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OZET

Alkanli SS. Difteri Toksinine Karst1 Molekiiler Baskilama Yontemi ile Gelistirilen
Plastik Antikorun In Vitro Etkinliginin Belirlenmesi. Istanbul Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiist, Biyofizik AD. Y(iksek Lisans Tezi. Istanbul. 2018.

Antikorlar, tamamlayici ii¢ boyutlu yiizeyler arasindaki ¢ok zayif elektrostatik,
hidrofobik ve hidrojen baglayici etkilesimleri ile hedef molekiilleri tanirlar. Plastik
antikorlar gelistirildikleri molekiilleri tanima, baglama ve serbest birakma o6zellikli
molekiiler baskilanmis polimerlerdir. Molekiiler baskilamada molekiiler dizeyde bir
hedef molekiil bulunur. Fonksiyonel gruplari tagiyan monomerler, hedeflenen
molekiiliin etrafinda toplanarak ¢apraz baglanma ile kopolimerizasyon gergeklestirirler.
Boylece hedef molekiiliin etrafinda polimer yapidaki kalip olusturulur. Kalip igerisinden
molekiiliin ¢ikartilmasiyla olusan baglanma bolgeleri, molekiilii fonksiyonel gruplarinin
boyutu, sekli ve konumu yoniinden tamamlayan bolgelerdir. Bu polimerler biyolojik
kokenli yapay antikorlarin aksine, Uretimleri hizli ve ekonomiktir. Deney hayvanlari
kullanilmadan uretilebilirler. Fiziksel ve kimyasal kararlidirlar.

Baskilanmis polimerin uygulamalarinda kimyasal afinite ile ayirma, yapay
immunometik sistemlerin gelistirilmesi ve sensorlerin olusturulmasi yer almaktadir.

Difteri, Corynebacterium diphtereriae bakterilerinden kaynaklanan bir solunum
yolu ve deri hastaligidir. Bu bakteri 0,1 mg/kg viicut agirliginin altindaki dozlarda bile
insanlar igin 6lumcil olan difteri toksinini salgilar. Difteri toksini, molekiil agirligt
yaklagik 62 kDa olan, 535 amino asit iceren, A (22 kDa) ve B (40 kDa)
fragmentlerinden olusan bir ekzotoksindir. Enfeksiyonlarda toksin hiicre zar ile
baglanir. A fragmenti sitoplazmaya girerek ADP-ribozilasyonunu ve uzama faktori
2'nin (EF-2) inaktivasyonunu katalize eder. Boylece Okaryotik hicreyi ribozomal
translokasyonu inhibe ederek éldurdr.

Bu tez calismasinda, difteri toksininin hticreler Gzerindeki sitotoksik etkileri
incelenmistir. Difteri toksininin hicreler (zerindeki sitotoksik etkilerini azaltmak
amactyla A fragmenti baskilanarak dretilen plastik antikorun, in vitro etkinligi
belirlenmistir. Calismanin sonunda plastik antikorun difteri toksininin sitotoksik etkisini
azalttigi hicre canliligt ve immiinfloresan boyama c¢alismalari ile gosterilmistir.
Calismadan elde edilen sonuglar, farkli patojenlere karsi gelistirilecek plastik
antikorlarin tedavi amaciyla kullanilabilecegini diisiindirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Difteri Toksini, Plastik Antikor, Molekiiler Baskilama, Hiicre
Kiiltiirii, Nétralizasyon, Immiinfloresan, Sitotoksisite.

Bu calisma, TUBITAK 1001, Proje No: 1155224, ve Istanbul Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP), BAP Proje No: TYL-2017-25648 tarafindan
desteklenmistir.
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ABSTRACT

Alkanli SS. Determination of In Vitro Activity Of Plastic Antibody Developed For
Diphtheria Toxin By Molecular Imprinting. Istanbul University, Institute of Health
Science, Biophysics Department Master Thesis. Istanbul. 2018.

Antibodies recognize target molecules with very weak electrostatic,
hydrophobic, and hydrogen bonding interactions between three-dimensional surfaces.
Plastic antibodies are molecular imprint polymers that recognize, bind and release the
molecules they develop. There is a target molecule in molecular imprinting. Monomers
carrying functional groups perform co-polymerization with cross-linking. Thus, the
polymer matrix forms around the target molecule. Formed bonding regions complete
the molecule in terms of the size, shape, and position of the functional groups.
Polymers, can be produced quickly and economically. They can be produced without
experimental animals. They have physical and chemical stability.

Polymers can be used for separation, immunomatic systems and construction of
sensors. Diphtheria is a respiratory and skin disease caused by Corynebacterium
diphtereriae. This bacterium releases diphtheria toxin, which is lethal to humans even at
doses below 0.1 mg/kg. Diphtheria toxin (62 kDa) is an exotoxin consisting of A (22
kDa) and B (40 kDa) fragments, containing 535 amino acids. During infection, the toxin
binds to the cell membrane. FA enters cytoplasm and catalyzes the inactivation of ADP-
ribosylation and elongation factor 2 (EF-2). Thus, FA inhibits ribosomal translocation
and Kills eukaryotic cells.

In this thesis, the cytotoxic effects of diphtheria toxin on cells have been
examined. To reduce cytotoxicity, the activity of the FA imprinted plastic antibody was
determined. In the study, cell viability and immunofluorescence staining studies have
shown that plastic antibody reduces cytotoxic effect of diphtheria toxin. The results
suggest that plastic antibodies to be developed against different pathogens may be used
for treatment.

Keywords: Diphtheria Toxin, Plastic Antibody, Molecular Impression, Cell Culture,
Neutralization, Immunofluorescence, Cytotoxicity.
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1. GIRIS VE AMAC

Plastik antikorlar, yakin ge¢miste literatlire girmis olup, antikor benzeri isleve
sahip olmalar1 nedeniyle biyolojik kokenli yapay antikorlara (hibridoma teknolojisi ile
uretilen monoklonal antikorlar gibi) tercih edilmeye baglanmis biyouyumlu yapilardir.
Arastirmacilarin, yapay antikorlar1 iiretme noktasinda yasadiklar1 zorluklar neticesinde
ortaya ¢ikan yeni yaklagim arayislari, tekrar kullanilabilirlik, tiretim ve maliyet gibi pek
cok konuda yapay antikorlara alternatif olabilecek plastik antikorlarin gelistirilmesine
yol agmustir. Belirlenen bir kalip molekiile, kovalent baglanma, non-kovalent
etkilesimler veya ligand etkilesimleri ile ilginlik kazanan plastik antikorlar, kalip
molekiilii baglama, birakma ve tanima 6zelliklerine sahip reseptor sistemleridir. Sahip
olduklar1 bu 6zellikler sayesinde ayristirma, saflastirma, kimyasal sensor, kataliz ve ilag

tiretim amaci ile de kullanilabilmektedirler (Vasapollo ve ark. 2011).

Bu yaklagimi géz oniinde bulundurarak gelistirdigimiz plastik antikor ile elde
edilmesi zor ve maliyetli olan diger yapay antikorlar ile karsilanmak istenen antikor
ithtiyacin1 daha kolay, ucuz ve kisa siirede biiyiik oranda karsilamak hedeflenmektedir.
Bu hedef dogrultusunda, molekiiler baskilama yontemi kullanilarak, difteri toksininin
(DT) A fragmentine (FA) kars1 plastik antikor tiretildi. Bu yolla plastik antikorun FA’y1
yakalamast ve DT’nin tamamini baglamasi hedeflenmektedir. Plastik antikorun
uretiminde, fonksiyonel monomerler ile FA, mor &tesi (UV) 1sik altinda muamele
edildi. UV 1sik etkisi ile monomerlerin FA etrafinda polimerlesmesi saglanmig ve
sonrasinda yapilan diyalizler ile polimerde bulunan FA c¢ikartildi. Boylece FA’ya karsi

baskilanmig ve DT’yi yakalama 6zelligine sahip olan plastik antikor tiretildi.

Molekiiler baskilamada biiylik molekiillerin kalip olarak kullanilmasi teknik
zorluklar nedeniyle yakin ge¢mise kadar pek tercih edilmemistir. DT nin bu zamana
kadar yapilmis olan caligmalardaki kalip molekiillerden daha biiyiik molekiil agirligina
sahip olmas1 nedeniyle molekiiler baskilama calismalarinin bu dogrultuda Oniinii
acacaktir. Boylece plastik antikorun kullanim alanlarinin genislemesi ve daha etkili

plastik antikorlarin iiretilmesi miimkiin olacaktir.

Uretilen plastik antikorun etkinligini anlamak icin in vitro ¢alismalar yapildi.
Hiicre kiiltiirii laboratuvarlarinda ilk olarak hiicrelere baskilanmamis polimer verilerek,

polimerin hucreler Uzerindeki etkisi incelendi. Benzer sekilde DT’nin de hiicreler



tizerindeki Oldiiriicii etkisi belirlenerek DT’ nin hiicrelerin yarisin1 6ldiirdiigii deger
bulundu. Sonrasinda plastik antikor, DT ile birlikte hiicrelere verilmis ve hiicre
canliliklarindaki degisim incelendi. FA, DT’ nin toksik 6zellige sahip olan fragmenti
olmasina ragmen, DT nin diger fragmenti olan FB olmadan hiicre i¢ine giremediginden
hicrelere tek basina verilmedi. FA’nin sitoplazmaya girebilmesi i¢in FB’de bulunan R
bolgesi hiicre ylizey reseptorii ile baglanarak endositoz gerceklestirmelidir (Morris ve
ark. 1985).

Bu alanda, in vivo ortam kosullarinda yapilmis ve 2010 yilinda yaymlanmis bir
makalede, toksik etkili melittinin farenin kan dolasimina tek basina ve plastik antikor ile
birlikte verilmesi durumlarinda aralarindaki etkilesim incelenmistir. Calismada
kullanilan plastik antikorun, farenin kan dolagimindaki melittinin viicut disina atilmasin
sagladig1 goriilmektedir (Hoshino ve ark. 2010). Bizim de benzer yaklasimlarla
tirettigimiz plastik antikorlar ile ger¢eklestirdigimiz in vitro ¢alismalar, ileride yapilacak

in vivo ¢alismalarin sonuglarini 6ngérmemizi saglayacak olmalart nedeniyle 6nemlidir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Hicre Kulturi

Hiicre kiiltiirii, hiicrelerin kontrollii kosullar altinda canli organizmadan
bagimsiz olarak yetistirilmesidir. Burada amaglanan, huicre populasyonunun genislemesi
ve bu yolla hiicre canliliginin devam ettirilmesidir. Hicre sayisinin ve canliligin
belirlenmesi deney siirecinin baslamas i¢in gereklidir. Canli hiicreler kiiltiir ortaminda
cogaltilarak deneyde ihtiya¢ duyulan hiicre sayilar1 elde edilir. Kontaminasyon riski,
inkiibator arizasi1 ve arastirmacidan kaynaklanabilecek hatalar gibi sorunlarin 6niine
gecebilmek icin hicreler dondurularak saklanmir. Bu sayede, hiicre hattinin

kaybedilmesinin oniine gecilerek, hiicresel yaslanma ve genetik bozunma 6nlenmis olur.

Hicre kiltdrtinde tercih edilen besiyeri dnemlidir. Besiyeri, hucrelerin besin
gereksinimlerini ve gerekli biliylime faktorlerini saglamalidir. Ayrica, canlilik ile

ozmolarite arasindaki uyum da siirdiiriilebilir olmalidir.

Hicre kaltarl; biyokimya, biyofizik, genetik, imminoloji, fizyoloji, molekdler
biyoloji ve sinirbilim alanlarinda yapilan ¢alismalarda kullanilmaktadir. (Harford, J.B.
2003). Herhangi bir maddenin sitotoksisite deneyleri ile hiicre zerindeki etkilerinin
belirlenmesi, hastaliklarin incelenmesi, kok hiicre ve ilag gelistirme calismalari, tiip
bebek ve kisirlik tedavileri, sitogenetik caligmalar ile farmasotik protein iiretimi gibi

calismalar hiicre kiiltiiriinde gerceklestirilebilmektedir (Justice ve ark. 2009).



2.1.1. Saghkh Insan Umbilikal Damar Endotel Hiicre Hatti (HUVEC)

Primer insan umbilikal damar endotel hiicre hattt (HUVEC) hiicreleri, gobek
kordonunun damarindan izole edilir (Jaffe 1980) (Sekil 2-1). Endotel hicreleri,
anjiyogenezide ve tiimdor biiyliimesi igin gerekli olan yeni kan damarlarinin olusmasinda
merkezi bir rol oynamaktadir. Bu nedenle, kanser tedavisinde kullanilabilecek anti-

anjiyojenik ajan aragtirma ¢alismalarinda tercih edilmektedir (Harford 2004).

Sekil 2-1: Saghkli insan Umbilikal Damar Endotel Hiicre Hatti (HUVEC)



2.1.2. Insan Pankreatik Beta Hiicre Hatt1 (1.1B4)

Insan pankreatik beta hiicre hatt1 (1.1B4), yeni izole edilmis insan pankreatik
beta hucrelerinin ve 6limsiz insan PANC-1 epitel hiicre hattinin elektrofiizyonu ile
tretilmistir (Sekil 2-2). Avrupa Dogrulanmis Hiicre Kiiltiir Koleksiyonu (ECACC)
tarafindan dogrulugu belgelenerek depolanmistir (McCluskey ve ark. 2011).

Sekil 2-2: insan Pankreatik Beta Hiicre Hatt1 (1.1B4)



2.1.3. Fare Embriyonik Fibroblast Hiicre Hatti (NIH-3T3)

Fare embriyonik fibroblast hiicre hatti (NIH-3T3), NIH Isvicre fare embriyo
kiiltiirlerinden tiretilmistir (Jainchill ve ark. 1969) (Sekil 2-3). NIH-3T3 hiicre soyu ilk
kez 1962 yilinda New York Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda gorev
yapan George J. Todaro ve Howard Green adli arastirmacilar tarafindan kiiltiire

uyarlanmistir (Todaro ve Green 1963).

Sekil 2-3: Fare Embriyonik Fibroblast Hiicre Hatti (NIH-3T3)



2.2. Difteri Toksini

Difteri, Corynebacterium diphtereriae bakterilerinin neden oldugu bir solunum
yolu ve deri hastaligidir. Bu bakteri 0,1 mg/kg viicut agirliginin altindaki dozlarda bile
insanlar i¢in 6liimciil olan DT salgilar (Pappenheimer Jr. 1977; Gill 1982). DT, molekiil
agirhign yaklasik 62 kDa olan, 535 amino asit igeren bir ekzotoksindir. iki fragmenti
bulunur. Bunlardan fragment A (FA) 22 kDa, fragment B (FB) 40 kDa molekul
agirh@ina sahiptir (Bennett ve ark. 1994). FA; katalitik (C) bolgesini igeren N-terminal
polipeptidi, FB; transmembran (T) ile reseptor baglanma (R) bdlgelerini iceren C-
terminal polipeptidi ifade eder (Collier 2001) (Sekil 2-4).

FA FB
Sinyal I I |
Peptidi 1 193 386 535
. Katalitik Transmembran Reseptér Baglanma

Sekil 2-4: DT’nin katalitik (C), transmembran (T), reseptor baglanma (R) bolgelerinin
sematik gosterimi



2.3. Difteri Toksininin Hiicreler Uzerindeki Etkisi

DT’nin toksik 6zellik gosteren fragmenti FA, sitoplazmaya girerek, translokaz
olarak da bilinen uzama faktori 2'nin (EF-2)’nin ADP-ribozillenmesini ve bdylece
inaktivasyonunu saglar (Burch ve ark. 1968). Bu sayede Okaryotik hiicreyi ribozomal
translokasyonu inhibe ederek oldirir. Diger fragment FB’de bulunan R bdlgesinin
(Sekil 2-4) hiicre ylzey reseptér (HB-EGF) baglanmasiyla endositoz gergeklesir
(Morris ve ark. 1985). Bu yolla FA’nin sitoplazmaya girisi kolaylasir (Bennett ve ark.
1994). Sitoplazmaya translokasyon gergeklestikten sonra C bolgesi, ADP-ribozun
NAD'den EF-2'nin post-translasyonel degistirilmis histidine (diftamid) transferini
katalize eder (Van Ness ark., 1980). Boylece protein sentezini durdurarak hicrenin
6limune neden olur (Collier, 1975) (Sekil 2-5).

Difteri = :
Toksini C-Bolgesi
Difteri Toksininin
T-Bélgesi —— Hucre igine Girigi
R-Bdélgesi
HB-EGF Sitozol
Reseptori

Protein
Sentezi

f

&)

\

C-Bolgesi @

Sekil 2-5: DT'nin hiicresel girisinin endozomal yolaginin sematik gosterimi

Toksin (¢ bolgeden olusur: Reseptoér baglanma (R) bolgesi, heparin baglayan EGF (epidermal blyiime faktorl)
benzeri reseptore baglanarak endositozu baglatmakla sorumlu translokasyon (T) bolgesi, uzama faktorii 2 (EF-2)'nin
modifikasyonu yoluyla protein sentezini bloke eden katalitik (C) bolgesi.



2.4. Difteri Toksininin A Fragmentinin Hucreler Uzerindeki Sitotoksik EtKisi
FA’nin sitoplazmaya girisi DT nin sitotoksik etkisi i¢in gereklidir. FB’deki R
bolgesi hiicre yiizeyindeki heparin baglayict epidermal biiyiime faktoriine (HB-EGF)
baglandiktan sonra DT, reseptor aracili endositoz ile hiicre i¢ine almir (Sekil 2-5).
DT’nin, asidik bir bolmede yapisal degisiklige ugramasiyla, T bolgesinin belirli
bolgeleri endozomal zara sokulur. Enzimatik olarak aktif FA, sitoplazmada yer
degistirerek okayotik protein sentezini inhibe eder. Bu durum toksinin difteri ile iliskili
ciddi ve Oliimciil kardiyomiyopati (difteri miyokarditi) olusturmasindan ileri

gelmektedir (Collier 2001; Bektas ve ark. 2004; Burch ve ark. 1968).

2.5. Difteri Toksininin Aktin Filamentleri Uzerindeki Etkisi

Aktin, 1942'de Straub tarafindan kas dokusunda kesfedilmistir (Galler 2015).
Aktin, monomerik G-aktin ile polimerize F-aktin arasinda dinamik bir denge
durumunda bulunur (Oosawa ve Asakura 1975) (Sekil 2-6).

Polimerizasyon

0% _ " oy
' ' Depolimerizasyon

G-Aktin F-Aktin

Sekil 2-6: Aktinin polimerizsyonu ve depolimerizasyonu

Aktin'in lifli yapis1 (F-Aktin), kas dokularinin timtinde bulunan ince filamentin
ana bilesenidir. Aktin, 6karyotik hiicrelerin ¢cogunda en bol bulunan iskelet proteinidir.
Hiicre hareketliliginde 6nemli hiicresel islevlere sahip olmasmin yaninda, kompleks
proteinlerin hiicrede bulunmasi ve tasinmasinda da rol oynar (Pollard ve Borisy 2003;

Carlier ve Pantaloni 2007).
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DT kaynakli sitotoksisite ile protein sentezinin inhibisyonundan sonra aktin
filamentlerinin depolarizasyonu gergeklesir. Aktin, okaryotik uzama faktori-2 (eEF-
2)’nin FA aracili ADP-ribozilasyonunu inhibe eder (Bektas ve ark. 2004). Bu bulgu,
proteinler arasi etkilesimlerin dogasini belirlemenin gerekliligini ortaya koymaktadir.
FA hem G-aktin hem de F-aktin ile etkilesime girebilir (Bektas ve ark. 2009). Ayrica
DT’nin endositik degis tokusunda F-aktin ve eEF-2’nin rolii de belirlenmistir (Bektas ve
ark. 2011).

2.6. Plastik Antikor

Plastik antikorlar, molekiiler baskilama teknigi kullanilarak firetilen polimer
yapidaki nanopartikullerdir. Molekiiler baskilama, kalip molekiilin etrafindaki
fonksiyonel gruplar ile Gi¢ boyutlu uyuma ve yiksek segicilikte baglayici oyuklara sahip

sentetik polimerlerin sentezlenmesi ile gergeklesir (Corman ve ark. 2014) (Sekil 2-7).

Fonksiyonel Polimer
monomer matriks Kovuk

j Kalip
"( v molekuli

Polimerizasyon tkarma \
A'(J g v ¢ Vv
J/;—‘\J @ ; o
Kalip &
molekil
_ﬂ Baskilanmis
Birlesme molekil

Sekil 2-7: Plastik antikorun kalip molekiil ile etkilesimi

Molekiiler baskilanmis polimerler (MIP), 6zglin molekiiler tanima becerisine
sahiptirler (Ali ve ark. 2010; Kryscio ve Peppas 2012). Ayrica monoklonal antikorlar
gibi biyolojik kokenli yapay antikorlara kiyasla iiretim maliyetleri daha diisiik olup,
daha uzun siireli kararlilia sahiptirler (Say ve ark. 2009).

Molekiiler baskilama teknolojisi ile iliskili ilk g¢alismalar 1930°lu yillarin
baglarinda goriilmektedir. 1993 yilinda Nature dergisinde yayinlanan bir ¢alisma ile

molekiiler baskilanmis polimerlerin yarigsmali baglanma testiyle antikorlarin yerine
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basarili bir sekilde kullanilabildigi ispatlanmistir (Vlatakis ve ark. 1993). 2010 yilinda
Journal of the American Chemical Society dergisinde yaymlanmis olan diger bir
makalede, bal aris1 ignesindeki zehir olan melitin peptidine karsi sentetik organik
polimer nanoparcaciklar gelistirilmistir. Ayn1 ¢alismada toksik etkisi olan melitinin
canli farenin kan dolagiminda baskilanmis polimer tarafindan yakalanarak temizlendigi
gosterilmistir (Hoshino ve ark. 2010). Bu c¢alisma, ozellikle toksik proteinlerin
molekiiler baskilama yontemi kullanilarak yakalanmasi ve nétralizasyonu konusunda

Onemli bir adim olmustur.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Geregler

3.1.1. Kimyasal Maddeler
3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide; thiazolyl blue (MTT)

4',6-Diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochloride (DAPI)
Akrilamit (Sigma)

Amonyum persiilfat ( Sigma)

Asetik asit (Akkimya)

Bis-Akrilamit (N,N’-Metilen-bis-akrilamit) (Sigma)
Difteri toksini (Sigma)

Dimetil Stlfoksit (DMSO)

Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)

Etil alkol (Sigma)

Falloidin 594 Boya

Fetal Sigir Serumu (FBS)

Hidroklorik asit (Sigma)

N,N, N’, N’ tetrametilendiamin (TEMED) (Sigma)
Penisilin/Streptomisin (P/S)

Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640)
S1gir serum albumini (BSA) (Sigma)

Sodyum dodesil silfat (SDS) (Sigma)
Tripsin-EDTA (Gibco)

Trizma (Sigma)

12
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3.1.2. Antikorlar

Anti-difteri toksini FA’ya 6zgiin fare kokenli monoklonal antikoru (Abcam)
Anti-fare IgG (HRP) monoklonal antikoru (Abcam)
3.1.3. Cihazlar

Buz Dolabi (Altus)

CO Inkiibator (Sanyo)

Calkalayici (Biosan)

Distile Su Cihazi (GFL)

Hassas Terazi (Mettler)

Hassas Terazi (Scaltec)

Immiin Floresan Mikroskobu (Olympus BX51)

Jel Elektroforez Tanki (Biorad)

Jel Filtrasyon Sistemi (GE Healthcare AKTAprime Plus)
Jel Filtrasyon Kolonlar1 (GE Healthcare HiPrep Sefakril S-100 HR)
Laminar Hava Akim Cihaz1 ELB 2448 (Heraus)
Manyetik Karistiric1 (Heidolph)

Otoklav (Hirayama)

Otomatik Pipetler (Eppendorf)

Protein Test Kiti (Qubit)

Santrifuj (Hettich-Universal 32)

S1vi Azot Tanki (International Cryogenics, Inc.)

Ters Mikroskop (Olympus 1M)

Vorteks (Biosan)

Western-Blot Jel Transfer Sistemi (Invitrogen)
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3.1.4. Calismada Kullanilan Cozeltiler:

3.1.4.1. immiinfloresan Boyamada Kullanilan Cozeltiler
PBS

1,44 gr Na2HPOQOg4. 2 H20
0,2 gr KCI

8,0 gr NaCl

0,24 gr KH2HPO4

800 ml dH20 ile ¢oziilerek pH HCl ile 7,4 olacak sekilde ayarlanarak son hacim 1 It’ye

tamamlanir.

%5 PBS/BSA

5gr BSA

100 ml PBS c¢ozeltisi

%1 Triton X-100

1 ml Triton X-100

100 ml PBS

%?2 Paraformaldehit

2 gr Paraformaldehit

100 ml PBS

100 ml PBS igerisine 2 gr paraformaldehit eklenip su banyosunda isitilarak ¢ozinmesi
beklenir.

3.1.4.2. Hucre Kultira ve Hicre Canlihigr Testlerinde Kullanilan Cozeltiler

Hucre Kulturu

Complete DMEM (cDMEM)
445 ml DMEM

50 ml FBS

5ml P/S
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Complete RPMI 1640 (cRPMI 1640)
445 ml RPM 1640

50 ml FBS

5ml P/S

Hiicre Canlihigi

MTT sollsyonu
50mg MTT
10 ml PBS

3.1.4.3. Kolon Kromatogrofisinde Kullanilan Cozeltiler
Kolon Yukleme Tamponu

10 mM Tris bazi
1mM EDTA

Bu tampon, kolona verilecek olan difteri toksininin ¢6ziildiigii tampon oldugu igin

tercih edildi.

Kolon Yikama Tamponu

200 ml Ethanol

800 ml dH20

3.1.4.4. Poliakrilamid Jel Elektroforezi i¢cin Kullanilan Cozeltiler
PAGE Jeli (% 14)

2ml 1,5 M Tris-HCI pH: 8,8

3,73 ml Akrilamit/bisakrilamit

80 ul % 10 SDS

80 ul % 10 APS

20 ul TEMED

2,1 ml dH20



PAGE Yurutme Tamponu (1x)
3 gr Tris bazi (250 mM)

14,4 gr Glisin (1,82 M)

1.gr SDS (% 1)

PAGE Yukleme Tamponu (2x)
1ml1M Tris HCI pH:6,8

1,6 ml Gliserin (% 99)

2 ml SDS (% 10)

0,4 ml 14 M MET

0,2 ml Bromfenol mavisi (% 0,1)
3,8 ml dH20

Jel Boyama Cdzeltisi (Commasie Parlak Mavisi)
Commasie parlak mavisi (% 0,2)
Metanol (% 50)

Asetik asit (% 10)

Jelden Boya Cikarma Cozeltisi
% 10 Asetik asit

3.1.4.5. Western-Blot Jel Transferi icin Kullanilan Cézeltiler
PBS-T

497,5 ml PBS

2,5 ml Tween 20 (% 0,5)
PBS-T/BSA (% 5)

10 ml PBS-T

0,59gr BSA

16
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3.2. YOntemler

3.2.1. Difteri Toksininin A Fragmentinin Elde Edilmesi

DT’nin A fragmentinin, tripsin ve DTT (Dithiothreitol) kullanilarak kismi
sindirimi gerecklestirildi. Kismi sindirim islemi i¢in 50 mM Tris-HCI pH: 8.0 ve 1 mM
EDTA bulunan sollsyon icerisine 40 mg (4 mg/ml) tripsin eklendi. Ara dilusyonlar
yapilarak elde edilen 4 ug/ml tripsin iceren ¢ozeltiden 5 ul alinarak, 250 pl DT (32 uM)
uzerine eklendi. 25 °C’de 30 dakika beklendikten sonra karisimin iizerine 0,1 M DTT
ilave edilerek 37 °C’de 90 dakika beklendi. Beklemenin sonunda ¢ozelti 25 °C’de 0,6

pg/ml tripsin inhibitori ile muamele edilerek kismi sindirim gergeklestirildi.

Kismi sindirimi gergeklestirilen DT nin A fragmentini elde etmek icin, AKTA
Prime Plus likit kolon kromotografisi cihazi kullanildi. Cihazin kalibrasyonu i¢in kolona
BSA verildi. Saflastirma igin toplam hacmi 120 ml olan Hiprep 16/60 Sephacryl S-100
kolonu kullanildi. Aymi sistem ile yapilmis olan bir kalibrasyon c¢aligmasindan alinan
kromatogram goruntusinin (Unlu 2011) (Sekil 3-1), yaptigimiz ¢alismanin kalibrasyon
grafigindeki 66 kDa molekiil agirligina sahip BSA’nin geldigi tepenin bulundugu hacim
ile ortiistiigli gézlendi (Sekil 4-3).

— N —— pH Yumurta
mAu Albumini ..
. (43“1('%’:; Aprotinin
35 Konalbumin + (6,5kDa)

(75 kDa) +

\

] Rihoniikleaz A
254

{13,7kDa)
3 ¥
204

15 i
] Peptit

10 {1,693 kDa)

Karbonik Anhidraz
(29 kDa)

Sekil 3-1: Sefakril S-100 kabilrasyon grafigi (Unlu 2011).

Ornek hacmi 1ml, akig hiz1 0,8 ml/dak olacak sekilde 1 mg/ml protein karigimi kolona yiiklendi.
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Kalibrasyon sonrasinda Tripsin ve DTT kullanilarak kismi sindirimi
gerceklestirilen DT, likit kolon kromotografisi cihazina verilerek FA fraksiyonlar
halinde elde edildi.

Likit kolon kromotografisi cihazindan elde edilen FA’nin ve DT’nin yer aldigi

degerler, kalibrasyon grafigindeki degerler ile karsilastirilarak kontrol edildi.

Kolondaki ornekler 0,37 mPa basingta, 1 ml/dk hizda ve 1 ml’lik hacimlerde
fraksiyonlar halinde toplandiktan sonra oOrneklerin 280 nm dalga boyunda optik
yogunluklar1 belirlendi. Calismanin ardindan kolondan % 20°lik etil alkol ¢ozeltisi

gecirilerek kolon temizlendi.

Likit kolon kromotografisi cihazindan elde edilen grafikten alinan tepelerin

bulundugu fraksiyonlar Western-Blot analizi ile membrana aktarilarak gorintuledi.

3.2.2. Fraksiyonlarin Western-Blot Analizleri ile Belirlenmesi

Likit kolon kromotografisi cihazindan elde edilen grafikte FA’nin bulundugu
tepenin yer aldig1 fraksiyonlar (48-50) 100 “C’de 10 dakika bekletilerek denature edildi.
Poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) igin bir beher igerisinde % 14’lik tek jel
hazirlandi. Hazirlanan jelde, jel polimerinin monomeri olan akrilamid, jel olusumunu
saglayan ¢apraz baglayici ajan N,N’-metilen-bis(akrilamid), proteinleri denatiire ederek
ti¢ boyutlu yapilarint bozup dogrusal hale getiren sodyum dodesil stlfat (SDS), distile
su (dH20), polimerlesmeyi saglayan serbest radikal kaynagi amonyum persilfat (APS)
ve serbest radikalleri kararli hale getiren TEMED kullanildi. Hazirlanan jel pasteur
pipet yardimiyla cam plaklarin arasina dokiilerek jelin iizerine tarak yerlestirildi. Jel
polimerlestikten sonra Bio-Rad elektroforez kiti igerisindeki cihaza 6zgii kiskag yardimi
ile sikistirilarak elektroforez tankina yerlestirildi. Jelin bulundugu hazne ve tank SDS-
PAGE tamponu ile dolduruldu. Ardindan jelin {izerindeki tarak ¢ikarilarak olusan
kuyulara denature edilen 6rnekler ve marker yiiklendi. Gii¢ kaynagi elektroforez tankina

baglandiktan sonra 140 V degerine getirilerek proteinler jelde yiiriitiildii.

Elektroforez sonunda gii¢ kaynagi kapatilip jel alindi. Cam plaklar arasindaki jel
distile su ile durulandi. Jel {izerindeki cam almip jeldeki istenmeyen bdlgeler
cikartildikktan sonra kurumamasi i¢in sivi ortama (PBS-T olan bir kaba) yerlestirildi.
Jel transfer cihazina, Kit igerisinden ¢ikan alt bolme yerlestrildikten sonra sirasiyla sivi

ortamdaki jel, membran, tst bolme ve siinger yerlestirilerek cihazin kapagi kapatildi.
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Cihaz baslatilarak 9 dakika aktarim isleminin gerceklesmesi beklendi. Islemin sonunda
jel atilarak membran PBS-T dolu kaba yerlestirildi. PBS-T 5 dakika ara ile 3 kez
degistirilerek membran ¢alkalayici lizerinde durulandi. Membran %35 PBS-T/BSA
cozeltisi bulunan kaba koyularak 25 °C’de 60 dakika calkalayici tizerinde birakildi. 5 ml
%5 PBS-T/BSA c¢ozeltisi hazirlanarak igerisine primer antikor (anti-FA-fare) 1:500
oraninda (10 pl) ilave edildi. 60 dakika sonunda primer antikor ayr1 bir kaba bosaltildi
ve kap igerisine calkalayicidan alinan membran yerlestirildi. Kap igerisindeki membran

gece boyu +4 “C’de ¢alkalayici iizerinde birakildi.

Daha sonra membran alinarak 3 kez 10 dakika ara ile calkalayici iizerinde
bulunan PBS-T dolu kap icerisinde bekletildi. Kap icerisindeki PBS-T her 10 dakika
sonunda degistirildi. Islemin sonunda sekonder antikor (anti fare), 10 ml hacimde %5
PBS-T/BSA olan tiip icerisine 1:3000 oraninda (3,33 pl) eklendi. Tiip i¢indeki %5 PBS-
T/BSA ve sekonder antikor karisimi bir kaba aktarildi. Membran bu kaba yerlestirilerek
25 °C’de 1 saat boyunca ¢alkalayici tizerinde bekletildi. Bu siirenin sonunda membran 3
kez 10 dakika ara ile galkalayici iizerinde bulunan PBS-T dolu kap igerisinde bekletildi.
Bu islemin sonrasinda PBS-T dokiilerek kaba membranin ylizeyini kaplayacak kadar
TMB eklendi. Karanlikta 1 dakika kadar bekledikten sonra membranin durumuna

bakild.

3.2.3. Protein Miktarlarinin Belirlenmesi

FA’nin oldugu fraksiyonlardaki protein miktarlart Qubit Protein Assay Kit ile
belirlendi. Kit icerisindeki talimatlara gore tampon c¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan
tampon, kit ile beraber gelen 3 adet standart (her birinden 10 pl) ve fraksiyonlar (her
birinden 3 pl) ile toplam hacim 200 pl olacak sekilde tiiplere hazirlandi. Standartlar
cihaza okutulduktan sonra ornekler sira ile okutularak protein miktarlari pg/ml

cinsinden belirlendi.

3.2.4. FA ile Baskilanmus Plastik Antikorun Elde Edilmesi

Baskilama islemi i¢in Tablo 3-1’deki formiilasyon kullanilarak 1. faz
olusturuldu. 1,25 uM FA, 1. faz icerisine damlalar halinde eklenerek monomer-kalip
molekiil etkilesiminin gerceklesmesi i¢in yarim saat manyetik karistirict lizerinde
birakildi. Islemin sonunda baslatici olarak 0.015 gr IRGACURE 184 ve 0.015 gr

kamforkinon eklendi. Yag/su (o/w) emiilsiyonu manyetik karigtirictda 700 rpm hizla
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karistirtlan 2. fazin igine, 1 ml’lik tek kullanimlik siringa ile damlatilarak ilave edildi.

Bu sayede su/yag/su (w/o/w) emiilsiyonu olusturuldu.

Tablo 3-1: Fonkisyonel monomer ve ¢apraz baglayici miktarlari

Monomer Miktar (gr)
N-hidroksietilakrilamit 0.44
N-3-dimetilamino propilmetakrilamit 0.11
Hidroksietilmetakrilat 0.41
N,N,O-triallyl-L-fenilalanin 0.033
Etilen glikol dimetakrilat 0.022
Pentaeritritoltetrakis (3-merkaptopropionat) 0.03
Hekzadekan 0.048

Kendi karistirma sistemine sahip UV fotoreaktor icerisinde 30 dakika siire ile
polimerizasyon gerceklestirildi. Reaksiyonun ardindan seffaf-bulutsu nanopartikdl
dispersiyonu elde edildi. Baskilanmis polimerin igerisinden FA’nin temizlenmesi igin 2
saat ara ile diyalizler gergeklestirildi. Diyalizlerin ardindan elde edilen plastik antikor,

membran icerisinde 25 °C’de saklandi.

3.2.5. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

3.2.5.1. Sivi Azotta Saklanan Hiicrelerin Ekilmesi

Sivi azot tankinda -196 °C sicaklikta cryo tupler icinde saklanmakta olan
hicreler 37 °C’ta ¢6zuldl. Hicrelerin bulundugu ortam 5-6 ml medyum (DMEM vya da
RPMI 1640) olan ortama ilave edilerek santrifiij edildi. Hucrelerin medyum olan ortama
ilave edilmesi ile ortamdaki DMSO’nun hiicreler {izerindeki toksik etkisinin azaltilmasi
amaclandi. ki defa gerceklestirilen santrifiij islemlerinin her birinin sonunda, iist sivilar
dokildi. Boylece DMSO ortamdan uzaklastirildi. Santrifiij isleminin sonunda hiicre

saymmi yapildi ve hlcreler flasklara ekildi (Sekil 3-2).
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sivi azot cryo tup DMSO/FBS medyum
B
hicre kultara santrifQj pelet santrifij
<4 ' <= —

Sekil 3-2: Siv1 azotta saklanan hiicrelerin Kiiltiir ortaminda flaska ekilmesinin sematik

gosterimi

3.2.5.2. Hucrelerin Cogaltilmasi

Calismalarda kullanilan HUVEC, NIH-3T3 ve 1.1B4 hicreleri standart kiltdir
kosularinda; % 10 FBS ve % 1 antibiyotik (100 U/ml streptomisin ve 100 U/ml
penisilin) iceren DMEM (cDMEM) ve RPMI 1640 (cRPMI 1640) icerisinde kultur
flasklarina ekilerek 37 °C’de % 5 CO2’li inkiibatorde ¢ogaltildi. Ters mikroskopla 2-3
giinde bir kontrol edilen hiicreler yeterli ¢ogunluga ulastiklarinda flask yuzeyinden
tripsin-EDTA kullanilarak 4 dakika 37 °C’ta inkibe edildi. YUlzeyden kaldirilan
hicreler 15 ml’lik steril santrifiij tiiplerine aktarildi. 3000 devir/dakika’da 4 dakika
santrifij sonunda tst sivi atildi ve pelet 1-2 ml taze cDMEM veya cRPMI 1640

icerisinde ¢Ozduralda.

3.2.5.3. Hiicre Sayillarinin Belirlenmesi

HUVEC, NIH-3T3 ve 1.1B4 hicreleri tripsin-EDTA ile flask yiizeyinden
kaldirilarak toplandi ve 15 ml’lik santrifiij tiiplerine alindi. 3000 devir/dakika’da 4
dakika santriftj sonunda st sivilart atildi. Pelet cDMEM veya cRPMI 1640 icerisinde
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cozdurulerek htcre suspansiyonu haline getirildi. Hiicrelerden 10 ul alinarak

hemositemetre lamina yerlestirildi ve sayim islemi gergeklestirildi (Sekil 3-3).

1mm
lamel ot

3
3

stispansiyonu
yikleme alani

1™
Se8a
|

Sekil 3-3: Hemositeometre lami. Phelan (1998)’den degistirilerek

Lamel lamin iizerine yerlestirilir ve Pasteur pipet ya da mikropipet yardimiyla hiicre siispansiyonu lam ile lamel

arasina verilir. Ardindan hiicre sayimi gerceklestirilir.

3.2.5.4. Hicre Hattimin Dondurulmasi

HUVEC, NIH-3T3 ve 1.1B4 hiicreleri tripsin-EDTA ile tutunduklar1 yiizeyden
kaldirilarak toplandi ve 15 ml’lik santrifiij tiiplerine alindi. 3000 devir/dakika’da 4
dakika santrifiij edildi ve iist sivilar1 atildi. Tiip icerisindeki hiicreler sayilarak 5x10°
hicre FBS igerisinde ¢ozildu. Soguga dayanikli cryo tipler igerisinde 1/9 oraninda
DMSO/FBS karistirildi. Hiicrelerin bulundugu cryo tiipler, -86 °C’de propanol bulunan
kap igerisine kademeli sekilde donmak {izere birakildiktan 24 saat sonra sivi azot

tankina (-196 °C) aktarildi (Sekil 3-4).
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Sekil 3-4: Hicrelerin dondurulmasi

3.2.6. Sitotoksisite Deneyleri

3.2.6.1. HUVEC, NIH-3T3 ve 1.1B4 Hiicrelerinin Difteri Toksini ile Etkilesimleri

HUVEC, NIH-3T3 ve 1.1B4 hicreleri, DT nin bu hiicreler tizerindeki sitotoksik
etkilerinin incelenmesi icin, pasajlart yapildiktan sonra 96 kuyulu hiicre kiiltiiri
plaklarmin her bir kuyusunda 10000 hiicre olacak sekilde ekildi. Her hiicre hatt1 igin
ayr1 gergeklestirilen deneylerde hiicrelerin oldugu 3 ayri plak 24, 48 ve 72 saat boyunca
37 °C ve % 5 CO ortam kosullarinda inkibatérde bekletildi. Bekleme sirelerinin
sonunda aderent haldeki hiicrelerin buludugu plak kuyularina 0,08, 0,16, 0,8, 1,6, 8, 16,
80, 160 nM DT verildi. Plaklar 24, 48 ve 72 saat boyunca inkiibasyona birakildi.

3.2.6.2. Hiicre Canhili@imin MTT Testi ile Belirlenmesi

Inkiibasyonun ardindan plak kuyularina, hazirlanan MTT soliisyonundan 4 pl
ilave edildi. 2 saat inkiibasyonun ardindan plak kuyularindaki sivilar g¢ekilerek
uzerlerine 200 ul DMSO eklendi. Plaklar 30 dakika 25 °C sicaklikta karanlik ortamda
bekletildikten sonra Epoch Microplate Spectrophotometer cihazinda plaklarin 570 nm

dalga boyundaki absorbans degerleri belirlenerek hiicre canliligi hesapland (3-1).
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H (%) = (22 ) x 100 (3-1)

Mean

H: Hiicre canliligi, DTgiank: DT verilmis ve verilmemis kuyulardan alinan absorbanslarm farki, DTwmean:
Ayni1 konsantrasyonlardaki kuyulardan alinan absorbans degerlerinin ortalamasi

3.2.6.3. HUVEC ve 1.1B4 Hiicrelerinin Baskilanmamis Polimer Ile Etkilesimleri
HUVEC ve 1.1B4 hicreleri, baskilanmamis polimerin (NIP) bu hiicreler
uzerindeki sitotoksik etkilerinin incelenmesi igin, pasajlar1 yapildiktan sonra 96 kuyulu
hiicre kiiltiirii plaklarinin her bir kuyusunda 10000 hiicre olacak sekilde ekildi. Her
hiicre hatt1 i¢in ayr1 gergeklestirilen deneylerde hiicrelerin oldugu 3 ayr1 plak 24, 48 ve
72 saat boyunca 37 °C ve % 5 CO> ortam kosullarinda inkUbatorde bekletildi. Bekleme
stirelerinin sonunda aderent haldeki hiicrelerin buludugu plak kuyularna 1, 2, 5, 10, 25,
50, 100 pg/ml NIP verildi. Plaklar 24, 48 ve 72 saat siirelerle inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonun ardindan plak kuyularina hazirlanan MTT soliisyonundan 4 ul ilave
edildi. 2 saat inkiibasyonun ardindan plak kuyularindaki sivilar gekilerek tizerlerine 200
ul DMSO eklendi. Plaklar 30 dakika 25 °C sicaklikta karanlik ortamda bekledikten
sonra Epoch Microplate Spectrophotometer cihazinda plaklarin 570 nm dalga

boyundaki absorbans degerleri belirlenerek hiicre canliligi hesaplandi (3-2).

H (%) = (T2ank ) x 100 (3-2)

NIPpf onm

H: Hiicre canliligi, NIPgiank: NIP verilmis ve verilmemis kuyulardan alinan absorbanslarin farki, NIPmean:
Ayn1 miktarlardaki kuyulardan alinan absorbans degerlerinin ortalamasi
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3.2.7. Immiinfloresan Boyama

3.2.7.1. HUVEC ve 1.1B4 Hiicrelerinin Difteri Toksini Ile Etkilesimleri

HUVEC ve 1.1B4 hiicreleri, DT nin bu hiicreler tizerindeki sitotoksik etkilerinin
incelenmesi icin, pasajlar1 yapildiktan sonra 6 kuyulu hiicre kiiltiirii plaklarmin her bir
kuyusunda 115000 hiicre olacak sekilde ekildi. Her hiicre hatt1 i¢in ayr1 gerceklestirilen
deneylerde hiicrelerin oldugu 3 ayr1 plak 24, 48 ve 72 saat boyunca 37 °C ve % 5 COz
ortam kosullarinda inkubattrde bekletildi. Bekleme surelerinin sonunda aderent haldeki
hiicrelerin buludugu plak kuyularina 0,08, 8, 80 nM DT verildi. Plaklar 24, 48 ve 72
saat siirelerle inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan kuyulardaki hiicreler
paraformaldehit ile sabitlenerek, triton x-100 yardimiyla hiicrelerin gegirgenligi
arttirldi. Ornekler sirasiyla blok serumu ve falloidin 594 ile muamele edilerek her islem
arasinda hiicreler 3 kere PBS ile yikandi. Falloidin 594 boyamasindan sonra 6rnekler
dH20 ile yikandi. Lamlar, DAPI igeren solmayi engelleyici yapistirici kullanilarak
lamelle kapatildi. Immiinfloresan mikroskobu yardimiyla aktin filamentlerinin yapisinin

goruntilenmesi gergeklestirildi.

3.2.7.2. HUVEC ve 1.1B4 Hiicrelerinin Baskilanmams Polimer Ile Etkilesimleri
HUVEC ve 1.1B4 hiicreleri, NIP’1n bu hucreler Uzerindeki sitotoksik etkilerinin
incelenmesi icin, pasajlar1 yapildiktan sonra 6 kuyulu hiicre kiiltiirii plaklarinin her bir
kuyusunda 115000 hiicre olacak sekilde ekildi. Her hiicre hatt1 i¢in ayr1 gerceklestirilen
deneylerde hiicrelerin oldugu 3 ayr1 plak 24, 48 ve 72 saat boyunca 37 °C ve % 5 CO»
ortam kosullarinda inkubatorde bekletildi. Bekleme sirelerinin sonunda aderent haldeki

hiicrelerin buludugu plak kuyularina 1, 10, 100 pg/ml NIP verildi.

Plaklar 24, 48 ve 72 saat siirelerle inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan
kuyulardaki hucreler paraformaldehit ile sabitlenerek, triton x-100 yardimiyla hiicrelerin

gecirgenligi arttirildu.

Ornekler sirastyla blok serumu ve falloidin 594 ile muamele edilerek her islem
arasinda hiicreler 3 kere PBS ile yikandi. Falloidin 594 boyamasindan sonra drnekler
dH20 ile yikandi. Lamlar, DAPI igeren solmayi engelleyici yapistirici kullanilarak
lamelle kapatildi. Immiinfloresan mikroskobu yardimiyla aktin filamentlerinin yapisinin

gorunttlenmesi gergeklestirildi.



26

3.2.8. Notralizasyon Deneyleri

3.2.8.1. Plastik Antikorun HUVEC ve 1.1B4 Hiicreleri Uzerindeki Nétralizasyon
Etkisi

HUVEC ve 1.1B4 hicreleri plastik antikorun DT’yi noétralize edebilme
kapasitesinin belirlenebilmesi icin pasajlar1 yapildiktan sonra 96 kuyulu hicre kalturd
plaklariin her bir kuyusunda 10000 hiicre olacak sekilde ekildi. Her hiicre hatti i¢in
ayr1 gerceklestirilen deneylerde hiicrelerin oldugu 3 ayri plak 24, 48 ve 72 saat boyunca
37 °C ve % 5 CO ortam kosullarinda inklbatérde bekletildi. Bekleme sirelerinin
sonunda aderent haldeki hiicrelerin buludugu plak kuyularina 1,6 nM DT ile birlikte 1,
2, 5, 10, 25, 50, 100 ug/ml plastik antikor verildi. Plaklar 24, 48 ve 72 saat surelerle
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan plak kuyularina, hazirlanan MTT
solusyonundan 4 pl ilave edildi. 2 saat inkiibasyonun ardindan plak kuyularindaki
stvilar gekilerek tizerlerine 200 pul DMSO eklendi. Plaklar 30 dakika 25 °C sicaklikta
karanlik ortamda bekletildikten sonra Epoch Microplate Spectrophotometer cihazinda
plaklarin 570 nm dalga boyundaki absorbans degerleri belirlenerek hiicre canliligi

hesaplandi (3-3).

H (%) = (222kenk ) x 100 (3-3)

Mean

H: Hiicre canliligi, PAsiank: Plastik antikor ile DT verilmis ve verilmemis kuyulardan alinan absorbanslarin
farki, PAmean: Ayn1 miktarlardaki kuyulardan alinan absorbans degerlerinin ortalamasi
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4. BULGULAR

4.1. Difteri Toksininin A Fragmentinin Elde Edilme Sonuglari

Molekiiler baskilama teknolojisi ile gelistiridigimiz plastik antikorun tiretimine
benzer teknolojilerin kullanildigi ¢alismalara bakildiginda tercih edilen kalip
molekdllerin belirli bir molekiil agirliginin altinda oldugu gozlenmektedir. Yaptigimiz
calismada kalip molekiil olarak kullanilan DT, diger benzer c¢alismalardaki kalip
molekiillere kiyasla daha biiyilk molekiil agirligina sahip olmast ve fragmente
olabilmesi nedeni ile tercih edildi. Calismada, DT nin hiicre i¢ine girerek toksik 6zellik
gosteren A fragmenti baskilanarak, DT’ nin hiicreler iizerindeki sitotoksik etkilerinin
azaltilmas1 amaglandi. Bunu gergeklestirebilmek i¢in DT’nin  kismi sindirimi
gerceklestirildi. TripsintDTT ve yalnizea tripsin ile iki farkli kismi sindirim

gerceklestirilerek elektroforez sonuglari alindi (Sekil 4-1).

x0<\
5\ B\

- Difteri Toksini
48 —

i @ FragmentB

35

25—
E 3 W FragmentA

Sekil 4-1: Sadece tripsin ve tripsin+DTT ile kismi sindirimi gercgeklestirilen DT’nin
elektroforez goruntisi

DT’nin kismi sindirim islemlerinin sonunda yapilan elektroforez ile full toksin (DT), FA ve FB jel iizerinde

gorilmektedir.
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TripsintDTT ile gerceklestirilen kismi sindirimin sonucunun sadece tripsin ile
gerceklestirilene kiyasla daha etkili olduguna karar verilerek ¢aligmalarda tripsin+DTT

ile kismi sindirimi gergeklestirilen DT kullanildi.

Kismi sindirim isleminin ardindan kalip molekiil olarak kullanilmak iizere FA’y1
elde edebilmek igin, kismi sindirimi gergeklestirilen DT, likit kolon kromotografisi

cihazina verildi ve FA fraksiyonlar halinde topland1 (Sekil 4-2).

FA
AT = ~ (22xDa)

3.0 Full Toksin 1
Salg (62 kDa)
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Sekil 4-2: Tripsin ve DTT ile kismi sindirimi gerceklestirilen DT’nin likit kolon
kromotografisi cihaz ile elde edilen FA fraksiyonlarimin yer aldigi kromotogram

Ornek hacmi: 1 ml, akis hizt: 1 ml/dk, DT konsantrasyonu: 32 uM

Kalibrasyon icin kolona BSA verildi. likit kolon kromotografisi cihazina BSA
verilerek elde edilen kromotogram goriintiisiindeki degerlerin (Sekil 4-3) ayni sistem
kullanilarak yapilan diger bir ¢calismanin kalibrasyon goriintiisii ile ortiistiigli goriildi

(Sekil 3-1).
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Sekil 4-3: Sefakril S-100 kolonunun kalibrasyon grafigi
Ornek hacmi: 1 ml, akis hiz1: 1 ml/dk, BSA miktari: 1 mg/ml

4.2. Western-Blot Analizleri

TripsintDTT ile kismi sindirimi gergeklestirilmis olan DT’nin likit kolon
kromotografisi cihazindan alinan fraksiyonlardan 36-38 ve 48-50’nin Western-Blot
analizleri yapildi. Bu analizden 48-50 fraksiyonlarinda FA’nin varlig1 belirlendi. 36-38
fraksiyonlarinda ise zay1f bir bant seklinde DT nin varlig1 belirlendi. Ancak bu bantlarin
sinyal siddetinin kismi sindirimi gergeklestirilmis DT ile karsilastirildiginda son derece
zayif oldugu gozlendi (Sekil 4-4). Bu analiz tripsin+DTT ile yapilan kismi sindirim

isleminin bagariyla gergeklestirildigini gostermektedir.
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Marker DT F36 E37 F38 F48 F49 F50
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Sekil 4-4: Anti-FA kullamilarak elde edilen Western-Blot sonucu

36-37-38; DT (full toksin), 48-49-50; FA, B42; drnek yiiklenmeden ¢aligtirilan likit kolon kromotografisi cihazindan
alinan tepe.

4.3. Protein Miktar Tayinleri

Likit kolon kromotografisi cihazi ile fraksiyonlar halinde elde edilen (Sekil 4-2)
ve varligit Western-Blot analizi ile tayin edilen (Sekil 4-4) FA’nin yer aldigi
fraksyionlarin  protein konsantrasyonlari, molekiiler baskilama caligmalarinda
kullanilmak tizere belirlendi (Tablo 4-1). Protein konsantrasyonlarini belirlemek igin

Qubit Protein Assay Kit kullanildi.

Tablo 4-1: Fraksiyonlarin protein konsantrasyonlari

Fraksiyon |Protein Konsantrasyonu (uM)

48 4,43

49 2,79

50 4,19
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4.4, Sitotoksisite Deneyleri

4.4.1. HUVEC, NIH-3T3 ve 1.1B4 Hiicrelerinin Difteri Toksini ile Etkilesimleri

DT ile yapilan hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda 6ncelikle DT nin HUVEC, NIH-
3T3 ve 1.1B4 hicreleri Gzerindeki etkileri belirlendi. Bu amacla 24, 48 ve 72 saat
strelerle DT ile muamele edilen HUVEC hiicrelerinin morfolojisinde meydana gelen
degisimler 151k mikroskobu altinda incelendi. Bunlardan NIH-3T3, DT’ye direngli
oldugu goriildiigiinden sonraki deneylerde kullanilmadi.

Sekil 4-5: HUVEC hicrelerinin DT ile 24-48-72 saat siire ile muamele edilmesi sonrasi
hiicrelerin 151k mikroskobu goriintiileri

24 saat: a, b, c; 48 saat: d, e, f; 72 saat: g, h, i. DT: a, d, g: Kontrol, b, e, h: 1,6 nM, c, f, i: 16 nM
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1,6 nM DT ile muamele edilen hiicrelerin 24 saat sonra canliliklarint biiyiik
Olciide korumasina ragmen (Sekil 4-5b), ayn1 konsantrsyonun 72 saat sonra hiicreleri
hemen hemen tamamen 6ldiirdiigii gézlendi (Sekil 4-5h). 16 nM DT ise heniiz 24 saatte
bile hiicreleri biiylik ol¢iide 6ldiirmektedir (Sekil 4-5c¢).

Calismada morfolojik degisimlerin incelendigi 151k mikroskobu goriintiilerinin
yaninda, MTT testleri yapilarak Epoch Microplate Spectrophotometer cihazindan alinan
absorbans degerleri ile hiicre canliligi sayisal olarak da belirlendi. 24, 48 ve 72 saat
strelerle DT ile muamele edilen HUVEC hiicrelerinin canliliklarinda meydana gelen

degisimler hesaplanarak grafikleri ¢izildi (Sekil 4-6-8).

“ii
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Sekil 4-6: HUVEC hcrelerinin DT ile 24 saat siire ile muamele edilmesi sonrasi hiicre
canhliklar:
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Sekil 4-7: HUVEC hicrelerinin DT ile 48 saat siire ile muamele edilmesi sonrasi hiicre
canhliklar:
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Sekil 4-8: HUVEC hucrelerinin DT ile 72 saat siire ile muamele edilmesi sonrasi hiicre
canhhiklar

Bu test sonuglar1 151k mikroskobu goriintiileriyle uyum gostermektedir. Ornegin;
24 saat sonunda, 1,6 nM konsantrasyondaki DT, hiicre canliligini % 51,21°
diistirmektedir (Sekil 4-6).



34

DT’nin NIH-3T3 hicreleri Uzerindeki etkisini belirlemek icin MTT testi
gerceklestirildi. 24, 48 ve 72 saat surelerle DT ile muamele edilen NIH-3T3
hiicrelerinin canliliklarinda meydana gelen degisimler hesaplanarak grafikleri cizildi
(Sekil 4-9-11).
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Sekil 4-9: NIH-3T3 hicrelerinin DT ile 24 saat siire ile muamele edilmesi sonrasi hiicre
canhhiklar:
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Sekil 4-10: NIH-3T3 hcrelerinin DT ile 48 saat siire ile muamele edilmesi sonrasi hiicre
canhliklar
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Sekil 4-11: NIH-3T3 hcrelerinin DT ile 72 saat siire ile muamele edilmesi sonras: hiicre
canhliklar:

DT’ye karst direngli oldugu goriildiigiinden NIH-3T3 hucrelerine sonraki
calismalarda yer verilmedi. Onun yerine insan pankreatik beta hiicresi olan 1.1B4
hiicreleri ile ¢alismalara devam edildi. DT nin 1.1B4 hicrleleri Gzerindeki etkisini
anlamak amaciyla MTT testleri yapildi. 24, 48 ve 72 saat sirelerle DT ile muamele
edilen 1.1B4 hiicrelerinin canliliklarinda meydana gelen degisimler hesaplanarak
grafikleri gizildi (Sekil 4-12-14).
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Sekil 4-12: 1.1B4 hicrelerinin DT ile 24 saat siire ile muamele edilmesi sonrasi hiicre
canhliklar:
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Sekil 4-13: 1.1B4 hicrelerinin DT ile 48 saat siire ile muamele edilmesi sonrasi hiicre
canhhiklar
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Sekil 4-14: 1.1B4 hicrelerinin DT ile 72 saat slire ile muamele edilmesi sonrasi hiicre
canhliklar:

1.1B4 hiicrelerinin de HUVEC hiicreleriyle benzer sekilde DT ye duyarli oldugu
belirlendi. HUVEC hiicrelerinde oldugu gibi 1.1B4 hiicrelerinde de 1,6 nM DT
konsantrasyonuna bakildiginda 1.1B4 hiicrelerinin 24 saat sonundaki hiicre canliliginin
% 49,11°e disitigi gozlenmektedir (Sekil 4-12). 1,6 nM konsantrasyonu hiicrelerin
yaklasik % 50’°sini 6ldiirmesi nedeni ile yapilan nétralizasyon deneylerinde bu deger

kullanildi.

4.4.2. HUVEC ve 1.1B4 Hiicrelerinin Baskilanmamis Polimer le Etkilesimleri
DT’ye duyarli oldugu gozlenen HUVEC ve 1.1B4 hicreleri, ilerleyen
calismalarda kullanilmak tizere hiicre kiiltiir ortaminda cogaltildi. Plastik antikor ile
ayni yapida olup herhangi bir kalip molekiil kullanilmadan {iretilen NIP’1n, HUVEC ve
1.1B4 hcrelerine verilmesi ile MTT testi yapilarak hiicre canliliklar: belirlendi. 24, 48
ve 72 saat siirelerle NIP ile muamele edilen HUVEC hiicrelerinin canliliklarinda

meydana gelen degisimler hesaplanarak grafikleri gizildi (Sekil 4-15-17).



38
200 A
150

100 .I-

50 -

Hucre Canlihigi (%)

K 1 2 5 10 25 50 100

NIP (pg/ml)

Sekil 4-15: HUVEC hdcrelerinin NIP ile 24 saat sire ile muamele edilmesi sonrasi hiicre
canhhklari

300 +

200

100

Hucre Canlihigi (%)

5 10 25 50 100

NIP (pg/ml)

Sekil 4-16: HUVEC hicrelerinin NIP ile 48 saat siire ile muamele edilmesi sonrasi hiicre
canhhiklar
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Sekil 4-17: HUVEC hdcrelerinin NIP ile 72 saat siire ile muamele edilmesi sonrasi hiicre
canhliklar

HUVEC hiicreleri ile yapilan MTT testlerinin sonunda NIP’1n hiicreler {izerinde
herhangi bir toksik etkisinin olmadig1 gozlenmektedir (Sekil 4-15-17).

24, 48 ve 72 saat surelerle NIP ile muamele edilen 1.1B4 hucrelerinin

canliliklarinda meydana gelen degisimler hesaplanarak grafikleri ¢izildi (Sekil 4-18-20).

200 -
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Sekil 4-18: 1.1B4 hicrelerinin NIP ile 24 saat siire ile muamele edilmesi sonrasi hiicre
canhhiklar
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Sekil 4-19: 1.1B4 hicrelerinin NIP ile 48 saat siire ile muamele edilmesi sonrasi hiicre
canhliklar:
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Sekil 4-20: 1.1B4 hicrelerinin NIP ile 72 saat siire ile muamele edilmesi sonrasi hiicre
canhhiklar

1.1B4 hiicreleri ile yapilan MTT testlerinin sonunda NIP’in hiicreler iizerinde

herhangi bir toksik etkisinin olmadigi gozlenmektedir (Sekil 4-18-20).

Her iki hiicre hattinda da 1-100 pg/ml NIP miktarlarinda 24-72 saatlik muamele

stirelerinde herhangi bir toksik etkisinin olmadig1 belirlendi.
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4.5. Immiinfloresan Boyama

45.1. DT ile Muamele Edilen HUVEC ve 1.1B4 Hiicrelerinin immiinfloresan
Boyama Goruntileri

Hiicrelerin DT etkisi altinda, aktin filamentlerinde meydana gelen yapisal
degisimleri anlamak amaciyla immiinfloresan boyama calismalar1 gerceklestirildi.
HUVEC ve 1.1B4 hicreleri DT ile muamele edilerek, hicrelerin aktin filamentleri
incelendi. 24, 48 ve 72 saat surelerle DT ile muamele edilen HUVEC hiicrelerinin aktin
filamentlerinde meydana gelen morfolojik degisimleri anlamak igin hiicreler

immiinfloresan mikroskobu altinda goériintiilendi (Sekil 4-21).

Kontioll

Sekil 4-21: DT ile muamele edilen HUVEC hiicrelerinin 24-48-72 saat sonundaki
imminfloresan boyama goruntileri

24 saat: a, b, ¢, d; 48 saat: e, f, g; 72 saat: h, i, j. DT: a, e, h: Kontrol, b, f, i: 0,08 nM, c, g, j: 8 nM, d: 80 nM (48 ve
72 saat icin aktin filamentlerinin 8 nM DT konsantrasyonunda yapisal 6zelliklerini biiyiik ol¢lide kaybetmeleri
nedeniyle 80 nM deneye dahil edilmemistir.)

DT ile muamele edilen HUVEC hiicrelerinin imminfloresan goruntilerine
bakildiginda 24-72 saat sonundaki kontrol hiicrelerine kiyasla aktin filamentlerinin
yapisinin konsantrasyon artisina bagli olarak bozuldugu gézlenmektedir (Sekil 4-21). 24

saat sonunda aktin filamentlerinin 80 nM konsantrasyonda tamamina yakininin yok
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oldugu goriiliirken (Sekil 4-21d) 48 ve 72 saat sonunda ayni durumun 8 nM
konsantrasyonda ger¢eklestigi goriilmektedir (Sekil 4-21g-j). Bu durum DT’nin zamana

bagli olarak hiicrelerin aktin filamentlerinin yikimina neden oldugunu gostermektedir.

24, 48 ve 72 saat sirelerle DT ile muamele edilen 1.1B4 htcrelerinin aktin
filamentlerinde meydana gelen morfolojik degisimleri anlamak igin hucreler

immiinfloresan mikroskobu altinda goriintiilendi (Sekil 4-22).

lKentiell @, B niv 80 R

B v

Remtrel

Sekil 4-22: DT ile muamele edilen 1.1B4 hicrelerinin 24-48-72 saat sonundaki
imminfloresan boyama géruntileri

24 saat: a, b, ¢, d; 48 saat: e, f, g, h; 72 saat: i, j, k, . DT: a, e, i: Kontrol, b, f, j: 0,08 nM, c, g, k: 8 nM, d, h, |: 80 nM

1.1B4 hicreleri HUVEC hiicreleri ile kiyaslandiginda, DT’nin daha diisiik
konsantrasyonlarda da etkili oldugu gozlenmektedir. Elde edilen bulgular goz oniinde
bulundurularak 1.1B4 hiicrelerinin aktin filamentlerinin yapisi incelendiginde, 6zelikle
48 ve 72 saat sonunda 8 nM konsantrasyonda hticrelerinin aktin filamentlerinin buyuk
Olgiide yikima ugradigimi sdylemek mimkiindiir (Sekil 4-22g-k). Bu durum DT’nin
1.1B4 hicrelerinin aktin filamentlerinde HUVEC hiicrelerininkinden daha kisa siirede

yikima neden oldugu ile agiklanabilir. 1.1B4 hiicreleri ile gergeklestirilen
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immiinfloresan boyama calismalarindan elde edilen sonuclarin, ayni hiicre hatti ile

yapilan MTT sonuglari ile ortiistiigli goriilmektedir (Sekil 4-18-20).

4.5.2. HUVEC ve 1.1B4 Hiicrelerinin Baskilanmams Polimer ile Etkilesimleri
Hicrelerin NIP etkisi altinda aktin filamentlerinde meydana gelen yapisal
degisimleri anlamak amaciyla immiinfloresan boyama c¢alismalar1 gergeklestirildi.
HUVEC ve 1.1B4 hucreleri NIP ile muamele edilerek, hicrelerin aktin filamentleri
incelendi. 24 ve 48 saat slrelerle NIP ile muamele edilen HUVEC hucrelerinin aktin
filamentlerinde meydana gelen morfolojik degisimleri anlamak igin hiicreler

immiinfloresan mikroskobu altinda goriintiilendi (Sekil 4-23).

10pg 100 pg

Sekil 4-23: NIP ile muamele edilen HUVEC hicrelerinin 24-48 saat sonundaki
imminfloresan boyama goértntileri

24 saat: a, b, ¢, d; 48 saat: e, f, g, h. NIP: a, e: Kontrol, b, f: 1 pg/ml, ¢, g: 10 pg/ml, d, h: 100 pg/ml

NIP ile muamele edilen HUVEC hiicrelerinin aktin filamentlerinin yapisina
bakildiginda herhangi bir tahribat olmadigi gozlenmektedir (Sekil 4-23). Bu sonug,
NIP’in HUVEC hiicreleri ile yapilan MTT testlerinin sonuclar1 ile de oOrtiismektedir
(Sekil 4-15-17).

24, 48 ve 72 saat surelerle NIP ile muamele edilen 1.1B4 hicrelerinin aktin
filamentlerinde meydana gelen morfolojik degisimleri anlamak igin hiicreler

immiinfloresan mikroskobu altinda goriintiilendi (Sekil 4-24).
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Sekil 4-24: NIP ile muamele edilen 1.1B4 hicrelerinin 24-48-72 saat sonundaki
imminfloresan boyama goéruntileri

24 saat: a, b, ¢, d; 48 saat: e, f, g, h; 72 saat: i, |, k, |. &, e, i: Kontrol, b, f, j: 1 pg/ml, c, g, k: 10 pg/ml, d, h, I: 100
pg/ml

NIP ile muamele edilen 1.1B4 hiicrelerinin aktin filamentlerinin yapisina
bakildiginda NIP verilen hiicreler ile kontrol hiicrelerinin arasinda farklilik
goriilmemektedir (Sekil 4-24). NIP ile muamele edilen 1.1B4 hiicreleri ile yapilan MTT
testlerinden elde edilen sonuglar goéz oOniinde bulunduruldugunda (Sekil 4-18-20)

immiinfloresan boyama sonuglari ile ortiistiigli goriilmektedir.



45

4.6. Notralizasyon Deneyleri

4.6.1. HUVEC ve 1.1B4 Hiucrelerinin Plastik Antikor ve Difteri Toksini ile
Etkilesimleri

HUVEC ve 1.1B4 hicrelerine verilen DT ile plastik antikorun etkilesimleri
MTT testleri ile belirlendi. Bunun icin plastik antikor hicrelere DT ile birlikte verildi.
Daha 6nce HUVEC hucreleri ile DT verilerek yapilan sitotoksisite deneylerinde, 24 saat
sonunda hiicrelerin yarisinin 6ldiigii doz 1,6 nM olarak belirlendi (Sekil 4-6).
Notralizasyon deneyleri, hicrelere 1,6 nM DT verilerek gergeklestirildi. 24, 48 ve 72
saat slrelerle DT ve plastik antikor ile muamele edilen HUVEC hicrelerinin

canliliklarinda meydana gelen degisimler hesaplanarak grafikleri cizildi (Sekil 4-25-27).
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Sekil 4-25: 1,6 nM DT ile birlikte hiicrelere verilen, 0, 1, 2, 5, 10, 25, 50, 100 pg/ml plastik
antikorun HUVEC hiicrelerinin 24 saat sonundaki hiicre canhihgina etkisi
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Sekil 4-26: 1,6 nM DT ile birlikte hiicrelere verilen, 0, 1, 2, 5, 10, 25, 50, 100 pg/ml plastik
antikorun HUVEC hiicrelerinin 48 saat sonundaki hiicre canhihgina etkisi
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Sekil 4-27: 1,6 nM DT ile birlikte hiicrelere verilen, 0, 1, 2, 5, 10, 25, 50, 100 pg/ml plastik
antikorun HUVEC hiicrelerinin 72 saat sonundaki hiicre canlih@ina etkisi

HUVEC hicrelerine DT ve plastik antikor verilerek gercgeklestirilen
notralizasyon deneylerinden elde edilen sonuglar gbéz oOniinde bulunduruldugunda
plastik antikorun 1, 2 ve 5 pg/ml degerlerinde etkili oldugu gézlenmektedir. HUVEC

hicrelerinin 1 pg/ml degerinde plastik antikor verilerek gerceklestirilen nétralizasyon
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deneyleri, DT nin hiicrelere tek basina verildigi MTT testleri ile karsilastirildiginda,
hiicre canliliklarinda 24 saat sonunda % 25,04 artis goriillmektedir (Sekil 4-6, 25). 48
saat sonuna bakildiginda hiicre canliligindaki artisin % 37,53’e kadar c¢iktig1
gozlenmektedir (Sekil 4-7, 26). Bu durum plastik antikorun etkinliginin 24 ile 48 saat

arasinda arttis gosterdigi sekilde yorumlanabilir.

Buradan elde edilen sonuclardan diisiik miktarlarda verilen plastik antikorun (1,
2 ve 5 pg/ml), in vitro ortamda DT’nin hicreler zerindeki toksik etkisini azalttigi

anlasilmaktadir.

24, 48 ve 72 saat surelerle DT ve plastik antikor ile muamele edilen 1.1B4
hiicrelerinin canliliklarinda meydana gelen degisimler MTT testi kullanilarak ve Epoch
Microplate Spectrophotometer cihazindan alinan veriler goz 6niinde bulundurularak
hesaplandi (Sekil 4-28-30).
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Sekil 4-28: 1,6 nM DT ile birlikte hiicrelere verilen, 0, 1, 2, 5, 10, 25, 50, 100 png/ml plastik
antikorun 1.1B4 hiicrelerinin 24 saat sonundaki hiicre canhihigina etkisi
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Sekil 4-29: 1,6 nM DT ile birlikte hiicrelere verilen, 0, 1, 2, 5, 10, 25, 50, 100 pg/ml plastik
antikorun 1.1B4 hucrelerinin 48 saat sonundaki hiicre canhiligina etkisi
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Sekil 4-30: 1,6 nM DT ile birlikte hiicrelere verilen, 0, 1, 2, 5, 10, 25, 50, 100 pg/ml plastik
antikorun 1.1B4 hiicrelerinin 72 saat sonundaki hiicre canhiigina etkisi

1.1B4 hicrelerine DT ve plastik antikor verilerek gergeklestirilen nétralizasyon
deneylerinden elde edilen sonuglar géz 6niinde bulunduruldugunda plastik antikorun 1,
2 ve 5 pg/ml degerlerinde etkili oldugu gozlenmektedir. 1.1B4 hiicrelerinin 1 pg/ml
degerinde plastik antikor verilerek gergeklestirilen nétralizasyon deneyleri, DT’ nin

hiicrelere tek basina verildigi MTT testleri ile karsilastirildiginda, hiicre canliliklarinda
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24 saat sonunda % 51,08 artis goriilmektedir (Sekil 4-12, 28). 1 ug/ml degerinde 48 saat
sonuna bakildiginda hiicre canliligindaki artisin % 50,22 oldugu g6zlenmektedir. 2
pg/ml degerinde gergeklesen artisin ise % 66,05 oldugu goriilmektedir (Sekil 4-13, 29).
Buradan elde edilen sonuglar, HUVEC hiicreleri ile yapilan nétralizasyon testlerinin
sonuglart ile benzer sekilde plastik antikorun etkinliginin 24 ile 48 saat arasinda arttigin
gOstermektedir.

Buradan elde edilen ve HUVEC hiicreleri ile yapilan notralizasyon testleri ile
benzer sekilde, disiik miktarlarda verilen plastik antikorun (1, 2 ve 5 ug/ml), in vitro

ortamda DT nin hiicreler lizerindeki toksik etkisini azalttig1 anlagiimaktadir.

Hucrelerin plastik antikor ve DT etkisi altinda aktin filamentlerinde meydana
gelen yapisal degisimleri anlamak amaciyla immiinfloresan boyama c¢alismalari
gerceklestirildi. HUVEC ve 1.1B4 hiicreleri plastik antikor ve DT ile muamele edilerek
aktin filamentleri incelendi. 24 ve 48 saat surelerle DT ve plastik antikor ile muamele
edilen HUVEC hicrelerinin aktin filamentlerinde meydana gelen morfolojik degisimleri

anlamak icin hcreler immiinfloresan mikroskobu altinda goriintiilendi (Sekil 4-31).

dpg 10pg

10 g

Sekil 4-31: 1,6 nM DT ile 0, 1, 10, 100 pg/ml plastik antikor verilen HUVEC hcrelerinin
24-48 saat sonundaki imminfloresan boyama géruntileri

24 saat: a, b, ¢, d; 48 saat: e, f, g, h. DT: a, e: Kontrol, b, c, d, f, g, h: 1,6 nM; Plastik antikor: a, e: Kontrol, b, f: 1
pa/ml, ¢, g: 10 pg/ml, d, h: 100 pg/ml

Plastik antikor ve DT ile muamele edilen HUVEC hicrelerinin aktin

filamentlerinin yapisina bakildiginda plastik antikor ve DT verilen hucreler ile kontrol
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hiicreleri arasinda pek farklilik goriilmemektedir (Sekil 4-31). Plastik antikor ve DT ile
muamele edilen HUVEC hiicreleri ile yapilan MTT testlerinden elde edilen sonuglar
g6z oniinde bulunduruldugunda (Sekil 4-25-27) immiinfloresan boyama sonuglari ile

ortlistiigli goriilmektedir.

24, 48 ve 72 saat slrelerle DT ve plastik antikor ile muamele edilen 1.1B4
hlcrelerinin aktin filamentlerinde meydana gelen morfolojik degisimleri anlamak i¢in

hlcreler immiinfloresan mikroskobu altinda goriintiilendi (Sekil 4-32).

Opg 1z 10ug

0B 100 13

100 pg

Sekil 4-32: 1,6 nM DT ile 0, 1, 10, 100 pg/ml plastik antikor verilen 1.1B4 hiicrelerinin 24-
48-72 saat sonundaki immunfloresan boyama gorinttleri

24 saat: a, b, ¢, d; 48 saat: e, f, g, h; 72 saat: i, j, k, I. DT: a, e, i: Kontrol, b, ¢, d, f, g, h, j, k, I: 1,6 nM; Plastik antikor:
a, e, i Kontrol, b, f, j: 1 pg/ml, c, g, k: 10 pg/ml, d, h, I: 100 pg/ml

Plastik antikor ve DT ile muamele edilen 1.1B4 hicrelerinin aktin
filamentlerinin yapisina bakildiginda plastik antikor ve DT verilen hucreler ile kontrol
hiicreleri arasinda pek farklilik goriilmemektedir (Sekil 4-32). Benzer sekilde DT ile
yapilan immiinfloresan calismalarina kiyasla (Sekil 4-21-22) aktin filamentlerinin
yapisinin daha iyi durumda oldugu gozlendi.Plastik antikor ve DT ile muamele edilen

1.1B4 hiicreleri ile yapilan MTT testlerinden elde edilen sonucglar goz Oniinde
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bulunduruldugunda (Sekil 4-28-30) immiinfloresan boyama sonuglar1 ile Ortiistiigii

gorulmektedir.

Yapilan sitotoksisite, immiinfloresan boyama ve nétralizasyon deneylerinin
sonunda, HUVEC ve 1.1B4 hiicreleri lizerinde toksik etki gosteren DT’nin, plastik
antikor kullanilarak hiicre canliligina etkisinin azaltildigt ve bu sayede hiicre

canliliginin arttirildig1 gosterilmistir.
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5. TARTISMA

Plastik antikorlar, molekiiler baskilama yontemi ile gelistirilen ve baskilanmasi
hedeflenen kalip molekiile karsi antikor benzeri ilginlik gdsteren nano boyuttaki
polimer yapilardir. Hedeflenen kalip molekiile 6zgli Uretilen plastik antikorlar, bu
molekiilleri tanima, baglama ve serbest birakma o&zelliklerine sahiptirler. Biyolojik
kokenli yapay antikorlar ile kiyaslandiklarinda tiretimleri daha kolay ve ucuzdur. Ayrica
Uretim asamasinda hayvan deneylerine ihtiya¢ duyulmamasi plastik antikorlarin diger

bir avantajli yoniinii teskil etmektedir.

Molekiiler baskilama teknolojisi ile iliskilendirilebilecek ilk ¢aligmalar 1930°1u
yillarin baglarmda goriilse de 1980’lerin son yillarindan giiniimiize kadar gegen surede
dinyada molekiler baskilamaya yonelik caligmalarda gozle goriliir bir artig
yasanmustir. Bu siiregte, diinyanin farkli bolgelerinde ¢alismalar yiiriiten birgok
aragtirmaci tarafindan yayina dontstlrilmiis ¢ok sayida makale bulunmaktadir. 1989
yilinda yapilan bir ¢aligmada, kalip molekiil olarak fenilalanin anilid secilerek, iyonik
ve hidrojen baglama etkilesimleri de dahil olmak {izere kovalent olmayan etkilesimler
ile polimerizasyon Oncesi ¢ozelti icindeki kalip molekiilin ve fonksiyonel
monomerlerin  Onceden dizenlenmesi amaglanmistir. Bu ¢alismada, fonksiyonel
monomer olarak metakrilik asit kullanilmistir (O’Shannessy ve ark. 1989). 1993 yilinda
Nature dergisinde yayinlanmis bagka bir ¢aligmada molekiiler baskilanmis polimerlerin
yarismali baglanma testiyle antikorlarin yerine basarili bir sekilde kullanilabildigine yer
verilmistir (Vlatakis ve ark. 1993). 2000 yilinda yapilmis olan diger bir ¢aligmada,
molekiiler baskilanmis polimerler, buzag: idrardan klenbuterol temizlenmesi amaciyla
kullanilmigtir (Berggren ve ark. 2000). 2001 yilinda, MIP’lerin biyolojik reseptorlerin
islevlerini taklit etme yeteneginin, antikorlar ile birlikte anildigi ¢aligmalar
gorilmektedir. Bu ¢alismalarin birinde MIP’lerin yiiksek hassasiyet ve segiciliginin
arttirilmasi yoneniinde yaklagimlara yer verilmistir (Jenkins 2001). Ayni yil yaymnlanan
diger bir c¢alismada, molekiill agirligr yaklasik 15.000 g/mol olan poli(alilamin
hidrokloriir) kalip molekiil olarak kullanilmis ve hidrojel yapida iiretilen MIP ile
molekiiler baskilama yaklasimina yer verilmistir. (Wizeman ve Kofinas 2001). 2010
yilina gelindigininde, monomer yapida 2,8 kDa molekiil agirligina sahip bal arisinin

ignesindeki zehir olan melitin peptid toksininin kalip molekiil olarak se¢idigi bir makale
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yaymlanmistir. 2010 yilinda yayinlanmis olan bu ¢alismada, melitine karst gelistirilen
sentetik organik polimer nanopargaciklarin, toksini canli farenin kan dolagiminda
yakalayarak temizledigi in vivo deneyler ile gosterilmistir (Hoshino ve ark. 2010). 2017
yilinda yapilan baska bir ¢alismada ise, polikarbonat plastik iiretiminde kullanilan
bisfenol s, kalip molekiil olarak kullanilmistir. Bu ¢alismada kalip molekiiliin hizli tespit
edilebilmesi amaciyla, tizeri grafen kuantum noktalari ile kapli i¢i bos nikel nanosferler
kullanilarak diizenlenmis camsi karbon elektrodundan yola ¢ikilarak, yeni bir molekiiler

baskilanmis elektrokimyasal sensor gelistirilmistir (Rao ve ark. 2017).

Corynebacterium diphtereriae bakterilerinin neden oldugu difteri, bir solunum
yolu ve deri hastaligidir. Bu bakteri 0,1 mg/kg viicut agirliginin altindaki dozlarda bile
insanlar icin 6limcul olan DT’yi salgilar (Pappenheimer Jr. 1977; Gill 1982). DT (62
kDa), A (22 kDa) ve B (40 kDa) olmak iizere iki fragmentten olusur (Bennett ve ark.
1994). DT’nin toksik olan fragmenti FA, sitoplazmaya girerek ADP-ribozilasyonunu
inhibe eder. Bu yolla translokaz olarak da bilinen uzama faktori 2'nin (EF-2)
inaktivasyonuna neden olur (Burch ve ark. 1968). Boylece ribozomal translokasyonu
inhibe ederek okaryotik hicreyi 6ldirlr. FA’nin tasinmasinda FB etkin rol oynar. FB’de
bulunan R bolgesi ile hicre yiizey reseptoriinin (HB-EGF) baglanmasi sonucunda
endositoz gergeklesir (Morris ve ark. 1985). Bu sayede FA’nin sitoplazmaya girisi
kolaylasir (Bennett ve ark. 1994). FA translokasyon ile sitoplazmaya ulastiktan sonra C
bolgesi, ADP-ribozun NAD'den EF-2'nin post-translasyonel degistirilmis histidine
(diftamid) transferini katalize eder (Van Ness ve ark. 1980). Boylece protein sentezini

durdurarak htcrenin 6limane neden olur (Collier 1975).

Bu tez calismasinda, kalip molekiil olarak DT’nin A fragmenti (FA) tercih
edilmistir. FA’nin baskilanmasiyla, fragmente olabilme 6zelligine sahip olan DT’nin
tamaminin yakalanabilmesi amaglanmistir. DT nin, daha 6nce yapilmis olan molekiiler
baskilama caligmalarinda kullanilan kalip molekiillere kiyasla daha biiyiik molekiil
agirligina sahip olmast géz oniinde bulunduruldugunda bu yaklagim 6ne ¢ikmaktadir.
Biiyiik molekiil agirligina sahip kalip molekiillerin baskilanmasindaki olumsuzluklarin
giderilmesi ve plastik antikorlarin tipta ve biyolojide daha etkin bir sekilde
kullanilabilmesi (tan1 ve tedaviye yonelik olarak) yoniinden saglayacagi imkanlar
distintildiigiinde bu yaklasimin 6nemi artmaktadir. MTT testleri ile gergeklestirilen

hiicre canliligi deneyleri ve immunfloresan boyama c¢aligmalarindan elde edilen
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sonuglar neticesinde, bu yaklasimla baskilanmis olan plastik antikorun, tum toksini
tanima Ozelligi ortaya konmustur. Son derece 6nemli olan bu sonug, biiyiikliikleri
nedeni ile teknik olarak baskilanmasinda zorluk yasanan biiylik molekiillerin (enzimler,
yapisal ve islevsel proteinler, bakteri toksinleri vb.) fragmente edilerek baskilanmalari
halinde, plastik antikor tarafindan taninabilmesinin miimkiin olabilecegini ortaya

koymustur.

DT'nin hicreler Gzerindeki sitotoksik etkilerinin ve notralizasyon deneylerinde,
plastik antikorun aktin filamentlerinin morfolojisindeki etkilerinin incelendigi
immiinfloresan boyama c¢alismalarindan elde edilen sonuglar, yaptigimiz ¢alismanin
Oonemini gosteren belirleyici bulgulardir. HUVEC ve 1.1B4 hucrelerine, 0,08-1,6 nM
konsantrasyon araliginda DT verilerek, 24-72 saat araliginda gergeklestirilen deneylerin
sonunda, DT’nin hiicreler (zerinde toksik etki gosterdigi belirlenmistir. Bu veriler
literatiirle uyum icindedir (Gill 1982). Ozellikle nétralizasyon deneylerinden elde edilen
immunfloresan boyama goruntuleri, plastik antikorun etkinliginin gorsel olarak
anlasilmast agisindan Onemlidir. Bu bulgular, plastik antikorun etkinligini ¢ok net

sekilde ortaya koymaktadir.

Yaptigimiz hiicre canlilig1 testlerinde, hiicrelerin metabolik aktivitelerini
belirlemek amaciyla kolorometrik bir analiz olan MTT testi kullanilmistir. MTT
testlerininin ve immiinfloresan boyama ¢alismalarinin sonuglar1 incelendiginde, plastik
antikorun 1, 2 ve 5 pg/ml degerlerinde hiuicredeki DT etkisini 24-72 saat araliginda
notralize ettigi goézlenmistir. Bir bakteri toksini olan DT ile yapilmig olan bu ¢alisma,
DT’nin molekiil agirligi goz oniinde bulunduruldugunda, bakteri toksinleri ile yapilacak

diger ¢alismalara da 6ncilik etmektedir.

Saglik ekonomisi agisindan bakildiginda plastik antikor, diger yapay antikorlara
kiyasla, bakteri toksinlerine karsi gelistirilen bir tedavi yaklagimi olmasi nedeniyle
toksinlerle savasmakta Onemlidir. Bu yaklasimin benzer sekilde tani testlerinde de

kullanilabilmektedir.

2017 yilinda siit ve siit tozundan pirralin tespit edilmesi igin g¢ekirdek-kabuk
modeli  kullanilarak, metal-organik yapida molekiiler baskilanmig polimerler
gelistirilmistir. Yapilan ¢alismada, histopatolojik ¢alismalara gore ileri glikasyon son
urdnlerinin, insan viicudunun farkli doku ve organlarinda birikerek yaslanmada ve

diyabetik nefropati, Alzheimer hastaligi ve ateroskleroz gibi diger kronik hastaliklarin
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gelisiminde 6nemli bir rol oynadigr belirtilmektedir (Liu ve ark. 2017). Bu konu ile
ilgili yapilmis olan diger ¢aligmalar da incelendiginde, diyabet hastalarinin serumundaki
ileri glikasyon son iiriinlerinden olan pirralin konsantrasyonunun saglikli kisilerinkinden
daha yiiksek oldugunu goértlmektedir (Chuyen 2006). Ayrica immiinolojik ¢alismalarin
sonunda, pirralinin ateroskleroz hastalarinin glomeriiler bazal membraninda birikerek

bobrek yetmezligine yol actigi gozlenmistir.

Gida sektoriinde kullanilan molekiiler baskilama teknolojisi ile ilgili ¢alismalar
biyolojik  sistemlerde gerceklestirilen c¢alismalarla  benzerlik — gostermektedir.
Caligmalarimizdan elde ettigimiz sonuglar g6z Onilinde bulunduruldugunda, kalip
molekdillere karsi gelistirilen baskilanmis polimerlerin immunolojik test sistemlerinde
kullanilabilmesinin miimkiin oldugu gorilmektedir. Yaptigimiz c¢alismada FA’nin
basarili bir sekilde baskilanmasi ve bu sayede DT’nin yakalanabilmesinin mimkin

olmasi, bu tiir calismalarin gelistirilmesinde etkili olacaktir.

Caligmamizda hiicre canliliginin anlasilmasi yoniinden biiyiilk 6neme sahip olan
aktin, 1942 yilinda Straub tarafindan kas dokusunda kesfedilmistir (Galler 2015).
150°den fazla proteinle etkilesime girerek, hiicre hareketliliginde énemli rol oynayan
aktin, kompleks proteinlerin hiicrede bulunmasina ve tasinmasina da yardimci olur
(Pollard ve Borisy 2003; Carlier ve Pantaloni 2007). Aktin, monomerik (G-aktin) ve
polimerize (F-aktin) yapilarda bulunmaktadir (Oosawa ve Asakura 1975). Lifli bir
yapiya sahip olan F-Aktin, kas dokularin tiimiinde bulunan ince filamentin ana
bilesenidir. Aktin, bir iskelet proteini olup, 6karyotik hiicrelerin cogunda en bol bulunan
proteinidir. Sitotoksik olan DT’nin, protein sentezini engellemesi sonucu aktin
filamentleri depolarize olur. DT nin toksik olan fragmenti FA, hem G-aktin hem de F-
aktin ile etkilesime girebilir (Bektas ve ark. 2009). DT nin ve FA’nin aktinle olan bu
iligkisini goz onilinde bulundurarak gerceklestirmis oldugumuz immiinfloresan boyama
caligmalar1 ile DT’ nin hiicreler iizerindeki toksik etkileri goriintiilenmistir. Benzer
sekilde hiicrelere DT’ye kars1 gelistirilen plastik antikor ve DT birlikte verildiginde,
hiicrelerin aktin filamentlerinin, yalniz DT verilen hiicrelere gore daha iyi durumda

oldugu goriilmektedir.

Molekiiler baskilama calismalari arasinda epitop baskilama yaklasiminin
kullanildigr 2017 yilinda yapilmis olan bir ¢alismada sigir serum albiimininin (BSA)

belirlenmesi, elektrokimyasal Ol¢lim yontemiyle birlestirilen epitop baskilanmis
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teknikler kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada kalip molekiil olarak BSA'dan
ayrilan nonapeptid kullanilmistir. Burada molekiiler baskilanmis polimerin BSA
yiizeyindeki epitopu taniyarak BSA’y1 yakalamasi hedeflenmistir (Li ve ark. 2017).
Bizim ¢alismamizda bu yaklasim yerine toksinin fragmentini baskilamay1 tercih
etmemizin nedeni ise tripsin ve DTT kullanilarak kismi sindirimini gergeklestirdigimiz
DT’nin A ve B fragmentlerinin aralarindaki bagin olduk¢a kuvvetli olmasidir. Bu

sayede FA’y1 baskilamamiz durumunda DT’yi de yakalamamiz miimkiin olmaktadir.

Sonug olarak, ¢alismamizdan elde edilen bulgular neticesinde nétralizasyon
deneylerinden elde edilen sonuglar dikkate alindiginda DT’nin basarili bir sekilde
baskilandigint séylemek miimkiindiir. Plastik antikor ve DT’nin hiicrelere birlikte
verildigi nétralizasyon deneylerinde, plastik antikorun HUVEC hiicrelerinin hiicre
canliigmi 24 saat sonunda 1 pg/ml degerinde % 25,04 oraninda arttirdigi
goriilmektedir. Benzer sekilde 1.1B4 hiicrelerine plastik antikor verilerek yapilan
notralizasyon deneylerinde 24 saat sonunda 1 pg/ml degerinde plastik antikorun hiicre
canliligint % 51,08 oraninda arttirdig1 gozlenmistir. Baskilamada kullanilan plastik
antikorun hicreler Gzerinde herhangi bir toksik etkisinin olmadigi, yapilan hiicre

canlilig testleri ile ortaya konmustur.

Elde edilen bulgular FA’ya karsi baskilanmis olan bu molekiilin tedaviye
yonelik olarak kullanilabilecegini destekler niteliktedir. Ancak bu sonuglarin hayvan
deneyleri ve pre-klinik ¢aligmalarla desteklenmesi gerekmektedir. Ayn1 zamanda bu
bulgular, DT’ye karsi gelistirilen plastik antikorun immiinolojik test sistemlerinde

kullanilabileceginin 6nemli bir gostergesidir.
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