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Yiksek Lisans Tezi
Insan Interlokin 7 Geninin (1L7) Molekiiler Klonlamasi
T.U. Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoteknoloji ve Genetik Anabilim Dali

OZET

Insana ait interlkin 7 (IL-7) immiinolojide uzun siiredir T hiicreleri ve B hiicreleri
tizerindeki etkileri bilinen bir sitokindir. IL-7'nin B ve T hiicresi proliferasyonu i¢in
gerekli oldugu ve IL-7'nin eksikliginin immiin sistem hiicrelerinin gelisimin durmasina
neden oldugu bilinmektedir. Ayrica yapilan ¢alismalar, IL-7'nin antijene spesifik T-hiicre
yanitlarini uyarma veya arttirma kabiliyeti ve genis sitotoksik aktiviteleri nedeniyle
antitimor ve antiviral tedavi i¢in in vitro kullanilabilecegini ortaya konmustur. Ek olarak
hematopoetik kok hiicreleri mobilize etme kabiliyeti sayesinde, radyasyona maruz kalma,
kemoterapi ve kemik iligi/kék hiicre nakli sonrast1 T-hiicre homeostazisinin
rekonstriiksiyonuna 6nemli bir katki sagladigi da gosterilmistir. Bu arastirmalar sonucu
IL-7’nin, T hiicresi azalmig/tiikenmis hastalarda (kanser, kemik iligi nakli ve AIDS) umut
verici bir potansiyele sahip oldugu ve bu hastalarda terapotik bir ajan olarak

kullanilabilecegini ortaya koymustur.

Bu tez ¢aligmasinda; IL-7’ye olan talep g6z Oniine alinarak IL7’nin Escherichia
coli (E.coli) bakterisine klonlanmasi hedeflenmistir. Bu amagla; IL7’nin insan
mononiikleer beyaz kan hiicrelerinden izolasyonu yapilmis ve iki farkli klonlama vektorii
(pCR-Bluntll-TOPO ve pJET 1.2/Blunt) kullanilmistir. hIL7 DNA’s1 yerlestirilmis
rekombinant vektorlerin, E. coli bakterisinin  DH5o susuna transformasyonu
gergeklestirilmistir. Trasformasyon sonucu elde edilen olasi transgenik bakteri kolonileri,
molekiiler analizlerle dogrulanmaya ¢alisilmis ve hIL7 tasiyan 3 adet E.coli bakteri

kolonisi elde edilmistir. Tez calismasi ile IL-7’nin bakteriyel sistemler tarafindan



rekombinant iiretimi i¢gin gerekli ilk adim1 olusturulmus ayrica bilgi ve kaynak yaratilmak

istenmistir.
Yil : 2019
Sayfa Sayisi 75

Anahtar Kelimeler : 1L-7, IL7, Rokombinant IL-7, Rekombinant DNA Teknolojisi,
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ABSTRACT

Human interleukin 7 (IL-7) is a cytokine whose effects on T cells and B cells have
long been known in immunology. It is known that IL-7 is necessary for B and T cell
proliferation and that the deficiency of IL-7 causes the development of the immune
system cells to halt. Furthermore, studies have shown that IL-7 can be used in vitro for
antitumor and antiviral therapy because of its ability to stimulate or enhance antigen-
specific T-cell responses and its broad cytotoxic activities. In addition, its ability to
mobilize hematopoietic stem cells has been shown to make a significant contribution to
the reconstruction of T-cell homeostasis after radiation exposure, chemotherapy and bone
marrow/stem cell transplantation. These studies have shown that IL-7 has a promising
potential in T-cell depleted/depleted patients (cancer, bone marrow transplantation and
AIDS) and can be used as a therapeutic agent in these patients. In this thesis; in view of
the demand for IL-7, it was aimed to clone the IL7 into Escherichia coli (E.coli). For this
purpose; The IL7 was isolated from human mononuclear white blood cells and two
different cloning vectors (pCR-Bluntll-TOPO and pJET 1.2/Blunt) were used.
Recombinant vectors with IL7 DNA insert were transformed into the DH5« strain of E.
coli. Possible transgenic bacterial colonies obtained from the transformation were tried to
be confirmed by molecular analysis and three E. coli bacterial colonies bearing the IL7
were obtained.

In this thesis, the first step of IL-7 for recombinant production by bacterial systems

was accomplished and intended for information and resource to create.

Year: 2019
Number of Pages:75
Keywords: IL-7, IL7, Recombinant IL-7, Recombinant DNA Technology,

Biotechnology, Biopharmaceuticals

Vi



TESEKKUR

Bu yiiksek lisans tezinin ger¢eklesmesinde, iki yil siireyle her tiirlii destegini esirgemeyen
akademik damismanim Dog. Dr. Semra HASANCEBI’ye (Trakya Universitesi,
Miihendislik Fakiiltesi, Genetik ve Biyomiihendislik Boliimi) tesekkiirlerimi borg
bilirim. Calismalarimiz1 yiiriitmemizde bize destek veren Prof. Dr. Oguzhan
DOGANLAR (Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi T1bbi Biyoloji Ana Bilim Dali) ve Prof.
Dr. Zeynep Banu DOGANLAR (Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Ana
Bilim Dali)’a tesekkiir ederim. Yardimini esirgemeyen Uzm. Ayten Dogan’ a ve ¢alisma
arkadaglarima tesekkiir ederim. Her zaman yanimda olan annem, babama ve sevgili

kardesim Emre KORKUT’a sonsuz tesekkiirler ediyorum.

Gamze KORKUT, 2019

vii



ICINDEKILER

OZET ... s v
AB ST R A CT ettt ettt b et e et e e et e ae e be e ere e ne e Vi
TESEKKUR .....oooviiiiiieieeeeeeee oottt n sttt an s, vii
ICINDEKILER ........ooooooieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt viii
SIMGELER DIZINI ......c.oooiiiiiiiiiie s Xi
KISALTMALAR DIZINI ....c.oooooooiiiiiiiiiceseee s Xii
SEKILLER DIZINT ......oooooiiieiiieeeeeeeee ettt Xiv
CIZELGELER DIZINI .........cocooviiiiiieceeee et XV
BOLUM ..ot 1
L] 1 23 1T 1
BOLUM 2ot 6
GENEL BILGILER ........cooiiiiiiiiiii it 6
2.1. Rekombinant DNA TeKNOIOJiSi.....c.cccviviiiiiiiiiieeie e 6
2.2. Rekombinant BiofarmasotiKler ..................ccoco i 8
2.3. Tla¢ Sektorii ve Biyoteknolojik T1aglar ................ccooovvevoceeiciiveieceeeee e 10
2.4. Tiirkiye’de Biyoteknolojik Tlaclar ...............cccoocovovuevciiicieceieceee e 12
2.5. Sitokinler ve Rekombinant Formlar: .................cccccooiiiiiini e 13
2.6. IL7 ve Klonlama CaliSmalari ..............cccocoviiiiiiiiiiiiin e 18
BOLUM 3. 21
MATERYAL VE METOD ..ottt 21
3L IL7 HZOIASYONU ..., 21

TR0t I 1V =Y =] V7= | ST PPRRR 21

3.1.2. Mononiikleer Beyaz Kan Hiicrelerinin Ayristirtlmasi ............cccooceeviiiniieniennnnen. 21

3.1.3. DNA TZOIASYOMU .......coovveveerceecece ettt 22

3.1.4. Primer DIZAYNI ......cooiiiiiiiiiiiiiiiec ettt sbe e s sab e st esare e sabeeenane s 23

3.1.5. gdDNA’dan IL7’nin PCR ile COZaltImI ............cooceiiriiiniiiiiieeiiecnieesiee e 24

3.1.6. Total RNA TZOIaSYONU ...........cocveiveivieieieeieeseee ettt 27

viii



3.1 7. CDINA SBINTEZE cevveeeeeeeeeeeee ettt e et e e e et e e s ee et e e sae st eesesaeeesessaeesessreeessasreeessanees 28

3.1.8. Geninin CoZaltIlMAS ...........cociiiiiiiiiiiiiiieeeeee et 28
3.1.9. IL7°nin Jelden Geri Kazanimi ...........cccccoooiiiiiiiiiiiiiiiiieiee e e 29
3.2, IL7°nin Klonlanmasi ..o 30
3.2.1. Klonlama VeKtOrIeri...........cccooiiiiiiiiiiiiiii et 30
3.2.2. IL7 ‘nin pJET 1.2/ Blunt Vektoriine Yerlestirilmesi .............cccccccooverininicninnennns 31
3.2.3. IL7’nin pCR-Bluntll-TOPO Vektoriine Yerlestirilmesi................c.cccccvevvervenennene 32
3.2.4. Bakteriye TransfOrmMasSyON.........cccveciieeieiieeereseete sttt te e et se e sbeese e nnenee s 32
3.2.4.1. Bakteri Kaynagi .........ccoooiiiiiiiiiiiiceeeee e 32
Bi2.4.2. BESIYET T ...ttt sttt b ettt 33
3.2.4.3. TranSTOrMASYON ......cveueieiiriieiesiestentetetee ettt sttt ettt sbe et s e 33

3.3. Transformantlarin Analizi..............ccccoooiiiiiiiii 35
3.3.1. BeSIYerinde SEIEKSIYON........ccicieiiieeeceeeeste ettt st be e nre 35
3.3.2. PCRle DOZrulama............cocooiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee ettt s s 35
3.3.3. Dizi Analizi ile Dogrulama ..............ccccooiiiiiiiiiii e 37
3.3.3.1. Plasmid IZolasyomu ..............c..ccovueviuiieuieciiieieecece e 37
3.3.3.2. Plasmid DNA’sindan PCR ile IL7 Eldesi ve Dizi Analizi .........ccccceevvvruvennnnee. 37

3.4. Transformant Bakterilerin Stoklanmasi .................c.ccccooiiiiii e, 38
BOLUM 4.ttt 39
BULGULAR .ttt ettt st e st e et e e sne e e beesneeebee s 39
4.1, 1L7°0I0 TZOIASYOMU ......oooveecececee e 39
4.1.1. Mononiikleer Beyaz Kan Hiicrelerinin Ayristirtlmasi ............ccocccoooieiiiiinnneens 39
4.1.2. DNA TZOIASYOMU .......oovveeeceeeeeeeeeee ettt sa st nae s nens 39
4.1.2. DNA TZOIASYOMU .......oovveeeceeeeeeeeeee ettt sa st nae s nens 40
4.1.3. gDNA’dan IL7’nin PCR ile Cogaltiminin Optimizasyonu............c..cccoeceeevveennennns 40
4.1.4. cDNA’dan IL7’nin PCR ile CoZaltimi .............ccccooiiiiiiiiniiiiiiieniee et 42
4.2. IL7’nin Klonlanma Vektoriine Baglanmasi ...............cc.cccooeiiiiiniicinicneee 43
4.2.1 E. coli’ye Transformasyon ..............cccooerueieirininineneneeeeee st 43
4.3. Transformantlarin Analizi................ccccocooiiiii e 45
4.3.1. PCRile DOZrulama ............ccocooiiiiiiiiiiiiceeee e e 45
4.3.1.1. pJET1.2/Blunt icin PCR ile DOZrulama .............cccccocoeverueruirueeeeeeereereerese e, 45
4.3.1.2. pCR-BluntlI-TOPO i¢in PCR ile Dogrulama..............c.ccccovveveeuevveereecnernnnnnns 47
4.3.2. Dizi Analizi ile DoZrulama .............ccoccoeiiiiiiniiiiiiiineee et 49
BOLUM 5.t 51



TARTISMA VE SONUC ........ooveiiveoeeeeeeeeeoeeseeeseeesesseesesseessseesssssesssesessesssseeseseesesees 51
KAYNAKLAR

EK-1. Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalar Etik Kurulu Raporu.. 59
[0 .Z.@] 505\ 1 1570 60



kDa:

mg:

mL:

mm:
mM:

uM:
ng:
Pg:

rpm:

vd.:
XgQ:

SIMGELER DiZiNi

Yiizde
Santigrat derece
Mikrolitre

Baz Cifti
Dalton

Dakika

Gram

Kilo Dalton
Molarite
Miligram
Mililitre
Milimetre
Milimolar
Mikromolar
Nanogram
Pikogram
Rounds Per Minute (Dakikadaki devir sayisi)
Saniye

Unite

Ve digerleri

Relative centrifugal force (RCF) birimi

Xi



KISALTMALAR DiZiNi

AIDS: Kazanilmis Bagisiklik Yetersizligi Sendromu
CaCly: Kalsiyum Klortir
cDNA: Komplementer DNA

CHO: Cin Hamster Yumurtalik Hiicresi

DNA: Deoksiribo Niikleik Asit

DPBS: Dulbecco fosfat tamponlu salin

E. coli: Escherichia coli

E5: Eliisyon buffer

FDA: Amerikan fla¢ ve Gida Onay Dairesi (Food and Drug Administration)

G-CSF: Graniilosit Koloni Uyaric1 Faktor
gDNA: Genomik DNA

hIL-7: Insan Interlokin 7

HIV: Insan Immiin Yetmezlik Viriisii
HPV: Insan Papilloma Viriisii
IFN: Interferon

IL: Interlokin

IL7: Insan Interlokin 7 Proteini
IL-1: Insan Interlokin 1 Proteini
IL-1B: Insan Interlokin 1B Proteini
IL-2: Insan Interlokin 2 Proteini
IL-3: Insan Interlokin 3 Proteini
IL-6: Insan Interlokin 6 Proteini
IL7: Insan Interlokin 7 Geni
IL-7: Insan Interlokin 7 Proteini

xii



IL-7Ra: Insan Interlokin 7 Reseptor Alfa

IL-9: Insan Interlokin 9 Proteini

IL-11: Insan Interlokin 11 Proteini

IL-20: Insan Interlokin 20 Proteini

IEIS: [la¢ Endiistrisi Isverenler Sendikas1

1O Istanbul Universitesi

LB: Luria-Bertani

mADb: Monoklonal Antikor

MCS: Coklu Klonlama Bolgesi (Multi Cloning Site)

NaCl: Sodyum Kloriir

NCBI: Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (National Center for Biotechnology

Information)
NF Su: Niikleazdan Ari Su
ORF: Acik Okuma Cercevesi (Open Reading Frame)
PCR: Polymerase Chain Reaction
rDNA: Rekombinant DNA
rhiL-7: Rekombinant Insan Interldkin 7 Proteini
RNA: Riboniikleik Asit
T1DM: Tip 1 Diabetes Mellitus
m: Erime Sicakligi
TNF: Tiumor Nekrozis Faktor
TNF-a: Tiimor Nekrozis Faktor Alfa
TOPO: Topoizomeraz
VEGFR:  Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii Reseptorii
WBI: Yikama Tamponu I (Wash Buffer I)
WBII: Yikama Tamponu Il (Wash Buffer 1)

RE: Restriksiyon Enzimi

xiii



SEKILLER DiZINi

Sekil 2.1. 2018 Diinya ilag pazar paylart ........c.ccocvveiiiiiiieiiiee e 11
Sekil 2.2. Diinya genelinde regeteli ilag satiglarini dagilimi ve tahminleri..................... 11
Sekil 2.3. Deger bazinda biyoteknolojik T1aglar..........ccceveveveveeereeeeeeeeeeeeee e 13
Sekil 2.4. IL7°nin genomdaki KONUMU...........cooiiiiiiiiiiie e 18
Sekil 3.1. pJET1.2 / Blunt vektorii haritast ...........ccooveiiiiiieniiic e 30
Sekil 3.2. pCR ™ -Blunt 1I-TOPO veKtOr haritast.........ccoocereririenisieieniene e 31
Sekil 4.1. Santrifiij sonrasi kan-histopaque karigiminda mononiikleer beyaz kan
YT [ TP UPTRTUPROPRPRN 39
Sekil 4.2. gDNA jel gOTTNTIST ... .ccvveririeeriieiiiiesie s 40
Sekil 4.3. IL-7 Forward / IL-7 Reverse primer gifti ile gDNA gradient PCR jel
GOTUNEUSTL. .+ttt ettt ekttt e s b et e e e b e e et e e me e e b e e e b e e e reennn e 42
Sekil 4.4. Platinum taq DNA polymerase ile cDNA’dan ¢ogaltilan IL7 nin jel goriintiisii
......................................................................................................................................... 43
Sekil 4.5. pJET 1.2/Blunt vektorle transformasyon (LB+50 mg/mL ampisilin) ............ 44
Sekil 4.6. pCR-Bluntll-TOPO vektorle transformasyon (LB+50 mg/mL kanamisin) ...44
Sekil.4.7. IL7’ye ait primerler ile yapilan koloni PCR sonucu............ccccooeviiiiiinennn. 45
Sekil 4.8. pJET 1.2/Blunt vektor haritast .........ccooviiieieiiieniec e 46
Sekil 4.9. pJET1.2/Blunt vektorii dizileme primerleri ile yapilan koloni PCR sonucu ..46
Sekil.4.10. IL7’ye ait primerler ile yapilan koloni PCR sonucu ..........c.ccocvvviiiiiiinnnn. 47
Sekil 4.11. pCR-Blunt 11-TOPO vektOr haritast ..........ccovevrereeereneiineneeescseeeee s 48
Sekil 4.12. pCR —Bluntll-TOPO vektoriinin primerleri (M13) ile yapilan koloni PCR

0] o PP 48
Sekil 4.13. pJET1/2.Blunt vektoriine klonlama sonucu elde edilen kolonilerden izole
edilen plazmit DNA’IAIT.......cooiiiiiiiie e 49
Sekil 4.14. Dizi analizi i¢in plazmid DNA’s1 kullanilarak ¢ogaltilan IL7’yi1 temsil eden
DNA (650 DG) DANIATT ...t 50

Xiv


file:///C:/Users/Pc/Desktop/IL-7%20TEZ_08.09.2019_.docx%23_Toc18955668
file:///C:/Users/Pc/Desktop/IL-7%20TEZ_08.09.2019_.docx%23_Toc18955669

CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 1.1. FDA onayli baz1 biyofarmasdtik proteinler..........ccoooeeviinicniiiiiiennen, 4
Cizelge 2.1. Rekombinant STtOKINIET ........ccovvieiiiiiiiiiiiiieccies e 15
Cizelge 3.1. Tez calismasinda kullanilan primerler..........ccococvviiiiiiiiiiiie e, 24

Cizelge 3.2. gDNA’dan IL7 nin ¢ogaltimi igin yapilan PCR icerigi(Taq Polimeraz)25
Cizelge 3.3. gDNA’dan IL7 nin ¢ogaltimi igin yapilan PCR icerigi (Farkli Master
Miksler + Farkli Konsantrasyon MEC12) ........cooeiiirininiineneiseseieeseseeese e 25
Cizelge 3.4. gDNA’dan IL7 nin ¢ogaltimi igin yapilan PCR Igerigi (AQ90 DNA

Polimeraz + Farkli Konsantrasyon MgCI2).........ccceriiiiiniiiniiiienenc e 26
Cizelge 3.5. gDNA’dan IL7 nin ¢ogaltimi igin yapilan PCR icerigi (Platinum Tagq DNA
Polimeraz + Farkli Konsantrasyon MgC12)........ccouvireriiiiniineiinesienieescneese e 26
Cizelge 3.6. gDNA’da uygulanan gradient PCR Metodu ...........cccoeeiirenenininrinnnnn, 27
Cizelge 3.7. cDNA sentezi i¢in hazirlanan reaksiyonun i¢erigi...........ccocvrvvervrinennnn. 28
Cizelge 3.8. IL-7’nin ¢ogaltilmasi i¢in hazirlanan PCR i¢erigi.......ccccovvvrivreininennne. 28
Cizelge 3.9. IL-7’nin ¢ogaltilmasi i¢in hazirlanan PCR Metodu...........cccccovevvennneee 29
Cizelge 3.10. Kiit u¢ olusturma reaksiyonu 1GeIIZT . ueruvreveerriaiieiieeiee e 31
Cizelge 3.11. pCR-Bluntll-TOPO vektoriine baglanma karigimi...........c.ccccvevennnen. 32
Cizelge 3.12. LB BeSiyeri ICEriZi ....c.cooiriiriiiiiiieiereiiiiceie e, 33
Cizelge 3.13. Koloni PCR ICEIiFi .....c.ovviviviiiiiiieieicsiecceie e, 36
Cizelge 3.14. PCR MELOAU ......c.oouiiiiiiiiiiieiitecs e 36

Cizelge 4.1. IL7’nin ¢ogaltimi i¢in yapilan optimizasyon ¢aligmalarinin sonuglri.... 41

XV



BOLUM 1

GIRIS

[lk olarak 1919°da Karl Ereky’nin “Biyolojik sistemler yardimiyla hammaddelerin
yeni Uriinlere doniistiirildiigi islemler” olarak tanimladigi biyoteknoloji; giliniimiize
kadar gelisen ve degisen modern tekniklerin uygulanmasi ile 6nemli 6l¢iide hem tanim,
hem anlam ve hem de kapsam olarak geliserek degismistir. Geleneksel biyoteknoloji
zamanlarinda organizmalar hi¢cbir modifikasyona ugratilmadan, ekmek, peynir, alkollii
icecekler, alkol, sirke, yogurt gibi maddelerin iiretiminde uygulanmistir. Disiplinler arasi
bir bilim olan biyoteknoloji; yasam bilimleri, bilgisayar ve miihendislik bilimlerindeki
gelismeler ve yeni buluslar ile daha ileriye taginmis, var olan problemlere ¢6ziim saglar
ve yenilerine ¢dzliimler arar hale gelmistir. Boylece ortaya ¢ikan modern biyoteknoloji
kavrami; DNA ve proteinler lizerinde modifikasyonlar yaparak organizmalari, insan i¢in
farkl1 amaclarla kullanilabilir hale getirmeyi basarmis, sagliktan gidaya, endiistriden

cevreye ¢ok fazla uygulama alani bulmustur.

Gliniimiizde diinya niifusundaki artis hizi, insanlarin temel ihtiyaglarini karsilama
konusunda bir takim sorunlar1 da beraberinde getirmektedir. Dogal kaynaklarin verimli
kullanim1 bile insan artisindan kaynakli ihtiyaci karsilayamaz hale gelmistir. Bu durum
g0z oOniline alindiginda biyoteknolojinin sundugu innovatif ve hizli ¢éziimler digerleri
arasinda one ¢ikmaktadir. Modern biyoteknoloji; tedavi edilemeyen hastaliklara tedavi
imkani, ¢cevre ayak izimizi azaltma, diinya gida problemine ¢6ziim, daha az ve daha temiz
enerji kullanimina olanak, iiretim siireclerinin verimini arttirmaya yonelik araglar ve

teknolojiler sunmaktadir.

Biyoteknolojinin siiphesiz ki en 6nemli uygulama alanlarinin basinda insan sagligi

gelmektedir ve bu alanda proteinler genis kullanim potansiyelinden dolay1 baslica 6neme



sahip molekiillerdir. Dolayisiyla proteini kodlayan DNA molekiili ve iizerinde
modifikasyon yapabilme yetisi, insanogluna ufku ¢cok genis bir alan agmustir. 1953 yilinda
James D. Watson ve Francis Crick’in DNA’nin bugiin kabul goérmiis yapisin1 Nature
dergisinde One siirmelerinden 20 yil sonra, 1973'te San Francisco'daki California
Universitesinden Herbert Boyer ve Stanford Universitesi'nden Stanley Cohen, farkli
tirlerden genetik bilgiyi birlestiren ve cogaltan fonksiyonel organizmalarin insasini
bildirmislerdir. Yaptiklar1 deneyler; rekombinant DNA teknolojisinin tip ve farmakoloji,
endiistri ve tarim iizerindeki potansiyelini ¢arpici bir sekilde gostermistir. Boylece yeni
ilag gelistirmedeki bakis agisi, kiiciik molekiillii bilesiklerden biiyiikk molekiillii
proteinlere diger bir deyisle biyofarmasétiklere (biyolojik/biyoteknolojik {iriinler)
yonelmis Ve 1982 yilinda ilk biyofarmasétik {iriin olan, rekombinant insiilin-(Humulin),

FDA tarafindan onaylanmigtir (Quianzon&Cheikh, 2012).

Glinlimiizde modern tip, hormonlar ve enzimler gibi biyolojik olarak aktif
proteinleri yaygin olarak kullanmaktadir. Bu proteinlerin eldesi 6nceleri sadece hayvan
viicutlarindan ekstrakte edilerek saglanmistir. Giiniimiizde artan protein talebi igin
geleneksel hammadde kaynaklari yetersiz kalmakta ve alternatif kaynaklar arasinda
biyoteknolojinin sundugu ¢oziimler g6z doldurmaktadir. Bugiin biyoteknoloji alanindaki
hizli gelismeler, ¢esitli biyolojik kaynaklardan hizli ve yiliksek miktarlarda rekombinant

protein tiretimine olanak saglamaktadir.

Biyolojik yontemlerle (kontrollii gen ekspresyonu, rekombinant DNA teknolojisi,
antikor iiretim metotlar1 vb.) canli organizmalardan (bakteri ve mantarlar, bitki ve hayvan
hiicre/dokular1) elde edilen polipeptid ya da protein yapidaki liriinlere biyofarmasotikler
denir. Bu kavram zaman zaman biyolojik/biyoteknolojik iiriinler olarak da ifade

edilmektedir.

Biyofarmasotiklerin bir¢ok klinik uygulamasi vardir. Hastaliklarin 6nlenmesi,
tedavi ve tanida ¢esitli avantajlar saglarlar. Terapdtik biyofarmasotik tiirleri esas olarak
rekombinant protein terapisi, antikor terapisi ve hiicre terapisini kapsar. Biyolojik aktivite
gostererek hastaliklar1 giivenli ve etkili bir sekilde tedavi edebilir, hastalik patolojisi
lizerine etki ederek spesifik islevleri yerine getirebilirler. Ornegin asilar, bulasict
hastaliklarin 6nlenmesi amagl kullanilan 6nemli biyofarmasétiklerdir. Giintimiizde

asilar, genellikle patojene benzeyen bir biyolojik ajan igerir ve toksoidlerden (toksinler)



veya patojenin ylizey antijenlerinin (alt birimler) bir boliimiinden yapilir. Geleneksel
asilar yalnizca bulasici hastaliklart 6nlemek igin kullanilirken biyoteknolojiye dayali
asilar kanserler, tip | diabetes mellitus (T1DM), Alzheimer hastaligi gibi pek ¢ok bulasici
olmayan hastalig1 6nlemek i¢in de gelistirilmektedir; 6rnegin, insan papilloma viriisii
(HPV) asis1 rahim agzi kanserlerinin onlenmesi i¢in onaylanmistir. Hastalik tanisinda
kullanilan biyofarmasdétiklere 6rnek olarak ise monoklonal antikorlar verilebilir.
Monoklonal antikorlar bazi kanserlerin ve bulasici hastaliklarin tanisinda basariyla
uygulanmustir ve gelistirilmeye devam edilmektedir. Belirli bir maddeye spesifik antikor
tiretildiginde, bu maddenin varligini tespit etmekte kullanilmaktadir. Antikorlar sabit
doku boliimlerinde antijenleri tespit eden immiinohistokimyada ve donmus doku
boliimlerinde veya canli hiicrelerde maddeyi tespit eden immiinofloresans tani testlerinin

gelistirilmesi i¢in de yaygin olarak kullanilmaktadirlar (Chen&Yeh, 2018).

Biyofarmasétiklere bircok drnek verilebilir. Ornegin Neumega adiyla onaylanan
oprelvekin, IL-11’in rekombinant formudur. Escherichia coli'de (E. coli) rekombinant
DNA teknolojisi ile diretilir. Oprelvekin, kemoterapinin neden olabilecegi diisiik
trombositleri Oonlemek i¢in trombositler liretmek tizere kemik iligini uyarmak igin
kullanilir. Trombositler kanin pihtilasmasin1 saglayan ve kanamayi oOnleyen kan
hiicreleridir, bundan dolay1 trombosit transfiizyonu ihtiyacini azaltmak i¢in Oprelvekin
verilebilir. Kanser tedavisine destek ilaci olarak 1997 yilinda FDA tarafindan
onaylanmustir (Oprelvekin, 2016) .

Bir diger biyofarmasotik 6rnegi Recombivax HB, maya hiicrelerinde rekombinant
DNA teknigi ile Hepatit B viriisiine kars1 tiretilen bir agidir. FDA tarafinda 1986 yilinda
onaylanmistir (Recombivax HB, 2018).

Etken maddesi Alteplazin olan Activase, FDA'nin Haziran 1996'da onayladig1 bir
doku plazminojen aktivatoriidiir. Akut miyokard infarktiisii, akut iskemik inme ve akut
masif pulmoner emboli tedavisi i¢in aktivaz endikedir. Cin hamster1 yumutalik

hiicrelerinde rekombinant DNA teknolojisiyle tiretilmistir (Tu, 2015).

FDA tarafindan onaylanmig diger bazi biyofarmasétik proteinler Cizelge 1.1°de

verilmistir.



Cizelge 1.1. FDA onayli baz1 biyofarmasétik proteinler (Lagassé vd., 2017)

Onaylanma ila¢ [Ticari ad1, Sponsor] Simif [Tanimi] Tedavi alam

tarihi [Genel belirtiler]

09.03.2011  Belimumab mAb Immiinology
[Benlysta, Human Genome [Insan anti-B-hiicre aktive ~ [Otoimmiinite (lupus)]
Sciences] edici faktor (BAFF)]

25.03.2011 Ipilimumab mAb Dermatoloji/Onkoloji
[Yervoy, Bristol Myers [insan anti-CTLA-4] [Kanser (metanoma)]
Squibb]

15.06.2011 Belatacept Fc fusion Immiinology/Nefroloji
[Nulojix, Bristol Myers [CTLA-4 Fc-fusion] [Nakil reddi (bobrek)]
Squibb]

19.08.2011 Brentuximab vedotin Antikor ilag eslenigi Hematoloji/Onkoloji
[Adcetris, Seattle Genetics] [Fare/insan kimerik anti- [Kanser (lenfoma)]

CD30]

18.11.2011  Asparaginase erwinia Enzim Hematoloji/Onkoloji
chrysanthemi [Erwinaze, Jazz = [Asparaginase erwinia [Kanser (16semi)]
Pharmaceuticals] chrysanthemi]

17.01.2012 Glucarpidase [Voraxaze, BTG @ Enzim Nefrolofi [Bobrek
International] [Glucarpidase] yetmezligi]

01.05.2012 Taliglucerase alfa [Elelyso, Enzim Endokrinoloji/

Pfizer] [B-glucocerebrosidase] Gastroenteroloji
[Genetik bozukluk
(Gaucher)]

03.08.2012 Ziv-aflibercept [Zaltrap, Fc-fusion Gastroenteroloji/

Sanofi-Aventis U.S.] [VEGFR Fc-fusion] Onkoloji [Kanser
(kolorektal)]

29.08.2012 Tho-fligrastim [Granix, Biiylime faktorii Hematoloji/Onkoloji
Cephalon] [G-CSF] [Né6tropeni]

17.10.2012 Ocriplasmin [Jetrea, Enzim Oftalmoloji [Goz
ThromboGenics] [Ocriplasmin] durumu (semptomatik

virteomakiiler
adezyon)]

14.12.2012 Raxibacumab [Raxibacumab,  mAb [Insan anti-antraks Enfeksiyon ve Bulasici
Human Genome Sciences] koruyucu antijen (PA)] hastaliklar [Bulagict

hastalik (inhalasyonel
antraks)]

22.02.2013 Ato-trastuzumab emtansine Antikor ilag eslenigi Ebelik, Jinekoloji/
[Kadcyla, Genentech] [Himanize anti-HER2/neu | Onkoloji [Kanser

emtansine konjuge (meme)]

18.07.2013 Golimubab injection, for IV mAb Kas iskelet/Romatoloji
use [Simponi Aria, Janssen [Insan anti-TNFa] [Otoimmiinite
Biotech] (romatizmal artrit)]

21.10.2013 Tocilizumab [Actemra, mADb Kas iskelet/Romatoloji

Genentech]

[Insan anti-1L-6 reseptor]

[Otoimmiinite
(romatizmal artrit;
jiivenil idiyopatik
artrit)]

Biyoteknolojik ilaglarin konvansiyonel ilaglara gore daha iyi tedavi edici olmalari,
yiiksek aktivite gostermeleri, yan etkilerinin daha az olmasi ve az dozlarda dahi etki

etmeleri agisindan istiinliik saglamaktadir. Tedavi edilemeyen hastaliklara ¢6ziim



sunmalari popiilerligini giderek arttirmis ve diinya ila¢ pazarinin %25 ini olusturmalarini

saglamistir (Orhan, 2018).



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1. Rekombinant DNA Teknolojisi

Biyoteknolojinin kapsadigi bircok alt alan vardir ancak bunlar arasinda genetik
miithendisligi 6zel bir 6neme sahiptir ve biyoteknolojiyi gelecege tasiyacak olan en
onemli bilesendir. Genetik miihendisligi ile bir organizmanin genomunda yapilabilen
degisiklik, bazen tek bir baz degisimi ile bazen tiim bir gen dizisinin veya DNA
bolgesinin eklenmesi veya ¢ikarilmasi seklinde, bazen de tiim g¢ekirdek DNA’sinin
degistirilmesi veya fiizyonu bi¢ciminde olabilmekte hatta baz1 durumlarda mitokondri ya
da kloroplast modifikasyonu/transferi seklinde gerceklestirilebilmektedir. Bununla
birlikte tiim bu degisikliklerin gerceklestirilmesi i¢in bir veya bircok asamada
rekombinant DNA (rDNA) teknolojisinden yararlanilmaktadir. rDNA bir yapay DNA
formudur, molekiiler klonlama gibi laboratuvar teknikleri kullanilarak farkli
kaynaklardan genetik materyalleri biraraya getirip biyolojik organizmada bulunmayan
yeni diziler yaratmaktir. Tiim organizmalarin DNA molekiillerinin kimyasal yapisinin
ayn1 olmasi ve sadece niikleotid dizilimleri bakimindan farklilik géstermeleri rDNA’y1
miimkiin kilmistir. rDNA teknolojisi DNA segmentlerini biraraya getirmek (rekombine
etmek) i¢in kullanilan prosediir serileridir. Bir rDNA molekiilii, iki veya daha fazla farkl
DNA molekiiliiniin bélimlerinden olusturulur ve belirli kosullar altinda bir hiicreye
transfer edilebilir, burada kendi basina veya bir kromozomal DNA ile biitiinlestikten
sonra replike olur (Shinde, Chavhan, Sapkal&Shrikhande, 2018).

rDNA, ilk olarak 1973'te Kaliforniya Universitesi'nden Herbert Boyer ve Stanford
Universitesi'nden Stanley Cohen’nin E. coli restriksiyon enzimlerinin kullanarak yabanci
DNA'nin plazmidlere entegre edilmesi ile gergeklestirilmistir (Cohen, Chang,
Boyer&Helling, 1973).



rDNA teknolojisi, bir takim 06zel enzimleri, 6zel tasarimli vektor DNA
molekiillerini, istenen dizilere sahip DNA molekiillerini kullanir. Bunlardan bir birine
uygun uglu DNA molekiilleri yaratir ve tekrar farkli kombinasyonlarda bir araya getirip
birlestirerek yeni DNA molekiillerinin liretimine yol agar. rDNA olustururken kullanilan
kaynak DNA molekiilii herhangi bir tiirden olabilir 6rnegin bir bitki DNA’s1 bir bakteri
DNA st ile birlestirilebilir, bir insan DNA’s1 baska bir memeli DNA’s1 ile birlestirilebilir.
Bunun disinda dogada bulunmayan DNA dizileri yapay olarak sentezlenip ¢ok farkli

organizmalara aktarilabilir.

rDNA olusturulmasi, rekombinant proteinlerin iiretimi i¢in temel basamaktir. Asil
hedef konak olarak secilen hiicrede rekombinant genleri ekprese ederek istenilen proteini
tiretmektir. Bu teknolojinin ortaya ¢ikist devrim niteligindeki degisikligi de beraberinde
getirmistir. Mikroorganizmalari, hayvanlar ve bitkileri degistirerek etkinligi yiliksek ¢cok

cesitli terapdtik trtinler iiretmek igin yeni firsatlar sunmustur (Shinde vd., 2018).

Gilintimiizde diyabet, biliylime, kistik fibroz ve pihtilasma bozukluklar1 gibi pek ¢ok
hastalik protein eksikligi ya da protein islev bozuklugundan kaynaklanmaktadir. Bu
patolojiler heniiz gen tedavisi ile diizenli olarak tedavi edilemediginden, ex vivo olarak
uretilen fonksiyonel proteinlerin uygulanmasi gereklidir. Diinyada ve iilkemizde giin
gectikce tedavi amagh kullanilmak iizere proteinlere talep artmaktadir. Dogal
kaynaklardan iiretimler sinirli, maliyetleri yiiksek ve hayvansal kaynaklardan tiretimlerde
enfeksiyon riskleri ortaya ¢ikmaktadir (Hoang, 2017). Bundan dolay1 rDNA teknolojileri,
terapGtik protein tiretimi igin hizli bir tercih haline gelmistir. rDNA teknolojisi kaynak
problemine ¢6ziim getirmis, maliyeti diistirmiis ve biyogiivenlik sorununa ¢6zliim

olmustur.

rDNA teknolojisine dair orijinal prosediirlerin ¢ogu E. coli’ye dayali olarak
gelistirilmistir, bu yilizden E. coli rekombinant protein iiretiminde dncii konakg1 olarak
kabul edilir. E. coli genetigi ve fizyolojisi bilgi birikimi ve bu bakteriye uyarlanmis
genetik miihendisligi araclarinin sayisinin ¢ok olmasindan dolayr yeni rekombinant
protein iiretimi yapilirken ilk olarak tercih edilecek konakgidir. E. coli, prokaryotlardan
ve Okaryotlardan; stabil sekilde katlanmis, globiiler proteinleri eksprese etmek i¢in uygun
bir konaktir. Biiyiik 6lcekli protein ekspresyonu denemeleri, bakteriyel proteinlerin

<%50'sinin ve bakteriyel olmayan proteinlerin <%]15'inin, ¢oziinebilir bir formda E.



coli'de eksprese edilebilecegini gostermistir (Braun vd., 2008). Ayrica E. coli hizh
biiylime kinetigine sahiptir. Glikoz-tuz ortamlarinda ve optimum ¢evre kosullarinda, iki
katina ¢ikma siiresi yaklasik 20 dakikadir. Bu, doymus baslangi¢ kiiltiiriiniin 1/100
oraninda seyreltilmesiyle asilanan bir kiiltliriin birka¢ saat i¢inde sabit faza ulasabilecegi
anlamia gelir. Yiiksek hiicre yogunlugu kiiltiirlerine kolayca ulasilir. Bir E. coli sivi
kiiltiiriiniin teorik yogunluk sinirinin yaklasik 200 g kuru hiicre agirli§i/L veya kabaca 1x
10" yasayabilir bakteri /mL oldugu tahmin edilir. Zengin besiyerleri hazir ve ucuz
bilesenlerden hazirlanabilir. Eksojen DNA ile transformasyon hizli ve kolaydir. E. coli'ye
plazmid transformasyonu 5 dakika kadar kisa bir siirede gerceklestirilebilir
(Rosano&Ceccarelli, 2014). Bu sebepler E. coli’nin rekombinant protein {iretiminde

siklikla tercih edilmesini saglamaktadir.

2.2. Rekombinant Biofarmasotikler

Biyofarmasétikler; bir organizmaya ait genin bagka bir canliya transferine olanak
veren rDNA teknolojisi, kontrollii gen ekspresyonu ya da antikor iiretim metodlar1 gibi
biyoteknolojik yontemler ile tiretilen tiriinlerdir. Bu teknoloji ile viicudun kendi trettigi
dogal protein ve hormonlarin endiistriyel boyutta iiretimlerinin, laboratuvar ortaminda
hiicre kiiltiirleri araciligiyla yapilmasi saglanmistir. Biyoteknolojik ilaglar olarak da ifade
edilen biyofarmasoétikler, peptid ve proteinler temelli olduklarindan konvansiyonel
ilaglara gore yiiksek molekiil agirhigina ve kompleks yapilara sahiptirler (On soruda
biyoteknolojik ilaglar, 2016). Biyoteknolojik ilaglar viicutta dogal olarak iiretilen
proteinin etkinligini géstermesi nedeniyle dnemli avantajlar saglamaktadirlar. Bu sayede
ge¢miste tedavi edilemez denen birgok hastalik igin tedavi sans1 dogmustur. Epoetin gibi
bir biyolojik rekombinant ilag 100’e yakin genle etkilesime girerek etki gosterirken
konvensiyonel bir ila¢ sadece birkag etki alanina sahiptir. Boyut olarak konvansiyonel
ilaglardan 100-1000 kat daha biiyiiktiirler. Ornegin bir kovansiyonel ilag olan Asprin 190
Da gelirken biyofarmasotik ilaglar 19 kDa’dan (interferon-B gibi) 20,000 kDa boyutuna
kadar ulasabilmektedir (Sardas&Akgiil, 2014). Bu da biyofarmasotik ilaclara tedavi
Ustlinliigi saglamaktadir. Biyofarmasotik sektorii ortaya ¢iktiginda ilk kullanilan
platform bakteriler olmus, bunu mayalar takip etmistir. Giintimiizde bocek hiicreleri,

bitkiler ve memeli hiicreleri talepleri karsilamada kullanilsa da pazarlanan



biyofarmasoétiklerin yaklasik %30’u hala bakterilerden tiretilmektedir (Sanchez-Garcia
vd., 2016).

Rekombinant olarak diizenlenen ilk terapétik ajan, E. coli bakterisinde sentezlenen
insiilindi. Oncelerde domuz ve sigir pankreas dokusu, uzun yillar boyunca insiilin
hormonun kaynagiydi, bunu hayvan insiilininin modifikasyonu ile elde edilen yar1
sentetik insan insiilini izledi. Rekombinant teknolojinin gelisimiyle tiretilen rekombinant
insan insllini Onceki iiretim metotlarinin yerini almig ve maliyeti diistirmiistiir.
Rekombinant insan insiilininin safliginin ve farmasotik kalitesinin, hayvan ve yari-

sentetik insiilinden iistiin oldugu kanitlanmistir (Landgraf& Sandow, 2012).

Hemofili hastalarinda Faktor VIII adi verilen bir kan pihtilagma faktorii eksiktir.
Yirminci ylizyilin ilk yarisinda, hastaligin tek tedavisi tam kan nakliydi. 1950'lerde Faktor
VIII igeren kan plazmasi iirlinleri mevcuttu. 1981 yilinda AIDS salgini baslayinca kan
nakli yapilan binlerce hemofili hastas1 AIDS’e yakalandi. Hemofilik Ryan White, kan
transfiizyonu ile AIDS bulasan bir ¢gocuktu. Durumu 1985 yilinda Indianada Kokomo
kasabasinda okudugu okulda duyulunca veliler ve okul yetkililerince okulda varligina
itiraz edildi. Saglik yetkilileri bulagma riskinin neredeyse imkansiz oldugu yoniinde 1srar
etse de, yerel okul yonetimi White’1n derslere girmesini engelledi. Yasal bir savas basladi.
Kamuoyunda konu ¢ok ses getirdi ve tinliiler dahil bir ¢ok kisi White’1 desteklemek,
AIDS e karsi biling olusturmak icin Indiana'ya akin etti. Indiana Egitim Bakanlig1 araya
girdi ve White'i okula déonmesine izin verdi. Dava, hemofili hastalarini ulusal spot 15181
altina tagidi. Ryan White, Nisan 1990'da on sekiz yasinda vefat ederken, Agustos ayinda,
Kongre, AIDS'le yasayan insanlarin bakimi ve tedavisi i¢in federal fonlar saglayan Ryan
White Kapsamli AIDS Kaynaklar1 Acil Durum (CARE) Yasasini kabul etti. Boylece
AIDS salgini, ticari biyoteknoloji endiistrisinin ortaya ¢ikmasi i¢in 6nemli bir zemin
olusturmustu. Iki eski biyoteknoloji sirketi olan Genentech ve Genetics Institute, Inc.
hayati pihtilasma faktoriiniin glivenli bir rekombinant versiyonunu iiretmek igin
calismalara basladi. iki sirkette arastirmalar basladiginda, AIDS krizi patlamist1 Halk
sagligi yetkilileri kirlenmis kan {irlinlerinin hemofilikler i¢in ciddi bir tehdit
olusturdugunu ve Faktor VIII genini klonlama ¢abalarinin aciliyetinin daha belirgin hale
geldigi 6nemi lizerinde duruyordu. Genentech ve GI'deki arastirmacilar, Faktor VIII
genini klonlamanin, biiyiik boyutundan 6tiirti (186 kb, 26 ekson) olaganiistii derecede zor

olacagini tahmin ediyordu, uzun c¢alismalar sonucu GI’nin Recombinate® {iriinii Aralik



1992°de satisa sunuldu (The Race to Clone Factor VIII, 2016). Rekombinant faktor VIII,
kan nakliyle HIV kapan hemofilik hastalar i¢in giivenli bir tedavi olanag1 sunmus oldu.
Bugiine kadar, yaklasik 650 protein ilaci diinya ¢apinda onaylanmistir, bunlarin 400
kadar1 rekombinant teknolojilerle elde edilmis ve canli organizmalar1 igeren teknolojiler
tarafindan tretilen terapdtik iiriinlere atifta bulunan bir terim olan biyofarmasoétikler
olarak onaylanmistir. Diger 1300 protein aday1 gelistirilmekte olup, bunlarin yaklasik
%50'si klinik oncesi ¢alismalarda ve diger %33"i klinik ¢alismalarda bulunmaktadir
(Sanchez-Garcia vd., 2016).

2.3. Ila¢ Sektorii ve Biyoteknolojik laclar

Diinyada genis kitlelerin ilaca erisimi arttikga ortalama yasam siiresi de artis
gostermistir. Bazi hastaliklarin tedavilerinde kesin ¢oziimlere ulasilamasa bile hastalarin
daha kaliteli bir hayat siirmesi temin edilebilmektedir. Bundan dolay1 her gegen giin ilag

sektoriine olan talep artarak bliylimektedir.

Diinyada ilag sektoriine bakacak oldugumuzda yeni ilaglarin satisinda ABD
%64.1°lik payla ilk sirada yer almakta, onu %18.1 ile Avrupa birligi ve %7.1 ile Japonya
takip etmektedir. Ulke bazinda harcamalar siralamasinda ABD, Cin ve Japonya ilk ii¢ii

olusturmaktadir (Orhan, 2019).

2018 yilinda diinyada 1 trilyon 200 milyar dolar ilaca yonelik harcama yapilmastir,
bu rakamin 2019°da 1.3 trilyon dolara ¢ikmasi ve 6niimiizdeki 5 yillik siirecte de pazarmn
1.5 trilyon dolar biiyiikliigiinde olmas1 beklenmektedir. Oniimiizdeki 5 yillik siirec igin
bliylimenin gelismis ekonomilerin Onciiliiglinde yeni irlinler {izerinden olmasi
beklenmekte gelismekte olan ekonomilerde ise pazarin Cin, Brezilya ve Hindistan
kaynakli olarak yavas biiyiiyecegi diisiiniilmektedir. ilagta gelisen pazarlar (pharmerging
markets) olarak tanimlanan Tiirkiye, Misir ve Pakistan gibi {ilkelerde bu bes yillik siiregte
biiylimenin giiglii olacagi tahmin edilmektedir (Orhan, 2019). Diinya ilag pazarinda
tilkelerin 2018 yili paylar sekil 2.1°de gosterilmistir. Tiirkiye 2018 yilinda diinyada 17.
siradadir (Diinya Ilag Pazar1, 2018).
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Diinya ilag Pazan (2018)

Diinya llag Pazan
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Sekil 2.1. 2018 Diinya ilag¢ pazar paylari

Diinya genelinde regeteli ilaglarin 5 yillik siirecte her yil ortalama %6.4 oraninda
biiyliyecegi beklenmektedir. Burda en hizli artisin 2018 yilinda %16.6°1ik bir paya sahip
yetim ilaglarinda olacagi ve yetim ilaglarin 2024 yilinda %21.8’lik bir paya ulagmasi
tahmin edilmektedir. Esdeger ilaglarin paylarinin %10.1’den %09.5’e gerileyecegi
ongoriilmektedir. Sekil 2.2.°de Diinya genelinde regeteli ilag satis dagilimlart ve

tahminler verilmistir (Orhan, 2019).

Diinya regeteli ila¢ satiglanmin dagilhimi ve tahminler (milyar dolar)
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Sekil 2.2. Diinya genelinde regeteli ilag satislarini dagilimi ve tahminleri
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flag sektoriinde AR-GE harcamalari, 2018 yilinda 172 milyar dolar seviyesinde
hesaplanirken bu rakamin 2024 yilinda 204 milyar dolar seviyesine c¢ikmasi
beklenmektedir (Orhan, 2019). Pazar biiyiimesi, daha oOnce tedavi edilemeyen
hastaliklarin biyofarmasoétiklerle tedavi edilme sanslarmin artmasindan dolay1 oldugu
kabul edilmektedir ve bu da biyofarmasdtikler igin biiyilk pazar talebine neden

olmaktadir.

Yiiksek spesifik aktivite gostermeleri, az dozda dahi etki etmeleri ve yan etkilerinin
konvensiyonellere oranla az olmasi biyofarmasdétiklerin avantajlari arasindadir ancak bu
molekiillerin en 6nemli yan1 Semptomlar1 tedavi etmek yerine hastaliklar1 iyilestirme

potansiyeline sahip olmalardir (ilbasmis Tamer vd., 2016).

Biyofarmasotikler, son on yilda kanser ve AIDS kaynakli Sliimlerin sayisini
azaltmis ve bu da kiiresel pazarda biyofarmasoétiklerin kabul edilmesinde bir artisa yol
acmistir (Biopharmaceuticals Market - Growth, Trends, And Forecast (2019 - 2024),
2019).

Avantajlar1 gbz 6niine alindiginda bu alanda Ar-Ge calismalar1 hiz kazanmistir.
Diinya‘da biyofarmasotik Ar-Ge harcamalar1 2017 yilinda 45.7 milyar dolar ile rekor
seviyeye ulagmistir. 2018 yilinda biyofarmasotik global pazart 237 milyon dolara
ulagsmustir. %8.59 luk biiyiimeyle 2024 yilina kadar 389 milyon dolara ulasacagi tahmin
edilmektedir (Biopharmaceuticals Market - Growth, Trends, And Forecast (2019 - 2024),
2019).

2.4. Tiirkiye’de Biyoteknolojik Tlaclar

Diinyadaki gelisim hiz1 ve konvansiyonel ilaglara gore avantajlari, biyofarmasotik
ilaclart lilkemizde de ilgi odag1 ve 6nemli bir yatirim alani haline getirmistir. Diinyada
biyoteknolojik ilag kullanimi orant %20’leri asmis durumda ve artmaya devam
etmektedir. Tiirkiye i¢in de durum aynidir. Tiirkiye Ila¢ Endiistrisi Is Verenler Sendikas1
(IE1S) ilag sektdrii raporuna gore Tiirkiye’de biyofarmasétik ilaglar, 2018 yilinda, 5.4
milyar TL ile regeteli ilag pazarmimn %17.6’sin1 olusturmustur (Tiirkiye ila¢ Sektorii
Raporu, 2019).

Tiirkiye’de ruhsatli 107 markanin 252 formda referans biyoteknolojik ilac1 ve 23

markanin 83 formda biyobenzer ilact bulunmaktadir. Biyobenzer 7 iirliniin tiim formlar1

12



dahil toplam 29 adet ilaci iilkemizde iiretilmektedir. 2 adet referans biyoteknolojik, 39
adet biyobenzer, 1 adet biyoiistiin ilacin 2024 yilina kadar {ilkemizde {iretilmesi i¢in

calismalar siirmektedir (Tiirkiye ila¢ Sektorii Raporu, 2019).

Referans biyoteknolojik tiriinleri 2018 yilinda %30.3 biiyiiyerek 5.1 milyar TL
biiyiikliige, biyobenzer ilag pazari ise %48.2 artis gostererek 282 milyon TL’ye
ulasmistir. Veriler Sekil 2.3.’te goriilmektedir (Tiirkiye {la¢ Sektdrii Raporu, 2019).
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Sekil 2.3. Deger bazinda biyoteknolojik flaclar

Rekombinant proteinler i¢in pazar ve potansiyel, siirekli olarak genislemektedir.
Ulkemizde kan iiriinleri ve onkoloji ilaglarinin rekombinant formlari icin disa bagimlilik
s0z konusudur. Bu rekombinant proteinlerin tilkemizde tiretimi saglandiginda; hastalarin
ilaglara erisimi artacak, kamu saglik biit¢elerinin daha verimli kullanilmis olacak ve ithal
ilaclarda diga bagimlilik azalacaktir. Bu amagla biyoteknolojik yatirimlara getirilmis
cesitli tesvik ve diizenlemeler mevcuttur. Yiiriirliikkte olan tesvik sisteminde; OECD
yiiksek teknolojili tiriin sinifinda yer alan tirtinler (yani ilag yatirimlari) 6ncelikli yatirim
konulart arasina dahil edilmistir. Tesvik sisteminde; yatirim yerinden bagimsiz olarak
KDV ve Giimriik Vergisi istisnasi, indirimli Kurumlar Vergisi, sigorta primi destegi ile

faiz destegi gibi destekler mevcuttur (Orhan, 2018).

2.5. Sitokinler ve Rekombinant Formlari
Sitokinler, immiin sistemin regiilasyonunda ve enflamatuar olaylarda 6énemli rolii
olan molekiillerdir. Sitokinler yabanci antijenlere ve ajanlara karsi organizmanin

reaksiyonlarinin kontrol edip, diizenlerken ayni zamanda hiicreler arasi iligkileri
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diizenlerler. Lenfositlerin meydana getirdiklerine lenfokin, monositlerin meydana
getirdiklerine monokin denir. Sitokinlerin salgilanmasi; ¢ogu hiicrenin aktivasyonundan
sonra gerceklesmektedir. Ve hiicrelerden istirahat halindeki sitokin salgilanmamaktadir.
Sitokinler, lenfositler ve makrofajlar gibi immiin sistem hiicrelerini aktive etme
yetenegine sahip hormonlara benzer ancak 6zellesmis bir dokudan degil de ¢esitli
hiicreler tarafindan yapildiklari i¢in horman kabul edilmezler (Baykal, Karaayvaz &

Kutlu, 1998).

Sitokinler, kendilerini salgilayan hiicrelere (otokrin etki), yakindaki hiicrelere
(parakrin etki) veya bazi durumlarda uzak hiicrelere (endokrin etki) etki edebilir
(Zhang&An, 2007). 20-30 kDa agirligina sahip peptid veya glikoprotein yapisindadirlar.
Molekiil agirliklart oldukca kiiciiktiir. 101°-10"%° molar konsantrasyonlar da dahi
aktiftirler ve ¢Oziiniir formda etkili olurlar (Akdogan&Yontem, 2018). Bircok farkli
sitokin proteini ailesi vardir. Sitokinler ailesi; interferonlar (IFN), interlokinler (IL),
kemokinler, mezenkimal biiyiime faktorleri, tiimor nekroz faktorii (TNF) ailesi ve

adipokinleri igerir (Zdravkovic, Rosic, Lutovac&Zdravkovic, 2017).

Sitokinlerin tiretimi gegicidir. Saglikli bireylerde sitokinler ya saptanamaz ya da
viicut  sivisinda/dokularda  pg/mL  konsantrasyonlarda bulunurlar.  Sitokinlerin
konsantrasyonlarinin yiikselmesi, inflamasyon veya hastaligin ilerlemesi ile iliskili
sitokin yolaklarinin aktivasyonunu gosterir (Stenken&Poschenrieder, 2015). 1893’lii
yillarda William Coley’in belirli bakteriyel enfeksiyonlardan sonra bazi maling
timorlerin geriledigini gostermesiyle sitokinlerin kanser patogenezi ve tedavisinde etkili
oldugu ortaya ¢cikmistir. 1970’lerde IFN’ler ve TNF’ler gibi tiimdr inhibe edici faktorlerin
bulunmasi da bu goriisii desteklemistir. Kanser hiicrelerinin biiyiimesini inhibe etme ve
viicutta antitiimor etkileri arttirmada 6nemli rol oynamaktadirlar (Akdogan vd., 2018).
Yiizlerce sitokin tespit edilmistir ve bu proteinlerin bazilar1 su anda terapétik triinlerde,
cogunlukla kanser, otoimmiin ve viral hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir

(Lipiainen vd., 2014).

Cogu sitokinin molekiiler klonlamasi yapilmis biyoteknolojik yontemlerde daha
fazla miktarda yapimi saglanmigtir. FDA tarafindan onaylanan bazi rekombinant

sitokinler Cizelge 2.1°de goriilmektedir (Lipiainen vd., 2014).
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Sitokinlerin terapdtik ajan olarak kullanilmalarinin avantajlari sunlardir; kimyasal

ilaclarin aksine enflamatuar siirece aracilik eden spesifik protein inhibe eder. Sitokinler,

notrlestirici antikorlar kullanilarak hayvan modellerinde ya da nakavt fareler gibi genetik

modellerde iyi calisilmistir dolayisiyla sitokinlerle ilgili siirecler iyi bilinmektedir.

Biyoteknolojik tekniklerdeki ilerlemelerle rekombinant proteinlerin ekspresyonu yiiksek

oranlarda saflagtirilmasi eskiye gore daha kolay ve ucuz hale gelmistir (Rider,

Carmi&Cohen, 2016). Giinlimiize kadar bir¢ok recombinant sitokinin onay1 verilmis ve

tiretimi yapilmistir, bunlardan bazilar1 Cizelge 2.1.’de goriilmektedir.

Cizelge 2.1. Rekombinant Sitokinler (Lipiainen vd., 2014)

Sitokin  Ticari ad1 Aktif Uretim ortamn  Belirti Yetkilendime
(Firma) bilesen tarihi
IFN-p  Betaseron IFN-B-1b E. coli Coklu skleroz 1993 (FDA)
(US)/Betaferon 1995 (EMA)
(EVU) (Bayer)
Extavia (Novartis) IFN-B-1a CHO Hiicreleri  Coklu skleroz 2008 (EMA)
Avonex (Biogen Idec) CHO Hiicreleri 2009 (FDA)
Rebif (US: Serono, IFN-B-1a CHO Hiicreleri  Coklu skleroz 1996 (FDA)
EU: Merck Serono 1997 (EMA)
Europe) IFN-B-1a Coklu skleroz 1998 (EMA)
2002 (FDA)
INF-y  Actimmune (US) IFN-y-1b E. coli Kronik 1994 (Fimea)
(Intermune/Vidara Ther.) granillomatéz 1999 (FDA)
/Imukin (EV) hastalig1
(Boehringer Ingelheim) Osteopetrozis
IL-2 Proleukin (EU: Novartis, Aldesleuki E. coli Renal hiicreli 1992 (FDA)
US: Chiron) n (rhlL-2) karsinom 1992 (Fimea)
Ontak (Eisai) Melanom
Denileukin  E. coli 1999 (FDA)
diftitox T hiicreli
lenfoma
IL-11 Neumega (Wyeth Pharms  Oprelvekin  E. coli Kemoterapinin 1997 (FDA)
Inc.) (rhIL-11) neden oldugu
trombositopeni
GM- Leukine (Berlex/Sanofi) ~ Sargramost S. cerevisiae Kemik iligi 1991 (FDA)
CSF im (rhGM- nakli
CSF) Kanser

Interlokinler (IL) sitokin ailesinin bir grubudur. IL terimi, hiicre gogalmas,

olgunlagma, go¢ ve yapisma dahil, kompleks immiinomodiilatoér fonksiyonlara sahip bir

grup

sitokin tanimlamak i¢in kullanilmistir (Brocker,

Thompson,

Matsumoto,

Nebert&Vasiliou, 2010). IL, ilk olarak tek basina I6kositler tarafindan eksprese edildigi,

ancak daha sonra birgok baska viicut hiicresi tarafindan iiretildigi bulunmustur. Immiin
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hiicrelerin aktivasyonunda ve farklilagsmasinda, ayrica proliferasyon, olgunlasma, go¢ ve
yapismada onemli rol oynarlar. Ayn1 zamanda proenflamatuar ve antienflamatuar
Ozelliklere sahiptir. Bu nedenle, IL’lerin birincil islevi, enflamatuar ve immiin yanitlar
sirasinda bliylimeyi, farklilasmay1r ve aktivasyonu modiile etmektir. IL’ler, hiicre
yiizeylerinde yiiksek afiniteli reseptorlere baglanarak hiicreler ve dokularda bircok
reaksiyon ortaya ¢ikaran biiylik bir protein grubundan olusur. Hem parakrin hem de
otokrin fonksiyonlara sahiptirler (Vaillant&Qurie, 2019). Klinik arastirmalarla ilgili yonii

arastirmak i¢in hayvan ¢alismalarinda da IL’ler, kullanilmaktadirlar (Akdis vd, 2011).

IL’ler, gecici olarak sentezlenirler ve cogunu kodlayan haberci RNA sentez i¢in
stabil degildir. Sentezlendikten sonra hizla salinirlar. Hiicrelerin IL’lere tepkileri, sitokin
reseptorlerinin inhibitorlerini kodlayan genlerin katilimi ve indiiklenmesi ile yukar1 ve
asag1 diizenleyici mekanizmalar1 igerir. IL’ler ¢ogu zaman diger IL sentezini ve
eylemlerini etkiler, 6rnegin, IL-1, IL-2'nin salinmasina yol agan lenfosit aktivasyonunu
calistirir. (Vaillant vd., 2019).

Giiniimiizde farkli 6zelliklere sahip 40’tan fazla IL bilinmektedir. IL’ler; dizi
homolojisi, reseptor baglama o6zellikleri, biyolojik fonksiyon ve hiicresel kaynaklara
dayali olarak siniflandirilir. Cesitli viicut hiicrelerden sentezlenirler ve tek bir spesifik IL-
20 farkli hiicre tipine kadar sentezlenebilir. Ayrica bir hiicre birden fazla farkli IL
sentezleyebilmektedir. Giiniizde zorunlu ihtiyaglar1 karsilamak i¢in rekombinant formlari

tiretilmektedir (Zdravkovic vd., 2017).
Baz1 rekombinant interlokinler ve endikasyonlari su sekilde siralanabilir;

IL-1: Makrofajlar, biiyiik graniil lenfositler, B hiicreleri, endotel, fibroblastlar ve
astrositler IL-1'i salgilar. T hiicreleri, B hiicreleri, makrofajlar, endotel ve doku hiicreleri
baslica hedeflerdir. IL-1, lenfosit aktivasyonu, makrofaj stimiilasyonu, 16kosit/endotel
adezyonunun artmasi, hipotalamus stimiilasyonuna bagli ates ve akut faz proteinlerinin

karaciger tarafindan salinmasina neden olur (Almeida, Amaral&Lobao, 2011).

IL-2: Temel hedefler T hiicreleridir. Baslica etkileri T-hiicresi ¢ogalmasi ve
farklilagsmasi, sitokin sentezinin artmasi, Fas aracili apoptozun gii¢lendirilmesi ve
diizenleyici T hiicresi gelisiminin desteklenmesidir. NK hiicrelerinin proliferasyonuna ve
aktivasyonuna ve B hiicresi proliferasyonuna ve antikor sentezine neden olur. Ayrica

sitotoksik lenfositlerin ve makrofajlarin aktivasyonunu uyarir (Bachmann&Oxenius,
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2007). FDA aldesleukin (Proleukin) adli rekombinant IL2’yi onaylamistir. Bu ilag, renal
hiicre kanseri tedavisinde kullanilir ve etkisi, uygulanan rekombinant ila¢ miktar1 ile

orantilidir (Almeida vd., 2011).

IL-3: Bagisiklik sisteminin hastaliga dogal tepkisini artiran biyolojik sinyal olarak
kabul edilen sitokindir. IL-3 reseptoriine baglanarak etki eder. IL-3 kemik iligi kok

hiicrelerini uyarir (Sekhon, 2019).

IL-11: Oprelvekin, 177 amino asitten olusan bir rekombinant insan IL-11
sitokindir. Kemik iliginde megakaryositleri ve onciillerini uyarir, boylece siddetli
trombositopeniyi 6nler ve yiliksek miyelosupresif kemoterapi alan kanser hastalarinda

trombosit transfiizyonu ihtiyacini azaltir (Kishore& Krishan, 2009).

Rekombinant IL’lerin iiretimi konusunda bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir; IL’lerle
ilgili 2018 yilinda yayinlanan bir makalede kanser arastirmalarinda ve tiimorlerin erken
teshisinde pozitif kontrol olarak kullanilmak tizere IL-2’nin E. coli BL21 susunda
ekspresyonunu yapilmustir. Insana ait IL-2 proteinin cDNA'smin bir sentetik DNA dizisi,
PRSET-B ekspresyon vektoriine klonlanmustir. E. coli'de [BL21] eksprese edilen IL-2
proteini, ¢oziinmeyen inkliizyon cisimlerinin olusumu ile iliskilendirilmistir. Sonug
olarak, farkli ifade kosullarinin, E. coli'de eksprese edilmis bir Okaryotik proteinin
¢ozintrlik davranisi tizerindeki etkisi, bir model protein olarak insan IL-2'si kullanilarak
arastirtlmistir. Saflastirilmis bir His-IL2 proteini, 1 L kiiltiiriinde 5.1 mg/pellet verimi ile
elde edilmistir (Hassan, EI-Mowafy &Zaher, 2018).

Nausch vd., 2013 yilinda yayimladiklari ¢aligmalarinda insana ait I1L-6’nin E.
Coli’de rekombinant {iretimini ¢alismiglardir. Bu ¢alismada, eksprese edilmesi zor bir
proteine ornek olarak biyoaktif rekombinant insan IL-6'nin etkin ifadesi igin temel
ekspresyon yaklagimlarini karsilastirmiglardir. Toplama egilimli IL-6, sitoplazmik
saperonlar1 birlikte eksprese ederek en etkili sekilde ¢oziinmiistiir. Eksprese edilmis
proteini oksitleyici bir ortama hedeflemek, ¢oziilebilir IL-6 olusumunda etkili degildi.
Birlikte ele alindiginda, saperonlarin varlig1 ve azaltilmis bir yetistirme sicakligi, biiyiik
miktarlarda ¢oziiniir IL-6'y1 izole etmek ic¢in etkili goériinmektedir. Coziinebilir
rekombinant proteinin nihai verimi, ortalama olarak 2.6 mg/L IL-6 elde edilmistir
(Nausch vd., 2013).
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Bir bagka c¢alismada, IL-13’nin E. Coli’de ekspresyonunu gergeklestirmisler. Bu
caligma ile biyolojik olarak aktif olan biiyiik miktarlarda iiretilebilen ve saf homojen insan
IL-1pB eldesi amaglanmistir.Bu ¢alismada, sonug olarak proteinin biyolojik olarak aktif
oldugunu, mononiikleer hiicre faktorii (IL-1/MCF) tahlili ile 2x10” U/mg ve lenfosit
aktive edici faktor (IL-1/LAF) tahlili ile de 4x 107 U/mg bulunarak gdstermislerdir
(Wingfield vd., 1986).

2.6. IL7 ve Klonlama Calismalari

IL-7, molekiil agirlig1 25 kDa olan kemik iliginde, kemik iligi stromal hiicreleri,
dalak, timiis ve bobrek hiicrelerinde sentezlenen sitokin grubuna ait bir peptiddir (Akyol,
1994). IL7, IL-7/IL-9 ailesine ait bir hematopoetik biiyiime faktoriidiir. Interlokin 7,
“IL7” veya “IL-7” seklinde gosterilmektedir. IL7, 8. kromozom iizerinde q21.13
lokasyonunda yer almaktadir. Genin genomdaki konumu Sekil 2.4.’te goriilmektedir (IL
7 Gene, 2019).
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Sekil 2.4. IL7°nin genomdaki konumu

IL7 6 eksondan olusan 2116 b¢ boyutunda bir gendir. Genin kodlayici exonlari
boyutu (ORF) 534 b¢’dir (NM_000880, NCBI). IL7 177 aa’lik aktif proteini kodlar
(AAC63047.1, NCBI) ve proteinin molekiiler agirlhigi 20.187 Da’dur (Goodwin vd.,

1989; Homo sapiens chromosome 8 interleukin 7 (IL7) gene, complete cds, 2019).

[k 75 niikleotit (25 amino asit), bir 152 amino asitlik proteini olusturmak i¢in
bir sinyal peptidi olugturur. cDNA dizilimine dayanan IL7, benzer bir 6 ekzon yapisi
ortaya koyan primatlarda korunur. Fare 117’si, insan IL7’de ekson 5'e karsilik gelen

niikleotitlerden yoksundur (Rane, 2014).

Ik olarak 1988'de kemik iligi kiiltiir sisteminde fare B hiicresi onciillerinin
biiyiimesini destekleyen bir faktor olarak kesfedildi (Goodwin vd., 1989). IL-7, lenfosit
prekiirsorlerinin kiiltiir ortaminda iiretilmesini saglar. Bundan dolay1 pre B hiicre biiyiime

faktorili ve lenfopoetin olarak da bilinir (Sutherland vd., 1989). Olgun T lenfositlerini de
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uyarabilme Ozelligine sahiptir. Myeloid-megakaryosit koloni forming unit ve
trombositler tizerinde uyarici etkisinden dolay: siklofosfamid toksisitesinin tedavisinde

kullanilmistir (Baykal vd., 1998).

IL-7 ve IL-7Ra (IL-7 receptor subunit alpha) nakavt farelerin ¢alismalari, IL-7'nin
homeostatik T-hiicresi ve B-hiicresi gelisimi i¢in 6nemli oldugunu gostermistir. IL-7 veya
IL-7 sinyalini bloke eden reaktifler, HIV ile iliskili immiin yetmezligi ve kemoterapi,
otoimmiin hastaliklar ve lenfoid malignitelere ikincil immiin yetmezligi olan hastalari
tedavi etmek i¢in kullanilabilir. Yapilan ¢aligmalar IL-7°nin T hiicre homeostaz1 ve
lenfopiamiye bagl proliferasyon igin olduk¢a Onemli oldugunu gostermistir (Von
Freeden vd.,1995). Buna bagli olarak viral enfeksiyonlarin tedavisi, kemik iliginin
tyilestirilmesi ve organ nakli ¢aligmalar1 ve kanser immiinoterapisi i¢in umut verici bir

aday olarak kabul edilmekte ve IL-7’ye talep artmaktadir.

IL-7 ile ilgili 2003 yilinda yayinlanan bir ¢caligmada (Oualette vd., 2003) insana
ait IL-7 (hIL-7)’nin bir rekombinant formu (rh1L-7), bT7 promotoriiniin kontrolii altinda
E. coli HMS174 (DE3) pLysS'de eksprese edilmistir.

IL-7 ile ilgili 2009 yilinda yaymlanan bir ¢alismada (Luo vd., 2009) IL7, cDNA
kiitiphanesinden 1ilgili klon kullanilarak cogaltilip Pichia pastoris’e klonlanmis ve
mayada aktif rekombinant rhIL-7 protein ekspresyonu gerceklestirilmistir.

Bir baska ¢alismada (Hoang, 2017), arastirmact hlL-7 rekombinant proteinlerinin
ekspresyonunu optimize edebilen bitki kiiltiir sistemini tanimlamak ve bitki kiiltiirii

sistemlerinden hlL-7 rekombinant iiretimi ve saflastirmay1 aragtirmistir.

Toghraie vd., (2017) yaptiklart ¢alismalarinda; Cin hamsteri yumurtalik (CHO) -
K1 hiicrelerinde rhIL-7 eksprese edildigini gostermiglerdir. CHO-K1 hiicreleri,
elektroporasyon ile pBud-hIL-7 rekombinantinin hem dairesel hem de lineer formlart ile
stabil bir sekilde transfekte edildigini ve ekspresyonunun, enzim bagli immiinosorbent

tahlili (ELISA) testi, dot ve western blot ile dogrulandigini bildirmislerdir.

Tirkiye de ise heniliz IL7 geninin klonlanmasi ve rekombinant iiretimine dair
akademik bir ¢alismaya raslanmamustir. Bu ¢alisma ile IL7°nin E. coli bakterisine
klonlanmasi ve ekspresyonu hedeflenmistir ve insan IL proteinlerinin mikrobiyal {iretimi
i¢in bir 6n ¢alisma niteliginde olmas1 planlanmustir. Ulkemizde IL-7 nin rekombinant

olarak iiretimi konusunda g¢alismalarin azligi g6z Oniine alindiginda IL7 klonlama
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caligmalart 6nem arz etmektedir. Dolayisiyla tez caligmasi, rekombinant IL iiretimi

alaninda bir temel olusturulmasina katki saglamaktadir.
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOD

3.1. IL7 izolasyonu

3.1.1. Materyal

IL7°nin, kemik iliginde kemik iligi stromal hiicreleri, dalak, timiis ve bobrek
hiicrelerinde anlatim1 yapilmaktadir. Periferik kanda yer alan ve mononiikleer beyaz kan
hiicreleri olarak tanimlanan hiicre grubu arasinda lenfosit ve monosit hiicreler
bulunmaktadir. Bu nedenle tez caligmasi kapsaminda IL7 ‘nin izolasyonuda kaynak
olarak periferik kandan izole dilen mononiikleer beyaz kan hiicreleri (lenfosit)
kullanilmistir. Bunun igin T.C. Trakya Universitesi, T1p Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalar

Etik Kurulu’ndan onay alinmigtir. Onay belgesi EK1’de sunulmustur.

3.1.2. Mononiikleer Beyaz Kan Hiicrelerinin Ayrigtirilmasi

Gen kaynagi olarak, saglikli bir bireyden 4 mL periferik kan, heparinli tiipe
alinmistir. Mononiikleer beyaz kan hiicrelerini ayristirmak icin histopaque metodu
kullanilmistir. Asagidaki adimlar takip edilerek mononiikleer beyaz kan hiicrelerinin

ayrimi gerceklestirilmistir.

e (Oda sicakligina getirilen Histopaque®-1077 (Sigma, Cat no:10771)’dan 2 mL
olacak sekilde 2 ayri falkon tiipe alinmistir. Uzerlerine 1:1 (histopaque: kan)
oraninda alinan heparinli kan yavas yavas eklenmistir.

e Onceden +4°C ye getirilen santrifiijde 400xg’de 30 dakika boyunca santrifiij

edilmistir.
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e Santrifiij sonras1 orta katmanda toplanan lenfositler, bir pipet yardimiyla temiz
bir tlipe aktarilmistir.

e Uzerlerine 2 mL Dulbecco's phosphate-buffered saline (DPBS (1X)) (pH: 7.4,
Gibco, Cat No: 14190250) eklenip karistirilan hiicreler +4°C” de 250 xg’de 10
dakika santrifiij edilmistir.

e Santrifiij sonras1 iist siv1 atilip tizerine 1 mL DPBS eklenip karistirilmis ve yine
+4°C’ de 250 xg’de 10 dakika santrifiij yapilmigtir.

e Tekrar santrifiij sonrasi st sivi atilip tizerine 1 mL DPBS eklenmistir.
Resiispanse edilen hiicreler 1.5 mL’lik eppendorf tiiplere paylastiriimistir.

e Aymn sartlarda (+4°C’ de 250 xg’de 10 dakika) son santrifiij yapilmis ve tist s1v1
uzaklastirildiginda tiiplerin dibinde lenfosit pelletleri toplanmistir. 2 tiip pellet
biri DNA izolasyonunda, digeri ise Total RNA izolasyonunda dogrudan

kullanilmastir.

3.1.3. DNA izolasyonu
IL7’nin  izolasyonunda yapilacak PCR ve benzeri deneysel c¢alismalarin
optimizasyonunda kullanilmak i¢in periferik kandan ayrilan lenfositlerden izole edilen
RNA miktar1 kisitli kalmig bu yiizden periferik kandan ayrilan lenfositlerden genomik
DNA (gDNA) izolasyonu yapilmistir. RNA Bunun i¢in DNeasy Blood &Tissue Kit
(QIAGEN, Cat no:69506) kullanilmistir. Izolasyon igin asagidaki adimlar takip
edilmistir;
e Lenfosit pelletinin {izerine 100 uL PBS eklenip ve tizerine 20 pL proteinaz K (20
mg/mL) ve 20 pL RNAse A (100 mg/mL) eklenmistir. Bunlarin iizerine 200 pL
AL lysis buffer eklenip karistirilmis ve +56°C’de 30 dakika inkiibasyona
birakilmustir.
e Inkiibasyondan sonra siispansiyonun iizerine 200 uL %100’lik etanol eklenmis ve
hemen vortex yapilmistir.
e Siispansiyon spin kolona alinmistir. +25°C’de 6000 xg’de 1 dakika santrifiij
edilmis ve alt tiip atilip yenisi konulmustur.
e Kolona 500 uL AWI eklenmistir. Kolon +25°C’de 6000 xg’de 1 dakika santrifiij

edilmis ve alt tiip atilip yenisi konulmustur.
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e Uzerine 500 pL AWII eklenip +25°C 20000 xg’de 3 dakika tekrar santrifiij
edilmis, kolon, 1.5 mL’lik eppendorf tiipiine alinmustir.

e 50 puL AE buffer membranin orta kismina hizlica birakilmistir. 1 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Ardindan 25°C 6000 xg’de 1 dakika tekrar santrifiij
edilmis toplama tiiptinde gDNA izole edilmistir.

Spektrofotometrede (Optizen, NanoQ) o&lgiim yapilarak gDNA konsantrasyonu
belirlenmistir. Bunun igin cihazin yazilimi, Olglilen absorbans (Aze0) degerini,
[DNA(pgr/mL)=AzesoXsulandirma oraniX50] formiilii kullanilarak hesaplamis ve
konsantrasyonu pL’deki ng cinsinden DNA miktar olarak vermistir. izole edilen gDNA

%0.8’lik agaroz jelde analiz edilmistir.

Agaroz Jel Elektroforezi: istenen konsantrasyonda agaroz jel hazirlamak igin uygun

miktarda agaroz tartilmis ve {lizerine uygun hacimdeki 0,5X Tris-Borat-EDTA (TBE)
buffer eklenerek mikrodalga firinda 1sitilarak ¢ozdirtilmistiir. Jel karisimi yaklasik
60°C’ye kadar sogutulup 0,5-1 pg/mL olacak sekilde Etidyum bromid (EtBr) eklenmistir.
Daha sonra uygun jel kaliplarma dokiilerek polimerizasyona birakilmistir. Calisma
boyunca tiim agaroz jeller bu adimlar esas alinarak istenen konsantrasyon degerlerine

uygun olarak hazirlanmigtir.

Polimerizasyon islemi tamamlandiktan sonra tarak dikkatlice uzaklastirilip jel
elektroforez tankina alinmistir. Yaklasik olarak 1000 ng gDNA igerecek hacimde 6rnek
3ul yiikleme tamponu ile karistirilip jelin kuyulara yiiklenmistir. Konsantrasyonu ve
DNA fragmentleri boyutu bilinen DNA ladder da jelin diger kuyucuguna yiiklenmistir.
Elektroforez islemi sabit akim altinda 70-100 V’da 15 dakika da gergeklestirilmistir. UV
151k altinda gDNA goriintiilemesi yapilmis ve jelin fotografi 6zel goriintiileme sisteminde

cekilmistir.

3.1.4. Primer Dizayni

IL7’nin PCR ile ¢ogaltimi i¢in geninin kodlama yapan dizileri (AH006906.2,
NCBI) kullanilarak primer tasarimi yapilmis ve ayrica Luo vd. (2009) makalesinde
yayinlanan primerler de kullanilmistir. Primer tasariminda Primer3Plus yazilimi
(Primer3Plus, 2019) kullanilmistir. Ayrica Luo vd. (2009) tarafindan verilen primer

ciftinin uclarina, kullanilacak ekspresyon vektoriine dogrudan klonlama igin restriksiyon
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enzimleri (RE) tanima dizilerinin de eklendigi primer ciftleri de tasarlanmistir (Cizelge

3.1).

Siparis edilen primerler oncelikle nukleazdan ari su (NF su) ile 100 uM
konsantrasyonda olacak bigimde sulandirilmis ve ana stoklar elde edilmistir. Bu ana
stoktan PCR calismalarinda kullanilacak olan 10 puM konsantrasyonlarda primer ara

stoklar1 hazirlanmistir.

Cizelge 3.1.Tez ¢alismasinda kullanilan primerler

Primerler Dizilimi Kaynak
IL7-Frw.31 5’- GGACTTCCTCCCCTGATCCT-3’ Tasarland1
IL7.Rvs.534 5- TCAGTGTTCTTTAGTGCCCATCA-3’ Tasarland1
IL7 Forward 5’-GGCTC GAG AAA AGA GAT TGT GAT ATT Luo vd.
GAA GGT AAA-3’ (2009)

IL7 Reverse 5’-AGTCT AGATCAGTGTTCTTT AGT GCC Luo vd.
CAT CAA AT-3 (2009)
5’-ACA TGC ATG CAT GTG ATT GTG ATATTG

IL7 Fr-Sphll AAG GTA AA -3° Tasarlandi
5’-CGC GGA TCCGCGAGTGTTCTTTAGTGC

IL7 Rv-BamHlI CCA TCA AAT -3’ Tasarlandi

’ 5’-CCC AAG CTT GGC AGTGTTCTT TAG TGC
IL7 Rv-HindllI CCA TCA AAT -3’ Tasarlandi

3.1.5. gDNA’dan IL7’nin PCR ile Cogaltimi

IL7 ¢cogaltimi i¢in gerceklestirilecek PCR’larda kalip olarak cDNA kullanilacaktir.
Ancak elde edilecek total RNA ve dolayistyla cDNA miktarmin kisith olusu nedeniyle
PCR optimizasyonlart gDNA kullanilarak yapilmistir.

Optimizasyon c¢alismalarinda, asagida detaylar1 sunulan 4 optimizasyon
calismasinda farkli PCR igerikleri ve farkli marka Taq Polimeraz enzimleri denenmistir
ve bu denemeler her bir primer ¢ifti icin gergeklestirilmistir. Hazirlanan PCR igeriklerine

iligkin bilgiler agagida sunulmustur:

Birinci optimizasyon ¢alismalar:: Rutin PCR islemlerinde kullanilan klasik taq

DNA polimeraz (Invitrogen, cat no: 10342020) kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu

kapsamda tiim primer giftleri i¢in hazirlanan PCR igerigi Cizelge 3.2.’de verilmistir.
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Cizelge 3.2. gDNA’dan IL7 nin ¢ogaltim1 igin yapilan PCR Icerigi (Taq Polimeraz)

Bilesenler 1 Ornek I¢in Miktar Son Konsantrasyon
10X PCR buffer 1.5ul 1X

dNTP (10 mM) 0.3 uL 0.2 mM
MgCl, (50 mM) 0.45 pL 1.5 mM
Primer Mix (10 uM) 0.3 uL 0,5 uM (her biri)
Taq Polimeraz 0.2 uL 1.0U
gDNA (30ng/ uL) 2 uL 4 ng/ pL
Nukleazdan ari (NF) Su 10.25 uL -
Toplam 15 pLL -

ikinci_optimizasyon calismalar: iki farkli markaya ait hazir master miksler
[ExPrime TagqTM Premix (2X) (Genet Bio, cat no: G-5000) ve Deram Taq
(ThermoFisher, cat no: K1081)] kullanilarak PCR reaksiyonlar1 gergeklestirilmistir.

Ayrica bu denemelerde farkli MgCl> konsantrasyonlari kullanilarak etkinlik artirilmaya

calisilmigtir. Bu amagla tiim primer giftleri i¢in hazirlanan PCR igerigi Cizelge 3.3.’te

verilmigtir.

Cizelge 3.3. gDNA’dan IL7’nin ¢ogaltimi amaciyla her primer ¢ifti i¢cin hazirlanan PCR
Icerigi (Farkli Master Miksler + Farkli Konsantrasyonda MgCl.)

Bilesenler Degisken 1 Ornek I¢in Miktar | Son Konsantrasyon
gDNA (30ng/ uL) - 2 uL 3ng/ uL

1. ExPrime
Taq MasterMix (2X) 2T agzxr:rﬁgx 10 pL 1X

PCR M Mix

Primer Mix (10 uM) - 0.4 uL 0,5 uM (her biri)
MgClz (50 mM) 0.5-1 mM 0.2-0.4 uL 0.5-1 mM
NF Su - 2224 uL i
Toplam - 20 pL -

Uciincii _optimizasyon cahsmalari: AQ90 High Fidelity DNA polimeraz

(AMPLIQON, cat no:A457401) kullanilarak hazirlanan PCR igerigi ile denemeler

yapilmistir. Bu kapsamda tiim primer ciftleri i¢in hazirlanan PCR igerigi Cizelge 3.4.te

verilmistir.
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Cizelge 3.4. gDNA’dan IL7 nin ¢ogaltimi igin yapilan PCR igerigi (AQ90 DNA
polimeraz + Farkli Konsantrasyonda MgCly)

Bilesenler 1 Ornek I¢in Miktar Son Konsantrasyon
10X AQ90 buffer 2.5 uL 1X
dNTP (10 mM) 0.5 uL. 0.2 mM
Primer A (10 uM) 0.5 uL 0.2 uM
Primer B (10 uM) 0.5 uL 0.2 uM
MgCl2 (25 mM) 10 pL 1 mM
AQ90 DNA polimeraz(2U/uL) 0.125-0.5 pL 0.25-1U
Betain (5M) 5-10 uL 1-2 M
gDNA (30ng/ uL) 2 ulL 2.4 ng/ uL
NF Su 12.5-13 uL -
Toplam 25 uLL -

Dordiincii optimizasyon calismalari:

Bu kapsamda yiiksek dogrulukta

polimerizasyon yapan Platinum tag DNA polymerase (Invitrogen, cat no:DBgB1d)

kullanilmistir. Her primer ¢ifti i¢in hazirlanan PCR igerigi Cizelge 3.5.’te verilmistir.

Cizelge 3.5. gDNA’dan IL7 nin ¢ogaltimi igin yapilan PCR igerigi (Platinum Tag DNA

polimeraz + Farkli Konsantrasyon MgCl.)

Bilesenler 1 Ornek I¢in Miktar Son Konsantrasyon
10X PCR buffer 1.5 ulL 1X

dNTP (10 mM) 0.3 uL 0.2 mM
MgCl (50 mM) 0.45 uL 1.5 mM
Primer Mix (10 uM) 0.3 uL 0,5 uM (her biri)
Platinum Tag Polimeraz 0.2 uL 10U
gDNA (30ng/ uL) 2 ulL 4 ng/ pulL

NF Su 10.25-10.4 uL -
Toplam 15 pL -

Tiim optimizasyon denemelerinde hazirlanan tiim PCR karisimkar1 Cizelge 3.6. de
sunulan gradient PCR kosullarinda MyCycler™ Thermal Cycler (BioRad, cat
no:1709703) cihazinda inkiibe edilmistir. Boylece primerlerin kalip DNA’ya
baglanabilecegi optimum ¢alisma sicakligi belirlenmigtir. PCR iiriinleri %1°lik agaroz

jelde analiz edilmistir.
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Cizelge 3.6. gDNA’da uygulanan gradient PCR Metodu

Basamak Sicakhik Zaman Dongii
Denatiirasyon 94°C 3dk X1
Denatiirasyon 94°C 45 sn

Annealing 50-60°C (gradient) | 1dk X35
Sentez 72°C 1 dk

Sentez tamamlama | 72°C 5 dk -

3.1.6. Total RNA izolasyonu

Klonlamak iizere cDNA’dan IL7°nin ¢ogaltimi icin periferik kandan ayrilan

lenfositlerin yarisindan total RNA izolasyonu yapilmistir. Bunun igin Purelink RNA mini

kit (Invitrogen, Cat no:12183018A) kullanilmistir. RNA izolasyonu i¢in asagida sunulan

adimlar takip edilmistir;

Lenfosit pelletin tizerine 600 puL %?2 lik beta-mercaptoetanol eklenmis, liziz buffer
eklenip 30 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyondan sonra siispansiyonun iizerine 1:1 oraninda olacak sekilde %70’lik
etanol eklenip vortex yapilmaistir.

Siispansiyon spin kolona alinmistir. +25°C’de 12000 xg’de 15 saniye santrifiij
edilmis ve santrifiij sonra alt s1v1 atilmistir.

Kolona 700 pL Wash Buffer I (WBI) eklenmistir. Kolon +25°C” 12000 xg’de 15
saniye tekrar santrifiij edilmistir. Alt tiip atilip kolon yeni tiipe alinmistir.
Uzerine 500 pL Wash Buffer II (WBII) eklenip +25°C” 12000 xg’de 15 saniye
tekrar santrifiij edilmis alt s1v1 atilmistir. Bu islem 2 kez tekrarlanmastir.

Kolon +25°C’ 12000 xg’de 1 dakika daha santrifiij edilip, 1.5 mL’lik eppendorf
toplama tiipline alinmustir.

50 uL RNAse free su membranin orta kismina dikkatlice birakilmistir. 1 dakika
oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Ardindan 25°C, 12000 xg’de 2 dakika tekrar
santrifiij edilmis toplama tiipiinde total RNA birikmistir.

Spektrofotometrede (Optizen, NanoQ) dlgliim yapilarak izole edilen total RNA’nin

konsantrasyonu tespit edilmistir. Bunun i¢in Azeo degeri cihazin yazilimi tarafindan

RNA(uL/mL)=Azs0*sulandirma oran1*40 formiilii kullanilarak hesaplanmis ve pL’deki

ng cinsinden RNA miktar1 verilmistir.
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3.1.7. cDNA Sentezi

IL7’nin ¢ogaltimi igin kalip olarak kullanilacak CDNA, izole edilen total
RNA’lardan sentezlenmistir. Sentez i¢in Thermo Fisher Scientific High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (LOT:00487144) kullanilmistir.

cDNA sentezi i¢in Cizelge 3.7.”te verilen bilesenler, belirtilen miktarlarda bir araya
getirilip iyice karigtirilmigtir. 0,2 mL tiiplerinde hazirlanan cDNA karisimina esit hacimde
ve yaklasik 350-500 ng olacak sekilde total RNA eklenmistir. Hafif¢ce vortexlenen tiipler
PCR cihazina yerlestirilmistir. CDNA sentezi igin tiipler 6nce 25°C’de 10 dakika,
ardindan 37°C’de 120 dakika sentez i¢in inkiibe edilmistir. Ardindan 85°C’de 5 dakika

inkiibe edilerek reaksiyon sonlandirilmaistir.

Cizelge 3.7. cDNA sentezi igin hazirlanan reaksiyonun igerigi

Bilesenler 1 Ornek Icin Miktar | Son Konsantrasyon
RT buffer (1X) 2ulL 1X

dNTP mix (10 mM) 0.8 uL 0,2 mM

RT Random primer mix (10X) 2 ul 1X
Reverse Transcriptase (20 U/uL) 1 uL 20U

dH.0 42 ul -

Total RNA 10 uL 350-500 ng
Toplam 20 pLL -

3.1.8. Geninin Cogaltilmasi

Hazirlanan ¢cDNA kalip olarak kullanilarak IL7 PCR ile c¢ogaltilmistir. PCR

reaksiyonunda hata orani diisiik Platinum tag DNA polymerase (Invitrogen,

cat

no:DBgB1d) kullanilmistir. Platinum tag DNA polymerase, PCR igin kullanilan siradan

Tag DNA polimerazlardan alt1 kat daha yiiksek dogrulukla DNA sentezi yapmaktadir

(Invitrogen™ Platinum™ Taq DNA Polymerase High Fidelity Manuel, 2019) .

IL7’nin ¢ogaltilmasi i¢in hazirlanan PCR igerigi Cizelge 3.8.te, metodu da Cizelge

3.9.°da verilmistir.

Cizelge 3.8. IL7’nin ¢ogaltilmasi i¢in hazirlanan PCR igerigi

Malzeme 1 Ornek I¢in Miktar | Son Konsantrasyon
cDNA 2ul -

ExPrime Taqg Premix (2X) 7.5uL 1X

IL-7 Primer Mix (10 uM) 1.5uL 0,5 uM (her biri)
NF Su 4ul -

Toplam 15 pLL -
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Cizelge 3.9. IL7’nin ¢ogaltilmasi i¢in hazirlanan PCR Metodu

Basamak Sicakhik Zaman Dongii
Denatiirasyon 94°C 3dk X1
Denatiirasyon 94°C 45 sn

Annealing 58°C 1dk X35
Sentez 72°C 1dk

PCR firiinleri %1.5’luk agaroz jelde goriintiilenmistir.

3.1.9. IL7’nin Jelden Geri Kazanim

Jelde goriintiilenen ve IL7’yi temsil eden, beklenen boyuttaki DNA (534 bg)
fragmenti, bistiiri ile jelden kesilip steril tiiplere alinmis ve saflastirilmistir. Bunun igin
PureLink® Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen, cat no: 00731537) kullanilmistur.
Kesilen jel parcalar1 tartilip asagidaki adimlar takip edilerek saflagtirma islemi

gergeklestirilmistir;

e Tiiplere 400 mg jel i¢in 1.2 mL jel ¢6ziindiirme buffer1 (buffer L3) eklenmistir.
Ve 1sitict blokta 50°C’de 10 dakika inkiibe edilmistir. Her 3 dk da bir tiipler ters
yiiz edilip jelin ¢ézlinmesi saglanmigtir. Jel tamamen ¢oziindiikten sonra tiipler 5
dakika daha inkiibe edilmislerdir.

e (Coziinmiis jeller DNA tutuklayict kolonlara aktarilarak 15000 xg’de 1 dakika
santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra altsivi atilmistir.

e Etanol i¢eren yikama buffer1 (W1)’dan 500 uL kolonlara eklenip 15000 xg’de 1
dakika santrifiij edilip alt siv1 atilmustir.

e Kolonlar maximum hizda 2 dakika daha santrifiij edilmislerdir. Santrifiijden sonra
kolonlar temiz tiiplere (1.5 mL’lik eppendorf ) alinmistir.

e DNA kolondan ¢oziip geri kazanmak iizere 50 plL elisyon buffer1 (E5)
membranin orta kismina birakilmistir. 1 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Ardindan oda sicakliginda 15000 xg’de 1 dakika tekrar santrifiij edilmis ve IL7
tiiplerde birikmistir.

Orneklerin  konsantrasyonu spektrofotometrede (Optize, NanoQ) &lgiilerek

belirlenmistir. Konsantrasyonu 10 ng/uL’nin altinda kalan 6rnekler DNA konsantrator

cihazi (Gyrozen, HyperVAC) kullanilarak konsantre edilmistir.
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3.2. IL7’nin Klonlanmasi

3.2.1. Klonlama Vektorleri

Bu calismada, genin expresyon vektoriine klonlanmasindan 6nce uygun RE

uclariin kazandirilmasi ig¢in alt klonlama (subcloning) yapilmistir. Subcloning ig¢in
CloneJET PCR Cloning (ThermoScientific, Cat n0:00564105) ve Zero Blunt™ TOPO™
PCR Cloning vektorleri (Invitrogen, Cat n0:2046689) kullanilmistir. Boylece her iki

vektoriin klonlama bdlgesinde yer alan ¢ok sayida farkli restriksiyon enzimi tanima

dizilerinin varlig1 daha sonraki expresyon i¢in klonlama ¢alismalaridaki vektor segiminde

esneklik saglayacaktir.

CloneJET PCR Klonlama vektorii (pJET1.2/Blunt), termostabil DNA polimerazlar

ile tretilen, kiit uglara sahip PCR firiinlerinin en yiiksek verimde klonlanmasi igin

gelistirilmis bir vektordiir. pJET1.2/Blunt vektori, 6 bg ila 10 kb'lik insertlerin

Sekil 3.1. pJET1.2 / Blunt vektorii haritasi

30

klonlanamasina  olanak  tanir.
Vektoriin 5'-uclar1 fosforil gruplari
igerir, boylece PCR primerlerinin
fosforilasyonu  gerekli  degildir.
pJET1.2/Blunt vektori seleksiyon
icin ampisilin direng genine ve
lethal eco47IR genine sahiptir. Bu
nedenle gen icine yerlestirilen
¢oklu klonlama bolgesi (MCS)
sayesinde transgeniklerin
insersiyonal inaktivasyonla
seleksiyonuna  olanak  saglar
(CloneJdet PCR cloning kit user
manual, 2019).



Zero Blunt® TOPO® PCR Klonlama vektorii ()CR-Bluntll-TOPO) ise 6zellikle
yilksek dogrulukta calisan 6zel DNA polimeraz enzimleri (High fidelity DNA
polymerase) tarafindan iiretilen kiit u¢lu PCR {iriinlerinin yiiksek verimde klonlanmasina
olanak taniyan bir plazmid vektordiir. pCR-Bluntll-TOPO vektorii, her DNA zincirinin
3' ucuna ("TOPO®-aktive" vektorii olarak adlandirilir) kovalent olarak baglanan

Vaccinia viriisii'den elde edilen DNA topoizomeraz I ile dogrusallastiriimistir. Vektor,

~ insersiyonal inaktivasonla
g =2 8 3 = - Ry - (insertional inactivation)
ROV 252885388 §z8382858% | . o
seleksiyon saglayan ccdB genini
4 icerif. Bu sayede insert tagiyan
, plazmidtlere  sahip  transgenik
= PCR’-Blunt II- y ‘ 5 ‘ '
s TOPO"® hiicrelerin dogrudan se¢ilmesine

3.5 kb izin  verir.  Ayrica  selektif

Kanamisin diren¢ genine de
) ) sahiptir (Sekil3.2) (Zero Blunt
Sekil 3.2. pCR ™ -Blunt I1I-TOPO vektor haritasi ) _

TOPO PCR CloningKit-User

Guide, 2014).

3.2.2. IL7 ‘nin pJET 1.2/ Blunt Vektoriine Yerlestirilmesi
Bu asamada IL7 PCR iiriiniilerinin, pJET1.2/Blunt vektorii ile ligasyonundan 6nce

uclariin kiit oldugundan emin olmak i¢in asagidaki protokol uygulanmustir.

Kiit ug¢ reaksiyonu buz i¢inde hazirlanmistir. Hazirlanan karisim (Cizelge 3.10.) 3-
5 saniye vortekslenmis ve karisim oda sicakliginda 70° C’de 5 dakika inkiibe edilmistir.

Ve karisim buza alinmistir.

Cizelge 3.10. Kiit u¢ olusturma reaksiyonu igerigi

Bilesen Hacim Son Konsantrasyon
Reaksiyon buffer (2X) 10 uL 1X

DNA Blunting Enzim 1 ulL -

IL-7 insert DNA (50-150 ng) 1 uL 150 ng

NF Su 6 uL -

Toplam 18 pL -
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Daha sonra, karisima 1 pL pJET1.2/Blunt vektor (50 ng/uL) ve 1 pL T4 DNA ligaz
enzimi eklenmis ve iyice karistirilmistir. Hazirlanan reaksiyon karisimi oda sicakliginda

(22-25° C) 5 dakika inkiibe edilmistir.

Ayni islemler pozitif kontrol amaciyla kit i¢geriginde sunulan kontrol PCR {iriinii

ile de yapilmistir.

3.2.3. IL7’nin pCR-Bluntll-TOPO Vektoriine Yerlestirilmesi

Jelden kesilerek temizlenen IL7 insert DNA’sinin pCR-Bluntll-TOPO vektoriine
klonlanmasi i¢in Zero Blunt® TOPO® PCR Klonlama kitindeki protokol uygulanmastir.
IL7 insert DNA’siin vektore baglanmasi igin Cizelge 3.11.’de verilen reaksiyon karigimi
hazirlanmistir. Hazirlanan karigim vortexlenmis ve oda sicakliginda (22-25° C) 5 dakika

inkiibe edilmistir.

Cizelge 3.11. pCR-Bluntll-TOPO vektoriine baglanma karigimi

Bilesen Hacim Son konsantrasyon
Tuz ¢ozeltisi 1uL -

pCR I1-Blunt-TOPO vektor 1 ulL 10 ng

IL-7 insert DNA 2 uL 30-50 ng

NF Su 2 uL -

Toplam 6 nLL -

Ayni iglemler pozitif kontrol amaciyla kit iceriginde sunulan kontrol PCR f{iriinii

ile de yapilmistir.

3.2.4. Bakteriye Transformasyon
3.2.4.1. Bakteri Kaynag

Bu tez ¢alismasinda IL7 klonlanmasi igin konakg1 hiicre olarak E. coli bakterisinin
DH5a susu kullanilmistir. Bu sus 1.U. Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Boliimii’nden temin edilmistir. DH5a susu 80dlacZ M15 (lacZYA-argF) U169 recAl
endAlhsdR17(rk-, mk+) phoAsupE44 -thi-1 gyrA96 rel Al genotipine sahiptir.
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3.2.4.2. Besiyeri
Tez ¢alismasinda kullanilan E. coli DHSa susunu iiretmek i¢in Luria-Bertani (LB)

stvi besiyeri (Cizelge 3.12.) kullanilmistir. Hazirlanan besiyerleri 121°C’de, 1 Atm basing

altinda 15 dakika otoklavlanarak steril hale getirilmistir.

Ayrica transformasyon sonrasinda transgenik bakterilerin  seleksiyonunda
kullanilmak tizere kati LB besiyerleri hazirlanmistir. Hazirlanan besiyerleri 121°C’de, 1
Atm basing altinda 15 dakika otoklavlanarak steril hale getirilmistir. Besiyeri uygun
sicakliga kadar soguduktan sonra, kullanilan vektore 0Ozgii antibiyotik eklenmistir.
pJET1.2/Blunt vektorii igcin 50 mg/L konsantrasyonda ampisilin (Sigma, A1593)
antibiyotigi, pPCR-Bluntll-TOPO vektori igin ise 50 mg/L konsantrasyonda kanamisin
(Sigma, BP861) antibiyotigi kullanilmistir. Antibiyotikler besiyerlerine eklendikten sonra
biyogiivenlik kabininde steril petrilere 15-25 mL olacak sekilde dokiilmiis ve katilasmast
icin 30 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.

Cizelge 3.12. LB Besiyeri igerigi (Bertani, 1951)

Malzeme Konsantrasyon
Pepton 10 g/L

Yeast Extract 5g/L

NaCl 10 g/L

Distile Su 1L

Agar (kat1 besiyeri i¢in) | 8 g/L

3.2.4.3. Transformasyon

Transformasyon islemi gergeklestirilmeden bir giin 6nce steril kosullar altinda 15
mL’lik falkon tiiplere 5 mL LB siv1 besiyeri eklenmis ve tizerlerine 100 uL stok E.coli
DH35a bakteri kiiltiiriinden ekim yapilmistir. Ekim yapilan tiipler 37°C, 180 rpm’de gece
boyu inkiibasyona birakilmistir.

Ertesi giin, gece boyu ¢ogalan bakteri kiiltiirlerinden 500 pL bakteri alinip, 6 mL
taze LB siv1 besiyeri igeren iki adet yeni tiipe ekim yapilmis ve 37°C 180 rpm’de 5 saat
inkiibasyona birakilmislardir. Siire sonunda bakteriler 6rnek, pozitif kontrol ve negatif
kontrol icin birer tiip olacak bicimde ve her tiipte 2 mL bakteri olacak sekilde

paylastiriimistir.

Transformasyon islemi i¢in CaCl, Heat shock metodu (Chang vd., 2017)
kullanilmistir. Metod asagidaki adimlar takip edilerek uygulanmstir:
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e Onceden inkiibasyona birakilan bakteriler santrifiij tiiplerime transfer edilmistir.
4°C 6000 rpm’de 8 dakika santrifiij edilmis, {ist s1vi atilmistir. Hiicreler buza
konmustur.

e Tiiplerin igine buzda bekletilmis 50 mM CaCl, den 1’er mL eklenmis ve hiicreler
resiispanse edilip, 20 dakika buzda inkiibasyona birakilmistir.

e Buzdan alinan tiipler 4°C 6000 rpm’de 8 dakika santrifiij edilmis, iist sivi
atilmistir.

e Tiiplerdeki hiicrelerin lizerine buzda bekletilmis 100 mM CaCl, den 125 puL
eklenmis ve hiicreler resiispanse edilip, transformasyona hazir hale getirilmistir.

e Transformasyona hazir hale gelmis hiicrelerden 6rnek tiipiine 6 pL’lik ligasyon
karisimi (IL7+vektor) eklenmistir.

e Hiicrelerden (+) kontrol tiiptine 6 pL’lik ligasyon karisimi (kontrol PCR
trtinti+vektor) eklenmistir.

e Hiicrelerden (-) kontrol tiipiine hicbir ligasyon {iriinii eklenmemistir

e Hiicreler 30 dakika buzda bekletilmistir. Ve ardindan 1sitic1 blokta 42°C’de 1
dakika 1s1 sokuna maruz birakilmistir.

e [s1 sokundan sonra hiicreler tekrar buz i¢ine alinmustir.

e Bakteriler tlizerine 1 ml 2X LB besiyeri eklenmistir ve 37°C 180 rpm’de 30-45
dakika inkiibe edilmistir.

e Inkiibasyon sonrasinda bakteriler 6000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilerek
toplanmis ve yaklasik 100 uL besiyeri kalacak sekilde tist s1vi atilmistir.

e Toplanan bakteriler kalan 100 uL besiyeri ile resiispanse edilmistir.

pJET1.2/Blunt vektdriiniin transforme edildigi bakteriler ile bu vektdr i¢in hazirlanan
pozitif ve negatif kontrol amagli bakteriler LB+50 mg/mL ampisilin igeren besiyerlerine

ekilmistir.

pCR-Bluntll-TOPO vektoriiniin transforme edildigi bakteriler ile bu vektor igin
hazirlanan pozitif ve negatif kontrol amagli bakteriler ise LB+50 mg/mL kanamisin i¢eren
besiyerlerine ekilmistir. Ekim yapilan tiim bakteriler 37°C’de gece boyu inkiibasyona

birakilmstir.
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3.3. Transformantlarin Analizi

3.3.1. Besiyerinde Seleksiyon
Transformasyon sonrasi insert DNA fragmentini iceren transforme olmus
bakterilerin besiyerlerindeki seleksiyonu vektorlerin tasidigi lethal gen ve antibiyotik

direng genlerinden yararlanilarak yapilmistir.

pJET1.2/Blunt vektorii ampisilin direng geninin yanisira EC047RI lethalite genini
de tasimaktadir. eco47IR geninin kodladigi nukleaz enzimi bakteri genomunu keserek
parcalama oOzelligine sahiptir. Bu vektor, bir insert DNA molekiiliiniin klonlama
bolgesine baglanmasiyla biitiinliigii bozulmakta ve bu sayede, sadece insert DNA
baglanan plasmidi almis hiicreler ¢ogalabilmektedir. Bu nedenle transformasyon sonrasi
LB+50 mg/mL ampisilin iceren besiyerine yayilan hiicrelerden cogalan her bakteri

kolonisi transgenik olma potansiyeline sahip olarak degerlendirilmistir.

pCR-Bluntll-TOPO vektorii ise kanamisin direng geni ile birlikte ccdB
lethavektorl genini de tasimaktadir. Vektor, LacZ-a fragmentinin C-terminaline birlesik
ccdB genini igerir. Bir PCR iiriiniiniin vektore ligasyonu, lacZa-ccdB gen fiizyonunun
biitiinltiglinii bozar ve bdylece transformasyonda sadece pozitif rekombinantlarin
biiyiimesine izin verir. ccdB geni, bir toksin-antitoksin sisteminin pargasidir. ccdB, DNA
giraz zehiri olarak islev goren toksik proteinini (CcdB) kodlar, kirik ¢ift sarmallit DNA
ile DNA girazi kilitler ve sonugta hiicre 6liimiine neden olur. Eger vektorde ccdB geni
icinde yer alan klonlama bdlgesine bir insert DNA yerlestirilirse, ccdB okuma cergevesi
bozulur ve rekombinant plazmidi eksprese eden hiicrelerin ¢ogalmasina izin verir.
Rekombinant olmayan vektorler (6rnegin yeniden baglanmis bos vektorler) iceren
herhangi bir hiicre hala ccdB'yi eksprese eder ve bu nedenle &lir. Dolayisiyla
transformasyon sonrast LB+50 mg/mL kanamisin igeren besiyerine yayilan hiicrelerden
cogalan her bakteri kolonisi transgenik olma potansiyeline sahip olarak

degerlendirilmistir.

3.3.2. PCRile Dogrulama
Transformasyon islemi 5 defa tekrar yapilmistir. Ilk iki deneme de herhangi bir
koloni elde edilememistir. Daha sonraki denemelrde transformasyonun ardindan

rekombinant vektoriin transforme edildigi bakterileri tasiyan petrilerde yaklasik olarak 3-
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10 arasinda koloni gozlenmistir. G6zlenen olasi transforme bakteri kolonileri tek tek
isaretlenip etikelenerek, IL7’ye 6zgi primerler veya vektorlerin klonlama bdlgesine 6zgii

primerler kullanilarak koloni PCR yapilarak dogrulanmaya ¢alisilmistir.

Oncelikle her bir koloni i¢in PCR igerigi hazirlanmis (Cizelge 3.13.) ve etiketlenen
PCR tiiplerine dagitilmigtir. Ayrica transforme olmus bakterileri hem daha sonraki
adimlarda kullanmak hem de stok olusturup devamliligini saglamak iizere her koloni i¢in
1 mL s1v1 LB besiyeri+uygun antibiyotik i¢eren tlipler hazirlanmis ve etiketlenmistir. Bir
adet antibiyotikli kati besiyerinin tabam1 cam kalemi ile kutucuklara ayrilip

etiketlenmistir.

Biyogiivenlik kabininde; steril kiirdan ile transforme bakteri kolonisine
dokundurulup sirasiyla kendisi i¢in etiketlenmis PCR igerigine, petride kendi alanina ve
stv1 besiyerine degdirilmistir. Sivi besiyerine ekilen bakteriler 37°C 180 rpm’de gece
boyu, kat1 besiyerine ekilen bakteriler ise 37°C ’lik etiivde gece boyu inkiibasyona
birakilmislardir. Hazirlanan PCR tiipleri ise asagida sunulan kosullar1 (Cizelge 3.14.)

saglamak tizere PCR cihazina yerlestirilmistir.

Cizelge 3.13. Koloni PCR Igerigi

Malzeme 1 Ornek Icin Miktar | Son Konsantrasyon
PCR Premix (2X) 75l 1X

IL-7 Primer Mix (10 uM)

veya 1.5uL 1uM

Vektore 6zgii primer mix (10 p)

Kalip DNA Bakteri -

NF Su 6 uL -

Toplam 15 pL -

Cizelge 3.14. PCR Kosullar1

Basamak Sicaklik Zaman Dongii
Denatiirasyon 94°C 3dk X1
Denatiirasyon 94°C 45 sn

Annealing 55-60°C 1dk X35
Sentez 72°C 1dk
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3.3.3. Dizi Analizi ile Dogrulama

3.3.3.1. Plasmid izolasyonu

Koloni PCR ile uygun boyutta PCR iiriinii elde edilen olasi transgenik bakterilerden

plazmid izole edilmistir. PCR sonucu pozitif olarak degerlendirilen bakterilerden, uygun

antibiyotik iceren 5 mL siv1 LB besiyerine steril kiirdan kullanilarak ekim yapilmis ve

bakteriler 37°C 180 rpm’de gece boyu iiremeye birakilmistir. Ertesi giin plazmid
izolasyonu i¢in GeneJET Plasmid Miniprep Kit (ThermoScientific, Cat no:00561747)

kullanilmistir. Uygulanan protokol su sekildedir:

Bakteriler 4000 xg’de 5 dakika santrifiij edilip toplanmig ve {ist siv1 atilmistir.
Bakterilerin {izerlerine 250 pL resilispansiyon buffer eklenerek resiispanse edilip,
vortekslenmistir.

Stispansiyonun iizerine 250 pL liziz buffer eklenip karistirilmig ve ardindan 350
nL nétralizasyon buffer: eklenip karistirilmistir.

Stispansiyon 18000 xg’de 10 dakika santrifiij edilmistir.

DNA plasmidi iceren {list s1v1 bir pipet yardimiyla purifikasyon kolonunun i¢ene
alinip, 15000 xg’de 1 dakika santrifiij edilmistir

Santrifiij sonrasi saflagtirma kolonu steril bir tiipe transfer edilmistir.

Kolonun i¢ene 600 pL yikama buffer eklenmis ve 15000 xg’de 30 saniye santrifiij
edilip, tst sivi atilmistir. Bu adim (yikama adimi) ayni kosullarda 2 kez
tekrarlanmistir.

Yikama adimindan sonra kolon 1.5 mL eppendorf tiipe alinmigtir.

Onceden 70°C’ye 1sitilmig eliisyon buffer dan tiiplere 50 pL eklenip oda
sicakliginda 2 dakika inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda tiipler ve 15000 xg’de 1 dakika santrifiij edilip, kolon
atilmistir. Eppendorf tiiplerde toplanan plazmid DNA’smin konsantrasyonu
spektrofotometrede Olgiilerek belirlenmistir. Ayrica %1°lik agaroz jelde

goriintiilenmistir.

3.3.3.2. Plasmid DNA’sindan PCR ile IL7 Eldesi ve Dizi Analizi

Dizi analizi 6zel bir firmadan hizmet alim1 olarak gergeklestirilmistir. Transforme

bakterilerden izole edilen plazmidlere pJET1.2/Blunt vektorne ait dizileme primerleri ve
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pCR-Bluntll-TOPO vektorii icin M13 primerleriyle yapilan PCR sonucu elde edilen ve
IL7’yi temsil ettigi Ongorilen DNA fragmenti jelden kesilerek alinmigtir. Jelden
temizlenerek saflagtirllan DNA molekiilleri dizi analizi i¢in soguk zincir kosullarinda

firmaya gonderilmistir.

Jelden geri kazanim i¢in PureLink® Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen, cat no:
00731537) kullanilmistir ve protokol boliim 3.1.9.°da anlatildigi gibi uygulanmustir.
Orneklerin ~ konsantrasyonu  spektrofotometre  (Optize, NanoQ)’de  dlgiilerek

belirlenmistir.

3.4. Transformant Bakterilerin Stoklanmasi
Transformant bakterilerin stoklanmasi amaciyla %75°lik gliserol ¢dzeltisi

hazirlanip 121°C’de 15 dakika 1 atm basing altinda otoklavda steril hale getirilmistir.

Sivi besiyerinde iretilen ve PCR sonucu pozitif olan transforme bakteri
kiiltiirlerinin tzerine 1:1 (%75 gliserol:bakteri) olacak sekilde %75’lik gliserol ¢6zeltisi

eklenmis ve -20°C’de saklanmustir.
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BOLUM 4

BULGULAR

4.1. IL7’nin izolasyonu

4.1.1. Mononiikleer Beyaz Kan Hiicrelerinin Ayristirilmasi

Y ontem boliimiinde agiklandigi bigimde saglikli bir bireyden alinan 4 mL heparinli
periferik kandan, histopaque metodu kullanilarak mononiikleer beyaz kan hiicreleri
ayristirtlmig ve IL7°nin izolasyonu i¢in kullanilmistir. Sekil 4.1.’te beyaz kan hiicrelerinin
yer aldig1 ara faz ve santrifiijle ¢oktiiriildiikten sonra tiipiin dip kisminda yer alan hiicre

y1gmi gosterilmektedir.

Sekil 4.1. Santrifiij sonrast kan-histopaque karigiminda mononiikleer beyaz kan hiicreleri

mononiikleer beyaz kan hiicreleri

—;
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4.1.2. DNA lizolasyonu

Ayrilan mononiikleer beyaz kan hiicrelerinin yarisi gDNA izolasyonunda
kullanilmistir. Izolasyon sonrasi elde edilen gDNA konsantrasyonu spektrofotometrede
(Optizen, NanoQ) 6l¢iim yapilarak 62.9 ng/ uL olarak tespit edilmistir. Saflik degeri ise
1.76 olarak bulunmustur. Ayrica % 0,8 ‘lik agaroz jelde analiz edilerek de elde edilen
gDNA’nin kaliesinin iyi oldugu gozlenmistir (Sekil 4.2.).

Tekrar 1 Tekrar 2

gDNA

Sekil 4.2. gDNA jel goriintiisii

4.1.3. gDNA’dan IL7’nin PCR ile Cogaltimimin Optimizasyonu

Boliim 3.1.4.’te dizileri verilen primer giftlerinin, IL7’nin gogaltimini saglamak
tizere farkli parametreler degistirilerek PCR optimizasyonu calismalari gDNA’da
yapilmistir. Genin boyutu 2116 b¢’dir ve primerlerin baglanma bolgeleri sonucunda
gDNA’dan beklenen PCR iiriiniiniin boyutu yaklagik 2100 b¢’dir. Detaylar1 bolim 3.1.5.
de verilen optimizasyon caligmalar1 her bir primer ¢iftine uygulanmistir. Bu ¢alismalar
sonucunda beklenen boyutta DNA fragmenti [IL-7 Forward/IL-7 Reverse primer]
kombinasyonunda ve 4. optimizasyon ¢alismasi kapsaminda kullanilan enzim ve PCR

igerigi ile saglanmistir (Cizelge 4.1., Sekil 4.3.).
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Cizelge 4.1. IL7’nin ¢ogaltimi i¢in yapilan optimizasyon ¢aligmalarinin sonuglari

Optim. | Degisken Marka Primer gifti Annealin | PCR
no sicaklig@r | iiriinii
(bo)

1 Klasik tag DNA Invitrogen, cat IL7-Frw.31/Rvs534 55-60°C | -
pol. no: 10342020

1 Klasik tag DNA Invitrogen, cat IL7-Frw/Rvs (Lou vd 55-60°C | -
pol. no: 10342020 2009)

1 Klasik tag DNA Invitrogen, cat IL7 Fr-Sphll/RvBamHI 55-60°C | -
pol. no: 10342020

1 Klasik tag DNA Invitrogen, cat IL7 Fr-Sphll/RvHindlIll 55-60°C | -
pol. no: 10342020

2 PCR master miks ve | Genet Bio, cat IL7-Frw.31/Rvs534 55-60°C | -
MgCI2 konst. no: G-5000

2 PCR master miks ve | Genet Bio, cat IL7-Frw/Rvs 55-60°C | -
MgCI2 konst. no: G-5000

2 PCR master miks ve | Genet Bio, cat IL7 Fr-Sphll/RvBamHI 55-60°C | -
MgCI2 konst. no: G-5000

2 PCR master miks ve | Genet Bio, cat IL7 Fr-Sphll/RvHindlI 55-60°C | -
MgCI2 konst. no: G-5000

2 PCR master miks ve | ThermoFisher, IL7-Frw.31/Rvs534 55-60°C | -
MgCI2 konst. cat no: K1081

2 PCR master miks ve | ThermoFisher, IL7-Frw/Rvs 55-60°C | -
MgCI2 konst. cat no: K1081

2 PCR master miks ve | ThermoFisher, IL7 Fr-Sphll/RvBamHI 55-60°C | -
MgCI2 konst. cat no: K1081

2 PCR master miks ve | ThermoFisher, IL7 Fr-Sphll/RvHindlII 55-60°C | -
MgCI2 konst. cat no: K1081

3 AQ90 High fidelity | AMPLIQON, IL7-Frw.31/Rvs534 55-60°C | -
Taq Pol. catno:A457401

3 AQ90 High fidelity | AMPLIQON, IL7-Frw/Rvs 55-60°C | -
Taq Pol. catno:A457401

3 AQ9O0 High fidelity | AMPLIQON, IL7 Fr-Sphll/RvBamHI 55-60 °C -
Taq Pol. catno:A457401

3 AQ90 High fidelity | AMPLIQON, IL7 Fr-Sphll/RvHindlIlI 55-60°C | -
Taq Pol. catno:A457401

4 Platinum High Invitrogen, cat IL7-Frw.31/Rvs534 55-60°C | -
fidelity Taq Pol. no:DBgB1d

4 Platinum High Invitrogen, IL7-Frw/Rvs 56,57,58 | 2110
fidelity Taq Pol. catno:DBgB1d oC

4 Platinum High Invitrogen, cat IL7 Fr-Sphll/RvBamHI 55-60°C | 100
fidelity Taq Pol. no:DBgB1d

4 Platinum High Invitrogen, cat IL7 Fr-Sphll/RvHindlIll 55-60°C | 100
fidelity Taq Pol. no:DBgB1d

Optimizasyon calismalart sonucunda Platinum High fidelity Taq DNA Polimeraz
(Invitrogen, cat no:DBgB1d) ile IL7 Forward / IL7 Reverse (Lou vd 2009) primer
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kombinasyonu kullanilarak yapilan gradient PCR sonucunda 56, 57, 58 ve 60°C‘lerde
yaklasik 2110 bg’ de IL7 igin uygun DNA fragmenti elde edilmistir (Sekil 4.3.). Daha
sonraki cDNA’dan genin ¢ogaltimi siirecinde bu enzim ve IL7 Forward / IL7 Reverse

primer ¢ifti kullanilmis ve annealing sicakligi 58°C olarak kabul edilmistir.

Ladder NK 60.5°C 56°C 57°C 58°C

2110 bg

1K Bp

invitrogen
10488058

Sekil 4.3. IL-7 Forward / IL-7 Reverse primer ¢ifti ile gDNA gradient PCR jel goriintiisii

4.1.4. cDNA’dan IL7’nin PCR ile Cogaltim

Mononiikleer beyaz kan hiicrelerinden izole edilen total RNA konsantrasyonu
spektrofotometrede 6lgiim yapilarak 35.3 ng/uL olarak tespit edilirken safligi da 1.87
olarak bulunmustur. RNA miktari kisith oldugundan agaroz jelde analiz edilmemistir.
Total RNA’nin 350-500 ng’t ¢cDNA sentez i¢in kullanilmig ve High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit ile cDNA sentezi gergeklestirilmistir.

Sentezlenen cDNA’nin 2 pL’si IL7°nin ¢ogaltimi i¢in kalip olarak kullanilmustir.
IL7 ¢ogaltimi i¢in gDNA’da iyi sonu¢ veren ve Luo vd. (2009)’da onerilen IL-7
Forward/Reverse primer kombinasyonu kullanilmistir. Ayrica genin ¢ogaltiminda yiiksek
dogrulukta sentez yapabilen (High Fidelity) DNA polimeraz kullanilmistir. IL7°nin
kodlama yapan ve IL-7 Forward/Reverse primer kombinasyonu ile ¢ogaltilan kismi1 534
b¢ boyutundadir ve yapilan PCR’lar sonucunda bu boyutta DNA fragmenti elde edilmistir

(Sekil 4.4.). Bu fragmentler steril bir bistiiri yardimiyla kesilerek alinmis ve
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saflasgtirilmistir. 1000 bg {izerinde goriilen bantlarin, gDNA kontaminasyonundan

kaynaklandigi diisiniilmektedir.

bp ng/0.5pg

534 be

2.5% agarose

0.5 pg/iane, 8 cm length gel
1XTBE, 5V/cm, 1h

Sekil 4.4. Platinum tag DNA polymerase ile cDNA’dan ¢ogaltilan IL7°nin jel goriintiisii

4.2. IL7’nin Klonlanma Vektoriine Baglanmasi

Jelden kesilerek 1L7’ye ait DNA fragmenti saflastirilmistir. Spektrofotometrede
konsantrasyon 6l¢iimii yapilmig ve 10 ng/uL’nin altinda konsantrasyonu olan érnekler,
DNA konsantrator kullanilarak 30-100 ng/uL konsantrasyona g¢ikarilmistir. Konsantre
edilen IL7’ye ait DNA fragmenti, pJET1.2/Blunt vektorii ve pCR-Bluntll-TOPO
vektorlerine klonlanmak {izere ligasyonlart yapilmistir. Ligasyon iriinleri E. coli’ye

transformasyonu i¢in kullanilmastir.

4.2.1 E. coli’ye Transformasyon
pJET 1.2/Blunt vektoriine klonlanan IL7°nin E. coli’ye transformasyonu igin 3

deneme yapilmus, ilk denemede herhangi bir koloni {iremesi gézlenmemistir. Ikinci ve
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tigtincii denemelerde ise LB+50 mg/mL ampisilinli besiyerinde IL7 ve pozitif kontrol i¢in

3-10 koloninin tiredigi gozlenirken, negatif kontrolde iireme gézlenmemistir (Sekil 4.5.).

pJET1.2/Blunt +IL7 pJET1.2/Blunt +kontrol Negatif kontrol

Sekil 4.5. pJET 1.2/Blunt vektorle transformasyon (LB+50 mg/mL ampisilin)

pCR-Bluntll-TOPO vektoriine klonlanan IL7’nin E. coli’ye transformasyonu igin
2 deneme yapilmus, ilk denemede herhangi bir koloni iiremesi gozlenmemistir. ikinci
denemede ise LB+50 mg/mL kanamisinli besiyerinde IL7 ve pozitif kontrol i¢in 10’dan
fazla koloninin tiredigi gozlenirken, negatif kontrolde de birkag¢ koloni gézlenmistir. Bu
durum elde edilen olas1 transformantlarin giivenirliligi konusunda siiphe olusturmus

ancak yine de dogrulama g¢alismalar1 yiritilmistiir (Sekil 4.6.).

pCR-Bluntll-TOPO +IL7 pCR-Bluntll-TOPO +kontrol Negatif Kontrol

Sekil 4.6. pCR-Bluntll-TOPO vektorle transformasyon (LB+50 mg/mL kanamisin)
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4.3. Transformantlarin Analizi

4.3.1. PCR ile Dogrulama
Transformant bakterileri belirleyebilmek i¢in besiyerinde gozlenen kolonilerin IL7

DNA’s1 tastyip tasimadiklari PCR ile dogrulanmistir.

4.3.1.1. pJET1.2/Blunt icin PCR ile Dogrulama

pJET1.2/Blunt vektoriine IL7’nin klonlanmas: ve E. coli’ye transformasyonun
ardindan besiyerinde gozlenen koloniler PCR ile dogrulanmaya ¢alisildi. Bu kolonilerin,
IL7°ye ait DNA’y1 igerip icermedigini kontrol i¢in oncelikle IL7’ye ait primerler (2.
Primer ¢ifti) kullanilarak koloni PCR yapilmis ancak sonu¢ elde edilememistir
(Sekil.4.7.). Ancak bu primer ile yapilan PCR’larda zaman zaman ¢alismama durumu ile
karsilagilmaktadir. Bu nedenle daha sonra pJET1.2/Blunt vektdriiniin kendi sequencing

primerleri kullanilarak koloni PCR uygulanmastir.

Ornekler
Ladder NK 1 2 3 4 5 6 7 Ladder

bp ng/0.5pg

, 1000 30
7,900 30
Z-800 30
700 30
600 30

agarose

2.5%

0.5 pg/lane, 8 cm length gel
1XTBE, 5V/icm, 1h

Sekil.4.7. IL7’ye ait primerler ile yapilan koloni PCR sonucu

pJET1.2/Blunt vektorii dizileme-forward primer 2913-2935 bg araliginda ve
reverse primer ise 35-57 bg¢ araliginda yer almaktadir (Sekil 4.8.). Bu primerler ile PCR
sonucu elde edilecek DNA fragmentinin boyutu, IL7 insert DNA’sinin varliginda

yaklasik 650 b¢ boyutunda olmasi1 beklenmektedir. pJET 1.2/Blunt vektoriiniin primerleri
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ile yapilan koloni PCR sonucunda 13 kolonide (1-11, 13, 14) beklenen boyutta DNA
bantlar1 gézlenmistir (Sekil 4.9.).

[2612) Pstl BbsI (265q)
. Dralll [2Z72F)
BfuAl - BspMI (28111
y | pJET1.2 forward sequencing primer (2311 .. 2215) |
Eagl - Mokl [2512)

(2221} ¥mnl ~ Aval - BsoBI - PaeR7I - PspXI - Xhol [2355)

—— BmeT110I (2356)
<EcoR¥:>  (2374)

<EcoR¥:> (D)
! ®bal (&)
" Bigl - Neol - Syl (17

BspDI - Clal [47)
I pJET1.2 reverse sequencing primer(3d .. 57] I

(2104} Gcal
[(21D2) Tatl -

(1934) Puul

[1B4E) Fspl — | pJET1.2 /blunt

2574 b

HindIII (251}

[1772) MNmeAIIT -

[1744) Bgll — — BbuCI - Bpul0l (147)
(170d) BstFI -  BsmI [I51)
[1E24) BpmI . BsmBI - Esp3I [174)
(1EES] Bsal Pmel (137
[1EE4) Brwl
[1624) AhdI
7 MfeI (s21)

BspQI - Sapl [ELE)

DrdI (513

[1147) anNI- \
[101%) PspFI Bse¥I [1D15)
Sekil 4.8. pJET 1.2/Blunt vektor haritasi
Ornekler
b, /0.5
b TOToN ladder 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 NK

LT

1.7% agarose

0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1XTBE, 5V/cm, 1 h

Sekil 4.9. pJET1.2/Blunt vektorii dizileme primerleri ile yapilan koloni PCR sonucu

46



4.3.1.2. pCR-BluntlI-TOPO i¢in PCR ile Dogrulama

pCR-Bluntll-TOPO  vektorine IL7’nin klonlanmast  ve E.  coli'ye
transformasyonun ardindan besiyerinde go6zlenen koloniler PCR ile dogrulanmaya
calisildi. Bu koloniler, yine oncelikle IL7’ye ait primerler kullanilarak koloni PCR
yapilmis ancak sonug elde edilememistir (Sekil.4.10). Daha once de agiklandigi gibi IL7
primerleri ile yapilan PCR’larda zaman zaman ¢alismama durumu ile karsilasilmaktadir.
Bu nedenle daha sonra pCR-Blunt vektoriiniin dizileme primerleri olan M13 primerleri

kullanilarak k oloni PCR yapilmistir.

Ornekler
Ladder 1 7 8 9

-
=
R nd
—
T —
e

Sekil.4.10. IL7’ye ait primerler ile yapilan koloni PCR sonucu

pCR-Bluntll-TOPO vektoriiniin kendi dizileme primerleri (M13) kullanilarak
koloni PCR gergeklestirilmistir. M13-forward primeri 448-432 bg araligindadir, reverse
primer ise 207-225 bg araliginda yer almaktadir (Sekil 4.11.). IL7 DNA fragmenti
kolonlama bdélgesine yerlestiginde, M13 primerleri ile ¢ogaltilan DNA fragmentinin
beklenen boyutu yaklasik 800 b¢ olmaktadir. M13 primerleri ile yapilan PCR sonucunda
4 kolonide (1, 3, 5 ve 6 nolu koloniler) 800 b¢ boyutunda DNA band1 elde edilmistir
(Sekil 4.12.).
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lac_promoter

nl (28
Sacl (292)
BamH| (234)
Spel (2007
Al 33
Pstl (367)
EcaR (358)
Hotl (3700
¥hol (3763
¥bal (288)
Apal (333
T7 _promuoter
M
”
FATZ _p O _twd_prmer
. ’\ lacZ_a
pBRIZZ_orgin ORF frame 1
cod B
|
3519 bp
II
/
Dral (26i39)
=h_ble MEQKAN_promoter
blen Bl (12063
Smal (2308
Hmal (2226
Fatll (2EEd)
Amp R _promater
ORF frame 1 ORF frame 1
MeaRsKank
Sekil 4.11. pCR-Blunt II-TOPO vektor haritasi
bp ng/0.5ug Ornekler

Ladder NK 1 2 3 4 5 6

1000 30
/900 30
7800 30

& 3

{9]

— 500 75 800 bg
— 400 30 i
— 300 30

250 75

200 35

150 35

100 35
—50 35

2.5% agarose

0.5 pg/lane, 8 cm length gel
1XTBE, 5V/icm, 1 h

Sekil 4.12. pCR —Bluntll-TOPO vektdriinin primerleri (M13) ile yapilan koloni PCR
sonucu
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4.3.2. Dizi Analizi ile Dogrulama

pJET1/2.Blunt vektoriine klonlama sonucu elde edilen ve koloni PCR sonucu
pozitif olan kolonilerden bakteri c¢ogaltimi yapilarak plazmid izolasyonu
gerceklestirilmistir.  Elde edilen plazmidlerin  konsantrasyonu spektrofotometrede
dlgiilerek 250-1200 ng/uL olarak tespit edilmistir. izole edilen plasmidler %1’lik agaroz
jel de goriintiilenmislerdir (Sekil 4.13.)

Plazmidler

Sekil 4.13. pJET1/2.Blunt vektoriine klonlama sonucu elde edilen kolonilerden izole
edilen plazmit DNA’lar1

Dizi analizi i¢in izole edilen plasmid DNA’lar1 kalip olarak kullanilmis ve
pJET1/2-Blunt vektoriiniin dizileme primerleri kullanilarak PCR yapilmistir. PCR sonucu
cogaltilan ve uygun boyutta olan DNA fragmentleri (650 bg) jelden kesilip saflastirilarak
dizi analizi i¢in kullanilmiglardir (Sekil 4.14.). Dizi analizi 6zel bir firmadan hizmet alimi
olarak gerceklestirilmistir. Ancak DNA transferi sirasinda yikilmis olabilecegi ve bu

nedenle dizileme sonucunda saglikli bir sonug elde edilemedigi bildirilmistir.
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Ornekler

bp ng/0.5 yg
Ladder NK 1 2 3 NK 4 5 6 NK 7 8 9 NK 10 11 13

—3000 28
— RO
1500 28
— 200 25
] 1000 80
=" o0 27
——c00 o7
—
e — 600 27
.00 30
—300 30
—200 30
—100 30

@
7]
e
1
<)
<

©

2

~

0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1XTBE, 5V/iem, 1h

Sekil 4.14. Dizi analizi i¢in plazmid DNA’s1 kullanilarak ¢ogaltilan IL7’yi temsil eden
DNA (650 bg) bantlar1
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BOLUM 5

TARTISMA VE SONUC

Insanlarda, IL-7 T hiicrelerinin gelisimi i¢in gereklidir ve immiin sistem hastalarin
(kemoterapi, radyasyon, AIDS ve kemik iligi nakli) lenfoid rekonstriiksiyonu i¢in
potansiyel terapotik uygulamalara sahiptir. Terapotik uygulamalarda kullanilmasindan
dolay1 son yillarda IL-7’ye talep artmistir ve IL-7 ile ilgili rekombinant iiretimi iizerine

calismalar yapilmis ve yapilmaya devam etmektedir.

Ulkemizde ise heniiz IL7 nin klonlanmas1 ve IL-7 nin rekombinant iiretimine dair
akademik bir ¢alismaya rastlanmamistir. Yapilan bu tez ¢alismasi ile IL7 nin E. coli
bakterisine klonlanmasi basarilmis ve IL-7’nin mikrobiyal tretimi i¢in ilk adimlar
gerceklestirilmistir. Ulkemizde IL-7’nin rekombinant olarak iiretimi konusunda
calismalarin azligr géz Oniine alindiginda tez kapsaminda gerceklestirilen klonlama
caligmalar1 ve elde edilen IL7 tasiyan klonlarin 6nemi agiktir. Elde edilen klonlar daha
sonra rhlL-7 iiretimi i¢in temel bir kaynak niteligi tasimaktadir. Ayrica edinilen bilgi

birikimi bu yondeki caligmalarin hiz kazanmasina katki saglayacaktir.

Literatiirde yer alan IL7’nin klonlanmasi ve hlL-7’nin rekombinant {iretimine dair
caligmalar incelendiginde, IL-7 nin terapotik olarak degerinin ortaya ¢gikmasinin ardindan
klonlama c¢aligmalarinin 2000°li yillarda basladigi ve bugiine kadar devam ettigi
goriilmektedir. 2003 yilinda Oualette vd. (2003) tarafindan hIL-7’nin bir rekombinant
formu, bT7 promotoriiniin kontrolii altinda E. coli HMS174 (DE3) pLysS'de klonlanmis
ve biiytik 6lgekli tiretimi yapilmistir. Diger birgok ¢alismada oldugu gibi bu ¢alismada da
IL7 sentetik olarak elde edilmis, 456 b¢’lik gen dizisi baslangigta PCR tabanli bir
klonlama stratejisi ile pET-11d'ye (Novagen) yerlestirilmistir. Ardindan klonlanan gen
dizisi, ekspresyon vektorii pLC124’ye aktarilmistir. HMS174 (DE3) pLysS (pLC124)
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ekspresyon sistemi ile expresyon saglanmis, fermentasyon ve saflastirma adimlari
gerceklestilmistir. Bir litre fermentor iriinii i¢in 10 mg saflastirilmis rhlL-7 elde
edilmistir (Oualette vd., 2003).

Luo vd. (2009) tarafindan gergeklestirilen bir diger ¢alismada, IL7 gen kaynagi
olarak satin alinan ilgili cONA Kkiitiiphanesi klonu kullanilmistir. cDNA klonundan tez
calismasinda da kullanilan primerler ile PCR yoluyla IL7 ¢ogaltilmis ve mayaya (Pichia
pastoris) klonlanmistir. Klonlama igin Pichia pastoris X-33 susu, ekspresyon vektorii
olarak da pPICZaB kullanilmistir. BoOylece maya ekspresyon sisteminde aktif
rekombinant proteinin  ekspresyonu gergeklestirilmis ve ticari kaynaklarla
karsilastirilmast arastirilmistir. IL7'nin dogal N terminalini ifade etmek i¢in, pPICZaB'nin
bir faktor sekresyon sinyaline ¢ergeve icinde klonlanmasina izin veren bir Xhol bolgesi
tamtilmis ve KEX2 boliinme bolgesini kodlayan bir niikleotit sekanst IL7'nin Oniine
yerlestirilmistir. Fermentasyon ve saflastirma adimlarinin ardindan SP Sepharose FF
katyon degisim kromatografisi kullanilarak %95 saflikta 35 mg/L verimle saflastirilmis
rhiL-7 elde edilmistir. Saflastirilmis rhIL-7'nin pre-B hiicre MTT c¢ogalma tahliliyle
fonksiyonel analizi, ekpresyon {irliniiniin ticari kaynaklarla karsilagtirilabilir spesifik bir
aktiviteye sahip oldugunu kanitlamistir. Ve bunun klinik uygulamalar igin kullanilan

rhlL-7’nin biiylik 61¢ekli tiretimini gergeklestirilebilecegini gosterilmistir (Luo vd, 2009).

Bir baska ¢alismada, arastirmaci hIL-7’nin tiretim yontemlerinin gelistirilmesine
ve insan proteinlerinin bitkilerde rekombinant {iretimine katkida saglamay1 amaglamustir.
Bu ¢alismada iiretici bitki kiiltiir sistemini tanimlamak ve bitki kiiltiirii sistemlerinden
hIL-7 rekombinant proteinlerini iiretip saflastirma {izerine yogunlasilmistir. Bitkilerde
rekombinant proteinlerin ekspresyonun, diger ekspresyon sistemlerine gore iistiinliigii
ortaya konmak istenmistir. IL7 'nin E.coli rosetta-gami B hiicrelerine, BY-2 hiicre hattina,
titiin koki tiiylerine transfrome etmek igin basarili bir sekilde pET32c (+) / IL7;
PENTR221 /cal / IL7; pK7WG2D.1/ cal / IL7; pRTRA 35S / IL7-histag-cmyc-100xELP
transgenik vektorlerini tasarlamislardir. IL-7 rekombinant proteinlerinin en yiiksek icerigi
toplam ¢oziiniir proteinlerin 36.7 ng/pg'si, en diisiik ise toplam ¢6ziiniir proteinlerin 2.25
ng / pg si olarak elde edilmistir. Ekspresyon sistemlerinden elde edilen IL-7 proteinlerinin

biyoaktivitesi, 2 pug/ml'de %82.5'e ulastig1 belitilmistir (Hoang, 2017).
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Sunulan tez galismasi ile IL7’nin E. coli baktesine klonlanmasi amaglanmistir.
Bununla birlikte ¢alismanin asil hedefi literatiirde yer alan calismalara benzer bi¢cimde
rekombinant IL-7’nin iiretiminin gergeklesmesi igin bir baslangi¢ olusturmak ve gerekli
bilgi birikimine katki saglamaktir. IL7 gen kaynagi olarak saglikli bireyden alinan
periferik kandan ayristiritlan mononiikleer beyaz kan hiicreleri kullanilmigtir. NCBI gen
bankasindan saglanan IL7’ye ait diziler kullanilarak genin ¢ogaltilmasi ve ayrica
dogrudan ekspresyon vektoriine klonlanmasi i¢in primerler tasarlanmistir. Planlanan PCR
caligmalarinin optimizasyonu mononiikleer beyaz kan hiicrelerinden izole edilen
gDNA’lar kullanilarak gergeklestirilmistir. Bir yandan da ayni1 kan hiicrelerinden total
RNA izolasyonu ve cDNA sentezi gerceklestirilmistir. Optimizasyon c¢aligmalari
sonucunda basarili bulunan PCR kosullar1 ile cDNA’dan IL7 ¢ogaltilmis ve 2 ayri
klonlama vektoriine baglanmigtir. pCR-Bluntll-TOPO ve pJET 1.2/Blunt vektorlerine
baglanan IL7 E. coli bakterisine transforme edilmistir. Elde edilen olas1 transgenik bakteri
kolonileri PCR ile dogrulanmis ve igerdigi IL7 dizisinin hata igerip igermediginin
belirlenmesi amaciyla ilgili DNA fragmenti plazmit DNA’sindan c¢ogaltilmistir.
Saflastirilarak 6zel bir firmaya nakledilen DNA fragmentlerinin dizi analizi hizmet alimi
yoluyla saglanmaya calisilmis ancak transfer sirasinda DNA’nin yikilmasi olasiligina

istinaden bir sonug alinamadigi firma tarafinca raporlanmistir.

Sonug olarak; bu tez ¢alismasinda insana ait IL7’nin E.coli bakterisine klonlanmasi
hedeflenmis ve yapilan ¢aligmalar sonucunda pJET 1.2/Blunt vektorii araciligiyla L7

iceren 3 bakteri kolonisi elde edilerek -20°C’de stoklanmustir.
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