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OZET
Yiiksek Lisans Tezi
Tiimor Nekrozis Faktor Alfa’ya (TNF-alfa) Kars1 Poliklonal Antikor Uretilmesi
Ezgi KOC
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Prof. Dr. Erkan YILMAZ

Tiimdr Nekrozis Faktor Alfa (TNF-alfa), dogal bagisikligin baslica mekanizmalarindan
olan inflamasyonda etkin rol oynayan, multifonksiyonel bir sitokindir. Ozellikle Romatoid
artrit (RA) ya da Crohn hastaligi (CD) gibi otoimmiin ve inflamatuar hastaliklarda TNF-
alfa konsantrasyonunun viicutta artmasi bu sitokini terap6tik olarak 6nemli bir hedef haline
getirmektedir. Bu hastaliklarda TNF-alfa’y1 taniyan ve nétralize edebilen anti-TNF-alfa
antikoru tabanh ilaglar kullanilabilmektedir. Infliximab (Remicade); FDA-onayli kimerik
bir anti-TNF-alfa antikorudur ve diinyanin en ¢ok satan antikor tabanli ilaglarindan biri
olmustur. Infliximab patent siiresi 2018 yil1 itibariyle dolmustur. Biyobenzer antikorlar,
orijinal antikorlar ile ayni sekansa sahip olmasinin yaninda fakli klonlama ya da iiretim
prosesi ile iiretilirler. Bu nedenle, glikolizasyon profillerinde, iiretilen iirliniin kalitesinde
ve iglevselliginde degisimler olabilmektedir. Bu yilizden anti-TNF-alfa antikorlari ve

biyobenzerleri olusturulmaya devam etmektedir.

Bu tez calismasinda TNF-alfaya kars1 poliklonal antikor {iretilmistir. Bu amaca ulagmak
icin;, TNF-alfa rekombinant protein ekspresyonu yapilmis ve Balb/C disi fareye
immiinizasyonu sonrasinda ascite sivisi toplanarak antikorun TNF-alfa’ya kars1 spesifitesi
dleiilmiistiir. Uretilmis olan poliklonal antikor gelistirilip saflastirilarak ELISA ve Western
Blot gibi teknikler i¢in kullanilmaya acik olacaktir. Ayni zamanda tilkemizde TNF-alfa’ya

kars1 biyoteknolojik bir ilag gelistirilmesi i¢in 6nemli bir basamak olabilecektir.

2021, 101 sayfa

Anahtar kelimeler: TNF-alfa, rekombinant protein, poliklonal antikor, biyobenzerler.



ABSTRACT
M.Sc Thesis
Generation of Polyclonal Antibody Against Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-alpha)
Ezgi KOC
Ankara University Biotechnology Institute
Prof. Erkan YILMAZ

Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-alpha), is a multifunctional cytokine which is one of
the most important mechanisms of the immune system. Increasing concentration of TNF-
alpha, especially in the autoimmune and inflammatory disorders makes this cytokine an
important therapeutic target. In diseases with high TNF-alpha concentration, anti-TNF
antibody-based drugs can recognize and neutralize TNF-alpha. Nowadays, there are many
FDA-approved anti-TNF-alpha antibodies in the market. Infliximab (Remicade), an FDA-
approved chimeric TNF-alpha antibody has been one of the top 10 selling antibody-based
drugs in the world. Infliximab patent expired as of 2018. Biosimilar antibodies could be
produced by different cloning or production processes. For this reason, there may be
changes in the glycosylation profiles, the quality of the produced product or its
functionality. Therefore, anti-TNF-alpha antibodies and biosimilars continue to be

produced.

In this study, anti-TNF-alpha polyclonal antibody is generated. To achieve this;
recombinant protein is produced with the TNF-alpha protein expression vector and the
Balb/C female mice are immunized. Ascites fluid is collected and the specificity of the
antibody is measured. Generated polyclonal antibody will be developed in later stages for
techniques such as ELISA and Western Blotting. This antibody could be a step for the
biotechnological drug production against TNF-alpha.

2021, 101 pages

Keywords: TNF-alpha, recombinant protein, polyclonal antibody, biosimilars.
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1. GIRIS

Tiimoér Nekrozis Faktor Alfa (TNF-alfa), dogal bagisikligin baslica mekanizmalarindan
olan inflamasyonda etkin rol oynayan, multifonksiyonel bir sitokindir (1). Ozellikle
Romatoid artrit ya da Crohn hastalig1 gibi otoimmiin ve inflamatuar hastaliklarda TNF-alfa
konsantrasyonunun viicutta arttigi gozlemlenmistir (2). TNF-alfa konsantrasyonunun
yiksek oldugu hastaliklarda TNF-alfa’y1 taniyan ve ndtralize edebilen anti-TNF-alfa
terapileri kullanilabilmektedir (3).

Anti-TNF terapileri, anti-TNF antikorlarin1 igermektedir. Onaylanmis anti-TNF alfa
antikorlart; infliximab, adalimumab, golimumab ve certolizumab pegol’diir. Coziiniir
TNFR2 formunda bulunan fiizyon proteini etanercept de anti-TNF terapisi olarak
kullanilmaktadir. Bu terapiler romatoid artrit, Crohn hastaligi, psoriatik artrit, plak

psoriasis, liveitis ve tilseratif kolit hastaliklarinda kullanilmaktadir (4).

Poliklonal antikorlar, antijen {izerindeki farkli epitoplara baglanabilen antikorlardir. Dogal
antikorlar bircok B hiicre klonundan salgilandiklari i¢in poliklonal olarak adlandirilirlar.

Poliklonal serum farkli antijenlerdeki farkli epitoplara baglanan antikorlart icermektedir

(5).

Monoklonal antikorlar spesifik olmayan baglanmalar1 azaltsa da farkli arastirma
prosediirlerinde antikorun kullanigliligini azaltabilmektedirler (6). Poliklonal antikorlar ise,
hedef protein {iizerindeki birden fazla epitopu taniyabildiklerinden, hedef proteinin
teshisinde kullanilan kromatin immiinopresipitasyon (ChIP), immiinohistokimya (IHC),
Western Blot ve ELISA gibi tekniklerde daha etkilidirler (7). Poliklonal antikorlar
immiinojenin hayvana enjeksiyonu ile iiretilirler. immiinizasyon sonrasinda poliklonal
antikorlar direkt olarak kullanilabilmekte ya da saflastirilarak da kullanilabilmektedir.
Hayvandan alinan poliklonal antikorlar1 igeren serum birden ¢ok epitopa karsi afinite

gosterdiginden arastirma ya da terapdtik olarak kullanim igin etkilidir (8).

Poliklonal antikor itiretiminde ilk olarak, belirlenen immiinojenin iiretimi saglanmalidir.
Rekombinant proteinlerin iretilmesi ve saflastirilmasi hem ilag iiretimi hem de yeni
yapisal ilag hedeflerinin kesfedilmesinde 6nemli bir basamaktir. Bu proteinler konak hiicre

icerisinde sentezlenmektedirler ve DNA’lart yeniden diizenlendiginden rekombinant



protein adin1 almaktadirlar. Bu proteinler iiretilirken oncelikle konak se¢imi, vektor segimi
ve antibiyotik se¢imi yapilmasi 6nem tagimaktadir. Proteinler iiretildikten sonra ise afinite
kromotografisi ile ya da SUMO fiizyon proteinleri kullanilarak saflastirilarak terapotik

amaglar i¢in kullanilmaya hazir hale getirilmektedirler (9).

Biyobenzerler; daha 6nceden onaylanmis, fakat patent siiresi dolmus ilaglarin benzer
tirtinleridir. 2005 yilinda biyobenzerlerin onaylanmaya baslamasiyla, 6zellikle monoklonal
antikor tabanli birgok ilacin biyobenzeri iretilmeye baslamistir (10). Biyoteknolojik
ilaglarin iiretim asamalarindaki farkliliklar; proteinlerin tretildigi kaynak ve saflagtirma
stiregleri gibi siirecleri kapsamaktadir. Bu tiir degisiklikler proteinlerin ii¢ boyutlu

yapisinda ve glikozilasyonlarinda degisiklikler olusturabilmektedir (11).



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. TUMOR NEKROZIiS FAKTOR ALFA

Timor Nekrozis Faktor Alfa, dogal bagisikligin baglica mekanizmalarindan olan
inflamasyonda etkin rol oynayan, multifonksiyonel bir sitokindir (1). ilk kez 1975 yilinda
kesfedilmis olan bu sitokin, timor hiicrelerinde hiicre oliimiinii destekleyen bir serum
faktorli olarak ortaya ¢ikmistir (12). Daha sonraki yillarda ise inflamatuvar hastaliklara

kars1 potansiyel bir hedef oldugu belirlenmistir (13).

Timor Nekrozis Faktor-Alfa geni 6. kromozomda (6p21.33), MHC3 gen bolgesinin
icerisinde yer almaktadir (14). Bir¢ok farkli hiicre tipinde farkli roller {istlenen TNF-alfa,
oncelikli olarak monositler ve makrofajlar tarafindan iiretilmesinin yani sira, B hiicreleri,
notrofiller ve dogal katil hiicreler gibi bagisiklik sisteminde rol oynayan birgok hiicre
tarafindan da tretilmektedir (4). TNF-alfanin bu hiicreler tarafindan ftretilmesi, UV
1s1nlar1, 0zmotik basing, kimyasal ajanlar, bakteriler ve viriisler gibi bir¢ok faktore baglidir
(14). Bu sitokin, hiicreler tarafindan ilk olarak 26 kDa boyutunda bir homotrimer
transmembran proteini olarak eksprese edilmekte, daha sonra ADAMI17 geni tarafindan
kodlanan TNF doniistiiriicii enzim TACE tarafindan kesilerek 17 kDa boyutunda ¢6ziiniir
forma gegmekte, ya da transmembran formunda kalmaktadir (4, 14). TNF transmembran
formu (mTNF) ve ¢oziiniir formu (sTNF) hiicre igindeki fonksiyonlarmi TNFR1 ve
TNFR2 ad1 verilen iki reseptor tizerinden gergeklestirmektedirler (4).

TNF-alfa inflamasyonda, lokal inflamatuvar yaniti saglayan bir sitokin olarak gorev
yapmaktadir. Karacigerde akut faz yamitini ve endotel hiicrelerdeki gerekli adezyon
molekiillerinin  ve kan pihtilagmasin1  saglayict  proteinlerin  ekspresyonlarimi
indiiklemektedir. Enfeksiyon sirasinda makrofaj hiicrelerinden sistemik olarak TNF-alfa
salimimi gergeklestirilmesi septik soka neden olabilmektedir (15). Romatoid artrit ve Crohn
hastalig1 gibi otoimmiin ve inflamatuar hastaliklarda TNF-alfa konsantrasyonunun viicutta
arttigi goézlemlenmistir (2). TNF-alfa konsantrasyonunun yiiksek oldugu hastaliklarda
TNF-alfa’y1 taniyan ve notralize edebilen anti-TNF-alfa antikoru tabanli ilaglar
kullanilabilmektedir (3).



2.1.1. TNF-ALFA SINYAL YOLAGI

TNF-alfa’nin TNFR1 ve TNFR2 olmak iizere iki farkli reseptorii bulunmaktadir. TNF-alfa
transmembran (mTNF) ve ¢oziniir formlar1 (sSTNF) reseptorlerine baglandiginda;
aralarinda IL-1, IL6 ve IL-8’in de bulundugu sitokin kaskadina onciiliikk etmekte, makrofaj
farklilagsmasini saglamakta ve 16kositlerin endotel tabakadan gegisini hizlandirmaktadir (2).
TNF reseptor 1 (TNFR1) endotel hiicreler ve makrofajlar basta olmak iizere neredeyse tim
hiicrelerde eksprese edilirken, TNF reseptor 2 (TNFR2) ¢ogunlukla lenfositler, endotel
hiicreler ve noronlar tarafindan eksprese edilmektedirler (13, 15). TNFR2, ayrica regiilator
T hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese edilmektedir (14). TNFR1 pro-inflamatuvar
cevaplarin saglanmasinda gorev alirken, TNFR2 doku homeostazi, korunmasi ve

rejenerasyonunda etkindir (4).

Transmembran formu (mTNF), TNFR2’ye baglandiginda hiicreler arasi etkilesim sirasinda
bir ligand gorevi istlenmektedir (13). Ayrica, mTNF’nin bir reseptdr olarak da gorev

alarak hiicre i¢i sinyal kaskadini baslattig1 gosterilmistir (16).

TNFR1 ve TNFR2’de mTNF ve sTNF baglanma bolgeleri benzer olmasina ragmen, hiicre
icindeki domainleri farklilik gostermektedir. TNFR1’in sitoplazmik kuyrugu TNFRI1’le
iligkili DD (TRADD)’a baglanmasini saglayan bir domain bulundurmaktadir (Sekil 2.1.).
Diger bir yandan, TNFR2’nin boyle bir bolgesi bulunmamakta, bunun yerine TNFR-iliskili
faktor (TRAF) 1 ve 2 proteinlerine baglanmaktadir (Sekil 2.1). TNFR1 ve TNFR2 sinyal
yolaklar1 Niiklear Faktor-kappa B (NF-xB)’yi aktiflestirerek hiicrenin hayatta kalmasini
saglamaktadirlar (13). Bunun yaninda, TNFR1 aktivasyonunun iki 6nemli fonksiyonu olan
pro-inflamasyon genlerinin aktivasyonunu ile hiicrenin hayatta kalmasini saglamasinin ve

apoptozu uyarici etkisinin dengede tutulabilmesi biiyiik 6nem tasimaktadir (17).
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Sekil 2.1. TNFR1 ve TNFR2 sinyal yolaklarina genel bakis (13)

2.1.1.1. TNFRI1 Sinyal Yolag:

TNF-alfa TNFRI1’e baglandiginda; TNFR1, TRADD ile baglanmakta ve TRADD ise
reseptor-etkilesimli protein kinaz 1 (RIPK1) ve TRAF2’yi getirmektedir. Bu iki protein de
pro-inflamatuvar ve anti-apoptotik yolaklar1 diizenlemekte goérevlidir ve NF-xB yolagi

tizerinden hiicrenin hayata kalmasini saglamaktadir (13, 18).

RIPK1’in ubikitin E3 ligaz ile ubikitinasyonu; bu sinyal yolaginin kompleks 1 ile hayatta
kalmasini, kompleks 2b ile apoptozun, ya da kompleks 2c ile kontrolsiiz hiicre 6liimiinii
(nekrozis) belirlemektedir. Ubikitin zincirleri TNF reseptorlerinin aktivasyonu ile

baglanmakta ve protein fonksiyonlarina etki etmektedirler (13).

Sitoplazmada bulunan ¢ogu NF-kB dimeri; IkB’ler tarafindan DNA baglama bdlgeleri
bloklanarak inaktif halde tutulmaktadir. NF-kB aktivasyonu IkB inhibit6rii kinaz1 (IKK)
kompleksi ile saglanmaktadir. IKK’nin aktiflesmesi ise TRAF2 ve RIPK1 ile
saglanmaktadir (18). Ubikitinlenen RIPK1, igerisinde IKK’nin de bulundugu doniistiiriicii



biiyiime faktorii beta (TGF-p) ile aktiflesen kinaz (TAK) 1 kompleksini getirerek MAPK
fosforilasyonunu saglamaktadirlar (Sekil 2.2.) (13).
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Sekil 2.2. TNFR1 sinyal yolagi (13)

Mitojenle aktiflesen protein kinazi (MAPK) da TNF-alfa sinyal yolaginda pro-
inflammatuvar araci molekiillerin aktiflestirilmesinde gorev almaktadir. U¢ MAPK ailesi;
ekstraselliiler sinyal diizenleyici kinazlar (ERK), c-Jun N-terminal kinazlar (JNK) ve p38,
downstream enzimlerinin ve transkripsiyon faktorlerinin aktivitelerini saglayarak gen
ekspresyonunu diizenleyici rol istlenirler. MAPK kaskadinin aktivasyonu; inflamasyon,
proliferasyon, farklilasma ya da apoptoz ile sonuglanabilmektedir (18, 19). APl
transkripsiyon faktoriinin MAPK ile aktivasyonu ve NF-kB’nin IKK ile aktivasyonu,



hiicrenin hayatta kalma sinyalini ve bagisiklik hiicrelerinin proliferasyonu ile

inflamasyonun indiiklenmesini saglamaktadir (Sekil 2.2.) (13).

RIPK1’in ubikitine olmamasi ise kompleks 2b’nin olusmasina neden olmaktadir. CYLD
enzimi RIPK1 deubitikinasyonunu ve kompleks 1’den ayrilmasini saglar. Béylece apoptoz
ile sonuglanan kaspaz sinyali olusmaktadir. Apoptoz i¢in; RIPK1 ve RIPK3’iin kaspaz 8
kompleksindeki cFLIPL ile kesilmesi gerekmektedir. Kesilemedigi durumda ise, kompleks
2c¢ ile nekrotik hiicre 6liimii gergeklesmektedir (Sekil 2.2.) (13, 19).

2.1.1.2. TNFR2 Sinyal Yolag

MTNF, TNFR2’ye baglandiginda, TRAF1 ve TRAF2 proteinleri sitoplazmik TNFR2
domaini ile etkilesime gecerler. Bu durumda kompleks 1 formasyonu ile NF-xB, MAPK ve

Akt indiiksiyonu saglanarak hiicre proliferasyonu ve doku rejenerasyonu saglanmaktadir

(13).

TNF-alfa baglanmadigi durumda; TRAF2 kompleks apoptoz protein inhibitérii 1 ve 2
(clAP1 ve clAP2) ile baglanmis durumdadir. clAP, ubikutin ligaz aktivitesi ile kaspaz
proteinlerini engellemektedir. clAP1 ve clAP2, NIK’i (NF-kB-indiikleyici kinaz) ubikitine
edip proteozomal degredasyonu saglamaktadirlar. TNF-alfa’nin TNFR2’ye baglanmasi,
TRAF2-clAP1-clAP2 kompleksinin reseptore ge¢cmesine ve NIK’in degrede olamamasina

neden olur (18). Boylece NF-kB’nin aktivasyonu saglanabilmektedir.

TNFRY’in aksine, TNFR2 NF-kB’yi daha yavas aktiflestirmekte, fakat daha uzun siire
aktif kalmasini saglamaktadir (18).

2.1.2. TNF-ALFA DISREGULASYONU

TNF-alfa birgok patolojik ve fizyolojik yolakta etkin rol oynamaktadir. Birgok farkli
hiicrenin ve molekiiliin immiinolojik reaksiyonlarini diizenlemektedir (14). Fizyolojik
olarak, enfeksiyonlara normal bir yanitin saglanmasi i¢in ¢ok biiyiik 6nem tasimaktadir.
Diger bir yandan, viicutta uygun olmayan ya da asir1 TNF alfa iiretimi ise bir¢ok hastaliga

neden olmaktadir (20).

Mast hiicrelerinde iretilen TNF-alfa, enfeksiyon bolgesine nétrofillerin getirilmesinde

bliyiik 6nem tagimaktadir. Bir ¢alismada, TNFR1 eksikligi durumunda farelerin septik soka
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kars1 direngli oldugu, fakat Listeria monocytogenes enfeksiyonunda asir1 duyarlilik

gosterdikleri gosterilmistir (21).

TNF-alfanin CD4 ve CDS8 T hiicrelerindeki TCR’ye bagli aktivasyonu artirdigi, bununla
birlikte de T hiicre proliferasyonuna katki sagladigi bilinmektedir. TNF-alfa TNFR2’ye
baglandiginda, T hiicrelerinde antijen taninmasi sirasinda Ko-sitimiilatér molekiil olarak
gorev yaparak NF-kB aktivasyonunu saglamaktadir. TNFR2 bulundurmayan T
hiicrelerinin  TCR ile aktiflesmelerinde yanitsiz kaldiklar1 gdosterilmistir.  TNFR2
eksikliginde, CD4 ve CDS8 hiicrelerindeki proliferasyon ve sitokin iiretimi azalmaktadir
(17, 22). Farkli ¢alismalarda ise TNFR2 aracili TNF yolaginin Bcl2 gibi anti-apoptotik
molekiillerin ekspresyonunu artirdigi ve T hiicre aktivasyonunda hayatta kalmay1 sagladigi
gosterilmistir (23). TNFR2 eksikligi hafiza T hiicrelerinin sayisini azaltmakta ve efektor T

hiicrelerinin ilk bagisiklik yanit1 sirasinda daha az olmasini saglamaktadir (17).

TNF-alfa konsantrasyonunun fazlaligi hematolojik hastaliklarda da etki gostermektedir.
Th1 hiicreleri aplastik anemide onemli role sahiptir. TNF-alfa, fazla olmasi durumunda bu

hiicreleri baskilamakta ve hematopoietik projenitorlerin dliimiine neden olmaktadir (14).

Otoimmiin ve romatolojik hastaliklarda TNF-alfa konsantrasyonunun arttig1 bilinmektedir.
Ankilozan spondilit, omurga ve eklemleri etkileyen inflamatuvar bir artrittir. Crohn
hastaligr olan kisilerde yaygin olarak goriilmektedir (20). Romatoid artrit de kronik
otoimmiin inlamatuvar bir hastalik olarak bilinmektedir. Olusan inflamasyon, inflamatuvar
hiicrelerin, T hiicrelerinin ve makrofajlarin birikmesi ile iliskilidir. iltihaplanmis
eklemlerde basta TNF-alfa olmak iizere pro-inflamatuvar sitokinler iretilmektedir.
Romatoid artrit gibi kronik inflamatuvar durumundaki hastalarda kardiyovaskiiler
hastaliklarin olusum ihtimalinin arttig1 da goriilmistiir. TNF-alfa konsantrasyonunun bu

hastaliklarda artmasi kardiyovaskiiler hastalik riskini de artirmaktadir (20).

TNF-alfa ayrica solunum yolu hastaliklarinin patafizyolojisinde de rol oynamaktadir.
Astim hastalarinin bronslarinda biriken 16kositlerde de yiikselen TNF-alfa ekspresyonu

gosterilmistir (20).

TNF-alfa lipit metabolizmasinda da etkilidir. Yiikselen TNF-alfa konsantrasyonunun agiga

ciktig1 inflamatuvar hastaliklarda ve sepsiste, trigliserit konsantrasyonu da yiikselmekte ve



hipertrigliseridemi ortaya ¢ikabilmektedir. TNF-alfa plasma trigliseritlerini, trigliserit
sentezinde bir substrat olan serbest yag asitlerini artirarak adipoz dokuda ve karacigerde

artirmaktadir (24).

TNF-alfa konsantrasyonunun fazlaliginin insiilin direncinde de etkinligi bilinmektedir (14).
Inflamatuvar markirlardan insiilin direci patogenezinde ilk gosterilen TNF-alfa olmustur
(24). 1993 yilinda yapilan bir ¢aligmada; obez farelerin adipositlerinde yiikselen miktarda
TNF-alfa ekspresyonu gorilmiistiir (25). TNF-alfa insiilin direncine, insiilin reseptorii
substratt 1’in (IRS1) serin fosforilasyonunu saglayarak ve insiilin reseptoriiniin tirozin
kinaz aktivitesini engelleyerek etki etmektedir. Bunun yaninda, adiposit dokudaki lipolizi
de artirarak plazmadaki FFA (serbest yag asitleri) seviyesini artirip insiilin direnci
olusumunu saglamaktadir (Sekil 2.3.). Boylece, glikoz iiretimini hizlandirip kaslardaki
metabolizmay1 azaltmaktadir. Adipositlerde insiilin reseptorii yolagindaki bir¢ok proteinin
ekspresyonunu downregiile etmektedir (24). Homeostazi diizenlemesiyle bilinen leptin
tretimini ise upregiile etmekte ve pankreastaki insiilin salinimini azaltmaktadir (26).
Ayrica, makrofajlar1 adiposit hiicrelere yonlendirerek inflamatuvar durumunu artirmasiyla

da insiilin direncini tetiklemektedir (24).
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Sekil 2.3. TNF-alfanin insiilin direncine etkisi (24)



2.1.3. TNF-ALFA INHIiBITORLERI

Anti-TNF terapileri anti-TNF-alfa antikorlarini1 igermektedir. Onaylanmis anti-TNF alfa
antikorlar1; infliximab, adalimumab, golimumab ve certolizumab pegol’diir. Coziiniir
TNFR2 formunda bulunan fiizyon proteini etanercept de anti-TNF terapisi olarak
kullanilmaktadir. Bu terapiler romatoid artrit, Crohn hastaligi, psoriatik artrit, plak
psoriasis, tveitis ve ilseratif kolit hastaliklarinda kullanilmaktadir (4). Crohn hastaligi
(CD), gastrointestinal sistemdeki bir boliimiinii etkileyen kronik inflamatuvar bir hastalik
olarak bilinmektedir. Interferon-gamma, interleukin 12 ve TNF-alfa gibi pro-inflamatuvar
sitokinlerin saliniminin artmasiyla T hiicre aracili yanit ve inflamasyon bu hastalikta
artmaktadir. TNF-alfa baskilanmasinin saglanmasi uygun tedavi yontemi olabilmektedir
(27). Bu inhibitérler TNF’ye baglanarak TNF reseptorleri ile etkilesimini
engellemektedirler (28).

1998’de Crohn hastaligi i¢in onaylanan ilk anti-TNF-alfa antikoru olan infliximab
(Remicade®, Janssen Biotech and biosimilars) IgGl yapisinda, kimerik insan/fare
formunda, fare degisken bolgelerini ve insan sabit bolgelerini bulundurmaktadir (29).
Adalimumab (Humira®, AbbVie) ve golimumab (Simponi®, Merck Sharp & Dohme)
insansilastirilmis anti-TNF-alfa monoklonal antikorlaridir. Etanercept (Enbrel®, Amgen
and biosimilars) ise TNFR2’nin iki ekstraselliiler bolgesini ve insan Fc (kristallesebilen)
bolgesini bulundurmaktadir. Certolizumab (Cimzia®, UCB Pharmaise), anti-TNF-alfa
antikorunun Fab (antijene baglanma fragmani) bolgesinden olusmaktadir (2).
Certolizumab’in hinge bolgesi PEG ile baglanmakta, bu ylizden de certolizumab pegol
olarak adlandirilmaktadir (30).
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Sekil 2.4. Terapétik olarak kullanilan TNF-alfa inhibitorlerinin yapilari (30)

Tiim bu inhibitdrler TNF aktivitesini notralize etse de, hepsinin farkli karakteristikleri ve
uygulanma yollar1 bulunmaktadir (29). Infliximab sTNF’nin hem monomerik hem de
trimerik  formlarina baglanabilmektedir. Etanercept ise yalnmizca trimerik forma
baglanabilmektedir, fakat digerlerine kiyasla lemfotoksin-alfa’yt da nétralize
edebilmektedir (29). Infliximab, adalimumab, etanercept ve certulizumab pegol hemen
hemen ayni baglanma ozelliklerine sahiptir ve hemen hemen ayni TNFR sinyal yolagi
notralizasyon etkisini gostermektedirler (30). Golimumab konformasyonel olarak daha
stabil bir yapidadir ve inhibitor aktivitesinin infliximab ve adalimumab’dan daha iyi
oldugu gosterilmistir (31). Tiim bu inhibitorlerin mTNF’ye olan afiniteleri STNF’ye olan
afinitelerine gore daha diisiiktiir. Etanercept ise diger inhibitorlere gore mTNF’ye daha

diisiik afiniteyle baglanmaktadir (30).

Infliximab, adalimumab ve golimumab; etanercept’e oranla daha fazla komplemente bagh
hiicresel sitotoksisite (CDC) ve antikora bagimli hiicresel sitotoksisiteyi (ADCC)
saglayabilmektedirler (Sekil 2.5.). Bunu sebebi ise etanercept’in CH1 (sabit bolge 1)

icermemesinden kaynaklanmaktadir. Certolizumab pegol ise Fc bolgesi (kristallesebilen
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fragman) bulundurmadigindan CDC ve ADCC aktivitesi yoktur (30). Ayrica, etanercept’in
diger inhibitorlere gore daha diisiik serum yarilanma 6mrii bulunmaktadir. Bunun nedeni
ise, Fc bolgesi icermediginden neonatal Fc reseptorlerine (FcRn) daha diisiik afinite ile

baglanmasidir (30).

TNF inhibitorlerinin bir diger aksiyon mekanizmasi da distan-ige ya da ters sinyal
mekanizmasidir (Sekil 2.5.). Infliximab, mTNF’ye baglandiginda mTNF’yi eksprese eden
bagisiklik hiicrelerinde apoptoz indiiklenmektedir. Bu mekanizma ile pro-inflamatuvar

sitokinlerin tiretiminin durdurulmasi saglanmaktadir (29).

sTNF ve mTNF'nin anti-TNF monoklonal antikorlari ile inhibe edilmesi
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Sekil 2.5. TNF-alfa inhibitorlerinin aksiyon mekanizmalari (32)

2.2.  ANTIKORLAR

Immiinoglobulinler iki agir ve iki hafif zincirden olusan, antijene baglanan degisken
bolgeler ve efektor fonksiyonlarin1 saglayan sabit bolgelerden meydana gelen

heterodimerik proteinlerdir (33). immiinoglobulin G insanda serumda en fazla bulunan

proteinlerden biridir ve plazma proteinlerinin yaklasik %20’sini olusturmaktadir (34).
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Immiinoglobulin molekiiliinde bulunan iki agir ve iki hafif zincir de birbirinin aynist
oldugundan ikisi de ayni antijene spesifik iki baglanma bolgesi bulunmaktadir. Bu durum
antikora ayni anda iki antijene baglanma kabiliyetini vererek, avidite adi verilen total
interaksiyon giiclinii de artirmaktadir. Antijene afinite ise tek bir antijene baglanma

bolgesinin antijene baglanma giiciinii ifade etmektedir (35).

Antikorlar bir¢ok terapotik indikasyon i¢in kullanilip gelistirilebilmektedirler. Antikorlar
terapotik olarak monoklonal ya da poliklonal olarak iiretilebilmektedir. Ayrica, tiretilen bu

antikor rekombinant olarak gelistirilerek farkli yapilar da olusturulabilmektedir (36).
2.2.1. ANTIKOR YAPISI

IgG yapist memelilerde 24 kDa boyutunda hafif zincir ve 55 kDa boyutunda agir zincirden
olugsmaktadir. Bu zincirler ii¢ boyutlu yapisal domainler meydana getirerek, birbirlerine
hinge adi verilen bir bolge ile baglanan iki Fab (antijene baglanma bdlgesi) ve bir Fc
(kristallesebilen fragman) bolgesi olusturmaktadirlar. Bu bolgeler proteazlar ile kesilebilen
yapidadirlar. Fc bolgesi bir agir zincir dimerinden meydana gelmektedir. Fab bolgesi ise
agir ve hafif zincirlerin bir araya gelmesinden olusur (37). Agir ve hafif zincir
heterodimerleri birbirlerine disiilfit baglariyla baglanmaktadirlar. Agir zincir dimeri de

birbirine disiilfit bagi ile baglidir (36).

Fab boélgesi icerisinde, Fv (degisken fragman) olarak bilinen antijeni asil tanima bdlgesi
bulunmaktadir. Her degisken bolge komplementarite belirleyici bolge (CDR) ad1 verilen,
tic adet hiper degisken bolgeyi icermektedir. Fv (degisken fragman) icerisinde her biri {i¢
adet CDR bolgesi bulunduran bir agir ve bir hafif zincir bulunmaktadir (33). Antijene asil
spesifite gosteren bolgeler degisken agir ve hafif zincirlerde bulunan bu CDR bélgeleridir

(Sekil 2.6.).
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Sekil 2.6. IgG1 yapisi (38)

Agir ve hafif zincir domainleri yaklasitk 110 amino asit uzunlugundadir ve
konformasyonlarma “immiinoglobulin foldu” ad1 verilmektedir. immiinoglobulin foldu iki
tane anti-paralel p-sheetlerden olusmaktadir. Immiinoglobulin yapisindaki degisken
domainler sabit agir ve hafif zincirlerin N-ucunda bulunmaktadirlar. Bu bolgelerin yapilar
sabit domainlere benzese de bazi farkliliklar da igermektedirler (36). Degisken ve sabit
bolgelerdeki asil farklilik degisken bolgenin daha uzun olmasi ve ekstra bir B strand
bulundurmasidir. Degisken bolgedeki esnek halka yapilari antijen baglanma bolgesine

katkida bulunur (35).

Sekil 2.7. Degisken ve sabit bolgelerin immiinoglobulin fold yapisi (36)
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Antikor molekiiliiniin iki kolu arasinda hinge bolgesi ad1 verilen esnek bir polipeptit zinciri
bulunur. Antikorun Y sekli ise agir zincirlerin karboksi uclarinin bir araya gelmesiyle
olusur. Uciincii sabit domain (CH3) dimer olusturmakta, karbonhidrat baglar1 da ikinci
sabit agir zincire (CH2) baglhh olarak bulunmaktadir. Proteazlar antikor yapisinin
belirlenmesinde onemli rol oynarlar. Papain enzimi antikoru iki agir zincir arasindaki
disiilfit bagindan keserek Fab ve Fc bolgelerinin birbirlerinden ayrilmasini saglamaktadir
(Sekil 2.8.). Bir baska proteaz olan pepsin ise karboksi ucundaki disiilfit baglarmi keserek
Fc bolgesini iki Fab bolgesinden ayirir (35).

y Y
Fab
Flab')2
+

Small Fragments

n

Sekil 2.8. Proteazlar ile immiinoglobulin fragmanlarinin ayrilmasi (39)

2.2.1.1. Antikor Izotipleri

Insanda « (kappa) ve A (lambda) olmak iizere iki fonksiyonel hafif zincir sinifi
bulunmaktadir. Bu simiflar arasinda herhangi bir fonksiyonel farklilik bulunmamakta,
sadece bulunma siklig1 degismektedir. ki sinifin bulunma siklig1 tiirler arasinda farklilik
gosterir. Insanda kappa ve lambda oran1 2:1 iken, farede bu oran 20:1°dir (35). Iki hafif

zincir sinifinin da sabit (CL) ve degisken (VL) olmak iizere iki bolgesi bulunmaktadir.



Insanda bulunan agir zincir izotipleri ise 1gA, IgD, IgE, IgG ve IgM’dir (Sekil 2.9.). Bu bes
farkli izotipin de bagisiklik sisteminde farkli gorevleri bulunmaktadir. Serumda en fazla
goriilen izotip IgG’dir. IgA, IgD ve IgG {ii¢ sabit (C) ve bir degisken (V) bolgeden
olusurken, IgE ve IgM dort sabit ve bir degisken bolge bulundurmaktadir. IgA ve IgM,
diger izotiplere kiyasla J zinciri bulundurarak dimer ve pentamer yapilar

olusturabilmektedirler. Diger izotiplerse monomer yapida bulunmaktadirlar (36).

fare i } 1;,]

mean T H— — 8- H -
Sekil 2.9. Immiinoglobulin izotipleri (35)

Sabit bolgelerdeki sekans farkliliklar1 her antikor izotipinde farkli karakteristikler
olusmasina yol a¢maktadir. Bu karakteristikler disiilfit baglarinin sayisini ve yerini,
baglanan karbonhidrat gruplarinin sayisini, sabit domainlerin sayisini ve hinge bolgesinin
uzunlugunu belirler. IgM ve IgE, diger izotiplere kiyasla ekstra bir sabit domain daha
bulundurarak y (gamma), & (sigma) ve a (alfa) zincirlerindeki hinge bdolgesinin yerini
alirlar. IgM ve IgE’de hinge bdlgesi bulunmaz. Farkli izotipler ayrica farkli efektor

fonksiyonlarinin da gosterilmesini saglamaktadir (35).

IgM, B hiicrelerinin aktivasyonu sonrasinda ilk tretilen immiinglobulindir. Pentamer
olarak salgilandigindan molekiiler agirligi oldukg¢a yiiksektir ve aviditesi de oldukca
fazladir. IgG ise serumda en fazla bulunan immiinoglobulindir ve bagisiklik yaniti
sirasinda kanda ve dokularin ekstraselliiler bosluklarinda bulunmaktadir (35). I1gG ve IgM
izotipleri komplement komponenti C1 ile etkilesime gecerek klasik komplement yolagini
aktiflestirebilmektedirler. IgA ve IgE ise komplement sistemi aktiflestiremezler. IgA,
kanda bulunmakta, fakat asil gorevi olan mukozal ylizeylere savunma saglamaktadir. IgE

ise multiselliiler parasitlere ve alerjik hastaliklara karsi savunma saglamakla gorevlidir.
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IgG ve IgE her zaman monomer olarak bulunurken, IgA monomer ya da dimer olarak
bulunabilir (35).

IgG dort siifa ayrilmaktadir. Bunlar, kanda bulunma sikliklarina gore 1gG1, 1gG2, 1gG3
ve 1gG4 olarak isimlendirilir. Bu smiflar %90 oraninda ayni amino asitlere sahipken,
antijen baglanmasi, immiin kompleksi olusturmalari, komplement sistemin aktivasyonu,
efektor hiicrelerini tetiklemeleri ve serum yarilanma Omrii gibi ozellikleri farkl

olabilmektedir (34).

Coziiniir ve membran proteinlerine karsit antikor yamiti ¢ogunlukla IgGl ile
saglanmaktadir. I[gG1 normalde en fazla bulunan sinif oldugundan, IgG1 yoklugu birgok
primer ve sekonder antikor bozukluguna ve total IgG seviyesi diisiikliigii olarak da bilinen

hipogammaglobulinemiaya neden olmaktadir (34).

IgG2; bakteriyel kapsiiler polisakkarit antijenlere karsi yanitin olugsmasinda etkili IgG
simifidir. IgG2 eksikligi bakteriyel enfeksiyonlara yatkinligin artmasina ve 1gG4 ve IgA
subtiplerinin de eksikligine yol agabilmektedir. [gG3 antikorlari ise efektor fonksiyonlarin
saglanmasinda etkilidirler. Yarilanma omrii diigiik oldugundan asir1 inflamatuvar yanitin

onlenmesini de saglamaktadir (34).

Alerjenler genellikle IgGl ve IgG4 isotiplerini indiiklemektedirler. Immiinoterapide
semptomlarin azaltilmasi1 genellikle IgG4 indiiksiyonu ile iliskilidir. IgG4 antikorlar1 Fab
kisimlarii degistirebilmektedirler. IgG4 yar1 molekiilii random olarak farkli bir IgG4 yari
molekiilii ile yer degistirip rekombine olabilmekte, boylelikle etkili monovalan bispesifik

antikorlar olusturabilmektedir (34).

Isotipik cesitliligin yaninda, IgG smiflar1 arasinda allotip ad1 verilen allellik gesitlilik de
bulunmaktadir. Immiinoglobulinlerdeki polimorfik epitoplar kisiler ve etnik gruplar

arasinda farklilik gostermektedir (34).

2.2.1.2. Antikorun Antijene Baglanmasi

Antikorun degisken bolgelerindeki agir ve hafif zincirler iicer hiper degisken bdlge (CDR)
bulundurmaktadir. Bunlar arasinda en degisken bdlge agir zincirin ligiincii CDR bolgesidir

(HV3). CDR bolgeleri arasinda kalan bolgeler ise framework bolgeleri olarak bilinmekte
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ve bu bolgeler CDR bolgelerine oranla daha az degiskenlik gostermektedirler. Degisken
bolgelerde toplamda 4 framework bolgesi bulunmaktadir. Sirasiyla bir framework ve bir
CDR bolgesi art arda bulunur. CDR bolgeleri bu degiskenliklerinden dolay1 antijene
spesifiteyi belirlediklerinden, antijene baglanma bolgesi olarak da bilinirler. Kisacasi,
antijen spesifitesini belirleyen agir ve hafif zincirlerdeki hiper degisken bdlgelerin

kombinasyonlaridir (35).

Hafif zincirde birlesme (J) bolgesi ve degisken bolge (V) tim degisken hafif zinciri
kodlayan ekzonu olusturmaktadir. DNA’da degisken hafif zincir gen segmenti sabit hafif
zincir gen segmentinden daha uzakta bulunmaktadir. Birlesme (J) bolgesi sabit bolgeye (C)
daha yakindir ve sabit bolge ile degisken bolgeyi (V) bir araya getirmektedir. mRNA’da
tam bir hafif zincir olusturulmasi, transkripsiyon sonrast RNA splicing ile V bdlgesi

ekzonunun sabit bolge sekanslari ile birlestirilmesine baghdir (Sekil 2.10.) (35).

Agir zincirlerde ise bu durum daha farklidir. Agir zincir degisken bolge lokusunda iki
yerine ii¢ gen segmenti bulunmaktadir. V ve J gen segmentlerinin disinda bir de ¢esitlilik
(diversity) bolgesi bulunur. D (cesitlilik) bolgesi, V ve J segmentlerinin arasinda
bulunmaktadir. Rekombinasyon siirecinde agir zincir degisken bolgesinin olusturulmasi iki
asamalidir. Ik asamada D bolgesi J bolgesine baglanirken, ikinci asamada V bolgesi DJ
bolgesine baglanir. Boylece tamamlanmis bir agir zincir degisken bolge ekzonu
olusturulur. Hafif zincir genlerinde oldugu gibi burada da RNA splicing mekanizmasi ile

degisken bolge segmenti sabit bolge geniyle bir araya getirilir (Sekil 2.10.) (35).
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Sekil 2.10. Somatik rekombinasyon ile degisken bolgelerin bir araya gelmesi (35)

Agir zincir gen bolgesi tek bir sabit bolge bulundurmamasiyla hafif zincirden
ayrilmaktadir. Her sabit bolge farkli bir immiinoglobulin izotipi olusturmaktadir. B
hiicreleri ilk olarak p and & (IgM ve IgD) isotiplerini eksprese ederler. Diger izotiplerin
ekspresyonu sinif degistirme olarak adlandirilan DNA yeniden diizenlenmesi ile olur. Bu
durum B hiicrelerinin bagisiklik yanitinda antijen ile aktiflesmesi sonucu meydana
gelmektedir (35).

2.2.2. POLIKLONAL ANTIiKORLAR

Poliklonal antikorlar, antijen tiizerindeki farkli epitoplara baglanabilen antikorlardir.
Spesifik antijene farkli kosullarda basarili bir sekilde baglanabilirler. Dogal antikorlar
bircok B hiicre klonundan salgilandiklari i¢in poliklonaldirler. Poliklonal serum birden ¢ok
antijendeki birden ¢ok epitopa baglanan antikorlar1 icermektedir (5). Poliklonal anti-serum
immiinoterapide ilk olarak 1891 yilinda kullanilmistir. Halen daha igerisinde virlis ve
toksinlerin de neden oldugu hastaliklarda birden ¢ok epitopu hedefleyerek, monoterapiye

kiyasla daha genis bir koruma saglamasi nedeniyle kullanilmaktadir (40).
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Monoklonal antikorlar spesifik olmayan baglanmalar1 azaltsa da, farkli arastirma
prosediirlerinde antikorun kullanisgliligini azaltabilmektedirler (6). Poliklonal antikorlar ise,
hedef protein tiizerindeki birden fazla epitopu taniyabildiklerinden, hedef proteinin
teshisinde kullanilan kromatin immiinopresipitasyon (ChIP), immiinohistokimya (IHC),
Western Blot ve ELISA gibi tekniklerde daha etkilidirler. Poliklonal antikorlarin iiretimi
monoklonal antikorlara gore daha kolay ve ucuzdur. Sicaklik ve pH degisimlerinde

monoklonal antikorlara gére daha dayaniklidirlar (7).

Poliklonal antikorlar terapotik uygulamalarda da kullanilabilmektedir. Yapilan bir
calismada patojen iizerindeki farkli yapilar1 da taniyabildiklerinden, patojenleri

monoklonal antikorlara gore daha kolay elimine edebildikleri gosterilmistir (41).

2.2.2.1. Poliklonal Antikorlarin Uretim Yontemleri

Poliklonal antikorlar farkli B hiicre soylarindan salgilanan immiinoglobulin molekiilleridir
ve spesifik antijenin birden fazla epitopuna karsi etkilidirler. Poliklonal antikorlar,
immiinojenin hayvana enjeksiyonu ile iiretilirler. Immiinizasyon sonrasinda poliklonal
antikorlar direkt olarak kullanilabilmekte ya da saflastirilarak da kullanilabilmektedir.
Hayvandan alinan poliklonal antikorlar1 iceren serum birden cok epitopa karsi afinite

gosterdiginden arastirma ya da terapotik olarak kullanim igin etkilidir (8).

Son yillarda, poliklonal antikorlarin antikor miihendisligindeki faydalar1 daha c¢ok ortaya
cikmistir. Antikor kokteyli olarak da bilinen bu terapide 6nceden onaylanmis monoklonal

antikorlarin farkli kombinasyonlar: da kullanilabilmektedir (40).

Immiinizasyon sonrasinda karimn iginde biriken ascite sivisinmn poliklonal antikor igerdigi
bilinmektedir. Bu nedenle ¢esitli adjuvanlar ile karin i¢i enjeksiyonlar yapilarak ascite
stvisinin - hayvan karninda toplanmasi ile poliklonal antikor tretimi kisa siirede

yapilabilmektedir (42).

Hayvan se¢imi poliklonal antikor {iretiminde 6nemli bir yere sahiptir. Tavsanlar poliklonal
antikor iiretiminde en fazla kullanilan laboratuvar hayvanlaridir. Diger tiirlere gore birgok
avantaj saglamaktadirlar. Boyutlarinin biiylik olmasiyla daha fazla poliklonal antikoru

iceren serum toplanabilmektedir (43).
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Antijen dozu da antikor yanitim1 ve antikorun afinitesini belirleyici faktorlerdendir.
Immiinojen dozunun az olmasi antikor iiretimi igin yetersiz gelebilir ya da asir1 dozlar
tolerans gelisimi saglayarak diisiik afiniteli antikorlarin {iretilmesine sebep olabilir.
Optimal immiinojen dozunun belirlenmesi kullanilan adjuvana, immiinizasyonlarin

sikligina ve immiinizasyon bolgesine baglidir (43).

Ideal immiinizasyon bdlgesinin segilmesi de poliklonal antikor {iretimi igin &nem
tasimaktadir. Intramuskiiler (kas igi) ve subkutan (deri alt1) enjeksiyonlar tavsanlar icin
teknik olarak uygulamasi daha kolay enjeksiyonlardir. Intravenéz (damar igi) ve

intraperitonal (karin i¢i) enjeksiyonlar da kullanilan diger yontemlerdendir (43).

Adjuvanlar, antijene kars1 gelistirilen bagisiklik yanitini artiran maddelerdir. Saflastirilmis
proteinler zayif immiinojenlerdir ve adjuvanla enjeksiyon gerektirirler. Bu nedenle
poliklonal antikor {iretiminde adjuvan se¢imi biiyiik 6nem tagimaktadir. Bagisiklik yanit
olusturulurken olusabilecek yan etkiler en aza indirilmelidir. “Depot” etkisine sahip
adjuvanlar antijenin hayvan tarafindan degredasyonunu immiinojeni yavasga salarak
azaltirlar. Bu sekilde hayvanin bagisiklik sistemi daha uzun siire ve daha az immiinojene
maruz kalir. Emiilsiyon adjuvanlar genellikle depot adjuvanlardir. En sik kullanilan
emiilsiyonlar  yag-icinde-su ve su-i¢inde-yag tipi adjuvanlardir. Aliiminyum,
mikropartikiiller, lipozomlar ve nitroselliiloz da kullanilan diger depot adjuvanlardir.
Freund’s complete adjuvant (FCA), poliklonal antikor iiretiminde en ¢ok kullanilan ve en
etkili adjuvandir. FCA; mineral yag, mannide monooleate ve 1s1 ile Oldiriilmiis
mikobakteriyel hiicreler igermektedir. Freund’s incomplete adjuvant (FIA) ise
mikobakteriyel hiicreler igermez. Iki adjuvan da yiiksek afinite ve aviditeye sahip

antikorlar tiretilmesi i¢in etkilidir (43).

Hayvanimn istenilen antijenle immiinizasyonu sonrasinda spesifik antikoru bulunduran
yiikselen serum titresi olugsmaktadir. Bu serum birden ¢ok epitopa karsi iiretilmis antikor
karistmim icermektedir. Immiinijenitenin azaltilabilmesi iginse bu antikorlar gelistirilerek
tire spesifik Fc bolgeleri proteazlar ile kesilebilmekte ve antijene baglanma bolgeleri
kromotografik yontemlerle saflagtirilarak ayrilabilmektedir (Sekil 2.11.). Bu sekilde
tiretilmis olan antikor fragmanlari hipersensitivite reaksiyonlarni azaltarak iiriiniin daha

giivenilir olabilmesini saglamaktadir (44).
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Sekil 2.11. Poliklonal antikor tiretimi (44)

Insan poliklonal antikorlar1 transgenik teknolojiler kullanilarak da gelistirilebilmektedir.
Bunun i¢in insan yapay kromozomlari (HAC) kullanilmaktadir. Bu kromozomlar insan
immiinoglobulin agir ve hafif zincir bdlgelerinin sekanslarmi igermektedir. Antijenle

immiinizasyon sonrasi insan poliklonal antikorlari toplanip saflagtirilabilmektedir (44).
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2.2.3. MONOKLONAL ANTIKORLAR

Monoklonal antikorlar, B hiicreleri tarafindan yalnizca tek bir epitopa spesifik olarak
tiretilen antikorlardir (45). 1986 yilinda ilk terap6tik monoklonal antikor olan Orthoclone
OKT3’iin bobrek transplantasyonu rejeksiyonunda kullanimi i¢in onay almasiyla birlikte,
terapotik antikorlar daha fazla onay almaya baslamistir. Daha sonraki yillarda
insanlastirilmis ve tamamen insan monoklonal antikorlarinin da ortaya ¢ikmasiyla, 2013

yilinda monoklonal antikor tiriinlerinin satis1 75 milyon dolar1 bulmustur (46).

Giinlimiizde, 570’ten fazla monoklonal antikorun klinik denemeleri siirmektedir ve 30’u
kanser tedavisi icin kullanilan 79 terapdtik monoklonal antikor FDA tarafindan
onaylanmustir (45). Sekil 2.12.’te 1986 yilinda onaylanmis ilk monoklonal antikordan bu

yana onaylanmis terapdtik antikorlarin yillara gore artan grafigi gosterilmektedir (47).

Terapotik antikorlarin oneminin artmasiyla son 25 yilda ¢ogu hastalikta baskin tedavi
yontemi olmustur. Bu siire boyunca monoklonal antikor terapilerinde gelismeler ve daha
etkili ve hizli iiretim yontemleri ortaya ¢ikmustir (45).
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Sekil 2.12. Monoklonal antikor terapisinin yillara gore artan grafigi (47)

2018 yilinda monoklonal antikorlarin yillik satis1 3 milyon dolarin {izerindedir. Aralarinda
adalimumab, pembrolizumab, trastuzumab, bevacizumab ve rituximab’in bulundugu

antikorlarin market degeri 6 milyon dolar1 asmistir. Bunlar arasindan adalimumab
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(Humira) en fazla satig gelirine sahip ilag olarak bilinmektedir. Adalimumab 2018 yilinda
diinyanin en ¢ok satan ilacidir ve TNF-alfa’ya karsi gelistirilmis bir insan monoklonal
antikorudur. 2002 yilinda romatoid artrit hastalig1 i¢in onay almasindan sonraki yillarda
psoriatrik artrit, Crohn hastalig1 gibi inflamatuvar hastaliklarda da kullanim1 onaylanmistir

(45).
2.2.3.1. Monoklonal Antikorlarin Uretim Yontemleri

Monoklonal antikorlarin iiretilmesi ilk olarak 1975 yilinda kullanilan hibridoma teknolojisi
ile mimkiin olmustur (48). Hibridoma teknolojisinde fare ilk olarak spesifik antijenle
immiinize edilmekte ve spesifik plazma hiicrelerini bulunduran dalak hiicreleri kanser
hiicreleri ile birlestirilmektedir. Olusan hibrit hiicrelere hibridoma adi verilmekte ve bu
hiicreler ¢ogaltilarak istenilen antijene karst monoklonal antikorlari iireten hiicreler

olusturulmaktadir (Sekil 2.13.) (49).

Faj gosterim, 1985 yilinda kesfedilmis monoklonal antikor iiretiminde etkili bir diger
yontemdir (50). Bu yontemde M13 fajlar genetik olarak modifiye edilip, proteinlerin,
fajlarin yilizeylerinde kilif proteinleri ile birlikte eksprese edilmeleri, gosterimleri

saglanmaktadir (51).

Faj gosterim yoOnteminde antikor fragmanlari, fajmid adi verilen bir faj gosterim
plasmidine aktarilarak bir faj kiitliphanesi olusturulmaktadir. Olusturulan bu
kiitiiphanedeki antijene baglanan fajlar, biyopanning adi verilen bir yontemle sec¢ilmektedir
(52). Biyopanning yonteminde, hedef protein faj-gésterim kiitiiphanesine tanitilarak
fajlarin bu proteine baglanmasi saglanmaktadir. Daha sonra baglanmayan fajlar yikanip,
baglanan fajlarinsa eliisyonu saglanir. Ellisyonu saglanan fajlar Escherichia coli ile
yeniden enfekte edilerek Onceki stepler tekrarlanir. Son olarak ELISA (enzyme-linked

immunosorbent assay) ile baglanma spesifiteleri tespit edilir (51).

Monoklonal antikorlarin iretiminde kullanilan bir diger yontem de transgenik fare
yontemidir. Burada, insan immiinoglobulin genleri fare genomuna eklenir. Farenin
antijenle immiinizasyonu Sonrasi bu hayvanlarin insan antikoru salgilamasi saglanarak

insan monoklonal antikoru tretilebilmektedir (Sekil 2.13.) (45).
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Sekil 2.13. Monoklonal antikorlarin iiretim yontemleri (45)

Tek B hiicresi yontemi de insan monoklonal antikorlari tiretilmesi i¢in kullanilan bir
yontemdir (Sekil 2.13.). Bu yontemde, insan periferik kan mononiiklear hiicreleri alinarak
istenilen antijene spesifik B hiicreleri segilmektedir. Immiinoglobulin agir ve hafif
zincirlerinin gogaltilmasiyla, bir memeli hiicre hattinda ekspresyonu saglanir. Bu sekilde

istenilen antijene karsi insan monoklonal antikoru elde edilebilmektedir (45).

2.2.3.2. Rekombinant Antikorlar

Fareden iiretilen antikorlar terapotik hedefe karsi etkili bir spesifite gosterse de insan
komplement ve Fc  reseptoriiniin  efektdr  sistemlerini  yeterli  derecede
aktiflestirememektedirler. Ayrica, fare antikorlari1 insanda insan anti-fare antikoru cevabi
(HAMA) olusturulmasini tetiklemektedir (53). Bu nedenle, bu antikorlar farkli yontemlerle
gelistirilerek insanlastirilabilmektedir. Fareden iiretilen antikorun degisken bolgeleri insan

antikorunun sabit bolgeleriyle birlestirilerek kimerik bir antikor formati elde
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edilebilmektedir. Fare antikorunun antijene baglanmay1 saglayan sekanslari olan CDR
bolgeleri insan  sekanslariyla  birlestirilerek de  insanlagtirllmig  bir  form

olusturulabilmektedir (45).

FDA tarafindan onaylanan ilk kimerik antikor olan abciximab 1994 yilinda
kardiyovaskiiler hastaliklarda platelet agregasyonunun inhibisyonu i¢in kullaniimaya
baglanmistir. Onkojenik indikasyona sahip ilk monoklonal antikor olan rituximab da non-

Hodgkin’s lenfomaya kars1 1997 yilinda onaylanmis bir kimerik antikordur (45).

IgG antikorlar1 stabil molekiillerdir ve yarilanma Omiirleri uzundur. Bunun sebebi FcRn
(neonetal Fc reseptoril) reseptorlerine sahip olmalaridir. Bu reseptor IgG molekiillerinin
korunmasini ve plazmada geri doniisiimlerini saglamaktadir (53). Antikorlarin FcRn
reseptorleri ile geri donistiiriilmeleri igin antikordaki Fc bolgesinin endozomlardaki FcRn
reseptOrlerine baglanmasi gerekir. Bu sekilde degredasyonlarini saglayan lizozomal
yolaktan kaginmis olurlar. Geri doniistiiriilen IgG molekiilleri hiicre ylizeyine salinirlar
(Sekil 2.14.). Antikorlarin FcRn reseptorleri ile interaksiyonu bu sekilde antikor yarilanma
Omiirlerinin uzun olmasini saglamaktadir (54). Antikor Fc bolgesi fareden geldiginde, Fc
reseptorleri insan endozomlarindaki FcRn reseptorlerine baglanamaz ve yarilanma
Oomiirleri kisalir. Bu nedenle bu antikorlarin Fc bdlgeleri insan olacak sekilde yeniden

kombine edilerek terapotik olarak uygulanabilir hale getirilmeleri gerekir (53).
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Sekil 2.14. Antikorlarin FcRn yolag ile geri doniistiiriillmesi (49)
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Antikorlar rekombinant olarak iiretilip fare degisken bolgeleri ve insan sabit bolgelerinden
olusan kimerik antikorlar olusturulabilmektedir (Sekil 2.15.). Bu durumda, antijeni asil
tantyan kisim degisken bolgeler oldugundan antikor, antijene baglanma afinitesini
kaybetmez. Aymi zamanda insan Fc bolgeleri bulundurdugundan Fc efektor

fonksiyonlarina ve FcRn reseptoriine baglanma giiciine de sahiptir (53).

AN

Insansiastirdmis

Immunology Today

Sekil 2.15. Rekombinant insanlastirilmig antikorlar (53)

CDR-graft adi verilen bir yontemle, yalnizca degisken bolgedeki CDR bolgeleri fareden
alinan insan antikorlar1 da olusturulabilmektedir (Sekil 2.15.). Bu formatta ise antikorun
degisken bolgelerinde antijeni asil taniyan hiper degisken bolgeler olan CDR sekanslari
fareden olugmakta, kalan kisimlar insan antikorundan olusmaktadir. Bu antikorda fareden
aliman bolgeler yalnizca CDR boélgeleri oldugundan insanlastirilmis antikorlardir. Bu

formatta antikorun immiinijenitesi azaltilmistir ve Fc efektor fonksiyonlarina da sahiptirler

(55).
2.2.3.3. Alternatif Antikor Formatlari

Son yillarda bir¢ok farkli antikor formati gelistirilmeye baslanmistir. Alternatif antikor
formatlari; antikor yapisindaki bazi fragmanlarin degistirilmesi, ¢ikarilmasi ya da yeni
fragmanlar eklenmesi ile olusturulmaktadir (56). Farkli antijeni taniyan fragmanlarin
birlestirilmesiyle iki ya da daha fazla antijeni ayni1 anda taniyabilen bispesifik ya da
multispesifik  formatlar olusturulabilmektedir. Bu formatlarin  terapotik  olarak

kullanilabilmeleri i¢in klinik denemeleri siirmektedir (57).

Alternatif antikorlar, Fc bolgeleri olanlar ve Fc bélgeleri olmayanlar olarak iki sekilde
incelenebilmektedirler. Fc-bolgeleri olmayan formatlar, yapilart daha kiigiik oldugundan

timore daha hizli niifuz ederler. Bu avantajlarindan dolay1 diyagnozda ya da
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goriintiilemede  kullanilabilirler. Fc  bolgesi bulunduran formatlarsa, Fc efektor
fonksiyonlaria sahip olmalariyla ve FcRn’ye baglanabildiklerinden yarilanma dmiirlerinin

daha uzun olmasiyla avantaj saglamaktadirlar (56, 57).

Tek zincirli degisken parca (scFv), antikorun bir agir ve bir hafif zincirinin esnek bir
polipeptit bagiyla baglanmasiyla olusur (Sekil 2.16.). Bu scFv’ler birbirlerine baglanarak
iki baglanma bolgesine sahip, bivalan bir format olusturabilirler. Her iki scFv de farkli
antijeni tanidiginda bispesifik bir antikor formati meydana gelmektedir. Bu durumda her
iki scFv yapisi da farkli antijenlere ayn1 anda baglanabilmektedir. Tribody ya da tetrabody
yapilari da ii¢ ya da dort scFv yapisinin bir araya gelmesiyle olusurlar. Bu formatlarin daha
fazla baglant1 bolgeleri oldugundan antijene baglanma konusunda daha avantajlidirlar. Bu
formatlarin farkli antijenleri taniyan scFv’ler ile birlestirilmeleri ile multispesifik yani

ikiden fazla antijeni taniyan antikorlar olusturulabilmektedir (56).

Fc bolgelerinin olmamasi bu formatlarin yarilanma 6miirlerini kisaltmaktadir. Bu formlara
polietilen glikol (PEG) ya da albumin gibi molekiiller baglanarak yarilanma Omiirleri
uzatilabilmektedir (9, 58).
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Sekil 2.16. Fc bolgesi icermeyen antikor formatlari (56)

Bispesifik ya da multispesifik antikor formatlar1 Fv ya da Fab bélgelerinin IgG formuna
baglanmasiyla da olusturulabilmektedir. Bu formatlar Fc fragmanlarini da icermektedirler
(Sekil 2.17.) (59). Bu formatlarda standart IgG yapisindan farkli olarak, scFv’ler direkt
olarak Fc domainine baglanabilir ya da farkli antijeni taniyan scFV’ler, Fv (degisken)

bolgeye baglanarak alternatif bir format olusturulabilir (56).
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Sekil 2.17. Fc bolgesi igeren alternatif antikor formatlari (56)

Bispesifik antikor formlar1 iki farkli epitopu taniyarak antikorun spesifitesini ve
fonksiyonunu artirabilirler (60). Faj gosterim yontemi antikor fragmanlarini liretmek igin
etkili bir yontemdir. Fc bolgesi igermeyen formatlar ¢ogunlukla bakteri, maya ve memeli
hiicrelerinde iretilirler (57). Fc bolgesine sahip olan bispesifik antikorlar iki farkli antijeni
taniyan iki farkli antikorun birlestirilmesiyle olusturulabilir. Bu antikorlarin farkli agir ve
hafif zincirlerinin baglanabilmeleri kritiktir. Farkli Fc bolgelerinin  birbirleriyle

baglanabilmeleri i¢in farkli yontemler mevcuttur (61).

Quadroma yonteminde iki farkli hibridomanin fiizyonu saglanmaktadir. Iki farkli
monoklonal antikoru eksprese eden hiicrelerin fiizyonu ile hibrit bir 1gG yapis1 olan
quadromalar olusmaktadir. Filizyon sonrasi Sadece fare antikoru protein A
kromatografisinden gecebilirken sican antikorlari ayrilmig olurlar. Farkli pH’larda olan
fare monoklonal antikorlar1 ve bispesifik antikorlar da kromotografik teknikler ile ayrilirlar
(57).

Knobs into holes teknolojisi de bispesifik formatlarin {iretimi i¢in kullanilmaktadir. Bir Fc
fragmaninin dimerizasyonu saglayan iiciincii sabit agir zincirinde kiigiik bir aminoasit daha
biiyiik bir aminoasitle degistirilerek bir “knob” olustururken, diger Fc fragmaninda ayni
bolge daha kiiglik bir aminoasit ile degistirilerek “hole” olusturulur. Boylece Fc zincirleri

heterodimerlesmeye yatkin olurlar (57).
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BiTE (bispecific T cell engager) ad1 verilen format, iki scFv’nin baglanmasiyla olusmakta
ve iki farkli antijeni tantyabilmektedir (Sekil 2.18.). Bu yapilar hem tiimor hiicrelerindeki
molekiillere hem sitotoksik T hiicrelerindeki molekiilleri taniyabilmesiyle kanser
tedavisinde kullanilabilmektedirler. T hiicrelerine baglandiklarinda T hiicrelerini aktiflesip
timorii tanimasini saglayabilirler (62). Blinatumomab (Blincyto®), FDA tarafindan
onaylanmis ilk BiTE molekiiliidiir ve giinimiizde onaylanmis olarak bulunan iki bispesifik
antikordandir. Blinatumomab akut lenfoblastik 16semi tedavisinde kullanilmaktadir. Bu
bispesifik antikor, 16semi hiicrelerinde CD19 molekiillerine ve T hiicrelerindeki CD3

molekiiliine baglanabilmekte ve T hiicresini timdr hiicresine yonlendirebilmektedir (57).

VH

A\ (4

Anti CD3

Anti CD19

Sekil 2.18. BiTE format1 (62)

FDA tarafindan onaylanmis ikinci bispesifik antikorsa emicizumab’dir. Hemofili A

hastaliginda kullanilmaktadir ve Fc bolgesi bulunduran bir bispesifik antikordur (63).

2.3. REKOMBINANT PROTEIN URETIiMi

Rekombinant proteinlerin tiretilmesi hem ilag tiretimi hem de yeni yapisal ila¢ hedeflerinin
kesfedilmesinde Onemli bir basamaktir. Bu proteinler konak hiicre igerisinde
sentezlenmektedir ve DNA’lar1 yeniden diizenlendiginden rekombinant protein adini

almaktadirlar. Rekombinant ila¢ liretiminde en ¢ok kullanilan hiicreler bakteri hiicreleridir

(9).
2.3.1. REKOMBINANT PROTEIN URETIiMINDE KONAK SISTEMLERI

Rekombinant protein tretiminde ilk olarak konak sistemine karar vermek gerekmektedir.

Eger protein glikosile oluyorsa (spesifik seker molekiillerinin baglanmasi) Okaryotik
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sistemler secilmesi gerekir. Ciinkli bu modifikasyonlar protein fonksiyonu i¢in gereklidir
ve bakteri hiicreleri bu modifikasyonlar1 gergeklestirememektedir. Bunun nedeni bakteride
endoplasmik retikulum ve Golgi cisimciginin bulunmamasidir. Glikosile olan ya da post-
transkripsiyonel modifikasyonlar gerektiren proteinler CHO gibi memeli hiicrelerinde
tiretilebilmektedirler. Bunun yaninda, disiilfit bag olusumu da bakteri hiicrelerinde
mimkiin olmaktadir. Memeli ya da bakteri hiicreleri diginda maya sistemleri de
kullanilabilmektedir. Maya hiicreleri rekombinant proteinlerin iiretiminde hizli ve basit
sistemlerdir. Saccharomyces cerevisiae ve Pichia pastoris hiicreleri post-transkripsiyonel
modifikasyonlar gelistirebilmektedir. ila¢ marketinde mayada iiretilmis as1 ve insiilin

tabanli ilaglar bulunmaktadir (9).

Post-transkripsiyonel modifikasyonlara ya da glikosilasyona ihtiyag duymayan
proteinlerde bakteriler uygun konak hiicrelerdir. Okaryotik hiicrelerden daha ucuz olmalar
ve basit yapilar olmalar1 avantaj saglamaktadir. Rekombinant protein tiretiminde en fazla
kullanilan bakteri Escherichia coli, fizyolojik ve metabolik 6zelliklerinin iyi bilinmesi ve
tim genomu sekanslanan ilk organizmalardan olmasiyla DNA sekansinin yeniden
diizenlenmesi konusunda avantaj saglar. E.coli’de iiretilmis olan ilk rekombinant protein
1977 yilinda firetilen somatostatindir. Onaylanan ilk ticari rekombinant ilag olan insan

insiilini de 1982 yilinda E. Coli’de iiretilmistir (9).

Rekombinant protein iiretiminde host hiicre se¢imi sonrasi, ilgili proteini kodlayan gen
ekspresyon vektoriindeki ¢oklu klonlama bolgesine aktarilir. E.coli’ye aktarilan plasmid
vektorii bu hiicrelerde protein iiretimini saglar. Proteinin iiretimi, kimyasal olarak vektor
icerisindeki promotorun indiiklenmesiyle saglanir. Son olarak iiretilen protein toplanir ve

saflastirilabilir (9).
2.3.2. REKOMBINANT PROTEIN URETIMINDE VEKTOR SECIMI

Ekspresyon vektoriinlin se¢imi de rekombinant protein iiretiminde yapilmasi gereken ilk
seceneklerdendir. Ekspresyon vektorii se¢iminde rekombinant genin eksprese edilecegi
promotor, se¢im markiri ve plasmidin kopya sayisini diizenleyen replikasyon orijini se¢imi
onem tagimaktadir (9). Plasmid kopya sayisinin kontrolii replikon igerisinde bulunur.
Plasmid kopya sayisinin artmasi, daha fazla protein iiretimi ile iliskilidir. Fakat plasmid

kopya sayisinin yiiksekligi bakterinin biiylime oranini ve plasmidin stabilitesini azaltabilir.
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Bu nedenle plasmid kopya sayisinin fazla olmasi daha fazla protein ekpresyonu anlamina

gelmez (64).

Promotorlar genellikle kiiltiire eklendiginde transkripsiyonu artiran ve protein iiretiminin
kontroliinii saglayan bir kimyasal indiikleyici ile diizenlenirler. Bu promotorlar siki bir
kontrol altinda tutulacak sekilde diizenlenmekte, indiikleyici olmadiginda tamamen
kapatilip, indiikleyici madde kiiltiir igerisinde belirli bir konsantrasyonda bulundugunda

ekspresyon saglanmaktadir (9).

PET sistemi, rekombinant protein iiretiminde en sik kullanilan vektor sistemidir (Sekil
2.19.). Bu sistemde, diizenlenmis bir E.coli konagi, bakteriyofaj T7 RNA polimerazini
kodlayan genin kromozomal bir kopyasini tagir. Bu RNA polimeraz geni ise izopropil p-d-
1-thiogalaktopyranoside (IPTG) tarafindan indiiklenebilir promotor olan lacUV5’i
bulundurur (65). Bu sistem bakteriyel kromozomun DE3 lokusunda olusturulabilmektedir.
IPTG ortamda bulunmadiginda lac promotoru Lac baskilayicisi (represér) Lacl’ya
baglanmaktadir. Bu baskilayic1 gen transkripsiyonu onleyerek T7 RNA polimerazinin
sentezlenememesine neden olur. IPTG ortama eklendigindeyse, Lacl represorii lac
promotorundan ayrilarak T7 RNA polimerazinin transkripsiyon ve translasyonunu saglar.
T7 RNA polimerazi bdylece T7 promotoru iizerinden plasmiddeki 1ilgili genin

transkripsiyonunu saglamaktadir (9, 65).

PET sistemi en ¢ok kullanilan vektdr sistemi olmasinin yaninda bazi dezavantajlara da
sahiptir. T7 RNA polimeraz seviyesi hiicrede yiiksek olabilir ve ilgili genin agir1 transkribe
olmasina neden olabilir. Ayrica, IPTG eklenmedigi durumda da az miktarda rekombinant
genin ekspresyonu saglanabilir. Bu durum IPTG olmadiginda az miktarda da olsa T7 RNA
polimeraz iretiminden ya da E.Coli’den gelen RNA polimerazdan dolay1 T7
promotorundan ekspresyon saglamasindan kaynaklanabilmektedir. Biitiin bunlar,
rekombinant proteinin hiicrede toksik etki yaratmasina ve hiicre bilylimesinde azalmaya
neden olabilmektedir. Bunlarin 6nlenebilmesi icin, lac operon sekanst T7 promotoru ile
cakisabilmekte ve Lac represoriiniin T7 RNA polimeraz ve ilgili genlerin promotorlarina
baglanarak ekspresyonlarinin engellenmesi saglanabilmektedir. Alternatif olarak, T7
lizozimi eksprese eden ekstra plasmidler eklenerek T7 RNA polimeraz aktivitesi
engellenebilmektedir (9, 65).
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Sekil 2.19. pET sistemi (9)

Kodon biasi; plasmid DNA’da ayni amino asidi olusturan synonymous kodonlarin
frekansinin host DNA’dakinden farkli olmasiyla olusur. Rekombinant proteinin sentezi
sirasinda daha az bulunan tRNA’lar azalir ve bu da amino asitlerin yanlis yerlesimine ve
protein ekspresyonunun azalmasina neden olur. Nadir kodonlarin belirlenmesi

rekombinant protein ekspresyonunda biiyiik 6nem tagimaktadir (64).

E.Coli’de nadir kodonlarin frekans1 %1 olarak belirlenmistir. Ornegin; arjinin amino asit
kodonu AGG E.Coli’de %0.2 frekansinda bulunurken, bitkilerde bu frekans %]1.5’ten
fazladir ve nadir olarak adlandirilmaz. Kodon bias1 sorununu ¢ézmek igin, vektordeki
kodlama sekansinda kodon optimizasyonu yapilabilir ya da konak hiicrede
modifikasyonlar gergeklestirilerek bu tRNA’larin ulasilabilirligi artirilabilir.  Kodon
optimizasyonu, hedef gendeki nadir kodonlarin konak tarafindan kullanilmasini saglayacak

modifikasyonlari ile gerceklestirilir. Bu da sessiz mutagenez ile ya da tiim genin yeniden
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sentezi ile saglanabilmektedir. Bunun en basit yontemi de hedef gendeki tim amino
asitlerin konakta en fazla bulunan kodonlarla degistirildigi “bir amino asit bir kodon”

yontemidir (64).
2.3.3. REKOMBINANT PROTEIN URETIMINDE ANTIBIYOTIK SECIMi

Plasmidlerin siirekliliginin saglanmasi1 antibiyotik genlerinin seg¢ilmesiyle saglanmaktadir.
flgili plasmidi igermeyen hiicreler antibiyotik iceren besiyeri igerisinde biiyiiyemezler.
Penisilin tiirevleri, ampisilin en sik kullanilan antibiyotiklerdendir. Fakat, penisilin direng
geni Uriinli B-lactamaz besiyeri icerisindeki antibiyotigi degrede edebilmektedir. Bunun
icin alternatif olarak degredasyona daha toleransli bir antibiyotik olan carbenisilin ya da

farkl1 antibiyotikler; tetrasiklin ya da kanamisin kullanilabilmektedir (9).
2.3.4. REKOMBINANT PROTEINLERIN SAFLASTIRILMASI

Rekombinant proteinler iretildiklerinde dogru katlanmalari biiyiikk 6nem tasimaktadir.
Ekspresyon vektorleri protein iiretimini ve dogru katlanmay1 artirict tagler ile modifiye
edilebilirler. Bu taglerin, rekombinant genin N ya da C terminaline flizyonu
saglanabilmekte ve transkripsiyon sonrasi tek bir polipeptit zinciri olarak
tretilebilmektedir. Bu tagler ayrica rekombinant proteinlerin daha  kolay

saflastirilabilmelerini saglamaktadir (9).

2.3.4.1. Immobilize Metal Iyon Kromatografisi

Bakteriden iiretilen proteinlerde afinite tagleri en sik kullanilan taglerdir. Bunlar arasinda
en sik kullanilan afinite tagi olan histidin tagi, genellikle 6 histidin residueden olusmakta
ve rekombinant proteinin N ya da C ucuna tutturulmasi saglanmaktadir. Translasyon
sonrasinda bu histidinlerin nikel ya da bakir gibi metal iyonlar1 bulunduran kromotografi
rezinlerine baglanmasi saglanarak hiicre icindeki diger istenmeyen molekiillerden
ayrilmasi saglanabilmektedir. Bu yonteme immobilize metal iyon kromotografisi (IMAC)

ad1 verilmektedir (9).

Ni-NTA (nikel-nitrilotriasetik asit) sistemi, rekombinant proteinlerin, 6 histidin bdlgesinin
nikel iyonlarina baglanarak saflastirilmasina dayalidir (66). Nikel iyonlari, nitrilotriasetik

asit (NTA) sepharoz resin igerisinde immobilize, yani sabit halde bulunurlar. Histidinler
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resin igerisindeki bu nikel iyonlarina baglanmaktadir (67). His-tag ve rezinin siki bir
sekilde baglanmalar1 diger molekiillerin kolay bir sekilde yikanip elimine edilerek kolona
baglanan His-tag’li proteinlerin ayrilmasimi saglamaktadir. His-tag bagli olan bu
proteinlerse daha sonra, imidazol ile ya da pH’in disiiriilmesi ile his-tag’den
ayrilabilmektedir. pH’1n diisiiriilmesi histidinlerin protonlasarak Ni-NTA’dan ayrilmalarini
saglamaktadir. Imidazol tamponu ise Ni-NTA’ya baglanip proteinden ayrilmasin
saglamaktadir (66, 67). Bu islem sonrasinda diyaliz yontemi kullanilarak imidazoliin

proteinden uzaklastirilmasi saglanabilmektedir (68).

2.3.4.2. SUMO Fiizyon Teknolojisi

Cozilintirliik tagleri de rekombinant proteine baglandiklarinda protein ¢oziiniirliigiinii
artiran taglerdir. En sik kullanilanlari NusA, maltoza baglanan protein (MBP) ve kiigiik
ubitikin benzeri diizenleyici (SUMO) ailesi proteinleridir (9, 65, 69). SUMO proteini
E.Coli’de ¢oziiniirliigii artiran bir proteindir. Kanamisin ve ampisilin direng kasedine sahip
pSUMO vektorii bulunmaktadir. pSUMO vektorti E.Coli/maya ve E.Coli/memeli hiicresi
olmak tizere iki farkli ikili ekspresyona sahiptir. pSUMO’nun kullanimindaki en biiyiik
avantaj; SUMO proteaz ile kesim sonrast rekombinant proteinde ekstra amimo asit

kalmadan saflastirilabilmesidir (70).

SUMO proteinleri, oOkaryotik hiicrelerdeki proteinlere kovalent baglarla baglanip
ayrilabilmektedirler. Sumoylasyon, transport, apoptoz, protein inaktivasyonu, stabilite ve
hiicre siklusu progresyonu gibi bir¢ok hiicre i¢i siirecte bulunan post translasyonel bir
modifikasyondur. SUMO proteini Saccharomyces cerevisiae’de Smt3 olarak adlandirilir.
Bu protein prokaryotik hiicrelerde stabil ve cabuk katlanabilen bir protein oldugundan
etkili bir biyoteknolojik arag olabilmektedir (71). SUMO ve SUMO yolagi tim
Okaryotlarda korunmus bir proteinken, prokaryotlarda bulunmaz. Saccharomyces
cerevisiae ise Smt3 adi verilen sadece tek bir SUMO geni bulundurur. SUMO protein
ailesi diger proteinlerin kovalent modifikasyonlarin1 saglarlar. SUMO proteini ATP’ye
bagli bir steple SUMO aktiflestirici enzim E1 ile aktiflesir (Sekil 2.20.). Aktivasyon
sonrast E2’ye ve oradan da E3 enzimi ile hedef proteinine transferi saglanir. Hedef

proteininden ayrilmasiysa SUMO proteaz enzimi ile gerceklesir (72).
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Substrate
SUMO @
SUMO Conjugated
Substrate (sm Siz2, ...)
SUMO
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Ubc9

E1 (UbaZ-Aoﬂ)/

Sekil 2.20. SUMO proteininin siklusu (72)

N-terminal SUMO tagi, genellikle partner proteine dogru katlanma ve yapisal stabilite
saglayabildiginden protein fonksiyonunu da artirmaktadir. Partner proteininin
saflagtirilmasin1 hizlandirmak adina 6xHis ve SUMO-tag birlikte olusturulmaktadir (Sekil
2.21.). Bu tag S. cerevisiae’de Ulpl adi verilen SUMO proteaz enzimi ile kolayca
kesilebilmekte ve istenilen protein saf halde elde edilebilmektedir (71).

A T7 promoter SUMO
'é MCS
== N //T7 terminator
e, F1 ori
Lacl\ y £ / or
pSUMO
5608 bp

T~Kan

\

pBR322 ori

Sekil 2.21. pSUMO klonlama vektoriiniin gosterimi (71)
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2.4. BIYOBENZERLER

Biyobenzerler; daha onceden onaylanmig, fakat patent siiresi dolmus ilaclarin benzer
tirtinleridir. 2005 yilinda biyobenzerlerin onaylanmaya baslamasiyla, 6zellikle monoklonal

antikor tabanli birgok ilacin biyobenzeri iiretilmeye baglamistir (10).

Biyobenzerler; kimyasal igerikleri ayni olan biyolojik ilaglardir. Bununla birlikte, bu
tiriinler biyolojik olduklarindan ¢ok fazla cesitlilige sahip ve tam olarak karakterize
edilmesi miimkiin olmayan hiicre ve organizmalardan iiretilmektedirler. Biyolojik
sistemlerin c¢esitliligi ve iiretilme siireci bu ilaclarda da farkliliga sebep olabilmektedir. Bu
nedenle biyobenzerler orijinallerinin tam olarak kopyas: degil, ancak benzeri
olabilmektedirler (10, 11). Biyolojik ilaglarin dretimleri farkli iretim asamalar1 ile
miimkiin olmaktadir. Uretim asamalarindaki bu farkliliklar; proteinlerin iiretildigi kaynak,
saflastirma siirecleri gibi siirecleri kapsamaktadir (Sekil 2.22.). Bu tir degisiklikler
proteinlerin ti¢ boyutlu yapisinda ve glikozilasyonlarinda degisiklikler olusturabilmektedir
(12).

Cloning and Protein Expression

Transfer into Host Cell
Cloning into DNA Vector Expression
Screening/Selection

Source
NA
P : ] :
D %
"
Target DNA
Possibly same Probably different Different cell expression
gene sequence vector system
Protein Production, Purificatio and Validationn,
Cell Cell Production in  Recovery through Purification through Characterization and
Expansion Bioreactors filtration or chromatography Stability

centrifugation

’i'§ {:&:q Purified
7o 9 g B ED

Different cell line, Different cell line, Different Different binding and Different methods,
growth media, method growth media, operating elution conditions reagents, reference
of expansion bioreactor conditions conditions standards

Sekil 2.22. Biyobenzerlerde farklilik gosteren iiretim asamalart (11)
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Son yillarda, anti-TNF antikorlar1 olan etanercept, infliximab ve 2018 yili itibariyle
adalimumab’in patent siirelerinin bitmesiyle daha diigiik fiyatli biyobenzer versiyonlar1 da
markette yer edinmeye baslamistir. Bu antikorlarin biyobenzerlerinin iiretilmesi, anti-TNF

ajanlarinin markette bulunmaya devam etmesi agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir (73-75).

39



3. GEREKCE VE AMAC

Bu tez calismasinin temel amaci; inflamasyonda etkin rol oynayan ve otoimmiin
hastaliklarda konsantrasyonunun arttig1 gosterilmis bir sitokin olan Tiimor Nekrozis Faktor

Alfa’ya (TNF-alfa) kars1 poliklonal antikor iiretilmesidir.

Biyobenzer antikorlar, orjinal antikorlar ile ayni sekansa sahip olmasmin yaninda faklh
klonlama ya da iiretim prosesi ile {iretilirler. Bu nedenle, glikolizasyon profillerinde,
tiretilen triiniin kalitesinde islevselliginde degisimler olabilmektedir (3). Son yillarda, anti-
TNF antikorlar1 olan etanercept, infliximab ve 2018 yil1 itibariyle adalimumab’in patent
stireleri dolmustur (75). Anti-TNF-alfa antikorlarinin ve biyobenzerlerinin olusturulmaya
devam etmesi onem tasimaktadir. Bu nedenle, bu tez g¢alismasi ile insan TNF-alfa

proteinine karsi1 fare poliklonal antikoru tiretilmistir.

Bu amaca ulagsmak i¢in, TNF-alfa protein ekspresyon vektorii olan pET-SUMO-TNF ile
rekombinant protein ekspresyonu yapilmis (76) ve iki adet BALB/C disi fareye
immiinizasyonu saglanmigtir (42). Bu farelerden yaklasik 40 giin sonunda ascite sivisi, 45
giin sonunda ise kuyruk kani toplanmis ve iretilen antikorun TNF-alfa’ya kars1 spesifitesi

indirekt ELISA ve Western Blot ile 6l¢iilmustiir.

Bu tez ile iretilmis olan poliklonal anti-TNF-alfa antikoru, ELISA ve Western Blot gibi
tekniklerde kullanilabilecektir. Bu sekilde {iretilmis olan poliklonal antikor ileriki
calismalarda saflastirilip gelistirilerek teshis ve goriintileme gibi bir¢cok alanlarda
kullanilabilecek, ayrica, iilkemizde birgok antikor tabanli teknikte disa bagimliligi azaltma

adma bir adim olabilecektir.

40



4. MATERYAL VE YONTEM
41. MATERYAL
Bu tez galismasi igin 2021-3-13 karar no’lu etik kurulu onay1 (Ek1) alinmustir.

Genel labaratuvar kimyasallar1 olarak Fischer Scientific, Applichem, Merck, Sigma

Aldrich, Applichem, Invitrogen ve Neogen firmalarinin tirtinleri kullanilmastir.
4.1.1. TIPTG ILE PROTEIN INDUKSIYONU

Rekombinant TNF-alfa proteininin izolasyonu i¢in pET-SUMO-TNF  vektori
kullanilmigtir (76). Bu vektorde matiir TNF-alfa proteini, N-terminalinde SUMO-fiizyon
proteini olan Smt3 ve fiizyon proteininin N-terminalinde ise His6-tag ile birlikte
bulunmaktadir. Sekil 4.1.”de pET-SUMO vektorii gosterilmistir.
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\
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Sekil 4.1. pET-SUMO vektor gosterimi (77)

BL21 hiicresinin aktiflestirilmesi i¢in LB Broth (Sigma, L3022-250G) kullanilmistir. IPTG
ile protein indiiksiyonu i¢in indiiksiyon besiyeri hazirlanmistir. Kanamisin, LB Broth

(Sigma, L3022-250G), Tripton (Neogen, MCO005) ve IPTG (izopropil-B-D-
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tiyogalaktopiranozit) (Sigma-Aldrich, 16758-10G) kullanilmistir. Santrifiij asamasinda
Sigma 3430 santrifiij cihazi kullanilmistir.

Cizelge 4.1. Indiiksiyon besiyeri icin kullanilan materyaller, konsantrasyonlar1 ve
miktarlari

Materyaller Calisan Konsantrasyon | Miktar (50 ml igin)
Tripton %2 20 ml
IPTG (420 mM) 1 mM 118 pl
Kanamisin (250 ug/ml) 50 pug/ml 10 ul

LB siv1 besiyeri 29,78 ml

Tripton, 40 ml ddH2O igerisinde 2 g ¢ozdiiriilerek hazirlanmistir. 0,1 g IPTG, 1 ml ddH20

icerisinde ¢ozdiiriilerek filtreden gecirilerek kullanilmistir.
4.1.2. TOTAL PROTEIN IZOLASYONU

Total protein izolasyonu igin Trisma base (Sigma, T6066-1KG), Triton X-100 (Applichem,
A49750100) ve PMSF (Phenylmethylsulfonyl flioride) (Sigma, P7626-250MG)
kullanilmigtir. Sonikasyon ig¢in Sonics Vibra Cell Ultrasonic Processor (SN:406732)

kullanilmistir.

Cizelge 4.2 Total protein izolasyonu i¢in kullanilan materyaller, konsantrasyonlar1 ve
miktarlar

Materyaller Calisan Konsantrasyon Miktar (900 ul igin)
ddH20 800 pl
1 M Tris-HCI pH.8.0 50 mM 45 pl
%10 Triton-X-100 %0.5 45 ul
PMSF (100 mM) 0.1 mM 0.9 pl
Lizozim (2 mg/ml) 800 ug/ml 0.8 ul
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4.1.3. REKOMBINANT PROTEININ SAFLASTIRILMASI

Proteinin nikel kolondan gegirilerek saflastirilmasi igin HisPur Ni-NTA Spin Columns
(Thermo Fisher Scientific, 88226) kullanilmistir. Bu asamada kullanilan tamponlarin

igerikleri ve konsantrasyonlar1 Cizelge 4.3.’te belirtilmistir.

2 M imidazol, 250 ml ddH20 igerisinde 34 g imidazol (Applichem, A1378,0010)
¢ozdiiriilerek hazirlanmis ve pH. 7.4’e¢ ayarlanmigtir. 10X PBS (Phosphate-Buffered
Saline) hazirlanmasi i¢in; 80 g NaCl (Sodium chloride, Merck, K49432804.743), 2 g KC1
(potassium chloride, Sigma, P9541), 14.4 g Na2HPO4 (sodium phosphate dibasic
anhydrous, Fisher Scientific, BP332-500) ve 2.4 g KH2PO4 (potassium phosphate
monobasic anhydrous, Bioshop, PPM666.500) 1 L ddH2O igerisinde hazirlanmig ve HCI
ile pH 7,4 olarak ayarlanmistir. 1X PBS i¢in; 100 ml 10X PBS ¢o6zeltisi, 900 ml ddH20

i¢erisinde hazirlanarak kullanilmistir.

Cizelge 4.3. Nikel kolon i¢in kullanilan tamponlarin icerikleri ve konsantrasyonlari

Tamponlar Imidazol Imidazol Miktar1 | 1X PBS Miktari
Konsantrasyonu | (2 M Stok ¢ozelti)

Equilibration Buffer 10 mM 250 pl 49.75 ml
(pH. 7.4)

Wash Buffer (pH. 7.4) | 25 mM 625 ul 49.375 ml
Elution Buffer (pH. 7.4) | 250 mM 6250 pl 43.75 ml

1X PBS’¢ karsi diyaliz asamasi i¢in Dialysis sacks (Sigma, D6066-5EA) kullanilmistir.

Diyaliz membran uygun boyutta kesilip iki ucundan mandal ile kapatilarak kullanilmistir.
4.1.4. BCA ILE PROTEIN TAYINI

BCA ile protein tayini i¢in Takara BCA Protein Assay Kiti kullanilmigtir. 20 mg BSA
(bovine serum albiimine, Sigma, A153-100G) 10 ml 1X PBS igerisinde ¢ozdiiriilerek 2
mg/ml BSA c¢ozeltisi hazirlanmistir. Kit protokoliine gore farkli konsantrasyonlarda seri

diliyon yapilarak standart BSA ¢ozeltileri hazirlanmistir.
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Cizelge 4.4. Standart BSA c¢ozeltilerinin konsantrasyonlar1 ve hazirlanan igeriklerin
miktarlari

Standart | BSA Miktar1 (pl) PBS Miktar1 (pl) BSA Konsantrasyonu
(ng/ml)

A 300 ul BSA’dan 0 2000
B 375 ul A’dan 125 1500
C 325 ul A’dan 325 1000
D 175 pl B’den 175 750
E 325 ul C’den 325 500
F 325 ul E’den 325 250
G 325 pul F’den 325 125
H 100 pl G’den 400 25
I 0 400 0

Tecan i-control (Infinite 200 Pro) cihazinda 6lgiim yapilmistir. Standart egri ve denklemi

Excel ile cizdirilerek protein konsantrasyonu hesaplanmastir.
4.1.5. SDS-PAGE

TNF-alfa proteininin saflastirma basamaklar1 SDS-PAGE ile gosterilmistir. %12 ayrima
jeli ve %5 yigilma jeli ile poliakrilamid jel hazirlanmistir. Bunun i¢in Cizelge 4.5.°te
belirtilen miktarlarda akrilamid (Serva, 10675.02), bisakrilamid (Applichem), SDS
(sodium dodecyl sulfate, Fisher Scientific, BP166-500), APS (ammonium persulphate
ultrapure, Gerbu, 1708), TEMED (Scharlau, TE0050) ve Tris (Trizmabase, Sigma, T6066-
1KG) kullanilmigtir. Ayirma jeli camlar arasina dokiildiikten sonra isopropanol (2-
propanol, Sigma-Aldrich, 24137) ile jel yiizeyi kapatilarak jelin polimerizasyonu

beklenmistir.
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Cizelge 4.5. %12’1ik poliakrilamid jel hazirlanmasinda kullanilan malzemeler ve miktarlar

Jel Yiizdesi (Tek jel icin) %12’lik Ayirma Jeli %5’lik Y1gilma Jeli
%30 Akrilamid/Bisakrilamid 4 ml 657 ul
ddH20 3,3ml 2,76 ml
%10 SDS 100 pl 39 pl
%10 APS 100 pl 39 ul
TEMED 10 pl 4 pl

1.5 M Tris pH. 8,8 2,53 ml

1.5 M Tris pH. 6,8 500 pl

%30 Akrilamid/Bisakrilamid ¢ozeltisi igin 50 ml ddH20’ya 14,4 g akrilamid ve 0,4 g
bisakrilamid eklenmistir. %10 APS taze hazirlanmistir. 60 mg amonyum persiilfat
tartilarak 600 ul ddH2O igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir. %10 SDS i¢in, 5 g SDS 50 ml ddH20
igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir. 1.5 M Tris pH.8,8 i¢in 7,26 g Tris baz 30 ml ddH2O igerisinde
¢ozdiiriiliip pH. 8,8’e HCl ile ayarlanarak 40 ml’ye ddH2O ile tamamlanmistir. 1.5 M Tris
pH.6,8 i¢cin 7,26 g Tris baz 30 ml ddH2O igerisinde ¢ozdiriiliip pH. 6,8’¢ HCI ile
ayarlanarak 40 ml’ye ddH2O ile tamamlanmistir. Jellerin hazirlanisinda Bio-rad marka

camlar ve tarak kullanilmistir.

Ornekler 4X Laemmli Tamponu ile karistirilarak ve heat-block (MS Major Science Dry
Bath Incubator) igerisinde kaynatilarak kuyulara yiiklenmistir. Laemmli Tamponu; Tris
(Trizmabase, Sigma, T6066-1KG), Gliserol (amresco, 0854-1L), SDS (sodium dodecyl
sulfate, Fisher Scientific, BP166-500) ve Bromofenol mavisi (Fisher Scientific, BP115-25)
ile hazirlanmistir. Beta-merkapta etanol (2-mercaptoethanol, Merck, S64744440 306) 1 ml

Laemmli Buffer icerisine 10 pl eklenerek kullanilmistir.
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Cizelge 4.6. 4X Laemmli Tamponu hazirlanmasinda kullanilan materyaller ve miktarlari

Materyaller Miktar (Toplam 10 ml i¢in)
1 M Tris-HCI pH. 6,8 3,15 ml

Gliserol 3ml

%20 SDS 2,5ml

%1 Bromofenol Mavisi 25 ul

ddH20 1,3ml

2-Merkaptoetanol 50 pl

%20 SDS igin, 20 g SDS 100 ml suda 68°C’de ¢ozdiiriilmiistiir. %1 Bromofenol mavisi
hazirlanmas1 i¢in 22 mg bromofenol mavisi 1 ml su igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir. Beta-

merkaptoetanol kullanim sirasinda eklenmistir.

Ornekler kuyulara yiiklendikten sonra 1X Yiikleme Tamponu igerisinde Bio-rad Mini-
Protean Tetra System tanki icerisinde, Bio-rad Power pac 3000 elektroforez cihazi ile
yiriitiilmiistiir. Protein marker1 olarak Bio-rad Precision Plus Protein Standards (161-0373)

kullanilmistir.

5X Yiiritme Tamponu hazirlamasinda 15 g Tris-baz, 72 g Glisin (Glisin Extra Pure,
Tekkim, TK.9301.35.01002) ve 5 g SDS kullanilmig, HCI ile pH.8,3’e ayarlanmis ve 1
litreye ddH20 ile tamamlanmistir. 1X Yiriitme Tamponu i¢in 100 ml 5X Yiiriitme
Tamponu 400 ml ddH2O ile hazirlanmustir.

Yiiriitme sonrasi Fix Tamponu %20 izoproponol (Sigma-Aldrich, 4137) ve %10 asetik asit
(Sigma-Aldrich, 75-.5L-R) ile hazirlanmistir. Coomassie mavisi; 3 g/L coomassie brilliant
blue R-250 (Bio-rad, 161-0400), %45 methanol (Merck, 1.06009.2511), %10 glasiyel
asetik asit ve %45 dH20 olacak sekilde hazirlanmistir. Destain i¢in %10 Asetik asit, 100
ml asetik asit (Sigma-Aldrich, 75-.5L-R) 900 ml ddH20 ile hazirlanmistir.
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Jelin goriintilenmesinde Bio-rad Versa-doc goriintiileme cihazi kullanilmigtir. Coomassie

mavisi sekmesi segilerek 0.4 s exposure time ile goriintiileme yapilmistir.
4.1.6. IMMUNIZASYON

Farelerin karninda ascite sivist olusturmak ve bu sividan poliklonal antikor toplamak igin 2

adet fareye immiinizasyon yapilmistir (42).

Immiinizasyon i¢in iki adet 10 haftalik disi Balb/C fare kullanilmistir. Immiinizasyon
asamasinda CFA (Freund’s Adjuvant, Complete, Sigma, F5881-10ML) ve IFA (Freund’s

Adjuvant, Incomplete, Sigma, F5506) adjuvanlari kullanilmigtir.
4.1.7. INDIREKT ELISA iLE ANTiKOR TITRASYONU
Indirekt ELISA ydntemi i¢in 96-kuyulu ELISA plate kullanilmustir.

10X PBS (Phosphate-Buffered Saline) hazirlanmasi igin; 80 g NaCl (Sodium chloride,
Merck, K49432804.743), 2 g KCI (potassium chloride, Sigma, P9541), 14.4 g Na2HPO4
(sodium phosphate dibasic anhydrous, Fisher Scientific, BP332-500) ve 2.4 g KH2PO4
(potassium phosphate monobasic anhydrous, Bioshop, PPM666.500) 1 L ddH2O igerisinde
hazirlanmis ve HCI ile pH 7,4 olarak ayarlanmistir. 1X PBS i¢in; 100 ml 10X PBS
¢ozeltisi, 900 ml ddH20 igerisinde hazirlanarak kullanilmistir.

PBS-T, 500 ul Tween-20 (amresco, 0777-1L) 500 ml 1X PBS igerisinde hazirlanmistir.

%35 BSA igeren PBS hazirlanmasi igin; 0,5 gram Bovin Serum Albumin (Sigma, A2153-
1006) 10 ml 1X PBS igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir.

Ascite sivist ve kuyruk kanindan alinan poliklonal antikorun diliisyonlar1 1X PBS

igerisinde, Cizelge 4.7.”de belirtilen sekilde hazirlanmistir.
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Cizelge 4.7. Primer antikorun hazirlanan diliisyonlar

Standart Diliisyon Katsayisi Antikor 1X PBS Miktar1
A 1:1000 2 ul antikor 2000 pl
B 1:3125 192 pl A’dan 408 pl
C 1:6250 300 ul B’den 300 pl
D 1:12500 300 ul C’den 300 pl
E 1:25000 300 pl D’den 300 pl
F 1:50000 300 ul E’den 300 pl
G 1:100000 300 pul F’den 300 pl
H 1:250000 240 pl G’den 360 pl

Sekonder antikor olarak Anti-mouse HRP-linked 1gG antikoru (Cell Signaling Technology,
7076S) kullanilmistir. HRP subsrati olarak TMB (3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine) (TMB/E
Solution, Merck, E5001-500ML) kullanilmistir. Reaksiyonu durdurmak igin, H2SO4
¢ozeltisi, 5,5 ml Siilfiirik Asit (%98, Tekkim) 44,5 ml ddH2O iizerine yavasga eklenerek
hazirlanmistir. OD degerlerinin 6lglimii igin Tecan i-control (Infinite 200 Pro) cihazinda

Olciim gerceklestirilmistir.
4.1.8. WESTERN BLOTLAMA

Proteinler SDS-PAGE ile yiiriitiilmiistiir. Bunun i¢in oncelikle %15 ayrima jeli ve %5
yigilma jeli hazirlanmistir. Cizelgede belirtilen miktarlarda akrilamid (Serva, 10675.02),
bisakrilamid (Applichem), SDS (sodium dodecyl sulfate, Fisher Scientific, BP166-500),
APS (ammonium persulphate ultrapure, Gerbu, 1708), TEMED (Scharlau, TE0050) ve
Tris (Trizmabase, Sigma, T6066-1KG) kullanilmistir. Ayirma jeli camlar arasina
dokiildiikten sonra isopropanol (2-propanol, Sigma-Aldrich, 24137) ile jel ylizeyi

kapatilarak jelin polimerizasyonu beklenmistir.

48



Cizelge 4.8. %15°lik poliakrilamid jel hazirlanmasinda kullanilan malzemeler ve miktarlar

Jel Yiizdesi (Tek jel icin) %15’lik Ayirma Jeli %5’lik Y1gilma Jeli
%30 Akrilamid/Bisakrilamid 4,5 ml 657 ul
ddH20 2,1 ml 2,76 ml
%10 SDS 90 pl 39 pl
%10 APS 20 pl 39 pl
TEMED 9 ul 4 pl

1.5 M Tris pH. 8,8 2,25 ml

1.5 M Tris pH. 6,8 500 pl

%30 Akrilamid/Bisakrilamid ¢ozeltisi i¢in 50 ml ddH2O’ya 14,4 g akrilamid ve 0,4 g
bisakrilamid eklenmistir. %10 APS taze hazirlanmistir. 60 mg amonyum persiilfat
tartilarak 600 ul ddH2O igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir. %10 SDS i¢in, 5 g SDS 50 ml ddH20
igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir. 1.5 M Tris pH.8,8 i¢in 7,26 g Tris baz 30 ml ddH2O igerisinde
cozdiiriiliip pH. 8,8’e HCl ile ayarlanarak 40 mlI’ye ddH2O ile tamamlanmigtir. 1.5 M Tris
pH.6,8 i¢in 7,26 g Tris baz 30 ml ddH20O igerisinde ¢ozdiiriiliip pH. 6,8’e HCI ile
ayarlanarak 40 ml’ye ddH2O ile tamamlanmistir. Jellerin hazirlaniginda Bio-rad marka

camlar ve tarak kullanilmistir.

4X Laemmli Tamponu ¢izelgedeki gibi hazirlanmigtir. Bunun igin; Tris (Trizmabase,
Sigma, T6066-1KG), Gliserol (amresco, 0854-1L), SDS (sodium dodecyl sulfate, Fisher
Scientific, BP166-500) ve Bromofenol mavisi (Fisher Scientific, BP115-25) kullanilmistir.
Beta-merkapta etanol (2-mercaptoethanol, Merck, S64744440 306) 1 ml Laemmli Buffer
icerisine 10 pl eklenerek kullanilmistir. Ornekler 4X Laemmli Tamponu ile karistirilarak
ve heat-block (MS Major Science Dry Bath Incubator) igerisinde kaynatilarak kuyulara
yiiklenmistir. Ornekler kuyulara yiiklendikten sonra 1X Yiikleme Tamponu igerisinde Bio-
rad Mini-Protean Tetra System tanki igerisinde, Bio-rad Power pac 3000 elektroforez
cihaz1 ile yiirGtiilmustiir. Protein marker1 olarak Bio-rad Precision Plus Protein Standards
(161-0373) kullanilmustir.
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5X Yiiritme Tamponu hazirlamasinda 15 g Tris-baz, 72 g Glisin (Glisin Extra Pure,
Tekkim, TK.9301.35.01002) ve 5 g SDS kullanilmig, HCI ile pH.8,3’e ayarlanmis ve 1
litreye ddH20 ile tamamlanmistir. 1X Yiiriitme Tamponu i¢in 100 ml 5X Yiirlitme
Tamponu 400 ml ddH2O0 ile hazirlanmustir.

Semi-dry transfer i¢in PVDF membran (Bio-rad, 1620177) kullanilmistir. 10X Transfer
Buffer; 500 ml igin 29 g Tris-baz (Trizmabase, Sigma, T6066-1KG) ve 14,65 g Glisin
(Glisin Extra Pure, Tekkim, TK.9301.35.01002) ile hazirlanmistir. 1X Transfer Buffer, 50
ml 10X Transfer Buffer ve 450 ml ddH2O ile hazirlanmistir. Semi-dry transfer i¢in 120 ml
1X Transfer Buffer, 30 ml metanol (Merck, 1.06009.2511) ile hazirlanarak kullanilmistir.
Semi-dry transfer, Amersham Biosciences (SN:1189383) cihazi ile gergeklestirilmistir.

10X TBS (Tris Buffered Saline) hazirlanmasi igin; 24,23 g Tris-baz ve 87,06 g NaCl
(Sodium chloride, Merck, 1.06404.1000) pH. 7,6’ya ayarlanarak 1 litre ddH2O’ya
tamamlanmistir. 1X TBS-T 100 ml 10X TBS, 900 ml ddH20 ve 1 ml Tween-20 (amresco,
0777-1L) ile hazirlanmustir.

%35 BSA igeren membran bloklama tamponu igin; 2 gram Bovin Serum Albumin (Sigma,
A2153-1006) 40 ml 1X TBST igerisinde ¢ozdiirtilmiistiir.

Sekonder antikor olarak Anti-mouse HRP-linked 1gG antikoru (Cell Signaling Technology,
7076S) kullanilmistir.

Membranin goriintiilenmesinde SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate
(Thermo Scientific, 34087) kiti kullanmilmistir. Li-Cor cihazinda 2 dk goriintiileme
yapilmistir.
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4.2. YONTEM

Bu calismanin amaci poliklonal TNF-alfa antikoru tiretilmesidir. Bunun i¢in Oncelikle
rekombinant TNF-alfa proteini {iretilmis (76) ve BALB/C fareye immiinizasyonu sonrasi

ascite sivisindan toplanan antikorun karakterizasyonu yapilmistir (42).
4.2.1. REKOMBINANT TNF-ALFA PROTEINi URETILMESI

Rekombinant TNF-alfa proteininin iiretilmesi i¢in igerisinde matiir TNF-alfa proteinini
bulunduran pET-sumo-TNF vektorii kullanildi (76). BL21 hiicreleri igerisindeki bu vektor
cogaltilarak protein indiiksiyonu saglandi. Daha sonra ise nikel kolondan gecirilerek

saflagtirilmas1 saglandi.

4.2.1.1. IPTG ile Protein indiiklenmesi

Icerisinde pPET-sumo-TNF vektériinii bulunduran BL21 hiicreleri, IPTG ile protein
indiiksiyonu asamasi igin aktiflestirildi (76). Gliserol stok igerisindeki hiicrelerden 100 pl,
2 ul 250 pg/ml (igerisinde 50 pg/ml olacak sekilde) kanamisin bulunduran 10 ml’lik LB
Broth igerisine aktarilip gece boyu 180 rpm’de 37°C inkiibatérde birakildi. LB sivi
besiyeri, 2 gram LB Broth, 100 ml ddH2O igerisinde ¢ozdiiriiliip otoklavlanarak hazirlandi.

IPTG ile protein indiiksiyonu i¢in aktiflestirilen kiiltiiriin hacmi 1 L’lik balon jojeye
aktarildi. 50 ml LB s1v1 besiyeri igerisine 10 pul 250 ug/ml kanamisinden (kiiltiir i¢erisinde
50 pg/ml olacak sekilde) ve 1 ml aktiflestirilmis olan kiiltiirden eklenerek 37°C
inkiibatorde 150 rpm’de hiicrelerin biiylimesi beklendi. 4,5-5 saat sonunda cizelgede
belirtilen sekilde hazirlanmis olan indiiksiyon besiyeri 1:1 olacak sekilde balon joje
icerisindeki kiiltiire eklendi. Kiiltiir, 150 rpm’de 37 °C inkiibatdrde ¢alkalanmaya birakildi.
6 saat sonunda, kiiltiir 50 ml’lik falkon tiipe alinarak 5 dakika 9000 g’de santrifiij edildi.
Santifiij sonunda olusan pellet hacmi Slgiilerek protein izolasyonu asamasi i¢in kullanilmak
tizere -20°C’lik dolapta saklandi (76).

4.2.1.2. Total Protein izolasyonu

Pellet hacmi 700 mg olarak Slglilmiistiir. Bunun i¢in toplam hacim 900 pl olacak sekilde,
TNF-alfa protein izolasyonu i¢in Tris-HCL, Triton-X-100 ve ddH20O ¢izelgede belirtilen

miktarlarda ¢6zdiiriilen pellet tizerine eklendi ve pipetaj yapilarak homojenize edildi. En
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son belirtilen miktarlarda PMSF ve lizozim eklenerek 35 dakika buz iizerinde inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasinda 40 amplitude’da 15 dakika boyunca buz iizerinde
sonikasyon yapildi. 2 ml’lik eppendorf tiiplere alinip 13300 g’de 20 dakika 4°C’de

santrifiij edilerek slipernatan yeni tiiplere alindi.

1 M Tris-HCI, 100 ml ddH20O igerisinde 12,11 gram Tris-baz ile hazirlanarak pH. 8.0’a
HCI ile ayarlandi. %10 Triton-X-100, 45 ml ddH2O igerisinde 5 ml c¢ozdiiriilerek
hazirlandi. 100 mM PMSF, 0.174 g 10 ml isopropanol igerisinde ¢ozdiirtilerek hazirlandi.

4.2.1.3. Rekombinant Proteinin Saflastirilmasi

TNF-sumo proteininin His-tag’den ayrilarak saflagtirilmasi igin nikel kolodan gegirildi.
Oncelikle kolonun hazirlanmas igin 700 g’de 2 dakika santrifiij edildi. Rezin yatagmin iki
kat1 kadar yaklasik 6 ml Equilibration Buffer eklendi. 700 g’de 2 dakika santrifiij sonrasi 1
ml total protein 3 ml Equilibration Buffer ile karistirilarak kolona eklendi. 45 dakika oda
sicakliginda dondiiriildiikten sonra santrifiyj edilerek flow-through yeni tiipe ayrildi. 6 ml
Wash Buffer resin iizerine eklenip santrifiij edildi. Alt tiipe toplanan siv1 yeni tiipe ayrildi.
Yikama basamagi tekrarlandi. 3 ml Elution Buffer resin iizerine eklenip santrifiij edildi.

Altta toplanan s1v1 yeni tiipe ayrildi. Eliisyon basamagi iki kez daha tekrarlandi.

Eliisyon 2 ve 3. basamaklarinda toplanan siv1 diyaliz membraninda 1X PBS igerisinde gece

boyu dondiirtildii.

4.2.1.4. BCA ile Protein Tayini

Protein konsantrasyonu BCA (Bikinkoninik asit tahlili) ile hesaplandi. Protein standart
egrisi icin ¢izelgede belirtilen sekilde farkli konsantrasyonlarda BSA c¢ozeltileri ayri
tiiplere hazirlandi. BCA Protein Assay Kit igerisindeki Reagent A’dan 3920 pul, Reagent
B’den 80 pl ile 50:1 oraninda karistirildi. 96-well plate’te 20 kuyuya kuyu basma 200 pl
bu karisimdan eklendi. Kuyular tizerine 20 pl hazirlanan standartlardan ikiser tekrarli
olacak sekilde eklendi. Ikiser kuyuya saflastirilmis proteinden 20 pl eklendi. Plate yarim
saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra 562 nm absorbansta 6l¢iim yapildi.

Olgiim sonras: standartlarin OD degerleri ve konsantrasyonlar1 ile Excel’de standart egri

grafigi ¢izdirilmis ve grafik denklemi olusturuldu. Denklemde gosterilen x ve y degerleri
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(protein-kesme noktasi)/egim formiilii ile protein konsantrasyonunun hesaplanmasi igin

kullanildi.

4.2.1.5. SDS-PAGE

Proteinin saflastirma basamaklar1 poliakrilamid jelde goriintiilenmek tizere SDS-PAGE
yapildi. Kullanilan %12’lik ayirma jeli ve %5’lik yi1gilma jeli ¢izelgede belirtilen materyal
ve miktarlari ile hazirlandi. 1 mm ince cam ve 1.5 mm kalin camlar arasina %12’lik ayirma
jeli (alt jel) dokiildii ve iizeri 1 ml isopropanol ile kapatildi. Jel polimerize oldugunda
isopropanol uzaklastirildi ve iist jel (yigilma jeli) polimerize olmus alt jel {izerine eklendi.

1.5 mm 15 kuyulu tarak ile st jel kapatilip polimerizasyonu saglandi.

Ornekler gizelgede belirtilen sekilde hazirlanmis olan 4X Laemmli Tamponu igerisinde 4:1
olacak sekilde hazirlanip 95°C’de 5 dakika dry-block igerisinde kaynatildi. Saflastirma
basamaklar1 sirasiyla kuyulara yiiklendi. Marker ve total protein 6rnekleri 3 pl, diger
ornekler 15 pl olacak sekilde kuyulara yiiklendi. Once 80 V’da 1 saat, daha sonra 100 V’da

1X Yiiriitme Tamponu icerisinde yiiriitiildii.

Yiritme sonrast jel camlar arasindan ¢ikarilarak Fix Tamponu igerisinde 45 dakika
calkalanmaya birakildi. Fiksasyon sonrasinda Coomassie mavisi igeren tampon icerisinde
gece boyu calkalanmaya birakildi. Boyama sonrasi destain edilmesi igin, %10 Asetik asit
icerisinde her biri 30 dakika olacak sekilde 3’er kez galkalanmaya birakildi. Destain

sonrast Versa-doc cihazinda 0,4 saniye siire ile goriintiileme yapildi.
4.2.2. IMMUNIZASYON

Her iki fare karninda ascite sivist olusturulmasi i¢in immiinizasyon protokolii olusturuldu
(42).

Birinci immiinizasyon i¢in; her fare igin 16,5 ug protein olacak sekilde; toplamda 66 pl
protein 85°C’de 15 dakika bekletilerek 1s1 inaktivasyonu yapildi. 1:1 orani olacak sekilde
toplamda 66 pl CFA (Freund’s Adjuvant Complete) ile karistirildi. Vortekslenerek
enjektdr yardimu ile iki adet Balb/C disi fareye intraperitonal enjeksiyon yapildi.

Ikinci immiinizasyon 15 giin sonra yapildi. Her fareye 25 pg protein olacak sekilde, her
fareye 50 ul TNF-alfa proteini 85°C’de 10 dakika bekletilerek 1s1 aktivasyonu yapildiktan
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sonra 1:5 orani olacak sekilde 250 ul CFA ile karistirilip vortekslendi. Her hayvana toplam
300 ul intraperitonal enjeksiyon yapildi.

[lk immiinizasyondan 30 giin sonra {i¢iincii immiinizasyon gerceklestirildi. Her bir fareye
30 ug protein olacak sekilde her hayvan i¢in 60 ul protein, 85°C’de 10 dakika bekletilerek
1s1 aktivasyonu yapildiktan sonra, 300 pl CFA ile karigtirilarak (1:6 oraninda)

intraperitonal enjeksiyon yapildu.

40 giin sonunda tek farenin karin bolgesinde sisme gozlemlendi. Sag kulagi kesilen farenin
ascite sivist yaklagik 300 pl kadar enjektér yardimi ile toplandi. 10000 g’de 5 dakika
santrifiij edilerek antikor bulunduran sivi ayri tiipe alinarak yag tabakasindan ayrilmasi

saglandi. Indirekt ELISA ile antikor titrasyonu yapilmak iizere -20°C’lik dolapta saklandu.

[Ik immiinizasyondan 45 giin sonra dordiincii immiinizasyon gerceklestirildi. Her bir
fareye 20 pg protein olacak sekilde, her fare igin 40 pul protein 85°C’de 1s1 blogu igerisinde
10 dakika bekletilerek 1s1 aktivasyonu yapildiktan sonra, 300 pl IFA (Freund’s Adjuvant
Incomplete) ile karistirilarak yaklasik 1:9 orani olacak sekilde intraperitonal enjeksiyon

yapild.

47 giinlin sonunda sag kulagi ve sol kulagi kesilmis her iki farenin kuyrugundan yaklasik
250 pl kan alindi. 10000 g’de 5 dakika santrifiij yapilarak serum ayr tiiplere aktarildi.
Indirekt ELISA ile antikor titrasyonu yapilmak iizere -20°C’lik dolapta saklandu.

4.2.3. ASCITE SIVISINDAN ANTIKOR TiTRASYONU

Tek hayvandan toplanmis olan ascite sivisindan antikor titrasyonu indirekt ELISA y6ntemi

ile yapildi.

96-well ELISA plate’in 2 tekrarli 9 antikor diliisyonu igin toplamda 18 kuyu rekombinant
TNF-alfa proteini ile kaplandi. Bunun i¢in, konsantrasyonu 503 pg/ml olan proteinden 60
ul, 2940 pl 1X PBS ile karistirilarak 10 ug/ml protein hazirlandi. 10 pg/ml TNF-alfa
proteininden 18 kuyuya 100 ul dagitildi. 1 gece boyu +4’te bekletildi. Ertesi giin, PBS-T
ile 3 kez pegete lizerine vurularak yikama yapildi. %5 BSA’l1 PBS igerisinde, her kuyuda
200 pl olacak sekilde 1 saat 37 °C’de, yarim saat oda sicakliginda bloklama yapildi.

54



Primer antikorun uygun diliisyonlar1 PBS igerisinde, ¢izelgedeki gibi hazirlanarak 2’ser
tekrarli 100’er pl kuyulara dagitildi. Blank i¢in 1X PBS iki kuyuya 100 ul olacak sekilde
eklendi. Oda sicakliginda 3 saat calkalanmaya birakildi. PBS-T ile ii¢ kez pegeteye

vurularak yikama yapildi.

Sekonder antikor i¢in; anti-mouse HRP-isaretli IgG antikoru 1/2000 oraninda seyreltilerek
kullanildi. 1 pl antikor 2 ml PBS igerisinde hazirlandi. Her kuyuya 100 pul olacak sekilde
dagitildi. Oda sicakliginda c¢alkalayicida 1,5 saat bekletildi. PBS-T ile 5 kez peceteye
vurularak yikama yapildiktan sonra HRP-substrati TMB’den 100 ul kuyulara eklendi. 15
dakika oda sicakliginda karanlikta bekletildi. Reaksiyonu durdurmak i¢in 50 pl 2 M
H2S04 ¢ozeltisinden kuyulara dagitildi. 450 nm absorbansta 6lgiim gergeklestirildi.

Ascite sivist  poliklonal antikor olarak kullanildiginda etkin oldugu protein
konsantrasyonunu araligini belirlemek amaciyla TNF alfa protein diliisyonlar1 standartlari

olusturuldu. Konsantrasyonlar PBS igerisinde ve seri diliisyonlar ile hazirlandi.

Kuyucuk basma 200 ng/ml ve 3 pg/ml araliginda konsantrasyonlar iki tekrarli olarak
protein kaplanirken kullanildi. Blank olarak aymi miktarda PBS iki kuyucuga eklendi. 1
gece boyunca +4’te bekletildi. Ertesi giin, PBS-T ile 3 kez pecete iizerine vurularak yikama
yapildi. %5 BSA’li PBS icerisinde, her kuyuda 200 pl olacak sekilde 1 saat 37 °C’de,
yarim saat oda sicakliginda bloklama yapildi. Ascite sivist primer antikor olarak 1:5000
oraninda PBS icerisinde seyreltilerek kullanildi. Sekonder antikor i¢in; anti-mouse HRP-
isaretli IgG antikoru 1/2000 oraninda seyreltilerek kullanildi. 1 pl antikor 2 ml PBS
icerisinde hazirlandi. Her kuyuya 100 pl olacak sekilde dagitildi. Oda sicakliginda
calkalayicida 1,5 saat bekletildi. PBS-T ile 3 kez pegeteye vurularak yikama yapildiktan
sonra HRP-substrati TMB’den 100 ul kuyulara eklendi. 15 dakika oda sicakliginda
karanlikta bekletildi. Reaksiyonu durdurmak i¢in 50 ul 2 M H2SO4 ¢ozeltisinden kuyulara
dagitildi. 450 nm absorbansta ol¢lim gerceklestirildi.
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4.2.4. KUYRUK KANINDAN ANTIiKOR TiTRASYONU

Iki fareden de alinmis olan serumdan antikor titrasyonu indirekt ELISA yontemi ile

gergeklestirildi.

96-well ELISA plate’in 2 tekrarli 2 serum antikoru diliisyonu i¢in toplamda 36 kuyu
rekombinant TNF-alfa proteini ile kaplandi. Bunun i¢in, konsantrasyonu 503 ug/ml olan
proteinden 80 pl, 3920 pl 1X PBS ile karistirilarak 10 pg/ml protein hazirlandi. 10 pg/ml
TNF-alfa proteininden 36 kuyuya 100 ul dagitildi. 1 gece boyunca +4°C’de bekletildi.
PBS-T ile 3 kez pecete lizerine vurularak yikama yapildi. %5 BSA’l1 PBS igerisinde, her
kuyuda 200 pl olacak sekilde 1 saat 37 °C’de, yarim saat oda sicakliginda bloklama
yapildi. Sag kulagi ve sol kulagi kesilmis iki hayvandan alinan serumlar primer antikor
olarak kullanildi. Diliisyonlar PBS igerisinde ¢izelgedeki gibi hazirlanarak 2’ser tekrarli
100’er pl kuyulara dagitildi. 1k iki siraya sag kulag kesilmis fareden alinan antikor,
ticlincii ve dordiincii siraya ise sol kulagi kesilmis fareden alinan antikor konuldu. Blank
icin 1X PBS dort kuyuya 100 pl olacak sekilde eklendi. Oda sicakliginda 3 saat
calkalanmaya birakildi.

PBS-T ile ii¢ kez pecete lizerine vurularak yikama yapildi. Sekonder antikor icin; anti-
mouse HRP-isaretli IgG antikoru 1/2000 oraninda seyreltilerek kullanildi. 2 pl antikor 4 ml
PBS igerisinde hazirlandi. Her kuyuya 100 pl olacak sekilde dagitildi. Oda sicakliginda
calkalayicida 1,5 saat bekletildi. PBS-T ile 5 kez pegeteye vurularak yikama yapildiktan
sonra HRP substrati TMB’den 100 pl kuyulara eklendi. 15 dakika oda sicakliginda
karanlikta bekletildi.

Reaksiyonu durdurmak i¢in 50 pl 2 M H2SO4 ¢6zeltisinden kuyulara dagitildi. 450 nm

absorbansta 6l¢tim yapildi.
4.2.5. WESTERN BLOTLAMA

Hayvandan alinan assit sivisinda bulunan poliklonal antikorun rekombinant proteini
tanty1p tanimadigi Western Blot teknigiyle gosterildi. Oncelikle proteinler jele yiiklenerek
SDS-PAGE yapilarak jelin membrana transferi saglandi. Antikor uygulanmasi asamasinda

primer antikor olarak iiretilen poliklonal antikor kullanildi.
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4.25.1. SDS-PAGE

Rekombinant protein 10 ul ve 4 ul (5 pg ve 2 pg) olacak sekilde poliakrilamid jele
yuklenerek primer antikorun aktivitesi tespit edildi. Poliakrilamid jein hazirlanmasi i¢in
kullanilan %15’lik ayirma jeli ve %5’lik yigilma jeli reaktifleri ¢izelgede belirtilen
miktarlar ile hazirlandi. 1 mm ince cam ve 1.5 mm kalin camlar arasina %15’lik ayirma
jeli (alt jel) dokiildii ve iizeri 1 ml isopropanol ile kapatildi. Jel polimerize oldugunda
isopropanol uzaklastirildi ve tist jel (yigilma jeli) polimerize olmus alt jel iizerine eklendi.

1.5 mm 15 kuyulu tarak ile iist jel kapatilip polimerizasyonu saglandi.

Ornekler gizelgede belirtilen sekilde hazirlanmis olan 4X Laemmli Tamponu igerisinde 4:1
olacak sekilde hazirlanip 95°C’de 5 dakika kuru-blok igerisinde kaynatildi. Marker 3 pl,
rekombinant TNF-alfa proteini 10 ul ve 4 pl olacak sekilde kuyulara yiiklendi. Once 70

V’da 1 saat, daha sonra 90 V’da 1X Yiiriitme Tamponu icerisinde yiiriitiildii.

4.2.5.2. Semi-dry Transfer

Proteinler poliakrilamid jelde yiiriitiildiikten sonra PVDF membrana transferi semi-dry

transfer yontemi ile saglandi.

PVDF membran 9 cm x 6 cm boyutlarinda kesilerek 1 dakika metanol igerisinde bekletildi.
Watman kagitlari, jel ve membran 1X Transfer Tamponu igerisinde 1slatilarak eksiden
artiya (yukaridan asagiya) sirasi ile kagit, jel, membran, kagit olacak sekilde sistem {izerine
yerlestirildi. Transfer cihazi {izerine 2 kg’lik agirlik konularak 1,5 saat transfer

gergeklestirildi.
4.2.5.3. Bloklama

PVDF membran transfer sonrasi sistemden dikkatlice ¢ikarildi ve protein yiizi belli olmasi

icin sag iist kosesi kesildi.

Membrana, spesifik olmayan baglanmalar1 6nlemek i¢in primer antikor 6ncesi, %5 BSA’l1

TBS-T igerisinde 1 saat oda sicakliginda galkalayicida bekletildi.
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4.2.5.4. Primer Antikor Uygulamasi

Bloklama agamasindan sonra, ascite sivist TNF alfa poliklonal antikoru primer antikor
olarak kullanildi. 1:3000 oraninda antikor PBS i¢erisinde hazirlandi. Kontrol olarak, TNF-
alfa monoklonal ticari antikoru kullanildi ve ayni sekilde hazirlandi. Membran, primer

antikor igerisinde +4’te gece boyu dondiiriildii.

4.2.5.5. Sekonder Antikor Uygulamasi

TBS-T ile 3 kez 10 dakika oda sicakliginda membran ¢alkalandi. Anti-mouse-HRP-isaretli
IgG sekonder antikor olarak kullanildi. Sekonder antikor 1:2000 oraninda bloklama
tamponu (%5 BSA’li TBS-T) igerisinde hazirlandi. Membran 1,5 saat oda sicakliginda
dondiirildi. TBS-T ile 10 dakika 3’er kez yikama yapildi.

4.2.5.6. Western Blot Goriintilleme

SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate kiti igerisindeki luminol ve peroksit
igeren ¢ozeltiler 100’er pl (1:1 oraninda) karistirildi. Goriintii tepsisine damlaciklar halinde

dagitildi ve membranin her iki tarafi 1slatilarak goriintii alindi.

58



5. ARASTIRMA BULGULARI
51. REKOMBINANT TNF-ALFA PROTEINi URETILMESI

Rekombinant protein ekspresyonu pet-sumo-TNF vektorii ile saglanmistir. Bu vektori
icerisinde bulunduran E.Coli BL21 susunun IPTG ile protein indiiksiyonu saglanarak
protein ekspresyonu lizozim ve sonikasyon ile gerceklestirilmistir. Total protein Ni-NTA
kolon ile saflagtirllmistir. Son olarak 1X PBS’e karsi diyalizi yapilan rekombinant TNF

proteininin BCA protein tayini ile konsanstrasyonu hesaplanmistir.

5.1.1. BCA PROTEIN TAYINI SONUCLARI

ey A
oo o

Sekil 5.1. BCA protein tayini sonucu plate goriiniimi

Al-2: Standart A, B1-2 Standart B, C1-2: Standart C, D1-2: Standart D, E1-2: Standart E,
F1-2: Standart F, A3-4: Saflagtirllmis Protein, B3-4: Blank olacak sekilde kuyulara
yiikleme yapilmistir.
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Cizelge 5.1. BCA protein tayini sonucu OD degerleri

<> 1 2 3 4

A 2,0927 1,9575 0,732 0,6438
B 1,8104 1,6199 0,0998 0,0754
C 1,2044 1,0776

D 0,9695 0,927

E 0,7069 0,6931

F 0,4547 0,448

G 0,3219 0,2943

H 0,092 0,0881

Cizelge 5.2. BCA tayini ile olusturulan standartlarin konsantrasyonlari ve OD degerleri

Standart Konsantrasyon | Standart OD  degerleri | Standard OD  Degerleri
2000 2,0250 1,9350

1500 1,7151 1,6251

1000 1,1409 1,0509

750 0,9482 0,8582

500 0,6999 0,6099

250 0,4513 0,3613

125 0,3081 0,2180

0 0,090 0

Standartlarin konsantrasyonlar ve dlgiilen OD degerleri ile Excel’de standart egri grafigi

cizdirilmistir. Bu egriye gore olusturulan egri denklemi ile rekombinant proteinin hangi

konsantrasyonda oldugu hesaplanmistir.
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Standart Egri Grafigi
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Sekil 5.2. BCA standart konsantrasyonlariin ve OD degerlerinin standart egri grafigi

Protein konsantrasyonunun standart egri grafiginde olusturulan denklem ile hesaplanmasi
cizelgede gosterildigi gibidir. Protein OD degeri kesme noktas1 degerinden ¢ikarilip egim
degerine bolinmistir. Bu formiil ile protein konsantrasyonu 503,55 pg/ml olarak

hesaplanmustir.

Cizelge 5.3. Protein konsantrasyonunun standart egrinin grafik denklemi ile hesaplanmasi
protein OD degerleri 0,732 0,6438

OD degerleri ortalamast 0,6879

OD degerleri 0,5979
normalizasyonu

Egim (x degeri) 0,001
Kesme noktasi 0,0943
(protein OD-kesme 503,55
noktasi)/egim
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5.1.2. PROTEIN SAFLASTIRMA BASAMAKLARININ SDS-PAGE IiLE
GOSTERILMESI

Nikel kolon ile saflastirilan rekombinant TNF-alfa proteinin saflastirilma basamaklari
SDS-PAGE ile gosterilmistir. Burada, saf protein olarak 30 kDa’luk protein goriilmesi
beklenmektedir.

Proteinlerin boyutunun belirlenmesi i¢in Bio-Rad Precision plus protein standards (161-
0307) marker kullanilmastir.

Protein saflastirma basamaklari her bir kuyuda Sekil 5.3’te belirtilen siradadir.
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Sekil 5.3. Rekombinant TNF-alfa proteininin saflagtirma basamaklarinin SDS-PAGE ile

gosterilmesi

SDS-PAGE goriintiisii ile diyaliz yapilarak saflastirilmis protein tek bant olarak 30 kDa

boyutunda goriilmiistiir. Saflagtirilmis bu protein ile immiinizasyon asamasina gecilmistir.
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52. POLIKLONAL TNF-ALFA ANTIKORUNUN KARAKTERIZASYONU

Immiinize olan her iki fareden assit sivist ve kuyruk kani toplanarak iiretilmis olan

poliklonal antikorun karakterizasyonu ELISA ve Western Blot ile gdsterilmistir.

5.2.1. INDIREKT ELISA iLE ANTIKOR TiTRASYONU SONUCLARI

Immiinizasyon sonrasi fare assit stvisindan alimis olan poliklonal antikorun titrasyonu
indirekt ELISA ile yapilmis ve antikorun antijeni tantyabildigi diliisyonlar gosterilmistir.

Buna gore, antikorun etkin oldugu en diisiik diliisyon belirlenmistir.

e

L -

Sekil 5.4. Ascite sivisi ile yapilan indirekt ELISA ile antikor titrasy}onunda 2M H2S04 ile
reaksiyonun durdurulmasi sonucu plate gériiniimii

A(1-2) 1:1000, B(1-2) 1:3125, C(1-2) 1:6250, D(1-2) 1:12500, E(1-2) 1: 25000, F(1-2)
1:50000, G(1-2) 1:100000, H(1-2) 1:250000, A(3-4) PBS Blank

Ortama TMB eklendiginde reaksiyon devam etmektedir. Bu nedenle bir siire sonra
reaksiyonun durdurulmas: gerekir. 2 M siilfiirik asit ile reaksiyon durduruldugunda pH

degisimi ile mavi renk sar1 renge doniigsmektedir.
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Cizelge 5.4. Ascite sivist ile yapilan indirekt ELISA poliklonal antikor titrasyonu sonucu

OD degerleri

<> 1 2 3 4

A OVER | OVER | 0,0601 | 0,0549
B OVER | OVER

C OVER | OVER

D OVER | OVER

E 2,4572 | 2,5226

F 1,4038 | 1,2094

G 0,7312 | 0,7597

H 0,3188 | 0,3359

Cizelge 5.5. ELISA ile ascite sivisi antikor titrasyonu OD degerleri ortalamasi ve
dillisyonlarin gosterilmesi

Diliisyonlar OD Degerleri Ortalamasi
1: 1000 OVER
1: 3125 OVER
1: 6250 OVER
1: 12500 OVER
1: 25000 2,4899
1: 50000 1,3066
1: 100000 0,7455
1: 250000 0,3227
Blank 0,0575

Cizelge 5.5.’te de gosterildigi gibi alinan ascite stvisinin etkinligi 1:250000 diliisyonda
gosterilmistir. 1:1000 ve 1:25000 arasindaki diliisyonlarda OD degerleri ¢ok yiiksek
cikmistir.
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Immiinizasyon sonrast; sag kulag1 ve sol kulagi kesilmis olan her iki farenin kuyrugundan
kan alinmis ve poliklonal antikorun titrasyonu indirekt ELISA ile tayin edilmistir.

Antikorun antijeni tantyabildigi diliisyonlar gosterilmistir. Buna gore, antikorun etkin

oldugu en diisiik diliisyon belirlenmistir.

Sekll 5. 5 Serumla yaplfan ELISA tltrasyonu 51ra51nda HRP-substratt TMB’nin eklenmesi
sonucu plate goriiniimii

[lk farenin serumu ile; A(1-2) 1:1000, B(1-2) 1:3125, C(1-2) 1:6250, D(1-2) 1:12500, E(1-
2) 1: 25000, F(1-2) 1:50000, G(1-2) 1:100000, H(1-2) 1:250000

Ikinci farenin serumu ile; A(3-4) 1:1000, B(3-4) 1:3125, C(3-4) 1:6250, D(3-4) 1:12500,
E(3-4) 1: 25000, F(3-4) 1:50000, G(3-4) 1:100000, H(3-4) 1:250000, A(5-6) PBS Blank,
B(5-6) PBS Blank

ELISA titrasyonunda TMB, HRP-isaretli sekonder antikorun substrati olarak
kullanilmaktadir. TMB kuyucuklara eklendiginde sekonder antikor ile 1sima vererek
oksitlesip mavi rengini almistir. Bu da sekonder antikorun, antijene baglanan primer
antikorlara baglanabildigini gostermektedir. Koyu mavi renk daha fazla baglanmay1, agik

mavi renk ise daha az baglanmay1 gosterir.
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Sekil

A.'“‘.

sonucu plate goriiniimii

Kuyucuklara TMB eklendiginde reaksiyon baslamaktadir. Bu nedenle bir siire sonra

reaksiyonun durdurulmas: gerekir. 2 M siilfiirik asit ile reaksiyon durduruldugunda pH

degisimi ile mavi renk sar1 renge doniigsmektedir.

Cizelge 5.6. Kuyruk kanindan alinan serum ile yapilan ELISA titrasyonunda 6l¢iilen OD

5.6. Serumla yapilan ELISA itrasyonunda 2M H2S04 ile reaksiyonun durdurulmasi

degerleri
<> 1 2 3 4 5 6
A 2,1396 |2,3922 |2,7005 |3,3586 |0,0532 |0,0572
B 3,192 2,9966 |3,0923 |3,6346 | 0,064 0,0605
C 3,3003 |3,2999 |3,7079 | 2,7952
D 3,886 2,2776 | 3,8592 | 3,5727
E 1,8388 |2,1492 | 3,106 0,3746
F 1,2539 | 1,688 2,418 2,3132
G 0,9628 | 1,0045 |1,3153 |1,808
H 0,4558 | 0,3877 |0,779 0,7857
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Cizelge 5.7. ELISA ile serum antikor titrasyonu OD degerleri ortalamasi ve diliisyonlarin
gosterilmesi

Diliisyonlar Birinci Fare Serumu OD Ikinci Fare Serumu OD
1: 1000 2,2659 3,0295
1: 3125 3,0943 3,3634
1: 6250 3,3001 3,2515
1: 12500 3,0818 3,7159
1: 25000 1,994 1,7403
1: 50000 1,4709 2,3656
1: 100000 0,9836 1,5616
1: 250000 0,4217 0,7823
Blank 0,0552 0,0622

Antikor titrasyonu sonuglari ile hayvandan alinan serumun en az 1:250000 diliisyona kadar
etkili olabildigi gosterilmistir. Serumdan alinan poliklonal antikor, rekombinant proteine

etkili bir sekilde baglanmustir.

Ascite sivist  poliklonal antikor olarak kullanildiginda etkin oldugu protein
konsantrasyonunu araligin1 belirlemek amactyla TNF alfa protein diliisyonlar1 standartlar

olusturulmustur.

Kuyucuk basma 200 ng/ml ve 3 pg/ml araliginda konsantrasyonlar iki tekrarli olacak

sekilde indirekt ELISA ile tayin edilmistir.
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Cizelge 5.8. Proteinlerin standart konsantrasyonlari ile indirekt ELISA sonucunda 6lgiilen
OD degerleri

<> 1 2 3 4 5 6

A 2,9554 | 2,3754 |0,8033 |0,8094 |0,2501 | 0,3326

B 2,6559 |3,6935 |0,6749 |0,6933

C 3,3408 | OVER | 0,5624 |0,5781 | 0,0469 | 0,0491

D 3,0999 | OVER | 0,5599 | 0,529

E 3,5977 |3,3301 |0,4715 |0,7687

F 2,6436 | 2,6729 | 0,4202 | 0,6606

G 1,8213 | 1,9638 | 0,4646 | 0,5428

H 1,1219 | 1,188 0,4116 | 0,4545

Cizelge 5.9. ELISA ile protein standartlarinin OD degerleri ortalamasi ve diliisyonlarin
gosterilmesi

Protein OD Degerleri Protein OD Degerleri
Konsantrasyonu Ortalamas1 Konsantrasyonu Ortalamas1
200 ng/ml 2,81 390 pg/ml 0,68
100 ng/ml 3,17 195 pg/ml 0,57
50 ng/ml 3,34 97,5 pg/ml 0,53
25 ng/ml 3,10 48,75 pg/ml 0,62
12,5 ng/ml 3,46 24 pg/ml 0,54
6,25 ng/ml 2,66 12 pg/mi 0,50
3,125 ng/ml 1,89 6 pg/ml 0,43
1,56 ng/ml 1,15 3 pg/ml 0,29
780 pg/mi 0,80 0 0,048
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5.2.2. WESTERN BLOT SONUCLARI

S ug protein 2 ug protein
-

.

-

Sekil 5.7. Ascite s1vist primer antikor olarak kullanilarak yapilan Western Blot goriintiisti

Western Blot goriintiisii ile primer antikor olarak kullanilan ascite sivisi TNF-alfa

poliklonal antikorunun 2-5 pg arasi rekombinant proteine baglanabildigi gosterilmistir.

Sekil 5.8. TNF-alfa monoklonal ticari antikoru ile yapilan Western Blot goriintiisii

Kontrol olarak kullanilan ticari monoklonal antikor da 2-5 pg arasindaki rekombinant

proteine baglanma gostermistir.
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6. TARTISMA VE SONUC
6.1. TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda inflamatuvar hastaliklarda 6nemli rol oynayan Tiimor Nekrozis Faktor
Alfa’ya kars1 fareden poliklonal antikor tiretilmistir. Rekombinant TNF-alfa proteini pET-
sumo-TNF vektorii ile basarili bir sekilde iiretilmis ve saflastirilma sonrast 30 kDa
boyutundaki bant SDS-PAGE ile gosterilmistir (76).

Immiinizasyon igin ascite sivisi iiretilmesi protokolii ile immiinizasyonlar belirtilen
adjuvanlar ve miktarlar ile uygulanmistir (42). TNF-alfa proteini bagisiklik sisteminde ¢ok
etkili bir sitokindir ve inflamasyona neden olmaktadir (78). Bu nedenle, rekombinant TNF-
alfa proteini hayvanlara enjekte edilmeden Once 1s1 inaktivasyonu yapilarak hayvanda

septik sok olusmasi 6nlenmistir (79).

Immiinizasyonlar sonrasinda hayvanlarin karninda belirgin sislikler gdzlenmis ve ascite
stvist bu sekilde toplanmustir (42). Toplanan ascite sivisi igerisinde rekombinant olarak
tretilmis TNF-alfa proteinine karst hayvanlar tarafindan poliklonal antikorlar
olusturulmustur. Bu antikorlar poliklonal olduklarindan TNF-alfa {izerinde farkl1 epitoplara
afinite gostermektedirler. Toplanan ascite sivisi ve hayvanlarin kuyruklarindan alinan kan
ile karakterizasyon yapilarak rekombinant proteine etkili bir sekilde baglandig
gbzlenmistir. Hayvanlarin serumu ve ascite sivist yeterli miktarda TNF alfa poliklonal
antikoru tretmistir. Antikor titrasyonu sonuglari ile hayvandan alinan serum ve ascite

stvisinin en az 1:250000 diliisyona kadar etkili olabildigi gésterilmistir.

1:5000 diliisyondaki ascite sivisinin etkinligi 3 pg/ml proteine kadar gosterilmistir. Ticari

ELISA kitlerinde en diisiik standart 15 pg/ml olarak belirlenmistir.

Sekil 5.7.deki Western Blot goriintiisii ile primer antikor olarak kullanilan ascite sivisinin
en az 2 pg rekombinant proteine baglanabildigi gosterilmistir. Hayvanlar rekombinant
TNF-alfa’ya kars1 antikor gelistirebilmislerdir. Kontrol olarak kullanilan ticari monoklonal
antikoru da en az 2 pg rekombinant proteine baglanma gostermistir. Rekombinant TNF-

alfa proteini basaril bir sekilde tiretilebilmistir.
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Son yillarda, anti-TNF antikorlar1 olan etanercept, infliximab ve 2018 yili itibariyle
adalimumab’in patent siireleri dolmustur (75). Anti-TNF-alfa antikorlarinin  ve
biyobenzerlerinin olusturulmaya devam etmesi énem tasimaktadir. Bu nedenle, bu tez
caligmas1 iilkemizde TNF-alfa’ya karsi biyoteknolojik bir ilag gelistirmek adina bir

basamak olusturabilecektir.

6.2. SONUC

Sonug olarak, bu tez c¢alismasinda fareden anti-insan-TNF-alfa poliklonal antikoru
iiretilmistir. Uretilen antikor basarili bir sekilde rekombinant TNF-alfa proteinine
baglanmistir. Serum ve ascite sivist da en az 1:250000 diliisyona kadar etkili olabilmistir.
Ascite sivist primer antikor olarak kullanildiginda 3 pg/ml proteine kadar baglanma

gostermektedir.

Bu calismada iiretilmis olan poliklonal anti-TNF-alfa antikoru, ELISA ve Western Blot
gibi tekniklerde kullanilabilecektir. Anti-TNF-alfa antikorlarinin ve biyobenzerlerinin
olusturulmaya devam etmesi Onem tagimaktadir. Bu nedenle, bu antikor sonraki
calismalarda saflastirilip gelistirilerek teshis ve gorilintileme gibi bir¢ok alanda
kullanilabilecek, ayrica, tlilkemizde bir¢ok antikor tabanli teknikte disa bagimlilig:
azaltmak ve TNF-alfa proteinine karsi biyoteknolojik bir ilag gelistirilebilmesi adina

onemli bir adim olabilecektir.
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Ozet

Tiimér Nekrozis Faktor Alfa (TNF-alfa), dogal bagisikligin bashca mekanizmalarindan olan
inflamasyonda etkin rol oynayan, multifonksiyonel bir sitokindir. Makrofajlar ve T hiicrelen
basta olmak {izere, B hiicreler, nétrofiller ve dogal katil hiicreler gibi bagisiklik sisteminde rol
oynayan birgok hiicre tarafindan iiretilmektedir. Ozellikle Romatoid artrit (RA) ya da Crohn
hastalijn (CD) gibi otoimmiin ve inflamatuar hastaliklarda TNF-alfa konsantrasyonunun
viicutta artmasi bu sitokini terapitik olarak Gneml bir hedef haline getirmektedir (Fernandez-
Ruiz & Aguado, 2018). TNF-alfa konsantrasyonunun yiiksek oldugu hastahiklarda TNF-alfa’y1
tamiyan ve ndtrahize edebilen anti-TNF-alfa antikor tabanh ilaglar kullamlabilmektedir.
Giinlimiizde FDA tarafindan onaylanmus anti-TNF-alfa antikorlan bulunmaktadir. Infliximab
(Remicade); Crohn hastalifi, romatoid artrit, iilseratif kolit, ankilozan spondilit, ps6riyatik artrit
ve psoriasis hastaliklannda kullamilan FDA-onayh kimerik bir anti-TNF-alfa antikorudur ve
diinyanin en ¢ok satan 10 antikor tabanh ilaglarindan biri olmustur (Lu et al., 2020). Infliximab
patent siires1 2018 yili 1tibariyle dolmustur. Biyobenzer antikorlar, orjinal antikorlar ile aym
sekansa sahip olmasinin yaminda fakl klonlama ya da firetim prosesi ile iretilirler. Bu nedenle,
glikolizasyon profillerinde, f{iretilen {riiniin  kalitesinde 1slevsellifinde de@msimler
olabilmektedir. Bu yiizden anti-TNF-alfa antikorlan ve biyobenzerleri olusturulmaya devam
etmektedir (Beck, 2011). Poliklonal antikorlar, antijen Gizerindeki farkh epitoplara baglanabilen
antikorlardir. Bu galisma ile TNF-alfaya kars1 poliklonal antikor iiretilecek ve iiretilecek olan
poliklonal antikor, ileriki asamalarda gelistirilerek ELISA ve Western Blot gibi teknikler i¢in
kullamlmaya agik olacaktir. Bu amaca ulasmak i¢in; TNF-alfa protein ekspresyon vektorii ile
rekombinant protein ekspresyonu yapilacak ve BALB/C disi fareye immiinizasyonu
saflanacaktir. Ascites sivisi toplanacak ve antikor saflastirma islemlen 1le {iretilen antikorun
TNF-alfa’ya kars: spesifites: dl¢iilecektir.
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Generation of Polyclonal Antibody Against Tumor Necrosis Factor Alpha (Tnf-Alpha)

Abstract

Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-alpha), 1s a multifunctional cytokine which has one of the
most important mechanisms of the immune system. TNF-alpha could be produced by many
mmmune cells meluding macrophages, T cells, B cells, NK cells and neurophills. Increasing
concentration of TNF-alpha, especially in the autoimmune and inflammatory diseases makes
this cytokine an important therapeutic target. In diseases with high TNF-alpha concentration,
anti-TNF-alpha antibody-based drugs can recognize and neutralize TNF-alpha (Fernandez-
Ruiz & Aguado, 2018). Nowadays, there are many FDA-approved anti-TNF-alpha antibodies
in the market. Infliximab (Remicade) is an FDA-approved chimeric TNF-alpha antibody which
15 used in Crohn's disease, rheumatoid arthritis, ulcerative colitis, ankylosing spondylitis,
psonatic arthritis and psoriasis and it has been one of the top 10 selling antibody-based drugs
in the world (Lu et al., 2020). Infliximab patent expired as of 2018. Biosimilar antibodies could
be produced by different cloning or production processes. For this reason. there may be changes
n the glycosylation profiles, the quality of the produced product or its functionality. Therefore,
anti-TNF-alpha antibodies and biosimilars continue to be produced (Beck, 2011). Polyclonal
antibodies could bind different epitopes on the antigen. In this study, anti-TNF-alpha polyclonal
antibody will be produced and will be developed in later stages for techniques such as ELISA
and Western Blotting. To achieve this; recombinant protein expression will be made with the
TMF-alpha protein expression vector and the BALB /C female mouse will be immunized.
Ascites fluid will be collected and the specificity of the antibody will be measured.
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