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(makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklar1 bana ait olacaktr.
Tezin kendi orijinal ¢galismam oldugunu, baskalarinin haklarini ihlal etmedigimi ve tezimin tek yetkili
sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif hakki bulunan ve sahiplerinden yazili
izin ahmarak kullanilmasi zorunlu metinlerin yazili izin almarak kullandigimi ve istenildiginde
suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhiit ederim.
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fakiilte yénetim kurulu iki yil sire ile tezin erisime agiimasinin ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniz makaleye dénismemis veya patent gibi
ybntemlerle korunmamig ve internetten paylagiimasi durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz
kazang imkani olugturabilecek bilgi ve bulgulari igeren tezler hakkinda tez danigmaninin énerisi ve enstitii
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ilgili kurum ve kurulugsun énerisi ile enstitii veya fakiiltenin uygun gériisi (izerine iiniversite yénetim
kurulu tarafindan verilir. Gizlilik karan verilen tezler Yiksek6gretim Kuruluna bildirilir.
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* Tez danmigsmaninin 6nerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gérisi (zerine enstitii veya fakiilte yonetim
kurulu tarafindan karar verilir.
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OZET

Onder, S. Organosfatlara Maruziyet Sonrasinda Olusan Protein Eklenti
Uriinlerini Taniyan Monoklonal Antikorun Karakterizasyonu. Hacettepe
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Biyokimya Programu Doktora Tezi,
Ankara, 2018. Organofosfat (OP) pestisitler, kolinesterazlarin [asetilkolinesteraz
(AChE) ve biitirilkolinesteraz (BChE)] tersinmez inhibitoriidiir. OP’ler, akut toksik
etkisini AChE’nin aktif bolgesindeki serin amino asidine kovalent baglanarak
gostermektedir. Aktif bolgede serin igermeyen proteinler (6rnegin albiimin) ise, tirozin
ve lizin amino asitlerinden OP bilesikler ile kovalent olarak modifiye edilmektedir.
OP’lerin tirozin amino asidi ile yaptig1 kovalent bag, serin ile yaptigi kovalent baga
gore daha stabildir. AChE ve BChE inhibisyonu, OP pestisitlere maruziyet sonrasinda
ortaya ¢ikan kronik hastaliklarin nedenini agiklayamamaktadir. Kronik OP
toksisitesinin nedeninin aydinlatabilmesi i¢in yeni biyobelirteclere ihtiyag
duyulmaktadir. Bu ¢aligmanin amaci, yeni biyobelirteglerin belirlenmesinde
kullanilmak {izere tirozine bagli protein eklenti {irlinlerini taniyan bir monoklonal
antikor tasarlamak ve karakterize etmektir. Calismada, farkli amino asit dizilerine
sahip dietoksifosfotirozin peptitleri sentezlenip 4 farkli tasiyici proteine konjuge
edildi. Konjuge proteinler kullanilarak hibridoma teknolojisi ile depY olarak
isimlendirilen monoklonal antikor iiretildi. DepY antikoru saflastirild1 ve baglanma
afinitesi ve Ozgilligini belirlemek igcin ELISA, Western Blot, Biocore, Octet
teknolojisi ile karakterize edildi. Sonuglar, depY antikorun, amino asit dizisinden
bagimsiz olarak sadece dietoksifosfotirozin modifiye protein ve peptitleri tanidigin
gosterdi. Ayrica HEK293 hiicre lizatlari, klorprifos okson ile muamele edildi. Triptik
peptitler, depY -Sefaroz regine ile saflastirilip kiitle spektrometri ile analiz edildiginde;
73 proteine ait 116 dietoksifosfotirozin modifiye peptit tanimlandi. Sonug olarak,
depY monoklonal antikoru, OP maruziyetinin yeni biyobelirteclerinin
tanimlanmasinda ve herhangi bir tiirdeki dietoksifosfotirozin modifiye proteinlerin

belirlenmesinde yararli olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Organofosfat, klorprifos okson, depY monoklonal antikor,
dietoksifosfotirozin, kiitle spektrometri.

Bu tez, TUBITAK BIDEB 2211-A kapsaminda desteklenmistir.
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ABSTRACT

Onder S., Characterization of Monoclonal Antibody that Recognize Protein
Adducts After Exposure to Organophosphates. Hacettepe University Institute of
Health Sciences Ph. D. Thesis in Biochemistry, Ankara, 2018. Organophosphorus
(OP) pesticides are irreversible inhibitors of cholinesterases [acetylcholinesterase
(AChE) and butyrylcholinesterase (BChE)]. The OPs cause the acute toxic effect by
covalent binding to a serine amino acid in the active site of AChE. Proteins that have
no active site serine, such as albumin, are covalently modified by OPs on tyrosine and
lysine. The covalent bond of OP compounds with tyrosine is more stable than with
serine. Chronic illness from OP pesticides exposure is not explained by inhibition of
AChE and BChE. New biomarkers are needed to elucidate the cause of chronic
toxicity. The goal of this study was to design and characterize monoclonal antibody
that recognizes protein adducts on tyrosine that would be useful in the identification
of new biomarkers. Various diethoxyphosphate-tyrosine peptides were synthesized
and cross-linked to 4 different carrier proteins. Monoclonal antibody called as depY
were produced with hybridoma technology using the conjugated proteins. DepY
antibody was purified and characterized by ELISA, Western Blot, Biocore, Octet
technology to determine binding affinity and binding specificity. The results showed
that depY recognizes diethoxyphospho-tyrosine modified proteins and peptides
independent of the surrounding amino acid sequence. Furthermore, HEK293 cell
lysates were treated with chlorpyrifos oxon. When tryptic peptides immunopurified
with depY-Sepharose were analyzed by mass spectrometry, 116 diethoxyphosphate-
tyrosine modified peptides from 73 proteins were identified. Consequently, the use of
depY monoclonal antibody could be useful for identifying novel biomarkers of OP
exposure and for analyzing modified proteins in any species.

Keywords: Organophosphate, chlorpyrifos oxon, depY monoclonal antibody,
diethyloxyphosphate-tyrosine, mass spectrometry.

This thesis was supported by TUBITAK (2211-A).
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1. GIRIS

Organofosfatlar (OP), merkezi ve otonom sinir sisteminde, asetilkolinesterazin
(AChE) aktif bolgesindeki serin amino asidine geri doniisiimsiiz sekilde baglanarak
dokularda asetilkolin (ACh) birikimine neden olmaktadir. ACh birikimi ile muskarinik
ve nikotinik reseptorlerin asir1 uyarilmast ile kolinerjik etkiler ortaya ¢cikmakta ve akut
toksisite meydana gelmektedir (1, 2).

Diistik dozlardaki OP maruziyeti sonucu olusan kronik hastaliklarin
mekanizmas1 simdiye kadar aydinlatilamamistir. AChE aktivitesini etkilemeyen
dozlardaki OP pestisitlere maruz kalan is¢ilerde, daha siklikla anksiyete bozuklugu,
major depresyon, dikkat daginikligi ve ekstrapiramidal semptomlar goriilmistiir (3,
4). AChE inhibisyonu ile iligkili olmayan OP kaynakli norotoksisite mekanizmasini
aciklayabilmek i¢in arastirmalar halen devam etmekte olup, disik doz OP
toksisitesinde birgok proteininin iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir. Bugiine kadar
yapilan in vivo g¢alismalar sonucunda; OP pestisitleri tarafindan modifiye edilen
proteinlerin AChE, biitirilkolinesteraz (BChE), karboksilesteraz ve albiimin oldugu
rapor edilmistir (5). OP pestisitlerinden klorprifosa (CPF) maruziyetten 49 giin sonra,
insan serum albiiminin 411. pozisyonda bulunan tirozin amino asidi iizerinde
dietoksifosfat eklenti tiriiniiniin saptandig1 gosterilmistir (6). Ancak albiimin tek bagina
norotoksisiteyi agiklayamamaktadir ve sonuglar OP toksisitesinde serin hidrolazlara
ek olarak bagka proteinlerin de rol oynadigini gostermektedir.

Proteinlerde bulunan tiim tirozinler, OP yapili bilesikler ile reaksiyona
girmemektedir. Tirozinin reaktivitesi, pozitif yiiklii bir amino asidin tirozine 6 A’luk
yakiligi ile kolaylagsmaktadir (7). Tirozin-OP eklenti {iriinii olustuktan sonra stabil
kalmaktadir. Buna ek olarak, kolinesterazlarin aktif bolgesindeki serin amino asidi
tizerinde gergeklesen ve yaslanma (aging) adi verilen reaksiyon, tirozin amino asidi
tizerinde ger¢eklesmemektedir (8-10). Tiim bu 6zellikler, OP’ler ile reaksiyona giren
diger proteinlerin kimliginin ortaya konmasi ve antikor iiretiminde uygun adaylarin
belirlenmesi i¢in tirozin-OP eklenti {irtinlerini, antijen olarak g¢ekici hale getirmektedir.

Bu doktora tez ¢alismasinda, tirozin etrafindaki amino asit dizisinden bagimsiz
olarak, dietoksifosfotirozin ile modifiye proteinleri yiiksek afinite ve duyarlilik ile
tantyan bir monoklonal antikor (depY) iretilmis ve detayli olarak karakterize

edilmistir. Bununla birlikte, OP yapili bilesiklerin, hangi proteinleri modifiye ettigi



kiitle spektometri yontemi kullanilarak arastirilmistir. DepY antikorun, OP bilesiklere
maruziyet sonrasinda yeni biyobelirteclerin tanimlanmasinda ve kronik norotoksisite

mekanizmasinin aydinlatilmasinda faydali olacag: diisiiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Organofosfatlar

Pestisitlerin ana smiflarindan birini olusturan organofosfatlar, ilk kez 1854
yilinda Philippe de Clermont tarafindan tetraetilpirofosfat olarak sentezlenmistir. 1932
yilinda, dimetil ve dietil fosfofloridat sentezlerinin tanimlanmasi ile OP esterlerinin,
insanlarda gérme ve solunum fonksiyonlari tizerinde toksik etkilerinin oldugu
gosterilmistir. 1937 yilinda Alman kimyact Gerhard Schrafer tarafindan
antikolinesteraz etkili OP bilesiklerinin genel kimyasal yapist tanimlanmig ve ilk ticari
OP insektisiti ve paratyon sentezlenmistir (11, 12).

Tarim alaninda baslica pestisit olarak kullanilan OP’lerin, tip ve endiistriyel
alaninda lubrikant, solvent ve yangin geciktirici olarak kullanimi da bulunmaktadir
(13). ikinci Diinya Savas: sirasinda pestisit olarak kullanimi digina gikilarak, kimyasal
savas ajani Olarak kullanilmak tizere daha toksik OP yapil1 bilesikler sentezlenmistir
(12). Sinir gazlar olarak da adlandirilan bu ajanlardan sarin kullanilarak Japonya’da
terorist saldirilar1 diizenlenmistir (14).

OP yapil1 bilesiklerin primer hedefi olarak; bu bilesikler varliginda tersinmez
olarak inhibe edilen kolinesterazlar gosterilmektedir (15). 1950’1erin sonlarina dogru,
AChE ve BChE’nin diizopropilflorofosfat (DFP) ile reaksiyonu sonrasinda olusan
eklenti urinlerinin, kolinesterazlarin aktif merkezinde bulunan serin amino asidi
tizerinde oldugu gosterilmistir (15, 16). 1963 yilinda, her iki enzim i¢in OP’ler
tarafindan modifiye edilen serin etrafindaki amino asit dizileri Sanger tarafindan
tanimlanmustir (16). Ayrica Sanger ayni yil, insan serum albiimininde (HSA) diziledigi
ArgTyrThrLys peptit sekansindaki tirozin amino asidinin, DFP ile kovalent etkilesime
girerek modifiye oldugunu gostermistir ve bu gozlem 2005 yilinda yeniden
dogrulanmustir (17).

Son yillarda kolinesterazlardan baska farkli proteinler kullanilarak yapilan
¢alismalar sonucunda, OP’lerin tirozin ve lizin amino asitleri ile kovalent etkilesimde
bulundugu rapor edilmistir (7, 10, 18). Bu durum, OP yapili Dbilesiklerin,
kolinesterazlarin aktif bolgesinde bulunan serin amino asidi disinda baska hedeflerinin

de oldugunu goéstermektedir (7, 10, 18).



2.1.1. Organofosfatlarin Genel Kimyasal Yapisi

Organofosfatlar, fosforik asit esterleri ve tiirevlerinden olusmaktadir. Genel
kimyasal yapis1 (Tablo 2.1.), merkezi bir fosfor atomu ve ona ¢ift bag ile bagl siilfiir
veya oksijen atomu seklindedir (12). OP’ler, kolinesterazlar1 fosforillerken, hidrolize
en duyarl ve ayrilan grup (X), enzimin aktif bolgesinde bulunan serin amino asidinin

hidroksil oksijeni ile niikleofilik olarak yer degistirmektedir (11).

Tablo 2.1. Organofosfat yapili bilesiklerin genel kimyasal yapisi.

Organofosfat tiirii Kimyasal yap1

Okso-fosforil bilesikler 9

P
R71™X
R

Tiyo-fosforil bilesikler S

Ayrilan grubun karakteristik dzelliklerine gore OP yapili bilesikler, 4 ana gruba
ayrilmaktadir: 1. grup OP’ler, kimyasal silah olarak gelistirilen fosforilkolinlerdir ve
ayrilan grupta dortlii azot grubu icermektedir (Or. shradan). 2. grup OP’ler, ayrilan
grupta flor iceren florofosfatlardir ve hem toksisiteleri hem de islevleri agisindan 1.
grup OP’lere benzemektedir (Or. diizopropilflorofosfat). 3. grup OP’lerde, ayrilan
grupta siyaniir veya flor disinda farkli bir halojen bulunmaktadir. Bu grup bilesikler,
1. ve 2. grup OP yapil1 bilesiklere gore daha az etkilidir (Or. paratyon). 4. grup OP’ler
ise, giinlimiizde insektisit olarak kullanilan OP yapili bilesikleri i¢cermektedir ve
ayrilan grupta alkoksi, alkiltiyo, ariloksi, ariltiyo veya heterosiklik yapilar, yer
almaktadir (19).

OP’lerin yapisindaki R1 ve Rz, yan gruplari, fosfor atomuna dogrudan
(fosfonatlar veya fosfinatlar) ya da oksijen veya siilfiir atomu araciligi ile
(fosforotiyoat) baglanmaktadir. En basit OP’lerin yapisindaki R: ve Rz gruplari
genellikle ayn1 olup, metil, etil, izopropil vb. kisa alkil zincirleri bulunmaktadir (12).

Pestisit veya kimyasal silah olarak kullanilan OP yapili bilesikler, R1, Rz yan
gruplarinin ve ayrilan grubun (X) karakteristik ozelliklerine gore bir¢ok gruba

ayrilmaktadir. Bu gruplar Tablo 2.2.’de 6zetlenmistir (12).



Tablo 2.2. Kimyasal silah ve pestisit olarak kullanilan organofosfat yapili
bilesiklerin kimyasal yapilarina gore siniflandirilmasi.

Organofosfat tiirii Kimyasal yapi Ornek
Fosfatlar
Q
0,0’ Dialkil-fosfat OR’P*OX Tri-o-krezil fosfat,
] -
'0R, diklorvos
Tiyofosfatlar
S
0,0’ Dialkil-tiyofosfat P Klorprifos, diazinon
OR7 EQX
OR;
S
0,0’ Dialkil- =) Malatyon, dimetoat
iti OR7 | “SX
fosforoditiyoat 10R,
O-Alkil, S-alkil Tcl’ Fosmet
fosforoditiyoat R S/'?\OX
OR,

Fosforotiyoat

OR,

0,0’ Dialkil- 9 Amiton, ometoat
. P
fosforotiyoat OR] 6R82X
O-Alkil, S-alkil 9 Trifenofos
fosforotiyoat R, SlFl’\OX




Tablo 2.2. (Devam) Kimyasal silah ve pestisit olarak kullanilan organofosfat yapili

bilesiklerin kimyasal yapilarina gére siniflandirilmast.

Organofosfat tiirii Kimyasal yap: Ornek
Fosforoamidat
0]
0,0’ Dialkil P Fenamifos
fosforoamidat OR7 L NR
OR,
. . O .
O-Alkil, S-alkil 5 Metamidofos
fosforotiyoamidat OR7 1 "NR,
SR,
S .
0,0’ Dialkil |':', I[sofenos
fosforotiyoamidat ORs I °NR
y 1ORJ\2| 2

Fosfonofloridat

O
O-Alkil, alkil |':‘,
fosfonofloridat ORfllq‘F
2

Soman, sarin (Kimyasal
silah-sinir gaz1)

Fosforofloridat

fosfonotiyonat

@)
0,0’ Dialkil P Diizopropil fosforo
fosforofloridat OR1OKC floridat (DFP)

2
Fosfonotiyonat

i

O-Alkil, alkil _P. Leptofos
OR7 /1, "OX
2




2.2. Organofosfat Pestisitler

Pestisitler, tarimda bitkilerin korunmas1 veya halk saglhiginda vektor kaynakli
hastaliklarin 6nlenmesi amaci ile kullanilan, cesitli yap1 ve fonksiyonel gruplara
ayrilmis kimyasal maddelerdir. (20). Diinya ¢apinda pestisit kullanimi1 yillik bes
milyar kilogram iken (21), Tirkiye’de pestisit kullanimi diinyadaki kullaniminin
sadece %1°lik kismini olusturmaktadir (22). OP pestisitleri, bocek ve pestlere karst
daha se¢ici olmalari1 ve daha az miktarda kalint1 birakmalar1 nedeniyle diinya genelinde
daha siklikla kullanilmaktadir (22). Paratyon, malatyon, Klorprifos, diazinon ve fosmet
yaygin olarak kullanilan OP pestisitlerine 6rnek olarak verilebilir (13). Klorprifos gibi
4 milyar kg OP pestisit, her yil, tarim alanlarina uygulanmaktadir, ancak bunun ¢ok az
miktar1 pestleri hedeflemekte, geri kalan kismi ise gevreyi kirletmektedir (23).

Avrupa’da, bebek mamasi ve islenmis gida dahil olmak tizere pek ¢ok iiriiniin
250’den fazla farkli OP’ler ile kontamine oldugu ve buna ek olarak, meyve, sebze ve
tahillarin yaklasik %50°’sinin OP pestisit kalintilart igerdigi bildirilmistir (24).

OP pestisitlerinin diinya ¢apinda yaygin kullanimu ile, tarim galiganlarina ek
olarak genel popiilasyon da genellikle diisiik konsantrasyonlarda farkli kimyasal
yapiya sahip ¢esitli pestisitlerin kombinasyonlarina maruz kalmaktadir (20). Bu
maruziyet, kanser, nérodejeneratif kronik hastalik, norotoksisite, iireme ve gelisimsel
bozuklugun olusumunda 6nemli bir risk olusturmaktadir (25-27). Diinya Saglik
Orgiitii (WHO), yilda yaklasik {ic milyon kisinin kasitsiz olarak akut pestisit
zehirlenmesine maruz kaldigini ve 346.000 kisinin 61diigiinii; intihar amach iki milyon
pestisit zehirlenmesi vakasi oldugunu ve bu vakalarin, 370.000’in Gliimle
sonuglandigini bildirmistir (28).

OP bilesiklerinin, halk saglig: tizerindeki toksik etkilerinin aydinlatilmasi, bazi
gelismis tilkelerin bu bilesiklerin kullanimina kisitlamalar veya yasaklar getirmesine
neden olmustur. 2000 yilinda ABD’deki Cevre Koruma Ajansi (EPA), ¢cok toksik OP
yapili bir bilesik olan ve bu tezin odak noktasini olusturan klorprifosun (CPF) evlerde
kullanimini tamamen yasaklamig ve sadece tarim alaninda kullanimina izin vermistir.
Tim bu kisitlamalara ragmen; CPF yaygin olarak kullanilan pestisit 6zelligini
korumakta olup, gelismekte olan birgok iilkede, halen kullanimi devam etmektedir
(29).



2.3. Klorprifos

Ilk kez 1965 yilinda Dow Elanco Firmas: tarafindan sentezlenen ve ticari
olarak iiretilen ve genis spektrumlu bir OP pestisit olan CPF, hamam bdécegi, pire,
sigirlardaki kene ve hayvan barmaklarindaki zararlilar1 kontrol altina almak ve ayrica
tarim Vve ormancilikta ¢ok ¢esitli mahsulleri korumak amaciyla siklikla
kullanilmaktadir. CPF’nin alternatif iriinlerden ¢ok daha etkili ve diisiik maliyete

sahip olmasi, bu bilesigin kullanimini yayginlastirmaktadir (30).

2.3.1. Klorprifosun Kimyasal Yapisi ve Fiziksel Ozellikleri

CPF (O,0O-dietil O-3,5,6-trikloropiridin-2-il-fosforotiyoat), merkaptan benzeri
giiclii bir kokuya sahip renksiz kristalize bir pestisittir (Sekil 2.1.).

Cl Cl
\ S
|I:!
A PN A
ci N o/ O CH,
)
H,C

Sekil 2.1. Klorprifos kimyasal yapisi.

Apolar yapiya sahip CPF’nin suda ¢oziiniirligii (2 mg/l) olduk¢a azdir ve
organik c¢oziiciilerde dagilma katsayisi ise (logP: 4,7-5,3) yiiksektir (29). Bu yiizden,
hayvanlara ve mahsiillere uygulanmadan 6nce genellikle benzen, aseton, kloroform,
etanol, metanol, ksilen, dietil eter vb. organik ¢6ziiciilerde ¢oziilmektedir (29, 31). Su
igerisindeki stabilitesi sicaklik ile degisen CPF’in sudaki hidroliz hizi, her 10 °C
sicaklik diisiisiiyle 2,5-3 kat azalmaktadir. Hidroliz hizi, asidik ve ndtr sularda sabit
iken, alkali sularda artis gostermektedir. CPF’nin 25 °C’de ve pH 7,0 olan suda 35-78
glinliik bir yar1 démrii bulunmaktadir (29).

CPF, toprak altinda hem aerobik hem de anaerobik kosullar altinda

bozunabilmektedir.

CPF, once toksik olmayan 3,5,6-trikloro-2-piridinol’e (TCP), daha sonra

organoklorin bilesiklerine ve en son olarak karbondiokside indirgenmektedir (30).



Ayrica kendisinden 10 kat daha toksik olan klorprifos okson’a (CPO) da okside
olabilmektedir (29, 32).

2.3.2. Klorprifosa Maruziyet

Genellikle CPF’nin kapali alanlarda uygulanmasi ve tarim iscilerinin
kullandig1 bireysel koruma ekipmanlarmin eksikligi ile CPF’ye akut maruziyet
gerceklesmektedir (33). Ayrica, OP pestisit uygulanan bolgelerde yasayan insanlar ve
cocuklar da ciddi maruziyet riski tasimaktadir (21, 34). Yanlislikla veya isteyerek
yutulmasi (intihar girisimi), pestisitlerin karistirilmasi, yiiklenmesi ve uygulanmasi
sirasinda dermal maruziyet veya kontamine yiizeylerle temas, baglica maruziyet
yollaridir (35). Bununla birlikte, subkronik mesleki maruziyet ve genel popiilasyonun
CPF kalintis1 igeren diyet tiiketimi, uzun siireli diisik doz CPF maruziyetine 6rnek
olarak verilebilir (30).

CPF, uygulandiktan hemen sonra oral, inhalasyon ve dermal yollar ile absorbe
olmaktadir. Lipofilik &zelliklerinden dolay1, alveol, plesanta ve kan beyin bariyeri
dahil olmak tizere lipid ¢ift katmanlardan hizlica gegebilmektedir (36, 37). CPF kan
dolagimina girdikten sonra sinir sistemindeki anahtar enzimlerden biri olan AChE’yi
inhibe edebilecek ve noron hasarini indiikleyebilecek diizeyde dokulara dagilmaktadir
(38). Idrar ile kolayca atilan degradasyon metabolitleri, maruziyetin biyobelirteclerini
tanimlamada potansiyel yarar saglamaktadir (35, 39). CPF, konjugasyon ve esteraz
aracili hidroliz ile hizlica karacigerden metabolize edilerek idrar, diski ve solunum
yolu ile atildigi i¢in insanlardaki yar1 omrii dakikalar veya saatler olacak sekilde

oldukga kisadir (30).

2.3.3. Klorprifos Metabolizmasi

CPF absorbe olduktan sonra, AChE iizerinde inhibitor etkisini gosterebilmesi
i¢in, metabolik olarak fosfor atomuna ¢ift bagl siilfiir atomunun (P=S) okside olmasi
gerekmektedir (11, 40, 41). CPF, karacigerde sitokrom P450 monooksigenaz sistemi
ile oksidatif desiilfiirasyona ugrayarak, biyolojik olarak aktif formu CPO’ya
doniismektedir (11, 29, 30) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Klorprifosun metabolik biyoaktivasyonu.

Ayrica CPF, beyin mikrozomal sitokrom P450 ile de dogrudan CPO’ya okside
olmaktadir, ancak bu doniistim hiz1 100 kat daha azdir (42, 43). CPO, CPF’ye kiyasla,
¢ok daha giiglii bir AChE inhibitoriidiir (44). CPO, mikrozomal esterazlar (A-esteraz
paroksonaz, klorprifos oksonaz) veya enzimatik olmayan hidroliz aracilig1 ile 6zgiil
metabolitleri olan dietilfosfat ve TCP’ye dontismektedir. Alternatif olarak CPF,
sitokrom P450 ile dearilasyona ugrayarak, TCP ve dietiltiyofosfat (DETP)
olusturmaktadir (45-47).

Karaciger sitokrom P450 enzimlerindeki polimorfizmler, OP toksisite
duyarliliginda degisiklige neden olmaktadir (48). CPF metabolizmasi, insanlarda
sitokrom P450 sisteminin birka¢ izoformu tarafindan gerceklesmektedir. CPO
olusumunda, CYP2B6 ve CYP3A4 izoformlar;; TCP olusumunda ise CYP2C19

izoformu 6nemli rol oynamaktadir (49-51). Her izozimin ekspresyon diizeyi, bireyler
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arasinda farkli oldugu i¢in OP aktivasyon-detoksifikasyon hizi ve dolasimdaki toksik
OP seviyeleri bireyler arasinda degiskenlik gostermektedir.

Sitokrom P450 enzimlerinin yani sira, CPO’nun Katalitik hidrolizinde rol
oynayan A-esteraz paroksonaz (PON-1) enziminin diisiik seviyesi de, insanlarda ve

hayvanlarda artan nérotoksik etki ile iligskilendirilmektedir (52).
2.4. Klorprifos icin Hedef Proteinler

2.4.1. Asetilkolinesteraz: Klorprifosun Birincil Hedefi

CPF’nin baslica hedefi, periferal ve merkezi sinir sisteminde baslica
norotransmitter, asetilkolinin (ACh) hidrolizinden sorumlu olan ve serin hidrolazlar
ailesinin bir iiyesi olan AChE’dir (11, 53, 54).

ACh’nin, postsinaptik muskarinik ve nikotinik reseptorlere baglanmasi (55),
beyin ve omurilikten bilginin iletilmesinde Onemli rol oynamaktadir. AChE
aktivitesinin inhibisyonu, ndrotransmitter ACh’nin Kkolin ve asetata hidrolizini
azaltmaktadir (56). Asir1 ACh birikimi, ¢esitli klinik semptomlarla birlikte asiri
kolinerjik aktiviteye neden olmaktadir (12, 21, 57).

CPF’nin, AChE’yi inhibe edebilmesi i¢in karacigerde oksidatif
desiilfiirasyona ugrayarak CPO’ya doniismesi gerekmektedir (11, 58, 59). CPO,
AChE’nin aktif bolgesine (Sekil 2.3.) baglandiginda, CPO’nun fosfat grubu ile
AChE’nin aktif bolgesinde bulunan serin amino asidinin hidroksil grubu arasinda bir

kovalent bag olusmaktadir.
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Sekil 2.3. Asetilkolinesterazin aktif bolgesindeki katalitik serinin klorprifos ile

konjugasyonu.

AChE’nin esteratik bolgesi ile fosfor atomu arasindaki bag, ayni enzim
bolgesinde ACh igerisindeki karbonil karbonu arasindaki baga kiyasla ¢ok daha
kararlidir. Karbon-enzim baginin kirilmas1 mikrosaniyeler igerisinde gergeklesirken,
fosfor-enzim baginin kirilmasi, birkag saat ile birkag giin arasinda siirebilmektedir (60,
61). Bazi1 durumlarda, AChE inhibisyonundan birka¢ saat sonra, AChE-CPO
arasindaki bagin spontan hidrolizi ile AChE yeniden aktive olmaktadir. Bu reaksiyon
oldukca yavas hizda gergeklesmektedir (62).

Oksimler olarak bilinen bazi hidroksilamin tiirevleri, AChE’nin anyonik
bolgesine baglanabilen ve enzimin defosforilasyonunu kolaylastirabilen pozitif yiikli
bir atom igermektedir (Sekil 2.4). Boylece enzimin spontan olarak yeniden
aktivasyonu, oksim gibi niikleofilik reaktifler ile gergeklesebilmektedir. (11, 63).
Oksimler, OP zehirlenmelerinin tedavisinde kullanilmaktadir (11, 64, 65). AChE,
CPO ile inhibe oldugunda, AChE-CPO kompleksinde, CPO iizerinde bulunan dietoksi
(R1, R2) gruplarindan biri ayrilmaktadir. Enzimatik olmayan bu reaksiyon, yaslanma
(aging) olarak adlandirilmaktadir (Sekil 2.4). Yaslanma reaksiyonunun gergeklesmesi
ile enzim yeniden aktive olmaya diren¢ kazanmaktadir ¢iinkii dealkile olan negatif
yiiklii fosforil grubu daha kararlidir ve enzim tersinmez olarak inhibe edilmektedir. Bu

durumda yeni AChE molekiillerinin sentezlenmesi gerekmektedir (44, 60, 66).



13
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Sekil 2.4. Asetilkolinesterazin OP yap111 bilesikler taraflndan inhibisyonu, yaslanma

reaksiyonu ve niikleofilik ajan araciligiyla reaktivasyonu.

Akut kolinerjik sendrom

CPF’nin akut toksik etkisi, OP yapili bilesiklerin primer farmakolojik hedefi
olan AChE’nin inhibisyonu ile gosterilmektedir. AChE’nin inhibisyonu ile periferik
sinirlerin sinapslarindaki asir1t ACh birikimi, merkezi ve periferik sinir sistemlerinde,
kolinerjik (nikotinik ve muskarinik) reseptorlerin asir1 uyarilmasina neden olmaktadir
(67).

Toksik CPF’ye maruziyet ile biriken ACh, muskarinik reseptorlere
baglanmakta ve bronkokonstriksiyon, hipotansiyon, miyozis, kalp atisinin diismesi,
artan terleme, asir1 tiikriik salgis1 gibi muskarinik etkiler gézlenmektedir (68). Akut
kolinerjik sendrom, CPF maruziyetinden sonra birka¢ dakika ile birka¢ saat arasinda
¢ok hizli bir sekilde ortaya ¢ikmaktadir. Ancak bazi durumlarda klinik bulgular bir
giin sonrasinda da gézlenebilmektedir (31). Bu evrede hipertansiyona, kontrolsiiz kas
kasilmalarina, felce neden olan nikotinik reseptorler uyarilmaktadir (68). Solunum
kaslarinin paralizi ile solunum yetmezligi ve kardiyak arreste bagl olarak 6liim, ¢ok
kisa siirede gergeklesebilmektedir (13, 57). Ayrica CPF zehirlenmesi ile konusma
bozuklugu, bas agrisi, uykusuzluk, spazm, konviilziyon, koma vb. merkezi sinir

sistemi belirtileri de ortaya ¢ikabilmektedir (69, 70) .
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Akut CPF toksisitesinin tedavisinde iki strateji izlenmektedir. Bunlardan ilki,
atropin gibi kolinerjik muskarinik antagonist kullanimi ile muskarinik reseptorleri
bloke etmektir. Diger strateji ise oksim, pralidoksim gibi spesifik antidotlarin
uygulanmasi ile AChE’nin yeniden aktive olmasini saglamak ve boylece ACh
birikimini 6nlemektir (71). Ancak yaslanma reaksiyonu sonrasinda AChE, oksimler

tarafindan aktive edilememektedir (31).

2.4.2. Noropati Target Esteraz

Noropati target esteraz (NTE), endoplazmik retikulum membranina bagh
fosfatidilkolinin, gliserofosfokolin ve yag asitlerine doniisiimiinii katalizleyen bir
fosfolipazdir. NTE mutasyonlart (72) veya bir OP’nin NTE’ye kovalent
baglanmasinin neden oldugu yapisal degisiklikler, fosfatidilkolin birikimine yol
agmaktadir. Bunun sonucunda membran yapisi degigsmekte, glia-akson etkilesimi ve
aksonal transport bozulmakta ve son olarak hiicre 6liimii gerceklesmektedir (73).

Toksik metabolit krezil saligenin fosfatin (CBDP) onciisii olan OP yapili
bilesiklerden tri-orto-krezil fosfat ile zehirlenen insanlarda, bacak ve omurilikteki
uzun sinirlerin distal uglar1 sismekte ve dejenere olmaktadir (74). Sinirlerde
gerceklesen hasardan kaynaklanan felg, OP kaynakli gecikmis polindropati (OPIDN)
olarak adlandirilmaktadir. Beyin NTE aktivitesinin yaklasik % 70’inin gegici olarak
inhibisyonu, birkag hafta sonra klinik noropatiye neden olmaktadir (75). Noropatik OP
bilesikleri, yaglanma reaksiyonu sonrasinda NTE {izerinde negatif yiikli eklenti
tirlinleri olusturmaktadir.

ABD’de yasadisi iiretilen likorlere eklenen tri-orto-krezil fosfatin, ginger jake
felcine neden oldugu rapor edilmistir (76). Tri-orto-krezil fosfatin toksik bir metaboliti
olan CBDP, AChE’nin etkili bir inhibitérii degildir (77). Bu nedenle, insanlarda
kolinerjik kriz goriilmeden 6nce polindropati gelismektedir.

Sonug olarak, néronlarda NTE, kolinesterazlardan bagimsiz olarak insanlarda

OP toksisitesinin ikinci bir hedefi olarak gosterilmektedir.

2.4.3. Biitirilkolinesteraz

BChE, insan plazmasinda ve serumda bulunan, tetramerik yapida bir
kolinesterazdir. 340 kDa agirligindaki BChE tetrameri, dimerin dimeridir ve her
dimer, birbirine Cys 571°den disiilfit bagi ile baglanmaktadir. Her bir alt {inite, 574
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amino asit ve dokuz adet Asn bagl karbonhidrat zinciri igermektedir (78). insan
kaninda BChE diizeyi, AChE’den on kat daha fazla olup (79), insan serumu yaklasik
4-5 mg/l BChE ve 0.5 mg/l AChE i¢ermektedir. BChE, plazmada; AChE ise kirmizi
ve beyaz kan hiicrelerinin membranlarina bagh olarak bulunmaktadir. BChE, OP
yapili bilesikler ile oldukga reaktifdir ve OP pestisitlerinin ¢cogu, AChE’a gére BChE
ile daha hizli reaksiyon gostermektedir (56). Ayrica kandaki BChE aktivitesinin
inhibisyonu, spektrofotometrik analiz ile kolayca lciilebilmektedir. Insanlarda BChE
aktivitesinin inhibisyonunun, higbir yan etkisinin olmadigi gosterilmistir. Ancak,
AChE knock out farelerde BChE aktivitesinin inhibe edilmesi, hayvanlarin liimiine
neden olmaktadir (80, 81). OP’ler, AChE’de oldugu gibi, BChE’nin aktif bolgesi
tizerinde kovalent modifikasyona neden olmaktadir (Sekil 2.5.).

BChE’deki OP eklentilerini tanimlamak i¢in kiitle spektrometri yontemleri
gelistirilmistir (82, 83). Tiim bu 6zellikler OP maruziyetinin teshisinde BChE’yi tercih
edilir bir biyobelirte¢ yapmaktadir.

opP Biyoaktif metabolit Eklenti Uriinii Yaslanma Uriinii
0\p// °\P// o // C/\° //
/\/\o /\/\o Hc / OSerB(hF /\O Ser BChE
3
Klorprlfos Klorprifos okson Dietoksifosfoserin Monoetoksifosfoserin
HaC__CHj HyC__CHj
N L e e
P70 P "N “O-Ser BChE "Nt ~0-Ser BChE
| | -Ser ) -Ser BChE
HaC—\\ HyC—\
i \o)\/tcm ’ 0’}’ \O)\/LCH:; ¢ "
o o HsC
HyC i i HyC . . Y ¢ ¢ ¢
Diazinon Diazokson Dietoksifosfoserin Monoetoksifosfoserin
,c/\///\ ——b“ac/\// —_— Hc/\(,// —_ Hc/\//
HsC\o/ s Moy g ~0-Ser BChE / O-Ser BChE
Azinfos Azinfos metil okson Dimetoksifosfoserin ~ Monometoksifosfoserin
i
Qw@
0 — @(/(,) —_— oL // a—p RO //
©/ s HC / 0O-Ser BChE e PS0-Ser BChE
Tri-o-krezil fosfat Krezil saligenin fosfat Krezil fosfoserin Fosfoserin

Sekil 2.5. OP bilesiklerin biyoaktivasyonu ve BChE ile etkilesimi.
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OP-BChE eklenti iiriinlerinin tanimlanmasi

Fidder ve arkadaglari, OP maruziyetini BChE {izerinden elektrosprey-
iyonlagsma tandem kiitle spektrometri kullanarak tanimlamislardir (82). Boylece,
Tokyo metro saldirisinda OP’ye maruz kalan kisilerden alinan plazmalarda, BChE
aktif bolgesinde olusan eklenti iirlinlerinin kiitlesi 6l¢iilmiis ve BChE aktif bolge
peptidinin kiitlesinin, OP ile modifiye edilmemis BChE aktif bolge peptidine gore 120
atomik kiitle birimi daha yiliksek oldugu bulunmustur. Bu kiitle farkinin sarinden
kaynakli oldugu dislniilmistiir. MS/MS fragmentasyonu ile peptit dizileri
tanimlanmis ve OP ile modifiye olan amino asidin, BChE aktif merkezindeki Ser198
oldugu, gosterilmistir. Bu ¢alisma sonucunda ayrica OP maruziyetinin kiitle
spektrometri ile analizi igin iki 6nemli teknik detay tanimlanmistir. Bunlardan ilki, OP
maruziyeti i¢gin BChE aktif bolgesine ait peptit dizisi belirlenirken pepsin
kullanilmasinin, tripsine gore avantajli olmasidir. Diger teknik detay ise, ¢arpismanin
neden oldugu ayristirma sirasinda, OP ile modifiye BChE aktif bolge serin iizerinde,
eklenti tirtinlerinin ve bir su molekiilii ¢ikisi ile serinin dehidroalanine déniismesidir,
BChE’nin pepsin ile par¢alanmasi sonucunda 9 amino asitten olusan FGES10sAGAAS
aktif bolge peptit dizisi elde edilirken, tripsin ile pargalanma sonucunda 29 amino
asitten olusan SVTLFGES;qqAGAASVSLHLLSPGSHSLFTR  peptit  dizisi
gozlenmektedir (84). Sekil 2.6., pepsin ile parcalanan OP-modifiye insan BChE’ ye
ait FGES19sAGAAS peptidinin MS/MS spektrumunu gostermektedir.

FGESAGAAS Ay9
40, C!) 778.2
0=P—OH
o} Ab8
~ EoHs 673.2
N
< 12Fo1
= 20 ' Ab7 ,
= 602.2 | y7 Parent ion
= b5 700.1 bg 9043
pl=T1| Aa5 b4 600.1 799.2
S b2 by 461 581 y6|| e
104
E y2 2051 342 ppy Abs\ o 7\ 657.2
A :
403.1| 4741 | Ob6 / \
8% 198.2 387.4 576.6 765.8 955

Kiitle (m/z)
Sekil 2.6. OP ile modifiye insan BChE aktif bolge peptidinin MS/MS spektrumu (84).
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OP maruziyeti olmadiginda, BChE aktif bolge FGESAGAAS peptidi igin kiitle
spektrometri ile 796.3 m/z kiitlenin gézlenmesi beklenmektedir. Sekil 2.6’da ana iyon
olarak 904.3 m/z kiitle g6zlenmektedir. 904.3 m/z ve 796.3 m/z arasindaki 108 Da’luk
kiitle farki ve peptit fragmentasyonu, BChE’nin aktif boélgesindeki serinin
monoetoksifosfat ile modifiye oldugunu disiindiirmektedir. Serin amino asidi
tizerinde olusan monoetoksifosfat eklenti {riinii (+108 Da), kolinesterazlarin
dietoksifosfat (+136 Da) yan grubu tasiyan OP bilesikler ile maruziyeti sonrasinda
gerceklesen yaslanma reaksiyonu sirasinda bir etil yan grubunun dealkile olmasi (-28
Da) ile meydana gelmektedir.

Sekil 2.6.’da dizilenen peptit, pepsin ile par¢alanan ve aktif bolge serin amino
asidi iizerinde monoetoksifosfat ile modifiye, insan AChE (Swiss protein #P22303),
insan BChE (Swiss protein #P06276) ve at BChE (NCBI #gi7381418) i¢in ayni
FGESAGAAS aktif bolge peptidini vermektedir (82). Monoetoksifosfat
modifikasyonu, dietoksifosfat yan grubuna sahip sinir ajani tabun ile olusabilecegi
gibi, CPF, dietil paraokson, diazokson gibi dietoksifosfat yan grubu tasiyan OP
pestisitlerin yaglanma reaksiyonu ile de olusabilmektedir (Sekil 2.7.). Sinir ajan1 tabun,
yaygin olarak kullanilan dietoksifosfat pestisitlerinden ayirt edilemeyen bir eklenti

tirlinii olusturmaktadir (82, 84).

/O /
Oa p'/ N
| N
BChE Ser/ ° Yy
198 A
Tabun eklenti iiriinii O~ P— OH
|
O
BChE Ser/
198 :(Z
y \ i
}‘-{*
//O y /,O
OL P — O OL P o OH
| 1
/ © /O
BChE Serigg FGESAGAAS
Klorprifos okson eklenti iiriinii 904.3 m/z

Sekil 2.7. Pepsin ile parcalanan OP ile modifiye BChE.
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Kiitle spektrometri ile MS/MS spektrumlari elde edilirken, OP ile modifiye
olan BChE aktif bdlge serin amino asidinin biiyiik bir kismi dehidroalanine
doniismektedir. Sekil 2.6.’da A sembolii ile isaretlenmis tiim iyonlar, OP maruziyeti
sonrasi, OP eklenti iiriinlerini ve bir su molekiilii kaybeden aktif bolge serinin,
dehidroalanine doniistimiinii ifade etmektedir (82, 84). OP ile modifiye serinin
dehidroalanine doniismesi beta eliminasyon olarak adlandirilmaktadir (85). Sekil 2.8.,
insan BChE’sinde soman ile modifiye serin i¢in beta-eliminasyon reaksiyonunu

sematik olarak gostermektedir.

%/%'E\
0
0 0 0 CH, 0
/”WJLNLr“\HKI e AN
R o R R 0] R

Soman bagh serin Dechidroalanin

Sekil 2.8. Soman ile modifiye serin igin beta-eliminasyon reaksiyonunun sematik

diyagrami.

OP-serin baginin, ¢arpigsma kaynakli ayrisma sirasindaki kirtlma kolayligi,
Sekil 2.6.’deki en yogun iyonun 778.2 m/z olmasi ile gosterilmektedir. 778.2 m/z’deki
peptit, dealkile ve bir su molekiiliinii kaybeden ana iyonu ifade etmektedir. Beta

eliminasyon reaksiyonu geri doniisiimsiizdiir (84).

2.4.4. Serin Hidrolazlar

Doku homojenatlar1 ve saflagtiritlmig enzimlerle yapilan in vitro ¢alismalar,
tim serin proteazlar ve serin esterazlarin OP yapili bilesikler ile kovalent bag
olusturdugunu ve bu durumun enzim aktivitesinin inhibisyonu ile sonu¢landigini
gostermektedir. /n vitro deneylerde, hayvanlardaki o6liimciil dozu asan yiiksek
konsantrasyonlarda OP kullanilmaktadir.

Serin hidrolazlarin aktif bolgesinde bulunan serin i¢in GlySerGly konsensiis
dizisi bulunmaktadir. OP ile in vitro inhibe edilen serin proteazlara 6rnek olarak;
tripsin, kimotripsin, karboksilesteraz, trombosit aktive edici faktér asetilhidrolaz,
fosfolipaz Az, doku plazminojen aktivatori, trombin ve yag asidi amid hidrolaz

verilebilir (86). OP pestisitlerinin letal olmayan dozlari ile muamele edilen canli
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hayvanlarda, plazma karboksilesteraz haricindeki bu enzimler inhibe edilmemektedir.
Karboksilesteraz, farelerin, siganlarin, kobaylarin ve tavsanlarin, plazmasinda
bulunmaktadir, ancak maymunlarin ve insanin kaninda yoktur (87). Insanlarda OP’nin
letal olmayan dozlar ile inhibe edildigi bilinen serin hidrolazlar; AChE, BChE ve
NTE’dir (88).

2.4.5. Diisiik Doz OP Maruziyeti

Hindistan’da OP pestisit, quinalphos iiretiminde ¢alisan isgilerde (n=59),
alyuvar AChE aktivitesi normal iken, yorgunluk ve halsizlik sikayetleri ile birlikte
hafiza ve 6grenme yeteneklerinde anlamli derecede bir azalma gozlenmistir. Yas
ortalamasi, 30 + 6 olan isgiler, yeterli havalandirma saglanamayan alanda quinalphosa
5.7 y1l boyunca maruz kalmistir (89).

Brezilya’da tiitlin giftgileri (n = 37), yilin 3 ay1 giinde 5.4 saat klorprifos ve
asefat kullanarak 18 yil boyunca OP pestisite maruz kalmistir. Plazma kolinesteraz
aktiviteleri normal smirlardayken, pestisit uygulamasi sirasinda 12 denekte
ekstrapiramidal semptomlar gozlenmistir. 13 denek igin genel anksiyete bozuklugu, 8
denek i¢in major depresyon tanist konulmustur (4). Hikayelerinde akut zehirlenme
bulunmayan is¢ilerde gozlenen semptomlar, diisik doz OP maruziyetini
diistindiirmiistiir.

Diistik dozlardaki OP toksisitesinin mekanizmasini aydinlatmak igin birgok in
vivo c¢alismalar gergeklestirilmistir. Calismadan elde edilen sonuglar, AChE
aktivitesini  etkilemeyen c¢ok disik dozlardaki OP’lerin, adenilat siklaz
sinyalizasyonunda (90) ve lipit metabolizmasinda bozulmalara (91), kalsiyum/siklik
adenozin  monofosfat (CAMP) yamit elementi baglanma  proteininin
hiperfosforilasyonuna (92), beyindeki fibroblast biiyiime faktoriiniin ekspresyon
diizeylerinde (93) ve serotonin reseptorlerinde degisiklige (94) ve agilpeptit hidrolazin
inhibisyonuna (5) neden oldugunu gostermistir. Bu durum, OP’lerin AChE ve BChE
disinda baska hedeflerinin oldugunu ve diisik doz OP maruziyetinde, bu hedef

proteinlerin kronik norotoksisitede rol aldigini diisiindiirmektedir.

2.4.6. Diger Klorprifos Hedefleri

AChE’ye ek olarak OP hedeflerine iligkin kanitlar, Virginia Moser tarafindan

saglanmigtir. Virginia Moser tarafindan yapilan bir arastirma sonucunda, yiiksek
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dozlardaki OP’lerin kimliklerinden bagimsiz olarak benzer kolinerjik etkiler
gosterdigi daha diisik dozlardaki OP’lerin ise farkli etkilere neden oldugu rapor
edilmistir (95). Ornegin, 100 mg/kg CPF, sicanlarin %100’iinde tremora neden
olurken, aymi dozdaki diazinon ile tremor gézlenmemistir (95). Bununla birlikte,
davranigsal belirtilerin, belirli bir AChE inhibisyon seviyesi ile iliskili olmadigi da
gosterilmistir. CPF’nin uygulanmasi sonrasinda ortaya ¢ikan davranigsal belirtiler,
beyindeki AChE aktivitesinin % 70’inin inhibe edilmesiyle gézlenirken, ayn1 belirtiler
paraokson ile AChE aktivitesinin % 30’u inhibe edildiginde gézlenmistir. AChE
aktivitesi normale dondiikten sonra uzun donem davranigsal belirtiler devam
etmektedir (96). Ayrica, beyinde benzer oranlarda AChE inhibisyonunu tetikleyen
CPF veya paratyon dozlar1 ile muamele edilen siganlarda, paratyon ile CPF
maruziyetine gore daha fazla toksisite belirtileri gdzlenmistir (97).

802 hasta tlizerinde yapilan bir arastirmada, yaygin kullanilan OP bilesiklerin
klinik 6zellikleri karsilagtiritlmistir (98). WHO tarafindan orta derecede tehlikeli olarak
siniflandirilan CPF, dimetoat veya fentiyon bilesiklerine maruz kalan hastalarda
mortalitenin, CPF’e gore (% 8.0) dimetoat (% 23.1) ve fentiyon (% 16.2) ile zehirlenen
hastalarda daha yiiksek oldugu gézlenmistir (99). Tiim bu ¢alismalar, OP bilesiklerinin
alternatif olarak kolinesterazlar disindaki hedefler ile etkilesime girdigini ve bu
hedeflerin OP kimligine bagli olarak degistigini gostermektedir (95, 98).

2.4.7. Beta Glukronidaz

Egasyn olarak adlandirilan ve sigan karacigeri mikrozomlarinda bulunan
karboksilesteraz, bir kompleks tarafindan beta-glukuronidaza (BG) sikica
baglanmaktadir. Egasyn, OP’ye baglandiginda, BG kana salinmaktadir (100).

Yapilan bir ¢alismada, oral olarak tek seferde verilen klorprifosun (10 mg/kg)
sican kaninda BG aktivitesini 2 saat i¢inde 100 kat arttirdigi gozlenmistir (100). Bu
durum, BG’nin OP maruziyetinin teshisinde bir biyobelirteg olabilecegini
diistindiirmiistiir. Ancak plazma BG aktivitesindeki artig, diger hayvan tiirlerinde ve

insanlarda dogrulanamamuistir (101).

2.4.8. Acilpeptit Hidrolaz

Beyin, karaciger ve kirmizi kan hiicrelerinde bulunan agilpeptit hidrolaz

enzimi, kigtk asetillenmis peptitlerden N-terminal asetillenmis amino asitlerin
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hidrolizini katalizlemektedir (102, 103). AChE iizerinde etkin olmayan dozlardaki
diklorvos, DFP ve metil klorprifos oksonun, agilpeptit hidrolaz aktivitesini inhibe
ettigi  gosterilmistir. Agcilpeptit hidrolazin bu OP bilesiklere duyarliligi (ICsp),
AChE’ye gore 6-10 kat daha fazladir (5).

Kolinerjik toksisiteye neden olmayan bir dozda, diklorvos ile muamele edilen
sicanlarin, beyin AChE aktivitesinin % 47°sinin ve beyin agilpeptit hidrolaz
aktivitesinin % 93’iniin inhibe edildigi bulunmustur (5). Bu durum, belirli bir OP
pestisitine maruziyetin teshisinde agilpeptit hidrolazin duyarl1 bir biyobelirteg
oldugunu gostermektedir. Yapilan bir ¢alismada, intraperitoneal olarak verilen DFP
ile kandaki agilpeptit hidrolaz aktivitesinin hemen hemen tamami inhibe edildikten
sonra farelerde toksik belirtiler gézlenmemistir, bu da agilpeptit hidrolazin akut OP
toksisitesinde bir role sahip olmadigin1 diisiindiirmektedir (103). Bununla birlikte
acilpeptit hidrolaz, oksidatif hasar goérmiis proteinlerin bozunmasinda rol
oynamaktadir. Bu nedenle enzimin kronik OP toksisitesinde rol oynayabilecegi
diistiniilmektedir (104, 105). Ayrica agilpeptit hidrolazin 120 giinliik yasam siiresine
sahip insan eritrositlerinde bulunmasi, OP maruziyetin belirlenmesi i¢in bir avantaj

saglamaktadir (103, 106, 107).

2.4.9. Reseptorler

CPO’nun, M2 muskarinik reseptdriine baglanarak, hiicre sinyalizasyonunu
dolayistyla norolojik fonksiyonu etkiledigi ve bunu AChE inhibisyonundan bagimsiz
bir ndrotoksisite mekanizmasini tetikleyerek gerceklestirdigi gosterilmistir (108). *H-
Klorprifos oksonun, siganlarda kalp M2 muskarinik reseptorlerine kovalent olarak
baglandigi rapor edilmistir ancak baglanma bolgesi tanimlanmamuistir (109).

Ayrica, kobaylar ile yapilan ¢alismada, CPF, paratyon ve diazinonun AChE
aktivitesini inhibe etmeden, noronal M2 reseptoér fonksiyonunu inhibe ettigi ve
bronkokonstriksiyona neden oldugu gésterilmistir (110).

Kannabinoid reseptorlerin, kardiyak adrenerjik reseptorlerin, kolinerjik
otoreseptorlerin ve N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorlerin OP ile in vitro
etkilestigi gosterilmistir (1). Ancak reseptor-OP etkilesimi tersine ¢evrilebilmektedir,
bu da OP maruziyetinin ve OP eklenti iirlinlerinin tanimlanmasini olanaksiz

kilmaktadir.
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2.4.10. Albiimin

Yapilan calismalar sonucunda biyotin ile isaretli florofosfatin (FP) toksik
olmayan dozu ile muamele edilen farelerin kaninda ve kasinda FP-biyotinlenmis
albiimin gozlenmistir (17). Bununla birlikte in vitro deneyler ile OP’lerin albiimine
Tyr411’den kovalent olarak baglandigi gosterilmistir (111). Soman, sarin, siklosarin
ve tabun gibi OP sinir ajanlari ile muamele edilen kobaylarin kan 6rneklerinin kiitle
spektrometre ile analizi sonucunda; albiiminin sinir ajanlar1 ile modifiye oldugu
gosterilmistir ve bu modifikasyonlarin da tirozin amino asidi tizerinden gerceklestigi
rapor edilmistir. Tirozin iizerinde olusan tabun ve soman eklentileri, maruziyetten 7
giin sonra kanda gozlenmistir. Ayrica bu kobaylar, AChE {izerinde olusan OP eklenti
tiriinlerinin salinmasinda yaygin olarak kullanilan oksim ile muamele edildiginde;
tirozin-OP eklenti {rliniiniin yaslanma reaksiyonuna ugramadigi ve OP eklenti
tirtinlerinin salinmadig1 saptanmustir. Bu gézlem, olusan tirozin-OP eklenti tirtinlerinin
stabil oldugunu gostermektedir (Sekil 2.9.) (8). Bu nedenle albiimin, OP maruziyetinin

tanimlanmasinda yararli bir biyobelirte¢dir.
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Sekil 2.9. CPF ve CPO’nun alblimin ve BChE iizerindeki eklenti tiriinleri.
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Literatiirde, OP ile modifiye albiimin i¢in 3 farkli hasta Grnegi vakasi
bulunmaktadir (6, 112, 113). Diklorvos kullanarak intihar girisiminde bulunan iki
hastada, albiimindeki Tyr4l1l’den dimetoksifosfat eklenti iriiniiniin oldugu
saptanmistir. Hastalarin serum ornegi pepsin ile fragmanlara ayrilmis ve OP ile
modifiye peptitler, yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ile
saflastirilmistir. Saflastirilan ornekler kiitle spektrometri ile analiz edildiginde;
dimetoksifosfat ile modifiye VRY 111 TKKVPQVSTPTL ve
LVRY41:TKKVPQVSTPTL albiimin peptitleri tanimlanmistir (112). Ikinci vaka
calismasi, CPF ve diazinon ile intihar girisiminde bulunan iki kisinin plazma analizi
ile gerceklesmistir. HiTrap mavi afinite kolonu ile saflastirilan plazma albiimini
pronaz ile par¢alanmistir. Kiitle spektrometri ile yapilan analiz sonucunda, tirozin
amino asidinin dietoksifosfat ve dietiltiyofosfat ile modifiye oldugu gézlenmistir (6).
Uciincii vaka ¢alismasinda ise CPF ile intihar girisiminde bulunan bes hastadan alinan
plazma, pronaz ile parcalandiktan sonra HPLC ile saflagtirilmistir. MALDI-TOF ile
analiz sonrasinda, gézlenen 318 Da’luk kiitle, dietoksifosfat (+136 Da) ile modifiye

tirozin amino asidininin (182 Da) varligini gostermistir (113).

2.4.11. Tiibiilin

Asetilkolinesteraz inhibisyonunun goézlenmedigi diisiik dozlardaki OP’ye
maruziyet, bazi kisilerde kognitif bozukluklara neden olmaktadir. Epidemiyologlar,
diisiik dozlardaki kronik OP maruziyetini Parkinson hastaligi, nérolojik fonksiyon
bozuklugu, Korfez Savasi Hastaligi (114) ve depresyon ile iliskilendirmektedir (3,
114-116). Bununla birlikte, AChE’yi inhibe etmeyen dozlardaki CPO’nun,
embriyonik sigan servikal gangliyon sempatik ndronlarinda norit bitylimesini azalttigi
gosterilmistir (117).

Albliminin OP yapil1 bilesikler ile kovalent etkilesime girmesi, diisiik dozlarda
gozlenen OP toksisitesini agiklayamamaktadir. Bununla birlikte, OP bilesiklerin
albtimindeki tirozin amino asidine kovalent baglanmasi, serin hidrolazlardan baska
proteinlerin de diisiik dozdaki OP toksisitesine neden olabilecegini diisiindiirmektedir.

Tiibiilin, kronik OP toksisitesi i¢in aday protein olarak gosterilmektedir.
Tiibiilin mikrotiibiillere polimerize olmaktadir ve mikrotiibiiller de, aksonal transport

i¢in 6nemli rol oynamaktadir (10). Siganlarda yapilan davranis ¢alismalari, diisiik doz
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CPF’nin kronik maruziyetini aksonal transport harabiyeti ve biligsel bozukluk ile
iliskilendirmektedir (118, 119). Saf sigir tiibiilini ile yapilan ¢alismalar, tiibiilinin,
CPO, soman, sarin, diklorvos ve FP-biyotin ile kolayca modifiye oldugunu ve olusan
dietoksifosfat eklenti driinlerinin lizin ve tirozin amino asitleri iizerinden
gerceklestigini gostermektedir (120, 121).

Saf proteinler kullanilarak elde edilen sonuglarin, canli hayvanlardaki olasi
durum ile iligkili olup olmadigin1 gostermek amaciyla fareler, kolinerjik belirtilerin
gozlenmedigi dozda CPF ile muamele edilmis ve fare beyinlerinden saflastirilan
tiibiilin, kiitle spektrometri ve atomik kuvvet mikroskobu ile analiz edilmistir (122).
Kiitle spektrometri sonuglari, beta tiibiiline ait GSQQY281RALTVPELTQQMFDSK
peptidindeki Tyr281 iizerinden dietoksifosfat eklenti iiriinlerinin varligini gostermistir
(Sekil 2.10.) (123).
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Sekil 2.10. OP ile modifiye beta tiibiilini tanimlayan MS/MS spektrumu (123).

Atomik kuvvet mikroskobu ile edilen sonuglar ise, azalan uzunluk ve genislige
sahip mikrotiibiile daha az bagl proteinler ile karakterize, anormal bir mikrotiibiil
yapisini gostermektedir (Sekil 2.11.) (123).
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2000 nm- * X 2000 nm

Sekil 2.11. Fare beyninde anormal mikrotiibiil yapisin1 gdsteren atomik kuvvet
mikroskobu goriintiisii. (A) Kontrol fareye ait mikrotiibiillerin goriintiisii.
Mikrotiibiiller birgok protein ile baglantilidir. (B) Intraperitoneal olarak
CPO (3 mg/kg) ile muamele edilen fareye ait mikrotiibiillerin gériintiisii.
Mikrotiibiiller daha az protein ile iligkilidir (123).

Hiicre govdesinden aksona hiicre bilesenlerinin taginmasinda, tiibiilin ve
bununla iligkili proteinler 6nemli bir role sahip oldugu igin, tiibiilinin kronik OP
toksisitesinde biyobelirteg olarak rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir (123).

2.5. Tirozin

1963 yilinda Sanger, insan ve tavsan albiimininin ArgTyrThrLys peptidindeki
tirozin ile *H-DFP’nin kovalent bir bag olusturdugunu gostermistir (16). Daha sonra
yapilan ¢aligmalarda soman, CPO, FP-biyotin, diklorvos ve DFP ile muamele edilen
insan serum albiiminin kiitle spektrometri ile analizi sonucunda, modifiye olan
LVRY 411 TKKVPQVSTPTL peptidi tanimlanmistir. Tanimlanan bu peptit dizisi ile
Sanger’in daha Once tanmimladigi amino asit dizisi dogrulanmis ve OP ile
modifikasyonunun, albiimindeki Tyr411 iizerinden oldugu kanitlanmistir (111, 124).
OP yapili bilesikler ile kovalent etkilesime giren diger proteinleri tanimlamak igin
yapilan bir arastirmada ise, canli fare ve fare dokular1 FP-biyotin ile muamele
edilmistir. Kiitle spektrometri sonuglari, OP ile etkilesime giren proteinlerin
¢ogunlukla albiimin ve tiibiilin gibi yiiksek ve bol miktarda bulunan proteinler
oldugunu gostermistir (84).

Ayrica kiitle spektrometri analizleri saf insan ve fare transferrin (125), insan
kinesin (126), fare ATP sentetaz (126) ile de gergeklestirilmis ve OP’ler ile

modifikasyonunun tirozin amino asidi iizerinden oldugu gosterilmistir (Tablo 2.3.).
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Son olarak, kiigiik sentetik peptitlerin DFP, CPO, diklorvos ve soman ile kovalent bir
bag olusturdugu rapor edilmistir (125). Soman ile ArgTyrGlyArgLys peptidinin
etkilesimi, pinakolilfosfonat ile modifiye peptidi vermektedir ve kiitle spektrum

analizi, OP yapili bilesigin tirozine baglandigini kesin olarak kanitlamaktadir (127).

Tablo 2.3. OP yapili bilesikler ile muamele edilen saf proteinlerin modifiye peptit

dizileri.

Protein Erisim? OP ile modifiye tirozin Referans
Insan Albiimini gi 28592 NALLVRY 411 TKKVPQ (111, 128)
Si1gir Albiimini gi 30794280 NALIVRY 40 TRKVPQ (129)
Kobay Albiimini  gi 33518896 NALAVRY 411 TQKAPQ (130)
Sigir Tiibiilin A~ gi 73586894  EVRTGTYgsRQLFHP (121)
Sigir Tiibiilin B gi 75773583 EATGGKYsVPRAVL (121)
Sigir Tiibiillin B gi 75773583 SRGSQQY2s1RALTVP (121)
Sigir Tiibiilin B gi 75773583 SKIREEY150PDRIMN (121)
Fare Tiibiilin B gi 21746161 LERINVYs5Ys:NEATGN @)
Insan Transferrin @i 136191 RKPVDEY s KDCHLA (125)
Insan Transferrin @i 136191 RKPVEEYs5;ANCHLA (125)
Efﬁgfgﬁfﬁ;ﬂm gi 160286524  YLVRASY1s:LEIYQE (126)
Fare Transferrin gi 21363012 RKPVDQY25:EDCY 2:LARIPS (125)
Fare Transferrin gi 21363012 RMDYRLY333LGHNY33sVTAIRN (125)
Fare Transferrin gi 21363012 GIFPKGY 448Y 246AVAVVK (125)
Fare Transferrin gi 21363012 QGCAPGYs510EKNSTL (125)
Fare Transferrin gi 21363012 PNNKEEY5:NGYs3;TGAFRC (125)
Fare ATP Sentaz  gi 20455479 QKILQDY 4:KSLQDI (126)
Papain gi 129614 NEGALLY 25:SIANQP (131)

@Erisim numaralart NCBI veritabanindan alinmistir.
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Klorprifosun tirozine baglanma motifi

OP yapili bilesikler, proteinler igerisindeki tiim tirozinlere baglanmamaktadir.
OP ile modifiye edilen peptitlerin dizileri birbirleri ile karsilastirildiginda, serin
hidrolazlarin aktif bélgesinde bulunan serin amino asidinde oldugu gibi, tirozin amino
asidi etrafinda herhangi bir konsensiis dizisi gézlenmemistir. Ayrica, reaktif tirozin
icin de bir konsensus dizi bulunmamaktadir fakat pozitif yiiklii gruplar (His, Lys, Arg),
genellikle reaktif tirozin etrafindaki bes amino asit birimi igerisinde bulunmaktadir.
Pozitif yiikli amino asit birimlerinin, fenolik hidroksil ile etkilesime girerek pKa’y1
distirdiigii disiiniilmektedir. Diisiik pKa degerine sahip olan tirozinler daha etkin bir
niikleofil olarak davranmakta ve OP bilesiklere daha iyi saldirmaktadir (Sekil 2.12.)
(132).

Arg—NH—?—NH
WH,
/ O\ - C2Hs0- P—-O— 5? A
—/ 2Hs \ / OCHs
Lys-NH4
Arjinin ve lizin ile stabilize ~ Klorprifos okson Dietoksifosfotirozin
tirozin

Sekil 2.12. Tirozinat anyonunun klorprifos okson ile reaksiyonu. Negatif yiikli tirozin,
pozitif yiiklsii arjinin ve lizin yan zincirleri ile etkilesime girerek stabilize
edilmektedir (10).

Organofosfatlarin tirozine baglanma karakteristigi

OP baglanma motifinin yeni tanimlanmasi nedeniyle, tirozin-OP baglanmasi
hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Somanin insan albiiminindeki Tyr411’e baglanma
hiz sabiti 15+3 M*dk™? olup, baglanmanin oldukga yavas oldugu gésterilmistir (124,
133). Ancak OP yapili bilesiklerin tirozine baglanma hizinin daha yiiksek oldugu
diistiniilmektedir. Bu yiizden OP ile modifiye daha fazla proteinin tanimlanmasi
gerekmektedir.

Insan albiiminin Tyr411 iizerindeki OP eklentisi stabildir. Soman ile modifiye

Tyr411 eklenti iriiniiniin bozunmast i¢in yart 6mriin, pH 7.4 ve 22 °C’de 20 giin
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oldugu gosterilmistir (124). CPO ile modifiye Tyr411 eklenti tiriinii ise daha stabildir.
22 °C’de ve pH 7.4 tampon igerisinde, 7 ay sonra bile, Tyr411’in % 80’i, CPO’dan
kaynaklanan dietoksifosfat eklenti tiriinii ile modifiyedir. Ancak 22°C’de ve pH 8.3
tamponu igerisinde Tyr411 tizerindeki dietoksifosfat eklenti iiriinlerinin % 50°sini 3.6
ayda kaybetmektedir. —80° C’de saklanan OP-albiimin modifikasyonu, pH 8.3, pH 7.4
ve pH 1.5de stabildir (124).

CPO ile tirozin modifikasyonunun tanimlanmasinin avantaji, hayvanda antikor
iretimine izin verecek kadar uzun siire kararli kalabilmesidir. Diger bir avantaji ise,
OP maruziyetinin, sonraki zamanlarda da ornekler iizerinde tanimlanmasina olanak

saglamasidir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecler
3.1.1. Kimyasallar

Insan serum albiimini (HSA), s1g1r serum albiimini (BSA), ovalbiimin, lizozim,
kazein, aprotinin, Sigma-Aldrich’den; fare albiimini, Innovative Research’den ve
domugz tiibiilin, Cytoskeleton’dan satin alindi. Peptitler, American Peptide Co., Sigma-
Aldrich ve Genscript’ten temin edildi. Klorprifos okson (%98 saf) ve diklorvos, Chem
Service’den; paraokson-etil, Sigma-Aldrich’den satin alindi. Protein G agaroz, Protein
Mods; HRP ile konjuge at anti-fare IgG sekonder antikoru, Cell Signaling; anti-O-
fosfotirozin monoklonal antikor klonu PY20, O-fosfo-L-tirozin ve tripsin, Sigma
Aldrich ve bikinkoninik asit (BCA) protein assay kit, Thermo Scientific kaynakliydi.

Insan embriyonik bobrek hiicreleri (HEK 293) American Type Culture
Collection (CRL-1573)’dan satin alind1.

Dietoksifosfotirozini taniyan fare monoklonal antikor, depY bu c¢alisma

kapsaminda Syd Labs Inc tarafindan tiretildi.
3.1.2. Cihazlar

Kiitle spektral verileri, ti¢ farkli kiitle spektrometre kullanilarak elde edildi:
Triple TOF 6600 (ABI Sciex, Framingham, MA), OrbiTrap Fiizyon Lumos (Thermo
Scientific, Rockford, IL) ve 4800 MALDI-TOF-TOF (AB Sciex). 4800 MALDI-TOF-
TOF Kkiitle spektrometresi i¢in drnekler, MALDI plaklara (Opti-TOF 384 Well Insert,
Applied Biosystems) uygulandi.

Peptit-protein saflastirma iglemlerinde, Waters HPLC (Milford, MA) sistemi,
C18 Phenomenex kolonu, C18 Alltech 900 mg kartus, SepPak C18 kartus, Amicon
Ultra-15 UFC901025 filtresi, 5K Dekstran kolonu, Microcon-YM10 santrifiyj filtre
(Ultracel 10 kDa), MCX kolon (OASIS MCX CC-30 mg, Waters), 0.45 mikronluk
spin filtresi (Ultra serbest MC HVLP, Millipore) kullanildi.

Peptitlerin, OP bilesikler ile inkiibasyonu, Roto-Torque karistirict (Cole
Parmer Instruments) igerisinde gergeklestirildi. Aktivite ve absorbans 6l¢iimleri igin
Gilford spektrofotometresi (MacLab recorder, ADInstruments, Inc) kullanildi. ELISA
analizleri, 96-kuyulu plaklar (Immulon) ve 96-kuyulu plak okuyucusu (BioTek)



30

kullanilarak gerceklestirildi. Hiicre lizatlarinin hazirlanmasinda Sonik Dismembrator

Model 500 sonikatoriinden (Fisher Scientific) yararlanildi.
3.2. Yontemler

3.2.1. Dietoksifosfotirozin iceren Peptitlerin Hazirlanmasi

Peptitler ¢cok yiiksek konsantrasyonda CPO veya paraokson ile yiiksek pH
tamponu icerisinde muamele edildiginde; kendiliginden tirozin {izerinde
dietioksifosfat eklenti iiriinleri olusturmaktadir. Calismada, tirozin i¢eren ve 6 amino
asitten uzun olmayan cesitli peptitler segilerek (Tablo 3.1.), dietoksifosforillenmis-
tirozin peptitler asagidaki yonteme gore hazirlandi: Ornegin 21 mM RSLYAS peptidi,
30 kat molar fazlasi CPO (630 mM) ile 0.1 M sodyum karbonat pH 10 (5.5 ml)
tamponu icerisinde, 37°C’de 24 saat boyunca inkiibe edildi. Daha sonra MALDI-TOF
kiitle spektrometresi ile peptidin % 60’nin tirozinden dietioksifosfat ile modifiye
oldugu gosterildi. Reaksiyona girmeyen CPO fazlasi, TCP ve peptitlerden kloroform
ekstraksiyonu ile uzaklastirildi. C18 Alltech 900 mg veya SepPak C18 kartuslar
kullanilarak; TCP % 0.1 TFA ile; peptitler, %3-50 asetonitril ile eliie edildi.

Bir baska 6rnek ise, 10.5 mM YGGFL peptidi, 33 kat molar fazlas1 paraokson
(346,5 mM) ile 1 M Tris pH 10.8 (12 ml) tamponu igerisinde 37°C’de 3 giin boyunca
inkiibe edildi. Reaksiyona girmeyen paraokson fazlasi, p-nitrofenol ve peptitlerden
kloroform ekstraksiyonu ile uzaklastirildiktan sonra paraokson ve peptitler, benzer

sekilde eliie edildi.
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Tablo 3.1. Dietoksifosfotirozin i¢eren peptitlerin hazirlanmasinda kullanilan

peptitler.
Peptitler OP pestisit
RARYEM Klorprifos okson
GGYR Klorprifos okson/Paraokson
KYK Klorprifos okson
RSLYAS Klorprifos okson
PYYMRR Klorprifos okson
PPYRM Klorprifos okson
QYDVRK Klorprifos okson
LYGLPR Paraokson
PPYRM Klorprifos okson
YGGFL Klorprifos okson/Paraokson
HYRGPA Klorprifos okson
EPNVSY Paraokson
YPF Klorprifos okson
KYA Klorprifos okson

3.2.2. Dietoksifosfotirozin Modifiye Peptitlerin Saflastiriimasi

Dietoksifosfotirozin-modifiye peptitler, modifiye olmayan peptitlerden HPLC
ile C18 Phenomenex kolonu kullanilarak, % 0.1 trifloroasetik asit (TFA)- % 60
asetonitril (v/v) gradiyent tampon c¢ozeltisi ile 1 saat boyunca ayrildi. Toplanan
fraksiyonlar MALDI-TOF kiitle spektrometresi ile analiz edilerek, modifikasyonun

tirozin amino asidi lizerinden oldugu dogrulanda.

3.2.3. Dietoksifosfotirozin Modifiye Peptitler i¢cin Amino Asit Miktar

Tayini ve Spektrumlarinin Analizi

Dietoksifosforillenmis tirozin igeren ve modifiye olmayan peptitlerin
konsantrasyonlari, Nebraska Universitesi Tip Fakiiltesi (UNMC) Amino asit Analiz
Birimi tarafindan belirlendi. OP ile muamele dncesi ve sonrasinda peptit ¢ozeltileri,
hidroliz edildi. Daha sonra Ninhidrin reaksiyonu ile amino asit miktarlar1 belirlendi.
Ayn1 peptit ¢ozeltilerinin absorbans spektrumlari, Gilford spektrofotometre ile elde
edildi.
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3.2.4. Dietoksifosfotirozin Modifiye Peptitlerin Tasiyic1 Proteinlere
Konjugasyonu

Hazirlanan dietoksifosfotirozin modifiye peptitler (5 mg/ml), 0.1 M 2- [N-
morfolino] etansiilfonik asit (MES) pH 6.2 tamponu igerisinde bulunan tasiyict
proteinlere [sigir serum albiimini (BSA), insan serum albiimini (HSA), ovalbiimin ve
lizozim, 2.6 mg/ml)] N-hidroksistilfosiiksinimid (Siilfo NHS, 2.5 mg/ml) ve 1-etil-3-
(3-dimetilaminopropil) karbodiimid (EDC, 5.8 mg/ml) varliginda konjuge edildi
(134). pH, 6.2’ye ayarlanarak reaksiyon karisimi, 2-3 saat boyunca oda sicakliginda
karistirict tizerinde inkiibe edildi. Daha sonra, reaktiflerin fazlasi, Dekstran desalting
kolonu (MA 5kDa’dan kesen) kullanilarak uzaklastirildi. Modifiye peptit-protein
konjugatlari, monoklonal antikor iiretimi ve karakterizasyonunda (Tablo 3.2.)

kullanildi.

Tablo 3.2. Tasiyic1 proteinlere bagh dietoksifosfotirozin modifiye peptitler.

Tastyici Dietoksifosfo Miktar Kullanim amaci
Protein tirozin

modifiye peptit
BSA LYGLPR 2.5 mg/ml Fare immiinizasyonu
BSA KYA 2.5 mg/ml  Fare immiinizasyonu
BSA PVYSR 2.5 mg/ml  Fare immiinizasyonu
BSA HYRGPA 2.5 mg/ml Fare immiinizasyonu
BSA EPNVSY 2.5 mg/ml Fare immiinizasyonu
Ovalbiimin ~ RSLYAS 2.5 mg/ml Boosting
Ovalbiimin  YGGFL 2.5 mg/ml Boosting
Ovalbiimin  YPF 2.5 mg/ml Boosting
HSA PPYRM 2.5 mg/ml Boosting- Kq analizi
HSA QYDVRK 2.5 mg/ml Boosting
Lizozim RARYEM 2.5 mg/ml Goriintiileme
Lizozim GGYR 1.25 mg/ml  Goriintiileme
Lizozim KYK 1.25mg/ml  Goriintiileme
HSA YGGFL 2.5 mg/ml ELISA-Western Blot
HSA QYDVRK 2.5 mg/ml ELISA-Western Blot
Lizozim PYYMRR 2.5 mg/ml ELISA-Western Blot
BSA LYGLPR 2.5 mg/ml ELISA-Western Blot-Kgy analizi
Ovalbiimin ~ RSLYAS 2.5 mg/ml ELISA-Western Blot
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3.2.5. MALDI-TOF Kiitle Spektrometri ile Tasiyic1 Proteinlere Bagh

Dietoksifosfotirozin Modifiye Peptit Sayilarimin Belirlenmesi

Tasiyic1 proteinlere ¢apraz baglanan dietoksifosfotirozin modifiye peptitlerin
sayisi, MALDI-TOF kiitle spektrometresi kullanilarak gozlenen tasiyici proteinlerin
kiitlesindeki degisim ile belirlendi (134). Ornekler (1 ul), MALDI hedef plagma
uyguland1 ve havaya karsi kurumasina izin verildi. Daha sonra orneklerin iizeri,
sinapinik asit matriksi ile kaplandi. Kiitle spektrumlari; pozitif iyon modunda, kiitle
araligi 30.000-100.000 Da segilerek, 4800 MALDI-TOF/TOF kiitle spektrometresi ile
elde edildi (kutu boyutu 20 ns, dedektor voltaj ¢arpani 0.95, ve gecikmeli ekstraksiyon
1650 ns). Diisiik kiitle girisi etkin ve 100 Da olacak sekilde, lazer voltaji 7800 volta
ayarlandiktan sonra 3000 atis toplandi.

3.2.6. Proteinlerin Klorprifos Okson ile Muamele Edilmesi

ELISA ve Western blot analizlerinde kullanilmak iizere dietoksifosfotirozin
modifiye proteinler hazirland1 (Tablo 3.3.). Bu amagla, HSA, fare albiimini, sigir
aprotinin, sigir kazein, sigir tiibiilini ve domuz tiibiilini (0.5 mg/ml), 20 mM TrisCl pH
8.9-%0.01 sodyum azid tamponu igerisinde ve oda sicakliginda 1.5 mM CPO ile 7 giin
boyunca inkiibe edildi. Bu iglemin ardindan, disiilfit baglari, ditiyotreitol ile
indirgendikten sonra iyodoasetamid ile alkilasyon islemi gerceklestirildi.
Tripsinizasyon islemi dncesinde, reaksiyon karisimi, 10 mM amonyum bikarbonat pH
8.9- % 0.01 sodyum azid tamponuna kars1 diyalizlendi. Ardindan proteinler, tripsin
(20 pg/ml) ile muamele edilerek peptitlere pargalandi. Triptik peptitler, Triple TOF
6600 LC-MS/MS ile analiz edilerek, dietoksifosfotirozin modifiye amino asitler

belirlendi. Veriler, Protein Pilot yazilimi kullanilarak degerlendirildi.
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Tablo 3.3. CPO ile modifiye olan proteinler.

Protein Erisim no
HSA P02768
Fare albiimin PO7724
Sigir Aprotinin; pankreatik tripsin inhibitor P00974
Sigir Kazein izozim karisimi

Alfa S1 P02662
Alfa S2 P02663
Beta P02666
Kappa P02668
Sigir tiibiilin

Alfa-1B P81947
Beta-4B Q3MHM5
Domuz tiibiilin

Alfa -1A P02550
Alfa-1B Q2XVP4
Beta Qre7L7

3.2.7. Monoklonal Antikor Uretimi

Antikorlar, Syd Labs (Natick, MA-USA) tarafindan standart hibridoma fiizyon
teknolojisi kullanilarak iiretildi. Fareler ilk asamada BSA ile konjuge dietoksifosforile
(DEP) tirozin i¢eren peptitler (PVYSR-DEP, LYGLPR-DEP, KYA-DEP, HYRGPA-
DEP ve EPNVSY-DEP) ile immiinize edildi. Ikinci asamada, gii¢lii bir yanit elde
etmek i¢in fareler, ovalbiimine konjuge dietoksifosforillenmis tirozin igeren peptitler
(RSLYAS-DEP, YGGFL-DEP ve YPF-DEP) ve HSA’ya konjuge
dietoksifosforilenmis tirozin igeren peptitler (PPYRM-DEP ve QYDVRK-DEP) ile
muamele edildi. Daha sonra monoklonal antikor iireten hibridoma hiicreleri elde
edildikten sonra hibridoma hiicreleri, % 10 fotal sigir serumu (FBS) iceren DMEM
ortami igerisinde biyiitiildii. Hibridoma ortamlari, lizozime konjuge tirozinden
modifiye-peptitler (RARYEM-DEP, GGYR-DEP ve KYK-DEP) ve sonrasinda CPO
ile muamele edilen HSA ve fare albiimini kullanilarak ELISA yontemi ile test edildi.

ELISA sonuglari, 30 hibridoma kiiltiir ortamindan, sadece 4 klonun (3B9, 4H7,
7A8, 8B2) CPO ile muamele edilen HSA ve fare albiimini i¢in anlamli sonuglar
verdigini gosterdi. Bu sonuglara gore; 4 hibridoma klonu saflastirildi  ve

dietoksifosforillenmis tirozin igeren farkli proteinler kullanilarak, ELISA ile test
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edildi. Elde edilen ELISA sonuglarina gore; klon 3B9 segilerek karakterizasyon
calismalari gerceklestirildi.

3.2.8. Monoklonal Antikorun Saflastirilmasi

Protein G agaroz igeren C16/20 kolonu (10 ml, Pharmacia), oncelikle
notralizasyonu saglamak i¢in 1M dibazik potasyum fosfat, pH 9 tamponu ile yikandi.
Filtre edilen ve monoklonal antikoru igeren hibridoma kiiltiir ortami (580 ml) kolona
uygulandi. Monoklonal antikor, 0.1 M sitrat, pH 2 tamponu ile kolondan eliie edildi
ve 1M dibazik potasyum fosfat, pH 9 ile noétralize edildi. Toplanan her fraksiyonda
protein igerigi (A2go), Gilford spektrofotometresi ile belirlendi. 0.055 M sitrat ve 0.44
M potasyum fosfat pH 6.7 tamponunda bulunan monoklonal 3B9 antikoru (19 mg),
Amicon Ultra-15 UFC901025 santrifiij filtresi kullanilarak fosfat ile tamponlanmig
salin (PBS) icerisine alind1 ve konsantre edildi.

Saflagtirilmis monoklonal antikor (3B9 klonu) depY olarak adlandirilds,

dep, dietoksifosfat igin kisaltmay1 ve Y ise tirozini ifade etmektedir.

3.2.9. Saflastirilmis DepY *nin Izotipinin Belirlenmesi

Protein G agaroz ile saflagtirilan monoklonal antikor depY (10 pg), tripsin (20
ug/ml) ile pargalandiktan sonra Triple-TOF 6600 LC-MS/MS ile analiz edildi. Protein

Pilot yazilim1 kullanilarak, UniProt veritabaninda saf depY ’nin izotipi belirledi.

3.2.10. DepY Immobilize Sefaroz Reginenin Hazirlanmasi

Siyanojen bromiir (CNBr) ile aktive edilmis sefaroz (1 g), once 0.15 M sodyum
bikarbonat-0.5 M NaCl pH 8 baglama tamponu ile yikandi, sonrasinda PBS igerisinde
bulunan 4.7 mg/ml depY monoklonal antikor (1ml) ve 0.15 M NaHCOs3, 0.5 M NaCl,
pH 8 baglama tamponu (0.5 ml) ile gece boyunca inkiibe edildi. Daha sonra Sefaroz,
0.2 M trietonalamin -% 0.025 sodyum azid pH 7.8 ¢ozeltisi ile yikanarak aktif olmayan
bolgeler bloklandi. Bloklama sonrasinda regine sirasiyla; 0.1M Tris- 0.5 M NaCl,pH
8 tamponu, 1 M NaCl, pH 3.5 ve PBS, pH 7.4 tamponlar1 ile yikandi. Sefaroz regineye
baglanan depY antikorun miktari, ¢apraz baglanma Oncesi ve sonrasinda kolona
baglanmayan siipernatantlarin Azgo’lerinin 6l¢iilmesiyle hesaplandi. Sonuglar, 0.1 ml
stispansiyonun, 20 pl sefaroz regineden olustugunu ve Sefaroza 30 pg depY

antikorunun baglandigini gosterdi.
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3.2.11. ELISA

96-kuyulu plaklar, kaplama tamponu (3 g Na2COs - 6 g NaHCO3/1 | distile su,
pH 9.6, 100 pl) igerisindeki 1 pg antijen ile gece boyunca inkiibe edildi. Kuyular, % 1
(a/h) BSA igeren Tris ile tamponlanmis salin (TBS, 20 mM TrisCl, 0.15 M NaCl pH
7.4) ile oda sicakliginda 1 saat blokland1, % 0.05 (h/h) Tween 20 iceren TBS (TBST)
ile 1 kez yikandi. Daha sonra kuyular, % 1 BSA/TBS igerisinde 0.2 pg/ml’ye
seyreltilen depY ile oda sicakliginda 2 saat inkiibe edildi, 3 kez TBST ile yikanarak
antikorun fazlas1 uzaklastirildi. Ardindan kuyular, horseradish peroksidaz (HRP) ile
konjuge anti-fare 1gG sekonder antikor (1:4000) ile 2 saat inkiibe edildi, 5 kez TBST
ile yikandi. Yikama agamasindan sonra her kuyuya 100 pul 3,3°,5,5’-
Tetrametilbenzidin (TMB) veya o-fenilendiamin (OPD) eklendi ve HRP reaksiyonu,
20 dakika sonra her kuyuya 100 ul 0.16 M siilfirik asit (100 ul) eklenerek durduruldu.
TMB i¢in 405 nm’de, OPD igin 490 nm’deki absorbans degerleri, mikroplaka

okuyucusu ile ol¢iildii.

3.2.12. Western Blot Analizi

Dietoksifosfotirozin modifiye proteinler (1 pg), Laemmli tamponu (0.125 M
Tris/HCIL, %20 gliserol, %4 SDS, 9%0.0025 bromfenol mavisi ve %10 -
merkaptoetanol pH 6.8) ile 1:1 oraninda karistirildi ve 95 °C’de bes dakika kaynatildi.
Ardindan, ornekler % 4-20 gradient jele yiiklenerek sodyum dodesil siilfat
poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE) islemine tabi tutuldu (120 Volt, ~1 saat).
Daha sonra jeldeki proteinler, Biorad mini trans-blot elektroforetik transfer hiicresi
kullanilarak, 0.45 um polivinilidenflorit (PVDF) membrana transfer edildi (350 mA,
1 saat). Transfer isleminden sonra membran, 10 dakika 3 kez TBST tamponu ile
yikandi. Membran daha sonra, bloklama tamponu ile (% 5 yagsiz siit tozu iceren TBS,
pH 7.6) oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi; non-spesifik bolgeler bloklandi.
Bloklama sonrasinda membran, bloklama tamponu igerisindeki depY monoklonal
antikor (0.14 pg/ml) ile 4°C’de gece boyunca inkiibe edildi. Membrana baglanmayan
primer antikorun fazlasi, membranin 3 kez 10 dk stireyle TBST tamponu ile yikanmasi
ile uzaklastirildi. Daha sonra membran, 1:10.000 oraninda seyreltilmis, bloklama
tamponu igerisindeki HRP ile konjuge anti-fare 1gG sekonder antikoru ile 1 saat oda

sicakliginda inkiibe edildi. Baglanmayan sekonder antikorun fazlasi, membranin 3 kez
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10 dk siireyle TBST tamponu ile yikanmasi ile uzaklastirildi. Son asamada membran,
Pierce ECL ile 1 dakika inkiibe edildikten sonra plastik bir membran koruyucu

igerisinde X-Ray filmi {izerinde goriintiilendi.

3.2.13. insan Serum Albiimine Konjuge Dietoksifosfolizinin
Hazirlanmasi ve DepY Monoklonal Antikor ile ELISA

25 mM amonyum bikarbonat, pH 8 tamponunda bulunan 2 mM L-lizin, 20 mM
CPO ile 9 giin boyunca 37°C’de inkiibe edildi. MALDI-TOF Kkiitle spektrometri
sonuglari, L-lizin amino asidinin (147 Da) %50’sinin dietoksifosfat eklentisi (+136
Da) ile kiitlesi 283 Da olan dietoksifosfolizin olusturdugunu gosterdi. CPO’nun fazlasi
ve reaksiyona girmeyen lizin, C18 kartusundan gegirilerek uzaklastirildi.

0.1 M MES pH 6.2 tamponu igerisindeki HSA (2.4 mg/ml) ve hazirlanan
dietoksifosfolizin peptidi (0.56 mg/ml), 2.5 mg/ml siilfo N-hidroksisiiksinimid (NHS)
ve 5.8 mg/ml 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karboimid (EDC) varliginda konjuge
edildi. pH 6.2’ye ayarlanarak reaksiyon karigimi (0.8 ml), 3 saat boyunca karistirici
izerinde oda sicakliginda inkiibe edildi. Reaktiflerin fazlasi, tasiyict proteinine
konjuge dietoksifosfolizinden, Dekstran desalting kolonu kullanilarak uzaklastirildi.

MALDI-TOF kiitle spektrometri analizleri, her HSA molekiiline 14 adet
dietoksifosfolizin peptidinin baglandigini gosterdi (Bkz 3.2.5.).

96-kuyulu plaklar, HSA ile konjuge dietoksifosfolizin (1 pg/kuyu) ile kaplandi.
Pozitif kontrol olarak, CPO ile modifiye domuz tiibiilin ve negatif kontrol olarak, CPO
ile muamele edilmemis HSA kullanildi. Daha sonra depY monoklonal antikorun (2
ug/ml), dietoksifosfolizini baglamasi ELISA ile test edildi (Bkz. 3.2.11.).

3.2.14. Klorprifos Okson, Diklorvos ve Krezil Saligenin Fosfat ile

Modifiye insan BChE’nin Hazirlanmasi ve DepY Monoklonal
Antikor ile ELISA

ELISA kaplama tamponu ile seyreltilen saf insan BChE 6rnegi (5 U/ml),
aktivitesinin %99’u inhibe olacak sekilde, farkli OP bilesikler (CPO, diklorvos ve
CBDP) ile muamele edildi. BChE aktivitesi, spektrofotometrik olarak 25°C’de Ellman
yontemine gore tayin edildi (135). Aktivite Ol¢iimleri, 1 mM biitiriltiyokolin ve
renklendirme reaktifi olarak 0.5 mM 5,5’-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) igeren 0.1 M
potasyum fosfat tamponu, pH 7.0 igerisinde yapildi. Biitiriltiyokolinin hidrolizi, 412
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nm’deki absorbans artig1 ilizerinden izlendi. BChE aktivitesi, absorbans-zaman
egrisinin ilk 60 saniyelik zaman igerisindeki lineer kisim kullanilarak hesaplandi. Bir
linite enzim, bir dakikada hidroliz edilen 1 pmol biitiriltiyokolin olarak tanimlandi.

Daha sonra inhibe edilen BChE 6rnekleri bir dakika boyunca su banyosunda
kaynatildi.

96-kuyulu plaklar, CPO ile modifiye BChE, diklorvos ile modifiye BChE ve
CBDP ile modifiye BChE (1 pg/kuyu) 6rnekleri ile kaplandi. DepY monoklonal
antikorun (2 pg/ml), 6rnekleri baglamasi ELISA ile test edildi (Bkz. 3.2.11).

3.2.15. Diklorvos ile Modifiye Peptitlerin Hazirlanmasi ve DepY
Monoklonal Antikor ile immuno MALDI

Diklorvos, CPO’nun aksine proteinlerin tirozin amino asidi iizerinde
dimetoksifosfat eklenti iriinii olusturmaktadir ve bu iirlin yaslanma reaksiyonu
sonrasinda monometoksifosfat eklenti iriiniine doniismektedir. CPF ve CPO ile
muamele sonrasinda, tirozin tizerindeki dietoksifosfat eklenti iiriinlerini taniyan depY
monoklonal antikorun, tirozindeki dimetoksifosfat ve monometoksifosfat eklenti
tirtinlerini tanty1p tanimadigini test etmek i¢in diklorvos ile modifiye peptit hazirlandi.

1 M Tris, pH 10 tamponu igerisinde bulunan 2.7 mM GGYR peptidi, 81 mM
diklorvos ile 37°C’de 12 giin boyunca inkiibe edildi. Diklorvos ile modifiye peptit,
daha sonra C18 Phenomenex kolonu kullanilarak HPLC ile kismen saflastirildi. Her
asamada toplanan fraksiyonlarin, MALDI-TOF kiitle spektrometresi ile analiz
edilmesi sonucunda; dimetoksifosfat ve yaslanma iriinii olan monometoksifosfat
eklenti iriinlerinin, tirozin amino asidi tizerinde oldugu dogrulandi. Daha sonra
Sefaroz re¢ineye kenetli depY antikorunun bu eklenti tirlinlerini baglayip baglamadigi
asagidaki yontem kullanilarak test edildi:

DepY antikoru igeren sefaroz regine (20 pl), diklorvos ile modifiye GGYR
peptit ve CPO ile modifiye YGGFL peptitlerini iceren karigim (0.01 ml) ile oda
sicakliginda 2 saat inkiibe edildi. DepY antikoru igermeyen sefaroz regine ise,
peptitlerin recineye nonspesifik olarak baglanip baglanmadigini test etmek i¢in negatif
kontrol olarak kullanildi ve ayni1 peptitleri iceren karigim (0.01 ml) ile 2 saat inkiibe
edildi. inkiibasyon sonrasinda recineler, PBS ile 2 kez yikandi, sonrasinda recineden

%50 asetonitril-%1 trifloroasetik asit (TFA) ¢ozeltisi gegirilerek bagl peptitler eliie
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edildi. Daha sonra 6rnekler, MALDI hedef plagina uygulandi ve drneklerin iizeri o-
siyano-4-hidroksisinnamik asit matriksi (a-CHCA) ile kaplanarak MALDI-TOF kiitle
spektrometri yontemi ile analiz edildi. Pozitif yiikli iyonlar igin monoizotopik
kiitleler, 560.2 Da (dimetoksifosfotirozin eklenti tiriine sahip GGYR), 546.2 Da
(monometoksifosfotirozin  eklenti  iriine sahip GGYR) ve 6922 Da
(dietoksifosfotirozin eklenti {riinine sahip YGGFL) olacak sekilde analiz

gergeklestirildi.

3.2.16. 1Cs0 Degerinin Yarismah ELISA ile Belirlenmesi

CPO ile tirozin amino asidi lizerinden modifiye edilen domuz tiibiilinin,
monoklonal antikor depY’e olan afinitesi, yarismali ELISA ile belirlendi. 96-kuyulu
plagin her bir kuyusu 1 pg CPO ile modifiye edilmis HSA-QYDVRK-DEP ile
kaplandi. DepY (0.1 pg/ml), farkli konsantrasyonlardaki CPO ile modifiye edilen
domuz tiibiilini (1017-107 M) ile oda sicakhiginda 1 saat boyunca inkiibe edildikten
sonra kuyulara eklendi ve monoklonal antikorun, plaklardaki antijeni baglama
afinitesi, HRP-konjuge sekonder antikor kullanilarak sinyal yogunlugu ile

degerlendirildi.

3.2.17. Kd Degerinin Bio-Layer Interferometri ile Belirlenmesi

Analizler, Dr. Udaya Yerramalla tarafindan, bio-layer interferometri yontemi
kullanilarak OctetRED96 cihazinda gerceklestirildi:

20 ug depY monoklonal antikor, anti-fare IgG Fc ile kaplanmis olan bir
biyosensore baglandi ve orneklerin (domuz tiibiilini-DEP, kontrol domuz tiibiilini,
kazein-DEP, kontrol kazein, ovalbiimin-YPF-DEP, ovalbiimin-YPF, BSA-LYGLPR-
DEP ve BSA-LYGLPR) depY antikoruna baglanma afinitesi test edildi. Ornekler,
PBS, % 0.01 BSA, % 0.002 Tween-20 icerisinde hazirland1 ve 100, 50, 25, 12.5 ve
6.25 nm Ornek konsantrasyonlari1 kullanilarak, birlesme ve ayrilma hiz sabitleri,
Olctildii. Ayrilma hizin1 6lgmek i¢in problar, tampon icerisine daldirildi. Biosensor
yiizeyi, her baglanma deneyinden sonra 10 mM glisin, pH 1.75 ile rejenere edildi.

Veriler, ForteBio Veri Analiz Yazilimi, siiriim 8.0 kullanilarak analiz edildi.
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3.2.18. Kd Degerinin Biacore Analizi ile Belirlenmesi

Peptit orneklerinin (YPF-DEP, kontrol YPF; GGYP-DEP, kontrol GGYP;
LYGLPR-DEP, kontrol LYGLPR; PPYRM-DEP ve kontrol PPYRM) depY
antikoruna baglanma afinitesi, Dr. Udaya Yerramalla tarafindan 25 °C’de Biacore T-
200 cihaz1 kullanilarak gercgeklestirildi:

DepY antikoru, ¢apraz baglanma ajanlart EDC/NHS varliginda bir CMS5 ¢ip
tizerine immobilize edildi. Daha sonra 1 M etanolamin ile bloklama yapildiktan sonra,
10 mM HEPES tamponu pH 7.4, 150 mM NaCl, 3 mM EDTA, % 0.05
polioksietilensorbitan igerisinde bulunan dietoksifosfotirozin modifiye peptitler, 30
uL/dk akis hizi ile sisteme enjekte edildi. Dietoksifosforillenmis tirozin igeren
peptitlerin konsantrasyonlari, 0-1000 nM idi. Her deneyden sonra ¢ip, 10 mM glisin,
pH 1.75 ile rejenere edildi. Baglanma denge sabiti Kg’yi hesaplamak igin
BlAevaluation T-200 yazilimi, siirtim 2.0 kullanildi. Herbir reaksiyon dongiisiinde
elde edilen yiizey plazmon rezonans sinyali, Sensor gram olarak kaydedildi.
Analizlerin dogrulugunu belirlemek igin gergek sensor gram ve BlAnalysis

yazilimindan tiretilen sensor gram arasinda ki kare analizi yapildi.

3.2.19. DepY Monoklonal Antikor ile Tanimlanabilen En Diisiik Antijen

Miktarinin Western Blot Analizi ile Belirlenmesi

DepY antikoru ile tanimlanabilen en diigiik antijen miktarin1 degerlendirmek
icin Western Blot yontemi kullanildi. HSA-YGGFL-DEP 6rnekleri (5-100 pg) jele
uygulanarak SDS jel elektroforezine tabi tutuldu. Daha sonra jeldeki 6rnekler, PVDF
membrana transfer edildi. PVDF membran, depY monoklonal antikor (0.14 ug/ml) ile
4°C’de gece boyunca inkiibe edildi ve sonrasinda HRP konjuge sekonder antikor ile

muamele edilerek edilerek goriintiilendi (Bkz. 3.2.12.).

3.2.20. insan Serum Albiimine Konjuge O-fosfo-L-tirozinin
Hazirlanmasi ve PY20 Monoklonal Antikor ile Western Blot
Analizi

Ticari anti O-fosfo-L-tirozin, PY20 monoklonal antikorun, dietoksifosforile-
tirozin modifiye proteinleri taniyip tanimadigini test etmek i¢in, 0.1 M MES, 0.9 M
NaCl, % 0.02 azid, pH 4.7 tamponu igerisinde bulunan O-fosfo-L-tirozin (4 mg/ml),



41

HSA’ya (10 mg/mL, 0.2 ml), EDC (10 mg/ml, 50 pl) varliginda konjuge edildi.
Reaksiyon karisimi (0.8 ml) karistirici iizerinde 2 saat inkiibe edildi. Daha sonra,
reaktiflerin fazlasi, Dekstran desalting kolonu (MA 5kDa’dan kesen) kullanilarak
uzaklastirildi.

MALDI-TOF kiitle spektrometri analizi ile her albiimin molekiiliine 4 adet
fosfo-tirozin (243 Da) baglandigi gozlendi. O-fosfo-L-tirozin ile konjuge HSA, pozitif
kontrol olarak; lizozim-PYMRR-DEP, HSA-YGGFL-DEP, HSA-QYDVRK-DEP,
BSA-LYGLPR-DEP, domuz tiibiilin-DEP, HSA ve domuz tiibiilini negatif kontrol
olarak kullanildi. Proteinler (1pg), SDS jel elektroforezi sonrasinda, PVDF membrana
transfer edildi. PVDF membran 0.5 pg/ml anti O-fosfo-L-tirozin monoklonal antikor
PY20 ve sonrasinda HRP-konjuge sekonder antikor ile inkiibe edilerek goriintiilendi
(Bkz. 3.2.12.).

3.2.21. Hiicre Lizatlarinin Hazirlanmasi ve Klorprifos Okson ile

Muamele edilmesi

Insan embriyonik bébrek hiicreleri (HEK 293), 75 cm?’lik flakonlar igerisinde
% 10 FBS igeren Dulbecco’s Modified Eagle ortaminda (DMEM), 37°C ve %5 CO>
varhiginda %80-90 yayginlik gdsterene kadar ¢ogaltildi. Daha sonra hiicreler, PBS ile
yikand1 ve 3 adet 75 cm?’lik flakonlardan elde edilen hiicre pelletleri, 2.1 ml RIPA
tamponu (25 mM TrisCl pH 7.6, 150 mM sodyum kloriir, % 1 sodyum deoksikolat, %
0.1 sodyum dodesilsiilfat) icerisinde siispande edildi, 4°C’de Sonik Dismembrator
Model 500 ile 10 sn sonike edildi ve sonikasyonun ardindan karigim, 10 sn buz
tizerinde inkiibe edildi. Bu islem ii¢ kez tekrarlandi. Daha sonra karisim, 14.000xg’de
20 dakika santrifiijlenerek ¢oziiniir fraksiyonlar elde edildi.

Hiicre lizatlarinin protein konsantrasyonlari, BCA protein assay Kiti
kullanilarak belirlendi (136). Daha sonra hiicre lizatlar1 (4.9 mg/ml protein), herbiri
0.4 ml olacak sekilde, 5 porsiyona béliindii: ik porsiyon, CPO ile muamele edilmeyen
kontrol grubu i¢in ayrild1 ve kontrol grubu i¢in hiicre lizatina 1.4 pl etanol eklendi.
Diger dort porsiyon ise, son konsantrasyonlart 10, 100, 250 veya 1000 pM olacak
sekilde stok CPO c¢ozeltileri ile oda sicakliginda 24 saat inkiibe edildi. Stok CPO
cozeltileri (3-300 mM) taze olarak etanol igerisinde hazirlandi. Kontrol grubu ve farkli

konsantrasyonlarda CPO ile muamele edilmis hiicre lizatlarmin bir kismi ELISA ve
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kapiller elektroforez-Western Blot analizleri i¢in kullanildi. Ayrica kalan herbir CPO
ile muamele edilmis hiicre lizatlari, tripsinize edilerek kiitle spektrometre analizleri
i¢in iki porsiyona daha ayrild1. ilk porsiyondaki triptik peptitler, LC-MS/MS i¢in depY
antikoru ile imminopirifiye edilirken, diger porsiyondaki triptik peptitler,
immiinopirifikasyon yapilmadan dogrudan LC-MS/MS analizi i¢in kullanildi. Sekil
3.1., CPO ile muamele edilmis HEK 293 hiicre lizatinin (4.9 mg/ml) LC-MS/MS,

ELISA ve Kapiller elektroforez-Western Blot analizleri igin kullanim seklini

gostermektedir.
HEK 293 Hiicre Lizat1
CPO CPO Uygulamas
Uygulamasi Yok
| | | I I |
Kapiller Kapiller
DepY .
ELISA Elektroforez Direkt ELISA Elektroforez
Saflastirma
Western Blot Western Blot
Kiitle Kiitle

Spektral Spektral
Analiz Analiz

Sekil 3.1. CPO ile muamele edilmis hiicre lizatlar1 ile calisma plani. 4.9 mg/ml protein
konsantrasyonuna sahip hiicre lizati, CPO ile muamele edildi. CPO ile
muamele edilen hiicre lizatinin bir kismu, tripsinize edildi. Triptik peptitler,
dogrudan ve depY monoklonal antikor immobilize sefaroz regine ile
immunopiirifiye edildikten sonra LC-MS/MS ile analiz edildi. Ayrica CPO
ile muamele edilmis ve kontrol hiicre lizatlari, depY monoklonal antikor
kullanilarak ELISA ve kapiller elektroforez- Western Blot yontemleri ile
analiz edildi (137).
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3.2.22. Hiicre Lizatlarimin ELISA ile Analizi

96-kuyulu plaklar, kaplama tamponu igerisinde, kontrol ve CPO ile muamele
edilmis hiicre lizatlar1 (1 pg hiicre lizati/kuyu) ile kaplandi. DepY antikorun (0.2
ug/ml), ornekleri baglamasi ELISA ile test edildi (Bkz. 3.2.11).

3.2.23. Hiicre Lizatlarimin Kapiller Elektroforez- Western Blot ile Analizi

HEK 293 hiicre lizatlar i¢in Kapiller elektroforez-Western blot analizi, Ray
Biotech Inc (Norcross, GA, ABD) tarafindan, WES Kkapiller elektroforez cihazi
(ProteinSimple, San Jose, CA, ABD) kullanilarak asagidaki yonteme gore
gercgeklestirildi:

Kontrol ve 10-1000 uM CPO ile muamele edilmis HEK 293 hiicre lizatlari (4.9
mg/ml protein) 0.2 mg/ml’ye seyreltildikten sonra kapiller elektroforez cihazina (40
nl) enjekte edildi. Elektroforezden sonra, proteinler, foto-aktivasyon ile kapiller
duvara immobilize edildi. Daha sonra matriks kaldirildi ve depY monoklonal antikor
(0.02 mg/ml) kapillerden gegirildi. DepY antikoruna baglanan proteinler, HRP ile
konjuge anti-fare 1gG sekonder antikor kullanilarak kemiliiminesan substrat ile

belirlendi.

3.2.24 Kiitle Spektrometri Analizleri icin Hiicre Lizat Orneklerinin

Hazirlanmasi

Kiitle spektrometri i¢in ornekler, Wisniewski ve ark. tarafindan Onerilen
yonteme gore hazirlandi (138):

Kontrol ve CPO ile muamele edilmis hiicre lizat 6rneklerindeki (380 pg
protein) disiilfid baglari, 0.1 M TrisCl pH 8.5 tamponu-8 M iire i¢indeki 10 mM
ditiyotreitoliin (DTT) eklenmesiyle indirgendi. Ornekler vortekslenerek 3 dakika
kaynar su banyosunda sitildi. Daha sonra her bir 6rnek, 0.1 M TrisCl pH 8.5
igerisindeki 8 M iire ile karistirilip, Microcon-YM10 santrifiij filtre igerisine
yerlestirildi ve O6rnegin tamami filtreden gecene kadar 14.000xg’de 10 dk santrifiij
edildi. DTT fazlasin1 uzaklastirmak igin filtre, 8 M iire ile yikandi ve 14.000xg’de 15
dakika santrifiij edildi. Bu islem, iki kez tekrarlandi. Daha sonra siilfidril gruplarin
karbamidometile doniistiirmek igin filtre tizerindeki proteine, 0.1 M TrisCl pH 8.5-8

M fre, igerisinde hazirlanan 55 mM iyodoasetamid ilave edildi, 1 dakika
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vortekslendikten sonra 20 dakika karanlikta inkiibe edildi. Iyodoasetamidin fazlasi
14.000xg’de 10 dakika santrifiijleme ve sonrasinda filtre tinitesini, 8 M iire ile iki kez
yikama ile uzaklastirildi. Daha sonra herbir filtre {initesinin igerigi 50 mM amonyum
bikarbonat, pH 8 tamponu ile dengelendi, 14.000xg’de 10 dakika santrifiijlendi. Bu
islem iki kez tekrarlandiktan sonra her bir filtrenin igerigi 100 pL 50 mM amonyum
bikarbonat pH 8 tamponunun igerisinde siispande edildi ve 0.4 mg/mL tripsin (10 pl;
tripsin: protein ~ 1: 100 pg /ug) ile karistirildi

Tripsinizasyon, filtre tizerinde, nemlendirilmis bir haznede 37°C’de gece
boyunca (16-18 saat) gergeklestirildi. Filtre tiniteleri, 14.000xg’de 10 dakika santrifiij
edilerek triptik peptitler yeni bir tiip igerisinde toplandi, 0.5 M sodyum kloriir (100 pl)
ile yikandi, tekrar 14.000xg’de 10 dakika santrifiij edilerek ayni tiip igerisinde peptitler
toplandi. Daha sonra peptitler SpeedVac vakum santrifiijii kullanilarak kurutuldu ve
% 0.4 formik asit pH 3 icerisinde yeniden siispande edildi. Asitlestirilen peptitler, 1:1
oranindaki metanol: su ¢ozeltisi ile Onceden dengelenmis olan MCX kolonu
kullanilarak tuzdan arindirildi.

Kolonlar, % 5 metanol, % 0.1 formik asit ile, ardindan % 100 metanol ile
yikandi. Peptitler, MCX kolonundan eliisyon tamponu (1:19 oraninda % 28 amonyum
hidroksit : % 100 metanol, 1 ml) ile eliie edildi. Triptik peptitleri iceren 1 ml’lik
eltatlar 2 ayr tiipe esit olarak boliiniip kurutuldu.

Bir tiiptin igerigi (higbir kayip olmadigi varsayildiginda; yaklasik 10 pg/ul
protein igermektedir), 20 ul % 0.1 formik asit igerisinde ¢oziildii ve Triple-TOF 6600
LC-MS/MS ile analiz edildi.

Diger tlipiin igerigi, Sefaroza bagli depY antikoru kullanilarak
dietoksifosfotirozin peptitleri agisindan zenginlestirildi: Dietoksifosfotirozin isaretli
hiicre lizatlarindan elde edilen triptik peptitler, PBS (200 pl) ile siispande edildikten
sonra, PBS icerisinde 40 pl depY antikoru igeren sefaroz regine ile 2 saat inkiibe edildi.
Daha sonra regine, 0.45 mikronluk bir spin filtresi igerisine yerlestirildi ve 3 kez PBS
ve ardindan distile su ile 3 kez daha yikandi. DepY-Sefaroz recineye bagh peptitler,
% 50 asetonitril-% 1 trifloroasetik asit ile eliie edildi, SpeedVac igerisinde kurutuldu
ve Triple-TOF 6600 LC-MS/MS analizi i¢in % 0.1 formik asit (20 ul) igerisinde

yeniden siispande edildi (immunosaflastirilan 6rnekler, <10 ug/ul protein).
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3.2.25.Triple-TOF 6600 Sivi Kromatografi Tandem Kiitle Spektrometri

Peptit ornekleri (< 50 ug/5 ul), ultra-yiiksek basingli sivi kromatografisi
(UHPLC) sistemine bagh Triple-TOF 6600 kiitle spektrometresine yiiklendi. Bu
sistemde, ayri1 bir Ultra 1D Plus ultra-yiiksek basingli kromatografi sistemi (Eksigent,
Dublin, CA), cHIPLC Nanoflex mikrogip kolon sistemi (Eksigent, Dublin, CA)
vasitasiyla Triple-TOF’a baglanmaktadir. Nanoflex sistemi, degistirilebilir mikro
akigskan trap kolonu ve degistirilebilir ayirma kolonu kullanmaktadir. Her ikisi de
ChromXP C18 (3 pum, 120 A partikiiller; Trap: 200 pm x 0.5 mm; Ayirim: 75 pm x
15 cm) ile paketlenmektedir.

Kromatografi solventleri olarak su/asetonitril/formik asit (A: % 100/0/0.1, B:%
0/100/ 0.1) kullanildi. Yakalama (trapping) ve tuzdan arindirma islemi, 2 pl/ dk akis
hizi ile 15 dakikada % 100 mobil faz A uygulanarak gergeklestirildi. 0.3 pl/ dk akis
hiz1 ile kolona % 5 solvent A- % 95 solvent B’den baslayarak, % 70 solvent A ve %
30 solvent B olacak sekilde 60 dakika lineer gradiyentin uygulanmas ile peptitler eliie
edildi.

Eliat, 300 nl/dk akis hiz1 ile Nanospray III kaynagi ve a Pico Tip emitter igeren
Triple-TOF 6600 kiitle spektrometresi igerisine elektrospreylendi. Kiitle spektrumlari,
pozitif iyon reflektér modunda, 200-2000 m/z’lik bir kiitle araliginda, 250 ms’lik
birikim siiresi, 10 V c¢arpisma enerjisi, 60 V azaltma potansiyeli, 2700 V iyon
puiskiirtme potansiyeli, ve 150 °C’lik ara yiizey 1sitic1 sicakligi kullanilarak elde edildi.
2x10°° Torr basingta kollezyon gazi olarak azot kullanilarak garpigma-indiiklii ayrisma
ile peptitler fragmanlarina ayrildi. Fragmentasyon spektrumlari pozitif modda, 50—
2000 Da’lik bir kiitle araliginda, 25 ms’lik bir birikim siiresi, yazilim tarafindan
belirlenen £15V bir ¢arpigma enerjisi kullanilarak toplandi. Fragmanlar ayrilacak
peptitler, 1-4 yiiklenme durumu ve minimum 100 cps’lik sinyal algoritmasi
kullanilarak segildi. Herbir asamada 50 kadar fragmantasyon spektrumu toplandi.

Triple TOF verileri, Protein Pilot yazilim1 4.0.8085 (AB Sciex, Framingham,
MA) icindeki Paragon algoritmasi 5.5%* kullanilarak degerlendirildi. Veritaban1 arama
parametreleri  (Ornek  tipi: tamimlama, Sistein  alkilasyon:Iyodoasetamid,
Parcalanma:Tripsin, Cihaz:Triple TOF 6600, Ozel faktdrler: Organofosforilasyon,
Tir: Homo sapiens, Kimlik odak: Biyolojik modifikasyonlar, Veritabani:
uniprot_sprotJAN2015.fasta, Arama: kapsamli ve FDR analizi: aktif) secildi.
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Paragon algoritmasinin 6zel faktorler boliimiine organofosforilasyon adli yeni
bir boliim eklendi. Bu boliim, tirozin, lizin, serin, treonin, histidin ve sistein lizerinde
dietoksifosfat eklenti tiriinii (+136.03 amu) ve ayn1 zamanda tirozin ve serin tizerinde
monoetoksifosfat eklenti iriinii (+108.00 amu) taramalarimi igerecek sekilde
Parametre Translation. xml ve Protein Pilot Veri Dictionary.xml dosyalar1 modifiye
edildi. Protein Pilot tarafindan tanimlanan peptitlerin dizileri ve modifiye birimlerin
yerleri PeakView siiriim 2.1 (Ab Sciex, Framingham, MA) kullanilarak manuel dizi

analizi ile de dogrulanda.

3.2.26. OrbiTrap Fusion Lumos S1ivi Kromatografi Tandem Kiitle
Spektrometri

1000 uM CPO ile muamele edilen hiicre lizatlarina ait peptitler, Ultimate 3000
UHPLC (Dionex, Sunnyvale, CA) kullanilarak dogrudan Orbitrap kiitle
spektrometresine yiiklendi. Kromatografi sistemi, Acclaim PepMap RSLC C18
kolonu (75 um x 150 mm) ve bir Acclaim PepMap 100 tutucu kolon (75 pum x 20 mm)
icermektedir.

Immunopiirifiye edilen triptik peptitlerin 1 ug’1 ve immunopiirifiye edilmemis
triptik peptitlerin 2 pg’1 tutucu kolon tizerine yiiklendi. Kromatografi solventleri
olarak su/asetonitril/formik asit (A: % 100/0/0.1, B:% 0/100/0.1) kullanildi. Yakalama
ve tuzdan arindirma islemi, 4 ul/dk akis hiz1 ile 15 dakika % 100 solvent A’nin
uygulanmasi ile gergeklestirildi. Daha sonra, kolona 0.3 pl/ dk akis hizi ile 90 dakika
% 3 solvent A ve % 97 solvent B’den baglayarak % 55 solvent A ve % 45 solvent B
olacak sekilde lineer gradiyentin uygulanmasi ile peptitler eliie edildi.

OrbiTrap Fusion Lumos, bir Nanospray Flex NG iyon kaynagi ve paslanmaz
celik Nano-bore emitter icermektedir. Kiitle spektrumlari, pozitif modda, 120.000
¢Oziiniirlikte, 400-1600 m/z’lik bir kiitle araliginda toplandi.

Ana iyonlar OrbiTrap’ta ayrildi. En iyi 10 peptit, fragmantasyon igin segildi.
Fragmantasyon, hem carpigsma indiiklii disosiyasyon (CID) hem de yiiksek ener;ji
carpisma indiikli disosiyasyon (HCD) ile gergeklestirildi. CID, iyon Trap igerisinde
minumum 50.000 esik degeri; 2 m/z izolasyon genisligi, 35 V normalize enerji; 0.25
aktivasyon Q, 2 varsayilan yliklenme durumu ve 10 msn aktivasyon stiresi kullanilarak

meydana getirildi. HCD, minimum 50.000 esik degeri, 60.000 ¢ozinirlik, 2 m/z
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izolasyon genisligi, 44 V normalize enerji, 2 varsayilan yiiklenme durumu ve 0.1 msn
aktivasyon siiresi kullanilarak OrbiTrap igerisinde gerceklestirildi.

OrbiTrap sonuglarina iligkin veritabani arastirmasi, Proteome Discoverer
2.1’deki Sequest HT algoritmasi kullanilarak yapildi. Fragmantasyon spektrumlari,
veritabani: Homo sapiens SwissProtv2017-06-07; proteaz: tripsin; peptit uzunlugu: 6-
144; prekiirsor kiitle toleransi: 10 ppm; parga kiitle toleransi: 0.6 Da; degisken
modifikasyonlar:  okside metiyonin, fosfoserin, fosfotreonin, fosfotirozin,
dietoksifosfoserin, dietoksifosfotreonin, dietoksifosfotirozin, dietoksifosfolizin,
dietoksifosfosistein, dietoksifosfohistidin, monoetoksifosfotreonin,
monoetoksifosfotirozin, monoetoksifosfolizin ve monoetoksifosfosistein; sabit

modifikasyon: karbamidometillenmis sistein olacak sekilde belirlendi.



48

4. BULGULAR
4.1. OP-Peptitlerin Sogurma Katsayilar:

Aromatik amino asit olarak sadece tirozin amino asidi iceren ve OP ile
modifiye olmayan peptitler i¢in, 275 nm’de maksimum absorbans piki gézlendi ve 1
cm’lik kuvartz kiivet igerisinde 1 M peptit ¢ozeltisinin absorbansi, 1500 olarak
belirlendi. Tirozin amino asidi lizerinden OP ile isaretlenen ayni peptitler i¢in 265
nm’de maksimum absorbans piki gézlendi ve 1 cm’lik kuvartz kiivet i¢erisinde 1 M

peptit ¢ozeltisinin absorbansi 430 olarak 6l¢tildii.

4.2. Tasiyic1 Proteinlere Konjuge Dietoksifosfotirozin Modifiye

Peptitlerin ve Kontrol Peptitlerin Sayisi

Tasiyici proteinlere baglanan dietoksifosfotirozin modifiye peptitlerin (Tablo
4.1.) ve kontrol peptitlerin sayist (Tablo 4.2.), MALDI-TOF kiitle spektrometri
kullanilarak, tasiyici proteinlerde gézlenen kiitle degisimi ile belirlendi (134). Sekil
4.1.’de kiitle spektrometri ile BSA’ya konjuge dietoksifosfotirozin modifiye

peptitlerin sayisini saptama yontemi gosterilmektedir.



Sekil 4.1.

A

Yogunluk (%) Yogunluk(%)

Yogunluk (%)
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umE i A
»  BSA
* 33364 |
205 I"I: / "'.
208690 ) 44018.4 58167.8 ) 72317.2 ) BE466.6 ' 100616.0
69811
. B
a0l BSA+ \
70. !
. EDC&NHS ||
s0 |
-
“ 35404 |
A [
10 .\\ ,l'
29870.0 44019.2 ’ 58168.4 ) 723176 ) B6466.8 ' 100616.0
100, i 82537
™ BSA konjuge . C
- 15 HYRGPA
: o:g—o—\
zss;n.n ) 440194 ) 58168.8 ) 723182 ) B6467.6 ) 100617.0

Kiitle (m/z)

Kiitle spektrometri ile BSA’ya konjuge dietoksifosfotirozin modifiye

peptitlerin sayisinin belirlenmesi.

Tek proton (66781 Da) ve ¢ift proton (33364 Da) ile yiiklenmis BSA’ya

iliskin pikler.
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EDC ve siilfoNHS c¢apraz baglayici ajanlarin varliginda goézlenen BSA

pikleri.

BSA’ya konjuge dietoksifosfotirozin modifiye HYRGPA peptidine iliskin

pikler. Panel B (69811 Da) ve Panel C’de (82537 Da) gozlenen BSA Kkiitle

farki (12726 Da), dietoksifosfotirozin modifiye HYRGPA peptit kiitlesine

(835 Da) boliinerek, BSA molekiiliine baglanan peptit sayisinin 15 oldugu

bulundu.
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Tablo 4.1. Tasiyici proteine konjuge dietoksifosfotirozin modifiye peptitlerin sayisi.

Protein Dietoksifosfotirozin Tasiyic1 proteine
modifiye peptit baglanan peptit sayisi

BSA LYGLPR 16

BSA KYA 19

BSA PVYSR 16

BSA HYRGPA 15

BSA EPNVSY 10

Ovalbiimin RSLYAS 18, 22

Ovalbiimin YGGFL 9,5,12

Ovalbilimin YPF 10, 6, 14

HSA PPYRM 22

HSA QYDVRK 7

HSA YGGFL 5

Lizozim RARYEM 6,9

Lizozim GGYR 4,10,16

Lizozim KYK 1,5,9,15

Lizozim PYYMRR 1

Tablo 4.2. Tasiyici proteine konjuge kontrol peptitlerin sayisi.

Protein Kontrol peptit Tasiyici proteine
baglanan peptit sayisi

HSA YGGFL 5

HSA QYDVRK 7

Lizozim PYYMRR 1

BSA LYGLPR 16

Ovalbiimin RSLYAS 18, 22
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4.3. Klorprifos Okson ile Muamele Edilen Proteinlerde Modifiye Olan

Amino Asitler ve Miktarlar

Saf proteinler (0.5 mg/ml), 1.5 mM CPO ile muamele edildikten sonra triptik
peptitler, Triple TOF 6600 LC-MS/MS ile analiz edildi. Modifiye amino asitlerin,
modifikasyon yiizdeleri Tablo 4.3-Tablo 4.14.’de 6zetlendi.

4.3.1. insan Albiimini

Triple TOF 6600 kiitle spektrometre ile CPO ile muamele edilen insan

albiimini i¢in (Sekil 4.2.) dietoksifosfat ile modifiye 4 adet tirozin ve 8 adet lizin amino
asidi tanimland (Tablo 4.3.).

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

MKWVTFISLL
EDHVKLVNEV
ERNECFLQHK|
FAKRYKRAFT
ARLSQRFPKA
ECCEKPLLEK
RHPDYSVVLL
QLGE[Y[KFQONA
LNQLCVLHEK
SEKERQIKKQ
AASQAALGL

FLFSSAYSRG
TEFAKTCVAD
DDNPNLPRLV
ECCQAADKAA
EFAEVSKLVT
SHCIAEVEND
LRLAKTYETT
LLVRYTKRNVP
TPVSDRVTKC
TALVELVKHK

VFRRDAHKSE
ESAENCDKSL
RPEVDVMCTA
CLLPKLDELR
DLTKVHTECC
EMPADLPSLA
LEKCCAAADP
QVSTPTLVEV
CTESLVNRRP
PKATKIEQLKA

VAHRFKDLGE
HTLFGDKLCT
FHDNEETFLK

DEGKJASSARQ
HGDLLECADD
ADFVESKDVC
HECYAKVFDE
SRNLGKVGSK
CFSALEVDET
VMDDFAAFVE

ENFKALVLIA
VATLRETYGE
KYLYEIARRH
RLK|CASLOKF
RADLAKYICE
KNYAEAKDVF
FKPLVEEPQN
CCKHPEAKRM
YVPKEFNAET
KCCKADDKET

FAQYLOQCPF
MADCCAKQEP
PYFYAPELLF
GERAFKAWAV
NODSISSKLK
LGMFLYEYAR
LIKONCELFE
PCAEDYLSVV
FTFHADICTL
CFAEEGKKLV

CPO ile muamele sonrasinda dietoksifosfat ile isaretli amino asitler, kirmizi renk ile gosterilmistir.

Tablo 4.3. Insan albiimini i¢in dietoksifosfat ile modifiye amino asitler.

Sekil 4.2. insan albiiminin (P02768) amino asit dizisi.

Modifiye amino asit

% Dietoksifosfat ile isaretlenme

(+136 Da)
Y162 21
Y174 2
Y425 5
Y435 98
K130 14
K186 16
K214 67
K223 85
K236 40
K438 4
K455 100
K565 33
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Triple TOF 6600 kiitle spektrometre ile CPO ile muamele edilen fare albiimini

(Sekil 4.3.) i¢in dietoksifosfat ile modifiye 1 adet tirozin ve 6 adet lizin amino asidi

tanmimlandi (Tablo 4.4.).

601 TRCKDALA

1 MKWVTFLLLL FVSGSAFSRG VFRREAHKSE IAHRYNDLGE QHFKGLVLIA
61 DEHAKLVQEV TDFAKTCVAD ESAANCDKSL HTLFGDKLCA IPNLRENYGE
121 ERNECFLQHK DDNPSLPPFE RPEAEAMCTS FKENPTTFMG HYLHEVARRH
181 YAEQYNEILT QCCAEADKES CLTPKLDGVK| EKALVSSVRQ RMKICSSMOKF
241 ARLSQTFPNA DFAEITKLAT DLTKVNKECC HGDLLECADD RAELAKYMCE
301 TCCDKPLLKK AHCLSEVEHD TMPADLPAIA ADFVEDQEVC KNYAEAKDVF
361 RHPDYSVSLL LRLAKKYEAT LEKCCAEANP PACYGTVLAE FQPLVEEPKN
421 KLGEYGFQNA ILVRY|TQKAP QVSTPTLVEA ARNLGRVGTK CCTLPEDQRL
481 LNRVCLLHEK TPVSEHVTKC CSGSLVERRP CFSALTVDET YVPKEFKAET
541 PEKEKQIKKQ TALAELVKHK PKATAEQLKT VMDDFAQFLD TCCKAADKDT

FSQYLQKCSY
LADCCTKQEP
PYFYAPELLY
GERAFKAWAV
NQATISSKLQ
LGTFLYEYSR
LVKTNCDLYE
PCVEDYLSAT
FTFHSDICTL
CFSTEGPNLV

CPO ile muamele sonrasinda dietoksifosfat ile isaretli amino asitler, kirmizi renk ile gosterilmistir.

Sekil 4.3. Fare albiiminin (P07724) amino asit dizisi.

Tablo 4.4. Fare albiimini i¢in dietoksifosfat ile modifiye amino asitler.

Modifiye amino asit % Dietoksifosfat ile isaretlenme
(+136 Da)
Y435 83
K210 85
K212 14
K223 100
K236 40
K376 11
K460 43
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4.3.3. Aprotinin

Triple TOF 6600 kiitle spektrometre ile CPO ile muamele edilen sigir pankreas
tripsin inhibitori, aprotinin (Sekil 4.4.) i¢in dietoksifosfat ile modifiye edilen 1 adet

tirozin ve 1 adet lizin amino asidi tanimlandi (Tablo 4.5.).

1 MSRLSLKTSG DEENWVSRFR SKSLSLVFSG VLALGLSLSG VGFADARPDF CLEPP@TGPC

61 KARITIRYFYN AKAGLCQTFV YGGCRAKRNN F@SAEDCMRT CGGA

CPO ile muamele sonrasinda dietoksifosfat ile isaretli amino asitler, kirmizi renk ile gosterilmistir.

Sekil 4.4. Sigir Aprotininin (P00974) amino asit dizisi.

Tablo 4.5. Aprotinin i¢in dietoksifosfat ile modifiye amino asitler.

Modifiye amino asit % Dietoksifosfat ile isaretlenme
(+136 Da)
Y56 10
K92 65
4.3.4. Kazein

Kazein, alfa S1, alfa S2, beta ve kappa izoformlarindan olusan bir karigimdir.
Her izoform farkli sayida fosfoserin amino asidi igermektedir ve bu fosforilasyon
modifikasyonlar1 dogal olarak gergeklesmektedir. Bu ¢alismada, kazein izoformlari
icin LC-MS/MS analizi ile tanimlanan fosfoserinler yesil renk ile gosterildi. Kazeinin
CPO ile muamelesi sonrasinda sadece tirozin amino asitleri dietoksifosfat ile
isaretlendigi i¢in, kazein, ¢alismadaki en bilgilendirici CPO-modifiye proteindir.
Diger taraftan, insan albiimini, fare albiimini, sigir tiibiilini ve domuz tiibiilini ise hem

tirozin hem de lizin amino asitlerinden dietoksifosfat ile modifiye edildi.
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Alfa S1 Kazein

CPO ile muamele edilen sigir kazeinin alfa S1 izoformu (Sekil 4.5.) icin
dietoksifosfat ile modifiye edilen 3 adet tirozin amino asidi belirlendi. Triple TOF

6600 kiitle spektrometre ile 1 adet fosfat ile isaretli serin tanimlandi (Tablo 4.6.).

1 MKLLILTCLV AVALARPKHP IKHQGLPQEV LNENLLRFFV APFPEVFGKE KVNELSKDIG
61 SESTEDQAME DIKQMEAESI SSSEQKHIQK EDVPSERYLG YLEQLLRLKK ERVPQLEIVP

121 N[hEERLHSM KEGIHAQQKE PMIGVNQELA @F@PELFRQF YOLDAYPSGA WYYVPLGTQY
181 APSFSDIPNP IGSENSEKTT MPLW

CPO ile muamele sonrasinda dietoksifosfat ile isaretli amino asitler, kirmizi renk ile; fosforile serin
yesil renk ile gdsterilmistir.

Sekil 4.5. Alfa S1 kazein (P02662) izoformunun amino asit dizisi.

Tablo 4.6. Alfa S1 kazein i¢in dietoksifosfat ile modifiye ve fosforile olan amino

asitler.
Modifiye amino asit % Dietoksifosfat ile % Fosfat ile isaretlenme
isaretlenme (+80 Da)
(+136 Da)
Y111 40
Y151 9
Y153 9
S122 91

Alfa S2 Kazein

CPO ile muamele edilen alfa S2 kazein (Sekil 4.6.) igin dietoksifosfat ile
modifiye edilen 3 adet tirozin amino asidi tanimlandi. Triple TOF 6600 kiitle
spektrometre ile fosfoserin gozlenmedi (Tablo 4.7.).

1 MKFFIFTCLL AVALAKNTME HVSSSEESII SQETYKQEKN MAINPSKENL CSTFCKEVVR
61 NANEEEYSIG SSSEESAEVA TEEVKITVDD KH[bKALNEI NQF[@KFPQY LOYLYQGPIV
121 LNPWDQVEKRN AVPITPTLNR EQLSTSEENS KKTVDMESTE VFTKKTKLTE EEKNRLNFLK
181 KISQM@QKFA LPQYLKTVYQ HQKAMKPWIQ PKTKVIPYVR YL

CPO ile muamele sonrasinda dietoksifosfat ile isaretli amino asitler, kirmizi renk ile gésterilmistir.

Sekil 4.6. Alfa S2 kazein (P02663) izoformunun amino asit dizisi.
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Tablo 4.7. Alfa S2 kazein i¢in dietoksifosfat ile modifiye amino asitler.

Modifiye Amino asit % Dietoksifosfat ile isaretlenme
(+136 Da)
Y93 5
Y104 17
Y186 95
Beta Kazein

Triple TOF 6600 kiitle spektrometre ile CPO ile muamele edilen beta kazein
icin (Sekil 4.7.) dietoksifosfat ile modifiye 1 adet tirozin ve 1 adet fosfoserin
tanimlandi (Tablo 4.8.).

1 MKVLILACLV ALALARELEE LNVPGEIVES LSSSEESITR INKKIEKFQ[]EEQQQTEDEL
61 ODKIHPFAQT QSLVYPFPGP IPNSLPQNIP PLTQTPVVVP PFLQPEVLGV SKVKEAMAPK
121 HKEMPFPKYP VEPFTESQSL TLTDVENLHL PPLLLQSWMH QPHQPLPPTV MFPPQSVLSL

181 SQSKVLPVPQ KAVP@PQRDM PIQAFLLYQQ PVLGPVRGPF PIIV

CPO ile muamele sonrasinda dietoksifosfat ile isaretli amino asitler, kirmizi renk ile; fosforile serin,
yesil renk ile gosterilmistir.

Sekil 4.7. Beta kazein (P02666) izoformunun amino asit dizisi.

Tablo 4.8. Beta kazein igin dietoksifosfat ile modifiye ve fosforile olan amino

asitler.
Modifiye Amino asit % Dietoksifosfat ile % Fosfat ile
isaretlenme isaretlenme
(+136 Da) (+80 Da)
Y195 10

S50 87
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Kappa Kazein

Kappa kazein i¢in (Sekil 4.8) dietioksifosfat ile modifiye edilen 1 adet tirozin
amino asidi tanimlandi. Triple TOF 6600 kiitle spektrometre ile fosforile amino asit

gbzlenmedi (Tablo 4.9.).

1 MMKSFFLVVT ILALTLPFLG AQEQNQEQPI RCEKDERFFS DKIAKYIPIQ [WLSRYPSYG

61 LNYYQQKPVA LINNQFLPYP YYAKPAAVRS PAQILOWQVL SNTVPAKSCQ AQPTTMARHP
121 HPHLSFMAIP PKKNQDKTEI PTINTIASGE PTSTPTTEAV ESTVATLEDS PEVIESPPEI

181 NTVQVTSTAV

CPO ile muamele sonrasinda dietoksifosfat ile isaretli amino asitler, kirmizi renk ile gosterilmistir.

Sekil 4.8. Kappa kazein (P02668) izoformunun amino asit dizisi.

Tablo 4.9. Kappa kazein i¢in dietoksifosfat ile modifiye amino asitler.

Modifiye Amino asit % Dietoksifosfat ile isaretlenme
(+136 Da)
Y51 50

4.3.5. Sigir Tiibiilin

Tiibiilin Alfa-1B Zincir

CPO ile muamele edilen sigir tiibiilinin alfa-1B zinciri (Sekil 4.9.), i¢in Triple
TOF 6600 kiitle spektrometresi ile dietioksifosfat ile modifiye 1 adet tirozin amino
asidi tanimlandi (Tablo 4.10.).

1 MRECISIHVG QAGVQIGNAC WELYCLEHGI OQPDGQMPSDK TIGGGDDSFN TFFSETGAGK
61 HVPRAVFVDL EPTVIDEVRT GTYRQLFHPE QLITGKEDAA NNYARGHYTI GKEIIDLVLD
121 RIRKLADQCT GLQGFLVFHS FGGGTGSGFT SLLMERLSVD YGKKSKLEFS IYPAPQVSTA
181 VVEPYNSILT THTTLEHSDC AFMVDNEAIY DICRRNLDIE RPTYTNLNRL ISQIVSSITA
241 SLRFDGALNV DLTEFQTNLV P@PRIHFPLA TYAPVISAEK AYHEQLSVAE ITNACFEPAN
301 QMVKCDPRHG KYMACCLLYR GDVVPKDVNA AIATIKTKRS IQFVDWCPTG FKVGINYQPP
361 TVVPGGDLAK VQRAVCMLSN TTAIAEAWAR LDHKFDLMYA KRAFVHWYVG EGMEEGEFSE
421 AREDMAALEK DYEEVGVDSV EGEGEEEGEE Y

CPO ile muamele sonrasinda dietoksifosfat ile isaretli amino asitler, kirmizi renk ile gosterilmistir.

Sekil 4.9. Sigir tiibiilin alfa-1B zincirinin (P81947) amino asit dizisi.
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Tablo 4.10. Sigir tiibiilin alfa-1B zinciri igin dietoksifosfat ile modifiye amino

asitler.
Modifiye Amino asit % Dietoksifosfat ile isaretlenme
(+136 Da)
Y262 12

Tiibiilin Beta-4B Zincir

CPO ile muamele edilen si1g1r tiibiilinin beta-4B zinciri (Sekil 4.10.), i¢in Triple
TOF 6600 kiitle spektrometre ile dietoksifosfat ile modifiye 7 adet tirozin ve 1 adet

lizin amino asidi tanimland1 (Tablo 4.11.).

1 MREIVHLQAG QCGNQIGAKF WEVISDEHGI DPTGTYHGDS DLQLERINVE}IWEATGGKEW
61 PRAVLVDLEP GTMDSVRSGP FGQIFRPDNF VFGQSGAGNN WAKGH@TEGA ELVDSVLDVV
121 RKEAESCDCL QGFQLTHSLG GGTGSGMGTL LISKIREEYP DRIMNTFSVV PSPKVSDTVV
181 EPYNATLSVH QLVENTDETY CIDNEAL@DI CFRTLKLTTP TYGDLNHLVS ATMSGVTTCL
241 RFPGQLNADL RKLAVNMVPF PRLHFFMPGF APLTSRGSQQ YRALTVPELT QQMFDAKNMM
301 AACDPRHGR[]LTVAAVFRGR MSMKEVDEQM LNVQNKNSS@ FVEWIPNNVK TAVCDIPPRG
361 LKMSATFIGN STAIQELFKR ISEQFTAMFR ﬂ[ﬁFLHWYTG EGMDEMEFTE AESNMNDLVS
421 EYQQYQDATA EEEGEFEEEA EEEVA

CPO ile muamele sonrasinda dietoksifosfat ile isaretli amino asitler, kirmizi renk ile gosterilmistir.

Sekil 4.10. Sigir tiibiilin beta-4B zincirinin (E1B953) amino asit dizisi.

Tablo 4.11. Sigir tiibiilin beta-4B zinciri igin dietoksifosfat ile modifiye amino

asitler.
Modifiye Amino asit % Dietoksifosfat ile isaretlenme
(+136 Da)
Y50 18
Y51 15
Y59 21
Y106 4
Y208 26
Y310 23
Y340 19
K392 71
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4.3.6. Domuz Tiibiilin

Tiibiilin Alfa-1A Zincir

CPO ile muamele edilen domuz tiibiilinin alfa-1A zinciri i¢in (Sekil 4.11.)
Triple TOF 6600 kiitle spektrometre ile dietoksifosfat ile modifiye 13 adet tirozin

amino asidi ve 12 adet lizin amino asidi tanimland1 (Tablo 4.12.).

1 MRECISIHVG QAGVQIGNAC WELYCLEHGI QPDGQMPSDK TIGGGDDSFN TFFSETGAGK

61 HVPRAVFVDL EPTVIDEVRT GTYRQLFHPE QLITGKEDAA NNYARGHYTI GKEIIDLVLD
121 RIRKLADQCT GLQGFSVFHS FGGGTGSGFT SLLMERLSVD [YGKKSKILEFS I[¥[PAPQVSTA
181 VVEPYNSILT THTTLEHSDC AFMVDNEAIY DICRRNLDIE RPTYITNLNRL IGQIVSSITA
241 SLRFDGALNV DLTEFQTNLV P[YPRAHFPLA TYAPVISAEK AYHEQLSVAE ITNACFEPAN
301 QMVKCDPRHG KYMACCLLYR GDVVPKDVNA AIATIKTKRT IQFVDWCPTG FKVGINYEPP

361 TVVPGGDLAK VQRAVCMLSN TTATAEAWAR LDHKIFDLMYA KRAFVHWYVG EGMEEGEFSE
421 AREDMAALEK DYEEVGVDSV EGEGEEEGEE Y

CPO ile muamele sonrasinda dictoksifosfat ile isaretli amino asitler, kirmizi renk ile gosterilmistir.

Sekil 4.11. Domuz tiibiilin alfa-1A zincirinin (P02550) amino asit dizisi.



Tablo 4.12. Domugz tiibiilin alfa-1A zinciri i¢in dietoksifosfat ile modifiye amino

asitler.
Modifiye Amino asit % Dietoksifosfat ile isaretlenme
(+136 Da)
Y83 9
Y103 69
Y108 42
Y161 43
Y172 14
Y224 19
Y262 16
Y272 37
Y282 10
Y312 45
Y357 7
Y399 16
Y408 18
K96 16
K112 21
K163 27
K164 24
K166 17
K311 55
K326 41
K336 11
K338 8
K370 30
K394 33

K401 38




60

Tiibiilin Alfa-1B Zincir
CPO ile muamele edilen domuz tiibiilinin alfa-1B zinciri i¢in (Sekil 4.12.)
Triple TOF 6600 kiitle spektrometre ile dietoksifosfat ile modifiye 13 adet tirozin

amino asidi ve 12 adet lizin amino asidi tanimland1 (Tablo 4.13.).

1 MRECISIHVG QAGVQIGNAC WELYCLEHGI QPDGQMPSDK TIGGGDDSFN TFFSETGAGK
61 HVPRAVFVDL EPTVIDEVRT GTYRQLFHPE QLITGKEDAA NNYARGHYTI GREIIDLVLD
121 RIRKLADQCT GLQGFLVFHS FGGGTGSGFT SLLMERLSVD [YGKK|SKLEFS IYPAPQVSTA
181 VVEPYNSILT THTTLEHSDC AFMVDNEAIY DICRRNLDIE RPT¥JTNLNRL ISQIVSSITA
241 SLRFDGALNV DLTEFQTNLV PYPRIHFPLA TYAPVISAEK AYHEQLSVAE ITNACFEPAN
301 QMVKCDPRHG |[KYMACCLLYR GDVVPKDVNA AIATIKITKRS IQFVDWCPTG FRVGINYQPP
361 TVVPGGDLAK VQRAVCMLSN TTAIAEAWAR LDHKFDLMYA [KRAFVHWYVG EGMEEGEFSE

421 AREDMAALEK DYEEVGVDSV EGEGEEEGEE Y
CPO ile muamele sonrasinda dietoksifosfat ile isaretli amino asitler, kirmizi renk ile gosterilmistir.

Sekil 4.12. Domuz tiibiilin alfa-1B zincirinin (Q2XVP4) amino asit dizisi.

Tablo 4.13. Domuz tiibiilin alfa-1B zinciri i¢in dietoksifosfat ile modifiye amino

asitler.
Modifiye Amino asit % Dietoksifosfat ile isaretlenme
(+136 Da)
Y83 6
Y103 67
Y108 17
Y161 28
Y172 25
Y224 27
Y262 27
Y272 31
Y282 27
Y312 45
Y357 7
Y399 33
Y408 18
K96 16
K112 25
K163 30
K164 14
K311 55
K326 8
K336 4
K338 6
K352 71
K370 19
K394 48
K401 60
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Tiibiilin Beta Zincir

CPO ile muamele edilen domuz tiibiilinin beta zinciri igin (Sekil 4.13.) Triple
TOF 6600 kiitle spektrometre ile dietioksifosfat ile modifiye 8 adet tirozin amino asidi

ve 7 adet lizin amino asidi tanimlandi (Tablo 4.14.).

1 MREIVHIQAG QCGNQIGAKF WEVISDEHGI DPTGTYHGDS DLQLDRISVY YNEATGGK@V
61 PRAILVDLEP GTMDSVRSGP FGQIFRPDNF VFGQSGAGNN WAEIGH@TEGA ELVDSVLDVV
121 RKEAESCDCL QGFQLTHSLG GGTGSGMGTL LIS@IREE@P DRIMNTFSVV PSPKVSDTVV
181 EP@NATLSVH QLVENTDETY CIDNEALYDI CFRTL@LTTP TYGDLNHLVS ATMSGVTTCL
241 RFPGQLNADL R@LAVNMVPF PRLHFFMPGF APLTSRGSQQ EtRALTVPELT OQVFDAKNMM
301 AACDPRHGRIE LTVAAVFRGR MSMKEVDEQM LNVQNKNSS@ FVEWIPNNVK TAVCDIPPRG

361 LKMAVIFIGN STAIQELFKR ISEQFTAMFR RKAFLHWYTG EGMDEMEFTE AESNMNDLVS
421 EYQQYQDATA EEEEDFGEEA EEEA

CPO ile muamele sonrasinda dietoksifosfat ile isaretli amino asitler, kirmizi renk ile gdsterilmistir.

Sekil 4.13. Domuz tiibiilin beta zincirinin (Q767L7) amino asit dizisi.

Tablo 4.14. Domugz tiibiilin beta zinciri i¢in dietoksifosfat ile modifiye amino asitler.

Modifiye Amino asit % Dietoksifosfat ile isaretlenme
(+136 Da)

Y59 8

Y106 12
Y159 27
Y183 7

Y281 22
Y310 35
Y340 46
Y398 36
K103 24
K154 23
K216 50
K252 14
K324 15
K379 11
K392 100
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4.4. DepY Monoklonal Antikor izotipi

Protein G-agaroz ile saflastirilan depY antikoru, tripsinize edildikten sonra
Triple-TOF 6600 LC-MS/MS ile analiz edildi. Kiitle spektrometri sonuglari, 1gG2a
agir zincir sabit bolgesine iliskin (P01865) 670 adet peptidin ve IgG1 agir zincir sabit
bolgesine (P01869) iliskin 318 adet peptidin varligint gosterdi. Ayrica Ig kappa hafif
zincir sabit bolgesine (P01837) ait 157 peptit tespit edildi. Sonug olarak depY
monoklonal antikorun, IgG2a kappa ve IgG1 kappa izotip karisimindan olustugu

bulundu.

4.5. DepY Monoklonal Antikor Farkli Amino Asit Dizisine Sahip
Dietoksifosfotirozin Modifiye Proteinleri Tanimaktadir

30 adet hibridoma Kkiiltiir ortam1 ile gerceklestirilen ilk ELISA sonuglari,
sadece 4 klonun, CPO-insan albiimini ve CPO-fare albiimini i¢in anlamli sinyaller
verdigini gosterdi. Negatif kontrol olarak kullanilan kontrol insan albiimini ve fare
alblimini i¢in ise herhangi bir sinyal gézlenmedi. ELISA’da 405 nm’deki absorbans
degerinin 0.2-0.4 araliginda olmasi anlamli bir sinyali ifade ederken, ayni kosullar
altinda gozlenen 0.07-0.09 araligindaki arka plan absorbans degeri, antijen-antikor
arasinda herhangi bir etkilesimin olmadigini diistindiirdii. Dolayisi ile ¢alismada dort
hibridoma kiiltiir ortamindan elde edilen monoklonal antikorlar saflastinldi, farkli
dietoksifosfotirozin proteinlerine karsi test edildi. ELISA sonuglari, 3B9 klonun (depY
monoklonal antikoru), diger 3 klona gore daha yogun sinyal verdigini gosterdi. Bu
nedenle daha sonraki asamalarda depY antikoru kullanilarak detayli karakterizasyon
calismalar1 yapildu.

DepY antikor, tastyici proteine konjuge dietoksifosfotirozin modifiye peptitler
ve dietoksifosfotirozin modifiye proteinler kullanilarak analiz edildi. ELISA ve
Western blot sonuglari, depY’nin, amino asit dizisinden bagimsiz olarak,
dietoksifosfotirozin igeren peptitleri ve proteinleri tanidigini gosterdi. (Tablo 4.15.).
CPO ile modifiye edilmis proteinlerde % dietoksifosfotirozin diizeyi i¢in bir aralik
verildi. Bunun nedeni, bir proteinde bazi tirozin amino asitleri daha fazla modifiye
olurken, diger tirozinler minimal diizeyde modifiye olmaktadir. Ornegin, CPO ile
muamele sonrasinda, domuz tiibiilin alfa-1A zincirindeki 13 tirozin amino asidinin

dietoksifosfat ile modifiye edildigi; Tyr 357 i¢in % 7, Tyr103 i¢in ise % 69 oraninda
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modifikasyonun gozlendigi bulundu (Bkz. Tablo 4.12.). Benzer sekilde, domuz
tiibiilin alfa-1B zincirinde de 13 tirozin amino asidi modifiye oldu. Tyr83 i¢in % 6;
Tyr103 i¢in ise % 67 oraninda modifikasyon gozlendi (Bkz. Tablo 4.13.). Ayrica
tasiyici protein molekiilii basimna ¢apraz baglanmis dietoksifosfotirozin modifiye
peptitlerinin sayis1 ile ELISA’da gozlenen sinyal yogunlugu arasinda da kaba bir
korelasyon goriildii (Tablo 4.15.). Ornegin, lizozim molekiilii basina baglanan 1
dietoksifosfotirozin modifiye peptit (lizozim-PYYMRR-DEP) ayn1 proteine bagh 4
dietoksifosfotirozin modifiye peptite (lizozim-GGYR-DEP) gore daha az sinyal verdi.

CPO ile modifiye edilen saf proteinler i¢in de benzer bir korelasyon gozlendi.
Ornegin, CPO ile muamele sonrasinda siir aprotininde bulunan 4 tirozin amino
asidinden sadece birinde dietoksifosfat modifikasyonu gozlendi ve sadece Tyr 56 nin
% 10’u dietoksifosfat ile modifiye oldu (Bkz. Tablo 4.5.). Diger taraftan, domuz
tiiblilin a-zincirlerindeki 19 tirozin amino asidinden 13’1 (Bkz. Tablo 4.12- Tablo
4.13.) ve domuz tiibiilin B-zincirlerindeki 16 tirozin amino asidinden 8’i (Bkz. Tablo
4.14.) iizerinde dietoksifosfat modifikasyonu gézlendi ve modifikasyon derecesi % 6
ile % 69 arasinda degisti. Western blot sonuglari, sinyal yogunlugunun CPO-tiibiilin
i¢in oldukga yiiksek oldugunu, CPO-aprotinin i¢in ise diisiik oldugunu gosterdi.

Kazeinde bulunan serin ve treonin amino asitleri dogal olarak fosforile
olmaktadir. PhosphoSitePlus (http://www.phosphosite. org/) veri tabaninda kazein
izozimleri i¢in toplam 34 fosfo-serin ve fosfo-treonin bolgesi gosterilmektedir. ELISA
ve Western Blot analizleri ile depY monoklonal antikorun, kontrol kazein igin sinyal
vermedigi bulundu (Tablo 4.18). Bu durum, depY antikorun fosfoserin ve fosfotreonin
modifikasyonlarini1 tanimadigini géstermektedir.

Sonug olarak, depY monoklonal antikor, amino asit dizisinden bagimsiz olarak
tirozin Uzerindeki dietoksifosfat modifikasyonunu tanimaktadir. Bu 6zellik, depY
antikorunun herhangi bir tiirde, bilinmeyen proteinlerin tirozin amino asidi lizerinde
olusan dietoksifosfat eklenti triinlerini tanimlamak igin kullanilmasini miimkiin

kilacaktir.
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Tablo 4.15. DepY monoklonal antikorun, farkli amino asit dizisine sahip
dietoksifosfotirozin modifiye proteinleri ve peptitleri tanimas.

Antijen ELISA Western %DEP-
blot Tyr?

HSA-QYDVRK-DEP +++ T

HSA Kontrol - -

HSA-YGGFL-DEP +++ S+

BSA-LYGLPR- DEP 4 St

BSA Kontrol - -

Lizozim-GGYR-DEP +H++ N/A

Lizozim-RARYEM-DEP ++++ N/A

Lizozim-PYYMRR-DEP +++ ++

Lizozim kontrol - -

Ovalbiimin-RSLYAS-DEP +++ N/A
Ovalbiimin-YPF-OP ++++ N/A
Ovalbiimin-YGGFL-DEP +4+++ N/A
Ovalbiimin Kontrol - N/A
Kazein-DEP +++ +++ 10-95%

(DEP, Tyr iizerinde)

Kazein kontrol - - 0

Sigir tiibiilini-DEP +++ +++++ 12-26%
(DEP, Tyr ve Lys lizerinde)

Domuz tiibiilini kontrol - - 0
HSA-DEP + - 21- 98%

(DEP, Tyr ve Lys lizerinde)

Aprotinin-DEP ++ + 10%
(DEP, Tyr ve Lys lizerinde)

Aprotinin kontrol - - 0
Fare alblimini-DEP et N/A 83%
(DEP, Tyr ve Lys lizerinde)

Fare alblimini kontrol - N/A 0

DEP, dietoksifosfat eklentisini ifade etmektedir. Dietoksifosfat eklentisi, peptitler ve kazein iginde
sadece tirozin iizerindedir. Dietoksifosfat eklentisi, insan albiimin, sigir tiibiilin, domuz tiibiilin, lizozim
ve aprotinin proteinlerinde hem tirozin hem de lizin iizerindedir. Ancak, depY dietoksifosfat-lizini
tanimamaktadir. +, sinyal yogunlugunu temsil etmektedir, ¢oklu pozitif semboller en yiiksek sinyali,
tek + isareti, en diislik pozitif sinyali temsil etmektedir. —, negatif sonucu, NA ise verinin olmadigin
ifade etmektedir. 2 %DEP-Tyr her bir CPO-modifiye proteinde, tirozinlerin LC—-MS/MS ile belirlenen
dietoksifosfat modifikasyon yiizdesini ifade etmektedir.
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4.6. DepY Monoklonal Antikor Dietoksifosfolizin Modifiye Proteinleri

Tanimamaktadir

CPO ile muamele edilen proteinler hem tirozin hem de lizin amino asidi
tizerinde dietoksifosfat eklenti tirlinleri olusturmaktadir. Dietoksifosfotirozine spesifik
depY monoklonal antikorun, lizin amino asidi iizerindeki dietoksifosfat eklenti
tirtinlerini taniyip tanimadigini géstermek igin, hazirlanan dietoksifosfo-L-lizin, insan
serum albtimini ile konjuge edildi. Kiitle spektrometri sonuglari, hazirlanan konjugatta
albiimin molekiilii basina 14 adet dietoksifosfolizinin baglandigini gésterdi. 96-kuyulu
plaklar, 1 pg HSA’ya konjuge dietoksifosfolizin antijeni ile kaplandi. Pozitif kontrol
olarak, dietoksifosfat ile modifiye tiibiilin; negatif kontrol olarak, CPO ile muamele
edilmemis HSA kullanildi. Calismada, depY monoklonal antikorun 10 kat daha
yiiksek konsantrasyonu kullanilmis olmasina ragmen, antikor, HSA’ya konjuge
dietoksifosfolizini tanimadi. Sonug olarak, depY antikoru, dietoksifosforillenmis

lizine herhangi bir spesifisite gostermemektedir.

4.7. DepY Monoklonal Antikor CBDP, Diklorvos ve CPO Modifiye insan
BChE’yi Tammmamaktadir

Calismada BChE 6rnegi, tri-o-krezilfosfatin toksik metaboliti olan CBDP ile
inhibe edilerek enzimin aktif bdolgesindeki Ser198 iizerinde fosfoserin ve
krezilfosfoserin eklenti {irinleri olusturuldu (77, 138). Ayrica BChE 6rnegi, ayri ayri
diklorvos ve CPO ile inhibe edildi ve BChE’nin aktif bolgesi iizerinde sirasiyla;
dimetoksifosfat ve dietoksifosfat eklenti iiriinleri olusturuldu. inhibe edilmis BChE
ornekleri kaynatildi ve nativ proteinin aktif bolge igerisinde gémiilii olan serin amino
asidi ortaya ¢ikarildi (139). Daha sonra kaynatilmis BChE o6rnekleri ile plaklar
kaplandi ve depY monoklonal antikorun bu ii¢ eklenti iiriiniine baglanmasi ELISA ile
degerlendirildi. Sonug¢ olarak, tic BChE 6rnegi igin depY monoklonal antikor ile
ELISA sinyali gozlenmedi. Bu da, depY monoklonal antikorun fosfoserin,
krezilfosfoserin,  dietoksifosfoserin ~ ve  dimetoksifosfoserini  tanimadigini

gostermektedir.
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4.8. DepY Monoklonal Antikor Diklorvos Modifiye Tirozini

Tanimamaktadir

Iki farkl1 organofosfat kullanilarak depY monoklonal antikorun, tirozin amino
asidi iizerinde olusan, iki farkli eklenti iiriinii izerindeki etkisini degerlendirmek igin,
depY-Sefaroz ve antikor igermeyen Sefaroz regineler, diklorvos-modifiye GGYR ve
CPO-modifiye YGGFL peptit karisimlart ile inkiibe edildi. Daha sonra Sefaroz
regineler, PBS ve su ile yikandi, bagli peptitler %50 asetonitril, %1 TFA ile eliie
edilerek MALDI-TOF Kkiitle spektrometre ile analiz edildi (Sekil 4.14.). Diklorvos ile
muamele, tirozin lizerinden dimetoksifosfat eklentisini olustururken, bunun bir kismi
yaslanma reaksiyonu sonucunda monometoksifosfat eklenti tirliniine doniismektedir.
CPO ile muamele sonucunda ise tirozin lizerinden dietoksifosfat eklenti iiriinii
olugsmaktadir ve yaglanma reaksiyonunun gerceklesmemesi nedeni ile
monoetoksifosfat eklenti Uriinii gézlenmemektedir. Kiitle spektrometri sonuglari,
depY-Sefaroza sadece CPO ile modifiye edilmis peptidin (tirozin iizerinden
dietoksifosfat ile modifiye YGGFL) baglandigini, diklorvos ile modifiye edilmis
peptidin (tirozin tizerinden dimetoksifosfat ve monometoksifosfat ile modifiye
GGYR) ise depY-Sefaroza baglanmadan, yikama asamalarinda uzaklastirildigini

gosterdi.
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Sekil 4.14. CPO-modifiye YGGFL ve diklorvos-modifiye GGYR peptitler igin depY
monoklonal antikor ile immiino MALDI. A) DepY-Sefaroz ile inkiibe
edilmeden 6nce CPO-modifiye YGGFL ve diklorvos-modifiye GGYR
peptit karigimi.  Diklorvos-modifiye GGYR peptidi, 560.2 Da
(dimetoksifosfo  eklenti {iriinii)) ve 546.2 Da’da (yaslanma;
monometoksifosfo eklenti iriinii) iki yogun pik verdi. CPO modifiye
YGGFL peptidi ise 692.2 Da (dietoksifosfo eklenti {irinii) ve 714.2 Da’da
(dietoksifosfo eklenti iiriine ait sodyum iyonu) iki yogun pike neden oldu.
B) CPO-modifiye YGGFL ve diklorvos-modifiye GGYR peptit
karisimindan, sadece dietoksifosfotirozin ile modifiye YGGFL peptidi,
depY-Sefaroza baglandi. Diklorvos modifiye peptit ise depY-Sefaroza
baglanmadi C) CPO-modifiye YGGFL ve diklorvos-modifiye GGYR

peptit karigimi, antikor icermeyen sefaroz regineye baglanmadi.
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4.9. Dietoksifosfotirozin Modifiye Domuz Tiibiilinin DepY Monoklonal
Antikora Baglanma Afinitesinin Yarismah ELISA ile Analizi

DepY antikoru, 101’107 M domuz tiibiilin-DEP ile inkiibe edildikten sonra,
plaklardaki HSA-QYDVRK-DEP antijenin, antikora baglanmasi yarismali ELISA
yontemi ile degerlendirildi. Sonuglar, depY monoklonal antikorun (0.1 pg/ml), domuz
tiibiilin-DEP’e iliskin ICso degerinin 2.5 x 10° M oldugunu gésterdi (Sekil 4.15.).

0.5+
o 0.4-
=
o] — 9
8
< 0.1+
0.0 T T T 1
0 5 10 15 20

tubulin-OP, -log mol/l
Sekil 4.15. DepY 'nin CPO modifiye domuz tiibiilin i¢in baglama afinitesi.

4.10. Dietoksifosfotirozin Modifiye Proteinlerin DepY Monoklonal
Antikora Baglanma Afinitesinin Bio-Layer Interferometri ile

Analizi

DepY antikoru ile CPO-modifiye proteinler arasindaki reaksiyona iliskin
birlesme (Kon) ve ayrilma (Koff) hiz sabitleri, bio-layer interferometri yontemi
kullanilarak OctetRED96 cihazinda 6lgiildii. Sekil 4.16 A ve Sekil 4.16 B’de sirasiyla;
CPO ile modifiye domuz tiibiilin ve kontrol domuz tiibiiline iliskin bulgular
verilmistir. Sonuglar, depY antikorun domuz tiibiilin-DEP, kazein-DEP, ovalbiimin-
YPF-DEP, BSA-LYGLPR-DEP icin Kg degerlerinin (Kon /Kotf) 1x 10°12 M’den daha
kiigiik oldugunu gosterdi. (Tablo 4.16.).
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Sekil 4.16. DepY’nin baglama afinitesinin bio-layer interferometri ile analizi.
A) DepY’nin dietoksifosfat ile tirozinden modifiye edilen domuz
tiibiilini baglama afinitesi. B) DepY ’nin kontrol domuz tiibiilini baglama

afinitesi.
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Tablo 4.16. DepY 'nin CPO-modifiye ve kontrol proteinleri baglamasina iliskin bio-
layer interferometri sonuglari.

Protein Kon (1/Ms) Kotf (1/5) Kd (M) Chiz R?

Domuz 2.44x10° <1x10°’ <1x101? 0.014 0.99

tiibiilin-DEP

Domuz tiibiilin - NA NA Baglanma NA NA

kontrol yok

Kazein- 1.82 x10° <1x10”’ <1x101? 0.004 0.97

DEP

Kazein kontrol NA NA Baglanma NA NA
yok

Ovalbilimin- 1.40 x10° <1x10” <1x1012 0.027 0.96

YPF-DEP

Ovalbilimin- NA NA Baglanma NA NA

YPF kontrol yok

BSA- 2.08 x10° <1x10”’ <1x10*2 0.176 0.93

LYGLPR-DEP

BSA-LYGLPR NA NA Baglanma NA NA

kontrol yok

Chi? degerinin 1°den diisiik olmas: istatistiksel olarak anlamli oldugunu, NA uygulanabilir olmadigini

ifade etmektedir.
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4.11. Dietoksifosfotirozin Modifiye Peptitlerin DepY Monoklonal
Antikora Baglanma Afinitesinin Biacore ile Analizi

Dietoksifosfat ile tirozinden modifiye kiigiik peptitlerin, depY monoklonal
antikora afiniteleri, Biacore cihazi ile 6l¢iildii ve Kqg degerlerinin 107 -10® M oldugu
bulundu. Kontrol peptitler ise 10 mM HEPES pH 7.4, 150 mM NaCl, 3mM EDTA,%
0.05 polioksietilensorbitan i¢inde, depY antikora baglanmadi (Tablo 4.17).

Tablo 4.17. Dietoksifosfotirozin modifiye peptitlerin depY monoklonal antikora
baglanma afinitesinin Biacore ile Analizi.

Peptit Kd, M Chi?
YPF-DEP 4.1x107 0.0076
YPF kontrol Baglanma yok -
GGYR-DEP 5.3x10% 0.506
GGYR kontrol Baglanma yok -
LYGLPR-DEP 1.2x10% 0.0262
LYGLPR kontrol Baglanma yok -
PPYRM-DEP 3.6 x 107 0.361
PPYRM kontrol Baglanma yok -

Chi? degerinin 1°den diisiik olmasu istatistiksel olarak anlamli oldugunu, ‘-> Chi? degerinin
Olciilemeyecek kadar diigiik olmadigini ifade etmektedir.
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4.12. DepY Monoklonal Antikor ile Tanimlanabilen En Diisiik Antijen
Miktarimin Belirlenmesi

Western blot analizi ile depY antikorun HSA-YGGFL-DEP antijenini 25 ng’a
kadar tanidig1 ve bagladigi gosterildi. Sekil 4.17’de albiimin konjugatinin, 5 farkli bant
verdigi gozlenmektedir. Bu durum, EDC’nin albiimini dimer, trimer, tetramer ve

pentamerleri olusturmak iizere ¢apraz baglamasindan kaynaklanmaktadir.

100 50 50 25 25 10 10 5 5 ng

kDa
200 -
130 - -
65 — - _—
1 2 3 4 5 6 7 8 ]

Sekil 4.17. DepY monoklonal antikor ile HSA’ya konjuge YGGFL-DEP peptidinin
Western Blot goriintiisii. Albiimin molekiiliine 5 adet dietoksifosfotirozin
modifiye YGGFL peptidi baglidir. SDS jele 5-100 ng antijen yiiklendi.
Membran, 0.14 pg/ml depY monoklonal antikor ile inkiibe edildi.
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4.13. Anti-fosfo-L-tirozin Monoklonal Antikorun (PY20)
Dietoksifosfotirozin Modifiye Proteinleri Tanimamaktadir

Hiicrelerdeki proteinler, dogal olarak tirozin amino asidi iizerinden
fosforilasyona ugramaktadir. Calismada fosforile tirozini taniyan, ticari PY20
monoklonal antikorun, tirozinden dietoksifosfat ile modifiye proteinleri (Tibiilin-
DEP, Lizozim-PYMRR-DEP, BSA-LYGLPR-DEP, HSA-QYDVRK-DEP, HSA-
YGGFL-DEP) taniyip tanimadigi test edildi. Calismada, HSA’ya konjuge O-fosfo-L-
tirozin pozitif kontrol olarak; insan albiimin ve domuz tiibiilin ise negatif kontrol
olarak kullanildi. Western Blot sonuglari, PY20 monoklonal antikorun, tirozinden

dietoksifosfat ile modifiye higbir proteini tanimadigini gosterdi (Sekil 4.18.).

Lizozim-PYMRR-DEP
BSA-LYGLPR-DEP
HSA-QYDVRK-DEP
HSA-YGGFL-DEP
Kontrol HSA

Domuz tiibiilin-DEP
Kontrol domuz tiibiilin
HSA-fosfo-tirozin
HSA-fosfo-tirozin

kDa
200
130

in
ro

]
)|

1 2 3 4 5 S 7 8 =]

Sekil 4.18. Anti-fosfo-L-tirozin monoklonal antikor (PY20) ile Western Blot
gortintiisi. SDS jelin herbir kuyucuguna 1 pg protein yiiklendi.
1. Lizozim-PYMRR-DEP, 2. BSA-LYGLPR-DEP, 3. HSA-QYDVRK-
DEP, 4. HSA-YGGFL-DEP, 5. Kontrol HSA, 6. Tibiilin-DEP, 7.
Kontrol tiibiilin, 8. ve 9. HSA-O-fosfo-L-tirozin. Monoklonal antikor
PY20, fosfotirozin ile isaretli proteini spesifik olarak tanirken,

dietoksifosfotirozin modifiye proteinleri tanimamaktadir.
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4.14. Klorprifos Okson ile Muamele Edilen HEK 293 Hiicre Lizatlarinin
ELISA ile Analizi

CPO (0-1000 uM) ile muamele edilmis HEK 293 hiicre lizatlarinda, depY ’nin
(0.2 pg/ml), CPO-modifiye proteinleri taniyip tanimadigi ELISA ile degerlendirildi.
Sekil 4.19.°da hiicre lizat Orneklerini isaretlemede kullanilan CPO’nun
konsantrasyonu, 100 uM’dan 1000 uM’a ¢ikarildiginda ELISA sinyalinin de progresif
olarak arttig1 goriilmektedir. Ayrica CPO ile muamele edilmeyen kontrol hiicre
lizatlarindan (negatif kontrol) alinan sinyal, arka plan sinyal ile hemen hemen ayniydi.
Bu da, nonspesifik olarak antijenin antikora baglanmadigin1 ve monoklonal antikor
depY’nin, hiicre lizatlarindaki CPO ile modifiye olmus proteinleri spesifik olarak

bagladigini gostermektedir.
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Sekil 4.19. DepY’nin CPO ile muamele edilmis HEK 293 hiicre lizatlarindaki
proteinlerle etkilesiminin ELISA ile analizi. 0.2 pg/ml depY monoklonal
antikor kullanildi. Veriler, dort Olglimiin ortalamasi = SD olarak

gosterilmistir.

4.15. Klorprifos Okson ile Muamele Edilen HEK 293 Hiicre Lizatlarinin
Kapiller Elektroforez- Western Blot ile Analizi

0-1000 uM CPO ile muamele edilen HEK 293 hiicre lizatlarindaki proteinler,

kapiller elektroforez ile ayrilarak, kapiller duvarda immobilize edildi. Daha sonra
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depY antikoru (0.02 pg/ul) kapillerden gegirilerek depY’ye baglanan proteinler analiz
edildi. DepY ’nin proteinler ile reaksiyonu, Sekil 4.20.’de gosterilmistir.

DepY, 0 ve 10 uM CPO ile muamele edilmis hiicre lizatlarinda 234 kDa’da
zay1f bir sinyale neden olurken, 100 uM CPO ile muamele edilmis hiicre lizatlarinda
56 kDa’da zayif bir sinyal verdi. Benzer sekilde; depY 250 uM CPO ile muamele
edilmis hiicre lizat1 ile 55 kDa, 71 kDa, 95 kDa, 151 kDa ve 228 kDa’da zayif
sinyallere neden oldu. Diger taraftan depY, 1000 uM CPO ile muamele edilen hiicre
lizat1 ile, 36 kDa, 45 kDa, 56 kDa, 146 kDa, 172 kDa ve 202 kDa’da giiglii sinyaller
verdi.

Sekil 4.20A’daki kemiliiminans veriler, Sekil 4.20B’de blot olarak
gosterilmistir. Kapiller elektroforez-Western blot sonuglari, ELISA sonuglarini
destekleyerek, depY’nin, CPO ile muamele edilmis HEK 293 hiicre lizatindaki
modifiye proteinleri tanidigint ve farkli molekiiler agirliga sahip bir¢ok proteinin,
tirozin tizerinden dietoksifosforile oldugunu gosterdi. Bu sonug, daha sonra kiitle

spektrometri sonuglari ile de dogrulandi.
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Sekil 4.20. DepY’nin HEK 293 hiicre lizatlarindaki dietoksifosfotirozin modifiye
proteinler ile etkilesiminin kapiller elektroforez-Western blot ile Analizi.
40 nl’de 0.008 ug protein igeren drnekler, monoklonal antikor depY (0.02
pg/ul) ile hibritlendi.
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4.16. Klorprifos Okson ile Muamele Edilen HEK 293 Hiicre Lizatlarinin
LC-MS/MS Kiitle Spektrometri ile Analizi

ELISA ve Western blot sonuglari, CPO ile muamele edilmis hiicre lizat
proteinlerinin tirozin tiizerinden modifiye edildigine dair kanit saglamaktadir.
Calismada bir sonraki hedef, CPO-modifiye proteinlerin kimliginin belirlemesi idi.
Bunun i¢in CPO ile muamele edilmis HEK 293 hiicre lizatlari, tripsinize edildi ve elde
edilen triptik peptit iki farkli kiitle spektrometre ile analiz edildi.

1000 uM CPO ile muamele edilmis HEK 293 hiicre lizatina iliskin triptik
peptitler, depY ile immiinopiirifiye edildiginde, 73 farkli proteine ait toplam 116 farkli
dietoksifosfotirozin iceren peptit tanimlandi (Tablo 4.18.). Bu peptitlerin listesi,
Protein Pilot >%90 kesinlik skoru ve Sequest HT Posterior Hata Olasilig1 (PEP) skoru
< 0.01 kullanilarak smirlandirildi. Triple TOF/Protein Pilot ile 23 proteine ait 40
dietoksifosfotirozin igeren peptit tespit edilirken, OrbiTrap/Proteome Discoverer ile
68 proteine ait 100 dictoksifosfotirozin igeren peptit belirlendi. Ayrica 24 adet
dietoksifosfotirozin igeren peptitler, her iki analizde de ortakti.

OrbiTrap LC-MS/MS ig¢in 6rnek, 5 pul’de 1 ug triptik peptit igerirken, Triple
TOF LC-MS/MS igin 6rnek 5 pl’de 50 pg triptik peptit icermekteydi. OrbiTrap ile,
Triple TOF kiitle spektrometresine gore daha fazla dietoksifosforile peptit tanimlanda.

1000 uM CPO ile muamele edilmis HEK 293 hiicre lizatina iliskin triptik
peptitler depY ile immiinopiirifiye edilmediginde, Triple TOF kiitle spektrometresi ile
6 farkli proteine ait sadece 7 dietoksifosfotirozin igeren peptit tanimlanirken, OrbiTrap
ile 6 farkli proteine ait 8 dietoksifosfotirozin igeren peptit tanimlandi. Ayrica Triple
TOF ile 1 dietoksifosfolizin igeren peptit ve Orbitrap ile 3 dietoksifosfolizin igeren
peptit belirlendi (Tablo 4.18.). Toplamda, 14 proteine ait 18 dietoksifosforillenmis
peptit tanimlandi.

Sonuglar, depY’nin dietoksifosfotirozin i¢in 6zgiilliigiinli yansitmaktadir ve
dietoksifosfolizin ve dietoksifosfoserin  modifikasyonlarin1  da tanimadigini
gostermektedir. Ayrica depY, kompleks bir karisimda dietoksifosfotirozin igeren
peptitleri zenginlestirerek kolayca tanimlanabilmesine de imkan saglamaktadir. DepY
uygulamasi olmadan, 1000 uM CPO ile muamele edilen HEK 293 hiicre lizatinin
triptik peptitleri, Triple TOF kiitle spektrometresi ile analiz edildiginde; >%90 kesinlik

skoru ile toplam 44.921 peptit saptandi. Bu sayi, tiim veri igerisinde birden fazla
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goriinen peptitleri de igermektedir. Bu peptitlerin 29’u iizerinde dietoksifosfotirozin
modifikasyonu gozlendi. Diger taraftan, triptik par¢alanma sonrasinda karisim, depY
ile immiinopiirifiye edildiginde ise, > %90 kesinlik skoru ile toplam 629 peptit tespit
edildi, bunlarin 109’u tizerinde dietoksifosfotirozin modifikasyonu gézlendi. DepY
ekstraksiyonu olmadan, toplam peptitlerin % 0.06’sinda dietoksifosfotirozin
modifikasyonu gozlendi [29+44.921x100]. DepY ekstraksiyonu ile peptitlerin % 17’Si
tizerinde dietioksifosfotirozin modifikasyonu [109+629x100] ve 280 kat artis
[17+0.06] gozlendi. DepY ile piirifiye edilen ornekte toplam peptit sayisi,
ekstraksiyona tabi tutulmamis 6rnekten 70 kat daha disiiktii [44.921+629].

HEK 293 proteomunda etiketlenmis herbir proteinin géreceli bulunma bollugu,
Tablo 4.18°de, sirastyla gosterilmistir. Siralama, herbir protein i¢in iBAQ sayisina
(yogunluk temelli mutlak nicelik) gore yapilmistir. (142). Geiger ve ark. tarafindan
yapilan calismada 6858 adet HEK 293 hiicre proteini siralanmistir (140). Bu
siralamaya gore, en ¢ok bulunan protein ilk sirada ve en az bulunan protein ise 6858.
sirada yer almistir.

Tablo 4.18, ¢alismada tanimlanan ¢ogu proteinin, 1 ile 200. sira arasinda
oldugunu, (en st % 3), 7 proteinin ise 1000. siranin {izerinde (% 14’iin altinda)
bulundugunu isaret etmektedir. Bu sonug, 6zellikle daha bol bulunan proteinler
tizerinde dietoksifosfat modifikasyonunun tanimlandigini gostermektedir.

250 ve 10 uM CPO ile muamele edilen 6rnekler i¢in de benzer sonuglar elde
edildi (Tablo 4.19 ve Tablo 4.20.).

Herbir modifiye peptidin kiitle spektrumunun kaydedilme sayisi, yani peptit
say1sl, triptik par¢alanma sonucunda bulunan her modifiye peptidin relatif miktarinin
bir oOl¢iisiidiir. Triple TOF verilerinde, modifikasyon icin kullanilan CPO’nun
konsantrasyonu azaldik¢a modifiye peptitlerin sayis1 da azalmaktadir. 10 pM CPO ile
muamele edilen hiicre lizatinda histon H4 (P62805) ve histon H1.4 (P10412)
proteinlerine ait sadece iki dietoksifosfotirozin peptit tespit edildi.



Tablo 4.18. CPO (1 mM) ile muamele edilmis HEK 293 hiicre lizati i¢erisinde tirozinden modifiye olan peptitler/proteinler?

Protein Erisim # Peptit dizisi Sira © Fosforilasyon
yeri ¢
+/- aa’
Aktin, sitoplazmik 2 P63261 DSYVGDEAQSK 1710 + Y53
Aktin, sitoplazmik 2 P63261 DLTDYLMK 1710 + Y188
Aktin, sitoplazmik 2 P63261 GYSFTTTAER 1710 + Y198
Aktin, sitoplazmik 2 P63261 QEYDESGPSIVHR 1710 + Y362
Aktin, sitoplazmik 2 P63261 SYELPDGQVITIGNER 1710 + Y240
Aktin, sitoplazmik 2 P63261 DLYANTVLSGGTTMYPGIADR 1710 + Y294
Aktin, sitoplazmik 2 P63261 IWHHTFYNELR 1710 + Y91l
Aktin, alfa kardiyak kas 1 P68032 YPIEHGIITNWDDMoxEK 156 + Y71
ADP/ATP translokaz 2 P05141 YFPTQALNFAFK 101 + Y81
Poli [ADP-riboz] polimeraz 1 P09874 FYTLIPHDFGMoxK 151 + Y737
Adenin fosforibozil transferaz P07741-1 IDYIAGLDSR 392 + Y60
Alfa-enolaz P06733 AAVPSGASTGIYEALELR 14 + Y44
Alfa-enolaz P06733 IGAEVYHNLK 14 + Y189
Alfa-enolaz P06733 AGYTDKVVIGMDVAASEFFR 14 + Y236
Alfa-enolaz P06733 YISPDQLADLYK 14 + Y270
Alfa-enolaz P06733 DYPVVSIEDPFDQDDWGAWQK 14 + Y287
ATP sentaz subunit alfa, mitokondrial P25705-1 EAYPGDVFYLHSR 225 + Y337
+ Y343
ATP sentaz subunit beta, mitokondrial P06576 IMDPNIVGSEHYDVAR 141 + Y418
ATP sentaz subunit gama, mitokondrial P36542-1 IYGLGSLALYEK 637 - Y69
Calpain kii¢iik subunit 1 P04632 YSDESGNMoxDFDNFISCamLVR 1390 - Y217
Kofilin-1 P23528 EILVGDVGQTVDDPYATFVK 25 + Y68
Kofilin-1 P23528 HELQANCYEEVK 25 + Y140
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Tablo 4.18. (Devam) CPO (1 mM) ile muamele edilmis HEK 293 hiicre lizat1 igerisinde tirozinden modifiye olan peptitler/proteinler®

Protein Erisim # Peptit dizisi Sira ® | Fosforilasyon

yeri ¢
+/- aa’

Kofilin-1 P23528 YALYDATYETK 25 + Y82

+ Y85

+ Y89

Elongasyon faktor 1-alfa 1 P68104 YYVTIIDAPGHR 8 + Y85

+ Y86
Elongasyon faktor 1-alfa 1 P68104 EHALLAYTLGVK 8 + Y141
Elongasyon faktor 1-alfa 1 P68104 IGYNPDTVAFVPISGWNGDNMoOXLEPSANM | 8 - Y183

oxXPWFK

Elongasyon faktor 2 P13639 YFDPANGK 26 + Y265
Elongasyon faktor 1-gama Izoform 2 P26641-2 ILGLLDAYLK 100 + Y145
Piitatif Elongasyon faktor 1-alfa-benzeri 3 Q5VTEO | CVESFSDYPPLGR 8 Nd | Y418
Endoplazmin P14625 DISTNYYASQK 228 + Y678
Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz P04406-1 LISWYDNEFGYSNR 12 + Y314
+ Y320
GTP-bagl niikleer protein RAN P62826 NLQYYDISAK 31 + Y146
+ Y147

Is1 sok 70 kDa protein 1A/1B P08107 TTPSYVAFTDTER 3 + Y41
Is1 sok 70 kDa protein 1A/1B P08107 IINEPTAAAIAYGLDR 3 + Y183
Is1 sok 70 kDa protein 1A PODMV8 EIAEAYLGYPVTNAVITVPAYFNDSQR Nd - Y134
Isi sok 70 kDa protein 1A PODMV8 | ELEQVCamNPIISGLYQGAGGPGPGGFGAQ | Nd + | Ye1l

GPK

Is1 sok 70 kDa protein 1A PODMV8 | SINPDEAVAYGAAVQAAILMoxGDK Nd + | Y371
Is1 sok 70 kDa protein 1A PODMVS8 | AFYPEEISSMVLTK Nd - Y115

6.



Tablo 4.18. (Devam) CPO (1 mM) ile muamele edilmis HEK 293 hiicre lizat1 igerisinde tirozinden modifiye olan peptitler/proteinler®

Protein Erisim # Peptit dizisi Sira ® | Fosforilasyon

yeri ¢

+/- aa’

Is1 sok protein HSP 90 beta P08238 FYEAFSK 10 - Y430
Is1 sok protein HSP 90 beta P08238 YESLTDPSK 10 + Y56

Is1 sok protein HSP 90 beta P08238 NPDDITQEEYGEFYK 10 + Y301

+ Y305

Is1 sok protein HSP 90 beta P08238 SIYYITGESK 10 + Y484

60 kDa Is1 sok protein, mitokondriyal P10809 CamEFQDAYVLLSEK 69 + Y243

Is1 sok protein HSP 90-alfa izoform 2 P07900-2 DNSTMoxGYMoxAAK 58 + Y627

Heterojen niikleer riboniikleoprotein A2/B1 P22626 DYFEEYGK 15 + Y131

Heterojen niikleer riboniikleoprotein A2/B1 P22626 GGSDGYGSGR 15 - Y234
Heterojen niikleer riboniikleoprotein C1/C2 P07910 GFAFVQYVNER Nd + Y57

Heterojen niikleer riboniikleoprotein H2 P55795 THYDPPR 784 - Y195

Heterojen niikleer riboniikleoprotein K P61978 AYEPQGGSGYDYSYAGGR 47 + Y361
Heterojen niikleer riboniikleoprotein K izoform 2 P61978-2 TDYNASVSVPDSSGPER 47 + Y72
Heterojen niikleer riboniikleoprotein L P14866 YYGGGSEGGR 95 + Y47
+ Y48

Heterojen niikleer riboniikleoprotein U Q00839 GYFEYIEENK 117 + Y257

Heterojen niikleer riboniikleoprotein U Q00839 EKPYFPIPEEY TFIQNVPLEDR 117 + Y466

+ Y473

Heterojen niikleer riboniikleoprotein U Q00839 YNILGTNTIMoxDK 117 + Y525
Histon H4 P62805 ISGLIYEETR 1 + Y51
Histon H4 P62805 DAVTYTEHAK 1 + Y72
Histon H4 P62805 TVTAMDVVYALK 1 + Y88
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Tablo 4.18. (Devam) CPO (1 mM) ile muamele edilmis HEK 293 hiicre lizat1 igerisinde tirozinden modifiye olan peptitler/proteinler®

Protein Erisim # Peptit dizisi Sira ® | Fosforilasyon
yeri ¢
+/- aa’
Histon H4 P62805 TVTAMDVVYALK 1 + Y88
Histon H4 P62805 TLYGFGG 1 + Y98
Histon H1.4 P10412 ALAAAGYDVEK 840 + Y71
Histon H2B type 1L Q99880 KESYSVYVYK 6478 + Y38
Histon H1x Q92522 YSQLVVETIR 656 - Y48
Histon H1.3 P16402 ALAAAGYDVEK 4517 + Y72
L-laktat dehizdogenaz A zincir P00338 DQLIYNLLK 62 + Y10
L-laktat dehizdogenaz A zincir P00338 QVVESAYEVIK 62 + Y239
L-laktat dehizdogenaz B zincir P07195 MVVESAYEVIK 20 + Y240
NADH dehidrogenaz [ubikinon] 1 alfa altkompleks Q86Y39 EKPDDPLNYFLGGCamAGGLTLGAR 789 - Y90
altiinit 11 izoform 2
Peroksiredoksin-1 Q06830 TIAQDYGVLK 9 + Y116
Peroksiredoksin -2 P32119 LSEDYGVLK 50 + Y115
Fosfogliserat kinaz 1 P00558 LGDVYVNDAFGTAHR 102 + Y161
Fosfogliserat kinaz 1 P00558 YAEAVTR 102 - Y324
Fosfogliserat kinaz 1 P00558 YSLEPVAVELK 102 + Y76
Protein NipSnap homolog 3A Q9UFNO SYYLKPSK 3155 - Y42
- Y43
Piiriivat kinaz PKM P14618 GDYPLEAVR 42 + Y370
Piiriivat kinaz PKM P14618 CamDENILWLDYK 42 + Y161
Piiriivat kinaz PKM P14618 IYVDDGLISLQVK 42 + Y175
Piiriivat kinaz PKM P14618 EAEAAIYHLQLFEELR 42 + Y390
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Tablo 4.18. (Devam) CPO (1 mM) ile muamele edilmis HEK 293 hiicre lizat1 igerisinde tirozinden modifiye olan peptitler/proteinler?

Protein Erisim # Peptit sekans ° Sira © Fosforilasyon
yeri ¢
+/- aa’
Piiriivat kinaz PKM P14618 LNFSHGTHEYHAETIK 42 + Y83
Ras-iliskili protein Rab-1A P62820 YASENVNK 1990 |+ Y112
40S Ribozomal protein S6 P62753 NKEEAAEYAK 114 + Y209
40S Ribozomal protein S2 P15880 SPYQEFTDHLVK 67 + Y266
40S Ribozomal protein S3a P61247 ACamQSIYPLHDVFVR 59 - Y215
40S Ribozomal protein S9 P46781 LIGEYGLR 87 + Y35
40S Ribozomal protein S10 P46783 DYLHLPPEIVPATLR 215 + Y82
40S Ribozomal protein S10 P46783 IAIYELLFK 215 + Y12
40S Ribozomal protein S13 P62277 GLAPDLPEDLYHLIK 97 + Y89
40S Ribozomal protein S19 P39019 ELAPYDENWFYTR 214 + Y48
+ Y54
60S Ribozomal protein L3 P39023 IGQGYLIK 46 + Y291
60S Ribozomal protein L5 P46777 NSVTPDMoxMoxEEMoxYK 60 + Y240
60S Ribozomal protein L6 Q02878 YYPTEDVPR 39 - Y115
60S Ribozomal protein L7 P18124 IVEPYIAWGYPNLK 38 + Y139
60S Asidik ribozomal protein PO P05388 IHIQLLDDYPK 135 + Y24
60S Ribozomal protein L13a P40429 YQAVTATLEEK 145 + Y149
60S Ribozomal protein L23a P62750 LYDIDVAK 27 + Y117
60S Ribozomal protein L27 P61353 YSVDIPLDK 32 - Y85
60S Ribozomal protein L29 P47914 LAYIAHPK 163 + Y98
60S Ribozomal protein L36 Q9Y3U8 EVCamGFAPYER 82 - Y53
60S Ribozomal protein L17 izoform 3 P18621-3 YSLDPENPTK 164 + Y4
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Tablo 4.18. (Devam) CPO (1 mM) ile muamele edilmis HEK 293 hiicre lizat1 igerisinde tirozinden modifiye olan peptitler/proteinler?

Protein Erisim # Peptit dizisi Sira © Fosforilasyon
yeri ¢
+- |  aa
Splicing faktor, (prolin ve glutaminden zengin) P23246-1 NLSPYVSNELLEEAFSQFGPIER 263 + Y381
Splicing faktor, (prolin ve glutaminden zengin) P23246-1 | YGEPGEVFINK 263 + Y320
Stress-70 protein, mitokondriyal P38646 RYDDPEVQK 199 + Y128
T- kompleks protein 1 altiinite beta Q99832 LPIGDVATQYFADR 221 + Y302
T-kompleks protein 1 altiinite epsilon P48643 IADGYEQAAR 127 - Y137
Threonin-tRNA ligaz izoform 2, sitoplazmik P26639-2 | WELNSGDGAFYGPK 381 - Y540
Transgelin-2 izoform 2 P37802-2 | DGTVLCamELINALYPEGQAPVK 202 - Y70
Transmembran emp24 domain-igeren protein 2 Q15363 HEQEY MoxEVR 570 + Y150
Tiibiilin alfa-1B zincir P68363 IHFPLATYAPVISAEK Nd + Y272
Tiibiilin alfa-1B zincir P68363 FDGALNVDLTEFQTNLVPYPR Nd + Y262
Tiibiilin alfa-1B zincir P68363 EDAANNYAR Nd + Y103
Tiibiilin beta-3 zincir Q13509 GHYTEGAELVDSVLDVVR 2533 + Y106
Tibiilin beta zincir P07437 YLTVAAVFR 121 + Y310
Tiibiilin beta zincir P07437 NSSYFVEWIPNNVK 121 + Y340
Tiibiilin beta zincir P07437 LTTPTYGDLNHLVSATMoxSGVTTCamLR | 121 + Y222
Tiibiilin beta zincir P07437 ISVYYNEATGGK 121 + Y50
+ Y51
X-ray repair cross-complementing protein 6 P12956 NIPPYFVALVPQEEELDDQK 165 - Y409
14-3-3 protein epsilon P62258 YLAEFATGNDR 29 + Y131
14-3-3 protein epsilon P62258 AAFDDAIAELDTLSEESYK 29 + Y214

aVeriler Triple-TOF ve Orbitrap kiitle spektrometreleri ile elde edildi.” Modifiye amino asit kalin ve alti gizili olarak gosterildi.® Proteinler, iBAQ degerleri (140)
kullanilarak ve miimkiin oldugunda MaxQB veritabaninda (141) dogrulanan bulunma bolluguna gére siralanmaktadir. HEK 293 proteomu i¢in iBAQ tablosunda bulunan
proteinlerden en ¢ok bulunan ilk sirada ve an az bollukta bulunan protein 6858. sirada yer almaktadir (140). iBAQ skorlamasi genellikle birden fazla UniProt sayisini
tek bir degerde birlestirir. Bu bazen birden fazla proteine verilen sirayla sonuglanmaktadir. ‘“Nd’, UniProt numarasi i¢in iBAQ tablosunda giris olmadigini géstermektedir.
9Bu calismada tamimlanan dietoksifosforile tirozinlerin ayni zamanda in vivo fosforilasyon alanlari olup olmadigim kontrol etmek igin ‘Phospho Site’
(http://www.phosphosite.org/homeAction.action) kullanildi. Fosforilasyonun meydana gelip gelmedigini gosteren , +/- siitunudur. ® amino asit sekansinda hangi tirozinin

modifiye oldugunu gostermektedir. ‘Nd,” proteinin fosforilasyon durumu hakkinda higbir veri olmadigini gostermektedir.
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Tablo 4.19. CPO (10 uM ve 250 uM) ile muamele edilmis HEK 293 hiicre lizati igerisinde tirozinden modifiye olan peptitler/proteinler.

DepY? | DepY?
Protein Erigim # Peptit dizisi 10 uM [ 250 uM | 10 pM | 250 uM
CPO |CPO CPO CPO
Alfa- enolaz P06733 AGYTDKVVIGMDVAASEFFR - - - 3
Alfa- enolaz P06733 AAVPSGASTGIYEALELR - 1 - -
Alfa- enolaz P06733 IGAEVYHNLK - 4 - -
Elongasyon faktor 2 P13639 YFDPANGK - 4 - -
Heterojen niikleer riboniikleoprotein | P22626 DYFEEYGK - - - -
A2/B1
Histon H4 P62805 ISGLIYEETR 2 8 - -
Histon H4 P62805 DAVTYTEHAK - 2 - -
Is1 sok 70 kDa protein 1A/1B P08107 TTPSYVAFTDTER - 2 - -
Is1 sok 70 kDa protein 1A/1B P08107 IINEPTAAAIAYGLDR - 1 - -
Is1 sok 70 kDa protein 1A/1B P08107 IINEPTAAAIAYGLDR - 1 - -
Is1 sok protein HSP 90 beta P08238 FYEAFSK - 4 - -
Kofilin-1 P23528 HELQANCYEEVK - - -
L-laktat dehidrogenaz B zincir P07195 MVVESAYEVIK - - - -
Tiibiilin alfa-1B zincir P68363 IHFPLATYAPVISAEK - 4 - -
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Tablo 4.19. (Devam) CPO (10 uM ve 250 puM) ile muamele edilmis HEK 293 hiicre lizati igerisinde tirozinden

peptitler/proteinler

modifiye olan

DepY? | DepY?
Protein Erisim # | Peptit dizisi® 10 uM | 250 uM | 10 pM | 250 pM

CPO | CPO CPO CPO
60S ribozomal protein L6 Q02878 YYPTEDVPR - 3 - -
Aktin, sitoplazmik 2 P63261 DSYVGDEAQSK - 1 - -
Aktin, sitoplazmik 2 P63261 GYSFTTTAER - 1 - 8
Aktin, sitoplazmik 2 P63261 QEYDESGPSIVHR - 1 - -
Endoplazmin P14625 DISTNYYASQK - - - -
Fosfogliserat kinaz 1 P00558 LGDVYVNDAFGTAHR - 1 - -
Fosfogliserat kinaz 1 P00558 YAEAVTR - 1 - -
Heterojen niikleer riboniikleoprotein U | Q00839 GYFEYIEENK - 4 - -
Histon H1.4 P10412 ALAAAGYDVEK 1 5 - 1
Histon H2B tip 1L Q99880 KESYSVYVYK - - - -
Is1 sok protein HSP 90-alfa P07900 FYEQFSK - 1 - -
L-laktat dehidrogenaz A zincir P0O0338 DQLIYNLLK - 1 - -
Piirtivat kinaz PKM P14618 GDYPLEAVR - 1 - -

3Hiicre lizati triptik peptitlerinin depY ile saflastirildigini ifade etmektedir. ® Modifiye amino asit kalin ve alt1 gizili olarak gosterildi. (-) peptit sekansinin
gozlenmedigini ifade etmektedir. Tabloda sunulan sayilar, Protein Pilot ile yapilan analizde (Triple TOF 6600 LC-MS/MS) gésterilen modifiye peptit sekanslarinin

sayisidir .
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Tablo 4.20. CPO (10 uM, 250 uM ve 1000 uM) ile muamele edilmis HEK 293 hiicre lizati igerisinde lizinden ve serinden modifiye olan

peptitler/proteinler.

DepY?2 | DepY? | DepY?
Protein Erisim # Peptit dizisi® 10 uM | 250 uM | 1000 uM | 10 pM | 250 | 1000
CPO |CPO |CPO CPO |uM | pM
CPO | CPO
Histon H4 P62805 | TVTAMDVVYALK - - - - 1 -
Niikleolin P19338 | IGMTRKFGYVDFESAEDLEK ° - - - 5 - -
Gamma-enolaz | P09104 | IAQLAGNSDLILPVPAFNVINGGSHAGNK | - - - - 1 -
Histon H3.2 Q71DI3 | YQKSTELLIR - - - - 3 6

3Hiicre lizat triptik peptitlerinin depY ile saflastirildigini ifade etmektedir. ® Modifiye amino asit kalin ve alt1 ¢izili olarak gosterildi. (-) Peptit dizisinin gézlenmedigini
ifade etmektedir. Tabloda sunulan sayilar, Protein Pilot ile yapilan analizde (Triple TOF 6600 LC-MS/MS) gosterilen modifiye peptit dizilerinin sayisidir.
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Calismada Triple TOF analizleri sonucunda elde edilen tiim peptitlerin dizileri
ve isaretli amino asitlerin konumlari, manuel dizileme ve PeakView v 2.1 (Ab Sciex,
Framingham, MA) yazilimi kullanilarak dogrulandi. Sekil 4.21°de, 60S ribozomal
protein L6’ya ait dietoksifosfotirozin modifiye YYPTEDVPR peptidi i¢cin MS/MS
fragmantasyon spektrumu gosterilmektedir. +2 yiikli ana iyon (638.2 Da),
dietoksifosfat modifikasyonu ile (+136 Da) ile uyumlu bir kiitleye sahiptir.
YYPTEDVPR peptidi igerisinde iki tirozin bulunmaktadir. Modifikasyon ikinci
tirozin lzerinde gergeklesmistir, bu durum y8 iyonunun 1112.5 Da kiitleye sahip
olmasi ile dogrulanmistir. Eger eklenti N-terminalindeki tirozin {izerinde olsaydi, y8
iyonu 976.4 Da’lik bir kiitleye sahip olurdu. Tiim bu hesaplamalar Proteomics Toolkit
(http://db.systemsbiology.net:8080/proteomicsToolkit/FraglonServlet.html)  yardimi

ile gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.21. 60S ribozomal protein L6 proteinine (Q02878) ait dietoksifosfat ile

modifiye YYPTEDVPR peptidin MS/MS spektrumu. Dietoksifosfat
eklentisi (+136 Da) peptit dizisindeki ikinci tirozin tizerindedir. y7 ile y8
iyon arasindaki kiitle farki 299 Da olup, tirozin (163 Da) ve
dietoksifosfatin (+136 Da) varligi ile uyumludir.
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5. TARTISMA
5.1. Hedef Olarak Dietoksifosfotirozinin Secilme Nedeni

Bu doktora tez ¢alismasi1 kapsaminda, herhangi bir proteindeki tirozin amino
asidi lizerinde olugan OP pestisit kaynakli dietoksifosfat eklenti iiriinlerini, tirozin
etrafindaki amino asit dizisinden bagimsiz olarak tantyan bir monoklonal antikor, ilk
kez fretilmis ve depY olarak isimlendirilen bu antikorun detayli olarak
karakterizasyonu ELISA, Western Blot ve kiitle spektrometri yontemleri ile
gerceklestirilmistir.

Daha once yapilan c¢alismalar sonucunda OP pestisitlerle zehirlenen
insanlardan alinan plazma 6rnekleri analiz edildiginde; albiimindeki Tyr411 iizerinden
eklenti tirtinlerinin olustugu gosterilmistir (6, 112).

Bu tez caligmasinda sadece albiiminin degil, ayn1 zamanda diger proteinlerin
de tirozin lizerinden OP bilesikler ile modifiye edildigi ve bu proteinlerin diisiik
miktarda bulunmalar1 nedeniyle; kimlikleri tanimlanmadan 6nce zenginlestirilmeleri
gerektigi hipotezlendi. Bununla birlikte, dietoksifosfat eklentisi ile modifiye oldugu
varsayilan proteinlerin, hiicre biiyiimesi ve farklilagmasi sirasinda dogal olarak
fosforilasyon/defosforilasyona ugrayan proteinler olabilecegi (143, 144) ve bu
proteinlerin, OP bilesikler tarafindan geri doniigiimsiiz olarak modifiye edildiginde
fonksiyonlariin bozulacag: diistiniildii. Bu proteinler iizerindeki dietoksifosfat eklenti
iriinlerini taniyacak bir monoklonal antikorun (depY), tirozin iizerinden modifiye
edilen proteinlerin tanimlanmasinda yardimci olacagi 6ngoriildii.

Monoklonal antikorun iretilmesi igin diger iyi bir aday ise,
dietoksifosfolizindir. Ciinkii CPO ile muamele edilen proteinlerin hemen hemen
hepsinde lizin amino asidi modifiye olmaktadir. V-tipi sinir gazlarmin, ubikitinin
biyolojik islevinden sorumlu alt1 lizin amino asidi fosfonilatladigi gosterilmistir (145).
Ayrica lizin aminoasidinin asetilasyonu ve metilasyonu, gen ifadesinin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan tersinir posttranslasyonel modifikasyonlardir
(146, 147). Lizin amino asidi, OP bilesikler tarafindan geri doniisiimsiiz olarak
modifiye edilirse gen ifadesinin diizenlenmesinin bozulacagi diisiiniilmektedir.
Dolayisiyla  dietoksifosfotirozin  ve  dietoksifosfoserine  (134) ek olarak
dietoksifosfolizini taniyan bir antikor, OP maruziyeti ile olusan kronik hastaliklarin

mekanizmasini anlamak i¢in yararl olacaktir.
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5.2. Literatiirde OP Eklenti Uriinlerini Taniyan Antikorlar

OP pestisit maruziyeti, AChE ve BChE’nin aktif bolgesinde bulunan serin
amino asidinin geri doniistimsiiz modifikasyonu ile birlikte enzim aktivite kaybina ve
toksisiteye neden olmaktadir. CPO ve paraokson gibi yaygin olarak kullanilan
pestisitler, serin amino asidi iizerinde dietoksifosfat eklenti iiriinii olusturmaktadir.
Daha once pek ¢ok kez ¢esitli laboratuvarlarda, modifiye edilen AChE’yi modifiye
edilmemis AChE’den, ayirmak i¢in antikor iiretimi denenmistir. Boyle bir antikoru
tiretmenin en biiyiik zorlugu, O-fosforile olan serinin in vivo olarak kararsiz olmasidir
(134, 148). Dolayis: ile fosforile serin, dehidroalanine donistiigii i¢in hayvanlarda
antikor tiretilememistir. Bu sorun, daha sonra Charles Thompson ve ark. tarafindan
serindeki yan zincir OH grubunu CHaz grubu ile yer degistirilerek ¢oziilmiistiir (134).
Bu substitiisyon reaksiyonu fosforile serinin, OP ligandinin kaybi ile B-eliminasyon
reaksiyonuna girmesini engellemis ve bdylece, di- ve mono-etoksifosfat modifiye
serini tantyan monoklonal antikor {iretimi gergeklestirilmistir.

Albiimindeki Tyr411 iizerinde pinokolil metil fosfonat (soman) ve VX eklenti
tirtinlerini tantyan monoklonal antikorlar da tretilmistir (149) ve kompetitif ELISA
yontemi ile bu monoklonal antikorlarin baglama afinitelerinin nanomolar diizeyde
oldugu bulunmustur. Ayrica birkag¢ laboratuvar, soman’1 nétralize etmek amaciyla,
soman haptene karsi monoklonal antikorlar iiretmistir. Ancak iiretilen monoklonal
antikor, somanin in vivo konsantrasyonunu, toksik olmayan seviyelere indirmek igin

yeterli afiniteye sahip olmadigi igin ¢ok fazla bir basari elde edilememistir. (150-152).

5.3. Aktif Bolgesinde Serin Icermeyen Proteinlerde Tirozin ve Lizin
Amino Asitleri, Serine Gore Daha Reaktiftir

Saf proteinler ile yapilan ¢alismalar, tirozin ve lizin amino asitlerinin, OP
bilesikler tarafindan serin ve treonine gore daha kolay bir sekilde modifiye edildigini
gostermektedir (10, 18). Bununla birlikte, serin hidrolazlar (AChE, BChE ve
karboksilesteraz) istisna bir enzim ailesidir ¢iinkii enzimlerin aktif bolgesinde bulunan
serin, katalitik triad i¢indeki amino asitlerle etkilesime girmesi nedeniyle ¢ok diisiik
bir pKa degerine sahiptir (125). Aktif bolgesinde serin amino asidi igermeyen
proteinler ise, sinir ajanlar1 ve OP pestisitleri ile tirozin ve lizin amino asitlerinden ¢ok
daha kolay bir sekilde modifiye olmaktadir (9, 145, 153-155). Calismanin
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gergeklestirildigi HEK 293 hiicrelerinde, endojen AChE, BChE ve karboksilesteraz
bulunmamaktadir. Bu da kiitle spektrometri analizlerinde serin amino asidi lizerinde
CPO kaynakli dietoksifosfat modifikasyonunun neden gozlenmedigi durumuna

aciklik getirmektedir.

5.4. DepY Monoklonal Antikor Seciciligi

ELISA, Western blot ve kiitle spektrometri sonuglari, CPO ile muamele
sonrasinda depY monoklonal antikorun, hem saf peptit/saf protein eklenti {irtinleri ile
hem de HEK 293 hiicre lizatlarindaki protein eklenti iirtinleri ile segici olarak
reaksiyona girdigini gostermektedir.

Immobilize depY ile immiinopiirifikasyon sonrasinda, kiitle spektrometrisi ile
tanimlanan dietoksifosfotirozin peptitlerin sayisi 7.7 kat artarken, modifiye olmamis
peptitlerin sayisi ise 70 kat azalmaktadir.

CPO ile gergeklesen dietoksifosfat modifikasyonu, serin amino asidine ek
olarak tirozin (125) ve lizin (18) amino asitleri tizerinde de gergeklesmektedir. Ancak
depY monoklonal antikor ile HEK 293 hiicre lizatlarina ait triptik peptitlerin
immiinopiirifikasyonu sonrasinda gergeklestirilen kiitle spektrometri ile sadece
dietoksifosfotirozin peptitler tanimlanirken dietoksifosfolizin ve dietoksifosfoserin
modifiye peptitler gozlenmemistir. Bu sonug, dietoksifosfotirozin modifiye saf
proteinler ve peptitler iizerinde yapilan galisma sonuglart ile de uyumludur (156).
Monoklonal depY, amino asit dizisinden bagimsiz olarak sadece dietoksifosforile-
tirozine baglanmaktadir. Ayrica depY antikoru, farkli amino asitler tizerinde olusan
dietoksifosfat modifikasyonunu ve diger OP bilesikler ile olusan farkli eklenti
trtinlerini tanimamaktadir (Tablo 5.1.). Bu durum, depY monoklonal antikorun,
Caenorhabditis elegans dahil herhangi bir hayvanda dietoksifosfotirozin modifiye

proteinleri tanimlamada kullanabilecegini gostermektedir (157).



Tablo 5.1. DepY monoklonal antikorun baglanmadigi haptenler.
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5.5. DepY Monoklonal Antikor i¢in Afinite

Calismada, ¢ok sayida tirozin amino asidi iizerinden dietoksifosforillenmis

tiibiilin ve diger proteinlerin, depY’e yiiksek afinite (Kq¢:10"? M) ile baglandig
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gosterildi. Ancak tek bir tirozin {izerinden modifiye edilen peptitlerin, daha diisiik
afinite ile depY e baglandig1 bulundu (Kq :10 M).

Dietoksifosforillenmis tirozinleri tantyan daha yiiksek afiniteli bir monoklonal
antikorun iretimi, farenin yerine tavsanin kullanilmasi veya tek bir B hiicresinin

klonlanmasi ile gergeklestirilebilir (158).

5.6. CPO ile Tirozin iizerinden Kovalent Olarak Modifiye Edilen

Proteinler

CPO (1000 uM) ile muamele edilen HEK 293 hiicre lizatlarina ait triptik
peptitlerinin depY ile immiinopiirifiye edilmesi sonrasinda 73 farkli protein tizerinde
116 dietoksifosfotirozin modifiye peptit tanimland1 (Bkz. Tablo 4.18). Daha 6nce
yapilan ¢aligsmalar ile uyumlu olarak tirozin iizerinde yaslanma reaksiyon iiriinii olan
monoetoksifosfat eklenti tirtinleri saptanmadi (8-10, 159).

Calisma sonunda, HEK 293 hiicre lizatlarinda modifiye edilen proteinlerin
cogunun HEK 293 proteomunun % 3’iinii olusturdugu ve bolluk siralamasina gore
incelendiginde; bu proteinlerin HEK 293 hiicrelerinde bulunma siralamasinin ilk
200’den az oldugu gozlendi [6858 x 0.03]. Beklendigi gibi, modifikasyonun sik
gozlendigi proteinler, en yiiksek total peptit sayisina sahip olup, HEK 293
proteomundaki en bol bulunan proteinler arasinda yer almaktaydi: Histon H4, 1s1 sok
70 kDa protein 1A/1B, 1s1 sok proteini HSP 90 beta ve alfa enolaz. Ayrica bu
genelleme ile ilgili istisnai olarak; HEK 293 proteomunun 1390. sirasinda (% 20)
bulunan Calpain kiigiik alt birimi 1, 1710. sirasinda (% 25) bulunan Aktin sitoplazmik
2, 2533. sirasinda (% 37) bulunan Tiibiilin beta-3, 3155. sirasinda (% 46) bulunan
protein NipSnap homolog 3A, 4517. sirasinda (% 66) bulunan Histon H173, ve 6478.
sirasinda (% 94) bulunan Histon H2B tip 1L de CPO ile modifiye oldu.

HEK 293 hiicre lizat1, 10 uM CPO ile muamele edildiginde, sadece Histon H4
ve Histon H1.4 proteine ait dietoksifosfotirozin modifiye peptitler tanimlandi. Histon
H4, HEK 293 proteomunda en bol bulunan proteindir bu da onun yiiksek reaktivitesini
aciklamaktadir. Histon H1.4 ise daha az bulunmaktadir ve sonuglar, histon H1.4’deki
bir tirozinin 6zellikle daha reaktif oldugunu goéstermektedir. Insan albiimininde
bulunan Tyr411’in benzer bir reaktivitesi, onun pozitif yiiklii amino asidin yakinindaki
bir cepte bulunmasi ile agiklanmaktadir (7, 160). Bu konumdaki tirozinde bulunan O-
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4-fenolik hidroksil grubunun, kismen deprotone olmasi ile negatif yiiklii amino asidin,
CPO ile reaksiyona girerek TCP’nin ayrilmasint kolaylastirdigi ve ayn1 zamanda
dietoksifosfat ile kovalent bir bag olusturdugu diisiiniilmektedir (Sekil 5.1.) Bui-
Nguyen ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alisma sonucunda, pozitif yiiklii arjininler veya

lizinlerin (18) gevresindeki tirozinlerin spesifisitesi bildirilmistir (153).

protem ¢ @

. proteln —C ~©—
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Ol Nl X (1]
/\o//p\o A
o

Ci
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Y
proteln e c S _
HO
|
Dletok51fosfot1rozm 3,5,6-trikloro-pridinol

Sekil 5.1. Klorprifos okson ve tirozin arasinda gergeklesen tepkime. Yiiksek
reaktivitenin gozlenmesi, iyonize olmus fenolik hidroksil grubunu
stabilize eden pozitif yiikli bir amino asidin varligi ile agiklanmaktadir.
Negatif yiiklii tirozin yan zincirinin, CPO’daki fosfor atomuna saldirmasi
sonucunda TCP salinmakta ve tirozin {izerinde dietoksifosfat esteri

olusmaktadir.

5.7. Fizyolojik iligki

Calismada HEK 293 hiicre lizatlarinin CPO ile muamele edilmesi sonrasinda
kiitle spektrometri ile modiye olan proteinler tanimlandi. Bu sonuglardan bagimsiz
olarak, HEK 293 hiicreleri ¢alismada kullanilan ayn1t CPO konsantrasyonlari ile

muamele edildiginde; kullanilan dozlarin hiicre canliligin1 gorsel olarak etkilemedigi
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bulundu. Ancak bu CPO konsantrasyonlarinin, insanlarda AChE aktivitesini dnemli
dl¢iide inhibe ederek 6liime neden olacag: diisiiniilmektedir. Ornegin CPF ile intihar
girisiminde bulunan bir bireyin hastaneye yatis anindan 5 saat sonra alman kan
orneginde, 12 uM CPF gozlenmistir. Aymi1 bireyden 4 giin boyunca alinan kan
orneginde 48 saat sonra plazma CPO konsantrasyonu 0.1 uM’a ulagmistir (32). Baska
bir ¢calismada ise, alimindan 16 saat sonra plazmadaki serbest CPO konsantrasyonunun
0.175 uM oldugu goézlenmistir (113). Bu ¢alismalar, insanlarmn 0.175 uM CPO
konsantrasyonlarinda  yasayabilecegini, ancak c¢ok daha yiikksek CPO
konsantrasyonlarinda hayatta kalmasinin miimkiin olmadigin1 gostermektedir.

Toksik olmayan bir CPF dozun hayvanlarda protein eklenti irinleri olusturup
olusturmadigini incelemek i¢in yapilan bir ¢alismada, farelere 14 giin boyunca giinlitk
3 mg/kg CPF uygulanmistir. Giinliik 3 mg/kg CPF doz uygulamasiyla farelerin
beyinlerinde, beta-tiibiilin lizerinde dietoksifosfat eklentileri bulunmustur (122), ancak
bu doz uygulamasi, farelerde toksik etkilere ve kandaki AChE’nin 6nemli derecede
inhibisyonuna neden olmamistir. Atomik kuvvet mikroskobu ile goriintiilendiginde;
dietoksifosfotirozin modifiye tiibiilinin, mikrotiibiillerin yapisal modifikasyonlari ile
iligkili oldugu goézlenmistir. Bununla birlikte dietoksifosfotirozin modifiye tiibiilini
tanimlamak i¢in tiibiilin saflastirilmistir.

Benzer kosullar altinda CPO ile muamele edilen farelerden alinan dokularda,
proteinlerin tek basina saflagtirilmasi yerine, depY monoklonal antikorun kullanimi
ile, dietoksifosfotirozin igeren proteinlerin zenginlestirilmesi miimkiin olacaktir.
Boylece kimligi bilinmeyen proteinlerin tirozin tizerindeki eklenti {irtinlerinin

tanimlanmasi saglanacaktir.

5.8. Fosfo-tirozin Bolgeleri ile Reaksiyon

Calismanin  bu asamasinda CPO ile muamele sonrasinda olusan
dietoksifosfotirozinlerin konumlarinin, biyolojik olarak iligkili olup olmadigi
sorgulandi. Hiicre lizis isleminde kullanilan RIPA tamponu igerisindeki deterjanlarin,
CPO ile muamele oncesinde ¢Oziiniir proteinleri denatiire etttigi bilinmektedir. Bu
nedenle, dietoksifosfotirozin bolgelerinin ayn1 zamanda dogal olarak bulunan bir
fosforilasyon bolgesi olup olmadigini incelemek i¢in, fosforilasyon dahil olmak {izere

proteinlerin post-translasyonal modifikasyonlar: hakkinda kapsamli bilgi saglayan ve
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sistem biyolojisi kaynagi olan Phospho Site veri tabanindan yararlanildi
(http://www.phosphosite.org/homeAction.action). Sonuglar, tanimlanan 116 adet
CPO-modifiye tirozinin 96’sinin fosforilasyon boélgesinde konumlandigini ve bu
bolgelerin de biyolojik agidan iliskili oldugunu gosterdi (Bkz. Tablo 4.18.).
Proteinlerde kinazlar aracilig: ile tirozin amino asidinin fosforilasyonunun
fizyolojik olarak 6nemli oldugu bilinmektedir (161). Tirozinin fosforilasyonu ve
defosforilasyonu, saniyeler i¢inde bir hiicrenin ihtiyacina cevap veren dinamik bir
olaydir (161). Tirozin amino asidi CPO ile dietoksifosforile oldugunda, olusan eklenti
tirtind stabildir. Dolayzsti ile tirozinlerin CPO ile geri doniisiimsiiz modifikasyonunun,

homeostazi1 bozacagi ve hiicre dliimiine neden olabilecegi diisiiniilmektektedir.

5.9. Diger OP Calismasi ile Karsilastirma

Bui-Nguyen ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada, kompleks bir karigimdaki
organofosforlanmis peptitler ilk kez tanimlanmistir (153). Bu ¢alismalarinda Bui-
Nguyen ve ark. insan hepatosit benzeri hiicre (HepaRG) lizatlarini isaretlemek igin
diklorvos kullanmistir. Hiicre lizatlar1 50, 500 ve 5000 uM diklorvos ile muamele
edildikten sonra, 6rnekler herhangi bir saflagtirilma islemine tabi tutulmadan dogrudan
OrbiTrap Velos kiitle spektrometresi ile analiz edilmistir. Verilerin, Proteome
Discoverer-Sequest veritabani arama algoritmasiyla analizi sonucunda 29 farkl
proteine ait 34 farkli dimetoksifosfat modifiye-peptit tanimlanmistir. Caligmalarinda,
4 adet dimetoksifosfat modifiye serin, 4 adet dimetoksifosfat modifiye treonin ve 26
dimetoksifosfotirozin peptit tanimlanmigtir. (153).

Bu doktora tez ¢alismasinda, hiicre lizatlarinin depY ile saflastiriimadan kiitle
spektrometre ile analizi sonucunda 12 farkli proteine ait 15 dietoksifosfotirozin igeren
peptit  tespit edildi. Ayrica, dietoksifosfoserin  ve dietoksifosfotreonin
modifikasyonlar1 gozlenmedi ve 3 adet dietoksifosfolizin modifikasyonu igeren peptit
saptand1. Bui-Nguyen ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada ise, dimetoksifosfo-lizin
modifikasyonu tanimlanmamistir (153). DepY ile immiinopiirifiye edilen 6rneklerin
kiitle spektrometri sonuglart Bui-Nguyen ve ark.’nin elde ettigi sonuglar ile
karsilastirildiginda; sadece 9 proteine ait 14 peptit eslesmektedir. Iki ayr1 ¢alismaya

iliskin deneysel protokoldeki bircok degisken, ¢alisma sonucundan elde edilen
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farkliliklar1 agiklayabilmektedir. Her iki calisma sonucunda da, OP bilesiklerin ¢esitli

proteinler {izerindeki tirozini kovalent olarak modifiye ettigi bulunmustur.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu doktora tez kapsaminda iiretilen monoklonal antikor depY’nin,
dietoksifosfotirozin modifiye peptit/proteinleri, amino asit dizisinden bagimsiz olarak
tanidig1 gosterildi. Dietoksifosfotirozine spesifik depY antikoru, diger OP bilesikler
tarafindan olusan farkli eklenti iirlinlerini ve diger amino asitler {izerinde olusan
eklenti tirtinlerini tanimadi. Ayrica, depY’nin, CPO ile muamele edilmis HEK 293
hiicre lizatinda dietoksifosfotirozin igeren proteinleri de spesifik olarak tanidigi ve
bagladigi bulundu. Kiitle spektrometri analizleri sonucunda 73 farkli proteine ait 116
dietoksifosfotirozin modifiye peptit tanimlandi.

Sonu¢ olarak, depY antikoru, OP maruziyeti ile meydana gelen kronik
hastaliklarin  mekanizmasinin  aydinlatilmasinda, modifiye proteinlerin = ve
biyobelirteglerin tanimlanmasinda ve ayrica farkl protein eklenti tirintiilerini tanimak
amactyla kullanilacak yeni antikorlarin tasariminda yararli olacaktir.

Ileride depY monoklonal antikor kullanilarak in vivo calismalar ile
dietoksifosfotirozin modifiye proteinlerin kimliginin belirlenmesi ve ayrica
dietoksifosfolizin  eklenti  dirlinlerini  taniyacak  bir  antikor  tasariminin

gerceklestirilmesi planlanmaigtir.
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