ANTI-HER2 SCFV ANTIKOR FRAGMANININ Escherichia
coli BAKTERISINDE URETiIM BOLGESININ
OPTIMIZASYONU

OPTIMIZATION OF ANTI-HER2 SCFV ANTIBODY
FRAGMENT PRODUCTION REGION IN
Escherichia coli

SELEN CILASUN

DOG. DR. EDA GELIK AKDUR

Tez Danigmani

Hacettepe Universitesi
LisansUsti Egitim-Ogretim ve Sinav Ydnetmeliginin
Biyomuhendislik Anabilim Dali icin Ongérdiigu
YUKSEK LISANS TEZi

olarak hazirlanmigtir.

2022



OZET

ANTI-HER2 SCFV ANTIKOR FRAGMANININ Escherichia coli
BAKTERISINDE URETiIM BOLGESININ OPTiMiZASYONU

Selen CILASUN

Yiiksek Lisans, Biyomiihendislik Anabilim Dali

Tez Danigsmani: Dog. Dr. Eda GELIK AKDUR

Aralik 2022, 78 sayfa

Antikorlar ve antikor fragmanlari, kanser ve viral enfeksiyonlar gibi cesitli
hastaliklarin tanisinda, gortintilemede ve hedefe 6zgu tedavilerde kullaniimaktadir.
Bulasici hastaliklarla micadelede de 6nemli bir yere sahiptir. Esnek bir peptit
parcasi ile bir hafif zincirin V kismina baglanmis bir agir zincirin V kismindan olusan
tek-zincir antikor fragmanlari (scFv), daha kigik boyutlarda olmasi, bakteri
sistemlerinde daha ucuz ve kolaylikla Uretilebilmesi ve hedef antijene karsi,
antikorlara benzer dizeyde, yuksek secicilik ve afinite gdstermelerinden dolayi, son
zamanlarda tam-antikorlar yerine kullanilabilmektedir. Biyofarmasotik proteinler
kiresel ilag pazarinin yaklasik yariya yakinini olusturmaktadir. Biyofarmasotik
artinlerin cogunlugunu monoklonal antikor ve antikor fragmanlari kapsamaktadir.
Rekombinant protein Uretiminde yaygin olarak kullanilan Escherichia coli’nin, uretim
maliyetlerini dusurdugu, verimliligi arttirdigi ve diger mikroorganizmalara kiyasla

manipulasyonu daha kolay oldugu bilinmektedir. Literaturde, disulfit bagi igceren anti-
i



HER2 scFv’'nin optimum Uretim yerinin belirlenmesine yonelik E. coli’'nin tg¢ farkli
bdlmesindeki Uretimlerin bir arada oldugu, bu boélgelere 6zgu farkh yolaklari kullanan
birbirinden farkh sinyal peptitleri ve sus kullanilarak karsilastiriimasina ve ug¢ bolme
arasinda optimum Uretim yerinin  belirlenmesine yonelik bir c¢calisma
bulunmamaktadir. Yapilan tez ¢calismasinda, meme kanseri hucrelerinde normalden
fazla miktarda ortaya ¢ikan insan epidermal blylime reseptora 2 (HER2)'ye karsi
segcici anti-HER2 scFv'nin, genetigi degistirilmis ticari E. coli bakterisinin SHuffle T7
Express susunda sitoplazmik bodlgede uretimi, BL21(DE3) susunda DsbA, MBP
sinyal peptitleri kullanarak yapilan tasarimla periplazmik ve YebF sinyal peptidi
kullanarak yapilan tasarimla hicre disinda Uretimleri karsilastiriimistir. Uretim
sonrasi >99% oraninda saflastirilan scFv’lerin, ¢ézunur ve aktif formda olduklari
yapilan calismada gosterilmigtir. Sicaklik taramasi yapilarak, dretim igin uygun
sicaklik belirlenmistir. Uretim stirecinin optimize edilmesinin ardindan scFv’ler farkli
yonleri ile kiyaslanmistir. Ozgllikleri degerlendirilen periplazmik, sitoplazmik ve
ekstraselller ornekler, in vitro analizlerde antijene dogru sekilde baglanmistir.
Sitoplazmik 6rnegin uretim verimi 6,2 mg/L iken, spMBP ile yapilan periplazmik
dretimin verimi 5,1 mg/L, hlcre disi Uretim verimi ise 2,5 mg/L olarak bulunmustur.
Ayrica, 6zgul 1s1 ve erime sicakliklarina (Tm) bakildiginda, sitoplazmik 6rnegin
termal olarak daha kararli oldugu sonucuna ulagilmistir. Ozetle bu galisma, tibbi tani
ve tedavide rol oynayan, rekombinant DNA teknolojisi ile Uretilecek ve disulfit bagi
iceren proteinlerin Uretim maliyetlerini azaltim slrecine rehberlik edebilecek bir
calisma olmustur. Ozellikle anti-HER2 scFv’'nin aktif ve ¢bziinir formdaki tretimi,
kompleks proteinlere 6zgu yontemler ve suslar kullanarak E. coli’de klonlanmasi ve

farkh yonleriyle degerlendiriimesi literatire dnemli bir katki saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Antikor fragmani, E. coli, sinyal peptit, rekombinant protein,

periplazmik, ekstraselller, sitoplazmik
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Antibodies and antibody fragments are used in the diagnosis, imaging, and target-
specific treatments of various diseases such as cancer and viral infections. It also
has an important place in combating infectious diseases. Single-chain antibody
fragments (scFv), which consist of a flexible peptide fragment and the V portion of
a heavy chain linked to the V portion of a light chain, are smaller in size, can be
produced more cheaply and easily in bacterial systems, and have a high selectivity
against the target antigen, similar to antibodies, and due to their affinity, they have
recently become an alternative to full-antibodies. Biopharmaceutical proteins make
up nearly half of the global pharmaceutical market. The majority of
biopharmaceutical products include monoclonal antibody and antibody fragments.
It is known that Escherichia coli, which is widely used in recombinant protein
production, reduces production costs, increases productivity and is easier to
manipulate compared to other microorganisms. There is a lack of study in literature
in order to determine the optimum production site of anti-HER2 scFv containing
disulfide bonds, in which the productions in three different compartments of E. coli



are coexisting, comparing using different signal peptides and strains, via different
pathways specific to these regions. In the thesis study, productions of selective anti-
HER2 scFv against human epidermal growth receptor 2 (HER2), which occur in
excessive amounts in breast cancer cells, were compared for three different
compartments, periplasmic, cytoplasmic and extracellular. The commercial and
genetically modified E. coli SHuffle T7 Express strain was used for the cytoplasmic
production. Designs including DsbA and MBP signal peptides were used for
periplasmic region, while the design with the YebF signal peptide was used for
extracellular secretion. It has been shown in the study that the scFvs purified at a
ratio of >99% after production are in soluble and active form. The most suitable
temperature for production was determined by screening the induction temperature.
After optimizing the production process, scFvs were compared in different features.
Periplasmic, cytoplasmic, and extracellular samples whose specificities were
evaluated were correctly bound to antigen in the in vitro assays. While the
production yield of the cytoplasmic sample was 6.2 mg/L, the yield of periplasmic
production with spMBP was 5.1 mg/L and the extracellular production efficiency was
2.5 mg/L. In addition, when the specific heat and melting temperatures (Tm) were
examined, it is concluded that the cytoplasmic sample is thermally more stable.
Overall, this study has been a guide for the process of reducing the production costs
of recombinant proteins that play a role in medical diagnosis and treatment. In
particular, the production of anti-HER2 scFv in active and soluble form, its cloning
in E. coli using complex protein-specific methods and strains, and evaluation of its

different aspects will make an important contribution to the literature.

Keywords: Antibody fragment, E. coli, signal peptide, recombinant protein,

periplasmic, extracellular, cytoplasmic
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1.GiRIS

Antikorlar, bakteri ve virls gibi yabanci maddelerin tanimlanip etkisiz hale
getirilmeleri icin bir bagisiklik tepkisi baglatan humoral immun sistemin temel
savunma molekulleridir [1]. Antikorlar ve antikor fragmanlar klinik ve temel
arastirmalarda birgok farkli hedefe karsi kullaniimaktadirlar. Terapétik antikorlar ve
antikor fragmanlarn yuksek afinite 6zellikleri nedeniyle hastaliklarin tanisinda,
gorintilemede ve hedefe yoOnelik tedavilerde kullanilmaktadir. Ayrica
iltihaplanmalarda, birgok kanser turinin tedavisinde ve bulagici hastaliklarla

mucadelede de 6nemli yere sahiptirler [2, 3].

Antikor fragmanlari, antikorlarin yltksek afinite ve 06zgullik gibi 6zelliklerini
kullanarak, yapisal olarak bazi degisiklikler ile rekombinant tekniklerle elde
edilmektedir [4]. Antikor fragmanlari, antikorlara kiyasla daha kiguk boyutlardadir.
Bu 0ozellik, daha iyi tumor ve doku penetrasyonu ve bobrekten kolay atilabilme
agisindan blyuk fayda saglar. En yaygin kullanilan antikor fragmanlarindan olan tek
zincir antikor fragmanlarinin boyutu (single chain fragment variable, scFv),
antikorlara kiyasla bes kattan daha kuaguktur [5]. Bu durum, hem mikroorganizma
temelli sistemlerde buylk 6lgekli Gretimler icin, hem de afinite ve 6zgullik gibi
Ozelliklerinin gelistirilebilmesi icin avantaj saglar. Ayrica, tek zincir antikor
fragmanlarinin agir ve hafif zincirlerin arasinda bir denge sorunu olmamasi Uretim
verimini, glikozilasyon gibi modifikasyonlari gerektirmemesi de Uretim maliyetini

olumlu yénde etkilemektedir [6-8].

Meme kanseri hastalarinda normalden daha fazla bulunan epidermal bliylime
reseptori 2 (HER2), transmembran protein ailesine aittir [9]. Hastaligin tani ve
tedavisinde hedef olarak kullaniimaktadir. HER2-pozitif olan meme kanseri hicre
hatlarindaki fazla ¢gogalmayi baskilamayi amaglayan, FDA tarafindan onaylanan,
transtuzumab (Herceptin®) [10], pertuzumab (Perjeta®) [11] gibi monoklonal
antikorlar bulunmaktadir. Bunun yani sira, HER2 asiri eksprese eden kanser
hicreleri icin scFv ve Fab iceren molekdller ile hedeflenmis ilag tasinimi yapabildigi

gOsterilmigtir [12]. Tam antikor kullanilarak yapilan gértnttleme ¢alismalari disinda,



scFVv'nin yuksek afinite 6zelligi kullanilarak goéruntileme galismalarinin da olmasi,

tam antikorlara alternatif olabileceklerini géstermektedir [13, 14].

Antikor fragmanlari genetik muhendisligi teknikleri ile tasarlanmig rekombinant
proteinler olarak, Escherichia coli, maya, memeli, bitki bazli ekspresyon sistemi gibi
organizmalarda Uretilebilmektedir [15]. E. coli, literatirde bircok ekspresyon
plazmidinin olmasi, tasarlanmig farkli suslarinin olmasi ve ylksek seviyeli Gretim
icin farkli protokollerin mevcut olmasi bakimindan en kokliu rekombinant protein
uretim sistemlerinden biridir. Ayrica, hizli gogalabilmesi ve genetik yapisina ait genis
bir bilgi birikimi olmasi, rekombinant proteinlerin Gretiminde Uretim maliyetini de
olumlu yonde etkilemektedir [16]. Ancak, scFv molekull gibi 6zellikle de disulfit bagi
iceren heterolog proteinlerin rekombinant olarak, ¢oézunudr formda ve yuksek

verimde Uretimi ile ilgili bazi sinirlamalar olabilmektedir.

Gram-negatif bakterilerden olan E. coli, yapisal olarak iki tane zara sahiptir. Bu
zarlar hicreyi sitoplazma ve periplazma olmak Uzere iki ana bolime ayirir [17].
Rekombinant proteinlerin sitoplazmada Uretimi sik tercih edilse de, sitoplazmanin
indirgeyici kosullar disulfit baglari igeren molekuller igin pek uygun dedgildir. Disulfit
baglari iceren proteinlerin dogru katlanabilmesi igin daha oksitleyici bir ortama sahip
periplazmik ortam veya hicre disi ortam daha uygundur. Bu ylzden disulfit bagi
iceren scFv gibi antikor fragmanlar genellikle periplazmaya yonlendirilir [18, 19].
Ote yandan sitoplazmik bélgenin, alan agisindan periplazmik bélgeye gére ¢ok daha
genis olmasi, bilim insanlarini bu bolgeye 6zgu ¢dézumler bulmaya tesvik etmigtir.
Gunumuzde sitoplazma kosullarini iyilestirmek igin, daha oksitleyici sitoplazmik
ortama sahip mutant suslar, saperon aracili ekspresyon gibi alternatif yollar
mevcuttur. Rekombinant proteinlerin hiicre disi ekspresyonunda ise oksidatif, genis
bir ortam, saflastirmada kolaylik, safsizlik sorununun az olmasi gibi avantajlari
vardir. Hucre digi Uretimi ic¢in, kimyasal ajan kullanimi ile hicre zarinin
gegirgenliginin arttirimasi veya N-terminal sinyal peptidinin rekombinant olarak
eklenmesi ile r-proteinin hucre disina yodnlendiriimesi gibi cesitli yontemler

kullaniimaktadir.

E. colide proteinler sitoplazmada sentezlenir; ancak, proteinlerin sitoplazma,

periplazma ve hucre digi ortama taginmasi igin gesgitli taginim sistemleri ve yolaklar
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bulunmaktadir [20-23]. Sec (i¢ zardan salgi) yolagini kullanan LamB, OmpA, MalE,
PelB, PhoA gibi sinyal peptitleri igeren proteinler sitoplamazdan periplazmaya
gecerek burada katlanirlar. TorA, Pac gibi sinyal peptitlerine sahip proteinler ise
Ooncesinde katlanip, daha sonra Tat (twin-arjinin tasima) yolagi araciligiyla
periplazmaya gecerler. SRP (sinyal tanima molekul sistemi) yolagi DsbA, TorT ve
TorB benzeri proteinleri katlanmadan geciren bir yolaktir [24]. Sinyal peptitleri, N-
terminale eklenebildigi gibi C-terminaline de eklenebilmektedir. Periplazmaya 6zgu
sinyal peptitleri ile yapilan Uretimlerde, bir miktar hicre digi ortama sekresyon da
gorilmektedir [25]. E. coli hicrelerinin Gg¢ farkli boélgesinde yapilan Uretimin de
avantajlari ve dezavantajlari oldugu agikga gorilmektedir. Ancak literatlirde, bu U¢
ortam arasindan, ortama 6zgu sinyal peptitleri ve suslar kullanarak hangi ortamda
uretimin en iyi segenek oldugunu gosteren bir ¢calisma bulunmamaktadir. Bu tez
calismasinin amaci, literatirdeki bu boslugu doldurarak, yaygin olarak gorulen
meme kanserinin teshisi ve tedavisinde énem tasimasindan dolayr model molekdl
olarak segilen anti-HER2-scFv antikor fragmaninin, E. coli BL21(DE3) konakgl
hicresinde, spDsbA, spTorA ve spMBP sinyal peptitleriyle periplazmik, spYebF ile
hicre disi ve E. coli SHuffle T7 Express konakg¢l hicresinde sitoplazmik
uretimlerinin  karsilastirilmasidir. ilk olarak, anti-HER2-scFv’nin farkli sinyal
peptitleriyle periplazmik ve hicre digi Uretimlerine yonelik vektor tasarimlar
yapilmistir. Olusturulan yeni ifade sistemleri ile rekombinant scFv dretim ve
saflastirma verimleri karsilastirilmistir. Ayrica, saflastinlan scFv’lerin termal
dayanimlari DSC ile karakterize edilmis, antijen afiniteleri ELISA yontemi ile
kiyaslanmigtir. Elde edilen bulgular, buyuk ol¢ekte rekombinant protein Uretimi

yapan, 6zellikle de farmasoétik endustrisi icin referans saglayacaktir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Antikorlar

Antikorlar (Ab), immunoglobulin (Ig) olarak da bilinen glikoproteinlerdir [26]. Humoral
bagdisiklik sistemine ait B hucreleri tarafindan salgilanirlar. Kan plazmasinda
serbest, ¢ozundr halde veya bir B hicresine bagli olarak iki farkl sekilde
bulunabilirler. Bir antikorun temel islevi, bagisiklik yaniti olusturmak icin patojenlere
ozgulligunu kullanarak baglanmak ve patojeni yok etmek igin diger hucreleri ve
molekulleri bilgilendirmektir [27]. Bir antikor, yaklasik 150 kDa agirliginda ve 10 nm
boyutundadir [28]. Sekilleri buyuk “Y” harfine benzer (Sekil 2.1-A). Y harfinin kollar
genellikle 6zdestir; polipeptit yapidaki iki tane 6zdes hafif zincir (LC) ve iki tane
06zdes agir zincir (HC) icerir [27]. Y harfinin en Ust kisminda uglarda bulunan
degisken bdlge (V), antijenlere baglanma icin en 6nemli bolgedir. Her antikor
proteininin ucunda hiper degisken bolge adi verilen, ki¢lk ve birbirlerinden farkl
bdlgeler vardir. Bu farkli yapilari, diger bir deyisle farkli antijen baglama bélgeleri,
antikorlardaki gesitliligi olusturur. Her degisken bdlge farkl bir antijeni tanir. Antikor
ve antijenler anahtar-kilit seklinde etkilesir [27]. Bu etkilesimi elektrostatik kuvvetler,
hidrojen baglari, hidrofobik etkilegimler gibi zayif etkilesimler saglar. Antijenlerin
antikora baglanmasi, tamamlayicilik belirleme boélgeleri (CDR) olarak bilinen,
antikorun hiper degisken bdlgelerini bir araya getiren degisken hafif (VL) ve agir
(VH) zincirler ile gergeklesir. Y seklinin sap kismi veya antikorun C bdlgesi sabit
kisim olarak bilinir, cok daha az degiskendir; bagisiklik sisteminin diger bilesenleri
ile iletisim kurabilmesini sadlar ve cesitli antikor siniflarinda bulunan dizideki kiiglik
farkhliklar ile korunur. Kristallenebilir fragman (Fc) bolgesi, CH1, CH2 ve CH3 isimli
uc bolimden olusur [29] ve bagdisiklik sisteminin diger bilesenleri ile iletisim
kurabilmesini saglar. Bunu, korunmus bir glikosilasyon bdlgesi icermesi sayesinde
gerceklestirir [30]. Fc reseptoérine (FcR) ve tamamlayici proteinler gibi diger
bagisiklik molekullerine baglanarak belirli bir antijen i¢in uygun bir bagigsiklik yaniti
olusturmasini saglar. Glikoprotein yapidaki antikorlarin FcR'lerine olan afinitesi
ayarlanabilir. Bu da korunmus amino asitlerine ek olan glikanlarin eksprese

edilmesiyle gergeklesir [26, 30].
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Sekil 2.1. A: Tam antikor (IgG), B: tek zincirli degisken fragmani (scFv) [3].

Antikorlar, agir ve hafif polipeptit zincirlerinden olusur ve bu tir proteinlerin timu igin
genel immunoglobulin terimi kullanilir. Sahip olduklari agir zincir tara ile ayirt
edilebilen, memelilerde bulunan birincil immunoglobulin sinifi IgG, IgM, IgA, IgD ve
IgE'dir [31]. Bunun yaninda memelilerde bulunmayan da IgY,IgW adinda iki izotipi
de vardir. Ayrica bes tip memeli Ig agir zinciri vardir: a, o, €, y ve u. Farkh agir
zincirler boyut ve bilesim bakimindan farklilik gésterir. Aminoasit sayisi buna 6rnek
verilebilir. Memelilerde lambda (A\) ve kappa (k) olarak adlandirilan iki tip
imminoglobulin hafif zinciri vardir. insanlarda IgM antikorlarinin bes Y-sekilli birimi
vardir. Bu yapi, 10 hafif zincir, 10 agir zincir ve 10 antijen baglama bdlgesi igerir.

IgG ise Fc reseptérl sayesinde insan serumunda bulunan baskin Ig sinifidir [27].

Baslica immiunoglobulin siniflarina ek olarak, belirli bir hayvan tirinin tim
uyelerinde her Ig sinifinin agir zincirindeki disulfit baglari, mentese bolgesinde
amino asit farkhlari gibi kiaguk farkhliklara dayanan birkag Ig alt sinifi mevcuttur.
insanlarda IgG'nin dért alt sinifi vardir: IgG1, 19G2, IgG3 ve IgG4.[31].

Antikorlarin terapotik amagla yaygin olarak kullanimi, daha iyi karakterize edilmeleri

ihtiyacini yaratmigtir. Hayvana ait serumdan elde edilen poliklonal antikorun
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terapotik amagla kullanildiginda istenen 6zgul antikor ytzdesinin disuk olmasi ve
istenmeyen baglanmalar olusturmasi, kontaminasyon riski gibi sorunlar ile
kargilagiimigtir. Bu sebeple 1975te César Milstein, Georges Kohler ve Niels
Jerne’in gelistirdikleri yontem ile tek epitopa 6zgu monoklonal antikorlar Gretilmigtir
[32]. Monoklonal antikor pazar payi 2018'de yaklasik 115,2 milyar dolar iken, bir yil
sonra 150 milyar dolari bulmustur. 2025 yili sonunda ise 300 milyar dolari bulmasi
beklenmektedir [33].

2.1.1. Antikor Fragmanlari

Antikorun yapisini bozmadan boyutu kugultilerek bazi yapisal, fonksiyonel ve
farmakokinetik modifikasyonlar yapilarak olusturlan pargalara antikor fragmanlari
denilmektedir. Arastirmacilar, bu fragmanlarin tedavide kullaniminda antijene
baglanmasini gelistirmek, yari dmrini uzatmak, etiketleme ile tibbi teshis ve takipte
kullanmak gibi amaglari hedeflemektedirler [2]. Boyutlari 6 kDa’'dan baslayarak 150
kDa’a kadar ¢ikmaktadir. Antijene karsi gosterdikleri afiniteleri, difizyon hizlari,
tumor penetrasyonlari, bobrekten kolay atilabilirlik gibi 6zelliklerle birbirlerinden

ayrilirlar [4].

Genetik muhendisligi teknikleri, farkli 6zgulluk oranlari olan antikor fragmanlarinin
Uretilmesine zemin hazirlamistir [15]. ilk olarak Hibridoma teknolojisi ile monoklonal
antikorlarin Uretilmesi ile antikor fragmanlarnin tarihsel sureci 1975 yilinda
baslamistir [34]. Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan
onaylan ilk antikor olan OKT-3 (Orthochlone) hibridoma teknolojisi ile Gretilmis ve
onayini 1986 yilinda almistir [2]. Fare veya tavsan gibi bir konak turinden bir
antikorun degisken alanini, insan gibi farkli bir tirden bir antikorun sabit alani ile
birlestiriimesini iceren “kimerik antikor teknolojisi” ile devam etmistir [35].1985
yilinda Smith [36] tarafindan ilan edilen “faj gértntileme teknolojisi” farkli 6zelliklere
sahip rekombinant antikor ve antikor fragmalarinin geligtiriimesinde énemli bir yere
sahiptir. Mutasyon ile antikor veya antikor fragmanlarini 6zellestirerek hedeflenen
antijen molekiline yonlendirilebilir hale getirilmistir. Bakteriyofajin (genellikle M13
bakteriyofaji kullanilir) baglanmasi dikkate alinarak, buna 6zgin gen dizilimi olan

proteinin genetik muhendisligi ile Uretilmesi saglanmigtir [32, 34].


https://tr.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9sar_Milstein
https://tr.wikipedia.org/wiki/Georges_K%C3%B6hler
https://tr.wikipedia.org/wiki/Niels_Jerne
https://tr.wikipedia.org/wiki/Niels_Jerne

Hibridoma, faj goruntileme teknolojisi, ribozomal goérintileme, mikrobiyal hicre
yuzeyi goruntileme [18] gibi birgok genetik mihendisligi teknigi ile olusturulmus
antikor fragmanlari en genel haliyle ic ana baglikta incelenebilir. ilki, antikorun
degisken pargasina (Fv) odaklanan versiyon yani Fv-bazl versiyonlardir. Bu baglga
tek zincirli degisken fragmanlari (scFv), iki farkli scFv’nin baglanmasi ile olusturulan
dimer scFv (diabody) ve farkli sekilde baglanma igceren tandem-scFv, yeniden
hedeflemeye yonelik iki tane afinite kismi iceren DART proteini, birbirine baglanmis
birden fazla Diabody ile olusturulmus TandAb dahil edilmektedir. Bir diger ana baglik
ise Fab bazli versiyonlardir. Bunlar antijen baglanma bolgesi i¢ceren tek bir Fab veya
iki tane Fab formati iceren F(ab')2 fragmanidir. iki fragman antikorun mentese
bolgesinden baglanir. Uglincli ana baslik olarak alan (domain)-antikorlari (dAb'ler)
ve nano govdeler (nanobodies) alt bagliklarina ayirabilecegimiz tek alanli antikor
fragmanlari (single-domain antibodies, sdAb) kullaniimaktadir. VH ve VL 6zellikleri
ayni  kalirken dimerizasyon olusumunu engellemek amaciyla dAb’ler

olusturulmustur. Nano govdeler ise VHH alani iceren antikor fragmanlaridir [17].

2.1.2. Tek Zincirli Degisken Fragmani (ScFv)

Bir tam Ig molekulinun Fab bodlgesinde bulunan degisken alanlar tim antikora ait
O0zgullik gorevini Ustlenmesi, Fv bolumund Ig molekulenun 6zgulligune sahip en
kiigiik birimi yapar (Sekil 2.1-B). ilk olarak 1988'de rapor edilen tek zincirli degisken
fragmanlari (scFVv’ler), sentetik esnek peptid parcasi ile bir hafif zincirin bir V alanina
baglanmig, bir agir zincirin yalnizca V alanini igeren antikor parcalaridir [37]. Bu
peptid paragasinin buyuklaga, icerisinde bulunan amino asitler, proteinin dogru
katlanmasini etkilemektedir [38]. Polipeptit yapili baglayicinin amino asit miktar
10-25 adet arasinda degisiklik gostermektedir [1, 39]. Baglayici esnekligi,VH-VL
baglanti noktasi ve ¢ozunurligu yapisal olarak énemlidir. Genellikle glisin (Gly)
aminoasiti esneklik ile iligkilendirilir. Cozunurluk ise serin (Ser) aminoasit miktari ile
birlikte artis gdstermektedir. VH’nin C terminaline VL'in N terminali baglanabildigi
gibi, VH’in N terminaline VL’in C terminali de baglanabilir [40]. scFv'nin degisken
alanlari antikor-antijen baglanmasindaki anahtar kilit rolunt Ustlenen, tamamlayici-
belirleyici alanlar (Complementarity-Determining Regions, CDR) icermektedir.

CDR’lere hiper-degisken bdlgeler de denilmektedir. Bu alanlari ¢ergeve bolgeleri



(FR'ler) bir arada tutmaktadir. CDR’lerin antijen ile badlanmaya etkileri de kendi

iclerinde degisiklik gdstermektedir [18, 37].

Terapotik kullanim igin scFv molekulinin birgok avantaji mevcuttur. Glikozilasyon
gibi zorlayici post-translasyonel modifikasyonlar gerektirmemesi ve boyutlarinin
yaklasik olarak 27 kDa olmasi, bakteri gibi prokaryot ve maya gibi tek hiicreli 6karyot
olan, kolay ve ulasilabilir sistemler icerisinde blyuk Olgekte Uretilmelerine olanak

saglar.

ScFv molekullu zayif ve agir zincir arasinda denge sorunu olusturmaz. Bu sebeple
hizli ve ylksek verimli Uretim gergeklesebilir. BuyUkliglu 150 kDa’nu bulan tam
antikorun, scFv molekulline kiyasla Uretilmesi pahali ve zaman alicidir [27, 36].
Biyolojik Uretimi icin memeli hucreleri veya hayvanlarin kullaniimasi, bu zorluklar
arttirmaktadir. Ayrica scFv’'nin boyutunun kuguk olmasi, radyoterapi gibi alanlarda
kullanilan kan klirensi hizini arttirir. Bu 6zellik, hastalik i¢in tani uygulamalarinda da
avantaj saglamaktadir [41]. Yliksek 6zgullige sahip olmasi sayesinde erisimi zor
olan epitoplara kolay erigebilmesi, scFv'nin kanser tedavilerinde yaygin olarak
secilmesine neden olur [42]. Floresan etiketli scFv dimerlerinin spesifik hucre

tiplerini saptamak igin etkili bir ydntem oldugu kanitlanmistir [41].

immiinoterapilerde ise bagisiklik sistemini harekete gecirmeden hedefe
baglanabilmesi buylk avantaj olusturur. Aksi halde, bagisiklik hicresi aktive olursa
sitotoksik etki yaratabildigi gibi hiicreyi fagositoza da surukleyebilmektedir. ScFv bu
darbogazi Fc bolgesi icermeyerek asar [17]. Ancak bu eksikligin bazi dezavantaijlari
mevcuttur. Tam IgG’ye kiyasla disuk termostabiliteye sahip olmasi ve agregasyona
meyilli olmasi istenmeyen bir immun reaksiyonunu tetikleyebilmektedir. Agregasyon
sorunu icin ise aktif protein Uretilebilen 6zel sus kullanimi veya agrege olmus
proteinin yeniden katlanmasini saglamak gibi ¢ézumler mevcuttur [18]. Ayrica Fc
reseptorunun eksikligi de yart dmrunu kisaltmasi nedeniyle tedavide doz miktarinin
ve/veya sikliginin artigi ile sonuglanir [17]. Fc glikosilasyonu FcyR ile antikor
etkilesimini de etkilemektedir [18]. ScFv’lerin baglanmalari gereken antijene
monovalent baglanmasi (yani dusuk Kad), kendi afinitileri fazla olsa bile bazi
durumlarda kisitlamaya neden olur. Baglandiklari yerden ayrilmalari daha gabuk
olabilir, bu da hedef Ustlindeki tutunma sirelerini kisitlayabilir [43].
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Genetik muhendisligi teknikleri ile scFv molekinin kolay islenebilir olmasi
sayesinde bu dezavantajlarin ¢cogu giderilmektedir. Ornegin, scFv'nin polietilen
glikol (PEG) molekulu ile birlestiriimesi, boyutunu buylterek yarilanma omrunu
uzatmaktadir [17]. Multimerizasyon amaciyla olusturulan, gesitli 6zgul VL ve VH
peptidi iceren multimerik scFV’ler daha fazla afinite yetenegine sahiptir ve ayni anda

birden fazla proteini taniyabilmektedir.

ScFv fragmanlari, dimerik (diabody, 50-60 kDa), trimerik (triabody, ~85 kDa) ve
tetramerik (tetrabody, ~120 kDa), olmak Uzere multimerize edilmistir [41]. Dimerik
yapida scFv'ler, iki farkli scFv molekulli kendi iclerindeki baglar bozulmadan
badlanirsa “tandem scFv”, iki scFv’'nin VL ve VH alanlari birbirine baglanirsa
“‘diabody” olarak adlandirilmaktadir. Bu bispesifik molekuller iki adet antijeni
taniyabildikleri igin efektor terapotiklerdir [44]. ki yonli olmalari, hem kanserli
dokuyu hem de anti-kanser ilaci hedefleyebildidi icin gen terapilerinde tasiyici olarak
da kullaniimaktadirlar [41].

Sonug olarak, bu gesitlilik sayesinde scFv'nin biyoyararlanimi olduk¢a gelistirilmigtir
[41]. ScFv molekulundn bu ¢ok yonlu 6zellikleri, onu rekombinant antikor parcalari
arasinda en yaygin olarak kullanilan molekdl haline getirmistir [18]. Ancak,
rekombinant Uretim icin uygun konakgi hucrenin gelistiriimesinin yani sira, ¢ozunur
formda ve disulfit baglarina sahip scFv'nin yuksek Uretim verimleri ile Uretilmesi
ihtiyaclarn halen devam etmektedir. Yuksek Uretim verimleri ile scFv'nin teranostik

kullanimina yonelik maliyetlerinin disuridlmesi mumkun olacaktir.

2.2. Escherichia coli

Rekombinant protein ekspresyonunda oncelik, tum surecin ilk basamagini olusturan
ekspresyon vyapilacak konakg¢l hucrenin dogru secilmesidir. Birgok konak
kullanilarak ekspresyon yapilabilecegi gibi, verim, Gretim, zaman gibi parametreler
acisindan en iyi segenek belirlenmelidir. Bilinen konakgi organizmalar arasinda
Escherichia coli, rekombinant protein Uretiminde populer bir organizmadir [45].
Cesitli avantajlarinin icinde en blylk avantaji ise yadsinamaz bir literattr bilgisine

sahip olunmasidir.

E. coli suslarinin genel olarak sayica kendini ikiye katlamasi 20 dakika sirmektedir.

LB ortami, TB ortami veya minimal besi ortami gibi yetistigi ortama gore degisiklik
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gosterse bile, bu stire mikroorganizmalar arasinda hizli godalabildigini gosterir [46,
47].

E. coli farkli dzellikler kazandirilmis birgok susa sahiptir. Ornegin Shuffle™ susu
sitoplazmik ortamda proteinlerde disulfit bagr olusumuna olanak saglar. AT ve
GC’den zengin olan genler icin Rosetta™ susu Onerilirken, toksik proteinlerin asiri
ekspresyonunda C41(DE3) susunun kullanimi Onerilmektedir. En yaygin
kullanimlardan biri olan BL21(DE3) susu ise T7 promotoru ile galismaktadir. BL21-
Star susu ile mRNA’nin stabilitesi arttiralabilir. BL21 susu ise rekombinant

proteinlerde proteaz degredasyonu az olan bir versiyonudur [48].

Ayrica, ekspresyonda kullanilan plazmit vektorlerin c¢esitliligi agisindan da oldukga
zengindir. Bu zenginlik, E. coli’nin genetik olarak kolay manipule edilebilmesi ile
olugsmustur. Plazmid gesitliligi promotdr bolgesine, seleksiyon ydontemine, etiket
veya flzyon partneri icerip icermemesine, proteaz ayrilma bolgelerine baghdir.
Farkli replikasyon baslangic (ori) bolgeleri de igerebilmektedir. Replikasyon
baslangi¢c bdlgesi secimi plazmit kopya sayisina, konakgi tlrlne, birden fazla
plazmit kullanilacak bir ekspresyon ise, plazmidlerin uyumuna etki eder. Ayni
bdlgeyi iceren plazmitler yarisirlar ve istenmeyen durumlar ortaya ¢ikabilir [49].
Promotor bélgesi transkripsiyon baslangicini diizenler. istenen protein disinda
toksik etkiye sahip olan proteine de yodnelebilecedi i¢cin dogru kullanimi énemlidir.
Guclu bir promotdr, hicrenin kendi proteinlerinin yarisi kadar istenen proteini
olusturabilmelidir. Ornegdin lac, tac, ve trc, E. coli icin gugclii sayillan promotér
bolgeleri arasindadir. pBAD promotor sistemleri zararli etkiye sahip proteinlerin
ekspresyonu icin kullanilabildigi gibi, E. coli'de ¢o6zunur olan proteinin geri
kazaniimasi i¢in de kullanilabilmektedir. T7 promotoru ise pET vektorleri ile yaygin

olarak kullanilan promotdr bolgeleri iginde yer alir [45].

Promotor ve replikasyon bolgesi disinda etiket kullanimi da, vektor cgesitliligi
saglayan bir diger faktdrdir. GFP (yesil floresan proteini) gibi etiketler ekspresyon
surecini takip etmek ve 6xHis gibi etiketler proteini saflastirmak icin kullanilabilir.
SUMO (kuguk ubikuitin benzeri degistirici) veya MBP (maltoz baglayici protein) gibi
etiketler ¢ozunarlagu arttirabildikleri gibi, FLAG gibi etiketler ekspresyon trindnu E.
coli hiicresinden uzaklastirilmasini basitlestirirler [50]. Ornegin bir galismada, E. coli
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BL21 (DE3) igin rekombinant proteinlerin hicre disi ortamina salgilanmasi igin
selllazin (Cel-CD) katalitik bir alani tagiyici protein olarak ve N-terminali sinyal dizisi
olarak kullaniimig ve daha yuksek saflikta protein elde edildigi gorulmustur [51]. E.
coli'de biyoaktif protein Uretimini saglamak igin sekiz flzyon proteini; Origami,
Shuffle ve BL21(DE3) suslari denenerek yapilan bir calismada MBP etiketi
araciligiyla yapilan uUretimin ¢ozunurlugu onemli dlgude yukselttigi gosterilmigtir.
SHuffle T7 Express susu kullanilarak biyolojik olarak aktif rekombinant protein
uretiminin gergeklestigi farkli galismalar da mevcuttur [21, 52, 53]. Agregasyon
sorununu ¢ézmek icin 6xHis, GST ve MBP gibi farkl fizyon etiketlerine sahip scFv
ve herhangi bir etiket icermeyen scFv antikor pargalari, E. coli'de eksprese edilerek
kiyaslanmigtir. MBP fuzyonlu scFv, yeniden katlanma ve ¢ozinurluk agisindan

daha verimli oldugu gorulmustur [54].

Rekombinant proteinlerin Uretiminde kullanilan etiketler, proteinin yapisini ve
aktivitesini etkileyebilecegi icin cikarilip atilmalari gerekebilmektedir. Plasmid
vektorindeki cgesitliligin son basamagi seleksiyon isareti segimidir. Bunlar genel
olarak, farkli olan genin taninmasi igin kullanilan antibiyotik direng genleridir.
Antibiyotikli ortam ile ¢cogalma yetenegine sahip koloniler yeni olusturulmus gen
dizisine sahiptir ve dogru bir sekilde ifade edebilmektedir. E. coli igin populer
seleksiyon isaretleri kanamisin, tetrasiklin veya ampisilin antibiyotiklerine direng

gOsterenlerdir [49].

E. coli erlenden reaktore giderek buyuyen Uretim surecine kolay adapte olabilen bir
organizmadir. Erlen ile ¢calkalamali inkubatorde litrede miligram veya mikrogram gibi
miktarlarda protein Uretse de, reaktorde daha fazla miktarda (g/L duzeyinde)
uretebilmektedir. E. colinin bu 6zelligini gelistirmeye ve farkli cogalma modellerine

dair yayinlasmis birgok protokol vardir [46, 55-59].

Tdm bunlarin yani sira, yasanan bazi zorluklar da mevcuttur. Dogru post-
translasyonel modifikasyonlarin  olusturulamamasi, rekombinant proteinlerin
uretiminde engel teskil etmektedir. Ancak, Escherichia coli'ye transfer edilen N-bagh
glikoprotein Uretme yetenegi sayesinde, glikosilasyon etiketleri (GlycTags)

kullanilarak glikosillenmis proteinler de artik Uretilebilmektedir [60].
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E. coli sitoplazmasinda yuksek seviyeli ekspresyon sonucu rekombinant protein
yanlis veya eksik katlanarak agrege olabilir. Bu durumda biyolojik olarak aktif yapida
olmayan inkllizyon cisimcigi olugmasi ile sonuglanir. inklizyon cisimcikleri
¢ozdurulup yeniden katlanabilirler, ancak bu suregte ikincil yapilarini kaybedebilirler.
Ayrica bu sure¢ zaman alici ve maliyetlidir. Bu durumun olusmamasi igin kulture
ederken kullanilan kosullar optimize edilebilir veya saperon gibi yardimci proteinler
kullanilabilir. Dasuk yogunlukta veya erken logaritmik fazda indiklemek de ¢6zum
olabilir [45].

inkliizyon cisimcigi olusumu her zaman istenmeyen bir durum degildir. Konakgl
hlcreler igin zararl etkiye sahip proteinlerin ekspresyonunda kullanilabilir. YUksek
duzeyde ifadeye uygun olmasi ve sitoplazmadan basit bir sekilde ayrigabilmesi

agisindan avantaja gevrilebilen bir durumdur [50].

Kodon egilimi de kontrol altinda tutulmasi gereken bir ozelliktir. Aksi takdirde
translasyon gecikebilir veya erken durabilir, proteini olusturan yapi taslarinin yanhs
baglanmasi gergeklesebilir. Genetik dizeyde gergceve kaymasi durumu yasanabilir.
Ayrica asetat gibi metabolizma artigi birikimi de ekspresyon sonucu elde edilen
arindn yapisini bozabilmektedir [45]. Dogru genetik muhendisligi teknikleri ile
istenen rekombinant proteini Uretmek artik olanaksiz degildir. Fakat her klonlamada
olabilecegi gibi ekspresyon gergceklesmeyebilir veya protein hareket edemeyip bir
noktada birikebilir. Konak htcre yeterince gogalmamis olabilir. Bu ylizden klonlama
oncesi secim igin yeterli arastirmaylr yapmak, dogru kombinasyonlari bir araya

getiren bir tasarimi her proteine 6zgu yapmak oldukga énemlidir [46].

2.2.1. E. coli’nin Ug Bélmesi ve Sinyal Peptidleri

E. coli gram negatif bir bakteri oldugu icin iki tane zar1 vardir. Birinci zar hlcrenin
sitoplazmasini periplazmik bélgeden ayirir. ikinci zar ise periplazma ¢evresini kaplar
ve hucrenin sinirlarini belirler [61]. Peptidoglikan yapidaki zarla ayrilan periplazmik
bdlgenin viskozitesi yiiksektir [62]. Urettigi kendine ait veya yabanci proteinleri, Sekil
2.2'de belirtilen bolgelerden hangi boliume yonlendirdigi proteinin katlanmasini,
modifikasyonlarini, yapisini ve saflastinlma seklini etkilemektedir. Bu
yonlendirmede kontrolu elde tutmak icin sinyal peptidi se¢iminin dodru yapilmasi

rekomninant protein Uretimininde kritik 6neme sahiptir. BLAST, GenBank, SinalP,
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Soluprot, Protein-sol vb. programlar ile proteinin ve sinyal peptidinin yapisi,
katlanmasi, hidrofobisitesi, cozUnUrlugu gibi 6zelliklerinin incelenmesi etkili ve dogru

ekspresyon igin gereklidir [63-68].

SH  SHSH sns>—>

BN

) SH SHSH SH SH
Sitoplazmik bolge

Periplazmik bolge

Ekstraseliler bolge

Sekil 2.2. E. coli'de ¢dzunur antikor fragmani igin ekspresyon yolu [69].

Sitoplazma, hiicre hacminin yaridan fazlasini olusturmaktadir. Uretilen proteini
saklama acisindan periplazmik bolgeye kiyasla daha fazla alana sahiptir [70].
Periplazmanin ise oksidatif bir bolim olmasi, scFv molekulindn icerdigi disulfit
baginin olugsumu i¢in gerekli imkanlari sunar. Boylelikle proteinin dogru
katlanmasina ek olarak kararli bir molekul olmasini da destekler. Ancak periplazmik
alanin oldukga kiguk ve dar olusu sayica fazla olan proteini saklama agisindan
sorun teskil etmektedir [71, 72]. Tum hdcre hacminin yaklasik olarak onda biri
hacime sahiptir [62]. E. coli'de rekombinant proteinler, farkl yolaklar izleyebilirler. N
uclarina takilan bir sinyal peptidi ile perilazmik bolgeye yonlendirilerek Sec, Tat veya
SRP translokonunu kullanabilirler [67, 73]. Sinyal peptitleri gogunlukla yuku pozitif
olan bir kisim igerirler (n-bdlgesi). Bunun yaninda apolar hidrofobik kisim (h-bdlgesi)
ve polar olan bir nétr kisim (c-bdlgesi) ve negatif yukla pro-bolge de icermektedirler.
Sinyal peptitlerine ait n-, h-, c- ve pro-bolgeleri birlikte etki gostermektedir. E. coli'de

en genel haliyle bilinen Gg tip salgi sistemi vardir. Bunlar Sekild 2.3.’de gosterildigi
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gibi sinyal peptidi araciligiyla katlanmis olarak hicre digina ¢ikan Tip 1 ve Tip 3

sekresyon sistemleri, farkli yolaklar iceren Tip 2 sekresyon sistemidir.
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Sekil 2.3. Escherichia coli'de salgi Gretimini arttirma stratejileri [24].

Sinyal peptitleri sentetik, dogal (E. coli'ye ait) veya farkli organizmadan olabilir.
Ancak E. coli'nin kendine ait olanlar daha efektif kabul edilmektedir. Katlanmamis
bir proteini, katlanmis olarak periplazmaya yonlendirebilen LivK (I6sin baglayici
protein alt birimi), LamB (maltoporin), PelB (pektat liyaz alt birimi), i¢ zardan salgi
yolagi olarak da bilinen Sec yolagini kullanmaya yonlendiren sinyal peptitleridir.
MalE (maltoz baglayici protein alt birimi), PhoA (alkalin fosfataz alt birimi), OmpA
(dis zar proteini) sinyal peptitleri de bu yolagi kullanmaktadirlar. Sinyal tanima
molekdul sistemi yani SRP yolagdini DsbA (disulfid oksidoredlktaz), TorT (periplazmik
duyusal protein), TolB (hicre zarf kompleksinin alt birimi) gibi sinyal peptitleri
kullanmaktadir. Sec ve SRP yolagini kullanan proteinler Tip 2 sekresyon sistemi
sayesinde hucre disinda da bir miktar gozlenebilirler. Pac (penisilin asilaz) ve TorA
(trimetilamin N-oksit redliktaz | alt birimi) sinyal peptitleri, Twin-arjinin tasima (Tat)
yolagini kullanmaktadirlar. Tat yolagdi, Sec yolagina kiyasla verimi daha dusuk ve
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protein tasinimi daha uzun slren bir yolaktir. Ancak tam olarak katlanmig proteini
tasiyabilme 6zellligine sahiptir. Cheng vd.’nin 2014 yilinda yaptidi calismada OsmY
ve PelB sinal peptidi ile bir araya getirilen scFv, hem N-terminalinden hem de C-
terminalinden baglanarak farkli kombinasyonlari denenmigtir. Cozunurluk ve
salgilama verimleri incelenmis, OsmY ile yapilan iki kombinasyonda da, spPelB ile
olandan daha iyi sonug vermistir [25]. 2020 yilinda Mirzadeh vd., yeni bir translasyon
baglatma bodlgesi olan degdisik sinyal peptitleri ile E. coli‘nin periplazmasina
gonderilen proteinlerinde verim artigi yasanacagini ileri surmuslerdir. Kullandiklari
sinyal peptitlerinin gen dizileri ayni kalmistir. Translasyon baslatma bdlgesinin
etkinligi ile sinyal peptidi verimi arasinda bir iligski oldugunu bulmuslardir [74]. Diger
bir calismada, PelB sinyal peptidi araciligiyla dretilen anti-HER2 scFv’nin E. coli’nin
uc boélmesi igin incelenmistir. Farkli Uretim saatleri karsilastiriimig, sonug olarak
sinyal peptidi ile periplazmaya ydnlendirilen bir Gretimin gergeklestigi gézlenmis, 17.
saatten sonra ekstrasellller bolgede pargalanmis hicre birikimi oldugu goraimustir
[75]. Bunlarin yaninda pelB sinyal peptidi ile yonlendirilmis anti-EGFRvIII scFV’ye ait
bir calisma da bulunmaktadir [76]. Periplazmik scFv Uretimi igin sakkaroz ve sorbitol
derisimlerine dayali olarak osmotik kosul olusturulan bir yontem denenmis ve dort

bucuk kattan fazla verim artisi gdézlenmistir [57].

Literaturde hicre digi bolgeye yonlendiriimis olarak mevcut olan bir ¢calismada,
Aflatoksin B1’e karsi scFv Uretilmistir [77]. Rekombinant proteinlerin dogru
katlanmasi ve kolay saflastirimasi g6z 6ndne alindiginda hicre disi ortama
salgilanmasi daha kullanigh bir ydntemdir [78]. Triton X-100 gibi maddeler
kullanarak veya nokta mutasyonlar yapilarak dis zarinin gecirgenligini arttirabildidi,
bdylelikle proteinlerin ekstraselller bolgeye yonlendirilebildigi galismalar vardir [77,
79]. OsmY [80] ve HIyA sinyal peptiti [59] gibi YebF [78, 81] sinyal peptidi kullanarak
farkh hicre digi ortama salgilama yontemleri iceren calismalar olsa dahi, diger
yontemlere kiyasla ekstraseliler ortama salgilanmasiyla scfv Uretimine dair
calismalar yetersizdir [82]. 2011 yilinda saperonlarla scFv uretimi Ustune yapilan bir
calismada sitoplazmik, periplazmik ve ikisinin farkl eglesmeleri ile yapilan Gretimler
kiyasilanmigtir. Hicre disi Uretimde Skp ve FkpA adh periplazmik saperonlarin
birlikte kullaniminin énemli bir etkisi oldugu, ancak sitoplazmik saperonlar ve bu

saperonlarla yapilan eslesmelerin bir iligkisi olmadig1 goralmustar [69].
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Sitoplazmik bolge, daha fazla protein miktarini muhafaza edebilse de, dezavantaji
indirgeyici bir ortam olmasidir. Bu yluzden aktif formda protein (6zellikle antikor
parcalarl) uretmek icin gerekli ortam sitoplazmada yoktur [83]. Sitoplazmada
uretilen scfv gibi antikor pargalari katlanamaz veya yanlis katlanirlar. Sonugcta
topaklasir ve kararsiz bir durus sergilerler. Bu sorun yeniden katlanma gibi bir

¢6zUmle giderilse de, bu slre¢ oldukga zaman alici ve pahalidir [84].

Tum bu nedenlerden o6turu, E. colide dogru katlanmis olarak ve daha verimli bir
sekilde rekombinant protein Uretimi i¢in degisik yollar deneme ve yeni yollar

kesfetme ihtiyaci bulunmaktadir [85].

Sitoplazmik Uretimde aktif scFv molekull icin sinyal peptidi ilavesiyle yapilan
calismalar vardir. Molekiilin hem N- ucu hem de C- ucu kullaniimistir.[86, 87] Ote
yandan bu sinyal peptitlerinin asil proteine zarar vermeden, yani ¢dézunurliguna ve

aktivitesini etkilemeden cikarilip atilmasi kolay bir islem dedgildir [88].

Genetik mihendisligi teknikleri ile olusturulan yeni E. coli suslari sayesinde hlcre
sitoplazmasinda, yapisinda disUlfit baglari olan antikor parcgalarinin Gretimi
saglanmistir. Yeni E. coli suslarinda reduksiyon ve oksidasyon reaksiyonlarina
mudahalede bulunulmustur [22, 89, 90]. Glutatyon reduktaz ve tioredoksin rediktaz
genlerindeki mutasyon ile olusturulmus Origami susu disulfid bagi olusumuna uygun
bir E. coli susudur [49]. Ticarilestirilmis bir 6érnek olan E. coli SHuffle T7 Express
(New England Biolabs, ABD) susunda oksitleyici glicu olan bir alan olusturumustur.
Boylelikle rekombinant protein aktif formda kalabilmesi saglanmistir. Ek olarak bu
susta, proteinlerin dogru katlanabilmesi igin disfulfur izomeraz (DsbC) molekull de
kullaniimaktadir [22, 23].

E. colide sitoplazma periplazma ve ekstraseluler bolge arasinda gerceklesen
protein trafigi icin farkli mekanizmalar mevcuttur [24]. Literatirde su ana kadar, E.
coli bakterisinin hucre disli, sitoplazma ve periplazma olarak ¢ bélmesini bir arada
iceren, Uretime 6zgu sinyal peptitleri ve sus kullanilan, di-sulfit bagi igeren scfv
uretimine ait optimal Uretim yerinin hangi bolum oldugunu kiyaslayan sistematik bir

calisma bulunmamaktadir.
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2.3. insan Epidermal Biiyiime Reseptorii 2 (HER2)

Yayimlanan en guncel verilere gore dinya ¢apinda diger kanser tlrleri arasinda
yuzde onun ustlinde bir oranla en ¢ok teshis edilen kanser tiri meme kanseri
olmustur. iki milyonu askin kadin hasta sayisi ile en sik gériinen kanser tiir(i olmakla
birlikte, kadinlarda mortalite orani ile de ilk siradadir. Ulkemizde ise kadinlarda en

sik gorunen kanser turadur [91].

HER2 (insan Epidermal biiyiime faktérii Reseptéri 2), EGFR (epidermal biiyiime
faktorl reseptori) ailesine ait bir transmembran tirozin kinaz reseptérudur [9]. HER
yolagindaki sinyal iletimi kompleks ve detayh bir suregtir. Herhangi bir adim eksik
gerceklesebilir, tersine gevrilebilir, bagka bir sure¢ ile bastirilabilir. Sonucunda
mutasyonlar gibi fiziksel veya yapisal degisiklikler meydana gelmektedir [92]. HER2
asiri ekspresyonu, meme kanseri ile dogrudan iligkilidir ve olumsuz prognostik
etkiye sahiptir. Asiri eksprese olmus HER2 ile hem birincil ve hem de metastatik
tumorlerde karsilagilabilir [93]. HER ailesi reseptorleri yapisal olarak dort sinifa
ayriir HER1: (EGFR) veya Erb-bl, HER2: Erb-b2, HER3: Erb-b3, HER4: Erb-b4.
HER2, diger tum aile uyelerinin aksine bir liganda baglanmak yerine
heterodimerizasyon ile aktive olmaktadir. HER2 diger aile Uyelerinin ligandlar ile

uyarilarak diger reseptorlerle heterodimer olabilir [93].

EGFR ve HER2 gibi hedeflere yonelik, antikor bazli meme kanseri tedavileri
kullanilsa da, tek baslarina timore karsi etkileri duguktur. Bu yluzden anti-timor
etkisi olan molekullerle konjuge edilerek de kullaniimiglardir. Literatirde, Amerikan
llag ve Gida Dairesi tarafindan onaylanan ilk anti-HER2 mAb olan trastuzumab
kullanilarak yapilan anti-HERZ2 BIiTE gibi trastuzumab temelli gincel ¢caligsmalar da
mevcuttur. ilk onayi alan hiimanize trastuzumabin ardindan, 2012 yilinda hiimanize
pertuzumab ve takiben 2013 yilinda ise ilag konjugeli trastuzumab da FDA’dan onay
almistir [94]. En son onaylanan Margetuximab, Fc-temelli kimerik yapida, anti-HER?2
Ozelikli bir monoklonal antikor c¢esididir [92]. Antikorlarin yani sira, scFv gibi
Ozgullugu yuksek olan bir antikor pargasi kullanilarak yapilan c¢alismalar da
mevcuttur. Bir anti-HER2 scFv molekull ile olusturulan ultra kuguk silika
nanopartikul ile, hem tdomuard hedeflemede ylksek verimlilik kullanilarak zarar
gbrmls dokuyu goruntuleyebilmek, hem de efektif bir sekilde ila¢g dagitimi

yapabilmek mumkun olabilmektedir [13]. Buna ek olarak, kanserli hiicrelerde mAb
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ile gerceklesen endositoz reaksiyonu araciligiyla, anti-HER2 scFv ve Fab molekuli
ile olusturulmus immunolipozomlari kullanilarak ilag dagitimi yapilabildigi ve
antitumor etkiye de sahip olabildikleri gosterilmistir [12]. HER2'ye karsi 2018 yilinda
yapilan bir galisma da bu durumu destekler niteliktedir [95]. Bagka bir galismada ise
HERZ2’yi hedefleyen galyum-68 (Ga-68) etiketli scFv kullanilarak yapilan prob
HER2-pozitif ksenograftlarda yuksek birikim goézlemlenmistir ve radyoaktivitenin
intratimoral dagihmini incelemek igin etkili olmustur [96]. Normalden fazla eksprese
olan HER2 genini ve protein ekspresyonunu hedeflenen sekilde yeniden
duzenleyen U¢ anti-HER2 scFv igeren kokteylin HER2+ meme kanseri hucrelerinin
yonelik yeni bir alternatif olarak kabul edilebilecegi gosterilmistir [97]. Anti tGmor
etkisine bagka bir diger 6rnek calisma ise 2014 yilinda yapilmistir. ScFv HER2 ile
tasarlanan PEG-PLA igerikli nanopargacidin HER2 pozitf meme kanseri
hlcrelerinin buyumesini engelleyebildigi gosterilmistir. Ayrica dozajin da onemli
etkisi oldugu tespit edilmistir [98]. Anti-HER2 scFv ekspresyonu optimizasyonu igin
yaplilan bir galismada Origami ve BL21 susu kiyaslanmistir. Toplam anti-HER2 scFv

ekspresyon seviyesinin BL21 susunda daha yuksek oldugu g6zlemlenmistir [99].

Laboratuvar ekibimiz tarafindan yakin zamanda olusturulan, di-sulfit bagi iceren
anti-HER2 scFv antikor parcgasi, BL21(DE3) ve Shuffle T7 Express suslari ile E. coli
sitoplazmasinda eksprese edilmistir. Shuffle T7 Express ile yapilan dretimde
baglanma aktivitesi ve ¢ozunurlik bakimindan daha iyi oldugu gézlemlenmistir [21].
Bu calismada ise, sitoplazmik Uretime ek olarak, anti-HER2 scFv’nin ekstraselller
bdlgeye 6zgl YebF sinyal peptidi ve periplazmik bdlgeye 6zgl DsbA ve MBP sinyal
peptitleri ile ekspresyon yapilarak anti-HER2 scFv'nin E. coli'de rekombinant Gretim
veriminin arttinlmasi  ve Uretim yerine yodnelik optimizasyon yapilmasi
hedeflenmigstir. Boylece, rekombinant protein Uretiminde endustride en ¢ok tercih
edilen mikroorganizmalarin basinda gelen E. coli'de rekombinant bir protein icin lg¢
bolmesinde uretime 6zgu sinyal peptitleri ve sus kullanarak kiyaslanmasina yonelik
literatlrdeki bogsluk hedef alinmigtir. Ayrica, 2025 yilina kadar global pazari 300
milyar USD seviyelerine ulagmasi beklenen monoklonal antikorlar disunuldigunde,
antikor fragmanlarindan anti-HER2 scFv'nin gen dizinin bir bakteriye klonlanmasi
uretim maliyetlerini kayda deger bir oranda azaltacagi igin Uretim verimini arttirmaya
yonelik bu galismanin biyoteknoloji sektorine katki saglayacagi dusunulmektedir

[33].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1.

Olusturulmasi

Anti-HER2-scFv’nin Rekombinant Uretimine Yonelik Vektoérlerin

Anti-HER2 scFv’nin periplazmik, hiicre digl ve sitoplazmik Gretimine yonelik Sekil
3.1."de gen kasetlerinin tasarimlari verilen vektorler olusturulmustur. Bu amagila,
anti-HER2 scFv geni onceki ¢calismalarimizda elde edilen pET28a-anti-HER2-scFv-
6xHis plazmidinden [21] polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile cogdaltilarak pET28a-
spYebF-anti-HER2-scFv-6xHis plazmidi olusturulmustur. Bu suregte pTrc-spYebF-
Cel5A [78] plazmidi YebF sinyal peptidi icin sablon olarak kullaniimigtir. Periplazmik
bdlgede Uretimi saglayan pET28a-spDsbA, pET28a-spTorA ve pET28a-spMBP
plazmidlerinde sinyal peptidini olusturmak igin sentetik primerler tasarlanmigtir.
pET28a-spTorA icin SOE PZR yontemi de denenmistir. Bu ¢alismada kullanilan

plazmitler kullanim amaglariyla birlikte Cizelge 3.1°’de verilmigtir.

Cizelge 3.1. Kullanilan Plazmidler ve kullanim amaglari

Plazmidler

Kullanim amaci

pTrc-spYebF-Cel5A

pET28a-anti-HER2-scFv-6xHis

pET28a(+)
pET28a-spYebF-anti-HER2 scFv-6xHis
pET28a-spDsbA-anti-HER2 scFv-6xHis

pET28a-spMBP-anti-HER2 scFv-6xHis
pET28a-spTorA-anti-HER2 scFv-6xHis

spYebF elde etmek icin kullaniimigtir
[100].

Sitoplazmik  Uretimde  ve  diger
plazmitlere anti-HER2 scFv saglamak
icin kullanilmigtir [21].

Klonlamalarda kullaniimistir.

Bu calisma igin olusturulmustur.
Bu calisma igin olusturulmustur.

Bu ¢alisma igin olusturulmustur.

Bu calisma igin olusturulmustur.

Calisma suresince kullanilan besi ortamlari ve kimyasal igerikleri Cizelge 3.2.de

verilmigtir.
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Cizelge 3.2. Kullanilan Ortamlari

Ortamlar igerikler

LB (Luria Bertani) ortami 10 g/L tripton, 10 g/L NaCl, 5 g/L maya ekstrakti

12 g/L tripton, 24 g/L maya 6zutu, 9.4 g/L K2HPOg4, 2.2

TB (Terrific broth) ortami _
g/L KH2POs4, 4 ml/L gliserol

3.1.1. Plasmid DNA izolasyonu

Plazmid DNA, bir glin 6éncesinde 37°C ve 200 rpm’de 16 st cogaltiimistir. Daha
sonra E. coli hicrelerinden ticari kit kullanilarak saflastiriimistir. Klonlama sureci
tamamlanana kadar E. coli DH5a susu kullaniimistir. Ekstraksyion basamaklari
sonunda plazmid 50 pl'lik elusyon tamponu (EB: pH 8.5, 10 mM Tris-Cl) kullanilarak,

santrifj kolonu ile ayrilmis ve saflastirilan plazmid -20°C’da saklanmistir.

3.1.2. Agaroz Jel Elektroforezi

DNA molekdillerinin tanimlanmasi ve ayrilmasi igin jel elektroforezi yapiimistir.
Bunun igin, 0.4 g agaroz 40 ml 1xXTBE’de (Tris Borat EDTA: 2 mM EDTA, 89 mM
Tris-Borat, pH 8.3) ¢6zulmus ve etidyum bromur eklenerek jel tepsilerine dokulerek
donmasi saglanmigtir. Yukleme tamponuyla DNA ornekleri ve DNA standardi
karistinimig, jele yuklenmistir. TBE tamponu ile dolu olan tankta 100 V’da 90 dk

kosturulan DNA’nin bantlari, transilliminator cihazinin Gzerinde incelenmistir.

3.1.3. DNA’nIn Agaroz Jelden Ekstraksiyonu

Bu asamada ilk once klonlamada kullanilacak gen pargalarinin bulundugu bantlar
tespit edilmis ve jelden kesilmigtir. Kesilen pargalarin jelden ve tuzlardan
uzaklastirilmasi, ticari jel ekstraksiyon kiti ile Ureticinin tavsiye ettigi protokole uygun
olarak gergeklestirilmistir. Protokolun sonunda DNA, 40 pl elisyon tamponu ile
kolondan saflastiriimistir. Boylelikle, dncesinde kesim islemi yapilarak ligasyon
reaksiyonunda sablon DNA olarak kullanilacak gen kaseti hazirlanmistir.
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J xhaif+Ndel] Meal Himdii
Hicre disi —
ssYebF anti-HMer? sefy | BxHis
Ndel Mool HnGT
ssDsba anti-Her? scFw |BxHis
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Periplazmik —
s=phABRP anti-Her2 scifv | GaMis
Ndel Mool Bl
| ssTord anti-Her2 scFy | buHis
— Neool Hired il

Sitoplazmik

anti-Her2 scFv

|
l

BxHis

Sekil 3.1. Anti-HER2 scFv proteininin sinyal peptitleriyle rekombinant olarak

uretiimesine yonelik gen kaseti tasarimlari
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Sekil 3.2. Molekuler klonlama prosedurinin sematik gosterimi [101].
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3.1.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PZR ile pTrc-spYebF-Cel5A [78] plazmidinden YebF sinyal peptidine ait DNA dizisi
cogaltilmistir. Bunun igin, 5 pl 10x PZR reaksiyon tamponu, 1 pl ANTP, 1 ul ileri
primer, 1 ul geri primer, 100 ng (1-3 ul) kalip DNA, 1 pl DNA polimeraz bulunan
reaksiyon karigsiminin hacmi steril dH20 ile 50 pyl'e kadar tamamlanmigtir. TUm
reaksiyon hazirligi buz Gzerinde yapilmistir. SpYebF eklemek igin yapilan PZR’de
primer yapisma sicakligi icin optimizasyon ¢alismasi yapilmistir. Bu amagla tg¢ farkh
sicaklik (55, 56.9 ve 60°C) denenmistir. PZR sonrasinda primerlerin, ntkleotidlerin,
polimerazin ve tuzlarin uzaklastirilmasi, ticari PZR saflastirma kiti kullanilarak,
ureticinin tavsiye ettigi protokole uygun olarak gergeklestirilmistir. Saflastiriimis
DNA’nin elusyonu, santriflij kolonlarindan 50 ul'lik EB tampon gegciriimesi ile
yapilmistir. Hicre disi Uretim icin, Cizelge 3.4’de verilen P1 ve P2 primerleri araciligi
ile pTrc-spYebF-Cel5A plazmidi [78] sablon olarak kullanilarak, YebF sinyal
peptidini (spYebF) iceren pET28a-spYebF-anti-HER2-scFv-6xHis plazmidi (Cizelge
3.3, PZR1) olusturulmustur.

Cizelge 3.3 PZR kosullari

lleri Geri Uriin
PZR Sablon . .
Primer Primer boyutu
PZR1 E. coliDH5a pET28a- P1 P2 381 bp
YebF-Cel5A-his
PZR2 E. coli BL21(DE3) P3 P4 136 bp

3.1.5. Sentetik Primer olusturulmasi

PZR1 sonrasinda ileri basamaklarda verildigi sekilde olusturulmus pET28a-spYebF-
anti-HER2-scFv-6xHis vektoriinden spYebF geni ¢ikarilmis ve tasarlanan sentetik
primerler kullanilarak periplazmik bdlgede Uretim saglayan spDsbA, spMBP ve
spTorA sinyal peptitleri eklenmistir. Genlerin olusturulmasi igin, DsbA sinyal peptitini
iceren ve Cizelge 3.4.’de verilen PD1 ve PD2 primerleri ile MBP sinyal peptitini
iceren PD3 ve PD4 primerleri ve TorA sinyal peptidi sekansini iceren PD5, PD6,

PD7 ve PD8 primerleri dnce dimer haline getirilmig, daha sonra birlestirilmistir.
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3.1.6. SOE PZR (Ortiisme-Uzatma Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Sinyal peptidlerinden spTorA, Cizelge 3.3."de PZR2 adi ile verilen kosullarda E. coli
genomundan PZR kullanilarak, P3 ve P4 primerleri (Cizelge 3.4.) ile gogaltilmistir.
Yeniden iki adet primer tasarlanarak ve laboratuvarda mevcut olan iki primer
kullanilarak yapilan yontemde ilk PZR icin E. coli genomundan gogaltilan spTorA
sekansi kullanilmistir. Ikinci PZR igin ise E. coli BL21(DE3) pET28a-anti-HER2-

scFv-6xHis kullaniimistir.

Cizelge 3. 4. Kullanilan Primerler

Primer Sekans (5’ - 3’)

P1 aagtctagaaaggagatatacatatgaaaaaaagaggggcgtttttagggctgttg

P2 cggccatggtacgccgctgatattccgcecattc

PD1 tatgaaaaagatttggctggcgctggcetggtttagttttagegtttagcgcatcggegge

PD2 catggccgccgatgcgctaaacgctaaaactaaaccagccagcgecagcecaaatcttttt
ca

PD3 Tatgaaaataaaaacaggtgcacgcatcctcgcattatccgcattaacgacgatgatgtttt
ccgcecteggcetetegecge

PD4 Catggcggcgagagccgaggcggaaaacatcatcgtcgttaatgcggataatgcgagg
atgcgtgcacctgtttttattttca

PD5 Tatgaacaataacgatctctttcaggcatcacgtcggcgttttctggcacaactcggceggctt
aaccgtcgccgggatgc

PD6 Gcatcccggcegacggttaagccgccgagttgtgccagaaaacgccgacgtgatgectg
aaagagatcgttattgttca

PD7 tggggccgtcattgttaacgccgcgacgtgcgactgcggcgcaagegac

PD8 catggtcgcttgcgccgcagtcgcacgtcgeggcegttaacaatgacggeccca

P3 aggcatatgaacaataacgatctctttcaggcatcacgtcg

P4 ttgccatggtcgcttgcgccgcagtcgcac

SOE-P2 atttgaatatccatggtcgcttgcgccgcagtc
SOE-P3 tgcggcgcaagcgaccatggatattcaaatgacccaaagcccgtcttc
i-P4 gcgatgaagcttttagtgatgatgatgatgatgagagctgaccgtgaccag

24



Yeni tasarlanan SOE-P3 primeri ileri primer ve daha 6énceki calismalarimizda
kullanilmig laboratuvarimizda hazir olan i-P4 primeri [21] ise geri primer olarak
kullanilarak anti-HER2-scFv-6xHis geni c¢ogaltilmistir (Cizelge 3.4.). SpTorA
reaksiyonu igin Cizelge 3.4’te verilen P3 primeri ileri primer olarak ve yeni tasarlanan
SOE-P2 primeri geri primer olarak kullaniimigtir. Polimeraz zincir reaksiyonlari
sonucunda, DNA molekullerinin tanimlanmasi ve ayrilmasi igin jel elektroforezi

yapilmistir

3.1.7. DNA’nIn Restriksiyon Enzimi Kullanarak Kesimi

Restriksiyon enzimleri ile kesme reaksiyonu mikrosantriflj tipinde 1,5 ug DNA,
reaksiyon tamponu ve steril dH20 karisimi hazirlanarak gergeklestiriimistir. Ornekler
37°C’de 2 saat su banyosunda tepkimeye birakilmistir. Sablon DNA icin 1 saatin
sonunda alkalin fosfataz enzimi (CIAP) eklenerek devam edilmistir. Restriksiyon
enzimleriyle kesimden sonra, enzimlerin, tuzlarin ve nikleotidlerin ayrigtiriimasi igin
ticari saflastirma kiti kullaniimigtir. Protokolun sonunda saflastiriimis DNA, 50 pl EB
tamponu ile santrifij kolonundan ayrilmistir. Kesim reaksiyonunun Cizelge 3.5.'te
verilen Urun buyuklukleri ile uygunlugunu kontrol etmek amaciyla ornekler agaroz

jele yuklenmisgtir.

Cizelge 3.5. Restriksiyon enzimleri ile kesim reaksiyonu kosullar

Kesim Sablon leiRE  GeriRe  Orun
Buyukliigi

D1 PZR1 Xbal Ncol 375 bp

D2 pET28A-anti-HER2-scFv-6xHis Xbal Ncol 5965 bp

D3 L1 Ndel Ncol 5983 bp

D4 PZR2 Ndel Ncol 129 bp

3.1.8. Ekleme Reaksiyonu (Ligasyon)

Ligasyon reaksiyonu 20 pl olarak; 2 pl 10X ligasyon tampon, 0.9 pl gen kaseti, 16.1
Ml iki kez kesilmis vektor, 1 ul T4 DNA ligaz ile hazirlanmistir. Vektor:gen kaseti
molar orani 1:3 olacak sekilde genin miktari belirlenmistir. Kontrol reaksiyonu ise

icinde gen kaseti diginda yukarida verilen diger tum maddeleri icerecek sekilde
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olusturulmustur. Reaksiyon 16 sa, 16°C’de gerceklestiriimigtir. Cizelge 3.6'de

verilen ligasyon Urlnu tuzdan arindirildiktan sonra -20°C’de saklanmistir.

Cizelge 3.6 Ligasyon reaksiyonu verileri tablosu

Oriin BlyUkIigi

Ligasyon Uriin Birlestirilenler
(bp)

L1 spYebF-a_ntl-HERZ 6340 D1-D2
scFv-6xHis

L2 SpDsbA-ant-HER2 6043 PD1-PD2-D3
SscFv-6xHis

L3 spM.BP-antl-HERZ scFv- 6064 PD2-PD3-D3
6xHis

L4 spTgrA-antl-HERZ ScFv- 6112 D3-D4
6xHis

3.1.9. Caclzile Transformasyon

E. coli transformasyonu amaciyla 5 pl ligasyon Uranu kullaniimigtir. Plazmidin
cogaltilmasi igin kimyasal-kompetan E. coli hiucreleri (DH5a) kullanilmigtir. Hacmi
50 pl olan kompetan hlcre buz Ustinde eritilmis, igine ligasyon Urinu eklenmistir.
Isil soklama icin 90 s sure ile 42°C’de tutulmustur. Bu sayede, hiicrelerin plazmidi
icine alimi saglanmistir. Hicrelerin Gzerine 750 pl SOB ortami (%2 tripton, %0.5
maya 0zutu, 8.56 mM NacCl, 2.5 mM KCI, 10 mM MgCl2, 10mM MgSOa4) eklenmisg,
37°C’de 200 rpm’de 45 dk calkalandiktan sonra segici antibiyotik (kanamisin) iceren
kati ortama yayilmis ve 37°C’de 16 sa inkube edilmistir. Kati ortamdan 3 adet koloni
secilmis, 3 ayri sivi ortama ekim yapilmistir. 37°C’de 16 sa inklbe edildikten sonra

derigimleri dlgUlmustar.

3.1.10. DNA Dizi Analizlemesi

Hazirlanan yeni plazmidlerin gen dizilerinin DNA dizi analizlemesi iglemi i¢in hizmet
alimi (Ankara) yapilmistir. Uger adet secilen plazmidler ileri ve geri primerleri ile

analize gonderilmigtir. Analizden gelen gen dizilerinin dogrulugu ApE, SnapGene,

BLAST ve plasmid editor v2.0.53 gibi yazilimlarin Gcretsiz versiyonlari ile kontrol
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eldilmigtir. Stoklar olusturulmadan 6nce mutasyon olmamasina ve tasarimla

tamamen uyumlu olmasina dikkat edilmistir (EK1).

3.2. Elde Edilen R-Vektorlerin Konakgi Hiicrelere Aktarilimasi ve Kiiguk

Olgekte Uretim Verimlerinin Karsilastiriimasi

Elde edilen rekombinant vektorler, sitoplazmik Uretim igin E. coli SHuffle T7 Express
[21] ve periplazmik ve ekstrasellller Uretim i¢in E. coli BL21(DE3) [102] konak
hicrelerine CaClz metodu [103] ile aktariimistir. Transformasyonun ardindan
hucreler, igerisindeki plazmidlerine gore segici antibiyotikleri iceren LB agar besi
ortamina (10 g/L tripton, 10 g/L NaCl, 5 g/L maya ekstrakti) yayma yontemiyle
ekilmistir. E. coli SHuffle T7 Express igin 30°C ve digerleri icin 37°C’de inkiibasyona
birakilmistir. Yaklasik olarak 16 saat sonucunda ¢ogalan hucrelerden ertesi gun
birer veya ikiser koloni secilmistir. igerisinde antibiyotik olarak kanamisin bulunan 5
ml’lik LB besi ortamina inokiile edilerek bir gece 30°C ve 37°C’de 200 rpm ¢alkalama
hizinda gogaltilmigtir. Cogalan hucreler 6nce icinde 25 ml antibiyotikli LB bulunan,
250 ml’lik steril erlenlere aktariimis ve ¢alkalamali inklibatérde 30°C ya da 37°C’de,
200 rpm hizinda cogaltilmistir. icerisinde spYebF geni iceren hiicreler LB ortaminda
uretildikten sonra goézlemlenemediginden bu hucreler igin TB ortamina gegis
yapilmistir. Hucre derigimi, belirli saatlerde alinan orneklerin 1xPBS ¢ozeltisi ile
seyreltimesiyle 600 nm dalga boyundaki UV-gorunur spektrofotometrede optik
yogunlugunun (OD) élclimesiyle hesaplanmistir. 600 nm’deki absorbanslari 0.6-0.8
oldugunda, 1mM izopropil B-D-1-tiogalaktopiranosid (IPTG) ilave edilerek
indiklenmigstir. Calkalamali inkibatorin sicakhgr 30°C ya da 16°C’ye (SHuffle T7

Express igin) dusurulerek, 200 rpm’de 16 saat tretime devam edilmistir.

3.3. Uretilen Anti-HER2-Scfv’lerin Saflastiriimasi ve Birincil

Karakterizasyonu

Uretilen rekombinant scFv'ler, C-uglarindaki 6xHis peptidi kullanilarak immobilize
metal afinite kromatografisi (IMAC) ile yakin zamanda arastirma grubumuz
tarafindan yayinlanan prosedire goére saflastinimistir [104]. Sitoplazmik ve
periplazmik ornekler icin hicre peletleri, sodyum fosfat tamponu (20 mM sodyum
fosfat, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol, pH 7.4) ile sispansiyon haline getirilmis ve
buz Uzerindeki hlcreler prob sonikatérde (Bandelin Sonopuls) pargalanmistir. Bu
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islemden sonra 4°C’de, 13000xg’'de 10 dakika santrifij yapiimistir. Ekstraselller
ornekler 4000xg’de 20 dakika santriflj yapilarak ayrilmistir. Hucre lizatlan regine
ile etkilestiriimigtir. Elde edilen His-tag scFv takili regineler santrifij yardimiyla
ortamdan uzaklastirilmistir ve 2 kez adsorpsiyon tamponuyla (20 mM sodyum
fosfat, 300 mM NaCl, 50 mM imidazol, pH 7.4) yikanmistir. izole edilen proteinin
recineler Gzerinden desorpsiyonu igin imidazol (100-500 mM) iceren desorpsiyon
ortami kullaniimistir. Ortamdan imidazolun uzaklastiriimasi i¢cin 10 KDa MWCO
membran kullaniimigtir. Saflagtirilan proteinlerin tampon ortami degistiriimis ve
konsantre edilmistir. Daha sonraki analizlerde kullaniimasi ve Uretim veriminin

hesaplanmasi i¢in karakterizasyonu yapiimigtir.

3.3.1. Toplam Protein Derigimi

Bradford yéntemi [105] ile spektrofotometrik olarak belirlenmistir. 10 pl 6rnek, 200
pI Bradford reaktifi (ticari) ile karnistirlmistir. Oda sicakliginda 5 dk inkiibe edilmistir.
Okuma 595 nm absorbans ile yapiimistir. Kalibrasyon egrisi, 0-1 mg/ml derisim

araliginda, BSA proteini (ticari) kullanilarak olusturulmustur.

3.3.2. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Anti-HER2 scFv proteinleri érnekler saflastirimadan ve saflastirildiktan sonra
%12’lik SDS poliakrilamid jel elektroforezi ile standart metodlara gore analizlenmistir
[106-108]. Saflastirilimis scFv ornekleri tamponla karistirilmistir. Isitici cihaz ile 95
‘C’de 5 dk kaynatiimis 6rnekler ve protein standarti 100 V'da kosturulmustur. Jelde
yer alan protein bantlarinin gérunurliaga igin ticari ‘Coomassie mavisi’ ¢ozeltisi

(ticari) kullanilmigtir. Jel gérintileme cihazi ile fotograflanmistir.

Yapilan dretimlerin verimlerini karsilastirilmasi i¢in scFVv'lerin safsizliklari SDS-jel
gérintiileri ile teyit edilmistir. Daha sonra verimleri hesaplanmistir. Oncelikle her
elisyon igin protein miktari (ug) belirlemek i¢in Bradford ile okunan protein derisimi
(ug/ul) ve saflagtirmada kullanilan eliisyon hacmi (ul) ¢arpiimistir. ElGsyonlardaki
belirlenen protein miktarlari, her 6rnek igin o 6rnege ait tum elUsyonlar toplanarak
toplam protein miktarlari hesaplanmistir. Bulunan toplam protein miktari (mg),
uretim hacmine (L) bolunerek gerekli birim ¢evirmeler yapilmis ve uretim verimi

(mg/L) hesaplanmisgtir.
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3.3.3. Western Aktarim

Anti-HER2 scFv, Western aktarim yontemi [78, 109] kullanilarak, anti-His antikoru
ile ayirt edilmistir. Ornekler dnce SDS-PAGE jelinde kosturulmustur. Membran
(PVDF) onceden metanol ile islatilmistir. Transfer tamponunda dengeye gelene
kadar bekletilmistir. Sonra membran ve jel, aktarim kagdidi ve slngerler arasina
sikigtinlmigtir.  Aktarbm 50 V’da, 3 saat boyunca elektroforetik olarak
gergeklestirilmistir. Aktariimis membran PBS-T ile 2-3 kez yikandiktan sonra,
bloklama tamponu ile yarim saat inkibe edilmistir. Membran PBS-T ile 3 kez
yikandiktan sonra, 1 saat PBS-T-%1 BSA ile seyreltiimis birincil antikor ¢dzeltisi ile
inkiibe edilmigtir. ScFv varligi, U¢ ylkamadan sonra, kolorimetrik peroksidaz
substrati (ticari kit) kullanilarak belirlenmig, jel goruntileme sistemi ile

goruntilenmistir.

3.4. Uretilen Anti-HER2-Scfv’lerin ikincil Karakterizasyonu
3.4.1. ELISA Testi

Enzim baglantili immuanosorbent deneyi (ELISA) icin 1XPBS i¢inde %0,05 Tween-
20 ve %0,3 BSA ile yilkama tamponu hazirlanmistir. Bloklama tamponu i¢in %5 sit
tozu eklenmistir. HER2 antijeni ile kaplanan 96’li plaka 4°C'de gece boyunca
bekletilmistir. Her kuyu icin 50 ul antijen kullaniimigtir. TUm orneklerden g tekrarli
yapilmistir. Ertesi gun yikama tamponu ile 3 yikama yapilmigtir. Daha sonra,
bloklama tamponu i¢inde 3 saat galkalayicida inkube edilmigstir. Yikama tamponu ile
uc defa yikanan plakaya 100 ul saflastiriimis ornekler eklenmis, 1 sa inklbe
edilmistir. Ornekler plakaya esit miktarda uygulanmistir. Ug defa yikandiktan sonra
her kuyuya 1-Step Ultra TMB-ELISA substratt 100 pl olarak uygulanmistir.
Reaksiyon sonlandirma iglemi 2 M siilfirik asit ile yapilmistir. Orneklerin absorbansi,

H2SO4 ilavesinden sonra 450 nm'de dlgulmustar.

3.4.2. Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC) Analizi

Saflastirnimis anti-HER2-scFV’ler icin PBS tamponunda 0,2 mg/ml, 0,5 mg/ml ve 1
mg/ml derisimde olacak sekilde hazirlanmistir. 20°C’den 90°C sicakliga kadar
60°C/sa tarama hizinda analiz gergeklestiriimistir. Basing 14 psi olarak
ayarlanmigtir. DSC analizi sonucunda elde edilen veriler ile erime sicakhigr (Tm)

egrileri olusturulmustur. DSC sonuglarinda 6zgul 1s1 kapasitesi, sicakhgin bir
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fonksiyonu olarak goérulmektedir. Egri altindaki alan tarafindan olgllen entalpi
degisimi proteinin acilmasi (baglarinin ayrilmasi) hakkinda bilgi vermektedir. Elde

edilen veriler ile 6zgul 1sI kapasiteleri asagida verilen formuller ile hesaplanmistir.

Q (ist) = m(kitle) x Cp(6zgil ist) X AT (sicaklik degisimi) (3.1)

Ozgul 1s1y1 (Cp ) bulmak igin esitlik (3.1) asagidaki gibi revize edilmistir.

Q) _ ]
m(g) x AT (°C) Cp (gxoc) (3.2)

DSC cihazi AH (entalpi degisimi) ve T (sicaklik) deg@erleri ile sonu¢ vermektedir. Bu
sebeple formul (3.2), asagidaki versiyona (3.3) getirilmigtir.

Cp (J/(gx°0) = (AH (J/9))/(AT (°C)) (3.3)

Gerekli birim gevirmeler yapilarak esitlik (3.4) ve (3.5) elde edilmistir. Bu islem

sirasinda scFv molekulunin 1 moll yaklasik olarak 27 000 gram oldugu bilgisi de

kullaniimisgtir.
AH(i) % 27000 g > 1cal > 1 kcal — AH (kcal) (3.4)
g 1 mol 4.18 ] 1000 cal mol
kcal
kcal AH ()
Cp (mol><°C) © AT (°0) (3:5)
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Anti-HER2 ScFv’nin Rekombinant Uretimine Yonelik Vektorlerin

Olusturulmasi

Ekstraselller spYebF-anti-HER2 scFv-6xHis Uretimi ve YebF sinyal peptidi igin
pTrc-spYebF-Cel5A [78] plazmidi sablon olarak kullaniimistir. pET28a-anti-HER2-
scFv-6xHis plazmidinden [21] anti-HER2-scFv-6xHis gen kaseti polimeraz zincir
reaksiyonu ile c¢ogaltilarak, pET28a-spYebF-anti-HER2-scFv-6xHis plazmidi
olusturulmustur. SpYebF eklemek igin yapilan PZR’'de primer baglanma sicakligi
icin optimizasyon calismasi yapiimistir. Bu amagla Ug¢ farkli sicaklik (565°C, 57°C ve
60°C) denenmisg, tek bant gozlenen 60°C, optimum sicaklik olarak belirlenmigtir
(Sekil 4.1).

400bp _ | oo
300 bp -— — -
Lo
-
- -
[ S -

Sekil 4.1. Tavlama sicakligi (Ta) optimizasyonu igin spYebF eklenerek olusturulan
PZR Urdnlerinin (381 bp) agaroz jel elektroforezi gorintisa; M: 100 bp
DNA standardi

Restriksiyon enzimleri ile sablon DNA kesimi yapildiktan sonra yurutilen agaroz
jelin géruntdleri Sekil 4.2 (D2) ve Sekil 4.3'te (D3) verilmigtir. D1 igin yapilan kesim
restriksiyon bolgesi olusturmak icin yapilmigtir, ligasyonun gerceklesmesi kesimde

hata olmadigini dogrulamigtir. D2 ve D3 &rneklerinin kesim yapildiktan sonraki
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agaroz jel goruntusinun Cizelge 3.5°de verilen drin buayuklugu ile eslesmesi,

calismayi dogrulamistir.

6000 bp
5000 bp

Sekil 4.2. Kesim reaksiyonunun agaroz jel elektroforez gortunttsi; M1: 1 kb DNA
standardi, M2: 100 bp DNA standardi

Sekil 4.3. Sablon DNA'nin kesimi yapildiktan sonra alinan agaroz jel elektroforez
goérintisu; M: 1 kb DNA standardi

Goruntuleme sonrasi jelden ekstraksiyon yoluyla alinan érneklerin derisimi Cizelge

4.1’de verilmigtir. Elde edilen DNA kalitesini gbsteren parametreler olan A260/A280
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oranlari yaklasik olarak kabul edilen sinirlar igerisindedir. 1.8 ve 2.0 arasindaki
degerler saf olarak kabul edilmektedir. A260/A230 igin ise bu aralik 2.0 ve 2.2
arasindadir. D2 i¢in oldukga saf bir DNA oldugu sdylenebilirken, D3’'te 230 nm’de
gérulebilen kontaminantlar s6z konusu olabilir. D1 ise yaklasik olarak kabul
edilebilecek bir degere sahiptir. D3 ile yapilan jelde safsizlik gortlmediginden 230
nm’de nano-spektrofotometre degerinin deneyi devamini etkilemeyecedi kabul

edilmistir.

Cizelge 4.1. Ekstraksiyon sonrasi nano-spektrofotometre cihazi ile yapilan derigim

oleumu
Ornek Derigsim (ng/ul) A260/A280 A260/A230
Eklenecek DNA pargasi (D1) 13.0 2.167 1.857
Sablon DNA (D2) 4.0 2.000 2.000
D3 13.0 2.600 0.011

SpTorA, SpMBP ve spDsbA igin farkh bir yontem izlenmis, ilgili sekanslari igeren
primerler ligasyon dncesi dimer haline getirilmistir. Primer ciftleri, direkt ligasyona
uygun olacak sekilde tasarlanmistir. Elde edilen plazmidlerin konakgi hucreye
transformasyonlari sonrasi spMBP ve spDsbA igceren drneklerde koloni gogalmasi

g6zlemlenirken, spTorA igeren drnekte koloni cogalmamisgtir.

Daha sonra, spTorA sinyal peptidini igeren plazmidi olusturmak adina E. coli
genomundan TorA sinyal dizisini elde etmek amaciyla klonlama c¢alismalarina
devam edilmigtir, ancak saflastirma protokoli sonucunda klonlamaya devam
edilecek miktarda DNA elde edilememistir. Bu sebeple, plazmid tasarimina
ortisme-uzatma polimeraz zincir reaksiyonu (SOE-PZR) yontemi ile devam
edilmesine karar verilmistir. Bu amagla E. coli genomundan elde edilen spTorA
sinyal peptidini iceren PZR Grunu ve anti-HER2 scFv genini igeren plazmid [21]
sablon olarak kullaniimistir. Sekil 4.4’te goruldugu gibi, yapilan iki PZR sonucunda
spTorA sinyal peptidini iceren PZR UrGnG ile anti-HER2 scFv igin istenilen

buayukluklerde DNA bandlari gozlenmisgtir.
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SOE-PZR1 M SOE-PZR2

Sekil 4.4. PZR urunlerinin agaroz jel elektroforezi goruntusi; M: 100 bp DNA

standardi

SpTorA sinyal peptidini iceren PZR drtnu ile anti-HER2 scFv’ye ait DNA bandlarina
jelden saflastirma protokoliine uygun olarak ekstraksiyon islemi uygulanmistir.
islem sonrasinda, nano spektrofotometre cihazi ile derisimleri dlgliimustir (Cizelge
4.2, SOE-PZR1 ve SOE-PZR?2). SOE-PZR3’Un buyuklugu (903 bp) yapilan agaroz
jel géruntusu ile dogrulanmistir (Sekil 4.5). PZR saflastirma kiti ile saflastirilan
ariinin derigimi 119 ng/pl olarak élgliimustar (Sekil 4.5, SOE-PZR3). Cizelge 4.3'te
verilen degerler A260/280 igin beklenen aralik olan 1.8-2.0 arasindadr.

Cizelge 4.2. Saflastirma sonrasi nano-spektrofotometre cihazi ile yapilan derisim

Olguimu
Ornekler ng/ul A260/A280 A260/A230
SOE-PZR1 17.0 1.889 0.270
SOE-PZR2 78.0 1.950 0.230
SOE-PZR3 119.0 1.889 2.333
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M SOE-PZR3

‘ S03 bp

Sekil 4.5. SOE-PZR3 udrunun agaroz jel elektroforezi goruntust; M: 1kb DNA

standardi

Ligasyon sonrasi yapilan ekimlerde spTorA iegeren oOrnekte sadece 3 koloni
¢ogalmigtir. Tum ligasyon UrUnlerinden Uger ideal koloni segilip sivi ortama
gecilmigstir. Bir giin gogalmasi beklenen drneklerin derigimi dlgulmustar (Cizelge 4.3,
L4-1, L4-2, L4-3). Sonuglar A260/280 icin tamamen beklenen aralikta olup,

A260/230 icin ise, tamamen saf olamasa da, kabul edilebilir degerlerdir.

Restriksiyon enzimi kesim kontrolU ile L1 i¢in 1 ve 2 numarali kolonilerden ¢ogaltilan
plazmidler, L2 igin 1 ve 2 numarali kolonilerden ¢ogaltilan plazmidler, L3 (spMBP-
anti-HER2 scFv-6xHis) icin 1 ve 3 numarali kolonilerden ¢ogaltilan plazmidler, ileri

ve geri primerler ile dizi analizine gonderilmistir (Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8).
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Cizelge 4.3. Dizi analizine gonderiimek Uzere kati ortamdan segilen kolonilerin

nano-spektrofotometre cihazi ile dlgtlen derigimleri

Plazmid Koloni ng/ ul  A260/A280 AZ260/A230

pET28a-spYebF-anti-HER2 scFv-6xHis LI\IIL(-)l 145 2.042 1.768
(L1) L1-2 126 2.032 1.726

L1-3 150 2.027 1.744

pET28a-spDsbA-anti-HER2scFv-6xHis L2-1 127 1.984 1.716
(L2) L2-2 135 1.957 1.627

L2-3 133 1.985 1.663

pET28a-spMBP-anti-HER2 scFv-6xHis L3-1 102 1.962 1.594
(L3) L3-2 114 1.966 1.583

L3-3 129 1.985 1.675

pET28a-spTorA-anti-HER2 scFv-6xHis L4-1 148 1.947 1.663
(L4) L4-2 214 1.981 2.058

L4-3 145 1.933 1.576

spTorA iceren ornekte kontrol agamalari uygulanmig, ancak istenilen buyukltklerde
band elde edilememistir (Sekil 4.9). Bu sebeple, anti-HER2 scFv proteinini
periplazmik bdlgeye yonlendiren plazmidlerden, spTorA-anti-HER2-scFv-6xHis
plazmidi elimine edilerek Uretim ve optimizasyon deneylerine periplazmik bdlge igin
iki tane vektor (spDsbA ve spMBP sinyal peptidlerini iceren); hicre digi bolge icin
bir tane vektdr (spYebF iceren) ve sitoplazma Uuretimi icin ise sinyal peptidi
icermeyen anti-HER2 scFv genine sahip vektor ile devam edilmesine karar

verilmigtir.
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Sekil 4.6. Restriksiyon kontrolu ile 1 numarali ligasyon igin ideal koloni segimi igin

yapilan agaroz jel elektroforezi goruntileri; M:1 kb DNA standardi

Sekil 4.7. Restriksiyon kontroll ile 2 numarali ligasyon igin ideal koloni segimi igin

yapilan agaroz jel elektroforezi goruntileri; M: 1 kb DNA standardi
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Sekil 4.8. Restriksiyon kontrolu ile 2 numarali ligasyon igin ideal koloni segimi igin
yapilan agaroz jel elektroforezi gorintuleri; M: 1 kb DNA standardi

£000 bp

2000 b
1500 b

Sekil 4.9. Restriksiyon kontroli agaroz jel goruntisu; M: 1 kb DNA standardi
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Analiz  sonuglari, Ucretsiz ApE plasmid Editor v2.0.53 ve BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov) yazilimi kullanilarak incelenmistir. Analiz sonucunda
L1’den secilen 1 numarali koloniden ¢ogaltilan plazmidde (L1-1), L2'den segilen 1
numarall koloniden c¢ogaltilan plazmidde (L2-1), L3'den segilen 3 numaral
koloniden c¢ogaltilan plazmidde (L3-3) mutasyon bulunmadigi ve tasarimla 100%
uyumlu DNA dizisine sahip oldugu bulunmustur. Calismanin devaminda kullaniimak
icin uygun oldugu goérilmus ve -86°C stoklar olusturulmustur. L4 icin yapilan dizi
analizlemesi sonucu yanhs oldugu goézlemlenmistir. Optimizasyon igin uygun
bulunmamisgtir. Periplazmik bolge igin spMBP ve spDsbA ile g¢alismalara devam

edilmistir.

4.2. Elde Edilen r-Vektérlerin Konakgi Hiicrelere Aktariimasi ve Kiigiik Olgekte

Uretim Verimlerinin Karsilastiriimasi

Periplazmik ve ekstraselller tretim susu olarak kullanilan E. coli BL21(DE3) konak
hicrelerine ve sitoplazmik Uretim igin E. coli SHuffle T7 Express susuna
aktarilmistir. SpYebF-anti-HER2 scFv-6xHis igin yapilan ilk Gretimde LB ortami
kullanilmigs ve dretim sonrasi yapillan SDS-PAGE analizinde bant
gozlemlenmemigtir. Sekil 4.10'de goruldugu gibi TB ortami kullanilan drnekte ise
ince bir bant gorllmustur. spYebF igceren scFv icin ekstraseluler Uretimde TB
ortaminin kullaniimasi uygun bulunmustur. Periplazmik ve sitoplazmik Uretimler LB
ortami ile yapimistir. Uretim sonrasi 6rnekler ultrasantrifiijle ayirildiktan sonra

peletler ve ekstraseluler 6rnekler i¢in sipernatant ayrilmistir.
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Sekil 4.10. SpYebF-anti-HER2 scFv-6xHis igin ortam ve saat taramasi M: Protein

standardi

Uretilen scFVvlerin spDsbA-anti-HER2scFv-6xHis (L2-1) ve spMBP-anti-HER2
scFv-6xHis (L3-3) ile yapilan versiyonlarinin karakterizasyonu igin ytukleme yapilan
SDS-PAGE jel goruntusu Sekil 4.11'de hicre igi proteinler, Sekil 4.12°de ise hlcre
disi proteinler olarak verilmigtir. Bu sekillerde L2 ve L3’e ait kuyulardaki periplazmik
uretime yonelik tasarlanan proteinlerin 29 kDa bandinda olmasi beklenmektedir.
L3’U goOsteren bantlarin beklenen yerde mevcut olmasi, rekombinant proteinlerin

varligini ve sinyal peptidinin dogru calistigini goéstermektedir.

spDsbA-anti-HER2 scFv-6xHis’e ait kuyular, anti-HER2 scFv-6xHis ve spYebF-
anti-HER2 scFv-6xHis (L1) proteinlerine ait kuyularda beklenen yerde koyu bant net
olarak go6zlenememistir. Sekil 4.12'da spMBP-anti-HER2 scFv-6xHis icin sadece
hicre igi degil, hiicre digina da yoénlendirme oldugu (L3-Koloni-1 ve L3-Koloni-2)

goOriimektedir.
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Sekil 4.11. Hucre igi proteinleri gosteren SDS-PAGE jel goruntileri M: Protein
standardi

Sekil 4.12. Hucre digi proteinleri gdsteren SDS-PAGE jel goruntuleri M: Protein
standardi
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Uretilen scFVv'lerin farkli indiikleme sicakliklarindaki davranisini degerlendirmek
adina 16°C, 20°C, 25°C ve 30°C sicakliklari karilastiriimistir. Buna gore, kontrol
gruplari olarak bos pET28a ve anti-HER2 scFv plazmidi igeren E. coli hucreleri ile
optimizasyonu hedeflenen spMBP-anti-HER2 scFv, spYebF-anti-HER2 scFv ve
spDsbA-anti-HER2-scFv-6xHis plazmidlerini iceren E. coli hucreleri farkli

sicakliklarda gogaltilmistir.

Sekil 4.13’te anti-HER2 scFv ve spDsbA-anti-HER2-scFv-6xHis (L2) proteinlerinin
farkh sicakliklarda, hucre i¢i Uretimlerinin jel gorantisu verilmigtir. Buna gore ilk dort
kuyudaki sitoplazmada Uretime yodnelik tasarlanan anti-HER2 scFv proteinleri,
beklenildigi gibi 27 kDa bandinda gézlenmistir. Sicaklik ile degisen bant yuzdelerine
bagdli olarak, 20 ve 25°C indUkleme sicakliklarindaki anti-HER2 scFv Uretiminin daha

¢ok oldugu gorulmektedir.

Periplazmik bdlgede birikimi hedeflenen spDsbA-anti-HER2-scFv-6xHis (L2)
proteinlerinin ise 29 kDa bandinda olmasi beklenmektedir. Daha énce 30°C’deki
uretimde oldugu gibi, farkli sicakliklarda Uretimin yapilmasiyla da spDsbA-anti-

HER?2 scFv-6xHis proteini igin beklenen yerde koyu bant gézlenememistir.

S
anti-HER2-scFv (°C) S Leg

A
\SO

30 256 20 16 M J:-OQ 16 20 25 30

Sekil 4.13. Farkh sicakliklarda (16, 20, 25, 30°C) uretilen hicre igi anti-HER2 scFv-

6xHis proteinlerinin SDS-PAGE jel goruntisu
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Sekil 4.14’de spMBP-anti-HER2 scFv ve spYebF-anti-HER2 scFv proteinlerinin
farkh sicakliklarda, hicre igi Uretimlerinin jel gérantisu verilmistir. Buna gore ilk dort
kuyudaki periplazmik bodlgede birikimi hedeflenen spMBP-anti-HER2 scFv
proteinleri, beklenildigi gibi 29 kDa bandinda gozlenmigtir. Sicaklik ile degisen bant
yuzdelerine bagl olarak, 20 ve 25°C indukleme sicakliklarindaki anti-HER2 scFv
dretiminin daha ¢ok oldugu gértlmektedir. Ekstraseltler bdlgeye yonlendiren sinyal
peptidi icermesinden dolayi, spYebF-anti-HER2 scFv proteinleri igin beklenildigi gibi
hdcre ici bolgede 40 kDa buyukligunde bir bant gozlenememisgtir.

S
S$

A
\ko
§
*.

L1(C
M 16 20 25 30
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Sekil 4.14. Farkh sicakliklarda (16, 20, 25, 30°C) uretilen hucre igi anti-HER2 scFv-
6xHis proteinlerinin SDS- PAGE jel goruntusu

Sekil 4.15’de anti-HER2 scFv ve spDsbA-anti-HER2-scFv-6xHis proteinlerinin farkli
sicakliklarda, hucre digi Uretimlerinin jel goruntusu verilmigti. Buna gore,
periplazmik bdlgede birikimi hedeflenen spDsbA-anti-HER2-scFv-6xHis proteinleri
icin 20 ve 25°C indukleme sicakliklarinda hicre disina ydnlendirme oldugu
gorulmustir. Ancak, hicre iginde bant gézlemlenmemesi ve hicre digindaki protein
miktarinin az olmasindan dolayi, ¢alismanin devami igin uygun bulunmamisgtir.
Sitoplazmada uretime yodnelik tasarlanan anti-HER2 scFv proteinleri, 27 kDa
bandinda gozlenmistir. Bu durum, 20, 25 ve 30°C indUkleme sicakliklarinda belirli
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bir zamandan sonra hicre disinda da birikim oldugunu gostermektedir. Sekil 4.13
ile karsilastirildiginda, hedeflendigi gibi hlicre igindeki anti-HER2 scFv miktarinin
hicre disindaki birikimden fazla oldugu gorulmektedir.

&
anti-HER2-scFv (°C) S L2 (°C

30 26 20 16 M {_05'30 25 20 16

Sekil 4.15. Farkl sicakliklarda (16, 20, 25, 30°C) uretilen hiicre digi anti-HER2 scFv-
6xHis proteinlerinin SDS-PAGE jel goruntusu

Sekil 4.16'da spMBP-anti-HER2 scFv (L3) ve spYebF-anti-HER2 scFv (L1)
proteinlerinin farkli sicakliklarda, hucre disi Uretimlerinin jel goéruntusu verilmistir.
Buna gore, periplazmik boélgede birikimi hedeflenen spMBP-anti-HER2 scFv
proteinleri icin 25°C ve 30°C indUkleme sicakliklarinda sadece hiicre ici degil, hlicre
digina da y6nlendirme oldugu gorilmektedir. Urettigi rekombinant proteini hiicre
disina taglyan sinyal peptidine sahip spYebF-anti-HER2 scFv (40 kDa) proteinleri
icin 20°C, 25°C ve 30°C’de gorunen bantlar arasinda belirgin bir fark gértlmemistir.
Sicaklik optimizasyonu ¢alismalari sonucunda, érneklerin hiicre gogalmalari; hiicre
ici ve hucre digi rekombinant protein Uretim miktarlari ile g6z Onunude
bulundurularak 25°C indukleme sicakhgi ile Uretimlere devam edilmesine karar

verilmistir.
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Sekil 4.16. Farkli sicakliklarda (16, 20, 25, 30°C) uretilen hucre disi anti-HER2 scFv-
6xHis proteinlerinin SDS-PAGE jel goruntisu

Ekstraselluler SpYebF-anti-HER2 scFv-6xHis (L1), periplazmik spDsbA-anti-
HER2scFv-6xHis (L2), ekstraselller ve periplazmik spMBP-anti-HER2 scFv-6xHis
(L3) ve daha 6nceki calismalarda hesaplanmis sitoplazmik 6rnegin verimlerinin
karsilastinlarak Cizelge 4.4’te verilmistir. Bu sonuglara gore sitoplazmik érneginin
verimi digerlerine kiyasla daha yuksektir. Yeni Uretilen orneklerden ise en
verimlisinin periplazmik spMBP-anti-HER?2 scFv-6xHis 6rnegi oldugu gortulmektedir.
Ekstraselller bdlgeye yonelen uretim, avantajlara sahip olsa da verimi digerlerine

kiyasla daha az oldugu anlagiimaktadir.
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Cizelge 4.4. Verimlerin kargilagtiriimasi

Ornekler Verim (mg/L)
Ekstraselller L1 (SpYebF-anti-HER2 scFv-6xHis) 0,41
Periplazmik L2 (spDsbA-anti-HER2scFv-6xHis) 0,55
Ekstraselller L3 (spMBP-anti-HER2 scFv-6xHis) 2,48
Periplazmik L3 (spMBP-anti-HER2 scFv-6xHis) 5,12
Sitoplazmik [21] (pET28A-anti-HER2-scFv-6xHis) 6,20

4.3. Uretilen Anti-HER2-ScFv’lerin Saflastirllmasi ve Birincil Karakterizasyonu

Saflastirilan scFVv'lerin Bradford yontemi ile spektrofotometrik olarak total protein
derisimleri belirlenmigtir. Kalibrasyon egrisi, 0-1 mg/ml derisim araliginda, BSA
proteini kullanilarak olusturulmustur. Anti-HER2 scFv proteinleri Bradford yontemi
ile hesaplanan protein miktarlarina goére SDS-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-
PAGE) ile standart metodlara gore analizlenmigtir. Sekil 4.17'de anti-HER2 scFv ve
yeni olusturulan ssYebF-anti-HER2 scFv proteinlerinin saflastirma sonrasi jel
goérantuleri verilmektedir. Buna gore, E1 (Elisyon1) kuyusunda goérinen bant,
beklenen boyutta (40 kDa) olup, klonlanmanin dogru yapildigini ve spYebF sinyal
peptidinin ekstrasellller ydnlendirmesinde sorun olmadigini géstermektedir. Diger
elusyonlarda bant gozlemlenmemis olmasi ise protein Uretim veriminin dusuk
oldugunu gostermektedir. E. coli BL21(DE3) hlcresinin sitoplazmasinda tretimine
yonelik tasarlanan anti-HER2 scFv'nin (27 kDa) ise hucre igi ve hucre digi
bdlgelerde birikimi gézlenmistir. Bunun nedeni olarak, ekstraselller ortam ayrilirken
yapilan santrifij sirasinda anti-HER2 scFv’nin birikimi ve hucrelerinin patlamis
olabilecegi dusunulmektedir.
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L1 Elusyonlarn Anti-HER2-scFv_Elusyonlari

Hicre disi Hucre ici Hucre disi

E4 E3 E1 E2 M E1 E2 E3 E1 E2

Sekil 4.17. Saflastirma sonrasi SDS-PAGE jel goéruntuleri E. coli BL21(DE3)
pPET28a-spYebF-anti-HER2 scFv-6His hticre digi proteinleri (40 kDa)
M: Protein standardi

Saflastirilan spDsbA-anti-HER2 ve spMBP-anti-HER2 scFv proteinleri Sekil 4.18 ve
Sekil 4.19'da verilmigtir. SpMBP-anti-HER2 scFv proteininin tim elUsyonlarinda
(E1, E2, E3, E4) net bir bant gdzlenmesi protein Uretim ve saflagtirma verimlerinin
yuksek oldugunu gostermektedir. Sekil 4.18’de Ug elusyonda (E1, E2, E3) net olarak
bant gézlemlenmis olmasi spDsbA-anti-HER2 proteinin varligini destekler nitelikte
olup, verimi Sekil 4.19’daki spMBP-anti-HER2 scFv proteinine gére dusik oldugu
icin ileriki galismalar igin tercih edilmemigtir.

SpMBP ile yapilan uretimde hicre disinda da protein gézlemlenmesinin ardindan
hicre digi proteinler de saflagtinimistir. Sekil 4.20'de goéruldugu gibi tim
elusyonlarda (E1, E2, E3, E4) net bir bant gézlemlenmistir. Bu sonugtan sonra,

spMBP-anti-HER2 scFv ekstraselller proteinleri galismaya dahil edilmigtir.
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Sekil 4.18. Saflagtirma sonrasi SDS-PAGE jel goéruntuleri E. coli BL21(DE3)
pET28a-spDsbA-anti-HER2 scFv-6His periplazmik proteinleri (27
kDa) M: Protein standardi

E1 E2 E3 E4

Sekil 4.19. Saflastirma sonrasi SDS-PAGE jel goéruntuleri E. coli BL21(DE3)
pPET28a-spMBP-anti-HER2 scFv-6His periplazmik proteinleri (27 kDa)

M: Protein standardi
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Sekil 4.20. Saflagtirma sonrasi SDS-PAGE jel goéruntuleri E. coli BL21(DE3)
pET28a-spMBP-anti-HER2 scFv-6His ekstraselller proteinleri (27
kDa) M: Protein standardi

Anti-HER2 scFv proteinlerinin tamami, Western aktarim yéntemi [78, 109][78, 109]
kullanilarak, anti-His antikoru ile analiz edilmistir. BioRad Gel Doc Ez sistemi ile
Sekil 4.21°da verildigi gibi goruntulenmigtir. Sekilde spMBP-anti-HER2 scFv (L3) ile
pDsbA-anti-HER2 scFv-6xHis (L2) proteinleri beklenildigi gibi 29 kDa bandinda
gorulmastir. Periplazmik bdlgede Uretime ydnelik tasarlanan spDsbA-anti-HER?2
scFv-6xHis’in Sekil 4.11°de net bir sekilde gérilmemesi Western blot analizi ($ekil
4.21) ile gézlenmesi, spDsbA sinyal peptidinin dogru bir sekilde calistigini ancak
Sekil 4.18'de goruldugu Uzere spDsbA-anti-HER2 scFv proteinin Uretim veriminin

az oldugu ¢ikarimini dogrulamaktadir.
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Sekil 4.21. Western Blot gorintlsid M: Protein standardi

4.4. Uretilen Anti-HER2-ScFv’lerin ikincil Karakterizasyonu

Ekstraseliler, periplazmik ve sitoplazmik bélimlerden alinarak saflastirilan scFvler,
saflastirildiktan sonra konsantre edilmistir. Ylzde ylze yakin oranda saf ¢ikan
orneklerin SDS jel goérintileri Sekil 4.22'te verilmistir. Orneklerin bulundugu

sutunlarda farkli hi¢bir bant olmamasi tamamen saf olduklarini géstermektedir.

Uretilen scFV'lerin dogru antijene baglanip baglanamadi§ini gérmek adina yapilan
ELISA testinde scFv derisimi her defasinda 10 kat seyreltilerek ilerlenmistir. Sonucu
Sekil 4.23'te verilen analizde, scFVv’ler dogru antijene sorunsuz bir sekilde baglanmis
ve benzer baglanma davranisi gostermistir. Bu sonug, yeni scFvlerin tam-
antikorlardaki gibi antijenlerle anahtar Kkilit iligkisi gostermesi sayesinde olusmustur.
Ozgulliik agisindan fark olmadigini, tam-antikorlar yerine dzellikle diagnostik gibi
Ozgullik gerektiren konular igin yeterli olacagi fikrini desteklemektedir. Beklendigi

gibi konsantrasyon arttikga sinyal artmistir

50



- O
é%‘@é&
R A
@ L &
g &8
Mo ¥ Q€@
.
| —
-
A G —
w——
e

Sekil 4.22. Saflagtirilan ve konsantre edilen scFVv’lerin SDS- PAGE jel goruntusu M:
Protein standardi

Ozgiillik agisindan fark olmadigini, tam-antikorlar yerine 6zellikle diagnostik gibi
Ozgullik gerektiren konular igin yeterli olacagi fikrini desteklemektedir. Beklendigi
gibi konsantrasyon arttikga sinyal artmigtir. Doygunluktan dnceki noktada baglanma
aktivitelerinde fark gorinse de, ayni noktada doygunluga ulasmislardir. Bu sonug
scFvlerin ana sekanslarinin (VL, VH ve disUlfit bagi) ayni olmasi nedeniyle olasi bir
sonugtur. N-uglarina eklenen sinyal peptitlerinin, scFv’lerin antijen baglanma
bdlgesine ve dolayisiyla aktivesine etki etmedigi Sekil 4.23’'ten gorulmektedir.
Stabilizasyon i¢in 6nemli olan disulfit baginin, ¢ scFv tariinde ayni olmasi da bu
sonucu desteklemektedir. Boylece, calismaya katilan scFv’ler arasinda 6zgulltkleri
acisindan anlamli bir fark olmadigi ve hangi ortamdan alindiklarinin 6zgullUklerine
kayda deger bir etkisi olmadigi sonucu ¢ikmaktadir. Negatif kontrol olarak kullanilan
BSA proteininde sinyal gdstermemesi baglanmadigini, yani c¢alismayi
dogrulamaktadir.
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Sekil 4.23. Saflastirilmis anti-HER2 scFV'lerinin ticari HERZ2'ye karsi antijen baglama
aktivitesi (ELISA).

DSC taramasinda sicaklik yukseltildiginde proteinsel yapi agcilirken entalpi
degisimleri (AH) dlgulmustar. Yapisal olarak agilma gosterirken olusan tepenin orta
noktasi, Tm olarak adlandirilan karakteristik bir sicakliktir. Antikorlar ve antikor
fragmanlari icin tek bir tepe noktasi olmayabilir [110]. Sekil 4.24’te goruldagua gibi
periplazmik érnek icin bu sicakliklar 55,7°C ve 82,6°C iken, sitoplazmik 6rnek igin
61,2°C ve 79,6°C’dir. Tm degerleri kiyaslandiginda, sitoplazmik érnek icin termal
olarak daha kararlidir sonucuna ulasilir. Isi kapasitesi (Cp), degerleri de sirasiyla
periplazmik érnek igin 17,8 (kcal/(molx°C) ve 52,7 (kcal/(molx°C); sitoplazmik érnek

icin 76,5 (kcal/(molx°C) ve 140,7 (kcal/(molx°C) olarak bu sonucu desteklemektedir.
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Sekil 4. 24. Periplazmik ve Sitoplazmik scFv 6rnekleri igin DSC termogram grafigi
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5. SONUGLAR

Bu calismada genetik miUhendisligi teknikleri kullanilarak antikor fragmanlarindan
olan anti-HER2-scFv'nin  Escherichia colide farkh  sekillerde Uretimi
gerceklestirilmistir. Uretilen scFv'lerin ¢ézunir, aktif ve dogru katlanmis 6zelliklere
sahip oldugu dogrulanmistir. ScFv’nin E. coli’nin periplazmik ve hicre digi Gretimine
yonelik dort yeni tasarim yapilmistir. Daha dnce laboratuvar ekibimiz tarafindan
tasarlanan anti-HER2-scFv [21] sitoplazmik bolime yonelik olarak kullaniimigtir. E.
coli’nin Ug farkh boliumunden alinan spMBP, spDsbA, spYebF ile birlestirilen scFv
genleri, agaroz jel ile desteklenen restriksiyon kontrollerinin ardindan DNA dizi
analizi ile sekanslarinin dogrulu ispatlanmistir. Daha sonra Uretim agsamasina
gecmek igin plazmidler E. coli BL21(DE3) susuna aktariimistir. Sitoplazmik 6rnek
icin ise E. coli SHuffle T7 Express ile Uretim gerceklestiriimistir. Yapilan tasarimlarin,
oncelikle en yaygin kullanimdaki LB ortami ile tUretimine baglanmistir. Daha sonra,
uretim sonrasi SDS jel ile goéruntilenemeyen spYebF ile birlestiriimis scFv’nin
uretimi ise TB ortaminda basarih olmustur. Tim scFv’lerin hicre igi ve hiicre disi

durumlari degerlendirilmigstir.

Tasarlanan scFv’lerin Uretim surecindeki verimini arttirmak adina 16°C, 20°C, 25°C
ve 30°C sicakliklarinda Gretim verimleri karsilastirilmigtir. Sitoplazmik tretim icin de
kullanilan ve davranigi bilinen anti-HER2 scFv pozitif kontrol olarak kullaniimistir.
SpDsbA ile yapilan sicaklik taramasinda ilk Uretimde oldugu gibi diger sicakliklarda
da net bir bant gozlemlenememistir. SpDsbA ile yapilan Uretimde hlcre iginde net
bant gdézlenlemesi ve hicre disinda 25°C ve 30°C’de net olmayan bir bant
gozlenmis olmasi spDsbA ile yapilan Uretimin veriminin ileri asama deneyleri igin

yetersiz oldugu sonucunu dogurmustur.

Hucre ici Uretimi gozlemlemek adina spMBP ve spYebF ile yapilan Gretimler ayni
jel Uzerinde degerlendirilmistir. Beklendigi gibi spMBP ile yapilan Uretimde hucre
icinde 20°C ve 25°C’de 29 kDa bandinda gdzlenmistir. SpYebF ile yapilan tretim
hicre digina 6zgu oldugu icin hucre igcinde protein gézlemlenmemistir. Hlcre disina
da yonlendirebildigi gorilen spMBP ile yapilan Uretim ile hicre disi Uretim igin
secilen spYebF ile yapilan Uretimin sicaklik taramasi ayni jele yuklenerek
gorintilenmistir. SpMBP ile yapilan Uretimde 25°C ve 30°C indikleme

sicakliklarinda sadece hucre ici degil, hicre disina da ydnlendirme oldugu
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gorilmektedir. spYebF ile yapilan Uretimde 20°C, 25°C ve 30°C’de belirgin bir fark

gorulmemistir.

Optimizasyon amagl yapilan sicaklik taramasi sonucunda, ¢ogalmalari hicre igi ve
hicre disi scFVv'lerin Uretim miktarlarina gore degerlendirerek 25°C indukleme
sicakhg! ile devam edilmigtir. Secilen sicaklik ve ortamlarda yeniden Uretim
yapilarak érnekler saflastiriimistir. Saflastirma sonucunda spYebF ve spDsbA ile

yapilan Uretimde de beklenen yerlerde bant gozlenmistir.

Saflastirilan scFVv'ler kullanilarak verim hesabi yapilmistir. SDS jel goruntilerinde
safsizliklari kontrol edilmistir. Saflastirma basariyla gerceklestirimis ve devam
etmek igin uygun bulunmustur. Ekstraseluler érneklerden spMBP ile yapilan tretim
verimi spYebF ile yapilandan daha yuksek olmasi ikincil analizlere ekstraseluler
spMBP ile yapilan Uretimle devam edilmesi sonucuna ulastirmistir. Periplazmik
uretim icin ise SDS jel goruntulerinden beklendigi gibi spDsbA icin oldukga dusuktur.
Bu yluzden ikincil analizlere spMBP periplazmik 6érnekleri secilmisitr. Sitoplazmik

uretimin verimi digerlerine kiyasla daha yuksek oldugu gorulmektedir.

Western Blot analizi ile saflastirilan scFv’lerin antijen baglanip baglanmadigi kontrol
edilmis, batin scFv’ler baglanma gostermistir. DSC ve ELISA analizleriyle ikincil
karakterizasyonlari yapilmistir. ELISA analizine her bolimden bir protein segilmis
ve ¢ bolime ait baglanma davranisi kiyaslanmistir. Ug farkli bdlimden alinan
proteinler benzer baglanma davranigi gostermigtir. Ayni  konsantrasyonda
baglanarak, ayni noktada doygunluga ulasmistir. Bu sonug, farkh sinyal peptiti
kullaniimasinin ve farkh bdlimlere yonlendirerek yapilan Gretiminin baglanma
davranisini etkilemedigini gostermektedir. DSC analizi icin ekstraseliler érnegdin
verimi yetersiz bulunmustur. Periplazmik ve sitoplazmik scFv’lerin stabiliteleri
kiyaslanmigtir. Analiz ile edilen sonuglardan 6zgul i1silari hesaplanarak sicakliga
karsi 6zgul 1si grafigi olusturulmustur. Iki farkli pik goézlemlenmesinin antikor
fragmanlari igin gézlemlenebilen bir davranis oldugu ve ikinci pikten sonra protein
yapisinin tamamen agcildigi bilinmektedir. Kiyaslanan scFVv'ler igin sitoplazmik
ornegin O6zgul 1s1 ve Tm sicakliklari degerlendirildiginde, stabilitesinin periplazmik

ornekten daha yuksek oldugu bulunmustur.
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Calisma sonucunda sitoplazmik uretim, birgcok agidan daha verimli bulunmustur.
Ancak spMBP ile yapilan periplazmik Uretiminin sonuglarinin sitoplazmik Uretime
yakinhg@r yadsinamayacak duzeydedir. Literatirdeki E. coli’nin G¢ bolmesine 6zgu
yontemler kullanilarak yapilan ¢alisma eksigini doldurmasinin yani sira anti-HER?2
scFVv'nin aktif ve ¢dzunur formda spYebF ile ekstraselller Uretimi ilk kez bu
calismada gerceklestiriimistir. Bu ¢alisma HER2+ meme kanseri hiucrelerine ilag
hedeflemede ve tani kitlerinde kullanilabilecek bir molekulin daha verimli bir sekilde
ve daha dugsuk maliyetle Uretiminin yani sira, E. coli'de disulfit bagi iceren kompleks
rekombinant proteinlerin dretimine yonelik galigmalar i¢in de yol gosterici bir galisma

olmustur.
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EKLER
EK 1 — Sekans sonuglari

EK-1A. pET28a-spYebF-anti-HER2-scFv-6xHis sekans analizi (L1)

18)=cccccccccccccccccas, AACAATTCCCCTC TAGAAAGGAGATATACATATGAAAARAAGAGGGGCGTTTTTAGGGCTGTTGTTGATTTCTGCCTGCG> 97
4999>taggggaattgtgagcggataacaattcccctetagaaaggagatatacaTatgaaaaaaagaggggcgettttagggctgttgttggtttctgectgeg>5098

S8 CATCAGT T T TCGCTGCCAATAATGARAC CAGCAAGTCGGTCACT TTCCCARAG TG TGAAGAT CTGGATGC TGCCOGAATTGCCGCGAGCGTAAAACGTGA> 197
S099>catcagttttegetgecaataatgaaaccagcaagtcggteactttcccaaagtgtgaagatctggatgetgecggaattgecgegagegtaaaacgtga>slose

. . . . . . . . . .

L T AT AR CARAA T CGCGT GGG G TTGGGCAGATGATCARRARA T TG TC GG TCAGGL COATCCOG TGGCTTGAGTCAGTT TGCAGGACATTCAGGGTARA> 297
Sl99>ttatcaacaaaatcgegtggcgegttgggcagatgatcaaaaaattgeeggtcaggccgatccegtggettgggtcagtttgcaggacattcagggtaaa>s2ss

299>GATGATAAATGGTCAGTACCGCTAACCGTGCGTGGTARAAG TGCCGATATICAT TACCAGGTCAGCG TGGACTGCARAGC GGGARTGGCGGAATATCAGC > 397
5299>gatgataaatggtcagtaccgetaacegtgegtggtasaagtgecgatattcattaccaggteagegtggactgcaaagegggaatggcggaatatcage>sise

398>G6C6TACCATGRATATTCAAATGACCCAARGCCCGTCTTCT T TAAGC GG TC TG TCGGTGATCGCGTGACCATCACGTGTCGTGCGAGCCAAGATGTTAR> 497
§399>99cgtAccatgGATATTCAAATGACCCARAGCCCGTCTTCTTTARGCGCGTC TG TCGGTGATCGCGTGACCATCACGTGTCGTGCGAGCCAAGATGTTAA> S4 98

498> TACGGCEETGGCCTCGTATCARCARAAACCGGGTAAAGC CCCGARGC TG TTARTCTACAGCGCCAGC TTTC TG TACTC TGGCGTCCCGAGCCGCTTTTCT> 597
§499>TACGECGGTGGCCTGETATCAACARARACCGGETARAGC COCGARGC TG TTAATC TACAGCGCCAGC TTTCTG TACTC TGGCGTCCCGAGCCGCTTTTCT> 5598

$98>GGCAGCCGCAGCGGTACGGACTTCACGC TGACCATTAGCAGCCTGCAGCCGGAGGATTICGCCACCTATTATTGTCAGCAGCACTACACCACCCCGCCAR> €97
§599>GGCAGCCGCAGCGGTACGGACTTCACGC TGACCATTAGCAGCCTGCAGCCOGAGGAT TICGCCACCTATTATTGTCAGCAGCACTACACCACCCCGCCAR SE98

E98>CCTTTGGCCAGEE TACGARAGTGOAGAT TARACGCACGEGTGAGGCGE TTCAGGCGOAGGTGECAGCGLCGETGECGEATCGGAGGTTCAATTAGTGGA> 747
S699>CCTTTGGCCAGGGTACGARAGTGGAGAT TAARCGCACGgtggagycygttcagycygagytygcageyycygtygcggatcgGAGGTTCARTTAGTGGA>S 798

T98>ATCTGGCGETGETCTGETGCAGCCAGGCGGTAGCTTACGTCTGAGC TG TGCAGCGTCTGGCTTCAACATCAAAGATACCTACATTCATTGGGTTCGCCAA 897
5799 ATCTGG0GETGETCTGETGCAGCCAGGC GG TAGCTTACGTCTGAGC TETGCAGCGTC TGECTTCAACATCAAAGATACCTACATTCATTGGGTTCGCCAR> 5898

898>GCCCCAGGTAMGGCCTGOAGTGGGTGGCCCETATCTATCCAACCARTGGCTACACGCGTTATGCAGACTCTGTGAAAGGCCGCTTCACCATTAGCGCCG> 997
5899>GCCCCAGCTAAAGGCCTGOAGTGGETGECCCGTATCTATCCAACCARTGGCTACACGCGTTATGCAGACTCTGTGAAAGGCCGCTTCACCATTAGCGCCG> 59598
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EK-1B. pET28a-spDsbA-anti-HER2-scFv-6xHis sekans analizi (L2)

A A A A A * A A A A

1>NNNGATGTGAGCGGATAACATTCCCCTCTAGAAAGGAGATATACATATGAAAAAGATTTGGCTGGCGCTGGCTGGTTTAGTTTTAGCGTTTAGCGCATCG> 100
1>NNNGATGTGAGCGGATARCATTCCCCTCTAGARAGGAGATATACATATGAARRAGATTTGGCTGGCGCTGGCTGGTTTAGTTTTAGCGTTTAGCGCATCG>100

A A A A A A b A A A
101>GCGGCCATGGATATTCAAATGACCCAAAGCCCGTCTTCTTTAAGCGCGTCTGTCGGTGATCGCGTGACCATCACGTGTCGTGCGAGCCAAGATGTTAATA> 200
101>GCGGCCATGGATAT TCARATGACCCARAGCCCGTCTICTITARGCGCGTCTIGTCGGTGATCGCGTGACCATCACGTGTCGTGCGAGCCAARGATGTTARTA>200

A A A A x A A A A x

201>CGGCGGETGGCCTGGTATCAACAAAAACCGGGTAAAGCCCCGAAGCTGTTAATCTACAGCGCCAGCTTTCTGTACTCTGGCGTCCCGAGCCGCTTTTCTGG>300
201>CGGCGGTGGCCTGGTATCARCARARRCCGGGTAAAGCCCCGARGCTGTTAATCTACAGCGCCAGCTTICTGTACTCTGGCGTCCCGAGCCGCTTTITCTGG>300

A L) A bl A x A A A A
301>CAGCCGCAGCGGTACGGACTTCACGCTGACCATTAGCAGCCTGCAGCCGGAGGATTTCGCCACCTATTATTGTCAGCAGCACTACACCACCCCGCCAACC>400
301>CAGCCGCAGCGETACGGACTTCACGCTGACCATTAGCAGCCTGCAGCCGGAGGATTTCGCCACCTATTATTGTCAGCAGCACTACACCACCCCGCCARCC>400

A A A A A A b b A A
40 1>TTTGGCCAGGGTACGAAAGTGGAGATTAAACGCACGGGTGGAGGCGGTTCAGGCGGAGGTGGCAGCGGCGGTGGCGGATCGGAGGTTCAATTAGTGGAAT >S00
401>TTTGGCCAGGGTACGAARGTGGAGATTAAACGCACGGGTGGAGGCGET TCAGGCGGAGGTGGCAGCGGCGGTGGCGGATCGGAGGTTCAATTAGTGGART>S500

A A A A x A A A A x

501>CTGGCGGTGCTCTGGTGCAGCCAGGCGGTAGCTTACGTCTGAGC TGTGCAGCGTCTGGCTTCAACATCAAAGATACCTACATTCATTGGGTTCGCCAAGC > 600
501>CTGGCGGTGGTCTGGTGCAGCCAGGCGGTAGCTTACGTCTGAGCTGTGCAGCGTCTGGCTTCAACATCARAGATACCTACATTCATTGGGTICGCCAAGC>E600

x bl A L) A A x ) A A

€01>CCCAGGTAAAGGCCTGGAGTGGGTGGCCCGTATCTATCCAACCAATGGCTACACGCGTTATGCAGACTCTGTGAAAGGCCGCTTCACCATTAGCGCCGAC> 700
€01>CCCAGGTARAGGCCTGGAGTGGGTGGCCCGTATCTATCCARCCARTGGCTACACGCGTTATGCAGACTCTGTGARAGGCCGCTTCACCATTAGCGCCGAC>T700

A A A A A A A A b A

701>ACCTCTAAGAACACCGCATATTTACAGATGAACTCTTTACGCGCAGAGGACACGGCGGTGTACTACTGCTCTCGTTGGGGCGGTGACGGTTTCTACGCGA>S00
T01>ACCTCTARGARCACCGCATATTTACAGATGAACTCTTTACGCGCAGAGGACACGGCGGTGTACTACTGCTCTCGTTGGGGCGGTGACGGTTTCTACGCGA>E00

A A A A A A A x A A
201>TGGACTACTGGGGCTCAGGGTACGCTGGTCACGGTCAGCTCTCATCATCATCATCATCACTAAAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCA> 900
801>TGGACTACTGGGGTCAGGGTACGCTGGTCACGGTCAGCTCTCATCATCATCATCATCACTARAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCA>900

A A A A L) A A A A )

901 >CTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTC> 1000
901>CTGAGATCCGGCTGCTARCARAGCCCGARAGGAAGCTGAGT TGGCTGCTGCCACCGCTGAGCARTAACTAGCATARCCCCTTGGGGCCTICTARRCGGGTC> 1000

) ) A A A x *

100 1>TTGAGGGGTTTTTGCTGAAAGGAGGAACTATATCCGGATTGGCGAATGGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCCTTAA> 1074
1001>TTGAGGGGTTTTTGCTGAARGGAGGARCTATATCCGGATTGGCGARTGGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCCTTAR>1074
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EK-1C. pET28a-spMBP-anti-HER2-scFv-6xHis sekans analizi (L3)

A A A A A A A A A A
1>CTTGGATGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAAGGAGATATACATATGAAAATAAAAACAGGTGCACGCATCCTCGCATTATCCGCATTAACGACGA>100
1>CTTGGATGTGAGCGGATARCARTTCCCCTCTAGARAGGAGATATACATATGARAATARAAACAGGTGCACGCATCCTCGCATTATCCGCATTARCGACGA>100

A A A A bl A A x A A

L101>TGATGTTTTCCGCCTCGGCTCTCGCCGCCATGGATATTCAAATGACCCAAAGCCCGTCTTCTTTAAGCGCGTCTGTCGGTGATCGCGTGACCATCACGTG>200
101>TGATGTTTITCCGCCTCGGCTCTCGCCGCCATGGATATTCAAATGACCCAAAGCCCGTCTTCTTTARGCGCGTCTGTCGGTGATCGCGTGACCATCACGTG>200

A A A A A A x x A A
201>TCGTGCGAGCCAAGATGTTAATACGGCGGTGGCCTGGTATCAACAAAAACCGGGTAAAGCCCCGAAGCTGTTAATCTACAGCGCCAGCTTTCTGTACTCT > 300
201>TCGTGCGAGCCARGATGT TAATACGGCGGTGGCCTGGTATCAACAAAAACCGGGTARAGCCCCGARGCTGTTAATCTACAGCGCCAGCTTTCTGTACTCT>300

A A A A A A A A A A
301>GGCGTCCCGAGCCGCTTTTCTGGCAGCCGCAGCGGTACGGACTTCACGCTGACCATTAGCAGCCTGCAGCCGGAGGATTTCGCCACCTATTATTGTCAGC>400
301>GGCGTCCCGAGCCGCTTTTCTGGCAGCCGCAGCGGTACGGACTTCACGCTGACCATTAGCAGCCTGCAGCCGGAGGATTTCGCCACCTATTATIGTCAGC>400

A A A A A A A x A A
401>AGCACTACACCACCCCGCCAACCTTTGGCCAGGGTACGAAAGTGGAGATTAAACGCACGGGTGGAGGCGGTTCAGGCGGAGGTGGCAGCGGCGGTGGCGG>500
401>AGCACTACACCACCCCGCCARCCTTTGGCCAGGGTACGARAGT GGAGATTARACGCACGGGET GGAGGCGGT TCAGGCGGAGETGGCAGCGGCGGTGGLGEG>500

A A A x x A A x A A
S501>ATCGGAGGTTCAATTAGTGGAATCTGGCGGTGGCTCTGCTGCAGCCAGGCGGTAGCTTACGTCTGAGCTGTGCAGCGTCTGGCTTCAACATCAAAGATACC> 600
S01>ATCGGAGGTTCAATTAGTGGAATCTGGCGGTGGTCTGGTGCAGCCAGGCGGTAGCTTACGTCTGAGCTGTGCAGCGTCTGGCTTCAACATCAAAGATACC>600

A A A A A A A A . A

€01>TACATTCATTGGGTTCGCCAAGCCCCAGGTAAAGGCCTGGAGTGGGTGGCCCGTATCTATCCAACCAATGGCTACACGCGTTATGCAGACTCTGTGAAAG> 700
€01 >TACATTCATTGGGTTCGCCARGCCCCAGGTARAGGCCTGGAGTGGGTGGCCCGTATCTATCCAACCARTGGCTACACGCGTTATGCAGACTCTGTGARAG>T00

A A A A A A A A A A
T701>GCCGCTTCACCATTAGCGCCGACACCTCTAAGAACACCGCATATTTACAGATGAACTCTTTACGCGCAGAGGACACGGCGGTGTACTACTGCTCTCGTTG>S00
T01>GCCGCTTCACCATTAGCGCCGACACCTCTARGAACACCGCATATTTACAGATGAACTCTTTACGCGCAGAGGACACGGCGGTGTACTACTGCTICICGTIG>800

A A A A A A A A A A
201>GGGCGETGACGGTTTCTACGCGATGGACTACTGGGGTCAGGGTACGCTGGTCACGGTCAGCTCTCATCATCATCATCATCACTAAAAGCTTGCGGCCGCA> 900
801>GGGCGETGACGGETTTCTACGCGATGGACTACTGGGGTCAGGGTACGCTGGTCACGGTCAGCTCTCATCATCATCATCATCACTARAAGCTTGCGGCCGCA>900

) A * A A A A A A A

901 >CTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCATAACTAGCATAACC> 1000
901 >CTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTARCARAGCCCGARAGGARGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCATARCTAGCATAACC>1000

b A ) A A

1001>CCTTGGGGGCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTGCTGAAAGGAGGAACTATATCCG> 1058
1001>CCTTGGGGGCTCTARACGGGTCTTGAGGGGTTTTTGCTGAAAGGAGGAACTATATCCG>1058
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Abstract:

Intact antibodies. soluble serum glycoproteins are highly specific targeting reagents
and are involved in the defence against pathogenic organisms and toxins. IgG is the
main serum antibody with a Y-shaped structure, divided info two separate domains:
antigen-binding region (Fab) and crystallizable (Fc) region. In addition to whole
structure antibodies, the individual protein fragments of antibodies can be isolated or
novel classes of antibody fragments can be generated to be used in biomedical
research and applications with the help of protein engineering tools. Single chain
variable fragments (scFvs), first engineered in 1988 (Bird et al), are comprised of
the heavy (Vi) and light (VL) chains of antibody’s variable domains that are joined
by a flexible peptide lmker, which varies from 10 to 30 amine acids in length.

The scFv is the smallest active component of an antibody that shows specificity fo a
target antigen and has a wide range of uwses m medical diagnostic and
biotechnological applications as a substitute for full-length antibodies (Holliger &
Hudson, 2005), which have an expected market value of about 250 billion USD by
2024 (Fu et al, 2018). Compared with the antibodies produced by hybridoma
technology. the scFv antibody fragments can be easily modified to improve
selectivity and affinity, and the production cost can be reduced (Wang ef al., 2013).
Moreover. they penetrate tissues easier and have lower imnmnogenicity compared to
whole antibodies.

In literature, there are number of studies on the development and production of scFv
molecules using various bacteria and veast syvstems (Frenzel et al., 2013). E. cali is
the most popular host for the production of scFvs due to its numerous advantages
including low cost, fast growth. easy genetic manipulation, high biomass with
scalable cultivation in bioreactors and scFv production levels upto 3.5 g'L (Joosten
et al.. 2003; Gupta et al., 2017).
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This review will provide an overall evaluation of the tremendous potential of
antibody fragments as robust diagnostic reagenfs or as nonimmunogenic
biopharmaceuticals, in addition to an overview of recombinant production schemes
especially towards their Dioconjugation. Finally, our efforts towards bioprocess
development for highly soluble and functional recombinant anti-HER2-scFv
production in E. coli will be summarized.
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