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immiin yanitin ve inflamasyonun diizenlenmesinde énemli rol oynayan sitokinler,
bircok hastaligin tanisinda biyobelirte¢ olarak kullanilirlar. Patojenlere ya da
hastaliklara karsi gelisen bu immun yanit sirasinda sitokin derisimleri hizla degisir
ve kontrol altina alinamazsa sepsis gibi agir bir duruma sebep olabilir. Bu
sebeple, sitokin seviyelerinin olgimu erken tani ve tedavide buyluk onem
tasimakta, hassas, hizli ve ekonomik testlerin geligtiriimesi gerekmektedir.
Biyolojik ornekler igerisindeki bilesenlerin dlgimunde en hassas ve spesifik
yontemler, antikorlarin taniyici molekul olarak kullanildidi immunosensorlerdir.
Yuksek afinite ve 6zgullikleri sebebiyle biyosensoérlerde taniyici molekil olarak
kullanilan monoklonal antikorlar (mAb), teshis ve tedavide ©6nemli bir yere
sahiptir; fakat Uretim maliyetleri yUksektir. Kuguk, glikozillenmemis antikor
fragmentlerinin prokaryotlarda ylksek verimle Uretilebilmesi, gerekli zaman ve
maliyeti azaltir. Bu baglamda, tek zincirli degigsken fragmani adi verilen scFv’ler,
kiguk boyutlu (25 kDa), mAb ile benzer 6zgulluk ve afiniteye sahip proteinlerdir.

ScFV’ler, boyutlari sebebiyle IgG’ye kiyasla daha kolay modifiye edilebildiginden,



sensoOr ylzeylerine immobilizayonlarinda farkh yontemler kullanilabilmesine
olanak saglar. ScFVv’lerin yluzeye daha ylksek yogunlukta ve yonlendirilerek
baglanabilmesi, fonksiyonel antijen baglanma bdlgelerinin sayisini arttirir ve bu

sekilde, biyosensorlerin hassasiyeti de arttirilabilir.

Bu tez calismasinda, cgesitli anti-sitokin scFv’lerin, Escherichia coli (E. coli)
bakterisinde rekombinant Uretimi ve yuksek hassasiyetli immuinoassaylerin
geligtirimesi amaclanmigtir. Bakteriyel Uretimin avantajlari (disuk maliyet,
proses kontrol kolaylidi) kullanilarak kolay, hizli, hassas ve disik maliyetli bir
immunoassay Uretimi temel hedeftir. Sinirli sayida ¢alismada Uretilmis anti-
TNFa, anti-IL6, anti-IL13 ve anti-IFNy scFVv’lerde, verim, geri kazanim, stabilite,
baglanma aktivitesi ve ¢ozunurlik problemleri goérulmektedir. Cozunurluk,
stabilite, baglanma aktivitesi ve Uretim verimlerinin iyilestiriimesi amaciyla, E. coli
SHuffle® T7 Express susunun kullanimi, daha az oksitleyici sitoplazmik ortami
sayesinde ¢dzunur formda scFv Uretimi igin ilk hedef olmus; klonlama adimlari
gen kasetinin tasarimlari dogrultusunda basariyla tamamlanmigtir. Gen ve
proses dizeyinde yapilan optimizasyonlar sonucunda bakteriyel rekombinant
protein Uretiminde sikga goértlen dusuk protein ¢ozunurligu ve disuk saflastirma
verimi elde edilmis; problemin ¢6zimu igin sarkozil ile inktlizyon cisimlerinden
aktif protein eldesi saglanmistir. Bu yontemde denatire edici ajanlar kullanmadan
ve tekrar katlama gibi zahmetli deneyler yapilmadan daha yuksek verimde
protein elde etme avantaji dogmustur. inkliizyon cisimlerinden protein Gretim
veriminin, ¢dzunur fraksiyondan protein eldesine kiyasla 8-10 kat fazla oldugu
gorilmus ve literatlrle karsilastirildiginda yuksek verim ve saflikta scFVv’ler elde
edilmistir (>%95 saflik, 23 mg/mL). Bu teknik, anti-sitokin scFVv’ler haricinde, E.
colide Uretilecek diger rekombinant proteinlerde de kullanilabilecektir. Uretim
sonrasi immobilize metal afinite kromatografi (IMAC) ile saflastinlan scFv’lerin
SDS-PAGE, Western Blot ve ELISA ile karakterizasyonlari yapiimig; sonrasinda
ilk etapta AuNp ile isaretlenmis ve yatay akish immunosensorler uretilmistir. Test
bdlgesinde non-spesifik baglanmanin gorilmesi sebebiyle ELISA tabanli testlerin

uretimi tercih edilmistir.

Sonug olarak, sitokin dlgima igin kullanilan ticari mAb-temelli kitlerde genel

olarak kullanilan ELISA yonteminde mAb fragmentleri (scFv) kullaniimig, teshis



limiti (LoD) 49 pg/mL ve Kq¢=0,77 puM afiniteye sahip stabil testler Uretilmis ve
birgok hastaligin tanisinda rol oynayabilecek bir biyoteknolojik Urun igin literattre

katki saglanmigtir.

Anahtar Kelimeler: Rekombinant antikor, scFv, biyosensor, sitokin,

immunoassay
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Cytokines, which play an important role in the regulation of immune responses
and inflammation, are used as biomarkers in the diagnosis of many diseases.
During this immune response to pathogens or diseases, cytokine concentrations
change rapidly and can lead to a severe condition such as sepsis if not controlled.
Therefore, the measurement of cytokine levels is of great importance in early
diagnosis and treatment, and sensitive, rapid, and economical tests need to be
developed. The most sensitive and specific methods for measuring components
in biological samples are immunosensors using antibodies as receptor
molecules. Monoclonal antibodies (mAbs), which are used as receptor molecules
in biosensors due to their high affinity and specificity, have an important place in
diagnosis and treatment; however, their production costs are high. Small, non-
glycosylated antibody fragments can be produced in high yield in prokaryotes,
reducing the time and cost required. In this context, scFvs, single-chain variable
fragments, are small (25 kDa) proteins with similar specificity and affinity to mAbs.
Since scFvs can be modified more easily than IgGs due to their size, they can be

immobilized on sensor surfaces using different methods. The ability of scFvs to



bind to the surface with higher density and orientation increases the number of
functional antigen binding sites, and thus the sensitivity of biosensors can be

increased.

The aim of this thesis study is the recombinant production of various anti-cytokine
scFvs in Escherichia coli (E. coli) bacteria, and the development of highly
sensitive immunoassays. The main goal was to utilize the advantages of bacterial
production (low cost, ease of process control) to produce an easy, rapid,
sensitive, and low-cost immunoassay. Anti-TNFa, anti-IL-6, anti-IL13, and anti-
IFNy scFvs produced in a limited number of studies had problems regarding yield,
recovery, stability, binding activity, and solubility. In order to improve solubility,
stability, binding activity, and production yields, the use of E. coli SHuffle® T7
Express strain was the first target for the production of scFvs in soluble form
thanks to its less oxidizing cytoplasmic environment; cloning steps were
successfully completed in line with the designs of the gene cassette. As a result
of optimizations at the gene and process level, low protein solubility and low
purification yields, which are common in bacterial recombinant protein
production, were obtained; to solve the problem, active protein was obtained from
inclusion bodies with sarcosyl. This method has the advantage of obtaining
protein in higher yields without the use of denaturing agents and laborious
experiments such as refolding. The yield of protein production from inclusion
bodies was 8-10 times higher than that from the soluble fraction, and scFvs were
obtained with high yield and purity compared to the literature (>95% purity, 23
mg/mL). In addition to anti-cytokine scFvs, this technique can also be used for
other recombinant proteins to be produced in E. coli. Following expression, scFvs
purified by immobilized metal affinity chromatography (IMAC) were characterized
by SDS-PAGE, Western blot, and ELISA, and then initially labeled with AuNp and
lateral flow immunosensors were produced. Due to non-specific binding at the

test site, ELISA-based assays were preferred.

As a result, mAb fragments (scFv) were used in the ELISA method often

employed in commercial mAb-based kits for cytokine measurement. Stable tests



with a limit of detection (LoD) of 49 pg/mL and an affinity of Kq=0.77 uM were
produced and contributed to the literature for a biotechnological product that can

play a role in the diagnosis of many diseases.

Keywords: Recombinant antibody, scFv, biosensor, cytokine, immunoassay
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1. GIRIS

Sitokinler, boyutlari 8-40 kDa arasinda degisen, bagisiklikta énemli aracilar
olarak hareket eden, ¢dzlnebilir sinyal proteinleridir. Basta bagisiklik hicreleri
veya l|Okositler olmak Uzere neredeyse tim c¢ekirdekli hicreler tarafindan
inflamatuar bir uyarana yanit olarak salgilanirlar. Bakteriyel/viral enfeksiyon,
kanser, otoimmunite dahil olmak Uzere birgok hastalik veya fizyolojik duruma
bagli immun tepkinin bir pargasi olarak derigimleri degisir [1]. Sitokinler, birgok
hastaligin kritik gostergeleridir ve sitokin seviyelerinin dlgimu bu hastaliklarin
mekanizmalari, ilerleyisi ve tedaviye yaniti hakkinda bilgi verir. Ornegin, IL-12 ve
IFN-y MS hastaliginda ilk ylkselen ve diger sitokinlerin Uretimini tegvik eden
sitokinlerken, IL-4, IL-5, ve IL-13 astim ve alerjik reaksiyonlarda, IL-1a ve IL-1[3
Alzheimer'da, IFNa Lupus’da, IL-1, IL-6, ve TNF-a romatoid artirit, sepsis ve
birgok kanser tlriinde indikator rolt oynar [2]. IL-1, IL-6, IL-8, TNF-q, ve interferon
(IFN)-y major proinflamatuar sitokinlerdir ve inflamatuar yanitin olugsmasinda
kritik Gneme sahiplerdir. Kritik iglevleri goz dnlne alindiginda, sitokin seviyelerinin

zamaninda ve dogru 6lgimd, tani ve tedavide bliytk 6nem arz etmektedir [3, 4].

Yuksek 6zgulluk ve hassasiyete sahip mAb’lar, tani ve tedavide yaygin olarak
kullanilan proteinlerdir. Fonksiyonel olarak iki baglanma bodlgesi (Fab), bir
kristalize fragmentten (Fc) meydana gelmektedir. Baglanma bdlgeleri agir ve hafif
zincirlerden olusur ve antikorun degisken bolgesidir (Fv) [5]. FVv'ler stabil degildir;
bu nedenle, stabil Fv antikorlarin geligtiriimesi amaciyla fonksiyonel tek zincirli
antikor fragmanlari (scFv) gelistirilimistir [6]. KligUk boyutlar sayesinde yuzeye
direkt ve yuksek yogunlukta immobilize edilebilirler ve bu sayede biyosensor

hassasiyetlerinin arttirilmasini saglayabilirler [7].

Birlesik Devletler Gida ve ilag Dairesi (FDA)nin monoklonal antikor temelli
tedaviler icin onayladigi antikorlarin %50’den fazlasi inflamasyon ve otoimmiun
hastaliklarin tedavisine yonelik antikorlardir ve onaylanan ilaglarin %50’si sitokin
ligantlardir. Antikor fragmentleri, antikor c¢alismalarinin sadece %6’sini
olusturmaktadir [8]. Fakat tedavide oldugu kadar hastaliklarin, bakteriyel ve viral

enfeksiyonlarin, enflamasyon ve sepsisin teshisi igcin de 6nemli olan bu ligantlarin
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Oolgumu icin gelistirilen yontemlerde oncelikli olarak, taniyici molekul niteliginde
mAb’lar kullaniimigtir. Ote yandan, mAb’lara kiyasla, scFv'lerin de en az %50
seviyelerinde antijenine baglanma aktivitesi gosterebildigi [9, 10], ancak Uretim
maliyetlerinin daha dusik oldugu dusundldagande [11, 12] immuUnoassaylerin

scFv kullanilarak gelistiriimesi 6nem arz etmektedir.

Bu tez kapsaminda, proinflamatuvar sitokinlere 6zgu ekonomik
immunoassaylerin  gelistirimesi  i¢cin  rekombinat scFv’lerin  Uretilmesi
amaclanmistir. Bu amagla ilk agsamada, taniyici biyomolekul olarak kullanilacak
cesitli antikor fragmentleri Gretilmistir. Pro-inflamatuvar sitokinlere ydnelik
scFV’lerin Escherichia coli (E. coli) bakterisinde rekombinant Gretilmesi ve sitokin
OlcimU yapilabilmesine yoOnelik tamamen 6zgun bir galisma olan bu tezde,
bakteriyel Uretimin avantajlari (disik maliyet, proses kontrol kolayligi)
kullanilarak  bir immunoassay gelistiriimigtir. Tez kapsaminda protein
muhendisligi teknikleri ile gelistirilen anti-IL6-scFv antikor fragmanlar literattre
kazandiriimig, bircok hastaligin tanisinda buyuk 6neme sahip bir biyoteknolojik
arin igin literatire katki saglanmistir. Anti-IL18 ve anti-IFNy scFv’lerinin
rekombinat Uretimi, modifikasyonu ve her ug¢ antikor fragmentinin de ELISA
immunoasseylerde kullanimi ¢alismalari sonucunda elde edilen veriler,
rekombinat anti-sitokin scFv Uretimi ile taniyici molekulin ve buna bagh olarak
biyosensor uretim maliyetlerinin azaltilmasi, ileriye yonelik hizli tibbi tani
kitlerinde ve biyosensor sistemlerinde kullaniimaya aday scFv fragmentlerinin
uretiimesi calismalarina ve bu konuda know-how gelistiriimesine katki

saglamigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sitokinler

Diinya Saglik Orglti'ne gore, infeksiyoz hastaliklar, 6zellikle disik gelirli
ulkelerde, baslica 6lum nedenidir. Sitokinler ise enfeksiyon sirasinda uretilen ve
inflamasyon, doku onarimi, fibrosis gibi patalojik durumlarda immun sistemin
calismasi igin gerekli olan kuguk proteinlerdir (<40 kDa). Fakat kontrolsiiz bir
immadn yanit durumunda fazla miktarda salgilanmalari, “sitokin firtinasi” olarak
adlandirilan sistemik inflamasyona sebep olur [1-3]. Kontrolsuz bir sistemik
inflamatuvar reaksiyon olan sitokin firtinasi ya da sitokin salim sendromu
(Cytokine Release Syndrome (CRS)) viris ya da bakteriler gibi patojenler
tarafindan tetiklendigi gibi, organ nakilleri, bazi ilaglar (monoklonal antikor ya da
T-hucre terapileri (CAR-T)) ya da sistemik hastaliklar (romatoid artrit, SLE) ve

kanser sebebiyle de olabilir [4].

Koken huicrelerine veya etki mekanizmalarina gore, sitokinler interleukinler,
lenfokinler, monokinler, interferonlar, koloni uyarici faktorler seklinde ayrilirlar;
pro-inflamatuar sitokinler ve anti-inflamatuar sitokinler olarak gruplandiriliriar.
immiin sistem, viicut icin zararli ve yabanci ajanlarin varliginda verdigi inflamatér
yanitla bu ajanlarin eliminasyonunu, hasarin onarilmasini ve son agsamada bazal
duruma donulmesini saglar. Bu durumda; immun hucrelerin iletisimi ve
koordinasyonu, pro-inflamatuvar ve anti-inflamatuvar sitokinlerin Uretimi ve
dengesi ile saglanir. Bu mekanizmanin herhangi bir basamagindaki sorun,
sitokinlerin asiri Uretimine ve sistemik bir hasara sebep olabilir. COVID-19
pandemisiyle birlikte yapilan birgok ¢alisma, sitokin firtinasinda goérevli sayisiz
sitokinin goérev aldigini, fakat interlokin (IL)-1, IL-6, IL-8, timdr nekroz faktori
(TNF)-a, ve interferon (IFN)-y pro-inflamatuvar sitokin seviyelerinin bu yanitin

gelismesinde 6nemli rol oynadigini géstermektedir [2, 5].

Sitokinler, kan, interstisyel sivilar (ISF), beyin omurilik sivilari (CSF), tukuruk, ter,
gbzyasi, bagirsak, idrar ve digki gibi farkl vicut sivilarinda yaygin olarak bulunan

bulunan molekullerdir. Saglkh insanlarin serumundaki sitokin seviyeleri pM



mertebesindedir [6]. Farkl hastaliklarda degisiklik gosterse de, sitokin firtinasi
gelisiminde kademeli bir inflamatuvar yanit olusturan pro-inflamatuvar sitokinlerin
seviyeleri agir ya da kritik durumdaki enfekte hastalarda 1000 kata kadar yukselir.
Bu artis vesilesiyle, stokinler hastaliklarin tespitinde ve ilerleyisinde biyobelirte¢

olarak kullanilabilirler [7, 8].

Inflamasyonun baslangici ve devaminda gorev alan bir sitokin olan TNF-a, farkli
inflamatuvar hastaliklarda 6nemli rol oynar. Bu sebeple bu hastaliklarin
tedavisinde ilgi géren bir hedeftir. TNF-a’nin hedeflenmesinde de monoklonal
antikorlar en iyi adaylardir. Monoklonal antikor kullanilarak gelistirilen ilk basarili
sitokin hedefli tedavi 1990’'larin basinda romatoid artirid tedavisi igin
geligtiriimigtir. Bu antikorlar, sepsis durumunda TNF’yi hedeflemektedir. Bu
tarinten sonra TNF-bloklayan biyolojik ilaglar romatoid artirid disinda birgok
hastalik i¢in de kullaniimaya baslanmistir. Infliximab (Remicade®), adalimumab
(Humira®), golimumab (Simponi®), ve certolizumab pegol (Cimzia®), TNF-a
inhibisyonunda  klinikte kullanilan  monoklonal antikorlardir.  Anti-TNF-a
antikorlarinin kullanimi, inflamatuvar hastaliklarin tedavisinde buyuk élgide kabul
gormektedir; ancak bunlar, yuksek Uretim maliyeti, immunojenite ve dusuk
stabilite gibi dezavantajlara sahiptir. Bu problemlerin ¢ozimunde ise antikor

fragmentleri Gnemli bir alternatif olarak gorilmektedir [9, 10].

Enfeksiyon ve doku yaralanmalari durumlarinda ilk tretilen sitokinlerden biri olan
IL-6, immun reaksiyonlarin uyarilmasini saglayarak kronik inflamasyon ve
otoimmunitede 6nemli rol oynar ve konak savunmasina katkida bulunur [11]. IL-
6’'nin overekspresyonu romatoid artirid, osteoporoz, Castleman hastaligi gibi
hastaliklara sebep oldugundan, monoklonal antikorlarla anti-sitokin terapi
uygulanarak, IL-6’nin nétralizasyonu saglanir. Siltuximab (Sylvant®), sirukumab
(Plivensia™), olokizumab, clazakizumab ve satralizumab IL-6 sinyal yolaginin
inhibisyonunu saglayan antikorlardir. Siltuximab 2014 vyilinda Castleman
hastalig1 tedavisi icin FDA onayi almistir. Faz galismalari devam eden diger
monoklonal antikorlarin  guvenilirligi  henlz kanitlanmadigindan klinikte

kullaniimamaktadir. IL-6 sinyal yolaginin bloklanmasinin alternatif yolu, IL-6



reseptorini (IL-6R) hedef alan antikorlardir. Tocilizumab (Actemra®) ve
sarilumab (Kevzara®) FDA tarafindan onaylanan ve romatoid artirid tedavisinde
kullanilan anti-IL-6R antikorlardir. Ayrica, IL-6R inhibisyonu igin kullanilan bu
antikorlarin bazi kanser turlerinin ve son zamanlarda COVID-19’un tedavisi igin

de klinik denemeleri yapiimaktadir [12].

IL1-B immdn yanit ve bagigiklikta onemli diger pro-inflamatuvar sitokindir. IL1
ailesi iginde en sik galigilan ve en iyi karakterize edilen Uyelerinden biridir.
Ozellikle monositler ve makrofajlar tarafindan salgilanan IL1-B, 31 kDa’luk inaktif
proklrsor olarak uretilir ve kaspaz-1 proteaz tarafindan kesilerek aktif formuna
getirilir. Artan Uretimi, sistemik Juvenil Idiyopatik Artrit (SJIA), Kriyopirin lligkili
Periyodik Sendromlar (CAPS), multipl skleroz gibi birgok otoimmuin sendroma
sebep olabilmektedir. Canakinumab ve Gevokizumab, IL1-B 'y1 hedefleyen
monoklonal antikorlardir. Canakinumab (llaris®), 2013 yilinda FDA tarafindan
onaylanmis ve kriyopirin ile iligkili periyodik sendromlarin tedavisi igin bir¢ok
ulkede kullaniimaktadir [13, 14].

IFN-y immunomoddulatér aktiviteye sahip bir pro-inflamatuvar sitokindir. T-
hicreleri tarafindan salgilanir ve makrofajlari aktive ederek TNF-a ve IL-6 gibi
diger inflamatuvar sitokinlerin salgilanmasini saglar. Antiviral ve antimikrobiyal
bagisikhgl duzenleyerek hem kazanilmis hem dogustan gelen bagisiklikta gorev
alir [15]. IFN-y ve/veya onun indukledigi kemokinlerin artan seviyelerinin
hemofagositik lenfohistiyositoz (HLH), andaplastikanemi (AA) gelisiminde énemli
rol oynar. Emapalumab (Gamifant®), bir anti-IFNy antikordur ve 2018 yilinda
FDA tarafindan onaylanarak HLH tedavisinde kullaniimaya baslanmistir [16].

Sitokin seviyelerinde artistan kaynakli bu hastaliklarin tedavisinde ilgili sitokine
yonelik bir yol izlenebilirken, sitokin firtinasinda birgok faktor birlikte rol oynar.
Sitokin seviyelerinin 6lgumu, hastaligin seyrinin bilinmesi, gerekli tedavinin
zamaninda uygulanabilmesi ve uygulanan tedavinin etkisinin gorulebilmesi

acisindan 6nemlidir.



2.2. Monoklonal Antikorlar

Monoklonal antikorlar, %37’lik bir oranla biyofarmasétiklerin ilk sirasinda olup;
%27 ile asilar ve %10 ile rekombinant proteinler mAb’lar takip etmektedir.
Monoklonal antikorlar, 2022 yili verilerine gore 145,7 milyar dolarlk bir pazara
sahiptir ve 2027’e kadar neredeyse iki kat artarak 248 milyar dolara ulasmasi
beklenmektedir [17-20].

Tani ve tedavide yaygin olarak kullanilan antikorlarin 5 alt sinifindan (1gG, IgM,
IgA, IgD, IgE) serumda en fazla bulunan IgG, yaklasik 150 kDa molekul agirligina
sahip bir proteindir. Yapisal olarak 2 agir (HC) ve 2 hafif (LC) zincirden olusup,
fonksiyonel olarak 3 alt-birime sahiptir: 2 antijen baglanma bodlgesi (Fab) ve bir
efektor bolge (Fc, kristalize olabilen kisim). Fab bdlgesi, antikorun antijene
baglandi§i degisken (V domain-hypervariable) bdlgedir; agir ve hafif zincirin
degisken (VH, VL) ve sabit (C-domain, Cx, CL) bolgelerini igerir (Sekil 2.1) [21].

IgG, 2 Fab fragmenti igerir. Bu iki fragment disulfit baglar ile bir arada tutulur
(hinge disulfide bridge). Disulfit kdpru tiollerini iceren (Sekil 1) fragmentlere Fab'
fragmentleri denirken, tiyol fonksiyonel grubu eksik olanlara Fab fragmentleri
denir. Fab fragmentinden daha kuguk olan bir diger fragment ise antikor Fv
fragmentidir, yalnizca Vu ve VL alanlarindan olusur. Bu fragmentler, genellikle

zayIf olmayan kovalent olmayan etkilesimlerle bir arada tutulurlar.
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Sekil 2.1. IgG antikorunun yapisi ve antikor fragmentleri [22]

Agir ve hafif zincirler yaklagik 110 amino asit uzunlugundadir. Antikorun sabit
bdlgesi genel olarak kisa B-tabakalarin kovalent olmayan etkilesimlerle bir araya
gelmesiyle olugsur. Degisken bolge, yapisal olarak sabit bolgeye benzemekle
beraber, antijen baglanma bdlgelerini de igcermektedir. Antikorun antijene
baglanmasini aciklayan u¢ farkli yaklasim bulunmaktadir: anahtar-kilit,
indUklenmig uyum (induced fit), konformasyonel se¢im. Anahtar kilit modelinde,
hem antikor hem antijende etkilesim bdlgesinde minimum konformasyonel
degisim olur. Her iki protein de baglanma ve baglanmama durumunda ayni
konformasyona sahiptir. indiiklenmis uyumda ise tersine baglanma durumunda
Ozellikle CDR (complementarity-determining regions) bdlgelerinde
konformasyonel degisiklik meydana gelir. Konformasyonel segcimde ise antikorun
baglanmasi antijenin mikro ¢evresine baglh olarak aktive olmasina baghdir. Bu
bdlgelerde yapilan degisiklik, antikor-antijen etkilesimi ile antikorun 6zgullik ve

afinitesini etkiler [23].

ilk monoklonal antikor (muromonab-CD3 (OKT3)) 1975 yilinda hibridoma
teknolojisi ile dretilmigtir. Hibridoma teknolojisinde, tavsanlar veya fareler,
bagisiklik sisteminin plazma ve bellek B hicrelerini guglendirmek amaciyla birkag
hafta boyunca antijen uygulanarak bagisiklandirilir. Aktive olan B hucreleri
(lenfositler), santrifujle aynigtinlir ve miyelom hucreleri ile birlestirilerek tek bir

epitopa Ozgu bir antikorun slrekli Uretimi saglayan hibridoma hucreleri



olusturulur. Hibridizasyon yalnizca ideal kosullar altinda gergeklesir ve en iyi
durumda bile hibridoma hucrelerinin yalnizca %1-2'si antikor Gretebilir. Antikor
muhendisligi hibridoma teknolojisi ile baslamis olsa da bu ydntem dusuk
verimlilik, yuksek maliyet ve hayvan immunizasyonundan kaynakli bagisikligi
tetikleme potansiyeli gibi limitasyonlari sebebiyle rekombinant DNA teknolojileri

gibi yeni yontemlere yénelinmistir [24].

Monoklonal antikorlar ve fragmentlerinin tretiminde 6ne ¢ikan bir diger yontem
antikor gosterim teknolojisidir. Faj gosterim, maya gosterim ve mRNA gosterim
gibi farkh tekniklerin oldugu teknolojide ilk adim, ilgilenilen sisteme
klonlanabilecek agir ve hafif zincir genlerinden olusan bir kitiphane se¢gmektir.
Katuphaneyi istenen ifade sistemine klonladiktan sonra, genellikle tek zincirli
degisken fragment (scFv) veya Fab formatindaki agir ve hafif zincir
kombinasyonlari partikll ylzeyinde ifade edilir ve antijene baglama yeteneklerine
gére secilir. Baglanma vyetenegi zayif antikorlar, yikama adimlariyla
uzaklastirilarak en iyi antikor segilmis olur [21]. Bugin en basarli sekilde
uygulanan faj gosterim teknigidir ve FDA tarafindan onaylanan 14 terapdétik
antikor bu yontemle uretilmistir. Yontem, 1985 yilinda George P. Smith'in M13
filamentli fajinin plll minér kapsid proteinine kaynasmis kisa peptitleri
goruntuleyip afinite saflagtirmasina dayanmaktadir. Smith 2018 yilinda bu kesif

ile Nobel Kimya 6duli sahiplerinden biri olmustur [25].

2.3. Antikor Fragmentleri ve Tek Zincirli Antikor Fragmentleri (scFv)

Son yillarda mAb’larla ilgili yapilan calismalarda aktif fragment boyutunun
azaltilmasi 6nem kazanmistir. Antikorlarin moduler yapisi, antikor muhendisligi
ya da enzimatik yontemlerle daha kuguk antijen baglanma bdlgelerinin (Fab,

scFv, sdAb gibi) Uretimine olanak saglar [19, 26].

Bir Fab fragmenti hafif zincirin (LC) degisken hafif zincir (VL) ve sabit hafif zincir
(CL) bdlgeleri ile agir zincirin (HCs) degisken agir zincir (V) ve sabit agir zincir 1

(CH1) bolgelerini icerir. VL ve V1 bolgeleri antijen baglanma bdlgesini olugturur.



Fv fragmenti ise yalnizca Vu ve VL alanlarindan olusur [27]. Fab ve scFv gibi
antikor fragmentleri, daha iyi doku penetrasyonu igin daha klguk boyutlu
molekullerin gerekli oldugu durumlar igin ortaya ¢ikan fragmentlerdir. Daha kuguk
boyutlu fragmentlerin kullaniimasi, hedefe daha yuksek yogunlukta baglanmasi

ile etkili dozu artirarak gucu artirabilir [24].

Antikor fragmenti Uretimi igin iki temel yontemden biri olan enzimatik proteolizdir.
Bu yontem igin genel olarak papain ve pepsin kullanilir. Papain uUst disulfit
baglarindan keserek, her IgG molekilinden 2 monovalan Fab ve bir Fc elde
etmek icin kullanilir. Pepsin, disulfit baglarinin altindan keserek bir IgG basina bir
bivalent F(ab')? Uretir ve bir indirgeyici varliginda ise 2 adet F(ab') molekli elde
etmek icin kullanilir (Sekil 2.2).

Papain kesim uriini
5
" Iy VL L
' Fab Fc/

%, \COOH K

“ Ppapain
HOC- CHO ™, /

Pepsin

\

Pepsin kesim irini

COOH COOH

\ Flab)? /

Sekil 2.2. Papain ve pepsin enzim kesim bdlgeleri ve kesim sonrasi olusan antikor

fragmentleri [28].

1960'lardan beri pepsin kullanilarak enzimatik antikor pargalanmasi Uzerine
bircok ¢alisma yapilmis olmasina ragmen, ¢ogu laboratuvar hala her 6zel antikor

icin pargalanma surecini optimize etmek zorundadir. Pargalanma igin ticari kitler



mevcuttur ancak, enzimatik pargcalama, agregasyon veya denaturasyona sebep

olarak antikor fragmentinin fonksiyonu bozabilir [29].

Fab, kesfinin eski olmasindan dolayi, klinikte onaylanan ilk antikor fragmentidir.
Abciximab, 1993 yilinda onaylanan ve trombosit agregasyonunu onlemek igin
kullanilanilan bir Fab’dir. Trombosit ylzeyindeki bir proteinle etkilesime girerek
pihtilasma faktorlerinin  baglanmasini engeller. Certolizumab pegol, TNFa
reseptorlerini tantyan humanize bir Fab'dir. Romatoid artrit tedavisi icin 2009
yihinda onaylanmistir. PEG ile konjuge edilen bu molekil, plazma yari émrt 14
gune kadar artiriimis ve bu da enjeksiyon araliginin uzatilmasini saglamistir.
Ranibizumab, VEGF-A'y1 hedefleyen ve 2006 yilinda onaylanan, yasa bagl
makula dejenerasyonunun bazi formlarinin tedavisinde kullanilan bir humanize
Fab'dir [30]. Cizelge 2.1 FDA’nin onayladigi antikor fragmentlerini

gOstermektedir.

Cizelge 2.1. FDA onayli antikor fragmentleri [31, 32].

Ticari FDA
Adi Hedef Format Konakgi

Adi onayl
Abciximab Reopro GPllIb/llla Fab 1994 Memeli
Ranibizumab Lucentis VEGF Fab 2006 E. coli
Certolizumab Cimzia TND Fab 2008 E. coli
Balinatumomab  Blincyto CD19,CD3 scFv 2014 E. coli
Idarucizumab Praxbind Diabigatran  Fab 2015 CHO
Moxetumomab Lumoxiti  CD22 dsFv 2018 E. coli
Brolucizumab Beovu VEGF-A ScFv 2019 E. coli

_ o Willebrand _
Caplacizumab Cabilivi VHH 2019 E.coli
factor
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Tek zincirli antikor fragmentleri (scFv) ilk olarak 1988 yilinda Fab fragmentin
minimalist formu olarak geligtirilmistir. V1 ve VL bdlgelerinin 10-25 amino asitlik
esnek bir glisin-serin zinciriyle sentetik olarak baglandigi, yaklagik 25-30 kDa bir
yapidir [33]. Kuguk boyutlarinin sonucu olarak antikor fragmentleri “kritik
epitoplara” ulagsma, ylksek timoér penetrasyonu ve dusik immunojenisite (Fc
bdlgesi olmadigindan) gibi avantajlara sahiptir. Ayrica kiguk, glikozillenmemis
antikor fragmentlerinin prokaryotlarda yuksek verimle Uretilebilmesi, gerekli

zaman ve maliyeti azaltir [34].

ScFV’ler genellikle hibridoma teknolojisiyle Uretilirler fakat mevcut bir monoklonal
antikordan da genetik muhendisligi teknikleriyle elde edilebilirler. Bunun igin, bir
tam antikorun degisken bolgelerinin klonlanmasi, scFv olusturmak igin Vn ve VL
bolgelerinin  bir linkerla birlestiriimesi, bunlarin ekspresyon vektorlerinde
klonlanmasi ve rekombinant fragmentin ekspresyonu ve saflastiriimasi
gerekmektedir. Bu yontemler disinda scFV'ler, faj gosterimi yontemi ile faj
yuzeyinde bir bakteriyofajin genellikle kapsid proteini ile (plll) fizyon halinde
uretilebilirler. Bolum 2.2'de belirtilen avantajlari sebebiyle scFv'lerin Uretiminde

bakteriyel ekspresyon sistemleri de yaygin olarak kullaniimaktadir [35].

ScFv’ler kuguk boyutlari sebebiyle 1gG’ye kiyasla daha kolay modifiye
edilebildiginden, sensor ylzeylerine immobilizayonlarinda farkli ydntemler
kullanilabilmesine olanak saglar. Antikorlarin ylzeye immobilizasyonunda
kullanilan geleneksel ydntem, proteinde bulunan serbest amin (-NH2)
gruplarindan ylzeye baglanmadir. Fakat bu yontemde baglanmanin saglanacagi
bdlge secgilemez, immobilizasyon rastgele olur. Rastgele baglanmadaki problem,
immobilizasyonun antijen baglanma bolgelerinden gergeklesebilmesidir. Antijen
baglanma bdlgesinin oryantasyonu, antikorun sollsyon icerisindeki analitle
etkilesiminde 6nemli rol oynar. YUzeydeki bu rastgele baglanma, konformasyonel
bir heterojeniteye sebep olur ve bu durum antikorun reaktivitesini dusurerek

immunosensorun hassasiyetini etkiler [27, 36].
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2.4. Antikor Muhendisligi ve Rekombinant DNA Teknolojisi

Rekombinant DNA teknolojisi, farkli konaklar veya ekspresyon sistemleri
kullanilarak tam antikordan antikor fragmentlerine kadar gesitli biyoterapotiklerin
uretilmesinde kullanilir. Bu teknolojinin en onemli avantaji, antikor Uretiminde
genetik manipulasyon imkanidir. Diger yontemlere kiyasla, rekombinant DNA
teknolojisi ile protein dUretiminde tUm prosesin optimizasyonu mumkun
oldugundan, yuksek verimle protein ekspresyonu da mumkundur. Rekombinant
antikor uretimi, genetik muhendisligi tekniklerinin gelismesiyle birlikte genetik
manulpulasyonla istenen konfigirasyon ve baglanma &zelliklerine sahip,
saflastirma verimi ylksek, serum yari-omdarleri arttirilmis proteinlerin tretimine

olanak tanir [37].

Rekombinant  antikorlarin  Uretiminde  farkli  ekspresyon  sistemleri
kullanilabilmektedir. Memeli hicrelerin tercih edilme sebebi mAb’larin post
translasyonel modifikasyona ihtiyag¢ duyan buyluk ve kompleks bir protein
olmasidir. Bu sebeple Kklinikte kullanilan mAb’larin %62’si CHO (Chinese
Hamster Ovary) hucrelerinde Uretilirken, %4’G Escherichia coli (E. coli)
bakterisinde Uretilmektedir [38]. Ote yandan E. coli, diisik maliyet ve disik
¢ogalma gereksinimleri, protein Uretimi igin iyi karakterize edilmis fizyolojisi ve
genetigi, cok sayida vektdr ve susa sahip olmasi, 30 yildir arastirmalarda
kullaniimasi sebebiyle genis c¢apli deneyim birikimi, rekombinant proteinlerin
nispeten kisa surede seri Uretim kabiliyeti, manipulasyon kolayligi avantajlar
sebebiyle daha az alt akim prosesine ihtiyag duyar. Bu nedenle, rekombinant
proteinlerin Uretimi i¢in degerli bir konakgidir ve ekspresyon sistemlerinin

tasarlanmasi son yillarida fazlaca ilgi gérmektedir.

Bu avantajlarinin yaninda, ézellikle disulfit baglar (dogru katlanmayi saglayarak
antikorun baglanma aktivitesini etkiler) iceren proteinler i¢in E. coli'de Uretimin
bazi sinirlamalan vardir (Cizelge 2.2). Bu sebeple, antikor fragmentleri daha
oksitleyici bir ortam olan periplazmada duretilir. Fakat periplazmanin hacim
sinirlamasi sebebiyle dusuk ekspresyon verimine sahiptir. Bu problemin ¢6zUmu

ise, daha az oksitleyici sitoplazmik ortam i¢in mutant suslarin (gor-/trxB-) ya da
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¢6zUnur (soluble) formda Uretim icin bazi peptid takilarinin (N- veya C- terminal)
kullaniimasidir [20, 39, 40].

E. col’de rekobinant protein Uretimini etkileyen faktorler, ya ekspresyon
duzeyindeki faktorler (genetik faktorler) ya da proses dizeyindeki faktorlerdir
(farkh fermantasyon olgeklerindeki fiziksel ve ¢evresel faktorler). Bu faktorlerin
optimizasyonu her protein turine gore farklihk goOsterir ve bu nedenle,
rekombinant proteinin maksimum ekspresyon seviyelerine ulasiimasi konusunda
genel bir kilavuz yoktur. Proses duzeyinde Uretim ortami, indukleyici derigimi,
karistirma ve/veya havalandirma hizi gibi parametreler optimize edilirken, gen
duzeyinde kodon optimizasyonu ile gen dizilimi, protein ¢dzunurligu, protein
katlanma hizi parametrelerinin  optimizasyonu yapilmaktadir. Kodon
optimizasyonu (Gene Designer, OPTIMIZER ve Tlsigner), protein ¢dzinurlugu
(Protein-Sol, SoluProt, ccSol) ve mRNA ikincil yapi tahmini (mFold, RNAFold)
icin birgok yazilim ve in silico arag mevcuttur. Bu araglar, olasi mRNA ikincil
yapisinin, gen dizisinin minimum serbest enerjisinin (MFE), ribozom baglanma
bdlgesinin (RBS) ve AUG baslangi¢ kodonunun konumlarinin belirlenmesi ve

gorsel olarak sunulmasina olanak saglar [41].

Cizelge 2.2. MADb ve antikor fragmentlerinin okaryatik ve prokaryotik sistemlerde

uretimlerinin kargilagtiriimasi

Antikor Ozellikleri Prokaryotik Sistem  Okaryotik Sistem

Molekuler Agirhk Dusuk Yuksek

Format Antikor fragmentleri Antikor fragmenti, tam 1gG
S-S Baglari Sinirli Kisitlama yok
Agregasyon inkliizyon cisimleri Yok (native)

Katlanma Yanlig katlanma riski Dogru katlanma
Glikozilasyon Sinirh Kisitlama yok

Maliyet Dusuk Yuksek
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Alternatif ifade sistemleri, gen ve proses diizeyinde optimizasyon araglari mevcut
olmasina ragmen, her proteinin yiksek verim veya katalitik/islevsel aktiviteye
sahip olacaginin garantisi yoktur. Bunun iki temel sebebi olabilmektedir:
rekombinant proteinlerin yogun uretiminin neden oldugu konak yuku ve sinirh
post-translasyonel modifikasyon (PTM) kapasitesi sonucu inkllizyon
cisimciklerinin olusumu. Rekombinant proteinlerin, 6zellikle de toksik proteinlerin
uretimi, konakgi igin DNA replikasyon, transkripsiyon ve translasyon yuku ve
post-translasyonel modifikasyonlarda tuketilen ek enerji gereksinimine sebep
olur. Fonksiyonel aktif proteinlerin tretimi 6nemli bir optimizasyon amacidir [42].
Bu sebeple, IB’lerden aktif ve saf protein eldesi icin de cesitli yontemler

geligtirilmigtir.

2.4.1. inkliizyon Cisimciklerinden (IB) Céziiniir Protein Eldesi

E. coli rekombinant protein Ureitiminde en populer bakteriyel konaktir. Fakat
memeli tirevi rekombinant proteinlerin bakteriyel ekspresyon sistemlerinde agiri
ekspresyonu genellikle yogun sekilde paketlenmis protein agregatlari olan
IB'lerin olusumuna sebep olur. Okaryotik proteinler ifade edilirken, 6zellikle post-
translasyonel modifikasyonlarin eksikligi proteinin yanlis katlanmasina sebep
olur. Disulfit baglarinin olusumu, proteinin dizgin katlanmasinda énemlidir. Bu
nedenle, 6zellikle PTM yogun heterolog proteinlerin ekspresyonu, ¢ogunlukla
yanlis katlanmis proteinler olusturarak agregatlara sebep olur. Ancak,
rekombinant proteinlerin inklizyon cisimcikleri seklinde Uretiminin, yuksek
miktarda protein eldesi, dUsUk protein kontaminasyonu, kolay izolasyon ve
metabolik kararliliklari sebebiyle proteolitik parcalanmadan korunma gibi, bazi

avantajlari vardir [43].

E. coli'de protein ekspresyonunda IB olusumunu en aza indirmeye yonelik ¢ok
sayida calisma bulunmaktadir. Bununla birlikte, inklizyon cisimcikleri igindeki
rekombinant proteinin toplam hicresel proteinlerin %30-40'in1 olusturmaktadir ve
IB’ler %90'a kadar saf rekombinant proteinden igerebilmektedir. Bu sebeple,

inklizyon cisimciklerinin Uretilmesi ve ardindan ¢oOzundurulmesine yonelik

14



protokollerin, daha yuksek hacimde urln Uretmek igin uygun bir strateji oldugu
kanitlanmigtir. [44, 45]

Inkliizyon cisimlerinden dogru katlanmis ¢ézunir protein eldesi igin birgok farkli
yontem kullaniimaktadir. Bu ydntemler; denatire edici ajanlar, ihmli (mild) ajanlar
ve denatiire etmeyen ajanlar ile protein eldesi seklinde siniflandiriimaktadir (Sekil
2.3).

Denatiire edici ajanlar Tekrar katlama
Ure, GuHcl "
.
*
B A
W
q‘\
a4, 4‘_4 o Denature etmeyen goziicy ajanlar Tekrar katlama gerektirmez
T : ( sarkosil, %5 DMSO,
» %5 n-propanol
" LY
A
a
inkliizyon cisimleri
thmb (mild) ¢bziicii ajanlar Tekrar katlama

Yiisek pH, 6M n-propanol,

& M BME
l
Katlanmarmus Yan katlanmis

Katlanmis dogal form Agregat

(intermediate) :
[native)

Sekil 2.3. inkllizyon cisimlerinden ¢6zuniir protein eldesi yontemleri ([46]den
modifiye edilmistir).

Ure, GuHCI gibi denatiire edici ajanlar kullanilarak ¢ozinUr protein eldesinde,
katlanmada gorev alarak Ug boyutlu yapiy1 saglayan disulfit baglari kirilip, protein
lineer bir forma getirilerek ¢ozundurlestirilir ve sonrasinda tekrar katlama islemi

yapilir. Imh ajanlarla ise (yuksek pH, n-propanol, BME) yari katli bir form elde
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edilerek tekrar katlanma basarisini artirmak hedeflenmektedir. Denattire
etmeyen ajanlar (sarkozil, DMSO gibi) kullanildiinda elde edilen protein
derisiminin dusuk oldugu durumlar olsa da, tekrar katlama gibi uzun ve zahmetli

bir igslem gerektirmediginden tercih edilebilmektedir [46].

Denatiire edici ydntemler geleneklsel yéntemlerdir. izolasyon, c¢odzdiirme,
saflastirma ve tekrar katlama basamaklarindan olusur. Proteinin G¢ boyutlu
yapisini tamamen bozup dogal yapisina (native) tekrar katlama iglemi, geri
kazanimi etkileyen en 6nemli basamaktir. Farokhi-Fard ve arkadaslari [47]
rekombinant ant-IL1-RAP IB izolasyonu ve ¢ézdirme islemi icin 8 M Ure iceren
bir tampon kullanmis ve g farkli yontemle tekrar katlama iglemi uygulamigtir ve
en yuksek geri kazanimi %11,2 olarak elde etmistir. Sharma ve arkadaslari [48]
ranibizumab Uretimi sonrasi ¢ézdurme isleminde DTT kullanmis, ¢ozdurdlugu
IB’lerdden %32 gerikazanim elde etmigtir. Protein yapilarini tamamen agmayan
ihmh denatliranlar kullanilarak IB'lerin ¢ozinurlestiriimesi, dogal benzeri yapiyi
koruyabilleceginden geri kazanimini iyilestirebilir. Sarker ve arkadaglari [49], 2 M
ure %5 DMSO, %5 n-propanol kullanarak %29 verimle saf E53-scFv elde etmistir.
Chura-Chambi ve arkadaslari [50], %81 verimle hGH proteini elde ederken,
Maleki ve arkadaslari, 8M Urenin gradient azaltiimasiyla 0,7 mg/mL aktif anti-
CD20-scFv elde etmistir. IB'lerin %5 n-propanol [51], Triton-X [52] ve N-lauril
sarkozin (NLS) [43, 53, 54] gibi denatire edici olmayan maddelerle
¢ozundurulmesi, proteinin mevcut dogal benzeri ikincil yapisini koruduklari igin
yeniden katlama adimina gerek kalmadan aktif rekombinant proteinlerin

ekstraksiyonu ile sonuglanir.

2.5. Biyosensorler ve Sitokin Olgiimii

Biyosensorler, biyolojik bir element kullanilarak olgulebilir bir sinyal UGreten
sensorlerdir. Tasarimina gore, patojenler, toksik kimyasallar, hormonlar gibi
birgok analitin gok duguk derigimlerini dahi Olgebilen biyosensorler Gg bilesenden
olusur: hedef analit sinyalini taniyan bir biyoreseptor (enzim, antikor, apatamer,

protein gibi), tespit edilen sinyali faydal bir ¢iktiya donustiren bir donusturtcu
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(elektrokimyasal, optik, kolorimetrik, manyetik) ve ¢iktl sinyalini analiz eden ve

isleyen bir sinyal iglemcisi.

Ozellikle medikal alanda, hastaliklarin erken teshisi, tedavi sansini artirdigindan
hizli, hassas ve guvenilir bir sekilde olgum yapan biyosensoérlerin geligtiriimesi
onemlidir. Bir biyosensorun Kkilit parcasi olan dedektor genellikle biyolojik
reseptorlerden olusur. Gida ve g¢evre kirliliklerinin dlgtilmesinde, medikal alanda
tani ve tedavide, ila¢ arastirmalarinda yaygin olarak kullanilan biyosensorler,
kullanilan  biyolojik  reseptorlere  baglh  olarak, enzimatik sensorler,
immunosensorler, nukleik asit sensorleri, hlicre sensorleri, biyomimetik sensorler
gibi cesitli kategorilere ayrilabilir (Sekil 2.4) [55, 56].

Biyosensorler 1960'larda Clark ve Lyons'un énciiliigiinde baslamistir. ilk enzim
tabanli sensér 1967 yilinda Updike ve Hicks tarafindan Gretilmistir. Enzim
biyosensorleri, immobilizasyon yontemleri, enzimlerin van der Waals kuvvetleri,
iyonik bag veya kovalent bag ile adsorpsiyonu uzerine gelistiriimigtir. Bu amacla
yaygin olarak kullanilan enzimler oksidoreduktazlar, polifenol oksidazlar,

peroksidazlar ve aminooksidazlardir [57].

{ Biyosensorler ]
Biyoreseptor turiine gore ] [ Biyoreseptor tirine gore
Enzim temelli Kolorimetrik
Antikor temelli Optik
Hicre temelli Elektronik
Hormon temelli Akustik

Nanopartikll temelli Elektrokimyasal

Sekil 2.4. Biyosensorlerin siniflandiriimasi [58]

Kronik hastaliklarin teshisi genellikle zaman alici ve zor bir igtir. Sitokinler, immun
modulasyon ajanlari olarak gorev yapan ve ¢ift yonlU ¢alisan imman sistemin en

onemli ¢dzunUr proteinlerden biridir. Enfeksiyonu ortadan kaldirmak igin kritik
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oneme sahip olmalarinin yani sira, asiri Uretimleri bagigiklik sisteminin agiri
tepkisi nedeniyle doku ve organ hasarina yol agabilir. Bu nedenle, hastaliklarin,
hastalik yonetiminin ve ciddi patofizyolojik durumlara mudahalelerin hassas,
guvenilir ve hizhi bir sekilde tespiti icin hassas yontemlere ihtiya¢c vardir [6].
Sitokinlerin fizyolojik etkisi diger sitokinlerin derisimlerine bagli olarak degisiklik
gOsterir. Bu sebeple bir ag (network) seklinde calisan sitokinlerin ¢oklu élgimu
(tek bir 6rnekte bir¢ok sitokinin birden 6lgimu) gereklidir [8, 59]. Sitokin dlgumu
hastaligin seyrinin bilinmesi, gerekli tedavinin zamaninda uygulanabilmesi ve

uygulanan tedavinin etkisinin gorulebilmesi agisindan énemlidir.

Dusuk derigimleri, in vivo kararsizliklari, dinamik sekresyonlari ve kompleks
sitokin aglari nedeniyle sitokinleri tespit etmek zordur. Klinik uygulamada
sitokinleri 6lcmek igin en populer yéntemler basta ELISA olmak Uzere
immunoassaylerdir [6]. SPR tabanli immuinosensorler yiksek hassasiyete
sahiptir. Fakat non-spesifik sinyaller 6zellikle biyolojik sivilar gibi drneklerde
problem yaratirlar. Elektrokimyasal biyosensorler ucuz hassas ve kisa surede
analiz yapabilirken, ¢oklu olgim yapabilme gibi geligtiriimesi gereken yonlere de
sahiptir [8]. Cizelge 2.3'de sitokin biyosensorleri ile ilgili yapilan bazi ¢calismalar
ve yontemlerin analiz suresi, LoD gibi 6zellikler bakimindan karsilastirilmasi

gOsterilmigtir.

Cizelge 2.3. Sitokin biyosensoru ile ilgili bazi calismalar ve kullanilan yontemler*

o Olgiim Ornek
Sitokin LoD ~ Sure Referans
teknigi hacmi
IL-6 FI 0,37 pg/mL 70 L 15dk [60]
IL-2, IL-4, IL-6,
FI 40,96 pg/mL 50yL ~3sa [61]
IL-10, IFN-y, TNF-a
IL-2, IL-4, IL-6
SPR 5-20 pg/mL 1uL  40dk [62]

IL-10, TNF-a, IFN-y
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IL-6, TNF-a, IL-10, IL-4

IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a

IL-6, IL-1B, TNF-a

SPR

SPR

EC

20 pg/mL 30 dk [63]
< 20 pg/mL 30 dk [63]
5-150 pg/mL 30 dk [64]

*floresan immunoassay (Fl), surface plasmon resonance (SPR), elektrokimyasal metod

(EC)

Sitokin 6l¢ima icin kullanilan ticari mAb-temelli kitlerde genel olarak ELISA ve

Luminex® kullaniimaktadir (Cizelge 2.4). Luminex®, floresan mikrokirelerin

mikroplaka Uzerinde kullaniimasiyla ¢ok sayida analitin ayni anda o6lgimunun

yapilabildigi bir immunoassaydir [65].

Cizelge 2.4. Ticari mAb temelli sitokin tayini kit érnekleri [67].

Firma Platform Kit adi

Invitrogen Luminex Human Cytokine Plex Panel

Bio-Rad Luminex Bio-Plex Pro™ Human Cytokine Plex

Millipore Luminex MILLIPLEX® MAP Plex Kit

BioSource Luminex Human UltraSensitive Cytokine Ten-
Plex

Linco Luminex Human cytokine LincoPlex/MilliPlex Map

eBioscience Akig sitometri Human Th1/Th2 11-Plex FlowCytomix™

LEGEND Akis sitometri plex™ Th cytokine 13-Plex Panel

BD Akis sitometri Human Enhanced Sensitivity 3-Plex kit

BD Akis sitometri Human Th1/Th2 Cytokine Kit

Miltenyi Akis sitometri MACSPIlex Cytokine kit
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Derigimleri hizla degisen sitokinlerin, hastane ihtiyacina sebep olmadan erken
tespit edilebilmesi i¢in periyodik dlcimu gerekebilir. Bu ihtiyagtan dogan kolay
ulagilabilir, ucuz, hizli ve hassas, hasta basi testlerin gelistiriimesi i¢cin en uygun
sensorlerden biri de kagit tabanli biyosensorlerdir. YUzeyi kimyasal ya da fiziksel
olarak kolayca modifiye edilebilir ve porozitesi herhangi bir pompalama
kaynagina ihtiya¢ duymadan kapiler akisa musaade eder. Bunlarin yaninda,
kagit materyal, kolay bulunabilir, biyouyumlu ve tek kullanimlik (disposible)

olmasi gibi avantajlara da sahiptir [66].

2.6. Antikor Tabanh Biyosensérler (immiinosensérler)

Biyosensor tasarimi, molekuiler biyoloji, protein muhendisligi, afinite kimyasi,
nukleik asit molekuler dinamikleri, nanoteknoloji, malzeme bilimi gibi c¢esgitli
alanlari da igeren ¢ok disiplinli bir alandir. Bu avantaji kullanarak, biyosensorlerin
tasariminda kullanilan bioreseptoérler, sensériin analitik performansina uyacak
sekilde 6zellestirilebilir. Kompleks bir ortamda bir ortamda yuksek 6zgulluk, iyi
karakterize edilmis baglama 0ozellikleri, yuUksek stabilite ve tercihen dusuk
maliyetle buyuk Olgekli Uretim imkanlarindan dolayi, antikorlar biyosensorlerde
bioreseptor olarak kullanilabilirler. Antikorlarin biyosensorlere entegre edilmesi,
in vitro ve in vivo biyosensorlerin Uretimini buyuk olgude kolaylastirmistir.
immiinosensor olarak bilinen afinite-bazli biyosensérler glivenilir hedef/analit
tespiti, otomatiklestirme/dijitallestirme avantajlari sebebiyle klasik analitik

yaklasimlarin dezavantajlarini ortadan kaldirabilirler [68].

Monoklonal antikorlara dayali immunosensorler, 30 yildan fazla bir suredir var
olan ve hala klinik ve arastirma alanlarinda yaygin olarak kullanilan en dnemli
tani araclarindan biridir. mAb'larin makul bir bolimu, biyosensor yuzeylerine
immobilizasyon sirasinda ongorilemeyen konformasyon degisiklikleri, biyolojik
akivite kaybir veya Fc kismi araciligiyla istenmeyen reaktiviteler nedeniyle
fonksiyonlarini  kaybedebilir. Bu nedenle, antikorun sensér ylzeyine
immobilizasyonu biyosensor tasariminda onemli bir faktordur [69].
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immobilize edilmis tam uzunluktaki antikor, ylizeye farkli sekillerde
yonlendirilebilir: yan yénll (bir Fc ve bir Fab alani ylizeye bagl), kuyruk yonla (Fc
alani yuzeye bagli), bas yonlu (iki Fab alani yizeye bagl) ve duz yonlu (Ug¢ alan
yuzeye bagli). Eger antikorlarin antijen baglama bdlgeleri, hedef proteiniyle
etkilesim icin kullanilabilir durumdaysa, biyosensérden maksimum performans
elde edilebilir. Antikorlarin antijen baglama bdlgeleri tUzerinden (yan yonld, bas
yonlU ve duz yonlu) baglanmasi, antijen baglama aktivitesinde bir azalmaya veya
ortadan kaldirmaya neden olur. Bu nedenle, antikorlarin yonelimlerini kontrol
etmek, gelistiriimis biyosensér duyarlih@i igin dnemlidir. Rekombinant antikor
fragmentleri, distk molekuler agirlik, yiksek esneklik, yliksek 6zellestirilebilirlik
ve hedef proteine kolay erisim gibi Ozelliklere sahiptir, bu da onlari tam

uzunluktaki antikorlarin guglu bir alternatifi haline getirir [70, 71].

Taniyici molekullerinin transduser yuUzeyine yuksek yogunlukta baglanmasi,
biyosensor gelistirmenin en kritik adimlarindan biridir. Ab immobilizasyonu igin
uygun stratejiler, gereken biyosensor turine bagh olarak dedisir. Tam boyutlu
Ab'nin tahmini molekuler boyutlari 15 x 7 x 3.5 nm iken, en kigik Ab fragmentleri
olan VHH fragmentleri, sadece 4 x 2.5 x 3.5 nm'dir. Biyosensor yuzeyleri
mikrometre oOlgeginde oldugundan, Ab fragmenti ne kadar kuglkse, ylzeye
immobilize edilebilecek prob miktari o kadar fazla olabilir, bu da hassasiyetin

arttirlmasini saglayabilmektedir [69].

2.7. Kagit Tabanh immiinosensérler

in-situ analizler igin, hasta-bas! (point-of-care (POC)) olarak adlandirilan cihazlar,
geleneksel tekniklere gore oldukga hizli, erken tespitine olanagi sunan, bdylece
proaktif hastalik tedavisini kolaylastiran ve sonug¢ olarak hastaliyin daha ciddi
durumlara ilerlemesini 6nleyen ¢ok c¢esitli tani aracglarini bir araya getirmektedir.
POC cihazlan ile sadece hastalik degil, hastanin genel durumu da takip
edilebilmekte olup, bunlar kisisellestiriimis tip olarak adlandirilan surecin bir
parcasidir. Kagit-bazli immunosensoérler, son on yilda hizla artarak 6nemli POC
araclari olmuslardir. Bir kagit taban ve elektrokimyasal sensoru birlestiren kagit
bazli biyosensorler, farkli saglik senaryolarina uygulanabilir ve seltloz kagidin
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esnek, biyouyumlu, c¢evre dostu, ucuz, yaygin olarak bulunabilen, hafif ve
hidrofilik olmasi, modifikasyona uygun olmasi sebebiyle énemli avantajlara
sahiptir [66].

Kagit tabanli biyosensorler, biyolojik bir sivi igerisindeki bir biyobelirtecin varligini
test edebilen kagit seritlerdir. Kagit tabanli sensorlerin bir gogu immunosensordur
ve taniyici molekll olarak antikorlar kullaniimaktadir. Antikorlar genellikle, test
cizgisinde go6zle gorulur bir renk olusumuna sebep olan bir partikdl ile (altin
nanopartikil gibi) isaretlenirler ve farkli varyasyonlari olsa da genellikle kagit

materyali olarak nitrosellloz kullaniimaktadir [72].

Kagit materyallerin ylzeyi, kimyasal ya da fiziksel olarak kolayca modifiye
edilebilir ve porozitesi herhangi bir pompalama kaynagina ihtiya¢ duymadan
kapiler akisa musaade edebilmektedir. Bunlarin yaninda, kagit materyal, kolay
bulunabilir, biyouyumlu ve tek kullanimlik (disposible) olmasi gibi avantajlara da
sahiptir [66]. Tasariminin kolayligi ve dusuk maliyeti sebebiyle en sik kullanilan
sensorlerinden biri haline getirmistir. Yaygin kullanilan bir tahlil olan ve recetesiz
satilan gebelik testine ek olarak, tarim, ¢cevre koruma, antibiyotikler, bulasici
hastalik etkenleri gibi cok sayida kagit tabanli biyosensor ticari olarak mevcuttur.
Avantajlarinin yaninda, kalitatif veya yari kantitatif sonu¢ vermesi, dusik

hassasiyete sahip olmasi gibi dezavantajlara da sahiptir [72, 73].

Kagit tabanh biosensorler, daldirma ¢ubugdu (dipstick) biosensorleri, yatay akis
testleri (LFA) ve mikroakigskan kagit tabanli (WPADs) biyosensoérler olarak tge
aynlabilir. Daldirma c¢ubugu testi, 6rneg@i taniyici molekil baglanmis bir kagit
parcasina damlatma esasina dayanir ve en bilinen ornek pH seridi olarak kabul
edilebilir; fakat sikhkla ihtiya¢ duyulan tani amagh karmasik tasarimlari
yapilamamaktadir. Bu sebeple, son yillarda mevcut kagit immuanosensoérler LFA
veya JPAD seklindedir [74].
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LFA'da numunenin bir test seridi boyunca hareketi kilcal kuvvetlere dayanan basit
bir test olsa da olgulebilir bir sinyal Uretmek, son kullaniciya kullanimi kolay bir
cihaz sunmak icin birgok parametrenin optimize edilmesi gereklidir. LFA’lar
genellikle yarigsmali (competitive) veya sandvi¢ olmak Uzere iki farkli sekilde
tasarlanir (Sekil 2.5).

Yarismali testler de kendi icinde iki farkli sekilde tasarlanabilmektedir. ilki, érnek
icindeki hedef ile etiketli bir hedefin (biyoreseptére hedeften daha az afiniteye
sahip bir molekul olabilir) konjuge pedin test cizgisi Uzerindeki yakalama
biyoreseptdrii icin rekabet ettigi testlerdir. ikincisinde ise, érnek icindeki hedef ile
test cizgisindeki hedef (test gizgisi yakalama (capture) biyoreseptorl olarak
davranir) etiketli bioreseptor igin rekabet eder. Yarismali LFA, ylUksek hedef
derisimlerinde dusuk bir sinyal verdiginden ve kanca etkisinden (hook effect)
etkilenmediginden, yiksek derisimlere sahip hedeflerin tespiti i¢in 6zellikle
kullaniglidir. Genellikle kiicuk hedef molekuller (<1 kDa) icin kullanilir (6rnegin,

ilaglar ve toksinler gibi), ancak buyuk analitlere de uyarlanabilmektedir [73, 75].

Sandvig LFA, orta ve buyUk boyutlu analitlerin (proteinler, antikorlar, bakteriler ve
hicreler) tespiti icin en ¢ok kullanilan stratejidir. Hedef molekul, tespit
bioreseptoru ile test gizgisindeki yakalama biyoreseptoru arasinda kalarak bir
sandvi¢ model olusturur. Ornek icindeki hedef miktariyla orantili olarak artan bir
sinyal elde edilir. Bu tur bir testin gelistiriimesi icin, hedefin farkh bolgelerine
baglanan iki biyoreseptér gereklidir. Ornegin, iki farkli monoklonal antikor veya
bir etiketli monoklonal antikor ve bir poliklonal antikor, sandvi¢ etkisi
olusturulmasini saglamak icin kullanilir. Sandvig LFA, c¢ok yuksek hedef
derisimlerinde kanca etkisine maruz kalabilir ve yarismali testlere gore yanlis-
pozitif sonuglara daha yatkindir [73, 75].
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Sekil 2.5. Sandvig (A) ve yarismali (B) yatay akisli testlerin sematik gosterimi [76].

2.8. Enzim Bagli immiinosorbent Assay (ELISA)

immunoassayler, antikorlarin segiciligi ve spesifitesini kullanarak kantitatif lgiim
yapan analitk metotlardir. immiinoassayler, klinik teshislerde en yaygin
kullanilan immunokimyasal yontemdir ve radyoimmunoassay, ELISA,
immunofloresan, kemiliminesan immunoassay, enzime-bagli floresan gibi birgok

turl mevcuttur [77].

ELISA, immunolojik reaksiyonlari tespit etmek ve dlgmek i¢in enzimlerin katalitik
Ozelliklerini kullanir ve peptitlerin, proteinlerin, antikorlarin ve hormonlarin
tespitinde siklikla kullanilan, plaka bazh bir test teknigidir. Gavenilir, hassas ve
spesifiktir. Hassasiyeti enzim-substrat iligkisi, 6zgulligu antikor-antijen spesifik
baglanmasi sebebiyledir. Plaka yuzeyine tutuklanan antijen Uzerine eklenen
enzim-bagli antikorun baglanmasi ve sonrasinda ortama substratin eklenmesiyle

kolorimetrik bir sinyalin alinmasi temeline dayanir [78, 79].

ELISA, mikroplakalarin kullaniimasiyla ¢ok sayida analitin ayni anda élgimUunin
yapilabildigi ylUksek hassasiyet ve 6zglllige sahip bir immunoassaydir [65].
Dogrudan (direkt), dolayl (indirekt), sandvi¢ ve yarismali olmak Uzere dort tur
ELISA (Sekil 2.6) vardir [78]. ELISA tipine bagli olarak, test igin birincil ve/veya
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ikincil antikoru, analit/antijen, kaplama antikoru/antijen, tampon, yikama ve
substrat/kromojen gereklidir. Birincil antikor, sadece ilgi duyulan proteine
baglanan 6zel bir antikordur. Buna karsilik, ikincil antikor, enzim ile baglanmamis
birincil antikora baglanan, enzim-bagh ikinci bir antikordur. ELISA protokolinde,
plakanin kuyucuklarina farkl antijen/antikor derisimleri seri dilisyon ile eklenir.
Plaka okuyucuda absorbans verileri elde edildikten sonra, seri seyreltme
verilerinden bir standart egri, x-ekseninde derisim ve dogrusal bir Olgcek

kullanilarak y-ekseninde absorbans ile ¢izilir [80].
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Sekil 2.6. ELISA cesitleri ve ¢alisma prensipleri [81]

Dogrudan-ELISA en kolay yontemdir. Antijen, plaka Uzerine adsorbe edilir,
ardindan bloklayici bir proteinle (genellikle BSA) serbest baglanma bdlgeleri
bloklanir. Enzim-bagl antikor kompleksi kuyulara eklenir. Antikor, antijeni ile
etkilesime girerek bir kompleks olusturur ve baglanmayan antikorlar yikanir.
Daha sonra enzimin substrati eklenir ve antijen miktarina dogrudan bagl,

Olculebilir bir sinyal alinir [77, 78].

Dolayli-ELISA, dogrudan-ELISA ile benzer basamaklar icerir; fakat iki antikorun
kullanildigi iki adimli bir yontemdir. Birincil antikor, antijen ile inktbe edilir, yikama

adimlari sonrasi isaretli bir ikincil antikor ile inklbe edilir. Bu teknik, her antijen
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moleklll basina birden fazla etiketli antikorun bagdlanabilmesi nedeniyle ylksek

duyarhliga sahiptir [77, 78].

Ticari kitlerin gogunda kullanilan yontem olan sandvi¢ ELISA, iki antikor
arasindaki antijeni olger. Hem monoklonal hem de poliklonal antikorlar, sandvig
ELISA sistemlerinde yakalama (capture) ve tespit (detection) antikorlari olarak
kullanilabilirler. Monoklonal antikorlar, tek bir epitopu tanir; bu sebeple, genellikle
tespit antikoru olarak kullanilir. Poliklonal antikorlar ise, mimkun oldugunca fazla
sayida antijen baglayabilmek amaciyla yakalama antikoru olarak kullanilirlar.
Sandvi¢ ELISA'nin avantaji hassasiyetidir; dogrudan veya dolayll ELISA'ya
kiyasla iki ila bes kat daha hassastir [77, 78].

Yarismali ELISA, orijinal antijen (6l¢ilmek istenen) ve ikincil antijen olmak tzere
iki antijenin kullanildigu rekabet¢i bir baglanma temeline dayanir. Yarigmal
ELISA’da, birincil antikor (etiketlenmemis), drnek antijen ile inkibe edilir ve
antikor-antijen kompleksi ayni antijen ile kaplanmis plakalara eklenir. Ornekteki
antijen sayisi ne kadar fazlaysa, o kadar az antikor, kuyudaki antijene
baglanabilir, bu nedenle bir “rekabet” gergeklesir. Enzim-bagl ikincil bir antikorun
kuyulara eklenmesi sonrasi, subtratin eklenmesi ve florasan sinyalin alinmasiyla
Olcim yapilir. Yarismah ELISA'da, 6rnek antijen derisimi ne kadar yuksekse,

alinan sinyal o kadar zayiftir [77, 78].

Bugun, ¢ogu Klinik protein belirtegli testler, ELISA ile yapilmaktadir. Zaman alici
ve ekipman ihtiyaci olan bir yontem olsa da, bu yontem yerine genellikle LC-MS
tabanl sistemler de pahali ve teknik olarak kompleks metotlardir. Son yillarda
geligtirilen mikroarray’ler, antikor kapl 96 veya 384 kuyucuklu plaka formatinda
klinik teghiste kullanilmaktadir. Bu array'ler basit ve yuksek segicilige sahiptir ve
proteinlerin ¢oklu Olcimine olanak taniyan, otomatik veya yari otomatik
sistemlerdir. Floresans (Luminex, Myriad RBM), elektrokimiliminesans (Roche
Diagnostics, Mesoscale Discovery) veya yuzey plazmon rezonansi (Horiba Inc.,
BIO-RAD; Biacore Life Sciences, GE Healthcare) Oolgum teknolojilerini

kullanmaktadir ve hastane laboratuvarlarinda da kullaniimaktadir. Fakat bu ticari
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cihazlar, cipler ve reaktan kitleri gibi 6zel sarf malzemeleri gerektirir, bu sebeple
pahall ve kaynaklarin sinirli oldugu noktada hasta-bagi uygulamalarda kullanimi
sinirhdir [82].

In vitro tan1 (IVD), hastanelerde hastaliklarin teshis etmek ve gelisimini izlemek
icin vazgecilmez bir ara¢ haline gelmistir. Mevcut IVD teknolojileri, kuguk
molekuller, proteinler, nikleik asitler gibi gesitli biyobelirtegleri tespit etmek igin
rutin olarak kullaniimaktadir. ELISA ise 6zgullugu, yuksek hassasiyeti ve yuksek
tarama kapasitesi nedeniyle en populer immunolojik testlerden biridir. Bu
sebeple, distk maliyetli, stabil ve tekrarlanabilir bir sekilde hedef molekillerin
taninmasini  geligtirmek cesitli inovasyonlar yapilmaktadir. Hassasiyetini
arttirmak, nudkleik asitlerin  ve nanomalzemelerin kullanimi, ¢oklu oOlgim
yapabilmek igin manyetik partikiller ve mikroakiskan giplerin kullanimi, maaliyeti
azaltmak icin antikor yerine aptamerlerin kullanimi gibi yenilikler VD
uygulamalari igin buylk potansiyele sahiptir [83]. ScFVv’ler butinsel antikorlara
kiyasla kugUk boyutlara sahip oldugundan ylzeye ylUksek yogunlukta
baglanabilirler [84]. Butinsel monoklonal antikorlarla benzer antijene baglanma
aktivitesi gosteren [40], fakat bakteriyel Gretimleri sebebiyle daha dusuk Uretim

maliyetlerine [85] sahip olan scFV’ler IVD uygulamalarinda énem arz etmektedir.

Klinik uygulamada sitokinleri 6lgmek icin en populer ydntemler, hassasiyetleri
sebebiyle enzime bagli immunosorbent spot (ELISpot) ve enzime bagli
immunosorbent testi (ELISA) dahil olmak Uzere immuinoassaylerdir [6]. Bu
sebeple hali hazirda kullanilan sandvi¢ ELISA yontemine ek olarak literatirde
ELISA tabanli birgok c¢alisma mevcuttur. Aalen ve arkadaslari, TNFa ve IL6
sitokinlerinin dlgimu igin ticari ELISA testlere alternatif olarak biyoliminesans
bazli ELISA gelistirerek 6lgimde alinan sinyalleri 80 kat artirarak pM seviyesinde
Olcim yapabilmistir[86]. Giorgi-Coll ve arkadaslari, aptamer bazli bir sandvig
assay gelistirerek 1,95 pg/mL hassasiyette IL6 sitokin dlgimu yapmislardir [87].
Russel ve arkadaglari, anti-IL6 antikorlar kullanarak mikroelektrotlar yardimiyla
bir immunoassay tasarlamig ve pg/mL seviyesinde IL6 sitokin OlgUmu

yapabilmistir [88]. Alexandre vd., IL6 sitokin dlgimu igin mikroakiskan teknoloji
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kullanarak tam bir ELISA protokolind bir mikroakigkan ¢ip Uzerinde
gerceklestirmis ve 10 pg/mL hassasiyette oOlgimler yapabilecek bir

immunosensor gelistirtirmeye calismigtir [89].

Ozetle, ELISA tabanl immiinoassayler, hassasiyetleri, glivenilirlikleri ve gesitli
uygulamalara uyarlanabilirlikleri nedeniyle klinik uygulamalarda sitokin tespiti igin
vazgecilmez araclardir. ELISA tabanli biyosensorlerin gelistiriimesi, ELISA'nin
kullanim avantajlar ile yenilik¢i 6zellikleri birlestirerek tani ve tedavide hassas,

kullanimi kolay ve dusuk maliyetli gozUmler sunacaktir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kullanilan Bakteriler, Plazmitler ve Kimyasallar

Klonlama g¢aligmalarinda Escherichia coli DHS5a, scFv Uretim galismalarinda
Escherichia coli SHuffle T7 Express, BL21(DE3) suslari kullaniimigtir. Anti-TNFa-
scFv, anti-IL6-scFv, anti-IL1B3-scFv ve anti-IFNy-scFv genleri pUCIDT(Kan)
plazmit icerisinde sentetik olarak temin edilmis, ekspresyon vektorl olarak
pET28a(+) kullaniimistir. Klonlama galismalarinda scFv genlerinin gogaltiimasi
icin Vent DNA polimeraz, gen bolgesinin klonlama vektorinden ekspresyon
vektorine aktariimasi icin Ndel, Ncol ve Hindlll restriksiyon enzimleri

kullaniimigtir.

E. coli suslarinin ¢ogaltiimasi icin Luria-Bertani (LB, 10 g/L tripton, 5 g/L maya
ekstrakti, 10 g/L NaCl), Terrific Broth (TB, 12 g/L tripton, 24 g/L maya ekstrakti,
9,4 g/L K2HPO4 2,2 g/L K2HPO4), Hanahan’s Broth (SOB), LB agar, protein
uretiminin inddklenmesi igin izopropil B-D-1-tiogalaktopiranosit (IPTG), segici
¢ogaltma icin Kanamisin antibiyotigi kullaniimistir.

Rekombinat protein ekstraksiyon ve analizi calismalarinda; lizozim, Triton-X, N-
lauril  sarkozin (Sarkozil), Bradford ve Comassie boya, BSA, %30
akrilamid/bisakrilamid, amonyum persulfat (APS), sodyum dodesil sulfat (SDS),
anti-6xHis-tag-HRP ve Opti-4CN Substrat Kit kullaniimigtir. Protein-AuNp
isaretleme iglemi igin 20 nm altin nanopartikul kullaniimis, partiktlin ve scFv’lerin

hazirlanmasi igin 10 mM sitrat tampon (pH 6,5) kullaniimigtir.

3.2. Rekombinant ScFv igin Vektor Hazirhgi ve Klonlama Galigmalan

Sekil 3.1 vektdér hazirligi ve klonlama galismalarini 6zetlemektedir.
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Vektor Gen (Insert)

| |

| 16sacogaltma | | E.coliDH5a |
! |

| Plazmid saflastirma | | Plazmid saflastirma |
1 1

l Miktar belirleme ]

| | Miktar belirleme |
| DNA’ nin kesilmesi ‘ l
l [ DNA’ nin kesilmesi ‘
Defosforilasyon
(CIAP) |
l l PZR saflagtirma ‘

‘ Jel saflagtirma ‘

| !

| Miktar belirleme | | Miktar belirleme |

| |

| Ligasyon |

}

E. coli DH5a¢ kompetan hiicre, CaCl, metodu ile
transformasyonu

}

| 37°C, 16 sa inkiibasyon |

!

| DNA dizi analizlenmesi |

!

Rekombinant plazmitlerin E. coli BL21(DE3) ve
Shuffle T7 Express suslarina transformasyon

}

Proteinlerin saflastirilmasi (His-afinite kromatografi)

!

Rekombinant protein analizi |

Sekil 3.1 Klonlama prosedirinin sematik gdsterimi ([90]'dan esinlenilmigtir)
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3.2.1. Agaroz Jel Ekstraksiyonu

Tasarimi yapilan klonlama vektoru igerisinde temin edilen nukleotit kasetlerinin
pET28a ekspresyon vektorune aktariimasi igin oncelikle her iki plazmit de Ndel
ve Hindlll restriksiyon enzimleri ile kesilerek (37°C’de 2 saat) %1 (w/v) agaroz
jele yuklenmistir. 100 V, 45 dk kosturulan DNA o6rnekleri, DNA transilluminator
cihazi ile goruntulenerek kullanilacak bantlar jelden kesilmis, jel ekstraksiyon
protokoliine uygun olarak saflastiriimistir. Bunun igin, ilk olarak kesilen jel pargasi
uzerine QG tamponu eklenerek jel 65°C’de eritiimis ve santrifij kolonuna
aktarilarak 13000 rpm, 1 dk santrifij edilmistir. PE tampon ile yikanan kolona son
olarak 40 pl EB tampon eklenerek 1 dk, oda sicakliginda inkube edilmis ve
santriflj sonrasi elisyon 6rnegi derisimi nanodrop okumasi ile belirlenmigtir.
Saflastirilan kalip DNA (backnone-pET28a ) ve gen kaseti (gen kasedi DNA) ayni

enzimlerle kesilerek daha sonra birlestiriimek Gzere -20°C’de saklanmistir.

3.2.2. PCR Optimizasyonu

Tasarlanan nukleotit kasetleri, primerler yardimiyla polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ile cogaltilmistir. 50 pL hacimde hazirlanan reaksiyon igerigi ve kosullari

Cizelge 3.1 ve 3.2’de verilmistir.

Cizelge 3.1. PCR reaksiyon igerigi

Hacim (uL) Son derisim
Thermopol tampon (10x) 5,0 1X
dNTP (10 mM) 1,0 200 uM
ileri primer (10 pM) 1,0 0,2 uM
Geri primer (10 uM) 1,0 0,2 uM
Kalip DNA (10 ng/uL) 1,0 0,02 ng
Vent DNA polimeraz 0,5 0,5-1 Unite
Steril dH20 40,5
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Cizelge 3.2. PCR reaksiyon kosullari

Sicaklik Sure
Denatirasyon 95°C 2-5 dk

95°C 15-30 sn
30 dongt 50°C (IL6) 15-30 sn

54°C (TNF)

72°C 55 sn
Uzama 72°C 5 dk
Saklama 4°C 0

PCR sonrasi trin % 1 (w/v) agaroz jelde yuratulerek uzunluklari kontrol edilmis,

PCR saflagtirma kiti ile saflastiriimigtir.

3.2.3. Ekleme Reaksiyonu (Ligasyon)

Ligasyon reaksiyonu icin, gen kaseti ve vektor DNA, T4 DNA ligaz ile

birlestiriimis, 16°C’de 16 st reaksiyon sonrasi elde edilen ligasyon trinl -20°C’de

saklanarak transformasyon icin kullaniimistir. Cizelge 3.3 ve Cizelge 3.4 ligasyon

reaksiyonu kosullarini gostermektedir.

Cizelge 3.3. Anti-IL6-scFv ve anti-TNFa-scFv igin ligasyon reaksiyon kosullari

Kontrol L1 L2

(ML) (L) (ML)
Kalip DNA (vektor) (100 ng) 6,3 6,3 6,3
Gen kasedi (33 ng) - 1,3 1,2
T4 ligaz 1,0 1,0 1,0
10x ligasyon tampon 2,0 2,0 2,0
dH20 10,7 9,5 9,6
Toplam 20,0 20,0 20,0
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Cizelge 3.4. IFN ve IL1 igin ligasyon reaksiyon kosullari

Kontrol 1 L1 Kontrol 2 L2

(ML) (uL) (uL) (ML)
Kalip DNA (vektor) 9,1 9,1 8,6 L 8,6
Gen kaseti - 3,3 - 8,4
T4 ligaz 1,0 1,0 1,0 1,0
10x ligasyon tampon 2,0 2,0 2,0 2,0
dH20 7,9 4,6 8.4 -
Toplam 20 20 20 20

3.2.4. E. coli’nin CaClz Metodu ile Transformasyonu

Kompetan hicre hazirh@i icin, -86°C stoktan alinan hicre, 6 mL LB ortam
icerisine alinarak calkalayici inkibatérde 37°C, 200 rpm, 16 saat inklibe
edilmigtir. Bu kultirden alinan hucre 6 mL LB ortama 1:100 oranda alinarak ayni
inkiibasyon kosulllarinda ODeoo 0,3-0,4 olana kadar inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonunda 3000xg, 4°C,10 dk santrifijle toplanan hicreler 0,1 M soguk CacCl: ile
suspanse edilmis, 50 yL hacminde kompetan hiicre icerisine 3 pL plazmid
eklenerek 1sil soklama sonucunda hucrelerin igcine plazmid alimi saglanmistir.
Transformasyon sonrasi hicreler, segici antibiyotik iceren kati ortama yayilmig
ve 37°C’de 16 saat inklibe edilmistir. Secilen koloniler sivi ortamda 37°C’de 200
rom’de c¢ogaltildiktan sonra, -86°C’de saklanmak Uzere gliserolli stoklar

hazirlanmistir.

3.2.5. DNA Dizi Analizi

Segcilen kolonilerden saflastirilan plazmidler énce restriksiyon analizi ile kontrol
edilmis, icinde dogru boyutta gen kasedi DNA tasiyan plazmidler, dizi analizi i¢in

tasarlanmis primerler kullanilarak, hizmet alimi yoluyla dizinlenmistir.
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3.3. DNA Sekansi Dogrulanan Vektorlerin Konakgi Hiicreye Aktarilmasi ve

Scfv’lerin Kiigiik Olgekte Uretimi

Elde edilen rekombinant plazmidler, E. coli BL21(DE3) ve SHuffle® T7 Express
suslarina CaClz metodu ile transformasyonunun ardindan, kanamisinli LB agar
besi ortamina ekilmis ve BL21(DE3) i¢cin 37°C’de, SHuffle icin 30°C’de 1 gece
inkiibasyona birakilmistir. Sonraki gin ¢ogalan hicrelerden secilen koloniler,
icerisinde antibiyotik bulunan LB besi ortamina inokile edilerek bir gece 37°C’de
cogaltilmis ve 250 mL flasklarda 50 mL LB igeren ortama baslangi¢ ODsoo 0,06
olacak sekilde altkdlttre alinmigtir. ODeoo 0,6-0,8 olana kadar ¢ogaltilan r-E. coli,
0,1 mM izopropil B-D-tiogalaktopiranosit (IPTG) ile indiklenmistir. Calkalamall
inkdbatorin sicakhdr dusuarulerek (16°C, 25°C, 30°C), 16 st Uretim yapilmistir.
Hucreler 4000xg, 15 dk, 4°C’de ultrasantrifljle ortamdan ayirildiktan sonra Uretim
sonrasi analizleri yapilmistir. Bu asamada, indukleyici derisimi (0,05-1 mM),
dretim ortami sicakligi (16°C, 30°C), Uretim/indikleme stresi (=16, 20, 24, 36,

48 h) ve uretim ortami (LB, TB) igin en iyileme ¢alismalari yapilmigtir.

3.4. Goéziiniir/Goziinmez Fraksiyonlarin Ayrimi ve Coziiniirlestirme islemi

Uretim sonunda santrifiijle toplanan her 1 mL hiicre pelleti 100 pL fosfat tampon
ile (1x PBS) suspanse edilerek, sonikatorle pargalanmistir (30 sn acik, 40 sn
kapali, 4 tur, buzda). 13000 rpm, 4°C, 10 dk santrifij yapildiktan sonra alinan
supernetant “¢ozunar fraksiyon” olarak ayriimistir. 50 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA
(pH 8.0) ile 3 kez yikanan pellet, 250 yL 1x PBS (%2 (w/v) SDS igeren) ile
suspanse edilerek 10 dk kaynatiimistir. Sonrasinda 13000xg, 10 dk, oda
sicakliginda santrifij yapilarak alinan sipernetant, “¢ézinmez fraksiyon (IF)”
olarak ayrilmistir. IF’'den ¢ozinUr fraksiyon eldesi i¢in kullanilan tamponlar
Cizelge 3.4’te verilmistir. islem igin liretim sonunda toplanan pellet, lizis tamponla
suspanse edilip, 15-20 dk oda sicakhdinda inkube edilmig, sonrasinda
sonikasyon ve santrifij iglemleri ile ¢dzindr fraksiyon ayrilmigtir. Kalan pellet
once yikama tamponu-1 ile, sonra yikama tamponu-2 ile ikiser kez yikandiktan
sonra ¢o6zunurlestirme tamponu ile stspanse edilmigtir. Oda sicakhginda hafif

calkalama ile inkube edildikten sonra 10000xg, 4°C, 30 dk santrifuj yapilan
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ornegin suUpernetanti alinarak ¢ozunurlestiriimis (solubilized) fraksiyon olarak

ayrilmistir.

Cizelge 3.5. Cozunurlestirme islemi igin kullanilan tamponlar

Lizis tampon 50 mM Tris, 100 mM NacCl, %0,1 Triton-X, 100 ug/mL
lizozim, pH:8,0

Yikama tamponu 1 50 mM Tris, 100 mM NacCl, %0,1 Triton-X, pH:8,0
Yikama tamponu 2 50 mM Tris, pH: 8,0

Coziundurlestirme 50 mM Tris, %1 (w/v) Sarcosyl, pH:8,0

tamponu

Denatlre edici yontemle ¢ozdurme iglemi igin izolasyon igleminden sonra IF,
denature edici tampon (50 mM sodyum fosfat, 300 mM NaCl, 5 mM imidazol, 6
M GuHCI pH 7.4) igerisinde c¢ozdurllerek 1 saat oda sicakhidinda inkube
edilmistir. Dantlrasyon sonrasi, denatlre edici kosullarda His-Afinite saflastirma

yapimigtir.

Ihmli ajanlar kullanilarak |F ¢o6zinUrlestirme islemi igin, izole edilen IF
¢o6zunurlestirme tamponunda (100 mM Tris-Cl, pH: 12,0) oda sicakliginda 1 saat
inkiibe edilmistir. pH 12, His-afinite saflastirma icin uygun bir pH olmadigindan
tekrar katlama islemi sonrasi saflagstirma yapilmistir. Tekrar katlama iglemi,
katlama tamponu (50 mM Tris-Cl, %10 sukroz, pH:7,5) icerisine damla damla

eklenerek yapiimistir.

3.5. Uretilen scFv’lerin Saflagtirimasi ve SDS-PAGE Jel Analizi

3.5.1. His-Afinite Saflagtirma

Uretilen rekombinant scFv’ler, immobilize metal afinite kromatografisi metodu ile
saflastirimigtir. Proteinin eldesi igin hlcreler santrifijle toplanip pargcalanmig

(lizis) ve tekrar sanrifij sonrasi silika mikrokureler ile etkilestirilerek 6xHis takili

35



scFVler ortamdan ayriimis, yikama ve ellUsyon islemleri sonrasi saflastirma
yapilmistir. Saflastirma sonrasi imidazoltn uzaklastiriimasi icin 20 yum membran

uzerinde damla yontemi ile diyaliz yapiimigtir.

3.5.2. Toplam Protein Tayini

Saflastirilan scFv’lerin toplam protein derisimi Bradford yontemi ile belirlenmistir.
10 pl 6rnek, 200 pl Bradford reaktifi (ticari) ile karistirilarak oda sicaklhiginda 5 dk
inkiibe edilmis ve 595 nm’de absorbans okunmustur. BSA ile hazirlanan

kalibrasyon egrisi kullanilarak protein derigimi hesaplanmistir.

3.5.3. SDS-Poliakrilamid Jel elektroforezi (SDS-PAGE) ve Western Blot

Analizi

SDS poliakrilamid jel elektroforezi icin saflastiriimis scFv 6rnekleri tamponla
karigtinllarak, kaynayan su iginde 5 dk kaynatiimigtir. Daha sonra ornekler ve
protein standarti 100 V’da kosturulmus, sure sonunda protein bantlarinin
gorunarlGgu igin ticari ‘Coomasie mavisi’ ile boyanarak jel gértintiileme kabininde
fotograflanmistir. Proteinlerin saflastirma orani jel gorintli analiz yazilimi ile

gergeklestirimistir.

Rekombinant proteinin yerini ve varligini belirleyebilmek i¢cin Western Blot analizi
yapilmistir. Comassie mavisi ile boyanan jeldeki ayni érnekleri igeren diger bir jel
de polivinil diflorir (PVDF) membrana aktarilip (50 V, 3 saat) HRP konjuge anti-
His antikoru (1:1000) ile 1 saat muamele edilmistir. Spesifik scFv bantlari

goruntilenmesi igin Opti-4CN kalorimetrik kit kullanilarak gértntilenmistir.

3.6. Rekombinant Scfv’lerin AuNp ile isaretlenmesi

immobilizasyon islemi icin AuNp soliisyonu icerisine, 100 pg/mL scFv (10:1
hacimde) eklenmis ve oda sicakhginda 1 st inkdbe edilmistir. Antikorun
nanopartikile baglanmasi UV spektrofotometrede (~520 nm) kontrol edilmistir.

Spektrumda maksimum absorbansta gorilen kayma (3-6 nm) scFv'lerin AuNp’e
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baglandigini géstermektedir [91, 92]. AuNp-scFv bagdlama isleminin ardindan UV

spektrumlari olgulerek karsilastiriimigtir.

Antikor derisimi, pH ve AuNp orani baglanma verimini etkileyen parametrelerdir.

Bu sebeple, scFv derisimi (10-100 pg/mL) i¢in optimum kosullar belirlenmistir.

Immobilizasyon iglemi igin belirlenen tamponla pH ayarlamasi yapilan AuNp
solUsyonu igerisine, uygun scFv:AuNp oranina gore scFv eklenmis ve oda
sicakliginda 1 st inkube edilmistir. Antikorun nanopartikile baglanmasi UV

spektrofotometrede (~520 nm) kontrol edilmistir.

3.7. Yatay Akigh Kagit immunosensérlerin Hazirlanmasi

Yatay akis prensibine gore c¢alisan kagit tabanli immunokromatografik
biyosensorler dort ana kisimdan olusur (Sekil 3.2) numunenin damlatildig
numune pedi, isaretlenmis antikorlarin bulundugu reaksiyon pedi (Konjugat Ped),
akigin gergeklestigi test ve kontrol cgizgilerinin bulundugu nitroseluloz membran

ve numuneden kalan sivinin toplandigi adsorbent ped.

A B ] *  Ornek pedi

!!-T—' Konjugat pedi
== Nitroseliiloz membran

1

S .
Kontrol gizgisi = Test bolgesi

¢ ¢ Test cizgisi ] E
%ﬁé{ E— R
=

= & =——— Absorpsiyon pedi
Ornek pedi Konjugat Nitroseliloz Absorpsiyon ! =

pedi membran pedi
- e =
AKI§ yoni

Sekil 3.2. A: Yatay akisli imminokromatografik sensor temsili [93] B: Tez

kapsaminda hazirlanan immunosensorler.
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Kesim aletleri etanolle temizlendikten sonra, nitroseliloz membran 25x4 mm,
numune pedi 10x4 mm, reaksiyon pedi 54 mm ve absorbent ped 15x4 mm

boyutlarinda kesilmistir.

3.7.1. Numune Pedi Hazirhgi

Numune pedi ve absorbent ped, 1x PBS (%0,5 BSA, % 0,05 Tween 20) tampona

tamamen islanana kadar daldirilmis ve 37°C, 1 saat etlivde kurutulmustur.

3.7.2. Reaksiyon Pedi Hazirhgi

Ligand/antikor baglanmasinin gerceklestigi reaksiyon pedinin hazirlamasi igin
AuNp-scFv  konjugatt Bolum 3.6’'da anlatildigi  sekliyle hazirlanmistir.
Konjugasyon iglemi sonunda 10000 rpm, 20 dk santriflj edilerek supernetant
alinmis ve AuNp-scFv konjugat tampon’da ¢ézulmustur (1x PBS, %5 sukroz,
%0,25 Tween 20). 20 yL AuNp-scFv konjugati, konjugat pedine damlatiimis ve

ped 37°C’de etlvde 1 saat kurutulmustur.

3.7.3. Test Bolgesinin Hazirlanmasi

Uretilen rekombinant scFv’ler 3 mg/mL olacak sekilde PBS tamponla seyreltilmis
ve 0,5 pyL/cm seklinde nitroseltiloz membranin konjugat pedinin koyulacagi ugtan
12 mm uzagina damlatilmistir. ScFv’lerin membran Uzerine sabitlenmesi igin,
37°C, 1 saat etlvde kurutulmustur. Etanolle temizlenmis bir cam Uzerine
membran, absorbant ped, konjugat ped, ornek pedi 2 mm ust Uste gelecek
sekilde koyularak kagit biyosensoérler hazirlanmistir. 1 ug/mL antijen g¢ozeltisi
damla damla (80 pL) érnek pedine damlatilip test sonucuna bakilmistir (15-20
dk). Negatif kontrol icin ayni derisimde hazirlanan lizozim ve 1x PBS ¢ozeltisi

ornek pedine ayni hacimde damlatiimigtir.
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3.8. Enzim Bagh immiinosorbent Deneyi (Enzyme linked immunosorbent
assay, ELISA)

3.8.1. Dolayli-ELISA

Rekombinant dretilen anti-sitokin scFv'lerin antijen segiciligini ve baglanmasini
belirlemek amaciyla 96-kuyuluk mikrotitre plakalarda ELISA testi yapiimigtir.
Kuyular, antijen ile 50 yL 1xPBS tamponunun iginde bir gece boyunca 4°C’de
kaplanmigtir. Kaplandiktan sonra, yikama tamponu (PBS iginde ¢dzlinmus
%0,05 Tween-20 ve %0,3 BSA) ile 3 defa yikanmigtir. Daha sonra, kuyular
bloklama tamponu (yikama tamponu iginde ¢ézunmus %5 sut tozu) ile 3 saat
bloklanmistir. Yikama tamponu ile t¢ defa yikanan plakaya, saflastirilan scFv’ler
yikama tamponu ile seri dilisyonlarla seyreltilerek 100 pL hacminde eklenmis ve
1 sa inkiibe edilmigtir. Tim 6rneklerden en az iki tekrar yapiimistir. Ug defa
yikama isleminden sonra ikincil antikor (HRP konjuge anti-6xHis-tag antikoru)
cOzeltisi ile 1 saat etkilestirme saglanmistir. Tekrar ylkama islemi
gerceklestirildikten sonra, her kuyuya 100 uyL TMB-ELISA substrati eklenmistir.
Reaksiyon sonlandirma islemi 2 M sllfirik asit ile yapilmistir. Orneklerin

absorbansi, H2SO4 ilavesinden sonra 450 nm'de dlgulmustar.

3.8.2. Sandvig¢ ELISA

Sitokin tespiti i¢in kullanilan kitlerde hassasiyetinin daha yuksek olmasi sebebiyle
yaygin olarak sandvi¢ ELISA kullaniimaktadir. Bir yakalama ve tespit antikoru
arasinda antijenin dlgtlmesi metoduna dayanir [94]. Anti-IL6-scFV’inin antijene
baglanma hassasiyetinin belirlenmesi i¢in 96-kuyuluk plakalarda ELISA testi
yapilmistir. Kuyular, ticari poliklonal anti-IL6 antikorlar ile 50 pL 1xTBS
tamponunun iginde 3 saat oda sicakhginda kaplanmistir. Kaplandiktan sonra,
yilkama tamponu (PBS iginde ¢ézinmus %0,05 Tween-20 ve %0,3 BSA) ile 3
defa yikanmistir. Daha sonra, kuyular bloklama tamponu ile 3 saat bloklanmistir.
Yikama tamponu ile U¢ defa yikanan plakaya, 100 uL IL6 antijen eklenmis ve 1
saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi plak ti¢ defa yikanmis ve saflastirilan
scFV'ler yilkama tamponu ile seri dilusyonlarla seyreltilerek 100 yL hacminde
eklenerek 1 saat inkiibe edilmistir. TUm dérneklerden en az iki tekrar yapilmistir.
Uc defa yikama isleminden sonra ikincil antikor ¢dzeltisi ile 1 saat etkilestirme

saglanmistir. Tekrar yikama iglemi gergeklestirildikten sonra, her kuyuya 100 pL
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TMB-ELISA substrati eklenmistir. Reaksiyon sonlandirma islemi 2 M siilfirik asit
ile yapilmistir. Orneklerin absorbansi, H2SO4 ilavesinden sonra 450 nm'de

OlcUlmustar
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4. SONUGCLAR VE TARTISMA

4.1. Anti-TNFa ve Anti-IL6 Scfv Gen Dizilimlerinin, Vektor ve Primerlerin

Tasarimi ve Klonlama Galigmalari

Nukleotid kasetlerinin olusturulmasi icin anti-TNFa (GenBank: KY072973.1) ve
anti-IL6 (IMGT: 9051) scFV’lerinin gen dizilimleri kodon optimizasyonu yapilarak
pUCIDT klonlama plazmidi (Sekil 4.1.A) icerisinde temin edilmis ve pET28a ifade
(ekspresyon) vektorune (Sekil 4.1.B) klonlanmigtir.

Anti-TNFa ve anti-IL6 scFV’ler insan kaynakli proteinlerdir. Bu proteinlerin E.
coli'de ekspresyonu igin bakterinin tercih edecedi kodonlar farkh olacadindan,
protein ekspresyon basarisi bakimindan kodon optimizasyonu gereklidir.
Calisma kapsaminda, anti-TNFa ve anti-IL6 scFV'ler igcin DNA sekanslari,
Ucretsiz optimizasyon programlari [95] kullanilarak ve tasarlanacak primer de
dikkate alinarak duzenlenmis, restriksiyon enzimi tanima bolgeleri eklenmig
(Ndel, Hindlll), protein ¢6zunurliglu acik kaynak programlari (SoluProt,
ProteinSol, ccSol) kullanilarak kontrol edilmig, sonrasinda klonlama plazmidi

secilerek (Sekil 4.1 A), gen kasedi sentetik olarak sentezletilmistir.

A B HindIII 5833
7 -""j}His | 7 terminater
VL ~
© . Linker
/S vm
4/
KanR2 -~ .ﬁBS KanRz2
puCIDT F .
2407 g = pET28a-anti-TNF-scFv H
8010 bp I
I
pBR322 origin | |
laclg Repressor .;'.
~ . lac promoter _.L:‘
S pPER222 origin \-{5

Sekil 4.1 Tasarlanan A: klonlama, B: ekspresyon vektorleri
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ScFv sekansinin, ekspresyon vektérine (Sekil 4.1 B) aktariimasi i¢cin hem
klonlama vektord hem laboratuvar stoklarimizda bulunan pET28a vektoru ayni
enzimlerle (Ndel ve Hindlll) kesilmis ve kesim sonrasi DNA uzunluklart %1
agaroz jelde dogrulanmistir (Sekil 4.2). Klonlamada kullanilacak bantlar jelden

kesilerek saflastiriimis ve ligasyon sonrasi E. coli DH5a susuna aktariimistir.

1 L 2
———— , 6 kb N —
3kb
-
—
—
PR NE L 4
SR b4 —
1 kb
E—— ——
0.5 kb

Sekil 4.2. Agaroz jel elektroforez L: 1 kb DNA Marker, 1 ve 2: ¢ift kesilen pET28a
(kalip, 5230 bp), 3 ve 4: ¢ift kesilen pUCIDT (klonlama vektoru, 2705 bp).

Vu-VL sekanslari (aralarinda linker), 6xHis, C-terminal sistein (TCG kodon)
icerecek sekilde tasarlanan (Sekil 4.3) scFV'lerin eldesi igin Cizelge 4.1°de verilen
primerler tasarlanmis ve Cizelge 3.2'de reaksiyon parametreleri verilen PCR

kosullari ile gogaltiimigtir.

Vi L Vv, Hiss Cys

Sekil 4.3. ScFv-Cys ekspresyon kaseti
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Cizelge 4.1. ScFv genleri klonlama ¢alismalari igin tasarlanan primerler

# Primer Sekans (5’ — 3’)

F1 Ndel-TNFScfvWH-fwd AGACATATGCCGTCGTCCGCTGTAG

R1 Hindlll-Stop-GGSC-6xHis-TNFscFvVL-rev CGCAAGCTTTTAGCATGAGCCGCCATG
GTGATGATGGTGATGGGTAG

F2 Ndel-IL6 ScfvVH-fwd AGTCATATGCAGGTGCAATTAAAGGAAT
CTG

R2 Hindlll-Stop-GGSC-6xHis-IL6 ScFvVL-rev CGCAAGCTTTTAGCATGAGCCGCCATG
GTGATGATGGTGATGTTTG

F3 Ncol-IL6 scFvVH-fwd AGTCCATGGGACAGGTGCAATTAAAGG
AATCTG

R3  Hindlll-Stop-6xHis-rev AGTAAGCTTTTAATGGTGATGATGGTG

F4  Ncol-TNF scFvVH-fwd AGACCATGGGACCGTCGTCCGCTGTAG

Polimeraz zincir reaksiyonlari sonucunda, DNA molekullerinin tanimlanmasi ve

ayrilmasi icin agaroz jel elektroforezi yapiimigtir. PCR drUnlerinin istenilen

bayulkliklerde ve saflikta oldugu gorulmus (Sekil 4.4) ve saflastirma yapilimistir.

A

100

500

B

Sekil 4.4. Agaroz jel elektroforez L: 100 bp DNA Marker, 1: anti-TNF-scFv (783
bp), 2: anti-IL6-scFv (762 bp). A: Baglanma sicakligi (annealing) 50°C, sure 60sn.

B: Baglanma sicakligi (annealing) 1: 52°C, 2: 48 °C, sure 55 sn.

Saflastirma sonrasi elde edilen diziler, Ndel ve Hindlll enzimleri ile kesilmis ve

kesim sonrasi

kalip DNA ile
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olusturulmustur. Olusturulan ekspresyon vektorleri E. coli DH5a’ya transforme
edilmis ve LB agarda ¢ogaltilmistir. Her scFv icin (anti-TNFa-scFv, anti-TNFa-
cys-scFv, anti-IL6-scFv, anti-IL6-cys-scFv) Uger koloni segilerek restriksiyon
kontrolii yapilmigtir (Sekil 4.5). icinde dogru boyutta gen kasedi (insert DNA)
tasiyan plazmidler, dizi analizi i¢in tasarlanmig primerler kullanilarak, hizmet alimi
yoluyla dizinlenmistir. Dizinleme sonuglari Ucretsiz ApE plasmid Editor v2.0 ve
BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov) yazihmi  kullanilarak incelenmistir.
Tasarlanan plazmid ile gen sekansi %100 uyumlu olan plazmidler Uretim

deneyleri igin secilmigtir.

Sekil 4.5. Restriksiyon kontrolt agaroz jel elektroforezi. L: 1 kb DNA Marker,1 ve
8: Kesilmemis kontrol plazmidi, 2-4: anti-TNFa-scFv (783 bp), 5-7: anti-IL6-scFv
(762 bp), 9-11: anti-TNFa-cys-scFv (795 bp), 12-14: anti-IL6-cys-scFv (774 bp).

4.2. Anti-IFNy-scFv ve Anti-IL1B-scFVv’lerinin Gen Kasetlerinin Tasarlanmasi

ve Vektorlerin Olusturulmasi

Nukleotid kasetlerinin olusturulmasi icin anti-IL13 (PDB: 2KH2) ve anti-IFNy
(Uniprot: A2KBC7) scFV'lerinin gen dizilimleri ve Vu-VL sekanslari (aralarinda

linker), 6xHis, C-terminal sistein (TCG kodon) icerecek sekilde tasarlanmis [95-
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97] DNA sekansi, kodon optimizasyonu yapilarak pUCIDT klonlama plazmidi
(Sekil 4.1.A) icerisinde sentetik olarak temin edilmis ve ekspresyon vektorine
(Sekil 4.1.B) aktarilmigtir. Ekspresyon vektorunun olugturulmasi icin, pUCIDT
plazmidi ve sablon plazmid olarak kullanilan pet28a-anti-IL6-scFv Ndel ve Hindlll
enzimleri ile kesilmig ve DNA uzunluklari %1’lik agaroz jelde dogrulanmistir (Sekil
4.6).

Klonlamada kullanilacak bantlar jelden kesilerek jel ekstraksiyon Kiti ile
saflastiriimistir. Ekstraksiyon sonrasi 6rnek derisimleri nano-spektrofotometre ile
Olcllmus ve ligasyon reaksiyonu ile 16°C’de 16 sa birlestirilmistir. Ligasyon Grini

-20°C’de saklanarak transformasyon igin kullaniimigtir.

A B
1 L 2 1 L 2
- — !6kb L il
5218 bp -3k a— Mp, b
- 1k -
-
- 05k i —— z e g

Sekil 4.6. Kesim reaksiyonunun agaroz jel elektroforez goruntusu; A: pet28a-anti-
IL1B-scFv B: pet28a-anti-IFNy-scFv vektorlerinin olusturulmasi igin, L: 1 kb DNA
Standardi, 1: Kesilmis sablon DNA (5989 bp), 2: Kesilmis pUCIDT klonlama
vektorl (3547 bp).

Olusturulan ekspresyon vektorleri E. coli DH5a’ya transforme edilmis ve LB
agarda c¢ogaltiimistir. Transformasyon sonrasi segilen kolonilerden saflastirilan
plazmidler dnce restriksiyon analizi ile kontrol edilmis (Sekil 4.7) icinde dogru
boyutta insert DNA tagiyan plazmidler, dizi analizi i¢in tasarlanmis primerler
kullanilarak, hizmet alimi yoluyla dizinlenmistir. Dizinleme sonuglari Ucretsiz ApE

plasmid Editor v2.0 ve BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) yazihmi kullanilarak
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incelenmigtir. Tasarlanan plazmid ile %100 uyumlu olan plazmidler Uretim

denemeleri icin secilmigtir.

Sekil 4.7. Restriksiyon kontrolu ile ideal koloni secimi icin yapilan agaroz jel
elektroforezi goruntuleri A: pet28a-anti-IL13-scFv (5989bp-779 bp) B: pet28a-
anti-IFNy-scFv (5989bp-756 bp) vektorlerinin olusturulmasi icin L: 1 kb DNA
Standardi, 1: 1. koloni, 2: 2. koloni, 3: 3. Koloni, 4: 4. Koloni

4.3. Scfv’lerin Kiigiik Olgekte Uretimi, Saflastirimasi ve SDS-PAGE Jel

Analizi

4.3.1. Uretim Sicakh@ Optimizasyonu

E. coli'de rekombinant protein Uretiminde protein ¢cbzunurlugu etkileyen faktorler,
ekspresyon seviyesinde ve proses seviyesinde faktorler olmak Uzere
siniflandirilabilir. Expresyonu etkileyen faktorler, gen ve protein sekansina bagli
olarak ¢dzUnurlik ve katlanmayi etkileyen faktorlerdir [41]. Bu sebeple, scFv
sekanslar tasarim sirasinda kodon sec¢imi, nadir kodon varligi, ¢6zunurlik
degerleri agisindan kontrol edilmistir. Proses seviyesi faktorleri ise, Gretim ortami,
sicaklik, inkubasyon suresi, indukleyici derisimi ve konakgi sus secimi gibi
faktorlerdir. Sicaklik, bakteride protein Uretim hizini dogrudan etkilediginden,
protein katlanmasini ve ¢ézunurlugu etkileyen bir parametredir. Duslk sicaklikta

protein sentez hizi azaldigindan, ¢dzunur fraksiyon artar [98].
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Ekspresyon igin tasarlanan plazmidler E. coli SHuffle® T7 Express susuna
transforme edilmistir. Alt kiltirleme sonrasi 6 mL LB+Kan ortaminda ¢ogaltilan
hicreler ODs00=0,06’da IPTG ile indiklenerek 30°C (Sekil 4.8) ve 16°C’de (Sekil
4.9), 16 saat tretim yapilmistir. Uretim sonunda ultrasantrifiijle toplanan hiicreler
1xPBS ile suspanse edilip sonikatdrle pargalanmis, sonrasinda tekrar

santrifijlenerek ¢ézinlr fraksiyon ayrilmistir.

Sekil 4.8. Anti-TNFa ve anti-IL6-scFv 30°C’de yapilan uretimin SDS-PAGE
analizi. A: Coézunur ve B: Cézunmez fraksiyon L: Protein Marker, 1 ve 2: Anti-
TNFa-scFv, 3 ve 4: anti-IL6-scFv, 5: anti-TNFa-cys-scFv, 6 ve 7: anti-IL6-Cys-
scFv, 8: pet28a

A

Sekil 4.9. Anti-TNFa ve anti-IL6 scFv 16°C’de yapilan Gretimin A: ¢dzinlr ve B:
¢6zinmez fraksiyon SDS-PAGE analizi L: Protein Marker, 1 ve 2: anti-TNFa-
scFv, 3: anti-IL6-scFv (4.saat), 4 ve 5: anti-IL6-scFv, 6: anti-TNFa-Cys, 7 ve 8:
anti-IL6-cys-scFv, 9: pet28a
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30°C (Sekil 4.8) ve 16°C (Sekil 4.9)'de yapilan Uretimlerin esit hacim yiklenerek
yapilan SDS-PAGE analizinde, 27 kDa boyutunda beklenen scFv proteinleri igin
her iki kosulda da ¢6zunur fraksiyonda birikim (overekspresyon) gortlememigtir.
Benzer sekilde, anti-IL6-scFv ve anti-IL6-cys-scFv uretiminde, toplam protein

orneklerinin yalniz ¢éziinmez fraksiyonlarinda bant gézlenmistir.

Sekil 4.10, 16°C’de yapilan tUretimin Western Blot analizini gostermektedir. Sekil
4.7’de anti-IL6-cys-scFv ¢dzlinmez fraksiyonda goézlenen bant Western Blot'ta
g6zlenemezken, anti-IL6-scFv ¢dzinlUr ve ¢ozinmeyen fraksiyonda beklenen
bayulklikte (27 kDa) bant gérulmustar.

Sekil 4.10. Anti-TNFa ve anti-IL6 scFv 16°C’de yapilan Uretimin Western Blot
analizi. L: Marker, 1 ve 2: anti-TNFa-scFv, 3 ve 4: anti-IL6-scFv, 5: anti-TNFa-

cys-scFv, 6 ve 7: anti-IL6-cys-scFv, 8: pet28a, 9: anti-IL6-scFv-IF

SDS-PAGE analizine gore sicaklik dususu ile ¢ozinmez fraksiyondaki azalma
fark edilirken, ¢6zinUr fraksiyonda bariz bir artis gézlenememistir. Fakat dlisuk
sicakhdin ¢dzunur fraksiyon verimini artirdigi, antijenik aktivite ve stabiliteyi
iyilestirdigi bilindiginden [40, 99], sonraki ¢calismalara 16°C ile devam edilmisgtir.
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4.3.2. inkiibasyon Siiresi Optimizasyonu

inkiibasyon stiresi optimizasyonu icin, kanamisin iceren 20 mL LB ortamda
cogaltilan ve 0,1 mM IPTG ile induklenen hucrelerden t=16, 24, 30 ve 42.
saatlerde ornekler toplanmistir. Bolum 3.4’te belirtildigi sekliyle ekstrakte edilen
scFV'lerin ¢6zUnUr fraksiyonlarina toplam protein tayini yapilmis ve SDS-PAGE
jele esit miktarda toplam protein (10 pg) yuklenmistir. C6ziinmez frasiyonlara ise
ekstraksiyon sirasinda kullanilan %1 SDS (w/v) sebebiyle Bradford yéntemiyle
protein derisimi tayini yapilamamis ve her 6rnek ¢ozunur fraksiyonlariyla esit

hacimde jele yuklenmigtir.

Sekil 4.11 farkh inkiibasyon surelerinde alinan érneklerin SDS-PAGE analizini
g6stermektedir. indiiksiyonun erken saatlerinde alinan 6rneklerde ekspresyon
seviyesinin ve toplam proteinin disik oldugu goéruldaginden (Sekil 4.9, 3 nolu
ornek), inkibasyonun 16. saati ve sonrasinda toplanan orneklere protein tayini
ve SDS-PAGE analizi yapilmistir (Sekil 4.11).

Sekil 4.11. Anti-TNFa ve anti-IL6-scFv inklibasyon slresi denemesi. A: Cozinur
fraksiyon L: Protein Marker, 1-3: anti-TNFa-scFv (sirasiyla 24,30 ve 42. saat), 4-
6: anti-IL6-scFv (sirasiyla 24,30 ve 42. saat), 7: pet28a, 8: anti-TNFa-scFv (16.
sa), 9: anti-IL6-scFv (16.sa). B: CézUnmez fraksiyon. L: Marker, 1-4: anti-TNFa-
scFv (sirasiyla 16, 24,30 ve 42. saat), 5-8: anti-IL6-scFv (sirasiyla 16, 24,30 ve
42. saat), 9: pet28a
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Esit protein miktari yiklenen (10 pg) ¢dzunur fraksiyon ve ¢ozunar fraksiyonlari
ile esit hacim ylUklenen ¢6zinmez fraksiyon orneklerinde, inkiibasyon sulresi
artisinin bir etkisi olmadigi goruldiginden ve inkubasyon suresinin kisalmasi
aretim verimliligini (g/L/h) artirdigindan, sonraki deneylerde inkiibasyon suresi 16

saat olarak belirlenmistir.

4.3.3. Uretim Ortami ve Sus Segimi

Uretim ortamindaki karbon ve nitrojen kaynaklari ile bunlarin derigimleri,
mikrobiyal gogalma ve protein Uretiminde sinirlayici faktorlerdendir. Uretim
ortaminin zenginlestiriimesi, bazi komponentlerin (maya ekstrakti, gliserol, glikoz,
pepton, magnezyum klorir) eklenmesi, protein Uretimi hizini, katlanmasini ve
¢OzunurlGgunu etkilemektedir [100]. Bu sebeple, LB ortaminin yani sira TB
ortamda da Uretim yapilmis ve Uretim sonunda toplam protein tayini ve SDS-

PAGE analizi ile kargilagtiniimistir.

Anti-IL6-scFv ve anti-TNFa-scFv, E. coli BLR(DE3), BL21(DE3), Origami2, BL21
STAR (DE3), SHuffle® T7 Express suslarina trasforme edilmis, segilen
kolonilerle kanamisin iceren 6 mL TB ortamda 16 saat Uretim yapiimistir. Uretim
ortami karsilastirmasi yapilabilmesi i¢cin SHuffle® T7 Express LB ortamda da
retime alinmistir. indiikleme sonrasi sicaklik, SHuffle® T7 Express’te 16°C,
diger suslarda 30°C seklinde ayarlanmistir. Uretim sonunda toplanan ¢dzinir
fraksiyon orneklerine toplam protein tayini sonrasi SDS-PAGE jele esit miktarda
toplam protein (10 ug) yuklenmistir. Cézinmez frasiyonlarda ise, ekstraksiyon
sirasinda kullanilan %1 SDS (w/v) sebebiyle Bradford yontemiyle protein derigimi
tayini yapilamamis ve her 6érnek ¢ozunur fraksiyonlariyla esit hacimde jele

yuklenmistir. Sonuglar Sekil 4.12, 4.13 ve 4.14’te verilmigtir.

Anti-TNFa-scFv igin sus ve ortam degisikliginin belirgin bir fark yaratmadigi
goralurken, anti-IL6-scFv igin TB ortamda toplam proteinin 6 kat (0,2 mg/mL ve
1,2 mg/ml) arttig1 goértlmuastir (Sekil 4.12). Bu sebeple sonraki ¢alismalarda TB

ortamda uretim yapilmistir. Sus degisikligi, anti-IL6-scFv igin ¢ozunur fraksiyonda
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SHuffle T7 Express, ¢dzlinmez fraksiyonlara bakildiginda BLR(DE3) susunun
one c¢iktigi gortulmektedir (Sekil 4.13 ve 4.14).

Sekil 4.12. Anti-TNFa-scFv sus secimi A: ¢ozunur ve B: ¢dzlinmez fraksiyon
SDS-PAGE analizi L: Protein Marker, 1: pet28a (LB), 2: pet28a, 3: SHuffle
(LB), 4: SHuffle (TB), 5: BLR(DE3) (TB), 6: Origami2 (TB), 7: BL21(DE3) (TB), 8:
BL21Star(DE3) (TB).

Sekil 4.13. Anti-IL6-scFv sus sec¢imi A: ¢ozunur ve B: ¢dzlinmez fraksiyon SDS-
PAGE analizi. L: Protein Marker, 1: pet28a (LB), 2: pet28a (TB), 3: SHuffle (LB),
4: SHuffle (TB), 5: BLR(DES3) (TB), 6: Origami2 (TB), 7: BL21(DES3) (TB), 8: BL21
Star(DE3) (TB).
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Sekil 4.14. Anti-TNFa ve anti-IL6 scFv farkli sus segimi Western Blot analizi. A:
1-5: anti-IL6-scFv (sirasiyla BLR(DE3)-IF, BLR(DE3), BL21(DE3), Origami2,
BL21(DE3)Star, L. Ladder, 7-9: anti-TNFa-scFv (sirasiyla BL21(DE3)-IF,
BL21(DE3), Origami2, 10: pet28a.

E. coli SHuffle T7 Express, protein katlanmasinda rol oynayan disulfit bag
olusumunu saglayabilmesi ve daha oksitleyici bir sitoplazmik ortama sahip
olabilmesi i¢in genetik olarak modifiye edilmis (trxb—, gor—, aphC*) bir sustur.
Yapilan galismalar, bu sus ile Uretilen rekombinant proteinlerin daha yuksek
¢ozunurluk ve baglanma aktivitesine sahip oldugunu gostermektedir [40, 101]. Bu
sebeple sonraki ¢galigsmalarda karsilastirma yapabilmek i¢in bir sonraki basamak
olan His-afinite saflastirma yapilirken her iki susta da deneme yapilmigtir.

Anti-TNFa-scFv ¢ozunur fraksiyon ekspresyonunun saflastirma galismalari igin
yeterli olmayacagi goruldigunden, anti-IL6-scFv BLR(DE3) ve SHuffle
suslarinda yapilan Uretimlerle His-tag afinite saflastirma yapilmigtir. Kanamisin
iceren 20 mL TB ortamda, 25°C’de, 16 saat Uretim yapilmis ve sonrasinda His-
afinite saflastirma yapilmistir. Sekil 4.15 saflastirma sonrasi yapilan SDS-PAGE

analizini gostermektedir.
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L CL FT w1 w2 E1 E2 E3 E4 L CL FT wi w2 E1l E2 E3 E4

Sekil 4.15. Anti-IL6-scFv’'nin A: E. coli SHuffle® T7 Express ve B: BLR(DE3)
(sag)'te Uretim sonrasi saflastirma deneyi SDS-PAGE analizi. L: Marker, CL:

Huazre lizati, FT: Flowthrough, W: yikama, E: elUsyon

Her iki susta da benzer sekilde, ekspresyon seviyesinin dusuk oldugu, ¢ézunur
fraksiyon elusyonlarindan tek bant elde edebilmek icin yetersiz oldugu
gorilmustlr. Yapilan optimizasyonlara ragmen istenilen saflikta scFv elde
edilemediginden, periplazmik bodlgede uretim yapilmasina karar verilmis ve
ssMBP sinyal peptidinin eklenmesi icin tekrar primer tasarimi ve klonlama

caligsmalari yapiimigtir.

4.3.4. Periplazmik Bolgede Géziiniir Formda ScFv Uretimi

Cozunur protein ekspresyon seviyesini artirmak igcin yapilan fermantasyon
kosullari optimizasyonlari, saf scFv protein eldesi igin yeterli olmadigindan,
periplazmik bolgede Uretim yapilmasina karar verilmis ve scFv dizisine ssMBP
sinyal peptidinin eklenebilmesi igin Cizelge 4.1’de verilen F3, R3 ve F4 primerleri
tasarlanmistir. Tasarlanan primerlerle PCR optimizasyonu yapilmigtir. Farkli
sablon DNA derigimleri sonucu elde edilen PCR drunlerinin agaroz jel
gOruntisuna Sekil 4.16’te verilmistir. 10, 100 ve 350 ng/pL sablon DNA kullanilan
reaksiyonlarda en uygun derigimin, her iki scFv i¢cin de 10 ng/uL oldugu

goOriimektedir.
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Sekil 4.16. PCR Urunleri agaroz jel goruntusu. A: 10 ng/pL, 1: anti-IL6-scFv,
2:anti-TNFa-scFv. B: 1 ve 2: 350 ng/uL template IL-6 scfv, 3: 10 ng/uL template
anti-TNFa-scFv, 4: 100 ng/uL template anti-TNFa-scFv. C: 350 ng/uL template
1: anti-IL6-scFv, 2: anti-TNF-scFv

PCR reaksiyonu sonrasi restriksiyon enzimleriyle (Ncol ve Hindlll) kesilen PCR
artnleri ve kalip DNA buyuklikleri agaroz jelde goruntilenerek (Sekil 4.17) teyit
edilmis ve saflastirma sonrasi ligasyon rekasiyonu ile birlestirilmistir.

| 11Ul -
|

Sekil 4.17. Restriksiyon enzimleriyle kesim sonrasi agaroz jel goéruntisu. 1: anti-
IL6-scFv, 2: anti-TNF-scFv, L: 1 kb DNA Marker, 3: kalip DNA

Olusturulan ekspresyon vektorleri E. coli DH5a’ya aktarilarak kanamisin igeren
LB agarda c¢ogaltiimis ve restriksiyon kontrolt yapilmistir (Sekil 4.18). Kesim
sonrasi dogru buyuklikte DNA fragmenti iceren plazmidler sekans analizine
gonderilerek, tasarimla %100 uyumlu vektér Gretim deneyleri igin secilmistir.
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Sekil 4.18. Restriksiyon kontroll agaroz jel gortintisiu. L: 1 kb DNA Marker, 1:
Kesilmemis anti-TNFa-ssMBP-scFv plazmidi, 2 ve 3: Kesilen anti-TNFa-ssMBP-
scFv plazmid , 4: Kesilmemis anti-IL6-ssMBP-scFv plazmid, 5 ve 6: Kesilen anti-
IL6-ssMBP-scFv plazmid.

Sekansi  dogrulanan  anti-IL6-ssMBP-scFv  ve  anti-TNFa-ssMBP-scFv
plazmidleri, BL21(DE3) ve BLR(DE3) suslarina transforme edilmis ve 6 mL TB
ortamda, 25°C’'de 16 saat Uretim sonunda, 4°C, 4000xg, 15 dk santrifijle
toplanan hicrelerden sonikasyon ve santrifij sonrasi scFv ¢ozunur fraksiyonlari
toplanmis ve toplam protein tayini sonrasi SDS-PAGE ve Western Blot analizleri
yaplmistir (Sekil 4.19 ve Sekil 4.20). Sinyal peptidinin olmadigi durumla
karsilastirma yapilabilmesi icin ssMBP eklenmemis vektorler de Uretime alinmig
ve TB ortamda ¢ogaltilan hicrelerin tim hicre lizisi sonrasi protein tayini ve SDS-

PAGE ile analizleri yapilmigtir.

Anti-IL6-ssMBP-scFv ve anti-IL6-scFv Uretim sonrasi SDS-PAGE ve Western
Blot analizine goére, ¢ozunur fraksiyon ekspresyonunda protein birikiminde bariz
bir fark gorulememis, Western Blot bantlarindan yapilan kiyaslama ile
BL21(DE3)'te yapilan anti-IL6-ssMBP-scFv'nin saflastirma denemelerine
alinmasina karar verilmigtir. Anti-TNFa-ssMBP-scFv ve anti-TNFa-scFv Uretim
sonrasi analizlerinde ise, periplazmik uretim sonunda da Western Blot analizinde
hi¢ bant gériimemesi sebebiyle (Sekil 4.20), sonraki denemelere yalnizca anti-

IL6-scFv ve IL6-cys-scFv ile devam edilmesine karar verilmistir.
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Esit hacim Esit protein

Sekil 4.19. Anti-IL6-ssMBP-scFv ve anti-IL6-scFv Uretim sonrasi A: SDS-PAGE
ve B: Western Blott goruntisu. IF: BLR(DE3)-IL6-scFv-insoluble fraction, L:
Protein Marker, 1: pet28a, 2: BL21(DE3)-anti-IL6-ssMBP-scFv, 3. BLR(DE3)-
anti-lIL6-ssMBP-scFv, 4: BL21(DE3)-anti-IL6-scFv, 5: BLR(DE3)-anti-IL6-scFv, 6:
BL21(DE3)-anti-IL6-ssMBP-scFv, 7: BLR(DE 3)-anti-IL6-ssMBP-scFv, 8: pet28a

Sekil 4.20. Anti-TNFa-ssMBP-scFv ve anti-TNFa-scFv Uretim sonrasi A: SDS-
PAGE ve B: Western Blot gortintisu L: Protein Marker, 1: pet28a, 2: BL21(DE3)-
anti-TNFa-scFv, 3: BL21(DE3)-anti-TNFa-ssMBP-scFv, 4: BLR(DE3)-TNFa-
scFv, 5. BLR(DE3)-anti-TNFa-ssMBP-scFv, 6: BL21(DE3)-anti-TNFa-scFv,
7: BL21(DE3)-anti-TNFa-ssMBP-scFv
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Periplazmik boélgede Uretilen anti-IL6-ssMBP-scFv'den ylksek saflikta protein
elde edebilmek ve SHuffle T7 Express susundan elde edilen sitoplazmik protein
verimini karsilastirabilmek amaciyla, 100 mL TB ortamda, 25°C’de 16 saat Uretim
yapilmistir. Uretim sonunda santrifiijle toplanan hiicre lizatlarindan elde edilen
¢6zunur proteinlere His-afinite saflastirma yapilarak elde edilen fraksiyonlar SDS-
PAGE ile analiz edilmistir (Sekil 4.21A).

MBP sinyal peptidi ile periplazmik bolgede birikimi hedeflenen proteinlerin sadece
hicre ici degil, hiicre disina da yonlendirme oldugu bilindiginden [102, 103],
ssMBP sinyal peptidi ile yapilan tretimin hicre disi fraksiyonu da toplanmis ve

ayni kosullarda His-afinite saflagtirma yapilmistir (Sekil 4.21B ve Sekil 4.21 C).

A B C
L CL FT W1 W2ElE2 E3 E4 L CLFT W1w2El B2 E3 L CL FT WIW2 El E2 E3 E4

-

Sekil 4.21. Afinite saflastirma sonrasi sitoplazmik (A), periplazmik (B) ve hucre
disi (C) fraksiyonlardan elde edilen ¢dzunur anti-IL6 scFv'nin SDS-PAGE analizi.
Tdm yikama ve elisyon ornekleri toplam hacime gére normalize edilmigtir. CL:
Hucre lizati, FT: Kolondan ilk ¢gikan (Flowthrough), W: Yikama, E: Elisyon.

SDS-PAGE analizi (Sekil 4.21) degerlendirildiginde, sitoplazmik ortamdan
yapilan saflastirmanin  periplazmaya, periplazmik ortamdan yapilan
saflastirmanin ise ekstraseluler (Sekil 4.21) ortama gore daha kirli elisyon
orneklerine sahip oldugu goérilmustir. Sebebi, sitoplazmanin periplazmaya,
periplazmanin ekstraselller ortama kiyasla daha zengin protein ortamina sahip

olmasindan kaynakhdir.
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Her U¢ kompartmandaki toplam protein derigimleri de g6z onune alinarak
hesaplanan verim degerleri incelendiginde (Cizelge 4.2), en yuksek verimin (19
mg/mL) SHuffle T7 Express’te sitoplazmik ortamda yapilan dretimde elde edildigi

goralmustar.

Cizelge 4.2. Anti-IL6-scFv ile yapilan dretim verimleri

Toplam protein scFv Uretim verimi
Sus % scFv
(mg/mL) (mg/mL) (mg/L)
BL21(DE3)
. 0,3 5,8 0,017 17
(ekstraseliler)
BL21(DE3)
. . 0,7 4,2 0,029 0,7
(periplazmik)
SHuffle T7 Express
3,6 53 0,19 19

(stoplazmik)

4.3.5. indiikleyici Derigimi ve Mg*2iyonu Etkisi

E. coli’de protein ekspresyonunda inklizyon cisimlerinin olusumunun en énemli
sebebi proteinin dogru katlanamamasidir. Protein translasyon hizi, katlanma
hizindan blyuUkse protein katlanamadan agrege olabilmektedir. Cézunur protein
derisimini artirmaya yonelik olarak, proteinin dogru katlanmasi igin gereken
surenin saglanmasi gereklidir ve bu durum ekspresyon hizini dusurerek
saglanabilmektedir. indiikleyici derisimi, ekspresyon hizini etkileyen énemli bir

parametredir; derigimi azaldikga protein ekspresyon hizi yavaglamaktadir [104].

Protein ekspresyonunda onemli bir parametre olan indukleyici derisiminin
etkisinin gorulebilmesi i¢in, 15 mL TB ortamda, 25°C’de Uretim yapilmistir. Hlcre
ODsoo’si 0,6-0,8 arahiginda farkli derigsimlerde IPTG ile induklenmis ve t=6, 16, 24.
saatlerde alinan 6rneklere SDS-PAGE analizi yapilmistir (Sekil 4.22). Esit hacim
ornek yuklenerek yapilan SDS-PAGE analizinde, 6 saatlik Gretimin ekspresyon

icin yetersiz oldugu gorulmuisg, inkubasyon suresini uzatmanin ise uretimi
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etkilemedigi gorulmustar. Bunun yani sira, 0,1 mM IPTG derisimi altinda
ekspresyon seviyesinin dustiagu gorilurken, indukleyici artisinin ekspresyonu

baskiladigi gérulmuastur.

6.saat 16.5aat 24 saat
[ : 1 [ I 1 1
IPTG (mM)0 0.025 0.05 0.1 0 0.025 0.05 0.1 {0 0.025 0.05 0.1\

Sekil 4.22. Anti-1L6-scfv Uretimine indUkleyici derigimi etkisi

E. coli’ de ¢ozinlr protein Uretiminde Mg*? iyonlarinin pozitif etkisi bilindiginden
[105, 106], ortama 0,5 mM ve 10 mM derisimlerinde MgClz eklenerek ¢ézunar
protein ekspresyonuna etkisi incelenmistir. 15 mL TB ortamda, 25°C’de, 16 saat
yapilan Uretim sonunda, toplam protein derigimleri 6lgtlen érneklerin SDS-PAGE
ve Western Blot analizi yapilmistir (Sekil 4.23). Kontrol grubuna MgClz eklemesi
yapilmamis ve ayni kosullarda Uretim yapilarak kargilastiriimigtir. 10 mM MgCl2
eklemesinin ¢ozunur protein ekspresyonunu olumlu etkiledigi gorulmus ve

sonraki Uretim ortamlari bu sekilde hazirlanmistir.

Anti-IL6-scFv, E. coli SHuffle® T7 Express’de 50 mL TB ortamda, 10 mM MgCl2
eklemesiyle 25°C’de 16 saat (Uretilmis ve sonrasinda saflastirma yapilmigtir.
Toplam protein tayini yapilan érneklerin SDS-PAGE analizi yapilmis (Sekil 4.24)

ve ellsyonlarda saf protein elde edilememistir. Yapilan galismalara ragmen
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¢6zUnuUr protein ekspresyon seviyesinin, saf protein eldesi ve sonraki basamaklar

icin yeterli olmadid1 goéralmustar.

Sekil 4.23. Anti-IL6-scFv Uretimine Mg*? iyonu derisimi etkisi SDS-PAGE (sol) ve
Western Blot (sag) analizi. L:Protein Marker, 1: Kontrol, 2: 0,5 mM MgClz, 3: 10
mM MgClz

L CL FT. W1 W2 €E1 E2 E3 E4

Sekil 4.24. 10 mM MgClzile yapilan uretim sonrasi saflastirma denemesi SDS-
PAGE analizi

Yapilan tim optimizasyonlara ragmen c¢ozinudr fraksiyondan scFv protein
eldesinin yeterli olmadigina karar verilmis, bu durumda ¢6zinmeyen

fraksiyondan ¢dzunur protein elde etme ydntemine gecis yapilmistir.
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4.4. inkliizyon Cisimciklerinden (IB) Gdziiniir Protein Eldesi

IB ¢ézinurlestirmesi icin Ug¢ farkli yontem kullaniimigtir; denatire edici, 1lml
(mild) ve denature edici olmayan yontem. Denature edici ajanlar ile IB
¢ozunurlestirmede, proteinin 3D  yapisini  olusturan S-S baglarinin
indirgenmesiyle disllfit baglarinin kirilmasini igeren bir denatlrasyon adimi
vardir [47, 107, 108].

Denaturasyon igin, yuksek derisimlerde ure ve GuHCI gibi denetlre edici ajanlar
kullaniir. Tez kapsaminda 6 M GuHCI kullaniimis ve ardindan His-afinite
saflastirmasi yapilmis, elde edilen fraksiyonlar SDS-PAGE ile analiz edilmistir
(Sekil 4.25A).

iB’lerin ihmh ¢oziinirlestirme yéntemlerinde kullanilan ajanlar, protein
molekullerini kismi katlanmis (kismi ¢6zilmus) duruma getirir [46]. Tez
kapsaminda, ilimh ¢ézundrlestirme igin alkali pH kullanilmig, pH’sI 6-12 arasinda
degisen c¢ozunurlestirme c¢ozeltileri  kullanilarak protein geri kazanimina
bakilmistir (Ek-3). Beklendigi gibi, ¢dzlnurlestirilen protein miktari artan pH ile
artmistir ve bu sebeple saflastirma, pH=12 tamponu (B6lum 3.4) ile ¢dzdurllen
proteinle yapilmistir. Saflastirma sonrasi elde edilen fraksiyonlar SDS-PAGE
analiz edilmigtir (Sekil 4.25B).

Yapilan son galigmalar [51, 109], denatire edici olmayan ajanlarla IB’den aktif ve
dogru katlanmig protein elde edilebildigini gostermistir. Bu sebeple, dort farkl
denature edici olmayan ajan kullanilmig (Ek-3) ve geri kazanimi en yuksek
durumun %1 NLS kullanildigi kosul oldugu gorulmustar. Bu sebeple, %1 NLS
iceren ¢Ozelti ile ¢dzdurulen protein, His-afinite saflastirma sonrasi SDS-PAGE
ile analiz edilmistir (Sekil 4.25C).
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Denatiire Edici Ajanlar limli Ajanlar Denatiire Edici olmayan Ajanlar

0 Yiiksek pH Sarkozil
GreHCI — —_— 6MBME __, o DMSO iy
u 6 M n-propanol TritonX

&

;?‘0
2
Q
v E e

ROV

Sekil 4.25. Farkh ¢ozunurlestirme yontemleriyle elde edilen ¢ézunur anti-IL6 scFv
SDS-PAGE analizi: (A) Denature edici (6 M GuHCI), (B) Ilimh (Mild) (pH 12) ve
(C) Denatlre Etmeyen Coéziinurlestirme (%1 w/v NLS). Ornekler toplam protein
ile normalize edilmistir. FT: Flowthrough, W: Yikama, E: Elisyon, SF: Cozunur

fraksiyon; NLS: N-lauril sarkozin ile ¢ozindurulmus protein [43].

Ihmli ¢6zUcunun kullanildidr durumda verimin, denature edici ¢ozunurlestirmeye
gére, denature edici olmayan ajanlarin kullanildigi durumdaki verimin ise ihmli

¢ozucuye gore daha yuksek oldugu gorulmustar.

Cizelge 4.3, denatlre edici, iIhmli ve denatire edici olmayan kosullarda elde
edilen toplam ¢6zUnUr protein miktarini, safligini ve toplam verimi 6zetlemektedir.
Tum yontemlerin verimleri karsilastirildiginda, en yiksek verimin %1 NLS
kullanildigr durum oldugu gorulmektedir. Bu sebeple, sonraki calismalarda IB'den

¢ozUunur scFv eldesi icin %1 NLS kullaniimigtir.

62



Cizelge 4.3. Farkh ¢oézunurlestirme yontemleri ile geri kazanilan ¢ézinUr ve saf

scFv protein verimleri [43].

Coziinir- Céziiniir ve Coziinir ve
lestirilmis Saflik . Saflik saf protein
Metot IB protein Saf protein verimi
% %
(mg/mL) (%) (mg/mL.) %) (mglL)
Denatuire 7.1 7,2 0,9 59,3 1,0
edici
1llimh 7,2 21 0,03 100 0,6
Non-
Denatiire
edici
NLS (%0,2) 4,6 6,9 0,12 16,4 0,4
NLS (%1) 18,7 40,0 0,9 81,0 14,4
Triton-X 0,6 16,7 0,03 19,1 0,1
DMSO 0,5 25,8 0,04 22,7 0,18
Ure 0,2 9,0 0,05 32,1 0,2

IB'lerin yapisi Uzerine yapilan son ¢alismalar [51, 109, 110] bunlarin biyolojik
olarak aktif ve dogru katlanmis rekombinant proteinler iceren protein agregatlari
oldugunu gostermektedir. Bu nedenle, denatlre edici olmayan ajanlarin
kullanimi, pahali ve zaman alici yeniden katlama prosedurlerine ihtiya¢ olmadan

dogru katlanmis proteinler elde etmek agisindan énemlidir.

Anti-IL6-scFv, dort farkli denatlre edici olmayan ajan ile (%1 (v/v) Triton-X, %5
(viv) DMSO, 2 M Ure ve %0.2-1 (w/v) NLS) ¢bzdriilip, izolasyondan sonra
saflagtinimistir. %1'lik NLS ile ¢dzunurlestirme ve saflastiriima sonrasinda

yuksek miktarda (14,4 mg/L) ve saflikta (%81) protein elde edilmigtir. Saflastirma
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sonunda tuim eldsyonlar toplanip tuzdan uzaklastirma (tampon degisimi)
yapildiktan sonra en az %95 saflikta 23 mg/mL verimde anti-IL6-scFv elde
edilmistir (Ek-3). Literatirde vyapilan diger c¢alismalarla [111, 112]
kargilastinldiginda en az on kat daha yuksek verim elde edilmistir (Cizelge Ek-
3.1).

4.5. IB’den izole Edilen ScFv’lerin Karakterizasyonu

Anti-IL6-scFv’nin antijene baglanma aktivitesinin belirlenmesi icin dolayli-ELISA
yapilmistir. Bunun igin plaklar 50 pL, 1 pg/mL ticari IL6 antijeni ile kaplanmis ve
100 pL, 0-100 pg/mL anti-IL6-scFv seri seyreltme yapilarak kuyulara eklenmistir
(Sekil 4.26).

3,5 1
~ 30 - - T I
< 1
— 254
()
2
> 2,0 1
k]
<
c 1,5 1
£
5
o 1,0 -
o
05 - T, —0—BSA IL6-scFv
1
00 +—2 L — 9 = —
0,1 1 10 100

scFv derisimi (ug/mL)

Sekil 4.26 Saflagtiriimis anti-IL6-scFv baglanma aktivitesi

Anti-IL6-scFv ekspresyonu ile ilgili sinirh sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu
calismalarda baglanma aktivitesi kontroll icin kullanilan ydntemler farklilik
gOstermektedir. Ehsani vd. [111] SPR, Krebs vd. [113] ile Gejima vd. [114] ELISA
kullanmistir. Aktivite analizi igin ELISA kullanan g¢alismalarda, antijen kaplama
derisimi farklihk gosterse de benzer yontemi kullanan Krebs ve arkadaslarinin
calismasinda antijen miktari 10-kat daha fazla olmasina ragmen tez kapsaminda
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elde edilen anti-IL6-scFV’lerin ODaso ile dlgllen baglanma aktivitelerinin daha

yuksek oldugu gorulmektedir.

IB’den elde edilen scFv’lerin baglanma aktiviteleri ¢ozunur fraksiyondan elde
edilen scFV'ler ile kiyaslanmis (Ek-4), beklenildigi gibi ¢ézunur fraksiyondan elde
edilen scFV'lerin aktiviteleri yaklasik iki kat daha ylksek dl¢ilmustir. NLS her ne
kadar denature etmeyen bir ajan olarak kullanilsa da protein aktivitesi Uzerindeki
negatif etkileri [115] de bilinmektedir. Bu sebeple, bu yontemle elde edilen
scFV'lerin aktivitesinin ikincil yapisini yeterince korudugu ve dogal forma yakin bir

aktivite gosterdigi soylenebilmektedir.

ScFV'ler Vi ve VL zincirlerinde B-tabakalari birbirine baglayan iki adet disulfit bagi
(intra-domain) icerir ve bu baglar U¢ boyutlu yapida ve antijene afinitesinde
onemli rol oynar [116, 117]. Disulfit bagi olusumunu dogrulamak igin indirgeyici

ve indirgeyici olmayan kosullarda SDS-PAGE analizi yapilmistir (Sekil 4.27).

Sekil 4.27 indirgenmis (+BME) ve indirgenmemis (-BME) anti-IL6 scFv'nin SDS-
PAGE analizi. Ornekler toplam proteine goére normalize edilmistir. Ustteki ok
dimerize anti-IL6-scFV'yi, alttaki ok ise disllfid baga sahip anti-IL6-scFV'yi

gOstermektedir.
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indirgeme islemi BME kullanilarak yapiimistir. BME olmadidi kosulda, beklendigi
gibi, scFv Ug protein bandina sahiptir; ancak detantrasyon kosulu altinda, scFv
molekul ic¢i disulfit kOprusunun indirgenmesi nedeniyle, 27 kDa'da tek bant
seklinde gorulmektedir. indirgeyici olmayan kosullar altinda alt bandin
yogunlugunun artmasi disulfit baglarinin proteini daha kompakt hale getirmesine
ve bdylece daha disuk bir molekiler agdirlikta gériinmesine baglanmistir; 27 kDa
uzeri bantlar ise scFv dimerizasyonunu gostermektedir. Disulfit bagi olusumu,
Ellman testi [118] ile de teyit edilmistir (Ek-5). Proteinde disulfit bagr olugsumu
olmadidinda serbest tiyol gruplari olusmaktadir. Ellman testinin prensibi, tiyol
gruplari ile Ellman reaktifi DTNB arasindaki reaksiyon sonucu renk olusmasina
dayanmaktadir. Rengin yogunlugu, tiyol gruplarinin varligiyla dogru orantihdir.
Hucre lizati ve BSA’'nin kontrol grubu olarak kullanildigi testte, anti-IL6-scFv ve

BSA’da renk olusumu gértlmemistir.

4.6. Anti IL6-cys-scFv, Anti-IL1B-cys-scFv ve Anti-IFNy-cys-scFv’lerin

Uretimi ve Karakterizasyonu

Sitokinlerin dlcimune dayali immunosensorlerin Uretimi i¢in dort farkli hedefe
yonelik (TNFa, IL6, IL1B, IFNy) scFv’lerin Uretimi hedeflenmis; anti-IL6-scFv ile
uretim kosullarinin belirlenmesi ve ayrica scFV'lerin ¢ézinur fraksiyonda elde
edilememesi Uzerine ¢ozundrlestirme yonteminin secim ve optimizasyonu

deneyleri yapilmistir.

Belirlenen Uretim ve saflagtirma yéntemleri ile tasarimlari ve klonlama galismalari
yapilan (Bolim 4.1 ve 4.2) anti-IL6-cys-scFv, anti-IL1B-cys-scFv ve anti-IFNy-
cys-scFV'leri Uretimleri yapiimig, ¢ozundr /¢gdzinmez fraksiyonlarinin kontrolu igin
her iki fraksiyon da saflastiriimig, SDS-PAGE (Sekil 4.28) ve Western Blot (Sekil
4.29) analizi yapiimigtir. Ornekler toplam proteine (2 upg) gére normalize
edilmistir. Her2-scFv jele pozitif kontrol olarak yuklenmistir. Anti-IL13-cys-scFv
icin SF’de bant gozlenirken IF’de bant gorulmemigtir. Anti-IL6-cys-scFv ve anti-
IFNy-cys-scFv ise SF'de yeterli protein birikimi olmadigindan elisyon
orneklerinde saflastirma saglanamamigtir. IF elisyon orneklerinde ise %98’in
uzerinde bir saflik elde edilmis ve bu 6rneklerin Western Blot analizi yapiimigtir.
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Sekil 4.28. Uretilen rekombinant scFV'lerin ¢ozinir (SF) ve g¢oziinmez

fraksiyonlar (IF) saflastirma sonrasi SDS-PAGE analizi.

Sekil 4.29. Uretilen rekombinant scFVv'lerin ¢ézinir (SF) ve g¢oziinmez

fraksiyonlar (IF) saflastirma sonrasi Western Blot analizi.
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Saflagtinlan  ve birincil karakterizasyonu vyapilan scFv’lerin  baglanma
aktivitelerinin dlgtlmesi icin ELISA yapilmigtir. Plaklar tim scFv'ler i¢in 50 L, 1
pg/mL ticari antijenleri ile kaplanmis ve 100 L, 0-100 ug/mL scFv seri seyreltme
yapilarak kuyulara eklenmigtir. Anti-IL6-scFv ile karsilastirildiginda 450 nm’de
okunan sinyal degerlerinin daha dusik oldugu ve scFv’lerin antijene baglanmada
doygunluk noktasinin gorilememesinin sebebinin, immunosensorlere yonelik
tasarlanirken altin yizeye baglanmayi kolaylastiran sistein aminoasidinin alinan
sinyali golgelemesinden kaynakli olabilecegi (Western Blot analizlerinde oldugu
gibi) disinulmektedir. Sekil 4.31 anti-IL6-scFv ve anti-IL6-cys-scFv’nin antijene
baglanma aktivitesini gdstermektedir ve ayni derisimdeki anti-IL6-scFv’nin sistein

ekli formuna kiyasla daha yuksek sinyal verdigi gorulmektedir.
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Sekil 4.30. Saflastinimig scFVv'lerin ticari antijenlerine baglama aktivitesi (ELISA).
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Sekil 4.31. Anti-IL6-scFv ve anti-1I6-cys-scFv'nin ticari antijenine baglanma

aktiviteleri

4.7 Rekombinant scFv’lerin AuNp ile isaretlenmesi

Altin nanopartikuller, yuzey plazmon 6zellikleri sebebiyle boyutlarina bagli olarak
500-600 nm arahginda pik verirler. Partikul buyukligu arttikca pik verdigi
dalgaboyu da artar. 20 nm AuNp, ~520 nm’de pik verir ve ylzeyi
fonsiyonellestirildiginde, pik tepe noktasi 2-3 nm kadar kaymaktadir. Pik
pozisyonunun fazla kaymasi ve pik genisliginin artmasi, agregasyonun belirtisidir
[119]. Bolum 3.6'da belirtildigi sekilde scFV'lerin partikile baglanma isleminin
ardindan 400-600 nm araliginda UV-Vis spektrumu oOlgtulimustir. Sekil 4.32°de
goruldugu gibi kor (blank) 6érnegine kiyasla pik genisligi degismezken, Amax 2-3

nm kaymasi, baglanmanin basarili oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.32. AuNp ile anti-IL6-scFv ve anti-IL6-cys-scFv baglanma UV-Vis spektra

Olcumleri

Tez kapsaminda, scFV'lere sistein aminoasidi eklenerek AuNp yuzeye daha
yogun, yonlendirilmis ve stabil bir baglanma hedeflenmistir. Genetik modifikasyon
ve protein Uretimi basamaklari sonrasinda anti-IL6-scFv ve anti-IL6-cys-scFv
altin nanopartikulle isaretlenmis ve baglanma grafikleri karsilastiriimistir. Partikdl
renk degisimlerine bakildiginda (Sekil 4.32-Ust), anti-IL6-cys-scFv'de renk
degisiminin daha az oldugu, anti-IL6-scFv'de ise rengin maviye daha yakin
oldugu goérulmastir. Bu durum, anti-IL6-cys-scFv ile yapilan isaretlemede
agregasyonun daha az, baglanmanin daha bagarili oldugunun gdstergesidir [92,
120, 121].

AuNp ile isaretlenmesi sonrasi, isaretli scFVlerin 1 hafta boyunca 4°C’de
saklanmig ve 1 hafta sonunda 400-600 nm araliginda UV-vis spektrumu
dlcllmustir (Sekil 4.33). isaretli partikiiliin spektrumunun hala blank’le benzer bir
egri gostermesi, tepe noktasinda 1-2 nm kayma olmasi ve %20 NaCl eklemesi
sonrasi sag ust kdsede renk degisimleri verilen érneklerde partikil renginin hala
pembe olmasi, AuNp-scFVv’nin stabil oldugunu gdstermektedir. Bu durum, scFv
ile yapilan isaretlemede agregasyonun olmadigi, baglanmanin basaril
oldugunun gostergesidir. YUzeyi proteinle kaplanmayan partiktil NaCl eklenmesi
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sonucu agrege olur ve rengi maviye donmektedir [92, 120]. Bu sebeple, anti-1L6-
cys-scFv yatay akisli immunosensor Uretimlerinde kullaniimak Uzere AuNp ile

isaretlenerek hazirlanmig ve +4°C’de saklanmigtir.
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Sekil 4.33 Altin nanopartikile baglanan IL6-scFv stabilite testi. Blank: Yuzeyine

scFv baglanmamig AuNp.

4.8 Yatay Akish Kagit immiinosensérlerin Uretimi

4.8.1 Test Bolgesi Scfv Derigiminin Belirlenmesi

Test bolgesindeki scFv derisiminin belirlenmesi igin 1, 2, 3, 4, 6, 8 mg/mL anti-
IL6-cys-scFv nitroseliloz membranin Ust kisimdan 12 mm uzaga 1 pL
damlatiimis (gizilmig), 37°C'de 1 saat kurutulduktan sonra sensorler
hazirlanmistir. Sekil 4.34 bu sekilde hazirlanan ve érnek pedine 1 pg/mL IL6

antijeni damlatilan testlerin sonuglarini gostermektedir.
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Sekil 4.34. Test bolgesindeki scFv derigiminin sinyal siddetine etkisi

3 mg/mL Uzeri scFv derisiminin sinyal siddetine olumlu bir etkisi gérilmediginden
sonraki denemeler igin test bolgesine sabitlenen scFv derigsimi 3 mg/mL olarak
belirlenmistir. Kontrol grubu o6rnekleri, test grubu icin hazirlanan antijen

ornekleriyle ayni derigsimde, lizozim ile (1 ug/mL) ile hazirlanmistir.

Sekil 4.35'te goruldugu Uzere, kontrol grubu orneklerinde de test grubu
orneklerine benzer bir sinyal alinmasi test gizgisi Uzerinde non-spesifik baglanma
problemi oldugunu gostermigtir. Bu sebeple sonraki ¢alismalarda, kontrol grubu
orneklerinde gorulen non-spesifik baglanmayi azaltmaya yonelik caligmalar

yapilmistir

§ & &
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™
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B b

Sekil 4.35. Test grubu (A) ve kontrol grubu (B) 6rneklerinde sinyal yogunluklari
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4.8.2 Non-spesifik Baglanmayi Azaltmaya Yonelik Yapilan Caligmalar

Yatay akigli immunosensorlerlerle ilgili en sik karsilagilan problem, protein ya da
altin nanopartiktlin test materyaline non-spesifik adsorpsiyonudur [122]. Non-

spesifik baglanmanin azaltmaya yonelik stratejiler ise genellikle;

e Membranin ve/veya partikulin bloklanmasi

e Kullanilan tampon ¢ozeltilerin iyonik siddetinin degistiriimesi (pH
degisikligi, tuz yluzey aktif madde eklemeleri)

e Test bolgesi ve partikil yuzeyindeki tantyici molekul derigiminin
degistiriimesi

e Konjugat ped/drnek pedlerine 6n islem uygulanmasi seklindedir [73].

AuNp yluzeyine baglanan scFv derisiminin arttirilarak, partikul bloklama iglemine
ihtiyag duymadan partikil ylzeyinde test bolgesine non-spesifik baglanacak
kisimlarin kapatilmasi ve test c¢izgisinde alinan sinyal yogunlugunun kontrol
orneklerine kiyasla arttiriilmasi hedeflenmistir. Sekil 4.36 AuNp ylzeyine
baglanan scFv derisiminin arttirimasi durumunda kontrol (PBS ve 1 pg/mL
lizozim) ve test gruplarindaki (1 pg/mL IL6 antijen) sinyal yogdunluklari
gorulmektedir. Partikil yuzeyine baglanan scFv derisiminin arttiriimasi, alinan
sinyali arttirmig, fakat non-spesifik baglanmada belirgin bir azalmaya sebep

olmamistir.

Sekil 4.36. AuNp ylzeyine (A) 400 ug (B) 100 ug anti-IL6-cys-scFv baglama

AuNp-scFv baglanma islemi sonrasi santrifijle baglanmayan scFv'ler

uzaklastirihp, AuNp-scFv konjugati, konjugat tampon ile suspanse edilmektedir.
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Konjugat-tampon pH’i degisikligi, tuz ve ylzey aktif madde eklemelerinin etkisinin

incelenmesi amaciyla Cizelge 4.4’te verilen tamponlar kullaniimigtir.

Cizelge 4.4. Konjugat tamponlar ve icerikleri

Tampon igerik

Konjugat Tampon 1 1x PBS, %5 sukroz, %0.25 Tween 20, pH 7,4
Konjugat Tampon 2 50 mM Tris-Cl, %5 sukroz, %0,25 Tween 20, pH 8,0
Konjugat Tampon 3 1x PBS, %5 sukroz, %0,25 Tween 20, % 1 NaCl, pH 7,4

Konjugat Tampon 4  1x PBS, %5 sukroz, %0,25 Tween 20, %0.1 SDS, pH 7,4

Sekil 4.37’da goruldugu gibi konjugat tampona tuz ekleme isleminin (3) sinyal
siddetini azalttigi, pH artisinin (2) ise sinyali artirdig1 gérilmustir. Fakat konjugat
tampon degisikliginin, non-spesifik sinyalin test grubuna kiyasla azaltiimasina

yonelik bir etkisi olmamisgtir.

Sekil 4.37. Konjugat tampon degisikliginin kontrol (C) ve test (T) gruplarinda

sinyal siddetine etkisi

AuNp-scFv konjugatinin bloklanma igleminin sinyal siddeti ve non-spesifik
baglanmaya etkisinin gorulebilmesi icin AuNp-scFv, konjugasyon sonrasi %1

lizozim, %1 kazein ve %1 PEG ile 30 dk, oda sicakliinda inkube edilerek
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bloklanmistir. Sekil 4.38 bloklama islemi sonrasi konjugat pede uygulanan ve test

edilen sensorlerin sinyal siddetlerini gostermektedir.

Sekil 4.38. AuNp-scFv bloklama igleminin sinyal siddetine etkisi. (1) Bloklama
yok, (2) %1 lizozim bloklama, (3) %1 kazein bloklama, (4) %1 PEG bloklama.

Lizozim ve PEG ile bloklama isleminin sinyal siddetini azalttigi, kazein ile
bloklama igleminin ise membran Uzerinde kirlilige sebep oldugu gorulmus, tim
durumlarda da non-spesifik bantlarin azaltiimasina yonelik olumlu bir etki
gorilememistir. Bu sebeple en iyi kosulun bloklama yapilmayan durum oldugu
gorilmustar. LFA'da antikor-antijen baglanmasini bircok  faktor
etkileyebilmektedir. Sandvi¢ LFA’da ideal durumda, tek bir antijen duz bir
yuzeydeki bir antikora ve nanopartikile bagl ikinci antikora baglanir. Ancak
gergekte hem nanopartikil hem de nitroseltloz membran Uzerindeki sterik engel,
spesifik olmayan adsorpsiyonlara sebep olarak bu baglanmayi etkiler [122].
Sonug olarak, istenilen secicilikte kagit biyosensorler elde edilememis olmasi
sebebiyle, B-plani olarak éngorilen ve yaygin olarak kullanilan ELISA yéntemine
gecilmigtir. ScFv’ler imunosensorlere yonelik tasarlanirken, altin ylzeye
baglanmay! kolaylastiran sistein aminoasidinin hem Western Blot'ta hem
ELISA’'da anti-His-antikorunun baglanmasini kismen engelledigi ve alinan sinyali
gllgelediginden ELISA immunoassayler igin sistein icermeyen anti-IL6-scFv

kullaniimisgtir.
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4.9 ELISA Yéntemiyle Sitokin Olgiimiine Yonelik immiinoassaylerin

Hazirlanmasi

4.9.1. Dolayh-ELISA

ELISA immunoassay i¢in en uygun antijen ve antikor derigiminin belirlenebilmesi
icin seri seyreltme yapilarak farkl derisimlerde antijenle (0-45 ng/mL) kaplanan
plak Uzerine farkh derisimlerde scFv (0-40 pg/mL) uygulanmis ve baglanma
aktiviteleri karsilastinimistir. Sekil 4.39, bu antijen/antikor derisim taramasi
sonucu elde edilen baglanma aktivitelerini gostermektedir. Buna gore tim scFv
derigimlerinde de 10 ng/mL antijen derigsiminden sonra doygunluga ulasildigi
gorulmustur. Bu sebeple, sonraki denemede antijen derisim taramasinin 10
ng/mL altina duslrilmesine ve baglanma aktivitesinde belirgin bir sinyal

gorulebilmesi igin 40 ug/mL scFv derigimlerinin kullaniimasina karar verilmigtir.
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2.5 yg/mL sckFv 0 pg/mL scFv

Sekil 4.39. Farkh derigsimlerde IL6 antijen ve Anti-IL6-scFv’'nin baglanma

aktivitesinin ELISA ile dlgimu

4.9.2. Sandvig ELISA

4.9.2.1 Yakalama Antikoru Derigiminin Belirlenmesi

Yakalama antikoru kaplama derigiminin belirlenmesi igin 0-10 pg/mL ticari

poliklonal anti-IL6 antikoru 2 kat seri seyreltmelerle plaklara kaplanmis, Ug farkl
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antijen derisiminde (0,1 ng/mL, 1 ng/mL ve 10 ng/mL), 40 pg/ml anti-IL6-scFv ile
baglanma aktivitesi incelenmistir (Sekil 4.40). Yakalama antikorunun disuk
derigimlerinde bile (< 1 pg/mL) en duguk antijen dersiminde (0,1 ng/mL) yuksek
baglanma aktivitesi gosterdiginden, kaplama antikoru derigimi 0,5 ug/mL olarak

secilmistir. Antijen derisiminin ise 0,1 ng/mL ve altinin taranmasina karar

verilmigtir.
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Sekil 4.40. Farkh yakalama antikoru derigimlerinde anti-IL6-scFv baglanma
aktivitesi

4.9.2.2. Tespit Antikoru Derigiminin Belirlenmesi

Tespit antikoru derisiminin belirlenmesi igin 0,5 pg/mL ticari poliklonal anti-IL6
antikoru plaklara kaplanmis, ug farkli antijen derisiminde (0,1 pg/mL, 10 pg/mL
ve 100 pg/mL), 0-40 pg/mL anti-IL6-scFv (2 kat seri seyreltmeler ile) ile baglanma
aktivitesi incelenmigtir (Sekil 4.41). 20 pg/mL scFv derigiminin altindaki
derisimlerde, degisen antijen derigsimlerindeki (2 kat seri seyreltme ile) 6lgim
hassasiyeti fazlaca dustigunden ve anlaml bir baglanma aktivitesi
alinamadigindan (Sekil Ek-6), 40 pg/mL tespit antikoru derisimi (anti-1L6-scFv)

secilmistir.
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Sekil 4.41. Farkli tespit antikoru (Anti-IL6-scFv) derisimlerinde baglanma

aktivitesi

Sekil 4.42, 40 ug/mL tespit antikoru derisimi (anti-IL6-scFv), 0,5 ug/mL yakalama
antikoru (poliklonal anti-IL6) segilerek farkh IL6 antijen derigimlerinde alinan

sinyalleri gostermektedir.
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Sekil 4.42. Degisen antijen derisimlerinde ELISA immUinoassay
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Hazirlanan ELISA immulnoassayler ile 0-500 pg/mL araliginda anlamh élgtimler
yapildigi goértilmis ve hassasiyet, afinite, stabilite, 6zgulllik gibi Gretim sonrasi

testleri yapimistir.

4.10 Uretim Sonrasi Testler

4.10.1 Hassasiyet

Klinik ve Laboratuvar Standartlari Enstitisune (CLSI)’a gore tespit siniri (limit of
detection, LoD), bir numunede tespit edilebilen en disuk analit dlgim miktar
olarak tanimlanmistir [123]. LoD degeri, blank (kér) o6rneginin standart
sapmasinin (o) kalibrasyon egrisi egimine (s) oraninin 3,3 kati olarak tanimlanir
(Esitlik 4.1) [72, 124, 125].

LOD =33 * (%) (4.1)

Test hassasiyetinin belirlenmesine yonelik olarak ELISA testi sonucu elde edilen
kalitatif dlcumle LoD degeri hesaplanmistir. LoD hesaplamasi igin, baglanma
aktivitesi egrisinin lineer bolgesi (Sekil 4.43) verileri kullanilarak ‘Excel regresyon
analizi’ araclari kullaniimistir. Regresyon analiz sonuglarinda verilen (Ek-7) egim
ve standart hata degerlerine goére LoD 49 pg/mL olarak hesaplanmistir. Bu deger,
tez dnerisi sirasinda hedeflenen 500 pg/mL degerinden yaklasik 10 kat daha

duisiktir.

Cogu sitokinin vucut sivilarindaki homeostatik derigimleri ya tespit edilemez ya
da pg/mL derisimlerindedir. Fakat hastalik durumunda sitokinlerin derisimi 1.000
kata kadar artabilir [8]. Zira, saglikh bireylerde IL6 sitokini kan serumunda
yaklagik 20 pg/mL altinda seyrederken, hastallk durumunda en az 3 kat
artmaktadir [126, 127].
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Sekil 4.43. Lineer 6lgim araligi

Literatlrdeki yakin tarihli érneklerde Cizelge 2.3’te verildigi gibi, tam antikorlarla
hazirlanan sensoérlerin hassasiyeti 0-150 pg/mL araligindadir. Bu ¢alismalarla
kargilastinldiginda, bir scFv ile hazirlanan bu c¢alismada ylksek hassasiyette

oldugu sdylenebilmektedir.

4.10.2. Afinite

Ayrilma sabiti (dissociation constant, Kd) degerinin ELISA ydntemiyle
belirlenmesi icin Beatty metodu (Esitlik 4.2) [128] kullaniimistir. Plaklar 100, 10
ve 1 pg/mL IL6 ile kaplanmig ve Bolum 3.8.1'deki gibi ELISA yapilmigtir. Elde
edilen verilerle gizilen baglanma aktivitesi egrisi (Sekil 4.44) gizilmistir. Ka en az
iki farkli antijen derigsimi ile kaplanmis egrilerin maksimum absorbansinin
yarisindaki (ODso ya da Xso) scFv derisimi dikkate alinarak hesaplanir. ODso
degerinin elde edilmesi i¢in c¢evrimici bir programdan faydalaniimis (Ek-8),
asagida verilen denkleme gore her iki antijen derigimi igin (1 pg/mL ve 10 pg/mL
icin n=10, 10 pg/mL ve 100 pg/mL i¢in n=10, 1 pg/mL ve 100 pg/mL i¢in n=100)

ayri bir Ka hesaplanmistir ve ¢ Kq degerinin ortalamasi alinmistir.

Kd _ n[scFv']—[scFv]; 4.2)

n-—1
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Denklemde [scFV’]: ve [scFv]: iki farkl antijen derisimde 6lgtlen ODso derigimlerini
ifade ederken, n antijenin seyreltme faktorunu ifade eder. Buna gore hesaplanan
Ka deg@erleri 10 pg/mL ve 100 pg/mL igin 0,97 uM, 1 pg/mL ve 10 pg/mL i¢in 0,43
MM, 1 pg/mL ve 100 pg/mL igin 0,92 yM’dir. Ortalama K¢ degeri 0,77 uM (0,77 x

10® M) olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.44 Farkh antijen derisimleri ile kaplanan plaklarda scFv baglanma
aktivitesi

Antikorlarin ¢ogunlugu mikromolar (10) ila nanomolar (10°) araliginda Kd
degerlerine sahiptir. Kd degeri arttikca afinite azalacagindan nanomolar
seviyesinde afiniteler yiuksek, mikromolar seviyesindekiler disik kabul edilir.
Ticari anti-IL6-mAb afiniteleri 10°-10*> M seviyelerindedir. ScFvler mAb’in
sadece degisken bdlgelerinden olusmaktadir ve monovalenttir. MAb’lar daha
blyUk bir baglanma yuzeyine sahiptir (degisken ve sabit bdlgeleri igerdiginden)
ve birden fazla baglanma bodlgesi igerir ve avidite afiniteyi etkileyen bir
parametredir. Bu sebeple tam uzunluktaki mAb'lere kiyasla daha az stabil ve
daha dusuk afiniteye sahip olabilirler. Ayrica, scFVv'lerin bakteriyel Uretiimesi,

IB’den izole edilmesi ve saflastirimasi sirasinda maruz kaldigi ajanlarin g

81



boyutlu yapiy! etkileyebilecegi bilinmektedir. Bu sebeple antijene baglanma
yetenegini (afinite) de kismen etkilemesi normaldir.
4.10.3 Stabilite

Stabilite testi icin oncelikle 2 hafta boyunca belirli araliklarla (0, 3, 7, 14. gun)
alinan elisyon ve tuzdan arindiriimis ornekleri SDS-PAGE jeline esit hacim
yuklenerek analiz edilmistir (Sekil 4.45). Proteinlerin, 4°C’'de 2 hafta, oda

sicakliginda 24 saat boyunca stabilitesini korudugu gozlemlenmistir.

EO DSO E3 DS3 E7 DS7 E14 DS14 RT

-
.

Sekil 4.45 Anti-IL6-scFv elisyon ve tuzdan arindirilmis érneklerin gin bazinda
(0, 3, 7, 14) stabilite kontrolii amaciyla yapilan SDS-PAGE analizi. Ornekler
toplam protein normalize yuklenmigtir. E: Elisyon, DS: Tuzdan arindiriimis, RT:

Oda sicakligi

ELISA immunoassay’lerin stabilitesinin belirlenmesi icin ise saflastirilan anti-IL6-
scFVv’ler 4°C’de 4 hafta saklanmis 3.8.2’de belirtildigi gibi ELISA yapilmistir. Sekil
4.46’da goruldigu gibi saklama suresi arttikga baglanma aktivitesi azalmistir;
fakat 4°C’de 2 hafta saklanan &rnegin aktivitesinin saflagtirma sonrasi
aktivitesine yakin oldugu goérulmektedir. Bu sebeple scFVv’lerin 4°C’de en az 1

hafta stabil kaldigi sdylenebilir.
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Sekil 4.46 ELISA imUUnoassay stabilite testi

4.10.4. Ozgiilliik (Spesifisite/Capraz Reaktivite)

Ozgulliik kontroll igin Bélim 3.8.2°deki gibi sandvi¢ ELISA yapilmistir. Plaklar,
0,5 pg/mL ticari poliklonal anti-IL6 ile kaplanarak, 40 pg/mL anti-IL6-scFv’nin IL6
ve IL1 antijenlerine baglanma aktivitesi test edilmistir. Anti-IL6-scFv’nin, yapi
olarak benzer bir sitokin olan IL1B antijenine de benzer aktiviteyle baglandigi

gorilmustir (Sekil 4.47).
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Sekil 4.47 Anti-IL6-scFv'nin IL6 ve IL1 sitokinlerine baglanma aktivitesi
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Anti-IL6-scFv, IB'den izole edilerek saflastiriimistir. izolasyon sirasinda kullanilan
ajanlar scFv tersiyer yapisinda degisikliklere sebep olarak fonksiyonunu ve
spesifisitesini etkileyebilmektedir [115, 129]. ScFVv’ler yalnizca Vu ve VL zincirleri
ve bunlari baglayan esnek bir zincir olmasi sebebiyle, yapisal olarak mAb’lara
gbre daha esnek yapilardir. Bu konformasyonel esneklik scFv’'nin yapisal
kararhligini azaltarak, yapisal olarak birbirine benzeyen antijenlere baglanmasina
sebep olabilmektedir [130].
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5. SONUGLAR

TNF-a, IL-6, IL1B sitokinlerine spesifik scFv’lerin kodon optimizasyonu
yapilmig, ¢ozunurluk, ekspresyon skoru, mRNA ikincil yapilari analizleri
yapilmis ve pUCIDT klonlama vektorl igerisinde temin edilmis, klonlama

calismalariyla pET28a ekspresyon vektorine klonlanmistir.

Anti-TNFa ve anti-IL6 scFv'lerin yuzeye baglanma oOzelliklerini iyilestirmek
amaciyla, anti-TNFa-cys-scFv ve anti-IL6-cys-scFv formundaki yapilari igin
gerekli primerler tasarlanmig, PCR kosullari optimize edilerek gen kasatleri
¢ogaltilmig, ekspresyon vektorleri olusturuimus ve dizileme sonucu

tasarlanan sekansla %100 uyumlu plazmidler segilmistir.

Ekspresyon vektorleri, ¢6zinir formda rekombinant protein dretimi
amaclandigi i¢in, daha az oksitleyici sitoplazmik ortama sahip E. coli SHuffle

T7 Express susuna aktariimigtir.

Cozunur fraksiyonda, 27 kDa buyukliglinde biriken (overekspresyon) bir
protein bandi elde edebilmek amaciyla sicaklik, inklUbasyon suresi, uretim
ortami ve susg optimizasyonu yapilmistir. Buna gore uretim sicakhginin
dusdrilmesi ve inkubasyon sulresinin uzatilmasinin ¢oézundr protein
uretiminde beklenilen olumlu etkiyi yapmamigtir. Fakat disuk sicakligin
stabiliteye, kisa inkUbasyon suresinin verimlilige olumlu etkisi g6z onune

alinarak, Uretimlerin 25°C’de 16 saat yapilmasina karar verilmistir.

Uretim ortami segiminde TB ortamda yapilan Uretimlerde daha yiksek
derisimde toplam protein elde edilmistir. Sus segiminde ise benzer sekilde
¢6zunur fraksiyonlarda belirgin bir fark goérilememis fakat, toplam protein
derisimleri ve Western goruntuleri dikkate alinarak E. coli SHuffle ve E. coli

BLR(DE3) ile saflagtirma ¢aligsmalari yapilmistir.

Her iki sus icin de His-afinite saflastirmalarinda beklenen %95 safliktaki
protein bandi elde edilememis, bu sebeple periplazmik bodlgede Uretim
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yapabilmek igin nukleotit dizilerine ssMBP sinyal peptidi eklenmesine karar

verilmis ve bu sebeple tekrar klonlama galismalari yapiimigtir.

BL21(DE3)’te periplazmik bolgede Uretimi yapilan proteinlerin Gretim verimleri
SHuffle T7 Ekspress’te yapilan uretim verimleri ile karsilastiriimig, en yuksek
verim SHuffle T7 Ekspress’te elde edildiginden, Mg*? iyon ve indlkleyici
derisiminin  ¢dzunur protein Uretimine etkisi incelenmistir. Denemeler
sonucunda 0,1 mM IPTG derisimi altinin ekspresyonda yetersiz kaldigi, Gzeri
derigimlerin Uretimi baskiladigi, 10 mM MgClI2’Un ise ¢ézunur proteini pozitif

yonde etkiledigi gorulmustar.

Fermantasyon kosullari optimizasyonlarinin sonunda TB ortamda, 10 mM
MgCl2 eklemesi ve 0,1 mM IPTG induiklemesiyle 16 saat Uretim yapiimis ve
His-afinite ile saflastiriimistir. Saflastirma sonunda istenilen saflikta ¢ézunur
protein elde edilemediginden, inkllizyon cisimlerinden ¢dzunur protein elde

etme yontemleri denenmistir.

IB’den ¢ozundr protein elde edebilmek igin denatlre edici, Ilimh ve denatire
edici olmayan Ug¢ farkli yontem kullaniimig, her U¢ yontem protein geri
kazanimlari ve verimleri agisindan karsilastiriimistir. En yuksek saflik (>%95)
ve verim (23 mg/mL) denatire edici olmayan yontemde anyonik bir deterjan
olan sarkozilin %1 (w/v) oraninda kullaniimasiyla elde edilmis, tekrar katlama
protokoliine ihtiyag duymamasi sebebiyle de sonraki galismalarda IB’den

¢6zUunur protein elde edebilmede bu ydntem kullaniimigtir.

Uretim ve optimizasyon c¢alismalari anti-TNFa ve anti-IL6 scFV'ler ile yapilmis,
sonrasinda klonlama g¢alismalari yapilmis olan anti-IL1p ve anti-IFNy scFV’leri
bu Uretim ve saflastirma metotlari kullanilarak elde edilmistir. Anti-TNFa-scFv
yapilan tUm optimizasyon calismalarina ragmen, eksprese edilemediginden

karakterizasyon caligmalari da yapilamamistir.

Anti-IFNy-scFv IB’de Uretilebilmis fakat Uretim ve saflastirma sonrasi elde

edilen protein derisimi sonraki galismalar igin yetersiz kalacagindan, ELISA
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ile baglanma aktivitesi belirlendikten sonraki ¢alismalarda kullaniimamigtir.
Anti-IL1B-cys-scFv ise ¢ozunur fraksiyonda Uretilebilmis fakat ylzeye
baglanma ozelliklerini iyilestirme amagl eklenen sistein aminoasidi Western
ve ELISA calismalarinda sinyali blokladigi ve Olgum sonugclarini
etkilediginden, baglanma aktivitesi belirlendikten sonra immunosensor
calismalarina alinamamistir. Sonraki tim calismalar IB’den elde edilen anti-

IL6-scFv ile yapiimistir.

Saflastirllan ve birincil karakterizasyonu yapilan scFv’lerin baglanma
aktivitelerinin ~ dlgllmesi icin  ELISA yapilmistir.  CAzunur/¢ézinmez
fraksiyondan elde edilen scFv’lerin aktivitelerinin karsilastiriimasi igin Her2-
scFv ile ELISA deneyi yapilmis, buna gore IF’den elde edilen scFV'lerin
baglanma aktivitelerinin SF’den elde edilene kiyasla daha disuk oldugu, fakat
benzer bir aktivite gosterdigi gorulmuastir. Saflastirilan scFv’ler ayrica, disulfit
bagi olusumu acisindan indirgeyici olmayan SDS-PAGE (non-reducing) ve

Ellman testi ile teyit edilmigtir.

Uretilen rekombinant scFv'lerin yatay akisli biyosensdr Uretimi icin Au
partikille isaretlenmesi ve sisteinli scFv ile sisteinsiz scFv’ler patikule
baglanma yetenekleri agisindan karsilastiriimasi i¢in anti-IL6-scFv ve anti-
IL6-cys-scFv kullaniimigtir. AuNp-scFv konjugasyonunun bsarisini gosteren,
UV-spektrofotometrede goézlenen (~520 nm) spektrumda tepe noktasinda
kayma (2-3 nm) tespit edilmesi ile iligkilendirilir. Partikil yUzeyine
baglandiktan sonra agregasyon deneyi ile kargilastirilan iki scFv'den anti-IL6-
cys-scFVv’nin yluzeye (agregasyona sebep olmadan) daha yuksek derisimlerde

(100 pg/mL) baglandigi gorulmuastar.

AuNp ile isaretlenen anti-IL6-cys-scFv’ler yatay akisl immuinosensorleri
hazirlanmis ve en az bir stokinin dlgumunu yapabilen biyosensorun Uretilmesi
hedeflenmigtir. Test bdlgesinde non-spesifik baglanma gértlmas, bunun
¢6zUmU igin yapilan tim denemelere (test bolgesi scFv derisimi, AUNp-scFv
orani, partikil ve kagit bloklama islemleri, konjugat tampon degisikligi gibi)
ragmen olumlu bir sonug elde edilememistir. Bu sebeple, tezde B-plani olarak
ongorulen ELISA yontemine gegilmigtir.
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ScFV’lerin antijene baglanma aktiviteleri gcalismalari dolayli-ELISA yontemi ile
yapilmig, immunosensor amagcli kullanimi icin ticari kitlerde de yaygin

kullanilan sandvi¢ ELISA yontemi kullaniimigtir.

Sandvi¢ ELISA immunoassay igin yakalama (poliklonal anti-IL6, 0,5 ug/mL)
ve kaplama antikor (anti-IL6-scFv, 40 ug/mL) derisimleri optimize edilmis ve

antijen 6lcum arahg belirlenmistir (0-500 pg/mL).

ELISA immunoassay ile, scFVvlerin, hassasiyet, afinite, stabilite,
secicilik/6zgulluk ozellikleri olgulmustur. LoD degeri 49 pg/mL olarak
hesaplanmis ve tez kapsaminda hedeflenen minimum LoD degerine (500
pg/mL) ulasiimistir. Literatirde sitokin OlgcimU yapan imminoassaylerle

karsilastinldiginda hassasiyeti yuksek testler elde edildigi gortlmustur.

Afinite hesaplamalari icin degisen scFv derigimlerinin (0-40 pg/mL) 3 farkl
antijen derigsiminde (1, 10, 100 pg/mL) baglanma aktiviteleri ol¢climus,
gevrimi¢gi program vyardimiyla maksimum absorbansin yarisindaki scFv
derisimleri bulunarak Beatty yontemi ile Kd hesaplanmistir. Buna gére ELISA
testleri icin tespit antikoru olarak kullanilan scFVv’lerin Ka degeri 0,77 uM olarak
bulunmustur. Bu deger tam monoklonal antikorlarla kargilastirildiginda
scFv’'nin dusluk bir afiniteye sahip oldugunu gostermis, bunun sebebinin
antikorun tek zincirli bir fragment olmasi, aviditesi ve IB’den izole edilerek elde

edilmesi sebebiyle U¢ boyutlu yapisindaki degisiklikler oldugu dugunulmustur.

Stabilite testleri icin, saflastirilan scFv’ler 4°C’de saklanmis ve belirli zaman
aralklarinda (0, 3, 7, 14. gun) alinan 6rnekler SDS-PAGE jeline esit protein
derigsiminde yUklenerek kontrol edilmis ve bant yogunluklarinin degismedidi,
proteinin degrede olmadigi gorulmustir. ELISA immunoassay stabilitesi testi
icin ise saflagtirmanin hemen sonrasinda, 4°C’de 2 hafta saklanmis ve 4°C’de
4 hafta saklanmis scFVv’ler ile ELISA yapilmig, 4. haftaya dogru alinan
sinyallerin azaldigi fakat 2 hafta saklama sonrasi baglanma aktivitelerinin

saflastirma sonrasi aktivitesine yakin oldugu goriimustur.
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e ELISA immunoassay’lerin 6zgulluklerinin test edilmesi i¢in anti-IL6-scFv’nin
IL6 ve IL1 antijenlerine baglanma aktivitesi 6lgilmus, anti-IL6-scFv’nin IL1
antijenine IL6 ile benzer aktivitede baglandigi gértlmustur. Literattrde 1B’den
¢ozunur protein elde eden diger calismalara da bakildiginda, proteinin
izolasyon yonteminin protein aktivitesi, stabilitesi, spesifisitesi Uzerinde
olumsuz etkilere sebep olabilecegi gorilmistir. Ug boyutlu yapida
bozulmalarin olmasi mAb’lara kiyasla daha esnek yapida olan scFv’lerin

birbirine benzeyen antijenlere baglanmasina sebep olabilecegi goriimustur.

Sonug olarak, bu tez kapsaminda, temel hedeflere ulasiimig, inflamasyonda
onemli etkiye sahip olan IL-6 pro-inflamatuvar sitokinine karsi antikor fragmentleri
(scFv) E. coli bakterisinde Uretilmis, immunoassay gelistiriimesine yetecek
diizeyde saflastirimistir. ilk etapta, gen ve proses diizeyinde yapilan
optimizasyonlara ragmen, bakteriyel rekombinant protein Uretiminde en sik
karsilagilan disuk protein ¢ozunurliga ve dusik saflastirma verimi problemleri
ile karsgilasiimig, problemin ¢dézUmu igin sarkozil ile inkullzyon cisimlerinden
protein elde edilmistir. IB’den protein dretim veriminin, ¢ézundr fraksiyondan
protein eldesine kiyasla 8-10 kat fazla oldugu goériimustir ve tez kapsaminda
uluslararasi literatire katki saglanmistir. Tezin ana hedefi olan kagit
biyosensorlerin tretimi saglanamasa da, sitokin 6lgiimu igin kullanilan ticari mAb-
temelli kitlerde genel olarak kullanilan ELISA ydntemiyle bir immuinoassay
tasarlanmistir. Literatirle kiyaslandiginda, afinite ve oOzgullik o6zelliklerinin
geligtiriimesi gerekse de, ticari kitlerde taniyici molekul olarak kullanilan mAb’lar
yerine Uretimi nispeten daha kolay ve maliyetleri daha dugslk olan scFv'lerin

uretimi ve gelistiriimesi 6nem arz etmektedir.
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EKLER

EK 1 — Tez kapsaminda uretilen scFv’lerin DNA sekanslari
Anti-TNF-scFv (792 bp):

CATATGCCGTCGTCCGCTGTAGGTGTTTTAGGTGAGGCATGGTATAGTTTG
GGCGGACCGGACAGCAGCTGTGCCGCTTCCGGCTTTACCTTTTCATCCTA
CGCGATGAGTTGGGTCCGCCAAGCGCCAGGAAAAGGCTTAGAGTGGGTT
TCATCCATCGCTAACAAAGGTCACGAGACACGTTACGTTGATTCGGTGAAG
GGGCGCTTTACAATTTCACGCGATAACTCAAAGAACACGTTGTATCTGCAA
ATGAACAGTCTTCGCGCGGAGGATACTGCTGTTTATTACTGTGCGAAATAT
GCAGGAACATTTGATTACTGGGGACAAGGAACATTAGTTACGGTATCTAGT
GGTGGCGGAGGCTCAGGCGGAGGGGGAAGTGGGGGCGGAGGGTCAACA
GATATTCAGATGACGCAAAGTCCCAGCTCATTGTCCGCAAGCGTCGGTGA
CCGCGTGACAATCACCTGCCGTGCGTCACAAAGCATCTCTTCATACTTAAA
TTGGTATCAACAAAAACCCGGAAAGGCTCCCAAACTTCTGATTTATGCCGC
CTCGATGTTACAATCCGGGGTCCCCAGCCGTTTTTCCGGTAGCGGGTCAG
GCACAGATTTCACACTGACGATTTCGTCACTGCAGCCTGAATATTTTGCAA
CGTATTACTGCCAACAGGCGCGTAGTTGGCCGCCTACTTTTGGGCAAGGT
GATCAAGGAGGTAACCAGACTGGCCGTCCACACATTATTATCGCAATTACG
GGCGCTACCCATCACCATCATCACCATTAAAAGCTT

Anti-IL6-scFv (774 bp):

CATATGCAGGTGCAATTAAAGGAATCTGGACCTGGTCTTGTCCCGTCACAG
AGCTTATCGATTACGTGTACTGTAAGCGATTTCTCATTAACCAACTATGGTG
TGCATTGGGTTCGCCAGTCGCCGGGTAAGGGTTTAGAATGGCTGGGAGTT
ATTTGGTCCGGGGGGAGTACTGATTATAACGCCGCTTTTATTAGCCGCTTG
AGTATCTCAAAAGACAACTCCAAGAGCCAAGTGTTTTTCGAGATGAATAGC
CTTCAAGCCGACGATACAGCCATTTATTATTGTGCGCGTAACGGTAACCGT
TATTATGGCTATGCATTGGACTACTGGGGGCAAGGAACATCAGTAACCGTT
AGTTCAGGGGGCGGTGGGTCCGGGGGAGGGGGCAGTGGCGGTGGAGGC
TCTGATGTTGTCATGACGCAAACGCCATTAAGCCTTCCTGTGTCTCTGGGC
GACCAAGCTAGTATCTCCTGCCGCTCATCCCAATCCATTGTCCATTCCAAT
GGCAATACGTACTTGGAATGGTACTTACAAAAGCCGGGACAGTCGCCCAA
GTTATTGATCTACACAGTCTCCAACCGCTTATCGGGTGTGCCCGACCGTTT
CAGCGGGAGTGGTAGCGGAACGGATTTTACCTTGAAAATCTCACGCGTAG
AGGCCGAGGATCTTGGCGTTTACTATTGCTTTCAGGGCTCGCATGGCCCG
TACACGTTTGGTGGCGGTACAAAATTGGAAATCAAACATCACCATCATCAC
CATTAAAAGCTT
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Anti-IL1B-scFv (797 bp):

CCATGGGACATATGGATATCCAAATGACGCAATCGCCGTCGTCCCTTTCTG
CGTCTGTGGGCGACCGTGTCACGATCACTTGTCGTACCTCGGGCAATATT
CACAATTATCTTACATGGTACCAGCAAAAGCCAGGGAAAGCCCCCCAGTTA
CTTATCTATAACGCGAAAACCTTAGCCGATGGAGTACCAAGCCGCTTTAGT
GGATCGGGATCCGGTACCCAGTTCACCCTGACAATCTCATCGCTGCAACC
CGAGGATTTCGCCAACTACTATTGCCAGCATTTTTGGTCGTTACCGTTTAC
TTTCGGACAAGGTACGAAGGTAGAAATTAAACGCACAGGGGGCGGAGGCT
CTGGAGGCGGAGGTAGCGGGGGTGGTGGCTCCGGTGGAGGGGGATCTG
AAGTACAATTGGTGGAATCGGGAGGAGGCTTAGTTCAGCCAGGAGGCAGT
TTACGCCTTAGCTGTGCCGCATCTGGCTTTGATTTCAGTCGTTATGACATG
AGTTGGGTTCGCCAAGCCCCTGGAAAACGCTTGGAATGGGTAGCCTACAT
CTCGTCAGGAGGAGGTTCAACCTACTTCCCTGACACAGTAAAAGGTCGTTT
CACCATTTCTCGTGATAACGCCAAGAATACCCTTTATCTTCAGATGAATTCC
TTGCGTGCTGAGGATACTGCCGTGTATTATTGTGCACGCCAAAACAAGAAA
CTTACCTGGTTTGACTATTGGGGCCAAGGTACGTTAGTAACCGTATCCAGC
CACCACCATCACCACCACGGTGGTTCGTGCTAAAAGCTT

Anti-IFNy-scFv (773 bp):

CCATGGGACATATGGAGGTTCAATTAGTTCAGAGCGGGGCGGAGGTGAAG
AAGCCAGGGGAGAGTTTAAAAATTAGTTGTAAAGGTTCAGGGTATAATTTC
ACAAGTTATTGGATTGGGTGGGTGCGTCAAATGCCCGGAAAAGGTCTTGA
GCTTATGGGAATTATTTACCCTGGCGATTCGGATACCCGTTATAGTCCTAG
CTTTCAGGGACAGGTTACAATCTCAGCGGATAAGAGTATCTCTACAGCATA
TCTGCAGTGGAGTTCTCTTAAAGCAAGCGACACAGCTATGTATTACTGTGG
TAGCGGCTCGTACTTCTATTTCGACCTGTGGGGACGCGGTACGTTAGTCA
CGGTTAGTAGCGGTGGTGGTGGATCTGGCGGCGGGGGTTCAGGGGGCG
GGGGTAGTGAGATTGTATTAACTCAGAGCCCTGGTACGCTGTCTCTGTCA
CCTGGCGAACGCGCCACCTTGTCCTGTCGCGCATCACAGAGCGTATCGTC
AAGTTACCTTGCTTGGTACCAGCAAAAGCCTGGGCAAGCGCCACGCCTTT
TAATTTATGGGGCTAGTTCACGTGCAACTGGAATCCCTGATCGTTTCAGCG
GGAGTGGCTCAGGAACCGATTTTACGTTGACTATCAGCCGCTTAGAACCA
GAGGATTTCGCCGTTTACTATTGTCAGCGTAGCGGTGGATCTTCATTTACT
TTTGGCCCTGGTACAAAGGTAGACATCAAACACCACCATCACCACCACGG
TGGTTCGTGCTAAAAGCTT
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EK 2 — Anti-IL6-scFv mRNA ikincil yapilari
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Sekil Ek 2 Anti-IL6-scFv igin olasi mRNA'nin olasi ikincil yapilari. Baslangig¢ (A)
ve optimize edilmis (B) diziler (transkripsiyon baslangig¢ bélgesinden itibaren 100
nt). Yesil bolge AUG baslangic kodonunu, sari bdlge ise RBS dizisini

vurgulamaktadir.
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Cizelge Ek 2 Tlsigner kullanilarak baslangi¢ ve optimize edilmis anti-IL6 scFv
kodonlari i¢in agilma enerjisi (opening energy), ekspresyin skoru ve ¢dzunurlik

olasihginin tahmini

Sekans Acilma enerjisi® Ekspresyon skoru® Coézuniirlike

Baslangic 11,6 63,9 0,27

Optimize 7,7 94,6 0,27

aAcilma enerjisi, eglesmis nukleotidlerin ayrilmasi i¢in gereken enerjidir
(kcal/mol), PAgiima enerjisini gére ekspresyon 0Olgegdi (distkten yiksege 0-100),

¢Cozunarluk olasihigi.
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EK 3 — Farkh ¢ozuniirlestirme yontemleri ile elde edilen Anti-IL6-scFv SDS-

PAGE goruntuleri

Sekil Ek 3.1. Cézunurlestirme tamponunun pH degerinin (6.0 ila 12.0) protein geri
kazanimi Uzerindeki etkisi.
IF: Cozunmeyen fraksiyon, SF: Cozunur fraksiyon. Tum yikama ve elusyon

numuneleri toplam hacme gore normalize edilmigtir. Ok anti-IL6-scFV'yi

gOstermektedir.

Sekil Ek 3.2. Farkh denatlre edici olmayan ajanlarin IB'lerin ¢ézunurlestiriimesi
ve saflastiriimasi Gzerindeki etkisi. 50 mM Tris tamponu (pH:8,0) iginde;
Triton-X: %1 (v/v), DMSO: %5 (v/v), Ure: 2 M veya %0,2 (w/v) NLS.

FT: Akis, W: Yikama, E: Eltsyon fraksiyonlari. Tum yikama ve ellisyon ornekleri

toplam hacme goére normalize edilmistir. Ok anti-IL6 scFv'yi gdstermektedir.
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Sekil Ek 3.3. %1 NLS ile ¢ézunurlegtirilerek saflastirilan >%95 saflikta anti-IL6-

scfv

Cizelge Ek 3.1. Farkli kaynaklarda r-scFv Uretim verimleri [43]

Verim
scFv Kaynak Yorum Referans
(mgiL)
Anti-TFI E. coli BL21(DE3) 1-3,5 GOzundr, inaktif Vermulen vd., 2018 [131]
Anti-GAA E. coli BL21(DE3) 5,6 IB, tekrar katlama  Yusakul vd., 2017 [132]
Anti-G12 E. coli SHuffle T7 Express 2,0 Cozunar Livd., 2019 [133]
) ) Cozunar (MBP
Anti-Her2  E. coli BL21(DE3) 2,5 } Hyun vd, 2021 [134]
fuzyon)
Anti-Her2  E. coli SHuffle T7 Express 9,3 Cozunar Kocer vd., 2021 [40]
] ] Gozunar (MBP )
Anti-RdRP  E. coli SHuffle T7 Express 1.7-2,8 ; Tunghirun vd., 2020 [135]
fizyon)
] ] Cozundr (toksin
Anti-Her2 E. coli BL21(DES3) 30 B} Wang vd., 2019 [136]
fizyon)
Anti-TNF E. coli GJ1158 10 IB, tekrar katlama  Sain vd., 2022 [137]
Anti-a-syn  E. coli BL21(DE3) 0,5 IB, tekrar katlama  Gupta vd., 2020 [138]
Anti-IL- ) Farokhi-Fard vd., 2023
E. coli BL21(DE3) 21 IB, tekrar katlama
1RAP [47]
Anti-CD20  E. coli BL21(DE3) 7-8 IB, tekrar katlama  Maleki vd., 2022 [139]
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Anti-IL6

Anti-IL6

Anti-IL6

Anti-IL6

Phage library

Phage library

Tobacco plants

E. coli SHuffle T7 Express

0.7-1.4

23

Cozinar

Cozindr, inaktif

Cozinar

IB, tekrar katlama

ihtiyaci yok

Krebs vd., 1998 [113]

Gejima vd., 2003 [112]

Ehsani vd., 2003 [111]

Sahinbas ve Celik, 2023
[43]
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EK 4 — Anti-Her2-scFv ¢oziiniur ve ¢oziinmez fraksiyonlarinin baglanma

aktivitelerinin karsilagtiriimasi

2,5 -
—@— Her2-scFv-SF ®—Her2-scFv-IF
2,0 -
1,5 1

1,0 -

0,5 -

Baglanma Aktivitesi (A,5;)

0,0 T T T T T T ]
0,000001  0,00001 0,0001 0,001 0,01 0,1 1 10

ScFv derigimi (ng/mL)

Sekil Ek 4. E. coli Shuffle T7 Express susundan eksprese edilen ve inklizyon
cisimlerinden denature olmayan yontemle (IF) veya dogrudan ¢6zunur
fraksiyondan (SF) saflastirilan anti-Her2 scFv'nin baglanma aktivitesi. Plakalar 50
puL 0,2 pg/mL ticari rekombinant insan Her-2 ile kaplanmistir. Absorbans 450

nm'de olglulmustar.
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EK 5 — Anti-IL6-scFv disiilfit bagi olusumu kontrolii i¢in Ellman testi

Sekil EkS. Ellman testi reaksiyon sonucu renk olusumu

Cizelge EK5. Ellman testi Asz12 absorbans degerleri

Ornek Absa12
Hucre lizat 0,504
BSA 0,004
IL6-scFv 0,027
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EK 6 —10 pg/mL anti-IL6-scFv ile yapilan sandvi¢ ELISA baglanma aktivitesi

sonuglari

0,15

0,10

Baglanma Aktivitesi (A,z,)

0,05

0,00 T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600
IL6 derigimi (pg/mL)
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EK 7 — Hassasiyet hesaplamalari i¢in regresyon analizi 6rnegi

Regresyon Istatistikleri

Coklu R 0.928151
R Kare 0.861465
AyarliR Kare 0.815286
Standart Hata 0.098169

Gozlem 5
ANOVA

df SS MS F Anlamlilik F
Regresyon 1 0.179782324 0.179782324 18.65512 0.022867916
Fark 3 0.028911476 0.009637159
Toplam 4 0.2086938

Katsayilar Standart Hata t Stat P-degeri  Diisiik %95 iiksek %99siik 95.0%iksek 95.0%

Kesigim 0.734178 0.063745732 11.51728851 0.001405 0.53131062 0.937045 0.531311 0.937045
X Degiskeni 1 0.004284 0.000991799 4.319157007 0.022868 0.001127388 0.00744 0.001127 0.00744
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EK 8 — Cevrimigi “curve fitting” programi ile maksimum absorbansin

yarisindaki scFv derigiminin belirlenmesi

@ 100pgml @10pgml @1pgml
2.25+

1.754
1.54

1.254

0.754
0.5+

0.254

0.001 0.01 0.1 1 10

Xso Regression Results [100 pg ml]

Parameter Value
Xsg 0.9236
Equations
2.3371 - 0.0568
Equation ¥=00568 + X -0.794

T+( —
0.9236

Xz Regression Results [10 pg ml]

Parameter Value
s 04364
Equations
1.5407 - 0.0538
Equation Y=00538 + X -0.8653

Xso Regression Results [1 pg ml]

Parameter Value
Xso 0.3521
Equations
1.4897 - 0.0772
Equation Y=00772 4 X ERAEN

https://www.aatbio.com
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EK 9 — Tezden Turetilmis Yayinlar

Sahinbas, D., Celik, E., Enhanced production and single step purification of

biologically active recombinant anti-IL6 scFv from Escherichia coli inclusion

bodies, Process Biochemistry, 133 (2023) 151-157.
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EK 10 — Tezden Turetilmis Bildiriler

Koger i., Sahinbas D., Cilasun S., Celik E., 5-7/03/2020. Production of ScFv
Antibody Fragments and Their Applications. International Biotechnology
Congress (BIOTlrkiye-2020), istanbul, Tirkiye, Abstract Book, P39 (oral
presentation).
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EK 11- Tezden Turetilmig Projeler

TUBITAK 1002 (121M179)- Sitokin Firtinasinin Teshisine Yénelik
Rekombinant anti-TNF ve anti-IL6 Antikor Fragmentlerinin Uretimi ve Genetik

Modifikasyonu

Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
Hizh Destek Projesi (FHD-2022-20221)- Rekombinant Antikor
Fragmentlerinin Uretimi ve Genetik Modifikasyonuyla Sitokin Olglimiine

Yo6nelik Immiinoassay Gelistirilmesi
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