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OZET

Amag: Tumor farklilasma faktorii (TFF) in vivo ve in vitro ortamlarda uygulandiginda,
meme kanseri tiimor hiicrelerini farklilastirarak invazif niteliklerinin kaybolmasina yol
acmaktadir. {1k defa Platica ve dig. (2004)’nin sican hipofiz bezinde TFF’nin kisa formu
olan TFF-P1 peptidini kullanarak yapmis olduklar1 bir ¢alisma ile boyle bir faktoriin varhigi
gosterilmistir. Arastirmacilar bu ¢alismada, TFF-P1’in kandaki yarilanma émriiniin oldukg¢a
diisiik oldugunu gozlemleyerek farelere giinde iki kez enjeksiyon yapmak zorunda
kalmislardir. Kandaki kisa yar1 6miiriinden 6tiirli TFF-P1’in terapotik amagli kullanilmasi
miimkiin olmamistir. Calismamizda Kisa yar1 6mriinden dolay1 kullanilamayan bu faktoriin,
renal atilima daha direngli ve daha iyi aktivite gosteren biitiinciil formdaki TFF proteinin
tiretilmesi amaglanmistir. Ayrica ¢alismamiz kapsaminda biitiinciil TFF proteinine IgG1-Fc
uzantist eklenerek hem kandaki yarilanma Oomrii daha uzun, hem de immiin sistemi
tetikleyebilir nitelikte bir terapétigin tretilmesi ve in vitro ortamda test edilmesi
gerceklestirilmistir.

Yontem: Yapilan calismalarda in silico tasarim, modelleme ve sonrasinda HEK293F
siispanse hiicre hatt1 kullanilarak biitiinciil TFF iiretimi gerceklestirilmistir. Uretim ve
saflastirma ¢alismalari sonrasinda elde edilen biitiinciil rekombinant TFF proteini’nin (rTFF)
dogrulanmasi amaci ile LC-MS/MS, SDS-PAGE ve western blotlama analizleri yapilmustir.
Hedeflenen sekilde tiretildigi kanitlanan protein, HeLa hiicre hatti, MCF-7 hiicre hatt1 ve bir
hastanin invazif meme tiimor dokusundan elde edilen primer hiicre hatt1 iizerinde hiicre
canlilig, proliferasyon ve dnemli timor markirlarina iligkin in vitro etkinlik testlerine tabi
tutulmustur.

Bulgular: Yapilan testler neticesinde, elde edilen rTFF’nin hedeflenen sekilde eksprese
edildigi, basta MCF-7 hiicre hatt1 olmak iizere yeni gelistirilen primer hiicre hatt1 iizerinde
yiiksek aktivite gosterdigi ve bu sekilde hiicrelerin farklilasarak malignant karakterden,
benign bir karaktere farklilagmalarinda basarili olundugu gosterilmistir.

Sonu¢: Calismamiz kapsaminda 6zgiin bir tasarim ile gelistirilen rTFF proteininin meme

tiimorii hiicreleri lizerinde terapétik etki gosterme potansiyeline sahip oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, Rekombinant timor farklilastirma faktori, MCF-7,

Primer kiiltiir, Tiimor farklilagsmasi



INGILIZCE OZET

Objective: Tumor differentiation factor (TDF) differentiates breast cancer cells in vivo and
in vitro, leading to loss of their invasive properties. Platica et al. (2004) showed the presence
of TDF in pituitary gland of rats. They used truncated form of TDF called TDF-P1 peptide
and performed subcutaneous injections to mice twice a day with high doses of the peptide.
Their need of performing such a high dose of injection came from the fact that the half-life
of the TDF-P1 is very short in circulation. However, this type of high dosage application has
no use in practical and cannot find a place in clinical therapies. Therefore, in this study, we
aimed to produce TDF protein in full-length and hoped to achieve higher activity and longer
half-life in circulation.

Method: In here, in silico design and modeling studies were performed and the Fc domain
of IgG1 was conjugated to the full-length recombinant TDF (rTDF) to increase its half-life
in circulation. The subsequent production was achieved in the HEK293F suspended cell line.
LC-MS/MS, SDS-PAGE and western blotting analyzes were performed to confirm the
production of rTDF. Several trials were performed to purify the recombinant protein in its
soluble form. The in vitro efficacy of the produced Fc-TDF fusion protein was monitored by
cell viability and proliferation assays using HeLa, MCF-7 and a primary breast-cancer cell
line.

Results: In overall, we have shown that the Fc-TDF was displayed higher in vitro tumor
suppressor activity on the primary breast cancer and the MCF-7 cell lines in comparison to
TDF-P1 peptide. When Fc-TDF was applied to cell cultures of the primary breast cancer and
the MCF-7 cell lines, the cells differentiated from a malignant to a more benign character.
Conclusions: The rTDF protein, which was developed with a unique design within the scope
of our study, has proven to have the potential to exert a therapeutic effect on breast tumor

cells in-vivo.

Keywords: Breast cancer, Recombinant tumor differentiation factor, MCF-7, Primary

culture, Tumor differentiation
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LC-MS/MS: Likit kromatografi kiitle spektroskopisi

NK: Dogal oldiiriicti

ORF: Ac¢ik okuma bolgesi

PBS: Fosfat ile tamponlanmis tuz ¢ozeltisi

PEI: Polietilenimin

PHH: Primer kiiltiir hiicre hatt1

PSM: Peptit spektrum eslesmesi

PTM’li: Post translasyonel modifikasyonlar1 olan

PTM’siz: Post translasyonel modifikasyonlari olmayan

rTFF: Rekombinant tiimor farklilasma faktorii

SDS-PAGE: SDS Poliakrilamit jel elektroforezi

SOB: Siiper optimal besi ortam1

TBS: Tamponlanmis tuz ¢ozeltisi

TBST: Tamponlanmis tuz ¢ozeltisi + Tween 20

TFF: Timor farklilasma faktorii

TFF-P1: Tiimor farklilagsma faktorii P1 proteini

TUBITAK: Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurulu
VPA: Valporaik asit

WST-1: 2-(4-lodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)- 5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium

Xii



CIZIMLER DIZIiNi

Cizim 1.1. Tiimor Farklilagsma Faktorii P1 Peptidinin Farklilastirma Etkisi 7
Cizim 1.2. TFF-P1 Peptit Sekansi 8
Cizim 1.3. TFF Proteinine Dair 3-Boyutlu Modelleme Sonuglari 9
Cizim 1.4. IgG'nin FcRn Araciligi ile Tekrar Dolagima Alinmasi 12
Cizim 1.5. Terapotik Proteinlerin Yari-Omiirlerinin Artirilmast Y ontemleri 14
Cizim 1.6. IgG-Fc Bolgesi 15
Cizim 1.7. CDC, ADCP ve ADCC Immiin Yanitlari 16
Cizim 1.8. Terapétik Proteinlerin HEK Hiicre Hatt1 Kullanilarak Uretimi 22
Cizim 3.1. IgG1-Fc Bolgesine Konjuge Haldeki rTFF Proteini’nin Gosterimi 28
Cizim 3.2. pFUSE-hlgG1-Fc2 Vektor Haritasi 29
Cizim 3.3. TFF Biitiinciil Gen Sekansi 30
Cizim 3.4. Sanal Klonlama islemi Sonras1 Vektor Haritas1 (A) ve Gene Dair ORF Bolgesi
(B) 31
Cizim 3.5. Elektroporasyon ile Transformasyon Sonras1 Ekim Yapilan Petriler 33
Cizim 3.6. Meme Tiimérii Eksplantindan Primer Hiicre Kiiltiirii Eldesi 37
Cizim 3.7. rTFF’nin Protein A Kolon Kromatografisi ile NGC Sistemi Kullanilarak
Saflastirilmasi 47
Cizim 3.8. Amikon Karigtirmal1 Hiicre Aparati 49
Cizim 3.9. rTFF’nin Ni-NTA Kolon Kromatografisi ile NGC Sistemi Kullanilarak
Saflastirilmasi 50
Cizim 3.10. Bradford Yontemi ile Elde Edilen Protein Standart Egrisi 52
Cizim 3.11. Thoma Sayim Lamu ile Hiicre Sayimi1 62
Cizim 4.1. rTFF ye Iliskin Normalize Edilmis B-faktor Grafigi 67
Cizim 4.2. Monomerik rTFF Modelleme Sonuglari 68
Cizim 4.3. Dimerik rTFF Modelleme Sonuglari 69
Cizim 4.4. Transformasyon Islemi Sonrasi Petrilerde Alinan Sonuglar 70
Cizim 4.5. Kiiltiir Ust Stvisinda rTFF Analizi 71
Cizim 4.6. Kiiltiir Ust Sivisinda Goriilen Agregatlar ve Neden Oldugu Tiirbit Yap1 72
Cizim 4.7. Eksprese Edilen rTFF Proteini ne Iliskin Teorik Hidropatisite Indeksi 74
Cizim 4.8. Tekrarli Yari-kesikli Kiiltiirden Toplanan Ust Siv1 ve Kiiltiire Geri Beslenecek
Pelletlerden Ornekler 75
Cizim 4.9. Ni-NTA Kolon Kromatografisi ile Saflastirma Sonucu Western Blotlama
Analizi 76
Cizim 4.10. Protein A Kolon Kromatografisi Sonuglari 77
Cizim 4.11. rTFF nin Ni-NTA Kolon Kromatografisi ile Saflastirilmasina iliskin
Kromatogram 78
Cizim 4.12. Ni-NTA Kolon Kromatografisi ile Saflastirma Sonucu SDS-PAGE Analizi 79
Cizim 4.13. Pozitif ve Negatif Ekspresyon Kiiltiirlerine Iliskin Venn Diagrami 81
Cizim 4.14. rTFF nin HeLa Hiicre Hatt1 Hiicreleri Uzerindeki Etkisi 82
Cizim 4.15. P1 Peptidi'nin MCF-7 Hiicre Canliligi1 Uzerine Etkisi 83
Cizim 4.16. rTFF'nin MCF-7 Hiicre Canlilig1 Uzerine Etkisi 84
Cizim 4.17. P1 Peptidi’nin MCF-7 Hiicre Proliferasyonu Uzerine Etkisi 85
Cizim 4.18. rTFF'nin MCF-7 Hiicre Proliferasyonu Uzerine Etkisi 86

Cizim 4.19. P1 Peptidi ve rTFF'nin MCF-7 Hiicrelerinin Proliferasyonu Uzerine Etkisi 87

Xiii


file:///C:/Users/mert.selimoglu/KOU%20Files/Tez%20(Enstitüye%20Teslim%20Edilen)/4_FcRn%20Eklemesi%20Sonrası/SMertSelimoğlu_Tez_rev.docx%23_Toc13045071
file:///C:/Users/mert.selimoglu/KOU%20Files/Tez%20(Enstitüye%20Teslim%20Edilen)/4_FcRn%20Eklemesi%20Sonrası/SMertSelimoğlu_Tez_rev.docx%23_Toc13045073
file:///C:/Users/mert.selimoglu/KOU%20Files/Tez%20(Enstitüye%20Teslim%20Edilen)/4_FcRn%20Eklemesi%20Sonrası/SMertSelimoğlu_Tez_rev.docx%23_Toc13045074
file:///C:/Users/mert.selimoglu/KOU%20Files/Tez%20(Enstitüye%20Teslim%20Edilen)/4_FcRn%20Eklemesi%20Sonrası/SMertSelimoğlu_Tez_rev.docx%23_Toc13045078
file:///C:/Users/mert.selimoglu/KOU%20Files/Tez%20(Enstitüye%20Teslim%20Edilen)/4_FcRn%20Eklemesi%20Sonrası/SMertSelimoğlu_Tez_rev.docx%23_Toc13045079
file:///C:/Users/mert.selimoglu/KOU%20Files/Tez%20(Enstitüye%20Teslim%20Edilen)/4_FcRn%20Eklemesi%20Sonrası/SMertSelimoğlu_Tez_rev.docx%23_Toc13045081
file:///C:/Users/mert.selimoglu/KOU%20Files/Tez%20(Enstitüye%20Teslim%20Edilen)/4_FcRn%20Eklemesi%20Sonrası/SMertSelimoğlu_Tez_rev.docx%23_Toc13045082
file:///C:/Users/mert.selimoglu/KOU%20Files/Tez%20(Enstitüye%20Teslim%20Edilen)/4_FcRn%20Eklemesi%20Sonrası/SMertSelimoğlu_Tez_rev.docx%23_Toc13045082
file:///C:/Users/mert.selimoglu/KOU%20Files/Tez%20(Enstitüye%20Teslim%20Edilen)/4_FcRn%20Eklemesi%20Sonrası/SMertSelimoğlu_Tez_rev.docx%23_Toc13045084
file:///C:/Users/mert.selimoglu/KOU%20Files/Tez%20(Enstitüye%20Teslim%20Edilen)/4_FcRn%20Eklemesi%20Sonrası/SMertSelimoğlu_Tez_rev.docx%23_Toc13045094
file:///C:/Users/mert.selimoglu/KOU%20Files/Tez%20(Enstitüye%20Teslim%20Edilen)/4_FcRn%20Eklemesi%20Sonrası/SMertSelimoğlu_Tez_rev.docx%23_Toc13045098
file:///C:/Users/mert.selimoglu/KOU%20Files/Tez%20(Enstitüye%20Teslim%20Edilen)/4_FcRn%20Eklemesi%20Sonrası/SMertSelimoğlu_Tez_rev.docx%23_Toc13045098
file:///C:/Users/mert.selimoglu/KOU%20Files/Tez%20(Enstitüye%20Teslim%20Edilen)/4_FcRn%20Eklemesi%20Sonrası/SMertSelimoğlu_Tez_rev.docx%23_Toc13045099
file:///C:/Users/mert.selimoglu/KOU%20Files/Tez%20(Enstitüye%20Teslim%20Edilen)/4_FcRn%20Eklemesi%20Sonrası/SMertSelimoğlu_Tez_rev.docx%23_Toc13045100
file:///C:/Users/mert.selimoglu/KOU%20Files/Tez%20(Enstitüye%20Teslim%20Edilen)/4_FcRn%20Eklemesi%20Sonrası/SMertSelimoğlu_Tez_rev.docx%23_Toc13045100
file:///C:/Users/mert.selimoglu/KOU%20Files/Tez%20(Enstitüye%20Teslim%20Edilen)/4_FcRn%20Eklemesi%20Sonrası/SMertSelimoğlu_Tez_rev.docx%23_Toc13045101
file:///C:/Users/mert.selimoglu/KOU%20Files/Tez%20(Enstitüye%20Teslim%20Edilen)/4_FcRn%20Eklemesi%20Sonrası/SMertSelimoğlu_Tez_rev.docx%23_Toc13045102

Cizim 4.20. rTFF’nin MCF-7 Hiicre Hatt1 Hiicrelerinin Farklilagmasina Olan Etkisi. 88
Cizim 4.21. rTFF'nin Primer Hiicre Hatt1 Proliferasyonu Uzerine Etkisi 89
Cizim 4.22. rTFF’nin Primer Kiiltiir Hiicre Hatt1 Hiicrelerinin Farklilasmasina Olan Etkisi
90
Cizim 4.23. rTFF ile Muamele Edilen MCF-7 ve Primer Hiicre Hatlarinin E-kaderin, [3-
aktin Diizeyleri ve E-kaderin/B-aktin Intensite Oranlar 91
Cizim 4.24. Neonatal Fc Reseptorii'ne Baglanma Testi Sonucu 93

Xiv


file:///C:/Users/mert.selimoglu/KOU%20Files/Tez%20(Enstitüye%20Teslim%20Edilen)/4_FcRn%20Eklemesi%20Sonrası/SMertSelimoğlu_Tez_rev.docx%23_Toc13045112
file:///C:/Users/mert.selimoglu/KOU%20Files/Tez%20(Enstitüye%20Teslim%20Edilen)/4_FcRn%20Eklemesi%20Sonrası/SMertSelimoğlu_Tez_rev.docx%23_Toc13045112

CIZELGELER DiZINi

Cizelge 1.1. insan ve Farede bulunan Fcy Reseptorleri 18
Cizelge 1.2. IgG1-Fc'nin Kullanimina Iliskin Klinikten Ornekler 19
Cizelge 1.3. Immiinoglobiilin Siniflar1 ve Ozellikleri 20
Cizelge 3.1. Goriintiilenmek Istenen Proteinin Biiyiikliigiine Gére Kullanilan Jel Yiizdeleri
54

Cizelge 3.2. %12’lik Ayirici Jel Soliisyonu ve %4 ’liik Istifleme Jel Soliisyonu Igerikleri 55

XV


file:///C:/Users/mert.selimoglu/KOU%20Files/Tez%20(Enstitüye%20Teslim%20Edilen)/4_FcRn%20Eklemesi%20Sonrası/SMertSelimoğlu_Tez_rev.docx%23_Toc13044937

1. GIRIS

Cagimizin 6nemli saglik sorunlarindan biri olan kanserin {lilkemizde ve diinyada goériilme
siklig1 giderek artmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gore; 5 yasindan sonra,
gelismis ve gelismekte olan iilkelerde ilk {i¢ 6liim nedeninden birisinin kanser oldugu, tim
oliimlerin %10’unun kanser nedeni ile meydana geldigi, diinyada her yil 6,4 milyon yeni
kanser vakasinin ortaya ¢iktigt ve 4,8 milyon kisinin kanser nedeni ile 6ldiigl
belirtilmektedir. Yillik kanser goriilme orant gelismis tilkelerde 260/100.000 iken
gelismekte olan tilkelerde 102/100.000’dir. Gelismekte olan iilkelerde de yasam siiresinin
uzamasi ile kanser sayisinda artiglarin beklendigi vurgulanmaktadir (Burgut 1994). Diinyada
baz1 sanayilesmis tilkelerdeki yillik kanser goriilme oraninin cinsiyete bagli olarak hizlar
incelendiginde: erkeklerdeki degerin 300-500/100.000, kadinlarda ise 200-250/100.000
dolaymda oldugu goriilmektedir (Costanza ve dig. 1990, Parlar ve dig. 2005).

1.1. Ulkemiz ve Diinya’da Meme Kanseri

Meme kanseri, Amerika’da kadinlar arasinda goriilen kansere bagli 6liimler arasinda ilk
stiray1 almaktadir, her y1l 180.000 kadina meme kanseri tanist konulmakta ve 46.000 kadin
meme kanserinden hayatin1 kaybetmektedir (Parlar ve dig. 2005). Meme kanserinden 6liim
orami verileri iilkelere gore degismektedir: Ingiltere, Danimarka, Hollanda ve Amerika’da
25-30/100.000, Japonya, Meksika ve Venezuella’da 25/100.000°dir (Saglik Bakanlig,
2000). Ulkemiz kadinlar1 arasinda da son yillarda meme kanseri goriilme oraninda artis
olmustur (Dogan 2000, Parlar ve dig. 2005). Ulkemizde kadinlarda goriilen kanserlerin
yaklasik %28’1 meme kanseri olarak bildirilmektedir ve bu oran ABD’de bildirilen oranla
benzerlik gostermektedir (Yigit 1998). ABD’de kadinlarin hayat1 boyunca meme kanserine
yakalanma riski %11 iken, meme kanserinden olim riski %3-4 olarak belirlenmistir
(Costanza ve dig. 1990, Parlar ve dig. 2005). Kadinlarda sik goriilen ve 6liim oran1 yiiksek
olan meme kanserinin, ¢ok ender olarak erkeklerde de goriilebilecegi bildirilmekteyse de,
erkekler arasindaki yayginligi %1°dir. Aradaki bu fark meme kanserini kadinlara 6zgii bir

hastalik olarak nitelendirilmesine neden olmaktadir (Parlar ve dig. 2005).



1.1.1. Meme Kanserinde Risk Faktorleri

Pek ¢ok kanserde oldugu gibi meme kanserinin etiyolojisini de tek bir etkene baglamak

miimkiin degildir. Ozellikle hastaligin gelisiminde etkili olan belirli risk faktorleri

tanimlanmistir (Parlar ve dig. 2005). Bu risk faktorleri soyle siralanabilir:

Kuskusuz en 6nemli faktor cinsiyettir. Erkeklerde, meme kanseri kadinlara gore 146 kat

daha az goriiliir ve goriilme orani %1°den azdir.

Hastaligin ortaya c¢ikisinda hasta yasinin 6nemli bir yeri vardir. Genellikle yasin

ilerlemesi ile birlikte meme kanseri goriilme sikliginda da bir artis izlenmektedir

(Bengisu 2000, Ozen 1994). Meme Kkanserlerinin %90-95’i 40 yasin iizerindeki

kadinlarda goriiliir (Unal 1997).

Bazi hormonlarin, 6zellikle dstrojenin meme kanseri iizerindeki etkisi ¢ok tartigiimugtir.

Bir¢cok calismada uzun siire oral kontraseptif kullananlarda meme kanserinin arttigi

bildirilmistir. 10 yildan fazla kullananlarda risk 4 kat daha fazladir. Menopoz sonrasi

10-20 y1l 6strojen tedavisi gorenlerde risk 1,5-2 kat artmaktadir (Parlar ve dig. 2005).

Meme kanserinde aile dykiisii de 6nemlidir. Meme kanserli kadinlarin birinci dereceden

kadin akrabalar1 (anne, kiz kardes, kiz ¢ocuk vb.) genel niifusa gére daha biiyiik risk

altindadir (Parlar ve dig. 2005).

Kalitsal vakalarin %25'ine kadar1 yiiksek oranda penetran olan BRCA1, BRCA2, PTEN,

TP53, CDHI1 ve STK11 genlerinin bir mutasyonundan kaynaklanmaktadir. Bu durum,

yasam boyu %80'e varan meme kanseri olma riskini dogurur. Vakalarin %2 -%3'"i ise

her biri riskteki iki kat artisla iligkili olan orta derecede penetran CHEK?2, BRIP1, ATM

ve PALB2 genlerinin mutasyonlarindan kaynaklanmaktadir (Shiovitz ve Korde 2015).

Annesinde menopoz Oncesi, ¢ift tarafli meme kanseri saptanan kadinlarda risk ¢ok

yiiksektir. Bu kadinlarda risk 9 kat daha fazladir ve ortalama %50’sinde kanser gelismesi

beklenir (Saglik Bakanligi 2000).

Dogurganlik Donemi ve Bagintilari:

a. Dogum sayist ve ilk dogum yas1 6nemli bir risk faktoriidiir. Hi¢ dogum yapmamis
kadinlar, cocuklu kadinlardan daha biiyiik risk altindadir. Dogum sayist arttikca,
hastalik riski azalir. Ancak ikinci dogum 25 yas altinda yapilmissa ek bir koruyucu
etki yapmaktadir. Ilk dogumunu 35 yas iizerinde yapan kadinlarda da risk
artmaktadir. Bu istatistiksel veriler kadinin yasaminda farkli zamanlardaki hormonal

ortam degisikliklerinin riski belirledigini diisiindiirmektedir (Parlar ve dig. 2005).



b. Bekar kadinlarda meme kanseri riski evli kadinlarin iki katidir. Bu kural 6zellikle
postmenopozal kadinlar i¢in gegerlidir. Premenopozal kadinlarda belirgin bir risk
farklilig1 olusmamaktadir.

c. Erken adet gorme ve menopozun gecikmesi, riskin artmasina neden olur. Menapozun
geciktigi her y1l igin risk %20 azalmaktayken, erken yasta menopoza girenlerde risk
1/4 oraninda artmaktadir. Bu etki hipofiz ve over fonksiyonlarinin uzun siire devam
etmesine baglanmaktadir. Yani etken, uzun siire Ostrojen hormonuna maruz
kalmaktir (Saglik Bakanligi 2000).

d. Otuzbes yasindan oOnce ooferecktomi (overlerin cerrahi yolla ¢ikartilmasi) olan
kadinlarda %75 daha az meme kanseri goriilmektedir. Bu etki de yine hipofiz ve over
fonksiyonlariin uzun siire devam etmesi ile agiklanabilir (Arsan 1999).

Meme kanseri tedavisi gormiis kadinlarda ikincil meme kanseri riski ilk kanser

tanisindan sonraki her yil i¢in %1 artmaktadir.

Fibrokistik hastalik tek basina bir risk faktorii olarak degerlendirilmemektedir. Eger

biyopsiyle hiperplazi, displazi gibi olusumlar gosterilirse risk 1,5-3,5 kat artmaktadir

(Saglik Bakanlig1 2000).

Yiiksek doz radyasyon her tiirlii kanser riskini arttirir. Ancak kontrollii radyografiler,

ornegin mammografi, kanser riski olusturmaz (Bengisu 2000).

Bircok iilkede meme kanseri sikliginin, insan bagsina tiiketilen yag, seker ve protein

miktarlarina uygunluk gosterdigi saptanmistir. Meme kanseri obez insanlarda normal

kilolu insanlardan daha fazla oranda goriilmektedir. Sisman kadinlar tarafindan iiretilen
asirt Ostrojenin, meme epitel hiicrelerinin gelisimini arttirdig1 6ne siiriilmektedir (Criss

ve Baysal 1999).

Son bulgular devamli alkol kullanimiyla meme kanseri riskinin artmasi arasinda bir iligki

oldugu yoniindedir (Wood ve Hortobagyi 1998, Bengisu 2000, Parlar ve dig. 2005).

1.1.2. Meme Kanserinin Belirtileri

Meme kanseri gibi memedeki degisiklikler ile seyreden diger meme hastaliklari da ¢ogu kez
hasta tarafindan fark edilebilir (Bengisu 2000).

a. Memede kitle: Memedeki tiim hastaliklarin ortak belirtisidir. Menapoz 6ncesi ve sonrasi

en sik karsilagilan fizik muayene bulgusudur. Kitlelerin %65°1 hasta tarafindan fark

edilir. Yapilan degisik calismalar elle hissedilebilen kitlelerin en alt sinirmnin 1 cm



oldugunu gostermektedir. Tiimdr, vakalarin %47-50’sinde {ist dis, %12- 15’inde iist ig,
%2-5 alt dis, %2-5 alt i¢ kadranda, %15-22’sinde de meme basi ve areolada yer alir
(Parlar ve dig. 2005).

. Memede agri: Meme kanserinde sik goriilen bir belirti degildir. Seyrek olarak timor
bolgesinde keskin, aralikli ve hasta tarafindan “bigak saplanir” diye tanimlanan bir
agridan soz edilir. Genellikle hastaligin ge¢ donemlerinde goriiliir (Parlar ve dig. 2005).

Meme basinda c¢ekilme: Tumor zamanla biiylimeye ve etrafindaki dokulara yayilmaya

basladiginda retraksiyon belirtileri goriiliir. Subareolar bolgedeki kanserlerde meme basi
iceri ¢ekilir (Akyolcu 1985, Arsan 1999).

. Meme basinda akinti: Kadinlarin %20’sinde meme ucundan akinti gelmesi durumu

yasanir. Genelde temiz siitlii, sarimtirak veya yesile kacan akintilar meme kanseri ile
iliskili degildir. Kanli veya sulu akintilar, genellikle tek tarafli veya tek meme dukt ile
sinirli ise anormal olarak kabul edilmekle birlikte anormal akintilarin %10 kadar
kanserdir.

Koltuk altinda kitle

Meme derisinde iilser, édem ve eritem: Inflamatuvar hastaliklarda ve kanserde (Paget

hastalig1) goriilebilir (Parlar ve dig. 2005). Tiimor hiicreleri Cooper ligamentlerindeki
lenf damarlarinda ilerleyerek, derinin yilizeysel lenf damarlarina ulasir. Bu damarlar
tikamalar1 sonucu lenf dolasimi bozularak deride 6dem meydana gelir, buna lenfodem
denir. Tiimdr hiicrelerinin daha sonra deriye dogru yayilmasiyla deride eritem ve sonra

da tilserler meydana gelir (Akyolcu 1985).

0. Meme derisinde kasinti

. Portakal kabugu gériiniimii (Peau d’orange): Biiyliyen kitle Cooper ligamentlerini
gererek deride portakal kabugu goriiniimiiniin ortaya ¢ikmasina neden olur. Bu durum
baz1 vakalarda acikca goriildiigii halde, bazi vakalarda tiimoriin bulundugu kisim
parmaklarla sikistirildigi zaman gecici olarak meydana gelir. Portakal kabugu gorii-
nlimii, vakalarin olduk¢a gecikmis olduguna isaret eder (Akyolcu 1985, Kogak 2000).

Metastazlarla ilgili belirtiler: Meme kanserlerinde metastaz, lenfatik yolla ve kan

yoluyla olur. Meme kanseri viicudun her yerine seyrek de olsa metastaz yapabilir.
Ornegin; dil, mandibula, parotis, maksilla, vajen, uterus, vulva gibi organlarda da
metastaz yaptigr gorilmistiir. Klinikte ilk metastaz belirtileri ise genellikle koltuk
altinda goriliir. Koltuk altinda lenf nodiilii bulunup bulunmamasi meme kanserinin

klinik evrelemesinde 6nem tasir (Akyolcu 1985, Parlar ve dig. 2005).



1.1.3. insanda Meme Kanseri Evreleri

Insanda meme kanseri genel olarak 5 evre olarak siniflandirilmaktadir (AJCC 2015). Bunlar:

Evre 0: Karsinom in situ olarak adlandirilir. Bu evre kendi igerisinde ikiye ayrilmaktadir.

Bunlar; Lobiiler karsinom in situ ve Duktal karsinom in situ seklindedir. Lobiiler karsinom

in situ (LCIS) lobiildeki anormal hiicrelere karsilik gelmektedir. Bu anormal hiicreler yiiksek

risk gostergesidir. Ote yandan Duktal karsinom in situ (DCIS) ise duktal kanaldaki kanser

oncesi durumdur. DCIS ayni zamanda intraductal karsinom olarak da adlandirilir. Anormal

hiicreler, kanalin digina ¢ikip etrafindaki meme dokusuna yayilmamaistir. Fakat bazen DCIS

tedavi edilmezse yayilabilen kansere doniisebilmektedir (AJCC 2015).

Evre 1: Yayilabilen meme kanserinin baslangi¢ sathasi olarak ifade edilmektedir. 1. Evre,

timoriin 2 cm'den daha genis olmadigi ve kanser hiicrelerinin memeden baska yere (lenf

bezlerine) yayilmadigi durumdur.

Evre 2: ki sekilde tanimlanmaktadir:

Evre 2A: Memede tiimor yoktur ancak koltuk altindaki lenf bezlerinde kanser vardir.

Ya da tiimor 2 cm veya daha kiigiiktiir ve koltuk altindaki lenf bezlerine yayilmistir.
Ancak tiimor 2 cm'den biiyiik 5 cm'den kiigiik ise koltuk alt1 lenf bezlerine yayilmamustir.
Evre 2B: Timdr 2 cm'den biiyiik, 5 cm'den kiigliktiir ve koltuk alt1 lenf bezlerine

yayilmistir veya 5 cm'den biiyiiktiir ancak koltuk alt1 lenf bezlerine yayilmamastir.

Evre 3: Ug sekilde tanimlanmaktadir:

Evre 3A: Bu tipte memede tiimdr yoktur. Ancak koltuk alt1 lenf bezlerinden birbirine
veya ¢evre dokulara yapisik kanser vardir; veya tiimdr 5 cm veya daha kiigiiktiir ve ¢cevre
dokulara veya birbirine yapigik koltuk alt1 lenf bezlerine yayilmistir; veya tiimor 5 cm'
den biiyiiktiir ve koltuk alt1 lenf bezlerine (birbirlerine veya ¢evre dokulara yapisik
olabilir) yayilmistir.

Evre 3B: Tiimor herhangi bir boyutta olabilir ve memeye komsu dokulara (deri veya
gogls duvari, kaburgalar veya gogiis duvarindaki kaslar) yayilmistir. Meme igerisindeki
lenf nodlarina veya koltuk altindaki lenf nodlarina yayilabilir.

Evre 3C: Kanser kopriiciik kemigi altindaki ve komsu boyun boyunca uzanan lenf
nodlarma yayilmistir ve koltuk altindaki ve meme icerisindeki lenf nodlarina ve memeye
komsu dokulara yayilabilir. Evre 3C de kendi icerisinde operabl (ameliyat edilebilir) ve
inoperabl (ameliyat edilemez) olmak {izere ikiye ayrilmaktadir:

o Operabl Evre 3C: Kolun altindaki lenf nodlarinda 10 veya daha fazla sayida lenf

nodunda tutulum vardir veya memedeki tiimdrle aym tarafli kopriiciik kemigi



altindaki lenf nodlar1 ve komsu boyun lenf nodlarinda yayilim vardir veya meme
icindeki lenf nodlar1 ve kolun altindaki lenf nodlarinda yayilim vardir.

o Inoperabl Evre 3C: Kanser kopriiciik kemigi iistiindeki lenf nodlarma yayilmistir
ve memedeki tiimorle ayni taraftaki komsu boyun bolgesindeki lenf nodlarinda
tutulum vardir.

Evre 4: Uzak metastatik kanserdir. Kanser uzak diger organlara sigramustir.

1.2. Primer Hiicre Kiiltiirii

Primer hiicre kiiltiirii, dokudan farkli metotlar kullanilarak dogrudan elde edilen hiicrelerin
biiyiitiilmesi ile olusturulan hiicre kiiltiirti sistemidir. Primer kiiltiir, doku veya organdan
biyopsi 6rneginin (1 cm?®) alinmas: ile baslar. Doku diizenindeki hiicreler, hiicreler aras1 ve
hiicre bazal zar1 veya hiicre matrisi baglantilarina sahiptir. Kiiltiirlenecek hiicrelerin
oncelikle bu baglantilardan kurtulmalar1 gerekir (tek hiicre siispansiyonu). Hiicrelerin
ayrilmasinda, tripsin veya kollajenaz gibi ¢esitli proteolitik enzimlerin kullanildig1 ve cerrahi
bicaklarla dokuyu bolme (dokunun kiyilmasi) gibi mekanik ayirma yontemlerinin
kullanildig1 enzimatik veya kimyasal muamele yontemleri mevcuttur. Bu sekilde elde edilen
hiicre siispansiyonlar1 seri diliisyon ve santrifiijleme islemleri ile saflagtirilir. Kiiltiir
kaplarina aktarilir. Hiicresel baglantilardan serbest birakilan bir¢cok hiicre kiiltiir kabina
yapisir. Yapismayan hiicreler ve artiklart hiicre ortamindan ¢ikarildiktan sonra primer kiiltiir
islemi tamamlanir. Bununla birlikte baslangigta primer kiiltiirlerde elde edilmek istenen
hiicreler disinda, 6zellikle fibroblastlarin ve farkli hiicre tiplerinin de kiiltiir kabina yapistig1
gozlenebilmektedir. Daha sonra pasajlama yoluyla elde edilen ikincil kiiltiirlerde, istenen
hiicre tipine 6zgii biiyiime faktorlerinin eklenmesi ile, belirli bir hiicre tipinin ¢ogalmasi ve
kiiltirde istenmeyen hiicrelerin baskilamasi saglanabilir (Ng ve Schantz 2010, Fauza ve Bani
2016).

Primer kiiltiirdeki hiicreler, normal dokularda temsil ettikleri hiicrelerin durumunun en yakin
formlar1 olmalart bakimindan oldukga 6nemlidir. Ancak, bazen bu durum dezavantajlari da
beraberinde getirebilir. Bunlardan en Onemlisi Kkiiltiire edilen bu hiicrelerin simirh
omiirleridir. Bu nedenle, bu hiicreler seri gegislerle ¢ogaltilmali ve saklanmalidir. Primer
kiiltirlerde karsilagilan bir diger 6nemli sorun da hiicreler in vivo kosullardan ¢ikarildiginda
ve kiiltiir ortamina aktarildiginda, yapisal ve fonksiyonel ozelliklerini kaybedebilecek
olmalaridir. Bu bakimdan, canlilarda doku diizeyinde tamamen farkli morfolojiye sahip
hiicreler, kiiltiir ortaminda benzer morfolojileri gosteremeyebilmektedir (Uysal ve dig.
2018).



1.3. Tiimoér Farklhilasma Faktorii (TFF)
1.3.1. TFF’nin Kesfi ve Molekiiler Ozellikleri

TFF’nin varligi ilk defa Platica ve dig. (2004)’nin yapmis olduklar1 ¢alisma ile ortaya
konmustur. S6z konusu ¢alismada, steroide duyarli ve steroide direngli ¢esitli prostat ve
meme kanseri hiicre hatlarinin yani sira, saglikli ve kanserli yapidaki farkli hiicre hatlarinin
hipofiz bezi ekstrakti ile birlikte kiiltivasyonu gerceklestirilmistir. Yapilan kiiltivasyonlar
neticesinde kullanilan meme ve prostat kanseri hiicrelerinin farklilasarak agregatlar ve
kiiremsi yapilar olusturduklar1 saptanmistir (Cizim 1.1a). Bu durumu yaratan nedenin
bulunmasina yonelik yapilan c¢aligmalarda, hipofiz bezi tarafindan salgilanan daha once
tespit edilmemis 108 aminoasitlik bir proteine ulasilmistir. Bu proteine, timor hiicreleri
tizerinde neden oldugu farklilagtirma etkisi nedeni ile “timor farklilastirma faktori” adi
verilmistir (Sokolowska ve dig. 2012).

Literatiirde TFF’ye iliskin yapilan az sayida calisma olmasina ragmen elde edilen veriler
TFF’nin hem prostat hem de meme kanseri hiicrelerinde tiimoriin ortadan kaldirilmas: adina
etkili olabilecegini gostermektedir (Platica ve dig. 2004, Roy ve dig. 2012, 2013a, 2013b,
Samakoglu ve dig. 2012, Sokolowska ve dig. 2012, 2013, Woods ve dig. 2014).
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Cizim 1.1. Timor Farklilagma Faktorii P1 Peptidinin Farklilagtirma Etkisi

a: TFF-P1 peptidinin in-vitro’da meme tiimorii {izerine etkinligi, b: TFF-P1 peptidinin in-
vivo’da prostat tiimorii lizerindeki etkinligi (Platica ve dig. 2004).

Platica ve dig. (2004)’nin yapmis olduklari ¢alisma kapsaminda hipofiz bezinden elde edilen
mRNA havuzu kullanilarak sentezlenen cDNA’lar ile bir cDNA Kkiitliphanesi



olusturulmustur. Elde edilen cDNA kiitliphanesindeki okuma ¢erceveleri bakteriofaj sistemi
kullanilarak E. coli’de sentezlenmistir. Yapilan taramalar sonucunda pozitif oldugu saptanan
fajlara sekanslama yapilmis ve daha dnceden tanimlanmamis bir ORF (open reading frame
- agik okuma bolgesi) varligi tespit edilmistir (Platica ve dig. 2005). Devam eden ¢alismalar
sonucunda s6z konusu ORF’den sentezlenen proteinin tiimor hiicrelerinde goézlenen
farklilagmaya neden olan faktdr oldugu goriilmiis ve bu proteine “Tiimdr Farklilastirma

Faktorii” ya da kisaca “TFF” adi1 verilmistir. TFF, segici olarak kanserli hiicrelerin kiimeler

olusturarak farklilasmasinm saglamaktadir. Hiicrelerin kotii huylu (malignant) ozelliklerini

kaybetmelerine ve iyi huylu bir yapiya (benign) doniismelerine neden olmaktadir (Cizim

1.1b) (Platica ve dig. 2004, Sokolowska ve dig. 2013). TFF proteininin terapotik etkiye
sebep olan aktif bolgesinin tespit edilebilmesi amaci ile biitiinciil protein zincirinden sec¢ilen
ardigik 20’ser aminoasitlik 4 adet polipeptit zinciri ayr1 ayr1 E. coli’de sentezlenmistir. Bu
sekilde elde edilen polipeptitler ile yapilan in vitro testlerde, s6z konusu terapétik etkiye
neden olan bdliimiin proteinin N-ucundan segilen 20 aminoasitlik polipeptit zincirine ait
oldugu saptanmistir (Platica ve dig. 2004). Saptanan 20 aminoasitlik bu kisima TFF-P1 adi

verilmistir (Cizim 1.2).

NH2 Ucu-RESQGTRVGQALSFLCKGTA-COOH Ucu

Cizim 1.2. TFF-P1 Peptit Sekans1

Literatiirde tiimor farklilagsma faktorii ile yapilan galismalara dair toplam 8 adet makale
vardir. Bu ¢alismalardan elde edilen molekiiler diizeydeki bilgiler gostermektedir ki E.
coli’de iretilen TFF’nin terapotik amaca uygun degildir. TFF’nin terapotik olarak

kullanilabilmesi i¢in biitiinciil formdaki TFF’ye ihtiya¢ vardir.

1.3.2. TFF’nin Etki Mekanizmasi

Konu ile ilgili yapilan 6nciil ve gilincel ¢alismalarda, TFF’nin hiicrelerin membranlarina
baglanmakta oldugu ve bu nedenle de etkisini potansiyel reseptorler {izerinden gosterdigi ve
bu reseptorlerin tanimlanmasi gerektigi vurgulanmistir (Sokolowska ve dig. 2012). Soz
konusu ylizey reseptoriiniin ii¢ farkli membran proteininin kombinasyonundan olusan bir tiir
multiprotein kompleksi oldugunu tahmin edilmektedir. Bu multiprotein kompleksinin

tanimlanmasi1 amaci ile affinite kolon kromatografisi ve in silico modelleme tekniklerinden
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faydalanilmistir, TFF-P1’in meme ve prostat tiimdrii hiicreleri ile inkiibe edilmesinden sonra
farklilagsan bu hiicre hatlarindan protein Oziitleri hazirlanmistir (Roy ve dig. 2013a).
Hazirlanan bu 6ziitler Anti-TFF-P1 antikoru igeren bir afinite kolonundan gecirilmis ve
kolonu baglayan proteinler kolondan indirildikten sonra kiitle spektroskopisi ile
tanimlamalar1 yapilmistir. Elde edilen sonuglara gore s6z konusu multiprotein kompleksinin
GRP78, HSP70 ve a, Makroglobiilin ve/veya Cripto proteinlerinin uygun sekilde bir araya
gelmesi ile olusabilecegi sonucuna varilmistir. Bu kapsamda yapilan in silico
modellemelerin de deneysel verileri destekler nitelikte oldugu ayrica goriilmektedir
(Sokolowska ve dig. 2012). Ayni grup tarafindan takip eden bir bagka ¢alismada s6z konusu
multiprotein kompleksinin GRP78 ve HSP70 proteinlerine ek olarak HSP90 proteinini de
icermekte oldugu ifade edilmektedir (Roy ve dig. 2013a). Olustugu hipotize edilen iiclii
kompleks ve ona baglanmis haldeki TFF-P1’in 3-boyutlu molekiiler yapisi, yine aym

calismada gergeklestirilen in silico modelleme ¢alismasi ile de gosterilmistir (Cizim 1.3).

Cizim 1.3. TFF Proteinine Dair 3-Boyutlu Modelleme Sonuglari

a: TFF proteinine ait sekonder yapilart gosteren model. b: TFF proteininin yiizey
hidrofobisitesine ait elektrostatik etkilesimlerin gosterildigi modeller (Roy ve dig. 2013b).

1.3.3. TFF’nin Rekombinant Olarak Uretimi

TFF-P1 ve TFF proteinlerinin E. coli 'de basaril bir sekilde {iretimine dair iki temel ¢alisma
vardir. Bu ¢aligmalar Platica ve dig. tarafindan 2004 yilinda ve Roy ve dig. tarafindan 2012
yilinda yapilmistir. Her iki ¢alismada da E. coli’de yapilan tiretim sonrasinda hem biitiin
olarak iiretilen TFF’nin, hem de TFF-P1’in ¢6ziinemeyen fazda kaldigi goriilmiistiir. Bu
nedenle ancak iire gibi kaotropik ajanlarin kullanimi ile denatiire halde saflastirilabildigi

gosterilmistir. Bu durumun temel nedeni: TFF’nin dogal formunun iiretim sirasinda yogun

9



bicimde post-translasyonel olarak degisime ugramasidir. Yapilan deneylerde TFF
tizerindeki post-translasyonel degisimlerin olduk¢a yogun oldugu ve E. coli’de iiretilen
biitiinciil formun dokudan izole edilen dogal formdan 33kD daha diisiik molekiil agirligina
sahip oldugu gosterilmistir (Sokolowska ve dig. 2012). Ancak goriilen post-translasyonel
degisimlerin karakteri hakkinda yapilmis detayli bir galisma heniiz yoktur. E. coli’de iiretilen
TFF ve TFF-P1 kullanilarak yapilan in vitro denemelerde, her iki formun da proteinin dogal
formuna kiyasla ¢ok daha diisiik aktivite gosterdigi gézlenmistir (Platica ve dig. 2004). Bu
durum, E. coli’de tiretilen formlarin kan dolasiminda kalis siirelerinin de diisiik olmasi ile
birlikte degerlendirildiginde, s6z konusu proteinin terapdtik amacgli kullanimi i¢in dogal
formda iiretilmesini gerekli hale getirmektedir.

Bu nedenle, ¢alismamiz kapsaminda TFF’nin dogal formuna en yakin olan formun elde
edebilmesi amaci ile insan embriyonik bobrek hiicre hattinda (HEK293F) rekombinant TFF
tiretimi yapilmistir. Bu hiicre hatti, ticari girketler tarafindan da iiretim amaci ile sik tercih
edilen hiicre hatlarindandir (Dumont ve dig. 2015). HEK293F hiicre hattinin stabil
transfeksiyona yatkin olmamasi nedeni ile TFF proteinini eksprese edebilmek igin bu hiicre

hattina gecici olarak transfeksiyon yapilmaistir.

1.4. Terapotik Proteinler

Proteinler hiicrede biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizlemekten hiicresel iskeleti
olusturmaya, reseptor ve tasiyici olarak gorev almaya kadar uzanan ¢esitli dinamik rollere
sahiptir. Gliniimiizde insan genomunda protein kodlayan 20.000-22.000 farkli gen oldugu
tahmin edilmektedir (Salzberg 2018). Genlerin alternatif birlesmeleri (splicing) ve
proteinlerin post-translasyonel modifikasyonuyla (6rnegin, fosforilasyon, asilasyon ve
glikozilasyon yoluyla) fonksiyonel olarak birbirinden farkli proteinlerin sayisinin ¢ok daha
yiiksek olmasi beklenmektedir. Hastalik mekanizmalari agisindan bakildiginda bu tahminler
modern tip igin biiyiik bir zorluk teskil etmektedir. Cilinkii hastalik durumu, proteinlerin
fonksiyonlarinda meydana gelebilecek bozukluklarin yaninda ekspresyonlarindaki artis ya
da azaliglardan da kaynaklanabilir. Bununla birlikte, terapétikler agisindan bakildiginda bu
tahminler, hastaligin hafifletilmesi i¢in protein terapdtiklerinin kullanilmasi agisindan biiytik
bir firsati temsil etmektedir (Leader ve dig. 2008). TFF’nin kesfi ve olasi terapotik

potansiyelinin test edilmesi de bu kapsamda ele alinmalidir.

TFF’ye dair bugiine kadar yapilan ¢alismalar incelendiginde s6z konusu proteinin terapotik

potansiyeli ve bu potansiyelini hangi mekanizma tizerinden gergeklestirdigi lizerinde
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durulmaktadir. Bu ¢aligmalar kapsaminda TFF’nin biitiinciil yapida kullanilmamasi, bunun
yerine TFF-P1 peptidinin kullanilmasi nedeni ile terapétik potansiyeli yalnizca kismen
goriilebilmistir. Yapilan in vivo denemelerde, TFF-P1 peptidi asilanan farelere giinde iki kez
enjeksiyon yapilmasi gerekmistir. Bu sekilde alinan sonuglara gore tiimor hacminin azaldigi
tespit edilmistir (Platica ve dig. 2004). Klinik denemelerin amaglandigi bir siiregte bu denli
stk dozlamanin teknik acidan uygulanilabilirligi miimkiin degildir. Bu nedenle, TFF’ nin
gozlenen terapotik potansiyelini daha da arttiracak sekilde uzun vadede klinik agidan

uygulanilabilir nitelikte bir protein tasarimina ihtiya¢ duyulmaktadir.

1.4.1. Protein Terapétiklerinin Yarilanma Omiirleri

Proteinlerin dolasimdan temizlenmesinde ¢esitli mekanizmalar mevcuttur. Ozetle bu
mekanizmalar: periferik kan yardimi ile proteoliz sonucu temizlenme, renal-hepatik
temizlenme ve reseptor yardimli endositoz ile temizlenme olarak sayilabilir (Tang ve dig.
2004). Kiiciik boyuta sahip, diisiik molekiiler kiitleye sahip molekiiller renal filtrasyon ve
parcalanma ile kandan hizla temizlenirler. Bu baglamda, s6z konusu kritik aralik 40-50 kDa
arasindadir. Renal temizlenmeden sorumlu olan temel yap1 glomeriiler filtrasyon bariyeridir.
Bu yap1 fenestre endotel, glomeriiler bazal zar ve podosit ayak siirecleri arasinda bulunan
yarik diyaframindan olugmaktadir. Glomeriiler endotel hiicreleri arasindaki fenestranin
molekiillerin serbest difiizyonuna olanak saglayabilecek kadar genis olmasina (50-100 nm)
karsin, yarik diyaframi esit biliylkliikte (siklikla ~4-5 nm c¢apinda ve en azi 8-10 nm
biiyiikliigiinde) delikler ile nihai makromolekiiler bariyeri teskil etmektedir. Bunun Gtesinde,
endotel hiicrelerin proteoglikanlart ve glomeriiler filtrasyon bariyeri anyonik bir bariyer
olusturmaktadir. Bu bariyer negatif yiiklii plazma makromolekiillerinin gecisini kismi olarak
siirlandirmaktadir. Sonug olarak, bir protein terapétigin biiytikligii (yani hidrodinamik
cap1), fizikokimyasal nitelikleri ile birlikte yarilanma 0mriiniin artirilmasi i¢in bir baglangi¢

noktasi teskil edebilmektedir.

Serumda albumin ve immiinoglobiilin G (IgG) gibi bazi1 plazma proteinleri 2-4 hafta gibi
siradist uzunlukta yarilanma dmiirlerine sahiptirler. Bu uzun yarilanma 6miirleri, s6z konusu
proteinleri diger plazma proteinlerinden agik bir bicimde ayirmaktadir. Bahsi gecen uzun
yarilanma Oomrii, neonatal Fc (FcRn, Brambell) reseptorii tarafindan geri ¢evrim yapilmasi
ile saglanmaktadir. Buna gore, albiimin ve IgG’ler erken endozomun asidik ortami igerisinde

makropinositoz ile pH’ya bagli mekanizma sonucunda endotel hiicreleri tarafindan igeri
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alinmaktadir. Baglanma, albiimin ve IgG’yi lizozomal kompartmandaki yikimdan uzak
tutmakta ve plazma membranina aktarilmalarini saglamaktadir. Buradan da nétr pH’daki
(pH= 7,4) kan plazmasi igerisine salinimlar1 yapilmaktadir (Cizim 1.4). Bu durum, IgG Fc
bolgesine veya alblimine flizyonu gerceklestirilen proteinlerin yarilanma Omiirlerinin

diizenlenebilmesini veya artirilabilmesini saglayabilmektedir (Kontermann 2009).

e% . ® of
z:ru7m4 Ly % ba{ g

Endotel hiicresi 3@ %& 3@

¢

ice Alim Notral pH'da tekrar
salinim

Endozom, pH: 6.0
IgG FcRn'ye baglanir

- I

Baglanmis IgG’nin tekrar

Baglanmayan . doéngtiye sokulmasi
proteinler
lizozomda Y leG
parcalanirlar Q) FcRn

@ Diger protein

Cizim 1.4. IgG'min FcRn Araciligi ile Tekrar Dolasima Alinmasi
Absolute antibody (2019)’den derlenmistir.

Ozet olarak, terapotik bir molekiiliin yarilanma dmriiniin artirilmasina yonelik ¢alismalar
kapsaminda siklikla ilk tercih edilen strateji, s6z konusu molekiiliin hidrodinamik hacminin
artirtlmasi, ikincil olarak ise FcRn yardimli dongii ile kanda kalis siiresinin uzatilmasi

seklinde olmaktadir.

Bu kapsamda, Platica ve dig. (2004)’nin yapmis olduklari caligmada hem in vitro, hem de in

vivo etkinligin test edilebilmesi amaci ile TFF-P1 peptidinden faydalanilmistir. Ancak, s6z
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konusu peptidin renal atilimi, yaklasik 2 kDa agirliginda olmasi nedeni ile oldukg¢a hizl
gerceklesmektedir. Bu nedenle, tiimor hacminin kiiglilmesi ile sonuglanan in Vvivo
caligmalarda SCID farelere yapilan enjeksiyonlarin giinde iki kez yapilmasi gerekmistir. Bu
nedenle, calismamizda TFF proteininin P1 peptidi yerine, biitiincil TFF proteininin
kullanimi hedeflenmistir. Bu yolla yalnizca renal temizlenmenin minimize edilmesi yoniinde
degil, ayn1 zamanda biitiinciil proteinin kullanimi nedeni ile P1 peptidine kiyasla daha fazla
tiimor farklilasma etkisinin elde edilecek olmasi amaglanmistir. Bu beklenti, s6z konusu
calismaya dair yapilan in vitro ¢alismalarda biitiinciil proteinin P1 peptidi ile kiyaslandiginda

cok daha etkin sonuglar verdigi yoniindeki ifadeye dayandirilmaktadir.

TFF proteininin terapotik amagl olarak kullanilabilmesi i¢in kanda kalis siiresinin
maksimize edilmesi zorunludur. Bu kapsamda, biitiinciil TFF proteininin kullanimui ile renal
temizlenmenin minimize edilmesi mimkiin olmus olsa dahi immiin sistemin kendi
dinamiklerinin de s6z konusu siirece dahil edilmesi, elde edilecek olan nihai etkiyi en {ist
seviyeye tasiyacaktir. Bu kapsamda, neonatal Fc reseptoriiniin de kullanilabilecegi sekilde
bir tasarim yapilarak proteinin kandaki dolasiminin en st seviyeye ¢ikartilabilmesi
hedeflenmistir. Bu amagla, yapilan tasarimda eksprese edilecek olan biitiinciil formdaki TFF
proteininin C-ucuna immiinoglobiilin G1-Fc bolgesi eklenmistir. Bu sayede elde edilen
molekiiliin toplam biiytikliigii yaklasik olarak biitiinciil bir antikorun biiyiikliigline yakin
(~150 kDa kadar) hale getirilmistir. Boylelikle renal temizlenmenin biyiik oOlgiide
azaltilmast saglanmistir. Ayni zamanda molekiiliin tasariminda bulunan Fc bolgesi
sayesinde FcRn reseptoriine baglanarak kandaki dolagiminin siiresinin biiyiik olciide

artirilabilmesi hedeflenmistir (Cizim 1.5).
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Cizim 1.5. Terapdtik Proteinlerin Yari-omiirlerinin Artirtlmasi Y dntemleri
Kontermann (2011)’dan uyarlanmistir.

1.4.2. Fiizyon Partneri Olarak 1gG1-Fc

Rekombinant proteinlerin kandaki dolasim siirelerinin arttirilmasi amaci ile IgG-Fc bolgesi
ile konjuge halde tiretimleri gergeklestirilebilmektedir (Kontermann 2011). Antikor Fc
bolgesi, sahip oldugu immiin yanit1 tetikleyici 6zelligi nedeni ile bagisiklik sistemi efektor
hiicrelerini birlestirerek veya tamamlayici kaskadr aktive ederek bagisiklik aracili hiicre

oliimiinii ortaya ¢ikarma potansiyeline sahiptir (Cizim 1.6).
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Fc Bolgesi
) FcyR baglanma= ADCC
—3» clqg baglanma = CDC

—3» FcRn baglanma = Yari-6mur

Cizim 1.6. 1gG-Fc Bolgesi
Invivogen (2019)’den derlenmistir.

Antikor Fc bolgesinin aktivasyonu ile bagisiklik-aracili hiicre oliimiinii gergeklestiren
sistemlerden biri kompleman sistemidir. Fc bolgesi ile gergeklesen yiiksek diizeydeki
etkilesimi patojenlerin ortadan kaldirilmasma yol agmaktadir. Serum ve hiicre yiizey
proteinlerinden olusan bu sistem, c1 proteininin, yiizey antijenlerine baglanmis iki veya daha
fazla Fc bolgesi ile etkilesimi yoluyla aktive edilebilmektedir (Nimmerjahn ve Ravetch
2008). Islem, clg'nin, antikorun Fc kismina baglanmasiyla baslatilir. Kompleman kaskadi
aktivasyonu, ozmotik sismeye ve hiicre yirtilmasina neden olur. Hedef hiicre zar1 boyunca
suyun ve iyonlarin serbest dolasimini saglayan birka¢ membran saldir1 kompleksinin
olugmasi ile sonuglanir. Bu da hiicrenin lizisine neden olur. Ancak kompleman diizenleyici
proteinlerin  membrandaki asir1 ekspresyonu nedeniyle CDC'ye (komplemana bagh
sitotoksisite) karsi direng gelisimi bazi tiimér tiplerinde belirgindir (Cizim 1.7) (Yan ve dig.
2008, Griggs ve Zinkewich-Peotti 2009).
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Cizim 1.7. CDC, ADCP ve ADCC Immiin Yanitlar
Almagro ve dig. (2018)’den derlenmistir.

Fc yapilari, makrofajlar gibi fagositik hiicrelere ait yiizey reseptorleri (FcyRlI) ile etkilesime
girebilir. Fc etkilesimini takip eden sinyal iletimi, antikora bagli hiicresel fagositoz (ADCP)
ad1 verilen bir islem yoluyla fagositozu ve antikorun bagli oldugu hiicrenin 6ldiiriilmesini
tesvik eder. Bunun yani sira hiicre yiizeylerinde bulunan Fc yapilar1 ayrica sitolitik
graniillerin serbest birakilmasini tetikleyen immiin efektor hiicrelerin (dogal 6ldiiriicti (NK)
hiicreler ve makrofajlarin) Fc reseptorleri (FCyRIII) ile etkilesime girebilir. Bu islem de
antikora-bagimli hiicresel sitotoksisite (ADCC) olarak adlandirilir (Cizim 1.7).

Antijen sunum kapasitesine sahip hiicrelerin ADCP'si de adaptif bagisiklik sistemini devreye
sokma potansiyeline sahiptir. Melanom hiicrelerindeki FcyRI1b ekspresyonunun ADCC'ye
kars1 duyarlilign azalttigt One siiriilmesine ragmen ADCC ve ADCP'ye karsi direng
mekanizmalarinin nasil gelistigi ile ilgili bilgiler sinirlidir (Cassard ve dig. 2008, Griggs ve
Zinkewich-Peotti 2009).

Insan Fcy reseptorleri, B hiicreleri, dendritik hiicreler, makrofajlar, mast hiicreleri, NK
hiicreleri ve noétrofiller gibi bircok immiin hiicre popiilasyonu tarafindan eksprese
edilmektedir (Desjarlais ve dig. 2007, Griggs ve Zinkewich-Peotti 2009). Cizelge 1.1'de
Ozetlendigi gibi aym1 zamanda Fc etki alanlartyla mesgul olduklarinda sinyal iletim

aktivitelerine gore gruplandirilabilirler. Aktivator Fc reseptorlerinin baglanmasi, ADCC ve
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fagositoz dahil olmak iizere hiicresel fonksiyonlarin aktivasyonuyla sonuglanan sitoplazmik
immiin reseptdr tirozin-tabanli aktivatér motif (ITAM) alaninin ve daha sonra sinyal iletim
kaskadinin fosforilasyonuyla sonuglanir. Buna karsilik, inhibitér reseptér FcyRIIb'nin
birlesmesi, sitoplazmik immiin reseptor tirozin-tabanli inhibitor motif (ITIM) alaninin
fosforilasyonuna ve efektor tepkisinin asagi regiilasyonuna neden olur. FcyRIIb'nin
fizyolojik rolleri gesitli ve karmagiktir. Immiin aktivasyonun negatif regiilatérii baglaminda,
B hiicresi aktivitesinin diizenlenmesinde, humoral tolerans1 modiile etmede ve plazma
hiicresi sagkalimini diizenlemede onemli bir rol oynar. Ozellikle antikor terapétikleri ile
ilgili oldugu icin, alicinin hem dogal hem de adaptif bagisiklik sistemlerini diizenlemedeki
Oonemini gostermek icin bir¢ok ¢alisma yapilmistir (Nimmerjahn ve Ravetch 2008, Griggs
ve Zinkewich-Peotti 2009). Antikorlar tarafindan immiin hiicre birlesmesinin sonucu,
aktiflestirici ve inhibitor Fc reseptorii baglanmasi dengesi tarafindan siki bir sekilde kontrol

edilmektedir.

Bireysel Fc reseptorlerinin IgG izotiplerine olan afinitelerinde, Fcy reseptorii ekspresyon
profiline bagl olarak énemli farkliliklar bulunmaktadir. 1gGl ve 1gG3, temel aktif insan
izotipleri olarak kabul edilir (Dijstelbloem ve dig. 2001, Nimmerjahn ve dig. 2005, Griggs
ve Zinkewich-Peotti 2009).
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Cizelge 1.1. Insan ve Farede bulunan Fcy Reseptorleri Griggs ve Zinkewich-Peotti (2009)’den derlenmistir.

Efektor-hiicre

Fonksiyonel ekspresyon profili®
Aktivator IgG icin Yapisal sinyalizasyon  Alelik miirin
Reseptér CD inhibitdr  Relatif Afinite bilesenleri Varyantlar analogu m® DC N B NK
insan
FeyRI CDé4 Aktivator YiiksekP ITAM (asosiye y-zinciri) FoRI ® @ 9
Fcy Rlla  CD32a  Aktivator Dusiik/Orta ITAM (integral) I131H FoRIV & @ k3
I3IR
Fcy Rllb CD32b  inhibitor Disiik/Orta [TIM (integral) 2321 FoyRIlb ® ® [ ®
232T
Fcy Rllc CD32c  Aktivator Disiik/Orta ITAM (integral) &) @ ]
Fcy Rllla CDléa  Aktivator Dislik/Orta ITAM (asosiye y-zinciri) 158V FoyRIN @ ® L
| 58F
Fcy Rl CDI6b  Aktivator Distlik/Orta Sinyalizasyon yapmayan NA I [
NA2
Fare
FeyRI Aktivator Yiksek ITAM (asosiye y-zinciri) 2] ®
FeyRIIb inhibitor Dusiik/Orta ITIM (integral) @ & [ ] &
FeyRIll Aktivator Diisiik/Orta ITAM (asosiye y-zinciri) @ ® @ ®
FeyRIV Aktivator Diisiik/Orta ITAM (asosiye y-zinciri) ® @ [ ]

DC= Dendritik hiicre; ITAM=immiin reseptor tirozin-tabanli aktivatér motif; ITIM= immiin reseptor tirozin-tabanli inhibitor motif; m¢=maktofaj;
N=nétrofil; B=B hiicresi; NK=dogal oldiiriicii hiicre.

a: Fc-reseptorii ekspresyonu degiskendir ve belirli hiicre popiilasyonlarinda modiile edilebilir. Ornegin: sitokin sinyalizasyonu ve aktivasyon
durumu ilepaylasilan verilerin Fc aracili immiin yanitlarda rol alan anahtar efektor hiicre popiilasyonlari {izerindeki ekspresyonu gostermesi
amaclanmustir.

b: Antijene baglanmadan bagimsiz sekilde insan ve miirin FcyRI’nin monomerik IgG’ye yiiksek afinitesi mevcuttur.
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Literatiirde protein terapdtiginin yarilanma dmriinii artirabilecek ¢esitli fiizyon partnerleri ve
uygulamalar mevcuttur (Cizim 1.5). Ancak ¢alismamiz kapsaminda albiimin basta olmak
tizere, farkli say1 ve cgesitteki fiizyon proteini ve flizyon partneri alternatifleri arasindan
literatiirdeki pek ¢ok ornekte de oldugu gibi 1gG1-Fc’nin se¢ilmesinin nedeni, bunun
TFF’nin meme tiimorii hiicrelerine segici olarak baglanabilmesidir (Cizelge 1.2). Bu
kapsamda literatiirde yapilan ¢alismalarda, TFF nin saglikli meme dokusu hiicreleri de dahil
olmak iizere meme tiimorii haricindeki hiicre tiplerine baglanmadigi ve yalnizca meme
tiimorii hiicrelerine secici olarak baglanabildigi ifade edilmektedir. Bunun yani sira, TFF nin
baglanmasindan sonra séz konusu timor hiicrelerinin farklilastiklar1 ve malignant bir

karakterden benign bir yapiya gectikleri ifade edilmektedir (Sokolowska 2012).

Cizelge 1.2. IgG1-Fc'nin Kullanimina iliskin Klinikten Ornekler
Czajkowsky ve dig. (2012)’den derlenmistir.

Ticari isim Ik FDA
(Jenerik Aciklama onayindaki Asama Firma
isim) endikasyon
Nulojix birlg:;ilr_i'la\r:ilslzisan Organ reddi FDA Onayli  Bristol-Meyers
(belatacept) lgG1-Fc (2011) Squibb
Eylea VI.EGF.R]'/V.E.GF.RZ Yasa baglh makular FDA Onayli Regeneron
(aflibercept) ile birlestirilmis dejenerasyon (2011) Pharmaceuticals
insan 1gG1-Fc
Arcalyst . II‘.'.lR .|Ie' ‘I‘<r|.y‘op|r|‘n 'Ie. FDA Onayl Regeneron
. birlestirilmis insan iligkili periyodik .
(rilonacept) (2008) Pharmaceuticals
IgG1-Fc sendromlar

Kronik immiin

Thrombopoietin- trombositopenik

NPlate baglama peptidi ile urura FDA Onayl Amaen/Pfizer
(romiplostim)  birlestirilmis insan purp (2008) g
hastalarinda
19G1-Fc .
Trombositopenya
Mutasyona
Orencia ugratilmis CTLA-4 : . FDA Onayli  Bristol-Meyers
(abatacept) ile birlestirilmis omatoid artrit (2005) Squib
insan IgG1-Fc
. LFA-3ile L
Amevive . . Psoriyasis ve FDA Onayl
(alefacept) blrlesltmlmls insan transplant reddi (2005) Astellas Pharma
gG1-Fc
TNFR ile
Enbrel birlestirilmis insan Romatoid artrit FDA Onayh Amgen/Pfizer
(etanercept) IgG1-Fc (1998)
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Bu noktada, tiimér dokusunun tamamen yok edilebilmesi amaci ile viicudun immiin
sisteminin de ayn1 zamanda tetiklenebilir olmasi olduk¢a 6nem arz etmektedir. Boylelikle,
ilk asamada tiimor dokusunun malignant bir fenotipten, benign bir fenotipe doniismesi
hedeflenmektedir. Ikinci asamada ise viicudun immiin sisteminin IgG1-Fc’yi tanimast,
molekiilin baglanmasindan sonra ise tiimér dokusunun immiin sistem tarafindan
temizlenmesinin saglanmasi i¢in immiin yanit gelisimi beklenmektedir. Bu iki hedefe ek
olarak ayni zamanda secilen Fc konjugati sayesinde s6z konusu molekiiliin kandaki kalis
siiresi de artirllmis olacaktir. Bu nedenle, calismamiz kapsaminda immiin yanitt en iyi
sekilde tetikleyebilen ve en uzun siire ile dolasimda kalabilen Fc tipi olan IgG1-Fc secilmistir
(Cizelge 1.3).

Cizelge 1.3. Immiinoglobiilin Smiflar1 ve Ozellikleri
Encyclopedia (2019)’dan derlenmistir.

Y % L ¥ ¥
i e[ | e |

- +

ADCP ++ + ++ + - + - -
ADCC ++ - ++ - = 2 5 =
Serum kons. 135 15 35 Eser mikt 0.05
(mg/ml)

el 23 5 6 3 2
(giin)

Salinan formu Monomer Pentamer Dimer - Monomer
Baglanma

bélgeleri 2 10 4 2 2
M.A. (Dalton) 150000 900000 385000 180000 200000
Plazmadaki % 75-85% 5-10% 10-15% 0.001% 0.001%
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1.5. Terapétik Proteinlerin Uretimi

Terapotik proteinlerin, 6zellikle de post-translasyonel modifikasyonlar igerenlerin, ticari
tiretimlerinde siklikla CHO (¢in hamster ovaryumu) ve HEK (insan embriyonik bobrek)
hiicre hatlar1 kullanilmaktadir. Bunlar arasindan, stabil transfeksiyon ile iiretimde
kullanilmak tizere CHO hiicre hatlar1 tercih edilir. Bu hiicre hattinin genomunda bulunan
Dehidrofolat Rediiktaz (DHFR) enzimine ait gen bolgeleri delesyona ugratilmistir. Bu
nedenle bunlar, ireyebilmeleri i¢in yasamsal 6neme sahip olan piirin ve pirimidinlerin
sentezini dogal yoldan gergeklestirememektedir. Dolayisi ile ihtiyag duyduklari piirin ve
pirimidin tiirevleri hipokzantin ve timidin olarak kiiltiir ortamina disaridan eklenmeli, ya da
DHFR enzimini sentezleyebilecegi bir gen transfeksiyon ile hiicreye aktarilmalidir. Bu
sekilde okzotrofik seleksiyon esasina dayali olarak segilimleri ve Kkiiltiirleri
gerceklestirilmektedir. Transfeksiyon islemi sonrasinda yapilan asamali diliisyon islemi ile
en iyi ekspresyonu yapan hiicre klonlarinin elde edilmesi amaglanmaktadir. Sonraki
basamakta ise secilen klonlarin kiiltiire edildikleri ortama Metotreksat ilave edilerek bir
yandan eksprese edilmek istenen genin genoma entegrasyonu tesvik edilirken ayni zamanda
entegrasyonu yapilan genin kopya sayisinin da arttirilmasina ¢alisilmaktadir. Bu kapsamda
kullanilan Metotreksat esasen DHFR enzimini inhibe etme 6zelliginde olup asamali olarak
artan konsantrasyonlarda kullanilmasi ile hiicreyi daha fazla DHFR enzimi iiretmeye
(boylelikle de hedef proteine ait genin daha fazla eksprese edilebilmesi igin kopya sayisinin
arttirllmasina) zorlamak amaci ile kullanilmaktadir. Bahsi gecen se¢ilim ve adaptasyon
basamaklarinda en iyi iiretimi gerceklestiren stabil hiicre klonu, ELISA (enzime bagh
immiinozorbant testi) ve western blotlama analizleri ile kiiltiiriin ekspresyon seviyelerinin
degerlendirilmesi yoluyla tespit edilmektedir. Sonug olarak, en iyi iiretimi yapan hiicre klonu

dondurularak saklanmaktadir.

CHO hiicre hatt ile stabil hiicre klonlarinin gelistirilmesi ve bu hiicre klonlarinin tiretimde
kullanilmasi, zaman, is giicii ve ona bagl yiiksek maliyet dezavantajlar1 getirmektedir.
Dahas1 CHO hiicre hatlar1 ile yapilan iiretimlerde elde edilen proteinlerin post-translasyonel
modifikasyonlar baglaminda insandaki post-translasyonel modifikasyonlar1 bire-bir
yansitamadigi bilinmektedir. Bu nedenle, CHO hiicre hatlarinin kullanimina alternatif olarak

HEK hiicre hatlarinin kullanim1 giderek artan siklikta 6ne ¢ikmaktadir.
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HEK hiicre hatt1 stabil transfeksiyona uygun olmadigindan dolayr bunlara gecici
transfeksiyon ile gen aktarimi yapilmaktadir. Bunun yan1 sira HEK hiicre hatlarimin plazmit
ile gen aktarimina oldukg¢a uygun oldugu ifade edilmektedir. Bu sekilde, birden fazla
plazmidin transfekte edilmesi ile birden fazla proteinin ayni kiiltiirde es zamanli olarak
sentezlenebilmesine olanak saglamaktadir. HEK hiicre hatlar1 igin gelistirilmis olan
serumsuz ve protein igermeyen besi ortamlarinin kullanimi sayesinde besi ortamina salinan
proteinler daha yiiksek saflikta elde edilebilmektedir. Bu da ekspresyon sonrasi ayirma-

saflagtirma iglemlerinin daha kolay hale gelmesini saglamaktadir.

HEK hiicre hattinda iiretim amaci ile yapilan transfeksiyonu takiben kiiltiire devam
edilmektedir. Bu kapsamda, herhangi bir se¢ilim islemine tabi tutulmadan transfekte olmus
hiicreler ve transfekte olmamis hiicreler birlikte kultiire edilmektedir. Kiiltiir siirecinin
sonunda besiyeri saflastirma islemine tabi tutularak tiretimi yapilan protein elde edilmektedir
(Thermoscientific 2019) (Cizim 1.8).

Transfeksiyon Ekspresyon Saflagtirma

Bog o | ﬁ:%% o

2 3 | " "

Cizim 1.8. Terapétik Proteinlerin HEK Hiicre Hatt1 Kullanilarak Uretimi

Thermoscientific (2019)’den derlenmistir.

Sahip oldugu biitin bu avantajlar degerlendirildiginde, disiik titrelerdeki {iretim
kapasitelerine ragmen HEK hiicre hatlarinin kullanimi biiylik avantajlar sunmaktadir. Bu
nedenle ¢alismamiz kapsaminda bu amagla gelistirilen HEK293F hiicre hattinin kullanimi

tercih edilmistir.
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2. AMAC

TFF proteininin meme ve prostat kanseri tiimorleri lizerindeki terapotik etkisi bu giine kadar
yapilan ¢alismalar ile kanitlanmistir. Bu kapsamda gergeklestirilen in vitro ¢alismalarda
siklikla E. coli’de iiretilen ve TFF proteininin ilk 20 aminoasitlik kismini igeren TFF-P1
proteininin kullanildigr goriillmektedir (Platica ve dig. 2004, Roy ve dig. 2012, Sokolowska
ve dig. 2012). Bunun disinda in vivo ortamda Platica ve dig. (2004) tarafindan yapilan
calisma kapsaminda da TFF-P1 proteini kullanilmis olup, tiimor hacminde kii¢iilmeye yol
acmas1 bakimindan olduk¢a olumlu sonuglarin alindigi rapor edilmistir. Ancak yapilan
caligmalarda sentezlenen TFF-P1 proteininin kandaki kisa yarilanma émriiniin, hem molekiil
agirliginin oldukea diisiik olusundan hem de post-translasyonel olarak degisime ugramamis

olmasindan kaynaklandig diisiiniilmektedir (Kontermann, 2011).

IgG antikoru, en uzun siire ile kan dolagiminda kalabilen antikor ¢esididir. Bunda, 1gG
antikoru Fc bolgesinin neonatal Fc reseptoriine baglanabilme 6zelliginin etkili oldugu ifade
edilmektedir (Selimoglu ve dig. 2016a). 1gG alt-tipleri arasinda yapilan degerlendirmeye
gore ise hem en uzun siire dolagimda kalabilen hem de immiin yaniti tetikleme potansiyeli
yeterli seviyede olan 1gG alt tipinin IgG1 oldugu belirtilmektedir (Vidarsson ve dig. 2014).
Bu nedenle, tedavi amaci ile kullanilan rekombinant proteinlerin hem kanda kalis siiresini
arttirabilmek hem de immiin yanit1 da tetikleyebilir nitelige sahip olmasini saglayabilmek
amaci ile IgG1-Fc bolgesine konjuge halde iiretimleri tercih edilmektedir (Kontermann

2011).

Bu tez ile TFF proteininin, klinik 6ncesi (preklinik) denemelerde kullanimini miimkiin
kilabilecek sekilde molekiiler biyoloji teknikleri ve proteomiks yontemleri kullanilarak
uretilmesi planlanmistir. Bu yolla {iretilen rekombinant TFF proteininin dogal formda
olmasi, uzun siire kan dolasiminda kalabilmesi ve immiin yanit1 tetikler nitelikte olmasi
hedeflenmistir. Proje kapsaminda yapilan iiretimin basarili sekilde sonuglanmasi ile
proteinin in vitro ortamdaki terapotik etkinliginin in vivo denemeler oncesinde test edilmis

olmasi, ¢aligsma ile ulagilmasi planlanmis nihai amaglardandir.

Literatiirde TFF-P1 kullanim1 ile meme ve prostat kanserine yonelik yapilan ¢alismalar
sonucunda 6nemli bir terapotik etki goriilmistiir. Bu terapotik etkinin artirilabilmesi amaci
ile proteinin biitiinciil formu olan TFF formu, insan hiicre hattinda tiretilmistir. Boylelikle
diisiik doz ve siklikta enjeksiyon ile ¢ok daha yiiksek bir terapotik etkinlige sahip olacak

bicimde gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu amagla:
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1)

2)

3)

Literatiirde siklikla tercih edilen formu olan TFF-P1’in aksine, proteinin biitlinciil formu
olan TFF’nin HEK hiicreleri kullanilarak tamami ile dogal formda iiretilmesi
planlanmistir. Boylelikle proteinin tamamu ile insandaki post-translasyonel degisimler
kullanilarak tiretilip hem kanda erkenden pargalanmasinin oniine gegilebilmesi, hem de
TFF-P1’e nazaran daha biiyiik olan yapist nedeni ile hizli sekilde renal filtrasyona
ugramasinin engellenebilmesi amaglanmaistir.

TFF’nin dogal formda iiretilmesinin yan1 sira C-ucuna IgG1-Fc bolgesinin de eklenmesi
ile yukarida bahsi gecen kanda kalig siiresinin ¢ok daha uzun siire artirilmasi
hedeflenmistir. Boylelikle ¢alismanin gergeklestirilmesi sonrasinda yapilacak in vivo
etkinlik testleri sirasinda, Platica ve dig. (2004)’nin uyguladiklarindan daha disiik
miktarda ve siklikta yapilacak olan enjeksiyonlar ile yeterli diizeyde terapétik etkinin
elde edilebilmesi amag¢lanmistir.

Calisma kapsaminda rekombinant proteine yapilan IgGl-Fc eklentisi ile TFF’ye,
TFF’nin terapdtik etkisini ¢ok daha fazla artirmasi beklenen yeni bir 6zellik daha
kazandirilmasi planlanmistir. Buna gore, bu calismanin Oniinii agacagi in Vivo
calismalarda tiimorlii meme dokularina baglanan rekombinant TFF nin sahip oldugu Fc
bolgesi ile ayn1 zamanda immiin sistemi uyarmasi da amag¢lanmigtir. Bunun sonucu
olarak TFF ile farklilastirilan ve daha benign bir karaktere kavusturulan dokularin Fc

bolgesi sayesinde immiin sistem tarafindan da temizlenmesi beklenmektedir.

Ozetle, calismamiz ile meme kanseri iizerinde tedavi edici etkisi oldugu diisiiniilen bir

terapotik ajanin gelistirilmesi amacglanmistir. Bu kapsamda asagida siralanan kazanimlarin

elde edilmesi hedeflenmistir:

Ulkemizde yerli imkanlar kullanilarak bir terapotik ajanin gelistirilecek olmasi ulusal bir
yenilik teskil edebilir.
Ozgiin bir biyoterapétigin gelistirilecek olmasi uluslararasi alanda da bir yenilik

kazandirabilir.

Calismamuz ile elde edilen ve etkinligi kanitlanan biyoterap&tigin bir yandan hedefe yonelik

sekilde meme tiimorlerine baglanip tedavi edici etki gosterirken, diger yandan antikora-bagl

immiin yanit1 tetikleyebilir nitelikte olmasi amaglanmistir. Bu yonii ile hem 6nemli bir

kanser tipinin farklilagmasina neden olarak terapotik etki saglarken, hem de immiin sistemi

tetikleyip farklilastirmis oldugu kanserli dokunun immiin sistem tarafindan temizlenmesini

de saglayabilecek nitelikte bir terapotigin gelistirilmesi hedeflenmistir. Boylelikle
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gelistirilen rekombinant proteinin, bu hastaliga karsi etkili olmas1 ve gii¢lii bir terapdtik
potansiyele sahip olmasi beklenmektedir. Bu yonii ile de elde edilen proteinin uluslararasi

alanda bir yenilik arz etmesi beklenmektedir.

Calisma kapsaminda uluslararasi ticari liretimlerde sikca tercih edilen HEK293F hiicre hatt
ve bunun i¢in uygun goriilen tiretim hatti gelistirme tekniklerinin kullanilmasit 6nem arz
etmektedir. Dolayisiyla basta grubumuz ve ftniversitemiz biinyesinde olmak {izere,
iilkemizde rekombinant protein ve monoklonal antikorlarin iiretimine dair teknik bilgi
birikiminin olusturulmasi ve gelistirilmesine Onciiliik etmesi beklenmektedir. Bu acgidan
degerlendirildiginde, s6z konusu projenin biyoterapotik gelistirilmesi ve iiretilmesi

noktasinda iilkemiz ila¢ sanayiSine 6nemli bir katki sunmas1 hedeflenmistir.

Calismamiz kapsaminda gelistirilen proteinin, uluslararast biyoteknolojik ilag pazari
cesitliligine zenginlik katacak olmasinin yani sira, proje siiresince elde edilecek olan
verilerin akademik diizeyde uluslararasi literatiire Onemli katkilar sunmasi da

amagclanmaktadir.
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3.  YONTEM

TFF (tiimor farklilagma faktorii) proteininin yapisi ve formuna iligkin literatiirde mevcut olan
veriler temel olarak Platica ve dig. (2004)’nin yapmis olduklari ¢alismaya dayanmaktadir.
Platica ve dig. (2004)’nin TFF’nin terapétik etkisinin arastirilmasi tizerine in vivo ve in
vitro’da yapmis olduklar1 ¢alismalarda, proteinin ilk 20 aminoasitlik kisminin E. coli’de
sentezlenmis halini (TFF-P1) kullanmislardir. Ancak yapilan in vitro ¢aligmalar, TFF-P1
proteininin biitiinciil proteini igerdigi bilinen ekstrakt ile kiyaslandiginda ¢ok daha diisiik
aktivite gosterdigine isaret etmektedir (Platica ve dig. 2004). Yine in vivo ¢alismalar
sirasinda verilen protein dozunun yiiksek olusu ve giinde iki doz uygulanma gereksinimi
mevcut proteinin aktivitesinin yani sira, muhtemelen aglikolize ve diisik molekiil
agirhiginda olusu nedeni ile kandaki yarilanma Omriiniin de yetersiz oldugunu
gostermektedir. Bu nedenle, proteinin biitiinciil yapidaki dogal formunun HEK (insan
embriyonik bobrek) hiicre hattinda rekombinant teknikler ile iiretimi gergeklestirilmistir.
Bunun yani sira, hem TFF proteininin yarilanma 0mriinii daha da arttirabilmek, hem de
farklilasmasina yol agacagi kanserli dokuya kars1 ayn1 zamanda antikora bagli immiin yanit1
da indiikleyebilmesini saglayabilmek i¢in IgG1-Fc bolgesi ile konjuge halde dretimi
yapilmistir. Uretilen proteine, Protein A kolon kromatografisi ve Ni-NTA kolon
kromatografisi metotlar1 uygulanarak proteinin salinmig oldugu besi ortamindan
saflastirilmast gerceklestirilmistir. Meme kanseri tanis1 koyulan hastadan alinan tiimorlii
dokuya primer hiicre kiiltiirii yapilarak gelistirilen hiicre hatti {izerinde s6z konusu proteinin
cesitli doz ve araliklar ile uygulamasi yapilmistir. Primer hiicre kiiltiirti, hastadan alinan
timor dokusunun in vitro ortamda kiiltiiriiniin yapilmasi ile gelistirilmistir. Bu hiicre hatti
ile birlikte MCF-7 meme kanseri hiicre hatlarina yapilan protein muamelesini takiben negatif
kontrollerle beraber hiicre canlilig: testleri uygulanmistir. Boylelikle farkli meme kanseri
hiicre hatlarinda sebep olunacak terapétik etkilerin ve potansiyelin ¢ok daha net bir bigimde

ortaya konmasi saglanmistir.

3.1. Rekombinant TFF Proteini’nin ve Ilgili Gen’in Tasarim

3.1.1. Eksprese Edilecek Proteinin In silico Modellemesi
Sentezlenmesi planlanan biitiinciil TFF proteinine dair I-TASSER bilgisayar programi
kullanilarak yapilan ¢esitli modellemeler literatiirde mevcuttur (Roy ve dig. 2013). Biitiinciil

proteinin yapisina dair s6z konusu modellerin mevcut olmasina karsin ¢alismamiz
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kapsaminda yapilan protein kendine has 6zellikler tasimaktadir. Bu yeni tasarimdan 6tiiri,
ekspresyon sonrasinda istenmeyen bir 3-boyutlu yapi ile karsilagilmasi ihtimali s6z
konusudur. Bu nedenle gen tasarimi 6ncesinde, elde edilmesi beklenen proteinin 3-boyutlu
katlanma olasiliklar1 I-TASSER (Zhang 2008, Roy ve dig. 2010, Yang ve dig. 2015) in silico
modelleme uygulamasi kullanilarak ortaya konulmustur. Bunun yani sira, normaldeki
dimerik yapisindan Otiirii yeni tasarimda yer alacak olan Fc bolgesinin olusmast beklenen
bir dimerizasyonu ne kadar saglikli gergeklestirdiginin goriintiilenebilmesi amaci ile COTH
(Mukherjee ve Zhang 2011) in silico modelleme uygulamasindan faydalanilmistir. Bu
kapsamda biitiinciil TFF proteinine ait aminoasit dizisi ve pFUSE-hlgG1-Fc2 (Invivogen,
ABD) vektoriinden elde edilen IgG1-Fc’ye ait aminoasit dizisi sisteme birlikte girilmistir.

Bu amagla kullanilan biitiinciil amino asit dizisi asagidaki sekildedir:

“MRESQGTRVGQALSFLCKGTAVQDTHTHTHTHTHTHTHTNTIQTQNMKHFLYGPFQ
SLKFTPYFWHHHICPMIILINAMMLIQLLLEGPDHQYSLECCIFLTFRQVWQRSDKTHT
CPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQ
PREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK”

Her iki modelleme uygulamasindan alinan sonuglar arasindan en yiiksek giivenilirlige sahip

model esas alinarak bir sonraki basamak olan gen tasarimina gegilmesi karart alinmstir.

3.1.2. Eksprese Edilecek Olan Genin Tasarimi

I-TASSER ve COTH uygulamalari kullanilarak yapilan modelleme sonucunda elde edilmesi
planlanan protein sekansina ayni sekilde sadik kalinmasina karar verilerek, ekspresyonu
yapilacak olan genin tasarimina gegilmistir. Bu kapsamda biitiinciil TFF ile konjuge halde
IgG1-Fc tretiminin Cizim 3.1°de belirtildigi sekilde ekspresyonunun yapilabilmesi igin
TFF’ye iligkin protein zincirini kodlayan gene ait optimum genin tasarimi yapilmistir. S6z
konusu proteine ait biitiinciil protein zinciri:
“MRESQGTRVGQALSFLCKGTAVQDTHTHTHTHTHTHTHTNTIQTQNMKHFLY GP
FQSLKFTPYFWHHHICPMIILINAMMLIQLLLEGPDHQYSLECCIFLTFRQVWQ”
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olarak bilinmektedir. Tasarlanan fiizyon proteini HEK293F (Freestyle-insan embriyonik
bobrek hiicre hatti) hiicrelerinde sentezlenecektir. Bu nedenle, insan kodon profiline en
uygun sekilde proteini sentezleyebilecek nitelikteki genin tasarlanmasina ¢alisilmistir. Bu
islem i¢in Geneious (Eurofins Genomics, Almanya) yazilim programindan faydalanilmistir.
Yapilan tasarim islemi sirasinda Selimoglu ve dig. (2016b)’de belirtilen hususlara ek olarak

asagidakilere 6zen gosterilmistir:

1. Genin transkripsiyonu sonrasinda stabil sekonder veya tersiyer m-RNA yapilarini

olusturmamasina bilgisayar programi algoritmasi tarafindan dikkat edilmektedir.

TFF

\Q lgG1 Fc Bolgesi
X/

Cizim 3.1. 19G1-Fc Bolgesine Konjuge Haldeki rTFF Proteini’nin Gosterimi

2. Elde edilecek olan gen bolgesi, agik okuma bdlgesinin (open reading frame - ORF)
icerisinde kalan bdlgede, interlokin-2 salimim sinyali peptidi ile IgG1-Fc sekanslari
arasinda konumlandirilmistir (Cizim 3.2). Dolayzsi ile bu sekanslara dair kodon profilleri
degistirilmemistir. Bu nedenle, gene dair tasarimin bu sekanslar dikkate alinarak
optimum dagilim ile anti-kodon kullanimi1 gergeklesecek sekilde 6zenle yapilmasi
gerekmistir. Bu kapsamda yazilimi gelistiren firma ile yapilan yazigmalarda tasarimda
sabit tutulmasi gereken bolgelere dair sekanslar da iletilmis ve kodon dagiliminin buna
gore optimum sekilde yapilmasi istenmistir. Sonug olarak klonlamasi yapilacak olan

TFF’ye dair tasarim, biitiinciil transkript hedefi dikkate alinarak yapilmistir.
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Sefl (11)
NotI (4031) o (242)
(246)

Ncol (640)
Belll (648)

spHI (745)

BspLUILI (3281)
Pacl (3275)
Sdal 13268|§
Psd (3268) higGl Fe
pFUSE-hIgG1-Fe2

CMV enh (4194 bp) (1056) |

Xmnl (1257)

Nhel (1340)

Psd (2483)
Asel (2461)

Smal (2275)

Cizim 3.2. pFUSE-hIgG1-Fc2 Vektor Haritasi

Yapilan sentez islemi ile elde edilecek olan rTFF proteini N-ucu iizerinden aktivite

gosteren bir proteindir. Bu nedenle, gen ekspresyonu sonrasi elde edilen proteinin

Ozellikle N-ucunda fazladan aminoasit bulunmamasi son derece onem tasimaktadir.

Ancak mevcut vektorde belirtilen ¢oklu klonlama bdlgesinin en dis iki ucunda EcoRV

ve Bglll restriksiyon kesim bdlgesi bulunmaktadir. EcoRV kullanilarak yapilacak bir

klonlama islemi ile fazladan 3 aminoasidin N-ucuna eklenmesi ile sonuglanir. Bu

nedenle N-ucundan yapilacak olan kesim igin vektdor omurgasindan EcoRI ile kesim

yapilmasi, bununla birlikte gen sekansina fazladan 1 adet niikleotid eklenmesine karar

verilmistir (Cizim 3.3). Bu kapsamda, Vector NTI (Invitrogen, ABD) yazilim

programindan faydalanilmistir.
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¥4 rTDF Whole Seq.

# [_] General Description EcoRI(2)
1] Standard Fields
g Comments
1] Annotations
1) Feature Map

i (] Restriction/Methylation Map TFF Biitiinciil Sekansi

337bp

Bglll (333)

EcoRl
Met Arg Glu Ser GIn Gly Thr Arg Yal Gly Gin Ala Leu Ser Phe Leu Cys Lys Gly Thr Ala Val Gin Asp Thr His Thr His Thr His Thr
GAATT! TG AGGGAGICTC ARGGCACTAG AGTGGGACAR GCACTICTCCT TTCIGIGCAR AGGGACTGCT GITCAGGACA CACATACCCA CACACACARCG
CTTARGETAC TCCCICAGAG TTCCGTGATC TCACCCTGTIT CGTGAGAGGA ARGACACGIT TCCCTGACGA CAAGTCCIGT GIGTATGGGT GIGIGIGIGC

His Thr His Thr His Thr His Thr Asn Thr lle Gln Thr Gln Asn Met Lys His Phe Leu Ty Gly Pro Phe GIn Ser Leu Lys Phe Thr Pro Ty Phe Trp

CATACACACR CTCRCACGCR TACCAACACC ATACAGACCC AGARCATGAR GCACTTCCTIG TATGGCCCAT TTCAGAGCCT GAAGTTCACA CCCTACTICT
GTATGTGIGT GAGTGTGCGT ATGGITGIGG TATGICTGGG TCTTGTACTT CGTGAAGGAC ATACCGGGTA ARGTCTCGGA CTTCRAGTGT GGGATGAAGR

Trp His His His lle Cys Pro Met lle lle Leu lle Asn  Ala Met Met Leu lle Gin Leuw Leu Leu Glu Gly Pro Asp His Gin Ty Ser Leu Glu Cys Cys

GGCATCACCA CATTTGICCG ATGATCATCC TGATCAATGC CATGATGCTG ATTCAGCTCT TGCTTGAAGG TCCTGATCAT CAGTACTCAC TTGAGIGTIG
CCGTAGTGGT GTARACAGGC TACTAGTAGG ACTAGTTACG GTACTACGAC TAAGTCGAGA ACGARACTTCC AGGACTAGTA GTICATGAGTG AACTCACAAC

301

Baqll

AR
+2 Cys lle Phe Leu Thr Phe Arg Gin Val Tip Gln  Arg Ser

CATTTTCCTG ACCTTTCGGC AAGTCTGGCA GAGAT!
GTARMRGGAC TGGABAGCCG TTCAGACCGT CTCTAG

Cizim 3.3. TFF Biitiinciil Gen Sekansi

Cizim 3.2°de belirtilen EcoRI ve Bglll restriksiyon bdlgeleri arasina klonlama

yapilmistir. Bu nedenle, tasarimi yapilan genin s6z konusu sekanslari igerisinde

barmmdirmamasina dikkat edilmis ve bilgisayar programi bu sekilde yonlendirilmistir.

Nihai gen sekansinin belirlenmesinin ardindan, Vector NTI (Invitrogen, ABD) Yazilim

Programi kullanilarak “sanal klonlama” yapilmistir. Bu sayede tasarlanan gen ve gen

tirtiniiniin istendigi sekilde eksprese edilebilir oldugundan emin olunmustur (Cizim 3.4).
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hEF1-HTLV

Ori

EcoRI (627)

BgllI (958)

pFUSE-hIgG1-Fc2
4503 bp

cmv

hlgG1 Fe

hFerL
intron
EM2KC

intron SV40 pAn A
Zeo RGlo pAn

+3 Met Tyr  Arg Met GIn Leu Leu Ser Cys lle-

501 TCTGTITCTGC GCCGTTACAG ATCCRAGCTG TGACCGGCGC CTACCTGAGA TCACCGGCGA AGGAGGGCCA CCATGTACAG GATGCARACTC CTGICTTGCA
AGACRAGACG CGGCAATGTIC TAGGTTCGAC ACTGGCCGCG GATGGACTCT AGTGGCCGCT TCCTCCCGGT GGTACATGIC CTACGTTGAG GACAGARCGT
EcoRl

SRR
+3  clle Ala Leu Ser Leu Ala Leu Val Thr Asn Ser Met Arg Glu Ser Gin Gly Thr Arg Val Gly Gin Ala Leu Ser Phe Leu Cys Lys Gly Thr Ala Val Gin

AMAAGGGA CTGCTGTTCA

€01 G. CTCAA G CTCCTTIC
G CT GACGACAAGT

GAGGAAAG

+3 GInAsp Thr His Thr His Thr His Thr His  Thr His Thr His Asn Met Lys His Phe Leu Tyr Gly Pro Phe Gin
701

+3 Thr Pro Tyr Phe Trp His lle  Asn Ala Met Met Leu lle Gin Leu Leu Leu Glu Gly Pro Asp
801 2 2z 2 CTGATC AAT

ACTA GTAGGACTAG TTA

AAAARRANAANAS
43 AspHis Gin Ty Ser Leu Glu Cys Cys lle Phe Lew Thr Phe Arg Gin Val Tip Gln Arg Ser Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro  Ala Pro Glu

+3 Glu Leu Leu Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle  Ser Arg Thr Pro Glu Val

43 Ser His G Asp Pro Glu VYal Lys Phe Asn Tip Ty ¥al Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Gl Glu Gin Ty Asn Ser Thr Tyr

+3 Gin Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Wal Ser Asn Lys

1201 . 2 AAGGAGTACA AGTGCAA
TCATGT T

43 Ser Lys Ala Lys Gly Gin Pro Arg Glu Pro Gin Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gin  Val

1301
GGGACGGGGG TAGGC(

+3 Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Yal Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro  Val Leu Asp Ser

1401

‘SerAsp Gly Ser Phe Phe Leu Ty Ser Lys Leu Thr WYal Asp Lys Ser Arg Trip Gin Gin Gly Asn Yal Phe Ser Cys Ser

+3 HisAsn His Ty Thr Gin Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

YWV VITGAGTGC TAGCTGGCCA GACATGATARZ GATACATTGA TGAGTTIGGA CRAZ
Y SInCTCACG ATCGACCGGT CTGTACTATT CTATGTAACT ACTCARACCT GTITI

Cizim 3.4. Sanal Klonlama Islemi Sonras1 Vektér Haritas: (A) ve Gene Dair ORF Bolgesi

(B)

1601 CAACCACTAC ACG CCICTCCCT GICTC
GITGGTGATG TGCGTICTTICT CGGAGAGGGA

CAGAG!
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Sentezlenecek olan genin vektor iizerinde ilgili boliime hatasiz bi¢imde klonlanabilir oldugu,
klonlama sonrasinda ORF’nin hatasiz sekilde okunabildigi ve istenilen proteine
dontstiiriilebildiginin belirlenmesinin ardindan genin siparisi ve vektore klonlanmasi igin

Eurofins Genomics (Almanya) firmasina siparis verilmistir.

Tasarimi yapilan gen, pFUSE-hlgG1-Fc2 vektoriine klonlanmasi yaptirilmis sekilde
Eurofins firmasindan tedarik edilmistir. Bu kapsamda firma tarafindan liyofilize edilmis
sekilde 4,2 pg plazmid gonderilmistir. Firma tarafindan gonderilen rTDF-pFUSE
plasmidinin endojensiz (endojen-free) olarak amplifiye edilmemis olmasi ve uzun siireli
kullanim i¢in yeterli olmayan miktarda gonderilmis olmasi nedeniyle, s6z konusu plazmit
Escherichia coli DH10B hiicrelerinde amplifiye edilmis ve endojensiz sekilde ekstraksiyonu

ve saflastirilmasi yapilmistir.

3.2. Plazmidin Amplifikasyonu ve Saflastirilmasi

Yapilan ¢alismalarda, plazmidi tasiyan E. coli hiicrelerinin segilmesi amaci ile 25 pg/ml
konsantrasyona sahip diisik tuz konsantrasyonunda LB (Luria Bertani - Lennox
formiilasyonu) agar plaklar1 dokiilmiis ve kullanilmistir. Zeosin antibiyotiginin yiliksek tuz
konsantrasyonlarinda etkisini yitirmesi nedeni ile ¢calisma sirasinda kullanilan kati ve sivi

biitiin E. coli besi ortamlar1 bu husus gozetilerek hazirlanmistir.

3.2.1. E. coli Hiicrelerinin Elektroporasyon ile Transformasyonu

Firmadan liyofilize halde tedarik edilen 4,2 pg plazmid, 42 ul steril-ultra saf su igerisinde

¢oziilerek 100 ng/ul konsantrasyonunda plazmit-su soliisyonu hazirlanmistir. Bu soliisyon

icerisinden 1 pl ve 2,5 pl (100 ng ve 250 ng) alinarak elektroporasyon ile aktarimi

denenmistir. Bu kapsamda, agagidaki yontem takip edilmistir:

1. 50 ul’lik %20 gliserol igeren kompetan E. coli hiicre stogu ile homojenize edilen plazmit
soliisyonuna Elektroporator cihazinda (Eppendorf, Almanya) 1750 volt akim uygulandi.

2. Aktarim yapilan kompetan hiicreler iizerine 500 pl kadar SOB (super optimal broth)
eklendikten sonra 37 °C’de calkalamali etiivde 30 dk. (yaklasik 1 yarilanma zamani)
stiresince inkiibasyona alindu.

3. Paralel sekilde, negatif kontrol olarak kullanilacak olan plazmit eklenmeyen hiicrelere
de ayni sekilde elektroporasyon islemi uygulandi ve 30 dakika siire ile inkiibasyona

alindi.
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4. Elde edilen transforme hiicrelerin se¢imlerinin yapilabilmesi i¢in zeosin’li LB Agar

ortamlaria Cizim 3.5’te agiklandig1 sekilde yayma ekimleri gerceklestirildi.

Plazmit

Plazmit Aktarimm
Aktarilmis Yapilma
E.coli I;‘ colimls

alikor Alikotu

Zeosinsiz
LB Agar

Zeosinli
LB Agar

Zeosinsiz
LB Agar

Zeosinli
LB Agar

Cizim 3.5. Elektroporasyon ile Transformasyon Sonras1 Ekim Yapilan Petriler

3.2.2. Hiicrelerin Cogaltimi ve Plazmidin Saflastirilmasi

Zeosin antibiyotigine kars1 direng gosterebilen suslarin segilimi sonrasinda, agar besi
ortaminda lireme gosteren kolonilerden morfolojik olarak ortalama biiytikliige sahip bir
tanesi, 37 °C’deki calkalamali 2x200 ml’lik sivi Zeosin’li LB besi ortaminda 2x2 L’lik
dalgakiranli erlenler kullanilarak gece boyu iiremeye birakilmistir. Ertesi giin,
santrifiigasyon ile ¢oktiiriilen kiiltiirlerden EndoFree Plasmid Maxi Kit (Qiagen, Almanya)

ile asagidaki yontem uygulanarak endotoksinsiz plazmit izolasyonu yapilmistir.

Plazmidin Saflastirilmasi:

Bu islemler sirasindaki tiim adimlar icin 6zellikle endotoksin icermeyen plastik iiriinlerin

(6rnegin, yeni ve steril polipropilen santrifiij tiipleri) kullanilmasina 6zen gosterildi.

1. Gece boyu iireyen sivi LB ortamindaki hiicreler 4 °C'de 15 dakika boyunca 6000xg'de
santrifiijleme ile toplanda.

2. Bakteriyel pellet, icine 6nceden LyseBlue reaktifi ve RNase A eklenmis olan 10 ml PI
tamponu igerisinde siispanseedildi. Bu islem sirasinda etkili pargalama igin pargalama

tamponlarinin tamamen karigsmasina izin verecek sekilde 50 ml’lik falkonlar kullanildi.
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10.

11.

12.

Uzerine 10 ml Tampon P2 eklendi. Kapag: kapatilan tiip 4-6 kez sert bir sekilde ters yiiz
ederek iyice karistirildi ve oda sicakliginda (15-25 °C) 5 dakika boyunca inkiibe edildi.
Genomik DNA'nin kesilmesine yol acacagi i¢in vorteksleme uygulanmadi. Pargalanma
reaksiyonunun 5 dakikadan fazla devam etmesine izin verilmeden bir sonraki basamaga

gecildi.
Bu 5 dk.’lik inkiibasyon sirasinda QIAfilter Kartusu hazirlandi:

Bu amagla kapak, QIAfilter Maxi Kartusu’nun ¢ikis yuvasina vidalandi ve QIAfilter
Kartus uygun ve yiiksekee bir yere yerlestirildi.

Lizata 10 ml sogutulmus P3 Tamponu eklendi ve kuvvetli bir sekilde 4-6 kez ters yiiz
edilerek iyice karistirildi. Cokeltinin daha sonra bozulmasini 6nlemek igin lizat hemen
QIAfilter Kartusu’na aktarildi.

Lizat, QIAfilter Kartusu’nun variline dokiildii ve 10 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildi. Bu siire zarfinda QIAfilter Kartusu’nun karistirilmamasina dikkat edildi.

Kapagi, QIAfilter Kartusu ¢ikis yuvasindan g¢ikartildi. Piston nazik¢e QIAfilter Maxi
Kartusuna yerlestirildi ve hiicre lizati 50 ml'lik bir tiipe siiziildii. Tiim lizat QIAfilter
Kartusu’ndan geginceye kadar asir1 kuvvet uygulanmadan kartus filtre edildi.
Filtrelenen lizata 2,5 ml Tampon ER eklendi. Tiip, yaklasik 10 kez ters yiiz edilerek
karistirildi ve 30 dakika boyunca buz {izerinde inkiibe edildi.

10 ml Tampon QBT uygulanarak QIAGEN-tip 500 kolonun yergekimi akisi ile
bosalmasina izin verilerek sartlandirildi. Sartlama sirasinda QIAGEN-tip’in tamamen
bosalmasi saglandi.

Adim 7'de filtre edilen lizat, QIAGEN-tip’e uygulandi ve regineye yergekimi akisi ile
girmesi saglandi.

QIAGEN-tip 2x30 ml Tampon QC ile yikandi. Tampon QC'nin yergekimi akisi ile
QIAGEN-tip boyunca hareket etmesi saglandi.

Ozellikle bu basamak sonrasindaki tiim adimlarda, endotoksin igermeyen plastik
triinlerin (6rnegin, yeni ve steril polipropilen santrifiij tiipleri) kullanilmasina ayrica
0zen gosterildi.

15 ml Tampon QN ile DNA kolondan indirildi (elut edildi). Eliat, 50 ml'lik
endotoksinsiz ve pirojen igermeyen bir tiipte toplandi.

Eliit edilmis DNA'ya 10,5 ml (0,7 hacimde) oda sicakliginda izopropanol ilave edilerek

DNA ¢oktiiriildi. Bu amagla, eliisyon iizerine izopropanol eklendikten hemen sonra
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karistirma yapildi. Hemen ardindan, 300 pl’lik hacimler ile mikrosantrifiij tiiplerine
alikotlandi1 ve hemen 16.000xg'de 30 dakika boyunca +4 °C'de santrifiijlendi. Santrifiij
sonrasinda st sivi dikkatlice dokiildii ve kalan kisim diisiik hacimli bir pikropipet
yardimi ile ¢okeltiye dokunulmadan dikkatli bir bi¢imde ¢ekilerek atildi.

13. DNA ¢okeltisinin etanol ile yikanmasi amaci ile Kitle birlikte verilen endotoksinsiz suya
40 ml %96-100’1iik endotoksin igermeyen molekiiler biyoloji kalitesinde etanol eklendi.
Elde edilen oda sicakligindaki bu soliisyonun 5 ml’si mikrosantrifiij tiiplerine esit
miktarlarda dagitildi. 10 dakika boyunca 16,000xg'de santrifiijlendi. Pellet bozulmadan
tist s1v1 dikkatli bir bicimde dokiildii. Kalan kisim diisiik hacimli bir mikropipet yardimi
ile ¢okeltiye dokunulmadan yine dikkatli bir bicimde ¢ekilerek atildi.

14, Mikrosantrifiij tiipleri igerisindeki pelletler tiiplerin kapaklari 5-10 dakika siire ile
laminar akish kabin igerisinde acik birakilarak kurutuldu. Bu noktada, DNA’nin yeniden
¢oziilmesini zorlastirma ihtimalinden &tiirii pelletlerin asirt derecede kurutulmamasina
Ozen gosterildi.

15. Pelletlere 500 pl endotoksinsiz su eklenerek biitiin tiiplerin igerigi birlestirildi. Bu
asamadan sonra elde edilen plazmit konsantrasyonunun belirlenmesi amaci ile 1-2 pl
kadar numune 3 tekrarli sekilde 260 nm'de mikrospektrofotometrik okutmaya tabi
tutuldu (Nanodrop, Thermoscientific, ABD).

3.3. Primer Hiicre Kiiltiirii ve Stabil Hiicre Hatti’min Elde Edilmesi

Calisma kapsaminda MCF-7 hiicre hatt1 disinda yeni ve daha 6nce iizerinde ¢alisilmamais bir
primer meme tiimori hiicre hatt1 izerinde rTFF ve P1 peptidinin etkinliginin test edilmesi
planlanmistir. Bu kapsamda, meme tiimorii olan bir hastadan tiimér eksplanti alinarak in
vitro ortamda hiicre hatti1 elde edilmesine galigilmistir. Bu kapsamda temeli, alinan dokunun
kiigiik pargalara ayrilmasi ve yikanmasi prensibine dayali olan iki farkli protokol takip
edilmistir (Cizim 3.6). Bu kapsamda uygulanan protokollardan ilki direkt kiiltiir ve
pasajlama esasina dayanmakta, ikincisi ise enzimatik muamele sonrasi kiiltiir ve pasajlamaya

dayanmaktadir.

Yapilan calismalar sirasinda, elde edilen eksplantlara uygulanan iki protokoldan hangisinden
yiiksek verimlilikte hiicre eldesi saglanabildi ise, 0 metot ile elde edilen hiicre hatt1 ile
calismaya devam edilmesi planlanmigtir. Ancak ¢alismamiz kapsaminda kullanilan her iki

metot ile de yiiksek verimlilikte hiicre eldesi saglanabilmistir.
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3.3.1. Eksplant Primer Hiicre Kiiltiirii

Bu yontemde, hastadan alinan eksplantin kiigiik parcalara ayrilmasindan sonra yikama

yapilmakta ve elde edilen doku pargalari pasajlamaya tabi tutulmaktadir. Bu kapsamda

asagidaki yontem takip edilmistir:

1.
2.

Alman doku bistiiri yardimi ile kii¢iik pargalara ayrildi.

Bu doku pargalari steril 50 ml’lik falkona alindiktan sonra igerisine 10 ml taze DMEM
besi ortami1 koyuldu ve karistirildi.

10 dk siire ile hi¢ dokunmadan doku pargalarinin yavasea tiipiin dibine ¢6kmesi beklendi.
Dibe ¢oken dokulara hi¢ dokunulmadan tizerindeki besin ortami steril bir pastor pipeti
ile yavasca alinip atildi.

2-4 arasindaki basamaklar 3 kez tekrar edildi.

3 tekrarli yikama islemi sonrasinda altta kalan doku pargalar1 1 ml yiiksek glukozlu %20
FBS igeren DMEM besin ortami igerisinde elde edilen dokunun miktarina gére 2-3 adet
3 ml’lik petri plaklarma ekildi.

Petri plaklar1 gece boyu 37 °C’de inkiibe edildikten sonra ertesi giin petri plaklarina 2’ser
ml daha besi ortam1 eklendi.

Petri plaklarinin toplam besi ortam1 hacmi 5 m1’ye ¢ikartildiktan sonra s6z konusu doku
parcaciklarindan hiicre ¢ikist gozlenene kadar dokulara dokunmadan besiyeri
degistirilerek kiiltiir devam ettirildi.

Dokulardan hiicre ¢ikis1 gézlendiginde, hiicreler pasajland.
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Eksplant Primer Hiicre Kiiltiri
Basamaklarl

Kiiltiire \

Par qalama ‘ Alma ‘ |

> @R, 0%9 _, |p=
Parqalama ' Enzimatik '. ' Kiiltiire oD
Alma

)

Muamele
Y

Enzimatik Primer Hiicre Kultiirii
Basamaklari

Cizim 3.6. Meme Tiimori Eksplantindan Primer Hiicre Kiiltiirii Eldesi

3.3.2. Enzimatik Primer Hiicre Kiiltiirii

Uygulanan bu yontemde, hastadan alinan doku kiigiik pargalara ayrildiktan sonra kollajenaz
enzimi ile enzimatik muameleye tabi tutulmaktadir. Sonrasinda elde edilen hiicrelerin
pasajlamasi yapilarak primer hiicre hattinin eldesine ¢alisilmaktadir. Bu kapsamda asagida

belirtilen yontem takip edilmistir:

1. 3,6 mg Collgenease Il tartilip 3 ml %20 FBS igeren yiiksek glukozlu DMEM besin
ortamu igerisinde ¢oziildii.

2. Hazirlanan bu karisim 0,22 um’lik steril filtre kullanilarak filtre edildi.

3. Bistiiri yardimu ile kiigiik pargalara ayrilan dokular steril bir falkon tiip icerisinde bu
karsima alinarak gece boyu ¢alkalamali inkiibatérde 37 °C’de inkiibe edildi.

4. Ertesi gilin falkon tiip, 1500 rpm 10 dk ve oda sicakligindaki santrifiijde santrifiij edildi.

5. Santrifiij sonrasinda elde edilen pellet %10 FBS igeren yiiksek glukozlu DMEM besin
ortami igerisinde ¢ozilerek kiiltiire alindi.

6. Doku pargalarindan hiicre ¢ikist gozlendiginde, hiicreler pasajlanarak kiiltiire devam
edildi.
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3.3.3. Hiicre Cozdiirme, Pasajlama ve Dondurma

Hiicre Cozdiirme:

Hiicre ¢6zdiirme islemlerinde azot tankindan alinan vial, tiip igeriginin %80’1 ¢oziiliinceye

kadar 37 °C’deki su banyosunda tutulmustur. Hemen sonrasinda ise dnceden 37 °C’ye

getirilmis taze %20 FBS iceren yiiksek glukozlu DMEM besi ortami ile homojenize

edilmistir. Bu kapsamda asagidaki protokol takip edilmistir:

1.

Sivi azottan 1 adet vial ¢ikartildi ve 37 °C’deki su banyosunda tiip iceriginin %80’
¢oziiliinceye hizla ¢ozdiirtldii.

Hiicreler tamamen ¢oziilmeden hemen once vialin dist %70 etanol ile dekontamine
edildi.

Tiim vial igerigi 10 ml steril PBS ile 15 ml’lik steril falkon tiipiine aktarildu.
1500rpm’de oda sicakliginda 10 dk santrifiij edildi.

Ust s1v1 atildiktan sonra, elde edilen pellet 5 ml %20 FBS igeren yiiksek glukozlu DMEM
besi ortam1 ile homojenize edildi.

Elde edilen homojenatin 1 adet T25 flask’a aktarilmasindan sonra flask, 37 °C’deki

nemlendirilmis %5 CO2’li etiivde 2-3 giin siire ile inkiibasyona alindi.

Hiicre Pasajlama:

Yapilan hiicre kiiltiirleri sirasinda besi yeri olarak, %20 FBS i¢eren yiiksek glukozlu DMEM

besi ortam1 (Sigma, Almanya) kullanilirken, kiiltivasyon kab1 olarak tek kullanimlik steril

membran kapakli T25, T75ve T175’lik flasklar kullanilmistir. Pasajlamalar, 1 cm?’den 3

cm?’ye olacak sekilde; 1 konfluent flask alanindan, 3 kat alana pasajlama yapilmasi seklinde

gerceklestirilmistir. Kiiltivasyonlar i¢in 37 °C’de %5 CO2’li nemlendirilmis atmosfere sahip

etiiv kullanilmistir.

Yapilan pasajlama islemleri sirasinda asagidaki protokol takip edilmistir:

1.
2.

Hiicreler yeteri kadar PBS ile ii¢ defa yikand.

Yiizeye tutunan hiicrelerin kaldirilmasi igin 1-3 ml kadar Tripsin/EDTA (%0,05) (Gibco,
ABD) soliisyonu flask yiizeyine eklendi.

Flask 5 dk siire ile 37 °C’de inkiibasyona alind1.
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4. Inkiibasyon siiresinin sonunda flask ceperine elle vurularak hiicrelerin tamamen
kalkmasi saglandi.

5. Flask i¢cine 10 ml kadar steril PBS soliisyonu eklendi ve siipiirme yapilarak tiim flask
igerigi 15 ml’lik falkon tiipe aktarildi.

6. Falkon tiip 1500 rpm’de 10 dk siire ile oda sicakliginda santrifiij edildi.

7. Ust siv1 atildiktan sonra tiipte kalan pellet {izerine taze besi yeri eklenerek yeniden
¢Ozildi.

8. Coziilen hiicreler pasajlanmak tizere DMEM besi ortami igeren kiiltiir flaskina aktarildi.

Hiicre Dondurma:

Dondurma islemi, flask igerisindeki hiicre yogunlugu %70-80 seviyesine ulastiginda

gerceklestirilmistir.

Yapilan dondurma islemlerinin hemen dncesinde agsagidaki protokola gore dondurma ortami

hazirlanmastir:

1.

Steril, konik santrifiij tiiptinde, ihtiya¢ duyulan dondurma ortami i¢in asagidaki
bilesenler karistirildi:

e %20 FBS iceren yiiksek glukozlu DMEM besi ortami

e %70 hiicrelerin hali hazirda igerisinde biiytidiikleri besi ortami

e %10 steril DMSO

Hazirlanan dondurma ortamu filtre ile sterilize edildi ve tiip kullanilana kadar buz lizerine

yerlestirildi. Kullandiktan sonra varsa kalan dondurma ortam atildu.

Baslamadan once, kriyovialler etiketlendi ve asagidaki protokol takip edilerek dondurma

islemi gergeklestirildi:

Hiicreler yeteri kadar PBS ile ii¢ defa yikandi.

Yiizeye tutunan hiicrelerin kaldirilmasi igin 1-3 ml kadar Tripsin/EDTA (%0,05) (Gibco,
ABD) soliisyonu flask yiizeyine eklendi.

Flask 5 dk siire ile 37 °C’de inkiibasyona alindi.

Inkiibasyon siiresinin sonunda flask ¢eperine elle vurularak hiicrelerin tamamen

kalkmasi saglandi.
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5. Flask i¢ine 10 ml kadar steril PBS soliisyonu eklendi ve siiplirme yapilarak tiim flask
icerigi 15 ml’lik falkon tlipe aktarildi.

6. Falkon tiip 1500 rpm’de 10 dk siire ile oda sicakliginda santrifiij edildi.

7. Ust siv1 atildiktan sonra tiipte kalan pellet iizerine +4 °C’de bekletilen dondurma ortami
eklendikten sonra hiicreler ile homojenize edildi.

8. Her kriyovial'e 1 ml hiicre siispansiyonu eklendi.

9. Ideal dondurarak saklama icin donma hiz1 dakikada 1 °C azalacak sekilde dondurma
yapildi. Bu amagla, Mr. Frosty freezing container (Thermoscientific, ABD)’a
yerlestirilen vialler gece boyunca -80 °C’li dondurucuda donmaya birakildi.

10. Ertesi giin, uzun siireli depolama i¢in donmus vialler s1vi azot tankina aktarildu.

3.4. HeLa ve MCF-7 Hiicre Hatti ile Yapilan Calismalar

HelLa ve MCF-7 hiicre hatlar1 da primer hiicreler gibi yiizeye tutunarak (monolayer) biiylime
karakterine sahiptirler. Bu nedenle bu hiicre hatlar1 kullanilarak yapilan ¢alismalarda primer
hiicre hatt1 kullanilarak yapilan ¢aligmalarda kullanilan kiiltiir flasklar1 kullanilmustir.
Kullanilan ¢6zdiirme, pasajlama ve dondurma protokolleri kullanilan besi ortami disinda
birebir aynidir. Bu iki hiicre hatti i¢in %10 FBS’li DMEM besi ortami kullanilmis ve biitiin

islemler bu besin ortami kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.5. HEK293F Hiicre Hatt1 ile Yapilan Calismalar

HEK293F (freestyle-insan embriyonik bobrek hiicre hatt1) veya Freestyle 293F (R79007,
Gibco, ABD) olarak adlandirilan hiicre hattinin laboratuvarimiza ulastirilmasini miiteakip
s1v1 azot icerisinde saklamasi alinmistir. Hiicre hattinin protein ekspresyonu ¢aligmalarinda
kullanilmasindan once ana hiicre stogunun olusturulmasi i¢in pasajlamalar yapilmis ve bu
pasajlardan saklamalar alinmistir. Bu amagla, satin alinan kiiltiir Pasaj-0 olarak kabul
edilerek 50 adet 1x10" hiicre/ml konsantrasyonunda hiicre 1’er mI’lik vialler ile s1v1 azot
tankinda saklamaya alinmistir. Yapilan kiiltiir ve pasajlamalar sonucunda 6. pasaj sayisina
ulasilmigtir. Bu da toplamda maksimum 30 pasaj kadar stabil oldugu ifade edilen s6z konusu

hiicre hattinin makul pasaj/stok sayisinda ana stoga alindigin1 géstermektedir.
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3.5.1. Hiicre Cozdiirme, Pasajlama ve Dondurma

Hiicre Cozdiirme:

Hiicre ¢6zdiirme islemlerinde azot tankindan alinan vial, tiip igeriginin %80’1 ¢oziiliinceye
kadar 37 °C’deki su banyosunda tutulmustur. Hemen sonrasinda ise dnceden 37 °C’ye
getirilmis 29 ml taze Freestyle 293 Expression Medium (Gibco, ABD) besi ortami ile

homojenize edilmistir. Bu kapsamda asagidaki protokol takip edilmistir:

1. Sivi azottan 1 adet vial cikartildi ve 37 °C’deki su banyosunda tiip igeriginin %801
¢oziiliinceye kadar hizla ¢oziildii.

2. Hicreler tamamen c¢oziilmeden hemen once vialin dis1 %70 etanol ile dekontamine
edildi. Hiicre topaklanmalar1 var ise nazikge pargalandi. Tiim vial igerigi 29 ml 6nceden
isitilmis  FreeStyle293 Expression besi ortami iceren 250 ml'lik polikarbonat, tek
kullanimlik, steril Erlenmeyer ¢alkalama kabina aktarildi.

3. Hiicreler, 135 rpm'de donen bir orbital ¢alkalayici platform tizerinde %8 CO'li nemli bir
atmosfer iceren bir inkiibatorde inkiibasyona birakildi.

4. Ertesi giin, tripan mavisi hiicre sayim metodu ile 6lii/canli toplam hiicre sayis1 belirlendi.
Genel olarak, canliligin %70'in tizerinde olmasi beklenmektedir (Invitrogen, 2015). Bu
seviyede veya biraz daha diistiik seviyede ise kiiltiire devam edildi. Ancak canlilik %60'1n

altinda ise yeni bir vial ¢ozdiiriilerek ¢alisma tekrar edildi.

Hiicre Pasajlama:

Yapilan hiicre kiiltivasyonlari sirasinda besi ortami olarak FreeStyle Expression Medium
(Invitrogen, ABD) kullanilirken, kiiltivasyon kabi olarak tek kullanimlik steril membran
kapakli 250 ml ve 1 L’lik erlenler kullanilmistir. S6z konusu erlenler ile galisilirken galisma
hacmi olarak havalandirmanin optimum diizeyde tutulabilmesi amaci ile 135 rpm ile orbital
calkalama yapilarak 9%20’lik ¢alisma hacminin asilmamasina 6zen gosterilmistir.
Kiiltivasyonlar, 37 °C’de %8 CO2’li nemlendirilmis atmosfere sahip etiiv igerisinde
calkalamal1 platform kullanilarak gergeklestirimistir. Calisma sirasinda kiiltiirdeki hiicre

konsantrasyonunun 3x108 hiicre/ml’nin iizerine ¢tkmamasina dzen gosterilmistir.

Teorik olarak hiicrelerin yarilanma siireleri 22-28 saat olarak ifade edilmektedir. Ancak
¢Ozdiirme sonrasindaki ilk pasajlarda hiicrelerin yarilanma siirelerinin 28 saatin {izerine

ciktig1 gozlemlenmistir. Bu nedenle, ¢ozdiirme sonrasinda yapilan ilk pasajlama iglemi 5
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giin sonra yapilabilmisken ikinci pasajlama ve ti¢lincli pasajlama iglemleri sirasi ile 4 ve 3
giin sonra gercgeklestirilmistir. Hiicrelerin ¢6zdiirme sonrasinda transfeksiyon islemine hazir
hale gelebilmeleri i¢in en az 5 ardisik pasajlama yapilmasi Onerilmektedir (Invitrogen,
2015). Yarilanma siiresinin miiteakip pasajlar ile azalmasi, bu yaklasimin dogrulugunu teyit
etmektedir. Bu nedenle, transfeksiyon islemi 6ncesinde en az 5 pasaj yapilmig ve hiicrelerin

toplam pasaj sayisinin 30’un iizerine ¢ikmamis olmasina 6zen gosterilmistir.
Yapilan pasajlama islemleri sirasinda asagidaki protokol takip edilmistir:

1. Erlen icerisinden 50 ml’lik steril bir falkon igerisine homojen sekilde 30 ml kadar 6rnek
alind1.

2. Alman 6rnege maksimum hizda 15-20 sn ile vorteks uygulandi.

3. Steril kabinde bu 6rnekten 50 ul kadar sayim igin 6rnek alindi.

4. Canli hiicre sayisini belirlemek i¢in tripan mavisi hiicre sayim metodu ile alinan 6rnege
sayim yapildi.

5. 1. adimda belirlenen hiicre yogunlugu kullanilarak yeni kiiltiir konsantrasyonu 2x10°
hiicre/mL olacak sekilde inokiilasyon i¢in gereken boliinme orani hesaplandi. Bu amagla,

asagidaki formiil kullanildi:

C1*V1=Co*V,

Baslangic Hiicre Alinacak IsteIIElIe(jleIEicljllallgnIfIEcre X Nihai Kiiltiir
Konsantrasyonu Olan Hacim Hacmi
Konsantrasyonu

6. “Alinacak olan hacim” formiile gére hesaplandiktan sonra, hiicreler arzu edilen nihai
hacimde (Or. rutin pasajlama igin 2x10° hiicre/mL olacak sekilde) taze, dnceden 1sitilmis

FreeStyle 293 Expression besi ortaminda seyreltildi.

Hiicre Dondurma:

Ana hiicre stogunun olusturulmasi sirasinda yapilan pasajlamalar ile bir yandan mevcut
hiicre konsantrasyonunun artirilmasina ¢alisilmis, bir yandan da pasajlama sonrasinda elde
kalan hiicreler ile ana stogun olusturulmasi saglanmistir. Bu amagla, kiiltiirdeki hiicre
yogunlugu 3x10° hiicre/m1’ye yaklastiginda bir kisim hiicre pasajlamada kullanilirken kalan

hiicreler ise 1 mI’lik alikotlar ile 1x10” hiicre/ml’lik konsantrasyonda dondurulmustur.
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Yapilan dondurma iglemlerinin hemen 6ncesinde asagidaki protokola gére dondurma ortami

hazirlanmistir:

1.

Steril, konik santrifiij tiiplinde, ihtiya¢ duyulan dondurma ortami igin asagidaki
bilesenler karistirildi:

o 945 FreeStyle 293 Expression Medium besi ortami1

® %45 hiicrelerin hali hazirda icerisinde biiytidiikleri besi ortami1

e %10 steril DMSO

Hazirlanan dondurma ortamu filtre ile sterilize edildi ve tiip kullanilana kadar buz lizerine

yerlestirildi. Kullandiktan sonra varsa kalan dondurma ortam atildi.

Baslamadan 6nce, kriyovialler etiketlendi ve asagidaki protokol takip edilerek dondurma

islemi gerceklestirildi:

Hiicre yogunlugu 1x10°-3x10° hiicre/ml seviyesine ulastiginda hiicreler topland1 ve
steril, konik bir santrifiij tiipiine aktarildu.

Canli ve toplam hiicre saymmlar1 yapildi ve 1x107 canli hiicre/ml'lik bir nihai hiicre
yogunlugu elde etmek icin gereken donma ortami hacmi “Hiicre Pasajlama” adiminda
verilen formiil ile hesaplandi.

Hiicreler 100xg'de 5 dakika oda sicakliginda santrifiijlendi ve iist siv1 dikkatlice aspire
edildi.

Hiicreler, onceden belirlenmis miktardaki sogutulmus donma ortami iginde yeniden
stispanse edildi.

Her kriyovial'e 1’er ml hiicre siispansiyonu aktarildi.

Ideal dondurarak saklama i¢in donma hiz1 dakikada 1 °C azalacak sekilde dondurma
yapildi. Bu amagla, Mr. Frosty freezing container (Thermoscientific, ABD)’a
yerlestirilen vialler gece boyunca -80 °C’li dondurucuda donmaya birakildi.

Ertesi giin, uzun siireli depolama i¢in donmus viyaller siv1 azot tankina aktarildi.

3.6. Rekombinant TFF’nin Uretimi

r'TFF proteininin iiretilmesi amact ile E. coli hiicrelerinde ¢ogaltilan ve endotoksinsiz sekilde

saflastirilmast yapilan plazmit, polietilenimin (PEI) kullanilarak HEK293F hiicrelerine
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aktarilmistir. Bu sekilde transfeksiyon yapilarak kesikli (batch) ve tekrarli yari-kesikli

(repeated fed-batch) modlarda olmak tizere iki farkli kiiltiir modunda tiretim yapilmustir.

3.6.1. HEK293F Hiicre Hattr’min Transfeksiyonu
HEK293F hiicre hatti ile yapilan ¢aligmalarda, hiicre ¢6zdiirme basamagindan transfeksiyon

basamagma gelinceye kadar en az 5 pasaj yapilmasma 0Ozen gosterilmesi tavsiye

edilmektedir (Invitrogen, 2015). Bu nedenle ilk c¢alisma icin dogrudan 7. pasaj

kullanilmasina karsin diger ¢alismalarda ana stoklar kullanildigi i¢in transfeksiyon amaci ile

en erken 11. pasaja gelinmistir. Sonrasinda asagidaki protokol takip edilmistir:

1.

Transfeksiyondan 24 saat dnce hiicre konsantrasyonu 1x10° hiicre/ml olacak sekilde

50 ml’de 1 L’lik flask igerisinde ayarlandi.

Ertesi giin hiicre konsantrasyonu tekrar sayim alindiktan sonra 50 ml’de 2,8x10°

hiicre/ml olacak sekilde ayarlandi. Bu amagla, hiicrelerin ikilenme zamanlar1 da

dikkate alinarak tam olarak 24 saat sonra islem yapildi.

24 saat sonra, 100xg’de 5 dk oda sicaklifinda yapilan santrifiij sonrast 50 ml’de

2,8x10° hiicre/ml olacak sekilde besi ortami tazelendi.

Transfekte edilmek istenen plazmidin kiiltiire eklenmeden oOnce uygun

konsantrasyonda hazirlanmasi islemine gegildi. Bu amagla, daha 6nceden 3 pg/ul’lik

ultra saf su icerisinde izole edilmis olan endojensiz plazmit stogu kullanildu.

a. Kiiltiirdeki nihai plazmit konsantrasyonu 3 pug/ml olacak sekilde, 50 ml i¢in 150
ug plazmit almak amaci ile 3 pg/ul plazmit stogundan (%10 pipetaj hata pay1 da
dahil edilerek) 55 pul alindu.

b. 55 ul plazmit, 275 pl taze FreeStyle 293 Expression Medium besi ortamu ile (300
ul + %10 pipetaj hata payi ile birlikte toplamda 330 pl olacak sekilde) karistirildi.

Plazmidin hazirlanmasi iglemine paralel sekilde, plazmidin hiicre icerisine taginmasi

amaci ile kullanilacak olan PEI’'nin (polietilenimin) hazirlanmasi iglemi yapildi. Bu

amagla, 6nceden 25 mM HEPES ve 150 mM NaCl (pH: 7,5) igerisinde 1 mg/ml

konsantrasyonda hazirlanip steril sekilde filtre edildikten sonra alikotlar halinde -20

°C’deki dondurucuda saklanan PEI stok soliisyonu kullanildi.

a. Oda sicakliginda ¢ozdiiriilen stok soliisyonundan 495 pl (450 pl+%10 pipetaj hata
pay1) alinarak 495 pl taze besi ortami (450 pl+%10 pipetaj hata pay1) ile karistirildi
(toplam: 990 pl).
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6. Sonrasinda, 4. basamakta hazirlanan 330 pl’lik karisim 50 ml taze besi ortami ile
kiiltiirti yapilan kiiltiire ilave edilerek 37 "C’de %8 COz2 igeren inkiibatdrde 135 rpm
orbital ¢alkalama hizi ile 5 dakika kadar inkiibasyona alindi.

7.  Siire bitiminde etiivden alinan kiiltiire, 5. basamakta hazirlanan 990 pl’lik karisim ilave
edilerek homojenizasyon sonrasinda kiiltiir tekrar inkiibatore alindi. Kiiltiire 37 “C’de
%8 COz igeren etiiv igerisinde 135 rpm’de ¢alkalama yapilarak devam edildi.

8. 24 saat sonra ekspresyon verimini artirmak amaci ile kiiltire VPA (valporaik asit)
ilavesi yapildi. Bu amagla, 6nceden ultra saf su i¢erisinde 220 mM konsantrasyonda
hazirlanarak steril sekilde filtre edildikten sonra alikotlar halinde -20 °C’deki
dondurucuda saklanan VPA stok soliisyonu kullanildi.

a. Kiiltiirdeki nihai konsantrasyonu 10 pl/ml olacak sekilde, VPA stok soliisyonundan
1 ml alinarak 50 ml taze besi ortamui ile karistirildi. Hazirlanan bu karisim, 50 ml’lik
ilk inkiibasyon hacmine ilave edilerek kiiltiiriin nihai transfeksiyon hacmi 100

ml’ye ¢ekildi.

PEI-DNA karisiminin kiiltiire eklendigi transfeksiyon asamasindan itibaren fermantasyona
7 giin siire ile 37 *C’deki %8 CO2’li etiivde 135 rpm orbital karigtirma ile devam edilmistir.
S6z konusu 7 giinliik siire, Invitrogen (2015)’de IgG icin yer alan 5-7 glinliikk post-

transfeksiyon oOnerisi dikkate alinarak tercih edilmistir.

Kiiltir sonlandirildiktan sonra, oda sicakliginda 100xg’de santrifiij yapilarak {ist sivi
toplanmistir. Toplanan iist sivi +4 °C ve oda sicakliginda saklanmak iizere iki esit parcaya

ayrilarak steril falkon tiiplerde aliiminyum folyoya sarili halde saklamaya alinmigtr.

Negatif Kontrol Kiiltiirleri:

Pozitif ekspresyon kiiltiirii ile yapilan analiz ve testlerde negatif kontrol olarak kullanmak
tizere yukarida detaylar1 paylasilan pozitif ekspresyon kiiltiirlerine paralel sekilde negatif
kontrol kiiltiirleri de ¢alisilmistir. Bu amacla pozitif ekspresyon kiiltiirii i¢in kullanilan hiicre
miktari, kimyasallar, fermantasyon rejimi ve biitlin diger sartlar tamami ile ayni
tutulmustur.Yalniz s6z konusu negatif kiiltiirler tek bir farklilik icermektedir. Pozitif kiiltiir
icin ortama su icerisinde hazirlanmis saf plazmit ilave edilirken negatif kiiltiire yalnizca su

ilave edilmistir.
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3.6.2. Protein Ekspresyonu

1. Kesikli Modda Kiiltiir:

Bu kapsamda yapilan kiiltiir iglemi transfeksiyon sonrasinda 7 giin siirdiiriilmiistiir. Bu siire
boyunca kiiltiir ortamina herhangi bir miidahalede bulunulmamustir. 7. gliniin sonunda kiiltiir
sonlandirilmistir. Hiicrelerin santrifugasyon ile separasyonu sonrasinda elde edilen iist siv1

ileri analiz ve saflastirma islemleri i¢in saklamaya alinmistir.

2. Tekrarli Yari-kesikli Modda Kiiltiir:

Yapilan kiiltiir islemi, transfeksiyon sonrasinda 7 giin siire ile stirdiiriilmiistiir. Bu kapsamda,
transfeksiyon islemi sonrasinda 7 giin siire ile giinliik olarak kiiltiiriin yaris1 santrifiij
edilmistir. Elde edilen iist stvinin yaris1 +4 °C’de, diger yarisi ise oda sicakliginda saklamaya
alinmistir. Santrifiij ile ayrimi yapilan hiicre pelleti ayn1 miktarda taze besi ortami ile
siispanse edilerek kiiltiir ortamina tekrar beslenmistir. Bu sekilde devam ettirilen kiiltiir, 7.
giiniin sonunda biitiin kiiltiirlin santrifiij edilmesi ve elde edilen {ist sivinin saklanmasi ile

sonlandirilmistir.

3.7. Rekombinant TFF’nin Saflastirilmasi

3.7.1. Protein A Kolon Kromatografisi ile Saflastirma

rTFF’nin saflastirilmasi amaci ile ticari antikor saflastirma islemlerinde siklikla tercih edilen
Protein A rezini kullamilmistir. Antikor saflastirma islemlerinde Protein A rezini, 1gG
molekiillerinin Fc domainleri ile etkilesime girerek fizyolojik pH’da antikorun rezine segici
olarak baglanmasina yol acar. Yapilan yikamalar ile safsizliklarin kolondan
uzaklastirilmasindan sonra, eliisyon tamponu ile pH’nin disiiriilmesi sonucunda kolona
baglanan antikorun kolondan indirilmesi saglanir. Bundan bir sonraki basamak ise
notralizasyon basamagidir. Zira, antikor vb. aktivite gosteren protein yapisindaki
molekiillerin uzun siireler boyunca diisiik pH’ya maruz kalmalar1 halinde aktivitelerini
kaybetme durumlar1 s6z konusudur. Bu nedenle, antikorun kolondan indirilmesinden hemen

sonra i¢inde bulundugu soliisyonun pH’s1 nétralize edilir.

rTFF’nin, sahip oldugu IgGl-Fc domaini sayesinde bu yolla saflastirilmasi icin NGC
(BioRad, ABD) protein sivi kromatografi sistemi ile 1 ml regineye sahip HiTrap rProtein A
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FF (GE Healthcare, ABD) kolonu kullanilmistir (Cizim 3.7). Saflastirma islemi sirasinda

kullanilan soliisyonlar ve icerikleri asagida paylasildig: sekildedir:

e Baglama Tamponu: 20 MM Sodyum Fosfat + %0,1 NaN3 (pH: 7,0)
e Indirme (eliisyon) Tamponu: 0,1 M Sodium Citrate + %0,1 NaN3 (pH: 3,0)
e Notralizasyon Tamponu: 1 M Tris-HCI + %0,1 NaN3 (pH: 9,0)

Cizim 3.7. rTFF’nin Protein A Kolon Kromatografisi ile NGC Sistemi Kullanilarak
Saflastirilmasi

Saflagtirma amaci ile takip edilen protokol asagida verilmistir:

1. Oncelikle 10 ml kadar ekspresyon kiiltiirii {ist sivis1 1:3 oraninda baglama tamponu ile
karistirildi.

2. Elde edilen soliisyon 0,45 um’lik filtreden gegirildikten sonra sisteme enjekte edildi.

3. Saflastirma protokolu baslatilmadan hemen 6nce fraksiyon toplayici igerisinde mevcut
olan tiiplere 100’er ul noétralizasyon tamponu eklendi.

4. Saflastirma isleminin baglatilmasi ile birlikte baglama tamponu kullanilarak 10 kolon
hacmi ile kolonun sartlamasi yapildi.

5. Ornegin kolondan gegirilmesi sagland.

6. 10 kolon hacmi kadar baglama tamponu ile kolon yikandi.

7. Kolondan indirme amaci ile baglama tamponu ve indirme tamponu arasinda 6nce akisin
%0 ile %100’ indirme tamponu olacak sekilde 3 kolon hacminde gradiyent profil
uygulandi.

8. Ardindan, 5 kolon hacmi ile izokratik profilde indirme tamponu gegirildi.
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9. Bu sekilde elde edilen biitiin fraksiyonlar toplanarak, SDS-PAGE ile analiz edilmek
tizere +4 °C’ye kaldirildu.

3.7.2. Ni-NTA Kolon Kromatografisi ile Saflastirma

IMAK (immobilize metal afinite kromatografisi) olarak da isimlendirilen bu kromatografi
tipi kullanilarak yapilan saflastirma iglemleri ile solvent erisimi olan bdlgesinde 6 veya daha
fazla ardisik histidin amino asidi igeren veya bu sekilde rekombinant olarak etiketlenmis
proteinlerin saflastirilma islemi gerceklestirilebilmektedir. Bunun yani sira Fc etiketli
rekombinant proteinlerin veya IgG antikorlarmin da ayni sekilde Fc domainlerinde yogun
ve ardisik halde bulunan histidine amino asitleri nedeni ile bu rezinler ile etkilesime
girdikleri ve bu yolla saflagtirilabildikleri bilinmektedir (Bornhorst ve Falke 2000, Jansen
2011). iste bu nedenlerle, rTFF nin TFF domaininin 25-38. amino asitleri arasinda bulunan
“HTHTHTHTHTHTH” motifi ve Fc domaini sayesinde rezine baglanarak saflastiriimasi
amaglanmistir. Ancak proteinin kolonda ¢okelme ihtimali hesaba katilarak yapilmasi
planlanan saflagtirma isleminin iire kullamilarak dentiire sartlarda gerceklestirilmesi
planlanmistir. Bu kapsamda oncelikle Amicon karistirmali hiicre (stirred cell) aparati

(Merck, Almanya) kullanilarak tampon degisimi yapilmistir (Cizim 3.8).

Amicon Karistirmali Hiicre Aparati ile Tampon Degisimi:

Ni-NTA kolon kromatografisi 6ncesinde proteinin igerisinde bulundugu ekspresyon kiiltiirii
ist sivisinin tireli tampon ile degistirilmesi amaci ile 3 ml’lik Amikon karigtirmali hiicre
aparat1 ile 5 kDa’lik membran filtre kullanilmistir. Azot gaz1 basinci altinda yapilan s6z
konusu iglemde, mevcut {ist sivi soliisyonunun Ni-NTA kolon kromatografisi yiikleme

tamponu ile degistirilmesi saglanmistir.
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Cizim 3.8. Amikon Karistirmali Hiicre Aparati

rTFF 'nin Ni-NTA Kolon Kromatografisi ile Saflastirilmasi:

rTFF’nin bu yolla saflagtiritimasi i¢in NGC protein likit kromatografi sistemi ile 1 ml Ni-
NTA regineye sahip HisTrap FF (GE Healthcare, ABD) kolonu kullanilmigtir (Cizim 3.9).
Saflagtirma iglemi sirasinda kullanilan soliisyonlar ve igerikleri asagida paylasildigi
sekildedir:

e Baglama Tamponu: 6 M Ure, 50 mM Tris/HCI, 250 mM NaCl, 20 mM Imidazol (pH:
8,0)

e Indirme (eliisyon) Tamponu: 6 M Ure, 50 mM Tris/HCI, 250 mM NaCl, 300 mM
Imidazol (pH: 8,0)
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Cizim 3.9. rTFF’nin Ni-NTA Kolon Kromatografisi ile NGC Sistemi Kullanilarak
Saflastirilmasi

Saflagtirma amaci ile takip edilen protokol asagida verilmistir:

1. Bir oOnceki basamakta Amikon karigtirmali hiicre aparati kullanilarak tamponu
degistirilmis ekspresyon kiiltiirli tist sivis1 0,45 pm’lik filtreden gegirildikten sonra
sisteme enjekte edildi.

2. Saflagtirma isleminin baglatilmasi ile birlikte baglama tamponu kullanilarak 10 kolon
hacmi ile kolonun sartlamasi yapildi.

3. Ornegin kolondan gegirilmesi sagland.

4. 5 kolon hacmi kadar baglama tamponu ile kolon yikandi.

5. Kolondan indirme amaci ile baglama tamponu ve indirme tamponu arasinda dnce akisin
%0 ile %100’ indirme tamponu olacak sekilde 3 kolon hacminde gradiyent profil
uygulandi.

6. 5 kolon hacmi ile izokratik profilde indirme tamponu gegirildi.

Bu sekilde elde edilen A/5-A/6 ve A/7 fraksiyonlar toplanarak SDS-PAGE ve diger ileri

analizlerin yapilmasi amaci ile +4 *C’ye kaldirildu.
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3.8. Saflastirma Sonrasi Protein Analizleri

3.8.1. Saflastirilmis Fraksiyonun 2D-Clean Up ile Temizlenmesi ve Konsantre

Edilmesi

Elde edilen protein fraksiyonunun Ure’den arindirilmasi ve yaklasik 5 kat konsantre edilerek

western blotlama calismasinda goriiniirliigiiniin artirilabilmesi amaci ile 2D clean up kit

(BioRad, ABD) kullanilmistir. Ticari olarak satin alinan kit igerisinde yer alan protokole

gore temizleme islemi gergeklestirilmistir. Tiim asamalar buz lizerinde yapilmistir. Bu

kapsamda agagida detaylar1 verilen yontem takip edilmistir:

1.

10.

11.

12.

Elde edilen 500 ul’lik saflastirilmis fraksiyondan (A/6 fraksiyonu) 100 ul alinarak 1,5
ml’lik mikrosantrifiij tiipiine konuldu.

Tiipe 300 ul ¢oktiiriicti ajan-1 eklenip, vorteks yapilarak iyice karistirildi.

Yaklasik 15 dakika buz tlizerinde bekletildikten sonra 300 uL ¢oktiiriicti ajan-11 eklenip
vorteks yapildi.

16.000xg’de +4 °C’de 5 dk santrifiij yapildi.

Santrifiij sonrasinda, list kisim uzaklastirilarak alttaki ¢okelti kismi tekrar santrifiij edildi.
Mevcut pellet izerine 40 pL yikama soliisyonu-I konularak 16.000xg’de +4 °C’de 5 dk
santrifij edildi.

Ustteki s1vi kisim uzaklastirildi. Cokelti kismi 25 pl proteomiks grade ultra-saf su ile
yikanarak tiipe yaklasik 10-20 saniye siire ile vorteks yapildi.

Sivi kisim uzaklastirildiktan sonra, 6nceden -20 °C’de en az 1 saat bekletilerek
sogutulmus olan yikama soliisyonu-II’den 1ml ve yikama additive soliisyonundan 5 pl
eklendi. Tiipe 1 dk siire ile vorteks yapildi.

Tiip -20 °C’de 30 dk bekletildi. Bu siire zarfinda, 10 dk’da bir 30 saniye siire ile vorteks
uyguland.

Inkiibasyon periyodunun ardindan, 16.000xg’de +4 °C’de 5 dk siire ile santrifiij edilerek
sivt kisim uzaklastirildi. Tiip igerisindeki pellet, tiiplin kapagi agik halde oda 1sisinda
maksimum 5 dk olacak sekilde kurumaya birakildi.

Pellet kismi yeniden ¢6ziiniir hale getirmek ve SDS-PAGE jeline yiiklemek i¢in 6x SDS-
PAGE yiikleme tamponu eklenerek vortekslendi.

Yiikleme tamponunda homojen sekilde ¢6ziilen pelletin, western blotlama analizlerinde

kullanilmak tizere SDS-PAGE jeline yliklemesi yapildi.
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3.8.2. Bradford Yontemi ile Protein Konsantrasyonu Tayini

Protein 6rneklerindeki protein miktarlarinin tespit edilebilmesi amaci ile kolorimetrik bir
metot olan Bradford yontemi kullanilmistir (Bradford, 1976). Bu yontemde, konsantrasyonu
tayin edilmek istenen protein ¢ozeltisi asidik bir soliisyon igerisinde hazirlanmis olan
Coomassie Brilliant Blue G250 boyasi ile muamele edilmektedir. Boya, basta arjinin olmak
tizere affinite gosterdigi diger amino asitler ile etkilesime girerek bir renk degisimine neden
olmaktadir. Meydana gelen renk degisimi 595 nm dalga boyunda bir spektrofotometrik
okuyucu ile okunarak c¢ozeltinin protein konsantrasyonuna ulasilmaktadir. Protein
cozeltilerinin absorbans degerleri, standart bir protein olan saf sigir serum albumin protein
(BSA) ¢ozeltisinin farkli derisimlerinden alinan absorbans degerleri ile karsilastirilarak
¢ozeltinin protein miktarlar1 hesaplanmaktadir. Calismamizda baz alinan BSA protein

standart egrisi Cizim 3.10’de verilmistir.

o
\l

y =0,5218x + 0,005
R2=0,9992

Absorbans Degeri
o o0 o o o
N w A Ul o

o
o

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4
BSA Konsantrasyonu (mg/ml)

Cizim 3.10. Bradford Yontemi ile Elde Edilen Protein Standart Egrisi

Calismada, ticari olarak satin alinan BSA standardi kullanilmistir (BioRad, ABD). BSA
protein standardinin iizerine 20 ml proteomiks grade ultra saf su eklenip kiiciik alikotlara

boliinerek —20 °C’de saklanmistir. Bradford konsantrasyon 6l¢iimii her bir 6rnek igin ii¢
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tekrarli olarak yapilmistir.Ticari olarak satin alinan Bradford protein konsantrasyon 6l¢iim
kiti icerisinde yer alan protokol takip edilmistir (BioRad, ABD). Firmadan satin alinan boya
reaktifi, deiyonize edilmis su kullanilarak 1:4 oraninda diliie edilmistir. Partikiillerin
uzaklastirilmasi1 amaciyla steril filtre kagidindan gecirilmistir. Hazirlanan boya reaktifi, cam
sise igerisinde 1518a maruz kalmayacak sekilde +4 °C’de muhafaza edilmistir. Kullaniilmadan

once oda sicakligina gelmis olmasina dikkat edilmistir.
Ornek hazirlama ve 6lgiim islemleri sirasinda asagidaki yontem takip edilmistir:

1. Miktan1 olgiilecek her bir protein O6rnegi 1:20 diliisyon orani ile 2D rehidrasyon
soliisyonuyla karistirild. Igerisinde protein bulunmayan kér soliisyonu ise yalnizca 2D

rehidrasyon soliisyonu kullanilarak hazirland.

- 2D Rehidrasyon Soliisyonu: 8 M Ure, 50 MM DTT, %2 CHAPS, %0,2 Bio-Lyte 3/10

amfolit, %0.002 Bromfenol mavisi
2. Her bir tiipe 1’er ml Bradford boyasi eklendi.
3. Elde edilen karigim vorteks yapildiktan sonra, oda 1sisinda ve karanlik ortamda 5 dk
bekletildi.
4. Orneklerin absorbans degerleri, boyanin en iyi absorbans verdigi dalga boyu olan 595
nm’de spektrofotometre (Thermoscientific, ABD) ile okundu.
5. Alman absorbans degerleri, 6ncesinde BSA kullanilarak olusturulan standard egri

kullanilarak izdiisiimiine gore ilgili konsantrasyon degerlerine dontistiiriildii.

3.8.3. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamit Jel Elektroforezi

Kiiltiir tist sivilarindan ve saflagtirma islemleri sonrasinda toplanan fraksiyonlardan alinan
protein 6rneklerini molekiiler biiyiikliiklerine gore ayirmak amaciyla sodyum dodesil stilfat
(SDS) poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE) yapilmistir. SDS varliginda jel tizerinde
yiiriitiilen her bir proteinin ve proteinlerin alt {initelerinin jelde tek bant olusturacak sekilde
ayrimi saglanabilmektedir. Ayrim yapilacak proteinin molekiiler biiytikliigline gore
kullanilmas: gereken jel yilizdesi ve formiilasyonu degiskenlik gosterebilmektedir. Bu
kapsamda goriintiilenmesi istenen proteinin biiyiikliigiine gére kullanimi tercih edilen jel

yiizdeleri Cizelge 3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Goriintiilenmek istenen Proteinin Biiyiikliigiine Gore Kullanilan Jel Yiizdeleri

Protein Biiyiikliigii (kDa) Jel Yiizdesi

~ 5-50 kDa % 18

~ 5-60 kDa % 16
~10-80 kDa % 14
~ 20-150 kDa % 12
~ 30-200 kDa % 10
~ 40-250 kDa % 8
~ 60-300 kDa % 6
~ 10-400 kDa % 4

Yiiriitme Jeli 'nin Hazirlanmasi:

Jel elektroforezi dncesinde, jelin dokiilmesi amaci ile asagidaki yontem takip edilmistir:

1. Jelin arasina dokiilecek oldugu cam tabakalar %70’lik etanol ve saf su ile temizlenip
kurutuldu.

2. %12’lik olarak hazirlanan ayirici jel soliisyonu (Cizelge 3.2), 1 mI’lik pipet yardimi ile
cam tabakalar arasmna iist kisimda yaklasik 2 cm bosluk kalacak sekilde dokiildii.
Polimerlesme esnasinda jelin iist kisminin diiz olarak Kkalabilmesi igin {ist kismina
1zopropanol dokiildii ve jel yaklasik 30 dk oda 1sisinda polimerlesmeye birakildi.

3. Polimerize olan jelin iist kismindaki izopropanol uzaklastirildi. Ustte kalan 2 cm’lik
kisma, hazirlanan %4’liik istifleme jel soliisyonu dokiildii (Cizelge 3.2).

4. Aymrict jel tzerine istifleme jeli dokiildiikten sonra, jel kuyucuklarini olusturmak
amaciyla 10 adet dis igeren tarak yerlestirildi ve jel oda 1sisinda yaklasik 30 dk kadar
polimerizasyona birakildi.

5. Polimerlesme sonrasinda cam plakalar arasindaki taraklar kuyucuklara zarar vermeden

cikarildi. Cam tabakalar icerisindeki jel elektroforez tanki igerisine yerlestirildi.

Orneklerin Jel e Yiiklenmesi ve Jel’in Yiiriitiilmesi:

Hazirlanan jelin polimerize olmasindan sonra, ¢alismalar kapsaminda elde edilen protein

orneklerinin jele yliklemesi yapilmistir. Bu kapsamda agagidaki yontem takip edilmistir:
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1. Protein 6rnekleri jele yiikklenmeden 6nce 6x protein yiikleme tamponu ile son hacimdeki
orani 1x olacak sekilde homojenize edildi.
- SDS-PAGE Jel Yiikleme Tamponu (6x): 1 ml 0,5 M Tris-HCI, 1,6 ml %10 SDS, 2 mi
Gliserol, 0,4 ml B-merkaptoetanol, 0,4 ml bromofenol mavisi (8 ml).
2. 95-100 °C’de 5 dk stire ile kaynatilarak denatiire edildi.

3. Bu sekilde hazirlanan protein ornekleri oda 1sisina getirildikten sonra jele yiiklendi.
Protein Orneklerinin yani sira molekiiler biiytikliikleri bilinen renksiz marker (boyama
ile goriintiileme i¢in) veya renkli marker (western blotlama i¢in) da jele yiiklendi.

4. Jel tanki 1x SDS-PAGE jel yiiriitme tamponu ile dolduruldu. Orneklerin
yiikklenmesinden sonra jel, 180 V ve 400 mA elektrik akimmda 50-60 dk siire ile
yiritildd.

- SDS-PAGE Jel Tamponu (10x): 90 g Tris, 144 g Glisin, 10 g SDS ultra saf suda 1

L’ye tamamlanarak hazirlanir, 1x olarak kullanilir.

Cizelge 3.2. %12’lik Ayirici Jel Soliisyonu ve %4 liik Istifleme Jel Soliisyonu Icerikleri

%12’lik Ayrici Jel Soliisyonu

Distile H.0 3,3ml
1,5 M Tris-HCI, pH 8.8 2,5ml
%30 Akrilamit-BisAkrilamit 4 mi
%10 SDS 100 pl
%10 APS 100 pl
TEMED 5ul

% 4’liik Istifleme Jeli Soliisyonu

Distile H.0 3,0 mi
0,5 M Tris-HCI, pH 6.8 1,25 ml
%30 Akrilamit-BisAkrilamit 670 ul
%10 SDS 50 ul
%10 APS 50 pl
TEMED 5ul
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SDS-PAGE Jeli’'nin Boyanmasi

Elektroforez islemi tamamlanan jellerdeki protein bantlarini goriiniir hale getirmek i¢in jeller

once fiksasyona tabi tutulmus sonrasinda ise boyanmistir. Bu amagla, sirasi ile asagidaki

yontem takip edilmistir:

1.

Yiiriitme sonrasinda iki cam plaka birbirinden dikkatlice ayrilarak tabakalar arasindaki
jel, yirtilmadan ve zarar gérmeden ¢ikarildi.

Jelin tist kismindaki %4’liik istifleme jeli kism1 kesilerek uzaklastirildi.

Jel tlizerindeki proteinlerin jele iyice tutunmalarini saglamak amaciyla fiksasyon
(sabitleme) islemi gerceklestirildi. Bu amagla, yiiriitiilen jel, icerisinde fiksasyon
tamponu bulunan genis bir kap igerisine alindi ve gece boyu (~16 saat) calkalayici
tizerinde inkiibasyona birakildi.

- Fiksasyon Tamponu: %40 metanol, %10 asetik asit, %50 ultra saf su

Fiksasyon igleminin ardindan, fiksasyon tamponu uzaklastirilarak jel ultra saf su ile
yikandi.

Yikanan jel, onceden hazirlanmis Bloo Moose Boyama Soliisyonu (Kerafast, ABD) ile
boyandi. Boyama sirasinda jel genis bir kap igerisine alindi ve gece boyu (~16 saat)
calkalayici lizerinde inkiibasyona birakilda.

- Bloo Moose Boyama Soliisyonu: 40 ml Soliisyon A, 10 ml Soliisyon B ile homojenize

oluncaya dek karistirilir.
Boyama isleminin ardindan fazla boyanin uzaklastirilmasi igin jeller ultra saf su ile
birka¢ kez yikandi.
Boyama islemi tamamlanan jellerin, VersaDoc 4000 MP (Bio-Rad, ABD) goriintiileme
cithazi ile veya yiiksek coziintirliiklii optik bir tarayici cihaz kullanilarak goriintiileri

alindi.

3.8.4. Western Blotlama Analizi
Orneklerin jelde vyiiriitiilmesinden sonra, belirli proteinlerin (rTFF, E-kaderin ve aktin)

yiiriitiilen 6rneklerdeki varliginin tespit edilebilmesi amaci ile western blotlama analizi

yapilmistir. Bu kapsamda, Oncelikle yiiriitiilen jellerdeki protein orneklerinin membrana

yari-Kuru (semi-dry) transfer metodu ile transferi gergeklestirilmistir.
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Yari-kuru Jel Transferi:

Trans-Blot Turbo (Bio-Rad, ABD) yari-kuru transfer sistemi kullanilmis ve asagidaki

yontem takip edilmistir:

1. 2 adet 3MM filtre kagidi, 1 adet nitroseliilloz membran ve transferi yapilacak olan jel,
transfer tamponu ile 1slatildi.
- Transfer Tamponu: 2,70 g Tris, 1,45 g Glisin, 1,87 ml %10 SDS, 100 ml metanol

eklendikten sonra ultra saf su ile 500 ml’ye tamamlanarak hazirlanir.

2. Srrasi ile 1 adet 3MM filtre kagidi, lizerine membran, iizerine jel ve son olarak 1 adet
3MM filtre kagid1 olmak iizere iist iiste yerlestirildi.

3. Yapilan sandvig iizerine bir miktar daha transfer tamponu eklendikten sonra arada hava
boslugu kalmayacak sekilde rulo ile sandvig iizerinden geg¢ildi.

4. Kaset icerisinde biriken fazla tamponun kalan1 dokiildiikten sonra kasetin kapagi
kapatilarak kaset, transfer cihazi haznesine yerlestirildi ve 1 jel igin transfer islemi

secildi.

Membramn Bloklanmasi ve Blotlama:

Transfer isleminin tamamlanmasindan sonra, membran bloklama ve blotlama islemleri i¢in

ayr1 bir kaba alinarak asagidaki yontem uygulanmaistir:

1. Transfer sonrasi proteinleri baglanmis olan membran 1 saat siire ile %5°lik yagsiz siit
tozu igeren TBST tamponu igerisinde bloklama igin ¢alkalamaya birakildi.
- TBS Cozeltisi (10X): 24,2 g Tris, 80 g NaCl, pH: 7,6 olacak sekilde hazirlanarak

hacmi ultra saf su ile 1 L’ye tamamlanir.

- TBST: Kullanim o6ncesinde taze olarak 1X konsantrasyonda 1 L kadar hazirlanan
TBS tizerine 1 ml Tween-20 eklendikten sonra kullanilir.

2. Bloklama sonrasinda membran 3 kez (2x 5 dk ve 1x 15 dk siire ile) TBST tamponu
kullanilarak yikandi.

3. Yapilan yikama sonrasinda membran, TBST igerisinde uygun diliisyonda hazirlanan
birincil antikor ile 1 saat siire boyunca oda sicakliginda inkiibasyon i¢in ¢alkalamaya
birakildi.

- Bu kapsamda kullanilan birincil antikorlar:

Anti-6xHis (Invitrogen, ABD)(1:1000 diliisyonda)
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Anti-E-cadherin (SantaCruz, ABD)(1:1000 diliisyonda)

Anti-p-actin (SantaCruz, ABD)(1:5000 diliisyonda)
Siire sonunda membran 3 kez (2x 5 dk ve 1x 15 dk siire ile) TBST tamponu kullanilarak
yikandi.
Yapilan yikama sonrasinda membran, TBST igerisinde uygun diliisyonda hazirlanan
horseradish peroksidaz (HRP) bagli ikincil antikor ile 1 saat siire boyunca oda
sicakliginda inkiibasyon i¢in ¢alkalamaya birakildi.
- Bu kapsamda kullanilan ikincil antikorlar:

Anti-human Fc-HRP (SantaCruz, ABD)(1:5000 diliisyonda)

Anti-human-HRP (Bio-Rad, ABD)(1:10.000 diliisyonda)

Siire sonunda membran 3 kez (2x 5 dk ve 1x 15 dk siire ile) TBST tamponu kullanilarak

yikandi.

Clarity western ECL (Bio-Rad, ABD) kiti kullanilarak HRP enziminin 1g1ima yapmasi
saglandi. Bu kapsamda, antikora bagli haldeki HRP enzimi, kullanilan ECL ¢ozeltisi
icerisinde bulunan Lumigen PS-3 substratini katalizlemektedir. Bu reaksiyon sonucu
aci8a cikan luminol ise 1s1ma yapmaktadir.

Membran iizerinde ger¢eklesen 1sima, X-ray filmlerin (GE Healthcare, ABD) kullanimi

ile saptandi.

3.8.5. rTFF’nin Sivi Kromatografi Kiitle Spektrometrisi ile Karakterizasyonu
Uretimi yapilan rTFF’nin Sivi Kromatografi Kiitle Spektroskopisi (LC-MS/MS) ile

tanimlanabilmesi amaci ile tekrarli yar1 beslemeli kiiltiir st sivisina LC-MS/MS

uygulanmistir. Bu kapsamda 6rneklere FASP protein kesim Kiti (Expedeon, ABD) protokolu

ile kesim yapilmistir. Protokol kapsaminda kullanilan soliisyonlar kesim Oncesinde taze

olarak hazirlanip kullanilmistir. Hazirlanis protokolu asagida belirtildigi sekildedir:

Ure Soliisyonu: 1 ml Tris.Cl soliisyonu 1 ml iire tiipii ile karistirilda.

lyodoasetamit (IAA) Solisyonu (10X): 100 pl iire soliisyonu 1 adet TAA tiipi ile

karistirildi. Pipetaj ile homojenize edildi. Temiz bir tiipe aktarildi.

Kesim Soliisyonu: 75 pl 50 mM amonyum bikarbonat igerisinde, 4 pug Tripsin olacak

sekilde hazirlandi. Son konsantrasyonu: 0,05 pg/ul’dir. Kesimi istenen proteine karsilik

gelen Tripsin oran1 1:100 olarak ayarlandi.
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Hazirlanan soliisyonlar ile agsagidaki yontem takip edilerek kesim iglemi yapilmistir:
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20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.

28.

0,4 mg protein (maksimum 30 ul) ile 200 pl tire 6rnek soliisyonu spin filtrede karistirildi.
14.000xg’de 15 dk. siire ile santrifiij edildi.

Toplama tiipiinde biriken siv1 atild1.

10X TAA’dan 10 pl ile 90 pl iire soliisyonu spin filtreye eklendi.

1 dakika siire ile yiiksek hizda vorteks ile karigtirildi.

Oda sicaklig1 ve karanlikta 20 dakika boyunca karistirilmadan beklemeye alindi.
14.000xg’de 10 dakika siire ile santrifiij edildi.

Toplama tiipiinde biriken siv1 atild1.

100 pl tire soliisyonu spin filtreye eklendi.

. 14.000xg’de 10 dakika siire ile santrifiij edildi.

. Toplama tiiptinde biriken s1v1 atildi.

. 9-11. adimlar 2 sefer daha tekrar edildi.

. 100 pl 50 mM Amonyum Bikarbonat soliisyonu eklendi.
. 14.000xg’de 10 dakika siire ile santrifiij edildi.

. Toplama tiipiinde biriken s1v1 atildi.

. 13-15. adimlar 2 sefer daha tekrar edildi.

. 75 pl Kesim Soliisyonu spin filtreye eklendi.

. 1 dakika stire ile yiiksek hizda vorteks ile karistirildi.

. Evaporasyonun minimize edilebilmesi amaci ile tiiplerin kapagi parafilm ile sarilarak 37

°C’de 4-18 saat aras1 inkiibasyona birakildi.

Ertesi giin, spin filtreler yeni toplama tiiplerine aktarildi

40 pl 50 mM Amonyum Bikarbonat soliisyonu eklendi.

14.000xg’de 10 dakika siire ile santrifiij edildi.

Toplama tiipiinde biriken s1vi1 atildi.

21-23. adimlar 1 sefer daha tekrar edildi.

50 pul 0,5 M NaCl soliisyonu eklendi.

14.000xg’de 10 dakika siire ile santrifiij edildi.

Toplama tiipiinde elde edilen parcalanmis protein fraksiyonu (filtrat) konsantratorde
kurutuldu.

Ornek iizerine 20 pl %0,1 Formik asit ilave edilerek analiz igin yiikleme yapild.
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3.9. Hiicre Canlihig1 ve Proliferasyonuna Yonelik Analizler

3.9.1. Tripan Mavisi Hiicre Sayim Metodu

Tripan mavisi hiicre sayimi1 metodu, canli hiicrelerin yiiksek molekiil agirligina sahip olan
tripan mavisi’'ni (872,88 g/mol) (Sigma, Almanya) hiicre icine almamalar1 esasina
dayanilarak yapilmaktadir. Bu kapsamda boyay1 igerisine almis olan hiicreler 6lii olarak
sayilirken, boyay1 diglamis olan hiicreler canli olarak sayilmaktadir. Yapilan sayimlar
sirasinda Thoma Sayim Lami kullanilmistir (Cizim 3.11). Sayim sahasi igerisinde tercihen
30 kadar canli hiicre kalabilecek sekilde uygun diliisyonlarin yapilmasi ve sayimlarin bu
sekilde gerceklestirilmesine 6zen gosterilmistir. Sayim amaci ile siispanse hiicre hatlar1 ve

yiizeye tutunan (monolayer) hiicre hatlar1 i¢in ayr1 protokollar takip edilmistir.

Stispanse Hiicre Hatlarinin Sayima:

HEK293F hiicrelerinin pasajlamalari ve dondurulma oncesi sayimlarinda siklikla 1:5-1:6

oranlarinda diliisyonlar uygulanmistir. Bu kapsamda asagidaki protokol takip edilmistir:

1. Kiiltir igerisinden 50 ml’lik steril falkona 30 ml kadar kiiltivasyon ortami alindiktan
sonra 10-20 sn. siire ile maksimum hizda vorteks uygulandi.

2. Sayim amaci ile bu homojenattan 50 pl kadar 6rnek alindi.

3. Almnan ornek, uygun diliisyon oraninda tripan mavisi ile karistirildiktan sonra Cizim
3.11°de gosterilen 1 adet biiylik kare (16 adet kiigiik kare ile gosterilen) ile resmedilen
alanda sayim yapildu.

4. Sayim sirasinda, boyay1 diglamis (canli) olan hiicreler ile boyayr almis (6lii) olan hiicre
sayilar1 not edildi.

5. Sayim sonucunda elde edilen hiicre konsantrasyonunun hesaplanmasi amaci ile

asagidaki formiil kullanildi:

Biiyiik Kare
Icerisinde Kalan X
Hiicre Sayisi

Iml’deki
Hiicre Sayisi

Diliisyon
Faktorii

X 10
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Yiizeye Tutunan Hiicre Hatlarimin Sayvimi:

Primer hiicre hatt1 ve diger monolayer hiicre hatlarmin sayimi amaci ile kullanilan kiiltiir

kabinin yilizey alanina baglh olarak farkli dillisyonlar tercih edilmistir. Bu kapsamda

asagidaki protokol takip edilmistir:

1.
2.

7.
8.
9.

Hiicrelerin iizerindeki besi yeri steril bir falkon igerisinde toplandi.

Yiizeye tutunmus haldeki hiicreler, 2-5 ml kadar PBS (fosfat ile tamponlanmis tuz
coOzeltisi) ile yikand.

Yikama amaci ile kullanilan PBS falkon igerisine alindi.

Tutunma yiizeyini kaplayacak kadar Tripsin-EDTA (Gibco, ABD) eklendi ve kiiltiir kab1
5 dakika kadar inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonunda tutunma yiizeyine iyice vurularak hiicrelerin kalkmasi saglandu.
Hiicrelerin toplanmasi amaci ile kalkan hiicreler tizerine 2-5 ml kadar PBS eklendi.
Pipetle iyice vurularak hiicreler toplandi ve yine ayni falkon igerisine alindi.

1500 rpm’de oda sicakliginda 10 dakika santrifiij edildi.

Ust siv1 atildiktan sonra hiicreler 250 pl taze besi yerinde iyice siispanse edildi.

Bu homojenattan sayim amaci ile 50 pl 6rnek alindu.

10. Bu basamaktan sonra “Siispanse Hiicre Hatlarinin Sayim1” i¢in uygulanan 3, 4 ve 5 nolu

basamaklar sirasi ile ayni sekilde takip edildi.
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Cizim 3.11. Thoma Sayim Lamu ile Hiicre Sayimi

3.9.2. WST-1 Hiicre Proliferasyonu Testi

Canli hiicrelerde bulunan siiksinat-tetrazolim rediiktaz ile tetrazolim tuzlarmin renkli
formazan bilesiklerine indirgenmesi, hiicre canlilig1 ile ¢ogalmasini 6lgmek i¢in hassas ve
dogru bir yontem saglamaktadir. Bir tetrazolim tuzu olan WST-1 [2- (4-Iyodofenil) -3- (4-
nitrofenil) -5- (2,4-disiilofenil) -2H- tetrazolyum], metabolik olarak aktif olan hiicrelerde
yiiksek oranda suda ¢Oziiniir formda formazan olusmasma sebep olur. Bdylece hiicre
canlili1 ve proliferasyonunun dogrudan kolorimetrik bir dl¢tim ile tespit edilmesi saglanir.
Bu test ile rTFF veya P1 peptidi eklenmis olan hiicre hatlarinin proliferasyon diizeylerinde
herhangi bir farklilik olup-olmadig1 tespit edilmistir. Proliferasyon diizeyinde olusan bir
artig, farklilasmaya iligkin pozitif bir gosterge olarak kabul edilmektedir (Platica ve dig.
1992).
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Bu kapsamda asagida verilen yontem takip edilmistir:

1. 96 kuyucuklu bir doku kiiltiir plagma kuyucuk basma 1x10* hiicre denk gelecek sekilde
hiicre ekimleri yapildi ve hiicrelerin kiiltiirleri 37 °C’de %S5 CO2’li etiivde
gerceklestirildi.

2. Her kuyucuktaki son kiiltiir ortam1 hacmi 100 pl olacak sekilde hiicreler, P1 peptidi,
r'TFF proteini igeren pozitif kiiltiir Gist sivis1 veya negatif kontrol kiiltiirti st sivisi ile 72
saat boyunca inkiibe edildi.

3. Elektro Esleme Reaktifi (ECR) ¢o6ziildii ve 1 adet WST-1 flakonu ile 2 ml ECR

birlestirildi.

Kisaca vortekslendi ve kullanana kadar karanlikta 4 °C'de bekletildi.

96 kuyucuklu plagin her bir kuyusuna 10 pl sulandirilmig WST-1 reaktifi eklendi.

Plak karistirild1 ve 37 °C'de 5 dakika siire ile inkiibe edildi.

Inkiibasyondan sonra multiwell plaka okuyucu cihaz (Multiskan FC, Thermoscientific,

N oo a &

ABD) ile 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik okuma gergeklestirildi.

3.9.3. Mikroskopik Analizler

MCF-7 ve primer hiicre hatlarinin mikroskopik olarak goériintiilenmesi amaci ile 4x, 10x ve
40x’lik lensler ile birlikte Olympus inverted mikroskop sistemi (Olympus, Japonya)
kullanilmistir. Yapilan ¢ekimler ilgili molekiiliin veya iist stvimin (fTFF pozitif kiiltiir,
negatif kiiltiir veya P1 peptidi) 72 saat siire ile serumsuz besi yerinde hiicreler ile
inkiibasyonu sonrasinda gergeklestirilmistir. Yapilan g¢ekimler sonrasinda, elde edilen

hiicreler ileri analizler i¢in kullanilmistir.

3.9.4. Neonatal Fc Reseptorii’ne Baglanma Testi

Ekspresyon sonrasinda elde edilen iist sivilar ile negatif kontrol kiiltiirii Gist sivist farklt
molekiil biiytikliigiine kars1 secicilikleri olan membranlar kullanilarak diyaliz ve/veya
ultrafiltrasyon ile konsantrasyon islemlerine tabi tutulmustur. Membrana yiiklenen iist
stvilarin retentatlart kullanilarak biyotinlasyon islemi gerceklestirilmistir. Son olarak ise
biyotinlasyonu yapilan iist stvilar kullanilarak sandvi¢ ELISA (enzime bagli immiinozorbant
testi) tabanli olarak ¢alisan FCRNn’ye (Neonatal Fc reseptorii) baglanma testi (G-Biosciences,

ABD) yapilmistir.
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Ust Stvimin Farkli Metotlar Ile Konsantre Edilmesi ve Biyotinlasyonu

1. Ust s1vinin biyotinlasyonu amaci ile kiiltiirlerden toplanan iist stvilar dncelikle karbonat
tamponu’na (100 mM NaHCOs, pH: 9,0) karst farkli molekiil biiyiikliiklerine
secicilikleri olan membranlar kullanilarak diyaliz ve/veya ultrafiltrasyon ile
konsantrasyon islemlerine tabi tutulmustur. Bu sekilde 5 farkli 6rnek hazirlanmistir.
Bunlar:

A. 50 ml pozitif kiltiir st sivist 50 kDa’lik diyaliz tiipii (SpectrumLabs, ABD)
kullanilarak diyaliz edildi. Bradford analizi sonrasinda 5 kDa’lik membran
kullanilarak Amikon stirred-cell ile nihai protein konsantrasyonu 1mg/ml olacak
sekilde konsantre edildi.

B. 50 ml pozitif kiiltiir iist sivis1 50 kDa’lik diyaliz tiipii (SpectrumLabs, ABD)
kullanilarak diyaliz edildi. Bradford analizi sonrasinda 10 kDa’lik santrifugal
konsantratér (Vivaspin 500, Sartorius, Almanya) ile nihai protein konsantrasyonu
Img/ml olacak sekilde konsantre edildi.

C. 10 ml pozitif kiltir dst sivist 10 kDa’lik santrifiigal filtre (Amikon-ultra,
Merckmillipore, Almanya) ile nihai protein konsantrasyonu 1mg/ml olacak sekilde
konsantre edildi.

D. 3 ml pozitif kiiltiir iist sivist 2 kDa’lik diyaliz kasedi (Thermoscientific, ABD)
kullanilarak diyaliz edildi. Bradford analizi sonrasinda 3 kDa’lik santrifugal
konsantrator (Vivaspin 500, Sartorius, Almanya) ile nihai protein konsantrasyonu
Img/ml olacak sekilde konsantre edildi.

E. 3 ml negatif kiiltiir tst sivist 50 kDa’lik diyaliz tiipii (SpectrumLabs, ABD)
kullanilarak diyaliz edildi. Bradford analizi sonrasinda 10 kDa’lik santrifugal
konsantrator (Vivaspin 500, Sartorius, Almanya) ile nihai protein konsantrasyonu
Img/ml olacak sekilde konsantre edildi.

2. DMSO (Dimetilsiilfoksit) i¢erisinde 1 mg/ml konsantrasyonunda olacak sekilde NHS-
Biyotin (N-Hidroksisuksinimidobiyotin, H-1759, Sigma, ABD) soliisyonu hazirlandi.

3. 1 ml’ye 125 pl olacak sekilde her bir konsantre iist sivi sollisyonuna biyotin
soliisyonundan ilave yapildu.

4. Bu sekilde hazirlanan biyotin-konsantre iist s1v1 soliisyonu karigimlart aliiminyum folyo

ile sar1l1 sekilde rotator iizerinde oda sicakliginda 4 saat siire ile inkiibasyona birakildi.
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5.

Inkiibasyon siiresi sonunda, rotatordan alman soliisyonlar +4 °C’de PBS’ye (fosfat ile
tamponlanmis tuz ¢ozeltisi) kars1 2 kDa’lik diyaliz kasetleri (Thermoscientific, ABD)
kullanilarak diyalize tabi tutuldu.

FcRn’ye Baglanma Testi

Hazirlanis1 yukarida paylasilan 5 farkli 6rnekten (A,B,C,D,E) ilkinin (A’nin) bir boliimiine

PBS’ye kars1 diyaliz sonrasinda 10 kDa’lik santrifugal konsantratér (Vivaspin 500,

Sartorius, Almanya) ile konsantrasyon islemi uygulanmistir. Boylelikle test edilecek olan

pozitif kiiltliir 6rnegi sayist 4’ten-5’e ¢ikarilmistir. Bunun yami sira, 1 adet negatif kiiltiir

ornegi (E), 1 adet antijen negatif kontrolii ve 1 adet biyotinlenmis ikincil antikor negatif

kontrolii ¢calisilmistir. Bu amacla asagidaki protokol takip edilmistir:

1.

9.

10.

11.
12.

Birincil antikor ile kapli 96 kuyulu plak, standart, numune ve kontrol eklenmeden 6nce
yikama soliisyonu ile 2 defa yikandi.

Standart ¢ozeltileri 20 ng/ml, 10 ng/ml, 5 ng/ml, 2,5 ng/ml, 1,25 ng/ml, 0,625 ng/ml,
0,313 ng/ml ve 0 ng/ml konsantrasyonlarda olacak sekilde p51 proteini standardi
kullanilarak hazirlandi ve 8 adet kuyuya 100’er pul olacak sekilde sira ile eklendi.
Orneklerin ¢alisilacagi kuyulara 10 ng/ml konsantrasyonundaki p51 proteininden 100’er
ul olacak sekilde eklendi.

Antijen negatif kontrolii kuyularina (3 adet) yalnizca standart hazirlama soliisyonundan
100 pl eklendi.

Plak folyo ile kapatildi ve 37 °C'de 90 dakika siire ile inkiibasyona birakildi.

Folyo ¢ikarildi, plak igerigi atildi ve kullanilan kuyular yikama tamponu ile 2 defa
yikandi.

Standart kuyular1 ve antijen negatif kontrolii kuyularina 100’er ul biyotinlenmis ikincil
antikor’dan kuyu cidarlarina dokunulmadan eklendi.

Orneklerin galisilacagr kuyulara ise toplamda 100’er pl olacak sekilde her bir 6rnekten
1:1,1:2, 1:4, 1:8 ve 1:16 diliisyonlarda ekleme yapildi.

Plak bir folyo ile kapatild1 ve 37 °C'de 60 dakika siire ile inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda folyo cikarildi, plak igerigi atildi ve kullanilan kuyular
yikama tamponu ile 3 defa yikandi.

Kuyulara HRP-Streptavidin konjugat soliisyonundan 100’er ul eklendi.

Plak bir folyo ile kapatildi ve 37 °C'de 30 dakika siire ile inkiibasyona birakildi.
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13. Inkiibasyon siiresi sonunda folyo ¢ikarildi, plak icerigi atildi ve kullamlan kuyular
yikama tamponu ile 5 defa yikandi.

14. Yikamalar sonrasinda her bir kuyuya 90 ul TMB Substrat soliisyonundan eklendi.

15. Yeterli 1s1ma saglandiktan sonra her bir kuyuya 50’ser ul Stop soliisyonundan eklendi
ve icerik homojenize edildi.

16. Hemen sonrasinda multiwell plaka okuyucu cihaz (Multiskan FC, Thermoscientific,

ABD) kullanilarak 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik okuma gergeklestirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Proteinin tasarimi

4.1.1. Proteinin Monomerik Yapida Modellenmesi

I-TASSER ile yapilan modellemede, herhangi bir kisitlayici veya taslak kullanilmadan genel
homoloji modellemesi yapilmistir. Bilgisayar programi tarafindan girilen zincir dahilindeki
amino asitlerin mevcut yapidaki kararliliklar1 normalize B-faktor grafigi ile verilmektedir
(Cizim 4.1). Buna gore, alman negatif degerler ilgili monomerlerin genel yapidaki
kararliliklarin1 temsil etmektedir (Yang ve dig. 2016). Sonuglara goére zincir iizerinde
biitiinciil TFF’ nin yer aldig1 108 amino asitlik domain’in aktivite gosteren parcast olan N-
terminal’inden itibaren yiiksek bir yapisal kararliliginin oldugu goriilmektedir. Bu durum,
yapisal agidan kritik oneme sahip s6z konusu fragmanin etki gostermesi bakimindan olumlu

bir gosterge sunmaktadir.

Nornalized B-factor —— Helix # Strand ® Coil

50 1600 150 200 250 300
Residue Nunmber

Cizim 4.1. rTFF ye Iliskin Normalize Edilmis B-faktor Grafigi

I-TASSER tarafindan yapilan modellemelerde 5 farkli sonug¢ alinmistir. Bunlar igerisinden
en yiiksek gilivenilirlik derecesine sahip olan model -1,57’lik C-skor (confidency score) ile
Cizim 4.2°de gosterilmektedir. C-skoru, elde edilen modelin giivenilirligine gore -5 ile +2
aralig1 arasinda bir dagilim gdstermektedir. Literatiirde, yapilan modellemeler sonucunda -
1,5 ve flzerinde elde edilen skorlarin oldukga giivenilir bir model tanimladig ifade
edilmektedir (Zhang 2008, Roy ve dig. 2010, Yang ve dig. 2015). Buna gore ¢alismamiz
kapsaminda alinan C-skoruna dayanarak elde etmis oldugumuz modelin oldukga yiiksek bir

giivenilirlikte oldugu goriilmektedir.
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Cizim 4.2. Monomerik rTFF Modelleme Sonuglar
Her iki gorintii de aynt modele ait olup, farkli agilardan modelin goriiniirliigiini
saglamaktadir. Yapilan goriintiileme UCSF Chimera bilgisayar programi kullanilarak
yapilmistir (Pettersen ve dig. 2004).

Elde edilen modele gore, rTFF nin aktivite gosteren bdlgesi olan N-terminalinin proteinin
herhangi baska bir domain’i ile istenmeyen bir 3 boyutlu etkilesime girmedigi ve/veya
katlanma yapmadig goriilmektedir. Bu bakimdan, s6z konusu proteinin monomerik yapida

istenen ozelligi sergileyebilecek niteligini korudugu rahatlikla ifade edilebilir.

4.1.2. Proteinin Dimerik Yapida Modellenmesi

Bilindigi tizere, IgG1-Fc dimerik bir proteindir ve ekspresyon sonrast dimerize olmaktadir.
Bu nedenle, rTFF’ye dair elde edilen monomerik modellemeye ek olarak dimerizasyon
sirasinda olusabilecek olas1 bir istenmeyen katlanmanin 6ngdriilebilmesi agisindan dimerik
modellemeye de ihtiya¢ duyulmustur. Bu baglamda, COTH bilgisayar programi ile yapilan
dimerik modellemeye iliskin sonu¢ Cizim 4.3’de goriilmektedir. Bu program ile yapilan

modellemelere iliskin glivenilirlik puanlamasi normalize edilmis Z-skoru ile
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belirlenmektedir. Z-skoru ayni zamanda elde edilen modelin istatistiksel olarak ne kadar
giivenilir oldugunun da bir gostergesi olarak kabul edilir. Buna gore, modele ait normalize
edilmis Z-skorunun 2,5’un iizerinde olmasi, modelin giivenilirliginin yiiksek oldugu
anlamina gelmektedir. Bu sayidaki artisa paralel sekilde elde edilen modelin giivenilirliginin
de arttig1 anlami ¢ikarilabilmektedir (Mukherjee ve Zhang 2010). Bu baglamda, program
tarafindan Onerilen 10 adet model arasinda birinci olarak siralanan mevcut modelin
normalize edilmis Z-skoru degeri 4,224 olarak belirtilmistir. Bu da elde edilen modelin

giivenilirliginin oldukga yiiksek oldugu anlamina gelmektedir.

Kendi icerisinde dimerize
olmug IgG1-Fc Domain'leri

Cizim 4.3. Dimerik rTFF Modelleme Sonuglari
Yapilan goriintiileme UCSF Chimera bilgisayar programi kullanilarak yapilmistir (Pettersen
ve dig. 2004).

Dimerik rTFF modellemesinden alinan nihai sonuca gore, tasarimi yapilan proteinin
ekspresyonu sonrasinda elde edilecek olan yapinin dimerize olmasi halinde de aktivite
acisindan kritik neme sahip olan N-terminalinin herhangi bir 3 boyutlu katlanmaya maruz
kalmadig1 goriilmektedir. Bu kapsamda yapilan modelleme sonucunda yalnizca IgG1-Fc
domain’lerinin beklendigi sekilde dimerize oldugu, buna karsin TFF yapisinda herhangi bir

dimerizasyonun ger¢eklesmedigi ve proteinin N-terminalinin serbest kaldig1 goriilmiistiir.
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4.2. Plazmidin Amplifikasyonu ve Saflastirilmasi

4.2.1. E. coli Hiicrelerinin Elektroporasyon ile Transformasyonu

Yapilan 6n denemelerde 100 ng plazmitin E. coli DH10B hiicrelerine elektroporasyon ile
aktarimi denenmis ancak olumlu sonu¢ alimmamamistir. Bu kapsamda yapilan literatiir
arastirmasi sonucunda problemin, aktarimi yapilmak istenen plazmidin boyutu ile iliskili
olabilecegi sonucuna vartlmistir (Chan ve dig. 2002). Aktarimi yapilmak istenen
plazmidimizin boyutunun 4,5 kbp olmasi nedeni ile yaptigimiz ilk c¢aligmalarda
kullandigimiz 100 ng’in 2,5 kat1 kadar (250 ng) plazmidin elektroporasyonda kullanimina
karar verilmistir. Bu sekilde yapilan aktarim sonucunda basarili olunmustur. Alinan
sonuclara gore: hiicrelerin saglikli oldugu, kullanilan Zeosin’in etkili oldugu, hiicrelerin
kompetansilerinin yeterli oldugu ve bu sayede aktarilan plazmidin diren¢ kazandirdigi

sonuglarina varilmistir (Cizim 4.4).

Plazmit

Plazmit Aktarim
Aktarilms Yapilma
E.coli I; coliml§

ikt Alikotu

Zeosmsiz
LB Agar

Zeosinsiz
LB Agar

Zeosinli
LB Agar

Zeosmli
LB Agar

Sonuc: Ureme Var Ureme Var Ureme Yok  Ureme Var

Cizim 4.4. Transformasyon Islemi Sonras1 Petrilerde Alinan Sonuglar
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4.2.2. Hiicrelerin Cogaltimi ve Plazmidin Saflastirilmasi

2 adet 200 mI’lik Zeosin’li sivi LB besi ortami kullanilarak yapilan E. coli kiiltivasyonu
sonrasinda gerceklestirilen saflagtrima islemi sonucunda, iki erlenden hazirlanan iki adet
saflagtirma iriinii birlestirilerek yaklagik 3057 ng/ul konsantrasyonda 500 pl kadar
(toplamda 1,5 mg) plazmit elde edilmistir.

4.3. Rekombinant TFF’nin HEK293F Hiicrelerinde Uretimi

4.3.1. Kesikli Modda Kiiltiir

Kesikli modda yapilan kiiltiir isleminin sonunda, kiiltiir iist stvisindan alinan 6rnekler ile
gerceklestirilen SDS-PAGE ve western blotlama islemlerinin sonucuna goére tretilmesi

hedeflenen rTFF nin biitiinciil halde kiiltiir i¢erisine salindig1 tespit edilmistir.

120kD s
85kD % oy

(d)
50kD &
(©
1D -
PO (b)

25kD ~
20kD
“- .

(IT) (IIT)
Cizim 4.5. Kiiltiir Ust Stvisinda rTFF Analizi

SDS-PAGE analizi (I), Anti-His western blotlama sonucu (1), Anti-Fc western blotlama
sonucu (). I: Soldan-saga sirasi ile: markir/pozitif kiiltiir iist sivisi/negatif kiiltiir tist sivisi.
Cizim tizerinde (a), (b), (c), (d) olarak isaretlenmis olan bantlar rTFF’ nin kismi veya
biitiinciil sekilde eksprese olan formlarini isaret etmektedir.
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Ekspresyon igleminin etkinligine dair yapilan ¢aligmalarda kiiltiir iist sivis1 herhangi bir
islemden gegirilmeden kullanilarak SDS-PAGE (sodyum dodesil siilfat poliakrilamit jel
elektroforezi) analizi gergeklestirilmistir. Yiiriitiilen bir jele Coomassie boyama islemi
yapilmistir. Ayni drnekler kullanilarak yiritiilen diger iki adet jele ise western blotlama
caligmasi yapilmigtir. Western blotlama islemlerinde 6xHisTag Antikoru (Invitrogen, ABD)
ile tavsan anti-insan 1gG-HRP (SantaCruz, ABD) antikorlar1 kullanilmistir (Cizim 4.5). Bu
caligmalarda kullanilan 6xHisTag Antikoru’nun, rTFF proteininin 25-38. amino asitleri
arasinda bulunan “HTHTHTHTHTHTH” motifine baglanmasi beklenmis ve baglandig:
goriilmistiir. Tavsan anti-insan 1gG-HRP antikorunun ise tasarimda biitiinciil yapidaki TFF
proteininin C-terminaline entegre edilmis olan insan IgG1-Fc fiizyon partnerine baglanmasi

beklenmistir.

Saflagtirma islemine geg¢ilmeden Once gozle yapilan incelemelerde, elde edilen iist sivi
icerisinde oldukca yogun agregatlar gozlemlenmistir (Cizim 4.6). Ayrica, calisilan
numunenin +4 °C’de bekletilmesi ile soz konusu agregatlarin oraninin iyice arttigi ve

zamanla artan bir hizla sedimente olmaya basladig1 gozlemlenmistir.

Cizim 4.6. Kiiltiir Ust Stvisinda Gériilen Agregatlar ve Neden Oldugu Tiirbit Yapi
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rTFF 'nin Coziintirliigiiniin Artirdmaya Calisiimasi:

Eksprese edilen rTFF’nin mevcut kiiltlir iist sivist igerisindeki ¢oziiniirliigliniin oldukga
diisiik olmasit nedeni ile ¢oziiniirliigiiniin artirilabilmesi amaci ile farkli bilesenler
kullanilarak ¢6ziliniirliigiiniin artirllmasina ¢alisilmistir. Bu amacla asagida belirtilen katkilar
tek tek veya kombinasyonlar halinde kiiltiir iist sivisina ilave edilmistir. Bu noktada
amaclanan, so6z konusu ilaveler ile proteinin biitiinciil yapisinda herhangi bir bozunmaya
sebep olmadan, miiteakiben gerceklestirilmesi planlanan tampon degisimi iglemi igin
proteini miimkiin olabildigince ¢oziiniir forma getirebilmektir. Ancak yapilan ilavelerden ve
pH ayarlamalarindan higbirinin yeterli ve kabul edilebilir bir sonug¢ vermedigi

gozlemlenmistir.

e 2mM DTT (ditiyotreitol) (Hutterer ve dig. 2013, Crivianu-Gaita ve dig. 2015, Wang ve
dig. 2015).

e %0,1 SDS (sodyum dodesil siilfat) (Gupta ve dig. 2016).

e 1-2 M Ure (Shukla ve dig. 2005, Vazquez-Rey 2011).

e 90,8 Tween 20 (Polizorbat 20)

e %0,8 Tween 80 (Polizorbat 80) (Singh ve dig. 2017).

e %1 Sodyum lauroyil sarkozinat

e 95 Sodyum lauroyil sarkozinat

e %10 Sodyum lauroyil sarkozinat

e %1 Sodyum lauroyil sarkozinat + %2 Triton X-100 + 20 mM CHAPS (3-((3-
kolamidopropil) dimetilamonyo)-1-propansiilfonat)

e %1 Sodyum lauroyil sarkozinat + %3 Triton X-100 + 30 mM CHAPS

e %2 Sodyum lauroyil sarkozinat + %4 Triton X-100 + 40 mM CHAPS (Tao ve dig. 2010).

e pH artirma

e pH diisiirme (Shire 2015).

rTFF e Iliskin In-silico Hidropatisite Analizi:

Vector-NTI bilgisayar programi kullanilarak eksprese edilen rTFF proteinine dair in silico
ortamda yapilan hidropatisite analizinde, s6z konusu proteinin hidrofobisitesinin oldukca
yiiksek oldugu sonucu ¢ikmistir (Cizim 4.7). Bu sonug, elde edilen proteinin hidrofobik

etkilesimler nedeni ile soliisyon igerisinde agregatlar olusturmasi ve zamana bagh sekilde

73



olusan agregatlarin ise sedimente olmalar1 olgusunu aciklamaktadir. Bu nedenle, s6z konusu
proteinin aktivite kayb1 yasanmaksizin in vitro etkinlik testlerinde kullanilabilmesi amaci ile
saflagtirma yapilmadan es deger nitelikteki negatif kontrolii ile birlikte kullaniminin makul
olacagi sonucuna varilmistir. Ekspresyon sirasinda kiiltiir ortamina salgilanan rTFF
proteininin miimkiin oldugunca ¢6ziiniir formda tutulabilmesi amaci ile elde edilen iiriiniin
kiiltiir icerisindeki konsantrasyonunun siirekli olarak diisiik tutulmasi planlanmistir. Bu
nedenle, kesikli modda yapilan ilk ekspresyon ¢aligsmasi sonrasinda gerceklestirilen biitiin
kiltiirlerde, kiiltiir ortaminin bir bolimiiniin sik araliklar ile toplanmasi ve yenilenmesi

esasina dayanan tekrarli yari-kesikli modda gercgeklestirilmistir.

+0.625

(=]

122 )
1 200

Cizim 4.7. Eksprese Edilen rTFF Proteini’ne Iliskin Teorik Hidropatisite Indeksi

4.3.2. Tekrarh Yari-kesikli Modda Kiiltivasyon

Kesikli modda yapilan kiiltivasyonlar ile hiicreden ayristirilan {ist sivida zamanla ¢ok fazla
agregat birikmesi nedeni ile proteinin beklenen aktivitesini gosterememesinden endise
edilmistir. Bu nedenle daha diliie bir ortam saglanacak sekilde proteinin tekrar iiretilmesine
karar verilmistir. Bu kapsamda, iiriin-inhibisyonu adi verilen fenomenin gozlendigi
fermantasyonlarda siklikla tercih edilen bir kiiltivasyon rejimi olan tekrarli yari-kesikli
modda fermantasyon gerceklestirilmistir. Ozellikle yiiksek titrelerdeki biyokimyasal iiretim
proseslerinde, iiretimi yapan hiicrelerde toksik etkiye sebep olan biyokimyasal triinlerin
araliksiz sekilde tretilebilmesi amaci ile siklikla bu modda fermantasyon rejimi tercih
edilmektedir. Calismamiz kapsaminda ise protein agregasyonunun minimize edilebilmesi

amaci soz konusu fermantasyon rejimi takip edilmis ve bu kapsamda istenilen basarili sonug
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almabilmistir. Cizim 4.8’de goriildiigl tizere, pozitif kiiltiirdeki tiirbidite diizeyi oldukga
diisiik seviyeye cekilebilmistir. Ayrica soz konusu kiiltiirlerden alinan 6rneklerde, pozitif
kiiltiirde goriilen hiicre pelletinin negatif kiiltiire kiyasla daha az olmasi, proteinin eksprese
edildiginin bir isaretgisidir (pozitif kiiltiir: ~20 mg/ml; negatif kiiltiir: ~100 mg/ml - yas hiicre
agirhgukiltir hacmi). Zira, protein ekspresyonu yapan kiiltiirlerdeki  hiicre

konsantrasyonlar1 olduke¢a diisiik hizlarda artis gostermektedir.

rTFF Pozitif Negatif
Kiiltiir Kiiltiir

Stipernatant

Cizim 4.8. Tekrarl1 Yari-kesikli Kiiltiirden Toplanan Ust Siv1 ve Kiiltiire Geri Beslenecek
Pelletlerden Ornekler
Pozitif kiiltlir (solda), negatif kiiltiir (sagda).

Calisma sonucunda elde edilen st sivilara tavsan anti-insan IgG-HRP (SantaCruz, ABD)
uygulanarak yapilan western blotlama analizi sonucuna gore sentezin gergeklestigi ve s6z

konusu proteinin biitiinciil formunun kiiltiir ortamina salindig1 gériilmektedir (Cizim 4.9).
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Cizim 4.9. Ni-NTA Kolon Kromatografisi ile Saflastirma Sonucu Western Blotlama Analizi

A: 1 dk’lik pozlama, B:3 dk’lik pozlama ve C:5 dk’lik pozlama siirelerine aittir. Sar1 ok,
negatif kontrolde goriilen bandin uzun siireli pozlamalarda pozitif Orneklerdeki
goriintirligiine isaret etmektedir.

4.4.Rekombinant TFF’nin Saflastirilmasi

4.4.1. Protein A Kolon Kromatografisi ile Saflastirma

rTFF nin tekrarli yar1 kesikli olarak iiretimi sonucunda elde edilen iist sivilar kullanilarak
Protein A kolon kromatografisi ile saflastirma islemi denenmistir. Bu kapsamda kolona
besleme Oncesinde gergeklestirilen 0,45 pm’lik filtrasyon islemi sirasinda diisiik oranda da
olsa bir kisim agregatin varligi ve filtrasyon ile elimine edildigi gdzlenmistir. Bu durumun,

subvisible (gorilebilir alt1) diizeyde agregatlarin varligina isaret ettigi diisiiniilebilir.

Saflagtirma islemi sirasinda toplanan 15 adet fraksiyon kullanilarak gergeklestirilen SDS-
PAGE analizi sonuclarina gore, indirme tamponu ile izokratik profilde yapilan indirme
islemi sirasinda kolondan oldukga diisiik miktarda da olsa bir miktar protein geldigi
goriilmektedir (Cizim 4.10). Ancak yapilacak olan ileri analiz ve testler degerlendirildiginde
s0z konusu miktarin ihtiyaci karsilayabilecek diizeyin oldukga altinda kaldigi agiktir. Bunun

yant sira s6z konusu fraksiyonlar kullanilarak bir hafta sonra yapilan SDS-PAGE analizinde
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zayif olarak goriilen s6z konusu bantlarin da kayboldugu gézlenmistir. Bu da proteinin asidik
bir tampon igerisinde stabilitesini uzun siire koruyamadigini ve her ne kadar saflastirma
sonrasinda notralizasyon yapilmigsa da asidik bir tampon ile saflastirilamayacagini

gostermektedir.

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12 F13 F14 F15

Cizim 4.10. Protein A Kolon Kromatografisi Sonuclar

Saflagtirma iglemi sirasinda toplanan 15 adet eliisyon fraksiyonu ile ger¢eklestirilen analiz
sonucunu gostermektedir. rTFF nin olas1 farkli formlarinin gelmesinin beklendigi minimum
agirlik ok ile gosterilmigtir.

4.4.2. Ni-NTA Kolon Kromatografisi ile Saflastirma
Tampon degistirme islemi sonunda elde edilen denatiire haldeki protein siispansiyonu
kullanilarak yapilan saflastirma islemi sonunda rTFF’ nin major olarak tek bir fraksiyonda
(A/6) elde edilmesi saglanmistir (Cizim 4.11). Buna ek olarak rTFF’nin geldigi fraksiyonda
baska proteinlerin de geldigi goriilmektedir (Cizim 4.12).

Ni-NTA Kolon Kromatografisi ile yapilan saflastirma igslemi sonucunda elde edilen A/6
fraksiyonu ile birlikte A/6 fraksiyonunun 2D-clean up ile konsantre edilmis formu,
saflagtirma Oncesi pozitif kiiltiir iist sivisi ve negatif kontrol st sivisi kullanilarak Western
blotlama analizi yapilmistir. Yapilan analizde tavsan anti-insan IlgG-HRP (SantaCruz, ABD)
antikoru kullanilarak insan IgGl-Fc domainine sahip olan rTFF’nin goriintiilenmesine
calisilmigtir. Sonug olarak, yapilan saflagtirmaya dair kromatogramin da gosterdigi iizere

islem sonucunda A/6 fraksiyonunda rTFF’nin elde edilebildigi goriillmektedir (Cizim 4.9).
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Akis hacmi (kolon hacmi: 0.96ml)
Cizim 4.11. rTFF’nin Ni-NTA Kolon Kromatografisi ile Saflastirilmasina iliskin Kromatogram

A/l - A/17 arasindaki bolmeler, toplanan fraksiyonlar1 géstermektedir.
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Cizim 4.12. Ni-NTA Kolon Kromatografisi ile Saflastirma Sonucu SDS-PAGE Analizi

rTFF nin olas1 farkli formlarinin gelmesinin beklendigi minimum agirlik ok ile belirtilmistir.

Yapilan saflastirma islemi sonuglar1 degerlendirildiginde, HEK293F kiiltiirii iist sivisinda
antikorun baglanabildigi yapida epitopa sahip bir proteinin bulunmasi nedeni ile negatif
kontrol kiiltiiriinde 70 kD agirliginda bir bant goriilmiistiir. Ayni1 bandin pozitif kiiltiirde de
goriiliiyor olmasi, bu bandin HEK293F Kkiiltiiriine spesifik bir bant oldugunun bir kaniti
olarak degerlendirilmektedir. S6z konusu bu bandin, kesikli kiiltiir sonrasinda yapilan
western blotlama islemi sonucunda Cizim 4.5/111’de goriilen (d) bandi ile ayn1 bant oldugu

sonucu da ¢ikmaktadir.
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Cizim 4.9A’da goriildiigii tizere 35 kDa ve 50 kDa’lik agirliklar arasinda aralarinda yaklasik
0,5 kDa fark olan iki adet bant mevcuttur. Bu iki bant, Cizim 4.9B ve C’de yapilan fazla
pozlamalar nedeni ile teke diismektedir. Her iki bant da yine Cizim 4.5/111’de goriilen (b) ve
(c) bantlar1 ile 6rtiismektedir. Bununla birlikte, her iki bant da her ne kadar ¢ok fazla spesifik
olmayan bant bulunsa da Cizim 4.5/1I’deki anti-His antikoru ile yapilan western
sonuglarinda da yerini bulmaktadir (Cizim 4.5/11b ve 4.5/1Ic). Yapilan saflastirma islemi

sonrasinda s6z konusu iki bandin, teke diistiigii goriilmektedir (Cizim 4.9).

Cizim 4.5/11I’de 50 kDa’lik agirlikta goriilen bandin Cizim 4.5/1I’de bir karsiliginin
olmamas1 ve buna benzer bir bandin Cizim 4.9’de de karsiliginin olmamasi, s6z konusu

bandin Cizim 4.5/111d’nin bir degredasyon {irlinii olabilecegi sonucunu akla getirmektedir.

Cizim 4.5/111d’deki bant ile Cizim 4.9C’de ok ile gosterilen bandin HEK293F kiiltiiriinden
gelmekte oldugu agik ve nettir. Ancak hemen hemen ayni noktada Cizim 4.5/11d’de bir bant
goriiliilyor olmast ve Cizim 4.5/111d’nin alt ve tistiinde de buna benzer bantlarin goriiliiyor
olmasi bu noktada rTFF’nin tam olarak post-translasyonel modifikasyonunu tamamlamis bir
formunun var oldugunun isareti olarak gosterilebilir. Ancak boyle bir yapinin var olmasi
halinde bile, olduk¢a mindr diizeyde kaldig1 yapilan tekrarl yari kesikli kiiltiir sonuglart ile
ortaya ¢ikmaktadir (Cizim 4.9).

Gegici transfeksiyon ile gerceklestirilen ekspresyon calismalarinda hiicre icerisindeki gen
dozajinin yiiksek olmasindan 6tiirii ekspresyon sisteminin asiri yiiklenmesi gibi bir sorunla
karst karsiya kalmabilmektedir. Bu durumun bir sonucu olarak ekspresyonu yapilan
proteinin hizli bir sekilde kiltiir ortamimna salimi s6z konusu olmaktadir. Bu durum
degerlendirildiginde, 35-50 kDa arasinda goriintiilenen bantlarin, ekspresyonunu
calistigimiz rTFF proteininin kismi olarak post-translasyonel modifikasyona ugramis
formlarina dair bantlar oldugu sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bagka bir deyisle, TFF’nin post-
translasyonel modifikasyonlari olmayan (PTM’siz) hali 17 kDa’dir. Post-translasyonel
modifikasyonlart olan (PTM’li) hali ise 45 kDa’dir. IgG-Fc’nin PTM’siz hali: 26 kDa,
PTM’li hali: 32 kDa’dir. Buna gore TFF'nin PTM’siz hali + IgG-Fc’nin PTM’siz hali: 43
kDa’dir. TFF’nin PTM’siz hali + IgG-Fc¢’nin PTM’li hali: 49 kDa’dir. Bu durumda,
hipotetik olarak Cizim 4.5/1la, Cizim 4.5/111b ve Cizim 4.5/1llc bantlari siras1 ile bahsi gegen

formlara atfedilebilir.
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Bu sonuglara gére, TFF nin C-terminalinde bulunan Insan IgG1-Fc fiizyon partnerine dair
bantlarin (Cizim 4.5/111b ve ¢, Cizim 4.9) s6z konusu domainin tek basina agirligina tekabiil
eden 25-32 kDa’lik araligin ¢ok daha iizerinde olmasi, ekstraseliiler ortama salinim sirasina

gore de rTFF nin biitiinciil sekilde ekstraseliiler ortamdaki varligini kanitlamaktadir.

4.4.3. rTFF’nin Sivi Kromatografi Kiitle Spektrometrisi ile Karakterizasyonu

Yapilan analizde objektif bir kiyaslamanin yapilabilmesi ve kiiltiirden gelen safsizliklarin
tam olarak saptanabilmesi amaci ile pozitif ve negatif kiiltiir st sivilarn
kullanilmigtir.Yapilan LC-MS/MS analizi sonucunda karakterize edilen proteinlerin

kiiltiirlere gore dagilimina iliskin Venn Diagrami Cizim 4.13’te verilmistir.

rTFF Pozitif (+) Kiiltiir rTFF Negatif (-) Kiiltiir

242

(14.6%)

Cizim 4.13. Pozitif ve Negatif Ekspresyon Kiiltiirlerine iliskin Venn Diagrami

rTFF pozitif kiltiiriinde, negatif kiiltiirden farkli oldugu tespit edilen proteinler icerisinde 2
adet proteine spesifik peptit bulgusu, %19,44’liik kapsama ve 19,38’lik Sequest skoru ile
Tiimo6r Farklilasma Faktorti (Uniprot Erisim Numarasi: Q6T424) bulundugu saptanmustir.

Bunun yani sira, mevcut rekombinant proteinimizin C-terminalinde bulunan 1gG1-Fc
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proteinininde (Uniprot Erisim Numarasi: AOA087WYC5) 9 adet proteine-spesifik peptit
bulgusu, %33,26’1ik kapsama, 43 sefer gergeklesen peptit spektrum eslesmesi (PSM sayisi)
ve 19,38’lik Sequest skoru ile negatif kiiltiirden farkli proteinler igerisinde var oldugu

saptanmistir.

Bu bulgular 6nceki ¢aligmalar ile birlikte ele alindiginda, ekspresyonu hedeflenen proteinin

tam ve bir biitiin halinde kiiltiirde var oldugunu net bir bigimde kanitlamaktadir.

4.5. rTFF’nin Hiicre Canlihg ve Proliferasyonu Uzerine Etkileri

45.1. HelLa Hiicre Hatt1 Uzerinde Etkinlik Testi

rTFF’nin meme hiicre hatt1 digindaki hiicre hatlar tizerindeki etkinliginin test edilebilmesi
amaci ile HeLa hiicre hatt1 iizerinde etkinlik testi yapilmistir. Bu amagla rTFF ile birlikte
kiiltiirii yapilan hiicrelere 72 saat sonunda hiicre sayimi uygulanmaistir. Yapilan test sonucuna
gore kiiltiire beslenen rTFF miktart arttikga diliisyon artigina bagl olarak hiicre sayisinda
azalma s6z konusu olmaktadir (Cizim 4.14). Bu da rTFF'nin meme kanseri hiicreleri disinda

herhangi bir kiiltiir tizerinde proliferatif bir etkisinin olmadigin1 gostermektedir.
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Kiiltiire Beslenen rTFF Kiiltiirii Ust Sivi Miktar1

Cizim 4.14. rTFF nin HeLa Hiicre Hatt1 Hiicreleri Uzerindeki Etkisi
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4.5.2. MCF-7 Hiicre Hatt1 Uzerinde Etkinlik Testleri
rTFF’nin MCF-7 meme kanseri hiicre hatti {izerindeki etkinliginin test edilmesi amaci ile

rTFF’nin yani sira P1 peptidi kullanilarak hiicre sayimi1 ve proliferasyon testleri yapilmistir.

rTFF 'nin Hiicre Sayisi Uzerine Etkisi:

P1 peptidi kullanilarak yapilan hiicre canliligi testinde artan miktarlarda kullanilan P1
peptidinin MCF-7 hiicre hatti iizerinde hiicre canliligin artiric1 yonde etkiledigi sonucuna
vartlmstir (Cizim 4.15). Bu sonug, Platica ve dig. (2004)’nin P1 peptidi kullanarak almig

olduklar1 sonuglar ile paralellik gostermektedir.
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Cizim 4.15. P1 Peptidi'nin MCF-7 Hiicre Canliligi Uzerine Etkisi

rTFF kullanilarak yapilan hiicre canlilig1 testinde, diisiik dozlarda pozitif etki goriilmesine
karsin yiiksek dozlarda her iki kiiltiirde de baskilayict bir etki gozlenmistir (Cizim 4.16).
Ancak elde edilen nihai sonuglara gore negatif kontrol grubuna kiyasla rTFF'li grupta bir
miktar daha fazla hiicre konsantrasyonuna ulasilmistir. Bu da Platica ve dig. (2004)’nin ilk
caligmalarinda almis olduklari1 bulgular ile paralel sekilde TFF'nin hiicre proliferasyonunu

kontrol grubuna kiyasla artirdig1 ifadesine paralel bir sonug teskil etmektedir.
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Cizim 4.16. rTFF'nin MCF-7 Hiicre Canlilig1 Uzerine Etkisi

rTFF 'nin Hiicre Proliferasyonu Uzerine Etkisi:

rTFF nin MCF-7 hiicre proliferasyonuna etkisinin degerlendirilmesi amac1 ile rTFF nin yanm
sira P1 peptidi kullanilarak WST-1 hiicre proliferasyon testleri yapilmistir. P1 peptidi
kullanilarak yapilan testlerde artan P1 konsantrasyonuna paralel sekilde hiicre
proliferasyonunun arttig1r goriilmiistiir (Cizim 4.17). Bu durum, Platica ve dig. (2004)

tarafindan P1 peptidi kullanilarak yapilan ¢alismanin sonuglar ile ortiismektedir.
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Cizim 4.17. P1 Peptidi’nin MCF-7 Hiicre Proliferasyonu Uzerine Etkisi

rTFF kullanilarak MCF-7 hiicre hatt1 iizerinde yapilan WST-1 testlerinde, artan
miktarlardaki rTFF beslemesinin Platica ve dig. (2004)'nin TFF kullandiklar1 ¢alismalarda
almis olduklar1 sonuglar ile paralel sekilde, kontrol grubuna kiyasla hiicre proliferasyonunu

artirdig1 goriilmiistiir (Cizim 4.18).
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Cizim 4.18. rTFF'nin MCF-7 Hiicre Proliferasyonu Uzerine Etkisi

Birbirleri arasinda miktarsal olarak kiyaslama yapilabilmesi metodolojik agidan miimkiin
olamasa bile rTFF ve P1 peptidi arasinda oransal olarak yapilacak olan bir kiyasin
neticesinde rTFF nin proliferatif niteliginin ¢ok daha fazla oldugu ortaya ¢ikmaktadir (Cizim
4.19). Ozetle ifade etmek gerekirse, artan P1 ve rTFF konsantrasyonuna paralel sekilde hiicre
proliferasyonunun arttig1 gézlenmektedir. Ancak Platica ve dig. (2004)'de ifade edilene
benzer sekilde biitlinciil yapidaki rTFF’nin eklendigi kiiltiirde P1'e kiyasla s6z konusu
proliferasyon diizeyinin ¢ok daha fazla arttigi goriilmektedir. Bu sonuca, Cizim 4.19°da
goriilen P1°deki 4 kat ve 8 katlik artiglar ile rTFF miktarindaki 4 kat ve 8 katlik artiglar
arasinda yapilan kiyaslama ile net bir bi¢imde ulagilmaktadir. Bu da elde edilen rTFF’nin
etkinliginin, orjinal molekiil olan TFF gibi olduk¢a yiiksek diizeyde oldugunun bir

gostergesidir.
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Cizim 4.19. P1 Peptidi ve rTFF'nin MCF-7 Hiicrelerinin Proliferasyonu Uzerine Etkisi

rTFF 'nin Hiicre Farklilasmasi Uzerine Etkisi:

Yapilan hiicre kiiltiirii caligmalar1 sonrasinda hiicrelere sayim islemi ve proliferasyon testi
uygulanmasindan hemen O6nce kiiltiir ortamindaki hiicrelere dair goriintiiler mikroskopik
olarak incelenmis ve bu goriintiiler fotograflanmistir. Elde edilen goriintiilere gore negatif
kontrol kiiltiirii st sivisi eklenmis olan kiiltiirde herhangi belirgin bir degisiklik
gozlenmezken, rTFF pozitif kiiltliir iist sivis1 eklenmis ve Pl eklenmis kiiltiirlerdeki
hiicrelerde literatiirde belirtilen {i¢ boyutlu hiicre kiimelenmelerine rastlanmistir (Cizim
4.20). Bunun yani sira, kiiltiirde kullanilan fenol kirmizisinin renk degistirmesine bakilarak
pozitif kiiltiirdeki asidifikasyonun, negatif kiiltiire kiyasla ¢ok daha fazla oldugu ¢iplak gozle
yapilan incelemeler ile tespit edilmistir. Negatif kiiltiire kiyasla rTFF eklenen kiiltlirde
mevcut olan belirgin sararma, Cizim 4.20’deki mikroskopik goriintiilerde de belirgin sekilde
fark edilmektedir. Bu durum kiiltiirdeki yiiksek metabolik aktiviteye isaret etmektedir ve
rTFF kullanimina bagli sonuglardaki proliferatif etkiye dair bulgular ile paralellik

gostermektedir.
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Cizim 4.20. rTFF’nin MCF-7 Hiicre Hatt1 Hiicrelerinin Farklilasmasina Olan Etkisi.
A: 1TFF eklenen kiiltiir, B: P1 eklenen kiiltiir, C: negatif kontrol kiiltiirii. 10x objektif
kullanilarak ¢ekilmistir (Olympus, Japonya).

4.5.3. Primer Hiicre Hatti Uzerinde Etkinlik Testi
Gelistirilen primer hiicre hatt1 tizerinde rTFF kullanilarak yapilan WST-1 testlerinde, artan
miktarlardaki rTFF beslemesinin MCF-7 hiicre hatt1 ile paralel sekilde kontrol grubuna

kiyasla hiicre proliferasyonunu artirdigi goriilmistiir (Cizim 4.21).
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Cizim 4.21. rTFF'nin Primer Hiicre Hatt1 Proliferasyonu Uzerine Etkisi

rTFF 'nin Hiicre Farklilasmasi Uzerine Etkisi:

MCF-7 hiicreleri lizerinde yapilan isleme benzer sekilde hiicrelere proliferasyon testi
uygulanmasindan hemen Once kiiltiir ortamindaki hiicrelere dair goriintiiler mikroskopik
olarak incelenmis ve bu goriintiiler fotograflanmistir. Elde edilen goriintiilere gore negatif
kontrol kiiltiirii tist sivisi eklenmis olan kiiltiirde herhangi belirgin bir degisiklik
goriilmezken, rTFF pozitif kiiltiir {ist sivis1 eklenmis olan kiiltlirde ii¢ boyutlu hiicre
kiimelenmelerine rastlanmistir (Cizim 4.22). MCF-7 hiicre hatti kullanilarak yapilan
testlerde oldugu gibi pozitif kiiltiirdeki asidifikasyonun, negatif kiiltiire kiyasla daha fazla
oldugu tespit edilmistir. Bu bulgu, rTFF kullanimina bagli sonuglardaki proliferatif etkiye
dair bulgular ile paralellik gostermektedir.
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Cizim 4.22. rTFF’nin Primer Kiiltiir Hiicre Hatt1 Hiicrelerinin Farklilasmasina Olan EtKisi
A: rTFF eklenen kiiltiir, B: negatif kontrol kiiltiirii. 10x objektif kullanilarak ¢ekilmistir
(Olympus, Japonya).

4.6. rTFF’nin Hiicre I¢i E-Kaderin Diizeyi Uzerine Etkisi

MCF-7 ve primer hiicre hatti {izerinde rTFF pozitif kiiltiir ve negatif kiiltlir {ist sivisi
kullanilarak inkiibasyonlar yapilmistir. Bu inkiibasyonlar sonucunda elde edilen hiicreler
toplanarak ekstraktlar1 western blotlama islemine tabi tutulmustur. Bu sekilde elde edilen
ekstraktlar tizerinde anti-kaderin antikoru kullanilarak yapilan immiinblotlama analizi
sonucu Cizim 4.23’te goriilmektedir. Buna gore, rTFF pozitif kiiltiir {ist sivist ile hem MCF-
7 ve hem de primer hiicre hatt1 {izerinde yapilan muamelenin E-Kaderin ekspresyonunu

artirdig1 goriilmektedir.
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Cizim 4.23. rTFF ile Muamele Edilen MCF-7 ve Primer Hiicre Hatlarinin E-kaderin, -
aktin Diizeyleri ve E-kaderin/B-aktin Intensite Oranlari

S6z konusu sonuglarin daha net sekilde degerlendirilebilmesi amaci ile siklikla bagvurulan
bir metot oldugu tizere B-aktin standardina kars1 da western blotlama ¢alismasi yapilmistir
(Hanukoglu ve dig. 1983, Lohr ve dig. 2012). Bu amagla 6ncesinde E-kaderin i¢in kullanilan
membran strip edilerek Anti-p-aktin antikoru kullanilarak yapilan yiiklemelerin
dogruluklarimin test edilmesine ¢alisilmistir. Alinan sonuca gore yapilan yiiklemenin biiyiik
oranda esit yapildigi goriilmektedir (Cizim 4.23). Aym1 zamanda E-kaderin antikoru
kullanilarak elde edilen sonugclar ile paralel sekilde her iki hiicre hattinda da rTFF ile
muamele edilen kiiltiirlerdeki E-kaderin ekspresyonu seviyesinin yiiksek oldugu
gozlenmektedir.
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E-kaderin western blotlama analizi sonucunda elde edilen bant intensitelerinin, B-aktin i¢in
elde edilen intensitelere oranlanmast ile iki kiiltiir arasinda kiyas yapildiginda, MCF-7 hiicre
hattinin rTFF muamelesine yaklasik olarak 2 kat’a yakin oranda daha iyi yanit verdigi
goriilmektedir. Buna karsin yine olumlu olmakla birlikte primer hiicre hattinin rTFF
muamelesine MCF-7 hiicre hattina kiyasla daha az diizeyde yanit verdigi goriilmektedir
(Cizim 4.23).

Elde edilen bu sonuglar, yapilan rTFF muamelesi ile her iki kiiltiirde de farklilasmanin
gerceklestigini gostermektedir. Negatif kontrol kiiltiirlerine kiyasla pozitif kiiltiirlerdeki
artan E-kaderin diizeyleri, kiiltiirlerdeki hiicrelerin malign bir karakterden, daha benign bir
karaktere dogru farklilastiklarini kanitlamaktadir (Platica ve dig. 2004).

4.7. ¥TFF’nin Neonatal Fc Reseptorii’ne Baglanma Testi

Yapilan bu testte 5 farkli sekilde hazirlanan pozitif kiiltiir Gist sivis1 6rnegi ile birlikte
orneklerin kontrolii amaci ile negatif kiiltiir list sivist kullanilmistir. Bunlar disinda,
orneklerle es zamanli olarak testin pozitif kontroli icin farkli diliisyonlarda hazirlanmig
pozitif kontrol standartlari, antijenin negatif kontrolii i¢in antijen negatif kontrolii ve ikincil
antikorun negatif kontrolii igin ise biyotinlenmis ikincil antikor negatif kontrolii ¢alisilmistir.
Alinan sonuglara gore, elde edilen rTFF’nin farkli sekillerde hazirlanan tiim 6rneklerinde
baglanma goriilmiistiir. Buna karsin, kullanilan negatif kontrollerin tamaminda diisiik 1s51ma

gozlenmis ve bu sekilde elde edilen sonuglar Cizim 4.24’te paylasilmistir.
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Cizim 4.24. Neonatal Fc Reseptorii’ne Baglanma Testi Sonucu
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5. TARTISMA

Calismamiz neticesinde, rTFF proteininin aktivite gosterebilen formunun basarili sekilde
tiretilebildigi goriilmektedir. Dahasi, yapilan detayli analizler sonucunda rTFF proteininin
calismanin baglangicinda tasarimi yapildig: sekli ile IgG1-Fc domaini’nin N-ucuna bagh
sekilde tretilebildigi belirlenmistir. Tasarimi yapilarak, tiretimi gergeklestirilen bu protein
aktif yapidadir. Beklendigi {izere yalnizca meme tiimorii hiicreleri iizerine etkiyerek, onlar1
farklilagtirmada basarili oldugu alinan sonuglar ile kanitlanmistir. Buna gore, rTFF ile
muamele edilen meme tiimori hiicrelerinin malign bir karakterden, benign bir karaktere
dogru farklilastiklar1 goriilmiistiir. Ancak, meme tiimorii disinda bir servikal kanser hiicre
hatt1 olan HeLa hiicre hatt1 tizerinde beklendigi sekilde higbir etki géstermemistir (Platica
ve dig. 2004, Sokolowska ve dig. 2013).

Elde edilen proteinin +4 °C’deki kiiltiir iist sivis1 igerisindeki stabilitesinin diisiik oldugu
gozlenmistir. Bu durumun, proteinin PTM (post-translasyonel modifikasyon) diizeyinin
diisiik olmas, kiiltiir sivisinda 6lii hiicrelerden agiga ¢ikan proteolitik enzimlerin bulunmasi
ve kiiltiir tist stvisinin genel olarak protein stabilizasyonuna uygun olmayisi gibi nedenlerden
kaynaklandig1 disiiniilebilir. Elde edilen olumlu sonuglarin herhangi bir stabilizor varlig
olmaksizin saklanan proteinin 3-6 aylik saklama siiresi sonundaki kullanimi ile elde edildigi
g6z Oniine alindiginda, mevcut stabilitenin bu asama igin yeterli oldugu ancak in vivo
caligmalara gecildiginde stabilizasyona dair 6n caligmalar yapildiktan sonra kullanim igin

cok daha kusursuz hale getirilebilecegi gortilmektedir.

Almnan sonuglara gore rTFF’nin elde edilen major fraksiyonunun TFF domaininde, in vivo
ortamdan elde edilen biitiinciil TFF proteinlerinde siklikla var oldugu rapor edilen PTM’lerin
bulunmadigi gozlenmistir (Platica ve dig. 2004, Sokolowska ve dig. 2013). Bununla birlikte,
bu tiir modifikasyonlara sahip oldugu tahmin edilen formun ¢alismamiz dahilinde mindr
diizeyde de olsa eksprese edilmis oldugu diisiiniilmektedir (Cizim 4.5/Illc-d arasindaki
bantlar). Bu durumun, gegici transfeksiyon yolu ile hiicre igine fazla miktarda plazmit
alinmasinin dolayli bir sonucu olmast muhtemeldir. Gegici transfeksiyonda hiicre igine
birden fazla plazmit girme durumu s6z konusudur. Bu da, hiicre igerisindeki gen dozajinin
yiiksek olmasina neden olur. Yiiksek gen dozaji nedeni ile ekspresyon sistemi asiri
yiiklendiginden post-translasyonel modifikasyonlar tam olarak tamamlanamadan iiretilen
proteinin hiicre disina salinimi gergeklestirilebilmektedir. Her ne kadar PTM diizeyi

beklenenin altinda olsa da, bu sekilde elde edilmis olan proteinin biitiinciil yapisi ile tam
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olarak aktivite gosterebildigi agiktir. Diisiik PTM diizeyine karsin tamamen fonksiyonel bir
protein elde edilebiliyor olusu, klinik ¢alismalar ve sonrasinda yiiksek verimlilikte iiretim
yapilabilecegi anlamini da tasimaktadir. Ayrica bu durum, yiiksek molekiil agirligi ve IgG1-
Fc domain’i nedeni ile diisiik renal temizlenme ve immiin yanit: tetikleyebilen bir nitelige

sahip olmasinin 6niinde herhangi bir engel teskil etmemektedir.

Etkinlik testlerinde kullanilan hiicre hatlarindan primer hiicre hattinda gériilen aktivitenin,
MCEF-7 hiicre hattina kiyasla daha diisiik oldugu gozlenmistir (Cizim 4.23). Bu durumun
kuvvetle muhtemel sebebinin primer hiicre hattinin, MCF-7 hiicre hattina kiyasla ¢ok daha
invazif bir karakterde olmasi oldugu tahmin edilmektedir. Buna karsin, rTFF’nin her iki
hiicre hattinda da negatif kontrol kiiltiiriine kiyasla farklilasma yoniinde etki gosterdigi agik

sekilde goriilmiistir.

5.1. Smrhhiklar

Calisma kapsaminda rTFF nin basarili sekilde tiretimi gerceklestirilmis olup, s6z konusu
proteine dair cesitli etkinlik testleri in silico ve in vitro ortamlarda yapilan ¢alismalar ile
gosterilmistir. rTFF’nin tasariminda mevcut olan IgGl-F¢ domaini’nin  molekiiliin
yarilanma dmriini artirmasi ve immiin yanit1 tetiklemesi agilarindan etkinliginin tam olarak
test edilebilmesi i¢in in vivo testlerin yapilmasi elzemdir. Dahasi, her ne kadar etkinligi ve
ozgilligi ¢alismamiz kapsaminda test edilmis olsa da, in vivo ortamda gelistirilen meme
timorii  lizerindeki etkinliginin ve Ozgilliiginiin de yine bu yolla test edilmesi
gerekmektedir. Bu kapsamda yapilabilecek bir g¢alismanin gerektirdigi maddi yiikiin
karsilanabilmesi amaci ile tarafimizca “Rekombinant tiimdér farklilasma faktorii tiretimi ve
prostat ve meme kanseri hiicreleri iizerindeki terapdtik etkilerinin arastirilmasi” proje adi ile
TUBITAK ’a (Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurulu) basvuruda bulunulmustur.
Yapilan proje bagvurusunda s6z konusu molekiiliin in silico tasarimi, iiretimi ve daha
kapsamli sekilde hem meme, hem de prostat tiimdrleri tizerinde in vitro ve in vivo etkinlik
testlerinin yapilmasi &nerilmistir. Bu baglamda, 1003-Oncelikli Alanlar Ar-Ge Projeleri
Destekleme Programi’nin,“Molekiiler Tip”’baslig: altinda bulunan 1003-SAB-TTIP-2016-1
Kod Numarast ile agilan ¢agriya bagvurulmustur. 23.03.2016 tarihinde yapilan basvuruya ait
basvuru numarast: 316889’dur. Birinci Asama basvurusunun onaylanmasi nedeni ile
16.06.2016 tarihinde 328580 basvuru numarasi ile ikinci agsama bagvurusu yapilmistir.

Ancak agiklanan nihai sonuglara gore, s6z konusu proje TUBITAK tarafindan
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desteklenmeye uygun goriilmemistir. Bu nedenle, s6z konusu arastirmanin kapsami
daraltilarak projenin tasarim, iiretim ve in vitro etkinlik testlerinin meme timorii hiicre
hatlar1 iizerinde gergeklestirilebilmesi amaci ile iiniversitemiz Bilimsel Arastirma Projeleri

Komisyonu’na basvuruda bulunulmus ve projemiz desteklenmeye uygun goriilmiistiir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Mevcut sonuglar 1s18inda, s6z konusu proteinin meme timori tizerindeki etkinligi
kanitlanmis durumdadir. Bu nedenle, gelistirilen proteinin klinik a¢idan degerinin daha net
bicimde degerlendirilebilmesi amaci ile klinik 6ncesi fazlardan, in vivo etkinlik testlerine
tabi tutulmasi biiylik 6nem arz etmektedir. Mevcut calismanin, ileride yapilmasi planlanan
in vivo galismalarin 6nemini vurgulamasi ve bu kapsamda yapilacak olan proje basvurularina
151k tutmasi bakimindan biiyiik 6nem tasidigi tarafimizca yapilan degerlendirmeler

arasidadir.

Bu kapsamda yapilacak olan ileri galismalarda HEK hiicre hatt1 ile yapilabilecek
ekspresyona alternatif olarak, tarafimizca TUBITAK’a iletilen proje basvurumuzda da
onerdigimiz tizere CHO hiicre hattinin da kullanimi1 denenebilir. Boylelikle HEK hiicre
hattinin kullanimi ile tiretim prosesine ve liriine dair optimizasyon ¢alismalar1 yapilabilecegi
gibi, CHO hiicre hattinin stabil transfeksiyonu ile de optimum verimlilik ve karakterdeki
proteinin eldesine galisilabilecektir. Proteinin in vivo testlerde kullanilmasindan o6nce
saflagtirma prosesinin optimize edilmesi, stabilizasyona dair uygun icerik ve kosullarin

saptanmast, in Vivo ¢alismalardan maksimum verim elde edilmesini miimkiin kilacaktir.
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