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“Sap Hastalig1 Viriisiiniin VP1 Kapsid Proteininin Antijenik Ozellikli 40-60 Amino Asid
Dizili Peptidinin Polianyonlarla Konjugasyonu”

OZET
Biyolojik uyumlu bir sentetik polimer ve fonksiyonunun nizamlanmasi amaglanan

biyomolekiil igeren makromolekiil kompleksleri-Biyopolimer sistemler, korunmus ilaglar,
yapay asilar, tan kitleri vb. biyoteknolojik iiriinler gibi genis bir Ol¢iide uygulama alam

bulmaktadirlar.

Bu tez calismamizda Sap hastaligi Viriisiiniin VP1 kapsid proteininin antijenik 6zellikli 40-60
amino asid dizili sentetik peptid antijeni kendiliginden adjuvant etkisi olan Polielektrolit
tasiyicisina baglanarak biyopolimer sistem, yani biyokonjugat gelistirilmis ve yap1 6zellikleri

incelenmistir.

Biyokonjugatin sentezi, polimerin (PAA) karbodiimid varlifinda aktiflestirilerek peptide
baglanmasi ile gerceklestirilmis, yap1 ve karekterizasyonu cesitli fizikokimyasal yontemler
(HPLC, FTIR, 4 Dedektorlii Viskotek Sistemi-Ultra-viole Visible, Isik Sacilmasi ve
Viskozite- Flouresans Spektroskopisi) uygulanarak polimerin sentetik peptidle baglanma
mekanizmasi, biyokonjugat partikiillerin yapisi ve reaksiyon sartlarma bagh olarak yapi

cevrilmeleri incelenmistir.

Sentezlenmis biyokonjugat Biyo-Rad kolonundan gegirilerek saflastirilmgtir. Uriiniin saflig

FTIR analizleri ile takip edilmistir.

Bu konjugatin immiinojenik 6zellikleri ELISA yontemi ile incelenmistir.

Anahtar kelimeler: Polielektrolit, Biyopolimer sistemler, Immiinojen, Polimer-Peptid
konjugati, Sap hastaligi viriisii (Foot-and-mouth Disease)
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“The Conjugation of Antigenic peptide with a sequence of 40-60 aminoacid found in VP1
capsid protein of Foot-and-Mouth Disease Virus (FMDV) disease virus with polyanions’’

ABSTRACT

Macromolecular complexes-Biopolymere systems comprising a biocompatible synthetic
polymer and a biomolecule targeting functional regulation are used in a wide range of
applications including protected drugs, synthetic vaccines, diagnostic kits, biotechnological

products, etc.

In our thesis, we studied structural properties of biopolymer system, namely bioconjugate
which developed as synthetic peptide antigens 40-60 amino acids long of VP1 capsid protein
of Foot-and-Mouth Disease Virus (FMDV) bound spontaneously to polyelectrolyte carrier

that shows an adjuvant effect.

Bioconjugate synthesis was achieved with activation of polymer (PAA) with carbodiimide
and with peptide binding. Using various physicochemical methods (HPLC, FTIR, Viscotek-
with Ultra-viole Visible, Light Scattering, and Viscosity Quadruple Detector Systems,
Fluorescence Spectroscopy), its structure and characterization, binding mechanism of the
polymer with synthetic peptide, structure of bioconjugate particles and structural conversions

due to reaction conditions were investigated.

Synthesized bioconjugate was purified by passage through a Bio-Rad column. FTIR analysis

was used for the purity of the product.

Immunological properties of this conjugate were analyzed with ELISA method.

Key words: Polyelectrolyte, Biopolymer systems, Immunogen, Polymer-Peptide conjugates,
Foot-and-Mouth disease virus
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1. GIRIS
Sentetik polielektrolitlerin (PE), proteinlerle suda ¢6ziinen ve ¢éziinmeyen komplekslerinin
olusumu, bunlarin fonksiyonel 6zellikleri incelenmistir. Lineer ve kiiresel makromolekiillerin

su ortaminda birlesme mekanizmasi ile, olusan kompleklerin mekanizmasi incelenmis ve

sistematiklestirilmistir (Mustafaev, M.1., 1996a)

Son zamanlarda sentetik polielektrolitlerin (elektrik yiikli polimerler) fizyolojik aktif
ozelliklerinin ortaya c¢ikmasi1 ve bunlarin ilag preperatlari icin tasiyici gibi kullanilmasina

yonelik calismalar yapilmaktadir. (Mustafaev, M.1., 1996a).

Farkli protein antijenlerinin belirlenmesi biyokimya, immiinoloji ve molekiiler biyoloji

alanlarinda genis kapsamli uygulamalar bulunmaktadir (Smith vd., 1977, 1989)

Boliimiimiizde daha ©nce doktora tez calismasinda (Dr.Banu Mansuroglu.) Sap hastaligi
Viriisiiniin VP1 kapsid proteinin antijenik 6zellikli 135-161, 170-188, 200-213 amino dizlimli
peptidinin polielektrolitlerle reaksiyonlar1 arastirilmistir. Polielektrolitlerin proteinler ve
peptidler arasinda kompleks olusumu prosesi suda ¢6ziinen polikomplekslerin elde edilmesi

sistemlerde fazlar aras1 gecislerin varligi incelenmis ve immiinolojik deneyler yapilmistir.

Bu calismada ise sap hastaligt VPI, kapsid proteininin antijenik o6zellikli 40-60 dizili
peptidinin poliakrilik asid (PAA) ile karbodiimid varliginda konjugasyon reaksiyonu
gerceklestirilmis ve sentezlenmis olan konjugatin yapisi incelenmistir. Konjugat Tayopeal
dolgu maddesi iceren Biyo-Rad kolonundan gegirilerek saflastirilmis; yapi-islev analizleri
kromatografik (HPLC), ultraviole (UV) ve flourimetrik analizlerle fiziko-kimyasal 6zellikleri
arastirllmistir. Ayrica PAA-BSA, BSA-Peptid konjugatlar1 da sentezlenmis ve olusan
konjugatlarin yapi-islev analizleri incelenmistir. PAA-Peptid konjugatlarina karsi fare

serumlarinda spesifik olarak olusan antikor miktar1 ELISA yontemi kullanilarak saptanmistir.



2.  GENEL BILGILER

2.1 Peptidler
2.1.1 Amino Asidler

Proteinler, amino asidlerin dehidrate (su kaybetmis) polimerleridir. Her bir amino asit
kalintis1 yanindakine 6zel bir kovalent (peptid bagi) baglanmaktadir. Proteinlerde bulunan 20
standart amino asidin hepsi de (o -karbon) baglanmis bir karboksil grubu ve amino grubuna

sahiptir (Nelson ve Cox, 2005).

Hydrogen
Amino Carboxyl
g = >
+H—N___C— C//
H | o
R

Sekil 2.1 Bir amino asidin kimyasal formiil ile gosterimi(1)

(http://www.langara.bc.ca/biology/mario/Assets/aminoAcidStruc.jpg)

Amino asit dizilimi proteinlerin birincil yapilarini olusturur.

Lumino asid dizilived
proteinlerin bivneil yapisima

Sekil 2.2 Peptidlerin birincil yapisini olusturan amino asidlerin sematik gosterimi(2)

(http://www.wvup.edu/ecrisp/amino_acid. gif)



2.1.1.1 Amino asidlerin Asid-Baz Ozellikleri

Amino asidler asit ve baz gibi davranabilirler ¢iinkii yapilarinda hem zayif bazik bir amino
grubu (-NH; ), hem de zayif asidik bir karboksil (-COOH) grubu bulundururlar. Amino ve
karboksilik gruplarimin farkli pKa’lar1 vardir. (3)

COOH == €00’ NH;* == NH;

pKa~2.2 pha~ 9.4

R
I

_+ 'NH; = C== COO"
|

H

Sekil 2.3 Amino asidlerin asidik ve bazik 6zelligi

Bir amino asid suda coziindiigiinde veya fizyolojik (hiicredeki) pH da dipolar iyon veya
zwitter iyon olarak bulunurlar. Bir zwitter iyon asit (proton vericisi) gibi veya baz (proton

alicis1) gibi davranabilirler.
Asit: proton donor
I |
R—(JJ—COO‘ — R—(|3—-COO‘ +H*

*NH; NH,

Zwitter iyon

Baz: proton akseptor

i i

R—?—COO' + H* R—-(|3—COOH
+NHj ‘NH,

Zwitter iyon

Sekil 2.4 Amino asidlerin zwitter iyonik formlari



Bu c¢ift yonlii yapiya sahip maddeler amfoterik veya amfolitler (amfotelik elektrolitler)
olarak adlandirlirlar. Bir amino asidin dis ¢evreye kars1 yiiksiiz oldugu pH, izoelektrik nokta
olarak adlandirilir ve pl ile gosterilir. Izoelektrik noktada amino asid iizerindeki pozitif ve

negatif yiikler birbirine esittir (Murray vd., 1993).

2.1.1.2 Amino asidlerin Optik Ozellikleri

Glisin disindaki tiim amino asidlerde a-karbon Atomu; Karboksil grubu, Amino grubu, R
grubu ve Hidrojen atomu olmak iizere dort bag yapar. a-karbon atomu bir kiral merkezdir. a-
karbon atomunun c¢evresindeki orbitaller tetrahedral diizende baglandiklarindan, dort farkli

grup, ayna goriintiisii kendisiyle cakismayan iki farkli uzaysal diizenlenim olusturulur.

L isomer D isomer

/

Tim proteinlerde ancak tabiatta bulunur

Dogal proteinlerde dedil,

Sekil 2.5 Amino asidlerin stereoizomerleri (4)

Bu iki form, bir tiir stereoizomerler olup, “enantiyomerler” olarak tanimlanir. Kiral merkezi
sahip tiim molekiiller optikce aktiftir; yani diizlemsel polorize 15181 ¢evirirler. Kiral merkezi
ewdolan biyolojik bilesiklerin hemen hepsi,dogada D (Dekstrorotator= Is181 saga ¢eviren)
veya L (Levorotator =15181 sola ceviren) seklinde tek bir stereoizomerik formda bulunur.

Proteindeki amino asit kalintilar1 L-stereoizomerik formda bulunurlar.

2.1.1.3 Amino asidlerin siiflandirilmasi

Amino asitlerin sudaki c¢oziiniirligiini etkileyen elektrik yiikii,bityiiklitkk ve yapisal yonden
farkli olan yan zincirlere veya R gruplariyla ayrilir. Amino asidleri; R gruplarinin
ozelliklerine gore, Ozellikle polariteleri veya biyolojik pH’da suyla tepkimeye girme

egilimlerine gore 5 ana sinifta gruplandirabiliriz.



Polar olmayan Alifatik R gruplar

Bu amino asit sinifindaki R gruplar1 polar olmayan ve hidrofobiktir. Proteinlerde alanin,
Valin, Losin, Izolosinin yan gruplar bir araya gelip kiimeleserek, hidrofobik etkilesimlerde
protein yapisin sabitler. Glisin en basit yapiya sahiptir. Resmen polar olmamasina karsin, ¢cok
kiigiik yan zinciri hirrofobik etkilesimlere katilmaz. Siilfiir iceren iki amino asiden biri olan

metiyonin ise yan zincirlerinde polar olmayan tiyoeter grubu igerir.

Polar Olmayan Alifatik R Gruplan
(lf'l]D [llfJD COO
i } } |
1—1.¢N—{|3—H HgN—Ell—H H__qN—LF—H
H CHj CH
N
CH; CH,
Glisin Alanin Valin
{ll{)() COO {ll{)(,‘.'
H;;N—LF—H HSN—{lj—I—] ng’q—{l",—H
(lez (|:H2 H—(ll—CHa
CH CH CH
/ N | 2 | 2
CH; CH; ? CH,
CH,
Lizin Metiyonin izoldzin

Sekil 2.6 Polar olmayan alifatik R gruplari(5)

Aromatik R Gruplar

Aromatik yan zincirde, fenil alanin tirozin ve triptofan goreceli polar olmayan
(hidrofobik)lardir. Hepsi hidrofobik etkilesimlere katilabilir. Tirozinin hidroksil grubu
hidrojen bag1 yapabilir ve bu bazi1 enzimler icin 6nemli bir islevsel gruptur. Tirozinin
hidroksil grubundan, trirtofanda indol halkasindaki azottan dolayi, fenil alanina gore daha
polardir. Triptofan ve tirozan bir dereceye kadar da fenil alanin, ultraviyole (UV) 15181
absorplar. Bu,280 nm dalga boyunda bir¢ok proteinin 15181 karakteristik absorplamasini

aciklar, bu 6zellik proteinlerin tanimlanmasinda arastirmacilara yardimci olur.



Aromatik R Gruplari

(‘300’ (|JOO_ (|300’
Hgﬁr—(lj—H Hsﬁ—(f—H Hsﬁr—(f—H

CH, CH, (|3H2
C:C\H
NH

OH
Fenilalanin Tirozin Triptofan

Sekil 2.7 Aromatik R Gruplari (5)

Polar Yiiksiiz R Gruplan

Bu grup amino asidler polar olmayan amino asidlere gére suda daha ¢6ziinebilir ve daha
hidrofiliktir, ¢iinkii icerdikleri islevsel gruplar suyla hidrojen bagi yapar. Bu grup asidler
Serin, Treonin, Sistein, Prolin, Asparajin ve Glutamini kapsar. Serin ve Treonin hidroksil
gruplaniyla, Sistein siilfidril grubuyla, Asparajin ve Glutamin ise amid gruplariyla 1liml
poloriteye katkida bulunurlar. Prolin ise, farkli bir halka yapisina sahiptir ve yalnizca 1ilimh
polardir. Prolin kalintisindaki ikincil amino grubu (imino), prolin iceren polipeptid

bolgelerinde yapisal esnekligi azaltip, kati konformasyona neden olur.

Asparajin ve glutamin, proteinlerde bulunan diger amino asidlerden aspartat ve glutamatin
amidleridir. Asparajin ve glutamin asit veya bazlarla kolayca hidrolizlenip bu amino asidlerde
donebilir. Sistein ise kolaylikla, kovelent bagli dimerik amino asid olan sistine oksitlenir.
Sistin iki sistein molekiiliiniin veya kalintisinin disiilfit bagiyla baglanmis halidir. Polar
olmayan bu disiilfit baglh kalinti, kuvvetli hidrofobiktir. Disiilfit baglari, protein
molekiiliiniin boliimleri arasinda veya farkli protein zincirleri arasinda kovalent bag yaparak

bir¢ok proteinin yapisi i¢in 6zel bir rol oynar.



Polar Yiiksiiz R Gruplan
(|300 (|300 (.l"JOO
H,-;ﬁ—(lj—H HHN—(ll —H H,-;DIJ—(lj—H
CH;O0H H—(|3 —OH CH,
CHjy SH
Serin Treonin Sistein
cOO0 CO0 COO
/H + +
gL H;N—C—H H;N—C—H
H.N" CH,
% [ CHe CHa
H,C CH
. = /c\\ CH,
H,N 0 Cl‘,
VA
N o
Prolin Asparajin Glutamin

Sekil 2.8 Polar Yiiksiiz R Gruplari(s)

Pozitif Yiiklii (Bazik) R Gruplar:

Hidrofilik R gruplarinin ¢ogu, pozitif veya negatif yiikliidiir. Alifatik zincirinin €
pozisyonunda ikinci birincil amino grubuna sahip Lizin, pozitif yiiklii bu guanidin grubuna
sahip arjinin ve imidazol grubu iceren histidin pH 7.0 da pozitif yiiklii R grubu iceren amino
asidlerdir. Histidin nétrale yakin pKa degerine sahip iyonize olabilen yan zincir iceren tek
standart amino asidir. Bir ¢ok enzim katalizli tepkimede, His kalintis1 proton alicisi/vericisi

olarak tepkimeyi kolaylastirir.

Pozitif YUKl (Bazik) R Gruplari
CO0" (|:00‘ (|300‘
Hgﬁ—(':—H H,.}I'xr—ﬁ: —H H,N—C—H
(|jH2 (|3H2 (FHz
CH, CH, C—NH
| | H CH
CH, CH, Vi
| | C—N
i e "
"NHj (|J:1§TH2
NH,
Lizin Arjinin Histidin

Sekil 2.9 Pozitif Yiiklii (Bazik) R Gruplari(5)



Negatif Yiiklii (asidik) R Gruplan

Ikinci karboksil grubuna sahip Aspartat ve glutamat pH 7.0 ‘de negatif yiike sahip R grubu

iceren iki amino asidir (Nelson ve Cox,2005).

Negatif Yiiklii (Asidik) R Gruplari
COO~ COO~
H.N—C—H H,;N C H
(|3H2 (|3H2
(|300— (lJH2
oo
Aspartat Glutamat

Sekil 2.10 Negatif yiiklii (asidik) R Gruplari(5)

2.1.2 Peptidler ve Peptid Bag:

Peptid bagi, amino asidlerin peptidlere ve proteinlere polimerlesmesine yol acan
kondenzasyon reaksiyonlar1 sonucunda olusan bagdir. iki amino asidin birlesmesiyle olusan
yapiya dipeptid denir. Basit bir dipeptid; bir amino asidin korboksil grubuyla diger amino
asidin amino grubu arsinda kovelent bag olusmasi ve aralarindan 1 mol suyun ayrilmasiyla

olusur. (6)



o
N
0.

0
R

-?E?’IDB§GI 0‘ m |
o -
° o 4@ p

Sekil 2.11 iki amino asid arsinda peptid bagi olusumu

(http://en.wikipedia.org/wiki/Amino_acid)

Uc¢ amino asidin iki peptid bagiyla tripeptid bagiyla baglanmasiyla olusan yapilar
oligopeptidler , cok sayida peptidin baglanmasiyla olusan , molekiil agirliklar1 10.000 ‘in
altinda olan yapilar ise , polipeptidler olarak adlandirilir (Nelson ve Cox , 2005 ).

Polipeptidler lineer polimerlerdir. Bir polipeptid zincirinin ucundaki amino asid kalintist,
serbest —=NH grubu , amino asit kalintisinin diger ucu ise serbest —-COO" grubuna sahiptir. Bu
iki grup , N-ucu (N-terminus) ve C-ucu (C-termimus) olarak adlandirilirlar (Solomons ve

Fryhle, 2004).

2.1.3 Proteinlerin ve Peptidlerin Yapisim Etkileyen Kovalent Olmayan Etkilesimler

Kovalent olmayan baglarda baglanmis atomlar arasindaki etkilesimler (yani non-covalent
etkilesimler) dogal protein yapisi ve kararliligini belirlemede 6nemli rol oynar. Termodinamik
ve spektroskopik ¢oziimler, bu kovalent olmayan etkilesimleri tespit etmek ve anlamak igin
kullanilir. Dogal ve katlanmis proteinler arasindaki serbest enerji genellikle birbirleri ile
dengede olan entropik diizenlenmelerden kaynaklanmir (Franks, 2002). Kovalent olmayan
etkilesimler, proteinlerin yapilanmasinda cok biiyiikk 6nem tagirlar. Hidrojen bagi hidrofobik
etkilesimler, elektrostatik baglar ve Van der waals kuvvetleri protein konformasyonunda

onemli bir etkiye sahip olan kovalent olmayan etkilesimlerdir.
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2.1.3.1 Van der Waals Etkilesimleri

Iki tane yiiksiiz atom birbirine ¢ok yaklastirilirsa, yiizeylerindeki elektron bulutlari birbirini
etkiler. Bir cekirdegin etrafindaki konumlarinin rastgele degisikligi, gecici bir elektrik dipolii
olusturabilir; bu arada ¢ok yakininda bulunan bir diger atom ise, dipole zit bir elektrik dipol
olusturabilir. Olusan bu iki zit dipol birbirlerini zayif bir etkilesimle cekerek, iki cekirdegi
birbirine daha da yakinlastirir. Bu zayif giicteki cekimlere “Van der Waals Etkilesimleri (ya

da London kuvvetleri)’’ denir.

Sekil 2.12 Van der Waals kuvvetlerinin iki atom arasinda olusmasi(7)

(http://www.steve.gb.com/images/science/van_der_waals_forces.png)

Iki ¢ekirdek birbirine daha yakin bir duruma geldiklerinde, elektron bulutlar1 birbirlerini

itmeye baslar. Van der Waals temasinda oldugu s6ylenir (Nelson ve Cox , 2005).
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2.1.3.2 Hidrojen Baglar:

Bir hidrojen bagi, azot ve oksijen gibi elektronegatif atomlarin hidrojenle etkilesime

girmesiyle meydana gelir(McDonald,1994;Pace vd.,1996).

N N
ﬁf 7
Hidrojen N N
Akseptor 0] \N/ \O/ O \O/ \N/
H H H H H H
Hidrolen | | | | | |
A S S

Sekil 2.13 Farkli molekiiller arasinda olusabilecek Hidrojen baglarinin gosterimi(8)

Hidrojen baglari, proteinlerin ii¢ boyutlu yapisinin belirlenmesinde énemli bir rol oynar. Bu
makromolekiillerde; makromolekiiliin bazi kisimlar1 arasinda meydana gelen baglar
sonucunda gelen baglar sonucunda olusan 6zel formdaki katlanmalar, makromolekiillerin
fiziksel ve biyokimyasal rollerini belirler. Proteinlerde hidrojen baglari, bir ana zincirdeki
oksijenler ile diger zincirdeki amid hidrojenler ile diger zincirdeki amid hidrojenleri arasinda

meydana gelir(Siegbahn vd.;1996).

Bir hidrojen baginin enerjisi yaklasik olarak 2 ile 20 kJ /mol arasindadir. Bu enerji, bir protein
molekiiliiniin katlanmasinin stbilizasyonu icin yeterli bir enerji degildir. Bir protein
katlanmasinda, protein ile su molekiilii arasinda olusan hidrojen bagi kirilir ve bazilarinin
yerini molekiil i¢i hidrojen baglar alir ve ¢oziiciiniin entropisi azalir(McDonald, 1994;Pace

vd.;1996).

Ayrica proteinlerin yan zincirleri de, proteinin yiizeyinde hidrojen baglar1 olusturabilme
ozelligine sahiptir(9). Bazi amino asidler yan zinzirlerinde tagsidiklar foksiyonel gruplara

gore, aralarinda hidrojen baglar olusturabilirler.
Ornegin :

e Alkol grubu iceren iki amino asid arasinda: Serin, Tronin ve Tirozin,

¢ Biri alkol biri asid iceren iki amino asid arasinda: Tirozin ve Asparajin
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e Ikiside asid grubu iceren amino asidler arasinda: Asparajin ve glutamik asid.
e Biri alkol biri amin grubu tasiyorsa: Serin ve Lizin
¢ Biri alkol biri amid grubu iceriyorsa: Serin ve Asparajin.

2.1.3.3 Hidrofobik Etkilesimler

Polar olmayan gruplar, su ile etkilesmeyi pek tercih etmezler c¢iinkii su ile hidrojen bagi
olusturmazlar. Polar olmayan gruplarin su molekiilleri ile etkilesiminin olmamasi, polar
olmayan molekiillerin kendi aralarinda etkilesime girmesi ile sonuglanir; yani polar olmayan
molekiiller polar olmayan bir ortani tercih ederler. Polar olmayan bu gruplarin bagka polar
olmayan gruplarla etkilesmeleri Hidrofobik Etkilesimler olarak adlandirilir. Hidrofobik
etkilesimler, protein molekiiliiniin sulu ortamdaki kararli yapisinin olusmasina sebep olan

katlanmalarinin en 6nemli sebebidir (Patthy,1999).

Hidrofobik etkilesimler, molekiilleri bir arada tutarlar. Iki yada daha fazla hidrofobik grup, su
molekiilleriyle cevrildiklerinde, birlesme egilimi gosterirler. Su molekiilleri, su agindaki
hidrojen baglarinin engelleyici etkisini azaltmak icin hidrofobik gruplar1 bir araya getirir. Bu
yolla hidrofobik gruplari su molekiilleri tarafindan itilmesi ve bu sekilde bir arada tutulmasi,

“hidrofobik baglar” ile agiklanmaistir.

s\
-ﬂr\

hidrofobik bélge

Sekil 2.14 Yiiksiik molekiiller arasinda meydana gelen hidrofobik etkilesimler (10)
(http://www.brooklyn.cuny.edu/bc/ahp/LAD/C4b/C4b_weakforces.html)
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Hidrofobik etkilesimler, globular proteinlerin katlanmasi ve 3 boyutlu yapisim1 almasinda en
onemli kuvvetlerden biridir ve amino asidlerin hidrofobik yan zincirlerinin proteinin i¢
kisimlarina gdmiilmesi ile sonuclanir. Frank ve Evans’in ( Frank ve Evans,1945) polar
olmayan tiirdeki molekiillerin, sudaki diisiik ¢oziintirlitklerini agikladiklar calismalarina bagh
olarak, Kauzmann ilk kez 1950 lerin sonlarinda proteinlerin katlanmalarinin karmasikligini

“hidrofobik’ kavramiyla agiklamistir (Kauzmann,1959).

Hidrofobik etkilesimler, proteinlerin 6zel iic boyutlu bir yapi olusturarak, fonksiyonel hale
gelmek iizere katlanmasinda en 6nemli faktordiir. Amino asidlerin dizilisleri otomatik olarak,
proteinin ii¢ boyutlu yapisini belirler. Deneysel olarak ta bilindigi gibi, katlanma egilimdeki
proteinlerin hidrofobik yan zincirleri su molekiillerinden uzaklasarak, proteinin i¢ kisimlarina
cekilir.

Hidrofobik etkilesimleri bu kadar tercih edilebilir kilan sey ise, hidrofobik etkilesimleri

kendiliginde meydana gelmesi ve evrenin entropisinde azalmaya neden olmasidir(Camphbell

ve Farrell 2006).

2.1.3.4 Elektrostatik (Iyonik) Etkilesimler

Elektrostatik cekimler tarafindan ortaya c¢ikan iyonik etkilesimler, iki karsit yiikli ya da
benzer yiiklii molekiiller arasinda meydana gelir. Amino asid yan zincirleri, lizin, arjinin ve
histidin amino asidlerinde oldugu gibi pozitif yiik tasiyabilir veya aspartat ve glutamat amino
asidlerindeki gibi negatif yiik tasiyabilirler. Ayrica, proteinlerin veya peptid zincirlerinin NH
—ucu ve COOH-ucu c¢ogunlukla iyonize formda bulunduklarindan, protein veya peptid

molekiilleri pozitif veya negatif yiikler tasiyabilirler.

Biitiin bunlar proteinin yapisinda elektrostatik etkilesimlerin meydana gelmesini saglar.Yiikli
molekiiller genellikle, proteinin suyla etkilesimi girebilecegi yiizeyinde yerlesmis
durundadirlar. Proteinin yiizeyindeki bu yiiklii gruplar arasinda meydana gelen etkilesimler *
elektrostatik etkilesimler” yada “tuz kopriileri” olarak adlandirirlar. Ve bu etkilesimler
proteinin stabilzasyonunda ¢ok onem tasirlar. Bu etkilesimleri 6rnek olarak, pozitif yiiklii
lizin molekiiliniin, negatif yiiklii lizin molekiiliiniin, negatif yiiklii glutamat molekiiliiyle

etkilesimi sekilde gosterilmektedir.
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2.1.3.5 Disiilfit Baglar:

Disiilfit bagi, iki siilfir atomu arasinda meydana gelen kovalent bir bagdir. Bu kovalent baglar,
birincil dizilimde farkli pozisyonlarda yerlesmis sistein amino asidlerinin R gruplari arasinda
meydana gelir. Bu baglar proteinlerin katlanmasi, yapisi ve fonksiyonu agisindan oldukca

onemlidir(Mustafaev ve Mustafaeva,2002).

Her sitein amino asidi, yan zincirinde fonksiyonel grup olarak tiyol grubu (-SH) tasir.Amino
asidlerden birindeki siilfiir atomu ile, amino asid diziliminde farkli bir pozisyondaki sistein
amino asidine ait siilfiir atomu arasinda, tersinir (geri doniisiimlii) bir kovalent bag meydana

gelir. Ve tiyol gruplar okside olarak disiilfid bagim (S-S) meydana getirirler.

2.1.4 Peptid Sentezi

Peptid ismi ilk kez, 1906 da Emil Fischer tarafindan bulunmustur (Nispen,1987).

Bir peptid, 3-50 amino asidin bir araya geldigi bir zincirdir. Peptidlerin biyokimya,
farmakoloji ve norobiyolojide yapisal ve fonksiyonel olarak anahtar rolleri vardir ve
enzimoloji, immunoloji ve molekiiller biyoloji arastirmalari i¢in 6nemli bir yere sahiptirler (

Barany vd.,2004).

Bir¢ok peptid, potansiyel olarak yararli bir ajandir ve ticari bir 6neme sahiptir. Peptidler genel
olarak;
¢ Dokudan saflagtirma yoluyla (ancak bu yontem dokulardaki bazi peptidlerin
diisiik konsantrasyonlarindan dolay1 zordur);

¢ Genetik mithendisligi yontemleri ile;
¢ Dogrudan kimyasal sentez yontemleri ile

Olmak iizere 3 yolla sentezlenebilirler. Bu yontemlerin kullanilmasinda pek ¢ok zorlugun
bulunmasi, kimyasal sentezi bir¢ok acidan onemli bir tercih haline getirmistir. Ayrica
kimyasal sentez, ticari uygulamalara ilaveten, biiyiik proteinlerin 6zgiil bolgelerinin sentezi,
proteinin yapisi ve iglevinin ¢alisilmasi agisindan artan bir oneme sahiptir. Bu teknolojiye ana

katki 1962°de R.Bruce Marrifield’den gelmistir (Nelson ve Cox,2005).
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2.2  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. Dis ve i¢ ortamdan kaynaklanan etkenlere karsi yasayan organizmalarin
korumasi, immiin sistemin ancak devaml bir gelisim halinde olmasi ile saglanabilmektedir.
Boylece immiin sistem, endojen maddelere kars1 destruktif cevaplar inaktif hale getirmeyi ve
komsu dokularda gelisebilecek hasarlar1 6nlemeyi 6grenmistir. Bircok immiin cevap sinirl bir
siire devam eder ve asir1 reaksiyonlarin 6nlenmesi icin 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
kacinmasi tolerans olarak adlandirilir. Primer lenfoid organlarda mevcut oto-antijenlere karsi
yonlendirilmis lenfositlerin bircogu 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
salgimin1 tamimlayarak “bu hastalik aymi kiside asla iki defa goriilmiiyor” diye kayit
diigmiistiir. Eski insanlar, nasil oldugunu bilmeseler bile zararh 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 ¢alismaya sevk etmistir. 1798’de
caligmalarini bir kitapta toplamis ve ¢icek asisinin metotlarini iceren bu eserin iizerinden 2 y1l
gecmeden as1 tim Avrupa’da yayilmistir. Boylece Jenner aslinda yiizyillardir bilinen, fakat
yaymlanmadigi icin isti oOrtilli kalan c¢icek asisimin  kasifi sifatim kazanmis ve
“Immiinolojinin Kurucusu” olarak kabul edilmistir. Immiinolojide ilk bilimsel gelisme, bir
kimyaci olan Pasteur’iin 1880’lerde yaptigi gozlem ve deneylerine dayanir. Pasteur, tavuk
koleras1 etkeninin bekletilmekle virulansim kaybettigini ve tavuklara verildiginde, onlar
virulan susun enfeksiyona karsi korudugunu gostermistir. Ayn1 yOntemle hayvanlar igin
sarbona karsi da bir as1 hazirladi. Ehrlich (1987) antikorlarin sentezi konusunda ortaya
koydugu teoriye gore, antikor iireten hiicreler, yiizeylerinde c¢ok cesitli yan zincirler

bulundururlar ve bunlar hiicre igine besin maddelerini almakla gorevlidirler. Bu yan
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zincirlerden biri kendine uyan bir toksik madde ile bloke edilecek olursa hiicre buna tepki
olarak ayni yan zincirden fazla miktarda iiretir. Bunlarin bir kismi dolasimda antikorlar olarak
bulunur. Erhlich, ayrica antijen-antikor birlesmesini anahtar-kilit iligskisine benzetmis ve
reaksiyonun kimyasal yapida oldugunu ileri stirmiistiir. Elektroforez ve ultrasantrifiigasyonla
atilan ilk adimlarin ardindan teknolojide elde edilen bas dondiiriicii gelismelerle (immiin
elektroforez, immiin radyo mikroskopi, doku Kkiiltiir teknigi, radyoimmiinoassay, enzim
immiinoassay, immiin flouresans, immiin blotting, molekiiler hibridizasyon, polimeraz zincir
reaksiyonu, flowsitometri ve digerlerinin bulunmas1 ve uygulamaya konulmasi) ve yine
molekiiler biyoloji ve genetik miihendisliginde saglanan ilerlemelerle knock-out transgenik
fare modelleri gibi ¢esitli genetik manipulasyonlar, uygun yontemlerle bircok “bilinmeyen”in

aydinliga cikmasini saglanmistir (Erganis ve Istanbuloglu, 1993).

2.3 Antijenler

Bir organizmaya girdigi zaman kendine 6zgii immiin cevaba yol agan ve sonucta 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 Ozgiilliigiinii belirleyen kimyasal yapilara determinant (antijenik ug), bu determinant
gruplara epitop; epitopa uygun ve antikor molekiiliinde bulunan 6zgiil uglara paratop adi
verilmektedir. Yalniz basma 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 tasiyic1 protein molekiil ile birlesen haptenler, immiin cevap olusmasini saglamaktadir
(Ozbal, 2000).

F Antijen

ez bagdlayan

bélgeler

Epitoplar

0
'
0

Antileor & -

Sekil 2.15 Antijen molekiilii (11)
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2.3.1 Antijen Olabilme Ozellikleri

Yabancilik, Biyolojik bir kriterdir. Bir kimyasal maddenin antijen olabilmesi i¢in iliski
kuracagl canlinin kalitsal olarak yapisina yabanci olmasi gereklidir. Bu yabancilik onun
kimyasal birimlerin dizilis farkliligindan ve ii¢ boyutlu yapisindan ileri gelmektedir. Antijen
organizmaya ne kadar uzak ise kaynak i¢in o kadar iyi bir antijendir. Bakteri, viriis ve benzeri
protista alemi canlilar insanlara tamamen uzaktir ve insanlarda ¢ok antijen reaksiyonlar

verirler Ozbal, 2000).

Molekiil Yiizey Yapisi, Her determinant antijenik degildir. Bir antijeni olusturan molekiiller
ne kadar farkl dizilirse antijenite o kadar artar. Farkli amino asitlerden olusan proteinlerin tek
tip molekiillerin birlesmesiyle olusan lipitlerden daha antijenik olmasinin nedeni budur
Lenfositlerin; antijen yiizeyindeki determinantlarin kimyasal yapis1 ile etkilesmesiyle,
antijenin her bir determinantina 6zgii immiin cevap olusmaktadir. Antijenin determinantlarini
olusturan molekiiller ayn1 olsa bile, molekiillerin siralamisginda farkli dizilis gosterenler,
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

farkl1 dizilisleri ile antijenik 6zellik de degismektedir (Ozbal, 2000).

Molekiil Agwrhig, Fiziko kimyasal bir kriterdir. Molekiil agirligi (M4) 5 kilo dalton (kD)’dan
diisiik ise zayif antijendir. Molekiil agirligr arttikca hacim ve ylizey de artar. Antijenin ylizey
alaninin fazlahig antikorla etkilesip baglanabilme oOzelligi artar. En kuvvetli antijenler

molekiil agirhig 100 kD’dan biiyiik olan protein ve protein bilesikleridir (Ozbal, 2000).

Coziiniirliik ve Sertlik, Antijen oOzelligi 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 onemli olan baska
faktorlerde rol oynamaktadir. Antijenin girdigi konak tiirli, antijenin miktari, antijenin giris
yolu ve giris siiresi immiin cevabin olusumunda énemli diger faktorlerdir. Tiir veya bireylerin
lenfosit yiizeylerinde bulunan reseptor yapi farkliliklarina bagl olarak, bazi antijenlerin bir tiir
organizmada immiin cevap olusturmasina karsin, diger bir tiirde bu cevap saglanamamaktadir.
Cok az miktarda verilen antijen immiin sistemde yeterli uyarty1 yapamayarak immiin cevap
olusturamayacag1 gibi, cok fazla miktarda verilen antijen de immiin sistemi baskilayarak

immiinolojik fel¢ veya 6zgiil immiin cevapsizlik meydana getirebilmektedir (Ozbal, 2000).
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2.4 Antikorlar

Antijen veya immiinojenlere karsi olusturulan ve antijenik epitoplar ile 6zgiil olarak

reaksiyona giren molekiillere denir. Bunlardan spesifik baglanma gosterenlere antikor denir.

Antikor molekiillerinin yapisal analizlerinin kapsayan calismalarin en eskileri, immiinize
bireylerin kaninda dogal olarak olusan antikor karsilagimlan ile ilgilidir. Antikorlar ilk kez
kanin sivi kesiminden (serum) elde edilmis olup bunlar birka¢ farkli anatomik bolgede

bulunmuslardir

i.Antikorlar stoplazmik membrana bagli boliimlerde (endonlazmik retikulum ve golgi

cisimligi) ve antikor molekiillerinin sentezlendigi B lenfositlerde bulunur.

ii.Antikorlar kan plazmasinda (s1v1 kesim) ve B hiicrelerinden antikorlarin salgilandigi doku

sivilarinda bulunurlar.

iii. Antikorlar mononiikleer fogositler, antikor sentezlemeyen Oldiiriicii hiicreler ve mast
hiicreler gibi esasenimmiin etkili hiicrelerin ylizeylerinde bulunurlar ki bunlar antikor

baglanmasi i¢in dzgiin reseptorlere sahiptirler.
iv.Antikorlar mukus ve siit gibi salg1 sivilarindabulunurlar.

Kan ve plazma piht1 halinde iken, geriye kalan sivida antikor ihtiva eden kesim serum adim
alir. Bir kisim antijene baglanan ¢ok miktarda antikor molekiilii ihtiva eden bir serum 6rnegi
antiserum adin alir. Plazma veya serum glikoproteinleri elektroforez yontemiyle albumin ve
globulinlere ayirabilir. Elektriksel alanda proteinler katoddan anota dogru sirasiyla y globolin,
B globulin, a2- globulin, al- globulin, ve albumin olmak iizere 5 bant halinde dizilir. Bu

Ig’lerin ¢ogu y globolin’dir.

Antikorlarin arastirma ve klinik tanilarda kullanimina yonelik pek ¢ok test sistemi
gelistirilmistir. Bunlar antikorlarin spesifik olduklar1 ve antijene immiin kompleksler
olusturarak baglanmalan ile iligkilidir. Boyle komplekslerin formasyonunda ¢6zeltideki 151k
sacmani gozlenmesiyle antijen belirlenebilir. Ayrica antikora 6zgii antijen santrifujle ve bu
komplekslerin toplanmasiyla veya kimyasal ajanlarla antikorlarin ¢oktiiriilmesinde
cozeltilerden saflastirilabilir.  Jellerde antijen-antikor cokeltileriyle antijen varlig
belirlenebilir. Klasik Ouchterlony yonteminde antijen ve antikorun jeldeki diffuzyonuyla
¢oziinmeyen kompleksin ¢okelti hakkinda (antijen ve antikorun dengeye ulasti@1 diffuzyon

bolgesinde) antijen tespit edilebilir.

On yil oncesine kadar monoklonal antikorlarin basit bulunan poliklonal antikorlara karsi
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tedavi bakimindan Onemli avantajlara sahip oldugu kabul edilmistir. Son birka¢ yildir
poliklonal antikorlarda bazi klinik uygulamalarda basarili bir sekilde kullanilmaktadir.
Monoklonal antikorlar ya fare karin sivisinda veya in vitro {retim sistemlerinde
yerlestirilmis, transforme olmus hiicre soylarinda elde edilir. Poliklonal antikor iiretimi antijen
ile immiini sonucu bagisiklanan hayvanin kanindan sonra elde edilmesi ve bunun
saflagtirilmasim saglar. Antiserumlar denatiire proteinlerin immiinoblot (=immiin emdirme)
ile belirlenmesinde veya immiinpresipitasyonda (=immiin c¢okeltme) basarili bir sekilde
kullanilmaktadir. Manaklonal antikorlarin afiniteleri (antijene ilgisi) belirlenebilir, ancak
poliklonal antikorlar farkli afiniteli kompleks antikor karigimini ihtiva ettikleri icin
belirlenemez. Ger¢i monoklonal antikor tekniklerinin gelisimi ile belirlenen ilerlemeler
ozgiinliikk, homojenlik ve antikorlarin sayisim degistirse de, poliklonal antikorlarda
monoklonal antikorlardan daha makbul olan pek ¢ok nitelik hala vardir. Ornegin, antiserum

iretimi, monoklonal antikor iiretiminden daha az zaman ve emek ister.

Birden fazla epitopu olan antijenler poliklonal antikorlarla karistirildiklar1 zaman molekiiller
aras1 kopriilerle stabilize olan formdaki kompleksler olusur. Kompleks formasyonda bir

antikor birden fazla antijen molekiilii baglar.

Monoklonal antikorlar teshisdeki yaygin kullanimlarinin yani sira tedavide de onemli bir
bicimde kullanilmaktadir. Kanserin kimyasal (kemoterapétik) tedavisinde, tiimor antijenleri
belirlenerek bunlara karsi elde edilen monoklonal antikorlar, 6zgiin kimyasal ajanlara
baglanarak organizmaya verilir ve dogrudan monoklonal antikorlarin timor hiicrelerine
yapismasiyla tedavi gergeklesir. Radyoaktif maddelerle isaretlenen monoklonal antikorlar ile
de, organizmaya enjekte edilerek timor yapiya baglanmasi ve kanserin erken tanisi miimkiin

olmaktadir

Merkez sinir sistemi ve kalp hastaliklari, otoimmiin hastaliklarin tedavisi, toksik ilaclarin
incelenmesi, doku tamimlamalari, ilagc denemeleri, saflagtirma islemleri monoklonal
antikorlarin yaygin olarak kullanildigr alanlardir. Monoklonal antikorlarla bir¢ok tami kitleri
gelistirilmistir: Dogum kontrol testleri, AIDS viriislerinin tami kitleri, kanser tanisi, viriis
enfeksiyonlarinin tani kitleri, bakteri enfeksiyonlarinin tani kitleri, bitki zararlilart olan

antijenlerin tam kitleri, vd.



20

2.4.1 Antijene Kars1 Primer ve Sekonder Antikor Cevaplari

Bir insan veya hayvana, belli bir antijen ilk defa enjekte edildiginde, antijenin niteligine,
dozuna ve verilis yoluna baglh olarak, 7-10 giin icerisinde serumda antikorlar belirmeye
baslar. Antikor diizeyleri 1-10 hafta boyunca artarak maksimuma vardiktan sonra, aylar i¢inde
azalarak, hatta oOlciilebilir diizeyin altina iner. Primer cevapta, antijen enjeksiyonundan sonra
IgM antikorlar, IgG antikorlarindan daha Once sentezlenmeye baglar fakat 2. haftada IgG
antikorlarinin yiikselmeye baslamasindan sonra giderek azalirlar. Organizmada siireli antikor

yapimini frenleyen feedback inhibitor mekanizmalarin bulundugu gosterilmistir.

Immiin bellek hiicreleri antijene ait bilgileri sakli tutarlar. Bu nedenle, antikor diizeylerinin
diismesinden haftalar, aylar, hatta yillar gectikten sonra ayn1 antijen yeniden siringa edilirse,
efektor T hiicreleri ile antikor yapici hiicrelerin siiratle prolifere olmalart sonucu, bu defa,
antikor cevab1 daha siiratle goOsterir. Antikorun antijene affiniteside primer cevapta
oldugundan daha fazladir. (sekonder ve anamnestik cevap) Bu pozitif immiinolojik belliktir.
Sekonder cevapta saglanan antikor yogunlugu primer cevapta elde edilen yogunlugun 10-50
katina ulasabilir. Maksimum antikor cevabi i¢in primer ve sekonder antijen enjeksiyonlar
arasindaki enterval 1 aydan az olmamalidir. Sekonder immiin cevapta IgM paterni primer

cevapta oldugu gibidir. Burada antikor cevabim biiyiiten IgG antikorlaridir.

Primer cevabi olusturan antijene benzer yapidaki baska antijenler de (capraz antijenisite
gosteren enfeksiyon etkileri), ilk antijene ait primer antikor diizeylerini arttirarak sekonder

(anamnestik) cevap olusturabilirler.

Antikor diizeyleri, gereken hallerde uygun araliklarla uygulanan destekleme (booster) dozlarla

surdiiriilebilir.

Antijenler “adjuvan” denen bir takim maddelerle birlikte enjekte edildikleri taktirde, spesifik
antijene kars1 organizmada daha giiclii bir immiin yanit olusturabilirler. Genellikle fosfat ve
aliminyum hidroksit gibi mineral tuzlari; icinde 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
stireli stimiile ve belki forse ederek antikor cevabimi biiyiitiirler. Ancak bir immiin cevapin
biytikliigii simirsiz degildir. Endiikte edici ve baskilayic1 mekanizmalarin birlikte ¢alismast ile

immiin cevap optimumda tutulur.

Bazi hallerde primer antijenik stimulus immiin mekanizmada 6yle degisiklik yapabilir ki,
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ikinci stimulus tam tersine, zayif immiin cevap veya cevapsizlik olusturabilir. Bu bir “negatif”

bellek 6rnegidir ve “kazanilmig immiin tolerans” olarak ta isimlendirilir.

Antijenler

Sekil 2.16 Antijene spesifik antikor molekiilleri
(http://academic.brooklyn.cuny.edu/biology/bio4fv/page/aviruses/immune-system-part.html)

2.4.2 immiinoglobulinlerin Yapisi

Immunglobulinler (=Antikorlar) antijenik uyarim sonucu B-lenfositlerin degisimi ile olusan
plazma hiicreleri tarafindan sentezlenir. Antikorlar kimyasal, fiziksel ve immiinolojik olarak
incelendiklerinde aralarinda 6nemli farkliliklar bulundugu saptanmistir bu farkliliklar antikor
molekiillerinin karbonhidrat miktarlari, elektroforez hizlari, molekiil agirliklari, amino asit
yapilan, tasidiklar1 H(=agir) polipeptid zinciri gibi 6zelliklere dayanmaktadir. Buna gore de
birbirinden farkli bes ayr1 6zellikte immiinglobulin grubu ayrilmis ve immiinglobulin G (IgE)

olarak adlandirilmistir.

Bir kisinin kaninda bulunan antikorlar bir karisimdir. Cesitli antijenlerin ¢esitli epitoplaria
kars1 olmuslardir. lg yapisini incelemek icin kimyasal yapist ayni, 6zdes olan Ig’lere
gereksinim vardir. Antikor sentezleme ile gorevli olan plazma tiimdorlesirse (bu baslarsa)
Multiple-myeloma denen bir hastalik meydana gelir. Myeloma hastaliginda tek bir plazma
hiicresinden gelisen genetik yapilart aym1 plazma hiicre konileri meydana gelir. Bunlarin
sentezledigi immiinglobulinler de aym, O0zdes kimyasal yapiya sahiptirler. Myeloma
hiicrelerince sentezlenen homojen yapidaki bu immiinglobulinlerin arastirllmasiyla lg yapisi

hakkinda bilgiler elde edilmistir.
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2.4.3 Bir immiinglobulinin Molekiiler yapisi

Immiinglobulinler glukoprotein yapisindadirlar ve yaklasik %90’1 polipeptid , %10’u
karbonhidrattir. Immiinglobulinler temelde benzer yapi gosterirler ve bir lg molekiilii
“monomer” ad1 da verilen en az bir temel birimden olugmustur. Ig’lerin molekiiler yapisinin
daha iyi anlasilabilmesi i¢in, iizerinde en ¢ok calisilmis , incelenmis ve monomer bir yapi
gosteren 1gG molekiiliiniin yapis1 6rnek olarak anlatilacaktir. Diger lg cesitlerinin farkh

ozellikleri yeri geldikge belirtilecektir. lg yapisin1 Sekil-2.17’yi inceleyerek agiklayalim.

Bir Ig molekiilii elektron mikroskopta incelendiginde Y harfi seklinde goriiliir. 1g’ler globulin
yapisinda protein olduklarina goére, polipeptid zincirlerinden meydana gelmislerdir. Monomer
(=bir temel birim)den olusan 1gG molekiiliinde iki ¢esit polipeptid zinciri vardir ve her bir

cesitten ikiser adet bulunmaktadir.

-Ig G (gamma ) H zinciri -IgM (mii)) H zinciri
-Ig A (alfa)  H zinciri -IgD (delta) H zinciri
-IgE (epsilon) H zinciri

Ig molekiilinde hafif zincirler Y harfi seklindeki molekiiliin kol kisimlarinda, agir zincirler
ise hem kol, hem de gévde kisminda bulunurlar. Kollarda hafif agir zincir arasinda, govdede
ise iki agir zincir arasinda bulunan disiilfid baglar1 polipeptid zincirleri bir arada tutarak Ig

molekiiliinii olustururlar.

H ve L zincirlerinde her polipeptid zincirinde oldugu gibi NH, ile sonlanan bir aminoterminal
u¢c ve COOH ile sonlanan karboksiterminal u¢ bulunur. Ig molekiiliinde Y harfinin iki
kolunun u¢ kisimlart aminoterminal ucglardir ve antijenler bu kisimlara baglanmir. H ve L
zincirlerinin aminoterminal uca yakin olan kisimlarindaki aminoasidlerin dizilis sirasi
degisebilir ozellikte oldugundan bu bolgelere V bolgesi (=Variable=degisken) ad1 verilir. Bu
degiskel kisimlar Ig molekiiliiniin (yani antikorun)olusumuna neden olan antijen molekiiliine
uyacak Ozellikte sentezlenirler. Polipeptid zincirlerinin geri kalan kisminda degiskenlik
goriilmediginden bu kisimlara C bolgesi (=Constant=Degismez) ad1 verilir.

Ig molekiilii domenleri : Ig molekiiliinii olugturan polipeptid zincirlerinde ilmik seklinde
katlanmayla olusan ve yine disiilfid baglarinca tutulan kivrim veya kangal seklinde yapilar
vardir. Bunlara Domen (=kangal=Domain) adi verilir. lg’lerin bir¢ok fonksiyonu bu
domenlerle iliskilidir. Degisken bolgedekiler V domenleri (hafif zincirdekine VL, agir
zincirdekine VH ), degismez bolgedekiler ise C domentleri (yine hafif zincirdekine Cr , agir
zincirdekine, sayilar1 birden fazla oldugundan CH,, CH,, CHj3) olarak adlandirilirlar. Boylece

hafif zincirlerde 2, agir zincirlerde ise 4 adet domen bulunur. IgM ve IgE’de ise 5 adet (ek
olarak CH,) domen vardir.
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Sekil 2.17 Immiinglobulinin sematik yapisi
2.4.4 Immiinglobolinlerin Antijenle Baglanma Yeri

Antikorlarin antijenlerle girdigi reaksiyonlara gore islevleri soyledir.

Antitoksin antikorlar , agliitinin antikorlar , presipitin antikorlar, notrleyen antikorlar ve

kompleman baglayan antikorlar.

Ig’nin Fab kismui antijenle baglanir. -Fc kism1 degisik hiicre zarlarindaki FcR molekiillerine

baglanir.

Ig’nin Fab kisminda , V-Degisken kangallarinda , 30-35 , 50-55 , 95-100aa larda ¢ok degisken
bolgeler (Hypervariable Region) bulunur ki antijenle spesifik baglanmada burada olur antijen

epitopunun tamamlayicisidirlar.

2.5 Polimer-Protein Komplekslerinin Fonksiyonel Etkileri ve Bunlarin Pratikte

Uygulama Alanlari

Dogal olmayan polielektrolitlerin organizmaya verildiginde komplemant sisteme,
hemopoisese (Hemopoiesis), kan pirtilasma 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.
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2.5.1 immiinolojide Polielektrolit Kompleksleri

1970’li yillarin baslarinda immiinolog ve kimyacilarin ortak calismalar1 ile baz
polielektrolitlerin immiin sistem iizerine etkisi aydinlatilmis ve yapay polielektrolitlerin bu
gibi amaclar i¢in daha uygun oldugu belirlenmistir. PE’lerin bu 6zelliklerini aydinlatmak
amaciyla 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 tasiyici olarak
kullanilmasi sonucu immiin cevabin artmasi ve devamli bir immiin koruyuculuk saglamasi
sentetik ag1 tasarlama fikrini ortaya ¢ikarmustir (Mustafaev, 1996a). Yiiklii olmayan ve su
ortaminda yiiklenmeyen polimerlerle (polivinil alkol, poli-N-vinil pirilidon, polietilen glikol)
eritrositlerin  kompleksleri yapilmis, fakat bu kompleksler immiin cevapta artig
saglayamamislardir yani bu tiir yapili polimerler adjuvant (yardimci) Ozelligi
tastmamaktadirlar. Bu bilgiler 1s181nda yiiksek molekiil agirlikli sentetik polielektrolitlerin
(PE), (negatif ve pozitif yiikklenmis veya ortamin fizyolojik sartlarina gore yiiklenebilen
polimerler; polianyonlar, polikatyonlar ve bunlarin kopolimerleri) monomerlerinin kimyasal
yapilarindan bagimsiz olarak adjuvant etkisi (immiiniteyi stimiile eden) gosterdigi sonucu
ortaya cikmistir (Mustafaev 1996c, 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 agirhi@inda, elektrik yiikiinde, konformasyonda veya yiiksek
molekiiler yapida elde etmek miimkiindiir. Suda iyi ¢oziiniirler ve bilinen yapilarda cesitli
kompleksleri sentezlenebilmektedir. Polielektrolitlerde molekiil agirhigi polimerlesme
derecesi ile orantilidir. Polimerlesme derecesinin artmasi istenilen kompleksin olusumunu
destekleyici yonde etki eder ve polimerin baglanma miktarinda artis gézlenir. Bunun yani sira
polielektrolit c¢ozeltilerinin elektrokimyasal ozellikleri genellikle poliiyonun zincir boyuna
baghdir; yani polikompleksin ¢okmesi vb. Ozellikler polimerin polimerlesme derecesine

baghdir (Mustafaev, 1996a).
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Sekil 2.18 Fare karaciger hiicrelerinde antikor olusturan hiicrelerin (AFC) miktarinda artigin 4

degerli polikonidin (PC) tuzlarinin (a) 1-PC-C,Hs; 2-PC-C,Hs-CH,C¢H;s ve Poliakrilik asidin

(PAA) (b) polimerlesme derecesine olan bagliligi. Peolielektrolitin konsantrasyonu 50 mg/kg;
5x10°® eritrosit hiicre miktar1 (Mustafaev, 2004, 1996a).

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

immiinojenlerin olusum prensibini a¢iklamaya imkan vermektedir.

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

komplekslerin yapisi yiizey aktif madde/PE oranina baghdir (Mustafaev, 2004, 1996a)

1. Tip Eompleks 2. Tip Kompleks

Sekil 2.19 a-b Suda ¢oziinen PE-Yiizey aktif madde kompleksleri

Sekil 2.19 a’da yiizey aktif madde/PE oranmin kiiciik oldugu degerlerde olusan 1. Tip
Kompleks, Sekil 2.19b’de ise yiizey aktif maddenin konsantrasyonunun artmasi durumunda

olusan 2. Tip Kompleks goriilmektedir. Yiizey aktif madde konsantrasyonunun arttirilmasi ile
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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 iyonlan az yiiklii veya notral polimer molekiilleri ile birleserek, bu
polimerlerin hem komplementer yiizeylerle kompleks olusturma etkisini, hem de polimer
zincirlerinin ¢ozeltideki konformasyonunun diizenlenmesini saglamaktadir. Ornegin Cu*?
iyonlarinin yiiksek konsantrasyonlarinda intramolekiiler agregasyon olusturur ve partikiiller

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

Sekil 2.20 Polimer-metal komplekslerinin [Me]/[PE] <<1(I) ve [Me]/[PE]>>1 (II) oranlarinda
olusan yap1

PE-Metal kompleks bilesenlerinin oranlariin sabit degerlerinde olusan PE komplekslerinin
yapist ¢ozeltideki PE’in baslangic konsantrasyonuna baghdir. Fazla seyreltilmis ¢ozeltilerde
PE-Metal kompleksleri kompak yapidadir. Polimerin baglangi¢ konsantrasyonu arttik¢a metal
iyonlar1 ile makromolekiiller arasinda ¢apraz baglar olusur ve sistemde assosiye olmusg

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 yapr cevrimlerine baghdir. Kimyasal olarak
acik yapi ile karakterize edilen PE kompleksleri immiin sistemi gii¢lii uyaranlardandir. PE
kompleksleri kompaklastifinda ya immiin sistemi uyarmazlar ya da immiiniteyi yatistirict
olarak calisirlar. PE’lerin immiinolojik aktifliginin olusmasinda protein faktorii 6nemli 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 imkam saglamaktadir (Sekil 2.21a). Stokiometrik PE
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komplekslerinde ise antijen reseptorleri ile hiicre reseptorleri arasinda karsilikli etkilesim

ihtimali azalmakta ve birbirinden izole olmus kompleksler olusmaktadir (Sekil 2.22b).

reseptir

N :
_reseptor

LN

Hiicre Hiicre

Sekil 2.21 Aym polimerlesme derecesine ve ayni kimyasal yapiya sahip olan PE kompleksleri
(a) Lineer yapida PE kompleksi (b) Kompakt yapida PE kompleksinin hiicre yiizeyindeki
antijenlerle karsilikl etkilesiminin sematik gosterimi (Mustafaev, 2004, 1996a).

2.5.1.1 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 igin 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
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uyarmislar ve immiin cevabin olugsmasinin immiin cevap genlerine ve timusa bagli olmadigini
gostermislerdir. Aym1 zamanda protein antijenlerinin PE’lerle olan kompleksleri efektif ast
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 yapist

ortaya konulmustur (Mustafaev, 1996a).
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Sekil 2.22 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 sonuglar
immiinojenligin PE’lerin kimyasina bagli oldugunu gostermistir. Ayrica bu ¢alismalar; PE-
protein komplekslerinin organizma sartlarinda kararli olmasinin, bu komplekslerin immiin
sistemi aktiflestirmesinin en onemli sartt oldugunu gostermistir. Bu prosesin mekanizmasin

anlamak ic¢in spesifik antikor olusturan hiicrelerin olusum kinetigi incelenmistir (Mustafaev,
1996a).

2.5.1.2 Immiinojen Polilektrolit Kompleksinin ¢calisma modeli

Polielektrolit kompleksleri immiinolojik etki gdstermesi i¢in optimum sekilde yapilmalidirlar.
Immiinolojik aktif (vaya “pasif”) polielektrolit kompleksleri i¢in asagidaki model gosterilmistir
(Sekil 2.23). Gosterilen yiiksek immiinojen etkili polielektrolit kompleks modelinin ayr1 ayr
cizgilerini ifade eden en Onemli fizikokimyasal kriterleri su sekilde yeniden aciklayabiliriz

(Petrov vd., 1992; Mustafaev vd., 1990, 1996a, 2004).
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Sekil 2.23 Yiiksek (I) ve diisiikk immiinojen (II) etkili antijen-PE komplekslerin modellerinin
yapisl.

1) Antijen ve polimer molekiilleri fizyolojik sartlarda pargalanmayan stabil baglarla (¢cok
noktali elektrostatik ve hidrofob karsilikli etki, iyon koordinasyon ve kovalent baglama)

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

3) Yapisinda “ilmik” olan PEK’lerin (polimerin biikiilebilen serbest boliimlerinin olmasi) hem
protein ylizeyine yapismis hem de serbest “ilmik”’te bulunan ilave olarak iyonlanmis
gruplari, PEK yiizeyinde kompleks partikiillerinin ¢ozeltide kalmasina yardim eden

yayilmis hidrofil bolge yaratir.

4) Antijen molekiillerinden toplanmis ve polimer tasiyicisi ile stabillesmis sert silindir (¢ubuk)
tipli yapi; hem antijen determinantlarinin uygun yerlesmesini hem de biyiik yiizey

olugmasini saglar.

5) PEK’in biyosistem komponentleri ile (proteinler, immiin hiicreler v.b.) cok noktal
kooperatif karsilikli etkilesimde olma kabiliyeti; yapisinda olan “ilmik”lerdeki serbest
polimer fonksiyonel gruplarina gore olusur. Yiiksek immiinojen etkili PEK’ler biyosistem

komponentleri ile yiiksek kompleks olusma kabiliyetine sahiptir.

6) Antijen determinantlarinin uygun yerlesmesi ve antijen hiicre reseptorleri ile ¢cok noktali
karsilikli etkisi i¢in daha onemli sterik sartlara uygun olan yapili kompleks. Bu nedenle

polivalent agilar yapmak icin polielektrolit kompleksinin mekanik karigimi daha dnemlidir.

Sekil 2.24a’da scannig elektron mikroskobu ile sigir eritrositlerinin immiinolojik etkiye sahip

olan polimerlerle ve bunlarin protein kompleksleri ile karsilikli etkisinden olusan polimer-
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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 semasin1 gosterme imkan1 saglamistir (Sekil 2.24b).

Sekil 2.24 Immiin cevap olusturan antijen-hiicre komplekslerinin hipotetik semas1. A- T-
Bagiml cevap. B- T-Bagimsiz cevap (Mustafaev, 1996a)

T hiicrelerine bagli olmayan immiin cevapta antijen B-lenfosit reseptorii ile yapi-spesifik
kontaktin olusumuna katilir (birinci spesifik signal). Ikinci signal B-lenfositin yiizeyinde

absorpsiyon olugsmus polimerden ileri gelir.

2.6 Protein Ozellikteki Tasiyic1 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 icin peptidlerin daha biiyiik molekiil
boyutuna sahip tasiyici proteinlere baglanmasi gerekmektedir (Deen vd., 1990). Biiyiik
molekiiler boyutlardaki BSA, KLH, OVA gibi globular proteinler, peptidler icin tasiyict
olarak kullanmilmakta ve kiiciik boyutlu peptidlerin in-vivo sistemde antikor olusumu

prosesinde taninmasim saglamaktadirlar (Acar S, 2006).

BSA ve KLH genel olarak en sik kullanilan tasiyici proteinlerdir ve peptidler bu tiir

tasiyicilara kararli kovalent baglarla baglanirlar. Baglanma (konjugasyon) bolgesi, peptid
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dizilimine bagh olarak; dizinin N- ucu, C- ucu ya da igerisindeki 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) uglar olabilir. Antijenik
peptid dizilimi tasiyici proteine (BSA-Bovin Serum Albumin, KLH-Keyhole Limpet
Hemocyanin, OVA-Ovalbumin vb.) baglanacagi goz 6niinde bulundurularak sentezlenmelidir
[12]. Antikor olusumunda iyi sonuglar elde etmek icin uygun antijenik peptid dizilimini
secmek ve buna bagl olarak konjugasyonun dizaynini yapmak oldukca kritik noktalardir.
Peptidin tasiyic1 protein yiizeyinde konumlanmast 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 icin
glutaraldehid ya da N-Hidroksisiiksinimid reaktif gruplar kullanilarak gerceklestirilmektedir.
Peptidler antikor olusturmak amaci ile immiinizasyon icin proteinlerle baglanacagi zaman
konjugasyon i¢in spesifik baglanma yontemlerinin kullanilmasi, peptid dizilimine sistein
eklenmesi gibi klasik yontemlerden kacinilmasi gerekmektedir (Deen vd., 1990, Acar S,

2006).

2.6.1 BSA (Bovin Serum Albumin) Proteini

Bovin Serum Albumin (BSA) antikor olusumda konjugasyon i¢in genel olarak en yaygin
kullanilan tasiyict proteindir. Serum proteinlerinden albumin alt sinifina aittir ve plazmadaki
toplam proteinin yaklasik yarisini albuminler olusturmaktadir. Bu da albuminlerin plazmadaki
en kararli ve en yiiksek coziiniirliikteki protein oldugunu gostermektedir. BSA ise kolay
erisilebilirligi, ¢Oziiniirliigii vb. Avantajlarindan dolayi; deneysel caligmalarda oldukca sik
kullanilmaktadir. Yapisinda tasidigi cesitli fonksiyonel gruplarindan dolay1 da konjugasyon
reaksiyonlarinda cesitli molekiiller, proteinler ya da haptenler icin tasiyict olarak tercih

edilmektedir (Friedli, 1996).



32

7 F \f\éé
E onjugat

By
Sekil 2.25 Tasiyici protein olarak BSA’nin sentetik peptidlerle olusturdugu konjugat

Protein Peptid

BSA’nin molekiil agirligr 66 x 10° Da olup diger bir tastyici protein olan Keyhole Limpet
Hemocyanin (KLH)’e gore oldukga 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
bolgesine sahip, zayif antijenik molekiiller icin oldukg¢a sik kullanilan tasiyici bir proteindir

(Acar S, 2006).

2.6.2 BSA’nin Tasiyici Protein Olarak Kullamldigr Calismalar

Mustafaev ve arkadaslar1 (2002) tarafindan yapilan ve diisiik immiinolojik dzellikteki Betulin
(B) molekiiliiniin tasiyici protein olan BSA’ya % 90 verimle kovalent olarak baglandig
calismada BSA*B konjugatlart 1-etil3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidrokloriir
kullanilarak sentezlenmistir. Suda ¢oziinebilir 6zellikteki BSA*B konjugatlarinin UV analizi
sonucu agregat olustugu gozlemlenmistir. HPLC analizinde elde edilen kromatogramda ise
BSA’ya ait pik ve alikonma zamami 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

birkac¢ Betulin molekiiliine baglanmis BSA’ya aittir (Mustafaev vd., 2002).
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Sekil 2.26 Saf BSA ve BSA*B konjugatina ait (a) UV spektrumlar1 (b) HPLC
kromatogramlari, (1=>BSA, 2 => BSA*B konjugati) (Mustafaev vd., 2002)

Fluoresans
1200000 1 BSA
10000004

200000 4

2 BSA+Betulin
A00000 4

400000 4

200000 4

. . . , Dalzahoyu (roe)
300 320 340 360 380

Sekil 2.27 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) diisiik orandaki hidroliz 6zelliginden dolay1 konjugasyon
reaktifi olarak 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid (EDC)’i sectikleri konjugasyon
caligmasinda, tasiyici protein olarak iclerinde BSA’nin da bulundugu cesitli molekiillerin,
sentetik peptidler (SP) ile konjugatlar1 sentezlenmistir. N-metil imidazol (NMI)’iin
kullanildig1 konjugasyon reaksiyonundan elde edilen konjugatlar ile standart EDC baglanma
reaksiyonu karsilastirilmis ve NMI'iin baglanma reaksiyonu ve konjugatin immiinojenligi
tizerine etkisi arastinlmigtir. Calismalar sonucunda NMI ile olusturulan konjugatlarin serbest

peptidlere kars1 daha spesifik immiin cevaplar olusturdugu saptanmistir (Deen vd., 1990,).
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2.7 Lineer Polimer Ozellikteki Tasiyic1 Molekiiller

Zayif immiinojenik 6zellikteki sentetik peptidler antikor olusturmak icin yeterli biiytikliikteki
molekiiler boyutlara sahip olmadiklarindan, peptidlere kars1 antikor iiretiminde immiinojenligi
artirmak i¢in peptidler, proteinlerin yam1 sira lineer Ozellikteki 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 bolgesi proteinlerde oldugu gibi peptid dizilimine bagh olarak; dizinin N- ucu,
C- ucu ya da icerisindeki bir nokta olabilir. Konjugasyon noktasi karboksil (-COOH), amino
(-NH;) ya da siilfidril (-SH) ucglan olabilir. As1 olarak kullanmldiginda o6nemli bir etki
olusturan sentetik peptidler, haptenler vb. molekiiller spesifik antikor olusturmak igin
giiniimiizde oldukc¢a yaygm kullanilmaktadirlar. Ancak tedavi edici ajanlarin ve sentetik
peptidlerin ya da haptenlerin; diisiik ¢oziintirliigii, kararsizhigi, kiigiik molekiil boyutlarindan
dolay1 antijenik 0zelliklerinin diisiik olmasi, biyouyumlu ve spesifik olmayis1 ya da sitematik
toksisitesi gibi istenmeyen Ozellikleri onlarin etki yeteneklerini olduk¢a azaltmistir. Ancak
proteinlerin, antijenlerin ya da ila¢ etken maddelerinin suda coziinebilir polimerler ile
konjugatlarinin olusturulmasi, tedavi edici ajanlarin 6zelliklerini ve immiinojenligini dnemli
Olciide degistirmektedir. Antijenik peptidlerin suda coziinebilir polimere baglanmasi c¢ok

yonlii etkilere sahiptir. Bunlardan bazilart;
¢ Peptidlerin modifikasyonu saglamak,
¢ Hidrofobik 6zellikte olanlarin suda ¢6ziinebilirligini 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, Acar S, 2006).

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 tasiyici olarak kullanilan bazi polielektrolitlerin genel gosterimi asagida

verilmistir (Mustafaev ve Mustafaeva, 2002).
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=>» Katyonik Polielektrolitler
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Sekil 2.28 Tasiyict polimer olarak yaygin kullanilan Katyonik Polielektrolitler

=> Anyonik Polielektrolitler
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Poliakrilikasid - N-vinilpirolidon
kopolimeri

Sekil 2.29 Tasiyict polimer olarak yaygin kullanilan Anyonik Polielektrolitler
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Polielektrolitler, sentetik peptidler ile konjugatlarimin gii¢lii koruma o6zelliklerinden dolay1
yeni nesil as1 bilesenleri olarak diistiniilmektedir (Mustafaev ve Mustafaeva, 2002, Acar S,

2006).

Mustafaev  ve arkadaslar1 tarafindan  geleneksel metodlar kullanilarak, sudaki
makromolekiillerin aktive edilmis fonksiyonel gruplar1 arasinda gerceklesen reaksiyonlar ile
protein-lineer polielektrolit, peptid-lineer polielektrolit kovalent konjugatlar1 sentezlenmistir.
Karbodiimid aktivasyonu ile gerceklestirilen iki basamakli kovalent konjugasyon reaksiyonu;
Polimerin karboksil gruplarinin karbodiimid ile aktive edilmesi ve sonrasinda karboksil
gruplan ile proteinin ya da peptidin amino gruplar arasinda kondenzasyon reaksiyonun
olusumu ile gergeklesir. Birinci basamak siiresince karboksil grubunun karbodiimide
saldirmast ile O-acilisoiire ara iiriinii olusmaktadir. Daha sonrasinda kararsiz olan bu ara
iriine peptid ya da proteindeki amino gruplarimin saldirmasiyla polimer ile peptid veya

protein arasinda capraz baglanma gerceklesmektedir.

EBaglanma Bélgest sistein-SH

-
~— 2H reakctf grup
Folmer-Peptid Konjugat

Sekil 2.30 Sistein igeren peptidin polimerle olusturdugu konjugatin sematik gosterimi
(Hoffman, 2000)
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Sekil 2.31 Kisa zincirli peptid molekiillerinin lineer ve uzun zincirli polimerler ile
olusturduklart konjugatlarin sematik gosterimi (Mustafaev, 1996a, Mustafaev, 2004)

Yukarida anlatildig1 gibi karbodiimid kullanilarak peptidlerin tasiyict polimerlerle kovalent
konjugasyonu sonucu sentezlenen konjugatlarin yiiksek immiinolojik 6zellige sahip oldugu
Mustafaev ve arkadaslar tarafindan yapilan calismalarla gosterilmistir ve konjugatin yiiksek
immiinolojik 6zelliginin polimerin adjuvant etkisine bagli oldugu diisiiniilmektedir

(Mustafaev, 2004).

2.8 Capraz Baglama Reaktifleri

Capraz baglama reaktifleri (capraz baglayicilar) biyokonjugasyon prosediirlerinde
molekiillerin kovalent olarak baglanmasim saglayan ve uygulama amacina gore ¢ok farkli
cesitleri bulunan kimyasal reaktiflerdir. Capraz baglayicilar biyolojik molekiillerin
isaretlenmesinde, ¢apraz baglanmasinda ya da kii¢iik molekiillerin daha biiyilk molekiillere
baglanarak hedeflenmesi ve dagitiminda kullanilmaktadir. ki farkli molekiil intermolekiiler
(molekiiller aras1) ya da tek bir molekiil intramolekiiler (molekiil i¢i) olarak capraz
baglayicilar kullanilarak baglanabilmektedir. Capraz baglayicilar aktif bagin sagindaki ve
solundaki R gruplarinin es olup olmamasina gore 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 yaklagik 0-20 A° (1
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A°=1x10"° m) uzunlugunda bir arabulucu (spacer) bulunmaktadir (arabulucu uzunlugu 0 A°

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

e Degisen uzunluktaki arabulucu mesafesi peptide, tasiyic1 protein yiizeyinden
cikabilme 6zelligi saglamakta ve boylece peptid daha ulasilabilir oldugundan daha

fazla antijenik 6zellik gostermektedir.

e Arabulucu en fazla 6 metilen zincirinden olusmaktadir ve baska bir fonksiyonel grup

icermemektedir. Bu da istenmeyen immiinolojik cevaplarin olusumunu 6nleyecektir.

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

molekiiliin biyolojik aktivitesini birlikte tasimaktadir.

2.8.1 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 baglayici bulunmamaktadir. Ancak bir¢cok
konjugasyon reaksiyonu elde edilen konjugattaki molekiiller birbirlerine baglanirken yapiya
yabanci bir madde girmistir ve bu madde konjugatin kullanilmak istendigi yere gore zararh
olabilmektedir. Ornegin peptid-protein konjugatlari, tastyici proteine baglanmis olan peptide
karsi immiin cevap olusumu amaci ile sentezlenmistir. Bazi durumlarda olusturulan
antikorlarin bir kismi, konjugasyon reaksiyonunda kullanilan capraz 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 Acar S, 2006).
Bu tiir capraz baglayicilar;

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

amid bagi olusturarak,
¢ Organik fosfat grubu ile primer aminleri fosfoamid bagi {izerinden ya da,

e Aldehidler ile primer veya sekonder amino gruplarini Shiff bazi1 olusturarak ve bu

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

Polimer-peptid, peptid-protein, protein-protein, konjugatlarimin olusturulmasinda kullanilan
direkt capraz baglama reaktifleri arasinda en c¢ok tercih edilen karbodiimidlerdir. Suda
¢oziinebilir ve ¢oziinemeyen formlarimin bulundugu karbodiimidler; karboksilat ve primer
aminlerin amid bagi ile, fosfat ve amino gruplarinin ise fosfoamid bagi ile baglanmasina
arabuluculuk ederler. Suda ¢o6ziinebilir 6zellikteki karbodiimidler daha ¢ok biyokimyasal
konjugasyonlarda tercih edilmektedir ¢iinkii biyolojik kokenli bircok makromolekiil sulu
tampon c¢ozeltilerde ¢oziinmektedir. Sadece karbodiimidler degil aym1 zamanda yan iriinler
olan {iire tiirevleri de suda ¢6ziinen 6zellikte oldugundan konjugatin saflastirilmasinda kolaylik
saglamaktadir. Bunun yan1 sira suda ¢oziinemeyen ozellikteki karbodiimidler genel olarak
peptid sentezinde ve molekiillerin sadece organik coziiciilerde c¢Oziinmesi gereken
biyokonjugasyon reaksiyonlarinda kullanilmaktadir. Bu reaksiyonlarda meydana gelen
triinler ve yan iriinler de sadece organik coziiciilerde ¢oziinebilmekte suda

¢oziinememektedir (Hermanson, 1996, Acar S, 2006).

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 dnce bir organik ¢oziiciide
¢ozme zorunlulugu olmadan direkt olarak ekleme imkani sunmaktadir. Karbodiimidin fazlasi
ve ¢apraz baglama reaksiyonunun yan iiriinii olan iire tiirevleri suda ¢6ziinebilir 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 dyle acilmalidir bu EDC’nin erkenden bozunmasini onlemektedir.
EDC’nin kiiciik miktarlarim1 reaksiyon ortamina eklemek icin suda stok c¢ozeltisi
hazirlanabilmektedir ancak bu ¢ozeltinin kimyasalin aktivitesini kaybetmemesi i¢in oldukca

cabuk hazirlanmasi ve kisa siirede kullanilmasi gerekmektedir.

CH
C e 3
/ \ /\/\ :

HsC

Primer amin ve karboksil gruplan iceren bircok molekiiliin EDC kullanilarak konjugasyonu

gerceklestirilebilmektedir (Yamada vd., 1981; Chase vd., 1983; Chu vd., 1976; Chu ve Ueno,
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1977). Konjugat olusum prosesinde Oncelikle N-substitue karbodiimidler (karbon atomuna
komsu iki azot atomu karbona gore daha elektronegatif oldugundan karbon atomu &" yiiklenir
ve karboksilat anyonunun saldirmasi icin olduk¢a uygun bir yap1 olusur) karboksilik asidler
ile reaksiyona girerek oldukga reaktif olan O-agilisoiire ara iirtiniinii olustururlar. Sonrasinda
bu aktif ara iirlin primer amin gibi niikleofil 6zellikteki gruplar ile reaksiyona girerek amid
bagi iizerinden konjugat olusumunu gergeklestirir (Williams ve Ibrahim, 1981). Reaksiyon
esnasinda herhangi baska bir niikleofil de reaktif olabilmektedir. Ornegin siilfidril gruplar1 ara
tiriine saldirabilmektedir ancak olusan tiyoester bagi amid bagi kadar kararl degildir.

CMC

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

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

o/ﬁ
. N
N c~
K/ | \/\N%

CHs

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

DCC
Disiklohegzilkarbodiimid 6zellikle organik sentez uygulamalarinda oldukca 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 Acar S, 2006).
N
=

DCC = N,N' Disiklohegzil karbodiimid
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DIC
Diizopropilkarbodiimid suda ¢oéziinmeyen 6zellikteki ve oda sicakliginda sivi olarak bulunan

diger bir karbodiimid ¢esididir (Hermanson, 1996).

CHy
N CHs

/C%
HaC N
CHg

DIC = Diizopropil karbodiimid

N,N-Karbonildiimidazol
N,N-karbonildiimidazol yapisinda konjugasyon sirasinda ayrilan iki adet agilimidazol grubu

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

O

N/\N)}\N/\N

oV

CDI = N,N'-Karbonildiimidazol

Karbodiimidler oldukga 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 Acar S, 2006).
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3. KULLANILAN OLCUM YONTEMLERI

3.1 Molekiiler Eleme Kromatografisi

Kromatografi ¢esitli maddeleri (biyolojik molekiiller, sentetik polimerler, sentetik peptidler
vb.) incelemek i¢in kullamilan 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 [13]. Monomerik, oligomerik ya da polimerik ¢oklu bilesenli

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

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

saptanacak ve sinyale doniistiiriilerek kromatogram elde edilecektir (Acar S, 2006).
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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 énemlilerinden biridir. Floresans spektroskopisi ise maddenin floresans 6zelligi
izerine 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
olmas1 yontem icin bir dez avantaj olsa da metodun seciciliginin yiiksek olmasi yontemin
onemli avantajlarindan bir tanesidir. Proteinlerin ve peptidlerin yapisinda bulunan amino
asidlerden floresans 6zellik gosteren Triptofan, Tirozin ve Fenilalaninden Triptofan en yiiksek

floresansa sahiptir.

Calisamamizda kullanilan Sap Hastaligi Viriisiiniin VP1 kapsid proteininin 40-60 peptid
dizisinin —N terninal uc kisitmina eklenen tritofan amino asidi ile yapiya fluoresans ozelligi

kazandirildi.

Serbest haldeki proteinde daha acikta olan Trp sulu ortamla etkilesim igerisindedir ve daha
diisiik enerjili 151ma ile uyarilabilmektedir. Konjugasyon gerceklesip Trp sulu ortamdan
uzaklagip daha iceriye hidrofobik bolgeye girdikten sonra uyarma i¢in gereken enerji

artacaktir.
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= 3.1)

Esitliginde de goriildiigii iizere uyarma igin gereken enerjinin artmasi dalga boyunun
kiiciilmesine yani Anax degerinde daha kiigiik dalga boyuna dogru kaymaya (blue shift) neden
olacaktir. Uyarildig1 dalga boyu kayan molekiiliin yaptigi floresans isimanin Ay, degeri de

buna bagh olarak kiiciilecek ve blue shift verecektir.

Calismamizda oncelikle serbest peptidin An. degerleri floresans spektrumlari alinarak
saptanmistir sonrasinda elde edilen konjugatlarimizdaki Trp’in konformasyon degisikligine
bagl olarak degisen A, degerleri saptanis ve gozlenen kaymalar yardimi ile konjugasyon

olusumu incelenmistir (Acar S, 2006).
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4. DENEYSEL KISIM

4.1  Kullamlan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler

4.1.1 Kullamlan Cihazlar

Jasco V-530 UV-VIS Spektrofotometre

Precisa XB 220A Hassas Terazi

Sartoriuos CP225D Hassas Terazi

PTI QM-4/2003 Steady State Floresans Spektrometre
ThermoLab System Mikroplaka Yikayic1t 4MK2
ThermoLab System Multiskan Ascent Mikroplaka okuyucu
Heildolph MR 3001 Isiticili Manyetik Karistirict
Binder Vakum Etiivii

Finnpipette Micropipet (1-10 ml, 100-1000 pl, 5-50 ul)
Hettich Eba20 Santrifiij Cihazi

Shimadzu HPLC Sistemi

IKAMAG Coklu Karistirict

Milipore-Q Gradient Saf su Cihazi

Sartorius MiniSart RC Enjektor filtresi, 0.22 pm
WTW pH level 1 pH metre

Hanna pH221 pH metre

Heidolph Reax top Karistirict
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4.1.2 Kullanilan Kimyasallar Maddeler

Kullamilan Kimyasal Madde

Kimyasal Maddenin Uretildigi Firma

Sap hastaligi VP1 kapsid proteini 40-60
dizilimli sentetik peptidi

Sigma Genosys

Poliakrilik Asid M,, 100 000

Aldrich Chemical Company. Inc.

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

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

Bovin serum albumin (BSA) Sigma A 7030

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
Poliakrilik asid (Mw 100 000) Aldrich 523925
Sitrik asid Monohidrat Fluka 27490
Sodyum azid (NaN3) Applichem A1430

Sodyum dihidrojen fosfat (NaH,PO4)

Riedel-de Haen 04361

Sodyum hidrojen fosfat (Na,HPO4) Fluka 71647
Sodyum kloriir (NaCl) Fluka 71376
Siit Tozu (Casein) Sigma C 7078

tri-Sodyum sitrat

Merck 1,06431

Tween 20

Applichem A1389




47

4.2 Poliakrilik asid
Poliakrilik asid (PAA) : Molekiil agirligi 100.000°dir.

Poliakrilik asit iyonlasma derecesi, pH ve sulu ¢ozeltinin iyonik giiciine bagli olan zayif bir
polielektrolittir. PAA, diisiik pH’da hemen hemen disosiye olmamasina karsin pH>8’de
tamamen yiiklii bir zincire sahiptir. Poliakrilik asit, proton alabilen iyonik olmayan cesitli
polimerler, onlarin tiirevleri ve katyonik polielektrolitlerle sulu yada organik c¢ozelti

ortaminda interpolimer kompleks olusturur.

Kompleks olusumunda, ortamda karsisindaki ile iletisim igerisinde bulunan polimerin dogasi
ve molekiill agirligr gibi baz1 parametrelerin yam sira ¢oziicii, pH, ¢ozeltinin iyonik giicii,
sicaklik ve polimerin konsantrasyonu 6nemli etkiye sahiptir. Bunun i¢in metal iyonlarinin
yiikli makromolekiiller ile iliskisi, herhangi bir ortamda ve biyolojik sistemlerde

sergiledikleri fizikokimyasal davraniglar1 anlamak bakimindan énemlidir(Mori vd., 2003).

Deneylerde kullandigimiz PAA ticari olarak Sigma Genosys firmasi tarafindan elde
edilmistir. PAA’ nin karakterizasyonunu incelemek i¢in, 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 gerceklestirilen dort dedektorlii Viskotek cihazinda

analizi yapilmistir. Analiz sonuclan Sekil 4.1 de goriinmektedir.
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Sekil 4.1 0.01 M PBS pH 7 icerisinde hazirlanmis % 0.05 PAA ¢o6zeltisinin Viskotek Kirilma
Indisi detektorii (a), UV detektorii (b), Isik Sacilmasi detektorii (c), Viskozite detektorii (d)
kromatogramlari

PAA (Mw 100.000) polimerinin dort detektorlii Viskotek cihazindan alinan sonuglar

incelendiginde; bu polimerin UV 6zelligine sahip olmadig1 goriilmektedir.

4.3 Sap Hastah@ Viriisiiniin VP1 Kapsid Proteininin Fonksiyonel Antijen Ozelligi
Tasiyan Sentetik Peptid Dizisi

Sap hastaligi, halk arasinda tabak hastaligi olarak bilinen, biitiin ¢ift tirnakli hayvan tiirlerinde
goriilebilen bulasici bir hastaliktir. Hastalik icin; Aft Hummasi, ayak-agiz hastaligi (foot-

mouth disease) isimleri de kullanilmaktadir [15].

Sap hastalig1 sigir, manda, koyun, kec¢i ve domuzlarda oldugu gibi, vahsi hayvanlarda da
goriilebilen olduk¢a enfeksiyoz bir hastaliktir. Sap hastaligi etkeni olan ve Picornaviridae

familyasindan Aphthoviriis genusuna ait viriisun, immiinolojik olarak ayirt edilen yedi
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serotipi (O, A, C, SAT 1, SAT 2, SAT 3, Asya 1) vardir.

Viral partikiil yada virion yaklagik 8500 niikleotid uzunlugunda pozitif yiiklii tek bir RNA
zinciri igerir. Bu RNA molekiilii kiigiik bir protein olan VPg’e kovalent olarak baglanir. Viriis
kapsiilii zarfsizdir ve VP1, VP2, VP3 ve VP4 yapisal proteinlerinin 60 kopyasini igeren
yaklasik 300 A capinda isohedral simetriye sahiptir.

Sap Hastaligi Viriisiine karsi sentetik as1 gelistirilmesine yonelik calismalarda kullanilan
peptid dizileri Sigma Genosys firmas1 tarafindan Fmoc Solid Phase (Kat1 Faz) Peptid Sentez
Yontemi ile % 91 saflikta sentezlendi. Ay, serotip Sap hastaligi Viriisiiniin VP1 Kapsid
Proteininin fonksiyonel antijen 6zelligi tasiyan 40-60 peptid dizileri —N terminal ucunda hem
triptofan (trp) amino asidi eklenerek, hem de triptofan amino asidi eklenmeden sentezlendi.
Peptid dizilerine eklenen triptofan amino asidi floresans verme 6zelligine sahip oldugundan
sentezlenen biyokonjugatlarin yapi ve karakterizasyonunun belirlenmesinde 6nemli bir rol

oynadi.

:Sigma Genosys firmasi tarafindan sentelenen Hastalig1 Viriisiinin_ VP1 Kapsid

Proteininin 40 — 60 Peptid Dizisi:

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

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 gergeklestirilen serbest Sap Hastaligi Viriisiiniin
fonksiyonel antijen 6zelligi tasiyan yapisal VP1 Kapsid proteinin 40-60 peptid dizisine (Trp-
Val-Lys-Ile-Asn-Asn-Thr-Ser- Pro-The- His-Val-Ile-Asp-Leu-Met-GIn-Thr-His-GIn-His-

Gly) 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 4.2 Sigma Genosys firmasi tarafindan sentelenen Sap Hastaligi Viriistiniin VP1 kapsid
proteininin 40-60 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 kromatograma.
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Sekil 4.3 Sigma Genosys firmasi tarafindan sentelenen Sap Hastalig1 Viriisiiniin VP1 kapsid
proteininin 40-60 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

4.4 PAA-Peptid Konjugasyon Reaksiyonu

PAA-peptid biyokonjugatinin  hazirlanmasinda, Karbodiimid kullanilarak  polimer

aktiflestirilir ve daha sonra peptidle birlesmesi gergeklestirilir.

5 mg Poliakrilik asid (PAA Mw=100000) 9,875 ml saf suda c¢oziildi ve sodyum
hidroksid(NaOH) ile Ph’s1 5’e ayarlandi. 50 mg peptid 100 pl suda ¢oziildii ve polimer
cozeltisine eklenir. Bu fiziksel karisim, manyetik karistiric1 yardimiyla oda sicakliginda 2 saat
kadar karistirildi. Daha sonra 10 gr suda ¢oziinen 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid
hidrakloriir (EDC) Capraz Baglayicis1 fiziksel karisima ilave edilerek yaklasik 12 saat

boyunca oda sicakliginda manyetik karistiricida aktivasyona birakildi. Daha sonra ¢ozeltinin
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pH’s1 kontrol edilerek, Ph 7’ye ayarlandi ve yaklasik 1 saat Ph=7"de karistirildi. Elde edilen

konjugatin yap1 ve karakterizasyonu, spektroskopik, florimetrik yontemlerle incelendi.

5 mg PAA /10 ml saf su

pH ‘s15%¢

50 mg Peptid/100 pl su

ayarlanir

Y

Fiziksel karisim oda

sicakhiginda 2 saat karistirilir.

20 gr
EDC

A

7 eklenir

Yaklasik 12 saat oda

sicakhiginda karistiricida

aktivasyona birakilir

pH ‘s1

T’ye

Y

avarlanir
Yaklasik 1 saat

kanistirilir.

y

2 ml 6rnek HPLC’de 6 ml 6rnek
analiz edilir. FLORESANS’da analiz

Sekil 4.4 PAA- Peptid konjugatinin kongugasyon akis semast
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Sekil 4.5 Sap hastalig1 viriisiiniin VP1 kapsid proteinleri 40-60 dizili peptidi ile PAA nin
Karbodiimid yontemi ile sentezlenen konjugatinin(l), Polimerin(2), Peptidin(3)

kromatogramlari goriilmektedir.
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Sekil 4.6 0.1 M PBS pH7’de hazirlanmis npepia/nesa =3 oraninda sentelenen Polimer-Peptid

konjugatlarinin floresans spektrumu

4.5 Konjugatlarin Saflastirilmasi

Konjugasyon isleminden sonra elde edilen Polimer-Peptid ve Peptid-Protein konjugatlari iire
tirevi ya da reaksiyona girmemis capraz baglayicilarin fazlasindan c¢esitli yontemler
kullanilarak ayrilir ve saflastirilabilir. Bu yOntemlerin igerisinde en yaygin olarak
kullanilanlart; Molekiiler Eleme Kromatografisi (Kolon) uygulanmasi, Gaz basin¢h filtrasyon

ya da Santrifiijlii filtrasyon (membranh santrifiij tiipleri ile) uygulamalaridir.

Konjugatlar sentezlendikten ve c¢oktiiriildiikten sonra, cihazlarda analiz edilmeden Once
reaksiyona girmemis maddelerden veya reaksiyonda olusabilecek yan iirlinlerden ayrilmasi
yani saflastirilmas1 amaciyla, fosfat pH=7 (PBS) tamponunda ¢6ziildii ve Toyopearl kolon
dolgu maddesi olan kolonda saflastirildi. Elde edilen fraksiyonlarinUV spektrofotometrede
280 nm’de spektrumu alindi.spektrumdaki uygun fraksiyonlar toplandi ve 10.000 Mw ayirma
giicline sahip polietersiilfon (PES) membranl tiipte +4 C ‘de 6000 rpm devirde 10 dakika
santrifiij edildi. Ust faz birlestirildikten sonra, tuzdan armndirma islemi uyguland1 ve liyafil
kurutuldu. Bu fraksiyonlar daha sonra, PBS pH 7’ tamponunda c¢oziilerek, Spektroskopik,

florimetrik yontemlerle incelendi.
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4.5.1 Santrifiijlii Filtrasyon (Membranh Santrifiij Tiipleri)

Cesitli boyutlardaki molekiilleri ayiracak 6zellige sahip mebranlart igceren santrifiij tiipleri
konjugatlarin istenmeyen kiiciik molekiillerden ayrilmasinda kullamilmaktadir. Bunun icin
ayrilacak ¢ozelti membranh tiipe konulur ve tiipiin degisen devir ve siirede santrifiijlenmesi
sonucu membranin gézeneklerinden daha kiiciik molekiilerin gecerek alt fazda toplanmast ile

biiyiik molekiiller (konjugat) iist fazda kalirlar. Boylelikle konjugat hem saflastirmis hem de

konsantre edilmis olur [16].

Su

eldenn

Konjugat

/ Cozeltisa
1. Santrifiiy

MMembran e— —
G000 1pm
& dalk.

MMembranh
santiifii) tipit

\

_UstFaz
{Eonsantre ve

Saf Kowjugat (Coz.)
2. Santiifiy

G000 1pm
& dalk.

Alt Faz

st Faz

P

5

st Faz
analz ediln

Alt Faz

Bu lasun
analiz edihr

Sekil 4.7 Membranl santrifijj tiipii kullanilarak konjugatlarin konsantre edilmesi ve
saflastirilmasinin sematik gdserimi
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4.5.2 Peptid-Polimer Konjugatinin Saflastirilma analiz sonuclari
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Sekil 4.8 Sap hastalig1 viriisiiniin VP1 kapsid proteinleri 40-60 dizili peptidin PAA ile
konjugatinin Toyopearl doldu maddesi olan Bio-Rad kolonundan saflastirildiktan sonra UV

spektrofotometrede yapilan analizine ait spektrumu.
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Sekil 4.9 Sap hastalig1 viriisiiniin VP1 kapsid proteinin 40-60 dizili peptidin PAA ile
konjugatinin Toyopearl doldu maddesi olan Bio-Rad kolonundan saflastirildiktan sonra UV

spektrofotometrede yapilan analizine ait spektrumu
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4.5.3 Peptid, Polimer, Peptid-Polimer Konjugati Saflastirma Oncesi ve Saflastirma
Sonrasi FTIR Analiz Sonuclari

Orneklerin FTIR analizleri, Perkim Emler Spectrum One Universal ATR sampling Accessory

FTIR Spektrometre kullanilarak yapilmistir.

783

15 \
70
65

1202.36

14643
3286.50 154248
3
L9

D000 3000 2000 1500 1000 450.0
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Sekil 4.10 Antijenik 6zellikli 40-60 peptid dizisine ait FTIR analizi.
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Sekil 4.11 Polimer PAA’ ya ait FTIR analizi.
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Sekil 4.12 Sap hastalig1 viriisiiniin VP1 kapsid proteinin 40-60 dizili Peptid- PAA Konjugatin

Toyopearl doldu maddesi olan ayirma kolonu 6ncesi FTIR analizi.
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Sekil 4.13 Sap hastalig: viriisiiniin VP1 kapsid proteinin 40-60 dizili Peptid- PAA Konjugatin

Toyopearl doldu maddesi olan biorad kolonundan gegirildikten sonraki FTIR analizi.

Kolon 6ncesi ve kolon sonrast FTIR spektrum dalga boylar karsilastirildiginda, konjugat ayni
—CO-NH- bag olusturdugundan dolay1 genellikle benzer karakter tasimaktadirlar.Saflastirma
oncesi ve sonrasindaki konjugatlarin FTIR spektrumlan karsilastirildiginda sekil 4.13 teki
spektrumun daha belirgin bantlara sahip oldugu goriilmektedir. 2449 cm ve 1397 cm
bantlarmin saflastirmadan sonra biiyiik oranda azalmasi karbodiimid kalmtisinin ve
reaksiyonda istenmeyen {iriin gibi olusan iire tiirevlerinin kayboldugu goriilmektedir. 2900-
3400 cm arasindaki genis bant karbonil grubunun varligim1 gosterir ve kongugat
spektrumundaki bandin daralmasi karbonil gruplarimin amid gruplarina doniistiigiinii

gostermektedir. Bu da konjugasyon reaksiyonunun tamamlandigini1 gostermektedir.
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Cizelge 4.1 FTIR degerlendirme tablosu.

=3400-3200 cm Keskin N-H, genis N-H band1 ve zayif sekonder amin
bandi1 Genis —OH bandim gosterir

=2900 cm Alifatik Grup (-CH2; -CH3)
=2300 cm Cift bag gerilme titresimleri gozlenir. (COOH gibi)
=1500-1700 cm C=0 gerilme, =1600 cm de -NH2 egilme, =1540 — NH

egilme gozlenir.

=1400-1450 cm C-N- gerilme bandi

=1263-1140 cm Ar-O, - C-O, -CH-0O, -CH2-O pek giivenilir degildir

egilme veya gerilmeden gerceklesir.

=960 cm Aromatik H(zayif band), C-H gerilim(kuvvetli band)
=860 cm -C=CH2 metilen grubu, diger bandlarla etkilesimli
bolgedir.

4.6 Suda coziinen 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidrakloriir (EDC)
Capraz Baglayicis1 varhiginda BSA —Poliakrilik Asid Konjugat Sentezi

4.6.1 Kullamilan Cozeltiler

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

1.1998g NaH,POs (Mw=119.98 g/mol) tartilarak 500ml saf suda ¢oziilir. Aym1 zamanda
2.6807g Na,HPOs (Mw=268.07 g/mol) tartilarak yine 500ml saf suda c¢oziilir. Bu iki
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cozeltiden NaH,PO, ¢ozeltisi, Na,HPO,4 ¢ozeltisinin iizerine eklenir ve karigima 8.766 g NaCl
ilave edilerek, tekrar karistirnllir. Cozeltinin pH’s1 1 M NaOH veya 1 M HCl ile 7’ye ayarlanir.

4.6.1.1 Hesaplamalar
PAA polimeri — Sap Hastaligi Viriisiiniin VP1 kapsid proteininin peptid dizilerini igeren

fiziksel kompleks ve biyokonjugatlara ait hesaplamalar su sekildedir:

C pep X Mg Mw { polimer)
Npep/npol = X

Mw {peptid) Cpol X Ng

Na= Avagadro sayisi

Cpaa= Poliakrilik Asid konsantrasyonu
Cpsa= BSA konsantrasyonu

Mw= Molekiil agirligi

BSA proteini = Mgga = 66 000 Da

40-60 igin = Myep = 2553

"psa _ Casa M s

Mpas Cpan-M psa

ngsa/npaa= 4,5 olan 10 ml PAA — BSA Konjugat Cozeltisi

cpaa= 0.1 g/100ml= 1 mg/ml= 10 mg/10 ml

cpsa= 0.3 g/100ml= 3 mg/ml= 30 mg/10 ml

npsa/fpaa= 4,5 oramina ait konjugatunn hazirlanmasi: 10 mg PAA 5 ml saf su igerisinde
¢oziildii. 0.1 N NaOH ile pH 5’e ayarlandi. PAA kopolimerinin karboksil guruplar1 80 mg
EDC eklenerek aktive edildi ve 1 saat manyetik karigtirict aracihigiyla kanstirildi. Karigtirma
isleminden sonra pH degeri 0.1 N NaOH ile 7’ye cekildi. 30 mg BSA proteini (Mw=66000) 5
ml PBS icerisinde ¢oziildii ve manyetik karnstirici araciligiyla karistinldi. Karigan polimer
cozeltisi iizerine BSA protein ¢ozeltisine eklendi ve gece boyunca +4 °C’de karistirilmaya
devam edildi. Islem sonunda konjugatin pH’s1 7’ye ayarlandi. Sentezlenen biyokonjugatin
yapt ve karakterizasyonu HPLC kromatografik sistemleri ve florimetrik yoOntemlerle

incelendi.
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4.6.2 Suda coziinen 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidrakloriir (EDC)
Capraz Baglayicis1 varhiginda Sentelenen BSA-Poliakrilik Asid Konjugatimn Analiz

Sonuclari

" Dietector A [Z80nm) ! H
4 e (22Img B3%EmI FES pHT | H
i (22 }img BSM2mI PBS pH7 090208 | H
T T s N :
S S .
2] SN NS NN NN E— S ;
L S :
S NS . S N, S '
2J NSNS NS N NN E— S ;
o} ;
8 3 10 1" 12 1 14 18 18 [ 18 1 i El ] b= 4 5 H

Sekil 4.14 0.0.1 M PBS pH7’de hazirlanmis ngsa/npas= 4,5 oraninda serbest BSA nin HPLC

spektrumu

O T Demetor Aem) T [ S i R A R T
{ = 1mg Pakml dHZO i i i b b b b i i
q g FASAmI HZ0 040205-001

Sekil 4.15 0.0.1 M PBS pH7’de hazirlanmis ngsa/npas= 4,5 oraninda serbest PAA nin HPLC

spektrumu
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Détector A [280nm) ;
— PALIN0000=E IxVEN] WSC B54-FRN3
. SVENI WSC denemed 310305001 |

Sekil 4.16 0.0.1 M PBS pH7’de hazirlanmis ngsa/npaa= 4,5 oraninda sentezlenen PAA-BSA
konjugatinin HPLC spektrumu

Diatactor A (250ni) i " Datector 4 [780nm) i T Datector b (220nm]

14 AT FeVENFWET BEA-PAIE - - - e {22]irng-B S A2 FES PHT: - - - - - - e A1 PO AHRE - - - EEEEEEE ARG RGREEEEEEE EPOS e pocoecon
FENIWSE deremet 070405001 {[22Hmg BSdzml PES pHP090206 ¢ Amg PAS-ImI dHZ0 040205001 . . . .

= S | T T =

L T R e e T T e T LE T e RREeEe

4 ——— BSA Praoteini

=T e LU i | T Lyt [ S s Sy U LU ORI SO
PALBSA H i : : :

S S— T— R— R— | enugat ] T— R— SR - S—

Sekil 4.17 0.0.1 M PBS pH7’de hazirlanmig ngsa/npaa= 4,5 oraninda sentezlenen PAA-BSA

konjugatinin HPLC spektrumlarinin karsilastirilmasi
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Sekil 4.18 0.0.1 M PBS pH7’de hazirlanmis ngsa/npaa= 4.5 oraninda sentezlenen PAA-BSA

konjugatinin floresans Spektrumu

Fluoresans Spektrumunda goriildiigii iizere Serbest BSA igin Apn.x degeri 339 nm. Olarak
saptanmistir. PAA ise tek basma fluoresans gostermemekte bunun yaninda BSA ile
karbodiimid yontemi kullanilarak PAA-BSA konjugati olusturuldugunda ise An.x degerinin
331 nm’ye kaydig1 yani blue shift verdigi gosterilmistir. Bu kayma bize BSA’nin PAA ile
kompleks olusturdugunu ve BSA icerisindeki Trp aminoasidinin sulu ortamdan PAA

molekiiliiniin sarmasi sonucu uzaklastirildigini géstermektedir.

4.6.3 Suda coziinen 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidrakloriir (EDC)
Capraz Baglayicisi varh@inda BSA ile Sap Hastaligi Viriisiiniin VP1 Kapsid Proteininin
Sentetik Peptid Antijenini iceren Biyokonjugat Sentezi

Ay, serotip Sap Hastalig1 Viriisiiniin fonksiyonel antijen 6zelligi tasiyan VP1 yapisal kapsid
proteininin 40-60 peptid dizisi PAA ile kovalent konjugasyonu suda ¢oziinen 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) karbodiimid hidrakloriir (EDC) capraz baglayicis1 varliginda
gerceklestirildi.
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40-60 igin = M, = 2553

n C

peptid _

peptid ‘MBSA _

n M

BSA CBSA T peptid

Npepiia/NBsa= S olan 3 ml PAA — Peptid Biyokonjugat Cozeltisi

Cpepid= 0.03 g/100ml= 0.3 mg/ml= 1 mg/3 ml

4.6.3.1 BSA proteini — Sap Hastahg Viriisiiniin Fonksiyonel Antijen Ozelligi Tasiyan
Yapisal VP1 Kapsid Proteininin 40-60 Peptid Dizisini iceren Biyokonjugatin

Hazirlanmasi

Npepiid/Npsa =3 oramna ait konjugatin hazirlanmasi: 5 mg BSA proteini 1.5 ml saf su
icerisinde coziildii. 0.1 N NaOH ile pH 5’e ayarlandi. BSA proteinin karboksil guruplart 12
mg EDC eklenerek aktive edildi ve 1 saat manyetik karistirici araciligiyla karistirildi.
Karistirma isleminden sonra pH degeri 0.1 N NaOH ile 7’ye cekildi. 1 mg Sap Hastalig1
Viriistiniin VP1 kapsid proteininin 40-60 peptid dizisi (Mw=2553) 125 pL. DMF(Dimetil
Formamid) igerisinde coziildiikten sonra iizerine 1375 pL 0.1 M PBS (pH 7) eklendi ve 30
dakika +4 °C’de manyetik kanstirici araciligiyla karistirildi. Karigan BSA protein ¢ozeltisi
iizerine peptid ¢ozeltisi eklendi ve gece boyunca +4 °C’de karistirilmaya devam edildi. islem
sonunda konjugatin pH’st 7’ye ayarlandi. Sentezlenen biyokonjugatin yapt ve

karakterizasyonu HPLC, ve florimetrik yontemlerle incelendi.
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4.6.3.2 BSA proteini — Sap Hastahg Viriisiiniin Fonksiyonel Antijen Ozelligi Tasiyan
Yapisal VP1 Kapsid Proteininin 40-60 Peptid Dizisini iceren Konjugata HPLC ve

Flouresans Analiz Sonuclar:

--------------------------------------------------

----------------------------------------------

BSA-Peptid
Konjugati

Sekil 4.19 0.0.1 M PBS pH7’de hazirlanmis nyeptia/npsa =3 oraninda sentezlenen BSA-Peptid
konjugatinin HPLC Spektrumu.

140000 -
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Sekil 4.20 0.1 M PBS pH7’de hazirlanmis npeptia/nesa =3 oraninda sentezlenen BSA-Peptid

konjugatinin floresans Spektrumu.
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Sekil 4.20 deki fluoresans spektrumunda goriildiigii tizere Serbest BSA igin Ana degeri 339
nm. Olarak saptanmistir. Sap hastaligi viriisiine ait 40-60 sentetik peptid dizisi ise 352 nm’de
Amax  gOstermektedir. Karbodiimid yontemi uygulanarak Peptid-BSA  konjugati
sentezlendiginde ise konjugata ait An.x degerinin 342 nm’ye kaydigi yani peptide gore blue
shift verdigi gosterilmistir. Bu kayma bize BSA-peptid konjugati olusturdugunu peptiddeki ve
BSA molekiiliindeki Trp aminoasidlerinin konjugasyon ile birlikte sulu ortamdan

uzaklastigin gostermekte ve molekiiliin yapis1 hakkinda ayrintili bilgi vermektedir.

Suda c¢oziinen 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidroklorid (EDC) aktivatorii
varhgida n,epia/npsa =3 ve npsa/npasa= 4,5 oranlarinda sentezlenen konjugatlar sentezlendi.
Sentezlenen konjugatlar dolgu maddesi toyopearl olan kolondan gegirildi. 10.000 Mw ayirma
giicline sahip polietersiilfon (PES) membranl tiipte (Sartorious VIVASPIN) +4 °C’de 6000
rpm devirde 6 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 tiipiin iist kisminda kalan numune
saflagtirma ©ncesi numune ile karsilastirmali olarak HPLC aletinde analizleri yapildu.

Biyokonjugatlar liyafilizator aletinde -80 °C’de kurutuldu.

4.7 BSA ile Sap Hastah@ Viriisiiniin VP1 Kapsid Proteininin Sentetik 40-60 Peptid
Dizisini iceren Biyokonjugatlarin Balb/c farelere enjekte edilmesi
Biyomiihendislik Boliimiinde Aras.Gor.Dr. Banu Mansuroglu tarafindan deneysel hayvan

caligsmalart yapilnugtir.

Calismamizda TUBITAK, Marmara Arastirma Merkezi, Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji
Aragtirma Enstitiisii Transgen ve Deney Hayvanlar laboratuarinda temin edilen 10 adet 8

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

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

gerceklestirildi.
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Sekil 4.21 Kuyruk veninden madde enjeksiyonu

4.8 Fare Serumlarimin alinmasi

Eter anestezisi altinda kuyruk ucu kesilerek 7 giinde bir 8 hafta boyunca kan alindi. 20 uL
sodyum sitrat iceren eppendorflara alinan kan ornekleri 2500 rpm devirde 3 dakika santrifuj
edildi. Santrifuj sonrasinda {iist fazdan 20 pL serum dikkatlice alinarak 0.5 M 500 mL PBS
(pH 7.2) igeren tiiplere konuldu ve vorteksle karistirildi. Ornekler antikor miktar tayin islemi

yapilana kadar -20 °C’de saklandi.

4.9 Dolayh yoldan Enzim Bagh immiin Assay (ELISA) Yontemi Kullamlarak
Farelerden Ahnan Serum Orneklerinde BSA-Sap Hastah@ Viriisiiniin VP1 Kapsid
Proteininin Sentetik 40-60 Peptid Dizisi iceren Biyokonjugatlara kars1 olusan Antikor
Miktar Tayini

Bu test; enjekte edilen biyokonjugatlara karsi olusan konjugata-spesifik antikor miktarini
tayini etmek amaciyla kullanildi (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 cozeltisi ile antijen kapli kuyucuklar inkiibe edildi ve fare serum c¢o6zeltisindeki
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 iiriin miktar spektroskopik olarak belirlendi.
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4.9.1 Kullanmilan Cozeltiler
o Sodyum Sitrat Cozeltisi

0.22 g D-(+) Glukoz (CgH206; Mw=180.16 g/mol) tartilarak 3 mL saf suda ¢6ziindii. 0.32 g
Na304 12H,O0 (Mw=380.12g/mol) tartilarak 3 mL saf suda ¢6ziindii. 0.1 g sodyum sitrat
(C¢HsNazO7 5 HO; Mw=357,16 g/mol) 3 mL saf suda ¢oziiniir. Bu ii¢ ¢6zelti birbine eklenir

ve son hacim saf su ile 10 mL’ye tamamlanir.
o 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,PO,; Mw=136 g/mol) tartilarak ¢6ziiniir. K;HPO,4 baz

cozeltisi tizerine KH,POy, asid ¢ozeltisi eklenerek pH 7,2’ ye ayarlanir.
o Yikama Tamponu

0.5 M 20 mL PBS (pH 7,2) den alinir iizerine 980 mL saf su eklenir. 8,4 g sodyum kloriir
(NaCl) tartilarak bu karisima eklenir, kanstirilir ve 1 L ‘ye saf su ile tamamlanir. 0.45 pL

filtreden gecilerek siiziiliir. 0.5 mL Tween 20 (CsgH;14026; Mw=1227,72 g/mol) eklenir.
o Substrat Tamponu

0.02 g glisin (C,H5NO2; 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 (MgCl,; Mw=95,3 g/mol) tartilarak
50 mL saf su igerisinde ¢oziiniir. Bu ii¢ ¢cozelti karistirilir ve saf su kullanilarak ¢ézelti hacmi

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

60 mg siit tozu tartilarak 30 mL 0.5 M PBS (pH 7.2) tamponu igerisinde ¢oziiniir.
o Polivalent immiinoglobulin, Alkalin fosfataz Cozeltisinin Diliisyonu

0.5 M 750 uL PBS (pH 7) ¢ozeltisi iizerine 1 pL Polivalent Immiinoglobulin, Alkalin fosfataz

eklenir ve vorteksle karigtirilir.
o 4-nitrofenil Fosfat Substrat Cozeltisinin Hazirlanmasi

4-nitrofenil fosfattan (CcHeNOGP.2C4H;|NO3; Mw 461.4 g/mol) 2,5 mg alinip 25 mL

substrat tamponunda ¢oziiniir ve karanlikta saklanir.
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4.9.2 ELISA Deneyinin Yapilisi

96 kuyu iceren ELISA plagi (Greiner) 0.5 ug antijen (npepia/Npsa=5 oraninda
sentezlenen 0.5 mg Sap Hastaligi Virtisiiniin VP1 Kapsid Proteininin 135-161 Dizisine
ait peptid dizisi iceren BSA-Peptid biyokonjugat1) 100 uL kuyulara eklendi. Antijen ile
kaplanan ELISA plaklar 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 [Jer bir kuyuya 12 yollu otomatik pipet yardimiyla % 0.2’lik 200

uL 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 yikanda.

Farelerden alinan serumlar 1:50 ve 1:100 oraninda diliisyonlar1 yapildi. [ler bir kuyuya
1:50 ve 1:100 oraninda diliisyonlar1 yapilan serum ornekleri 100 pL olarak eklendi.

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

Antimouse Polivalent 1mmiinoglobulin, Alkalin fosfataz 1:750 oraminda sulandirilarak

100 uLL Oer bir kuyuya eklendi. ELISA plakasi 1 saat 37 °C’de etiivde bekletildi.
ELISA plakasi 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 A4ys nm dalga

boyunda okundu.
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Serum Pozitif

Serum Negatif

Kuyucuklar antijenle
kaphdr.

Ornek eklenir ve
inkibasyon

gerceklestrilir.

i)

Yikama ile
badlanmayanlar
uzaklasarhrlar.

Enzim bagl ikindi
antikorlar ilave
edilirler.

Yikama ile
badlanmayanlar
uzaklastrhirlar.

Substart eklenir ve
enzimatik reaksiyon

gerceklesir.

Antikor bulunan
ornekte renk gegisimii

gézlenir.

Sekil 4.22 Indirek ELISA’nin sematik gosterimi
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4.10 Dolayh yoldan Enzim Bagh immiin Assay (ELISA) Yontemi Kullamlarak
Farelerden Alinan Serum Orneklerinde PAA Kopolimeri ile Sap Hastalig1 Viriisiiniin
VP1 Kapsid Proteininin 40-60 Sentetik Peptid Dizisini iceren Biyokonjugatlara Karsi
Olusan Antikor Miktar Tayin Sonuclari
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Giin Sayisli

—e— Kontrol 0.154 M NaCl
—l— 0.5 mg/0.2 ml Sap Hastaligi Virlsiine ait 40-60Peptid Dizisi
— — npeptid/nVP/AA= 5 0.5 mg/0.2 ml Sap Hastalidi Virlisline ait 40-60 peptid iceren konjugat

Sekil 4.23 0.5mg/0.2 ml Sap Hastalig1 Viriisiiniin 40-60 dizisini iceren biyokonjugatlar ile
immiinize edilmis farelerde (1:50 diliisyonlu serum ornekleri) PAA-Peptid’e kars1 spesifik
olarak olusan antikor kinetigi.
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5 TARTISMA ve SONUC
5.1 Biyokonjugatlar ve Yap1 Analizleri; Elisa Test Sonuclari

Yiiksek immiinojenlige sahip peptid konjugatlarini elde etmek icin yeni bir yaklasim olarak;
antijenik peptid molekiiliiniin konjugasyonunda tasiyici olarak kendiliginden adjuvant etkisine
sahip olan sentetik polianyon kullanilmistir(PAA). Peptidin biyopolimerle olusturdugu

biyokonjugat karbodiimid aktivatorii kullanilarak sentezlenmistir.

Tez calismamizda, Sap Hastalig1 Viriisii VP1 kapsid proteininin antijenik 6zellikli 40-60 dizili
peptidinin poliakrilik asid (PAA) ile karbodiimid varliginda konjugasyon reaksiyonu
gerceklestirilmis ve sentezlenmis olan konjugatin yapisi incelenmistir. Konjugat Toyopearl
dolgu maddesi iceren. Biyo-Rad kolonundan gecirilerek saflastirilmis; yapi-islev analizleri
kromatografik (HPLC), ultraviole (UV) ve flourimetrik analizlerle fiziko-kimyasal 6zellikleri
aragtirdmigtir.  Ayrica PAA-BSA, BSA-Peptid konjugatlar1 da sentezlenmis ve olusan
konjugatlarin yapi-islev analizleri incelenmistir. Polimer-Peptid konjugatlarina karsi fare

serumlarinda spesifik olarak olusan antikor miktar1 ELISA yontemi kullanilarak saptanmistir.

Sentezlenen Peptid-Polimer , BSA-Polimer ve Peptid-BSA biyokonjugatlarinin yap1 ve
karakterizasyonu HPLC, FTIR , spektroskopik ve flourimetrik (Floresans Spektrofotometre

cihaz1) yontemlerle incelenmistir.

Calismamizda Genel olarak biitiin konjugasyon reaksiyonlarinda, polimer molekiiliinii aktive
etmek icin karbodiimidlerden yararlanilmistir. Sentezlenen Polimer-peptid konjugati, sekil 5.1

de floresans deneylerinden de goriilmektedir.

70000 ~
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20000 +
10000 -
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Sekil 5.1 0.1 M PBS pH7’de hazirlanmis npepia/nesa =3 oraninda sentelenen Polimer-Peptid

konjugatlarinin floresans spektrumu
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Amax degerinin kaymasi yani peptide gore blue shift vermesi konjugat olusturdugunu

gostermektedir. Yine sekil 5.2 de HPLC sonuglart da konjugatin olustugunu gostermektedir.

Time: 20,6037 Mnutes - Amplitude: -0,01 miols

174 Peptidi3)

—Konjugat( 1)

Sekil 5.2 Sap hastalig1 viriisiiniin VP1 kapsid proteinleri 40-60 dizilimli peptidi ile PAA nin
Karbodiimid yontemi ile sentezlenen konjugatinin(1), Polimerin(2), Peptidin(3)

kromatogramlari goriilmektedir.

Kolon 6ncesi ve kolon sonrast FTIR spektrum dalga boylar karsilastirildiginda, konjugat ayni

—CO-NH- bag1 olusturdugundan dolay1 genellikle benzer karakter tasimaktadirlar.
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Sekil 5.3 Sap hastaligi viriisiiniin VP1 kapsid proteinin 40-60 dizili Peptid- PAA Konjugatin

Toyopearl doldu maddesi olan ayirma kolonu 6ncesi FTIR analizi.

Konjugatlarin FTIR spektrumlari karsilastirildiginda sekil 5.4 teki spektrumun daha belirgin
bantlara sahip oldugu goriilmektedir. 2449 cm ve 1397 cm bantlarinin saflastirmadan sonra
biiyiik oranda azaldig1 ve karbodiimid kalintisinin ve reaksiyonda istenmeyen iiriin gibi olusan

iire tiirevlerinin kayboldugu goriilmektedir.
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Sekil 5.4 Sap hastalig1 viriisiiniin VP1 kapsid proteinin 40-60 dizili Peptid- PAA Konjugatin
Toyopearl doldu maddesi olan Bio-Rad kolonundan gegirildikten sonraki FTIR analizi.

2900-3400 cm arasindaki genis bant karbonil grubunun varligim gostermekte ve kongugat
spektrumundaki bandin daralmasi karbonil gruplarinin amid gruplarina doniistiigiinii, Bu da
konjugasyon reaksiyonunun tamamlandigini gostermektedir.

Kapsid proteinin 40-60 peptid dizisini iceren biyokonjugatlara karsi olusan antikor miktar
tayini sonuglar1 bu kompleksin organizmaya verildiginde kontrole nazaran daha yiiksek
konsantrasyonda peptid spesifik antikor olusumunu gdstermistir. Yani bu konjugat yiiksek

immiinojen 6zellik gosteren yapay immiinojendir.
Sonug:
= Polimer-peptid konjugatlarinin iiretimi i¢in yararh olabilecek bir caligmadir.

= Polimerin hem tasiyici, hemde adjuvant olarak kullanilmasini bir daha gosteren

arastirmadir.
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