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0.01 M PBS pH 7’de hazirlanmis (1) VP/AA-Peptid biyokonjugati
(Dpeptia/nvr/aa=3), (2) VP/AA-Peptid biyokonjugatt (peptia/nve/aa=8), (3)
VP/AA-Peptid biyokonjugati (npepiia/nveaa=16), (4) VP/AA-Peptid
biyokonjugatt (npepiia/nve/aa=25), (5) VP/AA-Peptid biyokonjugati
(Dpeptia/nvr/aa=33), (6) % 0.1 VP/AA (25/75; Mw=80.000) kopolimerine ait
Viskotek Kirilma Indisi detektorii (a), UV detektérii (b), Isik Sagilmasi
detektorii (c), Viskozite detektorii (d) kromatogrami..........cccceeevveereeevieeennnee. 96
0.01 M PBS pH 7°de hazirlanmis (1) % 0.1 VP/AA (25/75; Mw=80.000)
Kopolimeri, (2) % 0. 2 Sap Hastalig1 Viriisiiniin VP1 Kapsid Proteininin 170-
188 Peptid Dizisi, (3) VP/AA-Peptid biyokonjugat: (npepiia/nveaa=3), (4)
VP/AA-Peptid biyokonjugati (npepiia/nveaa=8), (5) VP/AA-Peptid
biyokonjugatt (npepiia/nve/aa=16), (6) VP/AA-Peptid biyokonjugati
(Dpeptia/nvpaa=25), (7) VP/AA-Peptid biyokonjugatina (npepia/nve/aa=33) ait
HPLC KromatOGraml ..........eeeeiiiiieiiiiiieiniiiee ettt et e e 96
0.01 M PBS pH 7°de hazirlanmis (1) VP/AA-Peptid biyokonjugati
(Dpeptia/NVP/AA=3; Amax346 nm), (2) VP/AA-Peptid biyokonjugati
(Dpeptia/NVP/AA=8; Amax346 nm), (3) VP/AA-Peptid biyokonjugati
(Npeptia/Nvp/aa=16; Amax346 nm), (4) VP/AA-Peptid biyokonjugati
(Npeptia/Nvp/aa=25; Amax345 nm), (5) VP/AA-Peptid biyokonjugat
(Npeptia/NvP/aa=33; Amax345 nm), (6) %0.008 Sap Hastalig1 Viiriisiiniin VP1
kapsid proteininin 170—-188 peptid dizisine (Anax352 nm) ait Floresans
SPEKETUMIATT.......oiiiiiiieie e e e e e e seerrre e e e e e e eanes 97
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Sayfa
0.01 M PBS pH 7°de hazirlanmis (1) % 0.1 VP/AA (25/75; Mw=80.000)
Kopolimeri, (2) VP/AA-Peptid biyokonjugati (npepiia/nve/aa=3), (3) VP/AA-
Peptid biyokonjugati (npepiia/nveaa=8), (4) VP/AA-Peptid biyokonjugati
(npepiia/nvr/aa=16), (5) VP/AA-Peptid biyokonjugatt (npepiia/nve/aa=25), (6)
VP/AA-Peptid biyokonjugatina (npepiia/nve/aa=33) ait Viskotek Kirilma Indisi
detektorii (a), UV detektorii (b), Isik Sagilmasi detektorii (¢), Viskozite
detektorii (d) kKromatogramlari...........ccceeeeeeviieeeciieeeiriee e e 97
0.01 M PBS pH 7°de hazirlanmis (1) % 0.1 VP/AA (25/75; Mw=80.000)
Kopolimeri, (2) % 0.2 Sap Hastalig1 Viriistiniin VP1 Kapsid Proteininin 170-
188 Dizilimli Peptidi, (3) VP/AA-Peptid biyokonjugati (npeptia/nve/aa=3),
VP/AA-Peptid biyokonjugati (npepiia/nveaa=8), (5) VP/AA-Peptid
biyokonjugatt (npepiia/nve/aa=16), (6) VP/AA-Peptid biyokonjugati
(npeptia/nvr/aa=25), (7) VP/AA-Peptid biyokonjugatina (npepia/nve/aa=33) ait
HPLC KromatOZraml .......coeeeiiiiiiiiiiieen ittt e e e 98
0.01 M PBS pH 7’de hazirlanmis (1) VP/AA-Peptid biyokonjugati
(Npeptia/Nvp/aa=3; Amax344 nm), (2) VP/AA-Peptid biyokonjugati
(Npeptia/Nvp/aa=8; Amax344 nm), (3) VP/AA-Peptid biyokonjugati
(Npeptia/Nvp/aa=16; Amax344 nm), (4) VP/AA-Peptid biyokonjugati
(Npeptia/Nvp/aa=25; Amax343 nm), (5) VP/AA-Peptid biyokonjugati
(Npeptia/Nvp/aa=33; Amax343 nm), (6) %0.008 Sap Hastalig1 Viiriisiiniin 170-188
peptid dizisine (Anax352 nm) ait Floresans Spektrumlari ..........cccceeeeeeeennnnnee. 98
0.01 M PBS pH 7°de hazirlanmis (1) VP/AA-Peptid biyokonjugati
(Dpeptia/nvr/aa=2), (2)VP/AA-Peptid biyokonjugatt (npeptia/nve/aa=7),
(3)VP/AA-Peptid biyokonjugatt (npepiia/nve/aa=14), (4)VP/AA-Peptid
biyokonjugatt (npepiia/nve/aa=21), (5)VP/AA-Peptid biyokonjugatt (npeptia/Nve/aa
=28), (6) % 0.1 VP/AA (25/75; Mw=80.000) Kopolimerine ait Viskotek
Kirilma Indisi detektérii (a), UV detektorii (b), Istk Sagilmasi detektorii (c),
Viskozite detektorii (d) kromatogramlart .........coceevvveeviiennieeniieiiiee e, 99
0.01 M PBS pH 7’de hazirlanmis (1)VP/AA-Peptid biyokonjugati
(Dpeptia/nvr/aa=2), (2)VP/AA-Peptid biyokonjugatt (npeptia/nve/aa=7),
(3)VP/AA-Peptid biyokonjugatt (npepiia/nve/aa=14), (5)VP/AA-Peptid
biyokonjugatt (npepiia/nve/aa=21), (4)VP/AA-Peptid biyokonjugati (npepia/Nve/aa
=28), (5) % 0.1 VP/AA (25/75; Mw=80.000) Kopolimeri, (6) % 0.2 Sap
Hastalig1 Viriisiiniin VP1 Kapsid Proteininin 135-161 Peptid Dizisine (-N
terminal uc kisminda trp amino asidi igermeyen) ait HPLC Spektrumu.......... 99
0.01 M PBS pH 7°de hazirlanmis () %0.1 PAA Polimeri (Mw=100.000) (¢)
PAA-Peptid Fiziksel Kompleks (npepiia/npaa=4), (¢) PAA-Peptid Fiziksel
Kompleks (npepia/npaa=10), (¢) PAA-Peptid Fiziksel Kompleks
(Npepiia/npas=20), (¢ ) PAA-Peptid Fiziksel Kompleks (npepia/mpaa=31), (¢)
PAA-Peptid Fiziksel Kompleksine (npepia/npaa=41) ait Viskotek Kirilma Indisi
detektdrii (a), UV detektorti (b), Isik Sagilmasi detektdrii (¢), Viskozite
detektorii (d) kromatogramlari...........cceeeeieieieeiiieeeiciee e 100
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Sayfa
0.01 M PBS pH 7°de hazirlanmis (1) PAA-Peptid Biyokonjugati
(Npeptia/nvran=4), (2) PAA-Peptid Biyokonjugati (npepia/npaa=10), (3) PAA-
Peptid Biyokonjugati (npepiia/npaa=20), (4) PAA-Peptid Biyokonjugati
(Dpeptia/nvraa=31), (5) PAA-Peptid Biyokonjugatina (npepiia/nve/aa=41) ait
Viskotek Kirilma indisi detektorii (a), UV detektorii (b), Isik Sagilmasi
detektorii (c), Viskozite detektorii (d) kromatogramlart............cccveeeeeveennn. 101
0.01 M PBS pH 7°de hazirlanmis (1) % 0.1 PAA Polimeri (Mw=100.000), (2)
%0.2 Sap Hastalig1 Viriisiiniin VP1 Kapsid Proteininin 170-188 Peptid Dizisi,
(3) PAA-Peptid Biyokonjugat (npepia/npaa=4), (4) PAA-Peptid Biyokonjugati
(Dpeptia/npas=10), PAA-Peptid Biyokonjugati (npepia/npas=31), (6) PAA-
Peptid Biyokonjugatina (npepia/npaa=41) ait HPLC Spektrumu.................... 101
0.01 M PBS pH 7’de hazirlanmis (1) PAA-Peptid biyokonjugati
(Npeptia/Nver/aa=4; Amax348 nm), (2) PAA-Peptid biyokonjugat (npepiia/nveaa=10;
Amax348 nm), (3) VP/AA-Peptid biyokonjugatt (npepiia/nve/aa=20; Amax348 nm),
(4) VP/AA-Peptid biyokonjugati (npepia/nvpaa=31; Amax347 nm), (5) VP/AA-
Peptid biyokonjugati (npepia/nve/aa=41; Amax347 nm), (6) % 0.008 Sap Hastalig
Viiriisiiniin 170-188 peptid dizisine (Amax352) ait Floresans Spektrumlari .. 102
PAA-Peptid fiziksel komplesine (npepia/npaa= 20) ait pH degisimine bagl 280
NM absorbans deZerleri.......ccuuiiiiiiiiie it 102
(1) % 0.1 PAA Polimeri (Mw=100.000), (2) % 0.2 Sap Hastalig1 Viriisiiniin
VP1 Kapsid Proteininin 170-188 Peptid Dizisi, (3) pH 5 PAA-Peptid fiziksel
komplesine (npepia/npaa=20), (4) pH 7 PAA-Peptid fiziksel komplesine

(npeptia/npas=20) ait HPLC kromotogramlart ............ccccoviiiiiiiiiiiiicnnnnn. 103
PAA-Peptid biyokonjugatina (npepia/npaa=20) ait pH degisimine bagli 280 nm
absorbans dEGETICTi........cccvviiiiiiiiiee ettt ee e eree e e eeraeeeaes 103

0.01 M PBS pH 5 ve 7°de hazirlanmis PA A-Peptid biyokonjugatina
(Dpepiia/npas=20) ait Viskotek Kirilma Indisi detektorii (a), UV detektorii (b),
Isik Sacilmasi detektorii (c), Viskozite detektorti (d) kromatogramlart......... 104
(1) % 0.1 PAA Polimeri (Mw=100.000), (2) % 0.2 Sap Hastalig1 Viriisiiniin
fonksiyonel antijen 6zelligi tasiyan yapisal VP1 Kapsid Proteininin 170-188
Peptidi, (3) pH 5 PAA-Peptid biyokonjugati (npepia/npas=20), (4) pH 7 PAA-
Peptid biyokonjugati (npepia/npas=20) ait HPLC Spektrumlari.................... 104
0.01 M PBS pH 7°de hazirlanmis (1) VP/AA-Peptid Fiziksel Kompleksi
(Npeptia/nve/an=1), (2)VP/AA-Peptid Fiziksel Kompleksi (npeptia/nve/aa=3),
(3)VP/AA-Peptid Fiziksel Kompleksi (npepia/nveaa=5), (4)VP/AA-Peptid
Fiziksel Kompleksi (npepiia/nveaa=7), (5) VP/AA-Peptid Fiziksel Kompleksine
(Dpeptia/nvp/aa=9) ait Viskotek Kirilma Indisi detektorii (a), UV detektorii (b),
Isik Sacilmasi detektorii (c), Viskozite detektorii (d) kromatogramlart......... 108
0.01 M PBS pH 7’de hazirlanmis (1) VP/AA-Peptid Biyokonjugati
(Dpepiia/nvean=1), (2)VP/AA-Peptid Biyokonjugatt (npepiia/Nve/aa=3),
(3)VP/AA-Peptid Biyokonjugatt (npepia/nvean=5), (4)VP/AA-Peptid
Biyokonjugatt (npepia/nveaa=7), (5) VP/AA-Peptid Biyokonjugatina
(Npeptia/Mye/aa=9) ait Viskotek Kirilma Indisi detektorii (a), UV detektorii (b),
Isik Sagilmasi detektorii (c), Viskozite detektorii (d) kromatogramlari......... 109
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Sayfa

0.01 M PBS pH 7°de hazirlanmis (1) VP/AA-Peptid Biyokonjugati
(Npeptia/nvp/aa=1), (2) VP/AA-Peptid Biyokonjugati (Npepia/Nyvp/as=3),
(3)VP/AA-Peptid Biyokonjugati (npepia/nve/an=5), (4)VP/AA-Peptid
Biyokonjugati (npepiia/nveaa=7), (5)VP/AA-Peptid Biyokonjugatina
(npeptia/nvp/aa=9) ait HPLC kromotogrami...........ccccoeveviiiiiiiiniiiiniiiniennn. 109
0.01 M PBS pH 7’de hazirlanmis (1) VP/AA-Peptid Biyokonjugati
(Dpeptia/nvr/aa=1;Amax350 nm), (2) VP/AA-Peptid Biyokonjugati
(Dpeptia/NvP/AA=3;Amax350 nm), (3)VP/AA-Peptid Biyokonjugati
(Dpeptia/NVP/AA=S; Amax350 nm), (4)VP/AA-Peptid Biyokonjugati
(Dpeptia/NVP/AA=T; Amax350 nm), (5)VP/AA-Peptid Biyokonjugati
(Dpeptia/NVP/AA=Y; Amax349 nm), (6) %0.004 Sap Hastalig: Viiriisiiniin 135-161
peptid dizine (Ama353 nm) ait flouresan Spektrumu...........ceeeevvveerrneeeennnnen. 110
0.01 M PBS pH 7’de hazirlanmis (1) VP/AA-Peptid Biyokonjugati
(npeptia/nvr/aa=3), (2)VP/AA-Peptid Biyokonjugatt (npepia/nve/aa=5),
(3)VP/AA-Peptid Biyokonjugati (npepia/nve/an=7), (4)VP/AA-Peptid
Biyokonjugatina (npepia/nve/aa=9) ait Viskotek Kirllma Indisi detektorii (a),
UV detektorii (b), Isik Sacgilmasi detektorii (¢), Viskozite detektorii (d)
Kromatogramlart..........cueee it 110
0.01 M PBS pH 7°de hazirlanmis (1) VP/AA-Peptid Biyokonjugati
(npeptia/nvr/aa=3), (2)VP/AA-Peptid Biyokonjugatt (npepia/nve/aa=5),

VP/AA-Peptid Biyokonjugati (npepia/nveaa=7), (4) VP/AA-Peptid
Biyokonjugatma (npeptia/nyvp/aa=9) ait HPLC kromatogramlari .................... 111
0.01 M PBS pH 7’de hazirlanmis (1) VP/AA-Peptid Biyokonjugati
(Dpeptia/nvP/AA=3; Amax335 nm), (2) VP/AA-Peptid Biyokonjugati
(Dpeptia/NVP/AA=S; Amax337 nm), (3)VP/AA-Peptid Biyokonjugati
(Dpeptia/NVP/AA=T; Amax337 nm), (4)VP/AA-Peptid Biyokonjugati
(Dpeptia/NVP/AA=Y; Amax335 nm), (5)%0.001 Sap Hastalig1 Viriisiiniin 170-188
Peptid Dizisine (Amax353 nm) ait floresans spektrumlart............ccceeeeerneennee 111
Npeptid/Nvp/aa=3 orant sabit; (1) % 0.5 VP/AA kopolimeri, % 0.05 Sap Hastalig
Viriisiiniin VP1 Kapsid Proteininin 135-161 peptid dizisini igeren, (2) % 0.1
VP/AA kopolimeri, % 0.01 Sap Hastalig1 ViriistiniinVP1 Kapsid Proteininin
135-161 peptid dizisini igeren, (3) % 1.5 VP/AA kopolimeri, % 0.15 Sap
Hastalig1 Viriisiiniin VP1 Kapsid Proteininin 135-161 peptid dizisini iceren
fiziksel komplekslerine ait Viskotek Kirilma Indisi detektorii (a), UV detektorii
(b), Isik Sacilmasi detektdrii (¢), Viskozite detektorii (d) kromatogramlari... 112
Npeptid/Nvp/aa=3 oraninda (1) % 0.5 VP/AA kopolimeri, % 0.05 Sap Hastalig
Viriisiiniin VP1 Kapsid Proteininin 135-161 peptid dizisini igeren, (2) % 0.1
VP/AA kopolimeri, % 0.01 Sap Hastalig1 Viriistiniin VP1 Kapsid Proteininin
135-161 peptid dizisini igeren, (3) % 1.5 VP/AA kopolimeri, % 0.15 Sap
Hastalig1 VP1 Kapsid Proteininin 135-161 peptid dizisini i¢eren fiziksel
komplekslerine ait HPLC kromotogrami.............cccevvuveerieiiniieeniiiennieenieeene 112
Npepiid/Nvp/aa=3 oraninda (1) % 0.5 VP/AA kopolimeri, % 0.05 Sap Hastalig
Viriistiniin VP1 Kapsid Proteininin 135-161 peptid dizisini igeren, (2) % 0.1
VP/AA kopolimeri, % 0.01 Sap Hastalig1 Viriistiniin VP1 Kapsid Proteininin
135-161 peptid dizisini igeren, (3) % 1.5 VP/AA kopolimeri, % 0.15 Sap
Hastalig1 Viriistiniin VP1 Kapsid Proteininin 135-161 peptid dizisini i¢eren
biyokonjugata ait Viskotek Kirilma Indisi detektérii (a), UV detektérii (b), Isik
Sacilmasi detektorii (¢), Viskozite detektorii (d) kromatogramlari................ 113
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Npepiid/Nvp/aa=3 oraninda (1) % 0.5 VP/AA kopolimeri, % 0.05 Sap Hastalig
Viriisiiniin VP1 Kapsid Proteininin 135-161 peptid dizisini i¢eren, (2) % 0.1
VP/AA kopolimeri, % 0.01 Sap Hastalig1 Viriistiniin VP1 Kapsid Proteininin
135-161 peptid dizisini igeren, (3) % 1.5 VP/AA kopolimeri, % 0.15 Sap
Hastalig1 Viriisiiniin VP1 Kapsid Proteininin 135-161 peptid dizisini igeren
biyokonjugatlarina ait HPLC Kromatogramlart ............ccceeeeveviiieinieennennnne 113
Dpeptid/Nvp/aa=3 oraninda (1) % 0.5 VP/AA kopolimeri, % 0.05 Sap Hastalig1
Viriisiiniin VP1 Kapsid Proteininin 135-161 peptid dizisini i¢eren (Amax353
nm), (2) % 0.1 VP/AA kopolimeri, % 0.01 Sap Hastaligi VP1 Kapsid
Proteininin 135-161 peptid dizisini igeren (Amax352 nm), (3) % 1.5 VP/AA
kopolimeri, % 0.15 Sap Hastalig1 Viriisiiniin yapisal VP1 Kapsid Proteininin
135-161 peptid dizisini igeren (Ama353 nm), (4) % 0.004 Sap Hastaligt
Viriisiine ait 135-161 peptid dizisi (Anax353 nm) ait Floresans Spektrumu ... 114
0.01 M PBS pH 7’de hazirlanmis (1) VP/AA-Peptid Biyokonjugati
(npeptia/nve/aa=l), (2) VP/AA-Peptid Biyokonjugat (npepia/nveas=3),
(3)VP/AA-Peptid Biyokonjugati (npepia/nve/aan=5), (4)VP/AA-Peptid
Biyokonjugati (npepia/nve/aa=7), (5)VP/AA-Peptid Biyokonjugati
(npeptia/nvr/an=9), (6)VP/AA-Peptid Biyokonjugatt (npepia/nveaa=11), (7)
VP/AA-Peptid Biyokonjugatina (npepia/nveaa=15) ait Viskotek Kirilma Indisi
detektori (a), UV detektori (b), Isik Sagilmasi detektorii (¢), Viskozite
detektorii (d) kromatogramlart ...........cccoeeioiiiiiiiiie i 115
0.01 M PBS pH 7°de hazirlanmis (1) VP/AA-Peptid Biyokonjugati
(npeptia/nvr/aa=1), (2) VP/AA-Peptid Biyokonjugati (npeptia/nve/as=3),
(3)VP/AA-Peptid Biyokonjugati (npepia/nve/aa=5), (4) VP/AA-Peptid
Biyokonjugatt (npepiia/nve/aa=7), (5)VP/AA-Peptid Biyokonjugati
(Dpeptia/nvr/aa=9), (6)VP/AA-Peptid Biyokonjugatt (npepia/nveaa=11), (7)
VP/AA-Peptid Biyokonjugatina (npeptia/nyveaa=15) ait HPLC kromotogramlari116
0.01M PBS pH 7°de hazirlanmis (1) VP/AA-Peptid Biyokonjugati
(Dpeptia/Nvp/aa=1; Amax328 nm), VP/AA-Peptid Biyokonjugati
(Dpeptia/NVP/AA=3; Amax338 nm), (3)VP/AA-Peptid Biyokonjugati
(Dpeptia/NVP/AA=S; Amax332 nm), (4)VP/AA-Peptid Biyokonjugati
(Dpeptia/NvP/AA=T; Amax332 nm), (5)VP/AA-Peptid Biyokonjugati
(Npeptia/Nvp/aa=9; Amax336), (6) VP/AA-Peptid Biyokonjugatt (npepiia/nvpaa=11;
Amax337), (T)VP/AA-Peptid Biyokonjugatina (npepia/nve/aa=15; Amax339) ait
floresans SPEKIUMIATL........coivuiiiriiiiiiieiec e 116
0.01 M PBS pH 7’de hazirlanmis (1) npepiia/nesa=3 oraninda BSA-Peptid
Biyokonjugati, (2) % 0.01 Sap Hastalig1 Viriisiiniin fonksiyonel antijen 6zelligi
tastyan yapisal VP1 Kapsid Proteininin 135-161 peptid dizisi, (3)% 0.2
BSA’ya ait HPLC SpeKtrumu..........ccccoiviiiniiiiiiiiiiieeie e 118
0.01 M PBS pH 7’de hazirlanmis (1) npepia/ngsa=3 oraninda BSA-Peptid
Biyokonjugati, (2) % 0.01 Sap Hastalig1 Viriisiiniin fonksiyonel antijen 6zelligi
tastyan yapisal VP1 Kapsid Proteininin 135-161 peptid dizisi, (3)% 0.2 BSA’a
ait Viskotek Kirilma Indisi detektorii (a), UV detektérii (b), Isik Sagilmasi
detektorii (c), Viskozite detektorii (d) kromatogramlari............cceeeeeeenennneen. 119
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Sayfa
0.01 M PBS pH 7°de hazirlanmis (1) % 0.2 VP/AA (25/75; Mw=80.000)
Kopolimeri, (2) % 0. 006 Sap Hastalig1 Viriisiiniin fonksiyonel antijen 6zelligi
tastyan yapisal VP1 Kapsid Proteininin 135-161 Peptidi, (3) VP/AA-Peptid
Biyokonjugatt (npepiia/nveaa=2), (4) VP/AA-Peptid Biyokonjugatina
(Dpepiia/nvp/an=4) ait Viskotek Kirilma Indisi detektorii (a), UV detektorii (b),
Isik Sacilmasi detektorii (c), Viskozite detektorii (d) kromatogramlari......... 122
0.01 M PBS pH 7°de hazirlanmig (1) % 0.2 VP/AA (50/50; Mw=80.000)
Kopolimeri, (2) % 0. 006 Sap Hastalig1 Viriisiiniin fonksiyonel antijen 6zelligi
tastyan yapisal VP1 Kapsid Proteininin 135-161 Peptidi, (3) VP/AA-Peptid
Biyokonjugatina (npepia/nvpaa=4) ait Viskotek Kirllma Indisi detektorii (a),
UV detektorii (b), Isik Sagilmasi detektorii (¢), Viskozite detektorii (d)
KIromMatOramIari.........ccveeeiiiiiiieeiiiie ettt et e eerae e e ee e e e eraeeeeeeaeeens 122
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OZET

Zayif immiinojenik ozellikli biyomolekiillerin sentetik polielektrolitlerle kovalent
konjugasyonunun yapilmasi, bu biyomolekiillerin immiinojenliginin artmasina neden
olmaktadir. Biyokonjugatin yapisinda, biyomolekiil olarak viriis antijenlerinin kullanilmasi
as1 prototipi gelistirme imkani vermektedir. Son yillarda polimer-protein karigimlarinin
fizikokimyasal analizinin yapilmasi ve bunlara dayali polimerik immiinojenlerin ve asilarin
gelistirilmesi konusunda bir¢ok ¢alisma yapilmaktadir.

Bu tez calismasinda; Sap Hastalig1 Viriisiiniin VP1 kapsid proteininin antijenik 6zellikli 135-
161, 170-188 amino asid dizileri F-moc yontemi ile sentezlenmis, akrilik asid igeren
polianyonlarla etkilesim mekanizmalar1 incelenmistir. Suda ¢Oziiniir 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) karbodiimid hidrokloriir ¢apraz baglayicisi ve mikrodalga teknolojisi
kullanilarak organik ortamda bilesenlerinin farklt 7npeyia/npoiimer oOranlarinda, farkli aktivasyon
pH degerlerinde, farkli iyonik siddette VP/A A-peptid biyokonjugatlar sentezlemis ve yap1 ve
karekterizasyonu ¢esitli fizikokimyasal yontemlerle (HPLC, Dort Detektorli Viskotek
Sistemi -Ultra-viole Visible, Refraktif Indeks, Isik Sac¢ilmasi ve Viskozite- Flouresans
Spektroskopisi) arastirilmistir.  Konjugasyon isleminde peptid oligomerlerinin polimer
makromolekiiliine kooperatif mekanizma ile baglandigi bulunmustur. Farkli metotlar
kullanilarak ve bilesenlerinin farkli npeyia/Npoimer Oranlarinda sentezlenen VP/AA-peptid
fiziksel karigimlar1 ve biyokonjugatlarinin balb/c farelerde immiinizasyon islemleri yapilarak
immiinostimule edici (antijenik) aktiviteleri incelenmistir. Elde edilen sonuglar fizikokimyasal
ve biyokimyasal olarak degerlendirilmistir.

Tarafimizca ilk kez mikrodalga teknolojisi kullanilarak organik ortamda yiiksek verimde
sentezlenen VP/AA-Peptid biyokonjugatlari, immiin sistemi aktifleyerek spesifik immiin
cevap olusumunu saglamistir. Sap Hastalig1 Viriisiine kars1 koruyucu 6zellikleri incelendikten
sonra bu VP/AA-Peptid biyokonjugatlarin ‘Polimerik Sap Asist’ olarak kullanilmasi ile Tiirk
Saglik sektoriine ve ekonomisine biiyiik katkis1 olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Polielektrolit, biyopolimer sistemler, immiinojen, polimer-peptid
Konjugat, sentetik asi, sap hastalig1 viriisii (Foot-and-mouth Disease)
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ABSTRACT

Nonimmunogenic synthetic polyelectrolytes (PEs) reveal immunoadjuvant activity in several
systems, and their complexes/covalent conjugates induced biomolecules immunogenecity.
The use of peptide epitops of virus particles in the composition of such conjugates as vaccine
has several potential advantages over whole viral or bacterial preparation. Recently,
physicochemical analyses of polymer-protein complexes, polymeric immunogens and their
vaccine developments have been studied.

In this thesis study, peptide epitops of Foot-and-Mouth Disease Virus (FMDV) of VP1
protein both 135-161 and 170-188 amino acid residues were synthesized by using the Fmoc
method and were investigated the interaction of peptides with polyacrylic acid. VP/AA-Peptid
bioconjugates were synthesized at different ratio of components (npepiide/Npotymer), and pH
value of solution in the presence of water-soluble 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)
cardobodimide hydrochloride (WSC) and using Microwave Technology at organic media.
These structures of VP/AA-Peptid bioconjugates were investigated by using different
physicochemical analyses methods (HPLC, Viscotek-with Ultra-viole Visible, Refractive
Index, Light Scattering, and Viscosity Quadruple Detector Systems, Fluorescence
Spectroscopy).

It was found that peptide oligomers bind to polymer macromolecules by cooperative
mechanism; all added peptide molecules is strongly bound by the polyanione and the
existence of the free polymer chains in the system under these conditions obviously indicates
a non-random distribution of the peptide molecules between the anionic polyelectrolytes.
When peptide molecules are added to activated PEs solutions, one can assume that first the
formation of the electrostatic (and hydrophobic) interpolymer-peptide complexes occurs as
the most rapidly proceeding process and then the condensation between carboxyl and amino
groups of components (covalent conjugation ) occurs. The dynamics of peptide-specific
antibody formation induced by these conjugates were investigated.

VP/AA-peptide bioconjugates which were synthesized by using microwave technology at
organic media, supply to occur immune response. After investigation of protective effect of
VP/AA-peptide bioconjugates against FMDV, polymeric FMDV vaccine will provide
tremondous improvments public health, veternery and food economy at Turkey.

Keywords: Polyelectrolyte, biopolymer systems, immunogen, polymer-peptide conjugates,
synthetic vaccine, foot-and-mouth disease virus
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1. GIRIS

Polimerik biyomalzemeler ¢ok yonlii malzeme gibi tanimlanmakta olup medikal, biyomedikal
ve biyoloji alanlarinda uygulanmaktadirlar (Tsuruta, 1996; Bamford vd., 1989). Kontrolli ilag
salinimi, doku miihendisligi, as1 gelistirme ve hiicre tiretimi gibi fonksiyonel uygulamalarda
kullanilan suda ¢oziinmeyen polimerik sistemlerin yani sira suda ¢oziinebilen polimer -
biyomolekiil konjugatlart da enzim kararligmin arttirilmasi, biyosensoér yapimi, DNA’nin
hiicre i¢i transferinde ve antijenlerin immiinojenliginin diizenlenmesi amaciyla protein
modifikasyonlarinda kullanilmaktadirlar (Ogata vd., 1996; Morris vd., 1994; Langer, 1990,
1991; Lee vd., 1977; Abu Chouwski vd., 1977; Mustafaev, 2004). Proteinlerin nétral yapili
sentetik polimerlerle veya sulu ortamda negatif ve pozitif yiiklerle yiiklenmeyen polimerlerle
(polivinil alkol, poli-N-vinilpirilidon, polietilen gilikol, dekstran vb.) kovalent konjugasyonu
sonucu olugan biyokonjugatlarin in vivo deneyleri sonucunda bunlarin dogal protein
antijenine kiyasla nispeten daha zayif immiinojen olduklar1 gosterilmistir (Mustafaev, 2004,
1996a, 1996b, 1996 d, 1996e, 1996f, 1996h; Basalp, 1996; Ozeroglu, 1996a). Polietilen
glikolun (PEG) albumin ve karaciger katalazi enzimi ile konjugasyonu bu proteinlerin immiin
reaktifligini azaltirlar (Ozeroglu, 1996b). Insulinin PEG ile kovalent konjugasyonu sonucu
olusan konjugatlar ise gida sektoriinde ve ila¢ olarak klinikte kullanilmaktadir. Bu tiir yapil
polimerler, adjuvant (yardimei) 6zelligi tasimamaktadirlar. Bununla beraber yiiksek molekiil
agirlikli sentetik polielektrolitler [(PE) negatif ve pozitif yiikklenmis veya ortamin fizyolojik
sartlarina gore yiliklenebilen polimerler], polibazlar polikatyonlar, poliasitler ve bunlarin
kopolimerleri, monomerlerinin kimyasal yapilarindan bagimsiz olarak benzer adjuvant etkisi
(immiiniteyi stimiile eden) gostermektedirler (Mustafaev, 2004, 1998, 1996a, 1996b, 1996 d,
1996e, 1996f, 1996h; Kabanov 2004; Basalp, 1996; Giiney, 1997; Sarag, 1997a, 1997b;
Ozeoglu, 1996b, 1997). Farkli antijenlerin polieletrolitlerle kompleksleri veya konjugatlari
canli organizmaya enjekte edildiginde olusan 6zgiin antikor sayis1 cok miktarda artmaktadir.
Yani hastalik yapan viriisiin peptid antijenini igceren konjugatlar kullanildigi durumda
kompleksler yada konjugatlar hastalik yapan viriise karsi koruma o6zelligi gostermektedir,
baska bir deyisle bu biyokonjugatlar polimerik as1 gibi davranmaktadirlar (Petrov vd., 1992).
Antijenlerin immiinojenliginin polimer makromolekiilii ile birlestirildikten sonra iki farkl
bigimde diizenlenmesinin fiziko-kimyasal mekanizmasi, konjugat molekiillerinin hiicre
ylizeyi membranlan ile etkilesime girebilme kuramsal temeline dayanmaktadir (Mustafaev,

2004, 1996a; Petrov 1992).



Klasik agilar, devamli hiicre kiiltiirlerinde ¢ogaltilan viriis veya bakterilerin ¢esitli yontemlerle
(fiziksel ve kimyasal) inaktive edilmesi ve bir adjuvant (aliiminyum hidroksit ve/veya yag
adjuvanti-saponin) ile birlestirilmesi yoluyla hazirlanmaktadir. S6z konusu adjuvantlar
varliginda hazirlanan asilarin c¢esitli dezavantajlar1 bulunmaktadir. Geleneksel aliiminyum
hidroksit ve yag adjuvantlarinin yiiksek viskizitesi, enjeksiyon yerindeki lokal reaksiyonlart,
yiiksek toksititesi, alerji olusturma Ozellikleri ve karigimin stabilitesinin az olmasi bunlarin
pratikte kullanilmasini engellemektedir. Aliiminyum hidroksit genellikle yeterli seviyede
immiin koruma etkisi de gostermemektedir. Ayn1 zamanda bu adjuvantlar varliginda antijen
formiilasyonundaki zorluklar, yapi-islev iligkilerinin bilinmemesi, ancak T-bagimli (T-
dependent) immiin yanit olusturmalari, son yillarda bir seri yeni tiirde adjuvantlarin
gelistirmesini giindeme getirmistir. Son yillarda sentetik as1 probleminin ¢dziimii i¢in yeni bir
yaklagim saglamistir. Dogal olmayan polielektrolitlere karsi (negatif veya pozitif yiikli
polimerler) organizmanin immiin yanitinin kuvvetli olmasi, bu PE’lerin mikrop veya viriis
antijenleri i¢in tasiyict matriks (ve adjuvant) olarak kullanilmasi olanagmi saglamstir.
Polimerlerin immiinojenik olmamasi, T-bagimli immiin yanitin T-bagimli olmayan forma
cevrilmesi, ucuz teknolojisi, kolaylikla modifikasyonu ve amaca uygun formda sentezlenmesi,

yeni tiirde etkili agilarin gelistirilmesi igin biiylik olanaklar saglamaktadir.

Farkli protein antijenlerinin belirlenmesi biyokimya, immiinoloji ve molekiiler biyoloji
alanlarinda genis kapsamli uygulamalara konu olmaktadir. Kisa peptid epitoplart immiin
yanitin mekanizmasinin agiklanmast i¢in kullamilabilir (Smith vd., 1977, 1989) ve
antikor/antijen etkilesim kompleksinde molekiiler tan1 olaymi arastirma imkanina izin verir
(Hinds vd., 1991). Dogal proteinlerin sentetik epitoplarina kars1 gelisen antikorlarin ¢apraz
reaksiyona girmeleri, potansiyel olarak Sap Hastaligt (Foot-and-Mouth Disease-FMD),
Hepatit B ve HIV gibi viral hastaliklara kars1 kullanilabilen sentetik peptid asilarinin yeni
tirtiniin ~ gelistirilmesini ~ kolaylastirmaktadir.  Ayrica, dogal proteinlerin antipeptid
antikorlarmin ¢apraz seciciligi, gen irilinlerinin ayrilmasinda ve karakterizasyonunda

kullanilmisgtir.

Sentetik oligopeptidlerin viriis partikiillerinin protein yapilarinda var olan benzer antijen
dizisini taklit edilebilmesi as1 6zelligi tasiyabilen peptidlere dayali immiinojenik preparatlar
gelistirme imkan1 saglamaktadir. Burada en 6nemli sorunlardan birisi peptidin 6nce uygun bir
tasityiciya baglanmasi ve ikinci asamada ise bir adjuvant ile karistirilarak organizmaya
verilmesidir. Tagiyict molekiil olarak sentetik polielektrolitlerin (PE) kullanilmasi klasik

yontemlere kiyasla birkag potansiyel {istlinliik saglamaktadir. PE’ler peptid molekiilii igin es



zamanli hem tasiyic1 ve hem de adjuvant 6zelligi gostermektedirler. Biyopolimer sistemlerin
tabiati, genelde icerdikleri polielektrolitlerin ve biyomolekiiliin kimyasal ve biyolojik
ozellikleri yan1 sira bunlarin kompozisyonu, yapist ve olgiileri ile idare edilmektedir. Bundan
dolay1 peptid ve PE arasindaki etkilesimin mikroskobik o6lciilerle belirlenmesi ve
polikompleksin yapisinin anlagilmasi, biyopolimer sistemlerin mikroskobik davranisini idare
etmek i¢in gerekli olan parametrelerdir. PE’lerin peptidlerle etkilesimi sonucu suda
¢oziinebilen kompleksler, kompleks koaservatlar veya amorfik ¢okeltiler olusabilir. Bu
sekilde faz degisimleri pratikte biyopolimer sistemlerin fonksiyonlarinin diizenlenmesinde
biiylik potansiyel tagimaktadir. Ayrica kompleks olusum yontemi; polimerin molekiil
agirhigina dayanarak suda ¢oziinebilen ve birden fazla sayida biyomolekiilii (farkli protein
antijenleri, haptenler veya protein-hapten karisimlari) iceren polifonksiyonel o6zellikte
biyopolimer sistemler gelistirilmesine imkan saglamaktadir. Fakat yapilmis polimer sistemler
genelde bir antijen ve bir PE makromolekiilii iceren karigimlarda arastirilmis, farkli antijenler

(ve antijen-hapten) oldugu durumda bu alanda sistematik incelemeler yapilmamuistir.

Bu tez caligmasinda vinil prilidon akrilik asid kopolimerinin Sap Hastaligi Viriisiiniin
fonksiyonel antijen 6zelligi tagiyan VP1 kapsid proteininin peptid epitoplart ile kovalent
baglanmas1 sonucu immiinolojik 06zellik tasiyabilen polimer-peptid biyokonjugatlarinin
gelistirilmesi amaclanmistir. Sonrasinda vinil prilidon akrilik asid kopolimeri ile Sap
Hastalig1 Viriisiiniin fonksiyonel antijen o6zelligi tasiyan VP1 kapsid proteininin peptid
epitoplarin1 igeren polimer-peptid biyokonjugatlarinin balb/c farelerde immiinizasyon
islemleri yapilarak, immiinostimule edici (antijenik) aktiviteleri incelenmistir. Elde edilen

sonuglar fizikokimyasal ve biyokimyasal olarak degerlendirilmistir.

Sentezlenen polimer-peptid biyokonjugatlar1 yeni tiir biyopolimerler ve modifiye edilmis
peptidler olarak gerek Polimer Kimyas: ve gerekse de Protein Kimyas:1 bilimlerine biiyiik
katkilar saglayacaklardir. Ayrica polimer-peptid konjugatlarina dayali Biyopolimer
Sistemlerin olusum mekanizmas1 ile iliskili temel bilgiler, gerek biyopolimerlerin canlh
organizmada etki mekanizmasinin ve gerekse immiin sistemin calisma mekanizmasinin
fizikokimyasal temelinin anlagilmasi i¢in 6nem tagimaktadirlar. Bu tiir sistemlerin teorik bir
“kimyasal alet” gibi kullanilmasi ve as1 formiilasyonunda yap1 olusumun rolii gibi temel

arastirmalarin bilime verebilecegi katkilarin da vurgulamasi gerekmektedir.
Immiinojenik polimer-peptid biyokonjugatlar: klasik asilara alternatif nitelikli, etkin ve viriis
icermeyen yapay asilari, teshis iirlinleri ve biyoteknolojik preparatlar gelistirmek agisindan

onem tasimaktadirlar. Ucuz ve basit bir teknoloji yontemi ile sentezlenmeleri daha etkin, daha



az riskli ve daha kararh bir yapida, uygulamaya aktarilma potansiyeli yiiksek ve ekonomiye

onemli katkilar1 olacag diisiiniilmektedir.

Sap hastaligmma karsi, immiinojenik biyopolimer sistemlere dayali asilarin gelistirilmesi,
klasik asilardan daha etkin ve daha az riskli olacagini diisiindiirmektedir. Biitiinliikle bir alt
iinite (subunit) as1 niteliginde olmasi, polimer yapili adjuvantlarin hazirlanmasinin ucuz ve
basit bir teknoloji yontemi ile olusturulmasi, klasik asilardan daha etkin olma olasiligi, aym
zamanda hem virlislerden ve hem de i1sinlamadan canli organizmay:r koruma o&zelligi
gosterebilmesi vb. dzelliklerden dolay1 bu ¢alisma sonuglarinin tiim Tiirkiye saglik sektoriine

ve ekonomisine biiyiik katkist olacaktir.

Bu caligsma ile nitelik olarak tilkemizin hedefledigi ileri teknolojiye uyum saglayacak polimer
ve protein teknolojisi birlikteliginde, ileri biyoteknolojik malzemelerin iiretilmesine zemin
hazirlamistir. Bu nedenle sunulan tez calismasi, temel bilimler uygulamali arastirma alanlarini

kapsayan disiplinler arasi nitelikte genis spektrumlu bir calismadir.



2.  GENEL BILGILER

2.1  immiin Sistem

Immiin sistemin giiniimiizde ileri derecede kompleks ve adaptasyon gosterebilen bir defans
mekanizmasi haline gelmesi 400 milyon yildan uzun bir siire almistir. Ana islevi, bizi yabanci
ve zararli maddelerden, mikroorganizmalardan, toksinlerden ve malign hiicrelerden
korumaktir. Dig ve i¢ ortamdan kaynaklanan etkenlere kargi yasayan organizmalarin
korumasi, immiin sistemin ancak devamli bir gelisim halinde olmas: ile saglanabilmektedir.
Boylece immiin sistem, endojen maddelere kars1 destruktif cevaplari inaktif hale getirmeyi ve
komsu dokularda gelisebilecek hasarlari 6nlemeyi 6grenmistir. Birgok immiin cevap sinirlt bir
siire devam eder ve asir1 reaksiyonlarin 6nlenmesi i¢in diizenleyici mekanizmalarla kisitlanir.
Immiin sistemin esas gorevi tehlikeli etkileri yararli olanlardan ayirmasidir. Ornegin
mikroorganizmalar ve bakteriyal toksinlerle infiltrasyon bir organizma igin tehlike
olustururken polen inhalasyonu veya yiyecek antijenlerinin mideden bagirsaga infiltrasyonu
zararsizdir. Malign hiicrelerin veya yabanci hiicrelere ait materyalin destruksiyonu olumlu
etkiler iken (6rn., paraziter enfeksiyonda) konak dokusuna karsi direkt ataklar (6rn., oto
immiin hastalikta) istenmeyen etkilerdir. Immiin sistemin kendine kars1 destruktif olaylardan
kaginmasi tolerans olarak adlandirilir. Primer lenfoid organlarda mevcut oto-antijenlere karsi
yonlendirilmis lenfositlerin bir¢ogu santral tolerans denen bir olayla ortadan kaldirilir.
Periferik tolerans ise daha nadir endojen yapilarda veya viicudun bolgelerinde gelisen bir
diger mekanizmadir. Yunan tarih¢i Thucydides, Isa’dan 430 yil dnce Atina’da ¢ikan veba
salginin1 tanmimlayarak “bu hastalik aymi kiside asla iki defa goriilmiiyor” diye kayit
diismiistlir. Eski insanlar, nasil oldugunu bilmeseler bile zararl etkileri karsilayacak ampirik
yontemler gelistirmislerdir. Bir Ingiliz hekimi olan Dr Eduard Jenner (1749-1823), sigir
cicegi kabugu ile James Phipps adli bir kisiyi asilamig ve bir siire sonra bu kiside iyi bir
bagisiklik gozlenmesi, Jenner’i bu konuda daha fazla calismaya sevk etmistir. 1798’de
caligmalarini bir kitapta toplamis ve ¢igek asisinin metotlarini igeren bu eserin {izerinden 2 yil
gecmeden as1 tiim Avrupa’da yayilmistir. Boylece Jenner aslinda ytizyillardir bilinen, fakat
yayinlanmadigr icin dstii oOrtiili kalan ¢igek asisinin kagifi sifatin1 kazanmis ve

E

“Immiinolojinin Kurucusu” olarak kabul edilmistir. Immiinolojide ilk bilimsel gelisme, bir
kimyac1 olan Pasteur’iin 1880’lerde yaptigi gozlem ve deneylerine dayanir. Pasteur, tavuk
koleras1 etkeninin bekletilmekle virulansini kaybettigini ve tavuklara verildiginde, onlari

virulan susun enfeksiyona karsi korudugunu gostermistir. Ayni yontemle hayvanlar igin



sarbona karsi1 da bir as1 hazirladi. Ehrlich (1987) antikorlarin sentezi konusunda ortaya
koydugu teoriye gore, antikor {iireten hiicreler, ylizeylerinde ¢ok cesitli yan zincirler
bulundururlar ve bunlar hiicre i¢ine besin maddelerini almakda gorevlidirler. Bu yan
zincirlerden biri kendine uyan bir toksik madde ile bloke edilecek olursa hiicre buna tepki
olarak ayni yan zincirden fazla miktarda iiretir. Bunlarin bir kism1 dolagimda antikorlar olarak
bulunur. Erhlich, ayrica antijen-antikor birlesmesini anahtar-kilit iliskisine benzetmis ve
reaksiyonun kimyasal yapida oldugunu ileri siirmiistiir. Elektroforez ve ultrasantrifiigasyonla
atilan ilk adimlarin ardindan teknolojide elde edilen bas dondiiriicii gelismelerle (immiin
elektroforez, immiin radyo mikroskopi, doku kiiltiir teknigi, radyoimmiinoassay, enzim
immiinoassay, immiin flouresans, immiin blotting, molekiiler hibridizasyon, polimeraz zincir
reaksiyonu, flowsitometri ve digerlerinin bulunmasi ve uygulamaya konulmasi) ve yine
molekiiler biyoloji ve genetik miihendisliginde saglanan ilerlemelerle knock-out transgenik
fare modelleri gibi ¢esitli genetik manipulasyonlar, uygun yontemlerle birgok “bilinmeyen”in

aydinliga ¢ikmasini saglamistir (Erganis ve Istanbuloglu, 1993).

2.1.1 Immiin Sistemde Gorevli Organlar

Lenfoid organlar, immiin sistemde yer olan gorevli organlardir. Immiin sistemi olusturan
hiicrelerin kemik iliginden ¢iktiktan sonra olgunlastigi organlara birincil, immiin cevabin
olustugu organlara ise ikincil lenfoid organlar denir. Dolagima gecen kok lenfoid hiicrelerinin
T ve B lenfosit sekline farklilagsmas1 birincil lenfoid organlarda; timusta ve mide bagirsak
sistemi mukoza, alti lenfoid dokuda fetiisiin karacigerinde olmaktadir. Immiin cevabin
olustugu ikincil lenfoid organlar ise lenf diiglimleri, mukozalara bagl lenfoid doku ve dalaktir

(Ozbal, 2000).
2.1.1.1 Birincil Lenfoid Organlar

Kemik fligi
Kemik iligi, fetal doneminin 4. ayindan itibaren kan hiicrelerini yapan ve immiin cevapta

onemli gorevleri olan lenfoid bir organdir.

Immiin sistemin en énemli hiicreleri lenfositler olup kemik iligindeki ortak bir kok hiicreden
gelisirler. Iki tip lenfosit mevcuttur: Hiicresel immiin cevaptan sorumlu T lenfositler ve
antikor olusturan B lenfositler (humoral immiin cevap). Kok kan hiicrelerinin farklilagmasiyla
olgunlasan cesitli lenfositler ve immiin cevapta gorevli diger kan hiicreleri, kemik iliginden

periferik kan dolasimina gegerek ilgili doku ve organlara yerlesmektedir (Ozbal, 2000).



Timus

Hiicresel tip immiin cevapta etkili, iki loblu bir organdir. Timusun her bir lobu korteks ve
mediilla bolgelerinden olusmaktadir. Timusa gelen 6ncii hiicreler, korteksten mediillaya gecisi
sirasinda, medullada bulunan epiteloid hiicrelerin salgilariyla olgunlasarak T lenfosit sekline

farklilasmaktadir (Ozbal, 2000).

2.1.1.2 ikincil Lenfoid Organlar

Ikincil lenfoid organlar; birincil lenfoid organlarda farklilasan, olgunlasan ve immiinolojik
reaksiyonlar i¢in hazir hale gelen olgun T ve B lenfositlerin yerlestigi organlardir. Antijenik
uyarim oldugunda bagisik yanit ikincil lenfoid organlarda gergeklesir. Kisaca immiin hiicreler

birincil lenfoid organlarda olusur ve ikincil lenfoid organlarda gorev yaparlar (Ozbal, 2000).

Lenf Diigiimleri

Lenf diiglimleri, viicudun cesitli yerlerinde cevreden gelen lenfatik damarlarin bosaltim
yollarinda bulunur. Lenf diiglimlerinin etrafinda bag dokusundan yapilmis bir kapsiilii ve
kapsiil uzantilariyla ayrilmig loblar1 vardir. Bir lenf dugiimii hilus, korteks, mediilla ve

parakortikal bdlgelerinden olusmaktadir (Ozbal, 2000).

Mukozalara Bagh Lenfoid Doku

Gastrointestinal, solunum ve {irogenital sistem mukozalarinin altindaki bolgelerde kapsiilsiiz
olan yaygin lenfoid dokuya mukozal immiin sistem denilmektedir. Mukozal immiin sistem,
infeksiyon etkenlerine kars1 koruyucu 6zellige sahip ve ikincil lenfoid doku gibi gorevi olan

bir sistemdir (Ozbal, 2000).

Dalak

Dalak, damar ici yoluyla verilen antijenlere karsi immiin cevap olusumunda ve eritrosit

yikimimin temizlenmesinde etkili organdir (Ozbal, 2000).

2.1.2 immiin Sistemde Gorevli Hiicreler

Kan hiicreleri dogumdan 6nce karacigerde, dogumdan sonra kemik iliginde yapilmaktadir.
Omurgalilarin immiin sisteminde, kan ve dokularda bulunan ii¢ ayr1 hiicre grubu gorev
yapmaktadir. Bunlar; lenfositler, monositler ve polimorfoniikleer graniilositlerdir. Bu
hiicrelerin bir kism1 konaga giren antijen 6zelligindeki molekiilleri fagosite eder. Diger bir

kismi, antijenin uyarimiyla farklilasarak onlara kargi immiin cevap firiinleri ¢ikarmakta ve



antijenleri yok etmektedir (Ozbal, 2000).
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Sekil 2.1 Immiin Sistemde gorevli Hiicreler (Tetikkurt, 2006)

2.1.3 Antijen

Bir organizmaya girdii zaman kendine 6zgii immiin cevaba yol agan ve sonugta antikor
olusturan, effektor T lenfosit gibi immiin cevap iirlinleriyle 6zgiil olarak in vitro veya in vivo
kosullarda reaksiyona giren maddelere antijen denir. Antijen molekiillerinin yiizeyindeki
antijenin 6zgiilliiglinii belirleyen kimyasal yapilara determinant (antijenik ug), bu determinant
gruplara epitop; epitopa uygun ve antikor molekiiliinde bulunan 6zgiil uclara paratop adi
verilmektedir. Yalniz bagma immiin cevap olusturmayan, ancak olugsmus immiin cevapla
reaksiyona girebilen veya bir protein molekiilii ile birlestiginde antijen 6zelligi kazanabilen
maddelere ise hapten ad1 verilmektedir. Antijenik 6zgiilliigii belirleyen determinantlara sahip
bir tasiyici protein molekiil ile birlesen haptenler, immiin cevap olugmasini saglamaktadir

(Ozbal, 2000).
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Sekil 2.2 Antijen molekiilii [1]

2.1.3.1 Antijen Molekiilleri ve Ozellikleri

Konak organizmaya yabanci bir molekiiliin antijen olarak girmesi, lenfositler tarafindan
taninmas1 ve lenfositlerde immiin cevaba yol agacak uyarimi yapmasi i¢in bazi 6zelliklere
sahip olmas1 gerekir. Antijen niteligi tasiyan molekiillerin her canlidaki uyarimlar farklidir.
Kimyasal bir molekiiliin antijen olabilmesi i¢in sahip olmasi gereken oOzellikler asagida

siralanmistir (Ozbal, 2000).
2.1.3.2 Antijen Olabilme Ozellikleri

Yabancilik

Bir kimyasal maddenin antijen olabilmesi i¢in iliski kuracagi canlinin kalitsal olarak yapisina
yabanci olmast gereklidir. Yabancilik, molekiili olusturan kimyasal birimlerin dizilis
farkliligindan ve ii¢ boyutlu durusundan kaynaklanmaktadir. Tiirler arasindaki yakinlik,

antijen benzerligi yoniinden de yakinligi gosterir (Ozbal, 2000).

Molekiil Yiizey Yapisi

Bir kimyasal maddenin yiizeyindeki her determinant antijenik etki gdstermez. Bir antijen
molekiiliiniin bir bolgesi antijenik determinant olarak gorev yapiyor ve immiin cevap
olusturuyor ise, bu tip antijenlere “immiinopotans antijenler” denir. Antijenik uyarimi
yapabilen determinantlar, immiinodominant determinantlardir. Farkli amino asitlerin

peptidlesmesi ile olusan antijenler kuvvetli antijenlerdir.

Lenfositlerin; antijen yiizeyindeki determinantlarin kimyasal yapisi ile etkilesmesiyle,
antijenin her bir determinantina 6zgii immiin cevap olugmaktadir. Antijenin determinantlarini

olusturan molekiiller ayni olsa bile, molekiillerin siralaniginda farkli dizilis gosterenler,
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immiin sistemi farkli uyararak degisik 6zgiilliikkte immiin cevaba yol acarlar. Lizin, alanin,
glutamik asit, tirozin gibi amino asitlerin eklenmesi ile antijenite artar ve bu molekiillerin

farkli dizilisleri ile antijenik dzellik de degismektedir (Ozbal, 2000).

Molekiil Agirhg

Bir organizmaya yabanci determinant grubu olan bir maddenin molekiil agirligi (M4) 5 kilo
dalton (kDa)’dan az ise ¢ok zayif antijenite gosterir. Bir adjuvantla birlesmis molekiil agirlig
14 kDa olan bir molekiil zay1f, molekiil agirligi 40 kDa olan bir molekiil orta, molekiil agirlig
500 kD olan bir protein veya polipeptid-karbohidrat molekiilii ¢ok iyi bir antijendir. En
kuvvetli antijenler molekiil agirligi 100 kDa’dan biiylik olan protein ve protein bilesikleridir

(Ozbal, 2000).

Molekiiliin Coziiniirliigii ve Sertligi

Antijen 0zelligi gosteren bilesikler, viicut sivilarinda metabolize olurlar. Konak organizmada
yavas adsorbe olan ve organizmadan yavas atilan maddeler konak ile daha uzun siire iligkide
kalacaklarindan antijenitesi daha yiiksek olacaktir. Bazi kimyasal bilesiklerde tirozin ve prolin
gibi amino asitlerin bulunmasi, molekiile yapisal sertlik vererek antijen olabilme yetenegini

artirmaktadir (Ozbal, 2000).

Antijen niteligi tagiyan bir maddenin antijen olarak etkinlik gostermesinde dnemli olan bagka
faktorlerde rol oynamaktadir. Antijenin girdigi konak tiirli, antijenin miktari, antijenin giris
yolu ve giris siliresi immiin cevabin olusumunda 6dnemli diger faktorlerdir. Tiir veya bireylerin
lenfosit yiizeylerinde bulunan reseptdr yapi farkliliklarina bagli olarak, bazi antijenlerin bir tiir
organizmada immiin cevap olusturmasina karsin, diger bir tiirde bu cevap saglanamamaktadir.
Cok az miktarda verilen antijen immiin sistemde yeterli uyariyr yapamayarak immiin cevap
olusturamayacag1 gibi, ¢ok fazla miktarda verilen antijen de immiin sistemi baskilayarak
immiinolojik felg veya hiicrelerin reseptorlerini bloke ederek 6zgiil immiin cevapsizlik

meydana getirebilmektedir (Ozbal, 2000).

2.1.4 Iinfeksiyonlara kars1 Defans Mekanizmalari

Immiin sistemin primer gorevi organizmayi enfeksiyonlara karsi korumasidir. Dogal
immiinite eski bir savunma sistemi olup farkli tiirlerde biiyiik oranda korunmustur. Baslica
fagositik hiicreler, kan proteinleri ve natural killer hiicrelerden olusur. Savunma mekanizmasi,
farklt patojenlerde ortak olan tipik molekiiler yapilarin taninmasina dayalidir. Adaptif

immiinite ise patojenlerin belli bolgeleri (epitoplar) igin ileri derecede spesifik reseptorlerin
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varligina baghidir. Bu reseptorler ya hiicreye baghdir (T lenfositler ve bazi B lenfositler) ya da

sekrete edilirler (Ozbal, 2000).

2.1.5 immiinoglobinlerin Yapisi

Immiinoglobiilinler (Ig), yabanci antijenlere karsi olusan, onlari selektif olarak taniyan ve
antijenlerle reaksiyona girebilen glikoprotein yapisindaki molekiillerdir. Esas itibariyle
antikor Ozelligi tasirlar  ve plasma hiicreleri tarafindan sentezlenirler. Ancak
immunoglobulinlerin tiimii antikor degildir ve total plazma proteinlerinin %20’sini

olustururlar.

Bir Immiinoglobiilin molekiilii, monomer adi da verilen en az bir bazik iinitten olusur.
Monomer ise 450 aminoasidden olusan, molekiil agirligi fazla bir ¢ift agir (H) polipeptid
zinciri ile 212 amono asidden olugsan ve molekiil agirhigr daha az olan bir ¢ift hafif (L)
polipeptid zincirinden olusur. Bu zincirler birlikte, Y harfine benzeyen bir yap1 olusturular
(Ozbal, 2000).

H ve L zincirlerinde bir amino bir de karboksi terminal ucu bulunur. Aminoasidlerin dizilis
siras1 bliylik degiskenlik (heterojenite) gosterebildiginden, aminoterminal kisma degisken
bolge (V) denir. Bu degiskenligin goriilmedigi karboksi terminal kisim ise sabit bdlge (C)
olarak adlandirilir. Immiinoglobiilini olusturan polipeptid zincirleri birbirine disiilfid baglar:

ile bagl bulunurlar (Ozbal, 2000).

/- antijen baglayan bélge \
|'Il; .\I'
¥ ¥
¢ E mentese .
# . . -
i N s bélgesi 4 p \CI;R%RI

Sekil 2.3 Immiinoglobiilinin sematik yapisi (Rossman, 1972).
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2.1.6 Antikorlarin Fonksiyonlari

Antikor molekiillerinin ¢esitli fonksiyonlar1t mevcuttur. Bunlar;

a) Antijen ile immiin kompleksler olusturarak antijenlerin fagositoz ile dolasgimdan

kaldirilmalarini saglamak;

b) Enfeksiyon etkilerini agliitine ederek hareketsiz birakmak ve fagositoza hazirlamak

(opsonizasyon);
c) Toksinleri ve viral etkenleri notralize ederek zararsizlastirmak;
d) Komplemani aktive etmek;

e) Mikroorganizmalarin mukoza ylizeylerine aderans ve kolonizasyonlarini inhibe

etmek;

f) Zararli bazi makromolekiilerin gastrintestinal mukozadan absorbsiyonlarin

engellemek;

g) Antikora bagimli hiicresel immiinitede gorev almak (spepsifik IgG molekiillerinin
baglanmis hedef hiicrelerin, IgG Fc reseptdrii tasiyan oldiiriicii hiicreler tarafindan

lizisi)

2.1.7 Antijen-Antikor Reaksiyonlari

Antijenle antikorun birlesmesi spesifik ve selektif bir olaydir. Ciinkii belli bir antikor, degisik
antijenler karsisinda selektif olarak sadece kendisine uyan antijenle birlesmektedir. Antijenle
antikor arasindaki birlesme kovalent baglar aracilig ile degil, elektrostatik, kulombik, van der
Waals kuvvetleri, hidrojen baglari gibi nispeten zayif etkilesimlerle saglanirlar. Bu iki
molekiil arasindaki bagin giiciinii, antijenin birlesme yeri ile antikorun baglanma yeri
(paratop) arasindaki siki temasin genisligi belirler. Bu birlesme, iki molekiil arasindaki
“afinite” (karsilikli ilgi) oraminda siiratli ve gii¢liidiir. Immiin kompleksi olusturan antijen
antikor molekiillerin birbirlerinden tekrar ayrilmalarina karsi koyan giice, molekiiliin
“avidite’si denmektedir. Zayif aviditeli antikor molekiilleri, antijenle birlestikten sonra,
nispeten kolaylikla ayrilabilirler. Antijenler multivalent (birden ¢ok birlesme bolgesine sahip)
olduklar i¢in, bir antijen molekiilli, birgcok molekiilii baglayabilir. Bdylece bir karigimda
antikor ve antijen molekiillerinin degisik oranlarda yer aldigr immiin kompleksler olusur. Her
bir antijen molekiiliiniin birden fazla antikor (Ab) molekiiliinii baglamasi durumuna veya her
bir antikor molekiiliiniin birden fazla antijen (Ag) molekiiliini baglamasi durumuna gore

degisik Ab-Ag agregatlarinin olustugu gdsterilmistir. Ab/Ag oraninin birden biiyiikk oldugu
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(Ab/Ag=3.,4,5....) komplekslere antikor fazlaligi tasiyan kompleksler; Ab/Ag oraninin bire

cok yakin veya birin altina indigi komplekslere de antijen fazlalig: tasiyan kompleksler denir.

irins Antileorlar Antikorlar

Antyenler

Balcten

Sekil 2.4 Antijene spesifik antikor molekiilleri [2]

Antikor fazlalig1 tasiyan kompleksler kolay ¢okerler ve ¢okelti olustururlar. Antijen fazlalig
tagiyan kompleksler ise kiigiiktiirler ve ¢okelti olusturmaz (¢6ziinlir kompleksler) antijen ve
antikor yogunluguna gore immiin komplekslerin biiylikligi hakkinda fikir verilmektedir

(Roitt vd., 2002).

Antijen ile antikor arasindaki reaksiyon uygun serolojik (immiinolojik) testlerle gosterilebilir.
Her serolojik testin dlgebilecegi ve duyarli oldugu antikor ya da antijen miktar1 sinirhidir ve

farklidir.

2.1.8 Antijene Karsi Primer ve Sekonder Antikor Cevaplari

Bir insan veya hayvana, belli bir antijen ilk defa enjekte edildiginde, antijenin niteligine,
dozuna ve verilis yoluna bagh olarak, 7-10 giin igerisinde serumda antikorlar belirmeye
baglar. Antikor diizeyleri 1-10 hafta boyunca artarak maksimuma ulastiktan sonra, aylar
icinde azalir, hatta dlciilebilir diizeyin altina iner. Primer cevapta, antijen enjeksiyonundan
sonra IgM antikorlari, IgG antikorlarindan daha once sentezlenmeye baslar fakat 2. haftada

IgG antikorlarinin yiikselmeye baslamasindan sonra giderek azalirlar.

Immiin bellek hiicreleri antijene ait bilgileri sakli tutarlar. Bu nedenle, antikor diizeylerinin
diismesinden haftalar, aylar, hatta yillar gectikten sonra ayni antijen yeniden siringa edilirse,
efektor T hiicreleri ile antikor yapici hiicrelerin siiratle prolifere olmalar1 sonucu, bu defa,
antikor cevabi daha siiratle gdzlenir ve bu olaya pozitif immiinolojik bellik denir. Sekonder
cevapta saglanan antikor yogunlugu primer cevapta elde edilen yogunlugun 10-50 katina
ulasabilir. Maksimum antikor cevabi i¢in primer ve sekonder antijen enjeksiyonlar1 arasindaki
siire 1 aydan az olmamalidir. Sekonder immiin cevapta IgM paterni primer cevapta oldugu

gibidir. Burada antikor cevabini biiyliten IgG antikorlaridir.

Antikor diizeyleri, gereken hallerde uygun araliklarla uygulanan destekleme (booster) dozlarla
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siirdiiriilebilir. Antijenler “adjuvant” denen bir takim maddelerle birlikte enjekte edildikleri
taktirde, spesifik antijene karsi organizmada daha giiclii bir immiin yanit olusturabilirler.
Genellikle fosfat ve aliminyum hidroksit gibi mineral tuzlari; i¢inde dldiiriilmiis mikrobakteri
bulunan madensel yag-su emilsiyonlar1 (Freund’un komplet adjuvani) adjuvan olarak siklikla
kullanilirlar. Bunlar antijeni enjekte edildigi yerde daha uzun siire tutmak suretiyle, immiin

sistemi uzun siireli stimiile ederek antikor cevabini bilyiitiirler.

Bazi hallerde primer antijenik stimulus immiin mekanizmada Oyle degisiklik yapabilir ki,
ikinci stimulus tam tersine, zayif immiin cevap veya cevapsizlik olusturabilir. Bu bir “negatif”

bellek 6rnegidir ve “kazanilmis immiin tolerans” olarak ta isimlendirilir (Ozbal, 2000).

2.2 Sap Hastahg

Sap hastaligi, halk arasinda tabak hastalig1 olarak bilinen, biitlin ¢ift tirnakli hayvan tiirlerinde
goriilebilen bulasict bir hastaliktir. Hastalik i¢in; Aft Hummasi, ayak-agiz hastaligi (foot-

mouth disease) isimleri de kullanilmaktadir [3].

Sap hastalig1 sigir, manda, koyun, kec¢i ve domuzlarda oldugu gibi, vahsi hayvanlarda da
goriilebilen oldukca enfeksiydz bir hastaliktir. Sap hastaligi etkeni olan ve Picornaviridae
familyasindan Aphthoviriis genusuna ait viriisun, immiinolojik olarak ayirt edilen yedi
serotipi (O, A, C, SAT 1, SAT 2, SAT 3, Asya 1) vardir. Hastalik ayakta ve agiz ¢evresinde
vesikiiller olusturur ve gen¢ hayvanlarda ise kalp yetmezligi nedeniyle ani 6liimlere neden
olur. Duyarlilik az oldugu igin hastalik da oldukga seyrek goriiliir. Insanlar, hasta hayvanlarin
deri veya agiz mukozasi ile temas ederek, yeterli 1s1 islemi uygulanmamis (iyi pastorize
edilmemis) enfekte siitleri igerek, ¢ig siitten liretilen ve olgunlastirilmayan peynirleri yiyerek,
yine yeterli 1s1 islemi uygulanmamis ve pH’s1 diismemis etleri tiiketerek enfekte olabilirler.
Hastalik insandan insana ge¢memektedir. Inkiibasyon siiresi 2-6 giin kadar olup, ates,
yorgunluk, keyifsizlik, kollarda ve bacaklarda agrilar dikkati ¢eker. Agiz mukozasi kizarik
olmakla beraber agizda, girtlakta ve dudaklarda vezikiil benzeri agrili kesecikler olusur. Bu
olusumlara daha ¢ok, hasta hayvanlarla direkt temasta bulunan hayvan sahiplerinin ellerinde,
ayaklarinda ve genellikle de parmak uglarinda rastlanir. Insanlarda prognoz iyidir ve iyilesme
5-10 giin igerisinde goriliir. Sap hastaligi, bir halk saglig1 problemi olarak goriilmemektedir

[4].
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2.3 Sap Hastaliginin Diinyadaki Durumu

Hastalik 19. yy. boyunca Avrupa, Asya, Afrika, Kuzey ve Giiney Amerika da yaygin
olarak Avusturalya da ise yalnizca bir kez goriilmiistiir. Endiistriyel cift¢iligin gelismesi
sap hastali1 {izerine dikkatlerin toplanmasina yol a¢gmis ve hastaligin sonuclar1 akut
hastaliktan daha 6nemli bulunmustur. Hastalik siit¢ii siiriilerde siit verimi periyodunun
duraklamasina, siit iiretiminin % 25 civarinda azalmasina, etci siiriilerde ise gelismenin
gecikmesine yol agmaktadir. Cesitli iilkelerde enfekte hayvanlarin kesimi veya etkili
agilama programlan ile hastalik eradike edilmistir. Ancak Amerika, Avusturalya, Yeni
Zelanda, Japonya ve Avrupa iilkeleri diginda tiim diinyada hastaligin endemik olarak
seyretmesi sonucunda hicbir iilke sap hastaligmma karsi glivende bulunmamaktadir.
Avrupa kitasinda 1991 ve 1993 yilinda Bulgaristan'da , 1994 yilinda Yunanistan'da, 1995
yilinda Rusya’da, 1996 yilinda Rusya ve Makedonya’da, 1993'te italya'da O tipi, 1996'da
Arnavutlukta A tipi sap hastalign sporadik olarak goriilmiistiir. 2001°de Ingiltere'de
goriilen ve 1997'de Taiwan'da sap hastaligina yol agan viriis ile ayn1 oldugu aciklanan O
tipi sap viriisii Avrupa kitasinda hizla yayilmaktadir. Bu viriis yurdumuz da goriilen O
tipi sap virisiinden farklidir. Afrika kitasinda O, A, C, SAT I, ve SAT 2 serotipleri
salginlara yol agmaktadir. Ortadogu, Hindistan ve Uzakdogu'da ise O, A ve ASIA

serotipleri goriilmektedir [5].

FMDV C FMDV Asia 1

Sekil 2.5 Sap Hastalig1 Viriisiiniin ASIA serotipinin 2000-2006 yillar1 arasindaki diinyadaki
durumu [6]
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Sekil 2.6 Sap Hastalig1 Viriistiniin SAT serotipinin 2000-2006 yillar1 arasindaki diinyadaki
durumu [6]

2.3.1 Tiirkiye’de Sap Hastaliginin Durumu

Yurdumuzda sap hastaligi ile ilgili ilk istatistiki bilgilere 1914 yilinda yayinlanan Ziraat
Istatistik Dergisinde rastlanmaktadir. Hastalik hakkindaki genis bilgi ve kayitlara ise 1957
yilindan sonra rastlanmaktadir. 1957 yilinda goriilen biiyiik sap salginini takiben; 1958 yilinda
Etlik Veteriner Bakteriyoloji Enstitiisii biinyesinde gecici bir sap laboratuar1 ve daha sonra
1967 yilinda Sap Enstitiisii kurulmustur. Ulkemizde gériilen sap viriisii tiplerinin belirlenmesi,
bu tiplere kars1 as1 liretiminin yapilmasi, bagisiklik diizeyinin belirlenmesi ve sap hastaligi ile
ilgili arastirma ve egitim ¢alismalari Sap Enstitiisiince yiiriitiilmektedir. Ulkemizde 1957
yilindaki biiyiik salgma O tipi sap viriisiiniin yol actigir bildirilmistir. 1962-1965 yillar
arasinda Oj, SAT; ve Ay, tipi sap viriisleri salginlara yol agmistir. 1973-1978 aras1 goriilen
ASIAL tipi sap salginlarina daha sonra 1983-1985 arasi rastlanmistir. 1985'den sonra ise O,
ve Ay, tipleri goriilmiistiir. Ancak 1997 yilinda iran'dan yurdumuza yeni bir A tipi girmis ve
Ay tipine karst dominant Ozellik kazanmustir. 1999 yilinda ise ASIA1 tipi sap viriisi
yurdumuza girmistir. Su anda O;, A Iran ve ASIAl tipi sap viriisleri iilkemizde sap
hastaligina yol agmaktadir. Ulkemizde sap hastaligi ile miicadelede asilama ve karantina
yontemi kullanilmaktadir. Ancak hayvan hareketlerinin ¢ok fazla olusu, dogu ve giineydogu
sinirlarimizdan kagak hayvan girisleri, endiistriyel hayvanciliga ge¢ilememesi ve ¢iftcimizin

yeterince bilinglenmemis olmasi miicadeleyi giliclestirmektedir [5].
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2.3.2 Hastahgmn Yayihs

Hayvanlar arasinda ¢ok bulasici olan hastalik, enfekte ya da kontamine hayvanlar, iiriinler,
nesneler ve insanlar aracilig1 ile yayilir. Viriis ile kontamine materyaller, meralar, yemler,
sular, riizgar, enfekte cift tirnakli hayvanlar, sinekler ve hayvan bakicilar1 hastaligin bir
bolgeden bagka bir bolgeye yayilmasinda 6nemli rol oynarlar. Panayir, pazar, gocler ve
kurbanlik hayvan hareketleri, hastalikli bolgeden hayvan iiriinlerinin ¢ikartilmasi, tagima
araglart sap viriisiiniin bolgeden bolgeye, hatta bir {ilkeden diger iilkeye yayilmasina neden
olurlar. Bu nedenle hastaligin denetiminde, karantina onlemleri, tasimanin 6nlenmesi ile
dezenfeksiyonun oOnemli yeri vardir. Sap Hastaliginin en Onemli epidemiyolojik
ozelliklerinden biri de virlisin hava yoluyla kilometrelerce uzaklara kadar tasinarak
yayilmasidir. Hava yolu ile yayilmada 6nemli etmenler riizgarin yonii ve hizi, hava sicakligi
ve havadaki nem oranidir. Sap viriisiiniin uygun hava kosullarinda, % 60'1n iizerinde nem

orani ve 21-27 °C hava sicakliginda, 100 km uzakliga kadar tasinabilecegi bildirilmistir [7].

2.3.3 Sap Hastahig Viriis Yapisi
Viral partikiil yada virion yaklagik 8500 niikleotid uzunlugunda pozitif yiiklii tek bir RNA

zinciri igerir. Bu RNA molekiilii kii¢iik bir protein olan VPg’e kovalent olarak baglanir. Viriis
kapsiili zarfsizdir ve VP1, VP2, VP3 ve VP4 yapisal proteinlerinin 60 kopyasini igeren
yaklasik 300 A capinda isohedral simetriye sahiptir. Ilk ii¢ yapisinda proteinler (Mw~24
Kilodalton-kDa) yiizey komponentlerini olustururken, doérdiincii yapisinda ise (Mw~8,5 kDa)
bu komponentler i¢ kisimda yer alir (Acharya vd., 1989; Domingo vd., 1992).

Sekil 2.7 Sap Hastalig1 viriistintin C-S8c1 protomerinin ribbon protein diyagrami1 VP1-mavi,
VP2-yesil ve VP3-sar1 kapsid proteinlerin birlesmesinden olusur [8].

Sap hastalig1 viriis partikiiliiniin yapist ilk olarak O; BFS 1860 serotipi i¢in X-151n difraksiyon
analizi ile aydinlatilmistir (Acharya vd., 1989). Bunun ardindan, sap hastalig1 viriistiniin diger

serotipleri de kristalize edilmis ve analizleri yapilmistir. Viriisiin fenotipik ve serolojik
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(immiinolojik ve antijenik) ozellikleri arastirilip agiklanmistir (Parry vd., 1990; Curry vd.,
1992; Logan vd., 1993; Lea vd., 1994).

Sekil 2.8 Sap Hastalig1 Viriisii ve kapsid proteinlerin (VP1-4) Yapisal Gosterimi (Acharya
vd., 1989)

Viriisiin dis yiizeyi kiiresel, 25 nm capinda ve oldukca diiz yapidadir. Viriis isohedral
simetriye sahiptir (Sekil 2.9) ve herbir asimetrik {inite (patikiiliin 1/12’si) viriisiin biyolojik
protomerlerinin bes kopyasinin birlesmesiyle olusan bir pentamer yapidir (Acharya vd., 1989;
Parry vd., 1990; Curry vd., 1992; Logan vd., 1993; Lea vd., 1994). Viriisiin yapisal proteinleri
olan VP1, VP2 ve VP3; kapsid yapinin ¢ogunlugunu olusturmak amaciyla bir araya gelerek 8-
zincirli, takoz-bi¢imli, B-barrellerden (B-katlanmis yapinin kapanmasi ile olusan yapi) olusan
yapmin ig¢e katlanmig seklidir (Sekil 2.10a). Kapsidin i¢ine gémiilii olan VP4 proteini ise
miristil (Myristyl) bir gruba sahiptir ve bu grup proteine N-terminal u¢ kismindan kovalent
olarak baglanmistir (Chow vd., 1987; Belsham vd., 1991). VP1, VP2 ve VP3’iin B-barel
zincirleri virionun dis yiizeyini olusturan ilmiklerle birbirine baglanmistir (Sekil 2.10a). Sap
hastalig1 virlisiiniin diger picornoviriislerden ayiran 6zellikleri sunlardir: 1- yiizey kanyon
veya cukurlarina sahip olmamasi, (Hogle vd., 1985; Rossmann vd., 1985; Luo vd., 1987;
Muckelbauer vd., 1995; Kolatkar vd., 1999; Belnap vd., 1999; Zuccola vd., 2000. He vd.,
2000; Xiao vd., 2001). 2- isohedral yapmin besli ekseninde kiigiik molekiillerin (6rnegin;
CsCl) girigine izin veren kanallarin bulunmasi ve 3- viriis kapsidine ait 12S pentamerik alt
iinitenin 6,5 altindaki pH degerlerinde ayrigsmasidir (Brown ve Cartwright, 1961). VP1 ve
VP2 kapsid proteinlerinin ara yiizeyinde bulunan ve diisiik pH degerlerinde proton alarak
pozitif hale gecen histidin kalintilariin gruplagsmasindan dolayr bu ayrigsmanin oldugu
distintilmektedir (Curry vd., 1992; Ellard vd., 1999). Ayrica diisiik pH degerlerinde kararsiz
bir yapiya sahip olmasi viriisiin bulagsma mekanizmasinin diger picarnoviriislerden farkli

olmasina neden olmaktadir.
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Sekil 2.9 Olgun tip O;BFS Sap Hastalig1 Viriisii virionun X-1s1n kristalografisi verisine dayali
yapist. Bu yapilar Acharya, (1989) ve Logan, (1993) tarafindan gosterilmislerdir. (a) Bir
biyolojik protomerde viral proteinlerin 3-barrel ve ilmik organizasyonunun gosterimi (b)
Pentamer konumlanmis virionunun besli eksenine agagidan bakig (c¢) Tiim bir virion, G-H
ilmegi (sar1) ve RGD dizisi (beyaz) (d) Bir protomerde G-H ilmeginin (mor), RGD dizisi

(sar1) gosterimi Tiim bunlar olgun viriise aittir. Viral proteinler mavi renkli olan VP1’e, yesil
renkli VP2’ye, kirmizi renkli VP3’e kars1 gelmektedir. VP4 partikiiliin i¢ine gomiiliidiir.

2.3.4 Sap Hastalig Viriisiiniin Antijenik Yapisi

Sap hastalig1 viriisiiniin hiicreyle etkilesime giren kism1 ve immiinodominant bolgesi virionun
yilizeyinde ¢oziicliye karsi korunaksiz bir bolgede (yani VP1’in tripsine hassas bolgesinde)
yerlesmistir (Laporte vd.,1973; Cavanagh vd.,1977). Yapilan serolojik c¢alismalarla sap
hastalig1 viriisiin en Onemli antijenik bolgesi olan VP1’in (135-155 dizisini kapsayan),
virlisiiniin farkli serotiplerinde dahi ortak oldugu bulunmustur (Strohmaier vd., 1982). Bir
cok B-hiicre epitoplar1 bu bolge igerisinde bulunmaktadir ve bu bdlge hem nétralize hem de
notralize olmayan antikor cevaplarina neden olmaktadir (Strohmaier vd., 1982; Cheung
vd.,1983; Oulridge vd., 1984; Beck vd.,1983; Grubman vd., 1987). Sap hastaligi virionun
ylizeyinde yer alan antijenik bolgeler viriisiin (Giliney Afrika Bolgesi) farkli serotipinin
yalnizca besi ig¢in aydmlatilmistir (Baxt vd., 1984, 1989; McCullough vd., 1987; Xie vd.,
1987; Thomas vd., 1988; Bolwell vd., 1989; Haydon vd., 1998; Kitson vd., 1990; Crowther
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vd., 1993; Lea vd., 1994; Mateu vd., 1995; Marquardt vd., 2000). Dort antijenik bolge
tanimlanmistir. Kapsid proteinleri yani VP1, VP2 ve VP3 bu antijenik bolgelerin bir veya
daha fazlasim icermektedir. Bununla birlikte, her bir serotip bu dort antijenik bolgeyi
icermeyebilir. Ilgingtir ki; kiiciik birimlerden olusan bu antijenik bélgelerden ii¢ii viral
proteinlerin B-tabakalarina baglanan esnek ilmeklerin igerisine yerlesmistir. VP1’in C-
teminalini en az iki antijenik bolge icerir. Biitiin bu bolgeler hem hastalik bulagtiginda hem de
asilama sonucunda olusan immiinolojik cevap icin gerekli goriilmektedir. VP1’in GH ilmegi
icerisinde yerlesmis olan antijenik bolge farkli 7 serotipte de ortak olan kisimdir (Sekil 2.10d)
(Borrego vd., 1995; Mateu, 1995). Bu bolge ayrica RGD reseptor baglama bolgesini tantyan

diziyide igerir.

Sekil 2.10 Sap Hastalig1 Viriisiiniin VP1 proteinin GH lobunun lokalizasyonu (yukari) ve bu
lobun konformasyonunun detayl1 gosterimi (asagidaki) — Sar1; O1 BFS izole edilen, eflatun;
C-S8cl den izole edilen (Hewat vd., 1997)

2.3.5 Sap Hastalig1 Viriisiiniin Hiicre Tutucu Bolgeleri: Arg-Gly-Asp motif

Yiizey geometrik sekileri, amino asid dizilerinin korunmasi ve farkli picornoviriislerin hiicre
tutunan bolgelerinin inhibisyonu iizerine bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Yapilan ¢aligmalar “bu
patojenlerin  ¢ogunun immiin sisteminin hiicrelerine tutunan bu bolgelerini saklamayi
amagladigin” géstermistir. Oyle ki; bu bolgeler genellikle kanyonlar ya da oyuklar igerisine
yerlesmislerdir (Chapman vd.,1993). Piiriizstiz Sap Hastalig1 viriisiiniin yiizeyinde herhangi
bir benzer kanyon yada ¢ukur olmadigindan VP1’nin yiliksek oranda degiskenlik gosteren GH
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ilmegi icerisinde Arg-Gly-Asp (RGD) (yiiksek derecede korunmus) amino asid dizisinin
varligt bu dizinin hastaligin bulagsmasinda anahtar role sahip oldugu siiphesini
uyandirmaktadir (Hynes, 1992; Fox vd., 1989; Verdaguer vd., 1995,1996; Mateu vd., 1996;
Novella vd., 1993; Berinstein vd., 1995). Immiinokimyasal ve yapisal ¢alismalar, viriisiin
RGD dizisinin, konak hiicrenin vitronektin reseptorlerine integrin avfs araciligryla tutunarak
sap hastalig1 viriisiiniin enfektivitesinde kritik role sahip oldugunu gostermistir (Cavanagh
vd., 1997; Sevilla vd., 1999). Sap hastalig1 viriisiiniin korunmasiz bdlgesinde yerlesmis
bulunan RGD dizisi farkli serotiplerde dahi korunmus olarak bulunmaktadir. Viriisiin, konak
organizmada antikor netriilizasyonundan korunma mekanizmasi RGD f{i¢lii amino asid
dizisinin a¢ik-doniisiim konformasyonunu koruyan ve gii¢ fark edilen yapisal modifikasyonlar
icermesinden kaynaklanmaktadir (Sekil 2.10). Bu veriler 1518inda, sap hastalig1 viriislintin
konak hiicre ile internalize olmasinda; RGD dizisinin miimkiin olan tek yol olmadigi
soylenmektedir (Ruiz-Jarabo vd., 1999; Mason vd., 1993, 1994; Jackson vd., 1996; Sa-
Carvalho vd., 1997). Gergekte, sap hastalig1 viriisiiniin hiicre tarafindan taninmasinin en az 3
farkli mekanizmayla gerceklestigi bilinmektedir. Bunlardan birincisi; Predominant hiicre
yiizey ligand1 olarak heparan sulfate (HS) aracigiyla (6rnegin; Sap hastaligi O, viriisiiniin bazi
zincirleri, hiicre kiiltlirline-adapte olan viriislerdir), ikincisi; RGD-ve-HS-bagimsiz olarak
hiicre Sap hastalig1 viriisiiniin antikordan-bagimsiz artis1 yoluyla ve liglinciisii; sap hastaligi
viristinin  Fc reseptorleri aracilifiyla hiicre igerisine girip virlise-spesifik antikorlara
baglanmasi ile (RGD mekanizmasini pas gegerek) gerceklesmektedir (Mason vd., 1993; Ruiz-
Jarabo vd., 1999).

2.3.6 Sap Hastalig1 Viriisiiniin Genetik ve Antijenik Degiskenligi
RNA viriisleri hataya-egilimli RNA replikasyonu ile karakterize edilir. Sap hastalig

viriisiiniin genomu farkli serotipler arasindaki dizi homolojisi % 25-40 iken, ayni serotipin
farklr alt tipleri arasinda ki homolojisi % 60-70 den fazladir. Bir salgin sonucu olusan sap
hastalig1 viriisiiniin dogal popiilasyonlarinda heterojenite goriilmiistiir. Bununla birlikte
‘kisisel’ izolatlarda iki farkli niikleotid dizisi igerdigi rapor edilmistir. Replikasyon
siirecindeki yiiksek mutasyon orami sap hastalig1 viriisiine; gelisme ve yeni ortamlara
adaptasyon imkani1 saglamaktadir. Tiim mutasyonlarin zararli olmasia ve dogal seleksiyon
(negatif seleksiyon) ile elemine edilmesine ragmen, bazi mutasyonlar viriisiin replike oldugu
0zel durumlarda pozitif seleksiyon ile gerceklesebilir (Sevilla vd., 1996; Domingo vd., 1996;
Charpentier vd., 1996; Martinez vd., 1997) Sap hastalig1 virlis popiilasyonu yiiksek

heterojeniteye sahip olmasina ragmen, yapinin devamliliginin saglanmasi amaciyla viriis uzun
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siire dizilerini koruma 0Ozelligine sahiptir. Bu durum bozuldugunda ise hizla bir evrim
gerceklesir ve yeni femel diziler yerlerini alir. Genetik degiskenligin en Onemli sonucu
antijenik gesitliliktir. Immiinokimyasal ¢alismalar ayni cografi ve kronolojik orijinden olan
izolatlarin tek bir izolatdan tliremis viral klonlar olsa dahi antijenik olarak farkli olabilecegini
gostermistir. RNA replikasyonu sirasinda gerceklesen yiiksek mutasyon oranlari sonucunda

olusan mutant fenotiplerin cogunda negatif seleksiyon sonucu antijenik varyantlar olusur.

i FMDV single-stranded RMNA. genowme s
i ff..
m
i T N—

Sekil 2.11 Sap hastalig1 viriis genomu yaklasik 8.5 kb uzunlugunda tek zincirli RNA
molekiiliinden olusur. Genomik poliproteinin translasyonu sirasinda 3 tane viriise kodlanmis
proteazlar tarafindan pargalanir. Viral poliprotein kapsid proteinin VPO, VP3 ve VPI igine
alan PI bolgesine parcalanir. Kapsid ile ¢cevrilmemis olan RNA, VPO bolgesi heniiz
bilinmeyen proteazlarla kapsidin i¢ kisminda yer alan VP4 ve VP2 i¢ine alacak sekilde
parcalanir. Sap hastalig1 virionlar zarfsizdir ve isohedral yapili, 20-30 nm ¢apinda ve % 146
sedimantasyon katsayisina sahiptir (Clavijove Kitching, 2003)

2.3.7 Viriisiin Ozellikleri ve Klinik Belirtiler

Viriis giines 15181na ve dezenfektanlara karsi ¢ok duyarli olmasina karsin, + 5 °C’nin altindaki
soguk muhafaza ve dondurma sicakliklarinda canliligini yillarca korur. Sigir derisi ve
killarinda 4-6 hafta, salya ve giibrede 1-4 hafta, suda 3-4 ay, toprak yiizeyinde 3-28 giin,
kontamine ayakkabilarda 11-14 hafta canliligin1 korur. Canli kalabildigi pH araligi, pH 6.5 —
9.5 tir. Daha diisiik pH degerlerinde (<pH 6.0) inaktivasyon siireleri; pH 4’iin altinda <15
saniye, pH 6.0’da 2 dakika, pH 7.0’de birkac hafta olup, 9.5 ten yiiksek pH degerlerinde
siiratle inaktive olur (pH 12.5’da <15 saniye). Bu nedenle NaOH (% 1°’lik) ile pH 14 olan

soliisyonlar etkili dezenfektan olarak kullanilir. Viris, yiiksek tuz konsantrasyonlarindan
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etkilenmez. Sicakliga dayaniksiz olan etken, 60 °C’de 5 dakikada, 80 °C’de ve pastoérizasyon
islemi sirasinda canlilifin1 koruyamaz. Etken, sap hastaligindan olen ve/veya kesilen

hayvanlarin salgilarinda ve dokularinda bulunabilir.

Sap Hastalig1 Viriisii ekonomik agidan da diinya ¢apinda onemli olan viral bir hayvan
hastaligidir. Bu hastaliga bagli 6lim orami genellikle diisiik olmasina ragmen bu hastalik
ciftlik hayvanlarinin verimliligini azaltir ve bu hastaligin goriildiigii iilkelerin hayvan ve
hayvan iiriinleri uluslararasi alanda kullanilmaz. Oliim oranmnin diisiikliigiine ragmen hassas
hayvanlarda 6liim orant %100°e yaklagir. Siit, et ve is verimini diislirerek biiylik ekonomik

kayiplara sebep olur. Hastalik, cok hizli ve akla gelebilecek her vasita ile yayilir [4].

24 Sap Hastahg Teshisi
Laboratuarda hasligin teshisi, etken izolasyonu veya serolojik yontemlerle yapilir. Gelen
marazi maddelerden komplement fiksasyon testi (CFT) ve ELISA gibi testler ile sap antijeni

aranir.

Sap viriisiiniin tip tayini, hastaligin teshisi yaninda epizootiyolojik olarak ve agilama acgisindan
da biiylik 6nem tagimaktadir. Bu agidan klinik olarak hastaligin teshisi konsa bile kesinlikle

tip tayini i¢in laboratuara numune gonderilmelidir.

Son yillarda daha cabuk ve pratik olarak teshis konulabilmesi i¢in yeni teshis metodlar
iizerinde c¢alisilmaktadir. Bu amagla insitu hibridizasyon, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

ve koagliitinasyon testi gibi testler lizerinde yogun c¢aligmalar yapilmaktadir [9].

2.5 Sap Hastahigi : Korunma ve Kontrol

Sap hastalig1 viriisii enfekte hayvanlar ile hastaliga hassas hayvanlar arasinda direkt temasla,
et, siit vb. hava yolu ile ve ¢esitli araglarla bulasir. Kontrol tedbirlerinin amaci bu anlamda

bulagsmanin 6nlenmesidir.

Boyle bir hastalikla karsilagilinca alinacak tedbirler nelerdir? Uygulanabilecek {i¢ metod
vardir ki bunlar; asilama, asilama ve kesim, sadece kesim. Asilama metodu; hastaligin
endemik oldugu Arjantin, Brezilya, Fransa, Italya ve Afrika’nin bazi bolgelerinde, asilama ve
kesim metodu; Danimarka, Isveg, Isvicre, Hollanda, Meksika gibi iilkelerde, kesim metodu

ise; Ingiltere, Kanada, A.B.D., Norveg gibi iilkelerde uygulanmustir.

Hayvan hareketlerinin dnlenmesi en etkili tedbirlerden biridir. Insanlarin enfekte ciftlikleri

ziyareti Onlenmelidir. Hayvan tasiyan araclar dezenfekte edilmelidir. Enfekte hayvanlarin
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kesimi viriis tiretimini durdurur ve bulasma zincirini kirar.

Sap asilart inaktif virlisler ile hazirlanirlar. Asida kullanilacak sap virlisiiniin se¢imi ¢ok
onemlidir. As1 monovalan, bivalan, trivalan ve polivalan sekillerde hazirlanabilir. Asilama
genellikle sigirlarda koyunlardan daha fazla uygulanmaktadir. Sap hastaliginin kontrolii igin

cok yakin uluslararasi isgbirligi gerekmektedir [9].

2.5.1 Sap Hastaligi'min Ekonomi ve Ticarete Etkisi
Sap hastaliginin meydana getirdigi kayiplar;
» Siit ve et verimindeki kayiplar,
Hayvanlarin gelismesinde gerilik,
Gebe hayvanlarda yavru atma,
Ozellikle geng hayvanlarda goriilen oldukga yiiksek oranda dliimler,

Dis ticarete getirilen kisitlamalardan dogan ekonomik kayiplar,

YV V VYV V¥V V

Tedavi masrafindaki maliyet,

Sap hastaligindan dolayr yillik % 15 siit kayb1 goriilmektedir ve siit kaybindan dolay:
ugradigimiz zarar yaklagik 8 milyon ABD § dir. Hastaliktan dolay1 et kaybi ise % 10
dolayindadir ve ugradigimiz yillik zarar 81 milyon ABD $dir.

Hastalik goriilen bolgelerde canli hayvan ve hayvansal {iriin ticareti durdurulmakta, ¢ok

sayidaki tarimsal {iriiniin bagka iilkelerce ithalatina sinirlama getirilebilmektedir.

Sekil 2.12 Avrupa’ da kesme metodu ile hastaligin yayilmasini engeleme ¢alismalarina ait
goriintiiler [9]
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2.6 Sap Hastah@ina Kars1 As1 Gelistirilmesi

2.6.1 Geleneksel Asilar

As1 gelistirilmesi ¢alismalarinin, tip alaninda immiinolojiye ve genel sagliga katkist ¢ok
biiyliktiir. Yaklagik 200 yil 6nce Jenner tesadiifii bir sekilde ¢igek hastalik enfeksiyonundan
korunmak amacli as1 yapmistir. Bundan yiizy1l sonra; Pasteur patojenligi azaltilmis kuduz
agisini bulmustur. Bu buluglar, tiim viral asilarin gelistirilmesinde temel rol oynamistir. Bu
‘eski’ ya da geleneksel asilar canlinin biinyesinde hastalia sebep olabilme giiciine sahip
mikroplarin  giiglerinin zayiflatilarak viicuda verilmesi islemidir. Insan ve hayvanlarda
hastalik yapma yeteneginde olan viriis, bakteri vb. mikroplarin hastalik yapma kudretlerinden
arindirilarak ya da bazi mikroplarin salgiladig: zehirlerin etkisinin ortadan kaldirilarak saglam

(3

kisilere verilmesi igin gelistirilen biyolojik maddelere “asi” denilmektedir. Kisileri
hastaliklardan ve onun koétii sonuglarindan koruyabilmesi i¢in saglam ve risk altindaki kisilere
uygulanmaktadir. Asilarin tedavi edici Ozellikleri yoktur. Yani herhangi bir hastalik
olustuktan sonra hasta kisiye as1 yapmanin yarari olmamaktadir. Asilar, agiz yoluyla, adale
icerisine, cilt altina veya cilt i¢ine verilmek suretiyle uygulanabilirler. Hangi yoldan verilirse
verilsin, asilar viicudumuzu hastaliklara karsi koruyan ve savunma cisimcikleri olarak
isimlendirilen antikorlar1 olustururlar. Olusan antikorlar viicutta uzun siire kalirlar ve bu siire
icinde ayn1 mikrop viicuda tekrar girerse, bu mikrobun hastalik olusturmasina firsat vermeden
ortadan kaldirilmasini saglarlar. Herhangi bir asinin koruyucu etki gosterebilmesi i¢in uygun
yaslarda ve uygun araliklarla yapilmasi sarttir. Zira agilarin ¢ocuklara; hastaliklara yakalanma

riskinin en yiliksek oldugu donemlerden Once yapilmasi gerekmektedir. Yapilan genis

arastirmalar sonucunda her as1 i¢in belirli bir as1 takvimi gelistirilmistir.

Asilar cinsine gore agiz yoluyla alinir yada enjekte edilirler. Hangi yoldan yapilirsa yapilsin,
ag1 viicudun savunma mekanizmasini harekete gegirerek viicudu hastaliktan korur (Arnon ve

Yedidia; 2003)
Dort ¢esit asi tiirii vardir.
¢ Cansiz (6lii) mikrop asilari,
¢  Canl1 (ateniie) mikrop agilari,
¢  Mikrop iirlinlerinden hazirlanan asilar,

¢ Biyoteknolojik agilar.
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a) Cansiz (6lii) mikrop asilar:

Cesitli yontemlerle oldiiriilmiis bakteriler ile inaktive edilmis viriis asilaridir. Bakteri veya
viriisler laboratuarlarda iiretildikten sonra 1 cm® sivida belirli sayida mikrop olacak sekilde
sulandirilarak 1s1, formaldehit, fenol, aseton, ultraviyole gibi etki veya maddelerle
oldiiriiliirler. Bu oldiiriilme veya inaktivasyon isleminde genellikle mikrop biitiinliigii ve
antijenik yap1 bozulmaz.

Cansiz mikrop asilar1 genel olarak ilk verilisten 4 giin sonra antikor olusturmaya baslarlar.
Ancak ilk uygulamada olusan antikorlar koruyucu diizeyde degildirler. Bu nedenle 2. kez ve
3. kez, hatta bazen daha ¢ok sayida asilama ile bagisiklik diizeyini arttirmak gerekir. Cansiz
mikrop asilariin koruyuculuk siiresi diger asilardan daha kisadir (Yegen, 1990). Asagida
cansiz mikrop asilarina birka¢ 6rnek verilmistir.

m Olii bakteri agilar1 : Tifo, paratifo, kolera, bogmaca, veba, salgin tifiis agilar1

m Inaktive viriis asilar1 : Cocuk felci (Salk tipi) , kuduz, influenza (Grip) asilar gibi

b) Canh (ateniie) mikrop asilari

Antijenik niteligi bozulmadan, hastalandiricilik 6zelligi (=viriilans1) ortadan kaldirilan veya
viriilans1 yavaslatilan mikroplardan hazirlanan asilardir. Ateniie asilar organizmaya cesitli
yollarla verilebilirler. Bu tip asilar organizmada, sessiz veya ¢ok hafif seyirli bir infeksiyon
olusturarak dogal infeksiyona benzer nitelikte bir bagisiklik olustururlar. Asi hastaligir da
denen bu infeksiyon bazi asilarda agik¢a goriilebildigi halde (BCG asisinda), bazi asilarda
hafif bir hastalik (kizamikg¢ik asisinda), bazilarinda ise tamamen belirtisiz (¢ocuk felci
asisinda) seyir gosterir. Canli mikrop asilar1 daha ¢ok hiicresel bagisik yanit olustururlar ve
koruyuculuk siireleri de daha uzundur. Ozellikle bazi ateniie viriis asilar1 (6. kizamik,
kizamikeik, kabakulak gibi) tek bir doz ile dmiir boyu bagisiklik saglayabilirler. Bu tiir agilara

baz1 6rnekler asagida verilmistir.
m Canli (ateniie) bakteri asilari: BCG Verem Asisi

m Canli (ateniie) viriis asilari: Sabin tipi ¢ocuk felci agisi, San ates , kizamik, kizamikgik,

kabakulak.
¢) Mikrop Uriinlerinden Hazirlanan Asilar

Toksoid (Anatoksin) agsilar: Difteri ve tetanoz gibi bakteri toksinleriyle meydana gelen
hastaliklardan korunmada kullanilan agilardir. Saf olarak elde edilen bakteri toksinin daha

sonra 1s1 veya formol ile muamele edilerek (% 0.3 - 0.4 oraninda formol eklenerek 37 °C’de
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3-4 hafta bekletilir) zehir etkisi giderilir bu sekilde antijen yapisi bozulmadan hazirlanan
toksoid (anatoksin) ler asi olarak kullanilir. Toksoid asilar daha ¢ok hiimoral bagisik yanit

olusturarak koruma saglarlar.

Mikroplarin belirli bir kismindan hazirlanan agilar: Bazi infeksiyon hastaliklarinda, etken
mikrobun belirli bir parcasindan (6rnegin HBs Ag partikiilleri, N. meningitidis'in hiicre
duvarpolisakkariti gibi) hazirlanan asilarin daha iyi koruyucu etki yaptigi arastirmalarla

gosterilmektedir.

d) Biyoteknolojik Asilar

Asilamada bazi sorunlarin yasandigi infeksiyon hastaliklarinda, daha etkili ve yan etkileri
daha az olan agilarin elde edilmesi ic¢in yeni, molekiiler biyoteknolojik yontemler
kullanilmaktadir. Bu tekniklerle hazirlanan asilar:

= Rekombinant DNA Asilari: Bu teknikle mikroplarin bagisiklikta etkili olan proteinlerini
kodlayan genleri ayirdedilir ve bu genler bir tasiyict hiicreye aktarilarak, orada bol miktarda
sentezlettirilirler. Ornegin Hepatit B viriisiiniin yiizey antijenini (HBsAg) kodlayan gen bir
maya hiicresine aktarilarak cokca elde edilir ve as1 olarak kullanilir (Rekombinant HBV
asis1). Rekombinant DNA tekniginin bir baska uygulamasi, elde edilen "as1 geni"nin tasiyici

bir virlise (6rnegin herpes viriislere) rekombine edilmesidir.

= Sentetik Peptid Asilar

Proteinlerin yap1 taslar1 olan aminoasid dizileri antijen olarak kullanilabilir. Cesitli peptidler
icerisinden belli bir tanesinin secilmesi avantajdir. Peptid antijenleri sentetik olarak elde
edildikleri i¢in canli mikroorganizmalarin iiretilmesine ihtiyag¢ yoktur. Peptidlerin
saflastirilmas1 daha kolaydir. Kiiciik molekiil agirli olduklarindan immiinojen 6zellikleri
azdir. Bu yiizden tasityici protein ve ya adjuvant kullamimima gerek duyulabilir. Hayvan

deneylerinde basarili sonuca ulagmis peptid asis1 vardir.
= Mutant Asilar:

Canlt mikrop asilar1 hazirlanirken uygulanan eski virulans azaltma yoOntemleri yerine,
biyoteknoloji ile patojen mikroplardaki viriilans genleri yok edilerek "avirulan mutant” suslar
ile ateniie asilar hazirlanabilmektedir. Ornegin V.cholerae bakterisinde toksini kodlayan genin
yok edilmesi gibi.

= Anti idiotip Asilar:

Antikorlar aracilig1 ile gerceklestirilen yeni bir as1 teknigidir.
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= Konjuge Polisakkarid Asilar:

Bazi patojenik bakterilerin viriilans1 hidrofilik polisakkarid kapsiillerinin antifagositik
ozelliklerine dayanir. Kapsiiliin antikor ile kaplanmasi makrofajlarin ve nétrofillerin o
patojeni fagosite etmelerini kolaylastirir. Polisakkarid agilarin dezavantaji T hiicrelerini
uyaramamalaridir. B hiicrelerini T-bagimsiz olarak uyarirlar ve IgM yapimi gerceklesir.
Hafiza hiicresi olusmaz. Polisakkarid antijenler zayif immiinojenik &zellik gosteren
haptenlerdir. Bir protein tasiyicist ile baglanarak haptenin immiinojenitesi arttirilir.
Polisakkarid-protein konjugatinin T hiicreleri aktive etmesi sonucunda immiinoglobulin
doniisiimii meydana gelir. Bu asilara karsi IgG sinifi antikorlar olusur. Immiin hafiza olusur.
Hayatin ilk anlarindan itibaren korunma saglanir (Akan, 1992; Bigehan, 1993; Giilmezoglu ve

Ergiliven, 1994; Kiligyurgay, 1994; Yegen, 1990)

2.7  Polimer-Protein Komplekslerinin Fonksiyonel Etkileri ve Bunlarin Pratikte

Uygulama Alanlari

Dogal olmayan polielektrolitlerin organizmaya verildiginde komplemant sisteme,
hemopoisese (Hemopoiesis), kan pirtilagsma sistemine etki ederek yiiksek biyolojik aktiflik
sagladig1 bilinmektedir (Mustafev, 1996a). Polielekrolitlerin (PE) biyolojik etkilerinin temeli
biyosistem komponentleri (hiicreler, proteinler v.s) ile kooperatif etkilesimde bulunmalarina

dayanmaktadir.

2.7.1 immiinolojide Polielektrolit Kompleksleri

1970’li wyillarin  baslarinda immiinolog ve kimyacilarin ortak c¢aligmalart ile bazi
polielektrolitlerin immiin sistem iizerine etkisi aydinlatilmig ve yapay polielektrolitlerin bu
gibi amagclar i¢cin daha uygun oldugu belirlenmistir. PE’lerin bu &zelliklerini aydinlatmak
amactyla yapay polielektrolitlerle koyun eritrositlerinin kompleksleri olusturulmus ve bu
kompleksler hayvanlara immiinize edilerek, immiin cevabin yiikselmesinde PE’lerin etkili
olduklar1 gosterilmistir. PE’lerin bakteri, viriis tabiath yapay antijenler i¢in tastyici olarak
kullanilmas1 sonucu immiin cevabin artmasi ve devamli bir immiin koruyuculuk saglamasi
sentetik as1 tasarlama fikrini ortaya c¢ikarmistir (Mustafaev, 1996a). Yikli olmayan ve su
ortaminda yliklenmeyen polimerlerle (polivinil alkol, poli-N-vinil pirilidon, polietilen glikol)
eritrositlerin  kompleksleri yapilmig, fakat bu kompleksler immiin cevapta artis
saglayamamiglardir yani bu tir yapili polimerler adjuvant (yardimci) oOzelligi
tasimamaktadirlar. Bu bilgiler 1s1¢1nda yiiksek molekiil agirlikli sentetik polielektrolitlerin
(PE), (negatif ve pozitif yiiklenmis veya ortamin fizyolojik sartlarmma gore yiiklenebilen
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polimerler; polianyonlar, polikatyonlar ve bunlarin kopolimerleri) monomerlerinin kimyasal
yapilarindan bagimsiz olarak adjuvant etkisi (immiiniteyi stimiile eden) gosterdigi sonucu
ortaya ¢ikmigtir (Mustafaev 1996¢c, 1996d, 1996e, 1996f, 1996 g, 1996h, Basalp, 1996;
Ozeroglu, 1996b; Giiney, 1997; Sarag, 1997a, 1997b; Ozeoglu, 1997; Mustafaev, 1998).
Bunun nedeni su sekilde agiklanmistir: Bu polielektrolitlerin sentezi ve modifikasyonu daha
kolaydir, istenen molekiil agirhiginda, elektrik yiikiinde, konformasyonda veya yiiksek
molekiiler yapida elde etmek miimkiindiir. Suda iyi ¢6ziiniirler ve bilinen yapilarda cesitli
kompleksleri sentezlenebilmektedir. Polielektrolitlerde molekiil agirligi polimerlesme
derecesi ile orantilidir. Polimerlesme derecesinin artmasi istenilen kompleksin olusumunu
destekleyici yonde etki eder ve polimerin baglanma miktarinda artis gézlenir. Bunun yani sira
polielektrolit ¢ozeltilerinin elektrokimyasal ozellikleri genellikle poliiyonun zincir boyuna
baglidir; yani polikompleksin ¢okmesi vb. ozellikler polimerin polimerlesme derecesine

baglidir (Mustafaev, 1996a).
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Sekil 2.13 Fare karaciger hiicrelerinde antikor olusturan hiicrelerin (AFC) miktarinda artisin 4

degerli polikonidin (PC) tuzlarmin (a) 1-PC-C,Hs; 2-PC-C,Hs-CH,CgHs ve Poliakrilik asidin

(PAA) (b) polimerlesme derecesine olan baglilig1. Peolielektrolitin konsantrasyonu 50 mg/kg;
5x10°® eritrosit hiicre miktari (Mustafaev, 2004, 1996a).

Bu konuda yapilan bu ve diger fizikokimyasal ve immiinolojik ¢aligmalar; immiin sistemin
uyarilmasinda, PE’lerin immiin hiicrelerin ylizeyi ile etkilesimindeki kooperatif
adsorbsiyonun Onemli rolii oldugunu ve timusa bagli olmayan polimer yapili yapay

immiinojenlerin olusum prensibini agiklamaya imkan vermektedir.

PE molekiillerinin sulu ortamlarda supramolekiiler yapisinin degismesinin birinci yolu
hidrofoblagsmasidir. Bunun igin poliiyon zincirlerinin ylizey aktif maddelerle yiiklenmesi
gerekmektedir. PE’in ylizey aktif maddelere kovalent baglanmasi veya yiizey aktif maddelerle
PE’in arasinda elektrostatik baglarla kompleks olugsmasi ile PE’ler hidrofoblastirilmaktadir.
Polimer molekiilii ile ylizey aktif maddeler (sodyum dodesil sulfat, sodyumdezoksi selat, setil
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trimetil, amonyum bromiir v.s.) arasinda elektrostatik kompleks olusumundan meydana gelen

komplekslerin yapisi ylizey aktif madde/PE oranina baghidir (Mustafaev, 2004, 1996a)

1. Tip Eompleks 2. Tip Eompleks

Sekil 2.14 a-b Suda ¢6ziinen PE-Yiizey aktif madde kompleksleri

Sekil 2.14 a’da ylizey aktif madde/PE oranmin kiiciik oldugu degerlerde olusan 1. Tip
Kompleks, Sekil 2.14b’de ise yiizey aktif maddenin konsantrasyonunun artmasi durumunda
olusan 2. Tip Kompleks goriilmektedir. Yiizey aktif madde konsantrasyonunun arttirilmasi ile
birinci tip intramolekiiler komplekste karsilikli etkinin artmasi sonucu 2. Tip elektrostatik
kompleks olusur. 2. Tip kompleksin kompakligi 1. Tip komplekse gore daha fazladir
(Mustafaev, 2004, 1996a).

Supramolekiiler yapinin degismesinin ikinci yolu, PE’lerin gecis metal iyonlar ile kompleks
olusturmasidir. Bu metal iyonlar1 az yiiklii veya notral polimer molekiilleri ile birleserek, bu
polimerlerin hem komplementer yiizeylerle kompleks olusturma etkisini, hem de polimer
zincirlerinin ¢dzeltideki konformasyonunun diizenlenmesini saglamaktadir. Ornegin Cu™
iyonlarinin yiiksek konsantrasyonlarinda intramolekiiler agregasyon olusturur ve partikiiller

asimetrik yapiya yakin bir forma gecerler (Mustafaev, 2004, 1996a).

Sekil 2.15 Polimer-metal komplekslerinin [Me]/[PE] <<1(I) ve [Me]/[PE]>>1 (II) oranlarinda
olusan yapi

PE-Metal kompleks bilesenlerinin oranlarmin sabit degerlerinde olusan PE komplekslerinin

yapisi ¢ozeltideki PE’in baglangi¢c konsantrasyonuna baghidir. Fazla seyreltilmis ¢ozeltilerde
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PE-Metal kompleksleri kompak yapidadir. Polimerin baglangic konsantrasyonu arttikca metal
iyonlar1 ile makromolekiiller arasinda ¢apraz baglar olusur ve sistemde assosiye olmus

asimetrik partikiiller meydana gelir (Mustafaev, 1996a).

PE-Metal ve PE-Yiizey aktif madde komplekslerinin immiin sistem iizerine etki mekanizmasi
genelde aymidir ve PE kompleksinin kimyasal yapi cevrimlerine baglidir. Kimyasal olarak
acik yapi ile karakterize edilen PE kompleksleri immiin sistemi gii¢lii uyaranlardandir. PE
kompleksleri kompaklastiginda ya immiin sistemi uyarmazlar ya da immiiniteyi yatistirict
olarak calisirlar. PE’lerin immiinolojik aktifliginin olusmasinda protein faktorii dnemli bir rol
oynamaktadir. Oyke ki; kana enjekte edilmis PE makromolekiilleri kanda plazma proteinleri
ve ya hiicre yiizeyindeki proteinlerle karsilikli etkilesimde bulunabilirler ve makrofajlar
tarafindan adsorbe edilebilirler. Ayrica; PE kompleksinin immiin sistemi stimule etmesi; PE
kompleks bilesiminin hem polimer zincir uzunluguna, hem de kompleksin kompakligina
baghdir. Stokiometrik olmayan PE kompleksleri antijen reseptorleri ile hiicre reseptorleri
arasinda birden fazla noktada etkisim imkani saglamaktadir (Sekil 2.15a). Stokiometrik PE
komplekslerinde ise antijen reseptorleri ile hiicre reseptorleri arasinda karsilikli etkilesim

ihtimali azalmakta ve birbirinden izole olmus kompleksler olusmaktadir (Sekil 2.15b).

reseptir

Hiicre Hiicre

Sekil 2.16 Ayni1 polimerlesme derecesine ve ayni kimyasal yapiya sahip olan PE kompleksleri
(a) Lineer yapida PE kompleksi (b) Kompakt yapida PE kompleksinin hiicre yiizeyindeki
antijenlerle karsilikli etkilesiminin sematik gdsterimi (Mustafaev, 2004, 1996a).

2.7.1.1 Poelielektrolit Komplekslerinin immiinojenligi

Dogal olmayan PE olarak sentezlenmis ilk suni antijen poli-2-metil-5-vinil-piridinin

trinitrofenol ile elektrostatik kompleksidir.
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Bu suni antijen organizmaya immiinize edildiginde immiin cevap olusturmasi i¢in bir
adjuvanta (yardimci) ihtiyag gostermez ve timus organi olan veya olmayan hayvanlarda
antikor olusumunu arttirir. Dogal olmayan ikinci tip antijen ise; kooperatif, elektrostatik ve
hidrofobik etkilesimlerle kararli hale getirilen proteinlerin PE-Protein kompleksleridir.
Adjuvant olmadan enjekte edilen bu kompleksler bu proteine spesifik antikorlarin sentezini
uyarmislar ve immiin cevabin olusmasinin immiin cevap genlerine ve timusa bagli olmadigini
gostermislerdir. Ayn1 zamanda protein antijenlerinin PE’lerle olan kompleksleri efektif as1
ozelligi gostermektedir. PE  komplekslerinin yapist ile (stabilitesinin, yiikiiniin,
konformasyonunun ve diger fizikokimyasal 6zelliklerinin) immiinolojik aktivite arasindaki
baglar analiz edilmistir. Bu sonuglar 1s18inda polimer bilesimli immiinojenlerin model yapisi

ortaya konulmustur (Mustafaev, 1996a).
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Sekil 2.17 Sigir Serum Albumin (BSA) nin ¢esitli PE’lerle karisimi ile immiinize edilmis
farelerin dalak hiicrelerindeki BSA’ya spesifik antijen olusturan hiicrelerin (AOH) nisbi
miktari; 1- Saf BSA; 2- PVP+BSA; 3- PVP-R(tBSA; 4- (PVP-R,+BSA) suda; 5- (PVP-
Ry+BSA) +0.15 M NaCl; 6- PVP(Ry,R16)+*BSA; 7- PVP(RoPVP(Ro,R,c)+ BSA +
Karbodiimid; 9- PAA + BSA; 10- (PAA + BSA) + Karbodiimid; 11- PSSNa + BSA; 12-
CP(AA + MVP) + BSA. (PVP: Poli-4-vinilpiridin) (Mustafaev, 2004, 1996a).



33

“—HyC—CH—+ - —H,C—CH—~ -~ —H,C—CH—- - —H20—HC—CH2—(|3H—--
C c=0
i | i ‘ i D{/’ ‘-RO. |
MH
e S — 7 |
0 n
| Br P|~J Br BSA
& I
C C=0
- .
o™ o |
P|\JH
; . PAA-BSA
PVP-BSA BSA

Sekil 2.18 Poli-4-vinilpiridin (PVP)- BSA Komplesi ve PAA-BSA kompleksinin yapisi
(Mustafaev, 2004, 1996a).

Poli-4-vinilpiridin (PVP) ve PAA polimeri ile BSA nin kompleksleri olusturup bu PE-Protein
komplekslerinin immiinojenligi incelenmistir. Tiim bu deneylerden elde edilen sonuclar
immiinojenligin PE’lerin kimyasina bagli oldugunu gostermistir. Ayrica bu ¢aligmalar; PE-
protein komplekslerinin organizma sartlarinda kararli olmasinin, bu komplekslerin immiin
sistemi aktiflestirmesinin en 6nemli sart1 oldugunu gostermistir. Bu prosesin mekanizmasimni
anlamak i¢in spesifik antikor olusturan hiicrelerin olusum kinetigi incelenmistir (Mustafaev,

1996a).

Antikor olugturan hiicre sawist

5 10 15
(i sayis
Sekil 2.19 BSA-PE kompleksleri ile immiinize edilmis fare dalak hiicrelerinde BSA’ya karsi

spesifik olusan antikor olusturan hiicrelerinin olusum kinetigi 1- BSA-PVP(R(,Ryc); 2- BSA-
PVP(R,,Ri6); BSA-PVP-R;; 4- Saf BSA (Mustafaev, 2004, 1996a).

Sekil 2.19’den anlasildig1 iizere PE-Protein kompleksleri fareye immiinize edildikten 10 giin

sonra AOH miktar1 maksimum degere ulagsmistir.
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Sekil 2.20’de Bovine v-globulinin (BGG) proteini ile akrilik asid-metil-vinil-piridin
(MVP/AA) kopolimerlerinden (CP) olusan komplekslerin immiinojenligi gosterilmistir. BGG
proteini ile kararli yapt olusturan MVP/AA kopolimeri ve bunlarin kompleksi organizmada
yiksek immiin cevap olusturamamaktadir. Bu etkinin nedenini anlamak icin cesitli

supramolekiiler yapilarda karakterize edilen PE kompleks partikiillerin yapis1 incelenmistir.
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Sekil 2.20 Saf BGG (1) ve bunun MVP/AA kopolimeri ile kompleksleri 2- CP-3; 3- CP-2; 4-
CP-1"lerle karisimlar1 organizmaya immiinize edildiginde olusan immiin cevap (AOH
miktar1) (Mustafaev, 2004, 1996a).

Sekil 2.21 Protein metal kompleksi-1 (I); Protein metal kompleksi-2 (II); Proteinlerin
Kopolimerlerle (IIT) komplekslerinin sematik gosterimi (Mustafaev, 1996a).

Polikompleksin yapisinin, immonojenligine etkisi, PVP-SA ve PAA-SA (B) karisitminda
karbodiimid ilavesiyle sistematik olarak arastirilmistir. PVP’nin PVP-CH,COOH tiirevleri
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PVP’nin BrCH,COOH’la kuaterlesme reaksiyonu yontemiyle sentezlenmistir.

la

Sekil 2.22 PAA-BSA konjugantinin yapisinin PAA’ nin polimerlesme derecesine bagli olarak
sematik gosterimi Pn I 140 (I). 550 (IT), 43 (III). III halinde BSA/PAA oranina bagh olarak iki
tiir yap1 olusur (Mustafaev, 2004, 1996a).

Sekil 2.23deki grafik stokiometrik bilesimli PAA-BSA konjugatinin minimum immiinojenlige
sahip oldugunu gostermektedir. Molekiil agirligma bagli olmaksizin yiiksek epitop
yogunluguna sahip konjugatlar ise daha fazla immiinolojik aktivite gdstermektedirler.
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Sekil 2.23 Kovalent PAA-BSA konjugati enjekte edilmis farelerin kanindaki antikor
titrelerinin (-log,7) (konsantrasyon) polimer zincirinin uzunluguna (1) bagliligi: 1- Birinci
immiin cevap enjeksiyondan sona 13 giinde; 2,3,4-ikinci immiin cevap: 7(2), 11(3),10(4)
giinlerde maksimum olmustur. N=43 durumunda konjugatin yapist yukaridaki sekildeki III
b’ye uygundur (Mustafaev, 1996a).

Kana verilen serbest PE’lerin veya antijenlerin PE komplekslerinin daha sonraki akibeti,
bunlarin plazma protein hiicreleri veya diger yiiklenmis biyokomponentlerle karsilikli
etkilesim karakterine baglhidir. Buna gore model deneylerde, proteinlerin ve bunlarin
immiinolojik aktifliginin amaca uygun sekilde diizenlenmesi olduk¢a 6nemlidir. Bu sorunun
¢Ozlimii i¢in iki tiir yapay immiinojen se¢ilmistir (Mustafaev, 1980). Bunlardan birisi BSA’ nin
PVP (R,) ile elektrostatik kompleksi (EK), digeri ise bu proteinin karboksimetillesmis PVP ile
kovalent konjugatidir (KK).
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Once in vitro sartlarinda EK ve KK’nin heparin ile birbirinden farkli sekilde karsilikli
etkilesimi oldugu gosterilmistir. Heparin ¢ozeltisi EK ¢ozeltisine ilave edildiginde heparin tam
olarak proteini EK’dan ¢ikarir. Cozeltide serbest protein, ¢okiintii de ise heparin polikatyon
kompleksi olur. Heparin ¢ozeltisi KK ¢ozeltisine ilave edildiginde farkli bir durum gézlenir.
Protein ile PE arasindaki kovalent bag makromolekiiller substitusyon reaksiyonunun
olusmasina imkan vermez. Cozeltide kovalent konjugatla heparinin polikompleksi olusur.

Sekil 2.24’te EK ve KK’ nin heparin ile karsilikl1 etkisinin mekanizmasi gosterilmistir.

Sekil 2.24 Elektrostatik kompleksin (EK;a) ve kovalent konjugatin (KK;b) heparinle karsilikli
etkisinin sematik gosterimi (Mustafaev, 1996a).

Immiinolojik deneyler fareler iizerinde gergeklestirilmistir. Farelere kuyruk veninden EK veya
KK ¢ozeltileri enjekte edilmistir. Daha sonra hayvanlara ¢esitli zamanlarda heparin ¢ozeltisi
verilmistir. Kompleks veya konjugatla immiinize olduktan sonra immiin cevabinin maksimum
pikinden antikor miktar1 tayin edilmistir. Cizelge 2.1’de elde edilen sonuglar verilmistir.
Goriildiigii gibi heparin, EK’nin hemen arkasindan veya 30 dakika sonra enjekte edildiginde
viicudun yapay antijene cevabini tam olarak yok etmektedir. Yani heparin EK’sini viicutta
“tutar” ve bunu parcalar, polikatyonla birleserek proteini serbest hale gecirir. Bu zamanda
polikomplekse yonelik immiin cevabinin baslamasi miimkiin olmaktadir. Ancak kontrole gore
(yani heparin olmadigindan) birkag kat daha zayiftir. 24 saat sonra heparin enjekte ettigimizde
EK’nin immiin cevabina higbir etkisi olmamaktadir. Cizelge 2.1’de goriildiigii gibi zamana
bagli olmaksizin heparinin KK’ nin immiin cevabina higbir etkisi yoktur. Gergekten de, heparin
KK’y1 viicutta “tutsa” bile onunla tglii kompleks olusturarak KK partikiillerinin immiin

hiicrelerinin membranlari ile karsilikli etkilesimine bir etkisi olmamaktadir.
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Cizelge 2.1 Immiinojen ¢dzeltilerle bagisiklanmus farelerin heparinin viicuda verilme

zamanina bagh olarak dalakta tayin edilen AOH’larin goreceli miktar

Preparat Verilme Zamani, saat
0 0.5 2 24
Elektrostatik Kompleks 0 0 0.46 1.08
Kovalent Konjugat 0.96 1.04 0.94 1.0

Bu sonuglar kompleksin ve konjugatin in vitro sartlarinda heparin ilavesiyle alinmis sonuglari
ile ¢ok iyi uyum gostermektedir. Elde edilen sonuglar iki agidan dnemlidir: Birincisi bunlar
kanin c¢esitli komponentleri varliginda organizma sartlarinda makromolekiiller arasinda
substitusyon reaksiyonlarinin olusma imkaninin oldugunu gostermektedir. ikincisi, bunlar
immiin cevabinin yapay veya timusa bagli olmayan antijenlerle birakildig1 zaman tayin etme

yontemini saglamaktadir (Mustafaev, 1996a).

2.7.1.2 Immiinojen Polilektrolit Kompleksinin ¢alisma modeli

Polielektrolit kompleksleri immiinolojik etki gostermesi icin optimum sekilde yapilmalidirlar.
Immiinolojik aktif (vaya “pasif”) polielektrolit kompleksleri igin asagidaki model gosterilmistir
(Sekil 2.25). Gosterilen yiiksek immiinojen etkili polielektrolit kompleks modelinin ayr1 ayri
cizgilerini ifade eden en Oonemli fizikokimyasal kriterleri su sekilde yeniden agiklayabiliriz

(Petrov vd., 1992; Mustafaev vd., 1990, 1996a, 2004).

I

Sekil 2.25 Yiiksek (I) ve diisiik immiinojen (II) etkili antijen-PE komplekslerin modellerinin
yapist.

1) Antijen ve polimer molekiilleri fizyolojik sartlarda parcalanmayan stabil baglarla (¢ok
noktal1 elektrostatik ve hidrofob karsilikli etki, iyon koordinasyon ve kovalent baglama)

birlesmelidir.
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2) Stokiyometrik yapili olmayan PEK leri antijenin birka¢ epitopunu icermelidir.

3) Yapisinda “ilmik” olan PEK’lerin (polimerin biikiilebilen serbest boliimlerinin olmasi) hem
protein yiizeyine yapismis hem de serbest “ilmik”te bulunan ilave olarak iyonlanmig
gruplar;, PEK yiizeyinde kompleks partikiillerinin ¢ozeltide kalmasina yardim eden
yayilmis hidrofil bolge yaratir.

4) Antijen molekiillerinden toplanmis ve polimer tasiyicisi ile stabillegsmis sert silindir (¢ubuk)
tipli yapti; hem antijen determinantlarinin uygun yerlesmesini hem de biiyiik ylizey

olugsmasini saglar.

5) PEK’in biyosistem komponentleri ile (proteinler, immiin hiicreler v.b.) c¢ok noktali
kooperatif karsilikli etkilesimde olma kabiliyeti; yapisinda olan “ilmik”lerdeki serbest
polimer fonksiyonel gruplaria goére olusur. Yiiksek immiinojen etkili PEK’ler biyosistem

komponentleri ile yiiksek kompleks olugma kabiliyetine sahiptir.

6) Antijen determinantlarimin uygun yerlesmesi ve antijen hiicre reseptorleri ile ¢ok noktal
karsilikl etkisi i¢in daha onemli sterik sartlara uygun olan yapili kompleks. Bu nedenle

polivalent agilar yapmak i¢in polielektrolit kompleksinin mekanik karigimi daha énemlidir.

Sekil 2.26a’da scannig elektron mikroskobu ile sigir eritrositlerinin immiinolojik etkiye sahip
olan polimerlerle ve bunlarin protein kompleksleri ile karsilikli etkisinden olusan polimer-
hiicre komplekslerinin incelenmesinden alinan sonuglar verilmistir. Goriildiigii gibi hem
polimerler hem de polimerlerin kompleksleri hiicre ile interpolimer kompleks olustururlar ve
bunlarin agregasyonuna neden olurlar. Yukarida agikladigimiz gibi hem saf polimer hem de
polimer-protein kompleksleri T-hiicrelerine bagli olmadan immiin cevap olustururlar. Alinmis
fizikokimyasal sonuglar T-hiicrelerine bagli olmayan immiin cevabin baslamasi i¢in antijen

hiicre kompleksinin sade hipotetik semasini gosterme imkan1 saglamistir (Sekil 2.26b).

Sekil 2.26 immiin cevap olusturan antijen-hiicre komplekslerinin hipotetik semasi. a- T-
Bagimli cevap. b- T-Bagimsiz cevap (Mustafaev, 1996a)
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T hiicrelerine bagli olmayan immiin cevapta antijen B-lenfosit reseptdrii ile yapi-spesifik
kontaktin olusumuna katilir (birinci spesifik signal). Ikinci signal B-lenfositin yiizeyinde

absorpsiyon olusmus polimerden ileri gelir.

2.7.1.3 Polielektrolit Kompleksleri ve Yapay Asilar

Son yillarda yapilmis arastirmalar model antijenlerin yani sira (GG, SA-OA v.s.) mikrop ve
bakteri antijenlerinin polielektrolit komplekslerinin yiiksek immiinolojik aktiflige sahip
oldugunu gostermektedir (Cizelge 2.2; 2.3). Ornek olarak tiiberkiilozun protein antijeni (PPD),
H-antijeni, Salmonella, grip antijeni, menenjit mikrobunun B-polisakkariti, a-fetoprotein ile
(kanser antijeni) polikatyonlarmm kompleksleri, serbest antijenlerle karsilastirildiginda daha
yiikksek immiinolojik aktiviteye sahiptirler (Petrov vd., 1992; Mustafaev vd., 1990, 1996a,
2004). PEK’ler timusa bagli antijenleri timusa bagli olmayan immiinojenlere ¢evirme imkani
saglamaktadirlar (Cizelge 2.4) ve bir kez enjekte edildikten sonra ilave yardimcilardan
yararlanmadan giivenli immiinolojik hafiza meydana getirirler (Cizelge 2.5). Boyle PEK’ler
aym zamanda yliksek koruyucu aktifli§e sahiptirler ve bunlar1 temel alan yapay asilarin

sentezlenmesinde biiyiik olanak saglarlar.

Cizelge 2.2 Serbest BGG, tiiberkiilozun protein tiirevi (PPD) ve bunlarin PVP (R2, R16)
kompleksleriyle immiinize edilmis farelerin dalagindaki antikor olusturan hiicrelerin (AOH)

miktarl.
PREPARAT AOH FARE SAYISI
BGG 5000+5.35 18
PVP(R2, R16)-BGG 100000+15000 18
PPD 25+5.0 18
PVP(R2,R16)-PPD 25000+2000 18

Cizelge 2.3 Ovalbumine (OA) karsi olan Ig-E’nin titresi (miktari) (Fareler OA ve OA’ nin
PEK si ile immiinize edilmisler)

SAYISAL IgE’nin titri (log-/T)
Oran PVP (R3,R16)-OA* PVP (R2,Ry6)-OA*
NOA/NPE ~5 mol % Bz7 mol %
2.0 6.6 7.8
3.8 5.6 5.5
4.0 4.0 5.1
5.0 34 4.0
6.0 4.0 35
8.0 3.0 4.8

(x) serbest ovalbumin i¢in Ig-E’nin titri 4.0’a esittir.
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Cizelge 2.4 Normal ve timusu olmayan farelere SA, GG ve bunlarin kuaternlesmis poli (4-
vinil-piridin) ile kompleksleri verildiginde olusan immiinolojik aktiflik (Mustafaev, 1996a).

Dalakta protein .
. - ; . . . Farelerin
Farelerin gen tipi Immunojen spesifik antikorlarin
. sayisl
miktari

CS57BL/6(+/+) BSA 25+10 6
C57BL/6(+/+) BSA-PVP(R,,R6) 25004+400 6
Nude (nu/nu) BSA - 3
Nude (nu/nu) BSA-PVP(R,,R¢) 600100 5
C57BL/6(+/+) BGG 2500+400 6
C57BL/6(+/+) BSA-PVP(R2,R¢) 35004200 6
Nude (nu/nu) BGG 200+20 5
Nude (nu/nu) BSA-PVP(R2,R6) 20000£2500 5

Cizelge 2.5 Farelerde ikinci immiinizasyondan sonra serum albumine karsi olusan immiin
cevap (Mustafaev, 1996a)

Birinci veya ikinci immiinizasyondan
Immiinizasyon Farelerin sayisi 7 giin sonra AOH miktar1
Farelerin sayis1

Birinci Ikinci 251gM IgG
BSA - 18 23,542 5,542
BSA BSA 11 20+4 6+2
PVP(R2,R16)-BSA - 15 3840+470 3990+300
PVP(R2,R6) - 14 59204720 7450680

2.7.1.4 Uclii polielektrolit kompleksleri

Yukaridaki bilgilerden elde edilen sonuglara gore stabil yapili kompleksler (veya konjugatlar)
en fazla immiinolojik aktiflige sahiptirler. Boyle sistemlere ornek olarak; PE ve antijen
molekiillerinin (fragmentlerinin) kooperatif elektrostatik ve hidrofob karsilikli etkilesimleriyle
stabillesmis kompleksleri veya fonksiyonel gruplar kovalent bagla baglanmis konjugatlarim
gostermek miimkiindiir. Ancak PE’ler veya antijen molekiilleri birbirleriyle baglanmak igin
uygun fonksiyonel gruplara veya hidrofob boélgelere sahip degillerse bunlarin kimyasal
modifikasyon problemi ortaya c¢ikmaktadir, bu ise polimerlerin biyolojik etkisinin genis

boyutta degismesine neden olur.

Mikroplar yoluyla olusmus hastaliklarin tedavisinde polisakkarit-protein karisimlar1 bazi

metallerin katkisiyla kullanilabilmektedir. Cesitli protein antijenlerinin sentetik PE’lere metal
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katilmasiyla olusturulan iiclii kompleksleri yiiksek immiinojen o6zelliktedirler (Mustafaev ve
Norimov, 1990). Bu sistemlerin énemi, PE-protein karisimina ¢ok az miktarda metal iyonu
ilave edilmesiyle stabil {i¢lii kompleks olusmasidir. Proses teknolojik agidan ¢ok basittir ve

komponentlerin kimyasal yapisinin degismemesi agisindan olduk¢a 6nemlidir.

Sekil 2.27 CP makromolekiiliiniin ve SA fonksiyonel gruplarimin Cu®* iyonlari istiraki ile
kompleks olusumunun sematik gosterilmesi ve olusan iiclii PMC’nin yapis1 (Mustafaev,
1996a).

Cizelge 2.6’da boyle sistemlerden birisi i¢in 6rnek degerler verilmistir. Tablodan goriildiigii
gibi Ui¢lii kompleksler serum albumine karsi hem birinci hem ikinci immiin cevabini ¢ok fazla

miktarda arttirmaktadir.

Cizelge 2.6 Farelerde proteine spesifik olan ikinci immiin cevap (Mustafaev, 1996a)

Preparat Farelerin sayisi ikinci cevap IgM Anti SA miktan IgG
BSA 18 23.5+2.1 55423

BSA 11 20+4.2 6+2.1

BA-CP1 10 10 +4.0 5+£2.0

BSA-Cu ' *-CP1 15 22400 + 1570 14720 + 1200
BSA-CP2 10 20+ 4.0 6+2.0

BSA-Cu >-CP2 15 2400 + 1670 10500 + 750
BSA-Cu™ 10 20 +4.0 55+£23
PVP(R,,R;6)-BSA 14 5960 + 724 7446 + 678

Cizelgeden gorildigii gibi liglii komplekslerin immiin cevabr ikili elektrostatik komplekslere

gore 2 yada 4 kat daha fazladir.

2.7.1.5 Polielektrolit Komplekslerinin Alerjik Ozelligi

Yapay antijenlerden yapay asilara geciste PE-Protein kompleksinin yapisindaki, antijen
komponentinin alerjik etkisinin olup olmadiginin incelenmesi i¢in ovalbuminin (OA) ve PE ile
ii¢ tip kompleks sentezlenmistir: PVP (R,, Rjs) ve CP (MVP-AA) ile ikili kompleksler ve CP
(MVP-AA)-Cu**-OA iiclii kompleksi (Cizelge 2.7; 2.8).

Cizelge 2.7°de 0.5 pg/fare dozda OA ve PEK ile ii¢ kez immiinize edilen farelerin serumundaki
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OA’ya kars1 spesifik 1gG ve IgE’ye karsi cevap alinmadigi gosterilmistir. Cok onemlidir ki
ikili komplekse CP(MVP-AA)-OA metal iyonlar ilave edildiginde yani CP(MVP-AA)Cu*'-
OA ticlii kompleksi olusturuldugunda IgE i¢in immun cevap kaybolmaktadir. Yani OA hem
polikatyonla, hem de metal iyon katilmasiyla poliamfolit ile komplekslestirildiginde proteinin
alerjik etkisini yok eder. Bu ise sdyledigimiz gibi yapay asi1 yaratmak i¢in ¢ok Onemlidir

(Mustafaev, 1996a).

Cizelge 2.7 Farelerde serbest OA veya PE kompleksi ile immiinize edildikten birinci ve
ticiincii hafta sonra OA’ya kars1 olugsan immiin cevabinin dinamigi (Mustafaev, 1996a).

Birinci hafta Uciincii hafta
Preparat 1gG"” IgE”) 1gG” IgE”)
OA 0.430 6.6 0.385 5.6
PVP(R,,Ri6)-OA 0.305 0 0.355 0
CP-OA 0.355 5.0 0.370 1.0
CP- Cu™-0A 0.340 0 0.295 0
Al(OH); karigiminda
OA 0.385 10.0 0.375 9.75
PVP(R;,,R;6)-OA 0.275 9.8 0.310 9.5
CP-OA 0.300 9.0 0.490 9.0
CP- Cu™”-0A 0.345 10.0 0.320 9.75

® OA veya PEK’in Al(OH); 6n karisiminda OA/AI(OH); gram miktar1 olarak oram “IgG” immiin enzim
reaksiyonunun firiiniiniin optik oldugu sikliginin degeri “IgE”nin logaritmasinin degeri.

Cizelge 2.8 Verilen preparatlarin dozuna bagli olarak hayvanlarin OA veya bunun PEK ile bir
kat immiinize edildikten 10 giin sonra OA’ya kars1 IgE cevabinin seviyesi (Mustafaev, 2006).

Doz Antikor titri (Logy/T)
(pq/fare) OA PVP(R,,R6) -OA CP-OA CP- Cu™-0OA
0.5 0 0 0 0
5.0 0 0 0 0
50.0 43 3.5 0 0
500.0 3.0 7.7 0 0

"B~ 4.6 mol %

2.8 Protein Ozellikteki Tastyic1 Molekiiller

Hem kisa (10-12) hem de uzun aminoasid zincirlerine sahip sentetik peptidler antikor
olusturmak i¢in yeterli biiyiikliikteki molekiiler boyutlara sahip olmadiklarindan, peptidlere
kars1 antikor iiretiminde immiinojenligi arttirmak i¢in peptidlerin daha biiyiikk molekiil
boyutuna sahip tasiyici proteinlere baglanmasi gerekmektedir (Deen vd., 1990). Biiyiik
molekiiler boyutlardaki BSA, KLH, OVA gibi globular proteinler, peptidler i¢in tasiyict
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olarak kullanilmakta ve kiigiik boyutlu peptidlerin in-vivo sistemde antikor olusumu

prosesinde taninmasini saglamaktadirlar [10].

BSA ve KLH genel olarak en sik kullanilan tastyici proteinlerdir ve peptidler bu tiir
tagiyicilara kararli kovalent baglarla baglanirlar. Baglanma (konjugasyon) bolgesi, peptid
dizilimine bagh olarak; dizinin N- ucu, C- ucu ya da icerisindeki herhangi bir nokta olabilir.
Peptidler icerdikleri aminoasid kompozisyonuna gére N- ucundan, C- ucundan ya da dizinin
icerisindeki herhangi bir fonksiyonel grubundan konjugasyona girebilirler. Konjugasyon
noktast karboksil (-COOH), amino (-NH,) ya da siilfidril (-SH) uglar1 olabilir. Antijenik
peptid dizilimi tasiyici proteine (BSA-Bovin Serum Albumin, KLH-Keyhole Limpet
Hemocyanin, OVA-Ovalbumin vb.) baglanacagi goz 6niinde bulundurularak sentezlenmelidir
[11]. Antikor olusumunda iyi sonuglar elde etmek i¢in uygun antijenik peptid dizilimini
secmek ve buna bagl olarak konjugasyonun dizaynini yapmak oldukca kritik noktalardir.
Peptidin tasiyic1 protein yiizeyinde konumlanmasi ve yerlesimi segilen baglanma
yonteminden etkilenmektedir. Sisteine dayali amino asid spesifik baglanma yontemleri genel
olarak maleimidler ile yapilmakta ya da serbest —-SH grubunun kovalent olarak etkilesmesine
dayanmaktadir. Diger baglanma yontemleri ise genel olarak serbest amino gruplari i¢in
glutaraldehid ya da N-Hidroksisiiksinimid reaktif gruplarn kullanilarak gerceklestirilmektedir.
Peptidler antikor olusturmak amaci ile immiinizasyon i¢in proteinlerle baglanacagi zaman
konjugasyon icin spesifik baglanma yontemlerinin kullanilmasi, peptid dizilimine sistein

eklenmesi gibi klasik yontemlerden kacinilmasi gerekmektedir (Deen vd., 1990).

2.8.1 BSA (Bovin Serum Albumin) Proteini

Bovin Serum Albumin (BSA) antikor olusumda konjugasyon ic¢in genel olarak en yaygin
kullanilan tastyict proteindir. Serum proteinlerinden albumin alt sinifina aittir ve plazmadaki
toplam proteinin yaklasik yarisini albuminler olusturmaktadir. Bu da albuminlerin plazmadaki
en kararli ve en yiiksek ¢oziiniirliikteki protein oldugunu gostermektedir. BSA ise kolay
erisilebilirligi, ¢oziinlirliigli vb. avantajlarindan dolayr; deneysel calismalarda oldukca sik
kullanilmaktadir. Yapisinda tasidigi gesitli fonksiyonel gruplarindan dolay1r da konjugasyon
reaksiyonlarinda c¢esitli molekiiller, proteinler ya da haptenler icin tasiyici olarak tercih

edilmektedir (Friedli, 1996).
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Protein Peptid

Konjugal

Sekil 2.28 Tastyic1 protein olarak BSA’nin sentetik peptidlerle olusturdugu konjugat

BSA’nin molekiil agirhgi 66 x 10° Da olup diger bir tasiyici protein olan Keyhole Limpet
Hemocyanin (KLH)’e gore oldukca kiigiik ve ona gore hem daha yiiksek ¢oziiniirliige sahip
hem de daha immiinojeniktir. BSA yapisinda 60 adet lizin iceren ve 30-35 adet primer amin

bdlgesine sahip, zayif antijenik molekiiller i¢in oldukga sik kullanilan tastyici bir proteindir.

2.8.2 BSA’nin Tasiyic1 Protein Olarak Kullamldigr Calismalar

Mustafaev ve arkadaslar1 (2002) tarafindan yapilan ve diisiik immiinolojik 6zellikteki Betulin
(B) molekiiliiniin tagiyicit protein olan BSA’ya % 90 verimle kovalent olarak baglandigi
calismada BSA*B konjugatlar1  1-etil3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid  hidrokloriir
kullanilarak sentezlenmistir. Suda ¢oziinebilir 6zellikteki BSA*B konjugatlarinin UV analizi
sonucu agregat olustugu goézlemlenmistir. HPLC analizinde elde edilen kromatogramda ise
BSA’ya ait pik ve alikonma zamani 1 olarak gosterilirken 2 numarali 6rnek BSA*B
konjugatina aittir ve bu kromatogramda iki pik goriilmiistiir. Konjugatin alikonma zamaninin
(RT)’da saf BSA’ya gore kaydig1 gosterilmistir. BSA*B konjugatina ait kromatogramdaki ilk
pik konjugata ikinci pik ise ortamda bulunan ve reaksiyona girmemis serbest BSA’ya ya da

birka¢ Betulin molekiiliine baglanmigs BSA’ya aittir (Mustafaev vd., 2002).

5_
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‘% B BS54 —Betulin
2 BSh

1

I:I 71T 17T 17T 17T "1 ™1

240 260 280 300 320 340 340

Dialgahoru (nr) 5 10 15 20 25 RT,min

Sekil 2.29 Saf BSA ve BSA*B konjugatina ait (a) UV spektrumlar1 (b) HPLC
kromatogramlari, (1=>BSA, 2 => BSA*B konjugat1) (Mustafaev vd., 2002)
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Fluoresans
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Sekil 2.30 Saf BSA ve BSA*B konjugatina ait Floresans spektrumu, spektrumda 1 numarali
ornek BSA, 2 numarali 6rnek ise BSA*B konjugatidir (Mustafaev vd., 2002)

Deen ve arkadaslarinin (1990) diisiikk orandaki hidroliz 6zelliginden dolay1 konjugasyon
reaktifi olarak 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid (EDC)’i sectikleri konjugasyon
caligmasinda, tasiyici protein olarak i¢lerinde BSA’nin da bulundugu c¢esitli molekiillerin,
sentetik peptidler (SP) ile konjugatlarnn sentezlenmistir. N-metil imidazol (NMI)’iin
kullanildig1 konjugasyon reaksiyonundan elde edilen konjugatlar ile standart EDC baglanma
reaksiyonu karsilastirilmis ve NMI’lin baglanma reaksiyonu ve konjugatin immiinojenligi
iizerine etkisi arastirilmistir. Calismalar sonucunda NMI ile olusturulan konjugatlarin serbest

peptidlere kars1 daha spesifik immiin cevaplar olusturdugu saptanmistir (Deen vd., 1990).

2.8.3 KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin) Proteini

KLH bir deniz yumusakcas1 olan Megathura crenulata’dan izole edilen ve yaklasik olarak
4.5x10°-1.3x10" Da arasinda degisen molekiil agirhgmna sahip bir proteindir. KLH genel
olarak antijenik Ozellikteki peptidler, haptenler ya da diger immiinolojik molekiillerin
antijenik Ozelliklerini arttirmak i¢in kullanilan tasiyict proteinlerden biridir. Yapisinda
yaklasik olarak 2000 lizin (amino grubu), 700 sistein (siilfidril grubu) ve 1900 adet tirozin
(fenolat grubu) olmasindan dolay1 konjugasyon reaksiyonlar1 i¢in oldukga fazla fonksiyonel
grup igermektedir. Ancak KLH yiiksek tuz konsantrasyonundaki ¢ozeltilerinde stabil ve daha
¢Ozilinlir oldugundan konjugasyon reaksiyonlarinin yiiksek tuz konsantrasyonlarinda

yapilmasi gerekmektedir [10].

Zayif antijenik 6zellikteki molekiiller i¢in tasiyici olarak KLH’1n kullanildig1 bir¢ok ¢aligma
mevcuttur ve bunlardan bir tanesi de Ella Kagan ve arkadaslar1 (2005) tarafindan yapilmstir.

Bu c¢alismada kanser antijeni olan MUCI peptidinin m-Maleimidobenzoil-N-
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hidroksisiiksinimid ester (MBS) kullanarak KLH ile kovalent konjugatlar1 sentezlenmistir.
Saflastirilan konjugatlar ile diger kontrol gruplarinin (tastyici proteine baglanmayan antijen
vb.) farelere immiinizasyonundan sonra en yiiksek antikor miktar1 KLH ile baglanmis

antijenik peptid verilen farelerde saptanmistir (Kagan vd., 2005).

M. Chow ve arkadaglar1 (1985) tarafindan yapilan diger bir calismada ise; kati faz peptid
sentez teknigi kullanilarak sentezlenen Polioviriis VP1 kapsid proteini antijeni (sentetik
peptidleri) tasiyict protein olarak KLH’1n kullanildig1 konjugasyon reaksiyonlari ile tasiyici
proteinlere baglanmustir. Peptidlerin igerdigi farkli aminoasidlere uygun olarak iki farkli
konjugasyon yontemi uygulanmistir. Aminoasid diziliminde sistein igeren yani serbest
siilfidril grubuna sahip peptid i¢in m-Maleimidobenzoil-N-hidroksisiiksinimid yontemi (Liu
vd., 1979), sistein icermeyen peptid i¢in ise Glutaraldehid yontemi kullanilmistir (Baron ve

Baltimore, 1982).

Boersma ve arkadaslar1 (1988) ise tasiyici protein olarak KLH’1in kullanildig1r konjugasyon
reaksiyonunda 10 aminoasid zincirinden olusan sentetik dekapeptidi, MBS yontemi ile
tagiyict proteine baglanmistir. Konjugasyon prosediirinde 10 mg/ml KLH c¢d6zeltisine
dimetilformamidde ¢6ziinmiis olan 20 mg/ml MBS ii¢ seferde 5’er dakika araliklar ile ilave
edilmis buz iizerinde gergeklestirilen inkiibasyondan sonra aktive edilmis protein MBS’nin
fazlasindan ayrilmis ve 20 mg/ml peptid ¢ozeltisi ile reaksiyona tabi tutulmustur. Bu yonteme
paralel olarak arastirmacilar ayni1 sentetik peptidi (20 mg/ml) I-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)karbodiimid hidrokloriir kullanilarak 10 mg/ml KLH’a 4 °C’de bir gece
inkiibe ederek baglanmistir. Elde edilen farkli dozlardaki konjugatlar farelere enjekte edilmis
ve farelerde olusan antikor miktarlari saptanarak yontemler birbirleri ile karsilastirilmistir

(Boersma vd., 1988)

Ancak KLH’in yiiksek molekiil agirligi, biiylik molekiil boyutlar1 ve yapisinda tasidigi
divalent katyonlar nedeni ile oldukca genis yapili agregat olusturmaya meyilli olmasindan
dolay1 c¢ozeltilerinde tam c¢oOziinme gergeklesmemekte bu da konjugasyon prosesinde
zorluklara neden olmaktadir. Coziinmeyen KLH partikiillerinin ¢dzeltiden uzaklastirilmasi
icin santrifiij edilmesi gerekmekte bu ise protein miktarim1 saptama isini zorlastirmaktadir

[10].

2.8.4 OVA (Ovalbumin) Proteini

Ovalbumin proteini yumurta akinda bulunan 45 kDa molekiill agirhigina sahip bir

glikoproteindir ve izoelektrik noktast 4.6’dir [12]. OVA proteini de BSA ve KLH gibi
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sentetik peptidlerin immiinojenik &zelliklerini arttirmak igin tasiyic1 protein olarak
kullanilmaktadir. Bu amagla (Ghetie vd., 1991) OVA proteininin SPDP [N-
hidroksistiksinimidil-B-(2-piridilditiyopropiyonat)] c¢apraz baglayicis1 kullanilarak kisa
molekiil zincirli peptidlerle kovalent konjugatlar1 sentezlenmistir. Sonrasinda saflastirilan
konjugatlar farelere enjekte edilmis ve OV A-peptid konjugatlarinin, tek basina verilen serbest

peptidlere gore daha yiiksek antijenik 6zellik gosterdigi tespit edilmistir.

2.9 Liposom Ozellikteki Tasiyic1 Molekiiller

Liposomlar; fosfolipidlerin suyla karistirilmasi sonucu, es merkezli bir ya da birden ¢ok
fosfolipid ciftli tabakalarindan olusan keseciklerdir. Liposomlar, sulu bir ¢ekirdek kismi ile
lipid ¢ift tabakasinin arasindaki lipofilik bosluktan olusan iki tabakadan meydana gelmektedir
(Chen vd., 2005) ve asir1 sulu ortamda askida olduklarinda, lipid tabakalar kendiliginden
toparlanarak, aralarinda sulu fazlarin bulundugu c¢ok katmanli es merkezli ikili tabakalar
halini almaktadirlar. Ikili tabakalarin olusumu sirasinda kesecik kapanirken de hidrofilik
ozellikteki ilag, peptid, protein, niikleik asid ve boya gibi molekiilleri ¢ekirdekteki sulu fazda
hapsederler (Latif ve Bachhawat, 1984).

Makromolekiil boyutu 60-120 nm olan liposomlar tedavi edici ajanlar ya da antijenik
ozellikteki sentetik peptidlerden fazla miktarda tasima kapasitesine sahiptir. Biyouyumlu
liposomlarin olusturulmasinda lipidler kullanildigindan liposomlarla; hem hidrofobik hem de
hifrofilik ozellikteki sentetik peptid, ilag, antijen, protein gibi molekiillerin ayni anda
taginmast gerceklestirilmekte [Sekil 2.31 (b)], bu da liposomlarin verimli ve giiclii tasiyici

olmasini saglamaktadir (Mohammed ve Perrie, 2005).
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Sekil 2.31 (a) Tek katmanli liposomun sulu ¢ekirdek kismi1 ve fosfolipid ikili tabakasinin
yapist (b) Polar ve apolar ilag maddelerinin ayn1 anda liposomlarla taginabilmesi [13]
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Liposomlarin bu essiz 6zellikleri biyoloji, tip ve kozmetik alaninda liposomlarla ¢ok cesitli
yonlerde yapilan ¢alismalarin sayisini arttirmistir. Bunlardan ilk akla gelen; liposomlarin
tedavi edici ozelliklerinden dolay1 enzim, ilag ya da antijen tasiyici olarak, cesitli metabolik

ya da fizyolojik bozukluklarin in-vivo tedavilerinde kullanilmasidir (Gregoriadis vd., 1971).

Liposom tarafindan keseciklere kapatilan antijenlerle yapilan caligmalarda antijenlere karsi
olusturulan antikor miktarlarinin serbest antijenlere gore daha yiiksek oldugu saptanmis ve bu
ilgi ¢ekici gozlem lipozomlarin tasiyict ve adjuvant (diisiik immiinolojik 6zellikteki
molekiiller ile birlikte verilerek konak hiicrenin daha fazla antikor olusturmasina yardimci

olan bilesen) 6zellikleri lizerine ¢aligma olanagi sunmustur.

Liposomlarin adjuvant o6zellikleri ilk olarak Allison ve Gregoriadis (1974) tarafindan
Diptheria toksoidi lizerine ¢alisilirken saptanmistir ve diger adjuvantlara gore liposomlarin
daha iistiin 6zelliklerinin olmasi bu molekiillerle yapilan galigmalart arttirmustir. ilerleyen
zamanlarda yapilan arastirmalarda Protein (van Rooijen ve van Nieuwmegen, 1980; Heath
vd., 1976), peptid (Liftshitz vd., 1981), seker (Das vd., 1982 a,b) ve lipid (Alving, 1977) gibi
genis cesitlilikteki antijenlerin liposomlar ile bir araya geldikten sonra immiinojenligindeki

anlaml1 artislar bir¢ok bilim adaminin tarafindan gdsterilmistir.

Hidrofilik peptid molekiillerinin liposomlara yerlestirilmesi kesecigin kapanirken suda
¢Oziinen peptidi kesecigin sulu kismina hapsetmesi ile gergeklesir. Sanchez vd. (1980)
tarafindan yapilan ¢alismada; Hepatid B ylizey antijeninden elde edilen polipeptidin biiyiik bir
yiizde orami ile liposomlarin sulu katmanlart ile etkilestigi gosterilmis ve Guinea
domuzlarinda yapilan ¢aligmalar sonucu antijenin liposomla verildiginde, aluminyum jel

adjuvantla verildigi formuna gore cok daha yiiksek antikor olusturdugu saptanmaistir.

Bununla birlikte makromolekiillerin sulu fazda hapsedilmesi sirasinda, protein gibi molekiiller
elektrostatik ya da hidrofobik etkilesimlerle de liposomlarin yilizeyine baglanabilmektedir
(Tyrrell vd., 1976). Bu sekilde hazirlanan sistemlerde antijen liposomun yiizeyindedir. Daha
spesifik antijenik Ozellik i¢in ise Onceden hazirlanmis liposomlarin peptidlerle inkiibe
edilmesi gerekmektedir (Raphael ve Tom, 1984). Sentetik peptidlerin yiizey aktifliginin
arttirllmasi, daha 6nceden hazirlanmis liposomlara peptidlerin konjugasyon reaksiyonlar ile

kovalent olarak baglanmasi sonucu gerceklestirilmektedir (Latif ve Bachhawat, 1984).

Christophe Boeckler ve arkadaslar1 ise yaptiklar1 c¢aligmada sistein igeren peptidleri
liposomlarin ylizeylerine disiilfid ya da tiyoeter baglar1 iizerinden baglamis ve zayif
immiinojen Ozellikteki peptidlerin liposoma baglanip verildikten sonra oldukca yiiksek

miktarda antijenik 6zellik kazandigim1 gostermislerdir (Haro ve Gomaro, 2000). Torchilin



49

(1978) ise karbodiimid ile amid bag1 olusturarak a-kimotripsini liposomun yiizeyine stabil

olarak immobilize etmistir.

Liposomlarla yapilan diger bir calismada ise Laserman ve arkadaslar1 (1980) liposomlarla
hiicresel hedefleme amacli olarak, heterobifonksiyonel 06zellikteki SPDP  [N-
hidroksistiksinimidil-B-(2-piridilditiyopropiyonat)]’1 kullanarak liposoma, antikor (hiicresel
hedeflemeye gerceklestirir) ve S. Aureas’a ait protein A molekiiliinii kovalent olarak
baglanmislar (Latif ve Bachhawat, 1984). Ancak sonralari yapilan ¢aligmalarda daha verimli
ve kolay bir yontem olan antijenin tiyollenmesini ve maleimid kullanilarak liposomlara
baglanmasini kapsayan modifiye edilmis konjugasyon prosesleri de gelistirilmistir (Shek ve

Heath, 1983).

(c)
-3-3 disilfit bag
4 {—S— tiyoeter bad
-CO-NH amid bag

Sekil 2.32 (a) Suda ¢oziinebilen sentetik peptidler liposomlara direkt olarak hapsedilebilir,
(b, c) Sentetik peptidler liposomlara kovalent olarak baglanabilir (Haro ve Goémara, 2000)

2.10 Lineer Polimer Ozellikteki Tasiyict Molekiiller

Zay1f immiinojenik 6zellikteki sentetik peptidler antikor olusturmak i¢in yeterli biiytikliikteki
molekiiler boyutlara sahip olmadiklarindan, peptidlere kars1 antikor iiretiminde immiinojenligi
arttirmak i¢in peptidler, proteinlerin yam sira lineer oOzellikteki polimerlere de
baglanabilmektedir. Poliakrilikasid (PAA), PoliN-isopropilakrilamid (NIPAA), PoliN-
vinilprolidon (VP), Polivinilpiridin-Polisetilpiridin  kopolimeri ve Polivinilpirilidon-
Poliakrilikasid (VP-AA) kopolimerleri vb. genel olarak kullanilan lineer tasiyicilardir ve

peptidler bu tiir tasiyicilara kararli kovalent baglarla baglanirlar (Giirhan vd., 2002).

Konjugasyon bdlgesi proteinlerde oldugu gibi peptid dizilimine bagli olarak; dizinin N- ucu,
C- ucu ya da igerisindeki bir nokta olabilir. Konjugasyon noktasi karboksil (-COOH), amino
(-NH,) ya da siilfidril (-SH) uglar1 olabilir. As1 olarak kullanildiginda 6nemli bir etki
olusturan sentetik peptidler, haptenler vb. molekiiller spesifik antikor olusturmak igin

giiniimiizde oldukca yaygin kullanilmaktadirlar. Ancak tedavi edici ajanlarin ve sentetik
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peptidlerin ya da haptenlerin; diisiik ¢oziiniirliigii, kararsizligi, kiiciik molekiil boyutlarindan
dolay1 antijenik 6zelliklerinin diisiik olmasi, biyouyumlu ve spesifik olmayisi ya da sitematik
toksisitesi gibi istenmeyen Ozellikleri onlarin etki yeteneklerini olduk¢a azaltmistir. Ancak
proteinlerin, antijenlerin ya da ila¢ etken maddelerinin suda c¢oziinebilir polimerler ile
konjugatlarinin olusturulmasi, tedavi edici ajanlarin 6zelliklerini ve immiinojenligini 6nemli
Olgiide degistirmektedir. Antijenik peptidlerin suda ¢ozilinebilir polimere baglanmasi ¢ok

yonlii etkilere sahiptir. Bunlardan bazilari;

Peptidlerin modifikasyonu saglamak,

e Hidrofobik 6zellikte olanlarin suda ¢ozilinebilirligini arttirmak,
e Bolgesel etkilerini yiikseltmek,

e Immiinojenik etkilerini ve immiinoreaktiflliklerini arttirmak ve

e Canh organizmada daha uzun siire etkili olmasini saglamaktir (Mustafaev ve

Mustafaeva, 2002).

Polimerik konjugatlarin bu essiz 6zellikleri tedavi edici etkilerini de arttirmaktadir. Boylece
klasik adjuvantlara en iyi alternatiflerden bir tanesi olarak da pozitif ya da negatif olarak
yiiklii, immiinolojik olmayan sentetik polielektrolit polimerlerin kullanimidir (Mustafaev,
1996a). Polimerik tasiyict olarak kullanilan bazi polielektrolitlerin genel gosterimi asagida

verilmistir (Mustafaev ve Mustafaeva, 2002).

=>» Katyonik Polielektrolitler

—(HpC——CH)7— (H2C——CHIr  —(H,C——CH) —— (H,C——CH)t
X X X X
Z P
N '|\1+ Br~ N/ 'l\lér -
CaHs CigHaz
4-vinilpiridin ve 4-vinil-N-etilpiridin 4-vinilpiridin ve 4-vinil-N-setilpiridin
kopolimeri kopolimerleri

Sekil 2.33 Tasiyict polimer olarak yaygin kullanilan Katyonik Polielektrolitler
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=>» Anyonik Polielektrolitler

n
CcC—0 ——0O
—( HZC—C|3H )i (|)H TH
C—=20
| 1o o
OH 3 3
Poliakrilik asid - N-isopropilakrilamid
Poliakrilik asid kopolimeri

—{ H,e —thH )—{ HyC —?H b

COOH Ni 0

Alerilikasid - W-nnilpirolidon

kopolimen

Sekil 2.34 Tastyic1 polimer olarak yaygin kullanilan Anyonik Polielektrolitler

Polielektrolitler, sentetik peptidler ile konjugatlarinin giiglii koruma o&zelliklerinden dolay1

yeni nesil a1 bilesenleri olarak diisiiniilmektedir (Mustafaev ve Mustafaeva, 2002).

Mustafaev  ve arkadaslann tarafindan geleneksel metodlar kullamilarak, sudaki
makromolekiillerin aktive edilmis fonksiyonel gruplar1 arasinda gergeklesen reaksiyonlar ile
protein-lineer polielektrolit, peptid-lineer polielektrolit kovalent konjugatlar1 sentezlenmistir.
Karbodiimid aktivasyonu ile ger¢eklestirilen iki basamakli kovalent konjugasyon reaksiyonu;
Polimerin karboksil gruplarinin karbodiimid ile aktive edilmesi ve sonrasinda karboksil
gruplar1 ile proteinin ya da peptidin amino gruplari arasinda kondenzasyon reaksiyonun
olusumu ile gergeklesir. Birinci basamak siiresince karboksil grubunun karbodiimide
saldirmasi ile O-agilisoiire ara iirlinii olusmaktadir. Daha sonrasinda kararsiz olan bu ara
iirline peptid ya da proteindeki amino gruplarinin saldirmasiyla polimer ile peptid veya

protein arasinda ¢apraz baglanma gerceklesmektedir.
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EBaglanma B élgesi sistein-SH
——
+
~— =H realctif grup

Polimer-Peptid Konjugat

Sekil 2.35 Sistein igeren peptidin polimerle olusturdugu konjugatin sematik gosterimi
(Hoffman, 2000)

Folimer

\
R

‘ é% <S1T7 Hidrofobik Bolee
<o Hidrofilik Bélge

Sekil 2.36 Kisa zincirli peptid molekiillerinin lineer ve uzun zincirli polimerler ile
olusturduklar1 konjugatlarin sematik gosterimi (Mustafaev, 1996a, Mustafaev, 2004)

Yukarida anlatildigi gibi karbodiimid kullanilarak peptidlerin tasiyicit polimerlerle kovalent
konjugasyonu sonucu sentezlenen konjugatlarin yiiksek immiinolojik 6zellige sahip oldugu
Mustafaev ve arkadaslar1 tarafindan yapilan caligmalarla gosterilmistir ve konjugatin yiiksek
immiinolojik 06zelliginin polimerin adjuvant etkisine bagli oldugu diistiniilmektedir

(Mustafaev, 2004).

2.11 Capraz Baglama Reaktifleri

Capraz baglama reaktifleri (capraz baglayicilar) biyokonjugasyon prosediirlerinde
molekiillerin kovalent olarak baglanmasini saglayan ve uygulama amacina gore ¢ok farkli

cesitleri bulunan kimyasal reaktiflerdir. Capraz baglayicilar biyolojik molekiillerin
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isaretlenmesinde, ¢apraz baglanmasinda ya da kiigiik molekiillerin daha biiyiik molekiillere
baglanarak hedeflenmesi ve dagitiminda kullanilmaktadir. Iki farkli molekiil intermolekiiler
(molekiiller aras1) ya da tek bir molekill intramolekiiler (molekiil i¢i) olarak c¢apraz
baglayicilar kullanilarak baglanabilmektedir. Capraz baglayicilar aktif bagin sagindaki ve
solundaki R gruplarinin es olup olmamasina goére Homobifonksiyonel (iki es fonksiyonel R
grubu tasiyanlar) veya Heterobifonksiyonel (farkli fonksiyonel R grubu tasiyanlar) olarak

siniflandirilirlar (Hermanson, 1996).

Kullanilan baglayicinin cinsine gore baglanan iki molekiil arasinda yaklasik 0-20 A° (1
A°=1x10"" m) uzunlugunda bir arabulucu (spacer) bulunmaktadir (arabulucu uzunlugu 0 A°

olan baglayicilar 6zel bir alt boliim olan Direkt Capraz Baglayicilardir).
Arabulucu igeren baglayicilarin bazi avantajlari;

e Degisen uzunluktaki arabulucu mesafesi peptide, tasiyici protein yilizeyinden
cikabilme o6zelligi saglamakta ve boylece peptid daha ulagilabilir oldugundan daha

fazla antijenik 6zellik gostermektedir.

e Arabulucu en fazla 6 metilen zincirinden olugsmaktadir ve bagka bir fonksiyonel grup

icermemektedir. Bu da istenmeyen immiinolojik cevaplarin olusumunu dnleyecektir.

Capraz baglanma reaktifleri kullanilarak kovalent baglanma ile elde edilen konjugatlar her iki

molekiiliin biyolojik aktivitesini birlikte tagimaktadir.

2.11.1 Homobifonksiyonel Capraz Baglayicilar

Homobifonksiyonel ¢apraz baglayicilar; karbon zincirinden olusan bir arabulucunun simetrik

olarak iki 6zdes reaktif gruba baglanmasi ile olusturulmustur (Hermanson, 1996).

1. Reaktif grup 2. Reaktif grup

Spacer (arabulucu)
1 2

Ozdep reaktif gruplar

Sekil 2.37 Homobifonksiyonel ¢apraz baglayicilarin sematik gdsterimi

Arabulucu molekiiler bir ip gibi bir protein molekiiliinii diger bir molekiile ortak reaktif
gruplarina saldirarak kovalent olarak baglamaktadir. Ornegin bir proteindeki lizine ait &

amino ya da N- ucundaki amino grubu diger bir molekiildeki amino grubuna
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homobifonksiyonel baglayici araciligi ile capraz baglanmaktadir. Bu sekilde iki proteini ya da
diger molekiilleri birbirine baglayabilme yetenekleri homobifonksiyonel ¢capraz baglayicilarin
farkli assay (deneme) ya da target (hedefleme) caligmalarinda kullanilmasina olanak
saglamistir. Bunun yaninda homobifonksiyonel ¢apraz baplayicilarin baz1 dezavantajlar1 da

mevcuttur (Hermanson, 1996). Bunlarin basinda;

e Genel olarak basit homobifonksiyonel baglayicilarin kullanilmasi ile olusturulan

konjugatlarin yeteri kadar tanimlanamamasi,

e Konjugasyon esnasinda capraz baglayici tarafindan aktive edilen ilk protein
tarafindan olusturulan aktif ara {riinlin yine ayni cins protein ile ¢apraz

baglanabilmesi,

e Aktif ara iiriiniin kendi igerisinde ayn1 polipeptid zincirinde diger bir fonksiyonel

gruba ¢apraz baglanarak intramolekiiler konjugat olusturabilmesi,

e Diger bir capraz baglayicinin yine bu aktif ara iirline baglanmasi bunun sonucunda
ayn1 molekiiliin ikili (dimer), ii¢li (trimer) vb, oligomerlerinin olusabilmesi ve bu

sekilde polimerize olabilmesi gelmektedir.

Bu sekilde homobifonksiyonel capraz baglayicilar kullanilarak gerceklestirilen tek basamakli
konjugasyon reaksiyonlarinda tam olarak tanimlanamayan konjugatlarin olusumu 6nemli bir
problemdir. Ciinkii bu tip reaksiyonlarda tiim reaktiflerin ayn1 anda reaksiyon karigimina
koyulmasi gerekmektedir. Tiim bu olumsuz nedenlerden dolayr homobifonksiyonel ¢apraz

baglayicilar i¢in iki basamakli reaksiyon prosediirii gelistirilmistir (Hermanson, 1996).

Oncelikle ilk protein molekiilii homobifonksiyonel capraz baglayici ile aktive edilir ve
sonrasinda ¢apraz baglayicinin fazlasi ile yan iiriinler (protein monomeri, dimeri, trimeri, vb.)
uzaklastirilarak aktive edilmis protein saflagtirilir. Sonrasinda baglanacak olan ikinci molekiil
ya da protein ile konjugat olusumu i¢in karistirilir. Ancak burada da aktive edilmis proteinin
saflastirilmast sirasinda hidroliz olmasi ya da ilk molekiiliin kendi arasinda polimerize olmasi

ve reaksiyon veriminin oldukea diisiik kalmasi gibi sorunlar ile karsilagilmaktadir.
Secici Gruplara Gore Homobifonksiyonel Capraz Baglama Reaktifleri

Homobifonksiyonel capraz baglama reaktiflerinin konjugasyon c¢aligmalarinda en yaygin
olarak kullanilanlar1 yoneldikleri reaktif gruplara gore siniflandirilarak asagida verilmistir

(Aslam ve Dent, 1998).
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e Amino Grubuna Yonelen Homobifonksiyonel Capraz Baglama Reaktifleri
1. NHS Esterleri
2. Bis-imidoesterler
3. Bis-aldehidler
4. Bis-izosiyonatlar ve Izotiyosiyonatlar
5. Diflorobenzen Tiirevleri
6. Amino Gruplarinin Yonlendirdigi Diger Capraz Baglayicilar

e Silfidril (Tiyol) Grubuna Yonelen Homobifonksiyonel Capraz Baglama
Reaktifleri

1. Bis-maleimidler
2. Disiilfid Olusturan Reaktifler
3. Bis-alkil halojeniirler

e Karboksil Grubuna Yonelen Homobifonksiyonel Capraz Baglama Reaktifleri

2.11.2 Heterobifonksiyonel Capraz Baglayicilar

Heterobifonksiyonel ¢apraz baglayicilar; karbon zincirinden olusan bir arabulucunun iki

ucuna farkli reaktif gruplarin baglanmasi ile olusturulmustur (Hermanson, 1996).

1. Reaktif grup 2. Reaktif grup
Spacer (arabulucu)
1 2
Farklyreaktif gruplar

Sekil 2.38 Heterobifonksiyonel ¢capraz baglayicilarin sematik gosterimi

Iki farkli reaktif grup, kovalent olarak baglanacak farkli molekiillerdeki iki farkl1 fonksiyonel
gruba saldirarak bu molekiillerin ¢apraz baglanmalarini saglarlar. Ornegin gapraz baglayicinin
bir ucu amino grubuna yonelen reaktif grup igerirken, diger ucu siilfidril ya da karboksil
grubuna yonelen reaktif grup icermektedir. Bunun sonucunda hedeflenen molekiiliin istenilen
bolgesinde capraz baglanma reaksiyonu gerceklestirilebilmekte ve boylece konjugasyon

prosesinde daha iyi bir kontrol saglanmaktadir (Hermanson, 1996).
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Heterobifonksiyonel ¢apraz baglayicilar kullanilarak gergeklestirilen konjugasyon reaksiyonu
birka¢ basamaktan olusmaktadir. Tipik bir konjugasyon reaksiyonunda ilk protein (ya da
peptid, makromelekiil vb.) heterobifonksiyonel ¢apraz baglayicinin daha reaktif ve reaksiyona
meyilli olan ucu tarafindan modifiye edilir. Sonrasinda modifiye protein, reaktiflerin
fazlasinin jel filtrasyon ya da diyaliz yoluyle uzaklastirllmasi sonucu saflastirilir.
Konjugasyon igin ikinci molekiil ilave edilmeden aktive edilmis ara {iriiniin saflagtirilmasi
sirasinda ara iriiniin kararliligin1 koruyabilmesi i¢in birgok heterobifonksiyonel c¢apraz
baglayicilar, en az bir tane sulu ortamda uzun siire kararli kalabilecek reaktif grup icerirler.
Ornegin NHS-ester maleimid heterobifonksiyonel ¢apraz baglayicilari, aminlere karsi oldukga
reaktif olan NHS ucu ile proteine baglanip molekiiliin modifikasyonunu gerceklestirirken,
maleimid fonksiyonel grubunun kararliligindan dolay: ara iriiniin aktivitesi korunmaktadir.
Ciinkii maleimid grubu sulu cozeltilerde NHS esterlere gore daha kararhidir. Hizli bir
saflastirma isleminden sonra ikinci molekiil (siilfidril grubu iceren) ortama eklenerek
maleimid ucu ile ilk molekiile capraz baglanmasi saglanir. Bu sekilde coklu basamakli
konjugasyon reaksiyonlarinda konjugat iiriiniiniin molekiil boyutu ve capraz bagh {iriindeki
bilesen oranlar {izerinde daha iyi bir kontrol saglanmaktadir. Konjugatin konfigiirasyonu ve
ya da yapisi ilk proteinin baslangic modifikasyon derecesine bagli olarak ikinci proteinin
konjugasyon reaksiyonuna eklenecek miktar1 ayarlanarak diizenlenebilmektedir (Hermanson,
1996). Bu sekilde kullanim amacina gore; diisiik ya da yiiksek molekiil agirlikli konjugatlar
elde edilebilir.

Heterobifonksiyonel capraz baglayicilar konjugasyon reaksiyonlarinda hedef molekiiliin 6zel
bir bolgesine karsi spesifik yonlendirici olarak kullanilabilirler. Bunun yani sira
heterobifonksiyonel ¢apraz baglayicilar secici olmayan baglanma gerceklestiren ve UV

1sinlama ile aktive edilen bir adet fotoreaktif gruba sahip olabilirler.

Heterobifonksiyonel capraz baglayicilar iki farkli fonksiyonel grubun yam sira bunlar
birbirine baglayan bir adet de arabulucu (spacer) igerirler. Capraz baglayicilar her zaman
yalnizca reaktivitelerine gore degil bazen de sahip olduklar1 arabulucunun boyutuna ve

ozelligine gore secilip kullanilabilirler.

Secici Gruplara Gore Heterobifonksiyonel Capraz Baglama Reaktifleri

Heterobifonksiyonel c¢apraz baglama reaktiflerinin konjugasyon calismalarinda en yaygin
olarak kullanilanlar1 yoneldikleri reaktif gruplara gore siniflandirilarak asagida verilmistir

(Aslam ve Dent, 1998).
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e Amino ve Siildifril Grubuna Yonelen Heterobifonksiyonel Capraz Baglama

Reaktifleri

e Karbonil ve Siilfidril Grubuna Yonelen Heterobifonksiyonel Capraz Baglama

Reaktifleri

e Amino Grubuna Yonelen ve Fotoreaktif Grup Iceren Heterobifonksiyonel

Capraz Baglama Reaktifleri

e Siilfidril Grubuna Yonelen ve Fotoreaktif Grup Iceren Heterobifonksiyonel

Capraz Baglama Reaktifleri

e Karbonil Grubuna Yonelen ve Fotoreaktif Grup iceren Heterobifonksiyonel

Capraz Baglama Reaktifleri

e Karboksil Grubuna Yénelen ve Fotoreaktif Grup Iceren Heterobifonksiyonel

Capraz Baglama Reaktifleri

e Arjinin Grubuna Yénelen ve Fotoreaktif Grup iceren Heterobifonksiyonel

Capraz Baglama Reaktifleri

e Amino ve Karboksil Grubuna Yonelen Heterobifonksiyonel Capraz Baglama

Reaktifleri

2.11.3 Direkt (Zero-Length) Capraz Baglayicilar

Capraz baglayicilarin diger bir grubu ise zero-length olarak da bilinen direkt ¢apraz baglama
reaktifleridir. Bu alt gruptaki baglayicilar iki molekiilii arada herhangi bir grup ya da atom
olmaksizin birbirine baglamakta yani ilk molekiildeki bir atom diger molekiile kovalent
olarak baglanirken arada higbir arabulucu ya da baglayict bulunmamaktadir. Ancak birgok
konjugasyon reaksiyonu elde edilen konjugattaki molekiiller birbirlerine baglanirken yapiya
yabanci bir madde girmistir ve bu madde konjugatin kullanilmak istendigi yere gore zararli
olabilmektedir. Ornegin peptid-protein konjugatlari, tastyici proteine baglanmis olan peptide
karsi immiin cevap olusumu amaci ile sentezlenmistir. Bazi durumlarda olusturulan
antikorlarm bir kismi, konjugasyon reaksiyonunda kullanilan c¢apraz baglayici ajanlara
spesifiktir. Direkt ¢apraz baglama reaktifleri iki molekiilii birbirlerine arada bir arabulucu ya
da baglayici bulunmadan direkt bagladigi icin bu tiir istenmeyen antikor olusumlarini

engellemektedirler (Hermanson, 1996).
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Bu tiir capraz baglayicilar;

e Primer amino grubu ile karboksilik asid grubunu, kondenzasyon reaksiyonu sonucu

amid bag olusturarak,
e Organik fosfat grubu ile primer aminleri fosfoamid bag1 {izerinden ya da,

e Aldehidler ile primer veya sekonder amino gruplarim1 Shiff bazi olusturarak ve bu

bilesigin indirgenmesi sonucu sekonder ya da tersiyer amin baglari ile baglamaktadir.

2.11.3.1 Karbodiimidler

Polimer-peptid, peptid-protein, protein-protein, konjugatlarinin olusturulmasinda kullanilan
direkt ¢apraz baglama reaktifleri arasinda en cok tercih edilen karbodiimidlerdir. Suda
¢ozlinebilir ve ¢oziinemeyen formlarinin bulundugu karbodiimidler; karboksilat ve primer
aminlerin amid bag ile, fosfat ve amino gruplarmin ise fosfoamid bag: ile baglanmasina
arabuluculuk ederler. Suda ¢oziinebilir 6zellikteki karbodiimidler daha c¢ok biyokimyasal
konjugasyonlarda tercih edilmektedir ¢iinkii biyolojik kokenli bir¢ok makromolekiil sulu
tampon ¢ozeltilerde ¢oziinmektedir. Sadece karbodiimidler degil ayn1 zamanda yan iiriinler
olan iire tiirevleri de suda ¢oziinen 6zellikte oldugundan konjugatin saflastirilmasinda kolaylik
saglamaktadir. Bunun yani sira suda ¢oziinemeyen ozellikteki karbodiimidler genel olarak
peptid sentezinde ve molekiillerin sadece organik c¢oziiciilerde ¢oziinmesi gereken
biyokonjugasyon reaksiyonlarinda kullanilmaktadir. Bu reaksiyonlarda meydana gelen
irinler ve yan iriinler de sadece organik c¢oziiclilerde c¢oziinebilmekte suda

coziinememektedir (Hermanson, 1996).

EDC
EDC ya da EDAC adi ile bilinen 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidrokloriir

biyolojik molekiillerin konjugasyonunda en sik kullanilan karbodiimid tiirevidir. Suda
¢Oziinebilir 6zelligi capraz baglayiciy1 reaksiyon ortaminda daha 6nce bir organik ¢dziiclide
¢6zme zorunlulugu olmadan direkt olarak ekleme imkani sunmaktadir. Karbodiimidin fazlasi
ve capraz baglama reaksiyonunun yan iiriinii olan iire tiirevleri suda ¢oziinebilir oldugundan
diyaliz ya da jel filtrasyon ile kolayca ortamdan uzaklastirilabilir ve elde edilen konjugatlar
saflastirilabilir (Sheehan vd., 1961, 1965). Ancak EDC suyun varliginda kararli olmadigindan
kimyasal -20 °C’de saklanmalidir. Daha sonrasinda kimyasal kullanilacagi zaman oda
sicakligina getirilmeli ve Oyle agilmalidir bu EDC’nin erkenden bozunmasimi 6nlemektedir.

EDC’nin kiiciik miktarlarin1 reaksiyon ortamina eklemek i¢in suda stok ¢ozeltisi
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hazirlanabilmektedir ancak bu ¢ozeltinin kimyasalin aktivitesini kaybetmemesi i¢in oldukca

cabuk hazirlanmasi ve kisa siirede kullanilmas1 gerekmektedir.

Ha

c

AN NN

H3C/\N/ NN NH'CI
HaC

Primer amin ve karboksil gruplan iceren bir¢ok molekiiliin EDC kullanilarak konjugasyonu
gerceklestirilebilmektedir (Yamada vd., 1981; Chase vd., 1983; Chu vd., 1976; Chu ve Ueno,
1977). Konjugat olusum prosesinde Oncelikle N-substitue karbodiimidler (karbon atomuna
komsu iki azot atomu karbona gére daha elektronegatif oldugundan karbon atomu & yiiklenir
ve karboksilat anyonunun saldirmasi i¢in olduk¢a uygun bir yap1 olusur) karboksilik asidler
ile reaksiyona girerek oldukca reaktif olan O-agilisoiire ara {iriinlinii olustururlar. Sonrasinda
bu aktif ara {irlin primer amin gibi niikleofil 6zellikteki gruplar ile reaksiyona girerek amid
bagi lizerinden konjugat olusumunu gergeklestirir (Williams ve Ibrahim, 1981). Reaksiyon
esnasinda herhangi baska bir niikleofil de reaktif olabilmektedir. Ornegin siilfidril gruplari ara
iiriine saldirabilmektedir ancak olusan tiyoester bagi amid bag: kadar kararli degildir.

CMC

Suda coziinebilir 6zellikteki 1-Siklohegzil-3-(2-morfolinetil) karbodiimid, karboksil ve amino
grubu iceren molekiillerin konjugasyonunda kullanilmaktadir. Molekiile suda ¢dziinebilme

ozelligini saglayan yapisindaki pozitif yiiklii morfolin grubudur (Hermanson, 1996).

o/ﬁ

+ N
N c~
C

Hj

CMC = 1-Siklohegzil-3-(2-morfolinetil) karbodiimid

DCC
Disiklohegzilkarbodiimid 6zellikle organik sentez uygulamalarinda oldukea sik kullanilan bir

capraz baglayicidir. 1955 yilindan beri peptid sentezinde kullanilmakta ve halen de
kullaniminda devam edilmektedir. DCC organik ¢oziiciilerde ¢oziinebilir 6zelliktedir ve 80

°C’a kadar olan sicakliklarda kullanilabilmektedir (Hermanson, 1996).
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DCC = N,N' Disiklohegzil karbodiimid

DIC
Diizopropilkarbodiimid suda ¢oziinmeyen 6zellikteki ve oda sicakliginda sivi olarak bulunan

diger bir karbodiimid ¢esididir (Hermanson, 1996).

CHj

N CH
)\ /C% i
NZ~

CHs3

HsC

DIC = Diizopropil karbodiimid

N,N-Karbonildiimidazol

N,N-karbonildiimidazol yapisinda konjugasyon sirasinda ayrilan iki adet acilimidazol grubu

tastyan diger bir direkt ¢apraz baglama reaktifidir (Hermanson, 1996).

|
/\N* Y

N

<
&

CDI = N,N'-Karbonildiimidazol

Karbodiimidler olduk¢a reaktif molekiillerdir ve amino asidlerin rasemizasyonuna neden
olabilirler. Bu nedenle, fosfonyum ve uronyum reaktifleri gelistirilmis ve bu reaktifler
yardimiyla aktif ester olusturulmasi hedeflenmistir. Bu molekiiller komsu gruplarin etkisinden

(neighbouring effect) dolay1 ¢ok tercih edilirler (Chang ve White, 2000).
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EDC ile Konjugasyonun Genel Reaksiyon Mekanizmasi

L| HaC
G- N—C EDC
é i A\
00 \ + N
CoO0
cog COO cr/ NH—CH,
VPAA kopolimeri HaC
HsC
CI'NH—CH,

Kararsy ara iiriin

O-agilisoiire

HZNA\QL/H
c
SoH

O
S o
pe 3
H3C/\NH NH/\/\

+ .
NH CI

Van iirii HsC
an urun VPAA-Peptid Konjugat

Ure tiirevi

Sekil 2.39 EDC kullanilarak sentezlenen VP/AA-Peptid konjugati reaksiyon mekanizmast
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2.11.4 Organik Ortamda Konjugat Sentezinde Kullanilan Capraz Baglayicilar

2.11.4.1 N,N,N',N'-Tetrametil-O-(1H-benzotriazol-1-yl)uranyum heksaflorofosfat
(HBTU)
| w. PFa
C—0—N
N A

2.11.4.2 1-Hidroksilbenzotriazol hidrat (CsHsN;0-xH,0) (HOBt)
HOBt reaktifi, iyi ayrilabilen bir aktif ester grubu olusturdugu icin, verimli bir baglanma

saglar ve bu yilizden de daha cok tercih edilmektedir (Chang ve White, 2000).

[+
HOL M,
I
H-Hidrolsibenzotrazal

(HOB)

N/

HOBt ile Konjugasyonun Genel Reaksiyon Mekanizmasi

/ PF,
1o e
\
{ P -N—C,—C /_\‘cfo—N’ SN
o N
T _
\
HBTU
T
{PN—C,-C—N—CC—{X
|
H H 0Bt
TSy

Sekil 2.40 HOBt kullanilarak VP/A A-Peptid konjugati reaksiyon mekanizmasi
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2.12 Konjugatlarin Saflastiriimasi

Konjugasyon isleminden sonra elde edilen Polimer-Peptid ve Peptid-Protein konjugatlar iire
tirevi ya da reaksiyona girmemis capraz baglayicilarin fazlasindan cesitli yontemler
kullanilarak ayrilir ve saflagtirilabilir. Bu yontemlerin icerisinde en yaygin olarak
kullanilanlari; Molekiiler Eleme Kromatografisi (Kolon) uygulanmasi, Gaz basingl filtrasyon

ya da Santrifijjlii filtrasyon (membranli santrifijj tiipleri ile) uygulamalaridir.

2.12.1 Santrifiijlii Filtrasyon (Membranh Santrifiij Tiipleri)

Cesitli boyutlardaki molekiilleri ayiracak ozellige sahip mebranlar1 iceren santrifiij tiipleri
konjugatlarin istenmeyen kiiciik molekiillerden ayrilmasinda kullanilmaktadir. Bunun igin
ayrilacak ¢ozelti membranh tiipe konulur ve tiipiin degisen devir ve siirede santrifiijlenmesi
sonucu membranin gozeneklerinden daha kii¢lik molekiilerin gecerek alt fazda toplanmasi ile
biiylik molekiiller (konjugat) {ist fazda kalirlar. Boylelikle konjugat hem saflastirmis hem de

konsantre edilmis olur [14].

Su

eldenm \I

Ust Faz Ust Faz

(Konsantye ve
Saf Komugat C'az.) / \
o

Eonugat

/ Cozeltis:

-]

8 antrifiy 2. Santnfiy
RERE— Membran leﬁu.. ! st Faz
G000 1 5000 1pn anahz ediln
& dalc. & dals.
Alt Faz \_,-" Alt Faz
Membranh
sanftrifii) tipii Bis lasnn
analiz edilir

Sekil 2.41 Membranl santrifijj tiipli kullanilarak konjugatlarin konsantre edilmesi ve
saflagtirilmasinin sematik géserimi
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3. KULLANILAN OLCUM YONTEMLERI

3.1 Molekiiler Eleme Kromatografisi

Kromatografi ¢esitli maddeleri (biyolojik molekiiller, sentetik polimerler, sentetik peptidler
vb.) incelemek icin kullanilan fizikokimyasal bir yontemdir. Metod bilesenlerin, 10 cm
(HPLC) ile 30 cm (GC) arasinda degisen boylarda kalibre edilmis tiiplerden olusan
kromatografik kolon icerisinden gecerken ayrilmasi temeline dayanmaktadir ve kolon
silikajel, capraz bagli polimer gibi 6zel dolgu maddeleri ile doldurulur (Kosarev ve Muranov,

2003).

Molekiiler Eleme Kromatografisi polimer, protein, peptid vb. bilesenlerin fiziksel etkilesimler
dogrultusunda; molekiil agirligi, boyutu ve sekli temel alinarak likit kromatografi ile
ayrilmasinda kullanilmaktadir [15]. Monomerik, oligomerik ya da polimerik ¢oklu bilesenli

sistemler, mikro gézeneklere sahip jelde, molekiiler eleme prensibine gore ayrilmaktadir.

Calismamizda kullanilan protein, peptid gibi biyolojk molekiillerin molekiil boyutlar
birbirlerinden farklidir. BSA ¢6zeltilerinde; monomer, dimer ve trimer olarak bulunmaktadir.
Calistigimiz sap hastaligl peptidi ise BSA ya gore ¢ok daha kiiclik bir molekiil boyutuna
sahiptir. Bu sekilde farkli boyutlardaki molekiillerin karigimindan olusan ¢ozeltide her bir
molekiiliin hidrodinamik ¢ap1 ve hidrodinamik hacmi birbirlerinden farkli olacaktir. Konjugat
karistmimizda bulunan serbest peptid, N-metilimidazol ya da iire tiirevi gibi kii¢iik molekiiller
gozeneklerde daha uzun kalacaklar i¢in kolondan daha gec ¢ikacaklardir. Oysa molekiil ¢ap1
¢cok daha biiyiikk olan BSA gibi molekiillerin gozenekler ile etkilesimi ¢ok daha az
olacagindan kolonda daha kisa siire kalacak ve sistemden daha c¢abuk cikacaktir. Bu sekilde
molekiil ¢ap1 biiyiidiik¢ce kolonda kalma siiresi buna ters orantili olarak azalacaktir (Sekil 3.1)
[16]. Sistemi terk eden molekiiller ise UV, Viskozite, Isik sagilmasi ya da RI detektorlerinde

saptanacak ve sinyale doniistiiriilerek kromatogram elde edilecektir.
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Idclekiler Eleme Eromatografi

—— BEAIGE kDa)
100 d — lee (15E|kDaaj A8.47 B1.95 BY.7E 72458
Bre by (15 kD a
— Apratinin (6.5 kD a)
0.74
Azan
0.50 4
0.25 A /f\j ,
0.0 » .....I"—---'—_r b i .-"';TH\- '

Ahlconma zamam (rrin)

Sekil 3.1 Kolon kromatografisinde molekiil biiyiikliigiine gore ayrilma ve alikonma zamanina
gore olusan kromatogram

3.2  Fluoresans Spektroskopisi

Spektroskopi, elektromagnetik dalga ile molekiillerin etkilesmesini inceleyen deneysel
tekniklerin en dnemlilerinden biridir. Floresans spektroskopisi ise maddenin floresans 6zelligi
iizerine kurulmustur ve absorpsiyon spektroskopisine benzemektedir ancak absorpsiyon
spektroskopisine gore daha hassastir. Floresans spektroskopisi ile bircok madde milyonda
birin altindaki hassaslikla tayin edilebilir. Floresans 6zelligi gosteren maddelerin sayisinin az
olmasi yontem i¢in bir dez avantaj olsa da metodun seciciliginin yiiksek olmasi yontemin
onemli avantajlarindan bir tanesidir. Proteinlerin ve peptidlerin yapisinda bulunan amino
asidlerden floresans 6zellik gdsteren Triptofan, Tirozin ve Fenilalaninden Triptofan en yiiksek

floresansa sahiptir.

Calisamamizda kullanilan Sap Hastaligi Viriisiiniin VP1 kapsid proteininin 135-161 peptid
dizisinin —N terninal uc kisimina eklenen tritofan amino asidi ile yapiya fluoresans o6zelligi

kazandirildi.

Serbest haldeki proteinde daha agikta olan Trp sulu ortamla etkilesim igerisindedir ve daha
diisiikk enerjili 151ma ile uyarilabilmektedir. Konjugasyon gerceklesip Trp sulu ortamdan
uzaklagip daha igeriye hidrofobik bolgeye girdikten sonra uyarma icin gereken enerji

artacaktir.
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gl (3.1)

Esitliginde de goriildiigli iizere uyarma icin gereken enerjinin artmasi dalga boyunun
kiigiilmesine yani A, degerinde daha kiiciik dalga boyuna dogru kaymaya (blue shift) neden
olacaktir. Uyarildig1 dalga boyu kayan molekiiliin yaptig1 floresans 1isimanin Ap.x degeri de

buna bagli olarak kiiciilecek ve blue shift verecektir.

Calismamizda Oncelikle serbest peptidin Am.x degerleri floresans spektrumlari alinarak
saptanmistir sonrasinda elde edilen konjugatlarimizdaki Trp’in konformasyon degisikligine
bagli olarak degisen Ama degerleri saptanis ve gozlenen kaymalar yardimi ile konjugasyon

olusumu incelenmistir.

3.3  Boyut ve Zeta Potansiyel Olciimleri

En az bir boyutu Inm—lpm arasinda olan peptid, protein gibi kati bir maddenin siv1 bir
¢oziicli i¢inde ¢oziinmesiyle olusan kolloidal sisteme kolloidal siispansiyon denir. Kolloidal
sistemlerin dogalarin1 gosteren en Onemli Ozelliklerden ikisi, partikiill boyutu ve ylizey

Ozellikleridir.

Peptid, protein, polimer c¢ozeltilerinin ya da bunlarin karigimlarinin  ortalama boyut
analizlerinde Zetasizer Nano ZS cihazinda; 633 nm dalga boyunda 4,0 mV He-Ne lazer
kullanilarak 25 °C’de Foton Kolerasyon Spektroskopisi Yontemi uygulanarak o&lgiim
yapilmaktadir. Viskozitenin 0.8872 cP ve kirilma indisinin 1.33 olarak alindig1 dl¢iimlerde
tim c¢ozeltiler 0.22 pum’lik membranlardan filtre edilerek analiz edilmistir. Bir korelator
tarafindan kaydedilen zaman Olgiimlerinden G,(z) sacgilma siddetine ait otokorelasyon
fonksiyonu bulunur, bu fonkisyona en iyi uyan 3. dereceden polinom saptanir, polinomun
katsayilarindan translasyonel diflizyon katsayist D ve polidispersite sabiti hesaplanir. Boyut

degeri, Stokes-Einstein denkleminden bulunur.

D- kT
3.zn.R

k= Boltzman Sabiti, T = Mutlak sicaklik, # = Coziicii viskozitesi (3.2)

Peptid, protein, polimer c¢ozeltilerinin ya da bunlarin karigimlarinin Zeta Potansiyeli
analizlerinde ise Zetasizer Nano ZS cihazinda bir kapiler hiicre igerisinde Lazer Doppler
Elektroforez (LDE) teknigi uygulanarak Olciim yapilmaktadir. Viskozitenin 0.8872 cP,
dielektrik sabitinin 79; f(ka)’nin 1.50 (Smoluchowski) olarak alindig1 25°C’de ki 6l¢timlerde

tiim ¢ozeltiler 0.22 um lik membranlardan filtre edilerek analiz edilmistir.
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Calismamizda zeta potansiyel 6l¢timii i¢in pH=7"de negatif yiiklii olan VP/AA kopolimeri ve
peptid molekiilii temel alinmistir. VP/AA-peptid biyokonjugat partikiilleri ortamda bulunan
iyonlarla girdigi elektrostatik etkilesim sonucu pozitif iyonlar1 ¢ekerken negatif iyonlar1 da
iterek partikiil ylizeyinin hemen disinda, pozitif iyonlarin yiizeye siki bagli oldugu ve Stern
katmani denilen bir tabaka olusturmaktadir. Stern katmanindan sonra iyonlarin hareket
edebildigi bir difiiz bolgesi mevcuttur. Difiiz bolgesinde; hayali olarak var oldugu diisiiniilen
bir Kayma diizlemi vardir ve bu diizlemin i¢inde kalan pozitif iyonlar, partikiille birlikte
hareket etmeye zorlanirken, diginda kalanlar ise bagimsiz olarak hareket edebilmektedirler.
Molekiiliin Stern katmanindaki elektrik potansiyeline Stern potansiyeli, kayma diizlemindeki
elektrik potansiyeline ise Zeta Potansiyeli denmektedir ve Zeta Potansiyeli Henry

denkleminden hesaplanmaktadir.

f(ka) = Henry Fonksiyonu

elelctrile ift
negati yilda tabalcast e f k)
il £.z.f(ka
partikil | U, ==& (3.3)
[ 3n
-+ o U, = Elektroforetik hareketlilik,
< : 4 & = Ortamin dielektrik sabiti,
oF — : - n= Ortamin viskozitesi ve
|
& 4

:
R

' o ¢ :i Stern kattmar
partihilin —— Kayma diizlemi

vilzey potansiyel

Stern potansiyelt

ZETA POTANSIYELI

elektril potansiyel

uzakhlc

Sekil 3.2 Negatif yiiklii partikiiliin zeta potansiyeli (Zetasizer Nano Series User Manual)
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4. DENEYSEL KISIM

4.1 Kullamlan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler

4.1.1 Kullanilan Cihazlar

Liberty Peptid Sentez Cihaz1 (CEM)

e Jasco V-530 UV-VIS Spektrofotometre

e Viskotek 4 Dedektorli GPC (SEC) Sistemi (Viskotek TDA 302 {i¢lii dedektor dizisi,
Viskotek Model 2501 UV dedektorii, Viskotek GPCmax VE2001 o6rnek modiili
kisimlarindan olusur.)

e Zetasizer Nano ZS

e Precisa XB 220A Hassas Terazi

e Sartoriuos CP225D Hassas Terazi

o PTI QM-4/2003 Steady State Floresans Spektrometre

e ThermoLab System Mikroplaka Yikayic1 4MK2

e ThermolLab System Multiskan Ascent Mikroplaka okuyucu

e Heildolph MR 3001 Isiticili Manyetik Karistirict

e Binder Vakum Etiivii

¢ Finnpipette Micropipet (1-10 ml, 100-1000 pl, 5-50 ul)

e Hettich Eba20 Santrifiij Cihazi

e Shimadzu HPLC Sistemi

o IKAMAG Coklu Karigtirici

e Milipore-Q Gradient Saf su Cihaz1

e Sartorius MiniSart RC Enjektor filtresi, 0.22 pm

e WTW pH level 1 pH metre

e Hanna pH221 pH metre

e Heidolph Reax top Karistirict
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4.1.2 Kullanilan Kimyasallar Maddeler

Kullanilan Kimyasal Madde

Kimyasal Maddenin Uretildigi Firma

Sap hastalig1 VP1 kapsid proteini 170-188
dizilimli sentetik peptidi

Sap hastalig1 VP1 kapsid proteini 135-161
dizilimli sentetik peptidi

Sap hastalig1 VP1 kapsid proteini 40-60
dizilimli sentetik peptidi

Sap hastalig1 VP1 kapsid proteini 200-213
dizilimli sentetik peptidi

Polivinil pirilidin akrilik asid kopolimeri
(25/75) M, 80 000

1-ethil-3-(3-dimethylaminopropil) Sigma E7750
kardobodimid hidrakloriir (EDC)

4-nitrofenil Fosfat Sigma 3254
Antimouse Polivalent immiinoglobulin, Sigma A0162
Alkalin fosfataz

Borik Asid (BH303) Applichem A2940
Bovin serum albumin (BSA) Sigma A 7030
Dimetilsiilfoksid (DMSO) Ambresco 0231
Floreskamin Sigma F9015

Glukoz, Sigma Ultra %99,5 GC

Sigma G7528

Glycin

Applichem A 1067

Hidroklorik Asid (HCL)

Riedel-de Haen 07102

Magnezyum klorid (MgCl,)

Applichem A 1036

Sodyum Hidroksit (NaOH) Fluka 71647
Oktan Sigma 02001
Poliakrilik asid (Mw 100 000) Aldrich 523925
Sitrik asid Monohidrat Fluka 27490
Sodyum azid (NaN3) Applichem A1430
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Sodyum dihidrojen fosfat (NaH,PO4)

Riedel-de Haen 04361

Sodyum hidrojen fosfat (Na,HPO4)

Fluka 71647

Sodyum klortir (NaCl)

Fluka 71376

Siit Tozu (Casein)

Sigma C 7078

tri-Sodyum sitrat

Merck 1,06431

Tween 20

Applichem A1389

1-Hidroksilbenzotriazol
hidrat (C6H5N3 OXHzo)

Fluka 15440

N,N,N',N'-Tetrametil-O-(1H-benzotriazol-1-
yl)uranyum hexafluorofosfat
(C11H16F6N5OP)

Fluka 12804

Dimethilformamid (C3;H;ON)

Merck 1,03034,2500

sodyum bis (2-etilhekzil) siilfosiiksinat
(AOT, C20H37NaO7S)

Acros Organics 577-11-7

Diizopropil etilendiamin (DIEA)

Fluka

N-Metil pirilidon (NMP)

Sigma

Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(DMEM-HAM F12)

Biological Ind. 01-170-1

Fetal Calf Serum (FCS)

Biological Ind. 04-007-1A

3-(4,5-dimetil triazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazoliumbromid

Sigma M5655
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4.2 Vinil prilidon-Poliakrilik asid (VP/AA) Kopolimerleri
Vinil prilidon-akrilik asid (25/75) Kopolimeri: Molekiil agirligt 80.000 olan bu kopolimer,

boliimiimiizde Uelzmann ve arkadaglarinin (1958) yontemi ile sentezlenmistir.

Vinil prilidon-akrilik asid (50/50) Kopolimeri: Molekiil agirligt 80.000 olan bu kopolimer,

boliimiimiizde Uelzmann ve arkadaslarinin (1958) yontemi ile sentezlenmistir.
Poliakrilik asid (PAA) : Molekiil agirligi 100.000°dir.

Molekiil agirligt 80.000 olan vinil prilidon-akrilik asid (25/75) kopolimerinin Fourier
Transform Infrared Spektroskopi (FT-IR) cihazindan alinan infrared spekturumu:

98,7 _

95 |

216256
S0

25 |

258038
20 |

75 203235

wr 70
&5 |
—{ HyC —?H il Hye —?H e
COOH M
&0
j i i _//fO
55 |
an Akrilikasid - M-vinlpirelidon
kopolimeri 170254 vz
43 2
430
4000,0 3800 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 8500

cm-1
Sekil 4.1 Vinil prilidon-akrilik asid (25/75) kopolimerinin infrared spekturumu

Infrared spektrumu incelendiginde; 3300-2400 cm™ de C-H gerilme bandi ile ¢akisan O-H
band1 goriilmektedir. 1800-1650 cm™ de C=0 siddetli keskin piki gériilmektedir. 1360-1180

cm™ de C-N kuvvetli gerilme bandi gériilmektedir.

Shim-Pack Diol 300 kolonda, 1.0 ml/dak akis hiziyla, 25 °C sicaklikta ve 0.01 M fosfat
tamponu (PBS), %0.05 sodyum azid (NaN3) pH 7 ile hazirlanan mobil fazda gergeklestirilen

Viskotek cihazinda yapilan analiz sonuglari:
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i

KI uv
I
i
- "'rl.'

Sekil 4.2 0.01 M PBS pH 7’de hazirlanmis % 0.05 VP/AA (25/75; Mw=80.000)
Kopolimerine ait Viskotek Kirilma Indisi detektorii (a), UV detektorii (b), Isik Sagilmasi
detektorii (c), Viskozite detektorii (d) kromatogramlari
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Sekil 4.3 0.01 M PBS pH 7’de hazirlanmis % 0.05 VP/AA (50/50; Mw 80.000) Kopolimerine
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ait Viskotek Kirilma Indisi detektorti (a), UV detektorii (b), Isik Sagilmasi detektortii (c),
Viskozite detektorii (d)
kromatogramlari
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Sekil 4.4 0.01 M PBS pH 7 igerisinde hazirlanmis % 0.05 PAA ¢o6zeltisinin Viskotek Kirillma
Indisi detektorii (a), UV detektorii (b), Isik Sacilmasi detektorii (c), Viskozite detektorii (d)
kromatogramlari

VP/AA (25:75 ve 50:50; Mw 80 000) kopolimerinin ve PAA (Mw 100 000) polimerinin dort
detektorlii Viskotek cihazindan aliman sonuclar incelendiginde; bu kopolimer ve polimerin

UV o6zelligine sahip olmadig1 goriilmektedir.

4.3 Sap Hastahg Viriisiiniin VP1 Kapsid Proteininin Fonksiyonel Antijen Ozelligi
Tasiyan Sentetik Peptid Dizileri

Sap Hastalig1 Viriisiine karsi sentetik asi gelistirilmesine yonelik caligmalarda kullanilan
peptid dizileri Sigma Genosys firmasi tarafindan Fmoc Solid Phase (Kat1 Faz) Peptid Sentez
Yontemi ile % 91 saflikta sentezlendi. Ayrica, 25-DPT-07-04-01 ‘Biyomedikal Malzemeler
ve Yapay Dokular’ projesi kapsaminda Biiyomiihendislik Boliimii Laboratuvarlarina alinan
Liberty Peptid Sentez Aleti (CEM) ile bu peptid dizileri yeniden sentezlendi. Bu peptid
dizilerinin analizleri LC-MS cihazinda yapildiktan sonra Sap Hastaligina karsi sentetik asi
gelistirilmesi amagli ¢alismalarimizda kullanildi. A, serotip Sap hastaligi Viriisiiniin VP1
Kapsid Proteininin fonksiyonel antijen 6zelligi tasiyan 40-60. 135-161, 170-188, 200-213

peptid dizileri —N terminal ucunda hem triptofan (trp) amino asidi eklenerek, hem de triptofan
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amino asidi eklenmeden sentezlendi. Peptid dizilerine eklenen triptofan amino asidi floresans
verme  Ozelligine sahip oldugundan  sentezlenen biyokonjugatlarin  yap1  ve

karakterizasyonunun belirlenmesinde dnemli bir rol oynada.

ap Hastalig1 Viriisiiniin VP1 Kapsid Proteininin 40 — 60 Peptid Dizisi:

Trp-Val-Lys-lle-Asn-Asn-Thr-Ser- Pro-The- His-Val-Ile-Asp-Leu-Met-GIn-Thr-His-GIn-His-
Gly

Sap Hastalig1 Viriisiiniin VP1 Kapsid Proteininin 135- 161 Peptid Dizisi

Trp-Ser-Lys-Tyr-Ser-Thr-Thr-Gly-Glu-Arg-Thr-Arg-Thr-Arg-Gly-Asp-Leu-Gly-Ala-Leu-
Ala-Ala-Arg-Val-Ala-Thr-GIn-Leu-Pro-Ala

Sap Hastalig1 Viriisiiniin VP1 Kapsid Proteininin 170-188 Peptid Dizisi:

Trp- Ala-Thr-Asp-Ile-Ser-Leu-Leu-Val-Arg-Met-Lys-Arg-Ala-Glu-Leu-Tyr-Cys-Pro

Sap Hastalig1 Viriisiiniin VP1 Kapsid Proteininin 200 -213 Peptid Dizisi:

Trp-Asp-Arg-Lys-Gln-Arg-lle-Ile-Ala-Pro-Ala-Lys-Gln-Leu

Shim-Pack Diol 300 kolonda, 1.0 ml/dak akis hiziyla, 25 °C sicaklikta ve 0.01 M PBS, 9%0.05
NaN3 pH 7 ile hazirlanan mobil fazda gergeklestirilen serbest Sap Hastali§i Viriisiiniin
fonksiyonel antijen ozelligi tasiyan yapisal VP1 Kapsid proteinin 135-161 peptid dizisine
(Trp-Ser-Lys-Tyr-Ser-Thr-Thr-Gly-Glu-Arg-Thr-Arg-Thr-Arg-Gly-Asp-Leu-Gly-Ala-Leu-

Ala-Ala-Arg-Val-Ala-Thr-Gln-Leu-Pro-Ala) ait HPLC, MS, Viskotek ve Floresans

cihazlarina ait analiz sonuglart:
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Auto-Scaled Chromatogram at 214 nm
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Sekil 4.5 Sigma Genosys tarafindan sentezlenen Sap Hastali1 Viriisiiniin VP1 kapsid
proteininin 135-161 peptid dizisinin 1mg/ml’sine ait Discovery Bio Wide Pore C-18 kolonda;
Mobil faz A: %0.1 TFA/Su, Mobil Faz B: %0.1 TFA/Asetonitril; % 67.5 B Eliisyon
Gradientinde yapilan Ters Faz HPLC kromatogrami.

Voyager Spec B1=>SUS[BP = 28751, 4863

2074.80 —

Sekil 4.6 Sigma Genosys tarafindan sentezlenen Sap Hastalig1 Viriisiiniin VP1 kapsid
proteininin 135-161 peptid dizisinin 1 mg/ml’sine ait Discovery Bio Wide Pore C-18 kolonda;
Mobil faz A: %0.1 TFA/Su, Mobil Faz B: 9%0.1 TFA/Asetonitril; % 67.5 B Eliisyon
Gradientinde yapilan toplam iyon kromatogrami
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Sekil 4.7 0.01 M PBS pH 7’de hazirlanmis (1) % 0.1 VP/AA (25/75; Mw=80.000)
Kopolimeri (2) % 0. 2 Sap Hastalig1 Viriisiinlin fonksiyonel antijen 6zelligi tasiyan yapisal
VP1 Kapsid Proteininin 135-161 Peptid Dizisine ait HPLC kromatogrami
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Sekil 4.8 Sigma Genosys tarafindan sentezlenen (1) % 0.1, (2) % 0.05, (3) % 0.01 Sap
Hastalig1 Viriisliniin VP1 kapsid proteininin 135-161 peptid dizisine ait Viskotek Kirilma
Indisi detektorii (a), UV detektorii (b), Isik Sagilmasi detektdrii (c), Viskozite detektorii (d)
kromatogramlar

Sigma Genoys firmasi tarafindan sentezlenen Sap Hastalig1 Viriisiiniin fonksiyonel antijenik
ozellik tasiyan 135-161 peptid dizisinin ters faz HPLC kromatogrami ile peptidin safligi, MS
kromatogrami (toplam iyon kromatogrami) ile de molekiiler agirligi aciklandi. Ayrica dort
detektorli (Kirilma Indisi, UV, Isik Sagilmasi ve Viskozite Dedektdrleri) Viskotek cihazinda

farkli peptid konsantrasyonlari incelendi. Aynmi peptid dizisinin floresans spektrumunda
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konsantrasyona bagli floresans siddet degisimi incelendi.
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Sekil 4.9 Sigma Genosys firmasi tarafindan sentezlenen (1) % 0.1 Sap Hastalig1 Viriisiiniin
135-161 Peptid Dizisi Ayax = 353 nm; (2) % 0.05 Sap Hastalig1 Viriisiiniin 135-161 Peptid
Dizisi Amax = 353 nm; (3) % 0.01 Sap Hastalig1 Viriisiiniin 135-161 Peptid Dizisi A = 352
nm; (4) % 0.008 Sap Hastalig1 Viriisiiniin 135-161 Peptid Dizisi Amax = 353 nm; (5) % 0.004
Sap Hastalig1 Viriisiiniin 135-161 Peptid Dizisi Amax = 353 nm; (6) % 0.001 Sap Hastalig1
Viriisiiniin 135-161 Peptid Dizisi Amax = 353 nm; (7) % 0.0002 Sap Hastalig1 Viriisiiniin 135-
161 Peptid Dizisi Amax= 353 nm ait Floresans Spektrumu.

Sap Hastalig1 Viriistiniin VP1 kapsid proteininin fonksiyonel antijenik 6zellikli 170-188 dizisi
(Trp-Ala-Thr-Asp-Ile-Ser-Leu-Leu-Val-Arg-Met-Lys-Arg-Ala-Glu-Leu-Tyr-Cys-Pro) ait
HPLC, MS ve Floresans cihazlarina ait analiz sonuclari:

Auto-Sraled Chromatogram at 214 nm
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Sekil 4.10 Sigma Genosys tarafindan sentezlenen Sap Hastalig1 Viriistinlin VP1 kapsid
proteininin 170-188 peptid dizisinin 1mg/ml’sine ait Discovery Bio Wide Pore C-18 kolonda;
Mobil faz A: %0.1 TFA/Su, Mobil Faz B: 9%0.1 TFA/Asetonitril; % 67.5 B Eliisyon
Gradientinde yapilan Ters Faz HPLC kromatogrami.
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Voyager Spec #1[BP = 2394.3, 20774]
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Sekil 4.11 Sigma Genosys tarafindan sentezlenen Sap Hastalig1 Viriisiiniin VP1 kapsid
proteininin 135-161 peptid dizisinin 1 mg/ml’sine ait Discovery Bio Wide Pore C-18 kolonda;
Mobil faz A: %0.1 TFA/Su, Mobil Faz B: %0.1 TFA/Asetonitril; % 67.5 B Eliisyon
Gradientinde yapilan toplam iyon kromatogrami
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Sekil 4.12 Sigma Genosys firmasi tarafindan sentezlenen (1) % 0.1 Sap Hastalig1 Viriisiiniin
170-188 Peptid Dizisi Apax = 352 nm; (2) % 0.05 Sap Hastalig1 Viriisiiniin 170-188 Peptid
Dizisi Amax = 352 nm; (3) % 0.01 Sap Hastalig1 Viriisiiniin 170-188 Peptid Dizisi Apax = 352
nm; (4) % 0.008 Sap Hastalig1 Viriisiiniin 170-188 Peptid Dizisi Ay = 352 nm; (5) % 0.004
Sap Hastalig1 Viriisiiniin 170-188 Peptid Dizisi Amax = 352 nm; (6) % 0.001 Sap Hastalig1
Viriisiiniin 170-188 Peptid Dizisi Amax = 352 nm; % 0.0002 Sap Hastalig1 Viriisiiniin 170-
188 Peptid Dizisi Ama=352 nm ait Floresans Spektrumu.

Sigma Genoys firmasi tarafindan sentezlenen Sap Hastalig1 Viriisiiniin fonksiyonel antijenik
ozellik tastyan 170-188 peptid dizisinin ters faz HPLC kromatogramu ile peptidin safligi, MS
kromatogrami (toplam iyon kromatogrami) molekiiler agirligi aciklandi. Farkli peptid

konsantrasyonlar1 peptid dizisinin floresans spektrumunda konsantrasyona bagli floresans
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siddet degisimi incelendi.

Biyomiihendislik Boliimiiniin peptid laboratuarlarinda Liberty Peptid Sentez (CEM) Cihazi
ile sentezlenen Sap Hastaligi Viriisiiniin 135-161 peptid dizisinin (-N terminal ucunda trp
amino asidi icermeyen) LC-MS cihazi ile analizleri yapildi. Analizler sonucunda iyon

spektrumu sonucuna gére Mw 2791 olarak bulundu.

mAU(x100) %

JDetector A210nm s
357 B.Conc.(Method) ¢
3.0 F65.0

] F60.0
2.5 F

1 F55.0
2.0 1

] F50.0
157 F45.0
1.0 F40.0

i F35.0
0.5 F

] F30.0
O'(}: F25.0

0.0 25 5.0 75 10.0 12.5 15.0 175 200  min

Sekil 4.13 Teknokroma Tracer Excel 120 ODS-A 5 pum, 20x0.21cm Kolon, 25°C Oda
Sicakligi, 0.2 ml/dak Akis Hizi, Mobil faz A: Su, %0.1 TFA, Mobil faz B: Asetonitril, %0.1
TFA, %25-40 B Eliisyon Gradientinde yapilan Ters Faz HPLC Kromatograma.
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Sekil 4.14 Teknokroma Tracer Excel 120 ODS-A 5 um, 20x0.21c¢m Kolon, 25°C oda
Sicakligi, 0.2 ml/dak Akis Hizi, Mobil faz A: Su, %0.1 TFA, Mobil faz B: Asetonitril, %0.1
TFA, %25-40 B Eliisyon Gradienti, 1,5 kV Dedektor Voltaji, 1,5 L/dak Gas Akis Hizi, 300

°C CDL Sicakhginda yapilan Toplam Iyon (Kiitle Spektrometri) Kromatogrami
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Sekil 4.15 Toplam iyon kromatogramindaki 10-11. dakikalar arasindaki pikin kiitle
spektrumu. Spektrumdaki pikler 931,50=(M+3H"), 698,60=(M+4H"), 559,30=(M+5H")
iyonlarina aittir.

4.4 Sentetik Polianyon VP/AA Kopolimeri ile Sap Hastalig: Viriisiiniin VP1 Kapsid

Proteininin Peptid Antijenlerini iceren Biyokonjugatlarinin Sentezi

Sentetik polianyon VP/AA kopolimerinin, Ay, serotip Sap Hastalig1 Viriisiiniin fonksiyonel
antijen Ozelligi tastyan VP yapisal kapsid proteininin peptid epitoplart ile kovalent
baglanmasi sonucu immiinostimule edici (antijenik) ve koruyucu 6zellik tastyabilen suda
¢Oziinebilen polimer-peptid biyokonjugatlarinin gelistirilmesi amacglanmistir. Bu amag
dogrultusunda farkli yontemle, bilesenlerinin farkli npepia/nveaa oranlarinda sentezlenen
biyokonjugatlarin yapt ve karakterizasyonu kromatografik (HPLC, VISCOTEK [Dért
Dedektorlii-UV, Kirilma Indisi, Viskozite ve 1sik sagilmasi, kromatografik sistem]),
florimetrik yontemlerle arastirildi. Bilesenlerinin farkli npepia/nvpeaa oranlarinda sentezlenen

biyokonjugatlarin antijenik 6zelliklerini incelemek amagli farelere immiiniizasyonlar1 yapildi.

Sentetik Polianyon VP/AA Kopolimeri ile Sap Hastalig1 Viriisiiniin VP1 Kapsid Proteininin
Sentetik Peptid Antijenlerini iceren biyokonjugatlarin sentezinde kullanilan metotlar 3 baslik

altinda toplanmustir:

1. Hidratlanmis Dengeli Misel Sistemlerinde (Hydrated Reversed Micelle System)
sentetik polianyon VP/AA kopolimeri ile Sap Hastaligi Viriisiiniin VP1 kapsid
proteininin sentetik peptid antijenlerini igeren biyokonjugatlarin sentezi

2. Suda ¢6ziinen 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidrakloriir (EDC) ¢apraz
baglayicis1 varliginda sentetik polianyon VP/AA kopolimeri ile Sap Hastalig

Virlisiiniin =~ VP1  Kapsid proteininin ~ sentetik  peptid antijenlerini  igeren
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biyokonjugatlarin sentezi

3. Mikrodalga Teknolojisi Kullanilarak, organik ortamda sentetik polianyon VP/AA
kopolimeri ile Sap Hastaligi Viriisiiniin VP1 kapsid proteininin sentetik peptid

antijenlerini igeren biyokonjugatlarin sentezi

4.4.1 Hidratlanmis Dengeli Misel Sistemlerinde (Hydrated Reversed Micelle System)
Sentetik Polianyon VP/AA Kopolimeri ile Sap Hastalig1 Viriisiiniin VP1 Kapsid

Proteininin Sentetik Peptid Antijenlerini iceren Biyokonjugatlarin Sentezi

Polimer-peptid, protein-protein, protein-peptid kovalent konjugasyon reaksiyonlarinda
geleneksel metodlar kullanildiginda karsilasilan cesitli problemlerden ve sinirlamalardan
dolay1 farkli sistemler gelistirilmistir. Bunlardan bir tanesi de; suyun, organik ¢dzeltilerde
yiizey aktif maddelerle kararlagtirilmis mikroemiilsiyonlarinda yani hidratlagsmis dengeli misel
sistemlerinde (hydrated reversed micelle systems-HRM) konjugasyonun gergeklestirilmesidir
(Volkov vd 2003; Valdez vd., 1993; Armando vd., 1992; Kumar vd., 1992).Bu yonteme
dayanarak insuline karsi monoklonal antikorlarin, kimotripsinin, sigir serum albuminin vb.,
polielektrolitler (alkillestirilmis polivinilpiridin ve bunlarin farkli kopolimerleri) ile kovalent
biyokonjugatlar1 sentezlenmis ve yaklasik %90’a yakin verim elde edilmisti. HRM
sisteminde stafilokok enterotoksin A ile insulin antikoru arasindaki kovalent biyokonjugasyon
reaksiyonu yiiksek verimle sonuglanmistir (Morris vd., 1994). Bu tez caligmasinda, Sap
hastalig1 virtistiniin farkli peptid epitoplarinin PE’lerle kovalent biyokonjugatlarinin HRM

sistemlerinde sentez teknolojisinin gelistirilmesi amaclanmustir.

ﬁ% %% %ﬁg

u-:‘:

Sekil 4.16 HRM sematik gosterimi, peptid molekiilii (1), suda ¢6ziinebilen lineer
Polielektrolit (2) ve peptid- lineer polimer konjugat (3)

4.4.1.1 Kullanilan Cozeltiler

¢ 0.3 M Sodyum bis (2-etilhekzil) siilfosiiksinat (Aerosol OT) Hazirlanmasi

5.33 g sodyum bis (2-etilhekzil) siilfosiiksinat (C,0H37NaO;S; Fw=444.55) tartilarak 40 ml n-
oktan (CgH,s; Fw=114.2) igerisinde ¢oziiniir. Cozelti 0.22 pm capa sahip polietersiilfon (PES)
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membranli filtreden gegirildi.

% PAA Ara Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi
Deneylerde % 35°1lik Mw=100.000 olan PAA ¢o6zeltisi kullanildi. Ara stok ¢ozelti hazirlandi.
Oncelikle 1 mg PAA nin ne kadar hacim iginde oldugu hesaplanir.
100 ml’de 35 gr PAA varsa,

X 1 mg PAA

X=2.85 X 10” ml’sinde yani 2.85 pL’sinde 1 mg PAA bulunur.
Ana stoktan 2 ml PAA alindiginda;
2.85 ul’sinde 1 mg PAA varsa,

2000 pl’sinde X

X=701.75 mg PAA vardir.
Bu 2 ml (701.75 mg) PAA c¢ozeltisini 2 ml saf su ile dilue edersek (V1= 4 ml);
701.75 mg PAA 4 ml’deyse

Img PAA X

X= 5.7 pI’sinde 1 mg PAA bulunur.

Boylece, elimizde 5.7 pl’sinde 1 mg PAA olan 4 ml ara stok ¢6zeltimiz olur. Deneylerimizde

kullanilan biitiin PAA’lar bu ara stok ¢ozeltiden uygun miktarlar hesaplanarak kullanildi.
<+ % 0.1 BSA Cozeltisi

10 mg BSA tartilarak 10 ml 0.01 M PBS pH 7 icerisinde ¢oziiliir. pH 7’ye ayarlanir.
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4.4.1.2 Hesaplamalar
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4.4.1.3 Hidratlanms Dengeli Misel Sistemlerinde (Hydrated Reversed Micelle System)
Sentetik Polianyon VP/AA Kopolimeri ile Sap Hastalig1 Viriisiiniin VP1 Kapsid
Proteininin  Sentetik Peptid Antijenlerini iceren  Biyokonjugatlarin

Hazirlanmasi

Ik asamada; sodyum bis(2-etilhekzil)siilfosiiksinat (Cy0H3307S.Na) (AOT) oktan (CgHis)
igerisinde ¢oziindiiriilerek misel sistemleri olusturuldu. 0.3 M 2 ml AOT misel sistemine artan
hacimde (54 pL, 108 pL, 162 uL, 216 pL, 270 uL ) su eklendi ve 4 saat manyetik karistirici
araciligiyla kanstirildiktan sonra AOT misel i¢ capimin hidratasyon derecesine

(Wo=[H20]/[Surfaktant]) bagli hidrodinamik boyut degisimi incelendi.

Cizelge 4.1 Wy= 5-55 degerleri arasinda [H,O] ve [AOT] nin konsantrasyon degerleri

W,= [H,0]/[AOT] | [H,0] | [AOT]
5 1.5 | 03
10 3 0.3
15 45 | 03
20 6 0.3
25 75 | 03
30 9 0.3
35 105 | 03
40 12 0.3
45 135 | 03
50 15 0.3
55 165 | 03
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10 mg poliakrilik asit polimeri (PAA) (Mw100.000) 10 ml saf suda icerisinde ¢oziildii. 0.1 N
NaOH ile pH 4.8 ve 1 N NaOH ile pH 7’ye ¢ekildi. PAA polimerinin karboksil gruplari pH
4.8 ve 7 degerlerinde 26.6 mg suda ¢oziinen 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid
hidrakloriir (EDC) ile aktive edildi. Karboksil gruplar1 aktiflestirilmis PAA polimerlerinden
(pH 4.8 ve 7 degerlerinde) artan hacimde (55 pL, 108 pL, 162 pL, 216 pL, 270 pL) 0.3 M 2
ml AOT hidratlanmis misel (HRM) sistemine eklendi ve 4 saat manyetik karistirict
araciligiyla karistirildi. Analiz 6ncesi 5 dakika ultrasonik banyoda tutuldu ve 0.22 pum capa
sahip polietersiilfon (PES) membranli filtreden gecirildi. Sonrasinda 6rneklerin zetasizer

cihazinda misel boyutlar 6lgiildii.

0.3 M 2 ml AOT HRM sistemi igerisine 7 ve 8 pH degerlerinde % 0.1’lik BSA ¢ozeltisi artan
hacimde (54 pL, 108 pL, 162 pL, 216 pL, 270 pL) eklendi ve 4 saat manyetik karistirict
aracihigryla karistirildi. Ornekler 17 saat boyunca oda sicakliginda bekletildi ve 22 um ¢apa
sahip polietersiilfon (PES) membranli filtreden gecirilip zetasizer cihazinda misel boyutlar

sleiildii,

Yapilan 6n calismalar sonrasinda; A, serotip Sap Hastalig1 viriisiiniin immiinojenik VP1
kapsid proteininin sentetik 200-213 amino asid dizisi ile sentetik VP/AA kopolimerinin
(25/75, Mw 80.000) kovalent konjugasyon islemi Hidratlanmis Dengeli Misel Sistemlerinde
gerceklestirildi. 1.59 mg Aj, serotip Sap Hastalifi Virilisiiniin fonksiyonel antijen 6zelligi
tastyan VP1 yapisal kapsid proteininin 200-213 dizilimli sentetik peptid (Mw 1857) 0.01 M
1,59 ml PBS (pH 9) icerisinde ¢oziilerek 0.3 M 30 ml AOT HRM sistemi igerisine eklendi, 30
dakika manyetik karigtirict aracilifiyla karistirildi. Karisim sonrasinda 1 ml 6rnek alindi 22
pm capa sahip polietersiilfon (PES) membranh filtreden gecirilip zetasizer cihazinda bu
ornegin misel boyutu 6l¢iildii. 1.59 mg VP/AA Kopolimeri [(27/75); Mw 80.000] 1.59 ml saf
suda ¢oziildii. pH degeri 3.6’dan 4.8’¢ 0.1 NaOH ile ¢ekildi ve 0.3 M 30 ml AOT HRM
sistemine icerisine eklendi, 30 dakika manyetik karistirict araciligiyla karstirildi. AOT HRM
sistemi icerisindeki VP/AA kopolimerinin karboksil gruplar1 3.6 mg EDC eklenerek aktive
edildi. 45 dakika karigtirildiktan sonra karisimdan 1 ml 6rnek alindi ve 22 pm c¢apa sahip
polietersiilfon (PES) membranlh filtreden gegcirilip zetasizer cihazinda AOT miselinin ig
capinin boyutu Ol¢iildii. Bu iki AOT misel sistemleri birbirlerine eklenerek 6nce 30 dakika
diisiik hizda sonra 18 saat boyunca yavas hizda manyetik karistirici araciligiyla karigtirildi. Bu
islem sonrasinda 1 ml drnek alind1 22 pm ¢apa sahip polietersiilfon (PES) membranl filtreden

gecirilip zetasizer cihazinda AOT misel boyutlar 6l¢iildii.
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4.4.1.4 Hidratlanms Dengeli Misel Sistemlerinde (Hydrated Reversed Micelle System)
Sentetik Polianyon VP/AA Kopolimeri ile Sap Hastalig1 Viriisiiniin VP1 Kapsid
Proteininin Sentetik Peptid Antijenlerini iceren Biyokonjugatlarimin Zetasizer

Cihazina ait Analiz Sonuclari

AOT hidratlanmis misel sistemine (HRM) artan hacimlerde (54 pL, 108 uL, 162 pL, 216 pL,
270 uL) su eklenmesi ile Wy= [H,O])/[AOT] oranina bagli misel i¢ capmin degisimi

gosterilmistir.

354
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Sekil 4. 17 Serbest AOT misel i¢ ¢apinin W= [H,O]/[AOT] oranina bagli boyut degisimi

HRM misel sistemine artan hacimlerde (54 pL, 108 pL, 162 uL, 216 pL, 270 pL ) karboksil
gruplar1 aktiflestirilmis PAA polimeri (pH 4.8 ve pH 7) ve BSA eklenmesi sonucu HRM

capinin boyut degisimi zetasizer cihazinda 6l¢iildii.
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Wo=[HZO)}[AOT]

CAP (nm)

Sekil 4.18 (1) Wo=[PAA]/[AOT] (PAA pH 4.83), (2) Wo=[BSA]/[AOT] (BSA pH 7), (3)
Wo=[BSA]/JAOT] (BSA pH 8); (4) Wo=[PAA +BSA]/[AOT] (BSA pH 7); (5) Wo=[PAA
+BSA]/[AOT] (BSA pH 8) Wo degerine bagli misel boyutu.
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Aj serotip Sap Hastaligi viriisiiniin immiinojenik VP1 kapsid proteininin sentetik 200-213
amino asid dizisi ile sentetik VP/AA kopolimerinin (25/75, Mw 80.000) kovalent
konjugasyon islemi Hidratlanmis Dengeli Misel Sistemlerinde (Hydrated Reversed Micelle
System) gerceklestirildi. Bu sistem igerisinde sentezi yapilan biyokonjugatin, reaksiyonun her

basamaginda zetasizer cihazinda hidrodinamik boyut (nm) 6l¢iimleri yapildi.

________ Size Distribution by Volume
. 20 -
; """" 2 15
Eer - -4 - Y- T oyg , , ,
"""""""" g g
et Mt 04 1 10 100 1000 10000
0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.m) Size (d.nmj
- Hacime Bagh Sld(lete
Ornekler Boyutu (nm) bagh
Boyutu (nm)
0.3 M AOT 2.33 3.80
0.3 M AOT + % 0.5 VP/AA (25/75; Mw 80.000) 9.05 13.3
Reaksiyon 1= % 0.1 Sap Hastalig1 viriisiiniin sentetik
200-213 amino asid dizisi + 0.3 M 30 ml AOT 7.34 11.7
Karisimi
Reaksiyon 2 =% 0.1 VP/AA Kopolimeri + 0.3 M 30 333 153
ml AOT Karisimi ' '
Reaksiyon 1 + Reaksiyon 2 Karigimi ( 18 saat sonrasi) 7.70 12.8

Sekil 4.19 Hidratlanmis Dengeli Misel Sistemlerinde hazirlanan ve sentezin her basamaginda
yapilan Slgiimlere ait boyut degerleri

4.4.2 Suda coziinen 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidrakloriir (EDC)
Capraz Baglayicis1 varh@inda Sentetik Polianyon VP/AA Kopolimeri ile Sap
Hastalig1 Viriisiiniin VP1 Kapsid Proteininin Sentetik Peptid Antijenlerini iceren

Biyokonjugatlarin Sentezi

Ay serotip Sap Hastalig1 Viriisiiniin fonksiyonel antijen 6zelligi tasiyan VP1 yapisal kapsid
proteininin  135-161, 170-188 peptid dizilerinin VP/AA kopolimerleri ile kovalent
konjugasyonu suda ¢oziinen 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidrakloriir (EDC)
capraz baglayicis1 varhiginda gergeklestirildi. Bilesenlerinin farkli npepia/nyve/aa oranlarinda

yiiksek verimli biyokonjugatlarin sentezlenmesi amaciyla, kopolimerin karboksil gruplarinin
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aktivasyonun yapildig1 reaksiyon basamaginda degisiklikler yapilmistir. Bu amagla farkli

yontemlerle ¢alisildi ve bu bunlar Yontem 1 ve Yontem 2 olarak adlandirildi.

4.4.2.1 Yontem 1’e gore VP/AA (25/75; Mw=80.000) Kopolimeri — Sap Hastalhigi
Viriisiiniin Fonksiyonel Antijen Ozelligi Tasiyan Yapisal VP1 Kapsid
Proteininin Peptid Dizilerini iceren Fiziksel Kompleks ve Biyokonjugatlarin

Sentezi

Yontem 1’e gore biyokonjugat sentezinde VP/AA kopolimerinin (25/75; Mw=80.000)
konsantrasyonu sabit tutularak, peptid konsantrasyonu arttirildi. Bilesenlerinin farkh
Npeptid/Nve/aa= 3, 8, 16, 25,33 oranlarinda VP/AA Kopolimeri — Sap Hastalig1 Viriisiiniin VP1
kapsid proteininin 135-161 ve 170-188 peptid dizilerini iceren fiziksel kompleksler hazirland:

ve biyokonjugatlar sentezlendi.

Aymi yontem kullamilarak poliakrilik asit polimer (Mw=100.000) konsantrasyonu sabit
tutulup, peptid konsantrasyonu arttirildi. npepia/npaa=4, 10, 20, 31, 40 oranlarinda PAA
polimeri — Sap Hastalig1 Viriisiiniin VP1 kapsid proteininin 170-188 peptid dizilerini igeren

fiziksel kompleksler hazirlandi ve biyokonjugatlar sentezlendi.

4.4.2.2 Kullamlan Cozeltiler

+ 0.01 mol/L’lik Fosfat Tamponu (PBS) Tamponu (pH=7)

1.1998g NaH,PO4s (Mw=119.98 g/mol) tartilarak 500ml saf suda ¢oziiliir. Aym1 zamanda
2.6807g Na,HPO4 (Mw=268.07 g/mol) tartilarak yine 500ml saf suda c¢oziiliir. Bu iki
¢ozeltiden NaH,PO4 ¢ozeltisi, Na,HPO,4 ¢ozeltisinin lizerine eklenir ve karigima 8.766 g NaCl
ilave edilerek, tekrar karistirilir. Cozeltinin pH’s1 1 M NaOH veya 1 M HCl ile 7’ye ayarlanir.

4.4.2.3 Hesaplamalar
VP/AA Kopolimeri — Sap Hastaligi Viriisiiniin VP1 kapsid proteininin peptid dizilerini igeren

fiziksel kompleks ve biyokonjugatlara ait hesaplamalar su sekildedir:

C pep X My mMw { polimer)
Npep/npol = X

Mws (peptid) Cpol X Mg

Na= Avagadro sayisi

Cpep= Peptid konsantrasyonu
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Cpol= Polimer konsantrasyonu

Mw= Molekiil agirlig

VP/AA kopolimeri = Mypap = 80 000 Da

VP/AA Kopolimerinin ¢dzeltideki konsantrasyonu % 0.05 dir.
170-188 igin = Mg, = 2395

N pepria _ CPGPfid'MVP/AA =3;8; 16; 25; 33

Nypias CopragM

peptid

1) npepiia/nvp/aa = 3 olan 3 ml VP/AA — Peptid Biyokonjugat Cozeltisi
Cpeptia= 0.005g/100ml= 0.05mg/ml= 0.15mg/3 ml

2) Npepia/nveas = 8 olan 3 ml VP/AA — Peptid Biyokonjugat Cozeltisi
Cpeptia= 0.0125g/100ml= 0.125mg/ml= 0.375mg/3 ml

3) nNpepiid/nveaa = 16 olan 3 ml VP/AA — Peptid Biyokonjugat Cozeltisi
Cpeptia= 0.025g/100ml= 0.25mg/ml= 0.75mg/3 ml

4) npeptia/nyvpaa = 25 olan 3 ml VP/AA — Peptid Biyokonjugat Cozeltisi
Cpeptid= 0.0375g/100ml= 0.375mg/ml= 1.125mg/3 ml

5) Dpepiia/nveaa = 33 olan 3 ml VP/AA — Peptid Biyokonjugat Cozeltisi
Cpeptia= 0.05g/100ml= 0.5mg/ml= 1.5mg/3 ml

VP/AA Kopolimeri — Sap Hastaligi Virlistiniin VP1 kapsid proteininin 135-161 peptid
dizilerini (-N terminal ucunda triptofan amino asidi tasimayan) iceren fiziksel kompleks ve

biyokonjugatlara ait hesaplamalar su sekildedir:
VP/AA Kopolimerinin ¢ozeltideki konsantrasyonu % 0.05 dir.
VP/AA kopolimeri = Mypaa = 80 000 Da

135-161 igin = Mpepia=2791

R peptia _ € pepiid 'MVP/AA =3,7,14,21,29

Nypiag CypragM

peptid

1) npepiia/nvp/aa = 3 olan 3 ml VP/AA — Peptid Biyokonjugat Cozeltisi
Cpeptia= 0.005g/100ml= 0.05mg/ml= 0.15mg/3 ml
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2) Npepia/nveaa =7 olan 3 ml VP/AA — Peptid Biyokonjugat Cozeltisi
Cpeptia= 0.0125g/100ml= 0.125mg/ml= 0.375mg/3 ml

3) Npepiiad/nveaa = 14 olan 3 ml VP/AA — Peptid Biyokonjugat Cozeltisi
Cpeptia= 0.025g/100ml= 0.25mg/ml= 0.75mg/3 ml

4) npepiia/nvp/aa = 21 olan 3 ml VP/AA — Peptid Biyokonjugat Cozeltisi
Cpeptia= 0.0375g/100ml= 0.375mg/ml= 1.125mg/3 ml

5) Npepiia/Nvpaa =29 olan 3 ml VP/AA — Peptid Biyokonjugat Cozeltisi
Cpeptia= 0.05g/100ml= 0.5mg/ml= 1.5mg/3 ml

PAA polimeri — Sap Hastalig1 Viriisiiniin VP1 kapsid proteininin 170-188 peptid dizilerini
iceren fiziksel kompleks ve biyokonjugatlara ait hesaplamalar su sekildedir:

PAA polimerinin ¢ozeltideki konsantrasyonu % 0.05 dir.
PAA polimeri = Mpaa =100 000 Da
170-188 igin = Mpe, = 2395

n C

peptid

.M
rtd P — 4,10, 20, 31, 40

PAA M peptid

n C

Pad

1) npepiia/npas = 4 olan 3 ml PAA — Peptid Biyokonjugat Cozeltisi
Cpeptid= 0.005g/100ml= 0.05mg/ml= 0.15mg/3 ml

2) npepiia/npasa = 10 olan 3 ml PAA — Peptid Biyokonjugat Cozeltisi
Cpeptia= 0.0125g/100ml= 0.125mg/ml= 0.375mg/3 ml

3) Dpepiia/npaa = 20 olan 3 ml PAA — Peptid Biyokonjugat Cozeltisi
Cpeptid= 0.025g/100ml= 0.25mg/ml= 0.75mg/3 ml

4) npepiia/npaa =31 olan 3 ml PAA — Peptid Biyokonjugat Cozeltisi
Cpeptia= 0.0375g/100ml= 0.375mg/ml= 1.125mg/3 ml

5) npepiia/npaa = 40 olan 3 ml PAA — Peptid Biyokonjugat Cozeltisi

Cpeptia= 0.05g/100ml= 0.5mg/ml= 1.5mg/3 ml



91

4.4.2.4 Yontem 1’e gore VP/AA (25/75; Mw=80.000) Kopolimeri — Sap Hastahgi
Viriisiiniin Fonksiyonel Antijen Ozelligi Tasiyan Yapisal VP1 Kapsid

Proteininin Peptid Dizisini iceren Fiziksel Kompleks Hazirlanmas:

Npepiid/Mypaa =3 oramna ait fiziksel kompleksin hazirlanmasi: 1.5 mg VP/AA kopolimeri
(25/75; Mw=80.000) 1.5 ml saf su igerisinde ¢6ziildii. 1 N NaOH ile pH 7’ye ayarlandi. 0.15
mg Sap Hastalig1 Viriisiiniin VP1 kapsid proteininin 170-188 peptid dizisi (Mw=2394) 125
pL DMSO igerisinde ¢oziildiikten sonra tizerine 1375 pL 0.01 M PBS (pH 7) eklendi ve 30
dakika +4 °C’de manyetik karistirict aracihiiyla karistirildi. Karigan kopolimer ¢ozeltisi
tizerine peptid ¢ozeltisi eklendi ve 2 saat boyunca +4 °C’de karistirilmaya devam edildi. Bu
siire sonunda pH degeri 7’ye ayarlandi. Fiziksel karisim yolu ile olusan fiziksel kompleksin
yapi ve karakterizasyonu HPLC, Viskotek [Dért Dedektorlii (UV, Kirllma Indisi, Viskozite ve

Isik sacilmasi)] kromatografik sistemleri ve florimetrik yontemlerle incelendi.

4.4.2.5 Yonteme 1’e gore VP/AA (25/75; Mw=80.000) Kopolimeri — Sap Hastahg
Viriisiiniin Fonksiyonel Antijen Ozelligi Tasiyan Yapisal VP1 Kapsid

Proteininin Peptid Dizilerini iceren Biyokonjugatlarin Hazirlanmasi

Npepiid/Myp/a4 =3 oramina ait biyokonjugatin hazirlanmasi: 1.5 mg VP/AA kopolimeri (25/75;
Mw=80.000) 1.5 ml saf su icerisinde ¢oziildii. 0.1 N NaOH ile pH 5’e ayarlandi. VP/AA
kopolimerinin karboksil guruplart 6 mg EDC eklenerek aktive edildi ve 1 saat manyetik
karistiric1 araciligiyla karistirildi. Karistirma isleminden sonra pH degeri 0.1 N NaOH ile 7’ye
cekildi. 0.15 mg Sap Hastalig1 Viriisiiniin VP1 kapsid proteininin 170-188 peptid dizisi
(Mw=2394) 125 pL DMSO igerisinde ¢oziildiikten sonra iizerine 1375 uL 0.1 M PBS (pH 7)
eklendi ve 30 dakika +4 °C’de manyetik karistirict araciligiyla karistirildi. Karisan kopolimer
¢oOzeltisi lizerine peptid ¢ozeltisi eklendi ve gece boyunca +4 °C’de karistirllmaya devam
edildi. islem sonunda biyokonjugatin pH’s1 7’ye ayarlandi. Sentezlenen biyokonjugatin yap1
ve karakterizasyonu HPLC, Viskotek [Dort Dedektorlii (UV, Kirilma Indisi, Viskozite ve Isik

sagilmasi)] kromatografik sistemleri ve florimetrik yontemlerle incelendi.

4.4.2.6 Yontem 1’e gore VP/AA (25/75; Mw=80.000) Kopolimeri — Sap Hastahgi
Viriisiiniin fonksiyonel antijen o6zelligi tastyan yapisal VP1 Kapsid Proteininin
135-161 ve 170-188 Dizilerini iceren Biyokonjugat ve Fiziksel Komplekslerin
HPLC-Viskotek ve Floresans Cihazlar ile Yapilan Analiz Sonug¢lar:

Yontem 1°e gore npepia/nveaa=30 oraninda VP/AA (25/75; Mw=80.000) Kopolimeri — Sap

Hastalig1 Viriisiinlin fonksiyonel antijen 6zelligi tasiyan yapisal VP1 kapsid proteininin 170-
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188 pizisini iceren (VP/AA-Peptid) biyokonjugat1 0.01 M PBS (pH 7) icerisinde hazirlandi.
Yontemle 1’e gore hazirlanan biyokonjugatin yapi ve karakterizasyon tayininde optimum
kromatografik analiz sonuglarinin elde edilmesi amaciyla farkli kolonlar, farkli pH degerleri

ve farkli mobil faz kullanilarak Viskotek cihazinda analizler yapilmustir.

% Viskotek cihazinda, TSK Gel G5000PWXL kolonda, 0.8 ml/dak akis hiziyla, 25 °C
sicaklikta ve 0.01 M PBS (pH=7) mobil fazinda gergeklestirilen Viskotek cihazi Analiz

Sonuglari:
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Sekil 4.20 0.01 M PBS pH 7’de hazirlanmis (1) % 0.5 VP/AA- Peptid Biyokonjugati
(Dpeptia/nvraa=30), (2) % 0.2 VP/AA (25/75; Mw= 80.000) Kopolimeri (3) % 0.2 Sap
Hastalig1 Viriisiiniin 170-188 Peptid Dizisine ait Viskotek Kirilma Indisi detektorii (a), UV
detektorii (b), Isik Sagilmasi detektorii (c), Viskozite detektorii (d) kromatogramlari

% Viskotek cihazinda TSK Gel G5000PWXL kolonda, 0.8 ml/dak akis hiziyla, 25 °C
sicaklikta ve 0.025 M Sodyum Bikarbonat tamponu pH 10.6 ile hazirlanan mobil fazda

gergeklestirilen Viskotek cihazi analiz sonuglari:
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Sekil 4.21 0.025 M Sodyum Bikarbonat tamponunda pH 10.6 *da hazirlanmis (1) % 0.1
VP/AA-Peptid biyokonjugati (npepiia/nveaa=30), (2) % 0.2 Sap Hastalig1 Viriisiiniin 170-188
Peptid Dizisine ait Viskotek Kirilma Indisi (a), UV (b), Isik Sagilmasi (c), Viskozite (d)
kromatogramlari

% Viskotek cihazinda Shim-Pack Diol 300 kolonda, 1.0 ml/dak akis hiziyla, 25 °C
sicaklikta ve 0.01 M PBS, %0.05 NaN; pH 7 ile hazirlanan mobil fazda gerceklestirilen

Viskotek cihazi analiz sonuglart:

Sekil 4.22 0.01 M PBS pH 7’de hazirlanmig (1) VP/AA (25/75; Mw=80.000) Kopolimeri,
(2)VP/AA-Peptid Biyokonjugati (npepiia/nveaa=30), (3) VP/AA-Peptid Fiziksel Kompleksine
ait Viskotek Kirilma Indisi detektorii (a), UV detektorii (b), Isik Sagilmasi detektorii (c)
kromatogramlari
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nivolts

Miutes

Sekil 4.23 0.01 M PBS pH 7’de hazirlanmig (1) VP/AA-Peptid
Biyokonjugati(npepia/nveaa=30), (2) VP/AA-Peptid Fiziksel Karisimi (npepia/nve/aa=30), (3)
% 0.1 VP/AA (25/75; Mw=80.000) Kopolimeri, (4) % 0.2 Sap Hastalig1 Viriistiniin VP1
kapsid proteininin170-188 Peptid Dizisine ait HPLC kromatogramlari

Serbest peptid, kopolimer ve VP/AA-Peptid biyokonjugatinin yap:r ve karakterizasyon
tayininde en uygun kosullarin Shim-Pack Diol 300 kolon, 1.0 ml/dak akis hizi, 25 °C
sicaklikta ve 0.01 M PBS (pH=7) mobil fazda oldugu goriilmiistiir. Cesitli kosullarda yapilan
analizle sonucunda kromotografik analizler icin en uygun sartlar Viskotek aletinde
belirlendikten sonra, sentezlenen biyokonjugatlarin ve hazirlanan fiziksel komplekslerin,

Viskotek, HPLC ve floresans cihazlari ile yap1 ve karakterizasyonu incelendi.

Dpeptid/Nvp/aa=3; 8; 16; 25; 33 oranlarinda sentezlenen VP/AA (25/75; Mw=80.000)
Kopolimeri — Sap Hastalig1 Virisiiniin fonksiyonel antijen 6zelligi tasiyan yapisal VP1 kapsid
proteininin 170-188 peptid dizisini igeren fiziksel kompleksin fizikokimyas1 hakkinda daha
fazla bilgi edinmek amactyla VP/AA (25/75; Mw=80.000) kopolimer konsantrasyonu sabit
tutulup, peptid konsantrasyonunun artan oranlarinda (0.15, 0.375, 0.75, 1.125, 1.5 mg)
fiziksel kompleksler sentezlendi. Bilesenlerinin farkli (npepia/nveaa) oranlarinda sentezlenen
VP/AA-Peptid fiziksel komplekslerinin yap1 ve karakterizasyon tayini Viskotek cihazinda
kromatografik olarak yapildi.
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Sekil 4.24 0.01 M PBS pH 7’de hazirlanmis (1) VP/AA (25/75; Mw=80.000) Kopolimeri, (2)
VP/AA-Peptid Fiziksel Kompleksi (npepiia/nveaa=3), (3) VP/AA-Peptid Fiziksel Kompleksi
(npeptia/nvr/an=8), (4) VP/AA-Peptid Fiziksel Kompleks, (npepia/nve/aa=16), (5)VP/AA-Peptid
Fiziksel Kompleksi (npepia/nveaa=25), (6) VP/AA-Peptid Fiziksel Kompleksine
(Dpeptia/nvr/aa=33) ait Viskotek Kirilma Indisi detektorii (a), UV detektorii (b), Isik Sagilmasi
detektorii (c), Viskozite detektorii (d) kromatogrami.

VP/AA (25/75; Mw=80.000) kopolimeri — Sap Hastalig1 Viriisiiniin fonksiyonel antijen
ozelligi tasiyan yapisal VP1 kapsid proteininin 170188 peptid dizisini iceren (VP/AA-
Peptid) biyokonjugatin fizikokimyas1 hakkinda daha fazla bilgi edinmek amaciyla VP/AA
(25/75; Mw=80.000) kopolimeri konsantrasyonu % 0.05 sabit tutulup, peptidin artan
miktarlarinda (0.15, 0.375, 0.75, 1.125, 1.5 mg) VP/AA-Peptid biyokonjugatlar1 sentezlendi.
Bilesenlerinin farkli npepia/nvpaa oranlarinda sentezlenen VP/AA-Peptid biyokonjugatlarinin

yap1 ve karakterizasyon tayini Viskotek ve HPLC kromatografik sistemleri ile incelendi.
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Sekil 4.25 0.01 M PBS pH 7°de hazirlanmis (1) VP/AA-Peptid biyokonjugati
(Dpeptia/nvr/aa=3), (2) VP/AA-Peptid biyokonjugatt (npepia/nveaa=8), (3) VP/AA-Peptid
biyokonjugatt (npepiia/nve/aa=16), (4) VP/AA-Peptid biyokonjugatt (pepia/nvpaa=25), (5)
VP/AA-Peptid biyokonjugati (npepiia/nveaa=33), (6) % 0.1 VP/AA (25/75; Mw=80.000)
kopolimerine ait Viskotek Kirilma Indisi detektérii (a), UV detektorii (b), Istk Sagilmasi
detektorii (c), Viskozite detektorii (d) kromatogrami.

 peptid

m\olts

Minutes

Sekil 4.26 0.01 M PBS pH 7’de hazirlanmis (1) % 0.1 VP/AA (25/75; Mw=80.000)
Kopolimeri, (2) % 0. 2 Sap Hastalig1 Viriisiiniin VP1 Kapsid Proteininin 170-188 Peptid
Dizisi, (3) VP/AA-Peptid biyokonjugati (npepia/nve/aa=3), (4) VP/AA-Peptid biyokonjugati
(Npeptia/nvr/aa=8), (5) VP/AA-Peptid biyokonjugatt (npepia/nveaa=16), (6) VP/AA-Peptid
biyokonjugati (npepiia/nveaa=25), (7) VP/AA-Peptid biyokonjugatina (npeptia/nvp/aa=33) ait
HPLC Kromatogrami
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Sekil 4.27 0.01 M PBS pH 7’de hazirlanmis (1) VP/AA-Peptid biyokonjugati
(Npeptia/Mvp/aa=3; Amax346 nm), (2) VP/AA-Peptid biyokonjugat (npepia/nve/aa=8; Amax346
nm), (3) VP/AA-Peptid biyokonjugatt (npepia/nve/aa=16; Amax346 nm), (4) VP/AA-Peptid

biyokonjugati (npepiia/Nve/aa=25; Amax345 nm), (5) VP/AA-Peptid biyokonjugati
(Npeptia/Nvp/aa=33; Amax345 nm), (6) %0.008 Sap Hastalig1 Viiriisiiniin VP1 kapsid proteininin
170-188 peptid dizisine (Anax352 nm) ait Floresans Spektrumlar

Dpeptid/Nvp/aa=3; 8; 16; 25; 33 oranlarinda sentezlenen VP/AA-Peptid biyokonjugatlarina 0.154
M NacCl eklenerek NaCl’iin VP/AA-Peptid biyokonjugatina olan etkisi incelendi.

i

PTT
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Sekil 4.28 0.01 M PBS pH 7’de hazirlanmig (1) % 0.1 VP/AA (25/75; Mw=80.000)
Kopolimeri, (2) VP/AA-Peptid biyokonjugati (npepia/nveaa=3), (3) VP/AA-Peptid
biyokonjugati (npepia/nveaa=8), (4) VP/AA-Peptid biyokonjugatt (npepia/nveaa=16), (5)
VP/AA-Peptid biyokonjugati (npepia/nveaa=25), (6) VP/AA-Peptid biyokonjugatina
(Npeptia/Nvp/aa=33) ait Viskotek Kirilma Indisi detektérii (a), UV detektorii (b), Istk Sagilmasi
detektorii (c), Viskozite detektorii (d) kromatogramlari
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mVolts

Minutes

Sekil 4.29 0.01 M PBS pH 7’de hazirlanmis (1) % 0.1 VP/AA (25/75; Mw=80.000)
Kopolimeri, (2) % 0.2 Sap Hastalig1 Viriisiiniin VP1 Kapsid Proteininin 170-188 Dizilimli
Peptidi, (3) VP/AA-Peptid biyokonjugati (npepia/nveaa=3), (4) VP/AA-Peptid biyokonjugat:
(Dpeptia/nvr/aa=8), (5) VP/AA-Peptid biyokonjugatt (npepiia/nveaa=16), (6) VP/AA-Peptid
biyokonjugatt (npepiia/nve/aa=25), (7) VP/AA-Peptid biyokonjugatina (npepia/nvp/aa=33) ait
HPLC Kromatogrami
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Sekil 4.30 0.01 M PBS pH 7’de hazirlanmis (1) VP/AA-Peptid biyokonjugati
(Npeptia/Mvp/aa=3; Amax344 nm), (2) VP/AA-Peptid biyokonjugatt (npepia/nve/aa=8; Amax344
nm), (3) VP/AA-Peptid biyokonjugatt (npepia/nve/aa=16; Amax344 nm), (4) VP/AA-Peptid

biyokonjugati (Npepiia/Nve/aa=25; Amax343 nm), (5) VP/AA-Peptid biyokonjugati
(Npeptia/Nvp/aa=33; Amax343 nm), (6) %0.008 Sap Hastalig Viiriisiiniin 170-188 peptid dizisine
(Amax352 nm) ait Floresans Spektrumlari

VP/AA (25/75; Mw=80.000) kopolimeri konsantrasyonu % 0.05 olarak sabit tutulup, artan
miktarda (0.15, 0.375, 0.75, 1.125, 1.5 mg) 135-161 Peptid dizisi (-N terminal ucunda
triptofan amino asidi icermeyen) igeren VP/AA-Peptid biyokonjugati sentezlendi.
Bilesenlerinin farkli nyepia/nveaa=2; 7; 14; 21; 28 oranlarinda sentezlenen biyokonjugatlarin
bir onceki biyokonjugatlardan farki hidrofilik 6zellikli peptid dizisinin kullanilmasidir.
VP/AA-Peptid biyokonjugatlarinin  yapt ve karakterizasyonu Viskotek ve HPLC

kromatografik sistemleri ve floresans spektrofotometre kullanilarak yapildi.
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Sekil 4.31 0.01 M PBS pH 7°de hazirlanmis (1) VP/AA-Peptid biyokonjugati
(npeptia/nvr/aa=2), (2)VP/AA-Peptid biyokonjugatt (npepiia/nveaa=7), (3) VP/AA-Peptid
biyokonjugati (npepiia/nve/aa=14), (4)VP/AA-Peptid biyokonjugati (npepiia/nveas=21),

(5)VP/AA-Peptid biyokonjugatt (npepiia/nve/aa =28), (6) % 0.1 VP/AA (25/75; Mw=80.000)
Kopolimerine ait Viskotek Kirilma indisi detektorii (a), UV detektorii (b), Isik Sagilmasi
detektorii (c), Viskozite detektorii (d) kromatogramlari
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Sekil 4.32 0.01 M PBS pH 7°de hazirlanmis (1) VP/AA-Peptid biyokonjugati
(Dpepiia/nvr/an=2), (2)VP/AA-Peptid biyokonjugati (npepia/nveaa=7), (3)VP/AA-Peptid
biyokonjugati (npepiia/nve/aa=14), (5)VP/AA-Peptid biyokonjugati (npepiia/nveas=21),
(4)VP/AA-Peptid biyokonjugatt (npepiia/nve/aa =28), (5) % 0.1 VP/AA (25/75; Mw=80.000)
Kopolimeri, (6) % 0.2 Sap Hastalig1 Viriisiiniin VP1 Kapsid Proteininin 135-161 Peptid
Dizisine (-N terminal uc kisminda trp amino asidi icermeyen) ait HPLC Spektrumu
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Ayni1 kosullar altinda, VP/AA kopolimerine oranla daha fazla sayida karboksil gruba iceren
poliakrilik asit (PAA) (Mw=100.000) polimeri ile Sap Hastalig1 Viriisiiniin fonksiyonel
antijen 6zelligi tasiyan yapisal VP1 Kapsid Proteininin 170-188 Peptid dizisini igeren fiziksel
kompleksleri hazirlandi. PAA polimer konsantrasyonu % 0.05 olarak sabit tutulup, peptid
artan (0.15, 0.375, 0.75, 1.125, 1.5 mg) miktarlarinda hazirlanan fiziksel komplekslerin yap1

ve karakterizasyonu Viskotek cihazinda kromatografik olarak yapildi.
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/PM l
PAA L
!
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Sekil 4.33 0.01 M PBS pH 7°de hazirlanmis (¢) %0.1 PAA Polimeri (Mw=100.000) (¢)
PAA-Peptid Fiziksel Kompleks (npepia/npas=4), (¢) PAA-Peptid Fiziksel Kompleks
(npeptia/npan=10), (¢ ) PAA-Peptid Fiziksel Kompleks (npepiia/npaa=20), (¢ ) PAA-Peptid
Fiziksel Kompleks (npenﬁd/npAAZ?s 1), (¢) PAA-Peptid Fiziksel Kompleksine (npepia/npas=41)
ait Viskotek Kirilma Indisi detektorii (a), UV detektorii (b), Isik Sagilmasi detektori (c),
Viskozite detektorii (d) kromatogramlari

EDC capraz baglayicist varliginda poliakrilik asit (PAA) (Mw=100.000) polimeri ile Sap
Hastalig1 Viriisiiniin fonksiyonel antijen 6zelligi tasiyan yapisal VP1 Kapsid Proteininin 170—
188 Peptid dizisi kullanilarak PAA-Peptid biyokonjugatlari sentezlendi. PAA polimer
konsantrasyonu % 0.05 olarak sabit tutulup, peptid artan miktarlarinda (0.15, 0.375, 0.75,
1.125, 1.5 mg) ve bilesenlerinin farkli oranlarinda (npepia/nveaa= 4; 10; 20; 31; 41)
sentezlenen PAA-Peptid biyokonjugatlarmin yap1 ve karakterizasyonu Viskotek ve HPLC

kromatografik sistemleri ve floresans spektrofotometre kullanilarak yapildi.
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Sekil 4.34 0.01 M PBS pH 7°de hazirlanmis (1) PAA-Peptid Biyokonjugatt (npeptia/nve/an=4),
(2) PAA-Peptid Biyokonjugati (npepiia/npaa=10), (3) PAA-Peptid Biyokonjugati
(Dpeptia/npan=20), (4) PAA-Peptid Biyokonjugati (npepia/nve/aa=31), (5) PAA-Peptid
Biyokonjugatina (npepia/nypaa=41) ait Viskotek Kirilma Indisi detektorii (a), UV detektorii
(b), Isik Sacilmas detektorii (c), Viskozite detektorii (d) kromatogramlar
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Sekil 4.35 0.01 M PBS pH 7°de hazirlanmis (1) % 0.1 PAA Polimeri (Mw=100.000), (2)
%0.2 Sap Hastalig1 Viriisiiniin VP1 Kapsid Proteininin 170-188 Peptid Dizisi, (3) PAA-
Peptid Biyokonjugati (npepiia/npaa=4), (4) PAA-Peptid Biyokonjugati (npepia/npaa=10),
PAA-Peptid Biyokonjugati (npepiia/npaa=31), (6) PAA-Peptid Biyokonjugatina
(npeptia/npas=41) ait HPLC Spektrumu
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Sekil 4.36 0.01 M PBS pH 7’de hazirlanmis (1) PAA-Peptid biyokonjugatt (npeptia/nve/aa=4;
Amax348 nm), (2) PAA-Peptid biyokonjugatt (npepiia/nve/aa=10; Amax348 nm), (3) VP/AA-
Peptid biyokonjugati (npepiia/nveaa=20; Amax348 nm), (4) VP/AA-Peptid biyokonjugati
(Dpeptia/nvp/aa=31; Amax347 nm), (5) VP/AA-Peptid biyokonjugati (npeptia/nve/aa=41; Amax347
nm), (6) % 0.008 Sap Hastalig1 Viiriisiiniin 170-188 peptid dizisine (Amax352) ait Floresans

Spektrumlari

PAA polimeri (Mw=100.000) ile Sap Hastalig1 Viriistiniin fonksiyonel antijen 6zelligi tasiyan

yapisal VP1 Kapsid Proteininin 170-188 peptid dizisini iceren npepia/npaa=20 oraninda

hazirlanan fiziksel karisitm ve aymi oranda sentezlenen biyokonjugatn pH 5 ve 7

degerlerindeki yapi-karakterizasyon tayini Viskotek ve HPLC kromatografik sistemleri ve

floresans spektrofotometre kullanilarak yapildi.

PAA polimeri (Mw=100.000) ile Sap Hastalig1 Viriisiiniin fonksiyonel antijen 6zelligi tasiyan

yapisal VP1 Kapsid Proteininin 170-188 peptid dizisini i¢eren fiziksel karisimin pH 4, 5, 7, 8,

9 degerlerinde 280 nm’deki absorbans degerleri 6l¢iildii.
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Sekil 4.37 PAA-Peptid fiziksel komplesine (npepiia/npas= 20) ait pH degisimine bagli 280 nm

absorbans degerleri
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Sekil 4.38 (1) % 0.1 PAA Polimeri (Mw=100.000), (2) % 0.2 Sap Hastalig1 Viriisiiniin VP1
Kapsid Proteininin 170-188 Peptid Dizisi, (3) pH 5 PAA-Peptid fiziksel komplesine
(npeptia/npan=20), (4) pH 7 PAA-Peptid fiziksel komplesine (npepiia/npaa=20) ait HPLC
kromotogramlari

PAA polimeri (Mw=100.000) ile Sap Hastalig1 Viriisiiniin fonksiyonel antijen 6zelligi tasiyan
yapisal VP1 Kapsid proteininin 170188 Peptid dizisini iceren biyokonjugatin pH 4, 5, 7, 8,
10 degerlerinde 280 nm’deki absorbans degerleri l¢tildii.
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Sekil 4.39 PAA-Peptid biyokonjugatina (npepiia/npaa=20) ait pH degisimine bagli 280 nm
absorbans degerleri
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Sekil 4.40 0.01 M PBS pH 5 ve 7°de hazirlanmis PAA-Peptid biyokonjugatina
(npeptia/npaa=20) ait Viskotek Kirilma Indisi detektorii (a), UV detektort (b), Isik Sagilmasi
detektorii (c), Viskozite detektorii (d) kromatogramlari

Peptid

PAA-PEP Bivokonjugat pH 5

mvolts

PAA-PEP Bivokonjugah pH 7

PAA Polimeri
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Minutes

Sekil 4.41 (1) % 0.1 PAA Polimeri (Mw=100.000), (2) % 0.2 Sap Hastalig1 Viriisiiniin
fonksiyonel antijen 6zelligi tagiyan yapisal VP1 Kapsid Proteininin 170-188 Peptidi, (3) pH 5
PAA-Peptid biyokonjugati (npepia/npaa=20), (4) pH 7 PAA-Peptid biyokonjugat:
(Dpeptia/npas=20) ait HPLC Spektrumlari
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4.4.2.7 Yontem 2’ye gore VP/AA (25/75; Mw=80.000) Kopolimeri — Sap Hastahg
Viriisiiniin fonksiyonel antijen o6zelligi tasiyan yapisal VP1 Kapsid Proteininin
Peptid Dizilerini iceren Fiziksel Komplekslerin Hazirlanmas1  ve

Biyokonjugatlarin Sentezi

Yontem 2’ye gore bilesenlerinin farklt npepia/nve/aa oranlarinda VP/AA Kopolimeri — Sap
Hastalig1r Viriisiiniin VP1 kapsid proteininin 135-161 ve 170-188 peptid dizilerini igeren

fiziksel kompleksler hazirlandi ve biyokonjugatlar sentezlendi.

4.4.2.8 Hesaplamalar
VP/AA Kopolimeri — Sap Hastaligi Viriisiiniin VP1 kapsid proteininin 135-161 peptid

dizilerini iceren fiziksel kompleks ve biyokonjugatlara ait hesaplamalar su sekildedir:
VP/AA Kopolimerinin ¢6zeltideki konsantrasyonu % 0.05’1r.

VP/AA kopolimeri = Mypaa = 80 000 Da

135-161 i¢in = M, =2974

n C

. M
tid tid * VP AA
PP = b =1,3,5,7,9

Nypiag CypragM peptid

1) npepiia/nvpaa =1 olan 5 ml VP/AA — Peptid Biyokonjugat Cozeltisi
Cpeptia= 0.00186g/100ml= 0.018mg/ml= 0.093mg/5 ml

2) Npepia/nvpaa = 3 olan 5 ml VP/AA — Peptid Biyokonjugat Cozeltisi
Cpeptia= 0.0055g/100ml= 0.055mg/ml= 0.27mg/5 ml

3) Npepiiad/nveaa =S olan 5 ml VP/AA — Peptid Biyokonjugat Cozeltisi
Cpeptia= 0.0092g/100ml= 0.092mg/ml= 0.46mg/5 ml

4) npepiia/nvpaa =7 olan 5 ml VP/AA — Peptid Biyokonjugat Cozeltisi
Cpeptia= 0.0130g/100ml= 0.13mg/ml= 0.63 mg/5 ml

5) Dpepiia/nveaa =9 olan 20 ml VP/AA — Peptid Biyokonjugat Cozeltisi
Cpeptia= 0.0167g/100ml= 0.167 mg/ml= 0.83 mg/5 ml

VP/AA Kopolimeri — Sap Hastaligi Virlisiiniin VP1 kapsid proteininin 170-188 peptid

dizilerini iceren biyokonjugatlara ait hesaplamalar su sekildedir:

VP/AA Kopolimerinin ¢ozeltideki konsantrasyonu % 0.05 dir.
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VP/AA kopolimeri = Mypaa = 80 000 Da
170-188 i¢in = M,y = 2395

n C

_ peptid'MVP/AA =1,3,5,7,9.11, 15

vy Crpian M pepiia

peptid

6) Npepiia/nveaa =1 olan 20 ml VP/AA — Peptid Biyokonjugat Cozeltisi
Cpeptia= 0.0017g/100ml= 0.017mg/ml= 0.34mg/20 ml

7) Dpepiia/nveaa = 3 olan 20 ml VP/AA — Peptid Biyokonjugat Cozeltisi
Cpeptia= 0.0045g/100ml= 0.045mg/ml= 0.90mg/20 ml

8) nNpepiia/nvraa =S olan 20 ml VP/AA — Peptid Biyokonjugat Cozeltisi
Cpeptia= 0.075g/100ml= 0.75mg/ml= 1.5mg/20 ml

9) Npepia/nveaa =7 olan 20 ml VP/AA — Peptid Biyokonjugat Cozeltisi
Cpeptia= 0.0105g/100ml= 0.10mg/ml= 2,1mg/20 ml

10) npepiia/nveaa = 9 olan 20 ml VP/AA — Peptid Biyokonjugat Cozeltisi
Cpeptia= 0.0135g/100ml= 0.135mg/ml= 2,7 mg/20 ml

11) npepiia/nvp/aa = 11 olan 20 ml VP/AA — Peptid Biyokonjugat Cozeltisi
Cpeptia= 0.0165g/100ml= 0.165mg/ml= 3.3mg/20 ml

12) npepiia/nve/aa = 15 olan 20 ml VP/AA — Peptid Biyokonjugat Cozeltisi
Cpeptia= 0.0225g/100ml= 0.225mg/ml= 4.5mg/20 ml

Sap Hastaligi Viriisiinlin VP1 kapsid proteininin 170-188 peptid dizisinin ¢ozeltideki

konsantrasyonu % 0.0134’ dir.

1) npepiia/nveaa = 3 olan 5 ml VP/AA — Peptid Biyokonjugat Cozeltisi
cypiaa= 0.154g/100ml= 1.54mg/ml= 0.67mg/5 ml

2) Npepiia/nyvp/aa = S olan 5 ml VP/AA — Peptid Biyokonjugat Cozeltisi
cvpiaa = 0.09g/100ml= 0.9mg/ml= 4,5mg/5 ml

3) Dpepiia/nveaa =7 olan 5 ml VP/AA — Peptid Biyokonjugat Cozeltisi
cypaa = 0.065g/100ml= 0.65mg/ml= 3,25mg/5 ml

4) npepiia/nvpaa =9 olan 3 ml VP/AA — Peptid Biyokonjugat Cozeltisi
cvpiaa = 0.05g/100ml= 0.5mg/ml= 2,50mg/5 ml
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4.4.2.9 Yontem 2’ye gore VP/AA (25/75; Mw=80.000) Kopolimeri — Sap Hastalhigi
Viriisiiniin fonksiyonel antijen o6zelligi tasiyan yapisal VP1 Kapsid Proteininin

170-188 Dizisini iceren Fiziksel Komplekslerin Hazirlanmasi

Npepiid/Nypaa=3 oramna ait fiziksel kompleksin hazirlanmasi: 10 mg VP/AA kopolimeri
(25/75; Mw=80.000) 19.850 ml saf su igerisinde ¢oziildii. 1 N NaOH ile pH 5’e¢ ayarlandu.
0.90 mg Sap Hastalig1 Viriisiiniin VP1 kapsid proteininin 170-188 peptid dizisi (Mw=2394)
150 uL DMSO igerisinde ¢oziildii. Peptid ¢ozeltisi, manyetik karistirici ilizerinde karigan
polimer ¢ozeltisi lizerine eklendi. 2 saat boyunca +4 °C’de manyetik karistiric1 araciligiyla
karigtirlldi ve pH’s1 7’ye ayarlandi. Hazirlanan fiziksel kompleksin yapi-karakterizasyon
tayini Viskotek ve HPLC kromatografik sistemleri ve floresans spektrofotometre kullanilarak

yapildi.

4.4.2.10 Yonteme 2’ye gore VP/AA (25/75; Mw=80.000) Kopolimeri — Sap Hastalhig
Viriisiiniin fonksiyonel antijen 6zelligi tasiyan yapisal VP1 Kapsid Proteininin

135-161 ve 170-188 Dizisini iceren Biyokonjugatlarin Sentezi

Npepiid/Nypaa=3 oramna ait biyokonjugatin sentezi: 10 mg VP/AA kopolimeri (25/75;
Mw=80.000) 19.850 ml saf su icerisinde ¢oziildii. 1 N NaOH ile pH 5e cekildi. 0.89 mg Sap
Hastalig1 Viriisiine ait 170-188 Peptid dizisi (Mw=2394) 150 uL DMSO igerisinde ¢oziildii.
Peptid ¢ozeltisi, manyetik karistirici tizerinde karisan polimer ¢ozeltisi lizerine eklendi. 2 saat
boyunca +4 °C’de manyetik karistirici aracilifiyla karistirildi. Bu siire sonunda pH degeri
5’ye ayarlandi. Fiziksel kompleks olustuktan sonra VP/AA kopolimerinin karboksil guruplari
21.27 mg EDC eklenerek aktive edildi ve bir gece boyunca manyetik karistiricida karistirildi.
pH degeri 7’ye ayarlandi ve bir saat manyetik karistiric1 araciligiyla karistirildi. Sentezlenen
biyokonjugatin yapi-karakterizasyon tayini Viskotek ve HPLC kromatografik sistemleri ve

floresans spektrofotometre kullanilarak yapildi.

4.4.2.11 Yontem 2’ye gore VP/AA (25/75; Mw=80.000) Kopolimeri — Sap Hastahg
Viriisiiniin fonksiyonel antijen o6zelligi tastyan yapisal VP1 Kapsid Proteininin
135-161 ve 170-188 Dizilerini iceren Biyokonjugatlarin ve Fiziksel
Komplekslerin HPLC-Viskotek ve Floresans Cihazlarina ait Analiz Sonuclari

Sap Hastalig1 Viriisiinlin VP1 kapsid proteininin 135-161 peptid dizisini igeren VP/AA-

Peptid fiziksel kompleksleri hazirland1 ve biyokonjugatlar1 sentezlendi. VP/AA (25/75;
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Mw=80.000) Kopolimeri konsantrasyonu % 0.05 olacak sekilde sabit tutulup; peptid miktar
arttirilarak npepra/nveas=l, 3, 5, 7, 9 oranlarinda sentezlenen VP/AA-Peptid fiziksel

komplekslere ait Viskotek, HPLC ve floresans analiz sonuglari:

Sekil 4.42 0.01 M PBS pH 7’de hazirlanmis (1) VP/AA-Peptid Fiziksel Kompleksi
(npeptia/nvr/aa=1), (2)VP/AA-Peptid Fiziksel Kompleksi (npepiia/nve/aa=3), (3) VP/AA-Peptid
Fiziksel Kompleksi (npepiia/nve/aa=5), (4)VP/AA-Peptid Fiziksel Kompleksi (npepiia/nve/aa=7),
(5) VP/AA-Peptid Fiziksel Kompleksine (npepia/nveaa=9) ait Viskotek Kirilma Indisi
detektorii (a), UV detektorii (b), Isik Sagilmasi detektorii (¢), Viskozite detektorii (d)
kromatogramlari

Yontem 2’ye gore VP/AA (25/75; Mw=80.000) Kopolimeri konsantrasyonu % 0.05 olacak
sekilde sabit tutulup; peptid miktar1 arttirilarak npepia/nveas=1, 3, 5, 7, 9 oranlarinda

sentezlenen VP/AA-Peptid biyokonjugatlarina ait Viskotek, HPLC ve floresans analiz

sonuglari:
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Sekil 4.43 0.01 M PBS pH 7°de hazirlanmis (1) VP/AA-Peptid Biyokonjugati
(npeptia/nvraa=1), (2)VP/AA-Peptid Biyokonjugatt (npepia/nveaa=3), (3)VP/AA-Peptid
Biyokonjugatt (pepia/nvean=5), (4)VP/AA-Peptid Biyokonjugati (npepia/nveas=7), (5)

VP/AA-Peptid Biyokonjugatina (npepia/nveaa=9) ait Viskotek Kirilma Indisi detektorii (a),
UV detektorii (b), Isik Sagilmasi detektorti (c), Viskozite detektorii (d) kromatogramlari

mvoilts

10 12 ) 1 ) 15 18
Minutes

2 4 6 8 10 12 W % 1B W W M K B N
Minutes

Sekil 4.44 0.01 M PBS pH 7°de hazirlanmis (1) VP/AA-Peptid Biyokonjugati
(npepiia/nvpan=l1), (2) VP/AA-Peptid Biyokonjugati (npepia/nvean=3), (3)VP/AA-Peptid
Biyokonjugati (npepia/nveaa=5), (4)VP/AA-Peptid Biyokonjugati (npepiia/nve/aa=7),
(5)VP/AA-Peptid Biyokonjugatina (npepiia/nveaa=9) ait HPLC kromotogrami
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Sekil 4.45 0.01 M PBS pH 7’de hazirlanmis (1) VP/AA-Peptid Biyokonjugati
(Dpeptia/nvp/aa=1;Amax350 nm), (2) VP/AA-Peptid Biyokonjugatt (npepiia/Nvp/aa=3;Amax350 nm),
(3)VP/AA-Peptid Biyokonjugatt (Npeptia/Nve/aa=5; Amax350 nm), (4)VP/AA-Peptid
Biyokonjugatt (peptia/nve/aa=7; Amax350 nm), (5)VP/AA-Peptid Biyokonjugati
(Npeptia/NVP/AA=Y; Amax349 nm), (6) %0.004 Sap Hastalig1 Viiriisiiniin 135-161 peptid dizine
(Amax353 nm) ait flouresan spektrumu

Yontem 2’ye gore Sap Hastaligr Viriistinlin fonksiyonel antijen 6zelligi tasiyan yapisal VP1
Kapsid Proteininin 170-188 peptidisinin konsantrasyonu % 0.0134 degerinde sabit tutulup;
VP/AA (25/75; Mw=80.000) kopolimeri konsantrasyonu arttirilarak npepia/nveaa= 3, 5, 7, 9
oranlarinda sentezlenen VP/AA-Peptid biyokonjugatlarina ait Viskotek, HPLC ve Floresans

analiz sonuglari:

npepinpol=9
o
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ppep/npol=5
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4 l."x
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Sekil 4.46 0.01 M PBS pH 7°de hazirlanmis (1) VP/AA-Peptid Biyokonjugati
(Dpepiia/nvr/an=3), (2)VP/AA-Peptid Biyokonjugatt (npepia/nveaa=5), (3)VP/AA-Peptid
Biyokonjugati (npepia/nveaa=7), (4)VP/AA-Peptid Biyokonjugatina (npepia/nveaa=9) ait
Viskotek Kirilma Indisi detektorii (a), UV detektorii (b), Isik Sagilmasi detektorii (c),
Viskozite detektorii (d) kromatogramlari
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Sekil 4.47 0.01 M PBS pH 7°de hazirlanmis (1) VP/AA-Peptid Biyokonjugati
(Dpeptia/nvr/aa=3), (2)VP/AA-Peptid Biyokonjugatt (npepia/nveaa=5), (3)VP/AA-Peptid
Biyokonjugati (npepiia/nveaa=7), (4)VP/AA-Peptid Biyokonjugatina (npepia/nveaa=9) ait
HPLC kromatogramlari
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Sekil 4.48 0.01 M PBS pH 7°de hazirlanmis (1) VP/AA-Peptid Biyokonjugati
(Npeptia/NVP/AA=3; Amax335 nm), (2) VP/AA-Peptid Biyokonjugati (Npepia/Nvp/an=5; Amax337
nm), (3)VP/AA-Peptid Biyokonjugati (npepia/nve/aa=7; Amax337 nm), (4)VP/AA-Peptid
Biyokonjugati (npepiia/nve/aa=9; Amax335 nm), (5)%0.001 Sap Hastalig1 Virtisiiniin 170-188
Peptid Dizisine (Ana353 nm) ait floresans spektrumlari

Npepiid/Nvp/aa=3 Orani sabit tutularak, bilesenlerinin farkli konsantrasyonlarinda (% 0.5 VP/AA
kopolimeri-% 0.05 135-161 peptidi; % 0.1 VP/AA kopolimeri-% 0.01 135-161 peptidi; %
1.5 VP/AA kopolimeri-% 0.15 135-161 peptidi) fiziksel kompleksler hazirlandi ve
biyokonjugatlar sentezlendi. Bunlarin yapi1 karektrizasyonu Viskotek ve HPLC aletinde
kromotografik olarak yapildi.
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Sekil 4.49 npepia/nvp/aa=3 orani sabit; (1) % 0.5 VP/AA kopolimeri, % 0.05 Sap Hastalig
Viriistintin VP1 Kapsid Proteininin 135-161 peptid dizisini i¢eren, (2) % 0.1 VP/AA
kopolimeri, % 0.01 Sap Hastalig1 ViriisiiniinVP1 Kapsid Proteininin 135-161 peptid dizisini
iceren, (3) % 1.5 VP/AA kopolimeri, % 0.15 Sap Hastalig1 Virtistiniin VP1 Kapsid
Proteininin 135-161 peptid dizisini igeren fiziksel komplekslerine ait Viskotek Kirilma Indisi
detektorti (a), UV detektoril (b), Isik Sagilmasi detektorii (¢), Viskozite detektorii (d)
kromatogramlari

*a0.2 SHY 125161
Prpliﬂ Dt

% 17 18 19 2 2 z Fe ) % % 7
Minutes

Sekil 4.50 npeptia/nyp/aa=3 oraninda (1) % 0.5 VP/AA kopolimeri, % 0.05 Sap Hastalig:
Viriisiiniin VP1 Kapsid Proteininin 135-161 peptid dizisini igeren, (2) % 0.1 VP/AA
kopolimeri, % 0.01 Sap Hastalig1 Viriisiiniin VP1 Kapsid Proteininin 135-161 peptid dizisini
iceren, (3) % 1.5 VP/AA kopolimeri, % 0.15 Sap Hastaligi VP1 Kapsid Proteininin 135-161
peptid dizisini igeren fiziksel komplekslerine ait HPLC kromotogrami
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Sekil 4.51 npeptia/nvp/aa=3 oraninda (1) % 0.5 VP/AA kopolimeri, % 0.05 Sap Hastalig1
Viriistintin VP1 Kapsid Proteininin 135-161 peptid dizisini i¢eren, (2) % 0.1 VP/AA
kopolimeri, % 0.01 Sap Hastalig1 Viriisiiniin VP1 Kapsid Proteininin 135-161 peptid dizisini
iceren, (3) % 1.5 VP/AA kopolimeri, % 0.15 Sap Hastalig1 Viriisiiniin VP1 Kapsid
Proteininin 135-161 peptid dizisini igeren biyokonjugata ait Viskotek Kirilma Indisi detektérii
(a), UV detektorii (b), Isik Sagilmasi detektorii (c), Viskozite detektdrii (d) kromatogramlari

1.3 1 @ peptide/d il PBS

Sekil 4.52 npepia/nypaa=3 oraninda (1) % 0.5 VP/AA kopolimeri, % 0.05 Sap Hastalig
Viriisiiniin VP1 Kapsid Proteininin 135-161 peptid dizisini igeren, (2) % 0.1 VP/AA
kopolimeri, % 0.01 Sap Hastalig1 Viriisiiniin VP1 Kapsid Proteininin 135-161 peptid dizisini
igeren, (3) % 1.5 VP/AA kopolimeri, % 0.15 Sap Hastalig1 Viriisiiniin VP1 Kapsid
Proteininin 135-161 peptid dizisini i¢ceren biyokonjugatlarina ait HPLC Kromatogramlari
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Sekil 4.53 npepria/nvp/aa=3 oraninda (1) % 0.5 VP/AA kopolimeri, % 0.05 Sap Hastalig
Viriistiniin VP1 Kapsid Proteininin 135-161 peptid dizisini igeren (Anax353 nm), (2) % 0.1
VP/AA kopolimeri, % 0.01 Sap Hastaligi VP1 Kapsid Proteininin 135-161 peptid dizisini

iceren (Ama352 nm), (3) % 1.5 VP/AA kopolimeri, % 0.15 Sap Hastalig1 Viriisiiniin yapisal

VP1 Kapsid Proteininin 135-161 peptid dizisini iceren (Amax353 nm), (4) % 0.004 Sap

Hastalig1 Viriisiine ait 135-161 peptid dizisi (Amax353 nm) ait Floresans Spektrumu

Yontem 2’ye gore VP/AA (25/75; Mw=80.000) kopolimeri konsantrasyonu % 0.05 olacak
sekilde sabit tutulup; peptid miktan arttirilarak npepia/nveaa=1, 3, 5, 7, 9, 11, 15 oranlarinda
sentezlenen VP/AA-Peptid biyokonjugatlarina ait Viskotek, HPLC ve floresans analiz

sonuglari:
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Sekil 4.54 0.01 M PBS pH 7°de hazirlanmis (1) VP/AA-Peptid Biyokonjugati
(npeptia/nvr/an=1), (2) VP/AA-Peptid Biyokonjugati (npepia/nveaa=3), (3)VP/AA-Peptid
Biyokonjugati (npepiia/nve/aa=5), (4)VP/AA-Peptid Biyokonjugati (npepia/nve/as=7),
(5)VP/AA-Peptid Biyokonjugati (npepia/nveaa=9), (6)VP/AA-Peptid Biyokonjugati
(npeptia/nve/aa=11), (7) VP/AA-Peptid Biyokonjugatina (npepia/nveaa=15) ait Viskotek Kirllma
Indisi detektorii (a), UV detektorii (b), Isik Sacilmasi detektorii (c), Viskozite detektorii (d)
kromatogramlari
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Sekil 4.55 0.01 M PBS pH 7°de hazirlanmis (1) VP/AA-Peptid Biyokonjugati
(npeptia/nvean=l), (2) VP/AA-Peptid Biyokonjugati (npepia/nveas=3), (3)VP/AA-Peptid
Biyokonjugati (npepia/nveaa=5), (4)VP/AA-Peptid Biyokonjugati (npeptia/nve/aa=7),
(5)VP/AA-Peptid Biyokonjugati (npepia/nveaa=9), (6)VP/AA-Peptid Biyokonjugati
(npepiia/nvean=11), (7) VP/AA-Peptid Biyokonjugatina (npepia/nve/aa=15) ait HPLC
kromotogramlari
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Sekil 4.56 0.01M PBS pH 7’de hazirlanmus (1) VP/AA-Peptid Biyokonjugati (npepiia/nvpas=1;
Amax328 nm), VP/AA-Peptid Biyokonjugatt (pepia/Nve/aa=3; Amax338 nm), (3) VP/AA-
Peptid Biyokonjugati (npepiia/Nve/aa=3; Amax332 nm), (4)VP/AA-Peptid Biyokonjugati
(Npeptia/NVP/AA=T; Amax332 nm), (5)VP/AA-Peptid Biyokonjugati (npepiia/Nve/aa=9; Amax336),
(6)VP/AA-Peptid Biyokonjugati (npepia/nve/aa=11; Amax337), (7)VP/AA-Peptid
Biyokonjugatina (npeptia/nve/aa=15; Amax339) ait floresans spektrumlari
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4.4.3 Suda coziinen 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidrakloriir (EDC)
capraz baglayicis1 varhginda npepiia/npsa=3 oraninda Bovine Serum Albumin ile
Sap Hastahg Viriisiiniin VP1 Kapsid Proteininin Sentetik 135-161 Peptid dizisini

iceren Biyokonjugatin Sentezi

4.4.3.1 Kullamilan Cozeltiler

o
%

*

0.5 M 1-metil imidazol Cozeltisi (pH=5.65)
Hesaplama : d=1.03 g/mL Mw=82.1 g/mol

0.5 M 200 mL ¢ozelti igin;

M="=05="0 — n=0.1 mol
v 0.2

=" —0l=— —m=82lg
Mw 82.1

d=" 1032321 L y_797mL
Y% v

d=1.03 g/mL (Mw=82.1 g/mol) olan 1-metil imidazol ¢6zeltisinden 7.97 mL alind1 {izerine
180 mL saf su ilave edildi. pH 6l¢iildi (10.3) ve pH 2M NaOH kullanilarak 5.65’¢ ayarlandi.

Son hacim saf su ile 200 mL’ye tamamlandi.

4.4.3.2 Hesaplamalar
BSA-Peptid biyokonugatina ait hesaplama asagidadir:

Npep/Nesa = 3 olan 12 mL Pep-BSA Konjugati i¢in hazirlanan ¢6zelti igerisinde;

xXmg
—=.66000
npeptid _ Cpeptid 'MBSA _ 12]’}’11
= = 3=
Npon M ppia s 2975.6mig
12ml

= x =0.81 mg peptid/12 mL’de

4.4.3.3 Suda coziinen 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidrakloriir (EDC)
capraz baglayicis1 varh@inda npepia/ngsa=3 oraninda Bovine Serum Albumin ile
Sap Hastah@ Viriisiiniin VP1 Kapsid Proteininin Sentetik 135-161 Peptid

Dizisini Iceren Biyokonjugatin Hazirlamis:

Npepiid/MBsa= 3 oranina ait biyokonjugatin sentezi: 6 mg BSA 4mL 0.1 M PBS (pH 7) igerisinde
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¢ozildi. 0.81 mg Sap Hastalig1 Viriistine ait 135-161 dizilimli Peptid (Mw=2556) 2 mL 0.1
M PBS pH 7 igerisinde ¢oziildii. Peptid ¢bzeltisi BSA ¢ozeltisi iizerine eklendi. 30 dakika +4
°C’de manyetik karigtirict aracilifiyla karistirildiktan sonra iizerine 6 mL 0.5 M N-Metil
imidazol eklendi. 2 saat manyetik karistiric1 aracihigryla karistirildi. Ornegin pH degeri 5’e
disiiriildii. BSA’nin karboksil gruplarinin aktivasyonu 14.2 mg EDC eklenerek yapildi. 1
gece +4 °C’de manyetik karistirict aracilifiyla karistirildi. Bu siire sonunda pH degeri 7’ye
cekildi ve 4 saat tekrar karistirildi. pH degeri tekrar Olgiildii ve numunenin yap1 ve
karakterizasyonu HPLC, Viskotek [Dort Dedektorlii (UV, Kirilma Indisi, Viskozite ve Isik

sacilmasi)] kromatografik sistemleri ile incelendi.

4.4.3.4 Suda coziinen 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidrakloriir (EDC)
capraz baglayicis1 varhginda npeyia/ngsa=-3 Bovine Serum Albumin ile Sap
Hastalig1r Viriisiiniin VP1 Kapsid Proteininin Sentetik 135-161 Peptid dizisini
iceren biyokonjugatina ait HPLC-Viskotek Cihazlar1 Analiz Sonug¢lar:

|

mYolis

BESA-Fephd
Bavekonpugan

— = —= . ¥ amge -
i0 LF, i i6 18 ¥, | b 24 X6

Minutes

Sekil 4.57 0.01 M PBS pH 7°de hazirlanmis (1) npepiia/npsa=3 oraninda BSA-Peptid
Biyokonjugati, (2) % 0.01 Sap Hastalig1 Viriisiiniin fonksiyonel antijen 6zelligi tasiyan
yapisal VP1 Kapsid Proteininin 135-161 peptid dizisi, (3)% 0.2 BSA’ya ait HPLC Spektrumu
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Sekil 4.58 0.01 M PBS pH 7°de hazirlanmis (1) npepiia/npsa=3 oraninda BSA-Peptid
Biyokonjugati, (2) % 0.01 Sap Hastalig1 Viriisiiniin fonksiyonel antijen 6zelligi tasiyan
yapisal VP1 Kapsid Proteininin 135-161 peptid dizisi, (3)% 0.2 BSA’a ait Viskotek Kirilma
Indisi detektorii (a), UV detektorii (b), Isik Sacilmasi detektorii (c), Viskozite detektorii (d)
kromatogramlari

4.4.4 Mikrodalga Teknolojisi Kullanilarak, Organik Ortamda Sentetik Polianyon
VP/AA Kopolimeri ile Sap Hastali@1 Viriisiiniin VP1 Kapsid Proteininin Sentetik
Peptid Antijenlerini iceren Biyokonjugatlarin Sentezi

Mikrodalga, 1940’lardan beri bilinmektedir, ama ilk kez 1986°’da R. Gedye ve R. J. Majetich

tarafindan organik kimyada kullanilmaya baslanmistir. Gedye ve arkadaslari yaptiklar

calismada mikrodalga kullanildiginda, 1sitict gibi cihazlarla 1sitilarak gergeklestirilen
reaksiyonlara gore, mikrodalga yonteminde reaksiyonlarin ¢ok daha hizl ilerledigini, drnegin

8 saat siirebilecek bir reaksiyonun dakikalar i¢inde tamamlandigini, goérdiiler. Mikrodalga

yontemi ilk yillarda ¢ok ragbet gdrmemesine ragmen, ilerleyen teknolojiyle birlikte her gecen

giin daha ¢ok kullanilan bir yontem haline gelmektedir (Brittany, 2002).

Mikrodalga elektromanyetik spektrumda X-isinlari, UV-goriiniir bolge ve IR’den daha az
enerjili bolgede yer almaktadir ve 300—300000 MHz frekans araligindadir. Mikrodalganin
frekansi, yani enerjisi, ¢ok diisiik oldugu ic¢in baglar1 kirmadan sadece donmelerine sebep

olmaktadir (Brittany, 2002).
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4.4.4.1 Hesaplamalar
VP/AA kopolimeri = Mypaa = 80 000 Da

135-161 igin = Mpep = 2975

n

peptid _ cpeptid 'MVP/AA _ 2’ 4

Nypias CopraaM peptid

1) npepia/nvp/aa = 2 olan VP/AA — Peptid Biyokonjugat Cozeltisi
Cpeptia= 0.09g/100mL= 0.9mg/mL

2) Npepiia/nvp/asa = 4 olan VP/AA — Peptid Biyokonjugat Cozeltisi
Cpeptia= 0.15 g/100mL= 1.5 mg/mL

-N terminal uc kisminda trp amino asidi igermeyen 136-161 = 2791

3) Dpepiia/nvp/aa = 8 olan VP/AA — Peptid Biyokonjugat Cozeltisi
Cpeptia= 0.27g/100mL= 2.7 mg/mL

4) npepria/nvpaa = 12 olan VP/AA — Peptid Biyokonjugat Cozeltisi
Cpeptia= 0.41g/100mL= 4.1 mg/mL

4.4.4.2 Mikrodalga Teknolojisi Kullanilarak Organik Ortamda Sentetik Polianyon
VP/AA Kopolimeri ile Sap Hastaligi Viriisiiniin VP1 Kapsid Proteininin

Sentetik Peptid Antijenlerini iceren Biyokonjugatlarin Hazirlanmasi

Npepiid/Mypaa= 2 oramna ait biyokonjugatin sentezi: 10 mg VP/AA kopolimeri (25/75;
Mw=80.000) 5 mL dimetilformamid (DMF) (C;H7ON) igerisinde c¢oziildi. VP/AA
kopolimerinin karboksil gruplarinin aktivasyonu 18.3 mg N,N,N'N'-Tetrametil-O-(1H-
benzotriazol-1-yl)uranyum heksaflorofosfat (C,;HsFsNsOP) (Mw=379.24) (HBTU) ve 6.7
mg 1-Hidroksilbenzotriazol hidrat (C¢HsN;O-xH,0) (135.12 susuz) (HOBt) eklenerek yapildi.
0.9 mg Sap Hastalig1 Viriisiine ait 135-161 peptid dizisi (Mw=2974) 4 mL DMF igerisinde
¢oziildi. 0.3 mL Diizopropil etilendiamin (DIEA) ve 0.7 mL (N-Metil Pirilidon) (NMP) baz
¢oOzeltisi peptid lizerine eklendi. Peptid ¢ozeltisi polimer ¢ozeltisi iizerine ilave edildi ve
manyetik karistirict aracilifiyla karistirildi. 25 watt, 26-75 °C sicaklik arasinda 3 dakika stiren
araliklarla Liberty peptid sentez cihazinin Discovery modiilii igerisinde mikrodalga islemine
maruz tutuldu. Ornek ¢dzelti 50 mL falkon tiip icerisine alind1 ve iizerine 35 mL soguk (-20
°C) etil asetat eklenerek ¢oktiiriildii. Cokelti -6 °C’de 5000 rpm’de 5 dakika santrifuj edildi.
Elde edilen konjugatin yap1 ve karakterizasyonu HPLC, Viskotek [Dort Dedektorli (UV,
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Kirilma Indisi, Viskozite ve Isik sacilmasi)] kromatografik ve spektrofotometrik yontemlerle

incelendi.

4.4.4.3 Mikrodalga Teknolojisi Kullanilarak Organik Ortamda Sentetik Polianyon
VP/AA Kopolimeri (25:75; Mw 80.000) ile Sap Hastahg Viriisiiniin VP1 Kapsid
Proteininin Sentetik Peptid Antijenlerini Iceren Fiziksel Kompleks ve

Biyokonjugatlarin HPLC-Viskotek ve Floresans Sonuclari

Mikrodalga teknolojisi kullanilarak, organik ortamda sentezlenen VP/AA-Peptid
biyokonjugatlarinda farkli oranda akrilik asid igeren VP/AA (25/75; Mw 80.000) ve VP/AA
(50/50; Mw 80.000) kopolimerleri kullanildi. VP/AA-Peptid biyokonjugat sentezinde
kullanilan Sap Hastaligi Viriistinin VP1 Kapsid Proteininin 135-161 peptid dizisi
Biyomiihendislik Boliimii tarafindan; 0.1-1 mol araliinda sentez yapabilen ve Fmoc
kimyasina dayali olarak calisan Liberty Peptid sentez cihazinda (CEM) sentezlendi.
Sentezlenen Sap Hastalig1 Viriislinlin fonksiyonel antijen 6zelligi tasiyan yapisal VP1 Kapsid

Proteininin 135-161 peptid dizisi LC-MS cihazinda analizleri yapildu.

Mikrodalga teknolojisi kullanilarak, organik ortamda farkli oranda akrilik asid iceren VP/AA
(25/75; Mw=80.000) ve VP/AA (50/50; Mw 80.000) kopolimeri ile bilesenlerinin farkl
oranlarinda npepia/nveaa=2, 4 VP/AA-Peptid biyokonjugatlari sentezlendi. Sentezlenen
VP/AA-Peptid biyokonjugatinin yap1 ve karakterizasyonu Viskotek ve HPLC cihazlarinda
kromotografik olarak yapildi. Ayrica zetasizer cihazinda boyut (nm) ve zetapotansiyel dl¢iimi

gerceklestildi.
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Sekil 4.59 0.01 M PBS pH 7’de hazirlanmig (1) % 0.2 VP/AA (25/75; Mw=80.000)
Kopolimeri, (2) % 0. 006 Sap Hastalig1 Viriisiiniin fonksiyonel antijen 6zelligi tagtyan yapisal
VP1 Kapsid Proteininin 135-161 Peptidi, (3) VP/AA-Peptid Biyokonjugati (npepia/Nve/an=2),
(4) VP/AA-Peptid Biyokonjugatina (npepia/nve/aa=4) ait Viskotek Kirilma Indisi detektorii (a),

UV detektorii (b), Isik Sagilmasi detektorii (c), Viskozite detektorii (d) kromatogramlari
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Sekil 4.60 0.01 M PBS pH 7’de hazirlanmig (1) % 0.2 VP/AA (50/50; Mw==80.000)
Kopolimeri, (2) % 0. 006 Sap Hastalig1 Viriisiiniin fonksiyonel antijen 6zelligi tagtyan yapisal
VP1 Kapsid Proteininin 135-161 Peptidi, (3) VP/AA-Peptid Biyokonjugatina
(Npepria/nypaa=4) ait Viskotek Kirilma Indisi detektérii (a), UV detektorii (b), Isik Sagilmast
detektdrii (c), Viskozite detektorii (d) kromatogramlari



123

Flouresans Siddeti

290 305 320 335 350 365 380 305 410 25 440
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.61 0.01 M PBS pH 7°de hazirlanmis (1) VP/AA-Peptid Biyokonjugati
(Dpeptia/NVP/AA=2; Amax350 nm), (2) VP/AA-Peptid Biyokonjugatt (npeptia/nve/aa=4; (Amax350
nm), (3) VP/AA(50/50)-Peptid Biyokonjugati (Npeptia/nve/aa=4; Amax350 nm) (4)%0. 05 Sap

Hastalig1 Viriisiiniin fonksiyonel antijen 6zelligi tastyan yapisal VP1 Kapsid Proteininin 135-
161 Dizilimli Peptidine (Amax353 nm) ait floresans sonuglari

Size Distribution by Intensity

—y

a1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)
Ornekler Boyut | Zeta
Potansiyeli
% 0.1 Sap Hastaligi Virlisliniin fonksiyonel antijen | 2.49 -13.5
0zelligi tasiyan yapisal VP1 Kapsid Proteininin 135-
161 Peptidi
% 0.5 VP/AA (25/75, Mw 80 000) Kopolimeri 7.91 -33
VP/AA-Pepid Fiziksel Karigim1 (npepia/nvean=2) 4.92 -22.5
Mikrodalga Teknolojisi Kullanilarak organik ortamda | 10.1 -16.1
sentezlenen VP/AA-Peptid Biyokonjugati
(Npeptia/nvp/aA=2)
EDC c¢apraz baglayicisi varliginda Yontem 2’ye gore | 6.39 -18.7
sentezlenen VP/AA-Peptid Biyokonjugati
(Npeptid/NvP/AA=2)

Sekil 4.62 0.01 M PBS pH 7’de hazirlanmig (1) % 0.006 Sap Hastalig1 Viriisiiniin fonksiyonel
antijen 0zelligi tasiyan yapisal VP1 Kapsid Proteininin 135-161 Peptidi, (2) % 0.5 VP/AA
Kopolimeri, (3)VP/AA-Peptid Fiziksel Karisimi (npepia/nve/an=2), Mikrodalga Teknolojisi
Kullanilarak organik ortamda sentezlenen VP/AA-Peptid Biyokonjugati (npeptia/nveas=2), (5)
EDC capraz baglayicisi varliginda Yontem 2’ye gore sentezlenen VP/AA-Peptid
Biyokonjugatina (npepia/nve/aa=2) ait zetasizer aletinde alinan boyut ve zeta potansiyel 6l¢iim
sonuglari
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organik ortamda sentezlenen VP/AA-Peptid

biyokonjugatlariin sicaklik degisimine bagl floresans siddeti 6lgiildii.

Floresans Siddeti
2 o
g

=Dral,ga Boyu (nm)

Sekil 4.63 npepiia/nypas= 2 oranina sahip VP/AA-Peptid biyokonjugatinin sicaklik degisimine

bagl floresans siddeti
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Sekil 4.64 npepiia/nypas= 2 oranina sahip VP/AA(50/50)-Peptid biyokonjugatinin sicaklik

degisimine bagli floresans siddeti

Ayn1 VP/AA-Peptid biyokonjugatlari, (—N terminal ucunda trp amino asidi icermeyen) 135-

161 peptid dizisi ile npepia/nveaa= 8; 12 oranlarinda sentezlendi. Sentezlenen VP/AA-Peptid

biyokonjugatinin Viskotek cihazi analiz sonuglari:



Sekil 4.65 0.01 M PBS pH 7’de hazirlanmis (1) VP/AA-Peptid Biyokonjugati
(npeptia/nvr/an=12), (2) VP/AA-Peptid Biyokonjugati (npepia/nveaa=8), (3) % 0.2 VP/AA
Kopolimerine (25/75; 80 000) ait Viskotek Kirilma Indisi detektérii (a), UV detektorii (b),
Isik Sagilmasi detektorii (c), Viskozite detektorii (d) kromatogramlari

4.5 Floreskamin Yontemi ile VP/AA-Peptid Biyokonjugatlarina ait Amino Grubu
Sayis1 ve Konjugasyon Derecesinin Saptanmasi

Bu caligmada tek bagina floresans 6zellik gdstermeyen ancak primer alifatik amin gruplan ile

reaksiyona girdiginde fluorophor 6zellikte iiriin olugturan Floreskamin (Filenko vd., 2001;

Sidney vd., 1991) kullanilarak VP/AA-Peptid biyokonjugatlarinin konjugasyon derecesi

hesaplandi. Peptid molekiillerinin VP/AA kopolimeri ile olusturdugu konjugatlarin

konjugasyon derecesi serbest peptid ve fiziksel komplekslerle karsilastirmali olarak yapildi.

4.5.1 Hesaplamalar

Her bir ¢ozelti i¢in Nforeskamin/Npeptia (N#Np)orant hesaplanarak bu oranlar igin Ay dalga
boyundaki I,,x Floresans siddetlerine gore ¢izilen grafikten peptiddeki serbest amino grubu

sayisi tayin edilir.

Sap Hastalig1 Viriisiiniin 136-161 peptidinin ¢ozeltideki konsantrasyonu % 0.003°diir.

VP/AA kopolimeri = Mypaa = 80 000 Da
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135-161 igin = Mpepiia= 2975

24, 2mg 1mol 4, 2mg 1mol
n, 100044 278¢ n, n, 100044 278¢g n,
o asimg mol > o o asimg Imol o 008
Ny gy 2 ME MO Oy Oy ml, "8 MO Oy
142.8ml 2977g 142.8ml 2977g
p 2mg 1mol p 2mg 1mol
n M sn o i e,
1’lp 4ml’7’/ngﬂ np np ml’irngﬂ np
142.8ml 2977¢g 142.8ml 2977¢g
161 2mg 1mol p 2mg 1mol
N =
My gy 2218 O My My ml, -8 O My
142.8ml 2977¢g 142.8ml 2977g
30,4, 2mg lmol 361 2mg lmol
ng 100044 278¢g >0 _sog n, 10004 278¢g >0 ¢
Ny gl 4,51mg 1mol n, ’ Ny gl 451mg 1mol n, ’
142,8ml 2977 g 142.8ml 2977¢g
p 2mg 1mol p 2mg 1lmol
ny _ 10004l 278g > N _7.46 ng 100044 278¢ _)rl_fz&8
n, aml 4,51mg 1mol n, n, i 4,51mg 1mol n,

'142,.8ml 2977g

'142,.8ml 2977g

4.5.2 Fiziksel Kompleks ve Biyokonjugatlardaki Amino Grubu Sayisimin Tayini

4,51 mg Peptid 142.8 mL borik asid tamponunda icerisinde olacak sekilde c¢oziiliir.
Cozeltiden 4’er mL’lik 10 adet numune alinir. 10 numune iizerine sirast ile 2 pl, 4 ul, 8 pl,
12 ul, 16 ul, 24 pl, 30 ul, 36 ul, 44 ul, 52 ul floreskamin ¢dzeltisinden eklenir. Manyetik
karigtiric1 iizerinde 1.5 dakika karigtirma yapildiktan sonra 390 nm’de uyarma yapilarak

¢oOzeltinin floresans spektrumu alinir.
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4.5.3 Floreskamin Yontemi ile Amino Grubu Sayis1 ve Konjugasyon Derecesinin
Saptanmasina ait Deney Sonuclari

120000
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Sekil 4.66 (1) % 0.003 Sap Hastalig1 Viriisiiniin 135-161 peptid dizisi, (2) VP/AA-Peptid
Fiziksel Kompleksi (npepia/nve/aa=2). (3) VP/AA-Peptid Fiziksel Kompleksi (npepia/nve/aa=4),
(4) EDC ¢apraz baglayicisi varliginda sentezlenen VP/AA-Peptid Biyonjugati
(Npeptia/nvp/aa=2), (5) Mikrodalga Teknolojisi kullanilarak organik ortamda sentezlenen
VP/AA-Peptid Biyokonjugati (npepia/nve/aa=2), (6) Mikrodalga Teknolojisi kullanilarak
organik ortamda sentezlenen VP/AA-Peptid Biyokonjugatina (npepiia/nvp/aa=4) ait flouresans
siddet degisimi

4.6 Sap Hastahi@: Viriisiiniin VP1 Kapsid Proteininin Sentetik 135-161 Peptid
Dizisini iceren Fiziksel Kompleks ve Biyokonjugatlarin MCF-7 Kanser Hiicre

Cogalmasi Uzerine olan In Vitro Etkilerinin Incelenmesi

[Ik Mossmann tarafindan tanimlanan ve daha sonra Alley ve arkadaslar tarafindan gelistirilen
3-(4,5-dimetil triazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoliumbromid (MTT) yontemi hiicre canliliginin
belirlenmesi i¢in sik¢a kullanilan pratik bir yontemdir (Mosman, 1983; Alley vd.,1988). MTT
hiicrelere aktif olarak absorbe olan ve mitokondriye bagli bir reaksiyon ile renkli, suda
¢oziinmeyen formazana indirgenen bir maddedir (Alley vd., 1988). Hiicrelerin MTT
indirgeme 0zelligi hiicre canlilifinin Slgiitii olarak alimir ve MTT analizi sonucunda elde
edilen boya yogunlugu canli hiicre sayisi ile korelasyon gésterir (Oztopgu, vd., 2005, Abe ve
Matsude, 2000).

4.6.1 MTT Deneyinin Hazirlanmasi

Herbir kuyucuga 1x10* hiicre diisecek sekilde 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekim yapildi ve
24 saat inkiibe edildikten sonra hiicreler ila¢ uygulamasina alindi. Serbest peptid 4; 2; 1; 0.75;
0.50; 0.2 mg/mL, sebest VP/AA kopolimeri 15; 10; 4; 1.5; 1; 0.7; 0.4; 0.2; 0.1; 0.005 mg/mL,
VP/AA-Peptid fiziksel karigimi ve biyokonjugat 3.2; 2; 1.2; 0.4; 0.32; 0.24; 0.16; 0.08; 0.04
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mg/mL oranlarinda besi ortamina eklendi. Ila¢ uygulanmis herbir kuyucuktan elde edilen
optik yogunluk 540 nm’de okundu. Okunan degerler, herbir kuyucuktaki ilag uygulanan
hiicrelerin absorbansi x100/kontrol hiicrelerin absorbansi formuliine goére canli hiicre
yiizdesine ¢evrildi. Serbest peptid ve VP/AA-Peptid fiziksel kompleks ve biyokonjugatin doz-
cevap egrileri belirlenerek kontroliin yiizdesi degeri olarak ifade edildi. Doz-cevap egrileri

yardimzi ile ICsy degerleri hesaplandi.

4.6.2 Sap Hastah@ Viriisiiniin VP1 Kapsid Proteininin Farkhh Konsantrasyonlardaki
135-161 Peptid Dizisinin MCF 7 Hiicreleri Uzerinde Etkisi

Mikroplagm (96) kuyularina ekilen 37 °C’de % 5 CO;’li inkiibatorde 24 saat inkiibe edilen
MCF 7 hiicrelerinin morfolojik durumlar1 ters mikroskopta incelendi. MCF 7 hiicrelerinin
kuyucuk yiizeylerini esit miktarda kapladiklari, normal morfolojik 6zelliklerini tasidiklari ve

kuyucugun yiizeyinde yilizen 6lii hiicre olmadig1 gézlemlendi.

Bu mikroplak kiiltiir deneyinde Sap Hastaligi Viriistiniin VP1 Kapsid Proteininin 135-161
Peptid Dizisinin degisik konsantrasyonlarinin (4 mg/mL, 2 mg/mL, 1 mg/mL, 0.75 mg/mL,
0.50 mg/mL, 0.20 mg/mL) MCF 7 hiicreleri iizerinde etkisi incelendi. Deneyde herbir
konsantrasyon igin 5 kez tekrar edildi ve serbest peptid eklenmeyen kuyular kontrol grubu

olarak degerlendirildi.

4.6.2.1 Morfolojik inceleme
Serbest peptidin MCF 7 hiicrelerine ilave edilmesinden 24 saat sonra hiicrelerin durumu
mikroskobik olarak incelendi. Kontrol grubu olan kuyularda ki hiicrelerin morfolojik olarak

saglikli oldugu gozlendi.
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Sekil 4.67 Sap Hastalig1 Viriisiiniin VP1 Kapsid Proteininin Farkli Konsantrasyonlardaki 135-
161 Peptid Dizisinin MCF 7 hiicrelerinde 24 saatlik inkiibasyonu sonucu olusturdugu
morfolojik degisimlerin mikroskobik incelenmesi (20x); (a) 4 mg/mL (b) 0.2 mg/mL (c)
Kontrol

4.6.3  Sap Hastalig1 Viriisiiniin VP1 Kapsid Proteininin Farklh Konsantrasyonlardaki
135-161 Peptid Dizisinin MCF 7 Hiicreleri Uzerindeki Toksik Etkisinin MTT

Yontemi Kullanilarak Tayini

Farkli kosantrasyonlardaki serbest peptidin MCF 7 hiicreleri {izerine etkisi morfolojik olarak
incelendikten sonra bu mikropolak kuyucuklar tizerine MTT soliisyonu eklendi ve 24 saat
sonra, hiicrelerin MTT ile etkilesmesi sonucu meydana gelen degisiklikler ve formazan kristal
olusumu ters mikroskopla incelenerek degerlendirildi. Kontrol grubu olan kuyucuklardaki
hiicreler iizerinde en fazla formazan kristalleri olustu ve formazan kristali olusturmayan tek

tek olii hiicreler gozlendi.

Mikroplaktaki kuyucuklarinda formazan kristallerinin olusturdugu renk degisimi mikroplaka
okuyucuda 570 nm dalga boyunda 6Sl¢iildii. Kontrol ve serbest peptidin farkli konsantrasyonu
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icin ayr1 ayr1 uygulanan kuyucuklarin 570 nm’deki absorbans degerlerinin ortalamalari (herbir

konsantrasyon i¢in 5 kuyu) alinarak % canlilik hesapland1 (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2 MCF 7 hiicrelerinin serbest peptidin konsantrasyonuna bagli % canlilik grafigi

MCF 7
120 +
100 —
X 80 hd = —*
§ 60
x 40
20
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 1 2 3 4 5
mg/ml serbest peptid

4.6.4 Farklhh Konsantrasyonlardaki VP/AA Kopolimerin (25/75; Mw 80000) MCF-7

Hiicreleri Uzerinde Etkisi

Bu mikroplak kiiltiir deneyinde ise VP/AA kopolimerinin degisik konsantrasyonlarinin (15

mg/mL, 10 mg/mL, 4 mg/mL, 1.5 mg/mL, 1 mg/mL, 0.7 mg/mL, 0.4 mg/mL, 0.2 mg/mL, 0.1
mg/mL, 0.05 mg/mL) MCF 7 hiicreleri iizerinde etkisi incelendi.

4.6.4.1 Morfolojik inceleme

VP/AA kopolimerinin MCF 7 hiicrelerine ilave edilmesinden ardindan inkiibatore kaldirilan

mikroplaka kuyucuklarindaki hiicrelerin durumu 24 saat sonra mikroskobik olarak incelendi.



131

(©

Sekil 4.68 VP/AA kopolimerinin 24 saatlik inkiibasyonu sonucu MCF 7 hiicrelerinde
olusturdugu morfolojik degisimlerin mikroskobik incelenmesi (20x); (a) 6 mg/mL (b) 0.2
mg/mL (c) Kontrol

4.6.5 Farkh Konsantrasyonlardaki VP/AA Kopolimerin (25/75; Mw 80000) MCF 7
Hiicreleri Uzerindeki Toksik Etkisinin MTT Yontemi Kullanilarak Tayini

4.6.5.1 Morfolojik Inceleme

MTT soliisyonunu sekil 4.68°de morfolojileri incelenen bu kuyucuklara eklendikten 24 sonra
hiicrelerin, MTT ile etkilesmesi sonucu meydana getirdigi degisiklikler ve formazan kristal

olusumu ters mikroskopla incelenerek degerlendirildi.

Mikroplaktaki kuyucuklarinda formazan kristallerinin olusturdugu renk degisimi mikroplaka
okuyucuda 570 nm dalga boyunda 6l¢iildii. Kontrol ve serbest peptidin farkli konsantrasyonu
icin ayr1 ayr1 uygulanan kuyucuklarin 570 nm’deki absorbans degerlerinin ortalamalari (herbir

konsantrasyon i¢in 5 kuyu) alinarak % canlilik hesaplandi
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Cizelge 4.3 MCF 7 hiicrelerinin VP/AA kopolimer konsantrasyonuna bagl % canlilik grafigi

y =-3.2381x+62.154

% canhhk
— =
(3] B (=) [ee] (=) 3]
(=) (=) f=) (=) f=) (=) (=)

0 2 4 6 8 10 12 14 16
VPAA(25:75; Mw 80 000) Kopolimeri mg/ml

4.6.6 VP/AA-Peptid Fiziksel Karistmimin MCF 7 Hiicreleri Uzerinde Etkisi

Mikroplagin (96) kuyularina ekilen MCF 7 hiicrelerinin 37 °C’de %5 CO3’li inkiibatorde 24
saatlik inkiibasyonu sonucunda morfolojik durumlari ters mikroskopta incelendi. Yapilan bu
mikroplak kiiltiir deneyinde VP/AA-Peptid fiziksel karisiminin degisik konsantrasyonlarinin

(3.2 mg/mL, 2 mg/mL, 1.2 mg/mL, 0.4 mg/mL, 0.32 mg/mL, 0.24 mg/mL, 0.16 mg/mL, 0.08
mg/mL, 0.04 mg/mL) MCF 7 hiicreleri tizerinde etkisi incelendi.

4.6.6.1 Morfolojik Inceleme

VP/AA-peptid fiziksel karisiminin MCF 7 hiicrelerine ilave edilmesinden 24 saat sonra

hiicrelerin durumu mikroskobik olarak incelendi.



(a) (b)

(c)

Sekil 4.69 VP/AA-Peptid fiziksel karisiminin 24 saatlik inkiibasyonu sonucu MCF 7
hiicrelerinde olusturdugu morfolojik degisimlerin mikroskobik incelenmesi (20x); (a) 3,2
mg/mL (b) 0.04 mg/mL (c) Kontrol

4.6.7 VP/AA-Peptid Fiziksel Karisimimn MCF 7 Hiicreleri Uzerindeki Toksik
Etkisinin MTT Yontemi Kullanilarak Tayini

4.6.7.1 Morfolojik inceleme

MTT soliisyonunu sekil 4.69°da morfolojileri incelenen bu kuyucuklara eklendikten 24 saat
sonra hiicrelerin MTT ile etkilesmesi sonucu meydana gelen degisiklikler ve formazan kristal

olusumu ters mikroskopla incelenerek degerlendirildi.

Mikroplaktaki kuyucuklarinda formazan kristallerinin olusturdugu renk degisimi mikroplaka
okuyucuda 570 nm dalga boyunda 6l¢iildii. Kontrol ve serbest peptidin farkli konsantrasyonu
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icin ayr1 ayr1 uygulanan kuyucuklarin 570 nm’deki absorbans degerlerinin ortalamalari (herbir

konsantrasyon i¢in 5 kuyu) alinarak % canlilik hesaplandi

Cizelge 4.4 MCF 7 hiicrelerinin VP/AA-Peptid fiziksel karisiminin konsantrasyona bagli %

canlihig
y =-9.3729x + 80.461
110
100 4
2 90
= 80
=
S 70
B 60 - — o
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40 T T T T
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 35
VP/AA-Peptid Fiziksel Kompleks mg/ml

4.6.8 VP/AA-Peptid Biyokonjugatin MCF 7 Hiicreleri Uzerinde Etkisi

Mikroplagimn (96) kuyularina ekilen MCF 7 hiicrelerinin 37 °C’de %5 CO;’li inkiibatorde 24
saatlik inkiibasyonu sonucunda morfolojik durumlari ters mikroskopta incelendi. Inceleme
sonucunda hiicrelerin kuyucuk yiizeylerini esit miktarda kapladiklari tespit edilirken, hiicreler

genel sahip olduklar1 morfolojik goriiniimdedir ve kuyucugun ylizeyinde yiizen 6li hiicre

yoktur.

Yapilan bu mikroplak kiiltiir deneyinde VP/AA-Peptid Biyokonjugatin degisik
konsantrasyonlarinin (3.2 mg/mL, 2 mg/mL, 1.2 mg/mL, 0.4 mg/mL, 0.32 mg/mL, 0.24
mg/mL, 0.16 mg/mL, 0.08 mg/mL, 0.04 mg/mL) MCF 7 hiicreleri iizerinde etkisi incelendi.

4.6.8.1 Morfolojik Inceleme

VP/AA-peptid biyokonjugatinin MCF 7 hiicrelerine ilave edilmesinden 24 saat sonra

hiicrelerin durumu mikroskobik olarak incelendi.
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Sekil 4.70 VP/AA-Peptid biyokonjugatinin 24 saatlik inkiibasyonu sonucu MCF 7
hiicrelerinde olusturdugu morfolojik degisimlerin mikroskobik incelenmesi (20x); (a) 3,2
mg/mL (b) 0.04 mg/mL (c) Kontrol

4.6.9 VP/AA-Peptid Biyokonjugatinin MCF 7 Hiicreleri Uzerindeki Toksik Etkisinin
MTT Yontemi Kullanilarak Tayini

MTT soliisyonunu sekil 4.70’de morfolojileri incelenen bu kuyucuklara eklendikten 24 saat
sonra hiicrelerin MTT ile etkilesmesi sonucu meydana gelen degisiklikler ve formazan kristal

olusumu ters mikroskopla incelenerek degerlendirildi.

Mikroplaktaki kuyucuklarinda formazan kristallerinin olusturdugu renk degisimi mikroplaka
okuyucuda 570 nm dalga boyunda 6l¢iildii. Kontrol ve serbest peptidin farkli konsantrasyonu
icin ayr1 ayr1 uygulanan kuyucuklarin 570 nm’deki absorbans degerlerinin ortalamalari (herbir

konsantrasyon i¢in 5 kuyu) alinarak % canlilik hesaplandi
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Cizelge 4.5 MCF 7 Hiicrelerinin VP/AA-Peptid biyokonjugatinin konsantrasyona bagli %
canlilik egrisi

y =-6.419x+ 68.204

110

100 ¢
- 90
= 801
S 70
O\c 60 4

50 i v v v ad

40 T T T T T T

0 0.5 1 1.5 2 25 3 35
VP/AA-Peptid Biyokonjugati mg/ml

4.7 Sentetik Polianyon VP/AA Kopolimerinin, A;; Serotip Sap Hastahig: Viriisiiniin
Fonksiyonel Antijen Ozelligi Tasiyan VP1 Yapisal Kapsid Proteininin Peptid
Epitoplar1 ile Kovalent Baglanmalar1 Sonucu Immiinojenik ve As1 Ozelligi

Tasiyabilen Suda Coziinebilen Polimer-Peptid Biyokonjugatlarinin Sentezi

4.7.1 Hesaplamalar

VP/AA kopolimeri = Mypaa = 80 000 Da
135-161 i¢in = M, = 2975

npeptid _ ¢ peptid ‘MVP/ AA

M

VP /| AA """ peptid

=2,4,5,9,15

n c

VP AA
Peptid ¢ozeltideki konsantrasyonu %0.25 dir.

1) npepia/nveaa = 2 olan 0.2 mL VP/AA-Peptid Biyokonjugat Cozeltisi
cyp/aa= 3.35g/100mL= 33.5 mg/mL

2) Npepiia/Nvpaa =4 olan 0.2 mL VP/AA-Peptid Biyokonjugat Cozeltisi
cypiaa= 1.68 g/100mL= 116.8 mg/mL

3) Dpepiia/nveaa =5 olan 0.2 mL VP/AA — Peptid Biyokonjugat Cozeltisi
cypiaa= 1.475 g/100mL= 14.75 mg/mL

4) npepia/nvpaa = 9 olan 0.2 mL VP/AA — Peptid Biyokonjugat Cozeltisi
CVP/AA™ 1.01 g/lOOmL= 10.1 mg/mL
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5) Dpepiia/nve/aa = 15 olan 0.2 mL VP/AA — Peptid Biyokonjugat Cozeltisi

cypiaa= 0.477 g/100mL= 4.77 mg/mL

Antijenik oOzelliklerini test etmek amaciyla balb/c farelere enjekte edilmek iizere VP/AA-

Peptid biyokonjugatlar1 ve fiziksel kompleksleri sentezlendi. VP/AA Kopolimeri (25/75;

Mw=80.000) ile Ay, serotip Sap Hastalig1 Viriisiiniin fonksiyonel antijen 6zelligi tasiyan VP1

yapisal kapsid proteininin 135-161 peptid dizisini igeren biyokonjugatlar ve fiziksel

karigimlar iki farkli yontemle ve bilesenlerinin farkli nyepia/nvp/aa oranlarinda sentezlendi.

a)

b)

Suda ¢oziinen 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidraklorir (EDC)
aktivatorii varliginda yontem 2’ye gore, bilesenlerinin npepia/nveaa=5; 9; 15
oranlarinda ve 0.5mg/0.2mL Sap Hastalig1 Viriisiiniin VP1 kapsid proteininin 135-161
dizisini icerecek sekilde VP/AA-Peptid biyokonjugatlar1 sentezlendi. Bu
biyokonjugatlarin sentezinde —N terminal ucunda triptofan amino asidi iceren Sigma
GENOSYS tarafindan sentezlenen Sap Hastag: Viriisiiniin VP1 kapsid proteininin 135-
161 peptid dizisi kullanildi. Sentezlenen fiziksel kompleks ve biyokonjugatlar 10.000
Mw ayirma giiciine sahip polietersiilfon (PES) membranl tiipte (Sartorious
VIVASPIN) +4 °C’de 6000 rpm devirde 6 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
tiipiin Uist kisminda kalan numune saflastirma 6ncesi numune ile karsilastirmali olarak
HPLC aletinde analizleri yapildi. Safsizliklarindan arindirilan farelere enjeksiyonlari
yapilacak olan fiziksel kompleks ve biyokonjugatlar liyafilizator aletinde -80 °C’de
kurutuldu. Toz haline getirilen fiziksel kompleks ve biyokonjugat numuneleri 0.154 M

NaCl ¢ozeltisi igerisinde ¢oziildii ve farelere enjeksiyon i¢in hazir duruma getirildi.

Mikrodalga teknolojisi kullanilarak, organik ortamda bilesenlerinin npepia/nvpan= 2; 4
oranlarinda 0.5 mg/0.2 mL Sap Hastag1 Viriisiiniin VP1 kapsid proteininin 135-161
peptid dizisini icerecek sekilde VP/AA-Peptid biyokonjugatlari sentezlendi. Bu
biyokonjugatlarin sentezinde kullanilan Sap Hastaligi Virlisiiniin VP1 Kapsid
Proteininin Sentetik 135-161 peptid Biyomiihendislik Boliimiiniin peptid sentez
laboratuvarinda Liberty Peptid Sentez Cihazinda (CEM) sentezlendi. Sentezlenen
VP/AA-Peptid biyokonjugatlart 10.000 Mw ayirma giictine sahip polietersiilfon (PES)
membranli tiipte (Sartorious VIVASPIN) +4 °C’de 6000 rpm devirde 6 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi tiipiin {ist kisminda kalan numune saflagtirma Oncesi numune
ile karsilastirmali olarak HPLC aletinde analizleri yapildi. Santrifiij sonrasi tiipiin iist
kisminda kalan numune saflastirma 6ncesi numune ile karsilastirmali olarak HPLC

aletinde analizleri yapildi. Safsizliklarindan arindirilan biyokonnjugatlar liyafilizator
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aletinde -80 °C’de kurutuldu. Toz haline getirilen biyokonjugatlar 0.154 M NaCl

¢ozeltisi icerisinde ¢oziildi ve farelere enjeksiyon igin hazir duruma getirildi.

4.7.2 Sentetik Polianyon VP/AA Kopolimerinin, A, Serotip Sap Hastalig1 Viriisiiniin

Fonksiyonel Antijen Ozelligi Tasiyan VP1 Yapisal Kapsid Proteininin Peptid
Epitoplar1 ile Kovalent Baglanmalar1 Sonucu Immiinojenik ve As1 Ozelligi
Tasiyabilen Suda Coziinebilen VP/AA-Peptid Biyokonjugatlarina ait HPLC
Cihaz1 Analiz Sonuclari
EDC aktivatorii varhiginda yontem 2’ye gore bilesenlerinin npepia/nveaa=5; 9; 15
oranlarinda ve 0.5mg/0.2mL Sap Hastag1 Virlsiiniin VP1 kapsid proteininin 135-161
dizisini igerecek sekilde hazirlanan VP/AA-Peptid fiziksel kompleks ve sentezlenen
biyokonjugatlar1 saflagtirildi. Saflastirilan fiziksel karisim ve biyokonjugatlar farelere

enjekte edilmeden 6nce HPLC cihazinda kromatografik analizleri yapildi.

4 5 -] x 2 e =

Minutes

Sekil 4.71 0.01 M PBS pH 7’°de hazirlanmis (1) VP/AA-Peptid Biyokonjugati

(Ilpeptid/l’lvp/AAZS), (2) VP/AA-Peptid Biyokonjugati (Ilpeptid/nvp/AA:9), (3) VP/AA-Peptid

Biyokonjugati (npepiia/nveaa=15), (4) VP/AA-Peptid Fiziksel Kompleks (npepiia/nveaa=5),

/AA-Peptid Fiziksel Kompleks (npepiia/nve/aa=9), (6) VP/AA-Peptid Fiziksel Kompleks

(npepia/nvean=15), (7) % 0.1 Sap Hastalig1 Viriisiiniin fonksiyonel antijen 6zelligi tastyan yapisal

b)

VP1 Kapsid Proteininin 135-161 Dizilimli Peptidi, ait HPLC Kromotogram1

Yeni bir metod olan mikrodalga teknolojisi kullanilarak organik ortamda bilesenlerinin
Npeptid/Nvp/aa= 2, 4 oranlarinda 0.5 mg/0.2 mL’de Sap Hastagi Viriisiiniin VP1 kapsid
proteininin  135-161 dizisini igerecek sekilde VP/AA-Peptid biyokonjugatlar
sentezlendi ve saflastirildi. Saflastirilan fiziksel karisim ve biyokonjugatlar farelere

enjekte edilmeden 6nce HPLC cihazinda kromatografik analizleri yapildi.
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L]

Minutes !

Sekil 4.72 0.01 M PBS pH 7’de hazirlanmis (1) VP/AA-Peptid Biyokonjugati
(npeptia/nvr/an=2), (2) VP/AA-Peptid Biyokonjugati (npepia/nveaa=4), (3) VP/AA-Peptid
Biyokonjugati (VP/AA 50/50; npepiia/nvean=4), (4) % 0. 1 Sap Hastalig Viriisiiniin
fonksiyonel antijen 6zelligi tasiyan yapisal VP1 Kapsid Proteininin 135-161 Peptid Dizisine
ait HPLC Kromotogrami

4.8 Sentetik Polianyon VP/AA Kopolimeri ile Sap Hastalig1 Viriisiiniin VP1 Kapsid
Proteininin Sentetik 135-161 Peptid Dizisini iceren Fiziksel Kompleks ve

Biyokonjugatlarin Balb/c farelere enjekte edilmesi
Calismamizda TUBITAK, Marmara Arastirma Merkezi, Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji

Aragtirma Enstitiisii Transgen ve Deney Hayvanlarn laboratuarinda temin edilen 90 adet 8

haftalik ortalama 31 gr agirliginda erkek Balb/c soyu fare kullanildi.

Sekil 4.73 Balb/c fare

EDC capraz baglayicisi varliginda sentezlenen fiziksel kompleks ve biyokonjugatlarin (as1)
enjekte edildigi gruptaki deney hayvanlari her bir grupta 5 tane olmak {izere 11 gruba ayrildi
(Cizelge 4.6).
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Mikrodalga yontemi kullanilarak organik ortamda sentezlenen biyokonjugatlarin (as1) enjekte
edildigi gruptaki deney hayvanlari her birinde 4 tane olmak {izere 7 gruba ayrildi (Cizelge
4.7).

Enjeksiyon islemi, eter anestezisi altinda kuyruk veninde 0.2 mL &rnek enjeksiyonu ile

gergeklestirildi.

Sekil 4.74 Kuyruk veninden madde enjeksiyonu
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Cizelge 4.6 EDC capraz baglayicisi varliginda sentezlenen fiziksel kompleks ve
biyokonjugatlarin enjekte edildigi soyu tiirii fare gruplar ve enjekte edilen drneklerinin igerigi

Grupun Adi Enjekte Edilen Orneklerin icerigi Gruptaki
Balb/c Fare
Sayisi
GRUP 1 0.5mg/0.2mL Sap Hastaligi Virisiinin VP1 Kapsid 5

Proteininin 135-161 Peptid Dizisi

GRUP 2 Npepiia/Nvp/aa=> oraninda sentezlenen 0.5 mg/0.2 mL Sap 5
Hastaligr Virilistinin  VP1 Kapsid Proteininin  135-161
peptid dizisini i¢eren fiziksel kompleks

GRUP 3 Npeptid/Nvp/aa=9 oraninda sentezlenen 0.5mg/0.2mL Sap 5
Hastaligi Virlisiinin  VP1 Kapsid Proteininin 135-161
peptid dizisini i¢eren fiziksel kompleks

GRUP4 Npepiia/Nvp/aa=15 oraninda sentezlenen 0.5mg/0.2mL Sap 5
Hastalign Virlistinin  VP1 Kapsid Proteininin 135-161
peptid dizisini i¢eren fiziksel kompleks

GRUP 5 Npepiia/Nvp/aa=S oraninda sentezlenen 0.5mg/0.2mL  Sap 5
Hastalign Virlistinin  VP1 Kapsid Proteininin  135-161
peptid dizisini igeren biyokonjugat

GRUP 6 Npeptid/Nvp/aa=9 oraninda sentezlenen 0.5mg/0.2mL  Sap 5
Hastalig1 Virlisiinin VP1 Kapsid Proteininin 135-161
peptid dizisini iceren biyokonjugat

GRUP 7 Npepiia/Nvp/aa=15 oraninda sentezlenen 0.5 mg/0.2 mL Sap 5
Hastalign Virlistinin  VP1 Kapsid Proteininin 135-161
peptid dizisini iceren biyokonjugat

GRUPS Npeptid/NBsa=3 oraninda sentezlenen 0.5mg/0.2mL  Sap 5
Hastaligi Virlisiinin VP1 Kapsid Proteininin 135-161
peptid dizisini iceren biyokonjugat

GRUP 9 0.5mg/0.2mL Sap Hastaligi Virlistiniin VP1 Kapsid 5
Proteininin 135-161 Peptid Dizisi ve Freund Adjuvat
Karigimi

GRUP 10 Npeptid/Nvp/aa=15 oraninda sentezlenen 0.25mg/0.2mL Sap 5

Hastalig1 Virlisiinin  VP1 Kapsid Proteininin 135-161
peptid dizisini igeren biyokonjugat

GRUP 11 0.2 mL 0.154 M NaCl 5
(Kontrol)
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Cizelge 4.7 Mikrodalga teknolojisi kullanilarak organik ortamda sentezlenen
biyokonjugatlarin enjekte edildigi balb/c soyu fare gruplari ve enjekte edilen 6rneklerinin

icerigi

Gruptaki
) ‘ 5 Balb/c Fare
GRUPUN ENJEKTE EDILEN MALZEME ICERIGI Sayisi
ADI
GRUP A Npeptid/Nvp/aa= 2 oraninda sentezlenen 0.5mg/0.2mL Sap 4
Hastaligi Viriisiiniin  VP1 Kapsid Proteininin 135-161
peptid dizisini iceren biyokonjugat
GRUP B Npepiia/Nvp/aa= 4 oraninda sentezlenen 0.5mg/0.2mL Sap 4
Hastaligr Viriisiinin  VP1 Kapsid Proteininin 135-161
peptid dizisini i¢eren biyokonjugat
GRUP C Npepiia/Nvp/aa= 4 oraninda sentezlenen 0.5mg/0.2mL Sap 4
Hastaligr Viriisiinin  VP1 Kapsid Proteininin 135-161
peptid dizisini igeren Cu™ igeren VP/AA-Peptid
biyokonjugati
GRUP D Npeptid/Nvp/aa= 4 oraninda sentezlenen VP/AA (50/50; Mw 4
80.000) Kopolimeri ve 0.5mg/0.2mL Sap Hastalig
Viriisiiniin VP1 Kapsid Proteininin 135-161 peptid dizisini
iceren biyokonjugat
GRUPE % 0.1 VP/AA (25/75; Mw 80.000) Kopolimeri ve 4
0.5mg/0.2mL Sap Hastaligi Viriisiinin VP1 Kapsid
Proteininin 135-161 peptid dizisini igeren biyokonjugat
GRUPF Npeptid/Nvp/aa= 4 oraninda sentezlenen VP/AA (50/50; 4
Mw=80.000) Kopolimeri ve 0.2mg/0.2mL Sap Hastalig1
Viriisiiniin VP1 Kapsid Proteininin 135-161 Dizisine ait
peptid dizisini iceren biyokonjugat
GRUP G 0.2 mL 0.154 M NaCl 4
(Kontrol)

4.9 Fare Serumlarinin alinmasi

Eter anestezisi altinda kuyruk ucu kesilerek 7 giinde bir 8 hafta boyunca kan alindi. 20 pL

sodyum sitrat iceren eppendorflara alinan kan 6rnekleri 2500 rpm devirde 3 dakika santrifuj

edildi. Santrifuj sonrasinda st fazdan 20 puL serum dikkatlice alinarak 0.5 M 500 mL PBS

(pH 7.2) iceren tiiplere konuldu ve vorteksle karistirildi. Ornekler antikor miktar tayin islemi

yapilana kadar -20 °C’de saklandi.
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4.10 Dolayh yoldan Enzim Bagh immiin Assay (ELISA) Yéntemi Kullamlarak
Farelerden Alman Serum Orneklerinde VP/AA Kopolimeri-Sap Hastalig
Viriisiiniin - VP1 Kapsid Proteininin Sentetik Peptid Dizilerini iceren

Biyokonjugatlara karsi olusan Antikor Miktar Tayini

Bu test; enjekte edilen biyokonjugatlara karst olusan konjugata-spesifik antikor miktarini
tayini etmek amaciyla kullamild1 (Dilgimen vd., 2001; Yiicel vd., 2001, 1999; Basalp vd.,
2000, 1996; Mustafev vd., 1998, 1996b; Engvall vd., 1980; Sauer vd., 1986). Antikorlar
ELISA plaka kuyucuklarina kaplanmis antijenlerle tanimlandi. Ozgiin antikorlar1 ihtiva eden
serum ¢ozeltisi ile antijen kapli kuyucuklar inkiibe edildi ve fare serum ¢dozeltisindeki
antikorlara (tiire 6zgii) kars1 gelistirilmis (anti-fare) ve alkalen fosfataz ile konjuge polyvalent
antikorlara baglandi. Ortama substrat ilave edilmesi ve substratin enzim tarafindan hidroliz

edilmesi sonucu olusan {irtin miktar1 spektroskopik olarak belirlendi.

4.10.1 Kullanilan Cozeltiler
+ Sodyum Sitrat Cozeltisi

0.22 g D-(+) Glukoz (CsH206; Mw=180.16 g/mol) tartilarak 3 mL saf suda ¢6ziindii. 0.32 g
Na304 12H,0 (Mw=380.12g/mol) tartilarak 3 mL saf suda ¢oziindii. 0.1 g sodyum sitrat
(C¢HsNa307 5 HO; Mw=357,16 g/mol) 3 mL saf suda ¢6ziiniir. Bu ii¢ ¢6zelti birbine eklenir

ve son hacim saf su ile 10 mL’ye tamamlanir.
+ 0.5M PBS Tamponu (pH=7,2)

87 g potasyum hidrojen fosfat (K,HPO4; Mw=174 g/mol) tartilarak 500 mL saf suda ¢oziiniir.
68 g potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO4; Mw=136 g/mol) tartilarak ¢o6ziiniir. K;HPO,4 baz

cozeltisi lizerine KH,PO, asid ¢ozeltisi eklenerek pH 7,2’ ye ayarlanir.
+ Yikama Tamponu

0.5 M 20 mL PBS (pH 7,2) den alinir lizerine 980 mL saf su eklenir. 8,4 g sodyum kloriir
(NaCl) tartilarak bu karisima eklenir, kanigtirilir ve 1 L ‘ye saf su ile tamamlanir. 0.45 uL
filtreden gecilerek siiziiliir. 0.5 mL Tween 20 (CssH;14026; Mw=1227,72 g/mol) eklenir.

++ Substrat Tamponu

0.02 g glisin (C,HsNO,; Mw=75,07 g/mol) 50 mL saf su igerisinde ¢oziindiikten sonra pH
10.4° e ayarlanir. Daha sonra 0.02 g ¢inko kloriir (ZnCly; Mw= 136,29 g/mol) tartilarak 50
mL saf su igerisinde ¢oziiniir. 0.04 g magnezyum kloriir (MgCly; Mw=95,3 g/mol) tartilarak

50 mL saf su igerisinde ¢oziiniir. Bu ti¢ ¢6zelti karistirilir ve saf su kullanilarak ¢ézelti hacmi



144

200 mL olacak sekilde hacim tamamlanir.
% %0.2 Siit Tozu Cozeltisi

60 mg siit tozu tartilarak 30 mL 0.5 M PBS (pH 7.2) tamponu igerisinde ¢0ziiniir.
% Polivalent Immiinoglobulin, Alkalin fosfataz Cézeltisinin Diliisyonu

0.5 M 750 uL PBS (pH 7) ¢ozeltisi iizerine 1 uL Polivalent Immiinoglobulin, Alkalin fosfataz
eklenir ve vorteksle karigtirilir.

7

«* 4-nitrofenil Fosfat Substrat Cozeltisinin Hazirlanmasi

4-nitrofenil fosfattan (C¢HsNOGP.2C4H; 1NO3; Mw 461.4 g/mol) 2,5 mg almip 25 mL

substrat tamponunda ¢&ziiniir ve karanlikta saklanir.

4.10.2 ELISA Deneyinin Yapilis:

. 96 kuyu igeren ELISA plagi (Greiner) 0.5 ug antijen (npepiia/NBsa=5 oraninda
sentezlenen 0.5 mg Sap Hastalig1 Viriisiiniin VP1 Kapsid Proteininin 135-161 Dizisine
ait peptid dizisi igeren BSA-Peptid biyokonjugat1) 100 pL kuyulara eklendi. Antijen ile
kaplanan ELISA plaklar1 gece boyu +4 °C’de bekletildi.

. Kuyular 0.05 Tween20 ihtiva eden 0.5 M PBS pH 7 yikama tamponu ile 2 defa yikandi.

. ELISA plaklarindaki herbir kuyuya 12 yollu otomatik pipet yardimiyla % 0.2’lik 200 pL

siit tozu ¢ozeltisi eklendi.

. ELISA plakas1 37 °C sicakliginda etiivde 1 saat bekledi ve sonrasinda 0.05 Tween20
ihtiva eden PBS yikama tamponu ile 2 kez yikandi.

. Farelerden alinan serumlar 1:50 ve 1:100 oraninda diliisyonlar1 yapildi. Herbir kuyuya
1:50 ve 1:100 oraninda diliisyonlar1 yapilan serum Ornekleri 100 pL olarak eklendi.

ELISA plakas1 +4 °C’de 2 saat bekledi.
. ELISA plakas1 0.05 Tween20 ihtiva eden PBS yikama tamponu ile 2 kez yikandi.

. Antimouse Polivalent immiinoglobulin, Alkalin fosfataz 1:750 oraninda sulandirilarak

100 pL herbir kuyuya eklendi. ELISA plakas1 1 saat 37 °C’de etiivde bekletildi.
. ELISA plakas1 0.05 Tween20 ihtiva eden PBS yikama tamponu ile 5 kez yikandi.

. % 0.1 Paranitrofenil fostat (PNFP) substrat ¢ozeltisi eklendi. Oda sicakliginda ve
karanlikta 45 dakika bekletildikten sonra ELISA plak okuyucu aletinde A49s nm dalga

boyunda okundu.
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Serum Pozitif Serum Negatif

Kuyucuklar antijenle
kaplidir.

E
E

Ornek eklenir ve )_

Y

inkiibasyon | | | | | Y )'
gerceklestirilir, (R A

Yikama ile

badlanmayanlar | | | | ]
uzaklagtrhirlar. - e .

Enzim bagh ikinci }-b Q{
antikorlar ilave | I l | I f‘
edilirler. o By

Substart eklenir ve

enzimatik reaksiyon

Yikama ile ] ]
baglanmayanlar
uzaklastrliriar. CRC N

gerceklesir.

Antikor bulunan

drnekte renk gedisimii

gozlenir.

Sekil 4.75 Indirek ELISA’nin sematik gdsterimi [17]



146

4.11 Dolayh yoldan Enzim Bagh immiin Assay (ELISA) Yéntemi Kullamlarak
Farelerden Alinan Serum Orneklerinde VP/AA Kopolimeri ile Sap Hastahi
Viriisiiniin - VP1 Kapsid Proteininin Sentetik Peptid Dizilerini iceren

Biyokonjugatlara Kars1 Olusan Antikor Miktar Tayine Ait Sonuc¢lar

EDC capraz baglayicisi varliginda yontem 2’ye gore Npepiia/nve/aa=5; 9; 15 oranlarinda ve 0.5
mg/0.2 mL Sap Hastalig1 Viriisiiniin VP1 kapsid proteininin 135-161 dizisini igerecek sekilde
VP/AA-Peptid fiziksel kompleksleri hazirlandi ve VP/AA-Peptid biyokonjugatlar
sentezlendi. Hazirlanan fiziksel kompleks ve sentezlenen biyokonjugatlar saflastirildiktan
sonra balb/c farelere intravendz olarak enjekte edildi. 7 gilin araliklarla alinan fare

serumlarindaki antikor miktar1 kontrol grubuna serumu ile karsilastirildi.

2.5 4

——Grup 1
—4— Grup 2
Grup 3
—4— Grup 4
—&— Grup 5
—*— Grup 6
—&— Grup 7
—&— Grup 8
—4&— Grup 9
Grup 10
—— Grup 11 (Kontrol)

405 nm OD

0.5

T
7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 84 91 98

Giin Sayis1

Sekil 4.76 Yontem 2’ye gore Npepiia/Nve/aa=2; 9; 15 oranlarinda ve 0.5 mg/0.2 mL Sap
Hastalig1 Viriisiiniin VP1 kapsid proteininin 135-161 dizisini igeren fiziksel kompleks ve
biyokonjugatlar ile immiinize edilmis farelerde (1:50 diliisyonlu serum &rnekleri) VP/AA-
Peptid’e kars1 spesifik olarak olusan antikor kinetigi

Mikrodalga teknolojisi kullanilarak, organik ortamda npepia/nvpaa=2; 4 oranlarinda 0.5
mg/0.2 mL Sap Hastag Viriisiiniin 135-161 dizisini icerecek sekilde VP/AA-Peptid
biyokonjugatlar1 sentezlendi. Sentezlenen biyokonjugatlar saflastirildiktan sonra balb/c
farelere intravendz olarak enjekte edildi. 7 giin araliklarla alinan fare serumlarindaki antikor

miktar1 kontrol grubuna serumu ile karsilastirildi.
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Sekil 4.77 Mikrodalga teknolojisi kullanilarak, organik ortamda nyepia/nve/aa=2; 4 oranlarinda
ve 0.5mg/0.2 mL Sap Hastalig1 Viriisiiniin 135-161 dizisini i¢eren biyokonjugatlar ile
immiinize edilmis farelerde (1:50 diliisyonlu serum 6rnekleri) VP/AA-Peptid’e kars1 spesifik
olarak olusan antikor kinetigi.
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5. TARTISMA ve SONUC

Baglica 10 ana grup altinda bulgularimizi sundugumuz bu ¢ok kapsamli tez calismamizda,
tartismamizi yazarken tekrarlardan kagimmak amaciyla su siray:r takip ettik. Sap Hastaligt
Viriisii ve lineer yapili polielektrolitlerle neden ¢alistigimizi belirttikten sonra sirasi ile farkli
metotlarla  sentezlenen =~ VP/AA-Peptid biyokonjugatlarinin  reaksiyon  verimlerini
kromatografik ve florimetrik analizlerle karsilastirdik, bu VP/AA-Peptid biyokonjugatlarinin
MCF-7 kanser hiicre canlilig1 iizerine etkisini inceledik, antijenik 6zelliklerini yani immiin
sistem iizerine olan etkisini belirttigimiz sonuclarmmizi literatiirde mevcut son yillarda

yapilmis ¢alismalarin sonuglari ile karsilastirdik ve irdeledik.

Sentetik peptid asilari ile yapilan arastirmalarinin ¢ogu Sap Hastalig1 Viriisii (Beignon vd.,
2005; Villen vd., 2004; Li vd., 2004; Fischer 2003; Wang vd., 2001; Nargi vd., 1999), Hepatit
B, Grip Viriisii (Ben-Yedidia, 1998), Polio Viriis ve insan Immiin Yetersizligi viriisii (HIV)
(Gottfried vd., 1995; Sarin vd., 1995) gibi antiviral hastaliklar konusunda yapilmistir. Difteri
ve kolera toksinlerinin (Audibert vd., 1981, Jacobs vd., 1983) yan1 sira Malaria’dan korunmak
icin antiparazitik immiinojenler (Richman vd., 1989) gibi antibakteriyel peptid asilar1 da nem

verilen aragtirmalar arasinda yer almaktadir.

Ulkemizde, hem hayvansal iiretimi etkileyen ve hem de ticari potansiyeli yok eden, 2003
yilinda iilke genelinde tespit edilen ihbari mecburi hastaliklar incelendiginde; sap hastaliginin
iilkenin her tarafinda yaygin olarak seyrettigi Devlet Planlama Teskilatt Miistesarliginin 9.
Kalkinma planinda (2007-2013) beyan edilmektedir. Ayrica, hastalik bildirimlerinin Dogu ve
Gilineydogu bolgelerinde gercegi  yansitmadigt konusuna da dikkati ¢ekmektedirler.
Tiurkiye’de her yil hazirlanan programlar gercevesinde; Sap, Sigir Vebasi, Koyun-Kegi
Vebasi, Sigir-Koyun Brusellozu, Sarbon, Kuduz, Mavidil, tek tirnakli hayvanlarda Ruam gibi
hastaliklarla miicadele ¢aligmalar1 yaninda hastalik taramalar1 da yapilmaktadir. Programli
veya stratejik asilama, kordon ve karantina, test uygulamasi, dezenfeksiyon, kesim veya imha,
hayvan hareketlerinin kontrolii hayvan hastaliklarinda uygulanan kontrol programlarinin
temelini teskil etmektedir. Sap hastaligina karsi iilkesel diizeyde kontrol programi

uygulanmakta olup yogun asilama ¢aligsmasi siirdiiriilmektedir [18].

Sap Hastaligi, siit ve et veriminde kayiplara, gebe hayvanlarda yavru diismesine, 6zellikle
geng hayvanlarda goriilen yiiksek oranda 6liimlere, dis ticarete getirilen kisitlamalardan dogan
ekonomik kayiplara ve tedavi masraflarinda yiiksek maliyete neden oldugundan, ekonomiye

ve ticarete bilyiik zarar vermektedir [9]. Ulkemizinde yasadig1 biiyiik problemlerden biri olan
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Sap Hastaligin Viriisiinden korunmak, ancak agilama ile saglandigindan ve bu hastaliga karsi
ucuz ve basit bir teknoloji ile sentezlenen daha etkin, daha az riskli ve daha kararli yapida
olan sentetik bazli peptid asilarin sentezlenmesi tiim saglik sektoriine ve ekonomisine biiytlik

katki saglayacagindan bu tez ¢alismasinda bu hastalik secildi.

Zay1f immiinojenik 6zellikteki sentetik peptidler antikor olusturmak i¢in yeterli biiytikliikteki
molekiiler boyutlara sahip olmadiklarindan, peptidlere karsi antikor iiretiminde immiinojenligi
arttirmak i¢in peptidler, proteinlerin yan1 sira lineer Ozellikteki polimerlere de
baglanabilmektedir. Poliakrilikasid (PAA), PoliN-isopropilakrilamid (NIPAA), Poli-N-
vinilprolidon (VP), Polivinilpiridin-Polisetilpiridin ~ kopolimeri ve Polivinilpirilidon-
Poliakrilikasid (VP/AA) kopolimerleri vb. genel olarak kullanilan lineer tasiyicilardir ve
peptidler bu tiir tasiyicilara kararli kovalent baglarla baglanirlar (Kabanov 2004; Giirhan vd.,
2002; Dilgimen vd., 2001; Mustafaev, 1996b). Bu polimerler canli organizmada ¢ok uzun
stire yiiksek diizeyde antijene 6zgilin immiinite sagladigindan ¢aligmamizda kullanilan peptid

molekiilleri vinil prilidon-akrilik asid kopolimerine baglanmistir.

5.1 Sentetik Polianyon Ozellikteki VP/AA Kopolimeri ile Sap Hastahig Viriisiiniin
VP1 Kapsid Proteininin Peptid Antijenlerini iceren Biyokonjugatlarin Sentezine Ait

Tartisma

3 farkli metot ile sentezlenen VP/AA-Peptid biyokonjugatlarinin karsilagtirmali olarak
yapilar1 arastirilarak karakterize edildi. pH 7 degerinde VP/AA kopolimerinin negatif yikli
karboksil gruplarinin peptid molekiillerindeki amino gruplart ile baglanmasi ve amid bagi
olusturmas1 sonucunda olusan biyokonjugatin konjugasyon reaksiyon verimi karsilastirmali

olarak incelendi.

5.1.1 Hidratlannus Dengeli Misel Sistemlerinde (Hydrated Reversed Micelle System)
Sentetik Polianyon VP/AA Kopolimeri ile Sap Hastalig1 Viriisiiniin VP1 Kapsid
Proteininin Sentetik Peptid Antijenlerini Iceren Biyokonjugatlarin Sentezine Ait

Tartisma

Polimer-peptid, protein-protein, protein-peptid kovalent konjugasyon reaksiyonlarinda
geleneksel metodlar kullanildiginda karsilasilan cesitli problemlerden ve simirlamalardan
dolay1 farkh sistemler gelistirilmistir. Bunlardan bir tanesi de; suyun, organik ¢ozeltilerde
yiizey aktif maddelerle kararlagtirilmig mikroemiilsiyonlarinda yani hidratlagmis dengeli misel
sistemlerinde (hydrated reversed micelle systems-HRM) konjugasyonun gergeklestirilmesidir

(Volkov vd 2003; Valdez vd., 1993; Armando vd., 1992; Kumar vd., 1992).
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AOT oktan karigtmin olusturdugu Hidratlanmis Dengeli Misel Sistemlerinde; suyun
hidratasyon derecesine bagli misel ¢apinin degisimi Sekil 4.17°de gosterilmistir. Ayrica, AOT
misel sistemi icerisinde gerceklestilen konjugasyon reaksiyonunun her basmaginda
partikiillerin boyut dl¢imleri yapilmis ve c¢aplarindaki degisimler Sekil 4.19’da verilmistir.
Hidrodinamik boyut (nm), ¢6zeltinin hem hacmi hem de 151k siddeti g6z 6niinde bulundurarak
iki farkli sekilde zetasizer aleti tarafindan hesaplanmistir. Isik siddetine ait hesaplamaya bagl
AOT miselinin partikiill boyutu 3.80 nm iken; peptid molekiili iceren AOT misel
karigimindaki partikiil boyutu 11.7 nm, VP/AA kopolimeri iceren AOT misel karigiminda
partikiil boyutu 15.7 nm’dir. Misel partikiiliiniin boyutundaki artig hidrofilik 6zellikli peptid
ve VP/AA kopolimerinin misel partikiiliiniin igerisine alindigini goéstermektedir. VP/AA
kopolimerini ve peptid molekiiliinii igeren misel karisimlari birbirleri ile hizla bir sekilde
karistirildiklarinda misel ¢ap1 12.8 nm olmaktadir. VP/AA kopolimeri ve peptid molekiiliinii
bir arada igeren misel partiikiil boyutu, tek bagina VP/AA kopolimeri ve peptid molekiilii

iceren misel partikiil boyutlarindan farkli olarak ara bir degere sahiptir.

HRM sistemlerinin sagladigi avantajlar gz onilinde bulundurularak misel sistemlerinde
VP/AA-Peptid konjugasyon reaksiyonlart gerceklestirilmistir. Fakat AOT misel sitemlerinde
hidrofilik 6zellikli peptid molekiillerini igeren VP/AA-Peptid biyokonjugatlarinin sentezini
gerceklestirmeye imkan saglarken; hidrofobik yapili peptid dizilerinin suda ¢6ziinen
polielektrolitlerle olan konjugasyon reaksiyonlarinin gergeklestirilmesinde meydana gelen
zorluklar ve reaksiyon veriminin istenilen diizeyde olmamasindan dolayi ¢alismamizda klasik

metodlara dayali konjugasyon reaksiyonlarinin kullanilmasina karar verilmistir.

5.1.2 Suda Coziinen 1-etil-3-(3-Dimetilaminopropil) Karbodiimid Hidrakloriir (EDC)
Capraz Baglayicis1 Varhginda Sentetik Polianyon VP/AA Kopolimeri ile Sap
Hastahg Viriisiiniin VP1 Kapsid Proteininin Sentetik Peptid Antijenlerini Iceren
Biyokonjugatlara Ait Tartisma

Suda ¢o6ziinen 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidrakloriir (EDC) ¢apraz

baglayicisi varliginda sentetik polianyon VP/AA Kopolimeri ile Sap Hastalig1 Virlisiiniin VP1

kapsid proteininin sentetik peptid antijenlerini igeren ve bilesenlerin farkli npepia/nve/aa
oranlarinda VP/AA-Peptid biyokonjugatlart sentezlenmistir. Bu biyokonjugatlarin sentezi iki
farkli yontemle yapilmigtir. Yontem 1°de pH 5°de kopolimerin karboksil gruplart aktive
edilmis ve sonra peptid molekiilii ile karistirilarak konjugatlar sentezlenmistir. Yontem 2’de
ise; pH 5°de kopolimer ve peptid molekiilleri birbirleri ile karistirilarak fiziksel kompleks

olusumu saglanmig ve sonrasinda ortama EDC c¢apraz baglayicisi ilave edilerek karboksil
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gruplarinin aktivasyonu iizerinden konjugat sentezi yapilmistir. EDC c¢apraz baglayicisi
varliginda her iki yontemle sentezlenen VP/AA-Peptid biyokonjugatlarin konjugasyon
reaksiyon verimi kromatografik analizlere dayali olarak karsilagtirtlmistir. VP/AA kopolimer
konsantasyonunun sabit, peptid konsantrasyonunun artan oranlarinda pH 7’de hazirlanan
VP/AA-Peptid fiziksel komplekslerin (npepia/nveaa) viskotek cihazina ait kromatogramlari
Sekil 4.24’de (170-188 peptid dizisi) gosterilmektedir. Kirtlma indisine ait kromatogramda
tek pik goriilmekte ve bu pik VP/AA kopolimer piki ile aymi karakteristik 6zellik
tasimaktadir. UV kromatograminda ise sadece peptide ait pik goriilmekte (polimer UV 6zellik
gostermemektedir) ve fiziksel karisimdaki peptid konsantarasyonunun artigia bagli bu pikin
alanm lineer olarak artmaktadir. Isik sagilmasi kromatograminda ise tek pik goriilmekte ve bu
pik VP/AA kopolimer piki ile ayn1 karakteristik Ozellikleri tasimaktadir. Tim
kromatogramlarda net bir sekilde fiziksel kompleks olusmadigi gozlenmekte ve
kromatogramlar serbest VP/AA kopolimeri ile serbest peptid’in karakteristik 6zelliklerini bir

arada tagimaktadir.

EDC capraz baglayicisi varliginda Yontem 1’e gore VP/AA Kopolimeri ile Sap Hastaligi
Viriisiiniin VP1 kapsid proteininin sentetik peptid antijenlerini i¢eren ve bu bilesenlerin farkl
oranlarinda pH 7’de sentezlenmis biyokonjugatlar kromatografik (Sekil 4.25; 4.26; 4.31;
4.32) ve florimetrik (Sekil 4.27) yontemlerle incelenmistir. Sekil 4.25’te VP/AA-Peptid (170-
188 peptid dizisi) biyokonjugatlarinin; VP/AA kopolimer konsantrasyonunun sabit, peptid
konsantrasyonunun artan oranlarina bagli (npepiia/nveaa) Viskotek  kirllma  indisi
kromatogrami, kopolimer ile ayni karakteristik 6zellikleri tagimaktadir. UV detektoriinden
elde edilen kromatogramda normalde pik goriilmeyen alanda peptidin artan konsantrasyonuna
bagli olarak artan bir pik goriilmekte [Sekil 4.25(b)] ve bu pik de konjugatin sentezlendigini
ve orana bagl olarak konsantrasyonunun arttigini gostermektedir. Isik sagilmasi detektoriine
ait kromatogramlarda ise VP/AA-Peptid biyokonjugatlarinin alikonma zamaninda (RT)
goriilen kayma ve pik alanlarinda ki biiyiime molekiil agirliginin arttigim gostermektedir.
VP/AA kopolimer konsantrasyonun sabit, peptid konsantrasyonunun artan oranlarinda
sentezlenen VP/AA-Peptid biyokonjugatlarinin konsantrasyonu peptid konsantrasyonuyla
orantilt olarak artig gdstermektedir. Sekil 4.31°de gosterilen sap hastaligr viriisiiniin VP1
kapsid proteininin 135-161 dizisini (-N terminal ucunda trp amino asidi tagimayan) igeren
VP/AA-Peptid biyokonjugatlarinin, 170-188 peptid dizisi iceren biyokonjugatlarla aym
karakteristik &zelliklere sahip oldugu goriilmiistiir. Sekil 5.1°de Viskotek cihazinin farkh
detektorlerinden elde edilen VP/AA-Peptid biyokonjugatlarina ait pik alanlarinin npepia/nve/aa

oranina bagli olarak degisimi gosterilmistir ve Viskotek cihazinin UV dedektoriiniin alan
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grafigindeki sonuglar HPLC analiz sonuglari ile ortiismektedir. Sekil 5.1(a)’da VP/AA-Peptid
(170-188 peptid dizisi) biyokonjugatinin, Sekil 5.1(b)’de VP/AA-Peptid (-N terminal ucunda
trp tasimayan 135-161 peptid dizisi) biyokonjugatinin artan npepia/nvpaa oranlarma baglh
olarak Viskotek cihazinin farkli detektorlerinden elde edilen sonuglar gosterilmigtir [Kirilma

Indisi (RI), Ultra Viyole (UV) ve Isik Sagilmasi (IS) detektorleri].
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e uv
454 IS
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Alan
»
3

104 e UV 154
LS
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Sekil 5.1 EDC ¢apraz baglayicisi varliginda Yontem 1’e gore bilesenlerinin farkli
Npepiia/Nvp/aa oranlarinda sentezlenen VP/AA kopolimeri ile Sap Hastalig1 Viriisiiniin
fonksiyonel antijenik 6zellik tasiyan VP1 kapsid proteininin 170-188 peptid dizisini igeren
biyokonjugat (a) ve 131-165 peptid dizisini igeren biyokonugatlara (b) ait Viskotek cihazinin
kirilma Indisi (RI), UV, 151k sagilmas1 (IS) detektdrlerinin biyokonjugat pikine ait alan grafigi

Sekil 4.27°da kopolimer konsantrasyonunun sabit, peptid konsantrasyonunun artan oranlarina
(Dpepia/nvp/as) bagl olarak pH 7°de sentezlenen VP/AA-Peptid biyokonjugatlarinda floresans
siddetinin (Imax) peptid konsantrasyonuna bagliligi verilmistir. Triptofan (Trp) amino asidine
ait emisyon maksimumu (Amaximum) V€ kuantum verimi gibi floresans parametrelerindeki
degisiklikler, yapidaki Trp aminoasidinin konformasyonundaki degisiklikler sonucunda
ortaya ¢ikmaktadir. Sentezlenirken peptidin —N terminal ucuna trp amino asidinin eklenmesi
ile peptid molekiiliine floresans 6zellik kazandirilarak VP/AA-Peptid biyokonjugatlarinin
yapisal 6zellikleri hakkinda énemli bilgiler edinilmistir. 170-188 peptid dizisinin 352 nm’deki
maksimum dalga boyu, VP/AA-Peptid biyokonjugatlarinda artan peptid oranina bagli 346 nm
dalga boyuna kaymaktadir. Boylece, biyokonjugatlardan alinan piklerde mavi bdlgeye
kaymalar (blue shift) gézlenmistir. Buradan, VP/AA kopolimeri ile peptidin giderek daha siki
baglanmasi sonucunda peptidin triptofaninin sulu ¢ozeltiden uzaklastigi ve kopolimer ile
sarildig1 anlasilmaktadir. Trp amino asidi igermeyen 135-161 peptid dizisi ile sentezlenen
VP/AA-Peptid biyokonjugatlarinin yapisi (Trp amino asidi dizide olmadigindan ve floresans

ozellik gostermediginden) florimetrik olarak incelenememistir.
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EDC capraz baglayicisi varliginda Yontem 1’e gore; VP/AA kopolimerine (25/75; 80.000)
oranla daha fazla sayida karboksil grubu iceren PAA (Mw100 000) polimeri ile sap hastaligt
virlisiiniin fonksiyonel antijenik 6zellikli VP1 kapsid proteininin 170-188 peptid dizisini
iceren biyokonjugatlar pH 7’de sentezlenerek, yap1 ve karakterizasyonu kromatografik (Sekil

4.34; 4.35) ve florimetrik (Sekil 4.36) yontemlerle incelendi.

PAA polimer konsantrasyonunun sabit, peptid konsantrasyonunun artan oranlarinda
(Dpeptie/nveaa) pH  7°de  hazirlanan  fiziksel komplekslerin = viskotek cihazina ait
kromatogramlart Sekil 4.33’de gosterilmektedir. Viskotek cihazinin kirilma indisine ait
kromatogramda tek pik goriilmekte ve PAA polimer piki ile ayni karakteristik 6zellikleri
tagimaktadir. UV  kromatograminda ise 2 pik goriilmektedir (polimer UV &zellik
gostermemektedir). PAA polimerinin ¢iktigi zaman araliginda fiziksel komplekse ait kiigiik
bir pik ve peptidin ¢iktig1 zaman araliginda da peptide ait ikinci bir pik gériilmektedir. Ikinci
pik, fiziksel karisimdaki peptid konsantarasyonunun artisina bagli lineer olarak artmaktadir.
Isik sacilmasi kromatograminda ise tek pik goriilmekte ve bu pik PAA polimer piki ile ayni
karakteristik ozellikleri tagimaktadir. Elde edilen kromatogramlardan fiziksel kompleksin ¢ok
az da olsa olustugu gozlenmekte ve serbest PAA polimeri ile serbest peptidin karakteristik

ozelliklerini bir arada tagimaktadir.

Sekil 4.34’de EDC capraz baglayicisi varliginda Yontem 1’e gore sentezlenen PAA-Peptid
biyokonjugatlarinin; PAA polimer konsantrasyonunun sabit, peptid konsantrasyonunun artan
oranlarma bagli (npepia/npaa) viskotek kromatogramlari gosterilmektedir. Viskotek cihazinin
kirilma indisi kromatogrami1 PAA polimeri ile ayni karakteristik 6zellikleri tasimaktadir. UV
detektoriinde elde edilen kromatogramda normalde pik goriilmeyen alanda peptidin artan
konsantrasyonuna bagli olarak arttig1 goriilen pik [sekil 4.34 (b)] konjugatin sentezlendigini
ve orana baglh olarak konjugat konsantrasyonunun arttigin1 (Sekil 5.2) gostermektedir. Isik
sacilmasi detektdriine ait kromatogramlarda ise PAA-Peptid biyokonjugatlarinin alikonma
zamant degismemekte ve pik alanlarinda goriilen artma molekiil agirliginin  arttigini

gostermektedir.
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Sekil 5.2 EDC ¢apraz baglayicisi varliginda Yontem 1’e gore bilesenlerinin farkli npepia/npaa
oranlarinda sentezlenen PAA polimeri ve Sap Hastalig1 Viriisiiniin fonksiyonel antijenik
ozellikli VP1 kapsid proteininin 170-188 peptid dizisini iceren biyokonjugatlara ait Viskotek
cihazinin kirilma Indisi (RI), UV, 151k sagilmasi (IS), Viskosite (Vis) detektdrlerinin
biyokonjugat pikine ait alan grafigi

Sekil 4.36’da kopolimer konsantrasyonunun sabit, peptid konsantrasyonunun artan
oranlarinda sentezlenen PAA-Peptid biyokonjugatlarinin floresans siddetinin (Imax) peptid
konsantrasyonuna baglilig1 verilmistir. Serbest 170-188 peptid dizisinin 352 nm’deki
maksimum dalga boyu, PAA-Peptid biyokonjugatlarinda artan peptid konsantrasyonuna bagl
347 nm dalga boyuna kaymaktadir. Maksimum dalga boyunda gozlenen maviye kaymalar,
biyokonjugat olusumu sonucu peptidin PAA zincirleri tarafindan sarildigini ve peptiddeki

triptofan amino asidinin sulu ortamdan uzaklastigini ifade etmektedir.

PAA polimeri ile Sap Hastag1 viriistiniin 170-188 peptid dizisinin, pH 5 ve pH 7 degerlerinde
fiziksel kompleks ve biyokonjugati sentezlenmistir. HPLC kromatogramlarinda (Sekil 4.38 ve
4.41) pH 7°de ¢ok kiigiik bir alanla ifade edilen fiziksel kompleks olusumu, pH 5 degerinde
oldukgca biiyilik bir alanla ifade edilmektedir. PAA-Peptid biyokonjugat reaksiyon kinetiginde
de aymi fark goriilmiistir. PAA polimeri pH 7°de karboksil gruplarinin iyonlasmasindan
dolay1 (pH 7’de iyonlasma yiizdesi %57) negatif yiike sahiptir. Ayn1 sekilde pH 7 degerinde
Sap Hastaliginin 170-188 peptid dizisinin de net yiikii negatiftir. Bu nedenle iki molekiil
arasinda negatif yiiklerin itmesi s6z konusu olmakta ve bu itmeden dolay1 polimer ile peptid
arasinda kompleks olusumu engellenmektedir. PAA polimeri pH 5’de karboksil gruplarimin
daha az iyonlagsmasindan dolay1 (pH 5°de iyonlagsma ylizdesi %18) pH 7’ye gore daha az
negatif yiike sahiptir. 170-188 peptid dizisinin izoektrik noktasi (pI) 6.17 oldugundan dolay1
peptid molekiiliiniin pH 5 degerinde net yiikii pozitiftir. pH 5 degerinde pozitif yiike sahip
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peptid ile negatif yiike sahip PAA polimeri arasinda elektrostatik ¢ekme kuvvetleri baskin
olmakta ve PAA-peptid kompleksi olugmakta bu kompleks de HPLC (Sekil 4.41)

kromatogramlarinda net bir sekilde goriilmektedir.

VP/AA-Peptid fiziksel kompleksleri ise farkli bir yontemle hazirlanmistir. Yontem 2’ye gore
VP/AA kopolimer konsantasyonunun sabit, peptid konsantrasyonunun artan oranlarinda
(Npeptie/nvpaa) PH  7°de  hazirlanan  VP/AA-Peptid (170-188 peptid dizisi) fiziksel
komplekslerin viskotek cihazina ait kromatogramlar Sekil 4.42°de gosterilmektedir. Viskotek
cihazinin kirtlma indisi kromatograminda VP/AA-Peptid fiziksel kompleksleri 2 pikle
karakterize edilmektedir. Sekil 4.42 (a)’daki birinici pik VP/AA kopolimerine karsilik
gelirken, ikinci pik ise peptide karsilik gelmektedir. UV kromatograminda ise peptide ait tek
bir pik goriilmekte (polimer UV o&zellik gdstermemektedir) ve VP/AA-Peptid fiziksel
karigimdaki peptid konsantarasyonunun artigina bagli bu pikin alani lineer olarak artmaktadir.
Fakat UV kromatograminda VP/AA kopolimerinin ¢iktig1 zaman araliginda ¢ok cok kiigiikte
olsa OD’de artis gdzlenmektedir. Isik sagilmasi kromatograminda ise VP/AA-Peptid fiziksel
karigima ait pikler VP/AA kopolimer piki ile aym karakteristik ozellikleri tasimaktadir.
Viskozite dedektoriine ait kromatogramda ise VP/AA-Peptid fiziksel kompleksleri 2 pikle
karakterize edilmektedir. Sekil 4.42 (d)’deki birinci pik VP/AA kopolimerine kargilik
gelirken, ikinci pik peptide karsilik gelmektedir. Tiim kromatogramlarda VP/AA-Peptid
fiziksel komplekslerinin alikonma zamanlart (RT) degismemekte ve serbest VP/AA
kopolimeri ile serbest peptidin karakteristik ozelliklerini bir arada tagimaktadir. Viskotek
cihazi kromatogramlari; Yontem 2’ye gore hazirlanan VP/AA-Peptid fiziksel karigimlarinda

kompleks olusumunun diisiik diizeyde de olsa gergeklesmis oldugu gostermektedir.

VP/AA-Peptid biyokonjugatlart EDC varliginda Yontem 2 olarak adlandirilan farkli bir
yontemle sentezlenmistir. Yontem 2’ye gore VP/AA Kopolimeri ile Sap Hastaligi Viriisiiniin
fonksiyonel antijenik 6zellikli VP1 kapsid proteininin sentetik peptid antijenlerini iceren ve
bu bilesenlerin farkli oranlarinda pH 7’de sentezlenen VP/AA-Peptid biyokonjugatlarinin yap1
ve karakterizasyonu kromatografik (Sekil 4.43 ve 4.44) ve florimetrik (Sekil 4.45)
yontemlerle incelenmistir. Sekil 4.43°de VP/AA kopolimer konsantrasyonunun sabit, peptid
konsantrasyonunun artan oranlarma bagl (npepia/nvpaa) VP/AA-Peptid (135-161peptid dizisi)
biyokonjugatlarimin Viskotek krilma indisi kromatogrami tek pikle karakterize edilmektedir.
Sekil 5.3’de gosterilen RI’e ait pik alanindaki artis VP/AA-Peptid biyokonjugatlarinin
konsantrasyon artigini ifade etmektedir. Sekil 4.43(b)’de UV kromatograminda kopolimerin
ciktig1 zaman araliginda goriilen tek pik VP/AA-Peptid biyokonjugatini ifade etmektedir.
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(VP/AA kopolimeri UV 6zelligi tasimamaktadir) Sekil 5.3’de gosterilen UV kromatogramina
ait pik alan grafigindeki artis VP/AA-Peptid biyokonjugatlarinin icerdigi peptid
konsantrasyonu ile paraleldir. Bu biyokonjugatlarin 151k sa¢ilmasi kromatogrami da [sekil
4.43(c)] tek bir pik ile karakterize edilmektedir. Sekil 5.3’de IS kromatograminda diger
kromatogramlarla ayn sekilde pik alaninda artis goriilmektedir. Viskozite dedektoriinden elde
edilen kromatogramda ise tek bir pik bulunmaktadir. Bilesenlerinin farkli oranlarinda
sentezlenen VP/AA-Peptid biyokonjugatlarinin viskozitesi npepig/nvp/aa oranina bagl olarak

farklilik gostermektedir.
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Sekil 5.3 EDC ¢apraz baglayicisi varliginda Yontem 2’ye gore VP/AA kopolimer
konsantrasyonunun sabit, peptid konsantrasyonunun artan oranlarina bagli (npepia/nve/aa)
VP/AA-Peptid (135-161) Biyokonjugatlarma ait Viskotek cihazinin Kirilma Indisi (RI), UV,
Isik sagilmasi (IS), Viskosite (Vis) dedektorlerinin biyokonjugat pikine ait alan grafigi

Yukarida Kromatografik olarak yap1 analizi gerceklestirilen ve bilesenlerinin farkli
oranlarinda pH 7°de sentezlenen VP/AA-peptid biyokonjugatlariin floresans siddetinin (Imax)
peptid konsantrasyonuna bagli degisimi verilmistir (Sekil 4.45). Serbest 135-161 peptid
dizisinin 353 nm’deki maksimum dalga boyu VP/AA-Peptid biyokonjugatlarinda peptid
konsantrasyonunun artan oranina bagli olarak 349 nm dalga boyuna kaymaktadir. Bu maviye
kaymalar, VP/AA-Peptid biyokonjugatlarinin olusumu sonucu peptidin VP/AA zincirleri
tarafindan sarildigini ve peptiddeki triptofan amino asidinin sulu ortamdan uzaklastigini ifade
etmektedir. Hidrofilik 6zellikli 135-161 peptid dizisinin ¢apraz baglayici varliginda VP/AA
kopolimerine kooperatif baglanmasi sirasinda, polimerin sabit peptidin degisken oldugu,
Npepiia/Nvp/aa oranlarindaki artisa bagli olarak biyokonjugatin konformasyonunda degisimler
s0z konusu olmaktadir ve bu yap1 degisimi asagidaki tarafimizdan asagidaki sekilde sematize

edilmektedir.
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Sekil 5.4 Hidrofilik 6zellikteki 135-161 peptidi ve VP/AA kopolimeri ile sentezlenen VP/AA-
peptid biyokonjugatlarinin peptid oraninin artmasi ile yapisinda meydana gelen
degisimlerinin sematik gosterimi

VP/AA-Peptid biyokonjugatlarinin yap1 ve karakterizasyonun daha iyi agiklanmasi amaciyla
EDC c¢apraz baglayicisi varliginda Yontem 2’ye gore peptid konsantarasyonunun sabit,
VP/AA kopolimer konsantrasyonunun artan oranlarina bagli (npepia/nveaa) olarak pH 7°de
VP/AA-Peptid (135-161 peptid dizisi) biyokonjugatlart sentezlendi. Bu VP/AA-Peptid
biyokonjugatlarina ait viskotek cihazinin kirilma indisi detektoriinden alinan kromatogram tek
bir pik ile karakterize edilmektedir. npepia/nypaa oraninin 3, 5 ve 7 oldugu durumda
sentezlenen VP/AA-Peptid biyokonjugatlarlarina ait alikonma zamani kopolimerin alikonma
zamani ile ayni iken, nNpepia/nvpaa Oranmnin 9 oldugu durumda sentezlenen konjugata ait
alikonma zamani kopolimerin alikonma zamanina gore daha kiigiik degere kaymustir. Sekil
5.5’de kirilma indisine ait kromatogramlarin pik alan grafikleri verilmektedir. VP/AA-Peptid
biyokonjugatlarinda kopolimer konsantarasyonunun artan oranmna bagli pik alanindaki
degisim nNpepia/nyvp/aa 3, 5, 7 oranlarinda dogru orantili olarak azalmaktadir. npepia/nypaa=9
oraninda ise hafif bir yiikselme gorilmektedir. UV detektoriine ait kromatogramda ise
kopolimerin ¢iktig1 zaman araliginda konjugata ait 1 biiyiik pik ve peptide ait 2. kiigiik bir pik
goriilmektedir. Bu konjugatlara ait Viskotek kromatogrami alan grafiginde npepia/nyvpaa=3
oraninda sentezlenen biyokonjugat en kiiciik pik alanina, npepia/nvpaa=9 oraninda sentezlenen
biyokonjugat ise en biiyiik pik alanima sahiptir. npepia/nvpaa=5 ve 7 oranlarinda sentezlenen
biyokonjugatlar ise biribirine yakin pik alanina sahiptir ve npepia/nvpaa=3 ile Npepia/Nvp/an =9
oranlarindaki piklerin alanlarimin arasindaki bir degere sahiptir. Isik sagilmasi detektoriinden
elde edilen kromatogramin pik alanlart npepia/nvpaa=3, 5 ve 9 olan oranlarinda artmakta,

Npepiia/Nyp/aa=/ olan oraninda ise azalmaktadir. Viskozite detektoriinden elde edilen
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kromatogramda bilesenlerinin npepia/nvpaa=3,5 ve 7 oranlarinda pik alaninda konsantrasyona
bagli artig goriilmekte; fakat npepia/nveaa=9 oraninin pik alaninda yapinin degismesinden

dolay1 azalma goriilmektedir.
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Sekil 5.5 EDC c¢apraz baglayicist varliginda Yontem 2’ye gore peptid konsantrasyonunun
sabit, VP/AA kopolimer konsantrasyonunun artan oranlarina bagli (npepia/nveaa) VP/AA-
Peptid (135-161 peptid dizisi) biyokonjugatlarima ait Viskotek cihazinin kirtlma Indisi (RI),
UV, 1s1k sacilmasi (IS), Viskosite (Vis) detektdrlerinin biyokonjugat pikine ait alan grafigi

Sekil 4.48’de peptid konsantrasyonunun sabit, kopolimer konsantrasyonunun artan
oranlarinda sentezlenen VP/AA-Peptid biyokonjugatlarinin floresans siddetinin (Imax) peptid
konsantrasyonuna baglilig1 verilmistir. VP/AA-Peptid biyokonjugatlarinin igerdigi peptid
orani sabit oldugundan I« siddeti tiim konjugatlarda sabittir. Serbest 135-161 peptid dizisine
ait 353 nm’deki maksimum dalga boyu, kopolimer konsantrasyonunun artan oranlarinda
sentezlenen VP/AA-Peptid biyokonjugatlarinda 335 nm dalga boyuna kaymaktadir. Bu
maviye kaymalar, VP/AA-Peptid biyokonjugatlarinin olusumu sonucu peptidin VP/AA
zincirleri tarafindan sarildigini ve peptiddeki triptofan amino asidinin sulu ortamdan
uzaklastigini ifade etmektedir. Bu sonuglar 1s18inda karigimdaki peptid oligomerlerinin
polimer makromolekiiline kooperatif mekanizma ile baglandigi bulunmustur. Rastgele
olmayan dagilimla ger¢eklesen peptid-polimer kovalent konjugatlari, komponentlerin orani ile
yonlendirilmekte ve daha kompakt bir yap1 ile karakterize edilmektedirler. Farkli
Npeprid/Npolimer OTanlarinda kromatografik diyagramlarin 2 pikle (konjugat ve serbest polimer
piki) karakterize edilmesi ve konjugat ile serbest peptidin Ay« flouresans degeri arasinda mavi
bolgeye kaymalarin goriilmesi baglanma mekanizmasiin kooperatif olarak gerceklestigini

kanitlamaktadir.
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Sekil 5.6 Hidrofobik 6zellikteki 170-188 peptidi ve VP/AA kopolimeri ile sentezlenen
VP/AA-peptid biyokonjugatlarinin VP/AA kopolimerinin oraninin artmasi ile yapisinda
meydana gelen degisimlerinin sematik gosterimi

Yontem 2’ye gore bilesenlerin orani npepia/nyvpaa=3 olacak sekilde sabit tutularak; pH 7°de,
farkli konsantrasyonlarda (bilesenlerinin konsantrasyonlar1 birbirinin katlar olacak sekilde
arttirilarak), VP/AA-Peptid (135-161 peptid dizisi) fiziksel kompleksleri ve biyokonjugatlar
sentezlenerek yap1 ve karakterizasyon degisimleri incelendi. Sekil 4.49 ve 4.50’deki Viskotek
cihazi kromatogramlarindan ve Sekil 4.53°deki florimetrik spektrumdan elde edilen bilgiler,

konjugasyonun bilesenlerin konsantrasyonuyla orantili olarak arttigin1 géstermektedir.

Hidrofobik o6zellikli 170-188 peptid dizisi kullanilarak Ydntem 2’ye gore VP/AA kopolimer
konsantrasyonunun sabit, peptid konsantrasyonunun artan oranlarinda (npepia/nve/aa) VP/AA-
Peptid biyokonjugatlar1 sentezlenmis ve biyokonjugatlarin yapi - karakterizasyonu peptid
konsantrasyonunun degisimine bagl olarak incelenmistir. Viskotek cihazinin RI, UV, IS ve
Viskozite kromatogramlarinda VP/AA-Peptid biyokonjugatlar1 tek pikle karakterize
edilmektedir (Sekil 4.54).

Dort detektore baglh kromatogramlarda kirilma indisi degerleri biyokonjugatlardaki peptid
konsantrasyonunun artan oranlarma bagl olarak degismektedir. npepia/nveaa=7, 9, 11, 15
oranlarma ait biyokonjugatlarinin kirilma indisi npepig/nvpas=1, 3, 5 oranindaki konjugatlarin
kirilma indislerine gore daha kiigiik degerlere sahiptir ve bu biyokonjugatlarin piklerinin

karakteristik 6zellikleri de farklidir. Bunun yani sira bu biyokonjugatlarin Viskotek cihaz1 UV
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kromatogramlari ile HPLC kromatogramlari da birbirleri ile ortiismektedir.
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Sekil 5.7 EDC ¢apraz baglayicisi varliginda Yontem 2’ye gore peptid konsantrasyonunun
sabit, VP/AA kopolimer konsantrasyonunun artan oranlarina bagli (npepia/nveaa) VP/AA-
Peptid (170-188 peptid dizisi) biyokonjugatlarina ait Viskotek cihazinin Kirilma Indisi (RI),
UV, Isik sagilmasi (IS), Viskosite (Vis) detektorlerinin biyokonjugat pikine ait alan grafigi

Yukarida kromatografik analiz sonuglar1 verilen VP/AA-Peptid biyokonjugatlarinin floresans
siddetinin (Imax), peptid konsantrasyonuna baglilig1 Sekil 4.56’da verilmistir. Serbest 170-188
peptid dizisinin 352 nm’deki maksimum dalga boyu VP/AA-Peptid biyokonjugatlarinda artan
peptid oranina bagl olarak 334 nm dalga boyuna kaymaktadir. Polimer miktarinin artmasina
bagli olarak biyokonjugatlara ait Am. dalga boyunda 6énemli miktarda mavi bolgeye kayma
gorilmektedir. Amax.’daki 20 nm’lik mavi bolgeye kayma peptidin N- ucundaki trp’in sudan
uzaklastigimi ve hidrofobik ortama c¢ekildigini gostermektedir, yani VP/AA kopolimer
molekiilleri ile peptid molekiillerinin baglanmasi sonucu triptofan aminoasidinin daha igeride
kaldigmi ve baglanma ile peptidin polimer molekiilleri tarafindan c¢evrelendigini
gostermektedir. Yapilan HPLC analizleri sonucunda VP/AA kopolimer konsantrasyonunun
sabit, peptid konsantrasyonunun artan oranlarinda (npepia/nveaa 1, 3, 5, 7, 9, 11, 15)

sentezlenen biyokonjugatlarin alanlar1 karsilagtirmali olarak Sekil 5.8’de verilmistir.
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Sekil 5.8 EDC capraz baglayicist varliginda Yontem 2’ye gore peptid konsantrasyonunun
sabit, VP/AA kopolimer konsantrasyonunun artan oranlarina bagli (npepia/nveaa) VP/AA-
Peptid (170-188 peptid dizisi) biyokonjugatlarina ait HPLC alan grafigi

Hidrofobik 6zellikli 170-188 peptid dizisi kullanilarak, VP/AA kopolimer konsantrasyonunun
sabit, peptid konsantrasyonunun artan oranlarinda (npepia/nve/aa) sentezlenen VP/AA-Peptid
biyokonjugatlarinin HPLC alan grafikleri ve diger tim analiz sonuglar1 degerlendirilerek
tarafimizdan bu biyokonjugatlara ait yapi-karakterizasyon degisimi asagidaki sekilde sematize

edilmigtir.

Sekil 5.9 Hidrofobik 6zellikteki 170-188 peptidi ve VP/AA kopolimeri ile sentezlenen
VP/AA-peptid biyokonjugatlarinin peptid oraninin artmasi ile yapisinda meydana gelen
degisimlerinin sematik gdsterimi

HPLC alan grafiginden de anlagilacagi gibi VP/AA kopolimerinin sabit tutularak hazirlandigi
biyokonjugatlarda, peptid miktar1 arttirildiginda, bir orana kadar kopolimere her seferinde
daha fazla peptidin baglandig1 ancak oranin 9 oldugu degerde kopolimerin peptide doydugu
ve daha fazla peptid baglayamadigi bu nedenle ortama daha fazla peptid eklense bile

baglanma olmadan ortamda serbest kaldig1 anlagilmaktadir.
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EDC c¢apraz baglayicisi varliginda Bovine Serum Albumin (BSA) ile Sap Hastalig Viriisiiniin
oranina sahip BSA-Peptid biyokonjugat1 sentezlendi. BSA-Peptid biyokonjugatlarin HPLC-
Viskotek cihazlar1 ile yap1 karakterizasyonu tayin edildi. BSA-Peptid biyokonjugati,
immiinizasyonlar1 yapilan farelerin serumlarinda VP/AA-Peptid biyonjugatina karsi spesifik
olarak olusan antikor miktarinin saptanmasi amaciyla ELISA plakalarinin kaplanmasinda
kullanildi. Ayrica sentezlenen bu BSA-peptid biyokonjugatinin antijenik 6zelligini test etmek

amaciyla balb/c farelerede immiinizasyon yapildi.

Mustafaev ve arkadaglar1 (2002) tarafindan yapilan ve diisiik immiinolojik 6zellikteki Betulin
(B) molekiiliiniin tasiyici protein olan BSA’ya % 90 verimle kovalent olarak baglandigi
calismada BSA*B  konjugatlar1  1-etil3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid  hidrokloriir

kullanilarak sentezlemisler.

Deen ve arkadaglar1 (1990), diisiik orandaki hidroliz 6zelliginden dolay1 konjugasyon reaktifi
olarak  1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid  (EDC)’i  segtikleri ~ konjugasyon
calismasinda, tastyict protein olarak iglerinde BSA’nin da bulundugu cesitli molekiillerin,
sentetik peptidler (SP) ile konjugatlarini sentezlemisler. N-metil imidazol (NMI)iin
kullanildigi konjugasyon reaksiyonundan elde edilen konjugatlar ile standart EDC baglanma
reaksiyonundan elde edilen biyokonjugatlarla karsilastirilmis ve NMI’iin baglanma
reaksiyonu ve konjugatin immiinojenligi iizerine etkisi arastirilmistir. Standart baglanma
reaksiyonunda (RC=Regular Coupling) 10 mg/mL tasiyic1 protein ve 20 mg/mL sentetik
peptid 0.35 M MES (2-Morpholinoetansiilfonik asit) tamponunda (pH=5,0) ¢6ziinmiis ve oda
sicakliginda yine MES tamponunda ¢6ziinen EDC damla damla peptid ve BSA c¢ozeltisi
iizerine eklenmistir. Daha sonrasindasin da karigim 4 °C’de bir gece konjugasyona
birakilmistir. Gelistirilmis baglanma reaksiyonunda (MC=Modified Coupling) ise 0.5 M N-
Metil imidazol (pH=6,0) peptid ve proteinin ¢dziinmesinde kullanilmis, sonrasinda karigima
EDC eklenmis ve 30 dakika oda sicakliginda reaksiyon i¢in bekletilmis ve konjugatin PBS’e
kars1 diyalizi yapilmistir. Konjugat i¢in protein miktar1 sabit tutularak SP/Protein = 100 ve
EDC/SP = 0.5-50 arasinda degisen oranlarla ¢alisilmistir. Calismalar sonucunda NMI ile
olusturulan konjugatlarin serbest peptidlere karsi daha spesifik immiin cevaplar olusturdugu

saptanmigstir (Deen vd., 1990).
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5.1.3 Mikrodalga Teknolojisi Kullamlarak, Organik Ortamda Sentetik Polianyon
VP/AA Kopolimeri ile Sap Hastalig1 Viriisiiniin VP1 Kapsid Proteininin Sentetik

Peptid Antijenlerini iceren Biyokonjugatlarina Ait Tartisma

[Ik kez 1986°da R. Gedye ve R. J. Majetich tarafindan organik kimyada mikrodalga
teknolojisinin  kullanilmasiyla yapilan calismada, 1sitict gibi cihazlarla 1sitilarak
gergeklestirilenlere gore, reaksiyonlarin ¢ok daha hizli ilerledigi (6rnegin 8 saat siirebilecek
bir reaksiyonun dakikalar icinde tamamlandigi) goriilmiistiir. Mikrodalga yontemi baglarda
cok ragbet gérmemesine ragmen, ilerleyen teknolojiyle birlikte her gecen giin daha g¢ok

kullanilan bir yontem haline gelmektedir (Larhed, 2001; Kappe, 2004, 2006).

Normal 1sitma sistemlerinde verilen 1s1 ile once 1sitict 1sinmakta daha sonra bu enerji
reaksiyon kabina aktarilmakta ve reaksiyon kabi dahil tiim sistemin sicakliklari esit olana
kadar 1s1 enerjisi reaksiyon ¢ozeltisine aktarmakta ve iirlinlerin olugmasi i¢in gerekli enerji bu
sekilde karsilanmaktadir. Mikrodalga yonteminde ise, Ornek dogrudan, reaksiyon kabi
tarafindan degil, mikrodalga 1sinlar1 tarafindan isitilmaktadir. Bu yontemin en 6nemli iki
faydasi; Reaksiyon karigimina daha etkin bir enerji aktarimi ve Reaksiyon kabinin ortasi ile

kenarindaki bilesenlerin esit miktarda enerjiye maruz kalmalaridir.

Sekil 5.10 Mikrodalga Teknolojisinda 1s1 dagilimi (Brittany, 2002)

Mikrodalgayla enerji transferi her nanosaniyede bir ger¢eklesmekte ve bu siire molekiillerin
durulmasi i¢in gerekli siireden daha kisa olmaktadir. Molekiiller tamamen durulmadan tekrar
tekrar enerjiye maruz kaldiklarindan, reaksiyonun gerceklesmesi igin gerekli aktivasyon
enerjisini asabilecek duruma gelmeleri kolaylagsmakta ve reaksiyon c¢ok daha c¢abuk

tamamlanmaktadir (Larhed, 2001; Kappe, 2004, 2006).

EDC capraz baglayicisi varliginda sentezlenen VP/AA-Peptid biyokonjugatlarinin Viskotek

ve HPLC cihazlarinin UV kromatogramlarinda bir miktar peptidin reaksiyona girmeden
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serbest kaldig1 ve reaksiyon veriminin buna bagl olarak diistiigii goriilmiistiir. Boliimiize 25-
DPT-07-04-01 no’lu ‘Biyomedikal Malzemeler ve Yapay Dokular’ projesinden alinan Liberty
Peptid Sentez Cihazinda mikrodalga teknolojisi  kullanilarak  peptid sentezi
gerceklestirilmektedir. Mikrodalga teknolojisi peptid sentezinde verimi arttirdigindan,
calismalarimizda  kullanilan ~ VP/AA-Peptid  biyokonjugatlarinin ~ sentezinde  de

kullanilabilecegi ve biyokonjugasyonun verimini arttiracagi diistiniilmiistiir.

Karsilagtirma amaci ile bilesenlerinin konsantrasyonlar1 ayni olacak sekilde VP/AA-Peptid
biyokonjugatlari; hem EDC c¢apraz baglayicist varliginda Yontem 2’ye gore, hem de
mikrodalga teknolojisi kullanilarak organik ortamda sentezlenmistir. ki farkli metotla
sentezlenen VP/AA-Peptid biyokonjugatlarina ait viskotek cihazinin kromatogramlart Sekil

5.11°de gosterilmektedir.

Sekil 5.11 0.01 M PBS pH 7’de hazirlanmis (1) % 0.2 VP/AA (25/75; Mw=80.000)
Kopolimeri, (2) % 0. 006 Sap Hastalig1 Viriisiiniin fonksiyonel antijen 6zelligi tasiyan yapisal
VP1 Kapsid Proteininin 135-161 Peptid Dizisi, (3) EDC ¢apraz baglayicisi varliginda yontem

2’ye gore sentezlenen VP/AA-Peptid biyokonjugati (4) Organik Ortamda Mikrodalga
Yontemi kullanilarak sentezlenen VP/AA-Peptid Biyokonjugatlarina ait Viskotek Kirilma
Indisi detektérii (a), UV detektorii (b), Isik Sacilmasi detektérii (c), Viskozite detektorii (d)
kromatogramlari

Viskotek cihazinin UV kromatogramlari incelendiginde EDC varliginda yontem 2’ye gore

sentezlenen VP/AA-Peptid biyokonjugati 2 pik ile karakterize edilmektedir. Birinci pik



165

biyokonjugata kars1 gelirken, ikinci pik ise reaksiyona girmeyen serbest peptidi
gostermektedir. Mikrodalga teknoloji kullanilarak organik ortamda sentezlenen VP/AA-
Peptid biyokonjugat: ise tek pik ile karakterize edilmektedir. Tek pik ortama eklenen tiim
peptidin reaksiyona girdigini ve serbest peptid kalmadigini gostermektedir. Ayrica
mikrodalga teknolojisi ile sentezlenen biyokonjugatin pik alam1 EDC varliginda sentezlenen
biyokonjugata gore daha fazladir. Bu da bize peptid sentezinde yiiksek verim saglayan
mikrodalga teknolojisinin, VP/AA-Peptid biyokonjugatlarinin sentezinde biyokonjugasyon

verimini attirdigini agik bir sekilde gostermektedir.

Kromatografik analizlerin yanisira karsilastirma amaci ile sentezlenen biyokonjugatlarin
zetasizer cihazinda boyut ve zeta potansiyel Olgiimleri de yapilmistir. Serbest VP/AA
kopolimeri ve serbest 135-161 peptid dizisi pH 7°de karboksil gruplarmin negatif yiikli
olmasindan dolay1 -33,0 mV ve -13.5 mV zeta potansiyeline sahiptir. VP/AA-Peptid (135-161
peptid dizisi) fiziksel kompleksleri -22.5 mV, EDC varliginda yontem 2’ye gore sentezlenen
biyokonjugat1 -18.7 mV, mikrodalga teknolojisi kullanilarak organik ortamda sentezlenen
VP/AA-Peptid biyokonjugati ise -16.1 mV zeta potansiyele sahiptir. Buradaki zeta potansiyel
degerlerinin azalmas1 VP/AA ve peptid molekiillerindeki negatif yiiklii karboksil gruplariin
konjugasyon reaksiyonu sonucu amino gruplar ile baglanmasi ve amid bagi olusturmasi,

bunun neticesinde de negatif yiiklerinin kaybolmasi ile agiklanmaktadir.

VP/AA-Peptid fiziksel komplekslerinin ve her iki metotla sentezlenen VP/AA-Peptid
biyokonjugatlarinin amino grubu sayist ve konjugasyon derecesi floreskamin yontemi ile
saptanmustir. Sekil 5.12°de Iynax’10 Nforeskamin /Mpeptid Oranina bagli degisimi verilmektedir. Bu
sekilden de goriildiigii tizere; peptid (1), npepiia/Nvp/aa=2 (2) Ve Npepria/nvp/aa=4 (3) oranlarinda
hazirlanan VP/AA-peptid fiziksel komplekslerine ait I;,,x degerlerinin birbiri ile yakin oldugu

gorilmistiir.

Ancak EDC c¢apraz baglayic1 varliginda sulu ortamda npepia/nveaa=2 (4) ve mikrodalga
teknolojisi kullanilarak organik ortamda [npepia/Nveaa=2 (5) Ve Npepia/Nyvpaa=4 (6)]
sentezlenen biyokonjugatlarin I« degerlerinin serbest peptide gore olduk¢a diisiik oldugu
goriilmektedir. Bu bize konjugasyon reaksiyonu sonunda biyokonjugatin yapisinda
floreskaminin baglanabilecegi serbest amino grubu sayisinin azaldigimi gostermektedir.
Bilesenlerinin npepia/nvpaa=2 oraninda EDC capraz baglayicis1 varliginda yontem 2’ye gore
sentezlenen VP/AA-Peptid biyokonjugatinin floreskamin reaksiyonu sonrasinda floresans
siddetide serbest peptide oranla azalmistir. Fakat hem EDC capraz baglayicisi hem de

mikrodalga teknolojisi ile npepia/nvp/as=2 oraninda sentezlenen biyokonjugatlarin I siddeti
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farklilik gostermektedir. Serbest peptide kiyasla, EDC ile sentezlenen biyokonjugatlarda
serbest amino grubu sayisinin azaldigi ama bu azalmanin organik ydntemle sentezlenen
konjugatlardaki kadar fazla olmadig1 goriilmiistiir. Bu da bize Viskotek sonuglar ile paralel
olarak mikrodalga teknolojisi kullanilarak sentezlenen biyokonjugatta, kopolimere daha fazla
peptid molekiiliiniin baglandigin1 ve daha fazla amino grubunun kapanmis oldugunu
gostermektedir. Amino grubu sayisinin azalmasina bagl olarak da L.« siddetinde daha fazla
azalma goriilmektedir c¢iinkii floreskaminin baglanacagi amino grubu sayisi daha da
azalmistir. EDC ile sulu ortamda yapilan konjugat sentezinde ise kopolimere daha az peptid
molekiiliiniin baglandigi ve serbest amino grubunun azaldigi ancak azalmanin organik

ortamdaki sentezlenen konjugattaki kadar olmadig1 goriilmiistiir.

Tim bu sonuglar 1s18inda reaksiyon veriminin mikrodalga yontemi ile sentezlenen
biyokonjugatlarda daha yiiksek oldugunu soyleyebiliriz.
120000 -
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Sekil 5.12 (1) % 0.003 Sap Hastalig1 Virlisiiniin 135-161 peptid dizisi, (2) VP/AA-Peptid
Fiziksel Kompleksi (npepia/nve/aa=2), (3) VP/AA-Peptid Fiziksel Kompleksi (npepia/nve/aa=4),
(4) EDC ¢apraz baglayicisi varliginda sentezlenen VP/AA-Peptid Biyonjugati
(Npeptia/nvp/aa=2), (5) Mikrodalga Teknolojisi kullanilarak organik ortamda sentezlenen
VP/AA-Peptid Biyokonjugati (npepia/nveaa=2), (6) Mikrodalga Teknolojisi kullanilarak
organik ortamda sentezlenen VP/AA-Peptid Biyokonjugati (npepia/nvpas=4) ait flouresans
siddet degisimi

5.2 Sap Hastah@: Viriisiiniin VP1 Kapsid Proteininin Sentetik 135-161 Peptid
Dizisini iceren Fiziksel Kompleks ve Biyokonjugatlarin MCF-7 Kanser Hiicre

Cogalmasi Uzerine olan In Vitro Etkilerinine Ait Tartisma
Farkli metodlarla hazirlanan VP/AA-Peptid fiziksel kompleksleri ve farkli metodlarla
sentezlenen VP/AA-Peptid biyokonjugatlarinin antijenik ve koruyucu ozellikleri balb/c
farelerde test edilmeden dnce bu biyokonjugatlarin hiicre ¢ogalmasi lizerine olan etkisi in

vitro olarak degerlendirildi. Bu c¢aligmalar boliimiimiiziin ‘Hiicre Kiiltiir Laboratuvar’inda,
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Prof. Dr. Adil Allahverdiev baskanliginda, grup ¢aligsanlari tarafindan gergeklestirldi.

5.2.1 Serbest peptidin MCF 7 Hiicreleri Uzerindeki Toksik Etkisinin Degerlendirilmesi

Yapilan mikroplak kiiltiir deneyinde serbest peptidin degisik konsantrasyonlarinin (4 mg/mL,
2 mg/mL, 1 mg/mL, 0.75 mg/mL, 0.5 mg/mL, 0.2 mg/mL) MCF 7 hiicreleri iizerinde etkisi
incelendi. Serbest peptid konsantrasyonlar1 4 mg/mL, 2 mg/mL ve 1 mg/mL olacak sekilde
peptid ¢ozeltisi eklenmis olan kuyulardaki hiicreler kontrol grubu hiicrelerine benzer bir
morfolojik ozellik gosterirken, kontrol grubundan farkli olarak yuvarlak hiicre sayisi biraz
daha fazladir. Serbest peptid konsantrasyonlari; 0.75 mg/mL, 0.50 mg/mL ve 0.20 mg/mL
olacak sekilde peptid ¢ozeltisi eklenmis olan kuyulardaki hiicrelerin ise kontrol grubundaki
hiicreler gibi saglikli oldugu gozlendi. MTT yontemi uygulanan kuyularda ise; serbest peptid
konsantrasyonlar1 4 mg/mL, 2 mg/mL ve 1 mg/mL olacak sekilde peptid ¢ozeltisi eklenmis
olan kuyulardaki hiicreler iizerinde formazan kristalleri kontrol grubu hiicreleri gibi olugsmus,
fakat formazan kristali olugturmamig 6lii hiicreler kontrol grubuna gore daha fazladir. Serbest
peptid konsantrasyonlari 0.75 mg/mL, 0.50 mg/mL ve 0.20 mg/mL olacak sekilde peptid
¢oOzeltisi eklenmis olan kuyulardaki hiicreler lizerinde kontrol grubuna benzer sekilde
formazan kristalleri gozlendi. MTT deney sonunda serbest peptidin 4 mg/mL degerlerinde
MCF 7 hiicreleri iizerine toksik etkisi gdzlenmediginden ICsy degeri hesaplanamamistir.

Serbest peptidin yiiksek konsantrasyonlarinda toksik etki gozlenebilir.

5.2.2 Serbest VP/AA kopolimerinin MCF 7 Hiicreleri Uzerindeki Toksik Etkisinin

Degerlendirilmesi

Bu mikroplak kiiltiir =~ deneyinde ise serbest VP/AA  kopolimerinin  degisik
konsantrasyonlarinin (15 mg/mL, 10 mg/mL, 4 mg/mL, 1.5 mg/mL, 1 mg/mL, 0.7 mg/mL,
0.4 mg/mL, 0.2 mg/mL, 0.1 mg/mL, 0.05 mg/mL) MCF 7 hiicreleri {izerinde etkisi incelendi.

Yapilan mikroskopik incelemeler sonucunda, kontrol grubu olan kuyulardaki hiicrelerin
morfolojik olarak saglikli oldugu gozlenirken, serbest VP/AA kopolimeri konsantrasyonlar
15 mg/mL ile 1 mg/mL arasindaki olacak sekilde polimer ¢dzeltisi eklenmis olan kuyulardaki
hiicrelerde deformasyon gozlendi. Hiicrelerin kiiciildiigii, ylizey uzantilarim1 kaybettigi ve
yuvarlak formda oldugu, yiizey kaplamasinin azaldigr morfolojik olarak tespit edildi. Serbest
VP/AA kopolimeri konsantrasyonlari 0.7 mg/mL ve 0.4 mg/mL olacak sekilde polimer
¢Ozeltisi eklenmis olan kuyularda ise normal morfolojiye sahip hiicrelerin oldugu
gozlemlenirken, fazla sayida yuvarlak hiicrelerin oldugu belirlendi. Serbest VP/AA

kopolimeri konsantrasyonlar1 0.2 mg/mL, 0.5 mg/mL ve 0.05 mg/mL olacak sekilde polimer
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cozeltisi eklenmis olan kuyulardaki hiicrelerin ise kontrol grubundaki hiicreler gibi saglikli

oldugu goézlemlendi.

MTT metodu sonrasinda 15 mg/mL serbest VP/AA kopolimeri konsantrasyonu uygulanan
kuyularda her alanda 10-15 hiicre iizerinde formazan kristal olusumu goézlenirken (kristal
olusmamis 6lii hiicre sayisi ¢cok fazla), 0.7 mg/mL ve 0.4 mg/mL serbest VP/AA kopolimeri
konsantrasyonu uygulanan kuyularda iizerinde formazan kristalleri olusmus hiicre sayisi
yaklasik olarak tiim hiicrelerin yaris1 kadardir. Serbest VP/AA kopolimeri konsantrasyonlari
0.2 mg/mL, 0.5 mg/mL ve 0.05 mg/mL olacak sekilde polimer ¢dzeltisi eklenmis olan
kuyularda ise hiicrelerin iizerinde olusan formazan kristalleri kontrol kuyularini andirmakla

birlikte, kontrol kuyularina gére daha fazla kristal olusturmamis 6lii hiicreye sahiptir.

Bu yontemle MCF 7 hiicrelerinin %50’sine etki eden serbest VP/AA kopolimerinin ICs
degeri 3.75 mg/mL olarak belirlendi.

5.2.3 VP/AA-Peptid fiziksel karisimimin MCF 7 Hiicreleri Uzerindeki Toksik Etkisinin

Degerlendirilmesi

Yapilan bu mikroplak kiiltiir deneyinde VP/AA-Peptid fiziksel karisimimin degisik
konsantrasyonlarinin (3.2 mg/mL, 2 mg/mL, 1.2 mg/mL, 0.4 mg/mL, 0.32 mg/mL, 0.24
mg/mL, 0.16 mg/mL, 0.08 mg/mL, 0.04 mg/mL) MCF 7 hiicreleri iizerinde etkisi incelendi.

VP/AA-peptid fiziksel karisiminin konsantrasyonlart 0.4 mg/mL, 0.32 mg/mL, 0.24 mg/mL,
0.16 mg/mL, 0.08 mg/mL, 0.04 mg/mL olacak sekilde fiziksel karisim ¢dzeltisi eklenmis olan
kuyulardaki hiicrelerin morfolojik incelemeleri neticesinde; bu kuyulardaki hiicrelerin kontrol
grubu hiicrelerine benzer bir morfolojik 6zellik gostermektedir. 2 mg/mL, 1.2 mg/mL olan
konsantrasyonlarda fiziksel karisim ¢ozeltisi eklenen kuyularda kontrol grubundan farkli
olarak yuvarlak hiicre sayis1 biraz daha fazladir. VP/AA-peptid fiziksel karisiminin
konsantrasyonu 3.2 mg/mL olacak sekilde ¢ozelti eklenmis olan kuyulardaki hiicrelerin ise %
50°den fazlasinin 6li oldugu gozlenmistir. 2 mg/mL, 1.2 mg/mL olan konsantrasyonlarda ise
formazan kristalleri kontrol grubuna benzer sekilde olusmus, fakat formazan kristali
olusturmamuis 6lii hiicrelerin kontrol grubuna gore daha fazla oldugu gbézlenmistir. En yiiksek

konsantrasyonda ise ¢ok az formazan kristalleri goriilmiistiir.

MCF 7 hiicrelerinin %50’sine etki eden VP/AA-Peptid fiziksel karisiminin I1Csy degeri 3.2

mg/mL olarak belirlenmistir.
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5.2.4 VP/AA-Peptid Biyokonjugatimin MCF 7 Hiicreleri Uzerindeki Toksik Etkisinin

Degerlendirilmesi

Mikroplak kiiltiir deneyinde VP/AA-Peptid Biyokonjugatinin degisik konsantrasyonlarinin
(3.2 mg/mL, 2 mg/mL, 1.2 mg/mL, 0.4 mg/mL, 0.32 mg/mL, 0.24 mg/mL, 0.16 mg/mL, 0.08
mg/mL, 0.04 mg/mL) MCF 7 hiicreleri tizerindeki etkisi incelendi.

VP/AA-peptid biyokonjugat konsantrasyonlari; 0.4 mg/mL, 0.32 mg/mL, 0.24 mg/mL, 0.16
mg/mL, 0.08 mg/mL, 0.04 mg/mL olacak sekilde biyokonjugat ¢o6zeltisi eklenmis olan
kuyulardaki hiicrelerin morfolojik incelemeleri neticesinde kuyulardaki hiicrelerin kontrol
grubu hiicrelerine benzer bir morfolojik 6zellik gosterdigi gozlenmistir. 2 mg/mL, 1.2 mg/mL
olan konsantrasyonlarda kontrol grubundan farkli olarak yuvarlak hiicre sayis1 biraz daha
fazladir. VP/AA-peptid biyokonjugat konsantrasyonu 3.2 mg/mL olacak sekilde eklenmis
olan kuyulardaki hiicrelerin ise yaklasik % 50’sinde kristal olugsmustur. 2 mg/mL, 1.2 mg/mL
olan konsantrasyonlarda formazan kristalleri kontrol grubuna benzer sekilde olusmus, fakat
formazan kristali olusturmamis 6lii hiicreler kontrol grubuna goére daha fazladir. En yiiksek

konsantrasyonda ise ¢ok az formazan kristalleri gézlenmistir.

Tiim bu deneyler neticesinde MCF 7 hiicrelerinin %50’sine etki eden VP/AA-Peptid
konjugatin ICsy degeri 2.83 mg/mL olarak belirlendi.

5.3 Dolayh yoldan Enzim Bagh immiin Assay (ELISA) Yontemi Kullamilarak
Farelerden Almnan Serum Orneklerinde VP/AA Kopolimeri-Sap Hastalig
Viriisiiniin - VP1 Kapsid Proteininin Sentetik Peptid Dizilerini iceren

Biyokonjugatlara Karsi1 Olusan Antikor Miktarina Ait Tartisma

Iki farkli yontemle hazirlanan VP/AA-Peptid fiziksel karisimlari ve iki farkli y&ntemle
sentezlenen VP/AA-Peptid biyokonjugatlar1 ayr1 zaman araliklarinda farelere enjekte edildi.
EDC varliginda yontem 2’ye gore bilesenlerinin farkli oranlarinda hazirlanan VP/AA-peptid
fiziksel kompleksleri ve biyokonjugatlarinin balb/c farelere enjeksiyonlar1 Cizelge 4.6’da
verilen sekilde yapilmistir. Sekil 4.76’da tek bir doz intravenoz enjeksiyonlar1 yapilan ve 7
giin araliklarla 98 giin boyunca balb/c fare serumlarinda VP/AA-Peptid fiziksel karisimlarina
ve biyokonjugatlarina karsi spesifik olarak olusan antikor miktari indirek ELISA yontemi ile
saptanmistir (Dilgimen vd., 2001; Yiicel vd., 2001, 1999; Basalp vd., 2000, 1996b; Mustafev
vd., 1998, 1996; Engvall vd., 1980; Sauer vd., 1986). Sekil 5.13°te ¢izelge 4.6’da 6zellikleri
tanimlanan ve 7., 14., 21., 28., 35. giinlerinde kanlar1 alinan deney gruplarinda VP/AA-Peptid

fiziksel kompleks ve biyokonjugatlarina karsi olusan antikor miktarlar1 gosterilmistir.
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Sekil 5.13 EDC varliginda yontem 2’ye gore sentezlenen VP/AA-Peptid fiziksel karisim ve
biyokonjugatlarinin enjeksiyon sonrasi (35 giin boyunca) balb/c fare serumlarindan elde
edilen spesifik antikor diizeyi

Bilesenlerinin npepia/nvp/aa farkll oranlarinda 0.5 mg peptid/fare igerecek sekilde hazirlanan
ve tek doz enjeksiyonlan yapilan VP/AA-Peptid fiziksel komplekslerinin (Grup 2, Grup 3,
Grup 4) immiin yanit olusumunu indiiklemedigi goriilmiistiir. Bu fiziksel komplekslerin
HPLC kromatogramlarinda (Sekil 4.71) serbest peptide ait karakteristik ozelliklerin agir
bastig1 goriilmektedir. Molekiil agirligi 2974 olan serbest 135-161 peptidi (Grupl) immiin
yanit olusumunu aktifleyemezken; serbest peptidin freund adjuvant ile karisimi (Grup 9) ¢ok
¢ok diisiik diizeyde de olsa immiin sitemi aktiflemistir. Literatiir taramalarinda; molekiil
agirhigr yaklasik 1500°den az olan sentetik antijenlerden immiin yanit elde etmek icin peptid
molekiiliini bir tagtyict molekiile baglamak gerektigi sdylenmektedir (Kabanov, 2004; Ibarz
vd., 2000; van Driel vd., 1999; Mustafev vd., 1996b; Altman vd., 1991). Bilesenlerinin
Npeptid/Nvp/aa farkll oranlarinda 0.5mg peptid/fare igerecek sekilde hazirlanan VP/AA-Peptid
biyokonjugatlarmin (Grup 5, Grup 6, Grup 7) tek bir defalik immnizasyonu sonucu diisiik
seviyedede olsa fare serumlarinda bu konjugatlara spesifik olarak antikor olusumu

gbzlenmistir.

Dilgimen ve arkadaglari;; (2001) esit konsantrasyonda BSA igeren CP-BSA konjugat
¢ozeltilerini (0.01-0.10 g/dl diliie ve 0.448-2.286 g/dl konsantre) farelere enjekte etmis ve
konsantrasyonu diigiik ve yiliksek olan CP-BSA konjugatlarina kars1 immiin cevap olusumunu
incelemislerdir. Farelere serbest BSA enjekte edilmesi durumunda doza bagl olarak antikor
olusumu tetiklenmistir. Konsantrasyonu diisiitk (0.01-0.10 g/dl) CP-BSA ¢ozeltilerine karsi
¢ok diisiik diizeyde antikor olustugunu rapor etmislerdir. Konsantre 0.448-2.286 g/dl CP-BSA

¢oOzeltilerine karsi immiinizasyon sonrasi 7 giinde maksimuma ulagan ve 50 giin boyunca
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etkisini slirdiiren immiinolojik aktivite gdzlemislerdir.

Sauravi ve arkadaglart 1999°da yaptiklar1 bir calismada 10 amino asid dizisinden olusan
luteizin salict hormonunu (LHRH) tastyici bir protein yerine T4 epitopuna 4 farkli
konformasyonda, capraz baglayici varliginda kovalent olarak baglamiglar. 20 nmol LHRH
peptid dizisi igerecek sekilde Freund’s adjuvant (CFA) ile karigtirilarak balb/c farelere enjekte
etmigler. 4 hafta sonra ikinci bir immiinizasyon yapmislar. Ayn1 konsantrasyonda enjekte

edilen immiinojenlerden sadece birine kargi immiinolojik yanit alinmisgtir.

Calismamizda; 5, 6, 7 gruplarda gozlenen diisiik immiin cevap olusumunun, yukarida
belirtilen ¢alismalardaki gibi biyokonjugat icerisinde bulunan peptid konsantrasyonuna ve

VP/AA-Peptid biyokonjugatinin konformasyonuna bagh olacag diisiiniilmektedir.

Bilesenleri npepia/ngsa=3 oraninda 0.5 mg peptid/fare igerecek sekilde sentezlenen BSA-
Peptid biyokonjugatina karsi tek doz enjeksiyonla immiin sistem aktiflenmis (Grup 8) ve
antikor miktar1 21. giinde maksimuma ulastiktan sonra azalmaya baslamistir. Enjeksiyon
sonrasinda 98. giinde dahi oldukga yiiksek BSA-Peptid biyokonjugatina kars1 spesifik antikor
bulunmaktadir. Benzer sonuglar Mustafaev, 2004, 2002, 1996; Kabanov, 2004; Dilgimen vd.,
2001; ve Basalp vd., 2000 tarafindan da daha 6nce raporlanmistir.

Ikinci bir immiinizasyon islemi mikrodalga teknolojisi ile sentezlenen VP/AA-Peptid
biyokonjugatlar1 ile gerceklestirilmistir. Her bir grupta 4 erkek balb/c fare igeren 6 grup
olusturuldu (Cizelge 4.7). Bilesenlerinin npepia/nvp/aa= 2 ve 4 oranlarinda 0.5 mg peptid/ fare
icerecek sekilde sentezlenen VP/AA-Peptid biyonjugatlart immiin sistemi aktiflemislerdir
(Sekil 4.77). Sekilde 5.14°te tiim gruplarda 21. glinde antikor miktar1 maksimuma ulasmis ve
sonra azalmaya baslamistir. Bilesenlerinin npepia/nyvpaa=4 oranmnda 0.5 mg peptid/ fare
icerecek sekilde sentezlenen VP/AA-Cu'-Peptid biyokonjugatina karsi en fazla immiin yamt

olusmus ve aktif immiin sistem etkisini 56 giin boyunca siirdiiriistir.

Cu'? igeren iiglii komplekslerin ve kovalent konjugatlarm kisa siirede primer ve sekonder
immiin sistemi aktiflestirdigi bildirilmektedir (Mustafaev, 2004, Bayiilken 2004; Basalp vd.,
2002; Filenko vd.i 2001; Yiicel vd., 2001; Mustafaev vd., 1998,1996).

Serbest VP/AA (25/75; Mw 80 000) kopolimeri ve serbest peptid enjeksiyonu yapilan grup
E’de 21. giinde immiin cevap en diisiik diizeyde olusmus ve hemen sonrasinda sonmiistiir.
Bilesenlerinin npepia/nvpaa=4 oranlarinda, 0.2 mg peptid/ fare igerecek sekilde sentezlenen
VP/AA-Peptid biyonjugatlarina (VP/AA kopolimer; 50/50) kars1 bilesimindeki peptid oranina

bagli olarak daha diisiik immiin yanit alinmistir.
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Sekil 5.14 Mikrodalga teknolojisi kullanilarak, organik ortamda sentezlenen VP/AA-Peptid
biyokonjugatlarinin enjeksiyon sonrasi (56 giin boyunca) balb/c fare serumlarindan elde
edilen spesifik antikor diizeyi

Petrov ve arkadaglar1 (1985); influenza A virlisiinden izole edilen hemaglutinini (HA),
hemaglutinin ve ndraminidaz karisimimi (HA+NA) ve matrix proteinini (M) sentetik bir
polielektrolite kovalent olarak baglanmislar. Olusan konjugatin (virogat) farelere tek bir
enjeksiyonu ile viral antijenlere spesifik primer immiin cevabin etkin bi¢cimde stimule edildigi
rapor edilmistir. Virogatlarla (HA'P veya (HA+NA)-P) immiinize edilen fareler, homolog
virulans enfeksiyon sonucu Oliim riskinden biiyiikk oranda korunmustur. Farelerin, 1934
influenza susundan orijinlenen M proteini ihtiva eden M-P virogatiyla immiinizasyonu sonucu

1980 susun oldiiriicii etkisine kars1 koruyucu oldugunu gostermislerdir.

Mustafaev ve arkadaglar1 (1996), farkli miktarda Cu®? iceren PAA-Cu'*-BSA icli
kompleksine karsi olusan antikor miktarini aragtirmislar. Farelerin serbest BSA ile tek bir
immiinizasyonuna karsilik ¢ok diisiik seviyede antikor olustugunu rapor etmisler. Farkli
konsantrasyonlarda Cu' iceren PAA-Cu™*-BSA iiclii kompleksine karsi, serbest BSA’ya
kars1 olusan antikor ile aymi diizeyde yanit almislar. Fakat Cu™ konsantrasyonunun yiiksek
degerinde sentezlenen PAA-Cu™-BSA iiclii kompleksine karsi daha 6nce BSA’nin immiin
cevap olusturmayan konsantrasyonunda yiiksek Cu™ konsantrasyonuna bagli immiin yanit
olusumunu gozlemisler. Immiin yanit olusumunun zamana bagh olarak arttigini ve
maksimuma ulagtiktan sonra azaldigim1 sdylemektedirler. Ayrica antikor olusumu npaa/ngsa

oranina bagl ve ti¢li kompleksteki PAA konsantrasyonuna bagli olarak artmaktadir.

Sap Hastalig1 virlisiine karsi, bu virlisiin peptid antijenlerini ile PE igeren sentetik as1

calismalar1 Tiirkiye’de Mustafaev ve Deliloglu baskanliginda olusturulan grup tarafindan
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baslatilmistir. Ay, serotip Sap hastaligi viriisiiniin 40-60 ve 135-160 peptid epitoplarini
Merrifield kati-hal kimyasal yontemi ile sentezlemisler ve karbodiimid varliginda dogrudan
iki farkli yapili kopolimere kovalent baglarla baglamislar. Protein tasiyicisinin biyokonjugatin
yapisinda gerekli olup olmadigimin anlasilmasi igin diger 6rnekleri farkli yontemlerle sentez
etmistir. Peptidler 6nce sigir serum alblimin proteini ile kovalent konjuge edilmis ve ikinci
asamada protein-peptid biyokonjugatlar1 ve sentetik polielektrolitler arasinda elektrostatik ve
iyon koordinasyon polikompleksleri olusturularak peptid igeren biyopolimer sistemler
hazirlanmistir.  Gelistirilmis peptid igeren polimerik biyokonjugatlarin  immiinolojik
ozelliklerini farelerde arastirmislar ve kan serumlarinda yiiksek titreli peptide pesifik antikor
olusturdugunu  saptamiglar. Peptid asilarinin  sigirlarda  etkin  galisabilmesi  i¢in
biyokonjugatlarin yapisinda eszamanli olarak viriis-spesifik T-helper lemfositlerinin

aktivasyonu i¢in gerekli olan T-epitoplarininda bulunmasinin 6nemli oldugunu vurgulamislar.

Villen ve arkadaslar1 2004 yilinda yaptiklar1 ¢alismalarinda, sap hastaligi viriisiiniin VP1,
VP2 ve VP3 kapsid proteininin antijenik 6zellikli A ve D bdlgelerine ait peptid dizilerini
kullanarak c¢ok bilesenli peptid asis1 gelistirmisler. Sap hastalig1 viriisiiniin antijenik 6zellige
sahip A bolgesinde yer alan A24 ve A19 peptid dizileri ile D bolgesinde yer alan DS
bolgesine ait peptid dizilerini sentezlemisler. Farkli konsantrasyonlarda tek peptid dizisi
freund’s adjuvant (CFA) ile karistirilmis ve kobaylara enjekte edilmistir. ikinci bir grup
kobay hayvanlarina, A bolgesi peptidini ya tek basina ya da D8 peptidi ile kombine bir
sekilde enjekte etmisler. Kobay modellerinde ilk immiinizasyondan sonra D8 peptid dizisine
kars1 en yiiksek spesifik cevap almiglar ve diger peptid dizilerine karst 2. immiinizasyondan

sonra immiin cevap olusumu gozlemislerdir.

Beignon ve arkadaglar1 (2005) sap hastaligl viriisiiniin VP1 kapsid proteininin 141-159
aminoasid dizisinden olusan peptidi BSA ve ovalbumin (OVA) ile konjuge etmisler. Serbest
peptid, BSA ve OVA ile konjuge peptidleri ve kolera toksini ile birlikte 6-8 haftalik balb/c
disi farelere transkutan olarak enjekte etmisler. Peptid bazli asilarin uygun adjuvantlarla
birlikte transkutan immiinizasyonu sonrasi gili¢lii antikor cevabi ile birlikte viriis

noétralizasyonunu sagladigini bildirmigler.

Bu calismamizda, BSA-peptid biyokonjugatinin tek doz intravendz enjeksiyonu sonrasinda
hizla yiikselmeye baslayan ve 21. glinde maksimuma ulastiktan sonra giderek azalan spesifik
antikor cevabi gozlenmistir. 98 gilin sonrasinda dahi antikor miktarinin sifira ulasmadigi
gozlenmistir. BSA ile konjuge edilen T-hiicre epitoplarinin yiiksek immiinite gosterdigi bir

¢ok literatiirde bildirilmistir (Mustafaev, 2004, 2002, 1996a; Kabanov, 2004; Dilgimen vd.,
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2001; Basalp vd., 2000). Sap hastaligt peptid dizisinin polielektrolitler ile olan
konjugasyonunda mikrodalga teknolojisi kullanilarak sentez edilen VP/AA-Peptid
biyokonjugatlarina karst en yiiksek spesifik immiin yanit alinmigtir. EDC varliginda yontem
2’ye gore 0.5 mg peptid/fare igerecek sekilde sentezlenen VP/AA-Peptid biyokonjugatlari
hesaplanan (doz miktar1) peptid konsantrasyonunu icermemektedir. Ciinkii; biyokonjugasyon
reaksiyonu sirasinda reaksiyon ortamina konulan peptidin tiimii reaksiyona girmemekte ve
reaksiyonuna girmeyen serbest peptid saflastirma iglemleri ile ortamdan uzaklagtirilmaktadir.
Bu islemler sirasinda VP/AA-Peptid biyokonjugatinin bir miktar1 kaybolmaktadir. Bu yiizden
Balb/c farelere enjekte edilen doz miktar1 hesaplanan dozda olmadigindan VP/AA-Peptid
biyokonjugatlarimiza kars1 istenilen yiiksek diizeyde immiin cevap alimamamistir. Mikrodalga
teknolojisi kullanilarak sentezlenen biyokonjugatlarda ise ayni miktar eklenen peptidin
tiimiinlin reaksiyona girmesinden dolayi, sap hastalig1 virilisiinin VP1 kapsid proteininin
peptid epitopunu igeren biyokojugatimiza karsi yiiksek spesifik yanit alinmistir. Bunun
nedeni; mikrodalga teknolojisinin konjugasyon islemi sirasinda kopolimeri lineer pozisyonda
tutmasi, sterik engellemeyi 6nlemesi, bunlarin sonucunda da tiim peptidin kopolimer ile
reaksiyona girmesi ve konjugat yapisinin katlanip yumak halin1 almasini engellemesidir.
Boylece; biyokonjugat icerisindeki peptid dizileri acikta kalmakta ve kandaki plazma

proteinleri ve hiicre yiizeyindeki proteinlerle karsilikli etkilesimde bulunabilmektedir.

Ug farkli polipeptid (40-60, 135-161 ve 170-188 peptid dizileri) zinciri kullanilarak
elektrostatik etkilesim, iyon koordinasyon (Cu'? aracilig1) ve kovalent bag olusumu ile PE-
peptid kompleks ve konjugatlart olusturulmustur. Bu biyopolimer sistemleri ile immiinize
edilmis farelerde peptid-0zgiin antikor olusumunun dinamikleri incelenmistir. PE ile
polipeptidlerin neutral pH’lardaki mekaniki karisimlarinda elektrostatik bir etkilesim oldugu,
ancak bir baglanmanin gdzlenmedigi sdylenebilir. Ilk defa olarak peptidlerin dogrudan
polimere mikrodalga teknolojisi kullanilarak baglanmasi ile spesifik antikor olusturabilen
yiikksek immiinojenler sentezlenmistir. Sentezlenmis konjugatlarin ¢esitli fiziko-kimyasal

yontemlerle yapisi incelenmis ve yapt modelleri gerceklestirilmistir.

BSA ile polipeptidlerin suda ¢6ziinen 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidrokloriir
(EDC) aktivasyonuyla BSA-peptid biyokonjugatlar1 sentezlenmis. Bu BSA-peptid
biyokonjugatlart homojen yapida ve niteliktedir. BSA molekiiliine farkli miktarda peptid
molekiili baglamasinin yani sira, bir polipeptid zinciri farklit BSA molekiillerini birbiri ile

baglayabildigini de ortaya koymustur (intermolecular crosslink).

Farkli yontemlerle sentezlenen biyokonjugatlarin tek doz immiinizasyonlar ile farelerde,
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yiikksek primer immiin yanit olusmasina yol actig1 verilerden goriilebilmektedir. Farelerde,
peptid iceren biyopolimer sistemler ile immiinizasyonda, 7 giin dolayinda peptid-spesifik

antikor aktivitesinin arttig1 ve 35 giine kadar bu seviyesini korundugu gézlenmistir.

Polimer-peptid konjugatlarinin immiinojenik aktivitesinin temelini olusturan fiziko-kimyasal
mekanizma(lar), polimerik makromolekiillerin adjuvant etkisi ile ilgili olabilir. Biyokonjugat
iizerinde PE’in bos yerleri, ‘immiinocomplete’ hiicre membranlar ile giiclii etkilesimi
saglayabilir. Bu ise, polimere bagl antijen ile spesifik hiicre reseptdrleri arasinda etkilesimi
kolaylastirabilir ve stabilize eder, bdylece immiin cevap giiclenir. Immiin yanit igin, bu
sekilde giiclendirilmis etkilesimler ve yiiksek epitop yogunlugunun (bir polimer tasiyiciya
birka¢ peptid molekiiliiniin baglanmasiyla) etkisi olduk¢a onemlidir. Sonug¢ olarak, buraya
kadar yapilmis olan denemeler ile, immiinolojik ve pratik ilginin asir1 oldugu, polipeptid

antijenlere karsi immiin yanitta artma saglayan bir yontem tanimlanmis oldu.

‘Biyomedikal Malzemeler ve Yapay Dokular’ semsiye projesi kapsaminda bu alanda ki
calismalarimiza devam etmekteyiz. Biliylik bas hayvan deneysel c¢aligmalart i¢in yeterli
miktarda VP/AA-Peptid biyokonjugatlarin sentezleri yapilarak, biiyiikk bas hayvanlarda

bagisiklik kazandirma 6zellikleri incelenecektir.

Ucuz ve basit bir teknoloji ile gelistirilen, yliksek stabiliteye sahip, biyolojik dmrii uzun, T-
bagimli olmayan immiin yanit olusturabilen ve viriis icermeyen bu biyokonjugatlarin
‘Polimerik Sap Asist’ olarak kullanilmastyla Tiirk Saglik sektdriine ve ekonomisine biiyiik

katk1 saglanacagi diistiniilmektedir.
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