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1. OZET

HEDEFE YONELIK OLARAK GELISTIRILEN TOKSIN FUZYONUNUN
CESITLi KANSER HUCRELERINDE /N VITRO TEDAVI EDiCi ETKIiSININ
INCELENMESI

Kanser hastaligi, tim toplumlarda yaygin olarak goriilmesine ragmen; pre-klinik
tedavi yaklasimlarinin da klinik faz ¢alismalarinda ilerleyememesindeki en 6nemli
nedenlerinden biri mevcut tedavilerin kanser hiicrelerine 6zgii olmamasidir. Bu
calismada, segici olarak kanser hiicrelerinde eksprese edilen bir reseptor olan
IL13R02’yi hedeflemek iizere toksin fiizyonu kullanilmistir. Bu amagcla; IL13
ligandina entegre edilen Pseudomonas ekztoksini’nin (IL13-PE) gesitli kanser tiirleri
tizerindeki in vitro tedavi edici etkisi incelenmistir. {1k olarak, cesitli kanser tiirlerine
ait hiicre hatlarinda, IL13Ra2 ekspresyon seviyeleri belirlenmistir. Bu dogrultuda,
pankreas kanseri hiicresi; PANC-1, akciger kanseri hiicresi; NCI-H460, prostat kanseri
hiicresi; PC-3, melanoma kanseri hiicreleri; MeWo, SKMEL-2 ve meme kanseri
MDA-MB-157 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda IL13Ra2 transkriptlerinin varlig
tespit edilmistir. Ardindan; IL13Ro2 transkripti tespit edilen hiicreler, in vitro ve in
Vvivo ¢alismalarinda kullanmak tizere floresan ve biyoliiminesan proteinlerini birlikte
kodlayan lentiviriisler ile biyogériintiilenebilir hale getirilmistir. Daha sonra, toksine
direncli HEK-293T hiicre hattindan IL13-PE toksinini iceren medyumlar toplanmastir.
Kanser hiicrelerinin, IL13-PE toksini ile muamelesinin ardindan hiicre canliliginin
analizi yapilmistir. IL13-PE toksinine kars1 en iyi yanit1 veren kanser hiicre hattinin
NCI-H460 akciger kanser hiicresi oldugu belirlenmistir ve bu hiicrelerde IL13-PE’ye
bagl hiicre 6liimii analiz edilmistir. Sonug olarak, IL13-PE toksininin farkli kanser
tiirlerinde hedef reseptor seviyeleri ile uyumlu bir sekilde anlamli derecede hiicre
Oliimiine yol agtigr ve IL13-PE toksininin IL13Ra2 eksprese eden cesitli kanser
hiicrelerini hedefleyebildigini gostermistir. Bdylece bu ¢aligma ile, segici bir sekilde
kanser hiicrelerini hedefleyen IL13-PE toksininin, birgok kanser tiirii i¢in in vitro
tedavi edici etkisi saptanmis olup, pre-klinik ve klinik ¢alismalarda uygulanabilecek

potansiyel bir terapdtik aday oldugu gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler; Hedefe Yonelik Toksin Fiizyonu, IL13Ro2, IL13-PE, Kanser,
Pseudomonas Ekzotoksin



2. ABSTRACT

INVESTIGATION OF IN VITRO THERAPEUTIC EFFECTS OF THE
TARGETED TOXIN FUSION IN VARIOUS CANCER CELLS

Although cancer disease is common in all societies; One of the most important
reasons why pre-clinical treatment approaches do not progress in clinical phase
studies is that existing treatments are not specific to cancer cells. In this study, toxin
fusion was used to target IL13Ra2, a receptor that is selectively expressed on cancer
cells. For this purpose; The in vitro therapeutic effect of Pseudomonas extoxin
(IL13-PE) integrated into IL13 ligand on various types of cancer has been
investigated. First, IL13Ra2 expression levels in cell lines belonging to various
cancer types were determined. In this direction, pancreatic cancer cell; PANC-1,
lung cancer cell; NCI-H460, prostate cancer cell; PC-3, melanoma cancer cells; The
presence of IL13Ra2 transcripts was detected in MeWo, SKMEL-2 and breast
cancer MDA-MB-157 and MDA-MB-231 cell lines. Next; Cells detected with
IL13R02 transcript were made bioimageable with lentiviruses encoding fluorescent
and bioluminescent proteins for use in in vitro and in vivo studies. Subsequently,
media containing IL13-PE toxin were collected from the toxin resistant HEK-293T
cell line. Analysis of cell viability was performed following treatment of cancer cells
with IL13-PE toxin. It was determined that the cancer cell line that gave the best
response to IL13-PE toxin was NCI-H460 lung cancer cell and cell death due to
IL13-PE was analyzed in these cells. As a result, it has been shown that IL13-PE
toxin induces significant cell death in different cancer types, consistent with target
receptor levels, and that IL13-PE toxin can target a variety of cancer cells expressing
IL13Ra2. Thus, with this study, IL13-PE toxin, which selectively targets cancer
cells, has been found to have an in vitro therapeutic effect for many types of cancer
and has been shown to be a potential therapeutic candidate that can be applied in

pre-clinical and clinical studies.

Keywords; Cancer, IL13, IL13Ra2, IL13-PE, Targeted Toxin Fusion



3. GIRIS VE AMAC

Kanser olusum siirecinin, normal fizyolojik kosullar altinda hiicrelerin
hayatta kalma ve migrasyon yetenegini regiile eden kontrol mekanizmalardan
kagmasi ve hiicrelerin kontrolsiiz olarak proliferasyonuna izin veren genetik-
epigenetik  degisiklikler tarafindan yonlendirildigi kabul edilmektedir. Bu
degisiklikler genellikle; hiicre biiylimesini ve boliinmesini, hiicre kaderini (cell fate),
hiicre hareketliligini (cell motility) ve hiicre 6liimiinii kontrol eden sinyal yolaklari
ile iliskilendirilmektedir. Bu siire¢ dogrultusunda, timor olusumunun
baglatilmasinda Kilit rol oynayan 6nemli gen siniflar1 bulunmaktadir. Bunlar; pro-
onkogenler, tiimor baskilayict genler ve DNA onarim mekanizmalarinda yer alan
genler olarak bilinmektedir. Cogu durumda, onkogenlerin aktivasyonu ve /veya
timoOr baskilayici  genlerin inaktivasyonu, kontrolsiiz hiicre dongiisiiniin
ilerlemesine ve apoptotik mekanizmalarin devre dis1 kalmasina yol agmaktadir.
Bununla birlikte, kanserin ilerlemesi; tiimor hiicreleri ve ¢evresindeki neoplastik
olmayan hiicreler ile hiicre dis1 matris (ECM) arasindaki dinamik etkilesimlerle de
iliskilidir. Tiimor bolgesinde olusan lokal mikro ¢evredeki degisiklikler;
inflamatuvar yanitlarin baskilanmasi, timor metastazina olanak saglanmasi, artan
besin ve oksijen ihtiyacinin karsilanmasi i¢in anjiyogenezin harekete gecirilmesi
gibi tlimdr progresyonuna katki saglayan siiregleri de beraberinde getirir.

Cesitli kanser tiirlerinde geleneksel tedaviler olarak kabul goren
yaklasimlar genel olarak; cerrahi rezeksiyon (solid tiimorlerde), radyoterapi ve
adjuvant kemoterapidir. Geleneksel tedavilerin uygulandigi kanser hastalarinda bu
tedavilerdeki ciddi yan etkilerinin varligi rapor edilmistir. Uygulanan tedavilerde
tamamiyla ortadan kaldirilamayan kanser hiicrelerinin, bu tedavilere karsi direng
kazandig1r bilinmektedir. Bu durum, ilaglara direng gosteren kanser hiicre
kolonilerinin ¢ogalmas: ile birlikte tedavilere karsi gelistirilen yanitlarin azalmasi
ile sonuglanir. Bu nedenlerle, tedavi edilemeyen kanser hiicre popiilasyonu tiimoriin
niiks etmesi 1ile sonuglanmakta ve hastalik remisyonu yeterli basariya
ulasamamaktadir.

Bu baglamda, kanser hiicresini hedefleyen tedavilere yonelim oldukga
gelismekte olan bir alan olmustur. Ayn1 zamanda kanser spesifik hedefli tedaviler,

geleneksel tedavilerle kombine olarak da kullanilabilmektedir ve sinerjestik etki



saglayarak uygulamalarin gelistirebilmesi i¢in olduke¢a avantajli bir yaklagim olarak
bilinmektedir. Hedefe yonelik tedavilerde en iyi bilinen yaklagimlardan biri
immiinotoksinlerin  klinik oncesi ve klinik c¢alismalarda kullanilmasidir.
Immiinotoksinlerin kullanimindaki temel amag; kanser hiicrelerinde spesifik olarak
eksprese edilen reseptorlerin  ve/veya antijenlerin hedeflenebilmesidir. Bu
dogrultuda, Pseudomonas Aeruginosa bakterisi tarafindan iiretilen Pseudomonas
Ekzotoksin (PE), difteri toksini ve ricin yaygin olarak ¢alisilan toksinler arasindadir.
Pseudomonas Ekzotoksini’nin kanser hiicrelerinde spesifik olarak eksprese edilen
reseptorlere yonlendirilmesi ile PE’nin, gii¢lii sitotoksik aktivitesinin yalnizca
malign hiicreler iizerinde etki gostermesi saglanmaktadir. Bu sayede, geleneksel
tedavi yontemlerinde eradike edilmek istenen yan etkilerin ortadan kaldirilabilmesi
icin avantajli bir yaklasim olusturur. Rekombinant DNA teknolojilerinden
faydalanarak olusturulan toksin fiizyonlari, toksinin 3 fonksiyonel alanindan ilki
olan dogal baglanma bolgesi yerine hedeflenmek istenen kanser hiicrelerine
baglanacak sekilde olusturulmaktadir. Bu sayede, hedefli toksin kanser hiicre
yilizeyinde eksprese edilen reseptor i¢in uygun bir ligand-toksin flizyonu haline
gelmektedir. PE’nin hedeflenen kanser hiicre ylizeyindeki reseptore baglanmasinin
ardindan translokasyon bolgesi ile intraselliiler alana girisi saglanir. Ardindan ADP-
ribolizasyonunun gergeklesmesi ile birlikte elongasyon faktorii-2 (elongation factor-
2; EF-2)’nin inaktivasyonuna neden olur. Bdylece, hiicredeki protein sentezinin
translasyon seviyesinde engellenmesi ile birlikte hiicre 6liimii ger¢eklesmektedir.
Bugiine kadar yapilan bir¢ok calismada, hedefe yonelik toksin stratejisi
icin ¢esitli kanser tiirlerinde spesifik olarak veya malign olmayan hiicrelere gore
daha ¢ok eksprese edilen reseptorler hedeflenerek PE toksininin potansiyel bir anti-
kanser ajan olarak calisilabilecegi rapor edilmistir. Hedeflenen bu reseptorler
arasinda en ¢ok calisilanlardan biri de interlokin-13 reseptorii (IL13-R) olmustur.
Bu galigsmalarin temelinde, rekombinant olarak hazirlanan PE toksinin baglayici
bolgesi interlokin 13 (IL13) ligandi ile degistirilmistir. Normal fizyolojik kosullar
altinda IL13, IL13 reseptor alfa 1 (IL13Ral) ve IL13 reseptor alfa 2 (IL13Ra2)
reseptorlerinden IL13Ra2’ye c¢ok daha yiiksek afinite ile baglanmaktadir.
IL13Ral’in malign olmayan hiicrelerdeki ekspresyonunun IL13Ra2’ye gore ¢ok
daha fazla oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte, IL13Ra2 ise birgok kanser



tiiriinde asir1 eksprese edildigi bilinen ve normal hiicrelerde eksprese edilmedigi ya
da seviyesinin ¢ok az oldugu farkli aragtirmacilarca tespit edilmistir. Bu avantaj,
hedefli toksin PE’nin kanser hiicresi spesifik reseptor olan IL13Ro2’yi
hedefleyebilmesi agisindan potansiyel bir hedef haline getirmistir. Bir¢cok klinik
oncesi ve klinik ¢alismalarda hedeflenen bu reseptoriin 6zellikle glioblastoma gibi
agresif ve invazif solid tiimorlerde, kanser hiicreleri lizerinde onemli sitotoksik
aktive varligi bildirilmistir.

Diger taraftan rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak hazirlanan
toksin flizyonlarindan IL13-PE, en 6liimciil kanser olan glioblastoma beyin tiimdri
sistemik toksisite, molekiiliin kisa yar1 Omiirlii olmasi, yetersiz doku penetrasyonu,
hedef dis1 yonelim gibi sebepler nedeniyle faz 3 asamasindan dteye gidememistir.
Buradan hareketle, tiimor dokusuna tropizma gdostererek terapotik molekiiller
tiretecek sekilde tasarlanmis kok hiicrelerin toksin tasiyict olarak kullanilmasi fikri
giindeme gelmistir. Toksine direngli hale getirdikten sonra IL13-PE iiretebilecek
sekilde gen miihendisligi uygulanan terapotik noral kok hiicrelerin, inflizyon ile
verilen IL13-PE’ye kiyasla GBM modeli SCID farelerde anlamli derecede sag kalim
stirelerini uzattig1 gosterilmistir. Dolayisiyla farkli kanser tiirleri i¢in de IL13-PE
toksin uygulamalarina yonelik olarak uygun kok hiicrelerin tedavi edici
ozelliklerinden faydalanmak hedefe yonelik kanser tedavilerinde onemli bir yol
acabilecektir.

Giiniimiize kadar elde edilen bu bilgiler dogrultusunda bu ¢alisma ile,
rekombinant DNA teknolojisi ile olusturulan IL13-PE toksin fiizyonunun etkisinin
pek ¢ok farkli kanser tiirii tizerindeki in vitro tedavi edici etkisinin arastirilmasi
amaclanmistir. Bu amagla, kanser hiicre panelinde belirtildigi iizere, farkli kanser
tiirlerine ait hiicre hatlar1 dncelikle floresan ve/veya biyoliiminesan isaretli olarak
olusturulmustur. Ardindan, kanser hiicre panelinde belirtilen tiim hiicre hatlarinda
IL13 reseptorii olan IL13Ra2’nin ekspresyon diizeyleri belirlenmistir. Bu sayede,
cesitli kanser tiirlerine ait hiicrelerde IL13-PE toksin fiizyonu ile hedeflenebilecek
hiicreler tespit edilebilmistir. Sonrasinda reseptdr ekspresyonu tespit edilen hiicreler
tizerinde toksin fiizyonunun hiicre canlilig lizerindeki etkisi in vitro yontemlerle
analiz edilmistir. Ayrica, toksin fiizyonunun yol actig1 hiicre 6liimii, apoptoz/nekroz

yoniiyle incelenmistir. Sonug olarak, IL13-PE toksin fiizyonun farkli kanser hiicre



hatlarinda reseptor seviyeleriyle uyumlu bir sekilde anlaml1 derecede hiicre 6liimiine
sebep oldugu gosterilmistir. Ayrica toksine direngli kok hiicrelerin olusturulmasi
calismalar1 baslatilarak, devam ¢alismalarinda hem in vitro hem in vivo yontemlerle

tedavi etkisinin klinik perspektifte detayli analiz edilmesi hedeflenmistir.



4. GENEL BILGILER

4.1 Kanser Hastalig1 ve Geleneksel Kanser Tedavileri

Kanser hastalig1, goriilme siklig1 ve 6liim orani yiiksek olan kiiresel bir
saglik sorunudur. Kanser tiiriine bagh olarak degisiklik gostermekle birlikte, tedavi
icin genellikle basvurulan geleneksel uygulamalar; cerrahi rezeksiyona, lokalize
timor mikro-ortami i¢indeki tiim hiicreleri hedef alan radyasyon tedavisine ya da
hizla biiyiiyen ve boliinebilen hiicreleri hedef alan kemoterapiye dayanmaktadir (1—
6). Geleneksel kanser tedavisi tiimor hiicrelerine 6zgii olmayan hedeflere yonelik
sitotoksik ajanlar icermektedir ve bu da hastalarda genis bir yan etkiye sebep
olmaktadir. Kanser tedavisindeki bu uygulamalarin en 6nemli yan etkilerinden biri
uygulanan tedavilerin kanser hiicresine spesifik olmamasindan kaynaklanan saglikli
hiicre, doku ve organlarda olusturdugu hasarlarin varligidir (7,8). Ayn1 zamanda, bu
uygulamalar ile hedeflenmeyen ve ortadan kaldirilamayan kanser hiicrelerinin
tedaviye diren¢ kazanmasi ve sonugta daha agresif bir kanserle sonuglanmasi
Klinikte olduk¢a yaygin olarak goriilen bir durumdur. Birgok kanser tiiriiniin
geleneksel tedavi uygulamalarinin ardindan bu tedavilere karsi direng gelistirme
yetenegine sahip oldugu bildirilmistir (9-11). Tedavilere karsi diren¢ gdsteren
kanserlerin artan prevalansi, uygulanan geleneksel tedavilerin ciddi sitotoksik yan
etkilerinin de goz Oniine alinmasi ile yeni ve kanser spesifik stratejilerin
gelistirilmesine ve uygulanabilir hale getirilmesine olan ihtiyact agikga
gostermektedir.
4.2 Kanserlerde Hedefe Yonelik Tedavi Yaklasimlar:

Kanserde hedefe yonelik tedavi yaklagimlarinin 6ncelikli amact; ¢esitli kanser
tirlerinde kanser hiicrelerinin proliferasyonunu, invazif kapasitesini ve metastaz
yetenegi gibi Ozelliklerini indiikleyen belirli molekiiler hedefleri bloke etmek ya da
engellemek iizerinedir (12,13). Gida ve ilag¢ Yonetimi (Food and Drug Administration;
FDA) tarafindan onaylanan bir¢ok hedefe yonelik tedavi; meme, glioblastoma, 16semi,
kolorektal ve akciger kanserleri de dahil olmak iizere sayisiz kanser tiirliniin
tedavisinde dikkate deger basar1 gostermistir (14-18). Kanser tedavisinde kullanilan
molekiiler hedefli terapotik ajanlar farkli islevler ve 6zellikler gosterebilir. Hedeflere
gore; hiicre dongiisii ilerlemesi, hiicre 6liimii, metastaz ve anjiyogenezi diizenleyen

hiicre ylizeyi antijenleri, biiylime faktorleri-reseptorleri veya sinyal iletim yollari



tizerinde hareket ederler. Molekiiler hedefli tedavide kullanilan ajanlar kiiciik
molekiiller (small molecules), monoklonal antikorlar, immiinoterapdtik kanser asilari
ve gen terapisi olarak smiflandirilabilir (13,19-21). Molekiiler hedefli tedavide
kullanilan ilaglar, kanser hiicresi biiylimesinin tesvik edilmesini destekleyen, hiicre
dongiisiiniin diizenlenmesine miidahale eden ve / veya kanser hiicrelerini 6ldiirmek
i¢in hiicre 6liimiine neden olan sinyalleri bloke edebilir. Bu ilaglar, bagisiklik sistemini
aktive etmek ic¢in kanser hiicrelerini ve tiimor mikro-ortami igindeki bilesenleri
hedefleyebilir. Spesifik islevleri ile ilgili olarak ilaglar, ayrica kemoterapi ile birlikte
kullanildiginda tiimor ilerlemesini ve invazyonu baskilanmasini/durdurulmasini veya
direncli tiimdrlerin diger tedavi gruplarina karst yeniden duyarli hale getirilmesini
saglayabilir (22—24).

Blylime Faktori
Reseptorlerinin Hedeflenmesi

Apoptoz immiin kontrol
agonistleri noktasinin
hedeflenmesi

Ligand
hedefli
sitotoksinler

Metalloproteinaz
inhibitorleri

Anjiyogenez
inhibitorleri

Sekil 4.2.1 Kanserde Hedefe Yonelik Tedavi Yaklagimlar:

4.2.1 Immiin Kontrol Noktasi inhibitérleri

Kanser bilyiimesi ve progresyonu immun baskilama (supression) ile yakindan
iligkilidir. Kanser hiicreleri, immiinsupresif fonksiyonlari1 barindiran farkli immiin
kontrol noktasi yolaklarini aktive etme yetenegine sahiptir. Bu sebeple, immiin kontrol
noktalarin1 hedefleyen monoklonal antikorlarin tasarlanmasi, kanser tedavilerinde

potansiyel bir tedavi yaklasimi olarak kabul gormiistiir (25-27). Bu yaklagimda



kontrol noktasi inhibitorleri, immiinsupresif kontrol noktasini regiile eden yolaklar
antagonize ederek bir anti-timor bagisiklik tepkisi indiikler. Son ¢alismalarda, immiin
kontrol noktasi inhibitorleri arasinda en yaygin olarak bilinenler; Programlanmis hiicre
6liim proteini-1 (programmed cell death protein-1; PD-1), programlanmis hiicre 6liim
proteini ligand-1 (programmed cell death protein ligand-1; PD-L1) ve sitotoksik T-
lenfosit iliskili protein-4'i (cytotoxic T-lymphocyte associated protein-4; CTLA-4)
hedefleyen inhibitorlerdir (28-30).

CTLA-4"i anti-tiimor immiin yanitlarinda 6nemli bir kontrol noktas1 molekiilii
olarak destekleyen in vitro ¢alismalarin ardindan, anti-CTLA-4 bloke edici antikor
tedavisi baslangicta meme, prostat ve melanoma dahil olmak {izere birgok hayvan
modelinde test edilmistir (31-33). Ancak elde edilen sonuglar dogrultusunda, immiin
kontrol noktasi inhibitorlerinin diger kanser tiirlerine nazaran kati tiimorlerde
beklenilen yanita ve basariya ulasilamadigi goriilmiistir (34-36). Yapilan ilk
caligmalarda, CTLA-4 blokajinin anti-timor immiin yanitin1 arttirdigi gésterilmistir.
Ancak bu anti-timor yanit, hiicresel as1 iireten GM-CSF ile kombine edildiginde
sadece CTLA-4'e yanit veren birka¢ kanser hiicre hatti (melanoma, prostat ve T-
lenfoma gibi) ile sinirli olmustur. Bu bulgular, CTLA-4 blokajinin, dogal veya asiya
bagl tiimore 6zgii T hiicrelerinin giiclendirilmesi yoluyla 6nemli bir anti-timor
aktivitesi ile sonuglanabilecegini diisiindiirmektedir. Son olarak, siirli bir endojen
immiin tepkisi olan tiimorlerde, CTLA-4 antikorunun bir as1 ile kombinasyonunun,
timor biiylimesini engellemek ve tiimor gerilemesine yol agmak icin bir bagisiklik

tepkisi olusturma potansiyeline sahip olabilecegi diistiniilmektedir (37,38).

4.2.2 Nanopartikiiller

Nanopartikiiller (NP), kemoterapotik ilaglarin kan dolagiminda kalis siiresini
uzatmak ve kanser dokularina hedefli iletim saglamak igin kapsamli bir sekilde
aragtirtlmistir. Nanopartikiiller, pasif veya aktif hedefleme ile tiimorlere uygulanabilir.
Pasif hedefleme, nanopartikiiliin fizikokimyasal 6zelliklerine ve timdr bolgelerinde
gelismis gecirgenlik ve tutma (enhanced permeability and retention; EPR) etkisine
dayanirken; aktif hedefleme, partikiillerin tiimore ozgii ligand barindirmak tizere
tasarlanmasinin ardindan bir kez tiimor bolgesine yerlestirildikten sonra bu ligandin
timor hiicre reseptorlerine yonlendirilmesine dayanmaktadir (39-41). Kanser

tedavisinde ila¢ dagitim sistemleri olarak kullanilabilen nanopartikiiller; polimer-ilag



konjugatlari, polimerik miseller, altin nanopartikiiller (gold nanoparticles), lipozomlar,

viral nanopartikiiller ve karbon nanotiipler olarak siniflandirilabilir.

Kat lipid
nanopartikiil

Polimerik
miseller

Sekil 4.2.2.1 Kanser Tedavisi I¢in Pre-Klinik Cahsmalarda Kullamlan Nanopartikiil Cesitleri

Nanopartikiillerin kanser tedavisinde etkili olmasi i¢in ilk olarak, kan
dolagimindaki hacim veya aktivitelerinin minimum kaybi ile viicuttaki bariyerlere
nifuz etmesi yoluyla hedeflenmek istenen tiimér dokularina ulagabilmeleri
gerekmektedir. Tiimor dokusuna ulastiktan sonra ilaglar, aktif formun kontrollii bir
salinim mekanizmasi ile normal hiicreleri etkilemeden tiimor hiicrelerini segici bir
sekilde oldiirme yetenegine sahip olmalidir. Bu iki temel strateji ayni zamanda
ilaclarin hiicre i¢i konsantrasyonunu arttirarak ve ayni zamanda doz sinirlayici
toksisiteleri azaltarak hastanin sag kalim siireci ve yasam kalitesindeki iyilesmelerle
iliskilidir. Nanopartikiillerin, etkili ilag tasiyici sistemler i¢in bu gerekliliklerin her
ikisini de karsilama potansiyeli oldugu diistiniilmektedir (42,43).

4.2.3 Apoptoz Agonistleri: Oliim Reseptorlerinin (Death Receptors)

Hedeflenmesi

Apoptoz  mekanizmasi,  kanser  patofizyolojisi  altinda  siklikla

diizensizlesmektedir (dysregulate). Bunun en iyi bilinen nedenlerinden biri ise kanser
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hiicrelerinin apoptotik yolaklar: hiicre 6liimiinden kagis mekanizmasi olarak aktive
edebilme yeteneklerinden kaynaklanmaktadir. Programlanmis hiicre dlim
yolaklarmin regiilasyonu konusundaki son gelismeler, malign hiicrelerde apoptozu
etkinlestirmek i¢in yeni ajanlarin gelistirilmesi diislincesini beraberinde getirmistir. Bu
gelismeler dogrultusunda, apoptoz siirecinin gergeklestigi intirinsik ve ekstrinsik
yolaklardaki proteinler iizerindeki ¢alismalar gelistirilmistir (44). Simdiye kadar, en
iyi karakterize edilmis 6liim reseptorleri (death receptor; DR); CD95 (Fas / Apol),
TNF ile iliskili apoptozu indiikleyen ligand reseptorii (TRAIL-R) ve tiimor nekroz
faktorii reseptoridiir (TNF-R). Bu siirecin, Apo2L/TRAIL ve DR agonistleri
tarafindan aktivasyonu, ekstrinsik yolagin aktivasyonu ile sonuglanmaktadir ve timor
hiicrelerinde apoptozu tesvik etmek igin 6nemli bir terapotik stratejiyi temsil eder.
Apo2L / TRAIL aracili apoptozun kanser hiicrelerine karsi segici olarak indiiklenmesi
ve neoplastik olmayan hiicrelerde toksisite olusturmamasindan dolayr kanser

tedavisinde potansiyel bir yaklagim olarak kabul géormektedir (45-48).
4.2.4 Anjiyogenez Inhibitérleri

Yeni kan damarlarinin olusum siireci olarak bilinen anjiyogenez, tiimoriin
bliytime siirecinde yliksek proliferasyon kapasitesine sahip hiicrelere yeterli miktarda
oksijen ve metabolit kaynagi saglamak i¢in yeni kan damarlarinm olusumunu
gerektirir (49). Anjiyojegenez tiimor ilerlemesinde 6nemli bir mediyator olarak
bilinmektedir. Bu siireg; tiimor progresyonu, migrasyonu ve metastazina katkida
bulunabilir ve genellikle tiimoér prognozunun bir gostergesi olarak kabul edilir. Bu
nedenle, tiimor anjiyogenezinin hedeflenmesi klinik agidan potansiyel tedavi
segenekleri arasinda kabul goren bir strateji olmustur (50). Anjiyogenez inhibitorleri,
endotel hiicrelerini  hedefleyen dogrudan inhibitdrler veya anjiyogenez
indiikleyicilerinin ekspresyonunu onleyen / aktivitesini bloke eden in-direkt
inhibitorler olarak siiflandirilir. Bu inhibitorler, monoterapi olarak veya diger anti-
kanser ilaclarla kombinasyon halinde kullanilabilir. Bu baglamda, bir¢cok klinik 6ncesi
ve klinik ¢alisma, kombine tedavilerin bireysel tedavilere kiyasla daha yiiksek
terapotik etkinligi oldugunu ortaya koymustur (51).

Giliniimiizde, birgok anjiyogenez inhibitérii klinik caligmalarda test
edilmektedir. Su anda, VEGF yolag: i¢cin kullanilan inhibitérler klinik olarak en

gelismis olanlardir. FDA, kanseri tedavi etmek i¢in bir dizi anjiyogenez inhibitdriinii
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onaylamistir. Bunlarin ¢ogu, VEGF'yi, VEGF reseptoriinii veya anjiyogenezde yer
alan diger spesifik molekiilleri hedeflemek i¢in 6zel olarak gelistirilen hedefe yonelik
tedavilerdir. Onaylanmis anjiyogenez inhibitorleri i¢in: Bevacizumab (Avastin®),
Axitinib (Inlyta®), Ramucirumab (Cyramza®), Sunitinib (Sutent®) ve Vandetanib
(Caprelsa®) drnek olarak verilebilir. VEGF’yi hedefleyen anjiyogenez inhibitorleri ile
tedavinin ardindan; kanama, arterlerde pihtilagma, hipertansiyon ve yara iyilesmesinde
bozulma gibi yan etkilerin meydana geldigi rapor edilmistir (52,53).

Bu stratejilere ek olarak, ligand hedefli tedavilerin kullanim1 pek ¢ok farkli
kanserde hedefli terapi yaklasimi agisindan olduk¢a potansiyel bir tedavi
secenegidir. Ligand hedefli tedavi yaklasimlarindaki esas ilke, kanser tiirline
spesifik olarak asir1 eksprese olan reseptorlerin hedeflenebilmesidir. Bu yaklagimda
ki amac kanser hiicrelerinde asir1 eksprese olan ancak neoplastik olmayan viicut
hiicrelerinde ¢ok az ya da hi¢ ekspresyonu bulunmayan reseptorleri
hedefleyebilmektir. Bu sayede; geleneksel tedavilerin  prensibi ile
karsilastirildiginda bu tedavilerin sebep oldugu sistemik toksisite, tedavi kaynakli
sitotoksik ajanlarin sebep oldugu neoplastik olmayan hiicrelerin gérmiis oldugu

zarar eradike edilebilmektedir.

Cesitli Kanser Tiirlerinde Segici Olarak Eksprese Olan Hedef Reseptorler

| | |

Akciger Kanseri Beyin Kanseri Meme Kanseri Pankreas Kanseri Kolon Kanseri

A D ¢ & U]

| |
Integrin

EGF interlkin-4 ] Androjen

Norotensin

interlékin-1

Transferrin ] Ostrojen

HER-2 TNF Folat

[ [ ] | ]
interlkin-4 [ interlokin-13 ] [ HER2 ] [ 1GF-1 I [ ]
| | | | o]
[ [ | | [ )

Folat ] CXCR4 ]

Sekil 4.2.4.1 Cesitli kanser tiirlerinde secici 0larak fazla eksprese edilen hedef reseptorler

Ligand hedefli tedavilere; kanser hiicrelerinde secicilik gosteren
ligandlarin siRNA’lar ile hedeflenmesi, nanopartikiil sistemleri, ligand hedefli
lipozomlarin tasarlanmasi ve kullanilmasi, immiinpolimerler ve immiintoksinler

gibi pek cok tedavi segenegi 6rnek verilebilir. Cesitli sistemlerin icerisinden ligand
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hedefli immiintoksinler bircok kanser tedavisinde olumlu geligsmeler
gostermektedir.
4.3 Hedefe Yonelik Toksinler

Immiinotoksinler olarak bilinen hedefe yénelik toksinler, spesifik yiizey
reseptorleri veya antijenleri eksprese eden hiicreleri hedefledikleri i¢in kanser
tedavisinde énemli bir potansiyel olusturmaktadir. Immiinotoksinler; bir biiyiime
faktorli, monoklonal antikor veya antikor fragmani gibi bir ligand i¢ermektedir.
Ligand alt birimi hedef hiicrenin yiizeyine baglandiktan sonra molekiiliin hiicre igine
endositoz araciligi ile internelizasyonu gergeklesir ve toksin molekiilii hiicredeki
protein sentezini inhibe ederek kanser hiicrelerinin 6liimiine neden olur. Kanser
hiicrelerine hedeflendirilmis bakteriyel toksinler arasinda; rekombinant tek zincirli
veya cift zincirli toksin flizyonlar1 olusturmak ic¢in ¢ok uygun olan Pseudomonas
ekzotoksin, difteri toksini ve bitki toksinlerinden ise risin (ricin) bulunmaktadir (54—
57).
4.3.1 Toksin Konjugatlarinin Olusturulmasi

Bakteriyel ve bitkisel kaynakli toksinler ana hatlari ile 3 temel bolgeden
olusmaktadir. Bu bolgeler; reseptor baglayici bolge (bolge I), translokasyon bdlgesi
(bolge II) ve enzimatik olarak aktif olan sitotoksik bolgeyi (bolge III)
kapsamaktadir. Bu organizmalardan elde edilen toksinlerin hedefe yonelik toksinler
olarak olusturulabilmesi i¢in rekombinant DNA teknolojilerinden yararlanilir.
Boylece, toksinlerde var olan reseptor baglayici bolge ¢ikartilarak kanser hiicresinde
spesifik olarak hedeflenecek bolge i¢in uygun bir ligand ile degistirilir. Bu sayede,
saglikli dokuya =zarar verilmeden ve sistemik toksisiteye sebep olmadan
uygulanacak tedavi yalnizca hedeflenen kanser hiicresi ile etkilesime girdigi igin

sonug olarak kanser hiicrelerinin 6liimiine yol agmaktadir.
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Sekil 4.3.1.1 Hedefe yonelik toksin fiizyonlarmin olusturulmasi

4.3.2 Pseudomonas Ekzotoksin

Pseudomonas ekzotoksin (PE), Pseudomonas Aeruginosa bakterisinin
tirettigi 613 amino asit uzunlugundan olusan tek zincirli bir proteindir. PE’nin
hiicreler iizerinde olusturdugu fonksiyonel etkiyi saglayan 3 bolgesi bulunmaktadir.
Bu boélgeler; N terminalinde bulunan reseptor baglayici bolge (bolge Ia; 1-252 a.a),
toksin molekiiliiniin sitozole tasinmasindan sorumlu olan translokasyon bolgesi
(bolge II; 253-364 a.a) ve C terminalinde bulunan sitotoksik bolge IIT (405-613
a.a)’ten olugmaktadir(58).  Sitotoksik bolge III, ADP ribolizasyonunu Ve
elongasyon faktorii-2 (EF-2)’nin inaktivasyonunu katalize eder. Bu sayede, protein
sentezinin inhibisyonuna yol agarak hiicre 6liimiiniin ger¢eklesmesine neden olur.
PE, birgok hiicre tipinde eksprese edilen a-2-makroglobulin reseptoriine baglanir ve
klatrin aracili endositoz yoluyla hiicre i¢ine alinir. 279-280 amino asitleri arasindaki
proteolitik kesilmenin (proteolytic cleavage) gergeklesmesi ve 265-287 rezidiilerini
baglayan disiilfid baginin azaltilmasinin ardindan, C terminalinden tiiretilen 37
kDa'lik bir fragman (280-612 amino asitleri) endoplazmik retikulum'a tasinir.
Ardindan sitoplazmaya gectikten sonra EF-2’yi inaktive ederek hiicre 6liimiiniin

gerceklesmesine yol agar (59,60).
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4.4 Cesitli Kanser Tedavilerinde Hedeflenen Reseptor ve Ligandlar

4.4.1 Tiimér Nekroziz Faktor Bagimh Apoptozu indiikleyen Ligand

Tiumor nekroz faktorii (TNF) ile ilgili apoptozu indiikleyen ligand (TNF-
related apoptosis-inducing ligand), TNF sitokin ailesinin bir tiyesidir. Genellikle
malign olmayan hiicreleri korurken, ¢ok c¢esitli kanser hiicrelerinde segici olarak
apoptozu indiikleme yetenegine dayanarak TRAIL, kanser tedavisi i¢in potansiyel
bir anti-kanser ajandir. Cesitli kemoterapi ajanlarinin TRAIL'in sitotoksik etkilerini
arttirdi@i  gosterilmistir. Bir anti-kanser tedavisi olarak TRAIL'in potansiyel
faydalari, radyoterapinin etkinligini arttirma kabiliyeti ile de gosterilmistir. Klinik
Oncesi caligmalar, kanser tedavisi i¢in TRAIL 6lim reseptorlerini segici olarak
baglayan agonistik monoklonal antikorlarin potansiyel kullanimini gostermistir.
TRAIL reseptorlerini hedefleyen bir dizi farkli bilesigin klinik 6ncesi ¢aligmalarda
ilerlemeyi garanti etmek i¢in klinik oncesi ¢alismalarda yeterince etkili oldugu
kanitlanmistir (61). Faz I denemeleri biiyiik 6l¢iide gelismis kati tiimorleri olan
hastalar tizerinde gergeklestirilmistir ve ¢oziiniir TRAIL (dulanermin), TRAIL-R1
mAb agonist mapatumumab ve TRAIL-R2 mAb agonistleri tigatuzumab,
lexatumumab ve Apomab't igerir. Bu bilesikler biiyiik dl¢lide iyi tolere edilmelerine
ragmen, anti-kanser tepkileri zayiftir ve hastalarin biiylik ¢ogunlugunda remisyon
goriilmemistir. Bugiine kadar, en umut verici monoterapi Hodgkin dis1 lenfoma
hastalarinda Faz Il klinik ¢calismasina giren hastalarin neredeyse {igte biri yanit veren

ve bir tanesi tam iyilesme gdsteren mapatumumab olmustur (62,63).

4.4.2 Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii

EGFR; HER2, HER3, HER41 igeren HER ailesinin bir {yesidir.
EGFR’in hiicre ekstraselliiler alanina, epidermal biiyiime faktorii (EGF) ve
transforme edici biiyime faktorii-a (Transforming Growth Factor-a; TGF-a) gibi
ligandlar baglandiginda, EGFR veya diger HER ailesi tiyeleri ile dimerler olusturur
ve tirozin rezidiilerinde oto-fosforilasyona ugrar. Boylece proliferasyon, hayatta
kalma ve apoptoz gibi ¢oklu hiicresel siire¢leri diizenleyen protein kinaz B (AKT /
PKB) ve mitojenle aktiflestirilen protein kinazlar (Mitogen-Activated Protein
Kinases; MAPK) gibi yolaklar iizerinden sinyal kaskadinin baglatilmasini aktive
eder (64).
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EGFR'in bir¢ok hiicresel siiregteki fonksiyonel rolii g6z Oniine
alindiginda, EGFR aracili etkileri hedefleyen ¢esitli yaklagimlar gelistirilmistir.
EGFR’1 hedeflemek i¢in giinimiizde Kullanilan iki farkli terapotik yaklasim;
monoklonal antikorlarin ve kiigiik molekiillii tirozin kinaz inhibitorlerinin
kullanilmasidir. Yaygin olarak kullanilan monoklonal antikorlar; Cetuximab ve
Panitumumab’1 igerirken, en bilinen tirozin kinaz inhibitori ise Gefitinib’tir.
Monoklonal antikorlarin kullaniminda anti-EGFR antikorlar1 ekstraselliiler alana
baglanarak etki gosterirken, tirozin kinaz inhibitdrleri ise intraselliiler tirozin kinaz
alanini (domain) hedeflemektedir. Son ¢aligmalar, EGFR'nin gen diizeyinde asag1
regiilasyonunda (down regulation) gesitli kemopreventif ajanlarin kullanimini
gostermistir. Ayrica, ¢esitli calismalar kolorektal kanseri, bas-boyun kanseri, kiigiik
hiicreli dis1 akciger kanseri ve pankreas kanseri dahil olmak iizere ¢esitli kat1 timor
tirlerinde anti-EGFR ajanlarinin hastalarin genel sag kalimi agisindan anlamli

faydalarini kanitlamistir (65).
4.4.3 1L13 Reseptorii

IL-13, sadece normal fizyolojik kosullar sirasinda degil, ayn1 zamanda
kanserde de bagisiklik tepkilerinin ve bagisiklik mikro-¢evresinin regiilasyonunda
onemli bir rol oynar. Bir¢cok hiicrede, IL-13 diisiik afiniteli bir IL-13Ral
monomerine baglanir ve daha sonra IL4Ra’ya baglanarak bir heterodimer
kompleksi olusturur. Bu kompleks Janus kinazlan tetikleyebilir ve STAT (signal
transducer and activator of transcription)’in asagi akis yolaginda (downstream
pathway) aktivasyonuna yol acar. Ote yandan, kanser hiicrelerinde IL-13, yiiksek
afiniteli reseptdrii olan IL-13Ra2'ye baglanmaktadir. Mevcut arastirmalara gore IL-
13, normal hiicrelerde eksprese edilen IL-13Ral reseptoriine daha diisiik afinite ile
baglanmaktayken, bazi1 kanser hiicrelerinde segici olarak asir1 eksprese olan IL-
13Ra2 reseptoriine ¢ok daha giiclii bir afinite ile baglanir (66—-68). Normal
hiicrelerde eksprese olan IL-13Ral ile kanser hiicrelerinde segici ekspresyonu
bulunan IL-13Ra2, IL13 ligand:1 agisindan rekabet igerisindedir. Sonug olarak IL-
13Ra2’ye ¢ok daha yiiksek afinite gosteren IL-13 ligand1 bazi1 kanser tiirlerindeki
hedefli terapiler i¢in oldukg¢a potansiyel bir ligand olarak belirlenmistir. Bunlara ek
olarak, ayni zamanda IL-13Ra2’nin belirli kanser tiirlerinde segici olarak

hedeflenmesi igin toksin fiizyonlar1 olusturulmustur. Ozellikle beyin tiimérleri
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icerisinde en agresif ve sag kalim orani ¢ok diisiik olarak bilinen glioblastomanin
tedavisinde IL-13 ligandi Pseudomonas Aeruginosa bakterisi tarafindan tretilen
pseudomonas ekzotoksin ile fiizyon proteini olarak birlestirilerek glioblastoma
kanser hiicrelerinde asir1 eksprese edilen IL-13Ra2 reseptoriine hedeflendirilmistir
(69-71).
45 Hedefe Yonelik Toksin Fiizyonlarimin Kanser Tedavisinde Kullanimi
Toksinlerin antikorlara kimyasal olarak konjuge edilmesiyle hazirlanan
birinci kusak immiinotoksinler, hayvan modellerinde genellikle etkili olmamustir.
Bunun sebebi, toksinin neoplastik olmayan hiicreleri de 6ldiirmiis olmasidir. Hiicre
baglanma alaninin toksinden ¢ikarilmasi ve bu modifiye edilmis toksinin ¢esitli
antikorlara baglanmasi, hayvanlar tarafindan daha iyi tolere edilen immiinotoksinler
olmustur. Bu ikinci kusak immiinotoksinlerin bir kism1 kanser hastalarindaki faz I
calismalarinda degerlendirilmistir. Ugiincii kusak immiinotoksinlerin iiretiminde ise
rekombinant DNA teknolojileri ve protein miihendisligi prensipleri kullanilarak
immiinotoksinler, artik sadece tiimor hiicrelerini tanimak ve 6ldiirmek i¢in gerekli
elementleri igerecek sekilde tasarlanmistir. Bdylece birinci ve ikinci kusak
immiinotoksinlerde yasanilan zorluklarin iistesinden gelinmistir. Kanser tedavisinde
kullanildig1 bilinen hedefe yénelik toksin fiizyonlar1 arasinda interlokin 2 (IL-2),
transforme edici biiytime faktorii-o. (Transforming growth gactor- a; TGF-a),
graniilosit-makrofaj koloni uyarici faktér (Granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor; GMCSF) ve IL-13 bulunmaktadir.

45.1 GMCSF Reseptoriinii Hedefleyen Immiinotoksinler

DT-GMCSF (DT-GM), akut miyeloid 16semi (AML) hiicrelerinde
bulunan GMCSF reseptoriinii (GMCSFR) hedefleyen bir rekombinant toksindir.
Ancak DT-GM’in AML tedavisi i¢in kullanildigi pre-klinik ¢aligmalarin sonucunda,
hepatositlere zarar veren kiipffer hiicreleri tizerinde eksprese edilen GMCSFR'yi de
hedefledigi ve bu nedenle karaciger toksisitesine neden oldugu goériilmiistiir(72,73).
Aym1 zamanda, AML hastalarin1 tedavi etmek i¢in alternatif bir yaklagim,
rekombinant toksin DT388-1L3i kullanarak IL-3 reseptoriinii hedeflemektir. IL-
3’lin hedeflenmesindeki amag ise bu fiizyon proteinin makrofajlar1 veya kiipffer

hiicrelerini hedeflemiyor olmasidir (74).
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45.2 1L-2 Reseptoriinii Hedefleyen immiinotoksinler

IL-2 reseptoriiniin; Monoklonal antikorlar, tek zincirli antikor
immiinokonjugatlari, radyoimmiinokonjugatlar ve ligand fiizyon toksinleri dahil
olmak {izere kullanimimin ¢esitli maligniteler i¢in potansiyel bir hedef oldugunu
kanitlamistir. DAB389IL-2 (denileukin diftitox; OntakR), benzersiz bir etki
mekanizmasina sahip, klinige ulasan ilk genetik olarak yapilandirilmis fiizyon
proteinidir(75). Bu molekiilde, IL-2 geni, difteri toksininin enzimatik olarak aktif ve
translokasyon alanlarina genetik olarak baglanir. DAB389IL-2, endositoz ile IL-2
reseptOr tasiyan hiicrelere internalize edilir. Difteri toksininin ADP-ribozilasyon
aktivitesi sonucunda EF-2 bloke edilerek protein sentezini inhibe edilir ve apoptoza
yol acar. DAB389IL-2, B hiicreli Hodgkin dis1 lenfoma, kutanéz T hiicreli lenfoma
(CTCL), Hodgkin hastalig1, sedef hastalig1, romatoid artrit ve HIV enfeksiyonu gibi
cesitli hastaliklarda klinik aktivite gostermistir. En yliksek yanit oranlar1 CTCL'de
gbzlenmistir ve FDA tarafindan bu hastalik i¢in onaylanmasina yol agan klinik

calismalara 6nderlik etmistir (76,77).

45.3 EGFR’1Hedefleyen immiinotoksinler
TGF-a, kanser gelisiminde merkezi bir rol oynayan EGFR i¢in dogal bir ligandtir.
EGFR eksprese eden malign tiimorlerin tedavisi i¢in (6rnegin glioblastomada
EGFR’in mutant formu olan EGFR-vIII ekspresyonu) TGF-o ve Pseudomonas
Aeruginosa'dan tiiretilmis bir modifiye Pseudomonas ekzotoksin A (PE38) iceren
rekombinant immiinotoksin gelistirilmistir. Pseudomonas ekzotoksin A, memeli
hiicrelerinde protein sentezini inaktive ederek etki eder. Gergek bir hiicre baglanma
alan1 olmayan PE38, rekombinant toksin i¢indeki TGF-a kismi1 yoluyla EGFR ifade
eden kanser hiicrelerine baglanir. TGFa-PE38 fiizyon proteininin EGFR ifade eden
timor hiicrelerine in vitro ve ksenograft fare modellerinde sitotoksik oldugu
gosterilmistir (78,79).
454 1L-13 Reseptoriinii Hedefleyen immiinotoksinler

Tip-2 T hiicreleri ve mast hiicreleri tarafindan salgilanan IL-13,
inflamatuar sinyalleri ve bagisiklik tepkilerini diizenleyen pleiotropik bir sitokindir.
Bu sitokin, insan monosit ve B hiicre fonksiyonlarini diizenlerken T hiicre
fonksiyonlarin1 modiile etmemektedir. 1L-13, {i¢ zincire (IL-13Ral, IL-13Ra2 ve

IL-4Ra) baglanir ve Jak sinyal ailesi tarafindan STAT-6nin fosforilasyonunu
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indiikler. IL-13 reseptorlerinin glioblastoma, renal hiicreli karsinoma, kolon, over
ve bas boyun kanserlerini igeren kati tlimor hiicrelerinde fazla eksprese edildigi
bilinmektedir (68,80,81). IL-13'in hedefe yonelik tedaviler igin potansiyel bir
ligand olarak goriilmesinin sebebi birgok kati tiimor hiicresinde fazla eksprese
olmasina ragmen, hedeflenen tek neoplastik olmayan hiicre grubunun B hiicreleri
ve monositler olmasidir. Su anda; IL13-PE38 (PE38QQR) pre-klinik ve klinik
caligmalarda 6zellikle glioblastoma tedavilerinde kullanilmaktadir. Bunun yani sira
prostat ve renal hiicreli karsinoma tedavilerinde de kullanilmaktadir(82). PE toksin
ile birlikte ayni zamanda Difteri toksini (DT390-1L13) ile IL-13 reseptoriiniin
hedeflendigi ¢alismalarda bulunmaktadir. Her iki toksinin de ¢ok diisiik dozlarda
hedeflendikleri kanser hiicrelerinde etkili olmalari, doza bagimli sistemik sitotoksik
etkilerin tolere edilmesi agisindan kanser tedavilerinde Onemli bir avantaj
olusturmaktadir (83).
4.6 Terapotik Protein Uretiminde Kok Hiicre Yaklasimi

Mezenkimal kok hiicreler (MKH’ler), kemik iligi, yag dokusu, dis 6zl ve
plasenta / gdobek kordonu kani dahil olmak {izere farkli doku tiirlerinden izole
edilebilen hematopoietik olmayan progenitor hiicrelerdir. MKH'lerin hasarli dokulara
ve tiimor bolgelerine olan tropizmi, onlar tiimorlere ve metastatik niglere terapotik
ajan iletimi i¢in umut verici bir vektor haline getirmektedir. MKH'ler, timor
baskilayici genleri, immiinomodiile edici sitokinleri ve bunlarin kombinasyonlarini
kodlamak i¢in genetik olarak modifiye edilebilmektedir (84). Boylelikle, terapotik
ozellik kazandirilmak i¢in modifiye edilen kok hiicreler, sadece tiimor dokusu igerisine
yonelmekle kalmayip, timor dokusu igindeki daha malign hiicrelere de
ulasabilmektedir. Ayrica uzun siire boyunca terapaotik gen ifadesi veya terapotik ajan
tiretimi saglamaktadir. Kok hiicreler, dogrudan sitotoksik molekiiller iiretmek tizere ve
intihar genleri (sitozin deaminaz veya HSV-timidin kinaz) ifade edecek sekilde de
modifiye edilebilir. Bununla birlikte, yapilan ¢alismalarda gesitli terapotikler kok
hiicreler araciligt GBM tiimériine nakledilerek timor kitlesindeki kiiciilme takip
edilmistir (69,85,86). Kok hiicrelerin terapotik tagiyicilar olarak kullanilmasi, standart
tedavi yontemlerine katki saglayan ve klinik ¢alismalara onciiliik edebilecek bir

yaklasim olarak gelismektedir.
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Sekil 4.6.1 Hedefe yonelik toksinlerin hiicresel etki mekanizmasi

4.7 Hedefe Yonelik Toksinlerin Klinik Oncesi ve Klinik Calismalarda
Kullanimi

Farkli timorlerde asir1 eksprese edilen ¢esitli yilizey antijenlerine yonelik
cok sayida PE bazli immiinotoksin, klinik oncesi ¢aligmalarda test edilmistir. Bu
immiinotoksinler; primer timor hiicreleri ve tiimor hiicre hatlar1 lizerinde antijen
baglanmasi, termostabilite, normal dokulara kars1 olas1 ¢apraz reaktiviteler (Cross
reactivity), hedef tiimor hiicrelerine sitotoksisite ve in vitro apoptoz indiiksiyonu
acisindan karakterize edilmistir. Bu c¢alismalarin  ¢ogunda ayrica, tiimor
ksenograftlari tasiyan hayvanlarda in vivo anti-tiimor etkileri ve maksimum tolere
edilen dozlar1 (MTD) incelemistir.

A5-PE40:

Prostata 6zgli membran antijenine (PSMA) kars1 gelistirilen ilk PE bazli
rekombinant immiinotoksindir. PSMA, prostat kanseri hiicrelerinde asir1 eksprese
edilir ve metastaz ile birlikte bu antijen yukari regiile (upregulation) edilir. Son
calismalarda, hormona bagli (hormone-dependent) ve hormona direngli (hormone-
resistant) prostat kanseri hiicreleri tizerindeki etkileri 20 ila 220pM arasinda oldukga
diisiik bir IC50 degerleri ile in vitro olarak etkili oldugu saptanmistir. Fare
ksenograft modellerinde ise tiimor biiyiimesinde onemli bir inhibisyona sebep

oldugu gosterilmistir (87,88).
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OVB3-PE:

Solid bir tiimore kars1 birinci kusak bir immiinotoksin 6rnegidir ve PE
molekiiliine bagli over kanseri antijenini hedefleyen bir monoklonal antikordan
olusur. Bu fiizyon molekiiliin, over kanseri hiicre hatlarinda in vitro etkisinin test
edilmesinin ardindan hiicre 6liimiine sebep oldugu tespit edilmistir. Ek olarak insan

over kanserini tasiyan fare modellerinde, farelerin sag kalim siirelerinin uzadigi

bildirilmistir (89,90).

TGFa-PE (TP-38):

TP-38, transforme edici biiyiime faktorii alfa (TGF-a) ile PE38’in
rekombinant olarak birlestirilmesi ile olusturulan bir immiinotoksindir ve epidermal
biiytime faktorii reseptoriiniic (EGFR) hedeflemektedir. TP-38 toksin flizyonu,
glioblastoma teshisi konulmus olan 20 hastada pre-klinik ¢alismalar dahilinde test
edilmistir. Bu ¢alismadaki 20 hastadan 15’inde tiimor niiksii gerceklesmistir. TP-
38’in 50 saat siire igerisinde beyne enjeksiyonunun ardindan timor niiksi
gerceklesmemis hastalarin 2’sinde hastalikta gerileme gozlenmistir. {1k hastanin TP-
38 ile tedavisinin ardindan 198. haftasinda hayatta oldugu bildirilirken diger
hastanin 211. haftada hayatta oldugu rapor edilmistir (91,92).
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5. Yontem ve Gerecler

Bu calismada, IL13-PE toksinin ¢esitli kanser tiirlerine ait 21 farkli hiicre
hattinda tedavi edici etkisini ¢alismadan once IL13Ro2reseptoriiniin ekspresyon
seviyesi RT-PZR ile belirlenmistir. Bu dogrultuda, IL13Ra2 ekspresyonunun varligi
tespit edilen kanser hiicre hatlari, TUBITAK 1175421 nolu proje kapsaminda in vitro
ve in vivo c¢alismalarda kullanilmak tizere biyogoriintiilenebilir hale getirilmistir.
Bunun i¢in, GFP/Fluc kodlayan lentiviral vektorler kullanilarak lentiviriis liretimi
gerceklestirilmistir. IL13Ra2 eskprese eden kanser hiicre hatlar1 hazirlanan
lentiviriisler ile transdiikte edilmistir. Daha sonra, biyogdriintiilenebilir hale getirilen
hiicrelerin IL13-PE hedefe yonelik toksinine karsi vermis oldugu terapotik yanitin
belirlenmesi hedeflenmistir. Bunun i¢in, toksine direngli olan HEK-293DT hiicreleri
kullanilmistir. LV-L13PE-IRES-GFP vektori ile hiicrelerin transfekte edilmesinin
ardindan, transfeksiyon basarist GFP ekspresyon takibi ile gozlemlenmistir. Daha
sonra transfeksiyon yontemi ile IL13-PE salgilanmasi saglanan HEKD-293DT
hiicrelerinden tiim medyum toplanmistir ve Dot Blot yontemi ile IL13-PE varligi tespit
edilmistir. IL13-PE’nin hedefindeki kanser hiicre hatlar1 IL13-PE igeren medyumlar
ile farkli diliisyonlarda muamele edilmistir. Buradan elde edilen sonuglar ile, toksine
kars1 en iyi yanit1 veren kanser hiicre hatt1 lizerinde calisilmaya devam edilmistir. Bu
kapsamda, IL13-PE toksininin hiicre canliligi ve hiicre 6limii {izerindeki etkileri
Annexin V-PI ve Western Blot yontemleri ile saptanmistir. Tez ¢alismasinin tiim
deneylerinde kullanilan malzemeler ve yontemler asagida belirtilen sekilde
gerceklestirilmistir.

5.1 Kullanilan Malzemeler

Tablo 5.1.1 Kullanilan Sarf Malzemeler

Sarf Malzemeler Firma Katalog Numarasi
Fetal Bovine Serum (FBS) Biosera 1101/500
Hiicre Medyumlari Gibco Cesitli
Penisilin/Streptomasin Gibco 15140163
%0.25 Tripsin/Edta Gibco 25200-056
Phosphate Saline Buffer (PBS) Gibco 10010023
5-10 ml serolojik Capp SP-5-C, SP-10-C
T-25/T-75/T-175 flask Nest 4306414
150 mm petri Corning 430599
96 kuyulu siyah plate Corning 3904
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Cell Titer Glo Reaktifi
15-50 ml falkon
50 ml filtreli falkon

Cryovial

RNA izolasyon Kiti
cDNA sentez kiti

RT-PZR Kkiti

LB-Broth ve Agar kimyasallari

Ampisilin

Plazmid DNA izolasyon Kiti
Restriksiyon Enzimleri

Agaroz
Red Safe
Puromisin

Promega
Nest-Capp
Milipore
Thermo Fisher
Qiagen
Thermo Fisher
Thermo Fisher
Sigma
Sigma
Qiagen
NEB
Sigma
Intron
Gibco

5.2 Hiicrelerin Biiyiitiilmesi ve Saklanmasi

G7570
601002
UFC901024
377267
74104
4368814
EPO752
Cesitli
69-53-4
12143
Cesitli
9012-36-6
21141
A11138-03

Tez galigmasinda kullanilmak iizere belirlenen ¢esitli kanser hiicrelerine ait panel

tabloda gosterilmistir (Tablo 5.2.1).
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Tablo 5.2.1 Calismada kullanilan kanser hiicre paneli

Kanser Tiirii
Akciger

Karaciger

Mide

Pankreas

Gogiis

Over

Prostat

Kolon

Hiicre hatt1

NCI-H460

Hep 3B

Hep G2

MKN-45
AGS

Capan-1
AsPC-1
PANC-1

MDA-MB-231

MDA-MB-157
MDA-MB-468
SK-OV-3

OVCAR-3

PC-3
DU-145
LNCaP
HCT-15

Colo-205

Hiicre Kiiltiirii Medyalar

RPMI-1640 medium + %10 FBS

EMEM medyum + %10 FBS
EMEM medyum + %10 FBS
RPMI-1640 medyum + %20 FBS
RPMI-1640 medyum + %10 FBS

IMDM medyum + %20 FBS
RPMI-1640 medyum + %10 FBS
DMEM medyum + %10 FBS

EMEM medyum + %10 FBS + 0,01
mg/ml insiilin

L-15 medyum + %10 FBS
L-15 medyum + %10 FBS
Mc Coy’s Sa medyum + %10 FBS

RPMI-1640 medyum + %20 FBS + 0,01
mg/ml insulin

F-12K medyum +%10 FBS
EMEM medyum + %10 FBS
RPMI-1640 medyum + %10 FBS
RPMI-1640 medyum + %10 FBS

RPMI-1640 medyum + %10 FBS

Belirtilmis olan bu hiicrelerin kiiltiirleri tabloda gosterilen medyumlar ile

gerceklestirildi (Tablo 5.2.1). Bu kosullara ek olarak tiim hiicre hatlariin kiiltiirii
%10 FBS (Fetal Bovine Serum) (Gibco) ve %1 Penisilin/Streptomasin (Multicell)

varliginda yapildi. Tiim hiicrelerin inkiibasyonu %5 CO2 ve 37°C’ de saglandi.

Hiicrelerin alt kiiltiirleri agagidaki basamaklara uygun olarak gergeklestirildi.

1. Hiicrelerden tiim medyum uzaklastirildi.

2. Hicreler 1X PBS (phosphate buffer saline) (Gibco) ile yikandi.

3. PBS yikamasinin ardindan tiim hiicrelere yiizey adhezyon kuvvetlerine bagl

olacak miktarda %0.25 Tripsin/Edta (Gibco) ile muamele edildi.
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4. Tripsin/Edta varliginda hiicrelerin %5 CO2 ve 37°C’de 3 dakika
inkiibasyonu saglandi.

5. Flask yilizeyinden kaldirilan hiicrelere Tripsin/Edta inaktivasyonu i¢in 10ml
%10 FBS iceren medyumlar eklendi.

6. Hiicreler, 1000 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi.

7. Santrifiij sonrasinda tekrar 10ml %10 FBS iceren medyum eklenerek 1000
rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi.

8. Ardindan, hiicreler %10 FBS ve %1 Penisilin/Streptomasin igeren
medyumlari ile yeni flasklara ekildi ve bir diger alt kiiltiirlenmeye kadar %5
CO2 ve 37°C ortamda inkiibe edildi.

Tiim hiicreler daha sonraki deneylerde kullanilabilmesi adina dondurularak
muhafaza edildi. Bunun icin hiicreler Tripsin/Edta ile yiizeyden kaldirilip 1000
rpm’de 2 kez santrifiij edildi. Santrifiijlerin ardindan elde edilen hiicre pelletleri saf
FBS icerisinde siispanse edildi. 900ul FBS igerisinde siispanse edilen hiicrelere
100yl olacak sekilde (%10 oraninda) DMSO (BioFfox) eklemesi yapildi. Ardindan
hiicreler 24 saat boyunca Mr. Frosty’de bekletildikten sonra -80°C’de muhafaza
edildi. Daha uzun siireli koruma i¢in hiicrelerin bir kismi siv1 azot tankina (-150°C)

kaldirildi.

5.3 Biyogoriintiilenebilir Kanser Hiicre Hatlarinin Olusturulmasi

Floresan ve/veya biyoliiminesan isaretli kanser hiicre hatlarinin
olusturulmasinin temel amaci TUBITAK 117S421 nolu proje kapsaminda, bu
hiicrelerde hedefe yonelik toksinin etkinliginin yol agtig1 hiicre 6liimiinii in vitro
caligmalarda saptayabilmektir. Ayn1 zamanda, biyogoriintiilenebilir kanser hiicre
hatlarinin olusturulmas: ilerleyen galismalarda in vivo tiimér modellerinde anti-
timor etkinin goriintiilenmesi i¢in kullanilabilecektir. Bu amagla, yesil floresan

proteini (GFP) ile biyoliiminesan goriintiileme ajanlarindan Firefly lusiferazi (Fluc)
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birlikte iceren lentiviral vektorler kullanildi. Boylelikle, floresan/biyoluminesan

ajanlarimi eksprese eden kanser hiicre hatlar1 olusturuldu.
5.3.1 Lentiviral Vektorlerin Hazirlanmasi

Lentiviral paketleme ve transdiiksiyon ¢alismalarimi gergeklestirmek tizere

oncelikle lentiviriisler asagida belirtilen asamalar dogrultusunda hazirlandi.

LB-Broth ve LB-Agar Hazirlanmasi
LB-Broth ve LB-Agar tablo 5.3.1.1 ve tablo 5.3.1.2’de gosterildigi sekilde hazirlandi.

Tablo 5.3.1.1 LB-Broth Hazirlama

LB-Broth Hazirlama

5 gram Yeast Extract
10 gram NaCl

10 gram Trypton
ddH20O ile 1 litre olacak sekilde hazirlandi.

Tablo 5.3.1.2 LB-Agar Hazirlama

LB-Agar Hazirlama

5 gram Yeast Extract
10 gram NaCl

10 gram Trypton

20 gram Agar
ddH0 ile 1 litre olacak sekilde hazirland:.

5.3.2 Kompetent Hiicrelerin Hazirlanmasi

Kompetent hiicrelerin hazirlanmasi i¢in E.coli bakteri suglarindan biri olan
DHI10B bakterisi kullanildi. DH10B bakteri hiicrelerinin ¢ogaltilmasi i¢in 20ml LB
stv1 kiiltiir icerisine aktarilan bakteriler gece boyunca 37°C sicaklikta ve 220 rpm hiz
ile calkalanarak biyiitiildii. 16-18 saat siliren inkiibasyonun ardindan cogaltilan
bakteriler 1 litre olarak hazirlanan LB medyumun igerisine eklendi ve 2-3 saat boyunca
yine 37°C sicaklikta ve 220 rpm hiz ile galkalanarak ¢ogaltildi. 2. Saatten itibaren
kompetent hiicrelerin transformasyon verimliligi agisindan literatiir ile optimize edilen
OD degerinin 6lgiilmesi adinda 96 kuyulu plakalara 1 litre kiiltiir icinden alinan bakteri
stispansiyonu 200 pl olarak eklendi. OD degerinin kontrol okutmasinin yapilmasi i¢in

ise yine 96 kuyulu plakalara igerisinde bakteri bulunmayan saf LB eklendi ve OD
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degeri Spektromax cihazinda okutuldu. OD degeri 595 nm’de 0.3-0.4 araligindaki
degerlere ulasincaya kadar ayni islemlere devam edildi. Ardindan 1 litre igerisinde
cogaltilan bakteriler 4000 rpm’de ve +4°C’de 10 dakika boyunca s1vi1 kiiltiiriin tamami
bitinceye kadar ¢oktiiriildi. Elde edilen pelletler 10 ml soguk 0.1 M CaCl2 soliisyonu
igerisinde yavasea silispanse edildi. Bu islemin ardindan siispanse edilen pelletler 2500
rpm’de 5 dakika boyunca +4°C’de santrifiij edildi. Daha sonra, elde edilen pellet tekrar
10 ml soguk 0.1 M CaCl: soliisyonu igerisinde siispanse edildi ve 30 dakika buz
tizerinde inkiibasyonu saglandi. 2500 rpm’de 5 dakika boyunca +4°C’de santrifiij
kosullar1 tekrar saglanarak elde edilen tiim pellet 2 ml soguk 0.1 M CaCly igerisinde
stispanse edildi ve 50 pl alikotlar olmak tizere ependorflara aktarilarak -80°C’de
muhafaza edildi. Ozellikle tiim bu islemlerin buz iizerinde gerceklestirilmesine dikkat
edildi.

5.3.3 Transformasyon

Transformasyon i¢in hazirlanmis olan E.coli bakteri suslarindan DH10B

kompetent hiicreleri kullanildi.

@ (2) <

Hedef geni pDNA'nin E.coli'ye pDNA'y1 barindiran
bulunduran pDNA transforme edilmesi bakterilerin gogaltiimasi

] /
q (\/\) q ‘( \“
n i \_/

Sekil 5.3.3.1 IL13-PE’yi kodlayan plazmidin DH10B ye transforme edilmesi

1. Lentivirtslerin olusturulmasi i¢in kullanilan VSVG ve CMVA konstraktlar1
ve hazirlanan DH10B kompetent hiicreleri buz tizerine alindu.

2. DNA miktarlarina bagli olarak pDNA’lar, buz iizerinde bekletilen 50ul
DH10B kompetent hiicresine aktarildu.

3. Ardindan 30 dakika siire ile buz tizerinde inkiibasyonu saglandi.

4. 30 dakika sonra tiim 6rneklere 42°C 1siticida 45 saniye boyunca 1s1 soku

yapildi.
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5. 45 saniyenin sonunda tiim 6rnekler buz tizerine alind1 ve 2 dakika siire ile
bekletildi.

6. Ornekler ates etrafinda, final konsantrasyonu 100pg/ml Ampsilin varliginda
hazirlanan LB-Agar petrilere yayildi.

7. Gece boyunca tiim petriler 37°C’de inkiibe edildi.

Gece boyunca inkiibasyonu devam eden orneklerden diger giin yeterli
miktarda biiylimiis olan koloniler secilerek yeni bir LB-Agar petriye ¢izildi. Tiim
orneklerden tek bir koloni se¢imi yapildi. Cizilen petriler 37°C’de inkiibasyona
birakilirken koloni se¢imi yapmak i¢in kullanilan tip LB-Broth igine birakilarak
bakterilerin 5 ml sivi kiiltiirii icerisinde biiylimesi, plazmid DNA izolasyonu
yapilabilmesi adina saglandi. Stvi kiiltiirde ayni1 sekilde olmak tizere gece boyunca
37°C’de ve 220 rpm hizla galkalandi.

5.3.4 Plazmid DNA izolasyonu
Kiiciik 6lcekli plazmid DNA izolasyonu (Mini-prep izolasyon)

Gece boyunca inkiibasyona birakilmig olan 5 ml bakteri siv1 kiiltiirii diger
giin miniprep plazmid izolasyonu yapilmak iizere hazirlandi. izolasyon i¢in Qiagen
miniprep izolasyon kiti kullanildi. Plazmid DNA izolasyonu asagidaki asamalara
uygun olarak gerceklestirildi.

1. 5 ml s1v1 bakteri kiiltiiriinden 3 ml alinarak eppendorf tiiplere aktarildi.

2. Ornekler 13.000 rpm’de 1 dakika boyunca santrifiij edildi.

3. Santriflij sonrasinda LB-Broth pelletten uzaklastirildi.

4. Elde edilen pellete 250ul P1 Buffer (suspension buffer) eklenerek pellet
siispanse edildi.

5. P1 Buffer’in tizerine 250ul P2 Buffer (lysis buffer) eklendi ve eppendorf
tiipler 4-6 kez ters diiz edildi.

6. Ardindan en fazla 5 dakika olacak sekilde oda sicakliginda inkiibasyonu
saglandi.

7. 5 dakika sonunda 6rneklere 350ul N3 Buffer (neutralization buffer) eklendi
ve 4-6 kez ters diiz edildi.

8. 13.000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij edildi.

9. Santrifiijiin ardindan supernatant toplandi ve spin kolonlara aktarilarak

13.000 rpm’de 1 dakika boyunca santrifiij edildi.
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10. 750ul PE Buffer (wash buffer) eklendi ve 13.000 rpm’de 1 dakika boyunca
santrifiij edildi. Etanol uzaklastirmasi i¢in santrifiij islemi tekrarlandi.
11. Sonrasinda 50ul EB Buffer (elution buffer) eklenerek 1-5 dakika boyunca
oda sicakliginda bekletildi ve 13.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.
12. Elde edilen pDNA stoklar1 -20°C’de muhafaza edildi.
Biiyiik 6lcekli plazmid DNA izolasyonu (Maxi-prep izolasyon)

Miniprep izolasyonu ardindan elde edilen plazmid DNA’larin boyutlarinin
restriksiyon enzimleri ile dogrulanmasinin ardindan deneylerde kullanilmak {izere
yeterli miktarda pDNA eldesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu sebepten dolay1 5 ml sivi
bakteri kiiltlirtinden elde edilip stoklanarak -80°C’de muhafaza edilen bakterilerden
10 pl alinarak biiyiik 6l¢ekli DNA izolasyonu yapilabilmesi i¢in 200 ml s1v1 kiiltiire
bakteriler aktarildi ve gece boyunca g¢ogaltildi. Ardindan takip edilen prosediir
asagida gosterilen sekilde yapildi (ZymoPURETM Il Plasmid Maxiprep Kit Catalog
Nos. D4202 & D4203).

Rekombinant S
plazmid DNA 7 o
Bakter) L—O \ > 1 > \ J
hicresi : ) \ )
Rekombinant Rekombinant
plazmid DNAlan Plazmid DNA'larn
iceren bakterilerin saflastirilmasi
cogaltilmasi

Sekil 5.3.4.1 Bakterilerden biiyiik olcekli plazmid DNA izolasyonunun gerceklestirilmesi

1. 200 ml siv1 kiiltiirii yapilan bakteriler (GFP/Fluc, IL13-PE, VSVG, CMVA)
4000 g’de 10 dakika santrifiij edildi ve bakteri pelleti ¢oktiirtildii.

2. Sivi kismi uzaklastirilan pellete 14 ml P1 Buffer (suspension buffer) eklendi
ve vortekslenerek homojen hale getirildi.

3. Ardindan 14 ml P2 Buffer (lysis buffer) tamponu eklenerek 50 ml’lik tiipler
6 kez ters-diiz edildi ve 2-3 dk siire ile oda sicakliginda bekletildi.

4. 2-3 dk sonra 14 ml P3 Buffer (nétralizasyon buffer) tamponu eklenerek 50
ml’lik tiipler hafifce ¢alkalandi.
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5. 50 ml’lik tiiplerin i¢indeki siv1 kitin filtre-giringa aparatina aktarildi ve 5-8
dk siire ile oda sicakliginda bekletildi.
6. Ardindan sivi kisim filtrelenerek icerigindeki lizattan arindirildi.
7. 14 ml Binding Buffer (baglanma buffer1) eklenerek tiipler 10 kere ters-diiz
edildi.
8. Filtrelenmis olan sivi kisim kolon aparatina takilarak 500 g’de 2 dakika
boyunca santrifiij edildi ve kolondan siizdiirtildii.
9. Siizdiirtilen s1v1 kisim uzaklagtirildiktan sonra 5 ml yikama tamponu 1 ile
500 g’de 2 dakika santrifiij edildi.
10. Sonrasinda 5 ml yikama tamponu 2 ile 500 g’de 2 dakika olmak iizere 2 kez
santiriifiij edildi.
11. Kolonda kalan rezidiileri uzaklastirmak i¢in 12.000 g’de 1 dakika santrifiij
edildi.
12. Son olarak 400 pl EB tamponu (elution buffer) eklenerek 2 dakika oda
sicakliginda bekletildikten sonra 12.00 g’de 1 dakika santrifiij edildi.
13. Elde edilen plazmid DNA’larin bir kismi DNA miktar tayini ve boyutlarinin
dogrulanmasi i¢in ayrilirken geriye kalan stoklar -20 C’de muhafaza edildi.
5.3.5 Plazmid DNA Miktar Tayini
Elde edilen plazmid DNA’larin miktarlart Nanodrop (Thermo Scientific)
cihazinda tayin edildi. Miktar tayini sirasinda blank (kontrol okutma) olarak plazmid
DNA’larin elute edildigi EB tamponu kullanildi.
5.3.6 Restriksiyon Haritalama
Lentivirtislerin - yapilmast i¢in hazirlanmis olan VSVG ve CMVA
konstraktlarinin restiriksiyon bolgelerinden gerekli enzimler araciligiyla kesimleri
yapilarak elde edilen plazmid DNA’larin boyutlarinin dogrulanmasi gerceklestirildi.
Restriksiyon bolgeleri ile dogrulama tablo 5.3.6.1-5.3.6.4° de gosterildigi sekilde

yapildi.
Tablo 5.3.6.1 Plazmid DNA Kesim Bolgeleri

VSVG Restriksiyon Bolgeleri
BamHI-EcoRI 1.5kb
Nhel-EcoRlI 2.2 kb
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CMVA Restriksiyon Bolgeleri

BamHl| 1.7 kb

Restriksiyon enzimleri ile kesim bdlgelerinin dogrulanmasi asagida

belirtilen reaksiyon ile gergeklestirildi.

Tablo 5.3.6.2 VSVG Reaksiyon

VSVG Reaksiyon

Plazmid DNA 1pl
BamHI 1l
Cutsmart 2 ul
ddH20 16 pul
Total Reaksiyon volimii 20 pl

Tablo 5.3.6.3 CMVA Reaksiyon-1

CMVA Reaksiyon-1
Plazmid DNA 1l
BamHI 1ul
EcoRlI 1l
Cutsmart 2 ul
ddH20 15 ul
Total Reaksiyon voliimii 20 pl

Tablo 5.3.6.4 CMVA Reaksiyon-2

CMVA Reaksiyon-2
Plazmid DNA 1l
Nhel 1pl
EcoRl 1ul
Cutsmart 2 ul
ddH20 15 ul
Total Reaksiyon voliimii 20 pl
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5.4 Lentiviriis Uretimi

Plazmid DNA izolasyonlar1 yapilan VSVG ve CMVA konstraktlar
lentiviral paketleme i¢in kullanildi. Lentiviral paketleme asagida gosterildigi gibi
gergeklestirildi. Lentiviriis tiretimi i¢in HEK-293T hiicreleri kullanildi. HEK-293T
hiicrelerinin ~ kiiltiri %10 FBS, yiksek glikozlu DMEM ve %l
Penisilin/Streptomasin ile yapildi.

1. HEK-293T hiicreleri lentiviral paketlemeye baslamadan 24 saat Once
150mm petrilere 24 saat sonrasinda %80-%90 yogunlukta olacak sekilde
ekildi.

2. 20. saatte ekilen tiim hiicrelerin medyumu uzaklastirilarak yeni medyum ile
degistirildi.

3. 150 mm petride lentiviral paketleme yapmak icin karisim hazirlandi.

4. Hazirlanan karisim vortekslendi. Karisim vorteks iizerindeyken 2.5 mM
HEBS buffer eklendi.

5. 2.5 mM HEBS buffer eklendikten sonra elde edilen karisim vortekslendi ve
aseptik kosullara uygun bir sekilde luminar akimli kabin igerisinde
bekletildi.

6. Elde edilen karistm HEK-293T hiicrelerinin iizerine yavasga eklendi.

7. Ertesi giin hiicrelerin medyumlar1 uzaklastirildi ve %5 FBS, yiiksek glikozlu
DMEM ve %1 Penisilin/Streptomasin ilaveli medyum ile degistirildi.

8. 17 saat sonra hiicrelerden tiim medyum toplandi ve falkonlara aktarilarak
500 g’de 10 dakika boyunca santrifiij edildi.

9. Santrifiij sonrasinda tiim supernatant toplandi ve -80C’de muhafaza edildi.
5.5 Tersine Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR)
5.5.1 RNA izolasyonu

Calismada kullanilan tiim hiicreler IL13Ra2 ekspresyon diizeyleri
acisindan incelendi. Tiim hiicreler alti kuyulu kaplara ikiser kuyu olmak iizere
ekildi. Hiicre ekiminden 24 saat sonra hiicreler RNA izolasyonu i¢in asagidaki
basamaklara uygun olarak hazirlandi. RNA izolasyonu i¢in Qiagen total RNA
izolasyon kiti kullanildi.

1. Hiicrelerin bulundugu kaplar buz {izerine alindi.

2. Her kuyu 1 ml 1X PBS ile yikand1 ve yikandiktan sonra PBS uzaklastirildi.
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3. 300 pl Qiagen Lysis Buffer her kuyuya eklendi ve hiicre kaziyici ile
yilizeyden kaldirilmasi saglandi.

4. Yiizeyden kaldirilarak siispanse hale getirilen hiicreler eppendorf tiiplere
aktarild1 ve liziz oluncaya kadar vortekslendi.

5. Tim karisim RNeasy spin column’a aktarildi ve 12.000g’de 2 dakika
boyunca santrifiij edildi.

6. Santrifiijiin ardindan RNeasy spin column’un altinda biriken sivi alinarak
eppendorf tiiplere alind1 ve sivi miktar1 ile ayni oranda (1:1) %70 etanol
eklemesi yapilarak vortekslendi.

7. Eppendorf tiipteki tiim s1ivi RNeasy spin column’a aktarildi ve 12.000g’de
30 saniye santrifiij edildi.

8. Ardindan 700 pl RW1 Buffer (wash buffer) her bir 6rnege eklenerek
12.000g’de 30 saniye santrifiij edildi.

9. Santrifiij edildikten sonra her bir 6rnek i¢in 80 ul DNase Buffer ve 10 pl
DNase eklendi ve 15 dakika boyunca oda sicakliginda bekletildi.

10. Tiim 6rneklere 350 ul RW1 Buffer eklendi ve 12.000g’de 1 dakika santrifiij
edildi.

11. Devaminda 500 pl RPE buffer eklendi ve 12.000g’de 1 dakika santrifiij
edildi. 10 ve 11. basamak 2 kez tekrar edildi.

12. Tim Orneklere 30 pl niikleazlardan yoksun su eklenerek 1 dakika oda
sicakliginda bekletildi ve 2 dakika siire ile 12.000g’de santrifiij edildi.

13. Orneklerden bir miktar RNA miktar tayini igin ayrildi ve geri kalan tiim
ornekler hizli bir sekilde -80°C’ye kaldirilarak muhafaza edildi.

5.5.2 cDNA Sentezi

Tiim RNA 0Ornekleri 1000 ng olacak sekilde hazirlanarak orneklerden
cDNA sentezi gerceklestirildi. cDNA sentezi Thermo High Capacity DNA reverse
transricptase kiti (Cat no: 4368814) ile gergeklestirildi. cDNA reaksiyonu tablo
5.5.2.1°de gosterildigi sekilde yapildi.
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Tablo 5.5.2.1 ¢cDNA Sentezi I¢in Gerekli Bilesenler

Reaksiyon Bilesenleri Miktarlar
10X RT Buffer 2 ul
100mM dNTP Mix 0.8 ul
10X RT Random primer 2 ul
Tersine transkriptaz 1ul
Niikleaz’dan yoksun ddH>O 4.2 ul
Total voliim 10 pl

cDNA sentezinin gerceklestiridigi sicakliklar tablo 5.5.2.2°de gosterildigi

gibi Biorad thermal cycler cihazinda gerceklestirildi.

Tablo 5.5.2.2 ¢cDNA Sentez Asamalar:

1. asama 2. asama 3. asama 4. asama
25°C 37°C 85°C 4°C
10 dakika 120 dakika 5 dakika sonsuz

cDNA sentezi tamamlandiktan sonra tim ¢cDNA’lar -20°C’de muhafaza

edildi. Deneylerde kullanilmak iizere tiim cDNA’lar esit miktarlarda hazirlanarak
RT-PZR deneyleri gerceklestirildi. RT-PZR deneylerinde tiim 6rneklerin IL13Ra2

ekspresyonu ve house keeping gen olarak bilenen GAPDH ekspresyonlari tespit

edildi. RT-PZR deneylerinde kullanilan primerlerin dizileri asagidaki gibidir. RT-
PZR bilesenleri tablo 5.5.3.1°de gosterildigi gibi kullanildi.

5.5.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu
RT-PZR Primer Sekanslari

ileri Primer

IL13Ra2 5-ATGGCTTTCG
TTTGCTTGGCT-3’
GAPDH 5-GTCAGTGGT

GGACCTGACCT-3”

Geri Primer
5°-TGATCCAAGCCC
TCATACCAG 3’

5-TGCTGTAGCCAA
ATTCGTTG-3’

Uzunluk

534 be

245 be
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Tablo 5.5.3.1 RT-PZR Bilesenleri

RT-PZR Bilesenleri

10uM fleri primer 1ul
10uM Geri primer 1ul
10mM Dntp 0.5ul
25X MgCl; 1l
10X Taq Buffer 2.5 ul
Tag DNA Polimeraz 0.5 ul
ddH20 17.5 pul
RT-PZR Reaksiyon Kosullari
IL13Ra2 icin:
95°C
S
L
100 T DNA Denatiirasyonu T
901 I
80T Amplifikasyon
70+
?,‘ 601 IEREEREE R
= o I
§ Primer Baglanmasi
@ 40
30 I
204 60 °C

30 Déngu
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GAPDH icin:
95°C

T
=l ==

100 T DNA Denatiirasyonu

T

90 1 I,

80T Amplifikasyon

70 1
— T
e 60+
x IO
¥ s0+
o Primer Baglanmasi
@ 40+

301 I

1 ZsSST ==

10+

0 1

25 Dongu

5.5.4 Agaroz Jel Elektroforezi

RT-PZR bitiminde tim o6rnekler jel elektroferez sisteminde yiiriitiilmek
tizere hazirlandi. Jel elektroferez sisteminde yiiriitilmek icin Oncelikle %1’°lik
agaroz jel (1 gram agaroz + 100 ml TAE Buffer) hazirland1 ve jel sogutulduktan
sonra 5 ul Red-Safe (Intron/21141) eklenerek elektroferez tankina aktarildi.
Hazirlanan agaroz jelin donmasi i¢in 30 dakika boyunca oda sicakliginda bekletildi.
Ardindan tim 6rneklere 6X yiikleme boyasindan (Thermo Scientific) finalde 1X
olacak sekilde ekleme yapildi. Orneklerin hazirlanmasindan sonra jele 1kb Gene
Ruler (6X) (Thermo) DNA belirtecinden 6 pl yiiklenerek tiim 6rnekler belirlenen
siralar ile jele yiiklendi. Jel 100V’da 40 dakika siire boyunca yiiriitildi ve
ChemidoC (Biorad) cihazinda 6rneklerin goriintiilemeleri yapildi.

5.6 HEK-293DT Hiicrelerinden IL13-PE Toksininin Eldesi

5.6.1 HEK-293DT Hiicrelerinin IL13-PE ile Transfeksiyonu ve Medyumdan
IL13-PE’ nin Konsantre Edilmesi
RT-PZR deneylerinden elde edilen sonuglar dogrultusunda IL13Ra?2
ekspresyonu olan kanser hiicre hatlar1 belirlendi. Bu hiicrelerde hedefli toksin IL13-

PE muamelesinin ardindan hiicre canlilig1 sonuclariin degerlendirilmesi agisindan
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oncelikle HEK-293DT (IL13-PE toksinine direngli hat) hiicrelerinden IL13-PE elde
edilmesi icin bu hiicrelere ayr1 ayr1 IL13-PE ve GFP/Fluc transfeksiyon islemi
gergeklestirildi. HEK-293DT hiicrelerine uygulanan transfeksiyon yontemi ve
kondisyon medyumun toplanmasi asagidaki basamaklar ile gergeklestirildi.
1. Hek-293 DT hiicrelerinin transfeksiyon isleminden 24 saat 6nce 150mm
petrilere ekimi yapildi.
2. Transfeksiyon islemine baslamadan 4 saat 6nce tiim hiicrelerin medyumlari
%10 FBS ve %] Penisilin/Streptomasin igeren yiiksek glikozZlu DMEM
medyum ile degistirildi.

3. Transfeksiyon i¢in gerekli olan karisim asagida gosterildigi gibi hazirlandi.

Tablo 5.6.1.1 Transfeksiyon Bilesenleri

Karisim Bilesenleri
IL13-PE ve GFP/Fluc pDNA
2.5 mM HEPES
2M CaCl»

1. Karisim hazirlandiktan sonra vortekslendi ve vorteks tizerindeyken 780 pl
2X HEBS Buffer eklenerek 2 dakika boyunca vortekslendi.

2. Karisim IL13-PE ve GFP/Fluc transfeksiyonu yapilacak hiicre gruplarina
ayr1 ayri eklendi.

3. Hiicrelerin 18 saat boyunca %5 COz ve 37°C’de inkiibasyonu saglandi.

4. Ardindan hiicrelerdeki medyum degistirilerek FBS’den yoksun %l
Penisilin/Streptomasin igeren yiiksek glikozlu DMEM medyum eklendi.

5. 24 saatin ardindan hiicrelerden tim medyum toplanarak IL13-PE ve kontrol
olarak kullanilmis olan GFP/Fluc medyumunun konstantre edilebilmesi i¢in
filtreli falkonlara (Amicon/UFC901024) aktarildi.

6. Tiim ornekler 4000 rpm’de 30 dakika boyunca santrifiij edilerek konsantre
edildi.

7. Elde edilen kondisyon medyumlarin bir kismi1 Dot Blot ile I1L13-PE
varliginin tespit edilebilmesi i¢in ayrilirken, geri kalan medyumlar ependorf

tiiplere alikotlanarak -80°C’de muhafaza edildi.
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5.6.2

Dot Blot Yontemi ile IL13-PE Varhgimin Gosterilmesi
HEK-293DT hiicrelerinden elde edilen kondisyon medyumlarda IL13-PE

varliginin tespit edilmesi i¢in Dot Blot analizi gergeklestirildi. Kontrol grubu olarak

kullanilan GFP/Fluc transfeksiyonu sonrasinda elde edilen medyumlar ile

kiyaslamali olarak karsilagtirildi. Hiicrelerin kiiltiir ortaminda IL13-PE hedefli

toksininin medyum ortamina salindigini tespit etmek iizere yapilan deney asagidaki

basamaklara uygun olarak gergeklestirildi.

1.

7.
8.

5.6.3

Orneklerin damlatilacagi PVDF membran 6ncesinde %100 metanol ile
aktive edildi.

Ardindan PVDF membran {izerine IL13-PE ve GFP/Fluc kondisyon
medyumlarindan 0.5 pl, 1 pl ve 3 pl olacak sekilde membrana damlatildi ve
kurumasi beklendi.

Ornekler kuruduktan sonra 1X TBST soliisyonu igerisinde hazirlanan %5 siit
tozu ile 45 dakika boyunca 20 rpm’de oda sicakliginda bloklandi.

Ardindan anti-PE primer antikoru ile (1:10.000) (Sigma/ P08571) 30 dakika
boyunca oda sicakliginda 20 rpm’de shake edildi.

Primer muamelesinin ardindan membran 3 kez 5 dakika 1X TBST soliisyonu
ile yikandu.

Primer kaynagina uygun olan sekonder antikor (1:2000) (GenDepot/ SA001)
eklenerek 30 dakika boyunca oda sicakliginda 20 rpm’de shaker ile
calkaland.

Devaminda 3 kez 5 dakika boyunca 1X TBST soliisyonu ile yikandi.

PVDF membranin goriintiisii ChemidoC (Bio-Rad) cihazinda alindi.

ELISA Yontemi ile IL13-PE Miktarinin Tayin Edilmesi
HEK-293DT hiicrelerinin IL13-PE ile transfeksiyonunun ardindan toplanan

kondisyon medyumda Dot Blot yontemi ile IL13-PE toksininin varliginin tespit

edilmesinin ardindan, miktar tayinin yapilmasi i¢in ELISA teknigi kullanildi. Bunun

i¢in PE toksininin saptanmasi i¢in tasarlanmis olan ELISA kiti (Mybiosource; Cat No:
MBS701988) ile ¢alisildi. Oncelikle standartlar kitte referans edildigi sekilde seri
diliisyona tabi tutuldu (Sekil 5.6.3.1).
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250 pl 250 pl 250 pl
o e o

S6 S5 S4 S3

5ng/ml 2,5ng/ml  1,25ng/ml 0.625ng/ml

Sekil 5.6.3.1 Standardin serial diliisyon halinde hazirlanmasi

Ardindan konstantre edilen IL13-PE medyumu 1:100 oraninda sample diluent
ile diliie edildi. Deneye baslanmadan Once; Biotin antikoru, Biotin diliient ile 1X
olmak tuzere, HRP-Avidin, HRP-Avidin diltient ile 1X olmak tizere ve Yikama
tamponu da dH20 ile diliie edilerek 1X olacak sekilde hazirlandi. Standart ve tiim
ornekler 3’er kuyu olmak {lizere c¢alisildi. Kontrol okutmasi i¢in standartin ve
orneklerin diliisyonunda kullanilan sample diliient tek basina kuyulara eklendi.
Standart ve 6rnekler kuyulara eklendikten sonra 2 saat boyunca 37°C’de inkiibe edildi.
Ardindan kuyulardaki tiim sivilar ¢ekildi ve 100 pl Biotin antikoru eklendikten sonra
1 saat 37°C’de inkiibe edildi. Biotin antikoru tiim kuyulardan cekildi ve kuyular 200
ul yikama tamponu ile 3 kez 2 dakika siire ile yikandi. Daha sonra, HRP-Avidin tiim
kuyulara 100 ul eklendi ve 1 saat 37°C’de inkiibe edildi. Tiim siv1 ¢ekilerek kuyular
yikama tamponu ile 3 kez 2 dakika boyunca yikandi. 90 ul TMB substrati tiim kuyulara
eklendi ve 30 dakika 37°C’de inkiibe edildi. Son olarak durdurma soliisyonu tiim
kuyulara 50 pl olmak iizere eklendi ve SpectroMax cihazinda 570 nm’de absorbans

okutmasi gerceklestirildi.

5.7 Hiicre Canhiligimin Tespit Edilmesi

HEK-293 DT hiicrelerinden elde edilen ve konsantre edilen hedefli toksin
IL13-PE kondisyon medyumlar1 ve ayni sekilde elde edilen GFP/Fluc kondisyon
medyumlart hiicre canlilig1 deneylerinde kullanilmak {izere hazirlandi. Elde edilen
GFP/Fluc kondisyon medyumlar1 her hiicrede kontrol grubu olarak kullandi. 1L13-
PE ve GFP/Fluc kondisyon medyumun muamelesinden 6nce hiicreler hazirlandi.
Hiicreler 24 saat 6nce 96 siyah kuyulu plakalara 5x10° oraninda ekildi ve 24 saat
stire ile %5 CO2 ile 37°C varliginda inkiibasyonu saglandi. 24 saatin ardindan

hiicrelere IL13-PE kondisyon medyumundan total voliim 100 pl olacak sekilde 5 ul,
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10 pl ve 25 pl miktarlar ile diliisyonlar hazirlandi. Eski medyumlar degistirilerek,
hazirlanan bu diliisyonlar her kanser hiicre hatti i¢cin 3’er kuyu olacak sekilde
eklendi. Aymi sekilde tiim kanser hiicrelerinin kontrol gruplarina GFP/Fluc
kondisyon medyumundan total voliim 100 ul olacak sekilde 5 ul, 10 ul ve 25 pnl
miktarlar1 ile dilisyonlar hazirlandi. Eski medyumlar degistirilerek, her kanser
hiicresinin kendinde ait kontrol gruplarina bu diliisyonlar eklendi. Her kontrol grubu
tim diliisyonlardan 3’er kuyu olacak sekilde ¢alisildi. IL-13PE ve GFP/Fluc
kondisyon medyum diliisyonlarinin eklenmesinin ardindan tiim plakalar 48 saat siire
boyunca %5 CO> ve 37°C varliginda inkiibe edildi. 48 saatin ardindan hiicre canlilik
oranini tespit etmek tlizere total metabolik aktivite dl¢limiine dayanan Cell Titer glo

reaktifi kullanilarak hiicreler Spectromax cihazinda okutuldu.
5.8 Hiicre Oliimiiniin Analizi

5.8.1 Annexin V-PI Boyamasi

Hedefe yonelik toksinin, IL13Ra2 ekspresyonu acisindan pozitifligi
belirlenen kanser hiicre hatlarindan, IL13-PE hedefli toksinine kars1 en iyi yaniti
gosteren hiicre hattinin belirlenmesinin ardindan; apoptotik-nekrotik hiicre 6liimiine
yol agip agmadigini saptamak {izere; apoptoz sirasinda hiicre yiizeyine transloke
olan fosfotidilserin rezidiilerine karsi, kalsiyum bagimli olarak giiclii bir afiniteye
sahip olan Annexin V boyamas1 ve nekrotik hiicre belirteci olan propidium iyodiir
(PI) boyamas: birlikte gergeklestirilerek hiicre 6liimii tespit edildi. Annexin V-PlI
boyamasi yapilmadan 24 saat 6nce hiicreler; hedefli toksin uygulanan ve kontrol
gruplarit olmak tizere 10 cm petrilere ekildi. 24 saatin ardindan hedefli toksin
uygulanan hiicre grubuna IL-13PE diliisyonu total voliim 10 ml olacak sekilde
eklendi. Kontrol gruplari olan hiicrelerin ise yalnizca medyumlar1 degistirildi.
Hedefli toksin uygulanan hiicre ve kontrol grubu 48 saat boyunca %5 CO2 ve
37°C’de inkiibe edildi. 48 saatin ardindan hiicreler bulunduklar petriden 0.251ik
Tripsin ile kaldirild1 ve falkon tiiplere aktarilarak 1600 rpm’de 5 dakika boyunca
santrifiij edildi. Elde edilen hiicre pelletleri soguk 1X PBS ile yikandi ve tekrar 1600
rpm’de 5 dakika siire ile santrifiij edildi. Annexin V-PI tespiti ve kontrol gruplari
asagidaki sekilde gosterildigi gibi dizayn edildi. Annexin V-PI ile apoptoz-nekroz
tespiti yapilacak hiicrelere 200 pl 1X Annexin V Binding Buffer eklendi ve pelletler

siispanse edildi. Siispanse edilen pelletlerin her birinden 96 pl olacak sekilde her bir
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hiicre i¢in ayr1 ayr1 olmak iizere flow tiiplerine eklendi. Daha sonra hiicre gruplarina
lul Annexin V-FITC ve 10ul PI eklenerek 10 dakika boyunca buz iizerinde
bekletildi. Hiicrelere 10 dakika sonra Iml 1X PBS eklendi ve 1600 rpm’de 5 dakika
boyunca santrifiij edildi. Flow tiiplerine 250ul 1X Annexin V Binding Buffer ve 2.5
ul DNAse eklenerek akim sitometrisinde hiicre 6liimiiniin analizi gerceklestirildi.
5.8.2 Western Blot
IL13-PE ile muamele edilen hiicrelerin, hiicre o6lim analizlerinin

yapilmasi i¢in apoptozun son basamaginda kesilime ugrayan cPARP (poly(ADP-
ribose) polymerase cleavageve)) ve kontrol yiiklemesi olarak kullanilan B-actin’e
kars1 antikorlar kullanilarak bu proteinlerin western blot analizi yapildi.
5.8.3 Protein izolasyonu

Hiicreler western blot i¢in hazirlandi. Bunun igin oncelikle belirlenen
hiicreler 6 kuyulu platelere 2’ser kuyu olmak tizere ekildi. Ekimden 24 saat sonra
hiicrelere hedefli toksin IL13-PE uygulandi. IL13-PE muamelesinin ardindan
hiicreler 48 saat siire ile %5 CO2 ve 37°C’de inkiibe edildi. 48 saat bitiminde tiim
hiicrelerin oldugu plateler buz tizerine alind1 ve protein izolasyonlar1 i¢in hazirlandi.
Tiim hiicreler 1 ml soguk 1X PBS ile yikand1 ve PBS uzaklastirildi. Ardindan hiicre
yogunluguna bagli olarak her hiicre i¢in her kuyuya 50 ul RIPA buffer eklendi ve
hiicreler hiicre kaziyicist ile yiizeyden kaldirilarak eppendorf tiiplere aktarildi.
Devaminda RIPA buffer eklenen tim oOrnekler +4°C’de 25 rpm’de 20 dakika
boyunca calkalandi. 20 dakika sonra tiim 6rnekler 12.000 g’de 10 dakika santrifiij
edildi ve siipernatantlar toplandi. Elde edilen 6rneklerin bir kismi protein miktar
tayini i¢in ayrildi. Orneklere SDS muamelesi yapilana kadar -80°C’de muhafaza
edildi. Protein konsantrasyonlarin belirlenmesinin ardindan tiim ornekler ayni
miktarlara esitlenecek sekilde hesaplandi ve SDS muamelesi yapildi. SDS
muamelesi i¢in 4X laemnli buffer i¢inde %10 oraninda Peta-mercaptoethanol (900
ul 4X laemnli buffer + 100 pl B-ME) olacak sekilde hazirlanan karigim tiim
orneklere belirlenen miktarlar dogrultusunda eklendi. Ardindan &rnekler 100°C’de
5 dakika boyunca 1sitildi ve SDS muamelesi ger¢eklestirildikten sonra tiim 6rnekler

calismalarda kullanilmak tizere -20°C’de muhafaza edildi.
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5.8.4 Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Hazirlanan tiim 6rnekler ig¢in Oncesinde %6-10" luk jel hazirlamada gerekli

soliisyonlar hazirlandi. Hazirlanan soliisyonlar ve jel polimerizasyonu sekil 5.8.4.1°

den 5.8.4.5° e kadar olan tablolarda gosterildigi sekilde gerceklestirildi.

Tablo 5.8.4.1 Resolving Jel Hazirlama

Soliisyonlar Miktarlar
%40 Akrilamid/Bis 1500 pl
4X Resolving Buffer 1500 pl
%10 APS 10 ul
TEMED S5ul
dH20 2850 pl
Total voliim 6 ml
Tablo 5.8.4.2 Stacking Jel Hazrlama
Soliisyonlar Miktarlar
%40 Akrilamid/Bis 250 pl
4X Stacking Buffer 500 pl
%10 APS 30 pul
TEMED S5l
dH,0 1.215 pul
Total voliim 2ml
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Tablo 5.8.4.3 Resolving Buffer Hazirlanist

4X Resolving Buffer Hazirlanisi

SDS 0.4 gram

Trizma Base 18.15 gram

Total voliim 100 ml

Tablo 5.8.4.4 4X Stacking Buffer Hazirlanigi

4X Stacking Buffer Hazirlamsi

SDS 0.4 gram

Trizma Base 6.05 gram

Total voliim 100 ml

Hazirlanan jeller polimerize olduktan sonra 6rnekler 30ug olacak sekilde her
bir kuyuya yiiklendi ve protein belirteci marker 6 ul olacak sekilde yiikleme yapildi.
Orneklerin yiiklendigi jel dikey elektroferez tankinda 120V 60 dakika olacak sekilde

Running Buffer ile yiiriitiildii. Running Buffer asagida gosterildigi gibi hazirlandi.
Tablo 5.8.4.5 10X Running Buffer Hazirlanist

10X Running Buffer Hazirlanisi
Trisma Base 30.3 gram
Glisin 144 gram
SDS 10 gram
Total voliim 1 litre

5.8.5 Immiinoblotlama

Jel yiiriitiildiikten sonra transfer asamasi i¢in hazirlandi. Oncelikle PVDF
membran 1-5 dakika boyunca %100 metanol igerisinde bekletildi. Kullanilan filtre
kagitlar1 ve jel blotting buffer icerisine alind1 ve 1-5 dakika boyunca bekletildi.
Metanolden c¢ikartilan membran 1 dakika siire ile blotting buffer igerisinde
bekletildi. Ardindan Biorad Semidry sistemde transfer edilmek iizere hazirlandi ve
1.5 Amper, 25Volt, 10 dakika protokolii uygulanarak jeldeki proteinlerin membrana
transfer olmasi saglandi. Burada kullanilan blotting buffer tablo 5.8.5.1 ve

5.8.5.2’de gosterildigi sekilde hazirlandi.
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Tablo 5.8.5.1 10X Blotting Buffer Hazirlanist

10X Blotting Buffer Hazirlanisi

Trisma Base 30.3 gram
Glisin 144 gram
Total voliim 1 litre

Tablo 5.8.5.2 1X Blotting Buffer Hazirlanisi

1X Blotting Buffer Hazirlanisi

%2100 metanol 400 ml
10X Blotting Buffer 200 ml
Total voliim 2 litre

Jeldeki proteinlerin membrana transferinin ardindan membran 1 saat
boyunca oda sicakliginda %S5 siit tozu ile (1.5 gram siit tozu + 30 ml 1X TBST)
bloklandi. Ardindan apoptoz tespiti i¢in belirlenen primer antikorlar eklenerek gece
boyunca +4°C’de 20 rpm’de shaker iizerinde inkiibasyonu saglandi. Diger giin
primer antikorlar uzaklastirildi ve 1X TBST soliisyonu ile 3 kez 5’er dakika olmak
lizere membran yikandi. Ardindan 1:2000 oraninda uygun sekonder antikorlar
eklendi ve oda sicakliginda 1 saat siire ile 20 rpm’de shaker {lizerinde inkiibe edildi.

1 saat sonunda membranlar tekrar 3 kez 5’er dakika olacak sekilde 20 rpm’de shaker

tizerinde yikandi. Goriintiileme ajanlar1 1:1 oranlarinda kullanilarak ChemidoC

(Biorad) cihazinda membranlarin goériintiilenmesi yapilda.

59 Mutant EF-2 Kodlayan ssODN ile iMKH’ lerin Toksine Direncli Hale
Getirilmesi

Mezenkimal Kok Hiicrelere (MKH) toksin direnci kazandirmak tizere, SSODN
teknolojisi kullanilarak 2 farkl tek zincir oligoniikletid dizayn edildi ve ticari olarak
satin alind1. EF-2 geninin 717. kodonunda G’ den A’ ya mutasyonun hiicrelere toksin
direnci kazandirdig1 bilinmektedir. Her 2 tek zincir oligoniikleotid de EF-2 geninin
717. kodonunda G niikleotidinden A niikleotidine nokta mutasyonu gerceklestirmek
tizere dizayn edildi ve asagida gosterildi.

EF-2PE.:5’-
GTCACCCTGCACGCCGACGCCATCCACCGCAGAGGGGGCCAGATCATCC
CCACAGCACGGC-3°
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EF-2PE2:5'-
CTGCACGCCGACGCCATCCACCGCAGAGGGGGCCAGATCATCCCCACAG-
3
MKH’ler transfeksiyonu zor hiicreler oldugu i¢in bir elektroporasyon metodu olan ve
son yillarda gelistirilen 4D-Nucleofector (Lonza / AAF-1002B) cihazi ile direkt
niikleus icine transfeksiyon gerceklestirildi. Bu amagla oncelikle MKH’ler
tripsinizasyon ile kaldilip 1s1tk mikroskobu altinda hemocytometer ile sayimlari
gerceklestirildi. Her kuyu icin 1-2x10° hiicre olacak sekilde hiicreler ayristirilmak
tizere SE Cell Line 4D X Kit S (Lonza / V4XC-1032) igerisinde bulunan SE
transfeksiyon soliisyonu ile ¢oziildii. Coziilen hiicreler kit igerisindeki 16 kuyulu
aparata ayristirildi. Cesitli impulslarla puromisin ve GFP/Fluc raportor iceren plazmid
transfeksiyonu gergeklestirildikten sonra hiicreler 6 kuyulu platelere ekildi.
MKH’lerde en verimli ¢alisan elektriksel parametrelerin cihazin C2 opsiyonunda
mevcut oldugu gézlemlendi. Transfeksiyonun basarisi florasan mikroskop altinda GFP
1s1masinin takibiyle belirlendi. GFP/Fluc pozitif hiicreleri pozitif olarak segmek {izere
1-10 pg / ml arasinda puromisin hiicrelere uygulandi. %100 GFP/Fluc pozitif hiicre
popiilasyonuna erisilince yukardaki yontem tekrar edilerek EF-2PE: ve EF-2PE> tek
zincir oligontikleotidleri 4D-Nucleofector C2 opsiyonuyla kuyu basina 2 ser pug olacak
sekilde transfekte edildi. Transfeksiyonun ardindan 6 kuyulu platelere ekilen hiicreler
Difteri toksini ile konsantrasyonlarda muamele edilmeden 6nce normal iMKH
hiicrelerine 48 saat boyunca DT muamelesi gerceklestirildi. Bu sayede GFP/Fluc
eksprese eden ve sSODN verilen iMKH’lerin DT muamelesinin doz aralig1 belirlendi.
Ardindan, toksine direncli hale getirilmek tizere hazirlanmis olan hiicrelere DT
muamelesinin gerceklestirilmesi deneyleri planladi.
5.10 istatistiksel Analizler

Veriler, iki grup karsilastirildiginda Student’s T-test ile analiz edildi. Veriler
+/- SEM ile ifade edildi ve farkliliklar p*<0.05 ve p**<0.001 olacak sekilde

belirlendi.
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6. BULGULAR

Bu tez calismasinda, lentiviral vektorler kullanilarak gelistirilmis olan
Psedudomonas Ekzotoksinini (PE) igeren ve IL13 yonelimli IL13-PE hedefe yonelik
toksini kullanilmistir. Bu sayede, IL13'lin yiiksek afinite ile baglandigi IL13Ra2
reseptoriinii eksprese eden ¢esitli kanser hiicrelerinin IL13-PE ile hedeflenebilirligi
incelenmistir. IL13-PE yonelimli ¢esitli kanser hiicre hatlarimin belirlenmesinin
ardindan bu rekombinant toksinin hiicreler iizerindeki in vitro tedavi edici etkisi
arastirilmistir.
6.1 Cesitli Kanser Hiicre Hatlarinda IL13Ro2 Ekspresyon Diizeylerinin

Belirlenmesi

IL13-PE toksini ile hedeflenebilecek hiicrelerinin belirlenmesi amaciyla 21
farkli hiicrenin IL13Ra2 ekspresyon diizeyleri RT-PZR ydntemi ile tespit edildi.
IL13Ra2 eksprese eden US87 hiicresi pozitif kontrol olarak, reseptorii eksprese
etmeyen LN229 hiicresi ise negatif kontrol olarak kullanildi (69). Elde edilen RT-
PZR sonuglar1 dogrultusunda; Akciger kanseri hiicresi; NCI-H460, Pankreas kanser
hiicresi; Panc-1 ve Meme kanseri hiicreleri; MDA-MB-157 ve MDA-MB-231,
Melanoma kanser hiicreleri; SK-MEL-2 ve Mewo ile son olarak Prostat kanser
hiicresi PC-3’nin IL13R0a2 ekspresyonu agisindan transkripsiyonel diizeyde pozitif
oldugu tespit edildi (Sekil 6.1.1).
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Sekil 6.1.1 RT-PZR ile kanser hiicre hatlarindaki IL13Ra2 ekspresyonunun mRNA diizeyinde
tespit edilmesi. Caligmada olusturulan kanser hiicre panelleri RT-PZR teknigi kullanilarak IL13Ra2
ekspresyonu agisindan degerlendirildi. Pankreas kanserinde PANC-1 (A) Akciger kanserinde NCI-
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H460, Prostat kanserinde PC3 (B), Melanoma kanserinde SKMEL-2 ve MEWO (C) Meme
kanserinde MDA-MB-157 ve MDA-MB 231 (D) hiicre hatlarinda IL13Ra2 ekspresyonu saptandi.
GBM hiicre hatlarindan U87 pozitif, LN229 ve T98G hiicre hatlar1 ise negatif kontrol olarak
kullanildi. Tiim hiicreler i¢in, housekeeping gen olarak bilinen GAPDH ytiikleme kontrolii olarak ve
RT-PZR metodunun basarisini gostermek iizere kullanildi.

Bununla birlikte, Pankreas kanser hiicresi ASPC-1 ve CAPAN-1, Akciger
kanser hiicresi HCC-827, Prostat kanser hiicresi LNCAP ve DU145, Kolon kanser
hiicresi COLO-205, HCT-15, HT29, Melanoma kanser hiicresi A375 ve son olarak
Meme kanser hiicresi MCF7 ve MDA-MB-468’de IL13Ra2 ekspresyonuna
rastlanmadi ve IL13-PE acisindan hedeflenebilir olmadiklar1 belirlendi. Sonug
olarak, calismada IL13-PE’nin hedefleyebilecegi kanser hiicreleri saptanmakla
beraber ilerleyen ¢alismalarda kullanilmak {izere biyogoriintiilenebilir hale
getirelecek hiicreler tespit edilmis oldu.

6.2 Hedef Reseptorii Eksprese Eden Kanser Hiicre Hatlarimin
Biyogoriintiilenebilir Hale Getirilmesi

IL13Ra2 ekspresyonu tespit edilen kanser hiicrelerinin in vitro ve in vivo
calismalarda kullanilabilmesi i¢in hiicreler biyogoriintiilenebilir hale getirildi. Bunun
i¢in, viriis Uretiminde kullanilan plazmidler (GFP/Fluc: lentiviral vektorii, CMVA ve
VSVG (virlis paketleme plazmidleri) ¢ogaltildi ve konstraktlara 6zel restriksiyon

bolgeleri ile kesim yapilarak pDNA fragmentleri dogruland: (Sekil 6.2.1).
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Sekil 6.2.1 Restriksiyon enzimleri ile pDNA fragmentlerinin dogrulanmasi. Restiriksiyon
enzimleri ile pDNA’larin boyutlatinin dogrulanmasi, 1) 1kb Gene Ruler (Thermo/SMO0311), 2)
mCherry-Fluc kesilmemis, 3) mCherry-Fluc BamHI/Ecorl enzimleri ile kesimi 3.1 kb, 4) GFP-Fluc
kesilmemis, 5) GFP-Fluc BamHI/Blpl enzimleri ile kesimi 2.4 kb, 6. CMVA kesilmemis, 7. CMVA
BamHI/Ecorl enzimleri ile kesimi 9 kb-1.5kb. Elde edilen sonuglar ile pDNA’larin boyutlart
dogrulandi.

pDNA boyutlarinin  dogrulanmasi ile birlikte, HEK-293T hiicrelerindeki
transfeksiyon basaris1 GFP ekspresyonu ile gozlemlendi (Sekil 6.2.2).
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HEK-293T

Sekil 6.2.2 GFP/Fluc plazmidi aktarilan HEK-293T hiicrelerinin mikroskop goriintiisii.

HEK-293T hiicrelerinden elde edilen viriislerin konsantre edilmesinin ardindan
reseptor ekspresyonu tespit edilen hiicrelere lentiviral transdiiksiyon uygulandi.
Transdiiksiiyonun ardindan tiim kanser hiicrelerindeki enfeksiyon basarisi GFP
ekspresyonun takibi ile gerceklestirildi. Daha sonra enfekte olan hiicrelerin, enfekte
olmayan hiicreler arasindan secici olarak ayirt edilebilmesi i¢in lentiviral vektorde
bulunan piliromisin direng geni sayesinde piiromisin ile artan dozlarda muamelenin
ardindan GFP ekspresyonu bulunmayan hiicrelerden arinmasi saglandi. Bu sayede,
tim  hiicrelerin  %90-%100 oraninda biyogoriintiilenebilir hale getirilmesi

gerceklestirildi. (Sekil 6.2.3)
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NCI-H460

MDA-MB-231

Sekil 6.2.3 Lentiviral transdiiksiyon ile olusturulan biyogoriintiilenebilir kanser hiicre hatlar.
Kanser hiicre hatt1 panelinde bulunan ve IL13Ro2 eksprese ettigi tespit edilen hiicre hatlari
biyogoriintiilenebilir hale getirildi. A) Glioblastoma; U87, B) Prostat kanseri; PC-3, C) Pankreas
kanseri; Panc-1, D) Akciger kanseri; NCI-H460, E) Meme Kanseri; MDA-MB-231.

6.3 IL13-PE Toksinine Kars1 Direncli HEK293-DT  Hiicrelerinin
Transfeksiyonu ve Medyumun Konsantre Edilmesi

IL13Ro2 eksprese eden kanser hiicrelerinin biyogoriintiilenebilir hale
getirilmesinin ardindan IL13-PE’nin bu hiicrelerdeki in vitro tedavi edici etkilerinin
incelenmesi i¢in toksine direngli HEK-293DT hiicrelerinin LV-IL13-PE-IRES-GFP
vektorii ile transfeksiyonunun ardindan IL13-PE igeren medyumlar hazirlandi. Bunun
icin Oncelikle, IL13-PE toksinine karsi direncli olarak olusturulan HEK-293DT
hiicrelerine LV-IL13-PE-IRES-GFP transfeksiyonundan 6nce hiicrelerin ticari Difteri
Toksini (DT) muamelesine karsi yanitlar1 incelendi. Artan dozlarda DT uygulamasi
yapilan HEK-293DT hiicre hatlari, toksine direngli hale getirilmeyen HEK-293T
hiicrelerine kiyasla uygulanan en yiiksek dozda dahi (1000ng/ml) %90-100 oraninda
canliliklarin1 korudugu tespit edildi. HEK-293T’lerin ise kullanilan en yiiksek dozda
hiicre canlilik oraninin %20°nin altinda oldugu tespit edildi (Sekil 6.3.1).
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Sekil 6.3.1 Toksine direncli HEK-293DT hiicreleri ve toksin direnci olmayan HEK-293T
hiicrelerinin toksin muamelesinin ardindan hiicre canhhginin analizi. HEK-293T ve HEK-293DT
hiicrelerinin 48 saat siire ile hedefe yonelik toksin ile muamelesinin ardindan kontrol ve en yiiksek doz
(1000ng/ml) uygulanan gruplarin 151k mikroskobu goriintiisii. B) 48 saat hedefe yonelik toksin ile
muamele edilen hiicrelerin canlilik yiizdeleri (0.0001<p<0.001 (**), 0.001<p<0.005 (*).

Bu sayede, toksine direngli olarak tasarlanan HEK-293DT’lerin toksine karsi
direnglerini korudugu tespit edildi. Boylece, LV-IL13-PE-IRES-GFP pDNA’s1 ile
transfeksiyonu gergeklestirilecek HEK-293DT’lerin toksin salgilamalari sonucunda

bu toksinin hiicrelerin 6liimiine neden olmayacagi saptanmis oldu. Ardindan, IL13Ra2
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eksprese eden kanser hiicrelerinde, IL13-PE toksin muamelesinin etkilerini
inceleyebilmek amaciyla oncelikle HEK-293DT hiicresinin transfeksiyonu
gergeklestirildi. Kontrol grubu olarak ise GFP/Fluc ile transfeksiyon yapildi. Bunun
igin, IL13-PE ve GFP/Fluc pDNA’sinin, vektor haritasinda gosterilen (Sekil 6.3.2)
restriksiyon bdlgelerinden kesimler yapilarak DNA fragmentlerinin boyutlart
dogruland (Sekil 6.3.3).
A BAM HiI

\

hnd

LV-IL13PE 7

Sekil 6.3.2 Toksine Direncli HEK-293DT hiicrelerinde transfeksiyon i¢in kullanilan vektorlerin
haritasi. A) LV-GFP/Fluc B) LV-IL13-PE IRES-GFP

2400beg

750bp

400bp
300bp

Sekil 6.3.3 IL13-PE ve GFP/Fluc pDNA’larinin restriksiyon enzimleri ile boyutlarmnin
dogrulanmasi. Restriksiyon enzimleri kesim dogrulamalari; 1) 1kb DNA marker. 2) IL13-PE’nin
Nhe-l1 ve EcoRV restiriksiyon enzimleri ile kesimi; 400bp 3) IL13-PE’nin EcoRV ve Xho-I
restiriksiyon enzimleri ile kesimi; 750bp ve 300bp 4) IL13-PE restriksiyon enzimleri ile kesim
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yapilmayan DNA kontrolii. 5) GFP/Fluc BAMH-I ve BLPI restiriksiyon enzimleri ile kesimi; 2.4 kb
6) GFP/Fluc restriksiyon enzimleri ile kesim yapilmayan DNA kontrolil.

Hiicrelerin transfeksiyon verimi GFP ekspresyonunun takibi ile tespit edildi ve

%60-70 oraninda transeksiyon basar1 gézlemlendi (Sekil 6.3.4).

cMv - PE IRES | GFP

Floresan Mikroskobu Isik Mikroskobu

HEK-293DT

Sekil 6.3.4 LV-IL13-PE pDNA’si ile transfekte edilen HEK-293DT hiicreleri. Toksine direngli
HEK-293DT hiicrelerinin LV-1L13-PE plazmidi ile transfeksiyonu sekilde gosterilmistir (10X
Biiytitme).

Transfeksiyonun ardindan IL13-PE’nin medyuma salinip salinmadiginin tespit
edilmesi amaciyla Dot Blot yapildi. Dot blot sonuglar1 dogrultusunda kontrol olarak
kullanilan GFP/Fluc medyumunda toksik bir birlesene rastlanmamas ile birlikte IL13-
PE’nin medyuma salindiginin gésteren proteinin varlig tespit edildi (Sekil 6.3.5). Bu
sonuglar dogrultusunda, IL13-PE igeren medyum 6ncelikle hiicre canliliginin analizi

yapilmasi i¢in kullanildi.
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Sekil 6.3.5 HEK-293DT hiicrelerinden elde edilen kondisyon medyumda IL13-PE toksininin
dot blot yontemi ile saptanmasi. IL13-PE toksin flizyonu ve GFP/Fluc ile transfekte edilen HEK-
293DT hiicrelerinden toplanip konsantre edilen medyumlar ile Dot Blot analizi yapildi. Analizde
GFP/Fluc kondisyon medyumu IL13-PE kondisyon medyumu i¢in kontrol olarak kullanildi. Sonug
olarak, HEK293-DT hiicrelerinin IL13-PE transfeksiyonunun ardindan hiicrelerin toksin fiizyonunu
salgilamis oldugu tespit edildi. GFP/Fluc kondisyon medyumunda toksik bir bilesen saptanmadi. Bu
analiz HEK-293DT hiicrelerinden toksinin salgiladigimi gosterdi.

HEK-293DT hiicrelerinden elde edilen ve konsantre edilen IL13-PE’nin
varligiin Dot Blot ile tespit edilmesi sonucunda, miktarinin belirlenmesi i¢cin ELISA
yontemi kullanildi (Sekil 6.10). Standart okutmasinin ardindan, IL13-PE toksinin
miktar1 tayin edildi. Bu sayede, in vitro hiicre canliligi ve hiicre 6liimii {izerindeki
etkileri incelemek i¢in uygulanacak konsantrasyon miktarlari bu sonuglar referans

alinarak belirlenmis oldu.

Standart Absorbans Egrisi
— PE-Toksin

0,16
0,12 .0"
v .....ooooooo
3 0008 ....‘.‘O'.. y: 0’0181X + 0,0281
Rt = 0,9734
0'04 ‘..000 ’
0 |
0 1 2 3 & 5

Standart Konsnatrasyonu
ng/ml

Sekil 6.3.6 PE toksini icin standart okutmasimin yapilmasi ile olusturulan absorbans egrisinin
gosterimi.
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6.4 Hedefli Toksin Fiizyonunun Cesitli Kanser Hiicreleri Uzerindeki In Vitro
Tedavi Edici Etkisinin Belirlenmesi
Hedefli toksin IL13-PE’nin yol a¢tig1 hiicre 6liim mekanizmasi (Sekil 6.4.1)
tizerinden kanser hiicreleri lizerinde etkisini gosteren toksin fiizyonunun belirlenen
kanser hiicrelerinin canlilig1 iizerindeki etkileri incelendi.
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Sekil 6.4.1 Hedefe yonelik IL13-PE toksin fiizyonunun yol a¢tigi hiicre 6liim mekanizmasi.
Reseptor aracili endositoz ile hiicre i¢ine alman IL13-PE toksin fliizyonu enzimatik kesime ugradiktan
sonra EF-2 inaktivasyonu ile IL13Ra2 ag¢isindan pozitif kanser hiicrelerinin spesifik olarak protein
sentezinin inhibe edilmesine neden olur ve hiicre 6liimii gergeklesir.

HEK-293DT kondisyon medyumundan elde edilen IL13-PE toksininin Dot
Blot analizi ve miktar tayininin belirlenmesi ile reseptor ekspresyonu bulunan
hiicrelere ¢esitli diliisyonlarda IL13-PE medyumu ile muamele edildi. Kontrol
olarak GFP/Fluc medyumundan da ayni diliisyonlarda kullanildi. Hiicrelerin toksin
medyumu ve kontrol medyumu ile muamelesinden 48 saat sonra canlilik analizleri
gergeklestirildi.

PC-3, U87 ve ozellikle NCI-H460 hiicrelerinde IL13-PE toksininin10 ul
diliisyon kullanilan grupta 6nemli 6l¢iide ve anlamli derecede canlilik oranlarinda
azalma tespit edildi. PC-3 hiicresinde 10 pl toksin diliisyonundaki canlilik oraninin
%48 (Sekil 6.4.2 B), U87 hiicresinde 10 pl toksin diliisyonundaki canlilik oraninin
%43 (Sekil 6.4.2 F) ve NCI-H460 (Sekil 6.4.2 E) hiicresinde ise canlilik oraninin
%40’1n altina diistigli sonucuna ulasildi. 25 pl diliisyonun hiicre canlilig1 oraninin

azalmas: tlizerindeki yiiksek etkisi bu diliisyonun hiicrelere toksik gelebilecegini
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diistindiirdii. Bununla birlikte, IL13Ra2 eksprese etmeyen DU-145 hiicresinin

toksin ile muamelesinde, ekspresyonu olan hiicrelere kiyasla canlilik oraninin

onemli derecede azaldigi dillisyonlarda bile canlilik yiizdesinin %80’den fazla

oldugu tespit edildi (Sekil 6.4.2 A). Bu sonuglar dogrultusunda, IL13-PE toksininin

hiicrelerde hedefe yonelik olarak etki gosterdigi belirlenmis oldu. Istatiksel veriler

student-t test ile analiz edildi (0.0001<p<0.001 (**), 0.001<p<0.005 (*)).

A
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Sekil 6.4.2 Hedefe yonelik toksin fiizyonu IL13-PE’ nin kanser hiicre canlihg iizerindeki etkileri.
Hedefe yonelik IL13-PE toksin kondisyon medyumu ile degisen miktarlarda (5-25 ul) 48 saat boyunca
IL13-PE kondisyon medyumu ile muamele edilen hiicreler; A) DU-145 (Prostat Kanseri), B) PC-3
(Prostat Kanseri), C) MDA-MB-231(Meme Kanseri), D) MDA-MB-157 (Meme Kanseri), E) NCI-
H460 (Akciger Kanseri), F) U87 (Beyin Kanseri). Istatiksel veriler student-t test ile analiz edildi
(0.0001<p<0.001 (**), 0.001<p<0.005 (*)).

Cesitli kanser hiicrelerinde, hedefe yonelik IL13-PE toksininin hiicre canlilig
tizerindeki etkilerinin incelenmesinin ardindan, toksinin en iyi etki gosterdigi NCI-
H460 hiicresindeki hiicre oliimiindeki etkileri Annexin V-PlI ve Western Blot
yontemleri ile incelendi. Bu yontemler i¢in, dncesinde NCI-H460 hiicrelerinde hedefe
yonelik olmayan ticari DT muamelesi 48 saat boyunca uygulandi ve hiicre canlilig
tizerindeki etkileri belirlendi. Artan dozlarda DT ile muamele edilen NCI-H460
hiicresi i¢in uygulama dozu 2ng/ml olarak belirlendi ve devam deneylerinde bu doz
kullanild1 (Sekil 6.4.3).
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Sekil 6.4.3 DT ile muamele edilen NCI-H460 hiicresinin canlilik analizi. 48 saat boyunca artan
dozlarla muamele edilen NCI-H460 hiicresinin artan dozlara paralel olarak hiicre canliliginda belirgin
ve anlamli bir azalma tespit edilmistir. Istatiksel veriler student-t test ile analiz edilmistir
(0.0001<p<0.001 (**), 0.001<p<0.005 (*)).

Bu sayede, rekombinant olarak tiretilen IL13-PE ile ticari DT arasinda hiicre
6liimii tizerindeki etkilerinin kiyaslanabilmesi saglanmig oldu. NCI-H460 hiicreleri,
48 saat stire ile 2ng/ml konsantrasyonda DT ile ve 48 saat siireyle 1 ng/ml IL13-PE
medyumu ile muamele edildi. Kontrol grubuna hi¢bir uygulama yapilmadan 48 saat
boyunca kiiltiirde inkiibe edildi. Sonug olarak, hiicrelerin kontrol hiicrelerine kiyasla

erken apoptotik siiregte oldugu tespit edilmistir (Sekil 6.4.4).
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Sekil 6.4.4 Annexin V-PI yontemi ile hiicre 6liimiiniin analizi

Son olarak, hiicre 6liimiiniin analizi Western Blot yontemi ile yapildi. Difteri
toksini (2ng/ml) ile 48 saat siire ile ve 1L13-PE kondisyon medyumu (1ng/ml) ile 48
saat boyunca muamele edilen NCI-H460 hiicresinde apoptozun son basamaklarinda
kesilime ugrayan cPARP seviyesinde kontrole kiyasla anlamli derecede artis tespit

edildi (Sekil 6.4.5). Bant yogunluklarinin analizi Image J yazilim1 kullanarak yapildi
(6.4.5).
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Sekil 6.4.5 Hiicre 6liimiiniin western blot ile tespit edilmesi

Kontrole kiyas ile IL13-PE ve DT muamelesinin ardindan tespit edilen cPARP
goriintiisii ve cPARP seviyelerin kontrol yiiklemesi olan B-actin’e oranlarini gosteren

grafik.

6.5 Mutant EF-2 Kodlayan ssODN ile Kok Hiicrelerde Toksin Direncinin
Olusturulmasi
Hedefli toksinleri eksprese eden insan mezankimal kok hiicre hattin1 (iIMKH-
IL13-PE) olusturmak iizere, oncelikle GFP/Fluc pDNA’si ile transfeksiyonu
gerceklestirilen hiicrelerin puromisin ile seleksiyonu gerceklestirildi ve %90-%100

GFP/Fluc eksprese eden hiicre popiilasyonu basari ile elde edildi (Sekil 6.5.1).
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iMKH Hiicre Hatti

Sekil 6.5.1 GFP/Fluc eksprese eden iMKH’lerin elde edilmesi

Ardindan, iMKH’lerden toksine direngli hatlarin olusturulmasi i¢in ssODN’ler
nucleofection yontemi ile hiicrelere verildi. Nucleofection ile ssODN aktarilan
iMKH’lerin, DT ile muamelesinin 6ncesinde herhangi bir isleme tabii tutulmamis
normak iMKH hiicrelerin DT toksini ile muamelesine karsi olusturdugu yanit
incelendi. DT ile 48 saat siire ile muamele edilen iMKH’lerin hiicre canlilik oram
asagida gosterildigi gibidir (Sekil 6.5.2). Bu sayede, ssODN aktarilan GFP/Fluc
isaretli iIMKH’lerin DT ile muamelesi i¢in baslangi¢ dozu 10ng/ml olacak sekilde

belirlenmis oldu.
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Sekil 6.5.2 DT ile muamele edilen iMKH’lerin hiicre canlilik yiizdeleri. Artan dozlar ile muamele

edilen iMKH hiicre hatlarmin, DTye kars1 gdstermis oldugu hiicre canlilik yanitlari. istatiksel veriler
student-t test ile analiz edilmistir (0.0001<p<0.001 (**), 0.001<p<0.005 (*)).

0
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Son olarak, mutant-EF2 kodlayan ssODN’lerin aktarildigi iMKH’ler ve kontrol
iMKH’ler 10-25 ve 50ng/ml DT toksini ile 48 saat boyunca muamele edildi. Kontrol
iMKH’lere kiyasla ssODN aktarilan iMKH’lerin canlilik oranlarin1 korudugu tespit
edildi (Sekil 6.5.3).
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Sekil 6.5.3 DT ile muamele edilen normal iMKH ve EF-2 mutant iMKH’nin hiicre canhlik
analizi. DT toksini ile 48 saat boyunca muamele edilen normal iMKH’lere (A) kiyasla, EF-2 mutant
iMKH’lerde (B) anlamli derecede hiicre canlihigmin korundugu tespit edilmistir. Istatiksel veriler
student-t test ile analiz edilmistir (0.0001<p**<0.001).
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7. TARTISMA VE SONUC

Bu tez ¢alismasinda, kanser hiicrelerini hedefleyen IL13-PE toksin fiizyonunun
cesitli kanser hiicrelerindeki tedavi edici etkisi in vitro yontemlerle arastirilmustir.
Sonug olarak, IL13-PE’nin hedefindeki mutant reseptdr IL13Ra2’yi eksprese eden
kanser hiicrelerinde, IL13-PE’nin anlamli derecede hiicre 6liimiine yol a¢tig1 ve hiicre
Olimiiniin apoptotik ve nekrotik olarak gerceklestigi gosterilmistir. Boylece elde
edilen in vitro sonuglarin, hedefe yonelik toksinlerin in vivo tedavi edici etkisinin
cesitli kanser tiirlerinde arastirilmasini anlamli kilacak derecede etkili oldugu ortaya
konulmustur. Ayrica, insan kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin (iMKH) IL13-PE
toksin flizyonuna karg1 direncli hale getirilmesi i¢in c¢aligmalar baglatilmistir.
iMKH’lerde toksin direnci olusturmak i¢in ssODN teknolojisi kullanilmistir.
Boylelikle, toksin direnci kazandirilan iMKH’ler IL13-PE toksinini iiretmek igin
kullanilacaktir. Bu sayede, terapotik tasiyici niteliginde bir arag olarak kullanilacak
iMKH’lerin siirdiiriilebilir sekilde hedefe yonelik toksini salgilamasi saglanacaktir.
Normal iMKH hatlarinin difteri toksini (DT) ile muamelesinde; 10-25-50 ng/ml doz
uygulamalarinda hiicrelerin 6liimiine yol acarken, toksin direnci olusturmak ig¢in
tasarlanan mutant EF-2 kodlayan iMKH’lerin uygulanan bu dozlarda canliliklarini
korudugu tespit edilmistir. Bu dogrultuda, uygulanan dozlarin yiikseltilmesi ile birlikte
tek hiicre koloni se¢imi deneyleri yapilarak toksine karsi direngli hatlarin eldesi
saglanabilecektir.

Bilindigi gibi kanser hastalarinin tedavisinde biiyiik siklikla; kemoterapi ve
radyoterapi gibi kanser hiicresi segiciligi bulunmayan geleneksel tedaviler
uygulanmaktadir. Bu tedaviler sonucunda, proliferatif her hiicrede etkisini
gosterebilecek kemoterapi uygulamasi gesitli yan etkilere sebep olmaktadir. Ayni
zamanda, ¢ogalma kapasitesi mevcut olan 6rnegin kok hiicreler gibi ¢esitli hiicrelere
de toksik etkisini gdsterme durumu ile karsilasilmaktadir. Ancak hedefe yonelik toksin
fiizyonu ile neoplastik olmayan saglikli hiicrelerde, anlamli diizeyde toksik etki
olusturmayacak bir strateji uygulanmistir. Bu yaklasim ile oncelikle IL13-PE
toksininin hedefleyebilecegi kanser hiicreleri, hedef reseptor ekspresyonlarini
bulundurmalar1 yoniiyle belirlenmistir. Bu hiicreler; pankreas kanseri hiicre hatt;
PANC-1, akciger kanseri hiicre hatti; NCI-H460, melanoma kanseri hiicreleri; MeWo,
SKMEL-2 meme kanseri hiicre hatlari;; MDA-MB-157 ve MDA-MB-231 olarak tespit
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edilmistir. Bu sayede, daha 6ncesinde glioblastoma beyin tiimoriinde 1L13-PE hedefe
yonelik toksininin kok hiicre aracili bir bigimde kullaniminin bu toksinin birgok farkli
kanser tiirlinde de uygulanabilecek bir yaklasim olabilecegi 6n goriilmiistiir. Bu
sonuglar ile, hedefe yonelik IL13-PE toksininin tek bir kanser tiirtinde degil IL13Ro2
reseptor ekspresyonu bulunan pek ¢ok farkli kanser tiiriinde olumlu sonuglar
aliabilecek bir yaklasim olabilecegi diislinlilmiistiir. Cesitli kanser tiiriine ait hiicre
hatlarinda, IL13Ra2 ekspresyonun tespit edilmesi ile birlikte bir yandan ayrica goz
oniinde bulundurulmasi gereken durum timor dokusunun heterojen yapisidir. Bu
calismada, 6rnegin meme kanseri i¢in IL13Ra2 ekspresyonu agisindan taranan farkli
hiicre hatlarinda (MCF-7, MDA-MB-468, MDA-MB-157, MDA-MB-231) 4 farkh
hiicreden 2 hiicre hattinda (MDA-MB-157, MDA-MB-231) IL13R02 ekspresyonu
pozitif olarak tespit edilmistir. Ancak su anda hedefe yonelik olarak gelistirilen
tedavilerde de goriildiigii iizere tiimor dokusunda var olan heterojen popiilasyonun
tamamen hedeflenebilmesi yasanan en biiyiik zorluklardan birisi olmustur. Bu
dogrultuda ilk olarak toksine dayanan hedefe yonelik bu tedavi stratejisinde 6nemli
olan, tiimdr popiilasyonunda hedeflenebilecek hiicrelerin belirlenebiliyor olmasidir.
Bu sayede heterojen popiilasyonun varliginin olmasinin yani sira bu popiilasyonda yer
alan hiicrelerin hedeflenebilmesinin tiimdr yiikiinii azaltabilecegini diisiindiirmektedir.
Bunun i¢in, devam g¢alismasinda hedeflenen in vivo tiimér olusturma ve hedefe yonelik
IL13-PE toksininin etkilerinin in vivo timér dokusunda goriilmesi ile birlikte pre-
klinik calismalar agisindan umut verici olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayn1 zamanda
timor dokusunda var olan kanser hiicrelerinin reseptdr ekspresyonu varligi ile
hedeflenebilirliginin tespit edilmesi ile in vivo calismalarda timor yiikiiniin
azalabilecegi ongoriilmektedir.

Bununla birlikte, IL13Ra2 ekspresyonu tespit edilen ¢esitli kanser tiirlerine ait
hiicre hatlarinda IL13Ra2 reseptoriiniin  ylizeydeki lokalizasyonunun da hedefe
yonelik tedavi a¢isindan oldukga 6nemli oldugu diisiiniilmektedir. RT-PZR sonucunda
ekspresyonun mRNA diizeyinde tespit edilmis olmasinin ardindan reseptoriin yiizeye
lokalize olma oraninin da bilinmesinin hedefe yonelik olarak tasarlanan yaklagimimizi
iki agidan da giiclendirmis olacaktir. Bu durumda, reseptdr pozitif hiicrelerde
reseptoriin  ylizeyde lokalize olmasi olduk¢ca Onem kazanmaktadir. Bunun igin

diisiiniilen stratejimiz ise reseptor ekspresyonu tespit edilen hiicrelerde ylizey
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boyamasi yapilarak hiicre membraninda lokalize olan reseptorlerin protein diizeyinde
yiizdesel olarak oraninin belirlenmesi olmaktadir. Bu sayede, hedefe yonelik 1L13-PE
toksininin ¢esitli kanser tiirlerine ait hiicrelerde gosterebilecegi etkinlik hem reseptor
ekspresyonun RT-PCR ile olan tespiti ve hem de hiicre membraninda bulunan resept6r
varligmin yiizdesel olarak belirlenmis olmasi1 hedefe yonelik tedavi igin
kullanilabilecek kanser hiicrelerinin belirlenmesinde giiglii temeller saglayabilir.
Boylece, bu parametrelerin in vivo ¢alismalara gegmeden 6nce belirlenmis olmasi pre-
klinik ¢alismalar i¢in olduk¢a Onemlidir. Ayn1 zamanda bu ¢alisma translasyonel
olarak diistiniildiigiinde, hedefe yonelik IL13-PE toksini ile hedeflenebilecek kanser
tiirlerinin belirlenmesi ile birlikte hastaya 6zel IL13Ra2 reseptdr ekspresyon profilinin
cikarilmasi ve bu sayede tedavi i¢cin uygun olup olmadiginin belirlenmesi ile gelecegin
tibbi yaklasiminda bireye 6zgii tedavi stratejisi olarak kullanilabilme potansiyeli pre-
klinik ¢calismalarin ardindan belirleyici olabilir.

Ayrica, ¢alismada hedefe yonelik IL13-PE toksininin IL13Ro2 reseptoriine
kars1 0zgiinliik gostermesi ve bu reseptoriin varligi dogrultusunda etkisini gostermis
olmasi1 olduk¢a 6nemli bir noktadir. IL13-PE toksininin olusturulmasinda klinik degeri
olabilecek en 6nemli hususlardan bir tanesi PE toksininin dogal reseptor baglanma
bolgesinin ¢ikarilmis olmasi ve IL13 ligandinin reseptor baglayici bolgeye eklenmis
olmasidir. Bu sayede PE’nin dogal reseptorii olan lipoprotein-related protein (LRP)’yi
eksprese eden ve neoplastik olmayan hiicrelere karsi etkisini gdsteremeyecektir.
Bununla birlikte ¢alismada prostat kanser hiicre hatti olan DU-145 hiicresinde
IL13Ra2 ekspresyonu tespit edilememis olup bu hiicreye IL13-PE toksin
muamelesinin yapilmasi reseptor eksprese etmeyen bir hiicre hatti lizerinde toksinin
etki etmedigini gostermistir. Bu durum her ne kadar tiim kanser hiicrelerinde
uygulanabilirligini kisitlasa da, timor dokusunun %50 ve lizerinde hedef reseptor
ekspresyonu gosterdigi durumlarda tedavide anlamli etkinin elde edilebilecegini
diistindiirmektedir.

Ek olarak, Pseudomonas Aeruginosa bakterisinin bir yan iiriinii oldugu bilinen
dogal PE’nin toksik etkisine maruz kalan hiicrelerde 35 dakika icerisinde 300
ribozomu geri-doniisiimsiiz olarak inaktive ettigi ve protein sentezinin durdurulmasi
araciligiyla etkili bir sekilde hiicre 6liimiine yol agtig1 bildirilmistir. Tez ¢alismasinda,

IL13-PE’nin g¢esitli kanser hiicrelerinde anlamli hiicre oliimiiniin varligina yol
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actiginin godsterilmesinin yaninda, IL13-PE’nin kanser hiicrelerindeki sitotoksik
etkisinin arttirilmast i¢in ilerleyen ¢aligmalarda toksik bolge ile ilgili ¢esitli stratejilere
basvurulabilir. PE toksininin sitotoksik etkisinin arttirilmasi gelismekte olan bir alan
olup 06zel dizilerin eklenmesiyle bu etkinin artirilabileceg§i bazi ¢alismalarda
gosterilmektedir. Bu dogrultuda, dncelikle PE’nin karboksil terminalindeki Arg-Glu-
Asp-Leu-Lys (REDLK) sekansinin, sitotoksik aktivitesi i¢in Onemli oldugu
gosterilmistir. Devam eden arastirmalar dahilinde, PE’nin Lys-Asp-Glu-Leu
(REDLK) ile biten sekansina kiyasla KDEL ile biten tiirevlerinin énemli 6lgiide
sitotoksik olarak daha aktif oldugu gosterilmistir. Bu kapsamda, ilerleyen ¢aligmalarda
IL13-PE’nin sitotoksik etkilerinin arttirilmasi ile IL13Ra2 eksprese eden ¢esitli kanser
hiicrelerindeki etkileri de arttirilabilecektir.

Sonug olarak, ¢alismamizda 21 farkli kanser hiicresinin IL13Ra2 reseptor
ekspresyon profili ¢ikarilmistir. Boylelikle, IL13-PE toksini ile hedeflenebilecek
cesitli kanser hiicre hatlar1 tespit edilmistir. Hedef reseptorii eksprese eden kanser
hiicrelerinde, IL13-PE toksin fiizyonun muamelesinin ardindan en etkili yaniti
gosteren hiicre hattinin NCI-H460 (akciger kanseri) oldugu saptanmistir. NCI-H460
hiicresinde toksin uygulamasinin ardindan, hiicre proliferasyonunda 6nemli bir
diizeyde azalma ve hiicre canlilifi iizerinde anlamli derecede bir diisiis gorilmiistiir.
Toksin flizyonu muamelesinin, hiicrenin hem apoptotik hem de nekrotik 6liimiine yol
actig1 belirlenmistir. Boylelikle, IL13-PE ile muamele edilen NCI-H460 hiicresinde
toksinin etkili bir sekilde hiicre 6liimiine yol ac¢tig1 goriilmiistiir.

Pre-klinik ve klinik c¢alismalarda kok hiicrelerin terapdtik araglar olarak
kullanabilmesi 6nemli bir yaklagim olarak gelismeye devam etmektedir. Terapotik
ozellik kazandirilmak i¢in modifiye edilen kok hiicreler, sadece timor dokusu igerisine
yonelmekle kalmayip, timor dokusu icindeki daha malign hiicrelere de
ulasabilmektedir. Ayni zamanda, iMKH’lerdeki diigiikk immiinojenik yanit bu hiicreleri
onemli bir terapdtik arag haline getirmistir. Calismamizda, iMKH’lerin toksine karsi
direncli hale getirilmesi i¢in deneyler baglatilmistir. Kontrol iMKH’lere kiyas ile
cesitli dozlarda muamele edilen mutant EF-2 kodlayan iMKH lerin hiicre canliliklarini
korudugu tespit edilmistir. iMKH’lerin toksin ile yiiksek dozlarda muamelesinin
ardindan, direngli kolonlar segilerek toksine direngli iMKH hattinin eldesi

saglanabilecektir. Boylelikle, toksine karsi direngli iMKH’lerin olusturulmasiyla,
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hiicreler IL13-PE hedefe yonelik toksin fiizyonunu siirdiiriilebilir sekilde salgilayacak
nitelikte olabilecektir. Boylelikle, calismamiz kanser tedavilerinde ilacin hedefe
ulagamadan yarilanmasi, sistemik toksisite olusmasi ve tedavilerin kanser hiicrelerine
0zgii olmamasi gibi engellerin Oniline gegebilecek bir yaklagim niteliginde

olabilecektir.
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