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(npep/nBsa=J), (¢) BSA ve (o) Peptid’e ait Viscotek Viskozite detektorii
Kromato@ramIarti..........ceeeeuuiiiiieeeiieiiiieee et e et e e e e e et rre e e e e e e eaaes 88
pH 7°de hazirlanmis (¢ ) Konjugat (3. Yontem npep/npsa=5), () Fiziki Karisim
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pH 7°de hazirlanmis (¢ ) Konjugat (3. Yontem npep/npsa=5), () Fiziki Karisim
(npep/nBsa=S), (#) BSA ve (¢) Peptid’e ait Fluoresans spektrumlart............. 90
pH 7°de hazirlanmis () Konjugat (3. Yontem npep/nesa=5), () Fiziki Karigim
(npep/nBsa=S), (¢) BSA ve (#) Peptid’e ait Viscotek UV detektorii
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pH 7°de hazirlanan (e ) Konjugat (3. Yontem npep/ngsa=5), (¢ ) Fiziki Karigim
(npep/nBsa=S), (¢) BSA ve (#) Peptid’e ait Viscotek Kirilma Indisi detektorii
KrOMAtOZIAMIATT.....ceiiiiiieeiiiiee ettt et et e et e e e eaeeeeeeas 91
pH 7°de hazirlanmis () Konjugat (3. Yontem npep/npsa=5), () Fiziki Karisim
(npep/nBsa=J), (#) BSA ve (#) Peptid’e ait Viscotek Isik Sacilmasi detektorii
KrOMAtOZGIAMIATT.....ceiiiiiiieeiiiiee ettt et e et e e e eeeeeeeeas 92
pH 7°de hazirlanmis () Konjugat (3. Yontem npep/npsa=5), () Fiziki Karisim
(npep/nBsa=S), (¢) BSA ve (o) Peptid’e ait Viscotek Viskozite detektorii
Kromato@ramIarti..........coeeeuiiiiieer ittt e et e e e e e et e e e e e e 92
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KrOMAtOZIAMNIATT.....ceiiiiiiieeiiiiie ettt et e et e ettt e e e eeeeeeeeas 95
pH 7°de hazirlanan (e ) Konjugat (4. Yontem npep/ngsa=5), (¢ ) Fiziki Karigim
(npep/nBsa=J), (¢) BSA ve (#) Peptid’e ait Viscotek Kirilma Indisi detektorii
KrOMAtOZGIAMNIATT.....eeiiiiiieeiiiiee ettt et eeaeee e e eaeeeeeeas 95
pH 7°de hazirlanmis () Konjugat (4. Yontem npep/npsa=5), () Fiziki Karisim
(npep/nBsa=J), (¢) BSA ve (o) Peptid’e ait Viscotek Isik Sagilmas: detektorii
KromatoO@ramlari...........oeeeuiiiiieee ittt e et e e e e e e e e e e e e e eaes 96
pH 7°de hazirlanmis () Konjugat (2. Yontem npep/npsa=5), () Fiziki Karisim
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pH 7°de hazirlanmis Konjugat (npep/ngsa=5) (¢) 2., (¢) 3., (¢) 4. Yontem,
Fiziki Karisim (npep/npsa=5), (¢#) BSA ve (¢ ) Peptid’e ait Viscotek Isik
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Viskozite detektorii kromatogramlart ...........c..eeeeveeriieiiiieiieeeinniiieeee e 100
pH 7’de hazirlanmis Konjugat (4. Yontem), Npep/NBsa=1, () Npep/NBsa=3,
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pH 7°de hazirlanmis Konjugat (4. Yontem), (¢ ) npep/nesa=1, () npep/Npsa=3,
Npep/NBsA=S, (f) Fiziki Karisim (npep/npsa=5), (¢) BSA ve () Peptid’e ait
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KrOMAtOZIAMIATT.....ceiiiiiiiiiiiiie ettt et e e e e e 110
pH 7°de hazirlanmis () Fiziki Karisim (npep/ngsa=5), (¢) BSA, (¢ ) Peptid,
() Konjugat (4. Yontem npep/npsa=1) ve 10.000 MW 6zellikteki memranh
tiipte santrifiij edilen konjugata ait () Alt faz ve (#) Ust faz Fluoresans
SPEKIIUIMIATT ...vteteeeeeiiiiieee e e ettt e et ee e e e e sttt e e e e e s et e eeeee e s e nnneaeeas 110
pH 7°de hazirlanmis () Fiziki Karisim (npep/ngsa=5), (¢) BSA, (¢) Peptid,
() Konjugat (4. Yontem npep/npsa=3) ve 10.000 MW 6zellikteki memranh
tiipte santrifiij edilen konjugata ait (¢) Alt faz ve () Ust faz HPLC
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pH 7°de hazirlanmis () Fiziki Karisim (npep/ngsa=5), (¢) BSA, (#) Peptid,
() Konjugat (4. Yontem npep/npsa=3) ve 10.000 MW 6zellikteki memranh
tiipte santrifiij edilen konjugata ait () Alt faz ve () Ust faz Fluoresans
SPEKLTUIMIATT .ottt e e e 112
pH 7°de hazirlanmis () Fiziki Karisim (npep/ngsa=5), (¢) BSA, (¢ ) Peptid,
() Konjugat (4. Yontem npep/npsa=3) ve 10.000 MW 6zellikteki memranh
tiipte santrifiij edilen konjugata ait () Alt faz ve () Ust faz HPLC
KrOMAtOZIAMIATT.....ceiiiiiiieiiiiie ettt e e e e e 114
pH 7°de hazirlanmis () Fiziki Karisim (npep/ngsa=5), (¢) BSA, (¢ ) Peptid,
() Konjugat (4. Yontem npep/npsa=5) ve 10.000 MW 6zellikteki memranh
tiipte santrifiij edilen konjugata ait () Alt faz ve (#) Ust faz Fluoresans
SPEKIIUIMIATT ...vveteeeieiiiiieee e e ettt ee ettt e e e e stater e e e e e e s eanbbreeeee s s e ansnaeeas 114
pH 7°de hazirlanmis () Fiziki Karisim (npep/ngsa=5), (¢) BSA, (¢ ) Peptid,
() Konjugat (4. Yontem npep/npsa=7) ve 10.000 MW ozellikteki memranh
tiipte santrifiij edilen konjugata ait (¢ ) Alt faz ve () Ust faz Fluoresans
SPEKIIUMIATT ...vveteeeieiiiiieee e ettt e e ee e e e e st e e e e e e s et breeeee e s e aneneeeas 115
pH 7°de hazirlanmus () Fiziki Karisim (npep/ngsa=5), (¢) BSA, (¢ ) Peptid,
() Konjugat (4. Yontem npep/npsa=7) ve 10.000 MW 6zellikteki memranh
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SPEKIIUIMIATT ...vteteeeieiiiieee e e ettt ee e ee e e e e st e e e e e e eanbbreeeee s e s anneeeeas 116
pH 7°de hazirlanmis Konjugat (npep/npsa=3) (¢) 4. Yontem (NMI var), 7.
Yontem (NMI Yok), () Fiziki Karisim (npep/ngsa=5), (¢) BSA ve (¢)
Peptid’e ait HPLC kromatogramlart ............c..eeeeeeeriiniiiieeeeeeersiiiieeeeee e 118
pH 7°de hazirlanmis Konjugat (npep/npsa=3) (¢) 4. Yontem (NMI var), 7.
Yontem (NMI Yok), () Fiziki Karisim (npep/ngsa=5), (¢) BSA ve (¢)
Peptid’e ait Fluoresans speKtrumlart .............ccceeeveiiieriiiieeeniiiee e, 118
pH 7°de hazirlanmis () Fiziki Karisim (npep/ngsa=5), (¢) BSA, (¢ ) Peptid ve
30 dak. araliklar ile [(¢) 30. dak., 60. dak., (¢)90. dak., (e) 120 dak.]
Konjugat (npep/ngsa=3) i¢in yapilan 6l¢iimlere ait Fluoresans spektrumlari. 119
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OZET

Peptidlerin tasiyici proteinlere baglanmasi, zayif immunojenik 6zellikteki peptidlere karsi antikor
olusturmak i¢in gerekmektedir. Sulu ¢ozeltideki molekiillerin karboksil gruplarinin aktivasyonu ve
aktive olmus karboksil gruplarina amino gruplarinin kovalent baglanmasi, bu tez calismamizin konusu
olan globular yapidaki protein ile sentetik peptidlerin konjugasyon reaksiyonunun temelini
olusturmaktadir.

Karbodiimidler heterobifonksiyonel 6zellikteki direkt (zero-length) capraz baglama reaktifleridir ve
karboksil gruplarinin amino gruplarina baglanmasinda kullanilirlar. Bu tez ¢alismamizda karbodiimid
yontemi ile suda ¢oziinen 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidroklorid (EDC) kullanilarak,
Peptid-Protein konjugatlari hazirlandi. Konjugasyonda bir protein molekiilii i¢in peptidin farkli
oranlart (npepia/npsa) ile calisildi ve bu orantilara ait biyokonjugatlar sentezlendi. Sentezlenmis
biyokonjugatlar farkli kolonlardan gecirilerek saflastirildi.

Saflastirilan biyokonjugatlarin; sentetik peptid, BSA ve BSA-sentetik peptid fiziki karigimlar ile
karsilagtirmali olarak karakterizasyonu ve baglanma mekanizmasinin incelenmesi, HPLC, GPC-
VISCOTEK (Gel Permeation Chromatography; UV, Refraktif Indeks, Vizkozite ve Isik Sacilmasi
Detektorlerine Sahip Kromatografik Sistem), Fluoresans Spektrofotometre ve Zetasizer (Partikiil
boyutu ve Zeta Potansiyel ol¢iimii i¢in) cihazlar kullanilarak gerceklestirildi. Fiziko-kimyasal analiz
sonuglarina dayanarak globular BSA molekiillerinin lineer yapili peptid molekiilleri ile kovalent
baglanmasi sonucu elde edilen biyokonjugatlarin olusum mekanizmasi, elektrik yiikii ve ii¢ boyutlu
yapisi incelenmistir.

Anahtar kelimeler: Peptid, Protein, BSA, Kovalent Baglanma, Karbodiimid, EDC
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ABSTRACT

Coupling of the peptides to carrier protein is required to producing of anti-peptide antikor which are
weak immunogenic peptides. In aqueuos solution carboxyl grups activation and binding the amino
groups to activated carboxyl group with covalent bond is formed our thesis main subject’s
fundamental which is conjugation of globular proteins with synthetic peptides.

Carbodiimides are heterobifonctional (zero-length) cross linkers reagents and used for coupling of
carboxyl groups and amino groups. In this thesis study we prepare Peptide-Protein conjugates whit
carbodiimide method by using 1-ethyl -3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide hydrochloride. For
conjugation we study with different ratio of peptides for one protein molecule (npepia/Nesa) and
synthesed the conjugates for this ratio. Conjugates are purified by using different column .

Purified conjugates are characterized and the mechanism of the binding process is investigated
comparatively with synthetic peptide, BSA and BSA-synthetic peptide physical mixture by HPLC,
GPC-VISCOTEK (Gel Permeation Chromatography, The system has UV, Refractive Index,
Viscometer and Right Angle Light Scattering detectors), Fluoresans Spectrophotometer, Zetasizer (Z-
Ave, Zeta Potential). Formation mechanism, electrical charge and three dimensional structure of
bioconjugates are investigated based on physicochemical analysis results.

Key words: Peptide, Protein, BSA, Covalent Coupling, Carbodiimide, EDC
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1. GIRiS

Sentetik peptidler, zayif immunojenik 6zellik gosterdiklerinden, antijenik 6zelliklerini
artirmak ve peptidlere karsi antikor olusturmak igin; peptidlerin tasiyici molekiillere
baglanmas1 gerekmektedir. Bu sekilde sentetik peptidlerin tasiyici molekiillere baglanmasi ile
olusturulan yeni nesil asilarin dretilmesi c¢alismalart olduk¢ca yaygin  olarak
gerceklestirilmektedir. Yeni nesil as1 olusturulmasimin temelindeki nokta viriislerin
yapisindaki antijenlerin saptanmasi ve bunlarin sentetik yollarla iiretilmesidir. Gelisen
teknoloji degisik peptid sentez yontemleri ile immunojenik 6zellikteki bu dizilerin sentetik

olarak sentezlenmesine imkan vermistir.

Bu sekilde elde edilen sentetik peptidlerin dogal ya da sentetik makromolekiillere baglanmasi
(konjugasyonu) tip ve biyoteknolojide; ila¢ salininmindan immobilize enzimlere, afinite bazli
immunoassay ¢alismalarindan, sentetik as1 iiretimine kadar oldukca genis bir alanda biiyiik

onem tagimaktadir (Scranton vd., 1995; Plate ve Vasiliev, 1986; Dilgimen vd., 2001).

Giiniimiize dek yapilan ¢ogu calismada sentetik peptidlerin tasiyicilara baglanmasinda en iyi
sonu¢ alinan tasiyicilardan bir tanesinin BSA oldugunun tespit edilmesine ve BSA-sentetik
peptid konjugatlarinin sentezlenmesine, bu konjugatlarin da farkli alanlarda kullanilmasina
ragmen olusan konjugatlarin fizikokimyasi ve olusum mekanizmasi hakkinda sistematik
olarak detayl aragtirmalar yapilmamistir. Elde edilen konjugatlar sinirh olarak HPLC yontemi
ile incelenmis, konjugatlarin boyut, zetapotansiyel, fluoresans emisyon gibi karakteristik

ozellikleri incelenmemistir.

“Peptid-Protein Kovalent Konjugatlar1” isimli bu tez caligmamizda; spesifik olarak antijenik
ozellikteki sentetik peptidler ile tasiyict molekiil olarak kullanilan proteinin farkli pH ve farkl
peptid oranlarinda kovalent konjugasyonunu, elde edilen konjugatlarin yapisim ve olusum

mekanizmasini incelemeyi amagladik.

Bu dogrultuda antijenik peptid olarak; Sap hastaligi A Tipi FMD viriisit VP1 kapsid proteininin
135-161 (WSKYSTTGERTRGDLGALAARVATQLPA) ve 170-188
(WATDISELLVRMKRAELYCP) dizilimli antijenleri ile (sentetik peptidler), tasiyici protein
olarak ise globular yapidaki BSA molekiillerini ile calisilmistir. Konjugatlar; sabit protein
miktarinda, sentetik peptidin de8isken oranlarinda ve suda coziinen 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) karbodiimid hidroklorid (EDC) varliginda sentezlenmistir. EDC sulu
¢cozeltideki molekiillerin karboksil gruplarimi aktive etmekte ve aktive olmus karboksil

gruplart da amino gruplarina kovalent olarak baglanmaktadir. Bu reaksiyon mekanizmasi



temel alinarak ve farkli deneysel yontemler ile farkli oranlarda peptid kullanilarak elde edilen
konjugatlarin bir kismi direkt olarak analiz edilirken bir kismi ise 10.000 MW ayirmaya sahip
membranlar kullanilarak ya da kolondan gecirilerek (molekiiler eleme kromatografisi) iire
tiirevlerinden ayrilarak saflastirilmis ve sonrasinda asagida detayli anlatildigi iizere cesitli

cihazlar yardimu ile incelenmistir.

Elde edilen konjugatlarin olusum mekanizmasi, fizikokimyasal 6zellikleri ve yapisi ilk kez
tarafimizca, Molekiiler Eleme Kromatografisi temeline dayali olarak HPLC cihazinda UV
detektor ile ve GPC-VISCOTEK cihazinda; UV, Isik sacilmasi, Kirilma indisi, Vizkozite
detektorleri ile kromatogramlar alinarak saf peptid, saf BSA ve peptid-BSA fiziki karisimlar

ile kargilastirmali olarak incelenmistir.

Konjugatlarin boyut analizleri de yine ilk kez tarfimizca, saf peptid ve saf BSA ile
karsilastirmali olarak Foton Korelasyon Spektroskopisi yontemine dayanarak, zeta
potansiyelleri ise yine saf peptid ve saf BSA ile karsilastirmali olarak Lazer Doppler

Elektroforez (LDE) yontemi kullanilarak Zeta sizer cihazinda 6lciilmiistiir.

BSA ve peptid molekiillerinde bulunan Triptofanin konjugasyon ve etkilesimler sonucu
cevresel konumunun ve buna bagl olarak emisyon siddeti (Imax) ile Amax (en yiiksek emisyon
yaptig1 dalga boyu) degerinin degismesi temeline dayanarak fluoresans spektrofotometre de
Olgiimler yapilmis ve In.x’daki azalmalar ile Ap.’da gorillen kaymalara bagli olarak

konjugatlarin 6zellikleri sistematik olarak incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Peptid ve Proteinler
Peptid ve proteinler;

e Karbon (C),

¢ Hidrojen (H),

¢ Oksijen (O),

e ve bazilar1 da Siilfiir (S) icermektedir.

Peptidler aminoasid monomerlerinin peptid (amid) baglar ile bir araya gelmesinden olusan
dogal polimerlerdir. Peptidlerin biyolojik sistemlerdeki saperonlar vasitasi ile katlanmasi

sonucu ise proteinler olugsmaktadir.

Peptid bagi; bir aminoasiddeki karboksil grubunun karbon atomu ile diger aminoasideki

amino grubunun azot atomu arasinda olusan kovalent bagdir [1].

Amid (peptid) bag:
o)
Q o) R,
H\ oH H\ on H,N |c! OH
2
N + N - > \N
/ H/ . - H,0 |
H Ry 2 Ry H o]
Amino asid Amino asid ,

Sekil 2.1 Amid (peptid) bag1 genel gosterimi

Peptid bagi rezonans hibridleri arasinda olusan denge nedeni ile kismi ¢ift bag karakteri

tasimaktadir ve herhangi bir kovalent tekli bagdan daha kuvvetlidir.

Sekil 2.2 Amid (peptid) baginin kismen kazandig cift bag karakteri



Her protein molekiiliiniin dogal durumda iken sahip oldugu karakteristik ti¢ boyutlu formuna
konformasyonu denir. Proteinlerin konformasyonu, aminoasidlerin karsilikli iliskilerine gore

dort farkl sekilde ifade edilir.
Bunlar;

e Birincil (Primer)

¢ Ikincil (Sekonder)

o Uciinciil (Tersiyer) ve

e Dordiinciil (Quarterner) yapilaridir (Bahgeci, 2002).

2.1.1 Proteinlerin Birincil (Primer) Yapilari
Peptid ve proteinlerin birincil yapilari, birbirlerine peptid baglar1 ile bagli aminoasidlerin

olusturdugu diiz zincirden meydana gelmektedir.

o) R, H o) R4 H o) Re
H | ‘
HoN N N OH
N N N
| N
R, H o) Rs H o) Rs H o}
Sekil 2.3 Peptid ve proteinlerin primer yapisinin genel gosterimi

2.1.2 Proteinlerin ikincil (Sekonder) Yapilari
Peptid ve proteinlerin ikincil yapilar peptid zinciri iizerindeki ayni ya da farkli amid baglar

arasinda hidrojen baglarinin kurulmasi ile ortaya c¢ikar. Hidrojen baglar1 amid baginin —C=0

grubundaki oksijen ile -NH, grubundaki hidrojenler arasinda olusur.
Hidrojen baglart;
e aym polipeptid zinciri lizerinde gerceklesir ise o heliks,

e farkli polipeptid zincirleri arasinda meydana gelir ise f katlanmms yap olusur [2].



Sekil 2.4 o heliks yapisinin genel goriiniimii [2]

Sekil 2.5 B katlanmis yapinin genel goriiniimii [2]

2.1.3 Proteinlerin Uciinciil (Tersiyer) Yapilari

Peptid ve proteinlerin {igiinciil yapilari; polipeptid zincirini olusturan aminoasidlerin yan

zincirlerinin (R gruplar) birbirleri ile etkilesimleri ve bu etkilesimler sonucu olusan katlanma

ya da kivrilmalar ile sekillenmektedir. Peptid ve proteinlerin iiciinciil yapisina etki eden

kuvvetler;

Hidrojen Baglar,

Disiilfid Baglar,
Elektrostatik Kuvvetler
Hidrofobik etkilesimler ve

Van der Waals etkilesimleri olarak 6zetlenmektedir.



l&'rg Ser
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Sekil 2.6 Peptid ve proteinlerin iigiinciil yapilarinin olusumda etkili olan disiilfid baginin
olusumu ve disiilfid bag1 sonucu meydana gelen katlanma [3]

(b)

p Katlanmus

(€) Polipeptid zincirinin
katlammasi

1ki yada daha
(d) fazla polipeptid

Ancil

Drirdimeiil Yam

Sekil 2.7 Proteinlerin birincil, ikincil, ii¢iinciil ve dordiinciil yapilarinin toplu gosterimi [4]



2.1.4 Proteinlerin Dordiinciil (Kuarterner) Yapilari
Proteinlerin dordiinciil yapilarinda ise birden ¢ok alt iinite hidrojen baglari ya da hidrofob

etkilesimler gibi kovalent olmayan baglar ile bir arada tutulmaktadir. Alt {initelerin

konumlarina gore farklilasan proteinler genel olarak
e Fibroz ya da

¢ Globular yapili olarak siniflandirilmaktadir.

() (b)

Sekil 2.8 Globular (a) ve Fibroz (b) proteinlerin genel goriiniimleri [5, 6]



2.1.5 Proteinlerin Yapisindaki Kovalent Olmayan Baglar

2.1.5.1 Hidrojen Baglar:

Polipeptidler ana zincirlerini olusturan aminoasidlerin R gruplarinda bir¢ok proton alicist
(acceptor) ve vericilerine (donor) sahiptir. Ayrica proteinin bulundugu sulu ¢ozelti ortaminda
da oldukga fazla miktarda hidrojen bag: alict ve vericisi bulunmaktadir. Buna bagli olarak
hidrojen baglar1 hem polipeptid zincirlerinin kendi arasinda hem de sulu ¢dzelti ortaminda
bulunan elektron alic1 ve vericileri ile polipeptid zinciri arasinda hidrojen baglar1 olusmaktadir

[7].

Sekil 2.9 Hidrojen bag1 olusumu

2.1.5.2 Hidrofobik Kuvvetler
Proteinlerin yapisindaki aminoasid yan zincirleri hidrofilik ya da hidrofobik 6zellikte

olabilmektedir. Farkli R gruplarinin sulu ortamdaki etkilesimleri, proteinin yapisinda ve
baglanmasinda olduk¢a ©nemli role sahiptirler. Globular proteinlerdeki kendiliginden
katlanma durumu; hidrofilik R gruplar ile sulu ortam arasindaki Hidrojen bagi olusturma
giici ile Hidrofobik R gruplarinin sulu ortamdan itilmesi arasinda olusan dengenin

yansimasidir [7].

Iolelillen

Sekil 2.10 Hidrofobik etkilesimler ve bunun sonucunda su molekiillerinin itilmesi



2.1.5.3 Elektrostatik Kuvvetler
Elektrostatik kuvvetlerden olusan etkilesimler; yiiklii gruplar arasinda ya da dipol momente

sahip gruplar arasinda meydana gelmektedir. Yiiklii gruplar arasindaki etkilesim tipik olarak
pozitif yiiklii Aspartik asid ya da Glutamik asid ile Histidin, Lizin ya da Arginin arasinda
goriilmektedir [8].

Sekil 2.11 Elektrostatik kuvvetler sonucu olusan etkilesimler [7]

2.1.5.4 Van der Waals Kuvvetleri
Van der Waals kuvvetlerinin itme ve cekme kuvvetleri protein katlanmalar1 ve proteinlerin

diger molekiiller ile etkilesimlerinde etkilidir. Van der Waals ¢ekme kuvveti, yiiksiiz ve
baglanmamis durumdaki yakin atomlar arasinda olusan yiikk yogunlugundaki dalgalanma
sonucu meydana gelen kisa siireli kismi kutuplagsma ile olugsmaktadir. Van der Waals kuvveti
cok zayif olmasina karsin etkilesimin ¢ok biiylik protein molekiillerinde olmasindan dolay1
katlanmalarda ve diger molekiiller ile etkilesimlerde van der Waals kuvvetlerinin 6nemi

artmaktadir [9].

LWt

- 1
- +

Sekil 2.12 Van der Waals kuvvetleri sonucu olusan etkilesimler
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3.  PROTEIN OZELLIiKTEKi TASIYICI MOLEKULLER

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

prosesinde taninmasini saglamaktadirlar [10].

BSA ve KLH genel olarak en sik kullanilan tasiyici proteinlerdir ve peptidler bu tiir
tagiyicilara kararli kovalent baglarla baglanirlar. Baglanma (konjugasyon) bolgesi, peptid
dizilimine baglh olarak; dizinin N- ucu, C- ucu ya da icerisindeki herhangi bir nokta olabilir.
Peptidler icerdikleri aminoasid kompozisyonuna gore N- ucundan, C- ucundan ya da dizinin
icerisindeki herhangi bir fonksiyonel grubundan konjugasyona girebilirler. Konjugasyon
noktas1 karboksil (-COOH), amino (-NH) ya da siilfidril (-SH) uglar1 olabilir. Antijenik
peptid dizilimi tasiyici proteine (BSA-Bovin Serum Albumin, KLH-Keyhole Limpet
Hemocyanin, OVA-Ovalbumin vb.) baglanacag goz oniinde bulundurularak sentezlenmelidir
[11]. Antikor olusumunda iyi sonuglar elde etmek i¢in uygun antijenik peptid dizilimini
secmek ve buna bagl olarak konjugasyonun dizaynini yapmak oldukca kritik noktalardir.
Peptidin tasiyic1 protein yiizeyinde konumlanmasi ve yerlesimi segilen baglanma
yonteminden etkilenmektedir. Sisteine dayali amino asid spresifik baglanma yontemleri genel
olarak maleimidler ile yapilmakta ya da serbest -SH grubunun kovalent olarak etkilesmesine
dayanmaktadir. Diger baglanma yontemleri ise genel olarak serbest amino gruplan icin
glutaraldehid ya da N-Hidroksisiikdinimid reaktif gruplar1 kullanilarak gerceklestirilmektedir.
Peptidler antikor olusturmak amaci ile immunizasyon igin proteinlerle baglanacagi zaman
konjugasyon icin spesifik baglanma yontemlerinin kullanilmasi, peptid dizilimine sistein

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

3.1 BSA (Bovin Serum Albumin) Proteini
Bovin Serum Albumin antikor olusumda konjugasyon i¢in genel olarak en yaygin kullanilan

tasiyict proteindir. Serum proteinlerinden albumin alt sinifina aittir ve plazmadaki toplam
proteinin yaklagik yarisim1 albuminler olusturmaktadir. Bu da albuminlerin plazmadaki en
kararli ve en yiiksek c¢oOziiniirliikkteki protein oldugunu gostermektedir. BSA ise kolay
erisilebilirligi, ¢oziiniirliigii vb. avantajlarindan dolayi; deneysel ¢aligmalarda oldukca sik

kullanilmaktadir. Yapisida tasidigr cesitli fonksiyonel gruplarindan dolayr da konjugasyon
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reaksiyonlarinda cesitli molekiiller, proteinler ya da haptenler icin tasiyic1 olarak tercih
edilmektedir (Friedli, 1996).

Protem Peptid Eonugat

Sekil 3.1 Tastyict protein olarak BSA’nin sentetik peptidlerle olusturdugu konjugat

BSA’nin molekiil agirligr 66 x 10° Da olup diger bir tasiyic1 protein olan Keyhole Limpet
Hemocyanin (KLH)’e gore oldukga kiiciik ve ona gore hem daha yiiksek ¢oziiniirliige sahip
hem de daha immunojeniktir. BSA yapisinda 60 adet lizin iceren ve 30-35 adet primer amin

bolgesine sahip, zayif antijenik molekiiller i¢in oldukga sik kullanilan tagiyici bir proteindir.

BSA sulu cozeltilerde oldukca kolay coziinebildiginden ve kolaylikla homojen yapiya
ulastigindan tasiyici protein olarak kullanilmasinin yani sira, protein saptama calismalarinda
protein standardi olarak, SDS-PAGE ile Molekiiler Ayirma Kromatografisi caligmalarinda da

molekiiler agirlik standardi olarak kullanilmaktadir [10].

3.1.1 BSA’nin Fiziko-Kimyasal Ozellikleri

Bovin Serum Albumin molekiilii I., IL., ve III. olmak {iizere ii¢ tiniteden (domain) olugmakta
ve her bir tinite iki farkli (A ve B) alt iiniteden (subdomain) meydana gelmektedir. BSA
molekiiliiniin birincil (primer) yapisinda diizenli bir yiik dagilimi goriilmez. Notral pH’da
Peters (1985) yapidaki I, II ve III numarali iinitelerin (domainlerin) sirasi ile -10, -8 ve O net

yiike sahip oldugunu gostermistir (Sekil 3.2).



Sekil 3.2 BSA molekiiliiniin domain ve subdomainleri (Friedli, 1996)

Birincil yapidaki asimetrik yiikk dagilimina karsin, iiciinciil (tersiyer) yapida molekiiliin

yiizeyinde yiikler diizenli bir dagilim gostermektedir (Carter ve Ho, 1994).

(b)

Sekil 3.3 Bovin serum albuminin bazik yan zincirlerinin mavi, asidik yan zincirlerinin kirmizi
ve notral yan zincirlerinin sar ile gosterildigi yiik dagilimi modeli. Onden (a), arkadan (b),
soldan (c) ve sagdan (d) goriiniim (Friedli, 1996)
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BSA’nin yapisindaki asidik (Asp ve Glu) ve bazik amino asidler (Arg, His, Lys) proteinin
amfoterik Ozellik gostermesini saglamakta boylece BSA proton verme ya da proton alma
ozelligine sahip olmaktadir. pH’1n diisiik oldugu asidik ortamlarda BSA ortamdan proton
aldig1 i¢in pozitif olarak yiiklenirken, pH’in yiiksek oldugu bazik ortamlarda ise molekiil

proton vererek negatif olarak yiiklenmektedir.

Proteinlerin net elektrik yiikiiniin sifir oldugu pH’a o proteinin izoelektrik noktas1 denilmekte
ve pl olarak gosterilmektedir. BSA icin net yiikiiniin sifir oldugu izoelektrik nokta pl=
4.9’dur.

—y+ =
+ 4« + + +
+ g :
+ e
+ P +
+H*
pH < pl pH=pl pH = pl
Agidile Ortam Izoeleltrile Tokta EBazil: Crtam

Sekil 3.4 Proteinlerin izoelektrik noktalarindan diisiik pH’da, izoelektrik nokalarinda ve
izoelektrik noktalarindan yiiksek pH’da gosterdikleri yiik dagilimlarn

[zoelektrik noktasindaki pH degerinde BSA molekiilleri yapilarinda hem pozitif hem de
negatif yiikler icermekte ve bu yiikler arasindaki elektrostatik cekme kuvvetlerinden dolay: bir
araya gelme s6z konusu olmaktadir. Bundan dolay1 BSA izoelektrik noktasindaki pH’da en az

¢Oziindiigli durumdadir (Cimen, 2006).

& &
. MH MH,
HOOC H, , ooc MH- , 0oC— NH,
;Hh.. ;Hh..
. + | = "" + =
COOH +H CO0 +H CO0
pH < 4.9 pH=473 pH =49

Sekil 3.5 BSA’nin pH’a bagh yiik degisimi
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3.1.2 BSA’min Tasiyic1 Protein Olarak Kullamldigi Calismalar
Mustafaev ve arkadaslar1 (2002) tarafindan yapilan ve diisiik immunolojik dzellikteki Betulin

(B) molekiiliiniin tasiyict protein olan BSA’ya % 90 verimle kovalent olarak baglandigi
calismada BSA*B konjugatlar1  1-etil3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid  hidrokloriir
kullanilarak sentezlenmistir. Mustafaev ve arkadaslar1 6ncelikle 60 mg/ml BSA molekiiliinii 4
mg EDC ile pH 6.2’de 2 saat 4 °C’de karnistirarak aktive etmistir. Daha sonra
dimetilformamidde ¢oziinen 15 mg betiilin, BSA-EDC karisimina eklenmis ve 4 °C’de 2 saat
daha inkiibasyon yapilmistir. Olusturulan konjugatin suya kars1 diyalizi yapilmig ve
saflastirilan konjugatlar liyofilizatorde kurutulmustur. Saflastirilan BSA*B konjugatlart UV,

Fluoresans ve HPLC analizleri ile karakterize edilmistir.

Suda ¢oziinebilir 6zellikteki BSA*B konjugatlaninin UV analizi sonucu agregat olustugu
gozlemlenmistir. HPLC analizinde elde edilen kromatogramda ise BSA’ya ait pik ve
alikonma zamani 1 olarak gosterilirken 2 numarali 6rnek BSA*B konjugatina aittir ve bu
kromatogramda iki pik goriilmiistiir. Konjugatin alikonma zamaninin (RT)’da saf BSA’ya
gore kaydigr gosterilmistir. BSA*B konjugatina ait kromatogramdaki ilk pik konjugata ikinci
pik ise ortamda bulunan ve reaksiyona girmemis serbest BSA’ya ya da birka¢c Betulin

molekiiliine baglanmis BSA’ya aittir (Mustafaev vd., 2002).

5_

CDoan

4 -
i
£33 _
g_. B BS54 —PBetulin
% | BS&

1

I:I r—— 117 17T 17T 717 771"

240 260 280 300 320 340 360

Dialzaborm (rm) 5 10 15 20 25 BT, min

Sekil 3.6 Saf BSA ve BSA*B konjugatina ait (a) UV spektrumlar1 (b) HPLC
kromatogramlari, kromatogramda 1 numarali 6rnek BSA, 2 numarali 6rnek ise BSA*B
konjugatidir (Mustafaev vd., 2002)
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Fluoresans
1200000 1 BSA
10000004

E00000 4

2 BSA+Petulin
AO0000 -

400000 -

200000 -

. . - . - . -  Dalgaboy (no)
300 320 340 360 330

Sekil 3.7 Saf BSA ve BSA*B konjugatina ait Fluoresans spektrumu, spektrumda 1 numarali
ornek BSA, 2 numarali 6rnek ise BSA*B konjugatidir (Mustafaev vd., 2002)

Deen ve arkadaslarinin (1990) diisiitk orandaki hidroliz 6zelliginden dolay1 konjugasyon
reaktifi olarak 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid (EDC)’i sectikleri konjugasyon
calismasinda, tasiyict protein olarak iglerinde BSA’nin da bulundugu cesitli molekiillerin,
sentetik peptidler (SP) ile konjugatlar1 sentezlenmistir. N-metil imidazol (NMI)’iin
kullanildig1 konjugasyon reaksiyonundan elde edilen konjugatlar ile standart EDC baglanma
reaksiyonu karsilastirilmis ve NMD’iin baglanma reaksiyonu ve konjugatin immunojenligi

tizerine etkisi aragtirilmastir.

Standart baglanma reaksiyonunda (RC=Regular Coupling) 10 mg/ml tasiyic1 protein ve 20
mg/ml sentetik peptid 0,35 M MES (2-Morpholinoetansiilfonik asit) tamponunda (pH=5,0)
¢Oziinmiis ve oda sicakliginda yine MES tamponunda ¢6ziinen EDC damla damla peptid ve
BSA cozeltisi iizerine eklenmistir. Daha sonrasindasinda karisim 4 °C’de bir gece

konjugasyona birakilmistir.

Gelistirilmis baglanma reaksiyonunda (MC=Modified Coupling) ise 0,5 M N-Metil imidazol
(pH=6,0) peptid ve proteinin ¢oziinmesinde kullanilmis, sonrasinda karisima EDC eklenmis
ve 30 dakika oda sicakliginda reaksiyon icin bekletilmis ve konjugatin PBS’e kars1 diyalizi
yapilmistir. Konjugat icin protein miktari sabit tutularak SP/Protein = 100 ve EDC/SP = 0,5-

50 arasinda degisen oranlarla caligilmistir.

Calismalar sonucunda NMI ile olusturulan konjugatlarin serbest peptidlere kars1 daha spesifik

immun cevaplar olusturdugu saptanmistir (Deen vd., 1990).



16

3.2 KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin) Proteini
KLH bir deniz yumusakcasi olan Megathura crenulata’dan izole edilen ve yaklasik olarak

4.5x10-1.3x10” Da arasinda degisen molekiil agirligina sahip bir proteindir. KLH genel
olarak antijenik Ozellikteki peptidler, haptenler ya da diger immunolojik molekiillerin
antijenik Ozelliklerini arttirmak i¢in kullanilan tasiyici proteinlerden biridir. Yapisinda
yaklasik olarak 2000 lizin (amino grubu), 700 sistein (siilfidril grubu) ve 1900 adet tirozin
(fenolat grubu) olmasindan dolay1 konjugasyon reaksiyonlari i¢in oldukg¢a fazla fonksiyonel
grup icermektedir. Ancak KLLH yiiksek tuz konsantrasyonundaki ¢ozeltilerinde stabil ve daha
¢Oziiniir oldugundan konjugasyon reaksiyonlarinin yiiksek tuz konsantrasyonlarinda

yapilmasi gerekmektedir [10].

Zay1f antijenik Ozellikteki molekiiller i¢in tasiyict molekiil olarak KLH’1n kullanildig1 bir¢ok
calisma mevcuttur ve bunlardan bir tanesi de Ella Kagan ve arkadaslar1 (2005) tarafindan
yapilmistir. Bu calismada kanser antijeni olan MUCI peptidinin m-Maleimidobenzoil-N-
hidroksisiiksinimid ester (MBS) kullanarak KLH ile kovalent konjugatlar sentezlenmistir.
Peptidin serbest siilfidril gruplarinin KLH’1n amino gruplarina baglandigi prosediirde once
MBS N,N-Dimetilformamid igerisinde ¢oziinmiis sonrasinda KLH ile karistirilip 30 dakika

oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

Inkiibasyondan sonra baglanmayan MBS Saphadex G-25 kolondan gegirilip uzaklagtirmus,
maleimid tarafindan aktive edilen KLH’a daha sonrasinda serbest siilfidril grubu i¢eren peptid
eklenmis ve 3 saat inkiibasyon yapilarak konjugatlar sentezlenmistir [(Kagan vd., 2005)

Detayl reaksiyon mekanizmasi Boliim 5.2.1°de verilmistir. ]

Reaksiyona girmemis serbest antijenlerin 30,000 MW ayirmaya sahip membranl tiiplerden
gecirilmesinden ve saflastirilan konjugatlar ile diger kontrol gruplarinin (tasiyici proteine
baglanmayan antijen vb.) farelere immunizasyonundan sonra en yiiksek antikor miktar1 KLLH

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

M. Chow ve arkadaslar1 (1985) tarafindan yapilan diger bir caligmada ise; kat1 faz peptid
sentez teknigi kullamilarak sentezlenen Polioviriis VP1 kapsid proteini antijenileri (sentetik
peptidleri) tastyici protein olarak KLH’1n kullanildigi konjugasyon reaksiyonlart ile tasiyici
proteinlere baglanmistir. Peptidlerin icerdigi farkli aminoasidlere uygun olarak iki farkh
konjugasyon yontemi uygulanmistir. Aminoasid diziliminde sistein igceren yani serbest

siilfidril grubuna sahip peptid i¢in m-Maleimidobenzoil-N-hidroksisuksinimid yontemi (Liu
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vd., 1979), sistein icermeyen peptid i¢in ise Glutaraldehid yontemi kullanilmistir (Baron ve

Baltimore, 1982), (Detayl reaksiyon mekanizmasi Boliim 5.1.1.3’de verilmistir).

Boersma ve arkadaslar1 (1988) ise tasiyici protein olarak KLH’in kullanildigi konjugasyon
reaksiyonunda 10 aminoasid zincirinden olusan sentetik dekapeptidi, MBS yontemi ile
tagiyict proteine baglanmistir. Konjugasyon prosediiriinde 10 mg/ml KLH c¢ozeltisine
dimetilformamidde ¢6ziinmiis olan 20 mg/ml MBS {i¢ seferde 5’er dakika araliklar ile ilave
edilmis buz iizerinde gergeklestirilen inkiibasyondan sonra aktive edilmis protein MBS nin
fazlasindan ayrilmis ve 20 mg/ml peptid ¢ozeltisi ile reaksiyona tabi tutulmustur. Bu yonteme
paralel olarak arastirmacilar aym  sentetik peptidi (20 mg/ml) 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)karbodiimid hidrokloriir kullanilarak 10 mg/ml KLH’a 4 °C’de bir gece
inkiibe ederek baglanmistir. Elde edilen farkli dozlardaki kojugatlar farelere enjekte edilmis
ve farelerde olusan antikor miktarlar1 saptanarak yontemler birbirleri ile karsilagtirilmistir

(Boersma vd., 1988)

Ancak KLH’in yiiksek molekiil agirligi, biiyiikk molekiil boyutlart ve yapisinda tasidigi
divalent katyonlar nedeni ile olduk¢a genis yapili agregat olusturmaya meyilli olmasindan
dolay1 cozeltilerinde tam ¢oziinme gerceklesmemekte bu da konjugasyon prosesinde
zorluklara neden olmaktadir. Coziinmeyen KLH partikiillerinin ¢ozeltiden uzaklagtirilmasi
icin santrifiij edilmesi gerekmekte bu ise protein miktarim1 saptama isini zorlastirmaktadir

[10].

3.3 OVA (Ovalbumin) Proteini
Ovalbumin proteini yumurta akinda bulunan 45 kDa molekiill agirligina sahip bir

glikoproteindir ve izoelektrik noktast 4.6’dir [12]. OVA proteini de BSA ve KLH gibi
sentetik peptidlerin immunojenik &zelliklerini arttirmak i¢in tasiyic1 protein olarak
kullanilmaktadir. Bu amagla (Ghetie vd., 1991) OVA proteininin SPDP [N-
hidroksisiiksinimidil-B-(2-piridilditiyopropiyonat)] c¢apraz baglayicisi kullanilarak kisa
molekiil zincirli peptidlerle kovalent konjugatlar1 sentezlenmistir. Once OVA SPDP ile aktive
edilmis sonrasinda tiyollenerek aktif hale getirilen OVA capraz baglayicinin fazlasindan
Saphadex G-25M kolon kullanilarak jel filtrasyon yontemi ile ayrilmistir. Saflastirilan aktive
edilmis OVA sonrasinda peptid ile karistirilarak iki saat inkiibasyona tabi tutulmus ve
inkiibasyondan sonra baglanmayan peptidlerin Saphadex G-50 kolon kullanilarak jel
filtrasyon ile ayrilmasindan sonra konjugatlar farelere enjekte edilmistir. OV A-peptid
konjugatlarinin, tek basma verilen serbest peptidlere gore daha yiiksek antijenik o6zellik

gosterdigi tespit edilmistir
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4. DIGER TASIYICI MOLEKULLER

4.1 Liposom Ozellikteki Tasiyic1 Molekiiller
Liposomlar; fosfolipidlerin suyla karistirilmasi sonucu, es merkezli bir ya da birden ¢ok

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

Makromolekiil boyutu 60-120 nm olan liposomlar tedavi edici ajanlar ya da antijenik
ozellikteki sentetik peptidlerden fazla miktarda tasima kapasitesine sahiptir. Biocompatible
(biyolojik sisteme uygun) liposomlarin olusturulmasinda lipidler kullanildigindan
liposomlarla; hem hidrofobik hem de hifrofilik 6zellikteki sentetik peptid, ilag, antijen,
protein gibi molekiillerin ayn1 anda tasinmasi gerceklestirilmekte [Sekil 4.1 (b)], bu da

liposomlarin verimli ve giiclii tasiyict olmasim saglamaktadir (Mohammed ve Perrie, 2005).
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Sekil 4.1 (a) Tek katmanh liposomun sulu cekirdek kismi ve fosfolipid ikili tabakasinin yapisi
(b) Polar ve apolar ilag maddelerinin ayn1 anda liposomlarla taginabilmesi [13]

Liposomlarin bu essiz 6zellikleri biyoloji, tip ve kozmetik alaninda liposomlarla cok cesitli
yonlerde yapilan caligmalarin sayisini arttirmistir. Bunlardan ilk akla gelen; liposomlarin
tedavi edici 6zelliklerinden dolayr enzim, ila¢ ya da antijen tasiyici olarak, cesitli metabolik

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

Liposom tarafindan keseciklere kapatilan antijenlerle yapilan calismalarda antijenlere karsi
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olusturulan antikor miktarlarinin serbest antijenlere gore daha yiiksek oldugu saptanmis ve bu
ilgi cekici gozlem lipozomlarin tasiyict ve adjuvant (diisiik immunolojik o6zellikteki
molekiiller ile birlikte verilerek konak hiicrenin daha fazla antikor olusturmasina yardimeci

olan bilesen) 6zellikleri iizerine ¢alisma olanagi sunmustur.

Liposomlarin adjuvant o6zellikleri ilk olarak Allison ve Gregoriadis (1974) tarafindan
Diptheria toxoidi iizerine calisilirken saptanmistir ve diger adjuvantlara gore liposomlarin
daha iistiin 6zelliklerinin olmast bu molekiillerle yapilan calismalar1 arttrmistir. Ilerleyen
zamanlarda yapilan arastirmalarda Protein (van Rooijen ve van Nieuwmegen, 1980; Heath
vd., 1976), peptid (Liftshitz vd., 1981), seker (Das vd., 1982 a,b) ve lipid (Alving, 1977) gibi
genis cesitlilikteki antijenlerin liposomlar ile bir araya geldikten sonra immunojenligindeki

anlaml artislar bir¢ok bilim adaminin tarafindan gosterilmistir.

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

adjuvantla verildigi formuna gore ¢cok daha yiiksek antikor olusturdugu saptanmuistir.

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

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

Christophe Boeckler ve arkadaslar1 ise yaptiklar1 calismada sistein iceren peptidleri
liposomlarin yiizeylerine disiilfid ya da tiyoeter baglar1 tizerinden baglamis ve zayif
immunojen Ozellikteki peptidlerin liposoma baglanip verildikten sonra oldukca yiiksek
miktarda antijenik 6zellik kazandigimi gostermislerdir (Haro ve Gomaro, 2000). Torchilin
(1978) ise karbodiimid ile amid bagi olusturarak a-kimotripsini liposomun yiizeyine stabil

olarak immobilize etmistir.

Liposomlarla yapilan diger bir calismada ise Laserman ve arkadaslar1 (1980) liposomlarla

hiicresel hedefleme amach olarak, heterobifonksiyonel oOzellikteki SPDP  [N-
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hidroksisiiksinimidil-p-(2-piridilditiyopropiyonat)]’1 kullanarak liposoma, antikor (hiicresel
hedeflemeye gerceklestirir) ve S. Aureas’a ait protein A molekiiliinii kovalent olarak
baglanmislar (Latif ve Bachhawat, 1984). Ancak sonralar yapilan ¢alismalarda daha verimli
ve kolay bir yontem olan antijenin tiyollenmesini ve maleimid kullanilarak liposomlara
baglanmasimi kapsayan modifiye edilmis konjugasyon prosesleri de gelistirilmistir (Shek ve

Heath, 1983).
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Sekil 4.2 (a) Suda coziinebilen sentetik peptidler liposomlara direkt olarak hapsedilebilir,
(b, c) Sentetik peptidler liposomlara kovalent olarak baglanabilir (Haro ve Gémara, 2000)

4.2 Lineer Polimer Ozellikteki Tasiyic1 Molekiiller
Zayif immunojenik 6zellikteki sentetik peptidler antikor olusturmak i¢in yeterli biiyiikliikteki

molekiiler boyutlara sahip olmadiklarindan, peptidlere karsi antikor iiretiminde immunojenligi
artirmak icin peptidlerin proteinlerin yan1 sira lineer Ozellikteki polimerlere de
baglanabilmektedir. Poliakrilikasid (PAA), PoliN-isopropilakrilamid (NIPAA), PoliN-
vinilprolidon (VP), Polivinilpiridin-Polisetilpiridin kopolimeri ve Polivinilpirolidon-
Poliakrilikasid kopolimerleri vb. genel olarak kullanilan lineer tasiyicilardir ve peptidler bu

tiir tastyicilara kararli kovalent baglarla baglanirlar (Giirhan vd., 2002).

Konjugasyon bolgesi proteinlerde oldugu gibi peptid dizilimine bagh olarak; dizinin N- ucu,
C- ucu ya da igerisindeki bir nokta olabilir. Konjugasyon noktas1 karboksil (-COOH), amino
(-NH;) ya da siilfidril (-SH) uglar1 olabilir. As1 olarak kullanildiginda 6nemli bir etki

olusturan sentetik peptidler, haptenler vb. spesifik antikor olusturmak i¢in giliniimiizde
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olduk¢a yaygm kullanilmaktadir. Ancak tedavi edici ajanlarin ve sentetik peptidlerin ya da
haptenlerin; diisiik ¢oziiniirliigii, kararsizligi, kii¢iik molekiil boyutlarindan dolay1 antijenik
ozelliklerinin diisiik olmasi, biyouyumlu ve spesifik olmayis1 ya da sitematik toksisitesi gibi
istenmeyen Ozellikleri onlarin etki yeteneklerini olduk¢a azaltmistir. Ancak proteinlerin,
antijenlerin ya da ilag etken maddelerinin suda ¢6ziinebilir polimerler ile konjugatlarinin
olusturulmasi, tedavi edici ajanlarin o6zelliklerini ve immunojenligini Onemli odlgiide
degistirmektedir. Antijenik peptidlerin suda c¢oziinebilir polimere baglanmasi ¢ok yonlii

etkilere sahiptir. Bunlardan bazilari;
e Peptidlerin modifikasyonu saglamak,
¢ Hidrofobik 6zellikte olanlarin suda ¢oziinebilirligini arttirmak,
e Bolgesel etkilerini yiikseltmek,
¢ immunojenik etkilerini ve immunoreaktiflliklerini arttirmak ve

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

Mustafaeva, 2002).

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

verilmistir (Mustafaev ve Mustafaeva, 2002).

=>» Katyonik Polielektrolitler

—(HpC——CH)7— (H:C——CH)  —(H,C——CH) —— (H,C——CH¥y-
X A X X
P =
N ll\l+ Br - N/ ,l\,é -
CzHs CygHs3
4-vinilpiridin ve 4-vinil-N-etilpiridin 4-vinilpiridin ve 4-vinil-N-setilpiridin
kopolimeri kopolimerleri

Sekil 4.3 Tas1yic1 polimer olarak yaygin kullanilan Katyonik Polielektrolitler
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=> Anyonik Polielektrolitler

—( Hyc—CH) ;7 ( H2C——CH) 31~
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CH
éH HeC”  CHg
Poliakrilik asid - N-isopropilakrilamid
Poliakrilik asid kopolimeri

—(HaC—CH )—( Hy,C—CH )~

|
COOH N

go
Poliakrilikasid - N-vinilpirolidon

kopolimeri

Sekil 4.4 Tasiyic1 polimer olarak yaygin kullanilan Anyonik Polielektrolitler

Polielektrolitler, sentetik peptidler ile konjugatlarimin giiglii koruma 6zelliklerinden dolay1

yeni nesil as1 bilesenleri olarak diisiiniilmektedir (Mustafaev ve Mustafaeva, 2002).

Mustafaev  ve arkadaslann tarafindan geleneksel metodlar kullanilarak, sudaki
makromolekiillerin aktive edilmis fonksiyonel gruplan arasinda gerceklesen reaksiyonlar ile
protein-lineer polielektrolit, peptid-lineer polielektrolit kovalent konjugatlar1 sentezlenmistir.
Karbodiimid aktivasyonu ile gerceklestirilen iki basamakli kovalent konjugasyon reaksiyonu;
Polimerin karboksil gruplarinin karbodiimid ile aktive edilmesi ve sonrasinda karboksil
gruplart ile proteinin ya da peptidin amino gruplari arasinda kondenzasyon reaksiyonun
olusumu ile gerceklesir. Birinci basamak siiresince karboksil grubunun karbodiimide
saldirmasi ile O-acilisoiire ara iiriinii olusmaktadir. Daha sonrasinda kararsiz olan bu ara iiriin
peptid ya da proteindeki amino gruplarina saldirmakta bdylece polimer ile peptid veya protein

arasinda capraz baglanma gerceklesmektedir.
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Sekil 4.5 Sistein iceren peptidin polimerle olusturdugu konjugatin sematik gosterimi
(Hoffman, 2000)
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Sekil 4.6 Kisa zincirli peptid molekiillerinin lineer ve uzun zincirli polimerler ile
olusturduklar1 konjugatlarin sematik gosterimi (Mustafaev, 1996, Mustafaev, 2004)

Yukarida anlatildigi gibi karbodiimid kullanilarak peptidlerin tasiyicit polimerlerle kovalent
konjugasyonu sonucu sentezlenen konjugatlarin yiiksek immunolojik 6zellige sahip oldugu
Mustafaev ve arkadaglari tarafindan yapilan calismalarla gosterilmistir ve konjugatin yiiksek
immunolojik 6zelliginin polimerin adjuvant etkisine bagli oldugu diisiiniilmektedir

(Mustafaev, 2004).
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5. CAPRAZ BAGLAMA REAKTIFLERi

Capraz baglama reaktifleri (¢capraz baglayicilar) biyokonjugat prosediirlerinde molekiillerin
kovalent olarak baglanmasini saglayan ve uygulama amacina gore ¢ok farkli cesitleri bulunan
kimyasal reaktiflerdir. Capraz baglayicilar biyolojik molekiillerin isaretlenmesinde, ¢apraz
baglanmasinda ya da kiiciik molekiillerin daha biiyiik molekiillere baglanarak hedeflenmesi ve
dagitiminda kullanilmaktadir. iki farkli molekiil intermolekiiler (molekiiller aras1) ya da tek
bir molekiil intramolekiiler (molekiil i¢i) olarak ¢apraz baglayicilar kullanilarak
baglanabilmektedir. Capraz baglayicilar aktif bagin sagindaki ve solundaki R gruplarimin es
olup olmamasina gore Homobifonksiyonel (iki es fonksiyonel R grubu tasiyanlar) veya
Heterobifonksiyonel (farkli fonksiyonel R grubu tasiyanlar) olarak siniflandirilirlar

(Hermanson, 1996). 2}

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

olan baglayicilar 6zel bir alt boliim olan Direkt Capraz Baglayicilardir).
Arabulucu iceren baglayicilarin baz1 avantajlari;

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

fazla antijenik 6zellik gostermektedir.

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

icermemektedir. Bu da istenmeyen immunolojik cevaplarin olusumunu dnleyecektir.

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

molekiiliin biyolojik aktivitesini birlikte tasimaktadir.

Lo 0-Q0
D

+ X—X

O

Sekil 5.1 Makromolekiillerin Intermolekiiler ve Intramolekiiler olarak baglanmasi
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5.1 Homobifonksiyonel Capraz Baglayicilar
Homobifonksiyonel capraz baglayicilar; karbon zincirinden olusan bir arabulucunun simetrik

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

1. Reaktif grup 2. Reaktif grup
Spacer (arabulucu)
1 2
Ozdes reaktif gruplar

Sekil 5.2 Homobifonksiyonel capraz baglayicilarin sematik gdsterimi

Arabulucu molekiiler bir ip gibi bir protein molekiiliinii diger bir molekiile ortak reaktif
gruplarina saldirarak kovalent olarak baglamaktadir. Ornegin bir proteindeki lizine ait €
amino ya da N- ucundaki amino grubu diger bir molekiildeki amino grubuna
homobifonksiyonel baglayici araciligi ile capraz baglanmaktadir. Bu sekilde iki proteini ya da
diger molekiilleri birbirine baglayabilme yetenekleri homobifonksiyonel ¢apraz baglayicilarin
farkli assay (deneme) ya da target (hedefleme) calismalarinda kullanilmasina olanak
saglamistir. Bunun yaninda homobifonksiyonel ¢apraz baplayicilarin bazi dezavantajlart da

mevcuttur (Hermanson, 1996). Bunlarin basinda;

¢ Genel olarak basit homobifonksiyonel baglayicilarin kullanilmasi ile olusturulan

konjugatlarin yeteri kadar tanimlanamamasi,

e Konjugasyon esnasinda capraz baglayici tarafindan aktive edilen ilk protein
tarafindan olusturulan aktif ara {riiniin yine aym cins protein ile capraz

baglanabilmesi,

e  Aktif ara iiriiniin kendi icerisinde aymi polipeptid zincirinde diger bir fonksiyonel

gruba capraz baglanarak intramolekiiler konjugat olusturabilmesi,

e Diger bir ¢capraz baglayicinin yine bu aktif ara iiriine baglanmasi bunun sonucunda
ayni molekiiliin ikili (dimer), {i¢lii (trimer) vb, oligomerlerinin olugabilmesi ve bu

sekilde polimerize olabilmesi gelmektedir.

Bu sekilde homobifonksiyonel ¢apraz baglayicilar kullanilarak gerceklestirilen tek basamakl
konjugasyon reaksiyonlarinda tam olarak tanimlanamayan konjugatlarin olusumu 6nemli bir
problemdir. Ciinkii bu tip reaksiyonlarda tiim reaktiflerin ayn1 anda reaksiyon karigimina

koyulmasi gerekmektedir. Tiim bu olumsuz nedenlerden dolayr homobifonksiyonel ¢apraz
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baglayicilar i¢in iki basamlar1 reaksiyon prosediirii gelistirilmistir (Hermanson, 1996).

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

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

Homobifonksiyonel capraz baglama reaktiflerinin konjugasyon calismalarinda en yaygin
olarak kullanilanlar1 yoneldikleri reaktif gruplara gore simiflandirilarak asagida verilmistir

(Aslam ve Dent, 1998).
¢ Amino Grubuna Yonelen Homobifonksiyonel Capraz Baglama Reaktifleri

1. NHS Esterleri
2. Bis-imidoesterler
3. Bis-aldehidler
4. Bis-izosiyonatlar ve izotiyosiyonatlar
5. Diflorobenzen Tiirevleri
6. Amino Gruplarinin Y6nlendirdigi Diger Capraz Baglayicilar

e Siilfidril (Tiyol) Grubuna Yonelen Homobifonksiyonel Capraz Baglama
Reaktifleri

1. Bis-maleimidler
2. Disiilfid Olusturan Reaktifler

3. Bis-alkil halojeniirler

¢ Karboksil Grubuna Yonelen Homobifonksiyonel Capraz Baglama Reaktifleri
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5.1.1 Amino Grubuna Yonelen Homobifonksiyonel Capraz Baglama Reaktifleri
Amino grubuna yonelen capraz baglama reaktifleri amino grubu igeren protein, peptid gibi

makromolekiillerin kovalent olarak baglanmasinda kullanmlan homobifonksiyonel c¢apraz

baglayicilardir.

5.1.1.1 Homobifonksiyonel N-Hidroksisiiksinimid (NHS) Esterleri
N-hidroksisiiksinimid tarafindan aktive edilmis karboksil gruplari iceren NHS esterleri

niikleofilik aminlere kars1 oldukga reaktiftir. Farkli uzunluk ve yapidaki arabulucularin her iki
yaninda simetrik NHS esterleri bulunduran bu grup baglayicilar ilk olarak 1970’lerin
ortalarinda tammmlanmislardir (Bragg ve Hou, 1975; Lomant ve Fairbanks, 1976).
o}
// N-Hidroksisiiksinimid
N—~OH . . .. .
Q 1-hidroksiprolidin-2,5-dion

\

0 ° ?
// O‘ / / N-hidroksisiiksinimid ester
v Y AL oy N—O
N.OU CHy VY T Y ( />—CH[\NW\
f b 4

Sekil 5.3 NHS molekiiliinden NHS ester olusumu

Ancak bircok NHS esteri iceren ¢apraz baglayicilar suda ¢oziinemediklerinden olusturulan
cogu prosediir NHS esterleri icin Once yiiksek konsantrasyonda organik coziiciilerde
¢Oziinmesini sonrasinda aliquotlanarak konjugasyon icin saklanmalarimi gerekli kilmaktadir.
Coziinme probleminin giderilmesi i¢in 1980’lerde J.V. Staros tarafindan bir NHS ester tiirevi
olan, N-Hidroksisiilfosiiksinimid esterler hazirlanmistir (Staros, 1982). Siilfo-NHS esterler

siiksinimid halkasindaki 2. ya da 3. karbon atomunda negatif yiiklii siilfonat grubuna

sahiptirler.
0
NaO,S y/ - Q
0,8 //
N—O
YY +H20 N—-O
\ oHy ~ >._CH2/\NW\ + Na
o O Y

N-hidroksistilfosiiksinimid (Siilfo-NHS) ester

Sekil 5.4 Siilfo NHS ester molekiilii
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NHS ve siilfo-NHS ester iceren capraz baglayicilar niikleofiller ile reaksiyona girerek NHS ya
da siilfo-NHS ac¢iga c¢ikarirlar ve bunun yaninda agillenmis iiriin olustururlar. Bu ¢apraz
baglayicilarin siilfidril ya da hidroksil gruplari ile reaksiyonlar1 ve bunun sonucunda tiyoester
ya da ester olusturmalar1 olasidir ancak olusan {iriinler kararli degildir ve sulu ortamda
hidrolizleri s6z konusudur. Ancak primer ya da sekonder aminlerle olusan reaksiyonlar
sonucu meydana gelen amid ya da imid baglar1 olduk¢a stabildir ve hidrolize karst daha
kararlidir. NHS esterlerin proteinlerle muamelesinde capraz baglayicilar ilk olarak N-

ucundaki o0 amino grubunda daha sonrasinda da lizin zincirindeki € amino grubuna saldirirlar.

Genel Olarak Kullanilan NHS Ester Tiirevleri
(@]

0N

N \\O

Siiksinat bis(N-hidroksisiiksinimidester)

| o

O§

(4.8 A%

o\ o N\

o |
~ N
<7 o
\ O DsS = Disiiksinimidilsuberat
(o]

o—

(11.4 A°)
0]
(0]
\\ _© CT Y SO;Na
N
NaOSS\C/N o \
\ © BS?® = Bis(siilfosiiksinimidil)suberat O
(0]

(11.4 A%



0
cx 7 N
0 S
N/ W \S /\/l\O/N
5 \
AN DSP = Ditiyobis(siiksinimidilpropiyonat) O

(12 A%

P

5 \

DTSSP = 3,3'-Ditiyobis(siilfosiiksinimidilpropiyonat)
(12 A%

&NQ

DST = Disiiksinimidil tartarat

(6.4 A%
AN
N SO4Na
NaOSS
\O

Siilfo—DST = Disiilfosiiksinimidil tartarat

(6.4 A°)
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/oo (‘)l O~\
<§%::L\\O//ﬂ\\o//A\\v//S\\V//A\\o//L\\O//N |
0

o BSOCOES = Bis(2-(siiksinimidooksikarboniloksi)etil)siilfon O

(13 A"

NaO5;S

0 0
/ ) 0] ) \

[ @
N //H\\o//A\\v//7\\v//A\\o//H\\O///N “ SOsNa
@)

J o

Siilfo-BSOCOES = Bis(2-(stilfosiiksinimidooksikarboniloksi)etil)siilfon

(13 A%
O
/ (@) O’ 0
o
) |
(0] O (0] /
EGS = Etilen glikolbis(siiksinimidilsiiksinat) 0
(16.1 A°)
NaO5S
© O
/ 0 O /
0 0 ° 647
Siilfo-EGS = Etilen glikolbis(siilfosiiksinimidilsiiksinat) SO3Na

(16.1 A°)
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O  DSG = Disiiksinimidil glutarat (7.7 A°) \O

L

//

DSC = N,N'-Disiiksinimidil karbonat

Sekil 5.5 Konjugasyon reaksiyonlarinda kullanilan N-Hidroksisiiksinimid esterleri

NHS Esterlerinin Genel Reaksiyon Mekanizmalari
o]

AN

Z8e 0

I

o
O

Amino grubu Amino grubu
iceren molekiil iceren molekiil

Konjugat

Sekil 5.6 NHS ester kullanilarak sentezlenen Peptid-Protein konjugati reaksiyon mekanizmasi
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5.1.1.2 Homobifonksiyonel imidosterler
Proteinlerin konjugasyonunda en uzun siireden beri kullanilan ve arabulucunun her iki ucunda

imidoester bulunduran c¢apraz baglayicilardir (Hartman and Wold, 1966). Primer aminler icin
imidoester fonksiyonel gruplari, en spesifik agillendirme gruplaridir ve proteinlerdeki diger
niikleofilik gruplara karst1 c¢ok diisiik capraz baglama reaktivitesi gostermektedir.
Proteinlerdeki o0 amino ve € amino gruplart pH = 7-10 arasinda homobifonksiyonel
imidoesterler ile etkilestirilerek hedefleme ve capraz baglanama gergeklestirilebilir (En iyi pH
araligt 8-9). Bu reaksiyonun iirtinii olan imidoamid (amidin) fizyolojik pH degerinde
protonlanmakta ve bunun sonucunda pozitif yiiklii olmaktadir (Liu vd., 1977; Kiehm ve Ji,
1977; Ji, 1979; Wilbur, 1992). Bu sonug capraz baglanmis proteinin karakteristik yiikiinii
degistirmemektedir. Imidoamid bag: asidik pH degerinde oldukga kararlidir ancak yiiksek pH

degerlerinde yani bazik kosullarda ise kolay hidroliz olmaktadir.

Imidoester capraz baglayicilar suda coziinebilir 6zelliktedirler ancak sulu ortamda fazla

kaldiklarinda hidroliz nedeni ile bozunmaya ugrayabilmektedirler (Hermanson, 1996).
NHz I

H3C
\O R

Imidoester

Sekil 5.7 imidoester molekiilii

Genel Olarak Kullamlan imidoester Tiirevleri
NH; oI

HyC | o
\
o CH,

NH; CI
DMA = Dimetil adipimidat dihidrokloriir
(8.6A%)

DMP = Dimetil pimelimidat dihidrokloriir
(9.2A°)
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f\THZ o
HaC /l\/\/\/\/o
N
o cH

NH, CI’

3

DMS = Dimetil suberimidat dihidrokloriir
(11 A°)

NH3 cI’

o s SN \CHs

NH, CI’

DTBP = Dimetil 3,3"-ditiyobispropiyonimidat dihidrokloriir
(11.9 A®)

Sekil 5.8 Konjugasyon reaksiyonlarinda kullanilan Imidoester tiirevleri

Imidoesterlerin Genel Reaksiyon Mekanizmalari

NHCI NHCI

HSC\(QH\ Spacer H<_;'/CH3

Amino grubu x ( Amino grubu
iceren molekiil iceren molekiil
NH5CI Y NHzCI

NH / ]\NH +2 HyC—OH

Konjugat

Sekil 5.9 Imidoester kullanilarak sentezlenen Peptid-Protein konjugati reaksiyon mekanizmasi
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5.1.1.3 Homobifonksiyonel Dialdehidler
Sayisiz bir¢ok dialdehid bilesenleri biyomolekiillerin ¢apraz baglanmasinda kullanilmaktadir.

Hemen hemen yapisinda iki aldehid grubu iceren her bir kiigiikk organik molekiil capraz
baglama reaksiyonlarinda denenmistir. Reaksiyonlar ic¢in genel olarak ulasilabilir
homobifonksiyonel aldehidler tek karbonlu formaldehid, 2 karbonlu glioksal (Brooks ve
Klamerth, 1968), 3 karbonlu malondialdehid (Cater, 1963), 4 karbonlu siiksinaldehid (Cater,
1963), 5 karbonlu glutaraldehid ve 6 karbonlu adipaldehide (Cater, 1963; Richard ve
Knowles, 1968; Fein ve Flachione, 1957; Seligsberger ve Sadlier, 1957; Hopwood, 1969)

kadar siniflandirilabilir.

Genel Olarak Kullanilan Dialdehid Tiirevleri

I 0
0] C H 0) (0] H
pd H
|cl " \ﬁ |cl l,l ST
H” H o) g Y |(l
Formaldehid Glioksal Malondialdehid Siiksinaldehid
(0] (0]
P 4 H
H - \/\/ \H H - \/\/\C -
Glutaraldehid Adipic aldehid |C|)

Sekil 5.10 Konjugasyon reaksiyonlarinda kullanilan dialdehit tiirevleri

Formaldehidin Genel Reaksiyon Mekanizmasi

Cﬁ H,0
C HoN — = o — > —
N, 2.. NH2 CHZAQH NH CH,
\HJ \_/

NHJ':(;H2
r_J

- NH—C;—NH

‘ Konjugat ‘

Sekil 5.11 Formaldehid kullanilarak sentezlenen Peptid-Protein konjugati reaksiyon
mekanizmasi
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5.1.1.4 Homobifonksiyonel Bisizosiyonatlar ve izotiyosiyonatlar
[zosiyonat ve izotiyosiyonat yapisindaki ¢apraz baglayicilar komsu niikeofil atomlarm (S, N,

O) elektron ¢ekmesi sonucu aktive edilmis karbon atomlan icerirler. Boylece niikleofilik azot
iceren proteinler ortama eklendiginde, aktive edilmis karbon atomu amino gruplarinin
saldirabilecegi bir bolge olarak davranirlar ve iire ya da tiyoiire olustururlar. Ikincil
makromelekiiliin ortama katilmas1 ile de ¢apraz baglanma gerceklestirilir (Aslam ve Dent,

1998).

R— N\\ R— N\\
C—0 C=—S
[zosiyonat [zotiyosiyonat

Sekil 5.12 Homobifonksiyonel ¢apraz baglayici olarak kullanilan izosiyonat ve izotiyosiyonat

5.1.1.5 Homobifonksiyonel Diflorobenzen Tiirevleri
Diflorobenzen tiirevleri amino gruplart ile reaksiyona giren kiiciik molekiillii capraz

baglayicilardir. Bu baglayicilar kullanilarak olusturulan kovalent bagli bilesiklerin arasindaki
uzaklik sadece 3-6 A° boyutlari arasindadir ve baglanan iki makromolekiiliin etkilesimi

olduk¢a azdir (Hermanson, 1996).

0
A\
N

o
I
o} O. _0
O__N+ \N+ N+/
\, || }
0] 0]
DFDNPS = 4 ,4'difloro-3,3'dinitrofenilsiilfon DFDNB = 1,5-difloro-2,4-dinitrobenzen

Sekil 5.13 Homobifonksiyonel capraz baglayici olarak kullanilan Diflorobenzen tiirevleri

5.1.1.6 Amino Gruplarma Yonelen Diger Capraz Baglayicilar
Amino grubuna yonlenen ve makromolekiillerin capraz baglanmasinda daha az yaygin

kullanilan benzoquinon, etilkloroformat, divinilsiilfon gibi bilesikler de mevcuttur.

0
0
O0— ——0 ‘ ‘ Hzc/\!/\c"'z
ch/\ O/\CH3 i
Benzoquinon Etilkloroformat DVS = Divinilsiilfon

Sekil 5.14 Amino grubuna yonelen diger Homobifonksiyonel ¢apraz baglayicilar
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5.1.2 Siilfidril Grubuna Yonelen Homobifonksiyonel Capraz Baglama Reaktifleri
Siilfidril grubuna yonelen capraz baglama reaktifleri siilfidril grubu iceren protein, peptid gibi

makromolekiillerin tiyol bagi olusturarak kovalent olarak baglanmasinda kullanilan

homobifonksiyonel capraz baglayicilardir (Hermanson, 1996).
5.1.2.1 Bismaleimidler

Maleimidlerin yapisindaki homobifonksiyonel ¢apraz baglayicilarin her bir yarisi; iki komsu
karbonil gruplarindan dolay1 niikloefilik ataklarla aktive edebilecek birer ¢iftli bag icerirler.
Siilfidril (tiyol) gruplarinin reaksiyonu sonucu doymus siiksinimid halkasina oldukg¢a kararl
olan tiyoeter bagi ile baglanmis konjugatlar elde edilir. Reaksiyon yiiksek pH’da tiyolat
anyonunun artan konsantrasyonuna bagli olarak daha verimli olarak gerceklesir (Aslam ve

Dent, 1998).

4 7N \ 2N
rgy

I {

N,N'-0-Fenilendimaleimid N,N'-(oksidimetilen)dimaleimid
o O
@/ N 3
N N
reat LAO-=OC]
O o]
| - \ — /
1,6-bis-(N-maleimido)hekzan o] Azofenildimaleimid 0

Sekil 5.15 Konjugasyon reaksiyonlarinda kullanilan Bismaleimid tiirevleri

5.1.2.2 Disiilfid Olusturan Reaktifler
Homobifonksiyonel capraz baglayicilar kullamilarak disiilfid olusumu ile konjugasyon

uygulamalar1 az olmakla birlikte oldukca yiiksek secicilikte gerceklesmektedir. En yaygin
kullanilan disiilfid olusturan kimyasal reaktifler; DPDPB kisa adiyla bilinen 1,4-di-[3’-(2’-
piridilditiyo)propiyonamido]-biitan ve 8-8’-Oktametilen-di-metantiyosiilfonattir (Aslam ve

Dent, 1998).
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Q T I
X S N )k/\ S N
N S - \/W \/\/\T S/ O
0 H Z
DPDPB = 1,4-di-(3'-(2'"-piridilditiyo)propiyonamido)biitan
19.9 A®

I
HSC—S—S—(CHZ)S—S——ﬁ—CH3

8,8'-Oktametilen-bis-(metantiyosiilfonat)

Sekil 5.16 Disiilfid bagi tizerinden konjugat olusturan molekiiller

5.1.2.3 Dialkilhalojeniirler

Olduk¢a farkli bir yapiya sahip olmalarina ragmen, o— karbonil alkil halojeniirler
maleimidlere benzer reaktif 6zellik gostermektedirler. Yapidaki CH, grubu karbonil grubu ve
halojeniir atomlan sayesinde niikleofilik bir saldir1 ile aktive edilirler. Bu kategrideki bir¢ok
farkli grup tiyollere kars1 reaktif 6zelliktedir. Bunlardan en onemlileri ise; Dihaloasetikasid,
dihaloasetamid ve dihaloketonlardir. Ancak bu bilesikler 6zel bir secicilige sahip degildirler,
bundan dolay1 seciciligin arttirllmas1 pH kontrollii olarak yapilmakta ve diisiik pH degerleri
ile calisilarak dialkilhalojeniirlerin siilfidril gruplar1 icin daha secici olmasi saglanmaktadir

(Aslam ve Dent, 1998).

0

—on

I\_</O
o \; O>/_\I CI\/\N/\/CI

2,2'-dikarboksi-4,4'-diiyodoasetamidobenzen & Tri(2-kloroetil)amin

NH ~ _NH
|/\H/ (CHz)n \H/\|
NH
O (@) CI/\/ \/\C|

N,N'-polimetilen-bis-(iyodoasetamid) BCEA = Bis-(2-kloroetil)amin

Sekil 5.17 Konjugasyon reaksiyonlarinda kullanilan Dialkilhalojentirler
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5.1.3 Karboksil Grubuna Yonelen Homobifonksiyonel Capraz Baglama Reaktifleri

Karboksil anyonu niiklofilik yapidadir ancak nétral ve oldukca bazik pH degerleri arasinda
elektrofiller icin reaktifligi amino ya da tiyol grubunun yaninda oldukca zayif kalmaktadir.
Iliml asidik kosullarda (karobksil grubunun pKa degerleri arasinda; yaklasik pH=3-5) amino
ve tiyol gruplarin protonlanmis formlari (NH;*, SH) baskin oldugundan reaktiflikleri
azalmakta ve karboksil gruplar reaksiyon icin tercih edilmektedir. f—karbonildiazo bilesikleri
bu kosullar altinda konjugasyon reaktifi olarak kullanilmaktadir. Bu bilesikler fotoaktive
edilebilir formda olup sonrasinda karanlik kosularda niikleofilleri hedefleyerek reaksiyona
girmektedir. Genel olarak kullanilan karboksil grubuna yonlenen homobifonksiyonel ¢apraz

baglayicilar diazo bilesikleridir (Aslam ve Dent, 1998).

Y N
HZN/\/ \/\NHZ HN% \CH/\/\/ClkNJF?NH

Y = NH, NR, S Bis-diazo bilesigi

Sekil 5.18 Konjugasyon reaksiyonlarinda kullanilan karboksil grubuna yonelen ¢apraz
baglayicilar
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5.2 Heterobifonksiyonel Capraz Baglayicilar
Heterobifonksiyonel ¢apraz baglayicilar; karbon zincirinden olusan bir arabulucunun iki

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

1. Reaktif grup 2. Reaktif grup
Spacer (arabulucu)
1 2
Farkh reaktif gruplar

Sekil 5.19 Heterobifonksiyonel capraz baglayicilarin sematik gosterimi

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

prosesinde daha iyi bir kontrol saglanmaktadir (Hermanson, 1996).

Heterobifonksiyonel ¢apraz baglayicilar kullanilarak gergeklestirilen konjugasyon reaksiyonu
birka¢ basamaktan olugmaktadir. Tipik bir konjugasyon reaksiyonunda ilk protein (ya da
peptid, makromelekiil vb.) heterobifonksiyonel ¢apraz baglayicinin daha reaktif ve reaksiyona
meyilli olan ucu tarafindan modifiye edilir. Sonrasinda modifiye protein, reaktiflerin
fazlasinin jel filtrasyon ya da diyaliz yoluyle uzaklastirlmast sonucu saflagtirilir.
Konjugasyon i¢in ikinci molekiil ilave edilmeden aktive edilmis ara iirliniin saflastirilmasi
sirasinda ara {rliniin kararliligim koruyabilmesi icin bircok heterobifonksiyonel capraz
baglayicilar, en az bir tane sulu ortamda uzun siire kararli kalabilecek reaktif grup igerirler.
Ornegin NHS-ester maleimid heterobifonksiyonel capraz baglayicilari, aminlere karst oldukga
reaktif olan NHS ucu ile proteine baglanip molekiiliin modifikasyonunu gergeklestirirken,
maleimid fonksiyonel grubunun kararlilifindan dolay: ara iiriiniin aktivitesi korunmaktadir.
Ciinkii maleimid grubu sulu cozeltilerde NHS esterlere gore daha kararhidir. Hizli bir
saflagtirma isleminden sonra ikinci molekiil (siilfidril grubu iceren) ortama eklenerek
maleimid ucu ile ilk molekiile capraz baglanmasi saglanir. Bu sekilde coklu basamakli
konjugasyon reaksiyonlarinda konjugat iiriiniiniin molekiil boyutu ve c¢apraz bagh tiriindeki
bilesen oranlar iizerinde daha iyi bir kontrol saglanmaktadir. Konjugatin konfigiirasyonu ve
ya da yapisi ilk proteinin baslangic modifikasyon derecesine bagli olarak ikinci proteinin

konjugasyon reaksiyonuna eklenecek miktar1 ayarlanarak diizenlenebilmektedir (Hermanson,
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1996). Bu sekilde kullanim amacina gore; diisiik ya da yiiksek molekiil agirlikli konjugatlar
elde edilebilir.

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

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

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

ozelligine gore secilip kullanilabilirler.

Secici Gruplara Gore Heterobifonksiyonel Capraz Baglama Reaktifleri

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

(Aslam ve Dent, 1998).

e Amino ve Siildifril Grubuna Yonelen Heterobifonksiyonel Capraz Baglama

Reaktifleri

e Karbonil ve Siilfidril Grubuna Yonelen Heterobifonksiyonel Capraz Baglama
Reaktifleri

e Amino Grubuna Yonelen ve Fotoreaktif Grup Iceren Heterobifonksiyonel

Capraz Baglama Reaktifleri

e Siilfidril Grubuna Yonelen ve Fotoreaktif Grup Iceren Heterobifonksiyonel

Capraz Baglama Reaktifleri

e Karbonil Grubuna Yonelen ve Fotoreaktif Grup Iceren Heterobifonksiyonel

Capraz Baglama Reaktifleri

e Karboksil Grubuna Yonelen ve Fotoreaktif Grup Iceren Heterobifonksiyonel

Capraz Baglama Reaktifleri

e Arjinin Grubuna Yonelen ve Fotoreaktif Grup iceren Heterobifonksiyonel

Capraz Baglama Reaktifleri

e Amino ve Karboksil Grubuna Yonelen Heterobifonksiyonel Capraz Baglama

Reaktifleri
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5.2.1 Amino ve Siildifril Grubuna Yonelen Heterobifonksiyonel Capraz Baglama
Reaktifleri

Heterobifonksiyonel c¢apraz baglayicilar icerisinde yaygin olarak kullanilan tiirlerden bir
tanesi Amino ve Siilfidril grubuna yonelen ¢apraz baglayicilardir. Amino grubuna yonelenler
genel olarak ester (6zellikle NHS ester) yapisinda iken siilfidril reaktif u¢ degisik fonksiyonel
gruplar icerebilmektedir. Capraz baglayicinin amino grubuna yoOnelen ucu tipik olarak
acillendirme ajanidir ve primer aminlere niikleofilik katilma sonucu yapidan ayrilarak amid
bagi olusturmaktadir. Capraz baglayicinin siilfidril grubuna yonelen ucu ise genel olarak
alkillendirme ajam 6zelligindedir ve siilfidril grubu iceren bilesik ile tiyoeter ya da disiilfid

bagi olusturarak baglanmaktadir.

Amino ve Siilfidril grubuna yonelen heterobifonksiyonel ¢agraz baglayici reaktifler oldukga
cesitli  olup bunlardan en yaygin kullanilamn MBS  (m-Maleimidobenzoil-N-
hidroksisiiksinimid) ester ve SPDP [N-Siiksinimidil 3-(2-piridilditiyo)propiyonat]’dir. Genel
olarak NHS ester iceren bircok capraz baglayicinin LC (Long Chain) ve daha once 5.1.1.1

numarali boliimde anlatildig: gibi siilfo formlar1 da mevcuttur (Hermanson, 1996).

0
// N—
O S
N/ W \S /<\:/>
S; O
SPDP = N-siiksinimidil 3-(2-piridilditiyo)propiyonat
LC-SPDP
NaO,S O

Siilfo LC-SPDP
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‘&O_o// : C;

SMPT = 4-Siiksinimidiloksikarbonil-o-metil- o-(2-piridilditiyo)toluen

/ ':'%(\\

S

— 1
el
SRICC = Saksinumidil 4-(M-maletmidometilsikdohegzan-1-karbolesilat

v Y

—o \

Oe!

MBS = m-Maleimidobenzoil-N-hidroksisiiksinimid ester

0
NaO,S 0 N
| I\
N—O
o)
\/\
o

Siilfo MBS = Siilfo (m-Maleimidobenzoil-N-hidroksisiiksinimid ester)

_/ (@]
N\ J

SIAB = N-siiksinimidil(4-iyodoasetil)aminobenzoat




43

) N\O ’ o
\
(|
N
/

SMPB = Siiksinimidil 4-(p-maleimidofenil)biitirat

0O

%

s’

GMBS = N-y-maleimidobiitiril-oksisiiksinimid ester

Sekil 5.20 Konjugasyon reaksiyonlarinda kullanilan amino ve siilfidril grubuna yonelen
heterobifonksiyonel ¢apraz baglayicilar
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MBS’nin Genel Reaksiyon Mekanizmasi

o) O\
//
AOEDS
_\<o ) !

MBS

NHZ Konjugat

Primer amin 0
i i X
ceren protein

N\
y . ¥o

N—OH /
o}
NHS
\o

O

O\
v L \
N ‘ Siilfidril iceren peptid
/ O
(0]

MBS tarafindan aktive edilmis ara iiriin

Sekil 5.21 MBS kullanilarak sentezlenen Peptid-Protein konjugati reaksiyon mekanizmasi
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5.2.2 Karbonil ve Siilfidril Grubuna Yonelen Heterobifonksiyonel Capraz Baglama
Reaktifleri

Heterobifonksiyonel capraz baglayicilarin olduk¢a yeni olusturulmus bir alt grubu olan
karbonil ve siilfidril gruplarina ydnelen bu ¢apraz baglayicilarin bir ucunda siilfidril grubuna
reaktif, diger ucunda ise amino grubuna reaktif gruplar bulunmaktadir. Bu c¢apraz
baglayicilarin konjugasyondaki en biiyiik avantajlar1 glikoproteinler gibi karbonhidrat iceren
bilesikleri siilfidril grubu iceren molekiillere baglayabilmesidir. Hem polisakkarid hem de
siilfidril gruplar1 proteinlerde birbirlerinden uzak bolgelerde ve belirli limitlerde
bulunmaktadirlar. Buna bagli olarak bu gruplar arasindaki konjugasyon aktivasyon
merkezinden ya da baglanma bdolgesinden uzak bir noktada yonlendirilmekte bdylece
proteinin aktivitesi korunmaktadir. Boylece antikorlar aktivitelerini kaybetmeden kovalent

olarak baglanmaktadirlar.

Bu tiir ¢apraz baglayicilarin karbonil gruplarina yonelen uclan hidrazid gruplarindan
olusmaktadir ve aldehid uclar1 ile hidrazon bagi olusturarak baglanirlar. Siilfidril reaktif
uclarinda ise iki farkli grup yer alabilmektedir, bunlardan bir tanesi piridil disiilfid digeri ise

maleimid gruplaridir (Hermanson, 1996).

Cl HgN" 0
\
NH O\

N ‘

MPBH = 4-(4-N-maleimidofenil)

biitirik asid hidrazid hidrokloriir
0]

HoN—NH
(@] S N

PDPH = 3-(2-Piridilditiyo) propiyonil hidrazid

Sekil 5.22 Karbonil ve siilfidril grubuna yonelen ¢apraz baglayicilar
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5.2.3 Amino Grubuna Yonelen ve Fotoreaktif Grup Iceren Heterobifonksiyonel
Capraz Baglama Reaktifleri

Heterobifoksiyonel ¢apraz baglayicilarin en 6nemli alt gruplarindan bir tanesi tek ucunda 151k
ile aktif hale getirilip konjugasyonu baglatacak gruplar iceren baglayic1 ajanlardir. Bu tiir
gruplart iceren capraz baglayicilar karanlikta sulu ¢ozelti icerisinde kararli bir sekilde
saklanabilmekte ve kullanilacaklar1 zaman kendilerine 6zgii dalga boyunda 151k ile muamele
edilip aktive edilebilmektedirler. Fotoreaktif grup iceren capraz baglayicilarin diger uglarinda
ise genel olarak kendiliginden reaktif ©zelligi olan gruplar bulunmakta ve bunlar da

hedeflenen molekiildeki istenilen grup ile baglanma reaksiyonuna girmektedirler (Hermanson,

1996).
HO N N
0 N7
(0]
N/
o) NHS-ASA = N-hidroksisiiksinimidil-4-azidosalisilikasid
(0]

* Siilfo ve LC-Siilfo formlart da mevcuttur

HO NN

0
‘ N /OY\/S\S M
) o
0

SASD = Siilfosiiksinimidil-2-(p-azidosalisilamido)etil- 1,3'-ditiyopropiyonat

0
/ 0
N
\OJ\Q\
o) N=
PANGE
NZNSN

HSAB = N-hidroksisiiksinimidil-4-azidobenzoat

Sekil 5.23 Amino grubuna yonelen ve fotoreaktif grup igeren ¢apraz baglayicilar



47

5.2.4 Siilfidril Grubuna Yonelen ve Fotoreaktif Grup iceren Heterobifonksiyonel
Capraz Baglama Reaktifleri

Secici olmayan fotoreaktif Ozellikteki capraz baglayicilar ile siilfidril reaktif fonksiyonel
grularin direkt capraz baglama o6zellikleri bir araya getirilerek daha etkili capraz baglama
ajanlart olusturulmustur. Siilfidril reaktif grup iceren heterobifonksiyonel ¢apraz baglayicilar
secici olmayan fotoreaktif gruplara gore konjugasyon baslangicinda secici baglama
saglamaktadir. Siilfidril reaktif uglara sahip heterobifonksiyonel ¢apraz baglayicilar genel
olarak; iyodoasetil tiirevleri, maleimid bilesenleri ve piridildisiilfid gibi gruplar icermektedir.
Aymi capraz baglayicilarin fotoreaktif uclar1 ise arilazid, benzofenon vb. gruplardan
olusmaktadir (Hermanson, 1996).

N
0 \+/

I\/U\NH/\/\/NH

(@) OH
ASIB = 1-(p-Azidosalisilamido)-4-(iyodoasetamido)biitan

HO
)

——N
S NH N
<\:/>78/ W N N \\N*—N‘
O

APDP = N-(4-(p-Azidosalisilamido)biitil)-3'-(2'-piridilditiyo)propiyonamid

Benzofenon-4-iyodoasetamid Benzofenon-4-maleimid

Sekil 5.24 Siilfidril grubuna yonelen ve fotoreaktif grup iceren capraz baglayicilar
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5.2.5 Karbonil Grubuna Yénelen ve Fotoreaktif Grup iceren Heterobifonksiyonel
Capraz Baglama Reaktifleri

Bu tiir ¢apraz baglayicilar bir ucunda fotoreaktif gruplart diger ucunda ise karbonil reaktif
gruplar icermektedir. Karbonil reaktif uglar genel olarak hidrazid icerme ve hidrazid grubu
karbonile kendiliginden saldirarak baglanmaktadir. Karbonil grubuna yonelen ve fotoreaktif
uc iceren capraz baglayicilarin en genel kullanilam ve ticari olarak ulasilabilir olam fenil azid

fotoreaktif grup ve hidrazid fonksiyonel grubu icerenlerdir (Hermanson, 1996).

NH
HoN

0] ABH = p-Azidobenzoil hidrazid

Sekil 5.25 Karbonil grubuna yonelen ve fotoreaktif grup iceren p-Azidobenzoil hidrazid

5.2.6 Karboksil Grubuna Yonelen ve Fotoreaktif Grup iceren Heterobifonksiyonel
Capraz Baglama Reaktifleri

Karboksil grubuna saldiran diazoalkil tiirevleri ilk olarak floresans prob calismalarinda

kullanilmigdir. Giintimiizde ise karboksil grubuna yonelen ve fotoreaktif grup iceren tek

heterobifonksiyonel capraz baglayici ASBA kisa adi ile bilinen

4-(p-Azidosalisilamido)biitilamin’dir (Hermanson, 1996).

/\/\/NH
HoN

(0] OH
ASBA = 4-(p-Azidosalisilamido) biitilamin

Sekil 5.26 Karboksil grubuna yonelen ve fotoreaktif grup iceren 4-(p-Azidosalisilamido)
biitilamin
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5.2.7 Arginin Grubuna Yonelen ve Fotoreaktif Grup Iceren Heterobifonksiyonel
Capraz Baglama Reaktifleri

Arginindeki guanido gruplari; diketonlar gibi 1,2-dikarbonil reaktifleri kullanilarak spesifik

olarak hedeflenebilmektedirler. Bazik kosullarda bu tiir gruplar guanidil ucu ile kondenzasyon

reaksiyonuna girip Shiff bazi benzeri kompleksler olusturmaktadirlar (Hermanson, 1996).

APG = p-Azidofenil glioksal
O OH

Sekil 5.27 Arginin grubuna yonelen ve fotoreaktif grup iceren p-Azidofenil glioksal
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5.3 Direkt (Zero-Length) Capraz Baglayicilar

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

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

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

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

® Aldehidler ile primer veya sekonder amino gruplarim1 Shiff baz1 olusturarak ve bu

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

5.3.1 Karbodiimidler
Peptid-protein, protein-protein, konjugatlarinin olusturulmasinda kullanilan direkt capraz

baglama reaktifleri arasinda en ¢ok tercih edilen karbodiimidlerdir. Suda ¢6ziinebilir ve
¢Oziinemeyen formlarinin bulundugu karbodiimidler; karboksilat ve primer aminlerin amid
bagi ile, fosfat ve amino gruplarinin ise fosfoamid bagi ile baglanmasina arabuluculuk ederler.
Suda ¢oziinebilir 6zellikteki karbodiimidler daha ¢ok biyokimyasal konjugasyonlarda tercih
edilmektedir c¢iinkii biyolojik kokenli bircok makromolekiil sulu tampon c¢ozeltilerde
¢oziinmektedir. Sadece karbodiimidler degil aym1 zamanda yan iiriinler olan iire tiirevleri de
suda c¢oziinen oOzellikte oldugundan konjugatin saflagtirilmasinda kolaylik saglamaktadir.
Bunun yani sira suda ¢oziinemeyen 6zellikteki karbodiimidler genel olarak peptid sentezinde
ve molekiillerin sadece organik coziiciilerde c¢Oziinmesi gereken biyokonjugasyon
reaksiyonlarinda kullanilmaktadir. Bu reaksiyonlarda meydana gelen iiriinler ve yan iiriinler

de sadece organik ¢oziiciilerde ¢oziinebilmekte suda ¢oziinememektedir (Hermanson, 1996).



51

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

biyolojik molekiillerin konjugasyonunda en sik kullanilan karbodiimid tiirevidir. Suda
¢oOziinebilir ozelligi capraz baglayiciyr reaksiyon ortaminda daha once bir organik ¢oziiciide
¢6zme zorunlulugu olmadan direkt olarak ekleme imkani sunmaktadir. Karbodiimidin fazlasi
ve ¢apraz baglama reaksiyonunun yan iiriinii olan iire tiirevleri suda ¢oziinebilir oldugundan
diyaliz ya da jel filtrasyon ile kolayca ortamdan uzaklastirilabilir ve elde edilen konjugatlar
saflastirilabilir (Sheehan vd., 1961, 1965). Ancak EDC suyun varliginda kararli olmadigindan
kimyasal -20 °C’de saklanmalidir. Daha sonrasinda kimyasal kullanilacagi zaman oda
sicakligina getirilmeli ve Oyle acgilmalidir bu EDC’nin erkenden bozunmasini onlemektedir.
EDC’nin kiiciik miktarlarim1 reaksiyon ortamima eklemek igin suda stok ¢ozeltisi
hazirlanabilmektedir ancak bu c¢ozeltinin kimyasalin aktivitesini kaybetmemesi i¢in oldukg¢a

cabuk hazirlanmasi ve kisa siirede kullanilmas1 gerekmektedir.

CH
C g 3
HsC/\N/ NN NH'CI

HaC

Primer amin ve karboksil gruplan iceren bir¢ok molekiiliin EDC kullanilarak konjugasyonu
gerceklestirilebilmektedir (Yamada vd., 1981; Chase vd., 1983; Chu vd., 1976; Chu ve Ueno,
1977). Konjugat olusum prosesinde Oncelikle N-substitue karbodiimidler (karbon atomuna
komsu iki azot atomu karbona gére daha elektronegatif oldugundan karbon atomu & yiiklenir
ve karboksilat anyonunun saldirmasi icin olduk¢a uygun bir yapi olusur) karboksilik asidler
ile reaksiyona girerek oldukga reaktif olan O-acilisoiire ara iirliniinii olustururlar. Sonrasinda
bu aktif ara iirtin primer amin gibi niikleofil 6zellikteki gruplar ile reaksiyona girerek amid
bagi tizerinden konjugat olusumunu gerceklestirir (Williams ve Ibrahim, 1981). Reaksiyon
esnasinda herhangi baska bir niikleofil de reaktif olabilmektedir. Ornegin siilfidril gruplar1 ara

tiriine saldirabilmektedir ancak olugan tiyoester bagi amid bagi1 kadar kararl degildir.

Ancak EDC peptidlerin proteinlerle konjugasyonu sirasinda molekiillerin kendi igerisinde
polimerizasyonu da s6z konusudur. Ornegin peptid molekiilii hem karboksil grubu hem de
amino grubu icerdiginden karbodiimid tarafindan aktive edilen karboksil grubunun
olusturdugu kararsiz ara iiriine yine peptid molekiiliiniin amino grubu saldirabilmekte ve
bunun sonucunda peptid-protein konjugatinin yani sira peptidin oligomerlerininin olusumu da
s6z konusu olabilmektedir. Birgok c¢alismada karbodiimidler i¢in refere edilen optimim pH

araligi 4,7 ile 6’dir. Bunun yam sira karbodiimid reaksiyonlar1 pH 7,5’a kadar daha diisiik
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verimle de olsa gerceklesebilmektedir. Asagidaki grafiklerde farkli pH degerlerinde bir ikili
aminoasidden (Glisil-Tirozin) olusan bir peptidin BSA ile EDC varliginda olusturulan
konjugatlarinin Saphadex G 25 kolonda fraksiyonlarina ait sonuglar verilmistir. Burada blank
olarak EDC eklenmemis peptid BSA karisimi yani fiziki karigim ile karsilastirma yapilmistir.
Birinci pikler tasiyict molekiil olan BSA’ya ikinci pikler ise peptide aittir ve konjugasyon
dogrultusunda peptid pikinin azaldig1r goriilmektedir (Sekil 5.28 ve Sekil 5.29, Hermanson,
1996).

pH= 4.7'de Konjugasyon

—e— Blank
—o— Konjugat

Abs. 280 nm
[
™

0 2 4 6 8 10

Fraksiyon

Sekil 5.28 pH=4,7"de olusturulan (¢ ) peptid-BSA konjugati ve () Fiziki karigimin
Saphadex G-25 kolon fraksiyonlari

pH = 7.3'de Konjugasyon

—o— Blank

—o— Konjugat

Abs. 280 nm
[
™

0 *—¢ I I

0 2 4 6 8 10

Fraksiyon

Sekil 5.29 pH=7,3’de olusturulan ( ¢ ) Peptid-BSA konjugati ve () Fiziki karisimin Saphadex
G-25 kolon fraksiyonlar1
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EDC ile konjugasyon reaksiyonlarinda ¢oziicii olarak su kullanilabilmekte ve pH ortama HCI
ilavesi ile sabitlenmektedir. Ancak coziicii olarak tampon kullanimi pH’1n reaksiyon siiresince
kontrolii s6z konusu olamayacagindan c¢ok daha uygundur. Notral pH’larda yapilacak
konjugasyon i¢in 0,1 M fosfat tamponu kullanilmaktadir ancak reaksiyon i¢in amino ya da

karboksilat iceren tamponlar (karbodiimid ile etkilesecegi icin) uygun degildir.

Proteinlerinlerin karboksil gruplarinin EDC ile aktivasyonu sirasinda bazi yan reaksiyonlar da
olusabilmektedir. Bunlardan bir tanesi yukarida da deginildigi gibi peptid polimerizasyonu,
digerleri ise protein polimerizasyonu, EDC molekiillerinin peptid ya da protein yapisinda
acikta bulunan siilfidril uglar ile reaksiyon girmesi (Carraway ve Triplett, 1970) ya da tirozin
ucunun EDC ile reaksiyonu ve bunun sonucunda fenolat iyonu olusumudur (Carraway ve

Koshland, 1968).

Genel olarak EDC kullanilarak amino ve karboksil gruplan igeren kiiciikk peptid vb.
molekiillerin proteinler ile konjugasyonu asagida verilen protokole gore yapilmaktadir.
Protokol pH, kullanilan tampon, reaksiyona giren peptid ya da proteinin orani, EDC’nin orani
degistirilerek modifiye edilebilir. Bazi durumlarda ise protokol elde edilen konjugatin
¢Oziiniirliigiinii ya da aktivitesini kaybetmemesi icin modifiye edilmektedir. Ornegin
hidrofobik bir peptidin protein yiizeyine kovalent konjugasyonu sirasinda kismi ya da
timiiyle ¢okme problemi olusabilmektedir. Bu problem EDC miktarinin ya da ortama ilave

edilen hidrofobik peptid miktarinin diisiiriilmesi ile azaltilabilmektedir (Hermanson, 1996).

¢ 10 mg/ml konsantrasyonunda modifiye edilecek protein suda ya da fosfat
tamponunda ¢oziiniir. Eger daha az ya da daha fazla konsantrasyonda protein ile
calisilacak ise diger reaktiflerin konsantrasyonlar1 calisilacak orana gore

hesaplanarak eklenir.

¢ Konjugasyon yapilacak olan peptid de ayni ¢oziiclide ¢oziiniir. Eger belirli oranlar
ile calisilmiyor ise kiicilk molekiil, reaksiyon ortamina proteinin en az 10 kati
molar konsantrasyonda olacak sekilde eklenir. Eger miimkiin ise peptidin gereken
miktar1 direkt olarak protein c¢ozeltisine ilave edilir. Az miktarlar ile ¢aligilacak ise
peptidin stok c¢ozeltisi hazirlanarak bundan reaksiyon icin gereken miktar

kullanilabilir.
e Eger peptid ¢ozeltisi ayr1 olarak hazirlandi ise protein ¢ozeltisine eklenir.

e (ozeltideki proteinin molar konsantrasyonunun 10 kati olacak sekilde ortama

EDC ilave edilir. Eger diisiik miktarda EDC kullanilacak ise hemen tiiketilmek
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kaydi ile karbodiimidin stok ¢ozeltisi hazirlanir ve gereken miktar bu c¢ozeltiden

eklenir.
e 2 saat oda sicakliginda reaksiyon i¢in birakilir.

¢ Elde edilen konjugat jel filtrasyon ile ya da uygun bir tampon kullanilarak [bircok
konjugat i¢in 0.1 M sodyumfosfat tamponu (0.15 M NaCl, pH = 7.4) tercih edilir]
diyaliz ile saflastirilir. Eger konjugasyon sirasinda herhangi bir bulaniklik
gbzlenirse bu reaksiyon bitiminde santrifiij ile uzaklastirilabilir. Ancak EDC ile
immunojen konjugatlarin olusturulmasi sirasinda olusan bu bulaniklik genel olarak
sorun yaratmamaktadir ¢iinkii ¢okelti halindeki bu immunojenik konjugatlar suda
coOziinebilir olanlarma goére daha yiikksek immunojenlik gostermektedir

(Hermanson, 1996).

Tiim bu yontemler kullanilarak elde edilen konjugatlarin saflagtirllmasinda cesitli yontemler

kullanilmaktadir. Bunlardan bazilar1 Bolim 5.4’te detayl olarak anlatilmistir.
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EDC ile Konjugasyonun Genel Reaksiyon Mekanizmasi

HeC
N:C\ EDC

+ i

CI'NH™-CHj

/
HaC
HaC
CI'NH—CHj

Kararsiz ara iiriin

O-agilisoiire

(|)|
| oH
~18 C
HsC/\NH NH/\/\Nl-For “SOH
. H.C
Yan iiriin 3
anurn Peptid - BSA Konjugat
Ure tiirevi

Sekil 5.30 EDC kullanilarak sentezlenen Peptid-BSA konjugati reaksiyon mekanizmasi
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5.3.1.2 EDC Plus Siilfo-NHS
Suda ¢oziinebilir ozellikteki karbodiimidler; karboksil grubu ile aktif ester ara iiriini

olusturmak i¢in suda ¢oziinebilen siilfo-NHS ile birlikte kullanilirlar (Hermanson, 1996).
Once karbodiimid ile karboksil grubunun reaksiyonu sonucu O-agilisoiire kararsiz ara iiriinii
olusur sonrasinda siilfo-NHS ile bu ara {iriiniin reaksiyonundan siilfo-NHS ester ara iiriinii
olusur ve bu ara iiriiniin primer amino grubu ile reaksiyona girmesi sonucu amid bagi

tizerinden ile konjugat elde edilir.

NaO3S o
R4 /
c|: N—OH Q
. —
(la/ o 0 >
CH § l
C ,78 N
NN /\/\ - O )\
T Y TH+CI \ R O//>_.
CHj o SO3Na

O-acilisolire

Siilfo-NHS ester ara tiriinii

0]
Siilfo-NHS
R
Ri NH
SO3Na
Konjugat © ®

Sekil 5.31 EDC Plus Siilfo-NHS kullanilarak sentezlenen Peptid-Protein konjugati reaksiyon
mekanizmasi
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5.3.1.3 CMC
Suda ¢oziinebilir 6zellikteki 1-Siklohegzil-3-(2-morfolinetil) karbodiimid, karboksil ve amino

grubu iceren molekiillerin konjugasyonunda kullanilmaktadir. Molekiile suda ¢oziinebilme

0zelligini saglayan yapisindaki pozitif yiiklii morfolin grubudur (Hermanson, 1996).

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

5.3.1.4 DCC
Disiklohegzilkarbodiimid 6zellikle organik sentez uygulamalarinda oldukga sik kullanilan bir

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

°C’a kadar olan sicakliklarda kullanilabilmektedir (Hermanson, 1996).

DCC = N,N' Disiklohegzil karbodiimid

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

diger bir karbodiimid ¢esididir (Hermanson, 1996).

N CHj
)\ P
HsC N

CHj

DIC = Diizopropil karbodiimid
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5.3.2 N,N-Karbonildiimidazol
N,N-karbonildiimidazol yapisinda konjugasyon sirasinda ayrilan iki adet acilimidazol grubu

tagiyan diger bir direkt capraz baglama reaktifidir (Hermanson, 1996).

O

|
N/\N)\N/\N

oV

CDI = N,N'-Karbonildiimidazol
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5.4 Konjugatlarin Saflastirilmasi
Konjugasyon isleminden sonra elde edilen Peptid-Protein konjugatlar1 iire tiirevi ya da

reaksiyona girmemis ¢apraz baglayicilarin fazlasindan cesitli yontemler kullanilarak ayrlarak,
saflastirilabilmektedir. Bu yontemlerin igerisinde en yaygin olarak kullanilanlari; diyaliz,
Molekiiler Eleme Kromatografisi (Kolon) uygulanmasi, Gaz basingh filtrasyon ya da

Santrifiijlii filtrasyon (membranl santrifiij tiipleri ile) uygulamalaridir.

5.4.1 Diyaliz
Diyaliz protein c¢ozeltilerinde kiigiik iyonlarin veya molekiillerin uzaklagtirilmas1 amaciyla

kullanilan bir yontemdir. Peptid-Protein konjugatlarinin diyaliz islemindeki asil amag, olusan
iire tiirevlerinin, reaksiyona girmemis capraz baglayicilarin fazlalarinin ya da serbest peptidin
ortamdan uzaklastirilmasidir ve aktivite kayiplarini en aza indirmek amaciyla diyaliz islemi 4

°C’da gergeklestirilir.

Diyalizde kullanilan yar1 gegirgen diyaliz tiipleri genelde gozenek (por) capt 1-20 nm arasinda
olan seliilloz asetattan iiretilmektedir. Sekil 5.32’de [14] sematik olarak gosterilen diyaliz
isleminin temel prensibi, tiim maddelerin, kimyasal potansiyellerinin (madde akiminin
yiiriitiici kuvveti) biiyiikk oldugu yerden kiiciik oldugu yere dogru kendiliginden akmasidir.
Diyaliz isleminde kiicilk molekiillerin geg¢isi, membranin her iki yiizeyinde kimyasal
potansiyel farki esit oluncaya kadar devam eder. Kimyasal potansiyellerin her iki tarafta
birbirine esit oldugu durumda dinamik denge s6z konusu olur ve madde gecisi denge halinde

devam ettiginden konsantrasyon degisimi s6z konusu olmaz.

e, o Membranm Membranm
il ths1
Q ] o l .
r O —
Yiiksek [
Ure-Peptid *— I
konsantrasyonu o .
o () —
 Ditsiike . g
Ure-Peptid e—f—p= g
konsantrasvonu | -
) 'l o —_— o
m———— o o o I

LKm‘lf;tu‘lcl

Sekil 5.32 Diyaliz isleminin sematik goriiniimii
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5.4.2 Molekiiler Eleme Kromatografisi
Molekiiler eleme kromatografisi Boliim 6.2°de detayli olarak anlatilmistir.

5.4.3 Gaz Basinch Filtrasyon
Ayrilacak olan molekiillerin boyutlarina ve membranlarin tipik ayirma performanslarina gore

en uygun ayirict membran se¢ilmelidir. Mambran seciminden sonra filtrasyon icin segilen
gozenek boyutlarina sahip membran filtrasyon yapilacak aparata takilir manyetik karistiric
izerinde karistin ve basincin da yardimi kiigciik molekiiller (Sentetik peptid, iire tiirevleri,
EDC, Imidazol) membranin altina gecerken biiyiik molekiiller ise membranm iist kisminda

(BSA ya da konjugat) kalir ve boylece konjugat saflastirilmis olur.

5.4.4 Santrifiijlii Filtrasyon (Membranh Santrifiij Tiipleri)
Cesitli boyutlardaki molekiilleri ayiracak ozellige sahip mebranlari igeren santrifiij tiipleri

konjugatlarin istenmeyen kiiciik molekiillerden ayrilmasinda kullanilmaktadir. Bunun icin
ayrilacak ¢ozelti membranl tiipe konulur ve tiipiin degisen devir ve siirede santrifiijlenmesi
sonucu membranin gdzeneklerinden daha kiiciik molekiilerin gegerek alt fazda toplanmasi ile
biiyiik molekiiller (konjugat) iist fazda kalirlar. Boylelikle konjugat hem saflastirmis hem de

konsantre edilmis olur [15].
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6. KULLANILAN OLCUM YONTEMLERI

6.1 UV-VIS Spektroskopisi

Onemli bircok biyolojik molekiil ultraviyole 1$181 absorplamaktadir. Proteinlerin UV
absorplama  Ozellikleri; ¢oOzeltilerindeki  konsantrasyonun ve safligimin  tayininde
kullanmaktadir. Proteinler UV bolgede iki absorbans pikine sahiptirler. Bunlardan bir tanesi
215-230 nm’de (peptid baginin absorpsiyonundan kaynaklanan), digeri de 280 nm [yapidaki
aromatik aminoasidlerin (triptofan, tirozin ve fenilalanin) absorbansindan kaynaklanan]
gozlenmektedir [16]. Proteinlerin ultraviyole 15181 absorplamasi 6zelliginden yola c¢ikilarak
protein ¢ozeltilerinin konsantrasyonlarinin saptanmasinda, UV-VIS Spektroskopisi oldukca

yaygin kullanilmaktadir.

Absorpsiyon, saydam ortamda atom veya molekiillerin elektromagnetik 1stmanin bazi
frekanslarinin se¢imli olarak siddetini azaltmasidir. Kalinligi b cm olan tiip igerisindeki, ¢
konsantrasyonlu ¢ozeltiden tek renkli (monokromatik) Py siddetindeki 151k gecirildiginde, 151k
demeti ¢ozeltideki molekiiller tarafindan absorplanir ve 151k demeti tiipii P siddetinde, siddeti
azalmis olarak terk eder. Lambert-Beer esitligi bu azalmay1 asagidaki sekilde ifade etmektedir

(Cimen, 2006).
log Po/P = A (A = Absorbans ya da Optik yogunluk) 6.1
A=ab.c (6.2)

Burada c konsantrasyonu, b optik yolun kalinligini, a ise absorptiviteyi ifade etmektedir. Eger
¢ (mol/lt) cinsinden, b’de (cm) cinsinden alinirsa absorbtivite yerine, molar absorbtivite terimi

kullanilir.
A= a.b.c esitligi de
A= ¢ebc (6.3)

halini alir.

P»L]- _;

Sekil 6.1 Py siddetindeki 15181n b cm kalinliginda c konsantrasyonundaki bir ¢ozeltiden
gecerken siddeti azalmaktadir
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Absorbans;
A= log Py/P (6.4)

Protein ¢ozeltileri i¢in 280 nm’deki absorbans ile derisim arasinda dogru orantili bir iliski

vardir ve bundan yararlanarak protein ¢ozeltilerinde konsantrasyon tayini yapilmaktadir.

6.2 Molekiiler Eleme Kromatografisi
Kromatografi ¢esitli maddeleri (biyolojik molekiiller, sentetik polimerler, sentetik peptidler

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

2003).

Molekiiler Eleme Kromatografisi polimer, protein, peptid vb. bilesenlerin fiziksel etkilesimler
dogrultusunda; molekiil agirligi, boyutu ve sekli temel alinarak likit kromatografi ile
ayrilmasinda kullamilmaktadir [17]. Monomerik, oligomerik ya da polimerik ¢oklu bilesenli

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

Calismamizda kullanilan protein, peptid gibi biyolojk molekiillerin molekiil boyutlari
birbirlerinden farklidir. BSA ¢ozeltilerinde; monomer, dimer ve trimer olarak bulunmaktadir.
Calistigimiz sap hastaligr peptidi ise BSA ya gore ¢ok daha kiiciik bir molekiil boyutuna
sahiptir. Bu sekilde farkli boyutlardaki molekiillerin karistmindan olusan c¢ozeltide her bir
molekiiliin hidrodinamik ¢ap1 ve hidrodinamik hacmi birbirlerinden farkli olacaktir. Konjugat
karisimimizda bulunan serbest peptid, N-metilimidazol ya da iire tiirevi gibi kiigiik molekiiller
gozeneklerde daha uzun kalacaklari i¢in kolondan daha ge¢ ¢ikacaklardir. Oysa molekiil capi
¢ok daha biiyiik olan BSA gibi molekiillerin gozenekler ile etkilesimi cok daha az olacagindan
kolonda daha kisa siire kalacak ve sistemden daha cabuk ¢ikacaktir. Bu sekilde molekiil capi
biiyiidiikce kolonda kalma siiresi buna ters orantili olarak azalacaktir (Sekil 6.2) [18]. Sistemi
terk eden molekiiller ise UV, Vizkozite, [sik sacilmasi ya da RI detektorlerinde saptanacak ve

sinyale doniistiiriilerek kromatogram elde edilecektir.
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Idoleliler Eleme Eromatografi

— BSAaA kDa)
100 4l — 'es1EkDa) AE8.42 B1.95 G7.76 7258
Gets Whyo (12 kDa)
— Aprotinin (6.5 kD a)
0.75 -
Agsn
0.a0
0.25
o
[ e e T ——— .-j:-‘\- .

34 40 45 &0 a4 g0 65 7a 75 20 g5
Allronrna zatnatn (i)

Sekil 6.2 Kolon kromatografisinde molekiil biiyiikliigline gore ayrilma ve alikonma zamanina
gore olusan kromatogram

6.3 Fluoresans Spektroskopisi
Spektroskopi, elektromagnetik dalga ile molekiillerin etkilesmesini inceleyen deneysel

tekniklerin en Onemlilerinden biridir. Fluoresans spektroskopisi ise maddenin fluoresans
ozelligi lizerine kurulmustur ve absorpsiyon spektroskopisine benzemektedir ancak
absorpsiyon spektroskopisine gore daha hassastir. Fluoresans spektroskopisi ile bircok madde
milyonda birin altindaki hassaslikla tayin edilebilir. Fluoresans 6zelligi gosteren maddelerin
sayisinin az olmasi yontem icin bir dez avantaj olsa da metodun seciciliginin yiiksek olmasi
yontemin Onemli avantajlarindan bir tanesidir. Proteinlerin ve peptidlerin yapisinda bulunan
amino asidlerden fluoresans 6zellik gosteren Triptofan, Tirozin ve Fenilalaninden Triptofan

en yiiksek fluoresansa sahiptir.

Calisamamizda kullanilan BSA’nin fluoresans 6zelligi; yapisinda 134 ve 212 pozisyonlarda
bulunan iki adet Triptofan’dan kaynaklanmaktadir. Bunlardan 134. konumdaki Triptofan daha
dista oldugundan etkilesimlere daha aciktir. 212. konumdaki Trp ise molekiiliin daha iginde
kalmaktadir (Mustafaev vd., 2002).
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Sekil 6.3 BSA molekiiliinde bulunan Triptofanlarin konumu (Qui vd., 2006)

Kullanilan sap peptidlerinin dizilimlerinde ise Triptofan bulunmamaktadir. Ancak
konjugasyon mekanizmasinin ve olusumunun fluoresans spektroskopi ile saptanabilmesi icin

sentezlenen peptid dizilerinin N- ucuna Trp eklenmistir.

Serbest haldeki proteinde daha acikta olan Trp sulu ortamla etkilesim igerisindedir ve daha
diisiik enerjili 151ma ile uyarilabilmektedir. Konjugasyon gergeklesip Trp sulu ortamdan

uzaklagip daha iceriye hidrofobik bolgeye girdikten sonra uyarma icin gereken enerji

artacaktir.
hc

E=— 6.5
y) (6.5)

Esitliginde de goriildiigii iizere uyarma icin gereken enerjinin artmasi dalga boyunun
kii¢iilmesine yani A, degerinde daha kiiciik dalga boyuna dogru kaymaya (blue shift) neden
olacaktir. Uyarildig1 dalga boyu kayan molekiiliin yaptigi floresans igimanin A, degeri de

buna bagl olarak kiiciilecek ve blue shift verecektir.

Calismamizda oncelikle serbest peptid ve BSA’nin A, degerleri floresans spektrumlart
almarak saptanmistir sonrasinda elde edilen konjugatlarimizdaki Trp’in konformasyon
degisikligine bagli olarak degisen An.x degerleri saptanis ve gozlenen kaymalar yardimi ile

konjugasyon olusumu incelenmistir.
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6.4 Boyut ve Zeta Potansiyel Olciimleri
En az bir boyutu Inm—1pm arasinda olan peptid, protein gibi kat1 bir maddenin siv1 bir

¢Oziicli icinde ¢oziinmesiyle olusan kolloidal sisteme kolloidal siispansiyon denir. Kolloidal
sistemlerin dogalarin1 gosteren en Onemli Ozelliklerden ikisi, partikiil boyutu ve ylizey

ozellikleridir.

Peptid, protein, polimer c¢o6zeltilerinin ya da bunlarin karigimlarinin  ortalama boyut
analizlerinde Zetasizer Nano ZS cihazinda; 633 nm dalga boyunda 4,0 mV He-Ne lazer
kullanilarak 25 °C’de Foton Kolerasyon Spektroskopisi YoOntemi uygulanarak olgiim
yapilmaktadir. Vizkozitenin 0,8872 cP ve kirilma indisinin 1.33 olarak alindig1 Sl¢iimlerde
tim c¢ozeltiler 0,22 pm’lik membranlardan filtre edilerek analiz edilmistir. Bir korelator
tarafindan kaydedilen zaman Ol¢limlerinden Gz(7) sacilma siddetine ait otokorelasyon
fonksiyonu bulunur, bu fonkisyona en iyi uyan 3. dereceden polinom saptanir, polinomun
katsayilarindan translasyonel difiizyon katsayis1 D ve polidispersite sabiti hesaplanir. Boyut

degeri, Stokes-Einstein denkleminden bulunur.

kT
3.zn.R

k= Boltzman Sabiti, T = Mutlak sicaklik, # = Coziicii vizkozitesi (6.6)

Peptid, protein, polimer c¢ozeltilerinin ya da bunlarin kansimlarinin Zeta Potansiyeli
analizlerinde ise Zetasizer Nano ZS cihazinda bir kapiler hiicre igerisinde Lazer Doppler
Elektroforez (LDE) teknigi uygulanarak oOlciim yapilmaktadir. Vizkozitenin 0,8872 cP,
dielektrik sabitinin 79; f(ka)’nin 1.50 (Smoluchowski) olarak alindig1 25°C’de ki 6l¢iimlerde

tiim ¢ozeltiler 0,22 pm lik membranlardan filtre edilerek analiz edilmistir.

Calismamizda zeta potansiyel Sl¢iimil i¢in pH=7"de negatif yiiklii olan BSA molekiilii temel
alimmigtir. BSA partikiilleri ortamda bulununan iyonlarla girdigi elektrostatik etkilesim
sonucu pozitif iyonlar1 ¢cekerken negatif iyonlar1 da iterek partikiil yiizeyinin hemen disinda,
pozitif iyonlarin ylizeye siki bagli oldugu ve Stern katmani denilen bir tabaka
olusturmaktadir. Stern katmanindan sonra iyonlarin hareket edebildigi bir difiiz bolgesi
mevcuttur. Difiiz bolgesinde; hayali olarak var oldugu diisiiniilen bir Kayma diizlemi vardir
ve bu diizlemin i¢inde kalan pozitif iyonlar, partikiille birlikte hareket etmeye zorlanirken,
disinda kalanlar ise bagimsiz olarak hareket edebilmektedirler. Molekiiliin Stern katmanindaki
elektrik potansiyeline Stern potansiyeli, kayma diizlemindeki elektrik potansiyeline ise Zeta

Potansiyeli denmektedir ve Zeta Potansiyeli Henry denkleminden hesaplanmaktadir.
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_2.&.z.f(ka)
3n
U . = Elektroforetik hareketlilik,

U, (6.7)

€ = Ortamin dielektrik sabiti,
+ n= Ortamin vizkozitesi ve

f(ka) = Henry Fonksiyonu

L Stern katmam

S
:}¢¢

partikilin |, —— Kayma diizleru

izeyi |
= : yiizey potansiyel
<
o | L
E Stern potansiyeli
al N
=N ZETA POTANSIYELI
,%-.:',u |
3 L

uzaldidc

Sekil 6.4 Negatif yiiklii partikiiliin zeta potansiyeli (Zetasizer Nano Series User Manual)
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7. DENEYSEL KISIM

7.1 Kullamlan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler

7.1.1 Kullamlan Cihazlar

¢ Hanna Instruments pH 211

e WTW pH level 1 pH metre

® Precisa XB 220A Hassas Terazi

e Sartorius CP 225D

e Hettich Eba20 Santrifiij Cihazi

e Heraeus Biofuge Stratos

e Heildolph MR 3001 Isiticili Manyetik Karistirict

e [KAMAG Coklu Karstirict

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

e Viscotek 4 Detektorli GPC (SEC) Sistemi (Viscotek TDA 302 iiclii detektor dizisi,
Viscotek Model 2501 UV detektorii, Viscotek GPCmax VE2001 o6rnek modiilii

kisimlarindan olusur.)
e Malvern ZEN 3600 Zetasizer Nano ZS Zetapotansiyel ve Partikiil boyut 6l¢iim cihazi
¢ Shimadzu HPLC Sistemi
e PTI QM-4/2003 Steady State Floresans Spektroflorometre
e Jasco V-530 UV-VIS Spektrofotometre

e Milipore-Q Gradient Ultra Saf Su Cihazi
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7.1.2 Kullanilan Kimyasallar Maddeler

Asagida belirtilen biitiin kimyasallar satin alindigi gibi kullanilmis olup herhangi bir 6n

isleme tabi tutulmamiglardir.

Kimyasalin Adi Alindigi Firma Kodu

Sap hastalig1 VP1 kapsid proteini 170-
Sigma
188 dizilimli sentetik peptidi

Sap hastaligi VP1 kapsid proteini 135-
Sigma Genosys
161 dizilimli sentetik peptidi

Bovin serum albumin, (BSA) Sigma A-4503
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
Sigma E-7750
karbodiimid hidroklorid (EDC)
1-Metil imidazol (NMI) Sigma M-8878
Dimetilsiilfoksid (DMSO) Amresco 0231
Asetik asit, (CH;COOH) Riedel-de Haén 27225
Sodyum dihidrojen fosfat, (NaH,PO,) Riedel-de Haén 04361
Sodyum hidrojen fosfat,
Fluka 71647
(Na,HPO,4.7H,0)
Sodyum kloriir, (NaCl) Fluka 71376
Sodyum hidroksit, (NaOH) Fluka 06203
Hidroklorik asit, (HCI) Riedel-de Haén 07102

Sodyum azid, (NaN3) Applichem A1430




69

7.2 Sap Hastahg 170-188 Dizilimli Sentetik Peptid Sentezi
Konjugasyonda birinci peptid olarak; Sigma tarafindan Fmoc Solid Phase (Kat1 Faz) Peptid

Sentez Yontemi ile % 91 saflikta sentezlenen Sap hastaligi VP1 Kapsid Proteini 170-188
(Trp-Ala-Thr-Asp-Ile-Ser-Glu-Leu-Leu-Val-Arg-Met-Lys-Arg-Ala-Glu-Leu-Tyr-Cys-Pro)

dizilimli sentetik peptidi kullanilmastir.

7.3 Sap Hastah@ 135-161 Dizilimli Sentetik Peptid Sentezi
Konjugasyonda kullanilan bir diger sentetik peptid ise; Sigma tarafindan Fmoc Solid Phase

(Kat1 Faz )Yontemi ile % 89 saflikta sentezlenen Sap hastaligt VP1 Kapsid Proteini 135-161
(Trp-Ser-Lys-Tyr-Ser-Thr-Thr-Gly-Glu-Arg-Thr-Arg-Gly-Asp-Leu-Gly-Ala-Leu-Ala-Ala-
Arg-Val-Ala-Thr-GIn-Leu-Pro-Ala) dizilimli sentetik peptiddir.

7.4 Peptid/BSA Konjugatlari
Deneysel calismalarda iki farkli peptid ile 6 farkli yontem denendi bunlardan en iyi sonug

alinan yontemle npep/ngsa oram = 1,3,5,7 ve 9 olmak iizere 5 farkli oranda konjugatlar
sentezlendi ve sentezlenen konjugatlarin olusum mekanizmasi, fizikokimyasal 6zellikleri ve

elektriksel yiikleri HPLC, Viscotek Fluoresans ve Zetasizer cihazlari ile incelendi.
7.4.1 Konjugasyonda Kullanilan Cozeltiler

¢ 0.01 mol/It’lik PBS Tamponu (pH=7)

2.6807g Na,HPO4.7H,O (Mw=268.07 g/mol) tartilarak 500ml ultra saf suda ¢oziiniir. Daha
sonra 1.56g NaH,P0O4.2H,0 (Mw=156.01 g/mol) tartilarak 450 mL ultra saf suda ¢6ziiniir.
Hazirlanan 400 mL’lik NaH,PO, c¢ozeltisi 1 Lt’lik balon joje icerisindeki Na,HPO,
¢Ozeltisinin tizerine eklenir ve karistirilir. Bu karisima son olarak 8.766 g NaCl eklenir ve
tekrar karistirthir. Karisimin pH’1 6lciiliir ve 1 M NaOH ya da 1 M HCI kullanilarak pH=7"ye

ayarlanir. Ultra saf su kullanilarak ¢6zelti hacmi 1 Lt olacak sekilde hacim tamamlanir.

¢ (.5 M 1-metil imidazol Cozeltisi (pH=5.65)
Hesaplama: d=1.03 g/ml Mw=82.1 g/mol
0.5M 200 mL ¢ozelti igin;

m="—=05="1 — n=0.1 mol
v 02
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n="t=01=—""  —Sm=82lg
Mw 82.1

d="=103=22  Ly_707mL
v 14
d=1.03 g/ml (Mw=82.1 g/mol) olan 1-metil imidazol ¢tzeltisinden 7.97 mL alind1 {izerine
180 mL ultra saf su ilave edildi. pH ol¢iildii (10.3) ve pH 2M NaOH kullanilarak 5.65’e

ayarlandi. Son hacim ultra saf su ile 200 mL’ye tamamlanda.

7.4.2 Hesaplamalar
Konjugasyon i¢in; BSA konsantrasyonu sabit tutularak, farkli peptid konsantrasyonlarina

sahip peptid c¢ozeltileri ile calisilmistir. 170-188 dizilimli sentetik peptid icin 3 (1,3,5)
135-161 dizilimli sentetik peptid icin 5 (1,3,5,7,9) farkli orana sahip konjugat sentezlenmistir.

Konjugatlar i¢in hesaplamalar agsagida gosterilmektedir.

° 170-188 dizilimli sentetik peptid icin;

n c M
pep pep BSA
== =1;3;5
n

BSA CBSA 'M pep
° 135-161 dizilimli sentetik peptid icin;

ey :C"e”'MBSA =1:;3:5;7:9

ssa CopsaM pep

n
BSA’nin ¢ozelti igerisindeki konsantrasyonu 0.5 mg/ml (% 0.05 sabit) olarak calisilmistir.
BSA = Mgsa =66 000 Da
170-188 igin = Mep = 2395

135-161 igin = My = 2975

° 170-188 dizisi i¢in;

1. npep/npsa =1 olan 12 mL Pep-BSA Konjugati i¢in hazirlanan ¢6zelti igerisinde;

xmg
.66000
npep — cpep ‘MBSA = 1= 12ml
Ngg, M, Cps 2395 162mgl
m

= x =0.217 mg peptid/12 mL’de
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2. npep/npsa = 3 olan 12 mL Pep-BSA Konjugati i¢in;

xmg

.66000
npep — CPL’P 'MBSA = 3= 12ml
Ngg, M, Cps 2395 f;ﬂgl
m

= x =0.651 mg peptid/12 mL’de

3. npep/npsa =S olan 12 mL Pep-BSA Konjugati i¢in hazirlanan ¢ozelti igerisinde;

xmg

.66000
npep _ Cpep‘MBSA - 5= 12ml
g, M, Cpy 2395, 162mgl
m

= x = 1.085 mg peptid/12 mL’de
135-161 dizisi i¢in;
1. npep/npsa=1olan 12 mL Pep-BSA Konjugati i¢in hazirlanan ¢ozelti i¢erisinde;

xmg

.66000
Doy _ Coop M s — =d12ml
g, M, Cp 2975, 162mgl
m

= x =0.27 mg peptid/12 mL’de

2. npep/npsa = 3 olan 12 mL Pep-BSA Konjugati i¢in hazirlanan ¢ozelti igerisinde;

xmg
.66000
npep — CPL’P 'MBSA - 3= 12ml
Ngg, M, Cps 2975. f;ﬂgl
m

= x =0.81 mg peptid/12 mL’de
3. npep/npsa =S olan 12 mL Pep-BSA Konjugati i¢in hazirlanan ¢ozelti igerisinde;

xmg

.66000
npep — CPL’P 'MBSA - 5= 12ml
Ngg, M, Cps 2975. 162mgl
m

= x =1.35mg peptid/12 mL’de
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4. npep/nesa =7 olan 12 mL Pep-BSA Konjugati i¢in hazirlanan ¢ozelti i¢erisinde;

xmg

.66000
npep _ cpep ‘MBSA 7= 12ml
g, M, Cpn 2975 6mg
12ml

= x = 1.89 mg peptid/12 mL’de

5. npep/npsa =9 olan 12 mL Pep-BSA Konjugati i¢in hazirlanan ¢ozelti igerisinde;

xmg
.66000
Doy _ CoepM s — g—12ml
Ngg, M, Cps 2975, 162mgl
m

= x =2.43 mg peptid/12 mL’de
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7.5 170-188 Dizilimli Peptid-BSA Konjugatlarimin Hazirlams1

Deneylerde 170-188 peptid dizisi i¢in 6ncelikle npep/npsa = 5 oraninda ve ikisi fiziksel karigim
yolu ile kompleks olusumu olacak sekilde 6 farkli reaksiyon yontemi uygulanmis bunlardan
HPLC ve Viscotek sonuglarina gore en iyi konjugasyon gozlemledigimiz yontem se¢ilmis ve

170-188 dizisi ile yapilan tiim konjugatlar bu yontem kullanilarak sentezlenmistir.

7.5.1 1. Yonteme Gore Konjugatlarin Hazirlanisi

6 mg BSA/5.75 ml PBS
pH =629

10 dalke

1.09 mg peptd /025 ml DME0

kangtirid

& ml 0.5 B M-Ietl imidazel eldendi

2 zaat kangtirlds

pH=1=5"

digtrildi

14.2 mg "W=C eldend:

1 gece sofuk odada kargtrdds

pH élpildi ve numune analize verildi

pH=52

Sekil 7.1 1.Yonteme gore konjugat sentezi basamaklari
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7.5.2 2. Yonteme Gore Konjugatlarin Hazirlanmsi

¢ mg BSA/5.5 ml PBS
pH =687

&l 0.5 B M-Ietl rmdazol eldend

2 saat kangtrild

pH =5"e digirildi

12 mg W3 eklendi

1.09 mg pepttd /0.5 ml DME0

daEnes 2.5 saat karigtnld

1 gece sofuk odada kargtrild

pH = Tve peluldi

4 zaat kangtnld:

pH slpiuldi ve numune analize verild
pH="7.05

Sekil 7.2 2.Yonteme gore konjugat sentezi basamaklart
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7.5.3 3. Yonteme Gore Konjugatlarin Hazirlamsi

1.09 mg peptd /0.5 ml DRSO
+25m PBES

pH="72
& ml 0.5 3 B-Ietl mmdazol eldend

2 saat karigtirldi

pH = 5'e diugirildi

12 mg W=C eklendi

6 mg BSA/3 ml PBS

A 2.5 saat kangtldy

1 gece soguk odada kargtinld

pH = "7've pelild

4 saat langtnlds

pH élpildd ve numune analize verild
pH="7.1

Sekil 7.3 3.Yonteme gore konjugat sentezi basamaklari
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7.5.4 4. Yonteme Gore Konjugatlarin Hazirlamsi

£ mg BEAS 75 ml FBE 1.0% mg pephd /0.25 ml DRSC

pH=72

30 dak kargtinlch
& ml 0.5 I M-Metil mmdaze] eklendi

2 zaat kanstirild
pH = 5" diginildi
14 2 mg W=C eklend:
1 gece sofuk odada kargtirdd
pH = "7've gelald

4 zaat kangtirild

pH élpildi ve mumune analize werildi
pH="7.1

Sekil 7.4 4.Yonteme gore konjugat sentezi basamaklart
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7.5.5 5. Yonteme Gore Konjugatlarin Hazirlamisi

3mg BSASS TS ml PES 0.55 mg peptid f0.25 ml DMSO

pH=72

30 dak kangtnld

pH élpildii analize verild

Sekil 7.5 5.Yonteme gore konjugat sentezi basamaklari

7.5.6 6. Yonteme Gore Komplekslerin Hazirlamsi

Smg BSASS TS ml PBE 0.55 mg pephtd/0.25 ml DMSO

pH=7.2

30 dak kangtld

pH = 5'e ayarlan

30 dak kangtild

pH élpildu analize werild

Sekil 7.6 6.Yonteme gore konjugat sentezi basamaklari
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7.6 135-161 Dizilimli Peptid-BSA Konjugatlarimin Hazirlams1

yonteme gore npep/npsa = 1,3,5,7,9 oranlarinda ve 7. yonteme (NMI yok ve 2 saat aktivasyon)

gore n=3 oraninda konjugatlar sentezlenmistir.

7.6.1 4. Yonteme Gore Konjugatlarin Hazirlanisi
6 mg BSAS 4 ml PBS =3 1i¢in 0.81 mg

peptid / 2 ml PBS

pH="72

30 dalk kangtinld
& ml 0.5 1 I-Metil mmdazel elkdendi

2 saat karigtrdds
pH = o'e diaganildi
14.2 mg W3 C eklendt
1 gece sofuk odada kargtirild
pH = 7've pelldi

4 saat karigtirild

pH alpaldd wve numune analize verildi
pH=710

Sekil 7.7 4. Y onteme gore konjugat sentezi basamaklari
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7.6.2 7. Yonteme Gore Konjugatlarin Hazirlanmsi

6 mg BSA/S 4 ml PBS n=3 1¢in 0,81 mg
peptid / 2 ml PBS

pH=7.2

30 dake kangtinld

pH = 5'e diugarildi

14.2 mg "W2C eldends

2 saat karigtrdds

pH = T've gelald

4 zaat karstirild

pH élpildi ve numune analize verild
pH="7.0

Sekil 7.8 7.Yonteme gore konjugat sentezi basamaklari
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7.7 UV-VIS Spektrofotometre Olciimleri
Konjugasyon olduktan sonra bulaniklik gézledigimiz bazi1 konjugat ¢ozeltilerinin 400 nm deki

absorbanslar olciildii. Sonrasinda bu ¢ozeltiler santrifiij edilip ¢cokeltiler ayrildiktan sonra iist

kisimlarin 280nm’deki absorbanslarina bakildi.

7.8 Yiiksek Basinch Sivi Kromatografi (HPLC) Analizleri
Bulaniklik gozlemlenmeyen konjugat ¢ozeltileri direkt olarak, bulanik ¢ozeltiler ise santrifiij

edildikten sonra, 0.45 pm’lik enjektor filtresiyle siiziilerek HPLC cihazina verilmistir.
25 °C’de, 1.0 mL/dk akis hizinda, 20 pL enjeksiyon hacminde ve Shim-Pack Diol-300
kolonunda UV detektoriiyle (280 nm’de) calisilmistir. pH = 7°deki konjugatlar icin PBS
tamponu, pH = 5’deki konjugatlar i¢in ise Asetat tampunu (pH=5) hareketli (mobil) faz olarak

kullanilmastir.

7.9 4 Detektorlii Molekiiler Eleme Kromatografi (Viscotek) Analizleri
Bulaniklik gozlemlenmeyen konjugat ¢ozeltileri direkt olarak, bulanik ¢ozeltiler ise santrifiij

edildikten sonra, 0.45 pum’lik enjektor filtresiyle siiziilerek Viscotek cihazina verilmistir. 25
°C’de, 0.8 mL/dk akis hizinda, 100 pL enjeksiyon hacminde ve TSK Gel G3000 SWx
kolonunda UV (280 nm’de), Kirilma Indisi, Isik Sacilmas1 ve Vizkozite detektorleri ile
calisilmistir. pH = 7°deki konjugatlar i¢cin PBS tamponu, pH = 5’deki konjugatlar icin ise

Asetat tampunu (pH=5) hareketli (mobil) faz olarak kullanilmistir.
7.10 Fluoresans Spektrofotometre Olciimleri

Elde edilen konjugatlarin 1/12 oraninda seyreltimle elde edilen ¢ozeltilerinin fluoresans
emisyon spektrumlarnt QM-4/2005 Steady State Spektrofluometre kullanilarak, 2 nm slit

aralig1 ve 280 nm’de uyarma yapilarak alinmistir.
7.11 Boyut ve Zeta Potansiyel Olciimleri

Elde edilen konugatlarin yaklasik % 0.1 konsantrasyonda olacak sekilde hazirlanan ¢ozeltileri
0,22 pm lik membranlardan filtre edilerek Malvern Nano ZS Zetasizer cihazina verilmis ve

Zeta Potansiyeli ile boyut ol¢iimleri yapilmistir.
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8. DENEY SONUCLARI

8.1 170-188 Dizilimli Peptid-BSA Konjugatlarma Ait UV Olciimii

170-188 dizilimli sentetik peptid ile BSA’nin 4. Yonteme gore elde edilen konjugatlari icin
400 nm’de bulamiklik ol¢iimleri yapilmis ve bu oOl¢iimler sonucu konjugat olusumunda
agregatlasmanin da mevcut oldugu 400 nm’de olgiilen absorpsiyon degerinin yaklasik 8 kat
artmast ve 0,165 degerine ulagmasi ile gosterilmistir (Sekil 8.1). Cozeltide olusan bulaniklik
santrifiij ile giderilmis ve cokeltinin uzaklastirilmasi sonucu elde edilen sivi fazlar analize

verilmistir.

Calismamuz siiresince bulaniklik gdzlenen tiim konjugatlar 6nce santrifiij edilmis daha sonra

HPLC, Viscotek, Fluoresans ve Zeta sizer cihazlari ile analiz edilmistir.

FPeptid-BEA konugat
0.18 - 4 g

0,16 1
0,14 +
0,12 1
0,1 1 —+— Peptid-BSA
0,08 konugat
0,06
0,04
0,02 1
0 - — T T — T Zatnan {dak)
30 a0 150 210 270 330 360

A 400 nm

Sekil 8.1 () Peptid-BSA n=3 konjugatinin zamana bagli UV absorpsiyonu (400 nm)
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8.2

170-188 Dizilimli Peptid ile Yapilan Deneylerin HPLC-Viscotek ve Fluoresans
Sonuclar:

170-188 dizilimli sentetik peptid ile BSA’nin 4. Yonteme gore elde edilen konjugati ve tek
basina NMI (N-metil imidazol)’e ait HPLC kromatogramlar1 Sekil 8.2°’de karsilastirmali

olarak verilmistir. Daha sonraki HPLC ve Viscotek kromatogramlarda, konjugatlara ait

piklerin daha detayli goriinebilmesi icin NMI piki tam boyut ile gosterilmeyecektir.

G0

50

=
bﬂ
=
]
i i NNIT
L e B e PR PEE PP N B
10

20 2 22

Ahkonma Zamam (dak)

Sekil 8.2 () NMTI’a ait kromatogram ve (¢ ) pH 7’de hazirlanan konjugatlar icin NMI pikinin
gelis zamani
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1. Yonteme gore npp/ngsa=5 orani igin gereken miktarlarda peptid DMSO’da, BSA ise PBS
tamponunda (toplam hacim 6 mL olacak sekilde) ¢oziinmiis sonrasinda 6 mL 0,5 M NMI
cozeltisi eklenmis ve pH 5,8 olarak ol¢iilmiistiir. Daha sonra pH damla damla HCI eklenerek
5’e disiiriilmiis, bu pH degerinde ortama EDC eklenerek karboksil gruplarinin bir gece
aktivasyonu yapilmis ve ertesi giin elde edilen konjugatlar HPLC, Fluoresans ve Viscotek

cihazlar ile analiz edilmistir.

Elde edilen HPLC kromatograminda pH=5 degerinde BSA ve peptid molekiillerine ait
piklerin siddetlerinin oldukga diistiigii ve piklerin yayildiglr gdzlenmis ve bu yontemin BSA
ile peptidin konjugasyonu ve calistigimiz cihazlar ile analiz i¢in ¢ok verimli olmadigi

diistiniilmiistiir (Sekil 8.3).

Ayn1 konjugata ait Fluoresans spektrumunda ise BSA’nin 339 nm’de Pepid’in ise 353 nm’de
maksimum absorpiyon yaptigi goriilmiis pH=5"de olusturulan fiziki karisim ve konjugatlain
emisyonlarindaki Ay, degerinin daha kiiciik dalga boyuna dogru kaydigi gozlenmistir (Sekil
8.4).
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7SR S A S S S ——— S — 14
L5 O L LUy PO SR 12

e 11 e e e e e et e e e ] (et TR e e e e e e e 10

=

- : H

& : e : : : : : '

- ¢ p=5 Fizki Kangm pH=5 | : H | : ' .

""""" i el s T B e e I e e B R

22 23
Ahkomna Zamam (dak)

Sekil 8.3 pH 5°de hazirlanmis (¢ ) Konjugat (1. Yontem npep/ngsa=5), (#) Fiziki Karisim
(npep/nBsa=S), (¢)BSA ve (¢) Peptid’e ait HPLC kromatogramlari

120000 -
160000 - Amax=338 nm
140000 Amax=339 nn
120000 - — =0 Fizmla Eangun pH=5
= Amax=339 nm _
& 100000 - — 1. ¥éntem n=5 Konjugat pH=5
5 80000 - — BSA pH=5
[
£0000 — Peptid pH=5
40000
20000 1
0 T T T Dalga BOF‘I}, I(I]In)l
280 330 380 430

Sekil 8.4 pH 5’de hazirlanmis (¢ ) Konjugat (1. Yontem nyep/ngsa=5), (¢ ) Fiziki Karigim
(npep/nBsa=S), (¢) BSA ve (¢ ) Peptid’e ait Fluoresans spektrumlari
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2. Yonteme gore npep/npsa=5 orani i¢in gereken miktarda BSA, PBS tamponunda ¢dziinmiis
ve iizerine 6 mL 0,5 M NMI ¢ozeltisi eklenmistir. pH 1n 5,9 olarak 6l¢iilmesinden sonra pH
damla damla HCI eklenerek 5’e ayarlanmis ve ortama EDC eklenerek 2,5 saat siiresince
BSA’nin karboksil gruplarinin aktivasyonu yapilmistir. Aktivasyondan sonra gereken
miktarda peptid DMSO’da coziinerek eklenmis, karisim 1 gece soguk odada karigtirilmstir.
Ertesi giin ¢ozeltinin pH degeri damla damla NaOH eklenerek 7’ye yiikseltilmis ve 4 saat

konjugasyon i¢in soguk odada karigtirilmistir.

Sentezlenen konjugata ait HPLC kromatogrami Sekil 8.5’de, Fluoresans spektrumu Sekil
8.6’da, Viscotek cihazi ile UV detektorde alinan kromatogrami Sekil 8.7°de Kirilma indisi
detektoriinde alinan kromatogrami Sekil 8.8’de, Isik sacilmasi detektorii ile alinan
kromatogrami Sekil 8.9’da ve Viskozite detektorii ile alinan kromatogrami da Sekil 8.10°da

verilmistir.
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LBl R A RERCEEE L EEE ﬂ ----------- LR R e e R TR e e TR T e P e P T TR e PR T EEETEE EEE PP R P PP rEPETER TR EEEEE Pt i b
=5 Fiziki EKm‘lsl.m 11H= 7
L R e EE R P - /--/1 ----------- R B L SRREREEEEE (]
/BSA pH=7
) ELrr EEEREN ---f- (AN USRS KSSUNNN NN NN | NS . - —— 3
. :
_kQ
[
B
L T b & e T e E e Rt 6
12. Yontem n=5 Konjugat pH=T! : i : : |
7S IS S - ) T : : e : 4

Peptid pH=7

T T T T T T T T T T T T
15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
Ahkonma Zamam (dak)

Sekil 8.5 pH 7°de hazirlanmus (¢ ) Konjugat (2. Yontem npep/npsa=5), (#) Fiziki Karisim
(npep/nBsa=S), (¢)BSA ve (¢) Peptid’e ait HPLC kromatogramlari

180000
160000 Amax=344 nm — =5 Fiziki Kargun pH=7
140000 — 2. YTéntem n=> Konugat pH=7
Amax=341 mn
120000 —BSA pH=7
§ i Amax=339 mm
§ el —— Peptid pH=7
5 80000
2 max=353 mn
0000
40000
20000
0 T T T Dalga BOji"Ll (n.m)
280 330 280 430

Sekil 8.6 pH 7°de hazirlanmis (¢ ) Konjugat (2. Yontem npep/ngsa=5), (#) Fiziki Karisim
(npep/nBsa=S), (¢) BSA ve (¢ ) Peptid’e ait Fluoresans spektrumlari
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so | r T Deteltér (m')
00 |

260 Fizla Eangum

sp0
oo BLA
pi /

S00

2o <

Eo{

oo

g0 2. Yeéntem

=2 Eonjugat

S0
260+ Peptid

Lol

i

S0 |
2P0 o

D51 p—

&0

.

T T T T T T T 1
(RF1] 1zp 120 (F¥1] =0 150 170 (=3x]

Allzonma Hacmi (rml)

b_
w
=1
w
o
=1
=1

Sekil 8.7 pH 7°de hazirlanmis () Konjugat (2. Yontem npep/npsa=5), () Fiziki Karigim
(npep/nBsa=S), (¢) BSA ve (o) Peptid’e ait Viscotek UV detektorii kromatogramlari

500 - Eirilma Indisi Detelctéri (mih
S50+
S000 4
500~
w0po Fizikt Eanigim
00
BZa
3000
25p0 |
2000 4
500 2. Y éntern
7 =2 Eonjugat
L]l
S0~
a Peptid
-S04
[
1405 #f?;::h“mf—mm-—
IE-l:I :l:I 3:3 B:ZI {[x]n] III.IZI Il!l:l Iél:l H!.IZI I:-ll:l IEl-l:l ITI.IZI IS.IZII
Ak onma Hactr (ml)

Sekil 8.8 pH 7°de hazirlanan () Konjugat (2. Yontem ne,/ngsa=5), () Fiziki Karisim
(npep/nBsa=S), (¢) BSA ve (#) Peptid’e ait Viscotek Kirilma Indisi detektorii
kromatogramlari
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= Itk Sacimast Detektori (mW)
szpo
=2 o

S4p0 4

600 -
Tzp0 Fimla K feigt=a i
8500
5400

0P 4

= 2. Téntem

=5 K onjugat

e
L

S2pa 4

00

4400 |

4000

= Peptid
2p0
2;33!:!_

T T I T 1
no 1zp 120 140 =0 ([=1] (] 120

Allronma Hacrni (ml)

P
@
o
o
o
[=1
L=

&0

Sekil 8.9 pH 7°de hazirlanmis (¢ ) Konjugat (2. Yontem np,/ngsa=5), (¢ ) Fiziki Karisim
pep
(npep/nBsa=S), (¢) BSA ve (#) Peptid’e ait Viscotek Isik Sagilmas: detektorii
kromatogramlari

Viskozite Deteltar (mV)

24/0 4

=2 K onjugat

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
oo o1p 20 30 40 =0 50 TP 20 20 0L 1L 120 130 4L 150 6L ITL IED 19D 200 210 22D Z30 240

Aldconma Hacrmi (rof)

Sekil 8.10 pH 7°de hazirlanmus (¢ ) Konjugat (2. Yontem npe,/ngsa=5), (¢ ) Fiziki Karistm
(npep/nBsa=S), (¢) BSA ve (o) Peptid’e ait Viscotek Viskozite detektorii kromatogramlari
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3. Yonteme gore npep/ngsa=5 orani i¢in gereken miktarda peptid DMSO’da ¢oziinmiis ve
tizerine 6 mL 0,5 M NMI ¢ozeltisi eklenmistir. pH’1n 5,85 olarak ol¢iilmesinden sonra pH
damla damla HCI eklenerek 5’e ayarlanmis ve ortama EDC eklenerek 2,5 saat siiresince
peptid’in  karboksil gruplarinin aktivasyonu yapilmistir. Aktivasyondan sonra gereken
miktarda BSA PBS’de ¢oziinerek eklenmis, karisim 1 gece soguk odada karistirilmustir.
Ertesi giin ¢ozeltinin pH degeri damla damla NaOH eklenerek 7’ye yiikseltilmis ve 4 saat

konjugasyon i¢in soguk odada karigtirilmistir.

Sentezlenen konjugata ait HPLC kromatogrami Sekil 8.11°de, Fluoresans spektrumu Sekil
8.12°de, Viscotek cihazi ile UV detektorde alinan kromatogrami Sekil 8.13’de Kirilma indisi
detektoriinde alinan kromatogrami Sekil 8.14’de, Isik sacilmasi detektorii ile alinan
kromatogrami Sekil 8.15’de ve Viskozite detektorii ile alinan kromatogrami da Sekil 8.16°da

verilmistir.



90

mVolt

/ 1=5 Fiziksel i&’m‘lslm p}:I: 7

Ahkonma Zamam (dalk)

Sekil 8.11 pH 7°de hazirlanmus (¢ ) Konjugat (3. Yontem npep/ngsa=5), () Fiziki Karisim
(npep/nBsa=S), (¢)BSA ve (¢) Peptid’e ait HPLC kromatogramlari
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Sekil 8.12 pH 7’de hazirlanmus (¢ ) Konjugat (3. Yontem nyep/nesa=35), (¢) Fiziki Karisim
(npep/npsa=J), (¢) BSA ve (¢ ) Peptid’e ait Fluoresans spektrumlari
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Sekil 8.13 pH 7’de hazirlanmus () Konjugat (3. Yontem npep/ngsa=5), () Fiziki Karisim
(npep/nBsa=S), (¢) BSA ve (o) Peptid’e ait Viscotek UV detektorii kromatogramlari
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Sekil 8.14 pH 7’de hazirlanan () Konjugat (3. Yontem npep/ngsa=5), (¢ ) Fiziki Karigim
(npep/nBsa=S), (¢) BSA ve (o) Peptid’e ait Viscotek Kirilma Indisi detektorii
kromatogramlari
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Sekil 8.15 pH 7’de hazirlanmus (¢ ) Konjugat (3. Yontem nyep/nesa=35), (¢) Fiziki Karisim
(npep/nBsa=S), (¢) BSA ve (#) Peptid’e ait Viscotek Isik Sagilmas: detektorii

kromatogramlari
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Sekil 8.16 pH 7’de hazirlanmus (¢ ) Konjugat (3. Yontem nyep/nesa=35), (¢) Fiziki Karisim
(npep/nBsa=J), () BSA ve () Peptid’e ait Viscotek Viskozite detektorii kromatogramlari
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4. Yonteme gore np.p/ngsa=5 orani igin gereken miktarlarda peptid DMSO’da, BSA ise PBS
tamponunda (toplam hacim 6 mL olacak sekilde) ¢oziinmiis sonrasinda 6 mL 0,5 M NMI
cozeltisi eklenmis ve pH 5,8 olarak ol¢iilmiistiir. Daha sonra damla damla HCI eklenerek pH
5’e diisiiriilmiis, bu pH degerinde ortama EDC eklenerek karisimdaki karboksil gruplarinin bir
gece aktivasyonu yapilmis ve ertesi giin ¢cozeltinin pH degeri damla damla NaOH eklenerek
7T’ye yiikseltilmistir. pH=7’de karistmin konjugasyon icin 4 saat soguk odada
karistirllmasindan sonra elde edilen konjugatlar HPLC, Fluoresans ve Viscotek cihazlar ile

analiz edilmistir.

Sentezlenen konjugata ait HPLC kromatogrami Sekil 8.17°de, Fluoresans spektrumu Sekil
8.18’de, Viscotek cihazi ile UV detektorde alinan kromatogrami Sekil 8.19°da Kirilma indisi
detektoriinde alinan kromatogrami Sekil 8.20’de, Isik sacilmasi detektorii ile alinan
kromatogrami Sekil 8.21°de ve Viskozite detektorii ile alinan kromatogrami da Sekil 8.22°de

verilmistir.



mVolt

94

L ] -+

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

n=5 :F'iz:iksel Kf:mg;l.m lle;':'

; BSA pH=7

_______________________

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

Sekil 8.17 pH 7°de hazirlanmus (¢ ) Konjugat (4. Yontem npep/ngsa=35), (¢) Fiziki Karisim
(npep/nBsa=S), (¢)BSA ve (¢) Peptid’e ait HPLC kromatogramlari
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Sekil 8.18 pH 7’de hazirlanmus (¢ ) Konjugat (4. Yontem npep/ngsa=5), (¢) Fiziki Karisim
(npep/nBsa=S), (¢) BSA ve (¢ ) Peptid’e ait Fluoresans spektrumlari
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Sekil 8.19 pH 7’de hazirlanmus (¢ ) Konjugat (4. Yontem nyep/npsa=35), (¢) Fiziki Karisim
(npep/nBsa=S), (¢) BSA ve (o) Peptid’e ait Viscotek UV detektorii kromatogramlari
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Sekil 8.20 pH 7’de hazirlanan () Konjugat (4. Yontem npep/ngsa=5), (¢ ) Fiziki Karisim
(npep/nBsa=S), (¢) BSA ve (#) Peptid’e ait Viscotek Kirilma Indisi detektorii
kromatogramlari
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Sekil 8.21 pH 7’de hazirlanmus (¢ ) Konjugat (4. Yontem npep/ngsa=35), (¢) Fiziki Karisim
(npep/nBsa=S), (¢) BSA ve (o) Peptid’e ait Viscotek Isik Sagilmas: detektorii

kromatogramlari
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Sekil 8.22 pH 7°de hazirlanmus (¢ ) Konjugat (2. Yontem npe,/ngsa=5), (¢ ) Fiziki Karistm
(npep/nBsa=S), (¢) BSA ve (o) Peptid’e ait Viscotek Viskozite detektorii kromatogramlari
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5. Yonteme gore npep/Npsa=J oran i¢in gereken miktarlarda peptid DMSO’da, BSA ise PBS

tamponunda ¢6ziinmiis sonrasinda damla damla HCI eklenerek pH 5’e diisiiriilmiistiir.

6. Yonteme gore ise npep/Ngsa=> orani igin gereken miktarlarda peptid DMSO’da, BSA ise

PBS tamponunda ¢6ziinmiis pH=7,2 olarak ol¢iilmiistiir.

Bu sekilde elde edilen fiziki karisimlar, 1. Yontem, 2. Yontem, 3. Yontem ve 4. Yontem
kullanilarak olusturulan konjugatlar ile karsilagtirilmisti,. HPLC kromatogramlarinin
karsilastirilmast Sekil 8.23’de, Fluoresans spektrumlarinin karsilastirilmasi Sekil 8.24’de,
Viscotek cihazi ile UV detektorde alinan kromatogramlarin karsilastirilmas: Sekil 8.25°de
Kirillma indisi detektoriinde alinan kromatogramlarin karsilastirllmasi Sekil 8.26’da, Isik
sacilmasi detektorii ile alinan kromatogramlarin karsilastirilmasi Sekil 8.27°de ve Viskozite

detektorii ile alinan kromatogramlarin karsilastirilmasi da Sekil 8.28’de verilmistir.
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Sekil 8.23 pH 5’de (¢) 1. Yontem’e gore ve pH 7’de (¢) 2., (¢) 3., (¢) 4. Yontemlere gore
hazirlanmis Konjugat (npep/nesa=5), (¢) Fiziki Karisim (npep/ngsa=5), (¢) BSA ve (¢)
Peptid’e ait HPLC kromatogramlari
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Sekil 8.24 pH 5’de (¢) 1. Yontem’e ve pH 7°de (¢) 2., (¢) 3., (¢) 4. Yontemlere gore
hazirlanmis Konjugat (npep/ngsa=5), (#) Fiziki Karisim (npep/ngsa=5) pH =5, (¢) pH=7, (¢)
BSA ve (¢) Peptid’e ait Fluoresans spektrumlari
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Sekil 8.25 pH 7°de hazirlanmis Konjugat (npep/npsa=5) (¢) 2., (¢) 3., () 4. Yontem,
Fiziki Karisim (npep/npsa=5), (¢) BSA ve (¢ ) Peptid’e ait Viscotek UV detektorii
kromatogramlari
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Sekil 8.26 pH 7’de hazirlanmis Konjugat (npep/ngsa=5) (¢) 2., (¢) 3., (¢) 4. Yontem,
Fiziki Karisim (npep/npsa=5), (¢) BSA ve (¢ ) Peptid’e ait Viscotek Kirilma Indisi
detektorii kromatogramlari
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Sekil 8.27 pH 7°de hazirlanmis Konjugat (npep/npsa=5) (¢) 2., (¢) 3., (¢) 4. Yontem,
Fiziki Karisim (npep/npsa=5), (¢) BSA ve (¢ ) Peptid’e ait Viscotek Isik Sagilmasi
detektorii kromatogramlari
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Sekil 8.28 pH 7°de hazirlanmis Konjugat (npep/ngsa=5) (¢) 2., (¢) 3., (¢) 4. Yontem,
Fiziki Karisim (npep/npsa=5), (¢) BSA ve (¢ ) Peptid’e ait Viscotek Viskozite detektorii
kromatogramlari
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Npep/NBsa=1, 3, 5 oranlan i¢in 4. Yontem kullamilarak hazirlanan konjugatlar karsilastirmali

olarak HPLC, Fluoresans ve Viscotek cihazlari ile analiz edilmistir.

Npep/Nesa=1, 3, 5 konjugatlarimin HPLC kromatogramlarin karsilastirilmas: Sekil 8.29’da,
Fluoresans spektrumlarinin karsilastirilmasi Sekil 8.30’da, Viscotek cihazi ile UV detektorde
alinan kromatogramlarin karsilastirilmas: Sekil 8.31°de Kirilma indisi detektoriinde alinan
kromatogramlarin karsilastirilmas1  Sekil 8.32’de, Isik sacgilmasi detektorii ile alinan
kromatogramlarin karsilagtirllmast  Sekil 8.33’de ve Viskozite detektorii ile alinan

kromatogramlarin karsilastirilmasi da Sekil 8.34’de verilmistir.
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kromatogramlari
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Sekil 8.30 pH 7’de hazirlanmis Konjugat (4. Yontem), (¢ ) npep/ngsa=1, () Npep/npsa=3,

( ¢ ) npep/nBSA=57 (‘

) Fiziki Karisim (npep/ngsa=5), (¢) BSA ve (¢) Peptid’e ait Fluoresans
spektrumlari
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Sekil 8.31 pH 7’de hazirlanmis Konjugat (4. Yontem), () npep/ngsa=1, () Npep/npsa=3,

Npep/Nsa=5, (#) Fiziki Karisim (npep/npsa=5), (¢) BSA ve () Peptid’e ait Viscotek UV

detektorii kromatogramlari
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Sekil 8.32 pH 7’de hazirlanmis Konjugat (4. Yontem), () npep/ngsa=1, () npep/npsa=3,
Npep/NBsa=5, (#) Fiziki Karisim (npep/nBsa=S), (¢) BSA ve (#) Peptid’e ait Viscotek
Kirilma Indisi detektorii kromatogramlari
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Sekil 8.34 pH 7’de hazirlanmis Konjugat (4. Yontem), () npep/ngsa=1, () npep/npsa=3,
Npep/NBsa=3, (¢) Fiziki Karisim (npep/npsa=5), (¢) BSA ve (¢) Peptid’e ait Viscotek
Viskozite detektorii kromatogramlari
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8.3 135-161 Dizilimli Peptid ile Yapilan Deneylerin HPLC-Viscotek ve Fluoresans
Sonuclar:

Npep/Nesa=1, 3, 5, 7, 9 oranlan i¢cin 4. Yontem kullanilarak hazirlanan konjugatlar

karsilastirmali olarak HPLC, Fluoresans ve Viscotek cihazlari ile analiz edilmistir.

Npep/Nesa=1, 3, 5, 7, 9 konjugatlarinin HPLC kromatogramlarinin karsilastinilmas: Sekil
8.35’de, Fluoresans spektrumlarinin karsilastirllmasi Sekil 8.36’da, Viscotek cihazi ile UV
detektorde alinan kromatogramlarin karsilagtinlmast  Sekil 8.37°’de Kirilma indisi
detektoriinde alinan kromatogramlarin karsilastiriimasi Sekil 8.38’de, Isik sacilmasi detektorii
ile alinan kromatogramlarin karsilastirilmasi Sekil 8.39’da ve Viskozite detektorii ile alinan

kromatogramlarin karsilastirilmasi da Sekil 8.40’da verilmistir.
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------------------------------------------

I A S S N n=5:Fiziksel Kangun pH=7

=3 konjugat

mVolt

@

1=5 konjugat

Pe-p(lul pH=7

H I
n=1 konjugat

13 16 17 158 18 AthIEIHHlﬂ melluu (llﬂk)22 23 24 25 26 27
Sekil 8.35 pH 7°de hazirlanmus Konjugat (4. Yontem), (¢ ) npep/npsa=1, (¢) npep/Npsa=3,
(#) Npep/nBsa=3, Npep/NBsa=7, (¢ ) Npep/NBsa=Y, () Fiziki Karisim (npep/npsa=5), (¢) BSA
ve (¢) Peptid’e ait HPLC kromatogramlari

180000 - —
— =5 Bzl Kangim pH=7
160000
Amax=344 nm —n=>3 Konjugat
140000 4
—BSA pH=Y
Amax=344 mn
. Amax=339 mn — =0 Eonjugat
by = -:‘_‘; ”
g 100000 - Amax=342 nm — =3 Ronjugat
] Amax=342 mm
£ 20000 - n=7 Konjugat
fn |
EO000 Amax=340 mm | — =1 Eonjugat
— Peptid pH=7
40000
20000
0 ' T --;_‘ — Dalga BOF‘U (m:n)
2a0 330 280 4730

Sekil 8.36 pH 7’de hazirlanmis Konjugat (4. Yontem), () npep/npsa=1, () npep/npsa=3,
() Npep/NBsaA=S, Npep/NBsa=7, (¢ ) Npep/Nesa=9, (#) Fiziki Karisim (npep/nesa=5), (¢) BSA
ve () Peptid’e ait Fluoresans spektrumlari
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T Deteletér (mV

5l
g*":‘- n=3 K onjugat
é‘""”- =1 Eonjugat
3200 3
8 M =2 Eonjugat
fara |
- .
-é:;gp:. ' Peptd
200 |
%:MII_ '_I
:IL'II:I_ III
I| i
glm ] 4 =7 Eonjugat ‘
E;:'S'I" n=7 Konjugat ) v
Elsm_ Agregat Pila :
:R:Itﬂl:l— % s, ] j
[ _-'jf-‘"'.: h el e i [
Sizpo v J A .f,| ;
g e "-A"-h:“ ; — )
ﬁ []1) '.'!D 3::' 3::' IEIID 1 II.D IJ.!D Illil:l HI.D |=l|:l IEI‘D ITI,D IS.DI
Alkonma Hacrm (ml)

Sekil 8.37 pH 7°de hazirlanmis Konjugat (4. Yontem), () npep/ngsa=1, () npep/npsa=3,
() npep/npsa=5, (¢) Npep/NBsa=7, Npep/NBsa=9 ve (¢ ) Peptid’e ait Viscotek UV detektorii
kromatogramlari

o
B
1

Emnlma Indisi Detektéri (mW

8
1

[

=3 Konjugat

g
B

=1 Eonjugat

o
|
1

n=2 K onugat

&
B
1

B
1

20D 10133835 _BSA-Pep d _Kond __re 1_Mumre 12_001 i | IR B @ BEA_GE000CK]_ Redzyor

=004 . Fe | ) \
n=? Konjugat =? Konjugat
oo & oregat Pila ‘
e
= I T T T T _! T T T _|| 1
[=n] o a0 ap {[x]n]) "o 1zZp 120 140 =0 (1=1n) 7o (E=1x]
Ak onma Hactr (ml)

Sekil 8.38 pH 7’de hazirlanmis Konjugat (4. Yontem), () npep/ngsa=1, () npep/npsa=3,
() npep/npsa=3S, () Npep/NBsa=7, Nyep/Npsa=9 ve () Peptid’e ait Viscotek Kirtllma Indisi
detektorii kromatogramlari
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Izl Saptmas Deteletéri (my)

=3 Eonjugat
=1 Eonjugat

=52 K onjugat

B

g
1

n=1 K cnugat
Aoregat Pila

it
=

=7 Eonugat

B
1

S SE_BSAPep Id_Konl __re I _Hurmure 1901 ad |/ hod $BSA_GE000TR_ Red oy on Somr
=} il E
B B
1 1

1)
=
1

I3i

T T T T T T T T T 1
=] T =4ul ap (x]x] no 1zp 120 140 =0 10 170 120

Alkonma Hactr (ml)

2005-02-10
=]
#

Sekil 8.39 pH 7’de hazirlanmis Konjugat (4. Yontem), () npep/ngsa=1, () npep/npsa=3,
() npep/npsa=5, (¢) Npep/Npsa=7, Npep/NBsa=Y9 ve (¢) Peptid’e ait Viscotek Isik sagilmasi
detektorii kromatogramlari

1810

" Viskozite Detektori (mV)

z . =7 Konjugat

é’mm' Peptid Apregat Pia

Braco | n=1 Konjl.lg.at =1 Eonmugat

2 ' Agregat Piki .

I . =3 Konjugat

%TSFO_ &

3 =2 E enjugat

EITTEI:I_ I

g ~

5

RILE .

i

Elrap-c-_ i 1”’ Ay ; W,

&,nm ' shd e eI S Ty m

" |

#

3,73:-:-_

&

g....-‘::- T T T T T T T T T T T ]
TO =0 ap {[«]x] (R Fx] 1zZp 120 1+0 i=p (L=7x] ITg (t=Fx]

Ahlronrna Hact (ml)

Sekil 8.40 pH 7’de hazirlanmis Konjugat (4. Yontem), () npep/ngsa=1, () npep/npsa=3,
(#) npep/npsa=5, (¢) Npep/Npsa=7, Npep/NBsa=9 ve () Peptid’e ait Viscotek Viskozite
detektorii kromatogramlari
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Npep/NBsa=1 oram icin 4. Yontem kullanmlarak hazirlanan konjugatin 10.000 MW ayirma
giicline sahip membranli tiipte santrifiij edilmesi sonucu elde edilen iist faz, alt faz ve konjugat

karsilastirmali olarak HPLC ve Fluoresans cihazlari ile analiz edilmistir.

Npep/Nesa=1 konjugatinin, bu konjugata ait alt fazin ve yine bu konjugata ait iist fazin
karsilastirmali olarak HPLC kromatogramlari Sekil 8.41°de ve Fluoresans spektrumlart Sekil

8.42’de verilmistir.



- 200

mVolt

------------------------------------------------------------------------------------------------ g 200
7 S | e e e K75
PSR RS SO SRR U} RS S (S S S SO X e B (S E— L1450
=1 Ust Faz : : | : :
1 H H 1 H 1 H
125 beeeeeeed [ N y0=5 Fizilkisel Kapgo pH=7 0 0 0 kL 125
» BSA pH=7
L R T N o R s R I (i | Sl e 100
715} [ " F— e e e e e B e 5
' Peptid pH=T4 '
e N ¥ E Bpess TP TN REELEREE EERER ¢ SRR B ARRRE R oS ooee {28
' : : : n=1 Alt Faz | H i i . ! !
' I
na — ; ' ] I ; i = : ' o 00

- - - - - - - - - - - - -
13 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 25
Ahkonma Zamam (dak)

Sekil 8.41 pH 7°de hazirlanmis () Fiziki Karisim (npep/ngsa=5), (¢) BSA, (¢ ) Peptid,
() Konjugat (4. Yontem nyep/npsa=1) ve 10.000 MW 6zellikteki memranl tiipte santrifiij
edilen konjugata ait (¢) Alt faz ve (¢) Ust faz HPLC kromatogramlari

600000
——n=1 st Fazr
500000 AT g — =5 Fizki Karzun
—B3IA pH=T
w 00000
E —n=1 Eonjugat
e .
= 300000 - — Peptid pH=7
Amax=344 nm ——1=1 Alt Faz
200000 - Amax=339 mm
Amax=340 nm
100000 4 Amax=353 nmn
Amax=353 mn
0 A Dalga Boyu (nm)
280 230 280 430

Sekil 8.42 pH 7°de hazirlanmis () Fiziki Karisim (npep/ngsa=5), (¢) BSA, (¢) Peptid,
() Konjugat (4. Yontem npep/ngsa=1) ve 10.000 MW 6zellikteki memranl tiipte santrifiij
edilen konjugata ait (4) Alt faz ve (#) Ust faz Fluoresans spektrumlari
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Npep/NBsa=3 oram icin 4. Yontem kullanmlarak hazirlanan konjugatin 10.000 MW ayirma
giicline sahip membranli tiipte santrifiij edilmesi sonucu elde edilen iist faz, alt faz ve konjugat

karsilastirmali olarak HPLC ve Fluoresans cihazlari ile analiz edilmistir.

Npep/Nesa=3 konjugatinin, bu konjugata ait alt fazin ve yine bu konjugata ait iist fazin
karsilastirmali olarak HPLC kromatogramlart Sekil 8.43’te ve Fluoresans spektrumlart Sekil

8.44’te verilmistir.
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mVolt

1i:=5 Finks iel Kﬂnsm:’l pH=7

BSA pH=1

n=3 Konjngat Ust Faz

T T T T T T
17 18 19 20 21 22 23

Ahlzonma Zamam (dal)

T T T T
24 25 26 27 28

Sekil 8.43 pH 7°de hazirlanmis () Fiziki Karisim (npep/ngsa=5), (¢) BSA, (¢) Peptid,

() Konjugat (4. Yontem npep/npsa=3) ve 10.000 MW 6zellikteki memranl tiipte santrifiij
edilen konjugata ait () Alt faz ve (¢ ) Ust faz HPLC kromatogramlari

Fluoresans

180000 4
160000 4

140000

120000

100000

s0000

E0000

40000 1

20000

[:] .
280

Amax=344 nn
Amax=337 nn
Amax=33%9 mmn

Amax=342 nm

2 mn

— =5 Fizka K ansim
— =3 Ust Faz
—ESA pH=T

— =3 Eonjugat
—Peptid pH=T

—n=23 Alt Far

330

Dalga Bovu (nim)

Sekil 8.44 pH 7°de hazirlanmis () Fiziki Karisim (npep/ngsa=5), (¢) BSA, (¢ ) Peptid,
() Konjugat (4. Yontem nyep/npsa=3) ve 10.000 MW 6zellikteki memranl tiipte santrifiij
edilen konjugata ait (#) Alt faz ve (#) Ust faz Fluoresans spektrumlari
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Npep/NBsa=S oram icin 4. Yontem kullanmlarak hazirlanan konjugatin 10.000 MW ayirma
giicline sahip membranli tiipte santrifiij edilmesi sonucu elde edilen iist faz, alt faz ve konjugat

karsilastirmali olarak HPLC ve Fluoresans cihazlari ile analiz edilmistir.

Npep/NBsa=5 konjugatinin, bu konjugata ait alt fazin ve yine bu konjugata ait iist fazin
karsilastirmali olarak HPLC kromatogramlar1 Sekil 8.45’te ve Fluoresans spektrumlart Sekil

8.46’da verilmistir.
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n=5 Fizilssel Kanigun pH=7

=}

mVolt

m

14 15 16 17 18 19 ‘i?lkuul“ﬂ 221‘2““2““ ([2122]1\) 23 24 25 26 27 28
Sekil 8.45 pH 7°de hazirlanmis () Fiziki Karisim (npep/ngsa=5), (¢) BSA, (#) Peptid,
() Konjugat (4. Yontem nyep/npsa=5) ve 10.000 MW 6zellikteki memranl tiipte santrifiij

edilen konjugata ait (#) Alt faz ve (#) Ust faz HPLC kromatogramlari

180000
160000
Armax=344 mn S
140000 - =0 Fiziki K arigim
Amax=337 nmn —— 1= st Faz
120000 e
. Amax=339nm | PE=
§ 100000 — =3 Konjugat
g Amax=342 nn
= i —Peptid pH=7
o B Amnax=353 mm PRSP
—n=" Alt Faz
E0000
Amax=352 mmn
40000
20000
0 = | | — Dalga Boyu (nm)
280 330 280 430

Sekil 8.46 pH 7°de hazirlanmis () Fiziki Karisim (npep/ngsa=5), (¢) BSA, (#) Peptid,
() Konjugat (4. Yontem npep/npsa=5) ve 10.000 MW 6zellikteki memranl tiipte santrifiij
edilen konjugata ait (#) Alt faz ve (#) Ust faz Fluoresans spektrumlari
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Npep/NBsa=7 oram icin 4. Yontem kullanmlarak hazirlanan konjugatin 10.000 MW ayirma
giicline sahip membranli tiipte santrifiij edilmesi sonucu elde edilen iist faz, alt faz ve konjugat

karsilastirmali olarak Fluoresans Spektrofotometre’de ile analiz edilmistir.

Npep/Nesa=7 konjugatinin, bu konjugata ait alt fazin ve yine bu konjugata ait iist fazin

karsilastirmali olarak Fluoresans spektrumlar1 Sekil 8.47°de verilmistir.

350000 -
——n=7 Ust Faz
300000
— =5 Fizka K angim
Amax=338 nn —BoaA pH=Y
w 20000 .
g — =7 Eonjugat
§ — Peptid pH=7
B 200000 - =7 Al Faz
Amax=344 mn
150000
100000
50000 4
0 : : | 22 Dalga Bovu (hm)
280 330 380 430

Sekil 8.47 pH 7°de hazirlanmis () Fiziki Karisim (npep/ngsa=5), (¢) BSA, (¢ ) Peptid,
(#) Konjugat (4. Yontem np,ep/ngsa=7) ve 10.000 MW o&zellikteki memranl tiipte santrifiij
edilen konjugata ait (4) Alt faz ve (#) Ust faz Fluoresans spektrumlari
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Npep/NBsa=9 oram icin 4. Yontem kullanilarak hazirlanan konjugatin 10.000 MW ayirma
giicline sahip membranli tiipte santrifiij edilmesi sonucu elde edilen iist faz, alt faz ve konjugat

karsilastirmali olarak Fluoresans Spektrofotometre’de ile analiz edilmistir.

Npep/NBsa=9 konjugatinin, bu konjugata ait alt fazin ve yine bu konjugata ait iist fazin

karsilastirmali olarak Fluoresans spektrumlar1 Sekil 8.48’de verilmistir.

200000
R —n=9 st Faz
400000 —1n=>5 Fizmla Eangim
—n=3 Konjugat
g SRlES Amax=336 nm —BSA pH7
2 300000 1 —— Peptid pH=7
[N
250000 - —n=% Alt Far
St Amax=344 nn
150000 Amax=344 mmn
100000 4
20000 1
0
280 330 380 4730

Sekil 8.48 pH 7°de hazirlanmis () Fiziki Karisim (npe,/ngsa=5), (¢) BSA, (¢) Peptid,
() Konjugat (4. Yontem npep/npsa=7) ve 10.000 MW 6zellikteki memranl tiipte santrifiij
edilen konjugata ait (4 ) Alt faz ve (#) Ust faz Fluoresans spektrumlari
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7. Yonteme gore npep/npsa=3 orani i¢in gereken miktarlarda peptid ve BSA, PBS tamponunda
¢Oziinmiistiir (Toplam hacim 12 mL olacak sekilde ve 7. Yonteme gore NMI reaksiyon
kosullarinda kullanilmamistir). Daha sonra damla damla HCI eklenerek pH 5’e diisiiriilmiis,
bu pH degerinde ortama EDC eklenerek karistmdaki karboksil gruplarinin 2 saat aktivasyonu
yapilmis ve aktivasyondan sonra karisimin pH degeri damla damla NaOH eklenerek 7’ye
yiikseltilmistir. pH=7"de karisimin konjugasyon icin 4 saat soguk odada karistirilmasindan

sonra elde edilen konjugatlar HPLC ve Fluoresans cihazlar ile analiz edilmistir.

Sentezlenen konjugatlara ait HPLC kromatogrami 4. Yontem ile elde edilen konjugatla

karsilastirmali olarak Sekil 8.49°da, Fluoresans spektrumu ise Sekil 8.50°de verilmistir.
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BSApH=T,

= i i . i i
2 : : 4, Yintem :
= : : 1=3 Konjugat NMIvar

T T T T T T T T T T T
15 16 7 18 149 20 2 23 24 23 26 o 28

T T
1 22
Ahlkonma Zamam (dal)

Sekil 8.49 pH 7°de hazirlanmis Konjugat (npep/ngsa=3) (¢) 4. Yontem (NMI var), 7.
Yontem (NMI Yok), () Fiziki Karisim (npep/ngsa=5), (¢) BSA ve (¢ ) Peptid’e ait HPLC

kromatogramlari
180000 A — =5 Fizki Karizin
160000 _
Amax=338 nm —EBsA pH=T
140000 .
g Amar=339mm | —4. Yéntem n=3 Eonj. NI var
it 120000 Amax=342 nm _
g 7. Yontern n=3 Konj NI volo
fm 100000
—Peptid pH=7
B20000 PP
60000 Amax=353 nm
40000
20000 -
0 T T T Dalga Boyu (nm)
280 330 380 430

Sekil 8.50 pH 7°de hazirlanmis Konjugat (npep/ngsa=3) (¢) 4. Yontem (NMI var), 7.
Yontem (NMI Yok), () Fiziki Karisim (npep/ngsa=5), (¢) BSA ve (¢) Peptid’e ait
Fluoresans spektrumlari
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7. Yonteme gore npep/npsa=3 orani i¢in gereken miktarlarda peptid ve BSA, PBS tamponunda

¢Oziinmiistiir (Toplam hacim 12 mL olacak sekilde ve 7. Yonteme gore NMI reaksiyon

kosullarinda kullanilmamistir). Daha sonra damla damla HCI eklenerek pH 5’e diisiiriilmiis,

bu pH degerinde ortama EDC eklenerek karistmdaki karboksil gruplarinin 2 saat aktivasyonu

yapilmis ve aktivasyondan sonra karisimin pH degeri damla damla NaOH eklenerek 7’ye

yiikseltilmistir. pH=7"de karisimin konjugasyon icin 1 saat soguk odada karistirilmasindan

sonra yarim saat

araliklar ile konjugat Fluoresans cihazinda analiz edilmistir. Elde edilen

Fluoresans spektrumu Sekil 8.51°de verilmistir.

150000 5

160000 H

140000

120000 H

100000 H

Flioreszans

#0000 +

&0000

40000 4

20000

— =5 Fizby Eangun pH=7

—BSA pH=7

Amax=338 nm —n=3 Eonj. 30 dak

n=3 Eony. 60, dak

Amax=339 nm —n=3Konj. 90, dak.

':jr 5
Amax=34lmm | __ 3 Roenj 120 dsk

—Peptid pH=T

Amax=337 mm

. . TSRS Dalga Boyu (am)

230 280 430

Sekil 8.51 pH 7°de hazirlanmus (¢ ) Fiziki Karisim (npe,/ngsa=5), (¢) BSA, (#) Peptid ve 30
dak. araliklar ile [(#) 30. dak., 60. dak., (¢)90. dak., () 120 dak.] Konjugat
(npep/nBsa=3) i¢in yapilan dl¢iimlere ait Fluoresans spektrumlari
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8.4 135-161 Dizilimli Peptid ile Yapilan Deneylerin Zetasizer Sonuclari

7. Yonteme gore npep/npsa=1 orani i¢in gereken miktarlarda peptid ve BSA, PBS tamponunda
¢Oziinmiistiir (Toplam hacim 12 mL olacak sekilde ve 7. Yonteme gore NMI reaksiyon
kosullarinda kullamilmamistir). Daha sonra damla damla HCI eklenerek pH 5’e diisiiriilmiis,
bu pH degerinde ortama EDC eklenerek karisimdaki karboksil gruplarinin 2 saat aktivasyonu
yapilmis ve aktivasyondan sonra karisimin pH degeri damla damla NaOH eklenerek 7’ye
yiikseltilmistir. pH=7"de karisimin konjugasyon icin 1 saat soguk odada karistirilmasindan
sonra 45 dakika araliklar ile konjugat Zeta sizer cihazinda analiz edilmistir. Elde edilen Zeta

Potansiyel sonuclar1 Sekil 8.52°de, boyut sonuglari ise Sekil 8.53te verilmistir.



121

401
30
&,
(]
=ik
T
-,
.
v 107
g T ' v ——
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Zeta Potansivel (mWV)
CFMEK FETA POTANSIYEL
% 0,11k BIAPES (pH=T) -150
% 0,1k Peptid (135-1610/FB3 (pH=T1| -13.5
— =1 Konj. (pH=T) 45 dak 7,30
— n=1Konj. (pH=T) 0. dak .71
=1 Kor. (pH=T) 135. dak 685
o=1 Korg. (pH=7) 180, dak -5,79

Sekil 8.52 pH 7°de hazirlanmis (¢ ) BSA, (#) Peptid ve 45 dak. araliklar ile [(#) 45. dak.,
(#)90. dak., 135. dak., 180 dak.] Konjugat (7. Yontem npep/ngsa=1) i¢in yapilan
Olclimlere ait Zeta potansiyel degerleri

15 BSA”
Peptid KONJUGAT
# 10 oot oot . .
= i\ ' ' '
(=] 1 ! 1 1
o ==
f \\ . .
0.1 1 10 100 1000 10000
Boyut (d.am)
. -
CIRHEE d.nm Pdl
% 0,I'ik BIAFES (pH=T) 869 0,222
— % 0,1'ik Peptid (135-161/FBS (pH=T)| 4,61 0,241
— n=1 Konj. (pH=T) 45 dak 12,2 0,535
— n=1Kaonj. (pH=T) 90. dak 12,5 0,440
n=1 Kaonj. (pH=T) 135, dak 136 0,455
n=1 Konj. (pH=T) 120, dak 154 0,557

Sekil 8.53 pH 7’de hazirlanmis () BSA, () Peptid ve 45 dak. araliklar ile [(#) 45. dak.,
(#)90. dak., 135. dak., 180 dak.] Konjugat (7. Yontem nyep/ngsa=1) igin yapilan
Olciimlere ait boyut degerleri
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7. Yonteme gore npep/npsa=3 orani i¢in gereken miktarlarda peptid ve BSA, PBS tamponunda
¢Oziinmiistiir (Toplam hacim 12 mL olacak sekilde ve 7. Yonteme gore NMI reaksiyon
kosullarinda kullanilmamistir). Daha sonra damla damla HCI eklenerek pH 5’e diisiiriilmiis,
bu pH degerinde ortama EDC eklenerek karistmdaki karboksil gruplarinin 2 saat aktivasyonu
yapilmis ve aktivasyondan sonra karisimin pH degeri damla damla NaOH eklenerek 7’ye
yiikseltilmistir. pH=7"de karisimin konjugasyon icin 1 saat soguk odada karistirilmasindan
sonra 45 dakikalik araliklar ile konjugat Zeta sizer cihazinda analiz edilmistir. Elde edilen

Zeta Potansiyel sonuglar1 Sekil 8.54’te, boyut sonuglari ise Sekil 8.55’te verilmistir.
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257
2017
151

101

siddet (eops)

=200

200

Zeta Potansivel (m%)

CRHEE ZET & POTANSIYEL
— % 0,1'ik B3ASBS (pH=T) -15,0
— 94 0,1"ik Peptid (135-161/PBS (pH=T)| -13,5
= n=3Konj. (pH=T1 45 dak 6,53
——— n=3Kon (pH=T) 90, dak -4.94
n=3Konj. (pH=T) 135 dak 2270
=3 Kong. (pH=T) 120, dak -2,67

Sekil 8.54 pH 7°de hazirlanmis (¢ ) BSA, () Peptid ve 45 dak. araliklar ile [(#) 45. dak.,

(#)90. dak., 135. dak., 180 dak.] Konjugat (7. Yontem npep/ngsa=3) i¢in yapilan
Olctimlere ait Zeta potansiyel degerleri
157 -
. BSA
Peptid KONJUGAT
= 101 oot P T
F—gn
R B /i ™
= ) : '
0.1 1 10 100 1000 10000
Eoynat (d.nm)
Z-bore
CIRHEE d.nm bdl
— %0,I'"ik BSAFES (pH=T) 2,69 0,222
% 0,1'ik Peptid (135-161)/PES (pH=T1| 461 0,241
——— n=3Konj. (pH=T) 45. dak 12,6 0,703
— n=3Konj. (pH=T) 90. dak 20,0 0,766
n=3Konj. (pH=7) 135. dak 20,0 0,756
n=3Konj. (pH=T1 120, dak 19,2 0,723

Sekil 8.55 pH 7°de hazirlanmis (¢ ) BSA, (#) Peptid ve 45 dak. araliklar ile [(#) 45. dak.,
135. dak., 180 dak.] Konjugat (7. Yontem npep/ngsa=3) i¢in yapilan

() 90. dak.,

Olciimlere ait boyut degerleri
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7. Yonteme gore npep/npsa=5 orani igin gereken miktarlarda peptid ve BSA, PBS tamponunda
¢Oziinmiistiir (Toplam hacim 12 mL olacak sekilde ve 7. Yonteme gore NMI reaksiyon
kosullarinda kullanilmamistir). Daha sonra damla damla HCI eklenerek pH 5’e diisiiriilmiis,
bu pH degerinde ortama EDC eklenerek karistmdaki karboksil gruplarinin 2 saat aktivasyonu
yapilmis ve aktivasyondan sonra karisimin pH degeri damla damla NaOH eklenerek 7’ye
yiikseltilmistir. pH=7"de karisimin konjugasyon icin 1 saat soguk odada karistirilmasindan
sonra 45 dakikalik araliklar ile konjugat Zeta sizer cihazinda analiz edilmistir. Elde edilen

Zeta Potansiyel sonuglar1 Sekil 8.56’da, boyut sonuglar ise Sekil 8.57’de verilmistir.
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— n=5Konj. (pH=T) 90. dak 427
n=>5Konj. (pH=T) 135, dak -5,39
n=3 Kong. (pH=T1 180, dak -4.74

Sekil 8.56 pH 7’de hazirlanmis (¢ ) BSA, () Peptid ve 45 dak. araliklar ile [(#) 45. dak.,
(#)90. dak., 135. dak., 180 dak.] Konjugat (7. Yontem npep/ngsa=3) i¢in yapilan
Olctimlere ait Zeta potansiyel degerleri

) R : 1
Peptid KONJUGAT
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= X
Eﬂ | \\
ey
0.1 1 10 1000 1IIIIIIEIIII
Boyut [d.l‘lmj
Z-Ave
CRNEE d.rm Pdl
% 0,1k BSA/FES (pH=T) 8,69 0,222
% 0,1'lik Peptid (135-161WPES (pH=T)| 4.1 0,241
— n=5Konj (pH=T1 43 dak 13,9 0,522
— n=53Konj. (pH=T1 90 dak 223 0,813
n=3Konj. (pH=T) 135. dak 26,0 0,319
n=53Konj (pH=") 120, dak 259 0,915

Sekil 8.57 pH 7°de hazirlanmis (¢ ) BSA, (#) Peptid ve 45 dak. araliklar ile [(#) 45. dak.,
() 90. dak., 135. dak., 180 dak.] Konjugat (7. Yontem nyep/npsa=3) i¢in yapilan
Olctimlere ait boyut degerleri
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Npep/NBsa=1, 3, 5, 7, 9 oranlan i¢in 7. Yontem kullanilarak hazirlanan konjugatlar
karsilastirmali olarak Zeta sizer cihazinda analiz edilmistir. Konjugatlara ait Zeta Potansiyel

sonuclar1 Sekil 8.58’de, boyut sonuglart ise Sekil 8.59°da verilmistir.
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— n=1Konj. (pH=T) 267
=5 Kony. (pH=T) 474
Sekil 8.58 pH 7’de hazirlanmis (¢ ) BSA, () Peptid ve Konjugat (7. Yontem)
(#) npep/npsa=1, () npep/npsa=3, Npep/NBsa=5 i¢in yapilan Ol¢iimlere ait Zeta potansiyel

degerleri
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% 0,1k BSAFPES (pH=T) 8,69 0,222
% 0,1'lik Peptid (135-1613/PBS (pH=T1| 461 0,241
— n=1Konj.(pH=T) 154 0,557
— n=3Konj.(pH=T 19,2 0,723
n=35Konj. (pH=T) 259 0,913
=T Eonj. (pH=T) 30,1 1,000
— =% Konj. (pH=T) 35,5 1,000

Sekil 8.59 pH 7’de hazirlanmis () BSA, () Peptid ve Konjugat (7. Yontem)
(#) npep/npsa=1, (¢) npep/npsa=3, Npep/NBsA=), Npep/NBsa=7, (#) Npep/NBsa=Y icin
yapilan dl¢iimlere ait Zeta potansiyel degerleri
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Npep/NBsa=1, 3, 5 oranlan i¢in 7. Yontem kullamilarak hazirlanan konjugatlarin Zeta sizer
cihazinda elde edilen Zeta potansiyel degerleri Sekil 8.60’ta, boyut degerleri ise Sekil 8.61°de

karsilagtirmali olarak verilmistir.

: : : 1 Zaman(dal)

30 &0 20 120
—— =1 K onjugat
e —=— =3 K onjugat

n=>2 K onugat
_14 f/

-16 J

Zeta Potansivel (mW)
o ot & A e o
1 1 1 1 1 1

Sekil 8.60 pH 7’de hazirlanmis Konjugatlar (7. Yontem) [(#) npep/ngsa=1, (¢) npep/Npsa=3,
Npep/NBsa=5] i¢in yapilan dl¢iimlere ait Zeta potansiyel degerlerinin karsilagtirilmas: (n=0
Tek basina BSA)

78 -
26 -
24 -
22 -
20 - -
18 -
16 -
14
12 4
10 -

k —a— =3 K onjugat

—+— =1 Eonjugat

EBoyut -2 Ave (nm)

=2 Eonjugat

0 : : : | Zaman (dak)
0 20 60 a0 120

Sekil 8.61 pH 7’de hazirlanmis Konjugatlar (7. Yontem) [(#) npep/npsa=1, (¢) npep/Npsa=3,
Npep/NBsa=5] i¢in yapilan dl¢iimlere ait boyut degerlerinin karsilastirilmas: (n=0 Tek
basina BSA)
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Npep/NBsa=1, 3, 5, 7, 9 oranlari i¢in 7. Yontem kullanilarak hazirlanan konjugatlarin Zeta sizer
cihazinda elde edilen Zeta potansiyel degerlerinin orana bagh karsilastirilmas: Sekil 8.62°de,

boyut degerlerinin orana bagh karsilastirilmasi ise Sekil 8.63’te verilmistir.

; Oran Mpepnpss)
-7 1 3 5 7
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Sekil 8.62 pH 7’de hazirlanmus (¢ ) Konjugatlar (npep/npsa=1,3,5,7,9)i¢in yapilan Zeta
potansiyel dl¢iimlerinin orana bagl olarak karsilastirilmasi (n=0 Tek basina BSA)

Boyut -2 Ave (o)
40 -

25 4
30

25 1

= * —e— fipep/npg)

15 p

0 T T T T T l

Sekil 8.63 pH 7°de hazirlanmus () Konjugatlar (npep/ngsa=1,3,5,7,9) i¢in yapilan boyut
Olctimlerinin orana bagl olarak karsilastirilmasi (n=0 Tek basina BSA)
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9. SONUCLAR ve TARTISMA

Bu tez calismamizda 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid hidroklorid kullanilarak
protein ya da peptid molekiillerinin sahip oldugu karboksil (-COOH) gruplarinin aktivasyonu
ve olusan aktif O-agilisoiire ara iiriiniiniin sonrasinda protein ve peptidlerin yapisinda bulunan
amino (-NH) gruplar1 ile baglanmasi sonucu Peptid-Protein kovalent konjugatlar
sentezlenmis ve sentezlenen konjugatlar HPLC, Viscotek, Fluoresans Spektrofotometre ve

Zeta sizer cihazlarinda incelenmistir.

Cesitli yontemlerle ve farkli oranlarda hazirlanan bu konjugatlarin HPLC ve VISCOTEK
cihazlar ile analiz edilmesi sonucu elde edilen kromatogramlar birbirleri ile ortiismekte ve
konjugasyon sonrasinda serbest peptid ve serbest BSA pikinde azalma go6zlenmektedir.
Serbest peptid ve BSA piklerinde goriilen azalma reaksiyon ortamina konulan Peptid ve
BSA’nin konjugasyon sonucu azaldigini1 gostermekte bunun yam sira konjugasyonla birlikte
280 nm’de max. emisyon yapan Trp’in, peptid ve BSA molekiillerinin baglanmasi ve
birbirlerini ¢evrelemesi sonucu daha iceride kalarak sudan uzaklasmasi ve bundan dolayr UV
siddetinin azalmasi ile aciklanabilmektedir. Ayrica konjugasyon olusumu ile gozlemlenen
bulaniklik, konjugasyonun bir kisminin da agregatlasma ile devam ettigini gdstermektedir ve
bu agregatlarin uzaklastirllmasi icin yapilan santrifiijden sonra konjugata ait pikin siddetinde
de azalma olacag diisiiniilmektedir. Sentezlenen konjugatlarin HPLC ve Viscotek cihazlari ile
elde edilen kromatogramlan bu diisiincemizi dogrulamis ve konjugata ait pikin serbest

BSA’ya gore azaldig1 sonuglarimizda gosterilmistir.

Konjugatlarin Fluoresans ol¢iimlerini karsilastirmak icin ilk olarak serbest peptid, serbest
BSA ve Fiziki Karisimlarin fluoresans ol¢timleri yapilmis ve bu dl¢iimlerde; serbest peptidin
353 nm’de, serbest BSA’nin 339 nm’de, fiziki karisimin da 344 nm’de An.x’a sahip oldugu
saptanmigtir. Konjugasyondan sonra ise konjugatlarin An,x degerlerinin fiziki karisima gore
daha kiiciik dalga boyuna kaydigi (blue shift) gézlenmis ve bu degerler 170-188 dizilimli
peptid icin Cizelge 9.1’ de verilmistir.

Cizelge 9.1 n=1, 3 ve 5 oranlar1 i¢in konjugatlarin A, degerleri

Ciran Eonjugat Toplam kayma (hm)
n=1 Amaz= 334 rm {7=10nm kayma)
n=3 Apma=33% nm =5 nm kayma)
=35 Hmaz= 338 tm =6 nm kayma)




130

135-161 peptid dizilimi i¢in de yine serbest peptidin 353 nm’de fiziki karisimin ise 344 nm’de

Amax degerine sahip oldugu yapilan dl¢iimler ile saptanmustir.

135-161 dizilimli peptidin BSA ile 4. Yontem kullanilarak baglanmasi sonucu olusan
konjugatlara ait Ay, degerleri ve tiim konjugatlarin membranl: tiipte santrifiij edilmelerinden
(serbest peptidin ortamdan uzaklastirilmasindan) sonra elde edilen alt ve iist faza ait Apax

degerleri Cizelge 9.2’de 6zetlendigi gibi Slciilmiistiir.

Cizelge 9.2 n=1, 3, 5, 7 ve 9 oranlar1 i¢in konjugatlarin ve bu konjugatlarin santrifiij
edilmesinden sonra olusan alt ve iist fazlarin A,,.x degerleri

Oran Eonjugat st Faz AltFaz Teoplam kayma ()
n=1 Amax=240 nm Anax=2337 nm Anax=203 nm =7 nm kayma)
=3 Amax=342 nim Amax=3 37 firr Amax=302 fitn =7 nm kayma)
n=>5 Amax=242 nm Anax=2337 nim Anax=202 nm =7 nm kayma)
1= Amax=240 nm Amax=3 38 firn Anax=303 fitn =6 nm kayma)
n="5 Amax—244d nm Amax—2336 nm Amax—353 nm =8 nm kayma)

Tablodan da goriildigii gibi ortamda reaksiyona girmemis serbest peptidin bulunmasindan
dolay konjugata ait An.x degeri fiziki karigima daha yakin ¢ikmaktadir. Ancak membranli tiip
kullanilarak santrifiij yapilip tiim serbest peptidin alt faza gecmesi ile konjugat
saflagtirlldiktan sonra iist faza ait Ay, degeri 2 ile 8 nm arasinda kaymakta ve toplam “Blue

shift” artmaktadir.

Farkli konjugatlara ait A, dalga boyundaki 6-8 nm arasinda gozlenen kayma konjugasyon
sonucu BSA molekiillerinin yapisindaki ve peptidin N- ucundaki Trp’in sudan uzaklagtigini
ve hidfobik ortama c¢ekildigini yani BSA molekiilleri ile peptid molekiillerinin baglanmasi

sonucu triptofanil u¢larinin daha iceride kaldigin1 gostermektedir.

Bu degerlerden de goriildiigii gibi tiim konjugatlar n=5 i¢in Fiziki Karigima ait A,y degerleri
ile karsilagtirnlmistir oysa n=7 ve n=9 icin reaksiyon ortamina n=5 oranina kiyasla daha fazla
peptid eklendigi, bunun da A.,,x degerinde BSA’ya gore “red shift”e (peptid molekiiliiniin 353

nm’de An.c’a sahip olmasindan dolayr daha, n=7 ve n=9 Fiziki karigimlarinin A
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degerlerinde daha biiyiik dalga boyuna kaymaya) neden olacagi bilinmektedir. Bu bilgilerden
yola cikarak n=1, 3, 5, 7 ve 9 oranlan icin konjugatlarin serbest peptidlerden ayrildiktan
sonraki A, degerleri goz Oniine alinarak en fazla baglanma ve bunun sonucunda Tiriptofanil
uclarinin sudan en fazla uzaklasma gosterdigi oran n=9’dur ve bundan sonra azalarak sirasi ile

n=7, n=5, n=3 ve n=1 olarak devam ettigi Fluoresans sonuclarindan goriilmektedir.

Konjugatlarin Zetasizer cihazi ile yapilan zeta potansiyel ol¢iimlerinde ise tek bagina BSA’nin
pH=7"de karboksil gruplarinin negatif yiiklii olmasindan dolayr -15,0 mV zeta potansiyele
sahip oldugu olciilmiistiir. Ancak konjugasyondan sonra zeta potansiyel degerleri Cizelge

9.3’de verildigi gibi Olciilmiistiir.

Cizelge 9.3 n=1, 3, 5, 7 ve 9 oranlar1 i¢in konjugatlarin Zeta potansiyel ve boyut degerleri

Oran Boyut (nm) Zeta Potansiyel (V)
=1 8,63 .57
= 19,2 22,67
=5 25,9 474
v 30,1 -6,24
n="=4 355 —

Buradaki Zeta potansiyel degerlerinin -15.0 mV’dan -2 mV ile -6 mV arasina kaymasi, BSA
ve peptid molekiillerindeki negatif yiiklii karboksil gruplarinin konjugasyon sonucu amino
gruplar ile baglanmast ve amid bagi olusturmasi, bunun neticesinde de negatif yiiklerinin
kaybolmasi ile agiklanmaktadir. Amid bagi olusumu ile karboksil gruplan nétiirlestirilmis
boylece konjugatlarin net negatif yiikleri BSA’ya gore azalmis ve buna bagh olarak

zetapotansiyel degerleri sifira daha yakin ol¢iilmiistiir.

Konjugatlarin Zeta sizer cihazi ile yapilan boyut analizlerinde ise serbest peptidin boyutunun
4,61 nm BSA’nin ise boyutunun 8,69 nm oldugu oOlciilmiistiir. Konjugasyondan sonra
konjugatlarin boyut dl¢iimlerinde ise orana bagli olarak lineer bir artis gozlenmistir. Bu da
konjugat olusumunda birka¢ molekiiliin birbirlerine baglandigini ve bunun sonucunda

molekiil boyutunun arttigini gostermektedir.
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Tiim bu bilgiler 1s181nda biz nyep/npsa oramnin diisikk ve yiiksek degerlerinde, konjugat

olusumu acisindan iki farkli model yaklagiminda bulunduk (Sekil 9.1 ve Sekil 9.2).

Sekil 9.1 BSA ve peptid molekiillerinin diisiik oranlardaki konjugasyonu sonucu olusan
konjugat icin diisiiniilen 1. model

Sekil 9.2 BSA ve peptid molekiillerinin yiiksek oranlardaki konjugasyonu sonucu olusan
konjugat icin diisiiniilen 2. model
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