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OZET

Kanser immunterapi giiniimiizde geleneksel kanser tedavilerine takviye hatta alternatif
olabilmesi amaciyla yogun olarak c¢alisilan bir alandir. Kanserde iiretilen proteinlere karsi
antikorlar iretilerek ya da asilama yoluyla immun terapi caligmalar1 yapilmaktadir. Bizim
onerdigimiz calismada over kanserinde dokuya spesifik olarak iiretilen bir antijen olan
AMHR2 (Anti Miillerian Hormon Reseptor 2)’nin rekombinant olarak elde edilmesi

amaglanmstir.

Bu calisma kapsaminda, Anti Mullerian Hormon Reseptor 2 proteinin sitoplazmik domainini
kodlayan komplement DNA fragmenti PQES80.L ekspresyon plazmitinin i¢ine klonlanmustir.
Elde edilen rekombinant vektor BL21star hiicrelerine transforme edilmistir. Bu bakterilerde
rekombinant protein ekspresyon seviyesi incelenmistir. Kontrol ve degisen IPTG
konsantrasyonlarinda indiiklenen bakterilerdeki rekombinant protein ekspresyonu, SDS-
PAGE yontemiyle protein bantlar1 goézlemlemlenerek incelenmis, ayrica SDS-PAGE ve
western-blot metoduyla proteinin ekspresyonu anti-His antikorlariyla konfirme edilmistir. Bu
incelemeler sonucunda ekspresyon vektoriine klonlanan proteinin basarili bir sekilde ekspres
edildigi gézlemlenmistir. Bir yandan anlamli miktarda protein ekspresyonu tespit edilmesine
ragmen, artan IPTG konsantrasyonu ile BL21Star hiicrelerinde ekpresyon azalmis, bu durum
da proteinin toksik olmasi ihtimalini ortaya ¢ikarmistir. Elde edilen vektor PQE80.L, AMHR2
proteininin sitoplazmik domainini kapsamaktadir. Toksik proteinler i¢in uygun olan bakteri
suslarindan birisi C43 (Overexpress) olarak bilinen bakteri susudur. AMHR2 proteininin
sitoplazmik domainini kapsayan PQES80.L vektorii C43 (Overexpress) bakterilerine kimyasal
metodla transforme edilmistir. Rekombinant protein ekspresyonu SDS-PAGE ve western blot
yontemleriyle incelenmis ve bu bakteri susunda rekombinant AMHR2’nin ekspresyonu daha

yiiksek elde edilmistir.

Sonug olarak, bu proje kapsaminda, rekombinant protein ekspresyonu i¢in iki farkli bakteri
susu kullanilmig ve rekombinant protein ekspresyonunun C43 (OverExpress) bakteri susunda
daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Elde edilen rekombinat protein kanser immiinterapi
caligmalarinda  (6zellikle fare kanser modellerinde) ve antikor tretim amagh

kullanilabilecektir. Bu galismadan elde edilen bulgular, daha sonraki proje basvurularinda



onemli bir 6nveri olarak kullanilacaktir. Ayrica, bu proje ile rekombinant DNA teknolojisi ile

klonlama yapma ve protein ekspresyonunu gerceklestirme altyapisi olusturulmustur.



ABSTRACT

Cancer immunotherapy is an area which is intensively studied as a supportive or alternative
therapy to traditional cancer therapies. Cancer immunotherapy involves production of
monoclonal antibodies or vaccination against proteins produced in cancer cells. In this project,
it was aimed to recombinantly produce Anti Mullerian Hormone Receptor Type 2 (AMHR?2)

which is an ovarian cancer tissue specific antigen.

In this study, the DNA fragment encoding cytoplasmic domain of AMHR2 was cloned into
PQEBS8O.L expression plasmid. Obtained rekombinant vector was transformed into BL21Star
competent bacterial cells. Recombinant protein expression levels were investigated in
BL21Star cells. Expression of recombinant protein was visualized as protein band using SDS-
PAGE method in control and IPTG induced bacterial cells. Additionally, recombinant protein
expression was confirmed by SDS-PAGE and western blot using anti-His antibody. This
experiments indicated succesfull recombinant expression of cytoplasmic domain of AMHR2.
On the other hand, recombinant protein expression was observed to decrease gradually when
IPTG concentrations were increased in BL21Star cells. This observation suggested that the
recombinant protein is toxic to BL21Star bacterial cells. Therefore, C43 (Overexpress),
another bacterial strain that is designed for the expression of toxic proteins was utilized.
Recombinant PQES8O.L expression vector that expresses the cytoplasmic domain of AMHR?2,
was transformed in to C43 (Overexpress) cells. Expression of the recombinant protein was
checked by SDS-PAGE and western blot methods and importantly, higher levels of

expression was observed in C43 (Overexpress) cells.

In conclusion, two different bacterial strains were utilized for recombinant protein expression
and it was shown that the expression of recombinant protein was higher in C43 (Overexpress)
bacterial strain. The recombinant AMHR2 protein that was produced in this Project, is going
to be used in cnacer immunotherapy studies (especially in mouse models) and for the
production of monoclonal antibodies. The findings of this study can be used as preliminary
data for further project applications. Additionally, the infrastructure and know-how for
cloning, recombinant DNA technology and recmbinant protein expression was established

throughout the project.



GIRIS / AMAC VE KAPSAM:

Kanser immunterapi giiniimiizde geleneksel kanser tedavilerine takviye hatta alternatif
olabilmesi amaciyla yogun olarak c¢alisilan bir alandir. Kanserde liretilen proteinlere karsi
antikorlar tretilerek ya da asilama yoluyla immun terapi caligmalar1 yapilmaktadir. Bizim
Onerdigimiz ¢alisma over kanserinde dokuya spesifik olarak iiretilen bir antijen olan
AMHR2’nin sitoplazmik ve ekstraselliiler kisimlariin rekombinant olarak elde edilmesidir.
BAP projesiyle elde edilecek rekombinant protein kanser immunterapiye yonelik asi
calismalarinda daha once c¢alisgtimamistir. Ayrica AMHR2’nin rekombinant olarak

ekspresyonu da yapilmamustir.

Proteinin rekombinant olarak iiretilmesi literatiire kendi basina bir katki olacaktir. Daha da
onemlisi AMHR2 over’e has bir protein olmasi ve over kanserlerinde iiretilmesi nedeniyle
kanser immunterapi i¢in uygunlugu yiiksek bir antijendir. Rekombinant olarak tiretilen protein
bir sonraki asamada fare asilamada ve antikor lretiminde kullanilacak, asi ve antikorlarin
farede yumurtalik ve gogiis kanseri modellerinde tedavi edici etkisi arastirilacaktir. Boylece
bu calisma yumurtalik kanseri immunterapi alaninda yeni bir hedef antijenin literatiire
girmesini saglayacaktir. Kanser immunterapide giinimiizde onemli bir ihtiya¢c da yeni
antijenlerin kesfedilmesidir. Ciinkii eldeki hedef antijenlerin bir ¢ogu kanserlerde iiretimi
artmis olan fakat diger organlarda da {iiretilen antijenlerdir. Oysa ki bizim sundugumuz sekilde
dokulara spesifik olan antijenlerin hedef alinmasi kanser immunterapide daha fazla sayida
antijenin giivenli bir sekilde hedef alinmasini saglayabilecektir ve  AMHR2 ile olan
calismamiz yumurtalik kanseri immun terapisi i¢in yeni bir hedef alani agmayi olanakl

kilacaktir.

Amaglar:

a) Insan ve farede over ve over kanserlerinde iiretilen bir protein olan anti mullerian hormon
reseptor II (AMHR2)’yi molekiiler biyoloji ve genetik metodlart kullanilarak bir vektore
klonlamak

b) AMHR2’yi tasiyan vektorii bakterilere aktararak, bakteriler tarafindan kiiltlir ortaminda

AMHR2 proteininin rekombinant olarak ekspresyonunu saglamak



c¢) Bakteriler tarafindan tiretilen rekombinant AMHR2’yi kanser immun terapide kullanilmaya

yetecek miktarda izole ederek, saflastirmak

AMHR2’nin yumurtalik kanserlerinde iiretilen bir protein olmasi sebebiyle, rekombinant
olarak iiretilen proteini ileride yumurtalik kanserini hedef alan kanser immunterapi
caligmalarinda kullanmak. Bu amagla, BAP projesinden elde edilecek sonuglar ve iiretilen
rekombinant proteini kullanarak daha kapsamli ulusal (TUBITAK, DPT) ve uluslararasi (AB

7. Cerceve) projeler yazmak



GENEL BIiLGILER

Anti Mullerian Hormon Reseptor |1 (AMHR2):

AMHR?2 agirlikli olarak over ve testislerde iiretilen organ spesifik bir antijendir (1, 2).
AMHR2, anti mullerian hormonun (AMH) baglandig1 transmembran bir reseptordiir. Farede
AMHR?2 568 aminoasit biiyiikliigiindedir. N terminalden yaklasik 140 aminoasit AMHR2’nin
ekstraselliiler kismini olusturur. Devam eden yaklasik 30 aminoasit hidrofobik transmembran
domaindir. C terminale dogru yaklasik 400 aminoasit ise sitoplazmik domaini olusturur.
AMHR2, AMH’nin baglanmasiyla, AMH’nin tetikledigi sinyal yolaklarinin ¢alismasini
saglar. AMHR2’ye baglanan AMH, erkeklerde fetiis evresinde gelisim sirasinda miillerian
kanallarin gerilemesini Saglayarak fallop tiipleri, uterus ve vajinanin olusumasini engeller ve

normal erkek iireme sisteminin gelismesini saglar (3, 4).

AMHR?2 geni farelerde 15. Kromozomda bulunmaktadir. Genin biiyiikliigii yaklasik 9000 baz
ciftidir ve . AMHR2 geni, toplam biyiikliigli 1885 baz ¢ifti olan 11 tane ekzondan
olugmaktadir. Toplam biiyiikligii 1885 olan AMHR2 mRNA’sinin protein kodlayan kismi
1707 baz cifti biiyiikliigiindedir. Asagida AMHR2 geninin ekzon-intron haritas1 eklenmistir
(Koyu yesil kutucuklar ekzonlardir).

102,446 K 102,448 K 102,450 K 102,452 K 102,454

A2
MM_144547 2 ———1-1-1 -l NP_E531302

Sekil 1: AMHR?2 geni ekzon-intron haritas1 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/110542)

AMHR2, fare over kanser modellerinde ve insan over kanserlerinde iiretilen bir protein olup,
transgenik bir over kanseri modeli olan TgMISIIR-Tag fareleri spontane olarak over kanseri
olurlar ve tiimérlerinde AMHR2 ekspresyonu olmaktadir. Ustelik bu farelerin genetik

dizayninda sadece over kanseri olmalar1 icin AMHR2 geninin promotoru kullanilmistir.



Ayrica fare over kanseri hiicre hatlari olan MOVCAR ve ID8 hatlarinda da AMHR2

ekspresyonu goriilmektedir (5).

AMHR?2 insanlarda over kanserlerinin ¢ogunlugunda firetilen bir antijendir. Over
kanserlerinin degisik tiir ve asamalarinda AMHR2’nin {iretilme durumu asagida belirtildigi
gibidir. Primer epitel kokenli over kanserlerinin 90%’inda, sinirda (borderline) over
kanserlerin 78%’inde, genel epitel kokenli kanserlerin 50% ile 69%’unda, epitel kokenli
olmayan over kanserlerinin 86%’sinda ve 3 ve 4. derece metastaz yumurtalik kanserlerinin

56%’sinda AMHR?2 ekspresyonu tespit edilmistir (6-8).

AMHR?2 sadece over kanserlerinde {iiretilmemektedir, gogiis kanseri hiicrelerinde de
ekspresyonu rapor edilmistir. C3(1) T antijen transgenik gogiis kanseri modelindeki
tiimdrlerin ve insan gogiis kanseri hiicre hattit MDA-MB-468’in AMHR2 ekspresyonuna
sahip oldugu tespit edilmistir (9).

Over Kanseri:

Over kanseri kadinlarda Oliime sebebiyet veren onemli faktorlerden biri ve en yaygin
jinekolojik kanserlerdendir. Over kanserlerinin 90%’dan fazlasi1 epitel kokenlidir (10, 11).
Over kanseri tedavisinde carboplatin ve paclitaxel’e dayali kemoterapi kullanilmaktadir.
Tedavide ilk cevap genelde olumlu olmasina ragmen, hastalik biiylik oranda kendini tekrar
etmektedir (12). Diinyada yilda 200,000’den fazla insana over kanseri teshisi konmakta ve her
yil yaklagik 125,000 kisi over kanseri nedeniyle hayatini yitirmektedir. Over kanserine en
fazla A.B.D. ve Kuzey Avrupa’da ve en az Afrika ve Asya’da rastlanmaktadir. Daha detayl
bir istatistik veri sunacak olursak, Amerikan kanser enstitiisiiniin tahminlerine gore
Amerika’da 2011 yilinda yaklasik 16000 kadin over kanserinden hayatin1 kaybedecek ve
22000 kadina da over kanseri tanist konacaktir. Saglik Bakanlig1 verilerine gore Tiirkiye’de
over kanseri insidansi yaklasik 100000°de 6’dir. Bu oran gogiis kanseri icin 100000°de 18°dir.
Over kanseri vakalarinda hastalik teshisinden sonraki 5 yilda hayatta kalma oran diisiiktiir ve
sadece 43.8%’dir. Karsilastirmak gerekirse bu oran gogiis kanseri i¢in 80%’den yiiksektir.
Over kanserinin kendini tekrar etmesinin yanisira bir diger dezavantaji hastaligin ancak ileri
sathalarinda teshis edilebilmesidir. Over kanserlerinin 60%’1 hastalik metastaz olduktan sonra

teshis edilebilmektedir. Ileri safhalarda teshis edilen hastalarda 5 yillik hayatta kalma orani ise
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sadece 27% civarindadir.(13). Bu istatistikler yumurtalik kanserinde yeni tedavi

modalitelerine olan ihtiyacin aciliyetini gostermektedir.

Kanser Immun Terapi:

Kanser immun terapi kanser tedavisinde immun sistemin uygun metodlarla aktive edilip
kullanilmasidir. Ama¢ immun sisteme ait hiicrelerin kanser hiicrelerini hedef alarak yok
etmesini saglamaktir. Bu temel olarak {i¢ yontemle saglanabilir.

a) Birinci metod kanserde tiretilen proteinler kullanilarak hastalarin asilanmasidir.

b) Ikinci metod terapi amacl spesifik antikorlarin hastaya verilmesidir.

¢) Ugiincii metod ise hastaya sitotoksik T lenfosit ya da dendritik hiicreler gibi hiicrelerin

transfer edilmesidir.

Bu yontemlerden klinik uygulamalara en fazla aktarilan ve onaylanani terapiye yonelik
antikorlardir (14). Giiniimiizde ila¢ olarak firetilen baslica antikorlar Trastuzumab, Cetuximab,
Bevacizumab, Alemtuzumab, Rituximab gibi monoklonal antikorlardir. Hedef aldiklar
baslica kanserler gogiis kanseri, kolon kanseri ve c¢esitli kan kanserleridir. Bunlar vaskiiler
endotelyal biliylime faktorii, epidermal biiyiime faktorii, epidermal biiylime faktorii 2 gibi
kanseri destekleyen biiyiime faktorlerini veya CD52 ve CD20 gibi kanser hiicrelerinde
spesifik olarak iiretilen antijenleri hedef alir. Kullanimi ¢ok yeni olan ve CTLA-4 (cytotoxic T
lymphocyte-associated antigen 4) adli antijeni bloke ederek kanserin immun sistemi inhibe
etmesini engelleyen Ipilimumab monoklonal antikoru kullanilarak ileri satha melanom

hastalarinda basar1 elde edilmistir. (14-18).

Over kanserinde immunterapi amaciyla Her-2, CA-125, ve NY-ESO-1 gibi bu kanserde
ekspresyonu artmis antijenler hedef alinmistir. Fakat simdiye kadar doku spesifik antijenler
over kanserinde heniiz klinik as1 calismalarinda kullanilmamistir. Buna karsilik prostat
kanserinde doku spesifik antijenlerin hedef alinmasi imit verici sonuglar ortaya ¢ikarmistir.
Bu caligmayla yumurtalik kanserinde iiretilen doku spesifik bir antijen olan AMHR2’yi
rekombinant olarak iireterek kanser immunterapide kullanmak ve over kanseri immunterapi
alanina klinik kullanima aday yeni bir antijen kazandirmak istenmistir (19-22). Bu proje ile

amaci kanserde iiretilen AMHR2’ye karst monoklonal antikor iiretmenin ve kanser
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http://en.wikipedia.org/wiki/CTLA-4

modellerinde as1 denemeleri yapmanin ilk asamasi olan rekombinant AMHR?2 iiretimini

saglayarak ulusal ve uluslarasi projelere basvuru temellerini olusturmak amaglanmstir.
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GEREC VE YONTEM:

1. PCR yontemiyle ¢ogaltilan fragmentlerin ekspresyon vektoriine klonlanmasi:

a) Fragmentlerin agaroz jel elektroforezde kosturularak jelden izolasyonu ve TOPO

vektoriine sekans analizi icin aktarilmasi:

PCR ile ¢ogaltilan fragmentler, agaroz jelde kosturulacak ve uygun biiyiikliikteki fragmentler
UV yardimiyla jelden kesilip alinarak jelden DNA izole edilmistir. Izole edilen fragmentler
TOPO plazmitine aktarilmistir.

b) Fragmentlerin ekspresyon vektoriine klonlanmasi:

TOPO vektoriinde dogrulugu teyit edilmis fragmentler ve ekspresyon vektorii, BamHI ve
HindIIl restriksiyon enzimleriyle kesilerek, Qiagen’den PQES80 ekspresyon vektoriine
aktarilmigtir. Bu aktarim igin Ligation Kit kullanilmigtir. Daha sonra ligasyon miksi
kompetent bakterilere aktarilarak amfisilin adli antibiyotik i¢eren LB-agar medyumunda

aktarim gerceklesmis vektorii iceren bakteriler segilmistir.

2. Ekspresyon vektore klonlanan AMHR2 fragmentlerinin E. Coli’de iiretimi ve
fragmentlerin toksik olmasi durumunda toksik proteinlere 6zel bir E. Coli straini

kullanima:

Secgilen pozitif bakterilerden miniprep yontemiyle plazmit izolasyonu yapilmistir ve
restriksiyon enzimleriyle kesilen plazmit ve agiga c¢ikan insert DNA agaroz jel elektroforez
yontemiyle analiz edilerek klonlama teyit edilmistir. Dogrulugu teyit edilen plazmitler

ekspresyon i¢in uygun bakteri strainlerine aktariimtir.

Iki farkli bakteri straini kullamlmustir. Bu iki bakteri straini Invitrogen’den BL21(DE3)Star ve
Lucigen’den C43(OverExpress)’tir. BL21(DE3)Star protein ekspresyonu igin yaygin olarak
kullanilan bir bakteri strainidir. Proteinin toksik olmasi durumunda ya transformasyon

sonucunda koloni elde edilemeyecek ya da ekpresyon indiiklendiginde bakteriler kiiltiirde
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¢ogalamayacaktir. Bu durumda toksik proteinlerin tiretimi i¢in tasarlanmis C43(OverExpress)
strainleri kullanilmistir. C43(OverExpress) straini ise toksik proteinlere direngli olmasini

saglayan mutasyonlara sahiptir.

3. Bakteride Rekombinant Protein Ekspresyonunun Uyarilmasi:

Ekspresyon plazmiti lac operator sekansini igermektedir ve bu normal kosullarda ekspresyonu
inhibe eder. Ekspresyonun aktivasyonu igin operatér bolgeye repressor proteinlerin
baglanmasim engelleyen IPTG denilen bir kimyasal kullanilmaktadir. Oncelikle ekspresyon
plazmitini  igeren bakterilerde LB medyumuna IPTG (Isopropyl - D -1-
thiogalactopyranoside) eklenerek protein  ekspresyonu baslatilir.  Degisen IPTG
konsantrasyonlar1 (0.01, 0.1, 0.5 ve 1 mM) ve 4 saat zaman araliklarinda bakteri numuneleri

alimmustir. Protein ekspresyonu iki metodla analiz edilmistir.

4. SDS-PAGE (SDS-Poliakrilamit Jel Elektroforezi):

1. Metodda indiiklenmis numuneler ve kontrol olarak indiikklenmemis olan numune SDS-
PAGE (polyakrilamide jel elektroforez) yoluyla analiz edilmek iizere SDS-PAGE sample
buffer’da SDS-PAGE jele yiliklenmeye hazir olacak sekilde 5 dakika 95 santigrat derecede
inkiibe edilir. SDS-PAGE jele yiiklenen 6rnekler 100-200 volt ile kosturulur ve jel proteinleri
boyayan coomassie blue boyasiyla boyanir. Boya yikanir (destain edilir) ve elde edilen
protein bantlar1 incelenir. Umulan sonug¢ indiiklenen bakteri 6rneklerinde ekspres edilen
proteinin kilodalton agirligina uygun pozisyonda protein ekspresyonunu goésteren bir protein
bandi edilmesidir. Bu bandi saglayan bakteri klonu ve kosullar kullanilarak protein izolasyonu

sathasina gegilir.
5. Western Blot:
2. Metod Western Blottur. Orneklerin kosturuldugu SDS-PAGE jeli western blot yontemiyle
PVDF membrana transfer edilmistir.. Daha sonra protein ekspresyonu ekspres edilen

proteindeki 6xHis tagi taniyan anti Penta-His HRP antikoru kullanilarak DAB tabletler

kullanilarak goriintiilenmistir.
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BULGULAR:

Anti Mullerian Hormon Reseptdr 2 proteinin sitoplazmik domainini kodlayan komplement
DNA fragmenti PQE80.L plazmitinin i¢ine klonlanmistir. Daha sonra hedef DNA pargasini
iceren vektor, klonlamada kullanilan iki enzim olan BamHI ve HindIII ile kesilerek, PQES80.L
plazmiti ve yaklasik 1200 bp’lik AMHR2 sitoplazmik domainine karsilik gelen DNA
fragmenti agaroz jelde gozlemlenmistir (Figiir 1). Ayrica elde edilen vektér BL21star
hiicrelerine transforme edilmistir. Bu bakterilerde rekombinant protein ekspresyonu
incelenmistir. Degisik indiikleme kosullarinda protein ekspresyonuna bakilmistir. SDS-PAGE
yontemiyle kontrol ve degisen IPTG konsantrasyonlarinda indiiklenerek bakterilerdeki protein
bantlar1 incelenmis, ayrica SDS-PAGE ve western-blot metoduyla proteinin ekspresyonu anti-
His antikorlartyla incelenmistir. Bu incelemeler sonucunda ekspresyon vektoriine klonlanan
proteinin basarili bir sekilde ekspres edildigi goézlemlenmistir (Figiir 2 ve 3). Anlamh
miktarda protein ekspresyonu tespit edilmesine ragmen, artan IPTG konsantrasyonu ile
ekpresyon azalmis, bu durum da proteinin toksik olmasi ihtimalini ortaya c¢ikarmistir. Bu
nedenle toksik proteinlerin ekspresyonu i¢in uygun diger bakteri suslar1 (C43 overexpress,
BL21(DE3) PlysS gibi) denenerek maximum ekspresyon miktarina ulasilmaya galisiimasi

mantikhidir.
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Figiir 1: AMHR2 cDNAsindan elde edilen sitoplazmik domaine ait fragmentin PQES80.L
vektoriine klonlanmasi ve Bamhl ve Hindlll restriksiyon enzimleri ile kesilmesi ile klonlanan
fragmentin ve plazmitin iki ayr1 bant olarak gozlemlenmesi. M=Marker, 1= kesilmemis inserti
iceren vektor, 2, 3= restriksiyon enzimleriyle kesim sonucu agiga c¢ikan insert DNAs1 ve

PQES8O0.L plazmiti.

M 1 2 3

PQESO.L

AMHR2
Sitoplazmik Domain
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Figiir 2: Transforme edilen BL21-Star bakteri hiicrelerinin artan miktarlarda IPTG ile
indiiklenmesi sonrasi, total lisatin SDS-PAGE elektroforezde yiiriitiilerek protein bantlarinin

Coomasie ile goriintiillenmesi. M= Protein Marker K= indiiklenmemis kontrol , 0.01, 0.1, 1=
IPTG konsantrasyonlar1 (mM). KDa = KiloDalton.

IPTG (mM)
K 0.01 0.1 1

63 KDa —

48 KDa —

35 KDa —

ERIBRRLLE
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Figiir 3: Transforme edilen BL21-Star bakteri hiicrelerinin artan miktarlarda IPTG ile
indiiklenmesi sonrasi, total lisatin SDS-PAGE elektroforezde yliriitiildiikkten sonra, PVDF
membrana aktarilmasi ve anti-His antikorlariyla rekombinant proteinin spesifik olarak
goriintlilenmesi. protein M= Protein Marker K= indiiklenmemis kontrol , 0.01, 0.1, 1= IPTG

konsantrasyonlart.

IPTG (mM)
M K 0.01 0.1 1

245 KDa —
100 KDa —
63 KDa —
_ S s — Rekombinant AMHR2
48 KDa Sitoplazmik Domain
35 KDa —
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Elde edilen vektor PQE80.L, AMHR2 proteininin sitoplazmik domainini kapsamaktadir. Bu
vektor yukarida bahsedildigi gibi BL21Star hiicrelerine transformasyon ile aktarildiginda,
rekombinant protein ekspresyonu elde edilmistir. Bu ekspresyon SDS-PAGE ve western blot
yontemleriyle izlenmistir. ilging olarak ekspresyonun artan IPTG konsantrasyonlarinda
giderek azaldig tespit edilmistir (Figiir 3). IPTG rekombinant protein ekpresyonunu normal
sartlarda indiiklemektedir, ekspresyonun artan IPTG konsantrasyonlarinda azalmasi bu
rekombinant proteinin BL21Star hiicrelerinde toksik oldugunu gostermektedir. Bu durumda
yeni bir bakteri susu kullanilmasi kararlastirilmistir. Toksik proteinler i¢in uygun olan bakteri
suslarindan birisi C43 (Overexpress) olarak bilinen bakteri susudur. Bu bakteri susu Lucigen
firmasindan temin edilerek, -80 derecede muhafaza edilmisti. AMHR2 proteininin
sitoplazmik domainini kapsayan PQES0.L vektorii C43 (Overexpress) bakterilerine kimyasal
metodla transforme edilmistir. Transformasyon sonucu pozitif olan bakteriler amfisilin igeren
kat1 agar besiyerlerinde 37 derecede inkiibasyon sonucunda koloniler olusturmuslardir. Elde
edilen koloniler, amfisilin antibiyotigi iceren sivi LB (Lucia Broth) besiyerlerinde shaker
inkiibatorlerde 37 derecede 200 rpm hizla calkalanarak biiyiitiilmiistiir. Sonrasinda biiyiiyen
bakteriler, yeni LB (Lucia Broth) besiyerlerine alinarak, optik dansitesi (OD600) 0.5 olana
kadar calkalanmistir. Bu asamada, IPTG ile rekombinant protein ekspresyonunu indiikleme
baslamistir. Farkli konsantrasyonlarda IPTG bakterilerin biiyiidiigii LB besiyerlerine eklenerek
4 saat boyunca inkiibasyon yapilmistir. Kullanilan IPTG konsantrasyonlar1 0.01, 0.1, 0.5 ve 1
milimolardir. 4 saat inkiibasyon sonrasinda bakteri kiiltiirleri son hizda santrifiij edilerek

bakteri pelletleri kullanilana kadar -80 derecede muhafaza edilmistir.

Elde edilen bakteri pelletlerindeki protein ekspresyonu iki metod kullanilarak incelenmistir.
Birinci metodta bakteri pelletleri SDS deterjani ve beta-merkaptoetanol igeren protein
yiikleme tamponunda 95 derecede par¢alanmis ve %12.5 poliakrilamid jelde kosturulmustur.
Boyutuna gore ayristirilan proteinler coomassie blue ile boyanarak protein bantlar
gozlemlenmistir (Figiir 4). Ayristirilan protein bantlarinda, artan IPTG konsantrayonu ile 50
KDa biiyiikliigiiniin hemen altinda ekstra bir bant gézlemlenmistir. Bu bantn miktar1 artan
IPTG ile artmaktdir (Figiir 4). Bu bant rekombinant olarak ekspres edilen AMHR’ sitoplazmik
domainidir. Bu bantin konfirmasyonu western blot yontemiyle yapilmistir. Ayr1 ayr1 IPTG
konstrasyonlariyla indiiklenmis bakteri pelletlerinden elde edilen proteinler, SDS-PAGE ile
kosturulmus, sonrasinda PVDF membrana transfer edilmistir. Bloklanan membran rekmbinant

proteinde bulunan 6 tane Histidin aminoasitine spesifik bir antikorla inkiibe edilmistir. Bu
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antikor HRP ile konjuge olup, DAB ve H202 ile muamele edildiginde antikorun baglandigi
bolgelerde kahverengi bir bant olusmustur (Figiir 5). Ayni sekilde rekombinant AMHR?2

sitoplazmik domain ekspresyonu western blot ile bdylece gosterilmistir.
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Figiir 4: Transforme edilen C43 (OverExpress) bakteri hiicrelerinin artan miktarlarda IPTG
ile indiiklenmesi sonrasi, total lisatin SDS-PAGE elektroforezde yiiriitillerek protein
bantlarinin Coomasie ile goriintiilenmesi. M= Protein Marker K= indiiklenmemis kontrol,

0.01, 0.1, 0.5, 1= IPTG konsantrasyonlar1 (mM). KDa = KiloDalton.

IPTG (mM)

10501 001 K M

148 KDa
98 KDa
Rekombinant 65K
AMHR?2 50 KDa
Sitoplazmik
Domain 36 KDa
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Figiir 5: Transforme edilen C43 (OverExpress) bakteri hiicrelerinin artan miktarlarda IPTG
ile indiiklenmesi sonrasi, total lisatin SDS-PAGE elektroforezde yiiritiildiikten sonra, PVDF
membrana aktarilmast ve anti-His antikorlariyla rekombinant proteinin spesifik olarak
goriintlilenmesi. protein M= Protein Marker K= indiiklenmemis kontrol, 0.01, 0.1, 0.5, 1=

IPTG konsantrasyonlar1 (mM). KDa = KiloDalton.

IPTG (mM)

K00101051 M

148 KDa
98 KDa
64 KDa
Rekombinant
AMHR 50KDa
Sltoplz?\zmlk 36 KDa
Domain
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TARTISMA VE SONUC

Bu calisma ile Erciyes Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dalinda ve Erciyes Universitesi
Genom ve Kok Hiicre Arastirma Merkezinde Rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak
klonlama yapma ve ayni zamanda Rekombinant protein ekspresyonunu gerceklestirme
amaglanmistir. Rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak klonlama yapma ve Rekombinant
protein ekspresyonu igin gerekli cihaz altyapisinin olusturulmasi ve gerekli teknik becerinin

boliimde ve aragtirma merkezinde uygulamaya gegirilmesi projenin 6ncelikli amaglarindandir.

Yapilan proje ile Rekombinant DNA teknolojisi kullanilmig, AMHR2 reseptor proteininin
sitoplazmik domainine karsilik gelen DNA dizisi PQE80.L plazmitine klonlanmistir (Figiir 1).
Ikinci asamada klonlanan rekombinant bolgenin bakterilerde rekombinant protein olarak
ekspresyonu gerceklestirilmistir. Hem SDS-PAGE, hem de western blot teknikleri
kullanilarak rekombinant protein ekspresyonunun basariyla gerceklestirildigi konfirme
edilmistir (Figiirler 2-5). Rekombinant protein ekspresyonu i¢in iki farkli bakteri susu
kullanilmis ve rekombinant protein ekspresyonunun C43 (OverExpress) bakteri susunda daha
yiiksek miktarlarda oldugu tespit edilmistir (Figiire 2-3 vs. Figiir 4-5). Bunun temel oalrak
proteinin toksik olmasindan kaynaklandigi degerlendirilmektedir. Ayrica proteininbir diger
kismi olan, ekstraselliiler kisminin ¢ok toksik oldugu ve elimizdeki iki bakteri susunda da
iretilemedigi gozlemlenmistir. C43 (OverExpress) bakteri susu, BL21Star bakteri susuna gore
toksik proteinlerin ekspresyonuna daha direngli bir sus olup, temel olarak bu amagla
kullanilmaktadir. Boylece C43 (OverExpress) bakteri susunun AMHR2’nin sitoplazmik
domainin icin yliksek ekspresyon saglamasi nedeniyle, bundan sonraki c¢aligmalarda

rekombinant proteinin ekspresyonunda kullanilmasi planlanmaktadir.

Elde edilen rekombinant protein kanser immiinterapi c¢alismalarinda (6zellikle fare kanser
modellerinde) ve antikor iiretim amacglh kullanilabilecektir. Rekombinant proteinle asilanan
farelere sonrasinda kanser hiicreleri enjekte edilecek ve asillamanin farede tiimor biiytimesi
tizerine etkisi incelenecektir. Ayrica rekombinant proteinle tekrarli olarak asilanan farelerin B
lenfositleri monoklonal antikor tiretimi i¢in kullanilacaktir. Elde edilen monoklonal antikor
western blot yonteminde proteinin tanisi i¢in kullanilabilecektir. Monoklonal antikorun bir
diger kullanim alan1 biomarker tespiti olmasi planlanmaktadir. Over kanserli hastalarin

serumunda AMHR2 miktar1 Olgiilerek, bu hastalarin serumunda bu antijen miktarinin
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biomarker olarak kullanilmasinin uygun olup olmadigi test edilecektir. Daha ileri proje
bagvurularinda elimizde iiretime ve kullanima hazir rekombinant proteinin olmasi1 6énemli bir

onveri olarak kullanilacaktir.

Ayrica, bu proje ile rekombinant DNA teknolojisi ile klonlama yapma ve protein
ekspresyonunu gergeklestirme altyapisi olusturulmustur. Boylece bu teknik altyapi ve beceri
birikimi baska hedef proteinlerin de rekombinant olarak iiretilmesine, bunlarin terapdtik
amagclarla kullanim i¢in test edilmesine ve ileride gerektiginde bu proteinlere Kkarsi

monoklonal antikor iiretim ¢aligmalar1 yapilmasina olanak saglayacaktir.
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