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OZET

Fluoresans madde ile isaretlenen antikorlar, antijenler ve DNA oligeniikleotidleri
biyolojik maddelerin tayininde yer alan analiz yontemlerinin gelistirilmesinde yaygn
olarak kullanilmaktadir. Bu fluoresans maddeler proteinlerin amino asit yan
zincirlerine ya da oligoniikieotidlere eklenen modifiye bazlarin 6zel gruplarina kovalent
olarak baglanmaktadar.

Bu ¢ahsmada BSA’nin Fluoresein izotiyosiyanat (FITC) ile isaretlenme iglemi farkh
reaksiyon kosullarinda incelendi. Daha sonra, protein A kolonu ile saflagtinlan
Anti-CD4 monoklonal antikorlar1 FITC ile isaretlendi. Anti-CD8 antikor 6rnegi icin on
saflastirma yapiimadi. Dogrudan FITC ile isaretleme gerceklestirildi. Isaretli anti-CD8
antikorlarnin lenfosit yiizeyine baglanmasi “flow-cytometry” ile gbzlendi.

Ek olarak, BSA’nin pirenil izotiyosiyanat ile baglanmasi incelendi. Anti-CD8 antikorlan
da bu madde ile isaretlendi. “Time-Master” spektrofluorometre kuilanilarak bu isaretli
BSA ve antikorlarin fluorasans bozunma grafikleri ve zaman ayirimh fluoresans
spektramlan (TRES) alindi, fluoresans dmiirleri hesaplandi.
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ABSTRACT

Antibodies, antigens or DNA oligonucleotides labeled with fluorescent substances are
‘widely used for the development of analytical methods applied for the determination of
biological substances. These fluorescent substances have been bound covalently to amino
acid residues of protein or to the special groups of the modified bases added to the
oligonucleotide. Usually lysin residues are preferred for the labelling reactions.

In this work, the labeling of BSA with Fluorescein isotiocyanate (FITC) was studied in
different reaction conditions. After BSA labeling, anti-CD4 monoclonal antibody
purified by using protein A column was labeled with FITC. Anti-CD8 moneclonal
antibody sampels were not purified directly labeled with FITC. The bounding to
anti-CD8 antibodies of the lymphocyte surfaces were observed using Flow Cytometry.

In addition, the labeling of BSA with pyrenyl isothiocynate was studied. Anti-CD8
antibodies were also labeled with this substance. Fluorescence decay, time-resolved
emission spectra (TRES) of these labeled substances were obtained with Time Master
Spectrofluorometer, and fluorescence lifetimes were calculated.



1. GIRiS

Biyolojik olarak aktif molekiillerin igaretlenmesi ve bunlarin 6zellikle kantitatif veya kalitatif
tayin amagh kullamlmas: 1950 yil1 6ncesine kadar gitmektedir. Radyoaktif madde kullanarak
antijen yada antikorlarin isaretlenmesi ve bunlarn kullanilmasi ile immunolojik kitlerin
hazirlanmas1 1960 yih ve sonrasinda gerceklestirilmigtir. Daha sonraki yillarda enzim ve
fluoresans madde isaretli biyolojik molekiillerin kullanilmasi ile klinik tayinlerde kullamlan
kitlerin gelistirilmesi konusu olduk¢a fazla hiz kazanmugtir. Cesitli Szellikte fluoresans
maddeler isaretlemede kullamlmugtir. Uzun Omiirli fluoresans maddelerin igaretleme
isleminde yer almasi ve zaman ayirmml fluoresans yOntemi ile Slglime olanak saglayan
fluorometrelerin gelistirilmesi, ¢ok hassas klinik kitlerinin hazirlanmasim  giindeme
getirmigtir. Fluoresans spektroskopisi &zellikle biyolojik molekiillerin  yapilarinin
aydinlatilmasinda, birgok reaksiyonun izlenmesinde arastirma amach olarak yer almaktadir.
Son yillarda yaygm olarak kullamimakta olan zaman-ayrimhi fluoresans teknigi (Time-
resolved fluorescence), emisyonun bozunma profilleri ve zamam dikkate alan spektrumlarin
alinmasina imkan saglamaktadir. Bdylece fluoresans dmrii hesaplanabildigi gibi, molekiiller
arasi etkilesimler, solvent etkisi ve reaksiyonlar izlencbilmektedir.

Bu ¢ahsmada fluoresein ve pirenilin tiyosiyanat grubu vastasiyla proteinlere baglanmas:
incelenmigtir. Fluoresein isaretli antikorun “flow cytometry” aletinde sonug¢ verdigi
goriilmiigtiir. Pirenil igaretli proteinler”Time Master” spektrofluorometre ile incelenmistir.




2. TEORIK KISIM

2.1 Fluoresans Spektroskopisi

Bir molekiiliin enerjisi elektronik (E,), vibrasyonal (E,) ve rotasyonal (E;) enerjilerin
toplamindan olugmaktadir. Her bir elektronik enerji seviyesi bir seri vibrasyonal seviye
bulundurmaktadir. Her bir vibrasyonal seviye de birbirine olduk¢a yakin olarak yer alan
rotasyonal seviyeler icermektedir.

Genel bir kural olarak, oda sicakliginda molekiillerin ¢ogunun temel elektronik halin en diigikk
vibrasyonal seviyelerinde bulunduu kabul edilmektedir. Molekiiler orbitalde spinleri
antiparalel olarak yerlesmis elektron ¢iftinin durumu singlet hal olarak adlandiriimaktadr. Bu
elektronlarn spinlerinin paralel oldugu durum ise triplet hal seklinde ifade edilmektedir.

Ik enerjisi absorblandipinda temel hal S,’dan yukan dogru enerji gegisleri meydana
gelmektedir. Absorbsiyon spektrumunda birbirine ¢ok yakin olarak yer alan rotasyonal
seviyeler aras: gegigler algilanamaz. Baz: molekiillerde vibrasyonal seviyelerin yerlegimi ¢ok
karmagik degildir. Bu molekiillerdeki vibrasyonal seviyeler absorbsiyon spektrumunda bir
seri maksimum noktasi geklinde izlenebilir.

- Herhangi bir eksite halin {ist vibrasyonal seviyelerinde bulunan bir molekiil, fazla vibrasyonal
enerjisini gevresindeki molekdller ile g¢arpigma swasinda verebilir. Bu iglem vibrasyonal
relaksasyon olarak adlandiriimaktadir. Bir molekiiliin yiiksek elektronik seviyenin diigik
vibrasyonal seviyesinden diigiik elektronik seviyesinin {ist vibrasyonal seviyelerine gegisi ise
‘i¢ gecis’ (vibrational relaxation) olarak adlandiriimaktadir (Sekil 2.1). Kural olarak molekiil
en diiglik uyarilmig hal S,’in, en diigiik vibrasyonal seviyesine diiger. S; uyaridmis halde kalma
stiresi (lifetime of S; state) 10 saniye iken daha tist seviyelerde 107*? saniye olmaktadur.

Uyarnilmug singlet hal Sy’in en diisiik vibrasyonal seviyesinden temel hal S;’m herhangi
vibrasyonal-rotasyonal seviyelerine gegiste verilen emisyon fluoresans olarak
adlandirilmaktadir. Triplet halden temel singlet hale gegiste olusan emisyona da fosforesans
denir(Sekil 2.1). Fluoresans maddenin uyarilmig halde kalma siiresi fluoresans 6mrii (lifetime)
seklinde isimlendirilmektedir. Emisyonun yiiksek hizda gergeklestigi fluoresansta OSmiir
10®s - 10ns kadardir. Fosforesansta emisyon daha kisa siirede gergeklesmekte ve Omiir
milisaniye dfizeyinde olmaktadr.
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Sekil 2.1 Jablonski Diyagramm

2.1.1 Ayna Goriintiisi

Bir molekiiliin absorbsiyon spektrumu elektronik olarak uyanlimg halin vibrasyonal
seviyelerini, emisyon spektrumu ise temel halin vibrasyonal seviyelerini yansitmaktadir.
Genellikle elektronik uyarma vibrasyonal seviyelerin yerlesim durumunu degistirmediginden,
emisyon spektrumu molekiiliin absorbsiyon spektrumunun ayna gorintiisiine ¢ok yakmdir
(Sekil 2.2).

ABS EMIS.

Dalgaboyu

Sekil 2.2 Fluoresans emisyonunda ayna goriintiisii




2.1.2 Stokes Kanunu

Enerjide meydana gelen kayip nedeniyle, fluoresansin dalga boyu uyaran isigin dalga
boyundan daima daha biiyiiktiir.

Buhar fazindaki atomlar harig, absorbsiyona gdre emisyonda daima daba diigiik dalga
boylarmna dogru bir kayma izlenir. Bu durum ilk defa 1852 yilinda Stokes tarafindan izlendigi
icin ‘Stokes shift’ adim almugtir. Solvent etkisi ve uyariloms halde gergeklesen reaksiyonlar
nedeniyle Stokes shift daha biiyilik iglide gergeklesebilir.

2.1.3 Fluoresansin Kuantum Verimi

Birim zamanda, ‘steady-state’ rejimde sistemin yayinladid: foton sayismmn absorbladii foton
sayisina oranina denir (Lakowich, 1986; Demchenko, 2000).

o=I/1, @2.1)

2.2 Zaman-Coziimli Fluoresans

Belirli dalga boyunda 151k enerjisi ile gok kisa zaman araliginda uyarilan fluoresans maddenin
verdigi emisyonun zamana bagh olarak degigmesi, yani bozunma profili elde edilmektedir.
Fluoresans maddelerin emisyon dalga boyundan baska bozunma siiresi ile de karakterize
edilebilecegi disiiniiliirse de bu goriiy tam olarak dogru degildir. Fluoresans madde
uyarildifinda meydana gelen reaksiyonlar (fenol ve naftolde proton kaybi), yikk transfer
kompleksi olugmasi (antrasen ve aminler arasinda), solvent dipolar relaksasyonu, ¢oziicliye
kars1 duyarhlik, bircok maddenin emisyonunun ‘pulse’ ile uyarilmay: takiben, zamana bagh
olarak daha bityiik dalga boylarina kaymasina sebep olur ($ekil2.3.). Bu belirtilen sebeplerle
zamana bagh olarak gergeklesen kayma, zaman-ayirimh fluoresans spektrumu ‘TRES’ ile
izlenebilir. TRES spektrumu uyarilma ‘pulse’mu takiben ¢esitli zamanlarda alnarak elde
edilmektedir (Lakowich, 1986).

I I

Dalgaboyu
Sekil 2.3 Uyarilmayi takiben zaman araliklar ile alman spektrumlar.




Fluoresansta bozunma belli bir dalga boyunda izlenmektedir. Sekil 2.4.’de verilen grafikler,

5

emisyonun bozunmasi ve ‘TRES’ grafiginin esasim agiklamaktadir.
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Sekil 2.4 2-Anilinonaftalen ile isaretlenmis fosfolipid kiirecikleri ile alinan grafikier

Zaman aymmml: fluoresans grafiklerini elde etmek {izere baglica fig tiir teknik kullamimaktadir.
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Bu teknikler sunlardir;

e ‘Stroboscobic’ Teknik

e Zamana Bagh Olarak Foton Sayma Yo6ntemi

e Faz Kayma Yontemi

‘Stroboscobic® Teknik: Deneylerde kullamlan alette uygulanmakta olan bu teknik
uygulamada en yeni yontemdir. Alette nanosaniye araliklarla 151ma yapan lamba (nanosecond
flash lamp) veya lazer kullamlmaktadir. Sistemde yer alan bir ossilatdr (master clock)
‘pulse’larm belirli bir frekansta (18-25kHz) gerceklesmesini saglamaktadir. Aletin lambas
151ma yapar, ornek uyarihir ve fuoerasans yaymlanir. Aym zamanda lambay: uyaran faz ile
aym fazda bulunan ‘pulse’ dedektdr igin uyar: yapar. Bu ikinci ‘pulse Belli bir gecikme ile

verilir. Dedektor bilgisayar ile kontrol edilmektedir.

- 1
40

1
450 490

Dalgaboyu (nm)
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Zamana Bagh Olarak Foton Sayma Ydntemi: Bu ydntemde ‘stroboscobic’ teknik ile aym
uyarma sekli kullanilmakta fakat dedeksiyon farkl: sekilde yapilmaktadir.

Faz Kayma Y&ntemi: Bu teknik uygulananlarm i¢inde en eski olamdir. Diger yontemlerden
farkli olarak devamh 151k veren (6rn. ksenon ark lambast) kullamilmaktadir. Bu lambanin
siddeti belli frekansta sinfizoidal olarak degismektedir (Siemiarczuk, 2000).

2.2.1 Fluoresans Siddeti-Zaman Grafiginin Analizi

Bu amagla 2-toluidinil-6-naftalensiilfonik asid (TNS) ile igaretlenen fosfolipid kabarciklarmnmn
‘time-resolved decay’ grafigini dikkate alalm. Bu grafikte lamba ‘pulse’t L(t) 1518
sagilmasm saglayan bir 6rek kullanmilarak elde edilmektedir. Lamba profili zamana bagh
olarak degistigi icin, fluoresans bozunma grafigi (fluorescence decay) ile olabildigince yakmn
zaman arahmda ahnmig olmal. Fluoresans bozunmasm (fluorescence decay) R(1)
seklinde ifade edelim. Bu verilerden yararlanarak respons fonksiyonu (responce function) F(t)
elde edilir. Bu nedenle bir ¢ok arastirmaci tarafindan agagida verilen ifade tanimlanmmgtir.

R(t) = [ L(t ) F(t-t ) dt 2.2)

R(t) ve L(t) degerlerinden yararlanarak F(t)’nin hesaplanmasi konusunda birgok ydntem
gelistirilmis olmakla birlikte, en gok kullamlan en kiiglik kareler yontemidir (Lakowich,
1986).
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Sekil2.5 TNS igaretli fosfolipid kiireciklerinin verdigi fluoresansin zamana bagh olarak
bozunmasi (Time-resolved decay). A: Lamba profili, B: Fluoresans bozunma profili.



2.3 CD4 ve CD8 Antijenleri

Hiicreler yiizeylerinde glikoprotein yapisinda reseptérier bulundurmaktadir. Her biri antijenik
ozellikte olan ve aym zamanda bulundugu hiicrenin kimligini de gésteren bu reseptdrier
sayesinde hiicreler birbirini tanir, birbiriyle veya salgiladiklar {iriinlerle etkilesime girerler.
Hiicre yiizeyindeki bu antijenik yapilar CD (Clusters of Differentiation) farkhlagma kiimeleri
terimi ile adlandiriimaktadir. Her bir CD hiicre yiizeyinde bulunan farkli bir antijenik yapiy:
temsil etmektedir (Barber vd., 1989; Prince, vd., 1994; Andrade vd., 1998; Yilmaz ve Deniz,
1999).

CD4

55-59 kD biiyiikliigtinde, monomer yapidadir. Hiicre diginda bulunan kismu Ig’nin V bolgesi
benzeri dort kisimdan olugmustur. Bunun hidrofobik bir transmembran kismu ve yiiksek
derecede bazik, 38 amino asid uzunlugunda bir intrasitoplazmik kuyruk kismu takip
etmektedir. Periferik kanda ofT hiicrelerinin (yardimc: T lenfositleri) %65’ CD4
tagimaktadir. Insan immiin yetmezlik virtisii (HIV) de CD4 molekiilliine baglanmaktadir. CD4
antijenleri yardimc1 T hiicreleri yaninda digiik oranda monositlerde de bulunmaktadir
(Sattentau vd., 1986; McClure vd., 1987; Veillette vd., 1989; Frank ve Parnes, 1998).

Ch8

CD8 molekiilinlin yapisi, tiirler arasinda ve T hiicresinin olgunlagmas1 asamalarinda
degigiklik gostermektedir. Insan periferik kamindaki T hiicrelerinde bulunan CDS8 molekiilil
ya CD8 a zincirinden olagmug bir homodimer ya da CD8 o ve CD 8 B zincirlerinin birlikte
olusturduklar: heterodimer yapidadir. Zincirin ~-NH; ucu hiicre diginda yer almaktadir. Hiicre
icinde kalan kismi 25-27 amino asitten olugmaktadir. Bu kisimda bazik amino asidler fazla
orandadir. CD 8 periferik kan lenfositlerinin %15-40’1m olugturan sitotoksik T hiicrelerinde
timositlerin %80’inde ve NK hiicrelerinin alt gruplarinda bulunmaktadir.

Hiicre yiizeylerindeki CD tayinleri gesitli fluoresans maddeler ile igaretlenmig anti CD
monoklonal antikorlar1 kullamilarak, genellikle “flow-cytometry” ile yapilmaktadir.
Fluoresans mikroskopu ile de, igaretli antikor kullanarak ve bilgisayar hesaplama programlari
ile degerlendirme yapilarak CD miktar tayini miimkiin olmaktadwr (Barber vd., 1989;
Tsuchida vd., 1994; Bikoue vd., 1996; Noble vd., 1998; White ve Harty, 1998).




2.4 Protein Isaretlenmesi

Antikor ya da antijenlerin radyoaktif maddelerle isaretlenmesi ve biyolojik maddelerin tayini
icin analiz kitlerinin gelistirilmesi yaklasik 1960°dan beri yaygin olarak uygulanmaktadir.
Zararh etkileri nedeniyle radyoaktif maddelerin kullanmiimasi, giderek azalirken igaretlemede
enzimlerin ve fluoresans maddelerin Onemi giindeme gelmistir. Fluoresans maddelerin
enzimlere gore daha kararh yapida olmalan, daha kolay muhafaza edilmeleri uzun siire
kullamma izin vermeleri isaretlemede fluoresans maddeleri daha kullambir kilmustr. Uzun
Omirli fluoresans maddelerin sentezlenip isaretleme amaciyla deferlendirilmesi ve zaman
aymmbh (time-resolved) fluoresans teknidi ile duyarh Slglimler alinmasi, son yillarda gok
hassas 8lctimlere olanak sajlayan immiinolojik yontemlerin geligtirilmesine neden olmustur.

Fluoresans maddelerin ve hatta radyoaktif madde ve enzimlerin, drnegin antikor ya da antijen
olarak adlandirilan proteinlerin igaretlenmesinde kullanilmas:, bu maddelerin protein
zincirinde yer alan amino asitlerin yan zincirlerine baglanmasi ile gergeklesmektedir. Bu
baglanma reaksiyonlar: igin lizin, sistein, histidin, tirozin vb. yan zincirleri
kullamlabilmektedir.

Bu gahiymada fluoresein ve pirenil izotiyosiyanat tiirevieri isaretlemede kuilamlmiglardir.
Izotiyosiyanat grubu 6zellikle lizin yan zincirine, tiyolire bag1 olusturarak kuvvetli bir gekilde
baglanmaktadr. Izotiyosiyanatin az oranda sisteine de baglandigi gériilmektedir (Coons,
1956; McDevitt vd., 1962; Knopp ve Weber, 1967 ; Knopp ve Weber, 1969; The ve Feltkamp,
1970; Weltman vd., 1973; Soini ve Hemmilid, 1979; Kranz vd., 1982; Hemmild, 1985;
Rowley vd., 1987; Der-Balian vd., 1988; Telser vd., 1989; Csortos vd., 1990; Micheel vd.,
1988; Mukkla, 1993; Reif vd., 1994; Imaizumi vd., 1995; Karsilayan vd., 1997; Little vd.
1997; Bouzige vd., 1999).

H
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3. DENEYSEL KISIM

3.1 Fluoresein izotiyosiyanat (FITC) ile BSA ve Monoklonal Antikor (Anti CD4, Anti
CD8) ile isaretleme

3.1.1 Materyal ve Yontem

Protein Cozeltileri

Flouresan maddelerle protein isaretlemede iyi sonug alabilmek i¢in Snerilen en disik protein
konsantrasyonu 2 mg/ml ‘dir. Bu tanima uygun olarak 0,1 gr BSA / 50 ml destile su olacak
sekilde protein ¢8zeltisi hazirlandi.

FITC Cozeltisi

pH : 9,5 karbonat tamponunda bir miktar FITC ¢oziilerek hazirlanan stok FITC ¢6zeltisinden
10pl alnip 1000pl’ye seyreltildi (seyrelme oram 100) ve 495 nm’deki uv absorbansi (Ases)
okundu.

(A495/200) X Seyrelme oran = ....mg/ml FITC 3.1)

Bu hesap stok ¢ozeltideki FITC miktarimi vermektedir. Bu degerden yararlanarak igaretleme
i¢in istenilen mol FITC / mol protein oramna gore stok FITC ¢bzeltisinden isaretleme i¢in
alimacak hacim belirlenir.

Reaksiyon Cozeltisinin Hazirlanmasi

Reaksiyon karigimindaki bilesenlerin toplam hacmine uygun bir Eppendorf tiipiine;
o  05mg/250pl protein ¢dzeltisi ve

e Hesaplanan miktar FITC ¢6zeltisi

alindi. pH :9,5 karbonat tamponu ile reaksiyon karigimi uygun hacme tamamlandi. Reaksiyon
karigim1 uygun sicaklikta ve yeterli slirede tepkimeye birakildi. Reaksiyon siiresi sonunda jel
filtrasyon iglemi ile saflagtirma yapildi.
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Saflagtirma

Isaretleme reaksiyonu karigimindan isaretlenen proteini ayrrmak icin 1,5x20 cm boyutlarinda
sephadex G-50 jeli doldurulmus jel filtrasyon kolonu hazirlandi. Ayrrma ¢6zeltisi olarak
fizyolojik pH’ya uygun 10mM fosfat tamponu (PBS) pH :7,3 tamponu kolona uyguland: ve
fraksiyonlar 2ml’lik hacimler halinde tiiplere toplands, sonra uv absorbans degerleri “Philips
PU 8740 UV/VIS Scanning” Spektrofotometre ile okundu ve FITC-Anti CD8 antikoru i¢in
BD Faxcalibur marka Flow Cytometry cihaz ile igaretleme izlendi.

Fraksiyonlarda FITC / Protein Mol Oraninin Hesaplanmasi

FITC (mol) = Ayes/ (200x390) hesabr FITC’nin mol miktarim verir.

Mty = 390 gr/mol

1 mol gr FITC’nin absorbans degeri = 200

Protein (mol) = Agrotein/ [1,4 X (“Mproteiny) 1

M@sa)= 70.000 (yaklasik deger) Mamsi-cp 8= 160.000 (yaklasik deger)

Burada FITC’nin proteinin 280 nm’deki absorbansimna yaptig1 katkiy1 gidermek igin agagidaki
hesap yapilir.

Aprorein= Azgo— Agos X (DF)  Diizeltme faktdrli (DF) = Aggo (sarrrc) / A495 (saf FITC)

FITC (mol) / Protein (mol) oram 1 molekiil proteine baglanan yaklagik FITC molekiilii

Sayisini Verir.

3.2 Pirenil Izotiyosiyanat (PITC) ile BSA ve Monoklonal Antikor (Anti CD4)
Isaretleme

3.2.1 Materyal ve Ydntem

Protein Cozeltileri

FITC deneylerinde oldugu gibi 0,5 mg protein 250 ul olacak sekilde hazirlanmug BSA
¢Ozeltisi ile monoklonal antikor ¢bzeltisi isaretleme igin kullamidi.
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PITC Cozeltisi

20 mg PITC 1000pul DMSO’da ¢oziillerek stok PITC ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢ozeltiden
istenilen mol PITC / mol protein oranina gore isaretleme igin gerekli hacim alinds.

Reaksiyon Cozeltisinin Hazirlanmas:

Reaksiyon karigiminin toplam hacmine uygun bir Eppendorf tiipiine;
e 0,5 mg/250ul protein ¢ozeltisi ve

¢ Istenilen mol oranna gére 20mg PITC /1000ul DMSO ¢dzeltisinden hesaplanan miktarda
hacim almd.

PH : 9 karbonat tamponu ile reaksiyon karigmmi uygun hacme tamamlandi. Reaksiyon
karisim oda sicakhifinda 1 gece bekletildi ve jel filtrasyon iglemiyle saflagtiriidi.

Saflagtirma

PITC igarethi proteini reaksiyon karigimindan aywrmak igin 1,5x20 cm boyutlarinda sephadex
G-50 jeliyle dolu ayirma kolonu kullanildi. Ayirma ¢dzeltisi olarak fizyolojik pH’ya uygun
fosfat tamponu (pH:7,3) kolona uygulandi ve fraksiyonlar 2 ml’lik hacimler halinde tiiplere
alindi.Philips PU 8740 UV/Vis Scaning Spektrofotometresi ile absorbanslar1 okundu ve PTI-
Time Master C71 model spektroflorometre ile fluoresans spektrumlar: ve fluoresans bozunma
izlendi.

Fraksiyonlarda PITC /Protein Mol Oran: Hesab:

20 mg PITC / 1000puIDMSO ¢ozeltisinden 25 pl alimp destile suyla 5 ml’ye tamamlandi.
Absorbans degerleri Azgo = 1,119 ve Asgp = 1,134. Bu degerler ile 1 mol-gram PITC’nin
absorbans degeri ve diizeltme faktorii hesaplandi,

1000ul DMSO’da 20mg PITC  var ise;

25yl DMSO’da 0,5 mg PITC bulunur. Buna gore

0,5 mg PITC igin Az6=1,134 ise 1 mol-gram PITC yani,
259,32 mg PITC igin Asgo= 294,0688 (~ 294,07 ) olur.
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Buradan hareketle,
PITC (mol) = Asqo / (294,07x259,32) GB.7

ifadesi elde edilir. Ayrica PITC’nin protein 280 nm’deki absorbansina yaptigi katkiyr
gidermek icin gerekli diizeltme fakiorii

(DF) PITC™ Azso(mfprrc) / Agso(mfpr[c)= 1,1 19/ 1,134 =~ 0,9867 olarak bulunur. Buna gére bir
fraksiyon i¢in

Aprotein= Aogo— Azgo X 0,98672 (3.8)
dir.

Protein(mol) = Aprotein/ [1,4 X (~ Mprotein )] 3.9
olduguna gore

PITC (mol) / Protein (mol) (3.10)

oram bir molekiil proteine baglanan yaklagik PITC sayisim verir.

MBSA== ~70.000 MAnﬁ.cd 4= ~160.000

s
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4. DENEYSEL SONUCLAR

Yapilan deneylerde uygulanan reaksiyon kosullari ve jel filtrasyon ile saflagtirma iélemleri
sonucu elde edilen fraksiyonlarda fluoresans madde (FITC, PITC) ile igaretli proteinlerin UV.
absorbans degerleri, ‘flow cytometry’ sonuglar1 ve zaman ¢6ziimlii fluoresans Sl¢timleri
gizelge ve grafikler halinde sunulmaktadr.
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Cizelge 4.1 Deneme 1F (FITC-BSA)

REAKSIYON KOSULLARI

Isaretlenen: 0.5 mgBSA
Isaretleme reaktifi : FITC
FITC/BSA mol oran1 : 120
Toplam hacim 750pl

Reaksiyon sicaklifi: oda sicakhiga

Reaksiyon siiresi : 1 saat

JEL FILTRASYON SONUCLARI
Fraksiyon | 280nm'de | 495Snm'de | FITC/BSA
no Abs Abs mol oram
1 0 0 0
2 0,008 0,009 2
3 0,058 0,092 4
4 0,156 0,27 5
5 0,166 0,297 5
6 0,062 0,107 5
7 0,009 0,01 2
8 0 0
9 0 0
10 0 0
11 0,028 0,029
12 0,059 0,207
13 0,482 1,647
14 1,705 2,461
15 2,274 2,472
16 1,819 2,451
17 0,965 2,35
18 0,394 1,217
19 0,152 0,481
20 0,057 0,172
21 0,028 0,079

Absorbsiyen

-> N
- O N N W
L t L 1 !

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Fraksiyon no

| —8—280nm'de Abs

- - @ - 495nm'de Abs

20 21

Sekil 4.1 Deneme 1F Fraksiyonlar
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Cizelge 4.2 Deneme 2F (FITC-BSA)

REAKSIYON KOSULLARI JEL FILTRASYON SONUCLARI
Fraksiyon | 280nm'de | 495Snm’de | FITC/BSA
0.5 mg BSA ne Abs Abs mol oram

1 0 0

FITC/BSA mol oran1 :120 2 0,005 0
3 0,032 0,048 3
Toplam hacim 7501 4 0,112 0,189 4
5 0,178 0,301 5
Reaksiyon sicakligi:oda sicakhify 6 0,137 0,232 5
7 0,057 0,097 5
Reaksiyon sfiresi : 1 gece 8 0,015 0,024 4
9 0,022 0,016 1
10 0,032 0,016 1
11 0,038 0,015 1

12 0,06 0,131

13 0,187 0,722

14 0,542 1,952

15 0,892 2,462

16 0,95 2,475

17 0,745 2,285

18 0,464 1,547

19 0,224 0,792

20 0,125 0,414

21 0,086 0,281

22 0,066 0,225

23 0,059 0,197

24 0,05 0,167

25 0,039 0,132

26 0,027 0,09

27 0,02 0,056

Absorbsiyon

Q = N W

Fraksiyon no

| —~—280nm'de Abs - - @- - 495nm'de Abs|

Sekil 4.2 Deneme 2F Fraksiyonlar
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Cizelge.4.3 Deneme 3F (FITC-BSA)

REAKSIYON KOSULLARI JEL FILTRASYON SONUCLARI
Fraksiyon | 280nm'de | 495nm'de {FITC/BSA|
0.5 mg BSA no Abs Abs mol oram
1 0 0
FITC/BSA mol oran1 :120 2 0,045 0,071 4
3 0,179 0,298 4
Toplam hacim 750pl 4 0,241 0,428 5
5 0,114 0,212 6
Reaksiyon sicakligi:oda sicakhifs 6 0,028 0,061 10
7 0 0
Reaksiyon siiresi : 2 saat 8 0 0
9 0 0
10 0 0
11 0,017 0,04
12 0,082 0,256
13 0,482 1,67
14 1,662 2,464
15 2,488 2,493
16 2,209 4,465
17 1,273 2,436
18 0,528 1,621
19 0,162 0,511
5 -
4,5 4 ®
4 ,'
3,5
§ 25 1 .
i
1,5 1
14
0.5
0 ——
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Fraksiyon no
[—=—280nm'de Abs - - ®- - 495nm'de Abs |

Sekil 4.3.Deneme 3F Fraksiyonlari
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Cizelge 4.4 Deneme 4F (FITC-BSA)

REAKSIYON KOSULLARI JEL FILTRASYON SONUCLARI
Fraksiyon | 280nm'de | 495nm'de | FITC/BSA
0.5 mg BSA no Abs Abs mol orani
1 0 0
FITC/BSA mol oran1 :12 2 0 0
3 0 0
Toplam hacim 750pl1 4 0,075 0,133 5
5 0,123 0,216 5
Reaksiyon sicakligi: 37 C 6 0,091 0,16 5
7 0,034 0,065 6
Reaksiyon siiresi : 1 saat 8 0,012 0,022 6
9 0,008 0,012
10 0,01 0,009
11 0,027 0,014
12 0,035 0,016
13 0,053 0,04
14 0,039 0,112
15 0,109 0,361
16 0,159 0,575
17 0,172 0,594
18 0,127 0,45
19 0,085 0,276
20 0,043 0,139
21 0,021 0,063

{———280nm'de Abs- - ®- - 495nm'de Abs|

Sekil 4.4 Deneme 4F Fraksiyonlari
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Cizelge 4.5 Deneme SF (FITC-BSA)

REAKSIYON KOSULLARI JEL FILTRASYON SONUCLARI

Fraksiyon no 280nm'de | 495nm’'de |FITC/BSA
0.5 mg BSA Abs Abs mol oram

1 0 0
FITC/BSA mol oran1 :120 2 0,021 0,041 2
3 0,114 0,195 5
Toplam hacim 750pul 4 0,25 0,456 5
5 0,221 0,411 6
Reaksiyon sicakhig1:42 C 6 0,085 0,163 6
7 0,017 0,031 5
Reaksiyon siiresi : 1 saat 8 0,005 0,005 2

9 0 0

10 0 0

11 0,008 0,009

12 0,011 0,038

13 0,063 0,283

14 0,497 1,879

15 1,537 2,53

16 1,984 2,539

17 1,419 2,509

18 0,678 2,098

19 0,285 0,986

20 0,099 0,35

21 0,039 0,141

22 0,018 0,077

Absorbslyon

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Fraksiyon no

| ~——280nm'de Abs - - ®- - 495nm'de Abs |

Sekil 4.5 Deneme SF Fraksiyonlari




19

Cizelge 4.6 Deneme 6F (FITC-BSA)

REAKSIYON KOSULLARI JEL FILTRASYON SONUCLARI

Fraksiyon | 280nm'de | 495nm'de | FITC/BSA
0.5 mg BSA no Abs Abs mol orani

1 0 0
FITC/BSA mol oram :120 2 0,021 0,019 1
3 0,069 0,093 3
Toplam hacim 750ul 4 0,21 0,35 4
5 0,329 0,557 5
Reaksiyon sicakhii: 37 C 6 0,226 0,379 4
7 0,066 0,106 4
Reaksiyon siiresi : 1 saat 8 0,014 0,019 3

9 0 0

10 0 0

11 0 0

12 0,024 0,041

13 0,062 0,224

14 0,443 1,632

15 1,715 2,495

16 2,627 2,506

17 2,329 2,489

18 1,28 2,458

19 0,613 1,865

20 0,218 0,704

21 0,084 0,268

22 0,035 0,116

23 0,02 0,078

24 0,014 0,064

25 0 0

Absorbsiyon

1 2 3 45 6 7 8 9 111 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Fraksivon

T

A_LL_L__]

I—.—-—zaonm'de Abs - - ® - 495nm'de Abs

Sekil 4.6. Deneme 6F Fraksiyonlari
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Cizelge 4.7 Deneme 7F (FITC-BSA)

REAKSIYON KOSULLARI JEL FILTRASYON SONUCLARI
Fraksiyon | 280nm'de | 495nm'de |FITC/BSA
0.5 mg BSA no Abs Abs mol oram
1 0 0
FITC/BSA mol orani :50 2 0 0
3 0,027 0,022 1
Toplam hacim 750ul 4 0,071 0,077 2
5 0,071 0,084 2
Reaksiyon sicakligi:oda sicakhigs 6 0,032 0,03 2
7 0 0,001
Reaksiyon siiresi : 1 saat 3 0 0
9 0 0
10 0 0
11 0,026 0,014
12 0,057 0,116
13 0,213 0,616
14 0,549 0,544
15 0,695 1,872
16 0,528 1,48
17 0,283 0,794
18 0,125 0,34
19 0,057 0,132
20 0,02 0,04

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Fraksiyon no

|——I—280nm'deAbs - - ®- - 495nm'de Abs |

Sekil 4.7 Deneme 7F Fraksiyonlan
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Cizelge 4.8 Deney 1 FITC-Anti CD4

REAKSIYON KOSULLARI | JEL FILTRASYON SONUCLARI
Fraksiyon no 28(1:::“ 495::: 'de gilﬁl?):l
Isaretlenen : 0.5 mg Anti CD 4 oram
1 0,019 0,016 3
Isaretleme reaktifi : FITC 2 0,061 0,089 9
3 0,308 0,501 10
FITC/Anti CD 4 mol oran1 : 120 4 0,879 1,455 1t
5 1,21 1,917 10
Toplam hacim: 1000pu1 6 1,09 1,782 10
7 0,568 0,963 11
Reaksiyon sicakligi: 37 C 8 0,241 0,419 12
9 0,108 0,199 14
Reaksiyon siiresi : 2 saat 10 0,053 0,102 16
1 0,024 0,05 2
12 0 0
13 0 0
14 0,022 0,071
15 0,078 0,224
16 0,248 0,839
17 0,905 2,246
18 1,42 2,35 11
19 1,097 2,299
20 0,497 1,486
21 0,172 0,538
22 0,033 0,108
23 0,006 0,026
24 0,002 0,016

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Fralksiyon no

[~—8—280nm'de Abs - - @- - 495nm'de Abs]

Sekil 4.8 Deney 1 FITC-Anti CD4 Fraksiyonlan
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Cizelge 4.9 Deney 2 FITC-Anti CD8

REAKSIYON KOSULLARI

Isaretlenen: 0.5 mg AntiCD 8
Isaretleme reaktifi : FITC
FITC/Anti CD 8 mol oram : 150
Toplam hacim: 1500 pl
Reaksiyon sicakligi: 37 C

Reaksiyon siiresi : 4 saat

JEL FILTRASYON SONUCLARI
Fraksiyon | 280nm'de | 495nm'de | FITC/AntiCD 8
no Abs Abs mol orani
1 0,008 0,013
2 0,011 0,022
3 0,014 0,036
4 0,022 0,063
5 0,032 0,095
6 0,049 0,146
7 0,092 0,268
8 0,203 0,59
9 0,183 1,035
10 0,291 1,427
11 0,613 2,196
12 1,387 2,381 12
13 2,126 2,393 5
14 2,336 2,403 5
15 2,006 2,389 6
16 1,166 2,365 20
17 0,42 1,973
18 0,107 0,61
19 0 0,138
20 0 0,035
21 0 0,025
22 0 0,031
23 0 0,042
24 0 0,052
25 0 0,053

Absorbsiyon

T T T T T T

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Fraksiyon no

—#&—280nm'de Abs - - @ - -495nm'de Abs

21 22 23 24 25

Sekil 4.9 Deney 2 FITC-Anti CD8 Fraksiyonlan
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Cizelge 4.10 Deneme 1P (PITC-BSA)

REAKSIYON KOSULLARI JEL FILTRASYON SONUCLARI
Fraksiyon | 280 nm'de | 360 nm'de | PITC/BSA
Isaretlenen: 0.5 mg BSA no Abs. Abs. mol orant
1 0 0
Isaretleme reaktifi : PITC 2 0 0
3 0 0
PITC/BSA mol oram : 1 4 0 0
5 0 0
Toplam hacim : 500l 6 0,046 0,031 2
7 0,087 0,041 1
Reaksiyon sicakhigi: oda sicakhigs 8 0,154 0,052 1
9 0,077 0,038 1
Reaksiyon siiresi : 1 gece 10 0,049 0,03 2
11 0,047 0,029 2
12 0,041 0,024 2
13 0,037 0,023 2
14 0,036 0,022 2
15 0,041 0,026 2
16 0,038 0,02 1
17 0 0
18 0 0
19 0 0

0,18 4
0,16
0,14 4

0,08 4
0,06

Absorbsiyon

-
....

-'.'""0-----".'--.

T T T T T T T T T

1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Fraksiyon no

| —8—280 nm'de Abs. - - @ - ~360 nm'de Abs. |

Sekil 4.10 Deneme 1P Fraksiyonlan
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Cizelge 4.11 Deneme 2P (PITC-BSA)

REAKSiYON KOSULLARI JEL FILTRASYON SONUCLARI
Fraksiyon |280 nm'de] 360 nm'de | PITC/BSA
Isaretlenen: 0.5 mg BSA no Abs. Abs. | mol oram
1 0 0
Isaretleme reaktifi : PITC 2 0 0
3 0 0
PITC/BSA mol orani : 10 4 0 0
5 0 0
Toplam hacim 500 ul 6 0,033 0,008
7 0,037 0,018 1
Reaksiyon sicakhig: oda sicakhig 8 0,283 0,149 1
9 0,184 0,081 1
Reaksiyon siiresi : 1 gece 10 0,062 0,013
11 0,039 0
12 0,038 0
13 0,03 0

Absorbsiyon

0,3
0,25
0,2 +
0,15 -
0,1

0,05 -

——-—=280 nm'de Abs. - - € - -360 nm'de Abs.

Sekil 4.13 Deneme 2P Fraksiyonlar




Intensity

50

28

——r—————

’r m’

T T T
400 450 500

Wavelength (nm)
Sekil 4.14 Deneme 2P PITC-BSA (TRES)

T
550




Intensi

29

150

100~
Lifetime: 6.26
50—
i
O ]
T T T— T T T T T T T 1]
100 120 140 160 180 200

Time (nanoseconds)

Sekil 4.15 Deneme 2P PITC-BSA (FL)




30

Cizelge 4.12 Deneme 3P (PITC-BSA)

REAKSIYON KOSULLARI

Isaretlenen: 0.5 mg BSA
Isaretleme reaktifi : PITC
PITC/BSA mol oram : 50
Toplam hacim 500ul

Reaksiyon sicakhgi: oda sicakhgi

Reaksiyon siiresi : 1 gece

JEL FILTRASYON SONUCLARI
Fraksiyon | 280pm'de | 360nm'de | PITC/BSA
no Abs Abs mol orani
1 0 0
2 0 0
3 0 0
4 0 0
5 0,038 0,029 4
6 0,128 0,121 18
7 0,609 0,484 4
8 0,278 0,216 4
9 0,087 0,076 8
10 0,063 0,053 6
11 0,052 0,04 4
12 0,042 0,042
13 0 0
14 0 0

Absorbsiyon
e i A -
N w > [} N ~3
1 1 1

=g
[

<
L
-
B

2 3 4 5 6

9 10 11 12 13 14

7 8
Fraksiyon no

| —88—280nm'de Abs - - @ - ~360mm'de Abs |

Sekil 4.16 Deneme 3P Fraksiyonlar:




Intensity
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Cizege 4.13 Deneme 4P (PITC-BSA)

REAKSIYON KOSULLARI JEL FILTRASYON SONUCLARI
. 280nm'de | 360nm'de | PITC/BSA
Isaretlenen: 0.5 mg BSA Fraltyontol " aps Abs mol oram
1 0 0
Isaretleme reaktifi : PITC 2 0 0
3 0 0
PITC/BSA mol oram : 100 4 0 0
5 0,044 0,025 1
Toplam hacim 500ul 6 0,095 0,075 4
7 0,56 0,438 4
Reaksiyon sicakh@i: oda sicakhi 8 0,317 0,228 3
9 0,107 0,069 2
Reaksiyon stiresi : 1 gece 10 0,096 0,05 1
11 0,046 0,008
12 0,039 0
13 0 0
14 0 0

Absorbsiyon
(=] (=] (=] (=4 (=3
1 ¥ w S W ‘o
1 1 J

o
v
—

fi

Fraksiyon no

| —8—280nm'de Abs - - @ - -360nm'de Abs |

Sekil 4.19 Deneme 4P Fraksiyonlan
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Cizelge 4.14 Deneme 5P (PITC-BSA)

REAKSiYON KOSULLARI

Isaretlenen: 0.5 mg BSA
Isaretleme reaktifi : PITC
PITC/BSA mol oram : 200
Toplam hacim 500p1

Reaksiyon sicakhigi: oda sicakhg1

Reaksiyon siiresi : 1 gece

JEL FILTRASYON SONUCLARI
Fraksiyon | 280nm'de | 360nm'de | PITC/BSA
no Abs Abs mol orani
1 0 0
2 0 0
3 0 0
4 0 0
5 0,031 0,028 10
6 0,133 0,128 24
7 1,288 1,216 17
8 0,584 0,528 10
9 0,145 0,124
10 0,082 0,069
11 0,054 0,052
12 0,046 0,046
13 0,04 0,037
14 0,04 0,032
15 0 0
16 0 0

1.4 -
1.2

0.8 -
0.6 1
04 1
02 -

Absorbsiyon

1 2 3 4 5 6

7

—

10 11 12

13 14

8 9
Fraksiyon no
—i—280nm'de Abs

- - @ - -360nm'de Abs

15 16

Sekil 4.22 Deneme 5P Fraksiyonlar
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Cizelge 4.15 Deneme 6P (PITC-BSA)

REAKSIYON KOSULLARI

JEL FILTRASYON SONUCLARI

Isaretlenen: 0.5 mg BSA
Isaretleme reaktifi : PITC
PITC/BSA mol oram : 300
Toplam hacim 500 ul

Reaksiyon sicakh: oda sicakhgs

Reaksiyon siiresi : 1 gece

Fraksiyon no| 280nm'de | 360nm'de{ PITC/BSA
Abs Abs mol oram
1 0 0
2 0 0
3 0 0
4 0 0
5 0,05 0,03 2
6 0,376 0,368
7 1,908 1,804 18
8 0,589 0,543 13
9 0,144 0,112 4
10 0,086 0,059 2
11 0,061 0,037 2
12 0,051 0,026 1
13 0 0
14 0 0

2,5-1

1,5 4

14

Absorbsiyon

0.5

Fraksiyon no

| —m—280nm'de Abs - - @ - -360nm'de Abs

Sekil 4.25 Deneme 6P Fraksiyonlar
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5. SONUCLAR ve TARTISMA

Bu ¢ahgmada Fluoresein izotiyosiyanatin (FITC) BSA &rneklerine tiyoiire bag1 olusumu ile
kovalent olarak bajlanmas: saglandi. Reaksiyon 37 °C, 42 °C ve oda sicakliginda farkh
stireler bekletilerek gergeklestirildi. FTIC/BSA mol oranmnin baglanmaya etkisi incelendi.
Reaksiyon igerigi jel filtrasyon ile fraksiyonlara ayrildi. Fraksiyonlarda Ajsp ve Aggs degerleri
dlgtildii ve grafikler ile sonuglar kiyaslandi.

Alinan anti-CD 4 antikor 6rnegi antikor haricinde bulundurdufu proteinleri uzaklagtirmak
amaciyla “protein A” kolonu ile saflastirildl. Anti-CD 4 antikoru FITC ile isaretlendi. Jel
filtrasyon ile elde edilen fraksiyonlardan olugturulan havuz 6megi liyofilizator ile
derigiklendirildi. Sonugta elde edilen isaretli antikorun “flow-cytometry” kullamlarak
lenfositlere baglanmas: g6zlendi, igaretli antikorun hiicre yiizeyine baglanmadii sonucu
alnd1.

Anti-CD 8 antikor 6rnegi saflagtirma 6n islemi yapilmadan FITC ile igaretlendi. Baglanmamg
FITC bulundurmadi: diigtiniilen isaretli antikorun, jel filtrasyon fraksiyonlarindan elde edilen
havuz 6megi “flow-cytometry” de denendi. Bu denemede anti-CD 8 antikorlarmnm hiicre
yiizeylerine baglandig: goriildi.

BSA Ornekleri farkli reaktif/BSA mol oranlari uygulanarak, oda sicakhiginda 1 gece bekleme
ile gergeklesen reaksiyon sonucu pirenil izotiyosiyanat (PITC) ile isaretlendi. Tiyoiire bag:
olusumu ile gergeklesen isaretleme reaksiyonu ¢ozeltisi jel filtrasyon ile fraksiyonlara ayrildi
ve bOylece baflanmamig pirenil izotiyosiyanat uzaklastirildi Segilen fraksiyonlardan
olusturulan havuz Orneklerinin Asgp ve Asg degerleri belirlendi. “Time Master”
spektrofluorometre ile fluoresans bozunma grafikleri (Decay) ahndi ve fluoresans Smrii
degerleri hesaplandi. Ayrica Orneklerin zaman-ayirimb fluoresans spektrumlan (TRES) de
elde edildi. Anti CD 8 antikorlarinin da pirenil izotiyosiyanat ile isaretlenmesi yapildi aym

- fluoresans aleti ile sonuglar incelendi.

Bu pratik caligmalar, gerceklestirilen isaretleme reaksiyonlarmin incelenmesi ve fluoresans
sonuglarmin kiyaslanmasi yaminda biyokimya alaninda yeni bir teknigin kullaniimas:
konusunda fayda saglad.
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