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Gidalarda en ¢ok rastlanilan biyojenik aminlerden biri olan histamin, toksikolojik
etkilerinden dolay1 halk sagligini tehdit etmektedir. Bu nedenle gidalardaki histamin
seviyesinin hizli ve hassas tayini, insan saglig1 ve gida giivenligi acisindan biiyiik 6nem
tagimaktadir. Biyolojik tantyici ajan olarak histamin spesifik enzimlerin veya antikorlarin
kullanildig1 biyoanaliz kitleri ve biyosensorler histaminin hizli, hassas ve kolay tayinine
olanak saglamaktadir. Ancak histamin gibi diisiik molekiiler agirliga sahip immdiin cevap
olusturmayan hedeflere karsi antikor tiretimininin oldukga zor olmasi uygulanabilirligi
azaltmaktadir. Biyolojik taniyict molekiillerin iiretimlerinin zahmetli ve maliyetli
olmasinin yanminda g¢evresel kosullarin degismesiyle aktivitelerini kolayca kaybetmeleri,
yapay taniyicit ajanlarin gelistirilmesini ve biyoanalizlerde kullanilmasinin Oniinii
acmustir. Faj gosterim teknolojisi ile gesitli hedef molekiillere segici olarak baglanan

yapay taniyict molekiiller gelistirilebilmektedir. Giiniimiizde faj gosterim teknolojisi,



diistik molekiiler agirlikli birgok organik molekiile segici olarak yiiksek afinite ile

baglanan peptit ligandlarin belirlenmesinde kullanilabilmektedir.

Tez ¢alismasinda, faj gosterim yontemi kullanilarak gida kaynakli kimyasal
intoksikasyon etmeni olan histamine spesifik baglanan peptitlerin belirlenmesi
amaclanmistir. Bu amagla, 12mer faj gosterim peptit kiitiiphanesi, BSA-histamin
immobilize edilmis kuyucuklara eklenmis ve inkiibe edilmistir. Ardindan yikama islemi
ile baglanmayan fajlar uzaklastirilmis ve baglanan fajlar kuyucuklardan geri alinmaistir.
Baglanan fajlar ¢ogaltilarak ayni se¢im dongiisli li¢ defa tekrarlanmistir. Son se¢im
dongiisiinde histamine benzer yapida olan histidin amino asiti ilave edilerek histidine
baglanan fajlarin uzaklastirilmasi amaclanmistir. Boylelikle histamine baglanan
birbirinden farkli peptit dizilimi tasidig1 diisiiniilen 41 adet faj klonu izole edilmistir. Faj
klonlarinin histamine gosterdikleri afinite, faj-ELISA yontemi ile incelenmis ve yiiksek
afinite gosterdigi belirlenen 7 faj klonuna ait DNA’lar izole edilmis ve peptit dizilimleri
belirlenmistir. Dizi analizi sonucunda en yiiksek afiniteye sahip ve birbirinden farkl
sekansta olan 4 peptit (HBF5, HBF10, HBF14 ve HBF26) sentezlenmis ve baglanma
ozelliklerine ait termodinamik 6zellikleri izotermal titrasyon kalorimetrisi kullanilarak
belirlenmistir. SGFRDGIEDFLW peptit dizilimine sahip HBF10 ve IPLENQHKIYST
dizilimine sahip HBF26 peptitlerinin histamine yiiksek afinite gosterdigi gozlenmis,
histamine yapica benzer olan histidin amino asitine ise her iki peptitin de afinite
gostermedigi goriilmiistir. HBF26 dizilimine sahip peptite ait dairesel dikroizm
spektrskopisi kullanilarak incelenmistir. HBF10 peptitinin suda ¢oziiniirligi disiik
oldugundan dairesel dikroizm spektrumu elde edilememistir. Calisma sonunda faj
gosterim yontemi kullanilarak belirlenen HBF10 ve HBF26 peptitlerinin histaminin
tayinine yonelik c¢esitli biyoanaliz ve biyosensor sistemlerinde kullanim potansiyeline

sahip oldugu diistintilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Gida giivenligi, Histamin, Faj gosterim yontemi, Peptit ligandlar,
Biyoanaliz
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Histamine, one of the most frequently found biogenic amines in foods, threatens public
health due to its high toxicity. Therefore, rapid, and sensitive quantification of histamine
in food samples has vital importance in terms of human health and food safety. Bioassays
and biosensors, in which histamine specific enzymes or antibodies are used as biological
recognition agents, allow rapid, sensitive, and easy detection of histamine. However, the
difficulties in the production of antibodies against low molecular weight targets such as
histamine, reduces their applicability. The laborious and costly production of biological
recognition molecules and easy loss of their activity due to changes in environmental
conditions, bring up the development of artificial recognition agents and their use in
bioassays. Therefore, there is an urgent need for the development of histamine binding
artificial recognition agents to be used in bioassays. Phage display technology has been
used frequently in the selection and development of novel recognition agents that show

affinity to various target molecules. Today, phage display technology is used to identify

iv



peptide ligands that bind selectively to many low molecular weight organic molecules

with high affinity.

In this study, it was aimed to identify peptides that bind specifically to a food-borne
chemical intoxication agent, histamine, using the phage display method. For this purpose,
the 12mer phage display peptide library was added to BSA-histamine immobilized
microtiter well and incubated. Then the non-binding phages were discarded by washing
and the bound phages were eluted from the wells. The same panning cycle was repeated
for three times after amplification of the bound phages. In the last panning cycle, histidine
binding phages were eliminated by adding the histidine amino acid, which has a similar
structure to histamine for enhancing the selectivity of the histamine binding phages. Thus,
41 phage clones thought to have different peptide sequences that bind to histamine, were
isolated. The affinity of phage clones to histamine was examined by the phage-ELISA
method and DNAs belonging to 7 phage clones showing high affinity were isolated and
peptide sequences were determined. Following the sequence analysis, 4 peptides (HBF5,
HBF10, HBF14, and HBF26) with the highest affinity and different sequences were
synthesized and the thermodynamic properties of their binding properties were
determined by using isothermal titration calorimetry. It was observed that HBF10
peptides with SGFRDGIEDFLW peptide sequence and HBF26 with the sequence of
IPLENQHKIYST showed high affinity for histamine, and both peptides did not show an
affinity for histidine amino acid, which is similar in structure to histamine. The secondary
structures of the HBF26 peptide were examined using circular dichroism spectroscopy.
The circular dichroism spectrum could not be obtained due to the low solubility of the
HBF10 peptide in water. At the end of the study, it is thought that the HBF10 and HBF26
peptides determined by using the phage display method have the potential to be used in
various bioassay and biosensor systems for the determination of histamine.

Keywords: Food safety, Histamine, Phage Display, Peptide Ligands, Bioanalyses
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1. GIRIS

Histamin, histidin dekarboksilazin katalitik aktivitesi yoluyla histidin amino asitinden
sentezlenen; insan saghgir ve gida gilivenligi agisindan olduk¢a 6nemli bir biyojenik
amindir. Gida islenmesi ve paketlenmesi hijyenik kosullarda yapilmadiginda ve uygun
depolama kosullar1 uygulanmadiginda, histamin toksik seviyelere yiikselebilmektedir.
Yiiksek miktarda histamin iceren gida maddelerinin tliketilmesi insanlarda gida
zehirlenmesine yol agabilmektedir. Ayrica histamin seviyesi, gida kalitesi ve/veya
toksikolojisi hakkinda bilgi vermektedir. Giiniimiizde histamin tayini ¢ogunlukla, yiiksek
performans s1vi kromatografisi (HPLC), ultra-performans sivi kromatografisi (UPLC) ve
sivi kromatografisi-kiitle spektrometresi kullanilarak analiz edilmektedir. Bahsedilen
teknikler ile histamin tayini hassas bir sekilde gerceklestirilebilmektedir, fakat analiz
maliyetlerinin yiiksek ve analiz siirelerinin uzun olmasi bu ydntemlerin en 6nemli
dezavantajlar1 olmustur. Bu nedenle histamin molekiiliiniin tespitine yonelik hizli, hassas

ve uygulamasi kolay yontemlere ihtiyag duyulmaktadir.

Son yillarda geleneksel yontemlere alternatif olarak biyoanaliz kitleri ve biyosensorlerin
gelistirilmesine dair calismalar yapilmaktadir. Bu uygulamalar diisiik maliyeti, hizl
olmasi, uygulanma kolayligi, vasifli personellere ve hacimli enstriimanlara ihtiyag
duyulmamas1 sebebiyle histamin tayinine yonelik 6nemli bir tespit yontemi olmustur.
Uygulamalarda histamin molekiiliine spesifik enzimler veya antikorlar biyolojik tantyici
ajan olarak kullanilmaktadir. Bu biyolojik taniyici ajanlar histamin tayini i¢in segici ve
hassas yontemlere olanak tanimislardir. Ancak, antikorlarin saflastirmasi ve iiretim
asamalari, yogun is giicli ve yiiksek maliyetin yani sira uzun zaman almaktadir. Bunun
yaninda histamin gibi kiiciik molekiillere, haptenlere, kars1 yiiksek 6zgiillik ve afinitede
antikorlarinin tiretimi, kii¢iik boyutlar1 ve basit yapilarindan dolay1 sahip olduklar diisiik
immiinojenisiteleri nedeniyle zordur. Bunun yaninda tiretilen antikorlar serbest histamin
i¢in diistik afinite gostermektedir. Karsilasilan zorluklara ek olarak enzim ve antikorlarda
goriilen bir baska sorun ise sicaklik, pH veya iyonik kuvvet gibi ¢evresel sartlarin

degismesiyle aktivitelerini ¢ok kolay kaybetmeleridir.

1



Bu nedenle, bu durum, ‘sentezlenebilen’ biyomolekiillerin (yapay tantyicilarin)
biyoanaliz sistemlerinde taniyict ajan olarak kullanimlarmi glindeme getirmistir.
Rekombinant proteinler, aptamerler, molekiiler baskilanmis polimerler ve peptit
ligandlar, hedef molekiile gosterdikleri afinitenin ve segiciligin yani sira, ucuz, hizli ve

hayvan dostu iiretimleri sayesinde biyoanalizler i¢in 6nem kazanmislardir.

Farkl1 dizilimdeki peptitlerin fajlarin kilif proteinleri iizerinde olusturuldugu, faj gdsterim
kiitiphaneleri, peptit ligandlarin se¢im asamasinda kolaylik saglamakta ve diisiik
maliyetle yiiksek miktarlarda tretilebilmektedir. Faj kiitiiphaneleri kullanilarak segilen

peptitler biyosensor uygulamalarinda yiiksek kullanim potansiyeline sahiptir.

Tez kapsaminda, faj gosterim teknolojisinden yararlanilarak, tamamen rastgele
yapilardan olusturulmus ve yiiksek miktarda polipeptit ¢esitliligi gosteren faj gdsterim
peptit kiitiiphanelerinden yararlanilmis ve gida giivenligi ve gida kalitesinin belirlenmesi
acisindan onemli bir ajan olan histamine yiiksek afinite gosteren faj klonlar1 secilmistir.
Izole edilen faj klonlarinin baglanma &zellikleri faj-ELISA yoéntemi kullamilarak

incelenmistir.

Calismanin ikinci kisminda, faj gosterim peptit kiitiphanesinden segilen ve histamine
yiiksek afinite gosterdigi belirlenen faj klonlarinin DNA izolasyonu gerceklestirilmis ve
peptit dizilimleri belirlenmistir. Sekanslar1 belirlenen peptit ligandlar (dogrusal yapida ve

12 amino asit uzunlugunda) kati faz yontemiyle sentezlenmistir.

Calismanin son kisminda, histamin — peptit etkilesimleri termodinamik ve yapi-
fonksiyon iliskileri acisindan incelenmistir. Bu dogrultuda, izotermal titrasyon
kalorimetresi (ITK) sistemi peptit-histamin kompleksinin olusum mekanizmasimin ve
termodinamik &zelliklerin belirlenmesinde kullanilmistir. Belirlenen peptite ait ikincil

yapi analizlerinin gergeklestirilmesi amaciyla dairesel dikroizm (Circular dichroism, CD)



spektroskopisi kullanilmigtir. Baglanma ile peptitlerde meydana gelen konformasyonel

degisimler incelenmistir.

Tez caligmasinin sonucunda, histamin gibi kiigiik molekiillere segici baglanan peptit
ligandlarin, faj gosterim yontemiyle segilebilmesinin miimkiin oldugu goriilmistiir.
Sentezlenen peptit liganlarin ileriki ¢alismalar ile biyoanaliz ve biyosensor
uygulamalarinda taniyici ajan olarak kullanilabilecegi ongoriilmektedir. Ayrica peptit
ligandlarin baglanma boélgelerinin modifiye edilmesi ile hedef molekiile daha yiiksek

afinite gostermesinin ilerleyen galismalar ile miimkiin olabilecegi diisiiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Biyojenik Aminler

Biyojenik aminler (BA), biyolojik aktivite gosteren diisiik molekiil agirlikli organik
bazlardir [1]. Hayvanlar, bitkiler ve mikroorganizmalardaki normal metabolik aktivitenin
bir sonucu olarak olusturulabilir, bozulabilir ve genellikle amino asitlerin
dekarboksilasyonuyla iretilebilirler [2]. Amino asit dekarboksilasyonu, gidalardaki
aminlerin en yaygin sentez yoludur ve aromatik aminler, bir gidayr toksik hale

getirebilirler [3].

BA’ler balik, et, meyve ve sebze gibi ¢esitli gidalarda bulunabilir. Ozellikle fermantasyon
islemleri uygulanmasi veya mikrobiyolojik bozulma sonucu gidalarda yiiksek BA
seviyeleri gozlenebilmektedir. [4]. BA’leri icermesi muhtemel gidalar arasinda balik,
balik iirtinleri, et iiriinleri, yumurtalar, peynirler, fermente edilmis sebzeler ve soya
fasulyesi triinleri, bira ve saraplar bulunmaktadir [5]. Gidalarda ortaya ¢ikan en 6nemli
BA’ler histamin, putresin, kadaverin, tiramin, triptamin, p-feniletil, spermin ve

spermidindir [6].

Fermente olmayan gidalarda, BA’ lerin belirli bir seviyenin {izerinde bulunmasi,
istenmeyen mikrobiyal aktivitenin gostergesi olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle,
amin seviyesi, mikrobiyal bozulmanin bir gostergesi olarak kullanilabilmektedir [7].
Bununla birlikte, gidalardaki biyojenik aminlerin mevcudiyeti, bozulma organizmalarinin
biiylimesi ile ilintili olmamaktadir, ¢linkii bu mikroorganizmalarin hepsi dekarboksilaz-
pozitif degildir [8]. Aminoasit dekarboksilazlar, bakteriler arasinda genis c¢apta
dagilmamuis olsa da, Bacillus, Citrobacter, Clostridium, Klebsiella, Escherichia, Proteus,
Pseudomonas, Salmonella, Shigella, Photobacterium ve laktik bakteri Lactobacillus,
Pediococcus ve Streptococcus gibi birgok tiirtin bir veya daha fazla amino asitin

dekarboksilasyonunu yapabildigi bilinmektedir [9].

Gidalardaki biyojenik aminleri hedefleyen ¢aligmalar genellikle iki yonii kapsamaktadir:
gida kalitesi ve/veya toksikolojisi [10]. BA seviyesi gidalarin kalitesi hakkinda bilgi
vermektedir [11]. Putresin, kadaverin, histamin ve tiramin toplamindan olusan biyojenik

amin indeksi (BAI), et ve et iiriinlerinin kalitesinin belirlenmesi icin dnerilmektedir [12].



Hernandez-Jover ve arkadaslari yapmis olduklart bir ¢alisma ile etin kalite aralik
indekslerini belirlemistir. Buna gore, BAI <5 mg kg iyi kalitede taze eti, 5 ila 20 mg
kgt arasinda ilk bozulma belirtileri olan ancak kabul edilebilir eti, 20 ila 50 mg kg™ diisiik
kalitede eti ve >50 mg kg? ise bozulmus eti gdstermekte oldugunu Snermistir [13].
Bununla birlikte BA indeksi esas olarak {irliniin dogas1 (taze, konserve, degistirilmis
atmosfer, fermente edilmis, vb.) ile ilgili birgok faktore de baglidir [11]. Ornegin, BA
indekslerinin taze et ve et lirtinlerinde, 1s1l islem gormiis iirlinlerde fermente tirtinlere gore
daha tatmin edici oldugu kanitlanmustir [12]. Proseslerinde bir¢ok farkli faktor
(olgunlagtirma, starter, katki maddeleri vb.) igermesinden dolay1 fermente iiriinlerdeki
BA konsantrasyonu, taze ve pismis et {irlinlerine gore daha yiiksek seviyelerde
bulunmaktadir [2, 14-16]. Biyojenik amin olusumunun, varliginin ve konsantrasyonunun
izlenmesi kalite ve gilivenlik nedenleriyle 6nemli oldugu gibi, BA’lerin siniflandirilmasi

gida ireticileri i¢in de 6nem arz etmektedir [17].

Bu disiik molekiiler agirlikli organik bazlar, yiiksek miktarlarda alinmadikea,
katabolizmalar1 i¢in dogal mekanizmalar inhibe edilmedik¢e veya genetik olarak
yetersizlik olmadikga, bireyler i¢in herhangi bir tehlike olusturmamaktadir [18]. Fakat
yiksek konsantrasyonlarda BA igeren gidalarin tiikketimi saglik tehlikeleriyle
iliskilendirilmistir [11]. Biyojenik aminlerin toksik etkilerini, monoamin oksidaz

inhibitori ilaglar veya alkol arttirmaktadir [18].

Biyojenik aminlerin neden oldugu en yaygin gida kaynakli zehirlenmeler histamin
icermektedir. Histamin zehirlenmesi, ayni1 zamanda, ton balig1, uskumru ve sardalya gibi

baliklarin tiiketimi ile ilgili "scombroid balik zehirlenmesi" olarak da adlandirilir [2].

Baliklardan sonra peynir, histamin zehirlenmesiyle iligkili en sik rastlanan gida
maddesidir ve ilk bildirilen vaka, 1967 yilinda Hollanda'da Gouda peynirinin tiiketimi ile

meydana gelmistir [19].

Gida ham maddelerinden tiiketimine gelinceye kadar potansiyel tehlikesi bulunan
gidalarda amin olusumunun izlenmesi icin etkili yontemlerin bulunmasina ihtiyag

duyulmaktadir.



2.2. Histamin

Histamin, 4- (2-aminoetil) imidazol, L-histidin aminoasitinin dekarboksilasyonundan
meydana gelen birincil amindir [20] (Sekil 2.1). Histamin, bir¢ok fizyolojik siirecin
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynayan ve ayni zamanda alerji ve inflamasyonun 6nemli
bir aract olan norotransmitterlerden biridir [21]. Ancak, viicutta histaminin kritik bir

seviyenin lizerine ¢ikmasi saglik sorunlarina neden olmaktadir [3].
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Sekil 2.1. Histidin dekarboksilaz enzimi ile katalizlenen histamin olusum reaksiyonu
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Eksojen histaminin en Onemli kaynagini gidalar olusturmaktadir [20]. Gidalarda
histamin, fermentasyon veya bozulma sirasinda, histidin amino asitinin mikrobiyal
transformasyonu ile olusmaktadir [2]. Histamin iireten bakteriler, histidin dekarboksilaza
sahiptir, bu da L-histidinin histamine donilisiimiinii katalize etmektedir [22]. Gida,
hijyenik  kosullarda islenip paketlenmediginde, histamin toksik seviyelere
yiikselebilmektedir [20]. Baz1 yiyeceklerde, 6zellikle baliklarda ve meyvelerde, histamin
olusumu bir¢ok faktore; histamin seviyesi kokenine, depolama ve ekim kosullarina
zamana, sicakliga ve mevcut mikroorganizmalarin tiiriine ve miktarina bagli olarak
degiskenlik gostermektedir [23]. Ornegin yeni yakalanmis ton baliklarinda histamin
seviyeleri genellikle diisiiktiir, yaklasik olarak 1 mg kg™ i altindadir ve histamin
intolerans1 olmayan bir birey tarafindan tiiketilebilmektedir [24]. Ancak ¢ok diisiik
sicaklikta (0-2 °C) 5 giinliik depolamadan sonra kisa siireli uygun olmayan saklama siiresi
bile histamin igerigini arttirabilmekte ve bu nedenle saglik sorunlarina neden

olabilmektedir [25].

Histamin, balik ve balik {irtinleri, siit tirlinleri, et iiriinleri, fermente sebzeler, sarap ve bira
gibi birgok gidada bulunabilmektedir [2, 26, 27]. Peynir ya da balik yedikten sonra

histamin zehirlenmesi ortaya ¢ikabilmektedir [28, 29]. Tiim insanlar histamine kars



hassastir ve etkileri semptomlarin ciddiyetine bagh olarak intolerans veya intoksikasyon

olarak tanimlanabilir [30].

Gidalardaki biyojenik amin olusumu, mikrobiyal biyiimeyinin sinirlandirilmasiyla,
geleneksel olarak sogutma ve dondurma islemi ile engellenmistir. Bu yaklasim yeterli
veya uygulanabilir olmadiginda ise hidrostatik basing uygulamasi, 1sinlama, kontrollii
atmosfer paketleme, gida katki maddeleri ve baharat eklenmesi gibi alternatif yontemlerle
biyojenik  amin  olusumunun  Onlenmesi  veya seviyelerinin  diisliriilmesi
saglanabilmektedir. Histamin molekiilii, fermantasyon i¢in baslangi¢ kiiltiirlere eklenen
bakteriyel amin oksidazlar, diamin oksidazlar veya amin negatif bakteriler tarafindan da
pargalanabilmektedir [31]. Ancak, histamin bir kez olustuktan sonra, pisirmek, konserve
yapmak veya dondurmak gibi yontemleri kullanmak histamin seviyesini azaltmaz [32],
¢linkii bu bilesik 1s1ya dayanikli olmakta [9, 33] ve hatta egitimli panelistler tarafindan

organoleptik olarak tespit edilememektedir [34].

Siit ve siit iriinleri, gidalarin yanls isleme sirasinda histamin igeriginin istenmeyen
artisin1 gostermek i¢in iyi birer 6rnek olarak verilebilir. Taze siit normalde ¢ok diisiik
seviyelerde histamin igerdigi halde, ticari olarak satilan pastorize veya UHT siitleri taze
slite gore biraz daha yiliksek seviyede histamin igermektedir. Siitiin fermantasyonu
sirasinda, histamin seviyesinde bir artis meydana gelmekte ve eksi kremada 7 ppm olan
histamin miktari, yogurtta biraz daha yiiksek seviyelere ulasabilmektedir. Son olarak,
peynir lretiminde, histamin igeriginin artmasi sikca meydana gelmekte ve bu da

eskitilmis peynirlerde maksimum 2500 ppm histamin seviyesine ulagmaktadir [6].

2.2.1 Histaminin Insan Saghgina Etkileri

Histamin zehirlenmesi, yiiksek seviyede histamin igeren gidalarin tiiketilmesiyle olusan
bir kimyasal intoksikasyondur. Ozellikle, balik zehirlenmelerinin en yaygin etmeni olarak

goriilmektedir [35].

Insanlarm diyetindeki histamin varlig1 genellikle kayda deger bir sonu¢ vermemektedir.
Ciinkii insanlarin gastrointestinal sisteminden histamin etkili bir sekilde absorbe

edilememektedir. Fakat bazi durumlarda gida kaynakli histamin, bagirsak bariyerini



gecmektedir. Kan dolasgimia yeterli miktarda histamin girmesi durumunda histamin
intoksikasyonu meydana gelebilmektedir [17]. insan metabolizmasinda, amin oksidaz ve
amin metiltransferaz enzimlerinin rol aldig1 bir detoksifikasyon sistemi ile biyojenik
aminlerin viicutta birikmeleri engellenmektedir. Ancak, diisiik amin oksidaz aktivitesi
goriilen bireylerde histamin igeren gidalarin tiiketilmesi olumsuz etkilerin goriilmesine
neden olmaktadir [6]. Ayrica, etanol ve bazi ilaglarin histamin detoksifikasyonunda gorev
alan enzimlerin inhibisyonuna neden oldugu saptanmistir [36]. Cok yiiksek miktarda
histamin aliminda, saglikli bireylerde dahi detoksifikasyon sistemi histamini elimine
etmekte yetersiz kalmaktadir [37]. Eger detoksifikasyon sistemi, alinan histamini ortadan
kaldiramazsa, spesifik reseptorlere baglanmakta ve genellikle IgE'nin aracilik ettigi gida

alerjilerine benzer semptomlara neden olmaktadir [29].

Yiiksek miktarda histamin igeren Yiyeceklerin tiiketilmesinden sonra, inkiibasyon
periyodu birkag dakika ila birkag saat arasinda degismektedir [29,30]. Histamin birikimi,
alerjik bir reaksiyonu taklit ederek ¢ok sayida semptoma neden olabilmektedir. Niifusun
yaklasik %1'i histamin intoleransi gostermekte ve bu bireylerin %80'i orta yaslarda
bulunmaktadir [38]. Viicuttaki yiiksek histamin seviyesi bas agrisina, vertigoya,
bulantiya, kusmaya, hipotansiyona, aritmiye ve anaflaksiye (alerjik sok) neden
olabilmektedir [36, 39].

Cogu iilke gidalardaki histamin seviyelerini diizenlenmemekte ve histamin zehirlenmesi
olay1 meydana geldiginde uyarmayi gerek gérmemektedir. Bundan dolay1 histamin
zehirlenmesinin olusumunu tahmin etmek zordur [40]. Saglikli bireylerde 50 mg’in veya
0.75 mg kg? viicut agirligmin oranmin iizerinde histamin aliminda saghk iizerinde
olumsuz etkiler goriillmeye baslanirken [39], histamin intoleransi olan bireylerde ise bu
miktar ¢ok daha diistiktiir [41].

Ulkemizde histaminin kabul edilebilir en yiiksek degeri baliklarda 100 mg kg™, sarapta
ise 10 mg kg? olarak belirlenmistir [42]. Bu sinirlar Avrupa Birligi diizenlemeleriyle
benzerlik gosterirken, Amerika Birlesik Devletleri’nde ise histamin i¢in limit deger 50
mg kg olarak kabul edilmektedir [43, 44]. Ancak, cok yiiksek histamin seviyeleri

goriilen, siit lirlinleri ve fermente et tirlinleri gibi diger gidalar i¢in ise kesin bir sinir degeri



bulunmamaktadir. Yukarida belirtilen gergeklere dayanarak, histamin tespitinin gida

endiistrisi ve gida giivenligi agisindan kritik 6nem arz ettigi sonucuna varilmaktadir.

2.2.2. Histamin Tayin Yontemleri

Gida giivenliginin saglanmasi ve gida kalitesinin belirlenmesinde 6zellikle yiiksek risk
tasiyan gidalarda mikrobiyal aktivite sonucu olusan histamin molekiiliiniin hizl1 ve hassas
bir sekilde tayin edilmesi kritik dnem tasimaktadir [45, 46]. Bununla birlikte, histamin
intolerans: goriilen bireylere uygulanan histamin igermeyen diyetin saglanabilmesi igin

ozellikle diisiik miktarlardaki histaminin tespit edilebilmesi gerekmektedir.

Gida numunelerindeki histamin analizlerinin ¢ogu, modern analitik kimyanin ilk
giinlerinde kurulmustur ve bu oncii ¢aligmalar kolorimetrik veya florometrik analize
dayanmistir [47]. Yapilan ilk kolorimetrik analiz ¢aligmasi 1955 yilinda gergeklestirilmis
olup, histaminin bir aromatik diazo bilesigi ile reaksiyona sokulmasi ve tiriiniin 495
nm'de spektrofotometrik olarak Olgiilmesine dayanmaktadir [48]. Gergeklesen bu
reaksiyonun ¢ok spesifik olmamasi nedeniyle farkli ¢calismalarin yapilmasi1 gerekmistir.
Ilerleyen y1llarda kolorimetrik [46, 49] ve florometrik analizler [50, 51] gelistirilmis fakat
numunenin renk yogunlugunun bir histamin standardi ile gorsel karsilastirmasi
gerektirmesi, yar1 kantitatif olmast ve belirli bir konsantrasyonun otesinde

kullanilamamasi nedeniyle ¢ok tercih edilmemektedir.

Giinlimiizde gida Orneklerindeki histamin tayini g¢ogunlukla sivi kromatografisi
kullanilarak gergeklestirilmektedir. Yiiksek performans sivi kromatografisi (HPLC) ile
histamin tayininde, histaminin gida matrisinden ekstraksiyonunu takiben derivatizasyon
islemiyle histamine floresans veya kromofor Ozellik kazandirilarak tayin

gerceklestirilmektedir [52, 53].

Ayrica histamin tespitinde ultra-performans sivi kromatografi (UPLC) yontemi [54] ve
s1vi kromatografisi-kiitle spektrometresi teknigi [55] de gidalardaki histamin tayini i¢in
kullanilmaktadir. Bahsedilen teknikler ile histamin tayini hassas bir sekilde

gerceklestirilebilmektedir fakat analiz maliyetlerinin yiiksek ve analiz siirelerinin uzun



olmasi, kromatografik yontemlerin yerine yeni yontemlerin kullanilmasini

gerektirmektedir.

Resmi Analitik Kimyacilar Dernegi’ nin (AOAC, Association of Official Analytical
Chemists) deniz fiirtinleri igin Onerdigi referans metotta ise histamin molekiilii igeren
ekstrakt iyon-degistirici kolonda ayrilmakta ve floresans histamin tiirevleri olusturularak
florometre ile saptanmaktadir [56]. Bu yontemde analiz maliyetleri daha diisiik olsa da
analiz siiresi uzun siirmekte ve deneyimli personel gerektirmektedir. Bu nedenle,
histaminin hizli ve hassas tayininin gerceklestirilebilmesi igin otomasyona uygun yeni

yontemlerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Spesifik bir IgE (immiinoglobulin E) ve alerjenik maddeler tarafindan uyarildiktan sonra
mast hiicrelerinden salinan histaminin 6l¢iimiine dayanan bir alerji testinin in vitro modeli
bildirilmistir [57]. Salinan histamin viicut sivilari iginde tasinmaktadir. Bu nedenle
plazma ve idrar gibi viicut sivilarinda histamin tayini ve teshisi alerji arastirmalarinda
onem arz etmektedir [58]. Histaminin belirlenmesi igin alerji teshisi ve gesitli alerji
alanlarindaki arastirmalar ile ELISA ve radyoimiinoassay (RIA) yontemi gibi teknikler
gelistirilmistir. Ancak, bu yontemlerin bazi1 dezavantajlari vardir. Ornegin ELISA
yontemi yiiksek analitik verim saglasa da yikama, bagli ve serbest antijenin ayrilmasi, vb.
gibi zahmetli ve zaman alic1 adimlar biiylik dezavantajlar1 olusturmaktadir. Bu yontemin
bir baska dezavantaji ise bir immiino plaka iizerindeki immiino reaksiyonun yavas
difiizyon siirecine sahip olmas1 ve daha uzun bir inkiibasyon siiresi gerektirmesidir. Bu
difiizyon siireci, immiino plakalarn titretilmesiyle gelistirilebilmektedir, ancak bu bazen
antikor veya antijen konjugatinin fiziksel olarak immiino plakanin yiizeyinden desorbe
edilmesine yol agmaktadir. RIA yontemi s6z konusu oldugunda ise, bir antikorun veya
radyoaktif bir tiirle etiketlenmis bir antijen konjugatinin ayrilmasi radyolojik giivenlik

sorunlari ortaya ¢ikarmaktadir [59].

Geleneksel yontemlere alternatif olarak biyoanaliz kitleri ve biyosensorler, maliyeti, hizli
olmasi, uygulanma kolayligi, vasifli personellere ve hacimli enstriimanlara ihtiyag
duyulmamasi sebebiyle histamin tayinine yonelik gelistirilmektedir [60]. Bahsedilen
tayin yontemlerinde ¢ogunlukla biyolojik taniyici ajan olarak histamin molekiiliine

spesifik enzimler [38, 61, 62] veya antikorlar [63-65] kullanilmaktadir. Gergeklestirilen
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analizlerdeki bu biyolojik taniyict ajanlarin yliksek secicilikleri ve hassasiyetleri vardir.
Fakat bu ajanlarin saflastirilmast ve dretim islemlerinde bir¢ok zorluk ile
karsilagilmaktadir. Giiniimiizde biyoanalizlerde siklikla kullanilan monoklonal antikorlar
(ylksek secicilige sahip), olduk¢a pahali ve zaman alict bir teknik olan hibridoma
yontemiyle tiretilmektedir. Hayvanlarin immiinizasyonuyla elde edilen poliklonal antikor
tiretimi monoklonal antikor iiretimine kiyasla daha ucuz olsa da spesifik antikorlarin
eldesi i¢in daha ileri diizeyde saflastirma ve izolasyon asamalarina ihtiya¢ duyulmaktadir.
Hem enzimlerde hem de antikorlarda sicaklik, pH veya iyonik kuvvet gibi ¢evresel
sartlarin degismesiyle aktivitelerini ¢ok kolay kaybetmeleri, karsilasilan problemlerden
birkacidir [66]. Bununla birlikte, histamin gibi kiigiik molekiillere, haptenlere, karsi
yiiksek 6zgiilliik ve afinitede antikorlarinin tiretimi, kii¢iik boyutlar1 ve basit yapilarindan

dolay1 sahip olduklar diisiik immiinojenisiteleri nedeniyle zordur [67].

Bugiine kadar histamin i¢in ¢esitli immiinolojik testler gelistirilmistir. Guesdon ve ark.
yapmis oldugu bir calismada, BSA-histamin igin birlestirme ajani olarak 1,4-benzokinon
kullanilmig ve histamine karsi monoklonal antikorlar farelere bagisiklik kazandirilarak
elde edilmistir. Elde edilen antikorlar kullanilarak histamin seviyesi ELISA ile
Ol¢iilmiistiir [68]. Cogu immiinolojik test histamin tiirevlerine afinite gdsteren antikorlara
dayanmaktadir; siiksinile edilmis histamin, p-benzokinon — histamin konjugati, kloroetil-
nitrosolire-histamin konjugati gibi. Fakat bu antikorlar serbest histamin igin diisiik afinite
gostermektedir [69].

2017 yilinda yapilan bir ¢alisma ile ticari antikorlar kullanarak serbest histamin igin
biyocip gelistirmenin zorluklart ele alinmistir [67]. Bunun i¢in piyasada bulunun alti
farklr antikor incelenmis ve kullanilan antikorlardan yalnizca ikisinin serbest histamine
distik afinite ile baglandigi bildirilmistir.  Ayrica antikor g¢alismalarinin
tekrarlanabilirliginin diisiik oldugu goriilmiis ve bu nedenle son zamanlarda 6zellikle
ticari antikorlarin karakterizasyonu, 6zgiilliigli ve ¢apraz reaktivitesi hakkinda tartigmalar
ortaya ¢ikmistir. Antikor karakterizasyonu icin yliksek bir talep olmasina ragmen, mevcut
antikorlarin partiden partiye degiskenligini karakterize etmek ekonomik a¢idan uygun
degildir [70].
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Immobilize edilen yarismaci hapten ile immiinizasyon igin kullamlan haptenin kimyasal
yapisi, test gelistirilmede Onemli bir role sahiptir. Heterolog testlerde, bagisiklik
kazandiran ve yarigmaci haptenler yapilart agisindan farklilik gosterirken, homolog
testlerde haptenler aynidir; bu tiir heterolog testlerin duyarliliginin, homolog testlerden
daha iyi oldugu rapor edilmistir [67]. Ancak histamine spesifik afinite gdsteren antikor
elde etmek igin tiirevlendirilmis birgok histamin konjugati sentezleyen Luo ve ark.,
histamin gibi son derece basit yapidaki haptenler igin heteroloji kavramini olugturmanin
zor oldugunu bildirmistir [71]. Uretilen antiserumlarin hicbiri serbest histamini
tanimadigindan ve son test yapisi histamin tiirevlendirilmesi adimi gerektirdiginden, test

hassasiyetindeki iyilesme, sadece bir heterolog yarismaci hapten ile gosterilebilmistir.

Kullanilan yontemlerin ¢ogu, gidalardaki histamin miktar1 hakkinda bilgi saglamak i¢in
geleneksel tekniklere dayanmasina ragmen, biyosensor yaklagimina dayali alternatif
yontemler son yillarda giindeme gelmistir. Bu durumda, biyosensor ve biyoanaliz
uygulamalarinda ‘sentezlenebilen’ biyomolekiillerin taniyici ajan olarak kullanilmasi
onem kazanmistir. Son zamanlarda enzimatik olmayan biyosensorlere dair mevcut
arastirma faaliyetleri, biyosensorlerin analitik performansini ve saglamhigini iyilestirmek

amaciyla agirlikli olarak nanoteknoloji ve molekiiler baskilamaya odaklanmaktadir [47].

Aptamerler, molekiiler baskilanmis polimerler (Molecularly Imprinted Polymer, MIP) ve
peptit ligandlar, hedef molekiile gosterdikleri afinitenin ve seciciligin yani sira, ucuz, hizli
ve hayvan dostu iiretimleri sayesinde biyoanalizler i¢cin 6nem kazanmiglardir. 2018
yilinda yapilan bir ¢alismada yilizey plazmon rezonans (Surface Plasmon Resonance,
SPR) bazli bir fiber optik histamin sensOriiniin iretimi ve karakterizasyonu
gerceklestirilmis [72], 2020 yilinda ise histamin molekiilii i¢in hassas ve segici bir
nanopartikiil kapli MIP kullanilarak SPR ¢ipi gelistirilmistir [73]. Histamin tayinine
yonelik gelistirilen yeni analiz sistemlerinde MIP’ler sik¢a kullanilmakla birlikte [74-76],
histamine spesifik gelistirilen aptamer veya peptit ligandlara ait c¢aligma

bulunmamaktadir.

Gilinimiizde, biyoanalizlerde peptit ligandlarin taniyici ajan olarak kullanilmasi
yayginlasmistir. Bunun en 6nemli nedeni belli uzunluga sahip peptitlerin liretiminin kolay

olmasidir. Peptit ligandlar bakteri hiicrelerinde rekombinasyon yontemiyle veya in-vitro
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kosullarda tiretilebilmektedir. Peptit ligandlarin en 6nemli avantajlarindan biri de farkli
modifikasyonlar ile ¢esitli bircok biyoanalizlerde kullanilabilmeleri ve farkli ¢evre

kosullarinda aktivite gosterebilmeleridir.

Faj gosterimi, hedef molekiile afinite gosteren kisa peptit ligandlarinin se¢imi i¢in giiglii
bir aractir. Faj gosterim yontemi ilk baslarda esas olarak proteinlere ligandlarin
tanimlanmasi i¢in kullanilmaktaydi fakat bu teknigin kapsami son yirmi bes yilda 6nemli
olgiide genislemistir. Giinlimiizde faj gdosterim teknolojisi, dogal ve biyolojik polimerler
ve ¢esitli diisiik molekiiler agirlikli organik molekiiller dahil olmak iizere genis bir
yelpazedeki hedeflere segici olarak yiiksek afinite ile baglanan peptit ligandlarin

tanimlanmasi i¢in giderek daha fazla uygulanmaktadir [77].

Peptit ligandlar bircok nedenden dolay1 ilgi ¢ekmektedirler. Bu tiir peptitlerin, ilgili
substrata secici olarak ve yiiksek afinite ile baglanma yetenegine sahip olmasi,
nanopartikiillerin veya biyomolekiillerin konjugasyonuna veya immobilizasyonuna izin
vermekte ya da genel olarak malzeme arayiizlerindeki etkilesimleri kolaylagtirmaktadir.
Ayrica, diisik molekiiler agirlikli organik maddelere segici olarak baglanan peptit

ligandlarin gdsterimi, sensor ylizeylerinin gelistirilmesine olanak tanimaktadir.

2.3. Faj Gosterim Yontemi

Faj gosterim teknolojisi, herhangi bir hedef molekiilii algilayabilme kapasitesine sahip
rekombinant protein veya peptitlerin filamentéz fajlarin yilizeyinde sunulmasina
dayanmaktadir [78]. Faj gosterimi giiglii bir kombine teknolojidir; milyarlarca peptit,
antikor veya protein arasinda, ilgilenilen bir ligandi baglayan ender varyantlarin
tanimlanmasini1 saglamaktadir [79, 80]. Gelistirilen teknoloji kapsaminda, peptitleri
kodlayan DNA parcalari, filamentéz fajin kilif proteinini kodlayan gen dizilimine

eklenmektedir.

Faj gosterim teknolojisinde E. coli' nin Ff ailesine ait filamentli faji; u¢ pH degerlerine,
deterjanlara ve yliksek sicakliga karsi direngleri olmasindan dolayr yogun bir sekilde
kullanilmaktadir [81]. Faj gosterim yonteminde en yaygin olarak kullanilan M13
filamentoztiir ve bes farkli proteinden olusan 6000-8000 baz dairesel genomlu bir kilifa
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yerlestirilmis esnek ¢ubuk seklinde bir yapiya sahiptir; T4, T7 ve A fajlari ise nadir olarak
kullanilmaktadir [78, 82]. Binlerce kopyadan olusan major kilif proteini (PVIII), fajin
uzunlugu boyunca yer almaktadir. Faj partikiiliiniin bir ucunda 5 kopyadan olusan pIII ve
pVI mindr proteinler bulunurken, diger ucunda 3-5 kopyadan olusan pVII ve pIX kilif
proteinleri bulunmaktadir [83] (Sekil 2.2.).

- PVII minor kihf proteini
PIX minér kilif proteini
- p

ssDNA

. pVIII major kilif proteini

<sme PVI minor kilif proteini

PIII mindr kilif proteini

Sekil 2.2. Filamentoz M13 bakteriyofaji

Faj g6sterimi icin en yaygin kullanilan proteinler pIIl ve pVIII'dir. Hem pIIl hem de pVIII
kilif proteinleri, faji bakteri membranina yonlendiren N-terminal sinyal sekansi
icermektedir. pIll kilif proteini, yaklasik 406 amino asit uzunlugundadir ve enfeksiyon
sirasinda faj-konakgr etkilesiminden sorumludur [83]. Faj govdesini olusturan pVIII kilif
proteini ise sadece 50 amino asit uzunlugundadir [84]. Filamentoz faj infeksiyonu iki
basamaktan olusmaktadir; tanimlama ve translokasyon. Filament6z fajlar tiirlerine gore
(M13, Ike vb.) bakteri hiicre duvarlarinda bulunan F, N, P piluslar1 vb. gibi farkli piluslara
spesifiklik gostermektedir [85]. Ff bakteriyofaji, Escherichia coli' yi F-pilusun ucuna
baglanarak enfekte etmektedir [86]. infeksiyon, F pillusun ucuna plII kilif proteininin N-

terminal bolgesinden baglanmasi ile baslamakta ve ardindan kilif proteinleri
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¢oziinmektedir, bunu faj DNA’simin bakteri hiicresinin sitoplazmasina girmesi
izlemektedir [80]. Faj, E. coli’ nin F’ pilusunun ucuna, pili proteininin N-terminali yoluyla
baglanir. Ardindan konakgiya ait TolA proteini depolimerize olmaya baslar (Sekil 2.3.).
E.coli hiicresinde kopyalanan faj DNA’si, plazmid benzeri kopyalanabilir forma
dontstiiriilmektedir. Bu sayede, plll ve pVIII mindr proteinlerinin ekspres edilebilemesi
i¢in kalip-sablon goérevi iistlenmektedir. Konakgi hiicreden ¢ikislart sirasinda, fajlarin bu

tek zincirli DNA’lari, tekrardan viral kilif proteinleri ile sarilmaktadir [83].

M13 faji

PVIII

PIII

L

PIII, ToIA
reseptoriine
F Pilus baglamr.

PIIL F
Pilusa
baglanmr.

Dis zar —[L

Periplazma {

ic zar _[[

Sekil 2.3. Filament6z M 13 bakteriyofajinin hiicre i¢ine girisi.

Faj kiitiiphanesi i¢inden hedefe kars1 6zgiinliik gosterenlerin segimi, “biopanning” olarak
adlandirilan proses ile gergeklestirilmektedir. Bu se¢im isleminin tekrarlanmasi sayesinde
ise hedef molekiilii algilama yetenegine sahip fajlar, dolayisiyla peptitler elde
edilebilmektedir [87-89]. Biopanning islemi, se¢im ve amplifikasyon olmak iizere
birbirini takip eden iki ana adimdan olugmaktadir (Sekil 2.4.). Se¢im dongiisiinde, birinci
biopanning dongiisiine ilk giren faj popiilasyonu kullanilarak tarama hedefine baglanan
faj klonlarina ait zenginlestirilmis bir ¢ikt1 alt popiilasyonu iiretilmektedir. Se¢im adima,
kiitiiphanenin hedef ile inkiibasyonunu, baglanmamis fajlarin ¢oklu yikama yoluyla
uzaklastirilmasini ve uygun bir eliisyon yontemi kullanilarak hedefe baglanan fajlarin geri
kazanilmasini igermektedir. Amplifikasyon ise, segilen fajlar1 ¢ogaltmak i¢in bakteri
hiicrelerini enfekte eden ¢ikti faj alt popiilasyonunu devreye sokmakta ve ikincil bir

odaklanmis kiitiiphane olusturmaktadir. Bu ikincil kiitiiphane, bir sonraki biyolojik
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tarama turu igin bir girdi popiilasyonu gorevi gormektedir. Amplifikasyon, her turda

hedef baglayici faj klonlarinin sayisini arttirmaktan sorumludur [90].

Son biopanning dongiisii sonucunda, nihai ¢ikt1 popiilasyonundaki en bol klonlarin hedef
yapiya spesifik afinite gosteren peptit dizilerini barindirdig1 varsayilmaktadir. Sonug
olarak birka¢ tur biopanning islemi ile, oldukga cesitli bir kiitliphaneyi, hedefe 6zel

baglayicilarin kii¢iik bir alt popiilasyonuna daraltmak miimkiin olmaktadir [91].

Faj gosteriminde, goriintiilenen her peptit fiziksel olarak kendisini kodlayan diziye
baglidir. Bu nedenle, ayr1 ayri faj klonlarimin DNA dizilimlerinin belirlenmesi, peptitleri
gosteren amino asit dizilerinin ¢ikarilabilmesine olanak saglamaktadir. Rastgele peptit
kiitiiphanelerinin taranmasinda hedef, plastik yiizeyler (¢cok kuyulu plakalar) veya
manyetik boncuklar ilizerinde hareketsiz hale getirilmis bir molekiil (bir enzim, reseptér,
antikor vb.) olabilir. Bazen hedef, kiiltiirlenmis hiicrelerin yiizeyinde bulunmakta [92] ve

hatta bir kiitiiphaneyi in-vivo olarak taramak da miimkiin olmaktadir [93].
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Sekil 2.4. Faj gosterim peptit kiitiiphanesinin in-vitro se¢im dongiilerinin sematik

gosterimi.
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Sekil 2.4’ te bir hedefe kars1 faj gosterim kiitiiphanesinin in-vitro se¢im dongiileri sematik
olarak gosterilmistir. A basamag farkli dizilimdeki peptitlere sahip ¢esitli faj klonlarin
gostermektedir. B basamaginda faj kiitiiphanesi hedef molekiil ile inkiide edilmis ve bazi
fajlar molekiile baglanmaktadir. C basamaginda, birka¢ yikama ile baglanmamis fajlar
uzaklastirilmakta ve hedefe baglanan fajlar geri kazanilmaktadir. D basamaginda geri
kazanilan fajlar, bakteriyel kiiltiirii enfekte ederek ¢ogaltilmistir. E basamaginda ise
peptitlerin sekansini belirlemek i¢in amplifiye edilmis faj klonlarinin DNA sekanslamasi

yapilmaktadir.

Elde edilen fajlarin afinitelerini belirlemek i¢in, ELISA, Western blot, akis sitometrisi ve
immiin sito- / histokimya gibi ¢esitli tarama yontemleri kullanilmaktadir. ELISA, faj
gosterim teknolojisinde tarama islemi sirasinda en yaygin olarak kullanilan test
yontemidir [94]. ELISA, belirli bir 6rnekte antijen (proteinler, peptitler, hormonlar vb.)
veya antikorun varligini saptamak icin antikorlari ve enzimleri igeren, renk degisikligi
datalarii kullanan biyokimyasal bir testtir. Sivi fazdaki antijen, genellikle mikrotiter
kuyucuklara hareketsizlestirilmekte ve antijenin spesifik bir antikora baglanmasina izin
verilmektedir. Bu antijen daha sonra ikincil, enzim bagli bir antikor tarafindan tespit
edilmektedir. Enzim igin kromojenik bir substrat, antijen varligini1 gosteren goriiniir bir
renk degisikligi veya floresan vermektedir. Kalitatif veya kantitatif 6l¢timler, bu tiir
kolorimetrik okumalara gore degerlendirilebilmektedir [95] (Sekil 2.5.).

Sekil 2.5.’te antijen mikrotiter kuyularin duvarlarina baglanmaktadir. Faj klonlari antijen
kapli kuyulara gonderildiginde, spesifik olan fajlar antijene baglanmaktadir. Kantitatif
veya kalitatif olarak antijeni tespit edebilecek bir renk degisikligi iireten enzime konjuge

antikor ve substrat eklenerek, absorbans degeri olgiilebilmektedir.

Faj gosterim teknolojisi, reseptorler, enzimler, antikorlar ve toksinler gibi gesitli hedef
molekiillere ve ayrica inorganik ylizeylere ve organik molekiillere afinite gdsteren yeni
tanima ajanlarinin se¢imi ve gelistirilmesinde siklikla kullanilmaktadir [96-98]. Bu
teknigin en biiyiik giicii, genetik olarak tasarlanmis protein veya peptit varyantlarini ayri
ayr1 kullanmak yerine standart ve hizli molekiiler biyoloji yontemlerini kullanarak faj
yiizeyinde goriintiilenen ¢ok cesitli ekSojen peptitleri veya proteinleri tiretmesidir [99].

Peptit kiitiiphaneleri bir hedefe baglanma agisindan hizli bir sekilde taranabilmekte ve bu
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'segiciler' sonunda DNA dizilemesi yoluyla tanimlanabilmektedir [78]. Farkl dizilimdeki
peptitlerin fajlarin kilif proteinleri tizerinde olusturuldugu, faj gosterim kiitiiphaneleri,
peptit ligandlarin se¢im asamasinda sagladigi kolayliklardan ve diisiik maliyetle yiiksek
miktarda {retilebildiginden, diger peptit kiitiiphanelerine kiyasla daha sik
kullanilmaktadirlar [66].

LAA AR . T2 2
000, X

LA )
8 Tt bt Q\-) Y
EQ0 Q&V 2
e
OO0

Baglanma

-

Sekil 2.5. Faj ELISA basamaklarinin sematik gosterimi.

Bununla birlikte kiigiik organik molekiiller, faj gosterim yonteminde hedef materyal
olarak nadiren kullanilmistir [77]. Faj gosterim yontemleriyle tanimlanan spesifik
peptitlerin, kiigiik organik molekiillerden olan trinitrotoluen, dinitrotoluen gibi
nitroaromatik patlayici bilesiklere baglandig1 yapilan arastirmalarla gosterilmistir [100-
102]. Baska bir arastirmada, Tanaka ve digerleri, bir faj gdsterim peptit kiitiiphanesi
kullanarak ugucu organik bilesikleri (VOC'ler) baglayan peptitleri basartyla taramig ve
benzaldehit tanima peptit probu gelistirmistir [L03]. Van Dorst ve arkadaslari, kanserojen
organik molekiil olarak bilinen poliklorlu bifenile (PCB) 6zgi fajlar1 tanimlamislar ve
fajlar ve PCB arasindaki baglanma etkilesimini karakterize etmek i¢in SPR sensor ¢ip

ylizeyi basarili bir sekilde kullanilmistir [104].
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Sawada ve digerlerinin yapmis oldugu bir ¢aligmada ise kii¢iik organik molekiillerden
olan naftaline baglanan peptitleri se¢gmek ve sentezlemek igin 12-mer faj gésterim peptit
kiitiphanesi kullanmig ve segilen peptitin zamana kars1 immobilize naftaline baglanmasi,
SPR ol¢iimleri ile basariyla tespit edilmistir [105]. Secilen peptitin, referans molekiiller
olarak benzen, antrasen ve piren gibi yapisal olarak benzer diger molekiillere
baglanmasinin incelenmesi i¢in de SPR 6l¢limleri alinmistir. Analiz sonucunda peptitin
naftaline baglanma sabiti (Ka) degeri, 1.41x10° M olarak hesaplanmistir. Naftalin igin
Ka degeri, benzeninkinden 34 kat, antrasen ve piren i¢in olanlardan en az 100 kat daha
biiyiik oldugu bulunmustur. Secilen peptitin, diger tiim molekiillerin peptitle etkilesime
girmek i¢in ayn1 fonksiyonel gruplari igermesine ragmen, benzen halkalarinin sayisindaki
farkliliklar ayirt ettigi bildirilmistir. Peptitin baglanma etkinliginin, benzen, antrasen ve
piren gibi yapisal olarak benzer diger molekiillere kiyasla hedef molekiile daha giiglii bir
afinite ile baglandig: bildirilmistir [105]. Sonug olarak, en basit polisiklik aromatik
hidrokarbonlardan olan naftalini taniyan kisa 12-mer peptitlerin, faj gosterim peptit
kiitiiphanesi kullanilarak taranabilecegi gosterilmistir. Ayrica, bu c¢alisma ile kisa
peptitlerin, son derece basit kimyasal yapilara sahip kii¢lik organik molekiillerdeki kiigiik

farkliliklar taniyabildigi gosterilmektedir.

Faj gosterim peptit kiitiipheneleri kullamlarak kiigiik organik molekiillere segici olarak
baglanan peptitlerin se¢ilebilmesi histamin gibi diisiikk molekiil agirlikli bir molekiile kars1
peptit ligand gelistirilebilecegini ortaya koymaktadir [105]. Segilen peptitlerin SPR gibi

biyosensor uygulamalarinda da basari ile analiz edilebildigi goriilmektedir.

Hapten tasarimi, antikor iretimindeki zorluklar ve kiigiik molekiiller i¢in immiinolojik
testin gelistirilmesi gerekmeksizin, kiiclik molekiillere secici ve yiiksek afinite ile
baglanan peptit ligandlarin {iretilebilmesi 6nemli bir avantaj olusturmaktadir. Ayrica, faj
gosterim yontemi ile secilen kiigiik molekiillere afinite gdsteren peptitlerin, biyosensor
uygulamalarinda basar1 ile kullanilmasi, histamin igin segilen peptitlerin ileriki
caligmalarda histamin tayinine yonelik biyosensor ve biyoanalizlerde kullanilabilecegini

gostermektedir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasal ve Biyokimyasal Malzemeler

Caligmada faj gosterim yoOnteminin uygulanmasi i¢in, New England Biolabs Inc.
(Ipswich, A.B.D.) firmasindan, 12 mer M13 faj gosterim kiitiiphanesi ve Escherichia coli
ER2738 konakg1 organizmasi kullanilmistir. Bakteri gelisimi i¢in kullanilan LB besiyeri
Merck KgaA (Darmstadt, Almanya) firmasindan saglanmistir. Horseradish peroksidaz
(HRP) isaretli monoklonal M13 antikoru Abcam PIc. (Cambridge, ingiltere) firmasindan
alimmistir. BSA-histamin, Fitzgerald (MA, Amerika Birlesik Devletleri) firmasindan
temin edilmistir. Bovin serum albumini (BSA), gliserol, Tween 20, polietilen glikol-8000
(PEG), glisin, hidoklorik asit, isopropilthiogalaktosid (IPTG), 5-Bromo-4-kloro-3-
indolyl-beta-D-galaktopiranosid (X-gal), 2,2’-azino-bis (3-etilbenziazolin-6-siilfoniasit)
(ABTS), EDTA, Nal, hidrojen peroksit ve ¢alismada kullanilan tampon ¢o6zeltiler igin
Tris, NaHCOs, N2HPOs4, NaCl Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, Missouri, ABD)
firmasindan temin edilmistir.  KH2POs ¢ozeltisi Baker (Hollanda) firmasindan

saglanmistir.

3.1.2. izotermal Titrasyon Kalorimetresi

Secilen peptitlerin histamin molekiiliine gosterdikleri afinitelerin belirlenmesi ve peptit-
histamin interaksiyonunun incelenmesi amaciyla Malvern Panalytical (Malvern, Birlesik
Krallik) firmasindan MicroCal ITC200 mikrokalorimetresi kullanilmistir. iTK, ¢ok

cesitli biyomolekiiler etkilesimlerin kantitatif ¢alismalarinda kullanilan bir tekniktir.

Cihaz, biyomolekiiler baglanma olay1 sirasinda salinan veya emilen 1siy1 dogrudan
dlgmeye dayanmaktadir. ITK, termostatl kilifla gevrili, paslanmaz celik hiicreden olusan
bir referans hiicresi ve bir numune hiicresi, karistirma cihazi olarak da calisan bir
enjeksiyon siringasi ve bilgisayar kontrollii termostatik 1s1 dedektorleri ve geri bildirim
sistemlerini kapsamaktadir. Mikrokalorimetrenin gérevi bu iki hiicreyi tamamen ayni
sicaklikta tutmaktir. Baglanma meydana geldiginde dedektorler, hiicreler arasindaki
sicaklik farkini algilar ve 1siticilara geri bildirim vererek bu farki telafi eder ve hiicreleri

esit sicakliga dondiiriir. Titrasyon islemi numune hiicresi icerisinde gerceklesmektedir.
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Cozeltinin homojen karismasini saglayan paslanmaz celik bir pervane yazilim tarafindan
kontrol edilmektedir. Cihaz, titrant ¢6zeltinin koyuldugu bir siringaya sahiptir ve siringa
numune hiicresine yerlestirilerek pompa yardimu ile titre edilmektedir. Enjeksiyon hizi
yazilim tarafindan kontrol edilmektedir. Baglanma sonucunda belirlenen 1s1 degisimleri
es zamanli olarak islenmekte ve ITK ’ye bagli monitdr araciliiyla izlenmektedir. Deney
sonucunda ortaya ¢ikan tiim veriler Malvern Panalytical firmasindan saglanan MicroCal
ITC-ORIGIN yazilimi kullanilarak islenmis ve reaksiyon i¢in termodinamik parametreler

ile baglanma katsayilar1 hesaplanmistir.

3.1.3. Dairesel Dikroizm Spektroskopisi

Faj gosterim yontemi kullanilarak segilen peptitlerin ikincil yapilarinin belirlenmesi
amaciyla CD olgtimleri alinmistir. Bu amagla JASCO CD (Easton, A.B.D) firmasina ait
J-815 spektropolarimetre kullanilmistir. CD spektroskopisi, yapisal asimetri nedeniyle
ortaya ¢ikan sag polarize 1518a karst sol polarize 15181 absorpsiyonundaki farkliliklar
Olgmektedir. Diizenli bir yapmin olmamasi sonucunda CD yogunlugu sifir olurken,
diizenli bir yapt hem pozitif hem de negatif sinyalleri igerebilen bir spektrum ile
sonuglanir. Calismada, uzak-UV spektral bolge (190-250nm) taranarak, JASCO CD

Spectra Manager 11 yazilimi araciligiyla peptitlerin ikincil yapilar1 belirlenmistir.

3.1.4. Mikroplaka Okuyuculu UV- Spektrofotometre

Spektrofotometrik mikroplakalarda ELISA deneyi sonrasi ortaya ¢ikan kolorimetrik
degisimine ait UV/Vis okumalariin yapilmasi amaciyla BioTek Instruments, Inc.
(Winooski, Vermont, ABD) firmasina ait ELx808 UV-ELISA okuyucu kullanilmistir.
Cihaz 380 — 900 nm dalgaboyu arasinda okuma yapabilmektedir. Faj-ELISA sonucunda
meydana gelen renk degisimine ait absorbans degerleri 405 nm dalgaboyunda, KC Junior

yazilim programi kullanilarak belirlenmistir.
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3.2. Metot

3.2.1. Faj Gosterim Yontemi ile Histamine Afinite Gosteren Faj Klonlariin
Secilmesi

3.2.1.1. Faj Gosterim Kiitiiphanesinden Faj Klonlarinin Secilmesi

Histamine baglanan faj klonlarmin segilmesi amaciyla 10** pob mL™? faj iceren 12mer
M13 faj gosterim kiitiiphanesi kullanilmistir (Sekil 3.1.). M13 faji, hiicre lizizine neden
olmadan enfekte konakgi icinde ¢ogalabilme avantajina sahiptir. Oncelikle 0.1 M
NaHCOs (pH:8.6) tamponu icerisinde, derisimi 100 pg mL? olacak sekilde BSA-
histamin ¢06zeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan ¢6zeltiden 150 pl mikrotiter plaka
kuyucuklarma ilave edilmis ve 4 °C’ de bir gece boyunca inkiibe edilmistir. Bu sayede
BSA-histaminin kuyucuklarin yiizeyine immobilize olmasi saglanmistir. BSA-histamin
¢ozeltisi kuyucuklardan uzaklastirllmis ve kuyucuklar bloklama tamponu (0.1 M
NaHCOs , pH 8.6 , 5 mg mL? BSA) ile doldurulup 1 saat 4 °C’ de inkiibasyona
birakilmigtir. Ardindan bloklama ¢ozeltisi bosaltilmis ve immobilize olmayan blokasyon
tamponunun uzaklastirilmasi i¢in kuyucuklar alt1 kez hacimce %0.1 Tween 20 iceren

TBS tamponu (50mM Tris-HCI, pH 7.5, 150mM NacCl) ile yikanmustir.

Faj kiitiiphanesinden alinan 10 pL ¢ozelti 100 uL’ye tamamlanarak BSA-histamin
immobilize edilen kuyucuga eklenmistir. 1 saat boyunca oda sicakliginda diisiik hizda
karistirilarak inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda baglanmayan fajlar kuyucuktan
uzaklastirilmis ve kuyucuklar 10 kez %0.1 Tween 20 i¢ceren TBS tamponu ile yikanmustir.
Kuyucuklara baglanan fajlarin ortamdan almmasi i¢in kuyucuga 100 pg mL*
konsantrasyonda serbest histamin eklenerek, fajlarin yarigsmali olarak serbest histamin

molekiiliine baglanmas1 saglanarak ortamdan alinmistir.

Ortamdan alinan fajlar, faj kiitiiphanesi ile saglanan, E. coli kullanilarak bir sonraki
dongiide kullanilmak iizere ¢ogaltilmistir. Cogaltma islemi igin elde edilen fajlar 20 mL
bakteri iceren besiyerine eklenmis 4.5 saat boyunca 37°C’de karistirilarak inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonucunda kiiltiir 12000 g’de 10 dk santrifiij edilerek bakteri
hiicrelerinin uzaklastirilmasi saglanmistir. Supernetant yeni bir tiipe alinarak {izerine
%20’lik PEG ve 2.5 M NaCl igeren ¢ozelti eklenmis ve 4°C’de 1 gece boyunca
inkiibasyona birakilmistir. Sonrasinda PEG igeren ¢ozelti 12000 g’de 30 dk

santrifiijlenerek fajlarin ¢6kmesi saglanmistir. Pellet ImL TBS tamponuna alinmis ve
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fajlarin tekrar ¢oktiiriilmesi i¢in ¢ozeltiye PEG-NaCl ¢ozeltisi ilave edilmistir. Buzda 1
saat inkiibasyonun sonunda tekrar santrifiij edilmis ve pellet 200 pL TBS tamponunda
¢cOzdiiriilmistiir. Son kez ¢oziinmeyen kalintilarin uzaklastirilmasi igin mikrosantrifiij
yapilmistir. Cogaltilan fajlar1 igeren supernetant bir sonraki dongiide kullanilmak
amactyla yeni bir mikrosantrifiij tiipiine alinmistir. Cogaltma islemi sonras faj titresinin

belirlenmesi ¢ift tabaka agar yontemi ile gergeklestirilmistir.

SRR N R
] head MY B
1 1

1 1

-0 Baglanmayan
fajlarin yikama
i ile
BSA-Kkonjige BSAile

histami uzaklastirilmasi
Istamln blokasyon .
molekiiliiniin PPD-1.2 Faj .
immobilizasyonu go s.t_erlm peptit
kiitiiphanesi ile
etkilesim

%
— A= - ii"i

A Baglanan I
fajlarmm E.coli
ku}turu ile ~0
¢ogaltilmasi

Baglanan fajlarin
histidin eliisyonu

Sekil 3.1. Faj gosterim peptit kiitiiphanesi ile histamin spesifik faj seciminin sematik

gosterimi

Birinci dongii sonunda elde edilen fajlar bir sonraki se¢cim dongiistinde kullanilmistir.

Ikinci ve tgilincli secim donglisinde de birinci se¢cim dongiisliniin  prosediirii

23



uygulanmistir. Yalnizca yikama ¢dzeltisi olarak kullanilan TBST tampon ¢ozeltisindeki

Tween 20 miktar1 %0.5’e yiikseltilmistir.

Histidin amino asiti, histamin molekiiliine olduk¢a benzer bir yapiya sahiptir. Ugiincii
secim dongiislinde yikama isleminden sonra histamine daha secici olan faj klonlarinin
secilmesi amaciyla, baglanan fajlarin ortamdan alinma basamagindan 6nce ortama 100
ng mL? konsantrasyonunda histidin ¢dzeltisi eklenmistir. Inkiibasyondan sonra
kuyucuktaki ¢ozelti uzaklastirilmis ve yikama islemi uygulanarak histidine baglanan
fajlar elimine edilmistir. Kuyucuklara baglanan fajlarin ortamdan alinmasi i¢in kuyucuga
100 png mL? konsantrasyonda serbest histamin eklenmis ve fajlarin histamin molekiiliine
baglanmasi saglanarak ortamdan alinmistir. Ayrica kuyucukta kalan tiim fajlarin alinmasi
icin glisin-HCI tamponu (pH 2.2) ile 5 dk inkiibe edilmis ve pH degeri tekrar 7.2’ye
ayarlanmistir. Panning islemi sonrasinda hedef molekiilii algilayan faj klonlarinin

izolasyonu i¢in son panning dongiisiinden sonra tek plak izolasyonuna gidilmistir.

3.2.1.2. Faj Klonlarmn izolasyonu

Ucglincii secim dongiisiinden sonra ¢ikan faj klonlar1 izole edilmistir. Bu amag ile 200 pL
LB besiyerinde ¢ogaltilan E.coli’ ye 10 pL faj diliisyonlarindan eklenmis ve 5 dk inkiibe
edilmistir. Karisim 45 °C’de bekletilen 5 mL katt LB besiyerine eklenerek
vortekslenmistir. Ardindan IPTG-Xgal igeren kati besiyerlerinin {izerine dokiilmiistiir.
Besiyerleri 37 °C’de bir gece boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda gdzlenen
mavi renkli plaklardan 41 adet secilmis ve her bir plak LB sivi besiyerine alinmistir.
Fajlarin s1v1 besiyerine difiize olmas1 amaciyla 4 °C’de bir gece bekletilmistir. Segilen bu

fajlar ¢ogaltmak amaciyla E.coli kiiltiirii kullanilmis ve faj titreleri belirlenmistir.

3.2.1.3. Secilen Faj Klonlarimn Baglanma Ozelliklerinin Faj-ELISA Yontemi ile

Belirlenmesi

Saflagtirilan faj klonlarinin titresi yukarda anlatildig1 sekilde arttirilmis ve histamine
baglanan faj klonlarinin baglanma 6zellikleri faj-ELISA yontemi ile incelenmistir. Bu
amagla ELISA plate kuyucuklarina 0.1 M NaHCO3 pH 8.6 tamponunda hazirlanan BSA-
histamin ¢ozeltisinden 100 puL eklenmis ve 4°C’de bir gece boyunca bekletilerek

immobilize edilmistir. BSA-histamin ¢ozeltisi kuyucuklardan uzaklastirildiktan sonra,
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kuyucuklar bloklama tamponu ile doldurulup 4 °C’ de 1 saat inkiibe edilmistir. Ardindan
bloklama ¢ozeltisi de uzaklastirilmis ve kuyucuklar alt1 kez %0.5 Tween 20 igeren TBS
tamponu ile yikanmustir. Her biri yaklasik 101° pob mL™ konsantrasyonda farkli faj
klonlar1 kuyucuklara ilave edilmis ve 1.5 saat oda sicakliginda diisiik hizda karistirilarak
inkiibe edilmistir. Ardindan baglanmayan fajlar uzaklastirilmis ve kuyucuklar alti kez
%0.5 Tween 20 iceren TBS tamponu ile yikanmistir. Kuyucuklara HRP isaretli anti-M13
antikoru 100 pL ilave edilmis ve 1.5 saat diisiikk hizda inkiibe edilmistir. Baglanmayan
antikor ¢ozeltisi uzaklastirilmis ve kuyucuklar alti kez %0.5 Tween 20 iceren TBS
tamponu ile yikanmistir. 50 mM sodyum sitrat tamponunda (pH 4.0) 0.22 mg mLABTS
hazirlanmis ve substrat ¢6zeltisi igin 2mL ABTS ve 3.4 uL %30’luk H.O; karigtirilmastir.
Hazirlanan substrat ¢ozeltisinden, kuyucuklara 100 pL ilave edilmis ve 30 dakika diistik
hizda inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda 405 nm’deki absorbans degerleri UV-
ELISA okuyucu cihazi ile belirlenmistir.

3.2.2. Peptit Dizilimlerinin Belirlenmesi

3.2.2.1. Faj Klonlarindan DNA izolasyonu ve Peptit Sekanslarinin Belirlenmesi

Histamine baglandig1 belirlenen faj klonlarmin DNA’larim1 izole etmek amaciyla,
cogaltma islemi yapilmistir. Segilen fajlar 20 mL bakteri iceren besiyerine eklenmis ve
4.5 saat boyunca 37°C’de karistirilarak inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda kiiltiir
10 dk santrifiij edilerek bakteri hiicrelerinin uzaklastirilmasi saglanmigtir. Supernetant
yeni bir tiipe alinarak iizerine %20°lik PEG ve 2.5M NaCl iceren ¢ozelti eklenmis 4°C’de
1 gece inkiibe edilmis ve ¢ozelti santrifiij edilerek fajlar ¢oktiiriilmiistiir. Sonrasinda pellet
100 uL iyodiir tamponu (4 M Nal, 10mM Tris-HCl, ImM EDTA, pH 8.0) i¢inde
¢Ozdiirtilmiis ve ¢ozeltiye 250 pL etanol ilave edilip 10 dk oda sicaklifinda inkiibe
edilmistir. Tek zincirli faj DNA’s1 santrifiij islemiyle ¢oktiiriilmiis ve supernatant
uzaklastirilmigtir. DNA pelletine %70’lik soguk etanol eklenmis ve maksimum hizda
santrifiij edilerek DNA ¢oktiirtilmiistiir. Tiipteki etanol tamamen uzaklastirildiktan sonra
pelet saf su ile ¢oziindiiriilerek faj klonlarina ait DNA c¢ozeltileri hazirlanmistir. DNA
safligin1 belirlemek amaciyla c¢ozeltiler 20 kat seyreltilmis ve OD2eo/OD2go ‘de

gosterdikleri absorbans degerleri spektrofotometre kullanilarak 6l¢iilmiistiir.
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Faj klonlarina ait DNA sekans analizleri RefGen Biyoteknoloji (Ankara, TURKIYE)
firmasina yaptirilmistir. Dizi analizlerinde peptit kiitiiphanesi ile saglanan -96 gl primer
(5’-CCCTCATAGTTAGCGTAACG-3’) kullanilmstr.

Elde edilen DNA dizilimlerinde degisken peptit bolgelerine ait DNA dizilimi belirlenmis
ve peptitlere ait amino asit dizilimi saptanmistir. Bu amagla, degisken peptit bolgelerinin
baslangicindaki ve sonundaki isaret¢i sekanslar belirlenmis ve bu iki bolge arasindaki
DNA dizilimi ortaya ¢ikarilmistir. Bu bolgeye ait DNA dizilimindeki her bir kodona denk
gelen amino asit belirlenmis peptit dizilimleri ortaya konmustur. Dizilimleri belirlenen
peptitler, GenScript Corp. (Pistaway, A.B.D) firmasi araciliyla kati1 faz peptit sentezleme
metodu ile %95 saflikta sentezlenmistir.

3.2.3. Secilen Peptitlerin Histamin ile Etkilesiminin incelenmesi

3.2.3.1. Histamin- peptit etkilesiminin termodinamik 6zelliklerinin incelenmesi

Faj gosterim peptit kiitliphanesi kullanilarak segilen ve sentezlenen peptitlerin histamine
gosterdikleri afinitenin belirlenmesi ve peptit-histamin etkilesiminin termodinamik
acidan incelenmesi amaciyla ITK cihazi kullanilmistir. Peptit ve histamin ¢ozeltileri TBS
tamponu (50mM Tris-HCI, pH 7.5, 150mM NacCl) igerisinde hazirlanmistir. HBF5,
HBF10, HBF 14 peptitleri tampon igerisinde ¢éziinmediginden sirasiyla %0.25, %0.5 ve
%0.2 oraninda DMSO iceren tamponda hazirlanmistir. Bu peptitlerin histamin ¢ozeltileri
de ayni oranda DMSO igerecek sekilde hazirlanmistir. 40 uM HBFS5 ve HBF14, 400 uM
histamin ¢dzeltisi ile; 30 uM HBF10, 360 uM histamin ¢6zeltisi ile ve 200 uM HBF26,
1mM histamin ¢6zeltisi ile 1 pL hacimlerde ve sabit sicaklikta (25 °C) titre edilmistir.

Ik enjeksiyon hacmi makromolekiil ve ligand ¢dziimleri arasinda karisikliga neden
olabilecegi i¢in ilk enjeksiyon sahte sonuglar verebilmektedir. Bu nedenle ilk enjeksiyon,
sonraki enjeksiyonlara gore daha diisiik hacimde tutulmustur. Cihaz iireticisi tarafindan
tavsiye edilen, ilk enjeksiyon hatalarindan kurtulmak igin ilk titre, 0.2 pL ve siiresi 2 sn
olarak ayarlanmistir. ilk enjeksiyon yapilmis ve buna ait ilk veri noktasi veri
baglantisindan ¢ikartilmistir. Diger her bir titre ise 1 uL hacimlerde, 0.2 sn boyunca ve
her bir titre aras1 90 sn olacak sekilde ayarlanmistir. Biitiin denemelerde histamin ¢ozeltisi
peptitleri icermeyen tampon ¢ozeltileri ile titre edilmis ve boylece kontrol deneyleri de

gerceklestirilmistir.
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Peptit-histamin titrasyonu ile elde edilen 1s1 degerleri ile kontrol denemeleri ile elde edilen
1s1 degerlerinin farki histamin ile peptitler arasindaki baglanma reaksiyonlarinin 1silarin
vermektedir. Bu farklar hesaplanmig ve termodinamik parametreler ile baglanma

katsayilart ORIGIN 7 SR4 yazilimi kullanilarak hesaplanmustir.

Histamine afinite gdsterdigi belirlenen peptitlerin segiciliginin test edilmesi amaciyla
yapisal olarak benzer histidin molekiilii test molekiil olarak se¢ilmistir. Bu amagla ITK
cihazi aynm1 kosullarda kullanilmig ve peptit-histidin interaksiyonunun termodinamik
ozellikleri belirlenmistir. 30 pM HBF10, 360 uM histidin molekiilii ile 200 uM HBF26,
ImM histidin molekiilii icerisine 1 pL. hacimlerde titre edilmistir. Her titrasyon i¢in

kontrol denemeleri yapilmastir.

3.2.3.2. Dairesel Dikroizm Spektroskopisi ile Ikincil Yap1 Analizi

Histamine afinite gosterdigi belirlenen peptitlerin ikincil yapilarinin belirlenmesi
amactyla CD spektroskopisi kullanilmistir. Ol¢iimler 1mm’lik quartz kiivet kullanilarak
yapilmig ve Ol¢limlerde kullanilacak peptitler 50mM TBS tamponunda, 110 pM
konsantrasyonlarinda hazirlanmistir. Tek basina histamin ¢ozeltisi ise 220 puM
konsantrasyonunda hazirlanmustir. Peptitlerin serbest histamin ile etkilesimi sonucunda
ikincil yapilarinda bir degisiklik olup olmadigini arastirmak amaciyla, peptit-histamin
karisimi hacimce 1:1 oraninda hazirlanmis ve inkiibe edilmistir. Ardindan bu ¢ozeltiler
CD spektroskopisi ile incelenmistir. Orneklere ait spektrum dl¢iimleri igin 190-250nm
arasinda bes defa ardarda taramalar yapilmis ve ortalamalari alinmigtir. 1nm dalgaboyu
araliginda ve 100 nm dk* tarama hizinda veriler alimmistir. Tiim veriler icin CD Spectra
Manager ver.2 yazilim paketi ile Savitzky-Golay esitligi kullanilarak diizeltmeler

yapilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Histamine Afinite Gosteren Peptitlerin Se¢ilmesi

Histamin, alerjiler ve gida zehirlenmesiyle iligkili biyojenik bir amindir. Gida tazeliginin
ve kalitesinin onemli bir gostergesidir. Histamin tespiti i¢in hassas, spesifik, hizli ve
giivenilir yontemlerin gelistirilmesi Oonem arz etmektedir. Bu ¢alismada histamin
tayininde kullanilmak amaciyla faj gosterim kiitiiphanesi kullanilarak histamine spesifik
faj klonlar se¢ilmis ve afiniteleri faj-ELISA yontemi kullanilarak belirlenmistir. Yiiksek
afinite gdsterdigi belirlenen faj klonlarinin DNA analiziyle peptit dizilimleri elde edilmis
ve belirlenen peptitler sentezlenmistir. Peptitlerin biyosensér uygulamalarinda

kullanilmak tizere baglanma ve termodinamik 6zellikleri incelenmistir.

4.1.1. Faj Gosterim Kiitiiphanesinden Faj Klonlarinin Secilmesi ve Faj-ELISA

Caligmada bir biyojenik amin olan histamin molekiiliine baglanan faj klonlarinin
secilmesi amaciyla 12-mer M13 lineer faj gdsterim peptit kiitliphanesi kullanilmustir.
Histamin molekiiliiniin geri kazanilmas1 asamasinda iki farkli yontem kullanilmistir.
Birincisinde serbest histamin molekiili kullanilmis, digerinde ise glisin-HCI eliisyon
tamponu kullanilmis ve iki farkli faj ¢cozeltisi elde edilmistir. 12-mer faj gosterim peptit
kiitiiphanesinden serbest histamin eliisyon yontemiyle 21, glisin-HCI yontemiyle 20 faj
klonu izole edilmistir. Izolasyon sonucu elde edilen faj klonlar1 E.coli kiiltiirii kullanilarak

cogaltilmistir ve titreleri belirlenmistir.

Se¢im dongiileri sonucunda izole edilen faj klonlarimin baglanma ozelliklerinin
belirlenmesi i¢in faj-ELISA yontemi uygulanmis ve sonuglar, UV-ELISA okuyucu
kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Negatif kontrol olarak kuyucuga BSA-histamin yerine yalnizca
bloklama tamponu immobilize edilirken, pozitif kontrol olarak da kuyucuga yalnizca faj
immobilizasyonu yapilmistir. Lineer peptit kiitliphanesinden serbest histamin ile eliisyon

sonucu segilen faj klonlarinin histamine afinitesi Sekil 4.1.’de goriilmektedir.

Lineer peptit kiitiiphanesinden serbest histamin ile eliisyon sonucu segilen ve izole edilen

21 faj klonundan 4 tanesi (HBF4, HBF5, HBF10 ve HBF14) histamine digerlerine gore
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daha yiiksek afinite gostermistir. Geriye kalan 15 faj klonunda kayda deger bir absorbans

degeri Olglilmemistir.
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Sekil 4.1. Lineer peptit kiitiiphanesinden serbest histamin ile eliisyon sonucu segilen faj

klonlarinin faj-ELISA sonunda elde edilen absorbans degerleri

Lineer peptit kiitiiphanesinden glisin-HCl eliisyon yontemi sonucu secilen faj klonlarinin
histamine afinitesi Sekil 4.2.’de gdsterilmistir. Izole edilen 20 faj klonundan 3 tanesi
(HBF22,HBF23 ve HBF26) belirgin bi¢imde histamine afinite gdsterirken geri kalan

fajlarda 6nemli bir absorbans degeri okunmamastir.
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Sekil 4.2. Lineer peptit kiitiiphanesinden glisin-HC1 eliisyonu sonucu segilen faj

klonlarinin faj-ELISA sonunda elde edilen absorbans degerleri

4.1.2 Secilen Faj Klonlarinin Peptit Dizilimlerinin Belirlenmesi

Faj-ELISA yontemi kullanilarak, histamine afinite gosterdigi belirlenen 7 faj klonunun
DNA izolasyonu gergeklestirilmis ve DNA saflig1 icin 260 nm ve 280nm’de gdsterdikleri
absorbans degerleri spektrofotometre kullanilarak oOlclilmiistiir. Saf DNA’ya ait
OD260/OD2gp  orant ~1.8 olmalidir. Diigiilk oranlar protein veya fenol
kontaminasyonlarindan kaynaklanabilmektedir. Izole edilen fajlara ait OD2s0/OD2go

oranlar1 Cizelge 4.1. de gosterilmistir.
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Cizelge 4.1. Izole edilen fajlara ait OD260/OD2s0 degerleri.

Faj kodu OD260 OD2so OD260/OD2so
HBF4 0.979 0.583 1.68
HBF5 0.506 0.232 2.17

HBF10 0.399 0.181 2.19
HBF14 0.660 0.400 1.65
HBF22 0.901 0.483 1.86
HBF23 0.386 0.143 2.68
HBF26 0.306 0.130 2.35

Segilen faj klonlarimin (HBF4, HBF5, HBF10, HBF14, HBF22, HBF23, HBF26) DNA
cozeltileri basari ile hazirlanmistir. Faj klonlarina ait DNA sekans analizleri RefGen
Biyoteknoloji (Ankara, TURKIYE) firmasina yaptirilnustir. Elde edilen verilerle fajlarin
degisken bolgelerine ait DNA dizilimi belirlenmis ve her bir kodona denk gelen amino
asit belirlenerek peptit dizilimleri ortaya ¢ikarilmistir. Bu bolgeye ait DNA dizilimindeki
Secilen 7 faj klonunun peptit dizilimleri Cizelge 4.2.” de gosterilmistir.

Birbirinden farkli aminoasit dizilimlerine sahip oldugu belirlenen peptitlerin cesitli
fizikokimyasal oOzelliklerinin incelenmesi amaciyla ExPASy ¢evrimi¢i sunucusu
kullanilmigtir [106]. Peptitlerin molekiiler agirligi, kararsizlik indeksi, genel ortalama
hidropatisitesi ve teorik izoelektrik noktalar1 sunucudaki “ProtParam” araci kullanilarak

elde edilmistir ve Cizelge 4.3.’te gdsterilmistir.

Bir peptitin hidrofobiklik degerini temsil etmek igin genel hidropatiklik indeksi
ortalamasi kullanilir. Bu deger, tim amino asitlerin hidropati degerlerinin [107]
toplaminin dizi uzunluguna boliinmesi ile hesaplanir ve pozitif degerin artmasi, daha
biiyiik bir hidrofobikligi gostermektedir. Analiz edilen peptitlerin tiimii birbirine yakin

hidropatisite degerine sahiptir.
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Cizelge 4.2. Faj- ELISA yontemi ile secilen faj klonlarinin degisken bolgelerine ait peptit

sekanslari

Peptit kodu

DNA baz dizilimi

Peptit dizilimi

HBF4

HBF5

HBF10

HBF14

HBF22

HBF23

HBF26

5°..ATG GAT GGG CGT
CCT CAT ATT AAG TAT
AAT TAT AGG..3’

5°..TGG GAG ACT TGT
GTT CAT CTT TGG GAT
TGT CAG CGT..3’

5> TCT GGG TTT CGG
GAT GGG ATT GAG GAT
TTTCTGTGG..3°

5°..ACT ACG CAG GAT
ATGTGG AAT TTT TGG
TGG CAT TCG..3’

5°..GGG TCT TGG CTT
GTT CGG GAG AGT GCT
AAG ATT AGG..3’

5°..ACT ACT TTG TGG
CTT GAT AGG GAT GAG
GCT TTG AAG..3’

5°..ATT CCT CTT GAG
AAT CAG CAT AAG ATT
TAT TCG ACG..3°

MDGRPHIKYNYR

WETCVHLWDCQR

SGFRDGIEDFLW

TTODMWNFWWHS

GSWLVRESAKIR

TTLWLDRDEALK

IPLENQHKIYST

Elde edilen dizilimler incelendiginde peptitlerin aromatik halka iceren, fenilalanin (F),

tirozin (YY) ve triptofan (W) amino asitlerinden en az birini igerdigi goriilmektedir.

Yapilarinda asidik amino asitlerin bulundugu HBF5, HBF10 ve HBF 14 diisiik pI degerine
sahipken, HBF4 ve HBF22’nin yiiksek pl degerine sahip oldugu goriilmektedir.

HBF26’nin ise yapisindaki asidik ve bazik amino asitlerin sayisinin birbirine esit oldugu

ve teorik pl degerinin 6.75 oldugu goriilmektedir.
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Cizelge 4.3. Histamine afinite gosteren peptitlerin fizikokimyasal 6zellikleri

Negatif Pozitif Genel Stabil
Peptit Yiiklii Yiiklii Teorik pl ortalama olmama
Aminoasit Aminoasit hidropatisite indeksi
Sayis1 Sayisi
HBF4 1 3 9.69 -1.775 40.67
HBF5 2 1 5.32 -0.642 16.33
HBF10 3 1 4.03 -0.300 68.21
HBF14 1 0 5.05 -1.158 36.43
HBF22 1 3 10.84 -0.417 28.43
HBF23 3 2 4.56 -0.667 25.82
HBF26 1 1 6.75 -0.767 13.14

Faj gosterimi gii¢lii bir yontemdir ancak hedefe ilgisiz peptidlerin kontaminasyonun
belirlenmesi onemlidir.  Geleneksel faj gosterim deneylerinde polistren ylizey
kullanilmaktadir, dolayisiya spesifik olmayan baglanma ile segilebilecek polistiren
baglayan peptitlerin diger hedef peptitlerden ayrilmasi gerekmektedir [108]. Bu nedenle
dizilimi belirlenen peptitler SAROTUP ¢evrimi¢i yazilimi kullanilarak incelenmistir.
Yazilim, peptitlere ait dizilimlerden, polistren yiizey baglama olasiliklarini tahmin
etmektedir [109]. Buna gore, HBF22 peptidine ait dizilimin polistren yiizeyine
baglanmaya yatkin olabilecegi goriilmistiir bu nedenle sentezlenmemistir. Ayrica tim
dizilimler MimoDB veri bankasi taramasi yapilmis ve peptit dizilimleri ile ortiisen kayitl
herhangi bir peptit dizilimine rastlanmamistir [110]. Diger peptitlerden HBF10, HBF14
ve HBF26 baglanmada etkili olabilecek polar veya apolar 6zellikte aminoasit i¢eren ug
kisimlara sahip oldugu i¢in ve HBFS ise diger peptitlere gore teorik olarak daha stabil

oldugundan sentezlenmesine karar verilmistir.
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4.2. Histamin-peptit etkilesiminin termodinamik 6zelliklerinin incelenmesi

(Cozeltideki immobilize olmayan molekiillerin baglanma etkilesimlerini incelemek,
izlemek, karakterize etmek icin en onemli ve sik kullamlan teknikler, ITK ve CD
spektroskopisidir [73]. Histamine afinite gosteren fajlardan sekanslari belirlenmis 12
amino asit uzunlugundaki 4 peptit (HBF5, HBF10, HBF14, HBF26) kati faz yontemi ile
sentezlenmistir. Peptit HBF26 su igerisinde ¢oziinlirken diger tiim peptitler DMSO

¢Ozeltisi i¢erisinde ¢ozdiiriilmistiir.

4.2.1. Peptit-Histamin Kompleksinin Termodinamik Ozellikleri ve Baglanma
Kinetigi

ITK, tek bir titrasyondan temel termodinamik parametrelerin belirlenebilmesinin
yaninda, ¢bzelti i¢inde gerceklesen baglanma olay1 i¢in herhangi bir immobilizasyon,
modifikasyon veya etiketleme ve molekiiler agirlik kisitlamalar1  olmaksizin
kullanilabilmektedir [111]. Ayrica Olgimler yiiksek hassasiyete sahiptir; diisiik ve
yiiksek baglanma sabitine sahip etkilesimleri, 0.1 pcal kadar kiigiik 1s1 degisimlerini ve
0.1 pcal se kadar olan kiiciik 1s1 oranlarmi 6lcebilmektedir [112]. Bu nedenlerle
histamin gibi kiiclik molekiil agirligina sahip bir molekiiliin peptitler ile olan etkilesiminin

termodinamik 6zellikleri ITK cihazi kullanilarak degerlendirilmistir.

Deneyler sonucunda elde edilen termogramlar asagida gosterilmistir (Sekil 4.3-4.6).
Ustteki egriler tampon ¢ozeltisi igerisine histamin ¢dzeltisinin titrasyonunu gosterirken,

alttaki egriler peptit ¢ozeltisi i¢erisine histamin ¢dzeltisinin titrasyonunu gostermektedir.

HBF5 ve HBF14 peptitlerini kodlayan fajlar, faj-ELISA deneyleri sirasinda histamine
yliksek afinite gostermektedir. Fakat her iki peptitin de Ol¢limler sirasinda baglanma
profili gdstermedigi ITK termogramlari ile ortaya konulmustur (Sekil 4.3 ve Sekil 4.5).
Bunun nedeninin, faj kilifi {izerinde bulunan peptitin konformasyonel ve afinite

ozelliklerinin sentezlenen peptit ile ayn1 olmamasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.
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Sekil 4.3. A) Serbest histaminin HBF5 peptiti ile titrasyonu sonucunda elde edilen ITK
termogramlari. B) Serbest histaminin HBF14 peptiti ile titrasyonu sonucunda elde edilen
ITK termogramlari. Ustteki egriler tampon ¢dzeltisi igerisine, alttaki egriler ise peptit

¢Ozeltisi i¢erisine histamin ¢dzeltisinin titrasyonunu gostermektedir.
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Sekil 4.4. A) Serbest histaminin HBF10 peptiti ile titrasyonu ile elde edilen ITK
termogramlari. Ustteki egriler tampon ¢ozeltisi igerisine, alttaki egriler ise peptit ¢ozeltisi
igerisine histamin ¢dzeltisinin titrasyonunu gostermektedir. B) Histamin-HBF10 peptidi

baglanmasina ait grafik ve termodinamik 6zellikler
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Sekil 4.5. A) Serbest histaminin HBF26 peptitleri ile titrasyonu sonucunda elde edilen

ITK termogramlari. Ustteki egriler tampon ¢ozeltisi igerisine, alttaki egriler ise peptit

cozeltisi icerisine histamin ¢dzeltisinin titrasyonunu gostermektedir. B) Histamin-HBF26

peptidi baglanmasina ait grafik ve termodinamik 6zellikler
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ITK deneyi ile tespit edilen 1s1 degisiminin, sadece baglanma reaksiyonlari sirasinda
aliman veya salinan 1s1y1 degil, ayn1 zamanda ligand ve proteinin seyreltilmesinden
kaynaklanan 1s1 etkileri, farkli bilesenler iceren iki ¢dzeltinin karistirilmasi, numune
hiicresi ve siringa arasindaki sicaklik farklar1 vb. gibi ligand eklendikten sonra numune
hiicresinde meydana gelen toplam 1s1 etkisi oldugu bilinmektedir. Dolayisiyla, kompleks
olusum 1s1s11 elde etmek i¢in bu spesifik olmayan 1s1 etkilerini belirlemek i¢in kontrol
deneylerinin de gergeklestirilmesi gerekmektedir [113]. Bu nedenle peptitler ve histamin
arasindaki baglanma reaksiyonlarina ait 1s1 degerlerini elde etmek igin seyrelme 1s1

degerleri, titrasyondan elde edilen 1s1 degerlerinden ¢ikarilmaistir.

ITK titrasyon egrisi ile dogrudan entalpi degisimi (AH), baglanma stokiyometrisi (N) ve
baglanma sabiti (K) elde edilmis; AG ve AS, asagidaki denklemlerden (1,2) tliretilmistir.

AG = -RTIn (K) (1)

AS= (AH-AG) /T (2)

Termodinamik parametrelerin belirlenmesi ve baglanma katsayilarinin hesaplanmasi
amaciyla uygun baglanma modeli olarak tek yanli baglanma modeli (one site binding
model) kullanilmistir. Hesaplamalar sonucunda elde edilen veriler Cizelge 4.4." te

gosterilmistir.

Entalpi, termodinamik bir sistemin toplam enerjisinin bir dl¢iisiidiir [114]. Bir baglanma
stirecinde AH, ligand proteine baglandiginda sistemin enerji degisimini yansitmaktadir.
Baglanma entalpisi, genellikle baglanma arayiiziinde gergeklesen etkilesimlerin (Van der
Waals baglari, hidrojen baglari, iyon ciftleri ve diger polar ve apolar etkilesimler)
olusumlarindan kaynaklanan enerji degisiklikleri olarak ele alinmaktadir [113]. Cizelge
4.4 ‘de hesaplanan AH degerleri incelendiginde, HBF26 peptiti diisiik ve pozitif bir
baglanma entalpisi gosterirken, HBF10 peptiti ise daha yiiksek ve negatif bir baglanma
entalpisi gostermektedir. Buna gére, HBF26-peptit kompleksinin olusumu endotermik bir
reaksiyonken, HBF10 peptiti ile olusan kompleksin ekzotermik bir reaksiyon oldugu

goriilmektedir.
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Cizelge 4.4. Histamine-peptit interaksiyonunun termodinamik 6zellikleri (K; baglanma
katsayisi, AG; Gibbs serbest enerjisi, AH; baglanma entalpisi, AS; baglanma entropisi ve

n baglanma stokiyometrisi )

AH AG AS
Peptit K(M?) (kJ mol™?) (kJ mol?) (IKImol?) n
Kodu
HBF5 - - - - -
HBF10 8.94x10%+1.90x10*  -38.75.6 -28.2 -35.0 0.59
HBF14 - - - - -
HBF26 2.56x10%+ 7.96x103 3.1+0.6 -25.21 95.0 0.31

HBF26 peptitinin histamin molekiiliine kars1 2.56x10* (M) baglanma katsayis1 ile
HBF10’un ise 8.94x10* (M) katsayisi ile baglandig1 goriilmekte ve bdylece HBF26
peptitinin HBF10’a gore daha zayif bir baglanma profiline sahip oldugu goriilmektedir.

Bir sistemin termodinamik bir 6zelligi olan AS, pozitif ve negatif isaretlere sahip olabilir,
bu isaretler sirasiyla sistemin diizensizlik derecesindeki genel artisi ve azalmayi
gostermektedir [113]. Histamin-HBF10 peptit kompleksinin olusum AS degerinin ve AH
degerinin negatif oldugu goriilmektedir. Histamin-HBF26 peptit kompleksinin olusum
AS degerinin diger peptide gore bliyliik ve pozitif, AH degerinin ise kiigiik ve pozitif
degerde oldugu goriilmektedir. Pozitif ve yiiksek entropi degisimlerinin agiklanabilmesi
icin, hidrasyondaki 6nemli degisikliklerin, konformasyonel degisikliklere eslik etmesi
gerekmektedir [115]. HBF26 peptidinin bir ucunda sirastyla apolar aminoasitlerden olan
1zolosin, prolin ve 16sin bulunmaktadir. Entropinin bu sekilde yiiksek ve pozitif olmasinin
etkilesime katilan apolar aminoasitlerin hidrofobik 6zelliklerinden kaynaklanabilecegi

distintiilmektedir.
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Histamine baglanma o6zelligi gosteren HBF10 ve HBF26 peptitlerinin se¢iciliginin
incelenmesi amaciyla peptit-histidin etkilesimi ITK cihaz1 ile analiz edilmistir. Elde
edilen titrasyon egrileri Sekil 4.7.’te gosterilmistir. Verilen grafiklerde iistteki egriler
tampon ¢ozeltisi igerisine histidin ¢dzeltisinin titrasyonunu gosterirken, alttaki egriler
peptit ¢ozeltisi igerisine histidin ¢ozeltisinin titrasyonunu gostermektedir. Peptitler ve
histidin arasindaki baglanma reaksiyonlarina ait 1s1 degerlerini elde etmek igin seyrelme
1s1 degerleri, titrasyondan elde edilen 1s1 degerlerinden ¢ikarilmistir. Ancak her iki

peptitin de histidine kars1 herhangi bir afinite gostermedigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.6. Serbest histidin- HBF10 peptit titrasyonu sonucunda elde edilen ITK
termogramlari. Ustteki egriler tampon ¢ozeltisi igerisine histidin ¢dzeltisinin
titrasyonunu, alttaki egriler ise peptit ¢ozeltisi igerisine histidin ¢dzeltisinin titrasyonunu

gostermektedir.
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Sekil 4.7. Serbest histidin- HBF26 peptit titrasyonu sonucunda elde edilen ITK
termogramlari. Ustteki egriler tampon ¢dzeltisi igerisine histidin  ¢6zeltisinin
titrasyonunu, alttaki egriler ise peptit ¢ozeltisi i¢erisine histidin ¢dzeltisinin titrasyonunu

gostermektedir.

4.2.2. Secilen Peptitlerin Ikincil Yap1 Analizi

CD, proteinler, peptitler, niikleik asitler, karbonhidratlar ve lipidler gibi biyolojik olarak
onemli molekiillerin yapisal karakterizasyonunu yapmak icin tercih edilen tekniktir [116].
Az miktarda numune kullanilarak, immobilizasyona ve etiketlemeye gerek duymadan bir
biyomolekiil ¢o6zeltisindeki baglanma etkilesimlerinin arastirlmasina da olanak
vermektedir [116, 117]. Bu nedenle, histamine afinite gosteren peptitlerin CD
spektroskopisi araciligiyla ikincil yapilar belirlenmis ve peptit-histamin etkilesiminin

peptit yapilarinda bir degisiklige neden olup olmadig1 incelenmistir.
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Histamine afinite gosterdigi belirlenen peptitlerden, HBF26 peptiti hari¢ diger peptitlerin
tampon ¢ozeltileri igerisinde bulunan DMSO’nun girisimi nedeniyle CD o6l¢limleri

almamamistir. HBF26’ya ait tarama sonuglar1 Sekil 4.8’ te gosterilmistir.
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Sekil 4.8. Serbest histamine, HBF26 peptitine ve histamin ile etkilestirilmis HBF26
peptitine ait CD spektrumlari

CD spektroskopisinin ¢oziiniir proteinler tarafindan ligand baglanmasi ¢aligmalari i¢in
oldukga yararli oldugu bildirilmistir [118, 119]. Histamin - peptit etkilesimi sonrasi peptit
yapisindaki degisimin arastirilmasi amaciyla, histamin ile inkiibe edilmis peptitin de
spektrumlart alinmigtir. Bu spektrumlar serbest haldeki peptite ait spektrumlar ile
karsilastirnilmistir. Bagli haldeki peptite ait CD spekturumunu elde etmek amaciyla,
histamin-HBF26 kompleksine ait spektrumlardan histamine ait spektrumlar ¢ikartilmigtir
(Sekil 4.8.).

HBF26 peptitine ait spektrum 195 nm civarinda negatif eliptisite gostermektedir. Kisa
peptitler igin alinan CD o6l¢iimlerinin, rastgele sarmal bigimlerinin 6zelligi, ~195 nm'de
ortalanmig genis bir negatif eliptisite gostermesidir [120, 121]. Bu da HBF26 peptitinin

rastgele sarmal yapisinin baskin oldugunu ortaya koymaktadir.
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Serbest haldeki ve histamin ile etkilesim sonrast HBF26 peptitine ait CD spekturumunun
hesaplanmis egrisi ve ikincil yapi bilesenleri BeStSel ¢evrimi¢i yazilimi kullanilarak

hesaplanmustir [122].

Hesaplama 190-250 nm dalgaboyu aralifindaki veriler kullanilarak yapilmstir. Ikincil
yapt analizinde elde edilen verilerde Ol¢clim birimi eliptisite (mdeg), Ornek
konsantrasyonu 55.44 uM, peptit uzunlugu 12 amino asit ve kullanilan 1s1k yolu uzunlugu
0.1 cm olarak belirtilmistir. Hesaplama sonunda dalgaboyuna karsi Ae degerine ait
grafikler elde edilmistir. BeStSel yazilimi1 kullanilarak elde edilen pepite ait uydurma
egriler EK- Sekil 1.1 ve 1.2°da gosterilmis ve ikincil yapi bilesenlerine ait veriler Cizelge

4.5 ’te verilmistir.

Cizelge 4.5. HBF26 peptiti ve histamin-HBF26 peptit kompleksine ait ikincil yap1
oranlar1

a-heliks  Antiparalel p Paralel p Dongii Rastgele NKOS*

(%) —zincir —zincir (%) Sarmal
(%) (%) (%)
HBF26 0 31.9 0 13.3 54.8 0.020
Bagh 2.2 27.9 7.9 15.1 46.9 0.020

HBF26

*Normalize karekok ortalama sapma

Yazilimda a-heliksler, diizenli ve diizensiz olmak iizere iki bilesene ayrilmaktadir. Ayrica
paralel p-tabakalari antiparalel olanlardan ayri verilmektedir [123]. Antiparalel -
tabakalari, biikiilmeler dikkate alinarak; sola biikiilmiis, gevsetilmis (hafifce saga
biikiilmiis) ve saga biikiilmiis (+ 3 © ve + 23 ° biikiim agilar1 sinirlarin1 kullanarak) olarak
li¢ bilesene ayrilmaktadir. Son iki bilesen doniis ve "digerleri" dir [124]. Rastgele sarmal
olarak kabul ettigimiz “digerleri”; 3io-heliks, n-heliks, B-kopri, ilmek (loop)/ diizensiz

ve yapinin goriinmeyen bolgelerini temsil etmektedir [125].

43



Cizelge 4.5’te verilen sonuglara gore, HBF26 peptiti icin rastgele sarmal yapinin ve -
konformasyonunun baskin oldugu goriilmektedir. Bunun yaninda o-heliks yapisi
gozlenmemistir. Kisa peptilerin modellenmesi sirasinda yiiksek molekiiler agirliga sahip
proteinlere ait referans setlerin kullanilmasindan dolay1 peptitlerin ikincil yapisindaki -
zincir konformasyonunun orani yiiksek olabilmektedir [126]. Ancak, ¢izelgedeki diger
oranlara bakildiginda, HBF26 peptitinin rastgele sarmal yapinin daha baskin oldugu

goriilmektedir.

Histamin-HBF26 kompleksine ait spektrumlardan histamine ait spektrumlar ¢ikartilmasi
ile elde edilen spektrumlara ait veriler, histamin-peptit interaksiyonu sonrasinda peptit
yapisindaki degisimin incelenmesinde kullanilmistir. Bunun i¢in serbest ve bagli HBF26
peptitine ait spektrumlar karsilagtirilmistir. Spektrumlar arasinda biiyiik farkliliklar
olmadig1 goriilmektedir. Buna bagli olarak peptitin histamin ile etkilesiminin peptit

yapisinda onemli bir degisime neden olmadigi s6ylenebilir.

Serbest haldeki HBF26 peptiti ile histamin interaksiyonu sonucunda bagli haldeki HBF26
peptitine ait ikincil yap1 oranlar1 incelendiginde, rastgele sarmal yapi oraninda 6nemli bir
diistis oldugu goriilmektedir. Ayrica paralel B-zincir ve dongii yapisinda artis meydana
geldigi ve diisiik oranda a-heliks yapisinin olustugu belirlenmistir. HBF26 peptitindeki
tim bu degisimler, etkilesim sonucunda peptitin daha diizenli bir yapiya doniistiigiini
ortaya koymaktadir. Diizenli yap1 ise daha stabil bir histamin-HBF26 peptit kompleksinin

olugmasina olanak saglamaktadir.

Sonug olarak histamine baglanan 12 amino asit uzunlugunda birbirinden farkli dizilime
sahip iki adet (HBF10 ve HBF26) peptit secilmistir. Peptitlerin baglanma katsayilar
HBF10 i¢in ~10° (M), HBF26 i¢in ~10* (M) olarak hesaplanmustir. Segilen peptitlerin
histamine yapica benzer olan histidin amino asitine afinite gostermedigi goriilmiistiir. Faj
gosterim teknolojisi ile histamin molekiiliine afinite gosteren yapay taniyici peptitlerin
secilmesi ve baglanma 6zelliklerinin incelenmesi bakimindan, literatiirde bir ilk olma

ozelligine sahiptir.
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5. YORUM

Canli sistemlerde ve gevresel maddelerde aminlerin tespiti endiistri, tip, ¢evre bilimi ve
kimyasal ve biyokimyasal arastirmalar i¢in énemli bir problemdir [127]. Yiyecek ve
igeceklerde karsilagilan baslica biyojenik aminlerden biri de histamin olmaktadir.
Biyojenik aminleri yiiksek miktarda igeren gidalarin tiiketilmesinin toksikolojik
sonuglara sahip oldugu bilinmektedir. Dolayisiyla, insan sagligi ve gida giivenligi

acisindan histamin tayininin hizli ve hassas yapilmasi kritik dneme sahiptir.

Geleneksel tayin yontemlerinin yaninda, biyolojik taniyici ajan olarak histamin spesifik
enzimler veya antikorlarin kullanildig1 biyosensorler ve biyoanaliz Kitlerine dair yapilan
calismalar artarak devam etmektedir. Bu analiz yontemleri, histaminin hizli ve hassas
tayinini olanakli kilmaktadir fakat iiretimlerinin zahmetli ve maliyetli olmas1 6nemli bir
dezavantajdir. Ayrica ¢evresel etmenler (sicaklik, pH veya iyonik kuvvet gibi) ile aktivite
kayiplar1 yasamalari, sentezlenebilen biyomolekiillerin (yapay taniyicilarin) biyoanaliz
sistemlerinde taniyici ajan olarak kullanilmasini popiiler bir alan haline getirmistir. Faj
ve hiicre yiizeyi goriintiileme yontemleri gibi afinite bazli peptit taramasi, hedef
molekiiller i¢in spesifik afinitelere sahip peptitlerin iiretilmesini ortaya ¢gikarmistir [97].
Gelistirilen bu yapay taniyici ajanlar, birgok biyoanaliz sisteminde kullanilmaktadir.
Peptitlerin, amino asitlerin ¢esitli kimyasindan kaynaklanan ¢ok ¢esitli hedef molekiiller
icin reseptorler olarak daha uygun oldugu bir gergektir [100]. Peptit ligandlari, 6zgiilliik,
stabilite ve yiiksek afinite, ucuz ve hayvan dostu iiretim siiregleri gibi dikkate deger

ozelliklere sahiptir [104].

Faj gosterim yontemi cesitli hedef molekiillere segici olarak baglanan yapay taniyici
ajanlarin gelistirilmesine imkan taniyan bir teknolojidir. Tez kapsaminda faj gdsterim
yontemi kullanilmis ve histamine spesifik yapay taniyicit ajan olarak, 12 amino asit

uzunlugunda peptit ligandlar se¢ilmis ve incelenmistir.

Faj gosterim yonteminde ii¢ se¢cim dongiisii uygulanmis ve son se¢im dongiisiinde yikama
isleminden sonra histamine daha secici olan faj klonlarinin secilmesi amaciyla, histidin
eliisyonu yapilmis ve histidine baglanan fajlar elimine edilmistir. Histamine baglanan,

serbest histamin eliisyonu yontemiyle 21, glisin-HCI yontemiyle 20 faj klonu olmak iizere
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toplamda 41 adet faj klonu izole edilmistir. Se¢ilen faj klonlarinin histamine afinitesi, faj-
ELISA yontemiyle incelenmis ve serbest histamin yonteminden en yliksek afinite
degerine sahip 4, glisin-HCI yonteminden 3 olmak iizere toplamda 7 faj klonuna ait
DNA’lar izole edilmistir. Fajlarin degisken bolgelerine ait DNA baz dizilimlerinden,
amino asit dizilimleri ve bdylece peptitlerin dizilimleri belirlenmistir, incelenmistir.
Peptit sekanslar1 arasinda herhangi bir dizilim benzerligi veya tekrarlanan motif
bulunmadig1 goriilmiistiir. Toplamda histamine afinite gosteren 7 farkli peptit (12 amino

asit uzunlugunda) belirlenmistir ve bunlardan 4 tanesi sentezlenmistir.

Faj gdsterim yontemiyle segilen 4 farkli peptitin histamin molekiiliine olan afiniteleri ITK
sistemi kullanilarak incelenmistir. Histamin molekiilii ile peptit ligandlarin arasindaki

etkilesimin termodinamik 6zellikleri yapilan titrasyon denemeleri ile elde edilmistir.

Histamin- peptit etkilesimine ait elde edilen ITK deney sonuglarindan, HBF26 peptitinin
histamin molekiiliine kars1 2.56x10* (M™?) K, degeri ile HBF10’un ise 8.94x10* (M)
degeri ile baglandigi goriilmektedir. Bu veriler 1s18inda, HBF26 peptitinin HBF10’a gore

daha zayif bir baglanma profiline sahip oldugu sdylenebilir.

Peptit ligandlarin kiiciik organik molekiillere baglanma afinitelerinin belirlenmesi i¢in
ITK sisteminin basari ile kullamlabildigi bilinmektedir. Ornegin Jaworski ve ark., faj
gosterim yontemi kullanarak segmis olduklar1 peptitin saf asetonitril i¢inde trinitrotoluene
ile etkilesimine ait Ka degerini 1.4x107 (M™) olarak hesapladiklar1 bildirilmistir [100].
Yapilan bir baska calismada ise faj gosterim yontemi ile nano yapidaki seliiloza baglanan
peptitler secilmis ve ITK denemelerinde K, degeri ~10° (M) bulunmus ve bu degerin
floresan sondiirme Gl¢limlerinden elde edilen deger ile ayn1 aralikta oldugu belirtilmistir
[128]. Kiigiik organik molekiillere baglanan peptitlere ait ITK sonuglarimin yine kiiciik
organik bir molekiil olan histamin ile peptit etkilesimlerine ait Ka degerleri ile yakin

aralikta oldugu sdylenebilir.

Titrasyon sonuglarina goére HBF10 ve HBF26 peptitlerinin histamin molekiili ile
etkilesime girdigi goriilmiistir. HBF26 peptitine ait baglanma entalpisi degeri +3.1 kJ
mol? iken, HBF10 peptitine ait baglanma entalpisi degeri -38.7 kJ mol™ olarak

hesaplanmistir. Bu durumda, HBF26-histamin kompleksinin olusumunun endotermik bir
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reaksiyon oldugu ve HBF10-histamin kompleksinin ise ekzotermik bir reaksiyon oldugu

belirlenmistir.

Kompleks bilesenleri arasinda meydana gelen kovalent olmayan etkilesimlerden
kaynaklanan baglanma, biiyiik bir negatif AH degerine sahipse, bu duruma etkilesim
halindeki bilesenlerin hareketliliginin kisitlanmasi nedeniyle negatif bir AS degeri eslik
etmektedir [129]. Histamin-HBF10 peptit etkilesimine ait termodinamik parametreler
incelendiginde negatif AH, AS ve AG degerine sahip oldugu goriilmektedir. HBF10
peptiti ile histamin arasindaki baglanma, kovalent olmayan etkilesimlere bagli olarak

gerceklesmis olabilir.

Ligand-protein baglanmasinin AS’ in ¢esitli etkilerin toplami olarak ifade edilebilecegi
bilinmektedir. Bunlardan en 6nemlisi, ¢oziicii etkileriyle ilgilidir. Pozitif bir entropi
degisikligi, genellikle su molekiillerinin kompleks yiizeyinden salindiginin giiglii bir
gostergesidir [130]. HBF26 peptit- histamin etkilesimi pozitif entropi degisimi degerine,
+ 95.0 J K mol?, sahiptir. Bu nedenle etkilesimde hidrasyon etkisinin goriildiigii

diistiniilmektedir.

Sistemin AG degeri ve kompleks olusumu ile baglanmamis haldeki serbest durum
arasindaki serbest enerji farkinin derecesi (yani, baglanma iizerine negatif serbest enerji
degisiminin biyiikligii) kompleksin kararliligini belirlemektedir [113]. HBF10 ve
HBF26 peptitlerinin baglanmasina ait AG degeri sirasiyla, -28.2 kJ mol™ ve -25.21 kJ mol’
! olarak hesaplanmistir. Birbirine oldukca yakin olan bu degerlere gére her iki peptitin

baglanmasinin yakin kararlikta oldugu diisiiniilmektedir.

Diger peptitlere gelindiginde, HBF5 ve HBF14, ITK denemelerinde énemli bir 1s1
degisikligine neden olmamistir. Faj- ELISA yonteminde kullanilan faj klonlarinin
histamin molekiiliine yiiksek afinite gosterdigi belirlendigi halde sentezlenen peptitler
ayni afiniteye sahip olmamistir. Bu durumun, faj kilifi {izerinde bulunan peptitin
konformasyonel yapisinin, Sentezlenen peptit ile ayni olmamasindan veya faj kilifi
tizerindeyken sahip olabilecekleri ¢oklu baglanma degerliliginden kaynaklandigi ve

boylece farkli baglanma afinitelerine sahip olduklar diistiniilmektedir [131].
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Histamine afinite gosterdigi belirlenen peptit ligandlarin segicilikleri de olduk¢a 6nemli
bir 6zelliktir. Bu nedenle, ligand olarak segilen HBF10 ve HBF26 peptitlerinin histamine
benzer yapida olan histidin molekiilii ile etkilesimleri ITK cihazi kullamlarak
arastirillmistir. Her iki peptitin de histidin molekiilii ile titrasyonu sonucu onemli bir
baglanma profili gézlenmemistir. Bu sonuglarla segilen iki peptitin de histidin

molekiiliine afinite gostermedigi ortaya ¢ikmistir.

Hedef molekiil ile etkilesimlerde, peptit liganlarin yapisal 6zelliklerinin rolii biiyiik 6nem
tasimaktadir. Bu nedenle termodinamik &zellikleri belirlenen peptitlerden HBF26’ nin
ikincil yapisi, CD spektroskopisi kullanilarak belirlenmistir. HBF26 peptitinin ikincil
yap1 analizi sonucunda, 195 nm civarlarinda negatif eliptisiteye sahip oldugu ve bdylece
yiiksek oranda rastgele sarmal yapiya sahip oldugu tespit edilmistir [120]. Diisiik sayida
amino asit iceren peptitlerde baskin yapinin rastgele sarmal yap1 olmasi beklenmektedir.
HBF26 peptitinin histamin ile olan etkilesimi sonrasinda, peptitin ikincil yap1
bilesenlerinde farklar meydana geldigi gorilmistir. En 6nemli degisiklik peptitin
rastgele sarmal yapisinda goriilen azalis olmustur. Bu durum, peptitin baglanma sirasinda
daha diizenli bir yap1 sergiledigini gostermektedir. Baglanma ile meydana gelen diger
degisiklikler ise paralel B-zincir ve dongii yapisindaki artis ve diisiik oranda a-heliks

yapisinin olusmasi olmustur.

Histamin, H1 reseptoriiniin (H1R) transmembran bolge 3’deki aspartat kalintilarina ve
transmembran bélge 5 igindeki asparajin + lizin kalintilarina baglanmaktadir [132]. Insan
H2 reseptorii kromozom 5 tizerinde bulunmakta ve HIR igin tarif edilene benzer sekilde
histamin molekiilii, transmembran bdlgeleri 3 aspartat ve 5'e treonin + aspartat
kalintilarina baglanmaktadir [133]. H4R'ye histamin baglanmasi ise, transmembran bolge
3’ deki aspartik asit 94 kalintisinin ve transmembran bolge 5'teki glutamik asit 182

kalintis1 ile gergeklesmektedir [132] .

Histamin baglayan proteinlerin izole edildigi bir calismada, proteine ait aminoasit
kalintilarinin, histamin baglama bdlgelerinin  kritik  bilesenleri incelenmis ve
belirlenmistir [134]. Triptofan ve Fenilalanin amino asit kalintilarinin aromatik yan

zincirlerinin, histamin molekiiliiniin imidazol halkasi ile giiclii etkilesimler olusturdugu
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bircok ¢alismada kaydedilmistir [134, 135]. iki aromatik halka, imidazol birinci nitrojen
atomunun protonasyonunu destekleyerek aspartik asit kalintisi ile iyonik etkilesimlere

izin verebilecegini bildirilmistir [134].

Tirozin amino asitinin fenolik halkasinin, histaminin imidazol halkasinin baska
etkilesimlere girmesine katkida bulundugu da diistinilmektedir. Histaminin nitrojen
atomlari ile glutamik asit ve aspartik asit amino asit kalintilarinin karboksilatlari arasinda
hem dogrudan hem de su molekiilleri ile kdprii yoluyla kapsamli bir hidrojen baglari ve
iyonik etkilesimler ag1 oldugu belirtilmistir. Tirozin amino asit kalintisinin fenolik halkas1
ile Van der Waals etkilesimleri varken serin, asparajin ve tirozin amino asit kalintilarina
ait oksijen atomlari, histaminin azot atomlar1 ile hidrojen baglar1 olusturabilmektedir
[134].

Histamine afinite gosteren HBF10 peptitine ait sekans, SGFRDGIEDFLW seklinde
bulunmustur. Bu peptite ait negatif yiiklii aminoasit sayisinin ii¢ oldugu bilinmektedir.
Dizilimde iki adet aspartik asit ve bir adet glutamik asit amino asit kalintisinin bulundugu
goriilmektedir. Yukarida agiklanan H1, H2 ve H4 reseptoriiniin histamin molekiilii ile
baglanmasinda aspartik asit amino asitinin sorumlu oldugu belirtilmistir. H4 reseptoriine
ise hem aspartik asit hem de glutamik asit amino asitlerinin her ikisinin de rol oynadigi
goriilmektedir [132]. Bu bilgiler 1s138inda HBF10 peptitinin baglanma mekanizmasinda

aspartik asit ve glutamik asit amino asitlerinin rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir.

HBF10 peptit dizilimi, aromatik yan zincire sahip triptofan ve fenilalanin amino asit
kalintilarin1  barindirmaktadir. Histamin molekiiliiniin yapisinda bulunan imidazol
halkasmin peptit yapisinda bulunan triptofan ve fenilalanin amino asitlerinin aromatik
halkalar1 ve peptit yapisinda bulunan bir diger amino asit olan aspartik asit kalintisi ile
etkilesime girebilecegi diistiniilmektedir. Ayrica HBF10 peptitinin yapisinda bulunan
glutamik asit ve aspartik asit amino asit kalintilarinin karboksilatlar1 ile histamin
molekiiliiniin nitrojen atomlar1 dogrudan veyahut su molekiilleri ile koprii yoluyla

hidrojen baglari olusturmasinin da miimkiin olabilecegi diisiiniilmektedir [134].

Histamine afinite gosteren HBF26 peptitine ait sekans, IPLENQHKIYST seklinde

belirlenmistir. Dizilimde glutamik asit, asparajin, lizin, treonin amino asitlerinin

49



bulundugu goriilmektedir. HIR- histamin baglanmasinda asparajin + lizin amino asit
kalintilarinin, H2R -histamin baglanmasinda treonin amino asitinin ve H4R reseptoriinde
glutamik asit amino asitinin sorumlu oldugu bilinmektedir [132, 133]. Bu bilgilere
istinaden HBF26 peptitinin histamin molekiiliine baglanmasinda glutamik asit, asparajin,

lizin ve treonin amino asitleri etkili olabilir.

HBF26 peptitine ait dizilim, aromatik yapiya sahip tirozin ve histidin amino asit
kalintilart icermektedir. Histamin molekiilii ile peptit yapisinda bulunan tirozin amino asit
kalintisinin  fenolik halkas1 ile Van der Waals etkilesimlerinin olusmasi, peptit
yapisindaki bir diger amino asit olan serinin yapisindaki oksijen atomlari ile histaminin
azot atomlar1 arasinda hidrojen bagi olusturmasini saglayabilecegi muhtemel

goriinmektedir [134].

Faj gosterim yontemi ile elde edilen kisa peptitler ¢esitli avantajlarndan dolay spesifik
tanima clemanlar1 olarak biyosensorlerde siklikla kullanilmaktadir. Kisa peptitler,
proteinleri ve antikorlari denatiire edecek ¢evre sartlarina dayanabilmekte ve basit
prosediirlerle kolayca degistirilebilmekte ve sentezlenebilmektedir [136]. Ding ve ark.,
glifosata karsi spesifik ligandlar olusturmak i¢in faj gosterim yontemini kullanmis ve
peptitleri glifosat tespiti i¢in SPR sensor altin yiizey iizerine immobilize etmistir. SPR
biyosensoriin duyarliligs 1.02 RU (uM)? ve algilama limiti 0.58 pM olarak bulunmustur
[137]. Yapilan bagka bir ¢caligmada bakteri toksinini tespit etmek amaciyla faj gosterim
yontemi kullanilarak peptitler se¢ilmis ve modifiye edilmistir. Elde edilen peptitler SPR
biyosensor yiizeyine immobilize edilmis ve algilama limiti 20 pg mL* olarak

bildirilmistir [138].

Diisiik molekiil agirligina sahip molekiillere yonelik gelistirilen peptit ligandlar
biyosensor sistemlerinde basari ile uygulanabilmektedir. Naftalin molekiiliine yonelik
yapilan faj gosterim yontemi ile elde edilen peptitler SPR sensor uygulamasinda
kullanilmigtir [105]. Ayni fonksiyonel gruplari igeren diger organik molekiiller ile peptit
etkilesimi analiz edilmis ve peptitin benzen halkalarinin sayisindaki farkliliklari agikga
ayirt ettigi goriilmiistiir. Bu sisteme ait peptit-naftalin etkilesiminin Ka degeri, 1.41x10°

M olarak hesaplanmus ve spesifik afiniteleri olan diger peptitlerin K, degerlerine yakin
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oldugu bildirilmistir [105]. Tim bu c¢aligmalar ile, faj gosterim teknolojisi ile segilen
peptitlerin  biyosensér uygulamalarinda yeterli hassasiyete sahip olabilecegi

gosterilmistir.

Calisma sonunda, histamin molekiiliine afinite gosteren yapay taniyici peptit ligandlar
(12 amino asit uzunlugunda) secilmis, yapisal ve molekiiler etkilesimlerine ait
termodinamik Ozellikleri incelenmistir. Yapilan g¢alisma, faj gosterim teknolojisi ile
histamin molekiiliine afinite gosteren yapay taniyici peptitlerin segilmesi ve baglanma
Ozelliklerinin incelenmesi bakimindan, literatiirde bir ilk olma o&zelligine sahiptir.
Histamin gibi immiin cevap olusturmayan kii¢iik molekiillere kars1 antikor liretimindeki
zorluklar degerlendirildiginde, bu 6zellikteki molekiillere secici ve yiiksek afinite ile
baglanan yapay taniyici ajanlarin bulunmasi 6nemli bir avantaj olusturmaktadir. Ayrica
calisma, faj gosterim peptit kiitiiphanesinden yiiksek afinite gosteren peptitlerin segilmesi
ile histamin tayini i¢in daha stabil ve hassas biyoanaliz sistemleri gelistirilmesine olanak

saglayacag diisliniilmektedir.

Bunlara ek olarak, peptit ligandlarin baglanma bdlgeleri modifiye edilerek hedef
molekiile daha yiiksek afinite gdsteren taniyici ajanlarin gelistirilmesi ilerleyen ¢aligmalar

ile muimkin olabilecektir.
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EKLER

EK 1- CD Spekturumlarina Ait Hesaplanms Egriler

—— HBF26 peptiti

Ae(M'cm™)

——HBF26 peptitinin
-6 hesaplanmis egrisi

190 200 210 220 230 240 250
Dalgaboyu (nm)

Sekil 1.1. Serbest HBF26 peptitine ait CD spekturumuna ait hesaplanmis egri

Bagli HBF26 peptiti

Bagli HBF26 peptitinin
hesaplanmis egrisi

190 200 210 220 230 240 250
Dalgaboyu (nm)

Sekil 1.2. Histamin ile etkilestirilmis HBF26 peptitine ait CD spekturumuna ait

hesaplanmis egri
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