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OzZET

ALZHEIMER AMILOID BETA PEPTIDINE AIT FARKLI AMINO ASID
DIiZILERININ POLIELEKTROLITLER iLE KONJUGASYON REAKSIYONLARININ
INCELENMESI

Basak iISCANI EROGLU

Biyomihendislik Bolimi
Doktora Tezi

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

Amiloid terimi, ozellikle son yillarda bilim diinyasinda 6nemli bir arastirma konusu
haline gelmistir. Bunun en dnemli sebebi, Alzheimer hastaligina neden olan en 6nemli
etkenlerden birinin amiloid beta birikimlerinin meydana gelmesidir. Alzheimer
hastaligl, yanls katlanmis olan Amiloid Beta peptidlerinin beyinde plaklar seklinde
birikim olusturmasi sonucu meydana gelmektedir. Bu plaklar genellikle 39-43 amino
asitten olusan ve amiloid beta (AB) denen kiicik peptid dizilerinden olusmaktadir. AB
cok daha buyik bir protein olan ve amiloid 6ncil protein (APP) olarak bilinen daha
blyuk bir proteinin gesitli enzimlerle pargalanmasi sonucu meydana gelir. Sonug olarak
olusan AP peptid fragmentleri sinir hiicrelerinin disinda birikerek senil plaklar denilen
yapilari olustururlar. Bu tez calismasinda, ¢agimizin en 6énemli hastaliklarindan biri
olarak gorilen Alzheimer hastaligina ait peptid bazli asi modeli, tani kiti gelistirilmesi
gibi alanlarda kullanilabilecek biyolojik aktiviteye sahip peptid- makromolekiil
biyokonjugatlari ve fiziksel kompleksleri gelistiriimesi amaglanmistir. Amiloid beta (AB)
peptidinin antijenik 6zellikteki 2 farkli amino asid dizisi ticari olarak satin alinmistir. Her
iki peptid dizisi ayri ayri 4 farkh tasiyicic makromolekile farkli mekanizmalar ve
baglanma dereceleri ile hem kovalent olarak baglanmis, hem de bu tasiyicilar ile
fiziksel kompleksleri elde edilmistir. Bu calismada kullanilan tasiyict makromolekdiller
sunlardir: Poliakrilik asid (PAA), [Poli(N-vinil-2-pirolidon-ko-akrilikasid) veya VPAA],
Dekstran aldehit (DA) ve Bovin Serum Albumin (BSA)’dir. Bu tasiyici molekiillerden PAA
ve BSA ticari olarak alinmis olup, VPAA ve DA ise bolimimiizde sentezlenmis ve
karakterizasyonlari yapiimistir. Her iki peptid dizisinin de amino ucuna Triptofan amino
asidi eklenerek bu peptidlere floresans 6zellik kazandiriimistir. Boylelikle peptidlerin ve
daha sonra sentezlenen biyokonjugatlarin florosans spektrofotometre cihazi ile
incelenmesine olanak saglanmistir. Sentezlenen bitiin biyokonjugat ve komplekslerin
fizikokimyasal yapilari incelenmis ve karakterizasyonlari yapilmistir. Biyokonjugat ve
komplekslerin  olusumu, farkli spektroskopik ve kromatografik yontemlerle
aydinlatiimistir. Elde edilen sonuclar kiyaslandiginda, sulu c¢o6zeltide karbodiimid
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varliginda kovalent baglar ile olusan biyokonjugatlarin daha verimli ve giigli baglandigi
gorllmustir. Konjugasyon reaksiyonunun olusumu sirasinda floresans boya
kullanilarak Floresans Rezonans Enerji Transferi (FRET) yontemi yardimi ile;
intermolekiiler mesafe hesabi yapilip, biyokonjugattaki donor ve akseptor arasindaki
mesafe hesabl ile elde edilen bilgiler, saf peptidin konformasyonu ve biyokonjugat
olusumu durumunda peptidin konformasyonundaki degisimler hesaplanmis ve sayisal
degerlerle de ifade edilmistir. Ayrica literatiirde ilk kez Trp iceren Amiloid beta (1-21)
peptid dizisi modellenmis, molekiiler mekanik yéntem ile minimum enerjiye sahip
oldugu optimize geometrisi belirlenmistir. FRET yontemi ile deneysel verilere dayali
elde edilen sayisal degerlerin, teorik olarak hesaplanan degerler ile ortlistigu
ispatlanmistir. Sentetik asi modeli olarak tasarladigimiz Amiloid beta (AB) peptidinin-
tasiyict makromolekil biyokonjugatlari igin; in vivo uygulamalarda kullanilan disik
konsantrasyonlarda MCF-7 hiicreleri (zerinde yapilan g¢alismalarda elde edilen
biyokonjugatlarin 6zellikle dlsik dozlarinda o6nemli derecede toksik bir etki
gostermedigi ortaya konulmustur. Ayrica bu biyokonjugatlarla yapilan MTT deneyleri
ile hiicre canliik oranlari da kontrol edilerek, ICsq degerleri hesaplanmistir. Tez
kapsaminda hiicre kiltird ile ilgili yapilan bir diger ¢calismada ise, her iki peptid dizisine
ait farkh konsantrasyonlarinda sentezlenmis olan fiziksel kompleksler ve
biyokonjugatlar, tek basina tasiyici makromolekiiller ve tek basina peptid dizileri,
isaretleme gerektirmeden, 72 saat boyunca gergcek zamanl (real-time) olgiim alan yeni
bir yéntem olan XCELLienge Sistemi ile insan Umbilikal Ven Edotel Hiicreleri (HUVEC)
hiicrelerine uygulanmis ve bu maddelerin hilicrelerin cogalma hizina etkileri ve toksik
etkileri incelenmistir. Biyokonjugat ve fiziksel kompleksin HUVEC (zerindeki etkileri
kiyaslandiginda ise, 6zellikle kovalent bagla baglanmis olan biyokonjugatlarin hicre
¢ogalmasi Uzerinde 6nemli bir negatif etkisinin olmadigl gérilmis ve hem MCF-7 ile
hemde HUVEC ile yapilan hiicre galismalari sonucunda elde edilen veriler ile de
biyokonjugatlarin deney hayvanlari (izerinde kullanabilirligi ortaya konulmustur.
Boylece bu tez kapsaminda sentezlenen konugatlarin AB’nin Alzheimer hastaligina
karsi spesifik antikorlarinin elde edilmesi, nanobiyosensorlerinin olusturulmasi, tani
kitlerinin ve biyoteknolojik asilarinin gelistirilmesine isik tutacak bir ¢calismadir.

Anahtar Kelimeler: Amiloid beta peptidi, Alzheimer, biyoteknolojik asilar, biyokonjugat,
kovalent konjugasyon, adjuvant, karbodiimid, toksisite
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ABSTRACT

INVESTIGATING CONJUGATION REACTIONS BETWEEN DIFFERENT
ALZHEIMER'S AMYLOID BETA PEPTIDE SEQUENCES WITH
POLYELECTROLYTES

Basak iISCANI EROGLU

Department of Bioengineering
PhD. Thesis
Advisor: Assist. Prof. Dr. Zeynep MUSTAFAEVA AKDESTE

Term of amyloid has become an important subject of study in the scientific world
especially in recent years. The most significant reason for this is the fact that one of
the most important factors causing Alzheimer disease is formation of amyloid beta
accumulations. Alzheimer disease is resulted from misfolded amyloid beta peptides
forming accumulation in the brain in the form of plaques. Such plaques are made up of
small peptide sequences consisting of 39-43 amino acids that are referred to as
amyloid beta (AB). AB is formed through cleavage of a bigger protein, which is known
as amyloid precursor protein, with the help of various enzymes. The resulted AR
peptide fragments are deposited outside neurons to create structures, which are
called as senile plaques. The object of this thesis study is to develop peptide-
macromolecule bioconjugates and physical complexes having biological activity that
can be used in the fields like development of a peptide-based vaccine or diagnostic kit
etc for Alzheimer disease, which is considered as one of the most important diseases
of our era. 2 different amino acid sequences of amyloid beta peptide (AB) with
antigenic feature were purchased commercially. Both of the peptide sequences were
joined in 4 different carrier macromolecules covalently separately through different
mechanisms and at different degrees and furthermore, their physical complexes with
these carriers were obtained. Macromolecules used in this study are: Polyacrylic acid
(PAA), [Poly(N-vinyl-2-pyrrolidone-co-acrylicacid) or VPAA], Dextran aldehyde (DA) and
Bovine Serum Albumin (BSA). PAA and BSA of these carriers were purchased
commercially while VPAA and DA were synthesized and characterized in our
department. Both of the peptide sequences were equipped with tryptophan amino
acid at the amino terminal to make them fluorescent to allow examining the peptides
and the bioconjugates to be synthesized under a fluorescent spectrophotometer.
Physicochemical nature of all synthesized bioconjugates and complexes were
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investigated and they were characterized. Formation of bioconjugates and complexes
was enlightened through different spectroscopic and chromatographic methods.
Comparing the produced results, it was observed that the bioconjugates, which had
been produced through covalent bonds in aqueous solution in presence of carboimide,
had been attached through more efficient and stronger links. Fluorescent stain was
used during occurrence of conjugation reaction for calculating intermolecular distance
with the help of Fluorescent Resonance Energy Transfer (FRET) method and the data
produced from calculation of distance between the donor and the acceptor was used
to calculation of conformation of the pure peptide and variations in conformation of
the peptide during formation of the bioconjugate and they were quantitatively
expressed. Furthermore, an amyloid beta (1-21) peptide sequence containing Trp was
modeled for the first time in the literature, and its optimized geometry in which it had
the minimum energy was identified through the molecular mechanical method. It was
justified that numeric values, which were produced based on experimental data
through FRET method, were consistent with those, which were calculated
theoretically. For the amyloid beta (AB) peptide’s carrier macromolecule bioconjugates
that we designed as a model of synthetic vaccine, it was evidenced that the produced
bioconjugates did not demonstrate a significant toxic effect especially at lower doses
according to the studies, which were conducted on MCF-7 cells at lower
concentrations used in in-vitro applications. Furthermore, I1Csy values were calculated
by checking cell vitality ratios through the MTT tests conducted with these
bioconjugates. On the other hand, in another study included in the thesis conducted
with the cell culture, the physical complexes and bioconjugates, which had been
synthesized from both of the peptide sequences at different concentrations, the
carrier molecules alone and the peptide sequences alone were administered to Human
Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVECs) through the XCELLienge System, which is a
new method taking real time measurements for 72 hours with no need for marking, to
investigate these matters’ effect on cell proliferation rate and their toxic effects.
Comparing effect of the bioconjugate and that of the physical complex on HUVECs, it
was observed that there was no significant adverse effect of especially the
bioconjugates, which were joined through covalent bonds, on cell proliferation and
furthermore, usability of the bioconjugates on lab animals was displayed through the
data obtained by cell studies conducted on both of MCF-7 and HUVEC. Thus, this is a
study enlightening producing antibodies specific to Alzheimer disease, designing nano-
biosensors and development of diagnostic kits and biotechnological vaccines including
AB conjugates, which were synthesized under the scope of this thesis study.

Key words: Amyloid beta peptide, Alzheimer, biotechnological vaccines, bioconjugate,
covalent conjugation, adjuvant, carbodiimide, toxicity
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BOLUM 1

GIRIiS

1.1 Literatiir Ozeti

ilk kez 1854 yilinda Alman bilim adami Rudolph Virchow tarafindan ortaya atilan
“amiloid” terimi, ozellikle son yillarda bilim diinyasinda 6énemli bir arastirma konusu
haline gelmistir [1]. Bunun siphesiz en ©6nemli sebebi, Alzheimer hastaligi gibi
glinimizin en vyaygin hastaliklarindan birinde amiloid patojenezinin goériliyor
olmasidir. Amiloid, ¢esitli klinik bozukluklarda viicudun birgok doku ve organinda
hiicreler arasinda depolanan ve ¢ozlinmeyen protein agregatlardir. Kati, dallanma
gostermeyen ve belirli bir uzunlugu olmayan fibrillerden olusan amiloid, proteolitik
sindirime direncgli ve kolay ¢6zilemeyen bir yapidir. Amiloid birikimi gerceklesen
dokuda, hiicreler arasi iletisimin bozulmasindan dolayi, hiicre 6limi artmakta ve
sonucta doku ya da organ islev goremez hale gelmektedir [2]. Amiloid birikiminin
Onlenmesi icin, buglin yeni tedavilerin gelistiriimesi calismalari tim diinyada hizla
surdiridlmektedir. Alzheimer hastaligl, yanlis katlanmis olan Amiloid Beta peptidlerinin
beyinde plaklar seklinde birikim olusturmasi sonucu meydana gelmektedir. Bu plaklar
genellikle 39-43 amino asitten olusan ve amiloid beta (AP) denilen kiicik peptid
dizilerinden olusmaktadir. AR cok daha bliylk bir protein olan ve amiloid 6nciil protein
(APP) olarak bilinen daha buyiik bir proteinin cesitli enzimlerle parcalanmasi sonucu
meydana gelir ve bu mekanizma heniiz tam aydinlatilamamistir. Sonu¢ olarak olusan
AP peptid fragmentleri sinir hiicrelerinin disinda birikerek senil plaklar denilen yapilari

olustururlar [3].



Ylz yildan fazla zaman 6nce Louis Pasteur’un klasik asilarinin temellerini atmasinin
ardindan, Penisilin’in 1928’de Uretilmesi ile biyoteknolojik yontemle asi ve ilag
Uretimine de baslanilmis oldu. immununoloji ve biyoteknolojide yasanan gelismeler,
asl teknolojisinin de gelismesine dnemli katkilarda bulunmustur. Gelistirilen yeni nesil
asllar, sadece enfeksiyonlara karsi koruyucu amacla degil, ayni zamanda hastaligin
Oonlenmesinde tedavi amagh olarak da kullanilmaya baslanmistir. Ayrica, yeni bir
yaklasim olarak hastaliga neden olan antijenin tamami ile immunizasyon yerine,
sentetik olarak elde edilen ve antijenin spesifik bir bélgesini olusturan peptid yapidaki
asilar gelistiriimeye baslandi. Kuvvetli bir immun yanit olusturabilmek icin asi
calismalarinda antijen olarak kullanilacak peptid vb. 6zellikteki molekdl, adjuvant adi
verilen tasiyici sistemler ile canli sisteme verilmektedir. Adjuvantlar antikor
olusturmayan birer immin uyaricidirlar. Yani disik konsantrasyondaki antijenik bir
maddenin, pargalanmadan viicutta daha uzun siire kalmasini boylece de hem daha
ylksek antikor cevabi olusmasi hem de immiin sistemin daha uzun sire uyariimasina
yardimci olurlar [4]. Dogal ve sentetik makromolekillerin konjugatlar, tip ve
biyoteknoloji alanlarinda, ilag salinimi ve enzimlerin stabilizasyonu gibi alanlarda
gittikce artan bir dneme sahiptir. Sentetik polielektrolitler (PE), kovalent baglanma
araciliglyla proteinlerin modifikasyonlari, antijenik proteinlerin immunolojenliklerinin
arttirlmasi ve/veya azaltilmasi ve in vivo stabilliklerinin ve viicutta kalma siirelerinin
arttirilmasi gibi amaclarla yaygin olarak kullanilmaktadir [5], [6], [7]. Bu tir polimerler
adjuvant (yardimci) oOzelligi tasimamaktadirlar. Bununla beraber yiksek molekiil
agirhkli sentetik polielektrolitler (PE), negatif ve pozitif ylklenmis veya ortamin
fizyolojik sartlarina gore yiklenebilen polimerler, polibazlar, poliasitler ve bunlarin
kopolimerleri, bu kopolimerler monomerlerinin kimyasal yapilarindan bagimsiz olarak
benzer adjuvant etkisi (immdniteyi stimile eden) gostermektedirler [8], [9], [10], [11],
[12]. Asi calismalarinda kullanilan sentetik peptidler, bolgeye 6zgl antikorlarin
olusturulmasinda oldukca ilgi cekici bir 6neme sahiptir ve en blylk avantajlari,
herhangi bir enfekte edici maddeye ihtiyac duymaksizin givenilir olmalari, ayni
zamanda da kimyasal olarak tamamen tanimlanabilmeleridir. Ayrica sentetik peptid

asilari toksik degildir ve daha ucuzdurlar [13].



Bu tez ¢alismasinda Alzheimer Hastaligina ait Amiloid beta peptidinin AB(1-15) ve AB(1-
21) olmak Uzere iki farkh dizisi kullanilmistir. Bu peptid dizileri, adjuvant 6zelligi oldugu

duslintlen dort farkh tasiyict makro molekiil olan;
Poliakrilik Asit (PAA) (Mw: 100000 Da)

Polivinil pirilidon [P(VP-co-AA)] (Mw:80000 Da)
Dekstran Aldehit (DA) (Mw:75000 Da) ve

Bovin Serum Albumin (BSA) ile konjuge edilmistir.

Amiloid beta peptid dizilerinin bu tasiyici makromolekiiller ile biyokonjugatlarin ve
komplekslerin  olusturulmasi farkli yontemlerle; 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
karbodiimid hidroklorid (EDC) varhginda kovalent baglanma ile biyokonjugatlarin
olusturulmasi, Dekstran aldehit ile biyokonjugatlarin olusturulmasi ve lg¢linci olarak
elektrostatik etkilesim ile kompleks olusumu gergeklestirilmistir. Floresans Rezonans
Enerji Transferi yontemi ile de intermolekiler etkilesimin sayisal verileri elde edilmis ve
teorik olarak modelleme calismalari ile de deneysel olarak elde edilen sonuglar
kiyaslanmistir. AB(1-21) peptidinin PAA ile biyokonjugatlarinin biyouyumlulugunun ve
toksisitelerinin incelenmesi amaciyla, 2 farkli konsantrasyonda antijen igeren
biyokonjugat MCF 7 hiicrelerine verilerek MTT yontemi ile sitotoksik ozellikleri
incelenmistir. Ayrica her iki peptid dizisi kullanilarak sentezlenen farkli
konsantrasyonlardaki biyokonjugatlar ve fiziksel kompleksler, insan fibroblast
hicrelerinde XCELLienge (Roche) sisteminde gercek zamanli olarak analiz edilmistir. Bu
analizde érnekler insan Umbilikal Ven Epitel Hiicrelerine 72 saat boyunca maruz
birakilmig ve hiicrelerinin canhliklari ve ¢ogalma hizlarindaki degisimler gergcek zamanli

olarak bu 72 saat boyunca ol¢ilmustdr.



1.2 Tezin Amaci

Bu tez ¢alismasinda, ¢agimizin en dnemli hastaliklarindan biri olarak gorilen Alzheimer
Hastaligina (AH) ait antijenik 6zellikteki AB(1-15) ve AB(1-21) peptid dizilerinin, daha
yuksek immun yanit almak Uzere adjuvant Ozellik gosterecek olan 4 farkli tasiyic
makromolekile kovalent konjugasyon ve fiziksel kompleks olusumu gibi farkli metodlar
yardimiyla baglanmasiyla biyolojik aktiviteye sahip molekiller elde edilmesi
amaglanmigtir. Elde edilen farkh yapidaki biyokonjugat ve fiziksel komplekslerin, AH nin

tedavisinde peptid bazl yeni nesil asi modeli olarak kullaniimasi hedeflenmektedir.

Bu amacla, sentezlenen biyokonjugat ve fiziksel komplekslerin 6ncelikle gesitli biyolojik
hicresel sistemlerde toksik etki gosterip gostermediginin ve doz c¢alismalarinin
arastirilmasi ile elde edilen sonuglarin ileride yapilacak olan hayvan denemelerine i1sik

tutmasi hedeflenmektedir.

1.3 Hipotez

Bu tez c¢alismasinda, Amiloid beta peptidine ait 2 farkh antijenik 6zellikteki peptid
dizisinin farkli tasityict makromolekdller ile biyokonjugatlarinin ve komplekslerinin
sentezlenmesi ile elde edilen preparatlar kullanilarak, ilerleyen g¢alismalarimizda
gerceklestirecegimiz hayvan deneylerinde, Alzheimer hastaligina karsi spesifik
antikorlarin elde edilmesi, yiksek immiin yanitlarin olusumunu saglamasi, boylece
Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilabilecek peptid bazli bir asi modeli
gelistirilmesi beklenmektedir. Sentezlenen peptid-tasiyici makromolekdl
biyokonjugatlari ve fiziksel kompleksleri ile yapilan hiicre deneyleri c¢alismalari
sayesinde belirlenen toksisite dozlari ile, daha sonraki hayvan deneyi ¢alismalarinda
yapilacak fazladan analizleri, maliyeti ve hayvan ziyanini 6nleyecektir. Bu calisma
Ulkemiz ve dinyada c¢cok onemli bir hastalik olan Alzheimer’a yonelik bir tedavi
gelistirilmesine yardimci olacak yeni nesil peptid bazh asilarin ve tani kitlerinin
Uretilebilmesine zemin hazirlayacaktir. Bu nedenle sunulan bu tez calismasi, kimya,
biyomihendislik ve biyofizik gibi hem teorik hem de pratik temel bilimlerin arastirma

alanlarini kapsayan, multidisiplinler bir calismadir.



BOLUM 2

GENEL BiLGILER

2.1 Alzheimer Hastalig

Alzheimer, bir beyin hastaligi [14]; beyindeki hiicrelerin zamanla, yavas yavas 6lmesi
sonucu ortaya ¢ikar. Hastaligin kesin sebebi bilinmemektedir. Alzheimer hastaligl (AH),
en sik karsilasilan demans gesitlerinden biridir. Diger sik karsilasilan demans gesitleri
arasinda, beyni besleyen kan miktarinin azalmasina neden olan biiylk veya ¢ok sayida
kiicik inmeler sonucu olusan vaskiler (damarsal) demans, norodejeneratif hastaliklara
bagh Frontotemporal demans vb. gibi demans hastaliklari bulunmaktadir. Fakat en sik
rastlanilan demans, Alzheimer’dir. “Alzheimer hastaligi, beyin hiicrelerinde hasara
neden olarak, hafiza kaybi ile ¢alisma hayati, hobiler ve sosyal iliskilerde bozulmaya yol
acar. Alzheimer hastalig, glinliik yasam pratiklerini gerceklestirme becerisini bozmakla
birlikte, bellek ve bilissel islevleri yikima ugratan bir bunama hastaligidir. AH da klinik
bulgular, yaslanmaya bagh olarak ortaya cikar. Baslangi¢ctan 6lime kadar olan siirecte

yasanan biling degisiklikleri agik bir sekilde gorulir.
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Sekil 2.1 Alzheimer Hastaligi’'nda néron yapisi [15]



AH’de ozellikle yeni 6grenilen olaylarla iliskili -epizodik- bellek kaybedilir. Hastaliga
bellek kaybi ile birlikte psikiyatrik bozukluklar da eslik eder; kisilik, duygu-durum
degisimi, sizofreniye benzer tablolar gorilir. Tum AH’lilerin ylizde 50’sinde degisik
derecelerde biling dalgalanmalarina neden olan varsanimlar tespit edilmistir. Hastalik
ilerledikce, hasta kendi hastalik durumunu ayirt edemez ve icinde bulundugu durumu
reddetmeye baslar. islevsel bozulmalarinin farkinda olmazlar, kendi yetersizliklerini
gdrme iggoriileri kaybolur. icgérii kaybi, beynin 6n bélgelerinde kan akiminda diisme
ile baglantihdir. AH’de farkindalikta azalma, “Onbeyin-yerine getirme” testlerindeki
yetersizlikle dogru orantihidir. Bilingli farkindaliktaki azalma; davranissal bozukluklar ve
icsel durum gostergeleri arasindaki iliskiyi izleme yeteneginin bozulmaya basladigini
gosterir [16]. Alzheimer hastaligl bazi beyin hicrelerinin 6limine neden olan, kesin
nedenleri bilinmeyen nérolojik bir hastaliktir. Klinik olarak incelendiginde Alzheimer,
bilissel ve islevsel dlzeyde ilerleyici bir kotiilesme ve hafiza ile diger entelektlel
faaliyetlerde belirgin bozulma olarak karsimiza cikar. Konusma bozukluklari baslar; ya
az konusur ya da konussa bile soyledigi seyler anlamsizdir. Motor islevleri korunuyor
olmasina ragmen motor etkinliklerini yerine getiremez; eli, kolu vicudu saglam
olmasina ragmen yemek, tamirat, orgi gibi isleri yapamamaya baslar. Duyu islevleri
yerinde oldugu halde, objeleri taniyamaz; yani gordigli ve duydugu seyleri ve
soylenilenleri anlayamaz ve esyalarin ne ise vyaradigini bilemez. Planlama,
organizasyon, dikkati odaklama, zaman ve mekan oryantasyonu, kavrama gibi islevleri
bozulmaya baslar; hasta 6nceden basariyla yaptigi isleri zaman icinde yapamaz.
Parasini idare edemez, evin temizligi ve diizenine artik dikkat etmemeye baslar. Zaman
icinde yasanilan bu degisim, kisinin sosyal ve mesleki yasamini etkiler. Hastaligin en
ileri evresinde Alzheimer hastasi tam bagimli bir hale gelir. Beslenme, temizlik, tuvalet
ancak bir kisinin yardimiyla mimkiin olur. Hastanin Uzerindeki etkisinin son derece

glcli olan bu hastaligin hastanin yakinlari ve bakicilarin lzerinde de etkisi blyuktir.

[3].



2.1.1 Alzheimer Hastaliginin Tarihgesi

Alzheimer hastalgl, Alman psikiyatristi ve noropatalogu olan Alois Alzheimer (14
Haziran 1864 — Aralik 1915) tarafindan bulunmustur. Alzheimeri ilk olarak “presenil
dementia” vakasi ile ilgili calismasini yayinlamis ve bu hastalik daha sonra psikiyatrist
Emil Kraepelin tarafindan “Alzheimer hastaligi” olarak tanimlanmistir. Kocasinin fark
ettigi garip davranis bozuklari ve kisa sireli hafiza kaybi olan 51 yasindaki Auguste
Deter kocasi tarafindan Alois Alzheimer’in Frankfurt’ta ¢alistigi hastaneye birakilir.
Alois Alzheimer, Nisan 1906’da Deter 6liince, hastanin dosyasini ve otopsi igin beynini
Munih’e, halen calistigi Kraepelin’in laboratuarina getirtir. Burada yeni boyama
teknikleri ile hastanin beyninde “amiloid” plaklari ve “nérofibriler yumaklar”
gbzlemler. Daha sonra hastaligin patolojisini ve klinik semptomlarini ilk kez Kasim 1906’

da kongrede sunmustur [17].

Alois Alzheimer (1864-1915) Agusta Deter (1850-1906)

Sekil 2.2 Alois Alzheimer ve Agusta Deter

2.1.2 Alzheimer Hastaliginin Diinyadaki Yayginhigi

AH, genellikle ileri yastaki kisilerde gorilmekle birlikte kirk gibi genc¢ yaslarda
basladigini gésteren veriler de bulunmaktadir. AH, sanayilesmis Ulkelerde ekonomik,
sosyal ve tibbi yonden giderek artan boyutlarda bir yik olusturmaktadir. 1980 ve 1990
yillari arasinda Avrupa’da yuritilmis calismalar sonucunda, 60-69 yaslarinda arasinda
hastaligin gorilme sikhigi % 0.3 iken, 70-79 vyaslari arasinda bu oran % 10.8'e
¢ikmaktadir. Japonya’da AH ikinci sirada gelmektedir; demans populasyonun yizde
42'sinde gozlenmekte ve bu nedenle de hastalik bu lilkede yasanan en sik demans
nedenidir. ABD’de yapilan istatistikler, AH’'nin 65 yas Ustiindeki 4 milyon kisiyi veya bu

yas Ustu popllasyonun % 10’unu etkiledigini gostermektedir. ABD’de elli yil sonra



devrim yaratacak bilimsel gelismeler olmamasi halinde, AH’nin goriilme sikhg dérde
katlanmis olacak. 2050 yilinda AH hastasi sayisinin 8.64 milyona ulagsmasi beklenmekte
ve her 45 Amerikalidan birinin demansh olacagi tahmin edilmektedir [18]. 2012 yili
Diinya Alzheimer Raporu’na gore, demansin, 2010 yilinda tiim diinyada 36 milyon kisiyi
etkiledigini gostermis, 2030’da bu rakamin 65.7 milyona g¢ikacagl ve 2050’de 115.4
milyon kisinin bu hastaliktan etkilenecegi tahmin edilmistir [19]. 2012 Diinya Alzheimer
Raporu’ndan alinan bilgilere gore; hastaligin erken evrelerinde vyapilan tani ve
tedavilerin, hastalar Gzerinde olumlu etkileri ve yararlari oldugunu géstermektedir.
Buna karsilik demansli hastalardan sadece 4’te birine tani koyuldugu, geriye kalan 4’te

3’ne ise tani konulmadig igin gerekli tedavi ve bakimi yaptiramadigi bildirilmistir [19].

2.1.3 Alzheimer Hastaliginin Tiirleri

AH’nin hastaliginin baslica iki temel alt tipi tanimlanmistir. Ailesel AH (FAD) olarak
tanimlanan tip genellikle daha az goriilmekte ve erken yaslarda ortaya ¢ikmaktadir

[20]. FAD patogenezinde 3 genin etken oldugu bildirilmektedir [21]:

e 21. kromozomdaki APP (Amiloid Prekiirsor Protein) genindeki Mutasyonlar
e 14, kromozomdaki presenilin 1 (PS1) genindeki mutasyonlar

e Kromozomdaki presenilin 2 (PS2) genindeki mutasyonlar

APP genindeki mutasyonlarin amiloid aggregasyonunda temel neden oldugu
bilinmekte; PS1 ve PS2 mutasyonlari ise APP’nin proteolitik islenmesinde artisa neden

olarak hastaligin agresif formu olan FAD gelisimini hizlandirmaktadir.

Hastaligin tanimlanmis diger bir alt tipi olan sporadik tip (SAD), hastaligin en yaygin
gorilen formu olup hastalarin %90'nini etkilemektedir. Belirtilerin genellikle 65 yas
Ustl ortaya cikabildigi ve 85 yas Ustl populasyonun %50’sinin bu hastaliga yakalanma
ihtimali oldugu bildiriimektedir. Bu hastaligin patogenezinde herhangi bir genetik
mutasyonunun etkisi oldugu bildiriimemekle birlikte SAD’de ApoE geni siklikla
arastirilmaktadir. Allellerden ApoE4 geninde mutasyonun varligi hastaligin erken ortaya
cikisinda belirleyici olmadigi halde bir risk faktorii olarak degerlendiriimektedir

[22],[20].



2.1.4 Alzheimer Hastaliginin Evreleri

Barry ve Reisberg’e gore Alzheimer hastaliginin klinik 6zelliklerinin hastalik evrelerine

bagli olarak ortaya ¢ikisi ve evrelerin tahmini siresi séyledir:

Cizelge 2.1. Alzheimer Hastaliginin evreleri [23]

EVRE

KLINiK OZELLIK

SURESI

Evre 1

Nesnel ve 6znel bilissel eksiklik bulgusu yoktur.

Evre 2

Bilissel yetersizlikler hakkinda 6znel yakinmalar vardir:
isimleri hatirlayamama, nesneleri koyduklari yerleri
bulamama gibi.

Evre 3

Karmasik mesleki ve sosyal gorevlerde ¢cok az nesnel
kayiplar olur. Fazla tanimadigi yerlerde kaybolabilir,
istekli oldugu bir iste performansi azalir, kelime ve
isim bulma konusunda belirgin zorlanabilir, agik bir
sekilde ne soéyledigini unutur ve tekrarlanmalara gerek
duyar. Bu dénemde bilissel kayipla iliskili kaygilar
yogunlasir.

7 yil

Evre 4 (Hafif)

Yogunlasma, bellek, yonelim ve islevsel kapasitede
belirgin bozulmalar olur. Yakin bellekte ciddi
etkilenme olur. Sosyal ve mesleki islevlerinde 6nemli
aksamalar olur.

2-4 yil

Evre 5
(Orta)

Karsilasilan guglikler hastanin  yardim almadan
yasamini sldrdiirmesini onleyecek kadar fazladir.
Yasamlari hakkinda 6nemli konulari hatirlayamazlar.
Oturduklari adres, bitirdikleri okulun adi, basbakanin
adi  gibi. Bulunduklari  yili hatirlayamazlar.
Hesaplamada onemli giclik cekerler. Depresyon ve
ofke ataklari olabilir.

1,5yl

Evre 6
(Orta
derecede
siddetli)

GUnlik yasamin temel etkinliklerinde yardim gerekir.
Eslerinin  adini  unut urlar, adres bilmezler.
Yasamlarinin erken dodnemlerini animsayabilirler
(dogum vyeri, anne-baba isimleri). 10’dan geriye birer
birer saymada gliclik cekerler. Ajitasyon, o6fke ve
fiziksel siddet gosterebilirler.

2,5yl

Evre 7
(Agir)

Gunlik etkinliklerde surekli yardim gerekir. Konusma
yetisi sinirlanmaya baslar ve evre sonunda dogru
kaybolur. Hareket ortadan kalkar. Saldirgan ve kontrol
edilemez davranislar olabilir.

3-6 yil




2.1.5 Alzheimer Hastaliginin Molekiiler Mekanizmasi

Alzheimer hastaliginin etiyolojisi ve patogenezinin acgiklanmasinda (¢ temel hipotez

One surilmektedir [20].

e Kolinerjik Hipotez: One siiriilen hipotezlerden en eskisidir. AH’nin énemli bir
norotransmiter olan asetikolinin azalmasi nedeniyle ortaya ¢iktigi distinilmektedir.
Alzheimer hastalarinda bazal 6n beyinde kolinerjik néronlarda dejenerasyon; serebral
kortekste kolinerjik reseptorlerde ve kolin asetiltransferaz (ChAT) dizeylerinde belirgin
bir azalma saptanmaktadir. Daha 6nce sirdirilen tedavi yaklasimlarinin bircogu bu
hipoteze dayandiriimakla birlikte, klinik arastirmalar asetilkolin  dizeylerini
yukseltmeye yonelik tedavi stratejilerinin yalnizca semptomatik iyilesme sagladigi
ancak hastaligin gelisimi ve tedavisinde etkili olmadigini ortaya c¢ikarmistir
[20],[24],[25],[26]. Bununla birlikte, bu hipoteze dayanan yeni vyaklasimlarda
kolinesteraz inhibitorlerinin  kullaniminin  beta-amiloid peptid aggregasyonunu

etkileyebilecegi yoniinde bulgular bulunmaktadir [27].

e Tau Hipotezi: Alzheimer hastaliginda, mikrotibdlle iliskili protein ailesinin bir Gyesi
olup tubul stabilitesini saglayan Tau proteinlerinin hiperfosforile olmasi sonucu
yapilarin bozularak intrandronal fibriller aglar meydana getirdigi bildirilmektedir. Bu
olusumlarin intraseliiler transport sistemine ve sinyal iletimine zarar vererek AH

gelisimini hizlandirdigi ve néronal 6lime yol actig1 6ne stirilmektedir [28], [29], [30].

a Alzheimer Hastaliginin erken evreleri b Hastaligin ilerleyisi ¢ Alzheimer Hastaligininileri evresi
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Sekil 2.3 Tau Hipotezi [31]
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* Amiloid Selale Hipotezi: 1991 yilinda 6ne sirilen hipotez, AH'da AB birikimlerinin
birincil etken oldugunu bildirmektedir. Bu modele gore, AH da beyinde APP’nin Uretimi
sonrasi meydana gelen tirevlerinin yapimi, agregasyonu, depolanmasi ve toksisitesi ile
tetiklenip birbiri ardina ilerleyen bir dizi noérodejeneratif olay s6z konusudur
[32],[33],[34] ve bu hipotez molekiiler genetik, noropatolojik ve biyokimyasal
calismalar ile de desteklenmistir [35],[36]. Bu hipotezde, AH’da beynin belli
bolgelerinde birikerek ¢o6ziinmez fibriller meydana getiren beta-amiloid (AB)
proteinlerinin daha sonra senil plaklar olusturarak sinir hticrelerini hasara ugrattigi, bu
hiicrelerin birbirleri ile olan baglantilarini koparip nérotransmiter miktarini azalttig1 6ne

suriilmektedir [35].
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Sekil 2.4 Amiloid selale hipotezi [37]

2.1.6 Amiloid B Peptid Olusumu

APP bir transmembran protein olup, santral sinir sistemi néronlarini da iceren birgok
hiicrede eksprese edilmektedir. Alzheimer hastaliginda karakteristik olan amiloid
fibrillerinin, APP’in proteolitik yikim Grlnleri olan AB1-42 ve AB1- 40’den tliredigi
bilinmektedir. AH patogenezinde AB-peptidin polimerizasyonunun 6nemi bilinmekte ve
polimerize AB olusumunun artisi ile AH riskinin artisi arasinda kuvvetli bir iliski
bulunmaktadir [35]. Monomerik AR normal metabolizma esnasinda olusmaktadir ve
noronlar Uzerinde belirgin bir etki yapmamaktadir [38]. Ancak patolojik durumda

AB’nin kendi kendine biraraya gelerek daha bilyilk oligomerik fibriller bir yapiya
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donistligli ve amiloid fibriller halinde noritik plaklarin yapisina katilarak noral
toksisiteye neden oldugu gosterilmistir [39]. APP iki ayri mekanizma ile AB yapimini
etkilemektedir. a-sekretaz ile non-amiloidojenik kirilmaya ugrayan APP, c¢ozlnir
yapidaki sAPPa formuna donismektedir. Proteininin membranda bagl olan ve C-
terminal pargasi olarak adlandirilan C83 fragmani bu islemle ayrilmaktadir. y-sekretaz
ile gerceklesen ikinci kirilma, kiiglik p3 peptidlerinin hiicre disina salinmasi ve APP’nin
sitoplazmik kuyrugunun (AICD) hiicre icine girisiyle sonuclanmaktadir. AICD hiicre icine
girdikten sonra bir transkripsiyonel aktivator gibi davranarak diger sinyal iletim
mekanizmalarini etkilemektedir. Amiloidojenik kirilma ise, PB-sekretaz etkisi ile
baslamakta ve sAPPB olusmaktadir. Bu patolojik kirilmanin y-sekretaz kaynakli devam
eden slirecinde sirasiyla 40 ve 42 aminosaitlik peptidler olan AB40 ve AB42
olusmaktadir [40].

2.1.7 Amiloidogenez ve Senil Plak Olusumu

Fizyolojik sartlarda ve derisimlerde AR parcaciklari saperon destekli bir katlanmayla
yeni bir sekil almaktadirlar. Bu olagan formlarinda peptidler, beyinomurilik sivisi ve
kanda rahatga hareket edebildikleri ve hidroliz edilebilecekleri suda ¢6zlnur
formlarinda bulunmaktadirlar [41]. AB parcaciklarinin Gretiminin artmasi sonucu, bazi
parcaciklarin bu saperon destekli sistemden sizarak patolojik olusumlara yoneldigi
bildirilmektedir. Bu durumlarda pargaciklarin aminoasit dizilimlerine bagl olarak ikincil
yapilanmalar olusmakta ve bu yapilar bir su kilifiyla kaplanmaktadir. iste bu olusumlar
biyokimyasal ve immiinolojik ataklara dayanikli amiloidleri meydana getirmektedir
[20]. Bu olusumlardan CmAPB B-tabakalardan olusan ve hidrofobik kisimlarca zengin bir
yapilanma taridir. CmAB derisiminin kritik dizeylere ulasmasinin amiloidozis igin bir
oncil oldugu bildirilmektedir. Bu yapilanmalarin en iyi bilinenlerinden biri de
“prion”lardir [20]. Alzheimer hastalarinin beyinlerinde 3 tip AB birikintileri oldugu

bulunmustur [42]:

e Senil plaklarin oncilleri oldugu bildirilen “diffiiz plaklar” amorf, yari kiiresel,
yogunlugu az olan birikintilerdir. Bu olusumlarda AB non-amiloid aggregatlar olarak
bulunmaktadir. Bu olusumlarin normal yaslanma siirecinde de bulunabilecegi

bildirilmektedir.
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e “Senil plak” ya da “néritik plak” olarak adlandirilan ve amiloid ¢ekirdek igeren kiresel
olusumlar patolojik olusumlardir. Aksonal iletilerdeki bozulmalar gibi sorunlarin bu

plaklar kaynakh oldugu bildiriimektedir. Bu plaklardaki ana bilesen AB(1-42)"dir.

e “Serebrovaskiiler amiloid” AH’da her zaman ortaya ¢ikmayan birikim tlridir. Bu

durumlarda AB peptidlerin serebral kan damarlarinda biriktigi bildirilmektedir.

2.1.8 Tedavi Stratejileri

AH olusumunun biyolojik mekanizmasinin son derece karmasik olusu ve hastaligin
noropatolojisinde bircok faktoriin yer almasi, AH olusumunun engellenmesi, hastaligin
seyrinin yavaslatilmasi ve tedavisinde degisik stratejilerin kullanilmasini zorunlu

kilmaktadir [43].

* A fibril olusumu, agregasyonu ve noérotoksisitesinin engellenmesine yonelik tedavi

stratejileri:

AH patogenezinde AB-peptid birikiminin temel olmasi nedeniyle, tedavi stratejileri
icerisinde igcinde en popiler olani AB amiloid fibril olusumunun inhibe edilmesidir. AB
miktarinin kontrol edilmesindeki ilk diizenleyici basamak, APP sentezinin kontrol
edilmesidir. Dluzenlemenin ikinci basamagini ise, a ve B sekretaz aktivitelerinin
kontroli olusturmaktadir. B-sekretaz aktivitesinin baskilanmasi, amiloid olusumuna
neden olan peptidlerin olusumunu azaltmakta; boylece AB peptidinin olusumu biyuk
Olclide onlenmektedir [20],[40]. Benzer sekilde, prosesin a-sekretaz yoniine
kaydiriilmasinin da, patolojinin énlenmesinde bir yontem olabilecegi bildiriimektedir.
Boddapati ve arkadaslari, hiicre kiltiirlerinde B-sekretaz aktivitesini inhibe ederek APP
intraselller ve ekstraseliiler AR seviyelerinin %50 azaldigini rapor etmektedirler [44].
Sekretaz inhibitorlerinin kullaniminin AR olusumunu azaltarak etkin terapotik hedefler
oldugu bildirilmektedir [40]. Presenilinler (PS1 ve PS2), APP’nin katalitik yolla
parcalanmasindan sorumlu olan gama sekretaz (y-sekretaz) enzimlerinin alt
bilesenlerini olusturan transmembran proteinlerdir. Presenilinlerin y-sekretaz
aktivitesinden bagimsiz olarak endoplazmik retikulumda bozulmus ca® sinyal

iletiminde de gorev aldigi bildirilmektedir. AH'da da presenilin genlerindeki
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mutasyonlarinin AB (1-40)’a gore daha amiloidojenik bir peptid fragmenti olan AB (1-
42)'nin artisina neden oldugu ve hastaliktaki bozuk Ca metabolizmasi ile iliskisi

bulundugu duslintlmektedir. [45].

eKolinesteraz inhibitorleri:

Bu tip ilaglar, AH’da bozulan sinir iletimini dizeltmeyi amaglayan semptomatik
tedaviye vyonelik bilesiklerdir. AH’de asetilkolinin  kortikal aktivitesi dlslk
bulundugundan sinaptik bosluktaki asetilkolinin  yikimindan sorumlu olan
asetilkolinesterazlar (AchE), baslica ila¢ hedefini olusturmakta ve Takrin, Donepeuzil,
Rivastigmin ve Galantamin gibi AChE inhibitorlerinin AH’da sinirsel iletiyi dizelttigi
gosterilmektedir. Kullanilan inhibitorlerden ilk kusak inhibitér olan Takrinin
hepatotoksik etkileri oldugu; daha sonra gelistirilen Donepezil ve Galantaminin daha
siklikla kullanildigi bildiriimektedir [46]. Kolinesteraz (ChE) inhibitorlerinin Alzheimer
tedavisinde, iki yonli etksinin oldugu kabul edilebilmektedirler. Enzimin periferal
anyonik bolgesini (PAB) hedef alan inhibitorler, etkilerini hem kolinerjik sistemde hem
de bu bolgeden kaynakl olarak gelisebilen AB aggregasyonunu engellemek yoluyla
gostermektedirler. Alzheimer tedavisinde kolinesteraz inhibitorlerinin kullanimina, tani
yapildiktan sonra baslanmakta ve doz hastanin ilaci tolerans kapasitesine gore

belirlenmektedir. Tedavi siiresi genellikle 3-6 ay arasinda degismektedir [42].

eAntioksidan bilesikler:

AH hastaliginda beyinde oksidatif stresin varligi bilinmektedir. AB agregatlarinin
dogrudan hiicre membranina girerek lipid peroksidasyonuna neden oldugu ve
mitokondriyal elektron tasima sisteminde kacaklarin meydana geldigi bildiriimektedir
[46]. Pocernich ve arkadaslari, glutatyon seviyelerinin N-asetil sistein (NAC) yardimiyla
arttirlmasina yonelik yaptiklari calismalarda NAC'nin ve glutatyonun APP gen
transkripsiyonunu azalttigini, AB fibrilasyonuna ugramis néronal hiicre kiltirlerinde
NAC uygulanmasi ile apoptotik yollarin yavasladigini bildirmektedirler [47]. Yapilan
bircok c¢alisma, oksidatif hasarin diger bircok hastalikta oldugu gibi Alzheimer
hastaliginin patogenezinde de dnemli bir roli oldugunu gostermistir. Bu hastaliklarin

alternatif tedavisi noroprotektif veya antioksidan maddeler yardimiyla ndéronlarin
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dejenerasyonunu azaltmak veya onlemek seklinde olabilmektedir. E ve C vitaminleri,
ubikinon, lipoik asit, beta-karoten, melatonin, curcumin gibi dogal antioksidanlarin ve
bazi NAC iceren sentetik antioksidanlarin AH’da koruyucu ve noérodejenerasyonu

durdurucu etkisi olduguna dair ¢alismalar bulunmaktadir [48].

eAnti-inflamatuar bilesikler:

Non-steroidal anti-inflamatuar ilaglarin (NSAIDs) uzun dénem kullaniminin AH riskini
azalttig1 bildirilmektedir. Etkilerinin amiloidojenik form olan AB(1-42) derisimlerini
azaltmak yoluyla olabilecegi ve AH’da goézlenen davranissal bozukluklari dizelttigi

rapor edilmistir [49].

eDiger yaklagimlar

insulin parcalayici enzimin; laminin, rifampisin gibi B-tabaka bozucu kimyasallarin;
kolesterol duslriici statinlerin AB aggregasyonunu azalttigi yapilan calismalarda
gosterilmistir [46]. Tau proteini ve mikrotibill yapisinin bozulmasini engelleyen
stabilizatorler kullaniimasinin hastaligin patogenizinde etkisi olabilecegi bildirilmektedir
[29]. AB antikorlari kullanilarak asilama calismalarinin faz | dizeylerinde iyi tolere
edilmekle birlikte, faz Il seviyelerinde hastalarda menengoensefalit gelistigi
gorilmustir. IL-4 adjuvant kullanilarak gelistirilen yeni bir DNA asisinin ise, farelerde

denenmesi ile AR olusumu ve agregasyonun azaldigi gosterilmistir [50],[51].

Alzheimer'li hiicreler

Saglikli hiicreler

Sekil 2.5 Alzheimer hastaligindaki ve normal durumdaki néron gortinimleri
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Cizelge 2.2. Alzheimer Tedavisinde Kullanilan ilaglar [52]

ILAC ismi ENDIKASYON ETKI DOZ
Donepezil Hafif ve siddetli | Asetilkolinesterazi inhibe 5mg
Ticari isim :Aricept AD ederek Asetilkolin’in digsltstune | glinlik

karsi koruyucu.
AD’nin bilissel semptomlarinin

tedavisinde
Galantamine Hafif ve orta Asetilkolinin  dugslisiine karsi | Ginde 2
Ticari ismi: siddetli AD koruyucu ve asetilkolin | defa 4 mg
Razadyne salgilanmasi igin reseptorleri
stumile edici.
AD’nin bilissel semptomlarinin
tedavisinde
Rivastigmine Hafif ve orta Asetilkolini pargalayan | Gunde iki
Ticari isim: Exelon siddetli AD enzimleri inhibe ederek [ defa 1.5
asetilkolin disuslni mg

Oonlemektedir.
AD’nin bilissel semptomlarinin

tedavisinde
Memantine Orta ve siddetli | Glutamaterjik reseptorleri | Gilnde 5
Ticari isim: AD bloke ederek, glutamat mg
Namenda etkinligini diizenlemektedir.

AD’nin bilissel semptomlarinin

tedavisinde

2.2 Alzheimer Hastaligi ve Asi

Alzheimer hastaligl patolojik olarak serebral amiloid B (AB) birikimi, noritik plaklar,
gliosis, noron kaybi ve norofibril digiumleri ile karakterize edilmektedir [53]. AP,
Alzheimer hastaliginin patogenezinde kritik bir rol oynamaktadir [54]. Alzheimer
hastaligi icin gelistirebilecek terapilerin; AP Uretimini baskilamak, bozunmasini
arttirmak ya da beyinden tamamen temizlemeye yonelik oldugu bildiriimektir. AB
miktarinin distrtlmesinin AB(1-42) ile PDAPP transgenik faresinde aktif imminizasyon
ile saglandigi ilk olarak Schenk tarafindan rapor edilmistir [55]. Bundan sonra yapilan
pek cok AB immiinizasyon calismasinda, serebral AB dizeylerinin farelerde [56],[57],
[58], [59], [60], [61], insan olmayan primatlarda [62], [63] ve birka¢ calismada da
insanlarda [64], [65] AB(1-42) seviyesinin distigu bildirilmistir. 2002 yilinda AN1792
insan klinik denemesi, Th-1 temelli glicli bir adjuvant olan QS21 [66] ile AH nin kendi

antijeni olan AB(1-42) kombinasyonuyla asilanan Alzheimer hastalarinin %6’sinin beyin
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zari iltihabi ile karsi karsiya kalmasindan dolayi [67], [68], [69] durdurulmustur. Erken
doénemde asilamanin sona ermesiyle beraber, immunize hastalarin sadece %19.7’sinde
antikor yaniti alinabilmistir [69]. Buna karsilik baska calismalarda; insanlarda [70],
maymunlarda [63] ve farelerde [59],[71], [72] AB(1-15)’in hastaligin B hiicresi epitopu
oldugu, AB(16-42) bolgesinin ise T hicresi epitopu oldugu bulunmustur [66], [73].
Boylece AR N-terminal tirevleri ile yapilan immiinizasyonlarda antikor Uretilmis, AR
dislisi gozlenmis [57], [74], [75], [76] ve Alzheimer fare modellerinde alginin
korundugu bildirilmistir [77], [74]. Bir Th2 temelli adjuvantin, Th1l nedenli durumlarin
yarattigl sitotoksik etkiler olmaksizin givenilir ve etkili sekilde immin yanitin
alinmasina katki saglayabilecegi distnililmektedir [78]. Yapilan bir calismada AB B
hicre epitop asisi olarak, MER5101, AB(1-15) peptidine taslyici protein olarak difteri
toksini ile konjuge edilmis ve bu asi Th2 temelli adjuvant kullanilarak formiile
edilmistir. Calismanin sonunda genel olarak kullanilan Freund’s adjuvanttan daha
tolere edilebildigi bildirilmistir [79]. Yapilan diger bir calismada, GPGPG bagl tetramer
AB(1-15) sekansi ile APP/PS1 transgenik Alzheimer fare modelinin terapotik etkileri
MF59 adjuvanti ile incelenmis ve oldukca verimli antikor cevaplari alindigi bildirilmis ve

enflamasyona neden olmayan Th2 yanitini tetikleyebilecegi rapor edilmistir [80].

—

- Asillanmamis

Sekil 2.6 Ustte, asilanmamis doku érnegindeki plak gériiliirken, altta, asilanmis fare

dokusunda plak gériinmemektedir [81]
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2.2.1 Biyoteknolojik Asilar

2.2.1.1 Amiloid-B Plaklarinin Temizlenme Mekanizmalari ve immiin Tedavisi

Amyloid-B (AB)’'ya yonelik antikorlarin bu peptitin canli iginde (in vivo) temizlenmesini
nasil kolaylastirdigini agiklayan bir cok mekanizma bulunmaktadir. Anti-AB antikorlar
AR peptitleri ile antijen-antikor kompleksi olusturdugunda, antikorlarin Fc bélimleri
mikroglia Uzerindeki Fc reseptoriine baglanarak bu kompleksin fagositozunu
baglatmaktadirlar [56]. Bu mekanizmaya goére, anti-AB antikorlarinin kan-beyin
bariyerini asarak, CNS icinde AB’ya baglanmaktadir. Bu mekanizmay destekleyen bir
takim bulgular olmakla beraber, iki galismada Fc araciligi ile gergeklestirilen fagositozun
AB temizlenmesi ile bagisiklik tedavisi (immunoterapi) icin gerekli olmadigi rapor
edilmistir [82],[83]. Alternatif bir mekanizmada, kandaki anti-AB antikorlarinin kan-
beyin bariyeri boyunca AB’nin konsantrasyonunun farkinda degisiklige neden oldugu ve
bunun da beyinden cevreye AR akisini arttirdigi belirtilmistir [84],[85]. AP antikorlari,
sinapslardaki toksik AB tirlerinin etkilerini kiigiik AR kiimelerine baglanip bunlari yok
ederek ortadan kaldirabilmektedir [86]. Bir calismada belirli antikorlarin (6rnegin, bir
orta bolge AP antikoru, m266) monomerik AB’yi beyinde ayirarak, bu peptidin
temizlenmesini kolaylastirdigi ve AB’nin toksik kiimelenmis hallerinin olusmasini
engelledigi one slrilmustlr [87]. AR'nin bagisiklik tedavisi ile temizlenmesi konusunda
Onerilen bu mekanizmalar, ayrisik olmamakla beraber hastalik evresine bagh
olabilmektedir. Ornegin, beyinde amiloid birikiminden énce kullanilan bir koruyucu
ilag, AR temizlenmesini iyilestirmek ve AB’nin monomerik halinde kalmasini saglamak
icin antikorlarin kan-beyin bariyerini asmalarini gerektirmeyebilir. Karsit olarak, tedavi
amacl kullanilan bir ila¢ (plak birikiminden sonra kullanimda) AB antikorlarinin, AB
fagositozunu baslatmak ve bolgesel AP toksisitesini yok etmek icin, CNS icine tasinimi
ile vyarar saglamaktadir. Anti-AB antikorlarinin ¢evredeki sirkilasyonu, APR’yi

temizlenmesi icin beyinden kana dogru cekerek daha fazla birikimini engelleyecektir.
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2.2.1.2 Aktif ya da Pasif Amiloid- Bagigikhig

Aktif ve pasif amiloid-B bagisiklik tedavilerinin avantajlarinin yani sira dezavantajlari da
bulunmaktadir. Aktif AB bagisiklik tedavisi daha uygun maliyetli ve uzun siireli olmakla
birlikte, aylik olarak maliyeti yliiksek monoklonal antikor asilanmasina ihtiya¢ duyulan
pasif bagisikliktan daha az doktor kontroll gerektirmektedir. Aktif tedaviler ek yararlar
da saglayabilmektedirler. Bir ¢alismada insan olmayan primatlara AB asilanmasinin,
capraz reaktif ve potansiyel olarak koruyucu AB otoantikorlarinin liretiminde artisa
neden oldugu belirtilmistir [88]. Bu tip antikorlar Alzheimer hastalarinda ayni yastaki
saglikli bireylerden daha azdir ve bu nedenle bu proteinlerin sevilerini arttirmak faydali
olabilir. Asilama genellikle antikor Uretimini arttirmak igin gigli bir immunojen-
adjuvant karisimini icermektedir. Ancak bu adjuvantlar, 6zellikle pro-enflamatuar
sitokinleri zaten normal seviyenin lzerinde olan yash bireylerde istenmeyen bagisiklik
yanitini da tetikleyebilirler. Bu tip durumlarda pasif AR bagisiklik tedavisi faydali olabilir
[89]. AB asllari igin bu problemin bir ¢6zimi antikor Uretimini istenmeyen yan
etiklerden kaginarak arttiran anti-inflamatuar Th2 yolakli adjuvantlarin kullanilmasi
olabilir. Aktif tedaviler igin bir diger problem de, herhangi bir yan etki olusmasi
durumunda aktif asiya karsi gelisecek bagisiklik yanitinin zorlukla durdurulmasidir.
Diger yandan pasif AR bagisiklik tedavileri her an durdurulabilir. Pasif tedavi
yaklasiminin bir diger avantaji da, en zararh oldugu dislintlen belirli AB yapi ya da
tirleri icin Ozellesmis antikorlarin  kullaniimasi ile tim AP’nin  beyinden
uzaklastiriimasinin 6nlemesidir. Pasif yaklasimin dezavantaji ise, hastalarin sonucta

pasif tedavide verilen antikori nétrlestirme potansiyelidir [90].

A Aktif Imnmimizasyon Pagzif Innmiinizasyon
= & » = ) esee
— — Hibridoma Uretimi
Emil:.lﬂ];jf] A dpavrant Enmilsiyon Wild-type favere e T
AR enjeksiyorm '
Sub Jatand= [
enjeksiyon f g.i
- . = ‘
v ~
Transgenik Fareye Hibridoma Tretimi,
Anti- A0 Anti-AF Antikorlanmm Anti-AF Antikor Tretimi
Antikor obipaimm Enjelksiyorm e Saflagtimlmas:

Sekil 2.7 Aktif ve pasif immunizasyon [91]
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Sekil 2.8 Aktif immunizasyon ve Pasif transfer mekanizmalari [90]

2.3 Peptidler

Peptid bir kimyasal yapi olarak, amino asit monomerlerinden olusmustur. 100’den fazla
amino asitten olusan yapilara protein adi verilmektedir. Peptidler yapilarinda bulunan
amino asitlerin fonksiyonel gruplarina ve dizilisine gore farkh 6zellikler gosterebilirler
[92]. Peptid ve proteinlerin yer aldigi biyolojik islemlerin ilerleyisi hakkinda bilgi sahibi
olmak, bu islemlerin kontrolii ve sonuglari bakimindan biyik 6énem tasimaktadir.
Peptidler hiicre-hiicre haberlesmesi, metabolizma, immin cevap ve tGreme gibi pek cok
biyokimyasal islemde yer almaktadirlar [93], [94]. Peptidlerin fizyolojik ve biyokimyasal
islemlerdeki cok biyilik rolii onlarin potansiyel ilagc adayl olmalarini arttirici etkiye yol
acmaktadir [95]. Son 10 yilda peptid arastirmalarinda biylk artis olmustur. Peptid
arastirmalari alaninda yilda ortalama 20.000 makale yayinlanmaktadir [92]. Dogal ve
sentetik peptidlerin kullanimi gesitli hastaliklarin potansiyel tedavisinde farmasotik

olarak umut vaad etmektedirler. Peptidlerin kesfedilmis en onemli siniflarinin icinde
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bulunan insilin, gonadotropin salgi hormonu, kalsitonin, enkefalinler, glukagonlar,
diger hormon analoglari, enzim inhibitorleri ve asilar yer almaktadir. Peptidlerin biyik
bir ¢cogunlugu, kanser gesitleri ve metabolik bozukluklara kargi hedeflenmistir. 2010
yilinda, 50 peptid ilaci piyasada yaklasik 1 milyar ABD dolari gibi bir pay teskil etmistir.
Bu ilaglar arasinda ciclosporin (Neoral®, Novartis), goserelin acetate (Zoladex®,
AstraZeneca), glatiramer acetate (Copaxone®, Teva Pharmaceuticals), leuprolide
acetate (e.g. Lupron®, Abbott Laboratories) ve octreotide acetate (Sandostatin®,
Novartis) ornek olarak verilebilmektedir. Buna ek olarak 2010 yilinda, 100G askin
peptid ilaci klinik calismalarda aday olarak kullanildig rapor edilmistir [96] . Geleneksel
atenlie asilarla karsilastirildiginda, modern alt-lGnite peptid asilari arttirilmig giivenlik,
daha ylksek ozgullik, yliksek saflik ve Uretim maliyetinin daha disik oldugu
bildirilmektedir. Alt —Unite peptid asilari sadece asi etkinligi icin gereken minimal
antijenik bilesenleri icermektedir [97]. Bu peptid bazh asilar kolaylikla modifiye
edilebilir, enfeksiydoz degillerdir ve enzimatik bozunmaya karsi yiksek stabilite
gostermektedirler [98]. Diger bazi formiilasyonlardan farkh olarak, peptid bazli alt-
Unite asilar, basarili bir asi icin gerekli adjuvant, tasiyici ve antijen gibi tim bilesenleri
icermektedirler [99], [100]. Peptid bazli asilarda peptidlerin dogasinda olan
kararsizliklari, spesifik olmayan immin yanitlara ya da imminitenin saglanamamasi gibi
sonuglari ortaya ¢ikarma potansiyeline de neden olmaktadirlar. Dogal peptid epitoplari
1990’dan itibaren 6zgllligli ve immdinojenikligi arttirmak icin peptidomimetikler ve
peptid-peptidomimetik hibritler ile degistiriimektedirler. Antijenlerin dizayni igin

peptidomimetiklerin kullaniimasi literatirde kendine genis bir yer bulmaktadir [101].

2.3.1 Peptidler ve Peptid Bagi

Peptid bagi, amino asidlerin peptidlere ve proteinlere polimerlesmesine yol acan
kondenzasyon reaksiyonlari sonucunda olusan bagdir. iki amino asidin birlesmesiyle
olusan yapiya dipeptid denir. Basit bir dipeptid; bir amino asidin karboksil grubuyla
diger amino asidin amino grubu arasinda kovalanet bag olusmasi ve aralarindan 1 mol
suyun ayrilmasiyla olusur. U¢ amino asidin iki peptid bagiyla baglanmasiyla tripeptid
meydana gelir. Bu sekilde az sayida amino asidin baglanmasiyla olusan yapilar

oligopeptidler, ¢ok sayida peptidin baglanmasiyla olusan, molekil agirliklari 10.000’in
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altinda olan vyapilar ise, polipeptidler olarak adlandirilir [102]. 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-ucu (N-terminus) ve C-ucu (C-terminus) olarak adlandirilirlar [103]. Peptidler her
zincirin bir ucunda sadece bir serbest amino grubu ve bir serbest karboksil grubu
icerirler. Bu gruplar serbest amino asitlerdeki gibi iyonize olurlar. Uglar disindaki tim
amino asidlerin -amino ve -karboksil gruplari kovalent baglanip peptidleri
olusturduklari icin, iyonize olarak peptidlerin toplam asit-baz davranislarina katkida
bulunmazlar. Fakat bazi amino asidlerin R gruplari iyonize olabilir ve molekilin asit-

baz 06zelligini etkiler. Serbest amino asitlerinkine benzer sekilde, peptidlerinde

izoelektrik noktalari (pl) mevcuttur [102].

2.3.2 Protein Yapisindaki Kovalent Olmayan Etkilesimler

Kovalent olmayan baglarla baglanmis atomlar arasindaki etkilesimler (yani non-
kovalent etkilesimler) dogal protein yapisi ve kararliigini belirlemede 6nemli rol
oynamaktadir. Termodinamik ve spektroskopik ¢oziimler, bu kovalent olmayan
etkilesimleri tespit etmek ve anlamak i¢in kullaniimaktadir. Dogal ve katlanmis
proteinler arasindaki serbest enerji genellikle birbirleri ile dengede olan entropik ve
entalpik dizenlenmelerden kaynaklanmaktadir [104]. Kovalent olmayan etkilesimler,
proteinlerin yapilanmasinda ¢ok blyik 6nem tasimaktadirlar. Hidrojen bagi, hidrofobik
etkilesimler, elektrostatik baglar ve Van der waals kuvvetleri protein
konformasyonunda 6nemli bir etkiye sahip olan kovalent olmayan etkilesimlerdir. Bu
kovalent olmayan etkilesimler, kovalent baglardan ¢cok daha zayiftir. Ornegin 1 mol (6 x
10%) c-C bagini kirmak icin 350 kJ enerji gerekirken, 1 mol van der waals bagini kirmak
icin 4 kJ enerji yeterlidir. Hidrofobik etkilesimler, kovalent baglardan oldukca zayifsalar
da, yuksek polariteye sahip c¢ozicilerde (6rnegin derisik tuz cozeltilerinde) bu
etkilesimler cok kuvvetli hale gelmektedir. iyonik etkilesimler ve hidrojen baglari
¢Ozliclinin polarhgina bagli olarak degisik kuvvette olabilirler ancak bitin bu etkilere
ragmen yine de kovalent baglardan daha zayif olurlar. Bu zayif baglarin herbirinin
olusmasi, sistemin serbest enerjisinde net bir azalma yaratmaktadir.

Makromolekillerin en kararli (dogal) yapilari, bu zayif baglari olusturabilme yetilerinin
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en ylksek oldugu halleridir. Tek bir polipeptid zincirinin l¢ boyutlu sekilde katlanmasi,
bu esasa gore belirlenmektedir. Antijenin 6zel bir antikora baglanmasi bircok zayif
etkilesimin toplam etkisiyle olmaktadir. Birbirleriyle molekiler diizeyde etkilesim
icersinde bulunan biyomolekiller arasindaki butiinleyicilik, molekillerin ylzeyinde
bulunan polar, yikli ve hidrofobik gruplar arasindaki etkilesimleri ve butinleyiciligi

yansitmaktadir [103].

2.3.2.1 Van der Waals Etkilesimleri

iki tane yiiksiiz atom birbirine ¢ok yaklastirilirsa, yiizeylerindeki elektron bulutlari
birbirini etkiler. Bir ¢ekirdegin etrafindaki elektronlarin konumlarinin rastgele
degisikligi, gecici bir elektrik dipolli olusturabilir; bu arada ¢ok yakininda bulunan bir
diger atom ise, dipole zit bir elektrik dipol olusturabilir. Olusan bu iki zit dipol
birbirlerini zayif bir etkilesimle ¢ekerek, iki ¢cekirdegi birbirine daha da yakinlastirir. Bu
zayif glicteki cekimlere “Van der Waals Etkilesimleri (ya da London kuvvetleri) “ adi
verilir. 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 soylenir [102].

2.3.2.2 Hidrojen Baglari

Bir hidrojen bagi, azot ve oksijen gibi elektronegatif atomlarin hidrojenle etkilesime
girmesiyle meydana gelir [105],[106]. Hidrojen baglari, proteinlerin Ui¢ boyutlu
yapisinin  belirlenmesinde 6nemli bir rol oynar. Ozellikle makromolekiillerde;
makromolekiillin bazi kisimlari arasinda meydana gelen baglar sonucunda olusan 6zel
formdaki katlanmalar, makromolekillerin fiziksel ve biyokimyasal rollerini belirler.
Proteinlerde hidrojen baglari, bir ana zincirdeki oksijenler ile diger zincirdeki
hidrojenler arasinda meydana gelir [107]. Bir hidrojen baginin enerjisi yaklasik olarak 2
ile 20 kJ/mol arasindadir. Bu enerji, bir protein molekilinin katlanmasinin
stabilizasyonu icin yeterli bir enerji degildir. Bir protein katlanmasinda, protein ile su
molekill arasinda olusan hidrojen bagi kirilir ve bazilarinin yerini molekil ici hidrojen

baglari alir ve ¢oziciinilin entropisi azalir [105],[106].
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2.3.2.3 Hidrofobik Etkilesimler

Polar olmayan gruplar, su ile etkilesmeyi pek tercih etmezler ¢linki su ile hidrojen bagi
olusturmazlar. Apolar gruplarin su molekdlleri ile etkilesiminin olmamasi, apolar
molekillerin kendi aralarinda etkilesime girmesi ile sonuglanir; yani polar olmayan
molekiller polar olmayan bir ortami tercih ederler. Polar olmayan bu gruplarin baska
polar olmayan gruplarla etkilesmeleri “Hidrofobik Etkilesimler” olarak adlandirilir.
Hidrofobik etkilesimler, protein molekilinin sulu ortamdaki kararli yapisinin
olusmasina sebep olan katlanmalarinin en o6nemli sebebidir [108]. Hidrofobik
etkilesimler, molekiilleri bir arada tutarlar. iki ya da daha fazla hidrofobik grup, su
molekdlleriyle gevrildiklerinde, birlesme egilimi gosterirler. Su molekilleri, su agindaki
hidrojen baglarinin engelleyici etkisini azaltmak icin hidrofobik gruplari bir araya getirir.
Bu yolla hidrofobik gruplarin su molekilleri tarafindan itilmesi ve bu sekilde bir arada
tutulmasi, “hidrofobik baglar” ile acgiklanmistir. Hidrofobik etkilesimler, globular
proteinlerin katlanmasi ve 3 boyutlu yapisini almasinda en énemli kuvvetlerden biridir
ve amino asidlerin hidrofobik yan zincirlerinin proteinin i¢ kisimlarina gémilmesi ile
sonuclanir. Frank ve Evans’in [104] polar olmayan tirdeki molekillerin, sudaki distk
¢Ozlintrluklerini acikladiklari ¢alismalarina bagh olarak, Kauzmann ilk kez 1950’lerin
sonlarinda proteinlerin katlanmalarinin  karmasikligini  “hidrofobiklik” kavramiyla

aciklamistir [109].

2.3.2.4 Elektrostatik (iyonik) Etkilesimler
Elektrostatik cekimler tarafindan ortaya ¢ikan iyonik etkilesimler, iki karsit yikli ya da

benzer yikli molekiller arasinda meydana gelir. Amino asid yan zincirleri, lizin, arjinin
ve histidin amino asidlerinde oldugu gibi pozitif yik tasiyabilir veya aspartat ve
glutamat amino asidlerindeki gibi negatif yik tasiyabilirler. Ayrica, proteinlerin veya
peptid zincirlerinin NH,-ucu ve COOH-ucu ¢ogunlukla iyonize formda bulunduklarindan,
protein veya peptid molekilleri pozitif veya negatif yikler tasiyabilirler. Batlin bunlar
proteinin yapisinda elektrostatik etkilesimlerin meydana gelmesini saglar. Yukla
molekiller genellikle, proteinin suyla etkilesime girebilecegi ylizeyinde yerlesmis

durumdadirlar. Proteinin ylzeyindeki bu yikli gruplar arasinda meydana gelen
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etkilesimler “elektrostatik etkilesimler” ya da “tuz képriileri” olarak adlandirilirlar. Ve

bu etkilesimler proteinin stabilizasyonunda ¢ok 6nem tasirlar [103].

2.3.2.5 Disiilfit Baglari

Disulfit bag, iki stlfir atomu arasinda meydana gelen kovalent bir bagdir. Bu kovalent
baglar, birincil dizilimde farkh pozisyonlarda yerlesmis sistein amino asidlerinin R
gruplari arasinda meydana gelir. Bu baglar proteinlerin katlanmasi, yapisi ve
fonksiyonu acisindan olduk¢a 6nemlidir [13]. Her sistein amino asidi, yan zincirinde
fonksiyonel grup olarak tiyol (-SH) grubu tasir. Amino asidlerden birindeki stlfir atomu
ile, amino asid diziliminde farkli bir pozisyondaki sistein amino asidine ait stlfiir atomu
arasinda, tersinir (geri dontsimli) bir kovalent bag meydana gelir. Ve tiyol gruplari
okside olarak distlfid bagini (S-S) meydana getirirler. Dislilfit baglari, proteinlerin

dordincil yapilarinin olusmasinda énemli role sahiptirler [92].

2.4 Polimerler

2.4.1 Polielektrolitler

Polielektrolit terimi kovalent olarak bagli anyonik veya katyonik gruplari ve bu gruplara
bagh “counter” iyonlari olan polimer sistemleri igin kullaniimaktadir [110]. TUm
monomerlerinde ayni isaretli yliklere sahip polielektrolitlere homopolielektrolit adi
verilmektedir. Hem anyonik hem de katyonik gruplarin kovalent olarak bagh bulundugu
makromolekiiller ise, poliamfolitler olarak isimlendirilmektedirler. Dogada bol miktarda
protein yapih poliamfolit bulunmakla birlikte, sentetik yollarla da poliamfolitler elde
edilebilir. Poliamfolitlerin izoelektrik noktalarinda molekiil izerindeki net yik toplami
sifira esittir. Polielektrolitler, her bir tekrarlayan birimi (monomeri) bir elektrolit grup
tasiyan polimerlerdir. Bu elektrolit gruplar sulu c¢ozeltilerde dissosiye olup polimeri
yukli hale getirirler. Polielektrolitlerin 6zellikleri hem elektrolitlere (tuzlar) hem de
polimerlere benzemeleridir ve bu nedenle polituzlar olarak da adlandiriimaktadirlar.
Cozeltileri, tuzlar gibi, elektrigi iletir ve polimerler gibi viskozdur. Polipeptidler,
proteinler, DNA gibi cogu biyolojik molekil polielektrolit formundadir. Son zamanlarda

sentetik polielektrolitlerin fizyolojik aktifligi ve bunlarin ilag preparatlari icin tasiyic
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olarak kullanilmasi, bu tir polimerlerin sentez yontemlerinin ve fizikokimyasal
ozelliklerinin incelenmesini gerekli kilmaktadir [111], [112]. Sentetik polielektrolitler,
proteinleri kovalent baglarla modifiye etmekte, antijenik proteinlerin bagisiklhk
sisteminde immiinojenliginin arttirilmasinda (ya da azaltiimasinda) [113],[114],[115] ve
vicuttan atilma sirelerinin uzatiimasinda (prolongation) sik¢a kullaniimaktadir.
Bununla birlikte, viral antijenlerin (virlslerin organizma tarafindan taninabilen kismi)
polielektrolitlerle konjugatlari gliclii koruyucu ozellikler géstermektedir [116] ve yeni
nesil sentetik asi bilesikleri olarak diistiniilmektedir. Polimerler icerisinde, yapisinda (+)
ve (-) yik bulunduran makromolekiiller gerek suda c¢oziinmeleri gerekse
biyomakromolekiillerle etkilesimleri acisindan 6zel bir yer teskil etmektedirler. Canl
organizmada var olan biyomakromolekdllerin (proteinler, nikleik asitler, polisakkaritler
vb.) veya organellerin (hiicre membran ylzeyi, doku ylzeyleri vb.) (-) yuklerinden
dolayi biyomakromolekiillerin, (-) yikll polielektrolitlerle etkilesiminin incelenmesi ¢cok
etkin olarak yapilmaktadir [117],[118]. Polielektrolitin organizmada kullanilabilmesi icin
biyobozunur 06zellige sahip olmasi gerekir. Bu 0zellik sayesinde polimerin

organizmadan atilmasi daha kolay olmaktadir [119].

2.4.2 immiinojen-Polielektrolit Komplekslerin Calisma Prensipleri

1970’li yillarin baglarinda immiinolog ve kimyacilarin ortak g¢alismalari ile baz
polielektrolitlerin immin sistem lizerine etkisi aydinlatilmis ve yapay polielektrolitlerin
bu gibi amaclar icin daha uygun oldugu belirlenmistir. PE’lerin bu o0zelliklerini
aydinlatmak amaciyla yapay polielektrolitlerle koyun eritrositlerinin kompleksleri
olusturulmus ve hayvanlar bu kompleksler ile immiinize edilerek, immin cevabin
ylikselmesinde PE’lerin etkili olduklari gosterilmistir. PE’lerin bakteri, virlis tabiatli
yapay antijenler icin tasiyici olarak kullanilmasi sonucu immiin cevabin artmasi ve
devamh bir immiin koruyuculuk saglamasi sentetik asi tasarlama fikrini ortaya
cikarmistir [120]. YUkli olmayan ve su ortaminda yiklenmeyen polimerlerle (polivinil
alkol, poliN-vinil pirilidon, polietilen glikol) eritrositlerin kompleksleri yapiimis, fakat bu
kompleksler immin cevapta artis saglayamamislardir yani bu tir yapili polimerler
adjuvant (yardimci) ozelligi tasimamaktadirlar. Bu bilgiler isiginda yiiksek molekiil
agirhkli sentetik polielektrolitlerin (PE), (negatif ve pozitif yliklenmis veya ortamin

fizyolojik sartlarina gore vyiklenebilen polimerler; polianyonlar, polikatyonlar ve
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bunlarin  kopolimerleri) monomerlerinin kimyasal yapilarindan bagimsiz olarak
adjuvant etkisi (imminiteyi stimile eden) gosterdigi sonucu ortaya c¢ikmistir
[121],[122],[123],[124]. Bunun nedeni su sekilde aciklanmistir: Bu polielektrolitlerin
sentezi ve modifikasyonu daha kolaydir, istenen molekil agirhginda, elektrik yikinde,
konformasyonda veya yiksek molekiler yapida elde etmek mimkindir. PE suda iyi
¢Ozlinlrler ve bilinen vyapilarda ¢esitli kompleksleri sentezlenebilmektedir.
Polielektrolitlerde molekil agirhgr arttikca, yik tasiyan fonksiyonel gruplarin
artmasindan dolayi sulu ¢ozeltideki protein veya peptidler ile etkilesimi de artmaktadir.
Bunun vyani sira polielektrolit ¢oOzeltilerinin elektrokimyasal ozellikleri genellikle
poliiyonun zincir boyuna baghdir; yani polikompleksin ¢cokmesi vb. 6zellikler polimerin

polimerlesme derecesine baghdir [120].

2.4.3 Polielektrolitlerin Asi Calismalarinda Kullanimlari

Hem kisa (10-12) hem de uzun aminoasit zincirlerine sahip sentetik peptidler antikor
olusturmak icin yeterli buyuklikteki molekiler boyutlara sahip olmadiklarindan,
peptidlere karsi antikor Uretiminde immiinojenligi arttirmak icin peptidlerin daha
bliyik molekil boyutuna sahip tasiyici proteinlere baglanmasi gerekmektedir [125].
Poliakrilikasit (PAA), Poli-N-isopropilakrilamid (NIPAA), Poli-N-vinilprolidon (VP),
Polivinilpiridin-Polisetilpiridin kopolimeri ve Polivinilpirilidon-Poliakrilikasit (VP-AA)
kopolimerleri vb. genel olarak kullanilan lineer tasiyicilardir ve peptidler bu tir
tasiyicilara kararli kovalent baglarla baglanirlar [126]. Konjugasyon bolgesi proteinlerde
oldugu gibi peptid dizilimine bagli olarak; dizinin N- ucu, C- ucu ya da igerisindeki bir
nokta olabilir. Konjugasyon noktasi karboksil (-COOH), amino (-NH,) ya da sulfidril (-SH)
uglari olabilir. Asi olarak kullanildiginda 6nemli bir etki olusturan sentetik peptidler,
haptenler vb. molekiiller spesifik antikor olusturmak icin glinimiizde oldukca yaygin
kullanilmaktadirlar. Ancak tedavi edici ajanlarin ve sentetik peptidlerin ya da
haptenlerin; dislik c¢ozinlrligl, kararsizligl, kicik molekil boyutlarindan dolayi
antijenik ozelliklerinin diislik olmasi, biyouyumlu ve spesifik olmayisi ya da toksisitesi
gibi istenmeyen Ozellikleri onlarin etki yeteneklerini oldukca azaltmistir. Ancak
proteinlerin, antijenlerin ya da ilag etken maddelerinin suda ¢oziinebilir polimerler ile

konjugatlarinin olusturulmasi, tedavi edici ajanlarin 6zelliklerini ve imminojenligini
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onemli Ol¢lide degistirmektedir. Antijenik peptidlerin suda c¢o6zlinebilir polimere

baglanmasi ¢cok yonlu etkilere sahiptir. Bunlardan bazilari;

Peptidlerin modifikasyonu saglamak,

e Hidrofobik 6zellikte olanlarin suda ¢éziinebilirligini arttirmak,

e Bolgesel etkilerini ylikseltmek,

e immiinojenik etkilerini ve immiinoreaktifliklerini arttirmak ve

e Canli organizmada daha uzun siire etkili olmasini saglamaktir.
Polimerik konjugatlarin bu essiz 6zellikleri tedavi edici etkilerini de arttirmaktadir.
Boylece klasik adjuvantlara en iyi alternatiflerden bir tanesi olarak, pozitif ya da negatif
olarak yukli, immuinolojik olmayan sentetik polielektrolitler kullanilabilmektedir [120].
Polimerik taslyici olarak kullanilan bazi polielektrolitlerin genel gosterimi ilerleyen
bolimlerde verilmistir. Polielektrolitler, sentetik peptidler ile konjugatlarinin gicli
koruma ozelliklerinden dolayl yapay asi bilesenleri olarak dislntlmektedir [13].
Polielektrolit-peptid kovalent konjugasyonu agisindan 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 gerceklesir. Birinci basamak siiresince
karboksil grubunun karbodiimide saldirmasi ile O-agilisolire ara Urlini 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. Yukarida anlatildigi gibi karbodiimid kullanilarak peptidlerin tasiyici
polimerlerle kovalent konjugasyonu sonucu sentezlenen konjugatlarin ylksek
immunolojik ozellige sahip oldugu, yapilan calismalarla gosterilmistir ve konjugatin
yliksek imminolojik ©6zelliginin polimerin  adjuvant etkisine bagh oldugu
dusltinilmektedir [120],[125]. Sadece lineer yapidaki polielektrolitler degil ayni
zamanda yapay asl sistemlerinde de ki¢lik molekdlleri konjuge etmek icin tasiyic
molekiller olarak protein biyomolekilleri kullanilabilmektedir. Blyik molekiler
boyutlardaki BSA, Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH), Ovalbumin (OVA) gibi globular
proteinler, peptidler icin tasiyici olarak kullanilmakta ve kiigtik boyutlu peptidlerin in-
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vivo sistemde antikor olusumu prosesinde taninmasini saglamaktadirlar. Bovin Serum
Albumin (BSA) antikor olusumda konjugasyon icin genel olarak en yaygin kullanilan
tasiyici proteindir. Yapisinda tasidigi ¢esitli fonksiyonel gruplarindan dolayr da
konjugasyon reaksiyonlarinda gesitli molekiiller, proteinler ya da haptenler igin tasiyici
olarak tercih edilmektedir [127]. Ornegin, Mustafaev ve arkadaslari tarafindan yapilan
ve distuk imminolojik 6zellikteki Betulin (B) molekillniin tasiyici protein olan BSA’ya %
90 verimle kovalent olarak baglandigi calismada BSA-B konjugatlar 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) karbodiimid hidroklortr kullanilarak sentezlenmistir. Suda
¢Ozlinebilir ozellikteki BSA-B konjugatlarinin UV analizi sonucu agregat olustugu

gozlemlenmistir. [128].

2.5 Capraz Baglanma Reaktifleri

Biyokonjugasyon icin kullanilan kiguk kullanish reaktif sistemleri “Zero-Length Capraz
Baglayicilar” olarak adlandirilirlar. Bu bilesikler, iki molekiliin, herhangi bir atom
eklenmeksizin, birbirine baglanmasi yani konjugasyonunda arabuluculuk yaparlar.
Boylelikle, bir molekiildeki atom, herhangi bir baglayici ya da arabulucu olmaksizin

diger molekuldeki atoma kovalent olarak baglanir.

2.5.1 Karbodiimidler

Karbodiimidler, karboksilat ve amin gruplari arasinda amid bagi olusturmak lzere en
cok kullanilan ¢apraz baglayici reaktiflerdir. Karbodiimidler, suda c¢oziinebilenler ve
suda ¢ozinmeyenler olmak Uzere 2 tipte olabilirler. Biyolojik orjinli bircok
makromolekiil sulu ¢ozeltilerde ¢oziinebildiginden, biyokimyasal konjugasyonlarda en
¢ok suda ¢ozlinebilen karbodiimidler kullanilir. Bu reaksiyonlarda sadece karbodiimidin
kendisi degil, ayni zamanda reaksiyonun ara Urinl olan izolre de, suda ¢oziinebilir
Ozelliktedir ve kolayca reaksiyon ortamindan uzaklastirilabilir. Suda c¢oziinemeyen
karbodiimidler ise, ¢cogunlukla peptid sentezinde ve organik solventlerde ¢ozlinebilen
molekilleri iceren diger konjugasyonlarda kullanilirlar. Ancak hem suda ¢oziinebilen
hem de ¢oziinemeyen karbodiimidlerin izolre ara Urlinleri, suda ¢ozlinebilir. 1-(3-
Dimetilaminopropil)-3-etil karbodiimid (EDC), biyolojik maddelerin konjugasyonunda
en c¢ok kullanilan karbodiimidlerden biridir. Bircok kaynakta, EDC’'nin pH’In 4.7 ile 6

arasinda optimal kosullarda reaksiyon verdigi tanimlanmistir. Karbodiimidin
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arabuluculugunda olusan amid bagi formu da, pH 4.5 ile 7.5 arasinda etkili bir sekilde
meydana gelir [129]. Karboksil grubunun karbodiimide bagl aktivasyon reaksiyonunun
basit mekanizmasi, polimerin karboksil grubu ile proteinin amino grubu arasinda
gerceklesen ve iki basamaktan olusan bir kondenzasyon reaksiyondur [130].
Karbodiimid ilk olarak, polimer molekiiliindeki karboksil gruplari ile reaksiyona girer ve
oldukga aktif o-acil-izolire ara Grlinlini meydana getirir. EDC ile aktive olan karboksil
gruplari, amid bagi olusturmak Uzere peptiddeki amino grubuna saldirir ve bu
reaksiyondan suda ¢Ozlinebilir 6zellikteki lire tlirevleri yan Urin olarak olusur. Capraz
baglanma reaksiyonlari sonucunda olusan izolire ara Grlni ve reaktifin fazlasi suda
¢Ozunebilir ozellikte olduklarindan, diyalizle ya da jel filtrasyonu ile kolaylikla

uzaklastirilabilir [129].

2.6 Bagisiklik Sisteminin Calisma Prensibi

Canl viicudunu farkli savunma sistemleri korumaktadir. Dis diinyadan viicuda giren ve
vlicudun tanimadigl molekdillere antijen denilir. Antijenler canli viicudundaki bagisiklik
sistemini harekete gegirirler. Bu tarz bir saldirnda Oncelikle antijenlerin viicuda
girmesini engelleyici ylzey engelleri devreye girer. Yiizey engelleyicilere 6érnek olarak
g0z, deri, solunum, sindirim sistemi verilebilir. Yiizey engellerini asan antijenler ikinci
savunma sistemi olan dogal bagisiklik sistemi ile karsilagirlar. Dogal bagisiklik
sisteminde fagositler, makrofajlar ve lenfositler devreye girer. Fagositler ve makrofajlar
Oonci hicreler oldugundan ilk asamada antijenleri yok etmeye calisirlar. Viicuda
girebilen bircok organizma bu yéntem ile yok edilmeye calisilir [131]. ikinci koruma
sistemini asan antijenler Uglincii savunma sistemi olan 6zgul bagisiklik sistemi ile
karsilagirlar. Ucglincii savunmada B ve T lenfositler devreye girer. Antijen saldirisini

haber alan T hiicreleri harekete gecerek diger savunma hiicrelerini tetiklerler [132].

2.6.1 Lenfositler

Lenfositler viicuda giren antijenlerin uyarisiyla farkhlasarak bagisiklik cevabini
olusturan asil birimlerdir. Lenfositler genel olarak T, B ve Dogal oldiiriicller seklinde
siniflandirtlir. Dokuya gore degismekle birlikte genel olarak T hiicreler lenfositlerin
%80'ini geriye kalan %20'sini esit bir sekilde B hiicreler ve dogal olduriculer olusturur

[133].
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2.6.1.1 T lenfositler

T hicresi olusturmak icin bagisikhk hicreleri kemik iligindeki olgunlasmamis kok
hicrelerinden salindiktan sonra timusa gecer ve timusta olgunlasirlar. Olgunlasan
hlcreler timustan ayrilarak kanda ve lenf sistemlerinde dolasir. Farkli gérevleri yerine
getirmek icin cesitli T hicreleri vardir. T hiicreleri gesitlerinden oldiriict T lenfositler
virlis tasiyan hcreleri tespit edip o hiicreleri yok etmeye calsir. Diger T hiicreleri
benzer sekilde oldirici lenfositleri destekleyen gorevleri yerine getirirler. T lenfositler
immunolojik bellekten ve hiicresel bagisik yanittan sorumludurlar. T lenfositler
tasidiklar belirleyicilere gére CD4 (Th2 yanitindan sorumlu- B lenfosit aktivasyonu)
veya CD8 (Thl yanitindan sorumlu - sitotoksik) olmak Uzere 2 alt gruba ayrilir. CD4
yardimci lenfositler, bagisik yaniti baslatir veya yardim eder, CD8 ise sitotoksik etkilidir
[134].

2.6.1.2 B lenfositler

B lenfositler antijene 6zel antikor Uretir. Viicuda herhangi bir antijen girdiginde, B
lenfositler milyonlarca antikor (reterek ¢ogalir [134]. Antikor diger adiyla
immiunglobulin, serum ve doku sivilarinda bulunan bir grup glikoproteindir. Antikor
belirli bir antijene yonelik immiinglobulindir. Antikorlar B lenfositler tarafindan
antijene karsi Uretilirler ve yapilmalarina neden olan antijene 6zgil bir sekilde
baglanirlar [135]. immiinglobulinler (Ig, antikor) viicutta immiin sistem tarafindan (B
lenfositler, plazma hiicreleri) virlsler, bakteriler, mantarlar, kanser hiicreleri gibi
yabanci maddelere karsi Uretilen proteinlerdir. Bu yabanci maddelere saldirarak
immin sistemin onlari yok etmesini saglar ve viicuda zarar vermesini onlerler. Her
antijene (viicuda yabanci madde) karsi, ona 6zgl Ig Uretilir. Ayrica alerjik olaylarda
(IgE’ler) rol oynadiklari gibi, bazen de oto-immiin hastaliklarda viicudun kendi doku ve

organlarina da saldirabilirler [136].
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BOLUM 3

MATERYAL ve METOD

3.1 Materyal

3.1.1 Deneysel Calismalarda Kullanilan Cihazlar ve Ekipmanlar

Finnpipette Micropipet (1-10 mL, 100-1000 pL, 5-50 pL)

WTW pH level 1 pH metre

Precisa XB 220A Terazi

Sartorius CP 225D Hassas Terazi

Hettich Eba20 Santriflij Cihazi

Heraeus Biofuge Stratos Santriflij Cihazi

Heildolph MR 3000 Manyetik Karistirici

Heildolph MR 3001 Isiticili Manyetik Karistirici

IKAMAG Coklu Karistiric

Milipore-Q Gradient Ultra Saf Su Cihazi

Jasco V-530 UV-VIS Spektrofotometre

Shimadzu HPLC Sistemi (UV Detektorli)

Viscotek 4 Detektorli GPC (SEC) Sistemi (Viscotek TDA 302 (icli detektor dizisi,
Viscotek Model 2501 UV detektori, Viscotek GPCmax VE2001 6rnek modili
kisimlarindan olusur.)

PTI QM-4/2003 Steady State Floresans Spektroflorometre

Shimadzu IR-Prestige Furier Transform Infrared Spektrofotometre

Telstar Liyofilizator CRY 000S-80
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e Olympus CKX 41 Invert Mikroskop

e Laminar-hava akish kabin (Heraeus, KS12)

e CO, inkiibatéri (New Brunswick Innova CO-150)
e Su saflastirma sistemi (Millipore MilliQ Elix 5)

e Sartorius MiniSart RC Enjektor filtresi, 0.22 um
e Sartorius MiniSart RC Enjektor filtresi, 0.45 um

e 10000 Da’luk Millipore membranli tlp

3.1.2 Deneysel Calismalarda Kullanilan Kimyasal Maddeler
Deneysel calismalarda kullanilan kimyasallarin isimleri, alindiklari firmalar ve katalog

numaralari Cizelge 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1 Deneysel ¢alismada kullanilan kimyasal maddelerin 6zellikleri

Kimyasalin Adi Alindigi Firma Katalog No
Amiloid Beta Peptidi (1-15) BioSynthesis -
Amiloid Beta Peptidi (1-21) BioSynthesis -
Bovin serum albumin, (BSA) Sigma A-4503
et o)
Sodyum dihidrojen fosfat, (NaH,PQO,) Riedel-de Haén 04361
sodyum idrojen fosfr Fuka 11647
Sodyum klortr, (NaCl) Fluka 71376
Sodyum hidroksit, (NaOH) Fluka 06203
Hidroklorik asit, (HCI) Riedel-de Haén 07102
Sodyum azid, (NaNs) Applichem A1430
Poliakrilikasit (PAA) Aldrich 52392-5
Atentetasolimbromid (M)
Dimetilstlfoksit (DMSO) Sigma-Aldrich 41640
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Annexin V FITC invitrogen IM3546

7-Aminoactinomycin D (7-AAD) invitrogen A07704
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 S0113
Tripsin EDTA Biological Industries 03-051-5B
Dansil Klorur Aldrich D143359
[5-(dimetilamino)naftlen-1-sulfonil

kloriir]

Borik Asid (H3BO3) Sigma B6768
Dextran from Leucontoc mesenteroides Sigma D3759
(Av.mol wt 60,000-90,000)

Sodium (meta) periodate Fluka 71862
Sodyum Hidrojen Karbonat (NaHCOs) Fluka 71627
Sodyum Bor Hidriir (NaHB,) Fluka 71321

3.1.3 Deneysel Calismalarda Kullanilan Cozeltiler

e 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.

e 0,01 M'’lik PBS Tamponu (pH=7)
2,6807g Na,HPO,4.7H,0 (Mw=268,07 g/mol) tartilarak 500ml ultra saf suda ¢6ziindi.
Ayri bir erlende 1,56g NaH,P04.2H,0 (Mw=156,01 g/mol) tartilarak 400 ml ultra saf
suda ¢ozlndl. Hazirlanan 400 ml’'lik NaH,PO4 ¢bzeltisi 1 L’lik balon joje igerisindeki

Na,HPO, ¢ozeltisinin tizerine eklendi ve karistirildi. Bu karisima son olarak 8,766 g NaCl
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eklenir ve karistirmaya devam edildi. Cozeltinin pH’1 dlglldi ve pH=7’ye ayarlandi.
Ultra saf su kullanilarak ¢ozeltinin son hacmi 1 L'ye tamamlandi.
e 100mM Sodyum Borat Tamponu (pH=9,2)
6.18 g borik asit bir miktar saf su icerisinde ¢oziildii. Uzerine 2.00 gr sodyum hidroksit
eklenerek son hacim 1 L'ye tamamlandi.
e 100mM NaHCO; Tamponu
200ml NaHCO3 tamponu hazirlamak igin;
M=n/V formilinden,
0,1=n/0,2 buradan n=0,02 mol bulunur.
n=m/ mp formilinden ise,
0,02=m/ 84,01 m=1,68 gr bulunur.
1,68 gr NaHCO; tartilip, 200 mL distile suda ¢6zildlu ve bu ¢ozeltinin pH’1I 8 olacak
sekilde ayarlandi.
e PAA Ara Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi
Deneylerde % 35’lik Mw=100.000 Da olan PAA ¢o0zeltisi kullanildi. Bu ana stok
¢Ozeltiden her seferinde almak yerine, konsantrasyonu bilinen bir ara stok c¢ozelti
hazirlandi.

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

100 mL’de 35 gr PAA varsa,
X 1 mg PAA

X=2.85 X 10 mL’sinde yani 2.85 uL’sinde 1 mg PAA bulunur.

2 mL PAA ana stoktan alirsak;
2.85 ul’sinde 1 mg PAA varsa,
2000 pl’sinde X

X=701.75 mg PAA vardir.

Bu 2 mL (701.75 mg) PAA ¢ozeltisini 2 mL ultra saf su ile dilue edersek (V1= 4 mL);
701.75 mg PAA 4 ml’deyse
1mg PAA X

X= 5.7 pl’sinde 1 mg PAA bulunur.
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Boylece, elimizde 5.7 ul’sinde 1 mg PAA olan 4 mL ara stok ¢ozeltimiz olur.
Deneylerimizde kullanilan bitiin PAA’ler bu ara stok c¢ozeltiden uygun miktarlar

hesaplanarak kullaniimistir.

3.2 Metod

3.2.1 Deneysel Calismalarda Kullanilan Ol¢iim Yéntemleri

3.2.1.1 Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi

Cok ufak tanecikli sabit fazin Gzerinden yiksek basincta hareketli fazin ylritilmesi ile

gerceklestirilen bir kromatografi tiridur.

-— Solvent
Kolon " =
H — - -
L] L]
Data
—{ ) Enjektor

_—— Fi

Pompa Detektor —
Atik

Sekil. 3.1 HPLC sistemi semasi [137]

Pompa hareketli fazin istenen basing ve akis hizinda kromatografi sistemine verilmesini
saglamaktadir. Kullanilan kolonlarin dayanabildikleri maksimum basing degerleri
bulunmaktadir ve bu basing degeri asilirsa kolon bozulmaktadir. Akis hizini ayarlama
sebebi ise karisim bilesenlerinin uygun sekilde ayrilmalarini olanak saglamaktadir. Akis
hizi dislik oldugunda karisim kromatografi sisteminde daha uzun siire tutulacak ve
daha iyi bir ayirma saglanacaktir, ancak bu durumda da calisma siresini uzatacaktir. Bu
nedenle optimum akis hizi ile calismak gereklidir. Karisim hareketli faza enjektor ile

verilmektedir.

36



Karisimi ¢cozmekte kullanilan ¢ozlict hareketli faz ile uyumlu olmalidir. Polarliklari yakin
olmali, ¢okme, bulaniklik meydana gelmemelidir. Kolonlar kromatografik ayirmanin
gerceklestigi HPLC parcasidir. Kolondan ¢ikan ayrilmis maddeler detektore girerler.
Burada miktarlarina ve belli gesitli 6zelliklerine gore cihaz tarafindan saptanirlar. Bir
HPLC sisteminde kullanilabilen detektorleri secici ve secici olmayan detektorler olarak
ikiye ayirabiliriz. Secici detektérler sadece belli maddelere cevap verirler. Ornegin
floresans detektori sadece floresans 6zelligi olan maddeleri saptarlar. Segici olmayan

detektorler ise genel uygulamali detektoérlerdir ve ok sayida maddeyi saptayabilirler.

Detektér =

k4

Y

Alkonma zamani

Sekil 3.2 Maddelerin alikonma zamanina gére kolondan cikislari

HPLC sisteminde detektorden gecen her bir madde, kromatogramda bir pik olarak
gozlenir. Alikkonma zamani, bir maddenin kolon icinde ne kadar siireyle kaldigini
gosteren bir degerdir. tg' ve tz° degerleri her bir maddenin alikonma zamanini
gostermektedir. Kromatogramdaki pikler disinda kalan kisimlar hareketli faz
gostermektedir ve “baseline” adini almaktadir. Allkonma zamani dakika olarak
verilmektedir. Bazi hallerde allkonma zamani yerine allkonma hacmi de
kullanilmaktadir. Bu durumda okudugumuz deger maddenin, hareketli fazin kacinci

mililitresinde kolondan ¢iktigini géstermektedir.
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3.2.1.2 GPC (Jel Gegirgenlik-Molekiiler Eleme Kromatografisi)

Kromatografi, birbirine yakin 6zellikteki madde karisimlarini ayirmak igin kullanilan
glcli bir ayirma ve saflastirma yontemidir. Genel olarak tanimi ise, kromatografi, bir
karisimin sabit bir faz Gzerinde (g6zenekli), hareketli bir ¢oéziici yardimiyla , karisimi
olusturan bilesiklerin farkli hareketleri sonucu bilesenlerine ayrilmasi olarak tanimlanir.
Kromatografide sabit ve hareketli olmak (izere iki faz vardir. Sabit faz kati ve sivi
hareketli faz sivi ve gaz olabilir. Ayrimi istenen karisim hareketli faz yardimiyla sabit faz
Uzerinden gegcirilir. Karisimi olusturan bilesikler sabit faz tarafindan farkl o6lglide
tutulmasi nedeniyle her bir bilesik sistemi farkli zamanlarda terk eder. Boylece

bilesikleri birbirinden ayirmak, tanimak ve ayri ayri toplamak olasidir [138].

Madde
Enjeksiyonu )
Hareketli | Sa_‘blt Faz

S0 i
-0 (= 6>
=0 AR A= § (3~
-] A A=l

Sekil 3.3 Kolon Kromatografisi [139]

KOLON

Calismamizda kullanilan peptid ve tasiyict makromolekillerin molekdl agirliklari ve
boyutlari birbirlerinden farkhdir. Konjugasyon reaksiyonlarimizda bulunan serbest
peptid veya Ure tirevi gibi kiicik molekiller gozeneklerde daha uzun kalacaklari igin
kolondan daha gec¢ cikacaklardir. Molekil capi ¢ok daha biyilik olan polimer gibi
molekillerin gbzenekler ile etkilesimi ¢cok daha az olacagindan, kolonda daha kisa stire
kalacak ve sistemden en dnce ¢ikacaktir. Yani molekiil capi bliyldiikce kolonda kalma
siresi ise azalacaktir. Sistemi terk eden molekiller ise UV, Vizkozite (RI) ve Isik

sacllmasi  (RALS) detektorlerinde saptanacak ve sinyale donisturilerek
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kromatogramlari elde edilecektir. Konjugat ¢ozeltileri direkt olarak 0.22 um’lik enjektor
filtresiyle stzllerek 4 dedektorli molekiler eleme kromatografisi (GPC) cihazina
verilmistir. 250C’de, 0.8 mL/dk akis hizinda, 100 pl enjeksiyon hacminde ve TSK Gel
G3000 SWXL kolonunda UV (280 nm’de), Kirilma indisi ve Isik Sacilmasi detektérleri ile
calisiimistir. pH = 7’de hazirlanan konjugatlar i¢in PBS tamponu hareketli (mobil) faz

olarak kullanilmistir.

3.2.1.3 Fluoresans Spektroskopisi

Spektroskopi dallarindan olan molekiiler floresans spektroskopisinin fizik ve yasam
bilimlerine uygulamalari son vyillarda ¢ok hizli gelismistir. Glnimizde floresans
teknikleri, fizik, kimya, biyoloji, eczacilik, tip, toksikoloji gibi bircok disiplinleri kapsayan
alanlarda calisan arastirmacilarin ilgi konusudur. Floresans spektroskopisine karsi olan
ilginin artmasinin sebebinin, zaman ayrimi hassasiyetindeki gelisim, veri analiz
metodlari ve enstriimantasyondaki ilerlemeden dolayi oldugu bilinmektedir. Floresans
spektroskopisi, uyarilmis bir molekilin temel hale doénerken vyaptigl emisyonun
incelendigi spektroskopi dalidir. Hassaslik derecesi olarak diger spektroskopi dallarinin
en Ustlnidilr. Floresans spektroskopisi ile bircok madde milyonda birin altindaki
hassaslikla tayin edilebilir. Bu metodun segiciligi ylksektir. Calisma araligi gorinr
bolgededir [140],[141], [142],[143], [144], [145]. Floresans olayi, birincisi absorbsiyon

ve bunu izleyen ikinci proses olan emisyon olmak Uzere iki proses igerir[145]:

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 molekillere aktarir. Bu olaya
absorpsiyon denir. Enerjiyi absorplayan bu parcaciklar temel halden uyariimis hale

gecer. Absorpsiyonun gegis stiresi yaklasik 10 saniye civarindadir [146].

Uyarilmis bir atom veya molekil uyarilmis halde yaklasik olarak 10® saniye kadar
yasayabilir. Sonra absorpladigi 1sin enerjisini geri vererek tekrar temel hale geri doner.
Bir molekilin yiksek enerji dizeyinden daha disiik enerji diizeyine gecis yaparken,

sahip oldugu fazla enerjiyi foton olarak yayar. Bu olaya emisyon denir.
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Triptofan Tirozin Fenilalanin

Sekil 3.4 Dogadaki floresans 6zellikli aromatik amino asitler: Triptofan, Tirozin ve

Fenilalanin

Cizelge 3.2 Triptofan, Tirozin ve Fenilalaninin sogurma ve floresans dalgaboyu degerleri

Aromatik Amino Isini en gok sogurdugu Isig1 maksimum yaydigi
Asit dalga boyu (nm) dalga boyu (nm)
Triptofan 280 348
Tirozin 270 303
Fenilalanin 260 282

Fotonun enerjisinde meydana gelen kayip nedeniyle, floresansin dalga boyu, uyaran
1sigin dalga boyundan daima daha blyuktir. Clinki emisyonu saglayan gecis, bir kisim
titresim enerjisinin ¢evreye atilmasindan sonra meydana gelir. Absorpsiyona goére
emisyonda daima daha buiylik 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 goézlenebilir.

Elektromagnetik dalgayi temsil eden fiziksel biyikltklerin birbiri ile iliskisi soyledir;
E= hc/A 3.1
Denklem 3.1, fotonun enerjisi ile dalgaboyu arasindaki bagintiyr vermektedir. Burada;

E, fotonun enerjisini; h, Planck Sabitini ( 6,62x10™%.s); ¢ ise 1sik hizini (3x10%m/s)

temsil etmektedir.
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Floresans ozellik gosteren aromatik amino asitlerin yapi icerisindeki konformasyonel
degisiklikleri ve diger molekiller olan etkilesimleri sonucunda uyarilmalari igin gerekli
enerji miktari degisecektir. Denklem 3.1’den de anlasildigi gibi, enerjide meydana gelen
degisim nedeniyle emisyon dalga boyu vyani floresans vyaptiklari dalga boyu
degisecektir. Floresans omri ve kuantum verimi floroporun en 6nemli 6zelligidir.
Kuantum verimi, ¢ozeltideki floresans gosteren molekiillerin sayisinin toplam uyariimis
molekil sayisina oranidir. Bir baska deyisle, salinan foton sayisinin absorplanan foton

sayisina oranidir [147].

__yayilan fotonun floresans siddeti (If)

3.2
Qf absorblanan foton miktar: (I1a)
Denklem 3.2’deki absorplanan foton miktari,

l.=1o-1¢ 3.3

Denklem 3.3’de lp, 6rnegin (izerine gelen 1sik siddeti, I, ise i1sinin 6rnekten gectikten
sonraki siddetidir. Floresans 6mri ise, uyariimis seviyedeki molekilin temel elektronik
seviyeye ge¢gmeden 6nce gegirdigi zamana denir. Birgok aromatik molekilin floresans
omri 10 ns. civarindadir. Floresans 6mir maddenin tirine, floresans bozunma stiresi
ise maddenin hem tirine hem de konsantrasyonuna baghdir. Her iki parametre de
maddenin i¢inde bulundugu ortamin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinden 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 yiksek olmasindan dolayi, floresans 6zellikli
biyomolekillerin analizi igin kullaniimaktadir. Peptid ve proteinlerin yapi islev
analizlerinde o6zellikle tercih edilen ve basariyla kullanilmakta olan bir yontemdir.
Floresans omrinin (Lifetime) tayini, eksite edilmis molekillerin 6zelliklerinin
arastirilmasi, kompleks olusum mekanizmasinin tanimlanmasi, ¢06zlcl-¢oziinen
etkilesiminin incelenmesi, izomerizasyon, diflizyon, misel 6zelliklerinin arastiriimasi,
ylzey ozellikleri, polimer yapisi ve dinamigi, enzim yapisi, antijen-antikor etkilesiminin
incelenmesi, biyomembran ozellikleri, floresans rezonans enerji transferi (FRET)
yontemi yardimi ile donor ile akseptor arasindaki mesafe iliskisinin aciklanmasi
floresans spektrometrelerin kullanim alanlarina 6rnek olarak siralanabilir [148].
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3.2.1.4 UV-VIS Spektroskopisi

UV-VIS Spektroskopisi, ¢ozelti icindeki bilinmeyen maddelerin tanimlanmasinda ve
bilinen maddelerin konsantrasyonunun tayin edilmesinde kullanilir. Biyolojik olarak
oneme sahip olan bir ¢ok molekilin UV-VIS bdlgede 15181 absorplama o6zelligi

bulunmaktadir.
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Sekil 3.5 Dalga Boyu ve Gorlnir Bolge Diyagrami

Proteinler UV bolgede iki absorbans pikine sahiptirler: a) Peptid baginin
absorpsiyonundan kaynaklanan ve yaklasik 205 nm’de olgiilen [149], (b) icerdikleri
Tirozin (fenol) ve Triptofan (indol) amino asitlerinden dolayr 280 nm’de absorbansa

sahiptirler.
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Sekil 3.6 Amino asidlerin Absorbans Verdigi Dalga Boylari Grafikleri [150]
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Ultraviyole (100-400nm) ve goriandr stk (400-700nm) (UV-VIS) absorpsiyon
spektroskopisinde, bir 1siIn demeti bir érnekten gectikten veya bir drnek ylizeyinden

yansiltildiktan sonraki azalma 6lgilar.
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Sekil 3.7 Spektrofotometre prensibi [151]

Monokromatik ve lo siddetindeki bir 1sik demeti, kalinhgl b cm olan bir tipte bulunan
¢ozeltideki herhangi bir molekil tarafindan absorplandiginda siddeti azalir ve tipa |
siddetinde terk eder. Isimanin siddetindeki bu azalma molekiillerin o dalga boyundaki

Isimay! absorplamasi sonucu ortaya ¢ikar ve absorpsiyon LAMBERT-BEER esitligi ile

verilir:

-kc
I=loxe 3.4

| : Gegen 1sinin siddeti
lo: Gelen isinin siddeti

k: Absorpsiyon katsayisi
¢: Konsantrasyon

Absorpsiyonla isinin enerjisi maddenin iyon, atom veya molekdllerine aktarilir. Boylece,
Isin enerjisini absorplamis olan iyon, atom veya molekiller uyariimis hale gecerler.
Bu metod kullanilarak:
e Molekilin yapisi hakkinda bilgi edinilebilir; 6zellikle UV alandaki absorpsiyon
onemlidir,
e Konsantrasyon (derisim) belirlenebilir,
e Kimyasal reaksiyonun gidisi izlenebilir,

e Enzim aktivitesi 6lcllebilir [152].
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3.2.1.5 Floresans Eneriji Transferi Yéntemi ile Mesafe Hesabi

Bu tez calismasinda kullanilan peptidlerden AB (1-21) dizisi, peptid/polimer
biyokonjugasyonunu sayisal degerler ile aydinlatiimak icin model olarak secilmistir.
Floresans Rezonans Enerji Transferi deneylerinde bu peptid dizisinin poliakrilik asit ile
biyokonjugati kullaniimistir. Bu peptid dizisinin en 6nemli 6zelligi, N-terminal ucunda
donor olarak gorev yapacak olan Triptofan amino asidinin ve 17. amino asit rezidisu
olarak akseptoér molekiliiniin baglanacagi Lizin amino asidinin bulunmasidir. Floresans
Rezonans Enerji Transferi Yontemi icin boya olarak, alifatik ve aromatik aminlerdeki
birincil amino gruplari ile reaksiyona giren Dansil Klorir (DNC) segilmistir. Biyokonjugat
olusumu cesitli spektroskopik ve kromatografik yontemler ile ispatlanan, AB (1-21)
peptid dizisinin poliakrilik asit ile sentezlenen biyokonjugati liyafilizator ile
kurutulmustur. Kurutma islemi tamamlandiktan sonra kuru haldeki bu konjugat,
konsantrasyonu 1mg/ml olacak sekilde pH=9,2 Borat tamponunda ¢6zilmustir. Ayrica
DNC ise, baska bir beherde konsantrasyonu 1mg/ml olacak sekilde Asetonitrilde
¢ozulmustir. Hem peptid hem de biyokonjugat icin boyanin inkibasyon (karanlik

ortamda) sliresi optimize edilmis ve 1 dakika olarak bulunmustur.

3.2.1.6 Modelleme Calismalari

Biyolojik aktiviteye sahip olan birgok makromolekiliin, organizmadaki islevi onun
uzaydaki 3 boyutlu yapisi ile yakindan iliskilidir. Bu nedenle de biyolojik molekiillerin
nasil etkilestigini anlamada molekillerin Gg¢ boyutlu yapilarinin bilinmesinin 6nemi
blyuktlr. Dogadaki bitiin biyolojik olaylarin en kararli hali en diislik enerijili hallerine
karsilik gelir. Biyolojik molekiller de fonksiyonlarini ancak bu en disiik ener;jili
konformasyonlarinda yerine getirebilirler. Yani, biyolojik fonksiyon gerceklestiren
(biyolojik aktif) bir molekil, en disik enerjili (kararh) konformasyonlarindan birinde
bulunur. O halde, molekiiliin tiim konformasyonlari arasindan kararli olanlari
belirlemek gerekmektedir. Teorik Konformasyon Analizi Yontemi, molekil icindeki tim
etkilesmeleri dikkate alarak molekilin toplam enerjisini ifade eden ve kararh
konformasyonlari belirleyen bir yontemdir. Bu ydntemle, biyolojik molekillerin
mumkiin konformasyonlari ve bu konformasyonlarin enerjilere gore dagilimlari

belirlenerek, bu bilgiler 1siginda molekdillerin calisma ya da ¢alismama mekanizmalarina
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acikhk getirilebilir. Biyolojik molekillerin ¢ boyutlu yapilarinin degismesine bagh
olarak, fonksiyon kaybi meydana gelmekte bu da hastaliklarin gelismesine neden
olmaktadir. Bu nedenle, biyolojik reaksiyonlarin gergeklesmesiyle ilgili sorulara agikhk
getirebilmek icin etkilesmekte olan molekillerin konformasyonlarinin belirlenmesi
blylik 6nem tasimaktadir [153]. Alzheimer hastaliginda olusan fibrillerin 3 boyutlu
yapilarindaki degisimlerinin incelenmesi ve anlasilmasi, bu hastaligin tedavisinde ve
onlenmesinde biyiik &neme sahiptir [154]. Ozellikle son yillarda molekiler alanda
yapilan genetik ve biyokimyasal calismalar, bu hastaligin nedeninin AB peptidindeki
yanlis katlanma sonucu meydana gelen agregasyonlar oldugunu géstermektedir. Clinku
biriken bu AB agregatlari, toksiktir ve sonunda beyindeki sinir hiicrelerinin 6lmesine ile
sonuglanir [155]. Bu tez calismasinda, Amiloid beta peptidinin bibiriyle baglanma ve
fibril olusturma egiliminde oldugu bilinen (1-21) peptid dizisinin molekiler modelleme
calismalari ile, konjugat olusumundaki en dlstk enerjili konformasyonlarinin

belirlenmesi ¢alismalari yapilmistir.

3.2.2 Deneysel ¢alismalarda kullanilan Amiloid beta (AB) peptid dizileri

Ozellikle AR agregasyonunu dnleyecek peptido-mimetik inhibitérler veya peptidlerin
gelistirilmesinde, 42 amino asitlik tim diziyi kullanmak yerine, daha kisa A
fragmentlerinin segilmesi son yillarda ¢ok ilgi géren bir konudur [156]. Buradan
hareketle, bu tez calismasinda Alzheimer hastaligina ait 42 amino asitlik AR peptidinin
1-21 dizisi ve 1-15 dizisi olmak (izere, 2 farkli peptid dizisi ile calisiimistir. Tjenberg ve
ark. AB peptidinin birbiriyle baglanarak fibriller olusturdugu distnilen en aktif
baglanma bdlgesinin AR 16-20 (KLVFF) dizisi oldugunu gostermislerdir [157]. Bu
nedenle bu tez ¢alismasinda kullanilmak Uzere secilen dizilerden bir tanesi, A 1-21
dizisi bu aktif baglanma boélgesini (KLVFF) de icermektedir. Ayrica diziler secilirken her
iki peptid dizisinin de —N terminal ucuna, peptid ile polielektrolitler arasindaki
konjugasyon mekanizmasini daha kolay saptayabilmek ve konjugasyon olusumunu
spektroskopik olarak gozlemleyebilmek amaciyla Triptofan (W) amino asidi eklenmistir.
Boylelikle peptidlerin ve ilerde sentezlenecek biyokonjugatlarin  florosans
spektrofotometre cihazi ile incelenmesine olanak saglanmistir. Bu peptid dizilerinin

genel ozellikleri asagida verilmistir.
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3.2.2.1 Amiloid Beta (1-15) Peptid Dizisinin Kimyasal Ozellikleri

42 amino asitlik Amiloid beta peptidinin (AB42) epitop analizi yapildiginda, AB (1-15)
dizisi AB42’nin dominant B hiicresi epitopu oldugu ve bu dizinin AB42 gibi T-hlicresi
reaktif bolgelerini icermedigi bulunmustur [158]. Bu nedenle AB (1-15) bir asi modeli
olarak da kullanilabilir [156]. Bu tez galismasinda kullanilan AB (1-15) peptid dizisi
BioSynthesis (USA) firmasi tarafindan amino ucuna W eklenerek sentezlenmistir.
Toplam 16 amino asitten olusan bu peptidin amino ait dizilimi ve hidrofobik/hidrofilik

karakteri asagidaki tabloda verilmistir.

Cizelge 3.3 AB (1-15) Dizisinin Genel Ozellikleri

AB (1-15) Dizisinin Genel Ozellikleri
Dizinin tek harf gosterimi WDAEFRHDSGYEVHHQ
Dizinin li¢ harf gosterimi Trp - Asp - Ala - Glu - Phe - Arg - His - Asp - Ser -
Gly - Tyr - Glu - Val - His - His - GIn
Dizinin molekiil agirhgi 2012.9 gr/mol
pH 7’deki net yiiki -2.7
izoelektrik noktasi (pl) 5.12

Hidrofilik amino asitler

Hidrofobik amino asitler

Asidik Aromatik Bazik Polar

Sekil 3.8 P1 peptidinin hidrofilik ve hidrofobik amino asit iceriginin sematik gdsterimi

Bu dizide yer alan amino asitlerin diziye kattiklari kimyasal 6zellikler ve bu peptidin sulu
¢Ozeltideki davranislarina olan etkileri asagida detayli olarak aciklanmistir. Dizinin N-
ucunda bulunan, hidrofobik (suyu sevmeyen) ve non-polar 6zellikteki amino asid olan
Triptofan (Trp), 280 nm’de UV isini absorblama 6zelliginden dolayi bu diziye floresans

Ozellik kazandirmaktadir. Ayrica Trp, bu peptidin sulu c¢ozeltideki etkilesimlerinde
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peptid dizisindeki diger hidrofobik amino asitlerle etkileserek peptidin i¢ kisimlarina
cekilir ve H bagi, aromatik halka etkilesimi ve van der waals kuvvetleri gibi
etkilesimlerde yer alarak peptidin yapisini stabilize etmeye yardimci olur. Dizinin diger
hidrofobik ve apolar amino asidleri olan Fenilalanin (Phe) ve Tirozin (Tyr)'de icerdikleri
fenolik gruplar sayesinde UV 1sini absorblama 0zelligine sahiptir ancak bu
absorpsiyonun miktari ve kuantum verimi Trp’a gére daha azdir. Phe reaktif olmayan
bir amino asit olmasina ragmen, sahip oldugu indol halkasi dolayisiyla Trp eger
¢Ozeltide ulasilabilir bir noktadaysa oldukga reaktiftir[129]. Bu ic aromatik amino asitte
sahip olduklari konjuge cift baglar nedeni ile 260-280 nm dalga boyundaki UV-isinlari
absorbe ederek onlara 6zgl pik verirler. Tirozin (Tyr), fenil grubuna hidroksil grubu
baglanmis fenilalanin yapisinda amino asittir. Tirozin amino asidi hidrofobik olmakla
birlikte icerdigi — OH grubuyla hidrojen bagi olusturabilir ve peptidin yaptigi H baglarina
katkida bulunur. Glisin (Gly), amino asitlerin en basit yapilisi ve en az interaktif olanidir
¢linkd yan zincirinde fonksiyonel grup olarak sadece H atomu yer alir. Glisin bulundugu
yerde bu peptide diger amino asitlerden daha fazla fleksibilite vermektedir. Alanin
(Ala) ve Valin (Val) gibi oldukga hidrofobik yan zincire sahip amino asitler ise, sulu
¢Ozeltide bir araya gelerek, bu peptid dizisinin hidrofobik etkilesimlerle sabitlenmesine
yardimci olurlar. Dizinin Serin (Ser) ve Glutamin (GIn) gibi polar yan zincire sahip amino
asitleri; peptidin suda ¢ozUinurlGglinG arttirirlar. Clinkl suda diger aminoasitlere gore
daha iyi ¢ozlinlrler, yani daha hidrofilik bir yapiya sahiptirler. Ayrica Serin’in tasidigi
hidroksil grubu H alicisi oldugundan hidrojen baglari olusumunu destekler. Peptid
dizisinin kovalent modifikasyonu ve konjugasyon mekanizmasi dislntldiglinde; en
onem teskil eden amino asidler; dizinin iyonize olabilen yan zincire sahip olan amino
asidleri olan Aspartik asit (Asp), Glutamik Asit (Glu), Arjinin (Arg), Histidin (His) ve
Tirozin (Tyr)’dir [129]. Asp ve Glu, yan zincirde —COOH fonksiyonel grubunu tasirlar ve
pKa degerleri o kadar dusuktir ki (Asp pKa = 3.86, Glu pKa=4.25) peptidin yapisina
katildiklarinda bile fizyolojik pH’da (-) yikleri korunur. Yiksek polarite ve ¢coziinurlikleri
sebebiyle, peptidin dis kisimlarinda yer alarak iyonik ve hidrojen bag olusumuna katki
saglarlar. Ayrica bu iki amino asid, BSA gibi -NH, fonksiyonel grubuna sahip tasiyicilar
ile kovalent olarak baglanarak konjugasyona katki saglarlar. Arg ise, yan zincirindeki
guanidino grubu nedeniyle ¢cok kuvvetli bazik 6zellige sahiptir. Yan zincirin pKa degeri

cok yiiksek (Arg pKa=12.48) oldugundan, hemen hemen biitlin kosullarda Arg pozitif
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yuk tasimaktadir. His’in tasidigi imidazol grubu, hem H alip, hem de H verme
ozelligindedir. Yan zincirde tasidigl imidazol halkasinin pKa degeri (pKa=6,0), fizyolojik
pH’a cok yakin oldugundan fizyolojik pH’da en yiksek tamponlama etkisine sahip

amino asiddir.

3.2.2.2 Amiloid Beta (1-21) Peptid Dizisinin Kimyasal Ozellikleri

Tjenberg ve ark. yaptiklari calismalarla, 42 amino asitlik AP peptidinin birbiriyle
baglanarak fibriller olusturdugu distintlen en aktif baglanma bdlgesinin A 16-20
(KLVFF) dizisi oldugunu gostermislerdir[157]. Bu nedenle bu tez calismasinda
kullanilmak Gzere segilen AR 1-21 dizisi bu aktif baglanma bdlgesini (KLVFF)
icermektedir. Bu tez calismasinda kullanilan AB (1-21) peptid dizisi BioSynthesis (USA)
firmasi tarafindan amino ucuna W eklenerek sentezlenmistir. Toplam 22 amino asitten
olusan bu peptidin amino ait dizilimi ve hidrofobik/hidrofilik karakteri asagidaki
tabloda verilmistir. Amino asitler igerisinde yan dallari yikli olan dort amino asit
bulunmaktadir (Arg, Lys, Glu, Asp). Lizin ve Arginin yan zincirlerinde amino grubu
icerirler ve pozitif yiklidurler. Aspartik asit ve Glutamik asit yan zincirlerinde karboksil
grubu icermektedirler ve negatif yiklldurler. Peptid zincirindeki yikli amino asitler
arasinda kuvvetli elektrostatik etkilesmeler meydana gelmektedir ve buda molekdilin

enerjisine katki saglamaktadir [153].

Cizelge 3.4 AB (1-21) Dizisinin Genel Ozellikleri

AB (1-21) Dizisinin Genel Ozellikleri
Dizinin tek harf gosterimi WDAEFRHDSGYEVHHQKLVFFA
Dizinin li¢ harf gosterimi Trp - Asp - Ala - Glu - Phe - Arg - His - Asp - Ser -
Gly - Tyr - Glu - Val - His - His - GIn - Lys - Leu -
Val - Phe - Phe — Ala

Dizinin molekiil agirhgi 2719.9 gr/mol
pH 7’deki net yiikii -1.7
izoelektrik noktasi (pl) 5.75
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Hidrofilik amino asitler

Hidrofobik amino asitler

Asidik Aromatik Bazik Polar

Sekil 3.9 A peptidi 1-21 peptidinin hidrofilik ve hidrofobik amino asit igeriginin
sematik gosterimi

Bu dizinin kimyasal reaksiyonlar ve konjugasyon agisindan énem tasiyan 6zellikleri ve
bu peptidin sulu ¢ozeltideki davranislarina olan etkileri asagida detayli olarak
actklanmistir. Lizin (Lys) ve peptidin N-ucunun konjugasyona etkisi soyledir: Lys’in yan
zincirinde bulunan primer amin grubu ve peptidin N-ucunda yer alan amin grubu,
konjugasyon reaksiyonlari agisindan degerlendirildiginde, en 6nemli aktif baglanma
bolgeleri arasinda yer almaktadir. Lys cogunlukla peptidin dis ylzey kisiminda bulunur
ve bu durum konjugasyon sirasindaki baglanmayi kolaylastirir. Ayrica Lys’deki primer
amin grubunun nukleofilikligi, Sisteindeki sulfidril, Serin ve Treonin’deki hidroksil ve
Histidindeki imidazol gibi diger amino asitlerdeki baska nikleofilik gruplara gore cok
daha yiksektir. Bu nedenle de, peptid dizisindeki Lys, elektrofilik bir atakta herzaman
daha c¢ok tercih edilen resididiir. Lys iceren bir amino asitte, konjugasyonun N-ucu
amino grubundan mi yoksa Lys yan zincir amino gurubundan mi gergeklesecegi
ortamin pH degerine gore belirlenebilir. N-ucu NH3 grubu pKa degeri yaklasik 7,6-8,0
iken, Lys yan zincir NH3 grubu pKa degeri yaklasik 10,0 — 10,2’dir. Eger konjugasyon
reaksiyonlarinin yapildigi ¢ozeltinin pH degeri 8,5 — 9.0 gibi Lys'ne gore dislk bir
degerde tutulursa, ozaman konjugasyn direkt olarak N-ucundan gerceklesebilir [159].

Dizinin N-ucunda bulunan, hidrofobik (suyu sevmeyen) ve non-polar 6zellikteki amino
asid olan Triptofan (Trp), 280 nm’de UV isini absorblama 6zelliginden dolayi bu diziye

floresans 0Ozellik kazandirmaktadir. Ayrica Trp, bu peptidin sulu c¢ozeltideki
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etkilesimlerinde peptid dizisindeki diger hidrofobik amino asitlerle etkileserek peptidin
ic kisimlarina gekilir ve H bagi, aromatik halka etkilesimi ve van der waals kuvvetleri gibi
etkilesimlerde yer alarak peptidin yapisini stabilize etmeye yardimci olur. Dizinin diger
hidrofobik ve apolar amino asidleri olan Fenilalanin (Phe) ve Tirozin (Tyr)'de icerdikleri
fenolik gruplar sayesinde UV 1sini absorblama 0zelligine sahiptir ancak bu
absorpsiyonun miktari ve kuantum verimi Trp’a gére daha azdir. Phe reaktif olmayan
bir amino asit olmasina ragmen, sahip oldugu indol halkasi dolayisiyla Trp eger
¢Ozeltide ulasilabilir bir noktadaysa oldukga reaktiftir[129]. Bu li¢c aromatik amino asitte
sahip olduklari konjuge c¢ift baglar nedeni ile 260-280 nm dalga boyundaki UV-isinlari
absorbe ederek onlara 6zgi pik verirler. Tirozin (Tyr), fenil grubuna hidroksil grubu
baglanmis fenilalanin yapisinda amino asittir. Tirozin amino asidi hidrofobik olmakla
birlikte icerdigi — OH grubuyla hidrojen bagi olusturabilir ve peptidin yaptigi H baglarina
katkida bulunur. Glisin (Gly), amino asitlerin en basit yapilisi ve en az interaktif olanidir
¢linkd yan zincirinde fonksiyonel grup olarak sadece H atomu yer alir. Glisin bulundugu
yerde bu peptide diger amino asitlerden daha fazla fleksibilite vermektedir. Alanin
(Ala), Lozin (Leu) ve Valin (Val) gibi olduk¢a hidrofobik yan zincire sahip amino asitler
ise, sulu cozeltide bir araya gelerek, bu peptid dizisinin hidrofobik etkilesimlerle
sabitlenmesine yardimci olurlar. Dizinin Serin (Ser) ve Glutamin (Gln) gibi polar yan
zincire sahip amino asitleri; peptidin suda ¢ozindrlGginl arttirirlar. Clinki suda diger
aminoasitlere gore daha iyi ¢ozlndurler, yani daha hidrofilik bir yapiya sahiptirler. Ayrica
Serin’in tasidigr hidroksil grubu H alicisi oldugundan hidrojen baglari olusumunu
destekler. Peptid dizisinin kovalent modifikasyonu ve konjugasyon mekanizmasi
dislintldigiinde; en 6nem teskil eden amino asidler; dizinin iyonize olabilen yan
zincire sahip amino asidleri olan: Aspartik asit (Asp), Glutamik Asit (Glu), Arjinin (Arg),
Histidin (His) ve Tirozin (Tyr)’dir [129]. Asp ve Glu, yan zincirde —COOH fonksiyonel
grubunu tasirlar ve pKa degerleri o kadar dusuktir ki (Asp pKa = 3.86, Glu pKa=4.25)
peptidin yapisina katildiklarinda bile fizyolojik pH’da (-) ylkleri korunur. Yiksek polarite
ve ¢ozindirlikleri sebebiyle, peptidin dis kisimlarinda yer alarak iyonik ve hidrojen bag
olusumuna katki saglarlar. Ayrica bu iki amino asid, BSA gibi -NH, fonksiyonel grubuna
sahip tastyicilar ile kovalent olarak baglanarak konjugasyona katki saglarlar. His’in
tasidigl imidazol grubu, hem H alip, hem de H verme 6zelligindedir. Yan zincirde

tasidigl imidazol halkasinin pKa degeri (pKa=6,0), fizyolojik pH’a ¢ok yakin oldugundan
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fizyolojik pH’da en yiliksek tamponlama etkisine sahip amino asiddir. Bir proteinin
yapisina girdiginde iyonik c¢evrenin 0Ozelligine gore pozitif ylklenebilir. His, PB-
karbonunda bir imidazol grubu tasir. Bu grup, asit-baz regiilasyonunda tamponlamada

onem tasir.

(iOOH C|OOH

"H,N—CH— CH, "H,N—CH— CH, +H
+ S &
HNONH HNON

asit konjugebazi

Sekil 3.10 Amino asidlerin konjuge baz reaksiyonu

Arg ise, yan zincirindeki guanidino grubu nedeniyle ¢ok kuvvetli bazik 6zellige sahiptir.
Yan zincirin pKa degeri ¢ok yiksek (Arg pKa=12.48) oldugundan, hemen hemen biitiin
kosullarda Arg pozitif ylk tasimaktadir.

3.2.3 Konjugasyonlarda Kullanilan Farkh Kimyasal Ozelliklerdeki Tasiyici
Makromolekiiller

Zayif immunojenik 0Ozellikteki sentetik peptidler antikor olusturmak icin yeterli
blyuklikteki molekller boyutlara sahip olmadiklarindan, peptidlere karsi antikor
Uretiminde immunojenligi arttirmak icin proteinler, polisakkariter ve lineer ozellikteki
polimerler kullanilmaktadir [160]. Bu ¢alismada, her iki peptid dizisi ile yapilan
biyokonjugatlarin sentezinde tasiyici olarak farkli kimyasal 6zelliklere sahip, 3 ayr

kategoride makromolekil kullaniimigtir:

a) Polimerik yapidaki tastyicilar
e Poliakrilik Asid (PAA),
e Vinil Pirilidon- Akrilik Asid Kopolimeri P[(VP-co-AA)] veya (VPAA)
b) Protein yapidaki tasiyicilar
e Bovine Serum Albumin (BSA)
c) Polisakkarit yapidaki tasiyicilar
e Dekstran Aldehid (DA)’dir.
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Bu tez calismasinda yukarida bahsedilen 4 farkli tasiyict makromolekil kullanilarak;
farkli baslangic molar oranlarinda ve farkli pH’larda aktivasyon yontemleri ile ¢ok
sayida konjugat ve fiziksel kompleks sentezi yapildi. Genel olarak biitiin reaksiyonlarda
konjugasyonun fizikokimyasinin ve baglanmanin ne derecede gergeklestiginin
anlasilabilmesi amaciyla; bu tasiyicc makromolekillerin  konsantrasyonunu sabit

tutularak (0.5 mg/mL), peptidlerin konsantrasyonu degistirilmistir.

3.2.3.1 Polimerik Yapidaki Tastyicilar

3.2.3.1.1 Poliakrilik Asit (PAA)
Poliakrilik asid (PAA), yan zincirinde fonksiyonel grup olarak —COOH grubu igeren, suda
¢Oziunebilen, lineer yapida biyobozunur 6zellikte bir biyopolimerdir. Toksik degildir ve

biyouyumlu bir yapiya sahiptir. Molekil agirligi, Mpaa= 100 000 Da’dur.

n

Sekil 3.11 Poliakrilik asidin molekil formuli

3.2.3.1.2 N-Vinil-2-pirolidon/Akrilik Asit Kopolimeri
Konjugasyonda vinilpirolidonun (VP) akrilik asid (AA) ile Mw: 80000 Da ve
kompozisyonu VP/AA (1:2) olan kopolimeri kullanilmistir ve bu kopolimer Uelzmann ve

arkadaslarinin (1958) yontemi ile sentezlenmistir.

Sekil 3.12 Vinil prilidon-akrilik asid kopolimerinin molekil formli
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3.2.3.2 Protein Yapidaki Tasiyicilar

3.2.3.2.1 Bovine Serum Albumin (BSA)
Bovin Serum Albumin (BSA), yaklasik 66000 Da agirliginda, 583 aminoasidden olusan
globular yapida bir plazma proteinidir [161]. Kalp seklini andiran ve 3 ayr alt-

domainden olusan 3 boyutlu yapisi asagidaki sekilde verilmistir:

Sekil 3.13 BSA’nin 3 boyutlu yapisi

Amino asit diziliminde 17 adet Cys ve 2 adet Trp bulunmaktadir. BSA ayni zamanda
Asp, Glu, Ala, Leu and Lys kalintilari bakimindan zengindir. icerdigi amino asitlerden
dolayi tasidig1 cok cesitli fonksiyonel gruplar nedeniyle konjugasyon reaksiyonlarinda
cesitli molekiller, proteinler yada haptenler icin tasiyici olarak tercih edilmektedir.
izoelektrik noktasi suda 4,7’dir [162]. Calismamizda kullanilan BSA’nin fluoresans
ozelligi; yapisinda 134 ve 212 pozisyonlarda bulunan iki adet Triptofan’dan
kaynaklanmaktadir. Bunlardan 134. konumdaki Triptofan daha dista oldugundan
etkilesimlere daha agiktir. 212. konumdaki Trp ise molekiliin daha iginde kalmaktadir

[163].
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3.2.3.3 Polisakkarid Yapidaki Tasiyicilar

3.2.3.3.1 Dekstran Aldehid (DA)

Dekstran dogada bulunabilen, biyobozunur, inert ve toksik 6zelligi olmayan bir
polimerdir. Bu 6zelliklerinden dolayi dekstran ve tirevleri biyolojik bircok uygulamada
kullanilmaktadir [164], [165], [166]. Enzimlerin, proteinlerin ve peptidlerin, hidrofobik
araylzeyler ile etkilesime karsi korunmasi ve ylzey etrafinda bir kilif olusturulmasi
amaciyla bunlarin yizeyinin hidrofilik bir polimer ile minimal modifikasyonu iyi bir
¢0zim gibi gériinmektedir. Modifikasyonda kullanilan bu polimer modifikasyon sonrasi
diger molekdller ile etkilesime olanak vermelidir. Ayrica segilen polimer enzim, protein
veya peptide ait gruplar ile reaksiyona girebilmelidir. Aldehit dekstran bitiin bu
gereklilikleri yerine getirebilen esnek bir polimerdir [167]. Periyodat oksidayonu, seker
rezidilerinin goreceli olarak reaktif olmayan hidroksil gruplarini amin gruplarn ile
reaksiyona girebilecek aldehit gruplarina donistirmede kullanilabilecek en basit
yontemlerden biridir. Periyodat, ardisik hidroksil grubu tasiyan C-C baglarini
kirmaktadir ve —OH gruplarini ylikseltgeyerek yiksek oranda reaktif aldehit gruplari
olusturmaktadir [129].
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BOLUM 4

DENEYSEL SONUCLAR

4.1 Dekstran Aldehid Tiirevinin Eldesi
Reaksiyon semasi Sekil 4.1'de gosterilen Dekstran-Aldehit tirevinin eldesi su asamalar
gerceklestirilerek yapildi:
Kullanilan Cozeltiler
1) 3,33g Dekstran 30ml destile suda ¢ozlldi.
2) 8 g NalO4 70ml destile suda ¢ozilda.
Deneyin Yapilisi

1) Dekstran ¢ozeltisinin tGzerine NalO4 yavas yavas karistirilarak eklendi.

2) Bu c¢ozelti karanlikta, oda sicakhginda 24 saat siireyle karistirildi.

3) Elde edilen yikseltgenmis dekstran ile birlikte ortamda bulunan fazla iyonlari
uzaklastirmak igin Grin 24 saat karanlik ortamda, oda sicakhginda destile suya karsi
diyalize birakildi.

4) Sogutarak kurutma ile (liyofilizatérde) aldehid gruplari bulunduran dekstran elde

edildi [168].

Glukoz g

Glukoz —0
\ 0 104 LO

—
OH 0 N / 0
HO Glukoz \

0 / Glukoz
OH 0

Dekstran Dekstran Aldehid

Sekil 4.1 Dekstran Aldehid tiirevinin eldesi
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4.1.1 Sentezlenen DA Tiirevinin FTIR Analizi ile Karakterizasyonu
Dekstran ve dekstranin periyodat oksidasyonu ile elde edilen dekstran-aldehit

tlrevinin FT-IR spektrumlari Sekil 4.2’de verilmistir.

100
05 | 3337,79443 / 342,699
3462,21298 1631,10446
i 1021,45372] |y f
- 1000,28220
°\° 1
85
—— DEKSTRAN
gol —— DEKSTRAN ALDEHIT 787,72501
, 768,03372
75 725,07687

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
cm'1

Sekil 4.2 Dekstran ve sentezlenen dekstran aldehite ait FTIR spektrumlari

Dekstran ve dekstran-aldehit tdrevinin 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 Konjugasyon Yontemleri

Peptid biyokonjugatlarinin sentezlenmesinde, reaksiyon mekanizmasi birbirinden farkli
olan 3 ayri yontem kullanilmistir. Bu yontemler Amiloid beta peptidinin secilen her iki
dizisi ve farkli makromolekiiller ile sentezlenmistir. Her bir yontemle sentezlenen
biyokonjugatlar, cesitli spektroskopik ve kromatografik yontemlerle analiz edilerek, en

iyi verime sahip konjugasyon yontemi belirlenmistir.
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4.2.1 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) Karbodiimid (EDC) Varliginda Yapilan
Konjugasyonlar

Karboksil grubunun karbodiimide bagh aktivasyon reaksiyonunun basit mekanizmasi,
polimerin karboksil grubu ile proteinin amino grubu arasinda gergeklesen ve iki
basamaktan olusan bir kondenzasyon reaksiyondur [130]. Karbodiimid ilk olarak,
polimer molekilindeki karboksil gruplari ile reaksiyona girer ve oldukga aktif o-agil-
izolire ara Urlininli meydana getirir. EDC ile aktive olan karboksil gruplari, amid bagi
olusturmak U(zere peptiddeki amino grubuna saldirir ve bu reaksiyondan suda

¢Ozlinebilir 6zellikteki UGre turevleri yan lriin olarak olusur.

'CH3
. | EDC
1] *_ -
N0 H N HNCI
Aktivasyon
il o CH TASIYICI
Kararsiz O-acilizoiire | 5 Konjugasyon MAKROMOLEKUL
Ure Tiirevi
. ,CH
H C/\NH)\NHMHIFC'/ 3
3 n i
CH3
Biyokonjugat

Sekil 4.3 Biyokonjugasyonun olusum mekanizmasi [169]

Capraz baglanma reaksiyonlari sonucunda olusan izolre ara Urlini ve reaktifin fazlasi
suda ¢Ozlinebilir 6zellikte olduklarindan, diyalizle ya da jel filtrasyonu ile kolaylikla

uzaklastirilabilir [129].
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4.2.2 PAA ile Yapilan Konjugasyon Reaksiyonlari

4.2.2.1 AB (1-21) Dizisi Kullanilarak Sentezlenen Konjugatlar
Peptid-PAA konjugasyonlarinda 6ncelikle EDC aktivasyonu farkli asamalarda yapilmis,
daha sonra da aktivasyonun yapildigi pH degerleri degistirilerek baglanmanin en iyi

olustugu yontem belirlenmeye galisiimigtir.
Hesaplamalar

Yontemler arasinda bir kiyaslama vyapabilmek amaciyla, bitiin biyokonjugatlar
Npep/Npoi=5 Oraninda sentezlenmistir. Tim reaksiyonlarda, polimer ve diger tasiyici
molekillerin konsantrasyonlari (0.5 mg/mL) sabit oldugundan, o6ncelikle asagidaki

esitlikten reaksiyon icin gerekli peptid miktari (mg/mL cinsinden) hesaplanir:

Npeptid / Npan = [(cpeptid x Na) / My, (peptid)] x [M,, (PAA) / Cpaa X Na) ] 4.1

Na= Avagadro sayisi

Cpep= Peptid konsantrasyonu
Cpol= Polimer konsantrasyonu
Mw= Molekdl agirhig

Bu denklemde veriler yerlerine konuldugunda, reaksiyonlarda kullanilacak olan peptid

miktari;

Cpeptia = (0.5 X 2719,9 x 5) / 100000 ——= Cpeptia= 0,339 mg/5mL

olarak bulunur. Daha sonra reaksiyon hacmine gore gerekli peptid miktari ve
kullanilacak aktivator (EDC) miktarlari belirlenir. Genellikle kullanilan tasiyici molekilin
yaklasik 2 kati kadar EDC kullanilmistir. Bunun reaksiyon igin bir sakincasi yoktur ¢clinkt
reaksiyona girmeyen EDC'nin fazlasi, saflastirma yontemleri ile reaksiyon ortaminda

kolaylikla ayirilabilmektedir.
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4.2.2.2 Farkh Reaksiyon Kosullarinda Sentezlenen Konjugatlar

e Kosul 1’e Gore Yapilan Konjugatin Sentezi
5 mg poliakrilik asid (PAA, Mw=100000) 10 mL pH 5 olan PBS’te ¢6zilldi ve ¢ozeltinin
pH’si 1 M NaOH ile 5’e ayarlandi. Daha sonra pH 5’teki bu ¢ozeltiye 10 mg EDC ilave
edilerek oda sicakliginda 1 saat kadar karistirildi. 1 saat sonra aktive olmus PAA
molekdillerinin reaksiyona girmeyen EDC molekillerinden ayrilmasini saglamak igin
membranli santrfij tlplerinden 6000 rpm’de, +4 °C’'de 6 dk santrifij edildi. Santrifij

sonrasi Ust ve alt fazlarda analiz igin 6rnekler ayirildi.

PAA + EDC
-
:" 6000 rpm d»
® 2»
iz 6 dk =
-
4°C TSR Hdecadilen aitve
_ 1, ustfazlaraynayn

analiz edilir

Sekil 4.4 EDC ile aktive edilmis PAA ¢oOzeltisinin PES membranl tipte saflastirilmasinin
sematik gosterimi

Ornek ayirildiktan sonra, st fazin geri kalani alinarak tzerine, (125 pl dimetil siilfoksid
DMSQ’de ¢ozildiikten sonra) son hacim tekrar 10 mL olacak sekilde PBS’te ¢6zilmus
olan 0.68 mg AR 1-21 peptidi eklendi ve manyetik karistirici yardimiyla 1 gece boyunca,
oda sicakliginda konjugasyona birakildi. Ertesi sabah, ¢Ozeltinin pH’si kontrol edildi ve

pH 7’ye ayarlandi ve yaklasik 1 saat de pH=7’de karistirildi.
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PAA PBS'te coziiltr ve
pH'1 5% ayarlanir

Hazirlanan polimer
cozeltisinin tzerine, gerekli
miktarda EDC eklenir

Bu gozelti 30 dk boyunca oda sicakliginda
manyetik karistiricida aktivasyona birakilir ve
daha sonra santrifuj edilir. Alt ve (st fazlardan Reaksiyon icin gereken
ornekler ayrildiktan sonra, iist faza: peptid tartilir ve aktive
edilmis PAA ¢ozeltisine
eklenir

Bu iki ¢ozelti, oda
sicakliginda gece
boyu karistirilir.

Olusan konjugat memranl santrifij
tupleri yardimuile bir kac kez saflastirilir.
Elde edilen Gstve alt fazlardan :

Floresans
HPLC analizi icin GPC analizi icin spektrometre
ornek hazirlanir ornek hazirlanir analizi icin 6rnek

hazirlanir:

Sekil 4.5 Kosull’e gore gerceklestirilen konjugasyonunda takip edilen asamalarin akis
semasi

e Kosul 2’ye Gore Yapilan Konjugatin Sentezi
5 mg poliakrilik asid (PAA, Mw=100000) 9.277 mL pH 7 olan PBS’te ¢ozlldi ve
¢ozeltinin pH’s1 5’e ayarlandi. 0.68 mg AB 1-21 peptidi 125 pl dimetil silfoksid
DMSO’de ¢o6zuldiu ve karismakta olan PAA ¢ozeltisine eklendi. Bu fiziksel karigim,
manyetik karistirici yardimiyla oda sicakliginda 2 saat kadar karistirildi. Daha sonra pH
5’teki fiziksel karisima 10 mg EDC ilave edilerek 1 gece boyunca, oda sicakliginda
manyetik karistiricida aktivasyona birakildi. Ertesi sabah, ¢ozeltinin pH’si kontrol edildi

ve pH 7’ye ayarlandi ve yaklasik 1 saat de pH=7"de karistirild.
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Reaksiyon icin gereken
PAA saf suda cozultr peptid tartilir ve bir miktar
ve pH'1 5’e ayarlanir DMSO varliginda suda
cozultr

Bu iki ¢cozelti, oda
sicakhginda 2 saat
kanstinihr

2 saat sonunda olusan pH
5'teki bu ¢ozeltinin tzerine,
PAA nin aktivasyonu icin
gerekli miktarda EDC eklenir

Bu cozelti 1 gece boyunca oda
sicakliginda manyetik
karnistincaida aktivasyona birakihir

Cozeltinin pH’1 1 M NaOH ile
7'ye ayarlanir ve 1 saat
kansgtirhr

Floresans
HPLC analizi igin GPC analizi icin spektrofotometre
ornek hazirlanir ornek hazirlanir analizi icin 6rnek

hazirlamir

Sekil 4.6 Kosul2’ye gore gerceklestirilen konjugasyonunda takip edilen asamalarin akis
semasi

e Kosul 3’e Gore Yapilan Konjugatin Sentezi
5 mg poliakrilik asid (PAA Mw=100000) 9.277 mL pH 7 olan PBS’te ¢ozildi ve
¢ozeltinin pH’sinin 7’de kalmasina dikkat edildi. Polimer 15 dk kadar karistiricida iyice
karistinldiktan sonra, 125 pl DMSO’da ¢6zllmis olan 0.68 mg AB 1-21 peptidi PAA
¢Ozeltisinin Uzerine eklendi. Bu fiziksel karisim, manyetik karistirici yardimiyla oda
sicakhginda 2 saat kadar karistirildi. Olusan fiziksel kompleksten analiz icin 6rnekler
ayrildi. Daha sonra kalan c¢ozeltiye pH 7’de 10 mg suda c¢ozinen 1-etil-3-(3-
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dimetilaminopropil) karbodiimid hidroklorid (EDC) capraz baglayicisi ilave edilerek gece
boyunca oda sicakliginda manyetik karistiricida aktivasyona birakildi. Ertesi sabah,

¢Ozeltinin pH’1 6lctldi ve 7’ye ayarlandi.

PAA PBS’te coziiliir ve Reaksiyon icin gereken peptid
pH’1 7’ye ayarlanir : tartilir ve bir miktar DMSO
varhginda PBS’te c¢ozultr

Bu iki ¢ozelti, pH 7’de oda
sicakhginda yaklasik 2 saat
kanstinhr.

2 saat sonunda ¢ozeltinin tzerine, PAA

aktivasyonu icin gerekli miktarda EDC
eklenir ve 1 gece boyunca oda
sicakhginda manyetik karistiricida
aktivasyona birakilir

Ertesi sabah ¢ozeltinin pH 11 M
NaOH ile 7’ye ayarlanir ve 1
saat kanstirihr.

0

Floresans
HPLC analizi igin GPC analizi icin spektrometre

ornek hazirlanir ornek hazirlanir analizi icin ornek
hazirlanir

Sekil 4.7 Kosul 3’e gore gergeklestirilen konjugasyonunda takip edilen asamalarin akis
semasi

Sentezlenen butin konjugatlar yaklasik 1 saat pH 7’de karistildiktan sonra, membranh
santriflij tipleri ile saflastirildi ve elde edilen konjugatlarin yapi ve karekterizasyonu,
kromatografik (GPC: Dért Dedektérlii-UV, Refraktif indeks, Viskozite ve isik sacilmasi,

kromatografik sistem), spektroskopik, florimetrik yontemlerle incelendi.
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Sekil 4.8 EDC konjugasyon yontemine gore farkh reaksiyon kosullarinda sentezlenen
AB(1-21) peptidinin PAA ile konjugasyonunun floresans grafigi. (W) Tek basina peptid
(Amax:348 nm), ve (M) Kosull (Amax:348 nm), (M)Kosul2 (Amax:342 nm), (M)
Kosul3(Amax:349 nm)’e gore sentezlenen konjugatlar

0,0035 9

0,0030

_Kosul2

o002 Kosull
~_-Kosul3

0,0020

MVolts

0,0015

0,0010
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0,0000
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Sekil 4.9 EDC konjugasyon yontemine gore farkl reaksiyon kosullarinda sentezlenen
AB(1-21) peptidinin PAA ile biyokonjugatlarinin kiyaslamali HPLC grafigi. ve (M) Kosull,
(™)Kosul2, (M) Kosul3’e gore sentezlenen konjugatlar
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POLIMER

3

REAKSIYON
KOSULLARI

PEPTID 44

12

ALIKONMA ZAMANI (dk)

RALS (Arbitary Units)

3
REAKSIYON KOSULLARI

PEPTID 22.5

21.5

ALIKONMA
ZAMANI (dk)

RI (Arbitary Units)
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UV (Arbitary Units)

PEPTID

17

ALIKONMA 21
ZAMANI (dk)

29 1

(c)

Sekil 4.10 Farkh reaksiyon kosullarinda sentezlenen AB(1-21) peptidinin PAA ile
biyokonjugatlarinin; (a) Isik sacilmasi (RALS) dedektoriine, (b) Rl dedektoriine, (c)
Serbest peptid ile kiyaslamali UV detektériine ait SEC kromatogramlari

4.2.2.3 Farkh Oranlarda Sentezlenen PAA-AB (1-21) Peptid Konjugatlari

AB(1-21)-PAA peptidinin farkli npeptia/nean=1, 3, 5, 7, 9, 11 baslangic molar oranlardaki
konjugasyonu, Kosul 2’de oldugu gibi yapilmistir. Bu konjugatlarin sentezi sirasinda
daha once bahsedilen PAA ara stok ¢ozeltisi ve bu reaksiyonlara 6zel olarak hazirlanan
bir peptid stok ¢ozeltisi kullanilarak yapilmistir.

Bu peptid stok ¢cozeltisi su sekilde hazirlanmistir:

5 farkli npeptia/Npaa Oraninda, Vr= 5mL olacak sekilde konjugat sentezi yapilacagindan
oncelikle Denklem 1’e uygun olarak her bir konjugat icin asagidaki tabloda verilen

miktarlar hesaplanmistir:
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Cizelge 4.1 Farkli npeptia/Npaa Oranlarinda Sentezlenen Konjugatlarda Kullanilan
Peptid Miktarlari

AB (1-21) peptid ara stok
Npeptia/ Npaa Orani Coep (Mg/5mL) ¢ozeltisinden gekilen miktar (uL)
1 0.068 68
3 0.204 204
5 0.339 339
7 0.476 476
9 0.612 612
11 0.748 748

Yukaridaki tabloya gore ara stok ¢ozeltisi icin gereken toplam peptid 2.447 mg’dir. 2.5
mg peptid tartilip, yaklasik 2,5 mL PBS (pH=5) ¢oziilerek, 1 mg/1 mL olan peptid ara
stok ¢Ozeltisi hazirlanmistir. Ara stoktan 28,5 puL PAA, pH=5 PBS tamponunda ¢6zild.
Cozeltinin pH’si olclilerek, 1 M sodyum hidroksid (NaOH) ile pH=5’e ayarlandi. Bu
polimer c¢oOzeltisine, AB(1-21) peptid ara stok cozeltisinden her bir oran icin gerekli
peptid miktarlar kisim kisim eklendi ve yaklasik 2 saat oda sicakliginda manyetik
karistiricida karistirildi. Ara ara ¢ozeltinin pH’si kontrol edildi. 2 saat sonunda, her bir
oran icin reaksiyon ortamina 10 mg EDC eklendi ve 1 gece oda sicakli§inda manyetik
karistiricida aktivasyon igin karistinildi. Ertesi glin ¢ozeltilerin pH’lari tekrar olguldQ,

pH=7’ye ayarlandi ve 1 saat kadar karistirildiktan sonra saflastirildi.

4.3 Sentezlenen Konjugatlarin Saflastirmasi

Sentezlenen bitiin konjugatlar, konjugasyon mekanizmasinda yan Uriin olarak aciga
cikan Ure tirevi veya reaksiyona girmemis ¢apraz baglayicilarin fazlasindan santrifGjli
filtrasyon (membranli santriflj tipleri) ile Sekil 4.12’de gosterildigi gibi saflastirildiktan

sonra analiz icin numune hazirlanmistir.

Peptid-PAA
-
konjugati

6000 rpm 3=

2w
A

o T o
4°C * Elde edilen alt ve
__ 1  ,  ustfazlarayniayn
analiz edilir

Su ile birkagkez yikama
ve santrifajyapilir

Sekil 4.11 Peptid-PAA konjugatlarinin saflastiriimasi
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4.3.1 Analiz i¢in Ornek Hazirlama
Ozellikle HPLC ve GPC sistemlerinde kolona enjekte edilecek fiziksel kompleks ve
konjugatlar, 0.22um por capina sahip, PES filtrelerden sizilirek viallere enjekte

edilmistir. Boylece bitlin numuneler cihazlara verilmeye hazir hale getirilmislerdir.

(@) (b)

Sekil 4.12 (a) HPLC ve GPC icin kullanilan vialler (b) Sentezlenen konjugatlarin PES
filtrelerden viallere filtrasyonu

Saflastirmadan sonra hazirlanan érneklerdeki konjugatlarin yapi ve karekterizasyonu,
kromatografik (GPC [Dort Dedektorli-UV, Refraktif indeks, Viskozite ve i1sik sagilmasi,

kromatografik sistem]), spektroskopik, florimetrik yontemlerle incelendi.

0,0030—

0,0025]

Ab(1-21) Peptidi
0,0020—

4 Ab(1-21) Peptidi/PAA
konjugati

0,0015—
PAA

MVolts

0,0010—

0,0005 —

0,0000 T T T T T T T T T T T T
8 10 12 14 16 18 20
Alikonma zamani (dk)

Sekil 4.13 AB (1-21) peptidinin PAA ile biyokonjugatlarinin saf peptid ve tek basina
polimer ile kiyaslamali HPLC kromatogrami
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Sekil 4.14 Farkh mol oranlarinda sentezlenen AB (1-21) peptidinin PAA ile
biyokonjugatlarinin saf peptid ile kiyaslamali Floresans Spektrumlari:
nPeptid/nPAA=1(") (Amax=344nm), 3(M) (Amax=344nm), 5(M) (Amax=343nm), 7(M)
(Amax=343nm), 9 (M) (Amax=342nm), 11 (M) (Amax=342nm), Serbest peptid (M)

(Amax=347nm)
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RALS (Arbitary Units)

PAA
11.5 7
ALIKONMA 12 S
ZAMANI (dK) 125 NPEPTIDINPAA ORANI
13 pepTiD
(b)
.‘E‘
-]
o
8
2
s
>
-
7
15.8 PEPTID
202
ALIKONMA
ZAMANI (dk)
29 4
(c)

Sekil 4.15 Farkli mol oranlarinda sentezlenen AB(1-21) peptidinin PAA ile
biyokonjugatlarinin (a) Rl dedektoriine, (b) Isik sacilmasi (RALS) dedektoriine, (c)
Serbest peptid ile kiyaslamali UV detektoriine ait SEC kromatogramlari
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Sekil 4.16 Farkh mol oranlarinda sentezlenen AB(1-21) peptidinin PAA ile
biyokonjugatlarinin serbest peptid ile kiyaslamali HPLC kromatogrami

4.4 AB (1-15) Dizisi Kullanilarak Sentezlenen Konjugatlar

Peptid-PAA konjugasyonlarinda éncelikle EDC aktivasyonu farkli agsamalarda yapilmis,
daha sonra da aktivasyonun yapildigi pH degerleri degistirilerek baglanmanin en iyi
olustugu yoéntem belirlenmeye ¢alisiimistir.

Yontemler arasinda bir kiyaslama yapabilmek amaciyla, bitiin  PAA-Peptid
biyokonjugatlari npep/nNpan=5 oraninda sentezlenmistir. Tim reaksiyonlarda, polimerin
konsantrasyonlari (0.5 mg/mL) sabit oldugundan, dncelikle asagidaki Denklem 4.1’deki
esitlikten reaksiyonlar igin gerekli peptid miktari (mg/mL cinsinden) hesaplanir:

Cpeptia = (0.5X2012,9 X 5)/100000  —=> Cpeptia = 0,251 mg/5mL

olarak bulunur. Daha sonra reaksiyon hacmine goére gerekli peptid miktar ve
kullanilacak aktivator (EDC) miktarlari belirlenir. Genellikle kullanilan tasiyict molekilin
yaklasik 2 kati kadar EDC kullaniimistir. Bunun reaksiyon icin bir sakincasi yoktur ¢iinki
reaksiyona girmeyen EDC'nin fazlasi, saflastirma yontemleri ile reaksiyon ortaminda

kolaylikla ayirilabilmektedir.

70



4.4.1 Farkh Reaksiyon Kosullarinda Sentezlenen Konjugatlar

e Kosul 1’e Gore Yapilan Konjugatin Sentezi
5 mg PAA, pH 5 olan PBS’te ¢ozlldii ve ¢ozeltinin pH’si 1 M NaOH ile 5’e ayarlandi.
Daha sonra pH 5’teki bu ¢ozeltiye 10 mg EDC ilave edilerek oda sicakliginda 1 saat
kadar karistirildi (Vt=5 mL). 2 saat sonra aktive olmus PAA ¢6zeltisinin tzerine 0.251 mg
AB(1-15) peptidi eklendi ve manyetik karistirici yardimiyla 1 gece boyunca, oda
sicakhginda konjugasyona birakildi. Ertesi sabah, ¢6zeltinin pH’si kontrol edildi ve pH

7’ye ayarlandi ve yaklasik 1 saat de pH=7’de karistirildi.

o Kosul 2’ye Gore Yapilan Konjugatin Sentezi
5 mg PAA, 5 mL pH=5 olan PBS'te ¢ozuldi ve ¢ozeltinin pH’st 1 M NaOH ile 5’e
ayarlandi. 0.251 mg APB(1-15) peptidi karismakta olan PAA ¢ozeltisine eklendi. Bu
fiziksel karisim, manyetik karistirici yardimiyla oda sicakliginda 2 saat kadar karigtirildi.
Daha sonra pH 5’teki fiziksel karisima 10 mg EDC ilave edilerek 1 gece boyunca, oda
sicakliginda manyetik karistiricida aktivasyona birakildi. Ertesi sabah, ¢ozeltinin pH’si

kontrol edildi ve pH 7’ye ayarlandi ve yaklasik 1 saat de pH=7"de karistirildi.

e Kosul 3’e Gore Yapilan Konjugatin Sentezi
5mg PAA, 5 mL pH=5 olan PBS’te ¢ozuldi ve g¢ozeltinin pH’st 1 M NaOH ile 5’e
ayarlandi. 0.251 mg AB(1-15) peptidi karismakta olan PAA c¢oOzeltisine eklendi. Bu
fiziksel karisim, manyetik karistirici yardimiyla oda sicakliginda 2 saat kadar karigtirildi.
2 saat sonunda, ¢ozeltinin ph’t 7'ye ¢ekildi ve pH 7’de 10 mg EDC ilave edilerek 1 gece
boyunca, oda sicakliginda manyetik karistiricida aktivasyona birakildi. Ertesi sabah,
¢Ozeltinin pH’1 Olglldi ve 7’ye ayarlandi ve yaklasik 1 saat de pH=7'de karistirildi.
Sentezlenen bitin konjugatlar, 6nce membranli santriflj tipleri ile saflastirildi, analiz
icin numune hazirlandi ve elde edilen konjugatlarin yapilarinin ve karekterizasyonunun
belirlenebilmesi icin kromatografik (GPC: Dért Dedektérli-UV, Refraktif indeks,
Viskozite ve stk sacilmasi, kromatografik sistem), spektroskopik, florimetrik

yontemlerle incelendi.
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Sekil 4.17 EDC konjugasyon yontemine gore farkli reaksiyon kosullarinda sentezlenen
AB(1-15) peptidinin PAA ile konjugasyonunun floresans grafigi. (M) Tek basina peptid
(Amax:348 nm) ve (M) Kosull(Amax:348 nm), (M)Kosul2 (Amax:338 nm), (M)
Kosul3(Amax:349 nm)’e gore sentezlenen konjugatlar
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4.18 EDC konjugasyon yontemine gore farkli reaksiyon kosullarinda sentezlenen AB(1-
15) peptidinin PAA ile biyokonjugatlarinin kiyaslamali HPLC grafigi. ve (l) Kosul1l,
(M)Kosul2, (M) Kosul3’e gore sentezlenen konjugatlar
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Sekil 4.19 Farkh reksiyon kosullarinda sentezlenen AB(1-15) peptidinin PAA ile
biyokonjugatlarinin serbest peptid ile kiyaslamali; (a) UV, (b) Isik sagilmasi (RALS) ve (c)
Rl dedektoriine ait SEC kromatogramlari
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Sekil 4.20 AB(1-15) peptidinin PAA ile sentezlenen biyokonjugatinin serbest peptid ve
PAA ile kiyaslamali HPLC kromatogrami
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Bu Uli¢ farkh kosulda sentezlenen biyokonjugatlarin UV Spektrofotometre ile 280
nm’deki absorbans degerleri de 6lctilmustir.
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Sekil 4.21 Farkh reksiyon kosullarinda sentezlenen AB(1-15) peptidinin PAA ile
sentezlenen biyokonjugatinin UV spektrofotometre ile absorbans 6l¢iimu

4.4.2 Farkh Oranlarda Sentezlenen PAA-AB (1-15) Peptid Konjugatlari

AB(1-15)-PAA peptidinin farkli npeptia/nean=1, 3, 5, 7,9, 11 baslangic molar oranlardaki
konjugasyonu, AB2 konjugatinin sentezlendigi Kosul 2’de oldugu gibi yapilmistir. Bu
konjugatlarin sentezi sirasinda daha 6nce bahsedilen PAA ara stok ¢ozeltisi ve bu
reaksiyonlara 6zel olarak hazirlanan bir peptid stok ¢ozeltisi kullanilarak yapilmistir.

Bu peptid stok ¢ozeltisi su sekilde hazirlanmigtir:

6 farkl npeptia/Npaa Oraninda, Vr= 5mL olacak sekilde konjugat sentezi yapilacagindan
oncelikle Denklem 1’e uygun olarak her bir konjugat icin asagidaki tabloda verilen

miktarlar hesaplanmistir:
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Cizelge 4.2 Farkli npeptia/Npaa Oranlarinda Sentezlenen Konjugatlarda Kullanilan
Peptid Miktarlari

AB (1-15) peptid ara stok
Npeptia/ Npaa Orani Coep (Mg/5mL) ¢ozeltisinden c¢ekilen miktar (pL)
1 0.05 50
3 0.151 151
5 0.252 252
7 0.352 352
9 0.453 453
11 0.553 553

Yukaridaki tabloya gore ara stok c¢ozeltisi icin gereken toplam peptid 1.811 mg’dir. 2
mg peptid tartilip, 2 mL PBS (pH=5) ¢ozllerek, 1 mg/1 mL olan peptid ara stok ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Ara stoktan 28,5 uL PAA, pH=5 PBS tamponunda ¢o6zildi. Cozeltinin
pH’si olcllerek, 1 M sodyum hidroksid (NaOH) ile pH=5’e ayarlandi. Bu polimer
¢Ozeltisine, AB(1-15) peptid ara stok ¢ozeltisinden her bir oran igin gerekli peptid
miktarlari kisim kisim eklendi ve yaklasik 2 saat oda sicakliginda manyetik karistiricida
karistirildi. Ara ara ¢6zeltinin pH’si kontrol edildi. 2 saat sonunda, her bir oran igin
reaksiyon ortamina 10 mg EDC eklendi ve 1 gece oda sicakliginda manyetik karistiricida
aktivasyon icin karistirildi. Ertesi gin c¢ozeltilerin pH’lari tekrar olglildl, pH=7'ye

ayarlandi ve 1 saat kadar karigtirildi.

4.5 Sentezlenen Konjugatlarin Saflastirmasi ve Ornek Hazirlanmasi

Sentezlenen bitiin AB(1-15)-PAA konjugatlari, konjugasyon mekanizmasinda yan (riin
olarak aciga cikan Ure tiirevi veya reaksiyona girmemis ¢apraz baglayicilarin fazlasindan
santrifijli filtrasyon (membranh santrifiij tipleri) ile Sekil 4.13'de gosterildigi gibi
saflastirildiktan sonra, Sekil 4.13’de gosterilen PES filtrelerden suzlliirek viallere
enjekte edilmistir. Boylece bitiin numuneler cihazlara verilmeye hazir hale
getirilmislerdir. Elde edilen bitin konjugatlarin yapi ve karekterizasyonu,
kromatografik (GPC [Dort Dedektorlii-UV, Refraktif indeks, Viskozite ve isik sacilmasi,

kromatografik sistem]), spektroskopik, florimetrik yontemlerle incelendi.
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Sekil 4.22 Farkh mol oranlarinda sentezlenen AB(1-15) peptidinin PAA ile sentezlenen
biyokonjugatlarinin kiyaslamali HPLC Spektrumlari: npeptia/Npaa= 3(M), 5(M), 7(M), o (M),
11 (m).

Sekilden de gorildigi gibi AB(1-15) peptidinin PAA ile farkll npeptia/nean baslangic
oranlarinda sentezlenen biyokonjugatlarinda; peptidin artan oranlarinda 10. dk ile 13.
dk.lara arasinda konjugata ait piklerin de arttigi gorilmektedir. Bu da bize konjugat
olusumunun orana bagh olarak arttigini gostermektedir. Benzer sekilde artan
Npeptia/Npaa Oranlarinda reaksiyona girmemis peptid miktarindaki artis, 20 ile 23.

Dakikalardaki piklerden gézlenmektedir.
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Sekil 4.23 Farkh mol oranlarinda sentezlenen AB (1-15) peptidinin PAA ile
biyokonjugatlarinin saf peptid ile kiyaslamali Floresans Spektrumlari: npeptia/npaa= 3 (M)
(Amax=338nm), 5(M) (Amax=337nm), Serbest peptid (H) (Amax=348nm): 7(*)
(Amax=337nm): 9 (M) (Amax=337nm): 11 (M) (Amax=336nm)

Floresans spektroskopisi ile biyokonjugatlara ait floresans spektrumlari incelendiginde
ise, serbest peptide ait floresans spektrumu 348 nm’de gozlenmekte iken etkilesim
sonucunda biyokonjugatlara ait piklerin maksimum floresans siddetleri 338 nm
civarinda izlenmektedir. Yaklasik olarak 10 nm’lik dalga boyu kaymasi ve floresans

siddetlerindeki azalma net bir sekilde goriilmektedir.
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Sekil 4.24 Farkh mol oranlarinda sentezlenen AB(1-15) peptidinin PAA ile
biyokonjugatlarinin PAA ile kiyaslamali; (a) Rl dedektoriine, (b) UV detektoriine, (c) Isik
sacilmasi (RALS) ait dedektoriine SEC kromatogramlari

4.6 P(VP-co-AA) ile Yapilan Konjugasyon Reaksiyonlari

4.6.1 AB (1-21) Dizisi Kullanilarak Sentezlenen Konjugatlar
Peptid-VPAA konjugasyonlarinda 6ncelikle EDC aktivasyonu farkl asamalarda yapilmis,
daha sonra da aktivasyonun yapildigi pH degerleri degistirilerek baglanmanin en iyi

olustugu yontem belirlenmeye calisiimistir.

Hesaplamalar

Yontemler arasinda bir kiyaslama vyapabilmek amaciyla, bitin VPAA-Peptid
biyokonjugatlari  ngep/Nvpaa=5 oraninda sentezlenmistir. Tim reaksiyonlarda,
kopolimerin konsantrasyonlari (0.5 mg/mL) sabit oldugundan, oncelikle asagidaki
Denklem 4.1’deki esitlikten reaksiyonlar igin gerekli peptid miktari (mg/mL cinsinden)

hesaplanir:

Cpeptia = (0.5X2719,9x 5)/80000  —=> Cpeptia = 0,425 mg/5mL
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4.6.2 Farkl Reaksiyon Kosullarinda Sentezlenen VPAA-AB (1-21) Peptid Konjugatlan

Farkli 2 kosul kullanilarak yapilan VPAA(1:2)-AB (1-21) peptid konjugatlari,
Npeptid/Nvpaa=5 molar oraninda sentezlenmistir. Bu konjugatlarin sentezi sirasinda bir
VPAA (1:2) ara stok ¢0Ozeltisi ve bu reaksiyonlara 6zel olarak hazirlanan bir peptid stok

¢Ozeltisi kullanilarak yapilmistir.

VPAA Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

2 farkl npeptia/Nveaa oraninda, Vr= 5mL olacak sekilde konjugat sentezi yapilacagindan
oncelikle Denklem 4.1’e uygun olarak her bir konjugat icin gereken reaktif madde
miktarlari hesaplanmistir. Bltin konjugasyon reaksiyonlari icin gereken toplam
VPAA(1:2) miktari 5 mg’dir. 5 mg VPAA tartildi, 5 mL PBS (pH=5) ¢6zlldu ve ¢bzeltinin

pH’1 5’e ayarlanarak, 1 mg/1 mL olan VPAA(1:2) ara stok ¢6zeltisi hazirlandi.

e Kosul 1’e Gore Yapilan Konjugatin Sentezi
2.5 mL VPAA(1:2) ara stok ¢ozelti, 5 mL pH=5 olan PBS’te ¢6ziildii ve ¢ozeltinin pH’s1 1
M NaOH ile 5’e ayarlandi. Daha sonra karismakta olan polimer ¢ozeltisinin Gzerine
0.425 mg AB(1-21) peptidi eklendi ve bu fiziksel karisim, manyetik karistirici yardimiyla
oda sicakliginda 2 saat kadar karistirildi. Daha sonra pH 5’teki fiziksel karisima 10 mg
EDC ilave edilerek 1 gece boyunca, oda sicakliginda manyetik karistiricida aktivasyona
birakildi. Ertesi sabah, ¢ozeltinin pH’si kontrol edildi ve pH 7’ye ayarlandi ve yaklasik 1
saat de pH=7'de karistirildi. Elde edilen konjugatin yapi ve karekterizasyonu,
kromatografik (GPC: Dért Dedektorlii-UV, Refraktif indeks, Viskozite ve Isik sagilmasi,

Kromatografik sistem), spektroskopik, florimetrik yontemlerle incelendi.

e Kosul 2’ye Gore Yapilan Konjugatin Sentezi
2.5 mL VPAA(1:2) ara stok ¢ozelti, 5 mL pH=5 olan PBS’te ¢oziildii ve ¢dzeltinin pH’si 1
M NaOH ile 5’e ayarlandi. 0.425mg AB(1-21) peptidi karismakta olan VPAA c¢o6zeltisine
eklendi. Bu fiziksel karisim, manyetik karistirici yardimiyla oda sicakliginda 2 saat kadar
karistirildi. 2 saat sonunda, ¢Ozeltinin pH’1 7’'ye cekildi ve pH 7’de 10 mg EDC ilave
edilerek 1 gece boyunca, oda sicakliginda manyetik karistiricida aktivasyona birakildi.

Ertesi sabah, c¢ozeltinin pH’1I ol¢lildi ve 7'ye ayarlandi. Yaklasik 1 saat pH 7'de
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karistildiktan sonra, membranli santrifiij tlpleri ile saflagtirilir ve elde edilen konjugatin
yap! ve karekterizasyonu, kromatografik (GPC: Dért Dedektérli-UV, Refraktif indeks,
Viskozite ve stk sacilmasi, kromatografik sistem), spektroskopik, florimetrik

yontemlerle incelendi.
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Sekil 4.25 EDC konjugasyon yontemine gore farkli reaksiyon kosullarinda sentezlenen
AB (1-21) peptidinin [P(VP-ko-AA)] (Mw=80.000 Da) kopolimeri ile biyokonjugatlarinin
saf peptid ile kiyaslamali Floresans Spektrumlari: (B) Tek basina peptid (Anax:347 nm),
ve (M) Kosull (Amax:342 nm), Kosul2 (M)(Anax:348 nm)’ye gore sentezlenen konjugatlar
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Sekil 4.26 EDC konjugasyon yontemine gore farkli reaksiyon kosullarinda sentezlenen
AB (1-21) peptidinin [P(VP-ko-AA)] kopolimeri ile biyokonjugatlarinin saf peptid ile
kiyaslamali HPLC kromatogramlari: (M) Tek basina peptid ve (M) Kosull, Kosul2 (H)’ye
gore sentezlenen konjugatlar
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(b)
Sekil 4.27 Farkh reksiyon kosullarinda sentezlenen AB(1-21) peptidinin VPAA ile
biyokonjugatlarinin; (a) UV dedektoriine, (b) Isik sacilmasi (RALS) dedektoriine ait SEC
kromatogramlari

4.6.3 Farkh Oranlarda Sentezlenen VPAA-AP (1-21) Peptid Konjugatlari

VPAA-AB(1-21) peptidinin farkli npeptis/nvean= 1, 3, 5, 7, 9, 11 baslangic molar
oranlardaki konjugasyonu, Kosull’e gére yapiimistir. Bu konjugatlarin sentezi sirasinda
bir VPAA (1:2) ara stok ¢Ozeltisi ve bu reaksiyonlara 6zel olarak hazirlanan bir peptid

stok ¢ozeltisi kullanilarak yapiimistir.

Peptid stok ¢ézeltisinin hazirlanisi:

6 farkli npeptia/Nveaa Oraninda, Vi=5mL olacak sekilde konjugat sentezi yapilacagindan
oncelikle Denklem 4.1’e uygun olarak her bir konjugat icin asagidaki tabloda verilen
miktarlar hesaplanmistir. Bitlin konjugasyon reaksiyonlari i¢in gereken toplam peptid
miktari 3.060 mg’dir. 3.1 mg peptid tartilip, 3.1 mL PBS (pH=5) ¢ozilerek, 1 mg/1 mL

olan peptid ara stok ¢ozeltisi ara hazirlanmistir.
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VPAA stok ¢ézeltisinin hazirlanisi:

6 farkl npeptia/Nveaa Oraninda, Vr= 5mL olacak sekilde konjugat sentezi yapilacagindan
oncelikle Denklem 4.1’e uygun olarak her bir konjugat i¢in asagidaki tabloda verilen
miktarlar hesaplanmistir. Bitin konjugasyon reaksiyonlari igin gereken toplam VPAA
miktari 15 mg’dir. 20 mg peptid tartilip, 20 mL saf suda ¢ozilerek, 1 mg/1 mL olan

VPAA ara stok ¢ozeltisi hazirlanmistir.

Cizelge 4.3 Farkli npeptia/Nvpaa Oranlarinda Sentezlenen Konjugatlarda Kullanilan
Peptid Miktarlari

Npeptia/ Nvpaa Cvraa VPAA ara stok Coep Peptid ara stok
orani (mg/5mL) | g6zeltisinden gekilecek | (mg/5mL) ¢Ozeltisinden

miktar (mL) cekilen miktar

(nt)

1 2.5 2.5 0.085 85

3 2.5 2.5 0.255 255

5 2.5 2.5 0.425 425

7 2.5 2.5 0.595 595

9 2.5 2.5 0.765 765

11 2.5 2.5 0.935 935

Her bir oran icin ara stoktan alinan 2.5 mL VPAA (1:2) pH=5 PBS tamponunda ¢o6zilda.
Cozeltinin pH’si olclilerek, 1 M sodyum hidroksid (NaOH) ile pH=5’e ayarlandi. Bu
polimer cozeltisine, AB(1-21) peptid ara stok cozeltisinden her bir oran icin gerekli
peptid miktarlarn kisim kisim eklendi ve yaklasik 2 saat oda sicakliginda manyetik
karistiricida karistirildi. Ara ara ¢ozeltinin pH’si kontrol edildi. 2 saat sonunda, her bir
oran icin reaksiyon ortamina 10 mg EDC eklendi ve 1 gece oda sicakliginda manyetik
karistiricida aktivasyon icin karistirildi. Ertesi glin ¢ozeltilerin pH’lar tekrar o6lc¢tldi,
pH=7'ye ayarlandi ve 1 saat kadar karistirildiktan sonra elde edilen konjugatlarin yapi
ve karekterizasyonu, kromatografik (GPC [Dért Dedektorlii-UV, Refraktif indeks,
Viskozite ve stk sacilmasi, kromatografik sistem]), spektroskopik, florimetrik

yontemlerle incelendi.
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Sekil 4.28 Farkh mol oranlarinda sentezlenen AB (1-21) peptidinin VPAA ile

biyokonjugatlarinin saf peptid ile kiyaslamali Floresans Spektrumlari: Serbest peptid
(M) (Amax=347nm), Npeptia/Nveaa= 1(®) (Amax=343nm), 3(M) (Amax=341nm), 5(M)
(Amax=344nm), 7(M) (Amax=344nm), 9 (M) (Amax=341nm), 11 (H) (Amax=342nm)
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Sekil 4.29 AB(1-21) peptidinin VPAA ile farkli mol oranlarinda sentezlenen
biyokonjugatlarina ait HPLC kromatogrami
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RALS (Arbitary Units)
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Sekil 4.31 Farkh reksiyon kosullarinda sentezlenen AB(1-21) peptidinin VPAA ile
biyokonjugatlarinin; (a) UV dedektoriine, (b) Isik sacilmasi (RALS) detektoriine ait SEC
kromatogramlari

4.7 AB (1-15) Dizisi Kullanilarak Sentezlenen Konjugatlar

Peptid-VPAA konjugasyonlarinda oncelikle EDC aktivasyonu farkl asamalarda yapilmis,
daha sonra da aktivasyonun yapildigi pH degerleri degistirilerek baglanmanin en iyi
olustugu yontem belirlenmeye calisiimistir.

Hesaplamalar
Yontemler arasinda bir kiyaslama vyapabilmek amaciyla, bitin VPAA-Peptid

biyokonjugatlari  ngep/nNvpasn=5 oraninda sentezlenmistir. Tim reaksiyonlarda,
kopolimerin konsantrasyonlari (0.5 mg/mL) sabit oldugundan, oncelikle asagidaki
Denklem 4.1’deki esitlikten reaksiyonlar igin gerekli peptid miktari (mg/mL cinsinden)

hesaplanir:

Cpeptia = (0.5X2012,9x5)/80000  —=> Cpepria = 0,315 mg/5mL
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4.7.1 Farkh Reaksiyon Kosullarinda Sentezlenen VPAA-AB (1-15) Peptid Konjugatlari

Farkh 2 kosul kullanilarak yapilan VPAA(1:2)-AB (1-15) peptid konjugatlari,
Npeptia/Nvpaa=5 mMolar oraninda sentezlenmistir. Bu konjugatlarin sentezi sirasinda bir
VPAA (1:2) ara stok ¢Ozeltisi ve bu reaksiyonlara 6zel olarak hazirlanan bir peptid stok

¢ozeltisi kullanilarak yapilmistir.

VPAA Stok Cézeltisinin Hazirlanmasi

2 farkli npeptia/Nveaa oraninda, V= 5mL olacak sekilde konjugat sentezi yapilacagindan
oncelikle Denklem 4.1’e uygun olarak her bir konjugat icin gereken reaktif madde
miktarlari hesaplanmistir. Bitin konjugasyon reaksiyonlari icin gereken toplam
VPAA(1:2) miktari 5 mg’dir. 5 mg VPAA tartildi, 5 mL PBS (pH=5) ¢6zildi ve ¢dzeltinin

pH’1 5’e ayarlanarak, 1 mg/1 mL olan VPAA(1:2) ara stok ¢6zeltisi hazirlandi.

e Kosul 1’e Gore Yapilan Konjugatin Sentezi
2.5 mL VPAA(1:2) ara stok ¢ozelti, 5 mL pH=5 olan PBS’te ¢6zuldi ve ¢ozeltinin pH’s1 1
M NaOH ile 5’e ayarlandi. Daha sonra karismakta olan polimer ¢ozeltisinin izerine
0.315 mg AB(1-15) peptidi eklendi ve bu fiziksel karisim, manyetik karistirici yardimiyla
oda sicakliginda 2 saat kadar karistirildi. Daha sonra pH 5’teki fiziksel karisima 10 mg
EDC ilave edilerek 1 gece boyunca, oda sicakliginda manyetik karistiricida aktivasyona
birakildi. Ertesi sabah, ¢ozeltinin pH’si kontrol edildi ve pH 7’ye ayarlandi ve yaklasik 1
saat de pH=7'de karistirildi. Elde edilen konjugatin yapi ve karekterizasyonu,
kromatografik (GPC: Dért Dedektérlii-UV, Refraktif indeks, Viskozite ve Isik saciimasi,

Kromatografik sistem), spektroskopik, florimetrik yontemlerle incelendi.

o Kosul 2’ye Gore Yapilan Konjugatin Sentezi
2.5 mL VPAA(1:2) ara stok ¢ozelti, pH=5 olan PBS’'te ¢ozildi ve ¢ozeltinin pH’si 1 M
NaOH ile 5’e ayarlandi. Daha sonra pH 5’teki bu ¢6zeltiye 10 mg EDC ilave edilerek oda
sicakliginda 2 saat kadar karistinldi (Vi=5 mL). 2 saat sonra aktive olmus VPAA
¢Ozeltisinin Gizerine 0.315 mg AB(1-15) peptidi eklendi ve manyetik karistirici yardimiyla
1 gece boyunca, oda sicakhiginda konjugasyona birakildi. Ertesi sabah, ¢ozeltinin pH’si
kontrol edildi ve pH 7’ye ayarlandi ve yaklasik 1 saat de pH=7’de karistirildi. Elde edilen

konjugatin yapi ve karekterizasyonu, kromatografik (GPC: Dort Dedektorli-Uv,
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Refraktif indeks, Viskozite ve lsik sacgilmasi, Kromatografik sistem), spektroskopik,

florimetrik yontemlerle incelendi.
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Sekil 4.32 EDC konjugasyon yontemine gore farkli reaksiyon kosullarinda sentezlenen
AB (1-15) peptidinin [P(VP-ko-AA)] (Mw=80.000 Da) kopolimeri ile biyokonjugatlarinin
saf peptid ile kiyaslamali Floresans Spektrumlari: (B) Tek basina peptid (Ayax:348 nm),
ve (M) Kosull (Amax:338 nm), Kosul2 (M)(Anax:348 nm)’ye gore sentezlenen konjugatlar.
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Sekil 4.33 Farkh reksiyon kosullarinda sentezlenen AB(1-15) peptidinin VPAA ile
biyokonjugatlarinin; (a) UV dedektoériine, (b) Isik sagilmasi (RALS) detektoriine, (c) Rl
dedektoriine ait SEC kromatogramlari

4.7.2 Farkh Oranlarda Sentezlenen VPAA-APB (1-15) Peptid Konjugatlari

VPAA-AB(1-15) peptidinin farkli npeptia/nveaa= 1, 3, 5, 7, 9, 11  baslangic molar
oranlardaki konjugasyonu, Kosull’e gore yapilmistir. Bu konjugatlarin sentezi sirasinda
bir VPAA (1:2) ara stok ¢Ozeltisi ve bu reaksiyonlara 6zel olarak hazirlanan bir peptid

stok ¢Ozeltisi kullanilarak yapilmistir.

Peptid stok ¢ézeltisinin hazirlanisi:

6 farkl npeptia/Nveaa Oraninda, Vr=5mL olacak sekilde konjugat sentezi yapilacagindan
oncelikle Denklem 1’e uygun olarak her bir konjugat icin asagidaki tabloda verilen
miktarlar hesaplanmistir. Bitiin konjugasyon reaksiyonlari i¢in gereken toplam peptid
miktari 2.2176 mg’dir. 2.5 mg peptid tartilip, 2.5 mL PBS (pH=5) ¢6zulerek, 1 mg/1 mL

olan peptid ara stok ¢ozeltisi ara hazirlanmistir.
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VPAA stok ¢ézeltisinin hazirlanisi:

5 farkll npeptia/Nveaa Oraninda, Vr= 5mL olacak sekilde konjugat sentezi yapilacagindan
oncelikle Denklem 1’e uygun olarak her bir konjugat icin asagidaki tabloda verilen
miktarlar hesaplanmistir. Bitin konjugasyon reaksiyonlari igin gereken toplam VPAA
miktari 15 mg’dir. 15 mg polimer tartiip, 15 mL saf suda ¢ozilerek, 1 mg/1 mL olan

VPAA ara stok ¢ozeltisi hazirlanmistir.

Cizelge 4.4 Farkli npeptia/Nvpaa Oranlarinda Sentezlenen Konjugatlarda Kullanilan
Peptid Miktarlari

Npeptia/ Nvpaa Cvraa VPAA ara stok Coep Peptid ara stok
orani (mg/5mL) ¢Ozeltisinden (mg/5mL) | g¢ozeltisinden gekilen
¢ekilecek miktar (mL) miktar (uL)
1 2.5 2.5 0.0126 12.6
3 2.5 2.5 0.189 189
5 2.5 2.5 0.315 315
7 2.5 2.5 0.441 189
9 2.5 2.5 0.567 567
11 2.5 2.5 0.693 693

Her bir oran icin ara stoktan alinan 2.5 mL VPAA (1:2) pH=5 PBS tamponunda ¢ozuld.
Cozeltinin pH’si olclilerek, 1 M sodyum hidroksid (NaOH) ile pH=5’e ayarlandi. Bu
polimer ¢ozeltisine, AB(1-15) peptid ara stok ¢ozeltisinden her bir oran icin Cizelge
4.4'te belirtilen peptid miktarlari kisim kisim eklendi ve yaklasik 2 saat oda sicakliginda
manyetik karistiricida karistirildi. Ara ara ¢6zeltinin pH’si kontrol edildi. 2 saat sonunda,
her bir oran igin reaksiyon ortamina 10 mg EDC eklendi ve 1 gece oda sicakliginda
manyetik karistiricida aktivasyon igin karistirildi. Ertesi gliin ¢ozeltilerin pH’lari tekrar
Olglldli, pH=7'ye ayarlandi ve 1 saat kadar karistirildiktan sonra elde edilen
konjugatlarin yapi ve karekterizasyonu, kromatografik (GPC [Dort Dedektorli-UV,
Refraktif indeks, Viskozite ve isik sacilmasi, kromatografik sistem]), spektroskopik,

florimetrik yontemlerle incelendi.
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Sekil 4.34 AB(1-15) peptidinin VPAA ile sentezlenen biyokonjugatinin serbest peptid ve
VPAA ile kiyaslamali HPLC kromatogrami
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Sekil 4.35 Farkh mol oranlarinda sentezlenen AB (1-15) peptidinin VPAA ile
biyokonjugatlarinin saf peptid ile kiyaslamali Floresans Spektrumlari: npeptia/Nveaa= 3(™)
(Amax=338 nm), 5(M) (Amax=338 nm), Serbest peptid (M) (Amax=348 nm), 7(H)
(Amax=338 nm), 9 (M) (Amax=339 nm), 11 (M) (Amax=340 nm)
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Sekil 4.36 AB(1-15) peptidinin VPAA ile farkli mol oranlarinda sentezlenen
biyokonjugatlarina ait HPLC kromatogrami
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Sekil 4.37 Farkli baglanma oranlarinda sentezlenen AB(1-15) peptidinin VPAA ile
biyokonjugatlarinin; (a) UV dedektoériine, (b) Isik sacilmasi (RALS) detektoriine, (c) Rl
dedektoriine ait SEC kromatogramlari
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4.8 Bovine Serum Albumin (BSA) ile Yapilan Konjugasyon Reaksiyonlari

4.8.1 AB (1-21) Dizisi Kullanilarak Sentezlenen Konjugatlar

Peptid-BSA konjugasyonlarinda farklh pH’larda aktivasyonlar yapilarak baglanmanin en
iyi gerceklestigi kosul belirlenmeye c¢alisiimistir. BSA protein yapida bir tasiyic
makromolekill oldugundan, pH degisimlerinden diger tasiyict molekillere gore
kiyaslandiginda cok daha fazla etkilenmektedir.

Hesaplamalar

Yontemler arasinda bir kiyaslama yapabilmek amaciyla, batin BSA-Peptid
biyokonjugatlari npep/Nesa=5 oraninda sentezlenmistir. Tum reaksiyonlarda, BSA'nin
konsantrasyonlari (0.5 mg/mL) sabit oldugundan, oOncelikle asagidaki esitlikten

reaksiyonlar igin gerekli peptid miktari (mg/mL cinsinden) hesaplanir:

Cpeptia = (0.5 X 2719,9 x5 )/66000  —=> Cpeptia = 0,515 mg/5mL

BSA Stok Cézeltisinin Hazirlanmasi

4 farkli kosulda sentezlenen npeptia/Nesa konjugati, V= 5mL olacak sekilde sentez
yapilacagindan, oncelikle Denklem 4.1’e uygun olarak her bir konjugat icin gereken
reaktif madde miktarlari hesaplanmistir. Bltlin konjugasyon reaksiyonlari icin gereken
toplam BSA miktart 10 mg’dir. 10 mg BSA tartildi, 10 mL PBS (pH=5) ¢6zildi ve

¢ozeltinin pH’1 5’e ayarlanarak, 1 mg/1 mL olan BSA ara stok ¢ozeltisi hazirlandi.

Peptid stok ¢ézeltisinin hazirlanisi:

6 farkli npeptia/Nesa oraninda, konjugat sentezi yapilacagindan oncelikle Denklem 4.1’e
uygun olarak her bir konjugat icin gerekli miktarlar hesaplanmistir. Biitiin konjugasyon
reaksiyonlari icin gereken toplam peptid miktari 2.060 mg’dir. 2.1 mg peptid tartilip,

2.1 mL PBS (pH=5) ¢ozllerek, 1 mg/1 mL olan peptid ara stok ¢ozeltisi hazirlanmistir.

97



4.8.2 Farkh Reaksiyon Kosullarinda Sentezlenen Konjugatlar

e Kosul 1’e Gore Yapilan Konjugatin Sentezi
5 mg BSA, pH=7 olan PBS’te ¢6zildu ve ¢ozeltinin pH’si 7’ye ayarlandi. Daha sonra pH
7’deki bu BSA ¢ozeltisinin lzerine 0.515 mg AB(1-21) peptidi eklendi ve manyetik
karistirici yardimiyla 2 saat boyunca, oda sicakliginda karistirildi. 1 saatin sonunda,
¢ozeltinin pH’1 5’e cekildi ve bu ¢ozeltiye pH 5’de 10 mg EDC ilave edilerek 1 gece
boyunca, oda sicakliginda manyetik karistiricida aktivasyona birakildi. Ertesi sabah,
¢ozeltinin pH’1 Olglldl ve 7’ye ayarlandi. Yaklasik 1 saat pH 7’de karistildiktan sonra,
membranh santrifij tlpleri ile saflastirlir ve elde edilen konjugatin yapi ve
karekterizasyonu, kromatografik (GPC: Dért Dedektorlii-UV, Refraktif indeks, Viskozite
ve 1sik sacilmasi, kromatografik sistem), spektroskopik, florimetrik yontemlerle

incelendi.

e Kosul 2’ye Gore Yapilan Konjugatin Sentezi
5 mg BSA, pH=5 olan PBS’te ¢6zildu ve ¢Ozeltinin pH’si 1 M NaOH ile 5’e ayarlandi.
Daha sonra pH 5’teki bu BSA ¢ozeltisinin (izerine 0.515 mg AB(1-21) peptidi eklendi ve
manyetik karistirici yardimiyla 2 saat boyunca, oda sicakliginda karistirildi. 1 saatin
sonunda, pH 5’deki bu c¢o6zeltiye 10 mg EDC ilave edilerek 1 gece boyunca, oda
sicakliginda manyetik karistiricida aktivasyona birakildi. Ertesi sabah, ¢ozeltinin pH’i
Olclldi ve 7’ye ayarlandi. Yaklasik 1 saat pH 7’de karistildiktan sonra, membranh
santrifij tupleri ile saflastirilir ve elde edilen konjugatin yapi ve karekterizasyonu,
kromatografik (GPC: Dért Dedektérlii-UV, Refraktif indeks, Viskozite ve isik sacilmasi,

kromatografik sistem), spektroskopik, florimetrik yontemlerle incelendi.

e Kosul 3’e Gore Yapilan Konjugatin Sentezi
5 mg BSA, pH=7 olan PBS’te ¢6zuldu ve ¢bzeltinin pH’siI 7’ye ayarlandi. Daha sonra pH
7’teki bu BSA ¢Ozeltisinin Gizerine 0.515 mg AB(1-21) peptidi iceren ¢ozelti eklendi ve
manyetik karistirici yardimiyla 2 saat boyunca, oda sicakhiginda karistirildi. 1 saatin
sonunda, ¢ozeltinin pH’1 6’ya gekildi ve bu ¢ozeltiye pH 6’da 10 mg EDC ilave edilerek 1
gece boyunca, oda sicakhginda manyetik karistiricida aktivasyona birakildi. Ertesi

sabah, cozeltinin pH’1 6l¢lildi ve 7’ye ayarlandi. Yaklasik 1 saat pH 7’de karistildiktan
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sonra, membranli santrifij tlpleri ile saflastirilir ve elde edilen konjugatin yapi ve
karekterizasyonu, kromatografik (GPC: Dért Dedektorlii-UV, Refraktif indeks, Viskozite
ve sk sacilmasi, kromatografik sistem), spektroskopik, florimetrik yontemlerle

incelendi.

e Kosul 4’e Gore Yapilan Konjugatin Sentezi
3 mg BSA, pH=5 olan PBS’te ¢ozlildii ve ¢ozeltinin pH’si 5.7’ye (peptidin izoelektrik
noktasi) ayarlandi. Daha sonra pH 5.7’deki bu BSA ¢6zeltisinin Gzerine 0.515 mg AB(1-
21) peptidi eklendi ve manyetik karistirici yardimiyla 1 saat boyunca, oda sicakliginda
karistinldi. 1 saatin sonunda, pH 5’deki bu ¢6zeltiye 10 mg EDC ilave edilerek 1 gece
boyunca, oda sicakliginda manyetik karistiricida aktivasyona birakildi. Ertesi sabah,
¢ozeltinin pH’1 Olclldl ve 7’'ye ayarlandi. Yaklasik 1 saat pH 7’de karistildiktan sonra,
membranh santrifij tdpleri ile saflastiriir ve elde edilen konjugatin yapi ve
karekterizasyonu, kromatografik (GPC: Dért Dedektorlii-UV, Refraktif indeks, Viskozite
ve sk sacllmasi, kromatografik sistem), spektroskopik, florimetrik yontemlerle

incelendi.
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Sekil 4.38 EDC konjugasyon yontemine gore farkl reaksiyon kosullarinda
sentezlenen AB (1-21) peptidinin BSA ile biyokonjugatlarinin saf peptid ile
kiyaslamali Floresans Spektrumlari: (M) Tek basina peptid (Amax=347nm), ()BSA
(Amax=334nm), (M) Kosull (Amax=336nm), (l) Kosul2 (Amax=332nm), () Kosul3
(Amax=337nm), (M) Kosul4 (Amax=335nm)’ye gbre sentezlenen konjugatlar
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Sekil 4.39 Farkh reaksiyon kosullarinda sentezlenen AB (1-21) peptidinin BSA ile

biyokonjugatlarinin kosula bagli absorbans degisimi grafigi
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Sekil 4.40 Farkli reaksiyon kosullarinda sentezlenen AB (1-21) peptidinin BSA ile

biyokonjugatlarina ait HPLC kromatogrami
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4.8.3 Farkh Oranlarda Sentezlenen BSA-AB (1-21) Peptid Konjugatlari

AB(1-21)/BSA peptidinin farkli npeptia/Nesa= 1, 3, 5, 7, 9, 11 baslangi¢c molar oranlardaki
konjugasyonu Kosul 2’de oldugu gibi yapilmistir. Bu konjugatlarin sentezi sirasinda
daha 6nce bahsedilen BSA ara stok ¢ozeltisi ve bu reaksiyonlara 6zel olarak hazirlanan

bir peptid stok ¢ozeltisi kullanilarak yapilmistir.

Peptid Ara Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

6 farkli npeptia/Nesa oraninda, Vr= 5mL olacak sekilde konjugat sentezi yapilacagindan
oncelikle Denklem 4.1'e uygun olarak her bir konjugat icin Cizelge 4.5’te verilen
miktarlar hesaplanmistir. Toplam kullanilacak peptid miktari 4.408 mg’'dir. 4.5 mg

peptid tartildi ve 4.5 mL pH=5 olan PBS’te ¢6zilerek, 1mg/1 mL olan ¢6zelti hazirlandi.

BSA Stok Cézeltisinin Hazirlanmasi

6 farkli kosulda sentezlenen npeptia/Nesa konjugati , Vr= 5mL olacak sekilde sentez
yapilacagindan, oncelikle Denklem 4.1’e uygun olarak her bir konjugat icin gereken
reaktif madde miktarlari hesaplanmigstir. Biitlin konjugasyon reaksiyonlari igin gereken
toplam BSA miktari 15 mg'dir. 15 mg BSA tartildi, 15 mL PBS (pH=5) ¢ozuldi ve

cozeltinin pH’1 5’e ayarlanarak, 1 mg/1 mL olan BSA ara stok ¢ozeltisi hazirlandi.

Cizelge 4.5 Farkl npeptia/Nesa Oranlarinda Sentezlenen Konjugatlarda Kullanilan
Peptid Miktarlari

AB (1-21) peptid ara
Npeptia/Nesa Orani Coep (Mg/5mL) stok ¢ozeltisinden
cekilen miktar (pL)

1 0.103 103
3 0.309 151
5 0.515 252
7 0.721 352
9 0.927 453
11 1.133 553

Ara stoktan alinan 2.5 mL BSA, lizerine tamamlanacak miktarda pH=5 PBS tamponu
eklendi ve c¢ozeltinin pH’si olglilerek, 1 M sodyum hidroksid (NaOH) ile pH=5’e
ayarlandi. Bu BSA ¢ozeltisine, AB(1-21) peptid ara stok ¢ozeltisinden her bir oran igin

gerekli olan ve Cizelge 4.5’te belirtilen peptid miktarlari kissm kisim eklendi ve yaklasik
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2 saat oda sicakliginda manyetik karistiricida karistirildi. Ara ara ¢ozeltinin pH’si kontrol
edildi. 2 saat sonunda, her bir oran igin reaksiyon ortamina 10 mg EDC eklendi ve 1
gece oda sicakhginda manyetik karistiricida aktivasyon igin karistirildi. Ertesi gln
¢ozeltilerin pH’lari tekrar o6lglildl, pH=7"ye ayarlandi ve 1 saat kadar karistirildiktan
sonra elde edilen konjugatlarin yapi ve karekterizasyonu, kromatografik (GPC [Dort
Dedektérli-UV, Refraktif indeks, Viskozite ve isik sagilmasi, kromatografik sistem]),

spektroskopik, florimetrik yontemlerle incelendi.

n=11
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Sekil 4.41 Farkh mol oranlarinda sentezlenen AB (1-21) peptidinin BSA ile
biyokonjugatlarinin saf peptid ile kiyaslamali Floresans Spektrumlari: Serbest peptid
(M) (Amax=347nm): nPeptid/nBSA= 1(M) (Amax=324nm): 3(®) (Amax=329nm): 5(M)

(Amax=326nm): 7(M) (Amax=329nm): 9 (M) (Amax=326nm): 11 (M) (Amax=327nm)
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Sekil 4.42 AB(1-21) peptidinin BSA ile sentezlenen biyokonjugatinin serbest peptid ve
BSA ile kiyaslamali HPLC kromatogrami
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I,

RI (Arbitary Units)
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225
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7
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175 1 (C)

Sekil 4.43 Farkli baglanma oranlarinda sentezlenen AB(1-21) peptidinin VPAA ile
biyokonjugatlarinin; (a) UV dedektoriine, (b) Isik sacilmasi (RALS) detektoriine, (c) Rl
dedektoriine ait SEC kromatogramlari
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Sekil 4.44 AB(1-21) peptidinin BSA ile farkl baglanma oranlarinda sentezlenen
biyokonjugatlarinina ait HPLC kromatogramlari

4.8.4 AB (1-15) Dizisi Kullanilarak Sentezlenen Konjugatlar

Bu peptid dizisi ile BSA arasinda yapilan konjugasyonlarinda éncelikle farkh pH’larda
aktivasyonlar yapilarak baglanmanin en iyi gerceklestigi kosul belirlenmeye calisiimistir.
Daha sonra farkli baglanma oranlarinda konjugasyonlar yapilarak, en iyi baglanma
orani belirlenmeye calisiimistir.

ilk olarak farkli kosullarda yapilacak olan konjugasyonlar icin gerekli hesaplamalar

yaptmistir:

Hesaplamalar

Kosullar arasinda bir kiyaslama yapabilmek amaciyla, bltin BSA-Peptid
biyokonjugatlari npep/nesa=5 oraninda sentezlenmistir. Tum reaksiyonlarda, BSA’nin
konsantrasyonlari (0.5 mg/mL) sabit oldugundan, oOncelikle asagidaki esitlikten

reaksiyonlar icin gerekli peptid miktari (mg/mL cinsinden) hesaplanir:
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Cpeptid = (0.5 x2012,9 x 5 )/66000 — Cpeptid = 0,515 mg/5mL

BSA Stok Cézeltisinin Hazirlanmasi

3 farkh kosulda sentezlenen npeptia/Nesa konjugati , V= 5mL olacak sekilde sentez
yapilacagindan, oncelikle Denklem4.1’e uygun olarak her bir konjugat icin gereken
reaktif madde miktarlari hesaplanmistir. Bltlin konjugasyon reaksiyonlari igin gereken
toplam BSA miktari 7.5 mg'dir. 7.5 mg BSA tartildi, 7.5 mL PBS (pH=5) ¢ozlldi ve
¢ozeltinin pH’1 5’e ayarlanarak, 1 mg/1 mL olan BSA ara stok ¢ozeltisi hazirlandi.

Peptid stok ¢ézeltisinin hazirlanisi:

2 farkh konjugat sentezi yapilacagindan oncelikle Denklem 4.1’e uygun olarak her bir
konjugat icin asagidaki tabloda verilen miktarlar hesaplanmistir. Biitlin konjugasyon
reaksiyonlari igcin gereken toplam peptid miktari 1,143 mg’dir. 1.2 mg peptid tartilip,
1.2 mL PBS (pH=5) c¢ozilerek, 1 mg/l1 mL olan peptid ara stok c¢ozeltisi ara

hazirlanmistir.

4.8.5 Farkli Reaksiyon Kosullarinda Sentezlenen A (1-15) — BSA Konjugatlari

e Kosul 1’e Gore Yapilan Konjugatin Sentezi
2.5 mg BSA ara stok ¢ozeltisinden alindi ve lizerine 2.119 mL pH 5 olan PBS eklendi.
Daha sonra pH 5’teki bu ¢ozeltiye 7.5 mg EDC ilave edilerek oda sicakliginda 1 saat
kadar karistirildi. 1 saat sonra aktive olmus BSA molekiillerinin tzerine, 381 pL AB (1-
15) peptidi eklendi ve manyetik karistirici yardimiyla 1 gece boyunca, oda sicakhginda
konjugasyona birakildi. Ertesi sabah, ¢6zeltinin pH’si kontrol edildi ve pH 7’ye ayarlandi

ve yaklasik 1 saat de pH=7'de karistirildi.

e Kosul 2’ye Gore Yapilan Konjugatin Sentezi
2.5 mg BSA ara stok ¢ozeltisinden alindi ve lizerine 2.119 mL pH 5 olan PBS eklendi.
Daha sonra pH 5’teki bu BSA c¢ozeltisinin Gzerine 381 uL AB (1-15) peptidi eklendi ve
manyetik karistirici yardimiyla 2 saat boyunca, oda sicakhginda karistirildi. 2 saatin
sonunda, 7.5 mg EDC ilave edilerek oda sicakliginda 1 gece boyunca manyetik
karistiricida aktivasyona birakildi. Ertesi sabah, ¢ozeltinin pH’1 6l¢lildii ve 7’ye ayarlandi

ve yaklasik 1 saat de pH=7'de karistirildi.
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e Kosul 3’e Gore Yapilan Konjugatin Sentezi
2.5 mg BSA ara stok ¢ozeltisinden alindi ve (izerine 2.119 mL pH 5 olan PBS eklendi.
Daha sonra pH 5’teki bu BSA ¢o6zeltisinin tGzerine 381 pL AB (1-15) peptidi eklendi ve
manyetik karistirici yardimiyla 2 saat boyunca oda sicakhginda karistirildi. 2 saatin
sonunda, c¢ozeltinin pH’1 7’ye cekildi ve bu ¢ozeltiye pH 7’de 7.5 mg EDC ilave edilerek
1 gece boyunca, oda sicakliginda manyetik karistiricida aktivasyona birakildi. Ertesi

sabah, ¢ozeltinin pH’1 Olguldi ve 7’ye ayarlandi ve yaklasik 1 saat de pH=7'de

karistirildu.
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Sekil 4.45 EDC konjugasyon yontemine gore farkli reaksiyon kosullarinda sentezlenen
AB (1-15) peptidinin BSA ile biyokonjugatlarinin saf peptid ile kiyaslamali Floresans
Spektrumlari: Tek basina peptid (M) (Anax:348 nm), BSA (Amax:334 nm), Kosull (M)
(Amax:334 nm), Kosul2 (M) (Ayax:330 nm), Kosul3 (M)(Anax:335 nm)’e gore sentezlenen
konjugatlar
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Sekil 4.46 Farkh reaksiyon kosullarinda sentezlenen AB (1-15) peptidinin BSA ile

biyokonjugatlarina ait HPLC kromatogrami
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UV (Arbitary Units)
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(c)
Sekil 4.47 Farkli kosullarda sentezlenen AB(1-15) peptidinin BSA ile biyokonjugatlarinin
(a) Isik saciimasi (RALS) dedektoriine, (b) UV detektoriine, (c) Rl dedektoriine ait SEC
kromatogramlari
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4.8.6 Farkh Oranlarda Sentezlenen BSA-AB (1-15) Peptid Konjugatlari

AB(1-15) peptidinin BSA ile farkl npeptia/nesa= 3, 5, 7, 9, 11 baslangic molar oranlardaki
konjugasyonu, Kosul 2’de oldugu gibi yapilmistir. Bu konjugatlarin sentezi sirasinda
daha 6nce bahsedilen BSA ara stok ¢ozeltisi ve bu reaksiyonlara 6zel olarak hazirlanan
bir peptid stok ¢ozeltisi kullanilarak yapilmistir.

Peptid Ara Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

5 farkl npeptia/Nesa oraninda, V= 5mL olacak sekilde konjugat sentezi yapilacagindan
oncelikle Denklem 4.1’e uygun olarak her bir konjugat icin Cizelge 4.6’da verilen
miktarlar hesaplanmistir. Toplam kullanilacak peptid miktari 2.658 mg'dir. 2.7 mg
peptid tartildi ve 2.7 mL pH=5 olan PBS’te ¢6zllerek, 1Img/1 mL olan ¢ozelti hazirlandi.
BSA Stok Cézeltisinin Hazirlanmasi

5 farkh oranda sentezlenen npeptia/Nesa konjugati, Vi= 5mL olacak sekilde sentez
yapilacagindan, oncelikle Denklem 4.1’e uygun olarak her bir konjugat icin gereken
reaktif madde miktarlari hesaplanmigtir. Bitlin konjugasyon reaksiyonlari igin gereken
toplam BSA miktari 12.5 mg’dir. 12.5 mg BSA tartildi, 12.5 mL PBS (pH=5) ¢6zlldi ve

cozeltinin pH’1 5’e ayarlanarak, 1 mg/1 mL olan BSA ara stok ¢ozeltisi hazirlandi.

Cizelge 4.6 Farkl npeptia/Nesa Oranlarinda Sentezlenen Konjugatlarda Kullanilan
Peptid Miktarlari

AB (1-15) peptid ara stok
Npeptia/ Nesa Orani Coep (Mg/5mL) ¢oOzeltisinden gekilen miktar (uL)
3 0.228 228
5 0.38 380
7 0.53 530
9 0.684 684
11 0.836 836

Ara stoktan alinan 2.5 mL BSA, Uzerine tamamlanacak miktarda pH=5 PBS tamponu
eklendi ve cozeltinin pH’si olgllerek, 1 M sodyum hidroksid (NaOH) ile pH=5e
ayarlandi. Bu BSA ¢ozeltisine, AB(1-15) peptid ara stok c¢ozeltisinden her bir oran igin
gerekli olan ve Cizelge 4.6’da belirtilen peptid miktarlari kisim kisim eklendi ve yaklasik
2 saat oda sicakliginda manyetik karistiricida karistirildi. Ara ara ¢ozeltinin pH’si kontrol

edildi. 2 saat sonunda, her bir oran igin reaksiyon ortamina 7.5 mg EDC eklendi ve 1
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gece oda sicakhginda manyetik karistiricida aktivasyon igin karistirildi. Ertesi gln

¢ozeltilerin pH’lari tekrar 6lguldl, pH=7"ye ayarlandi ve 1 saat kadar karistirildi.

4.8.7 Sentezlenen Konjugatlarin Saflastirmasi ve Ornek Hazirlanmasi

Sentezlenen biutin AB(1-15)-BSA konjugatlari, konjugasyon mekanizmasinda yan (riin
olarak agiga cikan Ure tilirevi veya reaksiyona girmemis capraz baglayicilarin fazlasindan
santrifijli  filtrasyon (membranh santrifiij tlpleri) saflastirildiktan sonra, PES
filtrelerden sizilirek viallere enjekte edilmistir. Boylece bitin numuneler cihazlara
verilmeye hazir hale getirilmislerdir. Elde edilen bitiin konjugatlarin yapi ve
karekterizasyonu, kromatografik (GPC: Dért Dedektorlii-UV, Refraktif indeks, Viskozite
ve lIsik sacilmasi, kromatografik sistem), spektroskopik ve florimetrik yontemlerle

incelenmigstir.

0,0025— BSA

Ab(1-15)/BSA
Konjugati

Ab(1-15) Peptidi

0,0000 T T T T T T T T T T T T T

Alikonma zamani (dk)

Sekil 4.48 AB(1-15) peptidinin BSA ile sentezlenen biyokonjugatinin serbest peptid ve
BSA ile kiyaslamali HPLC kromatogrami
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Sekil 4.49 Farkh mol oranlarinda sentezlenen AB (1-15) peptidinin BSA ile
biyokonjugatlarinin saf peptid ile kiyaslamali Floresans Spektrumlari: Serbest peptid
(M) (Amax=348nm): nPeptid/nBSA= 3(M) (Amax=324nm): 5(M) (Amax=348nm): 7(H)

(Amax=348nm): 9 (¥) (Amax=348nm): 11 (™) (Amax=348nm)
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Sekil 4.50 Gosterilen yontem uygulanarak, AB peptidinin (1-15) dizisinin BSA ile olan
n=3,5, 7, 9, 11 mol oranlarinda sentezlenen konjugatlarina ait HPLC kromatogrami
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RALS (Arbitary Units)
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(c)
Sekil 4.51 Farkl npeptia/Nesa oranlarinda sentezlenen AB(1-15) peptidinin BSA ile
biyokonjugatlarinin (a) UV detektoriine, (b) Rl dedektoriine, (c) Isik sagiimasi
(RALS)dedektoriine ait SEC kromatogramlari

4.9 Dekstran Aldehid (DA) Biyokonjugatlarinin Sentezi

Sentezlenen Dekstranin aldehit (75000 Da) tlrevinde, aldehidin karbonil grubu ile
proteinin amin grubu arasinda kondenzasyon reaksiyonu gerceklesmesi sonucu, bir
Schiff bazi olan Deptid-DA konjugati elde edildi. Dekstran-aldehit tirevi ile peptidin
bitliin biyokonjugatlarinin sentezinde tampon ¢o6zelti olarak pH’I 8 olan Sodyum

Bikarbonat (NaHCOs3) kullanilmistir.
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T . . 0
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0 / Glukoz
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Glukoz N
0 Schiff Bazi
Dekstran Aldehid

AN
0 Glukoz

NH

Peptid/DA konjugati

Sekil 4.52 AB (1-21) Peptidi/DA konjugatinin eldesi

4.9.1 AB (1-21) ve AB (1-15) Dizilerinin DA ile Konjugasyon Reaksiyonlari
Sekil 4.32 gosterilen yontem uygulanarak, AB peptidinin (1-15) ve (1-21) dizilerinin DA
ile olan konjugatlari n=1, 3, 5, 7, 9, 11 mol oranlarinda asagidaki formul kullanilarak

sentezlenmistir.

Coeo X N, Mw(DA)

pep

Ny enria/Npa=
peptid! T'DA™  Mw(pep) CoaX Nj
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Cizelge 4.7 Farkli n (1.15) reptiai/Noa Oranlarinda Sentezlenen Konjugatlarda Kullanilan
Peptid Miktarlari

N (1-15) Peptidi /NpA Kullanilan Kullanilan Toplam Reaksiyon
Orani Peptid Miktari (mg) | NaBH4;Miktari (mg) Hacmi (mL)
3 0.272 10 5
5 0.453 10 5
7 0.635 10 5
9 0.816 10 5
11 0.997 10 5

Cizelge 4.8 Farkli n (1.21) peptiai /Npa Oranlarinda Sentezlenen Konjugatlarda Kullanilan
Peptid Miktarlari

Kullanilan Kullanilan Toplam Reaksiyon
N (1-21) Peptidi /NpA Peptid Miktar NaBH,; Miktari (mg) Hacmi (mL)
Orani (mg)
3 0.201 10 5
5 0.335 10 5
7 0.469 10 5
9 0.603 10 5
11 0.737 10 5

Toplam 5 mL hacminde konjugasyon reaksiyonu yapildi. Kapakli penisilin siselerinde,

Peptid-DA (1mL peptid + 4mL DA) reaksiyonu 25 °C’da 16 saat bekletildi. Daha sonra,

+4°C’daki 100 mM, pH 8.5 olan NaHCO; ¢ozeltisinden pH yiikseltmek icin 7 mL eklendi.

Sonra, 5 mg (1 mg/mL) Sodyum Borhidriir (NaBH,) aldehid gruplarini ve amino-aldehid

baglarini indirgemek icin eklendi [170]. Bu ¢ozelti 15 dk. +4 oc karistirildiktan sonra

tekrar ayni miktarda NaBH; eklendi. Tekrar 15 dk. +4 °c karistirildi ve pH 7.0" a

ayarlandi [167]. Reaksiyon icerigi konsantre edildi. iki kez destile su ve iki kez de fosfat

tamponu

ile ultrafilitrasyon cihazinda yikandi.

Konsantre hale getirildi.

Tim

konjugatlarda yaklasik protein konsantrasyonu 0,08 mg/mL (A280/1,34) bulundu.
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Dekstran Aldehid pH=8deki Reaksiyon icin gereken peptid
tartilr ve pH=8'deki NaHCO,

NaHCO; cozulur e
cozultr

Bu iki cozelti, 25 °C’de 16 saat boyunca
galkalamali su banyosundainktbasyona
birakilr.

16 saat sonunda, bu ¢dzeltiye +4 “C'de;
NaBH, eklenir ve 15 dk boyunca kanstnhr.

15 dk sonunda, +4 °C’de tekrar NaBH, eklenir ve

yine 15 dk boyunca kanstrihr.

Bu cozelti saf su kullanilarak 5000 rpm’de 6 dk
santrifuj edilip yikanir.

0,01 M PBS (pH=7,2) ile 5000 rpm’de 6 dk santrifiij
edilip yikanir.

Floresans
HPLC analizi icin GPC analizi icin spektrometre
ornek hazirlanir ornek hazirlanir analizi icin 6rnek

hazirlanir

Sekil 4.53 AB Peptidi/Dekstran Aldehid konjugasyonunda takip edilen asamalarin akis
semasi

Elde edilen bitin komplekslerin yapi ve karekterizasyonu, kromatografik (GPC: Dort
Dedektérli-UV, Refraktif indeks, Viskozite ve Isik sacilmasi, kromatografik sistem),

spektroskopik ve florimetrik yontemlerle incelenmistir.
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Sekil 4.54 Farkh mol oranlarinda sentezlenen AB (1-21) peptidinin DA ile
biyokonjugatlarinin saf peptid ile kiyaslamali Floresans Spektrumlari: Serbest peptid
(™) (Amax=347nm): nPeptid/nDA= 3(M) (Amax=346nm): 5(M) (Amax=347nm): 7(H)

(Amax=347nm): 9 (M) (Amax=346nm): 11 (M) (Amax=345nm)
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4.55 Farkh mol oranlarinda sentezlenen Amiloid B (1-21) peptidinin Dekstran Aldehid
ile ile biyokonjugatlarinin saf peptid ile kiyaslamali HPLC grafigi

118



Sekil 4.35’te gosterilen yontem uygulanarak, AB peptidinin (1-15) dizisinin DA ile olan
konjugatlari n=3, 5, 7, 9, 11 mol oranlarinda asagidaki formul kullanilarak

sentezlenmistir.

nPeptid/nDA
ORANI

ALIKONMA
ZAMANI (dk)

(a)
s
=]
z
=
£
<
bt
<
o
11
I
21 \\\\\T\
21.7 \\‘r\\\
22.4 “-\[___‘ !
23.1 \\“T\\_ nPeptid/nDA ORANI
ALIKONMA ZAMANI (dk) 238 )
245 3 (b)

Sekil 4.56 Farkli mol oranlarinda sentezlenen Amiloid B (1-21) peptidinin Dekstran
Aldehid (DA) ile biyokonjugatlarinin (a) UV, (b) isik sacilmasi dedektorlerine ait SEC
kromatogramlari
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Ab (1-15) Peptidi/ DA konjugatlari UV Absorpsiyonu
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Sekil 4.57 AB (1-15) Peptidi/ DA konjugatlari UV Absorpsiyonu
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Sekil 4.58 Farkli mol oranlarinda sentezlenen Amiloid B (1-15) peptidinin Dekstran
Aldehid (DA) ile biyokonjugatlarinin saf peptid ile kiyaslamali HPLC grafigi
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Sekil 4.59 Farkh mol oranlarinda sentezlenen AB (1-15) peptidinin DA ile
biyokonjugatlarinin saf peptid ile kiyaslamali Floresans Spektrumlari: Serbest peptid
(™) (Amax=348nm): nPeptid/nDA= 3(M) (Amax=341nm): 5(M) (Amax=342nm): 7(M)

(Amax=340nm): 9 (M) (Amax=341nm): 11 (M) (Amax=340nm)
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RALS (Arbitary Units)
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Sekil 4.60 Farkh mol oranlarinda sentezlenen Amiloid B (1-15) peptidinin Dekstran

Aldehid (DA) ile biyokonjugatlarinin (a) UV, (b) 1sik sagilmasi dedektérlerine ait SEC
kromatogramlari

4.10 Kompleks Olusumu Yontemi

Temel olarak kovalent olmayan etkilesimlerin bir cogu polimer ve proteinler arasinda
kompleks olusumuna katkida bulunabilmektedir. Polimerik kompleksler karsit yukli
molekillerin sulu ¢ozeltide coulombik kuvvetler, hidrojen baglari, yik transferi ve dipol
kuvvetler veya hidrofobik etkilesimlerle etkilesmesi sonucu olusurlar [171],[172].
Temel olarak kovalent olmayan etkilesimlerin bir cogu polimer ve proteinler arasinda
kompleks olusumuna katkida bulunabilmektedir. Proteinler ve poli(vinilpirolidon) veya
diger hidrofilik noniyonik polimerler arasindaki etkilesim hidrojen bagi ile olusur ve

donor gibi gorev yapan karboksilik asit gruplarinin varhgini gerektirmektedir [173].

4.10.1 Amiloid Beta (1-15) ve (1-21) Peptid Dizilerinin PAA ile Fiziksel Komplekslerinin
Hazirlanmasi

PAA ile Amiloid Beta (1-15) ve (1-21) Peptid dizlerinin fiziksel kompleks olusumu
yonteminde farkl reaksiyon kosullari ve farkli oranlar kullanilarak ¢ok sayida fiziksel

kompleks sentezlenmistir. Bltln fiziksel kompleksler, sulu ortamda ve konjugasyon
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reaksiyonlarinda bahsedildigi gibi sabit 0.5 mg/mL PAA konsantrasyonunda yapilmistir.
Sentezler yapilirken hem PAA hem de peptid ara stok ¢ozeltileri hazirlanmis, boylelikle
her bir reaksiyonun esit kosullarda olmasi saglanmistir. Amiloid Beta (1-15) ve (1-21)
Peptid dizlerinin PAA ile asagida anlatilan her iki kosulda da fiziksel kompleksleri ayri

ayri sentezlenmistir.

4.10.2 Farkh kosullarda sentezlenen PAA Fiziksel Kompleksleri
Asagida fiziksel komplekslerin sentezlendigi kosullarin mekanizmasi ile ilgili akis semasi

yer almaktadir.

PAA PBS’te ¢ozultr ve pH'i Reaksiyon icin gereken peptid
Kosull icin 7’ye, Kosul2 icin tartilir ve bir miktar DMS0O’da
ise 5’e ayarlanir cozular

Bu iki ¢ozelti, oda
sicakliginda 2 saat
kanstirilir

Fiziksel Kompleksler
santrifijli membranli
tipler ile saflastirilir.

Sekil 4.61 AB (1-21) ve (1-15) Peptid dizilerinin PAA ile komplekslerinin sentezinde

takip edilen asamalarin akis semasi

e Kosull
1 ayrn penisilin sisesinin her birine, 2.5 mg PAA igceren 21,5 uL PAA ara stok ¢ozeltisi
eklendi, pH=7 olan PBS tamponunda ¢o6zildi ve 1 M NaOH ile pH’si 7’ye ayarlandi.
Uzerine Amiloid Beta (1-15) ile yapilan reaksiyon icin 0.252 mg peptid iceren 252 L
peptid, Amiloid Beta (1-21) ile yapilan reaksiyon iginse, 0.339 mg peptid iceren 339 plL

peptid ara stok ¢ozeltisinden eklendi ve peptid/polimer kompleks olusumu igin 2 saat

123



oda sicakliginda manyetik karistiricida karismaya birakildi. 2 saat sonunda

komplekslerden analiz igin 6érnekler hazirlandi.

e Kosul2
2 ayri penisilin sisesinin her birine, 2.5 mg PAA iceren 21,5 pL PAA ara stok ¢ozeltisi
eklendi, pH=5 olan PBS tamponunda ¢6ziildii ve pH’si 5’e ayarlandi. . Uzerine Amiloid
Beta (1-15) ile yapilan reaksiyon icin 0.252 mg peptid iceren 252 ulL peptid, Amiloid
Beta (1-21) ile yapilan reaksiyon iginse, 0.339 mg peptid iceren 339 uL peptid ara stok
cozeltisinden eklendi ve peptid/polimer kompleks olusumu icin 2 saat oda sicakhginda
manyetik karistiricida karismaya birakildi. 2 saat sonunda komplekslerden analiz igin

ornekler hazirlandi.
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Sekil 4.62 EDC konjugasyon yontemine gore farkli reaksiyon kosullarinda sentezlenen
AB (1-21) peptidinin PAA ile komplekslerinin saf peptid ile kiyaslamal Floresans
Spektrumlari: (M) Tek basina peptid, Kosull (M) Kosul2 (M)’ye gore sentezlenen

konjugatlar
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Sekil 4.63 EDC konjugasyon yontemine gore farkli reaksiyon kosullarinda sentezlenen
AB (1-15) peptidinin PAA ile komplekslerinin saf peptid ile kiyaslamal Floresans
Spektrumlari: (M) Tek basina peptid, Kosull (H) Kosul2 (M)’ye gore sentezlenen

konjugatlar

4.10.3 Farkh oranlarda sentezlenen PAA Fiziksel Kompleksleri
AB(1-15)-PAA ve AB(1-21)-PAA’in farkli npeptia/Nean= 1, 3, 5, 7, 9, 11 baslangig molar
oranlardaki fiziksel kompleksleri, Kosul 2’de oldugu gibi yapilmistir. Asagida sentez igin

gereken peptid miktarlan Cizelge 4.9'da verilmstir.

Gizelge 4.9 Farkl npeptia/Npaa Oranlarinda Sentezlenen Fiziksel Komplekste Kullanilan
Peptid Miktarlari

Kullanilan Kullanilan Toplam
Npeptia/ NPAA AB(1-15) AB(1-21) Reaksiyon
Orani Peptid Peptid Hacmi (mL)
Miktari (mg) | Miktari (mg)
1 0.050 0.068 5
3 0.151 0.204 5
5 0.252 0.339 5
7 0.352 0.476 5
9 0.453 0.612 5
11 0.556 0.748 5
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12 ayri penisilin sisesinin her birine, 2.5 mg PAA iceren 21,5 uL PAA ara stok ¢ozeltisi
eklendi, pH=5 olan PBS tamponunda ¢o6zildi ve pH’si 5’e ayarlandi. Bu PAA
¢ozeltilerinin Uzerine sentezlenecek orana bagl olarak gerekli peptid miktarlari eklendi
ve peptid/polimer kompleks olusumu igin 2 saat oda sicakliginda manyetik karistiricida
karismaya birakildi. 2 saat sonunda komplekslerden analiz igin 6rnekler hazirlandi. Elde
edilen butin komplekslerin yapi ve karekterizasyonu, kromatografik (GPC: Dort
Dedektérli-UV, Refraktif indeks, Viskozite ve Isik sacilmasi, kromatografik sistem),

spektroskopik ve florimetrik yontemlerle incelenmistir.
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Sekil 4.64 Farkh mol oranlarinda sentezlenen AB (1-21) peptidinin PAA ile
Komplekslerinin saf peptid ile kiyaslamali Floresans Spektrumlari: nPeptid/nPAA=1 (M)
(Amax=328nm), 3(M) (Amax=328nm), 5(MW) (Amax=329nm), 7(M) (Amax=327nm), 9 (M)

(Amax=327nm), 11(™)(Amax=325nm) ve (M) Serbest peptid (Amax=347nm)
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Sekil 4.65 Farkh mol oranlarinda sentezlenen AB (1-21) peptidinin PAA ile
Komplekslerinin saf peptid ile kiyaslamali Floresans Spektrumlari: nPeptid/nPAA=3(H)
(Amax=338nm), 5(M) (Amax=338nm), 7(M) (Amax=339nm), 9 (M) (Amax=339nm), 11
(M) (Amax=339nm), Serbest peptid (M) (Amax=348nm)

8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Alikonma zamani (dk)

Sekil 4.66 Farkli mol oranlarinda sentezlenen AB (1-21) peptidinin PAA ile
Komplekslerinin kiyaslamali HPLC kromatogramlari

127




ALIKONMA ZAMANI (dk) 22

5

nPeptid/nPAA ORANI

RI (Arbitary Units)

16

ALIKONMA ZAMANI (dk)

nPeptid/nPAA ORANI

3

128

(a)

(b)



UV (Arbitary Units)

nPeptid/nPAA ORANI

185

ALIKONMA ZAMANI (dk) 20

215

3

(c)

Sekil 4.67 Farkli npeptia/Nesa Oranlarinda sentezlenen AB(1-21) peptidinin PAA ile
komplekslerinin (a) Rl dedektoriine, (b) Isik sacilmasi (RALS) dedektoriine, (c) UV

detektoriine ait SEC kromatogramlari

AB (1-15) peptidinin PAA ile Fiziksel Komplekslerine ait analiz sonuglari ise asagida

verilmistir.
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Sekil 4.68 AB (1-15) peptidinin PAA ile Komplekslerine ait analiz sonuglari
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Sekil 4.69 Farkli npeptia/Npanoranlarinda sentezlenen AB(1-15) peptidinin PAA ile fiziksel
komplekslerinin (a) Isik sagilmasi (RALS)dedektériine, (b) UV detektoriine, (c) Rl

dedektoriine ait SEC kromatogramlari

4.10.4 Amiloid Beta (1-15) Peptid Dizisinin BSA ile Fiziksel Komplekslerinin
Hazirlanmasi
BSA ile Amiloid Beta (1-15) Peptid dizisinin fiziksel kompleks olusumu yonteminde farkli

reaksiyon kosullari ve farkli oranlar kullanilarak ¢ok sayida fiziksel kompleks
sentezlenmistir. Blitlin fiziksel kompleksler, sulu ortamda ve konjugasyon
reaksiyonlarinda bahsedildigi gibi sabit 0.5 mg/mL BSA konsantrasyonunda yapilmistir.
Sentezler yapilirken hem PAA hem de peptid ara stok ¢ozeltileri hazirlanmis, boylelikle

her bir reaksiyonun esit kosullarda olmasi saglanmistir.

4.10.4.1 Farkh Kosullarda Sentezlenen Fiziksel Kompleksler

BSA ile Amiloid Beta (1-15) Peptid dizisinin fiziksel kompleks olusumu yonteminde farkli

reaksiyon kosullari ve farkli oranlar kullanilarak ¢ok sayida fiziksel kompleks

sentezlenmistir. Bltlin fiziksel kompleksler, sulu ortamda ve konjugasyon

reaksiyonlarinda bahsedildigi gibi sabit 0.5 mg/mL BSA konsantrasyonunda yapilmistir.
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Sentezler yapilirken hem PAA hem de peptid ara stok cozeltileri hazirlanmis, boylelikle
her bir reaksiyonun esit kosullarda olmasi saglanmistir.

e Kosull
1 penisilin sisesine, 2.5 mg BSA iceren 2,5 mL BSA ara stok ¢ozeltisi eklendi, pH=5 olan
PBS tamponunda ¢6ziildii ve pH’s1 5’e ayarlandi. Uzerine 0.381 mg peptid iceren 381
UL peptid ara stok ¢ozeltisinden eklendi ve peptid/BSA kompleks olusumu igin 2 saat
oda sicakliginda manyetik karistiricida karismaya birakildi. 2 saat sonunda
komplekslerden analiz icin 6érnekler hazirlandi.

e Kosul2
1 penisilin sisesine, 2.5 mg BSA igeren 2,5 mL BSA ara stok ¢ozeltisi eklendi, pH=5 olan
PBS tamponunda ¢éziildii ve pH’s1 7’ye ayarlandi. . Uzerine 0.381 mg peptid iceren 381
UL peptid ara stok ¢ozeltisinden eklendi ve peptid/BSA kompleks olusumu igin 2 saat
oda sicakliginda manyetik karistiricida karismaya birakildi. 2 saat sonunda
komplekslerden analiz icin 6érnekler hazirlandi.

e Kosul3
1 penisilin sisesine, 2.5 mg BSA igeren 2,5 mL BSA ara stok ¢ozeltisi eklendi, pH=5 olan
PBS tamponunda ¢6ziildii ve pH’si 6’ya ayarlandi. . Uzerine 0.381 mg peptid iceren 381
uL peptid ara stok ¢ozeltisinden eklendi ve peptid/BSA kompleks olusumu igin 2 saat
oda sicakliginda manyetik karistiricida  karismaya birakildi. 2 saat sonunda
komplekslerden analiz igin 6rnekler hazirlandi. Elde edilen biitlin komplekslerin yapi ve
karekterizasyonu, kromatografik (GPC: Dért Dedektorlii-UV, Refraktif indeks, Viskozite
ve lIsik sacilmasi, kromatografik sistem), spektroskopik ve florimetrik yontemlerle

incelenmistir.
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Sekil 4.70 Farkh reaksiyon kosullarinda sentezlenen AB(1-15) peptidi-BSA

komplekslerinin floresans grafigi. (W) Tek basina peptid (Anax:348 nm) ve (M) Kosull

(Amax:334 nm), (M)Kosul2 (Amax:338 nm), (M) Kosul3 (Amax:337 nm)’e gore sentezlenen

kompleksler
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Sekil 4.71 Farkh npeptia/nesaoranlarinda sentezlenen AB(1-15) peptidinin BSA ile
komplekslerinin (a) Isik sagilmasi (RALS)dedektdriine, (b) UV detektoriine ait SEC

kromatogramlari

ALIKONMA ZAMANI (dk)

235

4.10.4.2 Farkh Oranlarda Sentezlenen Fiziksel Kompleksler

BSA-AB(1-15) peptidinin farkli npeptia/nesa= 3, 5, 7, 9, 11 baslangic molar oranlardaki
konjugasyonu, en iyi kompleks olusumu gozlenen Kosull’e goére yapilmistir. Bu
kompleksilerin sentezi sirasinda bir BSA ara stok ¢oOzeltisi ve bu reaksiyonlara 6zel
olarak hazirlanan bir peptid stok ¢ozeltisi kullanilarak yapilmistir.

Peptid stok ¢ézeltisinin hazirlanisi:

5 farkll npeptia/Nesa oraninda, Vr=5mL olacak sekilde kompleks sentezi yapilacagindan
oncelikle Denklem 1’e uygun olarak her bir kompleks icin asagidaki tabloda verilen
miktarlar hesaplanmistir. Biitiin kompleks olusum reaksiyonlari icin gereken toplam
peptid miktari 0.972 mg’dir. 1 mg peptid tartilip, 1 mL PBS (pH=5) ¢6zilerek, 1 mg/1
mL olan peptid ara stok ¢ozeltisi ara hazirlanmistir.

BSA stok ¢ézeltisinin hazirlanisi:

5 farkli npeptia/Nesa oraninda, Vr= 5mL olacak sekilde konjugat sentezi yapilacagindan

her bir konjugat icin Denklem1’e gore hesaplanan reaktif miktarlari asagidaki tabloda
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verilmistir. Butin konjugasyon reaksiyonlari igin gereken toplam BSA miktari 12.5
mg’dir. 12.5 mg kati BSA tartilip, 12.5 mL saf suda ¢ozilerek, 1 mg/1 mL olan BSA ara

stok ¢ozeltisi hazirlanmigtir.

Cizelge 4.10 Farkl npeptia/nesa Oranlarinda Sentezlenen Fiziksel Komplekslerde
Kullanilan Peptid Miktarlari

Npeptia/Nesa Cgsa BSA ara stok Coep Peptid ara stok
orani (mg/5mL) ¢Ozeltisinden (mg/5mL) ¢ozeltisinden

cekilecek miktar ¢ekilen miktar

(mL) (ui)

3 2.5 2.5 0.228 228

5 2.5 2.5 0.380 380

7 2.5 2.5 0.530 530

9 2.5 2.5 0.684 684

11 2.5 2.5 0.836 836

Kosull’e gore sentezlenen bitilin fiziksel komplekslerin yapi ve karekterizasyonu,
kromatografik (GPC [Dort Dedektorlii-UV, Refraktif indeks, Viskozite ve 1sik sagilmasi,

kromatografik sistem]), spektroskopik, florimetrik yontemlerle incelendi.
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Sekil 4.72 Farkh mol oranlarinda sentezlenen AB (1-15) peptidinin BSA ile
Komplekslerinin saf peptid ile kiyaslamali Floresans Spektrumlari: nPeptid/nBSA=3(M)
(Amax=337nm), 5(M) (Amax=337nm), 7(M) (Amax=335nm), 9 (M) (Amax=333nm), 11
(™) (Amax=334nm), Serbest peptid () (Amax=348nm) ve BSA(M) (Amax=334nm)
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Sekil 4.73 Farkh mol oranlarinda sentezlenen AB (1-15) peptidinin BSA ile
Komplekslerinin kiyaslamali HPLC kromatogramlari
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Sekil 4.74 Farkh npeptia/Nesa oranlarinda sentezlenen AB(1-15) peptidinin BSA ile

komplekslerinin (a) Isik sacilmasi (RALS)dedektoriine, (b) UV detektoriine, (c) Rl
dedektoriine ait SEC kromatogramlari

4.10.5 Amiloid Beta (1-21) Peptid Dizisinin BSA ile Fiziksel Komplekslerinin
Hazirlanmasi
BSA ile Amiloid Beta (1-21) Peptid dizisinin fiziksel kompleks olusumu yonteminde farkli

reaksiyon kosullari ve farkli oranlar kullanilarak ¢ok sayida fiziksel kompleks
sentezlenmistir. BUtlin fiziksel kompleksler, sulu ortamda ve konjugasyon
reaksiyonlarinda bahsedildigi gibi sabit 0.5 mg/mL BSA konsantrasyonunda yapilmistir.
Sentezler yapilirken hem BSA hem de peptid ara stok ¢ozeltileri hazirlanmis, boylelikle

her bir reaksiyonun esit kosullarda olmasi saglanmistir.
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4.10.5.1 Farkh Kosullarda Sentezlenen Fiziksel Kompleksler

e Kosul 1’e Gore Yapilan Konjugatin Sentezi
5 mg BSA, pH=5 olan PBS’'te ¢ozildi ve ¢ozeltinin pH’st 1 M NaOH ile 5’e ayarlandi.
Daha sonra pH 5’teki bu BSA ¢ozeltisinin tGzerine 0.515 mg AB(1-21) peptidi eklendi ve
manyetik karistirici yardimiyla 2 saat boyunca, oda sicakliginda aktivasyona birakildi. 2
saat sonunda elde edilen fiziksel kompleksin yapi ve karekterizasyonu, kromatografik
(GPC: Dért Dedektérlii-UV, Refraktif indeks, Viskozite ve isik sacilmasi, kromatografik

sistem), spektroskopik, florimetrik yontemlerle incelendi.

e Kosul 2’ye Gore Yapilan Konjugatin Sentezi
5 mg BSA, pH=7 olan PBS’te ¢6zildu ve ¢ozeltinin pH’si 7’ye ayarlandi. Daha sonra pH
7’deki bu BSA ¢ozeltisinin Uzerine 0.515 mg AB(1-21) peptidi eklendi ve manyetik
karistirici yardimiyla 2 saat boyunca, oda sicakliginda aktivasyona birakildi ve 2 saat
sonunda elde edilen fiziksel kompleksin yapi ve karekterizasyonu, kromatografik (GPC:
Dort Dedektorlii-UV, Refraktif indeks, Viskozite ve isik sagiimasi, kromatografik sistem),

spektroskopik, florimetrik yontemlerle incelendi.

o Kosul 3’e Gére Yapilan Konjugatin Sentezi
5 mg BSA, pH=5 olan PBS’te ¢ozuldl ve c¢oOzeltinin pH’si 5.7 (peptidin izoelektrik
noktasi)’ye ayarlandi. Daha sonra pH 5.7’deki bu BSA c¢o6zeltisinin Gzerine 0.515 mg
AB(1-21) peptidi eklendi ve manyetik karistirici yardimiyla 2 saat boyunca, oda
sicakhginda aktivasyona birakildi. 2 saat sonunda elde edilen fiziksel kompleksin yapi ve
karekterizasyonu, kromatografik (GPC: Dért Dedektorlii-UV, Refraktif indeks, Viskozite
ve 1stk sacilmasi, kromatografik sistem), spektroskopik, florimetrik yontemlerle

incelendi.
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Sekil 4.75 Farkh reaksiyon kosullarinda sentezlenen AB(1-21) peptidi-BSA
komplekslerinin floresans grafigi. (M) Tek basina peptid (Amax=348nm) ve (M) Tek
basina BSA (Amax=334nm) , (M)Kosull (Amax=333nm), (M)Kosul2 (Amax=335nm),

Kosul3(M)(Amax=335nm)’e gore sentezlenen fiziksel kompleksler

4.10.5.2 Farkh oranlarda sentezlenen fiziksel kompleksler

BSA-AB(1-21) peptidinin farkl npeptia/Nesa= 3, 5, 7, 9, 11 baslangic molar oranlardaki
konjugasyonu, en iyi kompleks olusumu gozlenen Kosull’e goére yapilmistir. Bu
komplekslerin sentezi sirasinda bir BSA ara stok ¢oOzeltisi ve bu reaksiyonlara 6zel
olarak hazirlanan bir peptid stok ¢ozeltisi kullanilarak yapilmistir.

Peptid stok ¢ézeltisinin hazirlanisi:

5 farkll npeptia/Nesa oraninda, Vr=5mL olacak sekilde kompleks sentezi yapilacagindan
oncelikle her bir kompleks icin asagidaki tabloda verilen miktarlar hesaplanmistir.
Bltlin kompleks olusum reaksiyonlari icin gereken toplam peptid miktari 0.972 mg’dir.
1 mg peptid tartilip, 1 mL PBS (pH=5) ¢6zllerek, 1 mg/1 mL olan peptid ara stok
¢Ozeltisi ara hazirlanmistir.

BSA stok ¢ézeltisinin hazirlanisi:

5 farkli npeptia/Nesa oraninda, Vr= 5mL olacak sekilde konjugat sentezi yapilacagindan

oncelikle her bir konjugat icin asagidaki tabloda verilen miktarlar hesaplanmistir. Bitin
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konjugasyon reaksiyonlari igin gereken toplam BSA miktari 15 mg'dir. 20 mg peptid

tartilip, 20 mL saf suda ¢oziilerek, 1 mg/1 mL olan BSA ara stok ¢6zeltisi hazirlanmistir.

Gizelge 4.11 Farkli npeptia/Nesa Oranlarinda Sentezlenen Konjugatlarda Kullanilan
Peptid Miktarlari

Npeptia/Nesa Cgsa BSA ara stok Coep Peptid ara stok
orani (mg/5mL) ¢Ozeltisinden (mg/5mL) | ¢6zeltisinden gekilen
cekilecek miktar (mL) miktar (uL)
1 2.5 2.5 0.027 27
3 2.5 2.5 0.081 81
5 2.5 2.5 0.135 135
7 2.5 2.5 0.189 189
9 2.5 2.5 0.243 243
11 2.5 2.5 0.297 297
1750000
1500000 L
n=3
— n=5
i— =
1 1250000 ::;
8 n=11
¢ 1000000 -
(7))
2
o5 750000
L
% BSA
= 500000~ Ab(1-21) Peptidi
L
250000
0 | ¥ | ¥ | ! : \I
300 350 400 450
DALGA BOYU

Sekil 4.76 Farkli mol oranlarinda sentezlenen AB (1-21) peptidinin BSA ile
Komplekslerinin saf peptid ile kiyaslamali Floresans Spektrumlari: nPeptid/nBSA=1(H)
(Amax=334nm), 3(™) (Amax=333nm), 5(M) (Amax=334nm), 7(M) (Amax=333nm), 9 (H)
(Amax=333nm), 11 (M) (Amax=333nm), Serbest peptid (M) (Amax=347nm) ve BSA(M)

(Amax=334nm)
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UV (Arbitary Units)

nPeptid/nBSA ORANI

ALIKONMA ZAMANI (dk) 55

RI (Arbitary Units)

5

nPeptid/nBSA ORANI

ALIKONMA ZAMANI (dk)
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RALS (Arbitry Units)

nPeptid/nBSA ORANI 15

ALIKONMA ZAMANI (dk)

I(c)

Sekil 4.77 Farkh npeptia/Nesa oranlarinda sentezlenen AB(1-21) peptidinin BSA ile
komplekslerinin (a) UV detektoriine, (b) Rl dedektoriine, (c) Isik saciimasi
(RALS)dedektorine ait SEC kromatogramlari

MVolt

0,0035

0,0030 1 {\

BSA

mONUWE

0,0025 A1

553333

0,0020 1

0,0015

0,0010 7

Ab(1-21)
Peptidi

0,0005 A

14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Alikonma zamani (dk)

Sekil 4.78 Farkli npeptia/Nesa oranlarinda sentezlenen AB(1-21) peptidinin BSA ile
komplekslerine ait HPLC kromatogramlari
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4.10.6 Amiloid Beta (1-15) ve (1-21) Peptid Dizilerinin VPAA ile Fiziksel
Komplekslerinin Hazirlanmasi

VPAA ile Amiloid Beta (1-15) ve (1-21) Peptid dizlerinin fiziksel kompleks olusumu
yonteminde farkh reaksiyon kosullari ve farkh oranlar kullanilarak ¢ok sayida fiziksel
kompleks sentezlenmistir. Bltln fiziksel kompleksler, sulu ortamda ve konjugasyon
reaksiyonlarinda bahsedildigi gibi sabit 0.5 mg/mL VPAA konsantrasyonunda
yapilmistir. Sentezler yapilirken hem VPAA hem de peptid ara stok c¢ozeltileri
hazirlanmis, boylelikle her bir reaksiyonun esit kosullarda olmasi saglanmistir.

Amiloid Beta (1-15) ve (1-21) Peptid dizlerinin VPAA ile asagida anlatilan her iki kosulda

da fiziksel kompleksleri ayri ayri sentezlenmistir.

4.10.6.1 Farkh kosullarda sentezlenen Amiloid Beta (1-15) / VPAA ve Amiloid Beta
(1-21) / VPAA Fiziksel Kompleksleri
Asagida fiziksel komplekslerin sentezlendigi farkli kosullarin mekanizmasi ile ilgili

prosedlrler yer almaktadir.

o Kosul 1’e Gére Yapilan Konjugatin Sentezi
2.5 mL VPAA(1:2) ara stok ¢ozelti, 5 mL pH=5 olan PBS’te ¢ozildl ve ¢ozeltinin pH’si 1
M NaOH ile 5’e ayarlandi. Uzerine Amiloid Beta (1-15) ile yapilan reaksiyon icin 0.252 mg
peptid iceren 252 ulL peptid, Amiloid Beta (1-21) ile yapilan reaksiyon icinse, 0.339 mg
peptid iceren 339 ulL peptid ara stok ¢ozeltisinden eklendi ve peptid/polimer kompleks
olusumu icin 2 saat oda sicakliginda manyetik karistiricida karistirildi. Elde edilen
fiziksel kompleksin yapi ve karekterizasyonu, kromatografik (GPC: Dort Dedektorlia-Uv,
Refraktif indeks, Viskozite ve Isik sacilmasi, Kromatografik sistem), spektroskopik,

florimetrik yontemlerle incelendi.

o Kosul 2’ye Gore Yapilan Konjugatin Sentezi
2.5 mL VPAA(1:2) ara stok ¢ozelti, 5 mL pH=5 olan PBS’te ¢ozildi ve ¢ozeltinin pH’si 1
M NaOH ile 5’e ayarlandi. Daha sonra pH 5’teki bu ¢ézeltiye 7.5 mg EDC ilave edilerek
oda sicakhginda 2 saat kadar karistirildi. 1 saat aktive olan VPAA ¢Ozeltisinin Uzerine
Amiloid Beta (1-15) ile yapilan reaksiyon i¢in 0.252 mg peptid iceren 252 uL peptid,
Amiloid Beta (1-21) ile yapilan reaksiyon icinse, 0.339 mg peptid iceren 339 pl peptid ara
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stok c¢ozeltisinden eklendi ve peptid/polimer kompleks olusumu icin 2 saat oda
sicakliginda manyetik karistiricida karistirildi. Elde edilen fizikel kompleksin yapi ve
karekterizasyonu, kromatografik (GPC: Dért Dedektérlii-UV, Refraktif indeks, Viskozite
ve lIsik sacillmasi, Kromatografik sistem), spektroskopik, florimetrik yontemlerle

incelendi.

UV (Arbitary Units)

REAKSIYON
KOSULLARI

Toss ALIKONMA ZAMANI (dk)
(a)

RALS (Arbitary Units)

REAKSIYON

KOSULLARI

14

125
& ALIKONMA ZAMANI (dk)

(b)

Sekil 4.79 Farkli npeptia/Nveaa oranlarinda sentezlenen AB(1-21) peptidinin VPAA ile
komplekslerinin (a) UV detektoriine, (b) Isik saciimasi (RALS)dedektoriine ait SEC
kromatogramlari
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UV (Arbitary Units)

(a)

RALS (Arbitary Units)

Kosul
Numarasi

16
205 ' Alikonma zamani (dk)

(b)

Sekil 4.80 Farkli npeptia/Nveaa Oranlarinda sentezlenen AB(1-15) peptidinin VPAA ile

komplekslerinin (a) UV detektoriine, (b) Isik sacilmasi (RALS)dedektoriine ait SEC
kromatogramlari
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4.10.6.2 Farkh oranlarda sentezlenen Amiloid Beta (1-15) / VPAA ve Amiloid Beta (1-
21) / VPAA Fiziksel Kompleksleri

VPAA-AB(1-21) ve VPAA-AB(1-15) peptidlerinin farkli npeptia/nveaa= 1, 3, 5, 7, 9, 11
baslangic molar oranlarda sentezlenen fiziksel kompleksleri, en iyi kompleks olusumu
gozlenen Kosull’e gore yapilmistir. Bu komplekslerin sentezi sirasinda bir VPAA ara
stok ¢oOzeltisi ve bu reaksiyonlara 6zel olarak hazirlanan bir peptid stok ¢ozeltisi
kullanilarak yapilmistir.

Peptid stok ¢ézeltisinin hazirlanisi:

5 farkll npeptia/Nveaa Oraninda, Vr=5mL olacak sekilde kompleks sentezi yapilacagindan
oncelikle her bir kompleks icin asagidaki tabloda verilen miktarlar hesaplanmistir.
Bitlin kompleks olusum reaksiyonlari icin gereken Amiloid Beta (1-15) peptid miktari
0.972 mg, Amiloid Beta (1-21) peptid dizisi icin ise, 0.999 mg “dir. 1 mg peptid tartilip, 1
mL PBS (pH=5) ¢ozllerek, 1 mg/1 mL olan peptid ara stok ¢ozeltisi ara hazirlanmistir.
VPAA stok ¢ézeltisinin hazirlanisi:

12 farkli npeptia/Nveaa Oraninda, V= 5mL olacak sekilde konjugat sentezi yapilacagindan
oncelikle Denklem 1’e uygun olarak her bir konjugat icin asagidaki tabloda verilen
miktarlar hesaplanmistir. Biitlin konjugasyon reaksiyonlari igin gereken toplam VPAA
miktari 30 mg’dir. 30 mg peptid tartilip, 30 mL saf suda ¢oziilerek, 1 mg/1 mL olan

VPAA ara stok ¢ozeltisi hazirlanmistir.

Cizelge 4.12 Farkli npeptia/nvean Oranlarinda Sentezlenen Konjugatlarda Kullanilan
Peptid Miktarlari

Npeptia/ Nvpaa Cvraa VPAA ara stok Coep Peptid ara stok
orani (mg/5mL) | ¢6zeltisinden gekilecek | (mg/5mL) | ¢6zeltisinden gekilen
miktar (mL) miktar (puL)
1 2.5 2.5 0.027 27
3 2.5 2.5 0.081 81
5 2.5 2.5 0.135 135
7 2.5 2.5 0.189 189
9 2.5 2.5 0.243 243
11 2.5 2.5 0.297 297

147




400000 -

350000
_ 300000 -
- n=11
g - n=9
a 250000 -
0 —~ o

_ P . Ab(1-15) Peptidi
% 200000 , \ .
< n=3
150000 \
EI:J \ n=1
© 1000001 <N\
LL I / N
5 0 0 0 0 _ /':’:u,’// Rec \ Ny,
I ¥ I ¥ 1 L 1 L I % I T 1
300 325 350 375 400 425 450
DALGA BOYU

Sekil 4.81 Farkh mol oranlarinda sentezlenen AB (1-15) peptidinin VPAA ile
Komplekslerinin saf peptid ile kiyaslamali Floresans Spektrumlari: nPeptid/nVPAA=3(M)
(Amax=338nm), 5(M) (Amax=338nm), 7(M) (Amax=339nm), 9 (M) (Amax=338nm), 11
(™) (Amax=337nm) ve Serbest peptid () (Amax=348nm)
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Sekil 4.82 Farkh mol oranlarinda sentezlenen AB (1-21) peptidinin VPAA ile
Komplekslerinin saf peptid ile kiyaslamali Floresans Spektrumlari: nPeptid/nVPAA=1(H)
(Amax=336nm), 3(M) (Amax=334nm), 5(W) (Amax=334nm), 7 (®) (Amax=335nm), 9(M)
(Amax=335nm), 11(M) (Amax=333nm) ve Serbest peptid (=) (Amax=347nm)
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5
nPeptid/nVPAA ORANI

24, 1 (a)

ALIKONMA ZAMANI (dk) 18.5

UV (Arbitary Units)

7

nPeptid/nVPAA

- (b)

Sekil 4.83 Farkli npeptia/Nvea oranlarinda sentezlenen AB(1-21) peptidinin VPAA ile
komplekslerinin (a) Isik sacilmasi (RALS)dedektoriine (b) UV detektoriine ait SEC
kromatogramlari
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Sekil 4.84 Farkh mol oranlarinda sentezlenen Amiloid B (1-21) peptidinin VPAA
kopolimeri ile komplekslerinin saf peptid ile kiyaslamal HPLC grafigi

4.11 Floresans Enerji Transferi Deneyleri ve Hesaplamalari

4.11.1 Floresans Enerji Transferi (FRET) Deneyi

Bu tez calismasinda, Amiloid B(1-21) peptid dizisi biyokonjugasyon mekanizmasinin
sayisal degerler ile aydinlatiimasi icin model olarak secilmistir. Floresans Rezonans
Enerji Transferi (FRET) deneylerinde, bu peptid dizisinin PAA ile sentezlenen
biyokonjugati kullaniimistir. Bu peptid dizisinin en dnemli 6zelligi N-terminal ucunda
Triptofan amino asidinin ve 17. amino asit rezidisiu olarak Lizin amino asidinin

bulunmasidir.

Asp - Ala - Glu - Phe - Arg - His - Asp - Ser - Gly - Tyr - Glu - Val - His - His - GIn Leu -

Val - Phe - Phe — Ala

Sekil 4.85 Amiloid B(1-21) peptid dizisinin enerji transeferi bolgesine ait sematik
gosterim
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Floresans Rezonans Enerji Transferi Yontemi igin, 5-(dimetilamino)naftelen-1-siilfonil

kloriir yani Dansil Kloriir (DNC) kullaniimistir.

Hac--..” _CHj;

0=|=
Cl

Sekil 4.86 Dansil Klortir (DNC)’tGin molekl formiliiniin sematik gosterimi

DNC’nin Amiloid B(1-21) peptidi/PAA biyokonjugatina baglanma mekanizmasi asagida

gosterilemistir.

HEC\N //CH3 _
Hac\N/CHS
— = e
O—5—0 .
L {C‘l\-_—/ ';;I.

Sekil 4.87 DNC’nin Amiloid B(1-21)-PAA biyokonjugatindaki 17. aminoasit olan Lizin’den

baglanma mekanizmasinin sematik gosterimi

Biyokonjugat olusumu cesitli spektroskopik ve kromatografik yontemler ile ispatlanan,

Amiloid B(1-21) peptid dizisinin poliakrilik asit ile sentezlenen biyokonjugati liyafilizator
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ile kurutulmustur. Kurutma islemi tamamlandiktan sonra bu konjugat pH=9,2 Borat
tamponunda ¢o6ziilmustlr. Deneyde kullanilacak boya olan DNC konsantrasyonu 1
mg/ml olacak sekilde asetonitrilde (ACN) ¢ozulmustir. Floresans spektrometre ile
yapilan &l¢imler sayesinde, DNC boya molekiliinin FRET deneyleri igin kullanilacak
optimum konsantrasyonunun 2pul oldugu belirlenmistir. Ayrica yapilan gesitli deneyler
sonucunda boya molekiliiniin Lizin amino asitine baglanmasi icin gerekli inkiibasyon
suresinin de 1 dakika oldugu bulunmustur. Optimizasyon ile ilgili deneyler sonucunda
elde edilen bilgiler dogrultusunda yapilan deneylerden asagidaki spektrumlar elde

edilmistir.

300000

250000 H

200000 H

150000

100000

FLORESANS SIDDETI

50000

T T T T 1
350 375 400 425 450

DALGA BOYU (nm)

| |
300 325

Sekil 4.88 Amiloid B (1-21) peptid dizisine ait absorpsiyon spektrumu
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Sekil 4.89 DNC’e ait absorpsiyon spektrumu
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Sekil 4.90 DNC’e ait emisyon spektrumu
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Sekil 4.91 (M) Dondriin emisyon spektrumu ile (M) akseptorin absorpsiyon
spektrumlarinin overlap grafigi
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Sekil 4.92 Amiloid B (1-21) peptid dizisinin DNC ile titrasyon spektrumu
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Sekil 4.93 Amiloid B (1-21) peptid dizisinin PAA ile biyokonjugatinin DNC ile titrasyon
spektrumu

4.11.2 Saf Peptid ve Biyokonjugatlarin Kuantum Verimlerinin Hesaplanmasi
_ Ix\ Ar
Q=0Qr ()G 6.1
R X

bu denklemde |, peptidin veya konjugatin floresans pikinin integralini; lg, triptofan
amino asitine ait floresans pikinin integralini; A,, peptidin veya biyokonjugatin
absorbans pikinin integralini; AR, triptofan amino asitine ait absorbans pikinin

integralini ifade etmektedir. QR, referansimiz yani bu deneyde triptofan amino asitinin

kuantum verimidir. Literatlirden de kontrol edildigi tizere 0,14 olarak alinmistir [147].

4.11.3 Peptidin Kuantum Veriminin Hesaplanmasi

)

I i A
peptid TRP
Qpeptid = QTRP( l )(

ITRP Apeptid

denkleminde veriler yerine konuldugunda,
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Q = 0,14 x (2,661. 107/ 9,396. 10")(1,459. 107/ 1,042 . 10")

peptid —

Q.. .= 0,14 x 0,283 x 1,4002

peptid —

Qpeptid =0’054

22 tane amino asit rezidisiline sahip, -N terminal ucunda Triptofan amino asidi olan

Amiloid B (1-21) peptid dizisinin kuantum verimi 0,054 olarak bulunmustur.

4.11.4 Biyokonjugatin Kuantum Veriminin Hesaplanmasi

)

_ Ibiyokonjugat ATRP
Qbiyokonjugat - QTRP I (
TRP

Abiyokonjugat
Qbiyokonjugat =0,14 x (7,7069 . 10° / 9,396 . 107) = 0,042
-N terminal ucunda Triptofan amino asiti olan Amiloid B (1-21) peptid dizisinin
poliakrilik asit ile EDC varliginda kovalent konjugasyonu sonucu elde ettigimiz peptid-

polimer biyokonjugatinin kuantum verimi ise 0,042 olarak bulunmustur.

4.11.5 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 yaricapi, Ro her D-A gifti icin 6zglir bir parametredir. D-A
mesafesi Rg oldugunda, enerji transferi %50 verimle gerceklesir. Eger Ry biliniyorsa; D-A
ciftleri, etiketlenmis D ve A arasindaki mesafeyi bulmak icin molekiiler bir cetvel olarak
kullanilabilir.

FRET verimliligini belirlemek icin iki temel metod vardir. Birincisi akseptor varliginda
donoriin floresans siddetindeki azalmayi 6lgmek, ikincisi ise donériin floresans émrini
Olcmektir. Eger FRET deneyinden kantitatif bilgiler isteniyorsa, Ro degerinin bilinmesi

gerekmektedir. Ry degeri asagidaki sekilde hesaplanabilir:
RO = 0,2108 (K2¢D n_4]DA

Ro: Forster kritik yaricapi.
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K% Oryantasyon faktoru.

&p : Akseptoriin yoklugunda, dondriin kuantum verimi.

n : Ortamin kirilma indeksi.

Jpa: Akseptoriin absorbsiyon spektrumu ile donériin emisyon spektrumunun arasindaki
Ust Uste cakisan kisminin integraldir. Jpa'nin overlap integrali, akseptoriin absorbsiyon

spektrumu ile donériin floresans emisyon spektrumu biliniyorsa hesaplanabilir.

(0]

Joa=C j Ip (D)E, (A)2*
0

Jpa: Donoriin emisyon spektrumu.
Ea: AkseptOriin absorbsiyon spektrumu.

C: Denklem 4.10 ile tanimlanan normalizasyon faktoriddr.

€ (Amax)
EA(Amax) fooo Ip(A)da

4.10

€ (Amax): Akseptoriin maksimum absorbsiyonunun, molar sogurganlik katsayisi.

K degeri, donor ve akseptoriin gecis momentindeki bagil oryantasyonuna baghdir.Eger
gecis momenti sabit oryantasyonlarsa; Kz, 0’dan (dik gecis momenti) 4’e (kolineer gecis
momenti) degisir. Paralel gegis momentleri igini K’= 1'dir. A molekdlleri rijit bir
ortamda donoér etrafinda rastgele dagildigi zaman, K’= 0.467dir. Eger akseptor donor
etrafinda rotasyonel hareket yapiyorsa K = 2/3 olur. Enerji transfer verimi E; yalniz

D’nin varhginda ya da A’'nin varliginda D’nin émdr dlciimleri ve

— 1 _ pA 4.11

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

siddetidir.

T
E=1- 24 4.12
Tp
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To ve Tpa : Sirasiyla donorin, akseptor yoklugundaki floresans omrii ve akseptor

varligindaki floresans omriinin yoklugundaki floresan omri ve A’nin varligindaki
floresan omri.

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

I‘DA = (% - 1)1/6 RO 4.13

Pow) Ty, (E, WA'L))
Ey () [Tp ) °
0

R, =02108.| k*¢,n~*

4.14

Bu calismada peptid ve peptid/polimer biyokonjugatina DNC eklendiginde, akseptor
molekili olan DNC'nin rijit ortamda don6r molekili olan Triptofan etrafinda rastgele
dagilmistir. Bu durumda oryantasyon faktori 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 sonuglara gore; peptidimiz igcin Rq
degerinin 76,377 A oldugu ve donér ve akseptdér molekiilleri arasindaki mesafenin ise
roa’nin 58,752 A oldugu bulunmustur. Peptid-Poliakrilik asit biyokonjugati icin R
degerinin 82,308 A oldugu ve dondr ve akseptor molekiilleri arasindaki mesafenin ise
roa=63,296 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 4,544 A daha uzadigi ispatlanmistir.

4.12 Modelleme Sonuglari
Bu deneyde, HyperChem 7 programi kullanilarak, molekillerin 3 boyutlu (3D) sekli
olusturulmus, optimizasyon 6ncesi ve sonrasinda molekdllerin geometrisi ve DNC ve

akrilik asit monomeri gibi molekiller arasindaki bag uzunluklari belirlenmistir.

159



o g

ASP

3

Sekil 4.94 AB (1-21) peptid dizisinin molekiler yapisi
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Sekil 4.95 AB (1-21) peptid dizisinin B-sheet yapisinda optimizasyon éncesindeki

geometrisinin modellemesi.
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Sekil 4.96 AB (1-21) peptid dizisinin DNC boya molekili eklenmesi ve optimizasyon

oncesindeki geometrisinin modellemesi
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Sekil 4.97 AB (1-21) peptid dizisinin DNC boya molekili eklenmesi ve optimizasyon

sonrasindaki geometrisinin modellemesi
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Akrilik Asit

Sekil 4.98 AB (1-21) peptid dizisinin akrilik asit monomeri ile konjugatinin DNC boya

molekili eklendikten ve optimizasyonundan 6nceki geometrisinin modellemesi
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Akrilik Asit

Sekil 4.99 AB (1-21) peptid dizisinin akrilik asit monomeri ile konjugatinin DNC boya

molekli eklendikten ve optimizasyonundan sonraki geometrisinin modellemesi
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4.13 Hiicre Deneyleri

4.13.1 MTT Deneyi

3-(4,5-dimetil triazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium (MTT) testi, kiltlrlerine uygulanan
farkli deneysel prosedirlerin veya kimyasallarin sitotoksik etkilerinin in vitro etkilerini
gozlemleyebilmek veya karsilastirma yapabilmek amaciyla yaygin olarak kullanilan
kantitatif kolorimetrik bir yontemdir [189]. Temel olarak bu yontem ile, hicre
canliiginin ve proliferasyonunun uygulanan kimyasal ajan konsatrasyonuna bagh
degisimi o6lgultr. Sari renkli bir tetrazolyum tuzu olan MTT, canli hicrelerin
mitokondriyel enzimleri ile indirgenir ve reaksiyon sonucunda suda ¢oéziinmeyen mor

renkli kristaller olusur [190].

CHy
CH Hy
5/%/CH 3
)‘“‘*‘N : Mitokondriyel >::N
Nawe Rediiktaz enzimi N=N,
{ H\N#,L > \N_Nf“

Formazan (Mor)

o o o o
w B W o
T T

o
(]

Formazan
(Mor)

Optik yogunluk

=
T

D 1 i i i
260 340 420 500 580 660
Dalga boyu (nm)

Sekil 4.100 MTT’nin Formazan’a dontstiimi [191]
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Bu kristallerin organik ¢ozliciiler (SDS, DMSO, izopropanol gibi) eklenerek ¢oziinmesiyle
olusan renk degisikligi, 570 nm dalga boyundaki optikal yogunlugun olgilmesiyle tayin
edilir. MTT testinde sitotoksisite arttikca formazan olusumu azalmakta, renk agiimakta
yani olclilen optik yogunluk da azalmaktadir. Hiicre proliferasyonunun konsantrasyona

baglh egrisinden hiicrelerin %50’sinin canli oldugu konsantrasyon (ICso) hesaplanir.

4.13.2 MCF 7 Hiicrelerinin Kiiltiiriiniin Yapilmasi

invert mikroskopla incelenerek yiizey kaplamasinin tamamen gerceklestigi tespit
edildikten sonra kiiltlir pasaji yapildi. Tek tabakali hicre kiltirinidn Gst kismindaki
besiyeri dokiildl, 1xPBS ile yikandi ve 1 ml tripsin eklenerek 370C’lik %5 CO, etlivde
bekletildi. Yaklasik 5-10 dakika sonra hicrelerin kalkmasi takip edildi ve flask
icersindeki hiicreler 5 ml besiyeri ile santriflij tliptine aktarilarak 1000 rpm’de 5 dk
santrifij edildi. Sipernatant atilarak dipteki pellet sispanse edildi ve sayimi yapildi.
1x105 hiicre 7,5 ml DMEM-F12 (%10 FCS) icersinde yeni flaska ekilip, 37°C %5 CO,

etUvine kaldirldi.

4.13.3 Amiloid B Peptidi (1-21) Dizisinin PAA ile Biyokonjugatlarinin Toksik Etkisinin
MTT Yontemi ile incelenmesi

Sentezlenen  Amiloid B (1-21) peptidi/PAA  biyokonjugatlarindan  farkh
konsantrasyonlarda peptid igeren, Npeptia/Npaa=3 V€ Npeptia/Npan=11 oranlari segilmis ve
bu biyokonjugatlarin MCF 7 meme kanseri hicrelerindeki toksisitesi MTT yontemi
kullanilarak incelenmistir. Canlihg dlgllecek hiicreler her bir kuyucuga 10.000 hiicre
olacak sekilde, diliztabanh 96 kuyucuklu kiltir kaplarina ekildi. Yiizey kaplamasi
tamamlandiktan veya yeterli yogunluga ulastiktan, 24 saat inklbe edildikten sonra,
ortama Amiloid B peptidi (1-21) dizisinin PAA ile yapilan 2 farkli npeptid/nPAA
oranindaki biyokonjugatlari  0,05:0,5:1:2:3,5:5 mg/ml oranlarinda ilave edildi.
Biyokonjugatlar ile 48 saat inkibasyonun ardindan 10 mg/ml konsantrasyonda
hazirlanan MTT solisyonundan her bir kuyucuga 10 pl eklendi ve 37°C’de 4 saat inkiibe
edildi. Formazan kristalleri olusumu invert mikroskopla tek tek incelendi ve fotograflari
cekildi. MTT durdurucu solisyondan 100 pul eklendi 30 dakika oda sicakliginda beklenip
formazan kristallerinin ¢ozlinlip ¢oziinmedigi kontrol edildi. Ayni islemler polimer

besiyeri etkilesimini kontrol etmek amaciyla, hiicre bulunmayan sadece besiyeri ilave
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edilmis 96 kuyucuklu plaklarda da yapildi. Son olarak optik yogunlugu 6lcmek lizere 96
kuyucuklu plagin kapag acilarak 570 nm’de dalga boyuna ayarlanmis ELISA cihazina
yerlestirildi ve cihazin optik 6lcim sonuglari bilgisayar ortamindan alindi. Deney
icerisinde her bir konsantrasyon araligi birbirinden bagimsiz l¢ farkh kuyuda
tekrarlanmistir. Bilesiklerle muamele edilmeyen kontrol hiicre canlihgl % 100 olarak
kabul edilerek, deney hiicrelerinin canlilik oranlari % olarak asagida belirtilen formiil

yardimi ile hesaplanmistir.

(bilesikle muamele
edilen hiicre absorbansi) — (bos kuyucugun absorbansi)

% canl hiicre = %100
(kontrol hiicre absorbansi) — (bos kuyucugun absorbansi)

4.13.4 Morfolojik inceleme
Amiloid B (1-21) peptidi/PAA biyokonjugatlarindan npeptia/Npaa=3 Ve Npeptia/Npan=11

oranlarindaki konjugatlarinin MCF7 hucrelerine ilave edilmesinden 24 saat sonra
hicrelerin durumu mikroskobik olarak incelendi. Kontrol grubu olan kuyulardaki

hicrelerin morfolojik olarak saglkh oldugu gozlendi.
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—(b)

Sekil 4.101 Kontrol grubundaki MCF 7 hiicrelerinde (a) 24 saatlik inkubasyonu sonucu
olusturdugu morfolojik degisimlerin mikroskobik incelenmesi (b) Kontrol grubundaki
MCF7 hiicrelerinde formazan kristallerinin olusumu

Asagidaki mikroskobik goruntuer ile, PAA-Peptid npeptia/Npaa=3 biyokonjugatin degisik
konsantrasyonlarinin (0.05 mg/mL, 0.5 mg/mL, 1 mg/mL, 2.5 mg/mL, 3.5 mg/mL, 5

mg/mL) MCF 7 hiicreleri tGzerinde etkisi incelendi.
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(f)
Sekil 4.102 Amiloid B (1-21) peptidi/PAA biyokonjugatlarindan npeptia/npaa=3’tin farkli

konsantrasyonlarinin MCF7 hticreleri Gzerindeki sitopatik etkisi (20x); (a) 0,05 mg/mL,
(b) 0.5 mg/mL, (c) 1 mg/mL, (d) 2.5 mg/mL, (e) 3.5 mg/mL, (f) 5 mg/mL

MTT soliisyonu Sekil 4.52’de morfolojileri incelenen bu kuyucuklara eklendikten 24
sonra hicrelerin, MTT ile etkilesmesi sonucu meydana getirdigi degisiklikler ve

formazan kristal olusumu ters mikroskopla incelenerek degerlendirildi.
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(f)
Sekil 4.103 Amiloid B (1-21) peptidi/PAA biyokonjugatlarindan npeptia/Npas=3
konsantrasyonuna maruz kalmis MCF 7 hiicrelerinde formazan kristallerinin olusumu
(a) 0,05 mg/mL, (b) 0.5 mg/mL, (c) 1 mg/mL, (d) 2.5 mg/mL, (e) 3.5 mg/mL, (f) 5 mg/mL

Mikroplaktaki kuyucuklarinda formazan kristallerinin olusturdugu renk degisimi
mikroplaka okuyucuda 570 nm dalga boyunda 6l¢lldi. Kontrol ve konjugatlarin farkli
konsantrasyonu igin ayri ayri uygulanan kuyucuklarin 570 nm’deki absorbans
degerlerinin ortalamalari (herbir konsantrasyon icin 5 kuyu) alinarak % canlilhk

hesaplandi.
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Sekil 4.104 MCF 7 hicrelerinin npeptid/nPAA=3’lin farkl konsantrasyonunlarindaki
absorbans degerlerine bagli grafigi
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Sekil 4.105 MCF 7 hiicrelerinin ngeptia/Npaa=3 konsantrasyonuna bagl % canlilik grafigi
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Asagidaki mikroskobik gortintiler ile, PAA-Peptid npeptia/Npaa=11 biyokonjugatin degisik
konsantrasyonlarinin (0.05 mg/mL, 0.5 mg/mL, 1 mg/mL, 2.5 mg/mL, 3.5 mg/mL, 5

mg/mL) MCF 7 hiicreleri Gzerinde etkisi incelendi.

(b)
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(f)

Sekil 4.106 Amiloid B (1-21) peptidi/PAA biyokonjugatlarindan npeptia/npaa=11"in farkli

konsantrasyonlarinin MCF7 hicreleri Gzerindeki sitopatik etkisi (20x); (a) 0,05 mg/mL,
(b) 0.5 mg/mL, (c) 1 mg/mL, (d) 2.5 mg/mL, (e) 3.5 mg/mL, (f) 5 mg/mL
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(d)
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(f)

Sekil 4.107 Amiloid B (1-21) peptidi/PAA biyokonjugatlarindan nyeptia/npaa=11
konsantrasyonuna maruz kalmis MCF 7 hiicrelerinde formazan kristallerinin olusumu
(a) 0,05 mg/mL, (b) 0.5 mg/mL, (c) 1 mg/mL, (d) 2.5 mg/mL, (e) 3.5 mg/mL, (f) 5 mg/mL

100 +
S0
80 -
1 70 -
3 60 ]
® g -
40 -
30 -
20 -
10 -
0 T T T T T
0 0,05 0,5 2 35 5
Konjugat konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 4.108 MCF 7 hicrelerinin npeptid/nPAA=11 konsantrasyonuna bagh % canlilik
grafigi
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Sekil 4.109 MCF 7 hiicrelerinin npeptid/nPAA=11"in farkli konsantrasyonunlarindaki

absorbans degerlerine bagh grafigi
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Sekil 4.110 Poliakrilik asitin 0.1-5-10-15 mg/ml konsantrasyonlarinda toksisitesi [192]
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Yapilan olglimlerde npeptia/Npaa=3"Un Ve Npeptia/Npaa=11"in farkl konsantrasyonlarinda

MCF-7 hiicrelerinin canhhk oranlari Cizelge 4.13’de verilmistir.

Gizelge 4.13 Farkli npeptia/Npaa konsantrasyonlarinda MCF-7 hiicrelerinin canlilik oranlari

DOZ (mg/mL) % CANLILIK
Npeptid/paa=3 Npeptid/Npaa=11
0.05 92.9 90.4
0.5 80.4 73.6
2 73.5 72.1
3.5 71.5 64.5
5 64.9 59.1

4.13.5 Sentezlenen Biyokonjugat ve Fiziksel Komplekslerin insan Kordon
Toplardamar Endotel Hiicreleri (HUVEC)'ndeki Etkilerinin xCELLienge System ile
incelenmesi

Literatlre gore, yapilan ilag etkinlik testleri ya da ila¢ gelistirme calismalarinin %70’
hiicre temelli testler oldugu bildirilmektedir[174]. Bu hiicre temelli yogun calismalar
gelismis ve protokolleri oturtulmus kiltir sartlarina ihtiyac duymaktadir. Farmasotik
calismalarda vyenilik¢i yaklasimlarin  kullanimi dinyada vyayginlasmaktadir [175].
Aslinda, bu yaklasimlar ilk asamada prediktif bilgiyi saglamakla beraber, etkinlik ve
glvenlik anlaminda yipranma oranini disirmekte ve aday bilesiklerle ilgili testlerin
maliyetlerini blylik oranda diistrebilecegi belirtilmektedir [175]. Label-free teknojilerin
biyoloji ve ila¢ Ar-ge calismalarinda uygulanmasi giin gectikce 6nem kazanmaktadir.
Akustik rezonans, elektriksel impedans, mikrokantileverler, nanotiipler ve diferansiyel
kalorimetriler temelli platformlarin da ortaya cikmasiyla beraber ticari olarak temin
edilebilen yiksek hassasiyetli anlik takip ¢calismalari yapilabilmektedir [176]. Buna ek
olarak, label-free teknolojilerin yenilikci ve amaca uygun modellerin kullanimi insan
orneklerinin glivenligi ve duyarlihgini arttirmada o6nemli bir rol oynayabilecegi
dusltinilmektedir [177]. Sonuc¢ olarak, ila¢ ar-ge calismalarinda yiliksek verimli
gorintileme testlerinin uygulanmasi biyolojik mekanizmalarin daha dogru bir sekilde

aydinlatilmasi adina oldukg¢a biyilk bir éneme sahiptir [178]. Non invaziv 6l¢im
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yapilabilmesi, homojen test formati, normal hiicre fonksiyonlariyla daha az etkilesim,
kinetik Olcim vyapilabilmesi ve test zamaninin daha disik olmasi Label-free
teknolojinin avantajlarinin arasinda yer almaktadir [179]. Gergek zamanh hiicre
analizorii (Real-time cell analyzer, RTCA) metodolojisi bu yeni label-free teknolojiler
arasinda olmakla beraber empedans olcimi temelli ¢alisabilmektedir. RTCA hiicre
proliferasyonu, migrasyonu, sitotoksisitesi ve reseptor aracili sinyallerin incelenmesi
gibi farkh hlcresel prosesleri hakkinda bilgi verirken, hiicre morfolojisi ve
adezyonundaki olduk¢a spesifik ve iyi tanimlanmis degisiklikleri inceleme firsati
vermektedir [177]. Birden fazla cinsteki elemanin (direng, bobin, kondansator) seri,
paralel veya seri- paralel baglanmasi ile olusturulan alternatif akim devresinin yerine

gecebilecek ayni ozellikleri verebilen tek bir esdeger dirence " empedans " denir.
Empedansin hiicresel okumalarda kullanimi 1993 yilinda Giaever ve Keese tarafindan
aciklanmistir [180]. Kisacasi, empedans temelli bir platform olan xCELLigence (Roche
Diagnostics, Basel, Switzerland) cihazinda litografik teknikler kullanilarak, kuyucuklarin
tabanlarina sabitlenmis altin elektrodlar ve bunlarin Uzerinde yapisan hicrelerin
empedansi 6lglilmektedir. Ortamda elektrolitlerinin varliginda 1 pA kadar kiglk bir
alternatif akimin uygulanmasi elektrotlar ile var olan hiicreler arasinda bir elektriksel
alanin olusmasini saglamaktadir. Empedansi etkileyen faktorler arasinda, kuyucuklara
ekilmis hicre sayisi, hicrelerin etkilesimi, hicrelerin elektrotlar ile etkilesim kalitesi ve
toplam hiicre morfolojisi olarak belirtiimektedir [180]. Empedans temelli label-free
teknolojinin bir ¢ok avantaja sahip olmasina ragmen pek cok teknoloji gibi bazi
kisitlamalari da mevcuttur. Ornek olarak, yapismayan hiicreler altin elektrotlar ile
baglanti kurmadiklari icin empedansin 6lcimi mimkin olmamaktadir. Buna ek olarak,
RTCA profillerinin analizlerini zorlastirabilecek bazi faktorler de olabilmektedir [177].
Sonuc olarak, klasik toksisite test degerleri ile hiicresel empedans 6l¢glimleri arasinda iyi
bir korelasyon kurabilmek icin daha fazla veriye ihtiya¢ duyuldugu belirtilmistir.
xCELLigence platformu lzerinde babun serumlarinin domuz hiicreleri lizerindeki
immunotoksik etkilerinin zenotransplantasyon kapsaminda test edildigi [181], insan
gingval fibroblastlarinin [182] ve fare embriyonik kdk hiicreler [183] lzerinde dental
kompazit bileseni olan okadiak asidin sitotoksisitesinin 6lcimi gibi glincel calismalar
bulunmaktadir. Kirstein ve arkadaslarinin yaptiklari c¢alismayada, hiicre temelli

calismalarda yasayan hicrelerin kalitesi, gercek zamanli hiicre elektronik 6lcim
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sisteminin kullanilmasi incelenmistir. Arastirmacilar RTCA’nin tek-nokta testlerinde
yuksek kalitede verilerin elde edilebildigini belirtmislerdir [174]. Daha gilncel bir
calisma olarak, arastirmacilar hiicre yogunlugunu iki akciger epitel hiicre hatti (izerinde
24 ve 48 saatler arasinda incelemislerdir [184]. Buna benzer sekilde, hiicre
yogunlugunun hiicre indeksi lizerindeki etkileri insan gingval fibroblastlarinda [182], iki
tip trofoblast hiicresinde [181], keratinosit ve fibroblast hiicrelerinde [185]
incelenmistir. Sonug olarak, RTCA ile ilgili yayinlarin blyik ¢ogunlugu bilesenlerin
farmakolojide ya da toksisite calismalarinda empedans Ol¢limi lizerinde yogunlastigi
gorilmektedir. Bu yontem hicre-esasli mikroelektronik bir biyosensér sistemdir. Bu
sistem, es zamanli, isaretlemeye gerek duyulmaksizin hiicre analizi ve ilag gelistirmek,
toksikoloji, kanser c¢alismalari, medikal mikrobiyoloji ve viroloji gibi ¢ok sayida
uygulamanin bir arada yapilabilmesine olanak saglar.

Gercek zamanl olarak hiicre empedansini 6lgmekte kullanilan E-Plate 96 (Roche), 96
kuyucuk icerir ve bu sistemin temelini olusturur [182]. E-Plate 96, tek kullanimlik olup,
her bir kuyucugun en alt kisminda Altin (Au)’dan yapilmis mikroelektrod sensor
bulunur ve bu elektrod ile yapilan gergcek zamanl elektriksel empedans degerleri ile,
hiicre sayisindaki degisim, hicre bilylimesi ve o6limi vya da hicrelerin

morfolojilerindeki farklilasmalar gibi degisimler olcllebilir [186].

Sekil 4.111 xCELLienge Sistemine ait 96 kuyucuklu e Plate 96 [186]
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Hiicre kaplama ve hiicre yogunlugunun en iyi kombinasyonu iki 6nemli kritere goére
secilmelidir. ilki, herhangi bir deneye baslamadan &nce, cihaz Ureticisinin (Roche
Diagnostics) onerdigi gibi, hiicre indeksi en az 0.5, ideal olarak ise 1 ya da daha yliksek
olmalidir. ikinci olarak da kullanilacak hiicre sayisi hiicre indeksi/hiicre sayisi lineer
araliginda olmalidir [187]. Alinan o6lglimler sirasinda kullanilan voltaj yaklasik 20 mV
degerindedir. Her bir kuyucugun sahip oldugu elektroddan alinan empedans 6l¢lim
degerleri, o kuyucugun elektrod geometrisine, kuyucuktaki iyon konsantrasyonuna ve

kuyucukta elektroda yapismis hiicre olup olmadigina gore degisiklik gosterir [182].

—
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Sekil 4.112 Hicre yoklugunda ve varliginda elektrodun elektrik empedansindaki

degisim

Ortamda elektroda yapismis herhangi bir hiicre olmadiginda, elektrodun empedansi,
elektrod c¢ozeltisinin ve kuyucuktaki bos ¢ozeltinin etrafindaki iyonik c¢evrenin
empedansina gore belirlenir. Ancak elektroda yapismis hiicreler oldugunda, elektrodun
sensor ylizeyine yapisan hicreler, bir yalitkan gibi davranacagindan ve elektrod

¢Ozeltisinin ylzeyindeki lokal iyonik cevreyi degistireceginden, empedansta bir artisa
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sebep olur. Bu nedenle de, elektrod lizerindene kadar hiicre cogalirsa, elektroddan

alinacak olan empedans degeri de o kadar artacaktir [186].
Deneyin Yapilisi:

insan kordon toplardamar endotel hiicreleri (HUVEC), gdbek kordonundan alinan
toplardamarlardaki endotel hiicrelerdir. Bu hiicreler endotel hiicrelerin patolojisi ve
fonksiyonlarini arastirmada laboratuvar model sistemi olarak kullanilmaktadirlar [188].
Gahsmada kullanilan, HUVEC hucreleri standart kaltur kosullarinda, %10 FBS ve %1
antibiyotik iceren kultur siselerine ekilerek 37 2C’'de %5 CO2’li inkiibatorde gogaltildi ve
2-3 glinde bir kontrol edilen hiicrelerin, belirli araliklarla yeni pasajlari yapildi.

1. Flasktaki HUVEC hiicreleri son hiicre yogunlugu 1 x 10* hiicre/100ul olacak sekilde
restispende edildi.

2. E-platte kuyularin backround degeri 100uL medium konularak alindi. 100uL hacimde
HUVEC hiicre stispansiyonu eklendi.

3. Eklenir eklenmez E-Plate xCELLigence cihazina yerlestirilip yiklendi.

4. xCELLigence software programi agilarak plate 10 dakika okutuldu.

10. Kuyulardaki endotelyal hiicreler lzerine sentezlenen maddelerin eklenmesinin
ardindan 74 saat boyunca gercek zamanl hiicre sayim cihazinda hiicre indeks degisimi

izlendi.

Hiicre indeksi
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Sekil 4.113 Kontrol grubuna ait kuyucuklarin hiicre indeksinin analizi
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AB(1-21) peptid dizisinin XCELLienge cihazinda 73 saat boyunca es zamanli olarak
alinan olglimlerinin sonuglari HUVEC hiicrelerine verilen konjugat ve komplekslere ait

grafikler kiyaslamali olarak asagida gosterilmistir.

D

Hiicre indeksi
w

N

0 T T T T T T T 1
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30 4?
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@ Peptid-BSA Biyokonjugatt B bsa A Peptid- BSAKompleksi e=@=»PEPTID

Sekil 4.114 AB (1-21) peptid dizisinin BSA ile sentezlenen biyokonjugat ve fiziksel
komplekslerinin tek basina BSA ve peptid sonugclari ile kiyaslamali analizi

Hiicre indeksi
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Sekil 4.115 AB (1-21) peptid dizisinin PAA ile sentezlenen biyokonjugat ve fiziksel
komplekslerinin tek basina PAA ve peptid sonuglari ile kiyaslamali analizi
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Hiicre indeksi
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Zaman (Saat)

@sliies PEPTID-VPAA KONJUGAT| @m@uwPEPTID «==VPAA (1:2) e=@u=sPEPTID-VPAA KOMPLEKSI

Sekil 4.116 AB (1-21) peptid dizisinin VPAA ile sentezlenen biyokonjugat ve fiziksel
komplekslerinin tek basina VPAA ve peptid sonuglari ile kiyaslamali analizi

Hiicre indeksi

O T T T T T T T 1

0 10 20 30 40 50 60 70 80
ZAMAN (saat)

e=g==Peptid-BSA Biyokonjugatl eslssbsa esgmsPeptid- BSAKompleksi ==@==PEPTID

Sekil 4.117 AB (1-15) peptid dizisinin BSA ile sentezlenen biyokonjugat ve fiziksel
komplekslerinin tek basina BSA ve peptid sonugclariile kiyaslamali analizi
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Hiicre indeksi

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Zaman (Saat)

epmmPeptid-PAA Kompleksi  e=tsmPeptid-PAA Konjugati ee=sPEPTID e=tmmPAA

Sekil 4.118 AB (1-15) peptid dizisinin PAA ile sentezlenen biyokonjugat ve fiziksel
komplekslerinin tek basina PAA ve peptid sonuglari ile kiyaslamali analizi

Ny

B

N

Hiicre iadeksi

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Zaman (Saat)

=¢= Peptid- BSAKompleksi =¢=Peptid

== Peptid-BSA Biyokonjugatl e BSA

Sekil 4.119 AB (1-15) peptid dizisinin BSA ile sentezlenen biyokonjugatlarinin tek basina
BSA ve peptid sonuglari ile kiyaslamali analizi
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Hiicre indeksi

0 : : : : : : : '
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Zaman (saat)
=¢=Peptid-VPAA Kompleksi =@=AC PEPTID
«l=\/PAA (1:2) =#=Peptid-VPAA Konjugati

Sekil 4.120 AB (1-15) peptid dizisinin VPAA ile sentezlenen biyokonjugat ve fiziksel

komplekslerinin tek basina VPAA ve peptid sonuglari ile kiyaslamali analizi
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BOLUM 5

SONUC ve ONERILER

Bu tez ¢alismasinda, Amloid Beta (AB) peptidine ait antijenik ozellikli iki farkh peptid
dizisi olan; AB (1-15) ve AB (1-21) peptid dizileri ve adjuvant olarak gérev yapacak dort
farkli tasiyict makromolekil PAA, VP/AA, Dekstran Aldehit ve BSA ile galisiimistir. Bu
calismadan peptide baglanacak olan makromolekiiliin konsantrasyonu sabit tutulmus,
sadece peptid miktarlari arttirilmistir. Bu ¢alismada kullanilan AB (1-15) peptid dizisi,
beyinde senil plaklarin olusumuna ve hiicre apoptozuna neden olan 42 amino asitlik AB
peptidinin B Hicresi epitopudur. AR (1-21) peptid dizisinin bu ¢calisma agisindan énemi
ise, AB-AB baglanmasinda 6nemli bir bolge olan, hidrofobik merkez 16-20 dizisini
(KLVFF) iceriyor olmasidir. Deneylerde kullanilan bu iki dizinin sudaki ¢oztnurlikleri,
hidrofobik 6zellikleri ve fizikokimyasal 6zellikleri birbirlerinden tamamen farkhidir. Bu
calismada 6ncelikle tasiyici molekiil olarak kullanilacak olan Dekstran Aldehit’in sentezi,
literatlrdeki bilgilere dayanarak yapilmistir. Her iki peptid dizisi ile yukarida bahsedilen
makromolekiillere kovalent konjugasyon ve fiziksel kompleks olusumu gibi yontemler
ile baglanmasi ve elde edilen biyokonjugatlarinin ve fiziksel komplekslerinin sentezi ve
karakterizasyonu yapiimistir. AR (1-21) peptidinin PAA ile iki farkl npeptia/Npaa
baglanma derecesine sahip olan biyokonjugatlarinin biyouyumlulugunun incelenmesi
amaciyla da MTT yontemi ile sitotoksik 6zellikleri incelenmistir. Ayrica her iki peptide
ait farkh tasiyici makromolekiillere baglanmis olan biyokonjugat ve biyokomplekslerin,
insan Umbilikal Kordon kani Hiicreleri (HUVEC)' ne yapmis oldugu etkiler, XCELLienge
sisteminde 72 saat boyunca es zamanli olarak incelenmis ve 72 saat sonunda
hiicrelerin  canliiklari  6lcilmdistir.  Biyokonjugatlarin  ve  biyokomplekslerin
sentezlenmesinde kullanilan yéntemler ise soyledir:

e PAA, VPAA ve BSA ile: 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid hidroklorid (EDC)

varliginda kovalent konjugasyon ile biyokonjugat olusumu,
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e PAA, VPAA ve BSA ile: Elektrostatik etkilesim ve hidrofobik etkilesimler gibi
kovalent olmayan baglanma metodlarina dayali biyokompleks olusumu,

e Dekstran aldehit ile: indirgeyici olarak NaHB,4 kullanilarak ilimli kosullarda
ylkseltgenmis

Dekstran polimeri ile, kovalent bagh biyokonjugatlarin sentezi gerceklestirilmistir.

ilk ydntemde, tasiyici molekiillerin karboksil (-COOH) gruplari, EDC yardimiyla aktive
edilmis ve bu aktif karboksil gruplarinin peptid molekillerindeki amino polimerin
karboksil grubu ile proteinin amino (-NH,) gruplari ile baglanmistir. Reaksiyonda yan
Urln olarak olusan aktif O-acil-izolire suda ¢oziinebilir 6zellikte oldugundan ortamdan
santriflij ile uzaklastirilmis ve peptid biyokonjugatlari elde edilmistir. Sentezlenen
biyokonjugatlarin yapi-islev analizleri, spektroskopik ve kromatografik yontemler ile

(HPLC, Floresans Spektrofotometre, UV ve SEC cihazlarinda) karakterize edilmistir.

ikinci yontemde, herhangi bir kimyaasal reaksiyon olmaksizin, peptid ile tasiyici
makromolekilin, uygun pH ve ortamda reaktif gruplari vasitasiyla etkilesmesi ile

peptid biyokompleksleri elde edilmistir.

Son yontem olan Dekstran Aldehit ile konjugasyon reaksiyonunda ise, peptidin amino (-
NH,) grubu ile Dekstran Aldehit’in karbonil gruplarinin NaHB, vasitasiyla kovalent

baglanmasi ile biyokonjugatlar elde edilmistir.

HPLC ve SEC analizi sonucu elde edilen UV kromatogramlarinda; BSA haricindeki diger
makromolekiillerin (PAA, [P(VP-co-AA)]sokpa, Dekstran Aldehit) baseline’a yakin bir
elisyon profili sergiledigi gorilmistir. Biyokonjugatlarin analizinde ise, saf peptidin
pik vermedigi bolge olan yaklasik olarak 10. dakika ile baslayan bélgede gorilen
peptidin artan molar orani ile siddetteleri de artan pikler, biyokonjugatlarin
sentezlendigini ve artan oranla birlikte biyokonjugat olusumunun da arttigini
gostermektedir. Bu biyokonjugatlara ait SEC kromatogramlari incelendiginde ise; UV
detektorden elde edilen kromatogramlarin HPLC kromatogramlari ile benzer sonuglari
verdigi goriilmektedir. Isik saciimasi detektoriinden elde edilen kromatogramlarda ise,

genel olarak tasiyict molekil ve peptidin birbirine baglanmasi sonucu biyokonjugat
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olusumuyla beraber molekiiliin yaricapinin arttigini yani molekil boyutunun da giderek
blylduglu gozlenmektedir. Biyokonjugatlarin Floresans Spektroskopisi ile analizlerine
baktigimizda ise, serbest peptid molekillerine ait spektrumlardaki dalga boyu olan
Amaksimum degerlerinin, ayni peptidlerin biyokonjugatlari ile alinan spektrumdakilere
kiyasla daha yiksek oldugu goriilmektedir. Biyokonjugasyon reaksiyonu olusumu
sonrasinda floresans spektrumlarinda Ayaksimum degerlerinin 5 ila 24 nm’ye kadar blue
shift (maviye kayma) yaptigi gézlenmistir. Triptofanin hidrofobik 6zelliginden dolayi,
¢Ozeltideki ¢oziici molekillerinden izole oldugu, makromolekil zincirindeki hidrofobik
bolgede kaldigi ve bu nedenle de biyokonjugatlara ait floresans spektrumlarinda blue
shift olusumu gozlenmistir. Komplekslerin floresans spektrumu analizinde ise, saf
peptidin pik vermedigi bolge olan, yaklasik olarak 10. dakika ile baslayan ilk yarisinda
hemen hemen tiim oranlarda ayni siddette, peptidin artan molar oranindan bagimsiz
pikler gozlenmistir. Kromatogramin ikinci yarisinda, reaksiyona girmemis serbest
peptidi gozlemledigimiz pik bolgesinde ise artan Npeptia/ Nmakromolekal Oraniyla birlikte
piklerin siddetlerinin arttigini gérdiik. Bu durum bize peptid ile makromolekiil zinciri
arasinda meydana gelen kovalent olmayan etkilesimler sonucu meydana gelen
kompleks olusumunun peptid miktarindan bagimsiz oldugunu goéstermektedir.
Biyokomplekslerin Floresans Spektroskopisi ile analizlerinde ise, serbest peptid
molekilinin maksimum floresans siddetini gosterdigi dalga boyu olan Amaksimum
degerlerinin komplekslerin  Anaksimum degerlerinden daha bilyldk oldugu goézlendi.
Kompleks olusumu ile beraber peptidlerde maksimum floresans siddetinin ayni
biyokonjugatlarda oldugu gibi genellikle min 5 ile maksimum 20 nm arasinda degisen
degerlerde blue shift yaptigi gozlenmistir. Bu spektrumlarda istisnalarda mevcut
olmakla birlikte genel tablo bu sekildedir ve istisnaya giren durumlar ilerdeki

boliimlerde degerlendirilecektir.

Bu tez calismasinin tartisma kisminda ilk olarak gruplar halinde her bir konjugasyon
yonteminin analiz sonuglari, sonra Floresans Rezonans Enerji Transferi deneylerine ait
mesafe hesabiyla ilgili sonuclar ve modelleme sonuglari, en son olarak da Hiicre Kiltir

deneylerine ait analiz sonuclari detayli olarak tartisilacaktir.
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5.1 EDC (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid) ile Konjugasyon Yontemine Ait

Tartismalar

5.1.1 AB (1-21) Peptid Dizisinin Biyokonjugatlari

5.1.1.1 AB (1-21) Peptid Dizisinin Poliakrilik Asit ile Biyokonjugasyonuna Ait Tartisma

Peptid dizisinin PAA asit ile EDC yontemi ile biyokonjugasyonu igin en verimli
konjugasyon kosullarini belirleyebilmek igin konjugasyon mekanizmasi lg¢ farkli kosulda
olusturulmus ve elde edilen biyokonjugatlarin karakterizasyonu gesitli spektroskopik ve
kromatografik yontemlerle incelenmistir. Bu kosullarin  kiyaslandigi  HPLC
kromatograminda 10. ile 14. dk.lar arasindaki pikler incelendiginde, en verimli
konjugasyonun Kosul2’de olustugunu soyleyebiliriz.  Ayrica Kosul2’'ye gore
gerceklestirilen konjugasyon reaksiyonu sirasinda, reaksiyona girmeden kalan peptid
miktarinin en az oldugu da, kromatogramdaki 20 ile 21. dakikalardan gortlmektedir
(Sekil 4.10). Floresans spektrumlarina gore karsilastirma yaptigimizda ise, biyokonjugat
olusumunda en fazla dalga boyu kaymasi Kosul2’de yasandigini gérmekteyiz (Sekil 4.9).
SEC cihazinin UV dedektoriinden elde edilen kromatogramlardan da 10. ile 18.
dakikalar arasinda gozlenen ve biyokonjugasyon olusumunu bize ifade eden pik alani
en bilyik Kosul2'ye gore sentezlenen biyokonjugatta gortilmustir (Sekil 4.11c). Ayni
sekilde 1sik sagiimasi dedektériinden elde edilen kromatogramlara bakildiginda ise en
blyik pik alaninin Kosul2’ye gore sentezlenen biyokonjugata ait oldugu gorilmektedir
(Sekil 4.11a). Tum bu sonuglari gbz énlinde bulundurdugumuzda AB (1-21) peptidinin
ile PAA’'nin, EDC yontemiyle biyokonjugasyonu igin en verimli reaksiyon kosulunun
biyokonjugatlari, npeptid/npolimer= 1:3:5:7:9:11 oranlarinda, her bir biyokonjugat icin
sabit konsantrasyondaki PAA c¢ozeltisi lizerine degisen konsantrasyonlardaki peptid
¢Ozeltisinden eklenerek en verimli reaksiyon kosulu olan Kosul2’ye gore
sentezlenmistir. Serbest peptid, tek basina PAA ve sentezlenen biyokonjugati iceren
HPLC kromatograminda 10 ila 19. dakikalar arasindaki piklerden biyokonjugasyon
olusumu goriilmektedir (Sekil 4.14).
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Farkh  n  baglanma  derecelerinde  sentezlenen  biyokonjugatlar, = HPLC
kromatogramlarinda 1. Pik bolgesi dedigimiz 10 ile 14.dk arasinda gorilmekte ve artan
peptid konsantrasyonu ile polimere kovalent olarak baglanmis peptid miktari da
artmaktadir. Baglanmamis serbest peptidi ifade eden 20 ile 24.dk arasinda yer alan II.
Pik bolgesindeki piklerde ise reaksiyona girmemis serbest peptid miktarinin belli bir

degerin Uzerine ¢ikmasigl ve olduk¢a az oldugu gozlenmistir (Sekil 4.16).

14

12
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PiK ALANI

D T T T T T 1
o 2 4 & 8 10 1z

nPEPTID/ nPAA

Sekil 5.1 Farkli mol oranlarinda sentezlenen AR (1-21) peptidinin PAA ile
biyokonjugasyonunda (#) biyokonjugat ve (M) baglanmamis peptidlere ait pik alani

grafigi.

Sekil 5.1'den gorildiglu  lzere, Peptid-PAA  biyokonjugatlarina ait HPLC
kromatogramlarinin  pik alanlari  kiyaslandiginda, biyokonjugatlardaki peptid
konsantrasyonu arttikca biyokonjugatlara ait piklerin alanlari orana bagl olarak
artmistir ve serbest yani polimer zincirine baglanmamis peptidlere ait alanlari ise
oldukga azdir. SEC cihazinin UV dedektoriinden elde edilen kromatogramlarda ise, I.Pik
bolgesinde (9 ve 11,5. dakikalar arasinda) biyokonjugatdaki peptid konsantrasyonunun
artmasi ile degisen mol oranlarinda belirgin bir sekilde piklerin siddetlerinin arttig

gorilmektedir. Biyokonjugatlardaki peptid konsantrasyonu arttiginda, polimer ile
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baglanan peptid molekillerinin miktari artmaktadir. Serbest yani polimer zinciri ile
etkilesime girmemis, baglanmamis peptidi ifade eden |l. Pik bolgesinde ise ¢ok buyik

bir degisim gozlenmemistir (Sekil 4.16c).

SEC cihazinin 1sik sagilmasi (RALS) dedektériinden elde edilen kromatogramlarda ise,
sentezlenen farkli mol oranlarindaki biyokonjugatlarin peptid ve polimere ait isik
sacllmasi pikleri ile kiyaslamasi vyapildiginda olusan biyokonjugatlarin molekdl
boyutlarinin peptide gore ¢ok daha bliylik ancak PAA ile kiyaslandiginda hemen hemen

ayni oldugu gorilmektedir (Sekil 4.26a).

AB (1-21) peptidinin PAA ile degisen oranlardaki biyokonjugatlarina ait floresans
spektrumlarinda ise, serbest peptidin floresans spektrumu 347 nm’de gbzlenmekte
iken, etkilesim sonucunda biyokonjugatlara ait piklerin maksimum floresans siddetleri
yine yaklasik olarak 342 nm civarinda izlenmektedir. Yaklasik olarak 4-5 nm’lik dalga
boyu kaymasi ve floresans siddetlerindeki dramatik azalma net bir sekilde
gorilmektedir. Sekil 4.15'deki n=5 oranindaki pik biyokonjugatinin icerdigi peptid
miktari, serbest peptid pikiyle aynidir. Sekilden goruldigi Gizere, ayni miktarda peptid
icermesine ragmen kovalent konjugasyon sonucu elde edilen biyokonjugata ait
spektrumda, peptidin polimer zinciri tarafindan siki bir sekilde sarilmis olmasindan
dolay! spektral dalga boyunda 4 nm’lik kayma ve floresans siddetinde c¢ok ciddi bir

azalma seklinde farkliliklar gézlenmistir (Sekil 4.15).

5.1.1.2 AB (1-21) Peptid Dizisinin BSA ile Biyokonjugasyonuna Ait Tartisma

AB (1-21) Peptid Dizisinin BSA ile olan konjugasyonun da 4 farkh kosulda sentez
yapiimis olmasina karsin, HPLC, UV Absorbansi ve Floresans grafiklerinden en iyi
baglanmanin PAA ile konjugasyonunda oldugu gibi Kosul2’de gerceklestigi gortlmustir
(Sekil 4.39, Sekil 4.40 ve Sekil 4.41). Bu farkh kosullarda sentezlenen AR (1-21)
peptidinin BSA kopolimeri ile elde edilen 4 farkh biyokonjugatinin UV spektrometre ile
Olcimu alinmistir. Bu konjugatlara ait absorbans degerleri kiyaslandiginda, en yiksek
absorbasin yani baska bir deyisle en yiksek peptid miktarini iceren biyokonjugatin

Kosul 2’ye ait oldugu gozlenmistir (Sekil 4.40).
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Serbest peptid, tek basina PAA ve sentezlenen biyokonjugati igeren HPLC
kromatograminda 10 ila 19. dakikalar arasindaki piklerden biyokonjugasyon olusumu
net bir sekilde gortulmektedir (Sekil 4.43). Konjugasyon metoduna karar verilmesinin
ardindan, Kosul2’ye gore npeptia/Nesa= 1:3:5:7:9:11 oranlarinda elde edilen
biyokonjugatlarin karakterizasyonu, cesitli spektroskopik ve kromatografik yontemlerle
incelenmistir. AR (1-21) Peptid dizisinin BSA ile biyokonjugatlarinin HPLC
kromatogramlarinda, I. Pik bolgesi olarak ifade ettigimiz ve 13. ve 19. dakikalar
arasindaki alikonma zamaninda Peptid/BSA biyokonjugatlari goérilmektedir. Peptid
konsantrasyonunun artmasi ile, olusan biyokonjugat miktarinin da arttigi piklerin
siddetlerinden anlasilmaktadir. Il. Pik bolgesi olarak ifade ettigimiz, 22. ile 24. dakikalar
arasindaki alikkonma zamaninda gorilen, BSA proteinine baglanmamis peptid
molekillerine ait pikler gorilmektedir. Bu piklerin siddetleri ise, olusan konjugat piki ile
kiyaslandiginda oldukc¢a dislk bir degere sahiptir. HPLC kromatogramlarindan elde
edilen veriler dogrultusunda peptid ile BSA’nin kuvvetli bir sekilde baglandigini ifade
edebiliriz (Sekil 4.45). Peptid konsantrasyonunun artmasi ile ortamda olusan
biyokonjugat miktarinin da arttig1 pik alani grafiginde acik olarak goriilmektedir (Sekil

5.2).

gk ONJUGAT  =sg@eeBAGLANMAM IS PEPTID
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Sekil 5.2 Farkli mol oranlarinda sentezlenen AB (1-21) peptidinin BSA ile
biyokonjugasyonunda (€) biyokonjugat ve (M) baglanmamis peptidlere ait pik alani
grafigi

198



AB (1-21) Peptid dizisi amino ucunda yer alan bir tane Triptofan rezidlsu icermektedir.
BSA proteini de iki tane Triptofan rezidlisiine sahiptir. AB (1-21) peptidi/BSA
biyokonjugati spektroflorimetrik olarak incelendiginde, her iki maddenin de yapisindaki
floresans 0Ozellikli amino asitlerden dolayr farkli spektral ozellikler gosterdigi
bilinmektedir. Serbest peptide ait floresans spektrumunun maksimum dalgaboyu 347
nm’de ve BSA’ya ait floresans spektrumunun maksimum dalgaboyu 334 nm’de
gozlenmekte iken, konjugasyon sonucunda biyokonjugatlara ait piklerin maksimum
floresans siddetleri mol oranina bagh olarak yaklasik olarak 324 nm ile 329 nm arasinda
izlenmektedir. Saf peptide gore peptid/BSA biyokonjugatlarinin farkli mol oranlarinda
18 ila 24 nm’lik dalga boyu kaymasi gézlenmektedir. Peptid konsantrasyonunun en az
oldugu, en kigik mol orani olan 1 oraninda bu rakam 24 nm iken, peptid
konsantrasyonunun en fazla oldugu mol orani olan 11 oraninda ise bu 20 nm’lik dalga
boyu kaymasina denk gelmektedir Sekil 4.42’den de gorildigl lzere ayni miktarda
serbest peptid icermesine ragmen, EDC yontemi ile Kosul2’ye gore yapilan, kovalent
konjugasyon ile olusan biyokonjugatlarda serbest peptide kiyasla, ¢ok net bir spektral
kayma ve floresans siddetinde azalma gozlenmistir. Biyokonjugat olusumu floresans
spektroskopisi ile de spektral olarak da ispatlanmaktadir. Biyokonjugatlarin SEC cihazi
ile analizinde, UV dedektoriinden elde edilen kromatogramlardan goruldugi tzere, I.
Pik bolgesinde, 14,5 ve 18. dakikalar arasinda konjugatdaki peptid konsantrasyonunun
artmasi ile, belirgin bir sekilde arttigi goriilmektedir. Biyokonjugatlardaki peptid
konsantrasyonu arttiginda, BSA ile baglanan peptid molekillerinin miktari artmaktadir.
Serbest yani BSA ile baglanmamis peptidi ifade eden Il. Pik bélgesinde ise genel olarak
oldukca disiik miktarda baglanmadan kalan peptid bulundugu piklerden gorilmektedir
(Sekil 4.44a). SEC cihazinda 151k sacilmasi (RALS) dedektoriinden elde edilen peptid/BSA
biyokonjugatlarinin piklerini, tek basina peptid ve tek basina BSA’ya ait olan
kromatogramlardaki pik degerleri ile kiyasladigimizda, biyokonjugatlarin molekdl
boyutlarindaki artigin npeptia/Nesa Oranina bagh olarak arttigr gézlenmektedir. Her bir
artan n oraninda peptid konsantrasyonu da arttigindan, BSA ile baglanan peptid
molekilleri sayesinde olusan biyokonjugatin yaricapi biyimektedir (Sekil 4.44b).
Sonuc olarak, HPLC kromatogramlarindan ve Floresans spektrumlarindan ispat edildigi

Uzere SEC cihazindan elde edilen kromatogramlardan da her bir mol orani icin kovalent
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konjugasyonda reaksiyona giren tim peptid molekilleri BSA molekilleri ile tamamen

baglandig gorilmektedir.

5.1.1.3 AB (1-21) Peptid Dizisinin N-Vinil-2-pirolidon akrilik asit kopolimeri P(VP-co-
AA) (Mw=80000 Da) ile Biyokonjugasyonuna ait Tartisma

Molekal agirhgr 80.000 Da olarak bolimimizde sentezlenen VP/AA kopolimeri,
antijenik AB (1-21) Peptidi ile 2 farkh kosul kullanilarak sentezlenmistir. Bu kosullara ait
konjugatlar sentezlendikten sonra yapilan analizler sonucunda, yine pH 5’te polimer
aktivasyonunun yapildigi ve daha onceki konjugasyonlarda kullanilan metodun daha
verimli baglandigi gézlenmistir (Sekil 4.26 ve 4.28). Ayrica konjugasyonun gergekten
gerceklesip gergeklesmedigini anlamak icin de, sentezlenen biyokonjugat, tek basina
peptid ve tek basina VPAA kiyaslamal olarak Sekil 4.27'de verilmistir. Farkli mol
oranlarinda sentezlenen AB (1-21) Peptidinin VPAA kopolimeri ile elde edilen
biyokonjugatlarinin UV spektrometre ile o6lcimiinde, absorbans degerlerinin
Npeptid/ Nvpaa Orani arttikga arttigl gézlenmistir. Bunun nedeni, biyokonjugatlarin yapisina
katilan peptid miktarinin artmasiyla, VPAA kopolimerine baglanan peptid miktarinin da
artmasi, sonugta olusan biyokonjugatin UV absorbansini da arttirmistir (Sekil 4.31). AB
(1-21) peptidinin VPAA kopolimeri ile sentezledigimiz biyokonjugatlarinin HPLC
kromatogramlari incelendiginde, I. Pik bolgesinde olusan biyokonjugatlar ve Il. Pik
bolgesinde ise polimer zincirine baglanmamis yani reaksiyona girmemis serbest peptid
gorilmektedir (Sekil 4.30). Kromatogramlar incelendiginde, pik alanlarindan da
anlasilacagi lzere, biyokonjugatlarin n baglanma orani arttikga konjugat olusumu da
artmakta ve |[|. Pik bolgesindeki piklerin alanlari bliyimektedir. Sentezlenen
biyokonjugatlarin SEC cihazi ile incelenmesinde ise, UV dedektériinden elde edilen
kromatogramlarda, I. Pik bolgesinde (9.5 ve 18. dakikalar arasinda) biyokonjugatdaki
peptid oraninin artmasiyla belirgin bir sekilde arttigi gorilmektedir (Sekil 4.32a).
Biyokonjugatin yapisina katilan peptid konsantrasyonu arttiginda, VPAA kopolimeri ile
baglanan peptid miktari da artmaktadir. Buna karsilik polimer zincirine baglanmamis
serbest peptid miktarini ifade eden Il. Pik bolgesindeki piklerin alanlarinin ise, oldukga
disiik degerlerde kaldigi ve biyokonjugatlarin pik alanlari ile kiyaslandiginda yok
denecek kiclk oldugu goriulmektedir (Sekil 4.32a ve Sekil 5.3). RALS dedektoriinden

elde edilen kromatogramlarda ise, olusan biyokonjugatlarin molekil boyutlarindaki
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artisin, genel olarak mol oranina baglh sekilde arttigi ancak n=7 konjugatinin hepsine

gore en yiksek alana sahip oldugu gozlenmistir (Sekil 4.32b).

s ONIUGAT  esgeeBAGLANMAMIS PEPTID

35

PiK ALANI

4 5] a8
nPEPTID/nVPAA

Sekil 5.3 Farkh mol oranlarinda sentezlenen AB (1-21) peptidinin VPAA ile

biyokonjugasyonunda (#) biyokonjugat ve (M) baglanmamis peptidlere ait pik alani

grafigi

AB (1-21) peptidinin VPAA kopolimeri ile biyokonjugatlarina ait floresans
spektrumlarinda ise, serbest peptide ait floresans spektrumu 347 nm’de gézlenmekte
iken konjugasyon sonucunda biyokonjugatlara ait piklerin maksimum floresans
siddetleri yaklasik olarak 342 nm civarinda izlenmektedir. 5 nm’lik dalga boyu kaymasi
gorilmektedir. Sekil 4.29’daki en Ustteki. pik n=5 oranindaki biyokonjugati ve 3. pik ise
n=5 oraninda serbest peptidi ifade etmektedir. Sekilden goruldtugli Gzere, ayni
miktarda peptid icermesine ragmen kovalent konjugasyon ile olusan biyokonjugat,
VPAA kopolimeri tarafindan siki bir sekilde sarilmistir ve ¢6zlicli ortaminda uzaklastigi
icin spektral olarak dalga boyunda 5 nm’lik kayma ve floresans siddetinde azalma gibi
degisiklikler gostermistir. Biyokonjugattaki floresans siddetindeki azalmanin ise, saf
peptidin floresans siddeti ile kiyaslandiginda c¢ok fazla oldugu goérilmektedir (Sekil
4.29).
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Sonuc olarak, UV spektrumlarindan, SEC cihazindan elde edilen kromatogramlardan,
HPLC sonuglarindan ve Floresans spektrumlarindan gorildigi tzere, her bir mol orani
icin karbodiimid varliginda kovalent konjugasyonda peptid molekillerinin VPAA

kopolimeri ile kuvvetli bir sekilde baglandigi ispatlanmistir.

5.1.1.4 AB (1-21) Peptid Dizisinin Dekstran Aldehid (DA) ile Biyokonjugasyonuna Ait

Tartisma

AB (1-21) Peptid Dizisi Dekstran Aldehid konjugasyonunda, diger tasiyici
makromolekillerden farkli ve tek bir baglama yontemi kullaniimistir. Bu yontemde
peptid ile DA birbirine Schiff Bazi olusumu Uzerinden direkt olarak kovalent bag ile
baglanmistir. Ancak diger konjugasyon reaksiyonlarinda oldugu gibi, yine nyeptia/Noa:
1:3:5:7:9:11 olmak (zere farkli baglanma dereceleri (zerinden konjugatlar
sentezlenmis ve spektroskopik ve kromatografik analizleri yapilmistir. HPLC
kromatogrami incelendiginde, n baglanma derecesi arttikca, DA ile baglanan peptid
miktari da artmakta ve olusan biyokonjugata ait 12. Dakikalar ile 22. Dakikalar
arasindaki piklerdeki artis net olarak goriilmektedir. Ayrica ayni kromatogramda DA ile
reaksiyona girmemis peptidi ifade eden Il. Pik bolgesinde, yaklasik 20 ile 24. dakikalar
arasinda ise serbest peptide ait herhangi bir pik gozlenmemektedir (Sekil 4.56). Ayni
biyokonjugatlarin SEC analizlerini inceledigimiz de ise, UV detektoriinde vyine
baglanmamis serbest peptid olmaksizin, biyokonjugatin artan n baglanma derecelerine
baglh olarak artan pikler gbzlenmektedir. Peptid konsantrasyonunun artmasi ile olusan
biyokonjugat miktarinin da arttigi, pik alani grafiginde acik olarak goérilmektedir (Sekil
5.4).
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Sekil 5.4 Farkh mol oranlarinda sentezlenen AB (1-21) peptidinin DA ile
biyokonjugasyonunda (#) biyokonjugat ve (M) baglanmamis peptidlere ait pik alani

grafigi

SEC cihazinin RALS detektériinden elde edilen kromatogrami inceledigimizde ise,
peptidin artan oranlarinda biyokonjugatin yapisina daha fazla peptid katilmasi ile,
olusan biyokonjugatlarin molekil agirliklarinin da artmis oldugunu gérmekteyiz (Sekil
4.57). Biyonjugatlarin Floresans Spektroskopisi analizlerinde ise, tek basina peptid
molekilinin spektrumuna ait Ay degerinin, ayni peptidin DA ile baglanmasi sonucu
olusan biyokonjugatlarin An.x degerlerine gore yaklasik 5-6 nm’lik bir sola kayma (Blue
Shift) gosterdigini gérmekteyiz. Bunun nedeni, biyokonjugasyon olusurken, peptidin
amino ucunda yer alan triptofan, serbest peptide gore ¢ozeltiden uzaklasarak daha
hidrofobik kisimlara ¢ekilmistir ve bunun sonucu olarak da floresans siddetinde azalma

ve daha kiiclik dalga boyuna kayma gozlenmektedir (Sekil 4.54).
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5.1.1.5 AB (1-21) Peptid Dizisinin PAA ile sentezlenen Biyokonjugatlarinin Floresans
Rezonans Enerji Transferi (FRET) ve Modelleme Sonuglarina ait Tartisma

Konjugasyon reaksiyonunun olusumu sirasinda, Floresans Rezonans Enerji Transferi
(FRET) yontemi yardimi ile; intermolekiiler mesafe hesabi yapilip, biyokonjugattaki
donodr ve akseptdr arasindaki mesafe hesabi ile elde edilen bilgiler, saf peptidin
konformasyonu ve biyokonjugat olusumu durumunda peptidin konformasyonundaki
degisimler hesaplanmis ve sayisal degerlerle de ifade edilmistir. Ayrica AB (1-21) peptid
dizisi, molekiler mekanik yontem ile modellenmis ve minimum enerjiye sahip oldugu
optimize geometrisi belirlenmistir. Bu amacla oncelikle AR (1-21) peptid dizisinin PAA
ile, daha onceki deneylerde iyi sonuc¢ veren n=7 oranindaki biyokonjugati sentezlenmis
ve saflastirilmistir. Saf peptidin ve sentezlenen biyokonjugatin ayri ayri olmak lizere
floresans ozellikteki bir boya olan Dansil Kloriir (DNC) ile titrasyonu yapilmis ve DNC
boya molekilinin FRET deneyleri i¢in kullanilacak optimum konsantrasyonunun 2 pl
oldugu bulunmustur. Ayrica yapilan cesitli deneyler sonucunda boya molekiliniin Lys
amino asidine baglanmasi igin gerekli inkibasyon siresinin de 1 dakika oldugu
bulunmustur. Deney icin optimum kosullar belirlendikten sonra yapilan ¢alismalardan
FRET deneyine ait spektrumlar elde edilmistir. AB (1-21) peptid dizisine FRET deneyleri
icin akseptor olarak gorev yapacak, olan AB (1-21) peptid dizisinin 17. amino asit
rezidisi olan Lizin amino asidinden baglanan DNC'nin spektral &zellikleri
incelendiginde, absorbsiyon spektrumunda maksimum dalga boyu 347 nm. (Sekil 4.97),
emisyon spektrumunda ise maksimum dalga boyunun 500 nm oldugu goérilmektedir
(Sekil 4.98). FRET deneyleri icin donor olarak gorev yapacak, AB (1-21) peptidinin —N
terminal ucunda bulunan Triptofan’in emisyon spektrumu ile akseptoérimiz olan
DNC'nin absorbsiyon spektrumlarinin c¢akistigi gorilmektedir (Sekil 4.99). Borat
tamponunda hazirlanan saf peptid c¢ozeltisi DNC ile titre edildiginde elde edilen
spektrumlardan, her bir seferlik boya eklemesi sonrasinda donér molekilimiz olan
Triptofan’a ait piklerin maksimum floresans siddetlerinin orantili bir sekilde azalirken,
akseptdor molekiulimiz olan DNC’e ait piklerin ise orantili bir sekilde arttig
izlenmektedir (Sekil 4.100). Saf peptid ile ayni kosullarda hazirlanan peptid/PAA
biyokonjugat ¢ozeltisinin DNC ile titrasyon spektrumlari incelendiginde, her bir boya
eklemesi sonrasinda polimer ile kovalent olarak baglanmis peptidimizin —N terminal

ucundaki dondér molekiiliimiz olan Triptofan’a ait piklerin maksimum floresans
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siddetlerinin orantil bir sekilde azalirken, akseptdér molekilimiz olan DNC'e ait
piklerin ise orantili bir sekilde arttigi izlenmektedir (Sekil 4.101). Literatlirden Triptofan
amino asitinin kuantum veriminin 0.14 oldugu bilinmektedir [147]. Bu bilgiyi referans
deger olarak kullanip, hem saf peptid hem de biyokonjugatimizda floresans 6zellige
neden olan bu amino asitin bu konformasyonlardaki kuantum verimleri Floresans
spektrometreden elde edilen spektrumlarin integralleri kullanilarak tek tek
hesaplanmistir. Hesaplamalar sonucunda peptidin kuantum veriminin 0,054 ve
biyokonjugatin kuantum veriminin 0,042 oldugu bulunmustur. Akseptor molekilimiz
olan DNC, rijit ortamda donér molekili olan Triptofan etrafinda rastgele dagiimistir.
Bu durumda oryantasyon faktori K> nin degerinin 0.476’dir. Denklem 4.8, 4.9, 4.10,
4.11,4.12,4.13, 4.14 ile elde edilen sonuglara gore; saf peptidimiz i¢in Triptofan amino
asitinin —N terminal ucundan DNC’e olan mesafe, yani floresans enerji transferinin %50
verimle gerceklestigi mesafe (Forster Mesafesi) Ro=76,377 A olarak hesaplanmistir.
Donér ile akseptdr arasindaki mesafe rpa=58,752 A olarak hesaplanmistir. Ayni sekilde
biyokonjugatlarimiza ait spektrumlardan da, biyokonjugat icinde konformasyonu
degismis olan dondr akseptor cifti arasindaki mesafe hesaplanmistir. Enerji transferinin
%50 verimle gerceklestigi mesafe olan Forster Mesafesi Ro=82,513 A olarak
hesaplanmistir. Biyokonjugat olusumundan sonra donor ile akseptor arasindaki mesafe
ise rpa=63,296 A oldugu hesaplanmistir. Elde edilen bu degerlerden, biyokonjugat
olusumunda dondr ile akseptér arasindaki mesafenin 4,544 A daha uzadig
ispatlanmistir. Bu sayisal degerler bize biyokonjugat olusumunda peptid dizisinin
konformasyonunun degistigini peptid dizisinin  bikldlmek vyerine, acildigini
gostermektedir. AB (1-21) peptid dizisinin mekanik modelleme analizinde, tek basina
peptid molekilinin ve peptid/PAA biyokonjugatinin daha 6nce yapilan FRET yontemi
sonuclari ve intermolekiler mesafe hesabi teorik olarak da konformasyon analizi ile
yapilarak, elde edilen sonuclar deneysel veriler ile karsilastiriimistir. Peptid, DNC
eklenmis peptid ve akrilik monomeri ile etkilesen peptid icin geometri optimizasyonlari
gerceklestirilmistir. Donor molekil olan peptid dizisinin ilk amino asit rezidlsi
Triptofan’in =N terminal ucundan, 17. amino asit rezidlsu olan Lizin amino asitinin yan

zincirinin en son noktasina olan mesafe hesabi teorik olarak yapilmistir.
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Sekil 5.5 AB (1-21) peptid dizisinin (a) optimizasyon dncesindeki, (b) optimizasyon

sonrasindaki geometrisinin modellemesi
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AB (1-21) peptid dizisinin yan zincirlerinden elde edilen bilgiler dogrultusunda bu
peptid dizisinin B-sheet yapidaki konformasyonunun optimizasyonu yapilmistir.
Optimizasyon oOncesi ve sonrasinda peptid dizisinin —NH, ucundaki Triptofan
rezidlislinin amin grubundan, 17. amino asit rezidlisii olan Lizin amino asitinin yan
zincirindeki amin grubuna olan uzakliklar hesaplanmistir. AB (1-21) peptid dizisinin en
kararli oldugu hali modellenmistir ve optimize geometrisi belirlenmistir. Optimizasyon
oncesinde molekulin enerjisi 13209.73 kcal/mol sonrasindaki enerjisi 40.70 kcal/mol
olarak hesaplanmistir. Peptid dizisinin optimizasyon 6ncesinde, birinci amino asit
rezidlisu Triptofan’in —NH, ucu ile Lizin amino asitinin yan zincirindeki amino grubu
arasindaki mesafe 58,19 A’dur (Sekil 5.5a). Peptid dizisinin optimizasyon sonrasindaki
geometrisinde Trp amino asitinin —=NH, ucu ile Lys amino asitinin yan zincirindeki amino
grubu arasindaki mesafenin 54,88 A oldugu bulunmustur (Sekil 5.5b). A (1-21) peptid
dizisine DNC boya molekiili eklendiginde en kararli oldugu hali modellenmistir ve
optimize geometrisi ortaya konulmustur. DNC eklenmis peptid dizisinin optimizasyon
oncesinde, birinci amino asit rezidlsli Triptofan’in —N terminal ucu ile DNC
molekiiliiniin peptide baglanma noktasi arasindaki mesafe 62,91 A’dir. (Sekil 5.6a).
FRET yontemi ile hesaplanan deneysel olarak bulunan dondr molekilimiz olan
Triptofan amino asidinin —N ucu ile, akseptér molekilimuiz olan peptid dizimizdeki 17.
amino asit olan Lizin amino asidinin yan zincirindeki amin grubundan diziye baglanan
DNC arasindaki mesafenin ise rDA=61,13 A olarak bulunmustur. Yapilan deneysel ve
teorik calismalar sonucunda, deneysel olarak elde edilen donor akseptor cifti

arasindaki mesafenin % 7,05 hata ile ispat edilmistir.
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Sekil 5.6 AB (1-21) peptid dizisinin DNC boya molekiilli eklendikten sonra (a)

optimizasyon 6ncesindeki, (b) optimizasyon sonrasindaki geometrisinin modellemesi
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Sekil 5.7 AB (1-21) peptid dizisinin Akrilik asit monomeri ile konjugatinin DNC boya

molekili klendikten sonra (a) optimizasyon 6ncesindeki, (b) optimizasyon sonrasindaki

geometrisinin modellemesi
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Biyokonjugatta ise donor ile akseptor arasindaki mesafe FRET yontemi ile rDA=63,296
A olarak bulunmustur. HyperChem programinda ise poliakrilik asitin tek bir monomeri
icin yapilabilmistir ve mesafe 61,13 A olarak hesaplanmistir. ilerleyen calismalarda
polimer zinciri igin teorik hesaplamalara devam edilecektir. Literatirde ilk kez N
ucunda Trp bulunan AB (1-21) peptid dizisi modellenmis ve peptid-PAA
biyokonjugatlarinin (i¢ boyutlu konformasyonunun nasil degisime ugradig sayisal

degerlerle ispat edilmistir.

5.1.1.6 Hiicre Kiiltiirii Deneylerine ait Tartisma

5.1.1.6.1 AB (1-21) Peptid Dizisinin PAA ile Sentezlenen Biyokonjugatlarinin MCF-7
Hiicre Kiiltiinde Yapilan Analizlerine ait Tartisma

AB (1-21) peptidinin PAA ile n=3 ve n=9 olmak Uzere 2 farkl n baglanma derecesinde
sentezlenen konjugatinin, 0.05, 0.5, 2, 3.5, 5 mg/ml konsantrasyonlarinda toksik
etkisinin  MTT vyontemi kullanilarak incelendigi deneylerde, vyiksek konjugat
konsantrasyonlarinda hiicre canliiginin kontrole gére disuste oldugu gorilmektedir.
Ancak bu konjugatlarin 0,05 mg/ml ve 0,5 mg/ml gibi duslik konsantrasyonlarinda ise,
hiicre canliiginda kontrole gére onemli bir fark bulunmamaktadir. En yiksek
konsantrasyon olan 5 mg/ml’'de ise hicre canliliginin kontrole ve diger
konsantrasyonlara goére en az seviyede oldugu gozlenmektedir. Sekil 5.11'de ise MTT
yonteminde absorbans olarak okunan degerlerin % canlilik olarak ifadesi gosterilmistir.
Konjugat konsantrasyonu arttikca, htcrelerin canliiginin azalmakta oldugu tespit
edilmistir. n=3 oraninda sentezlenen konjugat icin, en dlsik konsantrasyon olan
0,05mg/ml’de hiicre canhhgr %92.9 iken bu deger deger artan konsantrasyonlarda

sirasiyla %80.4, %73.5, %71.5 ve %64.9 seklinde oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 5.8 AB (1-21) peptidinin PAA ile sentezlenen n=3 konjugatinin MCF7 hiicrelerinin
canhligina etkisi

Yukaridaki grafikteki degerler goz oniinde bulunduruldugunda, MCF7 hiicrelerinin
%50’sine etki eden npeptid/nPAA=3 konjugatinin konsantrasyonu, yani bu konjugatin

ICso degeri 7,094 mg/ml olarak hesaplanmistir.

% Canlilik

y =-6,6114x + 88,793
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Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 5.9 AB (1-21) peptidinin PAA ile sentezlenen n=11 konjugatinin MCF7 hiicrelerinin
canhligina etkisi
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n=9 oraninda sentezlenen konjugat icin ise, en dlsik konsantrasyon olan
0,05mg/ml’de hicre canhligi %90,46 iken bu deger deger artan konsantrasyonlarda
sirasiyla %73.6, %72.1, %72.16, %64.5 ve % 59.1 seklinde oldugu tespit edilmistir.
Yukaridaki grafikteki degerler dogrultusunda, MCF7 hiicrelerinin %50’sine etki eden
npeptid/nPAA=11 konjugatinin konsantrasyonu, yani bu konjugatin ICsy degeri 5,87
mg/ml olarak hesaplanmistir. Bu sonuglar, npeptid/nPAA=3 oraninin npeptid/nPAA=11
oranina gore hicre kultirinde daha distk toksisiteye neden oldugunu
gostermektedir. Bununla birlikte, her iki oranda da toksik etki ancak ¢ok ylksek
konsantrasyonlarda goridlmiustir. In vivo c¢alismalar igin gerekli olan dusuk
konsantrasyonlarda ise, hicre kiltirinde 6nemli bir toksik etkisinin olmamasi bu
bilesiklerin ileride deney hayvanlari ile yapilacak c¢alismalarda kullanilabilecegini
gostermistir. MTT ile yapilan analizler sonucunda elde edilen morfoloji sonuclarinda,
Sekil 4.64’de kontrol hicrelerinin morfolojileri verilmistir. Sekilde gorildigu gibi
hiicreler, intakt ve tutunmus normal morfolojiye sahiptirler. Sirasiyla bu hiicrelere
verilen 0.05, 0.5, 2, 3.5 ve 5 mg/ml AB (1-21) peptidinin PAA ile n=3 konjugatina maruz
kalmis MCF7 hicrelerinin morfolojileri incelendiginde, hicrelerin kontrole benzer
sekilde, morfolojilerinin diizgiin oldugu intakt hiicrelerle beraber uzantilarini kaybetmis
yuvarlak hicreler de bulunmaktadir (Sekil 4.65a-f). AB (1-21) peptidinin PAA ile
konjugatinin en yiiksek konsantrasyonu (5 mg/ml) bulunan kiltiir ortaminda hucrelerin
mikroskobik gortntileri verilmistir (Sekil 4.65f). Sekil 4.65f'deki gortntiler bu grupta
yer alan hicrelerin atipik forma dontsmis, bazilup kigllmus, ylzey uzantilarini
kaybetmis hiicre sayisinin olduk¢a fazla oldugunu gostermektedir. Canli hiicrelerde
bulunan mitokondriyal dehidrojenaz enzimi, sari renkli MTT reaktifini, mor renkli
formazan kristallerine déntstirmektedir. Sekil 4.64’te MTT reaktifi eklenmis kontrol
grubundaki hicrelerdeki formazan kristali olusumlari gosterilmistir. Huicrelerin
neredeyse tamaminda formazan kristalleri olusmus olmasi hiicrelerin canliliklarinin
ylksek oldugunu gostermektedir. n=9 oraninda sentezlenen konjugat icin de, morfoloji
sonuclari benzerlik tasimaktadir. Sekil 4.69°da hicrelerin morfolojik goriintileri
gorilmekte iken, Sekil 4.70’te ise MTT yontemi ile formazan kristali olusumlari
gorilmektedir. Sonuc¢ olarak, AB (1-21) peptidi-PAA biyokonjugatlarinin bulundugu
kiiltir ortaminda hicrelerin mikroskobik goériintiilerinden ve MTT yontemi ile

incelendiginde;
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®  Npeptia/NPaa=3 OraninIin Npepia/Npaa=11 oranina goére hicre kilturiinde daha
diisiik toksisitesi oldugunu gorilmektedir.

e Biyokonjugatlarin disitk konsantrasyonlarinda kontrole gére morfolojik olarak
onemli bir fark gérilmemistir.

e Her iki oranda da toksik etki ancak ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda
gorilmustir.

e In vivo ¢alismalar icin gerekli olan ¢ok diisiik konsantrasyonlarda ise, hiicre
kiltirinde 6nemli bir toksik etkisinin olmamasi, bu konjugatlarin ileride deney

hayvanlari ile yapilacak ¢alismalarda kullanilabilecegini gostermistir.

5.1.1.6.2 Sentezlenen A (1-21) Peptid Dizisinin Biyokonjugat ve Fiziksel
Komplekslerinin insan Fibroblast Hiicrelerindeki Etkilerinin xCELLienge System ile

incelenmesine ait Sonuglar

XCELLienge cihazinda gercek zamanli olarak yapilan olglimlerde, kontrol grubuna ait 2
kuyucuktan birinde sadece bos medium digerinde ise sadece medium verilmis olan
HUVEC hiicreleri yer almaktadir.

Sekil 4.75’te de gorildigu gibi, sadece hiicrelerin oldugu kuyucukta hiicre cogalmasina
etki eden herhangi bir etken madde olmadigindan hiicreler ¢ogalmaya devam etmistir.
Bu gruptaki hiicrelerin 74 saat sonundaki hiicre indeksi degeri ise 7’nin Uzerindedir.
Buna karsilik sadece medium iceren ve hiicre icermeyen kuyucuktan alinan 6l¢iimler
ise sifin gostermektedir (Sekil4.87). Bu sonuglar bize cihazin aldigi o6lglimlerin
dogrulugu hakkinda net bir bilgi vermektedir. Kontol grubu disinda E Plate 96’ya AB (1-
21) ve AB (1-15) peptid dizilerinin PAA, BSA ve VPAA ile sentezlenen biyokonjugat ve
fiziksel kompleks ornekleri ile, tek basina peptid ve tek basina tasiyic
makromolekdillerin kendileri verilmistir. AR (1-21) peptid dizisinin BSA ile sentezlenen
biyokonjugati ve fiziksel kompleksinin, tek basina peptid molekili ve BSA ile
karsilastirmali olarak verilen analiz sonucunu inceledigimizde, biyokonjugatin, tek
basina peptidin ve tek basina BSA'nin verildigi kuyucuktaki HUVEC hiicrelerinin hiicre
indeksi degerlerinde herhangi bir azalma goézlenmezken, fiziksel komplekse ait
sonuclarda ise hicre indeksinin 1’'in altina distlgl, yani hiicrelerin ¢ogalma hizi

gittikce azalmis ve hiicre apoptozlari artmakta oldugu gortlmektedir (Sekil4.88).
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AB (1-21) peptid dizisinin PAA ile sentezlenen biyokonjugat ve fiziksel kompleksinin, tek
basina peptid molekilii ve PAA'nin sonuglari kiyaslandiginda ise, PAA'nin hiicre indeksi
degeri literatiirde belirtilen referans deger olan 1’e oldukga yakin oldugu ve fiziksel
kompleksin hiicre indeksinin ise, neredeyse sifira yakin ol¢ildigl yani 72 saat sonunda
ortamda neredeyse hi¢ canh hiicre kalmadigini gostermektedir (Sekil4.89). AR (1-21)
peptid dizisinin VPAA ile sentezlenen biyokonjugati ve fiziksel kompleksinin, tek basina
peptid molekiilii ve VPAA ile karsilastirmali olarak verilen analiz sonuglarinda, VPAA’'nin
hiicre indeksinin oldukca yiksek oldugu, VPAA ile sentezlenen fiziksel kompleks ve
biyokonjugatin HI degerlerinin birbirlerine ¢cok yakin diizeyde oldugu gorilmektedir. Bu
sonuglar dikkate alindiginda, AR (1-21) peptidi-VPAA biyokonjugatlarinin ve fiziksel
komplekslerinin canli hicreler {izerinde hemen hemen ayni etkiyi yaptigini
soyleyebiliriz (Sekil4.90). Yapilan analizler sonucunda elde edilen hicre indeksi
degerlerinde kontrol grubunun HI (izerinden hesaplama yapilmis ve kontrol grubuna

gore ornek uygulanan kuyucuklardaki canh hiicre sayisi % olarak hesaplanmistir.
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Sekil 5.10 AB (1-21) peptidinin (a) BSA, (b) PAA, (c) VPAA ornekleri ile yapilan analizler

sonucunda hiicre sayilarindaki degisimlerin ylzde olarak kiyaslamal grafigi

Sonug olarak bakildiginda, AB (1-21) peptidi ile EDC baglanma yéntemi kullanilarak
kovalent olarak baglanan biyokonjugatlarinin hiicre indeks degerlerinin her (g tasiyici

makromolekiil icin de daha iyi sonuclar verdigini soyleyebiliriz. Boylece ilerleyen
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calismalarda, hayvan deneyleri sirasinda, fiziksel komplekler veya tek basina peptid
dizisi ile ¢alismak yerine bu peptidin biyokonjugatlarini kullanmak, bize zaman ve para

tasarrufu saglayacaktir.

5.1.2 AB (1-15) Peptid Dizisinin Biyokonjugatlar

5.1.2.1 AB (1-15) Peptid Dizisinin Poliakrilik Asit ile Biyokonjugasyonuna Ait Tartisma

AB (1-15) peptid dizisinin PAA asit ile EDC yontemi ile biyokonjugasyonu igin en verimli
konjugasyon kosullarini belirleyebilmek igin konjugasyon mekanizmasi (g farkh kosulda
olusturulmus ve elde edilen biyokonjugatlarin karakterizasyonu cesitli spektroskopik ve
kromatografik yontemlerle incelenmistir. Bu kosullarin  kiyaslandigi  HPLC
kromatograminda 11. ile 15. dk.lar arasindaki pikler incelendiginde, en verimli
konjugasyonun Kosul2’de olustugunu gormekteyiz. Clnki Kosul2’ye gore
gerceklestirilen konjugasyon reaksiyonu sirasinda, reaksiyona girmeden kalan peptid
miktarinin en az oldugu da, kromatogramdaki 20 ile 24. dakikalardan da gorulmektedir
(Sekil 4.19). Floresans spektrumlarina gore karsilastirma yaptigimizda ise, biyokonjugat
olusumunda en fazla dalga boyu kaymasi 10 nm’lik bir deger ile Kosul2’'de
gerceklesmistir  (Sekil 4.18). SEC cihazinin UV dedektériinden elde edilen
kromatogramlardan da 10. ile 14. dakikalar arasinda gozlenen ve biyokonjugasyon
olusumunu bize ifade eden pik alani en blyluk Kosul2’ye gobre sentezlenen
biyokonjugatta gorilmistir (Sekil 4.20a). Ayni sekilde 1sik sacilmasi dedektoriinden
elde edilen kromatogramlara bakildiginda ise en biylk pik alaninin Kosul2’ye goére
sentezlenen biyokonjugata ait oldugu gortlmektedir (Sekil 4.20b). Tim bu sonuglari
gdz onldnde bulundurdugumuzda AB (1-15) peptidinin ile PAA’nin, EDC yontemiyle
biyokonjugasyonu icin en verimli reaksiyon kosulunun Kosul2 oldugunu soyleyebiliriz.
Bu dogrultuda bu peptid dizisi icin PAA polimeri ile biyokonjugatlari,
npeptid/npolimer= 3:5:7:9:11 oranlarinda, her bir biyokonjugat icin 0.5 mg/ml sabit
konsantrasyondaki PAA c¢ozeltisi (zerine, degisen konsantrasyonlardaki peptid
¢Ozeltisinden eklenerek en verimli reaksiyon kosulu olan Kosul2’ye gore

sentezlenmistir.

216



Serbest peptid, tek basina PAA ve sentezlenen biyokonjugati igeren HPLC
kromatograminda ise, 10 ila 14. dakikalar arasindaki piklerden biyokonjugasyon
olusumu gorilmektedir (Sekil 4.21). Ayrica her bir kosulda sentezlenen
biyokonjugatlarin UV Spektrofometrede UV absorbanslari olglilmis, en iyi absorbans
degerinin Kosul2’ye ait oldugu bulunmustur (4.22). Farkli n baglanma derecelerinde
sentezlenen biyokonjugatlar, HPLC kromatogramlarinda I. Pik bolgesi dedigimiz 10 ile
18.dk arasinda gorilmekte ve artan peptid konsantrasyonu ile polimere kovalent
olarak baglanmis peptid miktari da artmaktadir. Baglanmamis serbest peptidi ifade
eden 20 ile 24.dk arasinda yer alan Il. Pik bolgesindeki piklerde ise, reaksiyona
girmemis serbest peptid miktarinin yine n baglanma derecesi arttikca arttig
Gorulmektedir (4.23). Bu grafiklere ait sonuglarda pik alani olgcimlerinde yiksek n
baglanma oranlarina dogru gidildikce, baglanmadan kalan serbest peptid miktarinin

neredeyse sabit kaldig1 gorilmektedir (Sekil 5.13).
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Sekil 5.11 Farkh mol oranlarinda sentezlenen AB (1-15) peptidinin PAA ile
biyokonjugasyonunda (#) biyokonjugat ve (l) baglanmamis peptidlere ait pik alani

grafigi
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SEC cihazinin UV dedektoriinden elde edilen kromatogramlarda ise, I.Pik bolgesinde
(10 ve 15. dakikalar arasinda) biyokonjugatdaki peptid konsantrasyonunun artmasi ile
degisen mol oranlarinda belirgin bir sekilde piklerin siddetlerinin arttigi gérilmektedir.
Biyokonjugatlardaki peptid konsantrasyonu arttiginda, polimer ile baglanan peptid
molekdillerinin miktari artmaktadir. Serbest yani polimer zinciri ile etkilesime girmemis,
baglanmamis peptidi ifade eden Il. Pik bélgesinde ise, n baglanma derecesi ile orantili
olarak baglanmamis peptid miktari da artmaktadir (Sekil 4.25b). SEC cihazinin isik
sacllmasi (RALS) dedektériinden elde edilen kromatogramlarda ise, sentezlenen farkli
mol oranlarindaki biyokonjugatlarin polimere ait 1sik sagilmasi pikleri ile kiyaslamasi
yapildiginda, olusan biyokonjugatlarin molekiil boyutlarinin PAA ile kiyaslandiginda
hemen hemen ayni oldugu ve n=11 oraninda sentezlenen biyokonjugatin mulekil
yaricapinin en yiksek konjugat oldugu gorilmektedir (Sekil 4.25). AB (1-15) peptidinin
PAA ile degisen oranlardaki biyokonjugatlarina ait floresans spektrumlarinda ise,
serbest peptidin floresans spektrumu 347 nm’de gozlenmekte iken, etkilesim
sonucunda biyokonjugatlara ait piklerin maksimum floresans siddetleri yine yaklasik
olarak 342 nm civarinda izlenmektedir. Yaklasik olarak 9 nm’lik dalga boyu kaymasi ve
floresans siddetlerindeki dramatik azalma net bir sekilde goriilmektedir. Sekil 4.24’teki
n=7 oranindaki pik biyokonjugatinin icerdigi peptid miktari, serbest peptid pikiyle
aynidir. Ayni miktarda peptid icermesine ragmen kovalent konjugasyon sonucu elde
edilen biyokonjugata ait spektrumda, peptidin polimer zinciri tarafindan siki bir sekilde
sarilmis olmasindan dolay! spektral dalga boyunda 11 nm’lik kayma ve floresans

siddetinde ¢ok ciddi bir azalma seklinde farklihklar gézlenmistir (Sekil 4.24).

5.1.2.2 AB (1-15) Peptid Dizisinin BSA ile Biyokonjugasyonuna Ait Tartisma

AB (1-15) Peptid Dizisinin BSA ile olan konjugasyonun da 3 farkli kosulda sentez
yapilmis olmasina karsin, HPLC, UV Absorbansi ve Floresans grafiklerinden en iyi
baglanmanin PAA ile konjugasyonunda oldugu gibi Kosul2’'de gerceklestigi gorilmistir
(Sekil 4.39, Sekil 4.40 ve Sekil 4.41). Serbest peptid, tek basina PAA ve sentezlenen
biyokonjugati iceren HPLC kromatograminda 15 ila 19. dakikalar arasindaki piklerden

biyokonjugasyon olusumu net bir sekilde goriilmektedir (Sekil 4.49).
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Konjugasyon metoduna karar verilmesinin ardindan, Kosul2’ye gore npeptia/Nesa=
3:5:7:9:11 oranlarinda elde edilen biyokonjugatlarin karakterizasyonu, ¢esitli
spektroskopik ve kromatografik yontemlerle incelenmistir. AR (1-15) Peptid dizisinin
BSA ile biyokonjugatlarinin HPLC kromatogramlarinda, |. Pik bolgesi olarak ifade
ettigimiz ve 15. ve 20. dakikalar arasindaki allkonma zamaninda Peptid/BSA
biyokonjugatlari goriilmektedir. Peptid konsantrasyonunun artmasi ile, olusan
biyokonjugat miktarinin da arttigi piklerin siddetlerinden anlasiimaktadir. Il. Pik bolgesi
olarak ifade ettigimiz, 21. ile 24. dakikalar arasindaki allkonma zamaninda gérilen, BSA
proteinine baglanmamis peptid molekillerine ait pikler goriilmektedir. Bu piklerin

siddetleri ise, olusan konjugat piki ile ters orantili olarak aazaldigi g6zlenmektedir (Sekil

4.51).
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Sekil 5.12 Farkh mol oranlarinda sentezlenen AB (1-15) peptidinin BSA ile
biyokonjugasyonunda (®) biyokonjugat ve (l) baglanmamis peptidlere ait pik alani
grafigi

Peptid konsantrasyonunun artmasi ile ortamda olusan biyokonjugat miktarinin da
arttigi pik alani grafiginde acik olarak goriilmektedir (Sekil 5.14). Reaksiyon

ortamindaaz da baglanmadan kalan serbest peptid molekilleri olmasina ragmen, n
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baglanma orano arttikga baglanmadan kalan peptid miktarinin azaldigi alan
grafiklerinden de gorilmektedir. Bu da bize elde edilen biyokonjugatlarin kuvvetli
baglanma gosterdiklerini gostermektedir. AB (1-15) Peptid dizisi amino ucunda yer alan
bir tane Triptofan rezidisl icermektedir. BSA proteini de iki tane Triptofan rezidlsiine
sahiptir. AB (1-15) peptidi/BSA biyokonjugati spektroflorimetrik olarak incelendiginde,
her iki maddenin de yapisindaki floresans 6zellikli amino asitlerden dolayi farkli
spektral 6zellikler gdsterdigi bilinmektedir. Serbest peptide ait floresans spektrumunun
maksimum dalgaboyu 348 nm’de ve BSA’ya ait floresans spektrumunun maksimum
dalgaboyu 334 nm’de gozlenmekte iken, konjugasyon sonucunda biyokonjugatlara ait
piklerin maksimum floresans siddetleri mol oranina bagli olarak yaklasik olarak 332 nm
ile 337 nm arasinda izlenmektedir. Saf peptide gore peptid/BSA biyokonjugatlarinin
farkli mol oranlarinda 26 ila 11 nm’lik dalga boyu kaymasi gozlenmektedir. Peptid
konsantrasyonunun en az oldugu, en kiiclik mol orani olan 3 oraninda bu rakam 11 nm
iken, peptid konsantrasyonunun en fazla oldugu mol orani olan 11 oraninda ise bu 24
nm’lik dalga boyu kaymasina denk gelmektedir. Sekil 4.50’deki siyah renk ile gosterilen
spektrum n=7 oranindaki serbest peptidi, yesil ile gosterilen spektrum ise n= 7
oranindaki biyokonjugati ifade etmektedir. Sekilden gorildigiu lGizere ayni miktarda
serbest peptid icermesine ragmen, EDC yOontemi ile Kosul2’ye gore yapilan, kovalent
konjugasyon ile olusan biyokonjugatta serbest peptide kiyasla, 22 nm’lik spektral
kayma ve floresans siddetinde azalma gozlenmistir. Biyokonjugat olusumunun ¢ok
glcl oldugu floresans spektroskopisi ile de spektral olarak da ispatlanmaktadir (Sekil
4.50). Biyokonjugatlarin SEC cihazi ile analizinde, UV dedektoriinden elde edilen
kromatogramlardan goraldigi Gzere, I. Pik bolgesinde (14 ve 19. dakikalar arasinda)
konjugatdaki peptid konsantrasyonunun artmasi ile, belirgin bir sekilde arttigi ve HPLC
sonuclari ile benzer sekilde baglanmamis peptid molekillerindeki azalma
gorilmektedir (Sekil 4.52a). Sonug olarak, HPLC kromatogramlarindan ve Floresans
spektrumlarindan ispat edildigi lizere SEC cihazindan elde edilen kromatogramlardan
da her bir mol orani icin kovalent konjugasyonda reaksiyona giren tim peptid
molekdilleri BSA molekiilleri ile oldukca glicli bir sekilde baglandigi gorilmektedir (Sekil
4.52). SEC cihazinda 1sik sacilmasi (RALS) dedektorinden elde edilen peptid/BSA
biyokonjugatlarinin piklerini, tek basina peptid ve tek basina BSA’ya ait olan

kromatogramlardaki pik degerleri ile kiyasladigimizda, biyokonjugatlarin molekil
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boyutlarindaki artisin npeptia/Nesa oranina bagli olarak arttigi gézlenmektedir. Her bir
artan n oraninda peptid konsantrasyonu da arttigindan, BSA ile baglanan peptid

molekiilleri sayesinde olusan biyokonjugatin yarigapi blylimektedir (Sekil 4.52c).

5.1.2.3 AB (1-15) Peptid Dizisinin N-Vinil-2-pirolidon akrilik asit kopolimeri P(VP-co-
AA) ile Biyokonjugasyonuna ait Tartisma

Molekul agirhg 80.000 Da olarak bolimiumizde sentezlenen VP/AA kopolimeri,
antijenik AB (1-15) Peptidi ile 2 farkli kosul kullanilarak sentezlenmistir.Bu kosullara ait
konjugatlar sentezlendikten sonra yapilan analizler sonucunda, yine pH 5’te polimer
aktivasyonunun yapildigl ve daha 6nceki konjugasyonlarda kullanilan metodun daha
verimli baglandig gozlenmistir (Sekil 4.33, 4.34). Ayrica konjugasyonun gercekten
gerceklesip gerceklesmedigini anlamak icin de, sentezlenen biyokonjugat, tek basina

peptid ve tek basina VPAA kiyaslamali olarak Sekil 4.35’de verilmistir.
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Sekil 5.13 Farkh mol oranlarinda sentezlenen AB (1-15) peptidinin VPAA ile
biyokonjugasyonunda (®) biyokonjugat ve (M) baglanmamis peptidlere ait pik alani
grafigi
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AB (1-15) peptidinin VPAA kopolimeri ile sentezledigimiz biyokonjugatlarinin HPLC
kromatogramlari incelendiginde, 9,5. ve 19. Dakikalar arasinda I. Pik bolgesinde olusan
biyokonjugatlar ve Il. Pik bolgesinde ise polimer zincirine baglanmamis yani reaksiyona
girmemis serbest peptid gorilmektedir (Sekil 4.37). Kromatogramlar incelendiginde,
pik alanlarindan da anlasilacagi (izere, biyokonjugatlarin n baglanma orani arttikca
konjugat olusumu da artmakta ve I. Pik bolgesindeki piklerin alanlari biylimektedir.
Buna karsilik polimer zincirine baglanmamis serbest peptid miktarini ifade eden II. Pik
bolgesindeki piklerin alanlarinin ise, olduk¢a dustk degerlerde kaldigi ve
biyokonjugatlarin pik alanlari ile kiyaslandiginda yok denecek kiglk oldugu
gorulmektedir (Sekil 4.37 ve Sekil 5.15). AB (1-15) peptidinin VPAA kopolimeri ile
biyokonjugatlarina ait floresans spektrumlarinda ise, serbest peptide ait floresans
spektrumu 348 nm’de gozlenmekte iken konjugasyon sonucunda biyokonjugatlara ait
piklerin maksimum floresans siddetleri yaklasik olarak 338 nm civarinda izlenmektedir
yani yaklasik 10 nm’lik dalga boyu kaymasi goriilmektedir. Kovalent konjugasyon ile
olusan biyokonjugatlardaki peptid molekiliiniin VPAA kopolimeri tarafindan siki bir
sekilde sarilmasi ve ve ¢ozlici ortamindan uzaklasmasi, spektral olarak dalga boyunda
10 nm’lik kayma ve floresans siddetinde azalma gibi degisiklikler gostermistir (Sekil
4.35). Sentezlenen biyokonjugatlarin SEC cihazi ile incelenmesinde ise, UV
dedektorinden elde edilen kromatogramlarda, I. Pik bolgesinde (9.5 ve 17. dakikalar
arasinda) biyokonjugatdaki peptid oraninin artmasiyla belirgin bir sekilde arttigi
gorilmektedir. Biyokonjugatin yapisina katilan peptid konsantrasyonu arttiginda, VPAA
kopolimeri ile baglanan peptid miktari da artmaktadir. Serbest yani polimer zincirine
baglanmamis peptidi ifade eden Il. Pik bolgesinde ise, konjugatin n mol orani arttikca,
serbest peptid miktari da azalmaktadir (Sekil 4.37a). RALS dedektériinden elde edilen
kromatogramlarda ise sonuc¢ oldukca carpici sekilde goriilmektedir. Olusan
biyokonjugatlarin molekil boyutlarindaki artisin, genel olarak mol oranina bagli sekilde
arttigl ve n=11 oranina sahip konjugatinin hepsine gore en yiksek alana sahip oldugu
gozlenmistir (Sekil 4.38b). Sonug olarak, UV spektrumlarindan, SEC cihazindan elde
edilen kromatogramlardan, HPLC sonuglarindan ve Floresans spektrumlarindan
goriuldugl tzere, her bir mol orani icin karbodiimid varliginda kovalent konjugasyonda

peptid molekiillerinin VPAA kopolimeri ile kuvvetli bir sekilde baglandigi ispatlanmistir.
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5.1.2.4 AB (1-15) Peptid Dizisinin Dekstran Aldehid (DA) ile Biyokonjugasyonuna Ait

Tartisma

AB (1-15) Peptid Dizisi ile Dekstran Aldehidin konjugasyonunda, diger tasiyici
makromolekillerden farkli ve tek bir baglama yontemi kullaniimistir. Bu yontemde
peptid ile DA birbirine Schiff Bazi olusumu Uzerinden direkt olarak kovalent bag ile
baglanmistir. Ancak diger konjugasyon reaksiyonlarinda oldugu gibi, yine npeptia/Noa
3:5:7:9:11 olmak uzere farkli baglanma dereceleri Gzerinden konjugatlar sentezlenmis
ve spektroskopik ve kromatografik analizleri yapilmistir. Farkli mol oranlarinda
sentezlenen AB (1-15) Peptidinin DA ile elde edilen biyokonjugatlarinin UV
spektrometre ile dl¢limiinde, absorbans degerlerinin npeptia/Npa Orani arttikga arttig
gozlenmistir. Bunun nedeni, biyokonjugatlarin yapisina katilan peptid miktarinin
artmasiyla, DA ile baglanan peptid miktarinin da artmasi, sonucta olusan
biyokonjugatin UV absorbansini da arttirmistir (Sekil 4.58). HPLC kromatogrami
incelendiginde, n baglanma derecesi arttikca, DA ile baglanan peptid miktari da
artmakta ve olusan biyokonjugata ait 16. Dakikalar ile 21. Dakikalar arasindaki
piklerdeki artis net olarak goriilmektedir. Ayrica ayni kromatogramda DA ile reaksiyona
girmemis peptidi ifade eden Il. Pik bolgesinde, yaklasik 20 ile 23. dakikalar arasinda ise

serbest peptide ait herhangi bir pik gozlenmemektedir (Sekil 4.59).
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Sekil 5.14 Farkli mol oranlarinda sentezlenen AB (1-15) peptidinin DA ile
biyokonjugasyonunda (®) biyokonjugat ve (M) baglanmamis peptidlere ait pik alani
grafigi
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Ayni biyokonjugatlarin SEC analizlerini inceledigimiz de ise, UV detektoriinde yine
baglanmamis serbest peptid olmaksizin, biyokonjugatin artan n baglanma derecelerine
bagl olarak artan pikler gbzlenmektedir. Peptid konsantrasyonunun artmasi ile olusan
biyokonjugat miktarinin da arttigi, pik alani grafiginde acik olarak gorilmektedir (Sekil
5.61a). SEC cihazinin RALS detektériinden elde edilen kromatograminda ise, DA piki ile
karsilastirildiginda, peptidin artan oranlarinda biyokonjugatin yapisina daha fazla
peptid katilmasi ile, olusan biyokonjugatlarin molekdl agirliklarinin da artmis oldugunu
gormekteyiz (Sekil 4.61b). Biyonjugatlarin Floresans Spektroskopisi analizlerinde ise,
tek basina peptid molekilinin spektrumuna ait Anax degerinin, ayni peptidin DA ile
baglanmasi sonucu olusan biyokonjugatlarin A,ax degerlerine gore yaklasik 6-7 nm’lik
bir sola kayma (Blue Shift) gosterdigini gormekteyiz. Bunun nedeni, biyokonjugasyon
olusurken, peptidin amino ucunda yer alan triptofan, serbest peptide gore ¢ozeltiden
uzaklasarak daha hidrofobik kisimlara ¢ekilmistir ve bunun sonucu olarak da floresans

siddetinde azalma ve daha kiclik dalga boyuna kayma gozlenmektedir (Sekil 4.60).

5.1.1.4.1 Sentezlenen AP (1-15) Peptid Dizisinin Biyokonjugat ve Fiziksel
Komplekslerinin insan Fibroblast Hiicrelerindeki Etkilerinin xCELLienge System ile

incelenmesine ait Sonuglar

XCELLienge cihazinda gercek zamanli olarak yapilan dlglimlerde, kontrol grubuna ait 2
kuyucuktan birinde sadece bos medium digerinde ise sadece medium verilmis olan
HUVEC hcreleri yer almaktadir. Sekil 4.75’te de goéruldigu gibi, sadece hiicrelerin
oldugu kuyucukta hiicre c¢ogalmasina etki eden herhangi bir etken madde
olmadigindan hiicreler ¢cogalmaya devam etmistir. Bu gruptaki hiicrelerin 74 saat
sonundaki hicre indeksi degeri ise 7'nin Uzerindedir. Buna karsilik sadece medium
iceren ve hilicre icermeyen kuyucuktan alinan oOlcimler ise sifirt gostermektedir
(Sekil4.87). Bu sonuglar bize cihazin aldigi dlciimlerin dogrulugu hakkinda net bir bilgi
vermektedir. Kontrol grubu disinda E Plate 96’ya AP (1-15) peptid dizisinin PAA, BSA ve
VPAA ile sentezlenen biyokonjugat ve fiziksel kompleks drnekleri ile, tek basina peptid
ve tek basina tasiyici makromolekiillerin kendileri verilmistir. AB (1-15) peptid dizisinin
BSA ile sentezlenen biyokonjugati ve fiziksel kompleksinin, tek basina peptid molekiili

ve BSA ile Kkarsilastirmali olarak verilen analiz sonucunu inceledigimizde,
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biyokonjugatin, tek basina peptidin ve tek basina BSA’nin verildigi kuyucuktaki HUVEC
hicrelerinin hicre indeksi degerlerinde herhangi bir azalma goézlenmezken, fiziksel
komplekse ait sonuglarda ise hicre indeksinin 1’in altina distigl, yani hicrelerin
cogalma hizi gittikce azalmis ve hiicre apoptozlari artmakta oldugu gorilmektedir
(Sekil4.91). AB (1-15) peptid dizisinin VPAA ile sentezlenen biyokonjugati ve fiziksel
kompleksinin, tek basina peptid molekili ve VPAA ile karsilastirmali olarak verilen
analiz sonuglarinda, VPAA'nin hiicre indeksinin olduk¢a yuksek oldugu, VPAA ile
sentezlenen fiziksel kompleks ve biyokonjugatin HI degerlerinin birbirlerine ¢ok yakin
diizeyde oldugu gorilmektedir. Bu sonuglar dikkate alindiginda, AB (1-21) peptidi-
VPAA biyokonjugatlarinin ve fiziksel komplekslerinin canl hiicreler (izerinde hemen
hemen ayni etkiyi yaptigini soyleyebiliriz (Sekil4.94). Yapilan analizler sonucunda elde
edilen hiicre indeksi degerlerinde kontrol grubunun HI degeri lzerinden hesaplama
yapilmis ve kontrol grubuna gore 6rnek uygulanan kuyucuklardaki canl hiicre sayisi %

olarak hesaplanmistir.
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Sekil 5.15 AB (1-21) peptidinin (a) PAA, (b) VPAA, (c) BSA ornekleri ile yapilan analizler

sonucunda hiicre sayilarindaki degisimlerin ylizde olarak kiyaslamal grafigi

Sonuc olarak bakildiginda, AR (1-15) peptidi ile EDC baglanma yontemi kullanilarak

kovalent olarak baglanan biyokonjugatlarinin hiicre indeks degerlerinin her (¢ tasiyici
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makromolekil igin de daha iyi sonuglar verdigini soyleyebiliriz. Boylece ilerleyen
calismalarda, hayvan deneyleri sirasinda, fiziksel komplekler veya tek basina peptid
dizisi ile ¢alismak yerine bu peptidin biyokonjugatlarini kullanmak, bize zaman ve para

tasarrufu saglayacaktir.

5.2 Kompleks Olusumu Yontemine Ait Tartismalar

5.2.1 PAA ile Sentezlenen Fiziksel Komplekslere ait Sonugclar

Her iki peptid dizisininde, PAA ile 2 farkli reaksiyon kosulu kullanilarak fiziksel
kompleksleri sentezlenmistir. Sekil 4.62 ve 4.63'te her iki peptid igin sentezlenen
fiziksel komplekslere ait floresans spektrumu yer almaktadir. Hem AB (1-21) hem de AB
(1-15) peptid dizisinde, pH 5 ‘te Fiziksel kompleks olusumunun saglandigi Kosul2, hem
yaklasik sola kayma gosterdigi hem de floresans siddetlerindeki azalma g6z 6nilinde
bulunduruldugunda en iyi sonugclari vermistir. Farkli oranlarda sentezlenen fiziksel
komplekslere ait floresans spektrumlarina baktigimizda, AB (1-21) peptidi ile
sentezlenenlerde serbest peptide gore yaklasik 16 nm’lik net bir sola kayma oldugunu
ve kompleksin yapisina giren peptid miktarinin azalmasi ile floresans siddetinin de
azaldigini  gormekteyiz (Sekil 4.64). Benzer sekilde, AR (1-15) peptidi ile
sentezlenenlerkomplekslerde serbest peptide gore yaklasik 9 nm’lik bir sola kayma
oldugunu ve kompleksin yapisina giren peptid miktarinin azalmasi ile floresans
siddetinin de azaldigini gormekteyiz (Sekil 4.65).AB (1-21) peptidi ile sentezlenen
FK’lerin HPLC kromatogramlarinda kompleks olusumunu 10. ile 18. Dakikalar arasinda,
artan n baglanma derecelerinde arttigini, peptide ait piki ise, 20 ile 24. dakikalarda
gormekteyiz (Sekil 4.66). AR (1-15) peptidi ile sentezlenen FK’lerin kompleks
olusumunu 9. ile 14. dakikalar arasinda, artan n baglanma derecelerinde arttigini,
peptide ait piki ise, 20 ile 24. dakikalarda goérmekteyiz (Sekil 4.68)Bu sonuglar
dogrultusunda peptid molekilleri ile PAA arasinda fiziksel kompleks olusumu s6z

konusu oldugunu soyleyebiliriz.
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5.2.2 BSA ile Sentezlenen Fiziksel Komplekslere ait Sonuglar

Bu calismada kullanilan peptid dizilerinin her ikisi de BSA gibi hem hidrofobik residileri
ile etkilesime girebilen, hem de hidrofilik ve yukli residileri ile elektrostatik olarak da
etkilesen bir makromolekil ile olduk¢a iyi baglanmis fiziksel kompleksler
olusturmuslardir. Ozellikle her iki dizi ile yapilan HPLC analizleri bunu dogrulamaktadir.
AB (1-15) peptidi ile sentezlenen FK’ler, BSA ile peptidin birbiriyle etkilesime
girebilecegi disuinilen 3 farkli pH’da sentezlenmistir. Bu pH degerleri sirasiyla; BSA’nin
notre yakin oldugu pH 5, pH 7 ve pH 6’dir. Floresans sonuglari, en iyi etkilesimin, pH
5’'te gerceklestigini gostermektedir (Sekil4.70). Ayrica SEC ile yapilan analizlerde, UV
detektori sonuglar en fazla kompleks olusumunun yine Kosul2’de gergeklestigini net
bir sekilde ortaya koymaktadir (Sekil4.71a). Bu sonuglari dogrulayan baska bir grafik
ise, RALS kromatogramlaridir. RALS detektériinden alinan sonuglarda da, molekdl yari
cap! en biliyik molekil yani fiziksel kompleks, Kosul2’de meydana gelmistir. Kosul2'ye
gore nNpeptia/Nesa= 3:5:7:9:11 oranlarinda elde edilen fiziksel komplekslerin
karakterizasyonu, cesitli spektroskopik ve kromatografik yontemlerle incelenmistir. AR
(1-15) Peptid dizisinin BSA ile fiziksel komplekslerinin HPLC kromatogramlarinda, I. Pik
bolgesi olarak ifade ettigimiz ve 16. ve 20. dakikalar arasindaki alikonma zamaninda
Peptid/BSA fiziksel kompleksleri gorilmektedir. Peptid konsantrasyonunun artmasi ile,
olusan fiziksel kompleks miktarinin da arttigi piklerin siddetlerinden anlasiimaktadir. II.
Pik bolgesi olarak ifade ettigimiz, 21. ile 24. dakikalar arasindaki alikkonma zamaninda
goriilen, BSA proteinine baglanmamis peptid molekillerine ait pikler gortilmektedir. Bu
piklerin siddetleri ise, olusan fiziksel kompleks piki ile kiyaslandiginda ters orantih
sekilde azaldigi gorilmektedir. Bunun en 6nemli nedeni ise, kompleksin yapisina
katilan peptid miktarinin gittikge artmasi ve buna bagli olarak da ortamda kompleks
olusumuna katilacak olan peptid miktarinin azalmasidir. HPLC kromatogramlarindan
elde edilen veriler dogrultusunda peptid ile BSA'nin kuvvetli bir sekilde baglandigini
ifade edebiliriz (Sekil 4.73). AB (1-21) peptidi ile sentezlenen FK’leri de benzer sekilde,
BSA ile peptidin birbiriyle etkilesime girebilecegi dustindlen 3 farkli pH’'da
sentezlenmistir. Bu pH degerleri sirasiyla; BSA’'nin noétre yakin oldugu pH 5, pH 7 ve pH
5,75’dir. Floresans sonuclari, en iyi etkilesimin, Kosull yani pH 5’te gerceklestigini

gostermektedir (Sekil4.70).
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Kosull’e gore npeptia/Nesa= 3:5:7:9:11 oranlarinda elde edilen fiziksel komplekslerin
karakterizasyonu, cesitli spektroskopik ve kromatografik yontemlerle incelenmistir. AR
(1-21) Peptid dizisinin BSA ile fiziksel komplekslerinin HPLC kromatogramlarinda, I. Pik
bolgesi olarak ifade ettigimiz ve 14. ve 18. dakikalar arasindaki allkonma zamaninda
Peptid/BSA fiziksel kompleksleri gorilmektedir. n baglanma derecesinin artmasiyla, ile,
olusan fiziksel kompleks miktarinin hemen hemen sabit kaldig ancak buna karsilik. II.
Pik bolgesi olarak ifade ettigimiz, 21. ile 25. dakikalar arasindaki alikonma zamaninda
goriilen, BSA proteinine baglanmamis peptid molekillerine ait piklerin ise peptid
miktarinin artmasiyla orantili olarak arttig1 goriilmektedir. Bu durum bize, kompleksin
yapisina katilan peptid miktarinin n baglanma derecesi veya ¢ozeltideki serbest peptid
miktarina bagl olmadigini gostermektedir (Sekil 4.78). Ayrica SEC ile yapilan

analizlerde, UV detektori sonuglari da bunu dogrulamaktadir (Sekil4.77a).

5.2.3 VPAA ile Sentezlenen Fiziksel Komplekslere ait Sonuglar

VPAA ile AB (1-15) ve (1-21) Peptid dizlerinin fiziksel kompleks olusumu yénteminde
farkl reaksiyon kosullari kullanilarak 2 farkli sayida fiziksel kompleks sentezlenmistir.
VPAA-AB(1-21) ve VPAA-AB(1-15) peptidlerinin farkli npeptia/nveaa= 1, 3, 5, 7, 9, 11
baslangic molar oranlarda sentezlenen fiziksel kompleksleri, en iyi kompleks olusumu
gozlenen Kosull’e gore vyapimistir.Sekil 4.79'daki floresans spektrumunu
inceledigimizde, yesil renkli pikin AB(1-15) peptidine ait oldugunu gérmekteyiz. Bu
peptid ile elde edilen VPAA komplekslerine ait piklere baktigimizda orana bagli olarak;
dalga boyunda peptide goére yaklasik 7 ile 12 nm’lik bir kayma goézlemleniyorken,
floresans siddetleri ise artis gorilmektedir. Peptid-VPAA komplekslerinin etrafi ¢ok
sayida su molekili ile gevrilidir ve kompleksin yapisina giren peptid miktari arttikca
fiziksel kompleks globular halden acik hale gegcmekte ve boylece sistemin cevre ile
etkilesimi ve dolayisiyla da enerjisi artmaktadir. Benzeri bir durum farkh oranlarda elde
edilen VPAA-AB(1-21) komplekslerinin floresans spektrumlarinda da gézlenmektedir.
Komplekslerde serbest peptide gore yaklasik, 11 ile 15 nm’lik bir sola kayma olusmus
iken, floresans siddetleri ayni nedenden otiirt artmistir (Sekil 4.80). Sentezlenen bitin
fiziksel kompleksler ile ilgili sonuclar incelendiginde, en kuvvetli kopmleks
olusumlarinin BSA ile olustugu goriilmektedir. Bunun en bliylik nedenlerinden biri de,

BSA’nin tasidigi farkli amino asitlerdeki —OH —HN;" ve —COO" gibi fonksiyonel gruplar ve
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hidrofobik bolgeler dolayisiyla peptid molekiilleri ile ¢ok daha gilicli etkilesimlere
girmesinden kaynaklanmaktadir. S

Bu tez calismasi sayesinde, 42 amino asitlik Amiloid beta peptidine ait farkli peptid
epitoplari kullanilarak degisik makromolekiller ile baglanmis, biyokonjugatlari ve
kompleksleri olusturulmustur. Biyokonjugatlarin ve komplekslerin olusumu farkl
spektroskopik ve kromatografik yontemlerle aydinlatiimistir. Elde edilen sonuglar
kiyaslandiginda, suda ¢6zliinen karbodiimid varliginda kovalent baglar ile olusan
biyokonjugatlarin daha verimli baglanma gosterdigi ve cesitli hicre kiltlrlerinde
yapilan incelemelerinde ise, bu konjugatlarin toksik etkilerinin neredeyse olmadigi
bulunmustur.

Ayrica beyin hicrelerinde amiloid birikimine neden olan AB peptidinin (1-21)
fragmentinin, 3 boyutlu konformasyonlari incelenmistir. Elde edilen sonugclar, bu
peptidin PAA gibi bir tasiyici makromolekiille baglandiginda, biikilerek B-tabaka yapisi
olusturmak yerine, tam tersine peptidin acilarak bu formdan uzaklastiginin bulunmasi,
hem FRET yontemi ile elde edilen deneysel veriler, hem de Molekiler Modelleme
sonuglari ile teorik olarak ispatlanmistir.

Bltlin bu sonuglar dogrultusunda, tez kapsaminda elde edilen bilgiler Amiloid beta
peptidinin neden oldugu Alzheimer Hastaligi’'na karsi spesifik antikorlarin elde edilmesi,
tani kitlerinin ve biyosensorlerin olusturulmasi ve sentetik asilarin gelistirilmesi

yonunde ileride yapilacak ¢alismalara i1sik tutacak bir calismadir.
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