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OZET
Yuksek Lisans Tezi
Rekombinant HER3 Antijeninin Uretilmesi ve Saflastiriimasi
Ahmet Kaan Dikici
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Danigman Ogretim Uyesi Dog. Dr. Arzu Atalay

HERS3, Epidermal Buyime Faktorli Reseptor ailesinin dort lyesinden biridir. HER1,
HER2, HER3 ve HERA4'U igeren bu reseptor tirozin kinaz ailesi, bircok kanser turd icin
terapotik bir hedeftir. HER3’lin meme, akciger, kolon ve pankreas gibi ¢esitli insan
kanserlerinde asir1 ifadesi metastatik potansiyelin artigina ve tiimor gelisiminin
desteklenmesine yol acarak tedavide basarisizligin ana nedenini olusturur. Son yillarda
yapilan bir¢ok ¢alisma HER3’iin 6nemini gostermis ve HER3'UQ hedef alan tedavilerin
gelistirilmesine yonelik ¢ok sayida preklinik ve klinik calismanin baglamasini saglamistur.
Artan HERS3 ifadesi, kanser tedavisi sirasinda anti-EGFR/HER1 ve anti-HER2
terapotiklerine karsit dirence neden olur. Bu direncin iistesinden gelmek ve terapdtik
etkinligi artrmak i¢in HER3 sinyal yolagi temel asagi akis mediyatorlerinin etkili
inhibisyonu gereklidir. Bu nedenle, daha fazla HER3 inhibitorii terapotik ajan gelistirme
calismasina ihtiyag vardir. Bu reseptorlere baglanan monoklonal antikorlar gelistirilmis
olmasmna ve bunlar1 gelistirmeye yonelik caligmalar halen devam etmesine ragmen,
HER3'U hedef alan bir monoklonal antikor heniiz onaylanmamistir. Anti-HER3
monoklonal antikor gelistirmeyi hedefledigimizden, bu c¢alismada ilk adim olarak
rekombinant HER3 antijen olarak klonlanmis ve ifade edilmistir. HER3 hiicre dis1 alani,
ligand baglanmasimimn 6zgilliigiinii belirleyen iki sistein agisindan zengin bolge (II ve 1V)
ve iki yan bdlge (I ve I11) iceren doért alt alandan (I-IV) olusur. Escherichia coli'de 6xHis
taq fuzyonlu rekombinant antijeni ifade edebilmek igin 1869 nikleotidlik uzunluktaki
HER3 hiicre dis1 alam1 pET-30a(+) plazmitine klonlanmistir. Klonlama i¢in E.coli DH5a-
TR1 bakteri susu kullanilmistir. Klonlama dogrulamasi sonrast BL21(DE3) susunda
rekombinant protein ifadesi gergeklestirilmistir. Bakteriyel pET30 ekspresyon sisteminde
ifadesi gerceklestirilen rekombinant HER3-ECD proteini Ni-NTA rezin kullanilarak
saflastirilmistir. Uretilen rekombinant protein baska bir ¢alismada anti-HER3 nétralizan
monoklonal antikor gelistirilmesi i¢in antijen olarak kullanilacaktir.

2022, 80 sayfa

Anahtar kelimeler: insan epidermal bilyiime faktorii reseptorii 3 (HER3), HER3-ECD,
Antijen, pET-30 ifade sistemi.



ABSTRACT
MSc Thesis
Production and Purification of Recombinant HER3 Antigen
Ahmet Kaan Dikici
Ankara University Biotechnology Institute

Supervisor: Assoc. Prof. Arzu Atalay

HERS3 is one of the four members of the Epidermal Growth Factor Receptor family. This
receptor tyrosine kinase family, which includes HER1, HER2, HER3, and HER4, is a
therapeutic target for many types of cancer. Overexpression of HER3 in various human
cancers such as breast, lung, colon, and pancreas promotes tumor development, increases
metastatic potential and is the main cause of treatment failure. In recent years, many
studies indicated the importance of HER3, and numerous preclinical and clinical studies
for the development of HER3-targeted treatments have begun. Increased HER3 expression
causes resistance to anti-EGFR/HERL1 and anti-HER2 therapeutics during cancer treatment.
Effective inhibition of key downstream mediators of the HER3 signaling pathway is
required to overcome this resistance and increase therapeutic efficacy. Therefore, more
HERS3 inhibitor therapeutic agent development studies are required. Although monoclonal
antibodies binding to these receptors have been developed and studies to improve them are
currently in progress, a monoclonal antibody targeting HER3 has not yet been approved.
Since we aimed to develop an anti-HER3 monoclonal antibody, we first cloned and
expressed recombinant HER3 as antigen. The HER3 extracellular domain consists of four
subdomains (I-1V), which include two cysteine-rich regions (Il and 1V) and two flanking
regions (I and Il1) that determine the specificity of ligand binding. The 1869 nucleotide
full-length HER3 extracellular domain was cloned into pET-30a(+) plasmid, in order to
express the recombinant antigen fused to 6xHis taq in Escherichia coli. E.coli DH5a-TR1
bacterial strain was used for cloning. After verification of cloning, recombinant protein
was expressed in BL21(DE3) strain. Recombinant HER3-ECD protein expressed in the
bacterial pET30 expression system was purified using Ni-NTA resin. The produced
recombinant protein will be used as an antigen for the development of anti-HER3
neutralizing monoclonal antibody in the further study.

2022, 80 pages

Keywords: Human epidermal growth factor receptor 3 (HER3), HER3-ECD, Antigen,

PET-30 expression system.
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1. GIRIS

Yeni anti-kanser ilaglar1 piyasaya siiriilmesine ragmen, her sene diinya genelinde kanser
sebebiyle milyonlarca 6liim gergeklesmektedir. Kanserin gelismesinde ve ilerlemesinde
onemli rol oynayan cesitli hayatta kalma sinyal yollarin1 hedeflemek i¢in yeni tedavi
stratejileri kesfedilmeye calisilmakla birlikte, kanser tedavisinde kapsamli ¢alisilan ve
basar1 elde etmis stratejilerden birisi monoklonal antikor temelli tedavilerdir. HER (EGFR)
reseptor ailesinin kanser tedavisi i¢in mikemmel hedefler oldugu yapilan g¢alismalarla
kanitlanmigtir.  HER ailesi iiyelerinin asmr1 ifadesi ¢esitli insan kanseri tiirlerinin
karsinogenezinde ve ilerlemesinde rol oynamaktadir ve HER sinyal aginin kanserlerde
dizensiz oldugu bilinmektedir. Bu reseptorler birgcok kanser tdriinde anormal sekilde
aktive edildigi i¢in monoklonal antikor gelistirmek amaciyla ila¢ hedefleri olarak
kullanilmaktadir (1,2).

HERS3 Epidermal Blyiime Faktori Reseptoru ailesinin bir yesidir. Genellikle "kinaz-61u™
bir reseptor olarak kabul edilen HER3, HER hedefli kanser tedavilerinden kagisla
iligkilendirilmektedir. Tek basina ifade edildiginde HER3 hiicre dis1 alani veya tam
uzunluktaki reseptor, ligand tarafindan aktivasyona diren¢lidir. HER3 ligand baglanmasini
takiben genellikle HER1 veya HER2 aile Uyesi ile dimerizasyon yoluyla aktive olarak
sinyalizasyonunu saglamaktadir (3). HER3 sinyalinin aktivasyonunun kanser metastazini
destekledigi gosterilmistir. Yapilan ¢alismalar HER3 ifadesinin kanser tedavisinde tedavi
basarisizligiin baslica nedeni oldugunu gostermektedir. HER3'iin yiiksek ifadesi ¢esitli
insan kanserlerinde gézlemlenmistir ve solid tiimorlii kanser hastalarinda daha koti bir
hayatta kalma ile iligkilidir. Bu veriler tedavi direncinin Ustesinden gelmek ve kanser
hastalarinin hayatta kalimmi iyilestirmek i¢in HER3'in terapétik olarak inaktivasyonunun

gerekli oldugu fikrini giiglii bir sekilde desteklemektedir (4).

Anti-HER1/HER2 monoklonal antikorlara, tirozin Kkinaz inhibitorlerine ve hormonal
tedaviye karsi HER3 aracili direng mekanizmalar1 ve HER3’iin kanserde terapotik
hedeflemesine yonelik farkli yaklasimlar kapsamli bir sekilde incelenmistir (5). Bu
dogrultuda temel stratejinin HER3 hiicre disi alanini bagli bir oto-inhibe edilmis
konformasyona kilitleyebilen, ligand baglanmasini bloke edebilen, diger EGFR'lerle

dimerizasyonu Onleyebilen, reseptor internalizasyonunu indikleyebilen veya immin



efektor hiicreleri ¢alistirarak antikor bagimli hiicresel sitotoksisiteye yol acabilen
monoklonal bir antikorla hedeflemek oldugu ortaya konmustur (6). HER3 reseptori
Uzerindeki farkli epitoplara saldirarak kendine 0zgl farmakolojik Ozellikler ve etki
mekanizmalar1 sergileyen birka¢ antikorun halen klinik caligmalar1 devam etmekle birlikte

heniiz FDA tarafindan onaylanmis bir anti-HER3 monoklonal antikoru bulunmamaktadir

(7).

Bu tez ¢alismasinda yeni bir anti-HER3 monoklonal antikor gelistirilmesinin ilk basamag1

olacak, HER3 hiicre dis1 alani rekombinant antijen olarak klonlanmis ve ifade edilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1.  INSAN EPIDERMAL BUYUME FAKTORU RESEPTORU (HER) AILESI

Epidermal buytime faktorl ailesi tirozin kinaz reseptorleri sinifi igerisinde yer almaktadir.
Buyume faktorleri ¢ok hiicreli organizmalarm gelisimi, bUyumesi ve homeostazi igin
gerekli olan ve hicre ylzeyinde bulunan buyume faktori reseptorlerine baglanarak
hlcreler arasindaki iletisimi saglayan ve ¢esitli hicresel faaliyetlerin olusumunu
indikleyen sinyal molekdlleridir. Blylme faktort reseptOrleri esas olarak, hiicre disi
sinyalleri hiicre i¢i habercilerin aktivasyonu yoluyla veya dogrudan reseptor
translokasyonu yoluyla hiicre ¢ekirdegine iletmekle gorevlidir. Epidermal biytume faktori
reseptorl ailesinin Uyeleri hiicre ¢ogalmasi, hiicre hayatta kalimi, hiicre gelisimi, hiicre
farklilagsmas1 ve hiicre gogiiniin diizenlenmesi gibi sureclerde temel rollere sahiptir (8).
Tirozin kinaz reseptorleri sinifina ait olan, Epidermal Biiylime Faktorii Reseptor ailesinin
(ErbB) 4 tyesi vardir: EGFR/ErbB1/HER1, ErbB2/HER2, ErbB3/HER3 ve ErbB4/HER4
(9). Her bir olgun ErbB reseptorii, hiicre dis1 alanda (extracellular) ligand baglanma
bolgesi, bir transmembran (TM) alan (domain) ve hiicre i¢i kisimda (intracellular) tirozin
kinaz alanina sahiptir ve bu alanlar regiilator bolgelerle birbirine baghdir (10). ErbB
reseptorleri aralarinda EGF, TGF ve nérogulinlerin de bulundugu en az 12 farkh biiyiime
faktori ile kontrol edilirler. Biiyiime faktorii baglanmasi reseptoriin homo- veya hetero-
dimerizasyonuna yol agmakta, bunun sonucunda trans-otofosforilasyon ger¢eklesmekte ve
ardindan SH2 alan-bagimli olarak altindaki sinyal yolaklarinin aktivasyonu

gerceklesmektedir (11).

EGFR ailesi, sinyal iletimi ve onkogenezdeki genel rolii nedeniyle en ¢ok arastirilan
reseptor protein tirozin kinaz aileleri arasindadir. 35 yili agkin bir siiredir- reseptor protein
kinaz sinyal iletim yollarmin fizyolojik ve patolojik islevlerini belirlemek i¢in 6nemli
calismalar yapilmistir. Tirozin kinaz aktivitelerinin bozulmasi sebebiyle kanser, diyabet,
otoimmiin, hematopoietik, kardiyovaskdler, inflamatuvar ve sinir bozukluklar1 gibi ¢esitli
hastaliklarin ortaya ¢iktigi bilinmektedir. Bu reseptorler bir¢cok kanser tiriinde anormal
sekilde aktive edildiginden dolay1 ilag hedefleri ve biyobelirtecler olarak modern tedavi
yaklagimlart amaciyla kullanilmaktadir. EGFR ailesinin Uyeleri sinyal iletimindeki ve

akciger, mide, meme, kolorektal, bag ve boyun ve pankreas karsinomlar1 dahil olmak zere



cesitli malignitelerin patogenezindeki genel roli nedeniyle kapsamli bir sekilde

arastirtlmaya devam etmektedir (12).

2.2. HER3RESEPTORU

1989 yilinda Kraus ve ark. HER3 reseptoruniin kromozom 12'nin (12g13) uzun kolunda
lokalize oldugunu tespit etmislerdir. ErbB3 olarak da adlandirilan bu reseptor 23.651 baz
cifti tarafindan kodlanmakta ve sonrasinda 1342 amino aside g¢evrilmektedir (13). HER3
diger HER ailesi lyelerinden farkli olarak temel katalitik rezidiilerden yoksundur ve
otofosforilasyonunu engelleyen bozulmus (zayif) bir kinaz aktivitesine sahiptir. HER3’ilin
minimal intrinsik kinaz aktivitesine sahip olmasi 6zelliginden dolay1 Src kinaz, PI-3K/AKkt,
MEK/MAPK, Jak/Stat yolaklarin1 aktive etmek i¢in EGFR/HER-1 veya HER-2 gibi bagka
bir reseptor tirozin kinaz (RTK) ile etkilesime girmesi gereklidir (14). HER3 kalp, deri,
endokrin, sinir sistemi, gastrointestinal, iireme, solunum ve idrar yollar1 hiicrelerinde ifade
edilmektedir (15).

2.2.1. HERS3 YAPISI

HER3 ekstraseluler domaini, iki sistein agisindan zengin boélge (II ve IV) ve ligand
baglanmasmin 6zgiilliigiinii belirleyen iki yan bolge (I ve III) iceren dort alt domainden
olusur. Domain II dimerizasyon kolunu igermesi sebebiyle HER3’iin diger HER ailesi
uyeleriyle  heterojen  kenetlenme  yoluyla  dimerizasyonuna  izin  vererek
transfosforilasyonunu kazanmasina olanak saglar. HER3'Un intraseliler domaini bir
jukstamembran alanindan, bir tirozin kinaz alanindan ve bir C-terminal alanindan olusur.
Karboksi terminal kuyrugu tirozin fosforilasyon bolgelerini yapisinda barindirmaktadir.
Hicre ici alan fosfoinositid 3 kinazin (PI3K) p85 diizenleyici alt birimi i¢in alt1 kenetlenme
bolgesi icermektedir (14,16). HER3{in hiicre dis1 alan1t EGFR (HER1) ve HER2 nin hiicre
dis1 alanlar1 ile yaklasik olarak %350 oraninda aynidir. HER3{in hiicre i¢i alan1 ise EGFR
ve HER2'nin hiicre i¢i alanlar1 ile yaklagik olarak %60 oraninda aynidir (15). Bununla
birlikte, EGFR ve HER2 nin protein kinaz alanlarina bakildiginda %83 amino asit dizisi
0zdesligine sahip olduklar1 goriilmiistiir. Bu veri EGFR ve HER2’nin birbirleri arasinda
HER3'e kiyasla daha yakin bir iligkiye sahip oldugunu belirtir. EGFR, HER2 ve HER3
arasinda yapilan bir protein kinaz dizi karsilagtirmas1 Cys-721, His-740 ve Asn-815 gibi

belirli rezidilerin HER3'te konservatif olmayan ikamelere (yerine gecmelere) sahip



oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Bu amino asit degisiklikleri HER3 {in tirozin kinaz alanindaki

katalitik aktivitesini zayiflatmaktadir (17).

Sekil 2.1.’de HER3 reseptoriiniin hiicre dis1 ve hiicre igi alanlar1 bolimlerinin ve
transmembran bolimunin karsilik geldigi amino asit rezidiilerinin baslangig ve bitis

noktalar1 gosterilmektedir (18).

NH2

55 214 330 499 509 709 965 1342

L B R _ |

Sekil 2.1. HER3 yapis1 (18)

Extracellular domain Intracellular domain

2.2.2. HER3’UN DUZENLEDIGI HUCRESEL SINYAL YOLAKLARI

HER (ErbB) reseptorlerinin fonksiyonlarmi icra edebilmeleri ve asagi akig sinyal
yolaklarmi aktive edebilmeleri igin birbirleri ile dimerize olmalar1 énemli ve gerekli bir
adimdir. Normalde HER2 haricindeki HER reseptorleri, dimerizasyonu engellemek icin
molekiiler katlanmalara sahip dogal konformasyonlariyla inaktif monomerler halinde
bulunurlar (19). Ligand yoklugunda HER3, ekstraseliler alandaki sistein agisindan zengin
bolgeleri (Il ve 1V) arasindaki etkilesimlerle stabilize edilerek bagli (tethered) bir
konformasyonda kalir ve boylece dimerizasyonunu ¢nler. EGFR ve HER4 gibi HER3
reseptoéri  de kendisine baglanan spesifik ligandlar1 vasitasiyla aktivasyonunu
kazanabilmektedir. Norogulinler (heregulinler olarak da bilinirler) HER3 ve HER4
reseptorlerine baglanan ligandlardir. Bunlarm i¢inden sadece NRG-1 ve NRG-2 ligandlar1
HER3’e baglanirken, NRG-1, NRG-2, NRG-3 ve NRG-4 ise HER4’¢ baglanirlar (20).

NRG’nin baglanmasi dimerizasyon kolu agilan ve bagl (kilitli) olmayan bir HER3 yapis1
olusturacak olan konformasyonel degisikligi indiikkler. Bagli olmayan (untethered)
HERS3'lin homodimerleri yalnizca ¢ok verimsiz bir sekilde olusturdugu diisiiniilmektedir.
Bagli olmayan HER3 molekiilleri homodimerler olusturmak yerine tercihen HER2 ile
heterodimerize olur ve bdylece reseptor aktivasyonu gercekleserek guclu bir mitojenik
tepki indiklenir (21). HER3 Kkatalitik kinaz aktivitesinden, HER2 de ligand baglama
aktivitesinden yoksun olduklarindan dolay1 her iki reseptor de islevsel olarak birbirlerine
bagimli durumdadir. Bu sebeple EGFR ailesi icerisinde HER3, ¢ogunlukla HER2 ile
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etkilesime girer. HER3 diger EGFR ailesi iiyelerinden HER1 ile de dogrudan etkilesime
girebilir. HER1 ligand1 olan EGF, HER1’in tirozin kinaz alanin1 aktive edebilir ve ayn1
zamanda HER3’ii de capraz bir sekilde aktive edebilir. HER-3 ve HER-4 birbirleri
arasinda heterodimer olusturabilir, ancak bu ikili arasindaki iliskiyi arastiran az sayida

calisma bulunmaktadir (22).

Sekil 2.2. HER3'lin aktivasyonu (23)

Sekil 2.2.’de  HER3’iin aktivasyon sureci gosterilmektedir. Ligand baglanmasi
heterodimerizasyon igin hazir hale gelen baghh olmayan bir HER3 yapismin olusumunu
saglar. Bunun icin ilk olarak, bagli (inaktif) yapidaki HER3’iin ekstraseliler domainin 1.
bdlgesine ligand: olan nérogulin-1 veya nérogulin-2 baglanir. Ligand baglanmasi 1l ve 1V
domainlerinin ayrilmasimi takiben | ve I domainlerini bir araya getiren ve diger EGFR
reseptorleri ile heterodimerizasyonun meydana gelmesine izin veren konformasyonel
degisikligi indiikler. Sonrasinda HER3 ve diger EGFR {iyesi reseptor arasindaki asimetrik
dimer olusumu gerceklesir. Bu dimerizasyon islemi su sekilde meydana gelir: HER3
tirozin kinaz domaininin C-terminal kismu ile diger reseptor tirozin kinaz domainin N-
terminal kismu etkilesime girer, bu da aktivasyon dongiisiiniin geniglemesine ve ardindan
her iki reseptorin C-terminal kuyrugunun fosforilasyonuna izin vererek HER3’iin
transfosforilasyonuna yol agar. Reseptorlerin fosforilasyonu kinaz aracili sinyal iletimi igin

C-terminal kuyruklar1 iginde kenetlenme bdlgeleri saglar. Fosforile edilmis C-terminal



kuyruklar1 daha sonra sinyal yolaklarini aktive etmek igin adaptor proteinleri toplayabilir.

Bu etkilesimlerin sonucunda hiicre iginde adaptor proteinler toplanarak PI3K/AKT ve
MEK/MAPK gibi sinyal yolaklarinin aktivasyonunu indiikler (23,24).

HER ailesi dimerleri tarafindan aktive edilen iki temel sinyal yolagi vardir. Bunlardan
birisi proliferasyonu uyaran MAPK yolagi, digeri ise tiimor hiicresinin hayatta kalmasini
destekleyen PI3K-Akt yolagidir. MAPK yolagmin aktivasyonu hiicresel proliferasyonun
yani sira hlcre gocl, hicre farklilasmasi ve anjiyogenez saglayan genlerin de
transkripsiyonuna yol acar. Serin-treonin kinazlar olan Akt ailesinin aktivasyonu ise, hicre
hayatta kalimmi, apoptozun baskilanmasmi ve hiicre dongiisii kontroliinii saglayan
siireglerin baglamasina olanak saglayan proteinlerin fosforilasyonu yoluyla aktivasyona
izin verir (25). Dort HER reseptorii arasinda HER3, P1-3 K/Akt sinyalini aktive etmek igin
en uygun olanidir. HER1 ve HER2 PI3-K’yi adaptdr proteinleri araciligiyla aktive
edebilirken, HER3 PI13-K'nin p85 alt birimi i¢in dogrudan baglanma bdlgelerine sahiptir.
Fosforile edildikten sonra C-terminal kuyrugunda en fazla tirozin rezidiisine sahip

oldugundan daha sonra bu rezidiiler dogrudan PI-3 K'nin p85 alt birimine baglanabilir (26).

Sekil 2.3.’te HER3 reseptorii vasitasiyla aktive edilen iki 6nemli asag1 akis sinyal yolagi
gorsellestirilmis olarak ifade edilmektedir. HER3 tarafindan aktive edilen en 6nemli sinyal
yolu fosfatidilinositol 3-kinaz (P13K)/3 fosfoinositid bagimli protein kinaz (PDK) 1/protein
kinaz B (AKT) yolagidir. PI3K'nin aktivasyonu HER3’iin HER1 veya HER?2 ile dimer
olusumu ile indiiklenir. PI3K, P110 katalitik alt birimi ve P85 diizenleyici alt biriminden
olusan dimerik bir protein kinazdir (27). P85 alt birimi, SH2 alan1 vasitasiyla HER3’e 6zgi
olan baglant1 bolgelerine baglanir ve ardindan P110 alt birimi, fosfatidilinositol 4,5-
bifosfatin (PIP2) 3,4,5-trifosfat fosfatidilinositole (PIP3) fosforilasyonunu katalize eder.
PIP3 seviyesi kromozom 10 iizerinde delesyona ugramis fosfataz ve tensin homologu
(PTEN) tarafindan diizenlenir (28). PI3K hiicre zarinda PDK1/AKT birikmesini saglar ve
bunu fosforilasyon yoluyla aktive ederek asagi akis sinyalini indiikler. PI3K sinyal yolagi
hicre buylmesi, hiicre apoptozu ve tlimor hiicresi istilasimin yanisira metastaz ve
kemoterapi direncini de regiile eder. HER3 tarafindan aktive edilen dnemli bir diger sinyal
yolu ise, Ras/RaffMEK/ mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) yolagidir. HER-3'lin
heterodimerizasyon sonrasi aktivasyonunu takiben tirozin kKinazin alanmin fosforilasyonu

gerceklesir.  Fosforilasyon iglemi baglanti bdlgelerine Grb2-SOS  kompleksinin



baglanmasimi indiikler. Daha sonra SOS'un U¢ boyutlu yapisi degistirilir ve bu da
kiimelenerek bir araya toplanan inaktif Ras-GDP'den aktif Ras-GTP'nin olusmasini
saglayarak Raf, MEK ve MAPK'nin aktivasyonuna yol acar. Aktive edilen MAPK, hiicre
dis1 uyaricilart hiicre icine aktararak hiicre ¢ekirdegindeki transkripsiyon faktorlerini regiile

eder ve boylece hiicre gocu ve hiicre cogalmasini gibi hiicresel stirecleri indikler (29,30).
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Sekil 2.3. HER3'lin diizenledigi hiicresel sinyal yolaklar1 (25)



2.3. HERS3ve KANSER

Bazi insan kanserlerinde HER3’iin ylksek diizeyde ifade edilmesi, erken dénem igin bu
blytime faktorl reseptorinin potansiyel bir terapotik hedef olabilecegi Onerisine yol
acmustir. Bununla birlikte, kismen bozulmus kinaz aktivitesi nedeniyle kanserlerde HER3'U
hedeflemeye yonelik g¢abalar geride kalmistir. Ancak aynit HER2 gibi HER3’in de
ErbB(HER) sinyalizasyon agmin ana pozitif diizenleyicisi olarak fonksiyon gosteren,
cogunlukla modulatér bir role sahip oldugu bilinmektedir. Ayn1 zamanda, ErbB
reseptorleri arasindaki sinyalizasyonu kuvvetlendiren ve cesitlendiren ¢apraz konusma,
kanser hiicrelerinin temel bir 6zelligi olarak ortaya ¢ikmaktadir ve bu baglamda HER3{in
kilit bir 6neme sahip olabilecegi diisiiniilmektedir. Bunu destekler nitelikte yapilan
caligmalar, HER3'in EGFR veya HER2'yi hedefleyen terapdtik ajanlara karsi olusan tumaor
direncinden sorumlu oldugunu gostermis ve boylece kanserdeki kritik rollnd
aydmlatmistir (17,31).

HER3’in yiiksek ifadesi klinik sonuglar1 kotii olan gesitli insan kanserlerinde siklikla
g6zlenmektedir. Bilindigi tizere HER3 hiicre sinyalini iletmek igin baska bir reseptor ile
etkilesime girmelidir, ve bu reseptoér de genellikle HER2’dir. HER3 genellikle HER2 asir1
ekspresyonu olan timorlerde onkojenik aktivitesini sergilemek i¢cin HER?2 ile eslesir (32).
HER3'iin asir1 ekspresyonunun kolorektal kanser, mide kanseri, meme kanseri, melanom,
yumurtalik kanseri, bag ve boyun kanseri, pankreas kanseri ve rahim agzi kanseri dahil
olmak {izere kanserli hastalarda daha kotii bir hayatta kalma orami ile iligkili oldugu
gosterilmistir. Ayrica HER3 varhigmin klinik sonuclar Gzerindeki etkisinin HER2'yi asir1
ifade eden tiimoérlerde ¢ok daha yaygin olarak goriildiigii bildirilmistir (33). Bu durum
HER2/HER3 heterodimerinin kanser ilerlemesinde ¢ok 6nemli bir rol oynadigi argiimanini
desteklemektedir. Yabani tip veya mutant HER3 tek basina ifade edildiginde, tutunmadan-
bagimsiz (anchorage-independent) buylmeyi desteklemedigi de bildirilmistir. HER3
mutantlarmm ¢ogu, HER2 ile ifade edildiginde bu buyimeyi desteklemektedir (34).
Yapilan bir ¢alismada, gelismis HER3 sinyalinin metastatik meme kanserinde timor
hiicresi hareketliligini ve intravazasyonu kolaylastirdigi gosterilmistir (35). Ayrica HER3
sinyalinin HER2 asir1 ifade eden meme kanseri, kastrasyona direncli prostat kanseri,
platine direncli refrakter yumurtalik kanseri ve EGFR tirozin kinaz inhibitori (TKI)

direncli kuglk htcreli olmayan akciger kanseri (NSCLC) dahil olmak Uzere ilaca direng



fenotipi sergileyen insan kanserlerinin geligiminde ¢ok 6nemli bir rol oynadigi rapor
edilmistir (32).

Biiylik 6lgekli genomik c¢alismalar sayesinde 6zellikle kolon (%7) ve meme kanserinde
(%2) HER3 mutasyonlarmin varligi bildirilmistir. Jaiswal ve digerleri mide ve kolon
kanserlerinin %11'inde HER3 somatik mutasyonlar1 tanimlamistir. HER3 mutasyonlarmin
onkojenik aktivitesinin kinaz aktif HER2'ye bagl oldugunu bulmuslardir. Cesitli insan
timorlerinde tanimlanan HER3 mutasyonlarinin ¢ogu hiicre dis1 alan bdlgesinde
kiimelenirken, az sayida da olsa HER3'lin kinaz alaninda ve hiicre i¢i kuyrugunda yer alan
mutasyonlar da saptanmistir. HER3 mutasyonlarindan bazilarinin NRG yoklugunda
onkojenik 6zellik gosterirken, diger baz1 mutasyonlarin ise NRG'nin eklenmesiyle daha da
uyarilmis hale geldigi belirtilmistir (36). HER3 ligandlar1 olan NRG1 ve NRG2’nin asir1
ifadesi meme, yumurtalik, kolorektal, kii¢iik hiicreli olmayan akciger karsinomu (NSCLC),
prostat ve bas ve boyun skuamdz hiicreli karsinomu (SCCHN) dahil olmak tizere gesitli
kanserlerde HER3 sinyalini yonlendirmektedir. Daha sonra ise HER3 sinyali otokrin,
jukstakrin ve parakrin bicimiyle hareket etmektedir. NRG1 ve NRG2 genlerinde alternatif
birlesme ve coklu promotoérlerin kullanimi yoluyla g¢ok sayida izoformun olusumu
g6zlenmektedir. Yeterince ¢alisilmamis olmasina karsin, bu farkli NRG izoformlarinin
HERS3 sinyalini aktive ettiklerinde farkli biyolojik etkiler sergilediklerini gosteren kanitlar
bulunmaktadir (23).

Hayatta kalma sinyali PI-3K/Akt yolaginin 6zellikle HER2 ile etkilesimler araciligiyla
HER3 tarafindan aktivasyonu kanser tedavisinde kemorezistansa yol agmaktadir. Yapilan
bir ¢alismada insan meme kanseri hiicre hatlarinda HER2 ve HER3'Un birlikte ifadesinin
P1-3K/Akt sinyalinin aktivasyonunu indiikledigini ve paklitaksel, doksorubisin, 5-
florourasil, etoposid ve kamptotesin gibi kemoterapétik ajanlara karsi artan direng ile
iliskili oldugunu gostermistir (37). Baska bir ¢alismada ise, kemoterapétik bir ilag olan
doksorubisinin HER3 ligandlarin1 upregiile ederek yumurtalik kanseri hiicrelerinde
HER3/PI-3K/Akt sinyalini aktive etmesinden dolay1 bu hiicrelerde kemorezistansa katkida
bulundugu belirtilmistir. Bu nedenle, HER3'Un hedeflenmesinin yumurtalik tiimérlerini,
platin bazli veya diger kemoterapi ajanlarmimn oldiiriicii etkilerine karst onemli 6lciide
duyarli hale getirebilecegi bildirilmistir (38). HER3 gunimuzde 6zellikle meme, prostat,

melanom, kolon ve akciger kanserinde ve ayrica HER2 veya HER1'i asir1 eksprese eden
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bircok kanserde ana oyunculardan biri olarak kabul edilmektedir. Onemli hususlardan
birisi, HER3’lin upregiile olarak ifadesinin artmasi sonucu bircok kanserde tedavi
direncine neden olabilecegidir. Yine bagka bir ¢alismada bu direncin HER2'yi asir1 ifade
eden meme kanserinde trastuzumabi iceren hedefe yonelik tedaviye bir yanit olarak HER2

inhibisyonu ile ortaya ¢ikabilecegi gosterilmistir (39).

HER3 melanom ve pankreas kanserinde, EGFR'nin tercih ettigi bir dimerizasyon ortagi
olarak rapor edilmistir. Ilgili deneysel ¢aligmalarda, HER3'"iin susturulmas1 melanom hiicre
gocuni  ve  hiicre istilasin1 azaltirken, HER3'in asir1 ifadesi ise pankreas
adenokarsinomunda hem in vitro hem de in vivo hicre proliferasyonunu 6nemli dlcude
artirmustir. Ayrica, bas ve boyun skuamdéz hiicreli karsinomunda (SCCHN), membrantz
HER3 ekspresyonunun azalmig sagkalim ile iliskili oldugu bulunmustur (17). Kolon
kanseri hucre dizilerinde ve Kkolorektal tumdrlerde artan HER3 mRNA seviyeleri
bildirilmistir ve HER3 ekspresyonu kolorektal timorlerin %30-90'inda saptanabilmektedir.
HER3 ekspresyonunun kolon kanseri hastalarinda hastaligin ilerlemesine sebebiyet verdigi
goOsterilmistir. Ayrica anti-HER3 antikor tedavisi ile HER3'{in ifadesinin azaltilmasiyla
hicre proliferasyonu, hiicre goci ve hiicre istilasinin inhibisyonu, G2-M hicre dénglsu
durmas1 ve kolon kanseri hiicre dizilerinde apoptoz indiksiyonu gibi hlcresel sireclerin
meydana geldigi gosterilmistir (40). Melanom metastazlarinda IHC (immdunohistokimya)
boyamasi yapilarak yiksek HER3 ifadesi bildirilmistir ve HER3'Un insan melanom
hiicrelerinde siklikla ifade edildigi gosterilmistir. Ayrica mikrodizin analizi kullanilarak
HER3’Un melanomda yukar1 yonde regile edilen gen gruplarndan biri oldugu
bulunmustur. Aymi sekilde mikrodizin analizi kullanilan bagka bir ¢alisma, normal bir
prostata kiyasla prostat kanserinde HER3 ekspresyonunun arttigini gostermistir. Daha
sonra IHC boyamasi kullanilarak insan prostat kanserinin %90'min 6nemli 6l¢lide HER3
ifadesi gosterdigi ve boylece prostat kanserinde HER3 sinyalizasyonunun énemli bir yeri
oldugu ortaya koyulmustur (41). HER3 asir1 ekspresyonu ile ¢esitli kanserlerdeki solid
tiimorlerde sagkalimi birbirine baglayan bir meta-analiz ¢alismasi, HER3 agir1 ifadesi olan
kanserlerin medyan yiizdesinin %42.2 oldugunu ve HER3'lin hem 3 yillik hem de 5 yillik
donemde daha kotii genel sagkalim (OS) ile iliskili oldugunu ortaya koymustur. Bu

calismalar HER3'lin ¢esitli kanserlerin ilerlemesinde rol oynadigini gostermektedir (33).

11



2.4. HER3 HEDEFLI TEDAVILER

Monoklonal antikorlar (mADb) ve kiiglik molekulli tirozin-kinaz inhibitorleri (TKI), cesitli
timor tiplerinde EGFR ve HER2'nin hedeflenmesinde kullanilan gerekli temel ajanlar
olmuslardir. Bununla birlikte, bozulmus kinaz aktivitesi nedeniyle HER3 terapttik bir
hedef olarak uzun siire goz ardi edilmistir. Ancak son zamanlarda, HER3'Un timor
progresyonu ve ila¢ direncindeki 6nemi ortaya ¢iktigindan dolayi, HER3 daha fazla odak
haline gelmeye baslamistir (42). HER3’i hedefleyen baslica protein ajanlar arasinda
monospesifik ve bispesifik antikorlar bulunmaktadir. Bu ajanlar ligand baglanmasmnin
inhibisyonu, reseptdr dimerizasyonunun inhibisyonu, HER3{in hiicre yiizeyinde ifadesinin
azalmasi, Fc aracili fonksiyonlarin gorevlendirilmesi ve HER3'Un inaktif bir
konformasyonda Kkilitlenmesi gibi mekanizmalarla tliimor hicre buyimesine miidahale
etmektedirler (43). Monospesifik ve bispesifik antikorlar disinda HER3'e kars1 hedeflenen
tedaviler arasinda ise anti-HER3 asilari, HER3 i¢in bispesifik ligand tuzaklar1 (ligand
traps), HER3-kilitli nikleik asit (LNA) temelli RNA inhibitorleri ve HER3-psddokinaz

aktivitesine kars1 kiigiik molekiil inhibitorleri yer almaktadir (14).
2.4.1. KUCUK MOLEKULLER

HER3 hedefli tedavi yaklasimlari ¢ogunlukla antikorlara dayalidir. Bunun yaninda HER3'U
hedeflemek icin temelde bu reseptoriin ekspresyonuna midahale eden ve proteasomal
degradasyonunu indiiklemek igin HER3'e baglanan modifiye edilmis ATP-rekabetci
molekdiller dahil az sayida farmakolojik yaklasim gelistirilmistir. Bir ¢alismada, AC3573
bilesiginin aktif HER2-HER3 heterodimer kompleks olusumunu ve NRG kaynakli
sinyalizasyonu inhibe ederek asagi akis sinyalini ortadan kaldirdigi bildirilmistir (44).
HER3'in farmakolojik olarak hedeflendigi bir c¢aligmadaysa, klglk molekullerin bu
reseptoriin biyolojik islevini bozabilecek kapasitede olabilecegi gosterilmistir. Segici bir
kiglk molekil olan TX1-85-1’in, HER3'lin ATP baglayici cebinde Cys721 ile etkilesime
girdigi belirtilmistir. TXI-85-1'in bir turevi olan TX-121-1’in ise HER3'iin kismi olarak
degradasyonuna neden oldugu ve, c-Met ve HER2 ile dimerizasyona miidahale ettigi
sonucuna vartmistir. Ayrica bu segici kiigiik molekiilin HER3 aracili sinyal iletimini
bozdugu gosterilmistir. HER3 hedefli terapdtiklerde bu kigik molekilli inhibitorlerin

roliinii dogrulamak i¢in daha fazla ¢alismanin gerekli oldugu belirtilmektedir (45).
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2.4.2. MONOKLONAL ANTIiKORLAR

HER3'Un yuksek ifadesi bircok kanserde kanser progresyonunu destekler ve birgcok
kanserli hastada daha kotii bir hayatta kalma orani ile iliskilidir, bu da HER3 reseptoriinii
spesifik olarak hedefleyen ve inhibe eden etkili terapotikler gelistirilmesinin gerekliligini
ve Onemini ortaya ¢ikarmaktadir. Bu direncin iistesinden gelmek ve kanser hastalarini
etkili bir sekilde tedavi etmek igin HER3'Un inaktivasyonunun gerekli olduguna
inanilmaktadir. Diisiik kinaz aktivitesi nedeniyle, klinik 6ncesi ¢alismalarda ve ilerlemis
solid timorleri olan hastalarda HER3'U bloke edici bir antikor ile hedeflemek en cok
incelenen strateji olmustur. Varolan tiim HER3 hedefli tedavi yaklasimlar: arasinda, klinik
gelistirmedeki HER3 hedefli terapilerin neredeyse tamami antikor sinifina aittir. HER3
hedefli terapiyi tanimlayabilmek ic¢in ilerlemeler kaydedilmistir. Bazi anti-HER3
antikorlarmnin, in vivo anti-timér aktivitesi goriildiigiinden gelistirilmeye c¢alisilan bu
monoklonal antikorlar yeni kanser terapotik adaylar1 olarak umut vaat etmektedirler
(16,32).

Su anda klinik olarak onaylanmis bir anti-HER3 monoklonal antikor tedavisi
bulunmamakla birlikte birtakim ila¢ adayr antikorlar klinik gelistirmenin ¢esitli
asamalarimdadir. HER3 monoklonal antikorlar1 monospesifik ve bispesifik olarak iki grup
halinde bulunmaktadirlar. Bu ajanlarm ¢ogu faz I ¢alismalarda giivenlik, tolere edilebilirlik

ve On etkinlik agisindan solid tiimér tiplerinde test edilmistir (42).
Monospesifik Antikorlar

HER3 hedefli monospesifik monoklonal antikorlar gelistirilmis olup, bunlar arasinda
terapotik amagh klinik ¢alismalarda degerlendirilip basar1 elde etmis olan antikorlar

Cizelge 2.1.’de gosterilmistir.
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Cizelge 2.1. HER3 hedefleyen monospesifik antikorlar

Monospesifik | Format | Hedef Klinik Uretici Referanslar
mAb Adi Faz

Lumretuzumab | insansi HERS3 Faz I/11 Genentech/Roche (46,47)

lgG1

Elgemtumab | Insan HER3 Faz I/11 MorphoSys/Novartis | (48,49)
lgG1

AV-203 Insans1 HER3 Faz | Aveo Oncology (50)
lgG1

REGN1400 Insan IgG = HER3 Faz | Regeneron (51)

Pharmaceuticals

KTN3379 Insan HER3 Faz Il Celldex (52)
IgG1 Therapeutics

ISU104 Insan HER3 Faz | ISU Abxis (53)

Lumretuzumab (RG7116) Roche tarafindan gelistirilen insans1 ve glikolize edilmis, HER3
ekstraseltiler domain 1’i hedefleyen bir IgG1l antikorudur. Bu antikor da ligand
baglanmasini ve reseptor heterodimerizasyonunu Onler ve liganda bagli HER3 ve Akt
fosforilasyonunu inhibe eder. Fc bolgesi immiin efektér hicreler (zerinde Fc-gama
reseptoriine (FcgRIlla) yonelik afiniteyi artirmak igin glikolize edilmistir. Bu glikolize
edilmemis antikora kiyasla hem in vivo hem de in vitro antikora bagimli hiicre aracili
sitotoksisitenin (ADCC) daha giigli bir aktivasyonunu miimkiin kilmistir  (46).
Lumretuzumab HER2 ve HERS3 ifade eden metastatik meme kanseri hastalarmda
pertuzumab ve paklitaksel ile kombinasyon halinde [NCT01918254] degerlendirilmis ve
faz | calismalar1 tamamlanmustir. Ik insan c¢alismasmdan elde edilen sonuglar,
lumretuzumabin 1iyi tolere edildigini ve klinik aktivite endikasyonlarinin oldugunu
gostermistir. Etkinligi in vivo olarak, birincil NSCLC ksenograftlarinin bir panelinde

degerlendirilmis ve burada 17 NSCLC hiicre hattindan 10'unda % 50’den biyuk bir oranda
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tiimOr biiyiimesi inhibisyonuna neden oldugu ve hatta bazi durumlarda tam timor
gerilemesine neden oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte, lumretuzumab’in ileri evre
NSCLC’li hastalarda paklitaksel ve karboplatin ile kombinasyon halinde degerlendirildigi
bir faz Il ¢aligmasi [NCT02204345] ise sponsor firma tarafindan sonlandirilmistir. Bu
antikorun tamamlanan faz | klinik testi sonuglarina gore metastatik HER3 pozitif timorii
olan hastalar1 [NCT01482377] tedavi etmek icin tek basina kullanildiginda iyi tolere
edildigi goriilmiistiir (47).

Elgemtumab HER3'in II ve IV domainleri arasinda lokalize edilmis bir epitop ile
baglanarak HER3'Q inaktif bir konformasyonda kilitleyebilen tamamiyla bir insan
mADb'dur. Baglandig1 epitop bdlgesi sebebiyle, farkli bir etki mekanizmasima sahiptir. Hem
ligand bagimli hem de ligand bagimsiz HER3 aktivitesini inhibe ettigi ve hem NRG'ye
bagli hem de HER2 giidiimli kanser modellerinde tiimor biiyiimesini Onledigi
bildirilmistir. Bu mAb NRG baglanmasini engellemezken anti-EGFR (setuksimab) ve anti-
HER2 (trastuzumab) antikorlar: ile sinerjik olarak etki etmektedir. Faz I c¢aligmalari,
gelismis solid tiimorlerde elgemtumab’m giivenli ve iyi tolere edildigini gostermistir. ileri
HER2-pozitif meme veya mide kanseri olan hastalarda trastuzumab ile kombinasyon
halinde bir faz I ¢alismasinda [NCT01602406] giivenli goriilmiis ve stabil hastalik elde
eden hastalarin %40'mda 6n etkinlik sonuglar1 saglamistir. Ayrica, elgemtumab ileri solid
timorler, yassi hiicreli bas ve boyun karsinomu (SCCHN), mide ve meme kanseri olan
hastalarin klinik faz I ¢alismalarinda [NCT01911936, NCT01598077] monoterapi olarak
degerlendirilmistir (48,49).

AV-203 AVEO Oncology tarafindan tiretilen insans1 IgG1 formatindaki bir mAb’dur. AV-
203’iin reseptore ligand baglanmasmi bloke ettigi ve HER3 degradasyonunu indiikledigi
gosterilmistir. AV-203 HER3'liin hem NRG kaynakli hem de HER2'ye bagli aktivasyonunu
inhibe ettigi ve HER2-HER3 dimerizasyonunu dnleyerek asagi akis sinyal yollarinin giiglii
bir inhibitérii olarak hareket ettigi bildirilmistir. Bu antikor hastadan tiiretilmis timor
eksplant modellerine karst klinik oncesi aktivite gostermistir. AV-203 meme ve pankreas
timorleri gibi ¢esitli kanser modellerinde test edildiginde etkili goriilmiis ve giivenligi,
metastatik veya ilerlemis solid tumarleri olan hastalar Uzerinde faz | klinik ¢alismada

basariyla test edilmistir. Cesitli ileri solid tiimorleri olan hastalarda yapilan bir faz I klinik
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calisma [NCT01603979], AV-203"in 2 haftada bir maksimum 20 mg dozun altinda

giivenli ve iyi tolere edildigini gostermistir (50).

REGN1400 HER3'e yonelik ve NRG baglanmasini inhibe edebilen tamamiyla insan bir
IgG molekiludir. Bu antikorun c¢oklu insan timdr hicre dizilerinde HER3 ve Akt'nin
fosforilasyonunu ve bu hucre dizilerinin in vitro blyumesini inhibe ettigi gosterilmistir.
Ayrica bu mAb’un anti-EGFR antikorlar1 ile kombinasyon halinde hayvanlarda, bas ve
boyun yassi hiicreli karsinom ve kolorektal kanser modellerinin gerilemesini sinerjik
olarak tesvik edebilecegi bildirilmistir. REGN1400'in tek basina veya erlotinib ve
setuksimab ile birlikte, kabul edilebilir bir glivenlik profiline sahip oldugu bir faz I
deneyinde [NCT01727869] test edilmistir. Setuksimab (% 23) veya erlotinib (% 18) ile
birlikte kullanildiginda stabil hastalik vakalar1 bildirilmistir (51).

KTN3379 domain II ve domain III arasindaki bir epitopa baglanarak HER3'i aktif
olmayan bir konfigiirasyonda Kilitleyen tam insan anti-HER3 1gG1 monoklonal
antikorudur. Bu mAb liganda bagh ve liganddan bagimsiz HER3 sinyallemesini inhibe
eder. Bir faz | denemede KTN3379, yeni teshis konmus HNSCC hastalarina
[NCT02473731] pre-operatif olarak uygulanmis ve hastalarin %42’sinde tiimor yiikiinde
kiiglilme gozlenmistir. Timor kiiglilmesi olan hastalarda hem NRG1 hem de HER3 ifade
eden tumorlerin oldugu bildirilmistir. Bir faz I ¢alismasi ileri solid tumorli hastalarda
[NCT02014909] tek basina veya setuksimab, erlotinib, vemurafenib veya trastuzumab ile
birlikte KTN3379'un giivenligini kanitlamistir. KTN3379’un cetuximab [NCT03254927]
ile birlikte degerlendirildigi faz II klinik denemesi tamamlanmistir. Trametinib

[NCT03580382] ile birlikte kullanildig1 faz | galismasi ise sonlandirilmistir (52).

ISU104 tamamiyla insan anti-HER3 antikorudur. Bu antikor HER3 ekstraseliiler domain
[IT'e baglanir ve domain I ile de zayif bir sekilde etkilesime girer. ISU104’iin sadece HER3
reseptoriine ligand baglanmasini engellemekle kalmadigi, ayn1 zamanda HER3'lin diger
EGFR partnerleri ile dimerizasyonunu bloke ederek asagi akis sinyal yollariin
inaktivasyonunu sagladig bildirilmistir. Bu antikorun giivenligini, tolere edilebilirligini ve
farmakokinetigini degerlendirmek i¢in ileri solid tiimorii olan hastalarn [NCT03552406]

dahil oldugu bir faz I klinik ¢alisma devam etmektedir (53).
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Bispesifik Antikorlar

HERS3 hedefli gelistirilen ve klinik denemelerde basar1 elde etmis olan bispesifik antikorlar
Cizelge 2.2.’de yer almaktadir.
Cizelge 2.2. HER3 hedefleyen bispesifik antikorlar

Bispesifik Format Hedef Klinik | Uretici Referanslar
mAb Adi Faz

Duligotuzumab | Ikisi ~ bir | HER3/EGFR @ Faz Il | Genentech/Roche @ (54,55)

arada Bispesifik
simetrik
lgG1l
MM-111 Flzyon HER3/HER2 @ Fazl Merrimack (56,57)
molekili | Bispesifik Pharmaceuticals
Istiratumab 2 scFv’ye HERS3/IGFIR Fazll | Merrimack (58,59)
kaynasmis | Bispesifik Pharmaceuticals
lgG1
Zenocutuzumab | Ortak hafif | HER3/HER2 | Faz I/Il | Merus (60)
zincir Bispesifik
lgG1

Duligotuzumab (MEHD7945A) Genentech tarafindan gelistirilen bispesifik bir HER3
hedefleme yaklagimidir. Bu simetrik antikor her biri EGFR veya HER3'lin hiicre dis1 alan1
[IT'i baglayabilen iki 6zdes baglanma bolgesine sahiptir. Duligotuzumabin hem EGFR hem
de HER3*iin in vitro ve in vivo ligand baglanmasini ve sinyalizasyonunu etkili bir sekilde
inhibe ettigi gdsterilmistir. Insanda ilk faz I galismasinda duligotuzumab, tekrarlayan epitel
kaynakli tiimorleri olan kanser [NCT01207323] hastalarinda ¢ok iyi bir glvenlik profili
gostermistir (54). Duligotuzumab’in erlotinib ve setuksimab gibi anti-EGFR ilaglarma
direngli hiicrelerin ¢ogalmasmi inhibe ettigi ve {i¢lii negatif meme kanserinin preklinik

modellerinde PI3K inhibitdrleri ile sinerji olusturabildigi gdsterilmistir. Duligotuzumabin
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tek basma ve cesitli kemoterapotik ajanlarla kombinasyon halindeki klinik faz |1l
caligmalar1 [NCT01577173, NCT01652482] tamamlanmustir (55).

MM-111 hem HER2 hem de HER3'e yonelik tasarlanan bir antikor flizyon molekiliddr.
Bu bispesifik antikor, HER2'yi asir1 ifade eden kanser hicrelerinin preklinik modellerinde
(BT474, meme kanseri, N87 ve mide karsinomu hiicre hatlarinda) 0zellikle lapatinib veya
trastuzumab ile kombine edildiginde timor biiylimesini azaltma yetenegi gostermistir (56).
MM-111'in kemoterapi (taksol, platinyum) veya anti-HER?2 tedavileri gibi ¢esitli ilaglarla
birlikte giivenligi, HER2 pozitif kanserli hastalarla gerceklestirilen bir faz | denemesinde
gosterilmistir. MM-111 tek basma ve trastuzumab, lapatinib ve kemoterapdtiklerle cesitli
kombinasyonlar halinde HER2-pozitif meme kanserleri [NCT01304784] ve diger HER2-
amplifiye solid timarlerin [NCT00911898] klinik deneylerinde arastirilmistir. MM-111"in
terapotik etkisinin reseptorlere eszamanli baglanmasina bagli oldugu ve HER2-asir1 ifade

seviyesi ile iligkili oldugu gosterilmistir (57).

Istiratumab (MM-141), ikisi instlin benzeri biyume faktort 1 reseptérine (IGF1-R) ve
ikisi HER3'e spesifik olmak iizere 4 yiiksek afiniteli baglanma bdlgesi barmndiran
tetravalan bispesifik bir antikordur. Istiratumab hem NRG'nin HER3'e baglanmasini hem
de IGF-1/IGF-2'nin IGF1R'ye baglanmasmi bloke eder ve PI3K/Akt sinyal yolagi
aktivasyonunu inhibe eder. Ayrica bu tetravalan antikor, her iki reseptoriin ve HER3 veya
IGF-1R iceren reseptér komplekslerinin degradasyonunu indikler (58). Istiratumab’in
kemoterapdtik ajanlarin antitimoral aktivitesini artirdigi gosterilmistir. Bu antikorun
metastatik pankreas kanseri [NCT02399137] hastalarinda kemoterapdtiklerle kombinasyon
halinde kullanildig1 bir faz II klinik ¢aligma tamamlanmstir (59).

Zenocutuzumab (MCLA-128) HER2 ve HERS3 reseptorlerini hedefleyen insanst bir
bispesifik 1gG1 antikorudur. Gelistirilmis antikor bagimli hiicresel sitotoksisite (ADCC)
aktivitesine sahiptir. Bu antikorun liganda bagimli HER2/HER3 heterodimerizasyonunu ve
agagl yonlii sinyallemeyi inhibe ettigi bildirilmistir. Zenocutuzumabm bir faz | klinik
calismada, 25 HER2 pozitif metastatik mide kanseri hastasi arasindan 1 hastada klinik
yanita ve 9 hastada stabil hastaliga neden oldugu belirtilmistir. Halihazirda bu antikor bir
faz I/11 klinik ¢alismada NRG1 fiizyonu barindiran solid timdrlerde [NCT02912949] test

edilmektedir ve iyilestirme asamasindadir (60).
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3. GEREKCE ve AMAC

Tirozin reseptor kinazlar sinifina ait olan, Epidermal Biiylime Faktorii Reseptor ailesinin
dort iiyesinden biri olan HER3’lin meme, akciger, kolon ve pankreas gibi gesitli insan
kanserlerinde asir1 ekspresyonu metastatik potansiyeli artirarak ve tedavi basarisizliginin
ana nedeni olarak tiimor gelisimini desteklemektedir. Ayrica kanser tedavisi sirasinda
EGFR/HER1 ve HER2 terapotiklerine karsi kazanilan dirence HER3 ifadesinin artisi
neden olmaktadir. Direncin istesinden gelmek ve terapotik etkinligi arttirmak igin
HER3'in ve/veya HER3 sinyal yolaginin temel asagi akis mediyatorlerinin etkili
inhibisyonu gereklidir. HER1, HER2, HER3 ve HER4’den olusan EGFR reseptor ailesi
pek cok kanser icin terapdtik hedef teskil etmektedir. Ozellikle HER1 ve HER2 dahil
olmak (zere, bu reseptorlere baglanan monoklonal antikorlar gelistirilmis olup, halen daha
ustunlerinin gelistirilme ¢aligmalar1 devam etmekle birlikte EGFR ailesinin bir diger
onemli Gyesi olan HER3 gorece olarak diger aile iiyelerine kiyasla daha geride kalmistir
(12,14).

Ancak son yillarda HER3'Un 6nemini gosteren ¢aligmalarin birikmesinin dogrultusunda,
HER3 hedefleme ajanlar1 ile ¢ok sayida preklinik ve klinik arastirmalar ortaya ¢ikmaya
baslamistir. Reseptor tarafindan aktive edilen asagi akis yolaklarini hedefleyen tedaviler
gibi dogrudan HER3’li hedefleyen monoklonal antikor temelli klinik calismalar da
strmektedir. Pek ¢cok anti-HER3 monoklonal antikor HER3 inhibisyonu igin faz ¢alismasi
asamasmdadir ve yeni mAb’lar gelistirilmeye devam edilmektedir. Ancak heniiz HER3’
hedefleyen bir monoklonal antikor veya baska bir terapotik ajan klinik olarak onay almis
degildir (42).

Anti-HER3 monoklonal antikor gelistirmek amaci ile 6ncelikle HER3 antijeni tiretilmesi
gerekmektedir. Bu tez ¢alismasinda HER3 ekstraseliiler alanina karsi rekombinant protein
uretilmesi ve saflastirilmas1 amaglanmustir. Uretilmis olan rekombinant protein daha
sonraki ¢aligmada anti-HER3 monoklonal antikor gelistirilmesi igin antijen olarak

kullanilacaktir.
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4. MATERYAL ve YONTEM
41. MATERYAL
4.1.1. HUCRE HATLARI

Bu calismada kullanilan hiicre hatlar1t ATCC’den temin edilmistir. Calismada SKBR-3
(ATCC Cat. No: HTB-30) meme kanseri hiicre hatt1 ve CaCO-2 (ATCC Cat. No: HTB-37)
kolorektal kanser hiicre hattt HER3 cDNA eldesi i¢in kullanilmistir.

4.1.2. PLAZMID VE BAKTERI SUSLARI

Vektor olarak pET-30a(+) (Novagen, 69909) ifade plazmidi kullanilmistir (Ek 1). Klonlama
bakteri susu olarak E. coli DH5a-TR1 (Invitrogen, 12297016), protein ifade bakteri susu
olarak ise E. coli BL21(DE3) (Novagen, 693873) kullanilmustir.

4.1.3. PLAZMIDLERIN IDAMESI ICIN LB VE LB-AGAR BESIYERI
HAZIRLANMASI

400 ml % 2,5 LB besiyeri hazirlamak igin 10 gr Sigma-LuriaBroth (L3522) tartilarak cam
siseye aktarildi. 400 ml %2’lik LB-Agar besiyeri hazirlamak icin ise 10 gr Sigma-
LuriaBroth (L3522) ve 8 gr AppliChem-Agar (A0949) tartildi ve bir baska cam siseye
aktarildi. Sonrasinda cam siseler 400 ml’ye kadar otoklovlanmis c¢ift distile su ile
doldurularak iyice calkalandiktan sonra ¢oziinme islemi ig¢in manyetik karistiricida
bekletildi. Ardindan hazirlanan besiyerleri 121 °C’de, 20 dk otoklavlandi. Hazirlanan 400
ml LB-Agar karisimina 400 pl Kanamisin (Applichem, A1493.0010) eklenip c¢alkalandi.
Hazirlanan besiyeri 18-20 ml olacak sekilde petri kaplarina dokiiliip sogumaya birakildi ve

sonrasinda parafilmlenip soguk odaya kaldirildi.
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4.1.4. KiTLER

Calisma kapsaminda kullanilan kitler asagida Cizelge 4.1.’de verilmistir.
Cizelge 4.1. Kitler

Kit Ad1 Markasi, Katalog Numarasi

miRNeasy Mini Kit Qiagen, 217004

The Transcriptor First Strand cDNA | Roche, 04-379-012-001
Synthesis Kit

Gel/PCR Purification Kit FavorPrep, FAGCKO001
High Pure Plasmid Isolation Kit Roche, 11-754-777-001

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

cOmplete™ lysis-M Roche, 04-719-956-001

cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail | Roche, 11-697-498-001
Tablets

4.1.5. SOLUSYONLAR VE TAMPONLAR

Bu tez calismasinda kullanilan soliisyonlar ve tamponlar asagida yer almaktadir.

Cizelge 4.2. 0,5 M EDTA Solisyonu

Icerik Miktar (g/L)
EDTA (Sigma, E5134) 93 gr

NaOH (Riedel-de-Haen, 06203) 20 gr

ddH20 400 ml

500 ml 0,5 M EDTA soliisyonu hazirlamak i¢in 93 gram EDTA disodyum tuzu tartild1 ve
400 ml deiyonize ciftdistile suda ¢ozlldi. Soliisyon pH'1 NaOH ¢ozeltisi ile 8’¢ ayarlandi.

Hazirlanan soliisyon 500 ml son hacme kadar ¢ift distile su ile tamamlanda.
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Cizelge 4.3. 10X TBE Sollsyonu

Icerik Miktar (g/L)
Tris (Ambresco, 0826) 108 gr

Borik Asit (Ambresco, 0588) 55 gr
0,5MEDTA 40 ml

108 gr Tris bazi ve 55 gr Borik Asit tartildi ve 900 ml deiyonize ¢ift distile suda ¢ozuld.
40 ml 0,5 M EDTA eklendikten sonra son hacim ¢ift distile su ile 1 L’ye tamamlandh.
Cizelge 4.4. 10X Kosturma Tamponu

Icerik Miktar (g/L)
Tris (Ambresco, 0826) 30 gr

Glisin (Ambresco, 0167) 144 gr

SDS (Sigma, L4390) 10 gr

ddH20 700 ml

30 gr Tris ve 144 gr Glisin tartildi ve 700 ml ¢ift distile suda ¢6zuldi. Sonra 10 gr SDS
eklendi ve ¢oziinmesi saglandi. Cozeltinin pH'1 8,3’e ayarlandiktan sonra son hacim 1 L’ye

tamamlandi.

Cizelge 4.5. 10X TBS Tamponu

icerik Miktar (g/L)
Tris (Ambresco, 0826) 24 gr
Sodyum Kloriir (Sigma, S3014) 88 gr

ddH20 900 ml

24 gr Tris ve 88 gr Sodyum Kloriir tartildi ve 900 ml ¢ift distile suda ¢ozildi. Cozeltinin

pH'1 7,6 ’ya ayarlandiktan sonra son hacim 1 L’ye tamamlandi.

1X Transfer Tamponu hazirlandi. Soguk 1400 ml ¢ift distile su Gzerine 200 ml 10X
kosturma tamponu eklendi. Cozeltiye 400 ml Methanol (Merck, 1.06009.2511) eklendikten

sonra +4 °C’de muhafaze edildi.

TBS-T soliisyonu hazirlandi. 100 ml 10X TBS ile 900 ml ddH20 karistirildi ve tizerine 2
ml Tween-20 (Sigma, P9416) eklendi.
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% 5 BSA (Ambresco, 0332) soliisyonu hazirlandi. 100 ml TBS-T igerisinde 5 gram BSA

¢ozalda.
4.1.6. KIMYASALLAR VE ENZIMLER

Calismada kullanilan kimyasallar ve enzimler asagida Cizelge 4.6.’da gosterilmektedir.

Cizelge 4.6. Kimyasallar ve Enzimler

Kimyasal/Reaktif/Enzim Adi Markasi, Katalog Numarasi

FastDigest BamHI
FastDigest Sall
FastDigest RE Tamponu
T4 DNA Ligaz

T4 DNA Ligaz Tamponu
Taq DNA Polimeraz
Kanamisin

Anti His-Tag Antibody
Beta Actin HRP

IPTG

6X Ornek Yiikleme Boyas1
Agaroz

100 bp DNA Ladder

1 kb DNA Ladder

Protein Dual Color Standard

ThermoScientific, FD0054
ThermoScientific, FD0644
ThermoScientific, B64
ThermoScientific, EL0011
ThermoScientific, B69
ThermoScientific, 10342053
Applichem, A1493.0010

Cell signaling, 2365S
Abcam, ab630394
Applichem, A4773
NewEngland Biolabs, B7021S
Sigma, A9539
ThermoScientific, SM0321
NewEnglandBiolabs, N3232S

Bio-Rad, 1610374

23



42. YONTEM

4.2.1. HER3 RNA VE CDNA ELDESI

4.2.1.1. Hiicre Hatlarindan Total RNA izolasyonu

SKBR-3 ve CaCO2 kanser hiicre hatlarindan miRNeasy Mini Kit (Cat: 217004-QIAGEN)
ve QIAzol Lysis Reagent (Cat: 1023537-QIAGEN) ile kit saglayicisinin talimatlari
dogrultusunda RNA izolasyonu gerceklestirildi. Hiicrelerin mikroskopta gozlenmesi
sonucu yogunluklar1 ve biliylime oranlar1 dikkate alinarak RNA izolasyonu iglemi i¢in ayr1
ayr1 hiicre peleti elde edildi.

Hiicreler 10 ml soguk PBS ile yikandiktan sonra 700 pl Qiazol Lysis Reagent hiicrelerin
uzerine eklenip 5 dakika inkiibe edildi ve ardindan hiicreler kazinarak toplandi. Hucre
lizatlar1 homojenizasyon saglanmasi i¢in Yyaklasik 15 saniye vortekslendi. Hucreler 7
dakika inkube edildikten sonra 140 pl kloroform eklendi ve tiipler kuvvetlice ¢alkaland1. 3
dakika inkiibasyondan sonra tipler 5 saniye vortekslendi. Sonra tipler 4 °C’de 12.000 x
g’de 15 dakika santrifujlendi. Santrifiij sonrasinda RNA igeren {istteki sulu fazdan 400 ul
yeni bir toplama tiiptine alindi. RNA sivi fazinin tizerine 530 ul %100 etanol eklendi ve
karistirilldi. Kit saglayicisinin protokoliine gore galisilan numunenin max 700 ul’ye kadar
RNeasy mini kolonuna eklenebilecegi belirtilmektedir. Bu sebeple toplam numuneden 500
pl RNeasy mini kolonuna eklendi ve 24 °C’de 8000 x g’de 1 dakika sanrifujlendikten
sonra toplama tlpine gegen sivi atilarak, tiip geri takildi. Sonra geriye kalan 430 ul
numune ayni RNeasy mini kolonuna eklenerek ayni islem tekrar uygulandi. Mini kolona
700 ul Buffer RWT eklendi ve 8000 x g’de, oda sicakliginda, 1 dakika santriftijlendi.
Toplama tiipiine akan s1v1 atildi. Ardindan mini kolona 500 pl Buffer RPE eklendi ve 8000
x g’de, 1 dakika sanrifujlendikten sonra toplama tiipiine akan siv1 atildi. Mini kolona tekrar
500 pl Buffer RPE eklendi ve 8000 x g’de, 2 dakika santrifiijlendi. Altta kalan sivi
atildiktan sonra RNeasy mini kolonu yeni bir toplama tiipiine yerlestirilerek membrani
iyice kurutmak icin tam hizda 1 dk sanrifiijlendi. Santriflij sonrasi mini kolon tiipliniin
altina 1.5 ml’lik yeni bir toplama tlpi koyuldu. Sonra 50 pl RNase free water eklendi ve
tiip tertibat1 8000 x g ‘de, 1 dakika santrifiijlenerek RNA eliie edildi.

[zole edilen total RNA ornekleri konsantrasyonlar: 6l¢iimii  Nano-Drop-ND

spectrophotometer cihazi ile ger¢eklestirildi.
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4.2.1.2. cDNA Sentezi

Izole edilen RNA o6rneklerini cDNA’ya c¢evirmek i¢in Roche - The Transcriptor First
Strand cDNA Synthesis Kit (Cat No: 04 379 012 001) kullanild1.

-80 derecede muhafaza edilen RNA Ornekleri ¢ikartilarak buz iizerine alindi. Calisma
oncesi nanodrop Ol¢lim sonuglarindan elde edilen konsantrasyonlara goére cDNA'ya
cevrilecek tim RNA ornekleri 1 pg’a esitlendi. Bunun igin 1000/nanodrop sonucu
hesaplamasi kullanilarak, RNA 6rneklerinin 6l¢iim sonuglarina gore her 6rnekten kag pl
cekilecegi hesaplandi. Nikleaz icermeyen PCR tiplerinde toplam hacim 13 pl olacak
sekilde her bir RNA 6rnegi i¢in reaksiyon bilesenleri kuruldu. RNA numuneleri dikkatlice
karigtirildi ve numuneleri tiiplerin altinda toplamak i¢in kisa siireli spin attirildi. Ardindan
biitlin numune tiipleri, heated lid thermal block cycler’da +65 °C’de 10 dk 1sitild1 ve buz
tizerine alindi. Baska bir tiipe RT-Reaction Buffer, Protector RNase Inhibitor, dNTP Mix
ve Reverse Transcriptase bilesenleri kullanilarak RT-Mix hazirlandi. Thermal cycler’dan
alip buz {lizerine koyulan tiipler ilizerine 7’ser ul RT-Mix eklendi. Boylece RNA
numunelerinin total hacmi 20 pl oldu. Reaktifler dikkatlice karistirildi ve numuneleri
tiplerin altinda toplamak igin kisa siireli spin attirildi. Kit protokoline gére RT
reaksiyonunun inkiibasyon stiresi kullanilan primere ve hedef mRNA'nin uzunluguna gore
degisiklik gostermektedir. Buna gére HER3 hedef mRNA'nin uzunlugu 5615 baz ciftinden
olusmasi sebebiyle PCR tiipleri heated lid thermal block cycler’da 60 dk, 50 °C’de ve
Reverse Transcriptase’1 inaktive etmek icin 5 dk, 85 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasi elde edilen cDNA’lar1 igeren reaksiyon tiipleri muhafaza edilmek tizere -20 °C

dolabina kaldirildi.
4.2.2. HER3-ECD KLONLAMA
4.2.2.1. Klonlama Primer Tasarimi ve PCR

Uniprot P21860-1 dizisine gore BamHI ve Sall restriksiyon endonukleaz kesim bdlgeleri
eklenmis HER3 primerleri (Oligomer) tasarlanarak, 1869 niikleotidlik HER3 ECD (hiicre
dis1 alan)’in PCR ile ¢ogaltilmasi planlandi. Ek 2°de 1869 niikleotidlik dizi ve kodladig:

amino asit dizisi yer almaktadir.
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Cizelge 4.7. HER3-ECD Primerler

Gen Ad1 Primer Dizisi (5°-3°)

HERS3 ECD-F BamHI GACAAGGGGATCCCTTCCGAGGTGGGCAACTCTCAGG
HER3 ECD-R Sall AATAGGTCGACTCAGATGGGTTTTGCCGATCAGCACC

Primerler sentez raporunda belirtilen miktarlarda Molecular Grade Water ile ¢ozulerek 100
MM stok primerler hazirlandi. PCR reaksiyonunda kullanilmak iizere 10 pl stok primere
90 pl Molecular Grade Water eklenerek 100 uM stok primer 10 uM yapild1.

HER3-ECD klonlama islemi amaciyla SKBR-3 ¢cDNA’s1 HER3-ECD-F ve HER3-ECD-R
primerleri ile her biri 50 pl hacminde 2 tiip PCR reaksiyonu asagida Cizelge 4.8.’de
gosterilen sartlarda kuruldu.

Cizelge 4.8. Klonlama PCR Kosullar1

Reaksiyon Bilesen Miktarlar PCR Kosullan

SKBR-3cDNA: 1pl, H20:34uyl 1-94°C 2dk 2-94°C 20sn
10X Buffer : 5 pl dNTP : 4 pl 3-58°C 20sn 4-72°C 6dk
Pfu DNA Polimeraz : 1 pl 5-72°C 6dk 6- 4°C sonsuz

HER3-ECD-F: 2,5ul HER3-ECD-R:2,5pul | 2-3-4 ; 35 dodngd...

2 tip halindeki 45 pl PCR driint, 9 pl yikleme boyasi ile birlikte 4 pl 100bp marker
(ThermoScientific, SMO321) ile %]1’lik agaroz jelde genis tarakta 80V, 45 dakika
yiriitiildii. Ardindan jel GeneGenius cihazinda goriintiilendi ve beklenen bdlgede gbzlenen
bantlar neester yardimiyla kesilerek ependorf tiiplere alindi. Jel bandlarinin agirlig: 6lciildi
ve kesilen bandlar saflastirma kiti protokliindeki maksimum hacim olan 300 miligrami
gecmedigi i¢in tek bir tiipte toplandi. Agaroz jelden DNA izolasyonu i¢in FavorPrep
Gel/PCR Purification Kit (Cat. No: FAGCKO001) kullanild.

26



Ependorf tipteki jel kesiti tzerine 500 pul FADF tamponu eklendikten sonra numune
vortekslenerek karistirildi. Jel kesiti 55 °C su banyosunda 10 dakika bekletildi ve arada
vortekslenerek iyice ¢oziindiiriildii. Kit icerisinde saglanan toplama tiiptine FADF kolonu
yerlestirildikten sonra O0rnek karisimin 800 pl’si kolona aktarildi.Ardindan tiip tertibati
11.000 x g’de, 30 saniye santrifiijlendi ve toplama tiipline akan siv1 atildi. FADF kolonuna
750 pl Yikama Tamponu eklendi ve 11.000 x g’de, 30 saniye santrifiijlendikten sonra akan
stvi atildi. Kolonu kurutmak i¢in tam hizda 3 dakika santrifiij yapildiktan sonra FADF
kolonu yeni bir tiipe alindi. Kolon membranma 40 pl Elisyon Tamponu eklendi ve 1
dakika inkiibe edildi. Sonrasinda tam hizda 1 dakika santrifiij yapilarak DNA eliie edildi.

4.2.2.2. pET30a(+) ve HER3-ECD PCR Urininin Restriksiyon Endoniikleazlarla

Kesilmesi

Saflagtirilan HER3 ECD PCR urunintn ve pET-30a(+) plazmid DNAsimin BamHI ve Sall

restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesimi gergeklestirildi.

Son hacim 15 pl olacak sekilde BamHI ve Sall ile kesim yapmak i¢in asagidaki Cizelge
4.9.”da gosterilen kosullarda kesim reaksiyonu kuruldu.

Cizelge 4.9. Restriksiyon Enzim Kesim Kosullar1

Tup | Kesilecek plazmid / ddH20 10 X | BamHI Sall
no | PCR Uruni FastDigest
buffer
1 Pet30-BamHI 12,3 ul 1,5 ul 1l
0,2ul
2 Pet30-Sall 12,3 ul 1,5 ul 1l
0,2ul
3 Pet30- BamHI/Sall 11,3 ul 1,5 ul 1l 1l
0,2ul
4 Her3-BamHI/Sall 1,5 ul 1,5 ul 1l 1l
10ul

37 °C 60 dakika (inkiibasyon) ve 80 °C 5 dakika (inaktivasyon) sartlarinda restriksiyon

enzim kesim reaksiyonu gergeklestirildi.
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Restriksiyon Enzim Kesimi Sonrasi Agaroz Jelden DNA izolasyonu

Kesim sonrasi elde edilen 6rnekler 6:1 oraninda ayarlanan yiikleme boyasi ile %1 agaroz
jelde 45 dk ydratalda. Jelin solundaki kuyucuga 100 bp (ThermoScientific, SM0321) DNA
ladder, jelin sagindaki kuyucuga ise 1 kb (NewEnglandBiolabs, N3232S) DNA ladder
yuklendi. Kesilmemis 250 ng pet30(+) plazmidi ilk kuyucuga yiiklendikten sonra diger

ornekler yukaridaki sirasiyla agaroz jele yiiklendi.

Agaroz jel GeneGenius cihazinda goriintiilendi ve beklenen bolgede gozlenen pet30
plazmid DNA ve HER3-ECD insert bantlar1 nester yardimiyla kesilerek ependorf tiiplere
alindi. Jel bandlarinin agirligr 6lgiildii ve kesilen bandlar ayri tiiplerde toplandi. FavorPrep
Gel/PCR Purification Kit (Cat. No: FAGCKO001) ile agaroz jelden DNA izolasyonu
gergeklestirildi.

4.2.2.3. Plazmid ve Insert DNA Ligasyonu ve Transformasyon

Jelden saflastirilan kesim trinleri ile pET30 plazmid DNA - HER3ECD PCR uruni 1:3
oraninda ve son hacim 15 pl olacak sekilde asagida Cizelge 4.10.’da gosterildigi gibi
ligasyon reaksiyonu kuruldu.

Cizelge 4.10. Ligasyon Kosullari

Tlp | Purifiye Plazmid | Purifiye ddH20 | T4 DNA ligase | T4 DNA
no DNA Insert buffer ligase
1) Pet30-BamHI - 11 ul 1.5 ul 0.5 ul
2 ul
2) Pet30-Sall - 11 i 1.5 ul 0.5 ul
2 ul
3) ddPet30 - 11 i 1.5 ul 0.5 ul
2ul
4) ddPet30 ddHER3 1l 1.5 pl 0.5ul
2ul 10 pul

22°C 60 dk (inkiibasyon) ve 70 °C 5 dakika (inaktivasyon) sartlarinda ligasyon reaksiyonu

gergeklestirildi. Ligasyon {riinlerinin tamami -80°C’den alman DH5a-TR1 kompetan
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bakteri susuna transforme edilerek LB-Agar-Kanamycin petrilerine ekildi ve 37°C’de gece
boyu inkube edildi.

4.2.2.4. Kolonilerden Plazmid DNA izolasyonu

Transforme edilen pET30dd + HER3-ECD-dd kolonileri toplandi ve sivi kiiltiire alindh.
Kolonileri buyttmek icin 40 ml LB igerisine 40 pl Kanamisin eklenerek sivi besiyeri
hazirland1 ve besiyeri 8 adet falkona dagitildi. Ilgili koloniler ilgili falkonlara 10 pl’lik
pipet ucuyla alinarak, direkt pipet uglarmnin besiyerine atilmasi vasitasiyla inokiilasyon
gerceklestirildi. 7 adet pet30.HER3-ECD kolonisiyle birlikte 1 adet kesilmemis pet30
kolonisi LB besiyerine indkule edildi. Falkonlar 37°C, 180rpm’de, gece boyu (14-16 saat)
inktbe edildi.

Swvi kiiltiirde biiyiitiilen kolonilerden Roche - High Pure Plasmid Isolation Kit (Cat.No: 11-
754-777-001) kullanilarak Miniprep plazmid DNA izolasyonu gergeklestirildi. izolasyon
oncesi 8 adet tupe inkiube olan drneklerden 1,5 ml eklendi ve 13.000 rpm, 1 dakika
santriftj edildi. Supernatanlar dokuldiikten sonra 1,5 ml daha ilgili kiltirlerden eklenip
ayni sekilde tekrar sanrifiij edildi. Elde edilen hiicre pelletleri iizerindeki sivi miimkiin
oldugunca uzaklastirildiktan sonra kit saglayicisinin talimatlarina uygun olarak plazmid
DNA izolasyon protokolli uygulandi.

Oncelikle pelletler 250 pl Suspension Tamponu ile ¢ozdurildi. Sonra tiiplere 250 pl Lysis
Tamponu eklendi ve 3-6 kere alt st edilerek yavasca karistirildi. 5 dk buz (zerinde
inkiibasyon yapildi. 350 pl soguk Binding Tamponu eklendikten sonra tiipler yavasga
karistirildi ve 5 dk buz Uzerinde inkibe edildi. 13000 rpm’de, 10 dk santrifiij yapildi.
Toplama tiipli igerisine filtre tiipli yerlestirilerek tiip dilizenegi kurulduktan sonra
slipernatant filtre tlpi igerisine aktarildi ve son hizda 1 dakika daha santrifiij yapildi.
Siipernatant uzaklastirildiktan sonra tam hizda 20 saniye santrifiij yapildi ve toplama tlpu
atilarak yenisi takildi. Preparat yikama islemi i¢in 700 pl Yikama Tamponu Il filtre tipi
uzerine eklendi ve 1 dakika tam hizda santrifiij edildikten sonra siipernatant atildi. DNA’y1
elie etmek icin filtre tlpl yeni ependorf tlp icerisine yerlestirildi. 100 pl Elisyon
Tamponu filtre tlpu tzerine eklendi ve 1 dakika tam hizda santrifiij yapildi. Sonrasinda
kolonilerden izole edilen plazmid DNA konsantrasyonlar1 nanodrop ile 6lgiiliip agaroz

jelde yiratulerek kontrol edildikten sonra drnekler -20°C’ye kaldirild.

29



4.2.2.5. Klonlama Reaksiyonu Dogrulama

Klonlamas1 gergeklestirilen ve elde edilen kolonilerden plazmid DNA’larin saflastirildigi
pET30.HER3-ECD o6rnekleri ile pET30 plazmidine spesifik T7F-T7R primerleri
kullanilarak PCR gergeklestirildi. Boylece HERS3-ECD insert DNA’sinin  pET30
plazmidine girip girmedigi kontrol edilmis oldu. Ayriyeten HER3 ECD plazmid

DNA’larmm BamHI ve Sall restriksiyon enzimleri ile kesim kontrolii gerceklestirildi.
T7F-R Polimeraz Zincir Reaksiyonu

pET30 plazmidine spesifik T7 primerleri ile 24 pl hacminde PCR reaksiyonu asagida
Cizelge 4.11.°de gosterilen sartlarda kuruldu.
Cizelge 4. 11. T7 F/R PCR Kosullar1

Reaksiyon Bilesen Miktarlar: PCR Kosullan

H-20 : 16,8 pl 1-94°C 3dk 2-94°C 45sn
10X Buffer : 2,5 pl MgClz:1,5 pl 3-58°C 30sn 4-72°C 3dk
dNTP : 0,5 ul Taq Polimeraz : 0,2 ul | 5- 72°C 10dk 6- 4°C sonsuz

pet30 T7/F : 1,25 ul pet30 T7/R : 1,25 pl 2-3-5 ; 35 dongd...

T7F: 5-TAATACGACTCACTATAGGG-3'
T7R: 5'-GCTAGTTATTGCTCAGCGG- 3
Restriksiyon Endonikleaz Kesimi

Kolonilerden izole edilen plazmid DNA’lar1 ile Cizelge 4.12.’de gosterilen sartlarda

klonlama enzimleri ile kesim reaksiyonu gerceklestirildi.
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Cizelge 4.12. RE Cift Kesim Kontrol PCR Kosullar1

Reaksiyon Bilesen Miktarlar RE Cift Kesim PCR Kosullari

DNA + H20: 8 ul 10 X FD Buffer: 1 pl | 1- 37 °C 60 dakika 2- 80 °C 5 dakika
BamHI: 0,5 pl Sall: 0,5 pl

DNA Dizi Analizi

T7F-T7R primerleri ile Cizelge 4.11.’deki sartlarda PCR reaksiyonu gerceklestirildi, 50
mikrolitre PCR reaksiyonu ve 10pmol/ul primerler Genolysis’e DNA dizi analizi igin
gonderildi.

4.2.3. REKOMBINANT HER3-ECD PROTEIN iFADESI

4.2.3.1. HER3-ECD Rekombinant Protein Kiiciik Olcekli Indiiklenmesi

-80°C’den alman E. coli BL21(DE3) kompetan hiicre suslarini igeren ependorflara
kesilmemis pET30 ve secilen kolonilerden 2 pl miniprep plazmit driinu eklendikten sonra
transformasyon gergeklestirildi. Transforme edilen BL21.pET30, BL21.pET30.HERS3-
ECD#2 ve BL21.pET30.HER3-ECD#4 kolonileri LB besiyerinde 37°C, 180 rpm’de, gece
boyu (14-16 saat) inkiibe edilerek siv1 kiiltiire alind.

Siv1 kiiltiirde biiyiitiilen BL21.HER3-ECD kolonileri IPTG ile indiiklendi. inkiibasyona
birakilan kiiltiirlerden 100’er pl, 5 ml LB-Kanamisin besiyeri iceren falkonlara inokile
edildi.

Hazirlanan falkonlar 28°C, 180 rpm, 2.5 saat inkiibe edildi. inkiibasyon siiresi icinde IPTG
soliisyonu hazirlandi. 0,1 M stok soliisyon hazirlamak i¢in 0,24 gram IPTG (Applichem,
A4773) 9,9 ml ¢ift distile su igerisinde ¢6ziildii. Homojen bir sekilde hazirlanan soliisyon
Minisart 0,45 pm (Cat. No: 16555) ile filtre edildikten sonra 500 pl olacak sekilde 20 adet
ependorfa dagitildi. Inkiibasyon sonrasi kiiltiirler 2.5 ml - 2.5 ml olacak sekilde ikiye
bélundi. Eldeki 6 adet falkondan 3 adeti IPTG (+) olarak etiketlendi. IPTG (+) olan
falkonlara 12.5 pl IPTG eklendi. Boylece 0.5 mM IPTG ile indiikleme yapilmis oldu.
Ardmdan falkonlar 28°C, 180 rpm, 3 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi onceden

etiketlenen soguk ependorflara sivi kiiltiirlerden 15°er pl eklendi ve ependorflar sivi azota
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atildi. Stv1 azotta dondurulan hiicreler -80 °C’de muhafaza edildi. HER3ECD, 6xHis taq ile
fuzyon halinde ifade ettirildiginden 6X Anti-HisTaq antikor (Cell Signaling, 2365S) ile

immiinblotlama gergeklestirildi.
4.2.3.2. HER3-ECD Rekombinant Protein Orta Olcekli indiiklenmesi

Transforme edilen BL21.pET30, BL21.pET30.HER3-ECD#2 ve BL21.pET30.HER3-
ECD#4 kolonileri LB besiyerinde 37°C, 180 rpm’de, gece boyu (14-16 saat) inkiibe
edilerek siv1 kiiltiire alindi. Geceboyu inklibasyona birakilan kiiltiirlerden 4’er ml, 100 ml
LB-Kanamisin besiyeri iceren erlenmeyer flasklara inokule edildi. Orta Olgekli sivi
kilturde blyutulen BL21.HER3-ECD kolonileri 0.5 mM IPTG ile induklendi. Sonrasinda
onceden etiketlenen soguk ependorflara sivi kiiltiirlerden 15°er pl eklendi ve kultirlerden

pellet alind1. S1v1 azotta dondurulan hiicreler -80 °C’de muhafaza edildi.

4.2.3.3. HER3-ECD Rekombinant Protein Cozunurlik Testi

1 mg lizozim, 10 ml 1X STE igerisinde hazirlanmis 5 mM imidazol ve 0,4 ml EDTA-free
proteaz inhibitér karigtirildi. Bu karisimdan 500 pl alinarak 1,5 ml bakteriyel kiiltiirden
elde edilen pellet ¢ozdiraldi. Cozulen pellet 15 dk buz Gstinde inkibe edildi. 15 dk
sonunda Uzerine 2,5 pl 1M DTT ve 87,5 ul %10 N-sarkozil eklendi. Tup 3-6 kez 10’ar
saniye sonike edildi. 13.000 rpm 4°C’de 10 dk santrifiij edildi. Santriflij sonrasi siipernatan
yeni ve temiz bir ependorf tiipe aktarildi (A-¢ozunilr fraksiyon). Elde edilen pellet 500 pl
8M diire i¢inde ¢Oziildii. 1 saat 4°C’de end-over rock platformunda inkibe edildi. 13.000
rpm 4°C’de 10 dk santriflij edildi. Santrifiij sonras1 slipernatan yeni ve temiz bir ependorf
tipe aktarildi. (B-tire fraksiyonu) Olusan pellet 500 ul 1XSDS-PAGE yikleme
tamponunda (1X laemni buffer) icinde ¢ozildu (C-¢ozinlr olmayan fraksiyon/inkliizyon
cisimcikleri). Orneklerin SDS-PAGE ile analizi igin her bir fraksiyon 20 pl + 4 pl yiikleme
tamponu (6X Laemni Buffer) ile karistirildi (61).

4.2.4, REKOMBINANT HER3-ECD SAFLASTIRILMASI

30 ml 1X STE Buffer, 3 mg lizozim, 1,2 ml EDTA-free proteaz inhibitor karistirildi. -80°C
derin dondurucuda saklanmig indiiklenmis bakteriyel pellet buz {izerinde getirildi. Pelletin
yavasca ve nazik bir bicimde ¢dziinmesi saglandi. ilk hazirlanan soliisyondan pellet

uzerine 10 ml eklendi. Pellet bu soliisyon icinde ¢ozdurildu. Cozilen pellet 15 dk buz
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iizerinde inkiibe edildi. 15 dk sonunda pellet iizerine 50 ul 1M DTT ve 1,75 ml %10’luk
N-sarkozil eklendi. Vortekslemeden pipetajla gilizelce karistirildi. Tiip buz tizerine
yerlestirildi. Sonikasyon cihazinda 3 kez 30’ar saniye 3. seviye sonikasyon yapildi. Tiip
10.000 rpm 4°C’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi slipernatan yeni 50 ml falkon
tiipe aktarildi. Stipernatan iizerine 2,75 ml %10’luk Triton-X 100 solisyonu eklendi. Tip
vorteks ile karistirildi. Bu asamada SDS-PAGE icin 6rnek alindi. HisPure ni-NTA
Purification Kit (Thermo Scientific, 88229) kolonlarmin 15-20 dk oda 1sisinda bekletilerek
dengelenmesi saglandi. Bir kolon i¢in 10 ml equilibration buffer, 20 ml wash buffer
hazirlandi. Kolonun alt emzik kismi agilarak 50 ml falkon tiipe oturtuldu. Kolon 700xg
4°C’de 2 dk santrifiij edildi. Falkon tiip bosaltildi. Uzerine 6 ml equilibration buffer
eklendi. Buffer eklendikten ve santrifije koymadan Once kolon altindan ilk damlanin
geldigi gozlendi. Kolon 700xg 4°C’de 2 dk santrifiij edildi. Bu esnada 13 ml protein 6rnegi
tizerine 50 pl 2 mM imidazol ve 100 pl 10X PBS eklendi. Santrifiij sonrasi1 kolonlarin
altlar1 emzikle kapatildi. Uzerine protein érnekleri eklendi. Kolon soguk odada end-over
rock platforma yerlestirildi 45 dk donerek inkiibasyona birakildi. 45 dk sonunda kolon end-
over rock platformdan alindi1 ve temiz 50 ml falkon tiipe oturtuldu. Kolon 700xg 4°C’de 2
dk santrifiij edildi. Bu asamada santrifiij sonras1 falkon tlpe inen eluattan SDS-PAGE ic¢in
ornek alindi. Kalan eluat uzaklastirildi. Kolon iizerine yikama icin 6 ml wash buffer
eklendi. Kolon 700xg 4°C’de 2 dk santriflij edildi. Bu asama 2 kez daha tekrar edildi. Bu
asamada (3. yikamadan sonra) santrifiij sonrasi falkon tipe inen eluattan SDS-PAGE icin
ornek alindi. Kalan eluat uzaklastirildi. Eliisyon asamasma ge¢ildi. Kolon yeni ve temiz 50
ml falkon tiipe oturtuldu. Uzerine 3 ml elution buffer eklendi. Kolon 700xg 4°C’de 2 dk
santrifiij edildi. Bu asamada (1. eliisyondan sonra) santrifiij sonrasi falkon tiipe inen
eluattan SDS-PAGE i¢in ve BCA testi i¢in 6rnek alindi. Kalani Eliisyon 1 protein drnegi
olarak etiketlenerek buza gémiildi. Kolon yeni ve temiz 50 ml falkona oturtuldu. Uzerine
3 ml elution buffer eklendi. Kolon 700xg 4°C’de 2 dk santriflij edildi. Bu asamada (2.
eliisyondan sonra) santrifiij sonrasi falkon tiipe inen eluattan SDS-PAGE icin ve BCA testi
icin O0rnek alindi. Kalan1 Eliisyon 2 protein 6rnegi olarak etiketlenerek buza gomiildii.
Kolon yeni ve temiz 50 ml falkona oturtuldu. Uzerine 3 ml elution buffer eklendi. Kolon
700xg 4 C’de 2 dk santrifiij edildi. Bu asamada (3. eliisyondan sonra) santrifiij sonrasi
falkon tupe inen eluattan SDS-PAGE igin ve BCA testi igin 6rnek alindi. Kalani eliisyon 3

protein 6rnegi olarak etiketlenerek buza gdmulda (61).
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4.2.5. GENEL YONTEMLER

4.2.5.1. Kompetan Hiicre Hazirlanmasi

BL21(DE3) (Novagen, 693873) ve DH50-TR1 (Invitrogen, 12297016) stok bakteri
suslarindan kompetan hiicre hazirlanda.

Bunun i¢in 2 adet 50 mI’lik falkon LB i¢inde DH50 ve LB iginde BL21(DE3) seklinde
etiketlendi. Falkonlara 10’ar ml LB besiyeri eklendi. -80 dolabindan DH5a. ve BL21(DE3)
stoklar1 ¢ikarildi ve stoklar 10 ul’lik pipetle, pipetin ucunu degdirerek kat1 haldeyken alind1
ve LB i¢ine eklendi. Hazirlanan hiicreler calkalamali inkiibatérde 180 rpm, 37 °C’de gece
boyu (14-16 saat) inkiibasyona birakildi. Gece boyu inkiibe edilen hiicreler alindi ve
parafilmlenip buza gomiildii. Bu asamadan itibaren aseptik olarak ¢alisildi. 500 ml’lik iki
adet flask igerisine 100’er ml LB besiyeri koyuldu. Flasklardan birine 1 ml BL21(DE3),
digerine 1 ml DH5a-TR1 serolojik pipetle eklendi ve flasklar 2 saat 30 dk, 180 rpm, 37
°C’de inkibe edildi. Siire sonunda hiicre kiiltiirlerinden 1’er ml alinarak Bio-Rad
SmartSpec spektrofotometre cihazinda OD 6l¢iimii yapildi. ODeoo degeri 0.2-0.4 arasina
gelinceye dek inkiibasyona devam edildi. Santrifuj icin hicreler 2’ser falkona boliindi ve
falkonlar 4700 rpm’de, 15 dk, 4 °C’de santrifiijlendi. 4 falkona 50’ser ml soguk 0,1 M
CaCl; eklendi. Santrifiij sonrasi siipernatan uzaklastirildi. DH5a. 1. falkondaki hiicre pelleti
10 ml soguk 0,1 M CaCl; ile ¢ozildu. Cozllen pellet 40 ml kalan 0,1 M CaCls igerisine
konuldu. Tekrar serolojik pipet ile 10 ml 0,1 M CaCl; alind1 ve 2. DH5a falkonundaki
pellet ¢ozilip kalan 40 ml CaCl: icerisine eklendi. CaCl ile pellet ¢6zme islemi ayni
sekilde BL21(DE3) hiicreleri i¢in de uygulandi. Falkonlar 4700rpm, 15 dk, 4°C’de
santrifiij edildi ve sonrasinda siipernatanlar uzaklastirildi. 2 adet falkonda 9 ml soguk 0,1
M CaCl; igerisine soguk 1 ml glycerol eklenerek hazirlanmis olan soguk 10 ml
CaClx+Glycerol karigimi ile pelletler ¢oziildii. Sonrasinda ilgili hiicreler buza gomiilmiis
1.5ml’lik ependorflara 100’er pl olacak sekilde paylastirildi. Ependorflar 30 dk buz
Uzerinde bekletildilten sonra etiketli bir sekilde -80°C’ye kaldirildi.

4.2.5.2. Bakteriyel Transformasyon

Ligasyon iiriinlerinin tamami -80°C’den alinan DH5a-TR1 kompetan hiicre suslarini igeren
ependorflara ayr1 ayr1 olarak eklendi. Tupler 30 dakika buz Uzerinde inkiibe edildi ve

ardindan 42°C su banyosunda 30 sn 151 soku uygulandi. Tipler buz iizerinde 2 dakika
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inklbe edildi. Tlplere 1’er ml LB besiyeri eklendikten sonra 37°C, 180 rpm’de, 1 saat
inkiibasyon gergeklestirildi. LB-Agar-Kanamycin petri kaplar1 soguk odadan alindi ve su
sekilde etiketlendi: DH50 + Kesilmemis PET30, DH50 +PET30/BamHI, DH5a
+PET30/Sall, DH50 +ddPET30, DH50 +ddPET30+ddHER3-ECD. Inkiibasyon sonrasi
13.000 rpm’de, 1 dakika santrifiij yapildi. 900 pl hacminde supernatan uzaklastirildiktan
sonra geriye kalan 100 pl ile pellet ¢ozildu. Aseptik ortamda cam drigalski baget ile
kalturlerin LB-Agar-Kanamycin petrilerine ekim iglemi gerceklestirildi. Petri kaplari
37°C’ de gece boyu (14-16 saat) ters cevrilerek inklbe edildi.

4.2.5.3. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR drlnleri (New England Biolabs, B7021S) yiikleme boyasi ile birlikte %0.8-1"1lik
agaroz jelde 1XTBE tamponu ile kosturuldu. Klonlama protokolii boyunca 100 b¢ DNA
ladder (Thermo Scientific, SM0321) ve 1 kb DNA ladder (NewEnglandBiolabs, N3232S)
kullanild.

4.2.5.4. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Bakteri kiiltiirleri / protein lizatlar1 %0.5 B-merkaptoetanol eklenmis Laemmli tamponu
eklenerek 85 °C’ye ayarli 1s1 blogunda 5-10 dakika denatiire edildi. BioRad Any kDa hazir
jeller 1X Kosturma Tamponu kullanildi. Hazir jelin kuyucuklar1 enjektor vasitasiyla

tampon ile yikand1. Ornekler jele yiiklendi ve 100V, 60 dakika kosturuldu.

4.2.5.5. immiinblotlama

Jelden membrana transfer icin Bio-Rad Trans-Blot Turbo cihazi kullanildi. Transfer islemi
icin Oncelikle membran metanol i¢inde 30 saniye kadar yikandi. 1X Transfer Tamponu
iceren bir kapta 14 adet filtre kagid1 1slatildi. Cihazin haznesinin alt kismina 1slatilan filtre
kagitlarindan 7 adeti yerlestirildikten sonra 1X Transfer Tamponu ile yikanan membran
filtre kagitlariin lizerine yerlestirildi. Membranin iizerine jel yerlestirildikten sonra diger 7
adet filtre kagidi jelin iizerine konuldu. Transfer diizenegi kurulurken her asamada
merdane ile hava kabarciklarinin uzaklastirilmasina dikkat edildi. Cihaz haznesindeki arta
kalan sivi uzaklastirildiktan sonra transfer islemi gerceklestirildi. Transfer islemi sonrasi
membran 25 ml % 5 BSA soliisyonu igeren cam bir kaba koyuldu ve oda 1sisinda, orbital

calkalayicida, 1 saat boyunca inkiibe edildi. Bloklama sonrasi membran iizerindeki BSA
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soliisyonu uzaklastirildi. 6X HisTaq antikoru (2365S) % 5 BSA soliisyonu igerisinde
1/1000 dilusyonda (10 ml BSA, 10 pl antikor) hazirlandi ve membranin iizerine eklendi.
Soguk odada (+4 °C) orbital ¢alkalayici cihazinda gece boyu inkiibasyon gergeklestirildi.
Inkiibasyon sonrasi membran 25 ml 1X-TBST ile 10 dakika boyunca orbital calkalayicida
yikandi. Membran yikama islemi toplamda 3 defa yapildi. 35 ml BSA soliisyonu igerisine
3,3 pl Beta Actin HRP (ab630394) eklenerek sekonder antikor hazirlandi. Hazirlanan
sekonder antikor membran iizerine eklendi ve oda 1sisinda karanlikta, orbital galkalayici
cihazinda 1,5 saat inkiibasyon yapildi. Inkiibasyonun ardindan membran 25 ml 1X-TBST
ile 10 dakika boyunca orbital calkalayicida yikandi. Membran yikama islemi toplamda 3
defa yapildi. Goriintiileme islemi LI-COR Odyssey cihazinda yapildi. Goériintiileme igin
WesternBright-Sirius Kiti (Cat. No: K-12043-D10) kullanildi. Kit igerisinde bulunan
WesternBright-Sirius ve WesternBright-Peroxide bilesenlerinden 750°ser ul alinarak

ependorf tiipte karistirildiktan sonra membranin lizerine eklendi ve goriintiileme yapild.
4.2.5.6. Coomassie Blue Boyamasi

SDS-PAGE ile yiiriitiilen jel temiz ve bos cam kaba alindi. Jelin {izerine 20 ml fiksasyon
soliisyonu (%40 ddH20, %10 asetik asit, %50 methanol) eklendi. 45 dk oda 1sisinda
orbital calkalayicida diisiik devirde inkiibe edildi. Ardindan jel {izerinden fiksasyon
soliisyonu uzaklastirildi. Jel iizerine 20 ml coomassie blue boya solisyonu (%40 ddH20,
%10 asetik asit, %50 methanol, %0,25 Coomassie Brillant Blue R-250) ¢klendi. Kabin
agz1 hava almayacak sekilde kapatilip, +4 °C’de orbital ¢alkalayicida diisiik devirde gece
boyu inkibe edildi. Ertesi gin boya jel Gizerinden uzaklastirildi. Jel, oda 1sisinda orbital
calkalayic1 tizerinde berraklasana kadar boya giderici soliisyon (%67,5 ddH20, %7,5
asetik asit, %25 methanol) ile yikandi. Bantlar belirginlesince jel fotograflandi (61).
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5. ARASTIRMA BULGULARI

HER3’1i yiiksek seviyede ifade ettigi bilinen SKBR-3 ve CaCO2 hiicrelerinden elde edilen
cDNA'lar kullanilarak HER3-ECD-F ve HER3-ECD-R primerleri ile PCR reaksiyonu
gerceklestirildi. Agaroz jelde yurltulup gorunttlenen PCR 6rnekleri sonucuna dayanarak
istenen bolgede belirgin bir sekilde daha parlak band gdzlenen, SKBR-3 ¢cDNA's1 ile

klonlama islemine devam edilme karar1 verildi.
5.1. ANTIJENIiK BOLGE BELIRLENMESi VE COGALTILMASI

1342 amino asitlik HER3’{in (Uniprot P21860-1), 20-643 aminoasitlerden olusan 1869 baz
cifti tarafindan kodlanan hiicre dis1 alan1 (ECD) rekombinant protein Gretimi igin antijenik
bolge olarak belirlendi. SKBR-3 hiicre hattindan RNA elde edildi, cDNA sentezi
gerceklestirildi. cDNA kalip DNA olarak kullanilarak HER3-ECD bdlgesi polimeraz zincir
reaksiyonu ile ¢ogaltild.

Agaroz jele 5 pl PCR drini ve 1 pl yiikkleme boyast (NewEngland Biolabs, B7021S)
yuklendi ve PCR iiriinleri %1°lik agaroz jelde 5 pl 100bp marker (ThermoScientific,
SMO0321) ile birlikte 80V, 45 dk kosturuldu. Agaroz jelde goriintiileme sonrasi1 HER3
hiicre dis1 alanin (ECD) PCR ile ¢ogaltildigi gozlendi (Sekil 5.1.).
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Sekil 5.1. HER3-ECD PCR Ur(iniiniin Agaroz Jel Gorintiisii. Kuyu 1, 100 bg DNA ladder
(Thermo Scientific #SM0321); kuyu 6-7, HER3-ECD PCR (rUnd.
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52. HER3 HUCRE DISI ALANIN PET30(A)+ IFADE PLAZMIDINE
KLONLANMASI

5.2.1. HER3-ECD’iN PCR iLE AMPLIiFIKASYONU

SKBR-3 meme kanseri hiicre hattindan total RNA izolasyonunu takiben elde edilen cDNA
kalip DNA olarak kullanilarak HER3-ECD bolgesi PCR ile ¢ogaltildi. BamHI ve Sall
restriksiyon enzim kesim bolgelerinin de dahil edildigi primerler ile 1869 bg biiyiikliigiinde
PCR (rinu elde edildi. Agaroz jele 45 pl PCR Griini ve 9 pl yiikleme boyasi (NewEngland
Biolabs, B7021S) yiiklendi ve PCR fiiriinleri %1’lik agaroz jelde 4 pl 100bp marker
(ThermoScientific, SM0321) ile birlikte 80V, 60dk kosturuldu (Sekil 5.2.).

L1 L ITANN N
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Sekil 5.2. HER3-ECD PCR Saflastirma Urliniiniin Agaroz Jel Goruntiisti. Kuyu 1, 100 bg
DNA ladder (Thermo Scientific #SM0321). Kuyu 2-3, HER3-ECD PCR rind.

Elde edilen HER3-ECD PCR {rinleri jelden bantlar kesilerek saflastirilmis ve saflastirilan

iirlinler restriksiyon enzim kesim reaksiyonunda kullanilmaistir.
5.2.2. RESTRIKSIYON ENZIMLERI iLE KESIM

Saflagtirilmis HER3 ECD PCR iiriinii ve pET-30a(+) plazmid DNAs1 BamHI ve Sall
restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesildi. Elde edilen kesim drlnleri agaroz jelde
yurituldikten sonra DNA fragmentlerinin buyuklikleri UV 1sik altinda dogrulanda.
Sonrasinda Sekil 5.3.’de verilen agaroz jelden sirasiyla 3. ve 4. kuyulara yuklenen plazmid

ve insert bantlar1 kesilerek saflastirildi.
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Sekil 5.3. Restriksiyon Enzim Kesimi Agaroz Jel Gorintist. Kuyu 1, 100 b¢ DNA ladder
(Thermo Scientific #SM0321); kuyu 2, kesilmemis pET30; kuyu 3, pET30- BamHI/Sall;
kuyu 4, HER3-ECD - BamHI/Sall; kuyu 7, 1000 b¢ DNA ladder (NewEnglandBiolabs
#N3232S).

Sekil 5.4.’te agaroz jelden saflastirilan enzim kesim {irtinlerin ligasyon oncesi saflastirma
kontrolii agaroz jel goriintlisii verilmistir. 8 pl’si %]1°lik agaroz jele ylklenen 6rnekler
80V, 40dk kosturulmustur.
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Sekil 5.4. Ligasyon Oncesi Saflastrma Kontrolii Agaroz Jel Goriintiisti. Kuyu 1, pet30-
BamHI/Sall; kuyu 2, HER3-ECD - BamHI/Sall; kuyu 5, 100 b¢ DNA ladder (Thermo
Scientific #SM0321).

5.2.3. LIGASYON VE TRANSFORMASYON

Jelden saflastirilan pET30 plazmid DNA ve HER3-ECD PCR kesim drinleri ile ligasyon
reaksiyonu gergeklestirilmis ve ligasyonu takiben reaksiyon drlnleri kompetan E. coli

DH50-TR1 klonlama susuna transforme edilmistir.
5.2.4. KOLONILERDEN PLAZMID DNA iZOLASYONU

Transformasyon sonrasi segilen koloniler LB besiyeri sivi kiiltiiriinde bydtuldikten sonra
kolonilerden plazmid DNA elde edilmis ve ornekler %1°lik agaroz jelde 80 V, 45 dk
yiirtitiilmiistiir (Sekil 5.5.).
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Sekil 5.5. Kolonilerden Plazmid DNA Izolasyonu. Kuyu 1, 1000 b¢ DNA ladder
(NewEnglandBiolabs #N3232S); kuyu 2, pET30.HER3ECD/Koloni 1; kuyu 3,
pET30.HER3ECD/Koloni 2; kuyu 4, pET30.HER3ECD/Koloni 3; Kkuyu 5,
pET30.HER3ECD/Koloni 4.

5.2.5. HER3-ECD KLONLAMA KONTROLU
5.2.5.1. T7 Primerleri ile insert Kontrolii

Kolonilerden izole edilen plazmid DNA’larinda HER-ECD varligmin kontrolii i¢in pET30
plazmidine 6zgul T7 primerleri ile PCR gerceklestirilmis ve koloniler 1, 2, 3 ve 4’te
beklenen 2199 b¢ PCR iiriinii gézlenmistir. Bos pET30 i¢in beklenen fragman ise 340 bg
olarak gozlenmektedir (Sekil 5.6.).

Sekil 5.6. T7 Primerleri ile Insert Kontrolii. Kuyu 1, 100 b¢ DNA ladder (Thermo
Scientific #SM0321); kuyu 2, kesilmemis pET30; kuyu 9, pET30.HER3ECD/Koloni 1;
kuyu 10, pET30.HER3ECD/Koloni 2; kuyu 11, pET30.HER3ECD/Koloni 3; kuyu 12,
pET30.HER3ECD/Kaoloni 4.
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5.2.5.2. Restriksiyon Endonukleaz Kesim Kontrolu

HER3 ECD inserti dogrulanan plazmid DNA’larinin BamHI ve Sall restriksiyon enzimleri
ile kesim kontrolii gergeklestirilmistir. Kesim sonrasinda 2. ve 4. kolonilerde beklenen

insert fragmentleri gozlenmistir (Sekil 5.7.).

Sekil 5.7. HER3-ECD Kaolonilerinin Restriksiyon Enzim Kesim Kontrolu. Kuyular 1,3,5,7,
kesilmemis HER3ECD Kolonileri 1-4; Kuyular 2,4,6,8, kesilmis HER3ECD Kolonileri 1-
4; Kuyu 9, 100 b¢ DNA ladder (Thermo Scientific #SM0321).

5.2.5.3. DNA Dizi Analizi

HER3 ECD 4 numarali koloniye ait PCR iiriinleri DNA dizi analizi ile incelenmistir. Sekil
5.8.’de st tarafta T7-F primeri ile okunan dizinin, alt tarafta ise T7-R primeri ile okunan
dizinin kromatogram goriintiileri verilmistir. HER3-ECD hedef dizisi basariyla ¢ogaltilmis
ve BamHI ve Sall restriksiyon enzim kesim dizileri arasinda yer alan HER3-ECD dizisinin
pET30(a)+ plazmidine basariyla klonlandig1 goriilmiistiir. Klonlanan DNA dizi verileri ile
hedef DNA dizisi arasinda ¢oklu hizalama gergeklestirilerek HER3-ECD dizisi
dogrulanmustir. Ek 3’te ve Ek 4’te BLAST analizi sonuglar1 verilmistir.

42



183 186 188 190 192 194 196 198 200 202 204 206 208 210 212 214 216 218 220 222 224 226 228 230 232 234 236 238 240 242 244 246 248 250 252 254 256 258 260
ACACAGGCCATGGGATATCTGTGGATCCCTTCCGAGGTGGGCARCTCTCAGGCAGTGTGTCCTGGGACTCTGRAATGGC

o fnft
i
A \|\HIH‘ [
| ‘ | “
[R{AATRIATRIATA
\ IH‘UM ‘\‘ |

[ Salt

56 58 60 62 64 66 68 70 72 74 76 78 80 82 B84 866 B8 90 92 94 96 95 100 102 104 106 108 110 12 114 116 118 120 122 124 126 128 130 132 135
GTGCTCGAGTGCGGCCGCAAGCTTGTCGACTCAGATGGGTTTTGCCGATCAGCACCAGTGTTTGTCCTARACAGTCTTGA

Sekil 5.8. DNA Dizi Analizi Sonucu.

53. REKOMBINANT HER3-ECD PROTEIN iFADESININ INDUKLENMESI

BamHI ve Sall restriksiyon enzim kesim sonuglarina dayanarak HER3-ECD#2 ve HER3-
ECD#4 numarali koloniler E. coli BL21(DE3) protein ifade susuna transforme edildi.
Transformasyon sonrasi secilen kolonilerin bakteri kultirleri 28°C’de, 0.5 mM IPTG ile
rekombinant protein ifadesi i¢in indiiklendikten sonra immiiblotlama analizi i¢in kullanilda.
HER3ECD, 6xHis taq ile fizyon halinde ifade ettirildiginden anti-histaq antikor ile
immiinblotlama gerceklestirildi. IPTG ile indiiklenen BL21.pET30+HER3ECD#2 ve
BL21.pET30+HER3ECD#4 koloni kiiltiirlerinde beklenen 77 kDa’luk bant gdzlenmistir.
Immiinblotlama sonras1 4 numaral kolonide daha belirgin bant goriilmesi sebebiyle protein

¢Oziinilirliik ve protein saflagtirma asamalarinda bu koloni kullanilmastir.
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Sekil 5.9. HER3-ECD Protein Ifadesinin Immiinblotlama ile Analizi. Kuyu 1, Protein
ladder (Bio-Rad #1610374); kuyu 2, BL21.pET30 (-IPTG); kuyu3, BL21.pET30 (+IPTG);
kuyu 4, BL21.pET30+HER3ECD#2 (-IPTG); kuyu 5, BL21.pET30+HER3ECD#2
(+IPTG); kuyu 6, BL21.pET30+HER3ECD#4 (-IPTG); kuyu 7,
BL21.pET30+HER3ECD#4 (+IPTG).

5.3.1. HER3-ECD REKOMBINANT PROTEIN COZUNURLUK TESTI

6xHis Tag ile flizyon halinde ifade ettirilen HER3-ECD proteinin ¢ozinUrligi test
edilmisgtir. pET-30a.HER3ECD#4 plazmidi BL21(DE3) ifade susunda IPTG ile
indiklenerek ifade ettirilmistir. SDS-PAGE ile ¢ozunlrlik testi ile elde edilen ¢ozlnur
fraksiyon, tiirede ¢Oziinen fraksiyon ve ¢Oziiniir olmayan fraksiyon ayristirilmistir.

Ayristirma islemi sonrasinda jel Coomassie Blue ile boyanmistir.

Sekil 5.10.’daki ¢oziiniirliik testi sonucuna gore ifade ettirilen HER3-ECD rekombinant

proteinin ¢ozinir fraksiyonda yer aldig1 gozlenmistir (kuyu7).
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Sekil 5.10. HER3-ECD Rekombinant Proteininin Protein Cozinurlik Testi (Coomassie
Blue Boyamasi). Kuyu 1, BL21.pET30+HER3ECD#4 (+IPTG) - (COzunur fraksiyon);
kuyu 2, BL21.pET30+HER3ECD#4 (+IPTG) - (Ure cozinur fraksiyon); kuyu 3,
BL21.pET30+HER3ECD#4 (+IPTG) - (Cozinmeyen fraksiyon); kuyu 4, Protein ladder
(Bio-Rad #1610374).

5.4. REKOMBINANT HER3-ECD SAFLASTIRILMASI

Orta oOlcekte dretilip IPTG ile indiklenen HER3-ECD/Koloni 4 bakteri kultirinden
rekombinant proteinin saflastirilma islemi gerceklestirilmistir. Saflastirma islemi boyunca
farkli asamalarda SDS-PAGE ile analiz edilmek iizere protein Ornekleri ayrilarak
etiketlenmistir. Sonrasinda bu 6rnekler SDS-PAGE ile jelde ayristirilmis ve Coomassie

Blue ile boyanarak analiz edilmistir.

Sekil 5.11.°deki saflagtirma sonucuna gore 7, 8 ve 9 numarali kuyularda 77 kDa civarinda
gOzlenen bantlar rekombinant olarak Uretilen HER3-ECD proteinidir. Ayni 6rnekler -
elusyon 1,2,3- immunblotlamada anti-histaq antikoru ile analiz edilmis ve 77 kDa’da

belirgin bant gozlenmistir (Sekil 5.12.).
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Sekil 5.11. Rekombinant HER3-ECD Saflastirilmasi (Coomasie Blue Boyamasi). Kuyu 1,
Protein ladder (Bio-Rad #1610374); kuyu 2, BL21.pET30+HER3ECD#4 (+IPTG) - (Total
hiicre lizat1); kuyu 3, BL21.pet30+HER3ECD#4 (+IPTG) - (Total hiicre lizati, rezin
sonrasi); kuyu 4, BL21.pet30+HER3ECD#4 (+IPTG) - (Hiicre lizat1 1.yikama sonrasi);
kuyu 5, BL21.pet30+HER3ECD#4 (+IPTG) - (Hiicre lizat1 2.yikama sonrasi); kuyu 6,
BL21.pet30+HER3ECD#4 (+IPTG) - (Hiicre lizat1 3.yikama sonrasi); kuyu 7,
BL21.pet30+HER3ECD#4 (+IPTG) - (Elusyon 1); kuyu 8, BL21.pet30+HER3ECD#4
(+IPTG) - (Elusyon 2); kuyu 9, BL21.pet30+HER3ECD#4 (+IPTG) - (Elusyon 3).

Sekil 5.12. Rekombinant HER3-ECD Saflastirilmasi Sonrasi Immiinblotlama Analizi.
Kuyu 1, BL21.pet30+HER3ECD#4 (+IPTG) - (Elusyon 1); kuyu 2,
BL21.pet30+HER3ECD#4 (+IPTG) - (Elusyon 2); kuyu 3, BL21.pet30+HER3ECD#4
(+IPTG) - (Elusyon 3).
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6. TARTISMA ve SONUC
6.1. TARTISMA

EGFR reseptor ailesi hiucre buyumesi ve hicre farklilasmasi siireglerinin  ana
dizenleyicisidir ve bu ailedeki herhangi bir bozukluk gesitli kanserlere yol agabilmektedir.
Yaygin olarak incelenen HER1 ve HER2'nin aksine HER 3, inaktif kinaz alanina sahip
olmas1 nedeniyle uzun bir siire ihmal edilmistir. Ancak son yillarda yapilan ¢aligmalar
HER3'ln sinyalizasyondaki roliinii géstermis ve ¢esitli klinik ¢aligmalarla 6nemini gozler
oniine sermistir (62). HER3"in farkli ECD alt alanlarinda yer alan epitoplarin, ligand
baglanmas1 ve reseptor dimerizasyonu lzerindeki etkileri nedeniyle biyolojik olarak
onemli oldugu gosterilmistir. Bu nedenle bu epitoplarin hedeflenmesi, hedefe yonelik
tedavi icin ¢cok dnemlidir. HER3’e kars1 gelistirilen mAb’lar belirli bir alt alan i¢indeki
belirli bir epitopu tanir ve bu epitopa rastgele baglanir ve boylece HER3lin asag1 akis
sinyal fonksiyonunu etkiler. Ancak tiretilen bu mAb’lardan simdiye kadar hicbiri terapdtik

onay almamistir (63).

HER 3, HER?2 i¢in tercih edilen bir dimerizasyon ortagidir ve bu da onu EGFR ailesindeki
en aktif heterodimer yapmaktadir. Bu nedenle HER3 hedefli terapdtiklerin gelistirilmesi,
HER3 asir1 ifade eden bir¢cok kanser tedavisi i¢in umut vericidir. HER2'ye yonelik
trastuzumab ve pertuzumab gibi terapdtik antikorlarm basarili bir sekilde gelistirilmesi,

ECD'i hedeflemenin giiglii ilaglar1 tanimlamak igin uygun bir strateji oldugunu ortaya

koymaktadir (64).

Genel olarak kinaz inhibitorleri tarafindan onkojenik sinyallemenin hedeflenmesiyle
alternatif bir yolagin aktivasyonu gibi birincil ve kazanilmis direngler nedeniyle optimal
klinik tepkiler elde edilememektedir. Bu nedenle HER-3 pozitif timér, HER-3 reaktif T
hiicreleri tarafindan oldiiriiliirken c-Met, EGFR veya HER-2 gibi diger sinyal yollarini
aktive eden HER-3 negatif timorun hala hayatta kalabilecegi ve ana populasyon haline
gelebilecegi varsayilabilmektedir (65). Her ne kadar EGFR ve HER2 hedefli tedavi,
sirastyla EGFR ve HER2 asir1 eksprese eden malignitelerde 6nemli bir aktiviteye sahip
olsa da terapinin devaminda tedaviye yanit verenlerde terapdtik direng ve ilerleme en
nihayetinde gelismektedir. Elde edilen veriler HER3'U ve daha spesifik olarak
EGFR/HER3 ve HER2/HER3 heterodimerlerini bu direncin aracilar1 olarak gostermektedir

47



(66). Epidermal biyume faktoru reseptori ailesi ig¢indeki kapsamli g¢apraz konusma
HER3'Un hedeflenmesinin PI3K/Akt yolunun etkin bir sekilde inhibisyonu igin gerekli
olabilecegini ve HER3 hedefleme ajanlarinin diger reseptorleri hedef alan kombinasyon
terapileri icin oldukga uygun olabilecegini disiindiirmektedir. Bu nedenle HER3
hedefleyen mAb'larin birgogu 6rnegin trastuzumab, pertuzumab, setuksimab ve erlotinib
ile kombinasyon halinde klinik deneylerde halen degerlendirilmektedir (43). Monoklonal
antikorlar EGFR ailesi arasindaki heterodimerizasyonlar1 inhibe edici bir mekanizmaya
sahip olsa da trastuzumab HER2/HER3 heterodimerine kars1  etkisizdir,
trastuzumab/pertuzumab kombinasyonlarina direng gelismekte ve HERL igin pertuzumaba
muadil bir mAb bulunmazken anti-HER3 mAb’lar ise ticari olarak mevcut degildir. Bu
baglamda HER3 asagi yonli sinyal yolunun inhibe edilmesiyle HER3 heterodimerleri
araciligiyla gerceklesen sinyallemenin engellenmesi biiyiik 6nem arz etmektedir (67). Son
yillarda yapilan ¢aligsmalar, anti-HER3 mAb’larin kiigiik molekiil inhibitorlerine veya diger
EGFR ailesi Uyelerine yonelik monoklonal antikorlara direncli tiimérlere saldirmak igin
kombinasyon halinde kullanilabilecegi arglimanini desteklemektedir. Gelistirilmekte olan
anti-HER3 antikorlarinin sayist bu hedefin gectigimiz yillar iginde ulastigi onemi ve

bunlarm terapétik etkilerine iliskin yiiksek beklentiyi agik bir sekilde gostermektedir (68).

HER3’e kars1 gelistirilen monoklonal antikorlarin ¢ogu uygun toksisite profilleri gostermis
olsa da bu antikorlarin tek ajan olarak aktivitesi kisithidir. Klinik deneylerde bu antikorlarin
guvenlik profilleri kabul edilebilir bulunmus, tolere edilebilir olduklar1 gdsterilmis olsa da
klinik etkinlikleri beklentileri karsilamayarak hayal kirikligi yaratmistir. Klinik kullanim
icin Patritumab ve Seribantumab gibi HER3 antikorlarinin ise tek ajan olarak gelisimi

durdurulmustur.

HER3 monoklonal antikor tedavilerinin basarisiz olmasi yanlis antikor epitoplarmin
kullanimi, farmakokinetik problemler veya biyobelirte¢ eksikligi gibi 6nemli
parametrelerden kaynaklaniyor olabilir. Ayrica klinik olarak degerlendirilen anti-HER3
antikorlarinin ¢ogu ligand baglanmasini inhibe etmekte ve sadece norogulin kaynakli
timor blyimesini dnleyebilmektedir. Bundan dolay1 anti-HER3 monoklonal antikorlari
HER3'in liganddan bagimsiz bir sekilde aktive edildigi tiimorlere karsi etkisiz olabilir.
Bunlara ek olarak HER3'{ tek basina hedeflemek kanser hiicresi sinyalini tamamen inhibe

etmek icin yeterli olmayabilir. HER3 ve diger epidermal biytime faktori reseptorlerini
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hedefleyen veya hormonal terapi, kemoterapi, immdinoterapi ve radyoterapi ile

kombinasyon tedavisi de terapétik etkiyi artirabilir.

Kanser hastalarinin yasam kalitesi ve sag kalim siiresinin arttirilabilmesi igin mevcut anti-
HER3 monoklonal antikorlarmin olusturdugu klinik yanitlar ve diger EGFR aile tyeleri
hedefli tedavilerde HER3 kaynakli terapdtik direncin asilamamasi hususu da dikkate
alindiginda daha etkili anti-HER3 monoklonal antikorlarin gelistirilmesine ihtiyac

duyulmaktadir.

HER3 ekstraseliler alani, ligand baglanmasmin o6zgilliigiini belirleyen iki sistein
acisindan zengin bolge (II ve IV) ve iki yan bolge (I ve III) iceren dort alt alandan (I-1V)
olusmaktadir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda HER3 ekstraseliiler alanda epitop bolgesi
olarak I ve III arasma lokalize 1SU104, 1l ve Ill arasma lokalize KTN3379, ve Il ve IV
arasma lokalize Elgemtumab gibi anti-HER3 mAb’lar1 klinik olarak test edilmis ancak

istenen seviyedeki terap6tik etkinligi gosterememistir.

Bu tez calismasinda tam uzunluktaki HER3 hiicre disi alanma (I-11-111-IV) kars1
rekombinant protein iretilmistir. HER3 hiicre dis1 alanini tamamen kodlayan, 20-643
amino asit araligma karsilik gelen 1869 niikleotidlik klonlanan dizinin biitiinligi ve
klonlamanin dogrulugu DNA dizi analizi yontemiyle, enzim kesim reaksiyonlariyla ve T7
polimeraz zincir reaksiyonu ile kontrol edilmistir. Uretilen rekombinant protein bir sonraki
caligmada yeni ve 6zgin anti-HER3 monoklonal antikor gelistirilmesi i¢in antijen olarak

kullanilacaktir.
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6.2. SONUC

Bu tez ¢alismasinda 1869 niikleotid uzunlugundaki HER3 hiicre dis1 alan1 (ECD) pET-
30a(+) ifade plazmidine transforme edilerek Escherichia coli bakteri suglarmda klonlanmis

ve ifade edilmistir.

pET-30a(+) ¢oklu klonlama bdlgesinin 5'ucunda 6xHistaq kodlamaktadir. Boylece HER3-
ECD proteini 6xHis taq ile N-terminal flizyon proteini olarak saflastirilabilmektedir.
Escherichia coli'de 6xHis taq fuzyonlu rekombinant antijeni ifade edebilmek icin HER3-
ECD pET-30a(+) plazmitine klonlanmistir. Klonlama i¢in E.coli DH5a-TR1 bakteri susu

kullanilmastir.

Rekombinant 6xHistag-HER3ECD protein E. coli BL21(DE3)'de ifade edilmis ve IPTG
indiiksiyonunun ardindan 6xHis antikoruna kars1 immiinoblotlamada beklenen 77 kDa bant
gozlenmistir. Kicguk olgekli indiklemede gozlenen degradasyonun direkt olarak bakteri

kaltirindn jele yiiklenmesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir.

Rekombinant protein ifade ettirilmesi sonras1 6xHistag-HER3ECD proteininin ¢ozinurlik
testi yapilmustir. Coziiniirliik testi sonucunda ¢o6zinur fraksiyon, trede ¢oziinen fraksiyon
ve ¢Ozundr olmayan fraksiyon SDS-PAGE ile jelde aynstridmistir. 77 kDa
biiytikligtindeki HER3 ECD ¢6ziiniir fraksiyonda gézlenmistir.

Rekombinant HER3ECD’nin ¢6ziinebilir oldugunun goriilmesinin ardindan saflastirma
icin orta Olgekte iiretim gergeklestirilmistir. Rekombinant His-etiketli proteinlerin
saflastirmasi i¢cin Ni-NTA rezin ile lizozim ve proteaz inhibitorleri kullanilarak orta 6lgekli
saflastirma gerceklestirilmistir. Saflastirma sonrasi protein 6rnekleri SDS-PAGE ile jelde
yuriitiilmiis ve Once coomassie blue boyama ile c¢esitli fraksiyonlar analiz edilerek
HER3ECD saflastirildigi gozlenmistir. Ardindan elusyon 6rnekleri immunblotlama ile de
analiz edilmis ve beklenen 77 kDa olarak belirgin bant gdzlenmistir. Altta degrede
fragmentler gozlenmekle birlikte, protein indiilkleme ve saflastirma swrasinda
gerceklestirilecek pek ¢ok optimizasyon ile bu fragmentlerin olusmayacagina
inanilmaktadwr. Biiyiikk 0Olcekte saflastirma Oncesi optimize edilmesi gereken
parametrelerden baslicalar1 daha diisiik 1silarda indiiksiyon, daha az bakteri peleti ile

saflagtirma, farkli ekspresyon susu kullanimi ve IPTG konsantrasyonu optimizasyonu
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olarak sayilabilir. Bu optimizasyonlar1 takiben biiyiik 6l¢ekli indiikleme gerceklestirilmeli

ve mumkinse imminizasyon 6ncesi saflastirma yapilmalidir.
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EKLER

Ek 1: pET-

30a(+) Plazmid Haritasi

Xho l(158)

Not l(166)

Eag I?ss)
pET-30a(+) sequence landmarks Hind lli(173)
7 promoter 119435 ki
T7 transcription start 418 ECOR I(192)
His+Tag coding sequence  327-344 22{,“5‘ \;gg?,
SeTag coding sequence 249-293 E;: llg;:))
Multiple cloning sites Bpu1102 I(s0) Bgl 1241

(268)
(Neol- Xhol) 158-217 ORI ,\( Nzg Ve
Xba I(384)

His*Tag coding sequence  140-157

T7 terminator 26-72

lacl coding sequence 826-1905

pBR322 origin 3339

Kan coding sequence 4048-4860

f1 origin 4956-5411 PVU 1(4479)
Sqt I(4479)

The maps for pET-30b(+) and pET-30c(+) Sma I(4353)

are the same as pET-30a(+) (shown) with

the following exceptions: pET-30b(+) is a

5421bp plasmid; subtract 1bp from each site Nru I(#13¢)
beyond BamH I at 198. pET-30c(+) isa

5423bp plasmid; add 1bp to each site

beyond BamH I at 198.

PELSNa)

EC057 I(3s25)

AWN I(3693)

BSSS 1(3450) PShA 1(2021)

BspLU11 I3277) 7/
Sap I(3161)

pET

Bst1107 I(a048) PSp5 11(2283)
Tth111 I(3022)
T7 promoter primer #69348-3
tream primer #69214-3 7 vor - - e e
AGATCGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACT CACTATAGGGGAATTGTGAGC GGATAACAATTCCCC TCTAGAAAT AAT TTTGTT TAACTT TAAGAAGGAGA
Nde | HisTag STag NspV_ Bgln

TATACATATGCACCATCATCATCATCAT TCTTCTGGTCTGGTGCCACGCGGT TCTGGTATGAAAGAAACCGCTGCTGCTAAATTC GAACGC CAGCACATGGAC AGCCCAGATCTG
Hoim-m;msulsu-smsSerSevn|ywq'c_)mclyNexLyucluThrAluA|uA|uLyn?hac|uArgclnmsneLAmSwFrcA:pLeu
thrombin Eagl
Kpn | PET30a")  Neol  EcoRV BamM| EcoRl Sacl  _Sall Hindlll _ Noti_ Xhol His-Tag
GGTACCGACGACGACGACAAGGCCATGGCTGATATCGGAT CCGAAT TCGAGC TCCGTCGACAAGCTTGCGGCC GCACTC GAGCACCACCACCAC CACCAC TGAGATCCGGCT GCT AA
ciyrmu_;&mmuunuumupx 16G lySerG luPheG lul euArgArgG InA1cCysG lyArgThrArgA laProP roProProP rol euArgSerG I yCysEnd

enterokinase
PET-30b(+) GCGATATCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGC TTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA
Alal leSerAspProAsnSerSerSerValAsplysleuA loAloAlcleuG lul isHisHisH IsHisHISEnd
PET-30c(+) GGATATCTGTGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCT TGCGGCCOCACT CGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAA
GlyTyrleuTrp!leArgl leArgAlaProSerThrSerleuArgProHisSerSerTheThrTheThrThrThrGlul leAral eul ey
Bpu11021 7

CAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGEGGCC TCTAAACGGGTCTTGAGGGRTTTITTTG
WEminalovp’imelmﬁi!
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Mu I(1176)
Bcl I(1190)

BSIE li(1357)
Apa I(1387)

BssH Ii(1587)

Hpa I(1682)




Ek 2: HER3-ECD Nikleotid ve Amino Asit Dizileri

HER3 1869 b¢ Hiicre Dist Alan (Extracellular Domain):
TCCGAGGTGGGCAACTCTCAGGCAGTGTGTCCTGGGACTCTGAATGGCCTGAGTGTGACCGGCGATGCTGAGA

ACCAATACCAGACACTGTACAAGCTCTACGAGAGGTGTGAGGTGGTGATGGGGAACCTTGAGATTGTGCTCAC
GGGACACAATGCCGACCTCTCCTTCCTGCAGTGGATTCGAGAAGTGACAGGCTATGTCCTCGTGGCCATGAAT
GAATTCTCTACTCTACCATTGCCCAACCTCCGCGTGGTGCGAGGGACCCAGGTCTACGATGGGAAGTTTGCCA
TCTTCGTCATGTTGAACTATAACACCAACTCCAGCCACGCTCTGCGCCAGCTCCGCTTGACTCAGCTCACCGG
ATTCTGTCAGGGGGTGTTTATATTGAGAAGAACGATAAGCTTTGTCACATGGACACAATTGACTGGAGGGACA
TCGTGAGGGACCGAGATGCTGAGATAGTGGTGAAGGACAATGGCAGAAGCTGTCCCCCCTGTCATGAGGTTTG
CAAGGGGCGATGCTGGGGTCCTGGATCAGAAGACTGCCAGACATTGACCAAGACCATCTGTGCTCCTCAGTGT
AATGGTCACTGCTTTGGGCCCAACCCCAACCAGTGCTGCCATGATGAGTGTGCCGGGGGCTGCTCAGGCCCTC
AGGACACAGACTGCTTTGCCTGCCGGCACTTCAATGACAGTGGAGCCTGTGTACCTCGCTGTCCACAGCCTCT
TGTCTACAACAAGCTAACTTTCCAGCTGGAACCCAATCCCCACACCAAGTATCAGTATGGAGGAGTTTGTGTA
GCCAGCTGTCCCCATAACTTTGTGGTGGATCAAACATCCTGTGTCAGGGCCTGTCCTCCTGACAAGATGGAAG
TAGATAAAAATGGGCTCAAGATGTGTGAGCCTTGTGGGGGACTATGTCCCAAAGCCTGTGAGGGAACAGGCTC
TGGGAGCCGCTTCCAGACTGTGGACTCGAGCAACATTGATGGATTTGTGAACTGCACCAAGATCCTGGGCAAC
CTGGACTTTCTGATCACCGGCCTCAATGGAGACCCCTGGCACAAGATCCCTGCCCTGGACCCAGAGAAGCTCA
ATGTCTTCCGGACAGTACGGGAGATCACAGGTTACCTGAACATCCAGTCCTGGCCGCCCCACATGCACAACTT
CAGTGTTTTTTCCAATTTGACAACCATTGGAGGCAGAAGCCTCTACAACCGGGGCTTCTCATTGTTGATCATG
AAGAACTTGAATGTCACATCTCTGGGCTTCCGATCCCTGAAGGAAATTAGTGCTGGGCGTATCTATATAAGTG
CCAATAGGCAGCTCTGCTACCACCACTCTTTGAACTGGACCAAGGTGCTTCGGGGGCCTACGGAAGAGCGACT
AGACATCAAGCATAATCGGCCGCGCAGAGACTGCGTGGCAGAGGGCAAAGTGTGTGACCCACTGTGCTCCTCT
GGGGGATGCTGGGGCCCAGGCCCTGGTCAGTGCTTGTCCTGTCGAAATTATAGCCGAGGAGGTGTCTGTGTGA
CCCACTGCAACTTTCTGAATGGGGAGCCTCGAGAATTTGCCCATGAGGCCGAATGCTTCTCCTGCCACCCGGA
ATGCCAACCCATGGAGGGCACTGCCACATGCAATGGCTCGGGCTCTGATACTTGTGCTCAATGTGCCCATTTT
CGAGATGGGCCCCACTGTGTGAGCAGCTGCCCCCATGGAGTCCTAGGTGCCAAGGGCCCAATCTACAAGTACC
CAGATGTTCAGAATGAATGTCGGCCCTGCCATGAGAACTGCACCCAGGGGTGTAAAGGACCAGAGCTTCAAGA
CTGTTTAGGACAAACACTGGTGCTGATCGGCAAAACC

HER3 20-643 Amino Asitler:
SEVGNSQAVCPGTLNGLSVTGDAENQYOTLYKLYERCEVVMGNLETIVLTGHNADLSFLOWIREVTGYVLVAMN
EFSTLPLPNLRVVRGTQVYDGKFAIFVMLNYNTNSSHALRQLRLTQLTEILSGGVY IEKNDKLCHMDT IDWRD
IVRDRDAEIVVKDNGRSCPPCHEVCKGRCWGPGSEDCQTLTKTICAPQCNGHCFGPNPNQCCHDECAGGCSGP
ODTDCFACRHFNDSGACVPRCPQPLVYNKLTFQLEPNPHTKYQYGGVCVASCPHNEVVDOTSCVRACPPDKME
VDKNGLKMCEPCGGLCPKACEGTGSGSRFQTVDSSNIDGEFVNCTKILGNLDFLITGLNGDPWHKIPALDPEKL
NVFRTVREITGYLNIQSWPPHMHNFSVFSNLTTIGGRSLYNRGEFSLLIMKNLNVTSLGFRSLKEISAGRIYTIS
ANRQLCYHHSLNWTKVLRGPTEERLDIKHNRPRRDCVAEGKVCDPLCSSGGCWGPGPGQCLSCRNYSRGGVCV
THCNFLNGEPREFAHEAECFSCHPECQPMEGTATCNGSGSDTCAQCAHFRDGPHCVSSCPHGVLGAKGPIYKY
PDVONECRPCHENCTQGCKGPELODCLGOTLVLIGKT
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CLUSTAL W 2.8 multiple sequence alignment

3 T7F
HER3-ECD_Referans_pDizi

3 T7F
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3 T7F
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3 T7F
HER3-ECD_Referans_Dizi

TGTGGAACGGAACAATTCCCTCTAGAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGCACCAT

CTTCCGAGGTGGGCAACTCTCAGGCAGTGTGTCCTGGGACTCTGAATGGCCTGAGTGTGACCGGCGATGC
--TCCGAGGTGGGCAACTCTCAGGCAGTGTGTCCTGGGACTCTGAATGGCCTGAGTGTGACCGGCGATGC

TGAGAACCAATACCAGACACTGTACAAGCTCTACGAGAGGTGTGAGGTGGTGATGGGGAACCTTGAGATT
TGAGAACCAATACCAGACACTGTACAAGCTCTACGAGAGGTGTGAGGTGGTGATGGGGAACCTTGAGATT

GTGCTCACGGGACACAATGCCGACCTCTCCTTCCTGCAGTGGATTCGAGAAGTGACAGGCTATGTCCTCG
GTGCTCACGGGACACAATGCCGACCTCTCCTTCCTGCAGTGGATTCGAGAAGTGACAGGCTATGTCCTCG

TGGCCATGAATGAATTCTCTACTCTACCATTGCCCAACCTCCGCGTGGTGCGAGGGACCCAGGTCTACGA
TGGCCATGAATGAATTCTCTACTCTACCATTGCCCAACCTCCGCGTGGTGCGAGGGACCCAGGTCTACGA

TGGGAAGTTTGCCATCTTCGTCATGTTGAACTATAACACCAACTCCAGCCACGCTCTGCGCCAGCTCCGC
TGGGAAGTTTGCCATCTTCGTCATGTTGAACTATAACACCAACTCCAGCCACGCTCTGCGCCAGCTCCGC

TTGACTCAGCTCACCGAGATTCTGTCAGGGGGTGTTTATATTGAGAAGAACGATAAGCTTTGTCACATGG
TTGACTCAGCTCACCG-GATTCTGTCAGGGGGTGTTTATATTGAGAAGAACGATAAGCTTTGTCACATGG

ACACAATTGACTGGAGGGACATCGTGAGGGACCGAGATGCTGAGATAGTGGTGAAGGACAATGGCAGAAG
ACACAATTGACTGGAGGGACATCGTGAGGGACCGAGATGCTGAGATAGTGGTGAAGGACAATGGCAGAAG

CTGTCCCCCCTGTCATGAGGTTTGCAAGGGGCGATGCTGGGGTCCTGGATCAGAAGACTGCCAGACATTG
CTGTCCCCCCTGTCATGAGGTTTGCAAGGGGCGATGCTGGGGTCCTGGATCAGAAGACTGCCAGACATTG

ACCAAGACCATCTGTGCTCCTCAGTGTAATGGTCACTGCTTTGGGCCCAACCCCAACCAGTGCTGCCATG
ACCAAGACCATCTGTGCTCCTCAGTGTAATGGTCACTGCTTTGGGCCCAACCCCAACCAGTGCTGCCATG

ATCATTGTGCCGGGGGCTGCTCAGGCCCTCAGGACACAGACTGCTTTGCCTGCCGGCACTTCAATGACAT
ATGAGTGTGCCGGGGGCTGCTCAGGCCCTCAGGACACAGACTGCTTTGCCTGCCGGCACTTCAATGACAG

TGAAGCCTGTGTACCTCGCTGTCCACAGCCTCTTGTCTACAACAAGCTAACTTTCCA-CTGGAACCCAAT
TGGAGCCTGTGTACCTCGCTGTCCACAGCCTCTTGTCTACAACAAGCTAACTTTCCAGCTGGAACCCAAT

CGCCACACCAAGTATCATTATGGAGGAGTTTGGGTAACCCGCTGCCTCCATAACTTGTGGGTGAATCAA-
CCCCACACCAAGTATCAGTATGGAGGAGTTTGTGTAGCCAGCTGTCCCCATAACTTTGTGGTGGATCAAA

"""""""" EEREE RREEE

CATCC-GTGTCAGG-CCTGTCCTCCTGACATAATCGAATTAAATAAAAAGGGG - TCAAGAAGCGGGAGCC
CATCCTGTGTCAGGGCCTGTCCTCCTGACAAGATGGAAGTAGATAAAAATGGGCTCAAGATGTGTGAGCC

""""" R OREE RR EEEREEE EEF REEAXE B R KREEE
TTGTGGGGGACGATCTCACAACAC-TGTTAGC-AACGGGCACGTAGACCCCTTACCA- - -TGTGTGACGC
TTGTGGGGGACTATGTCCCAAAGCCTGTGAGGGAACAGGCTCTGGGAGCCGCTTCCAGACTGTGGACTCG

""" T L I T EREx

AGCGAGGTGGGGGAATTTGC - AACCGCACCAGAATC- TAGACA-CTTAAATTT---------—-------
AGCAACATTGATGGATTTGTGAACTGCACCAAGATCCTGGGCAACCTGGACTTTCTGATCACCGGCCTCA

EEE X X X X EEEEE  OREX OREEER Exx x x E¥ X X X %X

ATGGAGACCCCTGGCACAAGATCCCTGCCCTGGACCCAGAGAAGCTCAATGTCTTCCGGACAGTACGGGA
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Ek 3: T7F_HER3ECD_Koloni4 ile HER3-ECD Referans Dizisi BLAST Analizi
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LUSTAL W 2.2 multiple sequence alignment
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CGACGTAGCTCTTTCGGGCTTTGTTAGCAGCCGGATCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGTGCGGC

TGGTCCTTTACACCCCTGGGTGCAGTTCTCATGGCAGGGCCGACATTCATTCTGAACATCTGGGTACTTG
TGETCCTTTACACCCCTGGGTGCAGTTCTCATGGCAGGGCCGACATTCATTCTGAACATCTGGGTACTTG

TAGATTGGGCCCTTGGCACCTAGGACTCCATGGGGGCAGCTGCTCACACAGTGGGGCCCATCTCGAAAAT
TAGATTGGGCCCTTGGCACCTAGGACTCCATGGGGGCAGCTGCTCACACAGTGGGGCCCATCTCGAAAAT

GGGCACATTGAGCACAAGTATCAGAGCCCGAGCCATTGCAGGTGGCAGTGCCCTCCATGGGTTGGCATTC
GGGCACATTGAGCACAAGTATCAGAGCCCGAGCCATTGCATGTGGCAGTGCCCTCCATGGGTTGGCATTC

CGGGTGGCAGGAGAAGCATTCGGECCTCATGGGCAAATTCTCGAGGCTCCCCATTCAGAAAGTTGCAGTGG
CGGGTGGCAGGAGAAGCATTCGGCCTCATGGGCAAATTCTCGAGGCTCCCCATTCAGAAAGTTGCAGTGG

GTCACACAGACACCTCCTCGGCTATAATTTCGACAGGACAAGCACTGACCAGGGCCTGGGCCCCAGCATC
GTCACACAGACACCTCCTCGGCTATAATTTCGACAGGACAAGCACTGACCAGGGCCTGGGCCCCAGCATC

CCCCAGAGGAGCACAGTGGGTCACACACTTTGCCCTCTGCCACGCAGTCTCTGCGCGGCCGATTATGCTT
CCCCAGAGGAGCACAGTGGGTCACACACTTTGCCCTCTGCCACGCAGTCTCTGCGCGGCCGATTATGCTT

GATGTCTAGTCGCTCTTCCGTAGGCCCCCGAAGCACCTTGGTCCAGTTCAAAGAGTGGTGGTAGCAGAGC
GATGTCTAGTCGCTCTTCCGTAGGCCCCCGAAGCACCTTGGTCCAGTTCAAAGAGTGGTGGTAGCAGAGC

TGCCTATTGGCACTTATATAGATACGCCCAGCACTAATTTCCTTCAGGGATCGGAAGCCCAGAGATGTGA
TGCCTATTGGCACTTATATAGATACGCCCAGCACTAATTTCCT TCAGGGATCGGAAGCCCAGAGATGTGA

CATTCAAGTTCTTCATGATCAACAATGAGAAGCCCCGGTTGTAGAGGCTTCTGCCTCCAATGGTTGTCAA

ATTGGAAAAAACACTGAAGTTGTGCATGTGGGGCGGCCAGGACTGGATGTTCAGGTAACCTGTGATCTCC
ATTGGAAAAAACACTGAAGTTGTGCATGTGGGGCGGCCAGGACTGGATGTTCAGGTAACCTGTGATCTCC

CGTACTGTCCGGAAGACATTGAGCTTCTCTGGGTCCAGGGCAGGGATCTTGTGCCAGGGGTCTCCATTGA
CGTACTGTCCGGAAGACATTGAGCTTCTCTGGGTCCAGGGCAGGGATCTTGTGCCAGGGGTCTCCATTGA

GTCCACAGTCTGGAAGCGGCTCCCAGAGCCTGTTCCCTCACAGGCTTTGGAACATAGTCCCCCACAAGGC
GTCCACAGTCTGGAAGCGGCTCCCAGAGCCTGTTCCCTCACAGGCTTTGGGACATAGTCCCCCACAAGGC

TCAAACATCTTGAGCCCATTTTTATCTACTTCCATCTTGTCAGGAGGACAGGCCCTGACA-AGGA-GTTT
TCACACATCTTGAGCCCATTTTTATCTACTTCCATCTTGTCAGGAGGACAGGCCCTGACACAGGATGTTT

....................................................... -

GG-TTTCGGCGGGAAAGT -ACCTTGTTTTA-ACAAAAG-CCGTTGA-AACGAGGTA-ACAGGCTCCA-TG
GGGTTCCAGCTGGAAAGTTAGCTTGTTGTAGACAAGAGGCTGTGGACAGCGAGGTACACAGGCTCCACTG

ok RE R Rk Ek RRER KR KRR RE R RRRRERE RERREREREE

TCATTGAAGTGCCGGCAGGCAAAGCAGTCTGTGTCCTGAGGGCCTGAGCAGCCCCCGGCACACTCATCAT
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Ek 4: TTR_HER3ECD_Kaoloni4 ile HER3-ECD Reverse Complement Referans Dizisi
BLAST Analizi
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Ozet

HER3, Epidermal Biiyiime Faktéril Reseptér ailesinin dért iiyesinden bindir. HER1, HER2, HER3 ve
HER4' 1geren bu reseptir tirozin kinaz ailesi, birgok kanser tiirii 1¢in terapitik bir hedeftir. HER3 {in
meme, akeiger, kolon ve pankreas gibi gesitli insan kanserlerinde asin ifadesi metastatik potansiyelin
artisina ve tiimér gelisiminin desteklenmesine yol agarak tedavide basarisizhifn ana nedenini olusturur.
Son yillarda yapilan birgok ¢alisma HER3%iin dnemini gostermis ve HER3' hedef alan tedavilerin
gelistirilmesine yonelik ¢ok sayida preklimik ve klinik calismamn baslamasini saglamstir. Artan HER3
ifadesi, kanser tedavisi sirasinda anti-EGFR/HER1 ve anti-HER2 terapétiklerine karsi dirence neden
olur. Bu direncin iistesinden gelmek ve terapitik etkinligi artirmak igin HER3 sinyal yolag temel asaf
akis mediyatérlerinin etkili inhibisyonu gereklidir. Bu nedenle, daha fazla HER3 inhibitéril terapétik
ajan gelistirme ¢alismasina ihtiyag vardir. Bu reseptérlere baglanan monoklonal antikorlar gelistirilmis
olmasina ve bunlan gelistirmeye yonelik ¢alismalar halen devam etmesine ragmen, HER3'l hedef alan
bir monoklonal antikor heniiz onaylanmamstir. Anti-HER3 monoklonal antikor gelistirmeyi
hedefledifimizden, bu galismada ilk adim olarak rekombinant HER3 antijen olarak klonlannus ve ifade
edilmistir. HER3 hiicre dist alan, ligand baglanmasimin dzgiilliiiini belirleyen iki sistein agisindan
zengin bélge (1 ve IV) ve 1ki yan bélge (1 ve I1I) iceren dirt alt alandan (I-IV) olusur. Escherichia
coli'de 6xHis taq fiizyonlu rekombinant antijeni ifade edebilmek igin 1869 niikleotidlik vzunluktaki
HER3 hiicre disi alam pET-30a(+) plazmitine klonlanmugtir. Klonlama igin £.coli DH5a-TR1 bakten
susu kullamlmustir. Rekombinant 6xHistag-HER3ECD protein E. coli BL21(DE3)'de ifade edilmis ve
IPTG indiiksiyonunun ardindan 6xHis antikoruna karsi immiinoblotlamada beklenen 77 kDa bant
gizlenmistir. 6xHistag-HER3ECD proteininin ¢éziintirlilk ve ifade optimizasyon calismalan devam
ctmektedir.

Anahtar Kelimeler: insan epidermal biiyiime faktrii reseptiirii 3 (HER3), HER3-ECD, Antijen, pET-

30 ifade sistemi
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