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OZET

DOKTORA TEZI

AKCIGER KANSERINE KARSI DNA ASISININ GELIiSTIiRiILMESi VE FARELER
UZERINDE TUMORE KARSI TEDAVI EDiICi ETKISININ BELIRLENMESI

Ezgi DAG TASKESENLIGIL
Damisman: Dog. Dr. Yagmur UNVER

Amag: Bu tez ¢alismasinda, akciger kanserine karsi kullanilabilecek DN A ag1 adaylarinin elde
edilmesi ve bu as1 adaylarimin sinjenik tiimor modeli olusturulan C57BL/6 farelerinde tedavi
edici etkilerinin degerlendirilmesi amaclanmustir.

Yontem: pVAX1 e sirasityla GM-CSF, CTLA-4 ve Mucl VNTR niikleotid dizilerinin ardisik
olarak E. coli JM109 hiicrelerinde klonlanmasiyla ili¢ farkli rekombinant DNA (pVAXI -
GMCSF, pVAX1-CTLA4-GMCSF ve pVAX1-MuclVNTR-CTLA4-GMCSF) elde edilmis ve
dogrulama i¢in koloni PCR ve dizi analizi kullanilmistir. Elde edilen rekombinant DNA’lar
CHO hiicrelerine elektroporasyon yontemiyle aktarilmis, GM-CSF proteini Western blotlama,
CTLA-4 proteini ise giimiis boyama yontemi ile tespit edilmistir. LLC1 (Lewis lung carcinoma)
hiicre hattiyla tiimér modeli olusturulan C57BL/6 fareleri iizerinde dort grup (kontrol,
pVAX1(sham), pVAX1-CTLA4-GMCSF ve pVAX1-MuclVNTR-CTLA4-GMCSF) asi ile
asilama protokolii olusturulmus ve her gruba li¢ doz as1 uygulanmistir. 30 giin boyunca timor
progresyonu izlenmistir. Calisma sonunda farelerden alinan doku 6rnekleri histopatolojik ve
immunohistokimyasal olarak degerlendirilmistir. Diger yandan, DNA asilarinin immiinojenik
etkilerini degerlendirmek amaciyla ayni ast gruplart ile in vivo bagisiklama deneyi
gerceklestirilmis, asilama sonrasi 6zgiil antikor yanit1 ELISA ile analiz edilmistir. Calisma
sonunda farelerden alinan doku ornekleri histopatolojik ve immunohistokimyasal olarak
degerlendirilmistir.

Bulgular: Klonlama c¢alismalari sonucunda elde edilen rekombinant DNA’lar (pVAXI-
GMCSF, pVAX1-CTLA4-GMCSF ve pVAX1-MuclVNTR-CTLA4-GMCSF) elde edilmistir.
Diger yandan, GM-CSF ve CTLA-4 proteinlerinin CHO hiicreleri tarafindan ifade edildigi
belirlenmistir. Tiim6r modeli olusturulan farelerde pVAX1-CTLA4-GMCSF agisinin pVAXI1 -
MuclVNTR-CTLA4-GMCSF asisina kiyasla timor biiylimesini yavaslattigi gézlenmistir.
Gruplarda yer alan farelerden alinan doku ornekleri ile gerceklestirilen histopatolojik ve
immiinohistokimyasal analizlerin bu bulgular1 destekledigi goriilmiistiir. Diger yandan, yapilan
in vivo bagisiklama deneyinde farelerde pVAX1-CTLA4-GMCSF asisina karsi spesifik CTLA-
4 antikorunun gelistigi dogrulanmis, aliman doku Orneklerinin histopatolojik ve
immunohistokimyasal analizleri neticesinde normal histolojik goriiniim gozlenmistir.

Sonuc¢: pPVAX1-MuclVNTR-CTLA4-GMCSF asisinin farelerde tiimor biiylimesini 6nlemede
etkili olmadigi, buna karsilik pVAXI-CTLA4-GMCSF asisinin timdr biiylimesini anlamli
sekilde azalttigi belirlenmistir. Ayrica, pVAXI-MuclVNTR-CTLA4-GMCSF asisinin
Mucl VNTR’ye 6zgii antikor iiretimini indiiklemedigi, pVAXI1-CTLA4-GMCSF asisinin ise
CTLA-4’e 6zgii antikor liretimini sagladigr goriilmiistiir. Ayn1 zamanda DNA asilarinin saglikli
fareler tizerinde herhangi bir yan etki olusturmadig: belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Mucl-VNTR, CTLA-4, GM-CSF, DNA asisi, LLC1 hiicre hatti,
C57BL/6 fare

Haziran 2025, 156 sayfa



ABSTRACT

DOCTORAL DISSERTATION

DEVELOPMENT OF A DNA VACCINE AGAINST LUNG CANCER AND
DETERMINATION OF ITS THERAPEUTIC EFFECT ON TUMORS IN MICE

Ezgi DAG TASKESENLIGIL
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Yagmur UNVER

Purpose: This thesis aims to identify DNA vaccine candidates for use against lung cancer, and
to evaluate their therapeutic effects in C57BL/6 mice with a syngeneic tumour model.

Method: Three different recombinant DNAs (pVAX1-GMCSF, pVAX1-CTLA4-GMCSF and
pVAX1-MuclVNTR-CTLA4-GMCSF) were obtained by cloning the GM-CSF, CTLA-4 and
MuclVNTR nucleotide sequences, respectively, into pVAXL in E. coli JM109 cells. Colony
PCR and sequence analysis were then used to confirm the results. These recombinant DNAs
were then transferred to CHO cells via electroporation. GM-CSF protein was detected using
Western blotting and CTLA-4 protein using silver staining. A vaccination protocol was
established involving four groups of C57BL/6 mice (control, pVAX1 (sham), pVAX1-CTLA4-
GMCSF and pVAX1-MuclVNTR-CTLA4-GMCSF), in which a tumour model was created
using the LLC1 (Lewis lung carcinoma) cell line. Three doses of the vaccine were administered
to each group. Tumour progression was monitored for 30 days. At the end of the study, tissue
samples taken from the mice were evaluated histopathologically and immunohistochemically.
To evaluate the immunogenic effects of the DNA vaccines, an in vivo immunisation experiment
was performed with the same groups of vaccines, and the specific antibody response after
vaccination was analysed using ELISA. At the end of the study, tissue samples taken from the
mice were evaluated histopathologically and immunohistochemically.

Findings: Cloning studies resulted in the production of recombinant DNAs (pVAX1-GMCSF,
pVAX1-CTLA4-GMCSF and pVAX1-MuclVNTR-CTLA4-GMCSF). It was also determined
that GM-CSF and CTLA-4 proteins were expressed by CHO cells. In mice with tumour models,
it was observed that the pVAX1-CTLA4-GMCSF vaccine slowed tumour growth more
effectively than the pVAX1-MuclVNTR-CTLA4-GMCSF vaccine. Histopathological and
immunohistochemical analyses of tissue samples taken from the mice supported these findings.
In the in vivo immunisation experiment, it was confirmed that specific CTLA-4 antibodies
developed in response to the pVAX1-CTLA4-GMCSF vaccine, and normal histological
appearance was observed in the tissue samples analysed.

Results: It was determined that the pVAX1-MuclVNTR-CTLA4-GMCSF vaccine was
ineffective in preventing tumour growth in mice, whereas the pVAX1-CTLA4-GMCSF vaccine
significantly reduced tumour growth. Additionally, the pVAX1-MuclVNTR-CTLA4-GMCSF
vaccine was found to not induce MuclVNTR-specific antibody production, whereas the
pVAX1-CTLA4-GMCSF vaccine was found to induce CTLA-4-specific antibody production.
Furthermore, it was determined that the DNA vaccines did not cause any adverse reactions in
healthy mice.

Keywords: MUC1-VNTR, CTLA-4, GM-CSF, DNA vaccine, LLC1 cell line, C57BL/6 mice
June 2025, 156 pages
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GIRIS

Kanser, farkli 6zelliklere sahip genis bir kotli huylu timoér grubudur ve Olimciil
sonuclara yol acabilir. Gelismis {iilkelerde yetiskinlerde en yaygin goriilen kanser tiirleri
arasinda akciger, kolorektal, meme, cilt melanomu ve prostat kanseri bulunmaktadir (Harding
et al., 2018). Genel olarak, ¢ocuklar ve ergenlerde kanser goriilme siklig1 ve kanserden 6lim
orant oldukga diisiiktiir. Ancak bu oranlar, yetigskinlik doneminde yas ilerledik¢e katlanarak
artar. Kanserin goriilme oranlar1 iilkeler arasinda biiyiik farkliliklar gostermektedir (F. B.
Ahmad & Anderson, 2021). Baslica risk faktorleri arasinda sigara kullanimi, asiri alkol
tilketimi, sagliksiz beslenme, obezite, yetersiz fiziksel aktivite, enfeksiyon kaynakli etkenler ve
glines 1s1nlarina uzun siire maruz kalma yer almaktadir (Smith et al., 2009). Meme, rahim agz1,
kolon ve rektum, akciger ve prostat kanserlerinde erken teshis, bir kisinin kanserden 6lme

olasiligini azaltabilir (Kiri & Ryba, 2024).

Kanser, teshis ve tedavi yontemlerindeki gelismelere ragmen kiiresel 6lgekte ciddi bir
saglik tehdidi olmaya devam etmektedir. Kanserin goriilme siklig1 diinya genelinde benzer
egilimler gostermektedir. 2020 yilinda diinya genelinde 19 milyondan fazla kanser vakasi ve
yaklastk 10 milyon kanser dliimii bildirilmistir (Ferlay et al., 2021). Oniimiizdeki yillarda,
kanser vakalarmin sayisinda ciddi bir artis beklenmektedir. 2070 yilina kadar her yil 34
milyondan fazla kanser vakasinin teshis edilecegi tahmin edilmektedir. Ozellikle diisiik gelirli
iilkelerin, oniimiizdeki 50 yil icinde orantisiz sekilde etkilenerek kanser vakalarinda %400'e
varan art1s yasayacagi ongoriilmektedir (Soerjomataram & Bray, 2021). Kiiresel 6l¢ekte kanser
vakalarinda en biiyiik artisin akciger, meme ve kolorektal kanser (CRC) tiirlerinde olacagi
diistiniilmektedir. Akciger kanseri, giiniimiizde en yaygin kanser tiirii olup, 2035 yilina kadar
vaka sayisinin 3 milyona ulagsmasi beklenmektedir. Ayrica, akciger kanserine bagl éliimlerin
de diinya genelinde artacagi ongoriilmektedir (Didkowska et al., 2016). Kanser vakalarindaki
bu artig, kismen diinya niifusunun artisi, yasam beklentisinin uzamasi ve diyet degisiklikleri,
titlin kullanimi gibi risk faktorlerinin yayginlagmasiyla iliskilendirilmektedir (Didkowska et
al., 2016; McCormack & Boffetta, 2011; Xi & Xu, 2021).

Kanserin tedavisinde cerrahi miidahale, radyoterapi, kemoterapi ve hedefe yonelik
ilaglar gibi ¢esitli yaklasimlar kullanilmaktadir. Hangi yontemin tercih edilecegi, kanserin tipi,
yayilma durumu ve hastanin saglik durumu gibi etkenlere bagli olarak belirlenmektedir. Son
25 yilda tan1 ve tedavi alaninda Onemli ilerlemeler kaydedilmis olsada, akciger kanseri

hastalarinin genel prognozu hala arzu edilen diizeye ulasmamustir. Lokalize kanserler harig,
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standart tedavilere verilen yanit genellikle yetersiz kalmaktadir. Bu baglamda, alternatif bir
yontem olarak degerlendirilen kanser asilari, son yillarda biiyiik bir ilgi gérmektedir (Hassan
Lemjabbar-Alaouia et al., 2017).

Kanser asilar1 gelistirme ¢alismalar1 yaklasik bir asirdir devam etmekle birlikte, bu asilar
bulasic1 hastaliklara karsi gelistirilen asilardan daha umut verici bulunmustur. Bunun sebebi,
bulasic1 hastalik asilarinin yalnizca hastaliin dnlenmesine odaklanmasina karsin kanser
asilarinin hem Onleyici hem de tedavi edici etkiler sunmayr hedeflemesidir. Giiniimiizdeki
kanser asis1 arastirmalari, genellikle bilinen ya da potansiyel olarak kesfedilmemis timorle
iliskili antijenlerin hedeflenmesine odaklanmaktadir (Madan, Mohebtash, et al., 2012; Schlom,
2012; Thomas & Prendergast, 2016).

Bu tez c¢alismasinda, DNA asilarinin sundugu avantajlardan faydalanarak akciger
kanserinin tedavisi i¢in iki farklt DN A asis1 gelistirilmesi amaglandi. LLC1 fare akciger kanseri
hiicre hatt1 kullanilarak olusturulan sinjenik akciger kanseri modeli tasiyan, bagisiklik sistemi
baskilanmamis C57BL/6 erkek farelerde gelistirilen DNA asilarinin tedavi edici etkisi

arastirildi.
Calismanin amaci dogrultusunda iki farkli DNA as1 konstrakti hazirlandi:
1. pVAX1-CTLA4-GMCSF:
o Bu konstrakti elde etmek i¢in pVAX1 kullanildu.

o 1k olarak GM-CSF geni, pVAX1’e yerlestirildi ve rekombinant pVAX1-
GMCSF elde edildi.

o Ardindan, CTLA-4 geni ve bu genin asagi akis (downstream) bolgesinde yer
alan Furin-2A dizisi, GM-CSF geninin yukar1 akis (upstream) bolgesine eklendi
ve rekombinant pVAX1-CTLA4-GMCSF elde edildi.

2. pVAX1-MuclVNTR-CTLA4-GMCSF:
o Bu konstrakt, rekombinant pVAX1-CTLA4-GMCSF kullanilarak elde edildi.

o Mucl-VNTR dizisi ve bu dizinin asagi akis (downstream) bolgesinde yer alan
Furin-2A dizisi, CTLA-4 geninin yukar1 akis (upstream) bolgesine eklendi ve
rekombinant pVAX1-MuclVNTR-CTLA4-GMCSF elde edildi.

DNA as1 konstraktlarinin hazirlanmasinin ardindan yapilan ¢alismalar:

1. Rekombinant protein ekspresyonu:



o PVAX1-GMCSF ve  pVAX1-CTLA4-GMCSF CHO  hiicrelerine

elektroporasyon yontemiyle transfer edildi.
o CHO hiicrelerinde protein ekspresyonunu belirlemek i¢in:

* pPVAX1-GMCSF tranfer edilen hiicreler RIPA tampon ile lizize

ugratilarak proteinleri goriintiilemek i¢in western blot analizi yapildi.

= pVAX1-CTLA4-GMCSF transfer edilen hiicreler de, RIPA tampon ile
lizise ugratilarak proteinleri goriintiilemek i¢in giimiis boyama yontemi

kullanild.
2. Timor modeli olusturulmasi ve timor tedavisi:

o LLCI fare akciger kanseri hiicre hatt1 kullanilarak C57BL/6 farelerinde sinjenik

tiimor modeli olusturuldu.

o Tiumor tasiyan fareler, DNA asilart (pVAX1-CTLA4-GMCSF ve pVAX-
MuclVNTR-CTLA4-GMCSF) ile 5’er giin araliklarla 3 doz halinde agiland:.

o Son agilamanin ardindan 30 giin boyunca tiimor boyutlari, derinlik x genislik x

uzunluk dlgiimleriyle haftada iki kez takip edildi.
o Ayrica, hayvanlardan alian ¢esitli doku 6rneklerinin histopatolojik analizleri
gergeklestirildi.
3. Farelerin DNA agilar1 ile bagisiklanmas:
o Gelistirilen pVAX1-CTLA4-GMCSF ve pVAX-MuclVNTR-CTLA4-GMCSF

agilarinin in vivo antikor tiretimi uyarimini belirlemek i¢in C57BL/6 farelere 1'er

hafta arayla 3 doz halinde asilama yapildi.

o Asilanan farelerde DNA asilarina karsi olusan antikorlar, ELISA analizi ile
tespit edildi.

o Ayrica, hayvanlardan alinan gesitli doku 6rneklerinin histopatolojik analizleri
gergeklestirildi

Atatiirk Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) birimi tarafindan desteklenen
FDK-2022-10925 ve FCD-2024-12719 numarali projeler kapsaminda gergeklestirilmis olan bu
tez calismasinda akciger kanserinin tedavisi i¢in daha 6nce uygulanmamis bir DNA asi

kombinasyonu gelistirilmistir. Calismanin 6zgiin katkilar1 sunlardir:

1. CTLA-4 genini iceren bir DNA asis1 (pVAX1-CTLA4-GMCSF) ilk kez gelistirilmistir.



GM-CSF, CTLA-4 genlerini ve Mucl-VNTR dizisini igeren DNA asis1 (pVAX-
MuclVNTR-CTLA4-GMCSF) ilk kez gelistirilmistir.

Elde edilen DNA asilarinin, sinjenik akciger kanseri modelinde timori tedavi edici

etkisi ilk kez gosterilmistir.



KURAMSAL TEMELLER

Kanser ve Tedavi Yontemleri

Kanser, kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi ve viicut i¢inde yayilma (metastaz) yetenegi ile

tanimlanan bir grup hastalik i¢in kullanilan genel bir terimdir (Henley & Dick, 2012).

Akciger kanseri, diinya ¢apinda en sik goriilen kanser tiirlerinden biri olmakla birlikte
akciger kanserinde hem hastaliga yakalanma (morbidite) hem de hastaliktan kaynaklanan 6liim
(mortalite) oranlar1 oldukga yiiksektir (Butterfield, 2015). Histolojik 6zelliklerine gore akciger
kanseri, iki ana gruba ayrilmaktadir: kiiglik hiicreli akciger kanseri (SCLC) ve kiiglik hiicreli
olmayan akciger kanseri (NSCLC). Akciger kanseri vakalarinin yaklasik %85-90’m1 olusturan
NSCLC, en yaygin alt gruptur. Bu grup, akciger adenokarsinomu (LUAD), skuamdéz hiicreli
akciger kanseri ve biiyiik hiicreli akciger kanseri gibi alt tiirleri icermektedir (Melief & van der
Burg, 2008). Erken evre NSCLC (Evre I veya II) genellikle tiimoériin cerrahi olarak
cikarilmasini ve ardindan adjuvan tedaviyi iceren bir yaklasimla tedavi edilir. Ancak hastalik
ilerleyip Evre III veya IV’e ulastiginda, tedavi ¢ogunlukla kemoterapi veya radyoterapiye
yonelir (Hoption Cann et al., 2003; McCarthy, 2006). Bununla birlikte, standart kemoterapi
ilaglarmin etkisi; 6zgiil olmayan hedefleme, diisiik biyoyararlanim ve ila¢ direnci gibi
faktorlerle sinirli kalmaktadir (Ott & Wu, 2019). Giiniimiizde kemoterapi, radyoterapi ve
cerrahi miidahalenin siirlamalarina alternatif olarak akciger kanserini tedavici diger yontemler

su sekildedir;

Nanoila¢ tasima sistemi

Nanoila¢ tasima sistemi, kendine 6zgii 6zellikleri nedeniyle tedavi ajanlarini kapstiller
ve bu sayede bu ajanlarin bozulmasini 6nleyerek antikanser ilaclari tiimor bolgelerine hassas
bir sekilde ulastirir ve hedef dokuya verilen 6zgiil olmayan zarar1 azaltarak antikanser etkinligi
artirir (Ali et al., 2016; Ott & Wu, 2019; Soares et al., 2015). Nanotasiyici bazli ilag tasima,
akciger kanseri tedavisi i¢in yeni bir stratejidir ve su avantajlar1 saglar: viicutta ilaglarin
biyoyararlaniminin artirilmasi, antikanser ilaglarin belirli bir bolgeye 6zgii sekilde iletilmesi
yoluyla gilivenligin artirilmasi ve hedefe yonelik ilag tasima sirasinda ilaglarin kontrolli ve
stirdiiriilebilir salinimi, nihayetinde akciger kanseri iizerindeki terapotik etkileri iyilestirir
(Hollingsworth & Jansen, 2019; Kinkead et al., 2018). Nanotip tasima sistemi, yan etkileri olan
klasik kemoterapi tedavisine alternatif bir segenek sunar ve akciger kanseri tedavisi alaninda
arastirilmaya deger umut verici bir yaklagim olarak dne ¢ikar (Cheever et al., 2009; DeMaria &
Bilusic, 2019).



Molekiiler hedefe yonelik tedavi

Molekiiler hedefe yonelik tedavi, NSCLC i¢in 6nemli bir tedavi stratejisi haline gelmistir
(Madan, Bilusic, et al., 2012). Epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR), hepatosit biiylime
faktorii reseptorii (c-Met) ve anaplastik lenfoma kinaz (ALK) gibi ¢esitli reseptor tirozin
kinazlar1 hiicre biliylimesi ve hayatta kalmasi i¢in dnemli hedeflerdir ve molekiiler hedefe
yonelik tedavilerde kullanilir (Gulley et al., 2019). EGFR mutasyonu terapotik hedef olarak
kullanilarak, gefitinib ve erlotinib gibi tirozin kinaz inhibitorleri EGFR mutasyonlarini
hedeflemek tizere gelistirilmistir. Buna ek olarak, diger hedefleri hedef alan inhibitorler {izerine
de arastirmalar devam etmektedir (Giaccone et al., 2015). Molekiiler hedefe dayali tedavi
yaklasimlar baslangicta basarili sonuglar versede, epigenetik degisimler ve tiimoriin heterojen
yapist nedeniyle zamanla ilag direnci gelismesi genellikle kaginilmazdir. Bu durum, NSCLC'de
tedavinin etkinligini ciddi sekilde kisitlamaktadir (Vishnu & Tan, 2010). Bu nedenle, yeni
molekiiler hedeflerin belirlenmesi ve bu dogrultuda tedavilerin gelistirilmesi hayati bir 6nem

tasimaktadir.

Fototermal tedavi

Fototermal terapi, tiimor tedavisinde umut vadeden ve minimal invaziv Ozellikte bir
yontem olarak degerlendirilmis olup etkili sonuglar ortaya koymustur (Ogi & Aruga, 2013).
Fototermal tedavi, 151k enerjisini lokal 1s1 enerjisine doniistiirmek i¢in fototermal bir ajan ile
lokal lazer 1sinlamasini birlestirerek tiimorleri tedavi eder (Faries et al., 2017).
Nanoteknolojinin fototermal terapi ile birlestirilmesi, timor tedavisinde sinerjik bir etki

olusturarak potansiyel bir gelecek sunmaktadir (Sondak et al., 2002).

Bagisiklik tedavisi stratejileri (Immiinoterapi)

Immiinoterapi, akciger kanserine karsi miicadelede ¢1g1r agan bir tedavi yontemi olarak
one cikmaktadir. Bagisiklik kontrol noktasi inhibitorleri (ICIs), kanser asilar1 ve hiicresel
immiinoterapiler gibi c¢esitli yontemleri icerir ve tiimore karsi etkili bagisiklik tepkileri
olusturmay1 veya giiclendirmeyi amaglamaktadir. Ozellikle kemoterapi ile karsilastirildiginda,
immiinoterapinin daha az yan etkisi oldugu ve hastalarin yagsam siirelerini uzatmanin yani sira
yasam Kkalitelerini de iyilestirdigi gosterilmistir (Valencia et al., 2022; Yan et al., 2022).
Immiinoterapi, akciger kanseri tedavisinde hem giivenli hem de etkili bir yontem olarak dikkate

deger bir segenek sunmaktadir (Yu et al., 2019).



Asilar
Kanser asilart

Basarili kanser immiinoterapisi, nihayetinde, timor hiicrelerinin, tiimore 6zgii antijenleri
(TSA'lar) veya tiimdérle iligkili antijenleri (TAA'lar) anormal sekilde ifade edilen veya 0zgiil
olarak tanmiyabilen sitotoksik lenfositler (T hiicreleri) tarafindan etkilesime girmesini gerektirir.
Kanserli bazi hastalar, etkileyici tiimor karsiti aktivite olusturma potansiyeline sahip, antijen
spesifik T hiicrelerinin yeterli seviyelerde veya fonksiyonla spontan olarak iiretimini saglarlar,
ancak ¢ogu hasta bunu basaramaz. Yeterli seviyede ve islevde bagisiklik efektorlerinin
saglanmasinin bir yolu, terapotik kanser asilamasidir. Bu aktif immiinoterapi yaklasimi,
timorle miicadele eden bagisiklik yanitlarini TAA'lar veya TSA'lara karsi tetiklemeyi
amaclamaktadir (Butterfield, 2015; Khong & Overwijk, 2016). Kanser asilarinin gelistirilmesi
fikri, baz1 tiimorlerin akut enfeksiyon gegiren bireylerde kendiliginden kiigiilebildigi gozlemine
dayanarak ortaya ¢ikmustir (Hoption Cann et al., 2003). Bundan bir asirdan uzun bir siire once,
Dr. William Coley, bu gézlemden yola ¢ikarak 1s1 ile etkisizlestirilmis bakterilerden olusan
basit bir kanser karsiti immiinoterapi yontemi gelistirmistir (Hoption Cann et al., 2003;
McCarthy, 2006). Ardindan, bakteriyel tiriinlere karsi olusan 6zgiil olmayan dogustan gelen
bagisiklik yanitinin, spesifik bir timdr karsiti bagisiklik tepkisine nasil evrildigi acikliga
kavusturulmustur. Bu durum, antijen sunan hiicrelerin (ASH’ler) (6rnegin, dendritik hiicreler
[DH’ler]), dogustan gelen bagisiklik yaniti sirasinda salinan immiinojenik tiimér kaynakli
peptitleri nasil taniy1p isleyebildigi ile agiklanmistir. Bu peptitler, spesifik reseptorlere sahip
olan anti-tiimér T hiicrelerini etkinlestirmek igin kullanilabilir (Ott & Wu, 2019). Bu da timéor
kaynakli antijenlerin, bagisiklik sistemine yeterince immiinojenik bir baglamda (bir "as1")
sunulmas1 durumunda, kanser hiicrelerini tercihen hedefleyerek, nispeten giivenli ve etkili
kanser tedavilerinin miimkiin olabilecegini ve uzun siireli bagisiklik olusturabilecegini 6ne

siiren hipoteze yol agmustir (Dag Taskesenligil & Unver, 2023).

Bu cesaret verici temele ragmen, kanser asilari, son 40 y1l boyunca ¢esitli malignitelerde
yogun bir sekilde preklinik ve klinik arastirmalara konu olmus olsada, klinik diizeyde
laboratuvardan uygulamaya gegis oldukga yavas olmustur; yalnizca iki terapotik kanser asisi
(sipuleusel-T ve talimogene laherparepvec [T-VEC]) Amerika Birlesik Devletleri veya Avrupa
Birligi'nde diizenleyici onay almis ve bir¢ok negatif faz 3 ¢caligmasi tiriinlerin sonlandirilmasina
yol agmustir. Yine de terapotik kanser asilarina olan ilgi ¢esitli nedenlerle devam etmektedir.
Bunun nedenlerin birincisi, immiin kontrol noktasi inhibitorlerinin klinik alandaki basaris1 ve
tedavi goren hastalarda tiimor antijenine 6zgii T hiicrelerinin saptanmasi ile artik bu hastalarin

tiimorle iliskili T hiicrelerini aktif hale getirebilmeleridir. Bu durum, immiin kontrol noktasi



blokajina yanit veren kanser hastalarinin az bir kisminda dogal olarak meydana gelmektedir.
Ikincisi; kanser asilarinin uygulanmasinin ardindan kontrol noktast molekiillerini ifade eden T
hiicreleri ile kontrol noktas1 ligandlarini ifade eden tiimoér hiicrelerinin tespit edilmesi, asilarin
ve immiin kontrol noktas: inhibitdrlerinin birlikte uygulanmasinin etkili olabilecegine isaret
etmektedir; bu da preklinik arastirmalarda kanmitlanmustir (Ali et al., 2016; Kinkead et al., 2018;
Soares et al., 2015). Uciinciisii; basarisiz sonuglar iceren ¢alismalar, bu alanda gelecege yonelik
onemli dersler saglamis ve bu bulgular, su anda devam eden klinik denemelerde uygulanmakta
ve gelecek arastirmalara rehberlik etmektedir. Dordiinciisii, major histokompatibilite kompleksi
(MHC) ile antijen baglanma mekanizmalarina dair artan bilgi birikimi, daha etkili as1 tasarimi
ve dogru antijenlerin se¢cimini miimkiin kilmistir. Besincisi, tip 2 tiimor destekleyici bagisiklik
tepkilerinin yerine, tip 1 timor karsiti bagisiklik tepkilerinin tercih edilerek indiiklenmesi
konusundaki ilerlemeler kayda degerdir. Son olarak ise, terapotik kanser asilarindan biri olan
sipuleusel-T'nin simirli bir etkinlige sahip olmasma ragmen onaylanmasi, terapdtik asi
konseptinin klinik gecerliligini ve bilimsel dayanagimi kanitlamistir (Ali et al., 2016;
Hollingsworth & Jansen, 2019; Kinkead et al., 2018; Soares et al., 2015; van Duikeren et al.,
2012)

Bu alandaki son yeniliklerin, gegmisteki kanser asis1 ¢alismalarindaki basarisizliklari
nasil doniistiirdigiinii ve bu gelismelerin gelecekte asilarin roliinii nasil sekillendirebilecegini

degerlendirmek bliyiik 6nem tasimaktadir.

Cesitli kanser asilar1 gelistirilmis olup, bu asilar, kullanilan antijenlerin tasima
yontemlerine gore farklilik gostermektedir. Bu yontemler arasinda kanser antijenlerinin protein
ya da sentetik peptit formunda sunulmasi, timor antijeni iceren hiicre tabanl tagima (Srnegin,
modifiye edilmis timor hiicreleri veya antijen yiiklii dendritik hiicreler) ve kanser antijenlerini
kodlayan DNA/RNA bazli tastyicilar (6rnegin, plazmidler, RNA veya viral vektorler) yer

almaktadir.

Peptit ve protein bazl asilar

Peptit bazli asilar, liretim agisindan nispeten kolaydir; ancak etkili bir bagisiklik yaniti
saglamak i¢in genellikle giiclii bagisiklik diizenleyicilerle birlikte kullanilmas1 gerekmektedir.
Ayrica, bu tiir asilarin etkinligi, bireylerin insan 16kosit antijeni (HLA) haplotipine bagli olarak
sinirlt bir grupta etkili olabilir (DeMaria & Bilusic, 2019). Erken donem peptit bazli asilari
inceleyen bazi faz 3 calismalari, belirli TAA’lar veya TSA’lara karst bagisiklik yanitlar
olusturmus olsada, belirgin bir klinik fayda saglayamamistir (Hollingsworth & Jansen, 2019).
Bu klinik etkisizlik, kullanilan peptitlerin ve bagisiklik diizenleyicilerin 6zelliklerine bagh

olabilir. Ayrica, erken peptit asilarinin, gii¢lii ve uzun siireli anti-timor bagisiklik tepkileri
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olusturmak i¢in gereken antijen sunumunu destekleme agisindan yetersiz oldugu

diistiniilmektedir (Dag Taskesenligil & Unver, 2023).

Erken peptit asilarinin temel sinirlamalarindan biri, kisa peptitlerin (<15 amino asit),
sitotoksik T lenfositlerini (STL'ler) hedeflemek igin gerekli olan minimal epitop uzunluguna
sahipken, T yardimci hiicrelerini hedefleme yetenegine sahip olmamasidir (DeMaria & Bilusic,
2019). Bu kisa peptit epitoplari, profesyonel olmayan antijen sunan hiicreler (ASH) tarafindan
taginir ve bu da etkili bir bagisiklik yanitinin olusumunu sinirlandirabilir (Bijker et al., 2008).
Ancak, profesyonel olmayan ASH’ler, iltihaplanmamis lenfoid organlarda dolasir ve sitotoksik
T lenfositleri optimal sekilde baslatmak ve aktive etmek igin gerekli kostimiilator sinyalleri
vermez, bu da tolerasyon gelisimine yol agar (Morse et al., 2021). Dahasi, profesyonel ASH’ler
(DH; dentritik hiicre) tarafindan kisa peptitlerin ¢gapraz sunumu, sentetik uzun peptitlere kiyasla
daha az verimli veya uzun siireli degildir (Faure et al., 2009). Dolayisi ile sentetik uzun
peptitlerle asilama, minimal uzunluktaki epitoplardan daha giiglii ve kalic1 T hiicresi yanitlari
olusturmaktadir (Bijker et al., 2008; Zwaveling et al., 2002). Bu avantajlar nedeniyle, modern
sentetik peptit asi tasarimlart genellikle en az bir uzun peptit kullanmaktadir (Bijker et al., 2008;
Calvo Tardon et al., 2019) bu da minimal uzunluktaki peptit yapilarina kiyasla 6nemli bir

gelismedir.

Dogal TAA dizisindeki amino asidi degistirme (epitop gelistirme), ASH'lere baglanma
kararliligint artirmak i¢in mantikli bir sekilde uygulanabilir ve bu da T hiicrelerine basarili
antijen sunumu olasithgim artirrr (Kumai, Fan, et al., 2017; Kumai, Kobayashi, et al., 2017)
Peptitlerin amfipatik ozelliklerinin artirilmasi, immiinojenik etkilerini de giiglendirebilir. Bir
ornek olarak, BiVax peptit/poliynozinik-polisitidilik asit (poly I) alt birim asisinin gelistirilmesi
verilebilir (Cho et al., 2013). Son arastirmalar, yardimect T hiicrelerinin giiclii ve kalict
bagisiklik yanitlarinin tetiklenmesinde 6nemli bir rol oynadigini gostermektedir (Kumai, Lee,
etal., 2017; Spitzer et al., 2017). Ozellikle, T yardimei hiicre tip 1'in hedef alinmasini en etkili
yaklagim oldugu diisiintilmektedir. Bu hiicrelerin, anti-timdr bagisiklik yanitlarini baglatma ve
stirdiirme konusunda oldukga etkili oldugu gosterilmistir. Buna karsilik, yardimci T hiicre tip
2'nin belirli durumlarda neoplastik doniisiimii destekleyebilecegi bildirilmistir (H.-J. Kim &
Cantor, 2014). ilk peptit as1 tasarimlar1 yalmzca sitotoksik T lenfositleri hedeflerken, modern
sentetik peptit asilar,, immiinojeniteyi artirmak ve klinik etkinligi iyilestirmek amaciyla
genellikle hem sitotoksik T lenfositleri hem de yardimc1 T lenfositleri hedeflemektedir (Maslak
etal., 2018).

Ne yazik ki, protein bazli asilar (idiotip asilar1 dahil) klinik uygulamalarda biiyiik 6l¢iide

basarisizlikla sonuglanmistir. Bu durum, kisa peptitlerin dendritik hiicreler (DH'ler) tarafindan
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islenip sunulma verimliliginin, proteinlere kiyasla daha diisiik olmasindan kaynaklanabilir
(Rosalia et al., 2013). Bu bulgular, immiinojenitesi artirilmis sentetik uzun peptitler,
nanopartikiil bazli alternatif peptit tasima platformlar1 ve daha etkili as1 diizenleyicileri gibi

gelistirilmis peptit asilarina yonelik rasyonel bir temel olusturmustur.

Hiicresel asilar

Yaygin olarak arastirilan hiicresel kanser asilari, timér (neo)antijenleriyle yiiklenmis
dendritik hiicreler (DH’ler), modifiye edilmis otojen kanser hiicreleri ve alojenik tiimor hiicre
hatlarini igerir. Hiicresel asilar, tedavi amagh kanser agilarinin ilk gelistirilmis tiirlerindendir.
FDA tarafindan onaylanan ilk terapdtik kanser asisi olan sipuleusel-T, otojenik kan
hiicrelerinden elde edilmis, prostatik asit fosfataz antijeni ile yiiklenmis ve GM-CSF ile
desteklenmis bir asidir. 2010°da metastatik kastrasyon direnci gosteren prostat kanseri igin
onaylanmis olan sipuleusel-T, IMPACT c¢alismasinin (NCT00065442) faz 3 sonuglarina
dayanarak, plaseboya gore genel sagkalimi (OS) anlaml sekilde artirmustir (Kantoff et al.,
2010). Buda, tedavi edici kanser asilarinin erken klinik dogrulamasini saglamistir. Ayni
zamanda sipuleusel-T, androjen reseptorii sinyal yolu inhibitorlerini (ASPIs) igeren mevcut
tedavi yelpazesinde etkili bir tedavi segenegi olmaya devam etmektedir. Prostat kanseri olan
erkeklerin sipuleusel-T tedavisinin, birinci basamaktaki tedavi veya herhangi bir basamaktaki
tedavi olarak ASPIs tedavisiyle karsilastirildiginda iyilesmis genel sagkalim (OS) ile
iliskilendirildigi bulunmustur (McKay et al., 2020). Ote yandan, otojen tiimér hiicrelerine
dayali hiicresel asilar, birka¢ dnemli denemede ayn1 basarty1 gosterememistir. Bu agilar ya
hedeflerine ulasamamis ya da klinik agidan anlamli1 sonuglar vermedigi i¢in erken bir sekilde
sonlandirilmistir. Bu basarisizligin muhtemel bir nedeni, 1sinlanmig timor hiicreleri veya timor

hiicresi lizatlarindaki immiin sistemi baskilayan bilesiklerin varlig1 olabilir (Graner et al.,
2004).

Genetik asilar

Viriisler veya plazmidler, tiimér antijenlerini (TAA) kodlayan DNA veya RNA igin
vektor gorevi gorebilir (DeMaria & Bilusic, 2019; Hollingsworth & Jansen, 2019; Maeng &
Berzofsky, 2019) Plazmid vektorlii asilarin, niikleik asidin kendisinin immiinostimiilator
ozelliklere sahip olmasi nedeniyle dogustan gelen bagisiklik sistemini gii¢lendirici bir etkisi
vardir ve bu da dogustan gelen bagisiklik yanitini tetikler (Klinman et al., 1997). Bu platformun
sagladigir diger faydalar arasinda daha yiiksek stabilite, liretim kolayligi, hiicre i¢i antijen
ifadesinin tetiklenmesi ve tam uzunluktaki genler kullanildiginda HLA kisitlamalarinin ortadan

kalkmasi sayilabilir. Bu avantajlara ragmen, su ana kadar DNA veya RNA asilariin ileri diizey
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arastirmasit sinirlidir. HLA-B7 ve B2 mikroglobulin i¢in DNA dizileri i¢ceren Allovectin-7®
DNA agisi, ileri evre melanoma hastalarinda yapilan bir faz 3 ¢alismasinda kemoterapiye
kiyasla objektif yanit oranin1 veya OS'yi iyilestirmemistir ve bu da gelistirme programinin
sonlandirilmasina yol agmistir. O zamandan bu yana, DNA ve RNA tagima tekniklerinde
(6rnegin elektroporasyon) bircok gelisme saglanmis ve daha yeni nesil niikleik asit asilari,

erken asama arastirmalarda denenmistir (Morse et al., 2021).

Erken donem niikleik asit tabanli as1 tasarimlarinin ana sinirlamalari, niikleik asidin
DH'ler ve diger hiicreler tarafindan diisiik transfiizyon verimliligi veya bozulma nedeniyle
yetersiz bir sekilde alinmasidir (Hollingsworth & Jansen, 2019) ve bu durum, Klinik
denemelerde gézlemlenen diisiik immiinojeniteye yol agmistir. DNA veya RNA tabanli agilar
icin, transflizyon oranlarim1 ve immiinojeniteyi iyilestirmek adina bir dizi giincelleme
yapilmistir. Bu iyilestirmeler arasinda elektroporasyon, sonoporasyon, nanopargaciklar, gen
tabancalari, mikron igne dizileri, ignesiz enjeksiyonlar ve liposomal kapsiilleme bulunmaktadir

(Lim et al., 2020; Teixeira et al., 2020).

Servikal intraepitelyal neoplazi tedavisinde plaseboya gore daha yiiksek regresyon
oranlar1 gosteren DNA tabanli bir as1, su anda servikal lezyonlar1 tedavi etmek i¢in iki faz 3
calismasinda degerlendirilmektedir (REVEAL 1, NCT03185013; REVEAL 2,NCT03721978).
Erken donem arastirmalari, elektroporasyon kullanarak DNA tabanli asilarin farkli kati
timorler lizerindeki etkinligini test etmektedir. Faz 1 calismalarda, RNA tabanli asilar,
elektroporasyon ve RNA-lipopleksler kullanilarak, sistemik DH hedeflemesi i¢in umut verici

anti-tiimor etkinlik gostermistir (Morse et al., 2021).

Niikleik asit tabanlt asilarin immiinojenitesini artirmaya yonelik diger yontemler, Lopes
ve ark. tarafindan yakin zamanda incelenmistir (Lopes et al., 2019). Immiin tolerans1 kirmak ve
birden fazla TAA'y1r hedeflemek icin DNA agilari, zenoantijenler veya kimera proteinler
kodlayan asilar tizerinde ¢alismalar yapilmistir (Lopes et al., 2019). Hayvan modellerinde,
kimera DNA asilar1 potansiyel anti-tiimér etkiler indiiklemistir (Soong et al., 2013), bunlardan
biri kopek melanomasinin tedavisi i¢in onaylanmistir. Cok sayida insan klinik denemesi, ayn
anda birden fazla antijenin sunulmasiyla genis bir T hiicre yaniti indiikklemeyi amaglayan

poliepitop DNA asilarin1 degerlendirmektedir (Lopes et al., 2019).

DNA agisi; ast olarak kullanilan bir DNA dizisi ve bu dizinin ekspresyonunu
gergeklestiren bir plazmit DNA’nin, rekombinant DNA teknolojisi ile bir araya getirilerek
olusturulan rekombinant DNA’dir. Tlgili DNA dizisini tastyan plazmit DNA ile konakgi
hiicrelere, immiinojenik antijenleri kodlayan fragmentler ya da genler tasinmaktadir. Bu
yaklagimla humoral ve hiicresel bagisikligin her ikisinde de etkili bir sekilde immiin cevap
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olusturulur (Silveira etal., 2017; Yang Lee et al., 2018) (Sekil 1). Bu as1 formiilasyonu, genetik
materyalin konaker hiicre g¢ekirdegi igine yerlesmesini saglar. Cekirdege ulastiktan sonra
vektorde bulunan memeli promotorii varliginda genin ya da genlerin transkripsiyonu tetiklenir
ve konak hiicre bir ekspresyon makinesi olarak kullanilir. Antijen sunan hiicreler genetik
materyali alan en biiyiik hedef hiicrelerdir (L. Li & Petrovsky, 2016). Genin translasyonundan
sonra olusan protein ya da protein fragmenti, antijen sunan hiicrelerin igerisinde CD4* ve CD8"
T hiicrelerinin tantyabilecegi sekilde pargalanarak tasidiklart MHC simif I ve II molekiilleriyle
CD4*ve CD8* T hiicrelerine sunulurlar (Duerr et al., 2020; Ingolotti et al., 2010)

Hiicresel Bagisikhk

MHC
smif I

Antijen sunan

hiicrelerin @
transfeksiyonu : \
A MHC '/
simfIr '/
Antijen geni - '
s Sitokinler
@- /
0
DNA asis1 ‘ '
Hiicre oliimii
Transfeksiyon

\{: ‘Demri(iklu’icre’ 7 Miyosit
\ 7 Eﬁ Keranitosit

={@= CD4 T hicresi_ ¥
. B lenfosit

i\ 4
A ¢ ¥
3 v C CDS8 T hiicresi Sk
Hiimoral Bagisikhik lenfosit

Sekil 1. DNA asisinin hiimoral ve hiicresel bagisikligi uyarmasi
(Qin et al., 2021)’den Tiirk¢e’ve gevrildi.

Geleneksel canli ya da zayiflatilmis asilarla kiyaslandiginda; DNA asilar,
mikroorganizmalarla bulagin olmamasi, hiicresel ve hiimoral bagisikligi uyarmasi, tek asida
farkl antijenleri kodlayan vektoriin tasarlanabilmesi, biiyiik dl¢ekte ve diisiik maliyetli tiretimin
gerceklestirilebilmesi ve depolama sirasinda stabilitesinin yiiksek olmasi gibi ¢esitli avantajlara
sahiptir. Ozellikle agt bilimi alaninda depolama, as1 iceriginin kalitesini yiiksek oranda

korudugu i¢in 6nemli bir faktordiir. Bu nedenle asilarin igerigini korumak ve canliligini
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saglamak i¢in soguk koruma gereklidir. Dolayisiyla DNA asilar1 sogutmaya daha az ihtiyag
duydugundan oldukga pratik ve kararlidir (Silveira et al., 2017; Xu et al., 2014)

"Molekiiler klonlama," yani rekombinant DNA molekiillerinin olusturulmasi, yasam
bilimlerinde biiyiik ilerlemelere Onciiliik etmistir. DNA manipiilasyonu, rekombinant DNA
teknolojisinin uygulama alanlarinin ve karmagikliginin iistel bir sekilde artmasiyla birlikte
kolay hale gelmistir. Gen klonlama, birden fazla DNA parcasinin sorunsuz bir sekilde
birlestirilmesi veya degistirilebilir gen kasetlerinin kullanilmasiyla hizli ve esnek bir sekilde
gerceklestirilerek gen islevinin anlasilmasinda bir patlamaya yol agmistir. Yakin gelecekte,
sentetik biyoloji teknikleriyle yeni bir paradigma ortaya ¢ikabilir ve bu teknikler, herhangi bir
in siliko tanimli DNA yapisinin in vitro kimyasal sentezi yoluyla gen terapisi vektorlerinin,
rekombinant protein iiretim siireglerinin ve yeni asilarin daha hizli bir sekilde olusturulmasini

ve tekrarlanmasini kolaylastirabilir (Ashwini et al., 2016).

Viriisler, virlis DNA'st veya RNA'simnin dendritik hiicrelerin  (DH'ler) tanima
reseptorlerini tetikleyerek aktive edilmesine olanak tanidigi igin as1 gelistirmede umut verici
bir platform olarak kabul edilmektedir. Ancak, viriis vektorlii asilar, rnegin PROSTVAC ve
PANVAC ile yapilan calismalarda oldugu gibi, tek baslarina tutarli klinik faydalar
saglamamstir (Larocca et al., 2011). Ornegin, PROSTVAC-VF adl bir viriis vektor asis,
metastatik kastrasyon direngli prostat kanseri hastalarinda gergeklestirilen bir faz 2
calismasinda OS (overall survival) faydasi gostermistir ancak bu olumlu bulgu, sonraki bir faz
3 galismasinda teyit edilememistir. Faz 3 ¢alismasinin arastirmacilari, PROSTVAC-VF'nin tek
basina yeterli bagisiklik yaniti liretmedigi ya da bagisikligin immiin baskilayici bir mikro ortam
tarafindan engellendigi spekiilasyonunda bulunmuslardir. PROSTVAC-VF'nin kontrol noktasi
inhibitorleri ve/veya diger kanser asilariyla yapilan kombinasyon g¢alismalar1 halen devam
etmektedir (NCT02933255, NCT04020094, NCT03532217, NCT03315871) (Madan, Bilusic,
et al., 2012). Ancak, yakin tarihte gergeklestirilen bir faz 2 denemesi, viral asilarin kontrol
noktasi inhibitorleriyle birlikte yumusak doku sarkomunda sagkalim tizerinde beklenen fayday:
saglamadigin1 ortaya koymustur. PANVAC asisinin pankreas kanseri iizerindeki klinik
arastirmalar ise sinirli sayida yapilmaktadir (NCT00669734) (Van Der Burg et al., 2016).

Diger kanser asi tiirleri

Onceden aciklanan terapétik kanser asilarinin aksine, kanser tedavisinde kullanilan bazi
asilar, anti-timdr bagisikligi olusturmak igin tanimlanmis tiimdr antijenlerini sunmaz, ancak
yine de bagisiklik yanit1 olustururlar. Ornegin, bazt mesane kanseri tiirlerinin tedavisinde onayli
olan Mycobacterium bovis bacillus Calmette—Guérin (BCG) ile intravezikal immiinoterapiler

(yani agilamalar), BCG'nin tiimor-spesifik T hiicrelerinin aktivasyonunu ve tiikenme durumunu
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iyilestirdigini gdsteren son verilerle kanitlanmis olsada, BCG immiinoterapisinin etki

mekanizmasi tam olarak anlasiilmamistir (Ott & Wu, 2019).

Bagisiklik hiicresi infiizyon terapisi

Bagisiklik hiicresi inflizyon terapisi olan hiicresel immiinoterapi, hastanin T
lenfositlerini kullanarak kanser antijenlerini taniyacak sekilde genetik olarak diizenlenmis, in
vitro olarak genisletilmis ve ardindan antijen spesifik T hiicresi bagisikligini uyarip

giclendirmek amaciyla hastaya enjekte edilen bir kanser immiinoterapisi yaklasimidir

(Blumenschein et al., 2022).

Kimerik antijen reseptorii T (CAR-T) hiicre tedavisi (CAR-T hiicre tedavisi)

CAR-T hiicre tedavisi, hiicresel immiinoterapide umut verici bir yaklagim olsada,
NSCLC’de etkisi yeterli bulunmamaktadir. Bunun temel sebebi, uygun antijen hedeflerinin
bulunmamasidir (Jie et al., 2021; Wallstabe et al., 2019). NSCLC hastalarinda yiiksek diizeyde
eksprese edilen akciger spesifik X (LunX) baz alinarak, LunX’i hedefleyen CAR-LunXT
hiicreleri olusturulmus ve LunX pozitif tiimor hiicrelerini Oldiirebildigi gdsterilmistir
(Wallstabe et al., 2019). DLL3 hedefleyen bir CAR, fare akciger kanseri modelinde etkili
olmustur (Jaspers et al., 2023). Ancak, kati1 tiimorlerin heterojen yapisi ve mikrogevresi, CAR
T hiicre tedavisinin etkinligini sinirlayan 6nemli engeller olusturabilmektedir. Lokal tedavi ile
birlesen CAR T immiinoterapisi, timor mikrogevresini (TME) diizenleyerek tedavi etkinligini
artirabilir. Mikrodalga ablasyonu, TME’yi sekillendirip AXL-CAR T hiicrelerinin etkinligini
artirirken, fototermal-nanokatalitik nanoenzimler B7-H3 CAR T hiicrelerinin aktivasyonunu ve

infiltrasyonunu artirarak terapotik engelleri iyilestirmistir (Cao et al., 2022; Zhu et al., 2021).

Tiimor infiltrasyonu yapan lenfositler (TIL'ler)

TIL'lerin adaptif hiicre transferi (AHT), immiin kontrol noktasi inhibitorleri ile tedavi
edilen NSCLC hastalarinda klinik etki gostermis ve TIL-AHT'ye yeniden ilgi uyandirmistir
(Shahetal., 2022). In vitro olarak genisletildiginde, TIL'ler timor hiicrelerini 6ldiirebilmektedir
(Lipp et al., 2022). PIK-93 ve anti-PD-L1 antikorlarinin kombinasyonu, tiimor biliylimesini
inhibe ederek TIL’lerin (tiimdr infiltrasyonlu lenfositler) sayisini artirmustir (Lin et al., 2023).
Etkinlik ve giivenlik agisindan, TIL'ler metastatik akciger kanseri i¢in potansiyel bir tedavi

segenegi sunabilir (Creelan et al., 2021).

Akciger kanseri immiinoterapisinde onkolitik viriisler (OV'ler)

Onkolitik virlisler (OV’ler), tiimor hiicrelerini secici sekilde hedefleyerek giiclii

antitimor bagisiklik yanitlar: tetikleyebilen, dogal ya da miihendislik yoluyla iiretilmis
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enfeksiyoz patojenlerdir (Lahiri et al., 2023; Sun et al., 2022) Ornegin, onkolitik parainfluenza
viriisii, akciger kanseri tedavisinde potansiyel tasiyan bir ajan olarak 6ne ¢ikmaktadir (Varudkar
etal., 2021). Akciger kanseri tedavisinde, onkolitik influenza viriisii enfeksiyonunun ve B7-H3
immiin kontrol noktas: inhibitdriiniin kombinasyonu, sinerjik bir onkolitik etki ile birlikte
bagisiklik modiilasyonu saglamigtir (Masemann et al., 2021).1L-10 ve onkolitik adenoviriis Ad-
hTERT'in kombinasyonu, timordeki CD8* T hiicrelerinin sayisini artirarak anti-Lewis akciger
kanseri tizerinde 6nemli bir etki yaratmustir (D. Chen et al., 2021). Onkolitik adenoviriis ve
ekstroseliiler vezikiiller icinde kapsiillenmis paklitaksel, insan akciger kanseri lizerindeki
hayvan ksenograft modellerinde tiimor biiylimesini azaltabilmistir (Garofalo et al., 2018).
Modifiye onkolitik miksoma viriisii ile diisiik doz cisplatinin kombinasyonu, bagisiklik hiicresi
infiltrasyonu ile iligkili sitotoksisiteyi indiikleyerek akciger kanseri hastalarinda hayatta kalma

oranini dnemli dlgiide artirmistir (Kellish et al., 2019).

Akciger kanseri igcin immiin kontrol noktast inhibitorleri (1CI1s)

Akciger kanserinin tedavisinde kullanilan immiin kontrol noktasi inhibitorleri (ICIs),
PD-1, PD-L1, sitotoksik T-lenfositleri ile iliskili protein (CTLA-4) ve diger inhibitorlerin
kullanimini igeren bir dizi ajani kapsar (S. Wang et al., 2023). Immiin kontrol noktasi
inhibitorlerine dayali ¢ok sayida klinik deneme yapilmis ve giliglii antitimor etkinlik
gdstermistir. Ilging bir sekilde, immiin kontrol noktasi inhibitorleri tedavisi altinda, timor
drenaj1 yapan lenf diiglimleri benzersiz bir yanit modeli gostermistir; bu da akciger kanseri
tedavisinde immiinoterapinin etkinligini potansiyel olarak artirmak i¢in kullanilabilir oldugunu
gostermektedir (H. Yang et al., 2022). Statinler, PD-L1 ifadesini baskilayabilir ve immiin
kontrol noktast blokaj tedavisiyle kombinasyonu, akciger kanseri tedavisinin etkinligini
artirabilir (Mao et al., 2022). Ayrica, erastin, PD-L1'e duyarlilig1 artirarak akciger kanseri
ilerlemesini etkili bir sekilde inhibe edebilir (Tang et al., 2023). FOXM1'in hedef alindigi kii¢iik
interferans RNA knockdown veya tiostrepton tedavisi, NSCLC tiimorlerinde PD-L1
seviyelerini onemli Olgiide diisiirebilir. Hayvan modellerinde yapilan arastirmalar, bu
tedavilerin tiimor biytkligini kiigliltebilecegini ortaya koymustur (Madhi et al., 2022).
Ancak, immiin kontrol noktasi aktivitesinin baskilanmasi, inflamasyonla ilgili yan etkilere
neden olabilir ve bu da saglikli dokulara zarar verebilir (Tiu et al., 2022). Bu nedenle, ICl'lerin
NSCLC hastalarini tedavi etmedeki etkinligi ve glivenligi dikkatlice degerlendirilmelidir (M.
Zhang et al., 2022).
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Kanser Asillarimin Tasarimi

Akademi ve endiistri tarafindan yillarca gelistirilen terapotik kanser asilarinin sinirlt
basarisi, beklentilerin neden karsilanmadigini ve basarili gelistirme oniindeki engellerin nasil
asilabilecegini sorgulamaktadir. Antijen immiinojenligi, antijen sunumu ve kanser hiicrelerinin
bagisiklik sisteminden nasil kagtigi konusundaki anlayistaki ilerlemeler, onceki ¢aligsmalarin
suboptimal antijen hedefleri ve as1 tasarimlarini kullandigini gostermektedir(Schlom, 2012).
2016'da Melief ve arkadaslari, kanser asilarinin basarili olmasi igin gerekli nitelikleri
belirlemislerdir (Van Der Burg et al., 2016). Kisaca, bu nitelikler, sitotoksik ve yardimci T
lenfositlerin iki mekanizma ile genis ¢apta uyarilmasiin 6énemini vurgulamaktadir: (1) her iki
T hiicresi popiilasyonunu da uyaran uygun antijenlerin se¢imi ve (2) timaor antijenlerinin aktive
edilmis DH'lere (dentritik hiicre: antijen sunan hiicre (ASH)) yogun sekilde iletilmesini
saglayan mantikli as1 tasarimlari. Disaridan alinan tiimor antijenlerinden tiiretilen epitoplar,
sirastyla MHC smif I ve MHC simif IT molekiillerine yiiklenebilir, bu da sitotoksik ve yardime1
T lenfositleri uyarmaktadir (Melief et al., 2015). Son on y1l iginde, terapétik kanser asilari, daha
etkili immiinojenite saglamak, uygun antijenleri secmek ve yapisal tasarimlarini gelistirmek

amaciyla iyilestirilmistir.

Uygun antijen secimi

Kanser agilari, etkili bir tedavi i¢in dogru antijenlerin secilmesine dayanir. Bu segim,
bagisiklik yanmitint giiclendirir, kanser kok hiicrelerini hedef alarak niiksii dnler ve normal
hiicrelere zarar vermez (Hollingsworth & Jansen, 2019). Ancak, uygun antijenleri belirlemek
zordur ¢linkii ¢ok fazla potansiyel antijen vardir. Ortak TAA'lar (tiimor spesifik antijenler),
genellikle kanser hiicrelerinde normal hiicrelerden farkl: olarak ifade edilen proteinlerdir. Bu
antijenler, asilarin gelistirilmesinde énemli rol oynamaktadir (Melief et al., 2015). One ¢ikan
orneklerden birt WT1 proteini olup, hedef alan asilar bazi erken asama c¢aligmalarda olumlu
sonuglar gostermistir. Bununla birlikte, tiimorler kendilik proteomuna benzer 6zellikler
tagtyabilen mutasyonlar i¢erdiginden, bagisiklik sistemi bu mutasyonlara kars1 daha giiglii bir

yanit verebilir (Cheever et al., 2009).

Neoantijenler, kanser hiicrelerindeki genetik degisikliklerden kaynaklanir ve kanserin
0zgil bir 6zelligi olan bu antijenler bagisiklik sistemi tarafindan daha iyi taninir. Bu antijenlerin
tespiti i¢in gelismis genetik analizler kullanilir ve bu siire¢ hizla ilerlemektedir (Gubin et al.,
2015). Erken asama klinik ¢alismalar, kisisellestirilmis neoantijen asilarinin giivenli oldugunu
ve bagisiklik yanitlarimi artirabilecegini gostermektedir. Ancak, tiimorlerin mutasyon ytkii
diisiik oldugunda bu tedavi yonteminin etkinligi daha belirsizdir. Bununla birlikte, bu tiir asilar

gelecekte kanser tedavisinde biiyiik bir potansiyel tasimaktadir (Duperret et al., 2019).
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Neoantijen asilarimin optimizasyonu

Neoantijen asilarinin iyilestirilmesi amaciyla pek ¢ok arastirma halen devam etmektedir.
Hangi mutasyona ugramis peptitlerin en gii¢lii anti-tiimor T hiicresi yanitlarimi tetikleyecegini
daha dogru tahmin etmek igin etkin maliyet ve verimli is akislar1 aragtirilmaktadir (Tran et al.,
2019). Ayrica, DNA tabanli neoantijen asilarinin giiglii sitotoksik Tlenfositleri ile yonlendirilen
anti-timor yanitlart olusturabilecegi ve timor ilerlemesini geciktirebilecegi yoniinde 6n klinik
verilerle desteklenen yenilik¢i neoantijen as1 tasarimlart da incelenmektedir (Duperret et al.,
2019). Ayrica, yeni tan1 almig glioblastoma hastalarinda hem TAA'lar hem de neoantijenlerin
birlestirilmesiyle yapilan bir yaklasim, antijenik hedef karisimlarinin, merkezi bellek sitotoksik
ve yardimci T hiicreleri tarafindan siirdiiriilebilir anti-timor yanitlar1 saglayabilecegini

gostermektedir (Hilf et al., 2019).

Adjuvanlarin rolii

Etkili kanser asilari, bagisiklik sistemini aktive etmek i¢in antijen sunumu ve dendritik
hiicreleri (DH) kullanir. Ancak, DH'lerin olgunlagsmasinin ve islevlerinin baskilanmasi,
kanserin bagisiklik sisteminden kagmasina neden olur (Bowen et al., 2018). Ayrica, baz1 DH
alt gruplar1 olgunlasmamis olup, bagisiklik sistemine kendilik toleranst mesajlar1 gonderir. Bu
nedenle, immiinostimiilatér adjuvanlar igermeyen asilar, bagisiklik sistemini zayiflatabilir.
DH'leri aktive eden adjuvanlar, etkili kanser asilar1 igin kritik bir bilesendir (Wilson et al.,
2004).

Kanser asilarinin gelistirilmesinde dikkate deger bir ilerleme, bagisiklik sistemi
uyandirabilen patern tamima reseptorlerini (TLR'ler, NLR'ler, RLR'ler vb.) aktive eden
adjuvanlarin kullanimidir. Ozellikle peptit bazli agilar igin bu adjuvanlar énemlidir, ciinkii
peptit antijenleri bagisiklik sistemine tehlike sinyali vermez (Melief & van der Burg, 2008;
Schlom, 2012) Bu sinyalin eksikligi durumunda, bagisiklik sistemi etkili bir anti-timér yaniti
veremez. TLR agonistleri gibi adjuvanlar hem preklinik hem de klinik ¢aligsmalarda olumlu
sonuglar vermistir. Peptit antijenleri ve TLR agonistlerinin birlikte verilmesi, DH
aktivasyonunu ve tiimor karsiti yanitlart artirmistir. Ancak, hangi adjuvanin en uygun oldugu
konusunda hala belirsizlikler bulunmaktadir (Bonam et al., 2017; Hollingsworth & Jansen,
2019).

Adjuvan Olarak GM-CSF

Graniilosit-makrofaj koloni uyarici faktor (GM-CSF), 2.5 kb uzunlugunda ve dort ekzon
iceren bir mRNA tarafindan kodlanmaktadir. 23 kDa agirliginda, glikozillenmis ve monomerik
bir protein olarak salgilanmaktadir (Farrar et al., 1988). insan GM-CSF’si, sinyal peptidi igeren
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bir 6ncli formdan tiiretilmektedir. Bu sitokin, makrofajlar, mast hiicreleri, T hiicreleri,
fibroblastlar ve endotel hiicreleri gibi farkli hiicre tiirleri tarafindan tiretilir ve bagisiklik yaniti
ile inflamasyon siireglerinde rol oynar. Normal sartlar altinda, GM-CSF seviyesi diisiik
kalirken, bagisiklik tepkileri sonucu bu seviye 6nemli 6lgiide artabilmektedir. GM-CSF; uygun
ortak uyarict sinyallerle birlikte T hiicre reseptoriiniin antijenle baglanmasindan sonra
aktiflesen T hiicreleri tarafindan tiretilmektedir. GM-CSF'nin T hiicreleri iizerindeki etkilerinin
biiyiik bir kisminin, antijen sunan hiicreler (ASH'ler) araciligiyla dolayl yoldan gergeklestigi
disiiniilmektedir. Ayn1 zamanda GM-CSF'nin, dentritik hiicrelerinde (DH) iginde bulundugu
ASH’lerin gelisiminde ve olgunlagsmasinda kritik oldugu gdsterilmistir. GM -CSF'nin bagisiklik
sisteminde in vivo olarak en ¢ok ¢alisilan etkileri, T hiicreleri ve ASH'ler arasindaki etkilesimin
kritik oldugu anti-tiimor bagisikligidir. Bu etkilesimin sonucu, DH'ler tarafindan bir "tehlike"
veya '"tolerojenik" bir sinyalin alinmasina bagli olarak kanser hiicrelerinin kaderi
belirlenmektedir (Shi et al., 2006). Diger yandan, GM-CSF'nin makrofajlar, nétrofiller, antijen
sunan hiicreler ve T hiicrelerinin ¢ogalmasini, farklilasmasini ve aktive olmasim tetikledigi

saptanmustir (Wada et al., 1997) (Sekil 2).
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Sekil 2. GM-CSF’nin dentritik hiicre olgunlagsmasin1 ve efektdor T hiicre aktivasyonunu
uyarmast

(Kaufman et al., 2014)’den Tiirk¢e’ye gevrildi.

GM- CSF’yi adjuvan olarak kullanan bazi kanser DNA agilar1 sunlardir; Shi ve ark.
(2006); GM-CSF'nin, bosaltilan lenf diigiimiindeki antijen sunucu hiicre yogunlugunu ve
antijene 0zgli T hiicrelerinin sikligin1 ve IFN-y salgilama miktarini artirarak oto-immiin bir

yaniti, bir anti-tiimor yanitina doniistiirdigiinii belirtmislerdir (Shi et al., 2006). Ruan ve ark.

18



(2017); daha 6nce calistiklart Miisin-1 ve VEGFR2 genini klonlayarak yapmis olduklart DNA
asisinin etkinligini arttirmak i¢in baska bir plazmite GM-CSF adjuvan genini klonlayarak iki
plazmitten olusan bir DN A asis1 tasarlamislardir. Intramuskuler olarak enjekte ettikleri alojenik
akciger kanseri modeli olusturulan farelerde 6nceki ¢alismalarina kiyasla timor hacminin daha
fazla kiigiildiigiinii ve farelerin daha uzun siire hayatta kaldigin belirtmislerdir (Ruan et al.,
2017). Bu sonuglar 1s18inda ve GM-CSF proteininin yukarida belirtilen 6zelliklerinden dolay1
GM-CSF geni veya proteini, molekiillerin as1 ¢alismalarinda sik¢a kullanilmaktadir. Bu tez
calismasinda GM-CSF geni, giiglii bir adjuvan olarak bagisiklik sistemini destekleyerek immiin

yanit1 artirmak amactyla pVAXI igerisine klonlandi.

immiin Kontrol Noktas1 inhibitorii Olarak CTLA-4

Sitotoksik T-lenfosit antijeni (Ag)-4 (CTLA-4; CD152); T lenfositlerin yiizeyinde ifade
olan, immiin kontrol noktasi olarak iglev goren bir yilizey proteinidir (Hodi et al., 2010). CTLA-
4 aracili immiin kontrol noktasi, lenf diigiimlerinde ve diger ikincil lenfoid organlarda (SLO'lar)
yer alan ve antijeni taniyan naif T hiicrelerinin hazirlik asamasi sirasinda T hiicresinin
antijenlere ilk yanit1 esnasinda indiiklenmektedir (Pardoll, 2012). T hiicresi aktivasyonu
sirasinda, hem CD4" yardimci T hiicreleri hem de CDS8™ sitotoksik T hiicreleri tizerinde bulunan
T hiicre reseptorii (THR), antijen sunan hiicreler (ASH'ler) tizerindeki major histo-uyumluluk
kompleks (MHC) molekiillerinde yer alan antijenlere baglanir. Bu baglanma, T hiicre
aktivasyonu i¢in ilk sinyali saglamaktadir. Ancak bu sinyal, T hiicrelerini etkin bir sekilde
aktive etmek icin yeterli degildir. T hiicre yiizeyinde ifade olan bir bagka reseptdr molekiil ise
CD28 molekiiliidiir. T hiicrelerinin efektor hale gelebilmesi i¢in yukarida anlatilan baglanmaya
ek olarak ikincil uyarilar denen uyarilar1 da almasi gerekmektedir (Rowshanravan et al., 2018)
hiicrelerinin bu ikincil uyarilar1 alabilmesi i¢in ASH’lerin ylizeyinde bulunan B7 molekiiliiniin,
T hiicre yiizeyindeki CD28 reseptoriine baglanmasi gerekmektedir. Saglikli bireylerin T
hiicrelerinde bulunan CD28 reseptorii, yine T hiicrelerinin ylizeyinde bulunan CTLA-4
molekiiliinden daha fazla ve daha once ifade olarak T hiicre ylizeyine ekzositoz ile yerlesir.
Ancak kanserli bireyin T hiicrelerinde ise bu durum tam tersidir. Bu durumda kanserli bireyin
T hiicrelerinin yiizeyinde bulunan CTLA-4 molekiilii, CD28 molekiiliinden daha fazla ve daha
once ifade olacagidan ASH’lerin yiizeyindeki B7 molekiillerine baglanarak CD28:B7
baglanmasini dolayli olarak engellemis olur (Glaffig et al., 2018; Qureshi et al., 2011) Boylece
T hiicreleri gerekli ikincil uyarilar1 alamadiklar i¢in aktiflesip efektor hale gegemezler ve
kanser hiicreleriyle savasamazlar (Sekil 3). Kanserin T hiicrelerinde neden oldugu bu anormal
durumun tistesinden gelip tekrar T hiicrelerinin aktiflesebilmesi i¢in CTLA-4 bagisiklik sistemi

kontol noktasinin blokajlanmasi diistiniilmiistiir. Yani kanserli bireyin T hiicrelerinin aktive
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olup tekrar efektor hale gelebilmesi igin CTLA-4:B7 baglanmasinin, anti-CTLA-4 antikoru ile
engellenmesi gerekmektedir. CTLA-4:anti-CTLA-4 baglanmasi gergeklestiginde serbest kalan
CD28 reseptorii, saglikli bireyde oldugu gibi B7 molekiiliine baglanir. Sonugta T hiicre
aktivasyonu tamamlanir ve ardindan T hiicresi efektor hale geger (Jacobs et al., 2008; Yokosuka
et al., 2010) (Sekil 3). CTLA-4 antikoru kullanimi ile tiimér ve immiinosupresif TME (timor
mikrogevre)’ye karst bagisiklik tepkilerinden yararlanma kanser immiinoterapisi i¢in yeni bir
cag agmistir (Leach et al., 1996; Sharma & Allison, 2015). CTLA-4 antikor (Ab) ilaci,
ipilimumab, 2011 yilinda ABD Gida ve Ilag¢ Dairesi (FDA) tarafindan kanser tedavisi icin
onaylanan ilk bagisiklik kontrol noktast blokaj (ICB) ilacidir ve ¢ok sayida hastada faydal
olmustur (Snyder et al., 2014; Thompson & Allison, 1997).

a
T hiicre ) N
aktivasyonunun _— TlTucresmln
inhibisyonu " poliferasyonu

STLA-4 J}

Tumor dokusuna
T hiicresinin
gog etmesi

Sekil 3. CTLA-4 ve T hiicre arasindaki iliski; a) T hiicre inaktivasyonu, b) T hiicre
aktivasyonu

(Alard et al., 2020)’den Tiirkge’ye ¢evrildi.

CTLA-4 antikoru veya CTLA- 4 genini bagisiklik kontrol noktasi blokajlamasi (ICB)
olarak kullanan baz1 kanser asis1 ¢calismalar1 su sekildedir. Mai ve ark. (2016) prostat kanseri
fare modellerine uygulanmak tizere spesifik antijen olan PSCA ve immiin blokajlamay1
yapacak CTLA-4 genini igeren DNA asisi tasarlamiglardir. Bu DNA asisinin farelerde sadece
yiikksek seviyede anti-PSCA antikoru iiretmekle kalmayip ayni zamanda PSCA spesifik
sitotoksik T hiicre cevabini artirmistir. Ayrica CTLA-4 ve PSCA genini birlikte tagryan DNA
asisinin, sadece PSCA genini tasiyan DNA agisina kiyasla farelerde tiimor biiyiimesini daha

giiclii bir sekilde engelledigini belirtmislerdir (Mai et al., 2016). Ote yandan Zhao ve ark.
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(2017), bobrek kanseri fare modellerinde G250 genini ve CTLA-4 antijeninin ekstraseliiler
domainini birlikte ifade eden bir DNA asisiyla G250’ye spesifik T hiicre sayisinin arttigini
belirtmislerdir. Ayn1 sekilde G250 ve CTLA-4 antikorlarinin da oldukg¢a fazla arttigini
belirtmislerdir. Ayni zamanda tiimor bliylimesinin inhibisyonunun sadece G250 veya sadece
CTLA-4 ifade eden plazmitle agilanan farelere kiyasla G250 ve CTLA-4 ifade eden plazmitle
asilanan farelerde ¢ok daha gii¢lii oldugunu gostermislerdir (Zhao et al., 2017). Kos ve ark.
(2019), 1se pVAX1 vektoriine cilt kanserine karsi spesifik immiin cevabin artmasini saglayan
ovalalbumin (OVA) genini ve IL-2 adjuvan genini klonlayarak yapmis olduklart DNA asisiyla
birlikte immiin sistem blokajin1 inhibe eden CTLA-4 ve PD-1 antikorlarini da kullanmislardir.
Boylece intramuskuler olarak asilanan cilt kanseri modeli olusturulan farelerde OVA proteinine
spesifik CD8" T hiicrelerinin sayisinin artmis oldugunu belirtmislerdir. Ancak CTLA-4 ve PD-
1 antikorlarinin uygulanmadigi sadece pVAX1-OVA DNA asisinin uygulandigi fare grubunda
ise CD8* T hiicrelerinin timor bolgesine ulasamadigini gostermislerdir (Kos et al., 2019).
CTLA-4 as1 calismalariyla ilgili literatiir taramasi bize; CTLA-4’1lin ast uygulamalarinin sadece
antikor formunda degil, CTLA-4 geninin vektore klonlanarak DN A asis1 olarak uygulandiginda
da antikor olarak uygulanan ¢alismalarda ki gibi ayni etkiyi yaptigini gdstermistir. Ciinkii DNA
asisinda bulunan CTLA-4 geni de as1 uygulandiktan sonra hiicre igerisinde CTLA-4 proteinine
doniisiir. Viicutta CTLA-4 proteinini yabanci olarak algilayip bu proteine karst anti-CTLA-4
antikoru tretir. Viicudun kendisi tarafindan tiretilen bu antikor, ticari olarak iiretilen ve suan da
tedavi amagh kullanilan ipilumumabR antikoru gibi aym amagla kullamlabilir (Snyder et al.,
2014). Bu sonuglar 1s1ginda ve CTLA-4 proteininin yukarida belirtilen 6zelliklerinden dolay1
CTLA-4 geni veya proteini, molekiillerin as1 ¢alismalarinda sik¢a kullanilmaktadir. Bu tez
caligmasinda CTLA-4 geni, T hiicrelerinin aktivasyonunu tamamlayarak onlarin etkili hale

gelmesini saglamak amaciyla; pVAX1-GMCSF igerisine klonlandi.

Ortak Tiimér iliskili Antijen Olarak Muc-1 Proteini

Miisin-1(Muc-1) proteini; akciger, meme, pankreas, bobrek, kadin iireme sistemi ve
mide’nin ¢ogu glandiiler epitel hiicresinin sadece apikal yiizeyinde ifade olan yiiksek oranda
glikozillenen, molekiiler agirligt 200 kDa’dan biiyiik olan bir transmembran proteinidir
(Gendler et al., 1990). Miisin-1 geni; akciger kanseri, yemek borusu kanseri, mide kanseri,
meme kanseri, yumurtalik kanseri ve diger kanser tiirlerinde anormal derecede ifade olmaktadir
(Hayes etal., 1986; Safi et al., 1991). Miisin-1‘in biyolojik yapisi, birbirine kovalent bagla bagl
olmayan C-terminal ve N-terminal fragmentinden olusmaktadir. Membran yiizeyinde bulunan
N-terminal fragmenti; sinyal peptidi (30-90), degisken sayidaki ardisik tekrar dizileri olan

VNTR (Variable number tandem repeat bolgesi) bolgesini icermektedir (Henderson et al.,
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1998). Her  VNTR, 20 amino  asidin (HGVTSAPDTRPAPGSTAPPA)/
(VITSAPDTRPAPGSTAPPAHG) degisken sayida tandem tekrarlarint (VNTR; 20-120 tekrar)
iceren bir tip | transmembran proteindir ve tekrar dizileriyle ¢evrili kusurlu diziler icermektedir
(Creaney et al., 2008). VNTR bolgesi; T lenfositlerin baglanmasi i¢in gerekli epitoplar
(PDTRPA) igerdiginden immiinoterapi i¢in potansiyel bolgedir. Ayrica serin ve treonin
kalintilar1 agisindan zengindir (Gendler et al., 1991; Y. F. Gong et al., 2017). Miisin
proteinlerinin yliksek oranda glikozilasyonu; bu proteinlere yiiksek yogunluk ve hidrodinamik
hacim saglar, bu da proteinin biyolojik fonksiyonu i¢in olduk¢a gereklidir (Y. S. Kim, 1992).
Ancak malign timorlerde asir1 ekspresyona ugrayan Miisin-1 geni yetersiz glikozilasyona ugrar
(Sekil 4). Dolayistyla bu peptit geninin asir1 ifadesi ve yetersiz glikozilasyonu, bu geni timdor
iligkili antijen olarak teropik agidan potansiyel hedef yapmaktadir (Braun et al., 1998; Y. Li &
Cozzi, 2007).
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Sekil 4. Normal musin-1 ve tiimér iliskili musin-1 proteininin farkliliklari.
(Tong et al., 2024)’den Tiirkge’ye ¢evrildi.

Miisin-1 geni ile yapilan baz1t DNA asi ¢aligmalar1 su sekildedir. Zhang ve ark. (2018),
immiin sistem blokajin1 kontrol eden PD-1 antijen genini tiimor antijen geni olan Miisin-1
VNTR ve survivin genleriyle birlikte klonlayarak kolon ve akciger kanserine karsi
olusturduklart DNA asisinin, 6nceki ¢alismalarinda kullandiklari Miisin-1 ve survivin igeren
DNA asisina kiyasla PD-1’in oldugu DNA asisinin tiimor baskilamasin1 %17’den %30°a
cikardigini ve CD8" T hiicre sayisini ise 6,5 kat arttirdigi bildirmistir (Liu et al., 2018). Aym
zamanda Zhang ve ark. (2008), Miisin-1 VNTR ve IL-2 genleriyle kombinledikleri DNA
asisinin, farelerde hem hiimoral hemde hiicresel bagisikligi artirdigini ve bu DNA asisinin
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Miisin-1’ i ¢cok fazla ifade eden tiimorlere karsi koruyucu ve tedavi edici 6zellikte oldugunu da
belirtmislerdir (S. Zhang et al., 2008). Yine Zhang ve ark. (2008), 9 tekrarli Miisin-1 VNTR
peptid genini VR Okaryotik ekspresyon vektoriine klonlayarak DNA ast  konstrakti
tasarlamiglardir. Bu DNA as1 konstraktt Lewis lung carcinoma (LLC) hiicre hattina
lipofektamin aracilifiyla aktarilmustir. Ast konstraktiyla transfekte olan LLC hiicreleriyle
C57/BL6 fareleri asilanmistir. Boylece farelerde akciger kanseri timdr modeli
olusturmuslardir. Timdr baskilamasinin, bos vektorle asilanan farelere kiyasla ilgili geni
bulunduran DNA asisiyla asilanan farelerde oldugunu belirtmislerdir (ZHANG et al., 2008).
Bununla birlikte Zhang ve ark. (2012), kolon kanseri i¢in yaptiklart bir bagka ¢alismalarinda
Miisin-1 VNTR peptid genini iceren DNA asisiyla asilanan goniillii hastalarin serumlarmda
spesifik antikor seviyesinin %18,5 arttigim bildirmislerdir (Y. Q. Wang et al., 2012). Diger
yandan Wang ve ark. (2014), Miisin-1 VNTR peptid genini adenoviral vektdore klonlayarak
olusturduklar1t DNA asisin1 farelere DDA/MPL olarak adlandirilan lipit nanopartikiiliinii
kullanarak uygulamislardir. Uygulama sonucunda antijene spesifik T hiicrelerinin salgiladig
IFN-y seviyesinin 2 kat arttigin1 gdstermislerdir. Ayn1 zamanda cilt kanseri timor modeli
olusturulmus farelerde, DNA asisina spesifik immiin cevap olarak tiimor biliylimesinin %60
oraninda inhibe oldugunu gostermislerdir (Y. Wang et al., 2014). Ayni sekilde Gong ve ark.
(2017)* da; pVAXI ekspresyon vektoriine Miisin-1 VNTR peptid dizisini klonlamiglardir.
Ayrica bu peptid dizisinin (GVTSAPDTRPAPGSTAPPAH) C terminal ve N terminal
bolgesine ayr1 ayrit PDTRP aminoasit dizisini de ekleyerek pVAX1 vektoriine klonlamislardir.
C terminal ve N terminal bdlgesine ayr1 ayr1 eklenen PDTRP aminoasit dizisinin T hiicre
aktivasyonuna olan etkisine bakmislardir. C terminal bolgeye eklenen aminoasit dizisinin hem
in vivo’da hemde in vitro’da daha giiclii immiin yanit1 tetikledigini belirtmiglerdir. Benzer
sekilde C terminal bolgeye eklenen aminoasit dizisinin spesifik CD8" T lenfositlerinden
salgilanan IFN-y tretimini de arttirdigimi gostermislerdir (Y. F. Gong et al., 2017). Bu
sonuglardan yola ¢ikilarak ve Muc-1 proteinlerinin yukarida bahsedilen 6zelliklerinden dolay1
Muc-1/ Muc-1 VNTR geni veya proteini, molekiillerin as1 c¢alismalarinda sikga
kullanilmaktadir. Bu tez ¢alismasinda Miisin-1 VNTR (Mucl-VNTR) peptid dizisi; timorle
iligkili bir antijen olarak asinin etkinligini artirmak amaciyla DNA as1 konstraktlarini

olusturmak i¢in pVAXI1-CTLA4-GMCSF igerisine klonlandi.

Deney Hayvanlarinin Temel ve Uygulamal Bilimlerdeki Rolii

Temel biyoloji (6rnegin, enfeksiyon hastaliklari, immiinoloji, onkoloji, néroloji,
endokrinoloji ve davranis bilimleri) ¢alismalarinda kullanilan modeller, temel ve uygulamali

bilimlerde hayvan modellerinin en iyi araglar oldugunu ortaya koymustur. Cogu taninmis
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arastirma merkezi/institiisii, hayvan modellerini gelistirmek ve siirdiirmek i¢in tam donanimli
hayvan tesislerine sahiptir. Diger enstitiiler ise yiiksek diizeyde bilimsel arastirma merkezi

statlisii kazanmak i¢in hayvan tesislerini kurma agamasindadir.

Hayvan modelleri ve insanlarla benzerlik

Uygun bir hayvan modeli gelistirmek i¢in anatomi ve fizyoloji bilgisi sarttir. Insana
genetik veya taksonomik olarak uzak olan tiirler bile, hiicre sinyalizasyonu, gelisim biyolojisi
ve ndrobiyolojinin temel ilkelerini incelemek i¢in kullanilabilir. Bir hayvan modeli insanla ne
kadar uyumluysa, fizyolojik ve patofizyolojik siireglerinin insan siireglerine benzerligi de o
kadar artar. Bu benzerlik derecesi "sadakat" kavramiyla tanmimlanir. Insana ¢ok yakin olan
yiiksek sadakatli hayvan modelleri, genellikle biiyiik avantajlar sunar; ancak bu tiir modelleri
gelistirmek oldukga karmasiktir. Buna ragmen, patofizyolojinin temel sorularimi ¢6zmek igin

en avantajli modellerden biridir (Pandey & Dvorakova, 2019) .

Hayvan modellerinin tiirleri

Hayvan modelleri, kullanimlarina gore asagidaki sekilde siiflandirilir:

a. Kegsifsel Modeller

Biyolojik sistemlerdeki mekanizmalar1 anlamayi hedefler. Temel arastirmalarda veya

hastalikli ya da anormal biyolojik islevlerle iligkili mekanizmalar {izerinde c¢alismak igin

kullanilir (Balls, 2013).

b. Aciklayict Modeller

Zorlu biyolojik problemleri ¢6zmeyi amaglar. Bu model sistemi sadece hayvan
kullanimima dayanmak zorunda degildir; karmasik mekanizmalart ¢6zmek i¢in fiziksel,

biyoenformatik veya matematiksel model sistemleri de olabilir (Balls, 2013).

C. Ongoriicii Modeller

Preklinik ve uygulamali arastirmalarda siklikla tercih edilen, insanlarda potansiyel
etkileri incelemek amaciyla tasarlanmis 6zel bir hayvan modelidir. Ayn1 zamanda tedavilerin
etkisini kesfetmek, tedavi degerlendirmesi, farmakokinetik/farmakodinamik incelemeler ve
ilaclarin toksisite degerlendirmesi igin kullanilir (Andes & Craig, 2002; Lodise & Drusano,
2014)
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Herhangi bir hastalik icin ila¢ gelistirme siireci ve subkutan tiimor modelleri

Herhangi bir hastalik i¢in ilag gelistirme siireci, birgok asamadan olusan, yillar siirebilen

ve yliz milyonlarca liraya mal olabilen bir siirectir (Ireson et al., 2019).

tlag kesfi ilac geligtirme
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Sekil 5. Klinik 6ncesi kanser ilac1 gelistirme
(Stribbling & Ryan, 2022)’den Tiirkce’ye ¢evrildi.

Ilag gelistirme siirecinin ilk adimlari, hiicresel bir hedefin belirlenmesi, secilmesi ve
dogrulanmasin igerir. Bunu, bilesik kiitiiphanelerinin taranmasi gibi yontemlerle potansiyel
ilag adaylarmin belirlenmesi ve en umut verici adaylarin kimyasal veya biyolojik
optimizasyonu takip eder. Siirecin sonunda, basarili klinik ¢alismalarin (Faz I-III) ardindan
yeni bir ilacin diizenleyici kurumlar tarafindan onaylanmasi yer alir (Herter-Sprie et al., 2013).
flag adaylarimin preklinik analizleri, siire¢ boyunca in vitro ve in vivo’ yu kapsayan baslangigtan
son asamaya kadar uzanan bir degerlendirme igerir. Bu c¢alismalar arasinda
toksikoloji/giivenlik, farmakokinetik, metabolizma, farmakoloji, biyobelirtec etkileri ve
terapdtik etkinlik yer alir; timdr modelleri, 6zellikle son {i¢ ¢alisma tiiriinde en kritik rolii oynar

(Damia & D’Incalci, 2009).

Timor modelleri kurulum agisindan karmasik olabilir, ancak bu modeller, tiimor
biliylimesi, metastaz ve tedavinin etkileri hakkinda ilag gelistirme ve klinik ¢alismalara 151k
tutabilecek degerli bilgiler saglayabilir. Subkutan timér modeli, uygulanmasi kolay bir
yontemdir ve genellikle daha gelismis tiimor modellerine gegmeden Once tercih edilir (A. S.
Ahmad et al., 2015; Morton & Houghton, 2007) Ozellikle, in vitro farmakolojik profilinin
cikarlldigi ayni insan veya fare tiimor hiicre hatlari genellikle farelerde subkutan olarak

nakledilebilir ve biiyiitiilebilir. /n vitro ve in vivo biyolojik etkilerin karsilastirilmas, bu siirecte
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onemli bir asamadir. Subkutan tiimorler, 2D ortamdan daha karmasik bir 3D yapiya sahip olup,
ilag dozlari, hedefinhibisyonu ve tiimor biiyiimesi gibi fenotipik etkilerin iliskileri daha ayrintil
bir sekilde incelenebilir. Bu modeller, ila¢ endiistrisinde sik¢a kullanilan ilk timér modeli
olarak kabul edilir, ¢iinkii cogu preklinik kanser arastirmasina yeni baslayanlar i¢in baslangic
asamasi saglar (Gengenbacher et al., 2017). Timoérler genellikle ya hiicrelerin deri altina
enjeksiyonuyla ya da kat1 timor parcalarinin deri altindaki kas bosluguna yerlestirilmesiyle
olusturulur. Tiimor hiicreleri farelerden kaynaklaniyorsa, genetik olarak 6zdes bir fare susuna
implante edildiklerinde model "sinjenik," farkli bir fare susuna implante edildiklerinde ise
"alojenik" olarak adlandirilir. Tiimor hiicreleri insan kdkenliyse, model "ksenogreft" olarak
adlandirilir (timér hiicreleri veya dokusu bir donorden farkli bir tiire nakledilir) (A. S. Ahmad
etal., 2015).Hata! Basvuru kaynag bulunamadi.

Hiicre hatlarinin laboratuvar kosullarinda ¢ogaltilmasiyla elde edilen deri alt1 timérler,
“hiicre hatt1 temelli ksenogreftler (CDX)” olarak isimlendirilir. Buna karsin, “hasta kaynakli
ksenogreftler (PDX)”, in vitro kiiltiir veya genisleme yapilmaksizin dogrudan insan hastalardan
alinan taze tiimor dokusuyla baslatilir. Yalnizca sinjenik tiimorler, tam bagisiklik sistemi yetkin
farelerde basarili bir sekilde biiyiiyebilir (Sekil 5). Subkutan tiimér modellerinin olusturulmasi
Sekil 6°da gosterilmistir (Gengenbacher et al., 2017).
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Sinjenik model Ksenojenik model PDX model

Sekil 6. Subkutan modellerin farkl tipleri
(Stribbling & Ryan, 2022)’den Tiirkce’ye cevrildi.

Avantajlar ve sinirlamalar:

Bu modeller, kanser ve onun 6zgiil 6zellikleri hakkinda mevcut bilgilerimizin ¢cogunun
temelini olusturmakla birlikte, ¢ogunlukla in vitro kiiltiirlerde ya da farelerde subkutan
olarak yetistirilen timor hiicre hatlarina dayanmaktadir (Sikder et al., 2003).

Subkutan tiimor modelleri, 6zellikle sinjenik olanlar, genellikle diisiik maliyetlidir ve
kurulumu kolaydir; fareye yalnizca bir timdr hiicresinin enjekte edilmesi gerekir. Farkl
sayilarda hiicre enjekte edilmesi durumunda, timorler genellikle 1-3 hafta icinde hizla
biiyliyerek deneylerin kisa siirede sonuglanmasina olanak tanir. Ayrica, tiimorler deri
altina yerlestigi icin boyutlar1 gozle goriiliir sekilde izlenebilir ve dl¢iim yapilabilir
(Frese & Tuveson, 2007).

Bu modellerin en biiyilk dezavantaji, tiimorlerin dogal gelisim alan1 disinda
biliylimesidir. Klinik kosullarda, 6érnegin meme tiimorleri memede, akciger timdrleri

akcigerde, prostat timorleri prostatta gelisir; ancak subkutan biiyliyen tiimdrler, ¢evre
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doku etkilerinin gdézlemlenmesini engeller. Subkutan timorler, orijinal yerlerinde
biuyiimediklerinden daha hizli biiylir ve basitlikleri, tiimor biiyiimesinin farkli
asamalarint incelemeyi zorlastirir (Klein, 2009). Ayrica, insan timor ksenograftlari
bagisiklik sistemi baskilanmis farelerde biiyiitiildiigli i¢in, ev sahibi bagisiklik sistemi
ve inflamasyonun tiimdr biiyiimesi ve tedaviye yanit iizerindeki rolii degerlendirilemez

veya immiinmodiilator ilaglar test edilemez (Sharpless & Depinho, 2006).
Baska smirlamalar sunlardir:

Enjekte edilen hiicrelerden tiimdrlerin gelisme orani (basari orani) farkli tiimor hiicre

hatlar1 arasinda degisiklik gosterebilir (Fidler & Kripke, 2015).

Tiimor biiylime hizi, ayni deney grubundaki bireysel fareler arasinda 6nemli 6lciide

degisebilir ve bu durum deney tasariminda dikkate alinmalidir (Fidler & Kripke, 2015).

Klinik hastalarda kanserle ilgili 6liimler, cogunlukla ana tiimdriin biiylimesinden ziyade,
metastazlarin uzak organlara yayilmasi ve burada biiyiimesi nedeniyle goriiliir. Ancak
subkutan tiimor modelleri genellikle metastaz {iretmediginden, bu modeller metastatik
hastaliklarin gelisimini ya da tedavi siireclerini incelemek i¢in uygun degildir (Spano et
al., 2012).

Bazi istisnalar vardir:

Fare Lewis akciger karsinomu, sinjenik bir model olarak biyiitiildiigiinde subkutan

bolgeden akcigerlere ve akciger metastazlarinin tedavisini incelemek igin kullanilabilir

(Bugge et al., 1997).

PDX modelleri ve CDX modelleri karsilastirmast

Hasta kaynakli ksenograft (PDX: Patient-Derived Xenograft) modelleri, hiicre hatti

kaynakli modellere (CDX: Cell Line-Derived Xenograft) gore daha karmasik olmasina ragmen,
primer tiimoriin histolojik yapisini, heterojenligini ve gen ekspresyon profilini daha dogru bir
sekilde temsil eder (Hidalgo et al., 2014; Tentler et al., 2012).Bu sekilde, in vitro kosullarda
yapilan se¢imler engellenmis olur ve dolayisiyla fenotipik degisikliklerin (6rnegin, plastik

kiiltiir kaplarinda hizli biiyiime gibi) olusmasi engellenir (DeRose et al., 2011).

PDX modelleri, CDX'lerden daha iyi bir sekilde hasta yanitin1 tahmin edebilir (Siolas &

Hannon, 2013) ve kisisellestirilmis tipta 6nemli bir rol oynayabilir. Ancak PDX modelleri
olusturma siireci pahali, zaman alict ve teknik olarak zordur. Ayrica, PDX'lerin gelistirilmesi
sirasinda insan timor mikrogevresi hizla fare mikrogevresiyle degisir; bu durum, timor

mikrogevresini hedef alan ajanlarin test edilmesini etkileyebilir (Delitto et al., 2015).
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Biyoliiminesans teknolojisi

Subkutan modellerde biyoliiminesans timor hiicrelerinin kullanilmasi, tiimor biyolojisi
ve ilag testleri hakkinda bilgi saglar. Ornegin, tiimdrlerin metastaz yapmasini izlemek veya
tedavi edilen hiicrelerin yanitin1 degerlendirmek icin kullanilabilir. Ancak biyoliiminesans
goriintiileme, 6zel ekipman gerektirir ve bazi durumlarda bagisiklik tepkilerini artirabilir

(Baklaushev et al., 2017; Day et al., 2014)

Kanser Tedavisi icin Fare Modellerinin Secimi

Kanserin karmasik biyolojisini yansitan binlerce tiimor hiicre hatti mevcuttur ve bunlar,
kanser tiirlerinin biliylimesi, metastaz1 ve tedaviye yanitin1 incelemek icin yaygin olarak
kullanilir. Bu hiicre hatlari, genellikle preklinik deneylerde kullanilir. Subkutan tim6r modeli
kurmak, bu tiir islemlere asina olmayanlar i¢in zorlayici olabilir, ancak genel protokoller cogu
kanser tiiriine uygulanabilir. Insan akciger adenokarsinom hiicre hatlar1 igin gelistirilen adimlar,
diger tiimor tiirleri i¢cin de basariyla uyarlanmistir ve bu protokol, subkutan tiimor hiicre

enjeksiyonu igeren modellerin ¢ogunda gegerlidir (Olson et al., 2018).

Deney tasarimi
Fare modelinin se¢imi

Farelerin, Charles River, Envigo veya Jackson Laboratory gibi saygin ve giivenilir
tedarikg¢ilerden temin edilmesi gerekmektedir. Bu, farelerin refahi, saglik durumu ve genetik
altyapisina daha fazla giiven duyulmasini saglar. Subkutan tiimor modelinin tiirii, hangi fare

tiirtiniin kullanilacagini belirleyen en 6nemli faktordiir (Olson et al., 2018).

Eger bir sinjenik model gerekiyorsa, uygun genetik uyuma sahip inbred fare tiirleri tercih
edilmelidir; en yaygin olarak kullanilanlar C57Bl/6 ve Balb/c'dir. C57BL/6 fareleri hem
dayanikli hem de nispeten kolay iiretilir olmalar1 nedeniyle en ¢ok tercih edilen laboratuvar
kemirgenidir (Prochazka et al., 1992). Bu tez calismasinda, belirtilen nedenlerden dolay1
sinjenik tiimor modeli olusturulmasi hedeflenmistir. Bu amagla, LLC1 fare akciger kanseri

hiicre hatt1 ve C57BL/6 fareleri kullanilmistir.

Eger bir ksenograft modeli gerekiyorsa, bagisiklik sistemi baskilanmis fareler gereklidir.
Bagisiklik baskilamasi sirasina gore kullanilan fare tiirleri sunlardir: Athymic nude fareler, agir
kombine immiin yetmezlikli (SCID) fareler, nonobez diyabetik/agir kombine immiin
yetmezlikli (NOD/SCID) fareler ve NOD SCID gamma (NSG) fareleri (interlokin 2 reseptor

gama genindeki ek mutasyon nedeniyle) (Floersheim et al., 1980).
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NSG fareleri, olgun T hiicreleri, B hiicreleri ve dogal oldiiriicii hiicre aktivitelerinin
cogundan yoksundur ve dogustan gelen bagisiklik ile sitokin sinyal yollarinda birgok eksiklik
tasir. Bu tiir fareler, bagisiklik sistemindeki en biiyiik eksikliklere sahip olup, genellikle en
yiiksek tiimdr tutunma oranini gosterirler. Ancak, bir¢ok insan tiimor hiicre hatti igin bagisiklik

sistemi baskilanmis nude ve SCID fareler de yeterli olabilir (Floersheim et al., 1980).

Tiimor hiicrelerinin secimi

Timor hiicrelerinin temin edilmesi, daima gilivenilir kaynaklardan, 6rnegin Amerikan
Tip Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC) ya da Avrupa Dogrulanmis Hiicre Kiiltiirleri Koleksiyonu
(ECACC) gibi yerlerden yapilmahidir. Bu sekilde, hiicrelerin patojenlerden arindirilmast
saglanirken, kimlik dogrulamasi da kisa tandem tekrar (STR) profillemesi ile yapilmalidir.
Kullanim Oncesi, hiicre hatlar1 capraz kontaminasyon ve yanlis tamimlama agisindan test
edilmelidir. Bu tiir dogrulamalar, Uluslararas1 Hiicre Hatti Dogrulama Komitesi (ICLAC)
Yanlis Tanimlanmis Hiicre Hatlar1 Kaydi tizerinden c¢evrimigi olarak gerceklestirilebilir

(Holliday & Speirs, 2011; Prasad & Gopalan, 2015)

Doku kiiltiirii sirasinda enfeksiyonlarin dnlenmesi i¢in aseptik tekniklerin uygulanmasi
gerekmektedir. Mikoplazmalar, kiiltiirlerde yaygin enfeksiyon kaynaklaridir. Bu bakteriler,
hiicre duvari igermeyen, submikrometre boyutlarinda ve ¢ogu antibiyotige direngli olup, insan
(6rnegin Mycoplasma orale) ve hayvan (6rnegin Acholaeplasma laidlawii) kaynakli olabilir.
Mikoplazmalar, hiicrelerde metabolizmay1 bozabilir, proliferasyonu yavaslatabilir ve
kromozomal anormallikler olusturabilir; bu da timdr biiyiimesi ve sonuglarin dogrulugunu

olumsuz etkileyebilir (Nikfarjam & Farzaneh, 2012).

Enfeksiyon riski, serum veya medyumun 0,1 pm filtrelerle filtrasyonu ile azaltilabilir.
Kiltiirdeki hiicreler, mikoplazma enfeksiyonlarina kars1 periyodik olarak taranmalidir. Lonza
Mycoalert Mikoplazma Tespit Kiti gibi kitler, bu testi hizl1 ve pratik bir sekilde yapmay1 saglar
ve yaygin mikoplazma tiirlerini tespit edebilir (Stribbling & Ryan, 2022).

Tiimér hiicrelerinin in vivo kullanimi

Biiylik bir fare grubuna tiimor hiicreleri enjekte etmeden Once, secgilen hiicrelerin
gergekten in vivo timér olusturdugunu ve hedeflenen gen veya yolaklari ifade ettigini
dogrulamak ¢ok onemlidir. Bu, ilag kesif siirecinin erken asamalarinda belirlenmelidir. Yeni
bilesiklerin ve hedeflerin erken asama arastirmalarin da hem in vitro hem de in vivo deneylerde
ayni hiicre hattinin kullanilmasi yararli olabilir. Bu yaklagim, kiiltiir ortamindan tiim hayvana

tasinan etkilerin daha iyi anlagilmasini saglar (X. Zhang et al., 2013).
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Son donemde, hiicre hatlariin molekiiler analizlerindeki gelismeler (6rnegin,

https://depmap.orq), arastirmacilarin klinik 6rneklerle en uygun gen ekspresyon profiline sahip

hiicre hatlarini belirlemelerini kolaylastirmaktadir. Ayrica, mevcut literatiir (6rnegin, PubMed)
ve hiicre tedarik¢ilerinin sagladigi web kaynaklari, hiicre hattinin tiimér olusum kapasitesi
hakkinda 6nemli bilgiler sunabilir. Yeni bir subkutan tiimér modeli olusturmak i¢in, farkl
hiicre sayilariyla 4-5 fareye enjeksiyon yaparak bir pilot deney diizenlenmelidir. Eger model
daha once kullanilmigsa, yaymlanmis literatiirden referans alarak uygun hiicre sayisi araligi
belirlenebilir. Cogu tiimdr hiicre hatti igin fare bagina 0,5—10 x 10® hiicre sayist uygundur (Dall
etal., 2015).

Enjeksiyon sonrasi, timor biiyiimesi her grup farede 60 giin boyunca izlenerek,
timorlerin 1-3 hafta ig¢inde 1y1 bir sekilde yerlesmesini saglayacak uygun hiicre sayist
belirlenmelidir. Nadiren, tiimorler kendiliginden gerileyebilir; 60 giinliik gézlem siiresi, bunun
degerlendirilmesini saglar. Kendiliginden yiiksek diizeyde timdr gerilemesi gosteren bir fare
modeli, yeni bilesiklerin anti-tiimor etkilerini degerlendirmek igin pratik olmayacaktir. Ancak,
yalnizca ara sira gerileme meydana geliyorsa, tam ol¢ekli bir deneyde tiimor hiicreleri enjekte

edilen fare sayis1 artirilabilir (Strom et al., 2012).

Tiimor hiicrelerinin enjeksiyonu

Timor hiicreleri %100 PBS, salin veya doku kiiltlirii ortaminda hazirlanarak enjekte
edilebilir; tiimii, kat1 bir subkutan tiimor biiylimesiyle sonuclanabilir. Tiimdr biiylimesini tesvik
etmek icin, hiicrelerin bazal membran bilesenleriyle zenginlestirilmis bir ortamda siispansiyon
halinde bulunmasi, basarili tiimér gelisimini destekleyebilir. Bu amagla en yaygin kullanilan
hazirlik Matrigel'dir. Matrigel, Engelbreth-Holm-Swarm fare sarkoma hiicreleri tarafindan
salgilanan, laminin, kollajen I'V ve biiyiime faktorleri gibi bir¢ok ekstraseliiler matriks proteini

acisindan zengin jelatinimsi bir proteindir.

Matrigel, timor hiicrelerini besler ve enjeksiyondan sonra tiimor tutunma ve biiylime
oranlarint artirir (Fridman et al., 1991; Mullen et al., 1996). Matrigel’in, ~4 °C’de siv1 hale
gelmesi ve enjeksiyon sonrasi 37 °C’de katilagmasi gibi kullanigh 6zellikleri vardir. Bu yontem,
hiicrelerin diizgiin bir sekilde yerlesmesini saglayarak daha homojen yapida bir tiimor
olusumuna katk1 saglar. Matrigel’in yani sira, Geltrex, Cultrex ve HyStem gibi benzer matrisler

de kullanilabilir.
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Enjeksiyon noktast

Timor hiicrelerinin subkutan bdlgeye enjekte edilecegi yer, gergeklestirilecek deneyin
amacina gore belirlenir. Bes ana subkutan bolge sunlardir: Yan bolge, alt sirt, {ist sirt (omuz

bigaklar1 arasinda), arka bacak, meme yagi pedi (dordiincii inguinal meme alt).

Biyobelirte¢ veya terapi calismalarinda timdér biliyiitmek i¢in yan bolge veya alt sirt
genellikle tercih edilir; bu bolgelerdeki tiimdrler, fareleri sedasyona veya anesteziye gerek
kalmadan kolayca gozlemlenebilir ve dlgiilebilir. Ust sirt, goriintiileme calismalari icin uygun
bir bolgedir. Meme yag1 pedi, genellikle meme kanseri hiicrelerinin biiyiimesini, yayilmasini

ve tedaviye karst verdigi yanitlar1 aragtirmak igin tercih edilir (Tomayko & Reynolds, 1989).

Subkutan tiimor boyutunun olgiilmesi

Timor boyutlari, genellikle bir kumpas yardimiyla en pratik sekilde belirlenir. Bu
aletlerin iki ana tiirli vardir: kadranli ve elektronik. Deney siiresi boyunca kullanilan kumpas
seti sabit kalmalidir. Tiimorler hem iki boyutlu hem de ii¢ boyutlu olarak 6lgiilebilir; ti¢ boyutlu
Olciimler, en dogru hacim bilgisini sunar. Tiimdriin en uzun boyutu (L, uzunluk), buna dik
aciyla olgiilen genislik (W, genislik) ve yiiksekligi (H, derinlik) ol¢iiliir. Yiiksekligi 6lgerken
genellikle zorluk yasanabilir, ancak farenin deri kismini giivenli bir sekilde tutmak (scruffing)
bu islemi kolaylastirir. Tiimdr boyutlari, bir ondalik basamaga kadar kaydedilmelidir. Ornegin,
3,19 mm genisligindeki bir timor 3,2 mm olarak rapor edilmelidir (Tomayko & Reynolds,
1989).

Bircok farkli denklem tiimor hacmini belirlemek i¢in kullanilmistir, ancak deney i¢i ve
deneyler arasi veri tutarliligini saglamak i¢in aym denklem kullanilmalidir. Elipsoidin hacmi
icin kullanilan denklem [(V = (L x W x H) x 0,52)] yaygin bir sekilde tercih edilir ve ¢esitli
tiimor sekilleri ve boyutlari igin kiitle ve hacmi en iyi sekilde temsil ettigi gosterilmistir. Tiim
farelerde ve tiim zaman noktalarinda tiimdr boyutlarinin ayni aragtirmaci tarafindan ol¢iilmesi
gerekir. Arastirmaciya 0Ozgli Ol¢lim farkliliklar1 deneylerde Onemli varyasyona yol
acabileceginden bundan ka¢inilmalidir. Ek olarak, timér 6lglimlerini yapan arastirmacinin, her
grubun hangi tedavi aldigim1 bilmemesi (blinding) Onyargiyr Onleyecektir (Tomayko &
Reynolds, 1989).

Tim in vivo deneylerde genellikle bir maksimum tiimor boyutu belirlenir; bu boyuta
ulasildiginda fare insancil bir yontemle 6tenazi edilmelidir. Maksimum ortalama timor gapi
~15 mm olarak Onerilmis olsada, kurumsal yonergeler ve etik inceleme kurullar1 fare refahini
artirmak icin daha kiiclik bir boyut onerebilir. Bir fareye her iki tarafina timor enjekte

ediliyorsa, bu iki tiimoriin toplam boyutu, tek bir tiimor i¢in dngoriilen maksimum boyuttan
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daha biiylik olmamalidir. Tiim timor boyutlarini ve ilgili hacimleri kaydetmek icin elektronik

tablolarda (6rnegin, Microsoft Excel) kayit tutulmalidir (Stribbling & Ryan, 2022).

Farelere bilesik uygulamasi

[lag dozu, uygulama ydntemi ve takvimi miimkiin oldugunca klinik durumu yansitacak
sekilde belirlenmelidir. Ilaglar genellikle ii¢ ana sekilde uygulanir: agiz yoluyla (oral gavaj),
intraperitoneal enjeksiyon veya intravendz enjeksiyon. Daha az siklikla, ilaglar igme suyuna
veya yiyecege sabit bir konsantrasyonda eklenir ve doz, tiiketilen su veya yiyecek miktarina
gore hesaplanir. Baz1 durumlarda tedavi, dogrudan tiimor bolgesine intratiimoral enjeksiyonla

veya cilde topikal olarak yapilabilir (Tomayko & Reynolds, 1989).

En uygun dozlama igin steril su, salin veya PBS gibi ¢dziiciiler tercih edilmelidir ¢linkii
bunlar fareler tarafindan iyi tolere edilir ve formiilasyona bagli yan etkiler riski diistiktiir.
flaglar, notr pH’l1 ¢ozeltilerde ¢oziinmediginde, daha karmasik formiilasyonlar gerekebilir.
Ormnegin, bir ¢dzeltinin pH veya ozmolaritesi degistirilerek, dimetil siilfoksit (DMSO), etanol,
polietilen glikol (PEG) gibi c¢oziiciiler eklenebilir ya da siklodekstrinler kullanilabilir
(Stribbling & Ryan, 2022).

Bazi ilaglar, ¢6zelti yerine slispansiyon seklinde hazirlanabilir. Sulu tamponlardaki ilag
sispansiyonlar1 ve g¢ozeltileri, intravendz dahil her tiirlii uygulama i¢in giivenlidir. Ancak,
DMSO veya PEG igeren gibi karmagik formiilasyonlar genellikle oral veya intraperitoneal
uygulamalar i¢in uygundur. Yeni bilesiklerin formiilasyonlari, preklinik testlerde genellikle
bireysel olarak optimize edilir. ideal olarak, ilag, klinik uygulamay: taklit eden bir yontemle
(6rnegin, agiz yoluyla alinan ilaglar i¢in gavaj) uygulanmalidir. Ancak, heniiz oral
biyoyararlanimi kanitlanmamus ilaglar genellikle intraperitoneal olarak verilmelidir (Tomayko
& Reynolds, 1989). Fare modellerinde as1 uygulamalari ise, aginin tiiriine ve hedeflenen
bagisiklik yanitina gore farklilik gostermektedir. Genellikle intraperitoneal (i.p.), subkutan
(s.c.) veya intramiiskiiler (i.m.) yollar tercih edilir. DNA asilari ¢ogunlukla intramiiskiiler
olarak 10-100 pg dozda, 50-100 puL hacimde uygulanir. Bagisiklik tepkisini artirmak amaciyla
adjuvan veya immiinomodiilatorler eklenebilir. Asilama protokolleri genellikle 1-2 hafta
araliklarla uygulanan 2-3 dozdan olusur. Uygulama sonrasi bagisiklik yanit1 ve timor gelisimi

izlenir, hayvan refah1 gozetilir (Maira-Litran, 2017).

Farelerin tutulmasi

Farelerin uygun sekilde yerlestirilmesi, subkutan fare timor modelinin basarili bir
sekilde kurulmasi i¢in kritik bir adimdir. Fareleri diizgiin bir sekilde sabitleyebilmek hem timor
hiicrelerinin subkutan enjeksiyonu hem de test bilesiklerinin uygulanmasi (intraperitoneal, oral
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veya subkutan) ve tiimor hacminin dogru sekilde olgiilmesi i¢in gereklidir. Farelerin dogru

tutulmasi hem fareler hem de arastirmacilar icin stresi azaltir.

Anesteziklerin kullanimi en aza indirgenmelidir, ¢iinkii bu maddeler tiimor gelisimini
etkileyebilir. Ornegin, inhalasyon anestezi ajan1 olan izofloran, bagisiklik sistemi aktivitesini
azaltarak timor biiylimesini tesvik edebilir. Bununla birlikte, lidokain ve bupivakain gibi lokal
anesteziklerin timor bliylimesini inhibe edici etkiler gosterebilecegi belirtilmistir (Huitink et
al., 2010).

Fare refahi ve étenazi

Hayvanlarin iyi olma hali, fareler veya diger tiirlerle yapilan tiim deneylerde en 6ncelikli
husus olmalidir. Deney sirasinda refahi olumsuz etkileyen belirtiler (6rnegin, kilo kaybi, goz,
kulak ve burundan akinti, ishal, kaseksi vb.) gozlemlendiginde fare insancil bir sekilde 6tenazi

edilmelidir.

Fare Gtenazisi i¢in 6nerilen iki asamali1 yontem, ilk olarak fareyi karbondioksite maruz
birakarak veya anestezik pentobarbital ile asir1 doz vererek 6ldiirmek, ardindan 6liimiin fiziksel
bir yontemle (Ornegin, servikal dislokasyon veya biiyiilk bir kan damarmmi keserek

eksanguinasyon) dogrulanmasini igerir (Stribbling & Ryan, 2022).

Atk Yyonetimi

Biitlin laboratuvar ¢aligmalari, ulusal ve yerel saglik ile giivenlik diizenlemelerine siki
bir sekilde riayet edilerek gerceklestirilmelidir. Kullanilan igne, nester bigagi gibi kesici atiklar
uygun bir plastik kaba konulmali ve bertaraf edilmek iizere laboratuvarda saklanmalidir.
Hayvan dokular1 gibi biyolojik atiklar genellikle plastik torbalara konur, -20 °C’de saklanir ve
bertaraf edilir. Atiklarin imhasi sirasinda ¢evreye zarar vermeyen yontemler tercih edilmelidir

(MacCallum, 2010).

34



MATERYAL VE METOD

Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Tablo 1°de verildi.

Tablo 1. Calismada Kullanilan Cihazlarin Isimleri, Marka ve Model Bilgileri

Cihaz Adx

Marka-Model

Ceker ocak

Elektroforez gii¢ kaynagi
Elektroforez yiiriitme tanki1

Flow (Akim) sitometri cihaz1

Hassas Terazi

Isiticili manyetik karistirici

Isitmali, calkalamali inkiibator

Isik mikroskobu

Inkiibator

Kemiliiminesans jel dokiimantasyon sistemi
Mikrobiyoloji biyogiivenlik kabini
Mikrodalga firin

Mikroplaka floresan spektrofotometre
Mikroplaka spektrofotometresi (ELISA
Okuyucu)

Mikrosantrifiij

Mini santrifiij

Otoklav

PCR cihaz

pH metre

Saf su cihazi

Santrifiij

Sicaklik kontrollii ¢alkalayici

Su banyosu

Ters 151k mikroskobu

Ultrasonik yikama banyosu
UV-goriiniir spektrofotometre
Vorteks

Tolkim

Bio-rad, Power pac universal power supply
Bio-rad, WideMini-Sub Cell GT
Beckman Coulter CytoFLEX
Shimadzu

Heidolph

JSR, JSSI1300C

ZEISS Primo Star

NUAIRE

Bio-Rad Gel Doc XR+

ESCO, Laminar flow cab
Argelik, MD574S

Agilent, Cary Eclipse

Biotek Epoch

VWR, Microstar 12

IKA mini G

HMC Hirayama

Bio-rad CFX96 TOUCH REAL TIME PCR
Mettler Toledo

Millipore Direct-Q 8 UV

HETTICH, Rotofix 32A- Beckman Coulter
Eppendorf, Thermomixer C

Memmert, WNB14

ZEISS Primovert

Isolab

Shimadzu, UV-1800 240V

Heidolph

Kullamilan Kimyasallar ve Kitler

Bu ¢alismada kullanilan kimyasallar ve kitler Tablo 2’de verildi.

Tablo 2. Calismada Kullanilan Kimyasal ve Kitler

Kimyasal/Kit Adi Marka
Agaroz Sigma
Amfisilin Sigma Aldrich
Asetik asit (CH3;COOH) Merck
Kanamisin Sigma Aldrich
CIAP (Calf Intestinal Alkaline Phosphatase) Invitrogen™



Tablo 2. devamu ...

Kimyasal/Kit Adi Marka
Dimetilsiilfoksit (DMSO) Merck
DMEM/F12 (glikoz ve L-glutamin igeren Gibco
besiyeri)

PureLink™ Expi endotoksin igermeyen Invitrogen
maksi plazmit saflagtirma kiti

Etanol (EtOH) Isolab

Fast Digest EcoRlI, Notl, Xbal, Xho ThermoFisher
Fenol/kloroform/izoamil alkol Sigma Aldrich
Fetal sigir serumu (FBS) Capricorn
Fosfat tampon (PBS) Sigma Aldrich
Gliserol Isolab

Giimiis nitrat (AgNO3) Merck
Hidroklorik asit (HCI) Sigma Aldrich
Jel yiikleme boyasi ThermoFisher
Jel ylikleme boyasi SNP
GeneRuler 100 bp plus DNA belirteci ThermoFisher
Kloroform Sigma Aldrich
LB agar LAB/Neogen
LB broth LAB/Neogen
MEGAQquick-spin™ total fragment DNA IntronBiotechnology
saflastirma Kkiti

UltraPure™ DNase/RNase igermeyen distile  Invitrogen

su

Paraformaldehit Sigma Aldrich
Penisilin-streptomisin Gibco
Phusion High-Fidelity DNA polimeraz ThermoFisher
PureLink® hizli jel ekstraksiyon Kiti Invitrogen
PureLink-Hi-Pure plazmit DNA saflagtirma  Invitrogen

mini Kiti

RedSafe™ Niikleik asit boyama ¢ozeltisi

Sodyum dodesil siilfat (SDS)
Sodyum kloriir (NaCl)

50X TAE (Tris bazi, asetik asit ve EDTA)

Tris-EDTA tampon
Tripsin-EDTA

IntronBiotechnology
Merck

Sigma Aldrich
Thermo

Multicel

Gibco

Kullanmilan Besiyeri, Cozelti ve Tamponlarin Hazirlanmasi

Bu ¢alismada kullanilan besiyeri, ¢ozelti ve tamponlarin hazirlanigt Tablo 3’te verildi.

Tablo 3. Calismada Kullanilan Besiyeri, Cozelti ve Tamponlarin Hazirlanisi

Adi Hazirlanisi
%1 SDS 0,5 g SDS tartilip 50 ml saf suda ¢oziildii.
1XPBS 0,03 KCl, 1,2 gr NaCl, 0,036 gr KH2PO4 ve 0,213 gr Na,PO4

140 mL saf su igerisinde ¢6ziildi. Otoklavlanarak steril

edildi.



Tablo 3. devamu ...

Ad1

Hazirlanisi

1IXPBST

%035°1ik bloklama ¢ozeltisi

TAE (1X)

Tespit ¢ozeltisi

Rediiksiyon ¢ozeltisi

Boyama ¢ozeltisi

Yikama ¢ozeltisi 1

Yikama ¢ozeltisi 2

140 mL 1XPBS igerisine 75 puL Tween-20 eklendi ve

¢ozeltinin son hacmi 150 mL'ye tamamlandi.

1,5 gr yagsiz siit tozu 20 mL 1 XPBST igerisinde ¢6ziildii. Son

hacim 30 mL'ye tamamlandi.
50X TAE, saf su ile seyreltilerek 1 L, 1 X TAE hazirland.

60 mL saf su, 30 mL etanol ve 10 mL asetik asit karistirilarak

hazirlandi.

4,8 g sodyum asetat, 45 mL etanol ve 80 mL saf su
karistirilarak bir ¢ozelti hazirlandi. Cozeltinin pH’1 asetik asit
ile 6’ya ayarlandi. Daha sonra, ¢ozeltiye 150 mg sodyum
tiyosiilfat eklenip tamamen ¢oziinmesi saglandi. Ardindan,
cozeltiye 3 mL glutaraldehit eklendi ve toplam hacim saf su
ile 150 mL’ye tamamlandi.

100 mg giimiis nitrat, 100 mL saf su ve 30 puL formaldehit

karistirilarak hazirlandi.

3,75 g sodyum Kloriir, 270 mL saf su ve 120 pL formaldehit

karnstirilarak hazirlandi.

1 mL gliserol ve 12,5 mL asetik asit eklenerek hazirlandu.

Tasarlanan Primerler ve Restriksiyon Endoniikleaz Enzimleri

GM-CSF, CTLA-4 ve Mucl-VNTR genlerine 6zgii restriksiyon enzimlerinin tanima
bolgelerini igeren primerler (GMCSF-F, GMCSF-R, CTLA4-F, CTLA4-R, MuclVNTR-F ve

MuclVNTR-R), uygun erime sicakliklar1 (Tm) hesaplanarak www.thermofisher.com (Tm

calculator) araciligiyla tasarlandi (Tablo 4).

Tablo 4. Tasarlanan Primerler

Primer Ad1 Primer Dizisi Tag Pol. HF Pol. %GC Uzunluk
Tm (°C)  Tm (°C) (b¢)
Xhol-GMCSF-F 5’-ATTTCTCGAGATGTGGCTGCAGA -3’ 55,27 62.4 48.0 23
Xbal-GMCSF-R 5’- ATTCTAGATCACTCCTGGACTGG -3’ 55,27 60.0 48.0 23
Notl-CTLA4-F 5’- AATTGCGGCCGCATGGCTTGCCTGGG-3’ 65,85 76,0 65,0 26
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Tablo 4. devamu ...

Primer Adi Primer Dizisi Taq Pol. HF Pol. %GC  Uzunluk
Tm (°C) Tm (°C) (bo)
Xhol-CTLA4-R 5 AATTCTCGAGGGGACCTGGGTTAGAC-3’ 61,12 65,0 54,0 26
MuclVNTR-F 5’- ACTCACTATAGGGCGAATTG -3’ 55.0 55,0 57,0 20
MuclVNTR-R 5’- ATTTCCCGACTGGAAAGCG -3’ 57.0 57,0 57,0 19

pVAX1, pVAX1-GMCSF, pVAX1-CTLA4-GMCSF ve pVAX1-MuclVNTR-CTLA4-

GMCSF plazmitlerini tasiyan dogru bakteri transformantlarini belirlemek ve ilgili vektorlere
yerlestirilen genlerin niikleotid dizisini PCR ile belirlemek igin Tablo 5°te verilen primerler
kullanild:.

Tablo 5. pVAX1’e Ait Primerler

Primer Ad1 Primer Dizisi Tm (°C) %GC Uzunluk (b¢)
CMV-F 5’- CGCAAATGGGCGGTAGGCGT -3’ 57.93 65.0 20
BHG-R 5’- TAGAAGGCACAGTCGAGG -3’ 50.32 56.6 18

Vektor DNA'ya ilgili genleri yerlestirmek amaciyla, www.restrictionmapper.org
adresinden analiz edilerek hedef gen bolgesini kesmedigi belirlenen Xhol, Xbal, EcoRI ve Notl

enzimleri secildi ve bu enzimlerin tanima dizileri Tablo 6’da verildi.

Tablo 6. Kesim Enzimlerinin Tanima Dizileri

Enzim Hedef bolge

EcoRlI 5'-GMNAATTC-3'

Notl 5'- GC*GGCCGC3!

Xhol 5'-CATCGAG-3’

Xbal 5'-TA"CTAGA-3'
DNA As1 Vektorii (pVAX1)

pVAXI1, DNA asilarinin gelistirilmesinde kullanilmak tizere tasarlanmis 3.0 kb'lik bir
vektor DNA’dir. Vektor, Gida ve Ilag Dairesi (FDA) 22 Aralik 1996'da yayinlanan "Plazmid
DNA Asilarinda Onleyici Bulasict Hastalik Endikasyonlar: i¢in Dikkat Edilmesi Gereken
Noktalar" belgesiyle tutarli olacak sekilde yapilmistir (Gatina et al.,, 2021). Bu vektor;
Escherichia coli' de yiiksek kopya sayisi replikasyonuna ve ¢ogu memeli hiicresinde ilgili
proteinin yiiksek seviyede gecici ifadesine izin verir. pVAX1’de ¢ok g¢esitli memeli
hiicrelerinde yliksek diizeyde ekspresyon i¢in insan sitomegaloviriisii (CMV) promotorii,
istenilen genlerin transkripsiyonu i¢in T7 promotdr bolgesi, ilgili genlerin eklenilmesi igin
farkli restriksiyon enzimlerini bulunduran coklu klonlama boélgesi, mRNA'min verimli
transkripsiyon sonlandirmasi ve poliadenilasyonu i¢in sigir biiylime hormonu (BGH)

poliadenilasyon sinyali ve E. coli’ de se¢im i¢in kanamisin direng geni, E. coli’ de yiiksek kopya
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sayisina ulagmasi ve ¢ogalmasi i¢in pUC orjini bulunmaktadir. Ayrica memeli hiicre hattinda
transfeksiyonun ve ekspresyonun bir pozitif kontrol olarak kullanim i¢in pVAXI1’ e fB-
galaktosidaz geni dahil edilmistir. lyi tasarlanmis olan bu vektér DNA as1 galismalarinda
siklikla kullanilmaktadir (Y. Li & Cozzi, 2007; Mukherjee et al., 2001) pVAX1 haritas1 Sekil
7’ deki gibidir.

Comments for pvAX1™:
2999 bp

CMYV promoter: bases 33-620
T7 promoter/priming slite: bases 664-683
Multiple cloning site: bases 696-811

BGH reverse priming site: bases 823-840
BGH polyadenylation signal: bases 829-1053
Kanamycin resistance gene: bases 1226-2020
pUC origin: bases 2320-2993

Sekil 7. pVAXI1 haritast

(Invitrogen)’den alinmustir.
Kompetan E. Coli IM109 Hiicrelerinin Hazirlanmasi ve Transformasyonu

LB agar besiyerinde iiretilen E. coli hiicreleri, 10 mL LB siv1 besiyerine aktarilip inokiile
edildi ve 37 °C’de 150 rpm hizinda gece boyunca ¢alkalamali inkiibasyona birakildi. Ertesi giin,
bu kiiltiirden 500 pL alinarak 50 mL taze LB siv1 besiyerine eklendi ve ayni kosullarda
inkiibasyona devam edildi. Hiicre yogunlugu ODeoo degeri 0,5 seviyesine ulastiginda kiiltiir buz
tizerine alind1. Steril bir falkon tiipline 44 mL kiiltiir aktarilip 6000 rpm’de, +4 °C’de 8 dakika
boyunca santrifiij edildi ve siipernatant uzaklastirildi. Coken hiicreler, buz gibi sogutulmus 50
mM CaCl, ¢ozeltisinin 20 mL’si ile nazikge resiispanse edildi. Ardindan, 10 mL’lik hiicre
sispansiyonu ayr1 bir steril tiipe aktarilarak buziizerinde 20 dakika bekletildi ve ardindan 6000
rpm’de, +4 °C’de 8 dakika santrifiij edildi. Ust faz atildiktan sonra, buzda sogutulmus 1,25 mL
CaCl, ¢ozeltisi eklenerek hiicreler yeniden siispansiyon haline getirildi. Hazirlanan
siispansiyon, 100 uL’lik alikuatlar halinde bdélistiriilerck kompetan E. coli hiicreleri

transformasyon iglemine kadar buz iizerinde muhafaza edildi (Mendes et al., 2015).
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Firmadan temin edilen ve ilgili genleri i¢eren plazmitler (p)MA-GMCSF, pMA-CTLA4
ve pMA-Mucl VNTR), 50 ng/5 uL konsantrasyonunda olacak sekilde, buz tizerinde bekletilen
kompetan bakteri hiicrelerine eklendi. Karisim nazikce ¢alkalanarak homojen hale getirildikten
sonra tlip, buz iizerinde 30 dakika boyunca inkiibe edildi. Hiicreler, 1s1 soku uygulanmasi
amaciyla c¢alkalama yapilmadan 42 °C’de 30 saniye tutuldu. Ardindan, hizli bir sekilde buz
tizerine alinip 2 dakika bekletildi. Steril kosullarda, dnceden 1sitilmig 250 pL S.O.C besiyeri
tiipe eklenerek hiicrelerin toparlanmasi saglandi. Calkalamali inkiibatérde, 37 °C’de 225 rpm
hizinda 1 saat boyunca inkiibasyona birakildi. Daha sonra, dnceden 1sitilmig LB-ampisilin
plaklarina transformasyon karisimlarindan 150 pL yayildi ve petri kaplar1 37 °C’de bir gece
inkiibe edilerek kolonilerin bilyiimesi gdzlendi (Mendes et al., 2015). inkiibasyon sonrasi
antibiyotikli besiyerinde gelisen kolonilerden 1’er tane secilerek plazmit izolasyonu i¢in LB
sivi besiyerine inokiile edilerek 37°C’de 150 rpm’de inkiibasyona birakildi. Ertesi giin
ODe00:2,0-3,0 arasinda bakterilerden plazmit izolasyonu yapildi. Bu esnada herbir ilgili
plazmiti tasiyan bakterilerden stok almak i¢in 800 pL kiiltiir sivist lizerine saf gliserol’den 200

uL eklenerek karisim vortekslendi.

E. coli Hiicrelerinden Plazmit Izolasyonu

PMA-GMCSF, pMA-CTLA4 ve pMA-MuclVNTR’: tasiyan E. coli hiicrelerinin
‘GeneJET Plasmid MiniPrep Kit (THERMO-k0502)’ protokoliine gore izolasyonu yapildi.
Izolasyon icin, dncelikle gece boyu LB sivi besiyerinde biiyiiyen hiicreleri ¢oktiirmek igin
hiicreler steril falkona aktarildi. Ardindan 6800g’de 2 dakika santriflij edildi ve siipernatant
uzaklastirildi. RNase A igeren 250 puL resiispansiyon tamponu peletlerin tizerine eklendi. Hiicre
stispansiyonlart homojen olana kadar hafifce alt {ist edildi ve sonra vortekslendi. Karisimin
iizerine 250 pL lizis tamponu eklendi. Karisim vorteksleme yapilmadan 5 kez alt {ist edildi.
Daha sonra oda sicakliginda 4 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan karisimin {izerine
350 pL nétralizasyon tamponu eklendi. Karisim homojen olana kadar 5 kez alt iist edildikten
sonra 12.300g’de 5 dakika santriflij edildi. Santrifiij sonrasi stipernatantlar kolona yiiklendi ve
12,300g’de 1 dakika santrifiij edildi ve atik uzaklastirildi. Daha sonra kolona 500 uL yikama
tamponu eklenerek 12.300g’de 1 dakika santrifiij edildi ve atik uzaklastirildi. Yikama isleme
tekrarlanarak atik tekrar uzaklastirildi. Kolondaki soliisyonlar1 uzaklagtirmak igin kolon
12.300g’de 1 dakika bos olarak santrifiij edildi. Ardindan kolonlar steril 1500 pL’lik yeni
ependorf tiipe aktarildi. Kolonlara 50 pL eliisyon tamponu eklendi ve 10 dakika oda
sicakhiginda inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra 12,300g’de 2 dakika santrifiij edildi.
Saflagtirillan plazmit DNA’larin konsantrasyonu ve safligi, nanodrop spektrofotometrede

belirlendi. Plazmitler -20 °C’ de saklandi.
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%1 konsantrasyonda hazirlanacak sekilde tartilan agaroz, belirlenen hacimdeki (80-100
mL) 1X TAE tamponuna eklendi ve mikrodalga firinda kaynatildi. Cozelti 40 °C'ye kadar
sogutulduktan sonra, son konsantrasyonu 0,5 pg/mL olacak sekilde RedSafe™ niikleik asit
boyama soliisyonu (iNtRON) ilave edildi. Jel tamamen katilastiktan sonra, DNA igeren
ornekler DNA yiikleme boyast ile karistirildi ve kuyucuklara dikkatlice yerlestirildi.
Elektroforez, belirte¢ (marker) ile birlikte 60 V’de 90 dakika boyunca calistirilarak DNA
bantlarinin ayrigmast saglandi. Jel sonuclari, kemiliiminesans jel dokiimantasyon sistemi (Bio-
Rad Gel Doc XR+) ile goriintiilendi ve Image Lab 6.1 programi ile islenerek kaydedildi (Akuta
etal., 2022).

GM-CSF Geninin Klonlanmasi
GM-CSF geninin PCR ile amplifikasyonu

GM-CSF geninin ¢ogaltilmasi amaciyla tasarlanan primerler (GMCSF-F ve GMCSF-R)
(Tablo 4), uygun PCR kosullar1 (Tablo 7 ve Hata! Basvuru kaynag: bulunamada. ) esliginde
kullanildi. Kalip DNA olarak pMA-GMCSF (Invitrogen) tercih edilirken, Phusion High-
Fidelity (HF) DNA polimeraz enzimi ile amplifikasyon gergeklestirildi. Ayrica, primerlerin
optimum baglanma sicakligini belirlemek i¢in gradyan PCR yontemi uygulandi. GM-CSF
geninin jel elektroforezinde yiiriitiilmesi yukarida anlatildig: gibi gergeklestirildi (Akuta et al.,
2022).

Tablo 7. GM-CSF Geninin Gradyan PCR ile Amplifikasyonu

PCR karisim icerigi Miktar (uL)
pPMA-GMCSF 1 (10 ng)
dNTP mix (10 mM) 1,6

MgClI2 (50 mM) 0,3
GMCSF-F primer (10 pmol/uL) 1
GMCSF-R primer (10 pmol/pL) 1

5xPhusion HF tamponu 4

ddH>0 10,9

HF DNA polimeraz 0,2

Toplam hacim 20

Tablo 8. Gradyan PCR Sartlari

Dongii sayisi Sicaklik (°C) Siire
(saniye)
1 98 30
94 10
35 55-61-62 30
72 35
1 72 300
4 0
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PCR iiriinlerinin jelden ekstraksiyonu, restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile
kesimi ve fenol-kloroform ekstraksiyonu

Elektroforez isleminin ardindan NFW (niiklease free water; niikleaz igermeyen su) ile
iyice yikanarak hazirlanan jel kesme aparati ile UV 15181 altinda belirtece karst uygun yerde
bant veren PCR iiriinleri, jel kesme aparatiyla kesilerek alindi. 2 mL'lik ependorf tiipte toplandi.
Toplanan jelin tizerine 500 uL. BNL tamponu eklendi ve vortekslendi. 55 °C’ye 1sitililmis su
banyosuna ependorf tiip konuldu. Ependorf'tiip 3 dakika bir vortekslenerek 10 dakika boyunca
su banyosunda bekletildi. Tamamen eriyen jel, MEGAquick-spin™ toplama kolonuna transfer
edildi ve 11.000 g’de 1 dakika santrifiij edilerek atik uzaklastirildi. 750 pL yikama tamponu
eklenerek 11.000 g’de 1 dakika santrifiij edildi ve atik uzaklastirildi. Daha sonra kolon bos
olarak 18.000 g’de 3 dakika santrifiij edildi. Ardindan kolonun filtreli i¢i yeni steril 2 uL
ependorfa yerlestirildi. Daha sonra kolonun ortasina 40 puL eliisyon tamponu eklendi ve oda
sicakliginda 20 dakika bekletildi. Inkiibasyon siiresinin ardindan 18.000 g’de 3 dakika kolon
santrifiij edildi. Eliisyondaki PCR {iriiniiniin konsantrasyonu ve safligi, nanodrop

spektrofotometrede belirlendi.

PCR ile elde edilen iiriin, Xbal ve Xhol restriksiyon enzimleri kullanilarak kesildi. Hata!
Basvuru kaynagi bulunamadi.’da verilen kesim reaksiyon karisimi hazirlanarak 37 °C’de 30
dakika inkiibe edildi. Ardindan, enzimlerin inaktivasyonunu saglamak amaciyla numuneler

sirastyla 65 °C’de 20 dakika ve 80 °C’de 5 dakika bekletildi.

Tablo 9. PCR Uriinii Kesim Reaksiyonu Karisim Icerigi

Reaksiyon Karisim Icerigi Miktar (uL)
ddH>0 11,56
10xFast Digest Tamponu 2

GM-CSF 14,44 (200ng)
Fast Digest Xhol 1

Fast Digest Xbal 1

Toplam hacim 30

Cift enzim kesimi yapilan DNA 6rnegi, steril saf su ile toplam 100 uL’ye tamamlandi.
Daha sonra, hacmin yarisi kadar fenol/kloroform/izoamil alkol (25/24/1) karisimi eklenerek 20
saniye vortekslendi. Numune, oda sicakliginda 14.500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve tist
faz dikkatlice temiz bir tiipe aktarildi. Ust fazin 1/10’u kadar 3 M sodyum asetat ve 2,5 kati
hacminde saf etanol eklenerek karigim homojenize edildi. Ardindan, 14.500 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilerek siipernatant atildi. Elde edilen pelet oda sicakliginda kurutulduktan sonra 20
puL TE tamponunda ¢oziildii.
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Vektor DNA (pVAX1)’min kesimi ve jelden ekstraksiyonu

PCR firiinleri kesilip saflastirildiktan sonra, vektor DNA da ayni restriksiyon enzimleri
(Xhol ve Xbal) kullanilarak pargalandi ve 5’ ugtaki fosfat gruplarinin uzaklastiritlmasi amaciyla
CIAP (Calf Intestinal Alkaline Phosphatase) enzimi ile islemden gecirildi. Tablo 10°da
belirtilen reaksiyon karisimlari, 37 °C’de 30 dakika bekletildikten sonra, enzim inaktivasyonu
icin sirastyla 65 °C’de 20 dakika ve 80 °C’de 5 dakika tutuldu. Sonrasinda, 1 pL CIAP
eklenerek 37 °C’de 30 dakika daha inkiibe edildi. Kesim isleminin dogrulanmasi ve
saflagtirilmis plazmitin elde edilmesi i¢in agaroz jel elektroforezi yukarida anlatildigi gibi

gergeklestirildi.

Tablo 10. Vektor DNA Kesim Reaksiyonu Karisim Igerigi

Reaksiyon karisim icerigi Miktar (uL)
ddH20 14

10xFast Digest Tamponu 2

pVAX1 2 (1ug)

Fast Digest Xhol 1

Fast Digest Xbal 1

Toplam hacim 20

Kesim reaksiyonunun ardindan, %1 agaroz jel elektroforezi ile yiiriitiilen rnekler jelden
ayristirildi. Bu islem sayesinde hem CIAP enzimi uzaklastirildi hem de kesilen vektér DNA saf
hale getirildi. Vektor DNA'nin jel ekstraksiyonu, PCR f{iriinlerinin saflastirilmasinda kullanilan
‘PureLink® Quick Gel Extraction Kit’ ile gerceklestirildi. Elde edilen vektér DNA'nin

konsantrasyonu ve saflik seviyesi, nanodrop spektrofotometre kullanilarak analiz edildi.

Ligasyon reaksiyonu ve E. coli JM109 hiicrelerinin transformasyonu

Vektore aktarilacak GM-CSF geni ve pVAX1, uygun restriksiyon enzimleriyle
kesildikten sonra Tablo 11'de belirtilen ligasyon reaksiyon karigimina, gen ve vektér DNA esit
hacimde olacak sekilde eklendi. Toplam hacmi 20 pL olacak sekilde hazirlanan bu karigim, 16
°C'de 16 saat siireyle inkiibe edilerek ligasyon islemi tamamlandi. Elde edilen ligasyon
tirtinlerinin bakteri hiicrelerine transformasyonu yukarida belirtildigi gibi yapildi (Mendes et

al., 2015). Ligasyon reaksiyonunda asagidaki esitlik kullanildi.

Vektor Miktari (ng) x Vektore yerlesen gen uzunlugu X 3 = Vektore yerlesen gen miktar: (ng)
Vektér DNA’ nin uzunlugu

Tablo 11. Ligasyon Reaksiyonu

Reaksiyon karisim icerigi Miktar (uL)

10xLigasyon Tamponu 4
GM-CSF 6,52 (65,27nQ)
pVAX1 5,8 (150 ng)
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Ligaz 1,5
NFW 2,18
TOPLAM 20

Koloni PCR

Inkiibasyonun ardindan, kanamisin antibiyotik direnci tasiyan kolonilerden rastgele
secilenler, GM-CSF genine ve pVAXL1'e 6zgii primerler kullanilarak koloni PCR ile analiz
edildi (Shirvani et al., 2019). PCR sonucunda elde edilen iriinler, agaroz jel elektroforezinde

yiiriitiilerek goriintiilendi.

Gene ve vektor DNA’ya ait primerler kullanilarak gerceklestirilen koloni PCR

Koloni PCR i¢in kullanilan karisimin bilesenleri ve PCR kosullar1 Tablo 12 ve Tablo
12°te belirtilmistir. Reaksiyon sonucunda olusan PCR iiriinleri, agaroz jel elektroforezinde
yukarida belirtildigi gibi yiiriitiilerek goriintiilendi. Gen primerleri (GMCSF-F ve GMCSF-R)
ile gergeklestirilen koloni PCR sonuglarina dayanarak segilen 5 koloni (1, 13, 14, 15 ve 16) ile
pVAX1’e ozgi primerler (CMV-F ve BHG-R) kullanilarak yeni bir koloni PCR
gercgeklestirildi. Tkinci bir koloni PCR icin kullanilan reaksiyon karisiminin bilesenleri ve PCR
kosullar1 da Tablo 12 ve Tablo 12°’te belirtilmistir. Elde edilen PCR iiriinleri, agaroz jel
elektroforezinde daha once yukarida belirtildigi gibi yiritiilerek gorintiilendi.

Tablo 12. Koloni PCR icin Reaksiyon Karisim icerigi

PCR karisim icerigi Miktar (uL)
dNTP mix (10 mM) 1
GMCSF-F / CMV-F primer (10 pmol/puL) 1
GMCSF-R / BHG-R primer (10 pmol/uL) 1
10xPCR tamponu 1,2
ddH>0 7,3
Tag DNA polimeraz 0,5
Toplam hacim 12
Tablo 13. PCR Sartlar
Dongii sayisi Sicaklik (°C) Siire (saniye)
1 98 30
98 10
35 55 30
72 35
1 72 300
4 00

Muhtemel rekombinant plazmitlerin dizi analizi ile dogrulanmasi

pVAXI1 vektoriine eklenen dizinin dogrulugunu teyit etmek igin, LB-kanamisin sivi
besiyerinde ¢ogaltilan 13 numarali koloniden plazmit izolasyonu gercgeklestirildi. Izolasyon

islemi, ‘GeneJET Plasmid MiniPrep Kit® (THERMO-k0502) protokoliine uygun sekilde
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yapildi. Saflastirllan rekombinant plazmit DNA’larin  konsantrasyonlari nanodrop
spektrofotometre ile Ol¢iildii ve agaroz jel elektroforezi ile yiiriitilerek goriintiilendi. Elde
edilen rekombinant plazmitler (p)VAX1-GMCSF), vektor spesifik primerler (CMV-F ve BHG-
R) kullanilarak cift yonlii Sanger dizi analizi i¢in MedSan-Tek firmasina (Istanbul) gonderildi.

CTLA-4 Geninin Klonlanmasi

CTLA-4 geninin PCR ile amplifikasyonu

CTLA-4 geninin ¢ogaltilmast amaciyla tasarlanan primerler (CTLA4-F ve CTLA4-R)
(Tablo 4) ile uygun PCR kosullar1 (Tablo 14 ve Tablo 14) esliginde kullanildi. Kalip DNA
olarak pMA-CTLA4 (Invitrogen) tercih edilirken, Phusion High-Fidelity (HF) DNA polimeraz
enzimi ile amplifikasyon gerceklestirildi. Ayrica, primerlerin optimum baglanma sicakligini
belirlemek i¢in gradyan PCR yontemi uygulandi. Amplifiye edilen CTLA-4 geninin agaroz jel
elektroforezinde yiiriitilmesi ve gorlintilenmesi ‘GM-CSF  Geninin  Klonlanmasi®

basamagindaki gibi gergeklestirildi (Akuta et al., 2022).

Tablo 14. CTLA-4 Geninin Gradyan PCR ile Amplifikasyonu

PCR karisim icerigi Miktar (uL)
pPMA-CTLA4 5 (10 ng)
dNTP mix (10 mM) 1,6

MgCl, (50 mM) 0,3
CTLA4-F primer (10 pmol/uL) 1

CTLA4-R primer (10 pmol/uL) 1

5xPhusion HF tampon 4

ddH>0 6,9

HF DNA polimeraz 0,2

Toplam hacim 20

Tablo 15. Gradyan PCR Sartlar

Dongii sayisi Sicaklik (°C) Siire (saniye)
1 98 30
98 10
35 62 -64,5 30
72 45
1 72 300
4 0

PCR iiriinlerinin jelden ekstraksiyonu, restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile
kesimi ve fenol-kloroform ekstraksiyonu

Elektroforez isleminin ardindan PCR iiriinlerinin jelden ekstrakte edilmesi, ekstrakte
edilen PCR fiirliininiin konsantrasyonunun ve safliginin belirlenmesi ‘GM-CSF Geninin
Klonlanmas1” basamagindaki gibi gerceklestirildi. Ekstrakte edilen PCR {iriinii, Notl ve Xhol

enzimleri ile kesildi. Tablo 16°daki gibi hazirlanan kesim reaksiyon karigimi, 37 °C’de 30
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dakika inkiibe edildikten sonra, enzim aktivitesini durdurmak amaciyla 80 °C’de 5 dakika
bekletildi. Xhol ve Notl enzimleriyle kesilen DNA soliisyonu, steril saf su eklenerek 100 pL’ye
tamamlandi ve ardindan fenol-kloroform yontemiyle ‘GM-CSF Geninin Klonlanmasr’

basamagindaki gibi saflastirildi.

Tablo 16. PCR Uriinii Kesim Reaksiyonu Karisim Igerigi

Reaksiyon Karisim Icerigi Miktar (nL)
ddH>0 19,55
10xFast Digest Tamponu 2

CTLAA4 6,45 (200nQ)
Fast Digest Xhol 1

Fast Digest Notl 1

Toplam hacim 30

Vektor DNA (pVAX1-GMCSF)’min kesimi ve jelden ekstraksiyonu

PCR iriinlerinin kesimi ve saflagtirilmasinin ardindan vektéor DNA (pVAX1-
GMCSF)’da ayn1 enzimlerle (Xhol ve Notl) Tablo 17°deki gibi hazirlanan karisim kullanilarak
kesildi. Reaksiyon sonucunda kesim isleminin gergeklesip gerceklesmedigini teyit etmek ve
kesilen plazmiti jelden ekstraksiyonla saf olarak elde etmek i¢in agaroz jelde yiiriitiildii ve
jelden ekstrakte edildi. Eliisyondaki vektor DNA’nin konsantrasyonu ve safligi, nanodrop
spektrofotometrede belirlendi. Tim bu islemler ‘GM-CSF Geninin Klonlanmasi’

basamagindaki gibi gerceklestirildi.

Tablo 17. Vektor DNA Kesim Reaksiyonu Karigim I¢erigi

Reaksiyon karisim icerigi Miktar (uL)
ddH>0 10,82
10xFast Digest Tamponu 2
pVAX1-GMCSF 5,18 (1ug)
Fast Digest Xhol 1

Fast Digest Notl 1

Toplam hacim 20

Ligasyon reaksiyonu ve E. coli JM109 hiicrelerinin transformasyonu

CTLA-4 geni ve pVAX1-GMCSF, Tablo 18°de verilen reaksiyon karisimi igin esit
hacimde olacak sekilde ilave edildi. Son hacmi 30 pL olan karisim, 16 °C’de 16 saat siire ile
inkiibe edilerek ligasyon reaksiyonu gergeklestirildi. Elde edilen ligasyon fiiriinlerinin bakteri

hiicrelerine transformasyonu ‘GM-CSF Geninin Klonlanmasi® basamagindaki gibi yapildi

(Mendes et al., 2015).
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Tablo 18. Ligasyon Reaksiyonu

Reaksiyon karisim icerigi Miktar (nL)

10X Ligasyon tamponu 5

CTLA-4 5,94 (59,42ng)
pVAX1-GMCSF 13,84 (90 ng)
Ligaz 2

NFW 3,22
TOPLAM 30

Koloni PCR

Inkiibasyonun ardindan, kanamisin antibiyotik direnci tastyan kolonilerden rastgele
secilenler, CTLA-4 genine ve pVAX1-GMCSF'ye 6zgii primerler kullanilarak koloni PCR ile
analiz edildi (Shirvani et al.,, 2019). PCR sonucunda elde edilen iriinler, agaroz jel
elektroforezinde ‘GM-CSF Geninin Klonlanmasi® basamagindaki gibi yiiriitiilerek

goriintiilendi.

Gene ve vektor DNA’ya ait primerler kullanilarak gerceklestirilen koloni PCR

Koloni PCR igin kullanilan karigimin bilesenleri ve PCR kosullar1 Tablo 19 ve Tablo
20’de belirtilmistir. Reaksiyon sonucunda olusan koloni PCR firiinleri, agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiilerek goriintiilendi. Bu koloni PCR sonucuna gore belirlenen
kolonilerden (1, 2 ve 3 numarali koloniler) CTLA-4 ve pVAX1’¢ ait primerler (CMV-F ve
CTLA4-R) kullanilarak iki farkli sicaklikta (59 ve 60 °C) koloni PCR uygulandi. PCR
bilesenleri ve kosullar1 Tablo 19 ve Tablo 20°de gosterildi. Elde edilen PCR firiinleri, agaroz
jel elektroforezinde yiiritiilerek gortintiilendi. Tim bu islemler ‘GM-CSF Geninin

Klonlanmas1’ basamagindaki gibi gerceklestirildi.

Tablo 19. Koloni PCR i¢in Reaksiyon Karisim I¢erigi

PCR Kkarisim icerigi Miktar (uL)
dNTP mix (10 mM) 1
CTLAA4-F primer / CMV-F primer (10 pmol/uL) 1
CTLA4-R primer (10 pmol/uL) 1
10xPCR tamponu 1,2
ddH,0O 7.3
Tagq DNA polimeraz 0,5
Toplam hacim 12
Tablo 20. PCR Sartlar
Dongii sayisi Sicakhik (°C) Siire (saniye)
1 98 30
98 10
35 63/59-60 30
72 45
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Tablo 20. devamu ...

Dongii sayisi Sicaklik (°C) Siire (saniye)
1 72 300
4 00

Muhtemel rekombinant vektorlerin dizi analizi ile dogrulanmasi

pVAX1-GMCSF’ye entegre edilen dizinin dogrulugunu teyit etmek amaciyla yapilan
tiim islemler, “GM-CSF Geninin Klonlanmasr” béliimiinde yer alan ‘Muhtemel rekombinant

vektorlerin dizi analizi ile dogrulanmasi’ basamagindaki gibi gergeklestirilerek teyit edildi.

Mucl-VNTR Dizisinin Klonlanmasi
Mucl-VNTR dizisinin PCR ile amplifikasyonu

Mucl-VNTR dizisi 5’ve 3’ uglara sirasiyla ECORI ve Notl restriksiyon enzimlerinin
tanima bolgelerini igerecek sekilde temin edildi. Mucl-VNTR dizisinin amplifikasyonu i¢in
dizayn edilen primerler (MuclVNTR-F ve MuclVNTR-R) (Tablo 4) ile uygun PCR protokolii
(Tablo 21 ve Tablo 22) ve kalip DNA olarak rekombinant pVAX1-CTLA4-GMCSF kullanildi.
Phusion High-Fidelity (HF) DNA polimeraz enzimi ile amplifikasyon gerceklestirildi. Ayrica,
primerlerin optimum baglanma sicakligini belirlemek i¢in gradyan PCR yontemi uygulandi.
Amplifiye edilen Muc-1 VNTR dizisinin agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmesi ve
goriintiilenmesi ‘GM-CSF Geninin Klonlanmasi’ basamagindaki gibi gerceklestirildi (Akuta et
al., 2022).

Tablo 21. Mucl-VNTR Dizisinin Gradyan PCR ile Amplifikasyonu

PCR karisim icerigi Miktar (uL)
PMA-Mucl-VNTR 1,7 (10 ng)
dNTP mix (10 mM) 1,6

MgCl2 (50 mM) 0,3

MuclVNTR-F primer (10 pmol/pL) 1
MuclVNTR-R primer (10 pmol/uL) 1

5xPhusion HF tamponu 4
ddH20 10,2
HF DNA polimeraz 0,2
Toplam hacim 20
Tablo 22. Gradyan PCR Sartlar
Dongii sayisi Sicaklik (°C) Siire (saniye)
1 98 30
98 10
35 55-56-57 30
72 18
1 72 300
4 00
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Mucl-VNTR dizisinin klonlanmasi i¢in yukarida belirtilen sekilde yapilan gradyan PCR
sonucuna gore belirlenen sicaklikta dizayn edilen primerler (MuclVNTR-F ve MuclVNTR-R)
(Tablo 4) ile uygun PCR protokolii (Tablo 21 ve Tablo 22) kullanilarak Phusion High-Fidelity
(HF) DNA polimeraz enzimi ile PCR yapildi. PCR isleminden sonra elde edilen PCR iirliniiniin
jel elektroforezinde yiiriitillerek  goriintilenmesi ‘GM-CSF  Geninin  Klonlanmasi’

basamagindaki gibi gerceklestirildi (Akuta et al., 2022).

PCR iiriinlerinin jelden ekstraksiyonu, restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile
kesimi ve fenol-kloroform ekstraksiyonu

Elektroforez isleminin ardindan PCR diriinlerinin jelden ekstrakte edilmesi, ekstrakte
edilen PCR fiiriiniiniin konsantrasyonunun ve safliginin belirlenmesi ‘GM-CSF Geninin
Klonlanmas1” basamagindaki gibi gergeklestirildi. Ekstrakte edilen PCR iiriinii, ECORI ve Notl
enzimleri ile kesildi. Tablo 23’deki gibi hazirlanan kesim reaksiyon karisimi, 37 °C’de 30
dakika inkiibe edildikten sonra, enzim aktivitesini durdurmak amaciyla 80 °C’de 5 dakika
bekletildi. Kesilen DNA soliisyonu, steril saf su eklenerek 100 uL’ye tamamlandi ve ardindan

fenol-kloroform yontemiyle ‘GM-CSF Geninin Klonlanmasi’ basamagindaki gibi saflagtirildi.

Tablo 23. PCR Uriinii Kesim Reaksiyonu Karisim Igerigi

Reaksiyon Karisim Icerigi Miktar (uL)
ddH20 2

10xFast Digest Tamponu 2
Mucl-VNTR 24 (200nQ)
Fast Digest EcoRI 1

Fast Digest Notl 1

Toplam hacim 30

Vektor DNA (pVAX1-CTLA-4-GMCSF)’nin kesimi ve jelden ekstraksiyonu

PCR iriinlerinin kesimi ve saflastirilmasinin ardindan vektéor DNA (pVAXI-
GMCSF)’da ayn1 enzimlerle (EcORI ve Notl) Tablo 24’deki gibi hazirlanan karisim kullanilarak
kesildi. Reaksiyon sonucunda kesim isleminin gergeklesip gerceklesmedigini teyit etmek ve
kesilen plazmiti jelden ekstraksiyonla saf olarak elde etmek i¢in agaroz jelde yiiriitiildii ve
jelden ekstrakte edildi. Eliisyondaki vektor DNA’nin konsantrasyonu ve safligi, nanodrop
spektrofotometrede belirlendi. Tim bu islemler ‘GM-CSF Geninin Klonlanmasit’

basamagindaki gibi gergeklestirildi.

Tablo 24. Vektor DNA Kesim Reaksiyonu Karigim Igerigi

Reaksiyon karisim icerigi Miktar (uL)
ddH>0 12,77
10xFast Digest Tamponu 2
pVAX1-CTLA-4-GMCSF 3,23 (1pg)
Fast Digest EcoRl 1
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Fast Digest Notl 1

Toplam hacim 20

Ligasyon reaksiyonu ve E. coli JM109 hiicrelerinin transformasyonu

MuclVNTR dizisi ve pVAX1-CTLA4-GMCSF, Tablo 25°de verilen reaksiyon karisimi
icin esit hacimde olacak sekilde ilave edildi. Son hacmi 30 pL olan karisim, 16 °C’de 16 saat
inkiibe edilerek ligasyon reaksiyonu gergeklestirildi. Elde edilen ligasyon firiinlerinin bakteri
hiicrelerine transformasyonu ve ligasyon reaksiyonunda kullanilan esitlik ‘GM-CSF Geninin

Klonlanmasi’ basamagindaki gibi yapildi (Mendes et al., 2015).

Tablo 25. Ligasyon Reaksiyonu

Reaksiyon karisim icerigi Miktar (nL)
10xLigasyon tampon 5
Mucl-VNTR 1,55 (15,56nQ)
pVAX1-CTLA4-GMCSF 16,23 (250 ng)
Ligaz 2

NFW 5,22
TOPLAM 30

Koloni PCR

Inkiibasyonun ardindan, kanamisin antibiyotik direnci tastyan kolonilerden rastgele
secilenler, MUclVNTR dizisine ve pVAX1-CTLA4-GMCSF'ye 6zgii primerler kullanilarak
koloni PCR ile analiz edildi (Shirvani et al., 2019). PCR sonucunda elde edilen iiriinler, agaroz
jel elektroforezinde ‘GM-CSF Geninin Klonlanmasi’® basamagindaki gibi yiiriitiilerek

goriintiilendi.

Gene ve vektor DNA’ya ait primerler kullanilarak gergeklestirilen koloni PCR

Koloni PCR igin kullanilan karisimin bilesenleri ve PCR kosullar1 Tablo 26 ve Tablo
27°de Dbelirtilmistir. Reaksiyon sonucunda olusan koloni PCR friinleri, agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiilerek goriintiillendi. Bu koloni PCR sonucuna gore belirlenen
kolonilerden (1, 2 ve 3 numarali koloniler) MuclVNTR ve pVAXIl’e ait primerler
(MuclVNTR-R ve CMV-F) kullanilarak koloni PCR uygulandi. PCR bilesenleri ve kosullar
yine Tablo 26 ve Tablo 27°de gosterildi. Elde edilen PCR iiriinleri, agaroz jel elektroforezinde
yiiriitiilerek goriintiilendi. Tiim bu islemler ‘GM-CSF Geninin Klonlanmasi’ basamagindaki

gibi gerceklestirildi.
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Tablo 26. Koloni PCR i¢in Reaksiyon Karisim I¢erigi

PCR Kkarisim icerigi Miktar (uL)
dNTP mix (10 mM) 1
MuclVNTR-F primer / CMV-F primer (10 pmol/uL) 1
MuclVNTR-R primer (10 pmol/uL) 1
10xPCR tamponu 1,2
ddH>0 7,3
Tag DNA polimeraz 0,5
Toplam hacim 12
Tablo 27. PCR Sartlari
Dongii sayisi Sicaklik (°C) Siire (saniye)
1 98 30
98 10
35 56-57 30
72 15-18
1 72 300
4 0
4 0

Muhtemel rekombinant vektorlerin dizi analizi ile dogrulanmasi

pVAX1-CTLA4-GMCSF’ye entegre edilen dizinin dogrulugunu teyit etmek amaciyla
yapilan tim islemler, “GM-CSF Geninin Klonlanmas1” boliimiinde yer alan ‘Muhtemel
rekombinant vektorlerin dizi analizi ile dogrulanmasi’ basamagindaki gibi gerceklestirilerek

teyit edildi.

CHO (Cin Hamster Ovaryumu) Hiicre Hattimin Kiiltiirii

Bu ¢alismada elde edilen rekombinant plazmitlerin (pVAX1-GMCSF, pVAX1-CTLA4-
GMCSF, pVAX1-MuclVNTR-CTLA4-GMCSF) memeli hiicrelerinde ifade edildiginin
belirlenmesi i¢in CHO (Cin hamster yumurtaligl) (ATCC®CCL-61) hiicre hatt1 kullanildu.
CHO hiicrelerinin biyiitiilmesi icin yiiksek glikoz iceren Dulbecco’s Modified Eagle
Medium/Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F-12), %10 fetal bovine serum (FBS) ve %l
antibiyotik soliisyonu ile desteklenerek kullanild1 (J. Y. Kim et al., 2012). Hiicreler 37 °C’de,
%5 CO2 ve %90 nem igeren inkiibatorde inkiibe edildi. Uygun medyumda, 25 veya 75 cm2
taban alanl hiicre kiiltiir kaplarinda biiyiitiilen hiicreler tripsin-EDTA soliisyonu (%0,125
tripsin, 5 dakika) ile toplandi ve thoma lamu ile hiicre sayimi yapildi. (Tait et al., 2004).

Elektroporasyon Aracili Transfeksiyon Etkinliginin Belirlenmesi

Elektroporasyon, prokaryotik ve 6karyotik hiicrelerin plazma zarlarinda gecici gdzenekler
olusturan bir elektriksel transformasyon yontemidir (Aycock & Davalos, 2019). Uygulanan

elektrik alani, hiicre zarinda mikroskobik gozenekler veya elektrogzenekler olusturarak mikro
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veya makromolekiillerin hiicre igine ve/veya disina gegisine izin verir (Ozyigit, 2020).
Elektrikle indiiklenen sulu gozeneklerin olusumu, lipid ¢ift tabakada su molekiillerinin ilk
olarak c¢ift tabakaya niifuz etmesiyle baslar. Bu siirecte, kararsiz hidrofobik gozenekler olusur
ve bitisik lipidler, polar bas gruplarin1 su molekiillerine yonlendirerek metastabil hidrofilik
gozenekler olusturur (C. Chen et al., 2006). Bu yeniden ydnlendirme, sulu bir gézenek
olusturmak i¢in gereken enerjinin transmembran voltaji arttikga azalmasi ve biiyiik bir
hidrofobik gozenek yerine biiyiik bir hidrofilik goézenek olusturmanin daha az enerji

gerektirmesi nedeniyle meydana gelir (Green & Sambrook, 2020).

Optimum elektrik darbeleri altinda, elektrogdzenekler yeniden kapatilabilir ve hiicreler
kurtarilabilir. Ancak, uygun olmayan elektrik akimlar1 (6rnegin, ¢ok yliksek elektrik alan
siddeti) hiicrelerin asir1 1sitnmasina neden olarak hiicre 6liimiine yol agabilir. Elektrogdzenek
olusumlari, uygulanan elektrik alanin genligi ve darbe siiresi ile iliskili oldugundan, bu 1s1nma
etkisi, nispeten yiiksek genlikli kisa siireli darbeler veya iki kisa siireli darbe kullanilarak en aza
indirilebilir (Mahni¢-Kalamiza et al., 2012). Bu nedenle, elektrik alan siddetine ve siiresine
bagli olarak, siire¢ ya geri dondiiriilebilir (membrandaki elektrogdzenekler yeniden kapatilabilir
ve hiicreler hayatta kalir) ya da geri dondiiriilemez (membran kapanamaz ve hiicre sonunda
oliir) olabilir (Kotnik & Weaver, 2016). Darbenin siiresine bagli olarak, yeniden kapanma
stireci (>1 saniye) gozenek olusumuna gore (milisaniye veya mikrosaniye) nispeten uzun bir

siiregtir (Ozyigit, 2020).

Elektroporasyon, hizli uygulanabilirligi, diisiitk maliyeti, bir¢ok hiicre tipine uygunlugu,
cok sayida hiicreye uygulanabilirligi ve yiiksek stabil transformasyon yiizdesi saglamasi gibi
avantajlar1 nedeniyle biyoloji, tip ve biyoteknoloji alanlarinda yayginlasan bir yontemdir

(Aycock & Davalos, 2019).

Ast konstraktlarimin CHO hiicrelerine elektroporasyon ile transfeksiyonundan once,
laboratuvarimizda bulunan pPCMV-GFP (Addgene kodu:11153) kullanilarak bir optimizasyon
caligmasi yapildi. Bu calisma sonucunda, asi konstraktlarinin en yiiksek transfeksiyon

etkinligini saglamak i¢in uygun elektroporasyon kosullar1 belirlendi.

Yukarida anlatildig1 gibi, flaska transfer edilerek bir giin boyunca inkiibe edilen CHO
hiicreleri, transfeksiyondan bir giin 6nce toplandi ve hiicre sayimi yapildi. Daha sonra
elektroporasyon aracili transfeksiyon optimizasyonu igin gruplar olusturuldu (Hata! Basvuru
kaynagi bulunamadi.). Her bir grup i¢in 2x10° hiicre kullanildi. Bu hiicreler, 600 ul Opti-
MEM besiyerinde siispanse edildi. 1, 3,5, 7 ve 9 numarali gruplara 2 pg pPCMV-GFP eklendi.
Hazirlanan karisimlar, 4 mm bosluga sahip elektroporasyon kiivetlerine aktarildi. Kiivetler, buz

iizerinde 10 dakika bekletildikten sonra elektroporasyon cihazina yerlestirildi. Gruplara
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uygulanan voltaj degerleri, Tablo 28°de belirtildigi sekilde ayarlanarak elektroporasyon islemi
gerceklestirildi. Elektroporasyon isleminin ardindan, 2 pg pCMV-GFP eklenmis gruplara ait
kiivetler 10 dakika daha buz iizerinde bekletildi. Sonrasinda, elektroporasyon islemi uygulanan
tim gruplar, 5 ml DMEM-F12 besiyeri ile T25 hiicre kaplarina ekildi. Hiicreler, 37 °C’de, %5
CO, ortaminda bir giin boyunca inkiibasyona birakildi.

Tablo 28. Elektroporasyon Aracili Transfeksiyon I¢in 1. Optimizasyon Sartlar

DNA miktari Hiicre sayisi Uygulanan

(ng) voltaj
Kontrol - 2x10° -
1.grup - 2x1068 250V
2.grup 2,0 2x1068 250V
3.grup - 2x106 275V
4.grup 2,0 2x106 275V
5.grup - 2x106 300V
6.grup 2,0 2x108 300V
7.grup - 2x1068 325V
8.grup 2,0 2x108 325V
9.grup - 2x106 350V
10.grup 2,0 2x10° 350V

Yapilan elektroporasyon islemi ardindan Tablo 29 ve

Tablo 30’daki sartlarda yukarida ifade edildigi sekilde CHO hiicrelerine yeniden

elektroporasyon islemi uygulandu.

Tablo 29. Elektroporasyon Aracili Transfeksiyon i¢in 2. Optimizasyon Sartlari

DNA miktari Hiicre sayisi Uygulanan
(ng) voltaj
Kontrol - 2x108 -
1.grup - 2x106 250V
2.grup 2,0 2x1068 250V
3.grup - 2x106 275V
4.grup 2,0 2x10° 275V

Tablo 30. Elektroporasyon Aracili Transfeksiyon i¢in 3. Optimizasyon Sartlar

DNA miktar1  Hiicre sayis1 Uygulanan
(ng) voltaj
Kontrol - 2x106 -
1.grup - 2x10° 250V
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2.grup 0,25 2x10° 250V

3.grup - 2x106 250V
4.grup 0,50 2x10° 250V
5.grup - 2x10° 250V
6.grup 0,75 2x106 250V
7.grup - 2x10° 250V Akis
8.grup 1,0 2x10° 250V
9.grup - 2x10° 250V
10.grup 2,0 2x108 250V

sitometri analizi

Elektroporasyon islemlerinin ardindan, 48 saat boyunca 37 °C’de, %5 CO> ve %90 nem
iceren inkiibatorede inkiibasyona birakilan hiicreler yukarida belirtildigi sekilde toplandi ve 100

uL akis sitometri tamponu iginde siispanse edilerek akis sitometri cihazinda analiz edildi.

CHO Hiicrelerine pVAX1-GMCSF’nin Elektroporasyon Aracili Transfeksiyonu

Akis sitometri analizi sonucunda, pPCMV-GFP’nin CHO hiicrelerine elektroporasyon
yoluyla transfeksiyonu i¢in en uygun kosullar belirlendi ve en yiiksek transfeksiyon etkinligi
tespit edildi. Bu kosullara uygun olarak, yukarida agiklanan yontemle elde edilen rekombinant
pVAX1-GMCSF CHO hiicrelerine elektroporasyon yontemiyle aktarildi. Elektroporasyon
islemi uygulanan hiicreler, 5 ml DMEM-F12 medyumu ile Tos hiicre kaplarina ekildi ve 37
°C’de, %5 CO, ortaminda iki giin siireyle inkiibasyona birakild:.

Uygulamadan 48 saat sonra CHO hiicreleri toplandi ve 15g’de 5 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant uzaklastirildiktan sonra, hiicreler 1 mL PBS ile yikandi. Elde edilen pellet, 3 mL
IXRIPA tamponu (igerisinde 3 uL, 1 mM PMSF olacak sekilde hazirlanmig) eklenerek siispanse
edildi. Siispansiyon, 40 kez pipetaj yapildiktan sonra 5 dakika boyunca buz iizerinde inkiibe
edildi. Ardindan 30 saniye vortekslenip 30 saniye buzda bekletildi. Bu islem toplam 5 kez
tekrarlandi. Elde edilen hiicre lizati, 1,5 mL’lik Eppendorf tiiplerine alind1 ve 14.000g’de, 4
°C’de 10 dakika santrifiij edildi. Son olarak, siipernatantlar toplandi.

-20 °C’den alman siipernatant tiipleri, 13.000 rpm’de, +4 °C’de 5 dakika santrifiij edildi.
Her 2 mL 6rnek i¢in 500 pL. TCA (trikloroasetik asit) eklendi ve drnekler +4 °C’de 10 dakika
bekletildi. Bekleme sonrasinda, 6rnekler ependorf tiiplerine alinip 13.000 rpm’de, +4 °C’de 5
dakika santrifiij edildi ve siipernatant uzaklastirildi. Pellet tizerine 200 pL soguk aseton
eklenerek slispanse edildi. Ardindan, ayni1 kosullarda (13.000 rpm, +4°C’de 5 dakika) santrifiij
islemi tekrarlandi ve siipernatant uzaklastirildi. Bu islem bir kez daha tekrarlanarak toplamda
iki kez soguk aseton ile yikama yapildi. Son yikamanin ardindan, pelletler 95 °C’de 1s1 blogunda

inkiibe edilerek asetonun u¢masi saglandi. Kuruyan pelletlere, 40 pL 1,5X yiikleme tamponu
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eklendi ve pelletler pipetaj ile ¢ozdiiriildii. Coziinen pelletler hemen buza alinarak spinlendi ve

ardindan 95 °C’de veya kaynayan su banyosunda 5 dakika inkiibasyona birakildi.

Western blot analizi

Western blotlama (protein immunoblot olarak da bilinir), hiicre veya doku lizatindan
elde edilen kompleks bir karisitmda belirli bir proteinin tanimlanmasi ve miktarinin 6l¢iilmesi
i¢in altin standart bir yontemdir (Hirano, 2012). Kisaca, dogal ya da denatiire edilmis proteinler
jel elektroforezi ile ayrilir, ardindan protein baglayici bir membrana transfer edilir ve daha sonra
hedef protein, spesifik bir antikor kullanilarak tespit edilir (Bass etal., 2017). Diger immiinoblot
tekniklerinde oldugu gibi, antikorlar, WB'nin dogrulugunu, tekrarlanabilirligini ve 6zgilliigiinii

garanti altina alan kilit bir rol oynar (B. Kim, 2017).

Western blotlama, yari-kantitatif ve hata egilimli bir teknik olmasina ragmen, dogru
istatistiksel tasarim, normalizasyon yontemi, gegerli referans proteinler ve dogru antikor se¢imi

gibi ¢esitli faktorlerin kullanimi, sonuglarin yorumlanmasini engelleyen sistematik hatalari

azaltabilir (Wu et al., 2014).

SDS-PAGE jelinde proteinlerin yiiriitiilmesi

SDS-PAGE jeli hazirlamak i¢in dncelikle elektroforez plaklari ve aparatlari saf su ve
etanol ile temizlendi ve jel hazirlama tankina yerlestirildi. Cam plakalar arasina, Tablo 31’deki
hazirlanan ayirma jeli pipet yardimiyla plakalarin arasina 2/3 oraninda dolduruldu. Jelin iist
yiizeyinin diiz olmasi i¢in iizerine izopropanol eklendi. Ayirma jelin polimerlesmesi
tamamlandiktan sonra, izopropanol uzaklastirildi. Ardindan, polimerlesmis ayirma jelinin
iizerine yigma jeli ilave edildi ve izopropanol ile temizlenmis tarak yigma jelinin {izerine
yerlestirildi. Y1igma jelin polimerlesmesi tamamlandiktan sonra, tarak dikkatlice ¢ikarildi. Cam
plakalar elektroforez tankina yerlestirildi ve lizerlerine 1X yiirlitme tamponu eklendi. Taraklar
tank icinde cikarildiktan sonra, TCA ile ¢oktiiriiliip spinlenen 6rneklerden 20 pL alinarak her
bir kuyuya yiiklendi. Jel, ilk olarak 60V’de 30 dakika, ardindan 120V’de 60 dakika, oda
sicakliginda caligtirildi.

Tablo 31: SDS Jelinin Hazirlanmasi

Ayirma jeli Yigma jeli
1 M Tris-HCI 2500 220
Akrilamid- 2200 400
bisakrilamid
%10’Iuk SDS 100 15
TEMED 65 15
Saf su 1565 1225
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%10’luk PER 35 20

Blotlama, bloklma, antikor ile muamele ve goriintiilme islemi

SDS-PAGE jelinde yiiriitiilen proteinler PVDF membrana blotlandi. Bu islem igin jel,
cam plakalar arasindan ¢ikarildiktan sonra musluk suyunda yikanarak temizlendi ve ardindan
1X Transfer tamponunda 5 dakika bekletildi. PVDF membranlar ise kullanilmadan 6nce
metanolde 5 dakika calkalanarak muamele edildi, ardindan 1X Transfer tamponunda 5 dakika
muamele edildi. Semidry blotlama islemi i¢in, cihazin platformuna sirayla su sekilde katmanlar

yerlestirildi:
1. Transfer tamponu ile 1slatilmis 2 parca blot kagidi,
2. PVDF membran,
3. Jel,

4. Transfer tamponu ile 1slatilmis 3 parca blot kagidi.

Blotlama cihazi, 25 V, 2,5 A ayarinda 7 dakika calistirildi. Blotlama islemi
tamamlandiktan sonra, membran dikkatlice alindi ve bantlarin bulundugu yilizeye gelecek
sekilde 10-15 dakika taze hazirlanmis PBST ¢ozeltisinde calkalanarak yikandi. Bir jel igin 250
mL PBST ¢o6zeltisi hazirlandi; bunun i¢in 125 uL Tween-20 eklendi. Bu ¢ozeltiden 30 mL
ayrilarak, %5 yagsiz siit tozu eklenip bloklama ¢ozeltisi olusturuldu. Bloklama ¢ozeltisinden
her bir antikor i¢in 3 mL ayrildi ve +4 °C’de saklandi. Membran, bloklama ¢ozeltisi ile 1 saat
boyunca oda sicakliginda calkalanarak inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan membran, PBST
ile 2 kez, 5’er dakika yikandi. Daha sonra, bloklama ¢6zeltisine GM-CSF antikoru olan Anti-
Rat 19G H&L (HRP) 1:1000 oraninda (yani 1 puL antikor 1 mL bloklama ¢ozeltisi) eklendi ve
membranin 6n yiizii antikora gelecek sekilde, +4 °C’de bir gece karanlikta inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra membran, PBST ile yavasca 5 kez, 5’er dakika calkalanarak yikandi.
Yikama islemi tamamlandiktan sonra, Femto ve Pico substratlar1 (ECL reagent) kullanilarak
antikorun kimyasal sinyal olusturmasi saglandi ve sonuclar ChemiDoc™ Touch imaging

System ile goriintiilendi.

Giimiis Boyama

CTLA-4 proteininin varligini belirlemek i¢in, yukarida agiklanan yontemle elde edilen
rekombinant pVAX1-CTLA4-GMCSF as1 konstrakti, elektroporasyon ydontemiyle CHO
hiicrelerine aktarildi. Daha sonra, yukarida belirtilen prosediirlere uygun olarak CTLA-4
heterolog protein izolasyonu gerceklestirildi ve SDS-PAGE analizi yapildi. Analizin ardindan

jel, giimiis boyama yontemiyle goriintiileme i¢in asagidaki sekilde hazirlandi.
56



e SDS-PAGE’den ¢ikarilan jel, 6ncelikle saf su ile yikandi. Daha sonra, Tablo 3’ teki gibi
hazirlanan tespit ¢ozeltisi, jelin iizerine eklenerek 320 rpm’de 30 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan jel tekrar saf su ile yikandh.

e Jel, Tablo 3’teki gibi hazirlanan rediiksiyon ¢ozeltisine konularak 320 rpm’de 30 dakika
inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan jel, 5 dakika siireyle, 3 kez saf su ile yikandi.

e Jel, Tablo 3’ teki gibi hazirlanan boyama ¢ozeltisinde 320 rpm’de 20 dakika inkiibe
edildi. inkiibasyonun ardindan jel, 5 dakika boyunca 3 kez saf su ile yikandi.

e Jel, Tablo 3’ teki gibi hazirlanan yikama ¢ozeltisi 1’¢ konularak 320 rpm’de
inkiibasyona birakildi. Ardindan jelde bantlar belirginlesmeye basladiginda, Tablo 3’
teki gibi hazirlanan yikama ¢ozeltisi 2, jelin lizerine eklendi ve proteinin bulundugu bant

goriintiilendi.

Rekombinant GM-CSF ve CTLA-4 proteinlerinin molekiiler kiitlelerini tahmin etmek
icin Rf (retardasyon faktorii) grafigi kullanildi. Once elektroforez jelindeki marker proteinlerin
go¢ mesafeleri Olgiildii. Her bandin Rf degeri, go¢ mesafesinin toplam jel uzunluguna orani
almarak hesaplandi. Marker proteinlerin bilinen molekiiler kiitlelerinin logaritmalari
(logy o MKk) alinarak, Rf-log (MKk) iliskisine dayali bir dagilim grafigi olusturuldu. Trendlere
uygun regresyon dogrusu ¢izildi ve denklem elde edidi. Incelenen proteinin Rf degeri bu
denklemde yerine yazilarak log (Mk) degeri bulundu; bunun antilogu alinarak yaklasik
molekiiler kiitle hesaplandi (Lee et al., 2020).

Ast konstraktlarimin elektroporasyon yontemiyle CHO hiicrelerine aktarilmasinin
ardindan, bu hiicrelerde as1 konstraktlarinda yer alan genlerin kodladig1 heterolog proteinlerin
iretimi, western blot analizi ve glimiis boyama ile dogrulandi. Analizlerin tamamlanmasinin
ardindan, in vivo hayvan deneylerine gegildi. Bu deneyler, hizmet alim1 ile KOBAY Deney

Hayvanlar1 Laboratuar1 Sanayi ve Ticaret A.S. (Ankara) tarafindan gergeklestirildi.

Calisma kapsaminda kullanilan 36 adet 220-295 g 4-6 haftalik Mus domesticus cinsi
erkek fare, KOBAY Deney Hayvanlar1 Laboratuari Sanayi ve Ticaret A.S. tarafindan temin
edilmistir. Tiim fareler, deney siiresi boyunca sabit sicaklik ve 151k dongiileri (23 + 1°C, 12:12
saat karanlik/aydinlik dongiileri) olan kafeslerde tutularak hazir pellet yem ve ¢cesme suyu ile
beslenmistir. KOBAY DHL A.S. Yerel Etik Kurulu tarafindan alinan 24.05.2024 tarih ve 719
onay no’lu karar ile calismamizin biitiin agamalarinin etik kurallara uygun oldugu bildirilmistir

(Sekil 8).
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In vivo Tumor Tedavisi

Calismada, 4-6 haftalik C57BL/6 erkek farelerden 24 adet kullanilarak 4 grup (n:6)
olusturuldu (Sekil 9). Farelerde LLC1 (ATCC: CRL-1642™) fare akciger kanseri hiicre hatti
kullanilarak sinjenik timoér modeli olusturuldu. Bu amagla, 24 fare 1 hafta boyunca karantinaya
alindi. Karantina siiresince LLC1 hiicrelerinin biiyiimesi i¢in, %10 fetal bovin serumu (FBS)
iceren, yliksek glikoz icerigine sahip Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) kullanildi
(Nahler, 2009). Hiicreler, %5 CO, ve %90 nem oranina sahip, 37 °C’de bir inkiibatorde inkiibe
edildi.

Kontrol
pVAX1
pVAXI-
MuclVNTR-
CTLA4-GMCSF
pVAXI1-CTLA4-
GMCSF
=
)

Sekil 9. Tiimor tedavi deneyi i¢in gruplarinin olusturulmasi

Hiicreler, uygun medyumda 25 cm? veya 75 cm? taban alanina sahip hiicre kiiltiir
kaplarinda biiyiitiildii. Toplama islemi i¢in %0,25 tripsin igeren soliisyon kullanilarak hiicreler
5 dakika boyunca inkiibe edildi ve ardindan thoma lamu ile hiicre sayimi yapildi. Sayim
sonucunda, 3x10* hiicre 100 uL steril serum fizyolojik igerisinde siispanse edildi. Daha sonra
siispanse hiicrelerin iizerine 1:10 oraninda matrigel (Corning-354248) eklendi ve karigim
pipetaj yapilarak hazirlandi. Pipetaj sirasinda matrigelin donmamasi i¢in karisimin sicaklifinin

10 °C’nin tizerine ¢itkmamasina 6zen gosterildi.

Her bir fareye, hazirlanan 3x10* hiicrelik matrigel karisimi subkutan olarak karmn
bolgesine enjekte edildi. Enjeksiyondan 10 giin sonra ol¢iilebilir biiyiikliikte tiimorler olustu.
Timor gelisiminden 5 giin sonra, agilama islemi gerceklestirildi. Her bir fareye, 100 pg olarak
hazirlanan asilar intraperitoneal yolla farelerin ensesinden enjekte edildi. Asilama, 5 giin arayla
3 doz olarak uygulandi. Son asilamanin ardindan, tiimor boyutlart (derinlik x genislik x
uzunluk) 30 giin boyunca haftada iki kez 6l¢iildii (Hata! Bagvuru kaynagi bulunamadu.).
Calismada belirlenen gruplar ve uygulanan asilama takvimi, Sekil 10Hata! Basvuru kaynag:

bulunamadi.’ da detayli olarak gosterilmistir.
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Sekil 10.Tumoér tedavi deneyi; a) Tiimor tedavi deneyi i¢in gruplarin olusturulmasi ve asilama
takvimi, b) Tiimor tedavi deneyi siiresince yapilan uygulamalar

In vivo tiimor tedavi deneyinin histopatolojik analizi

Caligma siiresince 6len veya ¢alisma sonunda sakrifiye edilen farelerden deri, akciger ve
karaciger dokular1 toplandi. Bu dokular, histopatolojik inceleme amaciyla formaldehit iginde

korunarak tarafimiza gonderildi.

Farelerden aliman deri, akciger ve karaciger doku 6rnekleri, %10 tamponlu formaldehit
sollisyonu ile fikse edildi. Doku kiigiiltme islemi sirasinda dokularin tam ortasindan kesildi ve
kasetlere yerlestirildi. Formaldehit kalintilarim1 uzaklastirmak i¢in dokular 24 saat boyunca
akan su altinda yikandi. Daha sonra, dokular sirastyla %70, %80, %90, %96 ve %100’liik alkol
serilerinde birer saat bekletilerek doku takip cihazinda dehidrasyon islemine tabi tutuldu.
Seffaflastirma asamasinda dokular, ksilol 1 ve ksilol 2'de birer saat bekletildi. Son olarak
dokular, 57°C’de parafin 1 ve parafin 2'de bekletilerek parafinizasyon islemi tamamlandi.
Parafin bloklara gomiilen dokulardan, rotary mikrotom cihazi (Leica RM2125 RT) kullanilarak
5 wm kalinliginda kesitler alindi. Bu kesitler histolojik incelemeler i¢in normal lamlara,

immiinohistokimyasal analizler i¢in ise yapiskanli lamlara aktarildi.
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Hematoksilen-eozin (HE) boyama yontemi

Parafinle kaplanmis kesitlerden boyama Oncesi parafin uzaklastirildi. Kesitler, 57 °C
sicaklikta bir saat inkiibe edildikten sonra, ksilol 1 ve ksilol 2 serilerinde beser dakika
bekletilerek temizlendi. Ardindan, kesitler sirasiyla %100, %96, %90, %80 ve %70’lik alkol
cozeltilerinde tiger dakika bekletildi ve ardindan distile suda yikanarak rehidrasyon saglandi.
Kesitler, hematoksilen boyasinda bes dakika tutulduktan sonra bol ¢esme suyunda yikandi.
Asir1 boyay1 gidermek igin asit alkolle dekolorizasyon iglemi yapildi. Daha sonra kesitler, eozin
boyasinda bir dakika siireyle boyandi ve yeniden %70, %80, %90, %96 ve %100’lik alkol
serilerinden gegirilerek dehidrasyon tamamlandi. Son asamada, kesitler ksilol 1 ve ksilol 2
cozeltilerinde tlicer dakika bekletilerek seffaflastirildi. Boyama islemi tamamlanan dokular,
entellan yardimiyla lamellerle kapatilarak hazirlandi. Hematoksilen-eozin boyasi uygulanmis
preparatlar, Zeiss AXIO ALMANY A 1s1tk mikroskobunda incelenerek kaydedilen patolojik
bulgularin fotograflari ¢ekildi (Cavusoglu, 2016). Kesitler histopatolojik 6zelliklerine gore yok
(0), hafif (1), orta (2) ve siddetli (3) olarak degerlendirilip istatistiksel degerlendirme yapildu.

Immiinohistokimyasal Boyama Yéntemi

Ki67 protein analizi i¢in adheziv (poly-L-Lysin) kapli lamlara alinan doku kesitleri,
ksilol ve alkol serilerinden gegirilerek deparafinize edildi ve dehidratasyon islemi tamamlandi.
Daha sonra, kesitler distile suda 5 dakika siireyle yikandi. Ardindan PBS (pH 7.2) ile 5-10
dakika yikandi. Daha sonra %3’liikk H,O> ile10 dakika muamele edilerek endojen peroksidaz
inaktive edildi. Nonspesifik zemin boyanmasini énlemek igin kesitler, tiim primer ve sekonder
antikorlarla uyumlu olan Protein Blok ¢dzeltisi ile 5 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon siiresi
sonunda, doku iizerindeki fazla blok ¢o6zeltisi dokiildii, ancak yikama yapilmadan primer
antikor (Ki67 katolog no: ab15580) 1:100 UK oraninda uygulandi. Kesitler, primer antikorla
oda sicakliginda 1 saat siireyle inkiibe edildi. Primer antikor isleminden sonra kesitler PBS ile
iki kez, her birinde 5 dakika olacak sekilde yikandi ve ardindan biotinle isaretlenmis sekonder
antikorla oda sicakliginda 10-30 dakika inkiibasyona birakildi. Bu islemden sonra tekrar PBS
ile yikanan kesitler, streptavidin-peroksidaz ¢ozeltisinde 10-30 dakika siireyle bekletildi ve PBS
ile yikama islemi tekrarlandi. Kromojen olarak 3,3'-Diaminobenzidine (DAB) c¢ozeltisi
damlatilan kesitler, kromojen reaksiyonu tamamlanana kadar 5-10 dakika siireyle bekletildi.
Zemin boyamasi icin kesitler Mayer’s hematoksilen ¢ozeltisinde 1-2 dakika siireyle
bekletildikten sonra musluk suyu ile yikandi. Son olarak, alkol ve ksilol serilerinden gecirilerek
temizlenen kesitler lamelle kapatildi ve Zeiss AXIO ALMANY A 151k mikroskobuyla analiz
edildi (Cavusoglu, 2016).
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Istatistiksel Analiz

Histopatolojik incelemelerde istatistiksel analiz i¢in SPSS 13.0 programi kullanildi ve
p<0.05 anlamli kabul edilerek veriler degerlendirildi. Gruplar aras1 karsilastirllmada Duncan
testi kullanildi. Grup etkilesiminin saptanmasinda non parametrik Kruskal-Wallis testi, gruplar

arasindaki farkliliklar1 belirlenmesi i¢in Mann Whitney U testi kullanildi.

Immunohistokimyasal boyama sonucu elde edilen resimlerden pozitif boyanmalarin
yogunlugunu belirlemek amaciyla; her resimden 5 adet rastgele alan se¢ildi ve ZEISS Zen
Imaging Software programinda degerlendirmeleri yapildi. Veriler, alan %'si i¢in ortalama ve
standart sapma (ortalama+SD) cinsinden istatistiksel olarak tanimlandi. Pozitiflik veren
immiinoreaktif hiicreleri ve imminopozitif boyanmis alanlar1 saglikli kontrollerle
karsilastirmak i¢in one-way ANOVA ve ardindan Tukey testi yapildi. Test sonucunda p<0.05

degeri anlamli olarak kabul edildi ve veriler ortalama + SD olarak sunuldu.

In vivo Bagisiklama Deneyi

Calismada, 4-6 haftalik C57BL/6 erkek farelerden 12 adet kullanilarak 4 grup (n:3)
olusturuldu (Sekil 11). Her bir fareye, 100 pg dozunda hazirlanan asilar intraperitoneal yolla,

enselerinden enjekte edildi. Asilama islemi, 1 hafta arayla toplam {i¢ kez tekrarlandi.

e = e

e B e S o =

Kontrol
pVAXI
pVAXI-
MuclVNTR-
CTLA4-GMCSF
pPVAXI-CTLA4-
GMCSF

Sekil 11. Bagisiklama deneyi i¢in gruplarimin olusturulmasi

Her bir agilama 6ncesinde, son asilamadan 3 giin sonra ve son asilamadan 1 hafta sonra
farelerin fasiyal venlerinden 0,5 cc kan alindi. Kan 6rnekleri, serumu kandan kolayca ayirabilen
jel igeren sar1 kapakli tiiplerde toplandi. Ayni gruptaki farelerden alinan kan ornekleri
birlestirildi. Tiiplerdeki kanlar, oda sicakliginda 10 dakika bekletildikten sonra 3000 rpm’de 10
dakika santrifiij edildi. Elde edilen serum, iki esit kisma bdéliinerek alikuatlandi ve -80 °C’de
sakland1 (Sekil 12). pVAX1-MuclVNTR-CTLA4-GMCSF ve pVAX1-CTLA4-GMCSF
asilarinda bulunan Mucl VNTR ve CTLA-4 genleri araciligiyla farelerde iiretilen proteinlere
karsi, farelerden toplanan serumlarda spesifik antikorlarin (anti-MuclVNTR ve anti-CTLA-4)
varligini belirlemek i¢in ELISA ve western blot analizleri gergeklestirildi. Calismada belirlenen

gruplar ve uygulanan asilama takvimi, Sekil 12’de detayli olarak gosterilmistir.
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Kan alimm Serumun elde edilmesi Asilarm enjeksiyonu

Sekil 12. Bagisiklama deneyi; a) Bagisiklama deneyi i¢in gruplarin olusturulmasi ve asilama
takvimi, b) Bagisiklama deneyi siiresince yapilan uygulamalar

In vivo bagisiklama deneyinin histopatolojik analizi

Ayrica caligma sonunda sakrifiye edilen farelerden karaciger ve akciger dokulari
toplandi1. Bu dokular, histopatolojik inceleme amaciyla formaldehit icinde korunarak tarafimiza
gonderildi. Karaciger ve akciger dokularimin histopatolojik analizi yukarida anlatildigi gibi

yapild1 (Cavusoglu, 2016).

ELISA analizi

Enzime bagli immiinosorbent tahlili (ELISA), temel bilim arastirmalarinda, klinik
uygulama caligmalarinda ve teshislerde yaygin olarak kullanilan immiinolojik bir tahlildir.
ELISA teknigi, antijen (yani hedef protein) ile ilgili antijene kars1 birincil antikor arasindaki
etkilesime dayanir. Antijenin varligi, eklenen substratin enzime bagh antikor katalizi yoluyla
dogrulanir; bunlarin {iriinleri, gorsel incelemeyle niteliksel olarak veya bir liminometre veya
spektrofotometreden alinan okumalar kullanilarak niceliksel olarak tespit edilir. ELISA

teknikleri genel olarak dogrudan, dolayl, sandvi¢ ve rekabet¢i ELISA olarak siniflandirilir;

63



bunlarin tiimii antijenlere, antikorlara, substratlara ve deney kosullarina gore degisir. Dogrudan
ELISA, enzimle konjuge primer antikorlarin antijen kapli plakalara baglanmasina dayanur.
Dolaylh ELISA, antijen kapl plakalara baglanan birincil antikorlara 6zgli enzime bagl ikincil
antikorlari tanitir. Rekabetci ELISA, birincil antikor i¢in numune antijeni ile plaka kapli antijen
arasinda bir rekabeti ve ardindan enzime bagli ikincil antikorlarin baglanmasini igerir. Sandvig
ELISA teknigi, antikorla onceden kaplanmis plakaya verilen bir 6rnek antijeni, ardindan
tespitin ve enzime bagli ikincil antikorlarin antijen {izerindeki tamima bdlgelerine sirali
baglanmasini igerir (Hayrapetyan et al., 2023). Serumlardaki muhtemel antikorlarmn (anti-
MuclVNTR, anti-CTLA-4) varligini tespit etmek icin dolaylit ELISA teknigi kullanildi. Bu
amagla, ticari olarak satin alinan saf Mucl ve CTLA-4 proteinleri ELISA plakalarina
immobilize edildi. Primer antikor olarak ¢alismada toplanan serumlar, ikincil antikor olarak ise
Goat Anti-Rabbit 1IgG H&L (HRP) antikor kullanildi. Y 6ntemin detaylar1 asagida verilmistir.

Bu asama, hizmet alim1 kapsaminda Kobay firmasi tarafindan gergeklestirilmistir.

e Plaklarin hazirlanmast:

ELISA plaklarmin kuyucuklari, CTLA-4 ve Miisin-1 VNTR proteinleri ile kuyucuk
basma 1 pg olacak sekilde kaplandi. Kaplama i¢in proteinler karbonat tamponunda (%0.159
a/h Na, COs3 , %0.388 a/h NaHCO3 , pH 9.6) ¢oziindiiriildii. Plaklar parafilm ile kaplanarak
bir gece boyunca 4 °C'de inkiibe edildi.

e Yikama islemi:

Inkiibasyon sonrasi plaklar, yikama tamponu (%0.8 a/h NaCl, %0.02 a/h KCI, %0.144
a/h Na, HPO, , %0.024 a/h KH, PO, , %0.1 h/h Tween-20, pH 7.2) ile ii¢ kez yikand.

Bloklama islemi:

Kuyucuklara 50 pL bloklama c¢ozeltisi (yikama tamponu igerisinde %2 a/h BSA)
eklendi ve plaklar 37 °C'de 1 saat inkiibe edildi.

e Primer antikor uygulamasi:

Bagisiklik kazandirilmis farelerden elde edilen serum, bloklama ¢o6zeltisi ile 1:50, 1:100,
1:200, 1:400, 1:800, 1:1600 ve 1:3200 oranlarinda seyreltilerek primer antikor ¢ozeltisi olarak
kullamldi. Plaklar 37 °C'de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda plaklar, yikama

tamponu ile dort kez yikandi.

e Sekonder antikor uygulamast:
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Kuyucuklara, bloklama ¢ozeltisi igerisinde 1:1000 oraninda seyreltilmis Goat Anti-
Rabbit 1IgG H&L (HRP) sekonder antikor eklendi ve plaklar 37 °C'de 1 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan plaklar dort kez yikandh.

e Renk olusturma:

HRP konjuge sekonder antikor substrat kiti kullanilarak kolorimetrik bir substrat

hazirlandi. Bunun igin:

» Kit bileseni olan AP 25x renk olusturma tamponundan 0.4 mL alinip iizerine 9.6 mL
deiyonize su eklenerek 1X ¢ozeltisi hazirlandi.

» Kit bileseni olan AP renk reaktifi A ve B ¢ozeltilerinden 100 pL alinip hazirlanmis olan
1X tampona eklendi ve kisa siire vortekslendi.

» Hazirlanan karisimdan her kuyucuga 100 pL eklendi. Plaklar oda sicakliginda, karanlik
bir ortamda 30 dakika inkiibe edildi.

e Sonislem ve okuma:

Inkiibasyonun ardindan her kuyucuga 50 pL stop ¢ozeltisi eklendi. Optik dansite
degerleri ELISA plak okuyucusu ile 405 nm dalga boyunda 6l¢iildii.
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ARASTIRMA BULGULARI

E. coli JIM109 Hiicrelerinin Transformasyonu ve Plazmit Izolasyonu

PMA-MUCLVNTR, pMA-CTLA4 ve pMA-GMCSF’nin kompetan E. coli JM109
hiicrelerine transformasyonunun ardindan koloni olusumu gozlendi. Transformasyon islemi
sonrasi besiyerinde gelisen kolonilerden rastgele secilerek LB sivi-ampisilin besiyerine
aktarildiktan sonra plazmit izolasyonu yapildi. Izole edilen plazmitler (pMA-MUC1VNTR,
PMA-CTLA4 ve pMA-GMCSF), agaroz jel iizerinde 60 V’de 90 dakika yiiriitiilerek
gortintiilendi (Sekil 13).

1000 be

500 be

Sekil 13. izole edilen plazmitlerin agaroz jel elektroforez gériintiisii
(B; belirteg, 1. kuyu: pMA-MUC1VNTR, 2. kuyu: pMA-CTLA4, 3. kuyu: pMA-GMCSF)

GM-CSF Geninin Klonlanmasi
GM-CSF geninin gradyan PCR ile amplifikasyonu

GM-CSF geni, Phusion High-Fidelity (HF) DNA polimeraz enzimi kullanilarak gradyan
PCR ile ¢ogaltildiktan sonra agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmesi sonucunda 55 °C, 61 °C,
62 °C ve 63 °C sicakliklarinda 435 baz ciftlik bantlar tespit edildi. En belirgin bantin 55 °C'de
olustugu gozlemlendi. Bu bulgulara dayanarak, GM-CSF geninin DNA polimeraz enzimi ile
cogaltilmasi i¢in primer baglanma sicakligi olarak 55 °C secildi (Sekil 14).
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1 B 2 3 4 5

1000 bg

0k «— 435b¢

Sekil 14. PCR fiirlinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii
(B: Belirteg; 1-5. kuyular: 55 °C, 61 °C, 62 °C ve 63 °C’de gergeklestirilen PCR {iriinleri)

GM-CSF geninin ve pVAX1’in endoniikleaz enzimleriyle kesilmesi

PCR ile elde edilen GM-CSF geni saflastirildi ve Xhol ile Xbal restriksiyon enzimleri
kullanilarak kesildi. Ayni enzimlerle kesilen vektor DNA (pVAX1) da agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiildii. Elektroforez sonuglari, GM-CSF geninin ve vektor DNA’nin
basaril bir sekilde kesildigini dogruladi.

E. coli JM109 hiicrelerinin transformasyonu

Ligasyon tirinlerinin kompetan E. coli JM109 hiicrelerine transformasyonunun ardindan

LB agar- kanamisin besiyerinde kolonilerin gelisimi Sekil 15°teki gibi gzlendi.

Sekil 15. Inkiibasyon sonrasi gelisen bakteri kolonileri
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Geni tasiyan transformantlarin belirlenmesi

GM-CSF genine ve vektor DNA’ya ait primerler kullamlarak gergeklestirilen koloni
PCR

Transformasyon sonrasinda besiyerinde gelisen kolonilerden 5 tane segilerek gene ait
primerler ile 55 °C’de koloni PCR yapildi. Koloni PCR sonrasinda elde edilen iiriinler agaroz
jel elektroforezinde 60 V’de 90 dakika boyunca yiiriitiildiikten sonra gériintiilendi (Sekil 16).

Goriintiileme sonucu 2, 3, 4 ve 5 numarali kuyularda 435 b¢ uzunlugunda bant gortildii.

B K1 2 3 4 35

1000 bg

500 be
el e B B« 435h¢

Sekil 16. Koloni PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii

(B: belirteg; K: kontrol (pVAX1); 1-5. kuyular: 1, 13, 14, 15 ve 16 numarali koloniler ile gergeklestirilen PCR
irtinleri)

Ayrica transformasyon sonrasi gerceklestirilen koloni PCR ile elde edilen sonuca gore
secilen 2 koloniden gen ve vektér DNA’ya ait primerler (CMV F ve GM-CSF R) kullanilarak
56,5 °C’de koloni PCR yapildi. Reaksiyon sonrasi koloni PCR iiriinleri agaroz jelde yiiriitiilerek
goriintiilendi. Beklenen boyutla (657 b¢ uzunlugunda) ayni uzunlukta bant goriildii (Sekil 17).
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1000 be

<+— 657 be
500 be

Sekil 17. Koloni PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii

(B: Belirteg; 1 ve 2. kuyular: 13 ve 15 numarali koloniler ile gergeklestirilen koloni PCR iiriinleri)
Muhtemel rekombinant plazmitlerin dizi analizi

Dizi analiz sonucu elde edilen niikleotid dizisi, GM-CSF niikleotid dizisi ile
blastlandiginda (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) benzerliklerin %100 oldugu gorildii
(Sekil 18). Elde edilen rekombinant pVAX1-GMCSF’nin SnapGene ile ¢izilmis haritas1 Sekil
19’ de verildi.
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Score Expect ldentities Gaps Strand Frame

504 bits(435) 0.0i) 435/435(100%) 0/435(0%) Plus/Plus

coree 15 ML DDA
corer 25s WELCCORECOEE LR LR o,
o 2o LT T Y.
e 1 1yttt il e
e 1 e
e a0 I T 2
i 11y pyyyy iyt IEy ansdhydiadl iy

wry 453 GETIETAITE <=

Sbjct 614 CCAGTCCAGGAGTGA 628

Sekil 18. Vektor DN A’ya ait primerler ile gergeklestirilen Sanger dizi analizi sonucu elde edilen
niikleotid dizisinin blast sonucu (Query: NCBI’dan referans alinan dizi, Sbhjct: Sanger analizi
sonucu elde edilen dizi)

Nhel (696)
Bmtl (700)

Pmel (705)

AM1I (709)
MindIlX (712)
Acc651 (718)
Kpnl (722)

BamM1l (730)

85Xl (749)

Apol - EcoRI (753)
pstl (762)

EcoRV (765)

pVAX1-GMCSF Bstx1 (775)

3434 bp Notl (780)

Aval - BmeT1101 - BsoBI - PaeR71 - 111 (786)
Pstl (802)

Pstl (834)

Eco01091 (1034)
£coO1091 - PspOMI (1064)
Eco01091 (1065)
Apal (1068)

£200 (1227)
EcoO01091 - PspOMI (1233)
Apal (1237)
Pmel (1242)

Sekil 19. pVAX1-GMCSF’nin SnapGene’de ¢izilen haritasi
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CTLA-4 Geninin Klonlanmasi
CTLA-4 geninin gradyan PCR ile amplifikasyonu

CTLA-4 geni, Phusion High-Fidelity (HF) DNA polimeraz enzimi kullanilarak gradyan
PCR ile gogaltildiktan sonra agaroz jel elektroforezinde yiirtitiilmesi sonucunda 62 °C, 63 °C
ve 64 °C sicakliklarinda 756 baz ciftlik bantlar tespit edildi. CTLA-4 geninin ¢ogaltilabilmesi
icin en uygun primer baglanma sicaklig1 63 °C olarak belirlendi (Sekil 20). Ardindan CTLA-4
geni, tekrar HF DNA polimeraz enzimi kullanilarak 63,5 °C ve 64,5 °C’de ikinci bir gradyan
PCR yapilarak ¢ogaltildi. Elde edilen PCR {iriinleri agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildiiglinde
her iki primer baglanma sicakliginda 756 baz ciftlik bantlar tespit edildi. Ancak en belirgin
bantin 64,5 °C’de olustugu gozlemlendi (Sekil 21).

1 2 3 B

756 by —»

Sekil 20. PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisi
(B: Belirteg; 1-3. kuyular: 64 °C, 62 °C ve 63 °C’de gergeklesen PCR iiriinleri)
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1000 be

<«—— 756 be

500 bg

Sekil 21. PCR {iriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii
(B: Belirteg; 1 ve 2. kuyular: 63,5 °C ve 64,5 °C’de gergeklestirilen PCR iiriinleri)

CTLA-4 geninin ve pVAX1-GMCSF’nin endoniikleaz enzimleriyle kesilmesi ve
goriintillenmesi

PCR ile elde edilen CTLA-4 geni saflastirildi ve Xhol ile Notl restriksiyon enzimleri
kullanilarak kesildi. Ayni enzimlerle kesilen pVAX1-GMCSF’de agaroz jel elektroforezinde
yuriitiildii. Elektroforez sonuglari, CTLA-4 geninin ve pVAX1-GMCSF’nin basarili bir sekilde
kesildigini dogruladi.

E. coli JM109 hiicrelerinin transformasyonu

Ligasyon tiriinlerinin kompetan E. coli IM109 hiicrelerine transformasyonunun ardindan

LB agar- kanamisin besiyerinde kolonilerin gelisimi Sekil 22 deki gibi gozlendi.
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Sekil 22. Inkiibasyon sonrasi gelisen bakteri kolonileri
Geni tasiyan transformantlarin belirlenmesi

CTLA-4 genine ve vektor DNA’ya ait primerler kullanilarak gergeklestirilen koloni
PCR

Transfomasyon sonrasinda besiyerinde gelisen kolonilerden 5 tane segilerek gene ait
primerler ile koloni PCR yapildi. Koloni PCR sonrasinda elde edilen iiriinler agaroz jel
elektroforezinde 60V’de 90 dakika boyunca yiiriitiildiikten sonra goriintiilendi (Sekil 23).

Goriintiileme sonucuna gore; biitiin kuyularda 756 bg uzunlugunda bant goriildii.

B 1 2 3 4 5§

1000 be
<«— 756 e

500 bg

Sekil 23. Koloni PCR fiiriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii

(B: Belirteg; 1-5. kuyular: 1- 5 numarali koloniler ile gerceklestirilen PCR firiinleri)
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Ayrica transformasyon sonrasi gerceklestirilen koloni PCR ile elde edilen sonuca gore
secilen 2 koloniden gen ve plazmit DN A’ya ait primerler (CMV F ve CTLA-4 R) kullanilarak
koloni PCR yapildi. Reaksiyon sonrasi koloni PCR fiiriinleri agaroz jelde yiiriitiilerek
gortintiilendi (Sekil 24). Goriintiileme sonucuna gore CMV F ve CTLA-4 R arasi1 mesafe 978
b¢ uzunlugunda oldugundan ayni biiyiikliikte bant goriildii.

B1 2 3 4 S5 6

1000 be § (S S S S« 978 b

500 be

Sekil 24. Koloni PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii

(B: Belirteg; 1-6. kuyular: 1-6 numarali koloniler ile gergeklestirilen PCR iirtinleri)
Muhtemel rekombinant plazmitin dizi analizi

Dizi analizi sonucu elde edilen niikleotid dizisi, CTLA-4 gen dizisi ile blastlandiginda
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) benzerligin %99 oldugu goriildii. Bu durumun gen
dizisinin sonunda bulunan eslesmeyen 2 adet niikleotitten kaynaklandigi belirlendi (Sekil 25).
Bu baz degisikliklerinin, CTLA-4 gen dizisinin sonuna baglayici olarak eklenen F-2A dizisinde
oldugu belirlendi. Bu amagla F-2A dizisinden kodlanan aminoasit dizileri belirlendi. (F-2A baz
dizisi: AGGGCCAAACGAGCGCCGGTAAAACAGACGTTGAATTTCGATCTTCTTAAA
TTGGCAGGTGATGTTGAGAGCAATCCGGGCCCC). 78. ve 81. bazlarin wobble bazi
oldugundan meydana gelen bu farkliliklarin (78. baz G>A, 81. baz C>T) dizinin kodladigi
aminoasit dizisinde herhangi bir degisiklik meydana getirmedigi (26. aminoasit Prolin, 27.
aminoasit: Glisin) goriildii (Sekil 26). Boylece rekombinant pVAX1-CTLA4-GMCSF elde
edilmis oldu ve 1 numarali koloniden izole edilen pVAX1-CTLA4-GMCSF’nin kullanilmasina
karar verildi. Elde edilen rekombinant pVAX1-CTLA4-GMCSF’nin SnapGene ile ¢izilmis

haritas1 Sekil 27°de verildi.
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Score Expect ldentities Gaps Strand
1386 bits(750) 0.0 754/756(99%) 0/756(0%) Plus/Plus

Query 1 ATGGCTTGCCTTGGATTTCAGCGGCACAAGGC TCAGCTGAACCTGGCTACCAGGACCTGG 60

) IIIIIIIIIIIIIIIIIIHIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIHIIIIIIIHIIH
Sbjct 187 GCCTTGGA 246

Query 61  CCCTGCACTCTCCTGTTTTTTCTTCTCTTCATCCCTGTCTTCTGCAAAGCAATGCACGTG 120
Sojct 247 CLLHGACRTIETGHHHUHUHEA U HHUGAMAMIALS 306
Query 121 GCCCAGCCTGCTGTGGTACTGGCCAGCAGCCGAGGCATCGCCAGCTTTGTGTGTGAGTAT 180

} COLERRREELELLLEEREEEEE L L R R e e ei i eriieiil
Sbjct 307 GCCCAGCCTGCTGTGGTACTGGCCAGCAGCCGAGGCATCGCCAGCTTTGTGTGTGAGTAT 366

Query 181 GCATCTCCAGGCAAAGCCACTGAGGTCCGGGTGACAGTGCTTCGGCAGGCTGACAGCCAG 240

COLEREREELLLLCCRREEEE LR EE e e e et irnnd
Sbjct 367 GCATCTCCAGGCAAAGCCACTGAGGTCCGGGTGACAGTGCTTCGGCAGGCTGACAGCCAG 426

Query 241 GACTGAAGTCTGTGCGGCAACCTACATGATGGGGAATGAGTTGACCTTCCTAGATGAT 300

) IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIIII|IIllIIIIIIIllIIIl
Sbjct 427 GTGACTGAAGTCTGTGCGGCAACCTACATGATGGGGAATGAGTTGACCTTCCTAGATGAT 486

Query 301 TCCATCTGCACGGGCACCTCCAGTGGAAATCAAGTGAACCTCACTATCCAAGGACTGAGG 360

; IIIIIIIlllIIIIlIIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 487 TCCATCTGCACGGGCAC TATCCAAGGA 546

Query 361 GCCATGGACACGGGACTCTACATCTGCAAGGTGGAGCTCATGTACCCACCGCCATACTAC 420
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

Sbjct 547 GGACACGGGACTCTACA GGAGCTCATGTACCCACCGCCATACTAC 606
Query 421 CTGGGCATAGGCAACGGAACCCAGATTTATGTAATTGATCCAGAACCGTGCCCAGATTCT 480
, llllIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|IIIIIIIIIIII
Sbjct 607 CTG GGAACCCAGATTTATGTAATTGATCCAGAACCGTGCCCAGATTCT 666
Query 481 GACTTCCTCCTCTGGATCCTTGCAGCAGTTAGTTCGGGGTTGELLLLLLATAGCTTTCTC 540
RN ARy aannay
Sbjct 667 GACTTCCTCCTCTGGATCCTTGCAGCAGTTAGTTCGGGGTTGTTTTTTTATAGCTTTCTC 726
Query 541 CTCACAGC}GTT}C}}}?AGC ThAAGAAS CTCTI?C????GG??IC 600
Sbjct 727 lTéAéL&éTi#TT ttrcAilLLLX éé AlAGAAAlALAAéAéTéTTA AA(A£&GGT£ 786
Query 601 TATGTGAAAATGCCCCCAACAGAGCCAGAATG TGAAAAGCAATTTCAGCCTTATTTTATT 660
, CECERLLLLLEEEREREEEER Lt e e ierninl
Sbjct 787 TATGTGAAAATGCCCCCAACAGAGCCAGAATGTGAAAAGCAATTTCAGCCTTATTTTATT 846

Query 661 CCCATCAATTGAAGGGCCAAGAGGGCACCGGTGAAACAGACTTTGAATTTTGACCTTCTC 720
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
TTGAAGGGCCAAGA GAATTTT

Sbjct 847 TTTGACCT 906
Query 721 GCGGGAGACGTCGAGTCCAACCCTGGGCCC 756

) IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII (1111
Sbjct 907 GCGGGAGACG TCCAACCCAGGTCCC

Sekil 25. Vektor DNA’ya ait primerler ile gergeklestirilen Sanger dizi analizi ile elde edilen
niikleotid dizisinin blast sonucu (Query: NCBI’dan referans alinan dizi, Sbjct: Sanger analizi
sonucu elde edilen dizi)

75



Manual Optimization

1R 2.A 3.K 4.R 5.A 6.P A 8.K 9.Q

AGA GCC AAG AGA GCC ccc GTG AAG CAG
AGG GCT ABS AGG GCT CcCcT GTC AR CAA
CGG GCA CGG GCA CCA GTT

CGC GCG CGC GCG CCG GTA

CGA CGA

11.L 12.N 13.F 14.D 15.L 16.L 17.K 18.L 19.A

TG AAC TTC GAC CTG CTG AAG TG GCC
CTC AAT TTT GAT CTC CTC ABA CcTC GCT
TG 76 TG G GCA
1T CTT CcTT T GCG
i +h F i
€A €A A €A

21.D 22,V 23.E 24.5 25.N 26.Pp 27.G  28.P

GAC GTG GAG AGC AAC ccC GGC (sla
GAT GTC GAA TCC AAT cCcT GGA ccT
GTT TCT CCA GGG CCA
GTA TCA CCG GGT CCG

AGT

6

Sekil 26. F-2A’ya ait aminoasit dizisi ve bu aminoasitleri sifreleyen kodonlar
(IDT Codon Optimization Tool’ dan elde edilmistir.)

17 promoter!

Nhel (696)

Bmitl (700)

Proel (708)

A (709)
MindlId (732)
AccbS1 (718)
Kpnl (722)

BamHl (730)

831Xl (749)

Apol - EcoR1 (753)
el (762)

ECORV (763%)

BstXi (77%)

LE3) (70)

/ £coO1091* (8)9)
X PVAX1-CTLA4-GMCSF

41910

Bamil (1280)
Apol (1491)
F2A

PspOMI*® (1537)
Eco01091 (153%)
Apal® (1341)

el (1599)
Pstl (1591)

Eco01091 (1791)

£coO1091 - PspOMI (1821)
EcoO109! (1822)
Apoal (182%)

L2000 (1984)
£coO1091 - PspOMI (1990)
Aoul (1994)
BGH poly(A) signal PAmel (1999)

Sekil 27. pVAX1-CTLA4-GMCSF nin SnapGene’de ¢izilen haritasi
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Mucl-VNTR Dizisinin Klonlanmasi
Mucl-VNTR dizisinin gradyan PCR ile amplifikasyonu

Mucl-VNTR dizisi, Phusion High-Fidelity (HF) DNA polimeraz enzimi kullanilarak
gradyan PCR ile ¢ogaltildiktan sonra agaroz jel elektroforezinde yiirtitiillmesi sonucunda 55 °C,
56 °C ve 57 °C sicakliklarinda 274 baz ¢ifti buyikligiinde bantlar tespit edildi. Mucl- VNTR
dizisinin HF DNA polimeraz enzimi ile ¢ogaltilabilmesi i¢in en uygun primer baglanma
sicaklig1 57 °C olarak belirlendi (Sekil 28).

1 2 3 B

1000 be
500 be

274 bg —»

Sekil 28. PCR iirtinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii
(B: Belirteg; 1.2. ve 3. kuyular: 55 °C, 56 °C ve 57 °C’de gergeklestirilen gradyan PCR iiriinleri)

Mucl-VNTR peptit dizisinin ve pVAX1-CTLA4-GMCSF’nin endoniikleaz
enzimleriyle kesilmesi ve goriintiilenmesi

PCR ile elde edilen Mucl-VNTR dizisi saflastirildi ve EcoRI ile Notl restriksiyon
enzimleri kullanilarak kesildi. Ayn1 enzimlerle kesilen pVAX1-CTLA4-GMCSF’de agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiildii. Elektroforez sonuglari, Mucl-VNTR dizisinin ve pVAX1-CTLA4-
GMCSF’nin basarili bir sekilde kesildigini dogruladi.

E. coli JM109 hiicrelerinin transformasyonu

Ligasyon tiriinlerinin kompetan E. coli JM109 hiicrelerine transformasyonunun ardindan

LB agar- kanamisin besiyerinde kolonilerin gelisimi Sekil 29°daki gibi gozlendi.
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Sekil 29. Inkiibasyon sonras1 gelisen bakteri kolonileri
Geni tasiyan transformantlarin belirlenmesi

Mucl-VNTR dizisine ve vektor DNA’ya ait primerler kullanilarak gerceklestirilen
koloni PCR

Transformasyon sonrasinda besiyerinde gelisen kolonilerden 6 tane segilerek gene ait
primerler ile koloni PCR yapildi. PCR sonrasinda elde edilen firiinler agaroz jel
elektroforezinde 60V’de 90 dakika boyunca yiiriitiildiikten sonra gdoriintiilendi. Goriintiileme
sonucuna gore; segilen kolonilerin tamaminda beklendigi gibi 87 b¢ uzunlugunda bant goriildii.

Sonug olarak 1, 2, 3, 4, 5 ve 6 numarali kolonilerin muhtemel rekombinant plazmitleri tasidigi
belirlendi (Sekil 30).

B 1 2 3 4 5 6

1000 be

500 be

«— 87h¢

Sekil 30. Koloni PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii
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(B: Belirteg; 1-6. kuyular: 1-6 numarali koloniler ile gergeklestirilen PCR firiinleri.)

Ayrica transformasyon sonrasi gerceklestirilen koloni PCR ile elde edilen sonuca gore
secilen 6 koloni iginde gen ve plazmit DNA’ya ait primerler (CMV F ve Mucl-VNTR R)
kullanilarak koloni PCR yapildi. Reaksiyon sonrast PCR iiriinleri agaroz jel elektroforezinde
60V’de 90 dakika boyunca yiiriitiildiikten goriintiilendi. Goriintiilleme sonucuna goére; CMV F
ve Mucl-VNTR R arast mesafe 187 b¢ uzunlugunda oldugundan biitiin kuyularda aym
uzunlukta bant goriildii (Sekil 31).

«— 187hb¢

Sekil 31. Koloni PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii

(B: Belirteg; 1-6. kuyular: 1-6 numarali koloniler ile gergeklestirilen PCR iiriinleri)

CTLA-4 genine ve vektor DNA’ya ait primerler kullanilarak gergeklestirilen koloni
PCR

Daha sonra 1, 2 ve 3 numarali kolonileri i¢in 59 °C’de CMV F ve CTLA4 R primerlerini
kullanarak koloni PCR yapildiktan sonra koloni PCR iiriinleri agaroz jel elektroforezinde
60V’de 90 dakika boyunca ytriitiildikten sonra goriintiilendi. pVAX1-CTLA4-GMCSF’nin
CMV F ve CTLA-4 R primerleri ile elde edilen PCR f{iriinii 973 bg uzunlugunda (Kontrol: K)
gortiliirken , 1.-3. Kuyularda 1060 b¢ uzunlugunda bantlar goriildii. Bu aradaki uzunluk farki
87 b¢ uzunlugunda olan Mucl-VNTR peptit dizisnin, pVAX1-CTLA4-GMCSF’ ye
klonlandigini gosterdi (Sekil 32).
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973 be

Sekil 32. Koloni PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii

(B: Belirteg; K: Kontrol (pVAX1-CTLA4-GMCSF); 1-3. kuyular: 1-3 numarali koloniler ile ger¢eklestirilen PCR
tirlinleri)

Muhtemel rekombinant plazmitlerin dizi analizi

Dizi analiz sonucu elde edilen niikleotid dizisi, Mucl-VNTR niikleotid dizisi ile
blastlandiginda (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) benzerliklerin %100 oldugu goriildii
(Sekil 33). Elde edilen rekombinant pVAX1-MuclVNTR-CTLA4-GMCSF’nin SnapGene ile

¢izilmis haritasi Sekil 34’ da verildi.

Score Expect Identities Gaps Strand

320 bits(173) 6e-92 173/173(100%) 0/173(0%) Plus/Plus

Query 1 AGCGCCACCATGCCGGGCTCCACCGrccccccAGCCCACGGTGTCACCTCG 60
_ I\IIIIIIIII\I||I||IIHI||I||I|I\|I|I||I|I\|I||||I|\\|I||||I|

Shjct 150 GCCACCATGCCGGGCTCCACCGCCCCCCCAGCCCACGGTGTCACCT 209

Query 61 CCCGGACACCAGGCCGGCCAGGGCCAAGAGGGCACCGGTGAAACAGACTTTGAATTTT 128

Sbjct 216 GCCCCGGACACCAGGCCGGCCAGGGCCAAGAGGGCACCGGTGAAACAGACTTTGAATTTT 269
Query 121 GACCTTCTCAAGTTGGCGGGAGACGTCGAGTCCAACCCTGGGCCCGCGGLCGE 173

Sbjct 270 GACCTTCTCAAGTTGGCGGGAGACGTCGAGTCCAACCCTGGGCCCGCGGLCGT 322

Sekil 33. Vektor DNA’ya ait primerler ile gergeklestirilen Sanger dizi analizi ile elde edilen
niikleotid dizisinin blast sonucu (Query: NCBI’dan referans alinan dizi, Sbjct: Sanger analizi
sonucu elde edilen dizi)
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promoter

Nhel (696)
Bmtl (700)
Prnel (708)
AMY (709)
HindIII (712)
Acc651 (718)
Kpnl (722)
Bam#] (730)
BstXI (749)
Apol -3 (753)
Nhel (759)
amtl (763)
MUC-1-VNTR
~ Apol (866)
F2A
PSpOMI* (912)
Apal* (916)
(3 (919)
EcoQ1091* (978)

“o-

Vil
|

pVAX1-MUC1VNTR-CTLA4-GMCSF ' ‘
4330 bp

BamHl (1419)

Apol (1630)
F2A

PspOMI* (1676)
EcoO1091 (1677)
Apal* (1680)

Pstl (1698)
Pstl (1730)

EcoD1091 (1930)
EcoO1091 - PspOMI (1560)
EcoD109] (1961)
Apal (1964)

ELEE (2123)
bGH poly(A) signal E£c001091 - PspOMI (2129)

(2118) Pmel Apal (2133)

Sekil 34. pVAX1-MuclVNTR-CTLA4-GMCSF’nin SnapGene’de gizilen haritasi
Rekombinant pVAX1-GMCSF, pVAX1-CTLA4-GMCSF ve pVAX1-MUC1VNTR-
CTLA4-GMCSF plazmitleri, heterolog protein iiretimi amaciyla memeli 6karyotik hiicre hatt1
olan CHO (Cin Hamster Yumurtalig1) hiicrelerine elektroporasyon yontemiyle aktarildi. Bu
islem oOncesinde, pCMV-GFP’nin CHO hiicrelerine elektroporasyon ile transferi igin

optimizasyon ¢alismalar1 gerceklestirildi.
Elektroporasyon Aracili Transfeksiyon Etkinliginin Belirlenmesi

AKas sitometri analiz sonuclari

Farkli voltajlarda uygulanan elektroporasyonun, CHO hiicrelerinde {iretilen GFP
miktarim etkiledigi gozlemlendi. Uygulanan voltajin transfeksiyon etkinligine olan etkisini
belirlemek amaciyla 2 pg pCMV-GFP, CHO hiicrelerine sirastyla 250 V ve 275 V'de aktarildi.
Akis sitometri analizi sonucunda, 48 saat sonunda en yiiksek transfeksiyon etkinligi 250 V'de

%2,58, 275 V'de ise %1,72 olarak tespit edildi. Bu sonuglara gére, CHO hiicrelerine
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elektroporasyon araciligiyla gen aktarimui icin en iyi transfeksiyon etkinliginin 250 V'de
gerceklestigi belirlendi. (Sekil 35).

CHO kontol 48h: All Events ol | CHO kontol 48h: VIR o CHO kontol.48h: P1 o
fiwz93 TR(%97.08 1) P1(%89,31) VaR(%0,13)
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Sekil 35. Akis sitometri sonuglari 1
Daha sonra, 250 V'de farkli miktarlarda (0,25 pg, 0,5 pg, 0,75 pg, 1,00 pg ve 2,00 pg)

pCMV-GFP, CHO hiicrelerine transfer edildi. Akis sitometri analizi sonuglarina gore, 48 saatin

82



sonunda en yliksek GFP iiretimi, %4,52 ile 2,00 pg pCMV-GFP kullanilan grupta gerceklesti
(Sekil 36).

o 0.25ugGFP-cho-F3: V2R 0.5ugGFP-cho-F4: V2R 0.75ugGFP-cho-F5: V2R
8 | erP-(%95,56) GFP+(%4,44) {GFP-(%99,29) GFP+(%0,71) g |GFP-(%96.45) GFP+(%3,55)
@]
84
~N 8 5
.- - -— T
E €81 5
=3 Q =3
(&} 1 o o
81 g ]
« o~
o - (=2 o -
102 10° 104 10° 108 102 10° 104 10° 10° 102 10° 104 10° 10°
eire A FITC-A e
1 ugGFP-cho-F6: V2R 2ugGFP-cho-F7: V2R
o 1GFP-(%97.22) GFP+(%2,78) JGFP-(%95,49) GFP+(%4,51)
g ~ «
j &
sl
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g ]
- N o
S ] 381
o o
S+ s8]

o
102 10° 104 108 108
FITC-A

Sekil 36. Akis sitometri sonuglari 2

102 10% 104 10° 108
FITC-A

pVAX1-GMCSF’nin CHO Hiicrelerine Elektroporasyon Aracili Transfeksiyonu
Western blot analizi sonucu

Rekombinant pVAX1-GMCSF, belirlenen kosullarda (250 V, 2 pg DNA ve 2x10°
CHO hiicresi) elektroporasyon yontemiyle CHO hiicrelerine aktarildi. Hiicreler 48 saat sonra
RIPA tampon ile parcalandi ve western blot analizi yapildi. Analiz sonucunda, CHO
hiicrelerinde rekombinant GM-CSF proteininin varlig1 tespit edildi. Elde edilen protein, CHO

hiicresinde gergeklesen glikolizasyon farkliligindan dolay1 yaklasik 55 kDa molekiiler kiitlede
gozlendi (Sekil 37).
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75 kDa
63 kDa

GM-CSE
48 kDa

A5 kDa
25 kDa
20 kDa
17 kDa
11 kDa

S kDa

Sekil 37. GM-CSF proteininin western blot goriintiisii

(B: Belirteg; 1: pVAXI1 ile transfekte edilen CHO hiicre lizati, 2: pVAX1-GMCSF ile transfekte edilen CHO
hiicre lizat1)

Giimiis boyama sonucu

Rekombinant pVAX1-GMCSF ve pVAX1-CTLA4-GMCSF, belirlenen kosullarda (250
V, 2 ug DNA ve 2x10® CHO hiicresi) elektroporasyon yontemiyle CHO hiicrelerine aktarildi.
Hiicreler, 48 saat sonra RIPA tampon ile pargalanarak glimiis boyama yontemi uygulandi.
Boyama sonucunda, CHO hiicrelerinde rekombinant GM-CSF ve CTLA4 proteinlerinin varlig
tespit edildi. Rekombinant CTLA4 proteininin yaklasik 46 kDa molekiiler kiitleye sahip oldugu
gbzlendi (Sekil 38).
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GM-CSF «+—— GM-CSF

«—— CTLAA

20kDa

17 kDa

11kDa

Sekil 38: GM-CSF ve CTLA-4 proteinlerinin giimiis boyama goriintiisii

(B: Belirteg; 1: pVAX1-GMCSF ile transfekte edilen CHO hiicre lizati; 2: pVAX1-CTLA4-GMCSF ile
transfekte edilen CHO hiicre lizat1)

In vivo Tumor Tedavisi

In vivo deneylerde kullanilan agilarin isimleri kisaca su sekilde ifade edildi: pV; pVAX1,
pVCG; pVAX1-CTLA4-GMCSF, pVMCG; pVAX1-MuclVNTR-CTLA4-GMCSF

Asillamadan sonra tiimor gelisiminin durmast veya gerilemesini degerlendirmek
amaciyla, subkutan olarak olusturulan tiimérlerin boyutlar1 elektronik kaliper ile olgtildii (U:
uzunluk, G: genislik, D: derinlik). Ol¢iim sonuglarma gore, dort grup icinde tiimor gelisiminin
durmadigi, ancak pVCG asis1 uygulanan tedavi grubunda tiimor biiylimesinin kontrol ve sham
(yalanct uygulama) gruplarina kiyasla geriledigi gozlendi. Buna karsin, pVMCG asisi
uygulanan tedavi grubunda tiimor hiicrelerinin daha agresif davrandigi ve timor gelisiminin
gerilemedigi tespit edildi. Ayrica, gruplardaki hayvanlar arasinda bireysel farkliliklar (genetik
cesitlilik, metabolik farklilik, hormonal degisiklik vb. gibi) nedeniyle tedaviye verilen
yanmtlarin degiskenlik gosterdigi belirlendi (Susini et al., 2021). pVMCG ve pVCG asilarinin
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timor gelisimine etkisi Sekil 40°daki grafikle gosterildi. Son asilamadan sonra 14. giinde
yapilan Olciimlerde, pVMCQG ile asilanan farelerdeki tiimér hacminin, pVCG ile asilanan
farelere kiyasla daha biiyiik oldugu tespit edildi. Benzer sekilde, pVMCG grubundaki timor
hacmi, sham (pV) grubuna gore de daha fazla biiyiime gosterildi. Son asilamadan sonraki 21.
giinde yapilan oOl¢iimlerde ise, kontrol grubuna kiyasla pVCG ile asilanan farelerde tiimor
hacminin daha kiigiik oldugu belirlendi. Ayrica, pVMCG ile asilanan farelerdeki tiimor
hacminin hem pVCG hem de pV (sham) gruplarina kiyasla daha fazla oldugu goriildii. Diger
yandan, son asilamadan sonraki 0. ve 7. giin 6l¢iimlerinde, asilanan gruplar arasinda timor
hacimleri agisindan belirgin bir fark gézlenmedi. Bununla birlikte, pV, pVCG ve pVMCG
agilarinin farelerin sagkalim oranlarina etkisi Sekil 41’de gosterildi. Sonuglara gore, diger
gruplarla karsilagtirildiginda, pVCG ile asilanan grupta 2 fare ile en yiiksek sagkalim orani elde
edildi.

Kontrol pv pvVCG pVMCG
—— -
1.0lciim
2.6lciim
3.0lciim

Sekil 39. Sinjenik timor modeli olusturulan farelere ait goriintiiler

pV, pVCG vepV MCGi ile bes iin aralikla i:l(,‘ doz asllama aplldl. Son doz asllamadan sonra birer hafta aralikla
gu y
(1-3 olgum) (;ekilen farelerin goruntulerl)
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Sekil 40. Timoérli fare modelinde pVCG ve pVMCG ile asilama sonrast DNA agilarinin
etkinligini gosteren grafik

(Ttiim6r modeli olusturulduktan on bes giin sonra, farelere pV, pVCG ve pVMCG ile bes giin aralikla ti¢ doz

agilama yapildi. Veriler, ortalama + S.D. olarak sunulmustur ve Anova testi kullanilarak hazirlanmistir. Her grupta
alt1 adet fare bulunmaktadir.)
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Sekil 41. Asilarin fare sag kalimlar iizerine etkisi. A) Farelerin sag kalim grafigi, B) Farelerin
sag kalim gorlintiisi

(Timor modeli olusturulduktan on bes giin sonra, farelere pV, pVCG ve pVMCG ile bes giin aralikla {i¢ doz
astlama yapildi. Veriler, ortalama + S.D. olarak sunulmustur ve Anova testi kullanilarak hazirlanmustir. Her grupta
alt1 adet fare bulunmaktadir.)

In vivo tiimor tedavi deneyinin histopatolojik analiz sonuglari

v" Deri dokularinin histopatolojik analiz sonuglarina gore;
Kontrol grubuna ait deri dokularmin histopatolojik incelemesinde, deri altinda
makroskobik olarak gozlenen kitlelerin, az diferansiye ve polimorfik hiicrelerden olustugu,

yogun mitoz aktivitesi sergiledigi ve hiicre ¢ekirdeklerinin belirgin sekilde hiperkromatik

oldugu tespit edildi (Sekil 42).
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Sekil 42. Kontrol grubuna ait deri dokusunda, kanser hiicrelerinde diisiik diferansiyasyon,
polimorfizm, mitoz ve hiperkromazi izlendi (H&E; a: 10X, b: 40X, Bar: 10 um).

Sham grubuna (pV) ait deri dokularimin histopatolojik incelemesinde, deri altinda
makroskobik olarak gozlenen kitlenin mikroskobik degerlendirmesinde kapsiil yapisinin
bulunmadigy, kitleyi olusturan hiicrelerin az diferansiye ve polimorfik 6zellikte oldugu, belirgin

hiperkromazi gosterdigi ve yogun mitotik aktivite icerdigi tespit edildi (Sekil 43)

a b

J ) .
' ' ’ / :
) J . ' ’ B
o) > i ’ - ' "4 s P
4 ) AN y i 'S ' . 2 J . . -

Sekil 43. Sham grubuna ait deri dokusunda, kanser hiicrelerinde az diferansiyasyon,
polimorfizm, siddetli diizeyde mitoz ve hiicrelerde hiperkromazi izlendi (H&E; a: 10X, b: 40X,

Bar: 10um).

pVCG grubuna ait deri dokulariin histopatolojik incelemesinde, makroskobik olarak
gbzlenen ancak diger gruplara kiyasla belirgin sekilde kiiciilmiis olan kitlenin, mikroskobik
olarak iyi diferansiye kanser hiicrelerinden olustugu ve hafif diizeyde mitotik aktivite gosterdigi

belirlendi(Sekil 44)
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Sekil 44. pVCG grubuna ait deri dokusunda, kanser hiicrelerinde iyi diferansiyasyon,
polimorfizm, hafif diizeyde mitoz ve hiicrelerde hiperkromazi izlendi (H&E, a: 10X, b: 40X,
Bar: 10um).

pVMCG grubuna ait deri dokularinin histopatolojik incelemesinde, deri altinda
makroskobik olarak gozlenen kitlenin kapsiil yapisinin olusmadigi tespit edildi. Kitleyi

olusturan hiicrelerin az diferansiye, polimorf yapida ve hiperkromatik boyandigi; ayrica

anizositozis ve orta diizeyde mitoz bulundugu belirlendi (Sekil 45).

Sekil 45. pVMCG grubuna ait deri dokusunda, kanser hiicrelerinde diferansiyasyon,
polimorfizm, mitoz, hiicrelerde hiperkromazi izlendi (H&E, a: 10X, b: 40X, Bar: 10um).

Deri dokularinda uygulanan histopatolojik boyama ydntemine ait bulgular ile bu

bulgularin istatistiksel analiz sonuglart Sekil 50°de verildi.

e Deri dokularmin immunohistokimyasal sonuglarina gore;
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Kontrol grubuna ait deri dokular1 immunohistokimyasal olarak incelendiginde,
makroskobik olarak belirgin olan kitleyi olusturan hiicrelerde siddetli diizeyde intraniikleer

Ki67 ekspresyonlari gozlendi (Sekil 46).

-
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Sekil 46. Kontrol grubuna ait deri dokusunda kanser hiicrelerinde siddetli diizeyde intrantikleer
Ki67 ekspresyonlari izlendi (IHC-P, a: 10X, b: 40X, Bar: 10um).

Sham grubuna (pV) ait deri dokulari immunohistokimyasal olarak incelendiginde, deri
altinda sekillenmis kitlenin immunohistokimyasal incelenmesinde kitlenin 6zellikle periferinde

bulunan hiicrelerin ¢ekirdeklerinde siddetli diizeyde intraniikleer Ki67 ekspresyonlari gézlendi

(Sekil 47).

a b

Sekil 47. Sham grubuna ait deri dokusunda, kanser hiicrelerinde siddetli diizeyde intraniikleer
Ki67 ekspresyonlari izlenmistir (IHC-P, a: 10X, b: 40X, Bar: 10um).

pVCG grubuna ait deri dokular1 immunohistokimyasal olarak incelendiginde, deri

altinda makroskobik olarak gozlenen kitlenin immuhohistokimyasal boyanmasinda kitleyi
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olusturran kanser hiicrelerinde oOzellikle periferde orta diizeyde intraniikleer Ki67

ekspresyonlar1 gozlendi (Sekil 48).

a b

Sekil 48. pVCG grubuna ait deri dokusunda, kanser hiicrelerinde orta diizeyde intraniikleer

Ki67 ekspresyonlari izlendi (IHC-P, a: 10X, b: 40X, Bar: 10um).

PVMCG grubuna ait deri dokulari immunohistokimyasal olarak incelendiginde, deri alt1
dokusunda belirlenen kitlkenin immunohistokimyasal boyamalarinda, bu kitleyi olusturan

hiicrelerde siddetli diizeyde intraniikleer Ki67 ekspresyonlar1 gozlendi (Sekil 49).

a b
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Sekil 49. pVMCG grubuna ait deri dokusunda kanser hiicrelerinde siddetli diizeyde
intraniikleer Ki67 ekspresyonlari izlendi (IHC-P, a: 10X, b: 40X, Bar: 10um).

Deri dokularinda uygulanan immunohistokimyasal boyama yontemine ait bulgular ile

bu bulgularin istatistiksel analiz sonuglart Sekil 50°de verildi.
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Sekil 50. Deri dokusunda goriilen histopatolojik ve immunohistokimyasal boyama sonuglarinin
istatistiksel analiz verileri. Kanser hiicrelerinde a. hiperkromazi (** p=0.0022), b. mitoz (**

* %k

* %k

Mitoz

Ki67 ekspresyon seviyeleri

150

100+

50

%.

%

-
=~ <] o (=
o o o o
1 1 1 ]

N
o
1

o
l

* %k

8
%
%, |
L
%
%

O

p=0.0022), c. polimorfizm (** p=0.0022), d. Ki67 ekspresyon seviyesi (** p=0.0022).

v Akciger dokularinin histopatolojik analiz sonuglarina gore;

Kontrol grubuna ait akciger dokular1 histopatolojik olarak incelendiginde, akciger
parankim dokusunda ¢ok sayida metastatik nodiillere rastlandi, bu nodiilleri olusturan

hiicrelerin az diferansiye hiperkromatik, polimorf ve siddetli diizeyde mitoz igerdigi gozlendi

(Sekil 51).
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Sekil 51. Kontrol grubuna ait akciger dokusu kanser hiicrelerinde diferansiyasyon,
polimorfizm, mitoz ve hiicrelerde hiperkromazi izlendi (H&E, a: 10X, b: 40X, Bar: 10um).

Sham grubuna (pV) ait akciger dokularinin histopatolojik incelemesinde, akciger
parankiminde ¢ok sayida metastatik nodiil tespit edildi. Bu nodiilleri olusturan tiimor
hiicrelerinin diisiik derecede farklilasmus (az diferansiye), polimorfik, hiperkromatik ve atipik
yapida oldugu; ayrica hiicrelerin belirgin diizeyde mitotik aktivite gdsterdigi gozlendi (Sekil
52).

Sekil 52. Sham grubuna ait akciger dokusu, kanser hiicrelerinde diferansiyasyon, polimorfizm,
mitoz ve hiicrelerde hiperkromazi izlendi (H&E, a: 10X, b: 40X, Bar: 10).

pVCG grubuna ait akciger parankiminde yalnizca ¢ok az sayida kiigiik metastatik nodiil
saptandi; bu nodiilleri olugturan hiicrelerin ise iyi diferansiye hiicreler oldugu belirlendi (Sekil

53).
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Sekil 53. pVCG grubuna ait akciger dokusu kanser hiicrelerinde; diferansiyasyon, polimorfizm,
hafif diizeyde mitoz ve hiicrelerde hiperkromazi izlendi (H&E, a: 10X, b: 40X, Bar: 10).

pVMCG grubuna ait akciger parankim dokuda yaygin sekilde metastatik kanser
nodiilleri izlendi; bu nodiilleri olusturan hiicrelerin az diferansiye, hiperkromatik, polimorf

yapida ve orta diizeyde mitoz igeren hiicrelerden olustugu tespit edildi (Sekil 54).

Sekil 54. pVMCG grubuna ait akciger dokusu kanser hiicrelerinde; diferansiyasyon,
polimorfizm, orta diizeyde mitoz, hiperkromaz ve damarlarda metastatik hiicreler izlendi
(H&E, a: 10X, b: 40X, Bar: 10).

Akciger dokularinda uygulanan histopatolojik boyama ydntemine ait bulgular ile bu

bulgularin istatistiksel analiz sonuglar1 Sekil 59°da verildi.
e Akciger dokularinin immunohistokimyasal analiz sonuglarina gore;

Kontrol grubuna ait akciger dokulari immunohistokimyasal olarak incelendiginde,
akcigerde cok fazla gbzlenen metastatik nodiiller ve bu nodiilleri olusturan hiicrelerde siddetli
diizeyde intraniikleer Ki67 ekspresyonlart gozlendi (Sekil 55).
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Sekil 55. Kontrol grubuna ait akciger dokusu kanser hiicrelerinde; siddetli diizeyde intraniikleer
Ki67 ekspresyonlari izlendi (IHC-P, a: 10X, b: 40X, Bar: 10).

Sham grubuna (pV) ait akciger dokulart immunohistokimyasal olarak incelendiginde,
akcigerde gozlenen cok sayida metastatik nodiilii olusturan kanser hiicrelerinde siddetli

diizeyde intraniikleer Ki67 ekspresyonu gozlendi (Sekil 56).

1

Sekil 56. Sham grubuna ait akciger dokusu kanser hiicrelerinde, siddetli diizeyde intraniikleer
Ki67 ekspresyonlari izlendi (IHC-P, a: 10X, b: 40X, Bar: 10).

pVCG grubuna ait akciger dokulari immunohistokimyasal olarak incelendiginde,
akcigerde cok az sayida gozlenen metastatik nodiilii olusturan hiicrelerde hafif diizeyde

intraniikleer Ki67 ekspresyonlar1 gozlendi (Sekil 57).
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Sekil 57. pVCG grubuna ait akciger dokusu kanser hiicrelerinde, hafif diizeyde intraniikleer
Ki67 ekspresyonlari izlendi (IHC-P, a: 10X, b: 40X, Bar: 10).

pVMCG grubuna ait akciger dokulari immunohistokimyasal olarak incelendiginde,
akciger parankiminde gozlenen ¢ok sayida nodiilii olusturan hiicrelerde siddetli diizeyde

intraniikleer Ki67 ekspresyonlart gozlendi (Sekil 58).

Sekil 58. pVMCG grubuna ait akciger dokusu kanser hiicrelerinde, siddetli diizeyde
intraniikleer Ki67 ekspresyonlari izlendi (IHC-P, a: 10X, b: 40X, Bar: 10).

Akciger dokularinda uygulanan immunohistokimyasal boyama yontemine ait bulgular

ile bu bulgularm istatistiksel analiz sonuglar1 Sekil 59°da verildi.

97



%* %

100 100 * %k
80 80
.g — — ——
60—
g 60 g
£ =
8 40- = 40
2
20 20+
0-' T T 0- 1 1
S & L & & & L &£
& 2 O & 2 O O
& I S & & & D
*_O =) Q 5\ +° Q QA
C
* K
1004 [ = 100 ok
2
Q
80— o ;‘ 80 i =
g = @
& 60— c 60
) s o
E 40 @
©° 2 40-
% s
20 e
© 204
~
©
0- T T x 0- ' .
> © <
& & < @) N o
+° - 89 *.o(‘ N QA Q\\§

Sekil 59. Akciger dokusunda goriilen histopatolojik ve immunohistokimyasal boyama
sonuglarimin istatistiksel analiz verileri. Kanser hiicrelerinde a. hiperkromazi (** p=0.0022), b.
mitoz (** p=0.0022), c. polimorfizm (** p=0.0022), d. Ki67 ekspresyon seviyesi (**
p=0.0022).

v Karaciger dokularinin histopatolojik analiz sonuglarina gore;

Kontrol grubuna ait karaciger dokular1 histopatolojik olarak incelendiginde, karaciger
parankiminde biiyiik metastatik kitlelere rastlandi. Tiimor dokusunda belirgin mitotik aktivite
gbzlenmis; normal hepatositlere yakin bolgelerde yer alan tiimdr hiicrelerinde ise polimorfizm

ve anaplazi gosteren hiicreler gozlendi (Sekil 60).
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Sekil 60. Kontrol grubuna ait karaciger dokusu kanser hiicrelerinde diferansiyasyon,
polimorfizm, siddetli diizeyde mitoz, hiicrelerde hiperkromazi izlendi (H&E, a: 10X, b: 40X,
Bar: 10).

Sham grubuna (pV) ait karaciger dokular1 histopatolojik olarak incelendiginde,
karaciger parankiminde biiylik metastatik Kitlelere rastlandi. Kitle igerisinde, &zellikle
karacigerin normal dokuya komsu bolgelerinde belirgin mitotik aktivite saptandi. Ayrica kanser

hiicrelerinde polimorfizm, anizositoz ve ¢ok sayida anaplastik hiicre gozlendi (Sekil 61).
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Sekil 61. Sham grubuna ait karaciger dokusu kanser hiicrelerinde; az diferansiyasyon,
polimorfizm, siddetli diizeyde mitoz ve hiicrelerde hiperkromazi izlendi (H&E, a: 10X, b: 40X,
Bar: 10).

pVCG grubuna ait karaciger dokular1 histopatolojik olarak incelendiginde, karaciger
parankiminde az sayida kiigiik odaklar gozlendi. Bu odaklarin iyi diferansiye hiicrelerden

olustugu gozlendi (Sekil 62).
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Sekil 62. pVCG grubuna ait karaciger dokusu kanser hiicrelerinde; iyi diferansiyasyon,
polimorfizm, hafif diizeyde mitoz ve hiicrelerde hiperkromazi izlendi (H&E, a: 10X, b: 40X,
Bar: 10).

pVMCG grubuna ait karaciger dokular1 histopatolojik olarak incelendiginde, karaciger
parankiminde biiyiikk metastatik kitleler gozlendi. Bu kitlelerde kanser hiicrelerinin iyi
diferesiye olmadigi gozlendi. Ayrica bu kitlelerde ¢ok sayida mitoz, anizositozis,

anizoniikleozis ve polimorf hiicreler tespit edildi (Sekil 63).

Sekil 63. pVMCG grubuna ait karaciger dokusu kanser hiicrelerinde; az diferansiyasyon,
polimorfizm, mitoz ve hiicrelerde hiperkromazi izlendi (H&E, a: 10X, b: 40X, Bar: 10).

Karaciger dokularinda uygulanan histopatolojik boyama yontemine ait bulgular ile bu

bulgularin istatistiksel analiz sonuglar1 Sekil 68’de verildi.

e Karaciger dokularinin immunohistokimyasal analiz sonuclarina gore;
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Kontrol grubuna ait karaciger dokulari immunohistokimyasal olarak incelendiginde,
parankim dokuda gozlenen ¢ok sayida nodiilii olusturan kanser hiicrelerinde siddetli diizeyde

intraniikleer Ki67 ekspresyonlari gozlendi (Sekil 64).

a b
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Sekil 64. Kontrol grubuna ait karaciger dokusu kanser hiicrelerinde siddetli diizeyde
intraniikleer Ki67 ekspresyonlar1 izlendi (IHC-P, a: 10X, b: 40X, Bar: 10).

Sham grubuna (pV) ait karaciger dokulari immunohistokimyasal olarak incelendiginde,
karaciger parankiminde gozlenen ¢ok sayida metastatik nodiilii olusturan tiimor hiicrelerinde

siddetli diizeyde intraniikleer Ki67 ekspresyonlar1 gézlendi (Sekil 65).

a b

- ] - |
Sekil 65. Sham grubuna ait karaciger dokusu kanser hiicrelerinde siddetli diizeyde intraniikleer
Ki67 ekspresyonlari izlendi (IHC-P, a: 10X, b: 40X, Bar: 10).

pVCG grubuna ait karaciger dokular1 immunohistokimyasal olarak incelendiginde,
karaciger parankiminde gozlenen az sayida ve kiigiik nodiilleri olusturan kanser hiicrelerinde

hafif diizeyde intraniikleer Ki67 ekspresyonu gozlendi (Sekil 66).
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Sekil 66. pVCG grubuna ait karaciger dokusu kanser hiicrelerinde hafif diizeyde intraniikleer

Ki67 ekspresyonlari izlendi (IHC-P, a: 10X, b: 40X, Bar: 10).

pVMCG grubuna ait karaciger dokular1 immunohistokimyasal olarak incelendiginde,
karaciger parankiminde g6zlenen ¢ok sayida metastatik nodiilii olusturan hiicrelerin hiicrelerde

siddetli diizeyde intraniikleer Ki67 ekspresyonlar1 gozlendi (Sekil 67).

a b
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Sekil 67. pVMCG grubuna ait karaciger dokusu kanser hiicrelerinde siddetli diizeyde
intraniikleer Ki67 ekspresyonlar1 gozlendi (IHC-P, a: 10X, b: 40X, Bar: 10).

Karaciger dokularinda uygulanan immunohistokimyasal boyama yontemine ait bulgular

ile bu bulgularin istatistiksel analiz sonuglar1 Sekil 68’de verildi.
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Sekil 68. Karaciger dokusunda goriilen histopatolojik ve Immunohistokimyasal boyama
sonuglarimin istatistiksel analiz verileri. Kanser hiicrelerinde a: hiperkromazi (** p=0.0022),
b: mitoz (** p=0.0022), c: polimorfizm (** p=0.0022), d: Ki67 ekspresyon seviyesi (**
p=0.0022).

In vivo Bagisiklama Deneyi

Calisma sirasinda Sekil 12°de gosterilen takvime gore elde edilen serumlar, ELISA
analizinde kullanildi. pVCG asisinda bulunan CTLA-4 geninin ekspresyonu sonucu farelerde
tiretilen proteinlere karst olusan spesifik antikorun (anti-CTLA-4) varligi, farelerden toplanan
serumlarla yapilan ELISA analiziyle tespit edildi. Ancak, pVMCG asisinda bulunan
Mucl VNTR peptit dizisi araciligiyla iiretilmesi beklenen antikorun (anti-Mucl VNTR) varligi

belirlenemedi.

CTLA-4 antikoru i¢in yapilan ELISA analizi sonuglarina gore, ticari olarak satin alinan
ve ELISA plakalarina immobilize edilen saf CTLA-4 proteininin, serumda bulunan olasi
CTLA-4 antikoru ile baglandigi dogrulandi. En yiiksek antikor diizeyinin, son asilamadan ii¢

gilin sonra alinan ve 1:1 oraninda seyreltilmis serum 6rneginde oldugu tespit edildi (Sekil 69).
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Sekil 69. CTLA-4 proteini i¢in gergeklestirilen ELISA analizi sonucu

Giin

Farelere pV ve pVCG ile birer hafta aralikla ti¢ doz asilama yapildi. Her asilama oncesi, son agilamadan {i¢ giin
sonra ve son asilamadan bir hafta sonra fare serumlari toplandi. Veriler, ortalama + S.D. olarak sunulmustur ve
Anova testi kullanilarak hazirlanmigtir. Her grupta {i¢ adet fare bulunmaktadir.)

In vivo bagisiklama deneyinin histopatolojik analiz sonuglari

v Akciger ve karaciger dokularinin histopatolojik analiz sonuglarina gore;

Kontrol, sham (pV), pVCG ve pVMCG gruplarina ait akciger ve karaciger dokulari

histopatolojik olarak incelendiginde, normal histolojik yapida olduklar1 gézlendi (Sekil 70).
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Sekil 70. Normal histolojik goriiniim izlendi (H&E, Bar:10um). a: kontrol grubu, akciger
dokusu, b: kontrol grubu, karaciger dokusu, c: sham grubu, akciger dokusu, d: sham grubu,
karaciger dokusu, e: pVCG grubu, akciger dokusu, f: pVCG grubu, karaciger dokusu, g:
pVMCG grubu, akciger dokusu, h: pVMCG grubu, karaciger dokusu

e Akciger ve karaciger dokularinin immunohistokimyasal analiz sonuglarina gore;

Kontrol, sham (pV), pVCG ve pVMCG gruplarina ait akciger ve karaciger dokular
immunohistokimyasal olarak incelendiginde, Ki67 ekspresyonu negatif olarak degerlendirildi
(Sekil 71).

a b [ d

Sekil 71. Negatif Ki67 ekspresyonu ve normal histolojik goriiniim izlendi (IHC-P, Bar:10um)
a: kontrol grubu, akciger dokusu, b: kontrol grubu, karaciger dokusu, c: sham grubu, akciger
dokusu, d: sham grubu, karaciger dokusu, e: pVCG grubu, akciger dokusu, f: pVCG grubu,
karaciger dokusu, g: pVMCG grubu, akciger dokusu, h: pVMCG grubu, karaciger dokusu
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TARTISMA SONUC

DNA agisi; ast olarak kullanilan bir DNA dizisi ve bu dizinin ekspresyonunu
gerceklestiren bir plazmit DNA’nin, rekombinant DNA teknolojisi ile bir araya getirilerek
olusturulan rekombinant DNA olarak bilinir. Immiinojenik antijenleri kodlayan fragmentler ya
da genler, konake1 hiicrelere ilgili DNA dizisini tasiyan plazmit DNA ile taginmaktadir. Bu
yaklagimla humoral ve hiicresel bagisikligin her ikisinde de etkili bir sekilde immiin cevap
olusturulur (Silveira et al., 2017; Yang Lee et al., 2018). Bu as1 formiilasyonu, genetik
materyalin konake1 hiicre ¢gekirdegine yerlesmesini saglar. Cekirdege ulastiktan sonra plazmitte
bulunan memeli promotorii varliginda genin ya da genlerin transkripsiyonu tetiklenir ve konak
hiicre bir ekspresyon makinesi olarak kullanilir. Antijen sunan hiicreler genetik materyali alan
en biiyiik hedef hiicrelerdir (L. Li & Petrovsky, 2016). Genin translasyonundan sonra olusan
protein ya da protein fragmenti, antijen sunan hiicrelerin icerisinde CD4* ve CD8* T
hiicrelerinin tanyabilecegi sekilde parcalanarak tagidiklart MHC sinif I ve II molekiilleriyle
CD4"ve CD8" T hiicrelerine sunulurlar (Duerr et al., 2020; Ingolotti et al., 2010).

Geleneksel canli ya da zayiflatilmis asilarla kiyaslandiginda; DNA asilari,
mikroorganizmalarla bulagin olmamasi, hiicresel ve hiimoral bagisikligi uyarmasi, tek asida
farkl1 antijenleri kodlayan vektoriin tasarlanabilmesi, biiyiik dl¢ekte ve diisiikk maliyetli iretimin
gerceklestirilebilmesi ve depolama sirasinda stabilitesinin yliksek olmasi gibi ¢esitli avantajlara
sahiptir. Ozellikle a1 bilimi alaninda depolama, as1 igeriginin kalitesini yiiksek oranda
korudugu i¢in 6nemli bir faktordiir. Bu nedenle asilarin igerigini korumak ve canliligini
saglamak i¢in soguk koruma gereklidir. Dolayisiyla DNA asilar1 sogutmaya daha az ihtiyag
duydugundan oldukga pratik ve kararlidir (Silveira et al., 2017; S. Yang et al., 2013). Diger
yandan, molekiiler adjuvanlar kullanarak DN A agilarinin immiinojenitesini artirmak énemli bir
arastirma alanmidir. Sitokinler, bagisiklik hiicrelerinin farklilagsmasi ve olgunlagsmasi i¢in
gereklidir ve bagisiklik yamtlarinin diizenlenmesinde kilit rol oynar. Cesitli sitokinlerin tek
basina belirli bir anti-tiimor etkisi oldugu (6rnegin, GM-CSF, IL-12 ve IL-2) gbsterilmis olup,
bazi rekombinant sitokinler tiimor tedavilerinde adjuvan olarak gelistirilmistir (Young et al.,
2014). Bu sitokinler arasinda GM-CSF, en iyi incelenmis molekiillerden biri olup, bagisiklik
diizenlemesinde bir¢ok role sahiptir. GM-CSF, aktif monositler ve T hiicreleri tarafindan
tiretilir, hematopoietik progenitor hiicrelerin farklilasmasini ve olgunlagmasini tesvik eder;
ayrica makrofajlari, dendritik hiicreleri ve nétrofilleri aktive edebilir ve sitokin aglarinda

onemli bir rol oynar (Dranoff et al., 1993).
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Son yillarda, immiinoterapi hizla gelismis ve bir¢cok hastaligin tedavisinde 6nemli bir rol
oynamustir. Ozellikle kanser tedavisinde immiinoterapi biiyiik potansiyel gdstermis ve terapotik
etkinlik saglamistir (Miao & Van Allen, 2016). 2012 yilinda, diinyamin ilk anti-tiimor terapotik
asist olan PROVENGE, ABD Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan prostat kanseri tedavisi
icin onaylanmistir (DeMaria & Bilusic, 2019). Bununla birlikte, yapilan bir¢ok c¢alisma,
yalnizca antijen igeren bir asinin, yeterli diizeyde anti-tiimor bagisiklik yaniti olugturma, tiimor
biliylimesini baskilama, niiks veya metastazi dnleme agisindan yeterince etkili olmadigini
gostermektedir. Antijenlerin CTLA-4’iin ekstraseliiler bolgesiyle fiizyonu, 6zellikle biiyiik
hayvanlarda DNA asilarinin immiinojenisitesini artirmada potansiyel bir yaklagim olarak
kamtlanmistir (F. Zhang et al., 2007)(Yin et al., 2011). Zhao ve arkadaslari, CTLA-4’{in
ekstraseliiler bolgesini igeren bir flizyon DNA asisimin giiglii bir antikor ve T hiicre yaniti
olusturabildigini gostermistir (Zhao et al., 2017). Bagisiklik sistemi, kanserin kontrol altina
alinmasinda ve ortadan kaldirilmasinda kritik bir rol oynar. T-lenfositler tarafindan
yonlendirilen bagisiklik tepkileri, asilamayla giliglii bir sekilde uyarilabilir (Ashok &
Rangarajan, 2002). Tiimor hiicrelerinin heterojenligi nedeniyle, birden fazla antijen igeren bir
asinin kullanilmasi, hedef hiicrelerin daha genis bir yelpazede kapsanmasini ve bagisiklik
yanitinin giiclenmesini saglayabilir. Bu antijenlerden olan Mucl (Mucin 1), normal dokularda
glikozillenmis halde bulunan ancak tiimér hiicrelerinde asir1 ekspresyon ve anormal
glikozilasyon gosteren bir yiizey glikoproteinidir. Bu nedenle, 6zellikle degisken sayidaki
tandem tekrar (VNTR) bolgeleri, immiin sistemi aktive etme potansiyeliyle kanser asilari i¢in
onemli bir hedef haline gelmistir. VNTR dizileri, hem B hem de T hiicre epitoplar1 igerdiginden,
gliclii antitimor bagisiklik yamitlari olusturabilir (Tong et al., 2024; Weng et al., 2012)
Literatiirde, Mucl-VNTR bazli DNA asilarinin dendritik hiicre aktivasyonu ve sitotoksik T
hiicre yanitlarini artirarak timor bilyiimesini baskiladigi bildirilmistir (Y.-F. Gong et al., 2017).
Bu ozellikleriyle Mucl-VNTR dizileri, bagisikligit artirmada etkili bir ara¢ olarak
degerlendirilmektedir (Shin et al., 2013). Tim bu bilgilerden yola ¢ikarak DNA asilarinin
immiinojenitesini artirmak, bagisiklik diizenlemesi ve anti-tiimor etkisi arasinda sinerjik bir etki
yaratmak amaciyla, tiimor hiicre antijeni olan Mucl-VNTR’yi, CTLA-4’i ve GM-CSF’yi
kodlayan genleri tastyan bir DNA asisinin gii¢lii bir anti-tiimdr ajan olarak islev gorebilecegi
fikriyle bu tez c¢alismasi planlandi. Calismada ilk olarak DNA as1 vektorii olan pVAX1’ e
bagisiklik sistemini destekleyerek immiin yanit1 artirmasi amaciyla insana ait GM-CSF geni
yerlestirildi ve pVAX1-GMCSF elde edildi. Ikinci olarak T hiicrelerinin aktivasyonunu
tamamlayarak onlarin etkili hale gelmesini saglamasi amaciyla insana ait CTLA-4 geni
pVAX1-GMCSF igerisine yerlestirildi ve pVAX1-CTLA4-GMCSF elde edildi. Son olarak

tiimorle iliskili bir antijen olarak asinin etkinligini artirmasi amaciyla insana ait Miisin-1 VNTR
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(Mucl-VNTR) dizisi pVAX1-CTLA4-GMCSF igerisine yerlestirildi ve pVAX1-MuclVNTR-
CTLA4-GMCSF elde edildi. Boylece akciger kanserini tedavi etmek {izere iki farkli DNA as1
konstrakti (pVAX1-CTLA4-GMCSF ve pVAX1-MuclVNTR-CTLA4-GMCSF) elde edilmis

oldu.

Memeli hiicreleri, endiistriyel biyofarmasotik iiretimde genellikle tercih edilen konak
sistemlerdir, ¢iinkii dogru katlanmis, islevsel ve glikozillenmis proteinler iiretebilme
yetenekleri vardir. Ozellikle posttranslasyonel modifikasyonlar, glikozilasyon basta olmak
iizere, rekombinant proteinlerin ¢esitli 6zelliklerini etkileyen kritik faktorler olarak son yillarda
biiylik ilgi odagi haline gelmistir. Yapilan kapsamli arastirmalar, biliyilk ve kompleks
proteinlerin  potansiyel terapotik kullanim i¢in  insan benzeri posttranslasyonel
modifikasyonlara sahip olmalar1 gerektigini ve bunun, fonksiyonel ve immiinojenik olmalarini
sagladigin1 ortaya koymustur. Cesitli arastirma gruplari, glikozilasyonun dogru bir sekilde
gerceklesmesinin, protein terapotiklerinin biyolojik aktivitesini ve kararliligin iyilestirdigini,
yart Omiirlerini uzattifini ve immiinojenite seviyelerini diisiirdiigiinii ortaya koymustur
(Kuriakose et al., 2016; Lai et al., 2013). Bu amagla in vivo deneylere gegilmeden 6nce
gelistirilen DNA as1 konstraktlar: elektroporasyon araciligi ile bir memeli hiicresi olan CHO
(Cin hamster ovaryumu) hiicrelerine aktarildi. DN A as1 konstraktlarinda yer alan genlerin CHO
hiicrelerinde dogru sekilde ifade edildigi ve ilgili proteinlerin tiretildigi Western blot analizi ve
SDS-PAGE giimiis boyama yontemi ile belirlendi. CHO hiicrelerinde iiretilen rekombinant
insan GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor) proteininin teorik
molekiiler kiitlesi yaklasik 14.5 kDa’dir. Ancak memeli hiicrelerdeki glikozilasyon gibi post-
translasyonel modifikasyonlar, bu degeri artirabilir (Kaufman et al., 2014). Baz1 sirketler
tarafindan tiretilen CHO kaynakli GM-CSF proteinlerinin SDS-PAGE analizlerinde 20-35 kDa
ve 50-55 kDa arasinda degisen molekiiler kiitleye sahip oldugu bildirilmistir.

(https://www.rndsystems.com/products/recombinant-human-gm-csf-cho-expressed-

protein 7954-gm?utm, https://www.genscript.com/protein/Z02983-
GM CSF Human CHO expressed .html?utm ve

https://www.sinobiological.com/recombinant-proteins/human-gm-csf-10015-h01h?utm.)

Benzer sekilde, CHO hiicrelerinde {iiretilen rekombinant CTLA-4 proteinlerinin molekiiler
kiitleleri de glikozilasyon ve kullanilan etiketlere bagli olarak farklilik gosterebilmektedir
(Jenkins et al., 2023). Literatiirde CTLA-4 i¢in 15 kDa’dan 90 kDa’ya kadar degisen degerler
bildirilmistir (https://www.thermofisher.com/proteins/product/Human-CTLA-4-Fc-

Recombinant-Protein/310-05-1MG?utm ve https://www.invivogen.com/ctla4-fc?utm).

Calismamizda, CHO hiicrelerinde ekspresyonu saglanan rekombinant GM-CSF ve CTLA-4
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proteinlerinin molekiiler kiitleleri sirasiyla yaklasik 55 kDa ve 46 kDa olarak belirlenmis, bu

degerler literatiirdeki verilerle uyumlu bulunmustur.

Subkutan timdr modeli, uygulanmasi kolay bir yontemdir ve genellikle daha gelismis
tiimdr modellerine ge¢cmeden 6nce tercih edilir. Ozellikle, in vitro farmakolojik profilinin
cikarlldigi ayni insan veya fare timdr hiicre hatlari genellikle farelerde subkutan olarak
nakledilebilir ve biiytitiilebilir. In vitro ve in vivo biyolojik etkilerin karsilagtirilmasi, bu siiregte
onemli bir asamadir (A. S. Ahmad etal., 2015). Subkutan tiimoérler, 2D ortamdan daha karmagik
bir 3D yapiya sahip olup, bu modelde ila¢ dozlari, hedef inhibisyonu ve timdr biiyiimesi gibi
fenotipik etkilerin iliskileri daha ayrintili bir sekilde incelenebilir. Bu modeller, ilag
endiistrisinde sik¢a kullanilan ilk tiimdr modeli olarak kabul edilir, ¢iinkii ¢ogu preklinik kanser
arastirmasina yeni baslayanlar i¢in baslangi¢ asamasi saglar. Tiimorler genellikle ya hiicrelerin
deri altina enjeksiyonuyla ya da kati tiimor pargalarimin deri altindaki kas bosluguna
yerlestirilmesiyle olusturulur. Timor hiicreleri farelerden kaynaklaniyorsa, genetik olarak

O0zdes bir fare susuna implante edildiklerinde model "sinjenik" olarak adlandirilir

(Gengenbacher et al., 2017) (Sekil 6).

Bu ¢alismada ilk olarak tiimor tedavi deneyi i¢in 24 adet C57BL/6 fare, her grupta 6 adet
fare olacak sekilde 4 gruba (kontrol grubu, sham (pVAX1: bos vektor), pVAXI1-CTLA4-
GMCSF grubu ve pVAX1-MuclVNTR-CTLA4-GMCSF grubu) ayrildi. Fareler 1 hafta
karantinada kaldiktan sonra her bir farede 3x10* LLC1 hiicresi (fare akciger kanseri hiicre hatti)
ile intraperitonel yolla sinjenik subkutan timoér modeli olusturuldu. Timor modeli
olusturulduktan iki hafta sonra her bir gruptaki farelere100 ug olacak sekilde ilgili DNA asilar
ile asilama yapildi. Asilamalar 5’er giin ara ile 3 doz halinde uygulandi. Son asilamadan itibaren
30 giin boyunca haftada iki kez tiimor boyutlar1 dlgiildii. Calisma sonunda sakrifiye edilen
farelerden toplanan deri, akciger ve karaciger dokularmin histopatolojik ve
immunohistokimyasal incelemeleri yapildi. Literatiirde prostat kanseri fare modellerine
uygulanmak tizere spesifik antijen olan PSCA ve immiin blokajlama yapacak CTLA-4 genini
icerecek sekilde tasarlanan DNA asisinin, sadece PSCA genini tasiyan DNA asisina kiyasla
farelerde tiimor biiyiimesini daha giiglii bir sekilde engelledigi belirtilmistir (Mai et al., 2016).
Ote yandan bir baska calismada; bobrek kanseri fare modellerinde G250 genini ve CTLA-4
antijeninin ekstraseliiler domainini birlikte ifade eden bir DNA asisi ile asilanan farelerde,
sadece G250 veya sadece CTLA-4 ifade eden DNA asisi ile asilanan farelere kiyasla timor
biiylime inhibisyonunun ¢ok daha gii¢lii oldugu gosterilmistir (Zhao et al., 2017). Yine yapilan
bir ¢calismada; 9 tekrarli insan Miisin-1 VNTR peptid geni kullanilarak DNA asis1 tasarlanmis

ve Lewis lung carcinoma (LLC) hiicreleriyle subkutan olarak akciger kanseri timor modeli
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olusturulan C57BL/6 fareleri bu DNA asis1 ile asilanmustir. Bos vektorle asilanan farelere
kiyasla ilgili geni bulunduran DNA asisiyla asilanan farelerde tiimor baskilamasinin oldugu
belirtilmistir (S. Zhang et al., 2008). Bir baska calismada Miisin-1 VNTR peptid geni ile
olusturulan DNA asisi1 ile asilanan cilt kanseri timor modeli olusturulmus farelerde tiimor
biiyiimesinin %60 oraninda inhibe oldugu gosterilmistir (Y. Wang et al., 2014). Yine bagka
calismada ise pVAXI1 vektoriine Miisin-1 VNTR peptid genini klonlamiglardir. Ayrica bu
peptid dizisinin (GVTSAPDTRPAPGSTAPPAH) C terminal ve N terminal bolgesine ayr1 ayri
PDTRP aminoasit dizisini de ekleyerek pVAXI vektoriine klonlamiglardir. Boylece C terminal
ve N terminal bdlgesine ayr1 ayr1 eklenen PDTRP aminoasit dizisinin T hiicre aktivasyonuna
olan etkisine bakmislardir. C terminal bdlgeye eklenen aminoasit dizisinin hem in vivo’da
hemde in vitro’da daha gii¢lii immiin yanit1 tetikledigini belirtmislerdir (Y. F. Gong et al.,
2017).

Bu tez c¢alismasinda yapilan tedavinin sonucunda pVAX1-CTLA4-GMCSF DNA
asisinin pVAX1- MuclVNTR-CTLA4-GMCSF asisina kiyasla tiimor hacminin artisi agisindan
daha etkili oldugunu goriildii. pVAX1-CTLA4-GMCSF ile tedavi edilen farelerin sagkalim
oranlari, pPVAX1-MuclVNTR-CTLA4-GMCSF ile tedavi edilen farelere kiyasla anlamli
derecede daha yiiksek bulundu. Bu sonug, sadece CTLA-4’iin bile bir immiin kontrol noktasi
inhibitorii olarak tlimor karsiti etkiyi artirabildigini kanitlamaktadir. Ayn1 zamanda literatiirde
yer alan, tiimér antijeni ve CTLA-4"{in kombine edildigi as1 tedavilerinin aksine sadece CTLA-
4’tin bulundugu DNA agis1 ile tedavi edilen farelerin timor hacminde kombine tedaviye
(MuclVNTR ve CTLA-4) nazaran daha az artis olmasi, Mucl geninin tamaminin yerine
Mucl VNTR niikleotid dizisinin yerlestirilmesinden kaynakl1 olabilecegini diisiindiirmektedir.
Bu durum, as1 konstraktinda yer alan ve ifadesi saglanan tek tekrarli Mucl-VNTR peptidinin
yeteri kadar spesifik efektor sitotoksik (CD8*) T lenfositlerini aktiflestiremedigi, dolayisiyla
timor bliylime baskilamasinin gerceklesmedigi seklinde yorumlanabilir. Ayni1 zamanda timor
iliskili antijenler (TAA; tumor-associated antigens), tiimore 6zgii antijenlerin (TSA; tumor-
specific antigens) aksine yalnizca malign hiicrelerde degil, ayn1 zamanda belirli diizeylerde
normal hiicrelerde de ifade edilmektedir. Bu nedenle, TAA’lara karsi gelistirilen immiinizasyon
stratejileri genellikle diisik afiniteli, antijen-spesifik CD8" T hiicrelerinin {iretimiyle
sonuglanir (Soong et al., 2013). Mucl-VNTR dizisi de bir TAA oldugundan bu durum, bu
calismada gozlemlenen sinirli immiinojenik etkinligin altinda yatan neden olabilir. EK olarak,
asilarin gelistirilmesinde kullanilan genler insana ait genlerdir. Bu durumda insana ait genlerle
elde edilen asilar, fareye ait bir hiicre hatt1 ile olusturulan kanser modelinde denendigi i¢in

ksenojenik bir as1 olma oOzelligindedir. Mucl VNTR dizisinin yeterli immunojenite
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gdstermemesinin nedenlerinden biri de bu olabilir. Ote yandan, kombine tedavi grubunda, son
asilamayi takip eden 14. ve 21. giinlerde tiimdr baskilanmasi beklenirken, kontrol ve sham
gruplarina kiyasla timor hacminde beklenmedik bir artis gdzlendi. Bu durumun, zamanla agimin
terapOtik etkinliginin azalmasina bagl olarak, kombine as1 formiilasyonunda yer alan CTLA-4
blokajinin son agilamadan sonraki 7. gline kiyasla daha diisiik bir immiin yanit olusturmasindan
kaynaklanabilecegi diisliniilmektedir. Bu baglamda, kombine tedavi grubunda ge¢ donemlerde
gbzlenen timor hacmi artigi, asinin azalan etkinligi ile iliskili olabilir. Benzer sekilde, yapilan
histopatolojik ve immunohistokimyasal incelemeler sonucunda; pVAX1-CTLA4-GMCSF’nin
uygulandig gruptaki farelerden alinan deri, akciger ve karaciger dokularinin hepsinde kontrol
ve sham gruplarina kiyasla daha yiliksek diferansiyasyon, daha diisiik mitoz, hiperkromazi,
polimorfizm ve Ki67 protein ekspresyonu gozlendi. Bu durum tiimér tedavi deneyinde elde

edilen sonuglarin tutarliligini ortaya koymaktadir.

Bu tez ¢alismasinda yapilan in vivo bagisiklama deneyinde toplam 12 adet C57BL/6
fare her grupta 3 adet olacak sekilde 4 gruba (kontrol grubu, sham (pVAXI1: bos vektor),
pVAX1-CTLA4-GMCSF grubu ve pVAX1-MuclVNTR-CTLA4-GMCSF grubu) ayrild.
Fareler 1 hafta karantinada kaldiktan sonra her bir gruptaki farelere 100 pg olacak sekilde ilgili
DNA agilar ile asilama yapildi. Asilamalar birer hafta ara ile 3 doz halinde uygulandi. Calisma
son asilamadan 1 hafta sonra sonlandirildi. Her ii¢ doz asilamanin hemen Oncesinde, son
asilamadan 3 giin sonra ve ¢alismanin sonlandirildigi giin her bir fareden kan alindi. Her bir
gruba ait toplanan kanlardan bir havuz olusturuldu ve serumlar elde edildi. Gruplara ait
serumlar kullamlarak ELISA analizi yapildi. Literatiirde prostat kanseri fare modellerine
uygulanmak {izere spesifik antijen olan PSCA ve immiin blokajlama yapacak CTLA-4 genini
icerecek sekilde tasarlanan DN A asisinin farelerde sadece yiiksek seviyede anti-PSCA antikoru
iiretimini sagladig1 bildirilmistir (Mai et al., 2016). Ote yandan, bir baska calismada bdbrek
kanseri fare modellerinde G250 genini ve CTLA-4 antijeninin ekstraseliiler domainini birlikte
ifade eden bir DNA agisiyla, G250 ve CTLA-4 antikorlarinin oldukga fazla arttigi belirtilmistir
(Zhao et al., 2017). Bununla birlikte, kolon kanseri i¢in yapilan bir ¢alismada, Miisin-1 VNTR
peptid genini iceren DNA asisiyla agilanan goniillii hastalarin serumlarinda spesifik antikor

seviyesinin %18,5 arttig1 bildirilmistir (Y. Q. Wang et al., 2012).

Bu tez calismasinda yapilan bagisiklama deneyi sonucunda CTLA-4 antijenini ifade
eden DNA agis1 (pVAX1-CTLA4-GMCSF) ile bagisiklanan farelerde en yiiksek CTLA-4
antikor diizeyi, son asilamadan {i¢ giin sonra alman ve 1:1 oraninda seyreltilmis serum
orneginde tespit edildi. Buna karsin, CTLA-4 ile birlikte Muc1lVNTR dizisini ifade eden DNA

asist (pVAXI1-MuclVNTR-CTLA4-GMCSF) ile asilanan farelerde Mucl VNTR'ye o0zgii
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antikor tespit edilemedi. ELISA analizlerinde immobilize edilen protein ile hedef proteinin
biliytikligli arasindaki fark, baglanma etkinligini ve analiz duyarliligini 6nemli Olgiide
etkileyebilir. Ozellikle, immobilize edilen proteinin molekiiler agirlig: biiyiik, 6rnekteki hedef
proteinin ise kiiciik olmas1 durumunda, sterik engel olusma riski artar. Bu tiir fiziksel engeller,
kiigiik proteinin epitoplarinin antikorlar veya reseptorler tarafindan taninmasini zorlastirabilir.
Ayrica, kiiciik proteinlerin immobilize ylizeyde baglanma verimliligi biiyiik proteinlere kiyasla
daha diistik olabileceginden, olusan sinyalin giicii azalabilir ve sonuglarin glivenilirligi diisebilir
(Brown etal., 1989; Susini et al., 2021). Bu bilgiler 1s1ginda, ELISA analizi sonucu MuclVNTR
antikorunun tespit edilememesinin muhtemel nedeninin ELISA plakalarina Mucl proteininin
tamaminin immobilize edilerek kaplanmis olmasi olabilir. Ciinkii serumda bulunmasi beklenen
antikor, sadece Mucl VNTR peptidine 6zgii olup, tiim Mucl proteini ile bag kuramayabilir.
Dolayisiyla, Mucl VNTR kiiciik bir peptid oldugundan, bu 6zgiil antikor plakadaki tam Mucl
proteini ile baglanamamis olabilir. Bu nedenle, ELISA analizinde serumda Mucl VNTR’ye
0zgi antikor yokmus gibi bir sonug¢ alinmis olabilir. Son olarak, in vivo bagisiklama deneyi i¢in
yapilan histopatolojik ve immunohistokimyasal incelemeler sonucunda pVAX1-CTLAA4-
GMCSF agisinin uygulandigi gruptaki farelerden alinan akciger ve karaciger dokularinda

normal histolojik gériinimden farkli bir histolojik gériiniim elde edilmedi.

Sonuc ve Oneriler

Kanser, farkli ozelliklere sahip genis bir kotli huylu tiimér grubudur ve olimciil
sonuglara yol acabilir. Gelismis {ilkelerde yetiskinlerde en yaygin goriilen kanser tiirleri
arasinda akciger, kolorektal, meme, cilt melanomu ve prostat kanseri bulunmaktadir. Genel
olarak, ¢ocuklar ve ergenlerde kanser goriilme siklifi ve kanserden Oliim orani oldukca
diisiiktiir. Ancak bu oranlar, yetigkinlik doneminde yas ilerledik¢e katlanarak artar. Kanserin
goriilme oranlari iilkeler arasinda biiyiik farkliliklar gostermektedir. Kanser, teshis ve tedavi
yontemlerindeki gelismelere ragmen kiiresel 6lgekte ciddi bir saglik tehdidi olmaya devam
etmektedir. Kanserin goriilme siklig1 diinya genelinde benzer egilimler gostermektedir. 2020
yilinda diinya genelinde 19 milyondan fazla kanser vakasi ve yaklasik 10 milyon kanser 6liimii
bildirilmistir (Ferlay et al., 2021). Oniimiizdeki yillarda, kanser vakalarinin sayisinda ciddi bir
artis beklenmektedir. 2070 yilina kadar her yil 34 milyondan fazla kanser vakasinin teshis
edilecegi tahmin edilmektedir. Kiiresel dl¢ekte kanser vakalarinda en biiyilik artisin akciger,
meme ve kolorektal kanser (CRC) tiirlerinde olacag: diisiiniilmektedir. Akciger kanserd,
gliniimiizde en yaygin kanser tiirii olup, 2035 yilina kadar vaka sayisinin 3 milyona ulasmasi
beklenmektedir. Ayrica, akciger kanserine bagli oliimlerin de diinya genelinde artacagi

ongorilmektedir (Didkowska et al., 2016). Kanserin tedavisinde cerrahi miidahale, radyoterapi,
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kemoterapi ve hedefe yonelik ilaglar gibi ¢esitli yaklasimlar kullanilmaktadir. Hangi yontemin
tercih edilecegi, kanserin tipi, yayilma durumu ve hastanin saglik durumu gibi etkenlere bagli
olarak belirlenmektedir. Son 25 yilda tan1 ve tedavi alaninda 6nemli ilerlemeler kaydedilmis
olsada, akciger kanseri hastalarinin genel prognozu hala arzu edilen diizeye ulagmamistir.
Lokalize kanserler harig, standart tedavilere verilen yanit genellikle yetersiz kalmaktadir. Bu
baglamda, alternatif bir yontem olarak degerlendirilen kanser asilari, son yillarda biiytik bir ilgi
gormektedir (Hassan Lemjabbar-Alaouia et al., 2017) Bunun sebebi, kanser asilarinin hem
onleyici hem de tedavi edici etkiler sunmayr hedeflemesidir. Giiniimiizdeki kanser asisi
aragtirmalari, genellikle bilinen ya da potansiyel olarak kesfedilmemis timorle iliskili
antijenlerin hedeflenmesine odaklanmaktadir (Thomas & Prendergast, 2016). Bu tez
caligmasinda, akciger kanseri tedavisi i¢in kullanilmaya aday, 6zgiin bir DN A asis1 onerilmistir.

Calisma kapsaminda elde edilen sonuglar su sekildedir:

» Ardisik klonlama islemleriyle GM-CSF, CTLA-4 ve Mucl-VNTR genleri pVAX1
vektorine  eklendi; pVAX1-GMCSF, pVAX1-CTLA4-GMCSF ve pVAXI1-
MuclVNTR-CTLA4-GMCSF rekombinant DNA’lar1 elde edildi. Klonlamalar dizi
analiziyle dogrulandi.

» pVAX1-GMCSF ve pVAX1-CTLA4-GMCSF, CHO hiicrelerine elektroporasyon
yontemiyle transfer edildi ve GM-CSF ve CTLA-4 proteininin ifadesi dogrulandi.

» Timor modeli olusturulmasi ve timor tedavisi i¢in;

o LLC1 fare akciger kanseri hiicre hattt kullamlarak C57BL/6 farelerinde
subkutan olarak olusturulan sinjenik timoér modeli, model olusturulduktan 10

giin sonra Ol¢iim yapilarak belirlendi.

o Timor tasiyan farelere pVAX1-CTLA4-GMCSF ve pVAX-MuclVNTR-
CTLA4-GMCSF ile 5’er giin aralikla 3 doz asilama yapildi.

o Son agilamanin ardindan fareler 30 giin boyunca takip edildi. Kontrole kiyasla
en fazla timdr hacminin pVAX-MuclVNTR-CTLA4-GMCSF asisinin
uygulandigi tedavi grubunda oldugu goriildi. Tiimor hacminin en az gorildigi
grup, pVAX-CTLA4-GMCSF asisinin uygulandigt tedavi grubu olarak

belirlendi.

o Ayrica, tedavi sonrasi hayvanlardan alman deri, akciger ve karaciger doku
orneklerinin histopatolojik ve immunohistokimyasal analiz sonuglarina gore; ii¢
doku tipinde de pVAX1-CTLA4-GMCSF (pVCG) grubunun diger gruplara
(kontrol, pVAX1 (sham) ve pVAX1-MuclVNTR-CTLA4-GMCSF (pVMCG)
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grubu) kiyasla daha fazla diferansiyasyon, daha az polimorfizim, hafif diizeyde

mitoz ve hiperkromazi gosterdigi belirlendi.

» Farelerin gelistirilen DNA asilari ile bagisiklanmasi:
o Gelistirilen pVAX1-CTLA4-GMCSF ve pVAX-MuclVNTR-CTLA4-GMCSF
DNA agilarinin in vivo antikor {iretimi uyarimini belirlemek igin saglikh

C57BL/6 farelere 1'er hafta arayla 3 doz asilama yapildi.

o Asilanan farelerde DNA asilarina karsi gelisen antikor yaniti, ELISA yontemi
ile degerlendirildi. pVAX1-CTLA4-GMCSF ile immiinize edilen grupta,
CTLA-4 antijenine 6zgii antikor seviyesinin en yiiksek diizeye, son agilamadan

li¢ glin sonra 1:1 oraninda seyreltilmis serum 6rneklerinde ulastig1 belirlendi.

o Apyrica, hayvanlardan alinan akciger ve karaciger doku o6rneklerinin
histopatolojik ve immunohistokimyasal analiz sonuglarina gore; tiim gruplarda
saglikli dokulardan farkli bir histolojik gériiniime rastlanmadi. Bununla birlikte,

saglikli farelerde asilarin herhangi bir yan etkisi belirlenmedi.

Bu gozlemler, CTLA-4 igceren DNA asisinin (pVAX1-CTLA4-GMCSF) potansiyelini
vurgulamakta olup, timdr immiinoterapisi i¢in umut verici bir yaklagimi temsil edebilecegini

gostermektedir.

Bu ¢alisma kapsaminda elde edilen sonuglara gore, Muc-1 geninin VNTR dizisinin
(PDTRPA aminoasit dizisini igeren) tek kopya halinde pVAXI1-CTLA4-GMCSF igerisine
yerlestirilerek olusturulan pVAX1-MuclVNTR-CTLA4-GMCSF agisinin uygulandig: tedavi
grubunda tiimor baskilamasinin gergeklesebilmesi igin, VNTR dizisinin daha yliksek sayida
kopyast yerlestirilerek denenebilir. ELISA analizinde Mucl VNTR antikorunun giivenilir
sekilde tespit edilebilmesi i¢in, test sisteminin tasariminda kullanilan immobilizasyon yontemi
dikkatle secilmeli; proteinlerin biiyiikliigii ve epitoplarin erisilebilirligi g6z Onilinde
bulundurulmalidir. Ozellikle kiiciik proteinler s6z konusu ise dogrudan yiizeye baglama yerine,
antijeni yakalayacak 6zgiil bir yakalama antikoru gibi alternatif yontemlerin kullanilmasi daha
uygun olabilir. Bu sayede baglanma etkinligi artirilarak testin dogrulugu ve duyarlilig
gelistirilebilir. Ayrica biitiin gruplarda daha fazla spesifik antikor miktarinin olusabilmesi ve
tiimor biiylimesinin baskilanabilmesi i¢in uygulanandan (100 pg) daha fazla miktarda asilar
uygulanabilir. Ayni1 zamanda yine ayni amacla 3 doz uygulanan asilar 4 doz veya 5 doz halinde
uygulanabilir. CD8* T lenfositlerin sayisi akis sitometri analizi ile belirlenebilir. Boylece aginin
hangi tip immun yanit1 (humoral veya hiicresel) daha ¢ok uyardigi belirlenebilir. Ayrica
gelistirilen DNA asilarinin koruyucu etkilerine yine subkutan olarak olusturulan sinjenik tiimor

modelinde bakilabilir. Agsilarin etkinliginin sinjenik tiimor modellerinde belirlenmesinin yani
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sira koruyucu ve/ya tedavi edici etkinligi ksenojenik tiimdr modelinde de galisilabilir. Onerilen
calismalarla asinin etkinligi daha da artirilarak farkli kanser tiirlerinde (mide, meme ve kolon)

de denenebilir.
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