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OZET

Nérotoksin Analizi Icin Immiinassay Gelistirilmesi

Amag: Anaerobik sporlu bir bakteri olan Clostridium botulinum tarafindan iretilen
Botulinum ndrotoksini (BoNT) dogada bilinen en potent toksindir. Molekiiler agirligi 150
kDa olan toksin, proteinin tersiyer yapisinda meydana gelen iki asamali modifikasyon ile
iki zincirli hale gelir. Bu haliyle sinir hiicrelerine endositoz yoluyla giren toksin
sinaptozomal iligkili protein 2 (SNAP-25) ve sinaptobrevin-2 gibi sinaptik proteinleri
keserek noromuskiiler kavsaktaki ndrotransmiter salinimini engeller ve kaslarin kasilip
paralize olmasi ile sonuclanan botulizm adli 6liimciil hastaliga neden olur. Ayni zamanda
Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezleri (CDC) tarafindan A smifi biyolojik ajan
listesinde bulunan BoNT un biyoterdrizm amagli kullanim potansiyelinin de yiiksek olmasi

toksinin hizli tespitinin yapilmasinin 6nemini artirmaktadir.

Toksinin saptanmasinda altin standart fare biyoanalizi olarak kabul edilmekle birlikte
bir¢cok deney hayvaninin kullanilmasma sebep olmasi, yogun emek gerektirmesi ve zaman
alic1 (4 gline kadar) olmasi sebebiyle yeterince pratik bulunmamaktadir. En 6nemlisi, fare
biyoanalizi yapilirken botulizm siiphesi ile tedavi altinda olan hastalarin toksinin ¢ok hizl
etki etmesi sebebiyle kaybedilme olasiliklar1 yliksektir, dolayisiyla BoNT tespiti i¢in hizli
ve yiiksek duyarliga sahip tani sistemlerinin gelistirilmesi gerekmektedir. S6z konusu tez
kapsaminda, BONT A’nin hizli tespiti i¢in yiiksek duyarlikli antikorlarm gelistirilerek

ELISA tabanl bir sistemde kullanimi amaglanmistir.

Yontem: BoNT A'nin hafif zincirine (LC) ve agir zincirde bulunan reseptér baglanma
bolgesi (Hc) ile translokasyon bolgelerine (Hy) 6zgii sentetik epitopik bolgeler, IEDB'den
B hiicresi "Epitop Tahmin Araclar1" kullanilarak antijen olarak sec¢ildi ve bir yazilimla
(Discovery Studio 4.0) BoNT A yiizeyinde oldugu gosterildi. Segilen peptitler, fare
bagisiklamalarinda kullanild1 ve gelistirilen anti-peptit antikorlar1 ile dogal yapili BONT A

arasindaki iliski incelendi.

Bulgular: Farelerde ii¢ farkli peptide (P1, P2 ve P3) karsi gelistirilen anti-peptit antikorlari
ile mililitrede pikogram seviyelerinde dogal yapili BONT A'nin saptanmasi gergeklestirildi.

Sonu¢: Bu calisma, sentetik peptitlerin, toksinlere karsi yiiksek afiniteli antikorlari
gelistirmek icin en az dogal toksin veya toksoidin kendisi kadar etkili oldugunu
gostermektedir. Ayrica botulizmin hizli teshisine duyulan ihtiya¢ ve halihazirda kullanilan
test sistemlerinde ¢ok sayida deney hayvanmnin kurban edildigi géz oniine alindiginda, bu

sonuglar benzer ¢alismalarda hem hayvan sayisini hem de toksin kullanim miktarimni



azaltmak i¢in sentetik peptit immiinojenlerinin kullanilmasinin gerekliligini ortaya

koymaktadir.

Bu c¢ahsma TUBITAK tarafindan 117H001 no’lu “1009 Tavsan Serumu Projesi”

kapsaminda desteklenmistir.

Anahtar Kelimeler: Antikor Uretimi; Botulinum nérotoksin A; botulizm; sentetik peptitler;
toksin tespiti



ABSTRACT

Development of Immunoassay for Neurotoxin Analysis

Objective: Botulinum neurotoxin (BoNT), produced by Clostridium botulinum, an
anaerobic spore-forming bacterium, is the most potent toxin known in nature. The toxin,
with a molecular weight of 150 kDa, becomes two-chain with a two-step modification that
occurs in the tertiary structure of the protein. In this state, the toxin, which enters the nerve
cells through endocytosis, cuts synaptic proteins such as synaptosomal-associated protein 2
(SNAP-25) and synaptobrevin-2, inhibits neurotransmitter release at the neuromuscular
junction and causes the fatal disease called botulism, which results in muscle contraction
and paralysis. At the same time, the high potential for bioterrorism use of BoNT, which is
on the Class A biological agent list by the Centers for Disease Control and Prevention
(CDC), increases the importance of rapid detection of the toxin.

Although it is accepted as the gold standard, mouse bioanalysis for toxin detection, it is not
practical enough because it causes the use of many experimental animals, requires
intensive labor and is time consuming (up to 4 days). Most importantly, while performing
mouse bioanalysis, patients under treatment for suspected botulism are likely to die due to
the rapid action of the toxin, so rapid and high-sensitivity diagnostic systems for BoNT
detection need to be developed. Within the scope of the thesis, it is aimed to develop high-
sensitivity antibodies for rapid detection of BONT A and use them in an ELISA-based
system.

Methods: Synthetic epitopic regions specific to the light chain (LC) of BONT A and the
receptor binding site (Hc) and translocation sites (Hy) found in the heavy chain were
selected as antigens using B cell "Epitope Prediction Tools" from IEDB and analyzed with
a software ( Discovery Studio 4.0) was shown to be on the BoNT A surface. Selected
peptides were used in mouse immunizations and the relationship between the developed
anti-peptide antibodies and native BONT A was examined.

Results: With anti-peptide antibodies developed against three different peptides (P1, P2
and P3) in mice, natural BONT A was detected at picogram levels per milliliter.

Conclusion: This study shows that synthetic peptides are at least as effective as the natural
toxin or the toxoid itself in promoting high-affinity antibodies against toxins. In addition,
given the need for rapid diagnosis of botulism and the large number of experimental
animals sacrificed in currently used test systems, these results demonstrate the necessity of
using synthetic peptide immunogens to reduce both the number of animals and the amount
of toxin use in similar studies.
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1. GIRIS

Bakteri ve bitkiler tarafindan iiretilen protein toksinleri bilinen en tesirli zehirler
arasindadir ve potansiyel biyoterdrizm ajani olarak kabul edilirler (Pal ve ark., 2017).
Protein toksinleri genellikle hiicre i¢i hedeflerine ulasmak icin hiicre zarinda bulunan
reseptorlere, glikoproteinlere veya gangliosidlere baglanarak hiicreye niifuz eder (Lubran,
1988). Okaryotik hiicreler icin son derece toksik olan bu proteinler genellikle tam biyolojik
aktiviteye ulagmak i¢in iki veya daha fazla alt tiniteye ihtiya¢ duyar, bir alt tinite reseptore
baglanir ve ikincisi enzimatik aktiviteye sahiptir (Sandvig, Torgersen, Engedal, Skotland,
ve lversen, 2010). Ornek olarak Clostiridium botulinum tarafindan iiretilen ve en tesirli
norotoksinler arasinda gosterilen Botulinum nérotoksinleri verilebilir. Norotoksinler Sinir
dokusuna zarar veren toksinler olarak bilinirler. S6z konusu toksinler hem gelisen hem de
olgun sinir dokusunun islevini olumsuz yonde etkileme kabiliyetine sahip biyolojik ya da
kimyasal molekiillerdir. Yaygin norotoksin 6rnekleri arasinda botulinum toksini, tetanoz
toksini, kursun, etanol, glutamat, nitrik oksit, ve tetrodotoksin bulunmaktadir. Nitrik oksit
ve glutamat gibi baz1 maddeler aslinda viicudun diizgiin ¢alismasi igin gerekli olmakla
birlikte yiiksek konsantrasyonlarda viicuda alimlar1 norotoksik etki yaratmaktadir.
Norotoksinler, hiicre zar1t boyunca iyon konsantrasyonlarmin bozulmasi ya da ndronlar
arasinda iletisim noktasi1 gérevi goren sinapslarim islevlerini yitirmesi gibi sinir hiicrelerinin
islevlerini bir kag farkl sekilde bozabilirler. Norotoksinlere maruziyet sonucunda hiicresel
bazda ndron eksitotoksisitesi veya apoptozu gerceklesirken, makroskopik diizeyde de
zihinsel engel, kalic1 hafiza bozukluklari, epilepsi ve demans gibi yaygin merkezi sinir
sistemi hasarlar1 olusur (Neurotoxin, 2021).

Protein toksinlerin, nispeten basit teknolojiler ve diisiik maliyetle elde edilebilme
potansiyeline sahip olmasi yarattiklar1 biyoterérizm tehdidini ciddi bir endise kaynagi
yapmaktadir (Jansen, Breeveld, Stijnis, ve Gobusch, 2014). Biyolojik saldirilarin tahmin
edilmesi zordur ve 6zel Onleyici tedbirler gerektirir. Biyoterdrizm saldirilarina etkili yanit
verilebilmesi i¢in biyolojik ajanlar1 hizla tespit edebilen, etkili tedavi ve arindirma
saglayan hizli yontemler gerekmektedir. Bu ajanlar ¢ok diisiik miktarlarda etkili
olduklarindan, kullanilan tan1 yontemlerinin toksinleri diger biyolojik ve biyolojik olmayan
materyallerden (etkilesim ve bulas) ayirmak i¢in hem yliksek derecede hassasiyet hem de
yiiksek derecede secicilik gdstermesi beklenir. Toksinlerin tanima metotlariin karsilastigi
bir diger giiclik ise analiz edilecek Orneklerin karmasikligi ve cesitliligidir. Bazi
durumlarda, tespit edilmesi gereken ajan su, gida ve hava gibi bulas olmus matrisler
tarafindan taginir veya posta sistemi aracihigiyla dagitilabilir (Duriez, Armengaud, Fenaille,
ve Ezan, 2016). Dolayisiyla iyi bir toksin tespit sisteminin olumsuz matris etkilerinden

korunmus, yanlis negatif ve pozitif sonuglardan uzak, miimkiin olan en yiiksek se¢icilik,
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saglamlik ve 6zgilliige sahip, ayni zamanda en uygun reaktiflere (saflastirilmis protein
standartlar1 uygun antikorlar vb.) sahip olmasi beklenir (Duracova, Klimentova, Fucikova,
ve Dresler, 2018). Ajanlarmn hizli tespiti hem bireysel hem de kitlesel maruziyet
durumlarinda hayati 6neme sahip oldugundan etkili tani sistemlerinin gelistirilmesi
mithimdir.

Protein toksinlerin tespitinde; PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) gibi niikleik asit
bazli analitik metotlar ya da antikora dayalt ELISA (enzim iligkili immunosorbent deneyi)
ve Western Blot gibi immiinolojik teknikler de dahil olmak iizere birgok metot
kullanilmaktadir (Dorner ve ark., 2016). Bu yontemler, hizli 6n tarama igin degerlidir
ancak analitik smirlamalar1 olabilir. PCR tahlilleri hizli, duyarli ve 06zgiindiir ancak
bilinmeyen numunelerin siiflandirilmasi i¢in veya toksini tireten canlidan izole bir sekilde
toksinin tespit edilecegi durumlarda kullanilamaz (Demirev ve Fenselau, 2008). Antikora
dayali tani sistemleri ise toksinin protein yapisina benzesen molekiillerle capraz
reaksiyonlar vererek yanlis pozitif riski olusturabilme potansiyellerine ragmen yiiksek
ozgiilliikleri, basitlik, hiz ve maliyet etkinligi gibi dogal avantajlarindan dolay1 hizli taniya
olanak sunmalar1 sebebiyle tercih sebebidirler (Zhu, Dietrich, Didier, Doyscher, ve
Martlbauer, 2014).

Antikorlar, tam bakteri hiicrelerinden basit organik molekiillere kadar ¢ok cesitli
hedef analitler i¢in {iretilebilir. Antikorlarin dogal segiciligi ve duyarliligi ile birlesen bu
¢ok yonliiliik, immiinolojik test yontemlerini ¢ok ¢esitli analitik zorluklar1 ¢6zmek igin
uygulanabilir hale getirir. Antikor tabanli yOntemler, ¢esitli kimyasal yapilara
uygulanmistir ve hasta basi analizi igin sahada kullanima ya da kontamine bir atik
sahasinda dogrudan iyilestirme faaliyetlerine uygundur. Immiin analizler; hizli, duyarls,
secicidir ve genellikle uygun maliyetlidir. Antikorlar, ilgilenilen hedefin yapisal
analoglarma baglanarak capraz reaktivite sergileyebilir. Bununla birlikte, molekiiler
modelleme programlari, genellikle c¢apraz reaktivite sorunlarin1 azaltmak igin
etkilesimlerin anlasilmasina yardimci olabilir. Antikor mevcudiyeti ve dayaniklihigi de
sorun yaratabilir ancak reaktif gelistirme igin biyoteknolojideki ilerlemeler yoluyla
asilabilir (Van Emon, 2006).

Antikor tabanli tam1 sistemlerinden yiliksek hassasiyet ve Ozglinliikte sonuclar
alinmas1 biliylik Olclide bu sistemlerde kullanilan antikorlarin 6zgiillik ve hassasiyetine
baglhdwr. Protein yapidaki toksinlere antikor gelistirilmesi miimkiin ise de kolay degildir.
Toksinlere kars1 antikor gelistirilmesi icin toksinin kiiltiirde {retilmesi ve toksoide
cevrilmesi gerekmektedir. Her ne kadar bagisiklama caligmalar1 toksoidle yapilsa da
gelistirilen antikorun toksinin dogal yapili hali ile etkilesiminin incelenmesi i¢in toksinle
laboratuvarda galigmalar yapilmasi gerekmektedir. Bu da laboratuvar ¢alisanlari tarafindan
toksine maruziyet riskinin dogmasma sebep olur ve nitelikli laboratuvar alt yapismin

kurulmasmi gerektirir. Simdiye kadar BoNT serotiplerini ¢coklu ya da tek basma spesifik
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olarak tespiti icin fare hibridoma teknolojisi ya da maya olgunlastirma yOntemi
kullanilarak c¢ok sayida yiiksek afiniteli monoklonal antikorlar (mAb'ler) gelistirilmistir
(Gate, Ozanich, Warner, Bruckner-Lea, ve Marks, 2010). Yine de 1962 yilinda gelisen bir
laboratuvar kazasi sonucu inhalasyon botulizminin tanimlanmis olmasi (Kilig, 2006a)
laboratuvarda toksinlerle ¢alisan personel igin endise kaynagi olusturmaktadir. Ote yandan
1982 yilinda Young ve Atassi tarafindan ilk kez immiinojen olarak kullanilan sentetik
peptitler, toksinlerle yapilacak bagisiklama ¢alismalarinda toksinin yerini almaya iyi birer
adaydirlar. Sentetik peptitlerle bagisiklama sonucu gelistirilen antikorlarin, immiinoanaliz
deneylerinin en biiylik dezavantaji olan c¢apraz reaktivite sorununu da biyiik Olclide
hafiflettigi bildirilmistir (Banada & Bhunia, 2008)

S6z konusu bilgiler 15181nda, tez kapsaminda toksinlere yonelik antikor gelistirme
calismalarinda sentetik peptitlerin immiinojen olarak kullanilmasi modellendi. Hedef
molekiil olarak BoNT A secilerek, proteinin her ii¢ etki alanma spesifik olarak
biyoinformatik araglarla modellenen sentetik peptitlerle immiin sistem indiiklenerek tani

sistemlerinde kullanilacak hassasiyette bir immiin yanit olusturuldu.

1.1. Botulinum Norotoksinleri

Botulinum norotoksinleri (BoNT) anaerobik sporlu bir bakteri olan C. botulinum
tarafindan 150 kDa molekiil agirliginda bir protein olarak iiretilir ve bilinen en potent
toksindir. Clostridium suslar1 serolojik olarak birbirinden farkli yedi nérotoksin (A, B, C1,
D, E, F ve G) iiretir ve toksin bakteri tarafindan iiretildiginde 300 ile 900 kDa arasinda bir
dizi makromolekiiler kompleks olusturmak i¢in ek toksik olmayan proteinlerle birlesir
(Dolly & Aoki, 2006). Amino asit dizisi seviyesinde birbirlerine %70’lik benzerlik
gosteren serotiplerden A, B, E ve F insanlarda ve hayvanlarda ciddi noéroparalitik
bozukluga sebep olan ve hatta 6liimciil olan gida kaynakli botulizmden sorumlu iken,
aerosol formunda kullanildiginda C, D ve G’nin de inhalasyon yolu ile primatlarda
hastaliga sebep oldugu gosterilmistir (Middlebrook & Franz, 1997). C.baratii ve C.
Butyricum suslar1 da botulinum toksini tiretebilmektedir (Brin, 1997; Patocka ve Splino,
2002; Sidell, 1997). BoNT lerinin biiyiik bir kismn1 iireten C. Botulinum suslar1 ise DNA
homolojilerine ve fenetopik dzelliklerine goére dort gruba ayrilmaktadir. Ik grup kiiltiirde
proteolitik 6zellik gosterir ve A, B veya F toksinlerini iiretir. ikinci grup proteolitik
degildir ve B, E veya F toksinlerinin {iretiminden sorumludur. Ugiincii grup C veya D
toksinlerini tiretirken, son olarak tip G toksinini iireten sus dordiincii grupta yer almaktadir
(Kilig, 2006b).

Ortalama o6liimciil dozu (LDsg) yaklasik 1 ng/kg viicut agirligi olarak bulunan ve
insanlar tarafindan en tesirli toksin olarak bilinen (Schantz & Johnson, 1992) BoNT'leri
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yiiksek toksisitesi ve kolay tiretimi nedeniyle potansiyel bir biyolojik silah ve biyoterdrizm
tehdit ajan1 olarak gériilmiis (Arnon ve ark., 2001) ve ABD Hastalik Kontrol ve Onleme
Merkezleri (CDC) (http: //emergency.cdc.gov/bioterrorism) tarafindan en yiiksek riskli
(kategori A) tehdit ajanlarina dahil edilmistir. Agirlik etkinlik agisindan ele alindiginda
bilinen en potent toksin olan ve bu baglamda biyolojik silah olarak yiiksek potansiyeli
bulunan BoNT’lerin ayn1 zamanda tipta terapotik, klinik ve kozmetik amagl kullanimlari
da yaygindir (Dressler, 2008; Hakami, Ruthel, Stahl, ve Bavari, 2010; Kostrzewa ve
Segura-Aguilar, 2007; Pickett ve Perrow, 2011). BoNT’ lerinin simdiye kadar; migren
tedavisinde, terleme bozukluklarinda, lokalize kas spazm ve agrilarinda, fokal distoni ve
diiz kaslarmn hiperaktivitesi gibi hastalik durumlarma kullanimi bildirilmistir (Kedlaya;
Patocka ve Splino, 2002).

Literatiirde bildirilen en 6liimciil toksin olan BoNT un toksisitesi fare {initi olarak
belirlenir ve bu farelerde peritonal yolla alinan toksinin LDsg’si olan 20 U/ng’a tekabiil
eder (Brin, 1997). Insanlardaki 6liimciil dozu bilinmemekle beraber, primatlarda yapilan
caligmalara gore enjeksiyon yolu ile 0,09-0,15 pg, inhalasyon yolu ile 0,70-0,90 ug ve oral
yoldan ise 70 ug olarak hesaplanmistir (Arnon ve ark., 2001). BoNT, inhalasyon yoluyla
alindiginda diger norotoksik oldugu bilinen toksinlere karsi daha giiclii goriinse de
(organofosfat VX’ten 15.000, sarin gazindan 100.000 kat daha etkili), ¢evresel faktorlerden
cok fazla etkilenmesi sebebiyle kararsiz bir yapi sergiler. Toksin, giines 1s18ina maruz
kaldiginda 1-3 saat i¢inde inaktif olurken, havada 12 saat igerisinde norotoksik 6zelligini
yitirir (Arnon ve ark., 2001; Brin, 1997). Tath suda 3 ile 6 giinde bozulan BoNT, i¢me
suyu sisteminde bulunan klorlanmis suda ise ortalama 20 dakika i¢inde %80 civarinda
etkisini yitirir (Arnon ve ark., 2001; Sidell , 1997; Detrick, 2004). Bunun yanisira toksinin
protein yapisinin 80°C’de yaklasik 30 dakikada ve 100°C’de ise bir ka¢ dakika iginde
bozulmasi sebebiyle oral yolla uygulanmasi da ¢ok etkili degildir (Bigalke ve Rummel,
2005; Patocka ve Splino, 2002). BoNT aerosol formda kullanimi ise kristalize edildikten
sonra miimkiin olabilmektedir. Uygun sekilde kristalize edilen BoNT un ortama salinmasi
durumunda solunum yoluyla ¢ok fazla sayida insanin zehirlenmesine sebep olacagi
diistiniilse de toksinin kimyasal sentezinin ve aerosol forma getirilmesi zordur (Arnon ve
ark., 2001; Bigalke ve Rummel, 2005; Brin, 1997; Patocka ve Splino, 2002). Daha
onceden Irak ve eski Sovyetler Birligi tarafindan silah olarak kullaniimak tizere BoONT un
tretildigi (Bozheyeva, 1999; Council, 1995) ve Japon kiilti Aum Shinrikyo’nun ise
biyoterdrizm igin BoNT kullanmaya ¢alistig1 bildirilmistir (Arnon ve ark., 2001).



1.1.1. Toksinin Yapis1 ve Ozellikleri

BoNT leri, C. botulinum tarafindan 150 kDa olarak tek bir polipeptit zinciri halinde
sentezlendiklerinde norotoksik etkileri azdir. 150 kDa olarak iiretilen inaktif 6nciil protein
proteolitik bolinmeye maruz kalir ve tek bir distilfiir kopriisii ile baglanmis 100 kDa’luk
agir zincir (HC) ile 50 kDa’luk hafif zincir (LC) bulunduran aktif bir holotoksini olusturur.
“A zinciri” olarak adlandirilan ve Zn*? iyonu igeren hafif zincir adeta bir moduler
nanomakine haline gelip endopeptitaz aktivitesi gosterirken, “B zinciri” olarak adlandirilan

agir zincir endositoz yoluyla toksinin ndronlara girigini kolaylastirir (Montal, 2010).

Sekil 1.1. (a) BoNT-A'nin (PDB 3BTA) (b) BoNT-E (PDB 3FFZ)’nin Yandan ve (c)
Ugtan Goriintimii: Mavi renk hafif zincir (LC; 1-439 aa arasi1), koyu mavi Hy (449-870 aa
arast) ve yesilden sariya olan seritler Hc olarak temsil edilir. Hc nin iki alt alan1 Hey yesil
ve Hcce acik yesil (871-1296 kalintilari) olarak ve Hy kusagi ise kirmiziyla gosterilmistir
(Montal, 2010).

Olgun toksinin iki zincir ihtiva etmesinin yanisira yapisal olarak incelendiginde ti¢
ana modiilden olustugu goriiliir; N terminalinde metalloproteaz aktivite gdsteren ~50-
kDa’luk LC, N terminalinde ~50-kDa’luk translokasyon tinitesi olan Hy ve C terminalinde
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~50-kDa’luk reseptor baglanma {initesi olan He (Kumaran ve ark., 2009; Lacy ve Stevens,
1999; Lacy, Tepp, Cohen, DasGupta, ve Stevens, 1998; Swaminathan ve Eswaramoorthy,
2000) (Sekil 1.1). Hc boliimii de kendi igerisinde B-tabaka katlanmalarindan olusan Hey Ve
karboksi alt tinitesini olusturan Hee olmak tizere iki boliime ayrilir. Her ne kadar BONT-A
ve BoNT-B’nin islevsel olarak korunmus modiillerinin yapis1t BoNT-E ile benzer olsa da
proteinin kiiresel katlanmasinda s6z konusu modiillerin yerlesimleri BoNT-E’de A ve
B’den farklidir (Sekil 1.1 b, c) (Fischer ve ark., 2008; Kumaran ve ark., 2009). BoNT-E’de
LC, Hc ve Hy birbirlerine BONT-A ve B’de olduklarindan daha yakm goriinmekle beraber
BONT-E’nin bu benzersiz katlanma yapisinin islevsel onemine dair heniliz bir bilgi
bulunmamaktadir (Montal, 2010).

1.1.2. Etki Mekanizmasi

BONT oral yoldan alinir ya da bagirsakta kolonize olan C. Botulinum tarafindan
tiretilir. Sindirim sisteminde transitoz gegiren BONT, duodenum ve jejunumda emilir ve
kana karisir (Maksymowych ve Simpson, 2004). Kan dolasimina katilan BoNT’un hedefi
motorndron uglaridir (Wellhoner, 1989). Agir zinciri araciligyla sinir uglarindaki spesifik
reseptorlere baglanan toksin hiicre zarinda endositoz ya da translokasyona ugrayarak sinir
hiicrelerine girer ve burada sinaptik vezikiillerin ekzositozunda gorevli SNARE (soluble
NSF attachment protein receptor; ¢6ziiniir NSF baglanma proteini) kompleksinin igleyisini
bozarak norotransmiter salmimini engeller ve noromiiskiiler bloke edici etkiye neden olur.
Farkli BoNT serotipleri SNARE kompleksinin farkli elemanlarini hedef alir; BONT-A ve
BONT-E SNAP-25’i keserken; BONT-C1 sintaksini; BoNT-B, BoNT-D, BoNT-F ve
BONT-G de sinaptobrevini hedef alir (Dolly, 2003) . Ayrica farkli BoNT serotipleri,
SNARE kompleks olusumunu nasil bozduklarma bagli olarak toksik 6zelliklerinde de
farkliliklar gosterir. Ornegin BONT-A SNAP-25’i C terminalinden 9 aa keserek bloke eder
ve noromiiskiiler kavsakta uzun etkili bir asetilkolin salinim blokajina sebep olur. Bu da
BONT-A’y1 diger serotiplere gore klinik kullanima daha uygun hale getirmektedir (Dolly
& Aoki, 2006).

BoNT agir zinciri vasitasiyla terminal sinir u¢larinda bulunan spesifik reseptdrlere
baglanir. BoNT serotiplerinden A, C, E ve F vezikiill proteini SV2’yi tanwken;
serotiplerden B ve G ise sinaptotagmin I ve II’ye; C ve D ise sirasiyla gangliosidlere
(GD1b, GT1b) ve fosfatidiletanolamine baglanirlar (Tsukamoto ve ark., 2008). BoNT
serotipleri tarafindan taninan reseptorler norospesifik degillerdir ve bagirsakta bulunan
epitel hiicreleri de dahil olmak {izere bir¢ok hiicre tipi tarafindan eksprese edilirler
(Couesnon, Pereira, ve Popoff, 2008). BoNT'lerin presinaptik membranlara yonelik yiiksek

afinitesinin reseptdriin gangliosid ve protein kisimlari ile ¢oklu ve sinerjistik etkilesimden
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kaynaklandig1 diistinlilmektedir. BoNT diisiikk konsantrasyonlarda oncelikli olarak sinir
hiicrelerini hedef alirken, toksin yiiksek konsatrasyona maruziyet durumunda sinir
hiicreleri disinda kalan hiicreleri de hedefleyebilir (Popoff ve Poulain, 2010).

1.1.3. Hastahk Etkeni Olarak BoNT

Botulinum toksinin oral yolla alinmasi ya da Clostridium suslarinin bagirsakta
kolonize olmasi durumunda botulizm adi verilen noroparalitik hastaliga sebep olur.
Botulizm, toksine maruz kalmmasi durumunda Olimciil olmakla birlikte sag kalim
durumlarinda da yogun bakim iinitesinde uzun siire kalinmasini ve mekanik ventilasyonu
gerekli kilar. Botulizm; kontamine gida ve su kaynaklarinin yutulmasindan sonra besin
zehirlenmesi olarak, bebeklerde bakterinin intestinal kolonizasyonu sonucu infant
botulizmi olarak, anaerobik yara enfeksiyonlarinda yara botulizmi olarak ve aerosol
formuna getirilmis toksine maruz kalindiginda inhalasyon botulizmi olarak ortaya
cikmaktadir (Marks, 2004). BoNT serotiplerinden sadece A, B, E ve F’nin insanlarda
botulizme sebep oldugu bilinirken, serotip C'nin neden oldugu bir bebek botulizmi vakasi
bildirilmis (Demarchi, Mourgues, Orio, ve Prevot, 1958) ve acrosol haline getirilmis
serotip C, D ve G’nin primatlarda inhalasyon yoluyla botulizm firettigi gosterilmistir
(Middlebrook & Franz, 1997).

Toksin maruziyetine miiteakip hastaligimn ilerlemesi ve derecesi maruz kalinan
toksinin miktarina ve alinis yoluna baghdir (Arnon ve ark., 2001; Sidell, 1997). Hastalik
belirtileri toksin oral yoldan alindiginda 18-36 saat arasinda inhalasyon yolu ile maruz
kalindiginda ise 12-36 saat igerisinde ortaya ¢ikar. Ayrica maruz kalinan toksin miktarmin
azlig1 nispetinde belirtilerin ortaya ¢ikmasinin bir kag giine yayilabilecegi de bildirilmistir
(Arnon ve ark., 2001; Middlebrook, 1997; Patocka ve Splino, 2002; Sidell, 1997).

Besin zehirlenmesi sonucu olusan botulizm, klinik olarak en ¢ok gdoriilen botulizm
tiirtidiir. Toksinle kontamine olmus gidalarn tiiketilmesine miiteakip hastada 18 saat
icerisinde halsizlik, bas donmesi ile baslayan belirtiler erken donemde gorme bozuklugu,
dil ve agiz kaslarinda zayiflama ile ortaya ¢ikip simetrik olarak yukaridan asagiya dogru
ilerleyen ciddi boyuttaki kas paralizine kadar gider (Bigalke ve Rummel, 2005; Brin, 1997,
Franz ve ark., 2001; White, 2002) Toksinin tiim kaslar1 etkilemesi ve paralizine sebep
olmas1 sebebiyle bir siire sonra diyafram ve yardimei solunum kaslar1 zayiflayan hastada
solunum yetmezligi gelisir ve mekanik ventilasyon gerekebilir (Arnon ve ark., 2001;
Patocka ve Splino, 2002; Sidell, 1997). Botulizmde ortaya ¢ikan belirtilerin geriye doniisii
miimkiindiir ancak bu siire aylar1 bulabilir. Ote yandan alinan toksinin miktarma bagl

olarak iskelet kaslarinin ciddi paralizi sonucunda solunum yetmezligi sebebiyle hasta 10



giin i¢erisinde kaybedilebilir (Franz ve ark., 2001; Shapiro, Hatheway, ve Swerdlow, 1998;
Whitby, Street, Ruff, ve Fenner, 2002).

I1k olarak 1962°de bir laboratuvar kazas1 sonucu tanimlanan inhalasyon botulizminde
ise temastan 3 giin sonra belirtilerin ortaya ¢iktig1 4. giinden sonra da gida zehirlenmesi
kaynakl1 botulizm ile ayn1 sekilde seyrettigi bildirilmistir (Franz ve ark., 2001).

1.1.4.Botulizm Tanisi

Botulizm tanisinda; laboratuvar testlerinin ¢ok yardimci olmamasi, laboratuvar
bulgularmin 6zgiil olmamasi, aciga ¢ikan erken belirtilerin diger pralitik hastaliklarla
benzesmesi ve altin standart kabul edilen fare biyoanalizin de bir hayli uzun siirmesi (4
giine kadar) sebebiyle klinik inceleme ve hasta dykiisii ok 6nem tagimaktadir (Whitby ve
ark., 2002; White, 2002). Her ne kadar uzun siirse de fare biyoanalizi BONT tespitinde altin
standart olarak kabul edilir. Bu analiz siipheli gida ya da hasta serumunun farelere verilip
takip edilmesini, es zamanl olarak farelerin antitoksine verdikleri yanitin gézlenmesini
kapsamaktadir (Sidell, 1997; Whitby ve ark., 2002).

Biyolojik saldirt durumunda BoNT tanisi icin ¢esitli 6rnekleme ve test yontemleri
bulunmaktadir. Inhalasyon sonucu maruziyetin tespiti i¢in insanlardan alinan nazal
ornekler ELISA ile kontrol edilirken (Franz ve ark., 2001), ¢evreden alinan numunelerde
ELISA ile toksinin tespiti, PCR ile ise bakteriyel DNA’nin tespiti yapilabilir. Hem ELISA
hem de PCR laboratuvar alt yapist ve nitelikli personel gerektirmektedir. Bu test
yontemlerinin yani sira yatay akis testleri ile de ¢ok kisa siirede (5-15 dk) toksinin tespiti
yapilabilir (Arnon ve ark., 2001; Brin, 1997; Detrick, 2004; Patocka ve Splino, 2002;
Sidell, 1997).

Hastaya anamnez ve klinik belirtiler sonucu botulizm tanis1 konulmasina miiteakip
tedavi i¢in antitoksin kullanilir ve mekanik ventilasyon dahil destekleyici bakim uygulanir
(Detrick, 2004; Sidell, 1997) Antitoksinin yalnizca kan dolagimida bulunan serbest
toksinleri etkilemesi ve sinir hiicrelerinin reseptorlerine baglananlara fayda etmemesi
sebebiyle uygulama i¢cin BoNT tanisinin dogrulanmasi beklenmez. Antitoksin
uygulamasinin maruziyet sonrast ne kadar erken yapilirsa o kadar etkili oldugu
bildirilmistir (Arnon ve ark., 2001; Bigalke ve Rummel, 2005; White, 2002). Antitoksin
tedavisine ek olarak, maruziyet sonrasi erken yapilan ventilasyon destegi de botulizm
vakalarinda mortalite oranmin %60’tan %5’in altina diismesini saglamistir. BoNT, bilinen
en potent toksindir ve enfektif dozu ¢ok diisiiktiir. Maruziyet durumunda ¢ok hizl ilerler
ve bu durum hastalarda antikor yanitinin olusumunu engeller. Bu sebeple botulizm gegiren

bir kisi hastaliga kars1 antikor yanit1 olusturamaz, tekrar maruziyet durumunda hastaliga



tekrar yakalanirlar (Bigalke ve Rummel, 2005; Brin, 1997; Schmitt, Meysick, ve O'Brien,
1999).

BoNT’un insanlarda 6ldiiriici dozlarinin; intravendz veya intramiiskiiler olarak 1-2
ng/kg, agizdan 1 pg/kg ve inhalasyon yoluyla 10-12 ng/kg oldugu tahmin edilmektedir
(Arnon ve ark., 2001). Yogun kas paralizine sebep olan toksin bu yoniiyle hem terapotik
ilag olarak kendine yer bulmus hem de biyolojik savas silahi olarak kullanilmistir (Arnon
ve ark., 2001; Sharma ve Whiting, 2005). Ozellikle ikinci ihtimal diisiiniildiigiinde sdz
konusu toksinlerin yol agtigi zehirlemenin Onlenmesi ve tedavisi i¢in ilaclarin
gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmustur. Heniiz botulizmin Onlenmesi ve tedavisi ig¢in
farmasotik bir ilagc mevcut olmasa da Hastalik Onleme ve Kontrol Merkezi (CDC)
tarafindan gelistirilmis bir pentavalent toksoid asi (Sakamoto, Lockey, ve Krzanowski,
1987) ve gelistirilme asamasinda olan rekombinant bir as1 oldugu bildirilmistir (Rheinstein
ve Klontz, 1993). Toksin maruziyeti ve botulizmin goériilmesinin nadir olmasi sebebiyle
s0z konusu agilar i¢in toplu sivil ya da askeri agilama yapilmas1 olasilig1 diisiik olmakla
beraber hastaligin hizli ilerlemesi maruziyet sonrasi agilamayi faydasiz kilmaktadir. Asinin
yanisira gelistirilen toksin notralize antikor ise temas Oncesi ve sonrasi ndroparalizin
onlenmesi ya da hafifletilmesi i¢in kullanilabilir (Schmitt ve ark., 1999). Nétralizan antikor
olarak atlarda gelistirilmis ya da botulizme maruz kalan insanlarin kanindan elde edilmis
antikorlar bulunmakla birlikte yetiskin ( Bigalke ve Rummel, 2005) ve bebeklerde (Sidell,
1997) botulizmi tedavi etmek icin kullanilmaktadir. Ote yandan hastaligmm tedavisi igin,
bulasic1 hastalik riski olmayan ve plazmaferez i¢in insan dondrlerine ihtiyag duymayan
siirsiz - bir antitoksin  kaynagi saglayabilen rekombinant mAb gelistirilmesi i¢in
aragtirmalar yapilmaktadir. Bu tiir Mab’larin gelistirilmesi Ulusal Alerji ve Bulasici
Hastaliklar Enstitiisii (http: //wwwz2.niaid.nih.gov/Biodefense/Research/high_priority.htm)
tarafindan yiiksek Oncelikli arastirma hedefi olarak belirlenmistir (Citterio, Manzano,
Mifreni, & Comi, 1992).

1.2. Botulinum Tespitine Yonelik Test Metotlar:

Botulizmin teshisi genellikle, klinik belirtiler ve tani yoluyla yapilir ve ardindan
gidalardaki, cevresel veya klinik Orneklerdeki klostridiyal sporlarn veya toksinin
laboratuar tanimlamasiyla dogrulanir (Lindstrom ve Korkeala, 2006; Solomon, 2001).
Botulizmden kurtulma hizi, antitoksin veya tibbi miidahalelerin zamaninda uygulanmasiyla
artar (Arnon ve ark., 2001). Bu nedenle, hassas ve hizli toksin tespiti ve teshis yontemlert,
iyilesme siiresinin iyilestirilmesi i¢in kritik dneme sahiptir ve ayn1 zamanda salginlarin

epidemiyolojik ¢aligmasini kolaylastirir (Cheng, Land, ve Stanker, 2012).



BONT tespitinde fare biyoanalizi, altin standart olarak kabul edilir ancak
tamamlanmasi 4 giline kadar siirer ve ¢ok sayida deney hayvani ile nitelikli laboratuvar alt
yapisinin (Bsl-3) kullanilmasimi gerektirir. Bununla birlikte intoksifikasyona sebep olan
toksinin serotipinin belirlenmesi i¢in de nortalizasyon deneyinin yapilmasmi zorunlu kilar.
Fare biyoanalizinin hassasiyeti yiiksek olmakla birlikte olasi bir BONT kontaminasyonunda
etkinlik hiz1 yiiksek olan toksine karsi acil tibbi miidahele gerektirdiginden s6z konusu
analiz tedavinin gecikmesine sebep olmaktadir. Bu sebeple BoNT kontaminasyonunu
miimkiin olan en hizli sekilde tespit edebilmek amaciyla sahada kullanilmak iizere hizli,
hassas ve secici BONT teshis testlerine ihtiya¢ duyulmaktadir (Chao, Wang, Tang, ve Liu,
2004; Shone ve ark., 1985; Wictome ve ark., 1999).

BoNT tespiti i¢in gelistirilen tani sisteminin hassasiyet, Ozgiinlik, etkinlik
duyarliligi, kullanim kolayli§1 ve maliyet hususlarinda elverisli olmasi1 beklenmektedir.
Son yillarda toksinin hizli tespiti amaciyla nukleik asit bazli (PCR, DNA mikroarray),
antikor bazl1 (ELISA, yatay akis testleri vb), hiicre bazli ve etkinlik bazli olmak iizere bir
cok tani sistemi gelistirilmistir (Cheng ve ark., 2012).

1.2.1.BoNT Tespiti I¢cin Antikora Dayal Test Metotlar

Immiinoanalizler, heterojen kimyasal yapidaki molekiilleri spesifik olarak baglama
yeteneklerinden dolay1 tespit elemanlar1 olarak immiinoglobulinler (Ig) olarak da
adlandirilan antikorlarin (Ab) kullanimina dayanan analitik tekniklerdir. Bu ydnleri
sebebiyle antikora dayali test metotlar1 olarak da anilirlar. Pek ¢ok hedef i¢in, yalnizca
ozgiilliikleri, duyarhliklar1 ve ¢ok yonliiliikleri nedeniyle degil, ayni zamanda proteinler
gibi karmagik molekiilleri karmasik karigimlardan tespit edebildikleri i¢in tercih edilen
algilama sistemleridir. Bunun yanisira antikora dayali test metotlari, proteinlerin tespiti i¢in
kullanilan kiitle spektrometrisi gibi tekniklere nazaran daha uygun maliyetli olmalar1
sebebiyle de tercih sebebidirler. immiinoanalizler; kantitatif veya kalitatif tarama veya yar1
kantitatif teknikler olarak kullanilirlar. Bu ¢ok yonliilik hedef molekiillerin basit, hizl,
kullanic1 dostu bir sekilde veya daha karmasik otomatiklestirilmis yiiksek verimli
sistemlerde analiz edilmesine olanak tanir (Diaz-Amigo, 2009). Bunun yanisira, son 20
yilda flizyon antikor konjugatlarmnin {iretilmesi, iyilestirilmis reaktiflerin ve saptama
ekipmaninin gelistirilmesi gibi yenilikler immiinolojik test sistemlerinin hassasiyet ve
ozgiilliigiinde artisa yol agmistir. Bu siirekli iyilestirmelerin bir sonucu olarak, antikora
dayal1 testeler giiniimiizde laboratuvar tibbinda en yaygin kullanilan analitik tekniktir ve
giderek daha c¢esitli cihazlarla analiz edilen genis bir analit repertuarmi kapsar (Peruski ve
Peruski, 2003).
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Antikora dayali sistemlerin avantajlari neticesinde kontamine gida, g¢evresel ve
biyolojik numunelerde BONT tespiti i¢in simdiye kadar bir¢ok test metodu gelistirilmistir.
Bunlara 6rnek olarak; Stanker ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen ve sirasiyla tamponda
ve siit matrisinde 5 pg/ml ve 25 pg/ml’e kadar diisik BoNT/A tespit edebilen sandvig
ELISA testi (Stanker, Merrill, Scotcher, ve Cheng, 2008), Brunt ve arkadaslari tarafindan
gelistirilen ve gida matrislerinde BoNT serotipleri A, B, E ve F'nin hizli bir sekilde
saptanmasini saglayan afinite immiinokromatogafi kolon (AICC) testleri (Brunt, Webb, ve
Peck, 2010) ve Sharma ve arkadaglar1 tarafindan etkinlikleri kiyaslanarak 10 ng/ml BoNT
serotip A ve B’yi, 20 ng/ml de BoNT E’yi tespit ettiklerini bulduklar1 ticari yatay akis
testleri (Sharma ve Whiting, 2005) gelmektedir. Bu sistemlerde yakalanan hassasiyet
biiyiik 6l¢iide gelistirilen antikorlarin hassasiyetine baghdir. Bagisiklik sistemi tarafindan
yabanci maddelere cevap olarak iretilen antikorlar, immiinolojik testlerin en Onemli
bilesenidir. Prensip olarak, ¢ogu molekiile kars1 antikorlar tiretilebilir. Antikor iiretilmesi
icin immiin sistemin bir immiinojen (yabanci bir molekiil) tarafindan indiiklenmesi
gerekmektedir (Diaz-Amigo, 2010). Bu sebeple etkili bir antikora dayali test sisteminin
gelistirilmesi dolayli olarak immunojenlerin dogru se¢ilmesi ile iliskilidir.

Bir maddenin immiinojenik olmasi gereken ilic 6zellik vardir: yabancilik, yiiksek
molekiiler agirlik ve kimyasal karmasiklik. Asilanan hayvanin maddeyi "kendisi" olarak
tanmimamasi1 ve gormezden gelmemesi igin yabancilik gereklidir. Genel olarak, bir
organizmadan elde edilen bilesikler, ayn1 birey i¢in immiinojenik degildir ve ayni1 veya
ilgili tiirlerin digerlerine kars1 zayif bir sekilde immiinojeniktir. immiinojenisite i¢in ikinci
sart, yiilksek molekiiler agirliktir. Penisilin, progesteron ve aspirin gibi kiigiik bilesikler
(MW 1000'den az) ve ayrica orta biiylikliikteki bir¢ok molekiil (1000 ila 6000 MW)
immiinojenik degildir. 6000'den biiyiik molekiiler agirliga sahip cogu bilesik
immiinojeniktir. Bundan daha kii¢iik bilesikler, genellikle B-lenfosit yiizeyinde IgM
tarafindan baglanabilir, ancak bunlar, IgM molekiillerinin ¢apraz baglanmasini
kolaylastiracak kadar biiyiik degildir. Bu capraz baglanmaya genel olarak "kapak" adi
verilir ve antijenin reseptor aracili endositozu i¢in sinyaldir. Son olarak, bir bilesigin
immiinojenik olmasi i¢in bir dereceye kadar kimyasal karmasiklik gereklidir. Ornegin,
amino asitlerin ve basit polisakkaritlerin yiiksek molekiiler agirlikli homopolimerleri bile
nadiren iyi immiinojenler yapar ¢linkii bunlar, bir bagisiklik tepkisi olusturmak i¢in gerekli
kimyasal karmasikliktan yoksundur (Jones, 1992).

Dort ana makromolekiil sinifinin  immiinojenikligi hakkinda bazi genellemeler
yapmak mimkiindiir: karbonhidratlar, lipitler, niikleik asitler ve proteinler.
Karbonhidratlar, ancak nispeten karmagik bir polisakarit yapisina sahiplerse veya
glikoproteinler gibi daha karmasik molekiillerin bir pargasini olusturduklarinda
immiinojeniktir. Lipitler genellikle immiinojenik degildir, ancak bir tasiyici proteine
konjugasyon yoluyla bu sekilde yapilabilir. Benzer sekilde, niikleik asitler zayif
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immiinojenlerdir, ancak bir tasiyici proteine baglandiklarinda immiinojenik hale gelebilir.
Yapisal karmasikliklar1 ve boyutlari nedeniyle, proteinler genellikle giiclii
immiinojenlerdir. Cogu dogal immiinojenin protein, karbonhidrat veya ikisinin bir
kombinasyonundan olusan makromolekiiller oldugu diisiiniildiigiinde, proteinlerin bu kadar
genis Olciide immiinojenik oldugu anlagilabilir. Peptitler, antijenik olmak i¢in gerekli
karmasikliga sahip olabilir, ancak kiiciik boyutlar1 genellikle onlar1 immiinojen olarak
etkisiz hale getirir. Peptitler, bir immiin tepkisi ve antikor {iretimini indiiklemelerini
saglamak i¢in gogunlukla tastyici proteinlere baglanir (Jones, 1992).

1.3. Sentetik Peptitler

Proteinlerden kii¢iik boyutlar1 sebebiyle ayrilan peptitler (<40 aa); biyotip, ilag
gelistirme, ilag iletimi, kozmetik, gida endiistrisi gibi bir ¢ok alanda kullanilirlar. 7000'den
fazla dogal olarak olusan peptit kesfedilmis olmasina ragmen, verimsiz ve pahali iiretim
stirecleri peptit bazl terapotiklerin gelistirilmesini engellemistir. Son yirmi yilda peptit
arastirmasi, cesitli teknolojik gelismeler nedeniyle 6nemli bir biiylime gergeklestirmistir.
Peptitlerin, proteolitik dengesizlik gibi kisitlarina ragmen peptit tasarimi ve sentezindeki
son gelismeler (proteinojenik olmayan modifikasyonlarin dahil edilmesi dahil) peptit
terapotikleri alanmi yeniden canlandirmustir. Halihazirda piyasada bulunan, Gida ve llag
Dairesi (FDA) tarafindan onaylanan 60'tan fazla peptit ilac1, su anda klinik deneylerde olan
yaklagik 140 peptit ilact ve klinik Oncesi gelistirmede peptit bazli farmasoétikler, ilag
endiistrisi i¢in yiiksek ekonomik potansiyele sahip biiyliyen bir terapdtik ajan sinifi haline
gelmektedir (Fosgerau ve Hoffmann, 2015).

Sentetik peptitlerin tarihi 1901'de Emil Fischer (Nobel Kimya Odiilii 1902) ve
meslektaslarinin ilk dipeptit olan glisilglisini sentezlemesiyle basladi. Peptit kimyasinin
babas1 olarak kabul edilen Emil Fischer, literatiire "peptit bagi1" ve "peptit" terimlerinin
girmesini sagladi. Sonrasinda 1932'de Leonidas Zervas tarafindan karbobenzoksi koruma
grubunu gelistirirken, 1953'te Vincent du Vigneaud endojen siklik nonapeptit hormon olan
oksitosinin ¢dzeltisindeki sentezi bildirdi ve sdz konusu sentez 1955'te Nobel Odiilii'ne
layik goriildii. On yi1l sonra, 1963'te Bruce Merrifield, kat1 fazli peptit sentezini (SPPS)
tanitt1 ve gelistirdigi “bir kat1 iizerinde kimyasal sentez metodolojisi” 1984 yilinda Nobel
Kimya Odiilii ile taclandirildi. SPPS metodolojisi, peptit ve protein kimyas1 (Mitchell,
2008) alaninda yeni ufuklar agan gergek bir devrimdi. Korunan amino asitlerin ¢oziinmez
bir kati destek iizerine baglanmasina dayanan bu basit yontem, prosediirii basitlestirerek
peptit sentezini biiylik dlcekli iiretime olanak saglayan otomatik islemlerle uyumlu hale
getirdi (Sachdeva, 2017). Biiyiik dlgek peptit iiretiminde ¢ok maliyetli olan SPPS, sonraki
yillarda maliyet etkin hibrit yontemlere evrildi (SPS ve SPPS). Halen kiigiik ila orta

12



boyutlu peptitler cogunlukla kat1 fazda hazirlanirken, biiyiik peptitler veya kiiciik proteinler
hibrit yaklasim kullanilarak sentezlenmektedir (Petrou ve Sarigiannis, 2018).

1.3.1. Sentetik Peptitlerin Kullanim Alanlari

Sentetik peptitler biyotip, ilag gelistirme, ilag iletimi, kozmetik, gida endiistrisi gibi
bir ¢cok alanda kullanilan sentetik peptitlerin en yaygmn kullanim amaglarina 6rnek olarak
antikor gelistirme, protein-protein etkilesimlerinin takibi ve yeni nesil asi ¢aligmalari
verilebilir. ilk olarak 18. yy’da Edward Jenner tarafindan ¢i¢ek asismin bulunusuyla
kullanima baslanan asilar giinlimiize kadar zayiflatilmis ya da inaktive dilmis viriis ve
bakterileri igeriyordu. Ancak geleneksel asilarin hazirlanmasi ve kullanimidaki zorluklar,
biiyiik 6l¢ekli as1 preparatlarinin {iretiminin maliyetinin hayli yiiksek olmasi, as1 iceriginde
kullanilan patojenlerin yiiksek genetik degiskenlik gdstermesi ve hastalik etkeninin sizma
riski gibi dezavantajlari, yeni nesil as1 ¢aligmalarin1 bir bagisiklik tepkisi olusturmak icin
gerekli olan patojenin kiiclik bir bolimiinii iceren yiiksek saflikta alt birim asilarin
iretimine dolayisiyla mRNA ve peptit gibi kiigiik molekiil bazli as1 caligmalarina
yonlendirmistir (Moisa ve Kolesanova, 2010; Plotkin, 2009; Siagian, 2018; Yadav, 2014;
Zhang ve Ulery, 2018).

As1 c¢alismalarinda kullanilan peptitler herhangi bir hastaliga karsilik gelen bir
antijene 0Ozgii epitopu icerir ve 20 ila 30 aa’ten meydana gelir. Kimyasal olarak
sentezlendikleri i¢in klasik asilara gore daha giivenilir olan sentetik peptit bazli asilar
kanserden alerjiye kadar birgok hastaliga kars1 gelistirilebilirler (Burdon, 1988;
Knittelfelder, Riemer, ve Jensen-Jarolim, 2009; Nevagi, Toth, ve Skwarczynski, 2018;
Yang ve Kim, 2015). Sentetik peptit bazli asilarin geleneksel asilara gore bazi avantajlari
bulunmaktadir. {1k olarak bu asilar biyolojik materyal igermediklerinden uygulandiklarinda
istenmeyen bagisiklik tepkisi olusturmazlar. Ayrica geleneksel asi preparatlarmma gore
iiretimleri daha hizli, daha az maliyetli ve daha yiiksek safliktadir. Daha da 6nemlisi suan
geleneksel asilarda en biiyiik problem olan soguk zincir tagimasi sentetik peptit bazl asilar
icin gerekli degildir. Sentetik peptitlerle yapilan asi ¢caligmalar: devam etmekte olup heniiz
insan kullanimi i¢in onaylanmis bir peptit asist bulunmamaktadir (Li, Joshi, Singhania,
Ramsey, ve Murthy, 2014; Marintcheva, 2018; Nevagi ve ark., 2018; Skwarczynski ve
Toth, 2016; Yang ve Kim, 2015).

Sentetik peptitler, 6zel antikorlar olusturmak igin antijen olarak kullanilabilir. Bir
tastyic1 proteine baglandiginda, peptit bir konak¢1 humoral bagisiklik tepkisini uyarabilir
ve hem monoklonal hem de poliklonal antikorlar olusturabilir. Bu yaklagim, epitopu, tiim
dogal proteini kullanirken oldugundan ¢ok daha kolay kontrol etmenize olanak saglar (Lee,
Huang, Jayathilaka, Lee, ve Gupta, 2016).
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Sentetik peptitler radyokimyasal etiketlemelerle tanisal veya terapotik farmasotik
sistemlere dahil edilerek hastaliklarin tanis1 ve tedavisi, ilag gelistirme, ilag iletimi
amaclariyla (De Jong, 2008) da kullanilirlar. Ornek olarak; néroendokrin ve prostat
kanserlerinin peptit reseptdr radyoniiklid tedavisi (PRRT) i¢in somatostatin reseptor alt
tiplerini hedefleyen peptitler rutin olarak kullanilmaktadir. Buna ek olarak 177Lu- / 90Y-
etiketli peptit konjugatlari ile tedavi edilen hastalarda tiimor gerilemesi, Uzama sagkalimi
ve artmis yasam kalitesi gézlenmistir (Fernandes, 2017).

Tez kapsaminda sentetik peptitlerden antikor gelistirme caligmalar1 kapsaminda

immiinojen olarak faydalanilmistir.

1.3.2.immunojen Olarak Sentetik Peptitler

Sentetik peptitlerin immiinojen olarak kullanimi ilk olarak 1982'de Young ve Atassi
tarafindan bildirilmis ve o zamandan beri yaygm olarak kullanilmaktadir. Antikorlarin
iiretimi i¢in bu tiir bir kullanim, as1 aragtirma ve gelistirme i¢in popiiler bir se¢im olmustur.
Bu teknigi kullanmanin en biiyiik avantaji, cogu immiinoanaliz deneyinde genellikle biiyiik
bir endise olan yiiksek derecede ¢apraz reaktiviteden kagmmaktir (Banada & Bhunia,
2008).

Iyi bir peptit tasarlamak i¢in peptidin optimal uzunlugunun 10-20 aa uzunlugunda
olmasi, bir antijenik bolgeye veya alana sahip olmasi ve stabil olmas1 gerekir. Cok uzun,
cok kisa veya kararsiz peptitler, konjugasyon veya sentez sirasinda molekiilde sterik veya
konformasyonel degisikliklere neden olarak ¢apraz reaktiviteye sebep olur. Mevcut peptit
sentez teknolojisi, peptit uzadik¢a verimin diismesine neden olur, bdylece ¢ok uzun
sentetik peptitler miimkiin olsa da pratik degildir. Diger yandan rekombinant teknoloji ile
¢ok daha uzun amino asit dizilerine sahip peptitler hazirlanabilir (Saper, 2009).

Peptitler kendi baslarina bir bagisiklik tepkisi indiiklemek i¢in kiigiik oldugundan,
sigir serum albiimeni (BSA) veya anahtar deligi limpet hemosiyanin (KLH) gibi uygun bir
tastyict molekiil eklenir veya bazen peptitler ¢coklu antijen peptitleri (MAP'ler) olarak
sentezlenir (Angeletti, 1999).

Sentetik peptitlerin immiinojen olarak kullaniminin, daha 6nce karakterize edilmemis
proteinlere karsi antikor iiretimi i¢cin 6nemli bir yol oldugu kanitlanmistir. Bir genin
oligoniikleotid dizisi belirlendikten sonra, o gen tarafindan kodlanan herhangi bir proteinin
amino asit dizisi tahmin edilebilir. Boyle bir diziden segilen peptitler daha sonra dogal
protein ile ¢apraz reaktif olabilen antikorlar1 olusturmak i¢in kullanilabilir. Bu yaklagim
kullanilarak bir¢ok proteine kars1 antikor tiretilmistir (Peptide As Immunogens, 2017).

Ote yandan molekiiler biyoloji ¢aligmalarinda spesifik proteinlere 6zgii prob olarak

kullanilmak iizere antikor gelistirilmesine ihtiya¢ vardir. Antikor gelistirme caligmalari
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biiyiik 6l¢lide uygun immiinojenlerin hazirlanmasina baglhdir. Bunun i¢in tamamlayict bir
deoksiriboniikleik asit (¢cDNA) veya ilgili proteini kodlayan gen dizisi bir heterolog tiirde
(genellikle bakteriler) ifade edilebilir ve elde edilen saflastirilmis protein bir immiinojen
olarak kullanilabilir. Bir diger yol olarak da cDNA asitinden veya genden tiiretilen amino
asit dizilerini i¢eren kiiclik sentetik peptitler sentezlenebilir. Bu sekilde sentetik peptitler
kullanilarak antipeptit antikorlar gelistirildiginde antikor tarafindan taninmasi beklenen
epitopun iyi tanimlanmis olmasi sebebiyle s6z konusu antikorlarin karsilik gelen dogal
yapili protein ile sasirtict derecede yiiksek frekansla etkilesime girdigi tespit edilmistir
(Niman ve ark., 1983). Bu bilgiler 1s1ginda proteinlerde bulunan yiiksek oranda korunmus,
aktif, hiicre ici, hiicre dis1 ya da fosforilasyon bolgeleri gibi translasyon sonrasi
modifikasyon gegiren tiim 6zel bdlgeler i¢in antikor gelistirilmesi ¢alismalarinda sentetik
peptitler uygun immiinojen adayidirlar. Ancak sentetik peptitlerin immiinojen olarak
kullanilmasi i¢in peptit Sekansmin belirlenmesi, sentezi ve tasiyici proteine konjugasyonu

gibi agsamalarda dikkat edilmesi gereken hususlar vardir.

Peptit Sekansinin Belirlenmesi

Bir ¢ok peptit sekansi iyi bir immiinojendir ancak bu dizinin tiiretildigi proteinle
etkilesim Veren antikorlarin gelistirilmesini saglayacagi anlamina gelmez. Genel olarak
peptit immiinojenler, bir anti-protein antikoru olusturmada yaklasik %50 basarilidir
(Hancock ve O'Reilly, 2005). Antiprotein antikor gelistirme i¢in peptit immiinojenleri
kullanmanin basarisimni; bir protein dizisinden kullanilacak peptitlerin sayis1 ve asilama igin
mevcut olan hayvanlarin sayisi, kullanilacak dizi verisinin mevcudiyeti ve dogrulugu,
proteinin dogal yapisiin tahmin edilen ikincil katlanmasi ve belirlenen sekansin sentezinin
kolaylig1 ya da zorlugu gibi faktorler etkilemektedir.

Peptit sekansi belirlenirken dikkate alinmasi gereken en onemli faktorlerden biri
peptitin 6ngoriilen yapisidir. Son teknolojik gelismeler 1s1¢inda biyoinformatik araglar ve
algoritmalar kullanilarak herhangi bir bir amino asit dizisini antijeniklik, hidrofiliklik,
esneklik, ylizey olasihigi ve yiik dagilimi agisindan degerlendirmek miimkiindiir. Chou ve
Fasman'm ve Robson ve Garnier'in (Chou ve Fasman, 1978; Garnier, Osguthorpe, ve
Robson, 1978) algoritmalari; a-helix, B-sheet gibi ikincil yapilarin 3-D yapida peptitin
hangi bolgesinde olustuguna dair temel olusturmakta, Isvigre Biyoinformatik Enstitiisii'niin
(http://www.expasy.ch/) proteomik sunucusu olan Uzman Protein Analiz Sistemi
(EXPASY) ile de birincil ve ikincil yap1 analiz araglarina erisim saglanabilmektedir. Bagka
bir tahmin Glgegi olarak da amino asitlerin doniislerde bulunmasina dayanilarak Pellequer
ve Westhofun (Pellequer ve Westhof, 1993) tarafindan gelistirilen ve antijeniklik
seviyesini tahim etmede %70 basar1 gosteren doniis 6lgekleri kullanilabilir. Farkli tahmin
ara¢ ve algoritmalarinin avantaj ve dezavantajlar1 goz Oniinde bulundurularak sekans

belirlenmesi gerekmektedir.
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Bir diger husus ise, segilen peptit sekansi dizinin tiiredigi protein {izerinde
translasyon sonrast modifikasyon bolgesi olusturabilir ve netice olarak proteinin 3D
yapisinda erigilebilir olmamasi sebebiyle iyi bir immiinojen aday1 degildir. Yiiksek oranda
basaril etkilesim verecek bir peptit i¢in en dnemli gereklilik sekansin olgun proteinin dig
yiizeyinde ve erisilebilir olmasidir. Genel olarak bir proteinin C-terminali N-terminaline
gore daha erisilebilir olmas1 sebebiyle peptit sekansi secilirken ilk tercihtir. Ancak C-
terminali bazi durumlarda proteinlerin membrana baglanma bdlgelerini icerir bu da onlar1
hidrofobik ve kotii bir se¢im yapar. Epitoplar (protein lizerinde antikora baglanan dizi),
paratoplarla (antikor iizerinde proteine baglanan dizi) polar ve Van der Waal baglar1 ile
etkilesirler, iyonik baglar kurmazlar. Bu sebeple yiiksek yiik ve yiiksek hidrofiliklik de
peptit sekanslarmin immiinojen olarak basarismi diisiiriir. Ote yandan hidrofilik a-sarmal
bolgeleri, sentetik peptitin kendisinin bir sarmal olusturmaya yetecek kadar uzun olmasi
kosuluyla, cogu zaman olgun proteine 6zdes bir konformasyonu olusturur boylelikle iyi bir
peptit epitop adayidirlar (Hancock ve O'Reilly, 2005).

Peptit sekanslari igin bir diger 6nemli husus ise se¢ilen peptitin uzunlugudur ve iyi
bir immiin yanit i¢in genellikle tavsiye edilen uzunluk 10-20 amino asitir. 7 aa’den kisa
peptitler immiin sistemi indiiklemek i¢in yetersiz kalirken, 20 aa’dan daha uzun olan
peptitlerin dizinin alindig1 protein {izerinde bulunduklar1 konformasyondan baska kendi
baslarina yeni bir konformasyon olusturma ihtimalleri yiiksektir.

Buna ek olarak, ilgili protein dizisinin farkli boélgelerinden birka¢ aday peptit
kullanmak ve her bir peptit ile birden fazla hayvani bagisiklasmak da protein ile etkilesime
giren anti-peptit antikorlarin gelistirilmesinde basar1 yiizdesini artiracaktir.

Immunojeniteyi etkileyen bir diger husus ise segilen peptit sekansmin sentezlenme
kolayligidir. Genellikle olgun proteinin ylizeyinde bulunmalar1 ve sentezlenmelerinin
kolay olmas1 sebebiyle hidrofilik diziler uygun peptit adaylaridir. Ote yandan poliklonal
antikor olusturuken %75 veya daha az saflikta peptitler yeterli olurken monoklonal
antikorlar gelistirilirken peptitlerin daha yiiksek saflikta sentezlenmesi gerekmektedir
(Hancock ve O'Reilly, 2005).

Peptit Sentezi

Genel olarak peptit sentezinin yogun emek ve peptit kimyasi hakkinda uzmanlasmis
personel gerektirmesi, ayrica peptit sentezinde maliyeti yiiksek otomatik sentez yapan
makineler kullanilmasi sebebi ile sentetik peptitler, konusunda uzmanlasmis &zel
sirketlerden satin alma yolu ile temin edilebilirler (Hancock ve O'Reilly, 2005).

Kat1 faz peptit sentezi, korunmus amino asitlerin ¢oziinmeyen bir destek iizerine
sirayla eklenmesine dayanir. Ekleme, karboksi terminalinden amino terminaline dogru
ilerler. Birinci amino asit, bir baglayici ile kat1 bir destege baglanir ve gerekirse, yan zincir

amino asit islevi zincir diizenegi boyunca korunur. Gelen, acilleyici amino asidin karboksi
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grubu, birlestirme i¢in aktive edilirken, amino grubu her birlestirme adimi igin gegici
olarak korunur ve ardindan bir sonraki dongii i¢in korumasi kaldirilir. Korumanin
kaldirilmas: ve birlestirme dongiileri, amino asit zinciri tamamlanana kadar strdiiriiliir.
Peptit daha sonra kat1 destekten ayrilir ve amino asit yan zincirlerinin korumasi kaldirilarak
nihai peptit tirlini elde edilir. Genel olarak, bir peptit yapildiginda sekans degistirilemez.
Asetilasyon, fosforilasyon veya ek kalintilarin eklenmesi (6rnegin konjugasyonda kullanim
icin) gibi modifikasyonlar sentezden 6nce planlanmalidir. Degisiklikler daha sonra sentez
prosediiriine dahil edilebilir. Ornegin, fosfopeptitler, 6zel olarak tiiretilmis yan zincirlere
sahip amino asit kalintilar1 kullanilarak sentezlenir. Nihai {iriin genellikle ters fazli yiiksek
performansli sivi kromatogafisi (su / asetonitril gadyanli C8 veya C18 kolonlar1) ve kiitle
spektrometresi ile degerlendirilir. Antikor iiretimi i¢in uygun miktarda peptit yaklasik 50
mg'dir. Bu, antikorlarin afinite saflastirmasma ve antikor engelleme deneylerine, antikor
spesifikligini ve ayrica immiinizasyonun gdsterilmesine izin verir. Cogu peptit dizisinin 20
aa uzunlugundaki bolgedeki sentezinin su anda oldukg¢a rutin oldugu diistiniilmektedir.
Bununla birlikte, her zaman istisnalar vardir. Belirli dizilerin sentezlenmesi son derece zor
olabilir ve alternatif sentetik stratejiler gerektirebilir (Bodanszky, 1988; Chan, 2000).

Peptitlerin Tastyici Proteinlere Konjugasyonu

Peptitler genellikle iki amag¢ kapsaminda tasiyici proteinlerebaglanirlar; birincisi
humoral bagisikligin aktive edilmesi, ikincisi ise yliksek etkili "yakalama antijeni™ (capture
antigen) gelistirilmesi Her ne kadar antikorlar B-lenfositleri olan plazma hiicreleri
tarafindan tretilse de, humoral bagisikligin tam olarak indiiklenmesi i¢in T lenfositleri ile
B lenfositlerin birlikte aktive edilmesi gerekir. Cogu peptit B hiicresi epitoplarini igerirken
T lenfositleri i¢in epitop icermez ve her ne kadar 10-20 aa uzunlugundaki peptitler
immiinojen olarak iyi bir aday olsalar da immiin sistemi indiiklemek i¢in zayif kalirlar
(Carter, 1994). Bu nedenle etkili anti-peptit antikorlar1 olusturmak igin aday peptitler
immiinojenik tasiyic1 proteinlere kovalent olarak baglanirlar. Peptit-tasiyic1 protein
konjugatinda; tasiyici protein ile temel histo-uyumluluk kompleksi smif II (MHCII)
araciligiyla T-hiicresi reseptorleri aktive edilirken, peptitin kendisi B hiicre determinanti
olarak hizmet eder (Hancock DC, OReilly NJ., 2005). Yaygin olarak kullanilan tasiyici
proteinler; KLH (keyhole limpet hemocyanin), BSA (Bovine serum albumin, sigir serumu
albumini), HSA (human serum albumin) ve OVA (ovalbumin) proteinleridir (Singh, Kaur,
Varshney, Raje, ve Suri, 2004).

Peptit konjugasyonu igin bir diger amag¢ ise etkili bir "yakalama antijeni”
geligtirmektir. Yakalama antijenleri ¢ogunlukla enzim immiinoassay (EIA) gibi antijen
baglama deneylerinde kullanilirlar. Hazirlanan peptit-tasiyict protein konjugatinin hem
gelistirilen antikora hem de spesifik olmayan bir sekilde plastik bir mikrotitre plakasina

baglanmas1 beklenir. 20 aa’dan biiyiik peptitler ELISA plakalarina kolaylikla baglanirken,
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daha kiigiik peptitler baglanmada zayif kalirlar ve tasiyici proteinler sayesinde
konjugatlarin yiizeylerinde taginan peptitler, antikor molekiillerine spesifik baglanma i¢in
erigilebilir durumda kalir (Carter, 1994).

Peptitler, tasiyic1 molekiillere uygun bir ¢ift islevli reaktif vasitasiyla kovalent olarak
baglanirlar. Konjugasyona peptitlerin amin ve siilfihidril gruplar1 dahil olur. Bu tiir
konjugatlar kullanildiginda tastyict molekiil lizerinde bulunan epitoplara karsit da onemli
miktarda antikor titreleri olusur. Gelistirilen anti-tasiyici antikorlar, poliklonal antipeptit
antikor gelistirilirken anti-peptit antikorlarin poliklonal antikor havuzunda yiizdesinin
diismesine sebep olur.Anti-peptit monoklonal antikor gelistirme ¢alismalarinda ise siklikla
daha zayif olan anti-peptit tepkisi maskeeyerek peptide 6zgii ¢ogu hibridomanin
kaybolmasi ile neticelenir.

En kolay konjugasyon gluteraldehitin ¢ift islevli reaktif olarak kullanilmasiyla
yapilir. Konjugasyon sirasinda tastyict protein ve peptit tizerindeki amin gruplar1 ¢apraz
baglayan gluteraldehit ile kolay ve etkili bir konjugat hazirlanabilir ve iiretilen konjugat
kisa bir peptitten iiretilse daha iyi anti-peptit antikorlarin gelistirilmesini saglar. Ote yandan
bir ¢ift islevli reaktif olarak ester kullanildiginda (6rnegin MBS; m-Maleimidobenzoil-N-
hidroksisiiksinimid), ester peptit iizerinde bulunan sisteine ait tiyol grubu ile tasiyici
tierindeki amino grubunu g¢apraz oOlarak birbirine baglar. Bu sebeple MBS esteriyle
konjugasyon peptitin ucunda indirgenmis bir sistein olmasmi gerektirir ve hatta segilen
peptit sekansi dahili bir sistein i¢eriyorsa bu yontem konjugasyon igin 6nerilmez (Hancock
ve O'Reilly, 2005).
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2. AMAC

Gilinliik hayatta bozulmus ya da dogru hazirlanmamis konserveler sebebiyle gida
zehirlenmelerine sebep olan BONT serotipleri, ayn1 zamanda CDC tarafindan A smif
biyolojik ajan kategorisinde bulunan toksinlerdir. Etkinlik/agirlik orani bir hayli yiiksek
olan BoNT serotipleri viicuda alindiktan kisa bir siire sonra geri doniilemez hasarlar
olusturmakta hatta oliime sebebiyet vermektedir. Bu nedenle tespiti oldukga elzem olan
BONT serotiplerinin  hizli tanis1 igin tani sistemlerinin gelistirilmesine ihtiyag
duyulmaktadir. BoNT serotiplerinin tespit ve teshisi i¢cin gelistirilen antikora dayali tani
testlerinde, diger benzer test sistemlerinde ve analiz laboratuvarlarinda yogunluklu olarak
toksinin hastalik yapici dogal formu kullanilir. Toksinin dogal formu ile yapilan ¢alismalar
bir taraftan dogrulama gerektirdiginden ¢ok sayida deney hayvaninin kullanilmasina, diger
yandan toksinle ¢cok uzun siireler ¢calisilmasini gerektirdiginden laboratuvar calisanlarinin
toksinle maruziyetlerinin artmasina sebep olur.

Tez kapsaminda yapilan ¢aligmalarin amaci, toksinlerin tespit ve teshisi i¢in yapilan
aragtirma ve gelistirme c¢alismalarinda ve hatta analiz laboratuvarlarinda toksinlerin
hastalik yapici dogal formunun kullanilmasmin yerine arastrmanm ya da analizin
niteligine gore toksinlerden segilen 6zgiin bolgelerinin sentetik olarak iretilmeleri ve
caligmalarda bunlarin kullanilabilmesine yOnelik yontemleri ortaya koymaktir. Tezin
amacina yonelik hedef molekiil olarak BONT A sec¢ilmis, antikor gelistirme amagl yapilan
caligmalarda sentetik peptitler immiinojen olarak kullanilarak BoNT A’ya karsi antikor
gelistirilmesi ve yiiksek hassasiyette BONT A tespiti yapilmasi amaglanmistir. BONT A
cok toksik bir protein oldugundan ve elde edilmesi zor oldugundan, dogal yapili toksinin
kendisi yerine sentetik peptitlerin immiinojen olarak kullanilmas1 hem deney hayvanlarmnin
kullanimini azaltmig hem de laboratuvar ¢alisanlar1 i¢cin daha az risk olugmasi saglanmaistir.
Sonug olarak, peptitlere kars1 bagisiklik tepkisi incelendiginde pg seviyelerinde yiiksek bir
anti-BoNT A antikor tepkisi elde edildigi gosterilmistir. BONT A ile yapilan ¢alismalarin
sonuglarma dayanilarak protein yapili toksinlerle calisilmasi durumunda s6z konusu
toksinlerin protein yapilarma 6zgii secilen sentetik peptit yapilarinin arastirma gelistirme
calismalarinda, analiz ve test metotlarinda ve hatta validasyon caligmalarinda toksinin

dogal yapili halinin yerine ge¢mesi amaclanmistir.
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3. YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasallar, Cozeltiler ve Cihazlar

3.1.1.

Deneysel Calismalarda Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tez galigmasi kapsaminda kullanilan tiim kimyasallar Tablo 3.1’de sunulmaktadir.

Tablo 3.1. Deneysel Calismalarda Kullanilan Kimyasallar

MADDE ADI KATALOG NO FIRMA ADI
Immiinizasyonda Kullamlan Kimyasal Maddeler

BoNT A Rekombinant Hafif Zinciri 4489-ZN-010 Nowvus
Freund’s Adjuvant Complete F5881-10ml Sigma Aldrich
Freund’s Adjuvant, Incomplete F5506-10ml Sigma Aldrich
Glikoz G8270-100G Sigma Aldrich
P1 Peptidi -- Gen Script

P2 Peptidi - Gen Script

P3 Peptidi -- Gen Script
Sitrik Asit 8187071000 Sigma Aldrich
Sodyum Sitrat 6132-04-3 Sigma Aldrich
ELIiSA’da Kullamlan Kimyasal Maddeler

Anti C. Botulinum Toksin A Antikoru NB110-17098 NOVUS
Tavsan Poliklonal 0,6 mg

Antl'Fare I9(G, A, M) — Alkalen Fosfataz AOL62-1m Sigma Aldrich
Konjugati

Anti Fare IgG Alkalen Fosfataz Konjugati A3688 Sigma Aldrich
Anti Fare IgM Alkalen Fosfataz Konjugati SAB3701200 Sigma Aldrich
Ant1'Tavsan Ig(G, A, M) — Alkalen Fosfataz A3812-5m| Sigma Aldrich
Konjugati

Anti Tavsan IgG— Alkalen Fosfataz Konjugati | A3812-5ml Sigma Aldrich
Cinko Kloriir (ZnCly) Z0152-100G Sigma Aldrich
Magnezyum Kloriir (MgCl,) M8266 Sigma Aldrich
Sodyum Hidroksit (NaOH) 1064621000 Merck

BONT Low Std

Lot: 110221-41074

HSGM’den temin
edildi

BONT Med Std

Lot: 110221-41074

HSGM’den temin
edildi

Sodyum Kiloriir (NaCl) 31434-1KG-R Sigma Aldrich
Sodyum Fosfat Dibazik 04273-1KG Sigma Aldrich
Para-Nitrofenil Fosfat (PNPP) 20-106 EMP-Milipore
Potasyum Dihidrojen Fosfat (KH,PO,) 1048731000 Merck
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https://www.sigmaaldrich.com/TR/en/product/sigma/a3688
https://www.sigmaaldrich.com/TR/en/product/sigma/sab3701200

MADDE ADI KATALOG NO FIRMA ADI
Potasyum Hidroksit (KOH) 105021100 Merck

Skim Milk Powder (Siit tozu) 70166-500G Fluka Anayt.
Sodyum Dihidrojen Fosfat Dihidrat (NaH,PO, 1063451000 Merck
*2H,0)

S1gir Serum Albumin (Bovine Serum Album: A-9647 Sigma Aldrich
BSA)

Tripan Mavisi ( C3sH24N6O14S:Nay) 72-57-1 Sigma Aldrich
Tween 20 8221840050 Merck

Hiicre Kiiltiiriinde Kullamlan Kimyasal Maddeler

8-Azaguanin (C4H4HsO) 861448 Sigma Aldrich
Dimetil Siilfoksid (DMSO) 34943 Sigma Aldrich
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium . .
(DMEM) D5648-10L Sigma Aldrich
HAT Supplement (50x) 21060-017- 100ml Gibco

HEPES (CgH15N,0,4S) 7365-45-9 Sigma

HT Supplement (100X) 11067030 Gibco
Penisilin-Streptomisin- Amfoterisin (PSA) 516104-M Sigma
Polietilen glikol 4000 (PEG4000) 8074901000 Merck
Sodyum Bikarbonat (NaHCO3) S5761 Sigma Aldrich
Fetal Sigir Albumini (FBS) 95110 Multicell

Western Blot, SDS Page ve Giimiis Boyamada Kullanilan Kimyasal Maddeler

Anti-C. Botulinum Toksin A Antikoru NB110-17098 NOVUS

Anti C. Botulinum A Toksoid Antikoru Ab40786 Abcam
Anti-C. Botulinum Toksin A Antikoru NB100-73116 NOVUS
Ant!-Rekomblnant BoNT A Hafif Zincir MAB4489 NOVUS
Antikoru

Akrilamid /Bis- Akrilamid (%30luk) 1610154 BioRad
Amonyum Per Siilfat (APS) A3678 Sigma Aldrich
Asetik Asit 100056 Merck

Etanol 100983 Merck
BCIP/NBP Substrat B5655 Sigma Aldrich
Dithiothreitol (DTT) RV862 Fermentas
Formaldehit (37°1ik) 1.04003 Merck

Glisin (G8898 Sigma Aldrich
Giimiis Nitrat 209139-25G Sigma Aldrich
Laemmli Ornek Tamponu- 4X 1610747 BioRad
Metanol 1424109 Merck

Page Ruler Prestrained Protein Ladder 26616 Thermo

Mono Potasyum Fosfat P0662 Sigma Aldrich
Dipotasyum Fosfat P3786 Sigma Aldrich
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) 71725 Sigma Aldrich
Sodyum Karbonat (Na2CO3) 1.06392
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https://www.sigmaaldrich.com/TR/en/product/mm/516104m
https://www.sigmaaldrich.com/TR/en/product/sigma/s5761?context=product
https://www.sigmaaldrich.com/TR/en/product/mm/104003?context=product
https://www.sigmaaldrich.com/TR/en/product/usp/1424109?context=product

MADDE ADI KATALOG NO FIRMA ADI

Sodyum Tiyosiilfat (Na2S 203) 106512 Merck

Sodyum Tiyosiilfat Pentahidrat (Na2S

203.5H20) 1.06516 Merck

Potasyum Hidroksit (KOH) Sigma Aldrich

Tetra Metil Etilen Diamin (TEMED) 17919 Thermo Scientific

Trizma Baz T-6066-1KG Sigma Aldrich

Genel Amach Kullamlan Kimyasal Maddeler

Asetik asit (glasiyal) 100% 1000632511 Emsure

HCI 7647-01-0 Merck

Magnezyum kloriir anhidrid M8266-100G Sigma Aldrich
3.1.2. Hiicre Hatlar1 ve Deney Hayvanlan

S6z konusu tez calismasinda in vitro ¢caligsmalar i¢in Fy isimli myeloma hiicre hatti
(ATCC CRL-1646) in vivo ¢alismalar i¢in ise Balb/C tirt fareler ile bu farelerden elde
edilen dalak ve makrofaj primer hiicreleri kullanilmistir. Kullanilan fareler TUBITAK
MAM GMBE deney hayvanlar: iinitesinden temin edilmis olup 1009 Tavsan Serumu
Projesi kapsaminda etik kurul onaylar1 mevcuttur (TUBITAK HADYEK Etik Kurul No
16563500-111-103).

3.1.3. Deneysel Cahismalarda Kullanilan Cozeltiler

Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmast

- DMEM Besi yeri: 13,36 g DMEM, 2 g Sodyum Bikarbonat (NaHCO3) ve 5,96 g
HEPES 1 L otoklavlanmis dH,O’da ¢oziildii ve NaOH ile pH 7,2’ye ayarlandi.
Hazirlanan besi yeri steril kabin ig¢inde 0,22 pm’lik filtreden gegirilerek
sterilizasyonu saglandiktan sonra kullanildi.

- Hiicre Besi yeri: %90 DMEM, %10 fetal sigir serumu (FBS), %0,1 PSA

- PEG (Polietilen Glikol) Cozeltisi: 2 g PEG, 1 ml dH,O ve 1 ml PBS iginde
¢oziildikten sonra otoklav edilerek sterilize edildi, 37°C’de steril kosullarda
saklandu.

- HAT Igeren Besi Yeri: Hiicre besi yerine 50x HAT %2 oraninda (20ml/L) eklendi.

- HT igeren Besi Yeri: Hiicre besi yerine %1 oraninda (10ml/L) HT (50x) eklendi.

- Dondurma Cozeltisi: %20 FBS, %70 DMEM ve %10 DMSO veya %70 FCS, %20
DMEM ve %10 DMSO seklinde hazirlandi.

SDS PAGE Jel I¢eriginin Hazirlanmast
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%10 APS: 0,1 g APS 1 ml dH,0 igerisinde ¢oziilerek taze olarak kullanildi.
Tris-HCI (1,5 M pH: 8,8): Gereken hacim kadar 1,5 M Tris-Baz tartildi, dH,O
icerisinde ¢oziildi, HCI ile pH 8,8’¢ ayarland..

Tris-HCIl (1M pH: 6,8): Gereken hacim kadar 1 M Tris-Baz tartildi, dH,O
icerisinde ¢ozildi, HCI ile pH 6,8’¢ ayarlandi.

10X SDS Yiiriitme Tamponu: 10 g SDS, 30.3g Tris-Baz ve 144,1 g Glisin tartild, 1
L dH,0 igerisinde ¢oziildii. 1X olacak sekilde seyreltilerek kullanildi.

%10 SDS: 10 g SDS, 100 ml dH.0 igerisinde ¢oziildii.

Giimiis Boyama Cozeltilerinin Hazirlanmast

Fiksasyon Tamponu: %50 MeOH, %12 Asetik Asit, 0,5 ml %37 Formaldehit,
dH,0 ile 1 L’ye tamamlandi.

Yikama Tamponu: %50 EtOH, %50 dH20

On Muamele Tamponu: 0,2 g Na,S,03. 5H,0 tartildi, dH,O ile 1 L’ye tamamlandi.
Bant Fiksasyon Tamponu: AgNOs (2g/L) ve 0,75 ml %37 Formaldehit

Gelistirme Tamponu: 60 ¢g/L Na,COsz, 4 mg/L Na2S203 ve 0,5 ml %37
Formaldehit

Durdurma Tamponu: %50 MeOH, %12 Asetik asit, dH,O ile 1 L’ye tamamlandi
Son Yikama Tamponu: %50 MeOH, %50 dH,0

Western Blot Cozeltilerinin Hazirlanmast

Fosfat Tamponu: 150 mM KH,PO, ve 150 mM K;HPO, ¢ézeltileri hazirlandi.
K>HPO, ile KH2PO, ¢6zeltisinin pH’17,2°ye ayarlandi.

1X PBS: 10 mM fosfat tamponu ve 150 mM NacCl istenilen hacim kadar dH,O
icinde ¢Oziiliip hazirlanmstir.

1X TBS: 32 g NaCl, 9,68 g Tris-Baz tartildi. 1 L dH,O igerisinde ¢6ziildii, pH
7,6’ya ayarlandu.

1X TBS-T: 1 L TBS ¢ozeltisi igerisine 0,5 ml Tween-20 eklendi.

1X Transfer Tamponu: 0,592 g Tris-Baz ve 0,293 g Glisin tartildi, 1 L dH,O
icerisinde ¢ozildi. %10’luk SDS c¢ozeltisinden 337 pl eklendi ve pH 9,2°ye
ayarlandi. Kullanim esansinda %20 metanolle seyreltilerek kullanildi.

%21 Membran Bloklama Cozeltisi: %1 yagsiz siit tozu 1X TBS iginde ¢oziildii.
Substrat Tamponu: 10 ml dH,0 igerisine 1 tablet BCIP/NBT substrat1 ¢6ziilerek
kullanild.

Immiinizasyon Ve Kan Alimi Cozeltileri
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Fare basina 75 pg antijen PBS i¢inde ¢oziildii, hacmi Freund adjuvan: ile 1:1
oraninda olacak sekilde karistirilarak hazirland1. Ilk immiinizasyon Freund’un tam
adjuvanyla, sonraki immiinizasyonlar ise Freund eksik adjuvanla yapilds,
hatirlatma igsleminde antijen miktar1 yariya diisiirilerek adjuvansiz olarak kullanildi.
Sodyum Sitrat Hazirlanmasi: 2,3 g sodyum sitrat, 0,8 g sitrik asit ve 2,2 g glikoz
100 ml damitilmis su i¢inde ¢oziildi ve -20°C’de saklandi.

Antikor Yanitimin Belirlenmesinde Kullanilan Cézeltiler

Antikor yamtlarmin tespiti i¢in dolayli ELISA yontemi kullanildi ve asagida verilen

¢Ozeltiler hazirlands;

Yikama Tamponu: 1X PBS c¢ozeltisine %0,05 (v/v) olacak sekilde Tween-20
eklendi

Bloklama Tamponu: %1 yagsiz siit tozu 1X PBS i¢inde ¢oziildii

Substrat Tamponu: 0,027 g ZnCl,, 0,04 g MgCl, ve 1,5 g Glisin 200 ml dH,0O
icerisinde ¢oziildii, KOH ile pH 10,4’¢ ayarlandi.

Substrat Cozeltisi: 1mg/ml para-nitrofenil fosfat, substrat tamponu i¢inde ¢6ziildii.

3.1.4. Deneysel Cahismalarda Kullanilan Cihazlar

Antikor yanitlarmin igin tespiti icin dolayh ELISA yapilirken Bio Tek Instruments

marka ELISA Coklu Plak Okuyucu ve Yikayici’dan; toksinin yapisinin incelenmesi

amaciyla SDS-PAGE, giimiis boyama ve Western-Blot yapilirken ve protein tayini

yapilirken ise BioRad marka jel elektroforez sistemi ve blotlama cihazi ile Thermo Fisher

Scientific marka The Qubit 2.0 Fluorometer cihazlar1 kullanilmistir. Hiicre kiltiirii

calismalarinda Olympys marka invert mikroskop kullanilmistir.

3.2. Yontemler

3.2.1. Toksin Yapisinin Incelenmesi

HSGM’den temin edilen ve ELISA g¢alismalarinda kullanilacak olan BoNT

standartlarmin ve kiiltliirde iiretilen BONT A toksinin nitel analizlerini yapmak amaciyla
SDS-PAGE, Western Blotlama ve Glimiis Boyama teknikleri kullanilda.

Oncelikle SDS-PAGE igin %10’luk ayirma jeli hazirlandi ve BoNT standartlar1 10

ng olarak 95°C'de 10 dakika boyunca 1 mM DTT ile denatiire edilerek ve edilmeden
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kuyulara yiiklendi. 1 saat boyunca 100 voltta ve 1 saat 150 voltta yiiriitiildiikten sonra,
Giimiis Boyama protokolii uygulandi. ilk olarak jel, 1 saat siireyle fiksasyon tamponu
(%50 MeOH, %12 Asetik Asit, 0,5 ml %37 Formaldehit) ile bekletildi ve daha sonra
yikama tamponu (%50 EtOH, %50 dH,0) ile 1 saat yikandi. Yikamadan sonra, jel 1 dakika
boyunca 6n-muamele tamponu (0,2 g Na;S;03.5H,0) ile muamele edilmistir. Damitilmis
su ile yikanan jel bandi, bant sabitleme tamponu (2g/L AgNO; ve 0,75 ml %37
Formaldehit) ile 20 dakika bekletildi. Inkiibasyondan sonra, jel tekrar dH.0 ile yikand: ve
bantlar gelistirme tamponunda (60g/L Na,COs, 4 mg/L Na;S;0; ve 0,5ml %37
Formaldehit) goriilene kadar bekledi. Bantlarin belirginlesmesinden sonra reaksiyon,
durdurma tamponu (%50 metanol, %12 Asetik asit, %38 dH,0) ile durduruldu ve son
yikama tamponu (%50 MeOH, %50 dH,0) ile yikand:.

Western Blotlama i¢in ise 1 mM DTT ile denatiire edilen ve edilmeyen 6rneklerin
yukarida tarif edildigi gibi jelde yiiriitiilmesinin ardindan jel 30 dakika boyunca BioRAD
Trans-Blot Turbo Transfer Sistemi yoluyla bir PVDF membrani iizerine transferi
gergeklestirildi. Transfer sonrasi spesifik olmayan baglanmay1 6nlemek i¢cin membran 20
ml %] siit tozu ile bloke edildi. Bloklama sonrasi ii¢ kez 20 ml TBS-T (20 mM Tris, %0,9
NaCl, %0,05 Tween-20, pH 7.4) ile yikandi ve anti-BoNT A tavsan pAB (Novus
Biologicals NB110-17098) antikoru ile TBS i¢inde bekletildi. Son olarak membran ii¢ kez
daha TBS-T ile yikand1 ve substrat ¢ozeltisi i¢inde kontrollii bir sekilde oda sicakliginda
bekletilerek bant goriintiileri degerlendirildi.

3.2.2. Peptit Tasarim

Ik olarak, literatiirden (Zarebski ve ark., 2008) BoNT A'nin hafif zinciri, reseptor
baglanma alani ve translokasyon alani i¢in aday peptitler secildi. Immune Epitop Database
(IEDB) ve Discovery Studio 4.0 Visualizer'daki epitop tahmin araglarmi kullanarak,
secilen epitoplarin dizileri PDB kodu 3BTA ile BoONT A'nin kristal yapisinda gézlendi.
Toksinin yiizeyinde goriintiilenen dogrusal epitoplar peptit olarak segildi. Peptitler, Gen
Script firmasindan gluteraldehitin ¢ift islevli reaktif olarak kullanilmasiyla tasiyici
proteinlere (BSA, OVA ve KLH) konjiige edilmis bir formda satin alind1.

3.2.3.  Antikor Uretiminde Kullanilan Yontemler

Immiinizasyon

Calismalarda sekiz haftalik erkek BALB/C fareleri kullanildi. Hazirlanan
immunojenler ile 2 hafta araliklarla fareler immiinize edildi. ilk enjeksiyon dozunda tam

Freund adjuvani kullanildi, sonrakilerde ise dozlar eksik Freund adjuvani i¢inde hazirlandu.
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Her bagisiklamadan sonra 10. giinde farelerden kan alimi yapildi ve serumlar,
santrifijleme yoluyla toplandi. Antikor titreleri yeterli bulunan farelere fiizyon 6ncesi son
kez damar igine olacak sekilde hatirlatma dozu uygulandi. Hatirlatma islemi adjuvansiz ve

normalde kullanilan antijen miktarin yarist kullanilarak gerceklestirildi.

Immiin Yanitlarinin Incelenmesi

Peptitlerin bagisiklik tepkisi kabiliyetini belirlemek i¢in, asilanan farelerin
serumundaki antikor titreleri ELISA ile belirlendi. Fareler serumundaki antikor titrelerini
olemek igin dolayli enzime bagli immiinosorban deneyi (ELISA) kullanildi. Oncelikle
plaklara kaplanacak en uygun antijen miktar1 bulundu ve kuyu basina 100 ng antijenin
kullanilmasina karar verildi. 100 ng P1-KLH, P2-KLH ve P3-OVA konjugatlar1 ELISA
plaklarina kaplandi. Plakanin kaplamasi, gece boyunca 4°C'de gergeklestirildi. Bazi
kuyular PBS ile negatif kontrol olarak bekletildi. Kuyucuklar PBS ig¢inde %1 yagsiz siit
cozeltisi ile 37°C'de 1 saat siireyle bekletildi. Plakalar ii¢ kez yikama tamponu (PBS-T) ile
yikandi. 100, 1000 ve 5000 kat seyreltilmis fare serumlar1 veya seyreltilmemis kiiltiir iist
fazi, belirlenmis kuyucuklara dagitildi. Immiinize edilmemis fare serumu veya PBS negatif
kontroller olarak kullanildi. Sekonder antikor olarak 2000 kat seyreltilmis AP konjlige
edilmis tavsan anti-fare polivalent antikoru (SIGMA) kullanildi. Yikama tamponu ile bes
kez yikandiktan sonra, substrat tamponunda (1 mM ZnCI2, 1 mM MgClI2, 0,1 M glisin pH
10.4) hazirlanan p-nitrofenil fosfat AP substrati olarak kullanildi. 405 nm'deki absorbans,
bir mikroplaka okuyucu ile 6l¢iildii.

Antikorlarin BoNT Ile Etkilesimlerinin Karakterizasyonu

Peptitler ile olusturulan immiin yanitlarin BoNT A toksin standardi ile etkilesimin
izlenmesi amaciyla dolayli ELISA yapildi. Oncelikle plaklara kaplanacak toksin miktarmim
optimizasyonu yapilarak kuyu bagma 10 ng ve 10™ ng toksin standard: kullanilmas1 uygun
bulundu. ELISA plaginin toksinle kaplanmasi gece boyunca 4°C'de gergeklestirildi. Bazi
kuyular PBS ile negatif kontrol olarak bekletildi. Kuyucuklar PBS i¢inde %1 yagsiz siit
¢ozeltisi ile 37°C'de 1 saat siireyle bekletildi. Plakalar ti¢ kez yikama tamponu (PBS-T) ile
yikandi. 107, 10° ve 5x10° kat seyreltilmis fare serumlari veya seyreltilmemis kiiltiir {ist
faz1, belirlenmis kuyucuklara dagitildi. Immiinize edilmemis fare serumu veya PBS negatif
kontroller olarak kullanildi. Sekonder antikor olarak 2x10° kat seyreltilmis AP konjiige
edilmis tavsan anti-fare polivalent antikoru (SIGMA) kullanildi. Yikama tamponu ile bes
kez yikandiktan sonra, substrat tamponunda (1 mM ZnCl,, 1 mM MgCl,, 0,1 M glisin pH
10.4) hazirlanan p-nitrofenil fosfat AP substrati olarak kullanildi. 405 nm'deki absorbans
bir mikroplaka okuyucu ile dl¢iilmiistiir.

Myeloma (FO0 Hatti) Hiicrelerinin Hazirlanmasi
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Svi nitrojende (-196°C) stoklanmis olan Fy (CRL-1646, ATCC) myeloma hiicreleri
fiizyondan 10 giin 37 C’lik su banyosunda hizli bir sekilde ¢ozdiiriildii. Dondurma besi
yerinde bulunan DMSO’dan hiicrelerin kurtarilmasi i¢in ¢dziinen hiicreler tizerine 1:10
olacak sekilde taze besi yeri eklendi, 1250 rpm’de 5 dk. ¢oktiiriildii. Ust faz atilarak
DMSO uzaklastirildi. Hiicre peleti %10 FBS, %1 PSA iceren taze besi yeri i¢inde ¢oziildi
ve yeni kiiltlir sisesine alindi. Hiicreler ilk pasajlandiginda biiyiime besi yerine 20 pg/ml
olacak sekilde azaguanin eklendi ve HGPRT (-) mutantli hiicrelerin olusturulmasi saglandi.
Fiizyona kadar 1-5x10® myeloma hiicresi olacak sekilde pasajlanmasi ve takibi yapildi.

Hiicre Sayimi

- Miktar tayini yapilmak istenen hiicre siispansiyonundan 10-20 pl kadar almip 1:1
olacak sekilde tripan mavisi ile karistirildi.

- Karigim hemositometre iizerine alinarak 25 kare i¢ine diisen hiicre miktar1 sayildi.

- Sayilan hiicre miktar1 hiicrelerin i¢inde bulundaki hacim ve 10* (sabit say1) ile

carpilarak toplam canli hiicre sayis1 bulundu.

Besleyici Hiicrelerin Hazirlanmast

Besleyici hiicre, fiizyon islemi sirasinda olusturulacak olan hibridoma hiicrelerine
uygun yasama ortami hazirlayan hiicreler i¢cin kullanilmaktadir. Besleyici hiicreler daha
onceden bagisiklanmamis fareden alinan makrofajlardir. Makrofajlar bir yandan sitokin
salgilayarak hibrit hiicrelerin yasamasina destek olurken bir yandan da fagositoz ile
dalaktan gelen atiklarin ortamdan uzaklastirilmasini saglarlar. Bunun igin;

- Filizyondan bir giin 6nce daha Once bagisiklanmamis bir fare alindi servikal

dislokasyon ile dldiiriilerek %70 EtOH igine alind:.

- Laminar akimli kabinde steril kosullarda pens ve makas yardimai ile periton zarina

zarar vermeden farenin derisi yliziildii.

- Periton zarin igine 5 ml serumsuz DMEM enjekte edildi ve 1 dk. sonra geri alindu.

- Fareden alinan besleyici hiicreler 20 ml besi yeri i¢ine alindi, sayimi yapildi ve 96

kuyucuklu plaga kuyu basi 6000 hiicreyi ge¢meyecek sekilde 100 pl olarak
dagitildi.

Dalaktan B Hiicre Izolasyonu

P1, P2 ve P3 antijenleriyle bagisiklanan edilen farelerin serumlarindaki antikor
yanitlar1 ELISA ile kontrol edilerek yiiksek antikor yanit1 veren fareler fiizyon igin segildi.
Secilen farelerin B hiicreleri agagidaki basamaklar takip edilerek alindi;

- Filizyon giinii antikor titresi yiiksek olan fare servikal dislokasyon ile dldiiriiliip

%70 EtOH i¢inde alindi.
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Laminar akimli kabin iginde karin bolgesi kesilen fareden ELISA deneylerinde
pozitif kontrol olarak kullanilmak iizere 0,1 ml kalp kani topland1 ve 1:1 oranda
sodyum sitratla karistirilip, santrifiij edildikten sonra serum kismi ayrildi.
Sonrasinda bagisik farenin dalagi kesilerek c¢ikarildi ve petri kabinda bulunan
slizgec icine alindu.

Stizgec icinde bulunan dalak steril siringa arkasi ile mekanik olarak ezildi ve
DMEM ile yikanarak hiicrelerin agiga ¢ikmasi saglandi.

Toplanan dalak hiicreleri DMEM igerisinde dagitildi, 2 kez 1250 rpm’de 5’er dk

yikandi1 ve sayimi yapilarak fiizyon islemine hazir hale getirildi.

Hiicre Fiizyonu ile In Vitro B Hiicre Kiiltiirii

Immiinizasyonlar sonucunda dolayli ELISA ile antikor titreleri yeterli bulunan

fareler hibridoma yontemiyle antikor gelistirilmesi amaciyla fiizyon islemine alind1. Islem

oncesinde fareler son kez intravendz olacak sekilde hatirlatma dozuna tabii tutuldu.

Hatirlatma islemi adjuvansiz ve normalde kullanilan antijen miktarinin yaris1 kullanilarak

gergeklestirildi. Fiizyon igslemi i¢in agsagida sunulan basamaklar takip edildi;

Sayimui yapilan dalak hiicreleri ile Fo myeloma hiicreleri 3:1 oraninda birlestirildi,
stispanse edildi ve 1250 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

Ust faz uzaklastirildi, dalak ve myeloma karisimi pelet iizerine 1 ml PEG (37°C) 1
dakika boyunca yavasca eklendi.

1 dk boyunca hiicreler nazik hareketlerle karistirildi.

4 dk boyunca 4 ml DMEM yavasga ilave edildi.

5-10 dk boyunca 10 ml DMEM yavasca ilave edildi.

Karisim 5 dk CO2 inkiibatoriinde bekletildi, sonra 1250 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildi.

Ust faz uzaklastirildi, pelet HAT iceren besi yeri igerisinde ¢dziildii ve 150
ul/kuyu olacak seklinde bir onceki giin hazirlanan besleyici hiicre igeren 96
kuyucuklu plaklara dagitildi.

Fiizyon igsleminden sonra plaklara 10 giin boyunca hi¢cbir igslem uygulanmadan
hibritlerin etiivde biiylimesi saglandi.

10 giin sonra ELISA ile tarama yapilan kuyulara HAT igeren taze besi yeri
eklendi.

Flizyonun 12-14. giinii arasinda hiicrelerin klon biiyiikliiklerine gére HT igeren
besi yerine ge¢is saglandi.

Flizyondan sonra 3. haftadan itibaren ise hibritlerin normal besi yerine ne (%10
FBS iceren) gecisi saglandi.

Anti-Peptit Antikor Ureten Hibridomalarin Segilimi
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Flizyon sonrasi 10. giinde hibrit hiicre tespiti i¢in ters mikroskop ile taranarak tiim
plaklar tarandi, hibrit tespit edilen kuyular isaretlendi ve antikor yanitlar1 dolayli
ELISA ile kontrol edildi.

Bu islem 3 hafta iist iiste yapildi ve her hibrit en az 2 kere antikor yanit1 i¢in test
edildi.

Antikor titreleri yiiksek olan hibritler 6nce 24 kuyucuklu plaklara, sonra 6 kuyulu
plaga alinarak yedeklendi.

Secilen Hibridomalarin Ayristiriimasi

Antijenlere 6zgli antikor iireten hibrit hiicrelere yedekleme yapildiktan sonra
hiicre kolonisinde saflik saglamak amaciyla tek diisiirme islemi yapildi.

Segilen hibrit hiicreler her kuyuya tek hiicre diisecek sekilde bir seyreltildi ve
plaklara dagitildi.

Tek diisiirmeden 1 hafta sonra hibrit hiicre gézlenen kuyular antikor yaniti i¢in
dolayli ELISA ile test edildi ve yanit alinan hiicre tekrar tek diisiirme islemine tabi

tutularak hibrit kolonisinin tek bir klondan olusmasi saglanmis oldu.

Hiicrelerin Pasajlanmast ve Dondurulmast

Fo myeloma hiicreleri %10 ile %20 arasinda FBS ve %0,1 PSA iceren hiicre besi
yerinde biiyltiilerek, 37°C’de, %5 CO2 ve %95 nem kosullarindaki inkiibatorde
muhafaza edildi. Kiiltiir calismalarinda kullanilacak tiim biitiin sivi malzemeler
kullanim 6ncesi 37°C’ye 1sitildi. Hiicreler yasam alanlarinda %70’lik yogunluga
geldiklerinde alt pasajlama yapildi.

Hiicre pasaji i¢in oncelikle hiicre kiiltiir sisesindeki tist siv1 steril bir kaba alindi,
hiicre sisesi icine 1X PBS eklenerek ylizeye tutunan hiicreler kaziyici yardimiyla
nazikg¢e kaldirildi. Toplanan hiicreler 1250 rpm’de 5 dakika kadar santrifiij edildi.
Uste kalan s1v1 atild1 ve hiicre peleti %10 FBS iceren DMEM ile ¢oziilerek steril
kiiltiir siselerine ekildi.

Dondurma iglemi i¢in ise; hiicre kiiltiir sisesinden kaldirilan hiicreler 1X PBS ile
yikanip ve santrifiijle ¢coktiiriildiikten sonra %70 FBS, %20 DMEM, %10 DMSO
iceren ¢ozeltiye eklendi ve gece boyu -80°C’de bekletilerek uzun stireli muhafaza
igin siv1 nitrojen tankina kaldirildi. Her bir dondurma tiipiinde 1x10°-5x10° hiicre
olmasina dikkat edildi.

3.3. istatistiksel Analizler
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Tez galigmasi kapsaminda, tiim deneyler ii¢ tekrarl olarak yapildi. Veriler, GraphPad
Prism 5 (San Diego, CA) kullanilarak ANOVA testi ile analiz edildi ve p<0,05 olan
sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. LOD, LOQ ve r degerleri Microsoft Excel

veri analiz araglari ile hesaplandi.
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4. BULGULAR

4.1. Diagnostik Amach Anti-BoNT A Antikor Uretimi

Tez kapsaminda BoNT A tespitinde kullanilmak iizere anti-BoNT A antikorlarin
gelistirilmesi igin sentetik peptitler immiinojen olarak kullanildi. Oncelikli olarak BoNT A
proteininin her ti¢ etki alanina 6zgii olarak peptit sekanslar1 tasarlandi ve devaminda bu
peptitler bagisiklamada kullanilarak immiin yanit olusturmadaki etkinlikleri kargilagtirildi.
Sentetik peptitlerle yapilan calismalarda yiiksek antikor titresi olusturan fareler flizyon
islemine alinarak monoklonal antikor gelistirme ¢alismalarina dahi edildi. Bununla birlikte,
sentetik peptitlere alternatif olarak ticari olarak temin edilen BONT A rekombinant hafif

zinciri ile de bagisiklama ¢aligmalar1 yapildi.

4.1.1. Peptit Antijen Tasarim

BoNT A iki zincirli yapidadir. Hafif zincir norotoksin etkiyi gosterirken agir zincir
hafif zincirin sinir hiicrelerine tasinmasina yardimci olur. Agir zincir iki adet protein etki
alanindan olusur; reseptor baglanma bolgesi ve translokasyon bdlgesi. Reseptor bolgesi
sinir hiicrelerinin ylizeyinde bulunan reseptorlere toksinin baglanmasini saglarken
translokasyon bdlgesi toksinin hafif zincirinin sinir hiicrelerinin zarlarindan gecerek

sitoplazmaya ulasmasini saglar (Sekil 4.1).

437 Light chain (LC) 1
N
Cys430
l:ys454
c
448 (Hn) 872 873 (He) 1295

Sekil 4.1. Botulinum Norotoksin A’nin iki zincirli yapis1 (Turton, Chaddock, ve Acharya,
2002)

Yapilan ¢aligmalarda, nérotoksinin reseptor baglanma bdlgesi kesilerek sadece hafif
zincir ve translokasyon bolgesi oldugu durumlarda da sinir hiicrelerinin sitoplazmasina
ulastigr gosterilmistir. Hafif zincir ve agir zincirde bulunan her iki protein etki alani
immiinojen bolgeler igermektedir (Immune Epitope Database And Analysis Resource). Bu
sebeple BoNT A’nin norotoksin etkisininin ¢ikis yolu iizerinden yola ¢ikilarak her ii¢ etki
alani icin de peptit bolgesi secildi. Peptit dizayn edilirken izlenen basamaklar asagida
verildigi gibidir;
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1- Aday peptitler, literatiirde listelenen epitoplardan segildi (Zarebski ve ark., 2008)
(Tablo 4.1)

Tablo 4.1. Diagnostik Kullanim I¢in Peptit Segimi

Etki Alan1 Aa Sekansi Bolge
L GOQMQPVKAFKIHNKIWVIPERDTFTN 28-53
AVTLAHELIHAGHR 218-231
ALNDLCIKVNNWDLFFSPSEDNFTN 449-473
HN FFSPSEDNFTNDLNKGEEI 463-481
KGEEITSDTNIEAAEENIS 477-495
DYVKKVNKATEAAMFLGWV 589-607
GITNKCKMNLQDNNGNDIGFIGFHQ 1230-1254
He NKCKMNLQDNNGNDIGFIG 1233-1251
IGFIGFHQFNNIAKLVASN 1247- 1265
LVASNWYNRQIERSSRTLG 1261-1279
SRTLGCSWEFIPVDDGWGERPL 1275-1296

2- IEDB'deki epitop tahmin araglar1 kullanilarak tasarlanan epitoplarm dizileri,
secilen epitoplarla asagidaki gibi karsilastirilds;
i. IEDB'den "B hiicresi Epitop Tahmin Araglar1" segildi (Sekil 4.2)

|IEDB Analysis Resource

overview | T cetl Tools || B Cell Tools || Analysis Toots || Toots-api | [ 0 || IE Tools || |
B Cell Epitope Prediction Tools

B Cell Epitope Prediction
Prediction of linear epitopes from protein sequence

A %ullection of methods to predict linear B cell epitopes based on sequence characteristics of the antigen using amine acid scales
and HMMs.

Discotope - Prediction of epitopes from protein structure

This method incorporates solvent-accessible surface area calculations, as well as contact distances into its prediction of B cell
epitope potential along the length of a protein sequence.

ElliPro - Epitope prediction based upon structural profrusion
This method predicts epitopes based upon solvent-accessibility and flexibility.
Methods for modeling and docking of antibody and protein 3D structures
This page provides information on available methods for modeling and docking of antibody and protein 3D structures.

Structure Tools

& LYRA (Lymphocyte Receptor Automated Modelling):

The LYRA server predicts structures for either T-Cell Receptors lSTCR) or B-Cell Receptors (BCR) using homology modelling.
Framework templates are selected based on BLOSUM score, and complementary determining regions (CDR) are then selected if
needed based on a canonical structure model and grafted onto the framework templates.

@ : Tools under AR Labs which are experimental and are not quite ready for production yet They are intended for further research, updates and testing.

Sekil 4.2. immiin Epitop Veritabanindan “B cell Epitope Prediction Tools” Segilimi

ii. Algoritma olarak, "Protein dizisinden lineer epitoplarin tahmini", yontem olarak
ise “Bepipred Lineer Epitop Tahmini 2.0” secildi. BONT A i¢in UniProtKB-PODPI1

referans dizisi erisim numarasi kullanildi. BONT A'nin her bir protein alan1 i¢in FASTA'lar
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ayr1 ayri girildi ve bunlardan en muhtemel dogrusal epitop bdlgelerine sahip olan adaylar
kaydedildi (Tablo 4.2);

Tablo 4.2. immiinizasyonlar I¢in Segilen Peptitler

L HN HC

45-89 (45 aa) 464-494 (31 aa)
199-220 (22 aa) 751- 777 (27 aa)
137-147 (11 aa) 613-628 (16 aa)

1081-1096 (16 aa)
1225-1247(23 aa)

iii. Secilen epitoplarin sekanslari, Discovery Studio 4.0 Goriintiileyici ile BONT A'nin
(UniProtKB - PODPI1) kristal yapisi {izerinde goriintiilendi. 45-75 arasindaki L dizisi igin,
HN 470-495 ve HC 1230-1242 i¢in proteinin yiizeyinde en goriiniir epitoplar bulunmustur
(Sekil 4.3).

iv. Immiinizasyon i¢in optimal peptit uzunlugu 10-20 aa tortusu olarak kabul edildi,
bu nedenle Tablo 4.3’de gosterilen peptitler sentez igin seg¢ildi. Segilen peptitler, Gen
Script'ten >%85 saflik ile tasiyict proteinlere bagh bir formda (BSA, KLH ve OVA
proteinlerine) satin alindi ve BSA'ya baglh olan peptitlerle fare bagisiklamalar1 yapildi.

Sekil 4.3. Botulinum Nérotoksin A Epitop Segiminin U¢ Boyutlu Modeli (Mavi; L 45-75,
Yesil; HN 470-495, Kirmizi; HC 1230-1242
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Tablo 4. 3 Segilen Peptitlerin Amino Asit Dizisi

Peptit Ad1 | Bolge Sekans* Uzunluk (aa) Konjugat
P1 L C-PEEGDLNPPPEAKQ 54-67 (14+1 aa) BSA
P2 HN | NDLNKGEEITSDTNC-C | 473-487 (15+1 aa) BSA
P3 HC QGITNKCKMNLQ-D 1229-1241 (13 aa) BSA

*: Yesil ile belirtilen aa’ler muhtemel konjugasyon yeri

4.1.2. Peptitlere Spesifik Antikor Uretim Calismalar

Tez kapsaminda sentetik peptitler kullanilarak BONT A norotoksinine 6zgii antikor
tiretilmesi hedeflendi ve bu amaca yonelik olarak BoNT A’ya 6zgii sentezlettirilen sentetik
peptitlerle fare immiinizasyonlar1 gergeklestirildi.

Antikor iiretimi i¢in hibridoma teknolojisi kullanildiginda farkli 6zellik ve yapida
cesitli adjuvan secenekleri bulunmaktadir ancak kesfedildiginden beri Freund’un tam
adjuvan1 (Freund, 1956; Freund, Casals , & Hosmer, 1937; Freund & McDermott, 1942)
iiretiminde en etkili bulunan ve en yaygin olarak kullanilan adjuvandir. Freund’un tam
adjuvani, bagisiklik uyarici yetenegi ile diger adjuvanlara karsi {istiinliik ortaya
koymaktadir (Stills, 1991). Yiiksek immiin sistem uyarici 6zelligi ve humoral yanitin
indiiklenmesinde giicii sebebiyle s6z konusu adjuvanla immiinizasyon yapilan deney
hayvanlarinda immiin cevabin ¢ok uzun siireler korundugu bilinmektedir (Lindblad, 2000).
Bu sebeple adjuvan olarak Freund adjuvani secildi ve immiinizasyon ¢aligsmalarinda sekiz
haftalik erkek BALB/C fareleri kullanildi. Peptit immiinizasyonlarinda grup basina 4 adet
fare sirasiyla P1-BSA, P2-BSA ve P3-BSA peptitleriyle 75 ug peptit/fare olacak sekilde ve
rekombinant hafif zincir immiinizasyonlarnda (Novus Marka 4489-ZN-010 katalog
numarali rekombinant ndrotoksin hafif zinciri) ise 3 adet fare 1,5 pg peptit/fare olacak
sekilde fareler 2 hafta araliklarla immiinize edildi. Ilk enjeksiyon dozunda tam Freund
adjuvani kullanildi, sonrakilerde ise dozlar eksik Freund adjuvani i¢inde hazirlandi. Her
bagisiklamadan sonra 10. giinde farelerden kan alimi yapildi ve serumlar santrifiijleme
yoluyla toplandi. immiinize edilen farelerin antikor yanitlarmi belirlemek iizere farelerden
alinan serumlar P1 ve P2 peptitleri icin KLH’a bagl peptit kaplanmis plaklarda, P3 peptiti
icin ise OV A’ya bagli peptit ile kaplanmus plaklarda dolayli ELISA ile test edildi.

Peptitlerle yapilan immiinizasyonlarin antikor yanitlar1 degerlendirildiginde (Sekil
4.4, Sekil 4.5 ve Sekil 4.6) fare serumlarindaki her peptit i¢in antikor titrelerinin dérdiincti
bagisiklamadan sonra ¢ogunlukla zirveye ulastigi goriildii. Peptitlerle bagisiklanan her bir
grup detayli incelendiginde 4. immiinizasyon sonunda, sirasiyla P1-BSA ile bagisiklanan
grupta 3 no’lu farenin, P2-BSA ile bagisiklanan grupta 4 no’lu farenin, P3-BSA ile
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bagisiklanan grupta ise 3 no’lu farenin digerlerine gore yiiksek antikor yaniti verdigi
belirlendi (Sekil 4.4, Sekil 4.5 ve Sekil 4.6).
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Sekil 4.4. P1-BSA Ile immiinize Edilen Farelerde Antikor Olusumunun Izlenmesi
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Sekil 4.5. P2-BSA Ile immiinize Edilen Farelerde Antikor Olusumunun Izlenmesi
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Sekil 4.6. P3- BSA Ile Immiinize Edilen Farelerde Antikor Olusumunun Izlenmesi

Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, tasarlanan sentetik peptitlerle yapilan
bagisiklama ¢alismalarinda 4. immiinizasyon sonrasi farelerde yiiksek bir antikor titresi
gelistigi gorildi. Bu sonug biyoinformatik araglarla B hiicresi antijenik belirleyicilerine
Ozgii tasarlanan ve BSA ile bagli formda temin edilen her ii¢ sentetik peptidin de immiin
sistemi indiiklemede basarili oldugunu gosterdi.

Calismanin devaminda immiinojen olarak kullanilan sentetik peptitlere karsi
digerlerine gore daha yiiksek diizeyde antikor cevabi verdigi belirlenen 3 fare ile
baslanarak ¢ok sayida fiizyon calismasi yapildi. Antikor titreleri yeterli bulunan fareler
flizyon Oncesi son kez intravendz olacak sekilde hatirlatma dozuna tabii tutuldu. Hatirlatma
islemi adjuvansiz ve normalde kullanilan antijen miktarmin yaris1 kullanilarak
gerceklestirildi. Her ti¢ grupta da, peptitlere karsi bagisiklanan fare serumlarmin toksin
standardina kars1 yamitlar1 dolayli ELISA ile kontrol edildiginde 405nm’de absorbans
degerlerinin 0,7°den biiyiik oldugu gériildii (standart olarak low std kullamilmus, 1/10™
olarak diliie edilmistir, kullanilan fare serumlar1 1/107 diliie edilmistir). Bu sebeple her ii¢
grupta da ferelerin biiylik ¢ogunlugu sirasiyla fiizyon islemine alindi. Gergeklestirilen
flizyonlarin detaylar1 Tablo 4.4’de sunulmaktadir.

Fiizyon calismalarinin bir kisminda hibrit olusumunda sikintilar yasansa da
cogunlukla c¢ok sayida hibrit hiicre elde edildi. Bununla birlikte s6z konusu hibrit
hiicrelerin tek diisiirme (klonlama) ve c¢ogaltma calismalar1 devam ederken es zamanl
olarak hibrit hiicrelerin iist sivilar1 kullanilarak antikorlarmin BoNT A standartlari ile
dolaylt ELISA testleri yapildi. Elde edilen sonuglara gore tez ¢aligmalar1 kapsaminda
yapilan flizyon islemlerinden toksin standartlari ile etkilesim veren bir hibrit elde
edilemedi.
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Tablo 4.4. Peptitlerle Bagisiklanan Farelerle Gergeklestirilen Fiizyonlarm Incelenmesi

Fiizyon Taramalar
Antijen | Fare D,.alak, F"/,Palal,( Hibrit | Aktif Hiicre| mAb Ureten
Hiicresi Fo Sayisi Hiicresi .
Sayisi Oram Sayisi Sayisi Hiicre Sayis1
P1 1 470x10° 120x10° 1:3 253 47
P1 2 420x10° 140x10° 1:3 421 10
P1 3 375x10° 125x10° 1:3 383 22
P1 4 450x10° 150x10° 1:3 345 34 Hibritler
5 5 _ standardi
P2 1 475x10 120x10 1:3 367 31
tanimadi.
P2 3 375x10° 125x10° 1:3 557 25 Fiizyon
Sonlandirildi
P3 1 480x10° 160x10° 1:3 478 17
P3 2 380x10° | 130x10° 1:3 356 28
P3 3 255x10° 70x10° 1:3 417 23
P3 4 375x10° | 125x10° 1:3 298 38
1.3. Bo afif Zincire Spesifik Antikor Uretim Cahsmalar
4.1.3 BoNT A Hafif Z Spesifik Antikor Uret | 1

Tez kapsaminda sentetik peptitlere alternatif olarak Novus Marka 4489-ZN-010

katalog numarali rekombinant n6rotoksin hafif zinciri de fare immiinizasyonlarinda antijen

olarak kullanildi. 3 adet fare 4 kere 2 haftalik araliklarla fare basma 1,5 ug olmak iizere

immiinizasyon calismalar1 gergeklestirildi. Aliman serumlar antikor yanitlarina dolayh

ELISA ile degerlendirildiginde farelerde yanit olusmadig goriildii (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. BoNT A Rekombinant Hafif Zincir ile Bagisiklanan Farelerde Antikor
Olusumunun Izlenmesi

4.2. Toksin Yapisinin incelenmesi

4.2.1. BONT A Standardi ile Yapilan Calismalar

Ozellikleri Tablo 4.5°de verilen BONT A standartlar1 HSGM’den liyofilize halde
temin edildi.

Tablo 4.5. HSGM’den Temin Edilen Toksin Standartlari

Standart Ad1 Konsantrasyon Lot
Low Std
BONT A 0,81 ng/ul 110221-41074
Med Std
BONT A 4,4 ng/ul 110220-41078

Low Std BoNT A, giimiis boyama ve western blotlama ile gosterimi saglandi (Sekil
4.8). [k olarak 10 ng BoNT A, I mM DTT varliginda 95°C'de 10 dakika denatiire edildji,
%10 SDS jel iginde yiiriitiildii ve glimiis boyama (Serit 3) ile gosterildi. Daha sonra, 0,8 ng
BoNT A I mM DTT varliginda 95°C'de 10 dakika denatiire edildi, %10 SDS jelde
ylriitiildii ve PVDF membrana aktarilarak ve anti-Tavsan pAb (1/500) ile bekletildi.
Giimiis boyama ile toksinin gosterimi saglanirken, Western Blotlama ile de ticari bir
antikora (anti-BoNT poliklonal antikorun) baglanabildigi kanitland.
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Sekil 4.8. SDS-PAGE'i takiben Western blotlama yoluyla antikor baglanmasi: SDS-
PAGE'i takiben Western blotlama ile antikor baglanmasa. 1. serit; Isaretleyici. 2. serit; 0,8
ng BONT A, 1 mM DTT varliginda %10 SDS-jelleri {izerinde elektroforezlendi ve 1/500
TBS seyreltilmis anti-BoNT A tavsan pAb ile membran problandi. 3. serit; Glimiis boyama
ile tespit edilen 10 ng BoNT A. Kirmizi, yesil ve mavi oklar sirasiyla 50 kDa BoNT A
(LC), 100 kDa BoNT A (HC), 150 kDa holotoksin'i temsil eder.

4.2.2. Ticari Antikorlarin Toksin Standardi ile Etkilesimi

Ticari antikorlarm toksin standartlar: ile etkilesiminin degerlendirilmesi igin dolayli
ELISA yapildi. Yalmzca Low std kullanilarak yapilan ¢alismada, toksin standard1 15 kat
seyreltilmis olmasina ragmen AnNti-BoNT pAb antikoruna karsi 405 nm’de alinan
absorbans degerinde (ortalama olarak 1,8) ciddi bir degisiklik goériilmedi ve standardin
daha fazla seyreltilerek ¢alismanin tekrarlanmasina Karar verildi. Ote yandan calismada
ticari Anti-BoNT LC monoklonal antikorunun toksin standardi ile etkilesime girmedigi
gozlendi. Ticari Anti-BONT LC mAb’mn rekombinant hafif zincire karsi yapilmis
monoklonal bir antikor olmasi sebebiyle rekombinant formda baglandig1 epitopun toksin
standardinin dogal yapili formunda yiizeyde bulunmayabilecegi degerlendirildi (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Toksin Standardinin Ticari Antikorlar ile Etkilesiminin Degerlendirilmesi

BoNT A epitopik bolgelerine karsi iiretilen anti-peptit antikorlarinin ve ticari pAb’n,
dogal yapili BoNT A ile hangi konsantrasyonda etkilesim gosterdiginin incelenmesi
amaciyla BoNT A konsantrasyonunun fare serumlarma karsi titre edildigi ELISA
protokolii uygulandi. BONT A Low std (0,81 ng/ul) 1x10™ ve 1x107 arasinda seyreltildi ve
7 farkli konsantrasyonda ELISA plagma kaplama yapildi ve P2-BSA ile bagisiklanan
farelerden rasgele segilen 1 ve 2 no’lu farelerin 5. immiinizasyon sonrasinda alinan
serumlar1 1/10° olarak seyreltildi ve Anti-BoNT A pAb ticari antikoru 400 ng olacak
sekilde kuyulara eklendi (Tablo 4.6). Sekil 4.10°da verilen grafikte fare serumlarinin ve
ticari poliklonal antikorun ELISA testi sonucu standart toksine karst verdigi antikor
yanitlar1 goriilmektedir.

Tablo 4.6. BONT A Low Std’nin Fare Serumlar1 ve anti-BONT A pAb ile Yapilan ELISA
Analizi

Fare 1 Serumu Fare 2 Serumu Anti BoNT A pAb PBS

1x10 | 2,416]2,317[2,295| 2,55(2,471]2,546 | 1,794 ] 1,754 1,768 0,244]0,211] 0,201
1x102| 2,289 | 2,21| 2,27 2,43(2,316]2,486| 1,718 1,752 1,745 0,251]0,213{ 0,206
BoNT A 11x10%[ 2,118 2,061 | 2,226 2,185 2,234 | 2,012 | 1,643 | 1,621 1,522] 0,193 | 0,165 | 0,186

(0'8;;?”') 1x10°[ 1,115] 1,04]1,134]1,235|1,265|1,221]0,941[0,923[0,912| 0,177 0,194 0,182
5
Diliisyonu | 1X10°| 0.75] 0,54]0,6640,738] 0,54|0,6840,621] 0,548 | 0,584 0,158] 0,167 [ 0,154

1x10°| 0,331 0,339 | 0,342 [ 0,382 | 0,391 | 0,386 | 0,211| 0,198 | 0,184 | 0,154 | 0,167 | 0,148
1x10"| 0,484 | 0,453 0,468 | 0,48| 0,37|0,364|0,154|0,164|0,143|0,152|0,164 | 0,182
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Sekil 4.10. P2-BSA ile Bagisiklanan 1 ve 2 No’lu Fare Serumlar1 ile anti-BoNT A pAb’in

Toksin Standard: Ile Etkilesiminin Degerlendirilmesi (fare serumlari 1/10* olarak
seyreltilmis, pAb 400 ng olarak kullanilmustir)

Sekil 4.10°da verilen sonuglar incelendiginde, 405 nm’de alinan optik yogunluk
(OD) olglimlerine gore anti-P2 antikorlarmin tespit limiti (LOD) 17,06 pg/mL,
kantifikasyon limiti (LOQ) 51,71 pg/mL ve grafigin korelasyon katsayisi (r) 0,57 (orta
derecede korelasyon anlamina gelir) olarak hesaplandi (Sekil 4.10). OD 1'in altindaki
absorbans degerleri goz ardi edildiginde, peptitlere kars: bagisiklanan farelerin serumunda
gelistirilen antikorlarin, 0,81x10™ ng/ul yogunlugunda BoNT A standard: ile etkilesim
gosterdigi bulundu. Konsantrasyonu 0,81 ng/ul olarak bilinen BONT A Low-Std 1x10° kat
seyreltilene kadar fare serumlarinin absorbans olgtimlerinin birbirlerine yakin oldugu,
1x10° kat seyreltme sonrasinda ise absorbans degerlerinin diismeye basladigi gozlendi. Bu
sonug, ELISA plagina yapilan kaplama igin 1/ 10° oraninda seyreltmenin yeterli oldugunu,
bundan daha az seyreltilmis konsantrasyonlarda ise ylizeye yapilan antijen kaplama
miktarinda doygunluk gerceklestigi icin dogru sonuclar alinamayacagini gostermektedir.
Ote yandan standardin 1/10° diliisyonunda fare serumlar1 ile etkilesimi incelendiginde
toksinin 0,81x10° ng kadar az bir miktarmm bile fare serumlar1 ile etkilesim gosterdigi
bulundu. Boylelikle toksin standardi ile fare serumlarinin pg seviyelerinde etkilesiminin
gosterimi saglandi. Buna ek olarak fare serumlar1 ve ticari pAb’m BONT A standardi
etkilesimleri ayr1 ayr1 incelendiginde ve absorbans degerleri kiyaslandiginda fare serumlari
ile BONT standardi arasindaki etkilesiminin absorbans degerlerinin daha yiiksek oldugu

goriildii. Ticari antikorun konsantrasyonun bilinmesi ve 400 ng olarak ELISA kuyularina
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yiklenmesi, fare serumlarmin ise konsantrasyondan bagimsiz olarak 1/1000 olarak
seyreltilerek kullanilmasi dogru bir karsilastirma yapilmasina mani olsa da fare serumlarin
tavsan orijinli ticari poliklonale gore saf olmamasi baglanma potansiyelinin daha yiiksek

olduguna isaret etmektedir.

Fare serumunun toksin ile etkilesim yaptig1 konsantrasyon araliginin belirlenmesine
miiteakip, PI1-BSA, P2-BSA ve P3-BSA'ya kars1 gelistirilen antikor yanitlarini
degerlendirmek amaciyla ELISA yapild: (Sekil 5). P1, P2 ve P3 ile bagisiklanan farelerin
5. immiinizasyon serumu 1/1000 oraninda seyreltildi ve sirasiyla 0,81x10° pg/mL BoNT
A, 0,81x10™ pg/mL BoNT A, 100 ng KLH ile bagh peptit ve PBS ile kaplanmis ELISA
plakalarina ilave edildi. P1, P2 ve P3 kullanilarak olusturulan anti-peptit antikorlarinin,
hem KLH’a bagl peptitlerle hem de dogal yapili BONT A ile etkilesime girdigi Sekil 4.11,
Sekil 4.12 ve Sekil 4.13’de verilen grafiklerde gosterildi.

3-
3 P1(100ng)
B BoNT A Std (0,81x10™ ng)
T | = BoNT A Std (0,81x10™ ng)
& 2+ B
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Fare 1 Fare 2 Fare 3 Fare 4

Sekil 4.11. P1-BSA ile bagisiklanan fare serumlarinin standart toksin ile etkilesimi
(serumlar 1/10° oraninda seyreltilerek kullanilmustir)
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Sekil 4.12. P2-BSA ile bagisiklanan fare serumlarmin standart toksin ile etkilesimi
(serumlar 1/10° oraninda seyreltilerek kullanilmustir)
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Sekil 4.13. P3-BSA ile bagisiklanan fare serumlarmin standart toksin ile etkilesimi
(serumlar 1/10° oraninda seyreltilerek kullanilmustir)

Grafiklerden de anlasilacag: iizere, anti peptit antikorlarinin toksin standard: ile
etkilesimi incelendiginde absorbans degerlerinin peptitlerin kendileri ile etkilesiminin
absorbans degerlerine genel olarak yakin oldugu goézlendi. P1-BSA ile bagisiklanan fare
grubunda 1 nolu fare ve P3-BSA ile bagisiklanan farelerden 4 nolu farenin peptit ile
etkilesiminin absorbans degeri, toksinle etkilesiminin absorbans degerinin yaklasik olarak
2 kat1 kadar olsa da hem P1 hem de P3 fare gruplarinda peptitlerle bagisiklanan diger
farelerde olusan antikor yanitlarmin toksin ya da peptitlerle etkilesiminin absorbans

Ol¢timleri degerlendirildiginde ortalama 0,2 kadar fark oldugu goriildii.
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5. TARTISMA

Tez ¢alismas1 kapsaminda, bilinen en tesirli toksin olan BONT un A serotipine karsi
antikor gelistirme c¢aligmalarinda sentetik peptitler kullanilarak, peptitlerin immiinojen
olarak toksinlere kars1 antikor liretiminde sagladig1 yararlarin ortaya konulmasi hedeflendi.
BONT A'ya 6zgii peptitlere karsi antikorlar olusturulmasiyla bu antikorlarin dogal toksine
kars1 etkilesimin kabiliyetinin degerlendirilmesi, boylelikle protein yapili toksinlere karsi
antikor gelistirme ¢alismalarinda kullanilan toksin miktarinin azaltilmas1 amaglandi.

Peptitler, kesfedildiklerinden beri immiinolojide antikorlarin yakimn arkadasi oldular.
Peptitler, bir taraftan proteinlerin bilesiminin ve yapisinin anlasilmasimi kolaylastirirken,
diger yandan da B hiicresi 6zgulliigii, gelisimi, antijen sunumu ve T hiicresi 6zgilliigl ve
gelisimi, dolayistyla da antikor 6zgiilliigli ve biyosentezinin molekiiler biyolojisini desifre
etmek i¢in 6nemli bir reaktif oldu. Molekiiler biyoloji ¢alismalarinin 6nemli birer pargasi
haline gelen peptitler ve peptitler kullanilarak iiretilen peptit antikorlar1, tipk1 dogal yapili
proteinlere karsi gelistirilen antikorlar gibi teshis, tespit ve tedavi sistemlerinin 6nemli
birer par¢asi haline geldiler (Trier, Hansen, ve Houen, 2019).

Geleneksel antikorlar ile peptit antikorlar1 birbirlerinden temel olarak, asilama i¢in
kullanilan immiinojen noktasinda ayrilir. Peptit antikorlar1 kiigiik molekiiler farkliliklar
olsa bile herhangi bir peptide yoOnlendirilebilir, bu da onlar1 geleneksel antikorlarin
karsisinda giiglii bir rakip yapar (Kao ve Hodges, 2009). Buna ek olarak, sentetik peptitler
immiinojen olarak kullanildiginda, proteinlerin kendilerinin antijen olmasi durumunda
kontrol edilmesi olduk¢a zor olan post translasyonel modifikasyonlara, korunmus
bolgelere, hiicre i¢i veya ekstra hiicresel alanlara, bolinme bélgelerine, etiketlere ve
Ozellikli yapilarina yonelik antikor gelistirilmesi miimkiin olur (Trier ve Houen, 2017).
Skovbjerga ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada deamide gliadin peptidine kars1 monoklonal
peptit antikoru tretmislerdir. Bu antikor, peptidi yalnizca deamide edildiginde tanir
(Skovbjerg, Koch, Anthonsen, ve Sjostrom, 2004). Benzer sekilde Otvos ve arkadaslari
yaptiklar1 ¢aligmada ise p53'iin birincil fosforilasyonunu analiz ederken, birincil olarak bir
mono-fosforile veya fosforile olmayan peptit lizerinde ¢ift fosforile bir peptidi taniyan bir
monoklonal peptit antikoru gelistirmislerdir (Otvos ve ark., 1998). Daha da 6nemlisi, peptit
immiinojenler ile gelistirilen antikorlar, yiiksek 0zgilligii olan dogal ve denatiire
proteinleri taniyabilir ve hatta saflastirilmasi ve geleneksel antikor iiretiminde kullanilmasi
zor olan toksik veya tehlikeli proteinlere yoOnlendirilebilir (Gant, 2002). Basiri ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada (Basiri, Mousavi, Basiri, ve Rasooli, 2010) BoNT
serotip A ve E’ye kars1 rekombinant as1 gelistirmek amacl her iki serotipten antijenik
determinantlar igeren bir c¢oklu antijenik polipeptit (MAP) tasarlanmig ve fare
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bagisiklamalar1 bu ¢oklu sentetik peptitle yapilmistir. Gelistirilen anti-MAP fare poliklonal
antikorlarmm BoNT A ve BoNT E holotoksinlerini tanidig1 gosterilmistir. Ote yandan,
Alvarenga ve arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢aligmada ise immiinojen olarak Tityus
serrulatus tiirti akrebin zehirinin ana 6limciil bileseni olan toksin TsIV'nin tiim amino asit
dizilerini kapsayan, sabit boyutta, iist liste binen peptit setleri kullanilmistir. Boylelikle,
akrep toksinlerinin aa dizisinden tiiretilen peptitler kullanilarak, ayni kokenli zehri
notralize edebilen anti-peptit antikorlarmin {retilmesi ve anti serumlarm Kkolay
hazirlanmasi i¢in alternatif bir strateji sunulmustur (Alvarenga, Diniz, Ganier, ve Chavez-
Olortegui, 2002).

Ozet olarak, peptitlerin immiinojen olarak kullanilmas1 durumunda antijenik hedefin
iyi tanimlanmigs olmasi avantaji sayesinde, gelistirilen anti-peptit antikorlarin yiiksek
Ozgiillik ve afiniteye sahip oldugu bildirilmistir. Boylelikle, peptitlerin immiinojen olarak
kullanilmas1 sadece immiinolojik arastirma yaklasimlar1 i¢in degil ayn1 zamanda klinik
tanilar i¢in de glg¢lii bir ara¢ haline gelmistir. Hali hazirda sentetik peptitler kullanilarak
uretilen antikorlar immiin-¢6keltme (IP), sandvi¢ deneyler, immiin blotlama,
immiinositokimya ve immiinohistokimya (IHC) gibi ¢esitli immiin analizlerde
kullanilmaktadir. Peptit antikorlari, teshis alaninda enfeksiyon ve hastaliklarin teshisine
yardimc1 olmak, kesin miktar tayini yapmak veya belirli bir maddenin varhigini belirlemek
veya yerini belirlemek i¢in ¢esitli tahlillerde kullanilir (Trier ve ark., 2019).

Tez kapsaminda yapilan calismalar ile sentetik peptitlerin antikor gelistirmedeki
avantajlar1 kullanilarak toksinlere karsi antikor gelistirme calismalarinda peptitlerin
toksinlerin yerine gegebilmesi, boylelikle toksine maruziyetin azaltilmasi hedeflendi.
Yapilan ¢alismada hedef molekiil olarak BoNT serotip A se¢ildi. BONT A’nin her ii¢ etki
alan1 da immiinojenik bolgeler icerdigi bilinmektedir (Vita ve ark., 2019). Bu nedenle, ilk
olarak literatiirde daha 6nceden tanimlanmis olan BoNT A’ya 6zgii B hiicresi epitoplari
(Zarebski ve ark., 2008) arasindan toksinin yiizeyinde bulunan ve birbirine en uzak
bolgeler diagnostik epitop bolgesi aday1 olarak belirlendi. Sentetik peptitlerin sekanslarmin
belirlenmesinde B hiicre epitoplarmin secilmesinin nedeni B hiicrelerinin antikor
tretiminin ana hiicreleri olmasi, T hiicrelerinin ise hiicre bazli toksisite ve kompleman
aktivasyonundan sorumlu olmasidir. Bununla birlikte, B hiicresi epitoplar1 dogrusal ya da
konformasyonel (siireksiz) olabilir ve genellikle ¢ogu antijenik epitop ailesinde
konformasyonel epitoplar ¢ogunluktadir (Ramana ve Mehla, 2020). Tasarlanan peptitlerin
dogrusal olmasi ve proteinin yiizeyinde bulunmasi ile bu peptitleri kullanarak gelistirilecek
olan anti-peptit antikorlarin toksinin dogal yapili formuyla etkilesime girme olasilig1 artar.
Bu sebeple peptit tasarim asamasinda dogrusal B hiicre epitoplar1 aranirken,
konformasyonel olanlar g6z ardi edildi.

Zarebski ve ark. (Zarebski ve ark., 2008) tarafindan listelenen BoNT A’ya ait B

hiicre epitoplarmdan segilen aday sekanslar, Immiin Epitop Veritaban1 web sayfasinda
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bulunan epitop tahmin araglar1 kullanilarak tasarlanan epitoplarin dizileri ile karsilagtirildi
ve en muhtemel dogrusal epitop bdlgelerine sahip olan adaylar kaydedildi. Secilen
epitoplarin sekanslari, Discovery Studio 4.0 Goriintiileyici ile BONT A'nin (3BTA, PDB
Veri tabani) kristal yapist iizerinde goriintiilendi. BoNT A hafif zincir (LC) i¢in 45-75
arasi, agir zincir translokasyon bolgesi (Hyn) icin 470-495 arasi ve agir zincir reseptor
baglama bolgesi (Hc) igin ise 1230-1242 arasi proteinin ylizeyinde en goriiniir epitoplar
olarak bulundu.

Peptit tasarmmi yaparken bazi kurallarm goz oniinde bulundurulmasi gereklidir.
Peptidin uzunlugu, yiiksek immiinojenisite i¢in cok énemlidir. Immiinizasyon i¢in optimal
peptit uzunlugu 10-20 aa olarak kabul edilir; 7 aa’den kisa peptitler bir bagisiklik tepkisini
indiiklemek i¢in yetersiz kalirken 20 aa’de daha uzun peptitler yeni bir 3D konformasyon
benimseyerek bozulmamis proteindeki orijinal konformasyonu yansitamaz. Optimum
uzunluk sinirlart icinde olsalar bile, peptitler hala bir tasiyici protein olmadan zayif
immiinojenlerdir. Bir bagisiklik tepkisini indiiklemek i¢in, tasiyict proteinler MHC Sinif 11
veya T-hiicresi reseptor epitoplar1 saglarken, peptitler B hiicresi belirleyicileri olarak
hizmet eder (Hancock DC, OReilly NJ., 2005).

Peptitlerle tastyici proteinlerin konjugasyonu icin de dikkat edilmesi gereken
hussuslar vardir. Tasiyict proteinleri peptitlere baglamak i¢in serbest amino, karboksilik
asit veya stilfhidril gruplarmna ihtiya¢ vardir. Normalde konjugatlar, peptidin N-terminaline
ve C-terminaline veya varsa sistein (C) kalmmtilarina eklenebilir. Yan zincirde NH2 (lizin,
asparajin) ve COOH (aspartik asit, glutamik asit) gruplar1 igeren amino asitlerin varligi
veya peptit dizisinde birden fazla C bulunmasi, rastgele konjugasyon konumuna ve
peptidin 3D yapisinda bozulmaya neden olabilir (Grant, 2001).

Bu bilgilere dayanarak, oncelikli olarak P1 ve P2 20 aa'dan daha uzun oldugu i¢in
daha da kisaltildilar. Her ti¢ peptit de K, D ve E aa’lerini i¢erdiklerinden ne N-terminali ne
de C-terminali konjugasyonu bu peptitler i¢in uygun goriilmedi. P1'in N-terminaline ve
P2'nin C-terminaline C kalintis1 eklenerek, peptitlerin 3D yapisin1 bozmamak ig¢in bu
peptitlerde C kalintis1 aracilifiyla konjugasyon gerceklestirildi. Ote yandan P3, C
terminaline yakin bir D artig1 igerdiginden, bir C terminal konjugasyonu yapilmasina karar
verildi. Bu durumda, konjugenin D'nin yan zincirindeki COOH'ye mi yoksa C terminali
COOH'ye mi eklendigine bakilmaksizin, konjugenin C-terminalinde olmasi saglandi ve
peptitler Tablo 4.3’te goriilen son hallerini aldilar. B, E ve F gibi insanlarda botulizme
neden olan diger Botulinum serotiplerinin (UniProt ID'leri swrasiyla P10844, Q00496,
A7GBG3) FASTA'ar1 incelendiginde segilen peptit dizilerini igermedigi goriildii. Secilen
peptitler, Gen Script'ten > %85 saflik ile bagh bir formda (BSA, KLH ve OVA

proteinlerine) satin alind1 ve BSA'ya konjiige edilenlerle fare bagigiklamalar1 yapildi.
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Devam eden bagisiklama c¢aligmalari tasarlanan peptitlerin immiin sistemi indiikleme
noktasinda basarili oldugunu gosterdi. Peptitlerle yapilan bagisiklama sonucu olusan anti-
peptit antikorlarinin ise dogal yapili toksin ile piko gram seviyelerinde etkilesime girdigi
bulundu. Buna ek olarak, gelistirilen fare poliklonal ile ticari tavsan poliklonal
kiyaslandiginda, fare poliklonal antikorlarin daha basarili oldugu goriildi. Boylelikle hem
ilk kez BoNT A’ya 6zgii peptitlere karsi liretilen antikorlarin dogal yapili toksin ile yiliksek
afinite ile baglamasinin miimkiin oldugu hem de s6z konusu etkilesimin mevcut ticari
antikorlara kiyasla daha gii¢lii oldugu gosterildi.

Daha once farkli gruplar tarafindan BONT A'ya kars1 yiiksek afiniteli mAb'lar ve
pAb’lar gelistirilmistir. Ancak bunlarn ¢ogu, BoNT’un holotoksin formu, toksoide
donitistiiriilmiis hali veya bir rekombinant formu immiinojen olarak kullanilarak elde edilen
antikorlardir (Chiao, Wey, Shyu, ve Tang, 2008; Sharma, Ferreira, Eblen, ve Whiting,
2006; Stanker ve ark., 2008). Sharma ve arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢alismada BoNT
serotip A, B, E ve F norotoksin kompleksleri saf halde immunojen olarak kullanilmis ve
tavsan, at ve kegide poliklonal antikorlar gelistirilmistir. Gelistirilen antikorlarin DIG ile
isaretlenerek hassasiyetlerinin artirildigi bir ELISA testinin tasarlandigi ¢alismada BoNT A
icin 60 pg/ml, BoNT B i¢in 176 pg/ml, BoNT E i¢in 163 pg/ml ve BoNT/F i¢in 117 pg/ml
hassasiyet saptanmistir (Sharma ve ark., 2006). Ote yandan Stanker ve arkadaslar1 BONT
A’nin toksoid halini kullanarak 4 adet yiiksek afiniteli monoklonal antikor gelistirmis ve 2
pg/ml toksin yakalama hassasiyetine ulagsmistir. Bu ¢alismalarin yanisira diagnostik amagli
olmasa da Basiri ve arkadaslar1 tarafindan (Basiri ve ark., 2010) peptit immiinojenler
kullanilarak BoNT A ve E’ye kars1 antikorlar gelistirilmistir. S6z konusu ¢alismada BoNT
serotip A ve E’ye 0zgii antijenik determinantlar i¢eren bir ¢oklu antijenik polipeptit (MAP)
ile fare poliklonal gelistirilerek her iki holotoksinle de etkilesimi gosterilmis ancak
hazirlanan anti-MAP antikorlarmin toksinlere karsi aviditesi MAP icin olandan onemli
Olciide diisiik oldugu belirlenmistir.

Simdiye kadar yapilan ¢alismalar 1s1g1nda, tez kapsaminda diagnostik amacli sentetik
peptitler kullanilarak gelistirilen anti-BONT A fare poliklonal antikorlarmnin ilk defa dogal
yapili toksin ile pg seviyelerinde etkilesim gosterdigi ve ticari tavsan poliklonal
antikorlardan daha basarili oldugu bulunmustur. Sentetik peptitler immiinojen olarak
kullanildiklarinda immiinizasyonlar tek cesit peptit ile gergeklestirildiginde elde edilen
poliklonal anti serumun genellikle bir monoklonal antikor kadar spesifik oldugu
bildirilmistir. Ornek olarak, Lagatie ve arkadaslar1 tarafindan yapilan c¢alismada
polyomaviriise karsi tek tip sentetik peptitle immiinizasyon yapilarak hiper immiin serum
gelistirilmistir (Lagatie, Tritsmans, ve Stuyver, 2015). Tez kapsaminda her ii¢ peptide kars1
gelistirilen fare poliklonal antikorlarin pg seviyelerinde hassasiyet gdstermelerinin secilen
her {i¢ peptidin de bagigiklama ¢aligmalarinda ayri ayri kullanilmasi ile iligkili oldugu
goriilmektedir.
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Sentetik peptitler, ¢ogu durumda c¢ozelti icinde rastgele bir yapiya sahip olan
dogrusal amino asit dizileridir. Anti-peptit antikorlar1 tiretmek zor olmasa da, antikorlarin
peptitte bulunan ayni1 aa dizisini igeren bir proteini tanimasi zorunlu degildir. Bunun
gerceklesmesi igin, proteindeki aminoasitlerin, sentetik peptitte bulunana benzer bir sekilde
antikora yonlendirilmesi gerekir. Bu genellikle proteinin ii¢ temel 6zelligini gerektirir;
sekansin ¢oziiciiye maruz birakilmasi, dizinin siirekli bir amino asit dizisi olmasi ve antikor
popiilasyonu tarafindan tanmmaz hale getiren daha yiiksek swrali bir yapiya sahip
olmamasidir (Gant, 2002). Bu sartlara ek olarak, sentetik peptitlerle yapilan bagisiklama
calismalarmm mAb’dan ziyade pAb gelistirmeye daha uygun oldugu da bildirilmistir.
Aslinda sentetik peptitler, tastyic1 proteinlerle birlikte antijen olarak sunuldugunda bazi
problemler ortaya ¢ikarir. Ozellikle bu tiir antijenlerle monoklonal antikorlarm
gelistirilmesi istendiginde, tasiyici proteine karsi antikor tepkisi daha zayif anti-peptit
tepkisini maskeleyebilir, bu da ¢ok az sayida peptide 6zgii hibridomalarin gelismesine ve
hatta kaybina neden olabilir. Ne kadar titizlikle secilmis olsa da peptitlerin asil protein ile
etkilesime girecek antikor yaniti olusturmada basarisi %50 olarak kabul edilmistir
(Hancock ve O'Reilly, 2005). Ote yandan kullanilacak peptit sayis1, peptitlerin sekanslar,
dogal yapili proteinin ikincil yapisinin dogrulugu gibi faktorler sentetik peptitlerin
immiinojen olarak kullanilmasindaki basarismi etkilemektedir. Sonug¢ olarak tiim
tasarlanan peptitler immiinojenik olabilirler ancak dogal yapili proteinle ¢apraz reaksiyon
verecek antikorlarin iiretilmesini indiikleyecek peptitlerin tasarlanmasi zordur.

Burada agiklanan bilgiler 1s1ginda, tez kapsaminda fare pAb gelistirilmesinin
basarisinin yani sira neden mAb gelistirilemediginin sebepleri de agik¢a goriilmektedir.
Elde edilen sonuglarla beraber, tehlikeli patojenlere (viriisler ve viral proteinler) veya
toksik maddelere kars1 antikor gelistirme calismalarinda sentetik peptitlerin immiinojen
olarak kullanilmasinin hem kurban edilen deney hayvanlarinin sayisinin azalmasini hem de
laboratuvar personeli tarafindan toksin maruziyet risklerinin bertaraf edilmesini
saglayacagi ortaya ¢ikmistir.

5.1. Smirhliklar

Tez caligmasi kapsaminda Karsilasilan en temel sinirlilik proje i¢ dinamikleridir. S6z
konusu c¢alisma “TUBITAK 1009 Tavsan Serumu Projesi” alt is paketi olarak
yuriitiilmiistiir. Alt is paketi kapsaminda ilk olarak sentetik peptitler kullanilarak mAb
gelistirilmesi hedeflenmis ancak toksin teminindeki uluslararast yonetmelik ve kisitlamalar
sebebiyle caligmanin asil projeden c¢ikarilmasi sebebiyle elde kaynaklarla caligmanin
tamamlanmas1 gerekmistir. Projenin alt is paketi oldugu 1009 projesinden ¢ikarilmasi
neticesinde b plani devreye sokulamamis ve fare poliklonal yerine tasarlanan peptitlerle

tavsan poliklonal antikor gelistirilmesi miimkiin olamamistir. Caligma tavsan poliklonal
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antikorlarin gelistirilmesi ve bu antikorlarin ticari muadillerine gére dogal yapili BoNT A
formu ile daha etkin sekilde etkilesime girdigi deneysel olarak gosterildiginde daha giiclii
hale gelecektir. Buna ek olarak ajan teminindeki giicliiklerin asilmasi ve gelistirilen
antikorlarin BoNT un diger serotipleri ile ¢apraz reaksiyon verip vermediginin deneysel
olarak gosteriminin saglanmasi da ¢aligmada gelistirilen antikorlarin segicilik noktasinda

basarisini artiracaktir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢aligmada, dogada bilinen en gii¢lii toksin olan Botulinum Norotoksin A'ya kars1
fare poliklonal antikorlar1 gelistirilmistir. CDC tarafindan biyolojik ajanlar listesinde A
kategorisinde smiflandirilan BoNT A, yiiksek toksisitesi nedeniyle hem laboratuvar
analizleri hem de antikor gelistirme c¢alismalar i¢in zorlu bir molekiildiir (Hancock ve
O'Reilly, 2005). Anti-BoNT antikorlarinin gelistirilmesi, bakterilerden toksin iiretimi ve
toksinin toksoidlere doniistiiriilmesi gibi zaman alici ve zorlu asamalar1 igerir (Keller,
2008). Bu calisma kapsaminda antijen olarak, dogal saglam BoNT A'nin kendisi yerine
150 kDa proteininin yilizeyindeki immiinojenik bolgelere spesifik olarak se¢ilmis sentetik
peptitler kullanildi. Farelerde ti¢ farkli peptide kars: iiretilen antikorlarin pg seviyelerinde
dogal BoNT A toksini ile etkilesime girdigi gosterilmistir. Toksinlerin elde edilme ve
manipiilasyon giigliigii, ciddi bir altyapi laboratuvar1 gerektirmesi (BSL-3 gibi) ve bu
calismalarda bir¢cok deney hayvaninin kullanilmasma neden olma gibi konular g6z 6nilinde
bulunduruldugunda, tasarlanan peptitlerin kullanimi1 degerlendirilmistir. Sadece BoNT
serotipleri i¢cin degil, diger tiim toksik molekiiller icin de bu sekilde biyoinformatik
araglarm kullanilmasi, teshis testleri ve diger Ar-Ge calismalar1 i¢in biiytik bir kolaylik
olacaktir. Bu sekilde antikor gelistirilerek, toksik antijenlere karsi hizli tanima kitleri
iiretilebilir. Ek olarak, bu caligmada iiretilen poliklonal antikorlar gelecekteki ¢caligmalar
icin bir temel olusturacak ve daha spesifik tanima i¢in monoklonal antikor iiretimini tesvik
edecektir.

Sonug olarak, bu ¢alisma, sentetik peptitlerin, yiiksek afiniteli antikorlar gelistirmek
icin en azmndan dogal toksin veya toksoidin kendisi kadar etkili oldugunu gostermektedir.
Ayrica, sonuglarimiz, bir fare modelinde, kisa sentetik peptitlerin immiinojen olarak
kullanilmasinin, toksin tedariki ve bununla basa ¢ikma zorluklar1 goz Oniine alindiginda
daha uygun oldugunu gostermektedir. Ek olarak, botulizm teshisinin olabildigince ¢abuk
yapilmas1 gerektigi ve teshis sirasinda birgcok test hayvaninin oldiiriildiigii g6z Oniine
alindiginda, s6z konusu tez ¢alismasi, hem kurban edilen test hayvani sayismni hem de
kullanilan toksin miktarmi dolayistyla laboratuvar personeli tarafindan toksine maruz
kalman siirenin azaltilmasi hususlarinda sentetik peptit immiinojenlerine olan ihtiyaci

ortaya koymaktadir.
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