 6zellikleri ve kazanilan karakteristikleri (20)

Hiicre proliferasyonu, hiicre biiylimesi ve boliinmesi nedeniyle hiicre sayisindaki artis

anlamina gelmektedir. Kanser hiicrelerinin bilinen en temel ozelligi, proliferasyonu

kronik olarak siirdiirme yetenekleridir. Saglikli hiicreler hiicre biiylime ve bdliinme

dongiistine girmeyi bildiren sinyalizasyonu dikkatlice kontrol edebilirler. Boylece hiicre
sayisinin homeostazisini, normal doku mimarisi ve fonksiyonunun korunmasini saglarlar.
Hiicre proliferasyonunun diizeni yagam boyunca hiicre i¢i sinyallerin koordinasyonu ile
korunur ve hiicre proliferasyonunun diizensizligi, tiim tiimorlerin karakteristik 6zelligidir.
Diizensizlik mekanizmalar1 degismekle birlikte, kaginilmaz olarak hiicre i¢i sinyal
iletimindeki  bozulmalar  yoluyla olmaktadir. Bu bozulmalara mutasyonlar,
amplifikasyonlar, asir1 ifade durumlar1 ve kromozomal delesyonlar gibi degisimler sebep
olmaktadir. Bu degisimlerle ortaya ¢ikan diizensizlik hiicre canliligt ve enerji
metabolizmasi gibi pek ¢ok fizyolojik durumu da olumsuz yonde etkiler (20,21). Kanser

hiicreleri proliferatif sinyalizasyonu farkl1 mekanizmalarla saglarlar. Ayn1 kdkenli cogalma



stimiilasyonu ile sonug¢lanan endojenik ligand iiretimini saglayabilirler veya diger kanser
hiicrelerine ¢esitli biiylime faktorleri saglayarak tiimorle iligkili stroma ig¢indeki normal
hiicreleri uyarmak i¢in sinyaller gonderebilirler. Diizensiz artan biiylime faktorleri salinimi
onkogenlerin asir1 aktivasyonuna sebep olarak karsinogenezi baslatir (20,22). Ote yandan
somatik mutasyonlar hiicre replikasyonu sirasinda veya cevresel faktorlerin bir sonucu
olarak ortaya ¢ikarlar. Ozellikle yeni nesil dizileme teknolojilerinin gelismesiyle birlikte
pek cok yeni somatik mutasyonlar tanimlanmistir. Elde edilen veri setleri artik prognoz
iliskilerinden kanser alt tiplendirmesine kadar genis bir Olcekte ¢iktilar saglamaktadir.
Biiyiime faktorlerinde meydana gelen somatik mutasyonlar artan mutasyonel yiik ile
birlikte kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasini ve bilinen onkogenlerin aktivasyonlarina sebep
olmaktadir. Ornegin; Piccolo ve Frey’in COSMIC veritabam iizerinde yaptiklar1 bir
calismada; kolorektal kanserlerde APC, CTNNB1, KRAS, BRAF ve PIK3CA gibi hiicre
proliferasyonu ile dogrudan iliskili genlerde meydana gelen somatik mutasyonlar analiz
edilerek ayirt edici gen modellerine sahip kanser kiimelerinin olustugu belirlenmistir (23—
25).

Kanser hiicrelerinin bir bagka 6zelligi ise hiicre oliimiine karsi kazandiklar1 direnctir.

Organizmada farkli mekanistik yollarla hiicre 6liimleri gerceklesmektedir. Apoptoz veya
programli hiicre o6limi, yash veya islev bozuklugu bulunan hiicreleri organizmadan
¢ikarmanin dogal yoludur. Evrimsel olarak korunmus, gelisim ve doku homeostazinda
onemli rollere sahip bir siiregtir. Kanser hiicrelerinin genellikle apoptotik kaskadin
aktivasyonuna direnmede Onemli rol oynayan proteinlerin ¢ogunu asir1 ifade ettigi
bulunmustur (20,26,27). Apoptoz sinyal yolaklar1 ekstrinsik (6liim reseptor yolaklari) ve
intrinsik (mitokondriyel yolaklar) olarak tanimlanmigtir. Karsinogenez siirecinde hiicreler
bu yolaklardaki degisikliklerle apoptozun neden oldugu 6liime maruz kalma yeteneklerini
farkli mekanizmalarla kaybederler. Oliim reseptdrleri, hiicre dliimiiniin ve sag kalimimn
diizenlenmesi, farklilasma gibi ¢esitli biyolojik fonksiyonlara sahip 20'den fazla protein
iceren TNF reseptor gen ailesine aittir. Bu reseptorlerdeki anormal degisiklikler, ylizey
ekspresyonu azaltabilir veya tamamen yok edebilirler, bdylece oliim sinyalinin hiicre
yiizeyinden hiicre i¢i sinyallesme kaskadlarina iletilmesini onlerler. Sonu¢ olarak hiicre
Oltimiine kars1 diren¢ geliserek dogrudan tedaviye karst da direng gelisimi olusur.
Mitokondriyel yolaktaki pro-apoptotik ve anti-apoptotik molekiiller iizerinde gerceklesen

degisiklikler de hiicre 6liim direncine neden olur. Bcl-2 asir1 ekspresyonu, Bax veya BH-3



molekiillerinin inaktivasyonu gibi nedenlerle onkogenik sinyalizasyon artarak apoptoz
direnci olusmaktadir. Ote yandan kanser hiicrelerinde IAP gibi apoptoz inhibitérleri aktif

kaspaz 3 ve 7’ye baglanip kaspaz 9 aktivitesini 6nleyerek apoptozu engellerler (28,29).

Endojenik kimyasal sinyaller, hasar goérmiis kan damarlarin1 onarmak i¢in endotelyal
hiicrelerin ve diiz kas hiicrelerinin islevlerini koordine ederler. Normal anjiyogenez
stiregleri embriyo gelisimi, yara iyilesmesi ve organlarin saglikli perfiizyonu ic¢in ¢ok
onemlidir. Bununla birlikte, patolojik anjiyogenez siire¢leri, ¢esitli hastaliklarla iliskilidir.
Normal dokular gibi, tiimorler de besinler ve oksijen gereksinimlerinin yan1 sira metabolik
atiklar1 ve karbondioksiti bosaltmaya ihtiya¢ duyarlar. Anjiogenez sirasinda olusturulan
yeni kan damarlari ise bu gorevleri iistlenir. Bu tiimor ekosistemindeki biiyliime ve yayilma
icin ilk gereksinimlerden biridir. Bu siire¢te dokulardaki bazal membran lokal olarak
yaralandiktan sonra yikim ve hipoksi baglar. Ardindan, anjiyogenik faktorler tarafindan
aktive edilen endotel hiicreleri go¢ edip ¢ogalarak stabilize olurlar. Kanser hiicrelerinde
anjiyogenik faktorler bu siireci siirekli hale getirirler. VEGF-A ve TSP-1 gibi anjiogenez
stire¢ kontrol genlerinde hipoksi veya onkogenik sinyalizasyon sonucu ifade degisimleri
gerceklesmektedir. Degisen ifadelerle patolojik anjiogenez geliserek kanser hiicrelerinin
ayni organin farkli bolgesine infiizyonuna veya farkli organlara metastaz yapmasina
onciiliik eder (20,30-32).

Kanser hiicreleri makroskopik tiimdrler olusturmak icin sinirsiz replikasyon potansiyeline

ihtiyag  duymaktadir.  Replikatif  6liimsiizliik normal hiicrelerde  senesens

mekanizmalariyla siirlandirilmistir. Buna gore, tekrarlanan hiicre boliinme dongiileri 6nce
yaglanmanin indiiklenmesine ve daha sonra, bu engeli agsmay1 basaran hiicreler icin
popiilasyondaki hiicrelerin biiylik ¢cogunlugunun 61diigii bir kriz fazina yol agmaktadir.
Bazi durumlarda, hiicreler krizdeki bir popiilasyondan ¢ikar ve sinirsiz ¢cogalma potansiyeli
sergiler. Bu ge¢is hiicreler i¢in 6liimsiizliik olarak adlandirilir (20). Bu 6zellik, klonal
soylarin, artan proliferasyon hizina, invazyona ve tedavi direncini arttirabilen ardisik
sapmalar elde etmesine izin verir. Hiicresel senesensin ¢esitli fizyolojik ve patolojik
stireclere katilimi sadece proliferasyon ile degil, ayn1 zamanda, hiicre-hiicre etkilesimleri
ve cevre hiicreleri etkileyen faktorlerin salgilanmasi ile de desteklenebilir. Senesens
belirtegleri arasinda SA-B-gal reaktivitesi, hiicre dongiisii ile iliskili Ki67 proteininin
eksikligi, sikline bagli kinaz inhibitérii p16™K*nm (CDKN2A) vyiiksek diizeyde



ekspresyonu, DNA replikasyonu eksikligi ve trimetile histon H3 lizin 9 (H3K9me3) ve
SASP faktérlerinin indiiksiyonu sayilabilir (33-35). Ote yandan, smrsiz replikasyon
potansiyeli, insan kromozomlarinin uglarinda bulunan DNA'nin tekrarlayan “TTAGGG”
dizileri olan telomerlerin durumu ile de ilgilidir. Normal hiicrelerin her replikasyon turunda
telomerleri kisalirken, tiimor hiicrelerinde telomer uzunlugu esas olarak bir RNA bileseni
(hTR veya hTERC) ve bir katalitik proteinden (hnTERT) olusan “telomeraz” ad1 verilen ters

transkriptazin yeniden aktivasyonu yoluyla stabilize edilir (36).

Invazyon ve metastaz aktivasyonu kanserin en enigmatik ozelliklerinden biridir.

Invazyon-metastaz kaskad1 olarak adlandirilan bu yap1 uzak ikincil tiimérlerin olusumuna
yol agan karmagik sirali, birbiriyle iliskili bir siirectir (37). Metastazin temel gelisim
ozellikleri sirasiyla; epitelyal polarite kayb1 ve doku mimarisinin parcalanmasi, bazal
membranin asilimi, timor hiicrelerinin kan ve lenfatik damarlara gegisi, timor hiicrelerinin
damarlardan sizmasi, tiimor hiicrelerinin farkli bir organa migrasyonu ve son olarak burada
kolonizasyonla metastatik Ozelligin siirdiriilmesidir (38). Metastatik faktorler olarak
adlandirilan c¢esitli genetik, anatomik ve fizyolojik durumlar kanser hiicrelerinin metastaz
fenotiplerini etkilerler. Bunlar hiicre dis1 matriks, integrinler, kadherinler, hiicresel adezyon
molekiilleri, hiicresel hareket faktorleri (motilite ve kemotaksi), epitelyal-mezenkimal
gecis, metastaz genleri, metastaz baskilayicilari ve bazi proteinazlardir (39). Bu faktorlerde
meydana gelen mutasyon veya diizensizlik seklindeki anormallikler, primer tiimoriin
ayrilmasina ve kanser hiicrelerinin ikincil yerlere metastatik yayilma potansiyeline yol
agabilir. Ornegin; invazif kanser hiicrelerinde, kadherin ailesinin fonksiyonel diizensizligi
ve Ozellikle epitelyal-mezenkimal gegisin anahtar molekiilii E-cadherin (CDH-1, metastaz
baskilayici gen) kayb1 yaygin olarak gézlenmektedir. Olusan doku yapisinin gevsemesi ve
artan hiicresel degisimler nedeniyle epitel hiicrelerinin olduk¢a mezenkimal bir karaktere

sahip olmas1 miimkiindiir (39,40).

Biiyiime baskilayicilarindan_kacis, kanser hiicrelerinin sinirsiz replikasyon kabiliyeti

kazanmasina ve timor baskilayicilar tarafindan eliminasyon, biiyiime durmasi ve
yaslanmadan kacinmalarini saglar. Timor baskilayict genler normal hiicrelerin kanser
hiicrelerine doniisiimiinii engellerler. Bu islevler farkli molekiiler elemanlar tarafindan
diizenlemektedir. Rb ve pl6 gibi hiicre dongiisiiniin spesifik bir agamasina ilerlemeyi

kontrol eden hiicre i¢i proteinleri kodlayan genler, TGF-B ve APC gibi hiicre



proliferasyonunu inhibe eden sinyaller igin reseptorleri veya sinyal ceviricileri kodlayan
genler, BRCAI, pl6 ve pl4 gibi DNA hasarina veya kromozomal bozukluklara yanit
olarak hiicre dongiisiiniin durmasini tetikleyen kontrol noktasi proteinlerini kodlayan
genler, p53 gibi apoptozu indiikleyen proteinleri kodlayan genler ve MSH2 gibi DNA'daki
hatalar1 onarmada yer alan proteinleri kodlayan genler bunlarin baslicalaridir. Bu kritik
proteinlerde meydana gelen anormal degisiklikler kanser gelisimiyle dogrudan iliskilidir.
Bulunan genetik degisikliklerin %70'inden fazlasinin tiimor baskilayict mekanizmalarindan

kaginmayi temsil ettigi tahmin edilmektedir (41-43).

Immiin sistem tarafindan kanserlesme siirecinin gozetimi (immunosurveillance) 1909
yilinda Paul Ehrlich ve sonrasinda 1970 yilinda Frank Macfarlane Burnet tarafindan
aciklanmistir. Buna gore; immiin sistem gelisen tiimorleri tanimlayip kontrol altinda
tutarak elemine etmektedir. Son yillarda kanserin molekiiler biyolojisini anlamaya yonelik
caligsmalarin artmastyla kanser ve immiin sistem arasindaki kompleks iligki diizeni de daha
anlasilir boyutlara ulagmistir. Kanserin immiin gézetimi; immiindiizenleme (immune
editing) adinda gozetim ve gelisim asamalarimi kontrol eden dinamik bir siire¢ ile
aciklanmistir. Bu teori karsinogenez siirecinde immiin sistemin eleminasyon-denge-kagis
seklinde ii¢ temel asama ile ¢alistigini ifade etmektedir. Immiindiizenleme temel olarak
eliminasyon, denge ve kagis arasinda degisen tiimor ve bagisiklik sistemi arasindaki
etkilesimin bir stirekliligini temsil eder (44,45). Her ne kadar immiin sistem hastaliga sebep
olan somatik mutasyonlar1 dahi tamimlayabilecek, elemine edebilecek veya

baskilayabilecek kadar kusursuz caligsa da kanser hiicreleri immiin sistemden kacis icin

pek cok immiin tepkileri onleyici yol gelistirmistir. Bazi regiilator T hiicreleri tarafindan
timor mikrogevresinde gercgeklestirilen immiin baskilama, MHC1 ve TAP gibi kilit
proteinlerin diizensizligi ile antijen islev mekanizmalarmin baskilanmasi, immiin sistem
baskilayici sitokinlerin (TGF-B, TGA-a ve bazi interlokinler) asir1 {iretimi, apoptoz
mekanizmalarin1 kullanarak sitotoksik T hiicrelerine zarar vererek immiin sistemden

kagma gibi mekanizmalarla iglev goriirler (46-48).

Hiicresel enerji sisteminden kurtulma ya da diger bir ifadeyle hiicresel enerji sisteminin

yeniden programlanmasi kanser hiicrelerinin bilinen en eski 6zelliklerinden biridir. Otto
Warburg 1923 yilinda kanser hiicrelerinin oksijen varliginda bile normal dokulara kiyasla

cok yiiksek derecede glikoz alimi ve laktat iiretimi gosterdigini bildirmistir (Warburg



etkisi). Buna gore glikoliz sistemiyle, daha diisiikk verimlilikle fakat oksidatif
fosforilasyondan daha hizli bir oranda ATP iiretilir. Bu daha hizli ATP iiretimi kanser
hiicrelerinin daha hizla ¢ogalmasina neden olmaktadir. Bunun i¢in kanser hiicreleri,
glikolitik yolaga glikoz ve enzimleri almak veya bu enzimlerin spesifik izoformlarini
kodlamak igin glikoz tasiyicilarini (Ornegin; en bilinen olarak GLUTSs gen ailesinden
GLUT1 veya glikolizin ilk asamasini katalizleyen HKII enzimi) asir1 ifade etmektedir
(49,50). Bu teori hiicreler igin oksijensiz ortamda yalnizca glikoz varligi durumunda daha
etkindir. Kanser hiicreleri ATP iiretimi i¢in farkli 6zellikler de gelistirmistir. Bir diger
metabolizma faaliyeti ise simbiyotik iliski seklinde ger¢eklesir. Bir kanser hiicresi, glikoz
tiiketerek ATP tiretimi ile laktat iiretir ve komsu kanser hiicresi, TCA dongiisii ve oksidatif
fosforilasyon yoluyla salgilanan laktat1 tiiketir. Bu sekilde laktat veya glutamin gibi
tirtinlerde ATP kaynagi olarak degerlendirilir (51-53).

Kansere olanak saglayan iki karakteristik, yukarida bahsedilen kanser ozelliklerinin

gelismesini saglayan yanitlar1 icermektedir. Bunlardan genomik instabilite, kanser

hiicrelerine tiimdrogenezi saglayan genetik degisiklikleri yiiksek mutasyon oranlariyla
kazandirir. Enfeksiyonlarla savasmak ve yaralari iyilestirmek icin tasarlanan dogal immiin
hiicreler tarafindan olusturulan inflamasyonda, pek c¢ok onkogenik sinyal yolaklarinin

tetiklenmesiyle tiimor destekleyici fenotipler ortaya ¢ikarir (20).
2.1.2. KANSER ISTATISTIKLERI

Yas, cinsiyet, sebep, y1l ve cografyaya gore ayrilmisg dliimler ve 6liim oranlar1 hakkinda
karsilastirilabilir bilgiler, bilin¢li saglik politikalar1 i¢in bir baslangi¢ noktasi saglar. Tim
popiilasyonlar i¢in sag kalimlar1 gelistirmek ve yasam siiresini uzatmak, yerel 6liim hizi
seviyeleri ve egilimleri hakkinda detayli ve kanita dayali verilerle desteklendigi takdirde
anlamli olmaktadir (54). Ulkesel, kitasal ve kiiresel gapta hastaliklara dair insidans bilgileri
her gecen yil daha yiiksek c¢oziintirliikkle giincellenerek yetkili kurumlar tarafindan

yayinlanmaktadir.

2.1.2.1. Global Kanser Istatistikleri

Kanser hastalig: ile ilgili detayli verileri kiiresel dlcekte Uluslararasi Kanser Arastirma

Ajansi diizenli olarak yaymlamaktadir. En son yaymlanan 185 iilkeden 36 farkli kanser



tiriine dair global kanser istatistiklerine gére (GLOBOCAN 2018) 2018 yilinda tahmini
18,1 milyon yeni kanser vakasi ve 9,6 milyon kanser 6liimii olacagi tahmin edilmistir.
Sekil 2.3.’te pasta grafigi goriildiigii lizere toplamda en sik teshis edilen kanser %11,6

orani ile akciger kanseridir ve toplam kanser 6liimlerinin %18,4' ile ilk siradadir (55).

TOPLAM iNSIDANS TOPLAM MORTALITE

Akciger

Kolorektal

Kolorektal

Ozofagus Meme

Sekil 2.3. Kanser tiirlerinin toplam insidans ve mortalite oranlar1 dagilimi (55)

Kadinlarda en sik goriilen ii¢ kanser tiirii sirastyla meme (%?24,2), kolorektal (%9,5) ve
akciger kanseri (%8.,4) iken (Sekil 2.5.), erkeklerde ise bu siralama akciger (%14,5),
karaciger (13,5) ve mide (%10,9) kanserleri (Sekil 2.4.) seklindedir. Oliim nedenlerinde de
kadinlarda en sik 6liime sebep olan ii¢ kanser tiirii sirastyla meme (%15), akciger (%13,1)
ve kolorektal kanserler (%9,5) iken (Sekil 2.5.), erkeklerde ise akciger (%22), karaciger
(10,2) ve mide (%9,5) kanserleridir (Sekil 2.4.). Bununla birlikte, en sik teshis edilen
kanser ve kanser 6liimlerinin 6nde gelen nedenleri, ekonomik gelisme derecesine ve sosyal
yasam tarz1 faktorlerine bagli olarak iilkeler arasinda ve her bolgede onemli Olgiide
degisiklik gdstermektedir (55). Ornegin; Dagenais ve arkadaslarmmn bes kitadan 21 iilkede
orta yash yetiskinlerde yaygin hastalik, hastane yatiglar1 ve oliimlerdeki degisiklikler
lizerine gerceklestirdikleri prospektif bir kohort ¢alismasinda 35-70 yaslari arasindaki
yetiskinlerde, kardiyovaskiiler hastaliklar global Ol¢ekte baslica 6liim nedeni olmustur.
Fakat yiiksek gelire sahip veya bazi orta gelire sahip iilkelerde kanserden oliimler artik orta
yastaki 6liimlerin 6nde gelen nedenlerinde kardiyovaskiiler hastaliklardan daha yaygindir.

Birgok iilkede kardiyovaskiiler hastaliklar azaldik¢a, kanserden liimlerin 6nde gelen 6liim
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nedeni haline gelecegi diisiiniilmektedir. Ote yandan yoksul iilkelerdeki yiiksek &lim

oranlarinin ise saglik hizmetlerine daha az erisim ile ilgili oldugu tahmin edilmektedir (56).

ERKEK iNSIDANS ERKEK MORTALITE

Akciger

Diger

Prostat

Non-Hodgkin
Lenfoma

Mesane Karaciger

Lésemi

Kolorektal
Bébrek Pankreas

Non-Hodgkin Mide
Lenfoma

Ozofagus
Ozofagus

Mesane -
Karacigier Prostat Kolorektal

Sekil 2.4. Erkeklerde kanser tiirlerinin insidans ve mortalite oranlar1 (55)

KADIN iNSIDANS KADIN MORTALITE

Diger

Akciger

Kolorektal
Non-Hedgkin
Lenfoma

Lésemi

i Kolorektal
Karaciger Bébrek

Over

Akciger
Mide N
Pankreas Serviks

Corpus uteri Serviks Karaciger

Mide

Tiroid

Sekil 2.5. Kadinlarda kanser tiirlerinin insidans ve mortalite oranlar1 (55)

Amerika Birlesik Devletleri 6zelinde ise Amerikan Kanser Dernegi’nin 2020 yili kanser
istatistikleri ¢aligmasina gore, her giin yaklasik 4.950 yeni vakanin esdegeri olan yaklagik
1.806.590 kanser vakasi teshis edilecektir. Prostat, akciger ve kolorektal kanserler
erkeklerde tiim vakalarin %43'linii olusturmaktadir. Kadinlar arasinda en yaygin 3 kanser
ise meme, akciger ve kolorektal kanserleridir. Yalnizca meme kanseri kadmlardaki
kanserlerin %30'unu olusturmaktadir. Erkeklerde konulan kanser tanilarinin invazif olma

oran1 %40,1 iken kadinlarda bu oran %38,7’dir. Bu hafif farkliligin sebepleri biitiin olarak
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anlasilamamistir fakat ¢evresel maruziyetler ve endojen hormonlardaki degisimlerin bu
etkiler arasindaki karmasik etkilesimleri yansittigi diistiniilmektedir (57). Hastaliklara ait
gozetim, takip ve veri kaydi gibi siiregleri objektif kurallara bagli olarak yiiriiten
iilkelerden elde edilen popiilasyon bazli veriler de yiiksek ¢oziintirliik icerdigi icin en az

kiresel istatistikler kadar 6nem arz etmektedir.

2.1.2.2. Tiirkiye Kanser Istatistikleri

Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajanst GLOBOCAN 2018 istatistiklerinde Tiirkiye igin
Ankara, Antalya, Bursa, Edirne, Erzurum, Eskisehir, izmir, Samsun ve Trabzon Kanser
Kayit Merkezleri’ne ait verileri esas alarak hesaplamalar gergeklestirmistir. Buna gore
Tiirkiye’de 2018 yilinda 210.537 yeni kanser vakasi goriiliirken, 116.710 kisi kanser
sebebiyle hayatin1 kaybetmistir. Tiirkiye’de de global dl¢ekte oldugu gibi toplamda en sik
teshis edilen kanser tiirii %16,5 (globalden %35,1 daha fazla) orani ile akciger kanseridir ve
toplam kanser oliimlerinin %28,9’u (globalden %10,5 daha fazla) ile ilk siradadir (Sekil
2.6.). Kadinlarda en sik goriilen {i¢ kanser tiirii sirasiyla meme (%24,4), tiroid (%9,5) ve
kolorektal kanserler (%9,3) iken, erkeklerde ise akciger (%24,7), prostat (14,6) ve
kolorektal (%9,7) kanserleri seklindedir (Sekil 2.7.) (58).

TURKIYE TOPLAM iNSiDANS

Diger

Kolorektal

Prostat

Sekil 2.6. Tiirkiye'de kanser tiirlerinin toplam insidans oranlar (58)
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TURKIYE ERKEK INSIDANS TURKIYE KADIN iNSIDANS

Kolorektal

Kolorektal
Mesane Akciger Corpus uteri

Sekil 2.7. Tiirkiye'de kanser tiirlerinin kadin ve erkeklerdeki insidans oranlari

Amerika Birlesik Devletleri ve Tiirkiye arasindaki farkliliklara bakildiginda, iilkelerde
goriilen kanser tiirleri, insidanslari ve 6liim oranlarinin dogrudan demografik ve cografi
karakteristikler ile iliskili oldugu agik¢a goriilmektedir. Bu durum kanserle miicadele her

tilke icin spesifik protokollerin gerekliligini ortaya koymaktadir.
2.1.3. KANSERDE TEDAVi PROTOKOLLERI

Karsinogenez siirecinde tiimorler oldukga heterojen fenotip sergileyerek farkli molekiiler
ozellikler ve tedavilere ¢esitli yanitlar ile karakterize edilen karigik bir hiicre popiilasyonu
olustururlar. Bu nedenle, bu karmasik olgularin derinlemesine anlasilmasi, kesin ve etkili
tedaviler tasarlamak i¢in temel 6neme sahiptir (59). Kanser tedavi yontemleri gesitlidir ve
farkli mekanizmalarla etkinlik gosterir. Tedavi se¢imi ve siireci; tlimoriin biiytikliigi,
derinligi ve evresi ile iligkilidir. Onkoloji uzmanlari, hastanin ve tiimoriin durumunu fizik
ve biyolojiyi baglantili bir sekilde diisiinerek tedavi stratejisini se¢gmekle sorumludur.
Radyasyon onkologu, iyonizasyon tedavisini tek basina veya cerrahi, ilaglar, oksijen ve 1s1
gibi diger tedavi yontemleriyle birlikte ele alir. Klinik uygulamadaki nihai ¢oziim ise
multidisipliner bir yaklasimla gerceklestirilmektedir (60). Onceden, kanser sadece
bulundugu organlara veya basit histomorfolojik 6zelliklere gore siniflandiriliyor ve tedavi
protokolleri uygulaniyordu. Fakat insan genom projesinden elde edilen ciktilarla ve ileri
diizeyde gelisme gosteren sekanslama teknolojileriyle birlikte son 15 yilda tedavi

protokolleri daha akilli ve hedefli hale gelmistir. Bu teknolojilerin temel amaci; hizli,
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ekonomik ve dogruluk pay1 yiiksek veri eldesiyle, bu verilerin biyoinformatik ¢oziimlerle
anlamlandirilmasi sonucu tiimére O6zgii molekiiler anormalliklerin dogru, etkili ve

potansiyel olarak daha az toksik tedavilerle hedeflenebilmesidir (61).

Tim diinyada tibbi tedavi caligmalarinin ¢ogunlugu kansere odaklanmis durumdadir.
Cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi gibi geleneksel tedavi yontemleri halen en yaygin
kullanilan protokollerdir. Geleneksel kanser tedavi yontemlerinin beraberinde getirdigi yan
etkiler yeni nesil tedavi arayislarina neden olmustur. Hormon bazli tedaviler, hedefli ilag
tedavileri, immiinoterapi ve bunlarin ¢esitli konjugatlar1 baz1t modern tedavi segeneklerini

olusturmaktadir (18).

2.1.3.1. Cerrabhi

Cerrahi, kanserin en eski tedavi seklidir. Zaman icerisinde gelisen teknolojilerle cerrahi
miidahale yontemleri de degisiklik gostermistir. Esas olarak uygulama dénemi 19. yiizyilin
baslarina dayanmaktadir. Radikal mastektomi 1891 ile 1981 yillar1 arasinda yaklasik 90 yil
boyunca meme kanserini tedavi etmek icin kullanilmistir. 1980°li yillara kadar radikal
cerrahi kullanimi1 yayginken, 1980 ve sonrasinda gelistirilen kemoterapdtiklerle daha az
invazif ve hastanin yasam Kkalitesini daha az etkileyen lokal cerrahi uygulamalarina
gecilmistir (62,63). Cerrahideki kritik nokta; basarili bir tiimor rezeksiyonu igin geride
negatif bir kanser hiicre marj1 elde etmek hayati onem tasir, ¢linkii ameliyat sonrasi
bolgede kanser hiicrelerinin varligi tiimdr niiksiiniin 6nemli bir nedenidir ve kotli prognoza
yol agar. Bu nedenle tiimor lokasyonunun keskin bir sekilde belirlenerek optimal bir
bolgesel miidahale i¢in bilgisayarli tomografi, manyetik rezonans goriintiileme ve pozitron
emisyon tomografisi gibi goriintiileme tekniklerinin ameliyat 6ncesi kullanimi basari
oranlarin1 artirmigtir. Halen bu alandaki biyomedikal teknolojiler gelismeye devam
etmektedir. Gliniimiizde floresan tabanli, gercek zamanli tiimor goriintiileme sistemleri gibi
teknolojiler kullanima girmistir (64). Her gecen giin daha da gelisen robotik ve
goriintiileme sistemlerinin entegrasyonu ile minimal invazif cerrahi teknikleri de
(laparoskopik cerrahi) artan bir ivme ile pek ¢ok kanser tiiriinde basari ile sonug
vermektedir (65).
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2.1.3.2. Radyoterapi

Kanserlerde radyoterapi ile tedavi, lokalizasyonu belirlenmis bir tiimér hacmine lethal
dozlarda uygulanan iyonizasyon radyasyonundan olusur. Radyasyon kanser hiicre
DNA’sina ¢evredeki normal dokulara miimkiin olan en az hasarla zarar vererek hiicre
Olimiine yol agar. Bunu dogrudan DNA zincirine hasar vererek veya dolayli yoldan
viicutta cesitli serbest radikallerin gelisimi yoluyla gergeklestirir. Radyoterapi, tim kanser
vakalarinin neredeyse %50-60"1nim tedavi siiregleri igin gerekli bir protokoldiir. Ozellikle
cerrahi girisimden sonra yukarida bahsedilen muhtemel olarak bolgede kalan kanser
hiicrelerinin ortadan kaldirilmasi ig¢in gereklidir. Ayrica kemoterapotikler veya diger
hedefli tedavi ilaglarinin uygulamasi siireglerinde de destekleyici tedavi seklinde
uygulanmaktadir. Radyoterapi uygulama sekli ise hastanin genel durumu, kanser derecesi
ve yayilimi, tedavi basamagi gibi kosullara bagl olarak degisiklik gostermektedir.
Radyoterapi de, U¢ Boyutlu Konformal Radyoterapi, Yogunluk Modiilasyonlu
Radyoterapi ve Goriintii Rehberli Radyoterapi gibi gelisen cihaz teknolojileriyle baglantili
olarak gilinlimiizde yaygin olarak kullanimi siirdiiriilen kokli bir kanser tedavi

protokolidiir (60,66,67).
2.1.3.3. Kemoterapi

Kemoterapi tedavileri, kanser hiicrelerini cogalmasin1 kimyasal temelli antikanser ajanlarla
inhibe etmek ic¢in kullanilir. Tedavide kullanilan kemoterapotik ajanlarin ¢cogu hiicre
boliinmesini veya DNA sentezini durdurma yoluyla islev goriir. Bu ajanlar sitostatik veya
sitotoksik etki gostermek suretiyle farkli etki mekanizmalarina sahiptir. Etki
mekanizmalarina dayanarak, kemoterapétik ajanlar; alkilleyici ajanlar, anti-metabolitler,
antrasiklinler, topoizomeraz inhibitérleri ve mitotik inhibitorler olarak siniflandirilabilirler
(68,69).

Alkilleyici agjanlar, kanser tedavisinde en ¢ok kullanilan kemoterapétiklerdir. Bu bilesikler
hiicrelere hem niikleer hem de mitokondriyal DNA'ya alkil gruplarinin eklenmesiyle zarar
verir. Alkilleyici ajanlarin olusturdugu DNA hasari, kanser hiicrelerinin bdliinmesini
durdurur. Bu sebeple c¢ok genis sprektrumda klinik kullanima  sahiptirler.
Cyclophosphamide, Mechlorethamine, Melphalan, Cyclophosphamide, Cisplatin,
Carboplatin ve Oxaliplatin alkilleyici kemoterapétik ajanlara 6rneklerdir (69—72).
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Anti-metabolitler, niikleik asitlerin analoglaridir. Bir piirine karsi mimik gorevi goriirler,
bu da DNA veya RNA'ya baglanmalarina olanak saglayarak DNA replikasyonu ve hiicre
boliinmesine miidahale ile sonuglanir. En bilinen ve yaygin kullanilan anti-metabolitler; 5-

fluorouracil, Gemcitabine, Methotrexate olarak sayilabilir (69-72).

Antrasiklinler, daunosamin ve tetrahidronaftaliniyon bazli olup, DNA veya RNA dizisinin
baz ¢iftleri arasina girerek DNA ve RNA sentezini inhibe ederler. Serbest radikal olusumu
yoluyla DNA ve hiicre zarma zarar veren tiirleri de vardir. Ayrica DNA replikasyon
enzimlerini (topoizomeraz II gibi) hedefleyerek de islev goriirler. Doxorubicin,

Daunorubicin, Epirubicin ve Mitoxantrone bilinen antrasiklin kemoterapdtiklerdir (69—72).

Topoizomeraz inhibitdrleri; topoizomeraz I veya II'yi hedef alarak etki gosterirler. Her iki
sinif da DNA siiper sarimint (DNA supercoiling) 6nlemek i¢in DNA transkripsiyonunu
bloke ederek calisir. Topotecan, irinotecan ve Etoposide topoizomeraz inhibitérleridir (69—
72).

Mitotik inhibitorler; dogal iiriinlerden elde edilen kemoterapéotiklerdir. Geneli dogal bitki
alkoloidleridir. Hiicre boliinmesi i¢in gerekli molekiillerin sentezini, hiicre dongiisiiniin
mitotik fazinda mikrotubiillere etki ederek durdururlar. Vinblastin, Paclitaxel ve Docetaxel

bu gruba 6rnek kemoterapéotiklerdir (69-72).

Kemoterapdtik ilaglar kanser hiicreleri yaninda normal hiicreleri de hedef alir. Bu sebeple
sindirim sistemi iltihaplari, sa¢ ve tirnak dokiilmeleri ve immiin sistemin baskilanmasi gibi
yan etkilere sebep olurlar (68). Etkinlik diizeylerinin yiiksek olmasi, sistemik uygulanisi ve
ulasilabilirlikleri sebebiyle kesiflerinden bu yana klinikte yogun olarak kullanimlarina
devam edilmektedir. Fakat yukarida belirtilen yan etkiler sebebiyle hedefli ve daha az yan

etkili ilag arastirma ve gelistirme galismalar1 ger¢eklestirilmistir ve halen siirdiiriilmektedir.

2.1.3.4. Hedefli Tedaviler

Kanser tedavi protokollerinin ana dayanak noktalar1 cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi
olsa da klinikte etkinliklerini sinirlayan ¢esitli dezavantajlara sahiptir. Cerrahinin hiicresel
diizeyde hassasiyeti diigiiktiir ayrica metastaz durumlarinda ¢6ziim saglayamayabilir.
Radyoterapi siklikla ¢evre dokularinda dolayli hasara neden olur, bu da g¢esitli yara

komplikasyonlar1 ve gec iyilesmelerle sonuclanmaktadir. Kemoterapi ise genellikle
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sistemik toksisitelere ve cesitli ila¢ direnglerinin gelismesine neden olur. Bu nedenle,
dezavantajlar1 ve yan etkileri daha az 6te yandan daha fazla hedefe yonelik klinik ajanlarin

gelistirilmesi ¢alismalar1 dogmustur (73).

Hedefli tedavilerin amaci, kanser hiicrelerinin molekiiler mimarisini, timor gelisimin farkl
asamalarinda belirlemek ve terapotik miidahaleye uygun 6zellikleri tanimlamaktir (Sekil
2.8.). Arastirmalar, kanserdeki spesifik molekiiler hedeflerin fizyolojisini ve 6zelliklerini
anlayarak, tiimor biiylimesini ve ilerlemesini inhibe etmek i¢in potansiyel molekiiler
stratejileri belirlemek {izerine yogunlagmistir. Bu siireclerin temelini genomik analiz
caligmalar1 olusturmaktadir. Sekanslama teknolojileri sayesinde normal ve malign
hiicrelerin genleri ve protein ekspresyonlarinin karsilastirmasi ile bu hiicreler arasindaki
genetik heterojenlik belirlenerek spesifik hedeflere yonelik ilag arastirma ve gelistirme

caligmalari yiriitiilmektedir. (74).

Kisisellestirilmis Kanser Tedavisi

'Yy M

FPR 1

b — g 11 S

Molekiiler Profilleme Prognostik belirtegler

ilag duyarliligini/direncini
ongoren belirtegler
Yan etkileri 6ngéren
belirtegler

Sekil 2.8. Kisisellestirilmis kanser tedavisi yaklagimlari (75)

Yukarida bahsedilen hedefli tedavi siireglerinin gelismesinde; molekiiler genetik,
molekiiler hiicre biyolojisi, immiinoloji ve biyoinformatik gibi bilim dallarinin ortak
katkilariyla pek cok strateji ve terapotik ajanlar ortaya cikmustir. Giliniimiizde hedefli
tedaviler kavrami artik genel bir basligi yansitmakta olup farkli mekanizmalara sahip pek

cok alt bileseni bulunmaktadir. Bu bilesenler dort ana baslik altinda toplanmaistir:

I. Kiigiik molekiiller
ii. Gen terapi
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Ii. Nanotastyici sistemler

Iv. Immiinoterapi
2.1.3.4.1. Kiiciik Molekiiller

Kiiclik molekiiller, diisiik molekiil agirliga sahip (genellikle 500-900 dalton arasi), hiicre
membranindan girerek hiicre i¢i sinyal molekiillerini hedefleyen bilesiklerdir. Bilinen pek
cok kiiciik molekiiller 6zellikle reseptor tirozin kinazlar olmak {izere enzimlere miidahale
edecek sekilde tasarlanmistir. Ek olarak, hiicre dongiisii kontrol noktasini etkinlestirmek,
apoptozu tetiklemek ve DNA onarimini koordine etmek i¢in proteazomlari, sikline bagh
kinazlar1 ve poli ADP-riboz polimeraz inhibitorlerini hedeflemek icin de kiiglik molekiiller

tasarlanmistir (73,74).

Protein kinazlar, ATP’den bir fosfat grubunun tirozin, serin veya treonin rezidiilerine
fosforilasyon ve transferinde yer alan enzimlerdir. Protein fosforilasyonu, hiicre
aktivitelerinin diizenlenmesindeki en onemli olaylardan biridir. Farkli protein kinazlar
arasinda, reseptOr tirozin kinazlar ise hiicre i¢i kinaz alanina bagli bir transmembran
reseptorden olusur (76). Tirozin kinazlar, protein kinazlarin bir alt smifidir ve proteinin
konformasyonel degisikligine yol acarak fonksiyonunu etkileyen katalizorlerdir. Reseptor
tirozin kinazlara ligand baglanmasiyla indiiklenen dimerizasyon, oto inhibitor elementlerin
transotofosforilasyonuna neden olarak tirozin kinaz alani i¢inde yapisal transformasyona
yol agar. Fosforile tirozin yan zincirleri, fosfotirozin tanima alanlar1 iceren proteinler i¢in
baglanma yerleri olarak islev goriir. Tirozin kinazlar da protein fosforilasyonu sonrasi
hiicre biiylimesini, farklilagmasini, 6liimiinii ve bir dizi fizyolojik ve biyokimyasal siireci
diizenlemek i¢in sinyal aktarirlar (Sekil 2.9.). Literatiirdeki pek ¢ok ¢alisma proto-onkogen
ve onkogen lriinlerinin %50'sinden fazlasinin tirozin kinaz aktivitelerine sahip oldugunu
gostermistir. Bu durum dogrudan tlimdrogeneze yol agmaktadir. Ayrica cesitli biiylime
faktorlerine, sitokinlere ve hormonlara hiicresel yanitta gorev alirlar (77-79). Bu sekilde
pek cok tiimor biiylime mekanizmalarindan sorumlu olan tirozin kinazlar kanserde ilag

arastirma ve gelistirme ¢alismalarinin odak noktasi haline gelmistir.
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Sekil 2.9. Protein kinazlarin etki mekanizmasi (80)

Tirozin kinaz inhibitorleri, kanser hiicrelerinin biliylime faktorii sinyal yollarini cesitli
mekanizmalarla inhibe ederek islev goriirler. Dimerizasyon i¢in ATP veya substrat ile
rekabet ederler ve ayni zamanda allosterik olarak da hareket edebilirler. Tirozin kinaz
inhibitorleri o6zellikle secici olarak malign degisime ugramis hiicrelere 6zglin olarak
ATP'nin veya substratlarinin baglanmasina miidahale ederek tirozin kinaz alaninin katalitik

aktivitesini inhibe etme yoluyla karsinogenezi durdururlar (Sekil 2.10.) (76,81).
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Sekil 2.10. Tirozin kKinaz inhibitorlerinin etki mekanizmasi (76)

Imatinib; Ber-abl tirozin kinazina kars1 gelistirilen ve FDA tarafindan klinik kullanimina
2001 yilinda onay verilen ilk tirozin kinaz inhibitoriidiir. Tirozin kinaz inhibitérleri; tirozin
kinazin katalitik baglanma sahasinda rekabetgi ATP inhibisyonu saglayarak ayni etki
mekanizmasin1  paylasiyor  olsalar da  hedeflenen kinazlarin  spektrumunda,
farmakokinetiginin yani sira bilesige 6zgiin yan etkiler bakimindan birbirlerinden farklilik
gosterirler (82). Tirozin kinaz inhibitorleri gelistirildikleri hedeflere ve jenerasyonlara gore
kategorize edilmektedir. Major tirozin kinaz hedefleri arasinda Ber-Abl, EGFR, VEGFR,
PDGFR gibi onkogenik fonksiyona sahip hedefler bulunmaktadir. Bu hedeflere karsi

gelistirilen baz1 inhibitdrler;

Ber-Abl tirozin kinaz inhibitérleri; Imatinib, Nilotinib, Dasatinib, Ponatinib, Bafetinib

EGFR tirozin kinaz inhibitorleri: Gefitinib, Erlotinib, Afatinib, Neratinib, Icotinib

hydrochloride, Lapatinib, Canertinib, Dacomitinib, Osmertinib

VEGEFR tirozin kinaz inhibitérleri; Vatalanib, Tivozanib, Cediranib, Pazopanib
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PDGEFR tirozin kinaz inhibitorleri; CP-673451, Crenolanib seklindedir.

Imatinib ve Gefitinib gibi birinci nesil tirozin kinaz inhibitdrleri geri doniisiimlii, yarismali
ve ¢ogunlukla tek hedefli inhibit6rlerdir. Afatinib ve Dasatinib gibi ikinci nesil inhibitorler
ve Osimertinib gibi {igiincii nesil olanlar ¢ogunlukla geri doniisiimsiiz, kovalent ve ¢oklu
hedeflidir (81). Her bir inhibitdr farkli biyolojik, farmakolojik ve farmakokinetik

ozelliklere sahiptir.

Ornegin; Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorleri karsinogenezde 6nemli islevlere sahip
en 6nemli reseptor tirozin kinazlardan birini temsil eder. EGFR, ERBB reseptorii tirozin
kinaz siiper ailesinin bir transmembran glikoproteinidir. Tirozin kinazlar araciligyla PI3K-
PTEN-AKT, MAPK, ERK ve JAK/STAT yolaklarinda bir fosforilasyon akigina aracilik
eder (79). Gefitinib, epitelyal hiicre tipi kanserlerde eksprese edilen segici bir EGFR tirozin
kinaz inhibitoriidiir. EGFR tirozin kinaz aktivitesinin inhibisyonu; tiimor biiylimesini,
metastazi ve anjiyogenezi Onleyerek anti-kanser etkinlik saglamada 6nemli bir stratejidir
(77). Oral olarak uygulanan Gefitinib, kanser hiicreleri tarafindan alinir ve ATP'in
EGFR'niin hiicre i¢i alanindaki ATP baglanma bolgesinin fosfat baglama dongiisiine
baglanmasini geri donilistimlii ve yarigmali bir sekilde inhibe eder. Boylelikle ATP'in
EGFR'ne baglanmasimi inhibe ederek otofosforilasyon ve asagi sinyal yollarinin
aktivasyonunu baskilar. Sonug¢ olarak hiicre proliferasyonunun inhibisyonuna ve kanser

hiicrelerinde apoptozun indiiklenmesine yol agar (Sekil 2.11.) (83).

< Dimerize
Ligand o gl A EGFR
baglanma alani ‘ 4 |
Membran
PEIYIHRY s [sleIslslele]lelelelolslolslsle]s .ol slele YVYEVYYYVYYVYVY
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Tirozin Kinaz Alani b _ATP_ | ._ATP_A
Tirozin Kinaz Alt sinyal yolaklari
. inhibitorii
Inhibisyon
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Apoptoz |
Proliferasyon 4

Sekil 2.11. Bir tirozin kinaz inhibitorii olarak Gefitinib'in etki mekanizmasi (83)
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Bu sekilde farkli hedeflere karsi farkli mekanistiklere sahip tirozin kinaz inhibitorleri
gelistirilmistir ve yogun bir sekilde daha efektif ve daha az yan etkili bilesikler iizerinde
calisiilmaya devam edilmektedir. Bu tip kiigilk molekiiller klinikte hem birincil tedavi

olarak hem de diger terapotiklerle kombine edilerek kullanilmaktadir.

2.1.3.4.2. Gen Terapi

Gen terapi, uygun genetik materyali hedef hiicrelere veya dokuya iletmeyi ve eksprese
etmeyi amaclayan terapotik protokolleri igerir. Kanser i¢in insan genom ¢ozliniirliigiiniin
artmasi ve ileri diizey ilag tasima sistemlerinin gelistirilmesiyle birlikte pek ¢ok ¢esit gen
terapi secenekleri ortaya ¢ikmistir. Bunlar arasinda; gen kusurlarinin diizeltilmesi, gen
terapisine dayali bagisiklik modiilasyonu, anti-anjiyogenik gen terapisi, onkolitik
viroterapi, anti-sens terapi, RNA interferans, apoptotoik/onkogen/tiimor baskilayici gen

manipiilasyonlari, intihar gen terapisi ve CRISPR-Cas9 sayilabilir (84).

Gen terapi, bir hedef hiicrede anormal gen veya genleri diizenlemeyi, degistirmeyi veya
silmeyi amaclayan bir yaklasim gerektirmektedir. Bu hedef hiicreler, primer veya
metastatik kanser hiicreleri, dolagimdaki tiimor hiicreleri veya dorman kok hiicreler ve T
hiicre lenfositleri veya dendritik hiicreler gibi spesifik hiicreler olabilir. Genetik
materyallerin hedef hiicrelere girisi i¢in ise viral veya viral olmayan (fizyolojik, kimyasal
veya bakteriyel) tasima sistemleri gelistirilmistir. Genetik materyaller hedef hiicrelere
aktarildiktan ve hiicresel DNA'ya dahil edildikten sonra, hedef hiicre genlerinin
susturulmasini, asagi regiilasyonunu, modifikasyonunu veya onarimim indiikleyebilirler.
Gen ekspresyonunun yogunluguna bagli olarak, hiicre 6liimiine ve buna bagl olarak tiimér
regresyonuna neden olurlar. Ayrica hedef gende meydana gelen modifikasyon, kemoterapi,
radyoterapi veya immiinoterapi gibi sonraki kanser terapilerinden gelen yaniti
iyilestirebilir. Hedef genin onarimi, sonraki malignite veya kansere bagh

komplikasyonlarin 6nlenmesine yardimci olabilir (85).

Ik ticarilestirilmis gen terapi iiriinii Gendicine; Rous sarkom viriisii promotdrii altinda
yabanil tip p53'Qi eksprese etmek Tlizere tasarlanmis bir rekombinant adenoviriistiir.
Oncelikli olarak olarak bas boyun kanserlerinin tedavisinde kullanilmistir. Faz 111 klinik
denemelerinde hastalarin  %64'linde viriis radyoterapi ile kombinasyon halinde

kullanildiginda tiimoriin tamamen geriledigi gozlemlenmistir. Kanser, devam etmekte olan
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tiim gen terapi klinik denemelerinin %60'1ndan fazlasini olusturmasina ragmen, kanser gen
terapisinin basarisi, monogenetik hastaliklarin tedavisinde elde edilenin gerisinde
kalmaktadir. Buradaki baslica zorluklar arasinda; degisimlerin genellikle poligenik olmasi,
hastalar arasinda ve hatta aymi hastanin farkli tiimorlerinde dahi genetik varyasyonlarin
bulunmasidir. Ote yandan tasima sistemlerinin farkli kanser tiirlerinde degisken etkinlikler

gostermesi de diger bir zorluktur (86).
2.1.3.4.3. Nanotasiyici Sistemler

Nanotip, kanser teshis ve tedavisinde hizla gelisen bir alandir. Nanotasiyicilar; fiziksel
ozellikleri bakimindan benzersiz biyolojik 6zelliklere sahiptir. Makromolekiil veya kiiciik
molekiil yapidaki anti-kanser ajanlar1 tasiyabilen kolloidal nano o6lgekli sistemlerdir.
Boylece hedefli tedavinin dolayli bir yaklagimi olarak, bu anti-kanser ajanlarin normal
dokulardan kaginmasina ve tiimorlerde birikmesini saglarlar. Sonug¢ olarak direk hedefli
tedavi ajanlar1 gibi toksisitesi azaltilmis ve tiimor bolgesinde birkac kat daha yiiksek bir
sitotoksik konsantrasyona ulagmaya aracilik ederler. Ek olarak; ilaglar1 bozunmaya karsi
korurlar, kan dolasimindaki yar1 dmiirlerini artirirlar, salim kinetigi kontroliinii saglarlar ve
¢Oziiniirliigi artirirlar. Nanotasiyicilar esas olarak ilacin bir polimerik yapiya kovalent
olarak baglandig1 veya konjiige edildigi polimer terapotiklerini ve partikiil ila¢ yapilarim
igerir. Polimer-ila¢/protein konjugatlari, polimerik miseller, dendrimerler, polimerik

nanopartikiiller, lipozomlar ve karbon nanotiipler bilinen nanotasiyici sistemlerdir (87).

Her ne kadar ¢cogu kanserin tedavisinde mevcut ila¢ dagitim sistemleri tarafindan biiyiik
ilerlemeler kaydedilmis olsa da bu sistemlerin gelisimi temel bilimler noktasinda kalmaistir.
Tastyicilarin ¢ogu kiigiik hayvan modellerinde tasarlanmis ve test edilmis, buradan
miikemmel terapotik sonuclar elde edilmistir fakat hayvan deneylerinin klinige
translasyonu noktasinda yetersiz kalinmistir. Bu araglarin avantaj ve dezavantajlarin1 tam

olarak anlamak i¢in daha fazla klinik veriye ihtiya¢ vardir (88).

2.1.3.4.4. iImmiinoterapi

Saglikl1 bireylerde immiin sistem ile kanser hiicrelerinin dinamik bir dengede olduklar1 ¢ok
uzun zamandir bilinmektedir. Bu dengenin siirekliligindeki karmasik etkilesim
tiimdrogenezin seyrini belirlemektedir. Immiin sistem anormal degisim fenotipi gdsteren

hiicreleri yakalayip elemine etmek lizere calisirken, kanser hiicrelerinin proliferasyonu,
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invazyonu ve metastaz kabiliyetlerinin gelisimi immiin sistemden kagis yeteneklerine
baghidir (89). Kanser hiicreleri hastanin kendi hiicrelerinden tiirevlenmis olsa da normal
hiicreler tarafindan anormal veya daha diislik seviyelerde eksprese edilen tiimorle iliskili
antijenler tarafindan yabanci olarak tanmir ve hedeflenirler. Bu 6zellik kanser hastalarinda
biiyiilk Olclide immiin-tolerans ve immiin-baskilayict tiimoér mikrogevresi nedeniyle
bozulmaktadir. Bu mekanizma artik kanserin temel Ozelliklerinden biri olarak kabul
edilmektedir. Kanser immiinoterapisi pek ¢ok farkli mekanizma ile bagisiklik sistemini
dogrudan veya dolayli olarak kanseri hedeflemek i¢in kullanan kanser tedavi protokolleri
icerir. Immiino-onkoloji olarak da adlandirilan bu yaklasim, hastanin kendi bagisiklik
sistemini indiikleyerek kanser tedavisi icin bagisiklik sisteminin giiciinii ve segiciligini
kullanir (89,90). Immiinoterapi’de genel olarak bes farkli ana yaklasim uygulanmaktadir.
Bunlar; bagisiklik kontrol noktasi inhibitorleri, adaptif T hiicre tedavisi, sitokinler, kanser

asilar1, onkolitik virlisler ve monoklonal antikorlardir.

Bagisikhik kontrol noktalari, bagisiklik tepkisini azaltmak ve otoimmiiniteyi 6nlemek

icin viicudun dogal frenleridir. Bu noktalarin primer rolii, bagisiklik sistemi patojenlere
yanit verirken dokulari hasardan korumak ve kendi antijenlerine karsi toleranst devam
ettirmektir. Bu olay T-hiicresi aktivasyonu veya efektor fonksiyonlarinin asagi regiilasyonu
ile elde edilir. Timorlerin bagisiklik sisteminden kagtig1 birincil mekanizmanin bagisiklik
kontrol noktalarin1 asmak oldugu bilinmektedir. Bu nedenle bu bagisiklik kontrol noktalar:
veya diger yardimci uyarici reseptorler terapdtik hedefler olusturur. Bir immiinoterapi
olarak basariyla hedeflenen ilk kontrol noktasi reseptoric CTLA-4 (CD152)'tiir. Aktive
edilmis T hiicrelerinde eksprese edilir ve birincil islevi, CD28 tarafindan iletilen ko-
stimiilator sinyale karsi koyarak (CD28 ile ligand baglanmasi i¢in rekabet eder ve afinitesi
daha yiiksektir) T hiicresi aktivasyonunu inhibe etmektir. Bir anti-CTLA-4 monoklonal
antikoru olan Ipilimumab, ileri melanom tedavisi i¢in FDA onayr alan ilk bagisiklik
kontrol noktasi inhibitoriidiir. Ipilimumab uygulamasi sonucu T hiicreleri cogalmaya,
sitokin iiretmeye ve sitotoksik efektor fonksiyonlarini timor mikrogevresinde uygulamaya
devam edebilirler. Bagka bir bagisiklik kontrol noktasi reseptdrii olan PD-1 ve bunlarin
ligandlari, PD-L1 ve PD-L2'nin hedeflenmesi diger bir immiinoterap6tik yontemdir.
CTLA-4'e benzer sekilde PD-1, T hiicresi aktivasyonu ve bagisiklik toleransi arasindaki
dengenin diizenlenmesinde ve korunmasinda kilit bir rol oynar. Bununla birlikte, CTLA-

4'iin aksine PD-1 genis bir sekilde eksprese edilir ve T hiicrelerine ek olarak B hiicreleri ve
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NK hiicreleri tizerinde de bulunabilir. Pembrolizumab ve Nivolumab, PD-1 ve ligandlari
PD-L1 ve PD-L2 arasindaki etkilesimi engelleyen monoklonal antikorlardir (89-92).
Nitekim 2018 Nobel Fizyoloji ve Tip Odiilii, Dr. James Allison ve Dr. Tasuku Honjo’ya
kanserde bagisiklik kontrol noktalar1 hakkindaki ¢alismalar1 ve gelistirdikleri anti-CTLA-4

ve anti-PD-1 monoklonal antikorlar1 sebebiyle verilmistir (93).

Adaptif T hiicre tedavisi, cogunlukla tiimére 6zgii T hiicrelerinin izolasyonunu ve in vitro

olarak c¢ogaltilmasin1 ve ardindan kanser hastasina aktarimini igeren baska bir
immiinoterapi tiiriidiir. Birgok adaptif T hiicre tedavi protokolii bulunmaktadir. Bunlar
arasinda; dogrudan tiimoérden elde edilen ve tiimorii infiltre eden lenfositlerin kiiltiiri,
belirli bir T hiicresi veya klonunun izole edilmesi ve g¢ogaltilmasi, tiimdrleri giicli bir
sekilde tanimak ve saldirmak icin in vitro olarak tasarlanmis T-hiicrelerinin kullanilmasi
(kimerik antijen reseptorii T-hiicresi (CAR T-hiicresi) tedavisi) bulunmaktadir. Adaptif T
hiicre tedavisi melanom ve hematolojik malignitelerin yan1 sira solid tiimorlerde yapilan
klinik denemelerde dikkate deger sonuglar vermesine ragmen, ciddi sitokin fitrinasi ve
serebral 6demler nedeniyle 6liimlere sebep olmustur. Yine de adaptif T hiicre tedavisi son
yillarda hizla gelisen kisisellestirilmis bir immiinoterapi yaklasimimi temsil etmektedir.
Bununla birlikte, bu umut verici tedavi yonteminin daha fazla optimizasyonu, etkinligini

artirmak ve beraberinde getirdigi toksisiteyi azaltmak i¢in elzemdir (94,95).

Sitokinler, molekiiler agirliklar1 30 kDa’nin altinda olan, g¢esitli hiicrelere sinyaller
saglayan polipeptitlerdir. Sitokin hedef hiicreleri, hiicre zarlarinda yiiksek afiniteli
reseptorleri  eksprese eder. Sitokin baglanmasin1 takiben bu reseptorler, gen
transkripsiyonunda degisikliklere yol agan hiicre i¢i sinyalleri tetikler. Sitokinler boylece
cogalmayi, farklilasmay1 ve belirli hiicre fonksiyonlarin1 uyarir veya degistirir. Terapotik
olarak ise, bazi sitokinler, dogrudan anti-proliferatif veya pro-apoptotik aktivite ile ya da
dolayli olarak bagisiklik hiicrelerinin tiimor hiicrelerine kars1 sitotoksik aktivitesini
uyararak tiimor hiicresi biliyiimesini sinirlarlar. IFN-o ve IL-2 en bilinen anti-kanser
sitokinlerdir (96). Pro-inflamatuar sitokinler, efektor T hiicresi proliferasyonunu ve
aktivasyonunu tesvik ederler. Klinik kullanim alaninda tedavi igin iki sitokin FDA
tarafindan onaylanmistir. Bunlardan IL-2 bobrek hiicre karsinomunda ve metastatik
melanoma tedavisinde kullannm onay1 alirken, IFN-a ise, bazi1 16semi ve lenfoma

hastaliklar1 igin onaylanmistir. iImmiinoterapétik aktivite olarak IFN-a, MHC-I'in kanser
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hiicreleri tizerinde ekspresyonunu indiikler ve dendritik hiicrelerin olgunlasmasini tesvik
eder. Ayrica efektdr T hiicrelerini, NK hiicrelerini ve makrofajlar1 aktive eder, boylelikle
dogrudan tiimor hiicresi apoptozunu indiikler ve timdr neovaskiilatiiriinii degistirir. 1L-2
ile stimiilasyon ise, NK ve T hiicrelerinin ¢ogalmasini ve sitotoksisitesini indiikler ve B
hiicrelerinin farklilagmasini tesvik eder. Bunlarin disinda klinik arastirma agamasinda olan

IL-10, IL-12, IL-15, IL-21 gibi interlokinler bulunmaktadir (97).

Kanser_asilari, bir anti-kanser tepki ortaya ¢ikarmak igin tiimor antijenleri kullanilarak

bagisiklik sisteminin spesifik olarak uyarilmasini saglayan ajanlardir. Hastanin kendi
bagisiklik sistemini kullanarak ozellikle ileri evre kanserleri tedavi etmeyi amaclayan
immiinoterapi tlriidiir. Profilaktik veya terapotik olarak iki ana kategoriye ayrilirlar.
Profilaktik asilar dolayli yoldan anti-kanser fenotip gosterirler. En iyi 6rnekleri; karaciger
ve serviks kanserinin nedenlerinden olan hepatit B viriisiine ve insan papillomaviriisiine
kars1 profilaktik agilarin tiretilmesidir. Terapotik kanser asilar1 konusunda ise; hiicre asilari
(Tim timor hiicresi, tiimdr hiicresi lizatlari, modifiye edilmis tiimor hiicreleri), protein
veya peptit bazli asilar, genetik asilar (RNA, DNA veya viral), DC-tabanli asilar dahil
olmak tizere farkli kanser as1 stratejileri gelistirilmistir (98-100). Hiicre asilar1 otolog ve
allojenik kanser asilari olmak {tizere iki farkli yaklasim {izerinedir. Otolog asilar icin
periferik kan hiicreleri hastadan izole edilir ve graniilosit-makrofaj koloni uyarici faktor ile
konjuge edilmis bir prostat antijen prostatik asit fosfataz igeren rekombinant flizyon
proteini ile ex vivo olarak aktive edilir ve hiicreler tekrar PAP'a 6zgii T hiicrelerini aktive
etmek icin hastaya infiize edilir. Bu hiicreler kanserli hiicreleri tanyip bagisiklik tepkisini
tetiklerler. Allojenik asilar ise, laboratuvarda yetistirilen hiicreler ile saglanir. Bu tip bir

aginin gelistirilmesi daha zordur, ancak daha endiistriyeldir (101,102).

Protein/peptid temelli rekombinant asilar, belirlenen tiimorle iligkili antijenlere (TAA)
dayalidir ve genellikle bir adjuvan veya bir bagisiklik modiilatorii ile birlikte uygulanir.
Antijen veya antijen fragmanlarini uygulamanin bir bagka stratejisi, ekspresyon kasetlerini
tasiyan viral veya plazmid DNA vektorlerini kullanmaktir. Otolog tiimér dokularindan
alman RNA’lar spesifik bir sitotoksik T lenfosit tepkisi olusturmak igin
kullanilabilmektedir (98). Kanser asilarini gelistirmek i¢in yapilan 6nemli ¢abalara ragmen

az sayida kanser asist onayli tedavi iriinii olarak kullanilmaktadir. Bunun temel sebebi
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diger immiinoterapi yaklasimlarina kiyasla daha zayif klinik yanitlar alinmasi olarak

gosterilmektedir (99).

Onkolitik viriis tedavisi, kanser hiicrelerinde viriislerin segici olarak kopyalanmasina ve

daha sonra normal dokuya zarar vermeden bir timér i¢ine yayilmasina dayanir. Mevcut
onkolitik viriislerin ¢ogu, kanser hiicrelerine yonelimi arttirmak ve saglikli konakei
hiicreler i¢in virlilans1 azaltmak iizere genetik olarak modifiye edilmistir. Diger
immiinoterapi yaklagimlarina benzer sekilde onkolitik virilisler, kanser hiicreleri iizerinde
dogrudan veya dolayli olarak toksik, vaskiiler yapilanmaya karsi inhibitér ve diger
yardimc1 anti-kanser tedavilerini giiclendirici gibi ¢ok yonlii bir etki mekanizmasina
sahiptir. Onkolitik viriisler ayn1 anda birden fazla onkogenik yolagi farkli sitotoksisite
mekanizmalartyla hedefledigi i¢in ila¢ direnci gelisimi olasiligi ¢ok diisiiktiir. Kanser
hiicrelerine kars1 selektif bir etkinlik gosterirler. Genel toksisite diizeyleri ¢ok diistiktiir.
flag ve immiin duyarlilik 6zellikleri modifiye edilebilir. Bunlarin yaninda etkili onkoviral
tedavi i¢in en biiylik zorluklardan biri yeterli ila¢ tasinimi olmustur. Sistemik intravendz
uygulama, intratimoral enjeksiyondan daha basit olup birden fazla tiimorii ayni anda
hedefleyebilse de diisiik biyoyararlanim problemleri bulunmaktadir. Bunun iistesinden
gelmek icin antikor konjugasyonu veya nanopartikiiller ile kaplama gibi sistemler iizerinde
caligmalar devam etmektedir. Su anda tek FDA onayli onkolitik viriis tedavisi, metastatik
melanomada kullanim igin Talimogene laherparepvec (T-Vec) olmakla birlikte, klinik

oncesi ve klinik siirecinde birgok baska virtis gelistirilmektedir (103-107).

Monoklonal antikorlar, immiinoterapi yaklagimlarinin en kokli ve klinik onkolojiye en

basarili transforme olan tiirtidiir. Ayr1 bir ana baglik altinda detaylandirilmistir.
2.2.  MONOKLONAL ANTIKORLAR

Antikorlar, yabanci organizmalar1 veya antijenleri tanimlamak ve etkisiz hale getirmek icin
B hiicreleri tarafindan salgilanan immiinoglobiilin siiper ailesine (IgA, IgD, IgE, IgG ve
IgM) ait glikoproteinlerdir. Terap6tik monoklonal antikorlar ise tipik olarak
immiinoglobiilin-g (IgG) izotipidir (108). Monoklonal antikorlarin laboratuvar ortaminda
tiretimi ve karakterizasyonu ise tarihsel siirecte biyoteknolojik olarak kademeli bir esasa
dayanir. Serum tedavisinin mucitleri Emil von Behring ve Shibasaburo Kitasato, 1890

yilinda asilanan insanlarin serumlarinda bazi yapilar kesfetmislerdir. 1900 yilinda Paul
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Ehrlich canli hiicrelerin immiin cevaplarini side-chain teorisi ile agiklamigtir. Ehrlich’in
teorisi terapdtik monoklonal antikorlarin gelistirilmesi siirecinde ¢ok Onemli bir zemin
olusturmus ve halen gecgerliligini korumaktadir. 1955’11 yillara gelindiginde Rodney Porter
ve Gerald Edelman fare y-globiilinlerinden Fab (antijen baglanma fragmenti) ve Fc
(kristallesebilir fragman) bolgerini izole ederek, antikorlarin temel kimyasal yapilarini
aciklamiglardir. Bu bulgu, antikorlarin islevsel mekanizmalarini agiklayabilmek i¢in en
kritik basamak olmustur. Antikorlarin varhigi ve 6zellikleri belirlendikten sonra
arastirmacilar bu molekiillerin laboratuvar ortaminda ne sartlarda {iretilebilecegine
yogunlagmislar ve 1964 yilinda Littlefield mutant hiicreler kullanarak hibrit hiicreler elde
etmek icin HAT (hipoksantin, aminopterin, timidin) seleksiyon besiyerinin ilk
aciklamalarini yapmustir. 1975 yilinda Cesar Milstein ve Georges Kohler, immiinize fare
dalak hiicreleri ile fare miyelom hiicrelerinin fiizyonu sonucu antikor iireten hibritler elde
ederek hibridoma ydntemini tanimlamislardir. 1980’lerin sonunda ise ilk monoklonal
antikor olan Muromonab (anti-OCT4) FDA tarafindan onaylanmistir (109-111).

1980°den 2020’ve gelindiginde ise toplam 79 farklhh monoklonal antikor FDA

tarafindan onaylanmis, 570’den fazla terapotik monoklonal antikorun ise klinik faz

calismalar1 devam etmektedir. 2008'den bu yana 48 yeni monoklonal antikor FDA

tarafindan onavlanmistir ve 2017 sonunda klinik kullanimda toplam 61 monoklonal

antikora ulasitlmistir. 2018'den 2019'a kadarki bir villik siirecte FDA tarafindan

toplam 18 veni terapotik antikor onaylanmstir (112).

Monoklonal antikorlar, tiim klonlarin tek bir ata hiicreden geldigi, tek tip immiin hiicreden
uretilen ve her bir monoklonalin tek bir epitopa 6zgiin oldugu antikorlardir. Hibridoma
teknigi ile monoklonal antikorlarin laboratuvar ortaminda iiretilebileceginin kesfinden
sonra, bu ajanlarin pratikte kullanimi igin ¢esitli yollar gelistirilmistir (109,110). Tipta tani
ve tedavide oldukga spesifik molekiiller olan monoklonal antikorlarin biyoteknolojik
trlinlere doniistiiriilmesi siireci artan bir ivme kazanmistir. Monoklonal antikor aracili
tedaviler; basta kanser olmak iizere bulasici hastaliklar, transplantasyon, alerji, astim ve
bazi otoimmiin hastaliklar1 kapsamaktadir. Bugiin i¢in tanida da kullanilan ¢okca
monoklonal bulunmaktadir. Hamileligin 14. giiniinde ¢ok disilk HCG seviyelerini tespit
edebilen monoklonal antikorlar 1980’11 yillarda gelistirilmistir. Bunun yanisira hepatit,

grip, bakteriyal ve virlitik bir¢ok enfeksiyon da monoklonal antikorlar ile teshis edilebilir
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hale gelmistir. Monoklonal antikorlar 6zellikle kanser tedavisi i¢in dnemli bir yontemdir ve
genis spektrumda maligniteler i¢in antitimor aktivite sergilemektedirler (113,114).
Monoklonal antikorlarin kullanimindaki bir diger avantaj da; farkli tipte molekiiler
biyolojik araglarla kullanilabilir olmasidir. Bir monoklonal antikor; ELISA,
immiinblotlama, immiinofloresans boyama, akim sitometri ve immiinpresipitasyon

teknikleriyle ayni anda farkli verimler ve nitelikte sonuglar verebilmektedir (115).
2.2.1. MONOKLONAL ANTiKORLARIN YAPISI

Monoklonal antikorlar, tek bir hiicresel klondan {iretilen hedefe yonelik glikoprotein
yapisindaki immiinoglobulinlerdir. Monoklonal antikorlarin agir zincirlerinin sabit
bolgelerinde yer alan aminoasit dizilerindeki farkliliklar bunlarin siniflandirmalarini
saglamaktadir. Bu smiflar; IgG, IgM, IgA, IgD ve IgE izotipleri olarak belirlenmistir. Bu
siiflardaki yapisal farkliliklar ise antikorun fonksiyonlarini belirlemede rol oynamaktadir.
Genellikle ayn1 sinif i¢indeki immiinoglobulinler benzer agir zincirlere sahipken, hafif
zincirler kappa (k) ve lambda (L) olmak iizere iki tipte siniflandirilabilir (116). Su anda
klinik olarak kullanilan terapétik antikorlarin tiimii immiinoglobulin G (IgG) monoklonal
antikorlaridir ve aym temel yapiya sahiptir. Tipik bir IgG antikorun toplam molekiiler
agirh@ yaklasik 150 kDa'dur. Sekil 2.12.’de sematize edildigi iizere disiilfit baglar ile
birarada tutulan ve sirasiyla her biri yaklagik 50 kDa olan iki es agir zincirden ve her biri
yaklagik 25 kDa olan iki es hafif zincirden olusan simetrik Y seklinde bir molekiildiir. Agir
zincirler ayrica bir degisken (variable region, VH) ve li¢ sabit (constant region, CHi, Chz,
Ch3) alandan, hafif zincirler ise bir degisken (VL) ve bir sabit alandan (Cp) olusur.
Degisken alanlar, tamamlayicilig1 belirleyen bolgeler (CDR'ler) ad1 verilen ti¢ kiigiik peptit
boliimiinden olusur. CDR'ler, spesifik antikor baglanmasini belirleyen hiperdegisken
bolgelerdir (117-119). Agir zincirin Vu ve Cni, hafif zincirin ise Vi ve CL bdlgeleri
antikorun kolu olarak da adlandirilan, Fab bolgesini (antijen baglanma fragmanini)
olusturur. Agir zincirin CH2 ve Cns alanlari, antikorun tabani olarak da adlandirilan Fc
(kristallesebilir fragman) bolgesini olusturur. Fab bolgelerindeki amino asit dizileri her
monoklonal antikorda farklidir. Bu 6zellik her antikor i¢in 6zel baglanma spesifitesini

saglar. Fc bolgeleri ise bir antikorun efektor fonksiyonlarini belirler (116).
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Sekil 2.12. Monoklonal antikor yapisinin sematik gosterimi (116)

CHi ve Ch2 bolgelerini baglayan dizi, mentese bolgesini (hinge region) olusturur. IgG simifi
ayrica mentese bolgesinin yapisina bagl olarak IgGl, 1gG2, 1gG3 ve IgG4 alt siniflarina
ayrilmaktadir. IgG1 daha giiclii efektor fonksiyonu, antikora bagl sitotoksite aktivitesi ve
diger yapisal Ozelliklerinden dolayr ilag iiretimi i¢in en yaygin kullanilan alt tiptir

(116,118,120).
2.2.2. MONOKLONAL ANTIiKORLARIN ETKi MEKANIiZMALARI

Terapotik monoklonal antikorlarin gelisimi kesiflerinden bu yana c¢ok hizli bir sekilde
ilerlemistir. Mevcut antikor bazli terapdtikler; konjuge olmayan antikorlari, antikor ilag
konjugatlarini, antikor bazli radyokonjugatlari, iki farkli antijeni taniyan bispesifik
antikorlari, antikor fragmanlarin1 ve Fc flizyon proteinlerini igerir. Monoklonal antikorlar
geleneksel olarak fare ve sigan gibi kaynaklardan tiiretilir. Son zamanlardaki aragtirmalar
deve veya kopekbaligi gibi kaynaklardan da yalnizca agir zincirlerden olusan IgG
antikorlar1 (nanobody) iiretilebilecegini gostermistir. Bu dogal tek zincirli antikorlar farkli

efektif 6zellikleriyle one ¢ikmaktadir (121).

Terapotik IgG antikorlari, bir antijene Fab zincirlerinin aktivitesi yoluyla baglanan ¢ok

fonksiyonlu proteinlerdir, aynt zamanda kompleman bilesenlere ve Fcy reseptorlerine Fc
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ve mentese bolgelerinin aktivitesi yoluyla baglanirlar. IgG antikorlart bu islevlerini farkli
etki mekanizmasi gergeklestirerek hedefleri ve bagisiklik sistemi ile etkilesime girebilirler

(122).

Bu mekanizmalarin baslicalar;

I. Apoptoz indiiksiyonu ile hiicre 6liimii

i Ligand-reseptdr etkilesiminin bozulmasi

iii. Antikora bagimli hiicresel sitotoksisite ve fagositoz
iv. Kompleman bagiml sitotoksisite

V. Reseptor internalizasyonu veya degradasyonudur.

In vitro calismalar, bazi monoklonal antikorlarin yiizey reseptorlerine baglanarak 6lim
sinyaline yol acan bir sinyalleme kaskadin1 baslatip apoptoza aracilik ettigini
gostermektedir. Monoklonal antikorlarin bu etkinligi keskin olsa da sonuclar yaniltici
olabilir. Secilen hiicre hattinin dogrulugu ve antikora duyarliligi 6nemli etkenlerdendir.
Ayni kanser tiirline ait farkli hiicre hatlarinda ¢ok degisken yanitlar alinabilmektedir. Bu
tir c¢alismalarda hipotezi destekleyen c¢oklu mekanistik testlerin gerceklestirilmesi

gerekmektedir (122).

Ligand-reseptor etkilesimi, hiicre proliferasyonu, adhezyonu ve migrasyonu dahil olmak
tizere bir dizi hiicresel olay i¢in sinyalizasyonun transdiiksiyonundaki ilk adimdir.
Monoklonal antikorlar ligand ile yarisarak, liganda miidahale ederek, reseptor iizerinde
etkinlik gostererek veya reseptér dimerizasyonuna miidahale ederek kanser iizerinde
etkinlik gosterirler. Ornegin; bilinen anti-EGFR monoklonal antikorlari, EGFR'niin hiicre
dis1 baglanma alanina, dogal ligandindan daha biiyiik bir afinite ile baglanan yarismaci
antagonistler olarak islev goriirler. Ligand ile yarigarak baglanmasini bloke ederler ve
EGFR ekspresyonunu asagi regiile ederler. Anti-HER-2 monoklonal antikorlar1 da benzer
mekanizmayla ¢alismaktadir. Ek olarak, bu antikorlar, HER-2 reseptdriiniin kendisiyle
dimerizasyonunu (homodimerizasyon) ve ErbB ailesinin diger iiyelerine baglanmasini

(heterodimerizasyon) bloke ederler (123,124).

Monoklonal antikorlarin bir diger terapotik aktivitesi, antikorun Fc bdolgesinin Fc
reseptorlerine ve komplementine baglanan efektor fonksiyonlarindan kaynaklanir. Bilinen

tc farkli efektor fonksiyon mekanizmasi bulunmaktadir. Bunlar i. antikora bagiml
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hiicresel sitotoksisite, ii. antikora bagimli hiicresel fagositoz ve iii. kompleman bagiml
sitotoksisitedir. Benzer biyogeneze sahip bu li¢ mekanizma arasinda, klinik ¢alismalar
bircok monoklonal antikorun kismen antikora bagimli hiicresel sitotoksisite saglayarak
islev gordiigiinii gosterdiginden otiirii klinik baglamda daha ilgili hale gelmistir.
Monoklonal antikorlar, Fab kisimlar1 vasitasiyla hedef hiicre yiizeyi tizerindeki spesifik
antijenlerine baglanabilir ve Fc kisimlariyla efektdr hiicrelerle etkilesime girebilirler ve
boylece efektorii bir hedefe baglayan kopriiler gorevi goriirler. Antikora bagimli hiicresel
sitotoksisite mekanizmas1 IgG, IgA ve IgE dahil olmak iizere g¢esitli insan antikor
smiflarina aracilik edebilirken, IgG1 kanser terapotik antikorlari igin en ¢ok kullanilan alt
smiftir. NK hiicreleri, monositler, makrofajlar, notrofiller, eozinofiller ve dendritik hiicreler
en etkili efektor hiicrelerdir. Bu efektor hiicreler aktive edildikten sonra, ii¢ temel
mekanizma yoluyla hedef hiicre 6liimiine aracilik ederler; sitotoksik graniil salimi, Fas
sinyali ve reaktif oksijen tiirlerinin salinmasi. Terapdtik antikorlardan rituximab,
cetuximab, trastuzumab gibi pek ¢ogunun NK hiicrelerinde FcyRIlla aktivasyonuyla

antikora bagimli hiicresel sitotoksisite baglattiklart belirlenmistir (124-126).

Bir antijene yiiksek afinite ve spesifite ile baglanmanin yani sira, hiicre yiizeyindeki
hedeflerin internalizasyonu genellikle bir antikorun fonksiyonel potansiyelini tanimlayan
kritik 6zelliklerden biridir. Spesifik baglanmay: takiben, bir antikor-reseptor kompleksinin
etkili bir sekilde internalizasyonu terapotik etkinin 6nemli bir mekanizmasi olabilmektedir.
Asagl modiilasyon ve daha sonra hiicre ylizeyi lizerindeki reseptorlerin degredasyonu,
timor biliylimesi iizerinde 6nemli bir etkiye sahip olabilen reseptdre bagimli sinyal
inhibisyonu ile sonuglanabilir. Tiimore 6zgii antikorlar ayrica bir antikora konjlige edilmis
cesitli sitotoksik ajanlarin hedef hiicrelerin sitozolik boliimlerine aktarimi icin bir arag
saglar. Tekli tedavilerin diisiik etkinliklerinin artirilmasinda da kombine tedaviler bu
sisteme hizmet eder. Ornegin; EGFR hedeflemesinde cetuximab’m %11, panitumumab’in
ise %8 oraninda klinik yanit verdikleri diisiniildiigiinde, epitoplar1 ortiismeyen antikorlarin
kombine edilmesiyle daha etkin yanitlar alinabilmektedir. Bu sekilde reseptdr tirozin
kinazlarin sinerjistik bir azalmis regiilasyonu gozlenmistir. Giiglii sinerjiyi artiran reseptor
internalizasyonu ve azalmis regililasyonu elde etmek icin, sadece farkli epitoplara
baglanmak {izere tasarlanmis iki monoklonal antikor, ayn1 zamanda optimum epitoplar i¢in

de konfigiire edilebilirler (124,127-129).
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2.2.3. MONOKLONAL ANTiKOR GELISTIRME YONTEMLERI

Monoklonal antikorlar, yiiksek spesifisiteye sahip, ¢ok cesitli hiicre dis1 hedeflere basarilt
bir sekilde baglanma stratejisinin bir yolu olarak yaygin olarak kullanilmaktadir. Kanser,
otoimmiin hastaliklar, cinsel yolla bulasan enfeksiyonlar gibi ¢esitli hastaliklarin tan1 ve
tedavisinde uygulamalara sahiptir. ilk monoklonal antikorlar hibridoma teknolojisi
kullanilarak iiretilmistir ve giinlimiizde ¢ogunlukla bu hiicrelerin kullanimiyla iiretilmeye
devam etmektedir. Ayrica, ticari 6lgekte monoklonal antikor iiretimi ic¢in tasarlanmis bir
dizi hiicre ve mikroorganizmayi kullanan ¢alismalar da vardir. Bu yeni metodolojiler, yeni

tretim siiregleriyle birlikte geliserek, yiiksek Olgekte iiretim olanaklari saglamaktadirlar
(130).

Monoklonal antikorlarin gelistirme yontemleri gliniimiizde dort ana baslikta (Sekil 2.13.)
yer almaktadir. Bunlar;

I. Hibridoma,

ii. Faj gosterim teknigi,

iii. Transgenik farelerin kullanimi,

iv. Insan B hiicrelerinin modifikasyonu yoluyla gergeklestirilmektedir (112).
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Sekil 2.13. Monoklonal antikor gelistirme yontemleri (112)

Hibridoma _teknolojisi, monoklonal antikor iiretimi i¢in oOzellesmis hiicrelerin

gelistirilmesi siirecidir. Hibridoma tekniginde, laboratuvar hayvanlar1 oncelikle tiretimi
hedeflenen antikora kars: tarsarlanmis antijen ile immiinize edilir. immiinizasyon sonrasi
hayvandan dalak izole edildikten sonra B hiicreleri ile polietilen glikol veya Sendai virtlisti
kullanilarak HGPRT geninden yoksun ve dliimsiizlestirilmis miyelom hiicrelerinin fiizyonu
gerceklestirilir. Flizyon hiicreleri HAT (Hipoksantin Aminopetrin Timidin) reaktifi i¢eren
secici besiyeri ortaminda kiiltiir edilir. Aminopterin niikleotid sentez yolagini bloke ederek
HGPRT negatif hiicrelere kars1 selektif sitotoksisite gosterir. Seleksiyon sonrasi flizyona
girmemis HGPRT’den yoksun miyelom hiicreleri de novo ve yan (salvage) yollariyla
niikleotid tiretemedikleri i¢in Oliir. Flizyona girmeyen B hiicreleri de primer hiicreler
olduklar1 i¢in birkag¢ giin igerisinde Oliirler. B hiicrelerinden gelen HGPRT geni islevsel
oldugu i¢in sadece B hiicresi-miyelom hibridleri hayatta kalirlar. Bu hiicreler antikor (B
hiicrelerinin 6zelligi) iiretirler ve dliimsiizlerdir (miyelom hiicrelerinin 6zelligi). Seleksiyon
sonrast saglikli bir sekilde hayatta kalan hibridoma hiicreleri alt klonlamalara tabi tutularak
¢oklu plakalarda kuyu basina tek hiicre diisecek sekilde seyreltilir. Daha sonra bu hiicreler

tizerindeki siipernatantlar spesifik antijene karsi test edilerek antikor salgilama durumlari
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kontrol edilir. Bu testleri de gecen hiicreler ilgili hedefe yonelik monoklonal antikor iireten
hibridoma hiicreleri olarak kabul edilir (131). Bu hiicreler ana hiicre hatt1 (master cell line)
olarak adlandirilir. Erken donemde ¢ok sayida stok alinarak uygun sartlarda saklanir. Bu
hibridoma hiicrelerinin biiylik kiiltiirii ile monoklonal antikor igeren hiicre kiiltiir
besiyerleri toplanir ve bu besiyerlerinden monoklonal antikor saflagtirmasi yapilir.
Monoklonal antikorlarin gelistirilmesinde kullanilan ilk teknik olmakla birlikte, halen en
yagin kullanilan yaklasimdir. Son zamanlarda mekanistigi aymi kalmak suretiyle daha
etkili, hizli ve gilivenilir se¢imler i¢in yeni nesil hibridoma yontemleri de ortaya
¢ikmaktadir. Ornegin; Tomita ve Tsumoto, B lenfositlerin hedef antijenler ile énceden
secimini ve hibridoma siirecinde fiizyon hiicrelerinin elektriksel uyarimlarla seleksiyonunu
iceren yeni bir hibridoma teknolojisi gelistirmislerdir (132). Listek ve arkadaslar ise,
transgenik miyelom hiicre dizisine dayanan antijene 6zgii hibridoma hiicrelerinin segimi
icin yeni bir yaklasim belirlemislerdir. Bu transgenik miyelom hiicreleri {iretilen
antikorlarin izotip ve antijene spesifik baglanmasi i¢in yapay bir hiicre yiizeyi belirteci
tagiyarak antijene spesifik hibridomalar icin etkili bir se¢cim ve dogrulama islemi

saglamaktadir (133).

Faj gosterim teknigi, George Smith tarafindan, lizojenik filament6z bakteriyofajlarin

yiizeyinde polipeptitlerin ifadesi icin bir yontem olarak 1985 yilinda olusturulmustur.
Gregory P. Winter ise bu teknigin monoklonal antikor {iretiminde kullanimin1 gostermistir.
O zamandan beri, bu yontem biiyiik miktarlarda peptit, protein ve antikor iiretmenin en
etkili yollarindan biri haline gelmistir (134). Faj gosterimi ile monoklonal antikor iiretimi
B-lenfositlerin insanlarin kanindan izole edilmesini, mRNA izolasyonunu ve tiim Vy ve Vi
segmentlerini amplifiye etmek i¢cin cDNA'ya doniistiiriilmesi ile baslar. Bu segmentler,
kiitiiphaneye ek bir yardime: faj astlamasiyla yaklasik 10°%-10'! hiicre iceren bir kiitiiphane
olusturmak amaciyla E. coli'yi enfekte etmek igin kullanilmadan 6nce bir bakteriyofajin
PIII proteininin yanindaki bir vektore (genellikle scFv olarak) klonlanir. Ardindan Vy ve
VL segmentlerini igeren bakteriyofajlar E. Coli hiicreleri tarafindan salgilanir. Antijene
kars1 spesifik Vi ve VL segmentleri biopanning denen ve tekrarlanan inkiibasyon, yikama,
amplifikasyon ve bagli fajin yeniden secilme dongiilerine dayanan bir afinite bazli yontem
ile secilir. Elde edilen monoklonal faj antikorlarinin istenen baglanma aktivitesini elde
etmek icin birka¢ tur se¢cim dongiisii gereklidir. Plazmid igeren hiicreler daha sonra izole

edilir ve sekanslanir. Faj gosterim teknigi kullaniminin pek ¢ok avantaji bulunmaktadir.
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Kiitliphane olusturulduktan sonra ayni kiitiiphane yeni antikorlar olusturmak i¢in tekrar
kullanilabilir, yeniden yapilmasi gerekmez. Deney hayvan gereksinimi yoktur ve
geleneksel yontemlerden daha hizlidir. Ayrica hayvan immiinizasyonlarinda toksisite
yaratacak antijenlere karsi antikor gelistirme ig¢in kullanilabilir (134,135). Faj gosterim
teknigi ile ilk tretilen anti-TNFo monoklonal antikoru Adalimumab, 2002 yilinda FDA
tarafindan onaylanmistir. Bugiin igin ise bu teknikle {iretilen onayli toplam 9 monoklonal

antikor bulunmaktadir (112).

Transgenik hayvanlardan terapotik insan antikorlari tiretimi bir diger yontemdir.

Immiinizasyondan sonrasi transgenik hayvanlardan cesitli yiiksek afiniteli insan
monoklonal antikorlar elde edilebilirken, transkromozomik sigir gibi biiyiik hayvanlardan
ise yiiksek miktarlarda spesifik insan antikorlar1 iiretilebilmektedir. Insan antikor
segmentlerini ifade eden hayvanlari tiiretmek i¢in ¢esitli stratejiler gelistirilmistir (136).
Transgenik ve knock-out fareler gelistirildikten sonra, farkli 6zelliklere sahip hayvanlari
elde etmek igin cesitli caprazlamalar gereklidir. Ozetle,

. Insan Ig agir zincirlerini tastyan bir transgenik fare, endojen fare Ig agir
zincirlerinden yoksun bir fare ile ¢aprazlanir.

ii. Insan « tastyan bir transgenik fare, endojen fare «’lardan yoksun bir fare ile

caprazlanir.

iii. Insan )\ tasiyan bir transgenik fare, endojen fare A’lardan yoksun bir fare ile

caprazlanir.

Bu caprazlamalardan elde edilen fareler, endojen fare antikor segmentlerini igermeyen ve
tamamen insan antikor pargalarindan olusan immunglobulinler elde etmek amaciyla
birbirleriyle caprazlanir. Elde edilen transgenler, gelistirilmek istenen hedefe kars
antijenle immiinize edilerek hibridoma siirecleri devam ettirilir ve sonucunda tamamen
insan monoklonal antikorlar1 elde edilir. Transgenik fare aracili antikor gelistirilmesi daha
cok ozel sirketler tarafindan gerceklestirilmektedir. Bu siirecte kullanilan fare soylarinin
cok maliyetli olmasi, c¢aprazlamalar, farelerin bakim hassasiyeti arastirma
laboratuvarlarindaki kullanim yolunu kisitlamistir (137). Transgenik bir fareden iiretilen ilk

terapotik insan monoklonal antikoru anti-EGFR Panitumumab, 2006 yilinda FDA
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tarafindan onaylanmistir. 2020 yilina gelindiginde ise onaylanmis ilaglarin sayist 19'dur
(112).

Tek B hiicresinden monoklonal antikor gelistirilmesi, insan B hiicrelerinde bulunan Vy

ve VL bélgelerinin dogrudan amplifikasyonu ve hiicre kiiltiirii sistemlerinde ekspresyonu
yoluyla gergeklesen bir strateji olmustur. Tek B hiicresi izolasyonu, periferik kandan veya
lenfoid dokulardan rastgele veya antijene segici bir sekilde gergeklestirilebilir. Primer B
hiicrelerinin biiylik popiilasyonlarindan antikorlar1 salgilayan tek hiicrelerin hizli bir
sekilde taranmasi ve istenen reaktivite profillerinin saptanmasi icin farkli teknikler
kullanilmaktadir. Bunun i¢in, mikromanipiilasyon ile hiicre toplama, lazer destekli
mikrodiseksiyon ve akim sitometri gibi yontemler kullanilmaktadir. Alternatif olarak
antijene spesifik B hiicrelerinin se¢imi, antijen kapli manyetik boncuklar, ¢ok parametreli
akim sitometri, hemolitik plak deneyi ve bir floresan odak yontemi yoluyla florokrom
etiketli antijenler kullanilarak gdsterilmistir. Ayrica, tek hiicreler tarafindan salgilanan
monoklonal antikorlarin yiiksek verimli taranmasi ig¢in hiicre bazli mikrodizin ¢ip
sistemleri olusturulmustur. Tek B hiicresi antikoru yaklasimlari, in vivo olarak mevcut olan
ve in vitro taklit edilmesi zor olan konformasyonel faktorlere karsi fonksiyonel
monoklonal antikorlar1 izole etme potansiyeline sahiptir. Stratejilerin basitligi, nispeten az
sayida hiicre gerekliligi ve spesifik antikorlarin hizli bir sekilde elde edilmesindeki yiiksek
verimlilik, yeterli insan dondrii ihtiyac1 ve belirli hedef molekiillere olan sinirlama gibi

dezavantajlarla dengelenir (138).
2.2.4. MONOKLONAL ANTIiKORLARIN ENDUSTRIYEL PAZAR ANALIZi

Terapotik monoklonal antikorlarin ticari gelisimi 1980'lerin basinda baslamistir ve 1986'da
ilk terap6tik monoklonal antikor Orthoclone (anti-OKT3), bobrek nakli reddinin 6nlenmesi
icin onaylanmistir. Anti-OKT3'lin onaylanmasi1 sonrasinda, terapotik monoklonal
antikorlar ve tirlinleri biyofarmasotik pazarda baskin iirlin sinifi haline gelecek sekilde
biliylimiistiir. Monoklonal antikorlarin satis hacmi ve yeni {irlinlerin onaylanmasi, ilk
kimerik monoklonal antikorlarin onaylandigi 1990'larin sonlarina kadar yavas ilerlemistir.
Insansilastirilmis ve tamamen insan monoklonal antikorlarinin gelistirilmeleriyle pazardaki

monoklonal antikor pay1 6nemli dl¢lide artmistir (139).
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Sekil 2.14.’te monoklonal antikorlarin molekiil yapilar1 bakimindan pazar dagilimlar
goriilmektedir. Molekiil yapisi bakimindan bispesifik ilaglarin ve monoklonal antikor
fragmanlarinin son onaylarina ragmen, bir epitopu taniyan tam uzunlukta (full-lenght)
monoklonal antikorlar onaylananlarin biiyiik ¢ogunlugu temsil etmektedir. (57'de 53).
Ayrica, piyasadaki monoklonal antikorlarin tamami IgG alt siiflarindan birine aittir.
Bunlarin %79’unu IgG1 alt smift olusturur. %70’i ise hafif zincirlerinde kappa tipine
sahiptir. Sadece insan genetik dizilerini igeren tamamen insan (fully-human) monoklonal
antikorlar pazarin %54'ni olusturur, geri kalan %32’si insansilastirilmis (humanized) ve
%14’1i kimeriktir. Insansilastirilmis (%5-10 arasi fare icerigi) ve kimerik (%34 fare igerigi)
monoklonal antikorlar; fare antikorlar1 ile tedavi edilen hastalarda HAMA tepkisini

onlemek igin gelistirilmistir (140).
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Sekil 2.14. Monoklonal antikorlarin molekiil yapilar1 bakimindan pazar paylari (140)

ABD veya Avrupa’daki onaylanan antikor sayilarina bakildiginda, veriler biyofarmasotik
endiistrisinin 2010-19 doéneminde pazardaki antikor terapétiklerinin sayisinin ii¢ katina
ciktigim gostermektedir (Sekil 2.15.). Ote yandan 2010-2020 yillari arasinda onaylanan
antikorlar da rakamsal olarak {i¢ katlik bir artis gostermis ve bunlarin her yil neredeyse
yaris1 onkolojik hedeflere kars1 gelistirilmistir (Sekil 2.16.). Son ii¢ yilda bu fark daha bariz
bir sekilde agilmigtir (141).
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Sekil 2.15. Yillara gore onaylanan monoklonal antikor sayisi (141)
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Sekil 2.16. Yillara gore kanser ve kanser dis1 hedeflere karst mAD gelistirme sayis1 (141)

Market biiyiikliigii bakimindan ise ilk monoklonal antikorun gelistirildigi 1975 yilindan
bugiine gelindiginde 2019 yili i¢in tiim monoklonal antikor tirtinlerinin kiiresel satig geliri
150 milyar $ 'dir. Mevcut artis oranlar1 bu rakamin 2025 yilina gelindiginde 300 milyar $
dolaylarina ulasacagini gostermektedir (Sekil 2.17.) (112). 2020 yilinda global farmasotik
ilag pazarinin 1,25 trilyon $ rakamimna ulagtigi goz Oniine alindiginda, monoklonal

antikorlar %10’luk global ilag pazar payiyla ekonomik olarak da en onemli terapotikler
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simifina girmektedir. 2013 yilindan bu yana, monoklonal antikor pazari her yil %7,2 ile
%18,3 arasinda biiyiimiistiir. Monoklonal antikor pazarinda su an i¢in 22 sirket aktiftir ve
bunlarin 7’si pazarin %87’sini domine etmektedir. Genentech %31 satis pay1 ve 11 onaylh
irlin ile pazarda lider konumdadir. Gelismekte olan ekonomilerin monoklonal antikor
pazarina gidereck daha fazla katkida bulundugu da goézlenmektedir. “2014 yilinda Cin,
Brezilya, Rusya, Tiirkiye, Meksika, Giiney Kore, Hindistan ve Suudi Arabistan'daki en ¢ok
satilan ilk alti monoklonal antikorlarin satiglart yaklasik 2,5 milyar $ seviyelerine

ulasmistir. 2015 yiuinda, sadece Cin'de monoklonal antikor satislari 12,6 milyar $71

asmistir” (140).
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Sekil 2.17. Monoklonal antikorlarin yillara gore pazar biiyiikliigii (112)

Monoklonal antikor iirlinlerinin 6niimiizdeki yillarda devam eden biiylimesinin, genel

biyofarmasoétik {irlin satiglarinin 6nemli bir pargasi olmasi beklenmektedir (112).
2.3.  EPIDERMAL BUYUME FAKTORU RESEPTORU

Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii (EGFR), ErbB tirozin kinaz reseptorleri ailesinin
dort liyesinden birini olusturan transmembran bir glikoproteindir. EGFR'niin ligandlarina

baglanmasi, reseptdr tirozin kinazin otofosforilasyonuna ve ardindan hiicresel
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proliferasyon ve farklilasma gibi fizyolojik olaylarin diizenlenmesinde rol oynayan sinyal
yolaklarinin aktivasyonuna yol acar. Bu reseptorler gii¢lii mitojenik yanitlar ortaya c¢ikarir
ve bu reseptorlerdeki genetik anormallikler kanser hiicrelerinin karakteristiklerindendir.
Saglikli hiicrelerde temel ekspresyonu olan EGFR, ¢esitli tiimor hiicrelerinde asir1 eksprese
edilir. EGFR, bir onkogen olarak tanimlanan ilk hiicre yiizeyi reseptoriidiir. Meme
kanserlerinin %30'undan fazlasi, kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserlerinin %60'1 ve
glioblastomalarin %401 EGFR ailesi iiyelerini asir1 eksprese eder veya aktive edici
mutasyonlar igerir. EGFR aktivasyonu, tiimoér hiicrelerinde uygulanan tedavilere karsi
direncte de rol oynar. Son yirmi yilda EGFR’ne kars1 anti-kanser ajanlarin gelistirilmesi

i¢in ¢ok ¢aba sarf edilmistir (7,142).
2.3.1. ERBB AILESI, YAPI VE OZELLIKLERI

ErbB’ler ilk olarak 1980'lerin baslarinda, kuslara ait eritroblastoz tiimor viriisiiniin insan
EGFR veya ErbBl'in anormal bir formunu kodladigi tespit edildiginde kanser ile
iliskilendirilmistir. Ilerleyen yillarda, ErbB reseptor ailesinin dort iiyesi tanimlanmistir ve
bu reseptorlerin ve ligandlarinin fizyolojik fonksiyonu, hiicre-hiicre etkilesimleri, ErbB
diizensizliginin sonuglar1 ve karsinogenez siiregleriyle iliskileri ortaya ¢ikarilmistir (143).
ErbB ailesinin dort iiyest;

I. EGFR/ErbB1/HER1,

ii. ErbB2/HER2/Neu,

iii. ErbB3/HERS ve

iv. ErbB4/HER4 tiir.

ErbB reseptor ailesinin iiyeleri, epitelyal, mezenkimal ve noronal pek ¢ok hiicre soyunda
ifade edilir ve bu hiicreler iizerinde gelisim, proliferasyon ve farklilasmada cesitli rollere
sahiptir. ErbB ailesinin dort iiyeside, hiicre dis1 bir ligand baglanma alani, tek bir
hidrofobik transmembran bolgesi ve korunmus bir tirozin kinaz alani igeren bir hiicre igi

segmentten olusan yapiya sahip reseptor tirozin kinazlardir (144).

Reseptorlerin hiicre dis1 kismu sekil 2.18.’de goriildiigii tizere dort alandan olusur:
I ve III = ligand baglanma alan1 (koyu mavi);

IT ve IV = sistein bakimindan zengin alanlardir (a¢ik mavi).
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Alan II, dimerizasyon kolunu (mor) igerir. Bunu hidrofobik transmembran alan1 (sar1), bir
jukstamembran alani (yesil), tirozin kinaz alani (kirmizi) ve reseptor aktivasyonu iizerinde
fosforile edilen ana tirozinleri i¢eren bir C-terminal kuyrugu takip eder (kesik ¢izgili hat).
Sekil 2.18. B panelinde ise X-151m1 kristalografisi veya RMN c¢ozeltisi ile olusturulmus
insan EGFR'niin farkli alanlarinin yapilar1 goriilmektedir (145).
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Sekil 2.18. ErbB reseptorlerinin yapisi (145)

EGFR/ErbB1/HER1 normal hiicre biiylimesi ve farklilagmasinin diizenlenmesi ig¢in
gereklidir ve diizensizligi hiicre regiilasyonunun bozularak kanser fenotiplerinin
gelismesine sebep olur. Ozellikle EGF veya TGF-a-'nin baglanmas1 iizerine biiyiime
diizenleyici sinyaller iletir. Neuregulin'ler hari¢, tim EGF ligandlar1t ErbB1 reseptoriine
baglanabilir ve EGF'e duyarli hiicreler iizerinde mitojenik etkiler {iiretebilirler. ErbB1
ekspresyonu, asir1 ekspresyonu veya diizensizligi, MAPK ve PI3K sinyal yolaklar1 gibi
hiicre ici sinyalleri degistirebilirler. ErbB reseptor ailesinin ikinci tiyesi, ErbB1'e 6nemli bir
oranda homoloji gosteren ErbB2/HER2/Neu’dur. ErbB2, ErbB ailesinin diger tiyelerinden

daha giiclii bir onkoproteindir ve bilinen herhangi bir liganda baglanamaz. Aktivasyonunu
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diger ErbB reseptorleri ile heterodimerik kompleksler olusturarak gosterir. ErbB3 ve
ErbB4 aileleri yapisal olarak iliskilidir. ErbB3 tirozin kinaz aktivitesinden yoksundur ve
tirozin kinazlar tarafindan diger reseptorler {izerinde aktive edilir. Neuregulinl ve
neuregulin2 ErbB3’e, HB-EGF, betacellulin, epireguin ve neuregulin ailesi 1-4 ErbB4’¢
baglanan ligandlardir. ErbB3 ve ErbB4 iizerinde PI3K'nin diizenleyici alt birimi i¢in ¢oklu
baglanma yerleri bulunmaktadir. Bu nedenle her iki reseptorde PI3K’nin en etkili
aktivatorleridir (143). ErbB reseptor ailesi iiyelerine baglanan ilgili ligandlar Cizelge
2.1.’de yer almaktadir.

Cizelge 2.1. Epidermal biiyiime faktorii reseptorleri ve ligandlari

Ligand Reseptor
EGFR/ErbB1/HER1 | ErbB2/HER2/Neu | ErbB3/HER3 | ErbB4/HER4
EGF + - - -
TGF-a + F b -
HB-EGF + ; ] +
Amphiregulin + - - -
Betacellulin + - - +
Epigen + - - -
Epiregulin + - - +
Neuregulinl - - + +
Neuregulin2 - - + +
Neuregulin3 - - - +
Neuregulind - - - +
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Dort ErbB ailesi iiyesi toplamda 28 homo ve heterodimer olusturabilir. 11 biiylime faktori
ve 28 olasit dimer ile 614 olasi reseptor kombinasyonu olusabilir. ErbB2/ErbB2 ve
ErbB3/ErbB3 homodimerleri islevsel degildir ve boylelikle aktif kombinasyon sayisini
611'e diismektedir. ErbB2, herhangi bir biiylime faktoriine baglanamadigi i¢in ligand ile
indiiklenen homodimer olusumu olas1 degildir. Bununla birlikte, ErbB2'nin fizyolojik
olmayan asir1 ekspresyonu, fonksiyonel bir homodimerin olusumuna yol agabilir. ErbB3
tirozin kinaz bolgesi bozuktur, bu yiizden uyarilan homodimer olusumu protein kinaz

aktivitesini ve asagi sinyal yolaklarin1 modiile edememektedir (146).

Bircok farkli kanser hiicresi tipinde, ErbB yolagi; ligandlarin asirt iiretimi, reseptorlerin
asir1 Uretimi veya reseptorlerin sirali aktivasyonu dahil olmak tizere ¢esitli mekanizmalar
tarafindan aktif veya diizensiz hale gelir. ErbB ailesi iiyelerinin anormal tirozin kinaz
aktivitesi; meme, akciger, beyin, bas boyun ve kolon gibi ¢esitli kanser tiplerinde diizensiz
biiyiime uyarimi ve timor olusumu ile sonuglanabilir. Ozellikle EGFR ve ErbB2nin
kanserde uygun olmayan aktivasyonu; asir1 ekspresyon, nokta mutasyonlari, delesyonlar
veya otokrin ligand-reseptor stimiilasyonu dahil olmak tizere bir dizi mekanizma yoluyla
ortaya c¢ikabilir (143,144). Bu tez c¢alismasinda ErbB ailesinin ilk iyesi olan
EGFR/ErbB1/HER1’e odaklanilmistir ve ilerleyen bdliimlerde detaylandirilmistir.

2.3.2. EPIDERMAL BUYUME FAKTORU RESEPTORUNUN YAPISI

EGFR, kromozom 7pl1.2 iizerinde (55,019,017-55,211,628 (GRCh38/hg38)) bulunan,
TATA motifi igermeyen bir promotore sahip gen tarafindan kodlanan 1,186 amino asit

uzunlugunda transmembran bir glikoproteindir (147).

Kromozom 7
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Sekil 2.19. Epidermal biiyiime faktorii reseptorii kromozomal lokasyonu (148).

Ligand baglanma bdolgesini igeren bir 621 amino asitlik hiicre dis1 alan, 23 amino asitlik
tek alfa sarmal transmembran alan ve 542 amino asitlik sitoplazmik alandan olusur.
Sitoplazmik alan ayrica bir jukStamembran sitoplazmik alan, bir SH1 tirozin kinaz alan1 ve
bir SH2 alan1 veya PTB (fosfotirozin baglanma bolgesi) iceren karboksi terminal kuyrugu

bolgelerini igerir. Karboksi terminal kuyrugunda cesitli fosforilasyon rezidiileri yer
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almaktadir (Sekil

2.20.) (147).

Farklhi

molekiiler

veritabanlarinda GeneCardID:

GCO07P055019, HGNC: 3236, Entrez Gene: 1956, Ensembl: ENSG00000146648, OMIM:
131550, UniProtKB: P00533 kimlik numaralariyla temsil edilmektedir.

621 amino asit

23 amino asit

542 amino asit

NH,

COOH

Ligand Baglanma Alani

Ekstraselliiler Alan

Transmembran Alan

Juktamembran Sitoplazmik Alan

Tirozin Kinaz Alani

Y703

Y845

Y920
Y922

Y1045
Y1068
Y1086

Y1148

Y1173

C-terminal Kuyrugu

Sekil 2.20. Epidermal biiyiime faktorii reseptoriiniin yapis (147)

EGFR hiicre dis1 alanmin kristalografik calismalar1 ligand kaynakli dimerizasyon

mekanizmasin1 biliylik 6l¢iide agiklamistir. Bir baska onemli kesif, EGFR kinaz

cekirdeginin kristal yapisi, tirozin kinaz regiilasyonunun EGFR’ne 6zgii oldugunu ortaya

koymustur. Cogu reseptdr protein tirozin kinazlar, katalitik aktif bolgede yer alan

aktivasyon dongiisii (A-loop) fosforile hale gelene kadar diisiik kinaz aktivitesine sahipken,

EGFR kinazin A-dongiisii, A-dongii fosforilasyonu yoklugunda diger reseptorler tirozin

kinazlarin aktif durumuna benzeyen bir konformasyon gosterir. Bu baglamda, EGFR

kinazin ligand kaynakli reseptor aktivasyonununun yani sira bagimsiz katalitik yeterlilige
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sahip oldugu da goriilmektedir ve bu nedenle kinaz aktivitesini modiile etmek igin

alternatif araglar onerilmistir (149).
2.3.3. EPIDERMAL BUYUME FAKTORU RESEPTORUNUN AKTIiVASYONU

Dogrudan EGFR aktivasyonunun ilk adimi, spesifik ligandlarin reseptére baglanmasi ile
baglar. EGFR ligandlar1 bu yolagi Sekil 2.21.’de goriildiigli izere farkli yollarla aktive
ederler:

I. Coziiniir ligandlar tarafindan dogrudan aktivasyon,

ii. Ligand hiicre zarina baglandiginda jukstakrin modu,

iii. EGFR aktivasyonunun ayni1 hiicrede meydana geldigi otokrin sinyali,

\2 Komsu bir hiicreye etki ediyorsa parakrin formu ve

V. EGFR ve AREG, insan plazma eksozomlarinda tespit edilebildiginden, otokrin,
parakrin, jukstakrin ve endokrin sinyallerinin kombinasyonu olan ekstrakrin formu
sekillerindedir (150).

intraselliiler Alan Hiicre 3

Hiicre 1

Hiicre 2

Otokrin Juktakrin Parakrin
sinyalizasyon sinyalizasyon Eiatrakrin sinyalizasyon

intraselliiler Alan

sinyalizasyon -
Intraselliiler Alan

© EGFR Ligand EGFR

proligand
EGFR
ADAM’lar

Sekil 2.21. Epidermal biiyiime faktorii reseptorii ligandlariin sinyalizasyon tiirleri (150)

Tim EGFR ligandlar ¢6ziiniir formda transmembran proteinlerdir, ancak HBEGF, TGFA,

AR ve BTC’ler plazma zarina sabitlenmis biyolojik olarak aktif dnciiler olarak da bulunur.
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EGFR ligandlarimin hiicresel zardan salinmasi, EGFR transaktivasyon siirecinde énemli bir
noktadir. EGFR transaktivasyonu fizyolojik ve fizyolojik olmayan uyaranlarla saglanabilir.
Bu etkiyi yaratabilecek fizyolojik uyaranlar arasinda hormonlar, kemokinler, adezyon
molekiilleri ve biiyiime faktorleri bulunur. Oksidatif stres, mekanik stres, UV ve vy
radyasyon gibi fizyolojik olmayan islemlerle EGFR transaktivasyonuna, reseptoriin
intrinsik kinaz aktivitesini antagonize eden belirli fosfatazlarin etkisizlestirilmesi aracilik

eder ve boylece EGFR otofosforilasyonu gergeklesir (150).

EGFR ligand etkilesimi sonrasinda ilave bir EGFR molekiilii (homodimerizasyon) veya
ErbB ailesinin baska bir {yesi (heterodimerizasyon) ile dimerlesmeye yol agan
konformasyonel bir degisiklige ugrar. Sekil 2.22.de EGFR aktivasyonunun molekiiler
mekanizma modeli EGFR alanlar farkl renklerle (alan I, mavi; alan 11, yesil; alan III, sart;
alan IV, kirmizi; hiicre i¢i tirozin kinaz alani, gri) kategorize edilerek gosterilmistir. Bu
siregte  EGFR'nin hiicre digi bolgesinin inaktif ve aktif olmak {tizere iki farkli
konformasyonel ~degisime ugradigi bilinmektedir. Inaktif konformasyon: ligand
yoklugunda, EGFR, hiicre dis1 bolgenin II ve IV. alanlar1 arasinda molekiiller aras1 bir bag
sunan monomerik, kompakt, bagl (tethered) bir konformasyon benimser. Alan II'nin alan
IV’e dogru katlandigi bu otoinhibisyon durumu, hiicre dis1 alam1 kapali bir
konformasyonda tutarak ligandin baglanmasi icin gerekli I ve III alanlar1 arasindaki
etkilesimi onler. Aktif konformasyonda ise, ligandin I ve III alanlarin1 kopriiledigi, boylece
yapiyt agtig1 dimerik, genisletilmis (extended) bir konformasyon ortaya ¢ikar. Alan I ve
[IT'teki EGFR monomerlerine ligand baglanmasi, alan II'deki dimerizasyon kolunu agiga
cikarmak i¢in uzatilmis (extended) konformasyona yol agan diizenlemeye neden olur. Bu
diizenleme Sekil 2.23’te kristal yapilar seklinde de goriilmektedir. Alan II'nin
dimerizasyonunu, transmembran alanda yeniden diizenlemeler izler ve bu da
Jukstamembran segmentinde yeniden diizenlemelere yol agar. Hiicre i¢i juktamembran
segmenti daha sonra EGFR dimerinin olusumu ve stabilitesi i¢in 6nemli olan kinaz alani
ile etkilesime girer. EGFR dimeri, aktive edici kinazin C-terminalinin kinazin aktif
bolgesine sokuldugu, boylece bu allosterik etkilesimin kinazi aktive edebildigi ve

transotofosforilasyona yol actig1 asimetrik bir dimer ¢iftidir (145,151,152).
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Sekil 2.22. Ligand aracili EGFR aktivasyonunun molekiiler mekanizma modeli (152)
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Sekil 2.23. Ligand aracili dimerizasyon mekanizmasinin Kristal yapt modeli (142)

Bu fosforile edilmis rezidiiler daha sonra Shc, Grb2, Grb7, Crk PLC-, SRC, PI-3K, protein
fosfatazlar-SHP1 ve SHP2 ve E3 ubitkuitin ligaz Cbl i¢in gibi protein komplekslerini
sinyalizasyonu i¢in yerlesme yerleri (docking sites) olarak islev goriirler. Baz1 Stat
proteinleri ve PLD gibi proteinler dogrudan EGFR ’ne baglanmazlar. Sinyal agina katilirlar.
EGFR tarafindan etkinlestirilen onkogenik sinyal yollari; ras/raf/ MEK/ERK, PI3K-Akt,
p38, JNK, JAK-Stat, Src, Rho ve Rac gibi kiigiik GTPazlar, PLC-/Ca2/PKC ve PKD'yi
icerir (Sekil 2.24.). Bu yolaklar birbirine bagli oldugundan, EGFR'nin aktivasyonu aslinda
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hiicre proliferasyonu, biiyiime, farklilagsma, migrasyon ve apoptozun inhibisyonu gibi ¢ok

sayida sonugcla iligkili komple bir sinyal agin1 uyarir (151,153).

Hiicre Déngiisi

N\
<— Hiicre Déngiisii

Sekil 2.24. Ligand baglanmasi ile aktive olan EGFR'ne bagli alt sinyal yolaklar1 (147)

2.3.4. EPIDERMAL BUYUME FAKTORU RESEPTORU HEDEFLI AJANLAR

Son otuz yida, ¢esitli insan epitelyal tiimorlerinde EGFR aktivitesinin = ve
deregiilasyonunun (asir1 ekspresyon, artan aktivite, EGFR mutasyonlari) insan epitelyal
kanserlerinin etiyolojisinde temel bir faktor olabilecegi ortaya konmustur. Diizensiz EGFR
aktivitesi, bas boyun, akciger, kolorektal, meme, yumurtalik, servikal, mesane, pankreas,
gastrik, endometriyal ve beyin kanserinin gelisimi, ilerlemesi ve metastatik yayilmasi ile
baglantilidir. Bu kanserlerin ¢ogunda, EGFR ekspresyonu diisiik sagkalim oranlar ile

dogrudan iligkilidir. Diizensiz EGFR aktivitesi, ligand baglanmasi yoluyla EGFR'niin artan

49



uyarilmasini, reseptor i¢indeki nokta mutasyonlarini, EGFR ekzon mutasyonlarin1 ve

EGFR lokuslarinin gen amplifikasyonunu igerir (154).

EGFR aktivitesini inhibe etmek i¢in kii¢iik molekiillii tirozin kinaz inhibitorleri (TKI'ler)
ve monoklonal antikorlardir (mAb) olmak tizere iki ana inhibitdr grubu gelistirilmistir.
EGFR TKI'leri etkilerini hiicre i¢inde uygularlar. EGFR'niin ATP cebine rekabetgi bir
sekilde baglanarak, EGFR otofosforilasyonunu ve alt sinyal iletimini engellerler. Anti
EGFR mAb'ler hiicre dis1 alanda aktivite gostererek ligand-reseptér baglanmasini
antagonize ederler. Bu aktivite ile reseptor dimerizasyonu, otofosforilasyonu ve sinyal
iletimi Onlenir (Sekil 2.25.). Anti-EGFR terapdtikleri olarak TKI’ler ve mAb'ler, kanser
hiicreleri iizerindeki etkinlikleri g6z Oniine alindiginda genellikle sitostatik etki
saglamaktadir (155).
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Sekil 2.25. EGFR hedefli ajanlarin etki mekanizmalar1 (155)

Bu iki ila¢ sinifinin biyolojik etkisi benzer olmakla birlikte, Cizelge 2.2.’de belirtildigi
tizere baz1 fonksiyonel ve klinik farkliliklart bulunmaktadir (155).
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Cizelge 2.2. Tirozin kinaz inhibitorleri ve monoklonal antikorlar arasindaki uygulama
farkliliklar

Tirozin Kinaz inhibitorleri Monoklonal Antikorlar

Etki yolu Intraseliiler Ekstraseliiler

Ligand-reseptor baglanma
antagonizmast, reseptor
Tirozin kinaz internalizasyonu, reseptor

Etki mekanizmasi ) S
fonksiyonunun inhibisyonu degredasyonu, bagisiklik

fonksiyonlarinin
modiilasyonu
Molekiiler agirhk 400-500 dalton 150,000 dalton
Uygulama yolu Oral Intravenoz
Yar1 omiir 1-2 giin 5 glin
flac interaksiyonlar: Coklu Minimal

EGFR sinyalizasyonunun bloke edilmesine ek olarak, anti-EGFR mAb'lar reseptor
internalizasyonuna, degradasyonuna ve uzun siireli azalmis regiilasyonuna yol agar. Bu
islem, geri doniisiimlii olarak baglanan EGFR TKl'lerde ger¢eklesmez. Ek olarak anti-
EGFR mAD'lar hedeflenen kanser hiicresine saldirmak i¢in konak¢i bagisiklik
fonksiyonlarimi modiile edebilirler. Bunlar, antikora bagl hiicresel sitotoksisiteyi ve

komplemente bagli sitotoksisiteyi igermektedir (155).

2.3.4.1. Anti-EGFR Tirozin Kinaz inhibitorleri

Kanser tedavisinde hedefli terapétiklerin kesfinden bu yana, yiizlerce kiiciik molekiil

sentezlenmis ve farkli nesil EGFR TKI'leri ortaya ¢ikmustir.

Birinci nesil inhibitérler, Erlotinib (FDA onayli), Gefitinib (FDA onayli) ve icotininib

(Yalnizca Cin’de onayli)’dir. Bu TKI’leri ATP baglanma bolgesine rekabetgi ve geri

dontistimlii bir sekilde baglanarak otofosforilasyon ve asagi akis sinyalini onler, boylece
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EGFR'ye bagh hiicre ¢ogalmasini inhibe ederler. EGFR'nin kinaz alanindaki onkogenik
mutasyonlarin aktive edilmesi mevcut TKI'lerine karsi direngten sorumludur. EGFR'niin
kinaz alan1 ekzon 18 ile 24 tarafindan kodlanmaktadir. Kinaz aktive edici mutasyonlarin
%90'indan fazlast ATP baglayic1 cep ¢evresinde yer almaktadir. Birinci nesil TKI’leri
(Gefitinib ve Erlotinib) ekzon 21 L858R nokta mutasyonu ve ekzon 19°da meydana gelen
bir delesyon (delE746-A750) kaynakli kiiglik hiicreli olmayan akciger kanseri
hastalarinda), %50 ile %80 arasinda pozitif klinik yanitlar vermektedir. Fakat EGFR
T790M mutasyonuna kaynaklt EGFR TKI’lerinin birinci nesillerine kars1 gelisen direng
mekanizmasi, yeni nesil TKI’leri olarak gesitli yapilarin kesfedilmesine ve gelistirilmesine

yol agmustir (156-159).

Ikinci nesil inhibitdrler; Afatinib (FDA onayli), Dacomitinib, Neratinib, Canertinib ve

Pelitinib, T790M mutasyonu direncinin iistesinden gelmek {izere ve birinci nesil inhibitor
tedavilerinin devaminda kullanilmas1 amaciyla tasarlanmistir. ikinci nesil EGFR TKI'leri
kovalent ve geri doniisiimsiiz bir sekilde baglanir. Bu ilaglar ayrica ErbB2 (HER2) dahil
diger HER ailesi proteinlerini inhibe ederek daha az segici aktiviteye sahip olma
egilimindedir. Ikinci nesil inhibitorlerin ¢ogu, klinik kullanimim biiyiik 6lgiide sinirlayan
diisiik maksimum tolere edilen doz (MTD) ve doz sinirlayici toksisite etkisi gosterirler. Bu
nedenlerle, EGFR ekzon 19 delesyonu veya ekzon 21 mutasyonuna sahip metastatik kiigiik
hiicreli olmayan akciger kanseri hastalari i¢in sadece Afatinib ilk basamak tedavisi olarak
onaylanmistir (156-159).

Ucgiincii nesil inhibitérler; Osimertinib (FDA onayl1), Rociletinib, Olmutinib (Yalnizca
Kore’de onayli), Nazartinib, Avitinib (Yalnizca Cin’de onayl) ve PF-06747775tir.

Bunlara mutant-secici inhibitorler de denir ve birinci ve ikinci nesil inhibitorlere karsi
direng gelistiren hastalar i¢in etkinlik gostermektedir. Bu inhibitor kategorisi, segici ve geri
doniistimsiiz bir sekilde EGFR T790M mutasyonunu hedeflemektedir. Tek FDA onayli
tiglincii nesil inhibitdr Osimertinib; ekzon 19 delesyonlarina, ekzon 21 mutasyonlarina ve
ayrica ekzon 20 T790M mutasyonlarina kars1 segicidir. Segici etkinlik gosterdiklerinden
oOtiirii toksisite diger nesil ajanlara gore daha diisiiktiir. Etkinliklerinin yiiksek olmasina
karsin ¢esitli mutasyonlar ve direng mekanizmalari kullanimlarini kisitlamaktadir (156—

159).
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Son zamanlarda ise, EGFR TKI’lerinin dérdiincii nesil tiirevleri klinik degerlendirmelere
dahil edilmistir. Farkli tasarim yontemleriyle, mutasyonlara 6zgii yeni EGFR TKI
bilesikler bulma calismalar1 devam etmektedir. Ornegin; Tiazol amid tiirevi 57 2,5 milyon
bilesiklik bir kiitliphaneden ileri diizey tarama yontemleri kullanilarak elde edilmis
dordiincii nesil EGFR inhibitoriidiir. Bu secici bilesik mutant EGFR’nii yabanil tipe gore
¢ok daha diisiik dozda inhibe edebilmektedir. Etkinlik ¢aligmalari devam etmektedir (157).

2.3.4.2. Anti-EGFR Monoklonal Antikorlar

Ilk anti-EGFR monoklonal antikorlari, farelerden tiiretilmistir. Ancak bunlar hastalarda
cesitli yan etkilere neden olmus ve diisiik etkinlik gostermistir. Bu sinirlamalarin
istesinden gelmek i¢in antikorlarin insansilastirilmasi ¢alismalari 6ne ¢ikmistir. Cetuximab
gibi kimerik antikorlar, antijenik aktiviteye sahip degisken bir fare bdlgesinden ve yan etki
reaksiyonlarimin insidanslarin1 azaltan sabit bir insan bolgesinden olusur. Daha sonra
transgenik fareler basta olmak iizere farkli teknolojilerle tamamen insansilastirilmis anti-
EGFR monoklonal antikorlar (Panitumumab) fretilmistir. Terapotik anti-EGFR
monoklonal antikorlar arasinda, Cetuximab ve Panitumumab klinik kullanim igin

onaylanmigken, diger mAb'ler hala klinik gelismededir (153).

Cetuximab (IMC-225, Erbitux) insan EGFR'niin hiicre dis1 alanina (alan III) spesifik

olarak baglanan bir kimreik bir monoklonal antikordur. IgGl izotipindedir. Endojen
ligandlardan daha yiiksek bir afinite ile (2-log daha yiiksek) reseptér baglanmasi igin
ligandlarla rekabet eder, reseptor fosforilasyonunu uyarmadan reseptor internalizasyonuna
neden olur ve ligand aracili reseptor tirozin kinaz fosforilasyonunu onler. Cetuximab’in
anti-kanser etkinligi, hiicre dongiisii ilerlemesinin inhibisyonu, apoptozun desteklenmesi,
anti-anjiyogenez ve immiinolojik aktivitenin arttirilmasini igeren ¢oklu mekanizmalardan
kaynaklanir. Cetuximab’in EGFR'ne baglanmasi, hiicre dongiisiiniin GO/G1 fazinda
ilerlemesini engeller, hiicre dongiisii diizenleyicisi p27KIP1'in ekspresyonunu arttirir. Pro-
apoptotik  proteinlerin  ekspresyonunu arttirarak veya anti-apoptotik proteinlerin
inaktivasyonu ile apoptozu indiikler. Cetuximab; ¢esitli anjiyogenik faktorlerin tiretimini
azaltir. Bu etki mikrodamar yogunlugunda azalma ve endotelyal hiicrelerin apoptozunda
artis saglar. Ayrica tlimor hiicresi adhezyonunda oOnemli bir rol oynayan matris
metalloproteinazlarin ekspresyonunu modiile ederek metastaz olusumunu azaltmaktadir.

Pre-klinik ¢alismalar Cetuximab’in EGFR eksprese eden bazi kanser hiicrelerinin
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proliferasyonunu durdurdugunu gostermektedir. Bu ¢alismalar in vivo fare timor

modelleriyle de desteklenmistir (15,160).
Cetuximab 2006 yilinda bas boyun kanserlerinin tedavisinde;

-bag ve boynun lokal veya bdlgesel olarak gelismis yassi epitel hiicreli karsinomunun ilk

tedavisi i¢in radyasyon terapisi ile kombinasyon halinde,

-tekrarlayan lokal veya metastatik yass1 epitel hiicreli karsinom hastalarin birinci basamak

tedavisi i¢in florourasil ile platin bazli tedavi ile kombinasyon halinde,

-Onceki platin bazli tedavi basarisiz olan tekrarlayan veya metastatik yassi epitel hiicreli
karsinom hastalarinin tedavisi i¢in tek bir ajan olarak kullanim sekillerinde onaylanmistir
(161).

2009 yilinda da K-Ras(-) EGFR eksprese eden metastatik kolorektal kanser tedavisi igin;

-birinci basamak tedavi i¢in FOLFIRI (irinotekan, florourasil, 16kovorin) ile kombinasyon

halinde,
-irinotecan bazli kemoterapiye direncli hastalarda irinotecan ile kombinasyon halinde,

-oxaliplatin ve irinotecanbazli kemoterapide basarisiz olan veya irinotekana karsi

toleranssiz olan hastalarda tek bir ajan olarak kullanim sekillerinde onaylanmistir (161).

Ticari terapotik bir anti-EGFR monoklonal antikoru olan Cetuximab, ilag arastirma

gelistirme ¢alismalari i¢in de altin bir standart ve pozitif kontrol degeri tasimaktadir.

Panitumumab (ABX-EGF, Vectibix), transgenik fare teknolojisi ile gelistirilen tamamen

insan yapisinda monoklonal bir antikordur. 1gG2 izotipindedir. Fare protein dizileri
icermez. Klinik veriler Panitumumab’in iyi tolere edildigini, premedikasyon
gerektirmedigini ve ¢ok diisiik HAMA insidansi ile iligkili oldugunu gostermistir. EGFR'ne
yiiksek afinite (Kd = 5 x 10-11 M) ile baglanir ve ligandlarin baglanmasini bloke ederek
EGF'ne bagli tlimor hiicresi aktivasyonunu ve proliferasyonunu inhibe eder. Panitumumab,

kanser hiicre dongiisiiniin G0/G1 interfazinda durmasina neden olur. Ksenograft modelleri
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kullanilarak, Panitumumab'in farkli dokulardan tiiretilen ¢oklu insan kat1 tiimdrlerine karsi

etkili oldugu gosterilmistir (160).
Panitumumab FDA tarafindan 2006 yilinda,

- metastatik kolorektal karsinom tedavisi i¢in tek bir ajan olarak veya fluoropyrimidine,
oxaliplatin ve irinotecan kemoterapi tedavileri sonrasinda kullanim i¢in onaylanmistir.
2009 yilinda K-Ras(-) EGFR eksprese eden metastatik kolorektal kanser tedavisi igin
kullanilabilecegi yoniinde giincellenmistir (162). Cetuximab ve Panitumumab disinda da

yeni zgiin anti-EGFR monoklonal antikor gelistirme ¢alismalar1 devam etmektedir.

Necitumumab (IMC-11F8, PORTRAZZA), daha az cilt toksisitesi ve siddetli asiri

duyarlilik reaksiyonlarinin potansiyel avantajina sahip olan tamamen insan, IgGl, anti-
EGFR monoklonal antikorudur. Necitumumab, EGFR'nii yiiksek potens ile bloke eder
(IC50=1-2 nM) ve klinik Oncesi modellerde Cetuximab ile karsilastirilabilir anti-timor
etkinlik sergilemektedir. FDA tarafindan 2015 yilinda metastatik skuamoz kiigiik hiicreli
dis1 akciger kanseri olan hastalarin birinci basamak tedavisi i¢in gemcitabin ve cisplatin ile

kombinasyon halinde kullanim i¢in onaylanmistir (163,164).

Zalutumumab (HuMax-EGFR) tamamen insan yapisinda anti-EGFR monoklonal

antikorudur. Pre-klinik ¢aligmalar, Zalutumumab’in EGFR’ne ligand baglanmasini
rekabetci olarak inhibe edip hemen ardindan reseptdr dimerizasyonunu ve aktivasyonunu
engelleyerek ve ayrica antikora bagimli hiicresel sitotoksisite yoluyla anti-tiimér etkinligini
ortaya koymustur. Klinik faz c¢alismalar1 pek ¢ok hastada (>%90) cilt reaksiyonlari
gelistigini gostermistir. Bu nedenle gelistirici firma tarafindan ¢aligmalar1 durdurulmustur
(163).

Nimotuzumab, su anda ABD diginda baz iilkelerde kullanim i¢in onaylanmis insansi bir
IgG1 monoklonal antikordur. Cetuximab veya Panitumumab'dan daha az cilt toksisitesi
sergiledigi gosterilmistir. Pre-klinik ¢aligmalar, Nimotuzumab’mn EGFR'ne yiiksek afinite
ile baglandigini, hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini, fare ksenogreft modelinde anti-
timor aktivite gosterdigini ve radyasyonun anti-tiimor etkinligini arttirdigini gostermistir.

Klinik faz ¢alismalar1 faz III evresinde durdurulmustur (163,165).
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Matuzumab (EMD 72000), insans1 bir IgGl monoklonal antikordur. Matuzumab, hem

ligand baglanma bolgesinden hem de bu alandaki Cetuximab epitopundan farkli olan
EGFR alan III’deki bir epitopa baglanir. Ligandin alan III’e baglanmasini dogrudan
rekabet¢i bir sekilde engellemeye yonelik calismadigr i¢in Cetuximab ile ayni
mekanizmay1 paylagsmaz. Bunun yerine, Matuzumab’in alan IIl'e baglanmasi, yiiksek
afiniteli ligand baglanmasi ve reseptdr dimerizasyonu igin gerekli olan konformasyonel
diizenlemeyi sterik olarak bloke eder. Pre-klinik ¢alismalar Matuzumab etkinligi i¢in umut
verici olsa da klinik faz calismalarinin faz II asamasinda alinan olumsuz sonuglarin

ardindan gelistirici firmalar tarafindan ¢alismalart durdurmustur (166).
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3. GEREKCE VE AMAC

EGFR, anormal amplifikasyonu ve meydana getirdigi mutasyonlar sonucu gelisen ilag
diren¢ mekanizmalariyla, giiclii bir terapotik ajan gelistirilmesi zorunlu olan kritik bir
hedeftir. Mevcut kemoterapotik ve kiiciik molekiillere ek olarak, daha etkin ve hedefli
tedaviler i¢in anti-EGFR monoklonal antikorlar1 2000’li yillarin basinda onaylanarak
klinikte kullanima baslanmistir. Cetuximab ve Panitumumab kanser tedavisinde en ¢ok
tercih edilen anti-EGFR antikorlaridir ve ¢ok ciddi maliyetlerle tedarik edilebilmektedir.
Klinik kullaniminin yani sira biyoteknoloji endiistrisi de her yi1l monoklonal antikorlarin
arastirma gelistirme caligmalar1 i¢in milyarca dolar harcamaktadir. 2020 yilinda diinya
capinda pazar payinin 150 milyar dolar civarinda oldugu bilinmektedir. Klinikte terapotik
amagla kullanimlarmin yani sira, kanser tanisinda da ¢ok yaygin kullanilan ajanlardir. Ote
yandan -6zellikle ilag gelistirme ve tarama temelli arastirma laboratuvarlarinda- ilgili
deneysel bilesiklerin EGFR protein ifadesine etkisinin belirlenmesi ve mekanistik
fonksiyonel analizler amaciyla, etki degeri yiiksek g¢aligmalarin temel materyallerinden
biridir. Immiinblotlama, immiinohistokimyasal boyama, immiinofloresans boyama,

immiinpresipitasyon, ELISA ve akim sitometri analizlerinin primer bilesenidir.

Son on yilda siiregelen gelismeler EGFR molekiiliine karst monoklonal antikor gelistirme
caligmalarinin devam ettigini gostermektedir. Monoklonal antikorlarin beraberinde
getirdigi immiinojenite, zayif efektdr fonksiyonlar1 ve farmokokinetik problemlerinin
asilmasi i¢in farkli bolgelerin se¢imiyle daha efektif anti-EGFR hedef ¢alismalar1 devam
etmektedir (15,17). Mihendislestirilmis EGFR antikorlar1, bi- ve multi-spesifik EGFR
antikorlar1 ve EGFR antikor-ilag konjugatlari gibi biyo-superior anti-EGFR antikorlari igin

devam eden klinik faz calismalari bulunmaktadir.

Bu tez calismasinda mevcut terapétik antikorlardan farklh olarak EGFR dimerizasyon
bélgesine karsi yeni ve ozgiin bir anti-EGFR monoklonal antikoru gelistirilmesi,
karakterizasyonu ve etkinliginin incelenmesi amaclanmistr. EGFR alan II’nin
tamamint hedefleyecek sekilde tasarlanan antijen sayesinde gelistirilen anti-EGFR
antikor, mevcutlardan farkhi olarak dogrudan EGFR dimerizasyonunu engellemeye
yonelik islev gorecektir. Nihai olarak, pek cok alanda kullanim potansiyeline sahip yerli

ve uluslararasi rekabete acik biyoteknolojik bir iiriin gelistirilmis olacaktir.
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Bu amagla hedeflenen ¢alismanin akis semasi Sekil 3.1.’de 6zetlenmistir.

Sekil 3.1. Epidermal biiyiime faktorii reseptorii dimerizasyon bolgesine 6zgiin monoklonal
Anti-EGFR antikoru gelistirilmesi i¢in planlanan is akis semasi
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4. MATERYAL VE YONTEM
41. MATERYAL
4.1.1. HUCRE HATLARI

Calismada kullanilan hiicre hatlar1 ATCC’den temin edilmistir. Hiicrelere ait bilgiler

Cizelge 4.1.’de yer almaktadir.

Cizelge 4.1. Calismada kullanilan hiicre hatlari

ATCC
Hii ) Hiicre Biyogiivenlik
ucre Katalog Organizma Hastahk Tiirii o Sevives
ipi eviyesi
Hattt Adl | Numaras:
Mus musculus, Plazmasitom, B
FO CRL-1646 _ 1
fare miyelom lenfoblast
Homo sapiens, Meme kanseri, )
MCF-7 HTB-22 _ _ Epitel 1
insan adenokarsinom
MDA-MB- Homo sapiens, Meme kanseri, ]
HTB-132 ] ] Epitel 1
468 insan adenokarsinom
) Kolorektal
Homo sapiens, ]
Caco-2 HTB-37 ) kanser, Epitel 1
insan )
adenokarsinom
Homo sapiens, Serviks kanseri, ] 2
HelLa CCL-2 ] ] Epitel
insan adenokarsinom (HPV igerir)

4.1.2. BAKTERI SUSLARI, PLAZMITLER VE TRANSFORMANTLAR

Tez danigmani

tarafindan,

Ankara Universitesi

Biyoteknoloji

Enstitisi  Merkez

Laboratuvari’nda EGFR alan 2’yi kodlayan 824-1251. niikleotidlerin pET-30a(+)
(Novagen, 69909) ifade plazmidi igerisine klonlanmis ve BL21(DE3) (Novagen, 69450) ve

Rosetta-gami™ 2(DE3)pLysS (Novagen, 71352) suslarinda 6xHis tag ile konjuge halde

rekombinant ifade i¢in transforme edilmistir. Bu transformasyon iiriinleri ¢alismada




rekombinant EGFRd2 ifade ettirme ve saflastirma islemleri i¢in baslangi¢c materyali olarak

kullanilmistir.
4.1.3. FARELER

Calismada 6-8 haftalik, saglikli ve disi BALB/c fareler kullanilmistir. Fare caligmalari
Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 26/08/2015 tarih ve 2015-
13-150 sayili karar ile onaylanarak gerceklestirilmistir. Etik kurul karar 6rnegi EKLER

boliimiinde yer almaktadir.

4.1.4. REAKTIF VE KIMYASALLAR

Reaktif/Kimyasal Adi

2X Ornek Yiikleme Tamponu
Anti His-Tag Antibody
Aquaguard-2

Asetik asit

Bromo

BSA

ClonaCell™-HY Medium A
ClonaCell™-HY Medium B
ClonaCell™-HY Medium C
ClonaCell™-HY Medium D
ClonaCell™-HY Medium E
ClonaCell™-HY PEG
Complete Freund's Adjuvant
Coomassie brilliant blue R-250
Derdevice P Yiizey Dezenfektani
DMEM High Glucose

DMSO

DTT

EDTA

EDTA’s1z proteaz inhibitor kokteyli
Ethanol

Markasi, Katalog Numarasi
Invitrogen, NP0004
Cell signaling 2365S
Biological Industries, 01-916-1E
Riedel-de Haén, 27225
Merck, L59076322 936
VWR, 0332

Stem Cell, 03801

Stem Cell, 03802

Stem Cell, 03803

Stem Cell, 03804

Stem Cell, 03805

Stem Cell, 03806
Sigma, F5881

Sigma, B7920

Deren {lag, 58894
Lonza, 12-614F

Sigma, D8418
Applichem, A2948
Sigma, E5134

Roche, 11873580001
Applichem, A3678
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FBS

Gliserol

Glisin

Goat Anti Mouse HRP
Goat Anti Rabbit HRP
HT

Incomplete Freund's Adjuvant
IPTG

Imidazol

Kanamisin
Kloramfenikol
L-Glutamine (200 mM)
Lizozim

Luria Broth

MEM NEAA (100X)
MEM-Eagle, Earle's salts
Methanol

NaCl
N-Lauroylsarcosine

PBS
Penicillin-Streptomycin Solution
Plasmocin

SDS

Streptomisin

Siilfirik asit

Tetrasiklin

TMBV/E Soliisyonu

Tris

Trypan Blue Boyasi
Trypsin-EDTA Solution B
Tween-20

Ure

Biowest, S1810

Sigma, G5516

Amresco, 0167

Biorad, 170-5047

BioRad 170-5046

Sigma, H0137

Sigma, F5506

Applichem, A4773

Applichem, A1378.0010
Applichem, A1493.0010
Applichem, A1806,0025
Biological Industries, 03-020-1B
Applichem, A4972

Sigma, L3522

Biological Industries, 01-340-1B
Biological Industries, 01-025-1A
Merck, 1.06009.2511

Sigma, S3014

Applichem, A1163,0025
Biological Industries, 02-023-1A
Biological Industries, 03-031-1B
Invivogen, ant-mpp

Sigma, L4390

Applichem, A1852.0100

Merck, 1.60315.1000
Applichem, A2228,0025

Merck, ES001

Amresco, 0826

Thermo Scientific, J110131
Biological Industries, 03-052-1B
Sigma, P9416

Amresco, 0378

61



[-mercaptoethanol Merck, 8.05740.0250
4.1.5. TAMPONLAR

1X STE Tamponu: 1 ml 0.5M Tris, 1,5 ml 5M NaCl, 0,1 ml 0,5M EDTA, 47,4 ml ddH.O

6X Laemmli Tamponu: 375 mM Tris-HCI pH:6.8, %9 SDS, %50 Gliserol, %0.03
Bromophenol blue, %9 B-mercaptoethanol

10X immiinblotlama Kosturma Tamponu pH:8,3: 30,2 gr Tris, 144 gr Glisin, 10 gr
SDS

10X immiinblotlama Islak Transfer Tamponu: 30,2 gr Tris, 144 gr Glisin, 10 gr SDS,
%20 Methanol

Sodyum Fosfat Tamponu pH:6,5: 68,5 ml 1M NaH2PO4, 31,5 ml 1M NaxHPO4, 100 ml
5M NacCl, 1800 ml ddH20O

10X TBS pH:7,6: 24 gr Tris, 88 gr NaCl

4.1.6. KITLER

Kit Adi Markasi, Katalog Numarasi
ClonaCell™-HY Hybridoma Kit Stem Cell, 03800
cOmplete™ lysis-M Roche, 04 719 956 001
cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail Tablets Roche, 11 697 498 001
HisPure ni-NTA Purification Kit Thermo Scientific, 88229
Human EGFR Phosphorylation Antibody Array Abcam, ab134005

Isostrip Mouse Monoclonal Antibody Isotyping Kit Roche, 11 493 027 001
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Pierce BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific, 23225

Pierce Protein Concentrators, 3K MWCO Thermo Scientific, 88512
Premix WST-1 Cell Proliferation Assay System Takara Biosciences, MK400
Slide-A-Lyzer™ Dialysis Cassette Kit, 7K MWCO Thermo Scientific, 66372

WesternBright Sirius Chemiluminescent Detection Kit ~ Advansta, K-12043-D10

4.2. YONTEM
4.2.1. REKOMBINANT ANTIJEN URETIMIi

Tez damismam tarafindan, Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisi Merkez
Laboratuvari’nda EGFR alan 2’yi kodlayan 824-1251. niikleotidlerin pET-30a ifade
plazmidi igerisine klonlanmis ve BL21(DE3) ve Rosettagami(DE3)pLysS suslarinda 6xHis

tag ile konjuge halde ifade ettirilmek iizere transforme edilmistir.

Ifade edilen protein dizisi su sekildedir:
(LTKIICAQQCSGRCRGKSPSDCCHNQCAAGCTGPRESDCLVCRKFRDEATCKDTC
PPLMLYNPTTYQMDVNPEGKYSFGATCVKKCPRNYVVTDHGSCVRACGADSYE
MEEDGVRKCKKCGPCRK).

Transformantlar +4 °C’de muhafaza edilmistir.
4.2.1.1. Bakteriyel Kiiltiir Sartlari

+4 °C’de muhafaza edilen stok koloni petrilerinden BL21, BL21 pET-30a, BL21 pET-
30a.EGFRd2, Rosettagami pET-30a.EGFRd2 galisma alanina getirildi. Kiiltiirler kiigiik ve
blyiik o0lcekli olmak tizere iki farkli hacimde gergeklestirildi. Kiiclik o6lcekli
indiiklemelerin gece boyu kiiltiirii i¢in 15 ml falkon tiipler, biiylik 6l¢ekli indiiklemelerin
gece boyu kiiltiirii icin 50 ml falkon tiipler aseptik sartlarda etiketlenerek hazirlandi.
Hazirlanan tiipler igerisine uygun stok kolonilerden steril 6ze ile tek koloni alinarak

Cizelge 4.2.°deki kombinasyonlara gore eklendi. Kolonilerin eklendigi tiipler
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vortekslendikten sonra isitmali-calkalamali inkiibatore yerlestirilerek, 37 °C 180 rpm’de

gece boyu kiiltiire birakildi.

Cizelge 4.2. Kiigiik ve biiyiik 6lgekli gece boyu kiiltiir sartlari

Gece Boyu Eklenen Koloni Hacim Antibiyotik
Kiiltiir Sekli
Kiiciik Olgekli BL21 3ml LB Yok
Kiigiik Olgekli BL21 pET-30a 3mlLB 25 pg/ml Kanamisin
Kiigiik Olgekli BL21 pET-30a.EGFRd2 3mlLB 25 pg/ml Kanamisin
Biiyiik Olgekli BL21 pET-30a.EGFRd2 10 ml LB 25 pg/ml Kanamisin

25 ug/ml Kanamisin,
12,5 pg/ml Tetrasiklin,
Biiyiik Olgekli | Rosettagami pET-30a.EGFRd2 | 10mlILB | |, ug/ml Streptomisin

34 ng/ml Kloramfenikol

4.2.1.2. Rekombinant EGFRd2 ifadesi

14-16 saat aras1 gece boyu kiiltiirden sonra, tiipler inkiibatérden alinarak buza gomiildii.
Kiigiik 6l¢ekli indiiklemeler i¢in 50 ml falkon tiipler, biiyiik 6l¢ekli indiiklemeler igin steril
500 ml cam flasklar aseptik sartlarda etiketlenerek hazirlandi. Rekombinant EGFRd2
ekspresyonu indiikleme igin IPTG ajani1 kullanildi. Indiikleme kontrolii igin kiiciik 6lgekli
(IPTG — ve +) indiikleme, protein saflastirma igin biiylik 6lgekli indiikleme iglemleri
gerceklestirildi. Bu amagla hazirlanan tlipler/flasklar, igerisine uygun gece boyu

kiiltiirlerden Cizelge 4.3.’deki kombinasyonlara gore eklenerek hazirlandi.

64




Cizelge 4.3. Kiigiik ve biiyiik 6lgekli EGFRA2 ekspresyonu indiikleme sartlari

Gece Boyu Eklenen Kiiltiir Hacim Antibiyotik
Kiiltiir Sekli
Kiiciik Olcekli BL21 10 mi LB Yok
Kiiciik Olgekli BL21 pET-30a 10 ml LB 25 pg/ml Kanamisin
Kiiciik Olgekli BL21 pET-30a.EGFRd2 10 ml LB 25 pg/ml Kanamisin
Biiyiik Olgekli BL21 pET-30a.EGFRd2 500 ml LB 25 pg/ml Kanamisin

25 pg/ml Kanamisin,
.. ) 12,5 pg/ml Tetrasiklin,
Biiyiik Olgekli | Rosettagami pET-30a.EGFRd2 | 5000 ml LB o
10 pg/ml Streptomisin,

34 ng/ml Kloramfenikol

Kiiciik 6l¢ekli indiikleme i¢in hazirlanan 50 ml falkon tiiplerde bulunan kiiltiirler ile biiyiik
6l¢ekli indiikleme igin hazirlanan ve 500 ml flasklarda bulunan kiiltiirler Cizelge 4.2.’deki
kombinasyonlara uygun olarak hazirlandiktan sonra i1sitmali-galkalamali inkiibatore
kaldirildi ve 28 °C 180 rpm’de calkalamaya birakildi. Bu asamadaki inkiibasyon
basladiktan sonra 1, 2, 2,5 ve 3. saatlerde kiiltiirlerden 6rnek alinarak ODegoo absorbans
degerleri mikroplaka okuyucuda (VICTOR3V, PerkinElmer) ol¢iildii. BL21 kiiltiirleri igin
2,5-3. Saat araliginda, Rosettagami pET-30a.EGFRd2 kiiltiirii i¢in ise 6. Saatte ODsoo
absorbans degerlerinin 0,4-0,5 araliga ulastigi gozlendi. Kiiltiirlerin ODegoo absorbans
degerleri 0,4-0,5 araligina ulastiginda kiigiik 6l¢ekli indiikleme 6rneklerinin birer tlipli ve
biiyiik 6l¢ekli indiikleme 6rnekleri {izerine son konsantrasyon 0.5 mM olacak sekilde IPTG
reaktifi eklendi. IPTG uygulamasi sonrasi drnekler 28 °C 180 rpm’de 3 saat inkiibe edildi.
3 saat sonunda kiiltiirler inkiibatérden alindi. Her bir kiiltiir 6rneginden immiin blotlama
analizleri i¢in Ornekler ayrildi. Sonrasinda 500 ml flasklarda kiiltlir edilen biiyiik ol¢ekli
indiikleme iirtinleri buz iizerinde 50 ml falkon tiiplere toplandi. Tiipler 4 °C 4750 rpm’de
10 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 supernatantlar uzaklastirilip, pelletler buz iizerinde
1X STE tamponu ile yikanarak tek bir tiipte toplandi. Tiipler 4 °C 4750 rpm’de 10 dk
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant iyice uzaklastirilip, pelletler sivi azotta

dondurularak, daha sonra protein saflastirmasi yapmak tizere -80 °C’ye kaldirildi.
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4.2.1.3. Protein Coziiniirliik Testi

1 mg lizozim, 10 ml 1X STE igerisinde hazirlanmis 5 mM imidazol ve 0,4 ml EDTA’siz
proteaz inhibitér Kokteyli karistirildi. Yukaridaki karistmdan 500 pl alinarak 1,5 ml
bakteriyel kiiltiirden elde edilen pellet ¢ozdiiriildii. Coziilen pellet 15 dk buz iistiinde
inkiibe edildi. 15 dk sonunda tizerine 2,5 ul 1M DTT ve 87,5 ul %10 N-Lauroylsarcosine
eklendi. Tiip 3-6 kez 10’ar sn sonike edildi. 13.000 rpm 4 °C’de 10 dk santrifiij edildi.
Santrifiij sonras1 siipernatant yeni ve temiz bir ependorf tiipe aktarild1 ve etiketlendi (A-
¢Oziinilir fraksiyon). Olusan pellet 500 pl 8M iire i¢inde ¢ozdiiriildi. 1 saat 4 °C’de end-
over rock platformunda inkiibe edildi. 13.000 rpm 4 °C’de 10 dk santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasi siipernatant yeni ve temiz bir ependorf tiipe aktarildi ve etiketlendi (B-iire
fraksiyonu). Olusan pellet 500 pl 1X SDS-PAGE yiikleme tamponunda (1X laemmli
tamponu) iginde ¢ozdiriildii ve etiketlendi (C-¢oziiniir olmayan fraksiyon/inkliizyon
cisimcikleri). Orneklerin SDS-PAGE ile analizi igin her bir fraksiyon 20 ul érnek + 4 ul
yiikkleme tamponu (6X laemmli tamponu) ile karistirilda.

4.2.1.4. Nikel-Rezin Kit ile Protein Saflastirma

30 ml 1X STE Buffer, 3 mg lizozim, 1,2 ml EDTA’s1z proteaz inhibitor karistirildi. -80
°C’den indiiklenmis bakteriyel pellet buz ilizerinde calisma alanina getirildi. Pelletin
yavasca ve nazik bir bigimde c¢oziinmesi saglandi. Ilk hazirlanan soliisyondan pellet
tizerine 10 ml eklendi. Pellet bu soliisyon iginde pipetaj ile ¢ozdiiriildii. Coziilen pellet 15
dk buz tlizerinde inkiibe edildi. 15 dk sonunda pellet iizerine 50 pul 1M DTT eklendi. 1,75
ml %10’luk N-Lauroylsarcosine eklendi. Vortekslemeden pipetajla giizelce karigtirildi.
Tiip buz tlizerine yerlestirildi. Sonikasyon cihazinda 3 kez 30’ar saniye 3. seviye
sonikasyon yapildi. Tiip 10.000 rpm 4 °C’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
siipernatant yeni 50 ml falkon tiipe aktarildi. Siipernatant tizerine 2,75 ml %10’luk Triton-
X 100 soliisyonu eklendi. Tiip vorteks ile karigtirildi. Bu asamada SDS-PAGE i¢in 6rnek
ayrildi. 4 °C’den HisPure ni-NTA Purification Kit (Thermo Scientific) calisma alanina
getirildi. Kit igerisinden ¢ikan kolonlarin 15-20 dk oda 1sisinda bekleterek dengelenmesi
saglandi. Bir kolon i¢in 10 ml equilibration buffer (1 ml 10X PBS, 50 pl 2M imidazol, 8,95
ml ddH20) ve 20 ml wash buffer (1 ml 10X PBS, 125 pul 2M imidazol, 8,875 ml ddH20)
hazirlandi. Kolonun alt emzik kismi agilarak 50 ml falkon tiipe oturtuldu. Kolon 700 g 4
°C’de 2 dk santrifiij edildi. Falkon tiip bosaltild1. Uzerine 6 ml equilibration buffer eklendi.
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Buffer eklendikten ve santrififje koymadan 6nce kolon altindan ilk damlanin geldigi
gozlendi. Kolon 700 g 4 °C’de 2 dk santrifiij edildi. Bu esnada 13 ml protein 6rnegi
tizerine 50 ul 2 mM imidazol ve 100 ul 10X PBS eklendi. Santrifiij sonrasi kolon alind1 ve
altlar1 emzikle kapatildi. Uzerine protein 6rnekleri eklendi. Kolon 4 °C soguk odada end-
over rock platforma yerlestirildi 45 dk donerek inkiibasyona birakildi. 45 dk sonunda kolon
end-over rock platformdan alindi ve temiz 50 ml falkon tiipe oturtuldu. Kolon 700 g 4
°C’de 2 dk santrifiij edildi. Bu asamada santrifiij sonras1 falkon tiipe inen eluattan SDS-
PAGE i¢in 6rnek ayrildi. Kalan eluat uzaklastirildi. Kolon iizerine yikama i¢in 6 ml wash
buffer eklendi. Kolon 700 g 4 °C’de 2 dk santrifiij edildi. Bu asama 2 kez daha tekrar
edildi. Bu asamada (3. yikamadan sonra) santrifiij sonrasi falkon tiipe inen eluattan SDS-
PAGE igin 6rnek ayrildi. Kalan eluat uzaklastirildi. Eliisyon asamasina gegildi. Bir kolon
i¢in 10 ml elution buffer (1 ml 10X PBS, 1,25 ml 2M imidazol, 7,75 ml ddH20) hazirlandi.
Kolon yeni ve temiz 50 ml falkon tiipe oturtuldu. Uzerine 3 ml elution buffer eklendi.
Kolon 700 g 4 °C’de 2 dk santrifiij edildi. Bu asamada (1. eliisyondan sonra) santrifiij
sonrast falkon tiipe inen eluattan SDS-PAGE icin ve BCA testi i¢in 6rnek ayrildi. Kalani
Eliisyon 1 protein 0rnegi olarak etiketlenerek buza goémiildii. Kolon yeni ve temiz 50 ml
falkona oturtuldu. Uzerine 3 ml elution buffer eklendi. Kolon 700 g 4 °C’de 2 dk santrifiij
edildi. Bu asamada (2. eliisyondan sonra) santrifiij sonrasi falkon tiipe inen eluattan SDS-
PAGE i¢in ve BCA testi i¢in 6rnek ayrildi. Kalan1 Eliisyon 2 protein Ornegi olarak
etiketlenerek buza gémiildii. Kolon yeni ve temiz 50 ml falkona oturtuldu. Uzerine 3 ml
elution buffer eklendi. Kolon 700 g 4 °C’de 2 dk santrifiij edildi. Bu asamada (3.
eliisyondan sonra) santrifiij sonrasi falkon tiipe inen eluattan SDS-PAGE igin ve BCA testi

icin 6rnek ayrildi. Kalani Eliisyon 3 protein 6rnegi olarak etiketlenerek buza gomiildii.

4.2.1.5. Diyaliz

Saflagtirilan protein 6rneginin pH dengesi ve tuzlardan arindirmak i¢in diyaliz asamasina
gecildi. Diyaliz i¢in Slide-A-Lyzer Diyaliz (MWKO 7K) kiti (Thermo Scientific) kasetleri
kullanildi. Eliisyon 1 ve eliisyon 2 6rnekleri (3’er ml) kitin siringas1 yardimiyla kasetlere
aktarildi. Sonrasinda kasetler hazirlanan fosfat tamponu pH:6,5 icerisine konularak soguk
odada gece boyu manyetik karistirici lizerinde karistirildi. Bir gece sonra kasetler soguk
odadan alind1 ve diyaliz kasetleri igerisindeki protein o6rnekleri 1,5 ml ependorf tiiplere

boliinerek etiketlendi ve -80 °C’ye kaldirildi.
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4.2.2. BCA TESTI iLE TOTAL PROTEIN MiKTAR TAYIiNi

Standart olarak; rekombinant protein ve hiicre lizatlarindan elde edilen protein dlgiimleri
icin BSA, antikor i¢in BGG kullanildi. BSA’dan veya BGG’den 2 mg/ml, 1mg/ml, 750
pug/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml’lik standart protein g¢ozeltileri steril su ile
hazirlandi. Konsantrasyonu olgiilecek protein 6rnekleri uygun konsantrasyonda diliie
edildi. Diltisyonu yapilan 6rnekler 96 kuyulu plakanin her bir kuyusuna 25 pl olacak
sekilde ti¢ tekrarli olarak eklendi. Ayni sekilde standart protein ¢ozeltileri de ii¢ tekrarl
olarak her kuyuya 25 pl dagitildi. Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific)
igerisindeki A ve B reaktifleri 50/1 oraninda karistirilarak hazirlanan reaktiften her kuyuya
200 ul ilave edildi. Plaka 37 °C’de 30 dk karanlikta inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 562
nm’de spektrofotometrik dl¢lim yapildi. Sonuclar standart egrilerle analiz edilerek protein

konsantrasyonlar1 belirlendi.
4.2.3. COOMASSIE BLUE BOYAMASI

SDS-PAGE ile yiiriitiilen jel temiz ve bos cam kaba alind1. Jelin iizerine 20 ml fiksasyon
soliisyonu (%40 ddH20, %10 asetik asit, %50 methanol) eklendi. 45 dk oda 1s1sinda orbital
calkalayicida diisiik devirde inkiibe edildi. Ardindan jel iizerinden fiksasyon soliisyonu
uzaklastirildi. Jel {izerine 20 ml coomassie blue boya soliisyonu (%40 ddH20, %10 asetik
asit, %50 methanol, %0,25 Coomassie Brillant Blue R-250) eklendi. Kabin agz1 hava
almayacak sekilde kapatilip, +4 °C’de orbital g¢alkalayicida diisiik devirde gece boyu
inkiibe edildi. Ertesi giin boya jel lizerinden uzaklastirildi. Jel, oda 1sisinda orbital
calkalayici lizerinde berraklagana kadar boya giderici soliisyon (%67,5 ddH20, %7,5 asetik
asit, %25 methanol) ile yikandi. Bantlar belirginlesince jel fotograflandi.

4.2.4, iIMMUNBLOTLAMA

Immiinblotlama ¢alismalar1 klasik immiinblotlama ve surf immiinblotlama olmak iizere iki
farkli sekilde gerceklestirildi. Teknikler SDS-PAGE ve primer antikor ile isaretleme

asamalarinda farklilik géstermektedir. Teknik detaylar1 asagida verilmistir.
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4.2.4.1. Klasik immiinblotlama

Klasik immiinblotlama; protein Orneklerinin jel kuyularina ayri1 ayri yliklenmesi, SDS-
PAGE ile ayrilmasi, proteinlerin membrana transferi, membrani1 bloklama, primer antikor
ile isaretleme, yikamalar, sekonder antikor ile isarctleme, yikamalar ve kemiluminesans
goriintileme seklinde gerceklestirilmektedir. Jel kuyu sayist kapasitesi kadar Ornek

yiiklenmekte ve hedef proteinler isaretlenerek seviyeleri analiz edilmektedir.

4.2.4.2. Surf immiinblotlama

Surf immiinblotlama igin Surf-Blot Antibody Screening System (ldea Scientific, 5055)
kullanilmistir. Surf immiinblotlamada marker harig jel tek kuyulu olacak sekilde hazirlanir.
Ardindan tek bir protein 6rnegi bu genis kuyuya yiiklenir. Proteinlerin SDS-PAGE ile
ayrilmasi, membrana transferi ve membrani bloklama islemlerinden sonra membran surf
blot aparat1 altina yerlestirilir. Bunun i¢in oncelikle surf blot metal plaka diiz bir zemine
konumlandirilir. Uzerine siyah ped ve pedin iizerine de plaka boyutunda esnememis
parafilm yerlestirilir. Parafilm iizerine membran dikkatlice konulur. Fazladan sivi veya
hava kabarcigi olusmamasina 6zen gosterilir. Membran iizerine de surf blot kuyu
konumlarina dikkat edilerek surf blot aparati yerlestirilir. Aparat ile metal plaka etrafi
ataglarla (Binderclips, OM97008) sabitlenir. Membran ve kuyularin konumlar1 kontrol
edilerek kuyular numaralandirilir. Hazirlanmis bir surf blot sistemi fotograflanarak sekil
4.1.’de verilmistir. Numaralanan kuyulara primer antikorlar/serumlar maksimum 150 pl
olacak sekilde eklenir. Primer antikor isaretlemeleri devamindaki islemler; yikamalar,
sekonder antikor ile isaretleme, yikamalar ve kemiluminesans goriintileme seklinde
gerceklestirilmektedir. Boylelikle tek bir protein Ornegi iizerinde ayni anda pek ¢ok

antikorun isaretlemesi yapilarak analiz edilebilmektedir.
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Sekil 4.1. Surf immiinblotlama islemi i¢in hazirlanmig aparat goriintiisii

4.2.4.3. Proteinlerin SDS-PAGE ile Ayrilmasi

Immiin blotlama ¢alismalarinda hazir Any KD Mini-PROTEAN TGX Stain-Free Protein
Gels (BioRad, 4568123) kullanildi. Jel kosturma igin ise Mini-PROTEAN Tetra Vertical
Electrophoresis Cell (Bio-Rad, 1658005) kullanildi. SDS-PAGE igin 6ncelikle hazir jelin
taragi cikarildi ve jel altindaki giivenlik bandi sokiildii. Jel SDS-PAGE aparatina oturtuldu.
Uzerine kuyular1 da yikayarak 1X kosturma tamponu eklendi. Ardindan &rnekler jel

kuyularina uygun miktarlarda ytiklendi. Yiiklemeden sonra jel 90 V’da 75 dk kosturuldu.

4.2.4.4. Proteinlerin Membrana Transferi

Islak transfer islemleri igin Mini Trans-Blot Module (Bio-Rad, 1703935) kullanildi. SDS-
PAGE sonrasi jel bulundugu kasetten dikkatlice ayrildi. Ayrilan jel kurumamasi i¢in 1X
islak transfer tamponu igerisine birakildi. Membran jel boyutlarinda kesilip %100
methanol icerisinde 5 dk inkiibe edildi. Ardindan 1X 1slak transfer tamponundan geg¢irildi.
Bu esnada transfer sandvici hazirlandi. Siyah kisim altta olacak sekilde sirasiyla: slinger-

filtre kagidi-jel-membran-filtre kagidi-siinger seklinde sandvi¢ olusturuldu. Sandvig
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tizerinden merdane ile gegilerek olasi hava kabarciklar1 giderildi. Ardindan sandvig aparati
kapatilarak transfer sistemine oturtuldu. Transfer tanki soguk 1X 1slak transfer tamponu ile
dolduruldu ve -20 °C buz akiisii tank igine yerlestirildi. Sonrasinda sistem 90 V’da transfer
edilecek protein biiyiikliigiine goére uygun siirede (20-100 kDa i¢in 1 saat, 100 ve tizeri kDa
icin 2 saat) caligtirildu.

4.2.45. Bloklama

Transfer islemi sonrasinda membran temiz ve bos cam kaba alindi. Uzerine 30 ml %5 BSA
(90,025 Tween-20 igeren 1X TBS’de hazirlanmis) soliisyonu eklendi. Kap oda 1sisinda
orbital calkalayici lizerinde yavas devirde bir saat inkiibe edildi. Sonunda bloklama

sollisyonu membran iizerinden uzaklastirildi.

4.2.4.6. Primer Antikor ile Isaretleme

Klasik immiinblotlamada bloklama sonrast membrani primer antikor ile isaretlemek igin,
uygun primer antikor %5 BSA soliisyonu igerisinde gerekli diliisyonda hazirlanarak toplam
10 ml hacimde membran iizerine eklendi. Kabin agzi1 hava almayacak sekilde kapatilip, +4

°C’de orbital ¢alkalayicida diisiik devirde gece boyu inkiibe edildi.

Surf immiinblotlamada bloklama sonras1i membrani primer antikorlarla ile isaretlemek i¢in,
uygun primer antikorlar %5 BSA soliisyonu igerisinde gerekli diliisyonda hazirlanarak
toplam 150 upl hacimde surf blot kuyularina eklendi. Ekleme sonrasi primer antikor
diliisyonunun kuyucuklar icerisinde hava kabarcidi olugmadan hareket ettigi gozlendi.
Ardindan surf blot aparati +4 °C’de orbital calkalayicida diisiik devirde gece boyu inkiibe
edildi.

4.2.4.7. Sekonder Antikor ile Isaretleme ve Goriintiileme

Gece boyu primer antikor ile isaretleme sonrasi ertesi glin primer antikor membran
tizerinden uzaklastirildi. Membran 3 kez 10’ar dk 1X TBS-T soliisyonu ile orbital
calkalayici lizerinde orta devirde ¢alkalanarak yikandi. Sonrasinda, uygun sekonder antikor
%35 BSA iceren 1X TBS-T soliisyonu igerisinde gerekli diliisyonda hazirlanarak toplam 10
ml hacimde membran iizerine eklendi. Kabin agzi1 hava almayacak sekilde kapatilip, oda

1s1sinda ve karanlikta orbital calkalayicida diisiik devirde bir saat inkiibe edildi. inkiibasyon
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sonrasit membran 3 kez 10’ar dk 1X TBS-T soliisyonu ile orbital ¢alkalayici iizerinde orta
devirde calkalanarak yikandi. Yikama sonrast membran kemiluminesans soliisyon ile
kapland1 ve Odyssey Fc Imaging System (LI-COR Biosciences) sisteminde Chemi 200
kanalinda kemiluminesans goriintiileme yapildi. Referans marker goriintiilemeleri i¢in 700

kanali kullanilda.
4.2.5. INDIREK ELISA TESTIi

ELISA testinden bir giin 6nce 96 kuyulu ELISA plakas1 (Thermo Scientific F96 Maxisorp
Nunc Immuno Plate, 442404) spesifik antijen ile kaplandi. Bunun igin saf antijen deney
tasarimina bagl olarak 1X PBS ile 2 pg/ml veya 10 pg/ml konsantrasyona seyreltildi.
Ardindan her bir kuyuya 100 pul antijen eklendi. Plaka bir saat oda 1sisinda inkiibe edildi.
Sonrasinda agzi kapatilarak gece boyu +4 °C’de inkiibasyona devam edildi. Ertesi giin
proteinler kuyucuklardan uzaklastirildi. Kuyucuklar PBS-T (PBS+ %0,1 Tween 20) ile 3
kez yikandi. Bloklama i¢in %5 BSA 1X PBS igerisinde hazirlandi. Kuyucuklar iizerine
200’er pl eklendi. 1 saat 37 °C’de, 30 dakika da oda 1sisinda inkiibe edildi. Kuyulardan
bloklama soliisyonu uzaklastirildi. Primer antikor ornekleri (Seyreltilmis edilmis fare
serumlari, hiicre kiiltiirii siipernatantlart veya antikor saflagtirma driinleri) kuyucuklara
100’er pl dagitildi. 3 saat oda sicakliginda orbital calkalayici lizerinde en hizli devirde
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi kuyucuklar PBS-T ile 3 kez yikandi. HRP isaretli
sekonder antikor uygun diliisyonda PBS i¢inde (1/2000) hazirlandi. 100’er pl olarak
kuyucuklara dagitildi. Yaklasik 1 saat oda 1sisinda oda sicakliginda orbital galkalayici
tizerinde en hizli devirde inkiibe edildi. Sekonder antikor uygulama sonras1 kuyucuklar
PBS-T ile 3 kez yikandi. HRP substrati TMB’den kuyucuklara 100’er ul dagitildi. 20
dakika oda 1sisinda karanlikta inkiibe edildi. 50 pl 2M siilfirik asit ile reaksiyon
durduruldu. 450 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucuda (VICTOR3V, PerkinElmer)
degerler elde edildi.

4.2.6. HUCRE KULTURU

4.2.6.1. Hiicre Kiiltiirii Genel Calisma Kurallar

Hiicre kiiltiirti 6zel olarak dizayn edilmis bir ¢alisma alaninda gergeklestirildi. Bu alana

girislerde, alan disarisina c¢ikarilmayan ve diizenli olarak yikanan Onliikler kullanildi.
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Hiicre kiiltiirii caligma alani haftalik ve aylik periyotlarda diizenli olarak temizlendi. Rutin
dezenfektan olarak %70 EtOH kullanildi. Temizlikler sirasinda ise CO:z inkiibatori,
laminar kabin, su banyosu ve santrifiijler Derdevice P Yiizey Dezenfektani ile temizlendi.
Su banyosu igerisinde yer alan su aylik temizliklerde degistirildi ve 15 giinde bir
kontaminasyon engelleyici Aquaguard-2 soliisyonu eklendi. Laminar kabin UV lambasi
her ¢alismanin 6ncesinde ve sonrasinda 45 dk siireyle ¢alistirildi. Hiicre kiiltiirii calisma
alaninda ise oda tavanina monte edilen bir UV lambas1 her gece 3 saat siireyle otomatize
olarak caligtirildi. Yerlerin temizligi ¢camasir suyu ile yapildi. Calisma atiklar1 %10’luk
camasir suyu ile muamele edildikten sonra tibbi atik posetlerinde toplanarak atildi. Caligsma
alanma disaridan getirilen her sarf malzeme alana giriste %70 EtOH ile dezenfekte edildi.
Calismalar sirasinda kabin igerisine alinan her sarf malzeme %70 EtOH ile dezenfekte
edildi. Alana ilk giristen itibaren giyilen eldivenler siklikla %70 EtOH ile dezenfekte
edildi, gerektiginde degistirildi.

4.2.6.2. Hiicre Hatlarimin Kiiltiir Kosullar:

Calismada kullanilan hiicre hatlarinin kiiltiir edildigi besiyeri ortamlarma ait bilgiler

Cizelge 4.4.de verilmistir.

Cizelge 4.4. Hiicre hatlarinin kiiltiir kosullar

Hiicre Hatts Besiyeri Ilave Bilesenler
FO ClonaCell™-HY Medium A )
(Stem Cell, 03801)
DMEM with 4.5 g/l Glucose, %10 FBS, 2 mM L-Glutamine, 100 U/ml
MCF-7 without L-Glutamine Penicillin 100 pg/ml Streptomycin, 5 pg/ml
(Lonza, 12-614F) Plasmocin
MEM-Eagle, Earle's salts %10 FBS, 2 mM L-Glutamine, 100 U/ml
MDA-MB-468 | (Biological Industries, 01-025- | Penicillin 100 pg/ml Streptomycin, 5 pg/ml
1A) Plasmocin
DMEM with 4.5 g/L Glucose, %20 FBS, 2 mM L-Glutamine, 1X MEM
Caco-2 without L-Glutamine NEAA, 100 U/ml Penicillin 100 pg/ml
(Lonza, 12-614F) Streptomycin, 5 pg/ml Plasmocin
DMEM with 4.5 g/L Glucose, %10 FBS, 2 mM L-Glutamine, 100 U/ml
HelLa without L-Glutamine Penicillin 100 pg/ml Streptomycin, 5 pg/ml
(Lonza, 12-614F) Plasmocin
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4.2.6.3. Stoktan Hiicre Ac¢ilmasi

Stoktan hiicre acilmasi dncesinde kiiltlir besiyeri su banyosunda 37 °C’ye 1sitildi. Sivi
azotta muhafaza edilen hiicre hatlar1 buz ilizerinde hiicre kiiltiirii calisma alanina getirildi.
Hiicrelerin bulundugu cryovial tiipler 1 dk 37 °C su banyosunda inkiibe edildi. Cryovial
tiplerin agz1 %70 EtOH ile silindikten sonra 1 ml hiicre siispansiyonu, 4 ml 6nceden
1sitilmis kiiltlir besiyerine eklenip karistirildi ve 15 ml falkon tiipte toplandi. 1500 rpm 4
°C’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 siipernatant uzaklastirildi. Pellette kalan
hiicreler taze kiiltiir besiyerinde ¢oziildiikten sonra uygun kiltiir kabina aktarildi.
Mikroskop altinda kontrol edildikten sonra 37 °C %5 COz inkiibatoriine kaldirilarak idame
edildi.

4.2.6.4. Hiicre Pasajlama

Idame edilen hiicreler giinliik olarak invert mikroskop altinda kontrol edildi. %80 doluluga
ulagan hiicreler pasajlandi. Pasajlama islemi oncesi PBS, Tripsin-EDTA soliisyonu ve
kiiltiir besiyeri su banyosunda 37 °C’ye 1sitildi. Rutin olarak T-75’lik flasklarda idame
edilen hiicreler ilk 10 ml PBS ile yikandi. PBS uzaklastirildiktan sonra hiicreler tizerine 3
ml Tripsin-EDTA soliisyonu eklendi. 37 °C hiicre kiiltiirii inkiibatoriinde ii¢ ila bes dakika
aras1 inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi hiicrelerin tutunduklar1 yiizeyden ayrisma
durumlar invert mikroskop altinda kontrol edildi. Ayristig1 gézlenen hiicreler 7 ml kiiltiir
besiyeri ile 15 ml falkon tiipte toplandi. 1500 rpm 4 °C’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij
sonrast siipernatant uzaklastirildi. Pellette kalan hiicreler taze kiiltiir besiyerinde
coziildiikten sonra 1:3 oraninda 3 ayr1 T-75 flaska ekildi. Mikroskop altinda kontrol
edildikten sonra 37 °C %5 COz inkiibatoriine kaldirilarak idame edildi.

4.2.6.5. Hiicrelerden Stok Alimi ve Saklama Kosullari

Hiicrelerden stok alimi i¢in 6ncelikle dondurma ¢ozeltisi hazirlandi. Hibridoma hiicreleri
ve FO miyelom hiicreleri %90 FBS, %10 DMSO karisiminda donduruldu. Diger hiicreler
ise %70 kiiltir besiyeri, %20 FBS, %10 DMSO karisiminda donduruldu. Dondurma
¢ozeltileri her zaman taze hazirlandi ve dondurma islemine kadar 4 °C’de tutuldu. Stok
almacak hiicre Oncelikle 4.2.6.4. boliimiinde tarif edildigi iizere tripsinize edilerek
bulundugu yiizeyden ayrilarak pellet seklinde toplandi. Ardindan soguk dondurma

cozeltisinde ¢oziildi. Coziilen hiicreler cryovial tiiplere 1 ml hiicre siispansiyonu/cryovial
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olacak sekilde dagitildi. Tiipler etiketlendi ve Mr. Frosty (Thermo Scientific, 5100-0001)
dondurma kabina yerlestirildi. Mr. Frosty dondurma kab1 -80 °C’ye kaldirildi. Bir gece

sonra hiicreler s1v1 azot tankina transfer edildi.

4.2.6.6. Hematositometre ile Hiicre Sayimi

Sayim yapilacak hiicre 6ncelikle 4.2.6.4. boliimiinde tarif edildigi lizere tripsinize edilerek
bulundugu yiizeyden ayrilarak pellet seklinde toplandi. Ardindan taze kiiltiir besiyerinde
¢oziildi. 1,5 ml ependorf tiipe 100 pl hiicre siispansiyonu ve 100 pl trypan blue boyasi
eklenerek pipetajla karistirildi. 5 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi. Hematositometre iizeri
lamel ile kapatildi ve hazirlanan hiicre-trypan blue karistimindan 10 pl eklendi.
Hematositometre invert mikroskop altinda 10X optik biiyiitmede goriintiilendi. Dort
kosedeki 16 kare ve ortadaki 20 karelik alandaki canli ve 6lii hiicreler sayilarak not edildi.
Toplam bes ayr1 bolgedeki canli hiicre sayilar1 toplandi. Ardindan su formiile gore

hesaplama yapildi.
Alandaki hiicre sayis1 ortalamasi= Canli1 Hiicre Sayis1 / Alan Sayis1
Diliisyon faktorii= Son hacim / Hiicre Hacmi

Toplam Hiicre Sayisi= Alandaki Hiicre Sayis1 Ortalamasi X Diliisyon Faktorii X 10%

4.2.6.7. Hiicre Hatlarindan Total Protein izolasyonu

Protein izolasyonu yapilacak hiicre hattt 6 kuyulu plakaya her bir kuyuya hiicre biiyiime
kinetigine uygun sayida olacak sekilde ekildi. Hiicreler %70-80 doluluk oranina
ulastiginda hiicrelerden protein izolasyonu islemine baslandi. Hiicreler oncelikle 2 kez
soguk 1X PBS ile yikandi. Ardindan kuyular kaziyici ile kazinarak 1X PBS igerisinde 3
kuyu bir ependorf tiipe toplandi. Tiipler 5000 g 4 °C’de 10 dk santrifiij edildi. Siipernatant
uzaklastirildi. Pelletler iizerine, her bir tiipe, 500 pl cOmplete™ lysis-M (Roche) ve
cOmplete™ proteaz inhibitdrii (Roche) tamponundan (10 ml lysis-M soliisyonu igerisine
bir adet proteaz inhibitor tablet) eklendi. Pelletler pipetajla ¢oziildii. 10 dk oda 1sisinda
calkalayici iizerinde nazikge ¢alkalanarak inkiibe edildi. Tiipler 13.000 rpm 4 °C’de 15 dk
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi slipernatant yeni ve temiz bir tiipe aktarilip, etiketlenerek -

80 °C’de muhafaza edildi.

75



4.2.7. HIBRIDOMA

Hibridoma deneyleri ClonaCell™-HY Hybridoma Kit (Stem Cell) kullanilarak
gergeklestirildi. Toplam bes komponentten olusan kit monoklonal antikor gelistirilmesinde
flizyondan klon eldesine kadar olan siirecteki tiim ihtiyaglar1 karsilamaktadir. Bu bes
komponent arasinda miyelom ve hibridoma kiiltiir besiyeri ClonaCell™-HY Medium A,
hibridoma fiizyon besiyeri ClonaCell™-HY Medium B (serumsuz), hibridoma fiizyon
toparlama besiyeri ClonaCell™-HY Medium C, yari-kat1 metil-selliiloz seleksiyon besiyeri
ClonaCell™-HY Medium D (HAT+), hibridoma gelistirme besiyeri ClonaCell™-HY
Medium E (HT+) bulunmaktadir. Prensip olarak miyelom hiicreleri ile fare B hiicrelerinin
PEG aracili fiizyonu sonrasi yari-kat1 metil-sellilloz besiyerlerinde HAT ile seleksiyonuna
dayanir. Besiyerleri fiizyon ve hibridoma i¢in gerekli tiim biiyiime faktorleri, hormonlar
vb. igerdigi icin feeder hiicre, HT gibi ek hicbir bilesene gerek duyulmamaktadir.

Hibridoma deneylerine ait detaylar ilerleyen alt basliklarda detaylandirilmistir.

4.2.7.1. Farelerin Immiinizasyonu

Antijen -80 °C’den alinip buz lizerinde ¢oziildi. Ardindan ilk immiinizasyon agisi igin, 50
png/ml konsantrasyonda EGFRd2 antijeni 1:1 oraninda Complete Freund's Adjuvant ile
karistirildi. Antijen ve adjuvan karisimi, iyice karisacak sekilde vortekslendi. Ardindan 6-8
haftalik, saglikli ve disi BALB/c fareye intraperitonal yoldan enjekte edildi. Sonrasindaki
immiinizasyonlar 15’er giin arayla, yine 50 pg/ml EGFRA2 antijeni 1:1 oraninda bu sefer
Incomplete Freund's Adjuvant ile karistirildi. Antijen ve adjuvan karigimi, iyice karisacak
sekilde vortekslendi. Fareye intraperitonal yoldan enjekte edildi. Flizyondan 5 giin 6nce
boost immiinizasyon 50 pg/ml EGFRd2 antijeninin saf olarak intraperitonal yoldan

enjeksiyonu seklinde gergeklestirildi.
4.2.7.2. Miyelom Hiicrelerinin Fiizyona Hazirlanmasi

FO miyelom hiicreleri fiizyondan bir hafta 6nce medium A igerisinde kiiltiir edilmeye
baslandi. Fiizyondan bes giin Oncesinden baslanarak giinliikk olarak hiicrelere 1X HT
uygulamasi yapildi. Fiizyon giinii miyelom hiicreleri 1 adet 50 ml falkonda toplandi. 300xg
10 dk oda 1sisinda santrifiij edildi. Stipernatant uzaklastirildi. Miyelom hiicreleri {izerine 30
ml medium B eklendi ve hiicreler dikkatlice ¢oziildii. 300xg 10 dk oda 1sisinda santrifiij

edildi. Bu asama 3 kez tekrar edildi. Medium B ile toplamda 3 kez yikama yapildi. Son
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yikamadan sonra hiicreler 25 ml medium B’de ¢oziildii. Hiicreler sayildi. 2X107 sayida

hiicre ayrildi. Sayilan hiicreler fiizyona kadar oda 1sisinda bekletildi.
4.2.7.3. Splenositlerin (Dalak Hiicreleri) Fiizyona Hazirlanmasi

Immiinize oldugu belirlenen fareye 3:1 oraninda ketamin:ksilazin ile anestezi uyguland.
Fare uyku durumuna gecince steril laminar akiskan kabin igerisinde diseksiyona hazir hale
getirildi. Fare peritonal bolgesi steril makasla agilarak dalak ¢ikarildi. Dalak, ayr1 bir steril
laminar akiskan kabin igerisinde, steril petri kabinda siringa yardimiyla Medium B ile
yikanarak ezildi. Dalak hiicreleri lizerine 30 ml medium B eklendi. 400xg 10 dk oda
1sisinda santrifiij edildi. Bu asama 3 kez tekrar edildi. Medium B ile toplamda 3 kez
yikama yapildi. Son yikamadan sonra hiicreler 25 ml medium B’de ¢oziildii. Hiicreler

sayildi. 1X108 sayida hiicre ayrildi. Sayilan hiicreler fiizyona kadar oda 1s1sinda bekletildi.
4.2.7.4. PEG Aracili Fiizyon

Fiizyon dncesi PEG, medium A, B ve C 37 °C’ye 1sitildi. Fiizyon igin hazirlanan 2X10’
miyelom hiicresi ile 1X108 dalak hiicresi 50 ml falkonda karistirildi. 400xg 10 dk oda
1s1sinda santrifiij edildi. Stipernatant uzaklastirildi. Tiipiin altina hafif¢e vurarak hiicre
pelleti dagitildi. 1 ml PEG, 1 ml serolojik pipetle 1 dakika boyunca karistirmadan pellet
tizerine yavasca birakildi. Sonraki 1 dakika boyunca pellet pipet ile dikkatlice karistirildi.
Pellet tizerine 4 ml medium B eklendi. 4 dakika boyunca pipet ile karigtirildi. Yavasca 10
ml medium B eklendi. 37 °C’de 15 dakika inkiibe edildi. Yavas¢a 30 ml medium A
eklendi. 400 g 7 dk oda 1s1sinda santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildi. Yavagca 40 ml
medium A eklendi. 400 g 7 dk oda 1sisinda santrifiij edildi. Siipernatant uzaklagtirildi.
Hiicreler yavag¢a 10 ml medium C’de ¢oziildii. Stispansiyon T-75 flaska aktarildi. Flaska
20 ml daha medium C ilave edildi ve flizyon hiicreleri toplamda 30 ml medium C

igerisinde ekilmis oldu. 16-24 saat aras1 37 °C’de %5 CO2 inkiibatorde inkiibe edildi.
4.2.7.5. Yar1 Kati HAT Besiyeri ile Seleksiyon

Flizyondan bir giin sonra medium D iyice karistirildi ve oda 1sisina getirildi. T-75 flasktaki
hiicreler 50 ml falkona alindi. 400xg 10 dk oda 1sisinda santrifiij edildi. Hiicreler 10 ml
medium C’de ¢oziildii. 10 ml’lik hiicre siispansiyonu direk 90 ml medium D sisesine

eklendi. Sertce karigtirildi. 37 °C’de 15 dk inkiibe edildi. 12 mI’lik 16 gauge-blunt-end
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needle siringa ile 100 mm petri kaplarina baloncuk olmamasina dikkat ederek 9,5’ar ml
dagitildi. Yar1 kat1 besiyeri petriye giizelce yayildi. HAT bulunan bu yari-kati besiyerinde

hiicreler 10-14 giin inkiibe edildi ve koloni olusturmalar1 beklendi.

4.2.7.6. Hibridomalarin Yari1 Kati Seleksiyon Besiyerinden Toplanmasi

Fiizyondan 10 giin sonra yar1 kati besiyeri iizerinde koloniler olustu, koloniler laminar
akiglh kabin igerisinde ve mikroskop altinda mikropipet yardimiyla 48 kuyulu hiicre kiiltiir
plakalarina medium E igerisine toplandi. Kolonilerin antikor salgilama durumlarinin
belirlenmesi ve indirek ELISA testi ile taranmasi siiresince, hiicreler medium E igerisinde
idame edildi. Koloniler g¢ogalip besiyerlerini asidik diizeye getirince, siipernatanlar
toplanarak indirek ELISA testi ile EGFRd2 antijenine kars1 test edildi.

4.2.7.7. Alt Klonlama ile Kolonilerin Monoklonallestirilmesi

Alt klonlama i¢in idame edilen hibridoma kolonisi topland1 ve santrifiij edildi. Santrifiij
sonrast supernatan uzaklastirildi ve hiicreler 1 ml medium A igerisinde ¢6ziildi. 96 kuyulu
hiicre kiiltiir plakasinin tiim kuyularina 100 pl medium A eklendi. Ardindan A1l nolu
kuyuya 100 pl hacimde 2X103 sayida hiicre siispansiyonu eklendi. Bu kuyudan baslanarak
H kuyusuna kadar asagi dogru pipetajla 1:2 oranda 8 diliisyon yapildi. Bu islemden sonra
cok kanalli pipet yardimiyla 1. siitundan 12. siituna kadar yine 100’er pl hacimde 1:2
diliisyon yapildi. Son olarak tiim kuyulara 100 pl medium A eklenerek hiicreler toplam
200 pl hacimde idameye birakildi. Yaklasik 7 giin sonra kuyular invert mikroskop altinda
kontrol edilerek derecelendirildi. 7-10 giin aras1 dilimde besiyeri asiditeye kayimnca plaka
indirek ELISA ile EGFRd2 antijenine karsi tarandi. Neredeyse tiim kuyular pozitif
salgilayict olarak belirlenince tek koloni igerip en yiiksek sinyale sahip olan kuyudaki
hiicre almarak ikinci kez alt klonlamaya tabi tutuldu. Ikinci alt klonlama isleminde de ayni

basar1 Olciitleri saglaninca alt klonlanan koloni monoklonal olarak kabul edildi.
4.2.8. ANTIKOR IZOTIPLENDIRME

Antikor izotiplendirme iglemi i¢in Isostrip Mouse Monoclonal Antibody Isotyping Kit
(Roche) kullanildi. Test edilecek antikor i¢eren hiicre kiiltiir siipernatant1 %1 BSA ile 1:10
oraninda diliie edildi. Saf antikor ise %1 BSA ile 2 pg/ml konsantrasyona diliie edildi.
Dikkatlice vortekslendi. Diliientten 150 ul alinip bead igeren strip tiipiine aktarildi. 30 sn
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oda 1sisinda inkiibe edildi. Kisaca vortekslendikten sonra beadlerin tamamen ¢oziindigi
goriildii. Ardindan strip tiipe daldirildi ve 3 dk oda 1sisinda inkiibe edildi. Strip tiipten
cikarildi. 10 dk igerisinde agir ve hafif zincirlere ait en iistte yer alan pozitif kontrol
bantlar1 ve analizi yapilan monoklonal antikorun bantlar1 strip {izerinde mavi renkte

belirginlesti. Stripler fotograflandi.
4.2.9. ANTIKOR SAFLASTIRMA

Antikor saflastirma islemi i¢in Hitrap Protein G HP 1 ml (GE Healthcare, 17-0404-1) veya
5 ml (GE Healthcare, 17-0405-1) kolonlar1 kullanildi. Sivi gegisleri peristaltik pompa
(Lead Fluid, Model No: BT101L) yardimiyla kolon karakteristiklerine uygun olarak
gerceklestirildi.

4.2.9.1. Saflagtirma Oncesi Ornek Hazirhg

Antikor saflastirma i¢in oncelikle hibridoma hiicreleri FBS detoksuna tabi tutuldu. Standart
olarak %10 FBS igeren besiyerinde kiiltiir edilen hiicreler sirastyla %7,5, %S5, %2,5 ve %l
FBS igeren besiyerinde kiiltiir edildi. Tiim ylizdelerden siipernatant ayrilarak indirek
ELISA testiyle antikor salgilama durumlar1 kontrol edildi. Saflastirma i¢in ise %1 FBS
igeren kiiltiir siipernatant1 kullanildi. Siipernatanlar saflastirmadan 6nce 10.000xg’de 10 dk
santrifiij edildi. Santrifiij edilen silipernatant 0,45 pm filtreden gecirildi. Ardindan 1:1

oraninda 2X baglama tamponu ile karistirildi.
4.2.9.2. Orneklerin Kolondan Gegcirilmesi

Peristaltik pompa hortumu baglama tamponu (20 mM Sodyum Fosfat Tamponu, 150 mM
NaCl, pH:7) ile dolduruldu. Pompa hortumu kolona baglandiktan sonra, kolon 5-10 kolon
hacmi kadar baglama tamponu ile yikandi. Kii¢iik kolonlar i¢in 1 ml/dk, biiylik kolonlar
icin 5 ml/dk hizinda gecirme yapildi. Hazirlanmis hiicre kiiltiirii siipernatant1 kiigiik
kolonlar i¢in 0,5 ml/dk, biiyiik kolonlar i¢in 2,5 ml/dk hizinda gecirildi. Ornek gegisi
tamamlandiktan sonra kolon 5-10 hacim kadar baglama tamponu ile yikandi. OD280
absorbans Ol¢limii ile eliiantlarda protein kalmayincaya kadar bu islem devam ettirildi.
Kolona baglanan antikor 5 kolon hacmi eliisyon tamponu (0,1 M Glisin, pH:2,7) ile 0,5
ml/dk (kiiclik kolon) ve 2,5 ml/dk (biiyiik kolon) hizinda her bir ml fraksiyon icin 50 pl
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notralizasyon tamponu (1M Tris-HCI, pH:9) icerisine elute edildi. OD280 absorbans

Olclimii ile eliiantlerde protein kalmayincaya kadar bu iglem devam ettirildi.
4.2.9.3. Diyaliz ile Antikorlarin Tampon Degisimi

Saflastirilan antikor 6rneginin tampon degisimi i¢in diyaliz asamasina gecildi. Diyaliz i¢in
Slide-A-Lyzer Dializ, MWKO 7K kasetleri (Thermo Scientific) kullanildi. Eliiantlar Kitin
siringas1 yardimiyla kasetlere aktarildi. Sonrasinda kasetler hazirlanan PBS (1:500)
icerisine konularak soguk odada gece boyu karistirildi. 1 gece sonra kasetler soguk odadan

alind1 ve diyaliz kasetleri icerisindeki antikor drnekleri toplandi.

4.2.9.4. Antikor Miktar Tayini

Saflastirilan antikorun miktar tayini BCA testi ile belirlendi. Standart protein olarak BGG
kullanildi. Saflastirilan antikorun miktar tayini kontrolii i¢in ayrica Nano Drop (Thermo
Fisher Scientific, Model No: ND1000) spektrofotometrede Protein A280 kanali IgG okuma
modunda 6lgtim yapildi.

4.2.9.5. Saflastirllan Antikorun Konsantrasyonu

Antikor konsantrasyonunu artirmak i¢in Pierce Protein Concentrators 3K MWCO (Thermo
Fisher Scientific) kullanildi. Diyaliz sonrasi antikor Ornegi konsantratdre aktarildi.
5000xg’de S’er dk siire ile kontrollii olarak santrifiij edildi. Konsantratér verimi her
santrifiijden sonra Nano Drop okumasi ile kontrol edildi. Istenilen yogunluga gelen antikor

konsantrator haznesinden dikkatlice toplandi.

4.2.10. HUCRE CANLILIK ANALIiZLERI

4.2.10.1.WST-1 Testi ile Nokta Zamanh Hiicre Canlilik Analizi

Nokta zamanli hiicre canlilik analizleri WST-1 testi gergeklestirildi. WST-1 testi icin
Premix WST-1 Cell Proliferation Assay System (Takara Biosciences) kiti kullanildi.
Oncelikle kanser hiicre hatlar1 96 kuyulu plakalara Caco-2 ve MDA-MB-468 hiicre hatlar
5X10%kuyu, HT-29, MDA-MB-231 ve HeLa hiicreleri ise 3X10%kuyu sayida 200 pl
hacimde ekildi. Ekimden 24 saat sonra hiicreler iizerine CC4-B3-G3-H10 anti-EGFR
antikoru ve pozitif kontrol olarak ticari terapotik anti-EGFR antikor olan Cetuximab,
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(Erbitux, Merck) 2, 5, 10, 20, 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarda uygulandi. Negatif
kontrol olarak uygulama yapilmayan hiicreler birakildi. Antikor uygulamalarindan 48 saat
sonra hiicreler iizerine 20 ul WST-1 reaktifi eklendi. 2 saatlik inkiibasyon sonrasi 450
nm’de spektrofotometrik 6l¢ctim yapildi. Sonuglar negatif kontrol kuyular1 %100 canli baz

alinarak canlilik degerleri analiz edildi.

4.2.10.2.xCELLigence Platformu ile Gercek Zamanh Hiicre Canhlik Testi

Gergek zamanl hiicre canlilik testleri i¢in xCELLigence Gergek Zamanli Hiicre Analiz
Sistemlerinin (Acea Biosciences) RTCA-DP modeli kullanildi. Sayilan hiicreler sistemde
ozel plakalara (E-plate 16) ekildi. Caco-2 ve MDA-MB-468 hiicre hatlar1 i¢in 5X10%kuyu,
ve HeLa hiicreleri icin 3X10%kuyu sayida hiicre bir tiipte hazirlandiktan sonra, dncelikle
sistem plakalarinin kuyularma 100 pl 37°C sicakliktaki hiicre icermeyen kiiltiir besiyeri
konuldu. Ardindan plakalar sisteme yerlestirildi. Yazilim ¢alistirilip bir dakikalik arka plan
olgiimii alindi. Olgiim sonras1 plakalar sistemden ¢ikarildi ve laminar kabine getirildi.
Burada plaka kuyularina 100 pl hacimde hiicreler her kuyuya esit sayida olacak sekilde
ekildi. Ekim sonras1 plakalar laminar kabin igerisinde oda 1sisinda 30 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonras1 plakalar sisteme yerlestirildi ve yazilim iizerinden her 15 dakikada bir
Ol¢im alacak sekilde ayarlanarak deney tasarimina uygun saatte analiz baslatildi. Sistem
plakalarina hiicre ekiminden 24 saat sonra hiicreler {izerine CC4-B3-G3-H10 anti-EGFR
antikoru ve pozitif kontrol olarak ticari terapotik anti-EGFR antikor olan Cetuximab,
(Erbitux, Merck) 2, 5, 10, 20, 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarda uygulandi. Plakalar

sisteme yerlestirildi ve deney yazilim iizerinden takip edildi.
4.2.11. EGFR FOSFORILASYON ARRAY TESTi

Caco-2 kolorektal kanser hiicreleri 6 kuyulu plakaya 5X10%kuyu sayida ekildi. Hiicre
ekiminden ii¢ giin sonra hiicreler bulunduklar1 kuyuda %80 doluluga ulastiginda besiyerleri
%?2 FBS iceren kiiltiir besiyeri ile degistirildi ve gece boyu inkiibasyona birakildi. Ertesi
sabah yaklagsik 14-16 saat sonra hiicreler FBS icermeyen besiyerinde iki saat siireyle
inkiibe edildi. Sonrasinda hiicreler kuyu bazinda EGFR fosforilasyon array testi i¢in 6

gruba ayrildi.
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Bu gruplar;

I. Kontrol grubu (Uygulama yapilmayan hiicreler)

ii. 100 ng/ml EGF uygulanan hiicreler

iii. 100 pug/ml CC4-B3-G3-H10 anti-EGFR antikoru uygulanan hiicreler

Iv. 100 pg/ml Cetuximab anti-EGFR antikoru uygulanan hiicreler

V. 100 pg/ml CC4-B3-G3-H10 anti-EGFR antikoru uygulamasi sonrasinda 100
ng/ml EGF uygulanan hiicreler

Vi. 100 ug/ml CC4-B3-G3-H10 Cetuximab antikoru uygulamasi sonrasinda 100
ng/ml EGF uygulanan hiicreler

FBS detoksunun ardindan 3 ve 5. gruptaki hiicrelere 100 pg/ml CC4-B3-G3-H10 anti-
EGFR antikoru, 4 ve 6. gruptaki hiicrelere ise 100 pg/ml Cetuximab anti-EGFR antikoru
bir saat siireyle uygulandi. Bir saat sonunda 2, 5 ve 6. gruptaki hiicrelere 100 ng/ml EGF
20 dakika stireyle uygulandi. 20 dakika sonunda besiyerleri uzaklastirildi ve hiicreler iki
kez soguk 1X PBS ile yikandi. Sonrasinda her bir kuyuya 500 ul 1X Lysis Buffer
(Protease Inhibitor Cocktail, Phosphatase Inhibitor Cocktail Set I ve Set II igeren)
eklenerek hiicreler pipetaj ile ¢oziildi ve 30 dk siireyle 4°C’de orbital c¢alkalayicida
tizerinde yavas devirde inkiibe edildi. Ardindan hiicreler 1,5 ml ependorf tiipe toplandi ve
14000xg hizda 4°C’de 10 dk santrifiij edildi. Sanrifiij sonrasi siipernatantlar yeni ve temiz
tiiplere ayrildi, alikotland1 ve daha sonra kullanilmak iizere -70 °C’ye kaldirildi. Izole

edilen proteinlerin miktar1 BCA testi ile belirlendi.

Membranlar kit igerisinden ¢ikan 8 kuyulu plaka bolmelerine yerlestirildi ve iizerlerine
1’er ml Blocking Buffer eklenerek bir saat oda 1sisinda ve orbital calkalayici {izerinde
inkiibe edilerek bloklandi. Bir saat sonunda Blocking Buffer membranlar iizerinden
uzaklastirildi ve hiicre lizatlar1 200 pg/ml son hacimde olmak iizere 1’er ml membranlar
tizerine eklendi. 8 kuyulu plaka agz1 dikkatlice kapatildiktan sonra membranlar gece boyu

4°C’de orbital galkalayici iizerinde inkiibe edildi.

Ertesi giin, hiicre lizatlarinin uygulamasindan 16 saat sonra, lizatlar membranlar {izerinden
uzaklastirildi. Membranlar 8 kuyulu plaka iizerinde 3’er kez 3’er dk siireyle 2 ml 1X Wash
Buffer | ile yikandi. Ardindan her bir membran ayr1 bir 60 mm petri kabina alindi. Petri
kaplarindaki membranlar 6’sar kez 5’er dk siireyle 5 ml 1X Wash Buffer I ile yikandi.
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Ardindan membranlar 3’er kez 5’er dk siireyle 5 ml 1X Wash Buffer Il ile yikandi. Bu
sirada 8 kuyulu plaka otoklavlanmis ddH2O ile yikandi ve kurulandi. Yikamalar sonrasi
membranlar tekrar 8 kuyulu plakaya alindi ve tizerlerine 1’er ml Biotin-Conjugated Anti-
EGFR eklendi. Membranlar 2 saat oda 1sisinda ortbital ¢alkalayici {izerinde ve karanlikta
inkiibe edildi. 2 saatlik inkiibasyon sonrasi Anti-EGFR antikoru membranlar iizerinden
uzaklastirildi. Her bir membran ayr1 bir 60 mm petri kabma alindi. Petri kaplarindaki
membranlar 6’sar kez 5’er dk siireyle 5 ml 1X Wash Buffer I ile yikandi. Ardindan
membranlar 3’er kez 5’er dk siireyle 5 ml 1X Wash Buffer Il ile yikandi. Bu sirada 8
kuyulu plaka otoklavlanmis ddH.O ile yikandi ve kurulandi. Yikamalar sonrast
membranlar tekrar 8 kuyulu plakaya alindi ve iizerlerine 1,5’ar ml 1X HRP-conjugated
streptavidin sekonder antikoru eklendi. Membranlar 2 saat oda 1sisinda ortbital ¢alkalayict
tizerinde ve karanlikta inkiibe edildi. 2 saatlik inkiibasyon sonrasi1 1X HRP-conjugated
streptavidin sekonder antikoru membranlar tizerinden uzaklastirildi. Her bir membran ayr1
bir 60 mm petri kabina alindi. Petri kaplarindaki membranlar 6’sar kez 5’er dk siireyle 5 ml
1X Wash Buffer I ile yikandi. Ardindan membranlar 3’er kez 5’er dk siireyle 5 ml 1X
Wash Buffer Il ile yikandi. Yikamalar sonrasi her bir membran goriintiileme igin plastik
foy tizerine alindi. 250 ul Detection Buffer C ve 250 ul Detection Buffer D karisimi
membrani kaplayacak sekilde mebran {izerine birakildi. Oda 1sisnda ve karanlikta iki dk
inkiibe edildi. Sonrasinda Odyssey Fc Imaging System (LI-COR Biosciences) sisteminde

Chemi 200 kanalinda kemiluminesans goriintiileme yapildi.

Sinyal dansiteleri Image J (National Institutes of Health) yazilimi ile olgiildii. Her
membrandaki spesifik protein igimalarinin normalizasyonu asagidaki formiile gore yapildi.
Pos(1) = Kontrol grubu membranindaki pozitif kontrollerin ortalama sinyal yogunlugu
Pos(2) = Uygulama grubu membranindaki pozitif kontrollerin ortalama sinyal yogunlugu
X (2) = Uygulama grubu membranindaki belirli bir nokta i¢in sinyal yogunlugu

X (N2) = Uygulama grubu membranindaki belirli bir nokta i¢in normallestirilmis deger

X(N2) = X(2) * Pos(1)/Pos(2)

Gruplar aras1 farkin istatistiksel analizi student t test ile yapildi. P<0,05 anlamli kabul
edildi.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

Bu tez c¢alismasinda, Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii dimerizasyon (domain I1)
bolgesine spesifik hibridoma yontemi ile anti-EGFR monoklonal antikorun gelistirilmesi,
iiretimi, karakterizasyonu ve etkinliginin belirlenmesine yonelik arastirma bulgular yer

almaktadir. Calismanin genel is akis siireci Sekil 5.1.’de 6zetlenmistir.

REKOMBINANT ANTIJEN URETiMI

Protein Saflastirma ve

Rekombinant EGFRd2 ifadesi Protein Coziiniirliik Testi .
Karakterizasyon

A 4

iMMUNIiZASYON

immiinizasyon Seviyelerinin ve Kapasitelerinin

Farelerin Rekombinant EGFRd2 ile immiinizasyonu . .
Belirlenmesi

HiBRIiDOMA

Hibridoma Eldesi ve Alt Klonlama ve Klon

Fiizyon Koloni Tarama Koloni Karakterizasyonu Karakterizasyonu

ANTIKOR SAFLASTIRMA
Siipernatant Koleksiyonu Antikor izotipinin Belirlenmesi Antikor Saflagtirma
ANTIKOR KARAKTERIZASYONU
Antikor-Antijen Afinite Testi Saf Anti'kor Izoti;')inin Antik_or I.m_mi.'lnl:flotlama :
Belirlenmesi Kapasitesinin Belirlenmesi
ANTIKOR ETKiNLiGiNiN BELIRLENMESi
Nokta Zamanh Hiicre Canlilik Gercek Zamanh Hiicre Canlilik Fosforilasyon Diizeylerinin
Analizleri Analizleri incelenmesi

Sekil 5.1. Tez galismasina ait is akis Siireci
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5.1. REKOMBINANT ANTIJEN URETIMI
5.1.1. EGFRD2 PROTEIN COZUNURLUK PROFILI

PET-30a plazmidi i¢ine klonlanip N terminalinde 6xHis Tag ile ifade ettirilen EGFRd2
proteinin ¢oziintirligi test edilmistir. Hem pET-30a hem de pET-30a.EGFRd2 plazmidi
BL21(DE3) ve Rosettagami(DE3)pLysS suslarinda ifade ettirilmistir. Ardindan ¢oziiniir
fraksiyon, 8M iirede c¢ozlinen fraksiyon ve ¢oziinir olmayan fraksiyon/inkliizyon
cisimcikleri olarak érnekler SDS-PAGE ile jelde ayristirilmustir. Ornekler hem Coomassie
Blue ile boyanmis (Sekil 5.2.), hem de anti-6xHisTag spesifik antikor ile immiinblotlama

(Sekil 5.3.) yontemiyle analiz edilmistir.

Sekil 5.2. 6xHis.EGFRd2 flizyon proteininin protein ¢oziiniirliik testi (Coomassie blue
boyamasi)

1) BL21 pET-30a + IPTG (Coziinir fraksiyon)

2) BL21 pET-30a + IPTG (Ure ¢oziiniir fraksiyon)

3) BL21 pET-30a + IPTG (Coziinmeyen fraksiyon/inklizyon cisimcikleri)

4) BL21 pET-30a.EGFRA2 + IPTG (Coztniir fraksiyon)

5) BL21 pET-30a.EGFRA2 + IPTG (Ure ¢oziiniir fraksiyon)

6) BL21 pET-30a.EGFRd2 + IPTG (Co6ziinmeyen fraksiyon/inklizyon cisimcikleri)

7) Rosettagami pET-30a.EGFRd2 + IPTG (Coziinir fraksiyon)

8) Rosettagami pET-30a.EGFRd2 + IPTG (Ure ¢oziiniir fraksiyon)

9) Rosettagami pET-30a.EGFRA2 + IPTG (Coztiinmeyen fraksiyon/inkliizyon cisimcikleri)
10) Protein standardi, kDa (Bio-Rad, 1610318)
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Sekil 5.3. 6xHis.EGFRd2 fiizyon proteinin protein ¢oziiniirliik testi (Anti-Histag antikoru
ile immiin blotlama analizi

1) BL21 pET-30a + IPTG (Coziiniir fraksiyon)

2) BL21 pET-30a + IPTG (Ure ¢oziiniir fraksiyon)

3) BL21 pET-30a + IPTG (Coztinmeyen fraksiyon/inkliizyon cisimcikleri)

4) BL21 pET-30a.EGFRA2 + IPTG (Coziniir fraksiyon)

5) BL21 pET-30a.EGFRA2 + IPTG (Ure ¢oziiniir fraksiyon)

6) BL21 pET-30a.EGFRd2 + IPTG (Co6ziinmeyen fraksiyon/inkliizyon cisimcikleri)

7) Rosettagami pET-30a.EGFRd2 + IPTG (Coziiniir fraksiyon)

8) Rosettagami pET-30a.EGFRd2 + IPTG (Ure ¢oziiniir fraksiyon)

9) Rosettagami pET-30a.EGFRd2 + IPTG (Co6ziinmeyen fraksiyon/inklizyon cisimcikleri)
10) Protein standardi, kDa (Bio-Rad, 1610318)

Bu analiz sonucunda, ifade ettirilen rekombinant proteinin her iki susta da c¢oziiniir
fraksiyonda yer aldig1 gézlenmistir. Coomassie blue boyamasi yapilarak kuyuya girmeyen
veya yukarida kalabilecek agregatlarin olmadigi da gozlenmistir (Sekil 5.2.). Coomassie
blue boyamasinin dogrulanmast ayni Orneklerin immiin blotlama ile analiziyle
saglanmistir. Hem Sekil 5.2. hem de Sekil 5.3.’de 1, 4 ve 7. kuyularda ¢oziiniir
fraksiyonlarda bantlar gézlenmektedir. Membranlar Odyssey Fc Imaging System (LI-COR
Biosciences) cihazinda (sol panelde yer alan 6rnekler Chemi kanalinda 2 dk, sagda yer alan

protein standardi ise 700 kanalinda 30 sn siireyle) gorintiilenmistir.
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5.1.2. EGFRD2 PROTEINININ BUYUK OLCEKLI URETIiMI

PET-30a.EGFRd2 proteini, indiikleme optimizasyonlari i¢in kii¢iik dlgekte (50 ml kiiltiir),
protein saflastirma islemleri icin ise biiyiik 6l¢ekte (500 ml — 1 litre kiiltiir) pek ¢ok kez
tiretilmistir. Her iiretim sonrasi bakteriyel pellet laemmli tamponu ile denatiire edildikten
sonra 20’ser pl olarak kuyulara yiiklenmistir. Orneklerin immiin blotlama analizlerinde
anti-6xHistag antikoru primer, goat anti-rabbit HRP antikoru ise sekonder antikorlar olarak
kullanilmistir. Membranlar Odyssey Fc Imaging System (LI-COR Biosciences) cihazinda
gorlntiilenmistir. Sekil 5.4.’te kiiciik ve biiylik kiltiirlerde IPTG ile indiiklenen ve
indiiklenmeyen orneklerin bant durumlar goriilmektedir. Sekil 5.4. iist ve alt panellerde
mavi ok ile isaretlenen bant 8,25 kDa’luk His-tag’tir, 6te yandan 20.24 kDaluk
6xhis. EGFRd2 bandi kirmiz1 ok ile isaretlenmistir. Sekil 5.5.’de ise tamami biiyiik kiiltiir
olan bir seri indiiklenen kiiltiirlerin 6rnekleri yer almaktadir. Burada tiim bantlar 20.24

kDa’luk 6xhis. EGFRA2 ifadesini gostermektedir.
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Sekil 5.4. 6xHis.EGFRd2 proteinin biiyiik ve kiigiik 6l¢ekli tiretimi sonrasi protein analizi

Sekil 5.4. Ust panel 6rnekleri:

1) Protein standardi, kDa (Bio-Rad, 1610318)

2) BL21

3) BL21 pET-30a - IPTG

4) BL21 pET-30a + IPTG

5) BL21 pET-30a.EGFRd2 - IPTG

6) BL21 pET-30a.EGFRd2 + IPTG

7) BL21 pET-30a.EGFRd2 + IPTG (biiyiik kiiltiir 1)
8) BL21 pET-30a.EGFRd2 — IPTG (biiyiik kiiltiir 2)
9) BL21 pET-30a.EGFRd2 + IPTG (biiyiik kiiltiir 2)

Sekil 5.4. Alt panel 6rnekleri

1) Protein standardi, kDa (Novex, LC5800)

2) BL21

3) BL21 pET-30a— IPTG

4) BL21 pET-30a + IPTG

5) BL21 pET-30a.EGFRd2 — IPTG

6) BL21 pET-30a.EGFRd2 + IPTG

7) BL21 pET-30a.EGFRd2 + IPTG (biiyiik kiiltir 3)
8) BL21 pET-30a.EGFRd2 + IPTG (biiyiik kiiltiir 4)
9) BL21 pET-30a.EGFRd2 + IPTG (biiyiik kiiltiir 5)
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Sekil 5.5. 6xHis.EGFRd2 prétEinih biiyiik 6lgekli tiretimi sonrast immiin blotlama analizi

1) Protein standardi, kDa (Bio-Rad, 1610318)

2) BL21 pET-30a.EGFRd2 + IPTG (Biiyiik kiiltiir 6)

3) BL21 pET-30a.EGFRd2 — IPTG (Biiyiik kiiltir 7)

4) BL21 pET-30a.EGFRd2 + IPTG (Biiyiik kiiltiir7)

5) BL21 pET-30a.EGFRd2 - IPTG (Biiyiik kiiltiir 8)

6) BL21 pET-30a.EGFRd2 + IPTG (Biiyiik kiiltiir 8)

7) Rosettagami pET-30a.EGFRd2 + IPTG (Biiyiik kiiltiir 1R)

8) Rosettagami pET-30a.EGFRd2 - IPTG (Biiyiik kiiltiir 1R)

9) Rosettagami pET-30a.EGFRd2 + IPTG (Biiyiik kiiltiir 2R)

10) (Pozitif kontrol) BL21 pET-30a.EGFRd2 + IPTG (biiyiik kiiltiir 5)

5.1.3. EGFRD2 PROTEINININ SAFLASTIRILMASI

Biiytik olgekte iiretilen bakteriyel kiiltiirden protein saflastirmak icin HisPur Ni-NTA
Purification Kit (Thermo Scientific) kullanilmistir. Bakteriyel pelletin materyal ve yontem
bolimiinde belirtildigi sekilde lizisini takiben kit yonergeleri takip edilerek protein
saflagtirmas1 yapilmistir. Saflastirma sirasinda da kolon sonrasi ve eliisyon asamalarinda
SDS-PAGE igin protein Ornegi ayrilmistir. Eliisyonu takiben imidazol ve diger kiigiik
molekiilleri uzaklagtirmak i¢in diyaliz islemi gergeklestirilmistir. Bu amagla Slide-A-Lyzer
Dializ MWKO 7K (Thermo Scientific) kasetleri kullanilmistir. Daha sonra bu 6rnekler
denatiire edilip SDS-PAGE jelde ayristirillmis ve Coomassie blue ile boyanarak analiz
edilmistir. Orneklerin konsantrasyonlart BCA testi ile belirlenmistir. Sekil 5.6., 5.7. ve
5.8.’de her kuyuya 20 ul 6rnek iizerine 6X laemmli tamponu eklenerek yiiklenmistir. Her

bir eliisyon 3 ml hacimde gergeklestirilmis, diyaliz islemi de 3 ml kasetler igerisinde soguk
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fosfat tamponu ile gece boyu yapilmistir. Diyaliz sonrast protein konsantrasyonu
diismemistir, susuna ve saflastirma verimine baglh olarak 0,3-1 mg/ml EGFRd2 proteini
elde edilmistir. Sekil 5.6.’da kolondan gegmeden onceki ve sonrasindaki protein drnekleri
goriilmektedir. 20.24 kDA’luk 6xHis.EGFRd2 proteini kirmizi ok ile isaretlenmistir. 4
nolu kuyuda 20.24 kDa’luk 6xHis.EGFRd2 fiizyon proteini goriiliirken, 5 ve 6 nolu
kuyularda proteinin kolona baglandig1 gézlenmistir. 7, 8 ve 9 nolu kuyularda ise proteinin
basariyla kolondan eliie edildigi goriilmektedir.  Sekil 5.7.°de aymi protokol hem
BL21(DE3) hem de Rosettagami(DE3)pLysS suslarinda ifade edilen rekombinant protein
i¢cin uygulanmistir ve 6xHis.EGFRd2 proteini her iki sustanda basariyla saflagtirilmistir.
Sekil 5.7.°de saflagtirma siirecine ait irlinlerin yani sira saflastirilan proteinin diyaliz
sonras1 Ornekleri de jelde gosterilmistir. Sekil 5.7., 8 ve 9 numarali kuyularda diyaliz
edilen protein ornekleri goriilmektedir. Diyaliz siiresince herhangi bir agregat olusumu,

degradasyon veya verim kayb1 gézlenmemistir.

Sekil 5.6. 6xHis.EGFRd2 proteinin saflastiriimasi

1) Protein standardi, kDa (Bio-Rad, 1610318)

2) BL21 pET-30a.EGFRd2 + IPTG (10 pl bakteri kiiltiirti)

3) Bos

4) BL21 pET-30a.EGFRd2 + IPTG (hiicre lizati, kolon dncesi)

5) BL21 pET-30a.EGFRd2 + IPTG (hiicre lizat1, kolon sonrasi)

6) BL21 pET-30a.EGFRd2 + IPTG (1. yikama sonrasi, eliisyon dncesi)
7) BL21 pET-30a.EGFRd2 + IPTG (Elisyon 1 0,91 mg/ml)

8) BL21 pET-30a.EGFRd2 + IPTG (Elisyon 2 0,51 mg/ml)

9) BL21 pET-30a.EGFRd2 + IPTG (Elisyon 3 0,35 mg/ml)
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Sekil 5.7. 6xHis.EGFRd2 proteinin BL21 (soldaki jel) ve Rosettagami (sagdaki jel)
suslarindan saflastirilmasi

1) Protein standard: (Bio-Rad, 1610318)

2) pET-30a.EGFRd2 + IPTG (Hiicre lizati, kolon dncesi)

3) pET-30a.EGFRd2 + IPTG (Hiicre lizat1, kolon sonrast)

4) pET-30a.EGFRd2 + IPTG (Eliisyon 6ncesi 3. yikama)

5) pET-30a.EGFRd2 + IPTG (Eliisyon 1)

6) pET-30a.EGFRd2 + IPTG (Elisyon 2)

7) pET-30a.EGFRd2 + IPTG (Eliisyon 3)

8) Diyaliz Sonrasi Eliisyon 1 (BL-21 0,55 mg/ml; Rosettagami 0,42 mg/ml)

9) Diyaliz Sonras1 Eliisyon 2 (BL-21 0,2 mg/ml; Rosettagami 0,15 mg/ml)

Rekombinant EGFRA2 saflastirma siirecine ait optimizasyonlar tamamlandiktan sonra
hacimsel verim analizi i¢in baslangi¢c miktar1 olarak mililitre-litre bazindan pellet agirlik
noktasinda da ¢alisma yapilmistir. Bu amagla 0,5 gr ve 0,75 gr BL21 pET-30a.EGFRd2 +
IPTG bakteriyel pellet 6rnegi ile saflastirma islemine baslanmistir. 500 ml siv1 kiiltiirden
yaklagik 0,75 gr pellet elde edilmistir. Sekil 5.8.’de iki farkli pellet miktarinin saflagtirma
slireg trtinlerinin SDS-PAGE analiz goriintiisiinde; artan pellet miktarina bagli olarak elde
edilen protein miktarinda da artma gozlenmistir. Her iki miktar i¢cinde saflastirma basarili

gerceklesmistir.
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Sekil 5.8. 6xHis.EGFRd2 proteinin 0,5 gr pelletten (sol panel) 0,75 gr pelletten (sag panel)
saflastirilmasi

1) Protein standardi, kDa (Bio-Rad, 1610318)

2) BL-21 pET-30a.EGFRd2 + IPTG (Hiicre lizati, kolon 6ncesi)

3) BL-21 pET-30a.EGFRd2 + IPTG (Hiicre lizati, kolon sonrast)

4) BL-21 pET-30a.EGFRd2 + IPTG (Eliisyon 6ncesi 3. yikama)

5) BL-21 pET-30a.EGFRd2 + IPTG (Eliisyon 1)

6) BL-21 pET-30a.EGFRd2 + IPTG (Elisyon 2)

7) BL-21 pET-30a.EGFRd2 + IPTG (Elisyon 3)

8) Diyaliz sonrasi eliisyon 1 (Sol panel: 0,34 mg/ml; sag panel: 0,47 mg/ml)
9) Diyaliz sonrasi eliisyon 2 (Sol panel: 0,19 mg/ml; sag panel: 0,32 mg/ml)

Siire¢-hacim analizlerinden sonra 6xHis.EGFRd2 proteini saflastirma islemi, kolon basina
250 ml BL-21 pET-30a.EGFRd2 + IPTG Kkiiltiirii ile 2 ayr1 kolonda gergeklestirilmistir.
SDS-PAGE ig¢in ise onceki analizlerden farkli olarak 20 ul yerine 8 pl 6rnek 2X yiikleme
tamponu (Invitrogen) ile yiiklenmistir. Sekil 5.9.’da belirtilen sartlarda 6xHis.EGFRd2
protein saflagtirma siirecine ait 6rneklerin SDS-PAGE analizi gériilmektedir. Miktarlarin

azaltilmas1 bant profillerinin daha net ayrismasina neden olmus ve netlik artmistir.
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Sekil 5.9. Kolon bagina 250 ml BL-21 bakteri kiiltiirii ile gergeklestirilen saflagtirma

1) Protein standardi, kDa (Bio-Rad, 1610318)

2) pET-30a.EGFRd2 + IPTG (Hiicre lizati, kolon dncesi)

3) pET-30a.EGFRd2 + IPTG (Hiicre lizati, kolon sonrast)

4) pET-30a.EGFRd2 + IPTG (Eliisyon 6ncesi 3. yikama)

5) pET-30a.EGFRd2 + IPTG (Eliisyon 1) (Sol panel: 0,33 mg/ml; sag panel: 0,28 mg/ml)
6) pET-30a.EGFRd2 + IPTG (Elisyon 2) (Sol panel: 0,17 mg/ml; sag panel: 0,24mg/ml)
7) pET-30a.EGFRd2 + IPTG (Elisyon 3) (Sol panel: 0,01 mg/ml; sag panel: 0,07 mg/ml)
8) Diyaliz sonrasi eliisyon 1 (Sol panel: 0,3 mg/ml; sag panel: 0,26 mg/ml)

9) Diyaliz sonrasi eliisyon 2 (Sol panel: 0,2 mg/ml; sag panel: 0,26 mg/ml)

Sonu¢ olarak; 6xHis.EGFRd2 antijeni iki farkli protein ekspresyon susunda ifade
ettirilerek pek ¢ok kez saflastirilmistir. Saflagtirma optimizasyonlar1 farkli agilardan test

edilmistir.

5.2. IMMUNIZASYON, HIiBRIDOMA GELISTIRME VE
MONOKLONALLESTIRME SURECLERI

5.2.1. IMMUNIZASYON SEVIiYELERININ BELIRLENMESI

5.2.1.1. Indirek ELISA Yéntemi ile Fare Serum Titrasyon Analizleri

3 adet saglikli, disi ve 6-8 haftalik BALB/c farenin kuyruk venlerinden 50’ser pl kan
toplanmis ve serum ayrilmistir. Ardindan fare basina 50 pg/ml EGFRd2 antijeni 1:1
oraninda Complete Freund’s Adjuvan ile karistirilarak farelere intraperitonal yoldan
inokiile edilmigtir. 15’er giin arayla fare basma 50 ug/ml EGFRd2 antijeni bu kez
Incomplete Freund’s Adjuvan ile karistirilarak intraperitonal yoldan inokiile edilmistir. 3.

asilama sonrasi farelerin kuyruk venlerinden 50°ser pl kan toplanarak serum ayrilmistir.
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Immiinizasyonlara baslamadan &nce ve 3. inokiilasyonlardan sonra toplanan serumlar
1/100000 diliisyondan baslanarak 1/12800000°’e kadar diizenli olarak 2’ser kat aralikta titre
edilmistir. Elde edilen serumlar ile her bir kuyucugu 100 pl 2 pg/ml EGFRdA2 antijeni ile
kaplanmis plakalarda klasik indirek ELISA testi gerceklestirilmistir. Sekonder antikor
olarak Goat Anti-Mouse HRP kullanilmistir. Tiim 6rnekler 3 teknik tekrarli tasarlanarak
okumalar alinmis ve her bir farenin immiinizasyon grafigi ¢ikartilmistir. Egriler birbirine
cok yakin oldugu i¢in titrasyonlar her bir fare i¢in Sekil 5.10., Sekil 5.11., ve Sekil 5.12.°de

ayri grafiklerde verilmektedir.

FARE L
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Sekil 5.10. Fare L pozitif ve negatif serumlarindan gerceklestirilen titrasyon grafigi
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Sekil 5.11. Fare N pozitif ve negatif serumlarindan gergeklestirilen titrasyon grafigi
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Sekil 5.12. Fare R pozitif ve negatif serumlarindan gergeklestirilen titrasyon grafigi

Almman sonuglara gore her ii¢ farede de 1/100000 — 1/12800000 pozitif serum
dilisyonlarinda plato fazi, end-point ve base-line degerleri elde edilmistir. Fareler
1/1600000 — 1/3200000 diliisyonlarina kadar EGFRd2 antikoru tiretmislerdir. 1/6400000
diliisyonda end-point’e ulagilmistir. Elde edilen rakamsal veriler dogrultusunda Fare R

fiizyon aday1 olarak belirlenmistir.
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5.2.1.2. Fare Serumlarinin Rekombinant ve Endojen EGFR Tanima Kapasitelerinin

immiinblotlama ile Belirlenmesi

Fare R’nin immiinizasyonlar 6ncesi ve 3. inokiilasyon sonrasi serumlar1 kullanilarak, bu
serumlarin hiicre lizatlarindaki endojen EGFR’nii ve rekombinant EGFRd2 proteinini
taniy1p tanimayacagl immiinblotlama ile incelenmistir (Sekil 5.13., 5.14.). Ayn1 6rnekler,
EGFR proteinin migrasyon paternini kiyaslayabilmek i¢in ticari olarak satin alinmig anti-
EGFR monoklonal antikoru ile de analiz edilmistir. Bu amagla EGFR proteinini
overeksprese ettigi bilinen MDA-MB-468 ve EGFR ekspresyonunun ¢ok diisiik oldugu
bilinen MCF-7 hiicre hatlarindan elde edilen total proteinler kullanilmistir. SDS-PAGE
jelinde 20’ser ug MCF-7 (EGFR ifadesi diisiik), MDA-MB-468 (EGFR ifadesi yiiksek)
hiicre lizatlar1 ve 10 ng 6xhis. EGFRd2 protein yiiriitiilmiis, fare R’nin immiinizasyon
oncesi (Sekil 5.13.) ve 3. immiinizasyon sonrasi (Sekil 5.14.) alinan serumlari ile analiz
edilmistir. Her iki ¢aligmada da serumlar 1/1000 diliisyonda (%5 BSA ile diliie edilerek)

kullanilmistir.
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Sekil 5.13. Fare R immiinizasyon dncesi serum ile immiin blotlama

1) Protein standardi, kDa (NEB, 77115S)

2) MCF-7 hiicre lizat1 (20 pg)

3) MDA-MB-468 hiicre lizat1 (20 pg)

4) EGFRd2 saf rekombinant protein (10 ng)
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Sekil 5.14. Fare R 3. immiinizasyon sonrasi serum ile immiin blotlama

1) Protein standardi (NEB, 7711S)

2) MCF-7 hiicre lizat1 (20 pg)

3) MDA-MB-468 hiicre lizat1 (20 ug)

4) EGFRd2 saf rekombinant protein (10 ng)

Sekil 5.13. ve 5.14.’e gbre, immiinizasyon dncesi fareden alinarak hazirlanan serum 6rnegi
170 kDA bélgesinde bantlarda farklilik gdstermezken, immiinizasyon sonrast EGFR ifade
eden ve etmeyen hiicre proteinlerini beklenilen sekilde tanimistir. Sekil 5.14.°de MDA-
MB-468 hiicre lizatinin yer aldig1 3 numaral kuyuda 170 kDA’da bant gozlenirken, MCF-
7 hiicre lizatinin yer aldigir 2 numarali kuyuda 170 kDa’da ¢ok zayif bant gozlenmistir.
Aradaki fark beklendigi gibi oldukca fazladir. Ayni serum EGFRd2 saf rekombinant
proteini i¢in de oldukca giiclii sinyal vermistir. Ayn1 ornekler endojen EGFR protein
migrasyon paternini kiyasayabilmek amaci ile satin alinan ticari anti-EGFR antikoru ile
immiin blotlama i¢in kullanilmistir. Ticari anti-EGFR antikoru (Abcam, ab52894) 1/2500
diliisyonda kullanilmigtir. 170 kDa endojen EGFR bandi MDA-MB-468 hiicre lizatinda
gozlenmistir. Bu epitop EGFR’n karboksi terminaline spesifik oldugu i¢in rekombinant
EGFR’1 bekledigimiz lizere tanimamistir (Sekil 5.15.). Sekil 5.14. ve 5.15.”in 3er numarali
kuyulart kiyaslandiginda Fare R serumunun endojen EGFR’1 en az ticari anti-EGFR

antikoru kadar basarili tanidig1 goriilmektedir.
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Sekil 5.15. Ticari EGFR antikoru ile immiin blotlama

d |

1) Protein standard: (Bio-Rad, 1610318)

2) MCF-7 hiicre lizat1 (20 pg)

3) MDA-MB-468 hiicre lizat1 (20 ug)

4) EGFRd2 saf rekombinant protein (10 ng)
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5.2.2. HiBRIDOMA VERILERIi

Fiizyon sonrasi elde edilen koloni sayilar1 ve bu alt baslik altinda sunulan veriler i¢in siireg,

Sekil 5.16.’da 6zetlenmektedir.

Sekil 5.16. Hibridoma siire¢ 6zeti

5.2.2.1. Miyelom Kiiltiirii ve Fiizyon

Fiizyon icin secilen fare R’ye flizyondan 5 giin 6nce 50 pg EGFRd2 antijeni saf olarak
intraperitonal yoldan enjekte edilerek boost immiinizasyon yapilmistir. Ayni giin FO
miyelom hiicreleri (ATCC, CRL1646) fiizyon i¢in T-75 flasklarda kiiltiire alinmistir. Ertesi
giinden baglamak iizere hiicrelere flizyon giiniine kadar her giin 1X HT (Sigma) reaktifi
uygulanmistir. Hiicreler giinliik olarak kontrol edilmis ve fotograflanmistir (Sekil 5.17.).
Sekil 5.17.’da gortilecegi iizere FO hiicreleri kiiltiire alindiklar1 giinden itibaren saglikli
sekilde cogalmistir. Sekil 5.17. alt panelde goriildiigii lizere fliizyon giinii hiicrelerin yiiksek

yogunluga ulasmamasina 6zen gosterilmistir.
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Sekil 5.17. Fiizyon dncesi kiiltiire alinan FO hiicrelerinin giinliik fotograflar1 (20X objektif)
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Fiizyon islemi ClonaCell™-HY Hybridoma Kit (Stem Cell) kullanilarak iireticinin
protokollerine uygun olarak gerceklestirilmistir. Toplam bes komponentten olusan kit
monoklonal antikor gelistirilmesinde fiizyondan klon eldesine kadar olan siiregteki tiim
ihtiyaglar1 karsilamaktadir, detaylar Yontem bolimi 4.2.7. Hibridoma kisminda yer

almaktadir.

Fiizyon giinii fare R’ye anestetik uygulandiktan sonra kan, ascite sivisi ve dalak alinmistir.
Dalak naylon filtre iizerinde medium B ile ezilerek siispanse edilmistir. Ote yandan
medium A’da kiltir edilen FO miyelom hiicreleri de toplanmistir. Miyelom ve dalak
hiicreleri fiizyona hazirlik igin ticer kez medium B ile yikanmis, ligiincii yikama sonrasi
hiicreler sayilmistir. 2X107 miyelom hiicresi ile 1X108 dalak hiicresi 50 ml falkonda
karistirilmis ardindan PEG aracili flizyon gerceklestirilmistir. Fiizyon hiicreleri medium C
igerisinde c¢oOziilip bir adet T-75 flaska medium C igerisinde ekilmistir. 24 saatlik
inkiibasyon sonrasi hiicreler toplanmig ve santrifiij sonrast 10 ml medium C’de
¢ozlilmiistlir. Hiicre siispansiyonu 90 ml medium D ile karistirtlmis ve 12 ml’lik 16 gauge-
blunt-end needle siringa ile 100 mm petri kaplarina 9,5’ar ml dagitilarak seleksiyon islemi

baslatilmistir.

5.2.2.2. Hibridoma Eldesi ve Koloni Tarama

Flizyondan 5 giin sonra koloniler olusmaya baslamis (Sekil 5.18.) 10 giin sonra koloniler
petri kaplarinda gozle goriilecek biiyiikliige gelmistir. Koloniler mikroskop altinda kontrol
edilerek pipet ucu ile 48 kuyulu plakalarda medium E igerisine toplanmistir. Fiizyon
sonrasi toplam 240 ayr1 koloni elde edilmistir. Toplanan koloniler giinliik kontrol edilerek
derecelendirilmis ve idamesi saglanmistir. Bu siiregte 31 koloni 6lmiis ve 209 saglikli
koloni kalmistir. Hiicreler saglikli bir sekilde ¢ogalmis, aralarindan rastgele secilerek

fotograflanmistir (Sekil 5.19.).
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Sekil 5.18. Fiizyondan 5 giin sonra olusmaya baslayan koloniler (20X objektif)
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Sekil 5.19. Toplanan kolonilerin fotograflar: (20X objektif)

Koloniler toplandiktan 4 gilin sonra besiyeri rengini degistirmeye (pembeden sariya)
baslamis ve bu noktada siipernatantlar ayrilarak hiicrelerin antikor salgilama durumlar
klasik indirek ELISA testi ile kontrol edilmistir. 209 koloniden 2 pg EGFRd2 antijenine
kars1 OD450 degeri 0,5 iizeri absorbans degeri veren 21 koloni 6 kuyulu plakalara transfer
edilmistir. Sonrasinda 21 koloninin 2. tur indirek ELISA testi 2 ug EGFRd2, 10 pg
EGFRd2 ve antijensiz %5 BSA kapli kuyular ile yapilmstir. 2. tur ELISA testi sonucunda
13 koloni pozitif, 8 koloni ise negatif salgilayici olarak kabul edilmistir. Kantitatif degerler
Cizelge 5.1.’de, degerlerin siitun grafige dokiilmiis hali ise Sekil 5.20.’de verilmistir. 2. tur
ELISA sonuglarini aldiktan sonra 6 kuyulu plakalarda idame edilen 13 koloniden stok
alinarak ilk tur dondurulmustur. %5 BSA’ya karsi sinyal veren CC4-F8 ve CC5-Al
kolonilerinin PVC’ye karst ELISA testi de gergeklestirilmis ve bu kolonilerin PVC’ye
kars1 da reaksiyon verdigi tespit edilmistir. Bu koloniler Cizelge 5.1.°de yesil renk ile
boyanmistir. 13 koloniden ELISA degerleri tatmin edici olmayan CC4-B7 ve CC4-D6

disindaki 11 koloninin idamesine devam edilmistir.

103



Cizelge 5.1. Hibridoma kolonilerinin indirek ELISA testi absorbans degerleri

1l.tur2 pg
EGFRd2 2.tur2 ng 2.tur 10 pg
antijenine EGFRd2 EGFRd2 BEAT’UL Tff; 1
Koloni adi kars1 antijenine kars1 | antijenine karsi absoyrbanss
absorbans absorbans absorbans (OD450) degeri
(OD450) (OD450) degeri | (OD450) degeri
degeri
CC1-E6 0,598 0,164 0,414 0,054
CC1-F7 0,647 0,175 0,454 0,060
CC2-A2 0,523 0,222 0,403 0,059
CC2-E2 2,706 2,593 2,891 0,056
CC3-Al 0,678 0,178 0,408 0,061
CC3-F8 2,920 2,695 2,909 0,055
CC4-A2 0,558 0,183 0,403 0,059
CCA4-A8 3,007 3,082 3,084 0,055
CC4-B3 2,947 2,973 3,037 0,051
CCA4-B7 0,576 0,333 0,682 0,081
CC4-C1 2,900 2,945 2,990 0,060
CC4-C7 2,619 2,174 2,830 0,066
CC4-C8 3,021 2,935 3,138 0,064
CC4-D5 0,561 0,187 0,752 0,059
CC4-D6 0,768 0,338 1,614 0,074
CC4-D8 0,553 0,199 0,963 0,059
CC4-E2 1,097 2,490 2,926 0,151
CCA4-F8 2,924 2,980 2,977 0,781
CC5-Al 1,489 2,944 2,936 1,296
CC5-A4 0,649 1,137 2,950 0,091
CC5-B1 0,528 0,181 0,411 0,053
Negatif kontrol
(PBS) 0,316 0,289 0,467 0,060
Pozitif kontrol
(Fare pozitif 2,795 2,500 2,453 0,124

serum)

104




35

25

15

0,5

]

E L ST RS < BN LN Y <IN SRR v SN AN v - Y- NP N IR I <SS N SR -
F TP S

W 1. Tur 2 pg EGFR2 Antijenine Karsi Absorbans (0D450) Degeri Q*_O d}*,&
2. Tur 2 ug EGFRA2 Antijenine Karst Absorbans (OD450) Deeri $&§\ @‘@'

= 2. Tur 10 pg EGFRA2 Antijenine Kargi Absorbans (0D450) Degeri A ‘§((

2. Tur %5 BSA'ya Karsi Absorbans (OD450) Degleri L

Sekil 5.20. Hibridoma kolonilerinin indirek ELISA testi aborbans degerleri grafigi

Elde edilen pozitif 11 koloninin siipernatanlar1 ayni zamanda spesifik bir immiinblotlama

tiirii olan “surf blot” sistemi ile de saf EGFRd2 rekombinant proteinine karsi test edilmistir.
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Sekil 5.21. Surf-Blot ile taranan hibridoma supernatanlari

Protein standart kuyusundan sonra diger kuyular birlestirilerek tek biiyiik bir kuyuya saf
EGFRA2 proteini yiiklenmistir. Surf blot cihazi ile de asagidaki serum/supernatanlar 150 pl
olarak gece boyu primer antikor olarak uygulanmistir. Sol panel: Protein standardi, kDa
(NEB, 77115S)

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)
10)
11)
12)
13)
14)
15)
16)

Fare R pozitif serum (1/20000 diliisyon)
Fare R negatif serum (1/20000 diliisyon)
CC4-B3

CC2-E2

CC4-C8

CC5-A4

CC4-A8

CC4-C7

CC4-C1

CC5-Al

CC3-F8

CC4-E2

CC4-F8

Negatif koloni CC1-E6

Fare R negatif serum (1/20000 diliisyon)
Fare R pozitif serum (1/20000 diliisyon)

Surf blot sisteminden aliman sonuca gore CC2-E2 ve CC4-Cl1 disindaki 9 koloni

siipernatant1 saf EGFRd2 rekombinant proteinini tanimistir. Bu 9 koloniden 2’si indirek

ELISA sonucu ile tutarli olarak BSA’ya kars1 reaksiyon vermistir (Sekil 5.21., 10 numarali
kuyucuktaki CC5-A1 kolonisi ve 13 numarali kuyucuktaki CC4-F8 kolonisi).
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Indirek ELISA ve immiinblotlama sonuglar1 birlestirildiginde toplam 7 koloni 6n testleri
geemis ve EGFRA2 alt klonlama aday1 olarak belirlenmistir. Devaminda koloniler birkag

tur daha idame edilerek stabil kolonileri belirleme ¢alismalar1 yapilmistir.

5.2.2.3. Hibridoma Kolonilerinin idamesi ve Stabil Kolonilerin Belirlenmesi

Fiizyon sonrasi, indirek ELISA ve immiinblotlama testleriyle EGFRd2 monoklonal aday1
olarak belirlenen 7 koloni birka¢ tur daha idame edilmis, bu siiregte de hiicre iizeri
siipernatanlar toplanmustir. ileri analizlere gegmeden &nce stabil olmayan veya diisiik
salgilayici kolonileri elemek amaciyla koloniler 3 tur daha kiiltiir edilmis, her turun
sonunda elde edilen supernatantlar indirek ELISA analizi ile EGFRd2 antijenine kars1 test

edilmistir.

Cizelge 5.2.°de 3 tur daha idame edilen kolonilerin 2 pg EGFRd2 antijenine karsi
absorbans (OD450) degerleri verilmistir. Cizelge {izerinde kirmizi renkle boyanan CC4-
C8, CC4-C7 ve CC3-F8 kolonilerinin ilerleyen turlarda antikor salgilamay1 durdurduklar
gbzlenmistir. Bunlar stabil olmayan koloniler olarak belirlenmis ve bundan sonraki
asamalar icin calisma setinden ¢ikarilmistir. Kalan 4 koloni ise hem immiin blotlama hem
de indirek ELISA testlerinde stabil iiretici koloniler olarak belirlenmistir. Bunlar da
Cizelge 5.2. iizerinde yesil renkle boyanmistir. Degerlerin siitun grafige dokiilmiis hali de

Sekil 5.22.°de verilmigtir. Nihai olarak CC4-B3, CC5-A4, CC4-A8 ve CC4-E2

kolonileri ileri asamalar icin ideal hibridomalar olarak secilmistir.

107



Cizelge 5.2. Aday hibridoma kolonilerinin stabilizasyon testleri indirek ELISA sonuglari

Koloni ad1 1. tur 2 ug EGFRd2 | 2. tur 2 ng EGFRd2 | 3. tur 2 ng EGFRd2
antijenine kars1 | antijenine kars1 | antijenine kars1
absorbans (OD450) | absorbans (OD450) | absorbans (OD450)
degeri degeri degeri

CC4-B3 3,041 2,984 2,902

CC4-C8 2,992 2,923 0,497

CC5-A4 2,532 2,497 2,703

CC4-A8 3,181 3,046 2,464

CC4-C7 2,801 1,360 0,286

CC3-F8 2,973 1,271 0,475

CC4-E2 2,781 2,948 2,834

Blank 0,223 0,280 0,304

CC4-B3 cca-cs CC5-A4 CC4-A8 €C4-C7 CC3-F8 CC4-E2 Blank
2T 2 i ESFRd2 ndlenine Kar Aberbons (0D450) Do
W 3.Tur 2 pg EGFRd2 Antijenine Kargl Absorbans (OD450) Degeri

Sekil 5.22. Aday hibridoma kolonilerinin stabilizasyon testleri indirek ELISA sonuglar
grafigi
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5.2.2.4. Alt Klonlama ile Anti-EGFR Monoklonal Antikor Ureten Klon Eldesi

Stabilizasyon testleri sonrast aday hibridoma kolonileri olarak belirlenen CC4-B3, CC5-
A4, CC4-A8 ve CC4-E2 kolonileri 2 tur alt klonlanarak monoklonallestirme calismalari
yapilmistir. Bu siiregcte CC4-A8 kolonisi ¢ok kez denenen alt klonlama caligmalar
sonrasinda ya cok diisiik sinyal vermistir ya da hi¢ sinyal vermemistir. Bu koloninin
devamli kiiltiiriinde ise salg1 kapasitesinin giderek diistiigii gozlenmistir. CC5-A4 ve CC4-
E2 kolonileri ise alt klonlamalar sonrasi tatmin edici sinyal vermemekle birlikte, %5
BSA’ya olan afinitelerinde artis gézlenmistir. CC4-B3 kolonisi ise iki alt klonlamada da alt
klonlama kriterlerini karsilamistir. CC4-B3 kolonisinin ikinci alt klonlamasi sonrasi altt
farkli kuyudan klon toplanarak idame edilmis ve ardindan EGFRd2 antijenine kars1 tekrar
test edilmistir. Idame sonras1 en giiclii sinyali veren CC4-B3-G3-H10 klonu ileri ¢alismalar
icin sec¢ilmistir. Geri kalan klonlar dondurularak saklanmistir. Sekil 5.23.de CC4-B3

kolonisinin iki tur alt klonlama ¢alismasindaki siirece ait diyagram verilmistir.

CC4-B3
_ A .

CC4-B3-G3

I [ [ | \ |
CC4-B3-G3-H10 CC4-B3-G3-Hé6 CC4-B3-G3-G8 CC4-B3-G3-G7 CC4-B3-G3-G7 CC4-B3-G3-H5

Sekil 5.23. CC4-B3 kolonisinin alt klonlama ¢alismalari diyagrami

Secilen CC4-B3 kolonisi ve CC4-B3-G3-H10 klonunun endojenik EGFR tanima kapasitesi
immiinblotlama ile test edilmistir. Bu amacla yine EGFR proteinini overeksprese ettigi
bilinen MDA-MB-468 ve EGFR ekspresyonunun ¢ok diisiik oldugu bilinen MCF-7 hiicre
hatlarindan elde edilen total proteinler kullanilmistir. Sekil 5.24.’te CC4-B3 kolonisi ve bu
koloniden klonlanan CC4-B3-G3-H10 klon supernatanlart MDA-MB-468 hiicre lizatinin
yer aldig1 3 numarali kuyularda 170 kDA’da bant gozlenirken, MCF-7 hiicre lizatinin yer
aldig1 2 numarali kuyularda 170 kDa’da bant gézlenmemistir.
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Sekil 5.24. CC4-B3 kolonisi ve CC4-B3-G3-H10 klon siipernatantlari ile immunblotlama

Sol Panel: CC4-B3 koloni siipernatant Sag Panel: CC4-B3-G3-H10 klon siipernatant
1) Protein standardi, kDa (NEB, 7711S)

2) MCF-7 hiicre lizat1 (20 pg)

3) MDA-MB-468 hiicre lizat1 (20 pg)

5.2.3. ANTIKOR iZOTiPiNiN BELIRLENMESI

Saflagtirma asamasina gegcmeden Once antikor tipini belirlemek ve uygun kolon materyalini
secmek i¢in antikor izotiplendirmesi ger¢eklestirilmistir. Bunun i¢in Roche Isostrip Mouse
Monoclonal Antibody Isotyping Kit (Roche) kullanildi. %1 BSA ile 1:10 diliie edilmis 150
ul CC4-B3-G3-H10 supernatani ile yapilan analizde antikorun izotipi agir zincirlerinde
IgG1 hafif zincirlerinde ise Kappa olarak belirlenmistir. Sekil 5.25.’te sol ve sag panelde +
bolgeleri pozitif kontrol ¢izgilerini gostermektedir. Uygulanan sivinin tiim strip boyunca
ilerledigini ve ayn1 zamanda striplerin dogru ¢alisir durumda oldugu anlamina gelir. CC4-
B3-G3-H10 antikoruna ait tipler kirmiz1 oklarla sol panelde IgG1 ve sag panelde Kappa
olarak gosterilmistir. Diger strip alanlarinda herhangi bir bant goézlenmemistir. Bu
izotiplendirme sonucuna gore; CC4-B3-G3-H10 klonunun IgGl1 tipinde olmasi nedeniyle,
saflagtirma i¢in fare IgGl ailesine ¢ok giiclii afinite gosteren Protein G materyali

kullanilmas1 kararlastirilmistir.
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Sekil 5.25. CC4-B3-G3-H10 antikorunun izotiplendirme sonucu

5.2.4. ANTIKOR SAFLASTIRMA

Normal sartlar altinda %10 FBS igeren besiyerinde kiiltiir edilen CC4-B3-G3-H10 klonuna
saflastirma i¢in FBS detoksu uygulanmistir. Her ne kadar HiTrap Protein G HP kolon
materyalleri albiimin baglanma bdolgesinden yoksun olsa da, serum proteinlerini
olabildigince elemek i¢in hiicreler sirastyla %7,5, %S5, %2,5 ve %1,25 FBS igeren ortamda
kiltir edildi. Bu siiregte hiicre tstii siipernatanlar indirek ELISA testi ile EGFRd2
antijenine karsi test edildi. Sekil 5.26.’da %10 FBS igeren siipernatantdan itibaren %1,25’e
kadar olan aralikta hiicrelerin antikor iiretme durumlar1 yer almaktadir. Bu sonuca gore
hiicreler FBS azaltiminda dahi antikor salgilamaya devam etmisledir. Saflagtirma ig¢in

%1,25 FBS igeren siipernatant biriktirilmistir.
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Sekil 5.26. FBS detoksu sirasinda hiicrelerin antikor salgilama durumlari

Antikor saflagtirmasi i¢in HiTrap Protein G HP (GE Healthcare) 1 ml ve 5 ml kolonlari ile
gerceklestirilmistir. Bilyiik olcekli saflastirmaya gegmeden once 1 ml kiigiik kolonlarla
optimizasyonlar yapilmustir. Ureticinin de tavsiye etti§i tamponlar ve pH degerleri
kullanilmistir. Baglama tamponu olarak 0,02 M sodyum fosfat tamponu, 150 mM NaCl
¢ozeltisi pH:7 kullanildi. Eliisyon i¢in 0,1 M Glisin pH:2,7 kullanildi. Eliisyon sartlari
diisiik pH gerektirdiginden, antikor degredasyonunu onlemek amaciyla antikorlar yiiksek
pH degerinde nétralizasyon tamponu (1M Tris-HC1 pH:9) igerisine toplandi. Antikor
iceren slipernatant peristaltik pompa araciligyla kolondan gegirildikten sonra seri
yikamalar ile baglanmayan proteinler kolondan indirildi. Bu siirecte her bir fraksiyondan
sonra OD280 degeri dlgiilerek protein varligi kontrol edildi. Yikamalar icin OD280 sifira
esitlenince eliisyon asamasina gegildi ve yine her bir eliianttaki protein miktar1 OD280 ile
Olctildii. Tiim fraksiyonlar indirek ELISA testi ile EGFRd2 antijenine karsi test edildi.
Sekil 5.27’de saflastirma siirecine ait fraksiyonlarin OD280 ve OD450 degerleri
goriilmektedir. Kolondan gegen materyal 1,297 OD280 degeri verirken 0,157 OD450
degeri vermistir. Buradan antikorun kolona baglandigi, istenmeyen proteinlerin ise
baglanmadig1 sonucu c¢ikmaktadir. Seri yikamalarda da 3. yikamadan itibaren kolonda
yabanci protein kalmamigstir. Eliisyon 1’de 0,277 OD280 degeri elde edilirken, 3,035
OD450 degeri elde edilmistir. Antikorun biiyiik oranda eliisyon 1 asamasinda kolondan
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alindigr gozlenmistir. Metod kisminda belirtildigi lizere eliiantlar saflagtirma sonrasi
tampon degisimi i¢in PBS igerisinde diyalize alinmistir. Diyaliz sonrasi da OD280 ve
OD450 degerlerinde degisme olmamistir. Saflagtirma sonucunda eliisyon 1 fraksiyonunda
5 ml hacimde 150 pg/ml antikor elde edilmistir. Bu miktar 3K MWCO konsantrator
aracilifiyla yaklagik 3,5 kat konsantre edilerek 550 pg/ml konsantrasyona yiikseltilmistir.

3,5
==§==0D280 0D450

2,5

Sekil 5.27. Birinci seri antikor saflastirma siireci fraksiyonlarinin OD280 ve OD450
degerleri

Ote yandan saflastirma siirecine ait 6rnekler denatiire edilip SDS-PAGE jelde ayristirild:
ve Coomassie blue ile boyanarak analiz edildi. Sekil 5.28’de kolona yiiklenen siipernatant
ornegi, kolondan gecen materyal ve yikama 6rnekleri 20’ser pl, eliisyon 1, 2 ve 3 6rnekleri
ise 3’er ug olarak 6X laemmli tamponu ile karigtirilip denatiire edilerek yiiklenmistir. 10
numarali kuyuya ise 3 pg elisyon 1 oOrnegi B-merkaptoethanol eklenmeden ve
kaynatilmadan ytliklenmistir. Coomassie blue boyama sonucuna gore 7 numaral kuyudaki
elisyon 1 6rneginde 25 kDa bolgede hafif zincir, 50 kDa bélgede agir zincir bantlar
goriilmektedir. 150 kDa bolgesinde denatiire olmayan total IgG mevcuttur. Ayni zamanda
10 numarali kuyucukta non-reducing sartlarda total IgG yaklasik 150 kDa bolgede
goriilmektedir. Bu kuyuda 6rnek denatiire edilmedigi i¢in 25 ve 50 kDa bdlgelerde bant

gbzlenmemistir. Eliisyon 2 ve 3’te miktara bagli olarak silik de olsa agir ve hafif zincir
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bantlar1 elde edilmistir. Bu sonu¢la CC4-B3-G3-H10 klonunun monoklonal antikoru
tirettigi ve kaliteli bir sekilde saflagtirildigi belirlenmistir.

Sekil 5.28. Antikor saflastirma siirecine ait fraksiyonlarin Coomassie blue boyamasi ile
analizi

1) Protein standardi, kDa (NEB, 7711S)

2) Kolona yiiklenen siipernatant 6rnegi

3) Kolondan gegen siipernatant (Flowthrough)
4) Yikama 1

5) Yikama 2

6) Yikama 3

7) Eliisyon 1

8) Eliisyon 2

9) Elisyon 3

10-) Eliisyon 1 (Non-reducing sartlar)

CC4-B3-G3-H10 hibridoma hiicrelerinin olusturulmasi ve birinci seri saflastirmalardan

vaklasik bir yil sonra, farkli bir arastirma ve hiicre kiiltiirii laboratuvarinda dondurulmus

hibridoma hiicreleri sivi azot stoklarindan tekrar ¢oziilerek kiiltiire alinmistir. Hiicreler
kiiltir edilirken antikor salgilama durum kontrolii her pasajda ayrilan siipernatantlar
kullanilarak indirek ELISA testi ile kontrol edilmistir. Hiicreler yaklasik 3 giinde bir 1:3

oraninda tiist besiyeri tamamen yenilenerek pasajlanmistir. 8 pasaj boyunca siipernatant
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ayrilmistir. Bu siipernatantlar 2 pg/ml EGFRd2 antijenine karsi indirek ELISA testine tabi
tutulmus ve siipernantantlarin antikor igerigine gore degerler elde edilmistir. Sekil 5.29°da
goriildiigii tizere hiicreler tiim pasajlar siiresince antikor salgisina devam etmis ve titre
disiikligii gézlenmemistir. Pozitif kontrol olarak, daha 6nceden pozitif oldugu bilinen
hiicre kiiltiir stipernatantt kullanilmistir. 2. bir pozitif kontrol olarak ise daha Once
saflastirilmis CC4-B3-G3-H10 monoklonal antikoru 1:500 oranda dilie edilerek
kullanilmistir. Negatif kontrol olarak ise 1X PBS kullanilmistir. Elde edilen bu sonuglarla
CC4-B3-G3-H10 hiicre hattinin stabil olarak antikor salgilamaya devam ettigi

gozlenmistir.
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Sekil 5.29. CC4-B3-G3-H10 monoklonal antikor iiretici hiicre hattinin farkli pasajlarda
antikor salgilama durumunun indirek ELISA testi sonucu

Bu siirecte CC4-B3-G3-H10 hibridoma hiicre hatt1 kiiltiiriiyle toplanan hiicre kiiltiirii
stipernatantlarindan iki ayr1 seri daha monoklonal antikor saflastirmasi yapilmistir. Tim
fraksiyonlar indirek ELISA testi ile EGFRd2 antijenine kars1 test edilmistir. Sekil 5.30. ve
5.31.’de ikinci ve lgiincii seri saflastirma siireglerine ait fraksiyonlarin OD280 ve OD450
degerleri gosterilmistir. Kolondan gegen materyal ikinci seri i¢in 1,644 ve liglincii seri igin

1,646 OD280 degeri verirken sirasiyla 0,221 ve 0,269 OD450 degeri vermistir. Buradan
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antikorun kolona baglandigi, istenmeyen proteinlerin ise baglanmadigi sonucu
cikmaktadir. Seri yikamalarda da 3. yikamadan itibaren kolonda yabanci protein
kalmamustir. Eliisyon 1°de ikinci seri i¢in 0,4 ti¢lincii seri i¢in 0,375 OD280 degeri elde
edilirken, sirasiyla 3,375 ve 3,251 OD450 degeri elde edilmistir. Antikorun yine biiyiik
oranda eliisyon 1 agsamasinda kolondan alindig1 gozlenmistir. Saflastirma sonrasi antikorlar
tampon degisimi i¢in PBS igerisinde diyalize alinmistir. Diyaliz sonrasi da OD280 ve
0OD450 degerlerinde degisme olmamuistir. Eliisyon 1 fraksiyonlarinda 5 ml hacimde ikinci
seri i¢in 321 pg/ml tglinct seride ise 307 pg/ml antikor elde edilmistir. Bu miktar 3K
MWCO konsantrator araciligiyla yaklagik 2 kat konsantre edilerek sirastyla 695 pg/ml ve
602 pg/ml konsantrasyona yiikseltilmistir.
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Sekil 5.30. Ikinci seri antikor saflastirma siireci fraksiyonlarnin OD280 ve OD450
degerleri
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Sekil 5.31. Ugiincii seri antikor saflastirma siireci fraksiyonlarin OD280 ve OD450
degerleri

Ikinci ve {iciincii seri saflastirma siireclerine ait 6rnekler denatiire edilip SDS-PAGE jelde
ayrigtirtlmis  ve Coomassie blue ile boyanarak analiz edilmistir. Her iki seri
saflagtirmalarda da antikorlar 25 kDa bdlgede hafif zincir, 50 kDa bolgede agir zincir
bantlarin1 vermistir. Ayn1 zamanda 10 numarali kuyucukta non-reducing sartlarda total IgG

yaklasik 150 kDa bolgede goriilmektedir.
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Sekil 5.32. lkinci seri antikor saflastirma siirecine ait fraksiyonlarin Coomassie blue
boyamasi ile analizi

1) Protein standardi, kDa (NEB, 7711S)

2) Kolona yiiklenen siipernatant 6rnegi

3) Kolondan gegen siipernatant (Flowthrough)
4) Yikama 1

5) Yikama 2

6) Yikama 3

7) Eliisyon 1

8) Eliisyon 2

9) Eliisyon 3

10-) Eliisyon 1 (Non-reducing sartlar)
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Sekil 5.33. Ugiincii seri antikor saflastirma Siirecine ait fraksiyonlarin Coomassie blue
boyamasi ile analizi

1) Protein standardi, kDa (Thermo Scientific, 26619)
2) Kolona yiiklenen siipernatant 6rnegi

3) Kolondan gegen siipernatant (Flowthrough)

4) Yikama 1

5) Yikama 2

6) Yikama 3

7) Eliisyon 1

8) Eliisyon 2

9) Eliisyon 3

10-) Eliisyon 1 (Non-reducing sartlar)

Ozetle; CC4-B3-G3-H10 anti-EGFR monoklonal antikor iiretici hiicre hattindan elde
edilen siipernatantlardan protein G kolon araciligryla monoklonal antikor saflastirmas;

i farkh pasajlardan elde edilen farkh Kiiltiirlerle,

ii. farkh zaman dilimlerinde (1 yil sonra),

iii. farkh laboratuvar ortamlarinda (Enstitii yeni binaya tasinmstir),

gerceklestirilmis ve tiim saflastirmalarda ayni sonuglar elde edilmistir. Hibridoma
hiicrelerinin uzun siireli s1v1 azot stoklarda beklemesi sonrasi hiicreler saglikli bir sekilde
cogalmis, salgi kapasitesinde azalma olmamis ve aymi karakterde antikor iiretimine devam

etmistir. Tiim__bu_sonuclarla, antikor saflastirma _siireclerinin __optimizasyonu

saglanmistir.
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53. ANTI-EGFR MONOKLONAL ANTIKOR KARAKTERiIiZASYONU VE
ETKINLiGININ BELIRLENMESI

5.3.1. ANTIJEN - ANTIKOR AFINITE TESTi

Saflastirilan CC4-B3-G3-H10 monoklonal antikorunun rekombinant EGFRd2 antijenine
olan afinitesi indirek ELISA testi ile belirlendi. Bunun i¢in ELISA plakasinin her bir
kuyusu 100 pl 2 pg/ml EGFRd2 antijeni ile kaplandi. Ardindan CC4-B3-G3-H10
monoklonal antikoru 10 pug/ml konsantrasyondan baslanip 0 ng/ml’ye kadar 2’ser kat titre
edilmis oranlarda hazirlandi, 3 teknik tekrarli indirek ELISA testi uygulandi. Sekil 5.34°te,
1,25 pg/ml’den itibaren afinitenin azalmaya basladigi ve 19,5 ng/ml’ye dek siirdiigii
goriilmektedir. 9,75 ng/ml’de end-point’e ulasilmistir. Boylece saflagtirilan CC4-B3-G3-
H10 monoklonal antikorunun EGFRd2 antijenine karsi oldukga giiclii afinite gosterdigi

belirlenmistir.
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Sekil 5.34. CC4-B3-G3-H10 monoklonal antikoru ve EGFRd2 antijeni afinite egrisi
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5.3.2. CC4-B3-G3-H10 MONOKLONAL ANTIiKORUNUN REKOMBINANT VE
ENDOJEN EGFR TANIMA KAPASITESININ IMMUN BLOTLAMA IiLE
BELIRLENMESI

Saflastirilan CC4-B3-G3-H10 monoklonal antikorunun rekombinant EGFRd2 antijenini ve
endojen EGFR’yi protein seviyesinde tanima karakteristigi immiinblotlama ile
incelenmistir. CC4-B3-G3-H10 monoklonal antikoru 8 pg/ml’den baglanarak 0,25 pg/ml
konsantrasyona kadar titre edilmis ve diliisyonlar surf blot sistemi lizerinde 10 ng/kuyu
rekombinant EGFRd2 antijeni ve 20 pg/kuyu MDA-MB-468 hiicre lizat1 iizerinde test
edilmistir. Sekil 5.35.’te sol ve orta panelde goriildiigii izere hem rekombinant EGFRd2
antijenine kars1 hem de endojen EGFR’ye karsi azalan antikor konsantrasyonuna paralel
olarak sinyal yogunlugu azalmistir. Antikor gelistirme calismalarinda baslangi¢ referans
miktar1 olarak bilinen 1 pg/ml konsantrasyonda hem antijene hem de endojen EGFR’ye
kars1 yeterli diizeyde tanima gerceklesmistir. Bu analizlerle birlikte ticari olarak satilan
anti-EGFR monoklonal antikoru (Abcam ab52894) da iireticinin tavsiye ettigi diliisyona
(1/1000) ek olarak 1/500°den baglanip 1/20000 diliisyona kadar titre edilmistir. Sekil 5.35.
sag panelde goriildiigii tizere CC4-B3-G3-H10 monoklonal antikoru, endojenik EGFR’yi

en az ticari anti-EGFR monoklonal antikoru kadar basarili tanimaktadir.
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Sekil 5.35. CC4-B3-G3-H10 monoklonal antikorunun rekombinant ve endojenik EGFR'yi
tanima kapasitesinin immun blotlama ile belirlenmesi

Protein Standardi, kDa: NEB, 77118

Sol Panel: CC4-B3-G3-H10 antikorunun rekombinant EGFRd2 ile immun blotlama analizi
Orta Panel: CC4-B3-G3-H10 antikorunun MDA-MB-468 hiicre lizatinda endojen EGFR
ile immun blotlama analizi

Sag Panel: Ticari EGFR monoklonal antikorunun MDA-MB-468 hiicre lizatinda endojenik
EGFR ile immun blotlama analizi

5.3.3. SAF ANTIKOR iZOTiPLENDIiRMESI

“5.5. Antikor Saflagtirma” boliimiinde verilen ikinci ve {iglincii seri saflastirma serilerinden
sonra saflagtirllan antikor tipinin validasyonu amaciyla izotipleme ¢aligmasi
gergeklestirilmistir. Bunun i¢in Roche Isostrip Mouse Monoclonal Antibody Isotyping Kit
(Roche) kullanilmustir. %1 taze hazirlanmis BSA ile diliie edilmis 150 pl hacimde 2 pg/ml
konsantrasyonda CC4-B3-G3-H10 antikoru ile yapilan iki ayr1 analizde antikorun izotipi
kiiltiir siipernatantindan yapilan izotiplendirme sonucunda oldugu gibi (5.4. Antikor
Izotipinin Belirlenmesi Béliimii, Sekil 5.25.) agir zincirlerinde IgG1 hafif zincirlerinde ise
Kappa olarak belirlenmistir. Sekil 5.36. ve 5.37.°de gorildiigli tizere farkli seri
saflastirmalar sonras1 elde edilen saf antikorlarin izotipleri de agir zincirlerinde IgG1 hafif

zincirlerinde ise Kappa olarak belirlenmistir.
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Sekil 5.36. Ikinci seri CC4-B3-G3-H10 antikorunun izotiplendirme sonucu

Sekil 5.37. Ugiincii seri CC4-B3-G3-H10 antikorunun izotiplendirme sonucu
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5.3.4. CC4-B3-G3-H10 MONOKLONAL ANTIKORUNUN CESITLI KANSER
HUCRE HATLARI UZERINDEKI ETKINLIKLERININ BELIRLENMESI

5.3.4.1. WST-1 Testi ile Nokta Zamanh Hiicre Canlilik Analizleri

CC4-B3-G3-H10 monoklonal antikorunun EGFR ifade eden hiicre hatlarindaki etkisi
WST-1 testi ile incelenmistir. Caco-2 ve HT-29 kolorektal kanser hiicre hatlari, MDA-MB-
231 ve MDA-MB-468 {iglii negatif meme kanseri hiicre hatlar1, HeLa serviks kanseri hiicre
hattt uygun sayilarda 96 kuyulu plakalara ekildikten 24 saat sonra CC4-B3-G3-H10
monoklonal anti-EGFR antikoru ve paralel olarak ticari terapétik anti-EGFR monoklonal
antikoru Cetuximab (Erbitux, Merck) 2, 5, 10, 20, 50 ve 100 pg/ml dozlarda ii¢ teknik
tekrarli olarak hiicreler lizerine uygulanmistir. Uygulamadan 48 saat sonra hiicreler {izerine
20 pl WST-1 reaktifi eklenmis ve iki saat inkiibasyon yapilmistir. Inkiibasyon sonrasi
plakalar ¢oklu plaka okuyucuda 450 nm dalga boyunda okunmus ve degerler alinmistir.
Uygulama yapilmayan hiicre grubu 0 pg/ml olarak belirtilmis, bu grup degerleri %100

canli kabul edilerek, uygulama gruplari normalize edilmistir.

Calisma setine dahil edilen farkli mutasyonel karakterdeki hiicre hatlar1 lizerindeki etkiler
incelendiginde direng mutasyonlari yoniinden yabanil tip olan Caco-2 kolorektal kanser
hiicre hattinda etkinlik en yiiksek diizeyde gozlenmistir. Sekil 5.38.’de goriildiigli lizere
hem CC4-B3-G3-H10 antikoru hem de Cetuximab artan doza bagli olarak hiicre
bolinmesini durdurmustur. Bu noktada CC4-B3-G3-H10 antikoru 100 pg/ml dozda hiicre
biliylimesini %30 oraninda inhibe ederken, Cetuximab %16 diizeyinde inhibisyon
gostermistir. CC4-B3-G3-H10 antikoru artan doza ragmen hiicreler iizerinde sitotoksite

yaratmamis ve selektif inhibisyon karakteri gostermistir.
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Sekil 5.38. CC4-B3-G3-H10 monoklonal antikoru ve Cetuximab'in Caco-2 kolorektal
kanser hiicre hatt1 tizerindeki etkileri

Sekil 5.39.”de KRAS mutant HT-29 kolorektal kanseri hiicre hattindaki uygulamalarda ise
her iki antikorda hiicreler iizerinde beklendigi gibi inhibisyon etkisi gostermemistir. KRAS

mutasyonunun EGFR terapilerine karsi direng faktorii gz Oniine alindiginda bu hiicre

hattinda da antikorlar anlamsiz toksisite gostermemislerdir.
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Sekil 5.39. CC4-B3-G3-H10 monoklonal antikoru ve Cetuximab'in HT-29 kolorektal
kanser hiicre hatt1 tizerindeki etkileri
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EGFR antikorlarinin ii¢lii negatif meme kanseri iizerinde de etkinliklerinin oldukca siirl
kaldig1 bilinmektedir. Calisma setimize dahil edilen iki farkli {i¢lii negatif meme kanseri
hiicre hatlar1 tizerindeki etkinliklere ait grafikler Sekil 5.40. ve 5.41°da verilmistir. Sekil
5.40.’da MDA-MB-468 meme kanseri hiicre hatt1 iizerinde CC4-B3-G3-H10 antikoru ve
Cetuximab doza bagimli olarak diisiikk diizeyde inhibisyon gostermistir. 100 pg/ml dozda
CC4-B3-G3-H10 antikoru %14 inhibisyon gosterirken, Cetuximab %17 inhibisyon
gostermistir. PTEN mutant bu hiicre hattinda degerler beklendigi sekilde elde edilmis,
CC4-B3-G3-H10 antikoru Cetuximab kadar etkinlik saglamistir. Yiiksek agresif karakteri
ile bilinen BRAF ve KRAS mutant {i¢lii negatif meme kanseri hiicre hattt MDA-MB-231
tizerinde ise Sekil 5.41.°de goriildiigh iizere ise her iki antikorda etkinlik gostermemistir.
Meme kanseri hiicre hatlar1 06zelinde de antikorlar secici olmayan toksisite
gostermemislerdir. CC4-B3-G3-H10 antikorunun da tipki Cetuximab gibi meme kanseri

diren¢ mutasyonlarina kars1 benzer yanitlar1 aldig1 gézlenmistir.
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Sekil 5.40. CC4-B3-G3-H10 monoklonal antikoru ve Cetuximab'in MDA-MB-468 fi¢lii
negatif meme kanseri hiicre hatt1 tizerindeki etkileri
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Sekil 5.41. CC4-B3-G3-H10 monoklonal antikoru ve Cetuximab'in MDA-MB-231 fi¢lii
negatif meme kanseri hiicre hatt1 tizerindeki etkileri

Sekil 5.42.’de HelLa serviks kanseri hiicreleri tizerindeki antikor uygulamalarinin sonuglari
goriilmektedir. CC4-B3-G3-H10 ve Cetuximab’a ait egrilerde anlamli bir fark
bulunmamaktadir. HeLa hiicre hatt1 direng mekanizmalarindan veya mutasyon profilinden
bagimsiz olarak calisma setine dahil edilmistir. Buradan alinan sonugla da ozellikle

kolorektal kanser hiicre hatt1 Caco-2 tizerindeki selektif inhibisyon kinetigi dogrulanmistir.
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Sekil 5.42. CC4-B3-G3-H10 monoklonal antikoru ve Cetuximab'in HeLa serviks kanseri
hiicre hatt1 tizerindeki etkileri
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Hiicre canlilik analizlerinden aldigimiz sonuglarla; CC4-B3-G3-H10 monoklonal
antikorunun farkli diren¢ mekanizmalarinin gelismesine neden olan mutasyonlara sahip
hiicre seti tizerinde ticari-terapotik anti-EGFR antikoru Cetuximab ile Caco-2 hiicre hatti

tizerinde en belirgin olmak kaydiyla benzer etkinlik gosterdigi gézlenmistir.
5.3.4.2. xCELLigence Platformu ile Gercek Zamanh Hiicre Canhlik Testi

CC4-B3-G3-H10 monoklonal antikorunun EGFR ifade eden hiicre hatlari tizerindeki etkisi
xCELLigence gergek zamanli hiicre analiz sistemi ile de incelenmistir. Nokta zamanl
hiicre canlilik analizlerden alinan sonuclar {lizerine {i¢ farkli karakterde kanser hiicre hatti
xCELLigence platformunda degerlendirmek tizere secilmistir. Her iki antikorunda etkinlik
gosterdigi Caco-2, diisiik diizeyde etkinlik gosterdigi MDA-MB-468 ve etkinlik
goriilmeyen Hela hiicre hatlar1 ger¢cek zamanli hiicre canlilik analizlerinde kullanilmistir.
Caco-2 kolorektal kanser hiicre hatti, MDA-MB-468 iiglii negatif meme kanseri hiicre hatt
ve Hela serviks kanseri hiicre hatt1 sisteme 6zel E-plate 16’lara ekildikten 24 saat sonra
CC4-B3-G3-H10 antikoru alt1 farkli dozda uygulanmis, Karsilastirma ajani olarak klinikte
kullanilan ticari anti-EGFR monoklonal antikoru Cetuximab (Erbitux) ayni dozlarda
hiicrelere uygulanmistir. Antikorlarin uygulanmasini takiben analiz 72 saat siirdiirtilerek 15
dakikada bir alinan canlilik Slgiimleri gercek zamanl olarak kaydedilmistir. Sekil 5.43.,
5.44. ve 5.45.’te CC4-B3-G3-H10 ve Cetuximab’a ait her bir dozun ger¢ek zamanli hiicre
egrileri goriilmektedir. Tiim grafiklerde yesil renkli egriler Cetuximab uygulanan hiicreleri,
kirmizi renkli egriler ise CC4-B3-G3-H10 antikoru uygulanan hiicrelerin biiytime egrilerini

gostermektedir.

Ozellikle kolon kanseri hiicreleri iizerinde mutasyon durumuna bagli olarak hassas ve
tedaviye yanit verdigi bilinen Cetuximab Sekil 5.43.°teki egrilerde artan doz miktariyla
birlikte hiicre boliinmesini durdurmus ve hiicreler sabit faza gegmislerdir. Ayni1 miktarda
uygulanan CC4-B3-G3-H10 antikoru ise Cetuximab’a kiyasla daha anlamli derecede hiicre
boliinmesini inhibe etmistir. Ozellikle 50 ve 100 pg/ml dozlarda hiicre béliinmesinin
azalmasi antikor uygulamasini takiben baglamis, hiicreler erken evrede sabit faza

gecmigslerdir.
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Sekil 5.43. CC4-B3-G3-H10 monoklonal antikoru ve Cetuximab'in Caco-2 kolorektal
kanser hiicre hatt1 tizerindeki etkilerinin XCELLigence gergek zamanli hiicre analiz grafigi
(Kirmizi egriler: CC4-B3-G3-H10 Yesil egriler: Cetuximab)

Sekil 5.44.’te ise Cetuximab’a karst direngli olan {i¢lii negatif meme kanseri hiicre hatti
MDA-MB-468 iizerinde CC4-B3-G3-H10 ve Cetuximab’in etkileri goriilmektedir.
Beklendigi gibi 2, 5, 10 ve 20 pg/ml dozlarda hiicre biiylimesi iizerine etki saglanmamis
hiicreler ancak 90. saatten sonra duragan faza maksimum proliferasyon sebebiyle
girmislerdir ancak 50 ve 100 pg/ml dozlarda hiicreler duragan faza 50. saat itibariyle
girmislerdir. Bu noktada da CC4-B3-G3-H10 ve Cetuximab benzer etki gostermis pek ¢cok

noktada ise yarigmali bir inhibisyon gézlenmistir.
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Sekil 5.44. CC4-B3-G3-H10 monoklonal antikoru ve Cetuximab'in MDA-MB-468 fi¢lii
negatif meme kanseri hiicre hatt1 tizerindeki etkilerinin XCELLigence ger¢ek zamanli hiicre
analiz grafigi (Kirmizi egriler: CC4-B3-G3-H10 Yesil egriler: Cetuximab)

Sekil 5.45.’te ise oldukga agresif karaktere sahip HeLa serviks kanseri hiicreleri iizerinde
antikorlarin uygulamalar1 goriilmektedir. CC4-B3-G3-H10 ve Cetuximab’a ait egrilerde
anlaml bir fark bulunmamaktadir. Hiicreler 24. saatteki antikor uygulamalarini takiben de
normal proliferasyon egrisi izlemis, sabit faza ancak 80. saat sonrasinda gegebilmislerdir.

Bu gecis antikor etkinligi ile degil artan hiicre sayisi ile iligkilidir.
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Sekil 5.45. CC4-B3-G3-H10 monoklonal antikoru ve Cetuximab'in HelLa serviks kanseri
hiicre hatt1 tizerindeki etkilerinin XCELLigence ger¢ek zamanli hiicre analiz grafigi
(Kirmizi egriler: CC4-B3-G3-H10 Yesil egriler: Cetuximab)

Sonug olarak ti¢ farkli kanser hiicre hattinda antikor etkinlikleri daha derin 6l¢ekte, yiiksek
islem kapasiteli ve ger¢cek zamanli olarak belirlenmistir. Bu analizlerle antikorlarin
hiicrelerin boliinme kinetiklerine etkilerinin ne zaman basladigi ve ne kadar siirdiigii
gbzlenebilmistir. En etkili aktivite Caco-2 kolorektal kanser hiicreleri iizerinde
gozlenmistir. Antikorlar Caco-2 hiicrelerinin boliinmesini diger hiicrelere gore doza
bagimli olarak daha erken evrede durdurmaya baslamis ve hiicre boliinmeleri sabit faza

gecmigslerdir.

5.3.5. CC4-B3-G3-H10 MONOKLONAL ANTIKORUNUN EGFR UZERINDE
FOSFORILE ETTiGi AMINO ASITLERIN BELIRLENMESI

CC4-B3-G3-H10 monoklonal antikorunun EGFR iizerinde fosforile ettigi aminoasitlerin
analizi i¢in miiltipleks protein tanilamasina olanak saglayan Human EGFR
Phosphorylation Antibody Array (Abcam) kullanilmistir. Array sistemi insan EGF
reseptorlerinde yer alan 17 farkli fosforilasyon boélgesinin bagil seviyelerinin eszamanl

tespitine olanak saglamaktadir. Kit kompakt ozellikte olup tiim deney bilesenlerini
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icermektedir. Calismamizda alt1 farkli grup olusturularak analizler gergeklestirilmistir. Bu

gruplar;

I. Kontrol grubu (Uygulama yapilmayan hiicreler),

ii. 100 ng/ml EGF uygulanan hiicreler,

Iii. 100 pg/ml CC4-B3-G3-H10 anti-EGFR antikoru uygulanan hiicreler,

Iv. 100 pg/ml Cetuximab anti-EGFR antikoru uygulanan hiicreler,

V. 100 ug/ml CC4-B3-G3-H10 anti-EGFR antikoru uygulamasi sonrasinda 100
ng/ml EGF uygulanan hiicreler,

Vi. 100 pg/ml CC4-B3-G3-H10 Cetuximab antikoru uygulamasi sonrasinda 100
ng/ml EGF uygulanan hiicreler seklindedir.

Ana materyal olarak EGFR overeksprese eden ve ayni zamanda mutasyon bakimindan
yabanil tip olan Caco-2 kolorektal kanser hiicre hatti kullanilmistir. Hiicre canlilik
analizlerinde de hem CC4-B3-G3-H10 hem de Cetuximab antikorlarina karsi yanit alinan
hattir. Hiicreler 6 kuyulu plakalara ekildikten ve %70 yogunluga ulastiktan sonra gece
boyu %2 FBS, sonrasinda ise iki saat FBS igermeyen besiyerinde kiiltiir edilmislerdir.
Serum aglig1 sonrasi yukarida belirtilen gruplarda antikorlar 100’er pg/ml olarak bir saat
stireyle uygulanmistir. Bir saat sonunda EGF uygulamasi olan gruplara 100 ng/ml EGF 15
dakika siireyle uygulanmis ve ardindan kit prosediirlerine gecilmistir. Hiicrelerden protein
izolasyonu ve kantitasyonunu takiben her bir membran 200 pg/ml hiicre lizat1 ile muamele
edilmistir. Tim prosediirler tamamlandiktan sonra membranlar kemiluminesans
gorlintiileme ile fotograflanmistir. Membran {izerinde alinan 1simalar yine her membran
tizerindeki pozitif kontrol i1simalarindan alinan degerlerle normalize edilmistir. Sekil
5.46.”da kontrol grubu (Uygulama yapilmayan hiicreler), 100 pg/ml CC4-B3-G3-H10 anti-
EGFR antikoru uygulanan hiicreler ve 100 pg/ml Cetuximab anti-EGFR antikoru
uygulanan hiicrelere ait fosforilasyon analizleri gdzlenmektedir. Kontrol grubu hiicrelerine
ait membran incelendiginde; Caco-2 hiicrelerinde endojen olarak EGFR(Tyr845), ErbB2
(Tyrl112) ve ErbB2 (Ser1113) aminoasitlerinin fosforile oldugu goriilmektedir. Total
ErbB ailesi iiyeleri incelendiginde de farkli diizeylerde EGFR, ErbB2 ve ErbB3
ekspresyonlar1 bulundugu gozlenmistir. Bunlar arasinda en yiiksek seviyeye sahip aile
tiyesi olarak da EGFR bulunmustur. 100 pg/ml CC4-B3-G3-H10 uygulanan hiicrelerde
endojen fosforile olan aminoasitlerden EGFR(Tyr845) ve ErbB2 (Tyr1112) kontrole gore
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anlamli olarak azalmistir (p<0,05). ErbB2 (Ser1113) aminoasit diizeyinde ise anlamli bir
degisik olmamustir. Ote yandan endojen olmayan ErbB2 (Tyr877) seviyesi ise antikor
uygulamalari ile kontrole gore anlamli derecede artmistir (p<0,05). 100 pug/ml Cetuximab
uygulamasi1 da endojen fosforilasyon diizeylerinde CC4-B3-G3-H10 ile ayn1 derecede
etkinlik gostermistir. Total ErbB aile iiyelerinin seviyeleri incelendiginde ise, antikor
uygulamalar1 total EGFR seviyesine etki etmemis, ErbB2 ve ErbB3 seviyelerini anlaml

diizeyde artirmistir (p<0,05).
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Sekil 5.46. CC4-B3-G3-H10 ve Cetuximab monoklonal antikorlarinin EGFR iizerinde
fosforile ettigi aminoasitlerin analizi

Ligand overekspresyonu durumunda antikorlarin etkinliklerinin arastirilmasi igin ise;
hiicrelere 100 ng/ml rekombinant EGF uygulamasi yapilmistir. Bununla birlikte iki grup
hiicreye de 100 ng/ml EGF’ne ilave olarak 100 pg/ml CC4-B3-G3-H10 veya 100 pg/ml
Cetuximab anti-EGFR antikorlar1 uygulanmustir. Sekil 5.47.’de goriildiigii tizere 100ng/ml
EGF uygulamas1 EGFR (Tyr845) ve Erbb2 (Tyr1112) endojenik fosforilasyon diizeylerini
EGF uygulanmayan gruplara kiyasla iki kat artisla indiiklemistir (p<0,05). EGF uygulanan
hiicrelere 100 pg/ml CC4-B3-G3-H10 uygulamasi ise hem total EGFR’nii hem de EGFR
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(Tyr845) ve Erbb2 (Tyr1112) diizeylerini artirmistir. 100 pg/ml Cetuximab uygulamas: ise
bu diizeyleri yalnizca EGF uygulanan gruba kiyasla anlamli derecede azaltmistir (p<0,05).
Erbb2 (Ser113) fosforilasyonu ise 100 pg/ml CC4-B3-G3-H10 uygulamasi ile hem EGF

hem de 100 pg/ml Cetuximab uygulanan hiicrelere gore anlamli diizeyde diisiis

gostermistir (p<0,05).
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Sekil 5.47. CC4-B3-G3-H10 ve Cetuximab monoklonal antikorlariin EGF varliginda
EGFR tizerinde fosforile ettigi aminoasitlerin analizi
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6. TARTISMA VE SONUC
6.1. TARTISMA

On yillardir, EGFR ailesi iiyelerinin kanserin ortaya ¢ikmasi ve gelismesinde ¢ok dnemli
roller oynadigini ¢ok sayida ¢alismada rapor edilmistir. Bu siiregte ¢esitli timdrlerde nokta
mutasyonlari, delesyonlar ve gen amplifikasyonlar1 dahil olmak tizere EGFR ailesi
tiyelerindeki  genetik  degisiklikler —tamimlanmistir. EK  olarak, EGFR sinyal
mekanizmalarinin ve molekiiler yapisinin daha iyi anlasilmasi, EGFR gen diizensizliklerini
tastyan hastalar i¢in molekiiler hedefli tedavilerin kesfedilmesine yol agmistir (167). Pre-
klinik veriler, malign tiimorlerin %70'inden fazlasinin anormal EGFR ekspresyonuna sahip
oldugunu gostermistir. Ek olarak, klinik ¢aligmalar, kotii prognoz ve diisiik sag kalim
stiresi ile iligkili olmasmin yan1 sira, EGFR asir1 ekspresyonunun, timdr invazivligi ve
kemoterapi ve radyoterapi direncinin ana etmenlerinden biri oldugu ortaya koyulmustur.
Boylece, EGFR kanserlerde potansiyel bir diyagnostik ve terapotik bir biyobelirteg olarak
ortaya ¢ikmistir (168). EGFR yolagindaki molekiiler anormallikler, kanserde hedeflenen
ajanlara hassasiyet veya direncin en onemli belirleyicileridir. EGFR'nilin kinaz alaniin
ekzon 19 ve 21'indeki mutasyonlar1 -6zellikle ekzon 19 ve ekzon 21'deki delesyonlar,
kiigiik hiicreli dis1 akciger kanserinde en sik goriilen mutasyon kodon 858'de (L858R)
degisimler- birincil ilag diren¢ mekanizmalarini olusturur. Ote yandan, bazi tiiméorlerin
genetik yapisi, kalitsal diren¢ mekanizmalarma sebep olur. Ornegin, mutant KRAS'm
varligi, kolorektal kanser hastalarinda EGFR monoklonal antikorlarina ve kiigiik hiicreli
dis1 akciger kanseri hastalarinda tirozin kinaz inhibitorlerine karsi gelisen direngten
sorumludur. Oyle ki, su an i¢in KRAS mutasyon testi yapilmadan anti-EGFR monoklonal

antikor tedavisine baglanamamaktadir (169-172).

Bu nedenlerden, mevcut onayli EGFR terapétiklerinin klinik yanitlar1 ve direng
mekanizmalari 15181inda farkli bolgelerin se¢imiyle daha efektif ve 6zgiin anti-EGFR ilag
arastirma ve gelistirme calismalari devam etmektedir. Monoklonal antikorlarin endiistriyel
pazar analizi de incelendiginde yeni terapdtikler oldukcga artan bir ivme ile ortaya ¢ikmakta
ve ekonomik olarak ayni diizeyde karsilik gormektedir. Ote yandan aday terapétikler
mevcutlar ile ortak hedeflenerek veya sinerjistik aktivite etkisinden faydalanmak amaciyla

da ayrica 6nem arz etmektedir. Monoklonal antikorlar yalnizca terapotik amagla degil aym
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zamanda kanser tanisinda pek ¢cok molekiiler ara¢ ile kullanim potansiyeline sahiptir. Bu

nedenle yeni ve 6zgiin anti-EGFR iiriinlerinin gelistirilmesi kritik nem arz etmektedir.

Bu tez calismasinda mevcut terapotik antikorlardan farkli olarak EGFR dimerizasyon
bolgesine kars1 yeni ve 0zgiin bir anti-EGFR monoklonal antikoru gelistirilmistir. Mevcut
antikorlar EGFR’iinde alan 3’te yer alan EGF baglanma bolgesine baglanirken, gelistirlen
antikor homo ve heterodimerizasyondan sorumlu alan 2’yi hedeflemistir. Antikorun
karakterizasyonu ve validasyonu pek cok testle saglanmistir. Bu amagla oncelikle tez
danismani tarafindan, EGFR alan 2’yi tamamen kodlayan 824-1251. niikleotidler pET-30a
ifade plazmidi igerisine klonlanmig ve BL21(DE3) ve Rosettagami(DE3)pLysS suslarinda
6xHis tag ile konjuge halde, kii¢iik 6l¢ekte ifade ettirilmistir.

Tez calismasinda yukarida belirtilen stoklar baslangic materyali olarak kullanilmis olup,
kolonilerden bakteriyel kiiltiir ile IPTG aracili rekombinant EGFRd2 ifadesi saglanmistir.
6xHis.EGFRd2 proteinin ifadesi sonrasi analizi immiinblotlama analizleriyle gdsterilmistir.
Biiyiik Slgekte protein iiretimi ve saflastirma islemine ge¢meden Once ifade edilen
proteinlerin ¢oziiniirliik testi yapilmistir. Coziiniirliik ve fiziksel stabilite, protein gelistirme
stirecinde artifaktlarin ve Ornek kaybinin Oniine ge¢mek, agregasyonu engellemek,
proteinin ileri analizlerde kullanimimi saglamak igin en 6nemli parametredir (173). Tim
proteinler sadece ekstrakte edilmemeli, ayn1 zamanda tamamen ¢Oziinebilir, etkilesen
partnerlerden (protein-RNA/DNA ve protein-protein etkilesimleri, metabolitler vb.)
arindirilmis olmali ve ayni zamanda jel elektroforezi sirasinda, izoelektrik noktalarina
yaklastik¢a ¢Oziintir kalmalidirlar (174). Bu amagla ¢alismamizda pET-30a plazmidi igine
klonlanip N terminalinde 6xHis Tag ile ifade ettirilen EGFRd2 proteinin ¢dziintirliigi test
edilmistir. Proteinlerin ifadesi sonrasi hiicre pelletleri ¢oziiniir fraksiyon, 8M iirede
¢oziinen fraksiyon ve ¢oziiniir olmayan fraksiyon/inkliizyon cisimcikleri olarak ornekler
SDS-PAGE ile jelde ayristirllmistir. Ayn1 6rnekler anti-Histag antikoru ile isaretlenerek
immiinblotlama analizinde de incelenmis ve EGFRd2 proteinin ¢ozlniir oldugu
gbzlenmistir. Coziiniirliik profillerinin goriilmesinin ardindan EGFRd2 proteinin pek ¢ok
kez biiyiik Olgekte {iiretilmis ve saflastirilmistir. Her {iretim sonrasi hiicre lizatlarinin
immiinblotlama analizi ile kontrolii saglanmistir. Sekil 5.5.’te her bir iiretim serisine ait
orneklerin anti-Histag antikoru ile immiinblotlama analizinde, 20.24 kDa’luk

6xhis.EGFRd2 bantlar1 gozlenmektedir. Takip eden asamada, bakteriyel kiiltiirlerden
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protein saflastirmak i¢in HisPur Ni-NTA Purification Kit (Thermo Scientific)
kullanilmistir. Ni-NTA Kiti nitrilotriasetik asit selat pargasi ile tiiretilmis ve iki degerlikli
nikel iyonlar1 (Ni2 +) ile yiiklenmis boncuklu agarozdan olusmaktadir. immobilize metal
afinite kromatografisi, rekombinant His-etiketli protein saflastirmasi i¢in yiiksek oranda
baglanma kapasitesi saglamaktadir (175). EGFRd2 proteinini ifade eden bakteriyel
pelletlerden protein saflastirmasi da pek cok kez gergeklestirilmis ve her seferinde
saflastirma basamaklarina ait triinler SDS-PAGE analizleri ile kontrol edilmistir.
Orneklerin SDS-PAGE analizlerinde EGFRdA2 protein saflastirma isleminin basariyla
gerceklestigi gozlenmistir. Sekil 5.6., 5.7., 5.8. ve 5.9.’da goriildiigi gibi saflastirma
siirecinde protein kolona baglanmis, yikamalarda o6rnek kaybi yasanmamistir. Protein
kolondan basariyla eliie edilmis ve 20.24 kDa bdlgesinde belirgin bant profili gostermistir.
Proteinin imidazol vb. tuzlarindan arindirilmasi i¢in gerceklestirilen diyaliz igleminden
sonra da verim kaybi yaganmamistir. Tiim bunlar g6z 6niine alindiginda proteinin kolona
yiikksek afinite ile baglandigi, yikama asamalarinda ayrisma gerceklesmedigi, eliisyon
asamasinda ise proteinin basariyla kolondan indirildigi gozlenerek, optimize edilen siireg
tiim saflastirma setlerinde ayn1 basariyla siirdiiriilmiistiir. Ote yandan saf protein igerisinde
herhangi bir agregat veya kalinti gézlenmemistir. Pellet miktarima bagli olarak birinci
elisyonlarda 0,5 gr bakteriyel pelletten yaklasik 300-400 mg/ml arasinda protein
saflastirilmistir. Optimal sartlarda tiim ¢alismay1 tamamlayacak kadar rekombinant protein
saflagtirilarak, ortam sartlar1 ve kit durumu temelinde muhtemel setler arasi farkliligin
Oniine gecilmistir. Bu durum hem immiinizasyonlar hem de ileride gercgeklestirilecek olan
indirek ELISA ve immiinblotlama analizlerinin tutarliligit ve giivenilirligi ac¢isindan
kritiktir. Boylece ilk asamada, tez c¢alismasimmin kalan is paketlerinde antijen olarak
kullanilacak olan EGFRd2 rekombinant proteini farelerin immiinizasyonlari, indirek
ELISA ile tarama testleri ve immiinblotlama analizlerinde kullanilmak tizere saflastirilmis

ve karakterize edilmistir.

EGFRA2 protein saflastirma sonrasi ii¢ adet saglikli, disi ve 6-8 haftalik BALB/c fare 50
pg EGFRA2 antijeni ve Complete Freund’s Adjuvan karigimmin 15 giin arayla
intraperitonal enjeksiyonlar1 ile immiinize edilmistir. Immiinizasyon dncesi ve sonrasi fare
kuyruk venlerinden kan toplanarak serum ayrilmis, immiinizasyon seviyelerinin
belirlenmesi igin indirek ELISA testi ile serum titrasyon analizi yapilmistir. Her iig

fareninde EGFRd2 antijenine kars1 oldukca giiglii diizeyde yanit gelistirdigi ve 1/1600000
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— 1/3200000 diliisyonlarma kadar EGFRd2 antikoru {irettikleri belirlenmistir. 1/6400000
dilisyonda end-point’e ulagilmistir. Farkli antijen preparatlari, adjuvanlar, enjeksiyon
bolgeleri ve dozlama programlarinin bir kombinasyonunu kullanarak immiinizasyon
gergeklestirmenin birgok yolu vardir. Farkli bagisiklik kazandirma yontemlerinin, sonugta
meydana gelen antikorlarin titresini ve 6zelliklerini etkileyen farkli bagisiklik tepkilerini
uyardig1 gosterilmistir (176). Antikorlar ayrica immiinojen preparasyonundaki safsizliklara
kars1 da gelisebilir. Bu nedenle, arzu edilen immiinojene maruz kalmayi en iist diizeye
cikarmak i¢in miimkiin oldugunca saf bir numune kullanilmasi tavsiye edilmektedir. Bu
sebeple galismamizda da spesifiteyi maksimuma g¢ikarmak i¢in kanser hiicresi, bakteriyel
hiicre veya niikleik asit vb. immiinojenler degil dogrudan saf ¢oziiniir EGFRd2 proteini
kullanilmistir. Ote yandan saf proteinlerin immiinizasyonu igin literatiirce 10—100 pg arasi
doz enjeksiyonu onerilmektedir (177). Literatiire sadik kalinarak g¢alismamizda 50 pg
EGFRd2 ile immiinizasyonlar gerceklestirilmistir. Immiinizasyon siirecinde farelerde
olagan dis1 bir fenotip gozlenmemistir, fare Olimii yasanmamistir. Ayrica
immiinizasyonlar Oncesi ayrilan serum ile immiinizasyonlar sonrasi ayrilan serum
orneklerinin endojen EGFR ve rekombinant EGFRd2 tanima kapasiteleri immiinblotlama
ile belirlenmistir. Immiinize fare serumu 1/1000 diliisyonda EGFR ekprese hiicre lizati
MDA-MB-468 iizerinde 170 kDa’da total EGFR, 20.24 kDa’da da rekombinant
EGFRd2’yi tanirken, EGFR’nii ¢ok az eksprese eden MCF-7 hiicre lizat1 ilizerinde ise
tanimamigstir (Sekil 5.14.). Ayni fareden immiinizasyonlar 6ncesi ayrilan serum Ornegi ise
bu bolgelerde bant vermemistir (Sekil 5.13.). Bant profilleri ticari bir anti-EGFR
monoklonal antikor ile de kiyaslanmistir. Boylelikle pozitif ve negatif kontrollii ayni
zamanda ayni jelde rekombinant proteinin de gozlenebildigi deney sistemiyle
immiinizasyon spesifitesi belirlenmistir. Indirek ELISA yontemi ile belirlenen giiclii
immiinizasyon seviyesi, immiinblotlama analizleriyle desteklenerek onciil 6zgiinliik ortaya

konmustur.

Fiizyon deneyi icin EGFRd2'ye kars1 en yliksek antikor titresini gdsteren fare R secilmistir.
Pek ¢ok kez klasik yontemle flizyon gerceklestirilmis, ancak basar1 saglanamayinca fiizyon
islemi, ClonaCell™-HY Hybridoma Kit (Stem Cell) kullanilarak gergeklestirilmistir. Kit
flizyondan monoklonal klon eldesine kadarki siiregte gerekli tiim bilesenleri icermektedir.
Prensip olarak miyelom hiicreleri ile fare B hiicrelerinin PEG aracili flizyonu sonrasi yari-

katt metil-selliloz besiyerlerinde HAT ile seleksiyonuna dayanmaktadir. Besiyerleri
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fiizyon ve hibridoma i¢in gerekli tiim biiyiime faktorleri, hormonlar vb. igerdigi i¢in feeder
hiicre, HT gibi ek hi¢bir bilesene gerek duyulmamaktadir. Boylelikle saglikli bir hibridoma
islemi icin tim dis artifaktlar elemine edilmektedir. Bu kompakt sistemin kullaniminin
calismamizin  hibridoma deneylerinin  giivenilirligini artirmakla beraber, saglikli
flizyonlarin gelisimi agisindan da 6nemli katkilar sagladigini diistinmekteyiz. Fiizyon
deneyi sonrasi fiizyon hiicrelerinin yari-kat1 metil-selliiloz besiyerlerinde HAT ile idamesi
ile seleksiyon sonrasi toplam 240 ayr1 koloni toplanmistir. Kolonilerin idamesi sirasinda 31
koloni 6lmiis ve 209 saglikli koloni kalmistir. 209 koloni siipernatantlar1 EGFRd2
antijenine karsi test edilmis 2 pg/ml EGFRd2 antijenine karst OD450 degeri 0,5 iizeri
absorbans degeri veren 21 koloni elde edilmistir (Sekil 5.16.). 21 koloninin idamesi sonrasi
2. tur ELISA testi sonucunda 13 koloni pozitif reaksiyon vermeye devam etmistir.
Bunlardan ikisi diisiik ELISA sinyali verdigi i¢in ¢alisma setinden ¢ikarilmistir. Son olarak
11 koloni EGFRd2’ye kars1 pozitif salgilayici olarak kabul edilmistir. Bu 11 koloniye ait
stipernatantlar surfblot sisteminde EGFRd2 antijenine karsi immiinblotlama ile test edilmis
ve 9 Koloni siipernatanti saf EGFRd2 rekombinant proteinini tanimigtir. Bunlardan ikisi
ELISA testinde %5 BSA ve PVC’ye kars1 reaksiyon verdigi i¢in elenmistir. Boylelikle 7
koloni 6n testleri gecerek alt klonlamalara aday koloniler olarak belirlenmistir. Alt
klonlama galismalar1 6ncesi bu koloniler birkag tur daha idame edilerek stabil salgilayici
koloniler belirlenmistir. 7 koloniden 3 tanesinin idameleri sirasinda giderek salgi diizeyleri
azalmig ve ¢alismadan ¢ikarilmiglardir. Sonug olarak 4 koloni stabilizasyon testlerini de
gecerek alt klonlama adaylar olarak belirlenmistir. Aday 4 koloni alt klonlamalara tabi
tutulmus, bunlardan biri alt klonlamalar sonras1 aktivitesini kaybederken, ikisi ise diisiik
salgilayict klonlara evrilmistir. CC4-B3 kolonisi ise alt klonlamalar sonrasi aktivitesini
kaybetmezken, elde edilen CC4-B3-G3-H10 klonu hizli, stabil ve yiiksek salgilayici
ozellik gostermistir. Siire¢ 0zeti olarak; 240 koloniden 21 tanesi EGFRdA2 salgilayiciligi
saglamak sureti ile %8,75 oraninda pozitiflik alinmistir. Antikor salgi stabilizasyon
testlerinin ardindan 4 koloninin alt klonlama adayi olmasiyla oran %]1,66 olarak
giincellenmistir. Alt klonlamalar sonrast 1 koloni tiim kriterleri karsilayarak toplamda
%0,42 oraninda nihai hibridoma klonu elde edilmistir. Literatiirden benzer g¢alismalar
incelendiginde, ornegin, Garrido ve arkadaslarinin EGFR’ne kars1 gelistirdikleri 7A7 mAb
caligmasinda biiyliyen hibridomalardan gelen toplam 447 kiiltlir siipernatanti, ELISA ile

rECD-mEGFR'ye karsi reaktivite acgisindan taranmis ve siipernatanlarin sadece %0,52'si
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spesifik antikorlar igerdikleri belirtilmistir (178). Itai ve arkadaslarinin akim sitometri,
immiinblotlama ve immiinohistokimya araclarinda kullanilmak iizere gelistirdikleri anti-
EGFR EMab-51 monoklonal antikorunun hibridoma siirecinde 100 klondan 94, endojen
EGFR'yi eksprese eden A431 hiicreleri ile reaksiyona girmistir. Daha sonra klonlar ayrica
immiinblotlama analizi {izerindeki etkilerine gore secilmis, bu analizler sonucunda sadece
bir klon EMab-51 tanimlanmistir (179). Bir diger ¢alismada fiizyon sonrast 1920 hiicreden
340 hibridoma hiicresi elde edilmistir. Bunlardan ii¢ hibridoma kolonisi (%0,0015) pozitif
stabil salgilayicilar olarak belirlenmistir (180). Hattori ve arkadaslarinin anti-hMCT-2
monoklonal antikoru gelistirdikleri ¢alismalarinda hibridoma siireci sonunda nihai antikor
tireten bir klon (NhM2A1) elde ettiklerini bildirmislerdir (181). Bu sekilde ¢alismamizdaki
hibridoma veri setinin literatiirle uyumluluk gosterdigi goriilmektedir. Her hibridoma
stireci kendine 6zgii ve dinamik olsada, ikincil referanslarla tutarlilik énemli bir noktadir.
Calismamiz kapsaminda elde edilen CC4-B3 kolonisi ve CC4-B3-G3-H10 klon
stipernatantlarinin endojen EGFR tanima kapasiteleri immiinblotlama ile yliksek EGFR
ifadesine sahip MDA-MB-468 ve ¢ok diisiik EGFR ifadesine sahip MCF-7 hiicre lizatlari
kullanilarak gergeklestirilmistir. Her iki siipernatant da 170 kDa’da EGFR’nii basariyla
tanimistir. Ayrica sekil 5.24. incelendiginde bu iki siipernatant arasinda CC4-B3-G3-H10
klonu, CC4-B3 kolonisine gore beklendigi gibi daha temiz bir tanilama fenotipi ortaya
koymustur. Fare R’ye ait serum, CC4-B3 koloni siipernatanti ve CC4-B3-G3-H10 klon
slipernatantt immunblotlamalar1 ile kronolojik olarak artan spesifite bariz bir sekilde

gozlenmektedir.

CC4-B3-G3-H10 klon siipernatantindan antikor saflastirma islemine gegmeden dnce uygun
kolon materyalini se¢gmek i¢in antikor izotiplendirmesi yapilmistir. Analiz sonucu antikor
izotipi IgG1 Kappa olarak belirlenmistir (Sekil 5.25.). Bunun iizerine saflastirmada 1gG1
ailesine ¢ok giiclii ve genis Olcekte afinite gosteren Protein G materyali kullanilmistir.
Afinite kromatografisi, yiiksek seciciliginden dolayr en Onemli antikor saflastirma
yontemidir. En yaygin kullanilan bi¢imleri, stafilokok Protein A, streptokok Protein G,
Peptostreptococcus magnus'tan Protein M ve Mycoplasma'dan Protein M gibi bakteriyel
olarak tiiretilmis reseptorlerdir (182). Protein G, 600 amino asit rezidiisiinden olusur.
Karboksi-terminali I, IT ve III alanlar1 olarak adlandirilan ii¢ IgG baglayici alan igerir. Bu
alanlarin her biri 55’er rezidii igerir ve kisa baglayici sekanslarla digerlerinden ayrilir.

Protein G, farkli kaynaklardan IgG'ler icin protein A'dan daha genis bir 6zgiillige sahiptir
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ve IgG baglayici alanlari, tiire bagli olan afinitelerle antikor molekiiliiniin hem Fab hem de
Fc kisimlarina baglanabilir (183). CC4-B3-G3-H10 klon kiiltiirii saflastirma i¢in boliim
5.2.4.’te belirtildigi sekilde FBS detoksu ile biriktirilmistir. Her ne kadar kullandigimiz
kolon materyali albiimin baglanma bolgesinden yoksun olsa da daha yiiksek saflik elde
etmek i¢in bu strateji uygulanmistir. Siipernatant tam otomatik peristaltik pompa ile
HiTrap Protein G HP (GE Healthcare) kolondan gecirilmis ve antikor eliie edilmistir.
Saflastirma siiresince tiim fraksiyonlar igin OD280 okuma degerleri alinmis ayni 6rnekler
sonrasinda indirek ELISA testi ile EGFRd2 antijenine karsi test edilmistir. Degerler
cakistirillarak saflastirma stlire¢ grafigi olusturulmustur (Sekil 5.27.). Boylece, antikorun
kolona yiiksek afinite ile baglandigi, yikamalarda kayip yasanmadigi ve eliisyon
asamasinda kolondan basariyla indirildigi gozlenmistir. Ilgili fraksiyonlarda beklenmeyen
bir sinyal gézlenmezken, siire¢ boyunca da herhangi bir agregat olusumu, kalinti veya
kolon tikanikligi durumu yasanmamustir. Saflastirma siirecine ait 6rnekler SDS-PAGE ile
jelde ayristirilmis ve Coomassie blue boyamasi ile goriintiillenmistir. Sekil 5.28 7. kuyuda
goriildiigii lizere CC4-B3-G3-H10 antikorunun 25 kDa bdlgede hafif zincir, 50 kDa
bolgede agir zincirleri bulunmaktadir. Ayn1 zamanda non-reducing sartlarda total IgG
yaklasik 150 kDa bolgede goriilmektedir. Boylelikle antikor yapisal olarak jel {izerinde
gorlintiilenmistir. Saflastirilan antikorun ayrica izotip analizi tekrar gerceklestirilmistir ve
klon siipernatantinda oldugu gibi IgG1 kappa olarak belirlenmistir. 2.2.4. Monoklonal
Antikorlarin Endiistriyel Pazar Analizi boliimiinde detaylar verildigi lizere piyasadaki tiim
monoklonal antikorlar IgG alt smiflarindan birine aittir. Bunlarin %79°u IgG1 tipi
olusturmaktadir. %70’i ise kappa hafif zincirlerine sahiptir (140). Bu yoni ile gelistirilen
antikorun piyasadaki en yaygin izotipe ait oldugu goriilmektedir. IgG1, insan serumlarinda
en bol bulunan IgG alt sinifidir. Temel islevi patojenlere karsi antikor tepkilerine aracilik
etmektir. Bu islevi farkli yollarla gerceklestirir. Degisken alani yoluyla c¢oziinebilir
proteinlere ve membran protein antijenlerine baglanarak saglayabilir. Ote yandan
bagisiklik sisteminin dogustan gelen efektor mekanizmalarimi aktive edebilir. IgGl,
Clq’ya baglanarak komplemente bagl sitotoksisite aktivitesi gdsterebilir. Fc reseptorlerine
de baglanarak antikora bagli hiicre aracili sitotoksisiteye yol agabilir. Ote yandan primer
antikor tepkileri de 1gG1 tarafindan indiiklenir. IgG1 normalde en bol alt sinif oldugundan,
cesitli primer ve sekonder antikor eksikliklerinde goriilen IgG1 eksikligi, toplam IgG

seviyelerinin azalmasina neden olmaktadir (184,185).
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Hedef antijen i¢in optimum afiniteye sahip bir monoklonal antikor iiretmek, etkili ve
giivenli bir ajan elde etmedeki 6nemli bir faktordiir (186). Bir monoklonal antikorun hedef
antijene baglanma kinetigi antikorun en Onemli etkinlik parametrelerindendir.
Calismamizda birinci basamak antijen/antikor afinite testi olarak kullanilan indirek ELISA
testi kullanilmistir. Her ne kadar mikrogip sistemleri, optik biyosensorler gibi afinite test
sistemleri gelistirilmis olsa da konvansiyonel olarak antikor gelistirme siirecinde indirek
ELISA testi altin standarttir. Calismamizda saf CC4-B3-G3-H10 monoklonal antikoru 2
ug/ml rekombinant EGFRd2 antijenine kars1 10 pg/ml’den ikiser kat titre edilerek afinite
diizeyi belirlenmistir (Sekil 5.34.). 1,25 pg/ml’den itibaren afinitenin azalmaya bagladigi
ve 19,5 ng/ml’ye dek siirdiigii goriilmektedir. 9,75 ng/ml’de end-point’e ulasilmistir. Bu
sonug, CC4-B3-G3-H10 monoklonal antikorunun rekombinant EGFRd?2 igerisinde yer alan
hedef epitopuna giiclii bir afinite ile baglandigin1 gostermektedir. Calismamizda antikorun
baglanma kinetigi immiinblotlama analizleriyle de desteklenmistir. Surfblot sisteminde
hem rekombinant antijen hem de endojen EGFR tanima kapasitesi icin EGFR overeksprese
eden MDA-MB-468 hiicre lizat1 farkli konsantrasyon titrelerinde (8 pg/ml’den 2’ser kat
azalarak) CC4-B3-G3-H10 monoklonal antikoru ile isaretlenmistir (Sekil 5.35.).
Konsantrasyona bagimli bir sekilde tanima profili gézlenirken optimal baglanmanin 1
pug/ml  konsantrasyonda oldugu goriilmistir. Zayif da olsa 0,5 ve 0,25 pg/ml

konsantrasyonlarda dahi 1s1ma alinmistir.

CC4-B3-G3-H10 monoklonal antikorunun farkli seviyelerde EGFR ifade eden ve
mutasyonel karakterde kanser hiicre hatlar1 tizerindeki etkinligi hiicre canlilik analizleri ile
belirlenmistir. Kolorektal kanser hiicre hatlarindan Caco-2 herhangi bir direng
mekanizmasindan sorumlu mutasyon igermezken, HT-29 ise BRAF ve PIK3CA mutant
hiicre hatlaridir (187). Meme kanseri hiicre hatlarindan MDA-MB-468 PTEN mutant,
MDA-MB-231 ise KRAS ve BRAF mutant hiicre hatlaridir (188,189). Farkl1 bir soy olarak
HeLa serviks kanseri hiicre hatt1 da ayrica calisma setine dahil edilmistir. Hiicrelere 2, 5,
10, 20, 50 ve 100 pg/ml seklinde artan dozlarda CC4-B3-G3-H10 monoklonal antikoru ve
ayrica ticari terapotik Cetuximab uygulanmig ve uygulama sonrasi 48. saatte hiicre canlilik
Olctimleri WST-1 testi ile gerceklestirilmistir. Alinan sonuglara goére en yiiksek etkinlik
Caco-2 hiicreleri lizerinde goriilmistiir (Sekil 5.38.). CC4-B3-G3-H10 antikoru 100 pg/ml
dozda hiicre biliylimesini %30 oraninda inhibe ederken, Cetuximab %16 diizeyinde

inhibisyon gostermistir. Her iki antikorda kontrolsiiz bir sitotoksik profil sergilememistir.
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BRAF mutasyonu tastyan HT-29 hiicreleri tizerinde ise her iki antikorda anlamli derecede
etkinlik gostermemistir. Literatiirden benzer ¢alismalar incelendiginde; Song ve
arkadaslarinin kolon kanseri hiicrelerinde Cetuximab'a karsi diren¢ mekanizmasini
arastirmak icin; (SW480, HCT-116, DLD-1, HT-29, RKO, Caco-2 ve DiFi) yedi farkli
kolon kanseri hiicre hattinda Cetuximab’in hiicre proliferasyonu iizerindeki etkileri
incelenmistir. DiFi hiicreleri Cetuximab’a kars1 giiglii yanit verirken diger hiicreler artan
doza bagli olarak degisken profiller sergilemistir. Calismamizda kullanilan Caco-2 ve HT-
29 hiicrelerinden alinan sonuglar ise ¢ok benzerlik géstermis, HT-29 hiicreleri iizerinde hig
etkinlik gozlenmezken, Caco-2 hiicrelerinde 100 pg/ml dozda yaklasik %20 oraninda
inhibisyon goriilmistiir (190). Narvi ve arkadaslari da Cetuximab’in Caco-2 ve HT-29
hiicre hatlar1 {izerindeki etkin doz miktarin1 >100 pg/ml olarak bildirmislerdir (191).
Calismamizda da sonuclar benzerdir. Daha hassas ve yiiksek islem kapasiteli hiicre canlilik
ol¢iimii i¢in xCELLIgence gercek zamanli hiicre analiz platformunda Caco-2 hiicreleri
tizerinde CC4-B3-G3-H10 ve Cetuximab etkinlikleri karsilastirilmistir. Gergek zamanli
Olciim sonucunda da artan doza bagli olarak hiicre boliinmesi her iki antikor tarafindan
yavaglatilmig, CC4-B3-G3-H10 antikoru Cetuximab’a kiyasla daha yiliksek oranda
inhibisyon etkisi gostermistir (Sekil 5.43.). Meme kanseri hiicre hatlar1 tizerindeki
analizlerde ise MDA-MB-468 hiicre hatt1 tizerinde 100 pg/ml CC4-B3-G3-H10 ve
Cetuximab antikorlar1 sirasiyla %14 ve %17 oraninda hiicre bdliinmesini inhibe ederken,
MDA-MB-231 hiicreleri tizerinde ise etkinlik gézlenmemistir. Bu hiicre hatlari ile yapilmis
daha onceki ¢aligmalarda; El Guerrab ve arkadaslarmin 0-200 pg/ml doz araliginda
Cetuximab ve ayrica Panitumumab uygulamalari sonucu MDA-MB-468 hiicre hattinda
%20 dolaylarinda inhibisyon etkisi gozlenirken, MDA-MB-231 hiicre hattinda ise hig
etkinlik goriilmemistir (192). Calismamizda da benzer sonuglar elde edilmistir. Meme
kanseri hiicre hatlarindan MDA-MB-468 de gercek zamanli hiicre analiz sisteminde Caco-
2 ile ayn1 deney kurgusu ile incelenmis, WST-1 hiicre analiz sonuglar1 dogrulanarak CC4-
B3-G3-H10 ve Cetuximab arasinda anlamli farklilik goriilmemis ve her iki antikor da
benzer diizeylerde biiyiime egrileri ¢izmistir. Giirdal ve arkadaslarinin MDA-MB-231 ve
MDA-MB-468 hiicre hatlar1 {izerinde Cetuximab uygulamasinin gergek zamanli analizinde
de benzer olarak MDA-MB-231 hiicre hattinda duyarlilik gézlenmezken, MDA-MB-468
hiicre hattinda %15 hiicresel inhibisyon gozlenmistir (193). Kolon ve meme kanserleri

disinda calismamizda Hela serviks kanseri hiicreleri de kullanilmis, her iki antikorda da
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etki gdzlenmemis, gbzlenmeyen etkinin tekrar dogrulanmasi i¢in HeLa hiicreleri de gergek
zamanlt analiz sisteminde izlenmis ve farklilik goézlenmemistir. Bu sonuglarla deney
sistemlerimiz literatiirle uyumluluk gosterirken, CC4-B3-G3-H10 ve Cetuximab
antikorlariin ¢alisma setindeki hiicrelerden aldiklar1  yanitlarin, benzer direng
mekanizmalarindan kaynaklandigr ortaya c¢ikmistir. Kanser hiicrelerinde kazanilmis
direncin gelistirilmesinden sorumlu ¢esitli mekanizmalar, EGFR gen mutasyonlari, diger
reseptorler tirozin kinazlarin aktivasyonu veya KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CA, MEK
veya ERK gibi EGFR'ye bagh hiicre i¢i sinyal yolaklarimi kodlayan genlerdeki
mutasyonlar olarak agiklanmistir. Bu gozlemler, 6zgiin epitoplarla EGFR'nii hedefleyen,
standart anti-EGFR ilaglarindan daha verimli olan ve potansiyel olarak edinilmis direncin
iistesinden gelebilen monoklonal antikor kombinasyonlar1 da dahil olmak iizere yeni
yaklagimlarin tasarlanmasini ve gelistirilmesini saglamistir (194). Calismamiz temelinde
de EGFR’niin dimerizasyon alanina 6zgii gelistirilen CC4-B3-G3-H10 antikoru gerekli
asamalar1 gectigi takdirde bu yaklasimlar igin yenilik¢i bir arac olabilir. Ornegin klinik
siireclerde; EGFR hedefli monoklonal antikorlar Cetuximab ve Panitumumab, sirasiyla
FOLFIRI ve FOLFOX ile kombinasyon halinde verildiginde KRAS(-) metastatik
kolorektal kanser hastalarinda 6nemli bir sagkalim artig1 gostermistir. KRAS(-) metastatik
kolorektal kanserde, FOLFIRI'ye Cetuximab ve FOLFOX'a Panitumumab eklenmesi, tek
basina kemoterapi ile sirasiyla 19,5 ay ve 20,2 ay yerine ortalama 23,5 ay ve 25.8 ay
sagkalim saglamistir (195). Yalnizca son bir yilda FDA tarafindan hematoloji/onkoloji
alaninda onaylanan veya desteklenen tedavi protokollerine bakildiginda dahi,

kombinasyonel tedavilerin 6ne ¢iktig1 goriilmektedir (196).

EGFR; ¢ogalma, invazyon, migrasyon ve farklilasma gibi c¢esitli hiicresel islevlerin
diizenlenmesinde onemli rol oynar. Bir ligandin EGFR'ne baglanmasi dimerizasyona,
ardindan EGFR'niin otofosforilasyonuna ve alt sinyal yollarinin aktivasyonuna neden olur.
EGFR'nilin aktivasyonu, gen transkripsiyonu ve biyolojik bir yanit ile sonuglanan hiicre
icinde c¢oklu sinyalleme kaskadlarim tetikler. Liganddan bagimsiz yabanil tip EGFR asir
ekspresyonunun tirozin fosforilasyonuna ve EGFR’niin konstitiitif bir aktivasyonuna neden
oldugu bilinmektedir. Bu durum genellikle, EGFR’nii aktive edici gen mutasyonlari
olustugunda meydana gelir. Bu mutasyonlar, yapisal olarak aktif bir protein (EGFRvIII)
olusturmak i¢cin EGFR hiicre i¢i alaninda veya EGFR hiicre dis1 alaninda meydana

gelebilir. Ligand olmadan da yabanil tip EGFR’niin asir1 ekspresyonu, EGFR
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fosforilasyonuna ve kanonik olmayan bir sinyal formunun aktivasyonuna yol agabilir.
Ozetle, EGFR ligand bagimli veya bagimsiz olmak iizere onkogenik aktivasyon
gosterebilmektedir (197). Calismamizda CC4-B3-G3-H10 anti-EGFR monoklonal
antikorunun EGFR ve diger ErbB aile liyeleri {izerindeki alt sinyal yollarin1 etkileyen
aminoasitlere olan etkisi multipleks bir EGFR fosforilasyon array sistemi kullanilarak
arastirilmistir. EGFR hem homodimer olusturarak hem de diger ErbB aile iiyeleri ile
heterodimer olusturarak aktivite gosterdiginden, 4 ayr1 ErbB aile iiyesine ait 17 ayri
aminoasit hedefinin fosfo-protein ifade seviyelerinin degisimi tek membran {izerinde
okunabilmistir. Iki ana kurguda kurulan deney sisteminden ilkinde, CC4-B3-G3-H10 ve
Cetuximab antikorlarinin Caco-2 hiicreleri {izerinde endojen olarak fosforile olan
aminoasitlere olan etkileri arastirilmustir (Sekil 5.46.). ikinci grupta ise hiicrelere EGF
uygulamasi ile ligand overekspresyonu saglanarak antikorlarin etkinlikleri arastirilmistir

(Sekil 5.47.).

Kontrol grubu Caco-2 hiicrelerinde EGFR (Tyr845), ErbB2 (Tyr1112) ve ErbB2 (Ser1113)
aminositleri endojen olarak fosforile halde bulunmustur. Hiicrelere 100 pg/ml CC4-B3-
G3-H10 veya Cetuximab uygulamasi EGFR (Tyr845) ve ErbB2 (Tyr1112) aminoasit
ifadelerini anlamli diizeyde inhibe etmistir. ErbB2 (Ser1113) diizeyinde ise anlamli bir
degisiklik olmamustir. Her iki antikorda kontrol hiicre gurubunda eksprese olmayan ErbB2
(Tyr877) fosforilasyonuna neden olmustur. Ayrica her iki antikor total EGFR seviyesini
degistirmezken, total ErbB2 ve ErbB3 seviyelerini anlamli derecede artirmistir. EGFR
ligandi EGF’in hiicrelere uygulanmasiyla EGFR (Tyr845) ve ErbB2 (Tyrll112)
aminoasitlerinin ifadesi yaklasik iki katlik artis gostermis, ErbB2 (Serl1113) ve ErbB2
(Tyr877) seviyeleri de anlamli diizeyde artmistir. EGF overeksprese hiicrelere 100 pg/ml
CC4-B3-G3-H10 veya Cetuximab uygulamasi sonrasinda ise; Cetuximab EGFR (Tyr845)
ve ErbB2 (Tyrl1112) ifadelerini anlamli derecede inhibe ederken, CC4-B3-G3-H10
antikoru ise beklendigi iizere etkinlik gostermemistir. Fakat ErbB2 (Ser1113) diizeyini ise
anlamli derecede inhibe etmistir. Bu sonuglarla; CC4-B3-G3-H10 antikorunun endojen
fosforilasyonlar1 inhibe etmesi ve EGF overekspresyonu durumunda etkinlik
gostermemesini, antikorun dimerizasyon bolgesine spesifik olup, dogrudan dimerizasyonu
engelleyerek islev gorecegi hipotezimizi desteklemektedir. Yiiksek miktarda EGF
varliginda antikor ligand baglanma bolgesine hedeflenmedigi i¢in etkinlik gostermemistir.

Antikorlarin  aminoasit fosforilasyonlar1 {izerindeki kinetiklerinin belirlenmesi bu
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aminoasitlerin tetikledigi mekanizmalarin ve etkilenen hedef genlerin belirlenmesi i¢in ¢ok
onemlidir. Calisgmamizdaki EGFR fosforilasyon analizlerinde degisim gosteren EGFR
(Tyr845), ErbB2 (Tyrl112), ErbB2 (Serl113) ve ErbB2 (Tyr877) mekanistikleri

incelenerek degerli ¢ikarimlar elde edilebilir.

Hiicresel Src, EGFR dahil olmak iizere cesitli biiylime faktorii reseptorlerinden yayilan
transmembran sinyallerin yardimei transdiiseri olarak islev goriir (198). EGFR ve c-Src'nin
insan epitel hiicreleri basta iizere ¢esitli model sistemlerde fonksiyonel olarak etkilesime
girdigi gosterilmistir. Spesifik olarak, EGFR ve c-Src'nin ektopik ekspresyonu,
proliferasyon, transformasyon ve tiimor olusumunda sinerjistik artiglarla sonuglanmaktadir.
Bu durumun sinerjistik kosullar altinda EGFR'nin hiicre i¢i alanindaki 845 ve 1101
tirozinleri fosforilasyonlar: ile gergeklestigi gosterilmistir. EGFR tirozin 845, EGFR'nin
kinaz alaninin aktivasyon dongiisii icerisindeki konumu nedeniyle 6zellikle ilgingtir. Bu
tirozin, diger tirozin kinazlarin kinaz bolgelerinde bulunan ve bunlarin aktivasyonlari i¢in
kritik oldugu gosterilen, otofosforillenmis tirozinlere olduk¢ca homologtur. Fakat, diger
kinazlardaki tirozinlerin aksine, EGFR tirozin 845 bir otofosforilasyon bdlgesi degildir ve
kinazin aktif olmasi i¢in tirozin fosforile edilmesine gerek yoktur. Bunun yerine, EGFR
tirozin 845'in fosforilasyonu, Src'nin dogrudan bir substratidir (199-202). Ne EGFR'niin
kinaz aktivitesinin uyarilmasinin ne de hiicre dist ERK/MAPK aktivasyonunun, Y845F
mutantinin ~ ekspresyonundan  etkilenmedigi, bilinmeyen, kanonik olmayan bir
sinyallemenin  ortaya c¢iktigin1  gostermistir.  Tyr 845  fosforilasyonu, EGFR
transaktivasyonu yoluyla; molekiiler fonksiyonunun, DNA sentezinin ve kanser hiicre
proliferasyonunun degistirilmesine neden olmaktadir. Ote yandan STAT gen ailesinin,
EGFR ve Src'nin Tyr 845 fosforilasyonuna bagimli sinerjisinin olasi bir aracist oldugu
gosterilmistir  (203,204). Cogunlukla ligand bagimsiz transaktive olan Tyr845
fosforilasyonu ayn1 zamanda pek ¢ok EGFR terapdtiklerine kars1 direngten de sorumludur
(203). Calismamiz fosforilasyon array analizlerinde CC4-B3-G3-H10 monoklonal
antikorunun Caco-2 hiicrelerinde endojen olarak fosforile olan EGFR Tyr845
fosforilasyonunu anlamli olarak inhibe ettigi gosterilmistir. Boylelikle; CC4-B3-G3-H10
EGFR-cSrc  kompleks  olusumunu  engelleyerek  EGFR  transaktivasyonunu
engelleyebilecegi diisiiniilebilir. Calismamizda CC4-B3-G3-H10 ile ayni1 diizeyde etkinligi
Cetuximab da gostermistir. Fakat Lu ve arkadaslarinin ¢alismasinda kolon kanseri

hiicrelerinde Cetuximab’a karsi gelisen direncin, Src ve Tyr 845 fosforilasyonunun
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bagimsiz inhibisyonuyla tersine dondiigii gosterilmistir (205). Boylelikle CC4-B3-G3-H10,
Tyr 845 fosforilasyonu kaynakli anti-EGFR monoklonal antikorlart ve tirozin kinaz
inhibitorlerine kars1 gelisen 1ilag direnclerinde kombinasyonel olarak hassasiyet

saglayabilir.

Diger ErbB ailesi iiyelerinin aksine, ErbB2 bilinen ligandlara dogrudan baglanmaz. Bunun
yerine, ErbB2 aracili sinyal yollarinin aktivasyonu, EGFR veya ErbB3 ile
heterodimerizasyon veya yiiksek konsantrasyonlarda mevcut oldugunda
homodimerizasyon yoluyla meydana gelir. ErbB2'nin asir1 ekspresyonu, oncelikle ErbB2
gen amplifikasyonuna atfedilir ve ErbB2 sinyalleme aginin konstitiitif aktivasyonuyla
sonuglanir (206). Her ErbB reseptorii, ¢esitli alt sinyal proteinleri i¢in farkli baglanma
afiniteleri sergiler. EGFR ve ErbB2 tercihen hiicre proliferasyonuna yol acan Ras-Raf-
MEK-Erk1/2 yolunu aktive ederken, HER3 hiicre sag kalimina yol agcan PI3K-Akt-mTOR
yolunu aktive eder. Cesitli ErbB reseptorleri arasindaki heterodimerizasyon, hiicre
sinyallemesinde esnek ve karmasik bir rol oynamalarina izin verir (207). Calismamiz
fosforilasyon array verilerinden alinan sonuglarda; Caco-2 hiicrelerinde endojen olarak
ErbB2 ve ErbB3 ekspresyonu oldugu goriilmektedir. ErbB2 (Tyrl1112) ve ErbB2
(Ser1113) ise fosforile olan amino asitler olarak bulunmustur. Bu iki fosforilasyon fenotipi
ErbB2’nin homodimerizasyonu veya EGFR veya ErbB3 ile heterodimerizasyonundan
kaynaklandig1 gézlenmektedir. Total ErbB2 seviyesinin diisiik olmas1 (EGFR’den 4,73 kat
ve ErbB3’ten 2,85 kat) heterodimerizasyon durumunu One c¢ikarmaktadir. Caco-2
hiicrelerine CC4-B3-G3-H10 veya Cetuximab uygulamalar1 sonrasinda hem total ErbB2
hem de ErbB2 (Tyr1112) seviyeleri anlamli olarak diismiistiir. Her iki antikorun da
heterodimerizasyonu engelleyerek ErbB2 ve bagli fosforilasyon aktivitesini engelledigi
gozlenmistir. ErbB2 (Tyr1112)'nin kinaz alan1 yakiinda fosforilasyonu, ErbB2’nin c-Cbl
E3 ligaz ile etkilesimi yoluyla ubikitinasyonunun diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar.
Bir anti-ErbB2 monoklonal antikoru olan Trastuzumab’in da ubikitin ligaz c-Cbl
aktivitesini artirarak reseptor internalizasyonu ve degredasyonuna neden olarak islev
gosterdigi bilinmektedir (208). Boylelikle ErbB2 (Tyr1112) fosforilasyonunu inhibe eden
anti-EGFR antikorlar, bilinen ErbB2 diren¢ mekanizmalarin1 asmak igin bir alternatif
olabilir. Ligand (EGF) overekspresyonu durumunda ise Cetuximab ligand bagiml
dimerizasyonu engelledigi i¢cin ErbB2 (Tyr1112) fosforilasyonunu inhibe etmis, CC4-B3-
G3-H10 ise beklendigi iizere ayni etkiyi gostermemistir. Bu durumun yiiksek ligand
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varliginda artan dimerizasyon giiciinden kaynaklanabilecegi ihtimali yiliksektir. Fakat
yinede, ligand overekspere olmayan durumlarda gozlenen inhibisyon da olduk¢a umut
vericidir. Antikor uygulamalar1 ile az da olsa fosforilasyon diizeyi artis gosteren ErbB2
(Tyr877) ise; C-src tarafindan kinaz alaninin aktivasyon dongiisii i¢inde fosforile edilerek
ErbB2'nin kinaz aktivitesini artirdigi  bildirilmistir. C-Src ayrica ErbB2-ErbB3
heterodimerizasyonunu artirarak bunlarin oto ve transfosforilasyonlarmi ve sinyal
aktivitelerini de arttirir (209,210). Artan ErbB2 (Tyr877) seviyelerinin de hem CC4-B3-
G3-H10 hem de Cetuximab uygulamalar1 ile seviyesi artan total ErbB3 aktivitesinden

kaynaklandigini diisiiniiyoruz.

EGFR yapisindaki son alan kalsiyum/kalmodulin bagimli kinaz II (CamKII) bolgesine
benzer; bu veya buna benzer bolgelerin serin fosforilasyonu; biiyiime faktorleri, biyoaktif
lipitler veya serin-treonin fosfataz inhibisyonu ile indiiklenmektedir. ErbB2 (Serl113)
fosforilasyonundan sorumlu olan akis net degildir. Fakat; Ouyang ve arkadaslarinin
caligmalarinda, yabanil tip ErbB2 ifadesine sahip hiicrelerin bliylime faktorii uyarimiyla
Ser1113 fosforile forma geldigi gosterilmistir. Ayni ¢alismada ErbB2 pozitif olan 65 meme
kanseri hastasinin Orneklerinde Serl113 fosforilasyonu ve EGFR overekspresyonu
arasinda oldukg¢a anlamli bir iliski oldugunu ortaya konulmustur. Bu durumun koéti
prognoz ile sonuglandigi da belirtilmistir (211). Calismamiz EGFR fosforilasyon array
analizlerinde de Caco-2 hiicrelerinin endojen olarak ErbB2 (Ser1113) fosforilasyonuna
sahip oldugu fakat EGF uygulamasiyla bu aminoasit fosforilasyonunun arttig1 (1,38 kat)
gozlenmigtir. Biiyiime faktorii uyarimi olmayan hiicrelerde CC4-B3-G3-H10 veya
Cetuximab antikorlar1 ErbB2 (Ser1113) fosforilasyonu iizerinde etki gostermezken, EGF
ile artan fosforilasyonu her iki antikorda anlamli sekilde inhibe etmistir (CC4-B3-G3-H10
3,46 kat, Cetuximab 1,43 kat). Sonu¢ olarak, in vitro verilerle ve dinamik bir test
sisteminden elde edilen EGFR fosforilasyon analiz sonuglari olduk¢a degerli olmakla
birlikte, tarafimizca onciil veriler olarak kabul edilmektedir. Verilerimizin ileri ¢aligmalar
icin daha c¢esitli kanser hiicre hatlar1 ve uygulamalarina 6nemli temeller saglama

potansiyeli yiiksektir.

6.2. SONUC

Bu tez caligmasinda hibridoma teknolojisi ile Epidermal Biiylime Faktorii Reseptorii

dimerizasyon bolgesine spesifik anti-EGFR CC4-B3-G3-H10 monoklonal antikoru
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gelistirilmistir. Antikorun karakterizasyonu, validasyonu ve etkinligi belirlenmigtir. CC4-
B3-G3-H10 monoklonal antikorunu iiretici stabil ana hiicre hatlar1 6zgiin ve etkin bir

“biyoteknolojik iiriin " olarak ¢ok sayida stoklanmuistir.

CC4-B3-G3-H10 anti-EGFR monoklonal antikoru Ankara Universitesi Rektorliigii
tarafindan ulusal ve uluslararasi patentleme siireglerinde desteklenmis olup, Ankara

Universitesi Teknoloji Transfer Ofisi araciliiyla patent bagvurulari gerceklestirilmistir.

CC4-B3-G3-H10 anti-EGFR monoklonal antikoru mevcut haliyle arastirma ve tani
alanlarinda antikor temelli pek ¢ok test ile kullanilabilecek degerli bir iriindiir.
Biyoteknoloji endiistrisi i¢in yerli, uluslararasi rekabete ve gelisime agik bir kaynak

konumundadir. Ayrica bu yonii ile ciddi ekonomik potansiyele sahiptir.

Bu calismadan elde edilen veriler ve olusturulan temeller, CC4-B3-G3-H10 antikorunun
daha ileri seviyelere tasinabilmesine olanak saglamaktadir. Antikorun epitop haritalamasi,
in vivo etkinlik testleri, notralizan etkisinin test edilmesi Ve insansilastirma ¢alismalari
tamamlandig1r takdirde klinik deneme c¢aligmalarina aday olma potansiyeli oldukca

yiiksektir.
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Abstract

The genus Hypericum is one of the most popular genera in both traditional medicine and sci-
entific platform. This study is designed to provide conceptual insights on the biological
potential and chemical characterization of H. salsugineum, which is endemic to Turkey. The
qualitative and quantitative phenolic content of the extracts was characterized by HPLC-
ESI-MS". Biological efficiency was investigated by enzyme inhibitory assays (cholinester-
ases, tyrosinase, amylase, and glucosidase) and anti-cancer efficacy tests (anti-proliferative
activities with the iCELLigence technology, colony formation and wound healing scratch
assays). Phenolic acids (3- O-caffeoylquinic, 5-O-caffeoylquinic, and 4-O-caffeoylquinic
acids) were the predominant group in the studied extracts, although several flavonoids were
also detected and quantified. The extracts exhibited good inhibitory effects on tyrosinase
and glucosidase, while they had weak ability against cholinesterases and amylase. Compu-
tational studies were also performed to explain the interactions between the major phenolics
and these enzymes. The extracts displayed significant anti-cancer effects on breast carci-
noma cell lines. Our findings suggest that Hypericum salsugineum could be valued as a
potential source of biologically-active compounds for designing novel products.

Introduction

The plant kingdom usually presents high levels of polyphenols, which are known for their high
biological properties such as antioxidant, antimicrobial, and anticancer. Hence, although the
health benefits of phenolic compounds have been reported for decades, studies on this area are
still a significant concern for many fields of research, including analytical chemistry, biochemistry,
biomedicine, etc. Within this framework, uninvestigated wild plant species are also widely studied
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to find new sources of valuable phytochemicals and, hence, to combat global health problems
including cancer, Alzheimer disease, and diabetes mellitus. In many cases, researchers focus on
plants commonly used in folk medicine. However, the information of these species is usually
extensive, and focusing on less-known species from the same genus is an interesting option, as
their composition and bio(chemical) activity may be similar. From this point, new studies could
open further avenues in the design of potential phytopharmaceuticals.

The genus Hypericum (Hypericaceae) comprehends nearly 500 species which are widely
distributed around the world. These species occur as herbs, shrubs and, infrequently trees.
Among them, H. perforatum L. is the best-known species, used in traditional medicine and in
the preparation of dietary supplements [1, 2]. Several authors have recently investigated poten-
tial medicinal applications of other Hypericum species, such as H. androsaemum, H. connatum,
H. olympicum, and H. adenotrichum, among others
activity. Phenolic compounds usually account for many of the bio(chemical) properties of

], mainly studying their biological

plant extracts, so exhaustive investigation of the phytochemical composition of the plant
extracts is mandatory. Different phenolics have been reported in Hypericum species, including
catechin, quercetin derivatives, phenolic acids, etc. [6, 7], each of these compounds presenting
specific chemical properties. In this work, we aimed to study the phytochemical profile and
bioactivity of H. salsugineum N. Robson & Hub.-Mor., an uncommon species in this genus,
providing exhaustive information in order to propose an alternative source of bio-(active)
phytochemicals.

Hypericum salsugineum Rabson & Hub.-Mor. is among the least studied Hypericuim species.
We have found only a small number of scientific reports regarding this species. To our knowl-
edge, only a little information was provided concerning the phenolic composition (chlorogenic
acid, kaemperol, myricetin, quercetin, and quercetin glycosides) [8] and antiherpetic activity
[9] of this plant. Maltas et al. carried out more experiments and provided additional data
regarding the antioxidant and antibacterial activity of H. salsugineum, among other Hypericim
species [10]. This research aims to provide a complete study on this species to date, including
identification and quantification of the main polyphenols, enzyme inhibitory assays, and eval-
uation of anti-cancer effects.

Materials and methods
Plant material

Aerial parts of Hypericum salsugineum were collected from Konya (Cihanbeyli-Gélyazi, 38°
2831.08"N, 33" 7'36.74"E, 950 m) (at the flowering season in 2015 summer) and air dried at
room temperature. Taxonomic identification was confirmed by the senior taxonomist Dr.
Murad Aydin Sanda, from the Department of Biology, Selcuk University, Turkey. The dried
aerial parts were ground to a fine powder (about 0.2 mm) using a laboratory mill. Then, the
air-dried aerial parts (10 g) were macerated with 200 mL of methanol at room temperature
(25°C £ 1°C) for 24 hours. The extracts were concentrated to dryness under vacuum at 40 “C
by using a rotary evaporator and stored at + 4°C in the dark until use.

For the collection of plants, no specific permits were required for the described field studies.
Forany locations/activities, no specific permissions were required. All locations where the
plants were collected were not privately-owned or protected in any way and the field studies
did not involve endangered or protected species.

Chemicals and reagents

All reagents and standards were of analytical reagent (AR) grade unless stated otherwise. We
purchased all phenolic standards from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), and prepared
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individual stock solutions in ethanol (HPLC grade; Sigma). LC-MS grade acetonitrile
(CH3CN, 99%; LabScan; Dublin, Ireland) and ultrapure water (Milli-Q Waters purification
system; Millipore; Milford, MA, USA) were used for the HPLC-MS analyses.

Chromatographic conditions

For HPLC analysis, 5 mg of dried extract was re-dissolved in 1 ml of methanol, filtered through
0.45 um PTFE membrane filters, and ten pL of the solution was injected.

The HPLC system was an Agilent Series 1100, composed of a vacuum degasser, an auto-
sampler, a binary pump, and a G1315B diode array detector (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA). We used a reversed phase Luna Omega Polar C;g analytical column of 150 x
3.0 mm and 5 um particle size (Phenomenex, Torrance, CA, USA) and a Polar C; 5 Security
Guard cartridge (Phenomenex) of 4 x 3.0 mm. The best separation was achieved with a mobile
phase of water-formic acid (100:0.1, v/v) and CH3CN. The following program was used: a) ini-
tial mobile phase, 10% CH;CN; b) linear increase from 10% to 25% CH3CN (0-25 min); ¢)
25% CH;CN (25-30 min); d) linear increase from 25% to 50% CH3CN (30-40 min); e) linear
increase from 50% to 100% CH3CN (40-42 min); f) 100% CH;CN (42-47 min). Then,
CH;CN percentage was returned to the initial mobile phase, with a 7 min stabilization time.
The flow rate was 0.4 ml min™.

The HPLC system was connected to an ion trap mass spectrometer (Esquire 6000, Bruker
Daltonics, Billerica, MA, USA) equipped with an electrospray interface. The scan range was set
at m/z 100-1200 with a speed of 13,000 Da/s. The ESI conditions were: drying gas (N,) flow
rate and temperature, 10 mL/min and 365 “C; nebulizer gas (N;) pressure, 50 psi; capillary
voltage, 4500 V; capillary exit voltage, -117.3 V. We used the auto MS" mode for the acquisi-
tion of MS" data, with isolation width of 4.0 m/z, and fragmentation amplitude of 0.6 V (MS™
up to MS*). Esquire control software and Data Analysis were used for data acquisition and
data processing, respectively.

Quantification of polyphenols

Calibration curves (0.5-100 pg/ml in MeOH) were prepared using the corresponding analyti-
cal standards when available in our laboratory. In other cases, an appropriate analytical stan-
dard was selected: quercetin, apigenin and mirycetin for the corresponding glycosides; 3-O-
caffeoylquinic acid for caffeoylquinic acids and derivatives; and p-coumaric acid for its deriva-
tive. The quantitation was carried out at 320 nm for phenolic acids and 350 nm for tflavonoids,
using peak area at the analytical signal in the corresponding UV chromatograms. Total indi-
vidual phenolic content (TIPC) was defined as the sum of the quantified phenolic compounds.

Enzyme inhibitory effects

Anti-cholinesterases, anti-tyrosinase, anti-amylase, and anti-glucosidase effects were tested for
detecting enzyme inhibitory effects. Detailed experimental procedures were given in the
below:

For Cholinesterase (ChE) inhibitory activity assay: Sample solution (2 mg/mL; 50 puL) was
mixed with DTNB (5,5-dithio-bis(2-nitrobenzoic) acid, Sigma, St. Louis, MO, USA) (125 uL)
and AChE (acetylcholines-terase (Electric ell acetylcholinesterase, Type-VI-S, EC 3.1.1.7,
Sigma)), or BChE (butyrylcholinesterase (horse serum butyrylcholinesterase, EC 3.1.1.8,
Sigma)) solution (25 pL) in Tris-HCI buffer (pH 8.0) in a 96-well microplate and incubated
for 15 min at 25 "C. The reaction was then initiated with the addition of acetylthiocholine
iodide (ATCI, Sigma) or butyrylthiocholine chloride (BTCI, Sigma) (25 uL). Similarly, a blank
was prepared by adding sample solution to all reaction reagents without enzyme (AChE or
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BChE) solution. The sample and blank absorbances were read at 405 nm after 10 min incuba-
tion at 25 “C. The absorbance of the blank was subtracted from that of the sample and the cho-
linesterase inhibitory activity was expressed as galanthamine equivalents (mgGALAE/g
extract) [11].

For Tyrosinase inhibitory activity assay: Sample solution (2 mg/mL; 25 ul) was mixed with
tyrosinase solution (40 pL, Sigma) and phosphate buffer (100 (L, pH 6.8) in a 96-well micro-
plate and incubated for 15 min at 25 “C. The reaction was then initiated with the addition of
L-DOPA (40 yL, Sigma). Similarly, a blank was prepared by adding sample solution to all reac-
tion reagents without enzyme (tyrosinase) solution. The sample and blank absorbances were
read at 492 nm after a 10 min incubation at 25 “C. The absorbance of the blank was subtracted
from that of the sample and the tyrosinase inhibitory activity was expressed as kojic acid equiv-
alents (mgKAE/g extract) [12].

For u-amylase inhibitory activity assay: Sample solution (2 mg/mL; 25 L) was mixed with
a-amylase solution (ex-porcine pancreas, EC 3.2.1.1, Sigma) (50 uL) in phosphate buffer (pH
6.9 with 6 mM sodium chloride) in a 96-well microplate and incubated for 10 min at 37 *C.
After pre-incubation, the reaction was initiated with the addition of starch solution (50 uL,
0.05%). Similarly, a blank was prepared by adding sample solution to all reaction reagents
without enzyme (u-amylase) solution. The reaction mixture was incubated 10 min at 37 *C.
The reaction was then stopped with the addition of HCI (25 uL, 1 M). This was followed by
addition of the iodine-potassium iodide solution (100 pL). The sample and blank absorbances
were read at 630 nm. The absorbance of the blank was subtracted from that of the sample and
the e-amylase inhibitory activity was expressed as acarbose equivalents (mmol ACE/g extract)
[13].

For a-glucosidase inhibitory activity assay: Sample solution (2 mg/mL; 50 pL) was mixed
with glutathione (50 pL), u-glucosidase solution (from Saccharomyces cerevisiae, EC 3.2.1.20,
Sigma) (50 uL) in phosphate buffer (pH 6.8) and PNPG (4-N-trophenyl-o-D-glucopyranoside,
Sigma) (50 (L) in a 96-well microplate and incubated for 15 min at 37 "C. Similarly, a blank
was prepared by adding sample solution to all reaction reagents without enzyme (¢-glucosi-
dase) solution. The reaction was then stopped with the addition of sodium carbonate (50 pL,
0.2 M). The sample and blank absorbances were read at 400 nm. The absorbance of the blank
was subtracted from that of the sample and the u-glucosidase inhibitory activity was expressed
as acarbose equivalents (mmol ACE/g extract) [14].

Molecular modelling

Enzymes preparation. For the computational studies, the following crystal structures
have been downloaded from the Protein Data Bank RCSB PDB [15]: AChE (pdb:4X3C) [16]
in complex with tacrine-nicotinamide hybrid inhibitor, BChE (pdb:4BDS) [17] in complex
with tacrine, o-amylase (pdb:1VAH) [18] in complex with r-nitrophenyl-u-D-maltoside, o-
glucosidase (pdb:3AXI) [19] in complex with maltose, and tyrosinase (pdb:2Y9X) [20] in com-
plex with tropolone. The enzymes have been prepared for docking by removing the non-cata-
lytic waters, the inhibitors, and all the other molecules present in the pdb files, as previously
reported in our recent publications [11, 21-23]. The proteins were neutralized at pH 7.4 by
PROPKA; seleno-cysteines, and seleno-methionines, if present, were converted respectively to
cysteines and methionines. All the missing fragments and other errors present in the crystal
structures were automatically solved by the Wizard Protein Preparation implemented in Mae-
stro 10.2 suite [24]; the crystallographic ligands were used to generate the docking grid.

Ligands preparation. 3-O-caffeoylquinic acid, 4-O-caffeoylquinic acid, 5-O-caffeoylqui-
nic acid, myricetin-O-glucoside, quercetin-3-O-glucoside, quercetin-3-O-galactoside,
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quercetin-3-O-rhamnoside, myricetin, and quercetin were selected as representative com-
pounds to carry out molecular docking studies because these are well known bioactive com-
pounds and are well represented in the extracts of H. salsugineum. The chemical structures
have been downloaded from Zinc database [25] or drawn by Chemdraw software, and used
for molecular modelling experiments after preparation. The ligands were prepared by the Lig-
Prep tool embedded in Maestro 10.2, neutralized at pH 7.4 by Epik, and minimized by force
field OPLS3 [26].

Molecular docking. The performance of Glide XP to dock for ligand docking and scoring
on the selected enzymes, was judged by its ability to reproduce the docking poses found of the
crystallographic inhibitor. Thus, a series of self-docking experiments were performed previ-
ously to run the docking experiments, by preparing the native inhibitors by the Ligand Prepa-
ration tool as described above, and by docking them to the respective enzymes. Glide has
shown to be largely able to perform a reliable docking for all the selected enzymes by produc-
ing a pose within maximum 1.5 Angstroms of RMSD calculated by comparing them with the
crystallographic pose [27] Dockings of the selected substances have been performed for each
selected enzyme employed for the in vitro enzymatic inhibition tests in this work. Glide [28]
has been employed for the docking calculations by using the eXtra Precision scoring function
for all the enzymes; the binding pocket was determined automatically by centering the grid on
the crystallographic inhibitor, extended in a box of 20 Angstroms for each side. The best pose
for each compound docked to the selected enzymes was the best ranked.

Cell lines and culture conditions

Human estrogen receptor-positive MCF-7 and triple negative MDA-MB-231 breast cancer
cell lines were obtained from American Type Culture Collection (Rockville, Maryland, USA).
Cells were maintained in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Lonza, Basel, Swit-
zerland) supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) (Biowest, Nuaille,
France), 2 mM L-glutamine, 100 U/ml penicillin, and 100 pg/ml streptomycin at 37°Cina 5%
CO, humidified incubator. Cells were routinely passaged every two to three days per week (1:3
ratio). When the cells reached 80% confluency, they were first washed with phosphate buffered
saline (PBS), and then trypsinized with 0.25% trypsin-EDTA solution. Total cells were counted
using trypan blue dye exclusion method on a hemocytometer before seeding on E-plate L8 or
6-well plate.

Cytotoxicity and anti-proliferative activity assay using the iCELLigence
system

Dynamic monitoring of cytotoxicity and anti-proliferative activity were determined by using
iCELLigence real-time cell analysis technology (ACEA Biosciences, San Diego, CA, USA) as
previously described [29]. Brietly, after a background reading with 200 ul growth medium on
iCELLigence E-plate L8, 100 pl of MCF-7 and MDA-MB-231 cells were seeded at a density of
5.0 x 10* per well. The system was then set to take impedance measurements every 30 min for
72 h. After culturing the cells for 24 h, they were treated with H. salsugineum methanolic
extract between the range of 62.5-2000 pg/ml. The extract was dissolved in growth medium
containing %0,1 DMSO for each experiment and all doses were prepared by serial dilution
from a 2 mg/ml stock concentrate. In all experiments, %0,1 DMSO and %5 DMSO were used
as negative control and positive controls, respectively. The data was recorded and analyzed by
iCELLigence software integrated within the system. IC5q values (pg/ml) were calculated
according to the values at the end of 72 h of all treatment doses. Each assay was performed in
duplicate and the ICsq values shown are the average of at least three independent experiments.
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Colony formation assay

Colony formation assay allows testing long-term effects of experimental therapeutics on cell
colonies [30]. MCF-7 and MDA-MB-231 cells were plated into 6-well tissue culture plates (3.0
x 10° per well) and allowed to adhere for 24h. The cells were then treated with 62.5, 125, 250,
and 350 pg/ml of H. salsugineum methanolic extract. %0,1 DMSO was used as control. Follow-
ing treatment, plates were incubated for 14 days at 37°C in 5% CO, humidified incubator.
Next, the cells were gently washed with ice-cold PBS and fixed with MeOH:acetic acid (3:1, v:
v) solution for 5 min at room temperature. Following removal of the fixative solution, they
were stained with %0,05 crystal violet for 15 min at room temperature. The plates were washed
with double-distilled water and left to dry overnight at room temperature. Colonies containing
>50 cells were counted under a stereomicroscope Leica MZ16 A (Wetzlar, Germany).

Wound healing scratch assay

Wound healing assay is performed to test the migration ability of cells by measuring their
motility [31]. MCF-7 and MDA-MB-231 cells were seeded in 6-well tissue culture plates at a
density of 1.0 x 10° cells/well and cultured in growth medium for 24h. Then, the cells were
scratched by a sterile 200 pl pipette tip. Cellular debris was removed and cells were washed
with fresh growth medium gently. The cells were incubated with 350 ug/ml H. salsugineum
methanolic extract for 48h. %0.1 DMSO was used as control. Wounded areas were photo-
graphed under an inverted microscope Leica DM IL LED (Wetzlar, Germany) at time points 0
and 48 h after scratching. Images were processed and quantified using the Image] software
(National Institutes of Health, USA).

Statistical analysis

ICso values were calculated using the iCELLigence software. ICsq values, colony formation,
and wound closure rates are shown as means + standard deviations (means + SD). The statisti-
cal analyses were performed using the t-test to compare differences in results between the con-
trol and treatment groups. P<0.05 was considered to be statistically significant.

Results and discussion
HPLC-ESI-MS"

We carried out the identification of phenolics (and other minor compounds) in H.salsugineum
by HPLC-ESI-MS" using negative ionization mode. Three independent solutions of the dried
extract were analyzed, obtaining similar profiles (see characterization in Table 1). The base
peak chromatogram of the methanolic extract of the plant is shown in Fig 1.

The initial step for the characterization of each compound consisted in the determination
of its molecular weight: the base peak corresponded to the deprotonated molecular ion

[M-H]", except for one formate adduct. For the identification of the flavonoid glycosides, we
compared the mass spectra of the aglycones with analytical standards when available (api-
genin, kaempferol, luteolin, and quercetin). Rutin and caffeoylquinic acids were identified by
comparison with analytical standards. When reference compounds were not available, we
compared the experimental spectra with data from scientific literature.

Phenolic acids. Four catfeoylquinic acids were present in the analyzed extracts. Com-
pounds 4, 6, and 7 exhibited deprotonated molecular ions at m/z 353. We characterized them
by comparison with analytical standards. Compounds 4 and 6, with the typical 353—191 tran-
sition, corresponded to neochlorogenic acid (trans-5-O-caffeoylquinic acid) and chlorogenic
acid (3-O-caffeoylquinic acid), respectively. Compound 7 presented MS?*[353] base peak at m/
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Table 1. Characterization of methanol extract of H. salsugineum.

N tr [M-H] m/z (% base peak) Assigned identification
(min) m/z
1 1.8 377 MS? [377]: 341 (100) Saccharide (derivative)
MS? [377—341]: 179 (100}, 161 (70), 131 (7), 119 (72)
2 1.8 191 MS?[191]: 173 (20), 127 (12), 111 (100) Quinic acid *
3 2.0 451 MS? [451]: 449 (48), 353 (100) Caffeoylquinic acid derivative
MS® [451—353]: 191 (100), 179 (19), 173 (16), 135 (12)
4 4.6 353 MS? [353]: 191 (100) trans-5-O-caffeoylquinic acid *
5 7.0 337 MS?[337]: 163 (100) 3-p-coumaroylquinic acid
MS? [337—163]: 119 (100)
6 7.5 353 MS? [353]: 191 (100) 3-O-caffeoylquinic acid *
7 8.0 353 MS?[353]: 191 (26), 179 (61), 173 (100) 4-O-caffeoylquinic acid *
MS®[353—173]: 111 (100)
8 9.7 431 MS? [431]: 385 (100) Roseoside (formate adduct)
MS® [431—385]: 223 (59), 205 (100), 161 (50), 153 (79)
9 10.0 609 MS?[609]: 463 (69), 447 (88), 301 (100) Quercetin-O-hexoside-O-deoxyhexoside
MS? [609—301]: 271 (100), 179 (48), 151 (99)
10 114 337 MS?[337]: 173 (100), 191 (29) 4-p-coumaroylquinic acid
MS? [337—173]: 111 (100)
11 122 371 MS?[371]: 249 (100), 231 (7) Unknown
MS? [371—249]: 231 (54), 113 (100), 111 (38)
12 12.8 367 MS? [367]: 191 (100}, 173 (30) 5-feruloylquinic acid
MS® [361—191]: 127 (100)
13 12.9 631 MS? [631]: 479 (100) Myricetin-O-(O-galloyl)hexoside
MS? [631—479]: 317 (100), 316 (54), 179 (9)
MS* [631—479—317]: 271 (100), 179 (72), 151 (55)
14 14.7 479 MS? [479]: 317 (100), 316 (93) Myricetin-O-hexoside
MS? [479—317]: 271 (100), 179 (83), 151 (65)
15 15.1 367 MS®[367]: 191 (28), 179 (100), 135 (67) Methyl-caffeoyl-quinate
MS* [367—179]: 135 (100)
16 15.9 479 MS? [479]: 313 (100) Gallic acid derivative
MS® [479—313]: 241 (19), 169 (100), 125 (20)
17 163 593 MS? [593]: 503 (95), 485 (19), 473 (37), 413 (25), 383 (100) Vicenin-2*
MS? [593—383]: 355 (100)
18 16.5 521 MS? [521]: 359 (100) Polymethoxylated flavonoid-O-hexoside
MS*[521—359]: 344 (100)
MS* [521—359— 344]: 329 (26), 313 (28), 300 (49), 189 (78}, 159 (100)
19 16.6 563 MS? [563]: 443 (8), 413 (100), 293 (85) Apigenin-C-hexoside-O-pentoside
MS® [563—413]: 293 (100)
MS* [563—413—293]: 175 (100)
20 16.9 549 MS? [549]: 503 (100), 371 (45) Unknown
MS? [549—503]: 371 (100), 161 (13)
MS* [549—503—371]: 161 (100), 113 (17)
21 17.0 641 MS? [641]: 479 (100}, 317 (25) Myricetin-O-dihexoside
MS® [641—479]: 317 (100)
MS* [641—479—317]: 179 (65), 151 (100)
2 17.7 609 MS? [609]: 301 (100), 300 (20) Rutin *
MS? [609—301]: 271 (100), 255 (54), 179 (51)
23 17.9 463 MS? [463]: 317 (76), 316 (100) Myricetin-O-deoxyhexoside
MS? [463—316]: 271 (100), 179 (80), 151 (56)
24 17.9 323 MS?[323]: 323 (100), 242 (51), 241 (24) Unknown
MS? [323—242]: 240 (100), 172 (39)
25 18.6 463 MS? [463]: 301 (100), 300 (20) Quercetin-O-hexoside
MS® [463—301]: 179 (69), 151 (100)
(Continued)
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Table 1. (Continued )

N° tg [M-H| m/z (% base peak) Assigned identification
(min) m/z

26 19.2 463 MS? [463]: 301 (100) Quercetin-0O-hexoside
MS® [463—301]: 255 (21), 179 (79), 151 (100)

27 19.5 415 MS? [415]: 225 (43), 179 (100), 161 (23), 149 (12) Saccharide (derivative)
MS? [415—179]: 161 (100), 143 (24), 131 (44), 119 (44)

28 20.4 517 MS2[517]: 209 (100) Unknown

29 20.8 415 MS?[415]: 179 (100) Saccharide (derivative)
MS? [415—179]: 161 (100), 143 (86), 131 (84), 119 (23)

30 21.3 433 MS? [433]: 301 (100), 300 (70) Quercetin-O-pentoside
MS® [433—301]: 271 (100), 255 (78), 179 (56), 151 (84)

31 21.3 447 MS? [447]: 285 (100), 284 (96), 255 (21), 151 (7) Kaempferol-O-hexoside

32 229 447 MS? [447]: 301 (100), 300 (17) Quercetin-O-deoxyhexoside
MS® [447—301]: 179 (100), 151 (58)

33 238 445 MS? [445]: 269 (100), Apigenin glucuronide
MS® [445—269]: 225 (100)

34 256 317 MS?[317]: 179 (100), 151 (38) Myricetin

35 2.5 559 MS?[559]: 433 (100) Unknown

36 27.0 431 MS?[431]: 285 (100) Luteolin-O-deoxyhexoside
MS? [431—285]: 241 (100)

37 27.3 625 MS? [625]: 479 (100), 317 (15), 316 (15) Myricetin-O-deoxyhexoside-O-hexoside

MS? [625—479]: 317 (91), 316 (100)

MS* [625—479—316]: 271 (100), 179 (24), 151 (52)
38 294 523 MS?[523]: 313 (100) Gallic acid derivative
MS? [523—313]: 169 (100)

MS* [523—313—169]: 125 (100)

39 30.4 543 MS? [543]: 417 (100) Unknown
10 340 301 MS?[301]: 179 (71), 151 (100) Quercetin *
11 355 547 MS? [547]: 313 (100) Gallic acid derivative

MS? [547—313]: 169 (100), 125 (25)
MS* [547—313—169]: 125 (100)

42 38.6 327 MS?[327]: 291 (32), 229 (100), 211 (44), 171 (75) Oxo-dihydroxy-octadecenoic acid
43 40.1 329 MS? [329]: 229 (76), 211 (100), 171 (39) Trihydroxy-octadecenoic acid

44 410 537 MS? [537]: 443 (100), 417 (8), 385 (50), 151 (39) Biflavone

15 2.1 537 MS? [537]: 443 (34), 417 (14), 399 (15), 375 (100) Amentoflavone

MS? [537—375]: 331 (100)

*Identified by comparison with analytical standards

htips://doi.org/10.1371/joumnal.pone.0197815.t001

z 173, which is characteristic of 4-O-caffeoylquinic acid [32]. Compound 3 displayed Ms?
[451—353] base peak at m/z 191, so we characterized it as a caffeoylquinic acid derivative.
Finally, compound 15, with [M-H]" at m/z 367, was characterized as a methylated derivative
according to bibliographic information [33].

! H. salsugineumn
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Fig 1. HPLC-ESI/MS" base peak chromatogram (BPC) of the methanolic extract from H. salsugineum.
https:/doi.ora/10.1371/journal.pone.0197815.9001
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We observed two coumaroylquinic acids and identified them according to the hierarchical
scheme proposed by Clifford, Johnston (32). Both compounds (5 and 10) presented [M-H]" at
m/z 337, but different fragmentations. Compound 5 corresponded to 3-p-coumaroylquinic
acid (MS? base peak at m/z 163), whereas 10 was 4-p-coumaroylquinic acid (MS? base peak at
m/z 173).

Compound 12 exhibited deprotonated molecular ion at m/z 367 and base peak at m/z 191,
a fragmentation pattern that corresponds to 5-feruloylquinic acid [32].

We detected three gallic acid derivatives, compounds 16, 38, and 41 -all of them presented
the characteristic 169— 125 fragmentation of gallic acid-but a complete identification could
not be carried out.

Flavonoids. A high number of the identified compounds were flavonoids, most of them
O-glycosides, which we will classify by the aglycone. The identification of the attached moieties
(sugars) to the aglycone was based on the observed neutral losses such as hexosyl (162 Da),
deoxyhexosyl (146 Da), glucuronyl (176 Da), and pentosyl (132 Da).

Six quercetin glycosides were detected. Compound 40 corresponded to the aglycone (com-
parison with an analytical standard). Compound 9 suffered neutral losses of 162 Da and 146
Da, so it corresponded to quercetin-O-hexoside-O-deoxyhexoside. Compounds 25 and 26
were quercetin-O-hexoside isomers due to the loss of 162 Da. Similarly, we identified com-
pounds 30 and 32 as quercetin-O-pentoside and quercetin-O-deoxyhexoside, respectively.

Five myricetin conjugates were characterized, with myricetin aglycone—[M-H]" at m/z 317
and characteristic fragment ions at m/z 179 and 151 —corresponding to compound 34. Com-
pound 13, with a deprotonated molecular ion at m/z 631, suffered neutral losses of galloyl (152
Da) and hexosyl moieties 152 Da; it was myricetin-O-(O-galloyl)hexoside according to bibliog-
raphy [34]. We characterized compound 14 as myricetin-O-hexoside, 21 as myricetin-O-
dihexoside, 23 as myricetin-O-deoxyhexoside, and 37 as myricetin-O-deoxyhexoside-O-
hexoside.

We detected three apigenin glycosides. Compound 17 presented deprotonated molecular
ion at m/z 593, and its fragmentation pattern agreed with that of 6,8-di-C-glycosyl apigenin
(vicenin-2) [35]. Compound 19, with [M-H] at m/z 563, presented fragment ions at m/z 413
and 293; we thus characterized it as an apigenin-C-hexoside-O-pentoside [36]. Finally, com-
pound 33 displayed the neutral loss of 176 Da (glucuronide) to yield the aglycone at m/z 269,
so we identified it as apigenin-O-glucuronide.

Compound 18 presented [M-H]" at m/z 521, and suffered neutral losses of hexosyl
(521—359) and methoxyl (359—344, 344—329) moieties. This fragmentation pattern is con-
sistent with polymethoxylated flavonoid hexosides.

Compound 31 and 36 corresponded to kaempferol-O-hexoside and luteolin-O-deoxyhexo-
side, respectively. The aglycones were characterized by comparison with analytical standards.

Finally, two biflavones were characterized. Compounds 43 and 45 presented the deproto-
nated molecular ions at m/z 537. On the one hand, the fragmentation pattern of compound 45
agreed with amentoflavone [37]. On the other hand, compound 44 was characterized as a bifla-
vone, possibly biapigenin [38].

Other compounds. Compounds 1, 27, and 29 presented MS® fragment ions at m/z 179,
161, 119, and 131, which have been previously reported in saccharides [39, 40]. We thus char-
acterized these compounds as saccharides or saccharide derivatives.

Compound 8 was a formate adduct and presented the same fragmentation pattern than
drovomifoliol-O-B-D-glucopyranoside, a terpenoid described by Li, Zhang [41], and reported
as vomifoliol glucoside or roseoside by other authors [34].
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We characterized tentatively compounds 42 and 43 as oxo-dihydroxy-octadecenoic and tri-
hydroxy-octadecenoic acids, respectively, considering data from the scientific literature [42,
43].

Quantification of polyphenols

The concentrations of individual and total phenolics (TTPC) found in the analyzed extracts are
shown in Table 2. It can be observed that phenolic acids represented the highest levels of phe-
nolic compounds in H. salsugineum methanolic extract (approximately 80% of TIPC). The
most abundant compounds were 3- O-caffeoylquinic acid (73 mg/g DE), 5-O-caffeoylquinic
acid (51 mg/g DE) and a caffeoylquinic acid derivative (67 mg/g DE). The second most abun-
dant group of compounds corresponded to flavonols, which were mainly composed of myrice-
tin-O-hexoside (12.5 mg/g DE) and quercetin-O-hexoside isomers (19.2 mg/g DE). Finally,
TIPC was 249 mg/g DE.

The concentrations of phenolic acids, as well as TIPC, compare favorably with the levels
found in other Hypericum species. Jabeur, Tobaldini [44] reported a TIPC value of 110 mg/g
in H. androsaemum extracts, approximately half the levels here observed. For 3-O-caffeoylqui-
nic acid (3-CQA) and 5-O-caffeoylquinic acid, they observed concentrations of 11.6 and 40.1
mg/g extract, lower than the ones here observed. The levels of quercetin-O-hexoside isomers
were similar in both cases. However, both the TIPC and phenolic acid concentrations reported
in our studies are higher than those found in H. androsaemum. In H. undulatum [45], the lev-
els of 3-CQA were also significantly lower (10-16 mg/g) than in the analyzed extracts of H. sal-
sugineum. In H. perforatum shoots, only 3.1 mg/g of 3-CQA were reported [46], whereas
quercetin hexoside and total flavonoid levels were also lower. Finally, 3-CQA levels in aerial
parts of H. origanifolium, H. montbretii, and H. perforatum [47] were lower than the levels
found in the present work, except for leaves of H. montbretti, which were 180 mg/g.

Table 2. Quantification of phenolic compounds in H. salsugineun (mg g ' DE).

N°. | Assigned identification Concentration (mg g ' DE)
Phenolic acids

3 Caffeoylquinic acid derivative 674

4 5-O-caffeoylquinic acid 51+2

6 3-O-caffeoylquinic acid 73£2

7 4-0O-caffeoylquinic acid 10.5 +0.7
10 4-p-coumaroylquinic acid 51+05
Total 207 £5
Flavonols

14 Myricetin-O-hexoside 125 +0.9
25 Quercetin-O-hexoside 154+0.8
26 Quercetin-O-hexoside 38103
32 Quercetin-O-deoxyhexoside 6.4+03
34 Myricetin 0.83 +0.07
40 Quercetin 1.7+0.1
Total 41 +1
Flavones

33 Apigenin 0.3 £0.1
43 Biflavone 0.64 + 0.05
Total 0.9 0.1
TIPC 249+ 6

https://doi.org/10.1371/joumal.pone.0197815.t002
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Enzyme inhibitory effects and molecular modelling

Natural enzyme inhibitors are gaining interest to combat global health problems including
Alzheimer’s disease, Diabetes mellitus, hyperpigmentation, and hypertension. The prevalence
of these diseases is critically increasing worldwide, and thus effective strategies are required to
control these diseases. With this in mind, the discovery of natural and safe enzyme inhibitors
is one of the most investigated subjects in the scientific platform. For this purpose, we tested
enzyme inhibitory effects of H. salsugineum extract against cholinesterase, tyrosinase, amylase,
and glucosidase. The results are illustrated in Table 3. The tested extract possessed consider-
able inhibitory potential on tyrosinase and glucosidase. However, the extract exhibited weak
ability on cholinesterases and amylase. Although several studies were performed on the
enzyme inhibitory properties of some Hypericum species [48-50], this work provides the first
information concerning H. salsugineum. The observed activity of the extract might be
explained taking into account its phytochemical composition. Apparently, the phytochemical
analysis of the extract evidenced the presence of several bioactive compounds. In this context,
molecular docking was performed to understand possible interactions between phytochemi-
cals and enzymes. The most abundant substances were selected as targets in the molecular
modelling studies.

The best docking scores for all the selected substances docked into the enzymatic pocket of
our enzyme pool are reported in Table 4. We focused the i# silico experiments only on the
most involved enzymes, namely «-glucosidase and tyrosinase. The analysis of the docking
scores revealed that the best fitting on tyrosinase was given by the selected flavonols, and par-
tially by the caffeoylquinic acids. We have found caffeoylquinic acid derivatives to give poor
interactions with this enzyme by the leaving open to the hypothesis that isoquercitrin, querce-
tin, isoquercetin, and myricetin-3-O-glucoside may be responsible for the excellent inhibition
activity found for the extract (Fig 2). Moreover, also the docking study on ¢-glucosidase, have
shown the limited interaction of caffeoylquinic acids to the enzymatic pocket and high docking
scores for quercetin, isoquercitrin, quercetin, and myricetin-3-O-glucoside (Fig 3). This obser-
vation is in agreement with the literature data which reports a good antidiabetic activity of sev-
eral herbals extracts containing high amount of quercetin [51], isoquercitrin [52], myricetin
[53, 54] and their glucosides, by the inhibition of ¢-glucosidase, and the inhibition of tyrosi-
nase by isoquecitrin and isoquercetin [55, 56].

Evaluation of anti-cancer efficacy

Hypericum species are one of the most intensely studied groups in the research area of drug
design and discovery of natural products for their effective pharmacological contents [57].
Many different Hypericum species’ anti-neoplastic effects have been reported in various cancer

Table 3. Enzyme inhibitory effects of H. salsugineun.

Assays Results
Acetylcholinesterase (mgGALAE/g) 1.689+0.150*
Butyrlcholinesterase (mgGALAE/g) 0.244+0.029
Tyrosinase (mgKAE/g) 65.29+0.41
u- Amylase (mmol ACAE/g) 0.616+0.073
u-Glucosidase (mmolACAE/g) 19.466+0.704

*Values expressed are means 5.D. of three parallel measurements. GALAE: Galantamine equivalent; KAE: Kojic
acid equivalent; ACAE: Acarbose equivalent.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0197815.t003
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Table 4. Docking scores obtained by Glide XP.

«-Glucosidase Tyrosinase
Compounds Docking Score Docking Score
Myricetin -6.11 -6.898
Quercetin -5.525 -6.959
3-0-caffeoylquinic a. -7.147 -6.091
4-0-caffeoylquinic a. -6.396 -6.698
5-0-caffeoylquinic a. -8.034 -6.060
Myricetin-O-hexoside -7.391 -9.221
Quercetin-0-hexoside -8.221 -7.681
Quercetin -5.384 -7.198
Isoquercitrin -7.869 -8.290

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0197815.t004

types, and specific phytochemical libraries were generated for new drug formulations [58-63].
In this study, anti-neoplastic effects of H. salsugineum were evaluated for the first ime.

Breast cancer, which is a heterogeneous and complex disease, is the most common malig-
nancy among women worldwide [64, 65]. Due to variable tissue and receptor activities,
patients cannot benefit from the same treatment protocol. Although surgery, chemotherapy,
and radiotherapy are the primary treatment modalities in breast cancer, hormone and targeted
treatment options are being added according to the progression and type of the disease [66-
71]. Despite all these advanced treatment options, efforts are underway to reduce the side
effects of the drugs and to develop more effective agents. We investigated the effects of H. sal-
sugineum on the cellular phenotype of cell lines for the two major molecular subtypes of breast
cancer, luminal and basal. MCF-7 and MDA-MB-231, are well known for their clinical, patho-
logical, and immunological characteristics, and are widely used model cell lines in breast can-
cer research [72]. MCF-7 is a luminal-type breast cancer cell line expressing estrogen receptor
and MDA-MB-231 is basal-type cell line and has no hormone receptors such as estrogen
receptor, progesterone receptor, and human epidermal growth factor receptor-2. MDA-MB-
231 was also reported to be in the Claudin-low class during recent classification studies [73—
75].

We initially investigated the time and dose-dependent effects of H. salsugineum methanolic
extract on the cells by using a real-time, label-free iCELLigence cell analysis system. Platform
measures the impedance via gold microelectrodes placed at the bottom of the system-specific
E plate L8 and monitors the values in real time, resulting in quantitative high-throughput cel-
lular data [76, 77]. In our study, cells were treated between the range of 62.5 and 2000 ug/ml of
H. salsugineum extract and the effects were recorded in a total of 72 h. According to the
obtained cell index values, cells were not viable following 2000 and 1000 pg/ml of H. salsugi-
neum treatment, whereas an inhibition profile was observed between the range of 500 to
62,5 ug/ml treatments compared to the control (Fig 4). The IC50 values were calculated as
365.3%19.2 and 368+4.2 pg/ml for MCF-7 and MDA-MB-231, respectively. These results dem-
onstrated that H. salsugineum displayed anti-proliferative effects on cells that were dynamically
screened in a serial dose range and obtained IC50 values indicated that it was not cytotoxic to
cells.

To observe the long-term effects of H. salsugineum on breast cancer cell lines, colony for-
mation assay was performed. Based on the proliferation data, the cells were treated with doses
close to and below the IC50 value of H. salsugineum extract for 14 days to determine the effect
on the colony forming ability. Colony formation in both cell lines was significantly reduced
with 62.5 and 125 pg/ml of H. salsugineum treatment and was completely inhibited with 250
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Fig 2. 2D representation of the best pose of (A) isoquercitrin, (B) isoquercetin, (C) myricetin-3-O-glucoside, (D)
quercitrin docked in the catalitic pocket of tyrosinase.

https:/doi.org/10.1371/journal.pone.0197815.9002

and 350 pg/ml of the extract. H. salsugineum was more effective on MCF-7 cells than
MDA-MB-231 cells for inhibition of colony formation (Fig 5) which may be explained by the
more invasive and metastatic characteristics of MDA-MB-231 cell line. However, at 350 ug
/ml, which is close to the determined IC50 values, H. salsugineum displayed evident stochastic
effects in both cell lines.

For observing the effects of H. salsugineum on the migration capabilities of MCF-7 and
MDA-MB-231 cells, in vitro wound healing scratch assay was performed. Fig 6(A) shows the
formed wounds at 0 h and the healing progression at 48 h. Cell migration was significantly
reduced by 350 ug/ml H. salsugineum treatment in both cell lines, 21.06+3,9% in MCF-7 and
44.6%+2,2% in MDA-MB-231, compared to control (Fig 6B and 6C). Similar to the results of
colony formation assay, H. salsugineum was less effective in MDA-MB-231 cells in reducing
the ability to migrate.

The results of our three consecutive assays -proliferation, colony formation, and wound
healing- clearly confirmed that H. salsugineum significantly inhibited cellular growth in MCEF-
7 and MDA-MB-231 breast cancer cell lines. We believe that the inhibition effects of H. salsu-
gineum on breast cancer cell lines are due to the compounds that we have identified (Table 2).
H. salsugineum contains chlorogenic acid derivatives as major phenolic compounds, and myri-
cetin and quercetin derivatives as major flavonols. All these phenolic compounds’ chemo-
preventive properties and mechanisms of action are well-described in the literature [78].
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Fig 3. 2D representation of the best pose of (A) isoquercetin, (B) isoquercitrin, (C) quercitrin, (D) myricetin docked
in the catalitic pocket of u-glucosidase.

https:/doi.org/10.1371/journal.pone.0197815.9003

Focusing on recent breast cancer research, Jiao et al. reported that, myricetin suppressed the
cell viability of MCF-7 cells mainly through p21-activated kinase 1 through downstream sig-
naling of the B-catenin pathway [79]. In another study, Ranganathan et al. demonstrated that
quercetin induces apoptosis in breast cancer cells through suppression of Twist via p38MAPK
pathway [80]. Steiner, Davis [81] reported the dose-dependent positive effects of quercetin in
transgenic mouse model of human breast cancer and identified the specific gene expression
signature related to quercetin treatment. Chlorogenic acid, which is found in the human diet
as one of the major active ingredients of many foods, was shown to suppress the proliferative
and invasive phenotype of breast cancer cells [82-84]. The results of this study demonstrate
that H. salsugineum methanolic extract has anti-cancer effects on the variable type of breast
cancer cell lines with different comprehensive assays. Our findings and earlier research indi-
cate that the inhibitory effects of H. salsugineum on breast cancer cells may be associated with
these compounds and H. salsugineum can be used for new drug formulations with its bioactive
content.

Conclusion

In recent years, biologically-active compounds have provided great potential as therapeutic
agents to control significant health problems, such as Alzheimer’s disease, type II diabetes, and
cancer. Within the framework of this information, we focused on the biological potential and
chemical characterization of Hypericum salsugineum. The tested extract possessed promising
biological abilities with high levels of phenolic acids including 3-O-caffeoylquinic, 5-O-
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Fig 4. Anti-proliferative and cytotoxic effects of H. salsugineum methanolic extract on breast cancer cell lines via
iCELLigence real time cell analysis system. (A) MCF-7 and (B) MDA-MB-231 cells were treated with varying
concentrations (62,5 to 2000 pg/ml) of H. salsugineum methanolic extract. Charts were represented impedance
measurements for 72h in real time and without any additional labelling. IC50 values are the means * standard
deviation of three independent experiments.
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Fig 5. Colony formation ability of breast cancer cell lines by H. salsugineum methanolic extract treatment. (A)
Representative images were showing colony formations for breast cancer cells which were treated with increasing
concentrations (62,5 to 350 ug/ml) of H. salsugineum methanolic extract for 14 days. Histograms show the mean
number of colonies in (B) MCF-7 and (C) MDA-MB-231. Values are the means + standard deviation of three
independent experiments. P<0.05 is considered as statistically significant. *P<0.05, **P<0.01 compared to control.

https:/doi.org/10.1371/journal.pone.0197815.9005
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Fig 6. Inhibition of cell migration in breast cancer cell lines by wound healing assay after H. salsugineum
methanolic extract treatment. Cells were scratched and treated with 350 pg/ml H. salsugineum methanolic extract for
48h. (A) Representative images were indicating wounded areas before and after treating of the cells. Closure rates were
analyzed with Tmage] software. Bar graphs shows the mean of closure rates in (B) MCF-7 and (C) MDA-MB-231. The
mean values and the * standard deviation were obtained from three independent experiments. P<C0.05 is considered as
statistically significant. *P<0.01 compared to control.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0197815.9006

caffeoylquinic, and 4-O-caffeoylquinic acids. It significantly inhibited cellular growth in MCF-
7 and MDA-MB-231 breast cancer cell lines. The current findings add to a growing body of lit-
erature on the genus Hypericum and the promising results here reported can provide a basis to
design new phytopharmaceuticals and cosmeceuticals from H. salsugineum. However, further
experimental studies (animal or bioavailability studies, etc.) into H. salsugineum are strongly
recommended.
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