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Uretimi
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Biyoteknoloji alaninda veterapotik c¢aligmalarda son on bes yildir, antikor {iretim
teknolojisi devrimsel gelismelerin en dnemlilerinden biri haline gelmistir. Bu teknolojinin
oluturulmast icin Oncelikle saf, spesifik ve giivenli antijenlerin olusturulmasi
gerekmektedir. Rekombinant DNA teknolojisi istenilen 06zelliklere sahip antijenin
uretilmesi icin kullanilan en temel yontemlerden bir tanesidir. Bu ¢alismada glutaminin
hiicre i¢ine alinmasinda gorevli amino asit tasiyici 2 proteini (ASCT2)’nin immunojenik
molekilinin rekombinant DNA teknolojisi ile Uretimi vepoliklonal ASCT2 antikor
tiretimi gercgeklestirilmistir. Balb/C disi farenin karin i¢inde olusan ‘ascites’ ismi verilen
s1vi toplanmis ve hedef antijene spesifik antikor iiretildigini gostermek igin yapilan ascites
stvist ve kuyruk veninden alinan serum 6rnekleriwestern blot deneylerinde primer antikor
olarak kullanilmistir. Ascites sivist ve serumun ig¢indeki antikorlarin istenilen antijene
baglandig1 tespit edilmistir. Bir sonraki adimda fazla miktarda ascites 6rneginin toplanip
antikor saflagtirma kosullar1 optimize edilecektir. Saflagtirilmis ASCT2 poliklanal
antikorun yeterli donanima sahip sirketlerde ELISA kiti olusturulmasinda kullanilmasini
hedeflemenmektedir. Calismanin ikinci kisminda ise ASCT2 proteininin ifadelenmesinin
karaciger kanser hiicre hatt1 (HepG2) ve obez/normal farelerden alinmis karaciger ve yag
doku gruplarinda regiilasyonuaragtirilmistir.  HepG2  hiicre  hattinda  glutamin
konsantrasyonu artirildiginda ASCT?2 ifadelenmesinin arttigi gozlenmistir. Obez farelerin
karaciger ve yag dokularinda ise normal faredekilere gore daha fazla ifadelenme oldugu
saptanmistir. Sonug¢ olarak, poliklonal antikor iiretim teknolojisi basarili bir sekilde
uygulanmistir ve laboratuvarda iiretmis oldugumuz poliklonal antikorlari kullanarak
ASCT2’nin obez farelerin karaciger ve yag dokularinda daha fazla ifade edildigi
gozlenmistir.

2014, 91 sayfa
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ABSTRACT
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Recombinant Protein of Immunogen Sequence of Human ASCT2 and ASCT2 Polyclonal

Antibody Production
Gamze CAGATAY
Ankara University Biotechnology Institute
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Erkan YILMAZ

Antibody production technology has been one of the greatest beneficiaries in
biotechnology and therapeutic fields over the past 15 years. In order to get this technology,
we need more highly purified, more specific, and safer antigens. Recombinant DNA
technology is one basic method for the production of target antigens. In this study,
immunogen sequence site of human amino acid transporter 2 (ASCT2), role in glutamine
transport into the cell, was manufactured by recombinant DNA technology. In addition
polyclonal ASCT2 antibody was produced. Intraperitonal liquid called ascites was
collected from Balb/C female mice and serum obtained from mice tail veinand ascites
liquid were used as primary antibody in western blot analysis to prove antibodies are
specific to target antigen. It was shown that the antibodies in ascites liquid and serum
bound to the ASCT2 antijen. In the next step, more amount of ascites samples will be
obtainedand antibody purification conditions will be optimized. We planto develop ELISA
kits working incorrelation with some companies. In the second part of this study, the
regulation of ASCT2 protein was investigated in human hepatocellular carcinomacell line
(HepG2)and liver and adipose tissue in obese/normal mice. As a result, we succeed anti
human ASCT?2 polyclonal antibody productionand the expression of ASCT2 in liver and

adipose tissue of obese mice was more than in that of lean mice.

2014, 91 pages
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1. GIRIS

Biyoteknoloji alaninda antikor Uretim teknolojileri son yillarin vazgecilmez ¢aligmalari
haline gelmistir. Bilindigi lizere, antikorlar viicuda giren yabanci molekiillere karsi B
hiicreleri tarafindan iiretilen glikoprotein yapisinda molekiillerdir. Bu yabanci molekiiller
antijen olarak adlandirilmaktadir. Antikorlar poliklonal ve monoklonal antikor olmak iizere
iki gruba ayrilirlar. Poliklonal, farkli B hiicre klonlarmin antijenin farkli epitoplarini
tanimasi igin Uretilen heterojenik bir karisimdan olusan antikorlardir. Bu antikorlarintanisal
yontemlerde kullanilabilir ve ¢ok az miktarda hedef proteinlerini taniyabilir olmasi gibi
avantajlar1 bulunmaktadir.Ancak terapotik amachi kullanimlar i¢in uygun degillerdir.
Monoklonal antikor ise proteinin (antijenin) tek bir epitopunu taniyanve diger proteinler ile
capraz reaksiyon vermeyen, tek bir B hiicre klonunun iiretmis oldugu homojen bir

karisimdan olusan antikorlardir (1).

Biyoteknolojinin temeli olan Rekombinant DNA Teknolojisi, bir genomdaki binlerce gen
arasindan tek bir genin ayristirilmasini, tanimlanmasini ve bu genin klonlanmig DNA
molekili olarak biyik miktarlarda tretilmesini miimkiin kilmaktadir. Antikorlar,
enzimler, proteinler, antijenler ve daha bir c¢ok biyolojik Grin bu teknoloji ile
uretilebilmektedirler (2).

ASCT2 nétral amino asitlerin hiicre i¢ine girip ¢ikmasini kontrol eder. Glutaminin hiicre
icine alinmasinida hiicre zar1 lizerinde tastyici olarak gorev alir. Kanserli hiicrelerde, bazi
hastaliklarin patojenitesinde, spesifik dokularda normalden daha yiliksek oranda ifade
edildigi bilinmektedir (3). Ilerleyen zamanlarda, ASCT2’nin sadece bir biyobelirte¢ olarak
degil, terapotik olarak da kullanilabilme olasiligimi diisiindiigiimiizde ASCT2 antikoru

teknolojisinin lizerinde durmak ve gelistirmenin dnemli olabilecegini diisiiniilmektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER

Rekombinant DNA teknolojisi, verilen bir konaktan genleri tanimlamak, izole etmek,
manipiile etmek, ve yeniden ifadelendirmek gibi amaglar1 olan bir teknolojidir. ilgili genin
izole edilmesi ve ¢ogaltilmasi metoduna genin klonlanmasi denilmektedir. Klonlama ile
ilgili gen bolgesini, canli organizmalarda kendi kendine g¢ogalabilen vektor, plasmit ya da
virus gibi tagiyicilar igerisine sokarak rekombinant DNA olusturulmus olunur.
Rekombinant DNA molekiilleri prokaryotik ya da 6karyotik bir konak hiicreye yerlestirilir.
Konak hiicrenin c¢ogalmasi ile birlikte hedeflenen gen bélgesini i¢ine almis vektor de

cogalir. Boylece, konaktaki yabanciDNA molekiilii sayica artmis olur (4).

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
uretilir. Bu sekilde kes-yapistir teknolojisi olan yonteminin farkli amaglart olabilir. Bilinen
gen iirlinlerinin fonksiyonu ve regiilasyonu ile ilgili temel anlayislar gelistirmek, hiicre i¢i
genetik bozukluklar1 diizeltmek, hastaliga duyarli konaklarda yabanci genler ifadelemek,
genis kullanimlar i¢in ¢ok miktarda protein {iretmek rekombinant teknolojisinin

amagclarindan bazilaridir (4, 5).

2.1. Gen Transferi

Gen transferi teknolojisinin dnemi molekiiler biyoloji ve genetik miihendisligi alaninda
yapilan caligmalar ile birlikte giinden giine artmaktadir. Bu teknoloji sadece akademik
aragtirmalarda 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 (6, 7).

2.2. Gen izolasyonu

Hedeflenen gen bolgesini klonlamak i¢in konak hiicreden sekansin izole edilmesi gerekir.
Toplam haberci RNA (mRNA) izolasyonundan sonra komplement DNA (cDNA) sentezi
gerceklestirilir. Bir diger izolasyon ydntemi olarak gen Kkutlphanlerini kullanarak
etiketlenmis gen kopyasi ve mRNA dizisine sahip olunursa, biitiin genomdaki klonlar

arasinda arastirilan geni igeren klon saptanabilir (7).



2.3. Geni tasiyacak uygun arag

2.3.1. Vektorler

Kromozomdan bagimsiz olarak, kendi kendini replike edebilen, ¢ift sarmalli, halkasal
DNA molekuline plasmit denir. Plazmitlerbakterilerin hayati fonksiyonlar1 kontrol eden
genler haricinde esansiyel olmayan genler icerirler. Genellikle bakterilerde bulunurlar;
ancak cok nadir olarak Saccharomyces cerevisae gibi Okaryotik hucrelerde de
bulunabilirler. 1.000 ile 1.000.000 baz ¢ifti uzunlugu arasinda olabilirler. Bagimsiz olarak
hiicre boliinmesinde kendisini esleyebilir ve ¢ogalabilir ya da plazmit 6nce ana DNA'ya
kaynasabilir, sonra hiicre boliinmesinde onunla birlikte ¢ogalabilir. Elbette bu kaynama

sayesinde canlinin 6zellikleri az ya da ¢ok etkilenmektedir (8, 9).

Genetik biliminde kullanilan bu plazmitlere vektor adi verilir. Ifadalenme,uygun genetik
altyapiya sahip bir vektor kullanilarak tetiklenmektedir. Ekspresyon vektorlerinin genetik
elementleri replikasyon orjini (ori), antibiyotik diren¢ belirteci, transkripsiyonel
promotorlar, translasyon baslangi¢ bolgeleri (TIRs) ve transkripsiyonel ve translasyonel
sonlandiricilardir (10, 11).

Heterojenik protein iiretilmesi i¢in kullanilan sistemler arasindan, gram- negatif bakteri
E.coli ile galismak bir ¢ok organizmaya gore avantajlidir. Hizli biiyiimesi, ucuzkosullarda
yetistirilmesi, genetik alt yapisinin ¢oziimlenmesi, klonlama vektorlerin rahatlikla
¢ogalmasi ve mutant akrabalarinin bulunmasi bu teknolojide kullanilma nedenlerindendir

(10, 12).

En cok kullanilan plazmitlerden pBR322, ampisilin ve tetrasiklin antibiyotiklerine karsi
immnun bolgeler igerirler. 6000 baz ciftine kadar DNA molekiiliinii tasiyabilirler. pET
ekspresyon vektorleri de pBR322 plazmitinden tiiremistir. 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 10 genine sahip olmasidir. Bu genin kodladigt T7 RNA polimeraz
ileyliksek seviyede transkripsiyon ve translasyon yapilmasi tetiklenmektedir. pET
vektorleri antibiyotik direnclilik geni, lacl genine ve T7 promotor ve lac operatoriine
sahiptir. Bu sistemde, ilgili bélgenin protein kodlayan kismi T7 promotorunun ve 10 leader

dizisinin asagi kismima klonlanir ve E. coli suslarina transforme edilir. T7 RNA



polimerazin lacUV5 promotorundan ifade edildigi kromozom entegre kasetin isopropyl f-
D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) ile indiiklenmesi ile protein ifadelenmesi saglanir.
Protein ifadelenmesi i¢in kullanilacak bir diger yontem polimeraz ifadeleyen bakteriyofaj
lambda CE6 ile hicreyi enfekte etmektir. T7 RNA polimeraz suslarda olmadigi igin
klonlanmis hedef genin bazal ifadelenmesi oldukg¢a diisiiktiir. IPTG, vektorde aktif T7
RNA polimeraz g¢alismasinin tetikleyerek, konagin RNA polimerazi ile transkripsiyon
acisindan yarigirlar. Boylece, hedef protein birka¢ saat igerisinde hiicre igerisindeki
ifadelenen proteinlerin ¢ogunu olusturacaktir. Lac represor (Lacl) T7 RNA polimerazin
promotora gidip baglanmasini engeller. Ilgili genin proteine déniismesi icin IPTG
varliginda LacI’nin bagl oldugu operatér DNA dizisinden diiser ve bunun yoklugunda, T7
RNA polimerazin T7 promotorunu tanimasi ile transkripsiyon baslar. Eger bakteri orta log
biiylime fazinda indiiklenirse (ODeoonm 0.6-0.9), protein maksimum seviyede
uretilebilecektir (14, 15, 16).

2.3.2. Virusler

En az tehlikeli ve en ¢ok calisilan viriis y faji kullanilabilir. 49 kb boyutunda cift iplikli bir
yapiya sahiptir. Her iki ucunda da, 12 niikleotitlik complement diziler bulunur. Bu uglar

cos” (yapiskan-cohesive) olarak isimlendirilir. Enfekte olmus hiicrede, cos bdlgesi

icerisinde DNA zinciri kopyalanir, faj i¢erisinde paketlenir (17).
2.3.3. Kozmidler

Plazmitlerin ve fajlarin ise yarar kisimlarinin hibrid olusturmasi ile olusturulmus vektorlere
kozmid denir. Kozmidler 25,000-35,000 b¢ arasinda DNA dizisi kopyalamak igin
musaittirler. y fajlarindaki yapiskan uglara (cos bdlgelerine) sahiptirler. y fajmin cos
bolgeleri pBR322 plamitinin tet/r geni igerisine klonlanir. Amp/r geni igerisine bir sey
girmemistir. Yabanci DNA molekiilii kii¢iik pargalara kesilir ve cos bdlgesinin igine

aktarilir. Tetrasiklin duyarliligi ve ampisilin direngliligine gore segilirler (18).

2.3.4. ifadelenme Vektorleri

Replikasyon orjini, secilebilir markor, ¢ogalabilir klonlama bdlgelerine (MCS) sahip
olurlar. Indiiklenebilir promotora sahip olmalari nedeniyle MCS’nin asag1 bdlgesine girmis

ilgili genin transkript olusumunu ve translasyonunu saglarlar (17).
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2.4. Transformasyon

Transformasyon rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak hiicre dis1 uygulamalar ile
hiicre genotipine miidahale etme islemidir. Kisaca, ekzogenik bir DNA molekdilintn hicre
icine almip hiicre ile biitiinlesmesidir. Transformasyonun ilk asamasinda 0 derecede
yiiksek konsantrasyonda katyonlarin varliginda ekzogenik DNA bakteri ylizeyine yapisir
ve baglanir. Sicaklik 0°C’den 42°C’ye cikarildiginda, hiicre duvarindan sitoplazmaya
girer. Ekzogenik DNA, DNAaz’ ¢ kars1 direngli hale gelir. Sonunda igeri girmis yabanci
DNA molekiilii, bakteride hayatin1 devam ettirebilmek i¢in ya kendi basina kararli bir

replikon olusturur ya dayerlesmis replikon ile homolog rekombinasyon yapar.

Transformasyon islemine baglamadan Once ilgilenilen gen bolgesi vektor ile ligaz enzimi
aracilifiyla birlestirilir. Bu isleme ligasyon adi verilir. Genellikle niikleik asitler, 6rnegin
plazmitler kendiliginden bakteri hiicrelerinin i¢ine giremezler bunun igin uyarici bir etki
gereklidir. Bu yiizden transforme olacak hiicre membranlarinin diizenlenmesi, disaridan
gelecek molekiilleri hiicre icine kolaylikla alabilmeleri i¢in kompetan hiicre olmalar
gerekir. Hiicre, Ca?" Ba®*, Sr**, Mg, Mn?*, ya da Rb* gibi katyonlarin herhangi biri ile
muamele edildiginde kompetan hale gelmektedir. Kompetan hiicre hazirlamak icin farkli
metotlar vardir; kalsiyum kloriir (CaCl2), rubidium kloriir (RbCl) ve transformasyon
stoksolusyonu (TSS) metotlar1 en ¢ok bilinen ve kullanilan metotlardir. TSS ¢ozeltisini
kullanarak E.coli hiicresini 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 -
80°C’de yasayabilirler. TSS igerisinde Luria-Bertani (LB) broth, poli etilen glikol (PEG),
dimetil siilfoksit (DMSO) ve Mg katyonlar1 bulunur (19, 20).

2.5. Klonu icerisine almis hiicrenin secilmesi

Konak hiicreye transforme edilmis yabancil DNA molekiiliinii iceren vektore sahip
kolonileri, transforme olmamis kolonilerden ayirt edebilmek icin vektor {izerinde bulunan
antiyotik genleri ile segicilik saglanabilir. Bu genler sayesinde, vektorii almis koloniler
antibiyotigin icerisinde 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 goriintiilemek amaciyla vektor tizerinde bulunurlar (21). Igeri alman plazmitin
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koloni polimeraz zincir reaksiyonu ilegenin igeri girip girmedigi kontrol edilir (4).

Anitbiyotiklerin 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 0Ozellik 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
hlcresinin 6limine neden olur (14). Aminoglikozid grubu bir antibiyotiktir; Streptomyces

kanamyceticus bakterisinden izole edilmistir ve siilfatli formunda kullanilir (22, 23).
2.6. Protein ifadesinin Indiiklenmesi

E. coli’de lac operonunun dizenlenmesi gen ifadelenmesinin transkripsiyon seviyesinde
negatif olarak kontrolii igin gerekli bir paradigmadir. Lac operonunun kontroli
digernegatif olarak bakteriyel sistemlerin diizenlenmesine gore daha etkilidir. indiikleyici
varhiginda, Lac enzimleri 1000 kat artabilirken, gal operonu 20 kattan az induklenir. Lac
operonun baskilanmasi ilelac promotoruna RNA polimerazin baglanmasini direk olarak
engellenmis olur. IPTG allolaktozu taklit eden bir molekildir. Laktoz ise lac operonun
transkripsiyonunu tetikleyen bir metabolittir. IPTG, yapisindaki siilfiir atomuhiicre
tarafindan hidrolize olmayankimyasal bir bag yaratir. Bdylece, hiicre onu metabolit olarak

kullanamaz, par¢alayamaz ve IPTG konsantrasyonu sabit olarak kalir (24).

Lac operator dizisinin oninde T7 promotorun yerine E.colinin RNA polimerazinin
baglanabilecegi lac promotor dizisi vardir. Promotorun 6niinde ise lac operonunu agilip
kapanmasini kontrol eden repressor bolgesi bulunur (Sekil 2.1.) (25). Laktoz yoklugunda,
lacl operatdr bolgeye baglanir ve DNA’y1 40" biiker. Bu biikiilme, T7 RNA polimerazin
promotor bolgesine baglanmasini engeller. Ortamda bulunan IPTG, lac represorine
baglanir ve lac operotoriinden tetramerik represorii ¢ikarir. Bdylece lac operonunda

genlerin (beta galaktosidaz gibi) transkripsiyonuna izin verilmis olunur (26, 27).
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2.7. Protein Saflastirilmasi

Proteinlerin hiicre ve dokudan saf halde izole edilmesi oldukca 6nemlidir. Ozellikle
proteinin konsantrasyonu diisiik ise hiicre icerisindeki diger proteinlerden ayirmak igin ve
saf halde elde etmek icin saflastirilacak proteine uygun yontemin segilmesi gerekir.
Saflastirilmada farkli yontemler kullanilmaktadir. Saf veya safa yakin protein eldesi i¢in bu

yontemlerden bir veya birkagi arka arkaya kullanilmaktadir (28, 29).

Proteinleri izole edebilmek i¢in &ncelikle yapilmasi gereken bazi adimlar vardir. Ilk olarak,
izole edilecek proteinin fazla miktarda iiretilebilecegi doku veya hicre grubu segilir.
Proteini fazla miktarda {iretmis hiicre veya dokular uygun tampon ¢ozeltiler ile homojenize
edilir. Bu tampon ¢ozelti hiicre membran1 ve niikleus membranini pargalar, bdylece
proteinler agiga ¢ikar. Tampon kullanilarak proteinin kimyasal yollarla agiga g¢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 partikillerinden uzaklastirilir. Sonunda protein karigimi igeren bir
slipernatan olugur ve bu siipernatan saflagtirma yontemleri i¢in baglangi¢ materyali olur

(28, 29).

Protein saflagtirma yontemlerini dort temel baglik ile incelemek miimkiindiir. Bunlar;
kromatografik yontemler, elektroforetik yontemler, santrifligasyon yontemleri, diyaliz-
ultrafiltrasyon yontemleridir (30, 31). Affinite kromatografisi kromatografik yéntemlerin
icerisinde saflastirilmada kullanilan en yaygin ve hizli yontemlerden bir tanesidir. Tek
basamakta oldukca saf bir protein eldesi mumkindir. Bu yontemde polisakkarit

yapisindaki koenzim bagli agaroz tanecikleri kolon dolgu maddesi olarak kullanilir.



Uretilirken proteinin u¢ kisimlarma tasarlanan enzim proteinleri, protein karigimi kolona
uygulandiginda agaroz taneciklerindeki koenzimin serbest ucuna spesifik olarak baglanir.
Protein siipernataninda diger proteinler koenzim serbest ucuna baglanma 6zelligne sahip
degillerdir bu yilizden 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 ¢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 (32).

Affinite kromatografisinde en c¢ok tercih edilen sistem hareketsiz metal affinite
kromatografisi (IMAC)’dir. IMAC sisteminde, agaroz matriks iizerinde hareketsiz olarak
duran gecis metalleri (C02+, Ni2+, Cu2+, Zn2+) ile histidin isaretli hedef protein arasinda
baglar olusur. Histidin bu metal iyonlari ile en gii¢lii bagi olusturacak bir amino asittir.
Histidin-imidazol ¢emberinde, elektron verici gruplar sayesinde nikel ile koordinasyon
baglar1 olusur. Bu sekilde purifiye edilecek protein kolona tutunur ve histidin ile yarigacak
olan yiiksek konsantrasyonda imidazol ile muamele edilir. Hedef protein tekasamada elde
edilmis olur. Elde edilen protein hi¢bir zaman % 100 saf degildir. Bu yuzden, kolondan
sonra tuzlardan armdirmak i¢in ‘desalting’ islemi yapilir. Desalting yapmak i¢in molekiil
biiyiikliigiine 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 (32, 33).

2.8. Amino Asit Tasiyic1 Tip2 Protein (ASCT2)

2.8.1. ASCT2 Fonksiyonu

Anti sistem ASC amino asit tasiyic1 2 (ASCT2) 541 amino asitten olusan 10 tane polipeptit
zincirinin membranin igerisine gdmiilii oldugu bir transmembran proteindir. Hiicre zari
tizerindeki sodyum iyonlar1 araciligi ile ndtral amino asitlerin hiicre i¢ine alinmasinda
gorev aln tasiyici bir proteindir. Substrat 6zelliklerine bagli olarak amino asitlerin hiicre
icine girmesini saglayan farkli sistemler vardir. Dort ana amino asit tasiyici sistem

tarafindan hiicre icine tasinmaktadir. Bu dort tasima sistemleri A, ASC, N ve sodyum



independent L’dir. Bu tasiyicilarin aktif olarak ¢alismast doku ¢esidine ve bu reseptorlerin

farkli amino asitleri alma egilimine bagli olarak siniflandirilmaktadir (34, 35).

ASC sistemine ait ASCT2 alanin, serin, treonin, sistein, metiyonin, asparjin ve glutamin
notral amino asitlerini sodyum iyonuna bagli olarak hiicre i¢ine alinmasini saglar. Hucre
icine glutamin alimmin artmas: i¢in bu amino asiti igeri alan tasiyici proteinlerin
aktivasyonu gerceklesir. Insan tiimér hiicrelerinde yaygin olarak ifade edilen amino asit
tastyicicist ASC sistemlerinden olusur (35,36). ASCT2 sadece notral amino asitleri degil
dalli zincirli aromatik amino asitleridesubstrat olarak kullanmaktadir. Feline endojenik
viris RD114, baboon M7 endojenik virls ve tip D simian retrovirtsler icin viral hicre
ylizey reseptorii olarakgorev alirlar (37,38). ASCT2 mTORCI sinyal yolagiin ¢aligsmasina
ve otofajinin baskilanmasina yardimci olur. ASCT2, sodium bagli amino asit transporter 2,
adiposity amino asit transporter, AAAT, notral amino asit transporter B, ATB, amino asit
transporter B°, ATB®, ATBO, baboon M7 viriis reseptor, M7V1, M7VS1, insulin-aktive
amino asit transporter, FLJ31068, RD114 virus reseptdr, RD114/simian tip D retroviris
reseptdr, RDR, RDRC, ya da R16 olarakta bilinmektedir (39, 40).

ASCT2, solute carrier family 1 protein ailesine ait 5. Uye olarakta bilinmektedir (SLC1AD5).
Expressed sequence tag (EST) veri tabami kullanarak yapilan c¢aligsmalarda, kanserli
dokularda ASCT2 ya da SLC1AS, SLC7AS ve SLC38AS ifadelerinin dnemli oranda artti1
gozlenmistir. Normal karaciger dokuya goére hepatoblastoma ya da hepatoselliile kanser
karaciger dokusundaki SLC1AD5 ifade diizeyi ¢ok miktarda arttigi kanitlanmistir. Hepatoma
hiicreleri normal karaciger hiicrelerine nazaran daha fazla glutamin tasir ve kullanirlar. Bu
yiizden, bir ¢ok kanser hiicre hattinda bu transporter kullanilmaktadir (41,42). Tumor
hiicrelerinin gelisimi i¢in de glutamin 6nemli bir kaynaktir. Bungard ve Mcgivan grubu
hepotama hiicre hatti HepG2 ASCT2 promotorunun ifadelenmesinin ve aktivitesinin
glutamine bagli oldugunu gostermislerdir (3). Sonug¢ olarak, hepatoma hiicrelerinde
ASCT?2 promotor aktivitesi ve ASCT2 proteinin ifadelenmesi ortamdaki glutamin varligina

bagl olarak diizenlenmektedir (23, 24).

Kolerektal ve prostat kanser dokularinda immunohistolajik boyamalarda ve westerb blot
analizlerinde, ASCT2 ifade duzeyleri ¢ok ylksek saptanmistir. Yapilan calismalar
ASCT2’nin, kolerektal kanser, karaciger kanseri, goglis kanseri, astrositom,
noroblastomlarin bazi hiicre hatlarinda glutamini igeri alan protein olarak calistigini

gostermistir. ASCT2 proteini glutaminin hiicre i¢ine alinmasinda gdrev alan 6nemli bir



transporter oldugu i¢in glutaminile ilgili ¢aligmalarda ASCT2 6nemli bir hedef molekiil
olabilir. Son yillarda, 6zellikle USA’da niifusun biiyiik bir cogunlugunda goriilen obezite
lizerinde yapilan arastirmalar cok yonliilik kazanmigtir. Obez insan ve hayvanlarin
plazmalarinda dolasan amino asit seviyeleri karsilastirildiginda diger amino asitlerin
plazma seviyeleri obez grubunda daha yiiksek ciksa da, ozellikle dalli zincirli amino
asitlerin (BCAA; 16sin, isoldsin ve valin) ve glutamin plazma seviyelerinin obezlerde ¢ok
daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (43-45). Glutaminin adipositlerde insulin
direngliliginin gelismesinde rol aldig1 ancak diger hiicrelerde (L6 kas hiicreleri gibi) boyle
bir gérevinin olmadigi yapilan arastirmalarda gosterilmistir. Tip 2 diyabetin gelistigi obez

farelerin adipoz dokularinda glutaminin hiicre i¢ine daha fazla girdigi tespit edilmistir (46).

2.8.2. ASCT2 ozellikleri

Insanda ASCT2 geni 19. kromzomun q13.32 kolunda yer almaktadir. Sodyum:
dikarboksilat (SDF) simporter ailesinin SLC1A5 alt grubuna aittir. Proteini 541 amino
asitten olugmaktadir. 165. ve 228. amino asitlerde glikolizasyon olmaktadir. Endojenik
ASCT2’nin molekiiler agirligi 50-60 kDa iken, glikolizeolmus ASCT2 70-80 kDa olarak
Olgtilmiistiir (47).

2.8.3. Glutamin

Glutamin amino asitler icerisinde vucitta en c¢ok bulunan amino asittir ve esansiyel
nitrojen vericisidir (48). Glutamin kas gelisiminde, bobrekte amonyum firetilirken asit-baz
dengesinin diizenlenmesinde, karaciger iireogenesisinde, hepatik (karaciger) ve renal
(bobrek) glikoneojenezde substrat olarak kullanilan, glutatyon {iiretiminde esas olarak
gérev yapan nikleik asit ve protein sentezinde fonksiyonlari olan bir amino asittir®.
Enterosit, fibroblast, lenfosit ve kanser hiicreleri gibi hizli boliinen hiicrelerin bir 6zelligi
de hiicre igerisine yiiksek oranda glutamin alimi gerceklestirmeleridir. Bu amino grup asit
norotransmitter Onclst olarak, hicre proliferasyonunda, 6zellikle kanserli hcrelerin
cogalmasinda gorev almaktadir (42). Glutamin metabolizmasimin 6nemli olabileceginin
diisiiniildigli ve iddia edildigi bazi1 hastaliklar vardir. Asagida bu hastaliklardan bazilari
bahsedilmektedir.
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2.8.3.1. Obezite ve insiilin Hareketinin Diizenlenmesinde Rolii

Adipoz doku enerji hemoztazisinin 6énemli bir dizenleyicisi ve insilin direngliliginin
gelisiminde rol oynamasi 6zelligi ile bilinmektedir (50, 51). Adipoz dokuda inflamasyon
olusumu, insiilin direngliligi gelisiminde en ©6nemli faktdrlerden biri oldugu yapilan
caligmalarla gosterilmistir (52, 53). Kandaki sekerin metobolik saghgr etkiledigi
bilinmekle beraber, obezite, tip2 diyabet gibi hastaliklarda insiilin durumunun degisen yag
asitleri ve amino asitleri metabolizmasi arasinda baglantilar oldugu goriilmiustiir. Yapilan
bir ¢alismada obez g¢ocuklarda kanda ylksek dalli zincirli amino asitler (BCAA, 16sin,
valin, izoldsin) seviyeleri ve glutamin gozlenmistir (54). Obez insanlarda ve hayvan
modellerinde BCAA ve glutaminkonsantrasyonu normal olanlara gore daha fazladir (45,
55).

2.8.3.2. Kanserli Hiicrelerin Glutamin Bagimhhg

Otto Warburg kanser htcrelerinin normal hicrelere oranla daha fazla glikoz alma ve daha
cok laktik asit iiretme egiliminde oldugunu kamtlamistir. Glikoz alimmin onkogenik
aktivasyonu Warburg Etki’nin nedeni olarak gosterilir (56,57). Bilindigi iizere kanser
hicreleri glikozu ve glutamini alir ve anabolik makromolekiler sentezinde metabolize
ederler. Tirozin kinaz reseptori ya da Ras ve PI3K-Akt sinyal yolaklari ile baslayan yaygin
olan onkogenik sinyal iletim yolaklari glikolitik metabolizmay1 uyarir (58). Myc glutamin
metabolizmasinda gorev alan bazi genlerin ifade edilmesini tetikler. Ornegin, Myc
transkripsiyon faktorii glutamin tasiyicilart ASCT2 (SLC1AS) ve SLC7AS, ifadelenmesini
artirabilir. Myc aktivasyonu glutamin alimini kolaylastirmasinin yani sira, glutaminin

glutamik asit ve sonunda laktik asite metabolize olmasina yardim eder (59).

2.9. Antikor Teknolojisi

2.9.1. immun Sistem

Hayvan ve insan gibi canli varliklarda enfeksiyonlardan ve toksitelerden korunmak igin
gelistirilmig biyolojik savunma sistemlerine immdin sistem(lat. immunis, dokunulmaz, hir,
temiz anlaminda)denir. Bu sistem yabanci hiicrelerin, viriislerin ya da makro molekiillerin
viicuda yerlestikten sonra nétralizasyonu icin evrimlesmistir. immun sistemin kullandig

dogal bagisiklik (non spesifik) ve edinsel bagisiklik (spesifik) olmak Gzere iki ana savunma
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sistemi vardir. Viicuda ilk defa giren yabanci molekiillere oncelikle dogal bagisiklik
hiicreleri saldirirlar. Dogal bagisiklik ¢ok eski bir immdiin sistem olup tim vertebralarda
goOrulr ve tiirler arasinda korunmustur. Bu bagisiklikta 6nceden olusmus olan proteinler ve
hazirda var olan hiicrelerkullanilmakta ve immiin savunmanin ilk basamagi olan erken
yanit olusturulmaktadir. Dogal immunitede ilk bariyerler deri, miik6z membranlar ve deri-
miikéz membran sekresyon tabakalaridir. Ikinci bariyerimmun sistemdemonosit, makrofaj,
dendritik hiicre, dogal katil hiicre (NK), eozinofil, bazofil, ntrofil ve mast hucreleri etkili
olmaktadirlar. Edinsel bagisiklik ise hiicre ylizey reseptorlerini sentezleyen ya da yabanci
molekiillere karsi protein salgilayan lenfositler tarafindan kontrol edilir. Iki bagisilik
sisteminde; dogal immun sistemde tekrarlanmig bir yanit olusturulmazken edinsel

bagisiklik sistemi 6zellikli molekiillere karsi hareket eder ve siirekli bir yanit vardir (60).

Immun sistemde ¢ok temel baz1 terimler karistirilmaktadir. Ornegin; bagisiklik sisteminde
uygun antijene tetikleyen molekiile immunojen denir. Antijen ve immunojen bir molekilin
farkli ozelliklerini gdstermektedir. Immunojenite,herhangi bir molekilin sadece ice
yonelik 6zelligi degil ayn1 zamanda uygun cevabi tetiklemesi olarak tanimlanir.Antijenite
ise antikora baglanabilme yeteneginin olmasi olarak bilinir. Bir diger ornek olarak
immunoglobulin ile antikor isimleri terimsel olarak ayni gibi goriinsede, antikor bilinen bir
antijene baglanan molekiildiir. Immunoglobulinde ise hedeflenen baglanmanin gergeklesip

gerceklesmesine bakilmayan bir grup proteinden olusur (60).

2.9.2. Antikorlar

Antikorlar viicuda yabanci molekiiller girdiginde onlara yanit olusturan konak tarafindan
iiretilmis proteinlerdir. Onemli yapisal ve fonksiyonel &zellikleri 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 kars1 6zel bir antikor iiretilebilmesi igin B hiicrelerinin milyonlarca antikor tretme
kapasitesi vardir. Viicudun yaklasik olarak 100 milyon farkli antikor iiretebilecegi tahmin
edilir. Bu kadar c¢esitli antikor yapilmasi immiinoglobiilin genlerinin degisik
kombinasyonlarda diizenlenmesinde saklidir. Antikorlar antijenlere, 0zellesmis bazi
hicrelere ya da immun sistemin proteinlerine baglanma yetegine sahip molekiillerdir.
Viicuda giren yabanci antijenler Oncelikle makrofajlar gibi antijen sunan hucreler

tarafindanfagositoz yolu ile hiicre i¢ine alinirlar. Bu tip hiicrelerin i¢ine giren antijenler
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kiiglik parcalara ayristirilirlar. Antijen fragmanlarinin her biri bu hiicrelerin yiizeylerinde
bulunan MHC (major histocompstibility complex) class II glikopreoteinleri araciligi ile T
yardimci hicrelerine ya da direk B hiicrelerine sunulurlar. Bu sekilde B hiicrelerinin

antikor sentezlemesi baglamis olur (1).

2.9.3. Antikor Yapisi

Antikorlar Y seklinde yapilara sahiptirler. Bu yapiy1 ii¢ tane protein domaininden ikisi
0zdes olup, Y yapisinin kollarimi olustururlar. Her bir kol, antijene baglanma bdlgesine
sahiptir. Govde kismi ise immun yanitin olugmasinda 6nemlidir. Bu ii¢ protein kismi
birbirinden proteaz papain muamelesiile ayrilir. Antijen baglanma bolgelerini igeren iki
kisim Fab fragman olarak isimlendirilirken, bagisikligin diizenlenmesinde yer alan govde
kismi Fc fragmani olarak tanimlanir. Fab ve Fc fragmanlar1 arasinda kalan bolgeye ise
hinge denir. Bu kisim iki antijen baglanma bdlgesine hareketliligi verir. Bu sekilde
hareketlilik antijene baglanma bdlgelerinin farkli antijen konformasyonlar1 ile kompleks

olusturabileceginin kanitidir (1).

Her bir immiinglobiilin ikisi hafif diger ikisi agir olmak tizere dort tane polipeptit
zincirinden olusur. Hafif zincir 25 kDa, agir zincir 55 kDa agirliginda olup birbirlerine
disiilfit baglari ile, her bir agir zincirde yine kendi aralarinda disiilfit bag: ile baghdirlar
(Sekil 2.2. ). Antikorlarin agir polipeptit zincirlerine gore 5 farkli ¢esiti vardir ; IgG, IgM,
IgA, IgE, ve IgD. Bu antikor siniflar1 agir zincir ¢esitlerine gore ve bulunduklar1 bolgeye
gore smiflandirilirlar. IgG molekiillerinin agir zincirleri y-zincirlerinden, IgM molekdlleri
M-zincirlerinden, IgA’ler o-zincirlerinden, IgE’ler €-zincirlerinden, IgD’ler ise &-
zincirlerinden olusur. Zincirlerdeki bu farkliliklar immun yanitlar esnasinda ya da

olgunlagmasinda farkli fonksiyonlar gosterirler (1).
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Agir zincirler

Sekil 2.2. Antikor Yapisi

2.9.4. Sentezlenmesi

Yabanci antijen molekiiliiniin viicuda girmesi ilemakrofajlar, T ve B lenfositleri arasindaki
iletisim sayesinde antikor cevabi olusmaktadir. Ig molekiillerinin immun yanit olusumunda
cok fazla antijene kars1 spesifik olarak nasil sentezlendikleri aragtirmacilari uzun yillardan
beri mesgul etmektedir. Antikor sentezinin nasil gerceklestigi konusunda bugiline kadar

ileri siiriilen hipotezler vardir (61). Bunlar;

2.9.4.1. Yan Zincir Teorisi

Ehrlich isimli bir fizik¢i tarafindan 1897 yilinda ileri siiriilmiistiir. Artik gecerliligi yoktur.
Bu teoriye gore hiicrelerin besinleri i¢ine alabilmesi i¢in her cesit besin maddesine gore
reseptorleri vardir. Antijenler tesadiifi olarak bu reseptorler ile uyum icinde oldularinda
onlarla birlesirler. Reseptoriin fonksiyonu bu birlesme ile bozulur. Sonucunda hiicrenin
beslenmesi bozulur ve hiicre hayatta kalabilmek i¢in ¢ok sayida reseptor liretmeye baslar.

Bunlarin fazlasi dolagima gegerek antikor ismini alirlar (61).

2.9.4.2. Kalip Teori

Brienl, Mudd ve F. Haurowitz bilim insanlar1 tarafindan ortaya atilmig bir teoridir. Bu
teoriye gbre, yabanci antijen molekiilleri organizmaya girdiklerinde antikorlarin

sentezlendigi bolgeye dogru goc ederler. Antijen bir kalip gibi kullanilir ve antijenin
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baglandig1 bolgelere 6zel antikorun amino asit dizilisi, ona gore sekillenir. Uygun Ig
sentezi i¢in, antijenin bazi kisimlar hiicrede kalir. Boylece 6zgll antikorlar sentezlenir.
Ancak yapilan calismalarda Ig sentezleyen hiicrelerde antijene rastlamadiklar1 i¢in bu

teoride gegerliligini yitirmistir (61).

2.9.4.3. Ogretici Teori

Bu teoriye gore, antikorlar hayvan serumu igerisinde kisa bir siire igerisinde yabanci
antijenlere kars1 spesifik bir sekilde sentezlenebilirler. Bu kadar kisa zamanda
iiretilmelerinden dolay1 teori bu ismi almistir. Antikorlar ii¢ boyutlu yapisim1 ve islevini
antijene Ozgii alirlar. Anahtar- kilit uyumu go6zlenir. Antikorun denature olup, tekrar
kendisinin katlanmasmin antikorun yapi ve islevini tekrardan kazandiramayacagi bu
teorinin savundugu hipotezdir. C. Anfinsen ise bu teorinin aksine bir riboniiklez’in
yapisinin agilip kapanmasinin antijen varliginda tekrar eski haline gelebildigini

gostermistir. Bu teorinin de gegerliligi yoktur (61).

2.9.4.4. Klonal Secim Teorisi

Jerne ve Burnet’in ortaya attig1 giiniimiizde halen destek goren bir teoridir. Buna gore, bir
ya da benzer bir grup antijen immun cevap verebilen hiicrelerle birlesir. Bu sebepten, her
canlida, antijene yanit verebilecek her tip lenfositin ¢ok sayida bulundugu kabul
edilmektedir. Antijenin organizmaya girmesi ile kendisine uyan B hiicresi ile karsilagir ve
onu uyarirlar. Bu uyar1 sadece ona spesifik olarak geligir ve lenfositler hizla ¢ogalmaya
baglar. Spesifik bir antijene kars1 6zgiil antikor sentezleyebilen hiicre kolonisi olusur. Bu
teorinin eksik tarafi, lenfosit yiizeylerindeki Ig reseptor farkliliginin nasil gerceklestigini

aciklayamamasidir ($kil 2.3.) (61,62).
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Sekil 2.3. Klonal Segim Teorisi

2.9.4.5. Somatik Rekombinasyon

1976 yilinda Japon bilim adami1 S. Tonewega milyonlarca antikor tiretiminin genetik olarak
nasil miimkiin olabilecegi konusunda bazi calismalar yapmistir. Arastirmasinda, fare
embriyo hiicrelerinde antikor degisken (V) ve sabit (C) bolgelerinin genlerinin birbirinden
uzak, antikor sentezleyen plazma hiicrelerinde bu genlerin yan yana oldugunu gostermistir.
Antijene baglanan degisken bolgeye ait cok sayida gen bolgesi varken, sabit bdlge i¢in ise
az sayida gen bolgesi bulunmustur. B lenfositlerinin gelisme siiresince degisken
boélgelerderekombinasyon ve mutasyon yolu ile milyonlarca gesit antijenin baglanabilecegi
DNA dizilimleri olusmaktadir (61).

2.9.5. Antikor Siiflandirmasi

Antikorlarda bes cesit agir zincir sabit bdlgesi vardir. Bunlar,agir zincirin sabit bolgesine

gore IgG, IgM, IgA, IgD, ve IgE olarak isimlendirilen ve viicutta farkli gorevleri olan
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izotipleridir. 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 ¢esiti var iken,
kappa ve lambda olmak izeresadece iki ¢esit 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: 1gG1, IgG2, 1gG3, ve IgG4. Fare
IgG’nin ise IgG1, IgG2a, IgG2b ve IgG3 olmak iizere dort alt grubu vardir (1,63).

19G

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 giiclenmesinde
yardimc1 olur. Bebegin kendi 6zgiil immunoglobiilinlerini liretmesi dogum ile baslar ve iki

yasina kadar devam eder (1).
IgM

Ig’ler arasinda en biliylik agirliga sahip makroglobulindir. Bes temel IgG molekiiliinii
benzeyen yapinin birbirlerine disiilfit baglar1 ile baglanmasi ile olusan yildiza benzer bir
yapist vardir. Antijen uyarimina karsi ilk sentezlenen ama yar1 omrii kisa olan bir
molekiildiir. Kisa dmiirlii bir antikor oldugundan serumda kisa bir siire sonra miktar olarak

azalir ve IgG molekiilii gérevi tistlenir (1).
IgA

Genel yapist IgG molekiiliine benzer ve iki monomerin birbirine J baglayic1 polipeptit
zinciri ile baglanmasi sonucu dimer yapisindadir. Gozyasi, tiikriik, solunum, sindirim, ve
genital sistem salgilar1 ve siitte bulunur. Sekretuvar dokularda mukoza altindaki plazma
hiicreleri tarafindan salgilanirlar ve salgisal parca ile epitel hiicrelerince birlestirilirler. Bu
yiizden salgisal IgA ismini de alirlar. Disaridan giren mikroorganizmalarin mukozayi istila
etmelerine, o bolgeye yerlesmelerine ve enfeksiyon olugsmasina sIgA molekiilleri engel
olur. Besin olarak alinan zararli makromolekiiller ile kompleks olusturarak emilimini

engellerler (1).
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Serumda az miktarda vardir ve gorevi tam olarak bilinmemektedir. Bir hipoteze gore B
hiicrelerinin farklilagsmasinda gorev alirlar. Cogunlukla B lenfositlerinin yiizeyinde bulunur
ve antikor iiretilmesini tetiklemesi ile bilinir. Is1 ve proteolitik enzimler ile kolayca degrede

olabilen immunoglobiilin ¢esididir (1).
IgE

Serumda en az miktarda bulunan Ig’dir. Fc bdlgesinin mast hiicrelerine ve bazofil
16kositlere baglanabilmesi bu antikorun en belirgin 06zelligidir. Parazitik Helmint
enfeksiyonlari, astim, saman nezlesi ve alerjik durumlarinda bu antikorun Gretim seviyesi

artar (1).

2.10. Poliklonal Antikorlar

Antijene karsi immun yanitin olusmasi antijen tizerindeki spesifik epitopu hedef alan B
hiicrelerinin aktivasyonu ile olur. Serumunda farkli baglanma 6zelliklerine sahip
heterojenik bir antikor kompleksi olusur. BOylece antijenin iizerindeki farkli epitoplar
tantyan farkli antikorlarin iiretilmesi ile farkli klon B hiicreleri meydana gelir. Cok sayida
klon, tek bir antijen i¢in ¢ok sayida isaretleme olanagi saglar. Bir antijen Uzerinde birden
fazla epitopu taniyan antikorlara poliklonal antikor denir. Poliklonal antikorlar genel olarak
IgG, 1gM ve IgA antikor izotiplerini icerirler. Poliklonal antikorlar immunopresipitasyon,
histokimya, ELISA, hastaliklarin teshisi, immunoturbidimetrik metotlar, western blot
teknigi, biogip teknolojsi alanlarinda arastima amacl kullanilabilen genis¢apli amaglari
olan antikorlardir. Monoklonal antikor Uretimine gére hem daha ¢abuk hem de daha ucuz
bir yontemdir. Poliklonal antikorlarin bazi dezavantajlar1 da vardir. Ornegin, ¢ok fazla
spesifik olmayan baglanmalar gergeklestirerek herhangi bir antijen tiizerindeki farkl
epitoplara baglanarak antijeni taniyabilirler. Bu 6zelligi ile tanimasi miimkin olmayan
antijenlerin tantyabilirler. Poliklonal antikorlar ¢apraz tepkime ve diisiik 6zgiinliik gibi

dezavantajlara da sahiplerdir (64).

Antikor tiretiminde serum, ascites sivi ve hibridoma hiicrelerin supernatantlar1 kullanilir.
Serum yaygin olarak poliklonal antikor {iretiminde kullanilir. Hibridoma supernatant1 ise

monoklonal antikor tiretimi i¢in kullanilir. Ascites sivist ise hem poliklonal hem de
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monoklonal antikor iiretiminde kullanilabilir. Ascites sivisi, peritonal tiimorden gelisen

fareden alinan intraperitonal sividir (1).

Genellikle, labaratuvarlarda poliklonal antikor {iretimi i¢in tavsan kullanilir. Ciinkii tavsan,
fareye gore daha ¢ok miktarda serum icerir. Bu ylzden fareden poliklonal antikoru ok
miktarda toplamak oldukca zordur. Harlow ve Lane fareden poliklonal antikor Gretiminim
miimkiin olup olmadigimi tartismislardir ancak ayrintili bir yontem olusturamamislardir
(1,60). Harlow ve ekibi, fareden yiiksek miktarlarda poliklonal antikor Uretebilecekleri
basit bir yontem gelistirmiglerdir. Bu yonteme gore, immunize olmus fareler arzu edilen
antikoru igeren ascites sivisini Uiretmek igin tetiklenebilirler. Bdylece, serumdan elde edilen
diisiik miktardaki antikor eldesinden kurtulunur. Tek bir immunize edilmis fareden 5-15 ml
arasinda ascites sivisi alabildiklerini gdstermislerdir. Uretilen antikorlar iyi titrasyona
sahipse, bu antikorlar bir ¢ok ama¢ icin yeterli olmaktadir. Antijen miktarn kisith
olmadiginda, anitkor miktarin1 artirmak ve fareler arasindaki varyasyonu minimize etmek

icin ayn1 anda birkag¢ fare immunize edilebilir (1).

2.11. Monoklonal Antikorlar

Monoklonal antikor, antijenin tek bir epitopunu tanmiyan tek bir B hiicresi klonunda
tretilmis tek bir antikora monoklonal antikor denir. Laboratuvarda monoklonal
antikortretimi ilk kez Georges Kohler ve Cesar Milstein tarafindan gergeklestirildi, 1984
yilinda Nobel ddiiliine layik goriildiiler (65). Bu protokolde ilk olarak bir antijen ile farenin
immunizasyonu gergeklestirilmistir. Antikor Uretmeye basladiginda immunize olmus
farenin dalagi alinir. B hiicreleri hiicre kilturinde sonsuz bolinemeyecekleri icin, sonsuz
boliinmelerini saglayacak olan myelom tumor hiicreleri ile kaynastirilir ve ortaya ¢ikan
hicrelere hibridoma denir. Bu hiicreler tek tip bir hibridoma hiicresinden ¢ikacaklari igin
onlarin irettigi antikorlara da monoklonal antikor denilir. Antikor {iretebilen hibridoma
hiicre populasyonu 24 ya da 48 well platelere klonlanir. Daha sonra, klon se¢imi
gerceklestirmek i¢in ELISA yapilir. Secilen klonlar besiyeri igerisine supernatant salgilar
ya da urrtilen bu supernatantlar farenin peritonal bosluguna enjekte edilir. Olusacak olan
ascites s1vist monoklonal antikorca zengindir (1,65). Poliklonal antikorlarin yeterince saf
ve yogun olmadig1 ve yan etkisinin fazla olabilecegi diisiiniiliirse, monoklonal antikorlarin
spesifik olarak hareket etmeleri onlar1 tipta tedavi amagli daha kullanilabilir ve daha

zararsiz kilmaktadir (66).
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Sekil 2.4. Monoklonal Antikor Uretimi

Teoride, myeloma hiicresi ile antikor salgilayan hiicre arasindaki fiizyon araci bir molekdl
ile gerceklestirilir. Pratikte, polietilen glikol (PEG) araciligi ile flizyon saglanir.
Pontecorvo (1975) tarafindan ilk defa memeli hiicreler i¢in PEG kullanilmig olup, basarili
bir fiizyon gergeklestirilmistir. PEG sayesinde myelom hiicresi ile B hiicrelerinin hiicre
zarlar1 kaynasip bir hiicre igerisinde iki veya daha fazla g¢ekirdegin oldugu hibridoma
hiicresi olugsmus olur. Mitozdan 6nceki asamada cekirdek zarlarinin erimesine kadar bu
heterokaryon yap1 kalir. Mitoz esnasinda ve sonrasindaki boliinmelerde, kromozomlar
kiiclik hiicrelere ayrilirlar. Burada fonksiyonel immunoglobulin genlerini tagiyan
kromozomlar kaybolursa, antikor {iretimi duracaktir. Bu genlerin yasadigi ortami
olusturup, flizyon olmayan 6limsiz myelom hiicrelerinden kurtulmak igin ilag kullanilir
(67). Myelom hicrelerinde plrin nikleotit biyosentezinde salvaj yolagindaki enzimlerden
bir tanesinde mutasyon gorilmektedir. Bu mutasyon hipoksantin-guanin fosforibozil

transferaz (HPRT) geni tizerindedir. HPRT enzimi pirinleri kurtarma yolunda gérev alan,
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hipoksantinden inozin monofosfat, guaninden guanozin monofosfat olusturan ve
eksikliginde irik asidin asir1 tiretimine neden olan transferaz sinifindan bir enzimdir. Bu
enzimin fonskiyonel olmadigi durumlarda salvaj yolagi ¢alismamaktadir. Kiiltlir ortamina
aminopterin, methotrexate ya da azaserin gibi de novo sentezini de durduracak ajanlarin
koyulmasi ile her iki sentez yolagida calismayacagi igin myeloma hicreleri Olecektir
(1,68). Flzyon olmus hibridoma hiicreleri B hiicrelerinden gelen saglam hprt geni
sayesinde salvaj yolag aktif olacak ve aminopterin gibi ilaglarin verildigi kiiltiir ortaminda
yasayacaklardir. Azaserin sadece purin biyosentezini bloke ederken, aminopterin ve
methotrexate de novo hem purin hem de pirimidin sentezini bloke eder. Hibridoma
hiicrelerinin se¢ilimi i¢in hipoksantin, aminopterin ve timidin oldugu HAT besiyeri
hazirlanir. HAT besiyeri igerisinde hibridoma hucrelerinin secilimi saglandiktan yaklasik
bir hafta sonra olusan klonlar kiimelesir ve mikroskopta goriiniir hale gelir. Yapilan her bir
klon se¢iminden sonra ELISA ydntemi ile en iyi antikor saglayan klon segilir. Fonksiyonel

olarak calisip ¢alismadigina ise western blot yontemi ile bakilir (1).

2.12. Antikor Uretim Asamalan

Viicut, icine giren yabanci molekiillere karsi farklt savunma mekanizmalar
gelistirmektedir. Antikorlar viicuda yabanci molekiiller girdiginde onlara yanit olusturan
konak tarafindan tiiretilmis proteinlerdir. Viicudun bas edemedegi ya da bazi hastaliklarda
antikor tedavisi uygulanir. Biyoteknoloji alaninda c¢alisan insanlar, bu problemi ¢6zmek
icin antikor dretim teknolojisini tizerinde durmaktadirlar (1). Kullanilabilir spesifik antikor
olusturmak i¢in; immunojenin hazirlanmasi, immunizasyon, hibridoma olusturulmasi ve
toplanmasi (monoklonal antikor i¢in)/ serum ya da ascites sivisinin toplanmasi (poliklonal
antikor icin), antikorun hedef antijene yonelik ftretildiginin gosterilmesi (antibody
screening), izotiplendirme, saflastirma ve spesifik bir metotta direk bir kullanimi igin
isaretlendirme yapma yapilacak islemleri kapsamaktadir. Poliklonal antikorlar serumdan
direk elde edilebilir. Monoklonal antikorlar i¢in immunize olmus hayvandan antikor
salgilayan dalak hiicreleri ile 6liimsliz myelom hiicrelerinin fiizyonu gerceklestirilir ve
hiicre kiiltiirii siipernataninda spesifik antikorlar1 salgilayan monoklonal hibridoma hcre
hatlar1 yaratilir (Sekil 2.5.) (62).
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2.12.1. Antikor Uretilmesinde Hayvan Secgimi

Laboratuvar kosullarinda antikor tiretirken hayvan secimi 6nemlidir. Antikorun veya
antiserumun miktari, antijen ile antikorun iretildigi tiirler arasindaki filogenetik iliski,
tiretilmek istenen poliklonal antikorun efektor fonksiyonu ve antikorun kullanim amaci
gibi faktorler hangi hayvanlarin kullanilabilecegini belirlemektedir. Tiirlerin farkli alt
tiirleri, MHC molekiillerinde ve immun yanittaki regililasyon mekanizmalarinda
antijenlerin sunulmasinda genetik varyasyonlar yiiziinden farkli reaksiyonlar da
verebilirler. Poliklonal antikor iiretimi i¢in yaygin olarak kullanilan hayvan tavsandir. Kan
alabilmek, yuksek titrede yeterli hacimde, yiksek afinitede ve antiserumunutretebilmek
i¢in tavsan kullanmak daha cok tercih edilmektedir. Memelilerden uzak filogenetik aileye
sahip oln tavukta ozellikle hicre igi proteinlerine karsi antikor iiretmek faydalidir.
Poliklonal antikorlar tavuk yumurta sarisindan iiretilebilir. Ayrica tavuktan iiretilecek olan
antikor miktar1 kemirgenlerin iiretecegi antikor miktarindan fazladir. Fareler ise az
miktarda Uretimler igin daha uygun olabilir. Poliklonal antikor iiretimini etkileyen diger
faktorler kullanilacak immunojenin yapisi, ne kadar siirede iretilebilecegi,
immunojen/adjuvan formulasyonunun yapisi, kanin toplanma teknigi, hayvanlarin tiird,
saglig1 ve genetik durumu, yeme bi¢imleri olabilir. Enfeksiyon ajanlarin varligi ve stres
immun cevabin olusmasini baskilayabilir. Poliklonal antikorun efektdr fonksiyonu ve
antikorun kullanim amaci gibi faktdrler hangi hayvanlarin  kullanilabilecegini
belirlemektedir. Tiirlerin farkl alt tiirleri, MHC molekiillerinde ve immun yanittaki
regiilasyon mekanizmalarinda antijenlerin sunulmasinda genetik varyasyonlar yiiziinden
farkli reaksiyonlar da verebilirler. Poliklonal antikor iiretimini etkileyen diger faktorler
kullanilacak immunojenin yapisi, ne kadar siirede iiretilebilecegi, immunojen/adjuvan
formulasyonunun yapisi, kanin toplanma teknigi, hayvanlarin tiirii, saghgi ve genetik
durumu, yeme bicimleri olabilir. Enfeksiyon ajanlarin varligi ve stres immun cevabin

olugsmasini baskilayabilir (1).

2.12.2. immunizasyon Metotu

Immunojenin iiretilmesinden sonraki asamada hayvanlarin immunize edilmesi icin gerekli
kosullarin hazirlanmasi gerekir. Antijen hazirlama metotu, adjuvan kullanimi,enjeksiyonun
hangi bolgeye yapilacagi, enjeksiyon miktar1 ve hangi siklik ile yapilacagi immunizasyon

protokolii boyunca ayr1 ayr1 diisiiniilmesi gereken durumlardir (1).
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2.12.3. immunojen Hazirlanmasi

Immojenin &zellikleri immunizasyon asamasinda o6nemlidir. 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, mikrogdzenekli seliiloz
asetat fitreleri (0.22p por c¢apinda) yardimu ile sterilize edilmelidir. Iyi bir antikor cevabi
olusturmak i¢in enjekte edilecek immunojen miktari, immunize edilecek hayvanin soyuna,
adjuvan tiiriine, enjeksiyon miktar1 ve sikligina ve son olarak immunojenin
immunojenitesine bagl olarak degismektedir. Immunojen durumu ve biiyiikliigiine bagh
olarak iiretilen poliklonal antikorun miktar1 ve kalitesi degisebilmektedir. Kiigiik
polipeptitleri ve protein yapisinda olmayan molekiillerin enjeksiyonunda immun yanit
olusturabilmek icin kendisinden daha biiyilk immunojenik yapida tasiyict bir proteine
ihtiyag vardir. Immunojene kars1 olusacak olan cevabin baskilanmamast i¢in uygun tasiyici

molekiil secilmelidir. Immojenin konformasyonu bazi durumlarda énemli olabilmektedir

(69).
2.12.4. Adjuvan Secimi

Adjuvanlar immun cevabin olusmasini gili¢lenirmek icin ve antikor iiretiminin siirekli
olmast i¢in gerekli molekiillerdir. Adjuvan ayn1 zamanda immunojenin dalak ve/ veya
immun yanit olusumunda hiicreler arasi iletisimin gerceklestigi lenf nodlarina dagilmasina
yardimct olur. Adjuvanlar direkt ya da indirekt olarak makrofaj ya da T yardimci
lenfositleri gibi cesitli hiicreleri aktive edebilirler. Uretilen antikorun siirekliligini, alt
smifin1 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 hayvanlari igin stres ya da

ac1 olusturmamasina arastirmacilarin dikkat etmeleri gerekmektedir.

Immunojen kiigiik bir molekiil ise tek basina immun yaniti genellikle tetikleyemeyecegi
icin adjuvana ihtiya¢c duyulabilir. Yuksek konsantrasyonda antijen, adjuvan kullanmayi
gerektirmeyebilir. Kullanilirken immunojen/ adjuvan karisimi kii¢iik hacimlerde kolaylikla
enjekte edilebilir. Antikor iiretiminde istenmeyen sonuglarin ortaya ¢ikmasinda adjuvanin

stirekli uygulanmas1 etkili olabilir.Yaygin olarak kullanilan adjuvanlar; Freund’s
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tamamlanmis (Complete)/ tamamlanmamis (Incomplete) adjuvani, Quil A, Ribi, TiterMax
ve mineral tabanli aliminyum hidroksit, aliminyum fosfat ve kalsiyum fosfat gibi
adjuvanlar vardir (70,71).

Cogu arastirmaci Freund’s tamamlanmis adjuvant (FCA) isimli adjuvani genis cesitlilikte
antijenlerdeki etkinligi sayesinde altin standart olarak kullanilir. Bu adjuvant yizey aktif
madde yapisindadir (surfactant). FCA en etkili adjvanlardan bir tanesi olmasina ragmen,
kronik inflamasyon yanitinin daha fazla olugsmasina neden olabilir. Tamamlanmis Freund’s
adjuvanin  tamamlanmis olandan farki igerisinde heat-killed mikobakteriyum
ozitibulunmaktadir(1, 72, 73). Hayvan ilk kez antijen ile immunize edildiginde Freund’s
tamamlanmis adjuvan antijen ile karigtirilarak mikobakteriyum 6ziitu sayesinde hayvanin

hem hiimoral hem de hiicresel immun cevabi tetiklenir.

2.12.5. Enjeksiyon

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

inflamasyona, karin zar1 enfeksiyonuna, davranigsal degisikliklere sebep olabilir (71).

Immunize edilecek hayvanin bagisiklik durumu immunizasyon sonucunu etkiler. Bu
yiizden hayvanin yas1 6nemlidir. Poliklonal antikor {iretimi i¢in gen¢ deney hayvanlarinin
kullanilmas1 onerilir. Erken yaglarda bagiksiklik sistemi olgunlagmadig i¢in viicuda giren
antijene karst daha hizli bir yamt olusacaktir (71). Immunizasyon icin kullanilacak

hayvanlarin yaslar ile ilgili bilgiler Cizelge 2.1.” de verilmistir.
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Cizelge 2.1. Poliklonal antikor iiretimi i¢in kullanilacak hayvanlarin yaslar

Hayvan Yas

Fare 6 haftalik
Sigcan 6 haftalik
Tavsan 3 aylik
Kobay 3 aylik
Tavuk 3-5 aylik
Kegi 6-7 aylhik
Koyun 7-9 aylik

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

birlikte vurulacak olan maksimum miktarlar Cizelge 2.2.’de gosterilmistir (71).

Cizelge 2.2. Farkli hayvan tiirlerinde bir bolgeye enjekte edilecek antijen-adjuvan

karisiminin maksimum hacimleri

Maksimum Ik Enjeksiyon | Sonraki
Turler Enjeksiyon Hacmi Bolgesi Enjeksiyon Bolgesi
Fare, Hamster 100 pl S.C. s.C.
Fare, Hamster 50 ul i.m. i.m.
Kobay, Sigan 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. = intramuskdler

2.12.6. Antikor Gorintuleme (Screening)

Hayvanda geligen antikor 6rneklerinin hedef antijene spesifik olarak geligp gelignedigni
anlamak 1i¢in yapilan igemler ‘antibody screening’ olarak isimlendirilmektedir.
Immunizasyon igemi siiresince yiiksek seviyede antijen spesifik poliklonal antikor Ureten
hayvanlarmn immunize olup olmadigni tanimlamak icin screening yapilir. E@r amag
monoklonal antikor yapmak ise yeterince immunize edilmis hayvanlar ile igeme devam
edilir. Screening igemi poliklonal antikorlar igin serum, monoklonal antikorlar igin htcre
kiiltiirti siipernatani kullanarak ELISA yontemi ile yapilir (74,75).
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2.12.7. Antikor Titrasyonu

Yeterli miktarda antijen ile yeterli siire hayvanin immunize edilmesi sonucunda hayvanin
verilen antijene karst immunize oldugunu kanitlamak i¢in ELISA yontemi ile antikor
titrasyonu yapilir. Alinan degerlere gore hayvanin immunize olduguna karar verildikten
sonra lretilmek 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 ihtiyag duyulur (1,64,71).
1988 yilinda Overkamp ve arkd. hayvanin karini¢i boslugunda kendiliginden {iremis olan
ascites sivisinin poliklonal antikorca zengin oldugu yaptiklari ¢caligmalarda gostermiglerdir

(76).
2.12.8. Antikor Izotiplendirmesi

Antijenin antikor ile stimilasyonundan sonra B hicrelerinin her birklonu ayn1 V alt
yapilarina (domain) sahip olmalarina ragmen farkli isotipler iiretebilmektedirler. Naif B
hiicreleri hem IgM hem de IgD olmak iizere iki cesit reseptorii de hiicre zarlarinda
bulunduruacak sekilde iiretirler. Antijenle karsilasan T yardimci hiicreleri araciligi ile
sunulan CDA40 reseptorii ve salgilnan sitokinlere gore antikorun agir zincir kisminda izotip
doniisiimi (switching) meydana gelir. Isotip doniisiimii sonucunda IgM ve IgD ifade eden
B hiicrelerinin farkli soylar1 antijenin en iyi sekilde yok edilmesini saglayacak isotipleri ve
alt gruplan iiretirler (77). Ozet olarak, T yardimci hiicreleri tarafindan B hiicrelerine
sunulan farkli enfeksiydz reaktiflerine gére doniisiim gergeklesmektedir. Ornegin,
polisakkarit antijenleri genellikle IgM izotiplerini uyarirlar. Viriis ve bakterilere cevap
olarak ise 1IgG {retilir. Bagirsak parazitlerinin ¢oguna karsi genelde IgE
antikoru,mukozalyolla gecen antijenlere karsi ise IgA antikorisotip doniistimleri saglanir’.
Antikor Gretilip, spesifite ve aktivite testleri yapildiktan sonra hangi izotip antikorlarin
dretildigini gozlemlemek i¢in ticari kitler (ELISA, membran kitleri) yardimi ile
izotiplendirme testleri yapilir. Bu kitler farkli tiirlere gore antikorlarin smif ve alt
smiflarin saptarlar. Ornek verilirse, farede uretilen antikor izotipini saptamak igin
kullanilacak kitte agir zincir izotipini saptamak i¢in 1gG1, 19G2a, 19G2b, 1gG3, IgA, IgM
anti- immunoglobulin antikorlar1 kullanilirken, zayif zincirleri tanimlamak i¢in kappa ve

lambda anti-immunoglobulinleri kullanilmaktadir (77).
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3. GEREKCE VE AMAC

Antikor Gretim teknolojisinin giderek gelistigi ve ihtiya¢ duyuldugu bu yiizyilda antikor
teknolojisinin uygulama yontemlerini 6grenmek ve farkli yaklagimlar gelistirmek hem
terapotik uygulamalarda hem de bilimsel calismalarda kullanilmasimma 6nemli katkilar
saglayacaktir. Antikorun poliklonal ya da monoklonal antikor olmasina gore iiretim
asamalar1 degismektedir. Uretim icin kullanilacak olan hayvan modeli, immunojenin
secimi ve hazirlanmasi, hayvan immunizasyonu, antikorun saflastirilmast gibi adimlarin

her birinde amaca yonelik olarak farkli yollara gidilebilmektedir.

Literatiirde, glutamin amino asitinin timor hiicre gelisimi igin, hiicrenin hayatini devam
ettirebilmesi i¢in ve metabolizmasi i¢in dnemli bir amino asit oldugu yapilan ¢alismalarda
gosterilmistir (78, 79, 80, 81). Amino asit tastyict protein ASCT2 (SLC1AS5) kanser
hiicrelerinde glutaminin hiicre i¢ine alimini1 gergeklestiren bir reseptor proteindir (3,81, 82,
83). ASCT2 ifadelenmesinin kanser hicrelerinde yiiksek miktarda ifade edildigi ve
ASCT2’nin fonksiyonunu kaybettigi zaman glutaminin hiicre i¢ine alinmasinin, hiicre
biiyiimesinin ve mTORCI1 yolaginin aktivasyonunun onemli derece azaldigi yapilan
caligmalarda gosterilmistir (81,84,85). Bunlara ek olarak, obez ve tip 2 diyabet gelistirmis
hastalarda amino asit metabolizmasi incelenmis ve normal bireylere gore farkliliklara sahip
oldugu gosterilmistir. Obez bireylerde dalli zincirli amino asitlerin ve glutamin
seviyelerinin kanda yiiksek oranda bulundugu tespit edilmistir (55,86). Tezin amaci
ASCT2 poliklonal antikoru dretilmesidir. Uretilen antikor glutaminin metabolik
yolaklardaki etkisinin daha detayli incelenmesinde yapilmasi planlanan ileriki ek

calismalarda kullanilacaktir.

Antikor Tlretim stratejisi olarak; ASCT2’nin bagisiklik sisteminde antijeni tanidig
immunojenik kismi rekombinant protein olarak iiretmek (ekstraselliiler dizi) ve iiretilen bu
antijen ile farelerin bagisiklik sistemini uyararak ASCT2’ye karsi antikor Gretimini
gerceklestirmektir. Daha dnceden yapilan ASCT?2 poliklonal ve monoklonal antikor tretim
caligmalarinda hedef antikoru taniyacak antijenin hazirlanma agamasinda ASCT2 proteinin
ekstrasellller dizileri belirlemek i¢in ExXPASy Proteomics Server kullanilmistir. Proteinin
74-98, 154-224, 287-305, 361-380, 420-425 amino asit dizileri arasindaki dizilerin
antikorun tantyabilecegi epitop kisimlar1 oldugu tespit edilmistir (87). ASCT2 antikorunun

taniyabilecegi kisimlarin iiretilen immunojen proteinde mutlaka olmasi gerekmektedir.Bu
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yuzden bu ¢aligmada ayni sekilde ekstraselluler diziler tespit edildikten sonra antikorun
baglanabilecegi antijenik dizi tespiti icin EMBOSS antijenik analiz programi
kullanilmistir. Ekstraselliiler kismin tamamini igine alan 154-224 arasindaki amino asit
dizisihedef dizi olarak se¢ilmistir ve rekombinant DNA teknolojileri kullanilarak bu bélge
klonlanmigtir. Balb/C fareler Gretilen immunojen ASCT2 proteini ile immunize edilmistir.
Ascites s1visi Ve kandan alinan serum orneklerinin antikorca zengin oldugu bilinmektedir.
Bu ylizden bu 6rnekler toplanmis ve hedef immunojene spesifik bir antikor gelistirdigini

anlamak icin uygun dérnekler tizerinde imminolojik analizler gergeklestirilmistir.
Sonugta dretilen ASCT2 poliklonal antikoru deneylerimizde basarili bir sekilde ¢alismustir.

Bir sonraki adimda ASCT2 antikorunun ELISA kitine donistiiriilmesi igin yeterli

donanima sahip sirketlerle birlikte gerekli ¢aligmalara devam edilmesini hedeflemekteyiz.
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1. Materyal

Proje kapsaminda, 4 Eylll 2013 tarihli ve 2013-15-117 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, Invitrogen firmalarinin iiriinleri kullanilmistir.

4.1.2. Kulanmilan RNA Ornekleri

Insan hepatoma kanser hiicre hatti (HepG2) glutamini yiiksek oranda bulunan Sigma
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) besiyeri ile kiiltire alinmistir. 37°C
inklbatorde hicrelerin blylimesine ve ¢ogalmasina izin verilmistir. Tripsin ile kaldirilan
hucreler santrifiij ile ¢oktiiriiliip tripsin uzaklastirildiktan sonra pelletler -80°C dolapta

saklanmustir.

4.1.3. RNA izolasyon Reaktifleri

Total RNA izolasyonu i¢in Trizol Invitrogen protokoll kullaniimistir. Kullanilan reaktifler;

Kloroform, Izopropanol, Ethanol Absolut, Glikojen, DNaz ve RNazs1z ¢ift distile su’dur.

4.1.4. cDNA Sentez Reaktifleri

Total RNA’dan ters transkripsiyon ile cDNA eldesi iginFirst Strand cDNA Synthesis
Protocols (BioLabs E6300) kitindeki reaktifler kullanilmistir. Bu reaktifler; d (T) VN (50
pUM), nikleaz free H,O, M-MULV Reaksiyon mix, M-MULV Enzim mix tdplerini

icermektedir.
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4.15. PZR Reaktifleri

Elde edilen cDNA {rini Uzerinden ASCT2 proteinin C u¢ dizisini ¢ogaltmak i¢in
primerler, Primer 3 ve PerlPrimer programlari yardimi ile tasarlanmistir. Cogaltilmak
istenen hedef dizi sonradan yapilacak restriksiyon deneylerinde enzimler yardimi ile
kesilecegi i¢in, 5 primer uglarina enzimin taniyacagi diziler eklenmistir. Cizelge 4.1.
primer tasarimin1 gostermektedir. Sentromer firmasinda tasarlanan primerler saglanmustir.
Q5 High Fidelity DNA polymerase (BioLabs, M0491) kiti icerisindeki reaktifler PZR
trtinii olarak kullanilmistir. PZR reaksiyonu Biorad DNA Engine Thermal Cycler

cihazinda gergeklestirilmistir.

Cizelge 4.1. ASCT2 primer tasarimi

Gen Genbank Id F/R primer Enzim Tanima Amplifiye
Sembolii 5'>3' Dizisi edilen
fragment
boyu (b¢)
Asct2 AF334818.1 | AATCGCTAGCATGATCATCTTGCCGCTGGT | Forward | Nhel GCTAGC 576
ATTAAGCTTCTCCATCTCCACGATCTTGCC | Reverse | Hindlll | AAGCTT

4.1.6. Restriksiyon Enzimleri

Nhel (BioLabs, R0131S) veHindlll (BioLabs, R0104S) restriksiyon endoniikleazlari ve

tampon cozeltileri, PZR Urnleri ve plazmit kesiminde kullanilmigtir.

4.1.7. pET28A Vektor

DNASU firmasindan klonlama isleminde kullanilacak olan vektor pET28A, siparis
edilmistir. Cizelge 4.2.’de gosterilen bilgiler DNASU websitesinden alinmustir.
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Sekil 4.1. pET28a Vektor Haritasi (13)

Cizelge 4.2. pET28A vektor ozellikleri

Cesit Isim Baslangi¢ Pozisyonu Sonlanma
Pozisyonu

Multiple Klonlama | MCS (Xhol, Notl, 158 203
Bolgesi Eagl,Hindlll, Sall,

Sacl, EcoRI, BamHl,

Nhel, Ndel, Ncol)
Bakteri orjini 1 orjini 4903 5358
Bakteri Ori 3270 3889
replikasyon orjini
promotor T7 promotor 368 386
Represor geni Lacl 896 1852
Secici markor KanR 3995 4807
Tag 6xHis tag 140 157
Trxn  regllasyon | Lac operator 347 363
elementi
Trxn terminasyon | T7 terminator 26 72
sekansi

31




4.1.8. Ligasyon, Transformasyon, Plazmit Izolasyon Reaktifleri

T4 DNA ligaz enzim (Thermo Scientific, EL0014) ve tampon iiriinleri kullanilmistir.
Transformasyon asamasinda gerekli LB Broth (Conda, #1231) , laboratuvarda hazirlanmis
TSS cozeltisi(LB broth, PEG, DMSO and Mg*?) ve SOC besiyeri (20 g/L Triptofan, 5 g/L
Maya Oziitii, 4.8 g/L MgSO4, 3.603 g/L dekstroz, 0.5g/L NaCl, 0.186 g/L KCl), buz kabu,
42°C’ye 1sitilmis su banyosu, cam tiip malzemeleri, 6ze kullanilmistir. Santrifuj cihazi
olarak Allegra X-15 Beckman Coulter ve Thermo Scientific MicroCL 17 kullanilmistir.
Steril ortam Evolite Butan Propane Vidali Kartus tiipteki ates ile saglanmistir. Plazmit
izolasyonu icin alkalen lizis tamponlar1 hazirlanmis, fenol-kloroform (Life technologies,
#15593031) temin edilmistir.

4.1.9. Protein Purifikasyon, Desalting protokoli

Protein purifikasyonu i¢in HisPur Ni-NTA Resin ve Kitleri (Thermo Scientific, #88221) ve
desalting protokoli icin D-Salt Poliakrilamid plastik desalting kolonlar1 (Pierce, #89849)

kullanilmustir.

4.1.10. Protein Izolasyon ve Tayin Reaktifleri

Protein izolasyonu i¢in modified RIPA ¢d6zeltisi (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 sonikatér cihazi metot sirasinda

kullanilmigtir. Protein konsantrasyonu tayininde BCA protein assay kit kullanilmigtir
(Pierce,#23225).

4.1.11. Hayvan immunizasyonu

Freund’s complete (Sigma, F5881) ve incomplete adjuvanlart (Sigma, F5506) fare

immunizasyonunda antijen ile belli oranlarda karistirilarak hayvanlara verilmistir.
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4.1.12. Western Reaktifleri

Elektroforez sistemi (Bio-rad Mini Protean Tetra vertical, #165-8000) western protokolu
icin kullanilan sistemdir. Poliakrilamid jel hazirlarken akrilamid 4K solusyonu
(Applichem, A1672), Tris (Sigma, A2264), SDS (Fisher Scientific, #134135), amonyum
persulfat (APS) (Gerbu, #1708), Temed (Scharlan, TEO050) reaktifleri uygun
konsantrasyonlarda hazirlanmistir. Kogsma 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 monohidrat (Sigma, #10049-21-5), 100 mM sodyum klorur (Fisher
Scientific, BP 358-1)ve %0.1 Tween 20 (Sigma, P9416) igerecek sekilde hazirlanmistir.

4.1.13. Antikor Tiplendirme Reaktifleri

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

kitin igerisinden ¢ikan solusyonlar hazirlanmistir.

4.1.14. Hibridoma Reaktifleri

RPMI besiyeri (glutaminsiz, phenolli) (Lonza, BE 12-167F), Fetal SigirSerum (Lonza, DE
14-801F), Penisillin/Stretomisin, 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.

4.2. Yontem

4.2.1. Hucre Kiltdri

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarina baglamadan once laminar flow icerisini 15 dakika UV’ye
birakilir. Su banyosu 37°C ayarlandiktan sonra besiyeri igin gerekli olan malzemeler
(DMEM besiyeri,fetal sigir serumu (FBS), penisilin streptomisin ve glutamin) koyulur
yaklasik yarim saat erimesine ve 1sinmasina izin verilir. Laminar flow c¢alismaya

baslamadan 15 dakika once c¢alistirilir. Isinan soliisyonlar su banyosundan ¢ikarilir ve
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ozellikle kapak kisimlarina gelecek sekilde %70 etanol ile temizlenir ve laminar flow’un
icine alinir. DMEM besiyeri igerisine % 10 FBS eklenir, daha sonra 200 mM L-
glutaminden son konsantrasyon 2mM olacak sekilde ilave edilir. Son olarak 100x
konsantrasyondaki penisilin streptomisin (1 mililitrede penisilin 10, 000 Unite, streptomisin
10 mg' dir.) besiyerine eklenip besiyeri iyice karistirilir. Hucrelerin Gzerine ilave edilecek

besiyerinin sicakligi 37 °C olmalidir.

Bu c¢alismada HepG2 hicre hatti kullanilmistir. 15 ml lik steril santrifuj tlpine 10 mi
DMEM besiyeri ilave edilir. Hiicreler kriyotiipler i¢inde saklandiklart sivi azottan (-196°C)
cikartilarak 37°C’deki su banyosunda hizlica ¢dzdiiriiliir ve olas1 kontaminasyonu 6nlemek
icin tiipler %70’lik alkolle silinerek laminar flowa alinir. Hiicreler krioyotiipten alinip 10
ml besiyerinin igerisine birakilir ve. 21°C’de 800 rpm‘de 3 dakika santrifiij edilir. Santrifij
sonras1 Ustte kalan besiyeri pompaya bagli cam pastdr pipeti yardimiyla ¢ekilip atilir.
Pelletin tzerine 6 ml DMEM besiyeri eklenir. Serolojik pipet ile hucreler 45 derecelik
aciyla tiiplin ¢eperine vurulup homojenize edilir. T75 cm hiicre kiiltiirli iiretme kabina
(flask) alinip. 37°C” deki %5 karbondioksit iceren inkiibatdre birakilir. Ertesi giin besiyeri
degistirilir ve bundan sonraki degismelerde hicreler hergin kontrol edilerek 2-3 glinde bir

yapilir.

HepG2 hucrelerinin yiizey alanin1 %90 kapladig: hale geldigini kontrol etmek i¢in hiicre
kiiltiiri mikroskobu kullanilarak kontrol edilir. Hiicre pasajlanmak istendiginde HepG2
hlcreleri ylizeye yapisan hiicreler olduklari i¢in yapistiklari yiizeyden kaldirilmalar: igin
tripsin kullanilmaktadir. Bunun igin flasklar 37°C’deki inkiibatérden laminar flowa alinir.
Uzerlerindeki besiyeri cektirilir ve yerine divalent katyonlar1 (Cat++Mg++) igermeyen
fosfat tampon solusyonu (PBS) (pH=7.0) eklenerek hiicrelerin yiizeyi yikanir. Bunun
nedeni serumun tripsin gibi baz1 enzimlerin etkisini inhibe etmesidir. Daha sonra PBS
uzaklagtiritlir ve yerine 3 ml % 0.25 tripsin / EDTA soliisyonu eklenir. 37 °C’deki
inkiibatorde yaklasik 3-8 dakika arasi bekletilir ve bu siire igerisinde ara ara inkiibatdrden
cikartilip mikroskop altinda hiicrelerin yiizey ile interaksiyonunu kesip kesmedigine
bakilir. Hiicreler hiicre kiiltiirii kab1 yiizeyinden ayrildigi zaman 15 ml lik santrifiij tiipline
almip lizerine hemen 10 ml besiyeri eklenir ve hiicreleri iceren besiyeri 800 rpm de 3

dakika santrifuj edilir. Siipernatan uzaklastirilir ve pellet RNA izolasyonu i¢in kullanilir.
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4.2.2. Total RNA Izolasyonu

HepG2 hicre pelletinin tizerine 1000 ul Trizol eklenir ve hiicreler pargalanir. Trizol ile
homojenize edilen 6rneklerin Gzerine 200 pl kloroform eklenir, solusyon homojen bir
gdriiniim alana kadar vortexlenir ve oda 1sisinda 5 dakika bekletilir. Ornekler daha sonra
onceden 4°C’ye sogutulmus santrifiijde 12000 g’de 15 dakika santrifuj edilir. Santrifij
sonrasinda tiiplerde 3 ayr1 faz olusur. En iistte seffaf ve RNA’nin bulundugu temiz faz,
ortada beyaz bulutumsu DNA fazi ve en altta, organik fazin goriilmesi beklenir. Tiipler
fazlarin karigsmamasi i¢in hareket ettirilmeden santrifiijden ¢ikartilir. En iistteki RNA’y1
iceren seffaf faz ortada bulunan faza yaklagmadan bagka bir tlipe aktarilir. Aktarilan
RNA’nin iizerine 500 pl izopropanol (2-propanol) ve pellet olusumunu kolaylastirmak i¢in
0,5 pl glikojen (20 mg/ml) eklenir ve oda 1s1sinda 10 dakika bekletililip 4°C’ye sogutulmus
santrifiijde 12000g’de 10 dakika santrifiij edilir. Santriflijin sonunda tlpln dibinde beyaz
bir RNA pelleti goriilmesi beklenmektedir. Supernatandankurtulunur ve pellet 1 ml %70
etanol ile 12000 g’de 5 dakika santrifiij edilir, bu islem 2 kere tekrarlanir. Yikanan pellet
tiiplerin kapaklari agik birakilarak kurutulur ve uygun miktarda yaklasik 30-50 pl nikleaz

icermeyen su ile ¢ozalur.
4.2.3. ASCT?2 proteininin antijenik bolgelerinin saptanmasi

Antikorun protein taniyacagi bolge ASCT2 proteinin ekstraselliiler zinciridir. Uniprot web
sitesi kullanilrak ekstrasellir dizi tespit edilir. Bu dizi antijenik bolgeler tespit edilirken
kullanilacaktir. EMBOSS analiz  programi proteinlerin  antijenik  bolgelerinin
saptanilmasinda kullanilan bir biyoinformatik programidir. Yar1 deneysel ve amino asit
rezidularinin fizyokimyasal 6zelliklerine dayali olarak bu bolgeler tespit edilmektedir.
Online olarak kullanilabilen EMBOSS sitesine ekstraselliiler dizi yapistirilir ve program
calistinilir. Ortaya ¢ikan sonuglardan uygun antijenik bolgelerden dort tanesini ig¢ine alan

antijenik bolge secildi ve bu bolge i¢in primerler tasarlandi.

4.2.4. RNA Miktar1 ve Safliginin Belirlenmesi

RNA’nin miktar1 ve saflifi spektrofotometre (Nanodrop ND-1000) ile 6l¢tiliir. DNA’ nin,
280 nm proteinin, 230 nm de fenoliin maksimum absorbans verdigi dalga boyudur.
A260/A280 oraninin 1,8-2,2 araliginda olmasi RNA’nin saf oldugunu gosterir. Elde edilen

RNAlarin biitiinliigii ve kalitesi ayrica % 0.8 agaroz jel elektroforezi ile analiz edilir.
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Hazirlanacak jelin konsantrasyonuna gore gerekli miktarlarda agaroz alinarak, 1xTAE
(40mM Tris, 20mM asetikasit ve 1mM EDTA) ic¢inde mikrodalga firin igerisinde
¢ozilur.Jel dokilup donduktan sonra 2 pl 5x yikleme tamponu, 8ul RNA 6rneklerinden
eklenerek 75V’da 60 dakika yiiriitiilir. 5mg/ml etidyum bromiir igerisinde 15 dakika
calkalayic1 lizerinde boyanir. Goriintiileme ultraviyole 1sik altinda yapilir ve Biorad

VersaDoc 1000 goriintleme cihazinda goriintiisii alinir.

4.25. cDNA Sentezlenmesi

cDNA sentezi i¢in materyal olarak, elde edilen saf ve yeterli miktarda total RNA kullanilir.
BioLabs cDNA sentez Kiti protokoll kullanilmistir. Eriyebilecek malzemeler buz {izerine
koyulur. Orneklerde DNA kontaminasyonunun olup olmadifi incelemek igin ters
transkriptazin yerine niikleaz icermeyen suyun kullanildigi nagatif kontrol grubu hazirlanir.
RNaz icermeyen iki tlp icerisine 6 ul RNA (10 ng—1 pg) érnegi ve 2 ul d(T)23VN (50 uM)
primeri eklenir. RNA, 70°C’de 5 dakika denatiire edilir. Bu sirada baska tiipe 10 ul M-
MuLV reaksiyon mix ve 2 pl M-MuLV enzim mix karigimi hazirlanir. Denatiire olmus
RNA 6rnekleri ile hazirlanan karisim 20 pl olur ve 42°C’de 1 saat boyunca inkube edilir.
Daha sonra tiipler, enzim inaktivasyonu igin 80°C’de 5 dakika bekletilir. Olusan cDNA

Uriini -20°C’de saklanur.

4.2.6. insan ASCT2 Ekstraselliiler Kismina Primer Tasarimi

Liyofilize halde gelen primerler DNaz ve RNazsiz suda 100 pmol/ul konsantrasyonda
¢oziiliir. PZR reaksiyonlar1 igin 10 pmol’e diluye edilir. Primerler -20°C’de saklanur.
Asagida primer tasariminin adimlari belirtilmistir;

1. ASCT2’nin ekstraselliiler bdlgesinin amino asit dizisinin tespiti (UniProt)

2. ASCT?2 ekstraselluler niikleotit dizisinin tespiti (NCBI)

3. Sekansin PerlPrimer programina girilmesi (primer Tm, uzunluk, baglanacagi

bolgenin lokasyon araligi bilgilerinin girilmesi)
4. Farkli ileri-geri primer ¢iftlerinin blast analizi i¢in segilmesi
5. NCBI Blast ile tasarlanmak istenen primerlerin organizma DNA’sinda hedef bolge

disinda bagka bir yere baglanip baglanmadiginin tespiti

6. Sag tokasi ve dimer olusturup olusturmadiginin tespiti i¢inOligo Analyzer (IDT)
programinin kullanilmasi
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Secilen bolgenin  hedef cDNA bolgesine yonelik primerler, PerlPrimer programi
kullanilarak tasarlanir. Gen bdlgelerine spesifik primer bolgelerinin  6zgilinliigiine,
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi  kullanilarak  bakilir.  Primer  tasarlanirken
kullanilacak olan primerlerin; sa¢ tokasi yapisi olusturmamasina, iiriinliin biiyiikliigiine,

tekrar bazlarin olmamasina ve Tm degeri dikkate alinmalidir.

Standard PCR Bisulphite PCR Realtime PCR | Seqguencing Primers

Primer Tm Primer Length
50 - |85 “C Difference 0.5 | “C 18 - |24 bazes
Amplified range Options
511 - |10 3" | 932 — | 1020 v Exclude 3%%GC [ GC clamp
Amplicon size: 522 - 1019 bases Sudd 5" F seq Frame
Set from ORF | 10 | =10 | LSdd 5 R =seqg Frame

Sequence

ATECTEeECCEATOCC T CC T CEACSARCTOCA A SEECEC T OECACCEECEERASCCCRACCEOCARCEEEE=ECCTE | Eg
O I CTICC AT OCAR RO C R O O e C AR C A O C T AC T OO T T OO CECCROCCRCCS T O T

CECTE0CT ToEASCCARCCIGCT TG I ECTIGCIEACACS T EEIGECOE I EEIEE0CCEEOEISECECTIEEER Eg
eI I o I O T O T T OO A OO C T T ACCCOCT T O T CT TOOC
A I T I O T I I A T AT C A TC T T O T e I EE T T ECASCT T EATOEEOEET h
CCCECCACCC T EEACCOCCEECECECTCeECCE T CTEEECECCTEEECECTECTCTITTTTCCTESETCACT | -~
Results

Forward Primer | Pos | Len | Tm Rewerse Primer | Pos | Ler
AACCTSCTTETECTSCTG.AT 153 20 6<2.07 CASTACCAGGAGSCCCATEGEA 62 20
ACCTGCT TG TGC TGO TGAC 154 19 632.61 CAGTACCAGGAGCOCCATEGEA 962 20
TG TG TGCASCTTGATOCGE 222 19 63.38 CAGTACCAGGAGCCCAT £ o262 20
TEG TG TGCASCTTGCATOGE 22 19 63.38 CAGTACCAGGAGCOCCATISGEA o262 20
L ATGATCATC T TECCEC TG 202 12 S57.97 TGAAGAGGAAGTAGATGAGGEGE o984 21
ATGATCATC T TECOSCTGGET 202 20 62.49 CGGEGTIGAAGAGGAAGTAGATGAG 88 22

Sekil 4.2. ASCT2 ekstrasellller dizisine spesifik primerlerin PerlPrimer programi ile
tasarlanmasi

4.2.7. PZR Reaksiyonu

Primerlerin baglanma kalitesinin en iyi hangi sicaklikta oldugunu tespit etmek i¢in touch-
down PZR gerceklestirilir. Boylece spesifik olmayan amplifikasyonun azalmasi saglanir.
PZR’nin erken sikluslarinda hedef optimumbaglanma (annealing) 1sisindan daha yiiksek 1s1
ile baslanir. Primer baglanma 1s1s1 her siklusta yavas yavas azaltilarak optimum 1s1ya kadar
ulasilir ve kalan sikluslar bu 1s1 ile tamamlanir. Bu yaklasim ilk sikluslarda daha spesifik
bir baglanma sagladigindan dogru iiriiniin non spesifikler aleyhine artirilmasini saglar.
Fermentas PZR reaktifleri bu deney i¢in kullanilmistir. Cizelge 4.3’te gOsterilen bilesenler
(enzim harig) -20 dolabindan ¢ikarilir ve eriyene kadar beklenir. Bu esnada PZR tiipleri
isimlendirilir. Ornek tlipti, cDNA negatif kontrol tiipii, PZR negatif kontorol tiipii olmak
tizere li¢ tiip’lik PZR mix hazirlanir. Bilesenlerin tamami eridiginde vortekslenir. Cizelge
4.3.°de ki bilesenlerin miktarlar siras1 ile eklenir ve sonunda bilesenler pipet ile iyice
karisirilir. DNaz-free tlp ve pipet uclart kullanilir. Hazirlanan tiipler buz tizerinden alinir

cihaza koyulur.
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Cizelge 4.3. ASCT?2 ekstraselliiler bolgesinin ¢ogalmasi i¢in kurulan touch down PZR mix

Bilesen Miktar
Nukleaz’s1z su 32 ul
10 X Reaksiyon mix 5 ul
10 mM dNTP 1l
25 mM MgCI2 2 ul
10 pmol ileri primer 2.5 ul
10 pmol Geri primer 2.5 ul
cDNA 2.5 ul
Fermentas Tag Enzim 1l
Toplam hacim 50

Cizelge 4.4. Touch down PZR kosullari

Asama Sicaklik Sire
Denattrasyon 95:C - oo 20 Siklus
95°C 30 san Her siklusta sicaklik
Primer Eslesmesi | 65°C 1 dak 05°C diser
Primer Uzamas1 | 72°C 1 dak
95°C 1 dak
penatirasyon - ggog 30san | 20 siklus
Primer Eslesmesi | 60 °C 1 dak
Primer Uzamas1 | 72°C 1 dak
72°C 5 dak
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Cizelge 4.5. Ikinci defa kurulan Touch-down PZR kosullart

Asama Sicaklik Sire
95°C Ldak 190 siklus
Denatlrasyon 95°C 30 san Her siklusta sicaklik
0 .
Primer 65°C 1 dak 0,5°C diiser
Eslesmesi
Primer Uzamasi | 72°C 1 dak
95°C 1 dak
Denatlirasyon
y 95°C 30san | 20 siklus
Primer 55°C 1 dak
Eslesmesi
Primer Uzamasi | 72°C 1 dak
72°C 5 dak

Alman sonuglar neticesinde PZR optimizasyonuna devam edildi. Cizelge 4.5’teki PZR
kosullarinda primer baglanma agsamasinin sicakligi bir oncekineden farklidir. Hazirlanan
reaksiyona digerinden farkli olarak 5X GC High Enhancer Reaksiyon tamponu
eklenmistir. Kurulan bu reaksiyon ile birlikte optimizasyon gerceklesmis ve elde edilen

irlinlin reamplifikasyonu yapilarak daha fazla miktarda elde edilmeye calisilmistir.

4.2.8. Agaroz Jelde Yurutme

PZR’nin gerceklesip gerceklesmedigi anlamak i¢in iirtinler %2 agaroz jel elektroforezi ile
analiz edilir. 2 gr agaroz tartilir, IXTAE iginde mikrodalga firin igerisinde ¢oziiliir. Jel
dokilip donduktan sonra 2 pl 5x yiikleme tamponu, 8ul PZR oOrneklerinden eklenerek
80V’da 60 dakika yiiriitiiliir. Stok etidyum bromiirden saf su ile karigtirilarak hazirlanmig
etrafi kapali kutu igerisine koyulmus sivida, jel 15 dakika calkalayici {izerinde inkiibe
edilir. Etidyum bromiir boyamasindan sonra Biorad VersaDoc 1000 gdriintleme cihazinda

gorlntiisii alinir.

4.2.9. Guanidin DNA Saflastirilmasi

DNA saflastirmast PZR’den gelen primer, dNTPler, enzimler, tuzlar ve diger
kontaminasyonlarin uzaklastirilmasini saglamak icin yapilir. +4°C dolabindan malzemeler

alinir ve buz lizerinde erimeye birakilir. Ayr bir eppendorf tlp icerisinde Cizelge 4.2-4°te
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bilesenlerden verilen miktarlarda koyulur. Sodyum-asetat eklendiginde tiipteki karisim sari
renge doniismelidir. Sonunda hazirlanan karigim filtreli tlpe aktarilir. 2000 g’ de 30 saniye
santrifiij (sicakligi +4°C) edilir. Asag1 diisen stvidan kurtulunur. Filtre 500 pl 2-propanol
ile 2000 g’de 30 saniye de iki defa yikanir. Buraya kadarki kisimda asagi inen
stipernatandan kurtulunur. Silika filtre 10,000 g’de 2 dakika santriflij ederek kurutulur.
Filtrenin alt1 temiz bir eppendorf tiip ile degistirilir. Filtreye degmeneden iizerine gelecek
sekilde 50 ul DEPC’li su eklenir, 5 dakika oda sicakliginda bekletilir. 10,000 g’de 2 dakika
santrifuj ile saf Grtn elde edilir. Filtredeki tiim 6rnegi toplamak ve yogunlastirmak igin

alttaki ornek, filtreye tekrar yiiklenerek islem iki defa tekrarlanir.

Cizelge 4.6. Guanidin DNA saflastirma protokol bilesenleri

DNA saflastirma protokol Stok Calisan 550 pl
GuSCN 8.00 M 430 M 295.63
Na2S03 2000 mM 50 mM 13.75
Bromtimol mavisi 100 X 20 X 1.10
NaAsetat pH 5.2 3000 mM 21.5 mM 3.94
DNA 100
H,O 135. 58

4.2.10. Plazmit ve PZR Urinlerinin Kesilmesi

Hedef bolgeyi vektorin icine sokabilmek igin hem vektorin hem de PZR drinin
restriksiyon enzimleri ile tamima bolgelerinden kesilmesi gerekir. Nhel ve Hindlll
enzimleri kullanarak restriksiyon gergeklesmistir. Cizelge 4.7°te gosterildigi mikarlarda tiip

icerisine koyulur, 37°C de 2 saat kesilmeye birakilir. PCR cihazinin kapagi 1sitilmaz.

Cizelge 4.7. Restriksiyon protokol bilesenleri

Tepkime hacmi 50 pl Stok Tlp Hacim (ul)
H20 41.65 | 0.5
pPET28A ASCTPCR |54 0.07 10pug |3ug | 185 |42
plazmit ardnd pg/ul po/ul

Neb?2 tampon 10x 1x 5

BSA 1000 pg/ml 10 pg/ml 0.5

Nhel 10 U/ul 10U 1

HindllI 10 U/ul 10U 1
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Kesilen iirlinlerin saflagtirilmast i¢in Guanidin DNA saflastirma protokolii uygulanir.

Nanodrop’ta DNA miktar1 ve safligi 6lciiliir. Bu iiriinler -80°C dolapta saklanur.

4.2.11. Ligasyon

Ligasyon isleminde en ¢ok dikkat edilmesi gereken islemlerden biri vektor:insert oranidir.
Yapilan deneylerde sirasiyla 1:1, 1:5 ve 1:10 olarak vektdr: insert konsantrasyonlari
denenmistir. Promega biomath web sitesinden plazmit/DNA uzunlugu ve olgiilen OD
degeri girilerek stok konsantrasyon hesaplanir. Vektor:insert orani 1:10 yapildiginda
basarili bir transformasyon gergeklestirdigi sonucu yapilan deneyler sonucunda karar
verilmistir. Cizelgede verilen miktarlarda tiiplere sirasiyla malzemeler eklenir. Cihaz

kapagi 1sitilmadan 22°C°de 2 saat inkiibe edilir. Uriin -80°C dolapta saklanr.

Cizelge 4.8. Ligasyon protokol bilesenleri

Tepkime hacmi 20 pl | Stok Tlp 1X
H20 7.82
T4 ligaz tamponu 10 X 1X 2
Vektor 1710 0.0014 pmol/pul | 0.010 pmol/pl | 7.14
Insert 0.049 pmol/ul 0.0100 pmol/ul | 2.04
T4 ligaz 5U/ ul 5U 1

4.2.12. Transformasyon

E.Coli JM 109 gliserol bakteri stogundan 10 pl alinir ve 20 ml LB besiyerinde 37°C’de
calkalayict etiivde 1 gece kiiltiire edilir. Ertesi glin 1sitilmig 50 ml LB igerisine 500 pl
overnight bilyiitiilmiis kiiltirden koyulur. 37°C’de 2 saat kadar ¢alkalamaya birakilir.
Kiiltiir bulaniklig1 ne ¢cok ne de ¢cok az olmamasina dikkat edilir, hiicrelerin eksponensiyel
fazin1 kagirmamak icin 6zen gosterilir. Sogutulmus santrifiijde, 580 G’de 10 dakika
hiicreler toplanir. Besiyeri siizdiiriiliir, ters gevrilerek pecete Uzerinde iyice sivinin akmasi
saglanir. Buz {izerinde 300-400 pl TSS (Transformation and Storage Solution) eklenir.
Karisim vortekslenmeden el ile tiip hafif¢e karistirilir. Hiicreler TSS eklendikten sonra
yarim saat buz {stlinde inkiibe edilir. Aktarilacak ligasyon {irlinleri cam tiiplere hazirlanir
(her tiipe 5 pl kadar {iriin). Transformasyon verimliligini gérmek i¢in kontrol olarak bos
PET28A plazmiti kullanilir. TSS iginde ¢oziilmis hiicreleri DNA’larin {izerine 100 ul
olacak sekilde eklenir. 1 saat buz lzerinde tipler inkiibasyona birakilir. Buz inkiibasyonu

sonras1 42°C’deki su banyosunda 90 sn inkiibe edilir,ve su banyosundan tiipler hemen buza
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alinir. Ustlerine yaklasik 900 pl 1sitilmis Soc Buyyon eklenir. Calkalayicida 37°C’de 45
dakika kadar ¢alkalamaya birakilir. Calkalayicidan aldiktan sonra LB Kan agar plate’lere
ekim yapilir. Ekimden 6nce 13,000 g’de 2 dakika ¢evirip yogunlastirilir ve konsantre halde
iginde 200 ul kadar besiyeri kalmis halde bek alevi kullanilarak drigalski spatiilii ile ekim
yapilir. Gece boyu 37°C’ye birakilan petrilerde plazmiti almis bakteriler koloni olusturur.

4.2.13. T7 Koloni PZR

Petrilerde olusan E.coli kolonilerinin plazmiti igeri alip almadigi hizli bir sekilde
gbzlemlemek i¢in T7 koloni PZR yapilir. Segici petrilerde 16 saat inkiibe edilmis olan
kolonilerin beyaz olanlari steril kiirdan yardimiyla segilerek 10 ul dH20 igerisine ¢ozulur.
Cizelge 4.9’da acgiklandig1 sekilde PZR karisimi hazirlanir. Kalip DNA yerine 1pl koloni
kullanilir ve PZR ile pozitifsonug veren kolonilerin kalan 9ul’lik kism1 uygun antibiyotik

iceren s1v1 besi yerine ekilir.

Cizelge 4.9. T7 PZR reaktifleri

Toplam hacim 15 pl Hacim (ul)
10X Taq buffer 1.5

10 mM dNTP 0.75

T7 ileri primer 0.6

T7 geri primer 0.6

25 mMMgCI2 0.9

dH20 4.65

Tag enzim 1

DNA 5

Cizelge 4.10. T7 PZR Kosullari

Asama Sicaklik | Sre
94°C 120 sn
Denattrasyon 94°C 10 sn
40 siklus Primer 54°C 60 sn
Eslesmesi
Primer Uzamasi | 72°C 90 san
72°C 720 sn

10°C forever
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4.2.14. Alkalen Lizis Midi Prep ile Plazmit izolasyonu

50 png/ml kanamisin eklenmis 10 ml LB’ye transformasyonu yapilmis ve segici antibiyotik
ile se¢ilmis bakteriler inokiile edilir. Bir gece 37°C c¢alkalayici etiivde inkiibasyona
birakilir. Sonrasinda 2.000 g’de +4°C’de 10 dakika santrifiij edilip besiyeri uzaklastirilir.
Pellet 200 pl soguk alkelen liziz 1 ¢ozeltisinde (Tris, EDTA, glikoz ve RNase A igerir.)
vortekslenerek siispanse edilir ardindan taze hazirlanmis alkalen liziz 2 ¢ozeltisinden
(sodium hidroksit (NaOH) ve deterjan Sodyum Dodesil (lauryl) Silfat (SDS)) 400 pl
eklenip 5 defa ters yiiz edilerek karistirilir. Daha sonra 300 pl alkalen liziz 3 ¢ozeltisi
(Potasyum asetat) eklenir ve 5 kez ters yiiz edilir. Buz Uzerinde 3-5 dakika inkiibasyona
birakilip ardindan maksimum hizda 4°C’ de 5 dakika santrifiij edilir. Santrifiij sonras1 600
ul stipernatan temiz bir tlipe aktarilip esit hacimde fenol kloroform eklenir ve vortekslenir.
Maksimum hizda +4°C’de 2 dakika santrifiij edillir ve iist faz temiz bir tiipe dikkatlice
alinip. 600 pl izoproponol eklenir ve vortekslenir. -20°C ye kaldirilip gece boyu bekletilir.
Maksimum hizda 5 dakika santrifiij edilir ve pellet diisiirmeden izoproponol uzaklastirilip
tizerine 1 ml etanol eklenip maksimum hizda 2 dakika santrifiij edililir. Son olarak etanol
uzaklastirilip 30-60 pl DNAaz icermeyen suda pellet ¢oziiliir. Nanodrop’da plazmit DNA

miktarlar 6l¢iiliir ve plazmit DNA’sinin kalite tayini i¢in agoroz jelde yiirtitiliir.

4.2.15. Plazmit Sekansi

Hedef bolgenin tamaminin pET28A vektoriine girdigini teyit etmek i¢in plasmid sekansi
yapilir. {1k olarak T7 ileri ve geri primerleri ile elde edilen construct plazmite PZR kurulur.
T7 primerileri kullanilmasinin temel amact vektdr T7 promotorunu igermektedir ve hedef
bdlge hemen promotordan sonraki kisimda birlestirilmistir. Promotor bolgelerine spesifik
T7 primerleri ile kurulan PZR drinleri %0.2’lik agaroz jelde yiiriitiiliir. 576 bg boyundaki
hedef sekansin vektore girmesi, promotorun igerisinde primerilerin baglanmasi ile dahil
olan fazladan 207 b¢’lik bir bolge ile birlikte toplam boyu 783 bg¢ olan bir iiriin ortaya
¢ikmasi beklenir.

Elde edilen PZR drint guanidn tiosiyanat ile kolondan gegirilerek saflagtirilir.
Saflagtirilmig {irtin  tekrar %?2’lik agaroz jede yiiriitiiliip temiz bir bant goriiniitiisii
alindiktan sonra sikliis sekansi yapilir. Siklus sekansinin amaci isaretli dNTP’ler

kullanarak okunmasi istenen diziyi isaretleyerek sekans cihazinda goriiniir kilmaktir. 2 pl
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T7 primer, 8ul premix ve 10ul PZR iirlinii ile buz tizerinde bir tiip igerisinde karistirilir.

Thermalcycler igerisinde Cizelge 4.11°deki gibi bir programda ¢alistirilir.

Cizelge 4.11. T7 Primerleri ile Siklus PZR Kosullari

Asama Sicaklik Sure
96°C 20 san
Denatiirasyon
yon  raeec 20 san
Primer 52°C 20 san 30 Siklus
Eslesmesi
Primer 60°C 4 dak
Uzamasi
Son sicaklik 4°C Sonsuz

Tuplerdeki reaksiyonu durdurmak ve igindeki kullanilmamig reaktiflerin aktifligini
durdurmak icin stop solusyonu PZR bitmeye yakin hazirlanir. Bu solusyon oda
sicakliginda hazirlanmalidir. Oda 1sisinda uzun siire birakildiginda EDTA’nin ¢okmesine
neden olacaktir bu yiizden oda sicakliginda uzun siire bekletilmemelidir. Hazirlanan Stop
solusyonundan (Cizelge 4.12.) 10.8 ul olacak sekilde reaksiyon tiiplerinin tizerilerine
dagitilir. Elde edilen bu Uriine sekansa girmeden 6nce bir saflagtirma protokoluniin daha

uygulanmasi gerekir. Saflastirma manyetik boncuklar yardimi ile yapilir.

Cizelge 4.12. Stop Solusyon Reaktifleri

Reaktif Miktar
3M sodium asetat pH 5.2 2.2ul
0.5 M Na,EDTA pH 8.0 2.2ul
20 mg/ml Glikojen 1.1ul
ddH,O 4.5ul
() Agencourt
AMPure XP Baglanma Aynima Etanol Yikama Eliisyon Transfer
g3 £ 9P .‘*‘/’) a
o N4 B om 8 §80444 §2% pococg
M ) Y OO0 &Y o §
% % g 5 vy
Magnet Magnet Magnet
| 2 3 4 5 6

Sekil 4.3. Manyetik boncuklar ve saflagtirma adimlari
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Sekil 4.4. Manyetik plate

Saflagtirilacak olan irlinlerin iizerine 24 pl Beckman Coulter AgenCourt Clean Seq
manyetik boncuklar ve 110 ul %73’lik isopropil alkol eklenir. 20-25 defa pipetting yapilir.
15 dakika odasicakliginda inkiibe edilir. Tlipler daha sonra manyetik plate’e yerlestirilir ve
5 dakika plate iizerinde inkiibe edilir. Boncuklar tiipe belli bir yiikseklikte halka seklinde
hedef iiriinleri kendisine baglayarak tutunmustur. Tiip icerisindeki soliisyon pipet yardimi
ile bocuklara zarar vermeden atilir. Uzerine 200 pl %73’liik isopropil alkol eklenir ve 5
dakika inkiibasyon sonunda tizerindeki sivi g¢ektirilir. 2. kez alkol eklenir ve yikama
yapilir. 5 dakika inkiibasyonun sonunda manyetik plate (zerinde olan tupler 20
dakikainkiibasyona birakilir ve alkoliin kurumasi saglamir. -20'C’de saklanan SLS
solusyonu inkiibasyonun bitimine dogru dolaptan ¢ikarilir ve erimesine izin verilir. SLS
eliisyon tamponunun uzun siire digarida birakilmamisina 6zen gosterilir. Inkiibasyonun
sonunda tiipler plate’den kaldirilarak 45 pl SLS solusyonu eklenir ve 20-25 defa pipetting
yapilir. 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 5 dakikada manyetik plate
tizerinde inkiibasyona birakilir. Halka seklinde boncuklar tiipe baglanmis dururken tiipler
plate tizerinde ¢ikarilip 45" ag1 ile duracak sekilde konur ve pipet ile boncuklara degmeden
icindeki siv1 ¢ekilir. Sekans cihazina koyulacak plate iizerine saflastirilmis iiriin eklenir.
Buharlagmay1 engellemek igin tizeri bir damla mineral-oil ile kaplanir. Cihaz g¢alistirilir,

program bittikten sonra analiz programi ile data analiz edilir.

4.2.16. BL21 Hucrelerine Transformasyon

Koloni PZR sonucunda pozitiflik gosteren kolonilerden elde edilen plazmitler, BL21
hicrelerine hedef dizinin translasyonu ve protein eldesi igin transforme edilir.
Transformasyonprotokoli  kullanilan organizmanin BL2 olmasi disinda tim tamam
aymdir. Burada 9 saglikli koloni 50 ml LB Kan igerisine inokule edilir ve 37°C’de kiiltiire
edilir. Uygun bulaniklik gézlendikten sonra 2X IPTG’li besiyeri (%2 tripton, 1 mM IPTG,
0,05 mg/ml Kan,LB) iizerine ilave edilir ve overnight 30°C’de calkalamali inkiibatorde
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kultar edilir. Koloniler icerisinde genel protein igerigini goézlemlemekigin protein

izolasyonu ve ardindan SDS-PAGE yapulir.

4.2.17. BL-21 Hucre Lizisi ve SDS-PAGE

Kiiltiire edilmis BL-21 hiicreleri falkon tiiplere aktarildiktan sonra 5,000 g’de 10 dakika
soguk santrifiljde (+4'C) cevrilir. Besiyerinden kurtulunur. Olusan pelletin ufak bir kismi
steril kiirdan ile alir yiikleme tamponu ile karistirilarak SDS-PAGE’te kullanilmak iizere
ayrilir. Kalan pellet 2-5 ml lizis tamponda (50mM Tris, 400mM NaCl, %10 Gliserol, %1
Triton X100, %1 SDS, dH20) iyice karistirildiktan sonra cam tiiplere aktarilir. 15 dakika
soguk odada santrifuj edilir. Ardindan buz iizerinde ultrasonikatérde 20 saniye (toplamda
3-4 dakika) tutularak biitiin hiicrelerin tamamen par¢alanmasi saglanir. Maksimum hizda
13.000 g’de +4°C’ de 15 dakikalik santrifiijiin ardindan siipernatan temiz bir tiipe alinir ve

protein tayini yapilir.
4.2.18. HepG2 Hucrelerinin Lizis Edilmesi ve Protein Eldesi

Lizis islemi i¢in kullanilan MRIPA tampon BL-21 E.coli bakteri susunun pargalanmasi
i¢cin kullanilan lizis tamponunundan farklidir. MRIPA tampon daha ¢ok Okaryotik hiicre
dokularin parcalanmast i¢in kullanilir. HepG2 hiicrelerinin farkli konsantrasyonlarda
glutamin ile indilklenmesi sonucunda kiiltiir edilmis hiicreler flaskin yiizeyini kapsayacak
sekilde (T75 flask i¢in 500 pl MRIPA eklenebilir) MRIPA eklenir ve kaziyici ile hiicreler
kaldirilir ve pargalanir. Pargalama isleminin daha verimli olmasi i¢in mikroskop altinda
biitiin hiicrelerin kaldirildigindan emin olduktan sonra pipet yardimi ile hiicreler 10-20 kez
resuspend edilir. Daha sonra sonikatérde buz Gzerinde 5 dakika parcalamaya devam edilir.
Solusyonun acgik sari renge donilismesi hiicrenin parcgalanabildigini ve protein aciga
ciktigini ifade etmektedir. Sonikasyondan sonra temiz bir mikrosantriftlj tlp icerisinde
+4°C ile 13,000 rpm de santrifiij edilir. Pellet kismmna pipetin ucu degdirilmeden
supernatan alinir ve temiz bir tiipe aktarilir. -20°C’ye proteinler kaldirilmadan énce protein

konsantrasyon tayini yapilir.

4.2.19. Protein Konsantrasyon Tayini

Protein tayini icin BCA (bikinkoninik asit) protein tayin kiti kullanilmistir. Kit igerisinde
cikan albumin standart ampuleri kullanilarak 2mg/ml, 1.5mg/ml, 1.0 mg/ml, 750 pg/ml,
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500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 50 pg/ml lik standart protein ¢ozeltileri HPLC H20
icerisinde hazirlanir ve ikiser tekrar yapilarak standart protein g¢ozeltilerinden 25’er pl
kuyucuklara dagitilir. Ayrica blank icin iki kuyuya sadece HPLC H2O konur. Hiicre
lizatlarindan bir miktar alinmis 1/5 oraninda HPLC H2O ile diliie edildikten sonra 25” er ul
96 lik plate kuyucuklarina ikiser tekrar yapilarak dagitilir. BCA kiti igerisindeki A ve B
ajanlar1 1/50 oraninda karistirilip her bir kuyucuga 200 ul ilave edilir, ardindan 37°C' de 30
dakika karanlikta inkiibasyona birakilir. Sonrasinda ise 562 nm‘de spektrofotometride
okuma yapilir. Cikan degerler excell’e aktarilir ve standartlarin degerlerinden standart egri
grafigi excelle ¢izdirilir. Regrasyon tahmin denklemi excell tarafindan hesaplanir. Ayrica
R? degeri de hesaplanir. R? degeri ne kadar 1’¢ yakinsa sonuglar o kadar giivenilir
demektir. Denklem iizerinde x degeri yerine hiicre lizatlarimizin absorbans degerleri
yerlestirip y degerleri hesaplanir. y degeri her bir drnegin protein konsantrasyonunu
gosteririr ancak bu deger diliisyon sonrasi degerdir. Bu yiizden ¢ikan sonuglar diliisyon
faktori ile carpilir. Bu sekilde elimizdeki hiicre lizatlarinin protein konsantrasyon degerleri

hesaplanir.

4.2.20. SDS PAGE

Kullanilacak jelin yilizdesine, sayisina ve miktarina bagli olarak hesaplamalar yapilir.
Yiiriitme jeli olarak % 12 lik SDS PAGE hazirlanmigtir. 10 ml i¢in 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 cozeltisinden 100ul konulmustur.
Polimerizasyon reaksiyonunda baslatici olarak amonyum persiilfat (APS) kullanilir. APS
%10 olacak sekilde 30 mg tartilip 300 pl H,O’da ¢oziilmistiir. 100 pl taze hazirlanmisg
APS ve 10 ul TEMED (N,N,N',N'-tetrametilenetilendiamin) ilave edilir. Yuritme jeli
karistirthip uygun sekilde yerlestirilmis camlar arasina her jel igin 5 ml hizlica
polimerlesme gergeklesmeden dokiiliir. Uzeri % 20 izopropanol ile kapatilir. Jel polimerize
olduktan sonra izoproponol dokiiliir ve distile su ile yikanir. Kurutma kagidi ile su iyice
kurutulur. Ust jel yani istifleme (stacking) jeli %5 lik hazirlanir. Total 4 ml hacim icin
2.760 ml H,0, 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 eklenir. Karistirilip yiiriitme
jelinin tizerine dokiiliir ve lizerine ¢alismamiz i¢in uygun tarak yerlestirilip polimerlesmesi

beklenir.
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4.2.21. Orneklerin Hazirlanmasi

BL21 hiicre lizatlarindan ve HepG2 hiicrelerinin farkli kosullarda glutamin konsantrasyonu
ile mumale ediilmesi elde edilen protein Ornekleri ayr1 ayri jelde yiiriitiilmiistiir. Hlcre
lizatlar1 jele yiiklenirken her kuyucuga esit miktarda protein yiiklemek Onemlidir. Bu
yiizden hiicre lizatlarinin protein tayin sonuglara bakilip en az konsantrasyonda protein
iceren hiicre lizati baz alimarak 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 kaynatilir.

4.2.22. Jele Orneklerin Yuklenmesi ve Yirutilmesi

Yiriitme tankinin igerisi yiirlitme tamponu (25 mM Tris, 192 mM glycine, 0.1% SDS) ile
doldurulup, jel tankin igerisine yerlestirilir. Hazirlanan jelin taragi dikkatlice ¢ikarilip
ornekler taraklarin olusturdugu kuyucuklara yiiklenir. Yiiriitme tamponunu jelin her
tarafina temas etmesi akimin ge¢cmesi acisindan Onemlidir. Elektrotlar dikkatlice giic
kaynagina baglanir ve yiirlitme her jel i¢in 15 mili amperde yaklasik 2 saat olacak sekilde
gergeklestirilir

4.2.23. Coomassie Boyamasi

Ornekler yiiritildukten sonra jel dikkatlice sistemden ¢ikarilir. Coomasie brilliant blue R-
250 ile boyanmadan 6nce %20 izoproponol %10 asetik asit iceren fiksatif icinde 45 dakika
fiksasyona birakilir. Ardinda coomasiie brilliant blue R250 boyasi (3 g/L coomassie
brilliant blue R-250, %45 methanol, %10 glasiyel asetik asit, %45 dH,0) ile gece boyu
boyanip ertesi giin fazla boyadan kurtulmak igin destain ¢ozeltisine (50ml glasiyel asetik
asit, 100 ml methanol, 370 ml H,0O) alinip arka plandaki boya gidene kadar bekletilir
(vaklasik 20-25 dakika) ve ardindan jel VersoDoc cihazinda coomassie boya sekmesi

secilerek goruntulenir.

4.2.24. 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 biiyiikk hacimde
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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 soliisyona sahiptir. Kolon +4°C dolaptan ¢ikarilir, 50 ml hacmindeki falkon tiipe
yerlestirilir. 700 g’de 2 dakikasantrifiij yapilarak sividan kurtulunur. Kolon kapagi agilarak
uzerine 6 ml dengeleme (Equilibration) tamponu (PBS- 10mM imidazol) eklenir. 700 g’de
2 dakikasantrifiij edilir, kolon diisiik konsantrasyonda imidazol ile nonspesifik
baglanmalar1 engellemek ve PBS tamponu ile kolonun pH’sii ayarlamak i¢in muamele
edilmistir. Hazirlanan 6 ml protein ekstrakti kolona ilave edilir. Kolonun ucuna kitin
icerisinden ¢ikan bir tipag 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 tutulmasimi saglayacaktir.
Inkubasyon sonunda temiz falkona yerlestirilmis kolon 700 g’de 2 dakika cevrilir. Alta
gecen sivi flow throughl olarak isimlendirilir ve hedef protein disindaki proteinlerin bir
kolona tutunmadan asag1 iner. 6 ml hazirlanan yikama tamponu (PBS-50mM imidazol) ile
700 g’de 2 dakikasantrifuj edilir. Bu islem iki defa tekrarlanir. Purifiye edilmek istenen
proteinleri kolondan ayirt etmek ig¢in 6 ml eliisyon tampon (PBS-200Mm imidazol) kolona
ilave edilir. Kolonun ucuna tipaci takilir ve 10 dakika oda sicakliginda orbital ¢alkalayicida
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 c¢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.

4.2.25. Protein Desalting Protokol

Saflastirilmis 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 santrifij
ile uzaklastirtlir. Kolonu hazir hale getirmek igin 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 santrifiijlenir. Diigen sividan kurtulunur. Kolonun agzi

tipag ile kapatildiktan sonra 2 ml protein solusyonu kolona aktarilir. Oda sicakliginda 10
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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 oOl¢iiliir. Kolonlar birkag 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.

4.2.26. Antijen Hazirlanmasi

Her Balb/C disi fare i¢in 20 pg ekstraselliler ASCT2 rekombinat proteini 1 birim
olacak,freund complete adjuvan 1 birim olacak sekilde toplamda 500ul hazirlanir.
Complete freund adjuvani sadece ilk immunizasyon asamasinda kullanilir. Bir sonraki

immunizasyonlarda antijen: freund incomplete adjuvan orani 1:9 olarak hazirlanir.

4.2.27. immiinizasyon

3 adet disi Balb/C fareye sifirinci giinde freund complete adjuvan igerisinde hazirlanmis
20ug ASCT?2 rekombinat proteinin intraperitonelenjeksiyonu yapilir. Ikinci enjeksiyon 15
gun sonra, freund incomplete adjuvan igerisinde hazirlanmig 10ug antijen intraperitonel
olarak gerceklestirilir. Bu islem bir kez daha tekrarlandiktan sonra, 45. giiniin sonunda
hayvanlarin periton bosluklarinda olusan sivilar toplanmaya baslamistir. 60 giin sonunda
hem karin i¢i bosluktan toplanan sivilar hem de kuyruk veninden alinan kandaki serum -
20°'C’de uygun saklama kosullarinda saklanir. Western blot yapilirken birincil antikor

olarak bu o6rnekler kullanilacaktir.

Farelerin aniden 6lmesi sebebiyle ikinci kez yeni bir disi Balb/C farenin imminize
edilmistir. 30pg antijen her enjeksiyonda intraperitonel bdlgeye verilmistir. 15’er giin ara
ile immunizasyona devam edilmistir. 60. giiniin sonunda kuyruk veninden alinan serum ve
karm i¢i boslugundan alinan sivi ile ile tekrar western blot yapilmistir ve bu 6rnekler

birincil antikor olarak kullanilmistir.
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4.2.28. Antikor Titrasyonu

2 pug/ml ve 4 pg/ml ASCT2 rekombinant proteini sodyum karbonat tampon cdzeltisinde
hazirlanir. 96 Iik ELISA platede kuyucuk basmna 100 pl dagitilir. 1 gece +4°C’de
inkiibasyon siiresinin ardindan 200pl PBS-tween ile 3 kez yikanir. Plate’de kalan
solusyonlardan tamamiyle kurtulmak igin pecete tzerine ters cevrilerek vurulur. Bloklama
icin PBS-T iginde hazirlanmis %5’1lik sut tozu kullanilir. Her kuyucuga 200 pl bloklama
tamponu konur. 1 saat 37°C’de, 1 saatoda sicakliginda inkiibasyonuna birakilir. Ardindan
primer antikor olarak kullanilacak poliklonal ascites ve serum Orneklerinin 1:100,
1:1.000,1:10.000, 1:50.000, 1:100.000, 1:1000.000 olacak sekilde diliisyonlar1 hazirlanir.
Diliisyonlar PBS ile yapilir. PBS negatif kontrol olarak kullanilir. Hazirlanan primer
antikorlardan her kuyucuga 100 pl eklenir ve oda sicakliginda galkalayici tizerinde 2 saat
bekletilir. 2 saatin ardindan 200 pl PBS tween ile 3 kez yikanir. Sekonder antikor olarak
1/5000 oraninda PBS iginde diliiye edilmis HRP isaretli anti mouse IgG antikoru kullanilir.
PBS icinde diluye edilen sekonder antikordan kuyucuklara 100’er pl eklenir ve galkaliyici
tizerinde oda sicakliginda 1 saat bekletilir. Bu surenin ardindan PBS tween ¢ozeltisiyle 3
kez yikama yapilir. HRP’nin substrati TMB ((3,3”,5,5’-tetramethylbenzidine))’den 100 pl
eklenir ve karanlikta 15 dakika bekletilir. 2M Silfirik asit ¢ozeltisinden 50 pl eklenir ve

450 nm dalga boyuna spektrofotometrik plate okuyucuda 6lgtimii yapilir.

4.2.29. Western Blot

SDS(sodyum dodesil siilfat) poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) i¢in jel hazirlanir.
Yiriitme jeli olarak % 12 lik, st jel yani istifleme (stacking) jeli %5 lik hazirlanir.

Rekombinant proteinin SDS-PAGE sisteminde yiiriitiildiigii protokol ile aynidir.

4.2.29.1.Proteinlerin PVDF Membrana Transferi

Jel ylriitmesinin tamamlanmasinin ardindan jel dikkatlice cikarilir ve jele uygun
blyiklukte PVDF membrane kesilir. PVDF membran 3-5 dakika metanolde bekletilerek
kuru olan membranin rehidrasyonunu saglanir. Jel ve membran soguk transfer tamponu (48
mM Tris, 39 mM glycine, 0.04% SDS, 20% methanol) igerisine alinir ve yaklasik 10
dakika yavasca c¢alkalanir. Transfer esnasinda kullanilacak kurutma kagidi ve siingerler
transfer tamponunda islatilir. Transfer igin biorad 1slak transfer diizenegi kullanilir.

Proteinler eksi yiikle yiliklendikleri i¢in jelden membrana gecisin eksiden artiya dogru
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olacag1 gézonilinde bulundurulup jel ve membran ona gore yerlestirilir. Kurutma kagitlar
ve siinger hem alt hem {ist kisma yerlestirilir. Kurutma kagitlari, jel ve membran
yerlestirildikten sonra hava kabarcigi kalmamasina 6zen gosterilir. Transferde tankin igine
buz kalibt konulur. Tankin igerisine kurutma kagidi, jel ve membrami koydugumuz
aparatlar yerlestirilip gli¢ kaynagina elektrotlar dikkatlice baglanip 100V’da 1 saat transfer
gerceklestirilir. Membrana transfer olmus protein bantlarin1 gérmek i¢in membran ponceau

S boyasiyla 5 dakika kadar boyanir ve membrane distile H»O ile yikanir.

4.2.29.2. Membran Bloklamasi

Membranla antikorlar arasindaki nonspesifik baglanmalar1 en aza indirmek i¢in uygulanir.
%S5 BSA PBS tween icerinde hazirlanir. Bloklama iki saat oda sicaklifinda calkalayici

tizerinde gergeklestirilir.

4.2.29.3.Birincil Antikor Uygulamasi

Kullanilan primer antikorlar; poliklonal ascites, ASCT2 antjeni ile immunize olmus fare
serumu, tubulin, anti-Neutral amino acid transporter (ASCT2) (Millipore, ABN73)
poliklonal antikor’dur. Membran 1/1000 diliisyonunda hazirlanmis poliklonal ascites, direk
serum Ornegi ve beta-tubulin antikoru ile gece boyu +4°C'de inkube edilir. Ticari ASCT2
poliklonal antikor ise 1/250 diliisyonunda hazirlanir ve gece boyu +4°C'de inkibe edilir.
Primer antikor uygulmasinin ardindan membran 3 kez 10’ar dakika PBS tween ile yikanir.
Ticari olarak satin almman ASCT2 poliklonal antikor sadece bir western calismasinda

calistirllabilmistir. Diger calismalarda calistirllamamastir.

4.2.29.4.1kincil Antikor Uygulamasi

Ikincil antikor segimi yapilirken birincil antikor ile ayni hayvana kars: iiretildiklerine
dikkat edilmelidir. Yani birincil antikor hangi hayvandan alindiysa ikincil antikorda da
yine o hayvana ait olmalidir. ASCT2’ye kars1 farede iirettigimiz poliklonal antikor icin
sekonder antikor olarak HRP isaretli anti mouse IgG 1/5.000 oraninda dilUe edilerek
kullanilir. Beta-tubulin antikoru icin de yine HRP isaretli anti mouse IgG(cell signaling
7076) 1/5.000 oraninda diliie edilerek kullanilir. Ticari ASCT2 poliklonal antikoruna
sekonder antikor olarak anti rabbit 1gG (cell signaling, #7074) 1/2.500 oraninda diliie
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edilerek kullanilir. Diliisyonlar bloklama ¢ozeltisi yani %5 BSA PBS tween i¢inde yapilir.
Sekonder antikor igerisinde membran yaklasik 1 saat oda sicakliginda ¢alkaliyict tizerinde

inkiibe edilip ardindan PBS tween ile 3 kez 10’ ar dakika yikanma yapilir.

4.2.29.5.Membranin GoOriinttilenmesi

SuperSignal® West Femto Maximum Sensitivity Substrate kiti icerisindeki luminol ve
peroksit iceren ¢ozeltiler 1:1 oraninda karistirilir. Hazirlanan bu ¢6zeltinin tiipi alimunyum
folyo ile kaplanarak isiktan korunur. 300 pl’lik substrat ¢ozeltisi goriintli cihazina
damlaciklar halinde homojen bir sekilde dagitilir. Suyu pegete ilizerinde silizdiiriilmiis
membranin proteinlerin transfer edildigi taraf ile temas etmesine izin verilir. 2-3 dakika

bekledikten sonra Kodak 4000MM Image Station cihazinda goriintii alinir.

4.2.29.6. Western Blot Sonuc¢larinin Degerlendirilmesi

Western sonucu goriintiilenen ascites sivisindaki ASCT2, ticari ASCT2 proteinlerin bant
kalinliklar1  imajJ programi aracilifiyla degerlendirilmis ve sayisal degerlere

dondstirilmiistiir. Protein bantlari tubulin ve aktin ile normalize edilmistir.

4.2.30. Fareden Dalak Alinmasi

Monoklonal antikor {iiretimi i¢in immunize edilmis farenin B hiicrelerinin en c¢ok
bulundugu dalagmin alinmast Oncelikle yapilmasi gereken adimlardan bir tanesidir.
Immunizasyon i¢in Balb/C disi fare (8-10 haftalik) kullanilmistir.3 defa (d0,d14, d21, d45)
10-30 pg ASCT2 proteinin ekstraselliiler kismimin ifade edilmesiyle elde edilen antijen
enjekte edilmistir. Adjuvan olarak Freund’s adjuvani kullanilmigtir. 45. giiniin sonunda
fare serumundan ELISA yapilir; titrasyon degeri olgiiliir. Hayvanin yeterince immunize
olduguna karar verildikten sonra, hayvan ilgili antijen ile boost edilir. Adjuvan
kullanilmadan sadece ilgili protein yiiksek dozajda hayvanin intraperitonal bolgesinden
enjekte edilir (200 pl). Boylece hayvanin ¢ok miktarda antikor gelistirilmesi hedeflenmis
olur. Hayvan boynu kirilarak o6ldiiriiliir. Fare %70 alkol ile temizlendikten sonra agilir.
Aseptik teknikler kullanilarak dalak alinir ve petri dish i¢ine aktarilir. Mesh iizerinde
kiiciik parcalara kesilir. Yag ve bag dokudan uzaklastirilmaya calisilir. 10 ml enjektdriin

arka kism1 (plunger) ile iyice ezilir ve steril 15 ml falkon icerisine transfer edilir. 10 ml
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serumsuz besiyeri ile 3 defa 800 rpm’de 5 dakika yikanir. Supernatan’dan kurtulunur. FBS
ile iyice karistirilip resuspend edildikten sonra igerisinde 100 ul DMSO bulunan criyotip
icerisine 900 pl aktarilarak agzi sikica kapatilip, karistirilir ve cabucak -80°C dolaba
kaldirilir.

4.2.31. Antikor Izotiplendirmesi

Her bir test i¢in yaklasik 450 pl diluye edilmis antikor kullanilir. Antikor hibridoma
siipernatani, saflastirilmis antikor ya da ascites sivisi olabilir. Poliklonal antikorlarin
isotiplendirilmesi ¢ok gerekli degildir. Ancak monoklonal antikorlarda, tek bir klondan
antikorun tretildigini gostermek i¢in bu islemin yapilmasi daha uygundur. Bu deneyde,
immunize edilmis farenin karin i¢inden toplanan ascites sivisi ve serum antikor olarak
kullanilmistir ve ona gore seyreltmeleri yapilmistir. Calismaya baslamadan once +4'C
dolabindan TMB substrat1 ve plate stripler oda sicakligina alinmis dengelenme saglanir.
Her bir érnekten 8 kuyucuga 50 pl koyulur. Uzerlerine kegi anti-fare 1gG + IgA+ IgM
HRP konjuge soliisyon eklenir. 5 dak siiresince plate c¢alkalayicida hizli bir sekilde
karigtirilir. Plate’in iizeri parafilm ile kaplanir ve oda sicakliginda 1 saat inkiibasyona
birakilir. Igindeki materyallerden kurtulup her bir kuyuya 250 pl yikama tamponu
ekleyerek 3 defa kuyular yikanir. Yikama tamponundan uzaklastiktan sonra her bir kuyuya
75 ul TMB substrati eklenir. 1 dakikadan sonra soliisyon mavi renge ddnerek pozitif sonug
vermesi beklenir. Antikorun konsantrasyonuna ve izotipine gore spektrofotometrede
Olgiilen sinyal gelisimi ve yogunlugu degisebilir. 10 dakika sonrasinda durdurma
solusyonu her bir kuyuya 75 pl olacak sekilde eklenir ve renk maviden sartya doner. Son
olarak 450 nm’de spektrofotometrede Olgiiliir. Absorbans okumasi 0.2 degerinden yiiksek

olanlar pozitif kabul edilir.

4.2.32. Fuzyon

Fuzyondan 6 gun énce myeloma (FO) hiicre hatt1 sivi azotta ¢ikarilip kiiltiire edilir. 5 tane
T75 flask igerisinde myeloma hucreleri RPMI besiyeri icerinde buydtilir. Fizyondan iki
giin Once farelerin periton i¢i, PBS ile yikanarak makrofaj toplanir. Yapilan deneyde 3 adet
Balb/C, 3 adet C57BL/6 fare kullanilmistir. Periton i¢inin ¢alkalanmasi sonucu PBS tekrar
steril enjektér yardimi ile 50 ml falkon i¢inde toplanir. PBS’in bulaniklastigi gézlenir

¢linkii i¢erinsinde artik ¢ogunlugu makrofaj olmak ilizere immun hiicreler bulunur. 400g’de
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10 dakikasantriflij edilip %10 serum iceren RPMI igerisinde resuspend edilir ve 24 well
plate’lere dagitilir. (Bir fareden ortalam 3%10° makrofaj alinir. Yaklasik 5 fare 10 adet 24
well plate icin yeterlidir.)

Fiizyon giinii splenositler -80°C dolabindan ¢ikarilip, 37°C su banyosunda ¢oziinme
saglanir. Serumsuz besiyerinde iki defa 400g’de 5 dakikasantrifiij edilip yikandiktan sonra
%10 serum igeren RPMI icerisinde resuspend edilir. Thoma laminda hem splenosit hem de
FO hiicrelerinin sayimi yapilir. (Bir dalak yaklasik 5*107 ile 2*10® arasi lenfosit icerir.)
Thoma lamu ile sayim yapildiginda 7,5%10° splenosit gozlenmistir. Beklenilenden yaklasik
10 kat daha az hiicre sayilmistir. Bunun sebebi, hiicreler bir kez dondur-¢6z yapilmistir. 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 igerisinde birlestirilir. 800g’de 5 dakikasantrifij
edilir ve slipernatan1 dikkatlice ¢ekilir. 500 ul %50 PEG’i 1 dakikada g¢evirip karistirarak
verilir ve 1 dakika daha karistirilir. 10 ml serumsuz besiyeri ¢ekilir ve ilk 1 ml 1 dakikada
karistirilarak verilir. Kalan 9 ml karigtirarak 2 dakikada verilir. Karisim 400g’de 5
dakikasantriflij edilir. Supernatan dikkatlice uzaklastirilir ve 10 ml %20 FBS igeren
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 inkiibatore
kaldirilmistir.

4.2.33. Hibridomalarin Besiyeri Degistirilmesi

Iki giin sonra taze 1X HAT iceren300 pl besiyeri her bir kuyuya eklenmistir. 4. giinde ise
kuyularda tim besiyerleri cekilir ve tzerine taze HAT icermeyen RPMI besiyeri eklenir.

Fo hucrelerinin 4. gliniin sonunda tamamen o6ldiikleri gozlenmistir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

Calismalar sonucunda tespit edilen bulgular rekombinant olarak ASCT2 proteinin
uretilmesi, poliklonal antikor Uretim teknolojisi bulgularive ASCT2 ifadelenme

regulasyonuolarak (¢ ana baslik altinda ele alinmistir.

5.1. Rekombinant Protein Uretilmesi

5.1.1. Antijenik Bolgelerin Tespiti

Antijen bolgelerinin tespiti igin 6ncelikle ASCT2 proteinin toplam 541 amino asit dizisi
EMBOSS antijenik web sitesine (Sekil 5.1.) (http://femboss.bioinformatics.nl/cgi-

bin/emboss/antigenic) koyulup analiz edilmistir.

EMBUSS explorer

antigenic
3 Ttes rofems

—Input section-

Select an input sequence. Use ane of the following taree fiekds:
1. To access a sequence from a database, enter the USA here
2. To upload a sequence from your local computer, sek

£
Zeu

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

—Required section.

Minimum length of antigenic region 5

—Output section

Output report format [ EMBOSS Mot v

—Run section

Email
o

Sekil 5.1. ASCT2 protein dizisinin EMBOSS antijenik web sitesinde analiz edilmesi

Bu sayfada run antigenic kismina basildiktan sonra toplamda 22 antijenik bdlge tespit

edilmistir (Cizelge 5.1.).
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Cizelge 5.1. ASCT?2 proteininin antijenik dizileri

Rezidu Sekans Skor Max Skor
pozisyonu Pozisyonu

11->16 GLAAAE 1.038 15

22->28 GLALASI 1.095 25

36->42 GGYCGSR 1.073 36

45->73 VRRCLRANLLVLLTVVAVVAGVALGLGVS 1.258 57

75->84 AGGALALGPE 1.063 78

86->122 LSAFVFPGELLLRLLRMIILPLVVCSLIGGAASLDPG 1.271 107
129->169 AWALLFFLVTTLLASALGVGLALALQPGAASAAINASVGAA | 1.197 134
231->248 ILGLVVFAIVFGVALRKL 1.244 238
251->259 EGELLIRFF 1.080 256
266->289 TMVLVSWIMWYAPVGIMFLVAGKI 1.148 287
295->328 VGLLFARLGKYILCCLLGHAIHGLLVLPLIYFLF 1.270 308
334->347 YRFLWGIVTPLATA 1.104 343
354->364 SATLPLMMKCV 1.099 361
371->383 AKHISRFILPIGA 1.099 382
390->431 AALFQCVAAVFIAQLSQQSLDFVKIITILVTATASSVGAAGI 1.221 398
433->475 AGGVLTLAIILEAVNLPVDHISLILAVDWLVYDRSCTVLNVEGD | 1.180 456
478->485 GAGLLQNY 1.101 483
496->513 PELIQVKSELPLDPLPVP 1.134 509
520->526 LLKHYRG 1.090 522

Uniprot web sitesinden insan ASCT2 amino asit dizisi alindiginda ekstraselliler kismin
154-224. amino asitler arasi oldud@ bilinmektedir. Bu diziler arasinda dort farkli antijenik
bolge tespit edilmigtir.

BLAST

D
m

-Threshold®  Matrix* Filtering’

e Gapped® Hits*
UniProtkB v 10 v Auto v Naone M yes v 250 -+

Run Blast in a separate window. *\, Run BLAST | | Clear

Sequence Feature

Entry & Position(s) Q15758[154-224]
Description  Neutral amino acid transporter B(0), Homo sapiens
Feature key Topological domain

Feature identifier

Sekil 5.2. Uniprot ASCT?2 ekstraselltler dizi
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HGNC* HGNC:10943, SLC1AS.

Subcellular location

Cell membrane  cursted ; Multi-pass membrane protein § curated . Melanosome
Mote: Identified by mass spectrometry in melanosome fractions from stage I to stage IV.

Topology

Feature key Position(s) Length Description ::‘i;a:hical F
Topological domain’ 1-52 52 Cytoplasmic # Sequence Analysis
Transmembrane’ 53 -73 21 Helical # Sequence Analysis
Transmembrane’ 99 - 119 21 Helical # Sequence Analysis
Transmembrane’ 133 - 153 21 Helical # Sequence Analysis
Topological domain® 154 - 224 71 Extracellular # sequence Analysis
Transmembrane’ 225 - 245 21 Helical & Sequence Analysis
Transmembrane’ 266 - 286 21 :Helical & Sequence Analysis
Transmembrane’ 306 - 326 21 Helical # Sequence Analysis
Transmembrane’ 336 - 356 21 Helical # Sequence Analysis
Transmembrane’ 377 - 397 21 Helical # Sequence Analysis
Transmembrane’ 399 - 419 21 Helical # Sequence Analysis
Transmembrane’ 426 — 4465 21 Helical # Sequence Analysis

Sekil 5.3. Uniprot ASCT?2 dizi gdsterimi

5.1.2. HepG2 Hucrelerine Glutamin Uygulamasi ve Total RNA Eldesi

Tez caligmasi kapsaminda HepG2 insan karaciger hepatoma hiicreleri 4 saat siire ile 4 mM
glutamin ile muamele edilerek ASCT2 proteinin ifadelenmesinin artmasi saglanmistir.
Kiiltiire alinmis HepG2 hiicrelerinden total RNA izolasyonu yapilmistir. Elde edilen RNA
kalitesini 6lgmek i¢in hem miktari hem de saflig1 spektrofotometre (Nanodrop ND-1000)
ile 6lculmustir (Cizelge 5.2.). RNA’nin degrede olup olmadigina bakmak i¢in ise agaroz
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jel elektroforezinde yiiriitilmistiir (Sekil 5.1-4).Spektrofotometrede yapilan olgiimde

miktar1 ve safligy, jel de ise degrede olmadig1 gdzlenmistir.

Cizelge 5.2. Nanodrop ND-1000 RNA sonucu

RNA Kalite Sonucu

Konsantrasyon 2931.9 ng/pl
Az601280 2.03
Az60/230 2.22

28

18

Sekil 5.4. Total RNA jel gorintu

5.1.3. ASCT2PZR

Yapilan cesitli PZR optimizasyonlarindan sonra primerin en uygun baglanma sicakligi
55'C olarak belirlenmistir. %2’ lik agoroz jelde optimizasyon asamasimn her bir iiriinii

yiiklenmis olup hedef 576 bg iirlin gozlenmistir.
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= 130

Sekil 5.5. Hedef ASCT2 dizisinin PZR runleri

5.1.4. ASCT2 Uriiniin Guanidin Tiosiyanat ile Saflastirilmasi ve Enzim Kesimi

Guanidin tiosiyanat hem niikleik asitlere kuvvetli bir sekilde baglanmis proteinleri (histon
proteinler gibi) denatiire eder hem de ortamdaki RNA’larin degrede olmasini saglar (88).
Boylece PZR iiriinleri hem protein hem de RNA’dan armndirilmis olur. Hedef bolgeyi
PET28A vektor icerisine yerlestirmeden Once en basta primeri 6n ve arkalarina
tasarlanmigenzim tanima bolgeleri Nhe I ve HindIIl enzimleri ile kesilmistir. Sekil 5.6’da
gosterildigi gibihem PZR purifikasyon {iriinii hem de kesilmis PZR iiriin %2’lik jelde

yiirlitiilmistiir. Bliylik oranda {irtinler saflastirilmistir.

bp
— i

]

— ¥

—_ 1 50

Sekil 5.6. Saflastirilan ASCT2 PZR iriinii ve enzimle kesimi drlnleri (DNA ladder,
ASCT2 PZR Urtinu, ASCT2 enzim kesim drlinu)
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Enzim kesimi sadece ASCT2 PZR iiriiniine degil pET28A plazmiti i¢inde yapilmistir. Bu
tirlinler Nanodrop cihazinda 6lgiildiigiinde Cizelge 5.1-3’teki gibi degerler elde edilmistir.

Cizelge 5.3. PZR (rinl ve plazmitin enzim kesimi sonrasi Nanodrop Sonuglari

Uriin Konsantrasyon | Azso/2so A260/230
ASCT2 PZR | 19.2 ng/ul 2.04 1.87
pET28A 6.70 2.06 1.90

5.1.5. ASCT2 ve pET28A vektor dizileri

5.1.5.1. pET28A Vektor Dizisi

pPET28A vektérunun nukleotit dizisi toplam 5358 bg icerir. Bu dizi
http://sil.biochem.uiowa.edu/vectors/pET/pET-28a_seq.html web sitesinden alinmstir.

5.1.5.2. ASCT2 Nukleotit Dizisi

ASCT2 geni 2127 niikleotiitten olusur. 1-1589 bg¢ aras1 kodlanan diziyi olusturmaktadir.

Bu dizi http://www.ncbi.nIm.nih.gov/ web sitesinden alinmistir.
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1

6l
121
151
241
231
261
421
481
541
6@l
66l
721
781
841
2a1
961
1321
1381
1141
1281
1261
1321
1381
1441
158l
1561
1621
1581
1741
138l
138l
1921
1981
2841
2181

CagCcggcgsa
CBEECBECAEE
tgocttgtget
CBEBEECCEE
gcgagotget
tcggcggeac
toctttttoct
tgcagceges
aaaatgcccc
cttccaacct
tcaccggaac
gcttggtagt
agctgottat
tcatgtggta
aggatgtges
acgccatcca
cctaccgott
gttccgocac
acatcagccg
tccagtgeost
agatcatcac
ctggaggtgt
tctoccttgat
aaggtgacgc
gCcacagagoc
ccactgagga
tcgoctoctga
gEgtgctott
EEtctgoctg
tcctcaaaac
gagaaataat
gcaggtcaca
tgtgtetetc
attccctcca
cctgotgtca
dazazaaaaa

gCccaccgcoc
cggctactge
gctgacagtg
gggtacects
gctgogtctyg
cgccagoctg
ggtcaccacg
cgccgottoc
cagcaaggag
ggtgtcageca
cagggtgaag
gtttgccatc
ccgottottc
cgccocctgtg
tttactcttt
tgggctoctyg

cctgtggggc
gctgocgotyg
tttcatcctg
ggcogeagtg
catcoctggtce
cctcactotyg

cctggctgts
tctgggggea
tgagttgata
BEEaaacCoC
gaaggaatca
tggacactgg
cacactctgg
ccoccagttct
gttctgoctec
getcaccatg
ctgtgacctc
caataacaga
ctccagagga
EEEEEEEEEE

83CERBEECC
ggttcccges
gtggccetes
gcgttgggec
ctgcggatega
gaccccggcg
ctgctggegt
goccgocatoa
gtgctcgatt
gooctttoget
gtgcccgtes
gtocttiggtg
aactccttca
ggcatcatgt
goocgoottg
gtactgoooco
atcgtgacgc
atgatgaagt
coccatcggeg
ttcattgoac
acggccacag
gocatcatoco
gactggctag
ggacttctoco
caagtgaaga
ctcocctocaaac
gtcatgtaaa
attatgagga
gatgcctggc
cactcatgtc
gtoccccaccg
gggategtats
ctgtccoccat
aacactccca
catttttttt
aazaaaa

tggcgctgec
accaggtgcg
tggccggegt
cggagrgott
tcatcttgoce
cgctocggoocg
cggcgctegg
acgoctoogt
cgttocctgga
catactctac
Bgcaggaggt
tggcgctece
atgaggccac
tcctggtgece
gcaagtacat
tocatctactt
cgctggocac
gcgtggagga
ccaccgtcaa
agctcagoca
cgtoccagogt
tcgaagoagt
tcgaccggtc
aaaattacgt
gtgagctgcce
actatcgegs
CCCCgERREE
atggataaat
tgctggagta
cccaactcaa
tgacctgoct
tgtgcacgtyg
gEtacgtccc

gggactctgg
agcaataaaa

ctccatcgag
ccgotgoott
ggcgctggga
gagcgoottc
gctggtests
toctgggogec
agtgggcttg
E8B3BCCECE
tcttgogaga
cacctatgaa
ggagggsats

gmagctgggs
catggttctg

tggcaagatc
toctgtgotgc
cctocttcace
tgcoctttgge
gaataatggc

catggacggt
gragtccttg

EEEEET3ECE
caacctoocg
ctgtaccgtc

ggaccgtacg
cctggatocg

ECCCECAEEE
gaccttooct
ggatgagcta
catgtgttca
ggctagaaaa
ggcctoooct
tgtgtgtgte
accctgtocco
ggagagecte
ttgagtgtca

gaccaaggcyg
cgagccaaco

ctggggstet
gtocttoccogg
tgcagctiga
tgggcgctac
gocgotggoto
ggcagtgccy
aatatcttcc
gagaggaata
aacatccigg
cctgaagges
gtctocctgga
gtggagatas
ctgoctgggtc
Cgcaaaaacc
acctcttcocca
gtggccaage
gococgogotet
gacttcgtaa
ggcatcoctg
gtcgaccata
ctcaatgtag
gagtcgagaa
ctgocactoc
gatgccacgg
gococtgotgg

ggsctotgge
caagggttac

cagcaagatg
gtctcagega
tgtgtegtete
cagatccoct
aggacaaata
actatttaaa

Sekil 5.7. ASCT2 gen dizisi

5.1.5.3. ASCT2 Amino Asit Dizisi

ASCT?2 proteini 540 amino asitten olusur. Sekil 5.8’de amino asit dizisi verilmistir, sar1
bolge proteinin ekstraselliiler kismini ifade eder. http://www.uniprot.org/uniprot/Q15758

web sitesinden dizi alinmustir.
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Sequence Feature

Entry & Position(s) Q15758[154-224]

Description  Meutral amino acid transporter B(0), Homo sapiens
Feature key Topological domain

Feature identifier

18
MVADPPRDSK
68
ANLLVLLTWW
118
RMIILPLWWC
166
LALQPGAASA
218
FRSYSTTYEE
268
EGELLIRFFN
318
RLGKYILCCL
366
S555ATLPLM
416
TAQLSQQSLD
468
DHISLILAVD
518
VESELPLDPL

268
GLAAAEPTAN
78
AVVAGVALGL
128
SLIGGAASLD
178
ATNASVGAAG
228
RNITGTRVKV
27a
SFMEATMVLY
328
LGHAIHGLLY
378
MECVEENNGY
428
FVKITTILVT
478
WLVDRSCTVL
528
PVPTEEGNPL

38
GGLALASTED
8
GVSGEAGGALA
136
PGALGRLGAW
186
SAENAPSKEV
238
PVGQEVEGMN
280
SWIMWYAPVG
338
LPLIYFLFTR
3868
AKHISRFILP
438
ATASSVGAAG
488
NVEGDALGAG
538
LEHYRGPAGD

48
QGALAGGYCG
ga
LGPERLSAFV
14@
ALLFFLVTTL
198
LDSFLDLARN
248
ILGLVVFATY
298
IMFLVAGKIW
348
KNPYRFLWGI
308
IGATVHMDGA
448
IPAGGVLTLA
498
LLONYWVDRTE
54a
ATVASEKESVY

ta
SRDOVRRCLR
1ae
FPGELLLRLL
158
LASALGVGLA
208
IFPSNLVSAA
258
FGVALRKLGP
368
EMEDVGLLFA
3i5e
VTPLATAFGT
468
ALFQCVAAVE
458
ITLEAVNLPY
See
SRSTEPELIQ

M

Sekil 5.8. ASCT2 amino asit dizisi (sar1 ile isaretli kisim ekstraselliiler bolge)

5.1.5.4. ASCT2 Ekstraselltler Alt Yapi (Domain)’in Niikleotit Dizisi

Cogatilacak bolge i¢in tasarlanmis primerlerin u¢ kisimlarma restriksiyon enzimlerinin

kesecegi tanima bolgeleri eklenmistir. Hedef dizinin 576 bg’den olugmaktadir (Sekil 5.9.).
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Nhel Tleri primer
ceTace |[RTCATERTETTGE0EETEETCGTGTGCAGCTTGATC GGCGGCGCC GCCAGCCTGGAC

CCCGGCGCGCTCGGCCGTCTGGGCGCCTGGGC GCTGCTCTTTTITCCTGGTCACCACGCTGCTGGCGT
CGGCGCTCGGAGTGGGCTTGGCGCTGGCTCTGCAGCCGGGC GCCGCCTCCGCCGCCATCAACGCCT
CCGTGGGAGCCGCGGEGCAGTGCCGAAAATGCCCCCAGCAAGGAGGTGCTCGATTC GTTCCTGGATC
TTGCGAGAAATATCTTCCCTTCCAACCTGGTGTCAGCAGCCTTTCGCTCATACTCTACCACCTATGA
AGAGAGGAATATCACCGGAACCAGGGTGAAGGTGCCCGTGGGGCAGCAGOGTEGAGGGGATGAAC
ATCCTGGGCTTGGTAGTGTTTGCCATCGTCTTTGGTGTGGC GCTGCGGAAGCTGGGGCCTGAAGGG
GAGCTGCTTATCCGCTTICTICAACTCCTTICAATGAGGCCACCATGGTTCTGGTCTCCTGGATCATGT

GGTACGCCCCTGTGGGC ATCATGTTCCTGGTGGCT AAGCTT
Geri primer HindIII

Sekil 5.9. ASCT2’nin ¢ogaltilan bolgesinin dizisi

5.1.5.5. Plazmit Sekansi

Hedef bolgenin plazmitin icerisine girdiginden emin olmak i¢in bu adim yapilmstir. lk
sekans protokoliinde DNA 6rnegi olarak direk plazmit kullanilmigtir ve siklus sekansindan
once 5 dakika boyunca 96°C’de denatiirasyon islemi yapilmistir. Ancak sekans cihazina
yiiklendiginde sonu¢ almamamustir. Ikinci sekans protokoliinde ise plazmit’ten T7
primerleri ile PZR kurulmus ve sikliis sekansindan sonra cihaza yiiklenmistir. Sonug Sekil
5.10.’daki gibi ¢ikmistir. Hedef bolge ileri primer kullanilarak plazmite girdigi yerden
itibaren okunmustur. NCBI’dan c¢ekilen ASCT2 ekstraselliler gen dizisi ile
kiyaslandiginda ayni diziler oldugu saptanmistir.  Ligasyon basarili bir sekilde

gerceklesmis ve hedef plazmit olusturulmustur.

80 20 100 110 120
TG TASQNVTRATONTCTHG CCOCHKGGTGGEGTKTGCCASCTHKR ATCGOCG

Sekil 5.10. ASCT2 dizisinin sekans goruntisu
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Analyzed Data
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Sekil 5.11. Sekans genel goruntisu

5.1.6. Koloni PZR

JM109 E.colitransformasyon sonucu, T7 primerleri kullanilarak JM109 E.coli hiicrelerine
aktarilmigkolonilerin hangilerinin plazmiti igeri alip almadigit PZR yontemi ile kontrol

edilmistir. 12 koloniden bir koloni hedef constructi igine almistir. PZR Grlnlerinin jel

gorlintiisi Sekil 5.12.°de gosterilmistir.
1234 5 67 89 10 11 12

Sekil 5.12. Koloni PZR (1-12 6rnekleri transfomasyon gergeklesmis JM109 E.coli plate

uUzerinden segilen kolonileridir.)

5.1.7. Alkalen Lizis ile ASCT2 Plazmit Eldesi ve Jelde Yuratulmesi

Koloni PZR sonucu belirlenen koloni se¢ilmis ve fazla miktarda ASCT2 ekstraselliler gen

dizisini igeren plazmitineldesi igin alkalen lizis protokoll takip edilmistir. Hazirlanmis bu
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plazmitler BL-21 E.coli hiicrelerine transformasyonu gergeklestirilmistir. Bunun
sonucunda LB Kan+ agar plate izerindeki koloniler, LB Kan+ igerisinde 37°C’de
overnight biyiitilmiistir ve total protein eldesi gergeklestirilmis ve SDS jelde
yurttilmistir. Sekil 5.13.”te ASCT2 plazmiti %0.8’lik agaroz jelde yiiriitiilmistiir.

ASCT2
Plazmit

Sekil 5.13. Alkalen lizis protokolu sonucunda ASCT2 plazmiti

5.1.8. Protein Purifikasyon Uriinlerinin SDS-PAGE Sisteminde Gozlenmesi

Basarili  bir sekilde ASCT2 plazmitinin  BL-21 hiicrelerine transformasyonu
gerceklesmistir. Olusan kolonilerden 9 tanesi secilip IPTG indiiklemesi yapilmistir. Bu
kolonilerden hangisinin daha iyi bir protein ifadelenmesine sahip oldugu anlamak igin
SDS-PAGE sisteminde yiiriitiilmiistiir. ifade edilecek proteinin agirhig 24 kDA olacag1
bilindigi iizere kolonilerden o agirliktaki proteinleri en ¢ok hangisinde ise o koloni ile

devam edilmistir.
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Sekil 5.14. Kolonleri IPTG ile indiikleyerek elde edilen protein lizatlar1 (1-9 transforme

olmus farkli kolonilerdir)

6 numarali koloninin toplam protein konsantrasyonun daha yogun olmasi ve hedef protein
agirliginin da (24 kDA) gozlenmesi sonucu diger deneylere o koloni ile devam edilmistir.

Kolonilerin ana stoklar1 énceden oldugu igin 6. koloni secilmistir ve gece boyu IPTG ile
kiltire edilmistir. BL-21 hiicrelerine lizis islemi yapildiktan sonra proteinleri elde

edilmistir.

5.1.9. Ekstraselliiler ASCT2’nin Molekiiler Agirhginin Hesaplanmasi

ASCT2 proteinin bir kismimin ifade edildigi modelin molekiiler agirligini hesaplamak
icinEMBOSS isimli biyoinformaik tool’un Pepstat alt programi kullanilmistir. Asagida
PepStat programi c¢aligtirildiginda ortaya ¢ikan tablolar verilmistir. Programa asagidaki
amino asit dizisi girildiginde ASCT2 proteininin molekiiler agirligr yaklasik 24 kDA

olarak hesaplanmaistir.

Cizelge 5.4. ASCT2 ekstraselliir kisminin dizisi

ASCT?2 Ekstrasuller Dizi

QPGAASAAINASVGAAGSAENAPSKEVLDSFLDLARNIFPSNLVSAAF
RSYSTTYEERNITGTRVKVPVGQ

Cizelge 5.5. Pepstat programi sonucu

228 Amino Asitin PEPSTATS Sonucu

Molekiiler agirlik=24120.09 Reziduler = 228

Ortalama Rezidii Agirligi= 105.790 Yuk = 4.5

Izoelelektirik nokta = 7.2190

A280 Molar Extinction Katsayilar= 20970 (indirgenmis) 20970 (sistin kopriileri)

A280 Extinction Katsayiar Img/ml = 0.869 (indirgenmis) 0.869 (sistin kopriileri)

Inkiiliizyon cisimciklerinde ifadelenmeme olasiliksizligi= 0.756
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5.1.10. Protein Purifikasyonu

Ozel hazirlanmis nikel-NTA kolon nitrilotriasetik asit (NTA) selasyon kismu ile tiiretilmis
agaroz boncuklardan ve nikel iyonlarimin (Ni%*) yiiklendigi bir sistemden olusmaktadir.
Hareketsiz metal afinitine kromotografisi (IMAC) yonteminin rekombinant His-tag protein
saflastirma i¢in kullanilmasinin nedeni olaganiistii baglanma kapasitesi ve performans

gerceklestirmesidir.

Rekombinant ASCT2 proteinin saflastirilmasi i¢in yukarida bahsedilen kolonilerden bir
tanesi se¢ilmistir (6. koloni).Bu koloni LB kan besiyeri i¢cinde kiiltiire edilmistir. Her yarim
saatte bir OD degeri Olgiilmiistiir ve OD degeri 0.4’e ulastiginda kiiltiire 1 mM IPTG
eklenmistir. Gece boyu oda sicakliginda g¢alkalayicida inkiibe edilmistir. Hiicrelere lizis
yapildiktan sonra Thermo Scientific His Pur Ni-NTA kolonu kullanilarak kitten ¢ikan
protokolii takip ederek saflagtirma gerceklestirilmistir. Desalting islemi de

gerceklestirildikten sonra poliakrilamid jelde yiiriitiilmistiir (Sekil 5.15. ).

MARKER  EL1 EL2 EL3 FLOW1 FLOW2 Y1 Y2 Y3

kDa
250

150

100

50

35

25

10

Sekil 5.15. Kolon ile saflastirilan rekombinant proteini (Elisyon-EL1, EL2, EL3; Flow
through -Flow1, Flow2; yikama- Y1,Y2,Y3)

Jelde ikinci kuyucukta rekombinant proteinin saf olarak elde edildigi goriilmektedir.
Miktarin1 hesaplamak i¢in BCA testi yapilmistir (Cizelge 5.6.).
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Cizelge 5.6. BCA testi i¢in hazirlanan standartlarin OD degerleri

Konsantrasyon

Standart OD olcumleri
1.227 1.283
0.682 0.677
0.411 0.404
0.256 0.256
0.174 0.156
0.197 0.129
0.074 0.089

Standard
Ortalama | pg/ul
1.255 1000
0.680 500
0.408 250
0.256 125
0.165 50
0.163 25
0.082 0

Olgtilen bu standart verileri kullamlarak Excel dosyasinda Standart Egri grafigi fix) =ax+b

seklinde cizdirilmistir (Sekil 5.16.).

Standart Egri Grafigi

14190301903r4l

y =871.18x-95.872

26190201902r9I

R2 = O'QV

10190201902r3lI

22190101901r8lI

=

Konsantrasyon

3190101901r2I /

18190001900r7! ' =
0190001900r11 | T

0.000——0.000——0.000

0.001

0.001—0.001

0.001—0.001

OD degeri

Sekil 5.16. Standart egri grafigi (BCA sonucunda elde edilen degerler ile excell’de

¢izilmistir.)

Uc defa ayri zamanlarda rekombinant olarak diretilen protein saflastirilmigtir. Iki ay

boyunca immunize edilen iki fareye 10-30 pg/ml ASCT2 antijen olarak verilmistir.

Hayvanlarin antijene karsi yeterince immunize oldugunu anlamak i¢in kuyruklarindan

alman 100 pl kan 1000 rpm’de 10 dakikasantrifiij edilerek serum kismi alinmuistir.

Immunize edilmis hayvanin serumununantikorca zengin oldugu bilinmektedir. Bu yiizden

bu serum BL21-bakteri lizati, HepG2 hiicre lizati, fare karaciger dokusu ve insan yag
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dokusu ve rekombinant olarak iiretilmis ASCT2 proteinin iizerinde western blot teknigi ile

antikorun hedef bolgeye baglanmasi incelenmistir.

Cizelge 5.7. Rekombinant proteinlerin miktari

Rekombinant Miktar (pg/ml)
ASCT?2 protein 1 25
ASCT? protein 2 40
ASCT?2 protein 3 80

5.2. Antikor Tabanh Bulgular

5.2.1. Antikor Titrasyonu

ELISA metotu kullanarak hayvanin immunnize edilip edilmedigi, immunizasyonun ne
kadar basarili oldugu anlagilmaya calisilmistir. Laboratuvarimizda yapilan ASCT2
poliklonal antikor serum ve ascites sivi Orneklerinin ELISA sonucuCizelge 5.2-1°de
gosterilmistir. ELISA sonucunda 1/1.000.000 diltisyonda ASCT2 poliklonal antikor
serumunun 1/1.000.000 diliisyona kadar ¢alistig1 gosterilmistir.

Cizelge 5.8. Serum (solda) ve ascites s1visi (sagda) 6rneklerinin antikor titrasyon degerleri

Diltsyon Dillisyon
2 ug/ml |4 pg/ml | katsayilari 2pug/ml |4 pg/ml | katsayilari
3,329 3,357 1:100 2.884 2.616 1:100
3,344 3,336 1:1.000 2.758 2.564 1:1.000
3,218 3,245 1:10.000 2.195 2.179 1:10.000
2,072 1,959 1:50.000 1.900 2.072 1:50.000
2,046 2,065 1:100.000 1.049 1.483 1:100.000
0,292 0,213 1/1.000.000 0,199 0,240 1:1.000.000
0,081 0,059 blank 0.065 0.060 blank

5.2.2. Ascites Sivisinin ve Serumun Test Edilmesi

Farenin yaklagik iki ay immunizasyonundan sonra karin iginde siv1 birikmistir. Biriken bu
stv1 ascites sivisi olarak bilinmektedir. Fareden alinan ascites sivist ve kuyruk veninden

alinan serum ile HepG2 hiicre lizati, BL21-bakteri lizati, HepG2 hiicre lizati, fare karaciger
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dokusu ve insan yag dokusu ve rekombinant olarak {iretilmis ASCT2 proteini kullanilarak
western blot yapilmistir. Hedeflenen antikorun dogru antijene baglanip baglanmadig: test

edilmistir.

Beklenilen sonug, antikorun yukarida bahsedilen rekombinant protein ve bakteri lizati
hari¢ tim 6rneklerde 57 kDa agirligindaki protein tanimasidir. Ciinkii hiicrede ve dokuda
ASCT?2 proteini 57 kDa agirligindadir. BL21 hiicre lizati1 ASCT2 plazmitini igerdigi igin
sadece ekstraselliiler kismin ifadelenmesi ile olusan proteinin antikor tarafindan tanimasi
gerekmektedir. Rekombinat ASCT2 proteini ayni skilde ekstraselliiler kismin protein

oldugu i¢in antikorun 24 kDa agirlifindaki protein tanimasi gerekmektedir.

BL-21 Rekombinant BL-21 Rekombinant
Lizats .-\%CH HepG2 Marker Lizats ASCT2 HepG2

" : -— “57 kDa
-

24kDa

(a) (b)

Sekil 5.17. (a) Ascites sivisi ve (b) ticari poliklonal antikor ile hiicre lizatlar {izerinde
yapilan western goriintiileri

Ticari antikor ile ascites sivisinin western sonuglari kiyaslandiginda ticari antikor 57
kDa’lik proteini tanirken ascites ile yapilan western (b) goriintiisinde HepG2 hiicre

lizatinda herhangi bir bant taninmamustir.
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Rakombi_ob/cb
Marker ASCT2 Kizer

ob/ob Zaysf Rekombinant Insan
T = ASCTS -

Zaysf  Insan
K.cifer Yag Doku Marker
N

57 kDa

24 kDa

Sekil 5.18. Ascites sivist (a) ve (b) ticari poliklonal antikor ile doku 6rnekleritizerinde
yapilan western goriintiileri

Sekil 5.18te gorildiigli lizere ascites western gorlintiisiinde higbir doku Ornegi
taninmamigsken ticari antikor, ob/ob-normal fare karaciger dokusu veinsan yag dokusunu
tanimistir. Fareden alinan ascites sivisinda kendi antijenimize karsi antikor olusturulmus
olmasma ragmen hiicre ve doku oOrneklerindeki ASCT2 proteinini ascites sivindaki

antikorlar tanimamustir.

ob/ob Zaysf Rekombinant BL-21 ob/ob Zaysf
Yas Doku Yas Lizat: K ciger is

Sekil 5.19. Serum 6rnegi ile yapilan western blot goriintiisii

Sekil 5.19’da  goriildiigii lizere serum drnegi hem rekombinant proteini tanimistir (24kDa)
hem de normal/obez farenin karaciger ve yag dokusunda ASCT2 proteinini (57kDa)
tanimistir. Yag dokudan elde edilen lizattan ¢ok az miktarda protein yiiklendigi icin
baglanma verimliligi oldukca diisiik gdzlenmistir. Uretilen antijen insan genomu iizerinden

tasarlanmis olsa da antikorun farede homoloji gosterdigi goriilmektedir.
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5.2.3. lIkinci Kez Fare immunizasyonunun Antikor Bulgulari

Immunize edilmis ii¢ farenin aniden Slmesi sebebiyle yeterli miktarda serum ve kan
toplanamamistir. Bu ylizden yeni bir disi Balb/C fare tekrar immunize edilmistir. Bu
farenin kuyruk veninden alinan serum ve karin i¢inden alinan sivi ile tekrar western

yapilmustir.

Rekombinant Rekombinant Rekombinant Rekombinant HepG2 ~ HepG2 Mark
ASCT2(4) ASCT2(3) ASCT2(2) ASCT2(4) 2mM 4mM larksr

Sekil 5.20. HepG2 lizatlar1 ve rekombinant ASCT2 proteinleri iizerinde serum igindeki
poliklonal antikorun test edilmesi(serum, ikinci kez immunize edilmis farenin kuyruk

veninden alinmistir.)

Bir 6nceki immunizasyon sonucu alinan serum ile yapilan western bantlarina benzer bir

sekilde antikorun baglanmasi Sekil 5.21°de gozlenmektedir.

ob/ob, Zayif
Karaciger »
o [

Tubulin -~ —

Sekil 5.21. Obez ve zayif farelerden alinmig karaciger 6rnekleri iizerinde serum igindeki

poliklonal antikorun test edilmesi
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ob/ob Zayf HepG2 HepG2
Kciger Kciger ASCT2(4) ASCT2(3) ASCT2(2) ASCT2 (1) 4mM Gln 2mM Gln Marker

‘57kDa

Sekil 5.22. Ascites sivist ile yapilan western blot gortintiist (serum, ikinci kez immunize

edilmis farenin kuyruk veninden alinmistir.)

Ikinci defa immunize edilmis fareden alinan ascites sivisi ile yapilan western blot
goriintiisii Sekil 5.22.°deki gosterilmektedir. Ascites sivisindaki antikorlar hem HepG2
lizatlarinda, hem karaciger dokusunda hem de rekombinant proteinde ASCT2 molekiluni

tanimigtir.

HepG2 HepG2
4mMGin  2mMGln

ASCT2

HepG2 HepG2
4mMGln  2mMGin

Tubulir *-'—‘

Sekil 5.23. Tubulin antikoru kullanildiginda elde edilen western blot goriintiisii

Tubulin memeli hiicrelerinde ve dokularinda ifade edilen bir proteindir. Bu antikorun
kullanilmasinin amaci kuyu basma esit konsantrasyonlarda protein yiiklenebildigini

gormek ve ASCT2 molekiliinde regulasyonu tespit etmektir.

5.2.4. ASCT?2 regulasyonu

HepG2 hiicrelerine kiiltiir ortamindafarkli konsantrasyonlarda (2-4 mM) glutamin
verildiginde ASCT2 molekiiliiniin ifadelenmesinin diizenlenmesine bakilmistir. Sekil
5.24’te yan kuantitatif analiz i¢in Image] programi kullanilmistir. Program, membran
goruntisi Uzerindeki her bir bandin yan kisimlara tasmadan esit mesafede kutu igerisine
alinarak analiz edilmesi sonucunda bir excell tablosu ¢ikarir (Cizelge 5.9.). Bu tablodan

ortalama isimli slitunun altinda yazan beta tubulin degeri, 2 mM Gln igin ¢ikan degere
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boliiniir. Diger 6rnek i¢in de ayni islem yapilir. Bu sayede normalizasyon yapilmis olur.

Cikan degerler ile siitun grafigi ¢izilir.

ASCT2 regiilasyonu

2mM Gln HepG2 4mM Gln HepG2

Sekil 5.24. Yar1 kuantitatif analiz (glutamin regiilasyonu)

Cizelge 5.9. ImagelJ programi sonucu elde edilen excel dosyasi

Omek | HepG2 | Alan | Ortalama | Min Max
1 2 mM 4400 19.894 9 43
Gln
2 4 mM 4400 30.057 14 56
Gln
1 Aktin 4400 | 144.821 1 193
2 Aktin 4400 126.35 1 188

Normal kosullarda HepG2 hiicreleri 2 mM glutamin varliginda kiiltiirde yasarlar iken,
besiyerindeki glutamin konsantrasyonu iki katina ¢ikarildiginda glutaminin hiicre i¢ine
daha fazla miktarda girmesini isteyeceklerdir. Bu durumda ise glutaminin hicre igine
alinmasinda gorevli olan tasiyicti molekiill ASCT2 ifadelenmesinde artis olmasi
beklenmektedir. Deneye baglamadan once tiim platelerdeki hiicrelerden serumlu besiyerleri
cekilmis, hiicreler 9 saat serum starvasyonuna alindiktan sonra deneye baslanmistir.
Zamana ve glutamin konsantrasyonuna bagli olarak HepG2 hiicreleri kiiltiire edilmis ve
protein izolasyonu gerceklestirildikten sonra western blot yapilmistir. 2mM glutaminli
besiyerinde zamana bagli degisim kontrol grubu olarak alabilir. 4mM glutamin
kalturinde ASCT2 ifadelenemesinde 30-60. Dakikalarda bir artis goriilmektedir. 120.
dakikada ise ASCT?2 ifadelenmesinde azalis s6z konusudur. 10mM glutaminli besiyerinde
benzer sekilde 30- 60. dakikalarda ASCT2 ifadelenmesinde artis goriiliir. Ancak 10 mM
glutaminin 120. dakikasinda ASCT2 ifadelenmesi ¢ok c¢ok azalmistir. Bu deney
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dilzenegine benzer ama hicrelerden serum cekilerek vapilan deney dizenefinde benzer

sonuglar alinmi gty

Gln (mM) - 2 4 10 2 4 18 2 4 10
dakika 30 30 30 30 60 60 60 120 120 120

..u-ﬂui“' .

Aktin T S S D Tmm— —

sekdl 5.25. Glutamin konsantrasyonu ve zamana baghh A5CT2 ifadelenmest

Glutamin metabolizmas ile 1lgili vapilacak denevlere én caligma olarak zawf we obez
farenin karaciferden sonra vag dokudala ekspresyvon dizeyine western blot ile balalmigtir
Stolta bulunan hem normal fareden hem de obez fareden alintmis wad delular
kullamlmastir. Primer antikor olarak polikdonal ASCT2 antikoru ve beta tubulin antikoru
kullatalmistir. Kuyucuklan esit miktarda total protein yiklentlmeye galistlmagtr. Ohez
farelerin vag dolusunda ASCTE proteimin (07 kDa) daha fazla ifade edildifi western
gérintisinde génilmektedir (Sekil 526 (a)).
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ob/cb Zawnf ob/ob Zayf
_Yﬁ" doku Yag doku "aZ doku Yaz Doku

“ 57 kDa
—— o

@ ®)

Sekil 5.26. Yag dokuda ASCT2’nin regiilasyonu (a: poliklonal ASCT2 antikoru b: beta
aktin kullanilmustir.)

5.2.5. Hibridoma olusumu

Monoklonal antikor tiretmek icin elimizdeki son immunize edilmis farenin dalagi alinarak,
fiizyon gerceklestirilmistir ancak hibridoma hiicreleri yasamadigi i¢in monoklonal antikor
tiretim islemine devam edilememistir. Sekil 5.27°de flizyon islemi sonrast myelom ve B
hicresinin membranl arinin birlestigi goriilmektedir. Fiizyon olmus hiicrelerin 7-10 gun
icinde klon olusturmasi beklenmekteydi ancak klonlar olusmadigi deneylere devam

edilememistir.

Sekil 5.27. Fiizyon olmus hiicre
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5.2.6. Antikor Izotiplendirmesi

Hayvandan alinan serum ve ascites sivis1 Orneklerinde immunoglobulin proteinlerden hangi
siifi ve altsmiflarinin {iretildigni anlamak igin izotiplendirme deneyi ELISA sistemine
dayal1 olarak yapildi. $kil 5.28.’deki plate tizerinde 10. ve 11. kolon hizasindaki 6rnekler
ascites stvist ve serum Ornekleridir. Protokol sonundakit igerisinden ¢ikan stop soliisyonu
eklendignde mavi renk sar1 renge donmektedir ve reaksiyon durmaktadir. Bu agamadan
sonra spektrofotometrede 450 nm’de okumalar yapilmigtir (Cizelge 5.10. ). Protokole gore
0.2 degrinin iizerinde ¢ikan degrler pozitif kabul edilecektir.

Sekil 5.28. Antikor izotiplendirme deneyi sonucu plate gorinimdi

Cizelge 5.10. Antikor izotiplendirmesi sonucu spektrofotometrede ol¢iilen degerler

Ig types Ascites Serum
19G1 1,261 0,926
l9G2a 0,774 0,540
19G2b 0,744 0,343
lgG2 0,285 0,144
19A 0,212 0,112
IgM 0,261 0,115
Kappa 1,632 0,778
Lambda 0,150 0,126
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6. SONUC VE TARTISMA

Farkli canlilarin immiin sistemlerinin kullanilmasi ile olusturulan antikorlar biyoteknolojik
bir Griin olarak bilinmektedir. Rekombinant protein olarak elde edilen veya bir canlidan
saflagtirilan proteinler baska canlilar i¢in antijen 6zelligi gosterebilir. Bu calismada da
uretilen insan ASCT2 rekombinant protein Balb/C fareler icin immunojen 6zelligi
gOstermektedir. Konak,immunojene maruz birakildiginda immun sistemhicreleri
tetiklenmektedirler (makrofaj, T hucreleri, B hucreleri gibi). B lenfositlerinin olusturdugu
antikorlar antijen tizerindeki farkli epitoplar1 tanir. Bu ylizden olusan B lenfositlerinin her
bir klonu farkli antikorlari ¢ok sayida iireteceklerdir. Bu antikorlar poliklonal antikor
olarak isimlendirilir (71). Olusan bu antikorlar kan dolasiminda bulunurlar. Fareden bir
defada yaklasik 200 ul kadarkan alinabilir. Bu miktar olduk¢a az oldugu igin ¢ok miktarda
antikor elde eldesi miimkiin degildir. Bu sebepten dolay1 poliklonal antikor iiretiminde
alternatif baska bir yontem de hayvanin karin i¢inde olusan ascites sivisinin toplanmasi

poliklonal dretimi igin kritiktir (1).

Bu c¢alismada immunojenik ASCT2 proteininin ekstraselliller kismimin rekombinant
protein olarak Uretilmesi ve insan ASCT2 proteinine karsi antikor gelistirilmesi amag
edinilmistir. ASCT2 proteininin farkli doku gruplarinda regiilasyonunun belirlenmesi
ileride glutamin metabolizmas: ile ilgili yapilmasi planlanan deneylerin 6n ¢aligmasi

olmustur.

Ilk olarak disi Balb/C fareleri cesitli zaman araliklarinda labaratuvarda
uretilenimmunojenik insan rekombinant ASCT2 protein asilanmistir. Yaklagik iki aymn
sonunda farenin kuyruk veninden alinan serum ve karin i¢i sivisi (ascites) primer antikor
olarak kullanilmistir. Fare immunizasyon deneyleri iki defa tekrarlanmistir. kinci kez
bagka bir farenin immunize edilmesinin sebebi ilk immunizasyondaki (¢ farenin de aniden
6lmesidir. ilk immunize edilmis farelerden alinan serum ve ascites sivisinin primer antikor
olarak kullanildig1 western blot’ta HepG2 hiicre lizat1 ve doku 6rneklerinde bir reaksiyon
gozlenmemis, Ozetle iretilen antikor hedef proteini tanimamistir. Bu antikor sadece

tiretilen rekombinant proteini tanimistir (Sekil 5.17.).
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Ikinci immunizasyon siirecinde bir tane disi Balb/C fare kullanilmistir. Yaklasik 8 hafta
sonra serum Ornegi alimmis ve antikor titrasyonuna bakilmistir. Antikorun 1:200.000'e
kadar titre olmasihayvanin yeterince immunize olmasi ig¢in pozitif kabul edilebilir.
Laboratuvarda yapilan ELISA sonucunda serum ve ascites sivindaki antikorlar
1:1.000.000’a kadar titre olmustur.Serum ve ascites sivisi, western blot analizlerinde
primer antikor olarak kullamlmistir. Uretilen bu antikor HepG2 hiicre lizatlarmni, fare
karaciger ve yag dokularimi ve rekombinant proteini tanimistir (Sekil 5.18., Sekil 5.19.,
Sekil 5.20., Sekil 5.21., Sekil 5.22.). Ikinci immunizasyon sonucunda, hedef insan ASCT?2
ekstraselliler proteinine kars1 antikor {iretimi gerceklestigi sonucuna varilmustir. ilkinde
hedef poliklonal antikorun iiretilememesinin nedeni farenin yeterince immunize olmamasi,
az miktarda antijen enjekte edilmesi olabilir. Uretilen antikor insan ASCT2 proteinine kars1
olmasina ragmen ayni molekiiler agirlikta yiikksek oranda homoloji gosteren fare ASCT2

proteinini de tanimuigtir.

Tez suresince ekstraselliller ASCT2 proteinine karst monoklonal antikor yapilmasi
diisiiniilmiis ve fare boost edilerek dalagi alinmistir. Dalaktan elde edilen splenositlerin
yaklagik 1*10° (normalde ortalama 5*10" hiicre) hiicre olmasi bir dezavantaj olsa da
myleom hiicreler ile deneye devam edilmis fiizyon islemi yapildiktan sonra olusan hiicreler

yasatilamamustir.

ASCT?2 proteinin karaciger kanser hiicre hattinda ifade edildigi bilinmektedir®. Kanserli
hiicreler sekerden sonra enerji kaynag: olarak glutamini gortiriiler. Glutamin varliginda bu
hiicreler hizla glutamini hiicre icine almak isterler. Glutaminin hiicre i¢ine alinmasinda
ASCT?2 proteini gorev aldig i¢in bu tip hiicrelerde ASCT?2 ifadelenmesinin yiiksek olmasi
beklenir (78). ASCT?2 ile ilgili bu bilgilere ek olarak literatiirde bobrek, kalin bagirsak,
karaciger, iskelet kasi, testis ve adipoz dokuda ASCT2’nin ifade edildigi bilinmektedir
(45,49). Uretilen poliklonal ASCT?2 antikor insan hepatoma karaciger hiicre hatt1 (HepG2),
obez/normal farelerin karaciger ve yag dokularinda ASCT2 proteinin regilasyonunun

arastirildigr western blot deneylerinde kullanilmistir.

Glutaminin kanser hiicrelerinde normal hiicrelere gore daha fazla hiicre i¢ine alindig1 ve
ASCT2’nin daha fazla ifadelendigi bilinmektedir (81). Sekil 5.25.’te zamana bagli olarak

glutaminin farkli konsantrasyonlarda hiicrelere verilmesi durumunda ASCT2’nin
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reglilasyonu arastirilmigtir. Bu deney bir 6n ¢alisma niteliginde hangi konsantrasyon ve
zamanda en iyi regiilasyonun oldugu tespit edilmeye ¢alisilmistir. lging olarak 4mM ve
10mM glutaminli besiyerinde hiicreler birinci saatten sonra ASCT2 ekspresyonunu
azaltmaktadir. Sonu¢ olarak 10mM glutamin uygulandiginda geri koruma mekanizmasi
olarak hiicre ASCT2 membran reseptoriinii kapatiyor olabilir. Literatiirde ifade edildigi
gibi kanserli hiicre hattinda ASCT2’nin reglle oldugu tespit edilmistir. Obez farenin
karaciger ve adipoz dokusunda normale gére ASCT2 proteininin daha fazla ifade edildigi
saptanmistir. Bu sonug ile glutaminin yag metabolizmasina katilmasi i¢in mi hiicre igine
alindig1 sorusunu olusturmaktadir. Bu calisma sonucundan yola ¢ikarak obeziteye bagl
karaciger ve yag dokusundaki bozukluklarda ASCT2 molekiliin ifadelenemesinin roltndn

incelenmesi ilging olacaktir.

Deneylerimizde kullanilmak tizere elimizde bir miktar ASCT2 poliklonal antikorca zengin
ascites ve serum Ornekleri bulunmaktadir. Sonug olarak poliklonal antikor teknolojisi
laboratuvarimizda uygulanmis ve hedef antikor tiretilmistir. Ancak ELISA Kiti tasarlamak
icin daha fazla miktarda ve saflagtirllmig antikora ihtiya¢ duyulacaktir. Fareye verilecek
antijen elimizde bol miktarda oldugu i¢in yeni fare grubu ile immunizasyon c¢alismalarina

tekrar baglanacaktir.
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= s
Prof.Dr.Nuri YIGIT Zooloji o
(Uye) Anabilim Day | FonFakiltesi E
Prof.Dr.Fatin CEDDEN Ky et Ziraat 2
(Uye) Yetistirme Fakiiltesi E -
’ Anabilim Dali <
= Cocuk " P
ProiDr.Ayd&pj Ye;\GMURLU Cerrahisi Tip Fakiiltesi E
Y Anabilim Dali
Yrd.Dog.Dr.Mehmet SAGLAM Cerrahi Veteriner E
(Uye) Anabilim Dali Fakdiiltesi

Adres: Ankara Universitesi Rektoriiigii 06100 - Tandogan / ANKARA

e

L

=]
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Veteriner

Yrd Dog.Dr.Atilla OZGUR Hkdmli®l | Veteriner P
(Uye) T Fakiiltesi Al "
Anabilim Dali
Deney
e TS Hayvanlar1
Uzm.Vet.Hel&?tgla ISGCIREN Yetistirme ve | Tip Fakiiltesi
y Arastirma
Laboratuari
Vet Hek Dr.Akife KAYA el RO
(Uye) Klinigi
Uzm.Vet.Hek.Hiiseyin DEDE ;:I:;ﬁ: Soihest
(Uye) Dernegi
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HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURULU KARAR ORNEGI

TOPLANTI TARIHI :04/09/2013

TOPLANTINO :2013-15
DOSYANO :2013-102
KARARNO :2013-15-117

Yiiriittictiltigiint Universitemiz Biyoteknoloji Enstitiisit Temel Biyoteknoloji Anabilim Dali
ogretim iiyelerinden Dog.Dr.Erkan Yilmaz'in yaptigi ve arastirmaci olarak Aras.Gor.Giilizar
Aydogdu ve Gamze Cagatay’in katildigi “Glutamin Transportunun Endoplazmik Retikulm
Stresi ve Insiilin Direnci Uzerine Etkisi” baglikli arastirma projesinin igerigi Kurulumuzca
incelenmis olup, s6z konusu ¢alismanin Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu Yénergesine gore agagidaki kapsamda yapilmasina oy birligiyle karar verilmistir.
Hayvan Tiirti : Fare

Hayvan Sayist %6

Gegerlilik Siiresi : 01/02/2014-01/02/2016

ASLININ AYNIDIR
04/09/2013

L AR

Prof.Dr. Oguz SA&IXIE TOGLU
Baskan

90



OZGECMIS

Ad1 Soyadi : Gamze CAGATAY
Dogum Yeri : Sungurlu

Dogum Tarihi :12.09.1970

Medeni Hali - Bekar

Yabana Dili . Ingilizce

Egitim Durumu

Lise . Atatiirk Yabanci Dil Agirlikli Lisesi (2003-2007)
Lisans : Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii (2007-2012)

is Tecriibesi

Kurumu Gorevi Yillar1

Mikrogen Genetik Hastaliklar Molekdiler Biyolog 2012 Haziran-2013
ve Tanm1 Merkezi

Ohio State Universitesi Ziyaret¢i Arastirmaci 2011 Haziran-Ekim

Uluslararas1 Kongrelerde Sunulan Bildiriler:

Cagatay G, Aydogdu G, Abbasi Avsar, Tuncer A, Yilmaz E. Recombinant Protein of
Immunogen Sequence of Human ASCT2 and ASCT2 Polyclonal Antibody Production. I11.
Molecular Biology Congress, Sept 2014

Aydogdu G, Cagatay G, Yilmaz. The Investigation of Alteration Soluble Endothelial

Protein C Receptor (EPCR) Level in Vitro Hyperhomocysteinemia by Sandwich ELISA
Method. I11. Molecular Biology Congress, Sept 2014
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