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OZET

Bu ¢ahsmada, radyoaktif ®°Co gama (y) ismlamasi metodu ile, (pPNIPAAm) poli (N-
izopropilakrilamid polimerinin, sigir serum alblimin proteini ve Sap Hastahg: Virtisi VP1
proteini peptid epitopu (40-60) ile suda ¢Oziinen kovalent konjugatlar1 sentezlenmis ve
incelenmigdir.

Farkh igmnlama dozlar1 ise olusturulan suda ¢oziinen polimer-protein biyokonjugatlarinin
baglanma mekanizmasi, UV-Visible spektroskopisi, Floresans spektroskopisi ve jel filtrasyon
HPLC metodlan ile immiinojenitesi ise ELISA testleri ile incelenmistir. 500 Gy radyoaktif
%Co y 1smlamas: ile olusturulan polimer-peptid konjugat1 baglanma mekanizmasi ise UV-
Visible spektroskopisi ve jel filtrasyon HPLC metodlari ile analiz edilmigtir.

Analizler sonucunda, 100-500 Gy. arasmdaki ®Co y ismnlanmasi ile BSA proteinin yapisal
bozunmaya ugramadan polimer ile kovalent konjugat olusturdugu gézlenmis ve olusan
konjugatlarin immiinojenitesinin serbest BSA’dan belirgin bir sekilde fazla oldugu sonucuna
ulagilmigtir. pPNIPAAm-peptid karigimmmin da, 500 Gy. iginlama etkisi ile kovalent konjugat
olugturdugu sonucuna ulagilmigtir.

Yapilan ¢aligma, proteinin polimer modifikasyonu yontemleri vasttasi ile yiiksek etkili, diigiik
toksiditeye sahip, polimerik sentetik agi olusturma yoOniinde bir ¢aligma olmasi nedeni ile
giincel ve 6nemi olan bir ¢aligmadur.

Anahtar Kelimeler: Konjugat, Co y 1511, immiinojen, sentetik ag1, pNIPAAm
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ABSTRACT

In this study, water soluble covalent conjugates of polymer-protein and polymer-peptide which
can be prototype of synthetic vaccines, have been synthesized and analyzed. Poli (N-isopropyl
acrylamide) (pNIPAAm) has been conjugated to bovine serum albumin (BSA) and Foot-and-
Mouth Disease Viriis VP1 Protein peptide epitop (40-60) by %°Co y radiation.

The covalent binding mechanism of the radiation induced (0-1200Gy.) pNIPAAm-BSA
conjugate is analysed by UV-visible spectrometry, floresescence spectrometry and jel filtration
HPLC while the immunization property is analysed by the ELISA tests. On the other hand, the
binding mechanizm of pNIPAAm-peptide conjugate which is synthesized by 500 Gy ®Co y
radiation is analysed by UV-visible and HPLC methods.

It is concluded that between the radiation doses 100-500 Gy., BSA, without any degradation in
its structure, has successfully conjugated to pNIPAAm. The immunojenity of radiation
induced (100-500 Gy.) protein-polymer conjugate has been observed more than free BSA. It is
also concluded that pPNIPAAm has conjugated to Foot-and-Mouth Disease VP1 Protein peptide

conjugate appropriately by ®Co y 500 Gy. radiation.
This study is of importance because the protein modification by polymers can be basis for
creating highly effective synthetic vaccines, having no toxidity.

Keywords: Conjugate, °°Co y radiation, immunogen, synthetic vaccine, pNIPAAm



1. GIRiS

Proteinlerin canli organizmalarda yap: tas1 olarak ¢ok énemli bir yeri oldugu bilinmektedir.
Hemoglobin proteini kandaki oksijeni dokulara tagimakta, insiilin proteini kandaki glukozun
konsantrasyonunu diizenleyerek diabet hastaligim1 6nlemekte, diste bulunan kolojen proteini
digin saglamhfin saflamakta, keratin proteini sagin ve kilin yapisini olusturmakta, trombosit
proteini kanmn pihtilagmasm saglamakta, immiinoglobulinler canli organizmada bagisiklik
sistemini diizenlemekte ve énzimler ise katalitik iglevleri gergeklestirmektedir.

Proteinler ilag olarak kullanilabilecekleri gibi, antijenik 6zelliklerinden dolay: sentetik asi
yapiminda da kullamlabilirler. Proteinlerin islevlerinin verildikleri organizmalarda daha etkili
olabilmeleri i¢in, ila¢ olarak kullamldiklari durumda, organizmada kalma siirelerinin
uzamasi(prolongation), ag1 olarak kullamldiklarinda ise immiinijenitelerinin yeterli diizeye
arttirilmas1 gerekmektedir. Bu durumda polimerlerin 6nemi ortaya ¢ikmaktadw. Baglandigi
proteinin etrafin1 bir kabuk gibi sarip proteini bagisiklik sistemi hiicrelerine kars:1 koruyan
polimerlet, proteinin organizmada kalma siitesini dolayist ile yatilanma Omriinii uzatirken,
maksimum sayida protein tastyabilen, tagidigi proteinlerin solventle etkilesimine engel
olmayan polimerler ise proteinlerin immiinojenitelerinde onemli artiglara neden olurlar.
Immiinijenitelerinin arttirilmas1 amaci ile polimer ile modifiye edilmis proteinlerden giiglii
sentetik as1 sistemlerinin olusturulmasinda faydalanilir. Pasteur agis1 olarak bilinen
zayiflatilmug viriistin, organizmaya verilmesi sonucunda organizmada olusan yan etkiler
(toksidite vb.), sentetik peptid asilarda gériilmemektedir. Igersinde fazla miktarda toksiditeye
neden olan yabancit madde bulundurmayan, hastaliga neden olan viriis proteini peptid epitopu -
iceren yeni tipli agilarin etkinlikleri baglandiklar: tagiyicilara ve adjuvantlara baghdir.

1970’li yillarin baglarinda immunologlarin ve kimyacilarin ortak ¢aligmalar ile, baz1 sentetik
polimerlerin peptidlerin immiin cevabma kuvvetli etkisi aydinlatildi. Bu konuda yapilan
calsmalarda, timiise bagh olmayan immiinojenlerin sentezlenmelerinin prensipleri de
olugturuldu. Sentetik polimerler ile modifiye edilmis haptenler (zayif immiinojen) klasik
pasteur agilarnm olumsuz yan etkilerini igermedigi gibi simdiye kadar tedavisi miimkiin
olamayan enfeksiyonlara kars1 da ( AIDS, malarya, hepatid, grip, paraziter enfeksiyonlar vb.)
etkili olarak kullanilabileceklerdir.

Bu galismanin 2. boliimiinde proteinin polimer ile modifikasyon mekanizmasi prensiplerine



2
ayrintih olarak deginilmistir. Iyonik , Kovalent ve Radyoaktif Ismlama ile protein polimer

baglanmas1 yontemleri incelenmigtir. 3. Boliimde ise protein-polimer konjugasyonu ySntemi
ile protein antijeninin immiinojenliginin arttirilmas: ve bu yolla Sap Hastah@ina kars: sentetik
peptid a1 prototpinin gelistirilmesi incelenmistir.

Bu ¢aligmanin deneysel kisimlar1 olan 4 ve 5. Boliimlerde, pNIPAAm polimerinin BSA
proteini ve Sap Hastah@ Viriisii Epitopu (40-60) ile konjugat olusturmas: i¢in, teorik olarak
incelenmis protein-polimer konjugatlar1 olugturma ySntemlerinden, radyoaktif ®Co gama(y)
isinlama yOntemi uygun bulunarak, konjugat olusumlari incelenmigti. Bu y&ntemin
se¢ilmesinde en Onemli etken n6tral pNIPAAm polimerinin ve BSA proteinin kovalent
baglanma i¢in iizerinde radikal grup bulundurmamalaridir. Radyoaktif 151nin komponentler
lizerinde radikal grup olusturmasi ile kovalent baglanmms konjugatlarin olusumu saglanur.
pNIPAAm ile BSA’'nin baglanma mekanizmasi, flouresans, UV-Visible Absorbans, jel
filtrasyon HPLC ve immiinojenitesi ise immiinizayon(ELISA) analizleri yapilarak ayrntili
olarak incelendi. Analizler sonucunda, baglanma ve organizmada maksimum immiinizasyon
icin en uygun sartlar belirlendi. Bu sonuglardan edinilen bilgiler baz alinarak son yillarda besin
kaynaklarina ¢ok biiyilk darbe vuran Sap Hastahig: Viriisii VP1 proteini epitopu (40-60),
pNIPAAm ile 500 Gy. siddetindeki ®Co gama isim ile 1sinlama ile baglanarak, baglanma
mekanizmalar1 UV-Absorbans ve jel filtrasyon HPLC ile incelenmistir.

Polimer-protein ve polimer- peptid olugturulmasinda faydalamilan pNIPAAm polimeri, yiikssek
derecede 1s1 duyarh ve suda ¢6ziinebilen bir polimerdir. Sicaliktaki kiiciik degisimlere karsi
geri doniigiimlii hidrasyon-dehidrasyon degigimleri gosterir. pNIPAAm’nin sulu ¢6zeltisi en
diisiik kritik ¢6ziinme sicakhiginda (LCST) ve tizeri sicakliklarda termal ¢okme O6zelligi
gosterir. Fakat hazmrlanan konjugatin ¢ok diisiik konsantrasyonlar1 sicaklik artisindan
bagimsizdir, dolayis: ile bu konjugatlar, LCST ve altindaki sicakliklarda herhangi sekilde
¢Okme gOstermezler.

Poli(N-IPAAM-AA), BSA ile suda ¢oziinen karbodiimid vasitasi ile baglanarak kovalent
konjugat olusmasi saglanmustir.( A. Salman Dilginmen et. al, 2001). Farkh r degerlerinde (r=
Cpsa / Ccp), farkhi konsantrasyonlara sahip konjugatlar hazirlanmig ve konjugatlarm
immiinijeniteleri Elisa testleri ile incelenmigtir. Fare organizmasi sicakhiinm (yaklagik 37°C)
pPNIPAAm-AA’in LCST’1ndan(24°C) fazla olmasi nedeni ile konjuatlar, organizmada termal
olarak ¢dkmiis ve immiinojenitede belirgin bir artig gézlenmistir. Fakat konsantrasygegﬁ&M

¢M
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diisiik olan konjugatlarn (<termal ¢tkme konsantrasyonu) immiinojenitelerinin serbest

BSA’dan ¢ok farkh olmadig1 gozlenmigtir.

Bu ¢ahigma, proteinlerin polimerler ile modifikasyonlarinin agiklayici1 yontemlerini igermesi
agsindan oldugu kadar, organizma igin birgok olumsuz etkileri olabilen viriitik asilarin olumsuz
etkilerini igermeyen yeni tipli, yiiksek etkinligi olan, polimerik sentetik agilarin olisturulmasi
i¢in bir temel olmasi bakimindan Snemlidir.
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2. PROTEINLERIN POLiIMERLER iLE MODIFIKASYONU

Proteinlerin veya diger molekiillerin sentetik polimerlerle modiﬁkasyonlarlnm hem in vivo hem
de in vitro reaksiyonlar i¢in bir ¢ok faydalari vardir. Polimerlerin genig makormolekiillere
kovalent baglanmalari, makromolekiillerin yiizeylerini ve ¢oziiniirlik 6zelliklerini degistirir.
Bunun yaninda, proteinlerin polimer modifikasyonlar1 ile, onlarin biyouyumluluklarimn ve in
vivo stabilliklerinin artmasi, kendilerine karsi olugan immiin cevabin azalmasi veya artmasi ve
organizmadan atilmlarmin geciktirilmesi gibi 6zellikler edinmesi saglanir.  Enzimlerin
polimerlerle modifiye edilmeleri onlarin ¢6zelti halindeki stabilitelerini belirgin sekilde olarak
degistirir. Donmaya kars1 hassas proteinlere polimer baglanmasi ise proteinleri donmaya karst

korur.

Farmasetik ve immiinolojik aktif kompleksler ve konjugatlarin iiretilmelerinde gesitli sentetik
veya dogal polimerden faydalamlmiglardr. Polisakkaritler, poli-L-lizin ve diger
poliaminoasitler, polivinilalkoller, polivinil pirolidonlar, poliakrilikasit ve tiirevleri, poli N-
izopropilakrilamid, farkli poliliretanlar gesitli proteinlerle baglanarak, olusan kompleks veya

konjugatlarin farmasetik ve immiinojenite 6zellikleri incelenmigtir. (Duncan ve Kopecek, 1984)

Farmasetik aktif  aplikasyonlarda ¢ok sk kullamlan 2 polimer, dekstran ve PEG
(polietilenglikol)’dir. Dekstran glukoz monomerinden, PEG ise etilenoksit monomerinden
olusmustur. Immiinolojik aktif konjugat ve kompleksler olusturmada kullamlan polimerler ise,
poliakrilikasit, poli-N-vinil pirolidon, poli-N-izopropilakrilamid ve dekstran olarak sayilabilir.
Bu polimerlerle olusturulan kompleks ya da konjugatin immiinojenligi polimerin 6zelliklerine
baghdir. Polimerlerin bir 6zelligi de, hidrofilik gruplara sahip polimerlerin proteine hidrofilik
yani suda ¢6ziinebilir 6zellik kazandirmalaridir.

Sonug olarak proteinlerin polimerlerle modifiye edilmelerinin nedenleri su sekilde siralamak
miimkiindiir.

1- Polimerler, farmasetik materyallerin istege gore yar1 Omiirlerinin azaltilmas: veya
arttrilmasmda kullamlirlar.

2- Polimer, proteinlere, hidrofilik 6zelliklerinden dolay: suda ¢oziinebirlir 6zellik kazandirir.

3- Polimerler, organizmada protein antijenlere kars: olugsacak immiinolojik 6zelligi arttirirlar.

4- Polimerler, yiiksek veya diigtik sicaklhiklara karg: proteinleri korurlar.

5- Polimerler, protein molekiiliine yiiksek molekdil agirlig: 6zelligi, genis ylizey alam saélg
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Protein-Polimer Baglanma Sekilleri Her kimyasal modifikasyon veya konjugasyon prosesi

bir fonksiyonel grubun digeri ile reaksiyonunu igerir. Organik kimyasal proseslerden
faydalamlarak reaksiyon sistemleri olusturulur.

Protein ve polimerin birbirine baglanmalar gesitli gekillerde gerceklestirilir. Bunlar kisaca
asagidaki sekillerde siralanabilirler.

1- Polimer ve proteininin iyonik kuvvetlerle veya hidrofobik etkilesimlerle birbirlerine
durumlarda ise metal aracih@: ile iyon koordinasyon baglar olusturularak polimer-
protein kompleksi olugturulur.

2- Polimer ve protein kovalent olarak baglanarak polimer-protein konjugatlar: olusturur.

3- Radyoaktif 151n ile polimer ve protein iizerinde fonksiyonel grup olusturularak kovalent
bag olusumu ile polimer-protein kovalent konjugati saglanur.

2.1 Elektrostatik Etkilerle Olusmus Polielektrolit-Protein Kompleksleri

Yapisinda (-) veya (+) yiik tasiyan polimerlere poleielektrolit adi verilir. Ortamun pH’mna
gore(-) veya (+) yikk tagiyan polielektrolitler amaca uygun olarak g¢esitli protein
makromolekiilleri ile elektrostatik etki ile baglanip suda ¢bziinen veya ¢oziinmeyen
polikomplekslerin olusumuna neden olurlar. Polielektrolit bir antijene baglandiginda,
organizmanin antijene karg1 immiin cevabinda artis g6zlenir. Polielektrolitin tagtyici olarak
kullanilmasi sadece immiin cevapta artiga neden olmaz bunun yaninda immiin korumada da
artisa neden olur.

Polimerlerin viskositesi konsantrasyonun artmas: ile artarken, polielektrolitlerin viskositesi
konsantrasyon azaldikga artar. Bunun nedeni azalan konsantrasyon igersindeki (-) veya (+)

yiklerin birbirlerini itmeleri ve gigmeye neden olmalaridr.

Protein-Polielektrolit Komplekslerinde Kendiliginden yapilanma Lineer ve kiiresel
makromolekiillerin kargilikl etkilegimlerinde iki tiir kooperativite miimkiindiir. Birinci tiir
etkilesime g6re makromelekiillerin ylizeylerindeki fonksiyonel gruplarin birbirleri ile
etkilegsime girme hizlar1 komsularina baghdir. Diger bir degisle bu tiir kooperatiflikte,
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baglanma reaksiyon hiz sabiti protein molekiiliiniin dlgiistine baghdir. Bunun nedeni protein

molekiiliiniin, polielektrolitten farkh olarak yiizeylerinde bulunan fonksiyonel gruplar nedeni
ile ‘cok noktadan’ karsihikh etkileserek reaksiyona girmeleridir. Ikinci tiir kooperatiflik ise
hepsi yada higbiri prensibidir. Bu prensip, ortamda aym anda birden fazla polimer ve protein
bulundugunda  gecerlidir. Bu durumda polimerlerin biri kendisine baglayabilecegi
maksimum proteini baglamadan diger polimerler proteinlerle baglanamazlar.

Polimer Molekill Agirhgimin Kompleks Olusumuna Etkisi Protein-polielektrolit
kompleksinin olusumuna, polielektrolitin molekiil agirhgmm, polimerlesme derecesi ile
orantih olmasindan dolayi etkisi vardrr. Polimerlesme derecesi arttikga polimer ile baglanan
proteinin miktarinda artiy gozlenir. Bunun yaninda kompleksin ¢dkmesi de polimerin
polimerlesme derecesine yani uzunluguna baghdir. (Mustafaev,1996)

Polikomplekslerin Coziiniirligit Elektrostatik kuvvetlerle olusmus komplekslerin
¢6ziiniirliigli ortamin iyonik siddetine ve pH’ma baghdir. Ortamin iyonik kuvveti arttikga
kompleksin ¢oziiniirliigii artar. Kompleks igersindeki polielektrolitin polianyon veya
polikatyon olmasina gore de kompleksin ¢oziiniirliigii pH degisimlerinde degisir. Polianyon
iceren kompleksler pH azaldik¢a ¢oziiliir, polikatyon igeren kompleksler ise pH arttik¢a
¢Oziiliir.

2.1.1 Dogal Polielektrolit Kompleksleri

Dogada kendiliginden olusmus dogal polielektrolit komplekslerinin incelenmesi, yapay
polielektrolit kompleksleri olusturulmasi bakimindan ¢ok Onemlidir. Hiicre gekirdeginde
bulunan niikleoproteitler seklinde bulunan niikleik asit kompleksleri veya hiicre duvarlarinin
yapisim olugturan peptido glikanlar dogal polelektrolit kompleksleri arasinda sayilabilirler.
Birgok bilim adami, organizmada, protein ve polielektrolitlerin kooperatif yap: ile
olugturduklar1 biyosistemlerden esinlenmis ve amagclart dogrultusunda benzer yapay
kompleksler olugturma gabasina girmiglerdir.

Niikleik Asit Kompleksleri Pozitif yiiklii protein veya peptidlerle negatif yiikli DNA veya
RNA kompleksleri en ¢ok incelenmis dogal polielektrolit kompleksleridirler. Bu
komplekslere deoksiriboniikleikproteitler veya ribuniikleoproteitler adi verilir. Kompleksler
proteinlerin pozitif yiiklenmis amino gruplan ile niikleik asitlerin negatif yiiklenmis fostat
gruplarmm birbirleri ile elektrostatik etkilegsimlerinden meydana gelirler. Olusan
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niikleoproteitler yapilarina gére iki smifa ayrilirlar. Birinci smifin yapisi, biinyesinde

bulundurdugu protein yapsi ile uygundur.Burada yapinin ana seklini ve iskeletini protein
verir. Niikleik asit ya proteine sarilmigtir ya da protein iskeleti halinde toplanmugtir. Ikinci
smfin yapism ise polielektrolitler belirler. Proteinler bu polielektrolitlerin arasina
doldurulmus durumdadirlar.Bu smifin en iyi incelenmis olan yapist ribozom yapisidir. Bu
smiflandirmalardan gikanlabilecek sonug ise proteinlerin hidrofilik karakter tasidiinda sulu
dis yiizeyle temas halinde oldugu ve bu nedenle kompleks yapisinin kendisine gore olugmasi
fakat hidrofobik yap: tasiyip kompleksin i¢ yiizeyine toplandigmmda ise yapimmn polielektrolit
tarafindan belirlendigidir.

Dogal DNP ve RNP partikiillerinin fiziksel kimya yontemleri ile incelenmeleri onlarmn,
kooperativite prensiplerine uygun olarak asimetrik kompleks olusturduklarm gostermistir.
Ultrasentiirfiijda DNA-poliepeptid sistemi iki fraksiyona boliiniir. Birinci fraksiyon ¢iplak
DNA, ikincisi ise kompleksin kendisidir.

2.1.2 Yapay Polielektrolit Kompleksleri

Polielektrolitlerin proteinlerle reaksiyonlari ile olusan yapay komplekslerini ilk Morawetz,
Stahmann, Katchalski ve arkadaslan aragtirnmglaridir. Polielektrolitlerin proteinlerle su
ortammda kompleks olusturmas: genel olarak karsilikli reaksiyona giren bilesiklerin zit
yiikler tagimasi ilkesine dayanir.

Yapilan gahigmalar gostermistir ki, serum albumin (SA), ortamin pH’min proteinin
izoelektronik noktasmndan daha diisiik oldugu durumlarda, anyonik polielektrolitler olan
poliakrilik asit veya poliemetakrilikasit veya polietilenimin ile suda ¢dziinmeyen
kompleksler 'verirler. Ortamin pH’mm SA’min izoelektrik noktasindan fazla oldugu
durumlarda ise, SA negatif yiiklenir ve katyonik polielektrolitler olan polilizin veya
polivinilamin veya polidimetilaminoetilmetakrilatin ile ¢tkelti verebilir.

Proteinlerin hem polibazlarla hem de poliasitlerle ¢6kmesi ¢ogunlukla pl noktasi ile gesitli
uygunluklarda olan pH’1n dar arahiginda goriiliir.

Proteinlerin, polielektrolitler ile reaksiyonu sirasinda olusan ¢6keltinin ¢6ziilme mekanizmasi

daha genis sekilde protein-polilizin sistemlerinde incelenmistir. Bu sistemlerde ¢dziilme,
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ortamun pH’mm , iyon giiciiniin ve ortamdaki polimer komponentlerinden birinin arttiriimasi

durumunda kolaylastig1 goriilmiistiir.

Aym yiiklii protein ve polimerlerin birbirine baglanmas: zit yiiklii gegis metal iyonlan ile
iyon koordinasyon bag1 olusturarak gergeklestirilir.

2,1.3 Aym Yiikli Polimer ve Proteinin Gecis Metalleri varhgmda Kompleks

Olusturmast

Metal iyonlarimin biyolojik proseslerde ¢ok Onemli rolleri vardw. Polimer-metal
komplekslerinin benzersiz 6zellikleri onlarin fizikokimyasal 6zelliklerinin tek bagma polimer
ve metalden daha farkli olmalarmna dayanir. Son yillardaki birgok yaym, metal baglantih
komplekslerden olugsmus ilag yapisi1 ve dogal polielektrolit ve antijenlerin biyokonjugatlar:
tizerinedir. Bu modellerin kullamlmasi ile dogal polimerlerin mekanizmasi ve metal iyonlar:
varhigindaki davranglar1 ile ilgili daha fazla bilgi edinilmigtir. Polimer metal kompleksleri
¢ok genig cesitlilikte biyomedikal preperatlarin yapilandirilmalarinda kullamlmiglardir.
Diistik molekiil agirhkh gecis metal iyonlarinin nétral veya zayif yiiklenmis suda ¢oziinen
polimerleri kendine baglama &zellikleri vardir. Béylece polimer komplementer yiizeylerle
kompleks olusturma 6zelligini kazanmis olur. Polianyonlar, proteinlerle metal iyonlar1 ile
capraz baglama vasitasi ile iyon koordinat kompleksleri olugturur.

Cu, Zn, Fe gibi metal iyonlarinin immiinokompetent hiicreler tizerinde 6nemli etkileri vardr.
Demir eksikligi, Hemopoiesis ve Lymphopoiesis’in inhibisyonunun engellenmesine ve
timiiste morfolojik degisikliklere neden olur. Bunun yaninda dalaktaki T ve B bagimh
bolgelerde hiicre azalmasina neden olur. (Mustafaev, 1996)

Polimer-Metal komplekslerine ait literatiir aragtirmasi metal iyonlarmm polielektrolitlerin
fonksiyonel gruplari seviyesinde kargihkh etkilesimi ile simrlandirilmigtir. Coziinen ve
cozinmeyen komplekslerin olugumu metalik iyonlarin yiiksek konsantrasyonlarinda
incelenmistir. Ayni1 zamanda baglama mekanizmasini anlamak ve makromolekiil yapisindaki
degisimleri izlemek i¢in metal iyonlarimin makromolekiiller arasinda dagilimim incelemek
¢ok Onemlidir.



2.1.4 Polielektrolit ve Proteinin Hidrofobik ve Van Der Vals Etkilesimleri ile
Baglanmasi

Protein-polikatyon kompleksi olustugunda, protein grubunun yiizeyindeki negatif yiikli
gruplarla polikatyon elektrostatik baglar olusur. Her iki makromolekiil de ~OH ve —CH2
fonksiyonel gruplari tagidiginda Van Der Vals ve hidrofobik etkiler suda ¢oziinen
polickompleksler olusumuna neden olurlar. Bu sistemde iyon kuvveti arttifinda
polikompleks serbest komponentlerine pargalanmamaktadir.

Kobanov, Mustafaev ve onlarin arastirmacilan lineer polielektrolitlerin aym yiiklii globular
proteinlerle karsihiklh etkilerini incelemis ve ¢ok miktarda suda ¢éziinebilen polimer-protein
kompleksleri olusturmuglardir.

2.2 Protein-Polimer Kovalent Konjugati Olusumu

Protein polimer konjugat: baghg: altindaki bu bolim iki alt bashk altinda incelenecektir.

Bunlar,

1- Protein polimer konjugasyonuna baz olusturacak, protein amin grubunun cesitli
kimyasal gruplar ile verdigi kovalent reaksiyonlar incelenecektir.

2- Protein amin gruplariin verdigi reaksiyonlar baz alinarak ¢esitli sentetik polimerlerle

proteinlerin kovalent reaksiyonlar: incelenecektir.
2.2.1 Protein Amin Gruplarinm Cesitli Gruplar ile Kimyasi

Bu boéliimde, biyokonjugat kimyasmin anlagilmasi igin hazir referans bilgi verildigi
soylenebilir. Bu nedenle verilen reaksiyonlarin teorisi ve mekanizmas: hakkinda
derinlemesine bilgi yoktur.

Amin gruplan, izosiyanatla, izotiyosiyanatlarla, asilazidlerle, NHS esterleri ile stilfonil
kloridler ile aldehitlerle, epoksit veya oksiranlarla, karbonatlarla, arilleme ajanlar ile
imidoesterler ile anhidritler ile modifiye edilebilirler.

Amin Gruplarn Izotiyosiyanat Grubu ile Reaksiyonu Izotiyosiyanat kompoundu, hedef
amino gruplarinin protonlanmadid alkali pH degerlerinde en iyi sekilde reaksiyon verir. Bir
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¢ok reaksiyon 0,1 M sodyum karbonat tamponunda pH 9’da gerg¢eklestirilir.

RN, + R'—=N=C=§ —» R’"fﬂ*g—m"ﬁ
Amin ~ Ieiiyesiyemt hetiyoiire Bagi
2.1)
Amin Gruplannm Izosiyanat Grubu ile Reaksiyonu Bir izosiyanat, aromatik amin ile
fosgen reaksiyonundan olusur. Izosiyanatlarin reaktivitesi izotiyosiyanatlarinkinden fazladir.
Bu nedenle de stabiliteleri problem telkil edebilir.

R-NH; + R-N=C=0 — % R’-HN-CO-NH-R
Amin izosiyanat izoiire Bag
2.2)

Amino Gruplarmm Asil Azidler ile Reaksiyonu Asilazidler primer aminlerle amid bag:
olusturan aktive edilmis karboksilat gruplaridir. Reaksiyon igin optimum sartlar pH 8.5-10
arasindadr. Kullamlan tampon ¢ozeltide yarigmali durum meydana getirecek amin veya
diger niikleofillerin olmamasi1 gerekir. Asilazid baglanmasinda major yarigmal reaksiyon
hidrolizdir. pH ne kadar yiiksekse reaktivite o kadar hizhdir. Asilazid grubu igeren
modifikasyon reaktifleri veya capraz baglayicilar, aktivitelerinin korunmalar i¢in kuru
muhafaza edilmelidirler.

o o
S . . ; ! R HN =N
R—NH, + R')LN§ —_— R’/u\ﬁ/ + =

e 1 Azid Grubu
Amin As@l Azid Trevi Amid Bagl

2.3)
Amin Gruplarmmm NHS (N-hidroksisiiksinimid) Ester Gruplan ile Reaksiyonu NHS
esteri ile modifikasyon reaktif asilleme ajanlar1 olusturmak i¢in en yaygin aktivasyon
kimyasidir. NHS esterlerinin primer veya sekonder aminlerle reaksiyonu ile stabil amid veya
imid baglar1 olugur. NHS ester baglayici reaktifler prensip olarak proteinlerin N-

terminallerindeki o aminler ile baglanr.

&
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Amin Gruplarmin Siilfonil Kloridler ile Reaksiyonu Siilfonil Kloridler, reaktif stilfonik

asit tiirevleridirler. Siilfonil Klorid, ozellik ve reaktivite olarak karboksilatlarn asit
kloritlerine benzerler. Tetraderal konfigirasyonundaki siilfonik aist grubu yiikesek derecede
engellenmisg bir molekiildiir. Siilfonil klorid iizerindeki niikleofile kars: bir atak stabil
olmayan gegici pentavalen intermedya olugmasini saglar. Bu nedenle siilfonatlarla ancak
stilfonil klorid tiirevleri olugturulur. Siilfonil klorid kompoundunun primer amin igeren
molekiil ile reaksiyonu klor atomunun ayrilmasi ve siilfonamid bagmin olugmas: ile
sonuglanir. Siilfonil kloridin amin ile reaksiyonu alkali pH(9-10)sartlarinda ilerler.

R-NH; + RSO, C1 ——»p R’-SO;NHR + HCI
Amin Siilfonil Klorid Tiirevi Siilfonamid Bag
2.5)
Amin Gruplarmm Aldehit I¢eren Bilesiklerle Reaksiyonu
R-NH, + R’COH : R’CNRT; R’NHR
Amin Aldehit Schiff Baz Sekonder Amid Bagi
(2.6)
Aldehit ve keton gibi karbonil grubu igeren bilesikler, aminlerle Schiff baz intermedyasi
olusturarak reaksiyon verirler. Bu interaksiyon pH bagimhdir. Reaksiyondan ¢ikan Schiff
bazi kararsiz bir bilesiktir.Bu nedenle sodyumborohidrit veya sodyumsiyano borohidrit’in
reaksiyon ortamina katilmasi ile Schiff bazinin indirgenmesi saglanarak, stabil hale
getirilmesi saglanir.

Amin Gruplannin Epoksitler ile Reaksiyonu

B ; G )
B — e Ty
Amin . . ‘5

Epoksit Thirevl Sekonder Awmid Bag

2.7

Epoksit gruplari, niikleofillerle halka agilmasi prosesi i¢inde reaksiyon verirler. Epoksitlerin,
primer amin, siilfhidril veya hidroksil gruplar1 ile reaksiyona girmesi sekonder amin, tiyoeter
ve eter gruplarimn olugmas: ile sonuglanir. Baglanma esnasinda olusan halka agilmas: epoksi
kompoundu {izerinde hidroksi grubu olugmasmi saglar. Reaksiyon genellikle yiiksek pH’da

gerceklesir.
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Amin Gruplarmnm Karbonatlar ile Reaksiyonu

B—ei, & gs,l\ R ——» R_ /LB‘*R‘_
AminK " Karbonat Karbamat Bag
(2.8)

Karbonatlar, karbonik asitlerin diester tiirevleridirler. Karbonatlar, fosgen veya karbonil
diimidazol gibi bifonksiyonel kompoundalarin iki alkolle reaksiyonal girmesinden olusur.
Karbonatlar niikleofillerle hizli reaksiyon vererek son derece stabil olan karbamat baglarim
olustururlar. Karbonat fonksiyonel gruplarmin bir amin ile reaksiyon vermesi en iyi hafif
alkali ¢ozeltilerde gergeklesir.(pH7-9 arahiginda). Reaksiyon ortaminda yarisma durumu
yaratacak baska amin veya siilfidril komponentleri bulunmamasi gerekmektedir.

Amin Gruplannm Arilleme Ajanlan ile Reaksiyonu

R
n—%+[/\}/ “”‘*(\‘/%ﬁﬁr HE
“‘/

Floro Benzen Aril Amid Bagi
Tiirevi
2.9

Florobenzen tiirevleri, proteinler gibi amin igeren kompoundlarla kovalentA baglar
olustururlar. Aril halidlerin reaktivitesi aminler igin spesifik degildir. Florobenzen tipli
kompoundlar, homobifonksiyonel ¢apraz baglayici ajanlarin fonksiyonel gruplaridirlar.

Amin Gruplarinm Imidoesterler ile Reaksiyonu

NF N,
— NI S e - R 4+ CHOH
R Hz + R \/ﬁ\ O, CHB R Q 2
Amin " Imidoester Amid Bagi

(2.10)
Imidoesterler, primer aminleri modifiye etmek igin kullamilan en spesifik asilleyici
fonksiyonel gruplardir. Diger baglama kimyalarinda oldugu gibi, imidoesterler proteinlerdeki
diger niikleofilik gruplarla minimum gapraz baglama 6zellik gdsterirler. Proteinlerin o veya &
aminleri pH 7-10 arasmda homobifonksiyonel imidoesterler tarafindan hedeflenir ve ¢apraz

baglanirlar. Bu reaksiyonun {iriinii olan imidoamid fizyolojik pH’da muhafaza edilir.
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Amin Gruplarmm Karbodiimid vasitas1 ile Karboksilik Asitlerle Reaksiyonu

Karbodiimidler, O-uzunluklu ¢apraz baglayici ajanlardir. Bu nedenledir ki protein modifiye
etmede en yaygmn ve etkin bir sekilde kullanilan prosediirdiir. Bu ajan karboksilat ve amin
veya fosfat ve amin arasmda amid veya fosforamid bag1 olusturur. N-siibstitue
karbodiimidler karboksilik asitlerle yiiksek reaktivitede O-asil iire tiirevleri olugtururlar ve bu
tiirevler ¢ok kisa omiirlii tiirevlerdir. Karbodimidler, bu nedenle: O-uzunluklu reaktifler
olarak adlandirilirlar ¢iinkii konjuge olacak baglar arasinda bagka farklhi kimyasal bir yap:
yoktur. Fosfat tamponu, reaksiyonun gidisatt esnasinda, pH’1 stabilize etmek igin
kullanilabir. Oligoniikletidlerin 5° fosfsat1 gibi, fosfat igeren molekiillerde amin igeren
molekiillere konjuge edilebilirler. Karbodiimid fosfati, bir intermedya olan fosfat esterine
aktive eder. Amin varlifinda, ester, stabil bir fosforamid bag1 olusturur. Karbodiimidden
faydalanilarak olugturulan amid bag: etkili bir sekilde pH 4,5-7,5 arasmda olusur.

Ri
o - /\\/gH“ 0’&0
R = ~ S .
—<OH + Hac/\N/;c N CH, HSCAN/k\N/\\/\?wCH;
Karboksikal Eod O-Asit Ure Intermedyasi ©' 2
@.11)
oo
HgC/\i"f/)\\\N/\/’\n”Cﬁa |
! _
8] O
Reaktif Intermedya CH, R—{ _ /E\
e + HSC/\ /\/\n‘ CH,
~ N-R Ny |
+ . H CH,
R—NH, Amid Bagh S
© Izofire-Orin
Amin Kompoundu
(2.12)

Dogru spesifiklikte antikor iiretimi saglamak ic¢in, bir hapten ile tagiyiciymmn baglama
kimyas1 ¢ok onemlidir. Capraz baglama metodolojisi, tasiyict ve hapten iizerinde varolan

fonksiyonel gruplarla belirlernir. Konjugasyonu saglayan ¢apraz baglama reaktifinin
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potansiyel oalrak antikor iretimi saglamas: istenmeyen bir durumdur. Bu durum haptene

kars: arzu edilen spesifik antikor konsantrasyonunu diigiiriir. ‘O uzunluklu’ ¢apraz baglama
prosediirii (suda ¢dziinen karbodimid ile) bu problemi giderir. Bu prosediirde hapten ve
tagtyict arasmda molekiill yoktur. Karbodimid Once, tasiyici veya hapten fizerindeki
karboksilik grup ile yiiksek aktivitedeki O-asil iire intermedyasmi olugturur. Aktive olmus
karboksilik grup daha sonra primer amin ile amid bag1 olusturmak {izere reaksiyona girer. Bu
arada karbodiimid medyas1 ¢oziinebilir bir izotilirevi olarak ortamdan ayrilir. Reaksiyon
yaklasik 2 saatte tamamlanir ve konjuge olmus immunojen olugur.

Bircok peptid haptenleri konjugasyon igin amin ve karboksilik asit gruplan igerirler
Konjugasyon peptidin N-terminali ile olabilecegi gibi yan zincirlerindeki amin gruplari ile de
olabileceginden yan zincir amin gruplar1 bloke edilmelidir. Bunun yaninda, peptidin peptidin
tastyici tizerinde polimerize olmasi veya gapraz baglanmasi peptidin immunojenikligi i¢in de
faydalidir. Bu daha fazla antikor cevabina neden olur.

Amin Gruplarinin Anhidritler ile Reaksiyonu Asit anhidritler, 2 karboksilik asit
grubunun dehidrasyon reaksiyonundan olusur. Anhidritler, niikleofiller kargisinda yiiksek
" derecede reaktiftirler ve proteinlerin 6nemli fonksiyonel gruplarmi asilleyebilirler. Her
asillenmis {irtin ig¢in anhidritler bir karboksilik asit olustururlar. Eger anhidrit, bir
monokarboksilik asitten olustuysa, asilasyon bir karboksilat grubunun serbestlesmesi ile
sonuglanir. Fakat anhidrit, dikarboksilik asit ise (siikksinik anhidrit gibi)bir niikleofille
reaksiyon esnasinda anhidritin halka yapisi agilir. Bdylece anhidrit reaktifleri, hem
fonksiyonel gruplar1 bloke etmede hem de var olan fonksiyonel gruplar: karboksilik asite
¢evirmede kullanilabilir. Anhidritlerle reaksiyona giren protein fonksiyonel gruplari, N-
terminalde o aminler bulunduran anhidritler, lizin yan zincirlerinin € aminleri, sistein
siilfhidril gruplary, tirozil aminoasitlerinin fenolat iyonlar1 ve histidinlerin imidazol
halkalaridir. Bunlardan, sistein, tirozin ve histidinin yan zincirlerinin asilasyonlar: stabil
olamayan komplekslerin olugpumu ile sonuglanir. Sadece proteinlerin, amin fonksiyonel
gruplari, anhidrit reaktifleri ile asillendiklerinde stabil amid baglar: olusur. Yan zincirler
bloke edilebilir. '

3
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(2.13)
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2.2.2 Proteinlerin Polimerlerle Kovalent Baglanmalarimmn incelenmeleri

2.2.2.1 Aktive Olmus Polietilen Glikol ile Protein Baglanmasi

PEG’in proteinlere baglanmaya ¢alisilmasinin baglica sebepleri asagidaki gibi siralanabilir.

1- Sulu ve organik ¢ozeltilerde proteinlerin ¢oziiniirligiinii degistirmek.

2- Proteine kars1 immiim cevabin modulasyonunu saglamak.

3- Protein ¢dzeltilerinin stabilitesini saglamak.

4- Proteinlerin in vivo yar1 Omiirlerini arttrmak.

5- Proteinlerin hiicre membranlarina hedeflemesini yapmak.

6- Proteinlerin farmasotik 6zelliklerini degistirmek.

7- Proteinlerin biyouyumluluklarim1 arttrmak ve yiizeyleri protein adsorbsiyonundan
korumak.

PEG, lineer zincirinin her iki ucunda da hidroksil gruplar1 igeren etilen oksit {initelerinin
tekrar etmesinden olugur. Etilen oksitin anyonik polimerizasyonundan meydana gelir.
Polimerizasyon sartlarina gore farkli molekiil agirhklarna sahip polimer gesitleri olusur.
Biyokonjugat aplikasyonlarinda kullamlan bir¢ok ¢esit PEG’in molekiil agirhig1 20.000°den
azduwr.

PEG’in polimer iskeleti biyolojik orijinli olmadigindan dolayi, memeli canlilarin
organizmalar1 tarafindan bozunamazlar. Polimerin bu 6zellii PEG ile modifiye edilmis
materyalin in vivo kullamldigmda yar1 6mriiniin uzamasim saglar. PEG ile modifiye edilmis
molekiiller hizhi bir sekilde bozunmadan korunurlar. PEG’in ¢6zelti halinde veya diger
molekiillere baglandiginda etrafindaki bagka polimerleri diglayan bir 6zelligi vardir. Bu
nedenle PEG’in proteinlere baglanmasi igin aktive edilmesi gerekmektedir. Istenmeyen
¢apraz baglanmalarinin 6niine gegmek i¢in —OH gruplarindan birinin metil grubu ile bloke
edildigi monofonksiyonel PEG(m PEG) kullanilur.

- .
: e , o H.C ’
Hot\/ }\/\OH s ‘0{\/0}\/\014
e ) S dn n
PEG ’ v

mPEG
Poli (Etilen Glikikol) monometiloksi-polietilenglikol)

(2.14)



Trikloro-s- tirazin Aktivasyonu

(2.15)

PEG’in aktivasyonu i¢in kullanilan en yaygmn ve etkili metodlar, PEG’in proteinlerle veya
NH; igeren bilesiklerle sekonder amid baglar1 olugturmasim saglayacak metodlardir. PEG’in
aktivasyonu i¢in en eski metod trikloro-s-tirozin metodudur. Tst, ii¢ reaktif asil benzer klor
tastyan simetrik, heterosiklik kompoundur. Bu reaktif ve tiirevleri, boya molekiilleri ve
fabrikler arasinda da kuvvetli kovalent bag olusumunu gerektiren  endiistriyel
aplikasyonlarda kullanilirlar. Tst ile PEG’in reaksiyonu sonucu, polimer hidroksil grubundan
eter bagi olusturarak aktive olur.

Sulu ¢o6zelti igersinde. Tst iizerinde 3 reaktif klorun farkh reaktiviteleri vardir. Ik klor,
hidroksile kars:1 pH 9 ve 4 ‘de reaktiftir. (Mumtaz ve Bachawat 1991, Abuchowski et al.
1977a) ik klor baglandiktan sonra ikinci klorun baglanmas: igin ortamin aym pH ve fakat bu
defa sicakligin oda sicakhigmda olmas: gerekir. 2 klor niikleofilik gruplara baglandiktan
sonra Uglinciisiinii baglamak nisbeten daha zordur. Sicaklifin en az 80°C olmas1 gerekir.
Primer amin igeren molekiillerin modifikasyonu pH bagimhdir. Fizyolojik pH degerlerinde,
reaksiyon alkali pH ortaminda oldugundan daha yavas hareket edecektir. Optimal tilirev
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etkinligi pH 9 veya lizeri durumlarda gerceklesir. Tst, reaktivitesi aminler karsisinda dislayici

degildir.
NHS Ester ve NHS Karbonat Aktivasyonu ve Baglanmasi

NHS Ester Aktivasyonu ve Baglanmasi NHS gruplari ile aktive olmug karboksilat gruplar:
amin niikleofilleri kargisinda yiiksek derecede reaktiftir. (Bragg ve Hou, 1975- Lomant ve
Fairbank 1978). PEG’in siiksinik anhidritle olusturdugu siiksine olmus mPEG’in , fizyolojik
pH’daki miikemmel reaktiviteleri, NHS ile | NHS esterlerinin olugmasmi saglar. NHS
esterleri de biyokonjugat kimyasinda major amin baglama materyalidir.

NHS ester iceren kompoundlar, niikleofillerle NHS grubunu ve asillenmis tiriinii agiga
¢ikaracak sekilde reaksiyon verirler. Karboksilat gruplari, siilfidril veya hidroksil gruplar: ile
bu esterlerin reaksiyonu miimkiindiir. Fakat bu gruplarla olusan konjugatlardaki, tiyoester
veya ester baglar: stabil degillerdir. Histidininin imidazol halkasma ait nitrojenler de NHS
esteri reaktifi ile asiilenebilirler fakat, onlarda hizh bir gekilde hidroliz olurlar. (Cuatrecasas
and Parikh, 1972) NHS esterlerin primer ve sekonder aminler ile olugan konjugatlar:
stabildir, bu nedenle olusgan amid veya imid baglarinin kirilmasi zordur. NHS esterleri,
protein molekiillerinin N-terminal uglarindaki o aminlerle veya lizin yan zincirine ait € amin

ile reaksiyona girerler.

PEG normalde hi¢ karboksilat grubu igermez fakat anhidrit kompoundlarla reaksiyona
sokularak karboksilat grubuna sahip olur. Monofonksiyonel PEG’in siiksinik anhidritle
modifikasyonu ile PEG’e karboksilat grubu baglanmig olur. Bu asillenmig kompoundunun
NHS ester tiirevi amin igeren molekiillere kars: yiiksek derecede reaktiftir.(Abuchowski et al.
1984) Bu prosediir sonucu olusan konjugat hidroliz olmamasma ragmen hidroliz olabilecek
potansiyele sahiptir.

2- NHS Karbonat Aktivasyonu ve Baglanmasi NHS ester aktivasyonu ydntemininde
olusan siiksinimidil siiksinat intermedyasmin hidroliz olabilme potansiyeli NHS Karbonat
aktivasyonu yonteminde olugan siiksinimidil karbonat intermedyasinda yoktur. Bu metodla
olusan karbonat intermedyas: amin igeren bilegiklerle reaksyon verir ve olusan konjgatin
hidroliz olma ©zellifi yoktur. Bu nedenle PEG’in siiksinimidil karbonat metodu ile
aktivasyonu, polimeri amin i¢eren proteinlere baglamanm etkili ve giivenli bir yoludur.
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NHS Karbonat Aktivasyonu ve Baglanmasi
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Karboksilat-PEG tiirevlerinin karbodiimid ile amin grubu ile baglanmas1 PEG’in diger
molekiillere etkili bir sekilde konjugasyonu ic¢in, sadece hidroksil gruplar1 vardw. Bu
hidroksiller anhidrit kompoundlar1 ile karboksilatlarm1 olusturmak {izere modifiye
edilebilirler. PEG’in siiksinik anhidrit ile asillenmesi ile PEG iizerinde karboksilat grubu
olugturulur. Monofonksiyonel PEG’de sadece tek bir ugta karboksilar grubu vardir.
Karboksilat PEG modifikasyonundan sonra, PEG’in karboksilat grubu ‘O uzunluklu’ adi
verilen karbodiimid ile reaksiyona girer ve olusan intermedyadan karbodimid ayrilarak
proteinlerin amin grubu ile saglam baglar olusturur.

, SﬁksiheOimuSm?EG |

(218)

CDI (N-N’-Karbodiimidazol) Aktivasyonu ve Baglanmasi CDI peptid sentezinde de
kullamlan ilk miikemmel yiiksek reaktivitede karbonilleme kompoundudur. (Paul ve
Anderson 1962) Daha sonra hem karboksilik gruplarini hem de OH gruplarin1 amin iceren
reaksiyonlara i¢in aktive etmede kullamlmiglardir. Kaboksilat grubunun CDI ile aktivasyonu
sonucu olusan intermedya primer amin igeren kompound varliginda, stabil bir amid bag1
olusmasm saglar. Hidroksil igeren kompoundlar ise, CDI ile imidazol karbomat
intermedyas1 olugturur ve bu intermedya da amin iceren kompundlarla reaksiyona girer.
PEG’in CDI aktivasyonu ve proteine baglanmasi sonucu olugan bag bir 6nceki boliimde
anlatilan stiksinimdil karbonat bag: ile aynidir. CDI-PEG veya CDI-mPEG reaksiyonu igin
optimal baglama alkali pH(8.5) ortaminda saglanir. Baglanma reaksiyonu hedef molekiilgn
pl degerinin 1 defer Uzerindeki pH’da miimkiin olur. Eger hedef molekiiliiniin suda
¢oziinlirligi az ise, reaksiyon direk olarak organik ortamda gergeklestirilir. Organik baglama
reaksiyonunun avantaji, hidroliz olayma meydan vermemesi ve ¢ok yiikksek PEG
stibstitiisyon tiriinleri elde edilmesidir.
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2.2.2.2 Aktive Edilmis Dekstranlarin Baglanmasi

Dekstran, maya ve bakteride enerji stogu olarak sentez edilen dogal bir polimerdir. D-Glukoz

{initelerinin glikozidik baglarn ile birbirlerine baglanmalarindan olusur.

Dekstran iskeletinin hidrolik igerigi polimere hidrofilik 6zellik verir ve bu dzelligi nedeni ile
diger molekiillere baglanarak modifiye olabilirler. Dekstran, PEG’de oldugu gibi lineer
zincirlerin uglarinda 2 adet —OH grubu igermez, herbir monomerinde en azindan 3 —-OH
grubuna sahiptir. Dekstranin bu g¢ok degerli dogasi polimer zinciri boyunca birgok

bélgesinden molekiil baglayabilecegi anlamina gelir.

Molekiil agirhigi 10000-500000 arasinda olan ¢6ziinebilir dekstran, protein veya diger
molekiilleri modifiye etme veya c¢apraz baglama ajanlari olarak kullamlabilirler.

Dekstranlardan agagidaki sekillerde faydalamlabilir,

1- Antineoplastik farmosetiklerin in vivo tiimor boélgelerine daha yiiksek

konsantrasyonlarda tagmabilmesinde tasiyici olarak kullanilabilir.(Bernstein at al. 1978-

Heindel et al. 1990)

2- Immun cevap olugturmak icin hapten tasiyici olarak kullamlabilir. (Brunswick et. Al

1998)
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3- Kemoterapik ajanlarla monoklonal antikor konjugatlarimin ¢apraz baglayacak ¢ok

fonksiyonlu baglayici olarak kullamilir. (Heindel et. Al. 1991)
4- Enzimleri ve proteinleri stabilize etmede kullamhrlar. (Nulcumura et. Al. 1990)

5- Makromolekiillerin in vivo yar1 Smiirlerini arttirmada kullamlirlar.

Polialdehit Aktivasyonu ve Baglanmas1 Dekstran polimeri, her glukoz monomer grubunda
yan hidroksil gruplar igerir. Bu dioller sodyum periyodat ile okside edilerek bagh olduklan
C-C baglan kirilir ve aldehit dekstran olugur. Béylece polimer birgok amin igeren bilesik ile
baglanabilecek yiiksek reaktivitede bir hal halmg olur. (Bernstein et. al. 1978) Polialdehit
dekstran, stabil ikincil baglarn olugmasim saglayan indirgen aminasyonu takiben amin
gruplan ile Schiff bazi olugturarak konjuge olurlar.

Proteinler, okside edilmig dekstran polimerleri ile normal sartlarda Na-Siyanoborohidrit ajam
kullanrak modifiye edilebilirler. Indirgen aminasyon reaksiyonu igin optimal pH 7-10
arasmdadir. Reaksiyonun orani pH 8-9 arasinda en yiiksektir. (Kobayaski ve Ichishima 1991)

GksldasyoniIeAldehil Olustma

Dekstran Polimeri
(2.20)
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2.3 Radyasyon Etkisi Ile Polimer-Protein Baglanmas:

Radyoaktivite terimi Marie Curie tarafindan agir elementlerden iyonize edici radyasyonun
yayilmasm agiklamak igin ortaya atilmigtir. Isminden de anlasilacag: gibi, madde ile iyon
meydana getirmek iizere interaksiyona girer. Bu radyasyonun kimyasal baglar1 kirabilecegi
anlamina gelir.

2.3.1 lyonize Edici Radyasyon Tipleri

Alfa (o)) Isinlan Bu tip radyasyon o partikiilleri akimindan olusur. Bu partikiiller Helyum-4
atomu c¢ekirdegi ile aymdir. o 1smmlar1 madde icersine yayildikga, maddeye niifus etme
ozelligi diisiik olmasmma ragmen iyon meydana getirir. o partikiilleri pozitif yiikhi
olduklarindan dolay1 , elektrik ve manyetik alan tarafindan cevrilir. o partikiillerinin
radyoaktif ¢ekirdek tarafindan tiretilmesi niikleer esitlik tarafindan agiklanabilir. Bu niikleer
esitlikte, esitligin her iki tarafindaki kiitle numaralar1 ile atom numaralarinin toplami birbirine
esittir. o 1smnlar1 yayihmi esnasinda radyoaktif elementin kiitle numarasinda 4, atom

numarasinda ise 2 azalma olur.

Beta (B )Ismnlan Bu tip igmlar B partikiillerinden olusurlar, p partikiilleri elektronlaria
birbirlerinin aymdir. Beta igminin maddeye niifus etme 6zeligi o partikiilinden fazla
olmasina ragmen iyon meydana getirme giicii daha azdwr. Aliiminyum folio i¢ersine 2-3 mm.
niifuz edebilir. Negatif yiiklii olduklarindan dolayi, beta partikiilleri elektrik ve manyetik
alanda o patikdillerinin zit istikametine cevrilirler. 2** Th ¢ekirdegi beta emisyonu vererek
bozunmaya ugrar. Bir ¢ekirdek beta partikiilii kaybettiginde, ¢ekirdegin atomik numarasi bir

{inite artiyor, kiitle numarasi ise aym: kaliyor.

¥ (Gamma Isinlan) Bazi durumlarda, a veya B partikiilleri yayan radyoaktif bozunma
prosesleri sonucunda ¢ekirdek halen enerjetik ve kararsiz durumda oldugundan, stabil hale
gelmek igin enerjisini gama i1 geklinde kaybeder. Gama igmlan yitkksek niifuz etme
6zelligine sahip bir radyasyondur. Elektrik ve manyetik alan tarafindan ¢evrilmezler.
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2.3.2 Radyasyonun Madde Uzerine Etkisi

o, P ve y ismlarmm madde ile interaksiyonlarinda farklibklar bulunmasina ragmen atomlar:
ve molekiilleri iyonlagtirmalar1 ortak ozellikleridir. Radyasyonun, iyonlagtrma giici,
olusturduBu iyon ¢ifti sayisi ile agiklanabilir. Bir iyon ¢ifti, iyonize olmus elektron ve
olusturdugu pozitif iyondan olusur. o partikiillerinin yiiksek iyonize edigi giicleri vardir.
Radyasyon partikiillerinin atomlarla ¢arpigmasindan direk olarak iiretilen iyonize olmusg
elektronlar primer elektron adim alirlar.

Biitlin interaksiyonlarda, radyasyon, madde ve iyon ¢ifti meydana getirmez. Baz
durumlarda, elektronlar, basit olarak daha yiiksek atomik veya molekiiler enrji seviyelerine
yiikselirler. Bu elektronlarin normal durumlarina donme siralarinda ise radyasyon yayilmasi
meydana gelir. Bu durumda, gekirdegin igerdigi enerjiye bagh olarak x 1511, uv g veya
goriinilir 151n meydana gelir. Bu igmlardan, gesitli analiz cihazlarinda oldugu gibi giinliik
hayatta faydalamlabilir.

Daha 6ncede bahsedildigi gibi sentetik polielektrolitlerin biyomolekiillerle suda ¢6ziinebilen
biyokonjugatlan ¢esitli alanlarda faydah kompoundlardir. (Petrov et al., 1992; Voychec ve
Tan, 1992), Bu gibi sistemler ¢ok noktadan elektrostatik ve hidrofobik intreaksiyonlarla
stabilize olmug ve fonksiyonel gruplari vasitasi ile kovalent olarak baglanmig kompleksleri
igerir. Fakat polielektrolitler veya makromolekiiller bajlanma i¢in gerekli fonksiyonel
gruplan icermediklerinde polimeri veya makromolekiilii modifiye etmek gerekmektedir ki bu
durum polimerin ve makromolekiiliin birbiri ile baglanip biyolojik sistemlerdeki etkilerini
degistirebilir.

Mustafaev ve arkadaglar1 anyonik polelektrolit poliakrilik asit ile siir serum albiimini ®Co
gama 151 ile farkh siddetlerdeki radyasyona tabi tutup baglamislar ve sonuglari yiiksek
basingh sivi kramatografisi ile incelemislerdir. Radyasyon etkisi ile PAA ve BSA’nmn
fonksiyonel gruplar1 olugtudundan birbirleri ile kovalent bag yapmuglardir. Bunun yaninda
suda ¢bziinen tcli polielektrolit-Cu®*-BSA kompleksleri olusturularak, bu komplekslerin
tizerinde farkli siddetlerdeki radyasyonun etkisi yitksek basmgh sivi kramatografi ile
olgiilmiistir. Cu®* iyonunun polimer protein karigimma eklenmesi polimer ve proteini

radyasyon hasarindan korumustur. Bunun nedeni kompleks igersindeki Cu?* iyonunun su
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ortaminda radyasyon etkisi ile olugmus stiperoksit anyonu (O, ) ile komplekslesmesi ve

superoksit anyonun makromolekiiler O,’e déniigmesidir.

PEC.Cu™ + O,

AN

{PEC.Cu™+ O}

-,
y
e d

PEC. Cu'™ = O,

PEC.Cu™ +Of

Sekil 2.1 Radyasyonun Cu®* iceren polielekrolit sistemleri uizerine etkisi (Mustafaev

vd.2000)
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Sekil 2.2 Isinlanmamg (A) ve farkh dozlarda igmnlanmig (B-D) PAA-BSA karigimlar
(B=100 Gy; C=300 Gy; D=1200 Gy; C 8sa=Cpas=0.01 g/It.) HPLC sonuglar1 (Mustafaev et
al, 2000)
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(A) Farkh dozlarla igmlanmis (2-5 2=300 Gy. ; 3= 1200 Gy. ; 4=2500 Gy.; 5= 3000 Gy.)
ve 1gmlanmams (1) PAA-Cu?*-BSA karisimlart HPLC sonuclari Cpga=Cpaa=0.01 gr./lt.
Cu=1.4.10*gr.moVl/k.

(B) 1smnlanmamis (C) 1sinlanmag farkl oranlardaki BSA ve PAA karigimlan ile hazirlanmmg
PAA- Cu**-BSA kansimlary, ngsa/ npas = A:0.1; B:0.2: C:0.5: D:1; E:3 HPLC sonuglari
Cu=1.4.10*gr.moV/1t. Ismlama dozu 1200 Gy.

(Mustafaev et al., 2000)
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3. POLIMER-PROTEIN SiSTEMLERININ IMMUNOLOJIK AKTIVITESI

Yiikli olamayan ve su ortaminda yiikklenmeyen polimerler (polivinilpirolidon, polietilen
glikol) eritrositlerin immiin cevabim pratik olarak degistirmezler. Bu nedenle adjuvant
etkisine sahip degillerdir. Baz1 kopolimerlerin adjuvant olarak kullanilmas: ise immiinolojik
aktiviteyi azaltacak sekilde etki gosterir. Ornegin akril asidin metil vinil piridinle kopolimeri
homopolimerden farkh olarak immiin cevab kesin bir sekilde azaltmaktadir. Bu polimerlerde
immiin yatigtiric1 etkisi gosterir ve bu amagla faydalanilabilirler. Caligmalar sonucunda
adjuvant olarak kullanilan polimerin etki mekanizmasinin polimerin kimyasal yapisma bagh
olmadig: goriilmiistiir (Kobanov vd., 1984). Yapilan ¢ahgmalar sonucunda Poliakrilikasit,

immiiniteyi uyaric: aktifliin polimer zincirinin uzunluguna bagh oldugu gosterilmigtir.

Immiinolojik aktifligi arttrmak icin sentezlenmis ilk suni antijen, poli-2-metil-5-vinil
piridinin trifenol ile elektrostatik kompleksidir. Bu suni antijen kullamldiginda immiin cevabi
arttirmak icin ilave yardimcilar kullanlmasina gerek kalmaz. Bunun nedeni, antijenin T
(timiis) hiicresinden bagimsiz olarak antikor olusumunu uyarmasidir. Dogal olmayan ikinci tip
yapay antijen kooperatif elektrostatik ve hidrofob baglarla kararh hale gelen protein
antijenlerinin polielektrolit kompleksleridir. (Kobanov vd., 1978) Bu kompleksler de, ilave
yardimeilar olmadan bir defa enjekte edildikten sonra, T(timiis) hiicrelerine bagh olmadan
antikor olusumunu uyarirlar. Asagidaki sekilde goriildiigii gibi T’ye bagh olmayan immiin
cevapta antijen, B-lemfosit reseptorii ile yap:1 spesifik kontak olusturur bu kontak B
hiicresinde birinci sinyali olugturur. ikinci sinyal ise B lemfositin yiizeyinde absorbe olmus
polimerden ileri gelir.

Sekil 3.1 Birincil ve ikincil immiin cevabi olugturan antijen-hiicre komplekslerinin hipotetik
semas1 (Mustafaev M.1, 1996)
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PE ve antijen molekiillerinin kooperatif olarak, elektrostatik, hidrofob ile kovalent
etkilesimlerle baglanmg, stabillesmis kompleksleri ve konjugatlarmin en yiiksek
immiinojenik aktiviteye sahip olduklarmn: séylemek miimkiindiir.

Son zamanlarda gesitli protein antijenlerinin sentetik polielektrolitlere gegis metal iyonu
katilmasi ile olusan tiglii komplekslerin yiiksek etkili immiin cevaba neden olduklar: yapilan
caligmalarla gosterilmigtir (Mustafaev ve Norimov, 1990). Asagidaki tablodan goriildiigt gibi
iiclii kompleksler hem birincil hem de ikincil immiin cevabi ¢ok fazla miktarda arttirmaktadir.

Cizelge 3.1 Hazirlanan BSA Srneklerinin immiinite testleri sonuglar1 (Mustafaev ve Norimov,

1990)

Hazirlanan Ornek | Farelerin Sayist Ikinci cevap IgM Anti SA miktan IgG
BSA 11 2044,2 62,1

BSA-Cu** 10 2044,0 5,542,3

BSA-CP 10 10+4,0 542,0
BSA-Cu”*-CP 15 22400+1570 1472041200

Polielektrolit kompleksleri immiinolojik etki géstermek igin optimal sekilde yapilmalidirlar.
Immiinolojik aktif polielektrolit komplekslerinin olmas: gereken en uygun modeli agagidaki
sekilde gosterilmigtir. Yiiksek immiinolojik etkili polielektrolit kompleks modelinin 6nemli
fizikokimyasal 6zellikleri agsagida sralanmgtir.

1. Antijen ve polimer molekiilleri fizyolojik sartlarda pargalanmayan stabil baglarla (¢ok
noktal elektrostatik ve hidrofob karsihikh etki, iyon koordinasyon ve kovalent baglanma)
birlesmelidir.

2. Yapisinda ‘ilmik’ olan polielektrolit komplekslerin (polimerin biikiilebilen serbest
béliimlerinin olmasi) yapisinda bulunan polielektrolitler protein yiizeyine yapigmistir ve
‘ilmik’ fizerinde bulunan hidrofilik gruplar kompleksin ¢ozeltide kalmasina yardimei olur.

3. Birden fazla yiiksek epitop yogunluklu antijenin bir polimer makromolekiilii ile baglanmasi

ile yiiksek immiinolojik etkili polielektrolit kompleksleri olugur.
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4. Antijen molekiillerinin polimer tastyicisi ile stabillesmis sert stabil yapisi hem antijen
determinantlarinm uygun yerlesmesini hem de genis ylizey alani olugsmasini saglar.

5. PE’in biyosistem komponentleri ile (proteinler, immiin hiicreler) ¢ok noktah kooperatif
karsihkhi etkilesimde olma kabiliyetleri vardr. PE’in bu kabiliyeti yapisinda olan
‘ilmik’lerdeki serbest polimer fonksiyonel gruplarna gore olusur. Yiikksek immiinojen
etkili polielektrolitler biyosistem kompenentleri ile yiiksek kompleks olusturma
kabiliyetine sahiptir.

Sekil 3.2 Yiiksek (I) ve diisiik(II) immiinojen etkili antijen-PE komplekslerinin yapis1 (M.1.
Mustafaev, Biyopolimerler,1996)

3.1 Sap Hastahin

Sap Hastalig1 insanlarin en énemli gida stoklar olan sigir, kegi, koyun ve domuzlarm bagma
gelebilecek en biiyiik felakettir. Bu hastaliktan ilk defa 1546 yilinda Fracastorius bahsetmistir.
(Fracastorius, 1546)

Sap viriisii, ayakta, dilde, viicudun diger bolgelerinde yaralar olusmasina ve viicuttaa birgok
orgam da iceren sistemik bir enfeksiyona neden olmaktadir. Genellikle kontamine olmus
yiyeceklerin tiiketilmesinden bulasir. Hastalik semptomlarmin siddeti, viriis cinsine ve enfekte
olmus bhayvanin cinsine gére degismektedir. Bu virlisten en ¢ok domestik sigir etkilenir.
Hastabktan 6lim oram korunmamus siriilerde %100’ yaklasabilir. Oliim orami bireylerin
enfeksiyona hassasiyeti ve viriisiin yayilhm hizi ile etkinligi ile ilgilidir. Enfekte' olmus
hayvanlada 6liim oram ¢ok bilyiik olmamakla birlikte hayvanlarm tiiketilebilecek etinde %25°lik
bir kayip vardmr. Hastaliktan dolayr onemli ekonomik zararlardan dolayr Sap hastalift halen
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diinyada yasamsal stoklara kars1 varolan en biiyiik tehdittir. A1 kullammu ile veya hastalifa
maruz birakilmig stiriilerin yok edilmesi ile hastahgin oniine gegilebilmesine ragmen halen Sap
Hastahg: giniimiizde tehditedici bir hastaliktir ve diinyanin bazi bolgelerinde enfekte olmus
siiriilere rastlanmaktadrr. En son 2000 Kasim aymnda Ingiltere’de baglayan, bizim iilkemizde ve
diger Avrupa iilkelerinde de rastlanan Sap Hastalina tutulmus sifir vb. siiriiler hastahkta |
kurtulmanin son ¢aresi olarak yok edilmis ve basta gifigiler olmak tizere iilkeler biiyiik zarara
ugramuglardir.

Sap Hastah@ Agsisinin Tarihcesi Sap Hastah@ma karsi olusturulan ve bagarili bir sekilde
kullanilan ilk ag1, enfekte olmus sigir dilindeki yaradan alinan parganin formaldehit ile inaktive
edilmesinden olusturulmugtur. Bu prosediiriin yliksek koruma etkisi goriilmesine ragmen,
virisiin elde edildigikaynakhastahgmn kontrol edilebilecegi kadar biiyiik miktarlarda iiretim
yapilabilmesini engellemektedir. Yukarida bahsedilen problem Frenkel asisinin olugturulmas ile
¢Oziilmiistiir. Frenkel asisi, sigir dilinden alinan epitelyum iplikcikleri {izerinde in vitro kiiltiirii
yapilan formaldehit ile inaktive edilmig viriistiir.(Frenkel, 1947) Frenkel agis1 yiiksek derecede
etkilidir ve halen Hollanda gibi baz: bdlgelerde kullanilir.

As1 geligtirilmesinin ilk yillarinda itibaren, asilamanin herzaman hayvanlann hastah@a
yakalanmaktan korumadifi gorilmiigtiir. Bu problem izerinde aragtirma yapildiginda bunun
nedeninin viriiste 6nemli antijenik ¢esitliligin oldugu anlagilmigtir. Bu aragtirmalar sonucunda 7
serotipi saptanmugtir. (Brooksby, 1982) Viriisiin bir serotipine karsi korunan hayvanlar diger
serotiplerine karg:1 hassas olabilirler. Serotiplerin. diinyada dagihm oranlar1 birbirlerinin aym
degildir. En 6nemli serotipler olan O, A ve C serotiplerine diinyanm biitiin endemik bslgelerinde
rastlandigi halde diger 3 serotip SAT1,SAT2 ve SAT 3’e¢ sadece Afrika bolgesinde
rastlanmaktadir. Asia viriisii ise Asya kitasinda goérillmektedir. Bu serotiplerin her birinde de
kendi icersinde farkhliklar gozlenmektedir. Bu farklihiklar o kadar biiyiik olabilir ki bir tip viriisle
agilama aymi serotipin diger tipine kargt ¢ok az bir koruma saglayabilir. Bu problem agilamada ag1
tipi segiminde biiyiik komplikasyonlara neden olur.

Ideal tip as1 en yliksek seviyede reaktif notralize eden antikor olusumunu saglayan tiptir. Sap
Hastahgma karsi koruma, virlise maruz kalma amndaki serumda olusan viriis notralize eden
antikor titri ile baglantihdir. Immunolojik hafizanin korumaya ¢ok az bir etkisi oldugundan
hayvanlar y1lda en az 2-3 kez agilamak gerekmektedir.
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Gilinlimiizde kullanilan Sap agisinmn biiyiik ¢ogunlugu doku kiiltiiriinde iiretilmis kimyasal olarak
inaktive olmus ve alimunyum hidroksit veya mineral ya emulsiyonu ile zenginlestirilmis
viriislerdir. Daha 6nceki kullamlmis ve halen kullamlan baz: agilar formaldehit ile inaktive olmusg
agilardir. Fakat bu tip agilara inaktivasyon kinetigi lineer degildir. Bu nedenle hastahga dahi
neden olabilmektedirler. Zayiflatilmig viriisler de kullamlmigtr fakat bu tip agilarm
kullammlarmn da hastahidin yayilmas: agisindan risk tegkil ettigi kanttlanmigtir. (King, 1981)

Sap Hastabhi Asisinin Arzu Edilen Ozellikleri Suanda kullamlan Sap Asilarn etkili oldugu
bilinmesine ragmen bu agilarin gelistirilebilecek bazi yonleri vardir. Bunlar agagida siralandigi
gibidir.

1-) Su anda kullanilan klasik agilar ¢ok fazla miktarlarda enfeksiyonel virtisten diretilmektedir. Bu
nedenle, ¢evrenin kontaminasyonunu ve hastaligin yayilmasm engellemek gibi viriisiin
verecedi zararlardan kagmmak icin sofistike metodlar gelistirilmesi gerekmektedir. Viriitik viriis
kiiltiiri Gretmeye dayanmayan bir agi iretimi yOntemine ihtiyag vardw. Kimyasal olarak
sentezlenmis bir as1 viriis agilarinin yaratacag1 olumsuzluklar1 icermeyebilir.

2-) Birgok biyolojik tiriinlerde 61dugu gibi, suanki Sap agilar stabil degildir ve saklanmalan ile
dagitimlar1 soduk zincir gartlar: igersinde yapilmahdir. Uygun ortam sartlarmda dahi agmin raf
Omrii limitlidir. Kimyasal olarak sentezlenmis agilarin dogal stabiliteleri bu problemi elimine

edecektir.

3-) Peptid agilarmin stabiliteleri taginmaya(delivery) miisait olacaklardir. Bu durumda koruyucu
immunitenin siiresini arttiracak ve tekrar tekrar agilamaya gerek kalmayacaktir.

4-) Suanda kullamlan asilar saf degillerdir ve kontamine edici materyale karsi hassasiyeti
takiben anafilaktik cevaplara sebep olmaktadirlar. Sentetik asi saf ve kimyasal olarak
tanimlanmis agidir.

5-) Viriis kiiltiiriinden olusan agilarm kullamminda kargilagilan biyolojik smirlamalar ve
komplikasyonlar sentetik agilarm kullamm ile elimine olacaktir. Sap virtisiiniin Snemli
6zelligi, izole viriislerde karsilagilan antijenik farkhiliklardir. Bu nedenle viriis tipi se¢imi ¢ok
Onemlidir. Ne varki viriisler arasindaki farkhiliklar giintimiizde ¢ok az bilinmektedir. Sentetik
agilarda bu gibi durumlarla kargilagilmayacaktir.
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6-) Klasik agilar, T-hiicresi bagiml1 agilardir.Fakat sentetik olarak iiretilmig polimerik agilar T
hiicre bagmmh desillerdir. Bu tip asilarda antikor olusumu T hiicresinin intreferon etkisi ile B
hiicresini uyarmas: ile degil, direk B hiicrelerinin uyarilmas: ile meydana gelir. Bu da
organizmada T hiicresinin gahgmadlgl durumlarda da (aids hastahfmda oldugu gibi) antikor
olusumunu saglar.

Sap Viriisiiniin Genel Ozellikleri Sap Viriisti Picarnoviriis ailesinin aftoviriis cinsindendir.
Bu ailedeki viriislerin protein kiliflari, VP1, VP2,VP3,VP4 adh 4 gesit protein igermektedir.
Bu proteinleri yaklasik 8000 niikleotid uzunlugundaki tek iplikcikli RNA kodlar. Herbir
viriiste, her proteinden 60’ar adet mevcuttur. VP1-VP32 ve VP3 dis ylizeyde yer alirken, VP4
ise i¢ ylizeyde uzanur.

Sap Viriisiiniin infektivitesi kolayca gevresel sartlar tarafindan zarar gorebilir. Viriis asidik
sartlarda ve diisiik iyonik kuvvetli solusyonlarda ¢ok kararsizdir. Yiiksek sicakliklarda ve
asidik ortamlarda, dig kabuktaki VP1, VP2 ve VP3’iin 5°er tamesi yan iinite iireterek
gﬁzﬁhﬁrler. VP4 ¢bziinmeyen agregat olarak ayrilir ve RNA serbest kalir.(7,85) Bunun
yaninda, endoniikleaz aktivitesi gostererek genomik RNA parcalanir. Bu gekilde viriis
kimyasal inaktivasyona ugrar. Bu durumdan yola ¢ikarak kimyasal agilarin inaktivasyonu
gergeklestirilir.

RNA direk olarak mRNAolarak davranabilir ve viriis proteinlerinin translasyonunu
gercgeklestirir. Bu nedenlere viriisiin diger tiyeleri olmadan da enfeksiyonel 6zelligi vardur.

Sap Viriisiiniin Antijenik Ozellikleri Sap viriistine kars1 korunma, organizmada ona karg
olusan uygun nétralize edici antikor olusumu ile miimkiindir. (Van Bakkum, 1969)
Immunizasyonu takiben antikor seviyesi azaldikga organizmada hassasiyet artar ve
asilamanin, koruyucu seviyeye ulagihincaya kadar tekrar edilmesi gerekmektedir. 1-10 pg.
kadar viriis partikiiliiniin sigirda yiiksek koruyucu etkisinin bilinmesine ragmen kapsidin yan
{initeye boliinmesi immunojenikligin 2 kat azalmasina neden olur. Viriis partikiillerinin ve yan
tinitelerinin kalitatif ve kantitatif farkliliklar: vardir. Bu sebeplerden dolay: viriis partikiiliiniin,
biitiinliigli bozulmayacak sekilde korunmasi gerekmektedir.
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Bazi virils cinslerinin, 6zellikle O serotipindekilerin immunojenitesi tripsin gibi proteolitik
enzimlerle azaltilmigtr. Yapilan inceleme ve ¢aligmalarin sonucunda, tripsin tarafindan
parcalanan bélgede 6nemli antijenik bolgelerin oldugu gézlenmistir. (Brown, 1970) Tripsin
ile muamele edilmis viriisiin nétralize eden IgM antikorlar1 reaksiyon vermediginin de
g6zlenmesi bu ¢aligmay: desteklemistir.

Sekil 3.3 Tripsin ile muamele edilmis viriis (sag) ile dogal viriisiin(sol) IgM antikorlar ile
reaksiyonlar: (Brown, 1970)

Tripsinin Sap viriisii serotipleri ile reaksiyona sokulmasi ile serotiplerin gerekli hiicrelere
baglanmalarmna engel olunmus olunur. Bu ¢alismalardan elde edilen sonug, tripsin enziminin
hiicrenin reseptdr baglama bolgesine ve viriis iizerindeki major antijenik determinantina hasar

verdigidir.

Tripsine maruz birakilmig proteinlerin analizi, sadece VP1 proteininin 2 bdlime.
pargalandifini gostermigtir.  (Burroughs; Rowlands 1971) Bundan ¢ikacak sonug, VP1
proteininin antikor olusumunu saglayan major antijenik determinantma ve hiicre reseptdriine
sahip oldugudur.

Sap Hastah$ Viriisii Inmiinodominant Bélgenin Identifikasyonu Yukarida bahsedildigi

gibi, koruyucu ve viriis notralize eden antikorlarm olusumuna neden olan onemli antijenik
determinant VP1 proteini iizerinde bulunmaktadir. Bu determinantin lokasyonu 1980’li
yillarin basinda tesbit edilmistir. Bu konuda yapilan ¢ahsmalar arttikca, VP1 proteini
izerindeki aminoasit dagilimmin rastgele olmadigi, 2 bolgede yoZunlasma gosterdigi
bulunmugtur . Yogunlagmanmn 40-60 ve 132-160 bolgeleri arasinda oldugu tesbit edilmigtir.
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60 bolgesinin farkh serotiplerde farkli dagilimlar gostermesine ragmen 132-160 bolgesi hem
serotip icersinde hem de serotipler arasinda farkhhklar gostermektedir.

132-160 dizisi swa olarak farklhiliklar gostedigi gibi uzunluk olarak da farkhliklar
gostermektedir. C1 serotipinindeki uzunlugu 24 amino asitken SAT3 serotpinde 34
aminoaisttir. (Polmenberg, 1989) Proteinin bu bdlgesinin yitksek derecede degisiklik
gosterdigi bilimesine ragmen 145-147 pozisyonundaki ARG-GLY-ASP iigliisii hemen hemen
degismez. (14,63) 132-160 bolgesinin hiperaktiflik gostermesinin 2 sonucu olabilir. 1-) Viriis
ylizeyinde bulunur ve proteinin katlanmasmda herhangi bir rolii yoktur. 2-) Viriisiin antijen
karakteristiginin belirlenmesinde 6nemlidir.

VP1 lizerindeki lineer antijenik determinant bdlgesi icin en direk delil Strohmaier tarafindan
verilmigtir. (Strohmaier, 1982) Bu arastirici, VP1 bolgesini enzimatik veya kimyasal kirma ile
saflagtrmus ve VP1 parcalarinin protein iizerindeki pozisyonu belirlemis ayrica bunlarin
yanminda protein amino asit dizisini molekiiler kolonlarm niikleotid dizisinden saptamgtir.

Strohmaier, elde ettigi protein fragmentlerini farelere enjekte etmis ve viriis serumunun
ndtralize edici antikorlarin varhg: i¢in analizini yapmastir. Arastirici, iki lineer antijenik bolge
saptamustir. Bunlar C terminal 146-154 ve 201-213 aminoasit dizileridir.

Sekil 3.4 Sap Viriisii VP1 proteininin tamimlanmig fragmentlerinin immiinojenikligi
(Strohmaier,1982)
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3.2.Sentetik Peptid immunojenler

Sap Viriisiiniin immunodominant bolgelerinin belirlenmesi, sentetik peptid immunojenlerin
sentezi ile bu gibi materyallerin deney hayvanlarmda viriis notralize edici ve koruyucu
cevaplar ahnmasi igin temel olugturmugtur. VP1 proteininin C terminalineden baglayarak 141-
160, 200-213 dizilerinin her ikisininde viriis nétralize edici etkilerinin oldugu goriilmesine
ragmen 141-160 amino asit dizisi bolgesinin spesifik aktivitesinin daha yiiksek oldugu
gbzlenmistir. Ilk sentetik peptid dizisi serotip O1 viriisiinden ahnmigtir. Daha sonra yapilmig
diger caligmalarda diger serotiplere ait 141-160 dizilerinin de nétralize edici antikor
olusturdu@u g6zlenmistir.

Sentetik peptid immunojenlerin ilk ¢aligmalar1 sentetik peptidlerin kimyasal olarak tagiyici
protein molekiillerine baglanmalari ile yapilmigtir. Yapilan ¢aligmalarda peptid, KLH

( Keyhole limpet hemocyanin) gibi tagtyic1 proteinlere baglanmigtir. Bunun nedeni 15-20
aminoasit uzunlugundaki peptid dizisinin tek bagina immunojenliginin yeterli olmamasidir.
Tastyici protein ile baglanma, peptid ve protein iizerindeki gruplarin_birbirleri ile kovalent,
iyonik ya da hidrofobik etkilisimlerle baglanmasindan olusur. Immunojen peptidin C ucuna
dogal olmayan sistein grubu baglanarak sisteininin tagiyici protein lizerindeki amino gruplari
ile N-Maleimidobenzoil-N-hidroksisiiksinimid esteri ajam yardimiyla baglanmast
gergeklestirilebilir. (Francis, Fry, Rowlands, 1987) Daha sonra yapilmg ¢ahismalar, proteine
baglanmig peptidlerin artan enjeksiyonlart sonucu ammnestik cevaplar olustudundan dolay:
klasik haptenler gibi davranmasiklar1 goériilmiigtir. Bunun yaninda, KHL’ e baglanmis
peptidin 6n injeksiyonunu takiben serbest peptidlerlerin injeksiyonu ile daha iyi anamnestik
sonuclar elde edilebilir. Bu c¢ahsmalardan ¢ikan sonug¢ serbest peptidin immiin sistemi
harekete gecirdii ve tasiyici proteinin gerekli olmadifidir. Baglanmamig sentetik peptid
Freund’s Adjuvanti ile birlikte sigira enjekte edilmis ve sonuglar rapor edilmigtir. (Di Marchi;
Brooke; Gale, 1986) Kullamilan sentetik peptid 141-158 ve 200-213 aminoasit dizilerini
icermekte ve bu diziler Pro-Pro-Ser spaceri ile birbirine baglanmis ve N ile C terminallerinde
Sistein aminoasidi icermektedir. Boyle bir yap: disiilfit bag olugpumuyla genig polimerizasyona
uygun bir yapidir.

-----

yapilmig immunizasyon sonuglar: arasinda kalitatif farkliliklar goriilmiistiir.(Francis; Fry;
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Rowlands, 1988) Inaktive olmus viriis ile immunizasyonu yapilmig hayvanlarda olusan viriis
ndtralize edici antikorlarla hayvanlarin korunma yiizdesi arasmmdaki bagin mitkkemmellikten
¢ok uzak oldugu goriilmiigtiir. Diger yandan, peptid ile immunizasyonu yapilmis hayvanlarda
ise notralize eden antikor seviyesinin diigiikk seviyenin biraz tizerinde olmasina ragmen biitiin
hayvanlarin korundugu gozlenmistir. Inaktive virlise karsa olugan antikorlarm bazilarmn in
vitro etkisinin in vivo etkisinden daha fazla oldugu, bu sagirtici durum igin uygun bir
agiklamadir. Peptidler daha dar spesifik spektrumda antikor olusumuna neden olduklar: halde,
onlara karg1 olugan antikorlarin in vivo olarak in vitro’da daha etkili olduklar1 g6zlenmigtir.

Daha 6ncede bahsedildigi gibi, antijenik cesitlilik Sap Hastalig1 icin agilamada major bir
problemdir ve bu nedenle, aday ag1 viriis cinsinin olusturacagi antikoruﬁ miimkiin oldugu
kadar fazla viriis tipini notralze etmesi gerekmektedir. Bu konuda, yapilan galhigmalarda
nitralizasyon titrinin, baglangigtaki heterelog viriis titrine oram olan r degeri giindeme
gelmistir. (Rossmann, Arnold, Erickson, 1985) r degeri dikkara alinarak, serotip O ve A’nm
VP1 141-160 aminoasit dizisi bélgesinin digerlerine oranla daha genisg bir sekilde ¢apraz
reaktif cevaplar verdigi goriilmiigtiir. (Parry, Quldridge, Barnet, 1989)

VP1 fragmenti ile hazirlanmus sentetik immunojen peptid antijent, protein epitopunun biitlin
yiizey ozelliklerini icermez. 20 aminoasit igeren antijen-antikor komplekslerinin kapladig:
alan yaklasik 700 A? ‘dir. Genis bir alan igeren epitop-paratop kontag icersinde can alic1 rol
oynayan ¢ok kiiglik bir kisumdir. (Getzoff, Tainer, Lerner, Geysen, 1989). Buna ragmen,
epitopun diger bdlgelerinin de antikora baglanmas: i¢in steorik olarak antijen epitopunun
antikorla uyumlu olmas: gerekmektedir. Sentetik peptidin olusturdugu antikor cinsleri
spektrumu, baglanma i¢in kritik aminoasit bolgelerini tamir. Fakat bu antikorlarin baglandig:
peptidleri birbirlerinden aywran 6zellik yan bolgelerinin stereouyumiuluklarinin birbirlerinden
farkh olmalaridir. Buna ragmen antijen-antikor kompleksinin olugsmasmin nedeni, peptide
kars1 immiin cevapta, peptidin yan bolgelere kars1 yapisal bir simrlama olmamasidir. Sonug
olarak poliklonal antipeptid cevabi igersinde olugan antikor cinsleri, aym kritik baglama
determinant1 igeren fakat yiizeylerinde farkli topografikal bolgeleri igeren virlisleri
tanimaktadir.

3.3 Peptidlere Karsi Immiin Cevapta Farkhhklar
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Sentetik Sap Viriisii peptidlerinin koruyucu seviyelerde antikor olugturdugu ispatlanmasma
ragmen, bu materyalin immunojenligi diigiiktir. Ornefin 1 pg. inaktive edilmis viris
partikiilii, iyi notralize eden antikor cevabi olustururken, yaklagik aym degerde immiin cevaba
ulasilabilmesi i¢in inaktive viriis miktarlarmm 100 kat daha fazla 141-160 Cys peptidinin
kullanilmas: gerekmektedir.

Kobaylarda, sentetik peptid immunojenlerine kars1 iyi cevap alinmasma ragmen, domuzlarda
ve s@ularda koruyucu cevabmn ¢ok daha az oldugu goriilmistiir. (M.J. Francis, Personal
comminication) Siirlarda ve domuzlarda antipeptid antikorlarin spesifikliginin hemen hemen
aym olmasina ragmen, viriis nétralize edici aktivitenin diisiik oldugu gériilmiistiir. Bunun i¢in
yapilan agiklama VP1 141-160 dizisindeki yardimci T hiicre epitoplariin  sigirda ve
domuzda kobaylardakinden daha az etkili oldugudur.

T hiicresi yardmm, antijen reaktif B hiicrelerinin uyarilmasi1 ve onlarin antikor plazma
hiicreleri olugturmalari i¢in sinyaller saglanmasi i¢in gereklidir. Yardime: T hiicreleri, MHC-
antijen kompleksinindeki T cell epitoplarim tanur.

Sap Viriisiine karsi smirlandirmalari incelemek ve bunlarin iistesinden gelebilmek igin
fareler, immunizasyon deneylerine tabi tutulmuslardir. Farenin 141-160 dizisi ile
immunizasyonu sonucu bazi farelerde antikor olugpumu gozlenirken bazi farelerde ise hig
antikor olugsmamis. Bu farelerdeki immun smirlama probleminin, spesifik T hiicre
epitoplarmin peptid immunojenlerle kooparatif sekilde birlegtirilerek agilmasi hedeflenmistir.
(Francis, Hastins, Sured, 1987) BSylece MHC siirlamasinin, kolineer olarak sentez edilmis
Sap Viriis peptidinin yabanc1 T hiicre epitopu ile birlestirilmesi sonucu 6niine gegilmistir.

Steward ve arkadaslar1 tarafindan, birgok sistemde antikor affinitesinin viriis ndtralzie
edilmesinin etkinliinde ¢ok 6nemli oldugunu gostermistir.

‘Sonug¢ olarak, peptid konformasyonu, adjuvant formulasyonu ve peptid presentasyonu,
antikorlarin affinite ve izotip dagilimim etkiledigi goriilmiis ve bu faktdrlerin aragtirmaya
deger faktorler oldugu ortaya ¢ikmugtir.
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$ek11 3.6 Antlkor esashi immiin yamt elde edllmesmde sentetlk peptid immiinojenin T ve B
hiicre epitoplar1 fonkiyonlarmimn diyagramik sunumu (Francis, Hastins, Sured, 1987)

3.4 Peptid Antijen Prezentasyonu

C terminal fonksiyonel bélgesinde Sistein icermeyen dogal Sap Viriisit VP1 dizisini temsil
eden peptidin hi¢ immunolojik cevap vermedidi gériilmektedir. Sistein iceren peptidlerin
gelistirilmi§ immiinojenikligi, zincirlerin disiilfit baglantilar1 ile dimerizasyonuna baghdir.
Peptid dimerleri, bagin kuyruga baglanmasi ile veya sistein sistein kopriisinden bagka
terminal baglanma metodlar1 ile de iiretilerek zenginlestirilmis immunojeniklige sebep
olmugtur. (Francis, Fry, Rowlands, 1987) Bu sekilde sunulan peptidler monomerik
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preperatlardan ¢ok daha etkilidir. Bu sistemin avantaji, B veya T hiicre epitoplarim igeren
degisik peptidlerin bu yapisal iinitede kullanilmalaridur.

Ayrica son yillarda T hiicresinden bagimsiz polimerik agt modelleri lizerinde galigmalar
yapilmaktadir. Bu tip asilarda adjuvant etkisi gosteren polielektrolitler, T hiicresi uyarilmasi
olmadan B hiicresinde sinyaller olusturur ve antikor olusumunu saglar. (Mustafaev, vd, 1996)

Biitiin bu ¢ahgmalardan ¢ikan sonuca gdre Sap Viriisii VP1 proteininin en ¢ok antenik
bolgesinin 141-160 hipervariable bdlgesinin oldugu bu bélgenin birgok virlis serotipine karsi
antikor gelistirdigi saptanmigtir. Peptidin tek bagma organizmada her zaman yeterli immiin
cevap olusturamamasi nedeni ile peptid presentasyonu 6nem kazanmigtir. Bu konuda yapilan
ilk caligmalar peptidin bir tagiyic1 ile baglanarak T hiicresi tarafindan daha etkili bir sekilde
taninmasi iizerine olurken, son yillardaki ¢aligmalar ise tamamen T- hiicresinden bagimsiz
calisabilen yeni tipli modeller iizerinedir. Daha sonraki bSlimde bu konu ayrmtili olarak ele
alinmgtir.
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4. DENEYSEL KISIM
4.1 KullanmilanCihazlar ve Kimyasal Maddeler
Kullanilan Cihazlar

v ‘Quanta Master’ PT1 Model Spektrofloremetre

v Shimadzu UV-2401 PC uv-visible recording spektrofotometre

v" Jencons Julabo Vorteks

v" Costar Pipet Seti

v' Waters Model 501 HPL.C

v" NUNC-Immunoplates
¥ NUNC-Immunowash 12

Kullamlan Kimyasal Maddeler

Sigir Serum Albumin (BSA)

Sap Hastalig: Viriisti VP1 Proteini 40-60 Dizili Epitopu

Poli-N-Izopropilakrilamid

Poli-N-Izopropilakrilamid: 60000 molekiil agirhginda sentezlenmis pNIPAAm, Prof. Osada
ve arkadaglan1 tarafindan Japonya, Hokkaido Universitesinde sentezlenmistir. Poli(N-
izopropilakrilamid), iyi bilinen ufak sicaklik degisimlerine kars:1 geri d6niigiimlii hidrasyon-
dehidrasyon degisimleri gosteren su bazhi bir polimerdir. pPNIPAAm’nin sulu ¢dzeltisi faz
ayirmm gosterir ve polimer diigiik kritik ¢6zeliti sicakidinda ¢6kme gosterir.
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pNIPA Am, mikrobiyal ve viral antijenler i¢in tasiyici olarak kullanilmalar1 hem onlara kars1
olusan immiin cevab: birkag kat arttirrr hem de etkili immiin koruma saglar.Bunun yamnda
pNIPAAm T hiicresinden bagimsiz immiin cevap olusumunda da etkilidir.

( C H, CH )n
Co
|
NH
|
CH
/ \
CH; CH;
Poli (N-izopropilakrilamid)

BSA: BSA(Sigir Serum Alblimin), Sigma Chemical Company (St. Louis)’den satin alinms
ve alindig1 halde kullanilmugtir.

Sap Hastalig: Viriisi VP1 Proteini 40-60 dizili epitopu: Sigma(St. Luis)’den satin alinmig ve
alindig: gibi kullanilmugtir. (Dizi i¢in bakiniz sayfa 68)

4.2 Farkh Siddetlerdeki °Co y Radyoaktif Ism ile Ismnlanms ve Ismlanmanms
pNIPAAm-BSA Kansimlarmm , UV Absorbans, Floresans, Jel Filtrasyon HPLC ve

Immiinojenite incelemesi
4.2.1 Deneyi Amaci

pNIPAAm ile BSA’nmn, ndtral pH’da birbirleri ile bag yapacak radikal gruplarmm
bulunmamasi nedeni ile birbirleri ile baglananabilmelerin miimkiin olmamasi, bizi bu
makromolekiillerin, radyoaktif %Co y ismlamasi ile fonksiyonel grup olusturma
diigtincesine ulastirdi. Radyasyon igmlarmin  makromeolekiillerde fonksiyonel grup
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olusturmasi konusuna bir 6nceki béliimde deginilmigti. Radyoaktif 1smlama ile elde edilen
konjugatin baglanma mekanizmasi UV-Absorbans, Floresans, jel filtrasyon HPLC ve
immiinizasyon testleri (Elisa) ile incelenmigtir. Floresans cihazinda olusan konjugatin
floresans yogunlugu sicaklik degisimli olarak dl¢iilmiistiir.

4.2.2 Kullanilan Cozeltiler

A-) PBS Tampon Cozeltisi (pH:7.2)

52.2gr. K;HPO,; 600 ml suda ¢oziindiiriilerek iizerine 600 ml. suda ¢dziinmiis 27.2 gr.
KH,PO4, kangimm pH’1 7.2 olana dek kangtmilarak eklendi. Bu sekilde fosfat tamponu
hazirlanmis oldu. 20 ml. fosfat tamponu igersinde ¢6ziindiiriilmiis NaCl {izerine, 980 ml
destile su eklenmesi ile PBS tampon ¢6zeltisi hazirlanmig oldu.

B-) BSA Cozeltisi
0.15 %’lik BSA ¢ozeltisi hazirlanda.

C-) pNIPAA Cozeltisi
0.1 %’lik pNIPAAm ¢6zeltisi hazirlandi.

D-) Sodyum Sitrat Cozeltisi (Elisa Testi)
0.22 gr. Glikoz, 0.23 gr. Sodyum Sitrat ve 0.08 Sitrik Asit 10 ml. distile su igersinde
¢Oziindirdi.

E-) Yikama Tamponu (Eliza Testi)
0.5 ml. Tween 20 1 k. distile su igersinde ¢dziindiiriiliir.

F-) Substrat Tamponu (Eliza Testi)

0.02 gr. ZnCh, 0.04 gr. MgCl, ve 1.5 gr. glisin tartir. 1.5 gr. Glisin 200 ml. distile su
icersinde pH 10.4’¢ (NaOH, KOH) ayarlanarak ¢6ziindiiriildiikten sonra ¢6zelti iizerine
MgCL ve ZnCl, eklenir.
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4.2.3 Deneyin Yapihs

Hazirlanan pNIPAAm-BSA karigimlarn ve  serbest 0.1% pNIPAAm ve 0.15% BSA
¢ozeltileri **Co y 15m1 kaynagindan 5,10,25,50,100,500, 700, 1200 Gy. siddetinde 1gmlara
tabi tutuldu. Isinlama Oncesi ve sonrasi elde edilen kanigimlar Jel Filtrasyon HPLC, UV
Absorbans, Flouresans Spektroskopisi ve farelerde Immiinizasyon (Elisa testleri) yontemleri

ile incelendi.
4.2.4 Deneyde Kullanilan Yintemler

Gama (y) Isnlamasy Hazirlanmg peptid-pNIPAAm kangmm gama(y) 151 kaynagindan (
Picker 9V) 500 Gy. siddetinde ®Co, y 1smlamasma tabi tutulmugtur. Ornekler kaynaktan 10
cm. uzakhkta iken igmlanmuslardir. Ism dozu oram Fricke dozimetesi ile 28.61 Gy./saat
olarak belirlenmistir.

Ismlama sonucunda kovalent baglanma i¢in radikal gruplar1 bulunmayan pNIPAAm ve BSA
birer H iyonu vererek radikal gruplar olugtururlar ve kovalent baglanirlar. PNIPAAm, NH
veya CH gruplarindan, BSA ise asit fonksiyonel grubundan birer hidrojen verirler.

Jel Filtrasyon HPLC Hazirladigimiz suda ¢éziinen BSA-pNIPAAm karisiminin 1smlama
Oncesi ve 151nlama sonras1 kompozisyonlar: Bio-Sil Sec 250 kolon (7.8*30 cm.) kullanilarak
jel filtrasyon kramatografisi ile incelenmigtir. Waters Model 501 HPLC, pH 6.8’de 10mM
potasyum fosfat tamponu ve 100mM NaCl ile oda sicakhfinda 1.0 ml./dak. akig hizinda
¢alistiriir. Elusyon absorbsiyon detektori ile 214 nm. Dalga boyunda 6lgiiliir. Kolonu kalibre
etmek igin kullanilan standartlar triglobilin (670 kDa), immiinoglobulin (155 kDa),
ovalbliimin (44 kDa), miyoglobin (16.9 kDa) ve Vitamin B,; (1.35 kDa). UV-Absorbans
detektér BSA’nin en yiiksek piki verdigi 280 nm. de Slgiim yapar.

UV-Absorbans Spektroskopisi UV-2401 PC model Shimadzu marka UV visible
spektrofotometre ile hazirlanan karigimlari 1sinlama Oncesi ve sonrasi absorbanslari
Olgtilmiistlir. BSA’min en yiiksek piki verdigi 280 nm’de 6l¢iim yapilir.

Flouresans Spektroskopisi Hazirlanmig olan ismlanmigs ve igmlanmamig kénsnnlarm

flouresans emisyon spektrumlar Quanta Master Spektroflorumetre ile Slgiilmiigtiir. Uyariima
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ve emisyon yari1 arah31 2 veya 3 nm.’ye ayarlanmistir. Uyarilma dalga boyu 280 nm.’dir.
Her bir karisimda bulunan BSA’da bulunan Triptofan’in flouresans $zelliginden faydalanihir.

Immiinizasyon 8 haftahk Balb/c fareler, 500%er ng. olacak sekilde farkh sekillerde
hazirlanmis pNIPAAm- BSA konjugatlar1 ve serbest BSA ile immiinize edilmislerdir.
Immiinojen olarak kullanilan konjugatlar asagidaki gibidir;

Farelere Immiinizasyonu Yapilmis Konjugatlar

Immiinizasyon

1- | 100 Gy. 151 15mnlanmig 0.1% pNIPAAm+ 0.15% BSA

2- | 300 Gy. 1sm smlanmig 0.1% pNIPAAm+ 0.15 %BSA

3- | 500 Gy. is1n ile 1smnlanmis 0.1% pNIPAAm+ 0.15% BSA
4- | 700 Gy. 1gm ile igmlanmig 0.1 % pNIPAAm + 0.15%BSA
5- | 1200 Gy. igm ile ismnlanmig 0.1% pNIPAAm + 0.15% BSA
6- | Serbest 0.15% BSA

Immiinizayonu yapilmis farelerden immiinizasyon olusup olusmadigim arastirmak icin ilk 7.
giinde ve daha sonra da belirli arahklarla Eliza testi yapmak tiizere farelerin kuyruk
damarmndan 15’er pl. kan alimmugtie. Kanlar, icersinde sodyum sitrat bulunan mikrofiij ttibler
icersinde toplanmip 6000 rpm.’de sentiirfiij edilerek kirmiz1 kan hiicreleri ayrilmigtir. Serum
Ornekleri toplanarak Eliza testine tabi tutulmustur.

Elisa:

1- BSA spesifik antikor olugumunun incelenmesi i¢in NUNC-Immiinoplate kuyular1 500 ng.

2- BSA ile kaplandi. Kaplanmig plate 4° C’de gece boyunca inkiibasyona birakildi.

3- Ertesi giin yikama tamponu (PBS’de ¢6ziinmiig 0.005 % Tween-20) ile 2 kez yikandi.
Daha sonra 0.2%’lik PBS icersindeki kazein ¢Gzeltisi antijen bogluklarm doldurmak
lizere kuyulara kapland: ve plate bu kez 37 °C’de 1 saat boyunca inkiibasyona birakildi.

4- Birinci antikor hazirlanmast:

Sodyum Sitrat igersindeki farelerden alinmis serum &rneklerinden alinan 10’ar pl. olan

orneklerden herbiri PBS ile 1/50 diliisyonu olacak sekilde hazirlandi. Elde edilen
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diliisyonlar antijen kaph kuyulara 100’er pl. olacak sekilde eklendi. Daha sonra plate 37
°C’de 1 saat biyunca inkiibasyona birakild1.

5- Enzim Isaretli Ikinci Antikor Eklenmesi:

Plate yikama solusyonu ile 2 kez daha Onceki gibi yikandi. Alkelen fosfataza bagh
olusmus polivalen fare antikoru (Sigma)’nin 1/750’1ik diliisyonu her bir kuyuya eklendi
ve plate 1 saat boyunca 37° C’de tekrar inkiibasyona birakildi.

5- Plate 5 kez yikama tamponu ile yikandi. Kuyulara 6zel bir substrat tamponu ( 1 mM
ZnC12, ImM MgCR2, 0.1 M Glisin, pH 10.4) igersinde hazirlanmms 1 mg./ml. p-
nitrofeinilfosfat eklendi. Bu karigim tam kullamlacag: zamanmn 6ncesinde 151k almayan
bir yerde hazirland1. Plate 45 dakika karanhkta bekletildikten sonra plate kuyularinin 405

nm.’de absorbanslan l¢iildii.

4.3 500 Gy. Isin Siddetinde Radyoaktif ®Co v Ismiile Isinlanmms ve Ismmlanmams Sap
Hastah Viriisii VP1 Proteini 40-60 dizili Peptidi-pNIPAA Kangimlarmm UV
Absorbans ve Jel Filtrasyon HPLC Incelemesi

4.3.1 Deneyin Amaci

Deneysel ¢ahsmamm bu boliimiinde bir Onceki bolimde olusturulan pNIPAAm-BSA
konjugati temel alinarak, sentetik ag1 olarak kullamlabilecek pNIPAAm-S.H.V. VP1 proteini
40-60 dizili epitopu aym yontemle birbirlerine baglanda.

Radyoaktif 1ginlama ile elde edilen konjugatin baglanma mekanizmas: UV-Absorbans, ve jel
filtrasyon HPLC ile incelenmigtir.

4.3.2 Kullanilan Cézeltiler

A-) PBS Tampon Cazeltisi (pH:7.2)

52.2gr. K;HPO4 600 ml. suda ¢éziindiiriilerek {izerine 600 ml. suda ¢dziinmiis 27.2 gr.
KH,PO, karigimm pH’1 7.2 olana dek karstirilarak eklendi. Bu sekilde fosfat tamponu
hazirlanmig oldu. 20 ml fosfat tamponu icersinde ¢oziindiiriilmtis NaCl {izerine, 980 ml.
destile su eklenmesi ile PBS tampon ¢6zeltisi hazirlanmis oldu.
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B-) Sap Hastahf Viriisii VP1 Proteini 40-60 Dizili Epitopu Cozeltisinin Hazirlanmasi
Farkhi konsantrasyonlara sahip 3 ayr1 peptid ¢6zelitisi hazirlandi. Birinci ¢dzeltide 1.5 ml
PBS icersinde 2 mg., ikinci ¢6zeltidle 1 mg., Uglincti ¢ozeltide 0.5 mg. peptid
¢oziindiiriilmigtir.

C-) pNIPAAm Cézeltisinin Hazarlanmasi
Aym konsantrasyona sahip 3 ayr1 ¢ozelti hazirlandi. Herbir ¢ozelti 1.5 ml. igersinde 2 mg.
polimer ¢oziindiiriilerek hazirlanmistir.

4.3.3 Deneyin Yapihs1
Hazirlanmis olan 3 ayr1 polimer ve 3 ayr peptid ¢6zeltileri ile 3 ayr karigim olusturulur.

I- 1.5 ml. PBS/2 mg. pNIPAAm ve 1.5 ml. PBS/2 mg. peptid karisim
II- 1.5 ml PBS/2 mg. pNIPAAm ve 1.5 ml. PBS/1 mg. peptid karisimi
II- 1.5 ml PBS/2 mg. pNIPAAm ve 1.5 ml. PBS/0.5 mg. peptid karigim1

Her ii¢ kangimdan ayrilan 2’ser ml. lik ¢ozeltiler 17 saat boyunca 500 Gy’lik “Co y
kaynagindan (Picker 9V)igmnlamaya tabi tutulmuglardir. Ismlanmis ve ismnlanmamug
¢ozeltilerin ayr1 ayn jel filtrasyon HPLC analizleri ile UV analizleri yapilmigtir.

4.3.4 Deneyde Kullanilan Yontemler

Gama (y) Ismlamasi Hazirlanmg peptid-pNIPAAm karigim 8 15mi kaynagindan ( Picker
9V) 500 Gy. siddetinde *°Co, gama 1sinlamasma tabi tutulmugtur. Ornekler kaynaktan 10
cm. Uzaklikta iken igmlanmiglardir. Isin dozu oram Fricke dozimetesi ile 28.61 Gy./saat
olarak belirlenmigtir.

Isinlama sonucunda kovalent baglanma i¢in radikal gruplar bulunmayan pNIPAAm ve BSA
birer H iyonu vererek radikal gruplar olustururlar ve kovalent baglanirlar. PNIPAAm, NH
veya CH gruplarindan , Sap Hastaligi Viriisii VP1 proteini 40-60 dizili epitopu ise asit
fonksiyonel grubundan birer hidrojen verirler.
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Jel Filtrasyon HPLC Hazirladigimiz suda ¢dziinen peptid-pNIPAAm karigiminin 1ginlama
Oncesi ve 1ginlama sonras1 kompozisyonlari Bio-Sil Sec 250 kolon (7.8*30 cm.) kullanilarak
jel filtrasyon kramatografisi ile incelenmistir. Waters Model 501 HPLC, pH 6.8’de 10mM
potasyum fosfat tamponu ve 100mM NaCl ile oda sicakliginda 1.0 ml./dak. akig hizinda
cahistirildi.Elusyon absorbsiyon detektorii ile 214 ve 280 nm. dalga boylarinda 6lgiildii.
Kolonu kalibre etmek igin kullamlan standartlar triglobilin (670 kDa), immiinoglobulin (155
kDa), ovalbiimin (44 kDa), miyoglobin (16.9 kDa) ve Vitamin B;; (1.35 kDa). UV-
Absorbans detektdrii peptidin en yiiksek absornas verdigi 214 nm.dalga boyunda ve BSA’mn
en yiiksek absorbabs verdigi 280 nm. dalga boyunda 6l¢iim yapar.

Absorbans Spektroskopisi UV-2401 PC model Shimadzu marka UV visible
spektrofotometre ile hazirlanan karigimlar: igmlama 6ncesi ve sonras1 214 nm. dalga boyunda
absorbanslar: 6l¢iilmiigtiir.
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S. DENEYSEL SONUCLAR

5.1 Farkh Siddetlerdeki ®Co y Radyoaktif Ismnlan ile Isinlanms ve Isinlanmamg

pNIPAAm-BSA Kangimlarinin UV-Visible Absorbans, Flouresans, Jel Filtrasyon
HPLC ve immiinizasyon Sonuglar

5.1.1 1200 Gy ile Isinlanmis ve Isinlanmamig pNIPAAm-BSA kansimlan ile serbest 0.15
% BSA’nin UV-Absorbans Sonuglan

1200 Gy ile Isinlanmig ve Isinlanmams 0.15 % BSA UV-Absorbans Sonuclar;

1.5+

10

Abs

0.5

200 300
Maksimum Dalga Boyu (nm.)

Ao

500

Sekil 5.1 Isinlanmamis(1) 0.15% BSA’nin UV absorbansi
ile 1200 Gy. ile 1gmlanmig 0.15% BSA’mn UV absorbansi

Grafikten goriildiigi gibi BSA'nin UV- Absorbansi 1gmlama sonucu artiy gostermektedir.
Bunun nedeni iginlama etkisi ile protein yapisinda meydana gelen degisikliklerdir.
(agregasyon, yapida kismi denaturasyon)
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1200 Gy ile Isinlanmmg ve Isinlanmamis pNIPAAm -BSA kangimlarinin UV-Absorbans

Sonucu;

1.5+ ‘
};2
1.0-
8 -
<
200 300 400 500
Maksimum Dalga Boyn (nm.)

Sekil 5.2 Igmnlanmamig(l) 0.1% pNIPAAm ve 0.15% BSA karisimi ile1200 Gy. ile
1smlanmig(2)
0.1% pNIPAAm ve 0.15 BSA karigim

Goriidiigii gibi 1200 Gy. ile igmlamig ve 1smlanmamig polimer-protein konjugatmmn UV-
Absorbans grafigi, 1200 Gy. ile igmlanmig ve igmlanmamg BSA’mn UV-Absorbans
grafiginden farkhdir. Iginlanmamg ve igmlanmis BSA’min UV-Absorbans grafikleri
birbirlerinden farkh iken, iginlanmig ve iginlanmamis polimer-protein konjugatlar1 UV-
Absorbanslari arasinda fark gériilmemektedir. Bunun nedeni polimerin protein yapisii
isinlamaya karg1 daha kararh bir hale getirmesidir.
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5.1.2 Farkh Siddetdeki ®*Co y Ismlar ile Olusturulmus pNIPAA-BSA Konjugatlan ile
serbest 0.15 % BSA Flouresans Sonuclan

Serbest BSA, serbest pPNIPAAm ve BSA-pNIPA Am konjugatimin 1gmlama siddetine gére
floresans yogunluklar: ve maksimum dalga boyu degisimleri 2 diizeyde incelenmislerdir;
1-) Sicaklik sabit tutularak 1sinlama siddeti arttirilarak

2-) Isinlama sabit tutularak sicaklik arttirilarak.

Olugturulan grafikler igin giddetinin logaritmas: ile kurulmustur. Karisumlar tizerine
uygulanan radyoaktif iginlamanmin siddeti siras1 ile 0,5,10, 25,50,100, 500, 1200 ‘diir.

Log5=0.698 log100=2
Loglo=1 l0og500=2.698
Log25=1.4 log1200~=3.079
Log50=1.698

Isin Siddeti Degisimine Gore Serbest BSA Floresans Yogunlugu Degisimi;

Sicaklik (C)
z 20
1.8 —a— 25
1.6-{ 5. 35
1.4 —-¢-— 40
1.2: 45
1 —x— 50
© 1.0
2 ]
= 0.8
w -
4 0.6
ke ]
b 0.4~
J
0.2+
00 L 1 v 1 L 1 L 1 4 1 I L)
0.0 0.5 10 15 20 25 3.0 35
log Gy.

Sekil 5.3 Igsin Siddedi degisimine gore serbest BSA floresans yogunlugu degisimi grafigi
degerleri ¢izelgesi
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Yukarida, ismlama siddeti arttikga serbest BSA’nin floresans yogunlugu degisimi grafigi

sunulmugtur. Yukaridaki grafikten, BSA ¢6zeltisinin floresans yogunlugunun, 1smlama siddeti
0-100 Gy. arasinda iken, ¢ok az miktarda azalmakla birlikte yaklagik olarak sabit kaldigi,
ancak 100 Gy.’den fazla iken keskin bir sekilde azaldigi gézlenir. Isinlama giddeti arttikga
floresans yogunlugu azalmasi da artar. Floresans yogunlugunun de@isimi, incelenen her
sicaklikta bu sekilde ger¢eklesmektedir. Bunun yaninda, sabit radyasyon ismn siddetinde
sicaklik artig1 ile floresans yogunlugunun azaldig1 gézlenmektedir.

Isin Siddeti Degisimine Gére BSA-pNIPAAm Konjugatlar Floresans Yogunlugu
Degisimi;

Sicaklik( C)

1.8~ 2o 20

25

1.6 B

14- = 35

“o 27 v 45

E 1.0 VR s |

g T s 135 o 55
QD [
_::-_, 4
[T 0.6
0.4
0.2 4

1 N 1 M 1 v 1] v I o 1] 4 1 ¥ |
0.0 ] 18 15 28 15 3n 35

log Gy.

Sekil 5.4 Isin siddeti degisimine gére pNIPAAm-BSA karigimi floresans yogunlugu degigimi
grafigi

Yukarida polimer-protein kojugatmnm 1sm siddeti artmas: ile floresans yogunlugu degisimi
grafigi sunulmugtur. Serbest BSA floresans yogunlugu incelemesinde oldugu gibi, polimer-
protein konjugatininin da floresans yogunlugu 1§ siddeti arttikga azalma gdstermektedir. Isin
giddeti 0-100 Gy arasinda iken floresans yogunludu ¢ok az bir azalma gosterip yaklagik
olarak sabit kalirken, 151n siddeti 100 Gy.’den fazla oldugunda floresans yogunlugu belirgin
bir gekilde azalma gostermektedir.. Yap: hakkinda daha kesin bir sonu¢ elde etmek igin
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konjugatin 15m giddeti artmas1 ile floresans verdigi maksimum dalga boyu degisimi

incelenmelidir.

Isin Siddetine Gore BSA Maksimum Dalga Boyu Degisimi;

Sicaklik( C)
341 -
3404 - e B Eew
3894 [ - 20
3384 = RN AREEE S S w25
g 337 R % 30
£ as6] . 35
-é 335 - . 40
334 4 x ,
2 333 = 45
Q ] £ x 50
m 3324 i
ESESE
8 330
3291
328 -
327 ——— —r—————————r——
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 35

log Gy.

Sekil 5.5 Ism siddeti degisimine gére BSA maksimum dalga boyu degisimi grafigi

Yukarida serbest BSA’nin 1in siddetine gore floresansinin maksimum dalga boyu degigimi
grafigi sunulmustur. Bu grafife gére, BSA’nmn floresans verdigi maksimum dalga boyu, 15in
siddeti 0-100 Gy. arasinda iken 338-340 nm., 100 Gy.’den yukarida iken ise 323-328 nm.
arasindadir. BSA floresansinin maksimum dalga boyu degigiminin 15m giddeti 0-100 Gy
arasmda yaklagik olarak sabit kaldigy, 1sin giddeti 100 Gy’den fazla oldugunda ise ¢ok keskin
bir azalma gosterdifi gézlenmektedir. 100 Gy’den fazla 1gin giddetlerinde, dalga boyu
maksimumun keskin bir gekilde azalma gGstermesinin nedeni, BSA’min yapisinda

farkliliklarin olugmasi ile biinyesindeki Trp’nin su ortamindan uzaklagti§1 sGylenilebilir.
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Isin Siddeti Degisimine Gére pNIPAAm-BSA Konjugatlarinin Maksimum Dalga Boyu

Degisimi;

Sicaklik( C)
340
238 20
e 37 4 30
g 34 ,_ v 35
% 3327 : = 40
% 328+ A I
m 326 . p - 5§
us ]
D 324+
[1)] o
(@] 322 4
320
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log Gy.

Sekil 5.6 Isin siddeti degisimine gére pNIPAAm-BSA karigimi maksimum dalga boyu
degisimi grafigi

Yukarida BSA-pNIPAAm karigiminin, 1gmn siddetine gére floresansinin maksimum dalga
boyu degisimi grafigi sunulmustur. BSA-pNIPAAm karigimmin igmlama siddetine gore
floresans maksimum dalga boyu degisimi serbest BSA’nmkinden olduk¢a farkhidir. Serbest
BSA’da 100 Gy’den fazla 1gin siddeti, maksimum dalga boyunda keskin bir azalisa neden
olurken , BSA-pNIPAAm karigiminda 500 Gy’e kadar maksimum dalga boyunda keskin bir
azahs gozlenmemektedir. PNIPAAm-BSA karisim maksimum floresans dalga boyu degisimi
isinlama giddeti artmasi ile ‘blue shift’ verir. PNIPAAm-BSA karisimmin, maksimum
floresans dalga boyunun 500 Gy isin siddetine kadar sabit kalmasi, olusan konjugatin
yapismdaki BSA’ nin maksimum bu dalga boyundaki 1gmlamaya kars1 korundugu anlagilir.
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5.1.3 Isinlanmis ve ismlanmamig pNIPAAm-BSA Konjugatinin ve Serbest BSA ile

pNIPAAm Cozeltilerinin Jel Filtrasyon HPLC Sonuc¢lan

Isinlanms ve Ismlanmams Serbest 0.1 % pNIPAAm Cézeltisi Jel Filkirasyon HPLC

Sonuglar;

 RTdak.

<~ B
’ -
~ RTdak,

Sekil 5.7 1200 Gy ile Isinlanmig(B) ve 1sinlanmamig(A) 0.1 % pNIPAAm ¢6zeltisi HPLC
sonuglar1

Sekilde serbest polimerin 1200 Gy i1sinlamadan 6nce ve sonra jel filtrasyon HPLC sonuglari
sunulmugtur. Isinlanmamg serbest polimer 7.38. dakikada bir pik gdsterirken, 1200 Gy ile
igmnlanmig polimer ¢6zeltisi hicbir pik g&stermemektedir. Polimerin bu igmmlama dozunda
kendi iginde capraz bagyu olustyrarak suda ¢oziinmeyen agregatlar olusturdugunu
sOyleyebiliriz.
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1200 Gy. ile Isinlanmg ve Ismlanmamis 0.15 % BSA Caeltisinin Jel  Filtrasyon HPLC .
Sonuclan;

0D
280 §% A
1(‘-
‘i
!
|
|
|
!
|
|
| N @'-“»1 .
- - g{\% \/%\
m,,.___x._/ f S |
; p RTdak.
T, |
g;/ \ 4
A p—
RT dak.

Sekil 5.8 Isinlanmamig(A) ve 1200 Gy. ile 1ismlanmig(B) 0.15 % BSA ¢ozeltisinin Jel
Filtrasyon HPLC Sonucu

Sekilde serbest BSA’nin 1200 Gy iginlama 6ncesi ve 1smlama sonrasi jel filtrasyon HPLC
sonuglar1 verilmistir. Goriildiigi gibi 1200 Gy ismlanmis proteinin RT deZeri azalmis ve
olusan pikin formu kuvvetli deformasyona ugramistir. Bundan, BSA’nin 1200 Gy ism
siddetinden dolay1 denature oldugu ve molekiil agirhinin arttig: sonucuna varihr. .
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1200 Gy. ile Ismmlanms ve Ismmlanmamig pNIPAAm-BSA Kansmm Jel Filtrasyon HPLC

Sonuglan;

oD

280

8.04

kS

sy
RTdak.

Sekil 5.9 1200 Gy. ile Ismlanmig(B) ve iginlanmamis (A) pNIPAAm-BSA Kkarigiminmn jel
filtrasyon HPLC Sonuglar

Sekilde 1200 Gy. 1§m siddeti ile igmnlanmis -ve 1ginlanmams polimer-protein karigim jel
fitrasyon HPLC sonuglan gosterilmektedir. Grafikten 1200 Gy. 1smlama sonras: polimer ve
proteinin baglanarak bir konjugat olusturdugu ve konjugatin yapisindaki protein molekiiliiniin
igmlamaya karsi korundugu anlagiimaktadr,
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100, 300, 500, 700 Gy. Siddetli Ismlar ile Isinlanmg pNIPAAm-BSA Konjugatlarmm Jel

Filtrasyon HPLC Sonuglar;

2;
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RT dak.

Sekil 5-10 Farkl 13m dozlari ile iginlannmg pNIPAAm-BS A konjugat: jel filtrasyon HPLC
sonuglari. Isinlama dozlann A-100 Gy B- 300 Gy C-500 Gy D-700 Gy

Grafikten polimer-protein {izerine 100-700 Gy. arasinda radyoaktif ismn uygulandifinda,
homojen yapih konjugatlarin olustugu anlagilir. Radyasyon siddetleri arttikga olusan
konjugatlara ait piklerin RT degerlerinin azalmasi, karisimdaki komponentlerden daha yiiksek
molekiil agrhga sahip bir biyokonjugat olusumuna gostergedir. Bu da polimer ile proteinin
baglandigmnin bir gbstergesidir
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5.1.4 Ismlanmigs pNIPAAm-BSA Konjugatlarimn Immiinizasyon Sonuglar

Farkh Siddetli **Co Gama Ism ile Ismlanmis pNIPAAm-BSA Konjugatlan
Immiinizasyon Testi (Eliza Testi) Sonuglan

24
22
2.0
18
16
1.4

124
1.0 :
08
06
0.4
02-

s IR S S e R NN T e g

0 20 40 60 80 100 120 140

Immiinizasyonu takip eden GONLER

OD 5

Sekil 5.11 Farkl siddetli radyasyon ile 1ginlanmis pNIPAAm-BSA karisimlarinin
immiinizasyon testi sonuglar1 grafigi

1- 0.1 % pNIPAAm+ 0.15% BSA, 100 Gy.Isinlama

2- 0.1 % pNIPAAm+ 0.15% BSA, 300 Gy. Isinlama

3- 0.1 % pNIPAAm+ 0.15% BSA, 500 Gy. Isinlama

4- 0.1% pNIPAAm+ 0.15% BSA, 700 Gy. Isinlama
5- 0.1 % pNIPAAm+ 0.15% BSA, 1200 Gy. Ismnlama

6- Serbest BSA ile Immiinizasyon

Eliza Testleri sonucunda elde edilen grafiklerden ¢gikan sonuca gore 100,300,500, 700
Gy’lik 151 siddeti ile igmlanmis konjugatlarin immiinizasyon sonuglari birbirlerine gok
yakin olup 1200 Gy ile 1ginlanmis konjugat ve serbest BSA nin immiinizasyon sonuglari
bunlardan belirgin sekilde diisiiktiir. En iyi immiinizasyon veren konjugatlar ise 500,300,
700,100 Gy. ile 1smnlanmis konjugatlardr.
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5.2 Isinlanmis ve Isinlanmanms pNIPAAm-Sap Hastah Viriisii VP1 Proteini 40-60 Dizili
Epitopu Karisimi UV Absorbans ve Jel Fitrasyon HPLC Sonuglan

5.2.1 Ismnlanmsg ve Isinlanmamis pNIPAAm-Sap Hastah$ Viriisii Peptid Epitopu (40-60)
Kangimlan UV-Absorbans Sonuclan

Ismlanmamg farkh konsantrasyonlardaki pNIPAAm-S. H. V. Peptid Epitopu
Konjugatlart UV-Absorbans Sonuclar;

M

R S S T s Y S
H

5 (’/}0“:}5
R VR L S, e .

1,000

[

o, cool : , A :
200,0 250,0 300,00 350,0 400,0

Dalga Boyu (nm.)

Sekil 5.12 Ismlanmamig peptid konjugatlart UV-absorbans sonugclari
1- 2 mg. peptid epitopw/1.5 ml. PBS + 2 mg. pNIPAAnv/1.5 ml. PBS, Isinlanmamis
2- 1 mg. peptid epitopw/3 ml. PBS + 2 mg. pNIPAAm/1.5 ml. PBS, Ismlanmanms
3- 0.5 mg. peptid epitopw/3 ml. PBS + 2 mg. pNIPAAn/ 1.5 ml. PBS, Isinlanmams

Farkh oranda peptid igeren igmlanmamig pNIPAAm-peptid konjugatlarmin UV-absorbans
sonuglar1 birbirlerinden pek ©nemli derecede farkhlik g&stermez. Ismlanmamus peptid
konjugatlar1 yaklagik 214 nm.’de maksimum absorbans vermektedirler.
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500 Gy ile Isnlanmis pNIPAAm-$.H.V.P Epitopu Konjugati UV-Absorbans Sonuglan;

3, 500
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5.13 500 Gy. ile 1sinlanmis peptid konjugatlarmin UV-Absorbans sonuglari
1-1 mg. peptid epitopw/1.5 ml. PBS + 2 mg. pNIPAAm/1.5 ml PBS, 500 Gy. Ismnlama
2- 0.5 mg. peptid epitopu/3 ml. PBS + 2 mg. pNIPAAm/1.5 ml. PBS, 500 Gy. Isinlama
3- 2 mg. peptid epitopu/3 ml. PBS + 2 mg. pNIPAAny/ 1.5 ml. PBS, 500 Gy. Ismlama

Yukarida, 500 Gy. ile 1gmlanmis peptid konjugatlarimin UV-Absorbans degerleri sunulmustur.
Isinlanmus peptid konjugatlari da yaklasik 214 nm.’de maksimum absorbans vermektedirler.
Ismlanmg peptid konjugatlar1 UV-Absorbans grafiginin, 1sinlanmamis peptid konjugatlar1 UV-
Absorbans grafiginden belirgin bir farki gériilmemektedir.
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Isinlanmamis pNIPAAm-Sap H. V. P. Epitopu (40-60) Kangmmlarinn ve Serbest Sap Has.
V. Peptid Epitopu ile pNIPAAm Cézeltilerinin UV-Absorbans Sonuclan;

3,500

g

N G
ST

0, 000U~ T
200,0 250,0 300,00 350,00 400,C
Dalga Boyu (nm.) 4

Sekil 5.14 Ismlanmamis peptid-polimer konjugatlar ile serbest BSA ile pNIPAAm’nin UV-
absorbans sonuglar
1-Ismlanmamis 2 mg. peptid/1.5 ml. PBS + 2 mg. pNIPAAnv/1.5 ml. PBS
2- Ismlanmamis 1 mg. peptid/1.5 ml. PBS + 2 mg. pNIPAAm/1.5 ml. PBS
3- Ismlanmams 0.5 mg. peptid/1.5 ml. PBS + 2 mg. pNIPAAm/1.5 ml. PBS
4- 0.5 mg. serbest Sap Has. V. Peptidi
5- 2 mg. pNIPAAnY/1.5 ml. PBS

Grafikten de anlasilacag gibi karigimlarin UV-Absorbans degerleri serbest peptid ve polimerden
¢ok daha farkhdir. Bu da iginlama olmamasina ragmen peptid ve polimer arasinda bir etkilesim

meydana geldigini gosterir.
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UV-Absorbans Sonuglarinin Bir Tablo Uzerinde Gosterilmesi;

Cizelge 5.5 UV-Absorbans degerlerinin bir tablo iizerinde gosterilmesi

PNIPAAmM-0.5 mg. peptid | PNIPAAm- 1 mg.peptid PNIPAAm-2 mg. peptid
Isinlanmus Isinlanmamus | Isinlanmug Isinlanmamis | Isinlannms  Isinlanmamiy

0D ;4 | 2131 2.255 3.021 3.046 2.920 3.174

OD 33, | 0.131 0.074 0.117 0.179 0.332 0.181

5.2.2 Radyoaktif ®*Co Gama Isini ile Isinlanmg ve Isinlanmams pNIPAAm-S. H. V. Peptid
Epitopu Kansimlarnin Jel Filtrasyon HPLC Sonuglan

0.5 mg. Sap Hastah@ Viriisii Protein Epitopu (40-60) iceren Ismlanms ve Ismlanmams

Kangimlarn Jel Filtrasyon HPLC Incelemesi;

OD 250 o0us
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Sekil 5.15 Igmnlanmamis konjugat Sekil 5.16 Ismnlanmams konjugat
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gl § W 2 ol RTdsk.
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5.17 500 Gy. Isinlanms konjugat Sekil 5.18 500 Gy. Ismlanmis konjugat
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1 mg. Sap Hastah Viriisii Protein Epitopu(40-60) iceren Ismlanmms ve Ismlanmams
Kangmmlarn Jel Filtrasyon HPLC Sonuclar;

op_ g
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» * RTdak

Sekil 5.19 Isinlanmamis Konjugat
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Sekil 5.21 500 Gy. ile 1ymlanmis konjugat
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Sekil 5.20 Igmlanmamis Konjugat
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Sekil 5.22 500 Gy. ile Ismlanmig Konjugat



2 mg. Sap Hastahf Viriisii Proteini Epitopu (40-60) iceren Isinlanmis ve Isinlanmamg

Kansimlarn Jel Filtrasyon HPLC Sonuglan,
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5.25 500 Gy. ile Isinlanmig Konjugat
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5.26 500 Gy. ile Ismmlanmig Konjugat

Hem 280nm. dalga boyunda hemde 214 nm. dalga boyunda yapilan 6lgiimler sonucunda,
isinlama ile, kansmmlarin igerdigi komponentlerin molekiil agirliklarindan daha fazla molekiil

aguhgina sahip yeni bir maddenin olusumu gdzlenmistir. Bu durum farkh konsantrasyonlarda

hazirlanmis her 3 konjugat i¢in de gegerlidir.
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Ismlanmams Serbest 0.5 mg. Sap Hastahg Viriisii VP1Proteini 40-60 Dizili Epitopunun
Jel Filtrasyon HPLC Sonuclan;

0D280
N RTdak
‘*f&bﬁ\%\'{ﬁy Sl

Sekil 5.27 Ismlanmamig 0.5 mg. Sap Hastahg Viriisiiniin Peptid Epitopu(40-60) Jel Filtrasyon

HPLC Sonuglar
(OD3s0)
oD z14 o
{ 10
"Qﬂ‘z‘.‘, RT:loak.
Sekil 5.28 Ismlanmanus 0.5 mg. Sap Hastahg: Viriisiintin Peptid Epitopu(40-60) Jel Filtrasyon
HPLC Sonuglari

(OD214)
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6. SONUCLAR VE TARTISMALAR

Polimer-protein ve polimer-peptid kanigmlarmm *Co y ismlamas: ile elde edilen kovalent
konjugatlarinin UV-visible spektroskopisi, floresans spektroskopisi, jel filirsyon HPLC ve
immiinizayon analizlerinin sonuglari ayri1 ayr1 deneysel sonuglar kisminda verilmigtir. Bu

deneysel sonuglarin incelenmesi ile varilan sonuglar ise agagidaki gibidir;

1. Radyasyon etkisi ile, yapisinda fonksiyonel gruplari olmayan pNIPAAm polimeri ile
BSA’nin  su ortaminda suda ¢oziinebilen biyokonjugatlar olusturdugu gézienmistir.
Isinlama sonrasi elde edilen konjugatlarin HPLC analizleri kramatogramlari, daha yiiksek
molekiil agirh@mna bir biyokonjugat olusumunu gésterirken, UV absorbans grafikleri de
isinlama ile karigimm absorbansmn artig gostermesi nedeni ile suda ¢oziinebilen
biyokonjugatlar olustugunu gostermektedir. En digiik 100 Gy. igmlanma siddeti ile
biyokonjugatin olustugu, 1sinlanma siddetinin artmas: ile ise komponentler arasmdaki
kovalent baglarin sayismm arttigi diisiiniilebilir. Sematik olarak olusan konjugasyon
reaksiyonunu asagidaki gibi gosterebiliriz.

CH; CH— — CH;

Ce ™

|
CIO 60C 0y CO
NH - Ne

|
CH / CO\

C{ \\CH3 CH; CH;
9Co y

(BSA) ———> (BSA)e
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oR;(BSA:) +eR,(PNIPAAm) 5  Rje R,

Burada, polimerin ve proteinin yapisindaki en zayif baglanmis hidrojen atomlarinin ayriimas:
ile polimer ve proteinde serbest radikallerin olugmasi ve olugmus radikallerin rekombinasyon
ile birbirleri ile baglanmas: gosterilmektedir. Baglanma sonucunda olusan biyokonjugatlarin
molekiil agirhklar1 ayr1 ayr1 komponentlerden fazla oldugu i¢in bu konjugatlar kolondan daha
hizli gikmaktadirlar.

2-) Olusmus konugatlarin yapisi hakkinda fikir edinmek igin karigimlar, daha sik aralikh
siddetlerde 1smnlanmis ve sicaklik degisimli olarak floresans teknigi ile aragtiriimugtir. 0-100 Gy
isinlama siddeti arah@inda, saf BSA’nin yapismdaki Trp.’dan kaynaklanan floresans
yogunlugunun degismedigi gbzlenmistir. Ancak 100 Gy. tizerindeki igmnlamalarda floresans
yogunlugunun siddetli bir sekilde azaldig: (quenching) goriilmiigtiir. Bunun yaninda sicakhk
artﬁkg:a floresans yogunlugunun ve floresans maksimum dalga boyunun yaklagik 1.5-2 kat
azaldig: gozlenmektedir. Floresans analizlerinden elde edilen en énemli sonug, isin siddetine
gbére maksimum dalga boyu degisiminden elde edilmektedir. Serbest BSA’nin maksimum
dalga boyunun keskin bir sekilde degisimi, 15 siddetinin 100 Gy. degerinden hemen sonra
baglamaktadir. BSA’nmn pNIPAAm ile konjugatinin maksimum dalga boyu ise pratik olarak
500 Gy. ismlama siddetine kadar degismemektedir. Bu sonuglar, polimerin protein ile
konjugasyon olusumunu ve bu olusum sonucu proteinin radyostabilitesinin arttigmi gosterir.
Polimer-protein radyostabilitesinin artmasinda en 6nemli etkenin polimer makromolekiilleri
yumagmm protein {izerinde bir 6rtii olustumasi ve bdylece protein molekiiliiniin korunmasi
oldufu sonucuna vanlabilir. 100,300,500,700 Gy ile isinlanmus konjugatlarin farelere
immiinizasyon sonuglar1 da serbest BSA’nin immiinizasyon sonuglarindan belirgin sekilde
farkhdir.

3-) Olusturulan polimer-protein konjugatlari analiz sonuglar1 baz ahnarak farkli oranlarda
hazirlanmis pPNIPAAm-Sap Hastalif: Viriisii VP1 proteini peptid epitopu(40-60) konjugatlari
olusturulmustur. Konjugat olusumu UV-spektroskopisi ve jel filtrasyon HPLC metodlan ile
kanitlanmigtir. Bu konjgatlarin sematik yapis1 agsagidaki gibi gosterilebilir
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Sell 5.29 pNIPAAm-Sap Hastaligi Virisis VP1 Proteini Peptid Epitopu
(40-60) K onjugatinin Ak Gésterilmesi

Sap Hastah@ Viriisii VP1 Proteini 40-60 Dizili Peptid Epitopu:

Valin-Lizin-Isolézin- Asparagin-Asparagin-Treonin-Serin-Prolin-Freonin-Histidin-V alin-
Isol6zin-Asparagin-Lzin-Metiyonin-Glutamin-Thr-Histidin-Glutamin-Histidia-Glisin
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