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Oz
Bu calismada, faj gosterim teknolojisi ile yiiksek ¢esitlilige sahip saf insan agir zincir degisken
bolge (VH) nano-antikor kiitiiphanesi olusturulmasi ve buradan Epidermal Biiyiime Faktori
Reseptorii’ne (EGFR) spesifik yapilarin se¢iliminin gergeklestirilerek kanser tan1 ve tedavisinde
kullanilabilecek aday molekiillerin gelistirilmesi amaglanmistir. Bu amagla, saglikli insan periferal
kanindan izole edilen total RNA’dan cDNA sentezi yapilip, bu kalip lizerinden insan VH antikor
genlerine spesifikprimerler kullanilarak VH antikor genleri polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
yontemiyle ¢ogaltilmistir. Antikor kiitiiphanesi fajmid vektore klonlandiktan sonra Escherichia
coli (E. coli) amber supresor TG1 bakterilerine transforme edilmistir. Enfektif fajlarin olusumu
saglandiktan sonra faj eldesi yapilip EGFR’ye afinite gosteren yapilar biyopanning dongiileri
ile secilmistir. 3 biyopanning dongiisii sonrasinda rastlantisal olarak segilen 60 farkli klonun
antikor geni igerip icermedigi PZR ile kontrol edilmistir. Antikor geni tespit edilen 34 adet
klonun EGFR’ye baglanma afiniteleri faj-ELISA yontemiyle degerlendirilmistir. Degerlendirilen
klonlardan 6 tanesinin EGFR’ye baglanma afinitelerinin negatif kontrol olan BSA proteinine
kiyasla 2 kattan fazla oldugu; 1 klonun ise 1.8 kat fazla oldugu goriilmiistiir. fleriki ¢aligmalarda
burada belirlenen klonlarin karakterizasyonlarina devam edilmesi ve nano-antikor yapilarinin
iiretimlerinin gergeklestirilmesi planlanmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Monoklonal antikorlar, Nano-antikorlar, Faj gosterim teknolojisi, Epidermal
biliytime faktorii reseptorii

Development of an Active Substance from Human Recombinant Nano-

Antibody Constructs For the Diagnosis and Treatment of Cancers

Abstract
In this study, construction of high diversity naive human heavy chain variable region (VH) nano-
antibody library with phage display technology and the selection of specific structures against
to Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) were aimed for the development of candidate
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molecules in cancer diagnosis and treatment. For this purpose, RNA isolation was done from healthy
human peripheral blood cells and cDNA was synthesized. From this template, VH antibody genes were
amplified by PCR using primers specific to human VH antibody genes. Antibody library was cloned into
the phagemid vector and transformed into Escherichia coli (E. coli) amber suppressor TG1 strain. After the
formation of infective phages, they were rescued and selection of EGFR-specific constructs was performed
with biopanning cycles. After 3 rounds of biopanning, randomly selected 60 clones were controlled by PCR
whether the presence of antibody gene. 34 clones which have antibody gene were controlled by phage-
ELISA for the determination of their specificity against to EGFR. As a result, EGFR binding affinities
in 6 clones were more than 2-fold and in 1 clone was more than 1.8 fold when compared to the negative
control, BSA protein. In the further studies, characterization of these selected clones and expressions of

nano-antibody molecules will be performed.

Key Words: Monoclonal antibodies (Mabs), Nano-antibodies, Phage display technology, Epidermal

growth factor receptor (EGFR)

Giris

Monoklonal antikorlar tek bir B hiicre klonu
tarafindan olusturulan, hedefledikleri yapilara
baglanarak hedefin  bloklanmasin1  veya
cesitli mekanizmalarla elimine edilmesini
saglayan etkili molekiillerdir (1,2). Hedef
yapilara karst yiiksek spesifisite ve afinite
gostermeleri  dolayisiyla etkinin  saglikh
hiicreler yerine sadece hedef alinan hastalikli
hiicrelerde goriilmesini saglarlar, bu sayede
diisiik yan etki gosterirler. Bu sebeple kanser
gibi bir¢ok hastalikta avantaj saglamaktadirlar
ve glinlimiizde tani, tedavi, biyogoriintiileme
gibi ¢esitli amaglarla kullanilabilmektedirler
(1,3). Glinlimiizde monoklonal etken maddeli
ilaglar ~ ¢esitli  hastaliklarin  tedavisinde
yaygin sekilde kullanilmaktadir (4). 1lk
olarak gelistirilen fare kokenli antikorlarin
insanlarda immiin reaksiyona sebebiyet verdigi
goriilmiigti. Bu sebeple zaman igerisinde
olusturulan antikorlarin fare kdkeni azaltilarak
insanlastirilmasi hatta tamamen insan kokenli
antikorlarin gelistirilmesi {izerine ¢aligilmistir
(4,5).

Antikor miihendisliginin geligmesi zaman
igerisinde Dbiitlin bir IgG yapisinin yerine
bu yapidan daha avantajli olabilecek, scFv,
Fab, nanobody, diabody gibi daha kiiciik
boyutta farkli formatlarin olusturulabilmesini
saglamistir ~ (6). Nanobodyler (VHH),
kamelidlerde (devegillerde) dogal olarak

116

olusan HCAb agir zincir antikorlarinin
antijen tanimadan sorumlu olan degisken
bolgeleridir ve spesifik antijene baglanma
icin gerekli potansiyele sahip en kiigiik ve
fonksiyonel birimdir. Yaklagik olarak 12-15
kDa biyiikliiglinde, 4 nm uzunlugunda ve
2.5 nm c¢apindadirlar (7-9). Olduke¢a kiiciik
boyutlu olmalarina ek olarak, yiiksek stabilite
ve ¢Ozliniirliige sahip olmalar1 ve mikrobiyal
sistemlerde, faj gosterim teknolojisi gibi
yontemlerlekolaycaiiretilebilmeleridolayisiyla
avantajlara sahiptirler. Bunlara ek olarak, etkili
ve esnek antijen tanima bolgelerine sahip
olmalar1 konvansiyonel IgG antikorlarinin
nifuz edemedigi bolgelere etki etmelerine
olanak saglamaktadir. Yapilan c¢alismalar
VHH vyapilarinin insan VH3 gen ailesiyle
%80’nin {iizerinde benzerlige sahip oldugunu
ortaya koymustur ve bu durum VHH’lerin
tedavi amagli uygulamalarimin insanlarda
diisiik immiinojenisite riski gosterebilecegini
desteklemektedir (8-11). VHH yapilarinin
coklu birimler halinde iiretilmesi veya farkl
yapilart hedefleyen VHH lerin fiizyon edilmesi
de saglanabilmektedir. Bunun yaninda,
VHH’ler ilag tastyan nanopartikiillerle
konjugasyon veya Fc antikor bolgesi ile
fiizyon yapilabilmektedir. Bu yollarla tedavi

etkinliginin  arttirllmas1  saglanabilmektedir
(10,12-14).
Monoklonal antikor gelistirmede siklikla



yararlanilan bir yontem olan faj gosterim
teknolojisi, (poli) peptid yapilariin filament6z
bakteriyofaj ylizeyinde sunulmasini saglayan
birtekniktir. Faj fenotipinin dogrudan enkapsiile
haldeki faj genotipine bagli olmasina dayanan
bu teknik ilk olarak 1985 yilinda George
P. Smith’in, yabanci DNA fragmanlarm
filamentdz bakteriyofajin plIl kilif proteinini
kodlayangen Il bolgesine flizyon etmesisonucu
ortaya ¢cikmigtir. Bu sayede enfektif virion
olusumu engellenmeksizin, yabanci DNA’nin
kodladig1 (poli) peptid yapis1 filamentoz fajin
ylizeyinde sunulmaktadir (15). Faj gosterim
teknolojisiyle, antikor genlerini kodlayan
(poli) peptid yapilarmin kapsid yapisinda
sunulmasinin ardindan, spesifik bir hedefe
kars1 secilimi ve ¢ogaltilmasiyla, yiiksek afinite
ve aviditeye sahip, belirli bir hedef molekiile
spesifik yapilarin secilimi saglanabilmekte
ve immiinizasyon gerekmeksizin antikor
gelistirilmesi  saglanabilmektedir  (16,17).
Diger bir deyisle, immiin sistemin in vitro
ortamda taklit edilmesi olarak diistiniilebilecek
faj gosterim teknolojisi ile immiin sistemin B
hiicrelerinin yiizeyinde sunulan her biri farkl
ozellikteki antikorlarin bakteriyofaj ylizeyinde
sunulmasi ve yine immiin sisteme benzer
sekilde belirli bir hedefe baglanan fajlarin
secilimi  saglanabilmektedir. ~ Sonrasinda,
istenen hedefe spesifik antikorlarin ¢oziiniik
olarak tiretimi gerceklestirilir (18).

Geleneksel kanser tedavisinde kullanilan
kemoterapi ilaglari, kanser hiicrelerinin yaninda
saglikli hiicrelere de zarar vermekte ve hasta
iizerindebir¢ok yanetkiye sebep olabilmektedir.
Buna karsin monoklonal antikorlar kanser
hiicrelerinde  gozlenen farkliliklart  hedef
alarak; saglikli hiicreler yerine sadece kanser
hiicrelerine etki etmektedirler. Monoklonal
antikorlar, ¢ogunlukla kanser hiicrelerinde
asir1 anlatimi bulunan protein ve reseptdr gibi
yapilart hedef alarak inaktive eder ve bu sayede
kanser hiicrelerinin biiyiimesini engelleyerek
anti-kanser etki gostermis olurlar. Monoklonal
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antikorlar, hiicre disindaki molekiilleri hedef
alabilecegi gibi; hiicre igindeki molekiillere
kars1 da olusturulabilmektedir (19,20).

Epidermal Biiylime Faktorii Reseptori
(Epidermal Growth Factor Receptor: EGFR,
HERI, ErbB1), ErbB tirozin kinaz reseptorleri
ailesine ait bir transmembran glikoproteinidir
ve EGF ailesine ait peptid biiylime faktorlerinin
baglanmasiyla aktive olmaktadir (21-23).
EGFR aktivasyonu proliferasyon, canlilik,
farklilasma, migrasyon, anjiyogenez, gen
ekspresyonu, apoptoz inhibisyonu, adezyon
ve metastazda Onemli olan birgok hiicresel
yolagin ve transkripsiyon faktoriiniin aktive
edilmesinde gorev alir ve yapilan ¢aligmalar
EGFR’nin bir¢ok kanser tiiriinde mutasyona
ugradigini veya normalden fazla eksprese
edildigini gdstermistir. Bu sebeple, kanser
tedavisi ve tanist acisindan biiyiik Oneme
sahiptir ve giniimiizde EGFR hedefli
monoklonal antikor gelistirilmesi {izerine
yogun sekilde calismalar mevcuttur (21,24).

Bu calismada, faj gosterim teknolojisiyle saf
insan VH antikor kiitliphanesi olusturulmasi
ve bu kiitiiphane icerisinden EGFR’ye spesifik
olan yapilarin segilerek kanser tedavisinde
kullanilmak tizere anti-EGFR nano-antikoru
gelistirilmesi hedeflenmistir. EGFR’ye karsi
gelistirilen bircok IgG formatinda antikor
olmasina ve bir¢ok kamelid kokenli VHH
nanobody c¢alismalar1  olmasma  karsin
bu c¢alisma ile gelistirilmesi planlanan
insan nano-antikor yapilariyla insan nano-
antikorlarmin kanser tani ve tedavisindeki
potansiyellerinin arastirilmasi ve diger antikor
formatlartyla  karsilastirmali  analizlerinin
gerceklestirilebilmesi saglanabilecektir. Ayrica
bu c¢alismada immiinizasyon olmaksizin
olusturulan antikor kiitiiphanesinin saf olmasi
dolayisiyla bu kiitiiphanenin ileride bir¢ok
farkli hedefe karsi nanobody temelli antikor
gelistirilmesinde de kullanilabilmesi miimkiin
olacaktir.
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Gere¢ ve Yontem

Total RNA Izolasyonu ve cDNA Sentezi
Antikor genlerinin olusturulmasinda kaynak
olarak insan periferal kan 6rnegi kullanilmistir.
Insan periferal kan ornegi EDTA’I tiipe
alindiktan hemen sonra total RNA izolasyonu
gergeklestirilmistir. Bu amagla Quick-RNA
Whole Blood Kiti (Zymo Research, Irvine,
ABD) kullamlmistir. izolasyon kit protokoliine
gore gerceklestirilmistir. Sonrasinda elde
edilen RNA {izerinden cDNA sentezi Super
Script 111 First Strand Sentez Sistemi (Thermo
Scientific, Massachusetts, ABD) kullanilarak
gergeklestirilmistir.

Insan Agwr Zincir Antikor Kiitiiphanesinin
Olusturulmasi

Insan VH antikor genlerinin ¢ogaltilmasi
amaciyla ¢cDNA kalip olarak kullanilarak,
farkli VH gen ailelerine spesifik primerler ile
PZR dongiileri gergeklestirilmistir. Antikor
genleri olusturulduktan sonra piirifikasyonlar
saglanmistir.  Antikor genlerinin  vektdre
klonlanabilmesi i¢in, olusturulan antikor
genleri kalip DNA olarak kullanilarak ilk
asamada kullanilan ileri primer dizilerine Sfil,
geri primer dizilerine ise Notl restriksiyon
enzim kesim bolgesi eklenmis primerler ile
tekrar PZR dongiileri gerceklestirilmistir.
Enzim olarak tip basmma 1 U/ul GoTaq
polimeraz enzimi (Promega, Wisconsin, ABD)
kullanilmistir. Kalip DNA’lar tiip basina 100 ng
olarak kullanilmistir. PZR’de 6ncelikle 94°C 2
dk. baslangic denatiirasyonu yapilmis, sonra
denatiirasyon 94°C 1 dk., birlesme kullanilan
primerlere uygun sicaklikta 2 dk., uzama 72°C
2 dk. olarak 30 dongii yapilmig ve son uzama
olarak 72°C 10 dk. ile tamamlanmustir. %1.2°lik
agaroz jelde kontrol edilen 6rnekler daha sonra
4 farkli set halinde (6900, 6901, 6902, 6903)
bir araya getirilmis, Sfil ve Notl enzimleri
ile kesilip pCANTABG6 fajmid vektoriine
klonlanmigtir. Ligasyonda T4 DNA ligaz
enzimi (Thermo Scientific, Massachusetts,
ABD) kullanilmis ve vektér: DNA molar
orani 1:6 olarak uygulanmistir. Rekombinant
fajlarin tretimi amaciyla, vektdre klonlanan
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antikor kiitiphanelerinin E. coli amber
supresor TG1 bakteri susuna transformasyonu
gergeklestirilmis ve bu kiitliphaneleri igeren
bakteriler bir araya getirilerek 100 pg/mL
ampisilin  varliginda Luria-Bertani (LB)
besiyeri icerisinde kiiltiir edilmistir. Daha
sonra bu bakteri kiiltlirli faj eldesi islemlerinde
kullanilmgtir.

Enfektif Fajlarin Elde Edilmesi

Antikor kiitiiphanesini iceren bakteriler 100
pg/mL ampisilin iceren maya 0ziitii-tripton
(2xTY) besiyeri ortaminda 37°C’de 220 rpm’de
calkalanarak optik dansite 600 (OD600) degeri
0.5-0.8 oluncaya kadar biyiitiilmiistiir. OD
beklenen degere ulastiginda bu kiiltiirden
belirli bir miktarda alinarak 100 pg/mL
ampisilin ve %2 glikoz igeren taze 2xTY
besiyeri ortamina inokiile edilmistir ve enfektif
faj olusumunu saglamak amaciyla 10° pfu
M13KO07 yardimci faji ilave edilmistir. Kiiltiir,
37°C’de 45 dk. calkalanmaksizin ve 45 dk.
220 rpm’de calkalanarak Dbiiyttiilmiistiir.
Stire sonunda bakteriler 4000 rpm’de 10 dk.
santrifiij edilerek ¢oktiiriilmiis, pellet 100
pug/mL ampisilin ve 50 ug/mL kanamisin
iceren taze 2xTY besiyeri ile ¢oziiliip gece
boyu 37°C’de calkalanarak biiyiitiilmiistiir.
Stire sonunda kiiltir 8000 rpm’de 10 dk.
santrifiijlendikten sonra siipernatant temiz bir
tiipe alinip iizerine ¥4 hacimde PEG-6000/2.5
M NaCl eklenerek 2 saat buz i¢erisinde inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon bitiminde 8000 rpm
4°C’de 40 dk. santrifiij edildikten sonra pellet
steril su ile ¢oziilmiis ve 12000 rpm’de 10 dk.
tekrar santrifiij edilip slipernatant temiz bir tiipe
aktarildiktan sonra %4 hacimde PEG-6000/2.5
M NacCl eklenerek 45 dk. buz icerisinde inkiibe
edilmistir. Stire sonunda 12000 rpm’de 30 dk.
4°C’de santrifiij yapilarak elde edilen pellet
I mL steril 0.01 M fosfat tamponlu salin
(PBS) ile ¢oziillip, ependorfa alinarak 13000
rpm’de 2 dk. santrifiij edilerek kalintilar
uzaklastirildiktan sonra fajlart iceren sivi faz
temiz bir tlipe alinmistir. Elde edilen fajlarin
konsantrasyonu seri diliisyon yontemiyle
belirlenmistir.



Faj Titrasyonu

Faj veriminin belirlenmesi amaciyla, elde
edilen faj stogundan 102, 10, 10, 108, 10
10" olacak sekilde diliisyonlar hazirlanmis ve
hazirlanan her bir diliisyondan 10 pL aliarak,
minimal plate’te biiyiitilmiis OD600 degeri
0.5 olan 100 uL TG1 bakterisi ile bir araya
getirildikten sonra 30 dk. 37°C’de inkiibe
edilmistir. Siire sonunda her bir diliisyon
100 pg/mL ampisilin igeren LB agarplate’e
yayma yontemi ile ekildikten sonra plateler
37°C’de gece boyu biiyiitilmeye birakilmistir.
Ertesi gilin olusan koloniler sayilarak faj
konsantrasyonu belirlenmistir.

Biyopanning Dongiileri

Konsantrasyonu belirlenen faj stogundan
EGFR’ye spesifik olan nano-antikor yapilarinin
secilimi amaciyla biyopanning dongiileri
gerceklestirilmistir. Bu amagla Nunc Maxisorp
immiino plateler 1 ng EGFR (Peprotech, ABD)
igeren 0.1 M NaHCO, ile kaplanarak gece boyu
4°C’de inkiibe edilmistir. Ertesi giin kuyular 3
kere PBS ile yikandiktan sonra %1 Bovin Serum
Albumin (BSA) igeren 0.01 MPBS eklenerek 2
saat 37°C’de bloklanmustir. Siire sonunda tiipler
3 kere PBS ile yikandiktan sonra bloklama
tamponu ile seyreltilen fajlar 1x10'°pfu olacak
sekilde tiipe eklenmis ve oda sicakliginda 30
dk. boyunca ¢alkalanarak 90 dk. ¢alkalamadan
inkiibasyon gergeklestirilmistir. Tlpler 60 kere
%0.1 Tween-20 iceren TPBS ile, 60 kere PBS
ile yikandiktan sonra OD600 degeri 0.5-0.8
olan TG1 bakterileri eklenerek 37°C’de 30 dk.
inkiibasyon gerceklestirilmistir. Siire sonunda,
biyopanningden elde edilen faj ¢iktisinin
belirlenmesi amaciyla alinan 6rnekler ampisilin
iceren LB agar platelere yayim yapilarak
37°C’de gece boyu bilyiitiilmiistiir. Kuyuda
kalan enfekte olmus bakteriler ise 100 pg/
mL ampisilin iceren 2xTY besiyerine alinarak
gece boyu 37°C’de 220 rpm’de c¢alkalanarak
biiytitiilmiis ve sonraki biyopanning dongiistine
girmek iizere yardimci faj ile amplifikasyonlari
saglanmistir.
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Koloni PZR

3. biyopanning dongiisii sonrasinda rastlantisal
olarak segilen 60 koloni PZR ile antikor
geninin varlig1 agisindan kontrol edilmistir. Bu
amagla steril su iceren tiiplere inokiile edilen
koloniler 95°C’ye 1sitilmis termal blokta 3 dk.
bekletildikten sonra tiipler 13000 rpm’de 1 dk.
santrifiijlenmis ve slipernatantlar PZR’de kalip
DNA olarak kullanilmigtir. Koloni PZR’de,
vektoriin - ¢oklu klonlama bolgesinin  ug
kisimlarina spesifik olan 459 ve 458 primerleri
kullanilmistir. Enzim olarak 1 U/uL MyTaq
polimeraz (Bioline, ABD) kullanilmistir. PZR
dongiileri, denatiirasyon 94°C 1 dk., birlesme
55°C 2 dk., uzama 72°C’de 2 dk.olacak sekilde
30 dongli ve son uzama 72°C’de 10 dk. olacak
sekilde gerceklestirilmistir.

Faj-ELISA

Panning  dongiileri  sonrast  platelerdeki
kolonilerin, EGFR’ye baglanma afinitelerini
belirleyebilmek amaciyla faj-ELISA

gerceklestirilmistir. Bu amagcla, incelenecek
koloniler ampisilin varliginda LB besiyerinde
gece boyu biiyiitiildiikten sonra baglangic
hacminin 1/100’i oraninda alinip 100 pg/mL
ampisilin ve %2 glikoz igeren 2xTY besiyerine
inokiile edilmigtir. 30°C’de 220 rpm’de
biiyiitillen bakteriler, OD600 degeri 0.5’¢
ulaginca 3000 rpm’de 10 dk.santrifiij edilmistir.
Pelletler tekrar ampisilin ve glikoz iceren taze
2xTY besiyerinde ¢oziildiikten sonra 2x10°pfu
M13K07 yardimer faji eklenerek 37°C’de
220 rpm’de 1 saat biyiitiilmeye devam
edilmistir.  Siire sonunda ayni kosullarda
santrifiij yapildiktan sonra pellet 100 pg/mL
ampisilin ve 50 pg/mL kanamisin igeren 2xTY
besiyerinde ¢oziildiikten sonra 30°C’de 250
rpm’de ¢alkalanarak gece boyu biiyiitiilmiistiir.
Ertesi giin kiiltiir 8000 rpm’°de 10 dk. santrifiij
edildikten sonra siipernatant faj-ELISA’da
kullanilmigtir. ELISA’da kullanilacak Nunc
Maxisorp plate kuyulari 100 ng/kuyu EGFR
igeren 0.1 M NaHCO, kaplama tamponu ile
kaplanarak, gece boyu 4°C’de bekletilmistir.
Rekombinant fajlarin, bloklamada kullanilacak
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olan BSA proteinine baglanip baglanmadigin
kontrol etmek amaciyla esit miktarda kuyu %1
BSA igeren kaplama tamponuyla kaplanmaistir.
Ertesi giin kaplama tamponu dokiildiikten
sonra kuyular 1 kere PBS ile yikanip, %l
BSA iceren bloklama tamponu eklenerek oda
sicakliginda 2 saat bloklama yapilmigtir. Siire
sonunda kuyular 3 kere %0.1 Tween-20 iceren
PBS ile, 3 kere de PBS ile yikama yapildiktan
sonra faj slispansiyonlar1 bloklama tamponuyla
seyreltilerek kuyulara eklenmis 2 saat oda
sicakliginda inkiibasyon yapilmistir. Kuyular 5
kere TPBS ile 5 kere PBS ile yikandiktan sonra
her bir kuyuya bloklama tamponu igerisinde
1:5000 oranda seyreltilmis anti-M13 HRP
konjugatindan (GE Healthcare, Illinois, ABD)
eklenerek, 1 saat oda sicakliginda inkiibasyon
yapilmigtir. Inkiibasyon sonrasinda 3 kere
TPBS, 3 kere PBS yikamasi yapilarak, renk
reaksiyonunun olusmast i¢in her kuyuya

ABTS eklenmis ve plate 1 saat 1siktan
korunarak bekletildikten sonra ELISA plate
okuyucusunda (Biotek, Vermont, ABD) 405
nm’de absorbans 6l¢iimii yapilmistir. ELISA’da
negatif kontrol olarak fajlarn biyiitildigi
besiyeri kullanilmigtir. Tiim 6rnekler 3 tekrarh
olarak kontrol edilmistir.

Bulgular

Insan Agwr Zincir (VH) Antikor Genlerinin
Olusturulmasi

Insan VH antikor genlerinin olusturulmasi
icin gergeklestirilen PZR dongiileri sonucunda
yaklasik olarak 350-400 baz ¢ifti biiyiikliigiinde
olan insan VH antikor gen parcalarinin
olusturuldugu goriilmiistiir. Baz1 6rneklerde
antikor gen fragmanlaria ek olarak, spesifik
olmayan smear benzeri kirlilikler goriilmustiir.
Antikor genlerine ait agaroz jel goriintiileri
Sekil 1’de gosterilmektedir.

A M 301 309 310 311 312 313 318 319 320 322 323 324

M 301 309 310 311 312 313 318 319 320 322 323 324

C M 301 309 310 311 312 313 318 319 320 322 323 324

M 301 309 310 311 312 313 318 319 320 322 323 324

Sekil 1: (A.) 900, (B.) 901, (C.) 902 ve (D.) 903 geri primerleri ile ileri primer kombinasyonlarinin PZR gériintiileri

Antikor genlerinin fajmid vektore
klonlanabilmesi amaciyla ilk asamada elde
edilen her bir antikor geni kalip olarak
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kullanilarak, ilk PZR doéngiilerinde kullanilan
primerlerin Sfil/Notl restriksiyon enzim dizisi
eklenmis olan versiyonlariyla gerceklestirilen
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PZR dongiileri sonucunda yaklasik olarak 400-  6rneklerin bazilarinda da smear benzeri yapilar
500 baz ¢ifti biiyiikliigiinde, ilk PZR setlerinden ~ goriilmiistiir. PZR iriinlerinin agaroz jel
daha biiylik olan bantlar gozlenmistir. Bu  goriintiileri Sekil 2°de gosterilmektedir.

A M 5301 5309 5310 5311 5312 5313 5318 5319 5320 5324

B. M 5301 5309 5310 5311 5312 5313 5318 5319 5320 5322 5323 5324

800 bg—

600 bg—
500 b¢—
400 bg—
300 bg

200 bg—

100 bg—

= ™ 5301 530953105311 5312 53135318 531953205322 5323 5324 D M 53015309 53105311 5312 5313 5318 53195320 5322 5323 5324

100 bg=>

Sekil 2: (A.) 6900, (B.) 6901, (C.) 6902 ve (D.) 6903 geri primerleri ile ileri primer kombinasyonlarinin PZR
goriintiileri

A M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 swmk-kntrd

700 bg
500 bg—|

300 b

C. M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 svik. -kntrl D. M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 swik-kntil

Sekil 3: (A.) 6900, (B.) 6901, (C.) 6902 ve (D.) 6903 kiitiiphanelerinin TG1bakterilerine transformasyonu
sonrasi koloni PZR goriintiileri
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Antikor Kiitiiphanesinin Vektore Klonlanmast
ve Bakterilere Transformasyonu

Bant izolasyonu ile elde edilmis 4 farkli antikor geni
seti pPCANTABG6 fajmid vektoriine klonlanip, £.
coli TG1 bakterilerine transforme edildikten sonra
platelerden rastlantisal olarak segilen transformant
koloniler koloni PZR ile kontrol edilmistir. Koloni
PZR ile kontrol edilen kolonilerden bazilarinda
yaklasik olarak 600-700 baz cifti bliylikliiglinde
olan antikor gen parcalari goriilmistiir. Burada,
kullanilan primerlerin vektore spesifik diziler
olmalart dolayistyla PZR firtinleri ug kisimlarmda
vektorden gelen dizileri igermekte, dolayisiyla
boyut artmis olmaktadir. Bazi kolonilerde ise
yaklagik olarak 300 baz cifti biiyiikliigiinde
bantlar goriilmiistiir. Bu bantlar vektoriin ¢coklu
klonlama bolgesinden kaynaklanmakta, dolayisiyla
antikor geni icermeyen kolonileri gostermektedir.
Transformasyon sonrasi gece boyu biiyiitiilen sivi
kiiltiirlerin ise bir havuz olmalar1 nedeniyle hem
antikor geni igeren bantlara hem de sadece vektor

Tablo 1: Biyopanning faj verimleri

dizisi igeren bantlara sahip oldugu goriilmiistiir.
Bunun yaninda bazi érneklerde hi¢bir bant
goriilememistir. Agaroz jel goriintiileri Sekil
3’te gosterilmektedir.

Enfektif FajEldesi ve Biyopanning Dongiileri
Enfektif fajlarin elde edilmesinin ardindan
EGFR’ye spesifik rekombinant faj yapilarinin
secilimi  igin  biyopanning  dongiileri
gergeklestirilmistir. Biyopanning dongiileri
1x10" pfu faj ile gergeklestirilmistir ve
3 tur biyopanning dongiisii sonrasinda
faj ¢iktist 1.35x10° pfu/mL’ye ulasmustir.
Faj veriminin beklenilen diizeyde olmasi
sebebiyle, panning dongiileri durdurulmustur.
Biyopanning dongiilerine ait faj verimleri
Tablo 1°de gosterilmistir. 3. biyopanning
sonrasinda rastlantisal olarak segilen 60
koloni PZR ile kontrol edilmis, 34 koloninin
antikor genini igerdigi gosterilmistir. PZR
sonuclarina ait agaroz jel goriintiileri Sekil 4’te
gosterilmektedir.

Biyopanning Lo . Amplifikasyon sonrasi
dongiisii Faj girdisi (pfu) Faj ¢iktis1 (pfu) (pfu)
4x10"
1 1x10'° 8.9x10° 3x10"
2 1x10" 1.16x10* 7.5x10"
3 1x10° 1.35x10° 1.18x10"
Faj ELISA baglandig1 goriiliirken K3, K7, K8, K14, K17, K20

Biyopanningden elde edilen ve koloni PZR ile
antikor genini tasidig1 tespit edilen 34 klonun
EGFR’ye baglanma afiniteleri faj-ELISA
yontemiyle degerlendirilmistir. Degerlendirilen
klonlarin bloklama tamponunda kullanilan BSA
proteinine baglanip baglanmadigi da kontrol
edilmistir. Faj-ELISA sonucunda bazi klonlarin
EGFR ve BSA proteinlerine benzer sekilde
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klonlarinin BSA’ya kiyasla EGFR’ye baglanma
afinitelerinin 2 kattan fazla oldugu; K2 klonununda
ise 1.8 kat oldugu ve EGFR’ye baglanmada en
yiiksek absorbansa sahip oldugu goriilmiistiir.
Analiz edilen klonlardan 10 tanesinin EGFR ve
BSA’ya baglanma afinitelerine ait grafik Sekil
5’te gOsterilmistir.



M 12 3456 7 8 910 1112 13 14 15 16 17 18 19 20-knul

700 bg—|
500 bg—

300 bg—

M 2122 23 24 25 26 27 282930 31 3233 34 35 36 373839 40-kntrl

M 41 42 43 44 4546 47 48 49 50 5152 53 5455 56 57 58 59 60 - kntrl

700 bg—
500 be—,

300 bg—|

Sekil 4: 3. Biyopanning dongiisii sonrasi koloni PZR

3. biyopanning sonrasi klonlarin ELISA degerleri

0,200

B EGFR
HBSA

Absorbans (405 nm)
o o o
k=) T =
o o 1%
[=] o o

0,000
K2 K3 K7 K8 K11 K12 K14 K17 K18 K20

Klon adlan

Sekil 5: 3. Biyopanning sonrasi faj klonlarinin ELISA

degerleri

Tartisma

Monoklonal antikorlar kanser basta olmak
izere bircok hastaligin tedavisi ve tanisi i¢in
oldukca onem arz etmektedir (1). Ancak
yaklagik 150 kDa biiyiikligiinde olmalari,
stabilite ve ¢oziinlirliiklerindeki problemler IgG
formundaki bu antikorlarin tan1 ve tedavideki
kullanim potansiyellerini kisitlayabilmektedir.
Bu sebeple zaman igerisinde daha kiiciik yapili
antikor formatlarmin gelistirilmesi tizerinde
calisgtlmistir  (6). Nanobodyler bu antikor
fragmanlarindan biridir. Agir zincir antikorlar1
devegillerde dogal olarak iiretilen hafif zincir
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icermeyen 0zgiin antikorlardir. Bu yapilardaki
antijen tanimadan sorumlu en kiigiik birim olan
VHH nanobody yapilari hedef antijene karsi
yiiksek afinite gosteren ve 15 kDa boyutlarinda
olan oldukg¢a kii¢iik yapilar1 dolayistyla tani ve
tedavi alanlarinda yiiksek potansiyele sahiptir.
IgG yapisindaki antikorlara kiyasla kiiciik
boyutlari, yiiksek stabilite ve ¢Oziiniirliige
sahip olmalar1 IgG antikorlarina kiyasla
avantaj saglamaktadir. Yapilan c¢alismalar
nanobodylerin  asir1  kosullara  dayanikli
oldugunu hatta denatiirasyona ugrasalar
bile tekrardan kolayca katlanabildiklerini
gostermistir (8-11). Ayrica bu yapilar tek
birimden olustuklar1 ve post-translasyonel
modifikasyon  icermemeleri  dolayisiyla
iretim konusunda da IgG antikorlarina karsi
avantaj saglamakta ve mikroorganizmalar
kullanilarak kolayca iiretilebilmektedir (8,11).
Nanobodylerin bu avantajlari dolayisiyla bu
caligmada saf insan VH nano-antikorlarinin
olusturulmasi ve potansiyellerinin
degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu kapsamda
insan VH antikor genleri basariyla ¢cogaltilmis
ve fajmid vektore klonlanarak saf insan VH
antikor kiitliphanesi olusturulmustur. Bunun
ardindan Onemli bir kanser hedefi olan
EGFR’ye spesifik olan yapilarin secilimi
biyopanning dongiileri ile saglanmistir.
Biyopanning dongiileri sonucunda elde edilen
klonlarin EGFR’ye baglanma potansiyelleri
ELISA metoduyla degerlendirilmistir. Sonraki
caligmalarda EGFR’ye  spesifik  olarak
baglandigi belirlenen klonlarin (K2, K3, K7,
K8, K14, K17, K20) karakterizasyonlarinin
yapilmast planlanmaktadir. Buna ek olarak
burada olusturulan insan VH nano-antikor
kiitiiphanesi saf yapida olmasi dolayisiyla
yiksek cesitlilige sahiptir ve ilerleyen
caligmalarada bu kiitliphane igerisinden farkl
hedef yapilara kars1 secilim yapilmasi da
saglanabilecektir.

*Calisma kismi  olarak TUBITAK 1007
113G 100 nolu proje ile desteklenmistir.
**fnsan periferal kan ornegi icin GOKAEK
2020/281 nolu etik kurul karart mevcuttur.

123



Iinsan RekombinantNano-Antikor Yapilarindan Kanser Tanisi ve Tedavisine Yonelik Etken Madde Gelistirilmesi

KAYNAKLAR

1.

10.

124

Nelson PN. Reynolds GM, Waldron EE.
Demystified: Monoclonal antibodies. Mol
Pathol 2000; 53: 111-117.

Rajewsky K. The advent and rise of
monoclonal antibodies. Nature 2019; 575:
47-49. doi:10.1038/d41586-019-02840-w

Suzuki M, Kato C, Kato A. Therapeutic
antibodies: their mechanisms of action and
the pathological findings they induce in
toxicity studies. J Toxicol Pathol 2015; 28:
133-139. doi:10.1293/t0x.2015-0031

Mahmuda A, Bande F, Al-Zihiry KJK,
et al. Monoclonal antibodies: A review
of therapeutic applications and future
prospects. Trop J Pharm Res 2017; 16:
713-722. doi:10.4314/tjpr.v16i3.29

Chames P, Van Regenmortel M, Weiss E,
et al. Therapeutic antibodies: Successes,
limitations and hopes for the future.
Br J Pharmacol 2009; 157: 220-233.
doi:10.1111/5.1476-5381.2009.00190.x

Erdag B, Balcioglu BK, Ozdemir Bahadir
A, et al. Identification of novel neutralizing
single-chain antibodies against vascular
endothelial growth factor receptor 2.
Biotech and Applied Biochem 2011; 58; 6:
412-422.

C, Atarhouch
et al. Naturally
devoid of light

363: 446-448.

Hamers-Casterman

T, Muyldermans S,
occurring antibodies
chains. Nature 1993;
doi:10.1038/363446a0

Jovéevska I, Muyldermans S. The
Therapeutic Potential of Nanobodies.
BioDrugs. Springer International

Publishing 2020; 34: 11-26. doi:10.1007/
$40259-019-00392-z

Harmsen MM, De Haard HJ. Properties,
production, and applications of camelid
single-domain antibody fragments. Appl
Microbiol Biotechnol 2007; 77: 13-22.
do0i:10.1007/s00253-007-1142-2

Li C, Tang Z, Hu Z, et al. Natural single-
domain antibody-nanobody: A novel
concept in the antibody field. J Biomed

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Nanotechnol 2018; 14: 1-19. doi:10.1166/
jbn.2018.2463

Khodabakhsh F, Behdani M, Rami A, et al.
Single-Domain Antibodies or Nanobodies:
A Class of Next-Generation Antibodies.
Int Rev Immunol Taylor & Francis 2018;
37: 316-322. doi:10.1080/08830185.2018
1526932

Chanier T, Chames P. Nanobody
Engineering: Toward Next Generation
Immunotherapies and Immunoimaging
of Cancer. Antibodies 2019; &8: 13.
doi:10.3390/antib8010013

Oliveira S, Schiffelers RM, van der Veeken
J, et al. Downregulation of EGFR by a
novel multivalent nanobody-liposome
platform. J Control Release Elsevier
B.V 2010; 145: 165-175. doi:10.1016/].
jeonrel.2010.03.020

Van Der Meel R, Oliveira S, Altintas I,
et al. Tumor-targeted Nanobullets: Anti-
EGFR nanobody-liposomes loaded with
anti-IGF-1R kinase inhibitor for cancer
treatment. J Control Release Elsevier
B.V 2012; 159: 281-289. doi:10.1016/j.
jeonrel.2011.12.027

GP S. Filamentous fusion phage: novel
expression vectors that display cloned
antigens on the virion surface. Science
1985;228: 1315-1317.

McCafferty J, Griffiths AD, Winter G,
et al. Phage antibodies: filamentous
phage displaying antibody variable
domains. Nature 1990; 348: 552-554.
doi:10.1038/348552a0

Marks JD, Hoogenboom HR, Bonnert TP,
et al. By-passing immunization. Human
antibodies from V-gene libraries displayed
on phage. J Mol Biol 1991; 222: 581-597.
doi:10.1016/0022-2836(91)90498-U

Winter G, Griffiths AD, Hawkins RE, et
al. Making Antibodies by Phage Display
Technology. Annu Rev Immunol 1994;
12: 433-455. doi:10.1146/annurev.
1y.12.040194.002245

Pento JT. Monoclonal Antibodies for



20.

the Treatment of Cancer. Anticancer Res
2017; 37: 5935-5939. doi:10.21873/
anticanres.12040

Trenevska 1, Li D, Banham AH.
Therapeutic antibodies against intracellular
tumor antigens. Front Immunol 2017; 8.
do0i:10.3389/fimmu.2017.01001

21. Normanno N, De Luca A, Bianco C, et al.

22.

Epidermal growth factor receptor (EGFR)
signaling in cancer. Gene 2006; 366: 2—16.
doi:10.1016/j.gene.2005.10.018

Seshacharyulu P, Ponnusamy MP, Haridas

Tip Fakiiltesi Klinikleri Cilt 3 » Sayi 3 + Kasim 2020 (115-125)

23.

24.

Nursah ERSEZEN ve Ark.

D, Jain M, Ganti AK, Batra SK. Targeting
the EGFR signaling pathway in cancer
therapy. Expert Opin Ther Targets 2012;
16: 15-31. doi:10.1517/14728222.2011.6
48617

Xu MJ, Johnson DE, Grandis JR. EGFR-
targeted therapies in the post-genomic era.
Cancer Metastasis Rev 2017; 36: 463—473.
doi:10.1007/s10555-017-9687-8

Sigismund S, Avanzato D, Lanzetti
L. Emerging functions of the EGFR
in cancer. Mol Oncol 2018; 12: 3-20.
doi:10.1002/1878-0261.12155

125





