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OZET

INFLUENZA A VIRUSUNE AiT SENTETiIK PEPTIDLERIN
POLIELEKTROLITLERLE KONJUGASYON REAKSIYONUNUN FLORESANS
REZONANS ENERJi TRANSFERIi ve DIGER YONTEMLERLE iNCELENMESi

Yasemin BUDAMA KILING

Biyomuhendislik B&IUmu
Doktora Tezi

Tez Danismani: Yrd.Dog. Dr. Zeynep MUSTAFAEVA AKDESTE

Influenza A Virisu farkh zaman ve yerlerde epidemilere ve diinya ¢apinda pandemilere
neden olmustur ve gelecekte de olmasi yiiksek ihtimal olan bir hastaliktir. En son 2009
yillinda halk arasinda Domuz Gribi adi ile bilinen Influenza A Virlsi’niin neden oldugu
pandemi nedeniyle Diinya Saglik Orgiitii alarm seviyesini 5’den en (st diizey olan 6
dereceye cikartmistir.

Bu tez galismasinda Influenza A Virusline ait dort farkli peptid dizisi kullaniimistir.
Bunlardan iki peptid dizisi tarafimizdan sentezlenmis diger iki dizi ise ticari olarak satin
alinmistir. Bu peptid dizilerinin karakterizasyonlari yapilmistir. Peptid polielektrolit
biyokonjugatlarinin ve komplekslerinin olusturulmasi icin doért farkli tasiyici
kullanilmistir; poliakrilik asid, poli(N-vinil-2-pirolidon-ko-akrilikasid), dekstran aldehit ve
bovin serum albumin. Tasiyicilardan poliakrilik asit ve bovin serum albumin ticari olarak
alinmistir.  Poli(N-vinil-2-pirolidon-ko-akrilikasid) ve dekstran aldehit tarafimizca
sentezlenmis ve karakterizasyonlari yapiimistir.

Influenza A Virlsine ait farkh peptid epitoplari kullanilarak degisik yontemlerle adi
gecen tasiyicilar ile biyokonjugatlari ve kompleksleri sentezlenmistir. Bu biyokonjugat
ve komplekslerin fizikokimyasal vyapilari incelenmis, peptid antijenlerinin
immunojenliginin yikseltilmesi amaciyla peptid biyokonjugatlarinin gerekli li¢ boyutlu
yapilari olusturulmus ve karakterizasyonlari yapilmistir. Biyokonjugatlarin ve
komplekslerin  olusumu farkli  spektroskopik ve kromatografik yodntemlerle
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aydinlatilmistir. Elde edilen sonuglar kiyaslandiginda karbodiimid varliginda kovalent
baglar ile olusan biyokonjugatlarin daha verimli baglandigi gériilmustdr.

Sentetik asi modeli olarak tasarladigimiz Influenza A Virlisi M2 peptidi-polielektrolit
biyokonjugatlari icin; in vivo uygulamalarda kullanilan diisiik konsantrasyonlarda MCF-
7 hicreleri Gzerinde kayda deger bir toksik etki gostermedigi; hem MTT deneyleri ile,
hem de Flow Cytometry yontemi ile hicre canliigl kontrol edilerek birbirini
destekleyen sonuclar elde edilmistir ve biyokonjugatlarin deney hayvanlari (izerinde
kullanabilirligi ortaya konulmustur.

Konjugasyon reaksiyonunun olusumu floresans boya kullanilarak Floresans Rezonans
Enerji Transferi yontemi yardimi ile arastinilmistir. intermolekiiler mesafe hesabi
yapilip, saf peptid ve biyokonjugat olusumunda konformasyondaki degisimler
hesaplanmis ve sayisal degerlerle de ifade edilmistir. Literatlrde ilk kez Influenza A
VirGsi Hemagglutinin H3N2 91-106 peptid dizisi modellenmis, molekller mekanik
yontem ile minimum enerjiye sahip oldugu optimize geometrisi belirlenmistir. FRET
yontemi ile deneysel verilere dayali elde edilen sayisal degerlerin, teorik olarak
hesaplanan degerler ile ortlstigu ispatlanmistir.

Bu tez kapsaminda Floresans Enerji Transferi Yontemi ile biyokonjugattaki donor ve
akseptor arasindaki intermolekiiler mesafe hesabi ile elde edilen bilgiler, Influenza A
VirGsid’nin neden oldugu epidemilere ve pandemilere neden olan salgin hastaliga karsi
spesifik antikorlarin elde edilmesi, nanobiyosensorlerin olusturulmasi, tani kitlerinin ve
en 6nemlisi glinimuizde popller ¢calismalar arasinda yer alan merhum Hocamiz degerli
bilim insani Prof. Dr. Mehmet Mustafaev Akdeste’nin hedefi olan ayni polimer
matriksine birden fazla hastaligin antijeninin  baglanarak multifonksiyonel
biyoteknolojik asilarin gelistiriimesine 151k tutacak bir calismadir.

Anahtar Kelimeler: Influenza A Virlsl, Floresans Rezonans Enerji Transferi, kovalent
konjugasyon, optimize geometri, lic boyutlu konformasyon.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF CONJUGATION REACTION SYNTHETIC PEPTIDES OF
INFLUENZA A VIRUS WITH POLYELECTROLYTES BY FLUORESCENCE
RESONANCE ENERGY TRANSFER and THE OTHER METHODS

Yasemin BUDAMA KILING

Department of Bioengineering
PhD. Thesis

Advisor: Assist. Prof. Dr. Zeynep MUSTAFAEVA AKDESTE

Influenza A virus had caused epidemics and pandemics all over the world at different
times and probably will cause in the future, too. Lastly in 2009, WHO raised the level of
pandemic alert from phase 5 to 6 because of colloquially known as Swine Flu caused by
Influenza A Virus.

In this PhD. thesis, four different peptide sequences of the influenza A virus was used.
Two of them were synthesized in our laboratory and the other two sequences were
purchased commercially. These peptide sequences were characterized. Four different
carriers (polyacrylic acid, poly(N-vinyl-2-pyrrolidone-co-acrylic acid), dextran aldehyde,
and bovine serum albumin) were used for the synthesis of the peptide polyelectrolyte
bioconjugates and formation of the complexes. Polyacrylic acid and bovine serum
albumin were purchased commercially. Poly(N-vinyl-2-pyrrolidone-co-acrylic acid) and
dextran aldehyde were synthesized and characterized in our laboratory.

Bioconjugates and complexes of different peptide epitopes of Influenza A Virus were
synthesized through the mentioned carriers with various methods. Physicochemical
structures of these bioconjugates and complexes were investigated, in order to
increase immunogenity of the peptide antigens, the necessary three-dimensional
structures of peptide bioconjugates were formed and characterized. The formation of
bioconjugates and complexes were clarified by various spectroscopic and
chromatographic methods. When results were compared, bioconjugates formed with
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covalent bonds which were obtained in the presence of carbodiimide was found to be
more efficient.

For the Influenza A virus M2 peptide polyelectrolyte bioconjugates designed as a
synthetic vaccine model; it didn’t show significant toxic effect on the MCF-7 cells using
low concentrations in vivo applications; by controlling cell viability with Flow
Cytometry method and MTT experiments, results that supporting each other have
been obtained and the usability of bioconjugates upon the experimental animals have
been presented.

The formation of conjugation reaction was investigated by Fluorescence Resonance
Energy Transfer method with using Fluorescence dye. By calculating intermolecular
distance, conformation changes in the pure peptide and the formation of bioconjugate
were calculated and expressed with numerical values. In the literature, the peptide
sequence of Influenza A virus Hemagglutinin H3N2 91-106 was modeled for the first
time, the optimized geometry with minimum energy were determined by molecular
mechanics method. The numerical values obtained that are based on experimental
data proved to overlap the theoretically calculated values by FRET method.

In this PhD. thesis, with the information obtained from intermolecular distance
calculations between donor and acceptor in bioconjugate by Fluorescence Energy
Transfer Method clearly showed to obtaining of specific antibodies against the disease
because of the epidemics and pandemics caused by Influenza A viruses, the creation of
nanobiosensors and diagnostic kits and the most important; target of our teacher,
precious scientist, decedent Prof. Dr. Mehmet Mustafaev Akdeste, the development of
multifunctional biotechnology vaccines with binding of more than one disease's
antigen on the same polymer matrix.

Keywords: Influenza A virus, Fluorescence Resonance Energy Transfer, Covalent
Conjugation, Optimized geometry, 3-dimensional conformation.
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Oldukga bulasici bir akut solunum yolu hastaligi olarak bilinen grip, eski ¢aglardan beri
insanlari etkilemektedir. Son olarak, 11 Haziran 2009 tarihinde Dinya Saghk
Orgiiti’niin en yiiksek uyari seviyesi olan 6. evre pandemi uyarisinda bulundugu domuz
gribidir. ilk kaydi ise M.0O. 412’lere dayanan epidemi sonrasinda, orta cagda bircok
salgin tarif edilmistir. 1500 yilindan 1800 yilina kadar olan doneme ait verilerde,
epidemilerin goreceli olarak siklikla ama dizenli olmayan araliklarla gorildiga ve
hastaligin diizensiz zaman dilimleriyle kayboldugu belirlenmistir. Ayrica Asya’dan
baslayip biitlin Rusya’ya yayilan 1781 ve 1830 epidemilerinde oldugu gibi epidemilerin
siddetinde farkhliklar oldugu saptanmistir. Genellikle yaslilarda 6limcil seyrettigi ve
bazi epidemilerin siratle yayildigi bilinmektedir. Gecmis salginlarla ait bu bilgiler,
glinimuzdeki grip salginlariyla benzerlikler géstermektedir. GlinimUzdeki epidemiler
de, genel olarak oncellikle Uzak Dogu Asya’da goriilmekte ve duyarh kisilerde yiiksek
morbidite oranina neden olmaktadir [1] [2].

Influenza virlisi gecmisten glinimiize biylk kayiplara yol agmakla beraber, neden
oldugu epidemilerden en 6nemlisi, 1918-1919’da meydana gelen ve ispanya gribi
olarak adlandirilmasina ragmen sadece ispanya’da degil, biitiin diinyada 20-40 milyon
kadar insanin oOlimine yol acan grip pandemisidir. Amerika Birlesik Devletleri

ordusunun yaklasik %80’i bu grip salgininda kaybedilmis, Avrupa’da askeri birliklerin



¢ogu bu salgindan ciddi bicimde zarar gérmustiir. 1918-1919 pandemisinin neden
oldugu zarar ve kayiplar, grip etkenine yonelik arastirmalarin hizlandirilmasina neden
olmustur [2].

1920’li yillarin sonlarinda Richard E.Shope, olasi grip etkeni olarak filtre edilmis mukus
salgisindan elde ettigi domuz Influenza virisiiniin insana gegebilecegini gostermis,
1933’de ise Londra’daki Ulusal Tip Arastirma Enstitlisi’nden Wilson Smith ve Sir Patrick
Laidlaw Influenza virlslini izole etmeyi basarmislardir [2], [3], [4], [5].

Sentetik peptid asilari ile yapilan arastirmalarinin ¢ogu Sap Hastalig1 Virlsu [6], [7]
Hepatit B, Grip Viriisii [8], Polio Viriis ve insan Immiin Yetersizligi virtisii (HIV) [9] gibi
antiviral hastaliklar konusunda yapilmistir. Difteri ve kolera toksinlerinin [10], [11] yani
sira Malaria’dan korunmak icin antiparazitik immunojenler [12] gibi antibakteriyel
peptid asilari da 6nem verilen arastirmalar arasinda yer almaktadir.

Son yillarda yapilmis arastirmalar model antijenlerin yani sira (GG, SA-OA v.s.) mikrop
ve bakteri antijenlerinin polielektrolit komplekslerinin yliksek imminolojik aktiflige
sahip oldugunu géstermektedir. Ornek olarak tiiberkiilozun protein antijeni (PPD), H-
antijeni, Salmonella, grip antijeni, menenjit mikrobunun B-polisakkariti, a-fetoprotein
ile (kanser antijeni) polikatyonlarin  komplekslerinin, serbest antijenlerle
karsilastirildiginda daha yiksek immiinolojik aktiviteye sahip olduklari ispatlanmistir

[13], [14], [15], [16].

Sentetik asl tasarimi, bir protein veya polipeptid makromolekiiler tasiyici ile baglanmis
sentetik antijenik determinant icermelidir. Adjuvant olarak hem immiin sistemi stimule
edebilmeli, hem de zararsiz olan antijenik determinanti taklit edebilmelidir. Zayif
antijenik ozellikli sentetik peptidler, molekil ici antijenik yarisi elimine edip immin
cevabin genetik kontroliini diizenleyebilen ve genetik olarak zayif uyaricilara karsi
etkili cevap olusturabilen molekiillerdir. Bu zayif antijenik 6zellikli sentetik peptidlerin
toksik olmayan sentetik polielektrolitlerle konjugasyonu immiinostimulasyon
olusturmaktadir. Adjuvantisite ile olusturulan biyokonjugatlar yiksek o6zgillikte
timustan bagimsiz immiin cevap olustururlar [14], [15], [16], [17], [18]. Influenza
virlsiinden izole edilen antijenlerin polielektrolitler ile kovalent konjugasyonuyla
olusturulan Influenza virogatlarinin farelerde tek bir enjeksiyon sonucunda antijenik ve

immunojenik aktivite gosterdigi tespit edilmistir [19].
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Bu tez galismasinda Influenza A Virlsi’ne ait antijenik 6zellikli dort farkh peptid dizisi;
Influenza A Virlisii M2e Proteini peptid dizisi, Hemagglutinin H3N2 91-108 peptid dizisi,
Hemagglutinin H3N2 91-106 peptid dizisi ve Hemagglutinin HA1 Fragmenti 98-106
peptid dizisi ve dort farkh tasiyici (PAA, [P(VP-co-AA)], Dekstran Aldehit ve BSA) ile

cahsiimigtir.

Birinci asamada sirasi ile Influenza A Virlisi Hemagglutinin H3N2 91-108 ve
Hemagglutinin HA1 Fragmenti 98-106 peptid dizilerinin sentezi ve sonrasinda bu
dizilerin saflastirilmasi ve karakterizasyonu yapilmistir. Ayrica ticari olarak satin alinan
Influenza A Virlisi Hemagglutinin H3N2 91-106 ve M2e Proteini peptidi dizilerinin
karakterizasyonlari yapilmistir. Bu peptid dizilerinin farkl tasiyicilar ile (Poliakrilik asit
(PAA), Poli(N-Vinil-2-Pirolidon-ko-Akrilikasid) [P(VP-co-AA)] kopolimerleri, Dekstran
Aldehit ve Bovin Serum Albumin ile) biyokonjugatlarinin ve komplekslerinin sentezi ve
karakterizasyonu cahisiimistir. Biyokonjugatlarin ve komplekslerin olusturulmasi farkh
yontemlerle; 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid hidroklorid (EDC) varliginda
kovalent baglanma ile biyokonjugatlarin olusturulmasi, dekstran aldehit ile
biyokonjugatlarin olusturulmasi ve lglincl olarak elektrostatik etkilesim ile kompleks

olusumu gergeklestirilmistir.

Influenza A Virisi M2e Proteini peptidinin PAA ile biyokonjugatlarinin
biyouyumlulugunun incelenmesi amaciyla da MTT analizi ve Flow Sitometri yontemi ile

sitotoksik 6zellikleri incelenmistir.

Floresans Rezonans Enerji Transferi yontemi ile de intermolekiler etkilesimin sayisal
verileri elde edilmis ve teorik olarak modelleme calismalari ile de deneysel olarak elde

edilen sonuclar kiyaslanmistir.

1.2 Tezin Amaci

Bu tezin amaci, halk arasinda domuz gribi olarak bilinen Influenza A Virlisi’ne ait;
Influenza A Virlst M2e Proteini Peptid Dizisi : Trp-Glu-Thr-Pro-lle-Arg-Asn-Glu-Trp-Gly-
Cys-Arg-Gly-Glu-Thr-Pro-lle-Arg-Asn-Glu-Trp-Gly-Cys-Arg

Influenza A Virlst Hemagglutinin H3N2 91-108 Peptid Dizisi : Trp-Ser-Lys-Ala-Phe-Ser-

Asn-Cys-Tyr-Pro-Tyr-Asp-Val-Pro-Asp-Tyr-Ala-Ser-Leu



Influenza A Virlsti Hemagglutinin H3N2 91-106 Peptid Dizisi : Trp-Ser-Lys-Ala-Phe-Ser-
Asn-Cys-Tyr-Pro-Tyr-Asp-Val-Pro-Asp-Tyr-Ala

Influenza A Virlisi Hemagglutinin HA 98-106 Peptid Dizisi : Tyr-Pro-Tyr-Asp-Val-Pro-
Asp-Tyr-Ala

dizili farkh peptid epitoplarini kullanarak yiiksek immiinojeniteye sahip sentetik asi
prototiplerinin gelistiriimesine 6ncilik edecek Influenza A Virlisi halk arasinda da
Domuz Gribi olarak bilinen hastalik igin sentetik peptid polimer biyokonjugatlarinin ve
komplekslerinin gelistirilmesi, fizikokimyasal vyapilarinin incelenmesi, yapi islev
analizlerinin yapilmasi ve biyokonjugat olusum mekanizmasinin Floresans Enerji
Transferi Yontemiyle intermolekiiler mesafe hesabi ile ispatlanmasi, peptid ve peptid-
polimer biyokonjugatlarinin  minimum enerjiye sahip olduklari geometrilerini

bulunmasi, lic boyutlu konformasyonlarini modelleme ile aydinlatilmasidir.

1.3 Hipotez

Bu tez calismasinda, Influenza A Virlsi’'ne ait farkh peptid epitoplarinin polimerlerle
biyokonjugatlarinin ve komplekslerinin sentezlenmesi ile elde edilen preparatlar
kullanilarak, degisik zaman ve bolgelerde epidemilere ve pandemilere neden olan
Influenza A VirGsid’nin neden oldugu Grip hastaligina karsi spesifik antikorlarin elde
edilmesi, ilerleyen ¢alismalarimizda gerceklestirecegimiz hayvan deneylerinde, yiksek
immun yanitlarin olusumunu saglamasi beklenmektedir.

Floresans Rezonans Enerji Transferi yontemi ile biyokonjugat olusumunda peptid ile
polimer zinciri arasindaki mesafe hesabi ve baglanma noktasinin tespitinin yapilmasi,
ayni polimer matriksine birden fazla hastaligin antijeninin baglanarak multifonksiyonel
biyoteknolojik asilarin gelistirilmesi icin protokol olusturacaktir.

Bu tez calismasi, tim diinya ve Ulkemiz icin ¢cok 6nemli olan biyonanoteknolojik
malzemelerin Uretilmesi, Influenza A virlisiine karsi polimerik asilarin gelistiriimesi, tani
kitlerinin ve nanobiyosensorlerin olusturulmasi icin yol gosterici olacaktir. Bu nedenle
sunulan bu tez calismasi, temel bilimler basta olmak Ulzere biyomihendislik,
biyonanoteknoloji ve saglik bilimlerini de kapsayan multidisipliner nitelikte kapsamli bir

calismadir.



BOLUM 2

GENEL BiLGILER

2.1 Influenza Viriisu

Influenza virusleri, insanlarda tekrarlanan salgin hastaliklar ve pandemilere neden olan
tek zincirli RNA virUsleridir. Bu virusler influenza A, B, C ve Thogoto-Dhori virs tiplerini
iceren taksanomik bir grup olan Ortomiksoviridae (Orthomyxoviridae) ailesine aittir. Bu
tipler genomik segmentlerinin sayisina, kodladiklari proteinlere ve insan ve hayvan
patojenleri olarak 6nemlerine gore farklihk goOsterir. Bununla birlikte, icinde viral
genomik segmentlerin yer aldigl bir protein matriksi ¢evreleyen glikoproteinle kapli
lipid zarf gibi bircok ortak yapisal 6zellikler icermektedir [20], [21], [22], [23], [24], [25],
[26], [27], [28], [29], [30], [31].

Influenza virlisi ortalama 100 nm capinda, sferik, flament6z formda (-), tek sarmall,
segmentli RNA virlisadir (Sekil 2.1). NUkleoproteinlerindeki antijenlere gore A, B ve C
tiplerine ayrilir. Influenza A, B ve C virlslerinin hepsi insanlarda hastaliga sebep olabilir
fakat Inluenza A klinikte en 6nemli tiptir. Influenza B hafif klinikle seyreder. Influenza C
ise daha cok afebril (atessiz) soguk alginhigina benzer bulgularla seyreder [20], [21],
[22], [23], [24], [25], [26], [27], [28], [29], [30], [31].



Iyon kanali

Haemaglutinin

Kapsid

\Niiraminidaz

.Lipit zarf

Sekil 2.1Influenza virlslinlin sematik gorintisu [32].

Influenza virtisiiniin embriyonlu yumurta veya hiicre kiltirinde lretilmesi ile edilen ve
negatif boyayla boyanmis preparatlari elektron mikroskobuyla incelendigi zaman,
yaklasik 120 nm capinda ve yuvarlak partikiller olarak goruldikleri bildirilmistir [20],
[21], [22], [23], [24], [25], [26], [27], [28], [29], [30], [31].

Hemagglutinin
4“inidaz

M2 iyon Kanali

i

Nikleoprotein

Matrix Protein

Polimeraz Proteinleri
(PA, PB1 VE PB2)

Sekil 2.2Influenza virlstinin proteinlerinin sematik goriintiisi [33]

Influenza viriyonunun en goze carpan 0Ozelligi, ylizeyinden disariya dogru isinsal olarak
dizilmis uzantilardir (Sekil 2.2). Influenza tip A ve B virlslerinin yapisinin benzer
olmasina ragmen, Influenza C virlstinin yilizey glikoprotein modeli farkllik gosterir.

Influenza C virlsleri, hem Hemagglutinin (HA) hem de esteraz aktivitesine sahip sadece
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tek bir ylizey uzantisina (HEF) sahiptir [34]. Influenza A ve B virlslerinin ylizeyinde yer
alan HA uzantisi elektron mikroskobunda yuvarlak bicimde, N6éraminidaz (NA) uzantisi
ise mantar bigiminde gorilir. HA ve NA glikoproteinleri konak hiicre plazma
membranindan olusmus lipid bir zarfa, hidrofobik aminoasitlerin kisa dizileri ile
baghdir. Lipid zarf icinde, yapisal fonksiyonda rol oynadigi distnilen M proteini
bulunmaktadir. M2 proteini Influenza A ve C viruslarinda az miktarda bulunur,
Influenza B virusunda ise hi¢c bulunmaz. Matriks iskeleti icinde RNA replikasyonu ve
transkripsiyonundan sorumlu Ug¢ biyik polimeraz proteini [bazik protein 1 (PB1), bazik
protein 2 (PB2) ve asidik protein (PA)] ve niikleokapsid protein ile iliskili olan sekiz tek
zincirli, negatif polariteli RNA moleklli bulunmaktadir. Viris tarafindan sentezlenen
yapisal olmayan 1 ve 2 proteinleri (non-structual, NS1 ve NS2), virlsle infekte

hiicrelerde bulunur [2], [5], [35].

NS N
12 3% sNe7 83

7 W

Sekil 2.3(a) Influenza virlisiiniin yapisal sekli, (b)Influenza virtisiiniin elektron
mikroskobundaki goérintisa [2], [5].

2.1.1 Viral Genler ve Proteinler

Influenza A virlsiniln viral genleri vRNA’lar olarak bilinen sekiz tek zincirli RNA’lar
yoluyla sifrelenir. vRNA’lar her zaman proteinle kapli RNA’da baslica viral
niikleoproteinde (NP) ribonikleoprotein kompleksleri (RNP) olarak bulunur. Influenza

virtsliniin her segmenti bir ya da birden fazla proteini kodlar (Cizelge 2.1).



Cizelge 2.1Influenza virlis protenleri ve islevleri [33].

Segment | Kodlanan | islev Medikal Onem
Proteinler
1 PB2 Polimeraz altbirimi, konak hicre
mMRNA kapsuliini baglar, endontikleaz
2 PB1 Polimeraz altbirimi, RNA uzamasi
3 PA Polimeraz altbirimi
4 HA Hiicre-ylizey proteinini baglar, flizyon | Notralize edici
proteini epitoplara sahip olma
5 NP RNA baglama proteini, replikasyonda
gorevli
6 NA Noraminidaz, virls salinimini tegvik | N6raminidaz
eder inhibitorlerinin hedefi
7 M1 Viral matriksi olusturur, c¢ekirdegin | Amantadin ve
icinde ve disinda RNP trafigini diizenler | rimantadinin hedefi
M2 iyon kanali
8 NS1 interferon  antagonisti, viral gen | Virlsu interferonlarin
ekspresyonunda muhtemel rol etkisinden korur
NEP(NS2) | Cekirdek export faktori

Proteinlerin varyasyonu ve korunumun rolatif derecesi A, B veya C virls tipleri

icerisinde farkli viral suslarinin tanimlanmasinda ve reseptoéri A, B ve C tiplerini

birinden digerine farklilastirmak icin kullanilmaktadir. A, B ya da C tipleri icerisinde, ayri

suslar yuzey glikoproteinlerinin antijenik karakteristikleri yoluyla farkhlastirilmaktadir.

A, B ya da C tiplerine ayrilma, viral internal antijenler igin serumun c¢apraz
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reaktivitesine dayanmaktadir. Influenza A virlsl igin serolojik ¢alismalardan
hemagglutinin (HA) ve néraminidaz (NA) olarak adlandirilan zarf glikoproteinleri oldugu
bilinmektedir. 16 belirgin HA antijenik tipi ve 9 belirgin NA antijenik tipi tanimlamigtir.
HA, virGsin hlicreye baglanmasinda rol alirken, NA ise miisin tabakayi uzaklastirarak bu
baglanmay kolaylastirir. Bunlarin sadece H1, H2 ve H3 HA tipleri ve sadece N1 ve N2
NA tipleri yirminci yuzyilda insanlarda dolasim gostermistir. Kalan HA ve NA tipleri
hayvan virislerinde, baslica kus virlislerinde bulunmustur. Influenza A ve C virislerinin
her biri ylzey glikoproteinleri icin sadece bir antijenik tip sergilemesine karsin farkli
suslar antijenik varyasyon sergiler [20], [21], [22], [23], [24], [25], [26], [27], [28], [29],
[30], [31], [36].

Influenza virlisi bircok canl c¢esitlerinde hastalik yapabilmektedir. Influenza A
virGstinin onemli bir 6zelligi de farkh turlere 6zgl alt gruplarin, birbirinden genetik
materyal alisverisine acik ve farkl bir virlisiin olusmasina son derece elverisli olmasidir.
Olusan yeni virls, insana 6zgl bir Influenza virlisiinden gen alirsa, insandan insana

bulagsma 6zelligi de kazanabilir.

Memeli ve kus virlsleri icin 6zgll hiicre reseptorlerinin bir arada oldugu gosterilmis
olan domuzlar ve insanlar, kus virlislerine maruz kalmakla yepyeni bir alt tipin ortaya
¢ikmasina yol acabilirler. Bu sekilde degisime ugrayan virlis yeni pandemi ve
epidemilere yol agabilmektedir. Antijenik degisim en sik Influenza A, az miktarda
Influenza B’de olur. Influenza C'de ise degisim olmaz. Bu degisimler antijenik “drift”

(minor degisiklik) ve antijenik shift (major degisiklik) basliklari ile ele alinir.

2.1.2 Ekoloji

Influenza A virlisli, Hemagglutinin (HA) ve N6éraminidaz (NA) molekdillerinin antijenik
Ozellikleri esas alinarak alttiplere ayrilmis ve siniflandiriimistir. Glniimizde 2004 yilinda

saptanan HA alttipi ile birlikte, toplam 16 HA ve 9 NA alttipi tanimlanmustir [34], [35].



Gizelge 2.2Influenza A Virusiiniin Hemagglutinin ve Néraminidaz alttipleri [33]

ilk Bulundugu Tiir
Alttip insan Domuz At Kus
Hemagglutinin
Hie PR/&/24 Sw/la/15/30 — Dk/AIB/35/TE
H2 Sing/M/57 - — Dk/Ger/1215/73
H3 HK/1/68 SwiTalwan/70 EgMiamif1/63 DEMUKkr1/63
H4 — — —_ Dk/Cz/56
H5 - — — Tarn/S.A /61
HE — — = Ty/Mass/3740/65
H7 — — Eq/Pragua/1/56 FPV/Dutchi27
H8 — — — Ty/Ont/6118/68
H9 — — — Ty/Wis/1/66
H10 — —_ — Ch/Ger/N/49
Hi1 — — — DK/Eng/S6
Hi2 — — Dk/AIB/E0TE
H13 — — _ GullMD70477
Hi4 — — —_ Dk/Gurjew/263/82
H15 — — — Dk/Austral/341/83
Moraminidaz

M1 PR/8/34 Swilal15/30 — Ck/Scot/59
N2 Sing/1/57 SwiTaiwan/70 — TyMass/3740/65
N3 — — — Tern/S.A /61
N4 — — — Ty/Ont/6118/68
N5 — — — Sh/Australi1/72
NGB — — — Dk/Cz/56
N7 — — EqPrague/1/56 FPV/Dutchi27?
N8 — — EqgMiamif1/63 Dr/UEKr/1/63
N9 — — — DkMem/S46/74

2.1.3 Epidemiyoloji

2.1.3.1 Zamana Ait Ozellikler

Bazi bolgelerde her mevsim goriilmekle beraber, genellikle mevsimsel degisim sz
konusudur. Havalarin sogudugu ve nem miktarinin distiglii dénemlerde hastalik
gorilme sikhgr artmaktadir. Hastalik toplumda genellikle sonbahar mevsiminin
sonlarinda baslayip ilkbahar aylarina kadar sik olarak gorilmektedir. Hastaligin zamana
gore degisim gostermesinde cevresel faktorler 6nemli rol oynamaktadir. Kalabalik ve
havalandirmanin iyi olmadigi kapali alanlarin kullaniminin daha ¢ok havalarin sogudugu
dénemlerde olmasi, hastaligin mevsimsel olma 0Ozelligine etki yapan énemli cevresel

etkenlerdendir.

2.1.3.2 Yer o6zellikleri

Diizensiz araliklarla meydana gelen ve o6zellikle duyarh kisilerin 6limine yol acan
epidemilerin, o©ncelikli olarak Asya’dan vyayildigi dlsinilmektedir. Tim dilinyada

gorilmektedir.
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Sekil 2.4Diinya Saghk Orgiitiiniin raporuna gére 2010 yili Influenza Viriisii gézlemlenen
bolgeler

Sekil 2.4’den de goriildiigi tizere, Diinya Saghk Orgiitiiniin raporuna gére 2010 yilinda

Ulkemiz tim diinyada % 0-10’luk dilime girmektedir.

2.1.3.3 Kisi 6zellikleri

Her yasta gorilebilen Influenza enfeksiyonlari, bebek ve ¢ocuklar ile yashlarda daha
oldlricl seyretmektedir. Ayrica kisilerin kronik hastaliklarinin olmasi (kronik akciger
hastaliklari, romatizmal ve koroner kalp hastaliklari, diabetes mellitus, kronik nefrit,
Parkinson, multipl skleroz gibi norolojik hastaliklar, maligniteler, anemi) sigara
kullanimi ve gebelik Influenza enfeksiyonu icin hastaneye yatis ve 6lim olaylarinda risk

faktorleri arasindadir.

2.1.3.4 Konakgi Segimi

Influenza virlsleri ¢cok genis bir yelpazede bircok canli tiirlinde hastalik yapabilir. Virls
insanlardan baska domuz, kus, at ve deniz memelilerinde hastalik yapmaktadir.
Asagida gesitli canhlarda gorilen virlslerin cinsleri belirtilmektedir.

insanlar: H1, H2, H3 ve N1, N2
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Domuzlar: H1, H3 ve N1, N2

Atlar: H3, H7

Deniz memelileri: H1, H3, H4, H7, H13
Sansargiller: H10

Kuslar: H1-H16 ve N1-9.

Gorulduga gibi kuslar bitin Influenza tiplerini tasimakta veya bunlarla hasta

olmaktadir.

2.1.3.5 Bulasma o6zellikleri

Influenza virlisii, en sik 6kslirme ve hapsirma ile ortama sacilan damlaciklar yoluyla
insandan insana bulasir. Nadiren kontamine el ve diger nesneler bulasmada rol alir.
Influenza virlsiiniin enfektivitesi etkenin tipine gére degismektedir. Buna baglh olarak
da toplumda yayilma hizi farklihk gosterebilmektedir. Hastaliga 6zel atak hizi eriskin
kisilerle karsilastirildiginda, c¢ocuklarda daha yiliksektir. Okul 6ncesi ve okul c¢agi
cocuklarda atak hizinin yiksek olmasi, hastaligin toplumda yayllmasinda 6nemli

faktorlerden biridir [2], [33], [36].

Hastaligin bulastirici oldugu donem, semptomlarin baslamasindan Oonceki 24 saat ve

sonraki bes glinlik donemdir. Hastaligin kulucka donemi 1-4 glindr.

Hastalik sporadik vakalar, bolgesel epidemiler veya pandemiler seklinde goriilmektedir.
Bu nedenle hastaligin ozelliklerinin ve etkilerinin “pandemi dénemleri” ve “pandemi

dénemleri disinda” incelenmesi yarar saglamaktadir [2], [33], [36].

Bir toplumda lokalize olarak meydana gelen epidemiler birden baslamalari, iki-ti¢ hafta

icinde pik yapmalari ve toplam 5-8 hafta slirmeleriyle karakterizedirler [33].

Pandemik grip birkag kitada gorilir ve yas gruplarinin cogunu etkiler. Uzmanlar gecen
ylzyilda, (¢ gercek grip pandemisi oldugu konusunda hem fikirdirler; 1918 ispanya
gribi (A/H1N1), 1957 Asya gribi (A/H2N2) ve 1968 Hong Kong gribi (A/H3N2) [33], [37].

Influenza virlsleri solunum vyolu virlsleri arasinda, 6nemli derecede antijenik

varyasyon gosteren tek viristir. Bu degisimler epidemi ve pandemilere yol agmaktadir.
12



Influenza virlisiinln her iki ylizey antijeni de, “drift” ve “shift” denilen iki tip antijenik

varyasyona ugrar [2], [34], [36].

2.1.4 Antijenik “Drift”

Daha ¢ok Hemagglutinin ve kismen de Néraminidazda nokta mutasyonu sonucu ortaya
ctkan minor degisikliklerdir. Yeni suslar ortaya gikar ve sonugta“drift” ile ortalama her

Ug yilda bir olan yeni epidemilere yol agabilir [32].

2.1.5 Antijenik “Shift”

Bir konagi enfekte eden farkh virlsler arasinda bir veya daha fazla yeni RNA
segmentinin yeniden yapilanmasiyla olusur. Rekombinasyon sonucu virliste yeni bir
ylizey glikoproteini ortaya c¢ikmaktadir. Yeni bir H ve N iceren bir viris alt tipi
sentezlenir. “Shift” ile 10-40 yilda bir olabilen pandemilere, insanlari etkileyen yeni
suslarin olusmasina ve Onceki yila ait suslarla yapilan asinin etkisiz kalmasina neden

olurlar.

Tarihsel olarak incelendiginde 20. ylzyilda 9-39 yil arayla antijen kaymasi sonucu

ortaya ¢ikan yeni virls alt tiplerine bagl dort veya bes bliylk grip salgini olmustur.

1918-1919 yillarindaki HIN1 pandemisinin 20-40 milyon kisinin 6limiine neden oldugu
bilinmektedir. Ardindan 1957-1958 (H2N2), 1968-1969 (H3N2) pandemileri olmus ve
1977-1978 doneminde (H1N1) tekrar dolasima baslamistir. Halen diinya Uzerinde
H3N2 ve HIN1 virisleri birlikte dolagsmaktadir. Bundan sonra da yeni pandemilerin

olmasi kaginilmaz gibi gériinmektedir [32].

Diinya Saglk Orgitii tarafindan belirtilen bilgiler dogrultusunda, 1. ve 2. evre
pandemiler arasi dénem, 3. ve 5. evre arasi ise pandemi alarmi donemi, 6. evre ise

pandemi donemi olarak tanimlanmaktadir.
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Cizelge 2.3Diinya Saglik Orgiiti Pandemi Alarm Diizeyleri

insanlarda yeni influenza viriis alt tipleri saptanmamis olmakla birlikte,

1.Evre
hayvanlarda bir insan enfeksiyonuna neden olmus bir influenza virlisu alt-
tipi olabilir. Enfeksiyon hayvanlarda mevcutsa, insan enfeksiyonu ya da
hastaligi riski diisiik kabul edilmelidir. °
2E insanlarda yeni influenza viriis alt-tipleri saptanmis ve dolasimda bir
.Evre
hayvan influenza viriisi alttipi de mevcuttur. insan hastaligi icin énemli bir
risk s6z konusudur. °
3E insanlarda yeni influenza viriis alt-tipi ile enfeksiyon(lar) olmakla birlikte,
.Evre
insandan insana yayilim yok veya ancak yakin temasa bagh nadir yayillim
vakalari s6z konusudur. °
AE insandan insana kisith bulasma olan kiiciik kiime(ler) olmakla birlikte,
.Evre
yayihmin oldukga lokalize olmasi virlislin insanlara tam adapte olamadigini
dl','|§l','|ndijrmektedir.b
5 E insandan insana bulasma olan biiyiik kiime(ler) mevcut. Ancak insandan
.Evre
insana yayihm hala lokalize oldugundan, bu durum virlsin insanlara
giderek artan olclide adapte oldugunu, ancak henlz tam bulasici
olmadigini diisiindiirmektedir. ® (6nemli pandemi riski)
6. Evre ~ | Pandemi: Genel toplumda artmis ve devam eden bulasma. vardir. b
Pandemi
D6nemi

®Evre 1 ile Evre 2 arasindaki ayirim, hayvanlar arasinda gériilen suslardan kaynaklanan insan enfeksiyonu
vya da hastaligi riskine dayanmaktadir. Bu etkenlerin arasinda hayvan ve insanlarda patojenite, evcil
hayvanlarda ve ciftlik hayvanlarinda ya da sadece vahsi hayatta gorilmesi, virlisiin enzootik ya da
epizootik olmasi, cografi olarak lokalize ya da yaygin olmasi ve/veya diger bilimsel parametreler yer

almaktadir.

®Evre 3, Evre 4 ve Evre 5 arasindaki ayirim, bir pandemi riskinin degerlendirilmesine dayanmaktadir.
Cesitli etkenler ve bunlarin glincel bilimsel bilgiler uyarinca goéreceli olarak 6nemleri dikkate
alinmaktadir. Bu etkenler arasinda bulasma orani, cografi konum ve yayilim, hastaligin siddeti, insan
suslarindan gelen genlerin varligi (bir hayvan susundan tiiremisse) ve/veya diger bilimsel parametreler
yer almaktadir.
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2.1.6 Hastalik Tanisi

2.1.6.1 Klinik Belirti Ve Bulgular

Usiime, titreme ile yiikselen ates, 6ksiiriik, bogazda yanma ve agri, halsizlik, istahsizlik,
burun tikanikligi ve akintisi, bas agrisi ve kas agrisi hastalarin ¢ogunda goriilen
semptomlardir. Ates genellikle 3 giin slrer. Genel grip bulgulari 3-7 giinde diizeldikten

sonra Oksurik ve kas agrisi 2 hafta sirebilir.

En sik gortlen komplikasyonlar akcigerle ilgili olanlardir;
e Primer viral pnédmoni

¢ Sekonder bakteriyel pndmoni gorilebilir.

Akciger disi komplikasyonlari ise;

e Miyozit

e Miyokardit

e Perikardit

* Ensefalit

e Nadiren Guillain-Barre sendromudur.

2.1.6.2 Tani

Influenza testleri icin uygun ornekler nazofarengiyal veya bogaz slirlintlsi, burun
yikama suyu, burun veya brons aspirati ve balgamdir. Ornekler hastaligin ilk dért

glintinde alinmahdir.
- Virlis izolasyonu
Salgin dénemlerinde etken susun izolasyonu ve subtip tayini icin kilttr gereklidir.

Zaman ve emek gerektiren bir yéntemdir. Ornekler transport besi yerinde hizli bir

sekilde laboratuvara ulastirilmalidir.
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- Viral antijenlerin tayini

Antijen tayini hizh tani testleriyle yapilabilmektedir. Bu testlerin duyarliigi %70’in

tizerindedir. Ozellikle salgin dénemlerinde hizli tani amaciyla kullanilan testlerdir.

Nazofarengiyal yikama ve sirlintli 6rneklerinde yontemin duyarhligi diger érneklerden

daha yuksektir.

- Molekuler tani

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile Orneklerde viral RNA aranabilir. Tani testleri

hakkinda diger bilgiler asagidaki tabloda 6zetlenmistir:

Cizelge 2.4Influenza Tani Testleri [36]

Yontem | Saptanabilen Tani koymak
influenza tipleri | Uygun 6rnekler icin gegen siire

Viral AveB Nazofarengiyal ve bogaz sirintisu,

kaltar bur.un ve brons ylkama suyu, burun 5-10 giin
aspirati, balgam

Hizh A ve B? Nazofarengiyal ve bogaz slrintisu, | <30 dakika

testler burun yikama suyu, burun aspirati,
balgamb

EIA AveB Nazofarengiyal ve bogaz sirintisl, | 2 saat
burun ve brons yikama suyu

PCR AveB Nazofarengiyal ve bogaz sirlintisl, | 1-2 gin
burun ve brons yikama suyu, burun
aspirati, balgam

2.2 Agsilar

Organizmaya uygun yolla verildiginde hiimoral veya hiicresel immin yanit (veya her

ikisini de birden) olusturarak, canlinin enfeksiyon hastaliklarindan korunmasini

saglayan antijenik yapili maddelere asi denir.

® Bazi testlerde tip tayini yapilamaz.

® Kullanilan teste gore alinacak 6rnekler degisebilir.
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Asi ile enfeksiyonlardan korunma hem kisi, hem de toplum agisindan en kolay, en basit

ve de en ucuz yontemdir.

Asilar, insanlari hastaliklardan ve onun kot sonuglarindan koruyabilmesi icin saglam
ve risk altindakilere uygulanmaktadir. Asilarin tedavi edici 6zelligi yoktur. Yani herhangi
bir hastalik olustuktan sonra hasta kisiye asi yapmanin yarari olmamaktadir. Asilar, agiz
yoluyla, adale igerisine, cilt altina veya cilt i¢cine verilmek suretiyle uygulanabilirler.
Uygulama yontemi farketmeksizin, asilar vicudumuzu hastaliklara karsi koruyan

antikorlari olustururlar.

Asilar cinsine gore agiz yoluyla alinir yada enjekte edilirler. Hangi yoldan yapilirsa
yapilsin, asi viicudun savunma mekanizmasini harekete gecirerek viicudu hastaliktan

karsi korur [38].

2.2.1 Agi Tirleri

2.2.1.1 Cansiz (Olii) Mikrop Asilar

Cesitli yontemlerle oldirilmis bakteriler ile inaktive edilmis virlis asilaridir. Bakteri
veya virusler laboratuarlarda Uretildikten sonra 1 cm? sivida belirli sayida mikrop olacak
sekilde sulandirilarak 1si, formaldehit, fenol, aseton, ultraviyole gibi etki veya
maddelerle oldirilirler. Bu éldirilme veya inaktivasyon isleminde genellikle mikrop

bitlnlGgl ve antijenik yapi bozulmaz.

Cansiz mikrop asilari genel olarak ilk verilisten 4 giin sonra antikor olusturmaya
baslarlar. Ancak ilk uygulamada olusan antikorlar koruyucu diizeyde degildirler. Bu
nedenle 2. kez ve 3. kez, hatta bazen daha ¢ok sayida asilama ile bagisiklik diizeyini
arttirmak gerekir. Cansiz mikrop asilarinin koruyuculuk siresi diger asilardan daha

kisadir [39].
Asagida cansiz mikrop asilarina birkag 6rnek verilmistir.
¢Ol{i bakteri asilari : Tifo, paratifo, kolera, bogmaca, veba, salgin tifus asilari

einaktive virls asilari : Cocuk felci (Salk tipi), kuduz, influenza (Grip) asilan gibi [40].
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2.2.1.2 Canli (Atenue) Mikrop Asilari

Antijenik niteligi bozulmadan, hastalandiricilik 6zelligi (virtilansi) ortadan kaldirilan veya
virlansi yavaslatilan mikroplardan hazirlanan asilardir. Atenue asilar organizmaya
cesitli yollarla verilebilirler. Bu tip asilar organizmada, sessiz veya cok hafif seyirli bir
enfeksiyon olugsturarak dogal enfeksiyona benzer nitelikte bir bagisiklik olugtururlar. Asi
hastaligl da denen bu enfeksiyon bazi asilarda agik¢a gorulebildigi halde (BCG asisinda),
bazi asilarda hafif bir hastalik (kizamikcik asisinda), bazilarinda ise tamamen belirtisiz
(cocuk felci asisinda) seyir gosterir. Canli mikrop asilari daha cok hiicresel bagisik yanit
olustururlar ve koruyuculuk siireleri de daha uzundur. Ozellikle bazi atenue viriis
asilaria (6rn. kizamik, kizamikgik, kabakulak gibi) tek bir doz ile 6mir boyu bagisiklik

saglayabilirler. Bazi 6rnekler asagida verilmistir.
e Canli (atenue) bakteri asilari: BCG Verem Asisi

e Canl (atenue) virls asilari: Sabin tipi cocuk felci asisi, Sari ates, kizamik,

kizamikcik, kabakulak [39], [40], [41].

2.2.1.3 Mikrop Uriinlerinden Hazirlanan Asilar

Toksoid (Anatoksin) Asilar: Difteri ve tetanoz gibi bakteri toksinleriyle meydana gelen
hastaliklardan korunmada kullanilan asilardir. Saf olarak elde edilen bakteri toksinin
daha sonra isi veya formol ile muamele edilerek (% 0.3 - 0.4 oraninda formol eklenerek
37 °C'de 3-4 hafta bekletilir) zehir etkisi giderilir bu sekilde antijen yapisi bozulmadan
hazirlanan toksoid (anatoksin) ler asi olarak kullanilir. Toksoid asilar daha ¢ok humoral

immun yanit olusturarak koruma saglarlar.

Mikroplarin Belirli Bir Kismindan Hazirlanan Asilar: Bazi enfeksiyon hastaliklarinda,
etken mikrobun belirli bir parcasindan (6rnegin HBs Ag partikilleri, N. meningitidis'in
hiicre duvar polisakkariti gibi) hazirlanan asilarin daha iyi koruyucu etki yaptigi

arastirmalarla gosterilmektedir [40].

2.2.1.4 Biyoteknolojik Asilar

Biyoteknolojik asilar, asilama esnasinda bazi sorunlarin yasandigi hastaliklarda, daha

etkili ve yan etkilerinin daha az oldugu asilarin elde edilmesi icin kullanilan yeni ve
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molekiler biyoteknolojik yontemlerle hazirlanan asilardir. Bu tekniklerle hazirlanan

asllar asagidaki gibidir [40].

Rekombinant DNA Asilari: Bu teknikle mikroplarin bagisiklikta etkili olan proteinlerini
kodlayan genleri ayirdedilir ve bu genler bir tasiyici hicreye aktarilarak, orada bol
miktarda sentezlettirilirler. Ornegin Hepatit B virlisiinin yiizey antijenini (HBsAg)
kodlayan gen bir maya hiicresine aktarilarak ¢okca elde edilir ve asi olarak kullanilir

(Rekombinant HBV asisi).

Rekombinant DNA tekniginin bir baska uygulamasi, elde edilen "asi geni"nin tasiyici bir

virtise (6rnegin herpes virlislere) rekombine edilmesidir [40].

Mutant Asilar Canli mikrop asilari hazirlanirken uygulanan eski virlilans azaltma
yontemleri yerine, biyoteknoloji ile patojen mikroplardaki viriilans genleri yok edilerek
"avirilan mutant" suslar ile atenue asilar hazirlanabilmektedir. Ornegin V.cholerae

bakterisinde toksini kodlayan genin yok edilmesi gibi.
Anti idiotip Asilar Antikorlar araciligi ile gergeklestirilen yeni bir asi teknigidir.

Reasortan Asilar Influenza A ve Rota virls gibi virlislerin genetik materyallerini komsu
virUslerle degistirerek sogukta Ureyip vicut isisinda ¢cogalamama yetenegi kazandirma
esasina dayanir. Bu tiir asilarda, hazirlanan susun tekrar viicut isisinda lireme yetenegi

kazanabilme olasilig1 en biylik dezavantajdir.

Konjuge Polisakkarid Asilar Bazi patojenik bakterilerin virllansi hidrofilik polisakkarid
kapsullerinin antifagositik ozelliklerine dayanir. Kapsiliin antikor ile kaplanmasi
makrofajlarin ve notrofillerin o patojeni taniyip fagosite etmelerini kolaylastirir.
Polisakkarid asilarin dezavantaji T hdcrelerini uyaramamalaridir. B hiicrelerini T-

bagimsiz olarak uyarirlar ve IgM yapimi gerceklesir. Hafiza hiicresi olusmaz.

Polisakkarid antijenler zayif immiinojenik 6zellik gbsteren haptenlerdir. Bir protein
tasiyicisi ile baglanarak haptenin immiunojenitesi arttirilir. Polisakkarid-protein
konjugatinin T hiicreleri aktive etmesi sonucunda immuinoglobulin donlisimi meydana
gelir. Bu asilara karsi 1gG sinifi antikorlar olusur. immiin hafiza olusur. Yeni dogan siit
cocuklari dahil olmak Uzere hastaliga karsi korunma saglanir. Pndomokok ve
meningokok konjuge asilara 6rnek verilebilir [39], [42], [43], [44], [45].
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Sentetik Peptid Asilari Bagisiklikta etkili olan proteinlerin aminoasit dizileri laboratuar
kosullarinda sentetik olarak sentezlenerek antijen olarak kullanilabilir. Cesitli peptidler
icerisinden belli bir tanesinin secilmesi avantajdir. Peptidlerin saflastiriimasi daha
kolaydir. Kiigiik molekil agirhkli olduklarindan immunojen 6zellikleri azdir. Bu nedenle
tasiyicl protein veya adjuvant kullanimina gerek duyulabilir. Glinimiizde hayvan

deneylerinde basarili sonuclara ulasilmis peptid asilari vardir.

2.3 Polielektrolit Komplekslerin immiinolojik Uygulamalarda Kullaniimasi

Antijenlerin immiinojenik o6zelliklerini arttirmak i¢in adjuvant kullanilmasi gerekir.
Geleneksel Freund’s yag adjuvantlarinin kullanilmasi, yiksek viskoziteleri, enjeksiyon
yapildiklari bolgedeki yerel reaksiyonlari ve formiilasyonlarindaki distk stabiliteleri
nedeniyle bir takim dezavantajlara sahiptir. Daha yeni lipozom iceren birtakim
adjuvantlar, immin-uyarici kompleksler ve “lipocore”lardir. Bu adjuvantlar suda
¢Oziinmezler ve disuk stabiliteye sahiptirler ve antijenlerin immunojen o6zelliklerini
diizenlemek igin yapisal 6zellik bilgisi kesin ifade edilemez. Sentetik peptidlerden veya

haptenlerden immiin cevap saglamak icin, onlari tasiyici proteine baglamak gerekir.

Sentetik polimerin “imminomodulatér” 6zelligi; yeni nesil bilesiklerinin gelistirilmesi,
yapay antijenler ve immun 6zellikte molekillerin olusturulmasi igin yeni prensiplerin
gelistirilmesine olanak saglar. Polielektrolitler, timusa bagiml antijenlere karsi antikor
olusumunda yardimci T hiicrelerinin c¢alismasinda goérev alir. Polielektrolitlerin
mikrobiyal ve virlis antijenleri icin tasiyici olarak kullanilmasi, sadece organizmanin
immin cevap 0Ozelligini arttirmakla kalmaz, ayni zamanda immiin koruyucu etkinligini

de saglar [16].

Polielekrolitlerin (PE) biyolojik etkilerinin temeli, hiicreler ve proteinler gibi biyosistem

bilesenleri ile kooperatif etkilesimde bulunmalarina dayanmaktadir.

Mustafaev ve arkadaslari, 1970'li yillarin baslarinda kimyaci ve imminologlarin ortak
calismasi olarak, bazi polielektrolitlerin immiin sistem Uzerine etkisi aydinlatmis ve
yapay polielektrolitlerin bu gibi amaclar icin daha uygun oldugu belirlemistir. PE’lerin
bu ozelliklerini aydinlatmak amaciyla yapay polielektrolitlerle koyun eritrositlerinin

kompleksleri olusturulmus ve hayvanlar bu komplekslerle immiinize edilerek, immiin
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cevabin yikselmesinde PE’lerin etkili olduklari gosterilmistir. PE’lerin bakteri, virls
tabiath yapay antijenler icin tasiyici olarak kullanilmasi sonucu immin cevabin artmasi
ve devamli bir immin koruyuculuk saglamasi sentetik asi tasarimi fikrini ortaya

cikartmistir [15].

Yiksiz ve su ortaminda yiuklenmeyen polimerlerle (polivinil alkol, poli-N-vinil pirilidon,
polietilen glikol) eritrositlerin komplekslerinin immiin cevapta artis saglayamadigi yani
bu tir yapih polimerlerin adjuvant (yardimci) 6zelligi tagimadigi bilgisinin 1s18inda,
ylksek molekil agirlikh sentetik polielektrolitlerin (PE), (negatif ve pozitif yiklenmis
veya ortamin fizyolojik sartlarina gore vyiklenebilen polimerler; polianyonlar,
polikatyonlar ve bunlarin kopolimerleri) monomerlerinin kimyasal yapilarindan
bagimsiz olarak adjuvant etkisi (immiin sistemi uyaran) gosterdigi sonucu ortaya

cikmistir [46], [47], [48], [49], [50], [51], [52], [53] [54] [55], [56], [57].
Neden adjuvant olarak polielektrolitler sorusunun cevabini sdyle siralayabiliriz;
eSentezlenmesi ve modifikasyonu daha kolaydir,

eistenen molekiil agirliginda, elektrik yiikiinde, konformasyonda veya yiiksek

molekiler yapida elde etmek mimkinddr,
eSuda iyi ¢ozilinilir ve bilinen yapilarda gesitli kompleksleri sentezlenebilir,
eToksik degildir,
eBiyobozunur 6zelliktedirler.

Polielektrolitlerin tim bu 6zellikleri, geleneksel adjuvantlara kiyasla pratik olarak

medikal ve veterinerlikle ilgili uygulamalarda buyuk Gstlnlik saglamaktadir [15], [16].

2.4 immiinojen Ozellikteki Polielektrolit Komplekslerin Calisma Prensipi

Polielektrolit kompleksleri immiinolojik etki gostermesi icin optimum sekilde
yaptimalidirlar. Sekil 2.5’de immiinolojik aktif (veya “pasif”) polielektrolit kompleksleri

icin model gorilmektetir.
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Sekil 2.5Yuksek (1) ve diisik imminojen (I1) etkili antijen-PE komplekslerin modellerinin
yapisl.

Gosterilen ylksek imminojen etkili polielektrolit kompleks modelinin ayri ayri

cizgilerini ifade eden en onemli fizikokimyasal kriterleri su sekilde yeniden

aciklayabiliriz;

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

birlesmelidir.

2) Stokiyometrik yapili olmayan polielektrolit kompleksler antijenin birkag epitopunu

icermelidir.

3) Yapisinda “ilmik” olan polielektrolit kompleksler (polimerin bikilebilen serbest
bolimlerinin olmasi) hem protein ylzeyine yapismis hem de serbest “ilmik”te bulunan
ilave olarak iyonlanmis gruplari, polielektrolit kompleks ylzeyinde kompleks

partikillerinin ¢ozeltide kalmasina yardim eden yayilmis hidrofil bolge yaratir.

4) Antijen molekillerinden toplanmis ve polimer tasiyicisi ile stabillesmis sert silindir
(cubuk) tipli yapi; hem antijen determinantlarinin uygun yerlesmesini hem de biyitk

ylizey olusmasini saglar.

5) Polielektrolit kompleksler biyosistem komponentleri ile (proteinler, immiin hiicreler
v.b.) cok noktali kooperatif karsilikli etkilesimde olma kabiliyeti; yapisinda olan
“ilmik”lerdeki serbest polimer fonksiyonel gruplarina gore olusur. Yiksek immiinojen
etkili polielektrolit kompleksler biyosistem komponentleri ile yliksek kompleks

olusturma kabiliyetine sahiptir.
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6) Antijen determinantlarinin uygun yerlesmesi ve antijen hiicre reseptérleri ile ok
noktali karsilikh etkisi icin daha onemli sterik sartlara uygun olan yapili kompleks
gereklidir. Bu nedenle polivalent asilar yapmak igin polielektrolit kompleksinin mekanik

karisimi daha 6nemlidir [13], [14], [15], [16].

2.5 Peptid Polielektrolit Kompleksleri

Zayif immunojenik Ozellikteki sentetik peptidler, antikor olusturmak igin yeterli
blyuklikteki molekiler boyutlara sahip degillerdir. Peptidlere karsi antikor Gretiminde
immdanojenligi arttirmak igin peptidler, proteinlerin yani sira lineer 0&zellikteki
polimerlere de baglanabilmektedir. Poliakrilikasid (PAA), Poli-N-isopropilakrilamid
(NIPAA), Poli-N-vinilprolidon (VP), Polivinilpiridin-Polisetilpiridin  kopolimeri ve
Polivinilpirilidon-Poliakrilikasid (VP-AA) kopolimerleri vb. genel olarak kullanilan lineer

tasiyicilardir ve peptidler bu tir tasiyicilara kararh kovalent baglarla baglanirlar [58].

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 sulfidril (-SH) uclari olabilir. Asi olarak kullanildiginda 6nemli bir etki
olusturan sentetik peptidler, haptenler vb. molekiiller spesifik antikor olusturmak icin
glinimizde oldukca yaygin kullanilmaktadirlar. Ancak tedavi edici ajanlarin ve sentetik
peptidlerin ya da haptenlerin; dustk ¢o6zinlrliga, kararsizhgl, kiglik molekil
boyutlarindan dolayr antijenik 6zelliklerinin disik olmasi, biyouyumlu ve spesifik
olmayisi ya da sistemik toksisitesi gibi istenmeyen 6zellikleri onlarin etki yeteneklerini
oldukga azaltmistir. Ancak proteinlerin, antijenlerin ya da ila¢ etken maddelerinin suda
¢Ozlinebilir polimerler ile konjugatlarinin olusturulmasi, tedavi edici ajanlarin
ozelliklerini ve immiuinojenligini onemli 6lclide degistirmektedir. Antijenik peptidlerin

suda ¢ozlinebilir polimere baglanmasi ¢ok yonli etkilere sahiptir. Bunlardan bazilari;
¢ Peptidlerin modifikasyonu saglamak,
¢ Hidrofobik 6zellikte olanlarin suda ¢ozinebilirligini arttirmak,
* Bolgesel etkilerini ylikseltmek,
e immiinojenik etkilerini ve immiinoreaktiflliklerini arttirmak ve

e Canli organizmada daha uzun siire etkili olmasini saglamaktir [59].
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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 yukli, imminojenik olmayan sentetik polielektrolit polimerlerin

kullanimidir [15].

Mustafaev ve arkadaslari tarafindan geleneksel metodlar kullanilarak, sudaki
makromolekillerin  aktive edilmis fonksiyonel gruplari arasinda gergeklesen
reaksiyonlar ile protein-lineer polielektrolit, peptid-lineer polielektrolit kovalent
konjugatlari sentezlenmistir. Karbodiimid aktivasyonu ile gergeklestirilen iki basamakli
kovalent konjugasyon reaksiyonu; polimerin karboksil gruplarinin karbodiimid ile aktive
edilmesi ve sonrasinda karboksil gruplari ile proteinin ya da peptidin amino gruplari
arasinda kondenzasyon reaksiyonun olusumu ile gercgeklesir. Birinci basamak stresince
karboksil grubunun karbodiimide saldirmasi ile O-acilisolre ara Urlini olusmaktadir.
Daha sonrasinda kararsiz olan bu ara lrline peptid ya da proteindeki amino gruplarinin
saldirmasiyla polimer ile peptid veya protein arasinda capraz baglanma

gerceklesmektedir.

BAGLANMA

& s SISTEIN -SH
BOLGESI

——

-SH REAKTIF GRUP PEPTID-POLIMER KONJUGATI

Sekil 2.6Sistein iceren peptidin polimerle olusturdugu konjugatin sematik gosterimi
[60].
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Feptid

) ég AT Hidrofobik Bolge
<~ Hidrofillz Balge

Sekil 2.7Kisa zincirli peptid molekdllerinin lineer ve uzun zincirli polimerler ile
olusturduklari konjugatlarin sematik gosterimi [15], [16].

Mustafaev ve arkadaslari tarafindan yapilan calismalarla, karbodiimid kullanilarak
peptidlerin  tasiyict polimerlerle kovalent konjugasyonu sonucu sentezlenen
biyokonjugtlarin  yiksek immiunolojik o6zellige sahip oldugu gosterilmistir.
Biyokonjugatlarin yiiksek immiinolojik 6zelliginin polimerin adjuvant etkisine bagli
oldugu duslintlmektedir[16]. Mustafaev ve arkadaslari bu dogrultuda yaptigi bir baska
calismada, polielektrolitlerin sentetik peptidler ile konjugatlarinin glicli koruma
ozelliklerinden dolayi yeni nesil asi bilesenleri olarak kullanilabilecegini gostermislerdir

[59].

2.6 Polimerler

Polimerler ¢ok sayida monomerin (alt birimin) kovalent baglar ile baglanarak meydana
getirdikleri makromolekiillerdir. Ozellikleri, kendisini olusturan monomerlerden

farkhdir.

Kovalent bag

© 0

o + O—0O é~ o0—0—0
O Palimer malekili

o ©O

tonomer molekiller

Sekil 2.8Polimer molekiiliniin monomer birimlerinin kovalent baglarla baglanmasi
sonucu olusumu.
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~I~CH2—(|3H—]~n

COoOoH

Sekil 2.9Poliakrilik asit.

Tim monomerlerinde ayni isaretli ylklere sahip polimerlere homopolielektrolit, hem
anyonik hem de katyonik gruplarin kovalent olarak bagh bulundugu makromolekdllere
ise poliamfolit denir. Dogada bol miktarda bulunan protein yapili poliamfolitlerin yani
sira sentetik yollarla tGretilen poliamfolitler de mevcuttur. Poliamfolitlerin izoelektrik

noktalarinda, molekul Gzerindeki net ylk toplami sifira esittir.

2.6.1 Notral Polimerler

Suda ¢ozlinebilen polimerlerdir. Yapilarinda (+) veya (-) yik bulundurmazlar.

~|fCH2—CH
|
OH
n

Sekil 2.10Polivinil alkol

2.6.2 Polielektrolitler

Kovalent bagh anyonik veya katyonik gruplarla bu gruplara bagh zit iyonlar iceren
polimer sistemlerine polielektrolit denir (Sekil 2.11)[61]. Polielektrolitler ortamin
pH’ina bagh olarak “arti” veya “eksi” yukli hale getirilebilir. Ortamin pH’ina goére bu
polielektrolitler amaca uygun olarak metal iyonlari ile iyon koordinasyon bagiyla yada
cesitli makromolekillerle elektrostatik etkilesimle baglanip suda c¢6ziinen yada

¢Ozliinmeyen polikomplekslerin olusumunu saglarlar.

—I}HZC—CH—]— —EHzC—C"ﬂ— _E H,C CH%I—
@ b @ 2 \CH—CH/ n

S0, Na*
N* Hal™
H,C CH
" N
N
H3C/ CH,

() (b) (©)

Sekil 2.11(a) poli(vinilpiridinyum), (b) sodyum polistiren silfonat,
(c)poli(diallildimetilamonyum klortr)[61].
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Prensipte, herhangi bir kimyasal yapinin polimer zincirine uygun sayida iyonik grup
kovalent olarak baglayip yapiyt uygun bir pH'da suda ¢ozlnir hale getirerek bir
polielektrolit elde edilebilir. Polielektrolitler genelde bir katilma veya kondenzasyon
polimerlesme reaksiyonlariyla elde edilebilir. Ayrica polielektrolit yapidaki pektin gibi
anyonik polisakkaritler ve ¢ok sayida proteinler dogadan edinilebilir. Nisasta ve seliiloz
gibi  noniyonik dogal polimerler kimyasal modifikasyonla polielektrolite
donustirilebilir. Polifosfatlar ve polisilikatlar da inorganik polielektrolitler olarak

sayilabilir [61].

Polielektrolitler ortamin pH’ina bagli olarak (+) veya (-) yukli hale getirilip arzu edilen

antijene baglanabilirler.

Polimerik tasiyici olarak kullanilan bazi polielektrolitlerin genel gosterimi asagida

verilmistir [59].

2.6.2.1 Katyonik Polielektrolitler

Yapilarinda (+) ylk tasirlar. Fizyolojik aktiviteleri dncelikle yapilarinda tasidiklari (+)

ylklerin yogunluguna ve dagilimina, daha sonra da monomerlerin yapisina baghdir.

—(H,C——CH)=—(H,C 555 —— (H,C——CH¥y
’5] N.;. Br= @ @-
CQH: naHve,
4-vinilpiridin ve 4-vinil-N-etilpiridin 4-vinilpiridin ve 4-vinil-N-setilpiridin
kopolimeri kopolimeri

Sekil 2.12Tasiyici polimer olarak yaygin kullanilan katyonik polielektrolitler

2.6.2.2 Anyonik Polielektrolitler

Yapilarinda (-) yuk tasirlar. Fizyolojik aktiviteleri dncelikle yapilarinda tasidiklari (-) yiklerin
yogunluguna ve dagilimina, daha sonra da monomerlerin yapisina baghdir. Canli
organizmaya verildiginde hiire duvari ile etkilesime girmez. Canli organizmanin bilesenleri

ile rekabete girer ve yer degistirme reaksiyonlari gercgeklestirir.
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—( Hzc—C,)H )i ézo o
= o
OH CH
Hic”  “CH
Poliakrilik Asid Poliakrilik Asid-N-isopropilakrilamid Kopolimeri

—{H,C —ClH )—{ HC —?H b
N

COOH : _0

Akrilikasid-N-Vinilpirolidon Kopolimeri

Sekil 2.13Tasiyici polimer olarak yaygin kullanilan anyonik polielektrolitler

2.6.2.3 Poliamfolitler

Zincir yapisinda hem pozitif hem de negatif ylikleri ayni anda bulunduran polimerlerdir.
Dogada bol miktarda bulunan protein yapili poliamfolitlerin yani sira sentetik yollarla
Uretilen poliamfolitler de mevcuttur. Poliamfolitlerin izoelektrik noktalarinda, molekiil

Uzerindeki net yik toplami sifira esittir.

-CH,-CH-CH,-CH-
COO-
O

N+

Sekil 2.14Poliamfolit

Proteinlerin yapisinda asidik ve bazik amino asitler vardir. Bundan dolayi da amfoterik
Ozellik gostermektedirler. Bu proteinler proton verecekler veya proton alacaklardir.
Asidik ortamlarda proteinler ekstra protona sahip olduklarindan net pozitif bir yike,
bazik ortam kosullarinda ise net bir negatif yiike sahip olacaklardir. Amino asitlerin net
elektrik yiklerinin sifir oldugu pH derecesine ise izoelektrik nokta adi verilmektedir

(Sekil 2.15).
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NaOH NaOH

Proteinlerin
elektrik yliklerinin

++ + + e sifir oldugu pH - -
. derecesi izoelektrik —-._

+ + + noktadir. = ——
Proteinler asidik Proteinler bazik ortamda
ortamda proton alir proton kaybederler ve "-"
ve "+" yiiklenirler. yuklenirler.

Sekil 2.15Proteinlerin pH’a bagh yik durumlari [62].

Eger bir protein izoelektrik noktasinin pH kosullarinda bulunuyorsa en az ¢ozinir
haldedir ve en kolay ¢éktiiriilebilir durumdadir. izoelektrik noktasi nétral pH civarinda
bulunan pek ¢ok proteinde asidik ve bazik amino asit sayisi birbirine esit durumda

demektir.

2.7 Amino Asitler ve Peptidler

2.7.1 Amino Asitler
Biyolojik makromolekiillerin (proteinler, hormonlar, enzimler v.s.) blyik ¢ogunlugu
amino asitlerden olusmustur. Her bir makromolekiiliin yapisi ise dogrudan dogruya

kendisini olusturan amino asitlerin yapilarina baglidir.

Proteinlerin yapitasi olan, ayni a-karbon atomuna bagh -COOH ve -NH, gruplarindan
olusan monomerlere amino asit denir. Proteinlerin yapisinda toplam 20 tane amino

asit vardir. Dogada ise yaklasik olarak 300 farkli amino asit oldugu bilinmektedir.

Hidrojen
Amino Karboksil
SR
o
+ H /N C C <
H | o
R

Sekil 2.16Bir amino asidin kimyasal forml ile gbsterimi.
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Amino asit dizileri, proteinlerin
birincil yapilarim olusturur.

Sekil 2.17Proteinlerde birincil yapiyi olusturan peptidlerin, amino asit diziliminin
sematik gosterimi [63].

2.7.2 Siniflandirilmasi

Amino asitlerin sahip olduklari yan zincirler a-karbonuna baglidir ve 20 amino asitin her
birinde farklidir. Bu farklilik, proteinin kendine 6zgl yapisinin ve aktivitesinin olmasini
saglar. Tim amino asit yan zincirleri bir arada distnlldiglinde, arti veya eksi yikliden
hidrofobige kadar oldukca fazla cesitli yapisal 6zellikler gosterirler. Ayrica bu yan
zincirler, olduk¢a farkli cesitlilikte kovalent ve nonkovalent baglarin yapisina

katilabilirler.

2.7.2.1 Aromatik Amino Asitler

Bu amino asitler hidrofobik etkilesimlere katilabilir. Tirozinin hidroksil grubu hidrojen
bagi yapabilir. Tirozin hidroksil grubundan, triptofanda indol halkasindaki azottan
dolayi, fenil alanine gore daha polardir. Bu amino asitler, 280 nm dalga boyundaki
ultraviyole (UV) 1sig1 absorplamasindan dolayi proteinlerin tanimlanmasinda 6nemli rol

oynarlar.
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AROMATIK AMINO ASITLER
CO0"~ CcO0~ CO0~
H,N— ('3 —H HJN—(lj—H H31¢I—(|J—H
éH
@ @ E—cH
o)
Fenilalanin Tirozin Triptofan

Sekil 2.18Aromatik amino asitler.

2.7.2.2 Polar Olmayan Alifatik Amino Asitler

Bu amino asitler apolardir. Yan zincirlerinde hidrofobik 6zellik gosteren radiklal grup
bulundururlar. Proteinlerde Alanin, Valin, Lésin, izol&sinin yan gruplar bir araya gelip
kiimeleserek, hidrofobik etkilesimlerle protein yapisini sabitler. Van der Waals

kuvvetleri ve hidrofobik etkilesimler sayesinde bir arada tutunurlar [64].

2.7.2.3 Polar Yiiksliz Amino Asitler

Sistein ve Tirozin alkali pH’da bir proton kaybedebilse de bu amino asitler nétral pH’da
ylkslzdirler. Serin, Treonin ve Tirozin, hidrojen bagi olusumuna katilabilen polar bir
hidroksil grubuna sahiptirler. Asparajin ve Glutamin’in yan zincirleri de hidrojen bagina

katilabilen birer karboksil ve amid grubu tasirlar [65].

2.7.2.4Bazik Amino Asitler

Bu amino asitlerin yan zincirleri proton alicisidir. Fizyolojik pH’da Lizin ve Arginin’nin
yan zincirleri tamamen iyonize olur ve negatif ytklGdirler. Diger yandan, Histidin bir
proteinin polipeptid zincirlerinin olusturdugu iyonik cevreye goére pozitif yikli veya

yiksiz olabilir.
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2.7.2.5 Asidik Amino Asitler

Bu amino asitlerin yan zincirleri proton vericidir. Notral pH’da bu amino asitlerin yan
zincirleri tamamen iyonize olarak, negatif yikli bir karboksil (-COO’) grubu tasirlar. Bu

nedenle, fizyolojik pH’da nefatif yukltudurler.

2.7.3 Peptidler ve Peptid Bagi

Peptidler, aminoasid monomerlerinin peptid baglari ile bir araya gelmesinden olusan

dogal polimerlerdir.

Kuramsal olarak, bir amino asidin a-karboksil grubunun -OH’i ile diger amino asidin o-

amino grubu arasindan su ayrilarak peptit bagi olusur.

Amino Asit (1) Amino Asit (2)
W m_
H H
R R
v
Peptid Bagi H
= I
H H
Y -
R
" H
s S
Dipeptid “

Sekil 2.19Peptid baginin olusumunun sematik gosterimi [66]

Ug amino asidin iki peptid bagiyla baglanmasiyla tripeptid meydana gelir. Bu sekilde az
sayida amino asidin baglanmasiyla olusan yapilar oligopeptidler, ¢cok sayida peptidin
baglanmasiyla olusan, molekil agirliklari 10.000 Daltonun altinda olan yapilar ise,

polipeptidler olarak adlandirilir [67].
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C-Terminal Ucu

Sekil 2.20Peptidin amino asit sematik gésterimi

Polipeptidler lineer polimerlerdir. Bir polipeptid zincirinin ucundaki amino asid kalintisi,
serbest -NH3;" grubu, amino asit kalintisinin diger ucu ise serbest — COO™ grubuna
sahiptir. Bu iki grup, N-terminal ucu (N-terminus) ve C-terminal ucu (C-terminus) olarak

adlandirilirlar [68].

Peptidlerin her zincirinde bir ucta sadece bir serbest a-amino grubu ve diger ucta bir
serbest a-karboksil grubu bulunur. Bu gruplar serbest amino asitlerdeki gibi iyonize
olurlar. Uglar disindaki tiim amino asidlerin a-amino ve a-karboksil gruplari peptid bagi
ile kovalent baglanip peptidleri olusturduklari igin, iyonize olarak peptidlerin toplam
asit-baz davranislarina katkida bulunmazlar. Fakat bazi amino asidlerin yan zincirleri
iyonize olabilir ve molekiliin asit-baz 0Ozelligini etkiler. Serbest amino asitlerinkine
benzer sekilde, her bir peptid dizisinin kendine 6zgii izoelektrik noktasi (pl) mevcuttur

[67].

2.7.4 Proteinlerin Yapisindaki Kovalent Olmayan Etkilesimler

Dogal proteinlerin yapisinin ve kararliliginin belirlenmesinde kovalent olmayan
etkilesimler blylk olclide etkilidir. Genelde en disik serbest enerjili protein
konformasyonu (yani en kararli konformasyon) en fazla sayida zayif etkilesimi iceren

konformasyonlardan biridir [69].

Hidrojen bagi, hidrofobik etkilesimler, elektrostatik baglar ve Van der waals kuvvetleri
protein konformasyonunda ©6nemli bir etkiye sahip olan kovalent olmayan
etkilesimlerdir. Bu zayif baglarin herbirinin olusmasi, sistemin serbest enerjisinde net

bir azalma vyaratir. Makromolekillerin en kararli (dogal) vyapilar, zayif bag
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olusturabilme vyetilerinin en yliksek oldugu halleridir. Antijenin 6zel bir antikora

baglanmasi bir ¢cok zayif etkilesimin toplam etkisiyle olur [70].

HIDROFOBIK
ETKILESIM

POLIPEPTID

HIiDROJEN H
BAGI

<|?"°H = CH—§=5—CH;

CH: & DiSULFIT BAGI

Sekil 2.21Kovalent olmayan baglar [71].

2.7.4.1 Van der Waals Etkilesimleri

Yiikstiz ve baglanmamis durumdaki yakin atomlar arasinda olusan yik yogunlugundaki
dalgalanma sonucu meydana gelen kisa sireli kismi kutuplasma ile olusan etkilesime
Van der Waals etkilesimi denir. Van der Waals etkisemleri, protein katlanmalari ve

proteinlerin diger molekiller ile etkilesimlerinde etkilidir.

Sekil 2.22iki atom arasinda Van der Waals kuvvetlerinin olusumu [72].
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iki cekirdek birbirine daha yakin bir duruma geldiklerinde, elektron bulutlari birbirlerini
itmeye baslar. Van der Waals ¢ekiminin bu itis kuvvetiyle dengeye ulastig noktada,

cekirdeklerinin birbiriyle Van der Waals temasinda oldugu séylenir [67].

2.7.4.2 Hidrojen Baglari

Azot ve oksijen gibi elektronegatif atomlarin hidrojenle etkilesime girmesiyle meydana

gelen baga hidrojen bagi denir [73], [74].

* HIiDROJEN
BAGI

+ .

<

Sekil 2.23Su molekilleri arasinda olusan hidrojen bagi [75].

Hidrojen baglari; hem polipeptid zincirlerinin kendi arasinda, hem de sulu c¢o6zelti
ortaminda bulunan elektron alict ve vericileri ile polipeptid zinciri arasinda

olusmaktadir.
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Sekil 2.24Protein zincirindeki hidrojen bagi olusumu [76].

Proteinlerin yuzeyindeki polar gruplar ile sulu ortam arasindaki hidrojen baglarinin
olusumu proteinlerin ¢6zUnUrlGgUna arttirir [65].
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Ayrica proteinlerin yan zincirleri de, proteinin ylizeyinde hidrojen baglari olusturabilme

Ozelligine sahiptir. Bazi amino asidler yan zincirlerinde tasidiklari fonksiyonel gruplara

gore, aralarinda hidrojen baglari olusturabilirler.

Ornegin:

eSerin, Treonin ve Tirozin gibi alkol grubu iceren,

eTirozin ve Asparajin gibi biri alkol biri asit iceren,

eAsparajin ve Glutamik asit gibi ikisi de asit grubu iceren,

eSerin ve Lizin gibi biri alkol biri amin grubu tasiyan,

eSerin ve Asparajin gibi biri alkol biri amid grubu iceren amino asitler arasinda

hidrojen bagi olusabilir [77].

2.7.4.3 Hidrofobik Etkilesimler

Polar olmayan gruplar, su ile etkilesmeyi pek tercih etmezler, ¢linki su ile hidrojen bagi

olusturmazlar. Polar olmayan gruplarin su molekdilleri ile etkilesiminin olmamasi, polar

olmayan molekillerin kendi aralarinda etkilesime girme egiliminden kaynaklanir. Bu tir

etkilesime hidrofobik etkilesim denir. Hidrofobik etkilesimler, protein molekiliniin

sulu ortamdaki kararl yapisinin olusmasina sebep olan katlanmalarinin en onemli

sebebidir [78].

HIDROFOBIK MOLEKUL
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Sekil 2.25Yukstz molekiller arasinda meydana gelen hidrofobik etkilesimler [79].
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Deneysel olarak da bilindigi gibi, katlanma egilimindeki proteinlerin hidrofobik yan
zincirleri su molekillerinden uzaklasarak, proteinin i¢ kisimlarina gekilir. Polar olmayan
yan zincire sahip amino asitler diger hidrofobik amino asitlerle birleserek polipeptid
molekdllerinin i¢ tarafinda yer almaya calisirlar. Bunun aksine, polar veya yiikli yan
zinciri olan amino asitler polar ¢oziclyle temas halinde olacak sekilde molekilin

ylzeyinde yer almaya c¢alisirlar [65].

>

s\
-ﬂr\

hidrofobik bélge

Sekil 2.26Hidrofobik kisimlar iceren bir peptidde hidrofobik kisimlarin bir araya gelmesi
[80].

2.7.4.4 Elektrostatik (iyonik) Etkilesimler

YUklG gruplar arasinda ya da dipol momente sahip gruplar arasinda meydana gelen
etkilesime elektrostatik etkilesim denir. Ykl gruplar arasindaki etkilesim tipik olarak
pozitif yikli Aspartik asid ya da Glutamik asid ile Histidin, Lizin ya da Arginin arasinda

gorilmektedir.

Pozitif YUkl Grup

MNegatif YUkld Grup

Sekil 2.2721t yuklu iki peptid zinciri arasinda olusan iyonik etkilesimler [80].
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2.7.4.5 Disiilfit Baglari

Disilfit bag, iki stulfir atomu arasinda meydana gelen kovalent bir bagdir. Bu kovalent
baglar, birincil dizilimde farkh pozisyonlarda yerlesmis sistein amino asitlerinin yan
zincirleri arasinda meydana gelir. Bu baglar proteinlerin katlanmasi, yapisi ve

fonksiyonu acisindan olduk¢a 6nemlidir [59].

POLIPEPTID

/

SISTEIN

-
SISTEIN

S as

DiSULFIT BAGI

Sekil 2.28Bir peptid zincirinin farkl iki Sistein bolgesi arasinda meydana gelen distilfit
bagi [80].

Her sistein amino asiti, yan zincirinde fonksiyonel grup olarak tiyol grubu (-SH) tasir.
Amino asitlerden birindeki sutlfir atomu ile, amino asit diziliminde farkli bir
pozisyondaki sistein amino asitine ait stlfiir atomu arasinda, tersinir (geri donlsimlii)
bir kovalent bag meydana gelir. Ve tiyol gruplar okside olarak disilfit bagini (S-S)
meydana getirirler. Disilfit baglari protein molekiliniin  dordincil  yapilarinin
olusmasinda ve korunmasinda 6nemlidir. Disiilfit baglari bir polipeptit zinciri icerisinde

kurulabildigi gibi polipeptit zincirleri arasinda da kurulabilir.
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2.8 Capraz Baglama Reaktifleri

Capraz baglayicilar, biyokonjugasyon prosediirlerine gore molekillerin kovalent olarak
baglanmasini saglayan kimyasal reaktiflerdir. Capraz baglayicilar biyolojik molekdllerin
kromojenik ve floresans olarak isaretlenmesinde, ¢apraz baglanmasinda ya da kiigik
molekillerin daha blyidk molekillere baglanarak hedeflenmesi ve dagitiminda
kullanilmaktadir. Bunun yanisira, iki farkh molekiliin intermolekiler (molekiller arasi)

ya da tek bir molekilin intramolekiiler (molekil igi) olarak baglanmasinda kullanilirlar.

00-——0-0—00

BIYOMAKROMOLEKUL INTERMOLEKULER
ETKILESIM

Sekil 2.29Biyomakromolekiillerin intermolekdiler etkilesim ile baglanmasi.

o ©._ 0
00 0 — 0

INTRAMOLEKULER

iYOM )\ P
BIYOMAKROMOLEKUL ETKILESIM

Sekil 2.30Biyomakromolekiillerin intramolekiler etkilesim ile baglanmasi.

Capraz baglayicilar; aktif bagin sagindaki ve solundaki R gruplarinin tlriine gore iki
farkh sekilde siniflandirilirlar. Eger aktif bagin her iki tarafindaki R gruplari ayni ise
Homobifonksiyonel (iki es fonksiyonel R grubu tasiyanlar), eger R gruplar farkli ise
Heterobifonksiyonel (farkh fonksiyonel R grubu tasiyanlar) ¢apraz baglayicilar olarak

siniflandirilirlar [81].
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2.8.1 Homobifonksiyonel Capraz Baglayicilar

Karbon zincirinden olusan bir arabulucunun simetrik olarak iki 6zdes reaktif gruba

baglanmasindan meydana gelen capraz baglayicidir [81].

Ozdes Reaktif Gruplar

1 12

!

Spacer (Arabulucu)

Sekil 2.31Homobifonksiyonel ¢apraz baglayicilar.

Arabulucu molekiler bir ip gibi gérev yaparak kovalent olarak baglanacak olan her iki
molekiliun ortak reaktif gruplarina saldirir ve bu iki molekilin birbirine kovalent olarak

baglanmasini saglar.
Ancak homobifonksiyonel capraz baglayicilarin;

eKonjugasyon sirasinda ¢apraz baglayici ile aktive edilen ilk protein tarafindan

olusturulan aktif ara trinin yine ayni cins protein ile capraz baglanabilmesi,

eAktif ara Urlinin kendi icerisinde ayni polipeptid zincirinde diger bir fonksiyonel

gruba capraz baglanarak intramolekdler etkilesim ile konjugat olusturabilmesi,

eDiger bir ¢capraz baglayicinin yine bu aktif ara lriine baglanmasi bunun sonucunda
ayni molekdltn ikili (dimer), Gcli (trimer) vb. oligomerlerinin olusabilmesi ve bu

sekilde polimerize olabilmesi,
gibi dezavantajlari mevcuttur [81].

Tum bu dezavantajlari yok edebilmek icin homobifonksiyonel capraz baglayicilar icin iki
basamakli reaksiyon prosediri gelistirilmistir. Prosedire gore, 6ncelikle ilk protein
molekili homobifonksiyonel capraz baglayici ile aktive edilir ve sonrasinda capraz
baglayicinin fazlasi ile yan (Urlinler (protein monomeri, dimeri, trimeri, vb.)

uzaklastirilarak aktive edilmis protein saflastirilir. Sonrasinda baglanacak olan ikinci
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molekil ya da protein ile konjugat olusumu igin karistirilir. Ancak burada da aktive
edilmis proteinin saflastirilmasi sirasinda hidroliz olmasi ya da ilk molekilin kendi
arasinda polimerize olmasi ve reaksiyon veriminin oldukga disuk kalmasi gibi sorunlar

ile karsilagiimaktadir [81].

2.8.2 Heterobifonksiyonel Capraz Baglayicilar

Karbon zincirinden olusan bir arabulucunun iki ucuna farkli reaktif gruplarin

baglanmasi ile olusturulmustur [81].

Farkh Reaktif Gruplar
1 { 2

Spacer (Arabulucu)

Sekil 2.32Heterobifonksiyonel capraz baglayicilar.

Sekil 2.32’den gorildigi gibi heterobifonksiyonel capraz baglayicilar iki farkli reaktif
grubun yani sira bunlar birbirine baglayan bir adet de arabulucu (spacer) igerirler.
Capraz baglayicilar her zaman yalnizca reaktivitelerine gore degil bazen de sahip

olduklari arabulucunun boyutuna ve 6zelligine gore secilip kullanilabilirler.

Konjugasyon olayi, iki farkh reaktif grubun kovalent olarak baglanacak farkl
molekillerdeki iki farkh fonksiyonel gruba saldirmasiyla ve bu molekilleri capraz
baglamasiyla gerceklesir. Ornegin, capraz baglayicinin bir ucu amino grubuna yénelen
reaktif grup icerirken, diger ucu silfidril ya da karboksil grubuna yonelen reaktif grup
icermektedir. Bunun sonucunda hedeflenen molekiiliin istenilen bdlgesinde capraz
baglanma reaksiyonu gerceklestirilebilmekte ve boylece konjugasyon prosesinde daha

iyi bir kontrol saglanmaktadir [81].
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2.8.3 Direkt (Zero-Length) Capraz Baglayicilar

iki molekiilii arada herhangi bir grup ya da atom olmaksizin birbirine baglayan ¢apraz
baglayicilara direkt capraz baglayicilar denir. ilk molekiildeki bir atom diger molekiile
kovalent olarak baglanirken arada higbir arabulucu ya da baglayici bulunmadigindan bu

capraz baglayicilarin bir diger adi zero-length capraz baglayicilardir.

Direkt capraz baglama reaktifleri iki molekill birbirlerine direkt bagladigi icin konjugat
icerisinde yabanci, istenmeyen bir madde bulunmaz. Dolayisiyla imminizasyon
yapildiginda konjugasyon reaksiyonunda kullanilan ¢apraz baglayici ajanlara spesifik

istenmeyen antikor olusumuna mahal verecek bir durum olusmaz [81].
Bu tiir capraz baglayicilar;

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

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

¢ Aldehidler ile primer veya sekonder amino gruplarini Shiff bazi olusturarak ve bu
bilesigin indirgenmesi sonucu sekonder ya da tersiyer amin baglari ile baglamaktadir

[81].

2.8.4 Karbodiimidler

Karbodiimidler, karboksilat ve primer aminlerin amid bagi ile, fosfat ve amino
gruplarinin ise fosfoamid bagi ile baglanma yetenegine sahip direkt capraz baglayicilar
arasinda en sik kullanilanidir. Suda ¢6ziinebilen ve ¢6ziinemeyen formlari mevcuttur.
Suda c¢ozinen tiirdekiler ozellikle; peptid, protein ve diger makromolekiilleri iceren
biyokimyasal konjugasyonlar icin kullaniimaktadir. Clnki biyolojik kokenli bircok
makromolekiil sulu tampon c¢ozeltilerde c¢oziinmektedir. Suda ¢oziinmeyenler
karbodiimidler ise peptid sentezinde veya diger organik bilesenlerin sentezinde

kullanilmaktadir [81].
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2.8.4.1EDC

EDC ya da EDAC adi ile bilinen 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidroklorr,
amin ve karboksilat iceren biyolojik molekillerin konjugasyonunda kullanilan en
poptuler karbodiimid tiurevidir. Suda ¢6zlinebilir 6zelliktedir. Bu nedenle de reaksiyona
direkt olarak eklenebilir. Reaksiyona girmemis olan karbodiimidin fazlasi ve
reaksiyonun yan Urlni olan Ure tirevleri suda ¢oziinebilir oldugundan diyaliz veya jel
filtrasyon ile kolayca ortamdan uzaklastirilabilir ve elde edilen konjugatlar bu sekilde

saflastirilabilir [82], [83].

Sekil 2.33EDC [1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidroklorir] My=191,7

EDC -20 °C’de saklanmalidir ¢linkii suyun varhiginda kararli degildir. Aktivitesini
kaybetmemesi igin, kimyasal kullanilacagli zaman oda sicakligina getirilir ve dyle agilir.

Aktivite kaybini 6nlemek icin, oldukca ¢abuk hazirlanir ve kisa siirede kullanilir [81].

2.8.4.2 EDC Plus Siilfo-NHS

Suda ¢ozunebilir 6zellikteki karbodiimidler; karboksil grubu ile aktif ester ara trini
olusturmak icin suda ¢o6zlinebilen siilfo-NHS ile birlikte kullanilirlar [81]. Sulfo-NHS
esterleri hedef molekiildeki aminler ile hizh bir sekilde baglanan hidrofilik reaktif

gruplardir [84], [85], [86], [87], [88], [89], [90], [91].

Konjugasyon reaksiyonunda, karbodiimid ile karboksil grubunun reaksiyonu meydana
gelir ve O-acilisolire kararsiz ara urlni olusur sonrasinda silfo-NHS ile bu ara Grinin
reaksiyonundan siilfo-NHS ester ara Urini olusur ve bu ara Urlinin primer amino

grubu ile reaksiyona girmesi sonucu amid bagi (izerinden konjugat elde edilir [81].
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2.8.4.3 CMC

Yapisindaki pozitif yikli morfolin grubu sayesinde suda ¢oziinebilen 6zellikteki CMC,
1-Siklohegzil-3-(2-morfolinetil) karbodiimid, karboksil ve amino grubu igeren

molekdillerin amid bagi olusturarak konjugasyonunda kullaniimaktadir [81].

o/\‘ CH,

K/N\/\N/C

yN

Sekil 2.341-Siklohegzil-3-(2-morfolinetil) karbodiimid. M\y=423,58

2.8.4.4 DCC

Disiklohegzilkarbodiimid 6zellikle organik sentez uygulamalarinda oldukga sik kullanilan
bir capraz baglayicidir. 1955 yilindan beri peptid sentezinde kullaniimakta [92] ve halen
de kullaniminda devam edilmektedir. DCC suda c¢o6zlinmeyen, organik ¢ozicilerde

¢Ozlinebilir 6zelliktedir [81].

Sekil 2.35N,N' Disiklohegzil karbodiimid My=206,32

2.8.4.5 DIC

Diizopropilkarbodiimid suda ¢oziinmeyen 06zellikteki ve oda sicakhginda sivi olarak
bulunan diger bir karbodiimid cesididir. Hazirlanmasi DCC'ye gore daha kolaydir.
Konjugasyon sirasinda olusan yan Urin(, organik ¢oézicllerde DCC'nin kullaniminda

olusan yan Griinden daha ¢ozintrdir [81].

Sekil 2.36Diizopropil karbodiimid My=126,2
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2.8.4.6 N,N-Karbonildiimidazol

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

grubu tasiyan diger bir direkt capraz baglama reaktifidir [81].

O
P N
= A

N N N N

v N

Sekil 2.37N,N'-Karbonildiimidazol My=162

2.9 Floresans Enerji Transferi Yontemi ile Biyokonjugasyon Reaksiyonlarinin

incelenmesi

Floresans rezonans enerji transferinin mekanizmasi ilk olarak Forster tarafindan (1946)
acikliga kavusturulmustur. Floresans rezonans enerji transferi (FRET), birinci uyarilmis
floresans 6zellikli molekiliin (donor) sahip oldugu uyarilmis durum enerjisini emisyon
olarak yaymak yerine baska bir molekiile (akseptor) aktardigi fiziksel bir stirectir. Donor
molekilleri tipik olarak alicinin absorpsiyon spektrumu ile Ust liste binen daha kisa
dalga boylarinda isinlar yayar. Transfer verimi donor ile akseptor arasindaki mesafeye
baghdir ve donor akseptor cifti arasinda zayif elektronik baglanma s6z konusu
oldugunda mesafeye bagliik 1-10 nm arahginda goézlenmektedir [93]. Bu mesafe
araliginda, molekiller arasi ve molekil ici mesafe iliskilerini arastirmada yararh bir
tekniktir. Bundan yararlanarak makromolekilin yapisi hakkinda bilgi edinilir. Membran
ve protein asosiyasyonlari, ya da acilmis proteinler gibi tek D-A mesafesi mevcut
olmayan makromolekiiler calismalarda da FRET kullanilmaktadir. FRET'in spektroskobik
cetvel gibi kullaniimasi s6z konusudur. Ornegin, alici ligand ve donér Trp ise, Trp

ligantin baglanma yerine olan mesafeyi verir.

Protein Gzerindeki yer ile membran ylizeyi arasindaki mesafe dl¢iimlerinde, protein alt
Uniteleri arasindaki asosiyasyon dlcimlerinde de FRET kullanilir [94]. Ayrica, baglanma
olayindaki bu mesafe degisimleri, molekiler sensorlerin dizayni icin zemin

olusturmaktadir [93].
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FRET’in potansiyel kullaniminin ¢ok énemli hale gelmesi ancak 1970’lerin ortalarina
sonra  gergeklesmistir. Floresans  Oomdrlerinin ~ dogru  saptanmasi icin
enstrimantasyonda meydana gelen gelismeler ve buna ek olarak oryantasyon
faktorindeki belirsizligin minimize edilmesi i¢in yapilmis 6nermelerden sonra eneriji

transferi temelli molekiler uzakliklar Gzerine literatiir artmaya baglamistir [95].

Bircok calisma kompleks intermolekiiler yapilarin karakteristiklerini incelemek ve
proteinler, lipidler, karbonhidratlar, niikleik asitler ve hatta virlsli hiicreler gibi cesitli
molekdiler bilesenlerden olusan multikomponent yapilarin geometrik karakteristiklerini
saptamak i¢in bir teknik olarak fluoresans rezonans enerji transferinin kullanimini
gostermistir. FRET yonteminin yiliksek hassaslikta, spesifiklikte, hizlihkta ve rolatif
basitlikte 6l¢iim imkani saglamasindan dolayi, arastirmacilarin bu yénteme olan ilgisi

artmistir.

Son yillarda katlanmamis proteinler, polipeptidler ve diger biyopolimerler igindeki
uzakliklari FRET yontemiyle inceleyen birgok arastirma gorilmistir. Bu deneylerin
sonuclarini degerlendirmek igin yaygin olarak molekdl ici diflizyonun uyariimis hal yari

Omri esnasinda 6nemsiz oldugu varsayilmaktadir [96].

Hebert ve Braslavsky, DNA sarmali igerisine iki farkli boya ile isaretlenmis FRET gifti

olusturup niikleotidler arasinda mesafe hesabi yapmislardir.
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Sekil 2.38(A) Donor ve akseptor molekillerinin tipik FRET spektrumlari. Bu 6rnekte,
Cy3’ln emisyon spektrumunun Cy5’in absorpsiyon spektrumuyla Gst Uste bindigi
gosterilmistir, boylece iki boya arasinda FRET meydana gelebilmektedir. (B) Cift
sarmalli DNA’da yerlesmis isaretli iki niikleotid bir FRET ifti olusturmaktadir. (C) iki
donor boya ve iki akseptdr boya arasindaki FRET 6rnegi. U-Cy5 ve C-Cy3 DNA dizisinde
A ve G'ye karsi birlestirilir, donor emisyonu, akseptorler emisyon yaparken kismen
sondmlendirilir [97].
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2.9.1 Heterotransfer

Kimyasal olarak farkli dondrler ve alicilar arasinda meydana gelen enerji transferidir

[98].

2.9.2 Homotransfer

Kimyasal olarak benzer molekiiller arasinda meydana gelen enerji transferidir. Kiglk

Stokes kaymalari gosteren floroporlar icin gecerlidir [98].

2.9.3 Forster Mesafesi

Enerji transfesinin %50 verimli oldugu mesafedir. BlyuklGglu dondr ve alici boyalarin
spektral 6zelliklerine baghdir. Forster Mesafesinin 20-90A araligindaki bolgesi biyolojik
makromolekiler g¢alismalar igin uygundur. Bircok proteinin yarigapi, biyolojik
membranlarin kalinligl, ¢oklu alt Uniteli proteinlerdeki yerler arasindaki mesafe ile
karsilastirilabilir. Ornegin, DNA cift helixin ¢api 2,3 nm, F-actin Filamenti ~ 6 nm ve

Mikrotlibul 25 nm’dir [99].

2.9.4 Donorden Akseptoére Enerji Transferinin Hizi

1 R, .,
k; =—(=%)

T, I 2.1
k. = Donérden akseptore enerji transferinin hizi

s = Akseptér yoklugunda donériin bozunma zamani
D

R = Forster mesafesi

0

= Donor-akseptor uzakhgi

2.9.5 Eneriji Transferinin Hizi

Akseptoriin absorbsiyon spektrumu ile dondriin emisyon spektrumunun Ust Uste
bindigi alanin genisligine baghdir. Donorin kuantum verimine baglidir. Donér ve
akseptor gecis dipollerinin birbirine bagl yonelmesine gore degismektedir. Donér ve

akseptor molekdlleri arasindaki mesafeye baghdir. Rezonans Enerji Transferinin
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mesafeye baghligi, donorler ile akseptorler arasindaki mesafelerin 6l¢lilmesinde yaygin

olarak kullanilmasini saglar [94].

2.9.6 Enerji Transferi Verimi

6
E= 7R°
(R;+R") 22
E =Eneriji transferi verimi
Ro= Verilen dondr ve alici gifti icin karakteristik mesafe (Forster Mesafesi)

R = Donor ve alici arasindaki gercek mesafe

Bu esitlikten donor ile akseptor arasindaki mesafe hesaplanir.

=Y

Sekil 2.39Protein, donor ve alici ile kovalent olarak isaretlenmistir. Don6r genellikle Trp
kalintisidir [94].

FRET yonteminin diger kullanim alanlari, proteinlerin yapisinin ve konformasyonunun
incelenmesi, reseptor/ligand etkilesimleri, lipidlerin dizenlenmesi ve transportu,
membran flizyon deneyleri, niikleik asitlerin yapisi ve konformasyonunun incelenmesi,
membran potansiyel 6lciimleri, nikleik asitlerin hibridizasyonu, proteinlerin uzaysal

diizenlenmesi ve ¢ogalmasi gibi calismalardir [100]

2.9.7 Biyokimyada Floresans Rezonans Enerji Transferinin Kullanimi

Biyokimyada FRET’in kullanimina 6rnek olarak Melittin peptidi verilebilir. Bu peptid 26
tane aminoaside sahiptir. 19. sirada Trp vardir ve donér olarak goérev yapar. Tek Dansyl

ise alici olarak N-terminal amino grubuna baglanmistir. Férster mesafesi 23,6A’dir.
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EJ A (Dansy))

20% H; O+80%MeONH

D(Trp)

Sekil 2.40a-helikal durumdaki melittinin yapisi. Donor triptofan-19 ve akseptor bir N-
terminal dansyl grubudur [94], [101].

S 1.0

»an

S Melittin

g —— - Dansyl Melittin

0 20% H,O + 80 % MeOH

>

(7] o S

=

B —_— - 0.55

QJ S LG

‘6 ,/ \\\

-

E O = - ] 1 A 2

300 360 420 480 540
Dalgaboyu (nm)

Sekil 2.41Melittin donériiniin (D) ve alici-isaretlenmis melittinin emisyon spektrumlari
(D-A). uyarma dalgaboyu 282 nm’dir[94], [101].

Burada tek bir D-A mesafesi vardir. D-A mesafesinin 24,4A oldugu hesaplanir.
R:
- 6 6
(R, + RY) 2.3

_ (1-E)
R =R} CE 2.4

2.9.8 Enerji Transferinin Protein Katlanmasi Ol¢iimlerinde Kullaniimasi

Ornek olarak protein icin Serin Hidroksimethil Transferaz secilmistir. Bu proteinin 3

tane Trp’i vardir. Alici olarak da Piridoksil 5’-Fosfat secilmistir ve proteinin 229.'u
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konumundaki Lizin’e kovalent baglanir. Proteinin katlanmasi veya katlanmamasi her bir
Trp’dan PyP’ye olan mesafeyi etkiler. Dogal ve katlanmis proteinler icin RET’in
blydklGgiunin farkli olmasi beklenir. 3 tane Trp, 3 tane dondr, 3 tane don6r emisyonu
demektir. Her biri tek Trp iceren 3 tane protein mutanti hazirlanir. Dolayisiyla her bir

mutantda tek Trp-PyP cifti s6z konusudur [94].

Trp-16 Trp-1832 Trp-285

A .~ S ©

Lys-229-PyP

Sekil 2.42Serin Hidroksimetil Transferaz [94], [102].

Protein baslangicta 8 Molar Ure igindedir. Rastgele dolanmis durumdadir. Asagidaki
grafikte kesikli cizgi ile gosterilen egridir. Uresiz tampon icine seyreltme vyapilir
yapilmaz, Trp-dondér emisyonundaki azalma ve PyP-alici emisyonundaki artma ile
gorildigl gibi protein yeniden katlanmaya baslar. PyP emisyonunun siddeti, Trp-

183’den dolayir artan FRET nedeniyle yeniden katlanma Uzerine artar.

Rolatif Fluoresans

Dalgaboyu (nm)

Sekil 2.43Refolding esnasinda PyP—5'—serin hidroksimetiltransferazda Trp-183’ilin
emisyon spektrumlari. 290 nm’de uyariimistir [94], [102].

3 tane tek Trp iceren mutantin kullanilabilirligi, protein lzerindeki spesifik yerlerin
yeniden katlanmasinin incelenmesine izin verir. 380 nm’de PyP alici emisyonu, her bir

mutant icin yeniden katlanma boyunca olcilir. Katlanma yolu hakkindaki bilgiyi verir.
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En blyilk alici artmasi Trp-183 mutanti icin gorilir. Clinkl katlanms proteinde PyP’ye

en yakin olandir. Her bir Trp’nin enerji transferinin miktari, Trp ile PyP arasindaki

mesafelerin belirlenmesine izin verir [94].

%3]

5 T 183

A e

a
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2 Trg =16

[ ——
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= Trp=3285

1]

=]
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s 200 L sls GO0

Zaman (saniye)

Sekil 2.44Single-triptofan mutantlarinin refolding esnasinda serin
hidroksimetiltransferazda 380 nm’de PyP’nin zamana bagli yogunlugu [94], [102].
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BOLUM 3

DENEYSEL CALISMALARDA KULLANILAN OLGUM YONTEMLERI

3.1 Deneysel Calismalarda Kullanilan Cihazlar
*Finnpipette Micropipet (1-10 mL, 100-1000 pL, 5-50 pL)
=Precisa XB 220A Terazi
sSartorius CP 225D Hassas Terazi
®*Hanna Instruments pH 211
"WTW pH level 1 pH metre
»Heildolph MR 3000 Manyetik Karistirici
=Heildolph MR 3001 Isiticili Manyetik Karistiric
=|[KAMAG Coklu Karistirici
=Hettich Eba20 Santrifiij Cihazi
*Heraeus Biofuge Stratos Santrifiij Cihaz
=Milipore-Q Gradient Ultra Saf Su Cihazi
=l iberty Mikro Dalga destekli Kati Faz Peptid Sentez Cihazi
=*Milestone Microsynth Mikro Dalga Sentez Cihazi
=Jasco V-530 UV-VIS Spektrofotometre

=Shimadzu LC-MS 2010 EV
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»Shimadzu Preparatif HPLC Sistemi (UV Detektorlii)
=Shimadzu HPLC Sistemi (UV Detektorli)

=\iscotek 4 Detektorlli GPC (SEC) Sistemi (Viscotek TDA 302 ucli detektor dizisi,
Viscotek Model 2501 UV detektori, Viscotek GPCmax VE2001 6rnek modiliu

kisimlarindan olusur.)

»PTI QM-4/2003 Steady State Floresans Spektroflorometre
»Shimadzu IR-Prestige Fourier Transform Infrared Spektrofotometre
=Telstar Liyofilizatér CRY 000S-80

=Olympus CKX 41 Invert Mikroskop

=Laminar-hava akisli kabin (Heraeus, KS12)

*CO2 inkiibatéri (New Brunswick Innova CO-150)
sSartorius MiniSart RC Enjektor filtresi, 0.22 um

=Sartorius MiniSart RC Enjektor filtresi, 0.45 pum

=10000 Da luk Millipore membranli tiip

sSantriflj (Sigma, Benctop 1-15)

= ELISA okuyucu (Thermolabsystem, Multiscan Ascent)
»Su saflagtirma sistemi (Millipore MilliQ Elix 5)

=Flow sitometri (Beckman Coulter, Cell Lab Quanta)
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3.2 Deneysel Calismalarda Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneysel g¢alismalarda kullanilan kimyasallarin isimleri, alindiklari firmalar ve katalog

numaralari Cizelge 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1Deneysel calismada kullanilan kimyasal maddelerin 6zellikleri

Kimyasalin Adi Marka Katalog No
Influenza A Virlisii M2e Proteini Peptidi BioSynthesis T4913-1
Influenza A Virlisi Hemagglutinin H3N2 . .

91-106 Peptidi BioSynthesis T4913-2
Bovin serum albumin, (BSA) Sigma A-4503
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) .

karbodiimid hidroklorid (EDC) >igma E-7750
Sodyum dihidrojen fosfat, (NaH2P04) Riedel-de Haén 04361
Sodyum hidrojen fosfat,

(Na2HPO4.7H20) Fluka 71647
Sodyum kloriir, (NaCl) Fluka 71376
Sodyum hidroksit, (NaOH) Fluka 06203
Hidroklorik asit, (HCI) Riedel-de Haén 07102
Sodyum azid, (NaN3) Applichem A1430
Dansyl Chloride Aldrich D143359
(5-(Dimethylamino)naphthalene-1-

sulfonyl chloride)

Asetonitril anhydrous, 99.8% Sigma-Aldrich 271004
Borik Asit Sigma B6768
Dextran from Leucontoc mesenteroides Sigma D3759
(Av.mol wt 60,000-90,000)

Sodium (meta) periodate Fluka 71862
Sodium hydrogen carbonate Fluka 71627
NaHB, Fluka 71321
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Cizelge 3.2Deneysel galismada kullanilan kimyasal maddelerin 6zellikleri

NaHCO; Sigma S5761
DCM Riedel-de Haen 24233
DIEA Perseptive Biosystems GENOO75000
Dietileter Riedel-de Haen 24005
DMF Fluka 40255
EDT Aldrich 398020
Fmoc-Ala-OH Fluka 47624
Fmoc-Ala-Wang resin (regine) Fluka 47644
Fmoc-Arg-(Pbf)-Wang resin LL (recine) Nova Biochem 04-12-2075
Fmoc-Arg-(Pbf)-OH Fluka 47349
Fmoc-Asn-(Trt)-OH Fluka 47672
Fmoc-Asp-(OTBu)-OH Fluka 47618
Fmoc-Cys-(Trt)-OH Fluka 47695
Fmoc-Glu-(OtBu)-OH Fluka 47625
Fmoc-Glycine Fluka 47627
Fmoc-lle-OH Fluka 47628
Fmoc-L-Valine Fluka 47638
Fmoc-Leu-OH Fluka 47633
Fmoc-Leu-Wang resin (recgine) Fluka 47662
Fmoc-Lys-(BOC)-OH Fluka 47624
Fmoc-O-tert-butyl-L-Serine Fluka 47619
Fmoc-Phe-OH Fluka 47635
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Cizelge 3.3Deneysel galismada kullanilan kimyasal maddelerin 6zellikleri

Fmoc-Pro-OH

Fluka

47636
Fmoc-Thr-(tBu)-OH Fluka 47622
Fmoc-Trp-(BOC)-OH Fluka 47561
Fmoc-Tyr-(tBu)-OH Fluka 47623
HBTU Fluka 12804
HOBt Fluka 54804
Metanol Riedel-de Haen 24229
NMP Sigma M6762
Piperidin Merck 8.22299.2500
TFA Fluka 91700
Thioanisole Fluka 88470
Poliakrilikasit (PAA) Aldrich 52392-5
Dimetilsiilfoksit (DMSO) Sigma-Aldrich 41640
Annexin V FITC Invitrogen IM3546
7-Aminoactinomycin D (7-AAD) invitrogen AO07704
DMEM-F12 Sigma D5546
RPMI 1640 with L glutamin Biochrom AG F1215
L-glutamin Biological Industries 03-020-IC
Penisilin streptomisin Biochrom AG A2213
Gentamicin Sigma G1397
Fetal dana serumu Biochrom AG 50113
Tripsin EDTA Biological Industries 03-051-58

56




3.3 Deneysel Calismalarda Kullanilan Cozeltiler

3.3.1 Asetat Tamponu

5,72 ml asetik asit, ultra saf su ile 2 It'ye tamamlandi. Bir slire manyetik karistiricida
karistirildiktan sonra 17,53 g NaCl eklendi ve karistirmaya devam edildi. 1M NaOH ile
pH 4’e ayarlandi.

3.3.2 0,01 M’lik PBS Tamponu (pH=7)

2,6807g Na,HPO4.7H,0 (Mw=268,07 g/mol) tartilarak 500ml ultra saf suda ¢ozlinur.
Ayri bir erlende 1,56g NaH,P04.2H,0 (Mw=156,01 g/mol) tartilarak 400 ml ultra saf
suda ¢ozlnur. Hazirlanan 400 ml’lik NaH,PO4 ¢ozeltisi 1 It’lik balon joje icerisindeki
Na,HPO, ¢ozeltisinin Gzerine eklenir ve kanistirilir. Bu karisima son olarak 8,766 g NaCl
eklenir ve karistirmaya devam edilir. Cozeltinin pH’1 6lglldi ve pH=7"ye ayarlanir. Ultra

saf su kullanilarak ¢ozeltinin son hacmi 1 It'ye tamamlanir.

3.3.3 100mM Sodyum Borat Tamponu (pH=9,2)

6.18 g borik asit bir miktar saf su icerisinde ¢6ziiliir. Uzerine 2.00 gr sodyum hidroksit

eklenerek son hacim 1 It'ye tamamlanir.

3.3.4 100mM’lik NaHCO; Tamponunun Hazirlanmasi

200ml NaHCO3 tamponu hazirlamak igin;

M = n formiliinden,
\Y

01= n buradan n=0,02 mol bulunur.

i)

m -
N =——"formiulinden,
A

0,02 = M buradan da m=1,68 gr bulunur.
84,01

1,68 gr NaHCOs; tartilip, 200 ml distile H,0’da c¢ozilir. pH'1 8 olacak sekilde pH

ayarlamasi yapilir.
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3.3.5 PAA Ara Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

Tim deneylerde % 35’lik M,,=100000 Da olan PAA c¢ozeltisi kullanilir. Bu ana stok
¢ozeltiden her seferinde almak yerine, konsantrasyonu bilinen bir ara stok ¢ozelti

hazirlanir.

Oncelikle 1 mg PAA’nin ne kadar hacim icinde oldugu hesaplanir.

100 mL’de 35 gr PAA varsa,
X 1 mg PAA

X=2.85 X 10 mL’sinde yani 2.85 pL’sinde 1 mg PAA bulunur.
1 mL PAA ana stoktan alirsak;

2.85 pl’sinde 1 mg PAA varsa,
1000 pL’sinde X

X=2.85 mg PAA vardir.

Bu 1 mL (701.75 mg) PAA ¢o6zeltisini 2 mL ultra saf su ile dilue edersek (V1= 3 mL);

2.85 mg PAA 3 ml’'deyse
1mg PAA X

X= 8.55 pl’sinde 1 mg PAA bulunur.

Boylece, elimizde 8.55 ul’sinde 1 mg PAA olan 3 mL ara stok c¢ozeltimiz olur.
Deneylerimizde kullanilan biitiin PAA’ler bu ara stok c¢ozeltiden uygun miktarlar

hesaplanarak kullanilmistir.
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3.4 Deneysel Calismalarda Kullanilan Olgiim Yéntemleri

3.4.1 UV-Goriiniir Bolge Spektroskopisi

Ultraviyole ve goriiniir bolge, elektromanyetik spektrumun cok kiglk bir bolimuni
teskil etmektedir. Bu bdlgede meydana gelen absorpsiyon, genel olarak bag
elektronlarinin uyarilmasindan kaynaklanir. Onemli birgok biyolojik molekiil ultraviyole
IsIg1 absorplamaktadir. Proteinlerin UV absorplama ozellikleri; ¢ozeltilerindeki
konsantrasyonun ve safliginin tayininde kullanmaktadir. Proteinler UV bdlgede iki
absorbans pikine sahiptirler. Bunlardan bir tanesi 215-230 nm’de (peptid baginin
absorpsiyonundan kaynaklanan), digeri de 280 nm [yapidaki aromatik aminoasidlerin
(triptofan, tirozin ve fenilalanin) absorbansindan kaynaklanan] gozlenmektedir.
Proteinlerin ultraviyole 15181 absorplamasi o6zelliginden vyola ¢ikilarak protein
¢Ozeltilerinin konsantrasyonlarinin saptanmasinda, UV-VIS Spektroskopisi oldukga

yaygin kullanilmaktadir.

- O —

>

Sekil 3.1Bouguer-Lambert-Beer Yasasi’nin sematik gésterimi.

Cesitli dalga boylarinda i1sin iceren bir demetin, seffaf bir ortamdan gecerken icinden
bazi dalga boylarinin, ortamdaki atom ve molekillere aktarilmasi sonucu, secimli

olarak kaybolmasina absorpsiyon (Sogurma) denir [94].

A= log (lo/1)= €bc 3.1

Burada c¢ konsantrasyonu, b optik yolun kalinhgini, € ise absorptiviteyi ifade

etmektedir. Eger ¢ (mol/It) cinsinden, b’de (cm) cinsinden alinirsa absorbtivite yerine,

molar absorbtivite terimi kullanilir.
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Absorpsiyonla, i1sin enerjisi maddenin iyon, atom veya molekillerine aktarilir. Boylece,

IsIn enerjisini absorplamis olan iyon, atom veya molekiller uyarilmis hale gegerler.

3.4.2 Jel Filtrasyon (HPLC) Kromatografisi

Kromatografi; biyolojik molekiller, enzimler, sentetik polimerler, sentetik peptidler vb.
maddeleri incelemek igin kullanilan fizikokimyasal bir yontemdir. Bu kromatografi
tirinde sabit faz olarak belli buyilklikte gdzenekleri olan gapraz bagl polimerler
kullanilir. Metod bilesenlerin, 10 cm’lik kalibre edilmis tiiplerden olusan kromatografik
kolon igerisinden gegerken, mikro gozeneklere sahip jelde molekiiler eleme prensibine
gore ayrilmasina dayanmaktadir ve kolon silikajel, capraz bagh polimer gibi 6zel dolgu
maddeleri ile doldurulur [103].

Proteinler, peptidler, polielektrolitler, bunlarin biyokonjugatlari ve suda ¢ozinir
kompleksleri, HPLC'de ayrilmistir. Sonuglar Shim-Pack Diol-300 (7,9 mm ID x 50 cm)
kolonu kullanilarak oda sicaliginda belirlenmistir. Shimadzu Model LC-6AD pompasi,
1,0mL/dak. Akis hiziyla uygun tamponlar kullanilarak calistirilmistir. Biyokonjugat ve
kompleks ¢ozeltileri santrifuj edildikten sonra 0,22 um’lik enjektor filtresiyle stzilerek
20ul hacimlik 6rnek, analiz edilmek Uzere cihaza verilmis ve 280 nm’de Shimadzu
SPD-10AV VP Model UV-VIS Dedektéri ile incelenmistir. Kolonu kalibre etmek igin
kullanilan standartlar sunlardir: thyroglobulin (670 kDa), immunoglobulin (155 kDa),

bovine serum albumin (66 kDa), ovalbumin (44 kDa) ve myoglobin (16.9 kDa).
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Sekil 3.2Kolon kromatografisinde molekil buyikligiine gére ayrilma ve alikonma
zamanina gore olusan kromatogram [104].
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3.4.3 Dort Detektorlii Boyut-Eleme (SEC) Kromatografisi

Polimerler farkli boylardaki molekdllerin bir karisimidir. Polimer karisimi ¢ozelti haline
getirildiginde herbir polimer molekili boyutuna bagli olarak farkli hidrodinamik
caplara sahip olacaktir. Ufak molekiller gézeneklerde daha uzun siire kalacaklari igin
kolonu gec terk edeceklerdir. Molekiil capi bliyliidikce kolonda kalma siiresi kisalacak
ve sistemden daha c¢abuk ayrilacaklardir. Detektor de farkli zamanlarda ¢ikan
molekilleri saptayip kromatograma donistirecektir. Bu yontemin en dnemli 6zelligi
ayirmanin tamamen fiziksel olarak yapilmasidir. Diger tim HPLC tekniklerinde ayirma

kimyasal etkilesimlere dayanmaktadir.

Bu tez calismasinda kullandigimiz peptid, protein ve polimer gibi molekillerin molekil
boyutlari birbirlerinden farkhdir. Bu sekilde farkli boyutlardaki molekdllerin
karisimindan olusan c¢ozeltide her bir molekiliin hidrodinamik capi ve hidrodinamik
hacmi birbirlerinden farkli olacaktir. Konjugat karisimimizda bulunan (re tiirevi yada
capraz baglayicinin fazlasi (EDC) gibi kiicik molekiller goézeneklerde daha uzun
kalacaklari icin kolondan daha gec¢ cikacaklardir. Oysa molekiil ¢capi ¢ok daha biytk
olan konjugat, peptid, polimer gibi molekiillerin gézenekler ile etkilesimi cok daha az
olacagindan kolonda daha kisa siire kalacak ve sistemden daha gabuk ¢ikacaktir. Bu
sekilde molekiil capi blyldikce kolonda kalma siresi buna ters orantili olarak
azalacaktir. Sistemi terk eden molekdller ise UV, Vizkozite, Isik sagilmasi ya da kirilma
indisi detektorlerinde saptanacak ve sinyale donustirilerek kromatogram elde

edilecektir.

Konjugat cozeltileri direkt olarak 0.22 um’lik enjektor filtresiyle stzilerek 4 dedektorli
molekiler eleme kromatografisi (GPC) cihazina verilmistir. 25°C’'de, 0.8 mL/dk akis
hizinda, 100 pl enjeksiyon hacminde ve TSK Gel G3000 SWXL kolonunda UV (280
nm’de), Kirllma indisi ve Isik Sacilmasi detektorleri ile calisiimistir. pH = 7'de hazirlanan

konjugatlar icin PBS tamponu hareketli (mobil) faz olarak kullaniimistir.

3.4.4 LC-MS (Sivi Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi)

Kitle spektroskopisi glinimiizde kullanimda bulunan tim analitik ydontemlerin en genis

uygulama alanina sahip olanidir. 1990’dan beri bu yeni iyonlastirma yontemlerinin
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kullanimi ¢ok fazla artmistir. Glinimuzde kitle spektrometreleri, fizyolojik sivilarin
incelenmesinde, c¢esitli ilaglarin, vitamin ve metabolitlerin serum diizeylerinin
belirlenmesinde, polipeptitlerin, proteinlerin ve diger vyiksek molekal agirhkli

biyopolimerlerin yapilarinin aydinlatilmasinda kullaniimaktadir [105].

Kutle spektrofotometresi, sivi kromatografi, gaz kromatografi, kapiler elektroforez gibi
ayirma islemi vyapan cihazlarin devamina eklendiginde; ila¢ etkilesimlerinin
incelenmesinden proteinlerin ve peptidlerin yapi analizlerine kadar calisma alani
genislemektedir. Sivi  kromatografi cihazinin ardina kltle spektrometresine
baglandiginda, kolondan bircok bilesen cikarken her birinin kitle spektrumu ayni anda
alinabilir. Bazi durumlarda, eger ol¢climler yeterli dogrulukla yapilirsa, protein veya

peptidin hangi protein veya peptid oldugu saptanabilir.

Bu yontemle, atom veya molekiillerden gaz fazinda iyonlar olusturularak, bu iyonlar
kitlelerine gore ayrilir ve kaydedilir. Burada molekiliin kitlesi degil, kutle/yuk (m/z)
orani tayin edilmektedir. Kiitle spektrumu ise iyonlarin bagil miktarlarinin (m/z)

oranina gore cizilen grafigi ifade etmektedir.

Kitle spektroskopisi ile kati, sivi ve gaz ornekler incelenebilir. Molekillin yike sahip
olmasi icin iyonlastiriimasi gerekmektedir ve ardindan gaz fazindaki 6rnegin analizi

gerceklestirilir [106].

HPLC-MS cihazi, HPLC, iyonlastirici, kitle analizérii ve dedektor olmak Uzere 4 temel

kisimdan olusmaktadir.

3.4.5 Fourier Doniisimlii Kizilotesi (FTIR) Spektroskopisi

Kizilotesi (IR) 1sinlarin absorbsiyonuna dayanan bir tir titresim spektroskopisidir. Bu
yontem, analiz edilecek maddenin atomik baglarinin kizilotesi 1si8a maruz kaldiginda
olusturduklari titresimler belirlenmesi prensibine dayanmaktadir. Her dalga boyunu

ayri ayri tarama gerekmeksizin hizli ve yiiksek ¢ozliniirlikte spektrumlar elde edilebilir.

Bu yontem ile, molekiiler bag karakterizasyonu yapilarak; kati, sivi, gaz veya ¢ozelti
halindeki organik bilesiklerin yapisindaki fonksiyonel gruplar, iki bilesigin ayni olup
olmadigi, yapidaki baglarin durumu, baglanma yerleri ve yapinin aromatik yada alifatik

olup olmadigi belirlenebilir.
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Ayrica biyokimyasal olarak; karbonhidrat, fosfolipit, aminoasit ve proteinlerin yapi

analizlerinde belirleyicidir.

Orneklerin FTIR analizleri, Perkin Emler Spectrum One Universal ATR Sampling
Accessory FTIR Spektrofotometre kullanilarak yapilmistir. Dalgaboyu aralig
4000-450 cm ™" arasindadir. Spektrumlar 8 cm™ duyarlilikla ve spektrofotometrenin her

4 taramasinin ortalama sonucu alinarak elde edilmistir.

3.4.6 Floresans Spektroskopisi

Spektroskopi dallarindan olan molekiler floresans spektroskopisinin fizik ve yasam
bilimlerine uygulamalari son vyillarda ¢ok hizli gelismistir. GlUnUmuzde floresans
teknikleri, fizik, kimya, biyoloji, eczacilik, tip, toksikoloji gibi bircok disiplinleri kapsayan
alanlarda galisan arastirmacilarin ilgi konusudur. Floresans spektroskopisine karsi olan
ilginin artmasinin sebebinin, zaman ayrimi hassasiyetindeki gelisim, veri analiz

metodlari ve enstriimantasyondaki ilerlemeden dolayi oldugu bilinmektedir [107].

Floresans spektroskopisi, uyarilmis bir molekilin temel hale donerken vyaptig
emisyonun incelendigi spektroskopi dalidir. Hassaslik derecesi olarak diger
spektroskopi dallarinin en Ustinldir. Floresans spektroskopisi ile bircok madde
milyonda birin altindaki hassaslikla tayin edilebilir. Bu metodun seciciligi ylksektir.

Calisma araligi gortinir bolgededir [107] [108], [109], [110], [111], [112], [113]

Floresans olayi iki proses icerir: bunlardan birincisi absorbsiyon, bunu izleyen ikinci

proses ise emisyondur [113].

Elektromagnetik dalga kati, sivi veya gaz tabakasina gectiginde, bazi dalga boylarinin
secici olarak ortamdan alindigi gozlenir. Bu sirecte elektromagnetik dalga, enerjisinin
bir kismini numuneyi olusturan atom, iyon veya molekiillere aktarir. Bu olaya
absorpsiyon denir. Enerjiyi absorplayan bu parcaciklar temel halden uyarilmis hale

gecer. Absorpsiyonun gegis siiresi yaklasik 10" saniye civarindadir [114].

Uyarilmis bir atom veya molekil uyarilmis halde yaklasik olarak 108 saniye kadar
yasayabilir. Sonra absorpladigi isin enerjisini geri vererek tekrar temel hale geri déner.
Bir molekilin yiksek enerji diizeyinden daha disiik enerji diizeyine gecis yaparken,

sahip oldugu fazla enerjiyi foton olarak yayar. Bu olaya emisyon denir [114].
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Triptofan

Sekil 3.3Dogadaki floresans ozellikli aromatik amino asitler: Triptofan, Tirozin ve

Cizelge 3.4Triptofan, Tirozin ve Fenilalaninin sogurma ve floresans dalgaboyu degerleri.

Tirozin

Fenilalanin.

Fenilalanin

Aromatik Igini en gok sodurdudu [3181 maksimurm yaydid)
Aminoasit dalgaboyu (nm) dalggabcnyl (nm)
Triptofan 280 348

Tirazin 270 303
Fenilalanin 280 282

Fotonun enerjisinde meydana gelen kayip nedeniyle, floresansin dalga boyu, uyaran
1sigin dalga boyundan daima daha bulyuktir. Clink{i emisyonu saglayan gecis, bir kisim
titresim enerjisinin ¢evreye atilmasindan sonra meydana gelir. Absorpsiyona goére
emisyonda daima daha buylik dalga boylarina dogru bir kayma (Stokes Shift) izlenir,

buna Stokes Kanunu denir.

Solvent etkisi ve uyarilmis halde gerceklesen reaksiyonlar nedeniyle Stokes kaymasi

nispeten daha uzun dalgaboylarinda gozlenebilir.

Elektromagnetik dalgayi temsil eden fiziksel blyukliklerin birbiri ile iliskisi soyledir;
E=— 3.2

Denklem 3.2, fotonun enerjisi ile dalgaboyu arasindaki bagintiyi vermektedir. Burada;
E, fotonun enerjisini; h, Planck Sabitini (56,62x10’34j.s’1); c ise 1stk hizini (3x108m/s)

temsil etmektedir.
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Floresans ozellik gbsteren aromatik amino asitlerin yapi icerisindeki konformasyonel
degisiklikleri ve diger molekiller olan etkilesimleri sonucunda uyarilmalari igin gerekli
enerji miktari degisecektir. Denklem 3.2’den de anlasildigi gibi, enerjide meydana gelen
degisim nedeniyle emisyon dalga boyu vyani floresans yaptiklari dalga boyu

degisecektir.

Floresans omrii ve kuantum verimi floroporun en dnemli 6zelligidir. Kuantum verimi,
¢ozeltideki floresans gosteren molekillerin sayisinin toplam uyarilmis molekil sayisina

oranidir. Bir baska deyisle, salinan foton sayisinin absorplanan foton sayisina oranidir

[115].
0, - yaytmlananfoton miktars; floresans siddeti (1) 33
e absorplanan foton miktar(l,) '
Denklem 3.3’deki absorplanan foton miktari,
l,=1p—1; 3.4

Denklem 3.4’de lg, 6rnegin lzerine gelen 1sik siddeti, I; ise 1sinin 6rnekten gectikten

sonraki siddetidir [115].

Floresans omri ise, uyarilmis seviyedeki molekilin temel elektronik seviyeye
gecmeden Once gecirdigi zamana denir. Bircok aromatik molekiliin floresans dmri 10

ns. civarindadir.

Floresans omir maddenin tiriine, floresans bozunma siiresi ise maddenin hem tiiriine
hem de konsantrasyonuna baglidir. Her iki parametre de maddenin icinde bulundugu
ortamin fiziksel ve kimyasal Ozelliklerinden ve ortamin icerdigi diger floresans
maddelerin varligindan etkilenir. Bu veriler floresans maddenin cevresi ile etkilesimleri

hakkinda detayl bilgi saglar.

Floresans spektroskopisinin diger spektroskopi dallarina gére hassashginin yiiksek
olmasindan dolayi, floresans o6zellikli biyomolekdillerin analizi icin kullaniimaktadir.
Peptid ve proteinlerin yapi islev analizlerinde o6zellikle tercih edilen ve basariyla
kullanilmakta olan bir yéntemdir. Floresans dmrinin (Lifetime) tayini, eksite edilmis

molekillerin  ozelliklerinin  arastirilmasi, kompleks olusum  mekanizmasinin
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tanimlanmasi, ¢6zlici-¢oziinen etkilesiminin incelenmesi, izomerizasyon, diflizyon,
misel ozelliklerinin arastirilmasi, ylzey ozellikleri, polimer yapisi ve dinamigi, enzim
yapisi, antijen-antikor etkilesiminin incelenmesi, biyomembran o6zellikleri, floresans
rezonans enerji transferi (FRET) yontemi yardimi ile donor ile akseptor arasindaki
mesafe iliskisinin aciklanmasi floresans spektrometrelerin kullanim alanlarina 6rnek

olarak siralanabilir [94], [116].

3.5 Konjugatlarin Saflastirilmasi

Sentezlenen konjugatlar, bu tir reaksiyonlarda olusmasi kacinilmaz ire tirevi veya
reaksiyona girmemis ¢apraz baglayicilarin fazlasindan diyaliz ve santrifiijli filtrasyon

(membranli santrifiij tupleri ile) gibi yontemlerle arindirilir.

3.5.1 Diyaliz

Temel prensibi, tim maddelerin, kimyasal potansiyellerinin (madde akiminin ylrGtici
kuvveti) blyuk oldugu yerden kigik oldugu yere dogru kendiliginden akmasina
dayanan isleme diyaliz denir. Kimyasal potansiyellerin her iki tarafta birbirine esit
oldugu durumda dinamik denge olusur ve madde gecisi denge durumunda da devam
etmesine ragmen konsantrasyon degisimi olmaz. Kullanilan diyaliz torbalarinin por ¢api

1-20 nm arasinda seliiloz asetattan yapilmistir.

Diyaliz yontemi, protein, peptid ve konjugat cozeltilerinin saflastirilmasi amaciyla
kullanilan bir yontemdir. Polimer-peptid, protein-peptid konjugatlarinin diyalizindeki
amag, konjugasyon sonucunda olusan ure tilirevlerinin, reaksiyona girmemis capraz
baglayicilarin fazlaliklarinin veya baglanmamis serbest peptidin hazirladigimiz konjugat

¢Ozeltimizden uzaklastiriimasidir.
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Sekil 3.4Diyaliz yonteminin sematik goriinimu

3.5.2 Santrifiijlii Filtrasyon (Membranh Santrifiij Tiipleri)

Degisik boyutlardaki molekdlleri ayirmak i¢in dizayn edilmis membranli santrifiij
tipleri, konjugatlarin olusumu sirasindaki cozeltide kalan istenmeyen molekdllerin

uzaklastiriimasinda kullanilir.

Bu tez calismasinda hazirlanan konjugatlar, 10.000 My ayirma gliciine sahip
polietersulfon (PES) membranli tipte (Sartorious VIVASPIN) +4°C’de 6000 rpm devirde
10 dakika santriflj edildi. Altfaz ve Ustfaz olmak Ulzere iki faz elde edildi. Altfazda
safsizlik dedigimiz istenmeyen molekiller, Ustfazda ise saflastirilmis ve konsantre

edilmis konjugatimiz ayrilmistir.
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Sekil 3.5Konjugatlarin PES membranli tlipte saflastiriimasinin sematik gosterimi [117].

Saflastirip, konsantre ettigimiz konjugatlarin alt ve Ustfazlarinin analizleri spektroskopik

ve kromatografik yontemlerle yapiimistir.

3.6 Peptidlerin Sentezi

Peptid ve proteinlerin yer aldig biyolojik islemlerin ilerleyisi hakkinda bilgi sahibi
olmak, bu islemlerin kontrolii ve sonuglari bakimindan blylik 6énem tasimaktadir.
Peptidler hiicre-hiicre haberlesmesi, metabolizma, immiin cevap ve lireme gibi pek ¢ok
biyokimyasal islemde yer almaktadir [118], [119]. Peptidlerin fizyolojik ve biyokimyasal
olaylarda ¢ok dnemli roller Gstlenmeleri onlarin birer potansiyel ilag adayl olmalarina

arttirici etki géstermektedir [120].

Bilinen ilk peptid tirevi sentezini (benzoilglisilglisin) 1882 yilinda Theodor Curtius
gerceklestirmistir. Theodor Curtius doktora tezi sirasinda ilk N- ucu korunmus dipeptid
olan benzoylglycylglycine’i, glisinin gimis tuzu ile benzoil kloridi reaksiyona sokarak
elde etmistir [Curtius, 1882]. Emil Fischer ise 1901 yilinda serbest dipeptid olarak

glikoglisin’i, glisinin diketopiperazininin hidrolizi ile sentezlemistir [121].
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Sekil 3.6(A)Theodor Curtius’un ¢alismasi, (B)Emil Fischer’in calismasi [122].

Peptid sentezi klasik ¢ozelti yontemi ve kati faz yontemleri olmak Uzere iki kategoride
toplanmaktadir. Son yillarda klasik ¢ozelti yontemi ile kisa peptid dizilerinin sentezi ila¢
sektoriinde devamliligini korusa da, 6zellikle uzun peptid dizilerinde kati fazda peptid

sentezi yontemi yaygin olarak kullanilmaktadir [123].

Kati faz tekniginin c¢ozeltiyle yapilan sentezlere gore oldukca fazla avantajlar
bulunmaktadir. Kati faz tekniginde, ¢6zlinmeyen recgineye baglh peptid, recinenin
yikanmasi veya filtrasyonu sirasinda 6nemli bir kayba neden olmadan ayrilmaktadir.
Tum reaksiyonlarin tek bir haznede gerceklestirilmesi ile, kap degistirme ve aktarma

gibi islemler sirasinda olasi kayiplar engellenmistir [124].
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3.6.1 Kati Faz Peptid Sentezi

1962 yilina kadar birgok organik kimyacinin lzerinde calistigl peptid sentezi, ¢ozelti
fazinda gergeklestirilmekteydi. 1962 vyilinda, Bruce Merrifiled, polipeptidlerin
¢oziinmeyen kati bir polimer destek (recine) Uzerine baglanarak kimyasal olarak
sentezlenmesini arastirmis [125] ve gelistirdigi metodla ilgili olarak 1984 yilinda Nobel
oduline layik gorilmistir [126]. Ayni zamanda, ilk yari otomatik peptid sentez cihazi

da Merrifield tarafindan gelistirilmistir [Jakubke ve Sewald, 2008].

SPPS teknigi, bliylyen zincirin (peptid ya da baska tir oligomer) durgun ve kati bir
parcacik (kati faz, recine) Uzerine tutturulmasi ve sentez boyunca bu regine Uzerine

bagl kalmasidir. Son adimda, istenilen Urin regineden kirma islemi ile ayrilir [124].

Kati faz peptid sentezinde kullanilan polimerik destek maddeleri icin gergek katilardan
daha cok jeller tercih edilmektedir. Peptid sentezi esnasinda gergeklesen reaksiyonlar
polimerin partikilleri arasinda olmaktadir. Bu nedenle segilecek olan reginelerin,
¢Oziiclilerde sismesi ve reaktanlarin bu polimerin partikilleri ile difizyon yoluyla
etkilesmeleri gerekmektedir. Bu yontemde, amino asitlerin N uglari ve yan zincirleri (R)
koruma gruplari ile korunmaktadir. Koruma gruplari ile hem amino asidin yan
zincirlerinin birbirleri ile reaksiyona girmeleri engellenmis olur hem de diziye her amino
asitin eklenmesiyle dizinin sadece bir amino asit uzamasi saglanmis olur. Bu amagla,
baza karsi duyarl ve piperidin, piperazin gibi bazlarla kolayca uzaklastirilabilen bir Na
koruma grubu olan Fmoc (9-Fluorenylmethoxycarbonyl) peptid sentezinde

kullanilmaktadir [127].

)

Sekil 3.7Fmoc Na koruma grubu

O
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3.7 Floresans Enerji Transferi Yontemi ile Mesafe Hesabi

Bu tez c¢alismasinda Influenza A Virlisi Hemagglutinin 91-106 peptid dizisi,
peptid/polimer biyokonjugasyonunu sayisal degerler ile aydinlatilmak icin model olarak
secilmistir. Floresans Rezonans Enerji Transferi deneylerinde bu peptid dizisinin
poliakrilik asit ile biyokonjugati kullaniimistir. Bu peptid dizisinin en énemli 6zelligi, N-
terminal ucunda dondr olarak gorev yapacak olan Triptofan amino asidinin ve Uglnci
amino asit rezidlisu olarak akseptér molekdlinidn baglanacagl Lizin amino asidinin

bulunmasidir.

Floresans Rezonans Enerji Transferi Yontemi icin sectigimiz boya olan, kararl blue yada
blue-green fluorescent sulfonamid boya bilesimi Uretmek icin alifatik ve aromatik

aminlerdeki birincil amino gruplari ile reaksiyona giren, Dansyl Chloride kullanilmstir.

Biyokonjugat olusumu cesitli spektroskopik ve kromatografik yontemler ile ispatlanan,
Influenza A Virtsi Hemagglutinin 91-106 peptid dizisinin poliakrilik asit ile sentezlenen
biyokonjugati liyafilizator ile kurutulmustur. Kurutma islemi tamamlandiktan sonra
pH=9,2 borat tamponunda ¢oéziindirtlmustir. Deneyde kullanilacak boya olan DNC ise

konsantrasyonu 1mg/ml olacak sekilde asetonitrilde ¢ozindurilmustur.

Hem peptid hem de biyokonjugat icin boyanin inkiibasyon (karanlik ortamda) sliresi

optimize edilmis ve 5 dakika olarak bulunmustur.

3.8 Modelleme Calismalan

Biyolojik molekiillerin yerine getirdikleri fonksiyonlar, dogrudan dogruya molekiillerin
uzaysal yapilari ile ilgilidir. Biyolojik reaksiyonlarin aydinlatilabilmesi icin etkilesmekte
olan molekillerin konformasyonlarinin belirlenmesi blyik ©6nem tasir. Biyolojik
molekiller kendi fonksiyonlarini sahip olduklari enerjinin minimum degerinde yerine
getirirler. Molekdilleri incelerken, molekiile dahil olan atomlar arasinda mevcut olan
bitlin karsilikli etkiler gz 6niine alinarak, molekilin geometrik yapisini ve mimkin
yapilarini ve bunlara karsilik gelen enerijileri belirtmeye imkan veren metoda Teorik

Konformasyon Analizi Metodu denir [128], [129].
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Molekiller, biyolojik aktivelerini en kararli durumuna karsilik gelen temel elektronik
enerji dlzeylerinde gosterirler. Molekillerin biyolojik aktiviteleri belirlenirken,

molekilin serbest halde ve en kararli konformasyonunun belirlenmesi gerekmektedir.

Molekiler enerji hesaplamalar igin (¢ farkli metod vardir; Molekiiler Mekanik Metod,
Kuantum Mekanik Metod ve Yari Deneysel(semiampirik) Metod. Bu tez calismasinda
Molekiler Mekanik Metod kullanilmistir. Kuvvet alani yontemi olarak da bilinen
molekiler mekanik yontemlerde, molekillerin 6zelliklerini ve yapilarini tahmin etmede
klasik fizik yasalari kullanilir. Molekiiler mekanik hesaplamalarda, molekdiler sistemlerin
elektronlari hesaba katilmazken ¢ekirdek etkilesmeleri esas alinir. Elektronlarin etkileri

dolayli olarak kuvvet alanlarinda parametre olarak yer alir [129].

Molekiler mekanik hesaplamalar ¢ok bliylk ve simetrisi olmayan protein, polimer ve
enzimler igin de kullanilir. Bu yontem olduk¢a hizlidir ve temel haldeki sistemin

enerjisini tam olarak hesaplayabilir [128], [129].

HYPERCHEM, QUANTA, SYBYL, ALCEMY, AMBER, CHARMM, MMx ve OPLS gibi

programlarda kullanilir.
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BOLUM 4

DENEYSEL KISIM

4.1 Kullanilan Peptid Dizileri

Bu tez calismasinda Influenza A Virlisi’ne ait dort farkli peptid dizisi kullaniimistir.
Bunlardan iki tanesi bolimimiiz Peptid Sentezi Laboratuar’inda sentezlenmistir. Diger
iki peptid dizisi ise ticari olarak alinmistir. Her bir dizinin fizikokimyasal yapisi ve

antijenik ozelligi farkhlik géstermektedir.

Cizelge 4.1Tez galismasinda kullanilan peptid dizileri.

DIZiNiN ADI PEPTID Dizisi

Influenza A Hemagglutinin | WSKAFSNCYPYDVPDYASL Sentez
H3N2 91-108

Influenza A Hemagglutinin | WSKAFSNCYPYDVPDYA Ticari
H3N2 91-106

Influenza A Hemagglutinin | YPYDVPDYA Sentez

HA1 Fragmenti 98-106
Influenza A M2e Proteini | WETPIRNEWGCRGETPIRNEWGCR Ticari

4.1.1 Influenza A Viriisii M2e Proteini Peptid Dizisi

Influenza A virlsi lipid zarfi icinde, yapisal fonksiyonda rol oynadigl disinilen M
proteini bulunmaktadir. Virisle infekte hiicre yizeyinde bol miktarda salinan integral
homotetramerik M2e proteini, aslinda viriyonun en az miktarda bulunan
bilesenlerinden biridir. Bu protein virls replikasyonu icin zorunlu degildir; virtislin

zarfindan arinmasi esnasinda, protonlarin viriyona girisini saglayan iyon kanali olarak
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islev goriir. Enfekte hiicrelerin salgi yolunda pH’1 ayarlarak yeni sentezlenmis HA
molekdllerini stabilize eder. M2e proteini Influenza A ve C virlslerinde az miktarda

bulunur, Influenza B virlisiinde ise hi¢ bulunmaz [2], [34], [35].

Influenza A Virlsi M2e proteini peptid dizisinin diger peptid dizilerinden en énemli
farklarindan bir tanesi ylizey proteinine ait bir epitop olmasi, insanlari enfekte eden

bircok Influenza Virlsiine karsi antijenik 6zellik géstermesidir [130], [131].

Influenza A Virlisi M2e proteini peptid dizisi 24 amino asit rezidlisinden olugsmaktadir.
Peptid dizisinin —N terminal ucuna Triptofan amino asidi, peptid ile polielektrolitler
arasindaki konjugasyon mekanizmasini daha kolay saptayabilmek ve konjugasyon
olusumunu spektroskopik olarak gozlemleyebilmek amaciyla eklenmistir. Peptid
dizisinin amino asit dizilimi asagidaki gibidir.
Trp-Glu-Thr-Pro-lle-Arg-Asn-Glu-Trp-Gly-Cys-Arg-Gly-Glu-Thr-Pro-lle-Arg-Asn-Glu-Trp-

Gly-Cys-Arg

Cizelge 4.2Influenza A Virisi M2 proteini peptid dizisinin amino asitlerinin dagilimi

Amino asit Adet
Trp
Glu
Thr
Pro
lle
Cys
Arg
Asn
Gly

w

WINIPININININP

e Bu peptid dizisi toplam igerdigi 3 Triptofan rezidlsu ile diger peptid dizilerinden
farklidir. Yapisinda sadece aromatik amino asitlerden Triptofani icermesinden
dolayi bu tez calismasinda kullanilan diger peptidlere gore kuantum verimi daha
ylksektir.  Farkh  spektroskopik ve kromatografik ©zelliklere sahiptir.
Kompozisyonunda yer alan cok sayidaki Glutamik Asit ve Arjinin gibi oldukca
hidrofilik yan zincire sahip amino asitler sayesinde, bu peptid dizisinin suda

¢Ozlnlrligl oldukca ylksektir. Clinkli gerek sulu cozeltide su molekilleri ile,
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gerekse konjugasyon reaksiyonlari sirasinda kompleks olusurken tasiyic
makromolekdller ile etkilesimlerinde H baglari yaparak (¢ boyutlu yapiya katkida
bulunurlar. Peptid dizinde H bagina katkida bulunan diger bir amino asit ise
Treonin’dir. Yan zincirinde yer alan —OH grubu su ile etkileserek ¢ok sayida H bagi

olusturur.

eProlin amino asidinin yapinin hareketini kisitlayici etkisine ragmen, bu peptid dizinde
yeralan 3 adet Glisin, bulundugu yerde peptide diger amino asitlerden daha fazla
fleksibilite kazandirir. Peptidin yapisindaki Sistein amino asiti, kendi arasinda
baglanma egilimine sahiptir. Sisteinin pKa degeri 8,3 dir, bu degerde ve ancak
baglanabilirler. Oysa bizim konjugasyon kosullarimizin pH=5’de gergeklesmesinden
dolayi, bu baglanma riski ortadan kalkmaktadir. izolésin, oldukca hidrofobik bir
amino asittir, bu nedenle de hidrofobik etkilesime katki saglarlar. Asparajin,
Aspartik asidin amid tirevidirve yan zincirindeki amid grubu, ne asidik ne de

baziktir ama polardir ve hidrojen bagi olusumuna katilir.

Bu peptid dizisinin molekil agirhg1 2.946,30 Da, pH 7’deki net yiiki -0,1 ve izoelektrik
noktasi 6,4’dur. Dizinin ortalama hidrofilikligi 0,3 ve dizinin hidrofilik rezidillerinin

toplam rezidilerine orani ise %42’dir.

Hidrofilik Rezidiiler

_ B

.
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Hidrofobik Rezidiiler

Renk Kodlari : Bazik Polar

Sekil 4.1Influenza A Virlisi M2 proteini peptidine ait hidrofilik ve hidrofobik amino asit
rezidllerinin sematik gosterimi.
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Hidrofilik ve hidrofobik rezidilerin birbirine oranlarindan ve Sekil 4.1’den de gorildigu
gibi bu peptid dizisi hidrofilik bir dizidir. Sulu ortamda ¢6zindUgu icin su ile

¢ozundurilmustir.
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Sekil 4.2Influenza A Virlisii M2e proteini peptidine ait MALDI-TOF sonucu.
Operasyon modu: Lineer, Polarite: Pozitif, Kalibrasyon Matrisi: a-Cyano-4-
hidroksicinnamic asit
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Sekil 4.3Influenza A Virlisi M2e proteini peptidine ait LC-MS sonucu. Solvent A: %0,05
TFA in H20. Solvent B: %0,05 TFA in ACN. Dalga boyu: 280 nm Kolon: C18, 10um,
4.6x250MM.

Cizelge 4.3Influenza A Virlsi M2e proteini peptidine ait pik degerleri tablosu.

ALIKONMA YUKSEKLIK ALAN
PiK ZAMANI YUKSEKLIK YUZDESI ALAN | YUZzDESI

1 20.483 20414 3.136 220783 2.879

2 20.800 630474 96.864 7447844 | 97.121
TOPLAM 650888 100.000 7668627 | 100.000
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Sekil 4.4Influenza A Virlisii M2e Proteini peptidine ait FTIR grafigi.
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Sekil 4.5Influenza A Virlisii M2e Proteini peptidinin UV kalibrasyon egrisi.
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4.1.2 Influenza A Viriisii Hemagglutinin H3N2 91-108 Peptid Dizisi

Hemagglutinin A, spesifik sialik asit reseptorlerine baglanarak eritrositleri agliitine
edebilme yeteneginden dolayi bu isimle adlandiniimigtir. HA'in, Influenza virlistindn

replikatif donglisi boyunca bilinen ¢ roli vardir.

eHiicre ylizeyindeki sialik asit reseptorlerine baglanir, bu da virus partikilinin

hiicreye tutunmasini saglar.

oVirlislin endositoz yoluyla alindiktan sonra membraninin flizyona ugrayarak hiicre
sitoplazmasi icine penetrasyonundan sorumludur, bunun sonucunda viral

niikleokapsid sitoplazma icinde serbest kalir.

eNoétralizan antikor olusumuna neden olan 6nemli bir virls antijenidir. Influenza
epidemileri, HA’In antijenik yapisindaki degisikliklerle ilgili olarak meydana gelir

(5], [33]

Bu tez calismasinda 91-108 peptid dizisinin —N terminal ucuna Triptofan amino asidi,
peptid ile polielektrolitler arasindaki konjugasyon mekanizmasinin saptayabilmek ve
konjugasyon olusumunu spektroskopik olarak gozlemleyebilmek amaciyla eklenmistir.

Peptid dizisinin Gg harfli amino asit dizilimi asagidaki gibidir.

Trp-Ser-Lys-Ala-Phe-Ser-Asn-Cys-Tyr-Pro-Tyr-Asp-Val-Pro-Asp-Tyr-Ala-Ser-Leu

Influenza A Virlsli Hemagglutinin H3N2 91-108 peptid dizisi, asagidaki tabloda

belirtilen amino asit kompozisyonundaki toplam 19 amino asitten olusmaktadir.
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Cizelge 4.4Influenza A Virtsi Hemagglutinin H3N2 91-108 peptid dizisinin amino
asitlerinin dagilimi

Amino asit Adet
Trp
Ser
Ala
Phe
Asn
Cys
Tyr
Pro
Asp
Lys
Val
Leu

=

RlRr(RININWIR|R[R|INW

Bu dizide yer alan amino asitlerin diziye kattiklari 6zellikler ve bu peptidin sulu

¢Ozeltideki davranislarina olan etkileri ise soyledir:

eDizinin ilk amino asidi olan Triptofan, hidrofobik ve apolar bir amino asittir. Bu
nedenle de, 6zellikle bu peptidin sulu ¢ozeltideki etkilesimlerinde Triptofan peptid
dizisindeki diger hidrofobik amino asitlerle etkileserek peptidin i¢ kisimlarina
cekilir. Ayrica Trp, 280 nm’de UV isini absorblama 6zelliginden dolayl diziye

floresans 6zellik kazandirmaktadir.

eDizinin diger hidrofobik ve apolar amino asidleri olan Fenilalanin ve Tirozin’de
Triptofan gibi UV 1sini absorblama 6zelligine sahiptirler. Tirozin, icerdigi —OH grubu

ile peptidin yaptigi Hidrojen baglarina katkida bulunur.

eAlanin, Valin ve Lésin gibi oldukga hidrofobik yan zincire sahip amino asitler ise, sulu
¢Ozeltide bir araya gelerek, bu peptid dizisinin hidrofobik etkilesimlerle
sabitlenmesine yardimci olurlar. Ayrica bu amino asitler peptidin a-heliks sarmal
konformasyonu olusturmasina da destek olurlar. Dizinin 10. amino asidi olan
Prolin ise, dizinin tam ortasinda bulunmaktadir ve yapisindaki imino grubu
nedeniyle bu peptidin yapisal esnekligini kisitlayarak, ¢ok daha kati bir

konformasyona neden olabilmektedir.
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eDizinin polar yan zincire sahip amino asitleri; Serin, Asparajin ve Sistein peptidin
suda ¢ozUnurlGgund arttiran amino asitlerdendir, cliinkii suda diger aminoasitlere
gore daha iyi ¢ozlinlrler, yani daha hidrofilik bir yapiya sahiptirler. Ayrica Serin’in
tasidig1 hidroksil, Sistein’in sulfhidril ve Asparajin’in amid gruplari su ile hidrojen

baglari kurarak, peptidin li¢ boyutlu konformasyonunda 6nem teskil etmektedirler.

eKovalent konjugasyon mekanizmasi agisindan distndldiginde peptid dizisinin en
onemli iki amino asidi, Lizin ve Aspartik Asit’tir. Peptid dizisinde 3. sirada yer alan
Lizin, yan zincirde tasidigi —NH, fonksiyonel grubu nedeniyle hem diziye hidrofilik
karakter kazandirmakta, peptid dizisinin sulu ¢ozeltilerinde, peptidin dis
kisimlarina dogru yonelerek su molekiilleri ile iletisime gecmektedir. Ayrica Dansyl
Klorir’'iin baglanma bdlgesi olmasi dolayisiyla, Floresans Rezonans Enerji Transferi

deneylerinin temelindeki amino asittir.

eAspartik Asit ise, yan zincirde —COOH fonksiyonel grubunu tasir, pK, degeri o kadar

disuktir ki, peptidin yapisina katildiklarinda bile, fizyolojik pH’da (-) ylk korunur.

eHem Lizin hem de Aspartik Asit, yliksek polariteleri ve ¢ozindirlikleri sebebiyle,
peptidin dis kisimlarinda yer alarak iyonik ve hidrojen bag olusumuna katki
saglamaktadirlar. Ayrica Lizin PAA gibi —COOH fonksiyonel grubu tasiyan
polimerler ile bu peptidin konjugasyonlarinda hem fiziksel kompleks olusumuna

hem de kovalent baglanma mekanizmasina katilmasi agisindan 6nem tasir.

Bu peptid dizisinin molekil agirhig1 2226,60 Dalton, pH 7’deki net yiiki -1 ve izoelektrik
noktasi 3,9’dur. Dizinin ortalama hidrofilikligi -0,4 ve dizinin hidrofilik rezidilerinin
toplam rezidiilerine orani ise %37'dir. Peptid dizisinin molar sogurganlk katsaysi ise

9530 M*cm™dir.
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Hidrofilik Reziduler
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Hidrofobik Rezidiiler
Renk Kodlari : Bazik Polar

Sekil 4.6Influenza A Virlisi Hemagglutinin H3N2 91-108 peptid dizisine ait hidrofilik ve
hidrofobik amino asit rezidiilerinin sematik gosterimi.

Hidrofilik ve hidrofobik rezidilerin birbirine oranlarindan ve Sekil 4.6’dan da goruldigu
gibi Influenza A Virlsii Hemagglutinin H3N2 91-108 peptid dizisi hidrofobik bir dizidir.
Hidrofobik ve sulu ortamda ¢6zinmedigi igin bu peptid dizisi %5 (v/v)’lik DMSO-su ile

¢Ozlndurdlmustar.

Influenza A Virlsii Hemagglutinin H3N2 91-108 peptid dizisi Biyomihendislik Bolim{

Peptid Sentezi Laboratuari’nda sentezlenmis ve karakterizasyonu yapilmistir [132].

4.1.3 Influenza A Hemagglutinin H3N2 91-106 Peptid Dizisi

Bu tez ¢alismasinda Influenza A Virlisi Hemagglutinin H3N2 91-106 peptid dizisinin =N
terminal ucuna Triptofan amino asidi, peptid ile polielektrolitler arasindaki
konjugasyon mekanizmasinin saptayabilmek ve konjugasyon olusumunu spektroskopik
olarak gozlemleyebilmek amaciyla eklenmistir. Peptid dizisinin ¢ harfli amino asit

dizilimi asagidaki gibidir.

Trp-Ser-Lys-Ala-Phe-Ser-Asn-Cys-Tyr-Pro-Tyr-Asp-Val-Pro-Asp-Tyr-Ala

Influenza A Virlsli Hemagglutinin H3N2 91-106 peptid dizisi, asagidaki tabloda

belirtilen amino asit kompozisyonundaki toplam 17 amino asitten olusmaktadir.
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Gizelge 4.5Influenza A Virtsi Hemagglutinin H3N2 91-106 peptid dizisinin amino
asitlerinin dagilimi.

Amino asit Adet
Trp
Ser
Ala
Phe
Asn
Cys
Tyr
Pro
Asp
Lys
Val

=

R IRININWIR(RIRLRININ

Bu peptid dizisinde Influenza A Virlisii H3N2 91-108 dizisinden farkh olarak son
konumdaki iki amino asit Serin ve Losin eksiktir. Serin amino asitinin yoklugu hidrofiligi
azalmis gibi gériinmesine ragmen, L6sin amino asitinin de yoklugundan dolayi hidrobik
Ozellik daha da azaldigl icin 91-106 peptid dizisi, 91-108 dizisine gére daha az
hidrofobiktir.

Yapisindaki Alanin ve Valin amino asitleri peptidin a-heliks sarmal konformasyonu

olusturmasina destek olurlar.

Bu peptid dizisinin molekiil agirligi 2026.20 Dalton, pH 7’deki net yiki -1 ve izoelektrik
noktasi 3,9’dur. Dizinin ortalama hidrofilikligi -0,4 ve dizinin hidrofilik rezidilerinin

toplam rezidiilerine orani ise %35’dir. Molar sogurganlik katsayisi ise 9530 M cm ™ dir.
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Hidrofilik Rezidiler
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Sekil 4.7Ticari olarak alinan Influenza A Virlisi Hemagglutinin H3N2 91-106 peptid
dizisine ait hidrofilik ve hidrofobik amino asit rezidiilerinin sematik gésterimi.

Hidrofilik ve hidrofobik rezidilerin birbirine oranlarindan ve Sekil 4.7’den de gorildigu
gibi Influenza A Virlsii Hemagglutinin H3N2 91-106 peptid dizisi hidrofobik bir dizidir.
Hidrofobik ve sulu ortamda ¢6ziinmedigi igin bu peptid dizisi %5 (v/v)’lik DMSO-su ile

¢OzliindUrilmustar.
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Sekil 4.8Influenza A Virlisii Hemagglutinin H3N2 91-106 peptidine ait MALDI-TOF
sonucu. Operasyon modu: Lineer, Polarite: Negatif, Kalibrasyon Matrisi: a-Cyano-4-
hidroksicinnamic asit.
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Sekil 4.9Influenza A Virlisii Hemagglutinin H3N2 91-106 peptidine ait LC-MS sonucu.
Solvent A: %0,05 TFA in H,0. Solvent B: %0,05 TFA in ACN. Dalga boyu: 220 nm
Kolon: C18, 10um, 4.6x250mm.

Cizelge 4.6Influenza A Virlisi Hemagglutinin H3N2 91-106 peptidine ait pik degerleri

tablosu.
ALIKONMA ALAN
PiK ZAMANI ALAN | YUZDESI
1 19,333 213846 2.395
2 21,317 94739 1.061
3 21,917 38624 0.433
4 23,483 22737 0.255
5 24,000 272973 3.057
6 24,217 8121245 | 90.955
7 24,900 161092 1.804
8 31,617 3606 0.040
TOPLAM 8928862 | 100.000

4.1.4 Influenza A Viriisii Hemagglutinin HA1 Fragmentine Ait 98—106 Peptid Dizisi

Influenza A Virlsi Hemagglutinin HA1 Fragmenti 98-106 peptid dizisi 9 adet amino asit
rezidlslinden olusmaktadir. Bu dizide Triptofan amino asiti eklenmemistir. Bu dizideki
floresans ozellik ise Triptofana gore daha distk kuantum verimine sahip olan Tirozin

amino asitinin rezlidilerinden meydana gelmektedir. Peptid dizisinin i¢c harfli amino

asit dizilimi asagidaki gibidir.
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Tyr-Pro-Tyr-Asp-Val-Pro-Asp-Tyr-Ala

Influenza A Virlsli Hemagglutinin HA1 Fragmentine ait 98-106 peptid dizisinin 91-108
peptid dizisinden en 6nemli farklarindan bir tanesi dizide hi¢ Triptofan amino asidi
icermemesi ve 91-108 dizisinin Triptofan rezidisiinden sonra dizinin 8. ve 16. amino

asit rezidilerini kapsamasidir.

98-106 peptid dizisinin toplam 9 adet amino asit rezidiistii bulunmaktadir. Bu amino

asit rezidllerinden

¢ 3 tanesi aromatik amino asittir (Tirozin), yani floresans 6zellik gostermektedir.

e 3 tanesi hidrofobik (Prolin, Valin, Alanin) 6zelliktedir. Sulu ortamda zor ¢ézindirler.

e 3 tanesi polar yiksilz (Tirozin) ozelliktedir. Bu amino asit rezidileri fizyolojik pH’'da

su dahil olmak tzere diger molekillerle —H bagi yapabilirler.

e 2 tanesi polar asidik (Asp) 6zelliktedir. Sulu ortamda pH degeri 7 iken negatif

yuklidurler.

oProlin, Alanin ve Valin hidrofobik etkilesimlerin yani sira Van Der Waals kuvvetleri ile

de diger molekiillerle etkilesirler.

Bu peptid dizisinin molekil agirligi 1102,2 Dalton, pH 7’deki net yiki -2 ve izoelektrik
noktasi 2,9’dur. Dizinin ortalama hidrofilikligi -0,3 ve dizinin hidrofilik rezidilerinin

toplam rezidilerine orani ise %22 dir.

Hidrofilik Reziduler

o
>
—_

Pro
Tyr
Asp
Val
Pro
Asp
Tyr
Ala

Hidrofobik Reziduler

Renk Kodlari : Bazik Polar

Sekil 4.10Influenza A Virlisii Hemagglutinin HA1 Fragmentine ait 98—106 peptid dizisine
ait hidrofilik ve hidrofobik amino asit rezidilerinin sematik gosterimi.
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Influenza A Virlisi Hemagglutinin HA1 Fragmenti 98-106 peptid dizisi Biyomuhendislik

Bolimi Peptid Sentezi Laboratuari’nda sentezlenmis ve karakterizasyonu yapilmistir.

mV(x100)
Detector A:210nm
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Sekil 4.11Peptid Sentezi sonucu ham olarak elde edilen Influenza A Virisi
Hemagglutinin HA1 Fragmentine ait 98—106 peptid dizisinin UV Kromatogrami.

CEM marka Liberty microdalga destekli peptid sentezi cihazinda kati faz peptid sentez
yontemi ile sentezlenen Influenza A Virlisi Hemagglutinin HA1 Fragmenti 98-106
peptid dizisi, ve saflastirma yapilmadan 6énce ham olarak LC-MS cihazinda analiz
edilmistir. Ham olarak elde edilen peptid dizisine ait pikler UV Kromatograminda

gorilmektedir (Sekil 4.12).

Ham olarak elde edilen peptid dizisi MS cihazinin iyonlastirma Unitesinde, ESI (+)
yontemi ile iyonlastirilmis ve peptide ait toplam iyon kromatogrami elde edilmistir.
Toplam iyon kromatograminda elde edilen piklerden molekil agirligi hesabi yapilmistir.
Bu piklerden alikonma zamani 12,7’inci dakikadaki pikin kiitle spektrumunda yapilan
molekdl agirligi tayininde, analiz sonucu hesaplanan (Hesaplanan M,,=1101,89 Da) ile

teorik olarak bulunan (Teorik M,,=1102,2 Da) molekil agirligi yaklasik olarak esittir.
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Sekil 4.12Peptid Sentezi sonucu ham olarak elde edilen Influenza A Virisi
Hemagglutinin HA1 Fragmentine ait 98—106 peptid dizisinin toplam iyon kromatogrami

Ipten.(xl,OOO)
10- 1102.85
o.9—f

0.8

05]
0.45
0.35
0] 739.30

0.1

0_0; ATITETINM | ST WY MRED U Al A RIS BT INTRR MR SN
250 500 750

1000 1250 1500 1750 m/z

Sekil 4.13Influenza A Virlsii Hemagglutinin HA1 Fragmentine ait 98—106 peptid
dizisinin alikkonma zamani 12,7 dakikadaki kiitle spektrumu.
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4.2 Kullanilan Tasiyicilar

4.2.1 Poliakrilik Asit

Poliakrilik asit, akrilik asit monomerlerinden olusan suda ¢oziinen bir polimerdir.
Karbomer adi ile de kozmetik Grlinlerden, farmasotik preparatlarin hazirlanmasinda
karsimiza ¢ikmaktadir. Distik pH degerlerinde (pH<4) hemen hemen disosiye olmaz.

pH > 8 de tamamen yuklu bir zincire sahiptir.

4.2.2 N-Vinil-2-pirolidon Akrilik Asit (2:1) Kopolimerinin Sentezi

P(VP-co-AA) sentezi literatiirde [133] [134] belirtildigi metoda gore yapilmistir.
Reaksiyonda akrilik asit ve N-vinil-2-pirolidon molar oranlari 2:3 olacak sekilde
yapilmistir. 48 g Glacial akrilik asit ve 111 g vinilpirrolidon-2 tetrahidrofuran icerisinde
karistinllir. 318 mg Benzoil peroksit ve 32 mg kobalt naftanat akrilik asit ve vinilprolidon
karisirken ortama eklenir. 60°C’ de inert gaz ortaminda argon gazi kullaniimistir.
Kopolimer ¢okeltisi filtre kagidindan sizildiikten sonra kurutulmustur. Reaksiyonun
verimi %80 olarak hesaplanmigstir. Polimerin molekil agirligi ise 250.000 Da olarak

bulunmustur [133].

];{ p— —
H
Hoa=(C + |
CH, ([ N o . +uc—c—uce—c
: O F 60"c l N
COOH - COOH - _,7,14_)
Akrilik Asit (AA)  N-vinil-2-pirolidon (VP) L ]
Poli(N-vinil-2-pirolidon-co-akrilik asit)
(a)
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Sekil 4.14Poli(N-vinil-2-pirolidon’un akrilik asit ile kopolimerinin sentez reaksiyonunun
(a) sematik gosterimi, (b) deney diizenegi.

4.2.3 Dekstran Aldehit’in Sentezi

4.2.3.1 Dekstran

Dekstran dogada bulunabilen, biyobozunur, inert ve toksik 6zelligi olmayan bir
polimerdir. Bu ¢zelliklerinden dolayi dekstran ve tirevleri biyolojik bircok uygulamada

kullanilmaktadir [135], [136].

Enzimlerin, proteinlerin ve peptidlerin, hidrofobik araylizeyler ile etkilesime karsi
korunmasi ve vyizey etrafinda bir kilif olusturulmasi amaciyla bunlarin yizeyinin
hidrofilik bir polimer ile minimal modifikasyonu iyi bir ¢6zim gibi gérinmektedir.
Modifikasyonda kullanilan bu polimer modifikasyon sonrasi diger molekiller ile
etkilesime olanak vermelidir. Ayrica secilen polimer enzim, protein veya peptide ait
gruplar ile reaksiyona girebilmelidir. Aldehit dekstran bitiin bu gereklilikleri yerine

getirebilen esnek bir polimerdir [137] .

Periyodat oksidayonu, seker rezidiilerinin goreceli olarak reaktif olmayan hidroksil

gruplarini amin gruplari ile reaksiyona girebilecek aldehit gruplarina dénistiirmede
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kullanilabilecek en basit yontemlerden biridir. Periyodat, ardisik hidroksil grubu tasiyan
C-C baglarini kirmaktadir ve —OH gruplarini yikseltgeyerek ylksek oranda reaktif

aldehit gruplari olusturmaktadir [81].

4.2.3.2 Dekstran-Aldehit Tiirevinin Eldesi

Reaksiyon semasi Sekil 4.15’de gbsterilen Dekstran-Aldehit tirevinin eldesi su agamalar

gerceklestirilerek yapildi;
3,33 g Dekstran 30 ml destile suda ¢ozulda.
¢8 g NalO,4 (Sodyum periyodat) 70 ml destile suda ¢ozildi (1siktan korunarak).
eDekstran ¢ozeltisinin Gizerine NalO,4 ¢Ozeltisi yavas yavas ve karistirilarak eklendi.
oElde edilen bu ¢ozelti oda sicakliginda ve karanlikta 24 saat karistirildi.

eReaksiyon cozeltisi 24 saat siireyle oda sicakhiginda ve karanlikta destile suya karsi
diyaliz edildi.

eSogutarak kurutma ile (liyofilizatorde) kati dekstran-aldehit tiirevi elde edildi [138].

HO HO
%, %,
() /)
% : “,
0 (0]
> NalO, : >
HC CH _ = HC (\ H
HO OH Q 0

Sekil 4.15Ardisik hidroksil gruplarinin periyodat oksidasyonu ile aldehit gruplarina
dondstiridlmesi [139].

91


http://molecularprobestechnologynetwork.community.invitrogen.com/servlet/JiveServlet/showImage/1014/Periodate+oxidation+drawing.JPG
http://molecularprobestechnologynetwork.community.invitrogen.com/servlet/JiveServlet/showImage/1014/Periodate+oxidation+drawing.JPG

Sekil 4.16Dekstran yapisi [140]

/o/| 0 0
1 YoH A 4+ 1= > y
H (0] + 2Nalo, —— >{/ AT + H—< + 2NalOg
HO \ /©
OH 00 OH
B dn B Jn
Dekstran Dekstranin aldehit tiirevi

Sekil 4.17Dekstran aldehit tirevinin olusumu.

4.2.3.3 Dekstan-Aldehit Tiirevinin FT-IR ile Karakterizasyonu

Dekstran ve dekstranin periyodat oksidasyonu ile elde edilen dekstran-aldehit

tlrevinin FT-IR spektrumlari Sekil 4.18’de verilmistir.

100 4 s
ety
95 | 3337,79443 1342,699
3462,21298 1631,10446
90 1021,45372
- 1000,28220
2
854
—— DEKSTRAN
804 —— DEKSTRAN ALDEHIT 787,72501
J 768,03372
75 725,07687
4000 ' 35IOO ' 30100 l 25'00 I ZOIOO ' 15;00 ' 10IOO I
em™!

Sekil 4.18Dekstran ve sentezlenen dekstran aldehit tlirevine ait FT-IR spektrumlari.
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Dekstran ve dekstran-aldehit tirevinin FT-IR spektrumlari incelendiginde, dekstran-
aldehite ait FT-IR spektrumunda 1631 cm™’de —-C=0 gerilmesine ait bir pikin olustugu

gorilmektedir. Bu bize dekstran aldehitin olusturuldugunu ispat etmektedir.

4.2.4 Bovine Serum Albumin

Yapisinda 585 amino asit igeren, antikor olusumunda konjugasyon igin en yaygin
kullanilan globular yapidaki tasiyici bir proteindir. izoelektrik noktasi suda 4,7’dur.
Molekil agirhgr ise 66000 Daltondur. Amino asit diziliminde iki tane Triptofan
bulunmaktadir.  Yapisinda bulundurdugu cesitli fonksiyonel gruplardan dolayi
konjugasyon reaksiyonlarinda ¢esitli molekiiller, proteinler yada haptenler igin taslyici

olarak tercih edilmektedir [141].

4.3 Konjugasyon Yontemleri

Bu tez calismasinda peptid ile polimer reaksiyon igin Ug farkli konjugasyon yéntemi

kullanilmistir. Bunlar sirasi ile soyledir;
1.EDC (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid) ile Konjugasyon Yontemi

Karboksil grubunun karbodiimide bagl aktivasyon reaksiyonunun basit mekanizmasi,
polimerin karboksil grubu ile proteinin amino grubu arasinda gerceklesen ve iki

basamaktan olusan bir kondenzasyon reaksiyondur [142].

Karbodiimid aktivasyonu ile gerceklestirilen iki basamakli kovalent konjugasyon
reaksiyonu; polimerin karboksil gruplarinin karbodiimid ile aktive edilmesi ve
sonrasinda karboksil gruplari ile proteinin ya da peptidin amino gruplari arasinda
kondenzasyon reaksiyonun olusumu ile gerceklesir. Birinci basamak siresince karboksil
grubunun karbodiimide saldirmasi ile O-acilisolre ara Urini olusmaktadir. Daha
sonrasinda kararsiz olan bu ara Uriine peptid ya da proteindeki amino gruplarinin
saldirmasiyla polimer ile peptid veya protein arasinda c¢apraz baglanma

gerceklesmektedir.
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Sekil 4.19EDC varhginda peptid/polimer konjugasyonunun mekanizmasi [117]

Capraz baglanma reaksiyonlari sonucunda olusan izolre ara Urlini ve reaktifin fazlasi
suda ¢Ozlinebilir ozellikte olduklarindan, diyalizle ya da jel filtrasyonu ile kolaylikla

uzaklastirilabilir [81].

2.Dekstran Aldehit ile Konjugasyon Yéntemi

Dekstran aldehit ile peptid dizisinin konjugasyonu Sekil 4.20’de gosterildigi gibidir.

Dekstran Aldehit

Glukoz —0 Glukoz —0
Glukoz —0O o
RNH, —Glukoz 0— Glukoz
| ?—O—Glukoz I:_'> c|) | l
o]
o]
| NR HNR
0]

Sekil 4.20Peptid/DA konjugasyonunun sematik gosterimi [143].

94




3.Kompleks Olusturma Yontemi

Kompleks olusturma yonteminde baskin kuvvet peptid ile polimer zinciri arasinda
elektrostatik etkilesim olup, bununla birlikte hidrofobik etkilerin ve hidrojen baglarinin
katkisi da mimkindur. Sulu ¢ozeltilerde polielektrolit ile peptid arasindaki etkilesimler;

pH, iyonik siddet ve peptid/polielektrolit miktarina baghdir.

4.3.1 EDC (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid) ile Konjugasyon Yontemine

Ait Sonuglar

4.3.1.1Influenza A Virisi M2e Proteini Peptidinin Poliakrilik Asit ile

Biyokonjugasyonu

Peptid dizisinin PAA asit ile EDC yontemi ile biyokonjugasyonu igin en verimli
konjugasyon kosullarini belirleyebilmek i¢in konjugasyon mekanizmasi (¢ farkli kosulda
olusturulmus ve elde edilen biyokonjugatlarin karakterizasyonu gesitli spektroskopik ve

kromatografik yontemlerle incelenmistir.
Reaksiyon Kosullari
oA Kogullar

2,5 mg poliakrilik asid (PAA M,,=100000 Da) 4263 pL PBS tamponunda ¢ozildi ve
sodyum hidroksid (NaOH) ile pH’s1 5’e ayarlandi. Daha sonra 7.5 mg suda ¢6zlinen 1-
etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidroklorid (EDC) ¢apraz baglayicisi polimer
¢Ozeltisinin Ustline ilave edilerek yaklasik 2 saat boyunca oda sicakliginda manyetik
karistiricida karistirilarak aktivasyona birakildi. Aktive edilmis polimer ¢ozeltisinin pH’i
7.2’ye getirildi. Yaklasik 1 saat karistirildiktan sonra Ulzerine 737 ul PBS tamponunda
cozllmis 0.737 mg peptid cozeltisi eklendi. +4°C’de gece boyunca karistirilmak Gzere

birakildi. Ertesi giin peptid/polimer konjugatinin pH’inin 7.2 oldugu kontrol edildi.
e B Kosullari

2,5 mg poliakrilik asid (PAA M,,=100000 Da) 4263uL PBS tamponunda ¢ozuldi ve
sodyum hidroksid (NaOH) ile pH’si 5’e ayarlandi. Daha sonra 7.5 g suda ¢ozlinen 1-etil-
3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidroklorid (EDC) capraz baglayicisi polimer

¢Ozeltisinin Ustlne ilave edilerek yaklasik 2 saat boyunca oda sicakliginda manyetik
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karistiricida  karistirilarak aktivasyona birakildi. 0.737 mg peptid 737 ul PBS
tamponunda ¢ozildi ve aktive edilmis polimer ¢ozeltisine eklendi. +4°C’de gece
boyunca karistirilmak Gzere birakildi. Ertesi glin peptid/polimer konjugatinin pH’1 7.2’ye

getirildi. Oda sicakliginda 1 saat karistirildi.
e C Kosullari

2,5 mg poliakrilik asid (PAA M,,=100000 Da) 4263 pL PBS tamponunda ¢ozildi ve
sodyum hidroksid (NaOH) ile pH’si 5’e ayarlandi. 0.737 mg peptid 737 ul PBS
tamponunda ¢6zuldi ve polimer ¢ozeltisine eklendi. Peptid/polimer fiziksel karisimi
yaklasik olarak 2 saat oda sicakhginda karistirildi. Daha sonra 7.5 mg suda ¢6zlinen 1-
etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidroklorid (EDC) ¢apraz baglayicisi polimer
cozeltisinin Ustiine ilave edilerek +4°C’de gece boyunca karistiriimak tzere birakildi.
Ertesi glin peptid/polimer konjugatinin pH’I 7.2’ye getirildi. Oda sicakhiginda 1 saat

karistinldi.

EDC aktivasyon yontemine gore Ug farkli reaksiyon kosulunda sentezlenen konjugatlar

kromatografik ve spektroskopik yontemlerle ile analiz edilmistir.

UV (Arbitrary Units)

8 PEPTID

13.5 C

ALIKONMA 19 REAKSIYON

ZAMANI (dak.) KOSULLARI
30 A

Sekil 4.21EDC konjugasyon yontemine gore farkli reaksiyon kosullarinda sentezlenen
Influenza A Virlisi M2e Proteini peptidinin PAA ile konjugasyonunun saf peptid ile
kiyaslamali HPLC grafigi.
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Sekil 4.22EDC konjugasyon yontemine gore farkli reaksiyon kosullarinda sentezlenen
Influenza A Virlisi M2e Proteini peptidinin PAA ile konjugasyonunun floresans grafigi.
(¢) A kosullari, (#) B kosullari,(¢) C kosullari.
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125000 !
100000 )

75000 i

50000

FLORESANS SIDDETI

25000 -

0 T T T T T T T T T y T y T
300 320 340 360 380 400 420 440
DALGABOYU (nm)

Sekil 4.23EDC konjugasyon yontemine gore farkli reaksiyon kosullarinda sentezlenen
Influenza A Virlisii M2e Proteini peptidinin PAA ile konjugasyonunun saf peptid ile
kiyaslamali floresans grafigi. Saf Peptid (353 nm.) (¢) A kosullari (351 nm.), (¢) B

kosullar (350 nm.),(#) C kosullari (347 nm.).
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UV (Arbitrary Units)

PEPTID

C
8 e " REAKSIYON
Gk KOSULLARI
ALIKONMA A
ZAMANI (dak.) 245 30

(a)

RALS (Arbitrary Units)

POLIMER

10 c
12 REAKSIYON
ALIKONMA KOSULLARI

ZAMANI (dak.)

14

PEPTID
16

(b)

Sekil 4.24EDC konjugasyon yontemine gore farkli reaksiyon kosullarinda sentezlenen
Influenza A Virlisii M2e Proteini peptidinin PAA ile biyokonjugasyonunun saf peptid ile
kiyaslamali SEC grafigi: (a) UV, (b) Isik sacilmasi dedektord.
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Bu dogrultuda
konsantrasyondaki

¢Ozeltisinden eklenerek en verimli

sentezlenmistir.

Cizelge 4.7Influenza A Viriisii M2e Proteini peptidinin PAA ile konjugasyon reaksiyonu

bu

PAA ¢Ozeltisi

peptid dizisi icin

oranlarinda, her

reaksiyon kosulu olan C kosullarina gore

poliakrilik
bir

lzerine degisen konsantrasyonlardaki

icin gerekli bileslerin miktarlari.

asit ile

biyokonjugat  igin

biyokonjugatlari,

sabit

peptid

Npeptia/ NPaa Kullanilan Kullanilan Kullanilan Toplam
Orani Peptid PBS Karbodiimid Reaksiyon
Miktari (mg) | Miktari (mL) | Miktari (mg) Hacmi (mL)

1 0.074 5 7.5 5

3 0.221 5 7.5 5

5 0.369 5 7.5 5

7 0.516 5 7.5 5

9 0.663 5 7.5 5

11 0.810 5 7.5 5
?
=
c
=
-
®
S
=
)
e
<
>
=

8 PEPTID
14 L
z AAI\II-IIAKNOITCIIV;II‘( ) 26 3 nPEPTiD/nPOLiMER
32 1

Sekil 4.25Influenza A Virlisii M2e Proteini peptidinin PAA ile biyokonjugatlarinin saf
peptid ile kiyaslamali HPLC grafigi. (Serbest peptid n=7 mol oranindaki biyokonjugat ile
esit miktarda peptid icermektedir.)
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(b)

Sekil 4.26Farkli mol oranlarinda sentezlenen Influenza A Virlisii M2e Proteini peptidinin
PAA ile biyokonjugasyonunun saf peptid ile kiyaslamali SEC grafigi: (a) UV, (b) Isik
sacilmasi dedektord.
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Sekil 4.27Farkli mol oranlarinda sentezlenen Influenza A Virlisii M2e Proteini peptidinin
PAA ile biyokonjugatlarinin floresans spektrumlari: Polimer (PAA) (1),
Npeptid/Npaa=1(2 @ )(Amax=348nm): 3(3¢) (Arnax=347nm): 5(4¢) (Amax=347nm): 7(5¢)
(Amax=347nm): 9 (6¢) (Amax=347nm): 11 (7 ¢) (Anax=347nm): Serbest peptid (84)
(Amax=353nm).

4.3.1.2 Influenza A Viriisi M2e Proteini Peptidinin Bovine Serum Albumin ile

Biyokonjugasyonu

Influenza A Virlisi M2e Proteini peptidinin BSA ile olan konjugasyonu da PAA ile
konjugasyonunda oldugu gibi C reaksiyon kosullarina gore yapildi. 2,5 mg Bovine
Serum Albumin (BSA M,,=66000 Da) 4442 uL PBS tamponunda ¢6ziildi ve sodyum
hidroksid (NaOH) ile pH’si 5’e ayarlandi. Npeptia/Nesa= 1:3:5:7:9:11 oranlarinda, her bir
¢Ozelti icin sabit konsantrasyondaki BSA c¢oOzeltisi lizerine PBS tamponunda pH’si 5
olarak hazirlanan degisen konsantrasyonlardaki peptid ¢ozeltisinden eklenerek 2 saat
oda sicakliginda karistirildi. Daha sonra 7.5 g suda c¢oziinen 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) karbodiimid hidroklorid (EDC) capraz baglayicisi fiziksel karisimin
istine ilave edilerek +4°C’de gece boyunca karistiriimak UGzere birakildi. Ertesi glin
biyokonjugatinin pH’1 7.2’ye getirildi. Oda sicakliginda 1 saat karistirildi. Elde edilen
biyokonjugatin karakterizasyonu cesitli spektroskopik ve kromatografik yontemlerle

incelenmigstir.
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Cizelge 4.8Influenza A Viruisii M2e Proteini peptidinin BSA ile konjugasyon reaksiyonu

icin gerekli bileslerin miktarlari.

Kullanilan Kullanilan Kullanilan Toplam
Npeptia/ NBsa Peptid EDC Miktari BSA Miktari Reaksiyon
Orani Miktari (mg) (mg) (mg) Hacmi (mL)
1 0.1116 7.5 2.5 5
3 0.3348 7.5 2.5 5
5 0.558 7.5 2.5 5
7 0.7812 7.5 2.5 5
9 1.0044 7.5 2.5 5
11 1.2276 7.5 2.5 5
(=
<
>
=
g
I
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<
c
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-,
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BSA

18 PEPTI
20
ALIKONMA n n
ZAMANI (dak.) 26 1 PEPTID  BSA

Sekil 4.28Farkli mol oranlarinda sentezlenen Influenza A Virlisii M2e Proteini peptidinin
BSA ile biyokonjugatlarinin saf BSA ve peptid ile kiyaslamali HPLC grafigi.
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Sekil 4.29Influenza A Virlisi M2e Proteini peptidinin BSA ile biyokonjugatlarinin saf
peptid ile kiyaslamali floresans spektrumlari. (¢ )n=1 (Anax=331nm),
, (¢)n=5 (Anax=336nm), (¢)n=7 (Apax=337nm), (¢ )n=9
(Amax=338nm), , (#)Saf peptid n=5 (An2x=353nm)
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Sekil 4.30Influenza A Virlsli M2e Proteini peptidinin BSA ile biyokonjugatlarinin BSA ve
saf peptid ile kiyaslamali floresans spektrumlari. (¢ )n=1 (Anax=331nm),
, (#)n=5 (Anax=336nm), (¢ )n=7 (Anax=337nm), (¢ )n=9 (A,2,=338nm),
, (#)Saf peptid n=5 (Anax=353nm), (¢ )BSA ( Anax=335nm).
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Sekil 4.31Farkli mol oranlarinda sentezlenen Influenza A Virlisi M2e Proteini peptidinin
BSA ile biyokonjugatlarinin SEC grafikleri: (a) UV ve (b) Isik Sacilmasi dedektorlerine ait
kromatogramlar.

104



4.3.1.3 Influenza A Viriisii M2e Proteini Peptidinin [P(VP-ko-AA)] (M,,=250.000 Da)

Kopolimeri ile Biyokonjugasyonu

Molekdl agirhg 250.000 Da olarak sentezlenen [P(VP-ko-AA)] kopolimerinin antijenik
peptidimiz ile biyokonjugasyonda daha 6nce PAA ile yapilan ve en verimli reaksiyon
kosulu olarak belirledigimiz C reaksiyon kosullari kullanilmistir. 2,5 mg P(VP-ko-AA)]
kopolimeri (M,,=250000 Da) PBS tamponunda ¢6ziildii ve sodyum hidroksid (NaOH) ile
pH’si 5’e ayarlandi. Npeptia/Nve/aa= 1:3:5:7:9:11 oranlarinda, her bir ¢ozelti icin sabit
konsantrasyondaki [P(VP-ko-AA)] kopolimeri ¢ozeltisi Gizerine PBS tamponunda pH’si 5
olarak hazirlanan degisen konsantrasyonlardaki peptid ¢ozeltisinden eklenerek 2 saat
oda sicakhginda karistirildi. Daha sonra 7.5 g suda c¢ozinen 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) karbodiimid hidroklorid (EDC) ¢apraz baglayicisi karisimin Ustline
ilave edilerek +4°C’de gece boyunca karistirimak Gzere birakildi. Ertesi giin
biyokonjugatlarin pH’1 7.2’ye getirildi. Oda sicakhginda 1 saat karistirildi. Elde edilen
biyokonjugatlarin karakterizasyonu cesitli spektroskopik ve kromatografik yontemlerle

incelendi.

Cizelge 4.9Influenza A Virlisi M2e Proteini peptidinin [P(VP-ko-AA)] (M=250.000 Da)
kopolimeri ile konjugasyon reaksiyonu igin gerekli bileglerin miktarlari.

Kullanilan Kullanilan Kullanilan Toplam
Npeptia/ Nvp/aa Peptid VP/AA EDC Miktari Reaksiyon
Orani Miktari (mg) | Miktari (mg) (mg) Hacmi (mL)
1 0.0295 2.5 7.5 5
3 0.0885 2.5 7.5 5
5 0.1475 2.5 7.5 5
7 0.2065 2.5 7.5 5
9 0.2655 2.5 7.5 5
11 0.3245 2.5 7.5 5
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Sekil 4.32Farkli mol oranlarinda sentezlenen Influenza A Virlisii M2e Proteini peptidinin
[P(VP-ko-AA)] (M,,=250.000 Da) kopolimeri ile biyokonjugatlarinin absorbans grafigi.

(s3un Arenyiqay) AN

PEPTID
12

16
20
ALIKONMA 54

ZAMANI (dak.) 22 T4

. n
PEPTID  VP/AA

Sekil 4.33Farkli mol oranlarinda sentezlenen Influenza A Virlisi M2e Proteini peptidinin
[P(VP-ko-AA)] (Mw=250.000 Da) kopolimeri ile biyokonjugatlarinin saf peptid ile
kiyaslamali HPLC grafigi.
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Sekil 4.34Farkli mol oranlarinda sentezlenen Influenza A Virlisii M2e Proteini peptidinin
[P(VP-ko-AA)] (M,,=250.000 Da) kopolimeri ile biyokonjugatlarinin saf peptid ile
kiyaslamali Floresans Spektrumlari: ,
nPeptid/nVPAA=1(2’)(Amax=348nm): 3(3®) (Anax=348nm): 5(4¢) (Amax=348nm): 7(5’)
(Amax=348nm): :9(7¢) (Amax=348nm): 11 (8¢)
(Amax=348nm).

107



(spun Aresyiqiy) AN

ALIKONMA
ZAMANI (dak.)

/n

n PEPTID VP/AA

RALS (Arbitrary Units)

A

~>

11

n PEPTID In VP/AA

ALIKONMA
ZAMANI (dak.)

13 1 POLIMER

(b)

Sekil 4.35Farkli mol oranlarinda sentezlenen Influenza A Virlisii M2e Proteini peptidinin
[P(VP-ko-AA)] (M,=250.000 Da) kopolimeri ile biyokonjugatlarinin (a) saf peptid ile
kiyaslamali UV dedektoriine ait (b) kopolimer ile kiyaslamali Isik sagilmasi dedektoriine
ait SEC kromatogramlari.

108



4.3.1.4 Influenza A Viriisi Hemagglutinin H3N2 91-106 Dizisinin PAA ile

Biyokonjugasyonu

Influenza A Virlisi Hemagglutinin H3N2 91-106 Dizisinin PAA ile ile EDC yOntemi ile
biyokonjugasyonu i¢in en verimli konjugasyon kosullarini belirleyebilmek igin
konjugasyon mekanizmasi dort farkh kosulda olusturulmus ve elde edilen
biyokonjugatlarin karakterizasyonu cesitli spektroskopik ve kromatografik yontemlerle

incelenmigstir.

REAKSIYON KOSULLARI

e A Kosullarn

2,5 mg poliakrilik asid (PAA M,,=100000 Da) 4621.5 uL PBS tamponunda ¢6zuldi ve
sodyum hidroksid (NaOH) ile pH’si 5’e ayarlandi. Daha sonra 7.5 g suda ¢ozlinen 1-etil-
3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidroklorid (EDC) capraz baglayicisi polimer
¢Ozeltisinin Ustline ilave edilerek yaklasik 2 saat boyunca oda sicakliginda manyetik
karistiricida karistirillarak aktivasyona birakildi. Aktive edilmis polimer ¢ozeltisinin pH’i
7.2’ye getirildi. Yaklasik 1 saat karistirildiktan sonra Gzerine 100 pl dimetil silfoksid
(DMSO)’de ¢ozlilmiis 0.357 mg peptid ¢ozeltisi eklendi. Tium karisimin Gstiine 278.5 pl
PBS tamponu eklendi ve +4°C’de gece boyunca karistirilmak tzere birakildi. Ertesi giin

peptid/polimer konjugatinin pH’inin 7.2 oldugu kontrol edildi.
e B Kosullarn

2,5 mg poliakrilik asid (PAA M,,=100000 Da) 4621.5 uL PBS tamponunda ¢6zuldi ve
sodyum hidroksid (NaOH) ile pH’si 5’e ayarlandi. Daha sonra 7.5 g suda ¢ozlinen 1-etil-
3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidroklorid (EDC) capraz baglayicisi polimer
¢Ozeltisinin Ustline ilave edilerek yaklasik 2 saat boyunca oda sicakliginda manyetik
karistiricida karistirilarak aktivasyona birakildi. 0.357 mg peptid 100 pl dimetil siilfoksid
(DMSO)’de ¢ozildi ve aktive edilmis polimer ¢ozeltisine eklendi. Tim karisimin Gstiine
278.5 ul PBS tamponu eklendi ve +4°C'de gece boyunca karistiriilmak Gzere birakildi.
Ertesi glin peptid/polimer konjugatinin pH’1 7.2’ye getirildi. Oda sicakliginda 1 saat
karistinldi.
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e CKosullan

2,5 mg poliakrilik asid (PAA M,=100000 Da) 4621.5 pL PBS tamponunda ¢ozildi ve
sodyum hidroksid (NaOH) ile pH’si 5’e ayarlandi. 0.357 mg peptid 100 ul dimetil
stlfoksid (DMSO)’'de ¢oziildi ve polimer ¢ozeltisine eklendi. Tum karisimin Gstiine
278.5 ul PBS tamponu eklendi ve peptid/polimer fiziksel karisimi yaklasik olarak 2 saat
oda sicakliginda karistirildi. Daha sonra 7.5 g suda c¢oziinen 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) karbodiimid hidroklorid (EDC) c¢apraz baglayicisi polimer
cozeltisinin stiine ilave edilerek +4°C’de gece boyunca karistirimak tzere birakildi.
Ertesi glin peptid/polimer konjugatinin pH’I 7.2’ye getirildi. Oda sicakliginda 1 saat
karistirildu.

e D Kosullan

2,5 mg poliakrilik asid (PAA M,,=100000 Da) 4621.5 uL PBS tamponunda ¢6zuldi ve
sodyum hidroksid (NaOH) ile pH’si 7.2’ye ayarlandi. 0.357 mg peptid 100 ul dimetil
sulfoksid (DMSO)’'de ¢ozuldi ve polimer ¢ozeltisine eklendi. Tim karigimin Gstiine
278.5 pl PBS tamponu eklendi ve peptid/polimer fiziksel karisimi yaklasik olarak 2 saat
oda sicakhginda karistirildi. Fiziksel karisimin pH=5’e getirildi. Daha sonra 7.5 g suda
¢ozinen 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidroklorid (EDC) c¢apraz
baglayicisi polimer ¢dzeltisinin Ustiine ilave edilerek +4°C’de gece boyunca karistiriimak
Uzere birakildi. Ertesi glin peptid/polimer konjugatinin pH’I 7.2’ye getirildi. Oda

sicakliginda 1 saat karistirildi.
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Sekil 4.36EDC konjugasyon yontemine gore farkl reaksiyon kosullarinda sentezlenen
Influenza A Virlisi Hemagglutinin H3N2 91-106 peptid dizisinin PAA ile olan
biyokonjugatlarinin saf peptid ile kiyaslamali HPLC kromatogramlari.
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Sekil 4.37EDC konjugasyon yontemine gore farkli reaksiyon kosullarinda sentezlenen
Influenza A Virlisi Hemagglutinin H3N2 91-106 peptid dizisinin PAA ile olan
biyokonjugatlarina ait Floresans spektrumlari; (C#) C Kosullari (Ayax=341nm), (D ¢) D
Kosullari (Ayax=341nm), () Saf Peptid (Aynax=350nm), (A®) A Kosullari (A,2,=343nm),
(B#) B Kosullari (Apax=343nm).
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Sekil 4.38EDC konjugasyon yontemine gore farkli reaksiyon kosullarinda sentezlenen
Influenza A Virlisii H3N2 91-106 peptid dizisinin PAA ile olan biyokonjugatlarinin (a)
UV, (b) i1sik sacilmasi dedektorlerine ait SEC kromatogramlari.
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Spektroskopik ve kromatografik analizler sonucunda peptid/PAA biyokonjugatlari igin
en verimli reaksiyon kosulunun C reaksiyon kosullari oldugu bulunmustur. Bu

dogrultuda Influenza A Virlsi Hemagglutinin H3N2 91-106 peptid dizisi igin

peptid/polimer konjugatlari nNpeptia/Npaa= 1:3:5:7:9:11 oranlarinda C reaksiyon

kosullarina gore sentezlenmistir.

Cizelge 4.10Influenza A Virlisi Hemagglutinin H3N2 91-106 peptid dizisinin PAA ile
biyokonjugasyon reaksiyonu igin gerekli bileslerin miktarlari.

Npeptia/ NPaa Kullanilan Kullanilan Kullanilan Toplam
Orani Peptid Miktari DMSO Karbodiimid Reaksiyon
(mg) Miktari (uL) Miktari (mg) Hacmi (mL)
1 0.051 100 7.5 5
3 0.153 100 7.5 5
5 0.255 100 7.5 5
7 0.357 100 7.5 5
9 0.459 100 7.5 5
11 0.561 100 7.5 5
0,4 -
0,3 -
%)
z_:
m _
@ 0,2
o]
0
E
011 =
0,0 — — T T |
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12
KONSANTRASYON (mg/ml)

Sekil 4.39Farkli mol oranlarinda sentezlenen Influenza A Virlisi Hemagglutinin H3N2
91-106 dizili peptidinin PAA ile biyokonjugatlarinin konsantrasyona bagli absorbans
degisimi grafigi.

113



r
\ »
\ -~
]
-
=
=
>
-
©
=
<)
}
- §
L
>
-
9 IPEPT]'ID
12 " 14
18 9
ALIKONMA /n
ZAMANI (dak.) 27 3 PEPTID / "'PAA

Sekil 4.40Farkli mol oranlarinda sentezlenen Influenza A Viriisii Hemagglutinin H3N2
91-106 peptid dizisinin PAA ile olan biyokonjugatlarina ait HPLC kromatogramlari.
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Sekil 4.41Farkli mol oranlarinda sentezlenen Influenza A Virisi Hemagglutinin H3N2
91-106 peptid dizisinin PAA ile olan konjugatlarinin (a) UV, (b) 1sik sagilmasi
dedektorlerine ait SEC kromatogramlari.
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Sekil 4.42Farkli mol oranlarinda sentezlenen Influenza A Virlisii Hemagglutinin H3N2
91-106 peptid dizisinin PAA ile olan biyokonjugatlarina ait Floresans spektrumlari;
Npeptia/ NPaa=1(1¢) (Amax=341nm): 3(2¢) (A,,2x=341nm): 5(3¢) (Anax=341nm).: 7(4¢)
(Amax=341nm): 9(5¢) (Anax=341nm): 11(6®) (Anax=341nm): Serbest peptid (7 ¢)
(Amax=350nm).
4.3.1.5 Influenza_A Viriisii Hemagglutinin HA1 Fragmenti 98-106 Peptid Dizisinin PAA

ile Biyokonjugasyonu

Influenza A Virlsli Hemagglutinin HA1 Fragmenti 98-106 Peptid Dizisinin PAA ile EDC
varliginda biyokonjugatlarinin hazirlanmasinda doért ayri reaksiyon kosulu kullaniimistir.
Farkli kosullarda sentezlenen biyokonjugatlar, cesitli spektroskopik ve kromatografik

yontemlerle analiz edilerek, en fazla verime sahip reaksiyon kosullari belirlenmistir.
e A Kosullar

2,5 mg poliakrilik asid (PAA M,,=100000 Da) 4874.35 uL PBS tamponunda ¢6zildu ve
sodyum hidroksid (NaOH) ile pH’si 5’e ayarlandi. Daha sonra 7.5 mg suda ¢6zlinen 1-
etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidroklorid (EDC) capraz baglayicisi polimer

¢Ozeltisinin Ustlne ilave edilerek yaklasik 2 saat boyunca oda sicakliginda manyetik
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karistiricida karigtirilarak aktivasyona birakildi. Aktive edilmis polimer ¢dzeltisinin pH’i
7.2’ye getirildi. Yaklasik 1 saat karistirildiktan sonra Gzerine 100 ul dimetil silfoksid
(DMSO)'de c¢oziilmis 0.1929 mg peptid ¢ozeltisi eklendi. +4°C’'de gece boyunca
karistirlmak Gzere birakildi. Ertesi giin peptid/polimer biyokonjugatinin pH’inin 7.2

oldugu kontrol edildi.
e B Kosullarn

2,5 mg poliakrilik asid (PAA M,,=100000 Da) 4874.35 uL PBS tamponunda ¢ozildi ve
sodyum hidroksid (NaOH) ile pH’si 5’e ayarlandi. Daha sonra 7.5 mg suda ¢6zlinen 1-
etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidroklorid (EDC) ¢apraz baglayicisi polimer
¢Ozeltisinin Ustline ilave edilerek yaklasik 2 saat boyunca oda sicakliginda manyetik
karistinicida karistirilarak aktivasyona birakildi. 0.1929 mg peptid 100 ul dimetil
silfoksid (DMSO)’de c¢oziildu ve aktive edilmis polimer ¢ozeltisine eklendi. +4°C’de
gece boyunca karistirilmak tzere birakildi. Ertesi giin peptid/polimer biyokonjugatinin

pH’1 7.2’ye getirildi. Oda sicakliginda 1 saat karistirildi.

e CKosullan
2,5 mg poliakrilik asid (PAA M,,=100000 Da) 4874.35 uL PBS tamponunda ¢6zildu ve
sodyum hidroksid (NaOH) ile pH’si 5’e ayarlandi. 0.1929 mg peptid 100 pl dimetil
stlfoksid (DMSO)’de ¢ozuldiu ve polimer ¢ozeltisine eklendi. Peptid/polimer fiziksel
karisimi yaklasik olarak 2 saat oda sicakliginda karistirildi. Daha sonra 7.5 mg suda
¢ozinen 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidroklorid (EDC) ¢apraz
baglayicisi polimer ¢ozeltisinin Ustline ilave edilerek +4°C’de gece boyunca karistirilmak
Uzere birakildi. Ertesi glin peptid/polimer biyokonjugatinin pH’1 7.2’ye getirildi. Oda

sicakliginda 1 saat karistirildi.

e D Kosullar
2,5 mg poliakrilik asid (PAA M,,=100000 Da) 4874.35 uL PBS tamponunda ¢6zildu ve
sodyum hidroksid (NaOH) ile pH’si 7.2'ye ayarlandi. 0.1929 mg peptid 100 pl dimetil
sulfoksid (DMSQO)’'de c¢oziildi ve polimer c¢ozeltisine eklendi. Peptid/polimer fiziksel
karisimi yaklagik olarak 2 saat oda sicakliginda karistirildi. Fiziksel karisimin pH=5’e

getirildi. Daha sonra 7.5 mg suda ¢oziinen 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid
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hidroklorid (EDC) ¢apraz baglayicisi polimer ¢ozeltisinin Ustline ilave edilerek +4°C’de
gece boyunca karistirilmak Gzere birakildi. Ertesi glin peptid/polimer biyokonjugatinin

pH’1 7.2’ye getirildi. Oda sicakliginda 1 saat karistirildi.
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Sekil 4.43(a) Influenza A Virlisi Hemagglutinin HA1 Fragmenti 98-106 peptid dizisine
ait HPLC kromatogrami. (b) EDC konjugasyon yontemine gore farkl reaksiyon
kosullarinda sentezlenen Influenza A VirlGisi Hemagglutinin HA1 Fragmenti 98-106
peptid dizisinin PAA ile olan biyokonjugatlarina ait HPLC kromatogramlari.
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Sekil 4.44EDC konjugasyon yontemine gore farkl reaksiyon kosullarinda sentezlenen
Influenza A Virlisi Hemagglutinin HA1 Fragmenti 98-106 peptid dizisinin PAA ile
konjugasyonunun floresans grafigi. (¢) A kosullari, (¢) B kosullari,(#) C kosullari, (¢)
D kosullari, (¢) PAA.
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Sekil 4.45EDC konjugasyon yontemine gore farkli reaksiyon kosullarinda sentezlenen
Influenza A VirGsi Hemagglutinin HA1 Fragmenti 98-106 peptid dizisinin PAA ile olan
biyokonjugatlarinin (a) UV, (b) i1sik saciimasi dedektorlerine ait SEC kromatogramlari.
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Spektrofluorimetrik ve kromatografik yontemlerle yapilan analizler sonucunda, 98-106

peptid dizisinin poliakrilik asit ile konjugasyonu igin en verimli reaksiyon kosullarinin C

peptid/polimer konjugatlari  Npeptia/Npolimer= 1:3:5:7:9  oranlarinda C reaksiyon

kosullarina gore sentezlenmistir.

Cizelge 4.11Influenza A Virlisi Hemagglutinin HA1 Fragmenti 98-106 peptid dizisinin
PAA ile biyokonjugasyon reaksiyonu igin gerekli bileslerin miktarlari.

Npeptia/ NPaa Kullanilan Kullanilan Kullanilan Toplam
Orani Peptid DMSO Karbodiimid Reaksiyon
Miktari (mg) Miktari (pL) Miktari (mg) Hacmi (mL)
1 0.02756 100 7.5 5
3 0.08267 100 7.5 5
5 0.1378 100 7.5 5
7 0.1929 100 7.5 5
9 0.2480 100 7.5 5
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Sekil 4.46Farkli mol oranlarinda sentezlenen Influenza A Virlisi Hemagglutinin HA1
Fragmenti 98-106 peptid dizisinin PAA ile olan biyokonjugatlarina ait HPLC
kromatogramlari.
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Sekil 4.47Influenza A Virlsii Hemagglutinin HA1 Fragmenti 98-106 peptidi ile PAA’'nIn
biyokonjugatlarinin floresans spektrumlari: Polimer (PAA) (1), Npeptia/Npaa=1(2¢)
(Amax=300nm): 3(3¢) (Aax=300nm): 5(49) (Amax=300nm).: 7(5#) (Ay2=300nm):
: Serbest peptid (7¢) (Amax=300nm).
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Sekil 4.48Influenza A Virlsii Hemagglutinin HA1 Fragmenti 98-106 peptid dizisinin PAA
ile olan biyokonjugatlarinin (a) UV, (b) 1sik saciimasi dedektorlerine ait SEC
kromatogramlari.
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4.3.1.6 Influenza A Virisii Hemagglutinin H3N2 91-108 Peptid Dizisinin PAA ile

Biyokonjugasyonu

Influenza A Virtusi Hemagglutinin H3N2 91-108 peptid dizisinin poliakrilik asit ile

konjugasyonu i¢in en verimli reaksiyon kosullarininin C Kosullari oldugu bulunmustur.

oranlarinda EDC varliginda C reaksiyon kosullarina gore sentezlenmistir.

Cizelge 4.12Influenza A Virlisi Hemagglutinin H3N2 91-108 peptid dizisinin PAA ile
biyokonjugasyon reaksiyonu icin gerekli bileslerin miktarlari.

Npeptia/NPaa Kullanilan Kullanilan Kullanilan Toplam
Orani Peptid Miktar DMSO Karbodiimid Reaksiyon
(mg) Miktan (uL) Miktari (mg) Hacmi (mL)
1 0.0556 100 7.5 5
3 0.1668 100 7.5 5
5 0.278 100 7.5 5
7 0.3892 100 7.5 5
9 0.5004 100 7.5 5
11 0.6116 100 7.5 5
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Sekil 4.49Influenza A Virlisii Hemagglutinin H3N2 91-108 peptid dizisinin poliakrilik asit
ile biyokonjugatlarinin HPLC kromatogramlari.
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Sekil 4.50Influenza A Virlsi Hemagglutinin H3N2 91-108 peptidi ile PAA'nIn
biyokonjugatlarinin floresans spektrumlari: Npeptia/Npaa=1(®) (Amax=334nm): 3(#)
(Amax=335m): 5(®) (Amax=335nm).: 9(¢) (Amax=335nm):
: Serbest peptid (®) (Anax=348nm).
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Sekil 4.51Influenza A Virlisi Hemagglutinin H3N2 91-108 peptid dizisinin poliakrilik asit
ile olan biyokonjugatlarinin (a) UV, (b) isik sacilmasi dedektorlerine ait SEC
kromatogramlari.
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4.3.2 Dekstran Aldehit ile Konjugasyon Yontemi

4.3.2.1 Influenza A Viriisii M2e Proteini Peptidinin Dekstran Aldehit ile Konjugasyonu

Sekil 4.52'de gosterilen yontem uygulanarak, Influenza A Virisi M2e Proteini

peptidinin dekstran aldehit ile olan konjugatlari n=3,5,7,9,11 mol oranlarinda

sentezlenmistir.

2,5 mg DEKSTRAN ALDEHIT / 4 ml NaHCO, 0,687 mg PEPTID / 1 ml NaHCO,

{ 25'C'de GALKALAMALI SU
BANYOSUNDA 16s
(BOYUNCA iNKUBE EDiLiRJ

+4°C'de 5 mg NaHB,
EKLENIR.

{ N
15 dk BOYUNCA +4°C'de
KARISTIRILIR.

+4°C'de 5 mg NaHB,
EKLENIR.

4 ™\
15 dk BOYUNCA +4°C'de
KARISTIRILIR.

H,0 ile 5000 rpm'de 6 dk
2 KEZ YIKAMA YAPILIR.

|

0,01 M PBS (pH=7,2)
ile 5000 rpm'de 6 dk
2 KEZ YIKAMA YAPILIR.

\

HAZIRLANAN KONJUGATLARIN UST VE ALT
FAZLARI SPEKTROSKOPIK VE KROMATOGRAFiK
YONTEMLERLE KARAKTERIZE EDILIR.

Sekil 4.52Influenza A Virlisii M2e Proteini peptidinin Dekstran Aldehit ile
biyokonjugasyon reaksiyonu asamalari.

127



Gizelge 4.13Influenza A Virlisii M2e Proteini peptid dizisinin Dekstran Aldehit ile
biyokonjugasyon reaksiyonu igin gerekli bileslerin miktarlari.

Kullanilan Kullanilan Kullanilan Toplam
Npeptia/Nba Peptid NaHCO; NaBH, Reaksiyon
Orani Miktari (mg) Miktari (uL) Miktari (mg) Hacmi (mL)
3 0.295 1000 10 5
5 0.49 1000 10 5
7 0.687 1000 10 5
9 0.88 1000 10 5
11 1.08 1000 10 5
0,8
0,6 -
2]
=z
<
M 0,4- (1
(14
o
0
0,2
<
0,0 . T J T g T . T g 1
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25
KONSANTRASYON (mg/ml)

Sekil 4.53Farkli mol oranlarinda sentezlenen Influenza A Virlisii M2e Proteini peptidinin
Dekstran Aldehit biyokonjugatlarinin konsantrasyona bagli absorbans degisimi grafigi.
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Sekil 4.54Farkli mol oranlarinda sentezlenen Influenza A Virlisii M2e Proteini peptidinin
Dekstran Aldehit ile konjugatlarinin saf peptid ile kiyaslamali HPLC grafigi.
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Sekil 4.55Farkli mol oranlarinda sentezlenen Influenza A Virlisii M2e Proteini peptidinin
Dekstran Aldehit biyokonjugatlarinin saf peptid ile kiyaslamali Floresans Spektrumlari:
(#)Dekstran Aldehit (1), npeptia/Npan=3 (2¢) (Amax=348nm): 5(3 ¢ ) (A,2x=348nm): 7(4 ¢)
(Amax=348nm): 9(5¢) (Amax=348nm): Serbest peptid (6¢) (Anax=353nm): 11 (7 ¢)
(Amax=348nm).
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4.3.3 Kompleks Olusumu Yontemi

4.3.3.1 Influenza A Viriisii M2e Proteini Peptidinin Poliakrilik Asit ile Kompleksleri

2,5 mg poliakrilik asid (PAA M,,=100000 Da) 4263 pL PBS tamponunda ¢ozildi ve
sodyum hidroksid (NaOH) ile pH’si 5’e ayarlandi. Npeptia/Npolimer= 1:3:5:7:9:11
oranlarinda, her bir kompleks icin sabit konsantrasyondaki PAA ¢ozeltisi (izerine pH’s1 5
olarak hazirlanan degisen konsantrasyonlardaki peptid ¢ozeltisinden eklenerek 2 saat

oda sicakliginda karistirildi ve peptid/polimer kompleksleri olusturuldu.

UV (Arbitrary Units)
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Sekil 4.56Farkli mol oranlarinda sentezlenen Influenza A Virlisii M2e Proteini peptidinin
PAA ile komplekslerinin saf peptid ile kiyaslamali HPLC grafigi.
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Sekil 4.57Farkli mol oranlarinda sentezlenen Influenza A Virlisii M2e Proteini peptidinin
PAA ile komplekslerinin saf peptid ile kiyaslamali floresans spektrumlari: Polimer (PAA)
(1e), npeptia/Npan=1(2 ¢ )(Amax=350nm): 3(3 ¢ ) (Ay,2x=350nm): 5(4¢) (Ayax=350nm):
7(5¢) (Amax=349nm): 9 (7 ¢) (Amax=351nm): 11 (8 ¢) (Amax=350nm): Serbest peptid (6 ¢)
(Amax=353nm).

4.3.3.2 Influenza A Viriisii M2e Proteini Peptidinin VP-co-AA (M,=250.000 Da)

Kopolimeri ile Kompleksleri

2,5 mg VP-co-AA kopolimeri 4263 pL PBS tamponunda ¢6zildi ve sodyum hidroksid
(NaOH) ile pH’si 5’e ayarlandi. Npeptia/Npolimer= 1:3:5:7:9:11 oranlarinda, her bir
kompleks icin sabit konsantrasyondaki VP-co-AA c¢ozeltisi Uzerine pH’si 5 olarak
hazirlanan degisen konsantrasyonlardaki peptid ¢ozeltisinden eklenerek 2 saat oda

sicakliginda karistirildi ve peptid/polimer kompleksleri olusturuldu.
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Sekil 4.58Farkli mol oranlarinda sentezlenen Influenza A Virilisii M2e Proteini peptidinin
P(VP-ko-AA)] (M,=250.000 Da) kopolimeri ile komplekslerinin saf peptid ile kiyaslamal
HPLC grafigi.
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Sekil 4.59Farkli mol oranlarinda sentezlenen Influenza A Virlisii M2e Proteini peptidinin
P(VP-ko-AA)] (M,,=250.000 Da) kopolimeri ile komplekslerinin saf peptid ile kiyaslamah
Floresans Spektrumlari: ,
Npeptid/Nvpaa=1(2 ¢ )(Amax=348nm): 3(3 ¢ ) (A,.,=348nm): 5(4 ) (Anax=348nm): 7(5¢)
(Amax=348nm): :9(7¢) (Anax=348nm): 11 (8 ¢)
(Amax=348nm).
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4.3.3.3 Influenza A Viriisi Hemagglutinin H3N2 91-106 Peptid Dizisinin PAA ile

Kompleksleri

2,5 mg poliakrilik asid (PAA M,=100000 Da) 4621.5 pL PBS tamponunda ¢ozuldi ve
sodyum hidroksid (NaOH) ile pH’si 5’e ayarlandi. Npeptia/Npolimer= 1:3:5:7:9:11
oranlarinda, her bir kompleks igin sabit konsantrasyondaki PAA ¢ozeltisi Gzerine pH’si 5
olarak hazirlanan degisen konsantrasyonlardaki peptid ¢ozeltisinden eklenerek 2 saat

oda sicakliginda karistirildi ve peptid/polimer kompleksleri olusturuldu.

UV (Arbitrary Units)

ALIKONMA
ZAMANI (dak.) 24 1

Sekil 4.60Farkli mol oranlarinda sentezlenen Influenza A Virlisii Hemagglutinin 91-106
peptid dizisinin PAA ile olan komplekslerine ait HPLC kromatogramlari.
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Sekil 4.61Farkh mol oranlarinda sentezlenen Influenza A Virlisii Hemagglutinin 91-106
peptid dizisinin PAA ile olan komplekslerine ait Floresans spektrumlari;
Npeptid/Npar=1(14) (Amax=350nm): 3(2¢) (Ayax=350nm): 5(3 ¢ ) (A,.,=350nm): 7(5¢)
(Amax=350nm): 9(6¢) (Amax=350nm): 11(7 ¢) (A2x=350nm): Serbest peptid (4 ¢)
(Amax=350nm).
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4.3.3.4 Influenza A Viriisii Hemagglutinin HA1 Fragmenti 98-106 Peptid Dizisinin PAA

ile Kompleksleri

2,5 mg poliakrilik asid (PAA M,,=100000 Da) 4874.35 uL PBS tamponunda ¢6zildu ve
sodyum hidroksid (NaOH) ile pH’si 5’e ayarlandi. Npeptia/Npolimer= 1:3:5:7:9:11
oranlarinda, her bir kompleks icin sabit konsantrasyondaki PAA ¢ozeltisi (izerine pH’s1 5
olarak hazirlanan degisen konsantrasyonlardaki peptid ¢ozeltisinden eklenerek 2 saat

oda sicakliginda karistirildi ve peptid/polimer kompleksleri olusturuldu.

UV (Arbitrary Units)

PEPTID

A 5 1
16
ALIKONMA 19 n /n
ZAMANI (dak.) 22 3 PEPTID  POLIMER

Sekil 4.62Farklh mol oranlarinda sentezlenen 98-106 peptid dizisi PAA komplekslerine
ait HPLC kromatogramlari.
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Sekil 4.63Influenza A Virlisii Hemagglutinin HA1 Fragmenti 98-106 peptidi ile PAA'nIn
komplekslerinin floresans spektrumlari: Polimer (PAA) (1), Npeptia/Npaa=1(2¢)
(Amax=300nm): 3(3®) (A2,=300nm): 5(49) (Amax=300nm).: 7(5®) (Ar2=300nm):
: Serbest peptid (7¢) (Amax=300nm).

4.3.3.5 Influenza A Viriisii Hemagglutinin H3N2 91-108 Peptid Dizisinin PAA ile

Kompleksleri

2,5 mg poliakrilik asid (PAA M,=100000 Da) 4624 pL PBS tamponunda ¢ozildi ve
sodyum hidroksid (NaOH) ile pH’si 5’e ayarlandi. nNpeptia/Npolimer= 1:3:5:7:9:11
oranlarinda, her bir kompleks icin sabit konsantrasyondaki PAA ¢ozeltisi Gizerine pH’s1 5
olarak hazirlanan degisen konsantrasyonlardaki peptid ¢ozeltisinden eklenerek 2 saat

oda sicakliginda karistirildi ve peptid/polimer kompleksleri olusturuldu.
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Sekil 4.64Influenza A Virlisi Hemagglutinin H3N2 91-108 peptid dizisinin poliakrilik asit
ile komplekslerine ait HPLC kromatogramlari.
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Sekil 4.65Influenza A Virlisii Hemagglutinin H3N2 91-108 peptid dizisinin poliakrilik asit
ile komplekslerine ait floresns spektrumlar.: Npeptia/Npaa=1(®) (Amax=347nm): 3(¢)
(Amax=347m): 5(®) (Amax=347nm).: 9(®) (Amax=345nm):

: Serbest peptid (5¢) (Amax=348nm).
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4.4 Hicre Deneyleri

Hicre canlihigini 6lgmek icin kullanilan baslica yontemlerden birisi olan 3-(4,5-dimetil
triazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium (MTT) testi, hiicreler Gzerindeki toksik etkinin
incelenmesine dayanan pratik bir tekniktir. MTT testi ilk Mossmann tarafindan
tanimlanan ve daha sonra Alley ve arkadaslari tarafindan gelistirilen, hiicre blylmesi
veya hiicre 6liminid degerlendirmeye olanak saglayan indirekt bir testtir [144], [145].
Kiltir ortamindaki hiicrelere uygulanan ve hicrelerin metabolik aktivitesinin olgtlduga
kolorimetrik bir yontemdir. MTT hucrelere aktif olarak absorbe olan ve hicrelerin
mitokondrilerinde bulunan dehidrojenaz enzimi ile reaksiyon girip mor renkli, suda
¢O0zlinmeyen formazan kristaline indirgenen bir maddedir. Bu reaksiyon sadece canl
hiicrelerde gerceklesir. Olusan kristaller, DMSO veya izopropanol ile ¢oziindirtlerek
mikroskobik olarak gozlemlenebilir ve mor renk kolorimetrik olarak 6lctlebilir. Mor
renkli Grindn toplam miktari hiicre popilasyonundaki dehidrojenaz enziminin toplam
aktivitesini verir ve hiicre canhihginin dlgiitii olarak alinir. Olgiilen optik deger hiicrelerin

canlihgiile dogrudan orantilidir [144], [145] [146].

4.4.1 MCF 7 Hiicrelerinin Kiltiriiniin Yapilmasi

invert mikroskopla incelenerek yiizey kaplamasinin tamamen gerceklestigi tespit
edildikten sonra kiiltlir pasaji yapildi. Tek tabakali hicre kiltlirinin Gst kismindaki
besiyeri dokuldu, 1xPBS ile yikandi ve 1 ml tripsin eklenerek 37°C’lik %5 CO, etiivde
bekletildi. Yaklagik 5-10 dakika sonra hicrelerin kalkmasi takip edildi ve flask
icersindeki hiicreler 5 ml besiyeri ile santriflij tliptine aktarilarak 1000 rpm’de 5 dk
santriflij edildi. Stipernatant atilarak dipteki pellet sispanse edildi ve sayimi yapildi.
1x10° hiicre 7,5 ml DMEM-F12 (%10 FCS) icersinde yeni flaska ekilip, 37°C %5 CO,

ettvine kaldirildi.

4.4.2 Hiicrelerin Sayillmasi

Toplam hiicre silispansiyonunun mililitresindeki hiicre sayisini hesaplamak icin,
tzerinde Uclu cizgilerle ayrilmis 16 buyiik kareden olusan yivler bulunan 1 mm?lik alan
ve 0,1 mm derinlige sahip Toma lami kullanildi. Stispansiyonun mililitresindeki toplam

hiicre sayisi asagidaki formiille hesaplandi.
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Toplam Hiicre Sayisi/ml=Sayim Sonucu x 10* x Medyum Miktari (ml)

4.4.3 Influenza A Viriisii M2e Proteini Peptidinin Poliakrilik Asit ile Biyokonjugatinin

Toksik Etkisinin MTT Yontemi ile incelenmesi

Canhligi olgllecek hiicreler her bir kuyucuga 10.000 hiicre olacak sekilde, dliztabanh 96
kuyucuklu kaltur kaplarina ekildi. Ylzey kaplamasi tamamlandiktan veya vyeterli
yogunluga ulastiktan, 24 saat inklibe edildikten sonra ortama Influenza A Virlisi M2
Proteini peptidinin poliakrilik asit ile biyokonjugati 0,05:0,5:1:2:3,5:5 mg/ml
oranlarinda ilave edildi. Biyokonjugatlar ile 48 saat inkiibasyonun ardindan 10 mg/ml
konsantrasyonda hazirlanan MTT sollisyonundan her bir kuyucuga 10 ul eklendi ve
37°C’de 4 saat inkiibe edildi. Formazan kristalleri olusumu invert mikroskopla tek tek
incelendi ve fotograflar ¢ekildi. MTT durdurucu soliisyondan 100 pul eklendi 30 dakika
oda sicakliginda beklenip formazan kristallerinin ¢6ziindigl kontrol edildi. Ayni
islemler polimer besiyeri etkilesimini kontrol etmek amaciyla, hiicre bulunmayan
sadece besiyeri ilave edilmis 96 kuyucuklu plaklarda da yapildi. Son olarak optik
yogunlugu 6lgcmek tzere 96 kuyucuklu plagin kapagi acilarak 570 nm’de dalga boyuna
ayarlanmis ELIZA cihazina yerlestirildi ve cihazin optik 6lcim sonuglari bilgisayar

ortamindan alindi.

4.4.4 Influenza A Viriisii M2e Proteini Peptidinin Poliakrilik Asit ile Biyokonjugatinin

Flow Sitometrik Yontem ile incelenmesi (7-AAD boyama)

7 -Amino-Aktinomisin D (7-AAD) , DNA'nin sitozin ve guanin bazlari arasina giren bir
niikleik asit boyasi olup canh olan hicreleri canli olmayanlardan ayirt edilmesinde
kullanilir.

MCF-7 hiicrelerinin kiltiriinde 6 kuyucuklu kultiir plagi (TPP) kullanildi. Thoma laminda
hicrelerin sayimi yapildiktan sonra 25x104 hiicre olacak sekilde %10 FBS iceren RPMI
1640 medyumlu hiicre slispansiyonundan eklendi. Hiicrelerin adhezyonu icin 24 saat
37°C de %5 CO, igeren etiivde inkiibasyonu saglandi. Hiicrelerin Gzerine konjugatlarin
farkl konsantrasyonlari eklenerek, 37°C de %5 CO, iceren etiivde 48 saat inkiibasyona
birakildi. Hlcrelere 7-AAD ¢alisma solusyonundanda 5 pl ve baglama tamponundanda

100 pl eklenerek 15 dakika oda sicakliginda karanlikta inkiibasyona birakildi. 15 dakika
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inklibasyondan sonra her 6rnege 900 ul daha baglama tamponundan eklendi. Son

olarak tiim 6rnekler 1 saat saat igcinde flow sitometride analiz edildi.

4.4.5 Sonuglar

Sekil 4.66Kontrol grubundaki MCF 7 hiicrelerinin 24 saat inklibasyon sonrasi morfolojik
goruntisu

Sekil 4.671 mg/ml Influenza A Virlisii M2e Proteini peptidinin PAA ile biyokonjugatinin
MCF 7 hiicreleri tGzerindeki sitopatik etkisi
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Sekil 4.685 mg/ml Influenza A Virtisi M2 Proteini peptidinin PAA ile biyokonjugatinin
MCF 7 hiicreleri Gizerindeki sitopatik etkisi

Sekil 4.69Kontrol grubundaki MCF 7 hiicrelerinde formazan kristallerinin olusumu
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Sekil 4.701 mg/ml Influenza A Virlisi M2e Proteini peptidinin PAA ile biyokonjugatina
maruz kalmis MCF 7 hiicrelerinde formazan kristallerinin olusumu

Sekil 4.715 mg/ml Influenza A Virlisi M2e Proteini peptidinin PAA ile biyokonjugatina
maruz kalmis MCF 7 hiicrelerinde formazan kristallerinin olusumu
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4.5 Floresans Enerji Transferi Deneyleri Ve Hesaplamalari

4.5.1 Floresans Enerji Transferi Deneyi

Bu tez ¢alismasinda Influenza A Virisi Hemagglutinin H3N2 91-106 peptid dizisi
biyokonjugasyon mekanizmasinin sayisal degerler ile aydinlatiimasi icin model olarak
secilmistir. Floresans Rezonans Enerji Transferi deneylerinde bu peptid dizisinin
poliakrilik asit ile biyokonjugati kullaniimistir. Bu peptid dizisinin en énemli 6zelligi N-
terminal ucunda Triptofan amino asidinin ve Uglincii amino asit rezidisu olarak Lizin

amino asidinin bulunmasidir.

T

LYS

Trp-Ser-Lys-Ala-Phe-Ser-Asn-Cys-Tyr-Pro-Tyr-Asp-Val-Pro-Asp-Tyr-Ala

DNC
FRET

Sekil 4.72Influenza A Virlisi Hemagglutinin H3N2 91-106 peptidnin amino asit
rezidlleri

Floresans Rezonans Enerji Transferi Yontemi icin sectigimiz boya olan, kararli blue yada
blue-green fluorescent sulfonamid boya bilesimi (retmek icin alifatik ve aromatik
aminlerdeki birincil amino gruplari ile reaksiyona giren, Dansyl Chloride (5-
(dimethylamino)naphthalene-1-sulfonyl chloride)(DNC) kullaniimistir.

Biyokonjugat olusumu cesitli spektroskopik ve kromatografik yontemler ile ispatlanan,
Influenza A Virlisi Hemagglutinin H3N2 91-106 peptid dizisinin poliakrilik asit ile
sentezlenen biyokonjugati liyafilizatér ile  kurutulmustur. Kurutma islemi
tamamlandiktan sonra pH=9,2 borat tamponunda c¢6zlndilrilmustiir. Deneyde
kullanilacak boya olan DNC konsantrasyonu 1 mg/ml olacak sekilde asetonitrilde

¢Ozlndurilmustar.
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Sekil 4.73Dansyl Chloride (5-(dimethylamino)naphthalene-1-sulfonyl chloride)

Floresans spektrometre ile yapilan 6lcimler sayesinde, DNC boya molekiliiniin FRET
deneyleri icin kullanilacak optimum konsantrasyonunun 3ul oldugu bulunmustur.
Ayrica yapilan ¢esitli deneyler sonucunda boya molekiliiniin Lizin amino asitine
baglanmasi icin gerekli inkiibasyon siresinin de 5 dakika oldugu bulunmustur.
Optimizasyon ile ilgili deneyler sonucunda elde edilen bilgiler dogrultusunda yapilan

deneylerden asagidaki spektrumlar elde edilmistir.
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Sekil 4.74Influenza A Virlisii Hemagglutinin H3N2 91-106 peptid dizisine ait
absorpsiyon spektrumu.
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Sekil 4.75Influenza A Virlisi Hemagglutinin H3N2 91-106 peptid dizisine ait emisyon
spektrumu.

120000 —
100000 —
80000 —
60000 —

40000 -

FLORESANS SIDDETI

20000

0 ! I ! I ! I ! I ! I ! |
280 300 320 340 360 380 400
DALGABOYU (nm)

Sekil 4.76DNC ye ait absorpsiyon spektrumu.
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Sekil 4.77DNC ye ait emisyon spektrumu.
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Sekil 4.78(4)Donériin emisyon spektrumu ile (®)akseptoriin absorpsiyon

spektrumlarinin overlap grafigi.
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Sekil 4.79Influenza A Virlisii Hemagglutinin H3N2 91-106 peptid dizisinin DNCile
titrasyon spektrumu.
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Sekil 4.80Influenza A Virlsii Hemagglutinin H3N2 91-106 peptid dizisinin PAA ile
biyokonjugatinin DNC ile titrasyon spektrumu.
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4.5.2 Saf Peptid ve Biyokonjugatlarin Kuantum Verimlerinin Hesaplanmasi

I, . A
Q=Qr(-M(R)
IR Ay 41

bu denklemde I, peptidin veya konjugatin floresans pikinin integralini; I, triptofan
amino asitine ait floresans pikinin integralini; A,, peptidin veya biyokonjugatin
absorbans pikinin integralini; Ag, triptofan amino asitine ait absorbans pikinin
integralini ifade etmektedir. Qg, referansimiz yani bu deneyde triptofan amino asitinin

kuantum verimidir. Literatiirden de kontrol edildigi Gizere 0,14 olarak alinmistir [147].

4.5.2.1 Peptidin Kuantum Veriminin Hesaplanmasi

| peptia , A
Qpeptia = Qrp (-P)(——TRE-)

e Apeptia 4.2
2.426.107 . 1459.107
id — 0,14 ’ ’
Qepi (9,396.107 )(9,998.106 ) 43
Qpeptia = 0,052 4.4

17 tane amino asit rezidlstne sahip, -N terminal ucunda Triptofan amino asidi olan
Influenza A Virlsi Hemagglutinin H3N2 91-106 peptid dizisinin kuantum verimi 0,052

olarak bulunmustur.

4.5.2.2 Biyokonjugatin Kuantum Veriminin Hesaplanmasi

Arp

Ibi j
yokonjugat
Qbiyokonjugat = QTRP ( | )(A )
TRP biyokonjugat 4.5

2112.107 ., 1459.10'
o 014(2 :
Qbiyokonjugat (9,396.107 )(4,59393.107

) 4.6

Qbiyokonjugat =0,01
4.7
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-N terminal ucunda Triptofan amino asiti olan Influenza A Virisi Hemagglutinin H3N2
91-106 peptid dizisinin poliakrilik asit ile EDC varliginda kovalent konjugasyonu sonucu
elde ettigimiz peptid-polimer biyokonjugatinin kuantum verimi ise 0,052 olarak

buuulunmustur.

4.5.3 Floresans Rezonans Enerji Transferi Yontemi ile intermolekiiler Mesafe Hesabi

FRET verimi D-A mesafesine son derece bagimlidir ve Forster kritik yarigapi Rq ile
karakterize edilir. Forster kritik yarigapi, Ro her D-A gifti igin 6zglir bir parametredir. D-A
mesafesi Rg oldugunda, enerji transferi %50’dir. Eger Ro biliniyorsa; D-A ciftleri,
etiketlenmis D ve A arasindaki mesafeyi bulmak icin molekiler bir cetvel olarak

kullanilabilir.

FRET verimliligini belirlemek igin iki temel metod vardir. Birincisi akseptdr varliginda
donoriin floresans siddetindeki azalmayi 6lcmek, ikincisi ise donoriin floresans 6mriini

Olgmektir.

Eger FRET deneyinden kantitatif bilgiler isteniyorsa, Ry degerinin bilinmesi

gerekmektedir. Ro degeri asagidaki sekilde hesaplanabilir:

R, =0.2108(k*dyn "I pa) 4.8

Ro : Forster kritik yarigapi.

K2 : Oryantasyon faktord.
(I)D: Akseptorin yoklugunda, dondriin kuantum verimi.
N : Ortamin kirllma indeksi.

JDA: Akseptorin absorbsiyon spektrumu ile dondriin emisyon spektrumunun

arasindaki Ust Uste gakisan kisminin integraldir. Jpa'nin overlap integrali, akseptorin
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absorbsiyon spektrumu ile dondriin floresans emisyon spektrumu biliniyorsa

hesaplanabilir.

0

Joa =C [Io(MEA (M)A 4.9
0

J pa : Donériin emisyon spektrumu.
EA : Akseptorin absorbsiyon spektrumu.

C: Denklem 4.10 ile tanimlanan normalizasyon faktéridiir.

~

8("max —~

SN )Oojl o (A)dA 4.10

C:

~

8(»max _:Aksept6riin maksimum absorbsiyonunun, molar sogurganlik katsayisi.

K2 degeri, donoér ve akseptoriin gegis momentindeki bagil oryantasyonuna baghdir.
Eger gecis momenti sabit oryantasyonlarsa; K2 , 0’dan (dik gegis momenti) 4’e
(kolineer gecis momenti) degisir. Paralel gecis momentleri icini K2 = 1'dir. A
molekilleri rijit bir ortamda dondr etrafinda rastgele dagildigi zaman, K2 = 0.467'dir.

Eger akseptor dondr etrafinda rotasyonel hareket yapiyorsa K2 =2/3 olur.

Enerji transfer verimi E; yalniz D’nin varhiginda ya da A’nin varliginda D’nin émir

Olglimleri ve floresan yogunlugu ile hesaplanabilir.

E=1—Iﬂ 411

I

Ip ve Ipa : Sirasiyla donoriin akseptor yoklugundaki ve akseptor varligindaki floresans

siddetidir.

T
E=1--PA 4.12
Tp
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Tp ve Tpa : Sirasiyla dondriin, akseptor yoklugundaki floresans omri ve akseptor
varligindaki floresans omriinin yoklugundaki floresan 6mri ve A’nin varligindaki

floresan omrd.

Eger Ry ve E bilinirse, donor ile akseptor arasindaki mesafe, rpa hesaplanabilir.

L kR,

op =(=—
E 4.13

e(A ) Oj] 5 (M)E A (M)AYdA))

o0

Ep M se) [1o ()M °
0

R, =0,2108.|| x*¢n~"*

4.14

Bu calismada peptid ve peptid/polimer biyokonjugatina DNC eklendiginde, akseptor
molekill olan DNC'nin rijit ortamda don6r molekdli olan Triptofan etrafinda rastgele

dagilmistir. Bu durumda oryantasyon faktéri K nin degerinin 0.476’dir.

Peptid ve peptid/polimer biyokonjugati icin hesaplanan kuantum verimleri kullanilarak
Denklem 4.8, 4.9, 4.10, 4.11, 4.12, 4.13, 4.14'den elde edilen sonuclara gore;
peptidimiz icin Ro degerinin 21,576A oldugu ve dondr ve akseptor molekilleri
arasindaki mesafenin ise rpa’nin 12,704 A oldugu bulunmustur. Peptid poliakrilik asit
biyokonjugati icin Ro degerinin 16, 289A oldugu ve donér ve akseptor molekdlleri
arasindaki mesafenin ise rpa=9,591 A oldugu bulunmustur. Bu degerlerden, peptid ile
konjugat arasindaki mesafe farkinin, biyokonjugat olusumunda peptidin
konformasyonunun degismesinden dolay! Triptofan ile Lizin amino asitleri arasindaki

mesafenin yaklasik olarak 3,113 A daha kisaldig ispatlanmustir.
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4.6 Modelleme Sonuglari

Sekil 4.81Influenza A Virtsii Hemagglutinin H3N2 91-106 peptid dizisinin optimizasyon
oncesindeki geometrisinin modellemesi.

Sekil 4.82Influenza A Virlsii Hemagglutinin H3N2 91-106 peptid dizisinin optimizasyon
sonrasindaki geometrisinin modellemesi.
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DNC

Sekil 4.83Influenza A Virlisii Hemagglutinin H3N2 91-106 peptid dizisinin DNC boya
molekili eklendikten sonra optimizasyon sonrasindaki geometrisinin modellemesi.

Sekil 4.84Influenza A Virlisii Hemagglutinin H3N2 91-106 peptid dizisinin DNC boya
molekili eklendikten sonra optimizasyon 6ncesindeki geometrisinin modellemesi.
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Sekil 4.85Influenza A Virlisii Hemagglutinin H3N2 91-106 peptid dizisinin DNC boya
molekilu eklendikten sonra optimizasyon sonrasindaki geometrisinin modellemesi.

AKRILIK ASIT

Sekil 4.86Influenza A Viristi Hemagglutinin H3N2 91-106 peptid dizisinin akrilik asit
monomeri ile konjugatinin DNC boya molekili eklendikten sonra optimizasyon
sonrasindaki geometrisinin modellemesi.
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BOLUM 5

SONUC VE ONERILER

Bu tez galismasinda Influenza A Virlsi’ne ait antijenik 6zellikli dort farklh peptid dizisi;
Influenza A Virlisii M2e Proteini peptid dizisi, Hemagglutinin H3N2 91-108 peptid dizisi,
Hemagglutinin H3N2 91-106 peptid dizisi ve Hemagglutinin HA1 Fragmenti 98-106
peptid dizisi ve dort farkli tasiyici (PAA, VP/AA, Dekstran Aldehit ve BSA) ile calisiimistir.

Bu dizilerden Hemagglutinin H3N2 91-108 peptid dizisi, Hemagglutinin H3N2 91-106
peptid dizisi ve Hemagglutinin HA1 Fragmenti 98-106 peptid dizisi, Hemagglutinin
ylzey glikoproteinine ait olan peptid dizileridir. Son dizi olan M2e Proteini peptid dizisi
ise virlslin ylizey proteinine ait iyon kanal gorevi goren M2 proteininin peptid dizisidir.
Bu dort farkh amino asit dizili peptidlerin her birinin fizikokimyasal yapisi ve virliste

Ustlendigi gorevler de farkhdir.

Bu tez calismasinda birinci asamada sirasi ile Influenza A Virlisi Hemagglutinin H3N2
91-108 ve Hemagglutinin HA1 Fragmenti 98-106 peptid dizilerinin sentezi ve
sonrasinda bu dizilerin saflastirilmasi ve karakterizasyonu yapilmistir.  Ayrica ticari
olarak satin alinan Influenza A Virlisi Hemagglutinin H3N2 91-106 ve M2e Proteini

peptidi dizilerinin karakterizasyonlari yapilmistir.

Tastyici olarak kullanilacak olan Poli(N-Vinil-2-Pirolidon-ko-Akrilikasid) kopolimerinin ve

Dekstran Aldehit’in sentezi literatlirdeki bilgilere dayanarak yapiimistir.
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Bu peptid dizilerinin farkli tasiyicilar ile (Poliakrilik asit (PAA), Poli(N-Vinil-2-Pirolidon-
ko-Akrilikasid) [P(VP-co-AA)] kopolimerleri, Dekstran Aldehit ve Bovin Serum Albumin

ile) biyokonjugatlarinin ve komplekslerinin sentezi ve karakterizasyonu ¢ahsiimistir.

Influenza A Virlisi M2e Proteini peptidinin PAA ile biyokonjugatlarinin
biyouyumlulugunun incelenmesi amaciyla da MTT analizi ve Flow Sitometri yontemi ile

sitotoksik 6zellikleri incelenmistir.

Biyokonjugatlarin ve komplekslerin olusturulmasi farkli yontemlerle; 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)karbodiimid hidroklorid (EDC) varliginda kovalent baglanma ile
biyokonjugatlarin olusturulmasi, dekstran aldehit ile biyokonjugatlarin olusturulmasi ve

Uglincl olarak elektrostatik etkilesim ile kompleks olusumu gergeklestirilmistir.

Birinci yontem olan EDC varligindaki biyokonjugasyon reaksiyonunda, polimer zincirinin
sahip oldugu karboksil (-COOH) gruplari aktive edilir ve olusan aktif O-agilisoiire ara
Grinl peptidin yapisindaki amino (-NH,) gruplari ile baglanmistir. Saflastirma ile
ortamdan reaksiyon yan urlnlerinin uzaklastiriimasi ile peptid polimer biyokonjugatlari
elde edilmistir. Sentezlenen biyokonjugatlarinin yapi islev analizleri spektroskopik ve
kromatografik yontemler ile (HPLC, Floresans Spektrofotometre, UV ve SEC

cihazlarinda) karakterize edilmistir.

ikinci ydntem olan Dekstran Aldehit ile biyokonjugasyon reaksiyonunda, peptidin
amino (-NH;) grubu ile Dekstran Aldehit’in karbonil grublarinin kovalent baglanmasi ile

biyokonjugatlar elde edilmistir.

Ucilincii yontem olan kompleks olusumu ydnteminde ise, elektrostatik etkilesim ile

peptid ve polimer kompleksleri olusturulmustur.

HPLC ve SEC analizi sonucu elde edilen UV kromatogramlarinda; tek basina polimerler
verildiginde her bir polimerin (PAA, [P(VP-co-AA)]sokpa, Dekstran Aldehit) baseline’a

yakin bir elisyon profili sergiledigi gortlmustr.

Biyokonjugatlarin analizinde ise saf peptidin pik vermedigi boélge olan |. Pik bolgesi

olarak ifade ettigimiz yaklasik olarak 10. dakika ile baslayan boélgede peptidin artan
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molar orani ile siddetteleri de artan pikler biyokonjugatlarin sentezlendigini ve artan

oranla birlikte biyokonjugat olusumunun da arttigini géstermektedir .

Bu biyokonjugatlara ait SEC kromatogramlari incelendiginde ise; UV detektorden elde
edilen kromatogramlarin HPLC kromatogramlari ile bire bir 6rtistigl gorilmektedir.
Isik sacilmasi detektoriinden elde edilen kromatogramlarda ise polimer ve peptidin
birbirine baglanmasi sonucu biyokonjugat olusumuyla beraber molekiliin yarigapinin

arttigini yani molekil boyutunun da giderek blyudigi gozlenmektedir.

Biyokonjugatlarin Floresans Spektroskopisi ile analizlerinde ise serbest peptid
molekilinin maksimum floresans siddetini gosterdigi dalga boyu olan Anaksimum
degerlerinin biyokonjugatlarin Ayaksimum degerlerinden daha biyik oldugu goézlendi.
Biyokonjugasyon reaksiyonu ile beraber peptid dizisinde Triptofan amino asidi bulunan
peptidlerde maksimum floresans siddetinin 5 ila 22 nm’ye kadar blue shift yaptig
gozlenmistir. Triptofanin spektral 6zelliginden ve ¢oziici ile olan etkilesimlerinden
dolayi, ¢6ziici molekillerinden izole oldugunda yani polimer zinciri tarafindan peptid
dizisi sarildiginda biyokonjugatlara ait floresans spektrumlarinin blue shift yaptigi
gozlenmistir. Yapisinda sadece Tirozin amino asidi olan peptid dizisinin
biyokonjugatlarinda ise, Tirozinin spektral 6zelliklerinden dolaylr herhangibir kayma
gozlenmezken, serbest peptid molekiliniin maksimum floresans siddetinin ayni
miktarda peptid iceren biyokonjugatin maksimum floresans siddetinden daha biylk

oldugu gozlendi.

Komplekslerin analizinde ise saf peptidin pik vermedigi bolge olan I. Pik bolgesi olarak
ifade ettigimiz yaklasik olarak 10. dakika ile baslayan bolgede yaklasik olarak tim
oranlarda ayni siddette, peptidin artan molar oranindan bagimsiz pikler gozlenmistir. Il.
Pik bolgesi olarak ifade ettigimiz, serbest baglanmamis peptidi gézlemledigimiz pik
bolgesinde ise artan peptid oraniyla birlikte piklerin siddetlerinin arttigini gérdiik. Bu
durum bize peptid ile polimer zinciri arasinda elektrostatik etkilesim ile meydana gelen

kompleks olusumunun peptid miktarindan bagimsiz oldugunu géstermektedir.

Komplekslerin  Floresans Spektroskopisi ile analizlerinde ise serbest peptid
molekilinin maksimum floresans siddetini gosterdigi dalga boyu olan Anaksimum

degerlerinin komplekslerin Amaksimum degerlerinden daha biyik oldugu gozlendi.
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Kompleks olusumu ile beraber peptid dizisinde Triptofan amino asidi bulunan
peptidlerde maksimum floresans siddetinin ¢ok kiglk degerlerde blue shift yaptig
gozlenmistir. Triptofanin amino asidi kompleks olusumunda ¢o6ziicii molekillerinden
yeterince izole olamadigindan yani polimer zinciri ile peptid dizisi elektrostatik
etkilesim ile bir arada oldugundan, komplekslere ait floresans spektrumlari kiiclik
degerlerde blue shift yaptigi gézlenmistir. Yapisinda sadece Tirozin amino asidi olan
peptid dizisinin komplekslerinde ise, sadece serbest peptid molekilinin maksimum

floresans siddeti kompleksin maksimum floresans siddetinden daha buyuktar.

Bu tez galismasinin tartisma kisminda ilk olarak gruplar halinde her bir konjugasyon
yonteminin analiz sonuglari, sonra Hiicre Kiltiir deneylerine ait analiz sonuglari,
Floresans Rezonans Enerji Transferi deneylerine ait sonuglar ve mesafe hesabiyla ilgili

sonuglar ve en son olarak da modelleme sonuglari detayl olarak tartisilacaktir.

5.1 EDC (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid) ile Konjugasyon Yontemine

Ait Tartismalar

5.1.1 Influenza A Viriisii M2e Proteininin Biyokonjugatlari

5.1.1.1Influenza A Viriisii M2e Proteini Peptidinin Poliakrilik Asit ile

Biyokonjugasyonuna Ait Tartisma

Peptid dizisinin PAA asit ile EDC yontemi ile biyokonjugasyonu icin en verimli
konjugasyon kosullarini belirleyebilmek igin konjugasyon mekanizmasi tg¢ farkl kosulda
olusturulmus ve elde edilen biyokonjugatlarin karakterizasyonu cesitli spektroskopik ve

kromatografik yontemlerle incelenmistir.

HPLC kromatogramlarindan, biyokonjugasyon olusumunu goézlemledigimiz 10 ila 19.
dakikalar arasinda olusan piklerden en vyiiksek siddete sahip olan C reaksiyon
kosullarina aittir (Sekil 4.21). Floresans spektrumlarina goére kiyaslandiginda
biyokonjugat olusumunda en fazla dalga boyu kaymasi C reaksiyon kosullarinda oldugu
gozlenmektedir (Sekil 4.22 ve Sekil 4.23). SEC cihazinin UV dedektoriinden elde edilen
kromatogramlardan da 10. ile 19. dakikalar arasinda gozlenen ve biyokonjugasyon

olusumunu bize ifade eden pik alani en biiyik C reaksiyon kosullarina gore sentezlenen
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biyokonjugatta gorilmustir (Sekil 4.24a). Ayni sekilde 1sik sacilmasi dedektériinden
elde edilen kromatogramlara bakildiginda ise en biylk pik alaninin C reaksiyon
kosullarinda sentezlenen biyokonjugata ait oldugu gorilmektedir (Sekil 4.24b).
Influenza A Virlsi M2e Proteini peptidinin PAA ile EDC yontemiyle biyokonjugasyonu

icin verimli reaksiyon kosulunun C kosullari oldugunu soyleyebiliriz.

Bu dogrultuda bu peptid dizisi icin PAA polimeri ile biyokonjugatlari,
Npeptid/Npolimer= ~ 1:3:5:7:9:11  oranlarinda, her bir biyokonjugat igin sabit
konsantrasyondaki PAA c¢ozeltisi Uzerine degisen konsantrasyonlardaki peptid
¢Ozeltisinden eklenerek en verimli reaksiyon kosulu olan C kosullarina goére

sentezlenmistir.

HPLC kromatogramlardan biyokonjugat olusumunu gozlemledigimiz I. Pik bélgesinde,
artan peptid konsantrasyonu ile polimerle kovalent olarak baglanmis peptid miktari da
artmaktadir. 1l. Pik bolgesindeki baglanmamis serbest peptidi ifade eden pikler ise
gortilmemektedir. Bu bize biyokonjugat olusumunun gerceklestigini ve ortamda
polimer zincirine baglanmamis peptid molekilinin bulunmadigini ifade etmektedir

(Sekil 4.25).

Sekil 5.1'den gorildiglu Uzere, peptid polimer biyokonjugatlarina ait HPLC
kromatogramlarinin  pik alanlari  kiyaslandiginda, biyokonjugatlardaki peptid
konsantrasyonu arttikca biyokonjugatlara ait piklerin alanlari orana bagh olarak
artmistir ve serbest yani polimer zincirine baglanmamis peptidlere ait alanlar ise

neredeyse gorilmemektedir.
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Sekil 5.1Farklh mol oranlarinda sentezlenen Influenza A Virlisi M2e Proteini peptidinin
PAA ile biyokonjugasyonunda (¢) biyokonjugat ve () baglanmamis peptidlere ait pik
alani grafigi.

SEC cihazinin UV dedektoriinden elde edilen kromatogramlarda ise, |.Pik bolgesinde
(10 ve 17. dakikalar arasinda) biyokonjugatdaki peptid konsantrasyonunun artmasi ile
degisen mol oranlarinda belirgin bir sekilde piklerin siddetlerinin arttig1 gérilmektedir.
Biyokonjugatlardaki peptid konsantrasyonu arttiginda, polimer ile baglanan peptid
molekillerinin miktari artmaktadir (Sekil 4.26a). Serbest yani polimer zinciri ile
etkilesime girmemis, baglanmamis peptidi ifade eden Il. Pik bolgesinde ise degisim

gozlenmemistir (Sekil 4.26a).

SEC cihazinin 151k sagilmasi dedektoriinden elde edilen kromatogramlarda ise,
sentezlenen farkli mol oranlarindaki biyokonjugatlarin peptid ve polimere ait 1sik
sacllmasi pikleri ile kiyaslamasi vyapildiginda olusan biyokonjugatlarin molekdil
boyutlarinin peptid ve polimer ile kiyaslandiginda c¢ok daha bilyik oldugu
gorilmektedir (Sekil 4.26b).

Influenza A Virlisi M2e Proteini peptidinin PAA ile biyokonjugatlarina ait floresans
spektrumlarinda ise, serbest peptide ait floresans spektrumu 353 nm’de gozlenmekte
iken etkilesim sonucunda biyokonjugatlara ait piklerin maksimum floresans siddetleri
yaklasik olarak 347 nm civarinda izlenmektedir. Yaklasik olarak 6 nm’lik dalga boyu
kaymasi ve floresans siddetlerindeki dramatik azalis net bir sekilde gorilmektedir. Sekil
4.27’deki 5. pik n=7 oranindaki biyokonjugati ve 8. pik ise n=7 oraninda serbest peptidi
ifade etmektedir. Sekilden gorildigi Gzere, ayni miktarda peptid icermesine ragmen
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kovalent konjugasyon ile olusan biyokonjugata ait spektrumda, peptidin polimer zinciri
tarafindan siki bir sekilde sarilmis olmasindan dolayi spektral dalga boyunda 6 nm’lik
kayma ve floresans siddetinde ¢ok ciddi bir azalma seklinde farkliliklar gézlenmistir

(Sekil 4.27).

5.1.1.2 Influenza A Viriisi M2e Proteini Peptidinin Bovine Serum Albumin ile

Biyokonjugasyonuna Ait Tartisma

Influenza A Virlsii M2e Proteini peptidinin BSA ile olan konjugasyonu da PAA ile
konjugasyonunda oldugu gibi C reaksiyon kosullarina goére yapilmistir.
Npeptid/Nesa= 1:3:5:7:9:11 oranlarinda elde edilen biyokonjugatlarin karakterizasyonu

cesitli spektroskopik ve kromatografik yontemlerle incelenmistir.

Influenza A Virisi M2 Proteini peptidinin BSA ile biyokonjugatlarinin HPLC
kromatogramlarinda, I. Pik bolgesi olarak ifade ettigimiz ve 16. ve 20. dakikalar
arasindaki alikonma zamaninda peptid/BSA biyokonjugatlari gorilmektedir. Peptid
konsantrasyonunun artmasi ile olusan biyokonjugat miktarinin da arttigi piklerin
siddetlerinden anlasilmaktadir. Il. Pik boélgesi olarak ifade ettigimiz, 22. ile 28. dakikalar
arasindaki allkonma zamaninda gorilen, BSA proteinine baglanmamis peptid
molekdillerini ifade eden pikler goriilmemektedir. HPLC kromatogramlarindan elde
edilen veriler dogrultusunda peptid ile BSA'nin kuvvetli bir sekilde baglandigini ifade

edebiliriz (Sekil 4.28).

Peptid konsantrasyonunun artmasi ile ortamda olusan biyokonjugat miktarinin da

arttigi pik alani grafiginde acik olarak gorilmektedir (Sekil 5.2).
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Sekil 5.2Farkh mol oranlarinda sentezlenen Influenza A Virlisii M2e Proteini peptidinin
BSA ile (l)biyokonjugatlarinin HPLC cihazindan elde edilen kromatogramlarinin pik
alanlari.

Influenza A Virlsi M2e Proteini peptidi dizisi li¢ tane Triptofan rezidlisl icermektedir.
BSA proteini de iki tane Triptofan rezidilisline sahiptir. Influenza A Virlisii M2e Proteini
peptidi/BSA biyokonjugati spektroflorimetrik olarak incelendiginde, her iki biselenin de
yapisindaki floresans 6zellikli amino asitlerden dolayi farkli spektral 6zellikler gosterdigi
bilinmektedir. Serbest peptide ait floresans spektrumunun maksimum dalgaboyu 353
nm’de ve BSA’ya ait floresans spektrumunun maksimum dalgaboyu 335 nm’de
gozlenmekte iken konjugasyon sonucunda biyokonjugatlara ait piklerin maksimum
floresans siddetleri mol oranina bagli olarak yaklasik olarak 331 nm ile 338 nm arasinda
izlenmektedir. Saf peptide gore peptid/BSA biyokonjugatlarinin farkli mol oranlarinda
22 ila 15 nm’lik dalga boyu kaymasi gézlenmektedir. Peptid konsantrasyonunun en az
oldugu, en kicik mol orani olan 1 oraninda bu rakam 22 nm iken, peptid
konsantrasyonunun en fazla oldugu mol orani olan 11 oraninda ise bu 15 nm’lik dalga
boyu kaymasina denk gelmektedir. Sekil 4.29 ve Sekil 4.30’daki mor renk ile gésterilen
spektrum n=5 oranindaki serbest peptidi, kirmizi ile gosterilen spektrum ise n= 5
oranindaki biyokonjugati ifade etmektedir. Sekilden goérildigu Gzere ayni miktarda

serbest peptid icermesine ragmen, EDC yontemi ile C reaksiyon kosullarina gore
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yapilan, kovalent konjugasyon ile olusan biyokonjugatta serbest peptide kiyasla, 17
nm’lik spektral kayma ve floresans siddetinde azalma seklinde farkhliklar gbzlenmistir.
Biyokonjugat olusumu floresans spektroskopisi ile de spektral olarak ispatlanmaktadir

(Sekil 4.29 ve Sekil 4.30).

Biyokonjugatlarin SEC cihazi ile analizinde, UV dedektériinden elde edilen
kromatogramlardan goéruldtgi lzere, I. Pik boglesinde (15 ve 18. dakikalar arasinda)
konjugatdaki peptid konsantrasyonunun artmasi ile, belirgin bir sekilde arttig
gorilmektedir. Biyokonjugatlardaki peptid konsantrasyonu arttiginda, BSA ile baglanan
peptid molekillerinin miktari artmaktadir. Serbest yani BSA ile baglanmamis peptidi
ifade eden Il. Pik bolgesinde ise hicbir mol oraninda pik gézlenmemektedir. Sonug
olarak, HPLC kromatogramlarindan ve Floresans spektrumlarindan ispat edildigi Gizere
SEC cihazindan elde edilen kromatogramlardan da her bir mol orani igin kovalent
konjugasyonda reaksiyona giren tim peptid molekilleri BSA molekiilleri ile tamamen
baglanmistir  (Sekil 4.31a). Istkk sacilmasi  dedektoriinden elde edilen
kromatogramlardan ise, peptid/BSA biyokonjugatlarinin peptid ve BSA molekillerine
ait olan kromatogramlar ile kiyaslamasi yapildiginda; olusan biyokonjugatlarin molekiil
boyutlarindaki artis mol oranina bagli oldugu gozlenmektedir. Her bir artan mol
oraninda artan peptid konsantrasyonu nedeniyle, BSA ile baglanan peptid molekiilleri

sayesinde olusan biyokonjugatin yaricapi biytimektedir (Sekil 4.31b).

5.1.1.3 Influenza A Viriisii M2e Proteini Peptidinin N-Vinil-2-pirolidon akrilik asit
kopolimeri P(VP-co-AA) (M,,=250000 Da) ile Biyokonjugasyonu

Molekul agirligi 250.000 Da olarak sentezlenen VP/AA kopolimeri antijenik peptidimiz
ile biyokonjugasyonda daha 6nce PAA ile yapilan ve en verimli reaksiyon kosulu olarak
belirledigimiz C reaksiyon kosullari kullanilmistir. Elde edilen biyokonjugatlarin

karakterizasyonu cesitli spektroskopik ve kromatografik yontemlerle incelendi.

Farkli mol oranlarinda sentezlenen Influenza A Virlisi M2e Proteini peptidinin VP/AA
kopolimeri ile olan biyokonjugatlarinin UV spektrometre ile incelenmesinde, absorbans
degerlerinin mol orani arttikca arttigi gézlenmistir. Biyokonjugatlara eklenen peptid
miktari (mg/ml) artikga VP/AA (250.000 Da) kopolimerine baglanan peptid miktarinin
da arttig1 anlasiimaktadir (Sekil 4.32).
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Influenza A Virisi M2e Proteini peptidinin VP/AA kopolimeri ile sentezledigimiz
biyokonjugatlarinin HPLC kromatogramlari incelendiginde, I. Pik bolgesinde olusan
biyokonjugatlar ve Il. Pik bélgesinde ise polimer zincirine baglanmamis yani reaksiyona
girmemis serbest peptid gortlmektedir (Sekil 4.33). Elde edilen kromatogramlarin pik
alanlarindan da anlasilacag! lizere, biyokonjugatlarin mol orani arttikca konjugat
olusumu da ayni oranda artmakta ve |. Pik bolgesindeki piklerin alanlari bliyimektedir.
Buna karsilik polimer zinrcirine baglanmamis serbest peptid miktarini ifade eden Il. Pik
bolgesindeki piklerin alanlarinin ise degismedigi ve biyokonjugatlarin pik alanlari ile

kiyaslandiginda yok denecek kiigciik oldugu gorilmektedir (Sekil 5.3).
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Sekil 5.3Farkh mol oranlarinda sentezlenen Influenza A Virlisii M2e Proteini peptidinin
VP/AA (Mw=250.000 Da) kopolimeri ile (#)biyokonjugatlarinin ve her bir biyokonjugat
oranindaki polimer ile baglanmamis (#) serbest peptidlerin pik alanlarinin kiyaslamah
grafigi.
Influenza A Virtisii M2e Proteini peptidinin VP/AA kopolimeri ile biyokonjugatlarina ait
floresans spektrumlarinda ise, serbest peptide ait floresans spektrumu 353 nm’de
gozlenmekte iken konjugasyon sonucunda biyokonjugatlara ait piklerin maksimum
floresans siddetleri yaklasik olarak 348 nm civarinda izlenmektedir. 5 nm’lik dalga boyu

kaymasi net bir sekilde gorilmektedir. Sekil 4.34’daki 4. pik n=5 oranindaki

biyokonjugati ve 6. pik ise n=5 oraninda serbest peptidi ifade etmektedir. Sekilden
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goriuldugl tzere ayni miktarda peptid icermesine ragmen kovalent konjugasyon ile
olusan biyokonjugat, VP/AA kopolimeri tarafindan siki bir sekilde sarilmistir ve ¢6ziici
ortaminda uzaklastigi icin spektral olarak dalga boyunda 5 nm’lik kayma ve floresans
siddetinde azalma gibi degisiklikler godstermistir. Biyokonjugattaki floresans
siddetindeki azalmanin (=Aln2=75.000 sayim/sn. ve =l,,,=125.000 sayim/sn.) ise
kompleksle (=Alna=50.000 sayim/sn. ve =l,,=150.000) kiyaslandiginda ¢ok daha fazla
oldugu gorulmektedir (Sekil 4.34).

Sentezlenen biyokonjugatlara ait SEC cihazi ile incelenmesinde ise, UV dedektoriinden
elde edilen kromatogramlarda, |. Pik bdlgesinde (9.5 ve 14. dakikalar arasinda)
biyokonjugatdaki peptid konsantrasyonunun artmasiyla belirgin bir sekilde arttig
gorulmektedir. Biyokonjugatlardaki peptid konsantrasyonu arttiginda, VP/AA
kopolimeri ile baglanan peptid molekillerinin miktari artmaktadir. Serbest yani VP/AA
kopolimeri ile etkilesime girmemis, polimer zincirine baglanmamis peptidi ifade eden
IIl. Pik bolgesinde ise higcbir mol oraninda pik gézlenmemektedir (Sekil Sekil 4.35a). Isik
sac¢llmasi dedektériinden elde edilen kromatogramlardan ise, olusan biyokonjugatlarin
molekil boyutlarindaki artisin mol oranina bagl olarak arttig1 gézlenmektedir (Sekil

Sekil 4.35b).

Sonu¢ olarak, UV spektrumlarindan, HPLC kromatogramlarindan ve Floresans
spektrumlarindan ispat edildigi (izere SEC cihazindan elde edilen kromatogramlardan
da her bir mol orani icin karbodiimid varliginda kovalent konjugasyonda peptid

molekillerinin VP/AA kopolimeri ile kuvvetli bir sekilde baglandig ispatlanmistir.

5.1.2 Influenza A \Virisi Hemagglutinin H3N2 91-106 Peptid Dizisinin

Biyokonjugasyonu

5.1.2.1Influenza A Viriisi Hemagglutinin H3N2 91-106 Dizisinin PAA le

Biyokonjugasyonuna Ait Tartisma

Influenza A Virlsli Hemagglutinin H3N2 91-106_Peptid dizisinin PAA asit ile EDC
yontemi ile biyokonjugasyonu igcin en verimli konjugasyon kosullarini belirleyebilmek

icin konjugasyon mekanizmasi dort farkli kosulda olusturulmus ve elde edilen
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biyokonjugatlarin karakterizasyonu cesitli spektroskopik ve kromatografik yontemlerle

incelenerek en verimli reaksiyon kosullari arastiriimistir.

Influenza A VirGsi Hemagglutinin H3N2 91-106_ Peptid dizisinin PAA asit ile
biyokonjugatlarinin HPLC kromatogramlari incelendiginde I. Pik bolgesi olarak ifade
ettigimiz biyokonjugat olusumunu goézlemledigimiz 10 ila 18. dakikalar arasinda olusan
piklerden en yiksek siddete sahip olan C reaksiyon kosullarina aittir (Sekil 4.36).
kromatogramlardaki piklerin alanlari incelendiginde ise en blylik pik alaninin C

reaksiyon kosullarina ait oldugu goriilmektedir.

Floresans spektrumlarina gore kiyaslandiginda biyokonjugat olusumunda en fazla dalga
boyu kaymasinin ve en disik floresans siddetinin C kosullarinda oldugu

gozlenmektedir (Sekil 4.37).

SEC cihazinin UV dedektoriinden elde edilen kromatogramlardan da 9,5 ile 16.
dakikalar arasinda gozlenen ve biyokonjugasyon olusumunu bize ifade eden pik
siddetinin en bilylik C reaksiyon kosullarina gore sentezlenen biyokonjugata ait
goralmastir (Sekil 4.38a). Ayni sekilde 1sik sacilmasi dedektorinden elde edilen
kromatogramlara bakildiginda ise en biylk pik alaninin C reaksiyon kosullarinda
sentezlenen biyokonjugata ait oldugu gorilmektedir (Sekil 4.38b). Influenza A Virlsi
Hemagglutinin H3N2 91-106 peptid dizisinin PAA ile EDC yontemiyle biyokonjugasyonu

icin verimli reaksiyon kosulunun C kosullari oldugunu tespit edilmistir.

Bu dogrultuda bu peptid dizisi icin PAA polimeri ile biyokonjugatlari,
Npeptid/Npolimer=  1:3:5:7:9:11  oranlarinda, her bir biyokonjugat igin sabit
konsantrasyondaki PAA c¢ozeltisi Uzerine degisen konsantrasyonlardaki peptid
¢Ozeltisinden eklenerek en verimli reaksiyon kosulu olan C kosullarina gore
sentezlenmistir. Cesitli spektroskopik ve kromatografik yontemler ile analizleri

yaptimistir.

Farkli mol oranlarinda sentezlenen biyokonjugatlarin UV spektrumlarindan elde edilen
absorbans degerleri konsantrasyonlari ile kiyaslandiginda, peptid konsantrasyonu
arttikca, biyokonjugatlara ait absorbans degerlerinin de arttigi gozlenmistir (Sekil

4.39).
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Biyokonjugatlarin HPLC analizlerinden elde edilen kromatogramlar incelendiginde, I.
Pik bolgesinde artan peptid konsantrasyonu ile polimer ile kovalent olarak baglanmis
peptid miktari da artmaktadir. Il. Pik bolgesindeki baglanmamis serbest peptidi ifade
eden pikler ise gorilmemektedir. Bu bize kovalent konjugasyon sonucunda hig
baglanmamis peptid bulunmadigini ifade etmektedir (Sekil 4.40). Kromatogramlarin pik
alanlari incelendiginde ise, artan peptid konsantrasyonu ile polimer zinciri ile etkilesim
sonucunda biyokonjugatlarin pik alanlarindaki artis ¢ok net gdzlenmektedir. Serbest
yani polimer zincirine baglanmamis peptid molekillerini ifade eden piklerin alanlarinin

degeri ise sifir olarak kalmistir (Sekil 5.4).
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Sekil 5.4Farkli mol oranlarinda sentezlenen Influenza A Viriisii Hemagglutinin H3N2 91-
106 peptid dizisinin PAA ile olan HPLC kromatogramlarina ait pik alanlari grafigi:
(™ )biyokonjugatlara ait pik alani degisimi, (®) serbest peptid molekiillerine ait pik
alani degisimi.
Biyokonjugatlarin SEC cihazi ile analizinden UV dedektorinden elde edilen
kromatogramlar incelendiginde ise, |. Pik bolgesini ifade eden 9,5 ve 16. dakikalar
arasindaki piklerin siddetleri, biyokonjugatdaki peptid konsantrasyonunun artmasi ile
belirgin bir sekilde arttigi goriilmektedir. Biyokonjugatlardaki peptid konsantrasyonu
arttiginda, polielektrolit ile baglanan peptid molekiillerinin miktari artmaktadir. Serbest

yani polimer zinciri ile reaksiyona girmemis peptidi ifade eden Il. Pik bolgesinde, 20 ile

23. dakikalar arasinda ise serbest peptide ait herhangibir pik gézlenmemektedir (Sekil
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4.41a). Isik sagilmasi dedektériinden elde edilen kromatogramlarda ise, olusan
biyokonjugatlarin molekil boyutlarinin polielektrolit molekilleriyle kiyaslandiginda ¢ok
daha blyik oldugu ve biyokonjugattaki peptid konsantrasyonu arttikca molekdl

boyutunun orantili bir sekilde buyltdigu gorilmektedir (Sekil 4.41b).

Biyokonjugatlara ait floresans spektrumlari incelendiginde ise serbest peptide ait
floresans spektrumu 350 nm’de goézlenmekte iken etkilesim sonucunda
biyokonjugatlara ait piklerin maksimum floresans siddetleri yaklasik olarak 341 nm
civarinda izlenmektedir. Yaklasik olarak 9 nm’lik dalga boyu kaymasi ve floresans
siddetlerindeki azalma net bir sekilde gorilmektedir. Sekil 4.42'deki 4. pik n=7
oranindaki biyokonjugati ve 7. pik ise n=7 oraninda serbest peptidi ifade etmektedir.
Sekilden gorildaglu Uzere, ayni miktarda peptid icermesine ragmen kovalent
konjugasyon ile olusan biyokonjugata ait spektrumda, peptidin polimer zinciri
tarafindan siki bir sekilde sarilmis olmasindan dolayi spektral dalga boyunda 9 nm’lik

kayma ve floresans siddetinde azalma seklinde farkliliklar gézlenmistir (Sekil 4.42).

Kullandigimiz spektroskopik ve kromatografik yontemlerin her biri ile biyokonjugat

olusumu ispat edilmistir.

5.1.3 Influenza A Viriisi Hemagglutinin HA1 Fragmenti 98-106 Peptid Dizisinin

Biyokonjugasyonu

5.1.3.1 Influenza A Viriisii Hemagglutinin HA1 Fragmenti 98-106 Peptid Dizisinin PAA

ile Biyokonjugatlarina Ait Tartisma

Influenza A Virlisii Hemagglutinin HA1 Fragmenti 98-106 peptid dizisinin PAA asit ile
EDC vyontemi ile biyokonjugasyonu icin en verimli konjugasyon kosullarini
belirleyebilmek icin konjugasyon mekanizmasi dort farkli kosulda olusturulmus ve elde
edilen biyokonjugatlarin karakterizasyonu cesitli spektroskopik ve kromatografik

yontemlerle incelenerek, en verimli reaksiyon kosullari belirlenmistir.

Farkli reaksiyon kosullarinda sentezlenen Influenza A Virlisi Hemagglutinin HA1
Fragmenti 98-106 peptid dizisinin PAA asit ile biyokonjugatlarinin HPLC
kromatogramlarindan, biyokonjugasyon olusumunu goézlemledigimiz 10 ila 14.

dakikalar arasinda olusan piklerden en ylksek siddete sahip olan C reaksiyon
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kosullarina aittir  (Sekil 4.43b). Farkh aktivasyon yodntemlerine ait HPLC
kromatogramlarindan elde edilen bilgiler dogrultusunda cizilen pik alani grafiginden de
anlasildigi tzere, |. Pik bolgesindeki en biiyik pik alaninin C reaksiyon kosullarinda elde
edildigi gorulmektedir. Bu nedenle peptid/PAA biyokonjugatlari icin en verimli

reaksiyon kosullarinin C reaksiyon kosullari oldugu anlasiimistir (Sekil 5.5).
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Sekil 5.5Farkli ydntemlere gore sentezlenen Influenza A Virlsi Hemagglutinin HA1
Fragmenti 98-106 peptid dizisinin PAA ile olan konjugatlarina ait HPLC
kromatogramlarindaki 10-14. dakikalar arasindaki pik alanlari.

Influenza A Virlsti Hemagglutinin HA1 Fragmenti 98-106 peptid dizisinin PAA ile olan
konjugatlarinin floresans spektrumlari serbest peptid ile kiyaslandiginda en disik
floresans siddetine sahip olan konjugatin C reaksiyon kosullarina gore sentezlenen
biyokonjugat oldugu gorilmektedir. Peptidin polimer ile kovalent konjugasyonu
sonucunda, peptid dizisinde bulunan floresans 0Ozelli§e sahip amino asit rezidileri
polimer zinciri tarafindan en fazla C reaksiyon kosullarinda sarilmistir ve ¢ozici

molekilleri ile etkilesimleri azalmistir (Sekil 4.44).

SEC cihazinin UV dedektoriinden elde edilen kromatogramlardan da 9 ile 12. dakikalar
arasinda gozlenen ve biyokonjugasyon olusumunu bize ifade eden pik siddetinin en
blyik C reaksiyon kosullarina gore sentezlenen biyokonjugata ait goralmustir (Sekil
4.453). Ayni sekilde 1sik sacilmasi dedektoriinden elde edilen kromatogramlara
bakildiginda ise en blylik pik alaninin C reaksiyon kosullarinda sentezlenen

biyokonjugata ait oldugu gorilmektedir (Sekil 4.45b).
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Influenza A Virlisi Hemagglutinin HA1 Fragmenti 98-106 peptid dizisinin PAA ile EDC
yontemiyle biyokonjugasyonu icin verimli reaksiyon kosulunun C kosullari oldugunu
tespit edilmistir. Bu dogrultuda bu peptid dizisi icin PAA polimeri ile biyokonjugatlari,
Npeptid/ Npolimer= 1:3:5:7:9 oranlarinda, her bir biyokonjugat igin sabit konsantrasyondaki
PAA cozeltisi Uzerine degisen konsantrasyonlardaki peptid ¢ozeltisinden eklenerek en
verimli reaksiyon kosulu olan C kosullarina gére sentezlenmistir. Cesitli spektroskopik

ve kromatografik yontemler ile analizleri yapiimistir.

Farkh mol oranlarinda hazirlanan Influenza A Virlisii Hemagglutinin HA1 Fragmenti 98-
106 peptid dizisinin PAA ile biyokonjugatlarina ait HPLC kromatogramlari
incelendiginde, biyokonjugat olusumunu gézlemledigimiz I. Pik bélgesinde artan peptid
konsantrasyonu ile peptid/polimer biyokonjugatlarina ait pik siddetlerinin de arttigi,
polimer zinciri ile baglanmamis peptid molekiillerini ifade eden Il. Pik bolgesinde ise hig

pik gozlenmedigi gorilmektedir (Sekil 4.46).

Biyokonjugat olusumunu Floresans spektroskopisi ile inceledigimizde, diger peptid
dizilerinin analizinde karsilasmadigimiz farkh bir durum s6z konusu olmustur. Bu peptid
dizisinde floresans 6zellik gbsteren sadece Tirozin amino asidi mevcuttur ve bu amino
asidin spektral O6zelliklerinden dolayr biyokonjugat olusumunda spektral kayma
gozlenmemistir. Biyokonjugat olusumu her mol oranindaki biyokonjugatin sadece
maksimum floresans siddetlerindeki degisimler ile gézlenmistir. Sekil 4.47’deki 5 nolu
spektrum n=7 oranindaki biyokonjugati, 7 nolu spektrum ise n=7 oranindaki saf peptidi
ifade etmektedir. Ayni konsantrasyonda peptid icermelerine ragmen iki spektrum
arasindaki floresans siddeti farki bize biyokonjugat olusumunu c¢ok net ifade

etmektedir (Sekil 4.47).

Biyokonjugatlara ait SEC cihazinin UV dedektériinden elde edilen kromatogramlarda,
biyokonjugat olusumunu ifade eden 10,5 ve 13. dakikalar arasindaki I. Pik bolgesinde,
biyokonjugatlarin mol orani arttikca icerisinde bulunan peptid konsantrasyonu da
artmakta ve polimer zinciri ile baglanan peptid molekillerinin miktari arttig1 icin
piklerin siddetleri de artmaktadir. Polimer zinciri ile baglanmamis peptid molekillerini

ifade eden II. Pik bolgesinde ise neredeyse herhangibir pik gézlenmemektedir (Sekil
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4.48a). Isik sacilmasi dedektoriinden ise mol orani arttikca olusan biyokonjugatlarin

yarigaplarinin buyididgu anlasiimaktadir (Sekil 4.48b).

5.1.4 Influenza A Virisii Hemagglutinin H3N2 91-108 Peptid Dizisinin

Biyokonjugasyonu

5.1.4.1 Influenza A Viriisii Hemagglutinin H3N2 91-108 Peptid Dizisinin PAA ile

Biyokonjugatlarina Ait Tartisma

Influenza A VirGisii Hemagglutinin H3N2 91-108 Peptid dizisinin PAA asit ile
belirlenen C reaksiyon  kosullarinda  gergeklestirilmistir.  Peptid  polimer
biyokonjugatlari, Npeptia/Npolimer= 1:3:5:7:9:11 oranlarinda, her bir biyokonjugat igin sabit
konsantrasyondaki PAA c¢ozeltisi Uzerine degisen konsantrasyonlardaki peptid
¢Ozeltisinden eklenerek en verimli reaksiyon kosulu olan C kosullarina gore
sentezlenmistir. Cesitli spektroskopik ve kromatografik yontemler ile analizleri

yapilmistir.

Farkli mol oranlarinda hazirlanan Influenza A Virlisi Hemagglutinin H3N2 91-108
peptid dizisinin PAA ile biyokonjugatlarina ait HPLC kromatogramlari incelendiginde,
biyokonjugat olusumunu gozlemledigimiz |. Pik bodlgesinde artan peptid
konsantrasyonu ile peptid/polimer biyokonjugatlarina ait pik siddetlerinin de arttigi,
polimer zinciri ile baglanmamis peptid molekiillerini ifade eden Il. Pik bolgesinde ise hig
pik gozlenmedigi gortlmektedir (Sekil 4.49). Kromatogramlarin pik alanlari
incelendiginde ise, artan peptid konsantrasyonu ile polimer zinciri ile etkilesim

sonucunda biyokonjugatlarin pik alanlarindaki artis cok net gézlenmektedir (Sekil 5.6).
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Sekil 5.6Farkli mol oranlarinda sentezlenen Influenza A Virtisi Hemagglutinin H3N2 91-
108 peptid dizisinin PAA ile olan biyokonjugatlarinin HPLC kromatogramlarina ait pik
alanlari grafigi: (M )biyokonjugatlara ait pik alani degisimi.

Biyokonjugat olusumunu Floresans spektroskopisi ile inceledigimizde, biyokonjugatlara
ait floresans spektrumlari incelendiginde ise serbest peptide ait floresans spektrumu
348 nm’de gozlenmekte iken etkilesim sonucunda biyokonjugatlara ait piklerin
maksimum floresans siddetleri yaklasik olarak 335 nm civarinda izlenmektedir. Yaklasik
olarak 13 nm’lik dalga boyu kaymasi ve floresans siddetlerindeki azalma net bir sekilde
gorilmektedir. Sekil 4.50’deki turuncu renkteki pik n=7 oranindaki biyokonjugati ve
yesil renkteki pik ise n=7 oraninda serbest peptidi ifade etmektedir. Sekilden gorildigi
Uzere, ayni miktarda peptid icermesine ragmen kovalent konjugasyon ile olusan
biyokonjugata ait spektrumda, peptidin polimer zinciri tarafindan siki bir sekilde
sarilmis olmasindan dolayl spektral dalga boyunda 13 nm’lik kayma ve floresans

siddetinde gozle gorilir bir azalma seklinde farkliliklar gozlenmistir (Sekil 4.50).

Biyokonjugatlara ait SEC cihazinin UV dedektoriinden elde edilen kromatogramlarda,
biyokonjugat olusumunu ifade eden 10,5 ve 17. dakikalar arasindaki I. Pik bolgesinde,
biyokonjugatlarin mol orani arttik¢a icerisinde bulunan peptid konsantrasyonu da
artmakta ve polimer zinciri ile baglanan peptid molekillerinin miktari arttig icin
piklerin siddetleri de artmaktadir. Polimer zinciri ile baglanmamis peptid molekdillerini

ifade eden II. Pik bolgesinde ise neredeyse herhangibir pik gbzlenmemektedir (Sekil
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4.51a). Isik sagilmasi dedektoriinden ise mol orani arttikga olusan biyokonjugatlarin

yarigaplarinin buyidagu anlasiimaktadir (Sekil 4.52b).

5.2 Dekstran Aldehit ile Konjugasyon Yéntemi

5.2.1 Influenza A Viriisii M2e Proteini Peptidinin Dekstran Aldehit ile Konjugasyonu

Sekil 4.52’de gosterilen yontem uygulanarak, Influenza A Virlisi M2 Proteini peptidinin

dekstran aldehit ile olan konjugatlari n=3,5,7,9,11 mol oranlarinda sentezlenmistir.

Biyokonjugatlarin UV spektrometre ile analizinden elde edilen absorbans degerlerinin
konsantrasyonla olan degisimi incelendiginde biyokonjugat icerisindeki peptid

miktarinin artmasi ile absorbans degerinin arttigi gézlenmistir (Sekil 4.53).

Influenza A Virlisi M2e Proteini peptidinin Dekstran Aldehit ile biyokonjugasyonunun
HPLC cihazinda analizinde elde edilen kromatogramlardan, konjugasyon reaksiyonu
sonucunda peptid ile Dekstran Aldehitin kuvvetli bir sekilde konjuge oldugu
anlasilmaktadir. Farkli mol oranlarinda sentezlenen biyokonjugatlarin higbirinde, 24 ile
27. dakikalar arasindaki allkonma zamaninda yer alan baglanmamis serbest peptid
molekilini ifade eden 2. Pik bolgesinde herhangibir pik gézlenmemektedir. Olusan
biyokonjugatlar 18 ile 21. dakikalar arasindaki alikonma zamaninda yer alan 1. Pik

bolgesinde goritlmektedir (Sekil 4.54).
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Sekil 5.7Farkh mol oranlarinda sentezlenen Influenza A Virlisii M2e Proteini peptidinin
Dekstran Aldehit ile biyokonjugatlarinin HPLC cihazindan elde edilen
kromatogramlarinin pik alanlari.

HPLC cihazindan elde edilen peptid/Dekstran Aldehit biyokonjugatlarina ait
kromatogramlardan, her bir mol oraninda peptid konsantrasyonunun artmasi ile
ortamda olusan biyokonjugat miktarinin da arttig pik alani grafiginde acgik olarak

gorilmektedir (Sekil 5.7).

Biyokonjugatlarina ait floresans spektrumlari incelendiginde ise, serbest peptide ait
floresans spektrumu 353 nm’de gozlenmekte iken konjugasyon sonucunda
biyokonjugatlara ait piklerin maksimum floresans siddetleri yaklasik olarak 348 nm
civarinda gozlendigi farkedilmektedir. Yaklasik olarak 5 nm’lik dalga boyu kaymasi net
bir sekilde gortlmektedir. Sekildeki 4. pik n=7 oranindaki biyokonjugati ve 6. pik ise n=7
oraninda serbest peptidi ifade etmektedir. Sekilden gorildigi lGzere ayni miktarda
peptid icermesine ragmen biyokonjugat ile serbest peptide ait pikler arasinda
maksimum floresans siddetlerinde yaklasik olarak 100000 sayim/sn ve maksimum

dalga boylarinda ise 5 nm lik kayma oldugu izlenmektedir. Dekstran Aldehit tarafindan
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Ozellikli amino asit rezidilerinin sulu ortamdan uzaklasmasina neden olmaktadir ve bu
da bize spektral kayma ve floresans siddetlerinde azalma olarak sonu¢ vermektedir

(Sekil 4.55).

5.3 Kompleks Olusumu Yontemi

5.3.1 Influenza A Viriisii M2e Proteini Peptidi Kompleksleri

5.3.1.1 Influenza A Viriisii M2e Proteini Peptidinin Poliakrilik Asit ile Komplekslerine

Ait Tartisma

2,5 mg poliakrilik asid (PAA M,,=100000 Da) PBS tamponunda ¢0ziildii ve sodyum
hidroksid (NaOH) ile pH’s1 5’e ayarlandi. Npeptid/Npolimer= 1:3:5:7:9:11 oranlarinda, her bir
kompleks icin sabit konsantrasyondaki PAA c¢ozeltisi Gzerine pH’si 5 olarak hazirlanan
degisen konsantrasyonlardaki peptid ¢ozeltisinden eklenerek 2 saat oda sicakliginda

karistirildi ve peptid/polimer kompleksleri olusturuldu.

Hazirlanan komplekslere ait HPLC kromatogramlarindan da anlasildigi Uzere,
komplekslerdeki peptid konsantrasyonu arttikga, yani npeptia/Npaa Orani arttikga, 9,5 ile
16. Dakikalar arasindaki I. Pik bolgesinde fiziksel etkilesimi ifade eden piklerin yaklasik
olarak ayni kaldigl, ancak 23 ile 28. dakikalar arasindaki Il. Pik bélgesindeki serbest yani
baglanmamis peptid molekillerini ifade eden piklerin orana bagli olarak arttigi
gozlenmektedir. Kromatogramdan cikarilan sonug, olusan peptid molekilleri ile
polimer zinciri arasinda olusan etkilesimin artan peptid konsantrasyonundan bagimsiz

oldugunu ifade ettigidir. Yani peptid miktari arttikca degismemektedir (Sekil 4.56).

Peptid polimer komplekslerine ait HPLC kromatogramlarinin pik alanlari
kiyaslandiginda, komplekslerdeki peptid konsantrasyonu arttikca baglanmamis
peptidlere ait piklerin alanlarinin orana bagh olarak arttigi ve komplekslere ait piklerin

alanlari ise oldukga kiiclik oldugu ve n=5 oranindan sonra daha da azalmistir (Sekil 5.8).
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Sekil 5.8Farkli mol oranlarinda sentezlenen Influenza A Virlisii M2e Proteini peptidinin
PAA ile kompleks olusumunda (M) komplekslere ve (®) baglanmamis peptidlere ait pik
alani grafigi.

Influenza A Virlsi M2 Proteini peptidinin PAA ile komplekslerine ait floresans
spektrumlari incelendiginde, serbest peptide ait floresans spektrumu 353 nm’de
gozlenmekte iken, etkilesim sonucunda komplekslere ait piklerin maksimum floresans
siddetleri yaklasik olarak 350 nm civarinda gozlenmektedir. 5. pik n=7 oranindaki
kompleksi ve 6. pik ise n=7 oraninda serbest peptidi ifade etmektedir. Sekilden de
anlasildigi lzere, olusan kompleksde bulunan baglanmamis peptid molekdlleri
nedeniyle, ayni mol oraninda olan, serbest peptid ile komplekse ait pikler yaklasik 3
nm’lik dalgaboyu kaymasi ile neredeyse ayni floresans siddettinde gérilmektedir. n=11
oranindaki kompleksi ifade eden pik, bu mol oraninda daha yliksek konsantrasyonda
peptid bulundugundan dolayi, n=7 mol oranindaki serbest peptid pikinden daha yliksek

floresans siddeti gostermektedir (Sekil 4.57).

Influenza A Virlisi M2e Proteini peptidinin izoelektrik noktasi 6,4'diir. Kompleks
olusum reaksiyonun gerceklestigi pH=5'de pozitif yiikli halde bulunmaktadir. Polimer
zincirimiz olan PAA anyonik 6zellikli bir polimer oldugundan, polimer zinciri izerindeki
negatif ylkler ile peptid molekilleri elektrostatik kuvvetler ile etkilesime girerler. HPLC

kromatogramlarindan ve Floresans spektrumlarindan da anlasildigl lzere, siddetli
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iyonik etkilesim ve bunun yani sira gergeklesen hidrofobik etkilerin ve hidrojen
baglarinin katkisi ile Influenza A Virlsii M2e Proteini peptidinin PAA ile kompleks

olusturdugu ispatlanmustir.

5.3.1.2 Influenza A Viriisi M2e Proteini Peptidinin [P(VP-co-AA)] (M,,=250.000 Da)

Kopolimeri ile Komplekslerine Ait Tartisma

Influenza A Virlsi M2e Proteini peptidinin P(VP-co-AA) (M,,=250.000 Da) kopolimeri
sentezledigimiz komplekslerinin HPLC kromatogramlarinda, I. Pik bdlgesinde olusan
kompleksler ve Il. Pik bolgesinde ise polimer zincirine baglanmamis serbest peptid
molekillerini ifade eden pikler gériilmektedir. I. Pik bolgesinde peptid konsantrasyonu
arttikga, n=1 oranindan sonra kompleks olusumunda herhangibir degisiklik
gorilmemektedir. Polimer zincirine baglanan peptid miktari yaklasik olarak ayni kaldigi
anlasilmaktadir. Buna karsilik Il. Pik bolgesinde ise, artan mol oranlari ile birlikte
polimer zinciri ile reaksiyona girmemis serbest peptid miktarinin da orantili bir sekilde

arttigi gorilmektedir (Sekil 4.58).
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Sekil 5.9Farkh mol oranlarinda sentezlenen Influenza A Virlisii M2e Proteini peptidinin
VP-co-AA kopolimeri ile komplekslerinin HPLC kromatogramlarina ait pik alanlari
grafigi: (M) baglanmis (Pik | boélgesi), (®) serbest peptidlerin (Pik Il bolgesi) pik
alanlarinin kiyaslamali grafigi.
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Komplekslere ait HPLC kromatogramlarinin pik alani grafikleri incelendiginde,
komplekslerin mol orani arttikca baglanmamis serbest peptid miktari da arttig
gorilmektedir. Kompleks olusumu ise n=1 oranindan sonra ¢ok kuguk bir degisim
gostermistir. Bu sonuglardan polimer zincirine baglanan peptid miktarinin peptidin
artan mol oranindan bagimsiz bir sekilde yaklasik olarak ayni kaldigi anlasiimaktadir

(Sekil 5.9).

Komplekslerine ait floresans spektrumlari incelendiginde, serbest peptide ait floresans
spektrumu 353 nm’de gozlenmekte iken etkilesim sonucunda komplekslere ait piklerin
maksimum floresans siddetleri yaklasik olarak 348 nm civarinda oldugu gozlenmistir.
Sekildeki 4. pik n=5 oranindaki kompleksi ve 6. pik ise n=5 oraninda serbest peptidi
ifade etmektedir. Sekilden de anlasildigi Gzere, ayni miktarda peptid igermesine
ragmen komplekslesme sonucunda komplekse ait pikin maksimum floresans siddeti
serbest peptide gére daha disiik ve maksimum dalga boyu ise serbest peptide gore 5

nm mavi bolgeye kaymistir (Sekil 4.59).

[P(VP-co-AA)] kopolimeri anyonik 6zellikli bir kopolimer oldugundan, polimer zinciri
Uzerindeki negatif ylkler ile peptid molekilleri elektrostatik kuvvetler ile etkilesime
girerler. HPLC kromatogramlarindaki pik alanlarindan ve Floresans spektrumlarindaki
kayma miktarlarindan da anlasildigi lzere, kompleks olusumunda, [P(VP-co-AA)]

kopolimeri peptid molekilini zincirine baglamistir.

5.3.2 Influenza A Viriisii Hemagglutinin H3N2 91-106 Peptidi Kompleksleri

5.3.2.1Influenza A Viriisi Hemagglutinin H3N2 91-106 Peptidinin PAA ile

Komplekslerine Ait Tartisma

2,5 mg poliakrilik asid (PAA M,,=100000 Da) 4261.5 pl PBS tamponunda ¢oziildi ve
sodyum hidroksid (NaOH) ile pH’si 5’e ayarlandi. nNpeptia/Npolimer= 1:3:5:7:9:11
oranlarinda, her bir kompleks icin sabit konsantrasyondaki PAA ¢ozeltisi (izerine pH’s1 5
olarak hazirlanan degisen konsantrasyonlardaki peptid ¢ozeltisinden eklenerek 2 saat

oda sicakhiginda karistirildi ve peptid/polimer kompleksleri olusturuldu.
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Komplekslere ait HPLC kromatogramlardan da anlasildigi Gzere, fiziksel
komplekslerdeki peptid konsantrasyonu arttikga, yani npeptia/Npaa Orani arttikga, 1. Pik
bolgesinde fiziksel etkilesim ile olusan kompleksleri ifade eden piklerin yaklasik olarak
ayni kaldigi, ancak Il. Pik bolgesindeki serbest yani baglanmamis peptid molekdllerini
ifade eden piklerin orana bagl olarak arttig1 gézlenmektedir. Yani peptid molekilleri ile
polimer zinciri arasinda olusan etkilesimin artan peptid konsantrasyonundan bagimsiz
oldugu anlasiimistir (Sekil 4.60). Kromatogramlarin pik alani grafiginden de goruldiga
gibi sadece bir miktar peptid molekili polimer zinciri ile etkilesim olugturmakta ve

peptid konsantrasyonunun artisi kompleks olusumunu etkilememektedir (Sekil 5.10).
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Sekil 5.10Farkli mol oranlarinda sentezlenen Influenza A Virlisii Hemagglutinin H3N2
91-106 peptid dizisinin PAA ile olan HPLC kromatogramlarina ait pik alanlari grafigi:
(m)komplekslere ait pik alani degisimi, (®) serbest peptid molekiillerine ait pik alani
degisimi.

Komplekslere ait floresans spektrumlari incelendiginde ise elektrostatik etkilesim ile
olusturulan peptid/polimer komplekslerine ait herhangibir dalgaboyu kayma
gozlenmemektedir. Serbest peptide ait floresans spektrumu da komplekslere ait
floresans spektrumlari da 350 nm’de maksimum floresans siddetlerini gdstermektedir.
Kompleks olusumu sadece maksimum floresans siddetindeki azalma ile ifade

edilmektedir. Sekil 4.61’deki 3. pik n=5 oranindaki kompleksi ve 4. pik ise n=5 oraninda

serbest peptidi ifade etmektedir. Sekilden de anlasildigl tzere, ayni miktarda peptid
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icermesine ragmen komplekslesme sonucunda komplekse ait pikin maksimum
floresans siddeti serbest peptide gore daha disiktir. Serbest peptide gore azalmistir

(Sekil 4.61).

Influenza A Virlisi Hemagglutinin H3N2 91-106 peptid dizisinin izoelektrik noktasi
3,9’dur. PAA ise anyonik bir polimerdir. Komplekslerin hazirlandigi pH=5'de her iki
molekil de negatif yiik icermesine ragmen, H-bagi ve diger zayif etkilesimler sayesinde

peptid/polimer komplekslerinin olusumu gozlenmistir.

5.3.3 Influenza A Viriisit Hemagglutinin HA1 Fragmenti 98-106 Peptidi Kompleksleri

5.3.3.1 Influenza A Viriisii Hemagglutinin HA1 Fragmenti 98-106 Peptid Dizisinin PAA

ile Komplekslerine Ait Tartisma

2,5 mg poliakrilik asid (PAA M,,=100000 Da) 4874.35 uL PBS tamponunda ¢6zildi ve
sodyum hidroksid (NaOH) ile pH’si 5%e ayarlandi. Npeptid/Npolimer= 1:3:5:7:9:11
oranlarinda, her bir kompleks icin sabit konsantrasyondaki PAA ¢ozeltisi Gzerine pH’s1 5
olarak hazirlanan degisen konsantrasyonlardaki peptid ¢ozeltisinden eklenerek 2 saat

oda sicakliginda karistirildi ve peptid/polimer kompleksleri olusturuldu.

Hazirlanan komplekslere ait HPLC kromatogramlardan da anlasildigl Uzere, fiziksel
komplekslerdeki peptid konsantrasyonu arttik¢a, yani Npeptia/Npolimer Orani arttikea, I. Pik
bolgesinde kompleks olusumunu ifade eden piklerin yaklasik olarak ayni kaldigi, ancak
Il. Pik bolgesindeki serbest yani polimer zinciri ile baglanmamis peptid molekillerini
ifade eden piklerin orana bagh olarak arttigi gézlenmektedir. Komplekslere ait HPLC
kromatogramlarindan peptid molekiilleri ile polimer zinciri arasinda olusan etkilesimin
artan peptid konsantrasyonundan bagimsiz oldugunu anlasiimaktadir. Reaksiyona
eklenen peptid miktari ne kadar fazla olursa olsun, polimer zinciri ile etkilesime giren

peptid molekilt miktari yaklasik olarak ayni kalmaktadir (Sekil 4.62).

Bu peptid dizisinin spektral 6zellikleri diger peptid dizilerinden farkhdir. Dizide hig
Triptofan rezidlisli yoktur. Tirozin rezidilerinin de baglanma gerkcgeklestigindeki
davranislari farklidir. Spektral olarak dalga boyunda kayma goriilmez. Sadece floresan

siddetlerinde azalma seklinde baglanma reaksiyonlari ifade edilir.
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Komplekslere ait floresans spektrumlari incelendiginde ise, kompleksin farkli mol
oranlariyla birlikte peptid konsantrasyonu arttikca, komplekslere ait floresans
spektrumlarinin siddeti de polimer ile baglanmamis (reaksiyona girmemis), ¢ozici
molekillerine tamamen erisebilen serbest peptid molekillerinin varligindan dolayi
artmaktadir. Sekil 4.63’de 5. ve 8. spektrumlardaki peptid miktari (mg/ml) aynidir.
Ancak, peptid-polimer etkilesiminden dolayi herhangibir spektral kayma sz konusu
degildir. Kompleksin floresans siddeti azalmistir ve bu azalma polimer zincirlerinin
kompleks olusturmasiyla Tirozin rezidiilerinin ¢ozicli molekillerinden uzaklasmasinin

sonucudur (Sekil 4.63).

Bu peptid dizisinin izoelektrik noktasi 2,9’dur. PAA ise anyonik bir polimerdir.
Komplekslerin hazirlandigl pH=5’de her iki molekiil de negatif yiik icermesine ragmen,
basta H-bagi olmak Uzere diger zayif etkilesimler sayesinde peptid/polimer

komplekslerinin olusumu gozlenmistir.

5.3.4 Influenza A Viriisiit Hemagglutinin H3N2 91-108 Peptidi Kompleksleri

5.3.4.1 Influenza A Viriisi Hemagglutinin H3N2 91-108 Peptid Dizisinin PAA ile

Komplekslerine Ait Tartisma

2,5 mg poliakrilik asid (PAA M,=100000 Da) 4624 plL PBS tamponunda ¢ozildi ve
sodyum hidroksid (NaOH) ile pH’si 5’e ayarlandi. nNpeptia/Npolimer= 1:3:5:7:9:11
oranlarinda, her bir kompleks icin sabit konsantrasyondaki PAA ¢6zeltisi Gzerine pH’s1 5
olarak hazirlanan degisen konsantrasyonlardaki peptid ¢ozeltisinden eklenerek 2 saat

oda sicakliginda karistirildi ve peptid/polimer kompleksleri olusturuldu.

Hazirlanan komplekslere ait HPLC kromatogramlardan da anlasildigi Uzere, fiziksel
komplekslerdeki peptid konsantrasyonu arttikga, yani npeptia/Npolimer Orant arttikea, 1. Pik
bolgesinde kompleks olusumunu ifade eden piklerin yaklasik olarak ayni kaldigi, ancak
II. Pik bolgesindeki serbest yani polimer zinciri ile baglanmamis peptid molekiillerini
ifade eden piklerin orana bagh olarak arttigi gézlenmektedir. Komplekslere ait HPLC
kromatogramlarindan peptid molekiilleri ile polimer zinciri arasinda olusan etkilesimin

artan peptid konsantrasyonundan bagimsiz oldugunu anlasiimaktadir. Reaksiyona
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eklenen peptid miktari ne kadar fazla olursa olsun, polimer zinciri ile etkilesime giren

peptid molekllu miktari yaklasik olarak ayni kalmaktadir (Sekil 4.64).

Komplekslere ait floresans spektrumlari incelendiginde ise, kompleksin farkli mol
oranlariyla birlikte peptid konsantrasyonu arttikca, komplekslere ait floresans
spektrumlarinin siddeti de polimer ile baglanmamis (reaksiyona girmemis), ¢cozici
molekillerine tamamen erisebilen serbest peptid molekillerinin varligindan dolayi
artmaktadir. Sekil 4.65’de 5. ve 7. spektrumlardaki peptid miktari (mg/ml) aynidir.
Ancak, peptid-polimer etkilesiminden dolayr maksimum dalga boyundaki 3 nm’lik bir
kayma ve floresans siddetindeki azalma polimer zincirlerinin kompleks olusturmasiyla

Triptofan rezidilerinin ¢oziici molekillerinden uzaklagsmasinin sonucudur (Sekil 4.65).

Bu peptid dizisinin izoelektrik noktasi 3,9’dur. PAA ise anyonik bir polimerdir.
Komplekslerin hazirlandigi pH=5"de her iki molekiil de negatif yiik icermesine ragmen,
basta H-bagi olmak Uzere diger zayif etkilesimler sayesinde peptid/polimer

komplekslerinin olusumu gozlenmistir.

5.4 Hiicre Deneylerine Ait Tartisma

5.4.1 Hiicre Sonuglan

Influenza A Virisii M2 Proteini peptidinin Poliakrilik asit (PAA) konjugatinin farkh
konsantrasyonlarda toksik etkisinin MTT yéntemi ile incelenmesi sonucunda, yiksek
konjugat konsantrasyonlarinda hiicre canliiginin kontrole gore en fazla disis
gosterdigi tespit edilmistir. Ancak incelenen disik konsantrasyonlarda (0,05 ve 0,5
mg/ml) hicre canliiginda kontrole gére anlamli bir fark bulunmamaktadir. En yuksek
konsantrasyon olan 5 mg/ml’de ise hiicre canhligi kontrole ve diger konsantrasyonlara

gore en az seviyededir.

182



0,18 -

0,16

0,14 +

0,12 -

Absorbans
o °
=) =) o
(=] o =

k=]
o
B

o
[=]
o

(=}

0 0,05 0,5 1 2 3,5 5

Konjugat Konsantrasyenu (mg/ml)

Sekil 5.11Influenza A Virlisii M2 Proteini peptidinin PAA ile konjugatinin hiicre
canhhigina etkisinin MTT yontemi ile gdsterilmesi

Sekil 5.11’de ise MTT yonteminde absorbans olarak okunan degerlerin % canlilik olarak
ifadesi gosterilmistir. Konjugat konsantrasyonu arttikca hicrelerin canliliginin
azalmakta oldugu tespit edilmistir. En duslik konsantrasyon olan 0,05mg/ml’de hicre
canhhgl %90,46 iken bu deger deger artan konsantrasyonlarda sirasiyla %73.67, %72.46
%72.16, %64.59 ve % 59.15 seklinde oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 5.12Influenza A Virlisii M2 Proteini peptidinin PAA ile biyokonjugatinin hiicre
canliligina etkisinin MTT yontemi ile kontrole gére % canlilik olarak ifade edilmesi.

Sekil 5.12'de ise konjugatin ayni konsantrasyonlarinin hiicre canliligina etkisi flow
sitometrik olarak 6li ve canli hicrelerin tespiti ile olcilmistir. Flow sitometrik

incelemelerin de MTT yontemini destekler nitelikte oldugu ve hiicrelerin 0,05 ve 0,5
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mg/ml konjugat konsantrasyonunda yuksek bir toksik etki gormezken, 5 mg/ml
konsantrasyonunda hiicre canliliginin yaklasik %55 seviyesine kadar dustigl tespit

edilmistir.
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Sekil 5.13Influenza A Virlisii M2 Proteini peptidinin PAA ile konjugatinin hiicre
canliligina etkisinin Flow Sitometrik olarak analizi. (Konsantrasyon : %Canlilik = 0:100 —
0.05:80.91 - 0.5:76.83 — 1:77.28 — 2:77.69 - 3,5:78.11 — 5:55.88)

Sekil 4.67’de kontrol hiicrelerinin morfolojileri gosterilmistir. Sekilde goruldugi
hiicreler, intakt ve tutunmus normal morfolojiye sahiptir.

1 mg/ml Influenza A Virlsi M2 Proteini peptidinin PAA ile konjugatina maruz kalmis
MCF 7 hicrelerinin morfolojileri incelendiginde morfololojileri kontrole benzer intakt
hiicrelerle beraber uzantilarini kaybetmis, yuvarlak hiicreler de bulunmaktadir

(Sekil 4.68).

Influenza A Virlisi M2e Proteini peptidinin PAA ile konjugatinin en yliksek
konsantrasyonu (5 mg/ml) bulunan kultir ortaminda hicrelerin  mikroskobik
gorantileri verilmistir. (Sekil 4.69). Sekil 4.69’da atipik forma dontsmis, bizullip
kiicilmis, yuzey uzantilarini kaybetmis hiicre sayisinin oldukca fazla oldugu

gorilmektedir.

Canlihgr yiksek olan hicrelerde bulunan mitokondriyal dehidrojenaz enzimi MTT
reaktanini mor renkli formazan kristallerine donistirmektedir. Sekil 4.70’'de MTT
reaktani eklenmis kontrol grubundaki hiicrelerdeki formazan kristali olusumlari
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gosterilmistir. Hlcrelerin neredeyse tamaminda formazan kristalleri olusmus olmasi

hicrelerin canhliklarinin yiksek oldugunu géstermektedir.

Sekil 4.70’da ise 1 mg/ml konsantrasyonda bulunan hicrelerde formazan kristali
olustugu ancak kontrol kadar yogun olmadigi gorilmektedir. Bazi hiicrelerde kristal
olusumunun olmamasi morfolojisi de bozuk olan bu hicrelerin canliliklarinin

olmadigini gostermektedir.

Sekil 4.71’de ise konjugatin incelenen en vyiiksek konsantrasyonunda (5 mg/ml)
formazan kristali olusumu en distk seviyededir. Ancak bu konsantrasyonda da canli ve

formazan kristali olusturan hicreler bulunmaktadir.
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Sekil 5.14Poliakrilik asitin 0.1-5-10-15 mg/ml konsantrasyonlarinda toksisitesi [148].

Sonug olarak,

Influenza A Virisi M2 peptidi-polielektrolit biyokonjugatlarinin bulundugu kiltir
ortaminda hicrelerin  mikroskobik gorintiilerinden ve MTT yontemi ile

incelenmesinden:

» Hucre canhliginin kontrole goére anlaml bir fark olmagi,

» Diusuk konsantrasyonda kontrole gére morfolojik olarak fark goriilmegi,
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» Yuksek konsantrasyonlarda ise hlcre morfolojilerinin degistigi, htcrelerin
uzantilarini kaybettigi ve yuvarlak forma gegen hiicre sayisinin arttigi; bu da

canhhgin distigunln gostergesi oldugu,

» Hucre canhhg etkisi flow sitometrik olarak 61U ve canli hiicrelerin tespiti ile de

Olgultiip, MTT yontemini destekledigi ortaya konulmustur.

Daha 6nce yapilmis olan ¢alismalarda poliakrilik asitin tek basina toksisitesi 0.1-5-10-15
mg/ml  konsantrasyonlarinda  incelenmis ve  toksik  etkisinin  15mg/ml
konsantrasyonunda olustugu ortaya konmustur [135]. Bizim c¢alismamizda ise en
yiksek poliakrilik asit konsantrasyon 5mg/ml’dir. ilerleyen calismalarda hayvan
deneylerinde kullanilacak olan konsantrasyon ise cok daha dusliktir. Sonug olarak,
Influenza A Virlsi M2 Proteini peptidinin poliakrilik asit ile biyokonjugatlarinin

toksisitesi incelenmis ve toksik olmadigi gértlmustir.

Calismalarimizin bir sonraki asamasi olan canli sisteme verilecek olan bir preparatin

toksik etkisinin olmamasi gerekmektedir.

Sentetik asi modeli olarak tasarladigimiz Influenza A Virlisi M2 peptidi-polielektrolit
biyokonjugatlari igin; in vivo uygulamalarda kullanilan distik konsantrasyonlarda MCF-
7 hiicreleri Gizerinde kayda deger bir toksik etki gostermedigi: hem MTT deneyleri ile,
hem de Flow Cytometry yontemi ile hicre canliigl kontrol edilerek birbirini

destekleyen sonuclar elde edilmistir.

Bu calisma, elde ettigimiz biyokonjugatlarin deney hayvanlari lizerinde kullanabilirligini

ortaya koymustur.

5.5 Floresans Rezonans Enerji Transferi Deneylerine ve intermolekiiler Mesafe

Hesabina Ait Tartisma

Peptid/polimer biyokonjugasyon mekanizmasini sayisal degerler ile ifade etmek igin
model olarak secilen Influenza A Viristi Hemagglutinin H3N2 91-106 peptid dizisinin
PAA asit ile biyokonjugati n=9 mol orani igin sentezlenmistir. Floresans spektrometre

ile yapilan odlciimler sayesinde, DNC boya molekiliiniin FRET deneyleri icin kullanilacak
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optimum konsantrasyonunun 3l oldugu bulunmustur. Ayrica yapilan cesitli deneyler
sonucunda boya molekilinin Lys amino asitine baglanmasi igin gerekli inkiibasyon
suresinin de 5 dakika oldugu bulunmustur. Deney igin optimum kosullar belirlendikten

sonra yapilan ¢alismalardan FRET deneyine ait spektrumlar elde edilmistir.

Influenza A Virlslt Hemagglutinin 91-106 peptid dizisine ait absorpsiyon spektrumu
incelendiginde maksimum dalga boyunun 290 nm oldugu bulunmustur (Sekil 4.75).
Emisyon spektrumu incelendiginde ise maksimum dalga boyunun 350 nm oldugu

bulunmustur (Sekil 4.76).

FRET deneyleri icin akseptor olarak gérev yapacak, olan sectigimiz peptidimizin Gglnci
amino asit rezidlisu olan Lizin amino asidinden baglanan DNC’'nin spektral 6zellikleri
incelendiginde, absorbsiyon spektrumunda maksimum dalga boyu 340 nm. (Sekil 4.77),
emisyon spektrumunda ise maksimum dalga boyunun 500 nm oldugu goérilmektedir

(Sekil 4.78).

FRET deneyleri igin dondr olarak gorev yapacak, sectigimiz peptidin —N terminal
ucunda bulunan Triptofan’in emisyon spektrumu ile akseptériimiz olan DNC’nin

absorbsiyon spektrumlarinin Ust Uste bindigi gorilmektedir (Sekil 4.79).

n=9 mol oraninda Borat tamponunda hazirlanan saf peptid ¢ozeltisi DNC ile titre
edildiginde elde edilen spektrumlardan, her bir boya eklemesi sonrasinda dondr
molekilimiz olan Triptofan’a ait piklerin maksimum floresans siddetlerinin orantili bir
sekilde azalirken, akseptér molekiiliimiz olan DNC’e ait piklerin ise orantili bir sekilde

arttigi izlenmektedir (Sekil 4.80).

n=9 mol oraninda Borat tamponunda hazirlanan peptid/polimer biyokonjugat ¢ozeltisi
DNC ile titrasyon spektrumlari incelendiginde, her bir boya eklemesi sonrasinda
polimer ile kovalent olarak baglanmis peptidimizin —N terminal ucundaki dondér
molekilimiz olan Triptofan’a ait piklerin maksimum floresans siddetlerinin orantili bir
sekilde azalirken, akseptor molekiilimiz olan DNC’e ait piklerin ise orantili bir sekilde

arttigr izlenmektedir (Sekil 4.81).

Literatirden Triptofan amino asitinin kuantum veriminin 0.14 oldugu bilinmektedir. Bu
bilgiyi referans deger olarak kullanip hem saf peptid hem de biyokonjugatimizda

floresans 0Ozellige neden olan bu amino asitin bu konformasyonlardaki kuantum
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verimleri Floresans spektrometreden elde edilen spektrumlarin integralleri kullanilarak
sirasiyla Denklem 4.2 ve Denklem 4.5 ile tek tek hesaplanmistir. Hesaplamalar
sonucunda peptidin kuantum veriminin 0,052 ve biyokonjugatin kuantum veriminin

0,01 oldugu bulunmustur.

Akseptor molekllimiz olan DNC, rijit ortamda dondr molekiilii olan Triptofan
etrafinda rastgele dagilmistir. Bu durumda oryantasyon faktéri K¥nin degerinin

0.476'dir.
Denklem 4.8, 4.9, 4.10, 4.11, 4.12, 4.13, 4.14 ile elde edilen sonuclara gore;

Saf peptidimiz icin Triptofan amino asitinin —N terminal ucundan DNC’e olan mesafe,
yani floresans enerji transferinin %50 verimle gerceklestigi mesafe (Forster Mesafesi)
Ro=21,576A olarak hesaplanmistir. Literatiirde ise proteinlerde ve peptidlerde
Triptofan ile DNC arasindaki Forster mesafesinin 21-24A oldugu daha 6nceden ispat
edilmistir [149]. Donor ile akseptor arasindaki mesafe rpa=12,704 A olarak

hesaplanmistir.

Ayni sekilde biyokonjugatlarimiza ait spektrumlardan da, biyokonjugat icinde
konformasyonu degismis olan donor akseptor cifti arasindaki mesafe hesaplanmistir.
Enerji transferinin %50 verimle gerceklestigi mesafe olan Forster Mesafesi Ro=16,289A
olarak hesaplanmistir. Biyokonjugat olusumundan sonra dondr ile akseptdr arasindaki

mesafe ise rpa=9,591 A oldugu hesaplanmistir.

Elde edilen bu degerlerden, biyokonjugat olusumunda donér ile aksept6ér arasindaki
mesafenin 3,113 A daha kisaldigi ispatlanmistir. Bu sayisal degerler bize biyokonjugat
olusumunda peptid dizisinin konformasyonunun degistigini peptid dizisinin

bikaldGguni gostermektedir.

5.6 Modelleme Sonuglari ve Tartismasi

Influenza A Virusi Hemagglutinin H3N2 91-106 peptid dizisi ve peptid/polimer
biyokonjugati FRET yontemi ile incelenmis ve intermolekiiler mesafe hesabi yapilmistir.
Teorik olarak da konformasyon analizi ile deneysel sonuclar karsilastirilmistir. Peptid,
DNC eklenmis peptid icin Gaussian 03 ve HYPERCHEM paket programlari ile geometri

optimizasyonlari gergeklestirilmistir. Donér molekill olan peptid dizisinin ilk amino asit
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rezidlsu Triptofan’in =N terminal ucundan lglinct amino asit rezidlst olan Lizin amino

asitinin yan zincirinin en son noktasina olan mesafe hesabi teorik olarak yapiimistir.

5.6.1 Influenza A Viriisii Hemagglutinin H3N2 91-106 Peptid Dizisi icin Modelleme

Calismalan

T

LYS
Trp-Ser-Lys-Ala-Phe-Ser-Asn-Cys-Tyr-Pro-Tyr-Asp-Val-Pro-Asp-Tyr-Ala

DNC
FRET

Influenza A Virlisi Hemagglutinin H3N2 91-106 peptid dizisinin yan zincirlerinden elde
edilen bilgiler dogrultusunda bu peptid dizisinin a-helix yapidaki konformasyonunun
optimizasyonu yapilmistir. Optimizasyon 6ncesi ve sonrasinda peptid dizisinin —N
terminal ucundaki Triptofan rezidistnin amin grubundan, lglincli amino asit rezidlsi

olan Lizin amino asitinin yan zincirindeki amin grubuna olan uzakliklar hesaplanmistir.

Sekil 5.15Influenza A Virtsii Hemagglutinin H3N2 91-106 peptid dizisinin optimizasyon
oncesindeki geometrisinin modellemesi.
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Sekil 5.16Influenza A Virlisi Hemagglutinin H3N2 91-106 peptid dizisinin optimizasyon
sonrasindaki geometrisinin modellemesi.

Influenza A VirGsi Hemagglutinin H3N2 91-106 peptid dizisinin en kararli oldugu hali
modellenmistir ve optimize geometrisi ortaya konulmustur. Optimizasyon sonrasindaki

enerjisi 34.664179 kcal/mol olarak hesaplanmistir.
Peptid dizisinin optimizasyon Oncesinde, birinci amino asit rezidliisi Triptofan’in —N
terminal ucu ile Lizin amino asitinin yan zincirindeki amino grubu arasindaki mesafe

9,28524 A’diir (Sekil 5.14).

Peptid dizisinin optimizasyon sonrasindaki geometrisinde Trp amino asitinin —N
terminal ucu ile Lys amino asitinin yan zincirindeki amino grubu arasindaki mesafenin

10,94872 A oldugu bulunmustur (Sekil 5.15).
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Sekil 5.17Influenza A Virlisii Hemagglutinin H3N2 91-106 peptid dizisinin DNC boya
molekili eklendikten sonra optimizasyon sonrasindaki geometrisinin modellemesi.

Trp amino asitinin —N terminal ucu ile Lys amino asitinin yan zincirinin en son noktasi

arasindaki mesafe 9,66262 A’dir.

DNC eklenmis peptid dizisinin optimizasyon sonrasindaki geometrisinde Trp amino
asitinin —N terminal ucu ile Lizin amino asitinin yan zincirindeki amino grubu arasindaki

mesafenin 9,66262 A oldugu bulunmustur (Sekil 5.16).
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Sekil 5.18Influenza A Virlisii Hemagglutinin H3N2 91-106 peptid dizisinin DNC boya
molekili eklendikten sonra optimizasyon 6ncesindeki geometrisinin modellemesi.

Trp amino asitinin —N terminal ucu ile DNC silfiir atomu arasindaki mesafe 10,8230

Adur.

Sekil 5.19Influenza A Virlisii Hemagglutinin H3N2 91-106 peptid dizisinin DNC boya
molekili eklendikten sonra optimizasyon sonrasindaki geometrisinin modellemesi.
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AKRILIK ASIT

Sekil 5.20Influenza A Virlisi Hemagglutinin H3N2 91-106 peptid dizisinin akrilik asit
monomeri ile konjugatinin DNC boya molekili eklendikten sonra optimizasyon
sonrasindaki geometrisinin modellemesi.

Influenza A VirlGsi Hemagglutinin H3N2 91-106 peptid dizisine DNC boya molekili
eklendiginde en kararli oldugu hali modellenmistir ve optimize geometrisi ortaya
konulmustur. Optimizasyon sonrasindaki enerjisi 116.948321 kcal/mol olarak

hesaplanmistir.

DNC eklenmis peptid dizisinin optimizasyon 0Oncesinde, birinci amino asit rezidisu
Triptofan’in —N terminal ucu ile DNC molekiliinin peptide baglanma noktasi

arasindaki mesafe 10,82305 A’diir (Sekil 5.17).

DNC eklenmis peptid dizisinin optimizasyon sonrasindaki geometrisinde Trp amino
asitinin —N terminal ucu ile DNC molekilliniin peptide baglanma noktasi arasindaki
mesafenin HyperChem programi ile 12,06751 A oldugu bulunmustur (Sekil 5.18).
Floresans Enerji Transferi yontemi ile hesaplanan deneysel olarak bulunan donor
molekilimiz olan Triptofan amino asidinin —N terminal ucu ile akseptér molekilimiiz
olan peptid dizimizdeki Ug¢lncli amino asit olan Lizin amino asidinin yan zincirindeki

amin grubundan diziye baglanan DNC arasindaki mesafenin ise rpp=12,704 A olarak
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bulunmustur. Yapilan deneysel ve teorik galismalar sonucunda, deneysel olarak elde
edilen donor akseptor cifti arasindaki mesafenin % 5,27 hata ile ispat edilmistir.
Biyokonjugatta ise dondor ile akseptor arasindaki mesafe FRET yontemi ile rpa=9,591 A
olarak bulunmustur. HyperChem programinda ise poliakrilik asitin tek bir monomeri
icin yapilabilmistir ve mesafe 8,1097 A olarak hesaplanmistir. ilerleyen calismalarda

polimer zinciri igin teorik hesaplamalara devam edilecektir.

Bu tez galismasinda Influenza A Virlsune ait farkl peptid epitoplari kullanilarak degisik
tasiyicilar ile biyokonjugatlari ve kompleksleri olusturulmustur. Biyokonjugatlarin ve
komplekslerin  olusumu farkli spektroskopik ve kromatografik yontemlerle
aydinlatiimistir. Elde edilen sonuglar kiyaslandiginda karbodiimid varliginda kovalent
baglar ile olusan biyokonjugatlarin daha verimli baglanma gosterdigi gortlmustur.
Literatiirde ilk kez Influenza A VirGsi Hemagglutinin H3N2 91-106 peptid dizisi
modellenmis ve peptid polimer biyokonjugatlarinin ¢ boyutlu konformasyonunun

nasil degisime ugradigi sayisal degerlerle ispat edilmistir.

Bu tez kapsaminda elde edilen bilgiler, farkli zaman ve yerlerde epidemilere ve diinya
capinda pandemilere neden olmus ve gelecekte de olmasi yiliksek ihtimal olan
Influenza A Virlisi’nlin olusturdugu halk arasinda Domuz gribi olarak da bilinen salgin
hastaliga karsi spesifik antikorlarin elde edilmesi, nanobiyosensérlerin olusturulmasi,
tani kitlerinin ve sentetik asilarin gelistirilmesi icin yapilacak arastirmalar icin dnemli bir
on calismadir. Floresans Enerji Transferi Yontemi ile biyokonjugattaki donor ve
akseptor arasindaki intermolekiiler mesafe hesabinin yapilmasi, merhum Hocamiz
degerli bilim insani Prof. Dr. Mehmet Mustafaev Akdeste’nin hedefi olan ayni polimer
matriksine  birden fazla hastaligin antijeninin  baglanarak multifonksiyonel

biyoteknolojik asilarin gelistiriimesine 151k tutacak bir calismadir.
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