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OzZET

Bu galismada Arabidopsis thaliana bitkisinde sitokinin sinyal yollarinda
gérev alan AHP1 proteinine karsi monoklonal antikorlarinin dretimi, segimi ve
immuinoanalizi yapiimistir. Monoklonal antikorlar Ni Sepharose yilksek
performansh kromatografi kolonu kullanilarak monoklonal antikorlar saflastiriimistir.
Saflastirma sonucu elde edilen monoklonal antikorlarin karakterizasyonu ELISA ve
Western Blot teknikleri kullanilarak incelenmistir. Yapilan deneyler sonucunda Ug¢
monoklonal antikorun monospesifik, diger iki monoklonal antikorun ise polispesifik
karakterde oldugu tespit edilmistir. izotipleme yéntemi ile monoklonal antikorlarin
IgG1, IgG2a, 1gG2b, 1gG3, IgGM ve IgGA ikincil antikorlari ile etkilesimi
incelenerek; monoklonal antikorlarin ikincil antikorlardan hangisi ile daha iyi
reaksiyon verdigi absorbans degerlerinin  kiyaslanmasiyla belirlenmistir.
Monoklonal antikorlar kaba oOzltler Gzerinde denenerek monospesifik karakterli
antikorlardan ikisinin sadece AHP1 proteiniyle reaksiyon verdigi, diger
monospesifik karakterli monoklonal antikorun AHP1 proteininin yani sira AHP6
proteiniyle c¢apraz reaksiyon verdigi, polispesifik karakterli antikorlarin ise
AHP1,2,3,4,5,6 proteinleriyle reaksiyon verdigi belirlenmistir. Monoklonal
antikorlara hassasiyet testi yapilarak monoklonal antikorlarin seyreltme oranlari
hesaplanmigtir. Monoklonal antikorlardan birisinin  epitop haritalandiriimasi
gerceklestiriimistir.  AHP1 antijeninin  bu monoklonal antikora KVDPHVHQLK
epitopu Uzerinden baglandigi MS/MS spektrofotometrisi ile belirlenmistir
Anahtar Kelimeler: AHP1 proteini, sitkokinin sinyal yollari, monoklonal antikor.

ABSTRACT

In the present study; production, selection and characterization of
monoclonal antibodies against AHP1 protein that has function in Arabidopsis
thaliana signaling pathway are completed. Monoclonal antibodies are purified by
using Ni Sepharose high performance chromatography column. Monoclonal
antibodies were characterized by using ELISA and Western Blot techniques and
three of them are classified as monospecific and two of them classified as
polyspecific. Using by isotyping method; monoclonal antibodies are tested on IgG1,
1gG2a, 1gG2b, IgG3, IgGM and IgGA (secondary antibodies) to find out which

* Yiiksek lisans-MSc Thesis
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secondary antibody gives best reaction with antibodies. Antibodies are tested on
crude extracts and as a result; two of the monospecific antibodies are only specific
to AHP1 protein, other monospecific antibody is specific to AHP1 and has cross
reaction with AHP6 and polyspecific antibodies are specific to AHP1,2,3,4,5,6
proteins. Sensitivity test is used for each antibodies and best dilutions are
calculated. Besides these epitope mapping is completed. According to MS/MS
analysis; AHP1 protein is bounded to one of the antibody on KVDPHVHQLK
epitope.

Key Words: AHP1, cytokinin signal pathway, monoclonal antibody

Girig

Sitokininler, bitkilerin bliyiime ve gelismelerinde pek ¢ok etkisi olan bitki
hormonlaridir. Hicre bolinmesi, slrgin baslatma, yaprak ve kok farkliliklari,
kloroplast biyojenezi ve yaglanmay: etkilemektedirler. .(Hwang, 2001)

Arabidopsis thaliana bitkisindeki sitokinin sinyali kisaca séyle gerceklesir:
Sitokinin; hibrid sensérinin kinaz bolimu Gzerinde bulunan histidin artiginin oto
fosforilasyonunun gerceklestigi hicre zari Uzerinde algilanir. Bunun ardindan
fosforil grubu, sensdriin alici bélimuane dahil olan aspartat artigi Gzerine transfer
olur. Bunu; fosforil grubunun AHP proteini UGzerinde bulunan histidin artigina
molekiller arasi transferi izler. Aktive edilmis AHP ¢ekirdege dogru yer degistirir ve
fosforil grubunu yanitlayici diizenleyicideki (ARR) aspartat artigina transfer eder. B
tipi ARR alici bélim kendi transkripsiyonun gerceklesmesini engeller. Fosforilasyon
Uzerindeki bu baski sonucu B tipi ARR’lar, A tipi ARR’larin ve diger birincil
yanitlayici genlerin ekspresyonunun artmasini saglar. A tipi ARR’lar sitokinin
sinyalinin iletimine negatif ydonde etki eder ve kendi transkripsiyonlarini
gerceklestirir. ARR4; karanliktan gelen PhyB’nin negatif yonde regule edildigi,
1I$1gin bulundugu ortamda birikir. (Ferreira ve Kieber, 2005)

Monoklonal antiokor Uretimi asamasinda hibritlestirme teknolojisi
kullanilarak lenfosit ve miyelom hicreleri flizyona ugradiginda, olusan hibritler hem
Onceden belirlenmis 6zglnlige sahip antikorlari Uretebilme 6zelligine hem de
surekli biyime 6zelligine sahip olabilmektedirler. immunoglobulinleri tretebilen ve
kultdr ortaminda yasamalarini strdirebilme yetenegine sahip hibritlesmis hicreleri
elde etmek icin immunize konakginin (6rn, fare) dalak hicreleri miyelom hucreleri
ile fuzyona ugratiir. Dalak hucreleri arasindaki antikor Uretebilen B lenfositler
hibrittesmis hicrelere immunoglobulin sentezleyebilme yetenedini saglayan
hicrelerdir. B lenfositlerle flizyona ugrayan miyelom hicreleri (ayni tirden alinmig
miyelom hucreleri) ise hibritlesmis hicrelere 06limsiz olma 6zelligini
saglamaktadirlar. Miyelom hucreleri purin nukleotid biyosentezinde yan yolda
gorev alan bir enzim olan hipoksantin-guanin fosforibozil transferaz (HPRT)
enzimini kodlayan gende bir mutasyona sahiptir. Fizojen (6rnegin polietilen glikol,
PEG) kullaniimasiyla komsu miyelom hiicrelerindeki ve / veya antikor salgilayan
hicrelerdeki plazma membranlari kaynastirilirlar, ve iki veya daha fazla ¢ekirdekli
tek bir hicre olusur. Bunu takip eden mitoz asamasinda kromozomlar kardes
hicrelere ayrilirlar. Hibritlesmis hlcreler hipoksantin, aminopterin ve timidin (HAT)
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iceren ortamda kultire edilir. Aminopterin DNA ve RNA sentezi sirasinda ana
yollari engeller. Sentezin gerceklesmesi ise RNA yolu i¢in hipoksantin, DNA yolu
icin timidinin varhgiyla olur. Miyelom hicrelerinde HPRT enziminin olmamasi
nedeniyle miyelom hucreleri HAT igeren ortamda buylyemezler ve flizyona
ugramamis miyelom hucreleri 6lirler. B hicreleri trin olusumunu saglamak igin
yan yolu kullanilabilecek yapidadirlar ancak kiltirde uzun sure canh kalamazlar.
Bu nedenle sadece proliferasyon yapan hicreler hibrittegsmis hicrelerdir. Bu
hlcreler tek hcreli klonlar olusturmak Uzere klonlanabilirler. Ve bu klonlar antijenik
etkenlere karsi direkt etkili olabilecek monoklonal antikorlar olusturur.

Materyal ve Metod
Materyal

Arastirmada kullanilan tim reaktifler analitik saflikta olup Merck, Fluka ve
Sigma-Aldrich firmalarindan saglanmistir.
Arag ve Gerecler: Spektrofotometre (Spectronic Unicam), Mini-Protean 3 aparati,
PowerPac Basic glu¢ kaynagi (bio-Rad), Power Pac P25 gli¢ kaynagi (Biometra),
“semidry” eloktrotransfer aparati: Fast blot 33 (Biometra), Biometra WT 12,
Mikrotiter plakalari icin Spektrofotometre — Sunrise (Tecan), Thermomixer 5437
(Eppendorf), karistirici inkiibatér Multitron Il (HT Infors), FPLC AKTA, Frac-950
(GE Healthcare), Hiload 16/60 Superdex-75 (GE Healtcare), Ultrasantrifiij cihazi J-
301 (Beckamn), Ultrasonik Sonikatér UP 100 H prob MS/ (Hielscher), PVDF
membran (ImmobilonTM), mikroplaka (Sarstedt), Ni Sepharose High Performance
kolonu (Amersham Bioscience), santrifij filtrasyon kolonu Amicon® Ultra-4 30 000
NMWL (Milipore).

Metod
Protein Tayini

Protein derigiminin belirlenmesi i¢in Bradford yontemi kullaniimistir
(Bradford, 1976). Bu ydntem icin gerekli kalibrasyon egrisinin ¢izilmesi igin standart
olarak saf BSA (Bovine Serum Albumin) kullaniimistir. Seyreltiimis lizat veya
saflastiriimis proteinin 10mL’si alinir. Reaksiyon karisimi 790 mL saf su ve 200 mL
Bradford Coomassie Brilliant Blue Protein eklenir. Karisim iyice karigtiriir ve 10
dakika oda sicakliginda inkibe edilir. Daha sonra 595nm dalga boyunda
absorbansi élgilir. Ornegdin protein derigimi kalibrasyon egrisinden yararlanilarak
hesaplanir.

Sodyum Dodesil Sulfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Orneklerin SDS-PAGE analizleri igin Laemmli (1970) tarafindan bildirilen
yontem bazi degisiklikler yapilarak kullaniimigtir.

Alt jelin bilesimi: Bis-akrilamid ¢ozeltisi (% 30), 2500 uL; Jel tamponu (1,5
M Tris-HCI pH 8,8), 1250 uL; saf su, 1200 pL; SDS (%10), 50 uL; Amonyum
persilfat (% 10), 50 uL; TEMED (Hazir Gozelti), 3 pL.
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Karisim iyice karistiriir ve daha oOnce hazirlanmis iki cam arasina
doldurulur. Yukaridan 2,5 cm bosluk birakilir. Oksijenle reaksiyonunun
engellenmesi igin su eklenir ve polimerizasyonun gergeklesmesi igin bekletilir.

Ust jelin bilesimi: Bis-akrilamid gézeltisi (% 30), 250 uL; Jel tamponu (1,5
M Tris-HCI pH 8,8), 400 pL; saf su, 800 uL; SDS (%10), 16 pyL; Amonyum persiilfat
(% 10), 25 yL; TEMED (Hazir Cozelti), 1 pL.

Oksijenle tepkimeyi engelleyen su gikarilir. Ust jel igin hazirlanan karigim
eklenir. istenilen sayida kuyucuga uygun tarak takilir. Polimerizasyon islemi icin en
az 20 dakika beklenir. Yaraticl tampon olarak 25mM Tris-Cl pH 8,3, 192 mM
glisin, % 0,1 SDS’den olusan ¢ozelti kulanilir. Elde edilen érneklere 200 mM TrisCl
pH 6,8, 400 mM DTT, % 8 SDS, % 0,4 bromfenol mavisi, % 35 gliserol’den olusan
¢cozelti 4:1 oraninda eklenir, vortekslenir ve 95°C’de 10 dakika inklbe edilir.
Hazirlanan 6rnekler kuyucuklara enjekte edilir. Glg¢ kaynagi 25mA’e ayarlanir ve
Ornekler 1 saat suresince yurutulur. Elektroforez islemi sonunda jeller comassie
brillant blue ile boyanir veya Western Blot analizinde kullanilir.

Western-Blot Analizi

PVDF membran kagitlari kesilerek hazirlanir. Membran kagidinin
hidrofobik 6zelligini azaltmak igin metanol igerisinde 15 dakika inkiibe edildikten
sonra 10 dakika transfer cozeltisinde bekletilir. Elektrotransfer cihazinin anot
kismindan baglamak kosuluyla sirasiyla; iki filtre kagidi, membran, jel ve iki filtre
kagidi konularak membranin cm®sinden 2mA’lik akim gececek sekilde akim
uygulanir ve baslangi¢ voltaji 100-120V arasinda olmalidir. Proteinlerin membrana
transferinin tamamlanmasindan sonra membran bir gece hazirlanan bloklama
¢ozeltisi (TBST(50 mM Tris-Cl, pH 8,0, 150 mM NaCl,, % 0,1 Tween-20)
icerisinde% 5’lik st (100 mL i¢in 5 g sut tozu + 95 g TBST)) igerisinde bekletilir.
Gin asimindan sonra ¢o6zelti ortamdan uzaklastirilir ve birincil ( Uretilen
monoklonal antikorlar) antikor membrana eklenir. Oda sicakliginda 1 saat siren
inkiibasyon isleminden sonra TBST ¢odzeltisi ile membran 3 kere beser dakikalik
surelerle yikanir. Daha sonra membran uygun oranda (1/20) TBST ¢ozeltisi ile
seyreltiimis ikincil antikor(alkalin fosfat ile konjuge edilmis anti-fare 1gG serumu)
eklenir ve bir saat inkiibe edilir. Membran tekrar ayni sekilde yikanir. 30 mL
belirleme (100 mM Tris-HCI pH 9,5, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,) ¢ozeltisi eklenir
ve 10 dakika inkibe edildikten sonra karanlik odada taze hazirlanan kromojenik
substrat (30 mL belirleme c¢o6zeltisi, 150 pL NBT (4-nitroblue tetrazolium,
konsantrasyonu %70 DMF igerisinde 100 mg/mL), 100 uL BCIP (5-Bromo-4-
Chloro-3'-Indolyphosphate, konsantrasyonu %100 DMF igerisinde 50 mg/mL))
eklenir. 5 dakika icerisinde sonug¢ elde edilir ve su ile yikanilarak reaksiyon
durdurulur. Membran kagit havlu tzerinde kurutulur.

Elisa (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

Mikroplaka 200 pL saf su ile yikanir. Ters gevrilerek suyun tamaminin
uzaklastirildigindan emin olunur. Antijen BiC ¢dzeltisi igerisinde 5 yL/mL oraninda
seyreltilir. Kanigtiricida iyice karistirlarak 4 °C’de bir gece inkibe edilir. 96 kuyucuk
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yikama c¢ozeltisi 200 uL eklenerek 4 kere yikanir. Kagit havlu Uzerine ters
cevirilerek sivinin uzaklastirimasi saglanir. Fakat mikroplakanin tamamen
kurumasina izin verilmemelidir. Mikroplaka kuyucuk basina 150 ul bloke edici
¢ozelti ile bloklanir. 37 °C’de 1 saat karigtirici igerisinde inklbe edilir. Bu islemden
sonra microplate tekrar yikanir. Birincil antikor 100 pL/kuyucuk oraninda
kuyucuklara eklenir. 37 °C’de 1 saat karistirici igerisinde inklibe edilir. Microplate
yikanir ve ikincil antikor eklenir. 37 °C’de 1 saat karistirici igerisinde inkibe edilir.
Microplate tekrar yikanir ve 100 yL TMB substrati eklenir. 37 °C’de karistirici
icerisinde 10 dakika inklbe edilir. Eklenen substrat 1s1ga duyarli oldugundan bu
islem karanlk ortamda uygulanmalidir. Daha sonra yikanmadan 50 uL durdurucu
¢ozelti eklenir ve 450 nm dalga boyunda 30 dakika igerisinde absorbans 6lgimu

yapilr.

Monoklonal Antikorlarin Saflastiriimasi

Elisa ve Western Blot teknikleri uygulanarak segilen hibridomalar kultr
ortaminda yeterince gelistikten sonra saflastirma asamasina gegcilmistir.
Supernatantlarin hacmi 60-100 mL arasindadir. Supernatantlar kromatografik
kolona ylklenmeden 6nce 0,45 pm goézenek blyikligine sahip mikrofiltrelerden
gecirilmistir. Saflastirma kolonu olarak protein G immobilize edilmis matriks
kullaniimigtir. Kolon 20 mM sodyum fosfat ¢ozeltisi ile yikanmistir. Boylece IgG
antikorlarinin, protein G’ye baglanabilecekleri nétr ortam saglanmistir.
Supernatantlarin kolona girigi icin 200 pL/dakika hizi secilmigtir. Daha sonra tekrar
20 mM sodyum fosfat ¢ozeltisi ile yikanir. Bdylece Protein G'ye baglanmayan
proteinler uzaklastiriimistir. Daha sonra Glisin — HCI pH 2,7 ¢dzeltisi kullanilarak
antikorlar kolondan ayrilmistir. Nétralizasyon icin 1 M Tris — Cl ph 9,0 ¢Ozeltisi
kullanilmigtir. Daha sonra antikorlar membran iceren antikor derisimini arttirmak
icin ellat ayirma tlplerinde santrifij edilmistir. Daha sonra konsantrasyonlari
Bradford metodu ile belirlenmistir.

Epitop Haritalandiriimasi

50 pL’lik tripsin ile ¢éktirme reaksiyonu igin 25 pL tripsin 22 pyL tampon
kullanilir. Bir gece 50 °C altinda inkibasyon iglemi uygulanir. 5 yL alinir ve MS
isleminde kontrol islemi igin saklanir. 0,5 yL 10 mM’lik leupeptin eklenir ve 2 saat
oda sicakhginda inktbe edilir. 100 pg antikor eklenir ve 400 pyL PBS ile ¢oézdlar. 1,5
saat oda sicakliginda inkube edilir. 100 pL protein A/G gel slurry eklenir ve bir gece
4 °C sicakhkta 20 rpm dénme hizinda inkube edilir. Immunoprecipitation islemi igin
A/G protein (Pierce) protokollt uygulanir. IP tamponu hazirlanir. Yikama islemi igin
Glisin tamponu (distk pH, MS analizi sirasinda girismde bulunabileceginin
hatirlanmasi gereklidir) kullanilir. iki asamada yikama islemi gergeklestirilir. Yikama
islemi igin toplamda maksimum 30 yL tampon kullanilabilir.
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Aragtirma Bulgular ve Tartisma
Hibridomalarin Fiizyonu

ilk fizyon sonucunda test edilen siipernatantlardan pozitif sonug elde
edilemedi. Bu ylizden ikinci fareye tekrar agilama yapildi ve flizyona ugratildi. Elde
edilen supernatantlarin test edilmesi sonucunda ikinci fareden elde edilen dalak
hiicrelerinin fiizyonunun bagarili oldugu gézlendi. Uretilen monoklonal antikorlar
ikinci flizyon sonucu elde edilen hiicrelerden elde edilmistir.

Monoklonal Antikorlarin Segimi ve Saflagtiriimasi

Slpernatantlarin segimi icin 1500 sipernatant ELISA yontemi ile test
edildi. ELISA yontemi ile 264 pozitif sonu¢ elde edildi ve bu pozitif sonuclar
arasindan en spesifik ve en verimli olanlarini ayirabilmek icin Western Blot yontemi
uygulandi. Sonug¢ olarak 3 monospesifik ve 2 polifespesifik olmak Uzere 5
monoklonal antikor segcildi. Protein G tutturulmus kromatografik kolon kullanilarak
saflastirma islemi gercgelestirildi.

izotipleme
Cizelge 1. ELISA testi sonucunda elde edilen monoklonal antikorlarin
degisik ikincil antikorlar ile denenmesi sonucu elde edilen absorbans dederleri.

Antijlen  Ornek  1gG1 IgG2a 1gG2b IgG3 IgGM IgGA

AHP1 2/2 1,8528 12,5812 1,4469 1,5108 1,6197 1,6561
AHP1 6/1 1,881 1,919 12,7349 1,6535 1,866 1,6893
AHP1 7/1 1,4331 1,2413 12,3732 0,9895 1,2861 0,96

AHP1 13/1 2,8797 15196 1,2182 1,4446 1,327 1,0448
AHP1 14/2 2,6024 1,2017 0,8758 1,1547 1,2197 0,9184
AHP1 negatif 1,1846 0,3158 0,0406 0,0431 0,0408 0,0454

Bu asamada saflastirma oncesinde secilmis bitin sipernatantlarin AHP1
ile kodlanmig 96 kuyucuklu mikroplakada farkli ikincil antikorlara ilgisi
arastinimistir. Alinan sonugclar 1s1ginda polispesifik karakterli olan 13/1 ve 14/1
numarall supernatantlarin 1gG1 ikincil antikoruyla daha iyi etkilestigi, monospesifik
karakterli diger supernatantlarin (2/2, 6/1 ve 7/1 numarali) 1IgG2a ve 1gG2b ikincil
antikorlari ile diger ikincil antikorlara oranla daha yilksek oranda etkilestigi
go6zlenmisgtir.
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Hassasiyet

2,6,7,13 ve 14 numaral antikorlar

Absorbans degerleri

0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025

1Géziinirliik orant

Sekil 1. 2,6,7,13 ve 14 numarali antikorlarin hassasiyetinin élgimine ait grafik.
Antikora ait 1/seyreltme oranina karsilik absorbansin degisimini gosterir.

Degisik oranlarda seyreltilen antikorlarin en iyi oranda kullanilabilmesi igin
uygulanmigtir.  Cozindrlik oraninin absorbansa etki etmedigi (absorbansin
sabitlendidi) noktanin yarisi hesaplanir. Bu hesaplanan noktadaki seyreltme orani
ideal seyreltme oranidir ve antikorun bu oranda seyreltilerek kullaniimasi en iyi
sonucu verir. Bu durumda sekil 1’e gére; 2 numarali antikor igin 1:500, 6 numarali
antikor icin 1:50 (Absorbansin sabitlendigi nokta gézlenememistir), 7 numarali
antikor i¢in 1:2500, 13 numarali antikor igin 1:1000, 14 numaral antikor icin 1:2500
oraninda seyreltmenin en iyi sonucu verecegi saptanmigtir.

Monospesifik Karakterli Antikorlarin Karakterizasyonu

HPS M AHP1 AHP2 AHPI AHP4 AHPS AHPS M __AHP1 AHP2 AHP3 AHP4 AHPS AHPS M

- -~

Sekil 2. Monospesifik karakterdeki 2, 6 ve 7 olarak etiketlenmis antikorlar.

Sekil 2’deki membranlarda sadece AHP1 proteini iceren kaba 6zutlin
bulundugu sutunda tek bir bant gbézlendiginden, 2 ve 6 numarali antikorlarin
monospesifik karakterde oldugu belirlenmistir. 6 numarali antikorun AHP6 ile de
bant olusturdugu goézlenmistir. Fakat bu bant, AHP1 ile olusan banda oranla
hemen hemen yok sayillabileceginden 6 numarali antikorun karakterini
etkilememektedir. 7 numarali antikorun ise AHP1 ve AHPG6 ile bant olusturdugu
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gorilmektedir. Cok kuvvetli olan bu bantlar 7 numarali antikorun AHP1 ve AHP6
proteinlerine karsi segici oldugunun géstergesidir. Her iki AHP proteini iceren kaba
Ozutle de bant olusturmasina karsin 7 numarali antikor monospesifik karakterli ve
AHPG6 proteini ile kros reaksiyon veren antikor olarak tanimlanmigtir.

Polispesifik Karakterli Antikorlarin Karakterizasyonu

Sekil 3. Polispesifik¥karakie7rli 13 numarali ve 14 numarali antikorlar.

Sekil 3'teki membranlarda 13 numarali ve 14 numarali antikorlarin tim
AHP iceren kaba &zutlerin her biriyle, hemen ayni siddette bant olusturdugu
gorilmektedir. Bu durumda 13 ve 14 numarali monoklonal antikorlarin polispesifik
karakterde olduklarini sdyleyebiliriz.

Epitop Haritalandiriimasi

Epitop bdlgelerinin haritalanmasi molekuler yapinin minimum derecede
karakterizasyonu ve tanimlanmasi prosesidir. Basitge bir antijen tiriine spesifik bir
antikorun baglandigi yapisal bélgeye epitop denir. Bu yapisal bdlge veya bolgelerin
belirlenmesi iglemine epitop bdlgelerinin haritalanmasi (Epitope mapping) denir.
Epitop haritalandiriimasi igin kiitle spektroskopisi yontemi kullaniimistir.

As it
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Sekil 4. Hidroliz isleminin kontroline ait grafik. Bu analiz kontrol amaciyla
yapilimistir. Epitop haritalanmasindaki bitiin basamaklar uygulanmistir

fakat antikor eklenilmemistir.
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Sekil 5. Tripsin ile ¢okeltiimis AHP1 proteininin 2 numarali antikor ile reaksiyonu
sonucunda elde edilen epitop haritalanmasina ait grafik.

Sekil 5’teki grafikte gorilen 1200,67 kDa'daki pik epitopu gosterir. Protein
sekansini gosteren bolimdeki kirmizi isaretli aminoasitler (118-127 arasi) epitopu
olusturan aminoasitleri gosterir. Grafik sekil 4.6’daki kontrol amacli grafikle
kiyaslandiginda 1548,7 kDa'da elde edilen pikin kontaminasyonlardan
kaynaklandigini géraralur.

L4
\\\\

Sekil 6. AHP1 proteininin PyMOL programi kullanilarak ¢izilmis t¢ boyutlu yapisi.

Sekil 6'da AHP1 proteininine ait U¢ boyutlu yapi goérilmektedir. Epitop
haritalandiriimasi islemi sonucunda elde edilen veriler kullanilarak, PyMOL
programi sayesinde, 2 numaral antikorun baglandigi KVDPHVHQLK epitopu sari
renkle renklendiriimistir. isaretlenen epitop proteinin 4. heliksinde bulunur.

Tartisma
AHP1 antijeni ile asilanmis farelerden alinan serumun kontrolinde asilama
isleminin basarili oldugu saptanmistir. Daha sonra fareden alinan ve HAT ortamina
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dayanikli antikor Uretebilen dalak htcreleri, yagsam suresi sinirsiz miyelom hicreleri
ile fuzyona ugratilmistir. Elde edilen hibritlesmis hicreler uygun ortamda AHP1
antijenine cevap verebilecek sekilde buyitiimustir. ilk flizyon sonucu elde edilen
supernatantlardan pozitif sonug elde edilemezken ikinci flizyon sonucu elde edilen
supernatantlara uygulanan Western Blot ve ELISA testlerinden antikorlarin varhgdini
gosteren sonuglar elde edilmistir. ilk 6nce ELISA testi uygulanmigtir. ELISA
testinden elde edilen sonuglar 1siginda segilen stpernatantlara Western Blot testi
uygulanmistir. Western Blot testi ile bir veya daha fazla AHP antijenine karsi
supernatantlar test edilerek antikorlarin 6zgullUklerini saptamak mimkin olmustur.
Elde edilen analiz sonugclari ile en verimli bes monoklonal antikor saflastiriimigtir.
Antikorlarin 6zgulligu AHP1,2,3,5 proteinlerine ve Arabidopsis thaliana bitkisinden
alinan bakteri stoklarindan hazirlanan kaba &zltler Uzerinde test edilmistir. Bu
sayede monoklonal antikorlar tim AHP’lere karsi denenmistir. Sonugta 2 ve 6
numarali antikorlarin sadece AHP1 antijenine karsi etkili oldugu, 13 ve 14 numarali
antikorlarin ise butiin AHP’lere karsi etkili oldugu gézlenmistir. Bu durumda 2 ve 6
numarali antikorlarin monospesifik karakterde oldugu, 13 ve 14 numarali
antikorlarin ise polispesifik karakterde oldugu soylenebilir. 7 numarali antikor ise
AHP1 ve AHP6 ile yiksek derecede etkilesirken diger antijenlerle membranlar
Uzerinde zayif bantlar olusturdugu goézlenmistir. Daha sonra hassasiyet 6lgimi
yapilmistir. Hassasiyet 6lgiminde, antikorlarin her birinin optimum seyreltme
oraninin hesaplanmasi amag¢ edinilmistir. Farkl seyreltme oranlarinda denenen
antikorlar icin elde edilen grafikten yola ¢ikarak en iyi seyreltme oranlarinin 2
numarali antikor i¢in 1:500, 6 numarali antikor i¢in 1:50 (Absorbansin sabitlendigi
nokta gdzlenememistir), 7 numaral antikor igin 1:2500, 13 numarali antikor icin
1:1000, 14 numarali antikor igin 1:2500 oldugu hesaplanmistir. Daha sonra epitop
haritalandiriimasi gergeklestiriimistir. Diger antikorlarla ¢okeltme islemi basarisiz
sonuglandigindan sadece 2 numaral antikorun epitopu haritalandirilabilinmigstir.
Antikorun epitopu, AHP1 proteininin tripsin ile hidroliz edilmesi sonucunda
haritalandiriimigtir.  AHP1  proteinine, 2 numarali antikorun KVDPHVHQLK
aminoasit dizisinden baglandigi MS/MS analizi ile belirlenmistir.

Elde edilen monoklonal antikorlar Arabidopsis thaliana bitkisindeki sitokinin
sinyal iletiminin daha iyi anlagiimasina ydnelik ¢alismalarda kullanilabilirler. Ayni
zamanda monoklonal antikorlar tip alaninda; hastaliklarin teshisi, tedavisi ve hatta
pasif bagisiklik kazandirilmasi amaciyla kullanilabilirler.
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