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OzZET

Q HUMMASI HASTALIGINA KARSI TANI KiTi OLUSTURULMASI AMACIYLA
LIiPOPOLISAKKARIT-BSA KONJUGATLARININ OLUSTURULMASI VE
YAPILARININ INCELENMESI

Muhammed Yusuf KANDUR

Biyomihendislik Anabilim Dal

Yiiksek Lisans Tezi
Tez Danismani: Yrd. Dog. Dr. Zeynep AKDESTE

Bu calismada Coxiella burnetii patojeninin sebep oldugu Q Hummasi hastaligi icin basit,
otomasyonu mimkin olan ve ucuz bir tani kiti yapilma amaciyla yeni ELISA plate
kaplamlari elde edilmeye calisiimistir. Glinimiizde bu hastaligin tespiti hastaligindan
suphelenilen canlilardan alinan numunelerle patojenin genomunun aranmasiyla
yapilmaktadir. Bu tani kitini olusturmak igin patojenden izole edilen Lipopolisakkarit
(LPS) biyomolekulii Bovin Serum Albliimin (BSA) proteini ile konjuge edilmistir.

Konjugasyon reaksiyonlari 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidroklorid
(EDC) gapraz baglayicisi varliginda gergeklestirilmistir. Bu ¢apraz baglayici karboksil
gruplarin amino gruplarina baglanmasinda kullanilir. Hidroksil grubu barindiran
biyomolekillerde karboksil grubu olusturmak icin biyomolekiil sodyum periyodat
(NalQ4) ile tepkimeye sokulmustur. Biyomolekil ile protein icin ideal konjugasyon
oranlarinin bulunmasi amaciyla ilk dnce BSA proteini Dekstran biyopolimeri ile konjuge
edilmistir.

Konjugasyon ve saflastirma islemleri gerceklestirildikten sonra konjugatlarin ELISA
platelerine baglanmalari saglanmistir. LPS ile asilanan farelerden alinan kan serumlari
bu ELISA platelerine doldurulup Uretilen antikor miktari tayinini yapilmistir. LPS
molekill kendi basina bu platelere baglanabiliyor olsa da BSA proteinde bulunan yan
zincir gruplari molekiliin daha iyi baglanip yikama islemleri sirasinda ortamdan

Xii



uzaklagmamasini saglar. Oldukga spesifik olan antikor-antijen iliskisinden ve kullanilan
indirek ELISA yénteminden dolayi konjugat ile yapilan antikor tayininin sadece LPS
kullanilarak yapilan tayine gére daha etkili oldugu goérilmdistdr.

Anahtar Kelimeler: Q Hummasi, C.burnetii, konjugasyon, tani kiti, sentetik asi, EDC,
ELISA

YILDIZ TEKNiK UNIVERSITESI FEN BiLIMLERi ENSTITUSU
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ABSTRACT

FORMATION AND STRUCTURAL INVESTIOGATION OF
LIPOPOLYSACCHARIDE-BSA CONJUGATES TO MAKE A DIAGNOSTIC KIT
FOR Q FEVER DISEASE

Muhammed Yusuf KANDUR

Department Bioengineering

MSc. Thesis

Adviser: Assoc. Prof. Zeynep AKDESTE

In this study new ELISA plate coatings in order to obtain a simple, automatable and
cheap diagnostic kit for Q fever caused by Coxiella burnetii pathogen was aimed. The
current method for diagnosing this disease is to look for the genome of the pathogen
on samples obtained from suspected organisms. In order to make the diagnostic kit,
isolated Lipopolysaccharide (LPS) from the pathogen was conjugated with Bovin Serum
Albumin (BSA).

Conjugation reactions took place in the presence of 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)
carbodiimide hydrochloride (EDC) cross binder. This cross binder is used to bind amino
groups with carboxyl groups. Biopolymer containing hydroxide groups was reacted
with sodium periodate (NalO4) in order to form carboxyl groups. BSA protein was
conjugated with Dextran biopolymer initially in order to determine the ideal
conjugation ratio.

After conjugation and purification procedures were completed, the conjugates were
bound to ELISA plates. Blood sera obtained from mice vaccinated with LPS were placed
in ELISA plates for antibody diagnosis. LPS molecule can weakly bind to ELISA plates on
its own but side chains located on BSA protein allows the molecule to bind to the plate
strongly and keeps the molecule from washing out during washing procedures. It was
seen that antibody diagnosis done with the conjugate was better compared to
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diagnosis done with LPS due to highly specific antibody-antijen interaction and Indirect
ELISA methodology used in this thesis.

Keywords: Q Fever, C.burnetii, conjugation, diagnostic kit, synthetic vaccine, EDC,
ELISA
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Q Hummasi olarak bilinen zoonotik hastalik Diinya lzerinde her yerde bulunabilen
Gram negatif Coxiella burnetii patojeninden kaynaklanir. Ozellikle ciftlik hayvanlari
arasinda temas ve vektor araciligiyla hizlica yayilabilen bu hastalik zatlireden deri
dokintilerine endokarditten kalp enfeksiyonlarina farkli semptomlar gosterebilir. Bu
hastaligin yaygin olarak gorilen ve giftci ekonomisine zarar veren semptomlar distk
yapma ve 6lii doguma sebep olmasidir. Ulkemizde yaygin olmamakla birlikte gerekli
tedbirler alinmazsa Q Hummasi kolay bir sekilde 6zel vakadan lilke ¢apinda salgina

donisebilir [1].

GUnumuzde yaygin olarak kullanilan Pasteur asilari, asilari hazirlayan ve asilarin enjekte
edildigi hastalar icin bazi riskler tasimaktadir. Bu risklerin basinda patojenlerin
oldurilmesi veya zayiflatiimasi esnasinda karsilasilan biyolojik tehditler gelmektedir.
Bunun yani sira virlslerin ve bakterilerin farkli sebeplerle gecirdigi evrim hazirlanan
asilarin verimliligini dustrebilir veya agsilari etkisiz hale getirebilir. Bunun gibi
sebeplerden 6tird glinimizde bu geleneksel asilara alternatif asilar arastirilmaktadir.
Bu asilar patojenlerden ziyade patojenlerin hastalik yapici etkeninin izole edilip uygun
tasiciya baglanmasiyla olusur. Hastalik etkeni gesitli protein, peptit veya karbohidratlar
olabilir. Patojen yerine bu biyomolekdllerin kullanilmasi calisanlarin sagliklarina olan
tehditleri azalttig1 gibi patojenlerin evrim gecirmesi durumunda asinin etkinliginde bir

azalma gorilmesinin 6niine geger [2], [3].



1.2 Tezin Amaci

Tezin amaci, giniimizde engelleyici bir asisi ve basit, ¢gabuk sonug¢ veren ve otomize
edilebilen bir tani kiti olmayan Q Hummasi hastaligi igin bir tani kiti olusturmaktir. Bu
amag ile Lipopolisakkarit (LPS) biyomolekllt farkh tasiyici molekilerle konjuge
edilmistir ve elde edilen konjugatlarin in vivo deneylerinde (Balb/c) kullaniimasi
amaciyla gergeklestirilecek olan ELISA metodunda, ELISA plaklarina kaplama olarak

kullanilmak Gizere LPS-BSA konjugatlarinin Uretilmistit

Slovakya Bilim Akademesi’'nde C.burnetti’den izole edilmis hastalik etkeni LPS, Bovin
Serum Alblimin (BSA) tasiyici proteinine ve Poli-N-vinil-2-prolidon-ko-akrilik asit [P(VP-
co-AA)] konjuge edilecektir.

1.3 Hipotez

Hastalik etkeni olan Lipopolisakkarit tasiyici protein olan BSA ile konjuge edildikten
sonra etken protein sayesinde molekil viicut icinde parcalanmadan daha uzun sire
kalabilir ve hedeflenen bolgeye gidebilir. Kan igerisindeki hastalik etkeni bagisiklik
sistemini uyarip B lenfositlerinin salgilanmasini saglar. Bu sekilde bagisiklik sistemi
hastalik etkenini taniyip patojenle karsilastiginda antikor Uretmeye baslayabilir. En
basit tani kitleri standart antikor-antijen iliskisine dayanir ve bu tani kitlerinin basarisi
ELISA analizleri ile gerceklesir. Fakat ELISA platelerini olusturan polistiren malzemesi
her molekiile siki bir sekilde baglanamaz. C.burnetii‘den izole edilen LPS polistirene
zayif bir sekilde baglanabilen zayif bir biyomolekildir ve eger bu antijen polistirene iyi
bir sekilde baglanabilen bir protein ile konjuge edilirse LPS ELISA platelerine daha iyi
baglanabilir. Q Hummasi’na karsi asi yapilan canlida hastaliga karsi antikor Gretimi
varsa ELISA platelerine konulan kan serumu ile birlikte yerlestirilen antijene baglanmasi
gerceklesecektir. Ne kadar kuvvetli baglanma olursa canlinin kanindaki antikorlar o
kadar iyi baglanabilir ve bu sekilde otomize edilebilen kolay ve ucuz bir tani kiti elde

edilebilir.



BOLUM 2

LITERATUR OZETi

2.1 QHUMMASI

1930’lu yillarda Avustralya’nin Brisbane kentinde kesfedilen Q Hummasi, Diinya’nin her
yerinde bulunabilen Coxiella burnetii patojeni ile yayilan, olasi bir B tipi biyo-silah
olarak degerlendirilen zoonoz bir hastaliktir. Bu patojen; zorunlu bir hiicre i¢i Gram
negatif bakteri olup, pleomorfik cubuk seklindedir. Okaryot konak hiicreler icerisinde
katlanma siiresi 20-45 saat arasindadir. Bu hastalik blyik ¢ogunlukta asemptomatik
olmasina ragmen ciftlik hayvanlarinda dusiik yapimina, 6li doguma ve deri dokiimiine
yol acgabilir. C.burnetii bu deri dokintllerinden, diskilardan, sit ve sit Grinlerinden,
plasenta atiklarindan ve kene gibi kan emici vektorler araciligiyla hastalikli
hayvanlardan insan dahil olmak (zere baska konaklara; hava, peruktan (deri ici) ve
temas yolu ile bulasabilir. isvicre’de gerceklesmis olan bir salginda 15 yasinin altindaki
bireylerin daha yasl olanlara gore hastaliga yakalanma riskinin daha az oldugu
saptanmistir. 1989 yilindan beri Q-Vax denilen koruyucu olmayan fakat semptomlari
hafifleten bir asi yalniz Avusturalya’da yiksek risk gosteren bireylerde kullanilmaktadir.
C.burnetii'nin karakteristik 6zelliklerinden biri faz degisimi olarak adlandirilan antijenik
ozelliginin degismesidir. Faz | ve Faz Il olarak adlandirilan iki fazi olan bu organizma ilk
fazinda (PI) diz bir lipopolisakkarit (LPS) ylizeyine sahiptir ve avirllenttir. PI-LPS g
parcadan olusur; hidrofobik lipit A, cekirdek oligosakkarit (i¢c ve dis cekirdek olarak
ayrilir) ve polisakkarit O- antijeni. ikinci fazda (Pll) ise C.burnetii’'nin LPS yiizeyi pirizli
hale gelir ve patojen virlilent hale gelir. PII-LPS PI-LPS de bulunan dis ¢cekirdek ve O-
antijenini barindirmaz. Yapilan calismalar PI-LPS bazl gelistirilen asilarin PII-LPS’ye

gore daha koruyucu 6zellik gosterdigini ortaya koymustur. Fakat C.burnetii patojenin
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kultivasyonun zor olmasi, bu bakterinin oldukca kolay bir sekilde yayilabilmesi, 3.seviye
biyoglvenlik laboratuvarina ihtiyag duymasi bu bakteriden izole edilebilecek ve asi
gelisiminde kullanilabilecek LPS’lerin eldesini oldukca zorlastirmaktadir. Bu ylzden bu
yapilarin kimyasal sentezi, asi Giretimini seri Uretim icin uygulanabilir hale getirmekle
beraber personel saghgi icin de yararhdir [1], [2], [3], [4], [5]-

Q Hummasi klinik olarak polimorfizm karakteristik gosterir yani teshis sadece
sistematik testler ile gergeklestirilebilir. Bu testler, C.burnetii hiicre igi bir patojen
oldugu icin hicrenin kendisini bulmaktan ziyade, alinan numunedeki hiicrelerin
parcalanip zahmetli ve pahali islemler sonucunda DNA taramasi araciliglyla
gerceklestirilir. Bu numuneler kan, plasenta, sit veya canllarin bulundugu ortamdaki
topraktan alinabilir. En dogru sonucu veren numuneler déllenmis yumurta beyazi,
kobay fareleri ve laboratuvar fareleri olarak belirlenmistir. Toplanan numuneler daha
sonra DNA izolasyon kitleri ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) yontemi araciligiyla
C.burnetii genomu varhig icin taranir. immiinofloresans Teknigi (Immunofluoresence
Assay (IFA)) ve ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) yontemleri de bu
patojenin teshisinde anahtar rol oynamistir. ELISA yontemi oOzellikle Faz | ve Faz Il
C.burnetti antikorlarini ayirt edebildigi icin analizlerde blylik 6nem tasimaktadir.
Patojenin varligini kanitlamanin baska bir yolu ise; saghgindan sliphelenen canlidan
alinan dokunun icindeki C.burnetii patojenini gosterecek Akridin Oranj (Acridine
Orange (AQ)) gibi bazik bir boya ile boyamaktir. Coxilla ailesi asidik membran vakuolu
icerir bu da AO gibi bazik boyalarin onlara baglanmasini kolaylastirir. Q Hummasi akut
ve kronik olarak kendisini gosterebilir. Patojene ait Rocky Mountain
Laboratuvarlari’ndan (NIH, MT, ABD) elde edilmis bir resim Sekil 1.1’de verilmistir.
Akut Q Hummasi’'nin yaygin olarak gosterdigi semptomlar; bas agrisiyla gelen uzatilmis
ates, akciger iltihaplanmasi, hepatit, kurdesen, kalp zari iltihabi, meningoensefalit,
ansefalit, lenfosittik menenijit olarak siralanabilir. ilk bulasmadan aylar sonra hastalik
kronik Q Hummasi’'na doénusebilir. Bu form olduk¢a yaygindir, kalp ve damar yolu
iltihaplarina ve hamilelerde diisiige yol agmaktadir. Ulkemizde bu hastaliga ait bulgular
koyun ve dana sirilerinin siit, kan diski, mukus salgilari ve deri déklntilerinden analiz

edildiginde; hastalik tasiyanlarin az olmasina ragmen kene kontroli, hastalarin tespiti



ve karantinasi gibi faktorlerin dizglin yapilmamasi sonucu Q Hummasi hastaliginin

Ulkemiz i¢in bir tehdit olabilecegi kanisina varilmistir [1], [5], [6], [7], [8], [9], [10], [11].

Sekil 2. 1 Coxiella burnetii organizmasi(Rocky Mountain Laboratories, NIH, MT, ABD)

2.2 BAGISIKLIK SISTEMI

Bagisikhk sistemi viicudumuzu hastaliklardan, ozellikle bulasici hastaliklardan ve
yabanci bilesiklerden korumak icin vicudumuzdaki hicre ve molekillerin beraber
calismasi sonucu olusan 6grenme, hafiza ve oriinti tanima gibi ozellikler gosteren
koordine cevap olarak nitelendirilebilir. Yasadigimiz gezegende, etrafimizin hastalik
yapan veya yapmayan mikroorganizmalar ile sarili oldugu duisinilirse bagisiklik
sisteminin canlilarin hayatta kalmasi icin ne kadar 6nemli oldugu anlasilabilir. Bagisikhk
sistemini harekete gecgirmek igin viicuda giren yabanci maddenin veya hiicrenin
patojenik olmasi sart degildir. Bazi durumlarda bireyin bagisiklik sistemi viicudunda
bulunan kendi molekillerinden dolayr harekete gegebilir; bu tlr hastaliklara genel

olarak oto-immiin hastaliklar denir. Mikroplara karsi olusturulan immin cevap;



dogustan gelen bagisikhigin ilk tepkisiyle ve sonradan gelen bagisikhgin gecikmeli
tepkisiyle olur. Dogustan gelen bagisiklik bircok hastalik icin vicudumuzun birincil
savunma hattidir. Bu bagisiklik cesidi viicutta, patojen veya yabanci molekil viicuda
girmeden 6nce bulunan hiicresel ve molekiler tepkilerin toplamidir. Dogustan gelen
bagisikhk sistemi filogenetik olarak oldukca eski bir savunma yontemidir, bu savunma
sistemi bocekler ve bitkilerde de bulunur ve yaklasik 500 milyon yil 6nce yasamis olan
cenesiz baliklarda ortaya ciktigi dustnilmektedir. Bu bagisikhk sisteminin ana
bilesenleri; epitel doku ve bu dokuda olusturulan anti-mikrobiyal bilesikler gibi fiziksel
ve kimyasal savunma hatlari, fagozitik aktivite gosteren makrofaj hiicrelerine benzer
hiicreler ve kanda bulunan proteinlerdir. Fakat viicudumuz biyldugi sirecte maruz
kaldigi ve tanimadigl yabanci hiicreler ve molekillere karsi sonradan bagisiklik da
kazanabilir. Kazanilan bagisikhk olarak bilinen bu tepki sistemi, dogustan gelen
bagisikhgin aksine mikroplari ve molekiilleri detayli bir sekilde taniyabilir, birbirlerinden
ayirt edebilir ve uygun tepkiyi gerektigi gibi verebilir. Ayni patojene birka¢ kez maruz
kaldiktan sonra vicutta bir “hafiza” gelisir ve bu yetenek sonradan gelen bagisikligin
daha esnek olmasini saglar. Bu sistemin ana bilesenleri; lenfosit hiicreleri ve bu
hicrelerin Urettigi antikorlardir. Bu iki bagisiklik sistemi beraber ¢alisarak organizmanin
sagliginin korunmasini saglar. Dogustan gelen bagisiklik savunmanin birinci hattidir
ama bu savunma c¢ok yizeyseldir ve glinimiizde bircok patojen bu savunma cesidine
karsi bagisiklik kazanmistir, bu noktada sonradan gelen bagisiklik devreye girmektedir
ve patojene 6zgli bir savunma gelistirmektedir. Dogustan gelen bagisiklik, sonradan
kazanilan bagisikhk sisteminin uyarilip gelismesini etkilerken, sonradan kazanilan
bagisikhk dogustan gelen bagisiklik sisteminin daha kapsamli olmasini saglayarak calisir.
Sonradan kazanilan bagisikhgin iki cesidi vardir; hiicre aracih (hicresel) ve humoral
(vhacut sivisi aracili) bagisiklik. Hicresel bagisiklik T lenfositleri tarafindan saglanir ve
virls ve bazi bakteriler gibi intrasellller patojenlerin yok edilmesinde rol oynarlar.
Humoral bagisikhik kan ve mukus sivilarinda bulunan ve B lenfositleri tarafindan
sentezlenen antikorlarla saglanir. Antikorlar patojenlerin antijenlerini taniyarak onlari

etkisiz hale getirir ve yok edilmeleri icin isaretler [12].



2.3 SENTETIK ASILAR

GUnumuzde 30’a yakin patojene karsi bagisiklik saglayan 70’den fazla patentlenmis asi
bulunmaktadir ve buna ragmen bu alanda hala asilmasi gereken engeller mevcuttur.
GUnumuzde kullanilan asilar aktivite ve fiziksel parametrelere dayaniklilik bakimindan
yetersizdirler. Bunun yani sira glinimiizde uygulanan asgilama yéntemi igin de farkh
alternatifler aranmaktadir (mukoza tabakasindan, gida ile asilama vb.). Biyoteknolojik
gelismeler giniimizde kullanilan Pasteur Asilar’na givenli alternatif olarak peptit,
protein ve nikleik asitlerin direk olarak kullanilmasina olanak saglamistir. Fakat bu
biyomolekillerin  distk immunojenitesi  kullanimlarini  zorlastirmaktadir.  Bu
molekillerin  konaktaki bagisikhk yanitini arttirmak igin birka¢ farkli yol ileri
strllmustlr. Nano boyuttaki tastyicilarin icine hapsetmek, adjuvan yardimi kullanmak
ve dogal ve/veya sentetik polimerlere baglayarak konaga enjekte edilmesi bagisiklik
yanitini arttirmak i¢in sunulan ¢ozimlerden bazilaridir. Ginlmuizde seri lretimde
kullanabilen adjuvanlarin azlig1 da yeni bagisiklik yanitini arttirici yardimci molekdillerin
arayisini etkilemistir. Sentetik polielektrolitlerin peptit, protein veya karbonhidrat gibi
antijenik ozellik gdsteren biyomolekdllerle konjuge edilmesi ve olusan yeni molekilin
klasik adjuvanlar yerine asi yapiminda kullanilmasi son vyillarda oldukga popdler hale
gelmistir. Bu tir asilar patojen ile direk temas gerektirmedigi icin HIV, sitma, hepatit
hatta kanser gibi biyoglivenlik riski yliksek olan bircok hastalik icin asi Gretimini
mumkiin kilabilmektedir. Zayif immunojenik yanit olusturan bir biyomolekiliin glicli
bagisikhk yaniti alabilen polimerik bir tasiyiciya baglanmasi ile olusan bu asilar humoral
bagisikhik yanitinin olusmasina yardimci olmaktadir. Buna verilebilecek 6rneklerden bir
tanesi Hib olarak bilinen hastalik igin gelistirilmis olan asidir. Bir influenza (grip) tiri
olan bu hastalik bebeklerde ve cocuklarda menenijit gibi ciddi etkilere yol acabilir. Fakat
bu hastalik icin gelistirilmis olan konjugat asi giniimizde bu hastaligin neredeyse
ortadan kalkmasini saglamistir. Bu asilar H.influenzae patojeninin B tipinin
polisakkaritinin difteri toksoidi gibi tastyicilara baglanmasi ile elde edilmistir. Konjuge
astlarin calisma prensibinin; olusan konjugatin bagisiklik yanitinin olusumunda sorumlu
hiicrelerin ylizey proteinleri ile aralarindaki iliskiye bagli oldugu disinllmektedir.
Konjugatin (zerindeki serbest polielektrolitler hiicrelerin yiizey proteinleri ile

kiimelenir, bu kiimelenme esnasinda konjugata bagli olan antijen bagisikhk yaniti
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olusturacak hicrenin reseptorleri tarafindan taninir ve bu bagisiklik yanitin olugmasini

saglar [13], [14], [15].

2.4 POLIELEKTROLITLER

Polielektrolit terimi her ne kadar uzun suredir var olsa da bu molekillerin immdnoloji
alaninda calisiimasi goreceli olarak yeni arastirilan bir konudur. Polielektrolitler anyonik
veya katyonik gruplara sahip ve bu gruplara bagh “counter” iyonlari olan polimer
sistemleri kapsar. Dogada bulunan ya da sentetik olarak Ulretilen biyouyumlu ve
biyobozunur polielektrolit 6zellik gdsteren polimerlerin antijen o6zellikleri gosterdigi
daha once yapilan ¢alismalarda ortaya konmustur (protein, polisakkarit, niikleik asit,
polipeptit vb.). Bu sonuctan yola ¢ikilarak bagisiklik sistemiminin bu molekilleri tanidigi
ve bunlara karsi antikor (lreterek vyanit olusturdugu sonucuna varimistir.
Polielektrolitler katilma ya da kondenzasyon reaksiyonlari sonucunda olusur ve
herhangi bir kimyasal yapidan uygun sayida iyonik grubun kovalent olarak baglanmasi
ve uygun pH'da c¢o6zinmesi saglanarak polielektrolit olusturmak mimkindir.
Polielektrolitlerin farkli siniflandirma cesitleri vardir. TUm monomerleri ayni isaretli
ylklere sahip polielektrolit homopolielektrolit olarak adlandirilirken hem anyonik hem
de katyonik grup barindiran polielektrolitler poliamfolit olarak adlandirilir.

Polielektrolitlerin bulunduklari ortamda davranislarini etkileyen dort ana faktor vardir:

1. Polimere bagli yukli gruplar anyonik ya da katyonik olarak siniflandirilir; bu gruplar
da kendi iclerinde glicli ve zayif asit-baz gruplarina ayrilirlar. Kuvvetli bir polielektrolit
¢Ozeltide tiim iyonlarina ayrisabilirken zayif bir polielektrolit tim iyonlarina ayrisamaz.
Bu sebepten dolayl zayif polielektrolitler ¢ozelti icinde tamamen yukli degildir ve

ortamin pH'ina gore farkl yik degerine sahip olabilirler.

2. Polimer zinciri boyunca uzanan bitisik anyonik ve/veya katyonik ylkler arasindaki
ortalama uzaklk polielektrolitin davranisini etkileyen baska bir ana faktordir. Yik
yogunlugu, iyonik kisimlar arasindaki ortalama uzaklik olarak tanimlanabilir ve bu
ozellik polimerin ¢ozlinlrlik gibi karakterstik ozelliklerini etkiler. Eger bir kopolimerde
her on monomerik birimin birden fazla iyonik kismi varsa tipik bir polielektrolit

davranisi beklenir.



3. Makro iyonun molekil geometrisinde yikli gruplarin dagilimi polimerin diger
polimerler ve ortamiyla olan iliskisini etkiler. Iyonik gruplar bir polimerin {izerinde
bulunabilmekle birlikte spacer dedigimiz ana zincire bagli bir yan zincir lzerinde de

bulunabilir.

4. Disuk molekiler agirligi olan “counter” iyonlari ¢ozeltide bulunan tim sistemin
ozelliklerini etkiler. Ornegin poli(diallildimetilamonyum) polimeri icerisinde CI-
iyonlarinin bulundugu ortamda kolay bir sekilde ¢dziinebilirken igerisinde I iyonlarinin

bulundugu ortamda zor ¢6zlndr [4], [16].

Sentetik polielektrolitlerin bagisikhgl uyandirici etkileri, kendileri immunojenik 6zellik
gostermediginden cazip bir uygulamadir. Cozelti icerisinde ylik tasimayan lineer bir
polimer zinciri diizensiz bir konformosyon gosterirken; ayni ortamda bir polielektrolit
Uzerinde barindirdig yik cesidi ve yik dagihmina gore bir konformasyona girer.
Polielektrolit molekillerin ¢ozelti igerisindeki ¢ozinlrlikleri ortamin iyonik siddetine
baghdir; ortamdaki iyonik siddet arttikca polielektrolit yiiksiiz bir molekil gibi
davranmaya baslar. Bir polielektrolitin bagisiklik sistemini uyarabilmesi icin hedeflenen
antikoru Ureten B lenfositlerinin yiizeyine tutunup bu ylizeyde emilim gosterebilmedir.
Bu yizden polielektrolit ve antijen konjugatlari sentetik asi Uretimi icin oldukca
uygundur; polielektrolitlerin kendileri immiin yanit olusturmamak ile birlikte yapilari
hicre duvarina tutunma ve emilim gosterme saglanacak sekilde dizenlebilir;
polielektrolite bagh olan antijen ise olduk¢a spesifik olan antikor Ureten B-lenfosit
hiicreleri tarafindan taninip onlara dogru egilim gosterecegi icin bu konjugatlarin hiicre

icerisinde diger hiicrelere etkilesime girme ihtimali azalir [4], [14], [16].

2.5 TANIKITLERI

Kullanish bir tani kitinin karakteristik iki kriteri hassasiyet ve 6zgulliktir. Hassasiyet
kriteri, tani kitinin gercekten hastalikli bireyden alinan numunenin pozitif sonu¢ verme
olasiligi olarak tanimlanirken 6zgullik 6zelligi tani kitinin hasta olmayan bireyin negatif
sonuc¢ vermesini saglar; bu degerler olasilik (izerinden degerlendirildigi icin ylizdelik
olarak tanimlanirlar. Hassasiyet ve 6zgilliik, “altin standart” olarak da bilinen hastalikh
ornekler ile saghkli 6rnekleri birbirinden tamamen ayirt edebilen bir referans standardi

ile karsilastirirlar. Bu standardin sonuglariyla altin standardin sonuglari arasinda olan
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fark tani kitinin hata oranini verir. Referans standardinin farkh kullanicilar tarafindan
ayni sonuglari vermesi o tani kitinin tutarlihgini gosterir ve tutarliik zaman zaman bir
tani kitinin performansi icin 6nemli olan tek kriter olmaktadir. Bir tani kiti icin dnemli
olan diger degerler Pozitif Ongérii Deger (Positive Predictive Value (PPV)) ve Negatif
Ongori Degeri (Negative Predictive Value (NPV))'dir. Bu degerler sirasiyla gercek
pozitif ve gercek negatif degerlerin ylzdelerini verir ve hassasiyet ve 06zgilliik
degerlerini vermekle birlikte bir poplilasyonda ilgili hastaligin ne kadar yaygin oldugunu
da gosterir. Tani kitlerinin diger dnemli kriterlerinden olan tekrarlanabilirlik, bir tani
kitinin bir numuneyi her test ettiginde ayni sonucu verme orani ile ifade edilir ve tani
kitinin uzun vadeli kullanilabilmesi igin ylksek olmasi gerekmektedir. Tani kitinin
kullaniminin kolayhgi, cevabi verdigi sire ve istikrari da kullanimini kolaylastiran ve
kullanan kisinin almasi gereken egitimi azaltan kriterlerdir, yani kullanim kolaylastikca
kitin kullanimi yayginlasir. Bir tani kiti olusturulurken belirlenmesi gereken ilk sey kite
ihtiyaci doguran sorundur. Tehlikeli olan bir hastaligin semptom vermemesi, hizli
yayillan bir hastaligin acil tespiti veya invaziv olmayan ydntemlerle hastaligin
belirlenmesinin istenmesi bu nedenler arasinda sayilabilir. Daha sonra kitin
olusturulma amaci belirlenmelidir. Bu amag var olan bir teshisin kalitesini arttirma veya
bu teshisin ulasilabilirligini gelistirmek olabilir. Tani kitinin olusturulmasinda son
basamak s6z konusu hastalik icin var olan teshis yontemlerinin belirlenip, bu
yontemlerin sinirlarinin tespit edilmesidir. Bu basamak tani kitinin olusturulmasini
hizlandirmak ve kolaylastirmakla kalmaz hastaligin hangi yonlerden incelendigini de
belirler. Tani kitlerinin kullaniminin genel amaci stipheli bir canlidan elde edilen doku
Uzerinden o organizmada bir patojenin varhgini dogrulamak veya yalanlamak ya da bir
zamanlar olup olmadigini belirlemektir. Patojenin varligini zararl organizma veya bu
organizmaya 0zgli isaretleyici molekill Uzerinden belirlemek o6zelikle klinik alanda
hastalik kontroli igin kritik 6nem tasimaktadir. Tani kitlerinin tutarl, ucuz ve basit
olmalari ve kisa siirede sonug¢ vermeleri gerekmektedir. Bircok hastalik icin erken teshis
ve miidahale o hastaligin genis kitlelere yayilmasini engellemek icin kritik dneme

sahiptir [17].

Q Hummas! Hastaligi her ne kadar insanlari da tehdit etse de elde ettigi kurbanlar

genel olarak ciftlik hayvanlaridir. Tlrkiye gibi kirsal ekonomiye sahip Ulkeler icin bu tir
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bir hastalik tlkenin gelecegi icin tehdit olarak siniflandirilabilir. Bu hastaligin varhginin
kanitlanmasi igin yapilmasi gereken harcamalar géz o6nidnde bulundurulursa; Q
Hummasi icin basit, in vitro ve ucuz bir tani kitinin (lke ekonomisi i¢cin neden kritik

oldugu anlasilabilir [5], [10], [17].

2.6 PROTEINLER

Biyolojik bir kutlenin kuru agirhginin gogunlugunu proteinler olusturur. Proteinler bir
canlinin temel yapi tasi olmakla birlikte bircok hayati fonksiyonda kritik rol oynar,
yokluklari bu fonksiyonlarin zorlasmasina veya olusmamasina yol acar. Karbon (C),
Hidrojen (H), Oksijen (O), Azot (N) ve bazi durumlarda Kukdrt (S) iceren amino asitlerin
birbirlerine bir karboksil ucu ile amino grubu arasinda kurulan amid bagi sonucu
baglanmasi ile olusan peptitler, canl icinde bulunan saperonlar sayesinde dogru
sekilde katlandiktan sonra proteinleri olusturur. Dogada 20 farkli aminoasit
bulunmaktadir ve her birinin birbirinden ayri biyokimyasal 6zelligi vardir. Bu farkhligi
saglayan yap!i amino asitlerde bulunan radikal grup olarak adlandirilan degisken
gruptur. Her protein bu farkli aminoasit gruplarinin farkli kombinasyonlari sonucu
olusur ve onu olusturan aminoasitlerin yapilarina gore sekil ve fonksiyon kazanir.
Hicrenin cevresindeki madde alisverisinden hiicrenin blylimesi, bélinmesi ve 6lmesini
dizenlemeye, canlinin bagisiklik sistemini olusturmaktan, canliya yapi ve destek
saglayabilen proteinler kimyasal olarak bilinen en karmasik yapiya ve en gelismis
fonksiyon araligina sahiptirler. Her proteinin dogal olarak korudugu (¢ boyutlu yapi
konformasyon olarak adlandirilir. Yapi bakimindan incelenirken proteinler 4 farkl

dizlelmde incelenir;

Birincil yapi=> Aminoasitlerin birbirleriyle kurdugu amid baglari sonucu olusan diz

zincir.

H OH

Amino Grubu H,N—C——C_ Karboksil Grubu

A
Y an zincir

Sekil 2. 2 Bir amino asidin sematik gosterimi
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ikincil yapi = Peptit zinciri izerinde ayni ya da farkli amid baglari arasinda kurulan
Hidrojen baglari ile olusur. Bu baglar karboksil (-C=0) grubundaki Oksijen ve amin (-
NH;) grubundaki Hidrojen arasinda kurulur. Eger bu baglar ayni polipeptit zinciri
Uzerinde gergeklesirse, protein sarmal bir yapi olusturur ve bu yapiya a-heliks denir.
Eger ki bu baglar farkli iki polipeptit arasinda kurulursa akordeon seklinde dizilen B-

yaprak yapisi olusur.

Ugiinciil yap1 = Proteinleri olusturan amino asitlerin yan gruplarinin birbirleriyle ve
etraflariyla etkilesimleri sonucu olusan toplam i¢ boyutlu yapi. Uglincil yapi bir
proteinin fonksiyonu ve bu fonksiyonu gerceklestirme yetenegi ile baglantihdir.
Proteinin seklinin olusmasinda rol alan kuvvetler aminoasitler arasinda olusan van der
Waals etkilesimleri, Hidrojen baglari, elektrostatik etkilesimler ve disulfit koprileridir.
Bu kuvvetler esliginde konformasyon olusturan protein, en dlsik serbest enerjiye

sahip olacak sekilde katlanir.

Dordiinciil yapit =  Birgok protein 50-2000 aminoasit barindirir, boyle blyluk
molekillerin kendi baslarina katlanan alt Gniteleri vardir. Bu alt Unitelerin birleserek
olusturdugu etkilesimler sonucu olusan yapi dordiincil yapr olarak adlandirilir. Alt

Uniteler iplik seklinde (fibroz) ya da kiiresel (globular) olarak siniflandirihr [18], [19].

2.7 BOVIN SERUM ALBUMIN

Bovin Serum Albimin (BSA) sigir kan plazmasindaki toplam proteinin yarisindan
fazlasini olusturan albimin proteinlerindendir. Kolay erisimi ve iyi ¢ozinurlGgi gibi
avantajlarindan dolayr en yaygin kullanilan taslyict immunojenik proteinlerdendir.
Tasidigi cesitli fonksiyonel gruplardan dolayi sik¢a tastyici protein olarak kullanihr.
Molekul agirlig1 66x103 Da olan bu molekdliin 1., 1I. ve lIl. olarak bilinen ti¢ tnitesi vardir
ve her bir Unite A ve B olarak bilinen iki alt Unite icerir. Birincil yapisinda diizenli bir ytk
dagilimi yoktur. Yapisinda hem asidik (Asp ve Glu) hem de bazik (Arg, His, Lys) amino
asitler barindirdigi icin BSA amfoterik ozellik gosterir. BSA proteininin pl degeri pH 5
civarindadir [18], [20]. Sekil 2.2; referans edildigi kaynaktan elde edilen veriler

dogrultusunda PyMOL modelleme yazilimi araciligiyla elde edilmistir.
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Sekil 2. 3 BSA proteinin aktif bolgelerine gore renklendirilmis sekli [20]

2.8 HUMAN SERUM ALBUMIN

Human Serum Alblimin proteini insan kaninda en ¢ok bulunan proteindir ve vicut
boliimleri arasinda sivi akisini dizenleyen ana elementlerdendir. Yag asitlerinin ana
tastyicisi olan bu molekil ayni zamanda birgok ilacin farmakokinetigini etkiler, gesitli
ligandlara metabolik modifikasyon saglar, olasi toksinleri zararsiz kilar ve enzim benzeri
Ozellikler gosterir. Sekil 2.3; referans edildigi kaynaktan elde edilen veriler

dogrultusunda PyMOL modelleme yazilimi araciligiyla elde edilmistir.
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Sekil 2. 4 HSA proteinin aktif bolgelerine gore renklendirilmis sekli [21]

2.9 DEKSTRAN

Dekstran dogada kolaylikla bulunabilen biyo-uyumlu ve viicutta parcalanabilen seker
iceren bir biyopolimerdir. ilk kullanim alani plazma genisletici olan bu biyopolimer ¢ok
gecmeden ilag tasimadan yara Ortlsine bircok farkh saghk alanin en gozde
molekiillerinden olmustur. Ozellikle cesitli hidro-jel olusturma yéntemlerine izin
vermesi, kolay bir sekilde okside olabilmesi ve ucuz olmasi onu ilag sektériinde popliler
yapmistir. Bircok anti-kanserojen ilag ile olusturabildigi konjugatlar ile hedefli ilag
sistemlerinin incelenmesinde kullaniimistir. Karboksimetil dekstran, okside dekstran ve
amino-dekstran bu alanda en sik kullanilan dekstran tiirevleridir. Her ne kadar dekstran
tirevlerinin ¢ogu klinik 6ncesi asamayl gecememis olsa da okside dekstran ile
olusturulmus konjugatlardan bazilari Faz 1’i gecebilmistir. Fakat bu modifikasyon tiiri
biyo-uyumlulugu azaltip toksik sonuglara yol agabilmektedir. Bunu engellemek icin
dekstranin karboksil ucunu aldehite ceviren NalOs miktarina dikkat edilmelidir [22],

[23].
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Sekil 2. 5 Dekstran polimerinin monomeri [23]

2.10 GAPRAZ BAGLAYICILAR

Capraz baglayici olarak bilinen kimyasal reaktifler biyokonjugasyon reaksiyonlarinda
molekillerin birbirlerine kovalent bag kurmasini saglar. Bu reaktiflerin uygulama
alanina gore farkl cesitleri vardir ve biyomolekiillerin isaretlenmesinde, capraz
baglanmalarinda ve kii¢ciik molekillerin daha buyik molekilleri hedefleyip bu
molekillere baglanmasinda kullanilabilir intermolekiiler ve intramolekuller baglarin
olusmasinda rol oynayabilirler. Capraz baglayicilar aktif bagin sagindaki ve solundaki
radikal gruplarin tirlerine gére homobifonksiyonel ve heterobifonksiyonel olabilirler.
Baglanan iki molekil arasinda 0-20 A° (1 A°= 1 x 10%m) uzunlugunda “spacer” (ara
bulucu) molekil bulunur. Bu molekiil, bir protein molekiliiniin reaktif grubuyla ikinci
bir molekiliin reaktif grubu arasinda bir ip gorevi gorecek sekilde baglanir. Bu
baglanma sonucunda antijenik molekiliin tasiyici ylzeyinden daha fazla g¢ikabilmesine
olanak saglayip ulagilabilirligini kolaylastirir. Bunun sonucunda antijenin olusturdugu
immun yanitin etkisi artar. Arabulucu molekil en fazla 6 metilen zinciri icerdigi ve
baska fonksiyonel grup bulundurmadigl icin beklenmeyen yan reaksiyonlar ve
istenmedik immiin cevaplar olusturmaz. Capraz baglayicilar ile olusan konjugatlar,

konjugasyonu olusturan molekdillerin biyolojik aktivitelerini birlikte tasir [18].
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Homobifonksiyonel Capraz Baglayicilar

Homobifonksiyonel ¢apraz baglayicilar; karbon zincirinden olusan bir arabulucunun
simetrik, iki 6zdes reaktif grubuna baglanmasiyla olusur. Yani bu baglayicilar; iki
proteinini olusturan aminoasitleri, amino gruplarindan ya da karboksil gruplarindan
birbirlerine baglayabilir fakat bu amino asitlerden birinin amino grubuna digerinin
karboksil grubuna baglanamaz. Bu 6zellikleri homobifonksiyonel gruplari farkl assay ve
hedefleme ¢alismalarinda kullanilabilmelerini saglar. Fakat homobifonksiyonel ¢apraz
baglayicilar ile olusan konjugatlar yeteri kadar tanimlanamamakla birlikte, konjugasyon
esnasinda olusan ara Urln kendi icerisinde diger bir fonksiyonel gruba baglanarak
intramolekiller konjugat olusturabilir. Ayrica ¢apraz baglayicinin ilk protein ile
olusturdugu ara Uriin, ortamda bulunan ayni cins proteinlere baglanabilmektedir. Farkli
bir capraz baglayicinin aktif ara Grln ile baglanarak ayni molekiliin polimerizasyonu
icin ikili (dimer), GclG (trimer) seklinde adim adim ilerlemesi ve tek monomerden
olusan oligomer zinciri olusturmasi gereklidir. Homobifonksiyonel ¢apraz baglayicilarin
kullanildigl tek basamakh konjugasyon reaksiyonlarinda konjugat olusumu tam olarak
tanimlanamamis énemli bir basamak ve problemdir. Bu reaksiyonlarin gergeklesmesi
icin tim reaktifler karisima ayni anda katilmalidir. Bu olumsuzluklarin 6niine gegmek
icin iki basamakli reaksiyon prosediri olusturulmustur. Bu prosediirde birinci protein
moleklli ¢apraz baglayic ile aktive edilir. Bu islem sonucunda olusan yan {riinler
ortamdan uzaklastirilir ve aktive edilmis protein saflastirilir. Protein saflastirildiktan
sonra konjuge edilecek ikinci molekil birinci molekil ile karistirihr. Fakat bu islem
sirasinda aktive edilmis protein saflastirilirken hidroliz olabilir ya da ilk molekdl
kendisiyle polimerize olabilir; bu istenmeyen durumlar reaksiyon verimini

disirmektedir.
Heterobifonksiyonel Capraz Baglayicilar

Heterobifonksiyonel c¢apraz baglayicilar uzun karbon zincirinden olusan ve iki
molekilin farkli fonksiyonel gruplarina kovalent olarak baglanan molekdillerdir. Yani bu
capraz baglayicilar; iki protein molekilini birbirlerine bir proteini olusturan amino
asitlerden bir tanesinin karboksil grubundan diger proteini olusturan amino asitlerden

bir tanesinin karboksil grubundan baglanabilir ama iki amino asidi birbirlerine amino
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veya karboksil gruplarindan baglayamaz. Bu 06zellik heterobifonksiyonel ¢apraz
baglayicilarin konjugasyon isleminde daha iyi kontrol gostermesine sebep olur. Bu
baglayicillar ile gerceklesen konjugasyon birka¢c basamakta gerceklesir. Birinci
basamakta ilk biyomolekil heterobifonksiyonel c¢apraz baglayicinin aktif ucuna
baglanarak modifiye edilir. Bu molekil daha sonra farkli yontemlerle ortamda bulunan
serbest reaktiflerden ve/veya aktive edilmemis molekiillerden uzaklastirilir. ikinci
molekil eklenmeden 6nce ara Urldnin kararliiginin bozulmamasi icin, baglayici
molekilinin en az bir tane suda ¢oOzlinebilen fonksiyonel gruba ihtiyaci vardir. Bu
coklu basamakli konjugasyon reaksiyonlarinin veriminin (konjugatin boyutu,
bilesenlerin oranlari vb.) kontrol edilmesini kolaylastirir. Konjugatin yapisi, ilk proteinin
baslangic modifikasyon derecesine baglh olarak eklenen ikinci proteinin miktariyla
degistirilebilir. Yani heterobifonksiyonel c¢apraz baglayicilar aracihgiyla kullanim
amacina gore Ozel konjugat dizenlemek homobifonksiyonel capraz baglayicilarin
kullanildigi reaksiyonlara kiyasla oldukca kolay olur. Heterobifonksiyonel capraz
baglayicilar, baglayacagl molekiillere gore iki farkli fonksiyonel grup veya bir arabulucu
icerebilir. Fonksiyonel gruplar veya barindirdiklari ara bulucular ¢apraz baglayicilarin

secilmesinde kullanilan ana parametrelerdir.

Peptit-protein ve protein-protein konjugasyonlarinda en sik kullanilan c¢apraz
baglayicilar karbodiimidler olarak bilinir. Suda ¢6zlinen ve ¢6ziinmeyen siniflari
bulunan bu gapraz baglayici grup, primer aminlerin karboksilat gruplariyla amid bagi
kurmasina ve fosfat gruplarinin amino gruplariyla fosfoamid bagi kurmalarina yardimci
olur. Karbodiimidlerin en blylk avantaji zero-length ¢apraz baglayici yani direkt
capraz baglayici sinifinda olmalaridir. Bu baglayicilar iki molekili aralarinda herhangi
bir grup ya da atomun olmasini engelleyecek sekilde birbirine baglar. Bir¢ok
konjugasyon reaksiyonunda molekillerin birbirine baglanmasi icin yapiya yabanci bir
madde katilir ve bu katilan madde her zaman hedeflenen amaca uygun olmayabilir.
Biyokimyasal konjugatlarin yapiminda, biyolojik molekillerin biylk bir kismi sulu
ortamda ¢6zlinebildigi icin karbodiimidlerin suda ¢6ziinen formlari tercih edilir. Amin
gruplariyla olusabilen Ure kokenli yan Urlinlerin de suda ¢6ziinebilmeleri saflastirma
islemlerini kolaylastirmaktadir. Organik ¢6zliclide ¢ozlinebilen karbodiimidler ise peptit

sentezinde ve organik ¢ozlciilerde ¢ozlinebilen konjugat olusumunda kullanilir. EDC
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veya EDAC olarak bilinen 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid ¢apraz baglayicisi
biyolojik molekillerin konjugasyonunda en sik kullanilan karbodiimid baglayicidir. Bu
baglayici ile olusan reaksiyon sonucu meydana gelen yan Urinler de suda ¢ozlinebildigi
icin, bu yan Urinler diyaliz gibi basit ayirma islemler ile ortamdan uzaklastirilabilir.
Fakat EDC sulu ortamda kararsiz bir yapiya sahip oldugundan dolayr -20°C'de
depolanmalidir. Primer amin ve karboksil iceren birgok molekul EDC yardimiyla konjuge
edilebilir. Bu reaksiyon esnasinda karbodiimid Uzerindeki karbon atomuna komsu
goreceli olarak daha elektronegatif iki azot atomundan dolayl karbon atomu kismi
olarak pozitif (+) ylik kazanir. Bu durum karboksilat anyonlarinin baglanabilecegi uygun
bir ortam olusturur. N-substitute karbodiimidler karboksilik asitler ile reaksiyona
girerek oldukga kararsiz ve reaktif O-agilisolire ara Grlinln{ olusturur. Daha sonra bu
ara Urlin primer amin gibi niikleofil 6zellik gosteren gruplar ile reaksiyona girerek amid
bag Uzerinden konjugat olusumunu saglar. Fakat bu yontem peptidlerde ve
proteinlerde bulunan amino asitlerin kendi iclerinde bag kurmasina sebep olabilir [18],

[24], [25].
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Sekil 2. 6 EDC capraz baglayicisinin sematik gosterimi
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Sekil 2. 7 EDC capraz baglayicis ile gerceklesen konjugasyon reaksyionunun sematik
gosterimi

2.11 KONJUGASYON REAKSIYONLARI

Konjugasyon reaksiyonuna baslamadan 6nce biyolojik molekilin seker ucunu daha
reaktif olan aldehit ucuna cevirmek gereklidir. Bu degisim, proteinlerin sadece istenen
alana baglanmasini saglar. Aminler ile bag kurmak istemeyen hidroksil gruplarini bag
kurmaya yatkin aldehitlere cevirmenin en kolay yolu periyodat oksidasyonu olarak

bilinen yontemdir. Reaksiyon sonunda biyomolekiiliin IUPAC numaralandirmasina gore
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2 numarali karbon atomunda aldehit grubu olusur ve karbon atomlarindan biri
formaldehite donislp biyomolekil zincirinde bir ug cis-glikol olusumuna yol agar. Bu
yontem biyomolekiil (izerinde secici ve spesifik bir sekilde reaktif aldehitlerin kolayca
ulasilabilir bélgelerde olusmasina yol agar ve bu sonraki reaksiyonlarin daha kolay bir
sekilde olusmasini saglar. Proteinden dontisen bir karbonhidrat polimeri kendiliginden

bir arabulucu kol barindirir bu da sonraki konjugatlarin olusmasini kolaylastirir [26].

Antijenlerin zayif olan immunojenik yanitlarini arttirmak, vicut icindeki omurlerini
uzatmak ve antikor olusturabilmek icin gerekli boyuta ulasmasini saglamak icin lineer
polimerlerle konjugasyonlarinin  gerceklesmesi  yaygin  olarak  kullanilan
yontemlerdendir. Konjugasyon islemi icin en sik kullanilan lineer polimerlere 6rnek
olarak Poliakrilikasid (PAA), Poli-N-vinil-2-prolidon (PVP) ve Polisetilpiridin verilebilir.
Konjugasyon reaksiyonun gerceklesmesini saglayan ana etken elektrolit molekdllerin
yukli bolimleri arasindaki etkilesimlerdir. Polimer-peptit konjugasyonlari igin bu
gruplar polimerlerin karboksil (-COOH) ve proteinlerin amino (-NH2) gruplari arasindaki
etkilesimlerdir. Proteinlerin fonksiyonel gruplarinda bulunan yikler de konjugasyon
reaksiyonun verimini etkileyebilir. Biyomolekil-protein konjugasyonlarinin sagladigi

avantajlar;

eBiyomolekiil modifikasyonu saglamak ve hidrofobik olanlarin sudaki ¢ézUnUrlGgiini

arttirmak,
eBiyomolekillerin bolgesel etkilerini arttirmak,
eBiyomolekiillerin bagisiklik sistemi Gizerindeki etkisini arttirmak,

eBiyomolekillerin bulunduklari organizma igerisinde daha uzun siire etkili olmasini

saglamak; seklinde siralanabilir.

Sentetik biyomolekiller ile polielektrolitler arasinda kurulan biyokonjugatlarin giicli
koruma o6zellikleri onlari yeni nesil asi gelisiminde ideal adaylar arasina koymustur. Ayni
sekilde bu asilar ile olusturulan koruyucu antikorlarin ve patojenlerin barindirdigi
antijenlerin olusturdugu cokelme reaksiyonlari az hataya yer veren kolay ve ucuz tani

kitlerinin olusturulmasi icin idealdir.
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Sekil 2. 8 Hidroksil grubu bulunan polimer ile proteinlerin aminoasitleri arasinda
kurulan konjugasyon reaksiyonun sematik gosterimi [16]
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BOLUM 3

KULLANILAN MALZEMELER

3.1 DENEYSEL CALISMADA KULLANILAN CiHAZLAR
e Finepipette Micropipet (1-10 ml, 100-1000 ul, 5-50 ul)
e WTW pH level 1 pH metre
e Sartorius CP 225D Hassas Terazi
e Hettich Eba20 Santrifiij Cihazi
¢ Heildolph MR 3000 Manyetik Karistirici
e Heildolph MR 3001 Isiticili Manyetik Karistirici
¢ Milipore-Q Gradient Ultra Saf Su Cihazi

e Viscotek 4 detektorli GPC (SEC) Sistemi (Viscotek TDA 302 (i¢li detektor dizisi,
Viscotek Model 2501 UV detektori, Viscotek GPCmax VE2001 6rnek moduli

kisimlarindan olusur.)
e Shimadzu Diol 300 kolonu

e Malvern ZEN 3600 Zetasizer Nano ZS Zetapotansiyel ve Parcacik Boyut Olciim
Cihazi

e Shimadzu IR-Prestige Furier Transform Infrared Spektroflorometre
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3.2 DENEYSEL CALISMADA KULLANILAN GOZELTILER
3.2.1 Asetat Tamponu (pH=5.0)

5,72 ml asetik asit, ultra saf su icerisinde toplam hacim 2 litre olacak sekilde
seyreltilmistir. Manyetik karistiricida asetik asit ¢ozeltisinin  homojen olmasi
saglandiktan sonra 17,53 gr. NaCl eklenmistir ve co6zeltinin son pH degeri 5 e

ayarlanmistir.

3.2.2 PBS Tamponu (pH=5.0/7.0)

2,6807 gr Na;HPO4.7H,0 (Mw=268,07 g/mol) 500 ml ultra saf suda ¢6ziindikten sonra
1,56 gr NaH;P04.2H,0 (Mw= 156,01 g/mol) 400 ml ultra saf suda ¢oziinmustir. Bu iki
¢Ozelti kanistirildiktan sonra ¢ozeltiye 8,766 gr NaCl eklenmis ve karisimin pH't 7 olacak
sekilde ayarlanmistir. Karisimin son hacmi ultra saf su ile 1 L olacak sekilde

ayarlanmistir.

3.3 DENEYSEL CALISMADA KULLANILAN OLCUM YONTEMLERI

3.3.1 Fourier Transform Infrared (FTIR)

1950 yilinda Elliot ve Ambrose kizil 6tesi (infrared; IR) spektroskopinin proteinlerin
ikincil yapilari hakkinda bilgi elde etmek icin kullanilabilecegini kesfetmistir. Fakat bu
‘80’li yillarda icat edilen Fourier Transform Infrared cihazinin gelismesine kadar yaygin
bir sekilde mimkin olmamistir. Infrared spektroskopisi eski ve genis bir uygulama alani
olan bir analiz yontemidir. Infrared spektrumundaki dalga frekansi molekiiler titreme
hareketinin olusturdugu frekans ile aynidir (1-100um; 10-10.000 cm™ dalga boyu), bu
ortak frekans molekillerin bu yodntemle incelenebilmesine olanak saglar. Birgok
analizde infrared spektrumunun orta bélgesi (4.000-400 cm™) kullanilir. Bu bolgede
metil veya metilen grubunda bulunabilen C-H baglarinin esnemesi ve amid baglarinda
bulunabilen C=0 baglarinin esneme hareketleri gorilebilir. Sadece 3 atomdan olusan
bir molekiliin olusturdugu titresim hareketi bile incelenmesi zor bir titresim hareketi
yapabilir, fazla sayida atom iceren molekiller icin binlerce titresim hareketi olabilir.
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Absorpsiyon bazli diger analiz yontemlerinin aksine FTIR’da optik bir dalga boyunun
ayrilmasi yoktur. Tim 1sima interferometre denilen cihaza yénlendirilir, 1Isima buradan
numuneye oradan da detektore gider. Dalga boylari daha sonra matematiksel olarak
detektorden alinan verilere gore hesaplanir; bu islem bilgisayarlarla bile zor bir islemdir

[27].

Bu calismada FT-IR analizleri -OH gruplarinin belirlenmesi amaciyla 3200-3650 cm™
tayflarinda olusan pikler ve karboksil gruplarinin belirlenmesi icin 1680-1850 cm™

tayflarinda olusan pikler incelenmistir.

3.3.2 Molekiiler Eleme Kromatografisi (Gel Permeation Chromatography (GPC))

Molekilleri birbirlerinden ayirmakta en sik¢a kullanilan parametre molekiillerin
molekiler agirhigidir. Molekiler agirhgin yani sira molekilin sekli de ayirma
islemlerinde kritik rol oynamaktadir. Kromatografi ¢esitli molekdllerin incelenmesi ve
karakterizasyonu icin en sik kullanilan ve en glvenilir yontemdir. Bu yontemde
incelenecek molekiiller bir hareketli faz icerisinde ¢6zinilr. Bu fazi olusturan ¢ozelti ilk
once incelenecek molekil olmadan kromatografi cihazindan gegirelecek base-line
alinir. Daha sonra incelenecek molekili barindiran hareketli faz kolon olarak bilinen
sabit fazdan gegirilir. Molekillerin bu sabit faz ile olan degisik iliskileri kromatografi
yonteminin molekilleri birbirinden ayirmakta iyi olmasinin ana sebebidir. Jel
gecirgenlik  kromatografisi (GPC) ya da diger adiyla molekiiler eleme
kromatografisinde (SEC) molekiller buyikliklerine gore jelin icinde bulunan deliklerin
degisen delik genislikleri vasitasiyla ayrilir. GPC kolonun sonunda molekilleri analiz
etmek icin ultraviyole (UV), 1sik sacilmasi (RALS) ve kirilma indisi detektorleri
bulunmaktadir. Calismamizda kullanilan protein ve polimerlerin molekuler agirliklari ve
boyutlar farkhdir. Proteinler polimerlere kiyasla daha kiigclik bir yapiya sahiptir bu da
onlarin kolonda daha uzun siire kalmasina yol agacaktir fakat bliylk bir yapiya sahip
olan polimer kolon icindeki gozenekler ile daha az etkilesim icerisinde olacag igin

kolondan daha kisa siirede ayrilacaktir [18], [28].
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3.3.3 Zeta Potansiyel Ve Boyut Olgiimleri

Cozelti icerisinde ¢bzinmus peptit, protein, polimer ya da bunlarin karisimlarinin
ortalama boylarini 6lgmek icin zeta potansiyelinden sikca yararlanilir. Olgiimler 633 nm
dalga boyunda 4,0 Mv He-Ne lazer ile 25 °C'de Foton Kolerasyon Spektroskopisi
Yontemi ile yapilmigtir. Ortamin viskozitesi 0,8872 cP ve kirilma indisi 1.33 olarak
alinmistir. Bltin numuneler 6lgiim Oncesinde 0,22 um’lik filtrelerden gegirilmistir.
Dinamik Isik Sagilmasi yontemiyle partikiil boyutunun hesaplanmasi Stokes-Einstein
(Denklem 3.1) denklemine dayanir [29]. Bu denklemde k;Boltzman sabiti, T; mutlak

sicaklik, n; ¢6zilcl viskozitesini temsil etmektedir.

_ kT
J.ra.R

(3.1)

Sulu c¢ozeltiler icerisinde yukli iyonlar arasindaki etkilesimler sonucu zit yukla
molekillerin hayali bir ylizeye yapistigl ve ayni yukli molekiillerin bu ylzeyden itildigi
bilinmektedir, bu ylizeyin adi Stern katmani olarak bilinir. Bu katmanin ilerisinde
molekdiller serbestce diflize olabilmektedir ve bu alanin bir kismi kayma diizlemi olarak
bilinir; bu hayali diizlemde zit yiikle molekdller partikile yaklasmaya zorlanirken ayni
yukli molekiller partikiilden uzaklasacak sekilde hareket eder; bu diizlemin 6tesinde
ise molekiller elektrostatik etkilesimden bagimsiz olarak hareket eder. Molekiliin
Stern bolgesindeki elektrik potansiyeline Stern potansiyeli, kayma dizlemindeki
elektrik potansiyeline ise Zeta potansiyeli denir ve bu potansiyel Henry denklemine
(Denklem 3.2) gore hesaplanmaktadir. Bu bagintida U g; elektroforetik hareketlilik, €;

ortamin dielektrik sabiti, n; ortamin vizkositesi, f(ka) ise Henry fonksiyonunu temisil

etmektedir
Ug= 2.z.zf.(ka) (3.2)
3.1
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Sekil 3. 1 Negatif ylikli parcacigin Zeta potansiyeli [25]

3.3.4 ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay- Enzime Baglanan immiinoemici

Analiz)

1971 yilinda Engvall ve Perimann tarafindan gelistirilen bu yontem c¢ozeltiler icerisinde
hedeflenen bir proteinin analiz edilmesinde ve miktarinin bulunmasinda kullanilir.
imminolojide bircok yenilik getiren bu ydntemin medikal arastirmalarda sikca
kullanilmak ile birlikte gidalarda alerjen molekiillerinin ve hastaliklarin tespiti gibi ticari

kullanimlari da bulunmaktadir [30].

1975 yilinda Kohler ve Milstein tarafindan gelistirilen antijen-spesifik monoklonal
antikorlarin Uretilmesi; karmasik protein karisimlari icerisindeki bireysel molekillerin
tespitini daha da verimli kilmistir. ilk calismalarda molekiilleri etiketlemek amaciyla
radyoaktif izotoplar ile etiketlenmis antikorlar kullanilsa da zamanla saglk agisindan
daha uygun olan floresant boyali antikorlar kullanilmaya baslanmistir. Standart bir

ELISA islemi 4 temel basamaktan olusur.
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1. Kaplama: Antijenlerin direk veya dolayl olarak polistiren mikroplate gukur

duvarlarina tutturulmasi.

2. Plate Blokesi: Farkli molekillerin duvarlarda bulunan serbest baglanma

bolgelerini doldurmak igin eklenmesi.
3. Belirleme: Antijenlerin spesifik antikorlarina baglanmasi icin inkiibasyonu.

4. Sinyal Olgiimii: Antikora baglanmis etiketten elde edilen sinyalin 6lg¢imii

[30], [31].

Tipik bir analizde bir protein karisimi igerisinde bulunan antijen direk veya dolayh
adsorpsiyon ile antikor araciligiyla mikroplate duvarina tutturulur. Plate daha sonra
bloke edilir ve antijen belirlenir. Bu belirleme floresant boya araciligiyla veya sinyal
Ureten bir enzim araciligiyla olabilir. Enzimin kullanildigi durumlarda uygun substrat
eklenmelidir. Uretilen sinyal antijen konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Basamaklar
arasl ylkama yapma sadece yiliksek baglihk gosteren molekiillerden sinyal alinma

olasiligini arttirir [30], [32].

Antijenlerin mikroplate duvarlarina immobilize edilmesinin birkag¢ yolu vardir. Bir¢ok
protein bazik ortamda polistiren duvarlara sikica baglanabilmektedir. Fakat istenen
antijenin miktari az ise veya duvara baglanma yetenegi yoksa dolayli veya sandevig
baglama yontemi kullanilabilir. Dolayll baglama yonteminde istenen antijene 0Ozel
antikor duvara baglanir. Bu sekilde istenen antijen antikor antijen sayesinde
sabitlenmis olur. Sandevi¢ baglama yonteminde ise iki farkl antikor kullanilir; bu
antikorlardan biri duvara digeri de karmasik protein ¢ozeltisinde az miktarda da olsa
bulunan antijene baglanir. Bu yontemde monoklonal veya poliklonal antikorla
kullanilabilir. Monoklonal antikorlarin kullanimi karmasik bir ¢ozeltiden bir antijenin
izole edilebilmesini saglarken poliklonal antikorlar bircok antijenin karisimdan izole

edilebilmesini saglar [30], [32], [33].
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Sekil 3. 2 Farkli ELISA metotlarinin ¢alisma prensipleri [30]

3.4 KONJUGASYON

Onceki yapilan calismalarda BSA proteini ve P(VP-co-AA) ko-polimeri arasinda yapilan
konjugasyonlar farkli oranlarda olusturulup incelenmistir. Bu ¢alismadan elde edilen
verilerin bu tezde yapilan galismalarin birbirleriyle paralel olmasi beklenmektedir. Bu
calismada da en iyi konjugasyon oranini bulmak igin konjugasyonu olusturan
molekiller farkl oranlarda birbirleriyle kanstirilmistir [29]. Olusturulan BSA-LPS ve
P(VP-co-AA)-HSA konjugatlar fosfat tampon c¢ozeltisi (Phosphate Buffer Solution-PBS;
pH=7.0) icerisinde, P(VP-co-AA)-HSA kompleksleri ise 0,15 M NaCl iceren sodyum
asetat tamponu (pH=5.0) icerisinde ¢dziinmuistir. Konjugasyonu olusturan etkenlerin
oranlari asagida verilen denklem esliginde hesaplanmistir.  Protein-polimer
konjugasyonlari degisen mol oranlarinda ideal sonucu bulmak amaciyla yapilmistir.
Denklem 3.1 ve 3.2’de gosterilen esitlikler ilk dnce polimeri sabit tutup protein mol
miktarinin arttigl sollsyonlarin hazirlanmasinda kullaniimistir, sonrasinda ise ayni
esitlikler sabit protein mol sayisi ve degisen polimer miktarini hesaplamak igin
kullanilmistir; bu sekilde en uygun konjugasyon miktarlarinin  bulunmasi
hedeflenmistir. Denklem 3.1 ve 3.2’de n; mol sayisi, ¢; derisim (mg/ml) ve Mw

molekiler Agirhgr’ni (Da) sembolize etmektedir [29].
npsa/Nips=(Casa. MWips) /(CLps. MWgsa) (3.3)

Nusa/ (Npp-co-aa)) = (Csa- MWpp-co-aa)) / (CP(vP-co-an). MWHsA) (3.4)
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BOLUM 4

DENEYSEL KISIM

4.1 P(VP-co-AA) SENTEZ

Galsma esnasinda denenen polimerden biri olan Poli-Vinli-2-pirolidon-ko-Akrilik Asit
polimeri (P(VP-co-AA)) laboratuvarimizda sentezlenmistir. Sekil 4.2 toplanan veriler
dogrultusunda ChemSketch yazilimi ile elde edilmistir. Akrilik asit ve vinilpirrolidon-2
tetrahyrdofuran (THF) icerisinde karistirildiktan sonra benzoil peroksit ve kobalt
naftanat ortama eklenmistir. Bu islemler esnasinda sicaklik 65-70 °C’ de tutulmustur.
Polimerizasyon N; gazi varliginda 3 saat surmdistir. VP-AA kopolimeri kirli beyaz
kristalin kati seklinde olusmustur. Reaksiyon sonucunda kopolimer ¢okelti olarak elde
edilmistir. Cokelti filtre edilip ve 40 °C’ de vakum etivde kurutulmustur. Reaksiyon
sonucunda verim % 98,5 dir. Sentezlenen polimerlerin karakterizasyonu FT-IR analizi ile
gerceklestirilerek, molekil agirhgi (Mw) hesaplamasi yine 4 detektorlii GPC cihazinda
elde edilen sonuclar ile yapilmistir. Bilesenlerin molar oranlari VP:AA= 2:1 olacak
sekilde polimer sentezlenmistir ve molekiler agirligi 60 kDa olarak bulunmustur.
Poliakrilik asit (PAA) birincil ve ikincil immin yanitlarinin olusmasini saglayan gigli bir
adjuvandir ve bircok calismada immin yanitlarinin incelenmesi icin iyi bir model
olmustur. PAA’'nin  toksik  6zelligini azaltmak igin  N-vinil-2-pirolidon ile
kopolimerizasyonu Petrov ve arkadaslari tarafindan incelendiginde olumlu sonug elde

edilmistir [25].
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Sekil 4. 1 Termal polimerizasyon yonteminin sematik gosterimi [25]
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Sekil 4. 2 N-vinil pirolidon akrilik asit kopolimerinin [P(VP-co-AA )] sentez sematigi

4.2 KOMPLEKS OLUSUMLARI

HSA proteini ve P(VP-co-AA) kopolimeri arasinda gerceklesen kompleks reaksiyonlari;
Denklem 3.2’de verilen baglantiya gore belirlenen oranlarda gerceklestirilmistir.

Protein ve kopolimer stok cozeltileri hazirlandiktan ve homojen bir karisim elde
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edildikten sonra gerekli hacimlerde ¢ozeltiler yeni bir ortamda bir araya getirilmis ve
hacimleri asetat tamponu ile tamamlanmistir. Kompleksler gece boyu +4’de

karistinldiktan sonra kompleks olusumunun basarisi GPC analizi ile lgulmugtar.

4.3 KONJUGASYON REAKSIYONLARI

Tezin amaci icin yapilacak konjugasyon reaksiyonlari kabaca li¢ farkh asamada
incelenebilir. Birinci asama; biyolojik molekillerin hidroksil gruplarini aldehite
cevirmektir. Bunu basarmak i¢cin 1-10 mg/ml derisim degerleri arasinda degisen
biyomolekillere 5-10 mmol degerleri arasinda degisen sodyum periyodat eklenmistir.
Biyomolekiil ¢ozeltileri fosfat tamponlari (PBS) icerisinde hazirlanmistir. Biyomolekdller
2 saat boyunca karistirildiktan sonra karanlikta hazirlanan sodyum periyodat ¢ozeltileri
yine karanlikta biyomolekiil c¢ozeltilerine eklenmistir. Bu karisim gece boyunca
karistirihp aldehitlenmis biyomolekilleri aldehitlenmemis biyomolekillerden ayirmak
icin 6000 RPM’de 10 dakika boyunca 3 kere membranli santriflj yapiimistir.
Aldehitlenmis biyomolekiiller gece boyunca dondurulduktan sonra liyofilizatérde
kurutulmustur. ikinci asama biyomolekiillerin amid gruplarinin modifikasyonudur.
Bunu yapmak igin ilk 6nce 6 M etilendiamin (EDA) stok ¢ozeltisi hazirlanmistir, bu
¢Ozeltinin pH'In1 7’ye ¢ekmek icin HCI ¢ozeltisi kullaniimistir. 1 M sodyum borohidrit
(NaBH4) ¢ozeltisi hazirlanmistir, bu molekiil biyomolekillerde cift bag kurulmasini
saglar. Daha sonra aldehitlenmis biyomolekiil 0.3 M olacak sekilde PBS’de eklenmistir.
Gece boyunca karistirildiktan sonra saflastirma yapilmistir. Uglinci asamada tasiyici
molekil olan BSA proteini biyomolekiil ile 1:1 oranda olacak sekilde eklenmistir. BSA
proteinin denatire olmasini engellemek igin karisima yavasca eklenmistir. Bu karisim
pH’1 4.8-5.2 arasinda olacak sekilde ayarlanmistir. Konjuge edilecek molekiiller 2 saat
yavasca karistiktan sonra ortama EDC eklenmistir. EDC toksik ve hizlica nemlenen bir
kimyasal oldugu icin hizh ve dikkatli bir sekilde eklenmelidir. Bu karisim +4°C’de gece
boyunca karistirildiktan sonra pH 7.2'ye cekilmistir (Sekil 4.3). Bu asamadan sonra

olusmus olan konjugatlar analiz edilmistir.

Tezde yapilacak olan konjugasyon, cok asamali konjugasyon yontemiyle yapilmistir. Bu
yontemde ilk asama Dekstran veya LPS’nin hidroksil uglarini aldehit gruplarina

cevirmektir, P(VP-co-AA) kopolimerinin kendisinde karboksil gruplari bulundugu icin bu
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asama P(VP-co-AA)'ya uygulanmamistir. Hidroksil gruplarini, aldehit gruplarina
cevirmekteki amag bu gruplarin hidroksil gruplarina gére daha yiiksek baglanma istegi
olmasidir. Bu degisimi gerceklestirmek icin molekiller sodyum periyodat (NalOa)
bilesigi ile oksidize edilerek bahsi gecen protokol esliginde aldehite ¢evrilmistir. Daha
sonra oksitlenmis Dekstran ve/veya LPS’nin karbonil gruplari etilendiamin ve
sodyumborohidrit (NaBH4) etkisiyle indirgenerek aminlenmistir. Daha sonra olusan
biyomolekil BSA proteini ile konjuge edilmek icin beraber karbodiimid capraz
baglayicisi varliginda karistirilmistir [13]. Polimer ve protein u¢ modifikasyonlarinin
gerceklesip gerceklesmedigi, gerceklestigi ise ne derecede gergeklestigini anlamak igin
FTIR cihazi kullanilmistir. FTIR cihazi bu degisimleri molekillerin titresim hareketlerini
ve bu hareketlerdeki degisimleri analiz ederek olger. Dekstran molekiilii okside oldukga
1731. cm™ dalga boyunda artan bir absorbans gésterir. Bu artis polimerin hidroksil
grubunun aldehite cevrilmesinden kaynakli oldugu icin benzer etkinin LPS polimerinde
olmasi beklenmektedir. Elde edilen LPS miktari kisith oldugu icin, hidroksili aldehite
ceviren ideal polimer-sodyum periyodat orani Dekstran ile bulunup bu oran LPS
polimerine uygulanacaktir (Ust ve alt sapma degerleri gz 6ninde bulundurularak)

[34].

1-10 mg/ml
biyomolekiil

Hazirlanan soliisyonlarin
orana gore hesaplanan
hacimlerde karanlikta

kansimi

(Dekstran veya
LPS) PBS Tamponu
icerisinde ¢cozunur.

e

5-10 mmol NalO4

karanlikta 6000 RPM 10 dk

Saflastirma membranli santrifiij
hazirlamr : tupleriyle saflastirma

Gece boyu kansim

Biyomolekiil, 0.3 M
Etilendiamin ve NaBH4ile 6 M Etilendiamin ve 1 M

birlikte gece boyunca NaBH4 hazirlanir. Liyofilizator ile kurutma

kanstinlir.

Sekil 4. 3 LPS-BSA konjugatlarinin gergeklestirilen konjugasyon asamalari
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BOLUM 5

ANALIZ SONUGLARI

5.1 P(VP-co-AA) POLIMERININ KARAKTERIZASYONU

Sentezlenen P(VP-co-AA) polimerinin karakterizasyonu, GPC, Zetasizer ve FT-IR ile

gerceklestirilmistir.

5.1.1 GPC ANALIZLERI

P(VP-co-AA) polimerine ait GPC kirilma indisi kromatogrami Sekil 5.1’de ve GPC RALS
kromatogrami Sekil 5.2’de verilmistir. Kirilma indisi kromtagramindan faydalanilarak

hesaplanan molekil agirligina ait tayin grafigi Sekil 5.3’te verilmistir.
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Sekil 5. 1 Poli (N-Vinil-pirolidon-ko-Akrilik-Asit) Polimerinin GPC’den elde edilen Kirilma

indisi Kromatogrami

Data File: 2015-05-15_17;14;31_VPAA_n2_0l.vdt Method: PEO_5k_20150407-0001.vcm
58,99 4

ITNNENT]

56,14—]

Ll

53,28—]

Ll

50,42—]

1l

47,57

44,714

1l

Right Angle Light Scattering Response (mV)
Ll

- 1
41,85—]

Ll

3 |
39,00—

Ll

- |
3 |
36,14—]

Ll

|
i
33,28

INERNEENN

30,43_4..
TTTTTTTTT‘TTTT{TTTT‘TTTT{TT

T ‘ TTT
0,00 2,00

MYV
T{TTTT‘TTTT{TTT‘T‘TTTT{TTTT‘TTTT{TTTT‘TTTT{TTTT‘TTTT{TTTT‘TTTT{TTTT
4,00 6,00 8,00 10,00 12,00

Retention Volume (mL)

14,00 16,00

18,00 20,00

Sekil 5. 2 Poli (N-Vinil-2-pirolidon-ko-Akrilik-Asit) Polimerinin GPC’den elde edilen Igik

Saciimasi Kromatogrami
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Sekil 5.3 Poli (N-Vinil-pirolidon-ko-Akrilik-Asit) Polimerinin GPC’den elde edilen veriler
dogrultusunda Molekul Agirhgi Tayini

Sekil 5.3'teki molekil agirligi tayininden Mw= 60,754 Dalton, M,= 27.238, PDI degeri
(Mw/My)=2.230 olarak hesaplanmistir.

5.1.2 FT-IR ANALIZLERI

Akrilik Asit, Vinil Pirolidin monomerlerinin ve P(VP-co-AA) kopolimerinin FT-IR

spektrumlari sirasiyla Sekil 5.4-5.6’da verilmistir.
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Sekil 5. 5 Vinil Pirolidonun FT-IR spektrumu
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Sekil 5. 6 P(VP-co-AA) Polimerinin FT-IR spektrumu

P(VP-co-AA) polimerizasyonun gergeklestigini dogrulamak igin yapilan FT-IR analizi

1600-1750 cm?, 1170-1350cm™* ve 1400cm* tayflarinda pik vermistir.

5.1.3 ZETASIZER ANALIZLERI

P(VP-co-AA) kopolimerine ait ZetaSizer cihazindan elde edilen boyut analizi Sekil 5.7’de

verilmistir.

37



System

Temperature (°C): 25,1 Duration Used (s): €0
Count Rate (kcps): 167,0 Measurement Position (mm): 3,00
Cell Description: Disposable micro cuvette (4... Attenuator: 10
Results
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 2042 Peak 1: 114,9 76,1 8,315
Pdi: 1,000 Peak 2: 10,44 239 0,6516
Intercept: 1,27 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality Refer to quality report
Size Distribution by Intensity
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Sekil 5. 7 P(VP-co-AA) kopolimerine ait boyut analizi (siddet)

Sekil 5.7’de gosterilen tablo incelendiginde P(VP-co-AA) kopolimerinin Z-Ave degeri
2042 (d.nm) olarak hesaplanmistir.

5.2 DEKSTRAN ALDEHIT TUREVININ OLUSTURULMASI

Dekstran polimerine ait degisen mol miktarlarinda NalO4 (2 mM, 5mM ve 10 mM) ile

gercgeklestirilmis FT-IR analizi Sekil 5.8’de saf Dekstran ile kiyaslamali olarak verilmistir.
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5.2.1 FTIR ANALIZLERi
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Sekil 5. 8 Dekstranin 2mM, 5 mM ve 10mM NalOs ile oksidasyonunun ile

kiyaslamali FTIR analizi
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Sekil 5. 9 Dekstranin 500 mM ve NalOs ile oksidasyonunun ile kiyaslamali

FTIR analizi

5.3 HSA-P(VP-co-AA) KONJUGATLARININ ANALIzi

HSA ve P(VP-co-AA) ayri ayri ¢ozlindiikten sonra birbirleriyle EDC yontemiyle np(vp-co-

aa)/nusa oranlari 1 ve 2 olacak sekilde konjuge edilmistir.
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5.3.1 GPC ANALIZLERi

Overlay Plot: Ultra Violet Vs. Retention Volume (mL)
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Sekil 5. 11 HSA, P(VP-co-AA) ve bu molekillerin npyp-co-aa)/Nusa= 1 ve 2 oranlariyla

olusturduklar konjugatlarin GPC analizi (Kirilma indisi)
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Overlay Plot: Right Angle Light Scattering (mV) Vs. Retention Yolume (mL)
Method: BSA-RI_07042016-0001.vcm
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Sekil 5. 12 HSA, P(VP-co-AA) ve bu molekillerin npp-co-aa)/nusa= 1 ve 2 oranlariyla

olusturduklari konjugatlarin GPC analizi (Isik Sagiimasi)

Overlay Plot: Ultra Violet (mV) Vs. Retention Volume (mL)
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Sekil 5. 13 HSA, P(VP-co-AA) ve bu molekillerin npip-co-an)/nNusa= 1 ve 2 oranlariyla

olusturduklari konjugatlarin GPC analizi (UV)
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5.4 LPS-BSA KONJUGATLARININ ANALIZi

Slovakya’dan izole edilerek temin edilmis olan C.burnetii ‘ye ait LPS biyomolekili BSA
proteini ile EDC ¢apraz baglayici yontemi ile 1:1 oraninda konjuge edilmistir. Bu islem
sonunda elde edilen konjuge molekil; FT-IR, GPC ve ZetaSizer cihazlariyla analiz
edilmistir. Bu analizlerin sonuglari sirasiyla asagida verilmistir. Tani kiti ve olasi sentetik
asl olusturma amaciyla gergeklestirilen konjugasyonlarin ELISA calismalari TUBITAK
Marmara Arastirma Merkezi (MAM)'nde Gen Mihendisligi ve Biyoteknoloji
Enstitlisi’nde gergeklestirilmistir. Bu tesiste bulunan Balb/c farelerine asilama
yapildiktan ve bagisikhk sisteminin yanit olusturmasi igin beklendikten sonra kan
ornekleri alinmistir. Bu kan &rnekleri daha sonra konjugatlar ile olusturulan indirekt
ELISA yontemiyle analiz edilip alinan numunelerdeki antikor seviyeleri absorbans

degerleri ile iligkili olacak sekilde dlgllmustir.

5.4.1 FTIR ANALIizi
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Sekil 5. 14 Elde edilen konjugatin FT-IR sepktrumu

Sekil 5.14’ te goruldugu gibi 1680-1850 cm™ tayflarinda ve 3300-3500 cm™ tayflarinda

pikler elde edilmistir.
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5.4.2 ZETA OLCUMLERI

BSA proteinin boyutlari grafik olarak gosterimi Sekil 5.15’de ve BSA proteinin yogunluk

ve hacim cinsinden boyut degerleri gizelge cinsinden Cizelge 5.1’ de verilmistir.

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)
o

T T T
01 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm)

size Distribution by volume

Volume |Percent)

0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm)

Sekil 5. 15 BSA proteininin boyutlarinin grafik olarak gosterimi
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Cizelge 5. 1 BSA proteininin yogunluk ve hacim cinsinden boyut degerleri

Intensity
No Peak 1 Area Width d.nm Peak 2 Width
d.nm Percent d.nm d.nm
249 8,932 43,9 2,108 308,1 271,2
Volume
No Peak 1 Area Width d.nm Peak 2 Width
d.nm Percent d.nm d.nm
249 7,737 99,8 1,905 72,69 397,3

Cizelge 5. 2 Zetasizer Olclimleri sonucunda Z-ave cinsinden elde edilen boyut 6lclimleri

Z-Ave Pdl Width | MCR
No |d.nm Pdl d.nm kcps CumFitEr
249 115,5 0,551 85,77 120,9 0,0323
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Size Distribution by Intensity
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Sekil 5. 16 LPS biyomolekilinin boyutlarinin grafik olarak gésterimi

Cizelge 5. 3 LPS biyomolekuliniin yogunluk ve hacim cinsinden boyut degerleri

Intensity
No Peak1 | Area Width Peak 2 | Width
d.nm | Percent d.nm d.nm | d.nm
60 573,5 97,5 331 4957 0
Volume
No Peak 1 | Area Width Peak 2 | Width
d.nm | Percent d.nm d.nm | d.nm
60 74,3 8,6 27 824,9 | 820,8
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Cizelge 5. 4 Zetasizer Olciimleri sonucunda Z-ave cinsinden elde edilen boyut dlglimleri

Z-Ave Pdl Width MCR
No d.nm Pdl d.nm kcps | CumFitEr
60 401,6 0,455 270,9 299,9 | 0,00296

Size Distribution by Intensity

Intensity [ Percent)
o

t
o1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm)

size Distribution by volume

Volume (Percent)
B

0 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm)

Sekil 5. 17 LPS-BSA konjugatlarinin boyutlarinin grafik olarak gésterimi
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Cizelge 5. 5 LPS-BSA konjugatlarinin yogunluk ve hacim cinsinden boyut degerleri

Intensity
No Peak 1 Area Width d.nm Peak 2 Width
d.nm Percent d.nm d.nm
254 271,1 96,9 159,8 4975 0
Volume
No Peak 1 Area Width d.nm Peak 2 Width
d.nm Percent d.nm d.nm
254 49,59 46,6 20,13 360,4 804,6

Cizelge 5. 6 Zetasizer Olciimleri sonucunda Z-ave cinsinden elde edilen boyut Ol¢limleri

Z-Ave Pdl Width | MCR
No d.nm Pdl d.nm kcps DCR kcps | CumFitEr
254 182,9 0,477 126,3 280,8 1030,2 |0,00587

Cizelge 5. 7 BSA proteinin Zeta Potansiyel Degerleri

Mean
BSA (mV) Area (%) | St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -9,51 Peak 1: 0 0 0
Zeta Deviation (mV): 0 Peak 2: 0 0 0
Conductivity (mS/cm): 18,8 Peak 3: 0 0 0
Result Quality:
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Cizelge 5. 8 Konjugatin Zeta Potansiyel Degerleri

Mean
Konjugat (mV) Area (%) | St Dev (mV)

Zeta Potential (mV): -9,03 Peak 1: 0 0 0

Zeta Deviation (mV): 0 Peak 2: 0 0 0

Conductivity (mS/cm): 17,8 Peak 3: 0 0 0

Result Quality: Good

5.4.3 GPC ANALIzi
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Sekil 5. 18 LPS, BSA ve bu iki molekilin konjugatlarinin GPC analizleri (UV)
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Overlay Plot Right Angle Light Scattering (mV) Vs. Retention Volume {mL)
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Sekil 5. 19 LPS, BSA ve bu iki molekilin konjugatlarinin GPC analizleri (RALS)

5.4.4 ELISA ANALIZ SONUGLARI

Tubitak MAM’da gergeklestirilen Balb/c farelerinden alinan kan 6rneklerinden elde
edilen serumlar ile yapilan ELISA analizlerinden elde edilen sonuglar asagida verilmistir.
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Cizelge 5. 9: Secilen farelerden alinan kan érneklerinin ELISA analiz sonuglari

Kaplama Malzemesi

Kafes numarasi | LPS LPS+BSA

8 0,088 0,103

9 0,103 0,108

10 0,098 0,11

11 0,109 0,119

12

OD 405
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Sekil 5. 20 Secilen numunelerin absorbans degerlerinin grafik gosterimi
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Gizelge 5. 10: Segilen farkli farelerden alinan kan drneklerinin ELISA analiz sonuglari

Kaplama Malzemesi

Kafes numarasi LPS LPS+BSA

10

11

12
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Sekil 5. 21 Secilen numunelerin absorbans degerlerinin grafik gosterimi

5.5 HSA- P(VP-co-AA) KOMPLEKSLERININ ANALIZLERI

Asetik Asit Tampon c¢Ozeltisi icerisinde hazirlanmis olan komplekslerin basarisi GPC
cihazinda olg¢tilmustir. Kompleksler, bilesen oranlari HSA sabit tutularak (1mg/ml) 0.5,

1, 3, 5 ve 7 olacak sekilde hazirlanmistir.
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Overlay Plot: Right Angle Light Scattering (m\ . Retention Valume (mL)
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Sekil 5.22 0.5, 1, 3, 5, 7 oranlarinda olusturulan komplekslerin, HSA ve P(VP-co-AA)
molekiillerinin Isik Sagilmasi Kromatogrami

Overlay Plot: Refractive Index (mV) Vs. Retention Volume (mL)
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Sekil 5. 23 0.5, 1, 3, 5, 7 oranlarinda olusturulan komplekslerin, HSA ve P(VP-co-AA)
molekdillerinin Kirllma indisi Kromatogrami
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BOLUM 6

SONUC VE ONERILER

6.1 P(VP-co-AA ) SENTEZ VE KARAKTERIZASYON TARTISMA

P(VP-co-AA) polimerizasyonun gerceklestigini dogrulamak icin yapilan FT-IR analizi
1600-1750 cm™, 1170-1350 cm™ ve 1400 cm™ tayflarinda pik vermistir. Alinan bu
sonuclar beklenen bir sonugtur, 1717cm™ tayfi C=0 karboksilik grubuna aitken
1423 cm? tayfi pirolidon halkasinda bulunan C-C grubuna aittir. Elde edilen bu
spektrum polimerizasyonun gerceklestigini géstermektedir. GPC analizlerinden elde
edilen sonuclara gore kopolimerizasyon reaksiyonu basariyla sonuclanmistir. Petrov ve
arkadaslari yapilan calismalarda P(VP-co-AA) polimerinin uygun bir tasiyici olmanin
yani sira bagisikhk sistemini gliclendirici adjuvan 6zelligi oldugunu gostermislerdir. Bu
ylzden bu polimerin potansiyel bir sentetik asi olusturmada uygun bir aday oldugu

sonucuna varilmistir.

6.2 DEKSTRAN ALDEHITINE AiT TARTISMA

Dekstran ve dekstran aldehitin FT-IR spektrumu incelendiginde 1650, 2841 ve 2875cm™!
dalga boylarinda pikler verildigi gériilmektedir. 1650cm™ dalga boyunda elde edilen pik
dekstran Uzerindeki -C=0 grubunun gerilmesini gosterirken 2841 ve 2875cm™ dalga
boylari aldehit grubunun olustugunu gostermektedir. Bu islemler LPS molekiline

uygulandiginda benzer sonuglarin elde edilecegi séylenebilir [35].
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6.3 P(VP-co-AA ) -BiYOMOLEKUL KONJUGASYONUNA AiT TARTISMA

Calismanin bu asamasi biyomolekiil ve tasiyici molekil arasinda olusturulacak
konjugasyon reaksiyonlarinin analizi igin yapilmistir. HSA ve P(VP-co-AA)
konjugatlarinin GPC analizi konjugasyon isleminin basarili oldugunu goéstermektedir.
Sekil 5.13’te gorilebildigi gibi P(VP-co-AA) kopolimeri kendi basina disik bir pik
vermektedir, fakat bu kopolimer HSA proteini ile konjuge oldukga ve konjugasyon orani
arttikga; saf HSA'nin verdigi kadar siddetli olmayan ve saf kopolimerden siddetli bir pik
vermektedir. Ayrica Sekil 5.12’de verilmis olan Isik Sagilmasi Kromatogrami'na
bakilirsa; HSA proteini 18. dakikada, P(VP-co-AA) kopolimeri 12. dakikada bu iki
molekilin olusturdugu konjugatlar ise 10. ile 15. dakikalar arasinda pik verildigi
gorllmustir; olusan konjugat, konjugati olusturan molekillerden daha blylk bir
boyuta ulasmistir. Bu karisimlarin hazirlanma yoéntemiyle ayni sekilde yapilmis olan
LPS-BSA konjugatlarinin da benzer sekilde basarili sonu¢ vermesi beklenmistir; Sekil
5.19’deki kromatogram incelendiginde olusan konjugatin biyomolekil ve protein
arasinda oldugu gorilebilir. Bu konjugasyonun eldesinden sonra, konjugat canh bir
sisteme asl olarak verildiginde canlda olusan antikor olusumu takip edilebilir. Bu
antikorlar ileride yapilmasi planlanan tani kitinin temelini olusturmaktadir ¢linki tani
kiti hastalikli olmasindan siiphelenen canlidan alinan kanin antikor ile birlestirilmesi

ELISA platelerine baglanan antijenlerin etkilesimini temel alarak olacaktir.

6.4 LPS-BSA KONJUGASYONUNA AIT TARTISMA

Konjugasyon reaksiyonun basarisi FTIR, ZetaSizer ve GPC cihazlari ile dogrulanmistir. Bu
sentezlenen konjugtlarin farelere enjekte edilmesi ile olusan antikor seviyeleri ELISA

yontemi ile 6lctlmistir.

FTIR analizi sonunda 1680-1850 cm tayflarinda ve 3300-3500 cm* tayflarinda pikler
elde edilmistir. Bu pikler sirasyila karbonil ve amino gruplarini temsil etmektedir. Yani
konjguasyon reaksiyonunun sonucunda elde edilen Urin filtrelendikten sonra kalan
kisimda, biyomolekiil ile proteinin barindirdigi gruplar bulunmaktadir. Bu sonugtan yola
cikilarak konjugasyon reaksyinoun basarili oldugu ileri strilebilir fakat dogrulamak icin

boyut analizlerinin gerceklestiriimesi gerekmektedir [27], [36].
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Zeta analizlerinden vyola ¢ikilarak elde edilen konjugat molekillerinin dinamik
yaricapinin ve zeta degerlerinin BSA proteinine ait degerlerinden kiiglik, LPS
biyomolekilinden biylk oldugu gorilebilir. Zeta potansiyellerinin incelendiginde
olusan konjugatin zeta potensiyelinin -9,51’den -9,03’e yukseldigi gortlmustir. Bunun
sebebi LPS biyomolekilinin BSA proteini ile basarili sekilde gergeklesen konjugatidir.
BSA proteini net negatif ylike sahiptir ve baglanan biyomolekil bu yuki pozitife dogru
cekmistir. Bu sonug konjugasyonun gerceklestigini ve konjuge molekiliniin kompakt

bir yapi olusturup hacmice kicgildigini gostermektedir [18].

GPC; UV ve RALS analizleri sonucunda elde edilen kromatogramlar konjugatin, saf
LPS’den daha ge¢ ve BSA proteini ile hemen hemen ayni zaman araliginda detektorlere
ulastigini  gostermektedir. Bu sonug¢ FTIR ve Zeta sonuglari ile birlikte

degerlendirildiginde BSA-LPS konjugasyonunun basarili oldugu sonucuna varilabilir.

Tubitak MAM ‘de Balb/c farelerine LPS ile asi uygulandiktan sonra Elde edilen
konjugatlarin ELISA platelerine kaplanip dolayl ELISA analizinin yapilmasi fareler
tarafindan Uretilen antikorlarin daha iyi tutunmasini saglar. LPS biyomolektli ELISA
platelerin polistiren ylzeyine kendi basina zayif olarak baglanabilirken bu molekiiliin
BSA proteini ile konjuge edilmesi antijenlerin ELISA platelerine baglanip eklenen
antikorlarin ortamda kalmasini ve yikama islemleri sirasinda uzaklasmamasini saglar.
Bu yontemin basarisi Cizelge 5.9-5.10’da ve Sekil 5.20-21'de konjugat kullanilan
platelerin saf biyomolekil kullanilan platelere gére daha yiksek absorpsiyon vermesi
ile goriilmustir. Bu sekilde Q Hummasi hastaligi icin sekilde kolay ve otomize edilmis
bir ELISA yontemi elde edilmistir; bu yontem ile gerceklestirilen konjugatlarin ileriki

calismalarda sentetik asi tretiminde kullanilabilir [4], [5], [14].

Bu sonuglardan vyola c¢ikilarak; LPS-BSA konjugasyonlarinin basarih bir sekilde
gerceklestigi ve bu konjugatlarin istenen amaca, yani LPS molekiliniin ELISA platelerini

daha saglam baglanmasini saglamaya, ulasildigi sdylenebilir.

6.5 HSA-P(VP-co-AA) KOMPLEKSLERINE AT TARTISMA

Fiziksel etkilesimlere dayanan HSA-P(VP-co-AA) komplekslerinin GPC kromatogramlari

Sekil 5.22 ve 5.23’de verilmistir. Bu komplekslerde protein konsatrasyonu sabit
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tutulmustur ve biyopolimer miktar gittikge artmistir; mol oranlari 0.5, 1, 3, 5 ve 7
olacak sekilde hazirlanan komplekslerin kromatogramlarindan yola ¢ikilarak; kompleks
boyutunun 5 oranina kadar sabit bir sekilde arttigi; 7 oraninda fazla miktardaki
polimerden dolayr ¢okintl olusumu oldugu igin kromatogramda beklendigi yerde
gorilmedigi sonucuna varilmistir. Numuneler GPC’ye verilmeden 6nce filtrelendigi igin
olusan ¢okiintilerin filtrede kalmasi ve bu yiizden cihazda goriilmedigi séylenebilir. iki
kromatogramda da goriilen ve oranlarla paralel bir degisim gosteren piklerden yola

cikilarak kompleks olusumunun basarili oldugu sonucuna varilabilir.
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