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OZET

Doktora Tezi

Yag Asiti Baglanma Proteini 4 (Fabp4/Ap2)’e Karsi Monoklonal Antikorlar

Gelistirmesi

Afsar ABBASI TAGHIDIZAJ
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisi

Danisman: Dog. Dr. Erkan YILMAZ

Rekombinant proteinler ve antikorlar, terapotik veya tanisal kullanimi icin bir cok

konakg1 organizma da Uretilmektedir.

Oliimsiiz tek tip antikor hiicre iiretim teknigi, hedef molekiile kars1 antikor iireten B
lenfositler ve uygun myeloma hticrelerinin fuzyonu ile gergeklestirilmektedir. Kaynasan
melez hicreler (Hibridoma hiicreleri), kanser hiicreleri gibi hizla ¢ogalir ve istenen

antikorlari buytk miktarda uretebilir.

FABP4 ve aP2 olarak bilinen yag asit baglayict protein (FABP), en iyi karakterize
edilmis hiicre i¢i lipit tagima proteinlerden biridir ve yag asitlerinin hiicre i¢i ulasim ve
adipoz doku metabolizmasinda anahtar rol oynamaktadir. FABP4 glukoz homeostazisini
duzenleyen yeni bir adipokindir ve metabolik sendromun ¢esitli 6zellikleri FABP4

tarafindan obezite ile baglantili oldugu bilinmektedir.

Bu calismada, metabolik ve inflamatuar yolaklarindaki merkezi rol alan ap2 lipid

saperonuna kars1 monoklonal antikorlarin gelistirilmesi amaglanmistir.

Bu c¢alismada FABP4 proteininin immunojenik molekiiliiniin rekombinant DNA
teknolojisi ile monoklonal antikor {iretimi gergeklestirilmistir. Rekombinant His-FABP4
bakteriler icinde ifadelenmis, afinite saflastirilmasi yapilmistir. Bagisiklastirma igin
Balb/C disi fareler kullanilmistir ve antikor olusum siireci enzime bagli immiinosorbent

test (ELISA) sistemi ile takip edilmistir. Daha sonra immiinize olmus dalak hiicreleri ile



miyeloma hicreleri flizyon edilerek hibrid hiicre olusturulmustur. Hibrid hicreleri Balb/C

karin bosluguna enjekte ederek ascites elde edilmistir.

Uretilen monoklonal antikorlarin aktivitelerini Western Blot ve Immiinositokimya
yontemleri ile sorgulanmistir. Sonug olarak iirettigimiz monoklonal antikorlarin, yag asit
baglayici protein ve lipit metabolizmasi iizerinde basarili bir sekilde calismistir. Yakin
gelecekte, bu antikorlarin metabolik sendrom i¢in olas1 bir tedavi regimlerinde kullanim

olasiliklar1 ve faydali olacagi sorgulanacaktir.

Anahtar Kelimeler: FABP4, Rekombinant Protein, Western Blot, Monoklonal Antikor



ABSTRACT
PHD THESIS

DEVELOPMENT OF MONOCLONAL ANTIBODIES AGAINST FATTY ACID
BINDING PROTEIN 4 (FABP4 / AP2)

AFSAR ABBASI TAGHIDIZAJ
ANKARA UNIVERSITY BIOTECHNOLOGY INSTITUTE
SUPERVISOR: DOC. DR. ERKAN YILMAZ

Recombinant proteins and antibodies can be use for therapeutic or diagnostic purposes which

produced in many different host organisms.

The technique for the production of immortal cell making single antibody, fusing target
antibody-forming B lymphocyte precursor with a suitable myeloma cells. The fused hybrid
cells (called hybridomas), as a cancer cell will reproduce rapidly and will produce large

amounts of the desired antibodies.

Fatty acid binding protein (FABP4) is a well characterized intracellular lipid transport protein
and plays a key role in the intracellular fatty acid transport and adipose tissue metabolism.
FABP4 as a adipokine that regulates glucose homeostasis and has various features for

metabolic syndrome associated with obesity.

In this thesis, we intended to develop of monoclonal antibodies against aP2, a lipid

chaperone, that play a central role in metabolic and inflammatory pathway.

In this study, production of monoclonal antibodies against immunogenic FABP4 protein made
by recombinant DNA technology. Recombinant His-FABP4 was expressed in e.coli and
purified. Balb/C mice used for immunization and serum anti-FABP4 antibodies determined by
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Hybridoma cells created by fusion of
splenocytes and myeloma partner cells. After selection of antibody producing cell clones,

injecting hybridomas into the peritoneal cavity in Balb/C mice ascites fluids was obtained.

We have selected fifteen hybridoma clones that produced antibodies specific for FABP4, as

shown by western blotting and immunocytochemistry. As a result we produced MADbs that has

\



worked successfully and will be useful for the scientific community working on fatty acid

binding proteins and lipid metabolism. In near future, therapeutic approach for this antibody
maybe a possibility in metabolic syndrome.

Keywords: FABP4, recombinant proteins, Western blot, Monoclonal Antibodies,
Hibridoma
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1. GIRIS

Hiicrelere yag asiti trafigi kompleks ve dinamik bir islemdir ve hiicresel fonksiyonlar
tizerinde etkilidir. Yag asitleri, enerji kaynagi ve metabolik diizenlemeler i¢in sinyal
niteligindedir ve “Yag asiti baglanma proteini” (FABP) denen bir araci vasitasiyla
tasinirlar (1,2). FABP’ler 14-15 kDa agirliginda ¢ok miktarda eksprese edilen proteinlerdir.
Tersinir olarak hidrofobik ligand’lara baglanirlar, doymus ve doymamis uzun-zincir yag
asitleri, Eikozanoid’lere ve diger lipidlere yiiksek afinite ile baglanirlar (3,4). Ozellikle
adipoz ve makrofaj yag asiti tasiyici proteinleri (A-FABP ve E-FABP), obezite, diyabet ve

ateroskleroz gibi metabolik hastaliklarin olusumunda merkezi bir rol oynar (5,6).

Adiposit ve makrofaj FABP’leri, metabolik ve enflamatuar yolaklar: ile baglantilidir. Bu
FABP’ler; obezite, insulin direnci, tip 2 diyabet, yagh karaciger, ateroskleroz ve astim

uzerine etkileyici etkiler géstermektedir(7).

A-FABP(FABP4)’si genetik olarak silinmis fare modelinin metabolik sendromun
etkilerine kars1 korundugu deneysel kanitlarla gosterilmistir. Bu yiizden A-FABP’nin
fonksiyonlarmin degistirilmesi yada durdurulmasi metabolik sendromun komponentleri
olan insulin direnci, tip-2 diyabet, ve ateroskleroz’un farmakolojik ajanlarla tedavi
edilmesi sansini ortaya ¢ikarmistir. Kii¢iik molekiillii kimyasal inhibitorlerle metabolik

hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavi edilmesi yolunda basar1 saglanmistir (8—10).

Son yillarda monoklonal antikorlarin diinya ilag pazarindaki artis1 ve bu artisin 1997-2011
arasinda yaklasik %44 arasinda oldugu gorilmektedir. Ayrica diinya ilag pazarinin
yaklasik %10’un monoklonal antikorlarin olusturmasi bu sektoriin ne kadar 6nemli
oldugunu gostermektedir. 2013 yilinda ila¢ sektoriindeki monoklonal antibadi pazar1 75
milyar Amerikan dolarina ulastt ve 2020 yilinda bu rakam 125 milyard dolar tahmin
edilmektedir. (11).

Laboratuvar hayvanlarinda antikor (Abs) Uretimi birgok arastirma projelerinin vazgecilmez
bir parcast haline gelmistir. Amag, bagisiklanan hayvanlarin refahi ile tutarli bir sekilde
yuksek titreli, yiksek afiniteli bir antiserumun elde edilmesidir (12). Hibridoma teknolojisi

ile hiicre soylarinin olusturulmasi ve monoklonal antikorlarin sentezlenme yontemi 1975'te
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César Milstein, Georges Kohler ve Niels Jerne tarafindan miimkiin kilimmistir. Hucre
kiiltiriinde gelisen bu hibrid hiicreler sadece tek bir antijenik yapiyr tanidiklarindan
secicilikleri yuksektir. Bu ozelliklerden dolayr monoklonal antikorlarin kullanim alanlari
¢ok genistir. Bu antikorlar tedavi, tan1 ve arastirma amagli olarak kullanilmaktadir (13).
Monoklonal  antikorlar ~ genellikle  standart  tedavilere de ek  olarak

klinik faydalar1 gosterilmistir (14).

Biyoteknolojinin temeli olan Rekombinant DNA Teknolojisi, bir genomdaki binlerce gen
icerisinden tek bir genin ayirt edilmesini, tanimlanmasini ve DNA molekili olarak
klonlanmis bu genin biiyiikk miktarlarda {retilmesini miimkiin kilmaktadir. Antikorlar,
enzimler, proteinler, antijenler ve daha bir c¢ok biyolojik Grin bu teknoloji ile
uretilebilmektedirler (15,16).

A-FABP’ye kars1 gelistirilecek olan monoklonal antikorlar gibi biyolojik ajanlar hassas
sekilde bu proteini taniyacak ve baglanacaktir. Metabolik sendromlu olgularda A-FABP
seviyelerinin Ol¢iilmesine dayanan bir test sistemi olusturmak c¢ok onemli bir belirteg

olabilir ve hatta ileride bu molekiillerin tedavi amagl kullanilmasi miimkiindjir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. Yag Asit Tasiyic1 Proteinleri (FABPS)

Yag asidi baglayici proteinler (FABPs) hucre igi lipid saperonlari olarak hiicrelerde lipid
cevabini diizenleyen ve ayni zamanda metabolik ve inflamatuar yolaklar: ile gucli bir
sekilde baglantili bir grup molekillerdir (17). FABP protein ailesi butin memeli
hlcrelerinde ¢cok miktarda ifade olan 14-15 kDa sitoplazmik proteinlerdir (18). FABP’ler
yiiksek afinite ile doymus ve doymamis uzun zincirli yag asidleri (karbon sayisi 14’den
fazla olan), cikozonoidler ve diger lipidler gibi hidrofobik ligandlara geri dondsimli
olarak baglanirlar. Yag asidi trafigi hiicresel fonksiyonu cesitli yonlerden etkileyen
karmasik ve dinamik bir surectir. 1972’de kesfedilen FABP’lerin dokuz tipi tanimlanmistir
(17-19). FABP’ler hiicreyi fazla miktarda yag asitlerinden koruyarak membran
biitlinliigiinii saglarlar. Ayrica hiicrede yag asitlerinin ve diger yag arabuluculariin

tasinmasini da gergeklestirirler (4,20,21).

Birincil yapilarma ragmen, biitiin Intracellular lipid binding protein (ILBP)’ler (igunciil
yapilart yiiksek Ol¢iide korunmus vaziyetde bulunmaktalar. Bu protein ailelerinde
paraloglarda %25 ve Ortologlarda ise %90 dizi benzerligi bulunmaktadir. Ortak yapisal
0zelligi bakimindan paralel olmayan iki 5°li teller toplam 10-seritli beta-variller istiridiye
seklinde ve iki kisa alfa heliks baglanma boslugu olusturmaktadirlar. Portal alan1 olarak
kabul edilen bu cisim acilmast ile tiim ILBP’lerde ortak bir yapisal motif olusturan sarmal
doniislii heliks N-terminal etki alan1 gériinmektedir. Anti paralel 10 telden olusan bu kovan
iLBP’lerin belirgin 6zellikleri olarak kalisin {ist familyasi icinde yer alan lipid baglayici

protein boslugu olusturmaktadirlar (22,23).

Tirozin ve Serin-OH baglarinin ve su molekiiliiniin yanisira, iLBP paketi ligandlarin
karboksil grubunu protonsuzlagtirarak bir veya iki arjinin bolgesinden elektrostatik
etkilesimi ile bosluk bélgesinde oturmasini saglamaktadir. Bununla birlikte, bireysel iLBP-
tiirleri arasinda 6nemli farklar, kinetik bag ve afinite ile birlikte ligandlarin taginmasini1 da

etkilemektedir. iLBP’ler boslugunda olan su, ligandlarin baglanmasi i¢in gereklidir.

Yag asit baglayici proteinler (FABPs), cok yonlii proteinler olarak hiicrelerdeki lipid akisi,

trafigi, sinyalizasyon ve metabolizmasini modiile etmektedirler. Genel olarak FABP’lerin



spesifik bir liganda segiciligi yoktur ve afiniteleri ligand hidrofobisitesi ile iliskilidir.
FABP’ler sitoplazmada lipid yapidaki ligandlar1 baglar, ¢ekirdege tasir ve PPAR ailesine

kanalize ederek ilgili genlerin ekspresyonlarinin diizenlenmesini saglarlar (24,25).

Adipoz farklilasma markeri olan FABP4 ifadesi 0zellikle insulin ve insulin-benzeri
biylime faktori 1(IGF-1), deksametazon ve yag asitleri ile indiikklenmektedir ve
peroksizom proliferator aktive reseptor y (PPARy) aktivasyonu igin negatif rol
oynamaktadir (26). FABP4’(in mRNA’s1 transkripsiyonel olarak insulin, yag asitleri ve "
peroksizom proliferator aktive reseptér-gama (PPARg) agonistleri tarafindan kontrol
edilmektedir. FABPs ayrica transkripsiyonel programlari araciligi ile lipitleri niikler
reseptorii olan PPAR'lara sunarak mekanizmalar1 ile

lipid algilama ve tepki

iliskilendirilmistir (27).

Farkli organlar, dokular ve hiicre tiplerinde tespit edilen FABP ailesinin baslica 9 Uyesi

tablo 2’de gosterilmektedir.

Cizelge 2.1. Hiicre ici FABP ailesi

ALTERNATIF
GEN ADI EKSPRESE OLDUGU DOKULAR
ADLARI

FABP1 Liver FABP L-FABP Karacifier, barsak, pankreas, bobrek, akcifer, mide
FABP2? Intestinal FABP I-FABP Barsak, karacifier

Heart FABP H- FARP Kalp, iskelet kasi, beyin, bobrek, akeifier, mide,
FABP3 Mammary derivated growth g testis, aorta, adrenal bez, meme, plasenta, over,

i = MDD ;

inhibitor kahverengi vag dokusu

: : A-FABP ey : e

FABP4  Adiposit FABP P2 Adiposit, makrofaj, dentritik hilcreler

Epidermal FABP E,f:’tﬂ];; Deru, dil, adiposit, makrofaj, dentritik hicreler,
FABPS Keratinosit FABP PAFABP meme, beyin, barsak, bobrek, karaci@er, akeiger,

Psoriasis associated FABP i kalp, iskelet kasi, testis, retina, lens, dalak

lleal FABP II-F ABP,
FABP6&  lleal bile acid-binding I-FABP, Gastrotropin [leum, over, adrenal bez, mide

protein Gastrotropin

Beyin FABP B-FABP o
FABP7  \/5iG-releated gene MRG Sleymn, i, Teiine, M

Myelin FABP M-FARBRP P ; )
FABPS Periferal myelin protein 2 PMP2 Periferik sinir sistemi, schwann hiicresi
FABP9 Tesus FABP T- FABP Testis, tikrik bez, meme



2.1.1. Yag Asit Tasiyic1 Protein 4 (FABP4)

Bu yag asit baglayici protein, adiposit, ALBP, AFABP, yag asit baglayic1 protein 4
(FABP4), adiposit lipit baglama proteini, adiposit tipi yagli asit baglayici protein olarak
tanimlanmistir. FABP4 geni 4 ekson ve 3 introndan olusmustur. Insan adiposit yag asidi
baglayici protein geninin (FABP4) Somatik Hicre Hibrid ve Floresan in situ hibridizasyon
teknikleri kullanarak 8g21’de lokalize bir gen oldugu belirlenmisti. FABP4 14-15 kD

sitoplazmik proteinlerdir ve 132 amino asitten olusmaktadir(28,29).

A-FABP (FABP4, aP2) yag dokusunda, monosit ve makrofajlarda ylksek miktarda ifade
olan kiglk lipid baglayici proteindir (17,30). FABP4 tim FABP ailesi icinde en iyi
karakterize edilmis ve dikkat c¢eken biyolojiye sahip izoformdur. Adipositler
makrofajlardan 10000 kat daha fazla FABP4 ifade ederler. Intrasitoplazmik lipid saperonu
olan FABP4 aktif Kkaraciger glikoz metabolizmasini kontrol etmek igin kan akisina
salgilanmaktadir (93). Ayrica, FABP4 metabolik ve inflamatuar yanit sistemleri ile
biitiinlesmektedir (94). Bu proteinin ifadesi adipositlerin farklilasmas: sirasinda biyuk
6lglde dizenlenir ve mRNA’s1 transkripsiyonel olarak insulin, yag asitleri ve PPARYy

agonistleri tarafindan kontrol edilmektedir(17).

PPAR’lerin ti¢ izoformu (a,B,y) lipid metabolizmasi ve enerji homeostazisinda 6nemli rol
almaktadirlar.  Adipositlerde, A-FABP’in PPARy aktivasyonuna neden oldugu
bilinmektedir (31,32). PPAR ailesinin her (¢ iiyesine baglanan ligandlar, ¢ogunlukla NF-«
B’yi baskilayarak, proinflamatuar sitokinlerinin Uretimini dnlemektedir. PPAR'ler gibi,
LXR lipid metabolizmasinin diizenlenmesi i¢in bir sekilde karsilikli inflamatuar aracilarin
uretimini engellemektedir (33). Bu yolak ile baglantili ve lipid yanitlarin1 koordine eden
diger lipid saperonlar ise adipositler ve makrofajlardir. Adiposit ve makrofajlarinda yag
asidi baglayici proteinler (FABPs) ap2 ve MALL (FABP5)’den yoksun hayvanlar, PPARy
ligandlar1 ile tedavi edilen fare ve insanlarin fenotipinde benzerlik gostermektedir. Bu
FABPs ve PPAR’lar lipidlerin biyolojik etkilerini kontrol etmesi benzer yollar Uzerinde

hareket olabilecegini akla getirmistir (34,35).

Ayrica hormon duyarh lipaz ile etkileserek katalitik aktivitesini diizenlemektedir. Bunun

disinda c-Jun N-terminal kinases (JNK) / inhibitor of kappa kinase (IKK) ve adipositteki
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instilin aktivitesi yoluyla enflamatuar yanitlar1 inhibe eden bir¢ok sinyal yolagina entegre
olmaktadir. A-FABP, yag asidi girisini diizenlemenin yaninda uzak hedef dokularda etki
eden adiposit lipid hormon retiminin kontroliinde de 6nemli rol oynar (17). Makrofajlarda
A-FABP proteini, IKK/NF-kB yolagi ile enflamatuar etkisinin yaninda PPARy
inhibisyonuna neden olur. Farelerde A-FABP yoklugunda makrofajlarda bir¢ok
proenflamatuar sitokin (TNFa, IL1b, IL6, MCP-1 gibi) ve enzimlerin (iNOS, COX2 gibi)

tiretiminin ve fonksiyonunun azaldig1 gosterilmistir (17,36).

FABP4 proteinlerinin metabolik ve inflamatuar yolaklarindaki rolli; metabolik sendrom,
kronik inflamasyon ve obeziteyle ile baglantili oldugu hayvan ¢alismalarinda gosterilmistir
(37). FABP4 eksikligi olan farelerde makrofajlardan kolesterol ¢ikisinin arttig
gosterilmistir. Hem makrofajlarda hem de adipositlerde 0Ozellikle de endoplazmik
retikulumda, lipid sinyallerini organel yanitina entegre etme agisindan A- FABP’in roli
onemlidir. A-FABP eksikligi olan farelerde, genetik veya diyete bagh obezite durumunda,
hiperinsulinemi ve insulin direncinin distiigi gosterilmistir (8,17). Ancak A-FABP’in
insulin duyarlilig1 tizerine etkileri zayif farelerde goriilmemistir. Obezlerde yag dokuda
makrofaj infiltrasyonunun artmas: bu farkliligin nedeni olabilir. A-FABP eksikliginde
TNF- a, IL1b, IL6 gibi inflamatuar sitokinlerin ve iINOS ve COX2 gibi proinflamatuar

enzimlerin Uretimi baskilanmaktadir(17,38).

A-FABP yag hiicrelerinden salinir ve kan dolasiminda bol miktarda bulunmaktadir. Ancak
dolasimdaki aktivitesi tartisilmaktadir. Yiksek serum A-FABP dizeylerinin obezite, meme
kanseri gelisimi ve prognozu ile iliskili oldugu bazi ¢alismada gosterilmistir (39). Mesane
timorlerinde, A-FABP ekspresyonun azalmasi tiimor evresi ve derecesi ile ilgili buluslar
vardir (40). Adipositlerde A-FABP’in kaybi, E-FABP’in artan ekspresyonu ile kompanze
edilmektedir. Ancak bu kompanzasyon makrofajlarda gorulmemesi ile birlikte yeterli
olmadigi s6ylenmektedir (18). E-FABP normal yag dokusunda ¢ok az oranda bulunur. A-
FABP eksik olan farelerden elde edilen adipositlerde lipolizin in vivo ve in vitro etkinligi
azalmustir. Ik baslarda bunu sebebini A-FABP’in hormon duyarl lipazi baglama ve aktive
etme yeteneginden kaynaklandigi diisliniilsede, in vivo deneylerinde henlz
kanitlanmamistir (41). A-FABP eksikliginde bu potansiyel mekanizmanin lipolizi nasil

degistirdigi de bilinmemektedir.



A-FABP’in dendritik hucrelerde de ifade edildigi gosterilmistir. Makrofajlarda total A-
FABP eksikligi, apolipoprotein E eksikligi olan farelerde ateroskleroza karsi ciddi bir
koruma saglamistir. Yiiksek kolesterol iceren bati diyetlerinin verilip verilmemesiyle bu
durum degismemektedir. AFABP eksikliginin ateroprotektif etkisinin predominant olarak
makrofaj i¢indeki fonksiyonlarindan kaynaklandigi kemik iligi transplantasyon ¢aligmalar:
ile gosterilmistir. Bu ¢aligmalar A-FABP’in metabolik ve enflamatuar yanitlar1 entegre
etme yetene8i ve makrofajlarda ve adipositlerdeki farkli aktiviteleri sayesinde metabolik

sendromun komponentlerinin gelismesinde merkezi bir rol oynadigini géstermistir (17).

FABP’ler lipid ligandlar1 PPAR’lerine ileten proteinlerdir. Sitoplazmada lipid yapidaki
ligandlar1 baglar, c¢ekirdege tasir, PPAR ailesine kanalize ederek ilgili genlerin
ekspresyonlarinin diizenlenmesini saglarlar. Adiposit FABP’ler PPARY, kalp ve karaciger
tipleri PPARY ile, epidermal tip ise PPARa ile etkilesir (42,43).

Adiposit Yag asit baglayici protein (FABP4), metabolik ve enflamatuar yollar1 diizenleyen
ve fare modellerinde inhibisyonu, tip 2 diabetes mellitus ve aterosklerozu iyilestirebilir.
FABP4 proteini aktif yag hiicreleri tarafindan salgilanir ve obezite ile dizeyleri
artmaktadir. Insanlarda, dolasimdaki FABP4 seviyeleri obezite, metabolik hastaliklar ve
kardiyak fonksiyon bozuklugu ile iligkili olarak artmaktadir (44).

FABP4 protein ifadesinden yoksun farelerde yag hiicrelerinin lipolizi azalmaktadir. Ancak
FABP4 ifadesi artmis transgenik farelerde yag hiicrelerinin lipolizi artmaktadir. Ayrica
genetik olarak FABP4’ den yoksun farelerde (obezitenin genetik veya diyetten
kaynaklanmayan) obezite kaynakli instlin direncinde Onemli derecede korunma
gorinmektedir (95, 96). Buna ek olarak, siddetli hiperkolesterolemi modelinde FABP4

eksikligi acik bir sekilde aterosklerotik lezyon olusumunu azaltmaktadir (97).

2.1.2. Yag Asidi Baglayic1 Protein(FABP4): Obezite, insulin direnci ve Metabolik

Sendrom

Gectigimiz 50 yil iginde, insan obezite olusumu diinya capinda muazzam bir sekilde
artmistir. Obeziteden etkilenen Ulkeler sadece Yiiksek gelirli tilkeler degil ayni zamanda

gelismekte olan iilkelerde de endise verici bir artis gérinmektedir. Son dénemde insan



obezitesindeki goriilen artis, fazla enerji alim1 ve azalan enerji harcamasi ile salia zararh

adipoz dokunun artisi ile sonuglanmigtir (45).

Son zamanlarda diisiik dereceli metabolik uyarimi ve kronik inflamasyon ¢esitli metabolik
bozukluklarda; obezite, insiilin direnci, tip 2 diyabet ve kardiyovaskiiler hastalik dahil
olmak Uzere bir ¢ok hastalikta rapor edilmistir (46). Ayrica obezite, metabolik sendrom
(MS), tip 2 diyabet (T2D), ailesel kombine hiperlipidemi, lipodistrofi sendromlar1 ve
kardiyovaskiiler hastalarinda plazmadaki FABP4 konsantrasyonunun arttigini géstermistir
(47).

Metabolik sendrom; insulin direnci, obezite, diabetes mellitus (DM) , dislipidemi (HL),
hipertansiyon (HT) ve koroner arter hastaligi (KAH), hipertansiyon gibi sistemik
bozukluklarin birbirine eklendigi oliimciil bir hastaliktir. Adiposit/makrofaj yag asit
baglayict protein 4 (FABP4) adipozite ve metabolik sendrom igin belirteg olarak (MS)
bilinmektedir (48).

Metabolik, enflamasyon ve dogustan gelen bagisiklik siirecleri lipidler tarafindan koordine
edilir ve dizenlenir. Birkac transkripsiyon faktorleri, 6zellikle peroksizom proliferator
aktive reseptor-(PPAR) ve karaciger X reseptorii (LXR) ailesi, bu yolagin modile
edilmesinde onemli olduklar1 goriilmektedir. Bu transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu
makrofajlar ve adipositlerdeki iltihaplanmaya kars1 gesitli genlerin ekspresyonunu inhibe
eder (49).

Metabolik sendrom; obezite, instlin direnci, tip 2 diyabet, hipertansiyon, dislipidemi ve
ateroskleroz gibi enflamatuar anormallikler kiimesidir. FABP4’ln inflamasyon, obezite,
metabolik sendrom, Tip 2 Diyabet (Diabetes Mellitus) ve insiilin direnci ile iligkili
oldugunu gosteren arastirmalar bulunmaktadir (50). Deneysel ¢alismalar, obez siganlarda
FABP’larin sistemik glukoz metabolizmasi ve insiilin etki mekanizmasini diizenledigini
gostermektedir. FABP4 eksikliginin siganlarda obezitenin indiikledigi insiilin direncine ve

Tip 2 Diyabete karsi koruyucu oldugu belirlenmistir (51).

Adipositlerde depolanmis olan trigliseritler Hormone-sensitive lipase(HSL) veya hormona

duyarlhi lipaz aracilifiyla yag asitleri ve gliserole doniistiiriiliir. Yag asitleri birgok



organizma i¢in 6nemli enerji kaynagidir. Artmis glukoz siklikla yag asidine gevrilerek
biriktirilmektedir. Adipoz doku enerji hemoztazisinin énemli bir dizenleyicisi ve insilin
direngliliginin gelisiminde rol oynamasi 6zelligi ile bilinmektedir (52,53). Adipoz dokuda
inflamasyon olusumu, insiilin direngliligi gelisiminde en 6nemli faktorlerden biri oldugu

yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir (54,55).

Yag doku kitlesinin artmasit ve buna paralel olarak gelisen insiilin direnci ile birlikte
lipolizin artmas1 adipoz dokusundan serbest yag asiti ve sitokinlerin salinmasina, sonug
olarak glukoz alimmin azalmasina ve hepatik glikoz Uretiminin artmasina sebep
olmaktadir. Bu daha sonra insulin direncini telafi etmek i¢in insiilin salgilanmasini tesvik
etmektedir. Hiperinsiilinemi ayrica reseptdr duyarsizlastirma yoluyla hedef bolgelerde
insilin direncini arttirir ve dolayli olarak lipogenesis Uzerindeki etkileri gdstermeye
baslamaktadir. Bu kisir dongii sonunda; kronik hiperglisemi, hasarli glukoz ile uyarilmis

insiilin salgilanmasi (B-htcre patolojileri) ve diyabet gelisimine neden olur.

Obez farelerin adipoz dokusundan asir1 ifade olan tiimor nekroz faktorii alfa’nin (TNF-a)
bulunmasindan sonra, obezite, diyabet ve kronik inflamasyon arasindaki olan bag belli
olmustur (56). TNF-alfa, bir proinflamatuar sitokindir ve instlin etkisinin énleyicileri gibi
birgok c¢esitli sinyal iletim basamaklarini aktif etmektedir. Obez fare modellerinde TNF-
alfa’nin fonksiyon eksikligi, instlin duyarliligi ve glikoz dengesinde gelisme gostermistir.
Bu durum, enflamatuar cevabi, obezitede insilin etkisinin diizenlenmesinde 6nemli rola
sahiptir. TNF-alfa, ayn1 zamanda obez insanlarin adipoz ve kas dokularinda asir1 miktarda

ifade olmaktadir ve disaridan uygulandiginda insiilin direncine neden olmaktadir (57-59).

Obezitenin diyabet ve insiilin direnci ile yakin iligskide oldugu uzun suredir bilinmektedir.
Tip 2 diyabeti olan bireylerin %80'inden fazlasinda obezite goérinmektedir ve obez
bireylerin ¢ogunlugu insiilin ve glikoz metabolizmasinda gesitli derecelerde anormallikler
gostermektedir. Tip 2 diyabet gelisimi sirasinda, sistemik insiilin direncinin, kiitle ve
insiilin bozuklugu etkisinin ilk 6nce kas dokularinda goriindiigii sebebi ile dikkatler kas
tizerinde yogunlagsmistir. Ama genetik kemirgen modellerindeki son galismalar adipoz
doku ve pankeratik adaciklarinin sistemik insiilin direncinin ve tip 2 diyabet gelisimini
etkileyen baskin dokular oldugunu ortaya koymustur (60-64). Bu fikir dogrultusunda, ap2
(adipoz yag asit baglayici protein) genetik eksikligi olan farelerde bulunmustur. Ap2
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ifadesi farklilasan adipoz ve aktif makrofajlarda tespit edilmistir. Obezite diyet modelinde,
aP2 eksikligi esas olarak insiilin duyarliligina sebep olmaktadir (9,65).

Yapilan mutant hayvan deneylerinde aP2 eksikligi gosteren hayvanlarin metabolik
bozukluklarinin olmadigin1 géstermistir. aP2-/- fareler yiksek kalorili ve yagli diyete
sokulduklarinda ise kontrol farelerine gore daha fazla kilo almalarina ragmen ilging bir

sekilde instlin direnci ve diabet goriilmemistir (8).

2.2. Rekombinant Protein Uretimi

Rekombinant DNA teknolojisi; son yillarda bilim insanlarinin ilgisini kazanmis DNA
tabanli 6nemli bir aragtir. Rekombinant DNA teknolojisi, verici bir konaktan genleri
tanimlamak, izole etmek, manipiile etmek, ve yeniden ifadelendirmek gibi amaclari olan
bir teknolojidir. ilgili genin izole edilmesi ve ¢ogaltilmas1 metoduna, genin klonlanmasi
denilmektedir. Klonlama ile ilgili gen bolgesini, canli organizmalarda kendi kendine
cogalabilen vektor, plasmit ya da virus gibi tasiyicilar igerisine sokarak rekombinant DNA

olusturulmus olunur (66).

Rekombinant DNA molekiilleri prokaryotik ya da 6karyotik bir konak hiicreye yerlestirilir.
Konak hiicrenin ¢ogalmasi ile birlikte hedeflenen gen bdlgesini igine almis vektor de
cogalir. Boylece, konaktaki yabanci DNA molekiilii sayica artmis olur (67). Bu teknoloji
ile konak organizmaya girmis iki farkli tirden DNA molekiillerinin bir araya gelmesi ile
tipta, tarimda ve endiistride bir degeri olan yeni genetik kombinasyonlar iiretilir. Bu sekilde
kes-yapistir teknolojisi olan yonteminin farkli amaglart olabilir. Bilinen gen Grlinlerinin
fonksiyonu ve regulasyonu ile ilgili temel anlayislar gelistirmek, hiicre i¢i genetik
bozukluklar1 diizeltmek, hastalia duyarli konaklarda yabanci genler ifadelemek, genis
kullanimlar i¢in ¢ok miktarda protein iiretmek rekombinant teknolojisinin amaglarindan

bazilaridir (67,68).

Rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak {iiretilen proteinlere rekombinant protein adi
verilmektedir. Rekombinant protein teknolojisi 6zellikle ila¢ sektoriinde yogun olarak
kullanilmaktadir. Diyabet, hemofili, hepatit, miyokard infarktlis ve gesitli kanserler gibi

dikkat ¢eken hastaliklar rekombinant terapotik iiretimine dahildir. Instilin gibi basit protein
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ile baslayarak daha sonra biiyiime hormonu rekombinant biyofarmasdtik ilaglar son

yillarda oldukga artmigtir.

Rekombinant protein {iretiminin bagarili olmasini saglayan bir diger faktor ise tasiyici
sistemin belirlenmesidir. Giiniimiizde rekombinant protein iiretimi amaciyla kullanilmakta
olan bakteri, maya, bocek ve memeli hiicre hatlarina kadar genis ¢esitlilikte tasiyici ve
protein tretici sistemler bulunmaktadir. En 6nemli iki rekombinant biyomolekadller, insulin
ve eritropoietin, sirastyla E. coli ve Chinese hamster ovary (CHO) hiicreleri kullanilarak
elde edilmistir. Rekombinant protein teknolojisi ile yiiksek kalitede ve saflikta ayni
zamanda kisa siirede ve diisiik maliyette protein elde etmek bu teknolojinin ne kadar

Ooneme sahip oldugunu gostermektedir.

2.3. Gen Transferi

Genetik miihendisligi tekniklerinden faydalanarak genetik materyalin temeli olan
deoksiriboniikleik asidin (DNA) yapisina belirli uzunlukta 6zel gen dizilerinin nakledilme
islemine gen transferi denmektedir. Gen transferi teknolojisinin énemi molekdler biyoloji
ve genetik miihendisligi alaninda yapilan ¢alismalar ile birlikte giinden giine artmaktadir.
Bu teknoloji sadece akademik arastirmalarda kullanilmamakta, ayn1 zamanda endiistriyel
uygulamalarda giderek artan ve gelisen bir teknoloji ile yerini almaktadir. Rekombinant

protein teknolojisi ile gen transferi yaparken dort temel adimdan gegilir (69,70).
2.4. Gen Izolasyonu

Rekombinant DNA teknolojisinde, canli hiicreleri bazi kimyasal maddeler ve enzimler
kullanarak hiicre zarin1 yikip DNA’nin ortaya ¢ikma islemidir. Geni tasiyan DNA
pargalarin1 elde etmek i¢in yapilan islemdir. Bu yontemle ilgilenilen geni tasiyan DNA
parcalari elde edilmektedir (71). Hedeflenen gen bdlgesini klonlamak icin konak hiicreden
sekansin izole edilmesi gerekir. Toplam haberci RNA (mRNA) izolasyonundan sonra
komplement DNA (cDNA) sentezi gergeklestirilir. Bir diger izolasyon yontemi olarak gen
kuttphanlerini kullanarak etiketlenmis gen kopyast ve mRNA dizisine sahip olunursa,

bitiin genomdaki Klonlar arasinda arastirilan geni igeren klon saptanabilir (70,72).
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2.5. Geni Tasiyacak Uygun Arac; vektorlere aktarim

Mikroorganizmalar arasinda gen klonlamasinda bir ¢ok araci molekillerden (vektor)
yararlanilmaktadir. Bunlarin amaca yonelik ve bilingli olarak se¢ilmesi ve kullanilmasi
gereklidir. Ozellikle, restriksiyon haritalarnin, baz siralarinmn, gen fonksiyonlarinin, hiicre
ici replikasyon mekanizmalarinin, spesifik markerlerinin, vs. diger 6zelliklerinin ¢ok iyi
bilinmesi ve taninmasi klonlamanin basarisi i¢in ilk adimi olusturmaktadir. Gen

klonlamasinda baslica 3 temel vektérden yararlanilmaktadir (73).
2.5.1. Plasmid Vektorler

Bazi prokaryotik (bakteriler) ve dkaryotik organizmalarda (maya, flamentdz mantar, mavi
algler, vs.), hicrenin buyuk kromozomundan ayri olarak sitoplasma iginde ya serbest
olarak (plasmid) veya hiicre kromozomu ile birlesmis halde (episom), DNA karakterinde

ekstrakromozomal genetik elementler bulunmaktadir (73).

Kromozomdan bagimsiz olarak, kendi kendini replike edebilen, ¢ift sarmalli, halkasal
DNA molekiline plasmit denir. Plazmitler bakterilerin hayati fonksiyonlar1 kontrol eden
genler haricinde esansiyel olmayan genler icerirler. Plazmitler genellikle bakterilerde
bulunurlar; ancak ¢ok nadir olarak Saccharomyces cerevisae gibi 6karyotik hucrelerde de
bulunabilirler. 1.000 ile 1.000.000 baz ¢ifti uzunlugu arasinda degismektedirler. Bagimsiz
olarak hiicre boliinmesinde kendisini esleyerek gogalabilir ya da plazmit 6nce ana DNA'ya
kaynasabilir, sonra huicre boltinmesi ile birlikte ¢ogalabilir. Ancak bu kaynasma sirasinda

hlcrenin baz1 0zellikleri etkilenmektedir (74,75).

Genetik biliminde kullamlan bu plazmitlere vektdr adi verilir. ifadelenme, uygun genetik
altyaptya sahip bir vektdr kullanilarak tetiklenmektedir. ifade vektorlerinin — genetik
elementleri replikasyon orjini (ori), antibiyotik diren¢ belirteci, transkripsiyonel
promotorlar, translasyon baslangic bolgeleri (TIRs) ve transkripsiyonel ve

translasyonelsonlandiricilardir (76,77).

Heterojenik protein Gretilmesi icin kullanilan sistemler arasindan, gram- negatif bakteri

E.coli ile galigmak bir ¢ok organizmaya gore tercih sebebidir. Hizli biiylimesi, ucuz
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kosullarda yetistirilmesi, genetik alt yapisinin ¢oziimlenmesi, klonlama vektorlerin
rahatlikla ¢ogalmasi ve mutant akrabalarinin bulunmasi bu teknolojide kullanilma

nedenlerindendir (76,78).

En cok kullanilan plazmitlerden pBR322, ampisilin ve tetrasiklin antibiyotiklerine karsi
immnun bolgeler icerirler. 6000 baz ¢iftine kadar DNA molekiiliinii tastyabilirler. pET
ekspresyon vektorleri de pBR322 plazmitinden tiremistir. Klonlama ve E.coli’de in vivo
rekombinant protein ifadelenmesi i¢in yaygin olarak kullanilan ekspresyon vektorlerden
bir tanesi de pET ekspresyon sistemleridir. Bu vektorlerin yaygin olarak kullanilma nedeni,
T7 bakteriyofaj genine sahip olmasidir. Bu genin kodladigi T7 RNA polimeraz ile yliksek
seviyede transkripsiyon ve translasyon yapilmasi tetiklenmektedir. pET vektorleri
antibiyotik direnclilik geni, lacl genine ve T7 promotor ve lac operatoriine sahiptir. Bu
sistemde, ilgili bolgenin protein kodlayan kismi T7 promotorunun ve 10 leader dizisinin
asag1 kismina klonlanir ve E. coli suslarina transforme edilir. T7 RNA polimerazin lacUV5
promotorundan ifade edildigi kromozom entegre kasetin isopropyl [-D-1-

thiogalactopyranoside (IPTG) ile indiiklenmesi ile protein ifadelenmesi saglanir.

Protein ifadelenmesi igin kullanilacak bir diger yontem polimeraz ifadeleyen bakteriyofaj
lambda CE6 ile hiicreyi enfekte etmektir. T7 RNA polimeraz suslarda olmadigl icin
klonlanmis hedef genin bazal ifadelenmesi olduke¢a diisiiktiir. IPTG, vektorde aktif T7
RNA polimeraz c¢alismasmin tetikleyerek, konagin RNA polimerazi ile transkripsiyon
acisindan yarisirlar. Boylece, hedef protein birka¢ saat igerisinde hiicre igerisindeki
ifadelenen proteinlerin ¢ogunu olusturacaktir. Lac represor (Lacl) T7 RNA polimerazin
promotora gidip baglanmasi engeller. Ilgili genin proteine doniismesi igin IPTG
varliginda Lacl’nin bagli oldugu operatér DNA dizisinden diiser ve bunun yoklugunda, T7
RNA polimerazin T7 promotorunu tanimasi ile transkripsiyon baglar. Eger bakteri orta log
biiyiime fazinda indiiklenirse (OD600nm 0.6-0.9), protein maksimum seviyede
uretilebilmektedir (79-81).

2.5.2. Bakteriyofajlar

Bakteriyofajlar bakterileri enfekte eden virlsler olarak diger bir klonlama vektoridur.

Uzunluk olarak plazmidlerden daha biylik DNA pargalarinin klonlanmasinda
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kullanilmaktadir. Rekombinant DNA teknolojisinde en sik kullanilan fajlardan birisi olan
lambda fajinin genom biiyiikligi 50 kilobaz olup bunun yaklasik 20 kb lik bolimi
klonlamada kullanilabilir (82,83).

Fajlarin bir ¢cogu kendi konakgilarinda lizis (virulent fajlar) meydana getirmelerine ragmen
diger bir kismi i¢inde bulunduklart bakterilerde herhangi bir zarar verici etkide
bulunmazlar (Orn. E. coli ’ye ait lambda faji, C. diphtheriae ait beta faj1, vs.). Bu tiir fajlar
bakterinin genomu ile kaynasir ve onun bir devami haline gelerek birlikte ve es zamanli
olarak replike olurlar. Her hiicre boliinmesi sirasinda bakteri DNA’s1 ile birlikte kardes

hiicreye aktarilir (profaj). Lambda faj1 ve beta faj1 birer profajdirlar.

Vektor olarak, genellikle, E. coli ’ye ait fajlardan (Lambda, M13. vs.) ve ayrica fajmid ve
kosmidlerden de yararlanilir (82,84).

2.5.3. Kozmid Vektorler

Kozmid vektdrler dizilerinin yarisini fajdan diger yarisin1 da plazmidlerden alan hibrid bir
vektordir. Klonlanacak DNA dizisinin araya sokulacagi cos (cos= cohesive ends)
bolgesini lambda fajindan alan kozmidler, replikasyon orjini, restriksiyon tanima ve kesim
bolgesi ile ampiciline direng genlerini plazmidden allmaktadir. Bu vektorler, 30-44 kb
uzunlugundaki DNA parcalarinin klonlanmasinda kullanilan fajemid vektordiir. DNA
dizisinin tespiti i¢in kullanilan diger bir fajemid vektor ise M13 bakteriyofajidir. Bu
klonlama vektorleri, belirli 6zelliklerin kazandirilmasi ve klonlanacak DNA bdolgesi
uzunlugunun artirnlmast amaciyla laboratuarda dizayn edilmis sentetik DNA
molekiilleridir. Tki cos bolgesine ve iki markere (ampr, kanr) sahip olan kosmidlere ¢ift cos
bolgeli kosmid vektorler denir. Kosmidler iki restriksiyon enzim ile ayn1 anda kesildiginde
iki lineer parca elde edilir ve her birinde bir cos boélgesi bir marker bolgesi bulunur.
Yabanct gen DNA’s1, iki cos bdolgesi arasina yerlestirilir. Diger islemler aynen tek cos

bolgeli kosmidde oldugu gibi yiiriitiiliir (83).
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2.6. Ligasyon

Ligasyon, rekombinant DNA teknolojisinde klonlanacak olan geni tasiyan DNA pargalari
ile vektor DNA’sinin bir enzim aracigiliyla birbirlerine baglanmasi islemine denir.

Ligasyon islem igin ligaz aktivitesine sahip enzimler kullanilmaktadir.

DNA ligazlar, rekombinant DNA dizilerinin olusturmasi i¢in ¢ok dnemli bir aragtir. Clnki
DNA ligazlar1 kullanmadan restriksiyon enzimleri ile elde edilen DNA pargalarinin bir
plazmit icine yerlestirmesi mimkiin degildir. Uglar1 birlestirilen DNA molekiillerinin
uglar1 "yapigkan" veya kiit olabilir. DNA ligazlar bir DNA molekdlintn 3" hidroksil ucu ile
digerinin 5' fosfat ucu arasinda fosfodiester bag olusturmaktir. Katalizledikleri reaksiyonlar
icin yuksek enerjili ATP veya NAD kofaktorlerini kullanirlar. Basarili bir ligasyon
(birlestirme) reaksiyonu igin en uygun sicakligin bulunmasi gereklidir. Bir ¢cok reaksiyon,
bakteriofaj T4'ten elde edilen T4 DNA ligazi ile katalizlenmektedir (85).

2.7. Transformasyon

Genler bir bakteri hiicresinden digerine {i¢ ayr1 mekanizma ile nakledilebilir. Bu
mekanizmalar; Konjugasyon, Transdiksiyon ve Transformasyon olarak bilinmektedir.
Transformasyon, DNA teknolojisi kullanilarak hiicre dist DNA’nin hiicre tarafindan igeri
alinmas1 ve genoma entegre edilmesi olayidir. Transformasyon sonucunda alinan DNA ile
birlikte (hiicrenin genotipine miidahale edilerek) fenotipi de degismektedir. Kisaca,
ekzogenik bir DNA molekiiliinlin hiicre icine alimip hiicre ile biitlinlesmesidir.
Transformasyonun ilk asamasinda 0° de yiiksek konsantrasyonda katyonlarin varliginda
ekzogenik DNA bakteri yiizeyine yapisir ve baglanir. Sicaklik 0°C’den 42°C’ye
cikarildiginda, hiicre duvarindan sitoplazmaya girer. Ekzogenik DNA, DNAaz’ e karsi
direngli hale gelir. Sonunda igeri girmis yabanci DNA molekiilii, bakteride hayatin1 devam
ettirebilmek icin ya kendi basina kararl bir replikon olusturur ya da yerlesmis replikon ile

homolog rekombinasyon yapar (86).

Transformasyon islemine baslamadan once belirli gen bdlgesi ligaz enzimi araciligiyla
vektor ile birlestirilir. Genellikle niikleik asitler, 6rnegin plazmitler uyaric1 bir etki
olmadan bakteri hicrelerinin icine giremezler. Bu ylzden transforme olacak hiicre

membranlarinin diizenlenmesi, disaridan gelecek molekiilleri hiicre icine kolaylikla
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alabilmeleri i¢in kompetan hiicre olmalart gerekir. Hiicre, Ca2+, Ba2+, Sr2+, Mg2+,
Mn2+, ya da Rb+ gibi katyonlarin herhangi biri ile muamele edildiginde kompetan hale
gelmektedir. Kompetan hiicre hazirlamak igin farkli metotlar vardir; kalsiyum kloriir
(CaCl2), rubidium Klortr (RbCI) ve transformasyon stok solusyonu (TSS) metotlar1 en ¢ok
bilinen ve kullanilan metotlardir. TSS ¢6zeltisini kullanarak E.coli huicresini kompetan hale
getirmek hem hizli, hem kolay hem de yiiksek oranda tranformasyon verimliligi olusturur.
E. coli’nin hemen hemen tiim suslar1 TSS ile kompetan hale getirilebilir ve bu hiicreler
yillarca verimliligini kaybetmeden kararli halde - 800C’de yasayabilirler. TSS igerisinde
Luria-Bertani (LB) broth, poli etilen glikol (PEG), dimetil silfoksit (DMSO) ve Mg
katyonlar1 bulunur (86-88).

2.8. Istenilen Geni Tasiyan Bakterilerin Secimi (Seleksiyon)

Rekombinant DNA teknolojisi ile yeni gen pargalarini tasiyan ve ayrica istenilen
Ozellikleri tastyan klonlar1 digerlerinden ayirma islemine, rekombinant se¢cimi adi

verilmektedir.

Konak hiicrenin bir parcasi olan rekombinant DNA molekiilleri hiicre ikilesmesi ile gogalir
ve bu sekilde tasinan gen pargalarinin ¢ok sayida kopyasini elde edilir. Konak hicre
icerisinde arzu edilen geni almis olan rekombinant hiicrelerin segilebilmesi gen
klonlamasinda en &nemli basamaklardan biridir. Bunun sebebi ise, rekombinant DNA
olusturulmasi ve transformasyon sirasinda basar1 olasiliginin genellikle ¢ok yiksek

olmamasidir. Genetik se¢imde uygulanan iki teknik vardir:

- Konak hiicrelerde tagiyicinin varliginin se¢imi

- Tastyictya sokulmus DNA parcasindaki genin se¢imi

Konak hiicreye transforme edilmis yabancil DNA molekiiliinii iceren vektore sahip
kolonileri, transforme olmamis kolonilerden ayirt edebilmek i¢in vektor iizerinde bulunan
antiyotik genleri ile segicilik saglanabilir. Bu genler sayesinde, vektorii almis koloniler
antibiyotigin igerisinde bulundugu besiyerinde direnglilik genine sahip oldugu igin
yasarken, transforme olmamis kolonilerde antibiyotigin direnglilik geni olmadig: i¢in o
ortamda yasayamazlar. Sonu¢ olarak direnglilik genleri rekombinant genin konaga girip

girmedigini gériintiilemek amaciyla vektor tizerinde bulunurlar (89). Iceri alinan plazmitin
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hedef gen dizisini icermeyebilir. Bunu anlamak i¢in de Lac sistemi kullanilabilir ya da

koloni polimeraz zincir reaksiyonu ile genin igeri girip girmedigi kontrol edilir (67,79).

Antibiyotiklerin yaptig1 antibakteriyel hareket bakteride dort farkli mekanizmaya etki eder.
Hiicre duvar1 biyosentezinde, niikleik asit metabolizmasinda ve tamirinde, protein
sentezinde yer alan enzimlerin diizenlenmesini ya da inhibisyonunu saglayarak
antibakteriyel oOzellik kazanirlar. Rekombinant teknolojisinde en ¢ok karsilasilan
antibiyotikler; ampisilin, tetrasiklin, kanamisin, neomisin, kloramfenikol’diir. Kanamisin
30S ribozomal alt iinitesine baglanarak mRNA’nin yanlis okunmasina neden olur. Bu
yanlis okuma anormal peptitlerin hiicre igerisinde birikmesine ve sonunda bakteri
hiicresinin 6lumune neden olur. Aminoglikozid grubu bir antibiyotiktir; Streptomyces

kanamyceticus bakterisinden izole edilmistir ve siilfatli formunda kullanilir (90,91).
2.9. Protein Ifadesinin Indiiklenmesi

Ilk olarak Jacques Monod (92) tarafindan kesfedilen edilen gen denetim sisteminin,
glukozun yoklugunda E.coli tarafindan ifade edilen proteinlerle ve laktoz metabolizmasiyla

iliskili (laktoz var) olan lac operonudur.

Ortamda laktoz yoksa regiilator genin iirettigi baskilayici protein, operator bolgeye
baglanir ve promotor bolgeye RNA polimerazin baglanmasi engellenir. Transkripsiyon
gerceklesmez. Ortamda laktoz varsa, bakilayici proteine laktoz baglanir, operator bolge

bos kalir, RNA Pol. promotora baglanir ve transkripsiyon gerc¢eklesir (Sekil 2.1).

Lak-Operon
DNA "\ ZEE Tl Mz | mer | A NN
F o~
. -

{ﬂaf RNA polimeraz - _ﬁ/

mRANA o~ MANA e
5 5=

Protein H—F - : | Beta-galaktozidaz ||Permeaz ||Transasetilaz|

Allolaktoz 0 inaktif
(indiikleyici) baskilayici

Sekil 2.1. Lak operon ve diizenleyici genleri (93).
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E. coli’de lac operonunun dizenlenmesi gen ifadelenmesinin transkripsiyon seviyesinde
negatif olarak kontrolii i¢in gerekli bir paradigmadir. Lac operonunun kontrolii diger
negatif olarak bakteriyel sistemlerin diizenlenmesine gore daha etkilidir. Indiikleyici
varliginda, Lac enzimleri 1000 kat artabilirken, gal operonu 20 kattan az indiklenir. Lac
operonun baskilanmasi ile lac promotoruna RNA polimerazin baglanmasini direk olarak
engellenmis olur. IPTG allolaktozu taklit eden bir molekiildiir. Laktoz ise lac operonun
transkripsiyonunu tetikleyen bir metabolittir. [PTG yapisindaki siilfiir atomu hiicre
tarafindan hidrolize olmayan kimyasal bir bag yaratir. Bdylece, hiicre onu metabolit olarak
kullanamaz, parcalayamaz ve IPTG konsantrasyonu sabit olarak kalir (94).

Lac operator dizisinin Ooniinde T7 promotorun yerine E.coli’nin RNA polimerazinin
baglanabilecegi lac promotor dizisi vardir. Promotorun dniinde ise lac operonunu agilip
kapanmasini kontrol eden repressor bolgesi bulunur (95). Laktoz yoklugunda, lacl operator
bolgeye baglanir ve DNA’y1 40° biiker. Bu biikiilme, T7 RNA polimerazin promotor
bolgesine baglanmasini engeller. Ortamda bulunan IPTG, lac represoriine baglanir ve lac
operotoriinden tetramerik represorii ¢ikarir. BOylece lac operonunda genlerin (beta

galaktosidaz gibi) transkripsiyonuna izin verilmis olunur (96,97).
2.10. Protein Saflastirmasi

Proteinler ¢esitli kaynaklardan elde edilerek endlstriyel ve laboratuar oOlcegindeki
saflastirilmalarda genellikle ayn1 yontemler takip edilmektedir. Proteinlerin fizikokimyasal
yapilar1 saflastirma yonteminin segilmesinde 6nemli rol almaktadir. Bunlardan: ¢6ziinme
kabiliyeti, molekiil agirligr ve yiikiidiir. Rekombinant proteinlere bir “etiket” takilarak ilgili
proteinin ortamdan daha kolay ayrilmasini saglayacak bir 6zellik katmaktadir (98).

Belirli hiicreler tarafindan ifade edilen proteinler hazir hale gelmeleri i¢in arndirilip
saflagtirillmalar1 gerekmektedir. Bu isleme “downstream processing” adi verilmektedir.
PH degisimi ile kolayca etkilenen proteinler denatiire olarak biyolojik aktivitelerini
kaybederler. Biyofarmasotiklerin ¢ogu nétral pH’ta veya 5-8 arasindaki pH’larda stabilite
olmaktalar. Bu yiizden saflastirmak icin distile su ile hazirlanan tampon ¢ozeltiler kullanilir
(99).
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proteinlerin tretildigi kaynaktan geri kazanimi en 6nemli asamalardan biridir. Canli bir
hiicre tarafindan tiretilen proteinler genellikle ortama salgilanir ve hiicre-disi (ekstraseliiler)
proteinlerdir. Bunun aksine rekombinant bakteriler tarafindan Uretilen proteinler hiicre
igine salgilanir ve hiicre ici proteinlerdir. Her iki durumda yapilacak ilk islem hicrelerin
toplanmasidir. Bunun i¢in genellikle santrifiijleme bazen de mikrofiltrasyon yontemi
uygulanmaktadir. Uriin hiicre disindaysa hiicreler inaktive edilerek (otoklavlama ile) atilir,
protein sivi kisimdan daha ileri tekniklerle saflastirilir. Hiicre iginde olan Grinleri elde
etmek icin, hiicre ¢okturilmesi yapilir ve daha sonra hicre zar1 parcalanarak hiicre
icerigiyle birlikte s6z konusu proteinin agiga ¢ikmasi saglanir.

Hiicre sivisinda dagilmis halde bulunan rekombinant proteinlerin ekstraksiyonu
konusundaki problemlerden dolay1 birgok yontem gelistirilmistir. Hicreleri parcalayarak
fraksiyonlarina ayirma yontemleri, temelde hiicre sinirlariin gesitli fiziksel ya da kimyasal
tekniklerle yok edilmesini kapsar. Bakteri hiicre duvarinin pargalanmasinda kullanilan

teknikler Tablo 1’de gosterilmistir.

Cizelge 2.2. Bakteri hiicrelerinin ¢6zilmesinde kullanilan bazi yontemler

1- Kimyasallar: Deterjanlar,  Antibiyotikler, Organik
cozlculer(orn: aseton, toluen) ve denatiire edici ajanlar
(6rn: Ure, guanidin)

2- Alkali maddeler

3- Sonikasyon

4- Homojenizasyon

5- Abraziflerle calkalama (cam bilyeler)

6- Lizozimler

Proteinlerin hiicre ve dokudan saf halde izole edilmesi oldukca onemlidir. Ozellikle
proteinin konsantrasyonu diisiik ise hiicre i¢erisindeki diger proteinlerden ayirmak i¢in ve
saf halde elde etmek igin saflagtirilacak proteine uygun yontemin secilmesi gerekir.
Saflastirilmada farkli yontemler kullanilmaktadir. Saf veya safa yakin protein eldesi i¢in bu

yontemlerden bir veya birkagi arka arkaya kullanilmaktadir (100,101).

Proteinleri izole edebilmek i¢in 6ncelikle yapilmas: gereken bazi adimlar vardir. Ilk olarak,
izole edilecek proteinin fazla miktarda iiretilebilecegi doku veya hiicre grubu segilir.
Proteini fazla miktarda iiretmis hiicre veya dokular uygun tampon ¢ozeltiler ile homojenize

edilir. Bu tampon ¢ozelti hiicre membrani ve niikleus membranini pargalar, bdylece
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proteinler agiga ¢ikar. Tampon kullanilarak proteinin kimyasal yollarla agiga c¢ikmasi
saglanirken yiiksek frekansta ses dalgalari etkisine birakarak (sonikasyon) mekanik bir
hiicre parcalama yontemi de ardindan yapilabilir. Olusan homojenat belirli hizlarda
santrifiij edilir ve hiicre partikiillerinden uzaklastirilir. Sonunda protein karigimi igeren bir

siipernatan olusur ve bu silipernatan saflagtirma yontemleri i¢in baslangi¢c materyali olur

(100,101).
Protein saflastirma yontemlerini dort temel baslik ile incelemek miimkiindiir. Bunlar;

- kromatografik yéntemler,
- elektroforetik yontemler,
- santrifiigasyon yontemleri,

- diyaliz ultrafiltrasyon

Affinite kromatografisi kromatografik yontemlerin igerisinde saflastirilmada kullanilan en
yaygin ve hizli yontemlerden bir tanesidir. Tek basamakta oldukga saf bir protein eldesi
miimkiindiir. Bu yontemde polisakkarit yapisindaki koenzim bagl agaroz tanecikleri kolon
dolgu maddesi olarak kullanilir (102,103).

Enzimler proteinlerin u¢ kisimlarina tasarlanmaktadir ve protein karisimi kolona
uygulandiginda agaroz taneciklerindeki koenzimin serbest ucuna spesifik olarak baglanir.
Protein siipernataninda diger proteinler koenzim serbest ucuna baglanma 6zelligne sahip
degillerdir bu ylizden kolondan uzaklasirlar. Hedef proteini kolondan almak igin
sistemdeki ile ayn1 ancak daha yogun konsantrasyonda serbest koenzim igeren bir ¢ozelti
kolona ilave edilir. Kolondaki entegre koenzim ile c¢ozeltideki koenzim arasindaki
rekabetten dolay1 proteinler ilave edilen ¢ozeltideki koenzime baglanarak kolondan alinir.
Sonug olarak, koenzime spesifik olan enzim proteini diger proteinlerden tek bir basamakta

saflagtirilir (104).

Affinite kromatografisinde en c¢ok tercih edilen sistem hareketsiz metal affinite
kromatografisi (IMAC)’dir. IMAC sisteminde, agaroz matriks tzerinde hareketsiz olarak
duran gecis metalleri (Co2+, Ni2+, Cu2+, Zn2+) ile histidin isaretli hedef protein arasinda
baglar olusur. Histidin bu metal iyonlar1 ile en giiclii bag1 olusturacak bir amino asittir.

Histidin-imidazol ¢emberinde, elektron verici gruplar sayesinde nikel ile koordinasyon
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baglar1 olusur. Bu sekilde purifiye edilecek protein kolona tutunur ve histidin ile yarigacak
olan yiksek konsantrasyonda imidazol ile muamele edilir. Hedef protein tek asamada elde
edilmis olur. Elde edilen protein hi¢bir zaman % 100 saf degildir. Bu ylizden, kolondan
sonra tuzlardan arindirmak i¢in ‘desalting’ islemi yapilir. Desalting yapmak i¢in molekiil
blyukliigiine gore (size exclusion) kromatografi, dializ-ultrafiltrasyon ve tampon degisimi
gibi farkli teknikler vardir. Desalting islemi proteinin sadece tuzdan degil, deterjan,

niikleotit ve lipit gibi diger yabanci maddelerden de uzaklastirilmasini saglar (104,105).

Protein saflastirmasinda kullanilan Staphylococucus aureus bakteriyel kaynakli Protein A
ve Streptococcus kaynakli protein G poliklonal ve monoklonal antikorlarin Fc bolgesine
baglanirlar. Affinite protein saflastirmasinda yaygin olarak kullanilan protein G ve A
cesitli IgG izotiplerine baglanarak proteinlerin saflastirmasinda, izolasyonunda ve
fraksiyonlanmasinda gorev almaktalar. Protein G genis bir PH araliginda poliklonal
antikorlara baglanmaktadir ve protein A’ya baglanmayan veya zayif baglanan koyun, inek
ve at IgG’leri protein G ile saflagtirilmaktadir. Protein G’ler baz1 IgG izotiplerin Fc
bolgesinin disinda ¢ok zayifta olsada Fab kisminada tutunabilirler(99,103).

2.11. Antikor Teknolojisi

2.11.1. immun Sistem

Mikroorganizma, protein ve polisakkarid gibi yabanci ve zarar verici her tirli yapilara
kars1 direnci olusturan hiicrelerin, dokularin ve molekiillerin tiimiine immiin sistem denir.
Bu hiicrelerin ve molekiillerin olusturduklari koordineli reaksiyonlara immiin yanit denir.
Organizmaya verildiklerinde kendilerine karst humoral ya da hiicresel bagisik yanit
olusumunu tetikleyen molekiiller IMMUNOJEN olarak adlandirilir. Immun yanit
gelistirmeyen ama spesifik immun drlnlerinin reseptorlerine baglanan herhangi bir
molekdle antijen denir. Her immunojen bir antijendir; ancak her antijen bir immunojen
degildir.

Immiin sistem viicudun hemen her yerinde karsilastigi sayisiz yabanci yapilara karsi
savunma yapmak zorundadir. Bu nedenle immiin sistem hiicrelerinin kan, lenf ve dokular
arasinda dolasabilme ve gerekli bolgelerde yerlesebilme 6zellikleri savunmada dinamik bir
ag olusturmaktadir. Bagisiklik sistemi Santral Lenfoid Organlar (Kemik iligi, Timus ve

Fabricius Kesesi ve buna esdeger organlar) ve Periferik Lenfoid Organlar1 (Lenf
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Diigiimleri, Dalak ve Mukoza ile ilgili Lenfoid Dokular (= Kapsiilsiiz Lenfoid Dokular))
olmak iizere iki boliimden olugmaktadir. Bagisiklik tepkimesine hazir hale gelen olgun T
ve B lenfositleri periferik lenfoid organlarinda yerlesmektedirler ve antijenik bir uyarim
oldugunda bagisiklik yanit1 periferik organlardan gergeklesmektedir. Dolaysiyla immin

hiicreler santral organlarda olusur, periferik organlarda gorev yaparlar.

Antijenin konaga giris yeri, bagisiklik yanitim1 etkilemektedir. Deri yoluyla viicuda giren
antijenler bu dokudaki makrofajlar ile taninmaktadir. Dolaysiyla lenfatik yoldan bélgesel
lenf diigiimlerine tasinir ve immiin yanit hem antijenin giris yerinde hemde ilgili lenf
bezinden baslar. Kan dolasimi ile giren antijenler dalaktaki makrofajlar tarafindan
taninmaktadir. Solunum yolu, gastrointestinal kanal mukozasindan girenler ise bolgedeki
mukozla ilgili lenfoid doku ile temas eder ve burada gerekli immiin yanit gelisir. Immiin
yanit nerede baslamis olursa olsun kan ve lenf yolu ile diger bolgelere ulasir. Bu sistem
yabanci hiicrelerin, virlislerin ya da makro molekiillerin viicuda yerlestikten sonra
nétralizasyonu i¢in evrimlesmistir. Immun sistemin kullandig1 dogal bagisiklik ve edinsel
bagisiklik olmak iizere iki ana savunma sistemi vardir. Viicuda ilk defa giren yabanci
molekiillere dncelikle dogal bagisiklik hiicreleri saldirirlar. Dogal bagisiklik ¢ok eski bir
immun sistem olarak tlim vertebralarda gorinmekte ve tlrler arasinda korunmustur. Bu
bagisiklikta onceden olusmus olan proteinler ve hazirda var olan hiicreler kullanilarak
immiin savunmanin ilk basamagi olan erken yanit olusturulmaktadir. Dogal immunitede ilk
bariyerler deri, milkdz membranlar ve derimiikéz membran sekresyon tabakalaridir. Tkinci
bariyerimmun sistemdemonosit, makrofaj, dendritik hiicre, dogal katil hiicre (NK),
eozinofil, bazofil, notrofil ve mast hucreleri etkili olmaktadirlar. Edinsel bagisiklik ise
hiicre yiizey reseptorlerini sentezleyen ya da yabanci molekiillere kars1 protein salgilayan
lenfositler tarafindan kontrol edilir. iki bagisilik sisteminde; dogal immun sistemde
tekrarlanmis bir yanit olusturulmazken edinsel bagisiklik sistemi 6zellikli molekiillere

kars1 hareket eder ve siirekli bir yanit vardir (106—-108).

2.11.2. Antijenler

Organizmanin bagisiklik sistemini harekete gecirip antikorlarin yapimina neden olan ve
hlcre yizey molekilleri ile birlesmeye gecen maddelere antijen denir. Antijen ile antikor

arasindaki tepkime kimyasal bir temele dayanmaktadir, ancak antijen molekiilii her zaman
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bu birlesmeye katilmaz. Antijen molekiiliiniin yiizeylerinde, antikor sentezinde rol alan
kimyasal yapilar bulunur. Bu yapilara epitop denir ve 6zgiil antikorlar ile birlesmeyi
saglamaktadir. Her bir antijen u¢ boyutlu ve kimyasal yapilarina gore ayni veya farkli
bircok epitop bulundurmaktadir. Epitoplarin sayisi, antijenlerin biiylkligiin ve
karmagikligin1 belirlemektedir. Bu nedenle ¢ok sayida epitopu olan bir antijen kendine
kars1 birden fazla 6zgiil antikor ile birlesme yetenegine sahiptir. Dolaysiyla antijenler
multivalandir. Antijen-antikor arasinda ne kadar uyum fazla ise birlesme giicii o kadar
fazla olacaktir. Ayrica antijen-antikor birlesmesi ¢cok 6zgul olsada kimyasal olarak kuvvetli

bir baglanma degildir.

Bir maddenin antijenik 6zelligi gosterebilmesi i¢in bazi 6zellikleri bulundurmasi gerekir.
Bunlardan; yabancilik, kompleks kimyasal yapi ve heterojenite, molekiiliin sertligi,
konakta kalic1 olma, molekiiler biiyiikliigii, elektriki yiik, antijenin dozu ve giris yolu,
emilebilir olmasi, ¢oziinebilir olmasi ve konakgiya ait Ozellikler; genetik ve yas gibi

Ozellikleri ifade etmek miumkinddr.

Antijenler, protein, karbonhidrat, lipid, niikleik asit yapisinda olabilir. Timus (T lenfosit)
bagimli olan antijenler protein yapisindadir. Timus bagimsiz olan antijenler ise lipid,
polisakkarid yapisindadir. Mikroorganizmalarin gesitli hiicre kisimlari, izoantijenler (kan
grubu antijenleri ve doku uygunlugu antijenleri) ayni tiire ait farkli yapida olan antijenler
Ornek antijenlerdir. Normal sartlarda viicudun kendine ait antijenlere (otoantijenler)
otoantikor cevap olusmaz. Bazi patolojik durumlarda otoantijenlerin fiziksel ve kimyasal
Ozelliklerinde degisime ugrar ve otoantikor cevap olustugunda otoimmmiin hastaliklar

geligebilir.

Hapten, tek basina antikor yaniti olusturmayan, bir tasiyict molekiile baglandiklari zaman
antijen Ozelligi gosteren ve immiin yanitt olusturan molekillerdir. B hicreleri antijen
tizerinde olan epitoplar1 tanirken, T hucreleri antijen sunan hicrelerin yiizeyinde olan ve
ilk basta MHC smif I ve II tarafindan taninan 6zel amino asit dizilerini tanimaktadir

(109,110).
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2.11.3. Antikorlar

Canlilarin kendi kalitsal yapilarina yabanci olan molekiillere kars1 plazma hicrelerinden
uretilen ve bu yabanci maddeler ile spesifik birlesme gosteren globulinlerdir. Antikorlar
veya Immiinglobulin molekiilii 2 agir ve 2 hafif zincirden olusur. Hafif zincir 25 kDa, agir
zincir 50 kDa agirliginda olup birbirlerine disiilfit baglar ile baglanir (Sekil 2.2). Her bir
agir zincirde yine kendi aralarinda disiilfit bag: ile baghdirlar. Bu yapiy1 ii¢ tane protein
domaininden ikisi 6zdes olup, Y yapisinin kollarimi olustururlar. Her bir kol, antijene
baglanma bolgesine sahiptir. Govde kismi ise immun yanitin olusmasinda 6nemlidir. Bu ii¢
protein kismi birbirinden proteaz papain muamelesiile ayrilir. Antijen baglanma bolgelerini
iceren iki kistm Fab fragman olarak isimlendirilirken, bagisikligin diizenlenmesinde yer
alan govde kismu Fc fragmani olarak tanimlanir. Fab ve Fc fragmanlari arasinda kalan
bolgeye ise hinge denir. Bu kisim iki antijen baglanma bolgesine hareketliligi verir. Bu
sekilde hareketlilik antijene baglanma bolgelerinin farkli antijen konformasyonlari ile
kompleks olusturabileceginin kanitidir (111,112).

Antikorlar, biyolojik ozellikleri, yapi, hedefe 6zgiillik ve dagilimlar1 agisindan ¢esitli
izoformlar ve imiinoglobulin izotipleri halinde bulunmaktadirlar. Bu nedenle,
immiinoglobulin izotip degerlendirilmesi karmasik humoral immiin yaniti i¢in yararh
bilgiler saglar. Immiinglobulinler alternatif splicing sonucunda, B hiicrelerinden salgilanan
antikor {iretimi ve ylizeye bagli B-hiicre reseptorleri olarak iki ana bicimde kategorize
edilir. IgM ve IgD, B hiicreleri tarafindan antijen reseptorlerine karsi ifade olan ilk
antikorlardir. Memelilerin plasentalindan IgA, IgD, IgE, 1gG ve IgM olmak (izere bes ana
antikor izotipleri tespit edilmistir. Antikor izotipleri, antikorun agir zincir sabit bolgesinin
(Fc) 'de amino asit sekansindaki farkliliklara gore smiflandirilir. 19G ve IgA Antikor
izotipleri ayrica agir zincir sekanslarindaki kiiglik amino asit farkliliklarna gore alt gruplara
smiflandirilmaktadirlar (6rnegin, insan IgGl, 1gG2, IgG3, 1gG4, 1gA1 ve IgA2). Antikor
agir zincire ek olarak, antikor hafif zincirinin sabit bdlgesinin amino asit dizisinde
farkliliklarda alt smniflara ayrilabilmektedir. Hafif zincirler kappa (k) ya da lambda (X)

olarak iki tipi vardir. Bir hafif zincir sabit ve degisken alan olarak iki dominanti vardir.

Bir immunglobulin molekuliinde ya iki adet lambda yada iki adet kappa bulunur ve her
ikisi de ayn1 immiinglobulin molekiiliinde bulunmaz. immiinglobulinin iki adet ayn1 yapiya

sahip Degisken (variable) antijen baglayan bolgesi (Fab: Fragment antigen binding) ve bir
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adet sabit (constant) fagozitlere komplemana baglanabilen bdlgesi (Fc: Fragment
crystallizable) bulunur. Antijen baglayan bdlgede hem hafif hem de agir zincir bulunur.
Degisken bolgedeki amino asit dizilis farklilig1 antijen cevabin spesifik olmasini saglar. Fc

pargasinda ise sadece agir zincir bulunur ve immiinglobulin tipini belirler (111).

Agir zincirin degisken bolgeleri iic ayr1 gen ve hafif zincirler iki ayr1 gen tarafindan
kodlanir ve sentez ribozomlarda olur (Agir zinciri i¢in kromozom 14, i¢in kromozom 2 ve
icin kromozom 22). Agir ve hafif zincirleri“nin bir araya gelmesi endoplazmik retikulumda
gereklesir (113).

Antigens

w v v
w W

Artigen
4 Anfiger-binding fragmand
Fab Kismu Hafif zineir
S -
(L zineir)

—— F I
Agir zineir il "
(H zinerr) Fe kisom
Antibody

*: Papain enzim kesim yeri **: Pepsin enzim kesim yeri
Sekil 2.2. Antikor yapis1 (114).

Antikorlar viicuda yabanci molekiiller girdiginde onlara yanit olusturan konak tarafindan
iiretilmis proteinlerdir. Onemli yapisal ve fonksiyonel 6zellikleri olan glikoprotein ailesi
igerisindeki proteinlerdir. Fonksiyonel agidan, antikorlar antijenlere, 6zellesmis hiicrelere
ve bagisiklik sistemindeki bazi proteinlere baglanarak karakterize olurlar. Bu
karakterizasyon savunma siteminin askerlerinden B hiicreleri tarafindan yapilir. Her
patojene karsi 6zel bir antikor iiretilebilmesi i¢in B hiicrelerinin milyonlarca antikor Uretme
kapasitesi vardir. Viicudun yaklasik olarak 100 milyon farkli antikor {iretebilecegi tahmin
edilir. Bu kadar cesitli antikor yapilmasi immiinoglobiilin genlerinin degisik
kombinasyonlarda diizenlenmesinde saklidir. Antikorlar antijenlere, Ozellesmis bazi

hiicrelere ya da immun sistemin proteinlerine baglanma yetegine sahip molekiillerdir.
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Viicuda giren yabanci antijenler Oncelikle makrofajlar gibi antijen sunan hiicreler
tarafindanfagositoz yolu ile hiicre i¢ine alinirlar. Bu tip hiicrelerin igine giren antijenler
kiiciik parcalara ayristirilirlar. Antijen fragmanlariin her biri bu hiicrelerin ylizeylerinde
bulunan MHC (major histocompstibility complex) class II glikopreoteinleri araciligi ile T
yardimct hiicrelerine ya da direk B hiicrelerine sunulurlar. Bu sekilde B hiicrelerinin

antikor sentezlemesi baglamis olur (111,112).

2.11.4. Antikor Sentezlenmesi

Bagisiklik sistemin temel hiicreleri olan lenfositler, kalitsal olarak immiin yanit1 ile ilgili
Urlinleri sentezleme yetenegine sahipler. Farkli kimyasal yapiya sahip antijen molekdluniin
vicuda girmesi ile birlikte makrofajlar, T ve B lenfositleri arasindaki iletisim kurularak
antikor cevabi olusmaktadir. Cesitli hormon ve enzimleri salgilayan 6zel hiicreler gibi,
lenfositler de antijenle tetiklendigi zaman immunoglobulin (antikor) ve diger immiin yanit
urtinlerini sentezlerler. Antijenle uyarilan B-lenfositleri, plazma hiicrelerine doniiserek

Ig'leri sentezlerler.

Bagisiklik yanitt olusumunda halen ¢oziimlenemeyen konu, antijene karsi 6zgiil ve ¢ok
sayida farkli Ig'lerin nasil sentezlendigidir. Ayrica uzun yullardan beri aragtirmacilari
mesgul eden diger bir konu ise bagisiklik sistemi dogadaki tiim antijenlere karsi immiin
yanit olusturarken, kendi viicuduna karst immiin yanitinin olusturmamasi ve sessiz

kalmasidir.

Antikorlarin nasil sentezlendigi konusunda bugiine kadar ileri siiriilen varsayimlar

sunlardir (115).
2.11.4.1. Yan Zincirler Teorisi

Bu teori 1897'de P. Ehrlich tarafindan ortaya konulmustur. Ehrlich, ileri siirdiigii yan
zincirler teorisinde; Ug grupta inceledigi antikorlarin (I, Il ve I grup reseptorler olarak),
antigenlerle birlesme Ozelliklerinin, tanida faydalanilan ¢esitli Serolojik reaksiyonlar
meydana getirdigini aciklamistir. Ehrlich, antikorlarla antigenlerin birlesme olayini,
kuvvetli bir asidi nétr hale getirme reaksiyonuna benzetmistir. Bu teoriye gore hucreler

besin maddelerini yakalayabilmek icin her besin maddesine uygun algaclar (reseptorler)
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gelistirmisler. Antijenler, hicrelerdeki bu reseptorle ile benzer yapida ise onlarla
birlesirler. Birlesme sonucu reseptoriin gorevi bozulur. Dolaysiyla hiicrenin beslenmesi de
bozulur. Hicre kendi yasamini siirdiirebilmek igin ¢ok sayida reseptor liretmeye baglar ve
bunlarin fazlasi dolasima geger. Dolasima gecen molekiillere antikor denmektedir
(115,116).

Ancak daha sonraki antikor ve antigenlerin bazi durumlarda birbirlerine tutunmamalari,

Ehrlich'in bu teorisini siipheye diisiirdii.

2.11.4.2. Kahp Teorisi (= Direktif Teori)

Brienl, Mudd ve F. Haurowitz bilim insanlar1 tarafindan bir birinden ayr olarak ortaya
atilmig bir teoridir. Bu teoriye gore antikorlar, antigenlerin uyarimiyla ile organizma
hiicreleri tarafindan yeniden senteze edilen globiilinlerdir. Antigenlerin bu etkisi, hicreler
tarafindan yeniden senteze edilecek olan globiilinlere bir kalip gbrevi yapmis olduklari
seklinde izah edilmektedir. Globiilinler ile antigenlerin birlesmesinden meydana gelen
antigen-antikor kombinasyonunun birbirinden ayrildig: farz edilmektedir. Uygun Ig sentezi
icin antijenlerin bazi parcalari hiicrede kalir ve boylece 6zgiil antikorlar sentezlenir. Bagka
bir degisle hucrenin antikoru sali verdigi ve daha evvel ayrilmis olan antigenin de hiicre
etrafinda yeniden daha 6zgiil ve ¢ok miktarda senteze edilecek globulinlere tekrar birer

kalip gérevini yapmasi kabul edilmektedir.

Ayrica bu teoriye gore, yabanci antijen molekiilleri organizmaya girdiklerinde antikorlarin
sentezlendigi bolgeye dogru goc ederler. Antijen bir kalip gibi kullanilir ve antijenin
baglandig1 bolgelere 6zel antikorun amino asit dizilisi ona gore sekillenir. Ancak yapilan
caligmalarda Ig sentezleyen hiicrelerde antijene rastlamadiklari i¢in bu teoride gegerliligini

kalmamigtir (115,116).

2.11.4.3. Klonal Teori (= Selektif Teori, Dogal Klon Se¢imi)

Bu teori 1955'te Jerne tarafindan ve 1957'de Burnet tarafindan ortaya konulmustur ve
gunimuzde de destek gérmektedir. Bu teori ¢ok sayida lenfoyit hiicre arasindan 6zel bir tip
hlcreyi secmek prensibine dayanmaktadir. Belirli bir antijene karsi olusan antikorlardan

biri veya bir grubu tek bir antijen veya benzer yapidaki bir grup antijen determinant1 ile
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birleserek immun cevap verebilme yetenegindedir. Boylece canlilarda, herbiri bir antijene
yanit verebilecek birbirinden farkli ¢ok sayida lenfosit bulundugu kabul edilmektedir.
Organizmaya giren antijen kendisine uyan hucreyi (B-lenfositi) bulur, baglanir uyarir ve
sadece onu se¢mis olur. Uyarim neticesinde lenfositler hizla gogalmaya baslar (Sekil 2.3.).
Boylece belli bir antijene kars1 6zgiil antikor sentezleyebilen bir hiicre kiimesi (klonu)

meydana gelmis olur (115,116).

Ancak lenfosit yiizeyindeki Ig reseptor farkliligimin nasil olustugu bu teori ile izah

edilememektedir.

« Antigen determinanti

X

L -

Ozgiil B hiicre toplulugu 6

=Y

Sekil 2.3. Klonal se¢im teori semasi (117).

2.11.5. Antikor Cesitliliginin Genetik Temeli

Genetik alanindaki gelismeler, bircok yasamsal olayin gen tarafindan yoneltigini
gostermistir. Milyonlarca c¢esitli antikor molekilunin hangi genetik mekanizma ile

aciklanabilecegi uzun siire arastirilmistir. Genetik temelli antikor gesitliligi 3 farkli teori ile

ortaya konulmustur.
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2.11.5.1. Her farkh antikor sentezi icin bir gen (¢cok gen teorisi)

Bir milyar farkli antikor sentezlenen insan viicudunda bu sayida da gen olmasi gerekirdi ki

bu ne bir lenfosit hiicresine sigar nede insandaki toplam gen sayisina tekabiil eder.
2.11.5.2. Somatik mutasyon teorisi

Antijen uyarimi ile az sayida genin mutasyona ugramasi ve antikor sentezinin farkliliginin
ortaya cikmasini ileri siiren '‘somatik mutasyon teorisi’' teorisi de ¢ok inandiric

bulunmamustir.
2.11.5.3. Somatik rekombinasyon teorisi

Gilinimiize kadar antikor ¢esitliligini agiklayan teoriler i¢inde ‘’Somatik rekombinasyon
teorisi’” gergege en yakin olamidir. VV (D) J rekombinasyonu (somatik rekombinasyon
olarak da bilinir), bagisiklik sisteminin immunoglobulin (Ig) ve T hiicre reseptorlerinin
(TCR) tretiminin erken evrelerindeki genetik rekombinasyon mekanizmalaridir. 1976
yilinda Tonegawa'nin ¢aligmalari fare embriyo hiicrelerinde, antikorun V ve C bdlgelerini
sentezleyen genler birbirinden uzakta ¢ok uzakta oldugu, antikor sentezleyen plazma
hicrelerinde ise bu genlerin birarada bulundugu gosterilmistir. Ayrica Ig molekiiliiniin
antijene tutunan ve degisken bolgesi olan V geni ¢ok sayida bulunurken sabit C bolgeleri
icin bir veya birkag gen bolgesi bulunmustur. B lenfositlerin gelisme siirecinde V
genlerinden bir kismi yer degistirerek DNA zincirinde yeniden duzenlenme olay:
gerceklesmistir. Buna ek olarak V genlerinde yiiksek siklikta mutasyon oldugu
belirlenmistir. Boylece antijenik uyarim sonucu gelisen B lenfositleri ¢ogalirken genlerdeki
rekombinasyon yaninda, V gen bolgesi mutasyonlar1 da olusur ve antijene en iyi uyum

saglayan antikor gesitleri sentezlenmis olur (115,116,118).

Insan genomunda kodlanan degisken bolgeler icin coklu gen kombinasyon tipini icerirler.
Ornegin immunoglobulin agir zincir 44 degisken (V) gen bélgesi 27'den fazla Cesitlilik
(D) geni ve 6 birlesme (J) geni igermektedir. Hafif zincir ayrica bir ¢ok sayida V be J
genlerine sahiptir ancak D geni icermez. Bu bdlgesel genlerin DNA tekrar-
diizenlemelerindeki mekanizmayla, muazzam biiyiikliikte antikor dagarcigini olusturmak

mumkandur; her bir antikorun antijene baglanma degisken ucunda yaklasik 100 amino asit
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bulunmaktadir, bu amni asitlerin farkli yerlesme kombinasyonlarma bagl olarak 10° - 10’

antijen tanima yetenegine sahibtir (119,120).

B hiicrelerinin gelism sdresindeki ilk rekombinasyon durumu agir zincir lokusunda
gerseklesmektedir. Bu durumda D ve bir J gen bélimandn birlesmesi ile meydana gelir.
Bu iki gen birlesmesi ile diger DNA kismlari silinir. Olusan yeni D-J rekombinasyon
kompleksine bir V geninin katilmasiyla diizenlenmis yeni bir VDJ genininn olusumuyla
tamamlanmaktadir. Olusmus olan yeni VDJ geninin V ve D pargalar1 arasindaki tiim
genler hiicrenin genomundan cikartilir. immiinoglobulin hafif zincirinin lokusunun Kappa
(x) ve Lambda (1) zincirleri, D bdlgesine sahip olmayan bir hafif zincir farklili1 disinda,
oldukg¢a benzer bir siirecle tiretilir. Bagka bir deyisle, hafif zincirlerin rekombinasyonu i¢in
ilk basamak, birinci transkripsiyon esnasinda V ve J zincirlerinin VJ kompleksi olusturmak

tizere degismez diziden 6nce eklenmesidir (121).

Agir zincir lokusundaki genler
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=
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D ve J eksonlarnnin yeniden birlesmesi- DJ rekombinasyonu
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Istenmeyen V ve D gen pargalannin cikarilmasi

1 g

@
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Antikor transkripsiyonu sal;it bdlge genini de igerecektir

Sekil 2.4. Somatik rekombinasyon semasi (121).

30



2.11.6. Antikor Siniflandirmasi

Plazma  hiicreleri  tarafindan  diretilen  ¢esitli  antikorlar  izotiplerine  gore
siniflandiriimaktadir. Islev ve antijen yamtlarma gore farkliik gostermektedirler.
Antikorlarin agir zincirlerde olan sabit bolgedeki (Fc) farkli amino asit dizilerine
dogrultusunda bes cesit agir zincir vardir ve IgG, IgM, IgA, 1gD, ve IgE olarak
isimlendirilmektedir (122-124).
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Sekil 2.5. Antikor siniflandirmasi (125).

IgG molekiilleri gamma agir zincir yapilarina, IgM’ler mu, IgA’lar alfa, IgE’ler epsilon ve
IgD’ler delta zincirlerine sahiptirler. Bes farkli agir zincir gesiti var iken, kappa ve lambda
olmak iizeresadece iki gesit hafif zincir bulunmaktadir. immunoglobulin G izotipinin baz1
alt gruplar1 da vardir. Ornegin bu alt gruplar insan ve farede farkliliklar gostermektedir.
Insan IgG dort farkli alt gruba sahiptir: IgG1, IgG2, 1gG3, ve IgG4. Fare 1gG’nin ise 1gG1,
1gG2a, 1gG2b ve 1gG3 olmak iizere dort alt grubu vardir (122-124,126).

31



1gG

Y harfi seklinde olup, monomer yapidadir. Bu immunoglobulin plazma B hiicreleri
tarafindan sentezlenir. Plasenta yoluyla anneden fetiise gecen tek Ig’dir. Dogumun ilk
haftasinda bebegi enfeksiyonlardan korumada ve bagisiklik sisteminin giiglenmesinde
yardimci olur. Bebegin kendi 6zgiil immunoglobiilinlerini {iretmesi dogum ile bagslar ve iki

yagina kadar devam eder (122-124,126).

IgM

Ig’ler arasinda en biiylik agirliga sahip makroglobulindir. Bes temel IgG molekiiliini
benzeyen yapinin birbirlerine disiilfit baglar1 ile baglanmasi ile olusan yildiza benzer bir
yapist vardir. Antijen uyarimima karsi ilk sentezlenen ama yar1 Oomrii kisa olan bir
molekiildiir. Kisa 0miirlii bir antikor oldugundan serumda kisa bir siire sonra miktar olarak

azalir ve 1gG molekili gorevi Ustlenir (122-124,126).

IgA

Genel yapis1t IgG molekiiliine benzer ve iki monomerin birbirine J baglayici polipeptit
zinciri ile baglanmasi sonucu dimer yapisindadir. Gozyasi, tiikriik, solunum, sindirim, ve
genital sistem salgilar1 ve siitte bulunur. Sekretuvar dokularda mukoza altindaki plazma
hlcreleri tarafindan salgilanirlar ve salgisal parga ile epitel hiicrelerince birlestirilirler. Bu
yiizden salgisal IgA ismini de alirlar. Disaridan giren mikroorganizmalarin mukozayi istila
etmelerine, o bolgeye yerlesmelerine ve enfeksiyon olusmasma sIigA molekiilleri engel
olur. Besin olarak alinan zararli makromolekiiller ile kompleks olusturarak emilimini

engellerler (122-124,126).

IgD

Serumda az miktarda vardir ve gorevi tam olarak bilinmemektedir. Bir hipoteze gére B
hiicrelerinin farklilasmasinda gorev alirlar. Cogunlukla B lenfositlerinin yiizeyinde bulunur
ve antikor Uretilmesini tetiklemesi ile bilinir. Is1 ve proteolitik enzimler ile kolayca degrede
olabilen immunoglobiilin ¢esididir (122-124,126).

32



IgE

Serumda en az miktarda bulunan Ig’dir. Fc bolgesinin mast hiicrelerine ve bazofil
l6kositlere baglanabilmesi bu antikorun en belirgin Ozelligidir. Parazitik Helmint

enfeksiyonlari, astim, saman nezlesi ve alerjik durumlarinda bu antikorun iiretim seviyesi

artar (122-124,126).
2.11.7. Poliklonal Antikorlar

Bir¢cok farkli B lenfosit klonuyla firetilen, hepsi ayni antijenin farkli determinantina
baglanan antikorlara (bir antijen Gzerinde birden fazla epitopu taniyan antikorlara
poliklonal antikora) veya plazma hiicrelerinin bir ¢ok tipinden (klonlarindan) tiiremis veya
tiretilmis antikora poliklonal antikor denir. Boylece antijenin iizerindeki farkli epitoplari

taniyan farkli antikorlarin tiretilmesi ile farkli klon B hiicreleri meydana gelir (127).

Poliklonal antikorlar genel olarak IgG, IgM ve IgA antikor izotiplerini icerirler. Poliklonal
antikorlar ~ immunopresipitasyon,  histokimya, = ELISA,  hastaliklarin  teshisi,
immunoturbidimetrik metotlar, western blot teknigi, biogip teknolojsi alanlarinda arastima
amagch kullanilabilen geniscapli amaglar1 olan antikorlardir. Monoklonal antikor iiretimine
gore hem daha cabuk hem de daha ucuz bir yontemdir. Poliklonal antikorlarin bazi
dezavantajlar1 da vardir. Ornegin, ¢ok fazla spesifik olmayan baglanmalar gerceklestirerek
herhangi bir antijen {izerindeki farkli epitoplara baglanarak antijeni taniyabilirler. Bu
Ozelligi ile tanimasi miimkiin olmayan antijenlerin tantyabilirler. Poliklonal antikorlar

capraz tepkime ve diisiik 6zgiinliik gibi dezavantajlara da sahiplerdir (12).

Antikor Gretiminde serum, ascites sivi ve hibridoma hiicrelerin supernatantlar1 kullanilir.
Serum yaygin olarak poliklonal antikor iiretiminde kullanilir. Hibridoma supernatanti ise
monoklonal antikor {iretimi i¢in kullanilir. Ascites sivist ise hem poliklonal hem de
monoklonal antikor iiretiminde kullanilabilir. Ascites sivisi, peritonal tiimorden gelisen

fareden alinan intraperitonal sividir (122).

Genellikle, labaratuvarlarda poliklonal antikor {iretimi i¢in tavsan kullanilir. Clinkii tavsan,
fareye gore daha ¢ok miktarda serum icerir. Bu ylzden fareden poliklonal antikoru ¢ok
miktarda toplamak oldukga zordur. Harlow ve Lane fareden poliklonal antikor tretiminim
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mimkiin olup olmadigmi tartigmislardir ancak ayritili bir yontem olusturamamaislardir
(106,122). Harlow ve ekibi, fareden yiksek miktarlarda poliklonal antikor Uretebilecekleri
basit bir yontem gelistirmiglerdir. Bu yonteme gore, immunize olmus fareler arzu edilen
antikoru igeren ascites sivisini iretmek igin tetiklenebilirler. Boylece, serumdan elde edilen
diisiik miktardaki antikor eldesinden kurtulunur. Tek bir immunize edilmis fareden 5-15 ml
arasinda ascites sivis1 alabildiklerini gostermislerdir. Uretilen antikorlar iyi titrasyona
sahipse, bu antikorlar bir ¢cok amac¢ icin yeterli olmaktadir. Antijen miktarin kisith
olmadiginda, anitkor miktarim1 artirmak ve fareler arasindaki varyasyonu minimize etmek

icin ayni anda birkag fare immunize edilebilir (122,128).
2.11.8. Monoklonal Antikorlar

Hibridoma teknolojisi ile olusan hibrid hiicreleri tarafindan firetilen homojen antikor
topluluklaridir. Monoklonal Antikorlar, bagisiklanmis fare veya ratlardan elde edilen dalak
hicreleri ile lenfoit timor hiicrelerinden (miyeloma) gelistirilen melez hiicreler tarafindan
uretilmektedir. Monoklonal antikorlarin iiretiminde hibridoma teknolojisi ile birlikte
rekombinant DNA teknolojisi de kullanilmaktadir (129).

Monoklonal antikorlar, antijenlerin sadece bir epitopuna karsi olusan antikorlardir ve
sadece bir B-Lenfosite dayanan hiicre klonundan elde edilirler. Monoklonal antikorlarin
elde edilme yontemi 1975'te César Milstein, Georges Kohler ve Niels Jerne tarafindan
tanimlanmistir (13). Son yillarda gerek arastirma gerekse klinik ve laboratuvarlar igin tek
bir epitopa karst olusmus monoklonal antikorlara ¢ok ihtiya¢ duyulmustur. 1975 yilinda
Milstein ve Kohler adli arastiricilar, bir myeloma hiicresi ile antijenik uyarim sonucu
olusmus plazma hiicresini birlestirmeyi ve hibrid (melez) hiicreler elde etmeyi basardilar.
Hidrid hiicreler hem doku kiiltiirii halinde {iiretilebiliyor hem de uyarildiklar: antijene kars1
antikor sentezlemeye devam ediyorlardi. Bu hiicrelerin daha da titiz bir sekilde
saflastirilmasiyla antijenin tek bir epitopu i¢in antikor sentezleyen klonlar ayrilabilmis ve
istenilen 6zgullikte monoklonal antikorlar sentez edilmistir. Hiicre kiiltiiriinde gelisen bu

hiicreler sadece tek bir antijenik yapiy1 tanidiklarindan segicilikleri ytiksektir.

Rekombinant DNA teknolojisi yontemi asagidaki basamaklardan olusmaktadir:
Cogaltilmasi istenen gen once restriksiyon endonikleaz enzimi ile orijinal kromozomdan

kesilip bir vektore aktarilir. Bu vektor transformasyon yoluyla bir maya ya da bakteri icine
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sokulur ve daha sonra kiiltiirii yapilarak istenen gen veya protein gerekli miktarlarda

uretilir.
Hibridoma tekniginde (i¢ ana baslik bulunmaktadir:

- Sadece bir epitopa 6zgu antikor iiretip salgilayan ve yasam siireleri sinirli olan B-
lenfositler

- Hizla iireyen ve bdlinme kontrolunu kaybetmis 6liimsiiz timor hucreleri

- Belli sartlarda ayn1 organizmaya ait farkli hiicreler birlestirilerek her iki hiicrenin

Ozelliklerini tagiyabilen melez hiicreler (hibridoma) elde edilebilir

Islevleri antikor {iretimi olan B-lenfositleri ile neoplastik myeloma hiicrelerinin
hibridizasyonu sonucu ortaya g¢ikan melezler, Her iki tip hiicrenin ozelliklerini tasiyan
hibridomalar, doku kultlrlerinde ¢cok miktarda mAb olustururlar. Hibridomalar ana lenfosit
hiicresinin sentezledigi antikorun aynisini olusturabilir ve ana myeloma hiicresi gibi in

vitro olarak Ureyebilirler.

Normal B lenfositlerine benzemeyen miyolema hiicreleri ise hizli bir sekilde boliinmeye
devam eder ve hicbir antijenin stimile etkisi bulunmadan tek bir tip Ig molekdllnd
salgilarlar. Normal B lenfositleri in vitro kosullarda birkag saatten fazla canli
kalamamalarina ragmen, miyolemalar diger neoplastik hiicreler gibi hiicre kiiltiir

ortamlarinda 6liimsiiz (immortal) olarak kalabilirler.
Normal memeli hiicreleri iki farkli yoldan DNA molekiillerini sentezlerler:

* De novo (yeni bastan sentez) metabolik yolu ile niikleik asitler, piirin ve pirimidin

bazlarindan, deoksiriboz ve inorganik fosfattan olusturulurlar.

* Salvaj (kurtarma) metabolik yolunda ise, benzer niikleotidlerin doniistiiriilmesi ile dogru

niikleik asitlerin sentezi saglanir.
Ozgiil antikor olusturmak i¢in asagidaki Islemler uygulanmaktadir;

- Fareler, belirli bir antijene kars1 antikor tiretmek igin antijen ile bagisiklanir.
- Antikor ureten B lenfosit hiicreleri dalaktan izole edilir.

- Lenfoid kanser hticreleri olan myeloma hiicreleri toplanir.
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- PEG araciligi ile hibridoma huicreler birlestirilir ve birlesmeyen hiicreler 6liir.

- Hibridomalar kiiltiir plaklarinda bdliinmek iizere birakilir.

- Antikor sentezleyen klonlar ELISA yontemi ile segilir.

- Hibridoma hcreleri in vitro (hicre kiltiri) veya in vivo (farede sivi acit olusumu)
kosullarda genis ¢apta Uretilir.

- Fare asit sividan veya kiiltiir {ist sivilarindan antikorlar saflagtirilir.

1. Basamak S e '

Birinci yolak + irinci yolak +

Ikinci yolak + - . l-; | ikinci yolak -

Dmur:SDnsu EI.J-E!HII'IE muamel sl “ml:jr:sﬂrlsu

Miyeloma Hiicreleri HGPRT Miyeloma Hiicreleri
2. Basamak
Birinci yolak + Birinci yolak +
ikinci yolak - Ikinci yolak +
Dmiir:Sonsug Omur:Kisa
HGPRT Miyeloma Hiicreleri B-Lenfosit Hiicreleri

Fiizyon Fiizyon

Birinci yolak +
ikinci yolak +
Omiir:5onsu

irinci yolak irinci yolak +
ikinci yolak +

ikinci yolak - 1
3 Omiir:Kisa

miir:Sonsu

HGPRT Miyeloma Hiicreleri Hibridoma Hiicreleri  B-Lenfosit Hiicreleri

Birinci yolak -

: i ikinci yolak +
HGPRT Miyeloma Hiicreleri Hibridoma Hiicreleri  B-Lenfosit Hiicreleri

Sekil 2.6. Hibridoma hiicre olusturma basamaklari (130)
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Geleneksel yontem olarak bilinen somatik hiicre flizyon teknigi ile gelistirilen
hibridomalardan dretilen fare kdkenli monoklonal antikorlar fare denemelerinde basari ile
tamamlansada insan denemelerinde HAMA (insanda anti-fare antikorlarinin olusumu) adi
verilen viicudun kendi antikorlarinin gelismesine, dolaysiyla monoklonal antikorlarin
hedeflerine ulasamadan once yok edilmesine sebeb olmustur. Bu nedenle, hem HAMA
(insanda anti-fare antikorlarinin olusumu) cevabinin olugsmasini hem de fare antikorlarinin
bagisiklik sistemi tarafindan vakitsiz bir sekilde etkisizlestirilmesini 6nlemek amaciyla,

fare antikorlarinin “insanlastirilmasy” igin gesitli teknikler gelistirilmis bulunuyor (131).
2.11.8.1. Kimerik Antikorlar

1975 yilinda Kohler ve Milstein tarafindan fare monoklonal antikor yo6ntemi
gelistirilmistir; ancak insan tedevisinden kullanilan bu fare antikorlari insanlarda immiin
cevabina sebeb olmustur (HAMA). Bunu takip eden yillarda, genetik miihendisligini
kullanarak diisiik immiinojenite gosteren (diisiik anti-antibadi reaksiyon gosteren), insan
vucudunda yar1 omri artirilmis ve insan efektér fonksiyonlarimi yeterli derecede takviye

edilmis insanlagsmis antibadi tretilmistir.

Sekil 2.7. Kimerik antikor (mavi; antijene baglanan fare kdkenli degisken bolge, kirmiz;

efekdr fonksiyonu godsteren insan kokenli sabit bolge)(132).
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Antibadi molekiillerin antijenlere baglayict ve efektoér fonksiyonel gosteren alanlarinin
degisebilen yapisal pargalar oldugu sebebi ile bu yaklasim olasidir. Bu teknik farenin
antijen baglayici degisken etki alanini insan antikorunun sabit etki alanina eslestirerek
miyolema hiicrelerinin rekombinant miihendisligi ile antibadi insa etmektir. 1984 yilinda,
kimerik monoklonal antikorlar %66 insan dizisi iceren ve % 34 fare dizisinin birlesmesi ile
gelistirilmistir. GUnumuzde FDA tarafindan da kabul edilen tedavi amagli monoklonal

antikorlarin yaklasik yaris1 bu yontem ile gelistirilmistir(133,134).
2.11.8.2. insans1 Antikorlar

Rekombinasyon ile saglanan kimerik antikor iiretimi sonucunda, sorunun ¢éziimiine
yonelik kismi katki saglamistir. Bu sekilde kimerize edilen (kismi olarak insanlastirilan)
antikorlar ilag pazarina sunulmus ve basarili tedavilere imkan saglamis olsalar da,
uygulandig1 hastalarin bu antikorlara karst HAMA’ya kiyasla daha seyrek de olsa HACA
(insan anti-kimerik antikoru) veya HAHA(insan anti-insanlagtirilmig antikor) yaniti
gelistirebildikleri saptanmistir. Kimerizasyon oraninin immiinojenite ile dogru orantili
oldugunun fark edilmesi ilizerine aragtirmacilar hiimanizasyon yiizdesini arttirabilecekleri
calismalara yonelmiglerdir. 1988 ve 1991 wyillar1 arasinda, fare antikorlarinin insan
kosullarina uyum saglamasi i¢in komplementer belirleyici bolge(CDR) kullanilarak
asilama ve kaplama teknikleri basarili bir sekilde gergeklestirilmistir ve fare dizi oran1 %

5-10’e distiriilmiistiir (134-136).

f, Degisken agir zincir

__CDR2

Sekil 2.8. Insansi antikor (Fab kolundaki agir ve hafif zincirlerin u¢ kisimlarmdaki
(CDR)(137).
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Bu yontemde genetik miihendisligi uygulamalari ile insan antikorunun antijene baglanan
degisken bolgesi Fareye ait antikorunun degisken bdlgesinin antijene baglanan bolgesi ile
degistirilmistir. Baska bir degisle sadece fare antikorunun antijene baglanan 6nemli alt1
degisken bolgesi olan komplementer belirleyici bolgesinin(CDR) peptid loplart insan
antikorunun degisken bolgeleri ile degistirilmistir. Bu yoldan elde edilen antikorlara
yeniden sekillendirme veya CDR- asilanmis antikorlari denir ve kismi olarak orijinal

hayvan antikorlar1 gibi (genelde Fare) spesifik antijenlere afinite géstermektedirler(138).

Insans1 antikor protein miihendisligi deneylerini kapsayan, fare ekzon mAb’sinin degisken
kismin1 kodlayan ve insan ekzon antibadisinin agir ve hafif kisminin sabit bolgesini
kodlayan kimerik genleri fizyon yapilarak insa edilmistir. Bu insa edilen yap1 hem insanda
efektdr fonksiyonu olan bir antikor hemde antiglobulinlerin protein bolgelerine karsi olasi
tepkimeleri azaltmis olomaktadir. Ama aynmi zamanda hala antiglobulinlerin degisken

bolgelere karst bir tepki gosterme olasiligi goriilmektedir.

Sekil 2.9. insans1 veya CDR-as1l1 antikor molekilii (132).

2.11.8.3. insan Antikorlar

In-vitro monoklonal antikorlarin kesfinden sonra bilim adamlar1 kimerik antikorlarin yan
etkisini azaltmak igin tam insan antikor iiretimini hedeflemislerdir. Insan monoklonal

antikorlar Gretmimi, insan tedavisinde onemli yere sahip oldugu igin glnimizde
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gelistirilmekte olan antikorlar tamami ile insan protein zincirleri igerecek sekilde
gelistirilmektedir. Transjenik fare ve faj gosterim teknigi terapotik insan monoklonal

antikorl Uretiminde en yaygin ve umut verici teknikler arasinda bulunmaktadirlar.

\1 %

Sekil 2.10. insan antikor molekilii (132).

2.11.8.3.1.  Faj Gosterim Teknigi

Geleneksel monoklonal antikor iiretim tekniginde kullanilan farelerde her bir hedef molekiile
karst antikor olusumunu gerceklestirilmesi bu yontemin smirlayict bir yoénii olarak
bilinmektedir. Faj gosterim teknolojisinde, hibridoma teknolojisi gibi antijene 6zgin B
hiicrelerinin 6liimsiizlestirme ihtiyact duyulmamasi bu teknolojilerinin kullanimi, hastaliklarin
tan1 ve tedavisinde ¢ok dnemli gelismelere neden olmustur (139).

Molekdiler gosterim teknoloji kavrami, genotip (antikor degisken bolge genleri) ve fenotip
arasinda fiziksel bir baglantinin (antijen baglama) kurulmasi ve baglanmasi istenen protein
kodlayan genlerin secgilmesine izin vermek teknigine dayanmaktadir. Ilk olarak, bir antikorun
degisken bolgesinden genis bir havuza ulasmak igin bazi1 yontemler izlenmektedir. Kismen
dejenere olan oligontkleotidler antikorun degisken bolge genlerinin 5' ve 3' ucuna takilarak
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) teknigi ile c¢ogaltilip hibridomalarin degisken gen
bolgesinden bir havuz yapilmustir. ikincisi, bitiin antikorlar (tam antikor), fonksiyonel
olarak bakterilerde ifade edilemedigi icgin, antikor fragmanlari, fonksiyonel olarak,

Escherichia coli iginde ifade edilmis oldular (¢linkd, tam bir immunglobulin geni, tek bir
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DNA sekansi halinde bulunmayip ayr1 ayrt genlerin  reorganizasyonu sonucu
olusabilmektedir). PCR amplifikasyonu i¢in kullanilan oligoniikleotidlerin kesim bolgesi
saglanarak, scFv antikor kittiphanesi E.coli icinde sentezleme i¢in klonlanabilir(140).

Antikor sentezleyen hibridomalar veya immunize edilmis farelerin dalaklarindan saglanan
B-hucreleri (veya plasma hucreleri) icinden immunglobulin molekilunin VH ve VL zincir
fragmentleri ayr1 ayr1 PCR yOntemi ile izole edilir. Bir fajmide takilarak bakteriye (E.coli)
yerlestirilir. Fajmid tasiyan E.coli kolonileri M13 helper faj1 ile infekte edilir. Bakteriye
transfer edilen rekombinant molekil (ScFv-DNA sekansi + fajmid) hiicre i¢inde, sentez
edilmeye baslar. Bu sirada faj replikasyonu da baglar, tam faj molekiilleri olusarak bakteri
hiicresinden disar1 ¢ikarlar. Disar1 ¢ikan ve icinde ScFv-gen sekansi tasiyan faj
partikiillerinin yiizeyindeki g3p proteinine baglh olarak bir veya birka¢ antikor eksprese
edilir. Bakteriden disar1 ¢ikan fajlarin ucunda antikor molekiiliiniin varligi, immunolojik
yontemlerle (ELISA, vs) kontrol edilir ve ucunda antikor molekiilii tasiyan fajla, E. coli
tekrar infekte edilir. Koloniler alinarak saf olarak iiretilir ve fazla miktarda antikor tasiyan

faj partikdlleri elde edilir.
2.11.8.3.2.  Transgenik Fare Teknigi

Modern biyoteknolojinin, genetik modifiye mikroorganizmalara 6nemli alternatifleri
transjenik hayvanlardir. Transgenik hayvanlar kendi genomunda baska bir organizmaya ait
rekombinant bir geni i¢cermekte olan hayvanlardir. Temel olarak fare embriyonik kok
hicrelerine insan immiinoglobiilin (Ig) genlerinin aktarilmasi esasina dayanmaktadir.
Transgenik hayvan yontemi ile 0retilen antikorlar bir protein iiretme fabrikasina
dontstiiriilmiis hayvanlrdir ve oldukca bol ve saf antikor elde edilmektedir. Secilmis
antikorlara ait genleri tasiyan transgenik hayvan ve bitkiler elde edilir. Transgenik yon-
temlerle UGretilen-memeli hayvanlarin siitiinde, istenilen monoklonal antikorlar elde
edilebilir. Bu yontem ile gelistirilmis ve insan antikoru salgilayan farelerin immiinizasyonu
sonrasi yapilan islemler klasik hibridoma islemleri ile bire bir aynmidir ve temamen insan
antikoru olarak degerlendirilmektedir. Bu suregte, oncelikle fare embriyonik koék htcre
hatlarinda Ig-agir zinciri ile Ig-hafif zinciri genleri inaktif edilerek gelistirilen fare embriyo
hatlarinda Ig iiretmeyen 1k elde edilir. Bunun yaninda diger bir farenin Ig-agir zinciri ile
Ig-hafif zincirinin yanina insan Ig-agir zinciri ile Ig-hafif zinciri eklenir ve bdylece hem

insan hemde fare Ig-agir zinciri ve Ig-hafif zincirini iireten diger bir irk elde edilmis olur.
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Daha sonra bu fareleri ciftlestirerek sadece insan immiinoglobiilini sentezleyen fare 1rki

secilerek immiinizasyon islemine devam edilmektedir.(141,142)

Sekil 2.11.’de gorIndiigii gibi fare antikorundan insan antikoruna dogru immiinojentienin

azalig1 gosterilmektedir.

Fare Kimerik | Insansi

S, | O .-"A\:. - f—|
- O 3
e
|
v
!
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Sekil 2.11. O= Fare, Xi= Kimerik, Zu= Insanlastirilmis, U= Insan. Ornegn; fare antikoru
olan tositumomab, kimerik olan rituximab, insanlastirilmis olan bevacizumab ve tam insan
antikoru olan panitumumab (143).

Kullanilabilir spesifik antikor olusturmak i¢in; immunojenin hazirlanmasi, immunizasyon,
hibridoma olusturulmasi ve toplanmasi (monoklonal antikor i¢in)/ serum ya da ascites
stvisinin toplanmasi, antikorun hedef antijene yonelik tiretildiginin gosterilmesi (antibody
screening), izotiplendirme, saflastirma ve spesifik bir metotta direk bir kullanimi igin
isaretlendirme yapma yapilacak iglemleri kapsamaktadir. Poliklonal antikorlar serumdan
direk elde edilebilir. Monoklonal antikorlar i¢in immunize olmus hayvandan antikor
salgilayan dalak hiicreleri ile 6liimsiiz myelom hiicrelerinin fiizyonu gerceklestirilir ve
hiicre kiiltiirii siipernataninda spesifik antikorlar1 salgilayan monoklonal hibridoma hiicre

hatlar1 yaratilir (129).
2.11.9. immunojen Hazirlanmasi

Immunojenin 6zellikleri immunizasyon asamasinda onemlidir. Hazirlanan immunojen
kullanilacak hayvanda toksik etki yaratmamalidir. Aseptik kosullarda hazirlanmali, steril
toksinlerden ve pirojenlerden arindirilmis olmalidir. Ozellikle, herhangi kimyasal rezidu,
endotoksin veya diger toksik kontaminantlar minimize edilmelidir. pH ise fizyolojik

kosullara uygun olmalidir. Protein yapisindaki ¢ogu immunojen, mikrogbzenekli selliloz
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asetat filtreleri (0.22u por capinda) yardimu ile sterilize edilmelidir. lyi bir antikor cevabi
olusturmak i¢in enjekte edilecek immunojen miktari, immunize edilecek hayvanin soyuna,
adjuvan tiiriine, enjeksiyon miktar1 ve sikligma ve son olarak immunojenin
immunojenitesine bagli olarak degismektedir. Immunojen durumu ve biiyiikliigiine bagh
olarak liretilen antikorun miktar1 ve kalitesi degisebilmektedir. Kiigiik polipeptitleri ve
protein yapisinda olmayan molekiillerin enjeksiyonunda immun yanit olusturabilmek i¢in
kendisinden daha biiyilk immunojenik yapida tasiyict bir proteine ihtiyag vardir.
Immunojene karsi olusacak olan cevabin baskilanmamasi igin uygun tasiyict molekiil
secilmelidir. Immojenin konformasyonu bazi durumlarda 6nemli olabilmektedir (144).

Bir maddenin antijen niteligi gosterebilmesi igin bazi ozelliklere sahip olmasi gerekir.
Yabancilik, molekiil biiyiikliigii, kompleks kimyasal yapi, molekiiliin yapisal sertligi,
cozlnebilirlik ve metabolize edilebilme, emilim ve atilim hizi, elektrik yiikii ve genetik
yapi, tiir, yas, ...; antijenin verildigi canliya ait olan bu 6zellikler maddenin antijenitesini

etkiler (145).
2.11.10. Adjuvan Secimi

Latincede "adjuvare" (yardim eden, giiclendiren) anlamina gelmektedir. Kendileri
immiinojen olmayan, antikor olusturmayan ancak verildikleri antijeninin immiinojenitesini
artiran, giiclendiren maddelerdir. Adjuvanlar immun cevabin olusmasini gii¢lenirmek igin
ve antikor iiretiminin siirekli olmasi ic¢in gerekli molekiillerdir. Adjuvan ayni1 zamanda
immunojenin dalak ve/ veya immun yanit olusumunda hiicreler arasi iletisimin
gergeklestigi lenf nodlarina dagilmasia yardimci olur. Adjuvanlar direkt ya da indirekt
olarak makrofaj ya da T yardimci lenfositleri gibi gesitli hiicreleri aktive edebilirler.
Uretilen antikorun siirekliligini, alt sinifin1 ve antijene baglanma derecesini etkileyebilirler.
Zamanla adjuvan sayesinde enjekte edilen bolgede immunojenin yavas bir sekilde dagilimi
ve immun sistemi situmule etmesi ile immunojen depolonabilir. Adjuvanlarin laboratuvar
hayvanlar1 icin stres ya da acit olusturmamasina aragtirmacilarin dikkat etmeleri

gerekmektedir.

Immunojen kiiciik bir molekiil ise tek basmna immun yamti genellikle tetikleyemeyecegi
icin adjuvana ihtiya¢ duyulabilir. Yiiksek konsantrasyonda antijen, adjuvan kullanmay1

gerektirmeyebilir. Kullanilirken immunojen/ adjuvan karisimi kii¢iik hacimlerde kolaylikla

43



enjekte edilebilir. Antikor iiretiminde istenmeyen sonuglarin ortaya ¢ikmasinda adjuvanin
stirekli uygulanmas1 etkili olabilir. Yaygin olarak kullanilan adjuvanlar; Freund’s
tamamlanmis (Complete)/ tamamlanmamis (Incomplete) adjuvani, Quil A, Ribi, TiterMax
ve mineral tabanli aliiminyum hidroksit, aliiminyum fosfat ve kalsiyum fosfat gibi

adjuvanlar vardir (146,147).
2.11.11. Enjeksiyon

Enjeksiyon subketanoz (SC), intramuskiler (IM), deri i¢i (ID), intraperitonal (IP), ya da
damari¢i (IV)’nden yapilabilmektedir. Siibkiitenaz (derialt1) enjeksiyon yontemi yag yada
vizkoz jel adjuvanlarla enjekte edilirken tercih edilir. Damarigi enjeksiyon, fare ve sican
gibi kiiciik hayvanlarda yag bazli ve vizkoz adjuvanlarda ilk tercih olmamalidir. Deri ici
enjeksiyon ise cogunlukla tavsanlar ve biiyllk hayvanlarda uygulanir. Adjuvan ile
karigtirilmis 6rneklerin intraperitonal olarak enjeksiyonu tercih edilmez ¢linkii hayvanda

inflamasyona, karin zar1 enfeksiyonuna, davranissal degisikliklere sebep olabilir (147).

Immunize edilecek hayvanin bagisiklik durumu immunizasyon sonucunu etkiler. Bu
yiizden hayvanin yas1 6nemlidir. Poliklonal antikor {iretimi i¢in gen¢ deney hayvanlarinin
kullanilmas1 6nerilir. Erken yaglarda bagiksiklik sistemi olgunlasmadigi i¢in viicuda giren
antijene karsi daha hizli bir yamt olusacaktir (147). Immunizasyon igin kullanilacak

hayvanlarin yaslar ile ilgili bilgiler Cizelge 2.3.” de verilmistir.

Cizelge 2.3. Monoklonal antikor iiretimi i¢in kullanilacak hayvanlarin yaslari

Hayvan Yas

Fare 6 haftalik
Sican 6 haftalik
Tavsan 3 aylik
Kobay 3 aylik
Tavuk 3-5 aylik
Kegci 6-7 aylik
Koyun 7-9 aylik

Hayvana yapilacak olan enjeksiyon hacmi miimkiin oldugu kadar az olmalidir. Adjuvan ile

birlikte vurulacak olan maksimum miktarlar Cizelge 2.4.’de gosterilmistir (147).
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Cizelge 2.4. Farkli hayvan tiirlerinde bir bolgeye enjekte edilecek antijen-adjuvan
karisiminin maksimum hacimleri

Turler Maksimum Ilk  Enjeksiyon | Sonraki
Enjeksiyon Bolgesi Enjeksiyon
Hacmi Bolgesi
Fare, Hamster 100 pl S.C. s.C.
Fare, Hamster 50 pl i.m. i.m.
Kobay, Sican 200 pl s.c., i.m. s.C., i.m.
Tavsan 250 pl s.C., I.m. s.c., i.m.
Kuzu, Kegi 500 pl s.C., I.m. s.c., i.m.
Tavuk 500 pl s.C., I.m. s.c., i.m.

s.c.=subketondz, i.m. = intramuskiler
2.11.12. Bagisiklama (Iminunizasyon)

Immunojenin iiretilmesinden sonraki asamada hayvanlarin immunize edilmesi i¢in gerekli
kosullarin  hazirlanmas1  gerekir. Antijen hazirlama metotu, adjuvan kullanimi,
enjeksiyonun hangi boélgeye yapilacagi, enjeksiyon miktar1 ve hangi siklik ile yapilacag:
immunizasyon protokolii boyunca ayri ayri diistiniilmesi gereken durumlardir (122).
Monoklanal antikor Uretimi icin gerekli olan immunizasyon protokoli, normalde antiserum
elde edilmesinde kullanilan yol ile aymidir. Fakat monoklanal antikor {iiretiminde
bagisiklama islemi icin saf antijen kullanmak zorunlu degildir ve saflagtirma islemi kontrol
asamasinda yapilir. Kuvvetli antijenler, melezleme c¢alismasindan 4 giin once tek doz
seklinde; zayif antijenler ise, sonuncu injeksiyon hiicre melezlemesinden 4 giin Once
olacak sekilde aralikli birkac injeksiyon ile B-lenfositlerinin elde edilecegi deneme

hayvanlarina verilir (129,146,148).
2.11.13. Antikor Gorinttleme (Screening)

Hayvanda gelisen antikor orneklerinin hedef antijene spesifik olarak gelisip gelismedigini
anlamak i¢in yapilan islemler ‘antibody screening’ olarak isimlendirilmektedir.
Immunizasyon islemi siiresince yiiksek seviyede antijen spesifik poliklonal antikor iireten
hayvanlarin immunize olup olmadigimni tanimlamak ic¢in screening yapilir. Eger amag

monoklonal antikor yapmak ise yeterince immunize edilmis hayvanlar ile isleme devam
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edilir. Screening islemi poliklonal antikorlar i¢in serum, monoklonal antikorlar igin hiicre

kiiltirii stipernatani kullanarak ELISA yontemi ile yapilir (149,150).
2.11.14. Antikor Titrasyonu

Yeterli miktarda antijen ile yeterli siire hayvanin immunize edilmesi sonucunda hayvanin
verilen antijene karsi immunize oldugunu kanitlamak i¢in ELISA yontemi ile antikor
titrasyonu yapilir. Alinan degerlere gore hayvanin immunize olduguna karar verildikten
sonra liretilmek istenen antikorun poliklonal mi monoklonal mi olacagina gore islemlere
devam edilir. Hayvandan alinan kandan elde edilen serumda poliklonal antikorlar
bulunurken, monoklonal antikor iiretimi igin farkli adimlara ihtiya¢ duyulur (12,122,147).
1988 yilinda Overkamp ve arkd. hayvanin karini¢i boslugunda kendiliginden iiremis olan
ascites sivisinin poliklonal antikorca zengin oldugu yaptiklari caligmalarda gostermislerdir
(152).

2.11.15. Myeloma hicreleri

Monoklonal antikor tiretimi fare ve ratlarin B-lenfositi myeloma timarlerinden elde edilen
hiicre hatlarinin  gelistirilmesi ile miimkiin olmustur (13). In vivo yolla kolaylikla
olusturulabilen myelomalardan elde edilen bu hiicreler in vitro olarak da
ureyebilmektedirler. Bir piirin metabolizmasi enzimi olan hipoksantin-guanin fosforibozil
transferaz enziminden yoksun olan bu hcreler, hipoksantin, aminopterin ve timidin (HAT)
iceren kiiltiirlerde tireyemezler. Ayrica myeloma hucreleri kendi immunoglobulinlerini
sentezleme yetenegini kaybetmislerdir. Monoklanal antikor iiretiminde, fare ve rat
myeloma hicreleri kullanilmaktadir. Rat myeloma hticreleri, daha buyik olmalart ve daha
kolay kaynasmalar1 (fusion) nedeniyle fare myeloma hicrelerine tercih edilirler. Ayrica,
fare myelomalari ile insan ve diger tiirlerin B-lenfositlerinden elde edilen melez hicreler,
in vitro kiiltiirlerde kromozamlarini ve antikor sentezleme yeteneklerini kaybederler. Fare
myeloma ve rat lenfosit melezleri, rat-rat ve fare-fare hibridleri kadar dayaniklidirlar. Iyi
bir myeloma hiicre hatt1 siirekli ve kolay Ureyebilmeli, hizli tireyen hibritler olusturmal,
yuksek konsantrasyonda Ig sentezlemeli, kendine ait antikor sentezi yapmamali, HAT
(hipoksantin, aminopterin ve timidin) ortaminda yalniz basina lireyememesi igin HGPRT

(Hipoksantin Quanin Phospho Ribozil Trannsferaz) veya TK (Timidin Kinaz) enzimi
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hasar1 olmalidir. Hibridizasyon ¢alismalarinda en ¢ok Balb-c farelerinden elde edilen X63,
SP2jO ve ratlardan elde edilen YB2/30 hiicre hatlar1 kullanilmaktadir (129,148,152).

2.11.16. Kaynastirma (Fusion) islemi ve hibrid olusumu

Fiizyon eritme, birlestirme anlamindadir. iki ayri hiicrenin uygun ortamda birlestirip bazi
ortak ozelliklerini bir araya getirmektir. iki farkli hiicrenin birlestirilme islemi olan flizyon,
monoklonal antikor iiretiminin en 6nemli asamasidir. Son antijen injeksiyonundan 3-4 gin
sonra, bagisik kilinmig fare veya ratin dalagindan lenfosit siispansiyonu hazirlanir (153).
Bu hcreler, myeloma hicreleri ile polietilen glikol (PEG) bulunan bir test tipinde birkac
dakika bekletilirler (154). Standart bir fusion icin ortamda 1 X 10 lenfosit ve 2 X 10’
myeloma hiicresinin bulunmasi geceklidir. Hiicreler mikrotitrasyon kaplar1 i¢indeki kiiltiir
vasatinda 37°Cde inklbe edilirler. Bundan sonra, hibridleri selektif olarak Gretmek igin
hipoksantinaminopterin-timidin (HAT) vasati kullanilir. Kaynasmamis parental myeloma
hicreleri HAT besiyerinde (reyemezler. Normal lenfositler de, in vitro (reme
yeteneklerinin olmamasi nedeniyle kisa siirede oliirler. Bu durumda, HAT besiyerinde
sadece hibrid hicreler treyebilmektedirler. Bu hibrieller, HAT besiyerinde treyebilme
Ozelliklerini hipoksantin-guanin fosforibozil transferaz enzimine sahip olan ana lenfasit

hicrelerinelen, in vitro treyebilme 6zelliklerin ise ana myeloma hiicrelerinden almiglardir

(129,144,148,153).
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Sekil 2.12. Hibridoma Uretimi (155).
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2.11.17. Antikor Uretiminin kontrolU

Standart bir fusion denemesi i¢in, mikrotitrasyon kabindaki ¢ukurun herbirine 0.2 ml hiicre
karistmi konur (156). Her cukur 1-5 hibrid htcre icerebilir ve bu hibridler degisik
oranlarda urerler. Hizli iireyen melez hiicreler 10 giin i¢inde gozle goriilebilen koloniler
olustururlar. Yavas iireyen hiicrelerin bu duruma gelmeler1 ise 3-4 haftalik bir zaman alir.

Bu iireme donemi sirasinda, HAT igeren besiyeri diizenli olarak yenilenmelidir.

Fiizyon islemi rastgele bir olusum oldugu icin fusion isleminden sonra olusan hibrid
hiicrelerinin tamami antikor {iretmeye bilir ve antikoe sentezleyen hibrid hiicre oran1 % 1-
50 arasinda degismektedir. Hibridoma hicreleri tarafindan belirli antijene karsi {iretilen
antikorlar besiyerinin iist sivisinda toplanir (120). Antikorlarin iist sivida olup olmadigini
2-3 giin gibi kisa bir siirede kontrol edilmesi iki yonden 6nem tagimaktadir. Mikrotitrasyon
kabinin cukurlarinda hizla iireyen melez hiicreler metabolizma artiklannin gogalmasi
nedeniyle Olebilirler. Diger yonden, antikor iiretmeyen hiicreler hizla ¢ogalarak, antikor
Uretenleri baskilayabilirler. Ust sividaki antikorlarn belirlenmesi amaciyla kullanilan
antijenin dzelligine gore, radyoimmunoassay, ELISA ve hemolitik plak deneyi gibi duyarl:
testlerden yararlamlmaktadir (122,129,157).

2.11.18. Antikor Izotiplendirmesi

Antijenin antikor ile stimiilasyonundan sonra B hiicrelerinin her birklonu aym V alt
yapilarina (domain) sahip olmalarina ragmen farkli isotipler iiretebilmektedirler. Naif B
hiicreleri hem IgM hem de IgD olmak iizere iki ¢esit reseptorii de hiicre zarlarinda
bulunduruacak sekilde iiretirler. Antijenle karsilasan T yardimci hiicreleri aracilii ile
sunulan CD40 reseptorii ve salgilnan sitokinlere gore antikorun agir zincir kisminda izotip
doniisiimii (switching) meydana gelir. Isotip déniisiimii sonucunda IgM ve IgD ifade eden
B hiicrelerinin farkli soylar1 antijenin en iyi sekilde yok edilmesini saglayacak isotipleri ve
alt gruplan iiretirler (158). Ozet olarak, T yardimci hiicreleri tarafindan B hiicrelerine
sunulan farkli enfeksiydz reaktiflerine gore doniisiim ger¢eklesmektedir. Ornegin,
polisakkarit antijenleri genellikle IgM izotiplerini uyarirlar. Virlis ve bakterilere cevap
olarak ise IgG dretilir. Bagirsak parazitlerinin ¢oguna karsi genelde IgE antikoru,
mukozalyolla gegen antijenlere karsi ise IgA antikorisotip doniisiimleri saglanir. Antikor

iretilip, spesifite ve aktivite testleri yapildiktan sonra hangi izotip antikorlarin iiretildigini
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gozlemlemek i¢in ticari kitler (ELISA, membran kitleri) yardimi ile izotiplendirme testleri
yapilir. Bu kitler farkli tiirlere gore antikorlarn sinif ve alt siniflarinin saptarlar. Ornek
verilirse, farede lretilen antikor izotipini saptamak icin kullanilacak kitte agir zincir
izotipini saptamak icin 1gG1, 1gG2a, IgG2b, IgG3, IgA, IgM anti- immunoglobulin
antikorlar1 kullanilirken, zayif zincirleri tanimlamak icin kappa ve lambda anti-

immunoglobulinleri kullanilmaktadir (158).

2.11.19. Hibridlerin Kumelendirilmesi (Klonlama), Saklanmasi Ve Fazla
Miktarda Uretilmesi

Ust sivisinda antikor bulunan cukurlardaki melez hiicrcler, monoklonal antikor ureten
hiicre hatlarimi elde etmek icin kiimelendirilirler. Ureme potansiyeli gosteren hibrid hiicre
topluluklarindan hazirlanan yeni bir siispansiyonla herbir hiicrenin yalniz bagina
Uremesinin saglanmasina klonlama veya kiimelendirme denir. Kiimelendirme islemi,
mikrotitrasyon kaplarinda siirli sulandirma ile veya yumusak agar lizerinde iiretilerek
yapilir (159). Kiimelendirilmis hibrid hiicre hatlari, DMSO (Dimetil siilfooksit) iginde sivi
nitrojenle dondurulup saklanirlar ve gerektiginde tekrar kullanilabilirler (2). Elde edilen
hibrid hiicre hatlar1 in vitro olarak, 1 ml besiyerinde 10-100 mikrogram monoklonal
antikor olusturabilirler (156). Bu antikorlar, ortamdaki metabolizma artiklarindan
biyokimyasal yontemlerle ayrilirlar. Hibrid hiicre hatlari, in vivo olarak, fare ve ratlarin
karmn bosluklarinda ascites tlimorleri olusturma ozelligine sahiptirler. Hibrid hicrelerden
koken alan bu timorler biyuk miktarlarda monoklonal antikor sentezleyebilirler. Boyle bir
deneme hayvanindan toplanan ascites sivisinin 1 ml'sinde 5-20 mg miktarinda monoklonal
antikor bulunabilir (120). Hibrid hicreler ile iiretimde kullanilan rodentlerin doku

uyusumu iyi ise bu hicreler daha kolay ireme olaganina sahip olurlar (129).
2.11.20. Capraz Reaksiyon (Cross-Linking):

Antijen-antikor birle smesi spesifik bir olaydir. Fakat birbirine benzeyen gruplar arasinda
da birlesme olabilir. Buna capraz reaksiyon adi verilir. Bir antijen molekiiliinde ¢ok sayida
epitop bulundugunu bilinmektedir. Bu epitoplarin bazilar1 baska bir antijen yiizeyindeki
epitoplara benzeyebilir ve bir antijene karsi olusmus antikorlar baska antijen epitoplart ile

de baglanabilirler.
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2.11.21. U937 Hucre Hatta

U937 hiicreleri, biyomedikal arastirmalarda kullanilan bir model hiicre hattidir. Bu
hiicreler 37 yasindaki bir erkek hastanin histiositik lenfomasindan izole edilmistir ve

monositlerin davranig ve farklilagsmasini incelemek i¢in kullanilmaktadir.

Histiosit hiicreleri insan bagisiklik sisteminin bir boliimiinti olusturmaktadir. Histiositler
kok hiicrelerin ¢ogalmasi ile kemik iliginden tiirer ve kana monosit olarak gegerler. Kanda
dolasan bu monositler ¢esitli organlarda farklilasarak histiositlere dondsiirler. Bu hiicreler
yapismayan ve benzer yapi gosteren hiicre hatti olarak kan monositlerinin bir ¢ok
biyokimyasal ve morfolojik 6zelliklerine sahipdirler.

Monoblastlardan normal olarak kemik iliginde bulunan ve genelde normal periferik kanda
goriinmez. Monoblastik ve olgunlasmamis monosit dzelliklerine sahip olan bu hiicreler,

tetiklenerek monosit / makrofaj benzeri hiicrelere farklilasma 6zelligi gostemektedirler.

U937 hucreleri forbol miristat asetat (PMA) ile muamele edildiklerinde, izoenzim, CR3
ifadesi ve diger fenotipik isaretleyiciler iceren doku makrofaj Ozelliklerini gdsteren
yapiskan, replikatif olmayan hiicrelere doniismektedir. Bu oOzelliklerinden dolay1r bu

hiicreler hiicre i¢i markerler arastirmalarinda kullanilmaktadir (160).
2.11.22. Afinite etiketler ve 0zellikleri

Afinite veya epitop etiketleri son derece giiglii araglardir ve genellikle hedef protein dizileri
onlara eklenmistir. Baslangicta afinite etiketleri rekombinant proteinleri saflastirmasi igin
icat edilmis olsada, su anda western blot, immunohistokimya (IHC), immdiinopresipitasyon
(IP),  sitometri akisi (FCM), protein lokalizasyonu ve benzeri gibi durumlarda
kullanilmmaktadir.

Heksahistidin etiketi (6His), FLAG etiketi, Strep II etiket, streptavidin baglama peptidi
(SKB) etiketi, kalmodulin-baglanma peptidi (CBP), gliitation S-transferaz (GST), maltoz
baglayict protein (MBP), S-etiketi, HA etiketi ve c-myc etiketi dahil olmak Uzere sik
kullanilan ¢esitli afinite veya epitop etiketleri vardir (161,162).
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Her etiket kendine 6zgli avantajlar1 ve dezavantajlart vardir. Genel olarak, rekombinant
proteinlerin Uretimini artirmak ic¢in kullanilan bu etiketler saflastirma ve ¢ozUnirliuk

etiketleri olarak ayrilmaktadirlar.
2.11.22.1. Afinite etiketleri

Enzimler, protein bolgeleri ya da kicuk polipeptidler olarak yuksek spesifite ile
Karbonhidratlar, kiglik biyomolekiller, metal selatlari, antikorlar ve benzeri gibi ¢esitli
slibstratlara  baglanarak  proteinlerin  hizli ve etkili saflikta temizlenmelerini

saglamaktadirlar.
2.11.22.2. Cozunarluk etiketleri

Bir proteinin diizgiin katlanmasin1 ve ¢Oziiniirliigiinii arttirmakla birlikte, saflagtirmayi
kolaylastirmak icin bir afinite etiketi ile birlikte sik sik kullanilmaktadir.

Bazi durumlarda, 6rnegin GST ya da MBP gibi biiylik boyutlu afinite etiketi, énemli
dercede fuzyon partner1 olan protein yapist ve biyolojik aktivitesi tizerinde etKi
birakmaktadirlar (163).

Afinite etiketleri, yapay polipeptidler olarak genellikle hedef proteinin N-veya C-terminal
Uzerinde uygun bir acik okuma c¢ergevesine peptidi sifreleyen cDNA sekansi etiketinin

sokulmasi ile gergeklesmektedir (161).

Ayrica, afinite atiketleri hedef proteinin katlanmasini, verimi ve ¢oziiniirliigii artirarak ve
rekombinant protein saflastirmasinda kolaylik saglamaktadir. Kiglk boyutlu etiketler
(6rnegin, 6 x His, FLAG, Strep Il ve CBP) rekombinant proteinlerin yapi, aktivite ve
ozelliklerine daha az etki gosterdikleri i¢in uzaklagtirmalarina gerek yoktur. MBP ve GST
gibi biiyiik boy etiketleri, protein ¢éziintirligi ve ifade verimliligi {izerinde olumlu etkileri
gostermektelerdir, ama immiinojenisite ve agsir1 ifade goOsteren hiicrelerde metabolik
enerjinin daha ¢ok tiiketiminden dolayr kiiciik boyutlu etiketleri ile karsilastirildiginda

onemli sakincalart vardir (163).

His-etiketli proteinler, afinite ligandlar1 olan selat metal iyonlari ile kolayca saflastirilabilir.
Afinite saflagtirmasi i¢in esas sabitlestirilmis metal afinite kromatografisi taninmaktadir.

His-eklentisi, notre yakin tampon sartlarinda (fizyolojik pH ve iyonik kuvvet) IMAC

51



reginesine ¢ok iyi baglanarak, belirli konsantrasyonlari igeren imidazol baglama tamponu
ile fuzyon proteinleri elte edilebilir. 6His etiketlerinin; daha kiicik boyut, elektrik yikin
olmamasi, diisiik toksisite ve immiinojenite seviyeleri gibi bircok meziyetleri vardir. His
etiketleri E.coli hicre ekstrelerinden orta saflikta, diisiik maliyet ve yuksek kapasiteli
recineleri ile verimli fuzyon proteinleri elde etmesine ragmen memeli hiicre ekstrelerinden
nispeten zayif saflagtirma saglamaktadir (164). polihistidin etiketi 6 histidin aminoasit,

0.84 kDa ve tutuma matrisi olarak nikel/kobalt gibi metal iyonlar1 kullanilmaktadir.

Glutatyon-S-transferaz (GST) etiketi hareketsiz glutatyona giiglii baglanan iyi kurulmus
afinite etiketlerinden bir digerdir. GST'ler genellikle bakterilerde bulunmayan 6karyotik
organizmalarda mevcut olan cok fonksiyonlu sitozolik protein ailesi oldugu icin
prokaryotik ifade kullaniminda en uygun olan bir etikettir. GST etiketi, MBP etiketine
benzer sekilde, uzundur ve flizyon proteinlerinin ¢ozlinlirliglini arttirmak ig¢in E. coli
icinde kullanilmaktadir. GST proteinleri hareketsiz glutatyon tarafindan tutunur ve daha
sonra indirgenmis glutatyon kullanarak, denatiire olmayacak kosullar altinda eltie edilir
(163,165-167). Glutatyon S-transferaz (GST) etiketi 211 aminoasit, 26 kDa ve tutunma

matrisi olarak glutatyon kullanilmaktadir.
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3. GEREKCE VE AMAC

Biyoteknolojinin temeli olan rekombinant DNA Teknolojisi, bir genomdaki binlerce gen
arasindan tek bir genin ayristirilmasini, tanimlanmasini ve bu genin klonlanmigs DNA
molekiilii olarak biiyiilk miktarlarda iiretilmesini miimkiin kilmaktadir. Antikorlar,
enzimler, proteinler, antijenler ve daha bircok biyolojik Grin bu teknoloji ile
uretilebilmektedirler (168).

Antikor tliretim teknolojisinin giderek gelistigi ve ihtiya¢ duyuldugu bu yiizyilda antikor
teknolojisinin uygulama yontemlerini 6grenmek ve farkli yaklagimlar gelistirmek hem
terapotik uygulamalarda hem de bilimsel c¢alismalarda kullanilmasina onemli katkilar
saglayacaktir. Antikorlarin oldukca 6nemli Iki 6zelligi, ¢esitli hastaliklarla savasimda

onlar1 son derece etkin kilar;

1) Her bir antikorun sadece tek bir antijene baglanma 6zgiilliigii géstermesi

2) Bagisiklik sistemini bir kez uyaran bazi antijenlere karsi omiir boyu dayaniklilik
saglanmaktadir (Ornegin; kizamik ve sucicegi gibi ¢ocuk hastaliklarina kars1 viicudun

Urettigi antikorlar, hayat boyu bu hastaliklara kars1 viicutta direng olugsmasini saglar)

Monoklonal antibadileri énemli kilan diger bir husus ise tedaviye yonelik kullaniminin
artmasidir. Bu alanda 6zellikle insansilagtirilmis antikor iiretiminde son yillarda blyuk bir
rekabet baglamistir. 1997-2011 yillar1 arasinda monoklonal antikorlarin diinya ilag
pazarindaki paymin yaklasik %44 oraninda artis gosterdigi bilinmektedir. Ayrica diinya
ilag pazarinin yaklagik %10’un monoklonal antikorlarin olugturmasi bu sektorin ne kadar
onemli oldugunu gostermektedir. 2012 yilinda ilag sektoriindeki monoklonal antikor pazari
USD 78 milyara ulasmistir. 2011 yilinda ise sadece 6 monoklonal antikor (Infliximab,
Etanercept, Bevacizumab, Rituximab, Adalimumab ve Trastuzumab), bu pazardaki pay1

%60 seviyesine ulagmistir (169-171).

A-FABP’si genetik olarak silinmis fare modelinin metabolik sendromun etkilerine karsi

korundugu deneysel kanitlarla gosterilmistir. Bu yiizden A-FABP’nin fonksiyonlariin
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degistirilmesi yada durdurulmasi metabolik sendromun komponentleri olan insulin direnci,
tip-2 diyabet, ve ateroskleroz’un farmakolojik ajanlarla tedavi edilmesi sansini ortaya
cikarmustir. Kiigiik molekiillii kimyasal inhibitrlerle metabolik hastaliklarin 6nlenmesi ve

tedavi edilmesi yolunda basar1 saglanmistir (8-10).

A- FABP eksik olan farelerde, genetik veya diyete bagli obezite durumunda, insulin
direnci ve hiper-insiilinemide azalma goriiliir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda, A-
FABP inhibisyonunun insiilin direnci, diyabet, yagli karaciger ve ateroskleroza karsi
potansiyel terapotik etkileri gosterilmistir. Baska bir deyisle A- FABP’nin plazmadaki
miktari obez, metabolik sendrom ve tip 2 diyabet de artis gostermektedir (172,173).

Bu arastirmanin amaci rekombinant olarak iiretilen FABP4’e karst monoklonal antikor
tiretmektir. Bilinen klasik protokol dogrultusunda elde edilecek monoklonal antikor’larin
FABP4 ve diger izotipler ile reaktiviteleri kontrol edilerek kullanim genisliginin
belirlenmesi de hedeflenmistir. Boylelikle bu antikorlarin terapdtiik ve diagnostik kullanim

potansiyellerine ilgili olarak ileride yapilacak ¢alismalara 151k tutulmasi hedeflenmistir.
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4. MATERYAL VE YONTEM
4.1. Materyal

Proje kapsaminda, 06 Mart 2013 tarihli ve 2013-6-42 karar no’lu etik kurulu onay1 (EK 1)

alinmustir.
4.1.1. Genel reaktifler

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

Sigma Aldrich, Ambresco, Biorad, In vitro gen firmalarinin tirtinleri kullanilmistir.
4.1.2. Kullanilan FABP4 drnekleri

Insan A-FABP’lerini kodlayan vektorler(pET28a vektorleri) Prof. Dr. Gokhan
HOTAMISLIGIL’den alinmistir(Cizelge 4.1.). pET28a-haP2 (~5360 bg) vektoriinde hedef
genin  (FABP4) N-terminal ucunda polihistidin-tag(HiS-tag) protein  fiizyonu
bulunmaktadir. FABP4’un klonlama islemleri ise iizerinde N-terminal histidin, trombin ve
T7 promotor bolgesi bulunan, kanamisin diren¢g kasedine sahip PET ekspresyon

sistemlerine mensup pET-28a vektori ile yapilmistir.

Cizelge 4.1. pET28A vektor ozellikleri

Cesit Isim Baslangic | Sonlanma
Pozisyonu | Pozisyonu

Multiple Klonlama Bélgesi | MCS (Xhol, Notl, Eagl,HindlIll, Sall, 158 203

Sacl, EcoRI, BamHI, Nhel, Ndel, Ncol)

Bakteri orjini f1 orjini 4903 5358

Bakteri replikasyon orjini Ori 3270 3889

promotor T7 promotor 368 386

Represor geni Lacl 896 1852

Secici markor KanR 3995 4807

Tag 6xHis tag 140 157

Trxn regulasyon elementi Lac operator 347 363

Trxn terminasyon sekansi T7 terminator 26 72
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4.1.3. PZR reaktifleri
Q5 High Fidelity DNA polymerase (BioLabs, M0491) kiti icerisindeki reaktifler PZR
triinii olarak kullanilmistir. PZR reaksiyonu Biorad DNA Engine Thermal Cycler

cihazinda gergeklestirilmistir. pPET28a-haP2 (~5360 b¢) 2.82 pg/ul konsantrasyonundaki
stogu 1000 kat sulandirilarak kalip DNA olarak kullanildi.

Cizelge 4.2. Genel PZT protokoli

Malzeme Calisan Konsantrasyon
H20 ul
Tampon 1 X
MgCI2 3 mM
dNTP 0.3 mM
Ileri primer 0.3 mM
Geri primer 0.3 mM
Taq DNA/Stream polimeraz 0.050 U/ul
Kalip DNA(plazmid) 0.003 ug
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Cizelge 4.3. Genel PZT Sicaklik dongusu

Basamak Sicaklik(°C) Zaman(s) DOngu Sayisi
Denatlrasyon 94 120 1
Denaturasyon 94 20

Baglanma 59 60

Uzama 72 60 40

Uzama 72 300 1

4.1.4. Restriksiyon enzimleri

EcoRI (BioLabs, R0101S) ve Notl (BioLabs, R0189S) restriksiyon endoniikleazlar1 ve

tampon ¢ozeltileri plazmit kesiminde kullanilmistir.

4.1.5. Guanidin DNA saflastirma protokol bilesenleri

Molekiiler klonlama islemleri sirasinda elde edilen PZT ve kesim iiriinlerinin i¢erlerindeki
gereksiz dNTP, enzim, tuz ve diger kontaminasyonlarin uzaklastirilmasini saglamak igin

DNA saflastirma bilesenleri gizelge 4.4.’de gosterilmistir.

Cizelge 4.4. Guanidin bazli saflastirma tamponu

Mallzeme Stok Calisan yogunluk
GuHCI 8.00 M 5M

Na2S03 2000 mM 50 mM
Bromtimol mavisi 100 X 02X

NaAsetat pH 5,2 3000 mM 50 mM

DNA

H,O

4.1.6. Bakteri Kkiiltiir ortamm ve besiyeri

Tez boyunca kullanilan E.coli suslariin siirekliligi Luria-Bertani (LB) s1v1 ve kati besiyeri
kullanilarak yapilmistir. Transformasyon ve ekspresyon oncesi besiyeri olarak,
zenginlestirilmis SOC besiyeri kullanilmistir. Klonlama sirasinda ve sonrasinda vektore
uygun secici antibiyotik kullanilmigtir. Bakteri vektoru olan pET28a icin 50 pg/ml calisan
konsantrasyona sahip kanamisin secici antibiyotigi kullanilmistir. Bakteri kulturlerinin

inkubasyonu 370C sicakliginda, ekspresyonu ise oda sicakliginda yapilmustir.
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Cizelge 4.5. LB sivi1 besiyeri igerigi

Malzeme Calisan Konsantrasyon
Tripton 10 g/l

Maya 59/l

NaCl 0.5 g/l

NaOH 0.001 N

Cizelge 4.6. LB kati1 besiyeri icerigi

Malzeme Calisan Konsantrasyon
Tripton 10 g/l

Maya 59/l

NaCl 0.5 g/l

Agar 15 g/l

NaOH 0.001 N
LB-kanamisinli kat1 besiyeri igin 0.05 mg/ml

H20

4.1.7. Bakteri suslar1 ve plazmitler

FABP4 iiretimi amaciyla bakteri konakei1 hiicresi olarak E.coli (K12) suslar1 kullanilmistir.
Klonlanma ve protein iiretimi gibi konularda iiretim kolaylig1 ve diisiik maliyet sebebiyle
siklikla E.coli’ler tercih edilmektedir. Transformasyon verimini artirmak amaciyla
oncelikle zengin igerigi olmayan ve maliyetsiz besiyerinde kolayca lireme yetenegine sahip
olan E.colinin JM109 susu tercih edilmistir. Daha sonra, ekspresyon deneylerinde
kullanima uygun olmadiklar1 i¢in bu amagla tez kapsaminda, bakteri konak¢i hiicresi

kullanilarak FABP4 ekspresyonu BL21(DE3) susu kullanilarak gerceklesmistir.

4.1.8. Transformasyon, plazmit izolasyon reaktifleri

Transformasyon boyunca gerekli LB Broth (Conda, #1231), laboratuvarda hazirlandi. TSS
cozeltisi(LB broth, PEG, DMSO and Mg+2 ) ve SOC besiyeri (20 g/L Triptofan, 5 g/L
Maya Oziitil, 4,8 g/L MgSO4, 3.603 g/L dekstroz, 0.5g/L NaCl, 0.186 g/L KCl), buz kab,

42-C’ye 1s1tilmig su banyosu, cam tlp malzemeleri ve 6ze kullanildi.
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Cizelge 4.7. Transformasyonda kullanilan TSS igerigi ve protokolu

TSS Icerigi Malzemeler Calisan Konsantrasyon
MgSO4 10 mM
MgCI2 10 mM
DMSO % 5
PEG-6000 % 10
Hazirlanig e 1g PEG6000 tartilir ve 6-7 ml LB icerisinde ¢ozulur.

(10 ml igin) e Uzerine 100 pl 1 M MgCI2 ve 100 pl MgSO4
eklenir. Total hacim 9.5 ml'ye LB ile tamamlanir.

e Bu c¢oOzelti 0.2'lik filtreden stizullp, steril edilir.

e Uzerine 475 ul DMSO (steril) eklenir.

e (Cozelti, vortekslenerek kullanima hazir hale getirilir.

Cizelge 4.8. Alkalen lizis | ¢ozelti protokolu

Malzemeler Calisan Konsantrasyon
Tris-Cl(pH 8.0) 25 mM
Glukoz 50 mM
EDTA (pH 8.0) 10 mM

Cizelge 4.9. Alkalen lizis 11 ¢ozelti protokolu

Malzemeler (Calisan Konsantrasyon
NaOH 0.2N
SDS %1

Bu ¢ozelti taze hazirlanip kullanilmalidir.
Once NaOH, suya eklenir. Sonrasinda iizerine SDS yavas¢a koyulur.

Cizelge 4.10. Alkalen lizis 111 ¢ozelti protokolu

Malzemeler (Calisan Konsantrasyon
Glasiyel Asetik Asit 11.5 ml

5M Potasyum Asetat 60 ml

H20 28.5 ml

4.1.9. Protein purifikasyon, desalting protokoli

Protein purifikasyonu i¢in HisPur Ni-NTA Resin ve Kitleri (Thermo Scientific, #88221) ve
desalting protokolii igin D-Salt Poliakrilamid plastik desalting kolonlar1 (Pierce ™, #89849)
kullanilmistir. Polihistidin etiketi 6 histidin aminoasit, 0.84 kDa ve tutuma matrisi olarak

nikel/kobalt gibi metal iyonlar1 kullanilmaktadir.
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Cizelge 4.11. Rekombinant proteinlerin saflastiriimasinda kullanilan His afinite etiketi

Afinite etiket Uzunluk(aa) | Boyut(kDa) | Matris
Hexahistidine (6x His) 6 0.84 kDa Metal iyon(Ni**, Co”*
Cu?*, Fe**, Zn*)

4.1.10. Protein izolasyon ve tayin reaktifleri

Protein izolasyonu icin modified RIPA c¢ozeltisi (pH 7,2) hazirlanmistir. MRIPA 50 mM
Tris (Sigma, #A2264), %1 Triton X 100 (Sigma, #9002-93-1), %0,2 sodyum deoxcholate
(Sigma, #302-95-4), %0,2 SDS (Fisher Scientific, #134135), 1ImM EDTA (Gerbu, #1034)
reaktiflerinden olusmaktadir. Sonics Vibra Cell sonikatéor cihazi metot sirasinda

kullanilmistir. Protein yogunluk tayininde BCA protein assay kit kullanilmistir

(Pierce,#23225).

Cizelge 4.12. Bakteriyel protein izolasyonu ¢ozeltisi

Malzemeler Calisan Konsantrasyon
Tris Tampon pH 8.0 50 mM

Triton X-100 % 1

sodyum deoxcholate % 0.2

SDS %0.2

EDTA 1 mM

H20

4.1.11. Fareler

Bu calismada 3 tane BALB-c fare kullanilmigtir. Her 3 fare de ayn1 zamanda FABP4 ile

asilanmis ve antikor seviyeleri 6l¢tilmiistiir.
4.1.12. Hayvan immunizasyonu

Immunizasyon plani antijenin dogasina bagli olarak degismektedir. Periton i¢in kullanilan
rotalar, genellikle antijen/yardimct madde karigimlart 0.5ml kadar kullanilmaktadir. Tam
Freund adjuvani1 (CFA)/antijen karigimlart primer immiinizasyon ile sinirli olmalidir ve
tam olmayan Freund adjuvani (IFA), birincil asilamadan sonra 14 ile 28 giin arasinda
kullanilmalidir. Farkli hayvan tiirleri i¢in, sulu bir antijen / adjuvan karigiminin enjekte

edilmesi i¢in oOnerilen maksimum hacmi (mL) ve enjeksiyon yeri cizelge 4.13.’de
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verilmigtir. Freund’s complete (Sigma, F5881) ve incomplete adjuvanlar1 (Sigma, F5506)

fare immunizasyonunda antijen ile belli oranlarda karistirilarak hayvanlara verilmistir.

Cizelge 4.13. Farkli hayvanlarda antijen/adjuvan miktari(mililitre) ve yolu

Enjeksiyon yolu

Hayvan s.C. i.d. i.m. i.p. V.
Fare 0.5 NR NR 1.0 0.2
Sican 0.5-1.0 NR NR 5.0 0.5
Kobay 1.0 NR NR 5.0-10.0 0.5-1.0
Tavsan 1.5 0.05 0.2-0.5 10.0-20.0 1.5
Koyun/geci | 2.0 0.05 2.0 NA 30.0
Sigir 2.0 0.05 2.0 NA NG

NR, tavsiye edilmez; NA, kabul edilmez; NG, verilmez
4.1.13. ELISA cozeltileri

Kaplama tamponu: 10 pg/ml FABP4 rekombinant proteini sodyum karbonat tampon
¢ozeltisinde hazirlandi. Bloklama tamponu: PBS-T iginde hazirlanmis %5°lik siit tozu
kullanilda.

4.1.14. Hibridoma reaktifleri

RPMI besiyeri (glutaminsiz, phenoll) (Lonza, BE 12-167F), Fetal SigirSerum (Lonza, DE
14-801F), Penisillin/Streptomisin, 10,000 units/ml (Lonza, DE-17602E), L-glutamin
(Lonza, BE 17-605E), HAT Media Supplement Hybri-Max (Sigma, H0262), HT Media
Supplement(50X) Hybri-Max (Sigma, H0137), Polietilen glikol solusyonu Hybri-Max,
%50 (w/v), steril-filtreli BioReagent (Sigma, P7181) malzemeleri kullanilmistir.

4.1.15. SDS-PAGE’de ayirma ve yigma jeli

%12’1ik ayirma ve %5°lik hizalama jelin igerikleri ¢izelge 4.14. ve 4.15. da verilmistir.
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Cizelge 4.14. % 12’1ik ayirma jeli

Malzemeler Calisan Konsantrasyon
1.5 M Tris-Cl pH 8.8 2.53 ml

Akrilamid 4 ml

SDS %10 100 ul

APS 100 ul

TEMED 4 ul

H20 4 ml

Toplam hacim 10 ml

Cizelge 4.15. %5’lik Hizalama jeli

Malzemeler (Calisan Konsantrasyon
0.5 M Tris-Cl pH 6.8 2.760 ml

Akrilamid 657 ul

SDS %10 40 ul

APS 40 ul

TEMED 4 ul

H20 2.760 ml

Toplam hacim 4 ml

4.1.16. Jel elektroforez yirttme tamponu

Cizelge 4.16. 5X jel elektroforez yuritme tamponu

Kullanilan kimyasal

Kullanilan miktar

Tiris 159
Gilisin 729
SDS 5¢
Toplam hacim (PH= 8.3) 1 litre

4.1.17. Western reaktifleri

Elektroforez sistemi (Bio-rad Mini Protean Tetra vertical, #165-8000) western protokoli
icin kullanilan sistemdir. Poliakrilamid jel hazirlarken akrilamid 4K soliisyonu
(Applichem, A1672), Tris (Sigma, A2264), SDS (Fisher Scientific, #134135), amonyum
persilfat (APS) (Gerbu, #1708), Temed (Scharlan, TEO050) reaktifleri uygun
konsantrasyonlarda hazirlanmigtir. Kosma tamponu (pH 8,3) 250 mM glisin, 25 mM tris,
%0.1 SDS ve transfer tampon (pH 9.3) 48 mM tris, 39 mM glisin (Fisher Scientific,BP381-
1), 0.04% SDS, 20% metanol igermektedir. Yikamalar i¢in kullanilan PBS-Tween (pH
7.5); 80 mM disodyum hidrojen (MERCK, #106587), 20 mM sodyum fosfat monobasic
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monohidrat (Sigma, #10049-21-5), 100 mM sodyum klorur (Fisher Scientific, BP 358-1)ve
%0.1 Tween 20 (Sigma, P9416) icerecek sekilde hazirlanmigtir. Western Blot yonteminde
kullanilan 1 X transfer tampon igerigi ¢izelge 4.17.’de verilmistir. Ayriva Rekombinant
protein uretiminin her asamasinda yapilan western blot yonteminde kullanilan sekonder

antikor igerigi ¢izelge 4.18.’de verilmistir.

Cizelge 4.17. 1 X transfer tamponu

Kullanilan kimyasal Kullanilan miktar
Tris 5890

Gilisin 299

SDS 0.37¢g

Metanol 200 ml

Toplam hacim (PH=9.2) 1 litre

Cizelge 4.18. Sekonder antikor icerigi

Malzemeler Calisan Konstrasyon
Anti-Fare poli-HRP Antikoru 0.8 pg/ml
PBS (1X)

4.1.18. Antikor tiplendirme reaktifleri

Rapid ELISA Mouse mAb Isotyping Kit (Pierce, #37503) kullanilmistir. Ultra saf su ile

kitin igerisinden ¢ikan solusyonlar hazirlanmistir.
4.1.19. Immiinositokimya ve imminohistokimya reaktifleri

Hiicre ve doku boyamasi igin; deiyonize H20, fiksatif: PBS(1x) iginde 4% formaldehid,
PBS: 0.137 M NaCl, 0.05 M NaH2PO4( pH 7.4), Hicre kiltir medyumu (RPMI), primer
antikor(ascites), bloking buffer(%10 sut tozu veya bovine serum albumin (BSA)), %3
Triton X-100, 7-aminoactinomycin D (1 mg toz 7AAD i¢in 50 milrolitre soguk etanol ve
950 mikrolitre 1x PBS ekleyerek, Cat #129935, Calbiochem, San Diego, CA,) %96
Metanol, %2 Gelatin, Wash buffer. 1X PBS icinde 0.1% BSA, Fluorescein

isothiocyanate sekonder antikor (FITC), Lam ve Lamel kullanilmistir.
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4.2. YoOntem
4.2.1. pET28a vektorinden hedef genin ¢ogaltilmasi

Immiinopresipitasyon gibi calismalarda, saflastirma ve gériintillemede kolaylik saglanmasi
ve kimerik GST gibi etiketlerin zor sartlarindan kurtulmak amaciyla HIS etiketli pET28a
vektort kullanutlmistir. Hedef gen(FABP4) dizisine Primer tasarlayarak PZT yontemi ile
cogaltilarak saflastirilmistir. Elde edilen Uriinler restriksiyon enzimleri ile kesilip Guanidin
DNA saflastirma protokolii uygulanmistir. Bunun sonucunda hem vektoriin i¢inde insertin
yer alip almadigin1 hemde sonraki klonlamalar i¢in FABP4 depolamis olduk. Daha sonra
Nanodrop’ta DNA miktar ve saflig1 6l¢iiliir. Bu iirlinler -800C dolapta saklanir.

4.2.1.1. Primer tasarimi

pET28a vektorinden FABP4 dizisini ¢ogaltmak i¢in primerler, PearlPrimer ve CLC
Sequence Viewer programlart yardimi ile tasarlanmistir. Cogaltilmak istenen hedef dizi
sonradan yapilacak restriksiyon deneylerinde enzimler yardimi ile kesilecegi icin, 5’
primer uglarina enzimin tantyacagi diziler eklenmistir. Cizelge 4.19. primer tasarimini
gOstermektedir. Sentromer firmasinda tasarlanan primerler saglanmistir. Liyofilize halde
gelen primerler DNaz ve RNazsiz suda 100 pmol/ul konsantrasyonda ¢oziiliir. PZR

reaksiyonlart i¢in 10 pmol’e diluye edilir. Primerler -200C’de saklanir.

Cizelge 4.19. FABP4 dizisine tasarlanan primerler

Primer Dizisi (5'-3") Baglanma
Sicaklig
FABP4-F 5-ATT GAATTC ATGTGTGATGCTTTTGTAGGTAC -3' | 60°C
EcoRl
FABP4-R 5-ATT GCGGCCGC TGCTCTCTCATAAACTCTCGTG-3' 60°C
Notl

4.2.1.2. PZT reaksiyonu

Primerlerin baglanma sicakligin1 dogru tespit etmek icin touchdown PZT gergeklestirilir.
Boylece spesifik olmayan amplifikasyonun azalmasi saglanir. PZT nin erken sikluslarinda
hedefe baglanma(annealing) sicakligi daha yiiksek 1s1 ile baslanir. Primer baglanma
sicakligi her siklusta yavas yavas azaltilarak optimum sicaklifa kadar ulagilir ve kalan

sikluslar bu sicaklik ile tamamlanir. Bu yaklasim ilk sikluslarda daha spesifik bir baglanma
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sagladigina gore dogru irlniinler artmis olur ve non spesifikler {riinler énlenmis olur.
Cizelge 4.20.’de gosterilen bilesenler (enzim harig) -20 dolabindan ¢ikarilir ve eriyene
kadar beklenir. Bilesenlerin tamamu eridiginde vortekslenir. Cizelge 4.2.”de ki bilesenlerin
miktarlar sirasi ile eklenir ve sonunda bilesenler pipet ile iyice karisirilir. DNaz-free tup ve

pipet uglar1 kullanilir. Hazirlanan tiipler buz iizerinden alinir cihaza koyulur.

Cizelge 4.20. Touch down PZT kosullari

Basamak Sicaklik(°C) Zaman(s) DOngu Sayisi
Denaturasyon 94 120 1
Denatirasyon 94 40 40
Baglanma 65*% — 55* 60

Uzama 72 60

Uzama 72 300 1

*Optimizasyon degisimi

Elde edilen sonuglar neticesinde PZT optimizasyonuna devam edildi. 4.20. Cizelgesinde
goriindiigii gibi primer baglanma sicakligi 55°C inmis oldu. Hazirlanan reaksiyona
digerinden farkli olarak 5X GC High Enhancer Reaksiyon tamponu eklenmistir. Kurulan
bu reaksiyon ile birlikte optimizasyon gergeklesmis ve elde edilen iiriiniin

reamplifikasyonu yapilarak daha fazla miktarda elde edilmeye caba gosterilmistir

4.2.1.3. Agaroz Jelde Yuratme

PZT’nin gergeklesip gerceklesmedigi anlamak icin iiriinler %2 agaroz jel elektroforezi ile
analiz edilmistir. 2 gr agaroz tartilarak 1XxTAE i¢inde mikrodalga firin igerisinde ¢oziiliir.
Jel dokilup donduktan sonra 4 ul 5x yikleme tamponu, 6l PZT 6rneklerinden eklenerek
80V’°’da 60 dakika ylriitiilmiustiir. Stok Etidyum Bromiir’den saf su ile karistirilarak
hazirlanmis ve etrafi kapali kutu igerisine koyulmustur. Jel 30 dakika Etidyum Bromur
icerisinde inkiibe edilir. Etidyum Bromiir boyamasindan sonra Biorad VersaDoc 1000

gorlintleme cihazinda goriintiisii alinmastir.

4.2.1.4. Guanidin DNA Saflastirilmasi

DNA saflagtirmast PZT’den gelen primer, dNTPler, enzimler, tuzlar gibi diger
kontaminasyonlarin uzaklastirilmasini saglamak i¢in yapilir. +4°C dolabindan malzemeler

alinir ve buz iizerinde erimesi beklenir. Bagka bir eppendorf tip icerisinde Cizelge 4.3.’te
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gosterilen bilesen miktarlarda koyulur. Sodyum-asetat eklendiginde tiipteki karisim sari
renge doniismelidir. Sonunda hazirlanan karisim filtreli tiipe aktarilir. 2000 g’ de 30 saniye
santrifiij (sicakligi +4°C) edilir. Asag1 diisen sividan kurtulunur. Filtre 500 ul 2-propanol
ile 2000 g’de 30 saniye de iki defa yikanir. Asagi inen siipernatandan kurtulunur. Silika
filtre 10,000 g’de 2 dakika santrifiij ederek kurutulur. Filtrenin alt1 temiz bir eppendorf tiip
ile degistirilir. Filtreye degmeneden iizerine gelecek sekilde 50 pl DEPC’li su eklenir ve 5
dakika oda sicakliginda bekletilir. 10,000 g’de 2 dakika santrifuj ile saf {iriin elde edilir.
Filtredeki tiim Ornegi toplamak ve yogunlastirmak igin alttaki ornek filtreye tekrar

yiiklenerek iglem iki defa tekrarlanir.

4.2.1.5. Plazmit ve PZT Urunlerinin kesilmesi

Hedef bolgeyi vektoriin(pET28a) icine sokabilmek icin hem vektdriin hem de PZT driinin
restriksiyon enzimleri ile tanima bolgelerinden kesilmesi gerekir. Kesim ¢izelge 4.21.’da
verilen EcoRI ve Notl restriksiyon enzimleri kullanarak gerceklesmistir. Kesim islem
bilesenleri ¢izelge 4.21°de gosterildigi mikarlarda tiip igerisine koyulur, 370C de 2 saat

kesilmeye birakilir. PZT cihazinin kapagi 1sitilmadan ¢alistirilir.

Cizelge 4.21. Restriksiyon enzim ile ger¢eklesen kesim protokol bilesenleri

Tepkime hacmi 50 pl Stok Tup Hacim (ul)
H20 4165 | 0.5
pET28A plazmit | FABP4 PCR iriinii | 5.4 ug/ul 0.07 pg/ul 10 g | 3 g
Kesim tampon 10x 1x 5

BSA 1000 pg/ml 10 pg/ml 0.5

EcoRl 10 U/ul 10U 1

Notl 10 U/ul 10U 1

Kesilen iirlinlerin saflagtirilmast i¢in Guanidin DNA saflastirma protokolii uygulanir.

Nanodrop’ta DNA miktar1 ve saflig1 6l¢iliir. Bu tirtinler -800C dolapta saklanir.

4.2.1.6. Ligasyon

Ligasyon isleminde en ¢ok dikkat edilecek islemlerden biri vektor / insert oranidir. Yapilan
deneylerde sirasiyla 1:1, 1:5 ve 1:10 olarak vektér / insert konsantrasyonlari denenmistir.
Promega biomath web sitesinden plazmit/DNA uzunlugu ve 6l¢iilen OD degeri girilerek

stok konsantrasyon hesaplanir. Vektor / insert orani 1:10 yapildifinda basarili bir
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transformasyon gerceklestirdigi sonucu yapilan deneyler sonucunda karar verilmistir. 4.22.
cizelgesinde verilen miktarlarda tiliplere sirasiyla malzemeler eklenir. Cihaz kapag:

1s1t1lmadan 220C’de 2 saat inkiibe edilir. Uriin -800C dolapta saklanr.

Cizelge 4.22. Ligasyon protokol bilesenleri

Tepkime hacmi 20 pl Stok Tup 1X
H20 7.82
T4 ligaz tamponu 10 X 1X 2
Vektor 1:10 0.0014 pmol/ul 0.020 pmol/ul 7.14
Insert 0.049 pmol/ul 0.0100 pmol/ul 2.04
T4 ligaz 5U/ul 5U 1

4.2.1.7. Molekuler transformasyon

Insan A-FABP genini kodlayan pET28a-hap2 vektorii E.coli JM109 susuna yiiksek
verimlilikle transforme edilmistir. Uygun bir sekilde klonlandig: tespit edilen klonlardan
Alkalen lizis yontemi ile plazmit izole edilmis ve bu plazmitler, ekspresyon susu olan
BL21 E.coli susuna transforme edilmistir. Transformasyonu basarili olan koloniler
ekspresyon denemelerine tabi tutulmuslardir. Ekspresyon sonrasinda besiyerinden
arindirilan hucreler protein ekstraksiyon tamponu ile parcalanmistir. Elde edilen protein
cozeltisinden hiicre parcalari uzaklastirildiktan sonra ekspresyonlar SDS-PAGE

denemeleri ile desteklenmistir.
4.2.1.8. Kdiltur stoklanmasi

Tez boyunca kullanilan Escherichia coli bakterileri kati ve sivi besiyerlerinde aseptik
sartlara uygun olarak ¢ogaltilmistir. Onceden -80°C sicaklikta stoklar1 yapilan JM109,
BL21(DE3) suslarin1 ¢ogaltmak amaciyla kati Luria-Bertani (LB) besiyerine ekimleri
yapild1 ve 37°C sicaklikta gece boyu inkiibasyona birakildu.

Uremesi gerceklesen her bir sug(JM109, BL21) -800C sicaklikta stoklamak amaciyla %30
gliserol iceren LB sivi besiyerine ekimi yapilmistir. Kati besiyerinden stok yapilacak
kulturler steril oze yardimiyla toplanarak 2 ml mikrosantrifuj tuplerindeki 500 pl %30
gliserol iceren LB buvyon icerisinde homojen bir sekilde suspanse edilip -800C sicakligina
kaldirilmigtir. Sivi besiyerinden stok yapilacak kulturler ise, uremis kulturden alinan ml

bakteri veya maya supansiyonu pellet elde etmek amaciyla 13,300 G’de 5 dk santrifuj
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edilmistir. Ardindan ustteki besiyeri uzaklastirilarak kalan bakteri pelleti 500 pl %30
gliserol iceren LB buvyon icerisinde homojen olarak suspanse edilip -800C sicakligina

kaldirilmastir.
4.2.1.9. Transformasyon

pPET28a-hap2 (His isaretli) plazmitlerinin E.Coli JM109 hiicrelerine transformasyonlari
icin E.Coli JM 109 gliserol bakteri stogundan 10 pl alinmis ve 20 ml LB besiyerinde
37°C’de ¢alkalayici etiivde 1 gece bekletilerek ¢ogaltilmistir. Transformasyondan dnce 50
ml besiyerine 500 pl E-Coli JM109 ilave edilmis 37°C ¢alkalayici etiivde yaklasik 3 saat
kadar inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda spektrofotometride 600 nm’de 6l¢iim
yapildiginda OD’si 0.5’1n iizerinde olacak sekilde ayarlanmistir (OD degeri 0.8 iizerine
cikmamalidir). Yani erken eksponansiyel fazda iken transformasyona baglanmistir. 50 ml
besiyeri santrifiij tiipiine alinip +4°C de 580 g’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrast siipernatan uzaklastirilmig ve pelletin 10 kati hacminde TSS ¢ozeltisi eklenmistir.
Yavasga silispanse edilmistir. Tiipe hafif¢ce vurularak bu islem yapilmistir. Sonrasinda buz
tizerinde 30 dakika bekletilmistir. TSS igerisindeki E-Coli’den 100 pl alinmis ve igerisine
3 ug plazmid eklenmistir. Plazmidi ekledikten sonra 60 dakika buz {izerinde bekletilmistir.
60 dakikanin sonunda 42°C' ye ayarlanmis su banyosunda 90 saniye bekletilip sicaklik
soku yapilmistir. Hemen buz {izerine alinmis ve iizerine 900 pl SOC besiyeri eklenmistir.
37°C calkalamali etiivde 1 saat bekletilmistir. Ardindan segici antibiyotik olarak 50 pg/ml
oraninda Ampicillin / kanamisin igeren LB agar dokiilmiis petrilere 100pl’sinin steril bir
sekilde bek alevi kullanilarak drigalski spatiilii ile ekimi yapilmistir. Gece boyu 37°C’ye
birakilan petrilerde plazmidi almis bakteriler koloni olusturmustur. Se¢ilmis kolonilere
50ug/ml Ampicilin’li / kanamisin’li sivi LB besiyerine ekim yapilmustir. 6 saat 37°C’de
inkiibe edilmistir. Bu Kkolonilerin bir kismi birakilip bir kismindan plazmid izolasyonu
yapilmugtir.

PZT sonucunda pozitiflik gosteren kolonilerden elde edilen plazmitler, BL21 hticrelerine
hedef dizinin translasyonu ve protein eldesi i¢in transforme edilir. Transformasyon
protokolii kullanilan organizmanin BL2 olmasi disinda tamami aynidir. Burada 12 saglikli
koloni 50 ml LB Amp / Kan igerisine inokule edilir ve 37°C’de kulttre edilir. Uygun
bulaniklik gozlendikten sonra 2X IPTG’li besiyeri (%2 tripton, 1 mM IPTG, 0,05 mg/ml
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Amp,LB / Kan,LB) fizerine ilave edilir ve overnight 30°C’de ¢alkalamali inkiibatorde
kiiltiir edilir. Koloniler icerisinde genel protein igerigini goézlemlemekicin protein

izolasyonu ve ardindan SDS-PAGE yapilir.

4.2.1.10. Alkalen lizis midi prep ile plazmid izolasyonu

50 pg/ml Amp / Kan eklenmis 10 ml LB’ye transformasyonu yapilmis ve segici antibiyotik
ile secilmis bakteriler inokiile edilmistir. Bir gece 37°C calkalayici etiivde inkiibasyona
birakilmig sonrasinda 2.000 g’de +4°C’de 10 dakika santrifiij edilip besiyeri
uzaklastirilmistir. Pellet 200 pl soguk alkelen liziz 1 ¢6zeltisinde vortekslenerek siispanse
edilmis ardindan taze hazirlanmis alkalen liziz 2 ¢6zeltisinden 400 pl eklenip 5 defa ters
yiiz edilerek karigtirtlmistir. Sonrasinda 300 pl alkalen liziz 3 ¢ozeltisi eklenmis ve 5 kez
ters yliz edilmistir. Buz {izerinde 3-5 dakika inkiibasyona birakilip ardindan maksimum
hizda 4°C’ de 5 dakika santriflij edilmistir. Santrifiij sonras1 600 pl siipernatan temiz bir
tiipe aktarilip esit hacimde fenol kloroform eklenmis ve vortekslenmistir. Maksimum hizda
+4°C’de 2 dakika santrifiij edilmis ve iist faz temiz bir tiipe dikkatlice alinip. 600 pl
izoproponol eklenmis ve vortekslenmistir. -20°C ye kaldirilip gece boyu bekletilmistir.
Maksimum hizda 5 dakika santrifiij edilmis ve pellet diisiirmeden izoproponol
uzaklagtirilip {izerine 1 ml etanol eklenip maksimum hizda 2 dakika santrifiij edilmistir.
Son olarak etanol uzaklastirilip 100 pl DNAaz igermeyen RNaz’l1 suda pellet ¢ozlilmiistiir.
(20 pg/ml RNaz) Nanodrop’da plazmid DNA miktarlar1 6l¢iilmiis ve plazmid DNA’sinin

kalite tayini i¢in agoroz jelde yiiriitiilmiistiir.

4.2.1.11. Agoroz jel elektroforezi

Plazmid DNA’s1 % 0,8 lik agoroz jelde degerlendirilmistir. %0.8 lik jel i¢in 0,8 g agar
tartilmig ve 100 ml 1X TAE (40mM Tris, 20mM asetik asit ve 1mM EDTA) tamponu
icerisinde agoroz tamamen eriyene kadar mikrodalgada kaynatilmigtir. Jel tabagina
onceden uygun taraklar konularak, hazirlanmis olan agoroz jel tabaga dokiilmiistiir. Hava
kabarcigl olusamamasina 6zen gosterilmistir. Jelin polimerlesmesinin ardindan jel tabagi
ile birlikte elektroforez tankina yerlestirilmistir. Elektroforez tanki 1X TAE tamponu ile
jelin Gzerini tamamen kaplayacak sekilde doldurulmus ve plazmid DNA sindan 4’pl alinip
1 ’upl yikleme tamponu (bromfenol mavisi ve gliserol igeren) ile karigtirililarak jele

yiiklenmistir. 80 V’da 1: 30 saat yuritilmesinden sonra 5mg/ml etidyum bromur igerisinde
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15 dakika boyanmasi beklenmistir. Goriintilleme ultraviyole 1sik altinda yapilmis ve

fotograflanmistir.

4.2.2. Monoklonal antikor Uretimi
4.2.2.1. BL-21 hiicre lizat1 hazirlanmasi

Kiltire edilmis BL-21 hiicreleri falkon tiiplere aktarildiktan sonra 5,000 g’de 10 dakika
soguk santrifiijde (+4°C) ¢evrilir. Besiyerinden kurtulunur. Olusan pelletin ufak bir kismi1
steril kiirdan ile alinir yiikleme tamponu ile karistirilarak SDS-PAGE’te kullanilmak Uzere
ayrilir. Kalan pellet 2-5 ml lizis tamponda (50mM Tris, 400mM NaCl, %10 Gliserol, %1
Triton X100, %1 SDS, dH20) iyice karigtirildiktan sonra cam tiiplere aktarilir. 15 dakika
soguk odada santrifiij edilir. Ardindan buz iizerinde ultrasonikatorde 20 saniye (toplamda
3-4 dakika) tutularak biitiin hiicrelerin tamamen parcalanmasi saglanir. Maksimum hizda
13.000 g’de +4°C’ de 15 dakikalik santrifiijiin ardindan silipernatan temiz bir tlipe alinir ve

protein tayini yapilir.

4.2.2.2. Protein yogunluk tayini

Protein tayini icin BCA (bikinkoninik asit) protein tayin yontemi kullanilmistir. BSA’dan.
2mg/ml, 1mg/ml, 750 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml lik standart protein
cOzeltileri HPLC H,O icerisinde hazirlanmis ve ikiser tekrar yapilarak standart protein
cozeltilerinden 25 er pl kuyucuklara dagitilmistir. Ayrica blank i¢in iki wele sadece HPLC
H,O ve PBS konulmustur. Hiicre lizatlar1 1/5 oraninda HPLC H,O ile seyreltikten sonra
25" er pl 96 lik plate kuyucuklarina ikiser tekrar olarak dagitilmistir. BCA Kiti igerisindeki
A ve B reaktif 1/50 oraninda karistirilip her bir kuyucuga 200 pl ilave edilmistir. Ardindan
37°C' de 30 dakika karanlikta inkiibasyona birakilmigtir ve daha sonra ise 562 nm‘de
spektrofotometride okutturulmustur. Cikan degerler excelle aktarilmis ve standartlarin
degerlerinden standart egri grafigi excelle ¢izdirilmistir. Regrasyon tahmin denklemi excell
tarafindan hesaplanmistir. Ayrica r* degeri de hesaplanmistir. r* degeri nekadar 1’e yakin
olursa sonuclar okadar guvenilir demektir. Denklem iizerinde y degeri yerine hiicre
lizatlarimizin absorbans degerleri koyularak x degerleri hesaplanmistir. X degeri herbir

Ornegin protein yogunlugunu gdosteririr ancak bu deger seyreltmis degerdir. Bu yiizden
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cikan sonuclar seyreltme faktori ile ¢arpilmalidir. Boylece elimizdeki hiicre lizatlarinin

protein yogunluk degerleri hesaplanmustir.

4.2.2.3. Affinite Kromatografisi ile Protein Saflastirmasi

Kolonilerden protein eldesi yapildiktan sonra SDS poliakrilamid jelde hangi koloninin
daha iyi proteini ifade edebildigine karar verilir. Secilen koloni daha biiyiik hacimde
IPTG’li besiyerinde kiiltiire edilir lizis protokolii uygulanir. Elde edilen protein lizati
ornegi affinite kromatografisi’nde kullanilir. HisPur Ni-NTA Resin ve kiti kullanilir. Kitin
verdigi talimatlar dogrultusunda protokol uygulanir. Kolon yapisini muhafaza etmek igin
icerisinde sollisyona sahiptir. Kolon +40C dolaptan ¢ikarilir, 50 ml hacmindeki falkon tiipe
yerlestirilir. 700 g’de 2 dakika santrifiij yapilarak sividan kurtulunur. Kolon kapag:
acilarak tizerine 6 ml dengeleme (Equilibration) tamponu (PBS- 10mM imidazol) eklenir.
700 g’de 2 dakikasantrifiij edilir, kolon diisiik yogunlukta imidazol ile nonspesifik
baglanmalar1 engellemek ve PBS tamponu ile kolonun pH’sin1 ayarlamak icin muamele
edilmistir. Hazirlanan 6 ml protein ekstrakti kolona ilave edilir. Kolonun ucuna kitin
igerisinden ¢ikan bir tipa¢ takilir ve yine falkon tiipe yerlestirilir. Oda sicakliginda orbital
calkalayicida inkiibe edilir. Burada hedef proteine bagli histidin tag’ler imidazol
vekolondaki nikel ile kompleks olusturacak ve kolona tutulmasini saglayacaktir.
Inkubasyon sonunda temiz falkona yerlestirilmis kolon 700 g’de 2 dakika cevrilir. Alta
gegen sivi flow through 1 olarak isimlendirilir ve hedef protein disindaki proteinlerin bir
kolona tutunmadan asagi iner. 6 ml hazirlanan yikama tamponu (PBS-50mM imidazol) ile
700 g’de 2 dakika santrifiij edilir. Bu islem iki defa tekrarlanir. Purifiye edilmek istenen
proteinleri kolondan ayirt etmek i¢in 6 ml Elisyon tampon (PBS-200Mm imidazol) kolona
ilave edilir. Kolonun ucuna tipaci takilir ve 10 dakika oda sicakliginda orbital calkalayicida
inkiibe edilir. Sonrasinda temiz bir falkon igerisine yerlestirilerek 700 g’de 2 dakika
santrifiij edilir. Kolondaki histidin tag’li proteinler imidazol ile baglanma yarisina girerler
ve imidazol daha yogun oldugu icin kolondaki nikel iyonlarina daha g¢ok baglanma
affinitesi gosterir. Bu sekilde hedef protein yaklasik %90 oraninda purifiye halde elde
edilir. Bu islem 2 defa daha tekrarlanir. Elde edilen protein ¢ozeltisindeki tuzlardan

kurtulmak icin desalting islemi yapilir.
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4.2.2.4. Protein desalting protokolu

Saflagtirilmig proteini tuzdan uzaklastirmak igin Pierce D-Salt Poliakrilamit Plastik
Desalting kolonlar1 kullanilmistir. Kolon 15 ml falkon tiip igerisine yerlestirilir. Kolon
icerisinde %0.02 sodyum azid bulunan saklama soliisyonu 1000 g’de 10 dakika santrifj
ile uzaklastirtlir. Kolonu hazir hale getirmek i¢in 0,2 M amonyun bikarbonat (pH 8.0)
dengeleme tamponundan kolona 4 ml eklenir. 10 dakika orbital ¢alkalayicida inkiibe edilir.
Sonrasinda 1000 g’de 10 dakika santriftijlenir. Diisen sividan kurtulunur. Kolonun agzi
tipag ile kapatildiktan sonra 2 ml protein solusyonu kolona aktarilir. Oda sicakliginda 10
dakika orbital ¢alkaliyicida inkiibe edilir. Temiz bir falkona kolon yerlestirilir ve 1000 g’de
10 dakika santrifuj ile protein solusyonu elde edilir. Spektrofotometrede 280 nm proteinin
absorbans degeri 6lgiiliir. Kolonlar birka¢ defa daha kullanilabilecegi i¢in, PBS (100mM
sodyum fosfat, 150mM NaCl, pH 7.4) tamponu ile 2 defa yikanir. 4 ml 0.15 M NaCl ve %

0.02 sodyum azid igerisinde kolon saklanir.

4.2.2.5. Antijen Hazirlanmas

Her Balb/C disi fare i¢in 100 pg ekstraselliler FABP4 rekombinat proteini ve freund
complete adjuvan 1 birim olacak sekilde toplamda 400ul hazirlanir. Complete freund
adjuvan1 sadece ilk immunizasyon asamasinda kullanilir. Bir sonraki immunizasyonlarda
antijen: freund incomplete adjuvan orani 1: 9 olarak hazirlanir. Antijen tiri protein ise 10-
100 pg protein adjuvan(CFA/IFA) iginde karistirilarak enjekte edilir. Asid sivisi toplamak
amaci icin hayvana enjekte edilecek antijen tirt hiicre ise hayvan bagma 0,5 — 5,0 x 107
sayida hiicre PBS i¢inde enjekte edilir.

Cizelge 4.23. Antijen turtine gore miktar ve adjuvan

Antijen | Adjuvant

Proteinler 10-100 ug her enjeksiyonda, hayvan bagina Freund’s (CFA/IFA)

Hucreler 0.5-5.0x107 hucre her enjeksiyonda, hayvan bagina | PBS

4.2.2.6. Bagisiklandirma

Bagisiklik kazandirma asamasinda 3 tane Balb-c faresi kullanildi. Saf FABP4 proteini

adjuvanla birlikte cizelge 4.24.’da bilirtilen miktarda fare peritonuna enjekte edildi.
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3 adet disi Balb/C fareye birinci giinde freund complete adjuvan icerisinde hazirlanmig
100ug FABP4 rekombinat proteinin intraperitonel enjeksiyonu yapilir. 15 giin sonra ikinci
enjeksiyon freund incomplete adjuvan igerisinde hazirlanmis 50ug antijen intraperitonel
olarak gergeklestirilir. Bu islem 15 gln sonra bir kez daha tekrarlandiktan sonra 36. glinde
hem karmn i¢i bosluktan toplanan sivilar hem de kuyruk veninden almman kandaki
serumlarin enzim iligkili immune sorbent deneyi (ELISA) yapilarak 200.000 diliisyonda
yeterli pozitiflik goriildiigii saptanmistir. 42. giinde flizyon Oncesi istirahat veya Ggunci
enjeksiyon gerceklesmistir. 56. giinde adjuvansiz son enjeksiyon yapildiktan sonra 3-4 gln
ara ile 59-60. giin dalaktan hasat yapilarak fiizyon isi gergeklestirilmistir. Flizyon isi daha
sonra yapilacaksa toplanan sivilar hem de kuyruk veninden alinan kandaki serum -20°C’de

uygun saklama kosullarinda saklanir.

Cizelge 4.24. Bagisiklandirma evresi

Gin Manipulasyon Adjuvant | Uygulama yeri | Miktar(Antijen/adjuvan)
1 Primer bagisiklanma CFA karin i¢i 100 pg/ml /200 pl

15 Ik guclendirici IFA karin igi 50 pg/ml /100 pl

30 Ikinci guglendirici IFA karin i¢i 50 pg/ml /100 pl

36 Serum titrasyonu (Eliza)

42 Uciinci giiclendirici IFA karin ici 50 pg/ml / 100 pl

56 Son enjeksiyon IFA karin igi 50 pg/ml

59 Dalak hasati ve fiizyon

4.2.2.7. Antikor titrasyonu(ELISA)

10 pg/ml FABP4 rekombinant proteini PBS (10 mmol/L Na;HPO4, 2 mmol/L KH,PO4,
2,7 mmol/L KCI, 137 mmol/L NaCI Ph:7,4) igerisinde hazirlanmistir. 96’lik ELISA
platede kuyucuk basina 100 pl dagitilip 1 gece inkiibasyon siiresinin ardindan PBS-tween
(PBS’e 1/1000 tween 20 eklenir) ile 3 kez yikanmistir. Bloklama i¢in %5 (W/V) BSA
kullanilmis ve her kuyucuga 200 ul bloklama ¢ozeltisi ilave edilmistir 1 saat 37 °C’de 1
saat oda sicakliginda inkiibasyonuna birakilmistir. Ardindan poliklonal antikor olarak
kullanilacak poliklonal ascites ve serum &rneklerinin 1/10.000, 1/50.000, 1/100.000,
1/250.000, 1/500.000, 1/750.000 ve 1/1000.000 oraninda dilusyonlar hazirlanmistir.
Diliisyonlar PBS ile yapilmistir. PBS negatif kontrol olarak kullanilmistir. Hazirlanan
primer antikorlardan her kuyucuga 100 pl eklenmis ve oda sicakliginda galkalayici

Uzerinde 2 saat inkiibasyona birakilmistir. 2 saatin ardindan PBS tween ile 3 kez
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yikanmistir. Sekonder antikor olarak 1/5.000 oraninda PBS i¢inde diliie edilmis HRP
isaretli anti mouse IgG (cell signaling anti mouse 1gG HRP linked) antikoru kullanilmigtir.
PBS icinde diliie edilen sekonder antikordan kuyucuklara 100’er pl eklenmis ve ¢alkalayici
tizerinde oda sicaklifinda 1 saat inkiibe edilmistir. Bu silirenin ardindan PBS tween
cozeltisiyle 3 kez yikama yapilmistir. HRP (horseradish peroxidase)’ nin substratt TMB
(3,3’,5,5-tetramethylbenzidine)’den 100’er ul eklenmis ve karanlikta 15-20 dakika
bekletilmistir. Son olarak 2M Siilfirik asit ¢ozeltisinden 50 ul eklenmis ve 450 nm dalga
boyunda spektrofotometrik plate okuyucuda 6l¢iimii yapilmastir.

4.2.2.8. Fareden dalak alinmasi

Monoklonal antikor {iretimi i¢in immunize edilmis farenin B hiicrelerinin en c¢ok
bulundugu dalaginin alinmasi Oncelikle yapilmasi gereken adimlardan bir tanesidir.
Immunizasyon igin Balb/C disi fare (8-10 haftalik) kullanilmistir. d0, d15, d30, d42, d56
gunlerinde 50-100 pg FABP4 proteinin ekstraselliiler kismmin ifade edilmesiyle elde
edilen antijen enjekte edilmistir. Adjuvan olarak Freund’s adjuvani kullanilmistir. 36.
giinlin sonunda fare serumundan ELISA yapilir; titrasyon degeri Olgiiliir. Hayvanin
yeterince immunize olduguna karar verildikten sonra ilgili hayvan antijen ile boost edilir.
Son enjeksiyonda adjuvan kullanilmadan sadece ilgili protein yiiksek dozajda hayvanin
intraperitonal bolgesinden enjekte edilir (100 ul). Boylece hayvanin ¢ok miktarda antikor
gelistirilmesi hedeflenmis olur. Hayvan sakrifiye edildikten sonra %70 alkol ile temizlenir
ve agilir. Aseptik teknikler kullanilarak dalak alinir ve petri dish icine aktarilir. Mesh
tizerinde kiiciik parcalara kesilir. Yag ve bag dokudan uzaklastirilmaya caligilir. 10 ml
enjektoriin arka kismi (plunger) ile iyice ezilir ve steril 15 ml falkon igerisine transfer
edilir. 10 ml serumsuz besiyeri ile 3 defa 800 rpm’de 5 dakika yikanir. Supernatan’dan
kurtulunur. FBS ile iyice karistirilip resuspend edildikten sonra icerisinde 100 pl DMSO
bulunan criyotiip igerisine 900 pul aktarilarak agzi sikica kapatilip, karistirilir ve ¢abucak -

80°C dolaba kaldirilir.
4.2.2.9. Besiyeri hazirlanmasi

RPMI 1640 besiyeri igerisine ilk olarak % 10 fetal sigir serumu eklenmis daha sonra 200

mM L-glutaminden son yogunluk 2mM olacak sekilde ilave edilmistir. Son olarak 100x
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yogunlugundaki penisilin streptomisin (1 mililitrede penisilin 10, 000 (nite, streptomisin
10 mg' dir.) besiyerine eklenip besiyeri iyice karistirtlmistir. Hiicreler iizerine ilave

edilecek besiyerinin sicakligi 37 °C olmalidir.

4.2.2.10. Makrofaj eldesi

Farelerin karin bosluguna 5-10 ml sterilize edilmis PBS enjekte edildi. Bir kac¢ dakika
bekledikten sonra karin bosluguna tekrar girilerek enkete edilen PBS sivisi alinir. Alinan

s1vi 96’lik plakalara dagitilir ve %5 lik CO2 igeren 37 °C derecelik etiivde 2 giin bekletildi.
4.2.2.11.Fuzyon

Fuzyondan 6 gun 6énce myeloma (F0) hiicre hatt1 siv1 azotta ¢ikarilip kiiltiire edilir. 5 tane
T75 flask igerisinde myeloma hiicreleri RPMI besiyeri icerinde biyutullr. Fiizyondan iki
glin Once farelerin periton ici sivist PBS ile yikanarak makrofaj toplanir. Yapilan deneyde
3 adet Balb/C fare kullanilmistir. Periton i¢inin calkalanmasi sonucu PBS tekrar steril
enjektor yardimi ile 50 ml falkon iginde toplanir. PBS’in bulaniklastigi gozlenir ¢Unki
icerinsinde artik ¢ogunlugu makrofaj olmak iizere immun hiicreler bulunur. 400g’de 10
dakika santrifuj edilip %10 serum iceren RPMI icerisinde resuspend edilir ve 24 well
plate’lere dagitilir. Bir fareden ortalam 3x10° makrofaj almir. Yaklasik 5 fare 10 adet 24
well plate icin yeterlidir.

Fiizyon giinii splenositler -80-C dondurucudan ¢ikarilip 37°C su banyosunda ¢éziinme
saglanir. Serumsuz besiyerinde iki defa 400g’de 5 dakikasantrifiij edilip yikandiktan sonra
%10 serum iceren RPMI icerisinde resuspend edilir. Thoma laminda hem splenosit hem de
FO hiicrelerinin sayimi yapilir. (Bir dalak yaklasik 5x10 ile 2x10° arasi lenfosit igerir.)
Thoma lamu ile sayim yapildiginda 7.5x10" splenosit gdzlenmistir. hiicrelerin bir kez
dondur-¢6z nedeni ile hiicre sayisi diismistiir. FO hiicreleri de serumsuz besiyeri ile
400g’de 5 dakika yikandiktan sonra thoma laminda sayildiktan sonra her iki hiicre tipinden
de 1:1 oraninda yaklasik 1 milyona yakin hiicre ayrilmistir. FO ve splenositler 50 ml falkon
icerisinde birlestirilir. 800g’de 5 dakikasantrifiij edilir ve supernatani dikkatlice ¢ekilir. 500
ul %50 PEG’i 1 dakikada g¢evirip karistirarak verilir ve 1 dakika daha karistirilir. 10 ml
serumsuz besiyeri cekilir ve ilk 1 ml 1 dakikada karigtirilarak verilir. Kalan 9 ml

karistirarak 2 dakikada iginde karistirilmistir. Karisim 400g°de 5 dakikasantrifiyj edilir.
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Supernatan dikkatlice uzaklastirilir ve 10 ml %20 FBS iceren besiyeri resuspend edilir.
Toplam plate hacmine gore besiyeri hacmi hesaplanir. 50X HAT medium eklenir. 200 pl
her bir kuyuya eklenmistir. Plate’ler %5 CO2’li 37°C inkibatore kaldirilmistir.

Iki giin sonra taze 1X HAT igeren 300 ul besiyeri her bir kuyuya eklenmistir. 4. giinde ise
kuyularda tim besiyerleri cekilir ve tzerine taze HAT icermeyen RPMI besiyeri eklenir.

FO hacrelerinin 4. ginun sonunda tamamen oldlkleri gozlenmistir.
4.2.2.12. Klon saptanmasi ve se¢cimi

96 kuyulu plaklara mikroskop altinda bakarak klon olusup olugsmadigi incelenmistir. Hiicre
altlar1 iki giinde bir yeni besiyeri ile degistirilmistir. Olusan klonlarin antikor seviyeleri
ELISA yontemi ile kontrol edilmistir. ELISA ydntemi boliim 4.2.22.deki protokol gibi
Ol¢iilmiistiir fakat klon olusan kuyucuklarda primer antikor yerine sararmis hiicre sivi
alinmistir. Yiksek pozitiflik gésteren hiicreler sirasiyla 24°liik, 6’lik plaklara alinir ve son
olarak 75’lik flasklara aktarilir. Alt klonlama i¢in hiicreler mikroskop altinda her kuyuya
bir hiicre diisecek sekilde tek hiicre 96’lik plaklara transfer edildi ve bu asamadan sonra
serum miktar1 %10’a indirildi ve son olarak ELISA ydntemi ile kontrol edilen tek kloniler
75’lik flasklara aktarildi. Uygun nitelikte antikor salgilayan klonlarin serum seviyesini
diistirerek ¢ogaltilip st sivilar1 veya klonlar fare karin bosluguna verilerek asitleri

topland.

4.2.2.13.sodyum dodesil stlfat (SDS) poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE)

Kullanilacak jelin yiizdesine, sayisina ve miktarina bagli olarak hesaplamalar yapilir.
Yiriitme jeli olarak % 12 lik SDS PAGE hazirlanmistir. 10 ml igin 3.264 ml H20, %30
luk akrilamid (29,2 g akrilamid, 0,8 g bisakrilamid) stok ¢Ozeltisinden 4 ml, 1,5 M tris
tamponundan (pH 8,8 ) 2.532 ml, %10 SDS stok ¢dzeltisinden 100ul konulmustur.
Polimerizasyon reaksiyonunda baslatic1 olarak amonyum persiilfat (APS) kullanilir. APS
%10 olacak sekilde 30 mg tartilip 300 pul H20O’da ¢oziilmiistiir. 100 pl taze hazirlanmis
APS ve 10 pul TEMED (N,N,N',N'-tetrametilenetilendiamin) ilave edilir. Yuritme jeli
karistirtlip uygun sekilde yerlestirilmis camlar arasina her jel i¢in 5 ml hizlica

polimerlesme gerceklesmeden dokiiliir. Uzeri % 20 izopropanol ile kapatilir. Jel polimerize
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olduktan sonra izoproponol dokiiliir ve distile su ile yikandi. Kurutma kagidi ile su iyice
kurutuldu. Ust jel yani istifleme (stacking) jeli %5 lik hazirlandi. Total 4 ml hacim igin
2.760 ml H20, 657 pl %30 stok akrilamid, 500 pl 0,5 M tris tamponu (pH: 6,8) , 39 ul
%10 SDS c¢ozeltisi, 39 pl taze hazirlanmis APS, 4 ul TEMED eklendi. Karistirilip yiiriitme
jelinin tizerine dokiiliir ve lizerine ¢alismamiz i¢in uygun tarak yerlestirilip polimerlesmesi

beklendi.

4.2.2.14.0rneklerin hazirlanmasi, yiklenmesi ve yurutilmesi

BL21 hiicre lizatlarindan elde edilen protein ornekleri ayr1 ayri jelde yiiriitiildi. HUcre
lizatlar1 jele yiiklenirken her kuyucuga esit miktarda protein yiiklemek onemlidir. Bu
yiizden hiicre lizatlarinin protein tayin sonuglarina bakilip en az konsantrasyonda protein
iceren hiicre lizati esas alinarak her kuyucuga esit miktarda protein gelecek sekilde
hesaplama yapilip ardindan uygun miktarda hiicre lizatlar1 6rnek tamponu (Laemmli
tamponu, % SDS, 20% gliserol, 10% 2-merkaptoetanol, 0.004% brom fenol mavisi ve
0.125 M Tris HCI, pH 6,8) icerisinde 95°C’de 5 dakika kaynatilda.

4.2.2.15.Coomassie boyamasi

Ornekler yiritildukten sonra jel dikkatlice sistemden ¢ikarildi. Coomasie brilliant blue R-
250 ile boyanmadan 6nce %20 izoproponol %10 asetik asit iceren fiksatif icinde 45 dakika
fiksasyona birakildi. Ardinda coomasiie brilliant blue R250 boyasi (3g/L coomassie
brilliant blue R-250, %45 methanol, %10 glasiyel asetik asit, %45 dH20) ile gece boyu
boyandi. Ertesi giin fazla boyadan kurtulmak igin destain ¢ozeltisine (50ml glasiyel asetik
asit, 100 ml methanol, 370 ml H20) alinip arka plandaki boya gidene kadar bekletildi
(vaklasik 20-25 dakika). Ardindan jel VersoDoc cihazinda coomassie boya sekmesi

secilerek goriintiilendi.

4.2.3. Western blot
4.2.3.1. SDS-PAGE jelin dokulmesi

Kullanilacak jelin miktarina, yizdesine ve sayisina bagli olarak hesaplamalar yapilmistir.
Yiiriitme jeli olarak % 12 lik SDS PAGE hazirlanmistir. 10 ml i¢in 3.264 ml H2O, %30
luk akrilamid (29.2 g akrilamid, 0.8 g bisakrilamid) stok c¢ozeltisinden 4 ml , 1.5 M tris
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tamponundan (pH 8.8 ) 2.532 ml, %10 SDS stok cozeltisinden 100ul konulmustur.
Polimerizasyon reaksiyonunda baglatici olarak amonyum persiilfat (APS) kullanilmistir.
Amonyum per siilfatin (APS) %10 olacak sekilde 30 mg tartilip 300 pl H,O’da
¢ozilmistir. 100 pl taze hazirlanmis APS ve 10 pl TEMED (N,N,N',N'-
tetrametilenetilendiamin) ilave edilmistir. Yiritme jeli karistirihip uygun sekilde
yerlestirilmis camlar arasma her jel i¢cin 5 ml hizlica polimerlesme gerceklesmeden
dokiilmiistiir. Uzeri % 20 izopropanol ile kapatilmistir. Jel polimerize olduktan sonra
izoproponol dokiilmiis ve distile su ile yikanmistir. Kurutma kagidi ile su iyice
kurutulmustur. Ust jel yani istifleme (stacking) jeli %S5 lik hazirlanmistir. Total 4 ml hacim
icin 2.760 ml H,0, 657 pl %30 stok akrilamid, 500 ul 0,5 M tris tamponu (PH: 6.8) , 39 pl
%10 SDS cozeltisi, 39 pl taze hazirlanmis APS, 4 pl TEMED eklenmistir Karistirilip
yuritme jelinin Uzerine dokiilir ve tizerine ¢alismamiz i¢in uygun tarak yerlestirilip

polimerlesmesi beklenmistir.

4.2.3.2. Orneklerin hazirlanmasi

Hiicre lizatlar ile elde edilen protein 6rnekleri ayr1 ayri jelde yiiriitiilmiistiir. Hiicre lizatlar
jele yiiklenir iken her kuyucuga esit miktarda protein yiklemek olduk¢a 6énemlidir. Bu
yiizden hiicre lizatlarinin protein tayin sonuglarina bakilip en az konsantrasyonda protein
iceren hiicre lizati baz alinarak her kuyucuga esit miktarda protein gelecek sekilde
hesaplama yapilip ardindan uygun miktarda hiicre lizatlar1 6rnek tamponu (Laemmli
tamponu) icerisinde 95°C' de 5 dakika kaynatilmistir. Ornek tamponu 4% SDS, % 20
gliserol, 10% 2-merkaptoetanol, 0.004% brom fenol mavisi ve 0.125 M Tris HClI icerir. pH

6,8 civarindadir.

4.2.3.3. Jele orneklerin yuklenmesi ve yuratalmesi

Jel tankinin igerisi yiiriitme tamponu (25 mM Tris, 192 mM glycine, % 0,1 SDS) ile
doldurulup Jel tankin igerisine yerlestirilmistir. Hazirlanan jelin taragi dikkatlice ¢ikarilip
ornekler taraklarin olusturdugu kuyucuklara yiiklenmistir. Yirtitme tamponunu jelin her
tarafina temas etmesi akimin gegmesi acisindan oldukca onemlidir. Elektrotlar dikkatlice

giic kaynagina baglanmis ve yiiriitme her jel i¢in 15 mili amperde yaklasik 2 saat olacak
sekilde gergeklestirilmistir.
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4.2.3.4. Proteinlerin PVDF membrana transferi

Jelin yliriitmesi tamamlanmasinin ardindan jel dikkatlice ¢ikarilmis ve jele uygun
biiyiiklikte PVDF membran kesilmistir. PVDF membran 3-5 dakika metanolde
bekletilerek kuru olan membranin rehidrasyonunu saglanmistir. Jel ve membran soguk
transfer tamponu (48 mM Tris, 39 mM glycine, 0.04% SDS, 20% methanol) icerisine
alinmis ve yaklasik 10 dakika yavasga calkalanmistir. Transfer esnasinda kullanilacak
kurutma kagidi ve siingerler transfer tamponunda 1slatilmistir. Transfer igin bio rad 1slak
transfer diizenegi kullanilmistir. Proteinler eksi yiikle yiiklendikleri i¢in jelden membrana
gecisin eksiden artrya yonlne dogru olacagi goz Oniine alarak jel ve membran ona gore
yerlestirilmistir. Kurutma kagitlar1 ve stinger hem alt hem iist kisma yerlestirilip. Kurutma
kagitlari, jel ve membran yerlestirildikten sonra hava kabarcigi kalmamasina 6zen
gosterilmistir. Transferde tankin i¢ine buz kalibi konulmustur. Tankin igerisine kurutma
kagidi, jel ve membram1 koydugumuz aparatlar yerlestirilip glic kaynagina elektrotlar
dikkatlice baglanip 100V’da 2 saat transfer gerceklestirilmistir. Membrana transfer olmus
protein bantlarin1 gérmek i¢in membran ponceau S boyasiyla 5 dakika kadar boyanmis ve

membrane distile H,O ile yikanmistir.

4.2.3.5. Membranin bloklamasi

Membranla antikorlar arasindaki nonspesifik baglanmalar1 en aza indirmek i¢in uygulanir.
%35 yagsiz siit tozu PBS tween icerinde hazirlanmistir. Kullanilan antikorlar siit tozu
kullanildiginda iyi ¢alismadigi icin bloklama i¢in %5 BSA kullanilmigtir. Bloklama bir

saat oda sicakliginda calkalyici lizerinde gergeklestirilmistir.

4.2.3.6. Birincil antikor uygulamasi

Kullanilan primer antikorlar; FABP4 monoklonal ascites, ticari FABP4 ve aktin/tubulin
olmustur. Membran 1/5.000 diliisyonunda hazirlanmis FABP4 antikoru ile 3 saat oda

sicakliginda inkiibe edilmistir. Diger antikorlar 1/1.000 diliisyonlarda hazirlanmistir ve
gece boyu +4°C'de inkiibe edilmistir. Primer antikor uygulmasmm ardindan membran 3

kez 10’ar dakika PBS tween ile yikanmaistir.
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4.2.3.7. ikincil antikor uygulamasi

Birincil antikor ve ikincil antikorun ayn1 hayvana karsi iiretilmis olmasi ¢ok onemlidir.
Yani birincil antikor hangi hayvandan alindiysa ikincil antikorda da yine o hayvana ait
olmalidir. FABP4’e kars1 {irettigimiz monoklonal antikorlar farede iiretildigi icin sekonder
antikor olarak HRP isaretli anti mouse IgG 1/5.000 oraninda diliie edilerek kullanilmistir.
Aktin antikoru i¢in de yine HRP isaretli anti mouse IgG (cell signaling 7076) 1/5.000
oraninda diliie edilerek kullanilmistir. DilGsyonlar tweenli PBS icinde cozilen %5 BSA
bloklama tamponu ile yapilmistir. Sekonder antikor igerisinde membran yaklasik 1 saat
oda sicakliginda ¢alkaliyict tizerinde bekletilip ardindan PBS tween ile 3 kez 10’ ar dakika

yikanma yapilmustir.

4.2.3.8. Membranin goriintiilenmesi

SuperSignal® West Femto Maximum Sensitivity Substrate Kiti icerisindeki luminol ve
peroksit iceren ¢ozeltiler bire bir oraninda karistirilmistir. 2501 kadar membranin iizerine
konup tizeri stre¢ film ile ortiiliip karanlikta 5 dakika bekletilmistir. Baz1 durumlarda direk
hi¢ bekletilmeden goriintii alinmistir. Goriintii Kodak 4000MM 1mage Station cihazindan

alinmustir.

4.2.4. Immiinositokimya (1CC) ve immiinohistokimya (IHC)

Hicre ve dokudaki bazi enzimlerin ya da makromolekiillerin konumlarini incelemeye bir
tekniktir. Bu teknik, incelenecek olan bir makromelekiile karsi gelistirilmis olan bir
antikorun aktivitesini test etmektedir. Bu teknikte antiserumdaki antikorlarin doku ya da
hiicre antijenlerine baglandiklar1 gostilmektedir. ICC ve IHC teknikleri, tam
immunsitolojisi, erken teshis immdansitolojisi ve enfeksiyoz ajanlarin tespiti baglaminda ele
alinmaktadir(175).

Immiinositokimya (ICC) bir hiicrenin kompartmanlarmin icinde proteinlerin dagilimi ve
lokalizasyonunu anlamak icin kullanilan bir tekniktir. ICC teknigi, uygun bir antikoru
isaretleyerek, hiicre popiilasyonlarinda korunmus belirli antijenleri tespit etmektedir.
Hicreler toplanditan sonra, morfolojisi, yapisi ve hedef epitoplarinin antijenitesini

muhafaza etmek icin fikse edilir. Cesitli antikor boyama yontemleri ile aydinlatic
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gorintiler elde etmek mimkindir. Konjuge edilmis immunofloresan bir antikor yaygin
bir gérinttleme yontemidir.

Daha 6ncede belirttigimiz gibi U937 hiicreleri forbol miristat asetat (PMA) ile muamele
edildiklerinde, izoenzim, CR3 ifadesi ve diger fenotipik isaretleyiciler iceren doku
makrofaj Ozelliklerini gosteren yapiskan, replikatif olmayan hiicrelere doniismektedir. Bu
ozelliklerinden dolayr bu hiicreler hiicre i¢i markerler arastirmalarinda kullanilmaktadir
(160, 176, 177).

U937 hiicre hatlar1 75-cm? kiiltiir siselerinde , %10 inaktif edilmis FBS, antibiyotik iceren
1640 RPMI medyum, 37°C ve 5% CO; ortaminda PMA ile 4 saat uyarilmigtir. Uyarilan
U937 hicreleri PMA ile uyarilma sonucu yapiskan hale geldikleri igin skraper ile
kasiyarak toplandi ve daha sonra 15 ml falkona alinarak santrijiij edildi. Hiicrelerin daha
iyi temizlenmesi icin PBS ile yikandiktan sonra PBS’li %4 formaldehid ile 20 dakka
boyunca oda sicakliginda fikse edildi ve 1.5 ml tupte 30 saniye cevrildi. Siipernatanti
dokip hicre pelleti 1 mL deiyonize H20O siispanse edilir. Bu islem bir daha tekrarlaniyor
ve pellet Gizerine 200 ul deiyonize H20 ile stspanse edilir.

Daha sonraki asamalardaki yikamalar sebebi ile hiicrelerin kopmasini engellemek i¢in ve
hiicreleri Lam {izerine yapistirmak amaciyla Lam tizerine %2’lik jelatin dokiip korumasi
beklendi. Stispanse hticre pelletinden 5-10 pl jelatinli lamin iizerine koyup, simir yapilir ve
hiicrelerin lam {izerin yayilmasi gerceklestirilir. Daha sonra hafif sicaklik ile buharlagmasi
bekleniyor ve sonra hiicreler mikroskop altinda incelenir. Eger hiicrelerde kristallesme
varsa deiyonize su ile yikanarak giderilmesi saglaniyir. Bu asamada hiicreler bekletilmek
isteniyorsa buharlasmasi engellenmek igin etrafi kapatilib 2-8 °C’de 3 ay boyunca
saklanabilir.

Lam {izerinde fikse edilmis U937 hiicreleri yikama tamponu ile yakaniyor ve spesifik
olmayan boyalart %10 BSA ile bloklama yapilmistir. Ascitler olarak elde ettigimiz
monoklonal antikorlarimizi birincil antikor olarak 1 saat boyunca oda sicakliginda inkiibe
ettik ve ylkama islemini gergeklestirdik. Daha sonra floresan isaretli sekonder
antikorumuzu karanlik yerde bir saat boyunca inkiibe ettik. Bu asamadan sonra biitiin
isilemler karanlik ortamda yapilmaktadir. Tekrar yikama islemi gerceklestirildi ve ¢ekirdek
markeri olarak 7-aminoactinomycin D (7AAD) boyas1 15 dakka sicak ortamda inkiibe

edilmistir. Direk goriintii alacagimiz ve saklamak istemedigimiz i¢in maounting medium
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ve 1siktan korunmasi i¢in lamin etrafin1 kapatmadan hemen yikama islemini gergeklestirip

fltioresan mikroskopta goriintiileme islemi yapilmustir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

Rekombinant FABP4 proteinin Gretilmesi, monoklonal antikor Gretim teknolojisi ve

FABP4 ifade diizenlenmesi olarak sonuglar 3 baslikta ele alinmustir.

5.1

Rekombinant protein tretilmesi

5.1.1. FABP4 geninin nikleotit ve amino asit dizisi

61
121
181
241
3@l
36l
421
481
=41
aal
6el
721
781

Egsgtcacage accctoctga aaactgcage ttocttctca cocttgaageaa taatcctaga
aaactcacaa ot ; otag g Tp acttptctcc agtp

accataacct
accataaaga

aatgcgtcat gaasagpcgic acttccacga z T3 T EE

gttgacctgg actgaagttc gcattgaact ctacaacatt ctgtgggata tattgttcaa
aaagatattg ttgttttcca tgatttagca agcaactaat tttctcccaa gotgatttta
ttcaatatgg ttacgttggt tamataaact ttttttagat ttagasggtg atgtaatgat
gtattcattg tgcttatgat gtattcttag tcateactge gtgaaggasa tgggaaattt
gcattattic tttgttctga tatgaataat aacatatttc ataataattc azggtaaazs

gggatatcta tggatttccc taggtaggag ataacaagta tgtaccatta ctgaatat

Sekil 5.1. FABP4 geninin nukleotit dizisi(178)

399

b¢’likten olusan FABP4 proteini 132 amino asit igermektedir. NuKleotit

dizisi http://www.ensembl.org/Homo sapiens/Transcript/Sequence cDNA?db=core;g=EN
SG00000170323:r=8:81478419-81483263:t=ENST00000256104 ve amino asit

dizisi http://www.uniprot.org/uniprot/P15090 sayfasindan alinmistir.

1e 2 3e 4 ca

MCDAFWVGTWE LWSSENFDDY MEEVGVGFAT REVAGMAEPH MITISVNGDWI

GE 7a 2 =1t 128

TIKSESTFEM TEISFILGQE FDEVTADDRE WESTITLDGG VLWVHWVOQKLDG

11e 12& 1za

KSTTIKRKRE DDELWWECWVM KGWTSTRWYE RA

Sekil 5.2. FABP4 amino asit dizisi(179)
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5.1.2. FABP4 geninin Antijenik bolgelerin tespiti

h-FABP4 proteinine kars1 iiretilen monoklonal antikorlarin, hFABP4 ve bu aileden olan
diger homolog proteinlerin(caoraz reaksiyon) hanki bdlgesi ile reaksiyon verdiklerini
incelemek icin antijenik bolge tespiti yapilmistir. Bu amacla FABP4 proteinin amino asit
dizisini EMBOSS antijenik web sitesine  (http://emboss.bioinformatics.nl/cgi-
bin/emboss/antigenic) yukleyerek analiz edilmistir(Sekil 5.3.). Bu web sitesinden ¢ikan

Analiz sonucunda FABP4 proteinine kars1 toplamda 6 antijenik bolge tespit edilmistir.

EMBOSS explorer

antigenic

Find antigenic sites i proteins (read the manual)

Unshaded fields are optional and can safely be 1gnored. (lude optional fields)

— Input section

Select an input sequence. Use one of the following three fields:
1. To access a sequence from a database. enter the USA here:
2. To upload a sequence from your local computer. select it here: | Dosya Sec | Dosya secilmedi

MCDAFVGTWKLVSSENFDDYMKEVGVGFATREKVAGMAKPNMIISVNGDVI
TIKSESTFENTEISFILGQEFDEVTADDREVKESTITLDGGVLVHVQKWDG
KSTTIKRKREDDKLVVECVMKGVTSTRVYERA

3. To enter the sequence data manually. type here:

Miinimum length of antigenic region 6

— Output section

Output report format | EMBOSS Motif v

— Run section

Email address:
If yvou are submitting a long job and would like to be informed by email when it finishes, enrer vour email address here.

Run antigenic Sifirla

Sekil 5.3. FABP4 protein dizisinin EMBOSS web sitesinde antijenik bolge analizi(180)

Cizelge 5.1. FABP4 proteininden 6 antijenik bolge tespiti

Rezidu pozisyonu Sekans Skor Max Skor Pozisyonu
112->122 DKLVVECVMKG | 1.227 116

88->97 DGGVLVHVQK 1.207 94

4->14 AFVGTWKLVSS 1.089 9

23->32 EVGVGFATRK 1.083 27

64->69 SFILGQ 1.078 66

42->53 IISVNGDVITIK 1.064 46
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5.1.3. pET28a vektérinden FABP4 bolgesinin eldesi

Uygun primer tasarlayarak pET28a vektoriinden FABP4 (rlininin boyunu test etmek icin
PZT yapilmis ve FABP4 gen bolgesi ¢ogaltilmistir. Bu amacla gradient PZT ile uygun
baglanma sicakligi belirlendikten sonra FABP4 geni 6zgun olmayan bantlardan kurtulmak
amaciyla touch down PZT yapilmistir ve yaklasik 400 baz cifti boyutunda(399) beklenen
bant dogru yerde elde edilmistir (Sekil 5.4).

1 2 3 4

Wwe26icd 0

1500

1200

1000 e
00

00—
700 s

GO0 Me—
500 “ FABP4

200 B --.-—

300

200 S

100

Sekil 5.4. pET28a vektorinden elde edilen FABP4 touch down PZT %2’lik jel gorlntisa,
1,2,3 ve 4 kuyucuga tekrarli aynm1 PCR iirlinii yiiklenmistir ve FABP4 segmenti 396 bg
bolgesinde bant vermistir.

pET28a-hap2 plazmidlerini E.coli JM109 bakterilerine transforme ederek ¢ogaltilimistir.
elde edilen klonilerden T7 primerleri ile kloni PZT yapilmistir ve Elde edilen iiriinler %2
gelde yiirlitiilmiistiir. T7 primerlerinin bos pET28a’da ampfiliye ettigi bant ile FABP4
proteini birlikte yaklasik 700 b¢ tahmin edilmektedir.
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FABP4
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Sekil 5.5. Vektore insert edilmis FABP4 pargasini kontrol etmek i¢in 20 kloniden kloni
PCR taramasi yapilmistir ve 3, 4, 5, 6 ve 7. klonileri segilmistir.

Koloni PZR sonucu belirlenen koloniler se¢ilmistir ve FABP4 gen dizisini igeren
plazmitler alkalen lizis protokolu ile izole edilmistir. Hazirlanmig bu plazmitler BL-21
E.coli hiicrelerine transformasyonu gerceklestirilmistir. Bunun sonucunda LB Kan+ agar
plate Gzerindeki koloniler, LB Kan+ icerisinde 37°C’de overnight biiyiitiilmiistiir ve total
protein eldesi gergeklestirilmis ve SDS jelde yiiriitilmistiir. Sekil 5.6.’da FABP4 plazmiti
%0.8’lik agaroz jelde yiiriitiilm{istiir.

M  pET28a

Sekil 5.6. plazmid izolasyonu
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5.1.4. Protein Purifikasyon Uriinlerinin SDS-PAGE Sisteminde Gozlenmesi

Basaril1 bir sekilde FABP4 plazmitinin BL-21 hicrelerine basarili transformasyonun olup
olmadigini test etmek igin 6n ekspresyon c¢alismalar1 baslatilmistir. elde edilen BL21
hiicreleri ODggo nm'de 0.6 bulanikliga yetistikten sonra gece boyu oda sicakliginda 0.2
IPTG konsantrasyonunda indiiklenmistir. Bu kolonilerden hangisinin daha iyi bir protein
ifadelenmesine sahip oldugunu anlamak icin SDS-PAGE sisteminde yiiriitilmiistiir. Elde
edilen SDS-PAGE jel gorintiisii(Sekil 5.7.) neticesinde 15 kDa biiyiikliigiinde FABP4

proteini dogru yerde gériinmiistiir.

Saflastirmadan

i ince FABP4

— e

Sekil 5.7. Kolonleri IPTG ile indiikleyerek elde edilen protein lizatlarindan SDS-PAGE,
M; marker, 1- 4; FABP4 lizatlar1, K; kontrol, P; plate ve Kp; kontrol plate

Her dort klonide de benzer ve dogru terde protein ifadesinin goriindiigii icin bakteriyel
ekspresyona hazir 1 numarali FABP4 icerikli transformant BL21 hucresi, yeni kulture
aktarilarak tazelenir. Tazelenen yeni BL21 hucresi 37°C'de ¢alkalamali inkiibasyonda
Ureme egrisi grafigine gore indiiklenmektedir. Optimal indukleme zamani olan erken

eksponansiyel faza (ODgg 0.6) ulastiginda indiiklenmislerdir(Sekil 5.8.).
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Sekil 5.8. BL21 22°C' iireme egrisi grafigi ve optimal indiikleme zamani ve bulaniklig

5.1.5. Protein Purifikasyonu

Ozel hazirlanmis nikel-NTA kolon nitrilotriasetik asit (NTA) selasyon kismi ile tiiretilmis
agaroz boncuklardan ve nikel iyonlarinin (Ni2+) yiiklendigi bir sistemden olugmaktadir.
Hareketsiz metal afinitine kromotografisi (IMAC) yonteminin rekombinant His-tag protein
saflagtirma i¢in kullanilmasinin nedeni olaganiistii baglanma kapasitesi ve performans

gergeklestirmesidir.

Rekombinant FABP4 proteinin saflagtirilmasi igin yukarida bahsedilen kolonilerden bir
tanesi se¢ilmistir (1. koloni). Bu koloni LB kan besiyeri iginde kiiltiire edilmistir. Her
saatte bir OD degeri Ol¢iilmiistiir ve OD degeri 0.6’e ulastiginda kiiltire 2 mM IPTG
eklenmistir. Gece boyu oda sicaklifinda calkalayicida inkiibe edilmistir. Hiicrelere lizis
yapildiktan sonra Thermo Scientific His Pur Ni-NTA kolonu kullanilarak kitten ¢ikan
protokolii  takip ederek saflastirma gergeklestirilmistir. Desalting islemi de
gerceklestirildikten sonra poliakrilamid jelde yiirtitiilmistiir (Sekil 5.9.).
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Hedef protein
FABP4

N—

1. Eq 2. Eq 1.W 2w 3W 1.Elu 2.Elu 3.Elu

Sekil 5.9. His Pur Ni-NTA ile saflastiritlan FABP4 rekombinant proteini

Elisyon 1, 2 ve 3’de saf rekombinant proteinin elde edildigi goriilmektedir. Protein
miktarimni tayini i¢in BCA yontemi kullanilmistir(Sekil 5.10.).
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ornek 1 oOrnek 1Tek standard od konsantrasyon

2.085 2.115 2,1 2000

1.590 1.658 1,62 1500

1.166 1.140 1,153 1000

0.889 0.850 0,869 750

0.682 0.691 0,686 500

0.398 0.388 0,393 250

0.270 0.264 0,267 125

0.211 0.217 0,214 25

ort dilu 5 kat normal

El 1 0.437 0.412 0.425 264.96 1324.81

Grafik Bashg

2500

y=1032,9x- 174,02
R*=0,999
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1000 ¢ Seril

Eksen Baghgi
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0 0,5 1 1,5 2 2,5
Eksen Baghgi

Sekil 5.10. Yukaridaki 6lgiilen standart verileri kullanilarak Excel dosyasinda Standart
Egri grafigi f(x) =ax+b seklinde ¢izdirilmistir. Standart egri grafigi (BCA sonucunda elde
edilen degerler ile excell’de ¢izilmistir.)

5.2. Antikor Tabanh Bulgular
5.2.1. Antikor Titrasyonu

Rekombinant FABP4 proteini saf olarak elde edildikten sonra 3 adet balb-c fareye
complete freund adjuvant (CFA) icinde 200 pl rekombinant (FABP4/aP2) (50-100 pg/ml)

proteininin karin i¢i enjeksiyonu yapilmistir. Hayvanlarin antijene karsi yeterince

90



immunize oldugunu anlamak i¢in kuyruklarindan alman 100 pl kan 1000 rpm’de 10
dakikasantrifiij edilerek serum kismi alinmigtir. Daha sonraki zerklerde tuberkiilozsuz
Freund’s adjuvan (IFA) 3’er hafta arayla verilmistir. Anti-A_ FABP antikorlarinin
titrasyonu ELISA ile takip ederek titrasyon 1/1000.000 olcegine ulastiginda adjuvan
olmaksizin son boost enjeksiyon yapip 3 giin beklendikten sonra dalak alinmigtir.
Immiinizasyon ve ELISA sonucu rekombinant (FABP4/aP2) proteinine karsi yiiksek

antikor degeri gosteren farenin dalagi alinarak hibridoma flizyonuna hazirlanmistir.

Cizelge 5.2. Immiinizasyon sonras1 ELIZA testi

Abzorbance @ 450 (1.08) (A)

0.000
Fare 1 Fare 1 Fare 2 Fare 2 Ticari &b Ticari Ab

1M0,000 2252 2319 2101 2121 2 56T 2851
150,000 1,839 1,915 1,747 1,658 2,081 2,105
1M100,000 1,353 1,415 1,342 1,311 1,536 1,643
1/250,000 0,77 0,753 0,855 0,915 1,087 1,102
1/500,000 0,357 0,406 0514 0,523 0,552 0,603
1/750,000 0,259 0,313 0,302 0,300 0,375 0,358
1M,000,00 0,231 0,211 0,218 0,207 0,258 0,288
Kentrol 0,067 0,077 0,081 0,075 0,089 0,084

ELISA 6l¢iimii ile saptanan antikor titresi bakimindan daha iyi olan 1. Farenin splenositleri

hibridoma eldesinde kullanilmuistir.
5.2.2. Hibridoma olusumu

Monoklonal antikor iiretmek i¢in elimizdeki son immunize edilmis farenin dalag alinarak,
flizyon gerceklestirilmistir. Alinan dalak, doku parcalama eleginde parcalandiktan sonra
elde edilen splenositler, Polietilen glikol (PEG) varliginda FO myeloma partner hiicreleri
ile flizyon yapilmistir. Fiizyon gerceklestikten sonra segici ortamda yasayabilen
hibridomalar toplanmistir. Filizyon islemini takiben HAT (hipoksantin, Timidin ve
Aminopterin) varliginda se¢ilim yapilmistir. Sekil 5.9°de flizyon islemi sonrasi myelom ve
B hicresinin membranlarinin birlestigi goriilmektedir. Flizyon olmus hiicrelerin 7-10 giin

icinde klon olusturmaktadir.
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Sekil 5.11. Flzyon ve klon olusturan hiicreler

5.2.3. ELISA testi ve klon elde edilmesi

Fiizyon sonrasi klon olusumu gozlenen kuyulardaki hiicrelerin supernatantlar1 defalarca
ELISA sistemi ile test edilmistir. Negatif kontrol ve diger kolnlar i¢inde daha yiiksek
pozitiflik gosteren hiicreler segildi. FABP4 proteinine karsi 15 farkli monoklonal antikor
klon elde edildi.

Cizelge 5.3. Elde edilen hibrid hiicre supernatantindan ELISA degerleri

12 3 4 ot
Al3691 3849 3822 0,794 |map2 gﬂ 44
Bl 3841 0789 0420 1011 |o-m s =
¢|0g80 0549 0826 2302|en ==
D| 3944 2737 3986 0496 | ™
E[3933 3855 3844 09E5[on e
Flaze0 2627 0435 0708 [sem oo
G| 2831 0884 0572 0,628 [medium A+
H| 2,718 3553 0641 0685 [pes =
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Hibridoma hiicre hatlari in vitro sartlarina uyum saglayamadiklari igin hibrid hiicre hatlar
fare ve ratlarin karin bosluklarinda ascites olusturma o6zelligine sahiptir. Ayrica hibrid
hlcrelerin in vitro sartlarda 1 mililitresinde 10-100 pg monoklonal antikor olusurken bu

oran in vivo sartlarda 5-20 mg’a artmaktadir.

Hibrid hicreleri yasadiklar1 siirece kiiltiir ortamina salgiladiklart monoklonal antikor
siipernatan1 ELISA yontemi ile 6lcllup, pozitif olan klonlar1t BALB/C disi farelere vererek
ascit elde edilmistir. BALB/c farelerde ascite sivisi olusturmak igin pristane veya
inkomplent adjuvan ile uyarilmistir. Pristane veya inkomplent immunsupresor ve timor
uyarici etkisi ile olusumu hizlandirmaktadir. Fareler 200l pristane ile prime edilerek 7-10
gun beklendikten sonra hibrid hucreler farelerin karin bosliuklarina injekte edilmistir ve
“Ascite” sivisinin olusumu beklenmistir. Enjeksiyondan 4-8 gun sonra fare asit yapmaya
baslar ve zaman igerisinde asit olusmumu goriiniir hale gelir. 20-30 guin araliginda farelerin

karin bosluklarinda sisme gdzlenmistir. periton civarinda tiimor yapilanmasi olan fareler

bir siire sonra ¢lmiistiir.

Sekil 5.12. a)Ascites olugmasi b)Ascites olusmadan 6nce
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5.2.4. Ascites Sivisindan western blot

Enjeksiyondan yaklasik bir ay sonra farelerin karin i¢inde sivi birikmistir. Biriken bu sivi
ascites sivisi olarak bilinmektedir. Fareden alinan ascites sivisi insan yag dokusu(H Fat),
Obez fare yag dokusu(Ob/Ob Fat), U937 monosit hiicre lizat1 ve rekombinant olarak
tiretilmis FABP4 proteini kullanilarak western blot yapilmistir. Hedeflenen antikorun

dogru antijene baglanip baglanmadig test edilmistir.

Beklenilen sonug, yukarida bahsedilen insan yag dokusu(H Fat), Obez fare yag
dokusu(Ob/Ob Fat), U937 monosit hiicre lizat1 ve rekombinant protein 6rneklerinde 15kDa

agirligindaki protein tanimasidir.

Rec FABP4 Human Fat  Ob/Ob Fat U937

Sekil 5.13. A/a2 klonu

Rec FABP4 Human Fat Ob/Ob Fat U937

Sekil 5.14. A/cl klonu

Rec FABP4 Human Fat Ob/Ob Fat U937

Sekil 5.15. A/c2 klonu



Rec FABP4 HumanFat Ob/Ob Fat U937

Sekil 5.16. B/f6 klonu

Rec FABP4 Human Fat Ob/Ob Fat 1937

Sekil 5.17. B/f5 klonu

Rec FABP4 Human Fat Ob/Ob Fat U937

Sekil 5.18. C/c8 klonu

5.2.5. Ascites Sivisinin FABP4 ailesinden olan FABP5,6 orneklerinin capraz
reaksiyon tesltleri

Antijen-antikor birlesmesi spesifik bir tepkime olmasmna ragmen birbirine benzeyen
gruplar arasinda da birlesme mumkindir. FABP5,6 rekombinant proteinlerinin pET28a
plazmidinde tetilmistir ve saflastirma yapmadan elde ettigimiz Ascit sivisi ile ¢apraz

reksiyonlaria bakilmastir.

FABP4 FABPS  FABP6

Sekil 5.19. B/f6 klonu



FABP4 FABPS FABP6

Sekil 5.20. B/f5 klonu

FABP4 FABPS FABP6

Sekil 5.21. C/b8 klonu

FABP4 FABPS FABP6

Sekil 5.22. A/a2 klonu

FABP4 FABPS FABP6

Sekil 5.23. A/c2 klonu

FABP4 FABPS FABP6

Sekil 5.24. C/c8 klonu



5.2.6. Antikor Izotiplendirmesi

Hayvandan alinan ascites sivist 6rneklerinde immunoglobulin proteinlerden hangi sinifi ve
altsiniflarinin {iretildigini anlamak i¢in izotiplendirme deneyi ELISA sistemine dayali
olarak yapildi. Sekil 5.28.’deki plate tizerinde 1. ve 9. kolon hizasindaki 6rnekler ascites
stvist Ornekleridir. Protokol sonundakit i¢erisinden ¢ikan stop soliisyonu eklendiginde mavi
renk sart renge donmektedir ve reaksiyon durmaktadir. Bu asamadan sonra

spektrofotometrede 450 nm’de okumalar yapilmistir (Tablo 5.1-1). Protokole gore 0.2

degerinin iizerinde ¢ikan degerler pozitif kabul edilecektir.

IgG1
IgG2a
IgG2b
IgG3
IgA
IesM
Kappa

Lambda

Sekil 5.25. Antikor izotiplendirme deneyi sonucu plate gérinimdi

Cizelge 5.4. Antikor izotiplendirmesi sonucu spektrofotometrede olgiilen degerler

Ig
tipleri [A/cl |Alc2 |Ala2 |B/b6 |B/f6 |C/b8 |C/c8 |B/f5 |2B6
lgG1 [0,148 |0,235 [0,630 [0,152 [0,587 [0,285 m 0,186 |[0,604
[gG2a (0,222 0,061 [0,526 |0,161 [0,452 [0,228 |0, 0,209 0,540
lgG2b [0,352 WQ 0,256 0,238 [0,421 [0,517 [0,282 [0,336 |
[gG3 [0,158 ) 0,159 [0,235 [0,086 [0,222 |0,272 |0,0/4 |0,100
[gA 0,109 [0,086 [0,162 [0,204 0,190 [0,206 [0,212 [0,141 [0,200
0,300 [0,302 0,383 [0,183




5.2.7. Immiinositokimya(ICC) ve immiinohistokimya(IHC)

Hiicreler ve dokularindaki proteinler antijen kabul edilerek, disarda 6zel olarak tiretilen
antikorlar ile anahtarkilit, koenzim-substrat orneginde oldugu gibi Antijen-Antikor

kompleksi olusturmaktadir. Bu kompleks 6zel boyalar ile boyanir ve gorullr hale getirilir.

FABP4 proteinine kars1 iiretilen antikor klonlarini western blot ile confirme ettikten sonra

U937 hicrelerini PMA ile uyararak makrofaj hicrelerine doniistiiriildii ve makrafaj

hlcrelerini toplayarak immunositokimya boyamasi uygulandi.

Sekil 5.26. U937 hucrelerine uygulanan C/c8 antikoru(20X).
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Sekil 5.27. U937 hucrelerine uygulanan C/c8 antikoru(20X).

Sekil 5.28. U937 hucrelerine uygulanan B/f6 antikoru(20X).
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Sekil 5.29. U937 hucrelerine uygulanan B/f6 antikoru(20X).

Sekil 5.30. U937 hucrelerine uygulanan A/a2 antikoru(20X).
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Sekil 5.31. U937 hucrelerine uygulanan A/a2 antikoru(20X).
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6. TARTISMA VE SONUC
6.1. Tartisma ve Sonug

Obezite, insiilin direnci ve tip 2 diyabet; anormal sitokinlerin salgilanmasi, akut faz
reaksiyonlarmin artmasit ve diger arabulucular ile inflamasyon sinyal yolagindaki agi

aktiflestirerek kronik inflamasyon ile yakindan iliskidedirler (152,160).

Metabolizma ve bagisiklik sistemi birbirine yakindan baglantilidir. Asiri ve yetersiz
beslenme bagisiklik fonksiyonunu etkilemektedir. Aglik ve yetersiz beslenme bagisiklik
fonksiyonunu bastirarak enfeksiyon yatkinligimi artirabilir. Obezite, anormal bagisiklik
aktivitesi ve enflamatuar hastaliklar riskini artiran ateroskleroz, diyabet, solunum yolu

iltihab1 ve yagl karaciger durumlar ile baglantilidir(57).

Lipidler ayrica enerji kaynagi ve yapisal olarak hiicre zarlarinin sekillendirmesinde, hiicre
i¢i ve hiicre dis1 sinyal molekiilleri veya hormon diizenlemeleri gibi ¢esitli biyolojik roller
oynamaktadir. Ornegin, lipidler proteinlerin islevi ve lokalizasyonunda gorev almaktadir.
Ayrica serbest yag asitleri, insiilin ile uyarilan fosfoinositid 3-kinaz yolagini inhibe ederek
ve  enflamatuar ~ molekillerin  aktivasyonunu  artirarak ~ hormon  etkisini
duzenlemektedir(44,181-183).

Yag doku kitlesinin artmasit ve buna paralel olarak gelisen insiilin direnci ile birlikte
lipolizin artmasi adipoz dokusundan serbest yag asiti ve sitokinlerin salinmasina, sonug
olarak glikoz aliminin azalmasina ve hepatik glikoz Uretiminin artmasina sebep olmaktadir.
Bu daha sonra insilin direncini telafi etmek i¢in insiilin salgilanmasini tesvik etmektedir.
Hiperinsiilinemi ayrica reseptor duyarsizlastirma yoluyla hedef bdlgelerde instlin direncini
arttirir ve dolayli olarak lipogenesis Gzerindeki etkileri gostermeye baslamaktadir. Bu kisir
dongu sonunda; kronik hiperglisemi, hasarli glukoz ile uyarilmis insiilin salgilanmasi (B-
hlcre patolojileri) ve diyabet gelisimine neden olur. Yag dokusu kaynakli proinflamatuar
arabulucular, dogrudan insiilin direnci, damar yaralanmasi ve aterojeneze katkida
bulunabilir. Metabolik sendrom ve endotel disfonksiyonlarda, adipokinler olarak bilinen bu
proinflamatuar ara bulucular ~ obezite ve insiilin direnci arasindaki baglantiy1
saglamaktadir(184,185).
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Inflamatuar yolaklari, ayrica hedef hiicrelerdeki c-Jun amino terminal kinazin (JNK) ve
IKK ve insllin etkisinin aktivasyonu da dahil olmak iizere, FABPs tarafindan
etkilenmektedir. Ap2 ve MALI1 eksikligi olan fareler; obezite, instlin direnci, Karaciger
yaglanmas1 ve ateroskleroz gibi metabolik sendroma kars1 korunmaktadirlar(1,5,8). Ilging
bir sekilde, aP2 lokusunun nadir bir genetik degisimi ile ortaya cikan islev kayibi
insanlarda da ¢ok benzer bir sekilde koruyucu fenotip gostermektedir(186). Klinik dncesi
ortamda, inflamatuar sinyal yolaklarimin, genetik, biyokimyasal ve farmakolojik
hedeflemesi ile insilin etkisini artirmaktadir(57). Ornegin, nleyici bir peptit kullanilarak
JNK hedeflenerek sentetik kigik molekil inhibitorleri veya RNA interferans (RNAI)
tabanli teknolojiler ¢esitli fare modellerinde insiilin etkisini iyilestirmek i¢in
gosterilmistir(187,188). Ayrica JNK yolagmin insan hastaligi ile alakali olduguna dair
guclu genetik kanitlar vardir(189).

Yag asit baglayici protein 4 (FABP4) glukoz homeostazisini diizenleyen bir adipokindir.
Gebe olmayan bireylerde metabolik sendromun gesitli 6zellikleri FABP4 tarafindan
obezite ile baglantili oldugu bilinmektedir. Yag asitleri (FA) ve bunlarin irlinleri
metabolizma ve sinyalizasyon gibi ¢esitli hiicresel sureclerde rol oynamaktadir. Yag-asidi
CoA ligazlar beta oksidasyon substrati, karmasik lipitler ve sinyal molekdilleri olusumunda
katkida bulunmaktadirlar(190). Adiposit yag asit baglayici protein 4 (FABP4) insulin
duyarliligi diizenleyicisi olarak da bilinmektedir ve insiilin duyarlilik biyomarkeri olarak
hizmet verebilmektedir(191).

Son zamanlarda organizmaya agir yan etki vermeden tedavi amagl gibi temel biyolojik
tepki yolaklarinin araylizinii isleme yontemleri gelistirilmistir. Peptid ve lipidler pratik
olarak metabolik ve inflamatuvar yolaklar arasindaki kesisme noktasinda énemli terap6tik

hedeflerden sayilmaktadirlar.

Peptidler i¢in, en belirgin hedef sitokinler, kemokinler ve bunlarin reseptorleri One
cikmaktadir. Bu yaklasimin en giizel 6rnekleri JNK ve IKK yollar olacaktir. IKK
inhibisyonu yoluyla, yiksek doz salisilatlar obez fareler ve diyabetik insanlarda hem de
glikoz metabolizmasini iyilestirmektedir. IKK inhibisyonu yoluyla, glikoz metabolizmasi

hem obez farelerde hem de diyabetik insanlarda iyilestirilmektedir(192—-194).
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FABP fonksiyonunu modifiye eden farmakolojik ajanlarin gelistirilmesi lipid sinyal
yolaklarinin, enflamatuar cevaplarin ve metabolik dizenlenmesinin doku veya hucreye
spesifik kontroliini ve bu sayede coklu yeni ilag siniflar1 gelistirilmektedir. FABP’ler
kicik molekiller ile hedeflenerek, adiposit ve makrofajlarin fonksiyonunu 6nlemektedir

ve farelerde tip 2 diyabet ve ateroskleroz tedavisi i¢in kullanila bilmektedir(5,35,195).

Insanlardaki aP2’nin metabolik islevlerinin fare modellerine benzer olabilecegi
diistiniilerek FABP4 arastirmalar1 fare modeli lizerinden gelistirilmistir. Hotamisligil ve
arkadaslar1 ap2 molekiiliintin, TNF-alfa ifadesinin yag asit metabolizmas1 ile
iliskilendirerek, sismanlig1 insiilin direncine baglayan yolagin merkezinde oldugunu ileri
stirmiglerdir (8,196). Furuhashi ve arkadagslar1 ateroskleroz ve tip 2 diyabet tedavisi icin
FABP4/aP2 proteinini inhibe edilmesini bir strateji olarak arastirmislardir(10). Yine de
hotamisligil ve arkadaslar1 tarafindan yapilan br diger arastirmada ob / ob-aP2 - / -
hayvanlar ob / ob kontrol grubu ile karsilastirildiginda insiilin duyarliliklar1 daha fazla
bulunmustur. Bu hayvanlar ayn1 zamanda plazmadaki trigliserid ve kolesterol diizeylerinde

diisiis gostermektedirler(44).

Son zamanlarda, FABP4 onleyicilerinin kiigiik serisi tespit edilmistir. Bunlar; karbazol-
tabanli ve indol-tabanli inhibitorleri; benzilamino-6- (triflorometil) pirimidin-4 (1 H)
inhibitdrleri ve bir bifenil azol inhibitdrii (ayn1 zamanda BMS309403 olarak da bilinir) gibi
bilesiklerden olusmaktadir(17).

Lipidler ile ilgili yolaklar arasinda, tedavide basar1 gostermis ana Ornek olarak
tiyazolidindionlar(TZDs) bilinmektedir. Tiazolidinedionlar, nikleer reseptor peroksizom
proliferator aktive edici reseptorler (PPARalfa, gama, delta) ile kuvvetli insulin
duyarliigin1 goésteren ve tip 2 diyabet icin son derece etkili oral ilaclar olarak
bilinmektedir. PPARYy sinyalizasyonu, enerji dengesini ve metabolik hastaliklarinda énemli
ilerlemeler vurgulamaktadir ve ayni zamanda TZD tabanli tedavi igin yeni agiklamalar
saglamistir(197,198).

Statinler HMG-CoA rediiktaz inhibitorleri sinifi olarak hiperkolesterolemi hastalarinin
tedavisinde kullanilmaktadir. A-FABP ekspresyonu in vitro olarak kolesteroli azaltan
statinler tarafindan baskilanmaktadir. Statinler, hiicresel kolesterol dlizeylerini azaltarak

makrofaj FABP4 ekspresyonunu inhibe etmektedir(199).
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Deazaksantin bazli tiirevlerinin bir serisi, geleneksel olarak hazirlanip glikoz tiketimi,
adiponection ve leptin ifadesi degerlendirilmistir. N-(2-(4-(1-allyl-2,4-dioxo-2,3,4,5-
tetrahydro-1Hpyrrolo(3,2-d)pyrimidin-6-yl)phenoxy)ethyl)picolinamide(8g)  adlandirilan
bu bilesigin biri in vitro deneylerinde umut verici bir sekilde glukoz diisiiriicii aktivite
gostermistir(200). Daha sonra 8g bir inhibitor olarak trigliseridler birikimini ve 3T3-L1
adipositlerdeki FABP4 ifadesini inhibe ettigi bulunmustur. Makrofajlarda, 8g, hem

FABP4 hemde proinflamatuar sitokinlerin tretimini engellemistir(201).

Burak ve arkadaslar1 tedaviye yonelik olarak FABP4 proteinine karsi(anti-aP2)
monoklonal antikor(CA33) gelistirmislerdir ve CA33 antikorunun tedavi sonuglari glikoz

toleransini ve insiilin duyarliligin1 buytk bir 6l¢tide artirmistir(202).

Bu ¢alismada immunojenik FABP4 rekombinant protein olarak tiretilmesi ve insan FABP4
proteinine kars1 antikor gelistirilmesi amag edinilmistir. 3 disi Balb/C farelere ¢esitli zaman
araliklarinda (0, 14, 28, 36, 42, 56, 59 gln) labaratuvarda dretilen immunojenik insan
rekombinant FABP4 protein asilanmistir (89). Yaklasik 42 gln sonra farenin kuyruk
veninden alinan kan 6rnegi primer antikor olarak kullanilmistir ve antikor titrasyonuna
bakilmistir. Antikorun 1:250.000'e kadar titre olmasi hayvanin yeterince immunize
oldugunun bir gostergesidir. Yapilan ELISA sonucunda serum sivindaki antikorlar

1:1.000.000’a kadar titre vermistir.

Tez siresince FABP4 proteinine karst monoklonal antikor yapilmistir ve fareler immdinize
edilerek dalaklar1 alinmistir. Hibridoma hiicreleri daha 6nce immiinize edilmis hayvanlarin
(genellikle fare, rat ve tavsan) yasam siiresi kisa olan belirli antikor salgilayan B-hicreleri

ile 6liimsiiz Miyeloma hiicre hattinin birlesmesi ile tiretilmektedir.

Monoklonal antikor iiretimi hem fare karin i¢inde (ascites) hem de in vitro metodu ile
yapilmaktadir. Hiicre kiiltiirinde ¢ogaltilan hibrid hiicrelerin supernatant antikor
degerlerine ELISA yontemi ile bakilmistir ve yiiksek deger gosteren 15 klon secilmistir.

Secilen klonlar fare karin bosluguna injekte edilerek Ascites elde edilmistir.

Bu sekilde klon basina bir monoklonal antikor iiretimi yapilip 3 hayvandan 30 ml kadar

ascites sivisi elde edilmistir. Western blot deneylerinde kullanilan bu antikor igeren sivi
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1/5000 oraninda en uygun bir sekilde calismistir. Bu yontem ile az sayida hayvan

kullanilarak ¢ok miktarda ve kaliteli monoklonal antikor iiretilmistir.

FABP ailesinin birincil yapilarina ragmen, tigiinciil yapilar1 yiiksek Ol¢lide korunmus
vaziyetde bulunmaktalar. Bu protein ailelerinde paraloglarda %25 ve Ortologlarda ise %90
dizi benzerligi bulunmaktadir(22,23). FABP4 ve FABP5 arasinda %52 aminoasit
benzerligi goOrinmekte ve bircok yag asidine benzer afinite ve seciciligi ile
baglanmaktadirlar. Ayrica hotamisligil ve arkadaslari FABP4 ve FABPS5 proteinlerinin
metabolik islevlerinin ayn1 oldugunu ve adipositlerdeki FABP4 yoklugu FABPS tarafindan
telafi edildigini sdylemektedirler(17). Bu dogrultuda elde ettigimiz monoklonal
antikorlarin FABP ailesinin diger iiyeleri olan FABP5 ve FABP6 proteinleri tizerinde de
capraz reaksiyon denenmistir. Denenmis olan monoklonal antikorumuz her ii¢ izoformuda

tanimustir.

Antikor Ttretilip, spesifite ve aktivite testleri yapildiktan sonra hangi izotip antikorlarin
tiretildigini gozlemlemek igin izotiplendirme testleri yapilir. Farede dretilen antikor
izotipini saptamak i¢in kullanilacak kitte agir zincir izotipini saptamak icin IgG1, IgG2a,
IgG2b, 1gG2, IgA, IgM anti- immunoglobulin antikorlar1 kullanilirken, zayif zincirleri
tanimlamak icin kappa ve lambda anti-immunoglobulinleri kullanilmaktadir.
izotiplendirme deneyini ascites veya karin boslugundan alinan siv1 ile yapilmistir. 1gG1
immunoglobulin izotipi, protein ve polipeptid antijenlerine karsi timus aracili immiin
tepkisini gostermektedir ve toplam immunoglobulinlerin %60-65’ini kapsamaktadir. 19G2
Karbonhidrat / polisakarit antijenlerine karsi yaygin bir bagisiklik tepkisidir ve toplam
immunoglobulinlerin %20-25’ini olusturmaktadir. (158). IgM immunoglobulin izotipi
agirhikli olarak lenf sivisi ve kanda bulunan ve hastaligin erken dénemlerinde oldukga

etkili bir notrlestirme ajandir.

Elde ettigimiz monoklonal antikor izotplendirme degerlendirmesine bakildiginda A/a2,
B/f6 ve C/c8 klonlar protein antigenlerine kars1 gelisen antikorlar agir zincir izotipi(IgG1)
ve hafif zincir izotipi(kappa) daha yiiksek degerleri gostermektedir. Bu klonlar goriindiigii
gibi western blot sonuglarinda da iyi afinite gostermislerdir. A/c2 klonu IgG2 agir zincir
izotip ve kappa hafif zinci izotip degerlerini yiiksek ¢iktig1 i¢in bu antikorun karbonhidrat /

polisakarit antigenlerine karsi gelismi oldugunu ima etmesine bakmayarak western blot
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sonucu kuvvetli antikor oldugunu gostermektedir. Hibridoma hiicreleri tarafindan
salgilanan antikorlarin, hibridleri selektif olarak Gretmeden (6lmeden Once) dalak
hiicrelerinden Uretilen antikorlar ile karismasi miihtemeldir. Bunedenle, birden fazla
izotiplerin ve glclu bir IgM sinyali gérmek mumkindir. Ama hibridoma hcrelerinde
sadece IgM agir zincir géormek cok istenilen bir durum olmadigi i¢in ellenmesi
gerekmektedir. A/cl, B/b6 ve c/b8 klonlarinda IgM izotipinin yaninda diger 19G

izotoplarinin da gériinmesi hibridoma hiicrelerine ait oldugunu kanitlamistir.

U937 hicrelerinin  forbol miristat asetat (PMA) ile indukledikten sonra hicre
farklilagsmasina girdiklerini, makrofaj 6zelliklerini gosterdiklerini ve FABP4,5 proteininin
makrofaj markerleri olarak incelendigi kaynaklarda gosterilmistir. Calisgmamizda U937
hiicre hatlarin1 PMA ile tetikledigimizden sonra FABP4 ifadesinin gozlemlemeye yonelik
westen blot yontemi ile protein varhigina bakilmistir. Burada hiicre lizatlarinda ylksek
FABP4 ekspresyonu gozlenmistir. Daha sonra bu hticrelerde immunofloresan boyamasi

yapilmistir ve immiinositokimya sonuglarinda protein ifadesi gozlemlenmistir.

Bu calismalarda, diyabet, instlin direnci ve yagh karaciger hastaligi i¢in aP2 hedefli
tedavilerin gucli Klinik 6ncesi bir destek oldugu ve bu amagla kullanilabilecek bir aday
molekilu oldugu sunulmaktadir. Bulgularimiz, hibridoma teknolojisi ile FAB4’e kars1 elde
ettigimiz monoclonal antikorlarin, ap2 molekulini dnlemesini miimkiin kilmistir ve tip 2
diyabet ve ateroskleroz ve obez gibi metabolik hastaliklarin tedavisi i¢in, giiglii terap6tik

maddelerin yeni bir siif yol agabildigini ortaya koymaktadir.

Deneylerimizde kullanilmak {izere elimizde FABP4 monoklonal antikorca zengin ascites
ornekleri bulunmaktadir. Sonug olarak monoklonal antikor teknolojisi laboratuvarimizda
uygulanmis ve hedef antikor iiretilmistir. Olusturulan antikorlarin tiretimi, ELISA, Western
blot ve Immunostain dahil olmak tizere ¢esitli imminoanalizlerde kullanmak tzere verimli
bir sekilde ¢alismaktadir. Uretilmis olan antikorlar karakteristikleri acisindan onlar1 saglikli

ve hasta bireylerin islevsel FABP4 arastirmalarinda faydali kilacag: diistiniilmektedir.

Insan tedavisinde kullanilacak olan monoklonal antikorlarin daha uyumlu, uzun siireli etki,
spesifite ve affiniteye sahip olmalar1 i¢in, giinimiizde fare antikorlarinin yerine yeni

teknoloji yontemleri ile insans1 antikorlar kullanilmaktadir. Bu baglamda iirettigimiz anti-
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FABP4 fare monoklonal antikorlarin insanlarda immiin yaniti olusturmayan ve
biyoteknolojik ilaglar olarak daha etkili olmalari i¢in yeni insan monoklonal antikorlarin

uretilmesinde ileriye atilack bir adim sayilmaktadir.
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