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OZET
Yiksek Lisans Tezi
Rekombinant ROR1 Tirozin Kinaz Antijeninin Uretilmesi
Merve Samur
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Danigman Ogretim Uyesi Dog. Dr. Arzu Atalay

Reseptor tirozin kinaz benzeri orphan reseptdr 1 (ROR1), tirozin kinaz reseptdr ailesinin bir
Uyesi, onkoembriyonik transmembran proteindir. Emriyogenez sirasinda normal ifade
edilmekte, saglikli yetiskin dokularda ifadesi baskilanirken birgok hematolojik ve solid
malignitede kanser hiicre ylizeyinde asir1 ifade edilmektedir. ROR1 ligand baglanma alanina
Wnt5a endojen ligandin baglanmasi ile ROR1 aktive edilir ve aktivasyon artan hiicre ici
sinyallesme, tiimor biiyiimesi, hayatta kalmasi, terapi direnci gibi tiimor gelisimi ve
ilerlemesine katki saglayan hiicresel siiregler ile sonuglanir. ROR1’in kanser gelisimi ve
ilerlemesine sagladig1 fonksiyonel katkinin anlagilmasi ROR1’1, yeni immiinoterapiler i¢in
potansiyel bir hedef haline getirmistir. Klinik o6ncesi ve klinik ¢aligmalarda RORI1'i
hedefleyen antikor bazli immiinoterapiler gelistirilmis ve yenileri gelistirilmeye devam

etmektedir.

Bu tez caligmasinda RORI hiicre dig1 alaninin tamamini kapsayan ve ROR1 hiicre dis1
alaninda bulunan fzd+kringle alanlarini kapsayan iki bolgeye karsi Histidin taq konjuge
rekombinant protein Uretilmistir. Bu amacla ilgili diziler klonlanmis, bakteriyel pET30
ekspresyon sistemi ile ifade ettirilmis ve Ni-NTA rezin kullanilarak saflagtirilmastir.
Uretilmis bu iki rekombinant protein, ileride hibridoma teknolojisi ile anti-ROR1 notralizan

monoklonal antikor gelistirilmesi i¢in antijen olarak kullanilacaktir.

2022, 80 sayfa

Anahtar kelimeler: ROR1 reseptor kinaz, Hiicre dis1 alan, Antijen, pET-30 ifade sistemi.



ABSTRACT
MSc Thesis
Production of Recombinant ROR1 Tyrosine Kinase Antigen
Merve Samur
Ankara University Biotechnology Institute
Supervisor: Assoc. Prof. Arzu Atalay

Receptor tyrosine kinase-like orphan receptor 1 (ROR1) is a member of the tyrosine kinase
receptor family that is an oncoembryonic transmembrane protein. ROR1 is normally
expressed during embryogenesis, generally repressed in normal healthy adult tissues and
overexpressed on the cancer cell surface in various solid and hematological malignancies.
Binding of the Wnt5a endogenous ligand to the ROR1 ligand binding site activates ROR1,
enhanced intracellular signaling and results in cellular processes that drive tumor
development and progression, such as increased intracellular signaling, tumor growth,
survival, and therapy resistance. Understanding the functional contribution of ROR1 to
cancer development and progression has made ROR1 a potential target for new
immunotherapies. Antibody-based immunotherapies targeting ROR1 have been developed

in preclinical and clinical studies and new ones are under development.

In this thesis, Histidine taq conjugated recombinant protein was produced against two
regions covering the entire ROR1 extracellular domain and fzd+kringle domains in the
RORL1 extracellular domain. For this, the related sequences were cloned, expressed by the
bacterial pET30 expression system and purified using Ni-NTA resin. These two recombinant
proteins have been produced ,will be used as antigens for the development of anti-ROR1

neutralizing monoclonal antibodies by hybridoma technology in the future.

2022, 80 sayfa

Anahtar kelimeler: RORL1 receptor kinase, Extracellular domain, Antigen, pET-30

expression system.
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1. GIRIS

Kanser, diinya genelinde 6nde gelen dnemli bir halk sagligi sorunudur ve kiiresel dlcekte
ikinci 6lum nedenidir (1). Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi tarafindan iretilen
GLOBOCAN verilerine gore, 2020 yilinda 19,3 milyon kisiye kanser teshisi konulmustur
ve yaklasik 10 milyon kisi kanser nedeniyle hayatin1 kaybetmistir (2). Kanser gelisiminde
ve ilerlemesinde 6nemli rol oynayan temel biyolojik nedenlerin anlasilimasma yonelik
yapilan ¢aligmalar, kanser hiicrelerinin gelisiminde ve ilerlemesinde anahtar role sahip bir
dizi molekiiler anomalinin kesfedilmesine yol agmustir (3). Son yillarda kanser hiicrelerinde
asir1 ifade edilen, kanser gelisiminde ve ilerlemesinde hayati role sahip ¢esitli tiimorle ilgili
antijenlerin (TAA) tanimlanmasi, bu antijenlerin kanser tedavisi ve teshisinde
hedeflenmesine yonelik ilginin artisina neden olmustur (4). Kanser hiicrelerinde asir1 ifade
edilen molekulleri hedeflemek igin gesitli tedavi stratejileri gelistirilmeye ¢alisilmaktadir.
Monoklonal antikorlar da molekiilleri hedeflemek amaciyla gelistirilmis, basarili terapotik
stratejilerden biridir.

Reseptor tirozin kinaz benzeri orphan reseptér 1 (ROR1), reseptor tirozin kinaz ailesinin bir
iiyesi olan ROR ailesinin iki iiyesinden biridir. RORI1, embriyonik gelisim sirasinda
farklilagsma, ¢ogalma, go¢ ve hayatta kalma ile ilgili hiicresel siire¢lerde 6nemli rol oynayan
transmembran glikoproteindir. Embriyonik gelisim sirasinda yiiksek olan RORI ifade
seviyesi, dogum sonrasi yetiskin doku hiicrelerinde biiyiik 6l¢iide asagi regiile edilmektedir
(5). RORI1 ifadesini normal doku ve tiimér biyopsi 6rneklerinde analiz eden birgok ¢alisma,
saglikli dondrlerden alinan normal dokularda diisiik seviyede olan ROR1 ifadesinin, kanser
hiicrelerinde yiliksek seviyelerde oldugunu belirtmistir. Hematolojik ve solid malignitelerde
asir1 ifade edilen RORI, hiicre proliferasyonu, hiicre gocii, hiicre invazyonu ve apoptoz
inhibisyonu gibi kanser gelisimi ve ilerlemesine katki saglayan hiicresel siirecleri aktive
etmektedir. ROR1’in kanser gelisimi ve ilerlemesine sagladigi katkinin anlagilmasi, kanser
kaynakli mortaliteyi azaltmak ve hastalarin sag kalim siiresini uzatmak i¢cin ROR1’in yeni

ila¢ hedefleri olarak kullanilabilecegini ortaya koymaktadir.

Bu tez ¢alismasinda anti-ROR1 monoklonal antikoru gelistirilmesi amaci ile ROR1 hiicre
dis1 alaninda iki bolge rekombinant protein olarak klonlanmus, bakteriyel pET30 ekspresyon

sistemi ile ifade ettirilmis ve Ni-NTA rezin kullanilarak saflastirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER
21. ROR1

Reseptor tirozin kinaz benzeri orphan reseptér 1 (ROR 1), reseptor tirozin kinaz (RTK)
ailesinin Uyesi olan bir transmembran proteindir. 1992 yilinda insan noéroblastom hiicre
hattinda tanimlanmistir (6). Uzun yillar boyunca ROR proteinleri endojen ligandlar1 ve
iliskili sinyal yolaklar1 kesfedilmedigi ve tanimlanmadigi igin ‘yetim’ reseptor olarak
adlandirilmis olsalar da son yillarda yapilan ¢aligmalar neticesinde ROR1’in Wnt ligandlar1
iGin reseptor olarak hareket ettigi, Wnt5a'nin birincil ligand oldugu ve kanonik olmayan Wnt
yolunun aktivasyonuna aracilik ettigi belirlenmistir (7). ROR 1, embriyonik gelisim
sirasinda kemikler ve iskelet kaslar1 dahil olmak iizere ¢esitli dokularin/organlarin
morfogenezinde ve olusumunda O6nemli rol oynamaktadir (8). Embriyogenez sirasinda
onemli rol oynayan ROR1’in dogumdan sonra yetiskin dokularda ifadesinin azaldigi
g6zlemlenmistir (9). ROR1’in insan yetiskin dokularindan, mide, kolon, mesane, uterus,
testis, akciger, paratiroid ve primer fibroblast bdlgelerinde sadece cok diisiik seviyelerde
ifade edildigi, pankreas ve yag dokusunda ise bu oranin biraz daha yilksek oldugu

bulunmustur (10).
2.1.1. ROR1 YAPISI VE BiYOLOJIiK FONKSiYONLARI

ROR1, insanda 1. kromozomun kisa kolunun p31.3 bolgesinde lokalize olan 5858 baz
ciftinden olusan bir gen (ENST00000371079.6) tarafindan kodlanan, 937 amino asit
uzunlugunda bir transmembran proteindir (Sekil 2.1.) (11). Proteinin molekiiler agirligi,

glikosilasyon modeline bagli olarak 100 ile 130 kDa arasinda degismektedir (12).

Chr 1
M = Y]
o mno [y Y] = oM oHANN oM O MON N o N =
00 g 0N ) bn) N o A00 o "o 9T DDA of NN = 0NN 0O o
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Sekil 2.1. ROR1 kromozomal lokasyonu (13).

ROR1, bir hiicre dig1 alan, bir transmembran alan ve bir hiicre igin alan iceren transmembran
reseptoridur (6). ROR 1 reseptoriiniin hiicre dis1 alani, immunoglobulin benzeri alan (1G),

Frizzled alam1 (FZD) olarak adlandirilan sistein agisindan zengin bir alan (CRD) ve bir
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Kringle alani (KRD) i¢ermektedir ardindan hiicre dis1 alani sitoplazmik alana baglayan
transmembran alan gelmektedir ve hiicre ici sitoplazmik alan bir tirozin kinaz alani, iki adet
serin/treonin bakimindan zengin alan tarafindan c¢evrelenen prolin bakimindan zengin bir
alan icermektedir (Sekil 2.2.) (14). ROR1 CRD alani, FZD reseptorlerininkine benzerlik
gostermektedir ve WNT ligandlarinin baglanmasi i¢in temel alan olarak tanimlanmuistir.
Whnt5a endojen ligandi CRD alanina baglanarak kanonik olmayan WNT sinyalini modiile
etmektedir (15). KRD alan1t ROR1’in diger reseptorler ile etkilesimine aracilik etmektedir
(16). KRD alanina sahip olan tek reseptor tirozin kinaz ailesi tiyeleri ROR1 ve ROR2’dir,
ROR1/ROR2 hetero-oligomerizasyonu igin gereklidir (17). Prolin agisindan zengin alan,
SRC homoloji 3 (SH3) alani tagiyan proteinler tarafindan taninmaktadir ve boylece protein-
protein etkilesimlerine aracilik ederek hiicre go¢ii ve cogalma sinyallerinin aktivasyonunda
rol oynamaktadir (18). Serin/treonin agisindan zengin alan, adaptor proteinlerle fiziksel
olarak etkilesime girerek apoptoza karsi dirence neden olmaktadir (17). ROR1, tirozin kinaz
alani, reseptor tirozin kinazlarda yiiksek oranda korunmus olan, fosfotransferaz aktivitesi
icin 6nemli birkag kalintidan yoksundur ve bunlarin arasinda ii¢ tanesi C482G, K614R ve
L634F katalitik merkezde bulunmaktadir bu nedenle azaltilmis kinaz aktivitesine sahiptir ve

psodokinazlar olarak siniflandirilmaktadir (19).

RORL1 biyolojik fonksiyonlarinin arastirilmasi in situ hibridizasyon teknigi ve mutant
knockout fareler kullanilmistir. ROR1 knockout farelerde, iskelette, kalpte veya yiizde
herhangi bir morfolojik anormallik gbzlenmemistir, ancak dogumdan sonraki 24 saat iginde
muhtemelen solunum yetmezligi nedeniyle 6lmiislerdir (20). Fareler ile yapilan ¢alismalar
sonucunda, ROR1’in esas olarak embriyogenez sirasinda merkezi sinir sisteminin, iskelet
sisteminin ve akcigerin gelisiminde rol oynadig: tespit edilmistir (21). iskelet ve noral
organogenezde Onemli bir rol oynayan ROR1’in embriyonik gelisim sirasinda yiiksek
seviyelerde ifade edildigi ancak dogumdan sonra yetiskin dokularinda ifadesinin azaldigini
gozlemlenmistir (22). ROR1, embriyogenez sirasinda metabolizma sinyalizasyonu ve hiicre
sinyallesmesi, hiicresel polarite olusturma, hiicre farklilagmasi, anjiyogenez, hiicre gocii ve
hiicre istilas1 gibi 6nemli hiicresel siireglerde rol oynamaktadir (23). ROR1, dogum sonrasi
yetiskin dokularin ¢ogunda ya yoktur ya da diisiik seviyelerde ifade edilmektedir (7).
Yetigkin dokularda ROR1'in biyolojik islevi su anda tam olarak anlagilmamasina ragmen

artan sayida ¢aligma RORI1'in insan kanserleriyle yiiksek oranda iliskili oldugunu, tumor



hicrelerinde hem mRNA hem de protein seviyelerinde ROR1’in asir1 ifade edildigini

gostermektedir.

IG Ig-like domain

CRD Cysteine-rich domain

Extracellular matrix

Sekil 2.2. RORI1 alan yapilar1 (7).

2.1.2. RORT’IN DUZENLEDIGIi SINYAL YOLAKLARI

ROR1 sinyal iletimi, hicre-hiicre etkilesimini, hiicre proliferasyonunu, hiicre
farklilasmasini, hiicre metabolizmasi ve hayatta kalma siirecini dizenlemektedir (24). ROR1
sinyal iletim yolagi heniiz tamamen aydinlatilmamis olsa da kanonik olmayan WNT
ligandlar1t WNTSA, WNTSB ve WNTI16’nin ROR1 CRD alanina baglanmasiyla
RORL/WNT sinyalinin indiiklendigi bilinmektedir. Fonksiyonel g¢aligmalar, ROR1'in,
Whntba igin bir reseptor gorevi gordiigiinii ve kanonik olmayan Wnt sinyalini indtkledigini
gostermistir (25). Endojen ligandin reseptor CRD alanina baglanmasit ROR1/ROR2 homo
veya heterodimerizasyonunu veya RORL1’in bir FZD reseptori ile kompleks olusturmasini
indiklemektedir (26). Sekil 2.3.’de goriildiigii iizere endojen ligand baglanmas: ile reseptor
fosforilasyonunu indiiklenmekte ve WNT/PCP, MAPK/ERK, PIBK/AKT veya NF-kB gibi
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asag1 akis sinyal aglar1 aktive edilmektedir (27). ROR1/WNT sinyal yolunun aktive edilmesi
embriyonik ve timdr hicresi proliferasyonu, hayatta kalmasi ve goglinde rol oynayan
genlerin ekspresyonuna yol agan transkripsiyonel yanit1 indiiklemektedir. Bunlara ek olarak
RORI1 sinyalinin sitotoksik ilaglara direnci artiran genlerin ekspresyonunu arttirarak

kemorezistansa yol agabilecegini rapor edilmistir (28).

Endojen ligandin ROR1 CRD alanina baglanmasiyla ROR1/WNT sinyali indiiklenir, WNT
sinyali, DVL proteinlerini fosforile eder ve aktive olan DVL proteinleri sinyalleri RHOA,
RAC ve CDCA42 gibi farkli sinyal aglarina iletir, hiicre proliferasyonu, hiicre gocii ve apoptoz
inhibisyonunun induklenmesi ile sonuglanir (27). ROR1, WNT sinyallerini temel hiicresel
stireglerin  diizenlenmesinde yer alan diger ana sinyal yollarma baglamaktadir (29).
RORI1'den gelen asagi akis sinyali, PI3BK/AKT sinyal yolagini aktive etmektedir. ROR1
aktivasyonu, PI3K/AKT sinyal yolagini aktive ederek cAMP yanit elemani baglayici protein
(CREB) ve mTOR'un fosforilasyonuna neden olur (30). ROR1 ve PI3K aktivasyonu
arasindaki baglant1 heniiz tam olarak anlagilmamakla birlikte, ROR1'in PI3K kompleksinin
p85 diizenleyici alt birimine baglanan ve boylece hiicre zarma translokasyonunu destekleyen

hiicre i¢i adaptor protein ile etkilesime girdigi bilinmektedir (31).
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EMT and migration (e.g. SNAI1, VIM, ZEB1, WNT5A)

proliferation (e.g. CCNE1, CCND1, CCNB1, CDK4) .
survival (e.g. BCL2, BCL2L1, BAK, CASP3/7) u
therapy resistance (e.g. ABCB1, BMI-1)

Sekil 2.3.ROR1 sinyal iletim yolaklar1 (27).

2.2. ROR1VE KANSER

ROR1, proliferasyon, farklilasma, anjiyogenez, hiicre gogl, metabolizma sinyalizasyonu,
hiicre-hiicre etkilesimi gibi hiicresel sireclerde ve ayrica ¢esitli organ ve dokularin
embriyonik gelisiminin erken agamalarinda kritik rollere sahiptir, bu nedenle ROR1 anormal
dizenlenmesi ciddi gelisimsel kusurlara, hematolojik ve solid malignitelere neden
olmaktadir (23).

ROR1’in anormal ifade edilmesine bagli olarak meydana gelen asir1 aktif WNT/ROR sinyali
hiicre proliferasyonu, hiicre gocu, hiicre invazyonu ve apoptoz inhibisyonu gibi hiicresel
strecgleri etkileyerek bircok insan kanserinin gelisimine ve ilerlemesine katkida

bulunmaktadir (27). Wnt5a/ROR1 sinyali tumdr proliferasyonunu ve timér invazivligini
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indiklemektedir. Kanser hiicreleri {izerinde gergeklestirilen ¢ok sayida in vitro ve in vivo
calismalar sonucunda, RORI’in kanser hiicrelerinde proliferasyonu tesvik ederek ve
apoptoza karsi direng gelistirerek kanser hiicrelerinin hayatta kalmasma ve hastaligin
ilerlemesine katki sagladigi gosterilmistir ve ¢ogu calismada ROR1 bir onkogen olarak
tanimlanmistir (32). ROR1’in kanser hiicrelerinde proliferasyon ve apoptoz lizerinde etkisini
gosterebilmesi icin WntSa endojen ligandi tarafindan aktive edilmesi, reseptoriin prolin
bakimindan zengin alaninin fosforilasyonunun gergeklesmesi ve buna bagl olarak ROR1 ile
iliskili asag1 akis sinyal yolaklarmm etkinlestirilmesi gerekmektedir (33). ROR1’in kanser
hastalarinda proliferasyonun yani sira metastaz ile de iligkili olduguna dair klinik gézlemler
bulunmaktadir. Meme kanseri, globlastoma, yumurtalik kanseri ve melanom dahil birkag in
vitro kat1 tiimor modelinde gergeklestirilen ¢alismalar sonucunda; ROR1 yikiminin hiicre
gOciinii ve hiicre istilasini azalttigi rapor edilmistir (27). Sekil 2.4.’te goriildiigi tizere, ROR-
1 farkl sinyal proteinleri ile etkilesime girerek ve birka¢ transkripsiyon faktoriinu aktive
ederek c¢esitli malignitelerde farkli sinyal yollarini uyarir ve sinyal yollarinin uyarilmasinin
nihai sonucu olarak kanser hicrelerinde proliferasyon, metastaz ve apoptoz inhibisyonu

meydana gelmektedir (34).

RORI1, kemik iligindeki olgunlagmamis B hiicrelerinde ve bademcik B hiicrelerinde
kesfedilmistir ancak saglikli dondrlerden alinan normal olgun B hiicreleri, plazma hiicreleri
veya periferik kan mononikleer hicrelerinde bulunmamaktadir (27). Kronik lenfositik
I6semi hicrelerinde (KLL) ve normal olgun B hiicrelerinde gen ekspresyonunu karsilastiran
mikrodizi ¢alismalar1 sonucunda, KLL hiicrelerinde ROR1’in 19 kat daha fazla ifade edildigi
gozlemlenmis ve ROR1 kronik lenfosittik I6semi hicrelerinde bir imza geni olarak
tanimlanmustir (35). Bu ¢aligma sonucunda ilk kez bir malignitede ROR1’in yiiksek seviyede
ifade edildigi gosterilmistir. KLL hastalarmin ¢ogunlugu kanda yiiksek seviyelerde ROR1-
pozitif tumaor hiicreleri barindirmaktadir, vakalarmin sadece yaklasik %5'in ihmal edilebilir
seviyede ROR1 ifadesi sergilemistir. ROR1 asir1 ifadesine sahip KLL hastalarmin, genel
hayatta kalma ve tedavisiz hayatta kalma siirelerinin onemli dl¢iide kisaldigi, ROR1’in
hastaligin agresif ilerlemesi tizerinde pozitif etkisi oldugu gozlenmektedir (36). KLL
hastalarinda ROR1’in agir1 ifade edildigi kesfedildikten sonra akut lenfositik 16semi (ALL),
Hodgkin olmayan lenfomalar (NHL) ve miyeloid maligniteler dahil olmak {izere ¢esitli
hematolojik malignitelerde yiuksek ROR1 seviyesi rapor edilmistir (35). ROR1'in agir1

ifadesi sadece hematolojik malignitelerde rapor edilmekle kalmamis, c¢ok cesitli kati
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malignitelerde de g0zlemlenmistir. Gergeklestirilen immiinohistokimya ve doku mikrodizi
analizleri sonucunda kolon, pankreas, akciger, meme ve yumurtalik kanserlerinde komsu
normal dokuya gore ¢ok daha yiiksek seviyede ROR1 ifadesi saptanmistir (10). Normal
meme dokularinda ROR1 ifadesi bulunmamasina ragmen meme kanseri timor ornekleri
RORI1 pozitif bulunmustur ve ROR1 asir1 ifadesinin, PI3K/AKT sinyal yolunun aktive
ederek hastaligin daha siddetli ilerlemesine ve timor metastazina neden oldugu rapor
edilmistir (32). Akciger kanseri, yumurtalik kanseri, kolorektal kanser ve pankreas kanseri
hiicrelerinde ROR1 ifadesi yiiksek seviyelerde rapor edilmistir ve ROR1 bu hastalarda
prognostik bir biyobelirte¢ gorevi gostermektedir (37). ROR1’in anormal ifadesi ve iligkili
sinyal yolaklarmin aktivasyonu hematolojik ve kati malignitelerde biyobelirteg gorevi
gOstermenin yani sira anti-kanser ila¢ gelisimi i¢in potansiyel terapotik hedef olarak da
hizmet etmektedir (38).

2.3.  RORI1 HEDEFLI AJANLAR

RORL1 ifade duizeyinin yetiskin dokularda diisiik olmasina ragmen gesitli kanser hiicrelerinde
asir1 ifade edilmesi, arastirmacilari, RORI1 ifade edilmesi ile kansere saglanan fonksiyonel
avantaji incelemeye ve kanser hastalarmin tedavi edilebilmesi igin ROR1’i hedefleyen gesitli
terapotik stratejiler gelistirmeye yoneltmistir (35). Buglne kadar, klinik 6ncesi ve klinik
calismalarda ROR1'e kars1 cesitli terapdtik stratejiler gelistirilmis ve degerlendirilmistir.
Cizelge 2.1.de ROR1’i hedefleyen ¢esitli klinik dncesi ve klinik ¢alismalar verilmistir.

Cizelge 2.1. ROR1 hedefli tirozin kinaz inhibit6rleri ve monoklonal antikorlar

Ilac¢ Tanimm Hastalik Referans
Cirmtuzumab | mAb KLL, MLL, Meme Kanseri (25)
NVG-111 Bispesifik Antikor | KLL, MLL, Hematolojik neoplasm | (39)

RORL1 and CD3

KAN0441671C | Inhibitor DLBCL (40)
KAN0439834 | Inhibitor KLL, Pankreas kanseri (41)
ARI-1 Inhibitor Akciger Kanseri (42)




2.3.1. ANTI-ROR1 TIROZIN KiNAZ iNHIBITORLERI

Kuctk molekulld tirozin kinaz inhibitorleri, tirozin kinazlardaki katalitik alanlar1 hedefleyen
ATP-rekabetci inhibitorlerdir.

KANO0439834 anti-RORI tirozin kinaz inhibitori, tirozin kinaz alaninin fosforilasyonunu
Onleyerek, ROR1 sinyal iletimini bloke etmektedir (41). In vitro c¢aligmalar,
KANO0439834’iin ROR pozitif KLL ve pankreas kanseri hucrelerinin apoptozunu
indiikledigini gostermektedir (43).

KANO0439834 anti-ROR1 tirozin kinaz inhibitoriinii gelistiren ayn1 grup tarafindan ikinci
nesil kiiglik molekiillii ROR1 inhibitorii KAN0441571C gelistirilmistir (40). Simdiye kadar
sadece yaygm biliyilk B hiicreli lenfoma hiicre dizilerinde test edilmis, RORI
fosforilasyonunu azaltmada ve akis asagi ROR1 sinyal iletimini bloke etmede basarili
oldugu gozlemlenmis ancak KAN0439834'ten daha yuksek bir sitotoksisite gostermektedir
(40).

ARI-I, ROR1'in hiicre dist WNT baglayict CRD alanini dogrudan hedefleyen baska bir anti-
RORL1 tirozin kinaz inhibitoridir (42). ARI-1, PI3K/AKT/mTOR sinyal yolunu ve ROR1
asag1 akis sinyalini bloke ederek ROR1 pozitif kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri

hicrelerinin proliferasyonunu ve migrasyonunu inhibe etmektedir (44).
2.3.2. ANTI-ROR1 MONOKLONAL ANTIKORLAR

Monoklonal antikorlar, reseptore ligand baglanmasmi dogrudan bloke ederler ve timor
hiicrelerini ortadan kaldirmak igin bagisiklik sistemini aktive eder (45). Kanser hastalarinin
tedavisinde kullanilan monoklonal antikorlar tek basina veya kemoterapi ile kombinasyon

halinde uygulandiginda uzun siireli sagkalim saglayan etkili ajanlardir.

Cirmtuzumab (UC-961), RORI1 hiicre dis1 alanina yiiksek afinite ve 6zgiilliik ile baglanan,
RORI1’e kars1 gelistirilmis ilk insanst mAb’dir (25). Cirmtuzumab, ayirt edici bir ROR1
epitopunu hedefler ve RORI1+ tiimor hiicrelerine karsi biyolojik aktiviteye sahiptir (46).
Cirmtuzumab, WNT ligand baglanmasi igin rekabet¢i bir inhibitor olarak davranir ve
ROR1'in timorijenik etkilerine yol agan sinyallesme kaskadinin aktivasyonunu

engellemektedir (27). Cirmtuzumab’in ROR1 hiicre dis1 alanina baglanmasi, ROR1-antikor



komplekslerinin lizozomal bolmelere hizli bir sekilde igsellestirilmesini indiiklemektedir
(46). 1k Kklinik oncesi caligmalarda, toksisite saptanmamistir bunun nedeninin
Cirmtuzumab’in dogum sonras1 dokular i¢in saptanabilir baglanma aktivitesine sahip
olmamasi olabilecegi diisiiniilmektedir (25). Birinci faz | denemesinde, niiksetmis KLL
hastalarinda Cirmtuzumab'1 test edilmistir ve iyi tolere edildigi, doz sinirlayici toksisite
tanimlanmadig1 ve sadece dar bir yan etki araligina ve uzun plazma yar1 6 mriine sahip oldugu
yaymlanmistir (47). Cirmtuzumab, KLL hastalarinda tiimor hiicresi ROR1 sinyalini inhibe
ederek RhoA ve HS1'in aktivasyonunu azaltmaktadir (27). Cirmtuzumab, ROR1 pozitif kati
timorlerde de denenmistir. Yiiksek ROR1 seviyesinin kemorezistansa ve metastaz ile iliskili
oldugu RORI1 pozitif meme kanseri Cirmtuzumab tedavisinin uygulandig: bir diger kanser
turudur. Klinik oncesi bir ¢alisma, her iki haftada bir Cirmtuzumab inflizyonunun, bir fare
PDX modelinde meme kanseri hiicrelerinde metastaz olusumunu inhibe ettigini géstermistir
(48). Meme kanseri veya KLL hastalarinda paklitaksel veya ibrutinib ile kombine

Cirmtuzumab iizerinde faz Ib ve faz I/Il ¢aligmalar1 halen devam etmektedir (27).

NVG-111 (scFv ROR1xCD3), kanser hiicreleri tizerindeki ROR1'e ve lenfositler Uizerindeki
hiicre yuzeyi CD3'lUne baglanan tandem tek zincirli degisken pargalardan (scFv) olusan
bispesifik bir insansi antikordur (39). RORL'in Frizzled alanina bir membran proksimal
epitopu baglayarak ve T hiicresi aktivitesini yonlendirerek tiimor hiicrelerinin gii¢li bir
sekilde Oldiriilmesini sagladigi gosterilmistir (49). NVG-111'in baglanmasi, MHC'den
bagimsiz immiinolojik sinaps olusumuna neden olarak, perforinleri, granzim B'yi ve

sitokinleri serbest birakarak hedeflenen kanser hiicrelerinin 6ldiiriilmesiyle sonuglanir (50).
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3. GEREKCE ve AMAC

Reseptor tirozin kinaz benzeri orphan reseptdr 1 (ROR1), embriyonik gelisim sirasinda
farklilagsma, cogalma, go¢ ve hayatta kalma ile ilgili stireclerde rol alan, reseptor tirozin kinaz
ailesi tyesi onkoembriyonik bir transmembran glikoproteindir (51). Dogum sonras1 saglikli
yetiskin dokularda RORI1 ifadesi ihmal edilebilir seviyelere diiserken ¢esitli hematolojik ve
solid malignitelerde ROR1 asir1 ifadesi rapor edilmistir (52). Cesitli kanser hiicrelerinde
gorilen ROR1 anormal ifadesi, kanser hiicrelerinin metastazi, proliferasyonu, hayatta
kalmasi, terapi direnci olusturmasi gibi biyolojik yanitlar olusturan, kanser hiicrelerinin
gelisimine ve ilerlemesine katki saglayan sinyal yolaklarmin aktive edilmesine neden
olmaktadir. ROR1’in kanser gelisimi ve ilerlemesine sagladigi fonksiyonel katkinin
anlagilmast RORZ1’i, yeni immdunoterapiler icin potansiyel bir hedef haline getirmistir ve
kanser hiicrelerinde ROR1 sinyal iletimini bloke edecek yontemler gelistirilmeye
calisilmaktadir. Son yillarda klinik 6ncesi ve klinik calismalarda ROR1'1 hedefleyen cesitli
monoklonal antikorlar gelistirilmistir ve yeni mAb’ler gelistirilmeye devam etmektedir
ancak giinimuzde ROR1’e kars1 gelistirilmis, KLL ve meme kanseri hastalarinin tedavisinde

kullanilan tek insans1 monoklonal antikor Cirmtuzumab’dir.

Her gecen giin kanser hastasi olan kisi sayis1 artmakta buna bagli olarak tedaviye ihtiyag
duyan hasta sayisinda ve kanser kaynakli 6liim oraninda artis gozlenmektedir. Kanser
hastalarinda semptomlar1 kontrol etmek, hastalarin yasam siiresini uzatmak i¢in bu yeni
terapotik yontemlerin gelistirilmesi gerekmektedir. Gelistirilecek yeni ve 6zgiin anti-ROR1
monoklonal antikorlari, ROR1 pozitif kanser hastalarinin tan1 ve tedavi yaklasimlarinda
faydali olacaktir. Bu tez ¢alismasinda ROR1 tiim hiicre dis1 alanini1 ve fzd+kringle alanini
kapsayan iki farkli bolgeye karsi rekombinant antijen gelistirilmesi amag¢lanmistir. Histidine
taq ile konjuge iki farkli rekombinant protein iiretilmis ve saflastirilmustir. Uretilmis olan iki
rekombinant protein anti-ROR1 nétralizan monoklonal antikor gelistirilmesi i¢in antijen

olarak tarafimizca kullanilacaktrr.
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4. MATERYAL ve YONTEM
41. MATERYAL
4.1.1. HUCRE HATLARI

Calismada ATCC’den temin edilen HTB-30 katalog numarasina sahip MDA-MB-231 meme

kanseri hucre hatti kullanildi.
4.1.2. PLAZMID VE BAKTERI SUSLARI

E. coli DH5a-TR1 (Invitrogen, 12297016) klonlama bakteri susu olarak, E. coli BL21(DE3)
(Novagen, 69450) protein ifade bakteri susu olarak kullanildi.

Vektor olarak, 5421 bg¢ biiyiikligiindeki pET-30a(+) (Novagen, 69909) ifade plazmidi
kullanildi. Vektor haritas1 Ek 1°de verilmistir.

4.1.3. REAKTIF VE KIMYASALLAR

Calismada kullanilan reaktif ve kimyasallar Cizelge 4.1.”de listelendi.
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Cizelge 4.1. Calismada kullanilan reaktif ve kimyasallar

REAKTIF/ KIMYASAL ADI MARKA-KATALOG NUMARASI
2X Ornek Yiikleme Tamponu Novex, LC2676
6X Ornek Yiikleme Tamponu NewEngland Biolabs, B7021S

1 kb DNA Ladder

NewEngland Biolabs, N3232S

100 bp DNA Ladder

ThermoScientific, SM0321

Anti His-Tag Antibody

Cell signaling — 2365S

Agaroz Sigma, A9539

Asetik asit Riedel-de Haén — 27225
Borik Asit Ambresco — 0588

BSA VWR - 0332
Coomassie brilliant blue R-250 Sigma — B7920

DMEM High Glucose

Lonza — 12-614F

EDTA

Sigma — E5134

EDTA’s1z proteaz 13nhibitor kokteyli

Roche — 11873580001

Ethanol

Merck — K51762283 937

FastDigest BamHI

ThermoScientific, FD0054

FastDigest Sall

ThermoScientific, FD0644

FastDigest RE Tamponu

ThermoScientific, B64

Fetal Bovine Serum

Gibco — 10500-064

Gliserol Sigma — G5516

Glisin Amresco — 0167

IPTG Applichem — A4773
Imidazol Applichem — A1378.0010
Kanamisin Applichem — A1493.0010
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Lizozim Applichem — A4972
Luria Broth Sigma — L3522
Methanol Merck — 1.06009.2511
NaCl Sigma — S3014

N-Lauroylsarcosine

Applichem — A1163,0025

NaOH

Riedel-de-Haen — 06203

PBS

Biological Industries — 02-023-1A

Penicillin-Streptomycin Solution

Biological Industries — 03-031-1B

Plasmocin

Invivogen — ant-mpp

Protein Dual Color Standard

Bio-Rad — 1610374

SDS

Sigma — L4390

Tris

Ambresco — 0826

Trypsin EDTA Solution A

Biological Industries — 03-050-1B

Ure

Amresco — 0378

B-mercaptoethanol

Merck — 8.05740.0250

T4 DNA Ligaz

ThermoScientific, EL0011

T4 DNA Ligaz Tamponu

ThermoScientific, B69

Taq DNA Polimeraz

ThermoScientific, 10342053

4.1.4. SOLUSYON VE TAMPONLAR

1X RTA Transfer Tamponu: Immiinblotlamada, jelin membrana transferi asamasinda
kullanilmak (izere transfer tamponu hazirlandi. Kit igeriginde bulunan 5X transfer
tamponundan 100 ml alind1 bos ve temiz bir cam kap igerisine aktarildi ardindan iizerine 100

ml ethanol ve 300 ml ddH20 eklendi ve karistirildi.

10X Kosturma Tamponu (pH:8,3): SDS-PAGE analizinde kullanilmak iizere 10X
kosturma tamponu stok olarak hazirlandi. 10X kosturma tamponu hazirlarken 700 ml ddH20

temiz ve bos bir beher icerisine aktarildi, 30,2 gr Tris, 144 gr Glisin ve 10 gr SDS tartilarak
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su ilizerine eklendi. Manyetik karistirict lizerinde ¢dziinene kadar karistirildi ardindan pH’1

8.3 ayarland1 ve son hacim 1 litreye tamamlandi.

10X TBS (pH:7,6): Immiinblotlamada kullanilmak iizere 10X TBS tamponu hazirland. 800
m ddH2O temiz ve bos bir beher igerisine aktarildi, 24 gr Tris, 88 gr NaCl tartilarak su
Uzerine eklendi. Manyetik karistirict tizerinde ¢oziinene kadar karistirildi ardindan pH’1

7.6’ya ayarland1 ve son hacim 1 litreye tamamlandi.

10X TBE: Agaroz jel elektroforezde kullanilmak iizere 10X TBE tamponu hazirlandi. 700
m ddH20 temiz ve bos bir beher igerisine aktarildi, 108 gr Tris, 55 gr Borik Asit, 40 ml 0.5
M EDTA tartilarak su iizerine eklendi. Manyetik karistirici ilizerinde ¢oziinene kadar

karistirild1 ardindan son hacim 1 litreye tamamlandi.

0,5 M EDTA (pH:8): TBE tamponu hazirlarken kullanilmak iizere EDTA soliisyonu
hazirlandi. 400 ml ddH2O temiz ve bos bir beher igerisine aktarildi, 93 gr EDTA tartilarak
su iizerine eklendi. Manyetik karistiric1 iizerinde karistirilirken pH:8 olana kadar NaOH

eklendi. Cézlndikten sonra son hacim 0.5 litreye tamamlandi.

TBS-T: iImmiinblotlamada membrani yikamak i¢in TBS-T tamponu hazirlandi. 100 ml 10X
TBS, 900 ml ddH20, 2 ml Tween-20 karistirildi.

%5 BSA: 100 ml TBS-T icerisine 5 gram BSA eklendi. Buz i¢esinde ¢6ziinmesi sagland1.

Fiksasyon solisyonu: Coomassie blue boyamasi i¢in 500 ml fiksasyon soliisyonu
hazirlandi. 200 ml ddH20O, 50 ml asetik asit ve 250 ml methanol karistirild1 (%40 ddH20,
%10 asetik asit, %50 methanol).

Destain Solusyonu: Coomassie blue boyamast sonrasi jel iizerinden boyay1 uzaklagtirmak
icin destain soliisyonu hazirlandi. 337,5 ml ddH20O, 7,5 ml asetik asit ve 125 ml methanol
karistirildi (%67,5 ddH20, %7,5 asetik asit, %25 methanol).
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4.1.5. KiTLER

Calismada kullanilan kitler Cizelge 4.2.°de listelendi.
Cizelge 4.2. Calismada kullanilan kitler.

Kit Adx Markasi — Katalog Numarasi

cOmplete™ lysis-M Roche — 04 719 956 001

cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail Tablets Roche — 11 697 498 001

Gel/PCR Purification Kit FavorPrep — FAGCKO001
High Pure Plasmid Isolation Kit Roche — 11-754-777-001
miRNeasy Mini Kit Qiagen — 217004

The Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit = Roche — 04-379-012-001

Western Bright-Sirius Chemiluminescent = Advansta - K-12043-D10
Detection Kit

Trans-blot Turbo RTA Transfer Bio-Rad — 170-4272
4.2. YONTEM

4.2.1. GENEL YONTEMLER

4.2.1.1. Kompetan Hiicre Hazirlanmasi

-80 °C’de muhafaza edilen stok DH50-TRI ve BL21(DES3) suslar1 ¢alisma ortamina getirildi.
50 ml falkon tiipler aseptik sartlarda etiketlenerek hazirlandi. Hazirlanan tiipler icerisine 10
ml LB besiyeri ve uygun stok suslarindan 20 pl almarak eklendi. Falkon tiipler 1sitmali-
calkalamali inkiibatore yerlestirilerek, 37 °C 180 rpm’de gece boyu kiiltiire birakildi. 500 ml
iki adet flask aseptik sartlarda etiketlenerek hazirlandi ve icerisine 100 ml LB besiyeri
eklendi. Gece boyu kiiltiire birakilan stok sivi kiiltiirden 1 ml alinarak igerisinde LB besiyeri
bulunan uygun flasklara eklendi. Flasklar inkiibatore yerlestirildi, 37 °C, 180 rpm’de 2,30
saat kiiltlire birakildi, ODeoo degeri 0.2-0.4 araligina ulasincaya kadar inkiibe edildi. OD
Olcima icin Bio-Rad SmartSpec spektrofotometre cihazi kullanildi. Sivi kiiltiir 4 °C, 4700
rpm’de, 15 dk santrifuj edildi. Stipernatan uzaklastirildi, pellet 25 ml soguk 0,1 M CaCl: ile
¢ozildu, buza gdmuildi, 2 saat inkiibe edildi. Falkon tupler 4°C, 4700rpm’de, 15 dk, santrifij
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edildi, stipernatan uzaklastirildi. Pellet, soguk 10 ml CaClo+Gliserol (9 ml 0.1 M CaCly, 1
ml gliserol) karisimi ¢6zuldd. 1.5ml ependorf tiipler etiketlendi, buza gomiildii, 100’er pl
ilgi drnekten eklendi, 30 dk buz uzerinde inkibe edildi, -80 °C buz dolabina kaldirilarak
muhafaza edildi.

4.2.1.2. Bakteriyel Transformasyon

-80°C’de buzdolabinda muhafaza edilen, DH5a-TR1 kompetan hiicrelerini igeren ependorf
tiip caliyma ortamina getirildi. Tlgili 6rnek, DH5a-TR1 kompetan hiicrelerini iceren ependorf
tuplerin icerisine eklendi. Ependorf tip 30 dk buz izerinde inkiibe edildi, ardindan 42°C su
banyosunda 30 sn 151 soku uygulandi. Ependorf tlp buz zerinde 2 dk inkiibe edildi. 1 ml
LB besiyeri, ependorf tip icerisine eklendi, 1sitmali-galkalamali inkiibatore yerlestirildi,
37°C, 180 rpm’de, 1 saat inkuibe edildi. +4 C’de muhafaza edilen LB-Agar-Kanamycin petri
kaplar1 ¢aligma ortamina getirildi, etiketlendi. Ependorf tip 13.000 rpm’de, 1 dakika
santrifiij edildi. 900 pl siipernatan uzaklastirildi, 100 pl ile pellet ¢6zildi. Aseptik ortamda,
cam drigalski baget ile LB-Agar-Kanamycin petri kaplarina ekim islemi gergeklestirildi.
Petri kaplari, ters ¢evrilerek 37°C” de gece boyu inkibe edildi.

4.2.1.3. Agaroz Jel Elektroforezi

DNA fragmentleri, yatay jel elektroforez sistemi kullanilarak ayristirildi. Ornek miktarina
gore kiiciik veya bliylik elektroforez tanki kullanildi, her ikisi i¢inde %1 yogunlugunda
agaroz jel hazirlandi. Kiiciik tank i¢in 0.3 gr agaroz tartildi, 30 ml 1X TBE i¢cinde tamamen
¢oOziildli, jelin bir miktar sogumasi beklendi ardindan konsantrasyonu 10 mg/ml olan
ethidyum bromiir’den 1 pl jel igerisine eklendi hafifce kopilirtmeden karistirildi. Biiyiik tank
icin ise 1.5 gr agaroz tartildi, 150 ml 1X TBE iginde tamamen ¢6ziildi, jelin bir miktar
sogumasi beklendi ardindan konsantrasyonu 10 mg/ml olan ethidyum bromiir’den 5 pl jel
icerisine eklendi hafifce kopiirtmeden karistirildi. Uygun hacim ve konsantrasyonda jel
hazirlandiktan sonra, elektroforez tank aparatina uygun tarak yerlestirildi ve jel dokiildii.
Jelin polimerlesmesinin ardindan tarak ¢ikarildi, jel iizerine 1X TBE eklendi. Ornekler
uygun hacimde 6X ornek yiikleme tamponu ile karistirilarak, her kuyuya esit miktarda
yiklendi. 80 V’ta 90 dk siiresince yiiriitiildii. DNA fragmentlerinin molekiiler agirligmi
belirlemek igin New England Biolabs 1 kb DNA Ladder (Sekil 4.1. sol) ve Thermo Scientific
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100 bp DNA Ladder (Sekil 4.1. sag) kullanild1. Yiiriitme isleminin ardindan, agaroz jel Gene

Genius Bio Imaging System ile ultraviyole 15181 altinda goriintiilendi.

K|‘~'J1 ZA". a5 2‘..'_.1: s (ng) bp IWO-S va
- 80 42
6.0 62 2000 280
— 5.0 4~ /, 2 00 280
. - / 1500 28.0
/, 1200 280
3.0 125 / 1000 0.0
/ o900 27.0
" - - 800 27.0
2.0 48 — 700 27.0
— 600 27.0
15 36 S00 80.0
— 400 30.0
— 300 30.0
=340 = — 200 30.0
— 100 30.0
05 42

Sekil 4.1. DNA molekiil agirlig1 belirteci.

4.2.1.4. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Jel kosturma i¢in Mini-PROTEAN Tetra Vertical Electrophoresis Cell (Bio-Rad, 1658005)
kullanildi. Hazir Any kD Mini-PROTEAN TGX Stain-Free Protein Gels (BioRad, 4568123)
kullanildi. SDS-PAGE i¢in dncelikle hazir jelin altinda bulunan giivenlik bandi sokiildi, jel
SDS-PAGE aparatma oturtuldu ve taragi ¢ikarildi. Uzerine 1X kosturma tamponu eklendi,
2 ml enjektor ile kuyular1 yikandi. 2X laemmli tamponu icerisine %0,5 B-merkaptoetanol
eklendi ve karisim uygun hacimde 6rneklerin bulundugu ependorf tiipler igerisine eklendi.
Sonrasinda ependorf tiipler icerisinde bulunan érnekler 85°C 1s1 blogunda 5 dk denatiire
edildi. Ornekler, jel kuyularma uygun miktarlarda ytiklendi. Y iiklemeden sonra jel 100 V’da
75 dk kosturuldu.

4.2.1.5. imminblotlama

Membrana Transfer: Transfer islemleri i¢in Trans-Blot Turbo Transfer cihazi (Bio-Rad)
ve Trans-Blot Turbo RTA Transfer kiti (Bio-Rad, 170-4272) kullanildi. Kit igerisinde
bulunan filtre kagitlar1 1X transfer tamponu ile 1slatildi. Membran %100 methanol i¢erisinde
30 sn inkiibe edildi, ardindan 1X transfer tamponu ile dengelendi. SDS-PAGE sonrasi jel

bulundugu kasetten dikkatlice ayrildi. Trans-Blot Turbo Transfer cihazi haznesine sirastyla:
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7 adet slatilmug filtre kagidi, membran, jel, 7 adet slatilmis filtre kagidi yerlestirildi.
Uzerinden merdane ile gegilerek olas1 hava kabarciklar: giderildi. Cihaz haznesi, transfer

sistemine yerlestirildi, uygun program secilerek transfer islemi gerceklestirildi.

Bloklama: Transfer islemi sonrasinda membran, icerisine 25 ml TBS-T+ %5 BSA
soliisyonu eklenmis temiz ve bos cam kaba alindi. Kap oda 1sisinda orbital calkalayici
uzerinde 3,5 devirde iki saat inkube edildi. Sonunda bloklama soltisyonu membran tizerinden

uzaklastirildi

Primer Antikor ile Tsaretleme: Bloklama sonrasi, BSA soliisyonu membran iizerinden
uzaklastirildi. Membranm bulundugu cam kap igerisine 10 ml primer antikor (10 ml TBS-T
+ %5 BSA, 1:1200 anti His-Taq antikor) eklendi. Kabm agzi hava almayacak sekilde
kapatilip, +4 °C’de orbital calkalayicida diisiik devirde gece boyu inkiibe edildi.

Sekonder Antikor ile Isaretleme: Ertesi gin primer antikor membran (izerinden
uzaklastirildi. Membran, 20 ml 1X TBS-T soliisyonu ile orbital ¢alkalayici tizerinde 10 dk
calkalanarak yikandi. Bu islem 3 kere tekrar edildi. Yikama islemi sonrasinda, membran
Uzerine 10 ml anti Rabbit HRP sekonder antikoru (TBS-T+ %5 BSA+ 1:10000 sekonder
antikor) eklendi. Kabm agzi1 hava almayacak sckilde kapatilip, oda 1sisinda ve karanlikta

orbital calkalayic1 {izerinde 1 saat inkiibe edildi.

Goruntuleme: Sekonder antikor ile isaretleme sonrast membran 20 ml 1X TBS-T soltisyonu
ile orbital ¢alkalayici iizerinde calkalanarak yikandi, bu islem 3 kere tekrar edildi. Yikama
sonrasi membran Odyssey Fc Imaging System (LI-COR Biosciences) kullanilarak
goriintiilendi. Gorilintiileme islemi Oncesinde membran kemiluminesans soliisyon
(WesternBright-Sirius ve WesternBright-Peroxide) ile kaplandi. Chemi 200 kanali ve 700

kanal1 kullanilarak kemiluminesans goriintiileme yapildi.
4.2.1.6. Coomassie Blue Boyamasi

SDS-PAGE ile yuratildiikten sonra jel temiz bir cam kap igerisine alindi. Jelin tizerine 20
ml fiksasyon soltisyonu eklendi ve 45 dk oda 1sisinda orbital ¢alkalayici iizerinde yavasga
calkalanarak inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda jel iizerinden fiksasyon soliisyonu
uzaklastirildi, Uzerine 20 ml coomassie blue boya soliisyonu eklendi. Cam kabin agzi hava

almayacak sekilde kapatilip, parafilmlendi +4 °C’de orbital calkalayic iizerinde yavasca

19



calkalanarak gece boyu inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 boya jel iizerinden uzaklastirilds.
Jel, oda 1s1sinda orbital galkalayici izerinde berraklasana kadar destain soliisyon ile yikandi.

Bantlar belirginlesince jel goriintiisii alinda.
4.2.1.7. Hucre Hatlarimin Kultir Kosullar:

Calismada kullanilan MDA-MB-231 hiicreleri, %10 FBS, %1 Pen/Strep, %1 L-Glutamine
eklenmis Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) with 4.5g/L glucose w/o L-

Glutamine besiyerinde, sicakligi 37 °C, CO2 yogunlugu %5 olan inkiibatorde idame ettirildi.

MDA-MB-231 hiicrelerinin bulundugu Cryovial tiipler, sivi azot tankindan alindi, buz
Uzerinde hicre kiltiri ¢alisma alanina getirildi. Tiipler, dnceden 1sitilmis su banyosunda 37
°C 1 dk inkiibe edildi. Ardindan %70 EtOH ile silinen Cryovial tiipler laminar kabin igerisine
alindi, hiicre siispansiyonu tlizerine 6nceden 1sitilmis 4 ml kiiltiir besiyerine eklendi, pipetaj
yapilarak dikkatlice karistirildi ve 15 ml falkon tiipe aktarildi. Falkon tiip 1500 rpm 4 °C’de
5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 siipernatant uzaklastirildi. Pellet, dnceden 1sitilmis
olan kultir besiyerinde ¢6zuldiikten sonra kultlr besiyeri eklenmis uygun kiiltiir kabina
aktarildi. Mikroskop altinda kontrol edildikten sonra 37 °C %35 CO2 inkiibatoriine
kaldirilarak idame edildi.

Idame edilen hiicreler her giin mikroskop altinda incelendi %80 doluluga ulasinca hiicreler
icin pasajlama karar1 alindi. Pasajlama islemi igin ilk olarak hiicre kiltlri petri kaplarinda
idame edilen hucreler lzerinden besiyeri uzaklastirildi. Sonrasinda hiicreler 5 ml PBS ile
yikandi. PBS uzaklastirildiktan sonra hiicreler tlizerine 1.5 ml Tripsin-EDTA soliisyonu
eklendi. 37 °C hiicre kiiltiri inkiibatoriinde 5 dk inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi hiicreler
yapistig1 yiizeyden 4 ml kiiltiir besiyeri ile pipetaj yapilarak kaldirildi. Hiicre slispansiyonu
15 ml falkon tlpe aktarildi. 1500 rpm 4 °C’de 5 dk santrifiij edildi. Santriflij sonrasi
slipernatant uzaklastirildi. Pellet, dnceden sitilmis olan kiiltlir besiyerinde c¢oziildiikten
sonra 1:3 oraninda kiiltiir besiyeri eklenmis uygun hiicre kiiltiir petri kaplarina ekildi.
Mikroskop altinda kontrol edildikten sonra 37 °C %5 CO2 inkiibatoriine kaldirilarak idame
edildi.
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4.2.2. ROR1 KLONLANMASI

4.2.2.1. ROR1 RNA ve CDNA Eldesi
Hiicre Hatlarindan Total RNA izolasyonu:

Hiicre hatlarindan total RNA izole etmek icin QIAGEN miRNeasy Mini Kit (217004) ve
QIAGEN QIAzol Lysis Reagent (1023537) kullanild1.

Hiicre kiiltiirii laboratuvarindan, %80 doluluk oranina ulasan MDA-MB-231 hiicrelerini
iceren petri kaplar1 alindi, ¢alisma ortamina getirilerek buz iizerine yerlestirildi ve
hiicrelerden total RNA izolasyonu islemine baslandi. Oncelikle, hiicreler tizerinden besiyeri
uzaklastirildi sonrasinda hiicreler soguk PBS ile yikandi. 700 pl QIAzol Lysis Reagent
tamponundan hucrelerin Gzerine eklendi, 5 dakika buz lzerinde inklbe edildi ardindan
hicreler kaziyici ile kazinarak ependorf tiipe toplandi. 5 dk oda 1sisinda inkiibe edildi, 140’ar
pl kloroform ependorf tiip icerisine eklendi, 5 sn kuvvetlice ¢alkalandi. 4 °C’de 12.000 x
g’de 15 dk santrifiij edildi. Siipernatan yeni ve temiz bir collection tiip igerisine alindi,
iizerine RNA miktarmin 1,5 kat1 %100 etanol eklendi, 700 pl 6rnek RNeasy mini kolonuna
aktarildi, 24 °C’de 8000 x g’de 1 dk santrifiij edildi. Slipernatan uzaklastirildi, kolon
icerisine 700 pul RWT Buffer eklendi 8000 x g’de 2 dk santrifiij edildi. Siipernatan
uzaklastirildi, kolon igerisine 500 pl RPE buffer eklendi 8000 x g’de 2 dk santrifiij edildi,
bu islem iki kere tekrar edildi. RNeasy mini kolonu yeni bos ve temiz collection tup icerisine
yerlestirildi, kolon igerisine 50 I RNase free su eklendi, 8000 x g‘de, 1 dk santrifilj edilerek
RNA elue edildi. izole edilen RNA 6rneklerinin konsantrasyonlar1 NanoDrop ND-1000
spektrofotometre ile 6lculdi. Konsantrasyon 6l¢iimii sonrasi yaklasik 100 ng RNA ornegi
%1 yogunluga sahip agaroz jelde yiiriitildi 80 V’ta 45 dk yiiriitiilddi, ardindan agaroz jel
Gene Genius Bio Imaging System ile ultraviyole 15181 altinda goriintiilendi. izole edilen RNA
ornekleri daha sonra ¢cDNA sentezi i¢in kullanilmak tizere -80 °C dolabma kaldirilarak

muhafaza edildi.
cDNA Sentezi:

cDNA sentezi icin Roche The Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (04 379 012
001) kullanild1.
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-80°C’de muhafaza edilen RNA 6rnekleri alindi, buz izerine yerlestirildi ve ¢aligma alanina
getirildi. -20°C’de muhafaza edilen kit komponentleri ¢ikarildi, buz lizerinde ¢6ziildii. Total
RNA izolasyonu sonrasi, izole edilen RNA’larin konsantrasyonlar1 NanoDrop ND-1000
spektrofotometre ile 6l¢iilmiistii. RN A konsantrasyonlar1 dikkate alinarak, cDNA sentezinde
kullanilacak total RNA’dan 1 pg alindi ve niikleaz igermeyen daha dnceden buz iizerine
yerlestirilmis ve etiketlenmis mikrosantrifiij tiipleri icerisine eklendi. 1 pg total RNA (izerine
1 pl oligo(DT) primer eklendi, son hacim ddH.O13 pl’ye tamamlandi. Tlpler Bio-Rad
Thermal Block Cycler cihazina yerlestirildi +65 °C’de 10 dk inkiibe edilerek RNA ikincil
yapilarmmin denatiirasyonu saglandi ardindan Ornekler buz iizerine alindi. Cizelge 4.3.’te
verilen bilesenler kullanilarak RT-Mix hazirlandi ve ornekler iizerine 7’ser pl RT-Mix
dagitildi. Ornekler Bio-Rad Thermal Block Cycler cihazinda 55°C’de 30 dk, 85°C’de 5 dk
inkiibe edildi. Ardindan 6rnekler muhafaza edilmek tzere -20 °C dolabina kaldirild.
Cizelge 4.3. cDNA sentezi RT-Mix Hazirlama

REAKSIYON BILESENLERI HACIM
RT-Buffer 4 ul
RNAase Inhibitor 0.5 ul
dNTP Mix 2 ul

R Transcriptase 0.5 ul
Molecular Biology Grade Water 13 ul

4.2.2.2. Primer Tasarimi ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu

4.2.2.2.1. Primer Tasarimi

ROR1 tiim hiicre dis1 alanini kapsayan, 42-391. amino asit araligina karsilik gelen, 1050 baz
¢ifti (ROR1 L) ve RORI hiicre dis1 alaninda bulunan Frizzled ve Kringle domainlerini
kapsayan 165-391. amino asit araligina karsilik gelen, 681 baz ¢ifti (ROR1 S) pET-30a(+)
ifade plazmidi icerisine klonlanmasi i¢in Oncelikle hedeflenen bolgeye 6zgii niikleotid
dizileri indirildi (Uniprot Q01973), BamHI ve Sall restriksiyon endonikleaz kesim
bolgelerini iceren megaprimerler tasarlandi. Ek 2’de ROR1 L ve ROR1 S fragmentlerinin
niikleotid dizisi ve kodladig1 amino asit dizisi bulunmaktadir. Primerler tasarlandiktan ve

sentez ettirildikten sonra PCR ile DNA amplifikasyonu asamasina gecildi.
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RORIS F (5°-3”): GAC AAG GGG ATC CAT ATG GAA GAAGAT GGATTCTGT CAG
CC (BamHl site)

RORIL F (5’-3%): GAC AAG GGG ATC CCT ATG CCT ACCTCATCATGG AAC ATC
TC (BamHlI site)

RORI1 R (5°-3”): AAT AGG TCG ACT GCA CGC TGG GAT GTC ACA CAG (Sall site)
4.2.2.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

-20°C dolabindan muhafaza edilen, daha 6nce sentezlenmis olan amplifiye edilecek kalip
DNA (cDNA) ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) icin gerekli olan diger bilesenler buz
tzerinde calisma ortamma getirildi. Onceden etiketlenmis ve buza gomiilmiis PCR tipleri
icerisine uygun reaksiyon bilesenleri Cizelge 4.4.’deki miktarlara gore eklenerek hazirland.
Bio-Rad Gradient Cycler cihazi uygun kosullara ayarlandi ve reaksiyon baslatildi.
Reaksiyon tamamlandiktan sonra PCR Urtinleri analiz edilmek igin %1 yogunluga sahip

agaroz jele yiklenerek 80 V 45 dk yirataldu.

Cizelge 4.4. PCR kosullar1

Reaksiyon Bilesen Miktarlarn PCR Kosullan
1- H20:33.5ul 1-94°C 3dk
2- 10X Buffer: 5 ul 2-94 °C 45sn
3- MgCl: 3 pul 3-58 °C 30sn
4- dNTP: 1 pl 4-72°C 3dk
5- T7 Forward Primer: 2.5 pl 5-72°C 10dk
6- T7 Reverse Primer: 2.5 pul 6-4°C  sonsuz....
7- Taq Polymerase: 0.5 pl 2-3-4; 34 dongu
8- cDNA: 2 ul

4.2.2.2.3. Agaroz Jelden PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi

Agaroz jelden PCR iriinlerini saflagtirirken FavorPrep Gel/PCR Purification Kit
(FAGCKO001) kullanildi.

Agaroz jelde yiiriitiilen PCR iiriinleri, yiiriitme islemi ardindan goriintiilendi. ilgili DNA

bantlar1 %70’lik ethanol ile temizlenmis bir bistiiri kullanilarak jelden kesildi ve temiz,
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onceden etiketlenmis bir ependorf tiipe aktarildi. Daha sonra bantlarin agirhg: dlciildii. ilgili
bantlarin agirhgma bagli olarak bantlar {izerine FADF tamponundan eklendi 15-30 sn
boyunca vortekslenerek karigtirildi. Ardindan siispansiyon, 55 °C'ye ayarli su banyosunda
her 2 dakikada bir tup alt Gst edilerek 10 dakika inkiibe edildi. 10 dk inkiibasyon sonunda
agaroz jel tamamen ¢oziildiikten sonra slispansiyon 800 pl alindi, toplama tiipleri igerisine
yerlestirilen FADF kolonu igerisine aktarildi. 11.000 x g'de 30 sn santrifiij edildi. Siipernatan
uzaklastirildi, kolon igerisine 750 pl yikama tamponundan eklendi. 11.000 x g'de 30 sn
santrifiij edildi, slipernatan uzaklastirildi ve tam hizda, 3 dk tekrar santriflij edildi. Kolon
yeni temiz ve bos bir ependorf tiip igerisine yerlestirildi. Kolon membran merkezine 40 pl
ddH0 eklendi, tam hizda 1 dk santrifiij edildi ve saflagtirilmis DNA 40 pl hacim iginde elue
edildi.

4.2.2.3. PET30A(+) ve insert PCR Uriinlerinin Restriksiyon Endoniikleaz Enzimleri

ile Kesilmesi

Agaroz jelden saflastirilan ROR1/S ve ROR1/L PCR drinleri ve pET-30a(+) plazmid
DNA’s1, BamHI ve Sall restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesildi. Kesim reaksiyonu
Cizelge 4.5.°deki bilesenlerin uygun miktarlarda 6nceden etiketlenmis ependorf tiipler

icerisine eklenmesiyle hazirlandi. Reaksiyon bilesenlerini igeren ependorf tlipler Gradient

Cycler (Bio-Rad) cihazinda 37 °C’de 60 dk, 80 °C’de 10 dk inkibe edildi.

Cizelge 4.5. Restriksiyon Enzim Kesim Kosullar1

Plazmid DNA/PCR | ddH:0 10X Fast Digest BamHI Sall
URUNU Buffer
Pet30- BamHI/Sall 16.8 pul 2 ul 1l 1ul
0.2 ul
ROR1-S-BamHl/Sall X 5ul 2 ul 2 ul
40 pl
ROR1-L-BamHI/Sall X 5ul 2 ul 2 ul
40 pl
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Kesim trinlerini jelde yiritme, goriintileme ve jelden kesim:

Kesim reaksiyonu sonrasi, kesim iiriinleri ve kesilmemis pET30 plazmidi uygun hacimde
6X jel yiikleme boyasi ile karistirilarak, %1 yogunluga sahip agaroz jel kuyularna yiiklendi,
80 V’ta 45 dk ydrituldd. Ardindan GeneGenius cihazinda jel goruntilendi ve ilgili bantlar

kesilerek ependorf tiiplere alindi.

Agaroz jelden izolasyon:

Agaroz jelden izolasyon islemi igin FavorPrep Gel/PCR Purification Kit (FAGCKO001)
kullanildi. Ependorf tlp icerisine 500 pul FADF tamponundan eklendi, vortekslenerek
karistirildi. Ardindan 55 °C'ye ayarli su banyosunda her 2 dakikada bir tiip alt Gst edilir 10
dakika inkibe edildi. Collection tiip i¢erisine FADF kolonu yerlestirildi ve kolon igerisine
800 pl eklendi. 11.000 g 30 sn santrifiij edildi. Stipernatan uzaklastirildi, kolon igerisine 750
pl yikama tamponundan eklendi. 11.000 g 30 sn santrifiij edildi, siipernatan uzaklastirildi ve
tam hizda, 3 dk tekrar santrifiij edildi. Kolon yeni temiz ve bos bir ependorf tiip icerisine
yerlestirildi. Kolon membran merkezine 40 pl ddH20 eklendi, tam hizda 1 dk santrifiij
edildi.

4.2.2.4. Ligasyon Ve Transformasyon
Ligasyon reaksiyonu T4 DNA Ligaz ile ger¢eklestirildi. Jelden saflastirilan tiriin ile plazmid
DNA’nin ligasyon reaksiyonu, Cizelge 4.6.’de belirtilen bilesen miktarlar1 ile hazirlandi.

BamHI ve Sall enzimleri ile kesilmis plazmid DNA’s1 ve jelden saflastirilan BanHI ve Sall

enzimleri ile kesilmis aktarilmak istenen DNA sirasiyla reaksiyona konuldu. Ependorf

tupler Bio-Rad Thermal Block Cycler cihazinda 22°C 60 dk, 70 °C 5 dk inkibe edildi.
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Cizelge 4.6. Ligasyon reaksiyonu

Plazmid DNA Insert ddH20 T4 DNA ligase | T4 DNA
buffer ligase

Pet30-BamH1/Sall X 10 pl 2 ul 1pl

7ul

Pet30-BamHI/Sall ROR1/S BamHI/Sall | X 2 ul 1l
10 pl

7ul

Pet30-BamHI/Sall ROR1-L- X 2 ul 1ul
BamHI/Sall

7ul 10 pl

Ligasyon reaksiyonunu ardindan, iirtinler DH5a-TR1 kompetan hticreye transforme edildi.
Oncelikle -80°C dolabinda muhafaza edilen, DH5a-TR1 kompetan hiicrelerini iceren
ependorf tlpler alindi, buz iizerinde calisma ortamina getirildi ve etiketlendi. Ilgili 6rnek
onceden etiketlenmis olan DHSa-TR1 kompetan hicrelerini iceren ependorf tiip igerisine
akratildi. Ependorf tlp 30 dk buz Uzerinde inkibe edildi, ardindan 42°C su banyosunda 30
sn 151 soku uygulandi. Ependorf tlip buz tzerinde 2 dk inkube edildi. 1 ml LB besiyeri,
ependorf tup icerisine eklendi, 1sitmali-galkalamali inkiibatore yerlestirildi, 37°C, 180
rpm’de, 1 saat inkube edildi. +4 C’de muhafaza edilen LB-Agar-Kanamycin petri kaplar1
caligma ortamina getirildi, etiketlendi. Ependorf tiip 13.000 rpm’de, 1 dakika santrifiij edildi.
900 pl stipernatan uzaklastirildi, 100 pl ile pellet ¢cozildi. Aseptik ortamda, cam drigalski
baget ile LB-Agar-Kanamycin petri kaplarina ekim islemi gerceklestirildi. Petri kaplari, ters
cevrilerek 37°C’ de gece boyu inkiibe edildi.

4.2.2.5. Kolonilerden Plazmid DNA izolasyonu

PET30-ROR1-S, PET30-ROR1-L plazmidlerinin DH5a klonlama susuna transformasyon
isleminden elde edilen koloniler ile sivi kiiltiir baslatildi. 15 ml falkon igerisine 4 ml
LB+Kanamycin karigimindan eklendi. Pipet ucu ile bir koloni aldi, 6nceden etiketlenmis
falkon tiip igerisine atildi. ROR1/S ve RORI1/L i¢in 4’er koloni segildi. Falkonlar 1sitmali-
calkalamali inkiibatore yerlestirildi, 37°C, 180 rpm’de, gece boyu sivi kiiltiire birakildi.

Ertesi giin, Roche High Pure Plasmid Isolation Kit (11-754-777-001) kullanilarak plazmid
DNA’s1 izole edildi. Aseptik calisma ortami hazirlandi. Plazmid DNA’s1 igeren sivi bakteri
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kiiltlirden 1,5 ml alindi, 6nceden etiketlenmis ependorf tiip icerisine aktarildi ve 13.000
rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Siipernatan uzaklastirilmasini takiben slspansiyon
tamponundan 250 pl alindi, pellet ¢oziildii. Ardindan stspansiyon Uzerine 250 pl Lysis
tamponu eklendi, alt {ist edilerek yavasca karistirildi ve 5 dk buz {izerinde inkiibe edildi.
13000 rpm’de 10 dk santrifuj edildi. Bu sirada toplama tiipl icerisine High Pure Filter Tube
yerlestirildi. Santrifiij ardindan siipernatan filtre tiip igerisine eklendi, tam hizda 20 sn
santrifiij edildi, siipernatan uzaklastirildi. 700 pl yikama Tamponu Il filtre tip igerisine
eklendi ve tam hizda 1 dk santrifiij edildi sonra slipernatan uzaklastirildi. Filtre tip yeni
temiz ve bos bir toplama tlpu igerisine yerlestirildi ve 100 pl elisyon tamponu filtre tip
icerisine eklendi, tam hizda 1 dk santrifuj edildi. Saflastirilmis plazmid DNA 100 pl eliisyon
tamponu icerisinde elde edildi. Daha sonra saflastirilan plazmid DNA’nin konsantrasyonu
NanoDrop ND-1000 spektrofotometre cihazi ile 6lgiildii. Yaklasik 40 ng 6rnek 6X jel
yiikleme tamponu ile karistirilarak %1 yogunluga sahip agaroz jel kuyularma yiiklendi ve
80 V’ta 40 dk ydrataldu.

4.2.2.6. Klonlama Reaksiyonu Dogrulama

Polimeraz Zincir Reaksiyonu: Klonlama reaksiyonunu dogrulama amaci ile T7 Forward /
Reverse primerleri kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu kuruldu. PCR topleri
ctiketlenerek hazirlandi. Tipler icerisine uygun reaksiyon bilesenleri Cizelge 4.7.’deki
miktarlara gore eklenerek hazirlandi. PCR sonrasmda 10 pl PCR Griint 2 pl 6X jel yikleme
tamponu ile karigtirilarak %1°lik agaroz jel kuyularma yiiklendi, 80 V’ta 90 dk ydrGtulda.
Ardindan jel goriintiilendi.

Cizelge 4.7. T7 F/R PCR bilesen miktarlar1 ve kosullari.

Reaksiyon Bilesen Miktarlar PCR Kosullan
H20: 7 pl 1-94°C 3dk
10X Buffer: 1 pl 2-94 °C 45sn
MgCl,: 0.6 pl 3-58 °C 30 sn
dNTP: 0.2 pl 4-72°C 3dk
T7 Forward Primer: 0.5 pl 5-72°C 10dk
T7 Reverse Primer: 0.5 pl 6-4°C  sonsuz....
Taq Polymerase: 0.1 pl 2-3-4; 34 dongu
Plasmid DNA: 0.1-0.5 pl
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Restriksiyon endontkleaz ile kesim kontrolt: Kolonilerden izole edilen plazmid
DNA’lar1 BamHI ve Sall restriksiyon endoniikleazlari ile kesildi. Yaklasik 100 ng plasmid
DNA’s1 su ile son hacmi 8 pl’ye tamamlanarak PCR tiipii igerisine eklendi. Uzerine 1 pl
10X Fast Digest Buffer ve 0,5’er ul BamHI / Sall eklendi. Tipler Thermal Block Cycler
cihazinda 37°C 60 dk, 80 °C 10 dk inkiibe edildi. Ardindan 6rnekler %1°lik agaroz jel
kuyularma yiiklendi, 80 V’da 40 dk yiiriitiildii ve jel goriintiilendi.

DNA dizi analizi: DNA dizi analizi yapilacak plazmid DNA fragmentleri, pET30(+)
plazmidine spesifik T7 primerleri ile amplifiye edildi ardindan PCR drlnleri DNA dizi

analizine gonderildi.

4.2.3. REKOMBINANT ROR1 PROTEIN iFADESI

4.2.3.1. ROR1 Rekombinant Proteinin Kiiciik Ol¢ekli indiiklenmesi

-80°C dolabindan BL21(DE3) kompetan hiicrelerini igeren ependorf tiipler alindi, buz
iizerinde ¢alisma ortamina getirildi ve etiketlendi. -20°C dolabindan, pet30ROR1-S#3 ve
pet30ROR1-L#4 plazmid DNA’lar1 alindi, buz iizerinde ¢alisma ortamina getirildi. Calisma
aseptik ortamda gerceklestirildi. Ilgili &rnekten 1,5 ul alinarak dnceden etiketlenmis olan
kompetan BL21(DE3)ucrelerini iceren ependorf tlp icerisine eklendi. Ependorf tip 30 dk
buz tizerinde inkiibe edildi, ardindan 42°C su banyosunda 30 sn 1s1 soku uygulandi. Ardindan
buz Uzerinde 2 dk inkube edildi. 1 ml LB besiyeri, ependorf tiip icerisine eklendi, 1sitmali-
calkalamali inkiibatore yerlestirildi, 37°C, 180 rpm’de, 1 saat inkiibe edildi. +4 C’de
muhafaza edilen LB Agar-Kanamycin petri kaplar1 ¢alisma ortamina getirildi, etiketlendi.
Ependorf tlp 13.000 rpm’de, 1 dakika santriftij edildi. 900 ul spernatan uzaklastirildi, 100
pl ile pellet ¢ozuldli. Aseptik ortamda, cam drigalski baget ile LB-Agar-Kanamycin petri
kaplarina ekim islemi gerceklestirildi. Petri kaplari, ters cevrilerek 37°C’ de gece boyu
inklbe edildi.

Ertesi giin BL21.pet30, BL21.pet30.ROR1/S#3 ve BL21.pet30.ROR1/L#4 petri kaplarindan
pipet ucu ile koloni alindy, icerisinde 4 ml LB+Kanamycin (LB Kanamycin orani 1:10000)
bulunduran 15 ml falkon tup icerisine pipet ucu ile atildi. Falkon tupler isitmali-galkalamali

inkiibatore yerlestirildi, 37°C, 180 rpm’de, gece boyu sivi kiiltiire birakildi.
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16 saat gece boyu kiiltliirden sonra, falkon tiipler inkiibatorden alinarak buza gomiildii. ROR1
rekombinant proteinin induklenmesi igin IPTG kullanildi. Kiigiik 6lgekli indiikleme i¢in 50
ml falkon tiipler aseptik sartlarda etiketlenerek hazirlandi. Falkonlar igerisine 5 ml LB+Kan
karigimindan eklendi. Sivi kiiltiirden 100 pl alinarak hazirlanmis falkon tiipler igerisine
eklendi. Ardindan falkonlar 1sitmali-¢alkalamali inkiibatore kaldirildi ve 28 °C 180 rpm’de
3 saat calkalamaya birakildi. 3 saat sonunda kiiltiirlerden 2,5 ml yeni falkon tiipler icerisine
alindi. Ayn1 sivi kiiltiirii igeren falkon tiiplerinden biri IPTG (+), digeri IPTG (-) olarak
etiketlendi ve IPTG (+) falkon tiipleri icerisine son konsantrasyon 0.5 mM olacak sekilde
IPTG reaktifi eklendi. IPTG uygulamas1 sonras1 drnekler 28 °C 180 rpm’de 3 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon ardindan kiiltiirler inkiibatérden alind1. Her bir kiiltiir Srneginden immiin
blotlama analizleri 15 pl alindi ve 6nceden etiketlenmis soguk ependorf tiipler igerisine
eklendi. Ek olarak her bir kiiltiir 6rneginden protein ¢oziniirliik testi i¢in 1,5 ml alindi
ependorf tlp icerisine eklendi. sivi azotta dondurularak, daha sonra imminblotlama icin
kullanilmak tizere -80 °C’ye kaldirildi.

4.2.3.2. ROR1 Rekombinant Protein Coztnurlik Testi

-80 °C dolabindan, 1,5 ml bakteriyel kiiltirden elde edilen pellet alindi, buz izerinde ¢alisma
alanina getirildi. 10 ml 1X STE icerisine 1 mg lizozim, 5 mM imidazol ve 0,4 ml EDTA-
free proteaz inhibitori eklendi. Bu karisimmdan 500 ul alinarak pellet stispanse edildi
ardindan buz Ustiinde 15 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda drnekler tizerine 1X STE
icerisine eklenmis %10 N-sarkozil karisimindan 87,5 pl ve 1M DTT’den 2,5 ul eklendi. Tip
3-6 kez 10’ar saniye sonike edildi. 13.000 rpm 4°C’de 10 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonras1
slipernatan yeni ve temiz bir ependorf tiipe aktarild1 (A-¢OzUnur fraksiyon). Elde edilen
pellet 500 pl 8M Ure icinde ¢6ziildii. 1 saat 4°C’de end-over rock platformunda inkibe edildi.
13.000 rpm 4°C’de 10 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 slipernatan yeni ve temiz bir
ependorf tiipe aktarildi (B-lre fraksiyonu). Olusan pellet 500 pl 1X SDS-PAGE yikleme
tamponu iginde ¢oziildi (C-¢oziinir olmayan fraksiyon/inkliizyon cisimcikleri). Orneklerin
SDS-PAGE ile analizi icin her bir fraksiyon 20 pl + 4 pl yikleme tamponu (6X Laemni
Buffer) ile karistirildi. 100 V’da 60 dk yiiriitiildii. Ardindan coomassie blue ile boyandi.
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4.2.1. REKOMBINANT ROR1 PROTEIN SAFLASTIRILMASI

-80 °C dolabindan, indiiklenmis bakteri kiltirinden elde edilen pellet alindi, buz iizerinde
caligma alanma getirildi. 15 ml 1X STE Buffer, 1.5 mg lizozim, 0.5 ml EDTA-free proteaz
inhibitor karigtirildi. Pellet lizerine hazirlanmis olan soliisyondan 5 ml eklendi. Pipetaj
yaparak pelletin yavasca ¢Oziinmesi saglandi. COzilen pellet 15 dk buz Uzerinde inkibe
edildi. Ardindan pellet Gzerine 25 1M DTT ve 875 pl %10’luk N-sarkozil (1gr/10 ml STE)
eklendi. Falkon tiip buz igerisine yerlestirildi ve sonikasyon cihazinda 10 kez 10’ar saniye
sonikasyon yapildi. Sonikasyon ardindan falkon tiipler 10.000 rpm 4°C’de 5 dk santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi siipernatan yeni 50 ml falkon tiipe aktarildi. SDS-PAGE analizi i¢in
stipernatandan 100 pl alind1 yeni ve temiz bir ependorf tiip igerisine aktarildi. SUpernatan
uzerine 1,37 ml %10’luk Triton-X 100 solisyonu ve 200 pl Ni-NTA eklendi. Tup 700 x g’de
2 dk santrifiij edildi, siipernatan dikkatlice ¢ekildi ve atildi. Triton eklenmis protein ekstrakti
uzerine 6 ml dengeleme tamponu eklendi, 1 saat 4°C’de end-over rock platformunda inkiibe
edildi. Tip 700 x g’de 2 dk santrifiij edildi, stipernatan dikkatlice ¢ekildi ve ayrild1
Siipernatan igerisinden 100 pl alind1 yeni ve temiz bir ependorf tiip igerisine aktarildi. 300
ul yikama tamponu ile rezin yikandi. 700 x g’de 2 dk santrifiij edildi, siipernatan dikkatlice
cekildi ve ayrildi. Siipernatan igerisinden 100 pl alindi1 yeni ve temiz bir ependorf tiip
icerisine aktarildi. Yikama tamponu ile yikama islemi bir kere daha tekrarlandi. 130 pl
elusyon tamponu eklendi. 700 x g’de 2 dk santrifiij edildi, siipernatan dikkatlice ¢ekildi ve
ayrildi. Siipernatan igerisinden 100 pl alind1 yeni ve temiz bir ependorf tiip igerisine aktarildi.
Bu islem bir kere daha tekrarland1. 280 nm’de absorbans degerleri okundu. Orneklerin SDS-
PAGE ile analizi i¢in her bir fraksiyon 10 pl + 4 pl yikleme tamponu (6X Laemni Buffer)
ile karstirildi. 100 V’da 60 dk yiiriitiildii. Ardindan coomassie blue ile boyandi.
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5. ARASTIRMA BULGULARI
51. TOTAL RNA iZOLASYONU

Bu tez galigmasinda kullanilmak tizere ROR1 pozitif olan MDA-MB-231 hiicrelerinin total
RNA’s1 izole edildi.

2 pl total RNA ve %0.8 yogunluga sahip agaroz jel kuyularina yiiklendi ve 80V, 60 dk
kosturuldu. Agaroz jelde goriintiileme ve nanodrop Olciimi sonrasi total RNA’nin intakt
sekilde izole edildigi gozlendi (Sekil 5.1.).

Sekil 5.1.RNA izolasyonu agaroz jel gorintasu.

1) 100 bp DNA ladder (Thermo Scientific, SM0321)
2) MDA-MB-231 total RNA
3) MDA-MB-231 total RNA
4) MDA-MB-231 total RNA
5) MDA-MB-231 total RNA

MDA-MB-231 RNAs1 ile cDNA elde edildi ve klonlama i¢in kullanildi.
5.2.  ANTIJENIiK BOLGE BELIRLENMESI VE COGALTILMASI

Rekombinant protein iiretimi i¢in antijenik bolge olarak, ROR1’in 42. ve 391. aminoasit
araligmi kodlayan 1050 baz ¢iftinden olusan hiicre dis1 alan1 (ROR1 L) ve 165. ve 391.
aminoasit araligin1 kodlayan 681 baz ¢iftinden olusan FZ ve Kringle alanini igeren bdlgesi
(ROR1 S) secildi.
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Literatiir taramas1 sonucunda MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda ROR1 ifade
diizeyinin yiiksek oldugu goriildii, bu nedenle ¢aligmada bu hiicre hatt1 kullanildi MDA-MB-
231 cDNA ‘s1 kalip DNA olarak kullanilarak ROR1 S ve ROR1 L bolgesi polimeraz zincir
reaksiyonu ile amplifiye edildi. Amplifiye edilen bolgeler pET30a(+) plazmidi coklu
klonlama bolgesi igine yerlestirileceginden ROR1 L ve ROR1 S’yi kesmeyen BamHI ve Sall
enzim kesim bolgelerini iki ucunda igeren ¢ogaltilmak istenen dizilere 6zgl primerler
tasarlanmigtir. 1050 niikleotid uzunlugundaki RORI1 L ve 681 niikleotid uzunlugundaki
RORI1 S Taq polimeraz enzimi kullanilarak amplifiye edilmistir. PCR sonrasi 5 pl PCR
urtint; %1°lik agaroz jelde 80V, 45 dk yiiriitiilmiistiir. Agaroz jelde goriintiileme sonrasi
ROR1 L (1050 bg) ve ROR1 S (681 bg) alanlarmin PCR ile amplifiye edildigi gozlenmistir
(Sekil 5.2.).
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Sekil 5.2. ROR1 L ve ROR1 S PCR Uriiniiniin Agaroz Jel Gortintiisi

1) 100 bp DNA ladder (Thermo Scientific, SM0321)
8) RORL1 S PCR urund,
9) RORL1 L PCR irini

5.3. ROR1 HUCRE DISI ALANI VE ROR1 FZ + KRINGLE ALANININ
PET30(A)+ IFADE PLAZMIDINE KLONLANMASI

PCR analizi sonrasi istenilen bdlgelerin amplifiye edildigi anlagilmistir (Sekil 5.2.). Kalan
45 pl PCR Urund %1°lik agaroz jele yiiklenmis ve 80 V 60 dk yiiriitiilmiistiir. Ardindan

agaroz jel gortintiilenmistir (Sekil 5.3.).
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Sekil 5.3. ROR1 S ve ROR1 L PCR Saflastirma Uriinlerinin Agaroz Jel Goriintiisii

1) 100 bp DNA ladder (Thermo Scientific, SM0321)
4) ROR1 L PCR urinu
5) ROR1 S PCR drind

4. ve 5. kuyudaki ROR1 L ve ROR1 S bantlar1 agaroz jelden kesilmis ve ardindan

saflastirilmistir.
5.3.1. RESTRIKSIYON ENZIMLERI iLE KESIM

Restriksiyon endonukleaz kesim bdlgeleri eklenerek amplifiye edilen ve ardindan agaroz
jelde yiritilen ROR1 L ve ROR1 S PCR drunleri agaroz jelden saflastirilmistir. ROR1 L,
RORL1 S ve pET-30a(+) DNA’s1 BamHI ve Sall restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile 1
saat 37°C kesilmistir. Kesim drlnleri %1’lik agaroz jelde ydritlldikten sonra
goriintiilenmistir ve DNA fragmentlerinin buyiklikleri UV 1sik altinda dogrulanmustir.
Sonrasinda Sekil 5.4.’de verilen agaroz jelden sirasiyla 3. 5. ve 6. kuyulara yuklenen plazmid

ve insert bantlar1 kesilerek saflastirilmistir.
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Sekil 5.4. BamHI ve Sall RE ile kesildikten sonra agaroz jel gortintisu.

1) 100 bp DNA ladder (Thermo Scientific, SM0321)
2) Kesilmemis pET30a(+) DNA

3) pET30a(+) DNA +BamHI+Sall

4) HER3-ECD + BamHI + Sall

5) ROR1 S + BamHI + Sall

6) ROR1 L + BamHI + Sall

7) 1 kb DNA ladder (NewEnglandBiolabs, N3232S)

Agaroz jelden saflastirilan enzim kesim driinlerin 8 pl’si %1°lik agaroz jele yiiklendi ve
80V, 40dk ksturuldu (Sekil 5.5.).
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Sekil 5.5. Ligasyon dncesi saflastirma kontrolli (Agaroz Jel).

1) pET30a(+) PLazmid DNA +BamHI+Sall

2) pET30a(+)

3) ROR1 S + BamHI + Sall

4) ROR1 L + BamHI + Sall

5) 100 bp DNA ladder (Thermo Scientific, SM0321)

5.3.2. LIGASYON VE TRANSFORMASYON

Ligasyon sirasinda 3:1 insert: vektor orani kullanilarak, pET30a(+) plazmid DNA ve ROR1
S ve ROR 1 L kesim Urlinleri 22°C’de 1 saat ligasyon reaksiyonuna konulmustur. Ligasyon
ve 1s1 inaktivasyonunu takiben, ligasyon urlnleri kompetan E. coli DH50-TR1 klonlama

susuna transforme edilmistir.

5.3.3. KOLONIiLERDEN PLAZMIiD DNA iZOLASYONU

Transformasyon sonrasi elde edilen koloniler LB besiyeri s1v1 kiiltiiriinde gece boyu kiilture
birakilmistir. Gece boyu kiiltiir sonras1 miniprep DNA izolasyonu ile kolonilerden plazmid
DNA’s1 izole edilmis ve %1°lik agaroz jelde 80 V 45 dk yiiriitiilerek kontrol edilmistir.
Yaklasik 40-50 ng aras1 plasmid DNA’s1 %1 °lik agaroz jelde yiirtittilmiistiir (Sekil 5.6.).
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Sekil 5.6. Kolonilerden plazmid DNA izolasyonu.

1) 100 bp DNA ladder
6) pET30a.ROR1 S#1
7) pET30a.ROR1 S#2
8) pET30a.ROR1 S#3
9) pET30a.ROR1 S#4
10) pET30a.ROR1 L#1
11) pET30a.ROR1 L#2
12) pET30a.ROR1 L#3
13) pET30a.ROR1 L#4

5.3.4. ROR1 KLONLAMA KONTROLU
T7 Primerleri ile insert Kontrolii:

pET30 plazmidine spesifik T7 primerleri kullanilarak (Ek1) plazmid DNA’sinda ROR1 L
ve ROR1 S insert kontrolli igin polimeraz zincir reaksiyonu gergeklestirilmis ardindan
ornekler analiz igin %1°lik agaroz jelde yiiriitiilmiistiir (Sekil 5.7.). 2 numarali kuyuda bos
pET30’da beklenen yaklagik 340 b¢’lik fragment gdzlenmistir. RORI S i¢in beklenen 1021
bg’lik fragment 3 numarali kolonide gozlenmistir (kuyu 15). ROR1 L igin beklenen 1390
belik fragment ise 4 numarali kolonide gdzlenmis (kuyu 20) ve ileri deneyler i¢in bu klonlar

kullanilmaistir.
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Sekil 5.7. T7 Primerleri insert kontrold.

1) 100 bp DNA ladder 16) pET30a.ROR1 S#4
2) pET30a(+) DNA 17) pET30a.ROR1 L#1
13) pET30a.ROR1 S#1 18) pET30a.ROR1 L#2
14) pET30a.ROR1 S#2 19) pET30a.ROR1 L#3
15) pET30a.ROR1 S#3 20) pET30a.ROR1 L#4
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Restriksiyon Endonukleaz Kesim Kontroli:

Ligasyon driinlerinin DHS5a-TR1 klonlama susuna transformasyonundan elde edilen
kolonilerden izole edilen yaklasik 100 ng plazmid DNAsi, klonlama reaksiyonunu
dogrulamak i¢in BamHI ve Sall restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesilmis ve kesim

uriinleri agaroz jele yiiklenerek insert boylari analiz edilmistir (Sekil 5.8.). 9 ve 19 numarali

kuyularda beklenen insert fragmentleri gozlenmistir.

Kilobases

Sekil 5.8.Ligasyon sonrasi plazmidlerin BamHI ve Sall enzimleriyle kesim kontrolii.

1) 1 kb DNA ladder

2) Kesilmemis pET30a(+)

3) Kesilmis pET30a(+)

4) Kesilmemis ROR1 S#1

5) Kesilmis ROR1 S#1 BamHI/Sall
6) Kesilmemis ROR1 S#2

7) Kesilmis ROR1 S#2 BamHI/Sall
8) Kesilmemis ROR1 S#3

9) Kesilmis ROR1 S#3 BamHI/Sall
10) Kesilmemis ROR1 S#4

DNA Dizi Analizi:

11) KesilmisROR1 S#4 BamHI/Sall
12) Kesilmemis ROR1 L#1

13) Kesilmig OR1 L#1BamHI/Sall
14) Kesilmemis ROR1 L#2

15) Kesilmis ROR1 L#2BamHI/Sall
16) Kesilmemis ROR1 L#3

17) Kesilmis ROR1 L#1BamHI/Sall
18) Kesilmemis ROR1 L#4

19) Kesilmis ROR1 L#4BamHI/Sall
20) 100 bp DNA Ladder

ROR1 S 3.koloniye ve ROR1 S 4. koloniye ait PCR drlnleri DNA dizi analizi ile

incelenmistir.

DNA dizi analizi sonucunda BamHI ve Sall restriksiyon endonikleaz kesim bdlgeleri
arasina basar1 ile RORIS dizisinin klonlandig1 goriilmiistiir (Sekil 5.9., 5.10.). Sar1 ile
isaretlenen bolgeleri pET30a(+) niikleotid dizisi ile yesil ile isaretlenen bolgeler hedeflenen

ROR1S nikleotid dizisi ile homoloji gostermektedir.
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Sekil 5.9. T7 F Primeri ile okunan ROR1S DNA dizisi kromotogram goruntisu.
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Sekil 5.10.T7 R Primeri ile okunan ROR1S DNA dizisi kromotogram goruntusu.

DNA dizi analizi sonucunda BamHI ve Sall restriksiyon endonikleaz kesim bdlgeleri
arasina basari ile RORIL dizisinin klonlandig1 goriilmiistiir (Sekil 5.11., 5.12.). Sar1 ile
isaretlenen bolgeleri pET30a(+) niikleotid dizisi ile yesil ile isaretlenen bolgeler hedeflenen

RORLL nikleotid dizisi ile homoloji gdstermektedir.
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Sekil 5.11.T7 F Primeri ile okunan ROR1L DNA dizisi kromotogram gorintusu.
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Sekil 5.12.T7 R Primeri ile okunan ROR1L DNA dizisi kromotogram goériintiist

T7F ve T7R primerlerinin okudugu diziler ile ROR1S ve ROR1L hedef dizileri niikleotid
blast ile hizalanmustir. (EK-3, Ek-4).

Niikleotid sekanslarmin hizalanmasinin ardindan amino asit diizeyindeki degisiklikleri

gormek icin nikleotitler aminoasite ¢evrilmis ve blast analiz sonucu Ek-5’te verilmistir.
54. REKOMBINANT ROR1 PROTEIN iFADESININ iNDUKLENMESI

PCR ve restriksiyon enzim kesim sonuglarina dayanarak secilen ROR1 S koloni 3, ROR1 L
koloni 4 ve pET-30a plazmidleri E. coli BL21(DE3) protein ifade susuna transforme
edildikten sonra gece boyu kultir edilmistir. Gece boyu inkibe edilen bakteri kilturleri
sonrasinda IPTG ile indiiklenmistir. N terminalinde 6xHis Tag ile ifade ettirilen ROR1 L ve
RORL1 S rekombinant proteinleri SDS-PAGE ile jelde ayristirilmis ve anti-6xHisTag primer

antikoru ile imminblotlama yontemiyle analiz edilmistir.

Bu analiz sonucunda membran U(zerinde BL21.pET30a.ROR1S koloni 3 kiltirinde
beklenen 33 kDa ve BL21.pET30a.RORI1L koloni 4 kiltirinde beklenen 47 kDa bant
gozlenmistir. 3. kuyuda da bos pET30 indiiksiyonu sonrasi beklenen 8.25 kDa’luk bant
gbzlenmektedir (Sekil 5.9.)
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Sekil 5.13.ROR1S / RORI1L Immiinblotlama ile Analizi.

1) Protein Standardi (Bio-Rad #1610374)
2) BL21.pET30a (-IPTG)

3) BL21. pET 30a (+IPTG)

4) BL21. pET 30a.ROR1S#3 (-IPTG)

5) BL21. pET 30a.ROR1S#3 (+IPTG)

6) BL21. pET 30a.ROR1L#4 (-IPTG)

7) BL21. pET 30a.ROR1L#4 (+IPTG)

5.4.1. ROR1 REKOMBINANT PROTEIN COZUNURLUK TESTI

PET-30a plazmidi i¢ine klonlanip N terminalinde 6xHis Tag ile ifade ettirilen ROR1 L ve
RORI1 S proteinin ¢oziiniirkigii test edilmistir. pET-30a, pET-30a.ROR1 L ve pET-
30a.RORL1 S plazmidleri BL21(DE3) ifade susunda ifade ettirilmis ardindan 0.5 mM IPTG
ile indiiklenmistir. Cozliniirliik testi ile elde edilen ¢oziiniir fraksiyon, iirede ¢Oziinen
fraksiyon ve ¢Ozunir olmayan fraksiyon SDS-PAGE ile ayristirilmistir. Ardindan jel

Coomassie Blue ile boyanmistir.

Bu analiz sonucunda, ifade ettirilen her iki rekombinant proteinin ¢dzinur fraksiyonda yer
almakla birlikte (Sekil 5.10.), bir kistm RORIL ise iire ¢6ziiniir fraksiyonda yer aldigi

gozlenmistir.
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Sekil 5.14.ROR1 S ve ROR1 L rekombinant proteininin protein ¢ézindrlik testi
(Coomassie boyama).

1) BL21 pET-30a +ROR1 S IPTG (Co6zunur fraksiyon)

2) BL21 pET-30a + ROR1 SIPTG (Ure ¢oziiniir fraksiyon)
3) BL21 pET-30a +RORL1 S IPTG (C6zinmeyen fraksiyon)
4) BL21 pET-30a+ROR1 L + IPTG (Cozlnur fraksiyon)

5) BL21 pET-30a+ROR1 L + IPTG (Ure ¢oziiniir fraksiyon)
6) BL21 pET-30+ROR1 L + IPTG (C6zinmeyen fraksiyon)
10) Protein standardi, (Bio-Rad, 1610374)

5.5. REKOMBINANT ROR1 S ve ROR1 L SAFLASTIRILMASI

Orta Olcekte iiretilen bakteriyel kiiltiirden yontem boliimiinde belirtildigi sekilde protein
saflagtirilmistir. Saflastirma sirasinda farkli asamalarda SDS-PAGE icin protein érnekleri
ayrilmistir. Ardindan bu Ornekler SDS-PAGE ile jelde ayristirilmig Coomassie blue

boyamasi (Sekil 5.11.) ve immiinblotlama yontemi (Sekil 5.12.) ile analiz edilmistir.

42



- 250kD

!

- 150

=100

- 37
25
-2
- 15
- 10

el e 1

Sekil 5.15.ROR1 S saflastirma (Coomasie boyama).

1) Protein standard: (Bio-Rad, 1610374)

2) BL21 pET30(a).ROR1 S+ IPTG (Total hiicre lizat1)

3) BL21 pET30(a).ROR1 S +IPTG (Hiicre lizat1 rezin sonrasi)
4) BL21 pET30(a).ROR1 S + IPTG (1.yikama)

5) BL21 pET30(a).ROR1 S + IPTG (2.yikama)

6) BL21 pET30(a).ROR1 S + IPTG (3.yikama)

7) BL21 pET30(a).ROR1 S + IPTG (eliisyon 1)

8) BL21 pET30(a).ROR1 S + IPTG (ellisyon 2)

9) BL21 pET30(a).ROR1 S + IPTG (ellisyon 3)

7,8,9 numarali kuyularda yer alan 33 kDa civar1 bant ROR1S’tir. Ustiinde dimer
g6zlenmektedir.
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Sekil 5.16.ROR1 L saflastirma (Coomasie boyama).

1) Protein standardi, (Bio-Rad, 1610374)

2) BL21 pET30(a).ROR1 L+ IPTG (Total hiicre lizati)

3) BL21 pET30(a).ROR1 L +IPTG (Hiicre lizat1 rezin sonrasi)
4) BL21 pET30(a).ROR1 L + IPTG (1.yikama)

5) BL21 pET30(a).ROR1 L +IPTG (2.yikama)

6) BL21 pET30(a).ROR1 L +IPTG (3.yikama)

7) BL21 pET30(a).ROR1 L + IPTG (elusyon 1)

8) BL21 pET30(a).ROR1 L + IPTG (elusyon 2)

9) BL21 pET30(a).ROR1 L + IPTG (elusyon 3)

7,8,9 numarali kuyularda yer alan 46 kDa civar1 bant ROR1L proteinidir.
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Sekil 5.17.ROR1 S ve RORI1 L saflastirma.

1) Protein standardi, (Bio-Rad, 1610374)

2) BL21 pET30(a).ROR1 L + IPTG (elisyon 1)
3) BL21 pET30(a).ROR1 L + IPTG (elusyon 2)
4) BL21 pET30(a).ROR1 L + IPTG (eltsyon 3)
5) BL21 pET30(a).ROR1 S + IPTG (elisyon 1)
6) BL21 pET30(a).ROR1 S + IPTG (ellsyon 2)
7) BL21 pET30(a).ROR1 S + IPTG (elisyon 3)

Mavi ok ile gosterilen 2,3,4 numarali kuyularda yer alan 46 kDa civar1 bant ROR1L proteini,
kirmiz1 ok ile gosterilen 5,6,7 numarali kuyularda yer alan 33 kDa civar1 bant ROR1S

proteinidir. Ustiinde dimer gzlenmektedir.
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6. TARTISMA ve SONUC
6.1. TARTISMA

Kanser diinya genelinde bir¢ok insan1 etkileyen, yasam kalitesini diisiiren, gérilme sikligi
her gegen giin artan 6nemli bir halk sagligi sorunudur ve kiresel 6lgekte 6nde gelen ikinci
0lim nedenidir. Uluslararas1 Kanser Aragtirma Ajansi tarafindan iiretilen GLOBOCAN
verilerine gore, 2020 yilinda 19,3 milyon kisiye kanser teshisi konulmustur bu saymin 2040
yilinda 28.9 milyon kisiye ulasmasi beklenmektedir (2). Kanser kaynakli 6liim oranindaki
hizli artig arastirmacilar1 kanser tedavisi i¢cin yeni etkili tedavi yontemleri kesfetmeye
yoneltmistir. Bu amacla 6ncelikli olarak kanser gelisiminde ve ilerlemesinde rol oynayan
temel biyolojik nedenler arastirilmistir. Kanser gelisiminde ve ilerlemesinde hayati role
sahip cesitli timorle ilgili antijenler tanimlanmis ve bu antijenlerin kanser hiicrelerinde asir1
ifade edildigi rapor edilmistir. Kanser hastalarinda semptomlar1 kontrol etmek, hastalarin
yasam siiresini uzatmak i¢in bu antijenleri hedefleyen g¢esitli terapotik yontemler

gelistirilmis ve gelistirilmeye devam etmektedir.

Kanser hiicrelerinde asir1 ifade edilen antijenlerden biri de Reseptor tirozin kinaz benzeri
orphan reseptor 1’dir (ROR-1). Reseptor tirozin kinaz ailesi Gyesi olan ROR1, embriyonik
gelisim sirasinda ifade edilmekte, dogum sonrasi yetiskin dokularda ise ifadesi ihmal
edilebilir seviyelere diismektedir ancak ROR1 pankreas, yumurtalik, meme, akciger, mide
kanseri gibi solid tumdrlerde ve bir dizi hematolojik malignitede asir1 ifade edilmektedir
(50). Kanser hucrelerinde ROR1’in asir1 ifade edilmesi tiimor hiicresi biiylimesi, metastazi,
hayatta kalmasi1 ve tedavi direnci ile sonuglanmaktadir. Bu nedenlerden dolayr RORI,
hematolojik ve solid tiimorlerin tedavisinde kullanilmak tizere anti-kanser terapotik
yontemlerin gelistirilmesi icin umut verici bir hedeftir. RORL1'i hedefleyen birkag anti-ROR1
monoklonal antikor gelistirilmis olmasma ragmen sadece insanst monoklonal antikor
Cirmtuzumab nikseden ve refrakter KLL hastalarinda faz I denemesine gegmistir ve , KLL
hucrelerinin apoptozunu indiiklemede etkili oldugu kanitlanmistir (53). Cirmtuzumab
etkinligi, tolere edilebilirligi ve giivenligi test edilmis ve iyi tolere edildigi, doza bagl hicbir
olumsuz reaksiyon gostermedigi rapor edilmis ve klinik insan deneylerinde daha fazla
degerlendirilmesi tesvik edilmistir (47). Cirmtuzumab ROR1 hiicre dis1 alanina baglanarak

ligand baglanmasini engellemekte ve RORI1’in sinyal iletimini bloke ederek kanser
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hlcrelerinin apoptozunu indiiklemektedir. Bu ¢alisma, Frizzled-benzeri CRD ve Kringle
alanmna kars1 spesifik mAb'lerin gelistirilmesinin yolunu agmustir. Hematolojik ve solid
timorlerin  tedavi edilebilmesi, hastalarin yasam kalitesi ve sag kalim siiresinin
arttirillabilmesi i¢in mevcut anti-ROR1 monoklonal antikorlarmm klinik yanitlar1 dikkate
alimarak daha efektif anti-ROR1 monoklonal antikorlarinin gelistirmesine ihtiyag
duyulmaktadir. Bu nedenle, bu tez ¢alismasinda ROR1 pozitif kanser hastalarinin tedavisi
veya tanisinda kullanilmast amactyla anti-ROR1 monoklonal antikor gelistirilmesinin ilk
basamag1 olan ROR1 rekombinant proteini iiretilmistir. Uretilen iki rekombinant protein
daha sonraki ¢alismada yeni ve 0zgiin anti-ROR1 monoklonal antikor gelistirilmesi igin
antijen olarak kullanilacaktir. Tez ¢alismasinda gelistirilen 6xHistag-ROR1S ve 6xHistag-
RORI1L rekombinant proteinlerinden RORIL tiim hiicre dis1 alan1 kapsarken, RORIS

frizzled ve dimerizasyon i¢in gerekli olan kringle alanlarini kapsamaktadir.

Yapilan literatiir aragtirmasi sonucunda MDA-MB-231 hiicre hattmin ROR1 agir1 ifade ettigi
tespit edilmistir. Bu nedenle rekombinant antijen iiretilirken DNA kaynagi olarak MDA -
MB-231 hiicrelerinin kullanilmasma karar verilmistir. Hiicreler uygun kosulda kiiltiir

edildikten sonra, hiicrelerden total RNA izole edilmis ve cDNA sentezlenmistir.

Rekombinant protein tiretilmesi amaciyla ROR1 hiicre dis1 alanin1 tamamen kodlayan, 42-
391. amino asit araligina karsilik gelen 1050 niikleotid ve reseptor hiicre disi alaninda
bulunan Frizzled ve Kringle domainlerini kodlayan, 165-391. amino asit araligina karsilik
gelen 681 nikleotid pET-30a ifade plazmidinin ¢oklu klonlama bdélgesinin igerisine
klonlanmis, E.coli DH5a-TR1 bakteri susuna transforme edilmis ve E.coli BL21(DE3)

susunda rekombinant proteinler protein ifade ettirilmistir.

Calismada pET ekspresyon sistemi, pET-30a(+) plazmidi coklu klonlama bdlgesinin
5ucunda 6xHistag kodladigi i¢in kullanilmistir. Plazmidin bu 6zelligi sayesinde
rekombinant proteinler 6xHis taq flizyonlu tiretilebilmis ve ROR1L ve RORI1S proteinleri

N-terminal flizyon proteini olarak saflastirilabilmistir.

Klonlanan dizinin biitinligiinii ve klonlama dogrulugunu teyit etmek i¢in birka¢ farkli
yontem uygulanmustir. Ik olarak pET30a(+) plazmidine spesifik T7 forward ve reverse
primerleri kullanilarak, PCR ile plazmid DNA’s1 amplifiye edilmis ve PCR urunleri agaroz

jelde insert varligi igin kontrol edilmistir. Ek 1°de verilen plazmid haritasina bakildiginda
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T7 promotdr bolgesinin plazmid coklu klonlama bdlgesinin basinda T7 terminator
bolgesinin ise plazmid ¢oklu klonlama bolgesinin sonunda oldugu goriilmektedir. Sekil
5.7.’de bos pET30’da beklenen yaklasik 340 bg¢’lik fragment gozlenmis, ROR1 S icin
beklenen 1021 bg’lik fragment sadece 3 numarali kolonide gozlenirken ROR1 L igin
beklenen 1390 belik fragment ise sadece 4 numarali kolonide gozlenmistir. Diger
kolonilerden elde edilen plazmid DNA’larinda beklenen insert olmadig1 gézlendi bu nedenle
sonraki agamalar i¢in ROR1S i¢in 3. Koloni ile RORIL i¢in 4. Koloni ile devam edilmistir.
Bu sonug restriksiyon enzimleri ile kesim sonrasi da dogrulanmistir. Ve son olarak bu iki
koloni DNA dizi analizi ile de incelenmistir. Amino asit Seviyesinde degisimler

gozlendiginden DNA dizi analizi tekrarlanabilir.

Insert kontrolii sonras1 segilen pET30a.ROR1S#3, pET30a.ROR1L#4 ve pET-30a plazmid
DNA’lar1, proteini ifade ettirmek i¢in E. coli BL21(DE3) protein ifade susuna transforme
edilmistir ve ardindan bakteriyel kiiltiir IPTG ile indiklenmistir. 6xHistag-ROR1S ve
6xHistaqg-ROR1L rekombinant proteinleri ifade ettirildikten sonra protein ifadesi, anti-
Histag primer antikoru ile isaretlenerek immunblotlama analizinde incelenmistir.
Immiinblotlama sonucunda RORI1L icin 47 kDa, ROR1S icin de 33 kDa beklenen bantlar

gozlenmistir.

Protein ifade edildigi tespit edildikten sonra pET-30a plazmidi i¢ine klonlanip N
terminalinde 6xHis Tag ile ifade ettirilen ROR1 S ve ROR1 L proteinlerinin ¢ozinurlik testi
yapilmistir. Bu amagla, proteinler ifade ettirildikten sonra hiicre pelletleri ¢oziiniir fraksiyon,
Urede c¢oOzunen fraksiyon ve ¢ozunir olmayan fraksiyon olarak SDS-PAGE ile jelde
ayristirilmistir.  Bu analiz  sonucunda rekombinant proteinler ¢Ozunir fraksiyonda
g6zlenmistir, bir kisstm RORL iire ¢oziiniir fraksiyondadir, ancak daha diisiik sicakliktaki

indiiklemeler sonucu ¢oziiniir fraksiyonda olacagi 6ngoriilmektedir (Sekil 5.10.).

Proteinlerin ¢ozilinebilir oldugunun goriilmesinin ardindan 6xHistag-ROR1S ve 6xHistag-

ROR1L rekombinant proteinleri orta dl¢ekte tiretilmistir.

Orta 6lgekli tiretim sonrasi bakteriyel kiiltiirden protein saflastirmak i¢in Ni-NTA rezin ile
lizozim ve proteaz inhibitorleri kullamilmis ve rekombinant His-etiketli proteinler
saflastirilmistir. Saflastirma sonrasi protein Ornekleri SDS-PAGE jelde yirattlmesinin

ardindan hem immiinblotlama hem de coomassie boyama ile analiz edilmis ve saflagtirma
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isleminin basar1 ile gerceklestigi gozlenmistir. Protein drnekleri basari ile elue edilmis,
6xHistag-ROR1S 33 kDa bdlgesinde ve 6xHistag-ROR1L rekombinant proteinleri 47 kDa

bolgesinde belirgin bant gostermistir.
6.2. SONUC

Bu tez ¢caligmasinda RORI1 hiicre dis1 alan1 iki farkli boyutta fragmentler halinde ve histidin
taq ile konjuge edilmis olarak, pET30 bakteriyel ekspresyon sisteminde basari ile ifade
ettirilmistir.  Optimizasyona ihtiya¢ olsa da orta Olgekte saflastirma protokoli
olusturulmustur. Uretilen ve saflastirilan 6xHistag-ROR1S ve 6xHistag-ROR1L
rekombinant proteinleri laboratuvarimizda hibridoma teknolojisi ile monoklonal antikor
gelistirmek i¢in antijen olarak kullanilacaktir. Biiyiik Olcekte saflastirma ve takip eden

diyaliz prosediirlerinin immiinizasyon oncesi taze sekilde uygulanmasi isabetli olacaktir.
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EKLER

EK 1: PET-30A(+) PLAZMID HARITASI

Xho l(158)
Not I(166)
—— Eag I?ss)
PET-30a(+) seq Hind lli(173)
T7 promoter 11943 ki
T7 transcription start 418 E:?nmkl:?:’a)
His*Tag coding sequence ~ 327-344 ECOR V/(206)
SeTag coding sequence 249-293 Neo 'Ig;g
Multiple cloning sites Bpu1102 I(s0) Bgl |‘|}2‘l)
(Neol- Xhol) 158-217 Dra lli(5180) /\( 332 uﬁ?’
His*Tag coding sequence  140-157 Xba I(384)
T7 terminator 26-72
lacl coding sequence 826-1905
pBR322 origin 3339
Kan coding sequence 4048-4860
f1 origin 4956-5411 PVU I(4479)

The maps for pET-30b(+) and pET-30c(+)
are the same as pET-30a(+) (shown) with
the following exceptions: pET-30b(+) is a

5421bp plasmid; subtract 1bp from each site

beyond BamH I at 198. pET-30c(+) isa
5423bp plasmid; add 1bp to each site

PELZR)

Miu I(1176)
Bcl I(1190)

beyond BamH I at 198.
EC057 I(3825) BssH li(1587)
AWN 1(3693)
BSSS 1(3450)
BspLU11 I(3277) / 1
Sap I(3161) Fgg |((2";2;;)
Bst1107 I(3048) PSp5 11(2283)
Tth111 I(3022)
T7 promoter primer #69348-3
PET upstream primer #69214-3 7 o i ¢

Ndel

His-Tag

Xbal

STag NspV_

e SCOPOLEIOE_____ 1bs
AGATCGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTT TAACTT TAAGAAGGAGA

Bglt

TATACATATGCACCATCATCATCATCATTCTTCTGGTCTGGTGCCACGCGGTTCTGOTATGAAAGAAACCGCTGCTGCTAAATTCGAACGCCAGCACATGGACAGCCCAGATCTG
Ho(h}uN:lNlSNISNISHIlSarSefGlyLoch)FroAraGlemGlyﬂatlysCluThVAluAluAluly!FhuGluAvgGlnHluP‘elAsDSurPrOAsplnu
thrombin Eag|
Ken | PET303#)  neol  EcoRV BamM| EcoRl Sacl _Sall Hindli n’o%. Xhol His-Tag
GGTACCGACGACGACGACAAGGCCATGGCTGATATCGGAT CCGAAT TCGAGE TCCGTCGACAAGCTT GCGGCC GCACTC GAGCACCAC CACCAC CACCAC TGAGATCCGGCT GCT AA
GJythAsEAsEAspAsEI zsAluHah\loAspI 1eGlySerGluPheGlul euArgArgGInAlcCysG lyArgThrArgAlaProProProProProleuArgSerGlyCysEnd

enterokinase
PET-300(+) GCGATATCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGE TTGCGGCCGCAC TCGAGCACCACCACCACCACCACTGA
Alal leSerAspProAsnSerSerSerValAspl yslLeuAlcAlcAlcleuGlud isHisHisH IsHIsHISEnd
PET-30c(+) GGATATCTGTGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCT TGCGGCCGCACT CGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGE TGCTAA
GlyTyrleuTrpl leArgl leAraAloProSerThrSerl euAragProlisSerSerTheThrThrThrThrTheGlul leAral eul ey

Bpu1102 1 T7
CAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCC TCTAAACGGGTCTTGAGGGRTTTTTTG

7 !;mmahm primer #69337-3
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EK 2: KLONLANAN ROR1 NUKLEOTID VE AMINO ASIT DiZiLERI

ROR1 S (165-391. aminoasitler):

EEDGFCQPYRGIACARFIGNRTVYMESLHMOGEIENQITAAFTMIGTSSHLSDKCSQFATIPSLCHYAFPYCDE
TSSVPKPRDLCRDECEILENVLCQTEYIFARSNPMILMRLKLPNCEDLPQPESPEAANCIRIGIPMADPINKN
HKCYNSTGVDYRGTVSVTKSGRQCOPWNSQYPHTHTFTALRFPELNGGHSYCRNPGNQKEAPWCEFTLDENFKS
DLCDIPAC

ROR1 S (165-391. aminoasitleri kodlayan niikleotid dizisi):

GAAGAAGATGGATTCTGTCAGCCATACAGAGGGATTGCATGTGCAAGATTTATTGGCAACCGCACCGTCTATA
TGGAGTCTTTGCACATGCAAGGGGAAATAGAAAATCAGATCACAGCTGCCTTCACTATGATTGGCACTTCCAG
TCACTTATCTGATAAGTGTTCTCAGTTCGCCATTCCTTCCCTGTGCCACTATGCCTTCCCGTACTGCGATGAA
ACTTCATCCGTCCCAAAGCCCCGTGACTTGTGTCGCGATGAATGTGAAATCCTGGAGAATGTCCTGTGTCAAA
CAGAGTACATTTTTGCAAGATCAAATCCCATGATTCTGATGAGGCTGAAACTGCCAAACTGTGAAGATCTCCC
CCAGCCAGAGAGCCCAGAAGCTGCGAACTGTATCCGGATTGGAATTCCCATGGCAGATCCTATAAATAAAAAT
CACAAGTGTTATAACAGCACAGGTGTGGACTACCGGGGGACCGTCAGTGTGACCAAATCAGGGCGCCAGTGCC
AGCCATGGAATTCCCAGTATCCCCACACACACACTTTCACCGCCCTTCGTTTCCCAGAGCTGAATGGAGGCCA
TTCCTACTGCCGCAACCCAGGGAATCAAAAGGAAGCTCCCTGGTGCTTCACCTTGGATGAAAACTTTAAGTCT
GATCTGTGTGACATCCCAGCGTGC

ROR1 L (42-391. aminoasitler):

PTSSWNISSELNKDSYLTLDEPMNNITTSLGQTAELHCKVSGNPPPTIRWEFKNDAPVVQEPRRLSFRSTIYGS
RLRIRNLDTTDTGYFQCVATNGKEVVSSTGVLEVKEFGPPPTASPGYSDEYEEDGFCQOPYRGIACARFIGNRTV
YMESLHMQGEIENQITAAFTMIGTSSHLSDKCSQFAIPSLCHYAFPYCDETSSVPKPRDLCRDECEILENVLC
QTEYIFARSNPMILMRLKLPNCEDLPQPESPEAANCIRIGIPMADPINKNHKCYNSTGVDYRGTVSVTKSGROQ
COPWNSQYPHTHTFTALRFPELNGGHSYCRNPGNQKEAPWCEFTLDENFKSDLCDIPAC

ROR1 L (42-391. aminoasitleri kodlayan niikleotid dizisi):

CCTACCTCATCATGGAACATCTCAAGTGAACTCAACAAAGATTCTTACCTGACCCTCGATGAACCAATGAATA
ACATCACCACGTCTCTGGGCCAGACAGCAGAACTGCACTGCAAAGTCTCTGGGAATCCACCTCCCACCATCCG
CTGGTTCAAAAATGATGCTCCTGTGGTCCAGGAGCCCCGGAGGCTCTCCTTTCGGTCCACCATCTATGGCTCT
CGGCTGCGGATTAGAAACCTCGACACCACAGACACAGGCTACTTCCAGTGCGTGGCAACAAACGGCAAGGAGG
TGGTTTCTTCCACTGGAGTCTTGTTTGTCAAGTTTGGCCCCCCTCCCACTGCAAGTCCAGGATACTCAGATGA
GTATGAAGAAGATGGATTCTGTCAGCCATACAGAGGGATTGCATGTGCAAGATTTATTGGCAACCGCACCGTC
TATATGGAGTCTTTGCACATGCAAGGGGAAATAGAAAATCAGATCACAGCTGCCTTCACTATGATTGGCACTT
CCAGTCACTTATCTGATAAGTGTTCTCAGTTCGCCATTCCTTCCCTGTGCCACTATGCCTTCCCGTACTGCGA
TGAAACTTCATCCGTCCCAAAGCCCCGTGACTTGTGTCGCGATGAATGTGAAATCCTGGAGAATGTCCTGTGT
CAAACAGAGTACATTTTTGCAAGATCAAATCCCATGATTCTGATGAGGCTGAAACTGCCAAACTGTGAAGATC
TCCCCCAGCCAGAGAGCCCAGAAGCTGCGAACTGTATCCGGATTGGAATTCCCATGGCAGATCCTATAAATAA
AAATCACAAGTGTTATAACAGCACAGGTGTGGACTACCGGGGGACCGTCAGTGTGACCAAATCAGGGCGCCAG
TGCCAGCCATGGAATTCCCAGTATCCCCACACACACACTTTCACCGCCCTTCGTTTCCCAGAGCTGAATGGAG
GCCATTCCTACTGCCGCAACCCAGGGAATCAAAAGGAAGCTCCCTGGTGCTTCACCTTGGATGAAAACTTTAA
GTCTGATCTGTGTGACATCCCAGCGTGC
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EK 3: DNA DIiZi ANALIZi SONUCLARININ HEDEF ROR1S NUKLEOTID DiZiSi
ILE COKLU HIiZALANMASI

CLUSTAL W 2.0 muTtiple sequence alignment

1_T/R_reverse_COmplement —  =-=-m=-mmmmmmm oo oo e 70
BORIS. 7 s soosiciooncodioosiocioosn 70
1_T7F GCGTTAGACGGAGCATTACACTCTAGAATGATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGCACCA 70
L_T7R_reverse_complement =~ =--==-mmmmmmm oo GTAAGAAAAGAAACCGGTGCTTCTAA--TT 140
RORIS. e oS 140
1_T7F TCATCATCATCATTCTGCTGGTCTGGTGCCACGCGGTTCTGGTATGAAAGAAACCGCTGCTGCTAAATTC 140

1_T7R_reverse_complement  GGACGGCAGCAGGTGG-CCTCCTTAATTCCGGTGAGGAGGACGGCGAGAATGCCCATTGTATTATCTGGG 210
RORIS. e 20
1T7F GAACGCCAGCACATGGACAGCCCAGATCTGGGTACCGACGACAACGACTAGGCCA-~TGGGATATCTGTG 210

1_T7R_reverse_complement ATCACATAAGGAGGAAGAAGGATTTGTTCAGCCATAACAGGAGGGATTGCATGGGCAAGA-TTATTGCCA 280
RRIS.  mmeemeeee GAAGAAGATGGATTCTGTCAGCCATA--CAGAGGGATTGCATGTGCAAGATTTATTGGCA 280

1_T7F GATCCATATGGAAGAAGATGGATTCTGTCAGCCATA--CTGAGGGATTGCATGTGCAAGATTTATTGGCA 280
SRR K RO SRR Rk ok Xk

1_T7R_reverse_complement ACCGCACTCTC-ATATGGAGTCTCTGCGTCATGCAAGGGGAAATAGAAAATCAGATCACAGCTGCCCTCA 350
RORIS_ ACCGCACCGTCTATATGGAGTCTTTGCA-CATGCAAGGGGAAATAGAAAATCAGATCACAGCTGCCTTCA 350

1T7F ACCGCACCGTCTATATGGAGTCTTTGCA-CATGCAAGGGGAAATAGAAAATCAGATCACAGCTGCCCTCA 350
Fhkkkkk ok oo 0o RReReeoRRooRoRokkkokkkO0O0OOOO o ik

1_T7R_reverse_complement CTATGATFGGCACTGCCAGTCACTT[TCTGATAAGTG]TCTCAGTTCG-CGATCTIT(CCTGTGCCFIT 420
RORIS_ CTATGATTGGCACTTCCAGTCACTTATCTGATAAGTGTTCTCAGTTCGCCATTCCTTCCCTGTGCCACTA 420

1_T7F CTATGATTGGCACTTCCAGTCACTTATCTGATAAGTGTTCTCAGTTCGCCGTTCCTTCCCTGTGCCACTA 420
Fkkkkkkoo Jokooonr RenenennooRRooNoooRE %k ookl

1_T7R_reverse_complement TGTCTFCCCTGTAGTGCGATGAAACTTCTFGCGTCCCAAGAGCCCCGTGA@[ GAGTAGCGATGAATGTG 490
RORIS_ TGCCTTCCC-GTACTGCGATGAAACTTCATCCGTCCCAA-AGCCCCGTGACTTGTGTCGCGATGAATGTG 490

1_T7F TGCCTTCCC-GTACTGCGATGAAACTTCATCCGTCCCAA-AGCCCCGTGACTTGTGTCGCGATGAATGTG 490
Bk kkkkiok ook Jookoonnnne 1 RneoooE ik ok ook

1_T7R_reverse_complement GAATCCTGGAGAATTTTCCTGTGTCAAACAGAGTACATTTTTGCAAGATCAAATCCCATGATTGTGATGA 560
ROR1S_ AAATCCTGGAGAA-TGTCCTGTGTCAAACAGAGTACATTTTTGCAAGATCAAATCCCATGATTCTGATGA 560

1_T7F GAATCCTGGAGAA-TGTCCTGTGTCAAACAGAGTACATTTTTGCAAGATCAAATCCCATGATTCTGATGA 560
IR0 & 00RO OO kK

1_T7R_reverse_complement GGCTGAAACTGCCAAACTGTGAAGATCTCCCCCAGCGAAGAGAGCCCAGAAGCTGCGAACTGTATCCGGA 630
RORIS_ GGCTGAAACTGCCAAACTGTGAAGATCTCCCCCAGC-CAGAGAGCCCAGAAGCTGCGAACTGTATCCGGA 630

1_T7F GGCTGAAACTGCCAAACTGTGAAAATCTCCCCCAGC-CAGAGAGCCCAGAAGCTGCGAACTGTATCCGGA 630
B OOOROROREEOE R Rk

1_T7R_reverse_complement -TGGAATTCCCATGGCAGATCCTATAAATAAAAATCACAAGTGTTATAACAGCACAGGTGTGGACTACCG 700
RORLS_ TTGGAATTCCCATGGCAGATCCTATAAATAAAAATCACAAGTGTTATAACAGCACAGGTGTGGACTACCG 700

1_T7F TTGGAATTCCCATGGCAGATCCTATAAATAAAAATCACAAGTGTTATAACAGCACAGGTGTGGACTACCG 700
HHOOOOOERR kOO EEEEEEEEEEREERRRROR Rk
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1_T7R_reverse_comp]ement
ROR1S_
1_T7F

1_T7R_reverse_complement
ROR1S_
1_T7F

1_T7R_reverse_complement
ROR1S_
1_T7F

1_T7R_reverse_complement
ROR1S_
1_T7F

1_T7R_reverse_complement
RORIS_
1_T7F

1_T7R_reverse_complement
RORIS_
1TIF

1_T7R_reverse_complement
ROR1S_
1TIF

1_T7R_reverse_complement
ROR1S_
1T7F

1_T7R_reverse_comp]ement
ROR1S_
1_T7F

1_T7R_reverse_comp]ement
ROR1S_
1_T7F

1_T7R_reverse_complement
ROR1S_
1_T7F

GGGGACCGTCAGTGTGACCAAATCAGGGCGCCAGTGCCAGCCATGGAATTCCCAGTATCCCCACACACAC 770
GGGGACCGTCAGTGTGACCAAATCAGGGCGCCAGTGCCAGCCATGGAATTCCCAGTATCCCCACACACAC 770

GGGGACCGTCAGTGTGACCAAATCAGGGCGCCAGTGCCAGCCATGGAATTCCCAGTATCCCCACACACAC 770
HrnecoooORRERRRRRRE ORI R

ACTTTCACCGCCCTTCGTTTCCCAGAGCTGAATGGAGGCCATTCCTACTGCCGCAACCC-AGGGAATCAA 840
ACTTTCACCGCCCTTCGTTTCCCAGAGCTGAATGGAGGCCATTCCTACTGCCGCAACCC-AGGGAATCAA 840

ACTTTCACCGCCCTTCGTTTCCCAGAGCTGAATGGAGGCCATTCCTACTGCCGCAACCCAAGGAAATCAA 840
ecoaORRRRRRERRE RO Rk

AAGGAAGCTCCCTGGTGCTTCACC-TGGATGAATACTTTAAGTTTGATCTGTGTGACAT-CCTGCGTGCA 910
AAGGAAGCTCCCTGGTGCTTCACCTTGGATGAAAACTTTAAGTCTGATCTGTGTGACATCCCAGCGTGC- 910

AAGGAAGCTCCCTGGTGCTTCACCTTGGATGAATACCTTAAGTCTGATCTGTGTGACAT-CCAGCGTGCA 910
Bkt *mmmg'u Thkkkk kot stk

1

TR e T
GTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTTAAAATCCGGCTGCTAACAAACCC 980
---------------------------------------------------------------------- 1120
---------------------------------------------------------------------- 1190
---------------------------------------------------------------------- 1260
---------------------------------------------------------------------- 1330

---------------------------------------------------------------------- 1400

------------------------------------- 137
TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGTTTTTGAGGAAGTGA 1437
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EK 4: DNA DiZi ANALIZI SONUCLARININ HEDEF RORIL NUKLEOTID DiZiSi

ILE COKLU HIiZALANMASI

CLUSTAL W 2.0 multiple sequence alignment

2_TIR_reverse_complement
RORIL
2_TIF

2_TIR_reverse_complement
RORLL
2_TIF

2_TIR_reverse_complement
RORLL
2_TIF

2_TIR_reverse_complement
RORIL
2_TIF

2_TIR_reverse_complement
RORLL
2_TIF

2_TIR_reverse_complement
RORLL
2_TIF

2_TIR_reverse_complement
RORIL
2_TIF

2_TIR_reverse_complement
RORLL
2_TIF

2_TIR_reverse_complement
RORIL
2_TIF

GTTTTGAACGGGGAAAAATTACCCATCTAGAATGATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGC 70

=CATTCATCATC=====mmmmmnnanen TTGCGTTGTGGCAGCGACGTTGGTGTAATAATACCTAGTGA 140
---------------------------------------------------------------------- 140
ACCATCATCATCAGCATTCTGCTGGTCTGGTGCCGCGCGGTTCTGGTATGAAAGAAACCGCTGCTGCTAA 140

AAATCAMACACAARARTGACAACCAAR-~TTTGGTACCGAGGAGGA-GECAAGGTCATGCGAT-TTTT 210
---------------------------------------------------------------------- 210
ATTCTAACGCCAGCACATGGACAGCCCAGATCTGAGTACCGACGACMCMCTAGGCCATGRATATCTG 210

TGGATCCCTTGGCCTACCTCATTCATGGAGCATCTCAAGTGAATTCAACAAAGATTTTTACCTGACCCTT 280
------------ (CTACCTCA-TCATGGAACATCTCAAGTGAACTCAACAAAGATTCTTACCTGACCCTC 280
TGGATCCCTATGCCTACCGCA-TCATGGAACATCTCTTGTGAACTCAACAAAGATTCTTACCTGACCCTT 280

Al bl bbb b Wbl bbb bbb bbbl b
nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn

GATGAA-CAATG-ATAACATCATCAAGTCTCTGGG-CGGACAGCAGAAATGCATTGCAAAGTCTCTGGJ 350
GATGAACCAATGAATAACATCACCACGTCTCTGGGCCAGACAGCAGAACTGCACTGCAAAGTCTCTGGGA 350
GATGAACCAATGAATAACATCACCACGTCTCTGGGCCAGACAGCATAACTGCACTGCAAAGTCTCTGGGA 350

Wbl kbl bbb bbbl bk L L b bbb b bl b b
nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn

ATCCACCTCCCACCATCCGCTGGTTCAAAAATGATGCTCCTGTGGTCCAGGAGCCCCAGAGGCTTTCCTT 420
ATCCACCTCCCACCATCCGCTGGTTCAAARATGATGCTCCTGTGGTCCAGGAGCCCCGGAGGCTCTCCTT 420
ATCCACCTCCCACCATCCGCTGGTTCAAAAATGATGCTTCTGTGGTCCGGGAGCCCCAAAGGCTCTCCTT 420

BT LT L A A A A A A A A A A A A A A P PP L A R R R PO T U R Y bbbl bl
nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn

TCGGTCCACCATCTATGGCTCTTGGCTGCGGATTAGAAACCTCGACACCACAGACAJ!EGCTACTTCCAG 490
TCGGTCCACCATCTATGGCTCTCGGCTGCGGATTAGAAACCTCGACACCACAGACACAGGCTACTTCCAG 490
TCGGTCCACCATCTATGGCTCTCGGCTGCGGATTATAAACCTCGAAACCACAAACACAGGCTACTTCCAG 490

Wbl bl b bl b b bbbl bl bbbl bbbl bt b b
nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn

TGCGTGGCAACAAACGGCAAGGAGGTGGTTTCTTCCACTGGAGTCTTGTTTGTCAAGTTTGGCCCCCCTC 560
TGCGTGGCAACAAACGGCAAGGAGGTGGTTTCTTCCACTGGAGTCTTGTTTGTCAAGTTTGGCCCCCCTC 560
TGCGTGGCAACAAACGGCGAGGAGGTGGTTTCTTCCACTGGAGTCTTGTTTGTCAAGTTTGGCCCCCCTC 560

BT A A S A A A R A A A A T T A T T T R FUT ORI T Y
nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn

CCACTGCAAGTCCAGGATACTCAGATGAGTATGAAGAAGATGGATTCTGTCAGCCATACAGAGGGATTGC 630
CCACTGCAAGTCCAGGATACTCAGATGAGTATGAAGAAGATGGATTCTGTCAGCCATACAGAGGGATTGC 630
CCACTGCAAGTCCTGGATACCAAGATGAGTATGAAGAAGATGGATTCTGTCAGCCATACAGAGGGATTGC 630

B T R T TR T R UTUTUTUTUR Y e el ol ule e ol wle e o ol e o ule ate ot o ol ale ol ale e s o ulents o oot s ol s b bl
nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn
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RORIL
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RORIL
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2_TIR_reverse_complement
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RORIL
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2_T/R_reverse_conplement
RORIL
2_TIF

ATGTGCAAGATTTATTGGCAACCGCACCGTCTATATGGAGTCTTTGCACATGCAAGGGGAAATAGAAAAT 700
ATGTGCAAGATTTATTGGCAACCGCACCGTCTATATGGAGTCTTTGCACATGCAAGGGGAAATAGAAAAT 700

ATGTGCAAGATTTATTGGCAACCGCACCGTCTATATGGAGTCTTTGCACATGCAAGGGGAAATAGAAAAT 700
RO RO

CAGATCACAGCTGCCTTCACTATGATTGGCACTTCCAGTCACTTATCTGATAAGTGTTCTCAGTTCGCCA 770
CAGATCACAGCTGCCTTCACTATGATTGGCACTTCCAGTCACTTATCTGATAAGTGTTCTCAGTTCGCCA 770

CAGATCACAGCTGCCTTCACTATGATTGGCACTTCCAGTCACTTATCTGATAAGTGTTCTCAGTTCGCCA 770
Bk RE

TTCCTTCCCTGTGCCACTATGTTTTTCCGTACTGCGATGAAAATTCTTCGGTCCCAAAGCCCCGTGACAT 840
TTCCTTCCCTGTGCCACTATGCCTTCCCGTACTGCGATGAAACTTCATCCGTCCCAAAGCCCCGTGACTT 840

TTCCTTCCCTGTGCCACTATGCCTTCCCGTACTGCGATGAAACTTCATCCGTCCCAAAGCCCCGTGACTT 840
fREOROOROE kR 0 Rt ket

GTGTAGTGAGGAATGCGAAATCGGGGAGAATGTCTTGTGTCAAACAGAGTACATTTTTGCAAGATCAAAT 910
GTGTCGCGATGAATGTGAAATCCTGGAGAATGTCCTGTGTCAAACAGAGTACATTTTTGCAAGATCAAAT 910

GTGTCGCGATGAATGTGAAATCCTGGAGAATGTCCTGTGTCAAACAGAGTACATTTTTGCAAGATCAAAT 910
K %R o ik ittt e

(CCATGATTCTGATGAGGCTGAAACTGCCAAATTGTGAAGATGTCCCCCAGCCAGAGAGCCCGGAAGATG 980
(CCATGATTCTGATGAGGC TGAAACTGCCAAACTGTGAAGATCTCCCCCAGCCAGAGAGCCCAGAAGCTG 980

CCCATGATTCTGATGAGGC TGAAACTGCCAAACTGTGAAGATCTCCCCCACCCAGAGAGCCCAGAAGCTG 980
OO OO ok ootk otk Kt

AGAACCGTATCCGGATTGGAATTCCCATGACAGATCCTATAAATAAAAATCACAAGTCTTATAACAGCAC 1050
CGAACTGTATCCGGATTGGAATTCCCATGGCAGATCCTATAAATAAAAATCACAAGTGTTATAACAGCAC 1050

CAAACTGTATCCGGATTGGAATTCCCATGACAGATCCTAT-AATAAAAATCACAAGT - TTATAACAGCAC 1050
ik :k)H(HH*HHHHHMH‘*HHH*H *HMHHHHHﬂ'!H#HHHH

AGGTGTGGACTACCGGGGGACCGTCAGTGTGACCAAATCAGGGCGCCAGTGCCAGCCATGGAATTCCCAG 1120
AGGTGTGGACTACCGGGGGACCGTCAGTGTGACCAAATCAGGGCGCCAGTGCCAGCCATGGAATTCCCAG 1120

AGGTGTGGACAACCGGGGGACCGTCAGTGTGACACAATCAGGGCGCCATTG-CACCCCTGGAATTCCCAT 1120
OO R oo, K K Sk bkt

TATCCCCACACACACACTTTCACCGCCCTTCGTTTCCTAGAGCTGAATGGAGGCCATTCCTACTGCCGCA 1190
TATCCCCACACACACACTTTCACCGCCCTTCGTTTCCCAGAGCTGAATGGAGGCCATTCCTACTGCCGCA 1190

TAT-CCCAC-CACCAACTTTTACCGCCCTTCGTTTCCCAAAGCTAAA-GGAAGCCATTCCTAC-GCCCCA 1190
kR Rk R % ik K Sk tnt —kk

ACCCAGGGAATCAAAAGGAAGCTCCCTGGTGCTTCACCTTGGATGAAAACTTTAAGTATGATCTGTGTGA 1260
ACCCAGGGAATCAAAAGGAAGCTCCCTGGTGCTTCACCTTGGATGAAAACTTTAAGTCTGATCTGTGTGA 1260

ACCC--GGAATCAAACG--AACCTCCCGGGGTTTC-CCCTGGAGAAATTTTTTTTTTATTTTTTGITT-- 1260
REOE ROOROE £ K % KK KE K KK K KK K KK % % REK X

CATCCCAGCGTGCAGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCATGAGATCCGGCT 1330

CATCCCAGCGTGC-=-===mmmmmmmmmmmmmmme e e 1330
- TCCTTGTTTGT-----TTARAAATTTGGCCCACTCAAACCCCCCCCGACACTTTAAT -------- 1T 1330
bR S A A § 1

GCTAACAAAGCCCGAAAGAGCTAGGTCCT 1359
----------------------------- 1359
TCTTTAAAAACCCCAAAGA---==------ 1359
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EK 5: PEPTID DiZiSiNDEKi DEGiSiKLiKLER

ROR1 S (165-391. aminoasitler) mutasyonlari: (F206L. 1224V.N380Y)

EEDGFCQPYRGIACARFIGNRTVYMESLHMQGEIENQITAAFTMIGTSSH
L
LSDKCSQFAIPSLCHYAFPYCDETSSVPKPRDLCRDECEILENVLCQTEYI
Vv
FARSNPMILMRLKLPNCEDLPQPESPEAANCIRIGIPMADPINKNHKCYN

SSTGVDYRGTVSVTKSGRQCQPWNSQYPHTHTFTALRFPELNGGHSYC

RNPGNQKEAPWCFTLDENFKSDLCDIPAC
Y I
(Fenilalanin2 051 8sin) (Izoldsin223 Valin) (Asparajin3 79 Tirozin)

ROR1 L (42-391. aminoasitler) mutasyonlari: (R104P, A305T, C314S,
S383Y)

PTSSWNISSELNKDSYLTLDEPMNNITTSLGQTAELHCKVSGNPPPTIRW
L
FKNDAPVVQEPRRLSFRSTIYGSRLRIRNLDTTDTGYFQCVATNGKEVVS
P
STGVLFVKFGPPPTASPGYSDEYEEDGFCQPYRGIACARFIGNRTVYMES

LHMQGEIENQITAAFTMIGTSSHL SDKCSQFAIPSLCHYAFPYCDETSSVP
KPRDLCRDECEILENVLCQTEYIFARSNPMILMRLKL PNCEDLPQPESPEA
ANCIRIGIPMADPINKNHKCYNSTGVDYRGTVSVTKSGRQCQPWNSQYP
HTH TFTALRP-II-’E LNGGH S?CRNPGNQKEAPWCFTLDENFKSDL CDIPAC

Y
(Arjinin103Prolin) (Alalin304 Treonin) (Sistein313 Serin)(Serin382Tirozin)
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Ozet

HER3, Epidermal Biiyiime Faktdrii Reseptor ailesinin dort iiyesinden bindir. HER1, HER2, HER3 ve
HER#'l igeren bu reseptér tirozin kinaz ailesi, birgok kanser tilril 1¢in terapdtik bir hedeftir. HER3 {in
meme, akeifer, kolon ve pankreas gibi gesitli insan kanserlerinde asin 1fadesi metastatik potansiyelin
artisina ve tiimér gelisiminin desteklenmesine yol agarak tedavide basansizhm ana nedenini olusturur.
Son yillarda yapilan birgok ¢alisma HER3'iin &nemini gostermis ve HER3' hedef alan tedavilerin
gelistirilmesine yonelik ¢ok sayida preklimik ve klinik calismanin baslamasini saglamustir. Artan HER3
ifadesi, kanser tedavisi sirasinda anti-EGFR/HER1 ve anu-HER2 terapétiklerine karsi dirence neden
olur. Bu direncin iistesinden gelmek ve terapitik etkinlifi artirmak igin HER3 sinyal yolagi temel asaf
akis mediyatorlerinin etkili inhibisyonu gereklidir. Bu nedenle, daha fazla HER3 inhibitorii terapitik
ajan gelistirme galismasina ihtiyag vardir. Bu reseptérlere baglanan monoklonal antikorlar gelistirilmis
olmasina ve bunlan gelistirmeye yonelik galismalar halen devam etmesine ragmen, HER3' hedef alan
bir moncklonal antikor heniiz onaylanmamustir. Anti-HER3 monoklonal antikor gelistirmeyi
hedefledigimizden, bu ¢alismada ilk adim olarak rekombinant HER3 antijen olarak klonlanmus ve ifade
edilmistir. HER3 hiicre disi alam, ligand baglanmasimin ézgiillidiing belirleyen iki sistein agisindan
zengin bélge (11 ve IV) ve ki yan bélge (1 ve I1I) igeren dirt alt alandan (I-1V) olusur. Escherichia
coli'de 6xHis taq fiizyonlu rekombinant antijeni ifade edebilmek igin 1869 nilkleotidlik uzunluktaki
HER3 hiicre disi alam pET-30a(+) plazmitine klonlanmustir. Klonlama i¢in £.coli DH5a-TR1 bakteri
susu kullamlmustur. Rekombinant 6xHistag-HER3IECD protein E. coli BL21{DE3)'de ifade edilmis ve
IPTG indiiksiyonunun ardindan 6xHis antikoruna karsi immiinoblotlamada beklenen 77 kDa bant
gizlenmistir. 6xHistag-HER3ECD proteininin ¢dziiniirlilk ve ifade optimizasyon calismalan devam
ctmektedir.

Anahtar Kelimeler: insan epidermal biiyiime faktirii reseptiirii 3 (HER3), HER3-ECD. Antijen, pET-
30 ifade sisterm
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