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OZET

CANINE PARVOVIRUS’E AiT ANTIJENIK OZELLIKLi SENTETiIK PEPTIDLERIN
SENTEZI VE BIYOKONJUGATLARININ GELISTIRILMESI

Serap ACAR DERMAN

Biyomiihendislik Anabilim Dali

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

Yeni ve etkili polimerik sistemlerin gelistirilmesi ve spesifik kontrolli dagihm
formulasyonlarinin hazirlanip uygulanmasi, uzun etkili peptid tasiyicilar biyoteknolojide
ileri ilag ve asi uygulamalari amaci ile yogun bicimde arastirilan bir konudur.
Polimerlerin peptid, protein vb. biyomolekiillerle etkilesiminin incelenmesi canli
organizmadaki davraniglarinin  anlasilmasi ve biyokonjugasyon teknolojisinin
gelistirilmesi icin blylk 6nem tasimaktadir. Peptidlerin tasiyici molekillere baglanmasi,
zayif immunojenik 6zellikteki peptidlere karsi antikor olusturmak icin gerekmektedir.
Suda ¢oziinebilen biyopolimerlerin karboksil gruplarinin aktivasyonu ve bunlara amino
gruplari iceren peptidlerin kovalent baglanmasi bu tez c¢alismamizin konusu olan
Canine Parvovirus’e ait antijenik 06zellikli sentetik peptidlerin biyokonjugatlarinin
sentezlenmesi reaksiyonunun temelini olusturmaktadir.

Bu tez calismasinin birinci asamasinda Canine Parvovirus’e ait W-7L20 sentetik peptidi
kati faz peptid sentez metodu ile sentezlendi ve PAA polimeri ile biyokonjuge edildi.
Buna ek olarak ticari olarak satin alinan W-1L19 sentetik peptidinin Polialkrilikasid,
Poli(N-vinil-2-pirolidon-ko-akrilikasid), Karboksimetilselilaz polimerileri ile Canine
Parvoviruse ait antijenik peptid bodlgelerinin  “1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
karbodiimid hidroklorid (EDC)” capraz baglayicisi varliginda suda ¢oziinebilen polimer-
peptid biyokonjugatlari sentezlendi. Biyokonjugatlar bir polimer molekiili icin peptidin
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farkli molar oranlarinda (npep/Npol) Ve bir peptid molekiili igin polimerlerin farkl molar
oranlarinda (npoi/npep) sentezlendi. Sentez basamaginin ardindan; Peptid-Polimer
biyokonjugatlari olusum mekanizmasi, elektrik yiki ve U¢ boyutlu yapisinin
incelenmesi amaci ile peptid ve reaksiyonda kullanilan polimer ile karsilagtirmali olarak
HPLC, GPC, Zetasizer ve Fluoresans Spektrofotometre cihazlari ile analiz edildi.

Gahsmanin ikinci agsamasinda ise Canine Parvoviruse ait antijenik peptid molekilinin
hem tek basina hem de Floresein izotiyosiyanat (FITC) boyasi ile beraber yiklendigi
Poli(laktik-ko-glikolik)asid ~ (PL-GA) esasli  nanopartikiiller ~ retildi.  Uretilen
nanopartikiillerin boyut ve zeta potansiyel analizleri Zetasizer cihazi ile
gercgeklestirildikten sonra GPC cihazinda PL-GA polimeri ile karsilastirmali olarak
kromatogramlari alindi. FT-IR analizleri de gergeklestirilen nanopartikllerin daha sonra
AFM ve SEM gorintialeri alindi. Nanopartikillerin peptid yikleme kapasiteleri ve salim
ozellikleri AFM ve UV spektrofotometre ile incelendi. Uretilen nanopartikiillerin
sitotoksik 6zellikleri, peptid ile karsilastirmali olarak Fare fibroblast hiicreleri (L-929) ile
degerlendirildi.

Bu tez kapsaminda elde edilecek bilgiler Canine Parvoviriisiin olusturdugu kanli ishal
hastaligina karsi spesifik antikorlarin elde edilmesi, tani kitlerinin ve biyosensérlerin
olusturulmasi ve sentetik asilarin gelistirilmesi yoninde yapilacak c¢alismalara isik
tutacak bir 6n ¢alisma olacaktir.

Ayrica tez kapsaminda (Uretilen nanopartikiller; ileriki c¢alismalarda antijenik
peptidlerin kontrolll salimi ve buna dayali biyoteknolojik asilarin gelistirilmesi icin Gmit
vadeden tasiyicilardir.

Anahtar Kelimeler: Canine Parvovirus, sentetik peptid sentezi, polimerlerin
biyokonjugasyonu, Poli(D,L-laktik-ko-glikolik asit), nanopartikiil
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ABSTRACT

SYNTHESIS OF ANTIGENIC SYNTHETIC PEPTIDE OF CANINE PARVOVIRUS
AND DEVELOPMENT OF BIOCONJUGATES

Serap ACAR DERMAN

Department of Bioengineering

PhD. Thesis

Advisor: Assist. Prof. Dr. Zeynep MUSTAFAEVA AKDESTE

The development of new and effective polymeric systems and the preparation-
application of specific controlled delivery formulations, long-action peptide carrier
extensively studied subject in biotechnolgy with the aim of further applications of drug
and vaccine. Interaction of polymers with peptide, protein ect. biomolecules is great
importance for understanding the action mechanism of biopolymers in organism and
development of bioconjugation technology. Coupling of peptides to carrier molecules
is required to antibody production against weak immunogenic peptides. Activation of
carboxyl groups of water soluble biopolymers and covalent binding of peptides amino
groups is basis of bioconjugation reaction of antigenic synthetic peptide of Canine
Parvovirus which subject of this thesis.

In the first part of this PhD. thesis W-7L20 synthetic peptide of Canine Parvovirus is
synthezied by Solid Phase Peptide Synthesis Method and bioconjugated to PAA
polymer. Furthermore commercially purchased W-1L19 synthetic peptide-Polymer
bioconjugates with polyacrylic acid, poly(N-vinyl-2-pyrrolidone-co-acrylic acid),
carboxymethylcelulase synthesized in the presence of “l-ethyl-3-3-dimethyl
aminopropyl karbodiimid” cross-linker. Bioconjugates were synthesized different ratio
of peptides for one polymer molecule (n,e,/np0) and different ratio of polymer for one peptide
molecule (npo/Npep). After the syntesis step, peptide-polymer bioconjugates
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comperatively analyzed with peptide and polymers, for investigation of formation
mechanism, electrical charge and three dimensional structure by using HPLC, GPC,
Zetasizer and Fluorescence Spectrophotometer.

In the second part of this PhD. thesis only Canine parvovirus synthetic peptide and
peptide+fluorescein isothiocyanate (FITC) loaded Poly(lactide-co-glicolide)acid (PL-GA)
nanoparticles produced. After the analyses of produced nanoparticle’s size and zeta
potential analyses by Zetasizer, the chromatograms receipt by GPC comperatively by
PL-GA polymer. After performed FT-IR analyses of nanoparticles, AFM and SEM
analysed were done. Peptide loading capacity and release properties of nanoparticles
analyzed by AFM and UV Spectrophotometer. Cytotoxic properties of produced
nanoparticles was evaluated against mouse fibroblast cells (L-929) in comparison with
peptide.

Information to be obtained within the scope of this thesis is to shed light on the
direction of, to obtain specific antibodies against bloody diarrhea which caused by
Canine parvovirus, generation of diagnostic kits and biosensors and development of
synthetic vaccines will be a pre-study.

In addition, nanoparticles produced in this thesis are promising carriers for controlled
release of antigenic peptides and for the development of biotechnological vaccines
based on this.

Key words: Canine Parvovirus, synthetic peptide synthesis, bioconjugation of
polymers, poly(D,L-lactide-co-glycolide), nanoparticle
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Kopeklerde 1970'lerde goriilmeye baslanan ve giiniimizde hala bircok yavru hayvanin
olimi ile sonuglanan Kanl ishal hastaligi Canine Parvovirus olarak adlandirilan ve
kopekten kopege kolaylikla gecebilen bulasici bir hastaliktir. Kanli ishal hastaligina yol
acan Canin Parvovirus’e ait antijenik boélgelerin bagisiklik sistemi tarafindan taninmasi
bu hastaliga karsi biyolojik sistemde antikor Uretilmesini saglamaktadir. Canine
Parvovirus viral ylizey proteinine ait VP2 bdlgesindeki tanimlanan [1-4] antijenik
epitoplar (sentetik peptid dizileri) asi olusturulmasi amaci ile kullanilmaktadirlar. Klglik
sentetik peptidler uzun stireden beri gelecekte kullanilabilecek asilar icinde aday olarak
gorilmektedir. Sentetik peptidler, zayif immunojenik 6zellik gosterdiklerinden ve
biyolojik sistemde kalma sireleri kisa oldugundan; antijenik 6zelliklerini ve dayanim
surelerini arttirmak ve peptidlere karsi yiksek antikor cevabi olusturmak igin;
peptidlerin tasiyict molekillere baglanmasi ve yeni nesil asi olusturulmasi yapilan
glincel ¢alismalar arasinda yer almaktadir. Yeni nesil asi olusturulmasinin temelindeki
nokta ise hastaligi olusturulan virlslerin ylizey proteinlerindeki antijenik bolgelerin
tespit edilmesi ve bunlarin sentetik yollarla Uretilmesidir. Gelisen teknoloji degisik
peptid sentez yontemleri ile immunojenik ozellikteki bu dizilerin sentetik olarak

sentezlenmesine imkan sunmaktadir.

Peptidlere karsi antikor Uretiminde immunojenligi arttirmak icin peptidler lineer
ozellikteki polimerlere baglanmaktadirlar. Poliakrilikasid (PAA), PoliN-
isopropilakrilamid (NIPAA), Poli(N-2-vinilprolidon), Polikarboksimetilseliilaz (CMC),

Polivinilpiridin-Polisetilpiridin ~ kopolimeri ve  Poli(N-vinil-2-pirolidon-akrilikasid)
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kopolimerleri genel olarak kullanilan lineer tasiyicilardir ve bu tarz polielektrolitler
peptid molekili icin es zamanli hem tasiyict hem de adjuvant 6zelligi gostermektedir.
Sentetik peptidlerin dogal ya da sentetik makromolekiillere baglanmasi (konjugasyonu)
tip ve biyoteknolojide; ila¢ salimindan immobilize enzimlere, afinite bazli immunoassay
calismalarindan, sentetik asi liretimine kadar oldukca genis bir alanda bliylik 6nem

tasimaktadir [5, 6].

Peptid-polimer kompleksleri negatif yiliklenebilen yan gruplari olan polimerlerin
peptidler Gzerindeki zit yikli gruplari ile etkilesimi sonucunda olusturulabilir. Etkilesim
pH ve iyonik glice duyarlidir ve peptidlerin izoelektrik noktalarina (pl) bagh olarak
degismektedir. Peptid-polimer kompleksleri molekiillerin izerindeki aktif fonksiyonel
gruplarin kovalen baglarla baglanmasi sonucunda biyokonjugat olusumu ile daha
kararl hale gelirler [7]. Sentezlenen biyokonjugatlarin suda ¢o6ziinebilirligi ve (ic boyutlu
yapilari ise hiicre membrani ile etkilesim acisindan olduk¢a 6nemli 6zelliklerdir.
Fizyolojik sartlarda (pH, iyonik kuvvet vs.); biyokonjugat partikillerindeki serbest
bolgeler negatif yikli hiicre membrani ile pozitif ylkler, hidrofobik gruplar, gecis metal
iyonlari, hidrojen bagi yapabilen fonksiyonel gruplar vb. kuvvetlerin etkisi ile gesitli

etkilesimler olustururlar [7].

Sentetik peptidlerin ya da haptenlerin; disik ¢ozintrligul, kararsizligl, kiiciik molekiil
boyutlarindan dolayr antijenik 6zelliklerinin disik olmasi, biyouyumlu ve spesifik
olmayisi ya da sitematik toksisitesi gibi istenmeyen 6zellikleri mevcuttur. Ancak
antijenik peptidlerin yada etken maddelerinin suda c¢Oziinebilir polimerler ile
konjugatlarinin olusturulmasi, tedavi edici ajanlarin 6zelliklerini ve immunojenligini
onemli 6lclide degistirmektedir. Bu amacla bu tez calismasinda Polialkrilikasid, Poli(N-
vinil-2-pirolidon-ko-akrilikasid), Karboksimetilsellilaz polimerileri ile Canine Parvoviruse
ait antijenik peptid bolgelerinin  “1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid
hidroklorid (EDC)” c¢apraz baglayicisi varhginda ve bilesenlerinin farkli molar
oranlarinda suda ¢oziinebilen polimer-peptid biyokonjugatlari sentezlendi. Elde edilen
peptid-polimer biyokonjugatlarinin peptid ve kullanilan polimer ile karsilastirmali
olarak HPLC, GPC, Zetasizer ve Fluoresans Spektrofotometre cihazlari ile analizleri

yapildi ve olusum mekanizmalari, yiikleri ve li¢c boyutlu yapilari incelendi.
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Sentezlenen biyokonjugatlara ek olarak Canine Parvoviruse ait antijenik peptid
molekillinin hem tek basina hem de floresein izotiyosiyanat (FITC) boyasi ile beraber
yuklendigi Poli(laktik-ko-glikolik)asid (PL-GA) esasli nanopartikiller Uretildi. Elde edilen
nanopartikillerin  boyut ve zeta potansiyel analizleri Zetasizer cihazi ile
gercgeklestirildikten sonra GPC cihazinda PL-GA polimeri ile karsilastirmal olarak
kromatogramlari alindi. FT-IR analizleri de gergeklestirilen nanopartikillerin daha sonra
AFM ve SEM goriintileri alindi. Nanopartikillerdeki peptid miktari ve salinan peptid
miktari AFM ve UV spektrofotometre yardimi ile belirlendi. Ayrica nanopartikillerin
peptid ile karsilastirmali olarak sitotoksik Ozellikleri fare fibroblast hiicreleri (L-929)
Uzerinde incelendi. Peptidin nanopartikiil igerisine hapsedilmesi ile biyouyumlulugunun

arttig saptandi.

1.2 Tezin Amaci

Bu calismada sentetik polimerlerin fonksiyonel sentetik peptidlerle (Canine Parvovirus
ylizey antijenleri) kovalent baglanma yontemleri ile konjugasyonu sonucu sentezlenen
suda ¢ozlinebilen biyohidrid ve biyobozunur yapili polimer peptid biyokonjugatlarinin
sentezi, fiziko-kimyasinin gelistirilmesi, incelenmesi ve peptid antijenlerinin
immunojenliginin yilkseltilmesi amaciyla polimer-peptid konjugatlarinin gerekli g

boyutlu yapilarinin incelenmesi amaglanmaktadir.

Ayni zamanda sentetik peptidlerin nanopartikillere hapsedilmesi yontemi ile
salimlarinin kontrollii olarak gergeklestirilebilmesi hedeflenmektedir. Yapilan doktora
calismasi  sonucunda asi  uygulama amagli  sentezlenen  polimer-peptid
biyokonjugatlarinin fonksiyonel 06zelliklerinin incelenmesi, yapi-islev analizlerinin

gercgeklestirilmesi ve fizikokimyasal karakterizasyonlarinin yapilmasi hedeflenmektedir.

Ayrica bu ¢calismamizda, yeni nesil peptid asisi ¢calismalarinda kullanilmak lzere segici
olarak da hedeflendirme yapilabilen, hiimoral ve hiicresel immun cevap olusturabilen
antijenik  peptid yUkli  nanopartikiller Uretilmesi amacglanmakta, Uretilen
nanopartikiller ile peptidin biyouyumlulugunu arttirmak ve biyolojik sistemdeki

saliminin diizenlenmesi hedeflenmektedir.
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1.3 Hipotez

Bu doktora tez ¢alismasinda antijenik 6zellikteki sentetik peptidlerinin polimerler ile
sentezlenen biyokonjugatlari ve nanopartikiillere yilklenmesi sonucu olusturulan
sistemlerin, peptidlerin biyouyumlulugunu arttirarak, kontrolli salimi sonucunda
immunojenik 6zelliklerini ¢arpici bir sekilde arttirmasinin daha sonra gergeklestirilecek
olan hayvan deneylerinde yiksek immun cevaplar olusmasini saglamasi

beklenmektedir.

Sentezlenen peptid-polimer biyokonjugatlari daha sonraki ¢alismalarda kullanilacak ve
diger ilgili laboratuarlarin yapacaklari fazladan sentez ve analizleri 6nleyecektir. Daha
sonra bu uygulamalar icin bir protokol gelistirilecektir. Bu da kopeklerde goriilen kanh
ishal hastaliginin tanisi ve teshisi icin bir sonraki basamaga ilerlenmesine imkan

saglayacaktir.

Bu calisma nitelik olarak llkemizin hedefledigi ileri teknolojiye uyum saglayacak
polimer ve protein teknolojisi birlikteliginde, biyoteknolojik asilarin liretilmesine zemin
hazirlayacaktir. Bu nedenle sunulan tez calismasi, hem teorik hem de pratik olarak
temel bilimler uygulamali arastirma alanlarini kapsayan disiplinler arasi nitelikte genis

spektrumlu bir ¢galismadir.
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BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1 Kopeklerde Kanli ishal

GUnumuzde ozellikle kopeklerde parvoviriislere baglh enfeksiyonlara diinyanin her
yerinde sikca rastlanmaktadir. Bircok yavru hayvanin 6limi ile sonuclanan “Kanh
ishal” hastaligi Canine Parvovirus (CPV) olarak adlandirilan virus tarafindan meydana
gelmektedir[1, 2, 8]. Hastaliga neden olan otonom CPV, 1967 yilinda solunum ve
gastrointestinal sistem organlarinda hastalik belirlenen kopeklerden izole edilmis ve
viris ilk olarak Kanin Minute Virls olarak adlandirilmis, daha sonrada Canin Parvoviris-
1 (CPV-1) ismi verilmistir [9-11]. K6pekler icin patojenitesi diisiik olan CPV-1, 6zellikle
1-3 haftalik kopek yavrularinda gastroenteritis (mide-bagirsak iltihabi), pnémonitis
(akciger iltihabi) veya myokarditis’e (kalp kasi iltihabi) neden olmaktadir (Sekil 2.1) [9,
10, 12].

Sekil 2. 1 Canine Parvovirusin etkiledigi organlarin [kalp ve gastrointestinal (mide-
bagirsak sistemi) sistemlerin (fakat bu organlarla sinirh degildir)] gdsterimi [13]
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Képeklerden toplanan serum érneklerinde CPV’ya ait virlis 1972’de Belgika’da, 1977’de
Hollanda’da, 1978’de Danimarka, Avusturalya ve Amerika Birlesik Devletlerinde ve
1979’da Japonya’da tespit edilmistir [10, 14]. CPV-2"nin olusturdugu enfeksiyon ise ilk
olarak 1978 yilinda Amerika Birlesik Devletlerinde "Bulasici Enterik Hastalik" olarak
rapor edilmistir. Sonraki yillarda tiim dinyada bagisiklik sistemi zayif képeklerde bu
virusa bagli yaygin epidemiler sonucu ¢ok sayida yavru kopek 6lmis, daha sonra
hastaliga karsi asilarin gelistirilmesi ile salginlar kontrol altina alinarak o6limler
sinirlandiriimistir [10-12, 15, 16]. ilerleyen yillarda CPV-2’nin yeni bir susu oldugu
belirlenmis ve bu sus CPV-2a olarak isimlendirilmistir. Parrish ve ark (1988), virusun
hizli mutasyona ugradigini belirlemis ve mutasyonlar sonrasi ortaya cikan yeni susu

CPV-2b olarak siniflandirmislardir [12, 14].

Gunlmuzde kopeklerde hastaliga yol acan en yaygin parvovirus suslari CPV2a ve CPV-
2b’dir. Son 10 yilhk sireg icinde CPV-2c olarak adlandirilan yeni bir sus izole edilmistir.
Bu susun virulensinin morbidite ve mortalitesinin oldukga ylksek oldugu bildirilmistir

[10, 12, 17].

2.1.1 Canine Parvoviriisiin Ozellikleri

Canine Parvovirlis (CPV) Parvoviridae ailesinde yer alan otonom olarak replike olabilen,
zarfsiz ve yaklasik 26 cm capinda tek zincirli DNA virls olup ¢evrede uzun siire
canhhgin koruyabilen (5-7 ay kadar) dayanikli bir organizmadir [1, 18-20]. CPV’ln
onemli bir kismi tiire spesifiktir. Fakat bircok memeli tiriinde (kedi, vizon ve rakun gibi)
DNA yapisi yiksek derecede benzeslik (<%98 benzeslik) gostermektedir [1, 21-25].
Virlsin viral kapsid yapisi 60 protein altlinitesinden olusan VP1, VP2 ve VP3 olarak
adlandirilan 3 farkh polipeptid zincirinden olusmaktadir [1, 3, 26, 27]. VP1 (748
aminoasit kalintisi) ile VP2 (584 aminoasid kalintisi) protein yapilari aynidir, fakat
VP1'de VP2’'ye ilave olarak proteinin N-amino ucunda 154. aminoasid kalintisi
bulunmaktadir [26-33]. VP2 proteinin blytk bir kismi virlisiin ylzeyini olustururken
VP1 proteini ise sadece kapsid bilesiminin kiictik bir kismini olusturmaktadir [28, 34].
VP3 proteini ise VP2’'nin N-terminal ucundan yaklasik 20 amino asitin preteolitik olarak
uzaklastirilmasi ile olusmaktadir. Bu yizden, VP2 ve VP3’lin aminosid dizileri VP1’'in C

terminal ucunuda kapsamaktadir [1, 26]. VP2 domainin uzaysal yapisinin blyilk
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¢ogunlugu X-ray diffraction analizleri ile aydinlatilirken amino terminal 37 dizilik
aminoasid kalintisinin uzaysal yapisinin stabil olmamasindan dolayr tam olarak
bilinmemektedir. CPV’nin hastalik yaptigi ¢esitli konak tirlerinden (kedi, vizon ve rakun
gibi) izole edilen VP2’nin bu bolgesinin aminoasid dizileri timiinde tamamiyla aynidir
[1, 22-25]. Bu dizi ayrica minute of mice (MVM) da ve H1 parvoviris (hamster) ¢ok iyi
korunmustur. Bununla birlikte, diger parvirlslerde bu benzeslik daha zayiftir [3, 35]. Bu
bolge bircok yonden énemlidir: (1) bu bolge MVM'nin hiicreye girisinde iligkilidir. (2)
Virls neutralizasyonu saglayan yani monoklonal antikor 3C9 tarafindan taninan epitop
bolgeyi icerir [3, 20, 36]. (3) Bu bircok hayvan tiirinde imminolojiktir (Sekil 2.3). Peptid
asilari direk bu bolgedeki dizleri icerecek sekilde dizayn edilmektedir [1, 3]. Viral yapi X-

ray kristalografisi ve elektron mikroskopu ile karakterize edilmistir (Sekil 2.2).

Sekil 2. 2 CPV’nin X-Isin Kristalografisi ile ¢goziimlenen molekiiler yiizey yapisi [37]
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Sekil 2. 3 Canine parvovirisin (PDB entry 4dpv) protein ve DNAsini iceren tim yapisi.
Beyaz eksen etrafinda 5 farkl protein bolgesi 5 farkli renkte isaretlenmistir [38].

2.1.1.1 Kopeklerde Parvovirus Enfeksiyonlarinda Risk Faktorleri

Canin parvovirus-2’ye karsi asilanan veya hastaligi geciren kopekler uzun streli
bagisikhk kazanir. CPV-2'ye karsi asilanmis annelerden dogan yavrular yasamlarinin ilk
birkac haftasinda enfeksiyona karsi anneden gelen antikor tarafindan korunur. Hastalik
bu nedenle neonatallerde (yeni dogan) erken donemde ender olarak gorulir [12, 39].
CPV-2 enfeksiyonu her yas, cinsiyet ve irktaki kopeklerde gorilmekle birlikte hastaliga
Ozellikle 6 hafta-6 ay arasi yaslardaki yavru kopekler daha duyarhdir [12, 40, 41]. Virls
salya ve diski ile bulasmis esyalar ve dikkatsiz insanlar ile ¢cevreye dagilir. Virlis dogada

oldukg¢a dayanikli oldugundan bulasmalar oldukga yaygindir [17, 39, 42].

Hastalik Glkemizde oldukca yaygin olmakla birlikte son bir kag¢ yildir kanh ishale

yakalanan kopek sayisini azaltmak amaci ile asilama calismalari baslatilmistir [43].

2.2 Asi Calismalari

insanlarda ve hayvanlarda aktif bagisikhgl uyararak infeksiyonlara karsi koruma
saglayan biyolojik maddeler olan asilar vicudun mikroorganizmalara karsi

korunmasinda aktif rol oynayan aktif bagisikhgin yapay olarak kazanilmasini
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saglamaktadir. Aktif bagisikhgin kazanilmasinda kullanilan asilar temel olarak doért

gruba ayrilmaktadir.
e Cansiz (6lG) mikrop asilari
e Canli (atenle) mikrop asilari
e Mikrop Urlinlerinden hazirlanan agilar

e Biyoteknolojik asilar

2.2.1 Cansiz (6lii) Mikrop Asilari

Bakterilerin farkli yontemlerle 6ldlriilmesi sonucunda yada virlslerin inaktive edilmesi
ile hazirlanan asilardir. Laboratuvarda Uretilen bakteri veya virtsler 1 cm?® sivida belirli
sayida mikrop olacak sekilde seyerltilirler ve 1si, formaldehit, fenol, aseton, ultraviyole
gibi etki veya maddelerle o&ldurilirler. Mikrop butunligli ve antijenik yapinin
bozulmadigl bu yoéntemle elde edilen cansiz mikrop asilarinin koruyuculuk strresi diger

asilardan daha kisadir [44].
Oli bakteri asilari: Tifo, paratifo, kolera, bogmaca, veba, salgin tifiis asilari,

inaktive viriis asilari: Cocuk felci (Salk tipi) , kuduz, influenza (Grip) asilaridir.

2.2.2 Canli (Ateniie) Mikrop Asilari

Mikroplarin antijenik 6zellikleri bozulmadan, hastalandirma 6zelligi (virilans)
yavaslatilarak ya da tamamen ortadan kaldirilarak hazirlanan asilardir. Organizmada,
sessiz veya ¢ok hafif seyirli bir infeksiyon olusturarak dogal infeksiyona benzer nitelikte
bir bagisiklik olustururak bagisikhk kazandiran canli mikrop asilari daha ¢ok hiicresel
bagisik yanit olustururlar ve koruyuculuk siireleri de daha uzundur. Ozellikle bazi
atente virls agsilan (6rn. kizamik, kizamikgik, kabakulak gibi) tek bir doz ile &mir boyu

bagisikhik saglayabilirler [44].

Canh (atenle) bakteri asilari: BCG Verem Asisi, Canh (atenie) virlis asilari: Sabin tipi

(agizdan verilen) cocuk felci asisi, Sari ates, kizamik, kizamikeik, kabakulak.
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2.2.3 Mikrop Uriinlerinden Hazirlanan Asilar

2.2.3.1 Toksoid (Anatoksin) Asilar

Bakteri toksinleriyle meydana gelen hastaliklardan korunmada kullanilan bu asilar
bakteri toksininin saf olarak elde eldesi ve sonrasinda i1si veya formol ile muamele
edilerek zehir etkisinin giderilmesi ile elde edilir. Antijen yapisi bozulmamis toksoid
(anatoksin) lerin asi olarak kullanildigi bu yontemde daha ¢ok hiimoral bagisik yanit

olusarak antikorlarla koruma saglanmaktadir [44].

2.2.3.2 Mikroplarin Belirli Bir Kismindan Hazirlanan Agilar

Bazi infeksiyon hastaliklarinda, etken mikrobun belirli bir parcasindan (6rnegin HBs Ag
partikilleri veya N. meningitidis'in hiicre duvar polisakkariti gibi) hazirlanan asilardir ve

daha iyi koruyucu etki yaptigi yapilan bazi arastirmalarla gosterilmektedir [44].

2.2.4 Biyoteknolojik Asilar

Asilama slrecinde karsilasilan yan etkiler ve diger sorunlardan dolayi; infeksiyon
hastaliklarinda daha etkili ve yan etkileri daha az olan asilarin elde edilmesi igin yeni
biyoteknolojik yontemler kullanilmaktadir ve bu yontemlerle hazirlanan asilarin
avantajlari oldukga fazladir. Asi icinde mikroorganizmanin genomunun sadece kiigik bir
sekansi bulundugundan infeksiyon olusturmayan bu asilar c¢esitli alt gruplara

ayrilmaktadir. Bunlar asagida kisaca 6zetlenmistir.

2.2.4.1 Rekombinant DNA Asilar

Mikroplarin bagisiklikta etkili olan proteinlerini kodlayan genlerin izole edilerek baska
bir tastyici hicreye aktarilmasi (bir mayaya aktarilmasi ya da tasiyici bir virlise

rekombine edilmesi) ile ve orada sentezlenmesi sonucunda hazirlanirlar.

2.2.4.2 Reasortan Asilar

Bazi virUslerin genetik materyallerini komsu virlslerle degistirerek sogukta (reyip

viicut I1sisinda cogalamama yetenegi kazandirma esasina dayanir (Or: influenza A, Rota
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virlis). Bu tar asilarda, hazirlanan susun tekrar viicut isisinda Ureme yetenegi

kazanabilme olasilig1 en blylik dezavantajdir.

2.2.4.3 Mutant Asilar

Mutant asilar biyoteknolojik yontemler ile patojen mikroplardaki virulans genlerinin
yok edilmesi sonucu "avirulan mutant" suslarin olusturulmasi ile hazirlanirlar.
V.cholerae bakterisinde toksini kodlayan genin yok edilmesi sonucu hazirlanan asi buna

ornek verilebilmektedir.

2.2.4.4 Anti idiotip Asilar

Enfeksiyon etkenleri veya antijenlerin immiinojenik komponentlerinde bulunan,
epitoplar gibi aktiviteye sahip monoklonal anti-idiotip antikorlardan ibarettir.

Antikorlar araciligi ile gergeklestirilen yeni bir asi teknigidir.

2.2.4.5 Konjuge Polisakkarid Asilari

BaziI patojenik bakterilerin virtlansi hidrofilik polisakkarid kapsillerinin antifagositik
Ozelliklerine dayanir. Kapsilin antikor ile kaplanmasi makrofajlarin ve noétrofillerin o
patojeni fagosite etmelerini kolaylastirir. Polisakkarid asilarin dezavantaji T hiicrelerini
uyaramamalaridir. B hicrelerini T-bagimsiz olarak uyarirlar ve IgM yapimi gergeklesir.
Hafiza hicresi olugsmaz. Polisakkarid antijenler zayif imminojenik 0Ozellik gosteren
haptenlerdir. Bir protein tasiyicisi ile baglanarak haptenin immiinojenitesi arttirilir.
Polisakkarid-protein konjugatinin T hiicreleri aktive etmesi sonucunda immiinoglobulin
déniisimi meydana gelir. Bu asilara karsi IgG sinifi antikorlar olusur. immiin hafiza

olusur ve hayatin ilk anlarindan itibaren korunma saglanir [44-46].

2.2.4.6 Sentetik Peptid Asilari

Bu teknikle, bagisiklikta etkili olan proteinlerin, aminoasit siralamasi belirlenir ve bu
proteinler laboratuvarda sentetik olarak sentezlenir. Peptid antijenleri sentetik olarak
elde edildikleri icin canli mikroorganizmalarin Uretilmesine ihtiyac yoktur. Peptidlerin
saflastiriimasi daha kolaydir. Kiiciik molekil agirli olduklarindan immiinojen 6zellikleri

azdir. Bu ylzden taslyici protein yada adjuvant kullanimina gerek duyulabilir [7, 44].
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Canine Parvovirus tarafindan enfekte edilen hayvanlarda gorilen Kanli ishal hastaligina
karsi yapilan ¢alismalarda virisin VP2 viral proteinin amino terminal bdlgesine karsi
gelen ve antijenik bolgeleri haritalanmis ve bu bolgelere karsi gelen peptid dizileri
sentezlenmistir. Bu amino asid dizilerini iceren sentetik peptid asilan gelistiriimeye
baslanmis ve ayrica bu asilarin immiinolojik 6zellikleri Gzerine deneysel galismalara
baslanmistir. Kanli ishale karsi sentetik peptid asisi gelistirme calismalarina Langeveld
ve arkadaslarinin ¢alismalari 6ncilik etmistir. Langeveld ve arkadaslari yaptiklari bir
calismada CPV’nin 1L15 (MSDGAVQPDGGOPAV) ve 7L15 (OPDGPAVRNERAT) olmak
Uzere iki farkl peptid dizisini sentezlemislerdir. Bu peptidlerin KLH proteini ile
biyokonjugatlarinida sentezleyen arastirmacilar, bu KLH-peptid biyokonjugatlarinin,
CPV’e karsi koruyucu etkisini geng kopeklerde Uzerinde test etmislerdir. Gelistirdikleri
sentetik peptid asisi, klasik yontemlerle hazirlanan asilarla ayni etkiyi sahip olmasinin
yaninda virls icermemesinden ve daha kararli yapida olmasindan dolayl potansiyel
olarak Ustlnllik gostermektedir [1, 47]. Casal ve arkadaslari ise, CVP'nin VP2 proteinin
N terminal ucuna karsi gelen bolgenin farkh kisimlarinin farkli sayida peptid iceren
dizileri ile c¢alismislardir. Bu farkh dizileri kullanarak sentezledikleri KLH-peptid
biyokonjugatlari ile Yeni Zelanda beyaz tavsanlar lzerinde ve Balb/c fare tirleri
Uzerinde vyaptiklari deneylerde peptid dizilerinin birbirlerine kiyasla immiunolojik
Ozelliklerin etkisini incelemislerdir. Tek bir peptid dizisinde VP2'nin farkh bolgeleri karsi
gelen birden fazla peptid dizisinin proteine baglandigi durumda etkinin ¢ok daha
yiksek oldugunu gostermislerdir [3]. Baska bir calismada da, CPV’l(in VP2 proteinini
kodlayan gen rekombinant baculoviriise yluklenmis ve bakteri tarafindan sentezlenen
viris benzeri partikiller, adjuvantlarla birlikte farkli kombinasyonlarda ve farkh
dozlarda kopeklere imminiize edilmistir. Elde edilen sonuglar gelistirilen rekombinat

asinin kopeklerde CVP’e karsi kullanilabilecegini gostermistir [48].

2.3 Lineer Polimer Ozellikteki Peptid Tasiyicilar

Sentetik peptidlerin immunojenik 6zelliklerinin zayif olmasi ve molekiler boyutlarinin
antikor olusturmak icin yeterli olmamasindan dolayi, peptidlere karsi antikor
Uretiminde immunojenligi arttirmak icin peptidler c¢esitli tasiyict molekiillere
baglanirlar. Poliakrilikasid (PAA), PoliN-isopropilakrilamid (NIPAA), PoliN-vinil-2-

prolidon (PVP), Polivinilpiridin-Polisetilpiridin  kopolimeri ve Polivinilpirolidon-
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Poliakrilikasid kopolimerleride peptidler igin kullanilan lineer 6zellikteki tastyicilardir ve
peptidler bu tir tasiyicilara kararli kovalent baglarla biyokonjugasyon ydntemi ile

baglanirlar [49].

Biyokonjugasyon bolgesi peptid dizilimine bagli olarak; dizinin N- ucu, C- ucu ya da
peptidin icerisindeki fonksiyonel bir nokta [karboksil (-COOH), amino (-NH,) ya da
sulfidril (-SH) uglari] olabilir. Asi olarak kullanildiginda 6nemli bir etki olusturan sentetik
peptidler, haptenler vb. spesifik antikor olusturmak icin giiniimizde oldukg¢a yaygin
kullanilmaktadir [50]. Ancak peptidlerin, antijenlerin ya da ilag etken maddelerinin
suda ¢ozunebilir polimerler ile konjugatlarinin olusturulmasi, tedavi edici ajanlarin
ozelliklerini ve immunojenligini 6nemli o&lglide degistirmektedir. Peptid-polimer

biyokonjugatlarinin olusturulmasi cok yonlu etkilere sahiptir. Bunlardan bazilari;
e Peptidlerin modifikasyonu saglamak,
e Hidrofobik 6zellikte peptidlerin suda ¢ozlnebilirligini arttirmak,
e Peptidlerin bolgesel etkilerini ylikseltmek,
e Peptidlerin immunojenik etkilerini ve immunoreaktiflliklerini arttirmak,
e Peptidlerin canli organizmada daha uzun siire etkili olmasini saglamaktir [51].

Polimerik biyokonjugatlarin bu essiz 6zellikleri tedavi edici etkilerini de arttirmaktadir.
Boylece immunolojik olmayan pozitif ya da negatif yikli sentetik polielektrolitlerin,
klasik adjuvantlara karsi en iyi alternatiflerden biri olmasini saglamaktadir [52].
Polimerik tastyici olarak kullanilan bazi polielektrolitlerin genel gosterimi Sekil 2.4 ve

Sekil 2.5’te verilmistir [51].

=>» Katyonik Polielektrolitler

—(HyC——CH}— (H,C———CH 3
ij Hj
N+EI -
C2H5

4winilpiridin ve 4-vinil-N-etilpiridin kopolimeri
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4winilpiridin ve 4-vinil-N-setilpiridin kopolimerleri

Sekil 2. 4 Tasiyici polimer olarak yaygin kullanilan katyonik polielektrolitler

=>» Anyonik Polielektrolitler
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Sekil 2. 5 Tastyici polimer olarak yaygin kullanilan anyonik polielektrolitler
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Senetik peptidlerin polielektrolitler kullanilarak olusturulan biyokonjugatlari gugli

koruma o6zelliklerinden dolayi yeni nesil asi bilesenleri olarak distintlmektedir[51].

Mustafaev ve arkadaslari tarafindan geleneksel yontemle, protein-lineer polielektrolit,
peptid-lineer polielektrolit kovalent biyokonjugatlari molekdllerin sulu ¢ozeltideki
aktive edilmis fonksiyonel gruplari arasinda gergeklesen reaksiyonlar ile
sentezlenmistir. Karbodiimid aktivasyonu ile gerceklestirilen iki basamakli kovalent
konjugasyon reaksiyonu; polimerin karboksil gruplarinin karbodiimid ile aktive edilmesi
ve sonrasinda karboksil gruplari ile proteinin ya da peptidin amino gruplari arasinda
kondenzasyon reaksiyonun olusumu ile gergeklesir. Birinci basamak stiresince karboksil
grubunun karbodiimide saldirmasi ile O-agilisolre ara Urinid olusmaktadir. Daha
sonrasinda kararsiz olan bu ara urin peptid ya da proteindeki amino gruplarina
saldirmakta boylece polimer ile peptid veya protein arasinda capraz baglanma

gerceklesmektedir.

Polimer

\
L

‘ é% AT Hidrofobik Belge
< Hidrofilk Bélge

Sekil 2. 6 Kisa zincirli peptid molekdllerinin lineer ve uzun zincirli polimerler ile

olusturduklari konjugatlarin sematik gésterimi [52, 53]

Karbodiimid kullanilarak sentetik peptidlerin  tasiyict  polimerlerle kovalent
konjugasyonu sonucu sentezlenen biyokonjugatlarin (Sekil 2.6) yiksek immunolojik
Ozellige sahip oldugu Mustafaev ve arkadaslari tarafindan yapilan calismalarla
gosterilmistir. Konjugatlarin sahip oldugu ylksek immunolojik 6zelligin polimerin

adjuvant etkisine bagl oldugu distindlmektedir [53].
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2.3.1 Poliakrilikasit (PAA)

Poliakrilik asit (PAA) birincil ve ikincil immun cevap igin kuvvetli adjuvant 6zelliktedir ve
bircok calismada  sentetik  polielektrolitlerin  immun  sistemi tetikleyici
(immunostimulant) mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasi ve arastiriimasi icin model

polimer olarak genis ve yaygin bir sekilde kullaniimaktadir [53-55].

2.3.2 Karboksimetilseliilaz (CMC)

Eczacilik, kozmetik ve gida alaninda yaygin olarak kullanilan Karboksimetilseliilaz
(CMC); suda yuksek coziinirliige sahip, seltlaz tiirevi anyonik bir polisakkarittir [56].
Sahip oldugu biyouyumluluk o6zelligi [57] ile ilag dagilim c¢alismalarinda [58-61] ve
cerrahi operasyolar sonrasi yapismalarin 6nlenmesi icin terapi uygulamalarinda [62-66]
kullanilmistir [67]. Toksik olmayan, yenilenebilir, biyobozunur yapida ve modifiye
edilebilir oOzellikteki dogal polimer olan karboksimetilseliilazin sahip oldugu bu
avantajlarindan dolayi bircok calismada da polimerik tastyr olarak kullaniimistir [68,

69].

2.3.3 Poli(N-Vinil-2-Pirolidon-ko-Akrilikasid) [P(VP-co-AA)]

Petrov ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismalarda poliakrilikasidin (PAA) immun
sistem Uzerinde vylksek wuyarici etkisinin oldugu gosterilmistir, ancak yiksek
toksisitesinden dolayl hazirlanan preparatlar immunolojide genis kullanim alani
bulamamistir. Bu nedenle Rafikov ve arkadaslari PAA’in toksisitesini diisirmek igin
PAA’in N-Vinil-2-pirolidon ile c¢esitli oranlarda ve farkli molekil agirliklarinda
kopolimerlerini sentezleyerek bu kopolimerlerin de en az PAA kadar immun sistemde
uyarici etkisi oldugunu gostermislerdir [70]. Bu nedenle tip ve biyoloji alaninda yapilan
bircok galismada [51, 55, 71-75] P(VP-co-AA) polimeri bir¢ok biyolojik molekil igin

tasiyici olarak kullanilmaktadir.

2.4 Kiiresel Ozellikteki Tasyicilar

Etkin ila¢ tasiyici sistem olarak biyoparcalanabilir nanopartikiillerin gelistirilmesi
gectigimiz birka¢c on yildan fazla bir slredir blyik ilgi odagl olusturmustur [76-79].
Mikropartikiller blydklikleri 1-1000 um arasinda degisen [80], nanopartikiller ise
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boyutlari 10 nm — 1000 nm arasinda degisen [81], makromolekiler maddeleri igeren
kolloidal, kati partikillerdir. Etkin madde, mikropartikiil yada nanopartikiil matriksi
icinde ¢ozundurilebilir, hapsedilebilir, adsorbe ettirilebilir, baglanabilir veya enkapsiile
edilebilir  [76, 79]. Biyopargalanir ve biyouyumlu polimerlerden hazirlanan
nanopartikiller ve mikropartikiller, himoral ve hiicresel immun cevaplari
indiikleyerek asi formiilasyonlarinin olusturulmasinda da kullanilmaktadir. Ornegin
Hepatit B hastaligina ait antijenik peptidin salimi icin PLGA nanopartikiller
kullanilmistir [81].

2.4.1 Mikropartikiller

Mikropartikiller buydklakleri 1-1000 um arasinda degisen kati partikullerdir [80].
Gunlmuzde genel olarak etkin maddelerin salim 6zelliklerinin kontrold, stabilitelerinin
saglanmasi, hedefe yonelik uygulamalar ve hasta uyumu gibi avantajlarindan dolayi
kontrolli salim preparatlari gelistirilmistir. Bu sistemlerin esasini biyoparc¢alanabilen
polimerler veya membranlar olusturmaktadir. Mikrokiirelerde bunlardan birisidir ve
yaklasik 25 yildan beri gerek organik kimya sentez Urinl terapétik molekiller igin

gerekse peptid ya da protein 6zellikteki biyomolekiiller icin kullaniimaktadir [82, 83].

2.4.2 Nanopartikiller

Nanopartikiller; dogal ya da sentetik yapidaki polimerlerle hazirlanan, boyutlari 10-
1000 nm arasinda degisen, hazirlama yontemine gore nanokiire veya nanokapsul (Sekil
2.7) olarak adlandirilan ve etken maddenin partikil icinde ¢o6zUnduralduga,
hapsedildigi ve/veya ylizeye adsorbe edildigi yada baglandigi matriks sistemlerdir [79,
84-86].
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Sekil 2. 7 Nanokiire ve Nanokapsiil yapisinin sematik gosterimi [84]

Son yillarda, nanoteknoloji tip ve biyoteknoloji alaninda nanopartikil sistemlerle ilgili
arastirmalara ve uygulamalara iliskin calismalarin sayisinda 6nemli o6lclide artis
olmustur [86]. Tiptaki uygulamalar ozellikle; ilag, gen ve antijenler i¢in tasiyici olarak
kullanilmasi, in vitro/in vivo diagnostiklerin uygulanmasi, diyet destekleyiciler,

gelistirilmis biyouyumlu materyallerin Giretimi gibi konulari kapsamaktadir [86-91].

Hazirlama yontemine bagli olarak, enkapsiile edilmis terapdétik ajanin farkh 6zellikler ve
farkl salim karakteristikleri sergiledigi nanokiireler veya nanokapsiller elde edilir.
Nanokapstiller vezikiiler sistemlerdir, ila¢g bir kaviteye hapsedilir ve bir polimer
membran ile gevrelenir, nanokireler ise matriks sistemlerdir burada ilag fiziksel olarak
ve uniform olarak disperse edilmistir (Sekil 2.8). Nanopartikiller ilk defa yaklasik olarak
40 yil 6nce [92] asilarin ve kanser tedavisinde kullanilan kemoterapotik ajanlarin

tasinmasi icin gelistirilmistir [79, 93-95].

Nanopartikiiller, nanoboyutlu yapilarindan dolayr mikropartikiler sistemlere kiyasla
hiicre icine daha fazla alinmaktadirlar. Desai ve arkadaslari yaptiklari bir calismada 100
nm boyutundaki nanopartikillerin  Caco-2 hiicrelerinden; 1 pum boyutundaki
mikropartikillere oranla ikibuguk kat daha fazla, 10 um boyutundaki mikropartikillere

oranla ise alti kat daha fazla hiicre icerisine alindigini géstermislerdir [96].
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Sekil 2. 8 Biyopargalanabilir nanopartikillerin gesitleri [79, 97]

2.4.2.1 Nanopartikiillerin Sagladigi Avantajlar

Dogal yada sentetik polimerlerin kullaniimasi ile elde edilen; ilaglarin yani sira,
proteinler, peptitler ve genlerin de ilgili dokuya hedeflendirilmeleri icin kullanilan
nanopartikillerin sagladigi avantajlar iki temel 6zelliklerinden ileri gelmektedir. Bu
Ozelliklerinden birincisi, nanopartikillerin kiiglik partikil boyutlarina sahip olmasidir.
Boylece kiicuk kapillerlerden gecerek hiicrelere alinirlar ve hedef boélgede etkili etkin
madde akiimilasyonunu saglarlar [79, 96, 98-100]. ikincisi ise, nanopartikiillerin
hazirlanmasinda biyobozunur materyallerin kullanilmasidir. Biyobozunur malzemeler
glnler hatta haftalar stiren periyotlarda hedef dokuda kontrollii etkin madde salimini
saglamaktadirlar. Tim bunlara ek olarak nanopartikller; ilaglarin/proteinlerin yada

peptidlerin stabilitesinin artmasinini saglarlar [101].
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Nanopartikiillerin diger avantajlari ise;
U Kolaylikla sterilize edilebilirler,
o Fizyolojik ortamda pargalanabilirler ve pargalanma Uriinleri toksik degildir,

U Etkin madde yikleme kapasiteleri ylksektir ve bu sekilde, etkin maddenin

intraselltler dagilimi artar,

U Oral yolla ilag uygulamada, nanopartikiil seklinde verilen ilacin salim ve

biyoyararlanimi artar,

o Nanopartikillerin polimerik yapilari, etkin maddenin hedeflendirilmesini,
saliminin kontrolini ve sirdirilmesini saglar. Hedeflenen boélgede injeksiyonlarini
takiben, ginler hatta haftalar siren etkin madde salimina olanak verirler. Ayrica,
nanopartikillerin ylzeyine hedefleme bdlgesindeki 6zel molekiler yapilari taniyan

spesifik ligandlarin tutturulmasi ile etkin maddenin lokalizasyonu miimkiin olmaktadir,

U Diger  kolloidal  tasiyict  sistemlerle  kiyaslandiklarinda  polimerik
nanopartikiller biyolojik sivilarda cok daha yiksek stabiliteye sahiptirler. Polimerik
partikiler yapi, kati matriks icine hapsedilmis aktif maddeyi parcalanmaktan korur.

Boylece etkin maddenin istenen bolgeye ulasma olasiligi artar,

. Kiguk  partikil  boyutlari,  nanopartikillerin  kiigik  kapillerlere
penetrasyonuna imkan verir ve hicreler tarafindan tutulmalarini saglar. Boylece,
vicutta hedeflenen bodlgede istenen etkin madde salimi saglanir. Mikropartikillere

kiyasla hicre icine alimlari yliksektir,

U Etkin maddenin hedef boélgede salimini sagladiklar icin, diger organ ve

dokular lGizerindeki sistemik toksisitelerini azaltirlar,

U Nanopartikiil dispersiyonlari; ilacin, tasiyici veya ilave zararli ¢ézlicliler icinde

¢Oziinmesine gerek kalmadan, parenteral yolla kolaylikla uygulanabilmesini saglar,
. Uretim teknikleri genel olarak basit ve kolaydir,

J Nanopartikiller, ilacin kati dozaj sekillerinde, uzun siire ve ilave saklama

sartlarina gerek kalmaksizin saklanmasina imkan vermeleridir [84, 86].
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2.4.2.2 Nanopartikiillerin Uygulama Alanlari

Son vyillarda, nanopartikiiller sahip olduklari avantajlardan dolayir nanoteknoloji, tip,
biyoteknoloji ve diger alanlarda yogun olarak arastirilmaktadirlar. Tip alaninda 6zellikle
antikanser ilaglar, antienflamatuvar ilaglar, antiparaziter ilaglar, peptit ve proteinler igin
tasiyici sistem olarak, ayrica, asilar ve tani maddeleri olarak kullanilirken; veteriner
hekimlikte de yaygin uygulama alani bulmaktadir [86, 102, 103]. Antijenik &zellikteki
molekdilleri tasiyan nanopartikillerin ise, immdinolojide Umit verici sonuglar
olusturdugu vyapilan calismalarda gosterilmistir [104]. Veterinerlikte ozellikle,
hayvanlari parazitlere karsi korumak icin igme suyu iginde verilen ve bagirsakta

parcalanarak ilaci serbestlestiren nanopartikiller kullaniimaktadir [86, 105].

2.4.2.3 Nanopartikiillerin Hazirlanmasinda Kullanilan Polimerler

Nanopartikillerin Gretiminde dogal (proteinler, polisakkaritler) ve sentetik polimerler
(Uretim sirasinda sentezlenenler, dnceden sentezlenenler) kullanilmaktadir. ilk iretilen
nanopartikiller, albumin gibi dogal proteinlerden yada poli (akrilamid), poli (metil
metakrilat) gibi biyobozunur olmayan sentetik polimerlerden Uretilmistir. Nanopartikdl
Uretiminde proteinlerin kullaniminda antijenik reaksiyonlarin olugsmasi gibi olumsuz
sonuclar meydana gelirken, biyobozunur olmayan sentetik polimerlerin kullaniminda
ise bu polimerlerin toksisiteleri blytk risk olusturmaktadir. Nanopartikiil Gretimi
sirasinda sentezlenen polimerlerin kullaniminda ise monomerlerin tamami ile
polimerize olmayip nanopartikiil yapisinda artik olarak kalabilme sakincasi
bulunmaktadir [86]. Nanopartikillerin hazirlanmasinda yaygin olarak kullanilan

polimerler Cizelge 2.1'de verilmistir.

49



Cizelge 2. 1 Nanopartikul hazirlamada kullanilan polimerler [86, 106]

Polimer Tipleri Polimer isimleri
Sentetik polimerler Poli(laktid)

Poli(laktid-ko-glikolid)

Poli(e-kaprolakton)
Poli(izobiitilsiyanoakrilat)
Poli(izoheksilsiyanoakrilat)
Poli(n-biitilsiyanoakrilat)
Poli(akrilar)
Poli(metakrilat)

Dogal polimerler Kitosan

Aljinat

Jelatin

Albtimin

Blok kopolimerler Poli(laktid)-poli(etilen glikol) (PLA-PEG)
Poli(epsilon-kaprolakton)- poli(etilen glikol) (PCL-PEG)
Poli(heksadesilsiyvanoakrilat)-ko-poli(etilen glikol)
(PHDCA-PEG)

Kolloidal stabilizanlar | Dekstran

Poli(vinil alkol)

E ®
Tween™ 20 veya Tween™ 80

Son zamanlarda peptit, protein ve nikleik asitlerin nanopartikiller ile tasinmasinda
polisakkaritlerden de vyararlaniimaktadir [86, 107]. Bu tez calismasindaki
nanopartiklller Poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) kullanilarak Uretildiginden PLGA

polimerine ait genel bilgiler asagida detayli olarak verilmistir.

Poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA)

Toksik olmayan metabolitlere dontisen polimerler, uzun etkili ve kontrolli salim
sistemlerinin hazirlanmasinda siklikla tercih edilmektedir [86]. Sahip oldugu
avantajlarindan dolayi etkin maddelerin enkapsiilasyonu sonucu kontrolli salimi icin
nanopartikil Gretiminde en yaygin olarak kullanilan biyobozunur polimerler alifatik
poliesterler olan Polilaktik asit (PLA), Poliglikolik asit (PGA) ve bunlarin kopolimeri olan

Poli(laktik-ko-glikolik asit)’dir [91, 97, 108-110].

Poli(laktik-ko-glikolik asit), laktik asit ve glikolik asit monomerlerinin uygun

karisimlarinin  polimerizasyonu sonucu elde edilmektedir. Kopolimeri olusturan
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monomerlerin oranlari degistirilerek, farkli molekil agirhiginda, farkl fiziksel, kimyasal
ve fizikokimyasal 6zelliklerde PLGA polimerleri elde edilebilmektedir. Polimerik matriks
olarak ila¢ tasiyici sistemlerde kullanilan PLGA’larin 6zelliklerine bagli olarak, ilag
saliminin uzatilmasi ve kontroll gergeklestirilebilmektedir [86]. PLGA’nin kristal yapisi
kopolimer zincirindeki iki monomer bileseninin molar oranina baghdir. PLGA’da, %
70’den az PGA iceren kopolimerler amorftur ve diklorometan, etil asetat gibi organik
¢Ozliclilerde kolaylikla ¢ozlnirler. PGA hidrofilik 6zellikte oldugundan hiicre ici
kosullarda kolaylikla ¢éziinmektedir. PLA ise yan zincirinde PGA’e gore fazladan bir
metil grubu tasidigindan (Sekil 2.9) daha hidrofobik 6zelliktedir ve bozunmasi PGA’den
¢ok daha uzun slirede gerceklesmektedir [85]. Bu nedenle PLGA’'nin sudaki bozunma
ozelligi kopolimerin molekil agirligina ve laktik:glikolik oranina baghdir. Yiiksek glikolik

asit icerigi ve dusliik molekil agirhgi, pargalanma oranini artirmaktadir [86].

CH,
Q o0
0-CH,y~C 0-CH-C
n n
PGA PLA
CH
C 19
0-CH,- C 0O-CH-C
n m

PLGA

Sekil 2. 9 Poli(Laktik asit) (PLA), Poli(GLikolik asit) (PGA) ve Poli(laktik-ko-glikolik asit)

(PLGA) polimerlerinin kimyasal yapilari

PLGA; fizyolojik ortamda inert olmasi, biyolojik olarak parc¢alanabilmesi, biyouyumlu
olmasi ve toksik olmayan drilnlere pargalanabilmesi nedeniyle, yeni ilag tasiyici
sistemlerde vyaygin olarak kullanilan ve FDA tarafindan da onaylanmis bir
biyopolimerdir. PLGA kopolimerleri gerek yagda, gerekse suda ¢ozlinen etkin maddeler
ile nanopartikiiler sistemlerin hazirlanmasinda uygun tasiyicilardir [86]. PLGA viicutta
laktik asit ve glikolik asit monomerlerine parcalanmakta (Sekil 2.10), bunlar da sitrik
asit donglisiine girerek metabolize olarak karbondioksit (CO,) ve suya (H,0)

parcalanmaktadir [86].
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r'H CH,
H.O D | D
(‘H: s (‘H ¢ —:—H SH HO-CH,- (- OH #HO-CH- ¢ - OH

PLGA Glikolik asit Lalktilk asit

Sekil 2. 10 PLGA polimerinin hidrolizi

PLGA nanopartikullerden etkin madde salimi polimerin hidrolizi sonucu bozunmasina
bagl olarak dort asamadan meydana gelmektedir (Sekil 2.11). Birinci asamada suyun
difizyonu gerceklesmekte bunu takip eden ikinci asamada ise asidik u¢ gruplara sahip
oligomerlerin hidroliz reaksiyonunu otokatalizlemesi sonucu hidroliz hizlanmaktadir.
Uglinci asamanin basinda kritik molekiil agirigina ulasilmakta ve oligomerler
partikilden disariya difiize olmaktadir. Su molekilleri olusan bosluklardan difiize
olmakta bu da oligomerlerin daha fazla diflizyonunu tesvik etmektedir. Polimerin
belirgin kitle kaybi ve etkin madde salimindaki keskin artis liclincii asamada meydana
gelmektedir. Dordincli asamada ise polimerik matriks ylksek oranda gozenekli bir

yapiya donismekte, bozunma daha yavas ve homojen bir sekilde ilerlemektedir [111].

Asama-l Asama-ll Asama-lll Asama-IV
Suyun Polimer Hidrolizi Oligomer difiizyonu Gozenekli yapi
diftizyonu Kiigiik miktarda Etkin madde salimi Homojen bozunma

kitle kaybn Kiitle kaybi

© Su molekilia, ®@Asidik oligomerler, @ Etkin madde , © Oligomer difiizyonu sonucu olusan bosluklar

Sekil 2. 11 PLGA nanopartikiiliintn hidrolizi ve etkin madde saliminin asamalari [111]

2.4.2.4 Nanopartikiil Hazirlama Yontemleri

Hazirlama yoOnteminin sec¢imi, kullanilan polimerin yapisina ve etkin maddenin
¢Ozlinlrliuk 6zelligine gore belirlenmektedir. Nanopartikil hazirlama yéntemleri olarak
onceleri monomerlerin gesitli ortamlarda in situ polimerizasyonuna dayanan yontemler

kullanilmistir  [84]. Gulnlimizde ise, tam olarak karakterize edilmis, Onceden

52



sentezlenmis polimer veya dogal makromolekdllerin dispersiyonuna dayali yéntemler
daha fazla kullanilmaktadir. Bu tez c¢alismasi icin peptid yikli nanopartikil Gretimi
amaci ile yapilan literatiir taramasinda peptid yada protein yikli nanopartikillerin
Uretiminde en yaygin olarak ikili emilsiyon (w/o/w=su/yag/su) ¢oziicii buharlastirma
yonteminin (homojenizasyon yada ultrasonikasyon destekli) kullanildigi gorilmistir ve

bu yontem detayl olarak anlatilmistir.

ikili Emiilsiyon (w/o/w) Coziicii Buharlastirma Yontemi

Etkin maddenin peptid, protein gibi hidrofilik 6zellikteki molekiller oldugu durumda,

nanopartikiller; ikili emilsiyon ¢6zlicl buharlastirma yontemi ile Uretilirler (Sekil 2.12).

Peptad (sulu ¢zelts)

Polimer (organik ¢ozelti) Yag-su emillsiyonu (wo) Peptid Yakli Nanoparcacik

/ \
J
/ | I
/ <,
/

Kangtirma

Salu cézelti u-yag-su emélsivonu (wo'w)

Sekil 2. 12 Peptid yikli nanopartikdllerin ikili emulsiyon w/o/w ¢ozlici buharlastirma

yontemi ile tGretimi [91]

Bu yontemde ilk olarak etkin maddenin sulu ¢ozeltisi polimer iceren organik faz
icerisinde dagitilir. Elde edilen w/o emdilsiyonu dis sulu faz icerisinde emilsifiye
edilerek w/o/w ikili emilsiyonu elde edilir. Elde edilen w/o/w emiilsiyonu, etkin
madde c¢oOzeltisini iceren polimer c¢oOzeltisi damlaciklarini  olusturur ve ¢ozlici
buharlastirildiktan sonra, etkin maddenin sulu ¢o6zeltisini iceren nanopartikil

sliispansiyonu elde edilir. Bu slispansiyon santrifiijlenerek nanopartirkiller elde edilir,
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su ile yikama yapildiktan sonra kurutlan nanopartikiller liyofilize olarak kurutulur ve

kullaniilmak Gzere dondurulur.

2.5 Capraz Baglama Reaktifleri

Capraz baglama reaktifleri (capraz baglayicilar) biyokonjugasyon reaksiyonlarinda
molekillerin kovalent olarak baglanmasini saglayan ve uygulama amacina gore ¢ok
farkh cesitleri bulunan kimyasal ajanlardir. Capraz baglama reaktifleri biyolojik
molekillerin isaretlenmesinde, ¢apraz baglanmasinda ya da kiiclik molekillerin daha
biyiik molekiillere baglanarak hedeflenmesi ve dagitiminda kullaniimaktadir. iki farkl
molekil intermolekiiler (molekiller arasi) ya da tek bir molekll intramolekiler
(molekil ici) olarak capraz baglayicilar kullanilarak baglanabilmektedir. Capraz
baglayicilar aktif bagin sagindaki ve solundaki R gruplarinin es olup olmamasina goére
Homobifonksiyonel (iki es fonksiyonel R grubu tasiyanlar) veya Heterobifonksiyonel

(farkh fonksiyonel R grubu tasiyanlar) olarak siniflandirilirlar [112].

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

0 A° olan baglayicilar 6zel bir alt bélim olan Direkt Capraz Baglayicilardir).
Arabulucu iceren baglayicilarin bazi avantajlari;

Degisen uzunluktaki arabulucu mesafesi peptide, tasiyici molekiil ylizeyinden ¢ikabilme
ozelligi saglamakta ve boylece peptid daha ulasilabilir oldugundan daha fazla antijenik

ozellik gostermektedir.

Arabulucu en fazla 6 metilen zincirinden olusmaktadir ve baska bir fonksiyonel grup

icermemektedir. Bu da istenmeyen immunolojik cevaplarin olusumunu 6nleyecektir.

Capraz baglanma reaktifleri kullanilarak kovalent baglanma ile elde edilen konjugatlar

her iki molekuliin biyolojik aktivitesini birlikte tasimaktadir [50].

2.5.1 Homobifonksiyonel Capraz Baglayicilar

Homobifonksiyonel c¢apraz baglayicilar; karbon zincirinden olusan bir arabulucunun

simetrik olarak iki 6zdes reaktif gruba baglanmasi ile olusturulmustur (Sekil 2.13) [112].
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Arabulucu molekdler bir ip gibi bir protein molekilini 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.

1. Reaktif grup 2. Reaktif grup

< Spacer (arabulucu) >
1 2

Ozdes reaktif gruplar

Sekil 2. 13 Homobifonksiyonel ¢apraz baglayicilarin sematik gosterimi [50]

Bu sekilde iki proteini ya da diger molekiilleri birbirine baglayabilme yetenekleri
homobifonksiyonel capraz baglayicilarin farkh assay (deneme) ya da target (hedefleme)
¢alismalarinda kullanilmasina olanak saglamistir. Bunun yaninda homobifonksiyonel

capraz baplayicilarin bazi dezavantajlari da mevcuttur. Bunlarin basinda;

Genel olarak basit homobifonksiyonel baglayicilarin kullanilmasi ile olusturulan

konjugatlarin yeteri kadar tanimlanamamasi,

Konjugasyon esnasinda gapraz baglayici tarafindan aktive edilen polimer tarafindan

olusturulan aktif ara trtnin yine ayni polimer ile capraz baglanabilmesi,

Aktif ara Grtnidn kendi icerisinde ayni polipeptid zincirinde diger bir fonksiyonel gruba

capraz baglanarak intramolekiler konjugat olusturabilmesi,

Diger bir capraz baglayicinin yine bu aktif ara tGrine baglanmasi bunun sonucunda ayni
molekilun ikili (dimer), Gglu (trimer) vb, oligomerlerinin olusabilmesi ve bu sekilde

polimerize olabilmesi gelmektedir.

Bu sekilde homobifonksiyonel capraz baglayicilar kullanilarak gerceklestirilen tek
basamakli konjugasyon reaksiyonlarinda tam olarak tanimlanamayan konjugatlarin
olusumu 6nemli bir problemdir. Clinki bu tip reaksiyonlarda tiim reaktiflerin ayni anda
reaksiyon karisimina koyulmasi gerekmektedir. Tim bu olumsuz nedenlerden dolayi
homobifonksiyonel c¢apraz baglayicilar icin iki basamlari reaksiyon prosedri

gelistirilmistir [112].
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Oncelikle tasiyici molekiilii (polimer) homobifonksiyonel capraz baglayici ile aktive
edilir ve sonrasinda gapraz baglayicinin fazlasi ile yan Grlnler uzaklastirilarak aktive
edilmis polimer saflastirilir. Sonrasinda baglanacak olan ikinci molekil ile konjugat

olusumu igin karistirihr [112].

2.5.2 Secici Olduklar Gruplara Gére Homobifonksiyonel Capraz Baglama Reaktifleri

Homobifonksiyonel capraz baglama reaktiflerinin konjugasyon ¢alismalarinda en yaygin
olarak kullanilanlari yoneldikleri reaktif gruplara goére siniflandirilarak asagida

verilmistir [113].
a) Amino Grubuna Yénelen Homobifonksiyonel Capraz Baglama Reaktifleri

Amino grubuna yonelen gapraz baglama reaktifleri amino grubu iceren protein, peptid
gibi makromolekillerin kovalent olarak baglanmasinda kullanilan homobifonksiyonel

capraz baglayicilardir.
. NHS Esterleri
e Bis-imidoesterler
e Bis-aldehidler
e Bis-izosiyonatlar ve izotiyosiyonatlar
e Diflorobenzen Tiirevleri
e Amino Gruplarinin Yonlendirdigi Diger Capraz Baglayicilar
b) Silfidril Grubuna Yénelen Homobifonksiyonel Capraz Baglama Reaktifleri

Silfidril grubuna yonelen capraz baglama reaktifleri sulfidril grubu iceren protein,
peptid gibi makromolekiillerin tiyol bagi olusturarak kovalent olarak baglanmasinda

kullanilan homobifonksiyonel ¢capraz baglayicilardir [112].
e Bis-maleimidler
e Disllfid Olusturan Reaktifler

e Bis-alkil halojentrler
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c) Karboksil Grubuna Yénelen Homobifonksiyonel Capraz Baglama Reaktifleri

Karboksil anyonu niklofilik yapidadir ancak nétral ve oldukg¢a bazik pH degerleri
arasinda elektrofiller igin reaktifligi amino ya da tiyol grubunun yaninda oldukga zayif
kalmaktadir. Ihmli asidik kosullarda (karobksil grubunun pKa degerleri arasinda;
yaklasik pH=3-5) amino ve tiyol gruplarin protonlanmis formlari (NHs*, SH) baskin
oldugundan reaktiflikleri azalmakta ve karboksil gruplari reaksiyon igin tercih
edilmektedir. B—karbonildiazo bilesikleri bu kosullar altinda konjugasyon reaktifi olarak
kullanilmaktadir. Bu bilesikler fotoaktive edilebilir formda olup sonrasinda karanlik
kosularda nikleofilleri hedefleyerek reaksiyona girmektedir. Genel olarak kullanilan
karboksil grubuna yonlenen homobifonksiyonel ¢apraz baglayicilar diazo bilesikleridir
(Sekil 2.14) [113].

Y N
_—
HZN/\/ V\NHZ HN/ §CH/\/\/CI_§N+/NH

z
Y =NH, NR, S Bis-diazo bilesigi

Sekil 2. 14 Konjugasyon reaksiyonlarinda kullanilan karboksil grubuna yonelen ¢apraz

baglayicilar [50]

2.5.3 Heterobifonksiyonel Capraz Baglayicilar

Heterobifonksiyonel capraz baglayicilar; karbon zincirinden olusan bir arabulucunun iki

ucuna farkh reaktif gruplarin baglanmasi ile olusturulmustur (Sekil 2.15).

1. Reaktif grup 2. Reaktif grup

< Spacer (arabulucu)
1

Farkli reaktif gruplar

[ S

Sekil 2. 15 Heterobifonksiyonel capraz baglayicilarin sematik gésterimi [50]

iki farkli reaktif grup, kovalent olarak baglanacak farkli molekillerdeki iki farkli
fonksiyonel gruba saldirarak bu molekiillerin ¢apraz baglanmalarini saglarlar. Ornegin

capraz baglayicinin bir ucu amino grubuna yonelen reaktif grup icerirken, diger ucu
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sulfidril ya da karboksil grubuna yoénelen reaktif grup igermektedir. Bunun sonucunda
hedeflenen  molekiliin istenilen bolgesinde ¢apraz baglanma reaksiyonu
gerceklestirilebilmekte ve bdylece konjugasyon prosesinde daha iyi bir kontrol

saglanmaktadir [112].

Heterobifonksiyonel capraz baglayicilar kullanilarak gerceklestirilen konjugasyon
reaksiyonu birka¢ basamaktan olusmaktadir. Tipik bir konjugasyon reaksiyonunda ilk
protein (ya da peptid, makromelekil vb.) heterobifonksiyonel capraz baglayicinin daha
reaktif ve reaksiyona meyilli olan ucu tarafindan modifiye edilir. Sonrasinda modifiye
protein, reaktiflerin fazlasinin jel filtrasyon ya da diyaliz yoluyle uzaklastirilmasi sonucu
saflastirilir. Konjugasyon icin ikinci molekil ilave edilmeden aktive edilmis ara Griinin
saflastirilmasi  sirasinda ara UrUndn  kararlihgini  koruyabilmesi i¢cin  bircok
heterobifonksiyonel capraz baglayicilar, en az bir tane sulu ortamda uzun stire kararli
kalabilecek reaktif grup icerirler. Ornegin NHS-ester maleimid heterobifonksiyonel
capraz baglayicilari, aminlere karsi oldukca reaktif olan NHS ucu ile proteine baglanip
molekilin  modifikasyonunu gerceklestirirken, maleimid fonksiyonel grubunun
kararlihgindan dolayi ara trlnln aktivitesi korunmaktadir. Clinkii maleimid grubu sulu
¢Ozeltilerde NHS esterlere gore daha kararlidir. Hizli bir saflastirma isleminden sonra
ikinci molekdl (stlfidril grubu iceren) ortama eklenerek maleimid ucu ile ilk molekile
capraz baglanmasi saglanir. Bu sekilde ¢oklu basamakli konjugasyon reaksiyonlarinda
konjugat Grininiin molekil boyutu ve ¢apraz bagh trlindeki bilesen oranlari Gizerinde
daha iyi bir kontrol saglanmaktadir. Konjugatin konfiglirasyonu ve ya da yapisi ilk
proteinin baslangic modifikasyon derecesine bagli olarak ikinci proteinin konjugasyon
reaksiyonuna eklenecek miktari ayarlanarak dizenlenebilmektedir [112]. Bu sekilde

kullanim amacina gore; distk ya da yiiksek molekul agirlikli konjugatlar elde edilebilir.

Heterobifonksiyonel capraz baglayicilar konjugasyon reaksiyonlarinda hedef molekiliin
Ozel bir bolgesine karsi spesifik yonlendirici olarak kullanilabilirler. Bunun yani sira
heterobifonksiyonel capraz baglayicilar secici olmayan baglanma gerceklestiren ve UV

iIsinlama ile aktive edilen bir adet fotoreaktif gruba sahip olabilirler.

Heterobifonksiyonel ¢apraz baglayicilar iki farkli fonksiyonel grubun yani sira bunlari

birbirine baglayan bir adet de arabulucu (spacer) icerirler. Capraz baglayicilar her
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zaman vyalnizca reaktivitelerine gore degil bazen de sahip olduklari arabulucunun

boyutuna ve 6zelligine gore secilip kullanilabilirler.

2.5.4 Secici Olduklari Gruplara Gore Heterobifonksiyonel Capraz Baglama

Reaktifleri

Heterobifonksiyonel capraz baglama reaktiflerinin konjugasyon c¢alismalarinda en
yaygin olarak kullanilanlari yoneldikleri reaktif gruplara gore siniflandirilarak asagida

verilmistir [113].

e Amino ve Suldifril Grubuna Yonelen Heterobifonksiyonel Capraz Baglama

Reaktifleri

e Karbonil ve Sulfidril Grubuna Yonelen Heterobifonksiyonel Capraz Baglama

Reaktifleri

e Amino Grubuna Yénelen ve Fotoreaktif Grup iceren Heterobifonksiyonel Capraz

Baglama Reaktifleri

e Silfidril Grubuna Yénelen ve Fotoreaktif Grup iceren Heterobifonksiyonel

Capraz Baglama Reaktifleri

e Karbonil Grubuna Yénelen ve Fotoreaktif Grup iceren Heterobifonksiyonel

Capraz Baglama Reaktifleri

e Karboksil Grubuna Yoénelen ve Fotoreaktif Grup iceren Heterobifonksiyonel

Capraz Baglama Reaktifleri

e Arjinin Grubuna Yoénelen ve Fotoreaktif Grup iceren Heterobifonksiyonel Capraz

Baglama Reaktifleri

e Amino ve Karboksil Grubuna Yoénelen Heterobifonksiyonel Capraz Baglama

Reaktifleri

2.5.5 Direkt (Zero-Length) Capraz Baglayicilar

Capraz baglayicilarin diger bir grubu ise zero-length olarak da bilinen direkt capraz
baglama reaktifleridir. Bu alt gruptaki baglayicilar iki molek{ll arada herhangi bir grup

ya da atom olmaksizin birbirine baglamakta yani ilk molekildeki bir atom diger
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molekile kovalent olarak baglanirken arada higbir arabulucu ya da baglayic
bulunmamaktadir. Ancak bir¢cok konjugasyon reaksiyonu elde edilen konjugattaki
molekiller birbirlerine baglanirken yapiya yabanci bir madde girmistir ve bu madde
konjugatin kullaniimak istendigi yere gére 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 capraz baglayici ajanlara spesifiktir. Direkt
capraz baglama reaktifleri iki molekill birbirlerine arada bir arabulucu ya da baglayici
bulunmadan direkt bagladigi icin bu tlir istenmeyen antikor olusumlarini

engellemektedirler [112].
Bu tilr ¢apraz baglayicilar;

e Primer amino grubu ile karboksilik asid grubunu, kondenzasyon reaksiyonu

sonucu amid bagi olusturarak,
e Organik fosfat grubu ile primer aminleri fosfoamid bagi tizerinden ya da,

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

baglamaktadir.

2.5.6 Karbodiimidler

Peptid-protein, protein-protein ve peptid-polimer konjugatlarinin olusturulmasinda
kullanilan direkt c¢apraz baglama reaktifleri arasinda en c¢ok tercih edilen
karbodiimidlerdir. Suda c¢Ozlinebilir ve c¢o6ziinemeyen formlarinin bulundugu
karbodiimidler; karboksilat ve primer aminlerin amid bagi ile, fosfat ve amino
gruplarinin ise fosfoamid bagi ile baglanmasina arabuluculuk ederler. Suda ¢6zlinebilir
Ozellikteki karbodiimidler daha ¢ok biyokimyasal konjugasyonlarda tercih edilmektedir
¢link( biyolojik kokenli bircok makromolekil sulu tampon c¢ozeltilerde ¢oziinmektedir.
Sadece karbodiimidler degil ayni zamanda yan Urinler olan lre tirevleri de suda
¢Ozlinen oOzellikte oldugundan konjugatin saflastiriilmasinda kolaylik saglamaktadir.
Bunun yani sira suda c¢oziinemeyen Ozellikteki karbodiimidler genel olarak peptid

sentezinde ve molekillerin sadece organik c¢ozliclilerde ¢o6zlinmesi gereken
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biyokonjugasyon reaksiyonlarinda kullaniimaktadir. Bu reaksiyonlarda meydana gelen
Urinler ve vyan dUrinler de sadece organik c¢oOziicllerde ¢o6zinebilmekte suda

¢Ozlinememektedir [112].

2.5.6.1 EDC

EDC ya da EDAC adi ile bilinen 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidroklorir
biyolojik molekiillerin konjugasyonunda en sik kullanilan karbodiimid tiirevidir. Suda
¢Ozlinebilir Ozelligi capraz baglayiclyl reaksiyon ortaminda daha 6nce bir organik
¢Ozliciide ¢O6zme zorunlulugu olmadan direkt olarak ekleme imkani sunmaktadir.
Karbodiimidin fazlasi ve ¢apraz baglama reaksiyonunun yan Griini olan (re tlrevleri
suda c¢ozinebilir oldugundan diyaliz ya da jel filtrasyon ile kolayca ortamdan
uzaklastirilabilir ve elde edilen konjugatlar saflastirilabilir [114, 115]. Ancak EDC suyun
varliginda kararli olmadigindan -20 °C'de saklanmali, kullanilacagi zaman oda
sicakligina getirilmeli ve oyle agiimalidir. EDC’nin kiglk miktarlarini reaksiyon ortamina
eklemek igin suda stok ¢ozeltisi hazirlanabilmektedir ancak bu ¢ozeltinin kimyasalin
aktivitesini kaybetmemesi i¢in olduk¢a ¢abuk hazirlanmasi ve kisa stirede kullaniimasi

gerekmektedir. Sekil 2.16’da EDC molekiliiniin kimyasal yapisi gosterilmektedir.

CHjy

Sekil 2. 16 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidroklorir molekilinin

kimyasal yapisi [50]

Primer amin ve karboksil gruplari iceren bircok molekiilin EDC kullanilarak
konjugasyonu gerceklestirilebilmektedir [116-119]. Konjugat olusum prosesinde
oncelikle N-substitue karbodiimidler (karbon atomuna komsu iki azot atomu karbona
gore daha elektronegatif oldugundan karbon atomu & vyiiklenir ve karboksilat
anyonunun saldirmasi icin olduk¢a uygun bir yapi olusur) karboksilik asidler ile
reaksiyona girerek oldukca reaktif olan O-acilisolire ara Gridnlini olustururlar.
Sonrasinda bu aktif ara Grlin primer amin gibi nikleofil 6zellikteki gruplar ile reaksiyona
girerek amid bagi Uzerinden konjugat olusumunu gerceklestirir [120]. Reaksiyon

esnasinda herhangi baska bir niikleofil de reaktif olabilmektedir. Ornegin siilfidril
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gruplari ara Urline saldirabilmektedir ancak olusan tiyoester bag amid bag kadar

kararli degildir.

Ancak EDC peptidlerin polimerlerle konjugasyonu sirasinda molekillerin  kendi
icerisinde polimerizasyonu da sé6z konusudur. Ornegin peptid molekiilii hem karboksil
grubu hem de amino grubu icerdiginden karbodiimid tarafindan aktive edilen karboksil
grubunun olusturdugu kararsiz ara uriine yine peptid molekllinin amino grubu
saldirabilmekte ve peptid-polimer konjugatinin yani sira peptidin oligomerlerininin
olusumu da s6z konusu olabilmektedir. Bircok calismada karbodiimidler icin refere

edilen optimim pH aralig1 4,7 ile 6'dir.

Genel olarak EDC kullanilarak amino ve karboksil gruplari iceren kiglk peptid vb.
molekillerin polimer veya 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 ¢ozinilrligini ya da aktivitesini kaybetmemesi icin modifiye
edilmektedir. Ornegin hidrofobik bir peptidin protein yiizeyine kovalent konjugasyonu
sirasinda kismi ya da timiyle ¢okme problemi olusabilmektedir. Bu problem EDC
miktarinin ya da ortama ilave edilen hidrofobik peptid miktarinin disdriilmesi ile

azaltilabilmektedir [112].
e Modifiye edilecek polimer suda ya da fosfat tamponunda ¢6ztindr.

e Konjugasyon yapilacak olan peptid de ayni ¢ozliclide ¢ozinir. Eger belirli
oranlar ile ¢alisilmiyor ise klglik molekdl, reaksiyon ortamina polimerin en az 10
kati molar konsantrasyonda olacak sekilde eklenir. Eger mimkiin ise peptidin
gereken miktari direkt olarak polimer ¢ozeltisine ilave edilir. Az miktarlar ile
calisilacak ise peptidin stok ¢ozeltisi hazirlanarak bundan reaksiyon icin gereken

miktar kullanilabilir.
o Eger peptid ¢ozeltisi ayri olarak hazirlandi ise polimer ¢6zeltisine eklenir.

e (Cozeltideki polimerin molar konsantrasyonunun 10 kati olacak sekilde ortama
EDC ilave edilir. Eger distuk miktarda EDC kullanilacak ise hemen tiketilmek
kaydi ile karbodiimidin stok ¢ozeltisi hazirlanir ve gereken miktar bu ¢ozeltiden

eklenir.
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e 2 saat oda sicakhginda reaksiyon icin birakilr.

e Elde edilen konjugat jel filtrasyon ile ya da uygun bir tampon kullanilarak
[bircok konjugat icin 0.1 M sodyumfosfat tamponu (0.15 M NaCl, pH = 7.4)
tercih edilir] diyaliz ile saflastinilir. Eger konjugasyon sirasinda herhangi bir
bulaniklik gozlenirse bu reaksiyon bitiminde santrifiij ile uzaklastirilabilir. Ancak
EDC ile immunojen konjugatlarin olusturulmasi sirasinda olusan bu bulaniklik
genel olarak sorun yaratmamaktadir. Clinkli ¢okelti halindeki bu immunojenik
konjugatlar suda c¢oOzlinebilir olanlarina gore daha vyiksek immunojenlik

gostermektedir [112].

EDC gapraz baglayicisi kullanilarak peptid molekiliiniin karboksilik asit grubu igeren
polimerlere kovalent olarak baglanmasi sonucu biyokonjugatlarin sentezlenmesine ait

reaksiyon mekanizmasi Sekil 2.17’de gosterilmistir.

63



|‘T|
I HaC—
fcx we :

- M ch EDC
od” \ + \N
coo
cog- COO CI;JNH*—C "
Karboksil grubu HaC
iceren polimer e
ef NH—CH,
0
I..-llr. - 33 I
& M Kararsiz ara iiin

O-aciliso e

. 0
= WH
( cod o
CO0 L

CHs
P
o™ S ST N N
- T M.
Yom iiriin 3 . . .
Uire tirevi Polimer-Peptid Konjugati

Sekil 2. 17 EDC kullanilarak sentezlenen Polimer-Peptid konjugati reaksiyon
mekanizmasi [50]

2.5.6.2 EDC Plus Siilfo-NHS

Suda ¢oziunebilir 6zellikteki karbodiimidler; karboksil grubu ile aktif ester ara Grini
olusturmak icin suda ¢éziinebilen siilfo-NHS ile birlikte kullanilirlar. Once karbodiimid
ile karboksil grubunun reaksiyonu sonucu O-acilisolire kararsiz ara Grind olusur

sonrasinda siilfo-NHS ile bu ara Uriniln reaksiyonundan silfo-NHS ester ara Urini
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olusur ve bu ara Urinln primer amino grubu ile reaksiyona girmesi sonucu amid bagi

Uzerinden ile konjugat elde edilir.

2.5.6.3 CMC

Suda ¢ozlinebilir 6zellikteki 1-Siklohegzil-3-(2-morfolinetil) karbodiimid, karboksil ve
amino grubu iceren molekdllerin konjugasyonunda kullaniimaktadir. Molekiile suda

¢ozlinebilme 6zelligini saglayan yapisindaki pozitif ylikli morfolin grubudur.

2.5.6.4 DCC

Disiklohegzilkarbodiimid 6zellikle organik sentez uygulamalarinda oldukca sik kullanilan
bir capraz baglayicidir. 1955 yilindan beri peptid sentezinde kullanilmakta ve halen de
kullaniminda devam edilmektedir. DCC organik coziiclilerde ¢6ziinebilir 6zelliktedir ve

80 °C’a kadar olan sicakliklarda kullanilabilmektedir.

2.5.6.5 DIC

Diizopropilkarbodiimid suda ¢ozinmeyen 06zellikteki ve oda sicakhginda sivi olarak

bulunan diger bir karbodiimid ¢esididir.

2.5.6.6 N,N-Karbonildiimidazol

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

grubu tastyan diger bir direkt capraz baglama reaktifidir [112].

2.6 Radikal Zincir Polimerizasyonu

Katilma polimerizasyonun en o6nemli tiplerinden biri ciftlesmemis elektron igeren
elektriksel olarak notral serbest radikallerle basaltilan  Radikalik  Zincir
Polimerizasyonu’dur. Ciftlesmemis elektronu bulunan bilesiklerden faydalanilarak
yapilan bu polimerizasyon tiiriinde monomerler dogrudan biylimekte olan aktif zincire
katilarak polimer yapisini olustururlar. Bu yontemde radikaller genel olarak katalizor
yada baslaticillar ile bazende 1si, 1sin gibi fiziksel etkenlerle karasiz maddelerin
parcalanmasi sonucu olusmaktadir. Karbon-karbon cifte bagi goreli olarak duslk

kararhliga sahip olmasi nedeniyle, 6zellikle serbest radikallerle kolayca tepkime
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verebilmektedir [121]. Serbest radikaller Gzerinden yiriyen polimerizasyon; Baslama,
Blylime (Cogalma) ve Sonlanma olmak Uzere baslica ¢ basamaktan olusmaktadir.

Reaksiyon basamaklari etilen monomerinin polimerlesmesi izerinden anlatilacaktir.

Baslama Basamagi: Bu basamakta monomer molekiilleri kimyasal veya fiziksel yolla
aktiflestirilerek radikal haline doénustardlir. Bu basamak baslangic aktivitesinin
olusturuldugu bir basamak gibi duslndlebilir. Bu basamagin gergeklestirilmesi igin
izlenen en yaygin yontem sisteme disaridan baslaticilarin ilave edilmesidir. En yaygin
kullanilan baslaticilardan biri olan benzoilperoksit 60 °C - 90 °C sicaklk arahginda Sekil
2.18’deki reaksiyona gore parcalanmakta ve olusan radikal monomere saldirarak

radikalik reaksiyonu baglatmaktadirdir (Sekil 2.19).

0 0 O 0

IO A [
@C 0 DC;@—F@CD+DC©
Ol =~ ©-

Sekil 2. 18 Benzoilperoksit baslaticisinin isi ile pargalanma reaksiyonu [122]
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Sekil 2. 19 Radikal molekilliinin monomere baglanmasi [122]

Biiyiime (Cogalma) Basamagi: Baslama basamaginda olusan monomer radikaline diger
monomerlerin katilmasi ile radikal zincirinin blylmesi asamasidir (Sekil 2.20).

Reaksiyonun ilerlemesi; monomerin aktif zincirle birlesmesiyle gerceklesmektedir.

66



ol e

= — =
C— - \
RLS.

H H
H H
PET il
T T
H H H H H H

Sekil 2. 20 Radikal zincire monomerlerin katilmasi [122]

Sonlanma Basamagi: Blyimekte olan polimer zincirlerinin gogalmasinin durdugu yani
aktif radikallerin sondiglu sonlanma basamaginda radikal zincirleri birbirleri ile
birleserek orantili olarak (Sekil 2.21) ya da kendi igerisinde yeniden diizenlenme ile

orantisiz olarak (Sekil 2.22) reaksiyonu sonlandirmaktadir.

pEpymR
RS SRR
HHHHHHHMH

Sekil 2. 21 Aktif radikal zincirlerinin birbirine katilarak orantili sonlanmasi [122]
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Sekil 2. 22 Aktif radikal zincirlerinin orantisiz sonlanmalari [122]

2.7 Mikrodalga Destekli Kati Faz Peptid Sentezi (SPPS)

R. Gedye ve R. J. Majetich tarafindan 1986 yilinda organik kimyada ilk kez kullanilan
mikrodalga teknolojisi ile reaksiyonlarin geleneksel 1sitma yontemine gore cok daha
hizli ilerledigi gosterilmistir. Mikrodalga elektromanyetik spektrumda X-isinlari, UV-
gorinir bolge ve IR’ den daha az enerjili bolgede yer almaktadir ve 300-300.000 MHz
frekans araligindadir. Mikrodalganin frekansi, yani enerjisi, ¢ok duisik oldugu icin
baglari kirmadan sadece donmelerine sebep olmaktadir. Béylece molekillerin daha
lineer olarak yonlenmesi gerceklesmekte (Sekil 2.23) ve agregasyon minimize edilirken

yeni baglanacak aminoasidin biliyliyen zincirin ucuna baglanmasi kolaylasacaktir.
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Sekil 2. 23 Geleneksel 1sitma (a) ve mikrodalga enerijisi (b) ile peptid sentezinde
molekdillerin yonlenmesi [123]

Normal 1sitma sistemlerinde, Once isitici 1sinmakta, bu enerji reaksiyon kabina
aktarilmakta, reaksiyon kabi da tim sistemin sicakliklari esit olana kadar isI enerjisini
reaksiyon ¢ozeltisine aktarmaktadir. Mikrodalga yonteminde ise 6rnek reaksiyon kabi
tarafindan degil dogrudan mikrodalga 1sinlari tarafindan isitiimaktadir (Sekil 2.24).

Bunun ise iki faydasi bulunmaktadir:
e Reaksiyon karisimina daha etkin bir enerji aktarimi olmaktadir.

e Reaksiyon kabinin ortasindaki ve kenarindaki bilesenler esit miktarda enerjiye

maruz kalmaktadir [124].

—p; ~— Reaktif-cozict
Mikrodalga enerjisi lxan;um ( e
> P icin gecirgen enerjisini absorblar)
reaksiyon tiipi
/ \ Bolgesel agm
1sinma ' :
1 (a) ®)

Sekil 2. 24 Geleneksel 1sitma yontemi ile mikrodalga isitma yonteminin karsilastiriimasi

[125]

Mikrodalgayla enerji transferi cok hizli gerceklestiginden enerjiye maruz kalan
molekillerin durulmasi icin gerekli siire dolmadan molekiller tekrardan enerjiye maruz
kalirlar. Boylece molekiiller reaksiyonun gerceklesmesi icin gerekli aktivasyon enerjisini

kazanirlar ve reaksiyon ¢ok daha kisa slirede tamamlanir [126]. Mikrodalga enerjisinin
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hem reaksiyon ortamini homojen olarak isitabilmesi, hem de reaksiyon siiresini
kisaltmasi gibi avantajlarindan dolay! yapilan ¢alismalarda bu yéntem peptid sentezi
Uzerine de uygulanmistir. J. K. Murray ve S. H. Gellman’in yaptiklari bir calismada
mikrodalga yonteminin peptid sentezi Uzerine etkileri arastirlmis ve mikrodalga
enerjisinin daha fazla miktarda ve daha yiksek saflikta peptid sentezine olanak

sagladigi gosterilmistir [127].

Temel olarak proteinlerin kiguk versiyonlari olan peptidler birbirlerine amid baglari ile
bagh aminoasid zincirleri olarak tanimlanmaktadirlar [128]. 1962'de peptidlerin
¢oziinmeyen kati bir destek materyali (Regine) lizerinde sentezini arastiran Merrifield
calismalari buglinki kati faz peptid sentezi yonteminin temelini olusturmaktadir [129].
Biyokimya, tip kimyasi ve fizyoloji gibi temel bilimlerde her gegen gilin daha 6nemli hale
gelen biyomolekiiller olan peptidlerle ilgili arastirmalarda son 10 yilda buylk artis
olmustur [130]. Bir polimer destek maddesi (Regine) lGzerinde yiriyen kati faz peptid

sentezinde kullanilan polimerik destek maddeleri aslinda bir katidan ¢ok, jeldir [127].

Kati faz peptid sentezi i¢cin temel olarak iki yontem kullanilmaktadir. Bunlar t-Boc ve
Fmoc yontemleridir. t-Boc yonteminde Hidrojen florlir (HF) kullaniimasi uygulama
alanini daraltmaktadir. Bu sebeple bircok laboratuvarda Fmoc yontemiyle kati faz

peptid sentezi gerceklestirilmektedir.

Amino Asit

Déngiisii Aktivasyon

Eirma

* Baglanma

Peptid

Sekil 2. 25 Peptid sentez donglistiniin basamaklari [131]

Fmoc yonteminde, ilk olarak Fmoc korumali amino asit recine Uzerine baglanir.

Ardindan Fmoc koruma grubu piperidin ile amino asitten koparilir ve yikama yapllir.
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Diziye uygun bir sekilde bir sonraki Fmoc korumali amino asit, aktivatorler ve aktivator
bazlarla beraber ortama eklenir. Aktivatorler amino asidin karboksil ucunu aktive
ederek yeni amino asidin regine Uzerindeki amino asidin amino grubuna baglanmasini
saglar. Tekrardan yikama yapilir ve ortama piperidin eklenerek Fmoc koruma grubu
uzaklagtirilir [127, 132]. Sonraki amino asidler de ayni islem akisina gore birbirlerine
baglanirlar. Peptid sentez donglsi Sekil 2.25’de basit olarak Sekil 2.27’de ise detayli

olarak gosterilmistir.

Sentez bitiminde recine (izerinde sentezlenen peptid cleavage c¢ozeltisi ile muamele

edilip regineden ayrilir ve analiz edilmek tzere kurutulur (Sekil 2.26).

Kirma {(Cleavage)
Baglayici—Peptid 3= Peptid+ Baglayvia

T

Kat1 Destek
{(Recine)

Sekil 2. 26 Kati faz peptid sentezinin genel gosterimi
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Sekil 2. 27 Kati faz peptid sentezinin sematik gdsterimi [133]
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BOLUM 3

DENEYSEL CALISMALARDA KULLANILAN OLCUM YONTEMLERI

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

e Shimadzu LC-MS 2010 EV
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Shimadzu Preparatif HPLC Sistemi (UV Detektorli)
Shimadzu HPLC Sistemi (UV Detektorli)

Viscotek 4 Detektorli GPC (SEC) Sistemi (Viscotek TDA 302 Ucli detektor
dizisi, Viscotek Model 2501 UV detekto6ri, Viscotek GPCmax VE2001 ornek

modili kisimlarindan olusur.)

Malvern ZEN 3600 Zetasizer Nano ZS Zetapotansiyel ve Parcacik boyut

Ol¢lim cihazi

PTI QM-4/2003 Steady State Floresans Spektroflorometre

Shimadzu SPM 9600 Atomic Force Mikroskop

e Shimadzu IR-Prestige Furier Transform Infrared Spektrofotometre

e JSM-5410 LV SEM Taramal Elektron Mikroskop

e  Olympus CKX41 Invert Mikroskop

e  Multiskan Ascent 354 Mikroplaka Okuyucu

3.2 Deneysel Calismalarda Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneysel calismalarda kullanilan kimyasallarin isimleri, alindiklari firmalar ve katalog

numaralari Cizelge 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3. 1 Deneysel calismada kullanilan kimyasal maddelerin 6zellikleri

Kimyasalin Adi Alindig1 Firma Katalog No
Canine Parvovirus Sentetik peptid (W-

1119) Caslo Lab.

Bovin serum albumin, (BSA) Sigma A-4503
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) .

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

(Na2HPO4.7H20) Fluka 71647
Sodyum klorir, (NaCl) Fluka 71376
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Cizelge 3. 1 (devam) Deneysel ¢alismada kullanilan kimyasal maddelerin 6zellikleri

Kimyasalin Adi Alindig Firma Katalog No
Sodyum hidroksit, (NaOH) Fluka 06203
Hidroklorik asit, (HCI) Riedel-de Haén 07102
Sodyum azid, (NaN3) Applichem A1430
Alanin (Ala), Arginin (Arg), Asparagin

(Asn), Aspartik Asit (Asp), Glutamin

(GIn), Glutamik Asit (Glu), Glisin (Gly), Fluka

Prolin (Pro), Triptofan (Trp), Valin (Val)

Amino asitleri

Piperidin Merck 8.22299.2500
N-Hidroksibenzotriazol (HOBt) Fluka 54804
N,N-Diisopropilethilamine (DIEA) Sigma-Aldrich D125806
N-Metil-2-pirrolidon (NMP) Sigma M6762
Diklorometan (DCM) Riedel-de Haen 24233
Dimetilformamid (DMF) Fluka 40255
Thioanisol Fluka 88470
Trifluoroasetikasit (TFA) Fluka 91700
vy |
1,2-Etan ditiol (EDT) Aldrich 398020
Fmoc-Ala-Wang resin LL (Recine) Novabiochem 04-12-2074
Fmoc-Ala-OH Aldrich 531480
Fmoc-Arg(Pbf)-OH Fluka 47616
Fmoc-Asn(Trt)-OH Fluka 47672
Fmoc-Asp(OtBu)-OH Fluka 47618
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Cizelge 3. 1 (devam) Deneysel ¢alismada kullanilan kimyasal maddelerin 6zellikleri

Kimyasalin Adi Alindig Firma Katalog No
Fmoc-GIn(Trt)-OH Fluka 47674
Fmoc-Glu(OtBu)-OH Fluka 47625
Fmoc-Gly-OH Fluka 47627
Fmoc-Pro-OH Fluka 47636
Fmoc-Trp(Boc)-OH Fluka 47561
Fmoc-Val-OH Fluka 47638
Dietileter Riedel-de Haen 24005
Polivinilalkol (PVA) Aldrich 363073
Poli-Laktik-ko-Glikolik Asit (PLGA) Aldrich 719900

Mw=38000-54000

Poliakrilikasit (PAA) Aldrich 52392-5

Karboksimetilselllaz (CMC) Sodyum

Aldrich 419273
Tuzu
3-(4,5-dimetil triazol-2-il)-2,5- .
difeniltetrazoliumbromid (MTT) Sigma M 15655
Dimetilsilfoksit (DMSO) Sigma-Aldrich 41640

3.3 Deneysel Calismalarda Kullanilan Cozeltiler

3.3.1 Asetat Tamponu

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

pH 4’e ayarlandi.

3.3.2 0,01 M’lik PBS Tamponu (pH=7)

2,6807g Na,HPO,4.7H,0 (Mw=268,07 g/mol) tartilarak 500ml ultra saf suda ¢6ziindu.
Ayri bir erlende 1,56g NaH,P04.2H,0 (Mw=156,01 g/mol) tartilarak 400 ml ultra saf
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suda ¢ozlndl. Hazirlanan 400 ml’'lik NaH,PO4 ¢ozeltisi 1 L’lik balon joje icerisindeki
Na,HPO, ¢ozeltisinin Uzerine eklendi ve karistirildi. Bu karisima son olarak 8,766 g NacCl
eklenir ve karistirmaya devam edildi. Cozeltinin pH’1 Olglldi ve pH=7’ye ayarlandi.

Ultra saf su kullanilarak ¢ozeltinin son hacmi 1 L'ye tamamlandi.

3.3.3 % 2,5'lik PVA Cozeltisi

2,5 g polivinil alkol tartildi ve tzerine 100 ml ultra saf eklenip homejen ¢ozelti elde

edilene kadar karistirildi.

3.3.4 % 0,5'lik PVA Cozeltisi

0,5 g. polivinil alkol tartildi ve Gzerine 100 ml ultra saf eklenip homejen ¢ozelti elde

edilene kadar karistirildi.

3.4 Deneysel Calismalarda Kullanilan Olgiim Yontemleri

3.4.1 GPC (Jel Gegirgenlik-Molekiiler Eleme Kromatografisi)

Kromatografi cesitli biyolojik ve kimyasal molekillerin incelenmesi igin kullanilan
fizikokimyasal bir yontemdir. Kromatografi metodu, bilesenlerin kalibre edilmis ve
silikajel, capraz bagli polimer gibi 6zel dolgu maddeleri ile doldurulmus kromatografik

kolon igerisinden gegerken ayrilmasi temeline dayanmaktadir [134].

Molekiiler Eleme Kromatografisi peptid, polimer yada protein gibi bilesenlerin fiziksel
etkilesimler dogrultusunda; molekil agirhgi, boyutu ve sekli temel alinarak sivi

kromatografi ile ayrilmasinda kullanilmaktadir.

Calismamizda kullanilan peptid, protein, polimer gibi molekillerin molekl agirliklar ve
boyutlari birbirlerinden farklidir. Calistigimiz sentetik peptid dizileri, protein ve
polimerlerden ¢ok daha kigik bir molekil boyutuna sahiptir. Bu sekilde farkl
boyutlardaki molekiillerin karisimindan olusan ¢ozeltide her bir molekiliin
hidrodinamik ¢api ve hidrodinamik hacmi birbirlerinden farkli olacaktir. Konjugat
karisimimizda bulunan serbest peptid, ya da Ure tiurevi gibi kiclk molekiller
gozeneklerde daha uzun kalacaklari icin kolondan daha ge¢ ¢ikacaklardir. Oysa molekiil

¢ap! ¢cok daha bilyik olan polimer gibi molekillerin gézenekler ile etkilesimi cok daha
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az olacagindan kolonda daha kisa sire kalacak ve sistemden daha g¢abuk ¢ikacaktir. Bu
sekilde molekiil ¢api buyudikce kolonda kalma siiresi buna ters orantili olarak
azalacaktir. Sistemi terk eden molekiller ise UV, Vizkozite, i1sik sagilmasi ya da Rl

detektorlerinde saptanacak ve sinyale donsturilerek kromatogram elde edilecektir.

3.4.2 Fluoresans Spektroskopisi

Spektroskopi, elektromagnetik dalga ile molekillerin etkilesmesini inceleyen deneysel
tekniklerin  basinda gelmektedir. Fluoresans spektroskopisi ise absorpsiyon
spektroskopisine benzemektedir ve maddenin fluoresans 6zelligi Gzerine kurulmustur.
Fluoresans spektroskopisi ile bircok madde milyonda birin altindaki hassaslikla tayin
edilebilir. Fluoresans spektroskopi yontemi yiliksek secicilikte calismaktadir ancak,
fluoresan ozellik gosteren madde sayisinin az olmasi yontem icin bir dez avantaj
olusturmaktadir. Proteinlerin ve peptidlerin yapisinda bulunan amino asidlerden
fluoresans Ozellik gosteren Triptofan, Tirozin ve Fenilalaninden Triptofan en yliksek

fluoresansa sahiptir.

Calismamizda kullanilan sentetik  peptidlerinin dizilimlerinde  Triptofan
bulunmamaktadir. Ancak konjugasyon mekanizmasinin ve olusumunun fluoresans
spektroskopi ile saptanabilmesi icin sentezlenen peptid dizilerinin N- ucuna Trp

aminoasidi eklenmistir.

Serbest haldeki peptid dizisinde daha acikta olan Trp sulu ortamla etkilesim
icerisindedir ve daha distk enerjili 1sima ile uyarilabilmektedir. Konjugasyon
gerceklesip Trp sulu ortamdan uzaklasip daha iceriye hidrofobik boélgeye girdikten
sonra uyarma i¢in gereken enerji artacaktir.

E=_—
A (3.1)

Esitlikte de gorialdigl lzere uyarma icin gereken enerjinin artmasi dalga boyunun
kiicilmesine yani Amax degerinde daha kigilk dalga boyuna dogru kaymasina (blue
shift) neden olacaktir. Uyarildigi dalga boyu kayan molekiliin yaptigi floresans isimanin

Amax degeri de buna bagl olarak kiictilecek ve blue shift verecektir.
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Calismamizda 6ncelikle serbest peptidin Amayx degerleri floresans spektrumlari alinarak
saptanmistir sonrasinda elde edilen konjugatlarimizdaki Trp’in  konformasyon
degisikligine bagl olarak degisen Anmax degerleri saptanis ve gozlenen kaymalar yardimi

ile konjugasyon olusumu incelenmistir.

3.4.3 Boyut ve Zeta Potansiyel Olgiimleri

En az bir boyutu 1nm-1um arasinda olan peptid, polimer, protein gibi kati bir
maddenin sivi bir ¢ozicl icinde ¢oziinmesiyle olusan kolloidal sisteme kolloidal
stispansiyon denir. Kolloidal sistemlerin dogalarini gésteren en 6énemli 6zelliklerden

ikisi, partikul boyutu ve ylzey 6zellikleridir.

Peptid, protein, polimer ¢ozeltilerinin ya da bunlarin karisimlarinin ortalama boyut
analizlerinde Zetasizer Nano ZS cihazinda; 633 nm dalga boyunda 4,0 mV He-Ne lazer
kullanilarak 25 °C’'de Foton Kolerasyon Spektroskopisi Yontemi uygulanarak o6l¢im
yapilmaktadir. Vizkozitenin 0,8872 cP ve kirilma indisinin 1.33 olarak alindig
Olcimlerde tiim ¢ozeltiler 0,22 um’lik membranlardan filtre edilerek analiz edildi. Bir
korelator tarafindan kaydedilen zaman o6lcimlerinden Gy(t) sacilma siddetine ait
otokorelasyon fonksiyonu bulunur, bu fonkisyona en iyi uyan 3. dereceden polinom
saptanir, polinomun katsayilarindan translasyonel diflizyon katsayisi D ve polidispersite

sabiti hesaplanir. Boyut degeri, Stokes-Einstein denkleminden bulunur.

kT
3.nR k= Boltzman Sabiti, T = Mutlak sicaklik, n = Cozlicl vizkozitesi (3.2)

Peptid, protein, polimer cozeltilerinin ya da bunlarin karisimlarinin Zeta Potansiyel
analizlerinde ise Zetasizer Nano ZS cihazinda bir kapiler hiicre igerisinde Lazer Doppler
Elektroforez (LDE) teknigi uygulanarak o6lcim yapilmaktadir. Vizkozitenin 0,8872 cP,
dielektrik sabitinin 79; f(ka)’nin 1.50 (Smoluchowski) olarak alindigi 25°C’'de ki

Olclimlerde tim ¢ozeltiler 0,22 um lik membranlardan filtre edilerek analiz edilmistir.

Calismamizda zeta potansiyel 6lcimi icin pH=7'de negatif yikli olan PAA polimeri ve
peptid molekili temel alinmistir. PAA-peptid biyokonjugat partikilleri ortamda

bulunan iyonlarla girdigi elektrostatik etkilesim sonucu pozitif iyonlari cekerken negatif
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iyonlari da iterek partikil ylzeyinin hemen disinda, pozitif iyonlarin yizeye siki bagh
oldugu ve Stern katmani denilen bir tabaka olusturmaktadir. Stern katmanindan sonra
iyonlarin hareket edebildigi bir difiz bélgesi mevcuttur. Difliz bolgesinde; hayali olarak
var oldugu disinilen bir Kayma diizlemi vardir ve bu dizlemin iginde kalan pozitif
iyonlar, partikille birlikte hareket etmeye zorlanirken, disinda kalanlar ise bagimsiz
olarak hareket edebilmektedirler. Molekilln Stern katmanindaki elektrik potansiyeline
Stern potansiyeli, kayma dlzlemindeki elektrik potansiyeline ise Zeta Potansiyeli

denmektedir ve Zeta Potansiyeli Henry denkleminden hesaplanmaktadir (Sekil 3.1).

= 2.6.2.f (ka)

o=yl e ta as E.L.

negatf yalkli y ===
partikil ‘ § . 37

! U = Elektroforetik hareketlilik,

€ = Ortamin dielektrik sabiti,
n= Ortamin vizkozitesi ve

f(ka) = Henry Fonksiyonu

W ¢ T Stern katmar

g |
parikilin | —— K ayma dizlemi
yiizeyi | -
: yilzey potanstyel
I .
Stern potansiyeli

ZETA POTANSIYELI

elektrik potanstyel

uzakhls

Sekil 3. 1 Negatif yiikll pargacigin Zeta Potansiyeli [135]

3.4.4 LC-MS (Sivi Kromatografisi-Kiitle Spektrometrisi)

HPLC (Yuksek Performansli Sivi Kromatografisi) ve MS (Kitle Spektrometresi)
Unitelerinin birlikte calistirilarak yapi aydinlatmasi ve miktar tayininde kullanilan yeni
ve gelismekte olan bir analiz yontemidir. Basta bilesik tanimlamasi olmak lzere bilimsel
arastirmalar, cevre analizleri, gida analizleri ve toksik analizler gibi alanlarda

kullaniimaktadir.
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Disik konsantrasyonlarda analize imkan vermesi, yapisal analizi olanakli kilmasi,
otomatik olarak kullanilabilmesi gibi avantajlarindan dolayr glinimiizde biyolojik
maddelerin analizinde en ¢ok basvurulan yontemlerden biri Kitle Spektroskopisidir.
Ayirma teknikleri (HPLC, GC, kapiler elektroforez) ile birlikte kullanilarak; fizyolojik
sivilarin, ilag etkilesimlerinin incelenmesi, proteinlerin ve peptidlerin yapi analizleri
yapilabilmektedir. HPLC, kitle spektrometresine baglandiginda, kolondan birgok

bilesen gikarken her birinin kiitle spektrumu ayni anda alinabilir.

Kutle spektrometresinde molekulin kitle/yuk (m/z) orani tayin edilmektedir. Kutle
spektrumu ise iyon miktariyla m/z arasinda cizilen bir grafiktir. Molekllin ylike sahip
olmasi igin iyonlastirilmasi gerekmektedir ve bu islem gaz fazinda gergeklestirilir. HPLC-
MS cihazi 4 temel kissimdan olusmaktadir. Bu kisimlar sirasiyla HPLC, iyonlastirici, kitle

analizoéri ve dedektordur.

3.4.5 UV-VIS Spektroskopisi (Ultraviyole-Goriiniir Bolge Spektroskopisi)

Onemli bircok biyolojik molekiil ultraviyole isig1 absorplamaktadir. Proteinlerin UV
absorplama o0zellikleri; ¢o6zeltilerindeki konsantrasyonun ve safliginin tayininde
kullanmaktadir. Proteinler UV bélgede iki absorbans pikine sahiptirler. Bunlardan bir
tanesi 215-230 nm’de (peptid baginin absorpsiyonundan kaynaklanan), digeri de 280
nm [yapidaki aromatik aminoasidlerin (triptofan, tirozin ve fenilalanin) absorbansindan
kaynaklanan] gozlenmektedir. Proteinlerin ultraviyole 1sig1 absorplamasi 6zelliginden
yola cikilarak protein c¢o6zeltilerinin konsantrasyonlarinin saptanmasinda, UV-VIS

Spektroskopisi oldukca yaygin kullaniimaktadir [136].

Protein c¢ozeltileri icin 280 nm’deki absorbans ile derisim arasinda dogru orantili bir
iliski vardir ve bundan vyararlanarak protein cozeltilerinde konsantrasyon tayini

yapilmaktadir.

3.4.6 FT-IR Spektroskopisi (Furier Transform Infrared Spektroskopisi)

Elektromanyetik spektrumda dalga boyu 0,75 um ile 1000 um arasinda kalan bolge

Kizil Otesi (Infrared) bolgesini olusturmaktadir.

FTIR matematiksel Fourier donlisimi yontemi ile 1si8in infrared yogunluguna karsi

dalga sayisini 6lcen bir yontemdir. Elektromanyetik isik dizisinin kizil 6tesi bolgesi
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14000 cm-1 ile 10 cm-1 arasindadir ve yakin dalga boylu kizil 6tesi (NIR; 4000~14000
cm-1), orta dalga boylu kizil 6tesi (MIR; 400~4000 cm-1) ve uzak dalga boylu kizil 6tesi
(FIR; 4~400 cm-1) olmak (izere (¢ ana bolgeden olusmaktadir [137, 138].

Fourier Transform Infrared (FTIR) spektroskopisi kati, sivi, gaz ve ¢ozelti halindeki
organik bilesiklerin analizinde kullanilan fizikokimyasal bir yontemdir ve kizil 6tesi (IR)
radyasyonun absorbsiyonu ile kimyasal baglarin titresiminin o6l¢lilmesi prensibine
dayanmaktadir. Kizil 6tesi bolgesinde kimyasal baglarin titresimlerindeki degisim ve

absorbsiyon 6zellikleri spektral piklerin olugsmasini saglar [137].

Calsmada kullanilan ve tarafimizdan sentezlenen ve kati 6rnek olan Poli(N-Vinil-2-
pirolidon-ko-Akrilik asit) polimerleri ATR-FT-IR spektrofotometre de higbir 6ne islem
uygulanmadan analiz edildi. w/o/w ikili emdulsiyon yontemi ile olusturulan
nanopartiklller de ayni sekilde kati olarak ve higbir 6n islem uygulanmadan analiz

edildi.

3.4.7 AFM (Atomik Kuvvet Mikroskopisi)

Atomik kuvvet mikroskobu, (AFM) ince bir kolda (kantilever) takili olan ¢ok ince bir igne
(tip) yardimi ile sivi ya da kati 6rneklerin ylizey bolgesini nanometre (nm) seviyesinde
gorintiileyebilen ve molekiiller arasi kuvvetleri (nN, pN) él¢ebilen bir sistemdir. igne
ve (st ylzey arasindaki gliclerin degerlendirilmesi ile Ust ylizey yapisindan olduk¢a net
gortinimler elde edilebilmektedir. Yizey topografisine gore kantileverin ug¢ kisminda
bulunan nanoboyuttaki ignenin, konumu degismektedir. Kantileverde meydana gelen
bu degisim, fotodedektore yansitilan lazer isinlari tarafindan belirlenmekte ve yizey
topografisi ¢ikartiimaktadir. AFM, iletken olan veya olmayan tim vylzeylerin

topografisinin ¢ikartiimasinda kullanilabilmektedir [139].

AFM’de temel olarak 3 farkl sekilde olcim yapilabilmektedir (Sekil 3.2). Bunlar, direk
temas (CONTACT MODE) modu, temassiz mod (NON CONTACT MODE) ve titresimli
(TAPPING) mod olarak adlandiriimaktadir [140].
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Kantilever

(b)

Sekil 3. 2 AFM cihazinin temel bilesenleri (a)[141], AFM cihazinda direk temas (b1),

temassiz (b2) ve titresimli (b3) modda yapilan 6l¢iim teknikleri [142]

w/o/w ikili emulsiyon yontemi ile olusturulan nanopartikiller Shimadzu Scanning
Probe Microscope-SPM 9600 ile anaiz edilmistir. Dinamik modda vyapilan

gorintilemede kullanilan igne asagidaki 6zelliklere sahiptir.

e Thickness: 4 um

e Lenght: 125 um

e Width: 30 um

e Resonance Frequency: 320 kHz

e Force Constant: 42 N/m
Mika yuzeyine dnce 20 pl saf su damlatildi ve 10 sn sonrasinda su uzaklastirildi ve 5 pl
ornek mika ylzeyine yiklendi. 5 dakika bekletildikten sonra ornek sivisi tekrardan
uzaklastirildi. 10 ul su ile mika yuzeyi tekrar yikandi ve 30 dakika kurumasi

beklendikten sonra 6rnekler AFM cihazinda analiz edildi.

3.4.8 SEM (Taramali Elektron Mikroskopisi)

Taramali elektron mikroskobunda (SEM) goérintli elde etmek icin yuksek voltaj ile
hizlandirilmis elektronlarin numune ylizeyine odaklanmasi saglanir ve bu elektron
demeti numune ylizeyinde taratilir. Bu tarama sirasinda elektron ve numune atomlari
arasinda olusan gesitli girisimler sonucunda meydana gelen etkiler uygun algilayicilarda
toplanir ve sinyal glglendiricilerinden gegirildikten sonra bir katot isinlari tiiplinin
ekranina aktarilarak gorinti elde edilir. Modern sistemlerde bu algilayicilardan gelen

sinyaller dijital sinyallere cevrilip bilgisayar monitozriine verilmektedir [139].
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BOLUM 4

DENEYSEL KISIM

4.1 Poli(N-Vinil-2-pirolidon-ko-Akrilik asit) Polimerinin Sentezi

N-Vinil-2-pirolidon-ko-akrilikasid polimeri benzoilperoksit baslatici kullanilarak radikalik
polimerizasyon yontemi ile N(Vinil-2-Pirolidon) (VP) : Akrilikasid (AA)= 2:1 oraninda
sentezlenmistir. Termal yontemle literatlirde [121] tanimlandig sekilde sentezlenen
kopolimere ait sentez asamasinin sematik gosterimi Sekil 4.1’'de ve reaksiyon

mekanizmasi Sekil 4.2'de gosterilmektedir.

s

Baslanc
|

+— DNitrojen girisi

Termometre gitisi
Su banvosu
Polimerizasyon reaktdri

Solvent + monometler

Sekil 4. 1 Klasik (termal) yontemle sentezlenen [P(VP-ko-AA)] kopolimerinin sentez

asamasinin sematik gosterimi [71]

48 g glacial akrilik asit ve 111 g N-Vinil-2-pirolidon, 350 g Tetrahidrofuran (THF)
icerisinde karistirildi. 318 mg benzoil peroksit ve 21 mg kobalt naftanat 65-70 °C’de (N,

gazi varliginda, akrilik asit ve N-Vinil-2-pirolidon karistirilirken) ortama eklendi. 3 saat
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siiren polimerizasyon sonucunda kopolimer c¢okelti olarak elde edildi, filtre edilen
kopolimer 40°C’de vakum etiivde kurutuldu. Sentezlenen polimerin karakterizasyonu
bolimimiizde bulunan; 4 detektorli Jel gecirgenlik kromatografisi (GPC), FT-IR
Spektroskopisi ve Zetasizer cihazlar ile gergeklestirildi. GPC analizleri sonucu elde

edilen verilerden polimerin molekil agirligi (M) hesaplandi.

. H H
H {.' H |
1 ("H,=C ==
CH, — . 2 _THE | .

| -
| - N ::'-:D z'N -
COOH \ 7 _ COOH Vo

Akrilik asit (AA) N-vinil-2-pirolidon (VP)

H H
| [
% _._}I!Ll_ {‘|-1 Htr-‘_ (I-l -
COOH N _-0

i 1L W

Poli{N-vinil-2-pirclidon-ke-akrilik asit)

100-1

Sekil 4. 2 Klasik (termal) yontemle sentezlenen [P(VP-ko-AA)] polimerinin reaksiyon

mekanizmasi [71]

4.2 Canine Parvoviriis W-7L20 Sentetik Peptidinin Ozellikleri ve Sentezi

Kanli ishal Canine parvovirus tip 2 (CPV-2) virlsi tarafindan enfekte edilen hayvanlarda
gozlenmektedir [1-3] . Yapilan g¢alismalarda Canine Parvovirlis’e ait VP2 proteininin
immunojenik olarak koruma sagladigi gosterilmis ve etkili olan epitoplar literatlrde

belirtilmistir [1, 3].

Bu tez galismasinda kullanilan Canine parvovirus W-7L20 sentetik peptidi (W-
QPDGGQPAVRNERA) bolimimizde bulunan CEM Microdalga Peptid sentezi cihazinda
Solid Phase (Kati Faz) Peptid Sentez Yontemi ile sentezlendi. Peptid dizisindeki
aminoasidlerin hidrofilik ve hidrofobil 6zellikleri Sekil 4.3’de, pH’a bagl titrasyon grafigi

ise Sekil 4.4’te verilmistir.
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Hidvofil azellil:

Hidrofob dzellik

Sekil 4. 3 Canine Parvovirus W-7L20 sentetik peptid (W-QPDGGQPAVRNERA) dizisinin

aminoasitlerinin hidrofilik ve hidrofobik ozellikleri

Cizelge 4.1 Sentezlenen Canine Parvovirus W-7L20 sentetik peptid (W-QPDGGQPAVRN

ERA) dizisine ait belirleyici 6zellikler

WQPDGGQPAVRNERA (Trp-GIn-Pro-Asp-Gly-Gly-GIn-Pro-Ala-Val-Arg-Asn-Glu-Arg-Ala)

Amino asit sayisi 15
Molekiil agirhg (MW) 1680.8 Da
pH 7’de net yiikii 0
izoelektrik noktasi (pl) 7

Sekil 4. 4 Canine Parvovirus W-7L20 sentetik peptid dizisinin pH’a bagli titrasyon grafigi

ve her pH degerindeki net yuki

W-7L20 (W-Q-P-D-G-G-Q-P-A-V-R-N-E-R-A) dizili sentetik peptidin N- terminal ucuna

Triptofan (Trp-W) aminoasidi eklenerek peptide fluoresans o6zellik kazandiriimistir.
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Sentez igin Fmoc-Ala-Wang-LL regine kullaniimistir béylece C- ucunda bulunan Alanin

(Ala-A) aminoasidi Wang regine lzerinde yukli olarak senteze baslanmistir.

Cizelge 4. 2 W-7L20 Sentetik peptidinin sentezinde kullanilan kimyasal maddeler ve

miktarlari
Kimyasal Fonksiyonu Kimyasal Adi Kimyasal Kimyasal
Miktari (mg) | Miktari (ml)
Resin (Regine) Fmoc-Ala-Wang-LL | 401 mg
Amino Asid Ala (A) 310 mg 6,5 ml
Arg (R) 1430 mg 12,5 ml
Asn (N) 600 mg 6,5 ml
Asp (D) 410 mg 6,5 ml
GIn (Q) 730 mg 7,5 ml
Glu (E) 430 mg 6,5 ml
Gly (G) 360 mg 7,5 ml
Pro (P) 400 mg 7,5 ml
Trp (W) 530 mg 6,5 ml
Val (V) 340 mg 6,5 ml
Deprotector (Yan Grup Koruma
Kirma)
Piperidin 100 ml
DMF 400 ml
Activator (Aktiflestirici)
HOBt 2678 mg
Activator Base (Aktiflestirici Baz)
DIEA 8,7 ml
NMP 16,3 ml
Cleavage Kokteyl (Kirma Kokteyli)
Su 5 ml
EDT 5ml
Thioanisol 5ml
TFA 85 ml

Senteze baslamadan 1 gece dnce recine 401 mg olarak tartildi ve lzerine 5-6 ml DMF

eklenerek yaklasik 12 saat oda sicakliginda sismek lizere karismaya birakildi. Ertesi glin

sentezlenecek peptid dizisinde kullanilacak olan amino asitler tartildi ve tabloda

belirtilen miktardaki DMF icerisinde ¢ozildiler. Aktivator baz ve deprotektor ¢ozeltileri

gerekli kimyasallarin belirtilen hacimleri karistirilarak hazirlandi.

Peptid sentezinin baslatiimasi icin hazirlanan tim c¢ozeltiler sentez cihazinda uygun

bolgelere baglandi, peptid sentez programi acilarak tiim kontroller yapildi ve program
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Uzerinden peptid sentezi baslatildi. Sentez bitiminde peptid zinciri regine tzerinde bagli
olarak elde edildi. Cleavage ¢ozeltisi ile muamele edilip regineden ayrilan peptid zinciri

daha sonrasinda analiz edilmek tGzere kurutuldu.

4.3 Canine Parvoviriis W-1L19 Sentetik Peptidinin Ozellikleri ve Sentezi

Canine Parvoviruse ait W-1L19 sentetik peptidi ise (W-MSDGAVQPDGGQPAVRNERA)
(Sekil 4.5) Caslo Laboratuvari tarafindan sentezlendi ve bu tez ¢alismasinda kullaniimak
Uzere satin alindi. Peptid dizisindeki aminoasidlerin hidrofilik ve hidrofobil 6zellikleri

Sekil 4.5’te, pH’a bagli titrasyon grafigi ise Sekil 4.6’da verilmistir.

Hidvofil dzellik

Hidrofob izellik

Sekil 4. 5 Canine Parvovirus W-1L19 sentetik peptid (W-MSDGAVQPDGGQPAVRNER)

dizisinin aminoasitlerinin hidrofilik ve hidrofobik 6zellikleri

Cizelge 4.3 Canine Parvovirus W-1L19 sentetik peptid (W-MSDGAVQPDGGQPAVR NER)
dizisine ait belirleyici 6zellikler

WMSDGAVQPDGGQPAVRNER (Trp-Met-Ser-Asp-Gly-Ala-Val-GIn-Pro-Asp-Gly-Gly-GIn-Pro-
Ala-Val-Arg-Asn-Glu-Arg)

Amino asit sayisi 19
Molekil agirhigi (MW) 2170 Da
pH 7’de net yiikii -1
izoelektrik noktasi (pl) 4,31
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Sekil 4. 6 Canine Parvovirus W-1L19 sentetik peptid dizisinin pH’a bagl titrasyon grafigi

ve her pH degerindeki net yuki

4.4 Canine Parvovirus W-7L20 Peptidinin Poliakrilikasit (PAA) Polimeri ile

Biyokonjugatlarinin Sentezi

Bu tez ¢alismasinda Canine Parvoviruse ait W-7L20 sentetik peptidi ile Poliakrilikasid
(PAA) kullanilarak EDC gapraz baglayicisi varliginda farkli molar oranlarda konjugatlar

sentezlendi.

4.4.1 PAA-Peptid Biyokonjugatlarina Ait Hesaplamalar

PAA'nin artan oranlarinda (npaa/neep=0,025; 0,075; 0,15; 0,25; 0,375) konjugatlar

sentezlendi.

4.4.1.1 PAA Polimerinin Artan Oranlarinda Konjugasyon

Klasik Konjugasyon Yéntemi ile EDC varliginda npaa/npep= 0,025; 0,075; 0,15; 0,25; ve

0,375 olmak lzere 5 farkli oranda konjugat sentezlendi.
Peptidin ¢Ozelti icerisindeki konsantrasyonu 0,11 mg/ml olarak calisildi.
(Mpaa= 100 000 Da; Mpeptia = 1662 Da)

1.npaa/Npep = 0,025 olan 6 ml PAA-Peptid Konjugati icin hazirlanan ¢ozelti igerisinde;

Mean _ Zpaa ™0 (9025 = m 566 = x =1 mg polimer/ 6 ml
Mo Coop-Mean 100000, Tg
6m
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2.npaa/Npep = 0,075 olan 6 ml PAA-Peptid Konjugati icin hazirlanan ¢ozelti igerisinde;

X mg
6ml

1622

Moan _ ComMoen 075

= x =3 mg polimer/ 6 ml
Npep  Cpep-Mopan 100000.

0,66 mg
6ml

3.npaa/Npep = 0,15 olan 6 ml PAA-Peptid Konjugati icin hazirlanan ¢dzelti icerisinde;

X mg
6ml

1622

Cpnn-M
Npan _ UPMA pep — 0115 — > x=6 mg polimer/ 6 ml

Moo Cpep-Mpan 100000. 0,66 mg

6ml

4.npaa/Npep = 0,25 olan 6 ml PAA-Peptid Konjugati icin hazirlanan ¢ozelti igerisinde;

Mpan _ ZPar T pep = 0,25= m 066 = x =10 mg polimer/ 6 ml
Moo ComMean 100000, Tg
6m

5.npaa/Npep = 0,375 olan 6 ml PAA-Peptid Konjugati icin hazirlanan ¢ozelti igerisinde;

o Zmlg 1622
Nean _ Zpm o () 375 = m 566 = x =15 mg polimer/ 6 ml
Npep  Cpep-Mopan 100000. 16 Tg
m

Polimer olacagl hesaplandi ve polimer stok ¢ozeltisi hazirlandi. Herbir konjugat icin
sabit konsantrasyondaki peptid ¢oOzeltisi lizerine degisen konsantrasyondaki polimer
¢ozeltisinden eklendi ve karisimlarin pH degerleri 5’e ayarlandi, ¢ozeltiler 4 °C'de
karistirildi aktivasyon icin her bir ¢6zeltiye EDC eklendi gece boyu soguk odada 4 °C'de
karistirildi. Ertesi giin ¢ozeltilerin pH degerleri 7’ye ayarlandi. Ornekler 2 saat karistirild
ve sentezlenen konjugatlarin olusum mekanizmasi, fizikokimyasal 06zellikleri ve
elektriksel yikleri Viscotek, Fluoresans Spektrofotometre ve Zetasizer cihazlari ile

incelendi.
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4.5 Canine Parvovirus W-1L19 Peptidinin Poliakrilikasit (PAA) Polimeri ile Fiziksel

Komplekslerinin Hazirlanmasi

Canine Parvovirus W-1L19 sentetik peptidi ile poliakrilikasit (PAA) kullanilarak
polimerin artan oranlarinda (npaa/npep=0,8 ve 1) ve pH=4 degerinde 2 farkhh molar

oranda fiziksel karisim hazirlandi.

4.5.1 PAA-Peptid Fiziksel Komplekslerine Ait Hesaplamalar

PAA ’'nin ¢ozelti icerisindeki konsantrasyonu sirasi ile 6,13 mg/ml; 7,6 mg/ml ve W-1L19
peptidinin konsantrasyonu da 1mg/ml olacak npaa/Npeptia = 0,8 ve 1 oranlari igin fiziksel

karisimlar hazirlandi. (Mpaa = 100 000 Da; Mpeptia = 2170 Da)

1. npaa/Npeptia=0,1 olan 6 ml PAA-Peptid Fiziksel Karigimi icin hazirlanan ¢ozelti

icerisinde;
- 36é8 Tg 2170
Nown _ CpaMpen  gg_ OM = x=1mg/ 6 ml
npep Cpep'lvI PAA 100000@
6ml

2.npaa/Npeptia=0,1 olan 6 ml PAA-Peptid Fiziksel Karisimi igin hazirlanan ¢ozelti

icerisinde;
o 42 mlg 2170
Npan _ “Pan- pep _, 1:m— = x=1mg/ 6 ml
N CpepMpan ZI.OOOOO.m
6ml

peptid olacagi hesaplandi ve peptid stok c¢ozeltisi hazirlandi. Degisen
konsantrasyonlardaki PAA ve sabit konsantrasyondaki peptid ¢ozeltilerinin pH degerleri
ayarlandi, ¢ozeltiler karistirildi, son pH degeri 4’e ayarlandi. Ornekler 3 saat karistirildi

ve HPLC cihazinda analiz edildi.
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4.6 Canine Parvovirus W-1L19 Peptidinin Poliakrilikasit (PAA) Polimeri ile

Biyokonjugatlarinin Sentezi

Bu tez ¢calismasinda Canine Parvoviruse ait W-1L19 sentetik peptidi ile Poliakrilikasid
(PAA) kullanilarak EDC gapraz baglayicisi varliginda farkli molar oranlarda konjugatlar

sentezlendi.

4.6.1 Peptid-PAA Biyokonjugatlarina Ait Hesaplamalar

PAA polimeri ile konjugasyonda iki farkli konjugat serisi sentezlendi. Birinci seride
peptidin artan orani ile galisilirken ikinci seride peptid konsantrasyonu sabit tutulup

polimerin artan oranlariile ¢alisildi.

4.6.1.1 Peptidin Artan Oranlarinda Konjugasyon

Klasik Konjugasyon Yéntemi ile EDC varli§inda ngep/nean = 1, 3, 5, 7, 10, 15, 20 ve 30

olmak Uzere 8 farkli oranda konjugat sentezlendi.
PAA ’'nin ¢ozelti icerisindeki konsantrasyonu 1 mg/ml olarak calisildi.
(MPAA= 100 000 Da; Mpeptid =2170 Da)

1.npep/Npan= 1 olan 6 ml Peptid-PAA Konjugati igin hazirlanan ¢ozelti icerisinde;

N ’;m? 100000
pep _ CpepVipma 1:m—1 => x = 0,1302 mg peptid/ 6 ml
nPAA CPAA"\/I pep 2170 6m€i
m

2.npep/Npaa = 3 olan 6 ml Peptid-PAA Konjugati icin hazirlanan ¢ozelti icerisinde;

N ’ém?.iooooo
pep _ CpepViema g m—1 => x = 0,3906 mg peptid/ 6 ml
nPAA CPAA"\/I pep 2170 6mg|
m

3.npep/Npan = 5 olan 6 ml Peptid-PAA Konjugati igin hazirlanan ¢ozelti igerisinde;

X mg

N c M sl .100000
pep _ Tpept TP 5= m—l = x=0,651 mg peptid/ 6 ml
Mom  CoanMopep 2170.6m9:
m
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4.npep/Npan= 7 olan 6 ml Peptid-PAA Konjugati igin hazirlanan ¢ozelti igerisinde;

X mg

. c M ol .100000
pep _ Tpept T PAA 7 = m 1 = x=0,9114 mg peptid/ 6 ml
nPAA CPAA M pep 2170. 6mg|
m

5.npep/Npaa = 10 olan 6 ml Peptid-PAA Konjugati icin hazirlanan ¢dzelti igerisinde;

N ’é m? 2100000
pep _ Zpept T PM o 10= m—l = x=1,302 mg peptid/ 6 ml
Mom  CoanMopep 2170.6”'?
m

6.Npep/Npaa = 15 olan 6 ml Peptid-PAA Konjugati igin hazirlanan ¢ozelti igerisinde;

N ’ém?.moooo
pep _ “pept PAA . 15— m—l = x =1,953 mg peptid/ 6 ml
nPAA CPAA"\/I pep 2170 6m€i
m

7.Npep/Npan = 20 olan 6 ml Peptid-PAA Konjugati icin hazirlanan ¢ozelti igerisinde;

m
oy 2 |g 100000
pep _ Tpept  PM o 20= m—l = x =2,604 mg peptid/ 6 ml
Nean  Coan-Mpep 2170.6mg|l
m

8.npep/Npan = 30 olan 6 ml Peptid-PAA Konjugati icin hazirlanan ¢ozelti igerisinde;

N X6 m? 100000
pep _ Zpept TP 30 = m—l = x = 3,906 mg peptid/ 6 ml
Moan  Comn-Mpep 2170.6”'?
m

peptid olacagi hesaplandi ve peptid stok cozeltisi hazirlandi. Herbir konjugat icin sabit
konsantrasyondaki PAA c¢Ozeltisi Uzerine degisen konsantrasyondaki peptid
¢ozeltisinden eklendi ve karisimlarin pH degerleri 5’e ayarlandi, ¢ozeltiler 4 °C'de
karistirildi aktivasyon icin her bir ¢6zeltiye EDC eklendi gece boyu soguk odada 4 °C'de
karistirildi. Ertesi giin ¢ozeltilerin pH degerleri 7’ye ayarlandi. Ornekler 2 saat karistirildi
ve sentezlenen konjugatlarin olusum mekanizmasi, fizikokimyasal 06zellikleri ve
elektriksel yikleri HPLC, Viscotek, Fluoresans Spektrofotometre ve Zetasizer cihazlari

ile incelendi.
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4.6.1.2 Polimerin Artan Oranlarinda Konjugasyon

Klasik Konjugasyon Yontemi ile EDC varliginda npaa/ngep = 0,016; 0,048; 0,096; 0,16;

0,24; 0,48; ve 0,65 olmak Uzere 7 farkli oranda konjugat sentezlendi.
Peptidin ¢Ozelti icerisindeki konsantrasyonu 0,217 mg/ml olarak ¢alisild.
(MPAA= 100 000 Da; Mpeptid =2170 Da)

1.npaa/Npep = 0,016 olan 6 ml PAA-Peptid Konjugati icin hazirlanan ¢ozelti icerisinde;

. );”‘?.2170
Moan _ Zpan-pep 0,016 = m—13 = x =1 mg polimer/ 6 ml
N pep Cpep'M PAA 100000.= mlg
6m

2.npan/Npep = 0,048 olan 6 ml PAA-Peptid Konjugati igin hazirlanan ¢ozelti igerisinde;

X mg

c M ™ 2170
_ Pl 048 = m—l3 => x =3 mg polimer/ 6 ml
Noew  CpepMpan 100000.= mlg
6m

nPAA

3.npaa/Npep = 0,096 olan 6 ml PAA-Peptid Konjugati igin hazirlanan ¢ozelti igerisinde;

. ); m? 2170
Npaa _ _PAATT pep = 0,096 = m—13 = x=6mg polimer/ 6 mi
Noep  Cpep-Mpaa 100000.> mlg
6m

4.npan/Npep = 0,16 olan 6 ml PAA-Peptid Konjugati igin hazirlanan ¢ozelti igerisinde;

. zm? 2170
Nomn _ “Pan- pep = 016 = m—l3 = x =10 mg polimer/ 6 ml
Noep  Cpep'Mpma 100000. 16m|g
m

5.npaa/Npep = 0,24 olan 6 ml PAA-Peptid Konjugati i¢in hazirlanan ¢ozelti icerisinde;

. Zm? 2170
Mom _ “pmMpe g OM 3 = x =15 mg polimer/ 6 ml
Noep  Cpep'Mpma 100000.~ mg

6ml
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6.npaa/Npep = 0,48 olan 6 ml PAA-Peptid Konjugati icin hazirlanan ¢ozelti igerisinde;

X mg

Comn .M emi 2170
Nean _ Zpmaper (48— m 13 = x =30 mg polimer/ 6 ml
Noep  Cpep-Mpaa 100000.~ mlg
6m

7.npaa/Npep = 0,65 olan 6 ml PAA-Peptid Konjugati icin hazirlanan ¢ozelti igerisinde;

. ); m? 2170
Noan _ ZPaa-T pep = 0,65= m 13 — x =40 mg polimer/ 6 ml
Npep Cpep'MPAA 100000.= mlg
6m

Polimer olacagl hesaplandi ve polimer stok ¢ozeltisi hazirlandi. Herbir konjugat icin
sabit konsantrasyondaki peptid ¢ozeltisi lizerine degisen konsantrasyondaki polimer
¢ozeltisinden eklendi ve karisimlarin pH degerleri 5’e ayarlandi, ¢ozeltiler 4 °C'de
karistinldi aktivasyon icin her bir ¢ozeltiye EDC eklendi gece boyu soguk odada 4 °C’'de
karistirildi. Ertesi giin ¢ozeltilerin pH degerleri 7’ye ayarlandi. Ornekler 2 saat karistirildi
ve sentezlenen konjugatlarin olusum mekanizmasi, fizikokimyasal ozellikleri ve
elektriksel yikleri HPLC, Viscotek, Fluoresans Spektrofotometre ve Zetasizer cihazlari

ile incelendi.

4.7 Canine Parvovirus W-1L19 Peptidinin Karboksimetilseliilaz (CMC) Polimeri ile

Biyokonjugatlarinin Sentezi

Bu tez c¢alismasinda Canine Parvoviruse ait W-1L19 sentetik peptidi ile
Karboksimetilselilaz (CMC) polimeri kullanilarak EDC capraz baglayicisi varhginda farkli

molar oranlarda konjugatlar sentezlendi.

4.7.1 CMC-Peptid Biyokonjugatlarina Ait Hesaplamalar

CMC'in artan oranlarinda (ncmc/npep=0,018; 0,055; 0,11; 0,185; 0,278; 0,55; 0,74)

konjugatlar sentezlendi.

4.7.1.1 CMC Polimerinin Artan Oranlarinda Konjugasyon

Klasik Konjugasyon Yontemi ile EDC varliginda ncyc/npep = 0,018; 0,055; 0,11; 0,185;

0,278; 0,55; ve 0,74 olmak lzere 7 farklh oranda konjugat sentezlendi.
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Peptidin ¢ozelti igerisindeki konsantrasyonu 0,217 mg/ml olarak calisildi.

1. ncme/Npep = 0,018 olan 6 ml CMC-Peptid Konjugati icin hazirlanan ¢ozelti icerisinde;

. ’;mlg 2170
Neme _ Some Mpe _, 0,018 = m—13 = x=1mg polimer/ 6 ml
Mo Cpop- Moo 90000,~>™M9

6ml

2.ncmc/Npep = 0,055 olan 6 ml CMC-Peptid Konjugati igin hazirlanan ¢ozelti icerisinde;

Neme _ Some Mpe _ 0,055 = m7 = x =3 mg polimer/ 6 ml
Moo CoopMenc 90000, > ™M
eml

3.ncmc/Npep = 0,11 olan 6 ml CMC-Peptid Konjugati igin hazirlanan ¢ozelti igerisinde;

X mg

c M ol .2170

Neme _ “ome-Vpe 011= m—13 = x =6 mg polimer/ 6 ml
= 90000.~>M9
6ml

4.ncpmc/Npep = 0,185 olan 6 ml CMC-Peptid Konjugati icin hazirlanan ¢dzelti igerisinde;

i
Neme _ Zeme M pep 0,185 = mﬁ = x =10 mg polimer/ 6 ml
Moo CpepMenc 90000.7>"9

6ml

5.ncmc/Npep = 0,278 olan 6 ml CMC-Peptid Konjugati i¢in hazirlanan ¢dzelti icerisinde;

L a
Nowe _ Zome e _, 0,278 = m7 = x =15 mg polimer/ 6 ml
npep Cpep'l\/I CMC 90000.=2 mg

6ml
6.ncmc/Npep = 0,55 olan 6 ml CMC-Peptid Konjugati igin hazirlanan ¢ozelti ierisinde;

X mg

c M ol 2170

Neme _ bome Mpen 0’55:m—13 — x =30 mg polimer/ 6 ml
Moo Cpep-Menc 90000, M9
6ml
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7.ncmc/Npep = 0,74 olan 6 ml CMC-Peptid Konjugati igin hazirlanan ¢ozelti igerisinde;

. );m? 2170

eve _ omeMpep 0,74 = m 13 = x =40 mg polimer/ 6 ml
Moo Cpep-Menc 90000, M9
6ml

Polimer olacagl hesaplandi ve polimer stok ¢ozeltisi hazirlandi. Herbir konjugat icin
sabit konsantrasyondaki peptid ¢ozeltisi lzerine degisen konsantrasyondaki polimer
¢ozeltisinden eklendi ve karisgimlarin pH degerleri 5’e ayarlandi, ¢ozeltiler 4 °C'de
karistinldi aktivasyon icin her bir ¢ozeltiye EDC eklendi gece boyu soguk odada 4 °C’'de
karistirildi. Ertesi giin ¢ozeltilerin pH degerleri 7’ye ayarlandi. Ornekler 2 saat karistirildi
ve sentezlenen konjugatlarin olusum mekanizmasi, fizikokimyasal Ozellikleri ve
elektriksel yikleri Viscotek, Fluoresans Spektrofotometre ve Zetasizer cihazlari ile

incelendi.

4.8 Canine Parvovirus W-1L19 Peptidinin Poli(N-Vinil-2-Pirolidon-ko-Akrilikasid)

[P(VP-co-AA)] Polimeri ile Biyokonjugatlarinin Sentezi

Bu tez calismasinda Canine Parvoviruse ait W-1L19 sentetik peptidi ile Poli(N-Vinil-2-
Pirolidon-ko-Akrilikasid) [P(VP-co-AA)] kullanilarak EDC gapraz baglayicisi varliginda

farkli molar oranlarda konjugatlar sentezlendi.

4.8.1 [P(VP-ko-AA)]-Peptid Biyokonjugatlarina Ait Hesaplamalar

iki farkli molekil agiriginda ve bilesen kompozisyonundaki [P(VP-ko-AA)] polimeri
kullanilarak iki farkh konjugat serisi sentezlendi. Birinci seride [P(VP-ko-AA)] (1:3)
Mw:80.000 Da ile gahsilirken ikinci seride [P(VP-ko-AA)] (2:1) Mw:120.000 Da olan

polimer ile ¢alisildi.

4.8.1.1 [P(VP-ko-AA)] (2:1, 120.000 Da) Polimerinin Artan Oranlarinda Konjugasyon

Klasik Konjugasyon Yontemi ile EDC varli§inda npwp-ko-an)/Npep = 0,014; 0,041; 0,083;

0,14; 0,208 ve 0,417 olmak Uzere 6 farkli oranda konjugat sentezlendi.
Peptidin ¢Ozelti icerisindeki konsantrasyonu 0,217 mg/ml olarak calisild.

(MP(VP-ko-AA) =120000 Da; Mpeptid =2170 Da)
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1.np(vp-ko-aa)/Npep = 0,014 olan 6 ml P(VP-ko-AA)-Peptid Konjugati igin hazirlanan ¢ozelti

icerisinde;
n c M )ESm?'ZNO
PIVP-koAR) _ ZPVPkoAN P o 0,014 = m 3 = x=1mg polimer/ 6 ml
Moo CoooMonpionn 120000.~>M9
6ml

2.Np(vp-ko-aa)/Npep = 0,041 olan 6 ml P(VP-ko-AA)-Peptid Konjugati igin hazirlanan ¢ozelti
icerisinde;

X mg

2170
n c M
PUPOAN - “PURKOANT % o 0,041= 6ml 3 = x =3 mg polimer/ 6 ml
Mpep Cpep-M pvp-ko-an) 120000. 16 mlg
m

3.Np(vp-ko-an)/Npep = 0,083 olan 6 ml P(VP-ko-AA)-Peptid Konjugati igin hazirlanan ¢ozelti

icerisinde;
) i " ’; m? 2170
. m
PVPkoAR) _ ZPVPkoAN 7 P o 0,083 = 3 = x =6 mg polimer/ 6 ml
M pep Cpep-Mpup-ko-an) 120000.~ mlg
m

4.np(vp-ko-aa)/Npep = 0,14 olan 6 ml P(VP-ko-AA)-Peptid Konjugati icin hazirlanan ¢ozelti
icerisinde;

n c M );m? 2170
PIVP-koAR) _ ZPVPKoAA)T b o 014 = m 3 = x =10 mg polimer/ 6 ml
npep Cpep'M P(VP-ko-AA) 120000 ’6 mlg
m

5.Np(vp-ko-aa)/Npep = 0,208 olan 6 ml P(VP-ko-AA)-Peptid Konjugati igin hazirlanan ¢ozelti

icerisinde;
) i " ’gm? 2170
PUVPKOAN — “PUPKOANT PP (0,208 = m 13 = x =15 mg polimer/ 6 ml
Mpep Cpep-M pvp-ko-an) 120000.~ mg
6ml

6.Np(vp-ko-an)/Npep = 0,417 olan 6 ml P(VP-ko-AA)-Peptid Konjugati igin hazirlanan ¢ozelti

icerisinde;
) . " ); m? 2170
PUPKO AN — ZPUPKOANT % o 0,417 = m 13 = x =30 mg polimer/ 6 ml
Mo CopMenpionn 120000,>M9
6ml
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Polimer olacagl hesaplandi ve polimer stok ¢ozeltisi hazirlandi. Herbir konjugat igin
sabit konsantrasyondaki peptid ¢ozeltisi lzerine degisen konsantrasyondaki polimer
¢ozeltisinden eklendi ve karigimlarin pH degerleri 5’e ayarlandi, ¢ozeltiler 4 °C'de
karistinldi aktivasyon icin her bir ¢ézeltiye EDC eklendi gece boyu soguk odada 4 °C’'de
karistirildi. Ertesi giin ¢ozeltilerin pH degerleri 7’ye ayarlandi. Ornekler 2 saat karistirildi
ve sentezlenen konjugatlarin olusum mekanizmasi, fizikokimyasal ozellikleri ve
elektriksel yikleri Viscotek, Fluoresans Spektrofotometre ve Zetasizer cihazlar ile

incelendi.

4.8.1.2 [P(VP-ko-AA)] (1:3, 80.000 Da) Polimerinin Artan Oranlarinda Konjugasyon

Klasik Konjugasyon Yontemi ile EDC varliginda npaa/ngep = 0,02; 0,06; 0,125; 0,2 ve 0,3

olmak tzere 5 farkli oranda konjugat sentezlendi.
Peptidin ¢Ozelti igerisindeki konsantrasyonu 0,217 mg/ml olarak calisildi.
(Mp(vp-ko-aa) = 80 000 Da; Mpeptia = 2170 Da)

1.Npvp-ko-aa)/Npep = 0,02 olan 6 ml P(VP-ko-AA)-Peptid Konjugati igin hazirlanan ¢ozelti

icerisinde;
) . " 2 m? 2170
PVPkoAR) _ ZPVPkoAN P o 0,02 = m 3 = x =1 mg polimer/ 6 ml
Noew  Coen-Mpapionn 80000, 7>
6ml

2.Np(vp-ko-an)/Npep = 0,06 olan 6 ml P(VP-ko-AA)-Peptid Konjugati igin hazirlanan ¢ozelti
icerisinde;

) . " );m? 2170
PIVPkoAd) _ ZPVPkoAN P o 0,06 = m 3 = x =3 mg polimer/ 6 ml
N pep Cpep-M pvpico-an) 80000. '6mlg
m

3.Np(vp-ko-aa)/Npep = 0,125 olan 6 ml P(VP-ko-AA)-Peptid Konjugati igin hazirlanan ¢ozelti

icerisinde;
) i " ’;m? 2170
. m
PVPkoAR) _ ZPVPkoAN b o 0125= 3 = x =6 mg polimer/ 6 ml
M pep Cpep-Mepkoan) 80000.~ mlg
6m
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4.npvp-ko-an)/Npep = 0,2 olan 6 ml P(VP-ko-AA)-Peptid Konjugati igin hazirlanan ¢ozelti
icerisinde;

) . " );m? 2170
PIVPkoAN) _ ZPVPko AN TP o 0,2 = m 3 = x =10 mg polimer/ 6 ml
Npep Cpep-M by ko-an) 80000. ’6m|g
m

5.np(vp-ko-aa)/Npep = 0,3 olan 6 ml P(VP-ko-AA)-Peptid Konjugati igin hazirlanan ¢ozelti

icerisinde;
) i " zm? 2170
Ko- _KO-AA) * m
PIVPkoAR) _ ZPVPko AN P o 03 = 13 = x =15 mg polimer/ 6 ml
Mpep Cpep-Mpvp-ko-an) 80000. ,6 mlg
m

4.9 Poli(D,L-laktik-ko-glikolik) Asid (PLGA) Nanopartikiillerinin Olusturulmasi

PLGA nanopartiklller literatiirde [143, 144] tanimlanan ikili emdlsiyon ¢6zlci
buharlastirma yontemi modifiye edilerek tretilmistir. 150 mg PLGA 2 ml diklorometan
icerisinde ¢ozlldi ve 200 pl su fazini olusturan ¢ozelti ile karistirilarak 3 dakika 50 W
enerji altinda sonikasyona tabi tutuldu. Daha sonra olusan W/O emdiilsiyonu 4 ml
%2,5’luk polivinilalkol (PVA) ¢ozeltisi ile karnstinldi ve W/O/W emdlsiyonunu elde
etmek icin 3 dakika 50 W eneriji altinda tekrar sonikasyon yapildi. Elde edilen érnekler
¢Ozlclinin uzaklagsmasi igin 12 saat manyetik karistiricida karistirildi. 12 saat
sonrasinda 6rnekler 10000 g’de 20 dakika santrifiij edildi, ultra saf su ile yikandi ve
santrifiij islemi tekrar yapildi. Ust fazin uzaklastirilmasi ile elde edilen kati

nanopartikiller kurutularak analiz edilmek lizere donduruldu.

4.9.1 Yiikleme Veriminin Hesaplanmasi

Hazirlanan nanopartikiiller igin ylikleme verimi santriflij asamasinda ayrilan st
fazlardaki serbest peptid miktarinin UV spektrofotometre ile 280 nm dalga boyunda
yapilan ol¢cimler ile hesaplanmasi sonucu gergeklestirildi (NP1-Bos nanopartikil blank
olarak kabul edildi). Ust faz ¢ézeltisinden 1 ml alinarak UV okundu ve daha &nceden
konsantrasyonu bilinen peptid ¢ozeltileri ile hazirlanan kalibrasyon egrisi yardimi ile

nanopartikilln icerisine girmeyen serbest haldeki peptid miktari tayin edildi. Serbest
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haldeki peptid miktarinin hesaplanmasinin ardindan % yikleme miktari asagida verilen

forml ile hesaplandi.

— [Eklenen peptid (mg) - Uzaklastirdan peptid (mg)] 100 @)
Yo Yikleme = X .
[Eklenen peptid (mg)]

4.9.2 MTT Analizi

ilk defa Mossmann tarafindan tanimlanan ve daha sonra Alley ve arkadaslari tarafindan
gelistirilen 3-(4,5-dimetil triazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoliumbromid (MTT) yo&ntemi
hicre canliiginin belirlenmesi icin yaygin olarak kullanilan pratik bir yéntemdir [145,
146]. MTT hicrelere aktif olarak absorbe olan ve mitokondriye bagh bir reaksiyon ile
renkli, suda ¢oziinmeyen formazana indirgenen bir maddedir [146]. Hiicrelerin MTT
indirgeme 6zelligi hiicre canhliginin 6lgltl olarak alinir ve MTT analizi sonucunda elde

edilen boya yogunlugu canl hiicre sayisi ile dogru oranti gosterir [147].

W-1L19 sentetik peptidi, NP1, NP3, NP4 ve FITC'nin L-929 fare fibroblast hiicrelerine
karsi sitotoksisiteleri MTT (metil-tiyazoltetrazolyum) yéntemi ile incelendi. MTT analizi
icin 96 kuyucuklu platlere herbir kuyucuga 1x10* hiicre (L-929) diisecek sekilde ekim
yapildi ve 24 saat inklibasyonun ardindan her bir kuyucuga farkli konsantrasyonlardaki
degisik 6rnekler (ilag) eklendi. Serbest peptid icin 0,50; 0,4; 0,2; 0,1; 0,05 mg/ml, bos
nanopartikal (NP1) 0,50; 0,4; 0,2; 0,1; 0,05 mg/ml, peptid yukli nanopartikil (NP3) igin
0,50; 0,4; 0,2; 0,1; 0,05 mg/ml, peptid+FITC yukli nanopartikil (NP4) icin 0,50; 0,4; 0,2;
0,1; 0,05 mg/ml ve FITC i¢in 0,05; 0,025 mg/ml konsantrasyonlarinda c¢alsildi. 48 saat
ilac ile inklibasyonun ardindan herbir kuyucugun optik yogunluk degeri 540 nm’de UV
absorpsiyonu okunarak elde edildi. Herbir 6rnek igin % hiicre canliligl asagida verilen
formiil ile hesaplandi (Kontrol ve her bir 6rnegin farkl konsantrasyonlari icin 3 tekrar

calisildi ve ortalama alinarak % canhlik hesaplandi).

Ilac yiikli orneklere ait ODcag nm

% Canlilik = x100 (4.2)
Kontrol grubuna ait ODcagm
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4.9.3 Nanopartikiillerin Salimlarinin incelenmesi

5 mg peptid yukli PLGA nanopartikil 1,5 ml PBS tamponunda sispanse edildi,
(pH=7,4) 37 °C’de yatay calkalayicida galkalandi. Belirli siirelerde 6rnek santrifiij edildi,
Ust faz UV okunmak (zere alindi, kati pellet taze salim ortami ilave edilerek tekrar

sispanse edildi. Alinan ornekler UV spektrofotometre’de 280 nm’de okunarak analiz

edildi.
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BOLUM 5

DENEY SONUCLARI
5.1 Poli(N-Vinil-2-pirolidon-ko-Akrilik asit) (2:1) Polimerinin Analizi

Bu tez calismasinda kullanilan polimerik tasiyicilardan biri olan N-vinil-2-pirolidon-ko-
akrilik asit [P(VP-ko-AA)] polimeri benzoilperoksit baslaticisi varliginda tarafimizdan
sentezlendi. BoélimiUmuizde bulunan dort detektorli jel gegirgenlik kromatografisi
(GPC), Fourier Transform Infrared (FT-IR) spektroskopisi, Zetasizer cihazlari kullanilarak
analiz edilen kopolimere ait analiz sonuglarn Sekil 5.1 — Sekil 5.3’te verilmistir.
Sekil 5.1’de [P(VP-ko-AA)] polimerinin refraktif indeks, UV, 1sik sagilmasi ve

viskozimetre dedektorlerinden elde edilen GPC kromatogramlari verilmektedir.

Kopolimerin agirlik ortalama molekdl agirhg (Mw) jel gecirgenlik kromatografisi (GPC)
prensibine gore calisan dort detektorli Viskotek cihazinda yapilan analiz sonrasi cihaz
tarafindan hesaplandi. Molekil agirligi tayini icin GPC cihazinda kopolimere uygun olan

kolon takildi ve kopolimerin molekil agirligi Mw=120.000 Da olarak bulundu.

P(VP-ko-AA) kopolimerinin bilesenlerinin molar orani VP:AA = 2:1 olacak sekilde
sentezlendi. P(VP-ko-AA) (2:1) kopolimeri icerisindeki N-vinil-2-pirolidon grubunun
oraninin arttirilmasi ve akrilikasid grubunun molar oraninin dusirilmesi ile polimerin
biyouyumlulugunun artmasi saglanmistir. Sentezlenen P(VP-ko-AA) kopolimerinin, canli
sistemde kalma siiresi (prolongation) ise daha distk molekil agirlikhi P(VP-ko-AA)

kopolimerlere kiyasla daha uzundur.
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it “““(C) " (d)

Sekil 5. 1 Klasik (Termal) yontemle sentezlenen P(VP-ko-AA) (2:1) kopolimerlerine ait
GPC-Refraktif indeks (a), UV (b), Isik Sagiimasi (c) ve Viskozimetre (d) kromatogrami

Sentezlenen kopolimere ait FT-IR spektrumu Sekil 5.2’de gorilmektedir. FT-IR
spektrumunun analizi, P(VP-ko-AA) kopolimerinin yapisinda bulunan akrilik asit ve N-
vinil-2-pirolidon monomerlerinden sentezlenen poli(N-vinil-2-pirolidon) (PVP) ve
poliakrilik asit (PAA) homopolimerlerine ait FT-IR spektrumlarinin Cizelge 5. 1 ve

Cizelge 5. 2’de verilen bant araliklari ile kiyaslamali olarak gerceklestirildi.
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Sekil 5. 2 Termal yontemle sentezlenen P(VP-ko-AA) (2:1) kopolimerine ait FT-IR

spektrumu

Cizelge 5. 1 Polivinilpirolidon (PVP) FT-IR analiz sonuglari

Bant araligi (cm-1)

Bilesenler

100-1200 cm™

C—N absorpsiyon bandi

2900 cm™ C—H gerilme titresimleri
1703 cm™ C=0 gerilme bandi piki
1436 et Pirolidon halkasinda bulunan C-C’ a ait

gerilme bandi (Solpan, 2005; Chadra, 2006)

Cizelge 5. 2 Poliakrilik asit (PAA) FT-IR analiz sonuglari

Bant araligi

Bilesenler

3000-3500 cm™
2500-2700 cm®

O-H bandi

2900 cm* C—H gerilme titresimleri
1485 cm™, 1396 cm™
ve 1700 cm™ COOH (Solpan, 2005)

Laboratuvarimizda sentezlenen kopolimere ait FT-IR spektrumundaki bantlarin analizi

ise Cizelge 5. 3’te verildi.
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Cizelge 5. 3 Poli(N-vinil-2-pirolidon-ko-akrilik asit) [P(VP-ko-AA)] FT-IR analizi sonuclari

Bant araligi Bilesenler
1160 e Akrilik asit. karboksil grubu C-O gerilme
bandina ait pik

1180-1360 cm-! Pirolidonda yer alan C—N gerilme bandi piki

1340-1470 cm™ Zincirdeki —CH,— gruplari

1422 - 1442 cm-" Pirolidon halkasindaki (C—C) gerilme bandi
1 Pirolidon grubundaki amide (CONR,) ait

1629 cm karbonil gerilme band piki

1717 cm™ Akrilik asitdeki C=0 gerilme bandi piki

2931 cm™ Alkan C—H gerilme bandi piki

3450 Karboksilikasid O-H gerilme bandi

Poli(N-vinil-2-pirolidon-ko-akrilik asit) polimerizasyonunun olusumunu tespit etmek
icin yapilan FT-IR analizinde elde edilen spektrumda her iki homopolimerde mevcut
olan bantlar gérildii. 1690-1760 cm™, 1180-1360 cm™, 1422 ve 1442 cm™“de olusan
pikler kopolimerizasyonun gergeklestigini kanitlayan en onemli piklerdir. Karboksilik
gruplarinda yer alan C=0’ a ait pik 1717 cm™” de gorilirken, pirolidon halkasinda yer
alan C-C’ a ait pikler 1423 cm™de gériilmektedir. Analiz sonuglari AA monomerinin VP

monomeri ile kopolimerlesmesinin gergeklestigini gdstermektedir.

Poli(N-vinil-2-pirolidon-ko-akrilik asit) polimerinin Zetasizer cihazinda yapilan boyut

analizinde polimerin boyutu 11,36 nm olarak bulunmustur (Sekil 5.3).
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Size (d.nm) % Volume Width {d.nm}:
Peak 1: 11,36 100,0 5,229
Intercept: 0,795 Result quality : Good

Size Distribution by Volume

2']. .................. .................. .- .................

151

Volume (%)
=

0.1 1 10 100 1000
Size (d.nm)
P(VP-ko-AA)120 kDal

Sekil 5. 3 Poli(N-vinil-2-pirolidon-ko-akrilik asit) polimerine ait zetasizer boyut analizi

5.2 Canine Parvovirus W-7L20 Dizili Sentetik Peptidinin Analizi

Bolimimiiz laboratuarinda sentezlenen W-7L20 (W-Q-P-D-G-G-Q-P-A-V-R-N-E-R-A)
sentetik peptidi LC-MS cihazi ile analiz edildi ve elde edilen kromatogramda gorilen
piklerin molekil agirliklari hesaplandi. LC-MS cihazi ile analiz edilen peptid dizisi ters
faz sivi kromatografi sistemi kullanilarak saflastirildi. UV kromatograminda goriilen her
iki pik ayri ayri fraksiyonlandi. Her iki fraksiyon LC-MS cihazi ile analiz edildi ve iki pikin
de molekdl agirhgl hesaplandi. Her iki pikin molekil agirliginin da ayni oldugu saptandi.
Sterio izomer vyapilari bulunan peptidin molekil agirligi tayini Jel gecirgenlik
kromatografisi prensibi ile calisan GPC-Viskotek cihazi (Vizkozite, Kirilma indisi, UV ve
Isik sacilmasi detektorleri kullanilarak) tekrardan hesaplandi ve elde edilen degerler

karsilastirildi.

5.2.1 Canine Parvovirus W-7L20 Dizili Sentetik Peptidin LC-MS Analizi

CEM marka kati faz peptid sentez cihazinda ham olarak sentezlenen VP2 W-7L20
sentetik peptid dizisi LC-MS cihazinda asagidaki sartarda ve oda sicakliginda analiz

edildi (Sekil 5.4).
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e Akis hizi: 0,2 mL/dak

e  Mobil Faz A: Su (%0,1 TFA)

e  Mobil Faz B:Asetonitril (%0,085 TFA)

e Kolon: Teknokroma Tracer Excel 120 ODS-A 0,5um 20x0,21
e UV Dedektdr: 210 nm

e Gradient: %13 B 0-4 dak, %13-24 B 4-54 dak

e iyonlastirma yéntemi ESI (+)

mAU (x100) e
:'DEtEu:t:xA;Eﬂlnm |
7.5 _—TEI

] 60
5.0+ -

- o0
2.5 :—4|:|

~_ |
] /\ 20
] St
e ————Tr 77— 7~ |0
0 10 20 30 410 50 min

Sekil 5. 4 Sentezlenen Canine Parvovirus W-7L20 ham peptidin preparatif LC-MS cihazi

UV kromatogrami
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Sekil 5. 5 Sentezlenen Canine Parvovirus W-7L20 ham peptidi LC-MS cihazi Toplam iyon

Kromatogrami

ESI (+) yontemi ile iyonlagtirilan ham W-7L20 peptidinden elde edilen toplam iyon
kromatogrami (Sekil 5.5) ve bu kromatogramdaki piklere ait kiitle spektrumlar
(Sekil 5.6) kullanilarak sentezlenen ham peptidin her iki pikinin de molekil agirhig

hesabi yapildi.

Inten {x1.000%

2.5 83230

3.

500 750 1000 1250 1500 1750 miz

Sekil 5. 6 Sentezlenen Canine Parvovirus W-7L20 ham peptidine ait 19.154 =» 21.700

dakikalar arasindaki kitle spektrumu
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Toplam iyon kromatograminda 19.154 ile 21.700 dakikalar arasinda gozlenen pike ait
kitle spektrumundan 555,55; 832,30 ve 832,50 iyonlari kullanilarak molekil agirligi
asagidaki sekilde hesaplandi.

[M+3H']*"=555,55 = M = 1663,63 Da [M+2H']**=832,60 = M = 1663,19 Da

[M+2H']**=832,30 = M = 1662,59 Da Mihesaplanan = 1662,91 Da  Mieorik=1680,8 Da

Teorik molekil agirhgr 1680,8 Da olarak hesaplanan Canine Parvovirus W-7L20
peptidine ait LC-MS analizi sonucu deneysel olarak hesaplanan molekil agirligi 1662,91
Da olarak bulundu. Teorik ve deneysel molekul agirliklari arasinda 18 Da fark
bulunmaktadir. Bu da peptid dizisinin yapisindan bir mol suyun kayboldugunu yani
peptid dizisinin dehidrasyona ugradigini gostermektedir. Bu durum literatlirde
Asparagin ve Glutamin aminoasidlerini yapisinda yan yana bulunduran peptidlerde
koruma gruplari kaldirilirken (deprotection) yada recinden peptid dizisinin ayrilmasi
sirasinda (cleavage) sicaklhigin yikselmesi ile birlikte yapdan su molekiliniin uzaklastig
seklinde aciklanmaktadir [145] . LC-MS cihazinda analizi yapilan ve deneysel olarak
molekil agirhg hesaplanan peptid dizisinin preparatif HPLC ile asagida verilen analiz
kosullarinda UV detektor yardimi ile analizi yapildi ve analiz sonrasinda her iki pik ayri

ayri fraksiyonlanarak toplandi.

e Akis hizi: 14 mL/dak

e Mobil Faz A: Su (%0,1 TFA)

e Mobil Faz B:Asetonitril (%0,085 TFA)

e Kolon: Shimadzu PRC-ODS 30x2,1

e UV Dedektdr: 210 nm

e Gradient: %13 B 0-5 dak, %13-24 B 5-55 dak
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Sekil 5. 7 Sentezlenen Canine Parvovirus W-7L20 ham peptidine ait preparatif HPLC

kromatogrami

Sekil 5.7’de ki UV kromatograminda 25 ve 26 olarak numaralanmis olan pikler Pik 1 ve
Pik 2 olarak ayri ayri toplandi ve bu fraksiyonlar LC-MS cihazinda asagida verilen

sartlarda molekdl agirliklarinin hesaplanmasi igin tekrardan analiz edildi.

e Akis hizi: 0,2 mL/dak

e Mobil Faz A: Su (%0,1 TFA)

e Mobil Faz B:Asetonitril (%0,085 TFA)

e Kolon: Teknokroma Tracer Excel 120 ODS-A 0,5um 20x0,21
e UV Dedektor: 210 nm

e Gradient: %13 B 0-4 dak, %13-24 B 4-54 dak

e iyonlastirma yéntemi ESI (+)

Her iki fraksiyon igin LC-MS analizi sonrasinda UV kromatogramlari, toplam iyon
kromatogramlari ve toplam iyon kromatogramlarindaki piklere ait kitle spektrumlari

elde edildi ve bu sonuclar Sekil 5.8 - Sekil 5.13’te sirasi ile verildi.
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Sekil 5. 8 Canine Parvovirus W-7L20 ham peptid dizisinin saflastiriimasindan elde edilen

Pik1’in Preparatif LC-MS cihazi UV kromatogrami
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Sekil 5. 9 Canine Parvovirus W-7L20 ham peptid dizisinin saflastiriimasindan elde edilen

Pik1’in Preparatif LC-MS cihazi Toplam iyon kromatogrami
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Inten fx1.000%

500 75D 1000 1250 1500 175D m'z

Sekil 5. 10 Canine Parvovirus W-7L20 ham peptidine ait Pik 1 fraksiyonunun 7.692 =»

8.308 dakikalar arasindaki kiitle spektrumu

Toplam iyon kromatograminda 7.692 =» 8.308 dakikalar arasinda gozlenen pike ait
kiitle spektrumundan 555,55; 832,20; 832,40 ve 1663,9 iyonlari kullanilarak molekdil

agirlig1 asagidaki sekilde hesaplandi.

[M+3H"**=555,55 = M = 1663,63 Da [M+2H"1?"=832,20 & M = 1662,39 Da
[M+2H"]*"=832,40 & M = 1664,79 Da [M+H']"=1663,90 = M = 1662,89 Da

IVlhesaplanan =1663,48 Da Mieorik=1680,8 Da
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Sekil 5. 31 Canine Parvovirus W-7L20 ham peptid dizisinin saflastiriimasindan elde
edilen Pik2’in Preparatif LC-MS cihazi UV kromatogrami
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Sekil 5. 42 Canine Parvovirus W-7L20 ham peptid dizisinin saflastiriimasindan elde

edilen Pik2’in Preparatif LC-MS cihazi Toplam iyon kromatogrami
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Sekil 5. 53 Canine Parvovirus W-7L20 ham peptidine ait Pik 2 fraksiyonunun 7.767 =»

8.438 dakikalar arasindaki kiitle spektrumu

Toplam iyon kromatograminda 7.767 =» 8.438 dakikalar arasinda gozlenen pike ait
kiitle spektrumundan 555,80; 832,20; 832,75 ve 1664,55 iyonlari kullanilarak molekiil

agirligi asagidaki sekilde hesaplandi.

[M+3H']>*=555,80 & M = 1664,38 Da [M+2H']%"=832,20 & M = 1662,39 Da
[M+2H']2*=832,75 9 M = 1663,48 Da [M+H']*=1664,55 = M = 1663,54 Da
IVlhesaplanan =1663,12 Da Mteorik=1680,8 Da

Fraksiyonlama sonucu elde edilen Pik 1 ve Pik 2'ye ait UV kromatogramlari
incelendiginde iki pikinde oldukca saf olarak elde edildigi gorilmektedir. iki pikin
molekdl agirhiklari sirasi ile 1663,48 Da ve 1663,12 Da olarak bulundu. Bu da ham
peptid UV kromatograminda gorilen iki pikin sterio izomer pikler oldugunu

gostermektedir.

5.2.2 Canine Parvovirus W-7L20 Dizili Sentetik Peptidin Jel Gegirgenlik

Kromatografisi Analizi

Bolimimiizde bulunan ve jel gecirgenlik kromatografisi (GPC) temeline dayali olarak

calisan GPC-Viscotek cihazi (Vizkozite, Kirilma indisi, UV ve Isik saciimasi detektorleri)
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ile ham peptid (1Img/ml) ve karsilastirmali olarak Pik 1 (1 mg/ml) ve Pik 2 (1 mg/ml)
numuneleri asagida verilen analiz kosullarinda incelendi. Elde edilen sonuglar Sekil 5.14

ile Sekil 5.17 arasinda verildi.

e Akis hizi: 1 mL/dak

e Hareketli Faz: PBS tamponu (pH=7)
e Kolon: Shim-Pack Diol 300 (50 cm)
e UV Dedektdr: 280 nm
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Sekil 5. 14 pH 7’de hazirlanmis Canine Parvovirus W-7L20 ham peptidi (¢ ), Pik 1 (#) ve

Pik 2 (#)’ye ait GPC Kirllma indisi detektérii kromatogramlari
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Sekil 5. 15 pH 7’de hazirlanmis Canine Parvovirus W-7L20 ham peptidi (#), Pik 1 () ve

Pik 2 (¢ )’ye ait GPC UV detektori kromatogramlari
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Sekil 5. 16 pH 7’de hazirlanmis Canine Parvovirus W-7L20 ham peptidi (¢ ), Pik 1 () ve

Pik 2 (#)’ye ait GPC Isik Sagilmasi detektori kromatogramlari
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Sekil 5. 17 pH 7’de hazirlanmig Canine Parvovirus W-7L20 ham peptidi (¢), Pik 1 (#) ve

Pik 2 (#)’ye ait GPC Vizkozite detektori kromatogramlari

Elde edilen GPC kromatogramlarindan Pik 1 ve Pik 2’nin ¢iktigl zaman araliginin ayni
oldugu ve iki pikin birbiri ile ¢akistigi ve iki pikin Sterioizomer oldugu goéruldi. Ayrica
ham peptide tim kromatogramlarda (¢ adet pik gorilirken Pik 1 ve Pik 2’'ye ait

kromatogramlarda saf ve tek pik gézlendi.

5.2.3 Canine Parvovirus W-7L20 Dizili Sentetik Peptidin Fluoresans Spektroskopisi

Analizi

Proteinler ve peptidlerdeki fluoresans 0ozellik; triptofan, tirozin ve fenilalanin
aminoasitlerinin yapida bulunmasi ile saglanmakta en yiiksek kuantum verimi ile
fluoresans oOzellik ise triptofanda goriilmektedir. Bu tez ¢alismasinda peptid ve
sonrasinda sentezlenecek biyokonjugat molekillerinde baglanmanin gercgeklesip
gerceklesmedigi ya da baglanma sonrasinda ne tiir fizikokimyasal degisikliklerin
meydana geldigini analiz edebilmek icin sentezlenen peptid molekiiliine ait diziye
triptofan anminoasidini eklendi. Triptofan amino asidi ile kazandirilan fluoresans
ozelligi ile ham peptid (1 mg/ml) ve karsilastirmali olarak Pik 1 (1 mg/ml) ve Pik 2 (1

mg/ml) olarak adlandirdigimiz fraksiyonlarin fluoresans dl¢timleri yapildi ve elde edilen
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sepktrum Sekil 5.18’de verildi.
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Sekil 5. 18 pH 7’de hazirlanmis Canine Parvovirus W-7L20 ham peptidi (#), Pik 1 () ve

Pik 2 (#)’ye ait karsilastirmali Fluoresans Spektrumu

Ham peptid ile karsilastirmali olarak Fluoresans Spektrumu alinan Pik 1 ve Pik 2’'nin
miktarlarinin ayni olmasina karsin her iki fraksiyonun fluoresans siddetinin de ham

peptide gore daha fazla oldugu goruldi.

5.2.4 Canine Parvovirus W-7L20 Dizili Sentetik Peptidin Toyopearl Dolgulu Kolonda

Saflastiriimasi

Sentezlenen ham peptid ¢ozeltisi (10mg/ml), 0.01 M pH 7,0 fosfat tamponu ile
dengelenmis Toyopearl SP-550 C dolgu mataryeli ile doldurulmus kolona (2.5 x 30 cm)
verildi. Bu islem 3 kere tekrarlandi ve kolondan c¢ikan fraksiyonlar 2’ser ml olacak
sekilde toplandi. Toyopearl kolondan elde edilen fraksiyonlara ait UV,gonm degerleri

okundu ve fraksiyon numaralarina karsi cizilen grafik Sekil 5.19’da verildi.
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Sekil 5. 19 Canine Parvovirus W-7L20 ham peptidinin toyopearl kolon uygulamasi

sonucu saflagtiriimasi

Peptid ¢oOzeltisinin kolona verilmesi ile elde edilen F1 ve F2 fraksiyonlari kendi
aralarinda birlestirildi. Toplamda elde edilen 2 fraksiyon tekrardan Jel gegirgenlik
kromatografisi (GPC) temeline dayal olarak calisan Viscotek marka kromatografi cihazi
ile analiz edildi ve elde edilen kromatogramlar Sekil 5.20 ve Sekil 5.21’de karsilastirmal

olarak gosterildi.
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Sekil 5. 20 pH 7’de hazirlanmis Canine Parvovirus W-7L20 ham peptidi, Fraksiyon 1 ve
Fraksiyon 2’ye ait GPC Kirilma indisi (#) ve UV (#) detektérii kromatogrami
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Sekil 5. 21 pH 7’de hazirlanmis Canine Parvovirus W-7L20 ham peptidi, Fraksiyon 1 ve
Fraksiyon 2’ye ait GPC Isik Sagilmasi () ve Vizkozite (¢ ) detektorii kromatogrami

2.5 x 30 cm boyutlarinda ve toyopearl SP-550 C dolgu mataryeli ile doldurulmus
kolonda fraksiyonlarina ayrilan ham peptidin 1. Ve 2. Fraksiyonlarinin (Fraksiyon 1 ve
Fraksiyon2) ham peptid ile karsilastirmali olarak yapilan analizinden elde edilen
kromatogramlarda peptidin toyopearl dolgulu kolonda saflastirildigi gorildi. Her iki

fraksiyona ait kromatogramin da ham peptide gore cok daha saf oldugu saptandi.
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5.3 Canine Parvovirus W-1L19 Dizili Sentetik Peptidinin Analizi

Caslo laboratuvarinda sentezlenen Canine Parvovirus W-1L19 (W-MSDGAVQPDGGQPA
VRNERA) sentetik peptidi, ayni firma tarafindan saflik kontrolu icin preparatif HPLC
cihazi ile analiz edildi. Canine Parvovirus W-1L19 peptidinin molekil agirhg tayini de
Caslo Firmasi tarafindan MS cihazinda yapildi ve elde edilen kiitle spektrumundan

molekil agirhgr hesaplandi.

5.3.1 Canine Parvovirus W-1L19 Dizili SentetikPeptidin HPLC Analizi

Canine Parvovirus W-1L19 peptidinin preparatif HPLC analizi asagida verilen sartlarda

yapildi. Elde edilen kromatogram Sekil 5.22’de verildi.

e Mobil Faz A: 0.05%TFA +2%CH3CN

e Mobil Faz B: 0.05%TFA +90%CH3CN
e Kolon: Merck (250x4.6mm 1.D.) C18
e UV Dedektdr: 220 nm

e Gradient: 0-30%B in 30min
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oo 25 50 -] 00 125 160 175 200min

Sekil 5. 22 Canine Parvovirus W-1L19 peptidine ait HPLC UV kromatogrami

Caslo firmasina ait laboratuarda sentezlenen peptide ait HPLC kromatograminda

peptidin saf olarak sentezlendigi gérilmektedir.
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5.3.2 Canine Parvovirus W-1L19 Dizili SentetikPeptidin MS Analizi

Canine Parvovirus W-1L19 peptidinin MALDI-TOF cihazinda yapilan kitle analizi
sonuglari Sekil 5.23’de verildi.

e Anapik: 2171,95

o My [M+H+]:2171,95
e My:2170,95

e Teorik My: 2170,37

11007

0 : : . k
585.0 1279.4 1959.8 26402 3320.6
Mass (m/z)

Sekil 5. 23 Canine Parvovirus W-1L19 peptidine ait MS spektrumu

Peptide ait MS spektrumunda sentezlenen peptidin molekil agirhginin teraorik

molekdl agirligi olan 2171 Da’a esit oldugu gortlmektedir.
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5.4 Canine Parvovirus W-7L20 Peptidinin PAA Polimeri ile Biyokonjugatlarinin

Analizi

5.4.1 GPC Analizi

Karbodiimid yéntemi ile hazirlanan npaa/npep=0,025, 0,075, 0,15, 0,25, 0,375
oranlarindaki konjugatlar GPC cihazi ile analiz edildi ve elde edilen GPC

kromatogramlari Sekil 5.24-5.26’de toplu olarak verildi.
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Sekil 5. 24 PAA polimeri ve pH 7’de hazirlanmig npaa/Npep=0,025 (#), 0,075 (¢ ), 0,15

(#),0,25(#),0,375 (#), konjugatlarina ait GPC Kirilma indisi kromatogrami
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Sekil 5. 15 PAA polimeri ve pH 7’de hazirlanmig npaa/npep=0,025 (#), 0,075 (¢ ), 0,15
(¢),0,25(#), 0,375 (¢), konjugatlarina ait GPC Kirllma Isik Sagiimasi kromatogrami
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Sekil 5. 26 PAA polimeri ve pH 7’de hazirlanmis npaa/npep=0,025 (#), 0,075 (¢), 0,15
(¢),0,25(#), 0,375 (), konjugatlarina ait GPC Kirllma UV kromatogrami
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5.4.2 Fluoresans Analizi

Karbodiimid yoéntemi ile hazirlanan npaa/npep=0,025, 0,075, 0,15, 0,25, 0,375
oranlarindaki konjugatlarin Fluoresans Spektrofotometre ile élglimleri yapildi ve elde

edilen spektrumlar Sekil 5.27’de verildi.
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Sekil 5. 27 Peptid (¢ ), PAA polimeri (#) ve pH 7’de hazirlanmis npaa/npep=0,025 (¢ ),
0,075(¢),0,15(#), 0,25 (#), 0,375(#) konjugatlarina ait Fluoresans spektrumlari
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5.4.3 Zetasizer Analizi

Karbodiimid yoéntemi ile hazirlanan npaa/npep=0,025, 0,075, 0,15, 0,25, 0,375
oranlarindaki konjugatlar Zetasizer cihazi ile analiz edildi ve elde edilen sonuglar Sekil

5.28-Sekil 5.29’da verildi.

Size Distribution by Velume
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Sekil 5. 28 Peptid (#), PAA polimeri ve pH 7’de hazirlanmis npaa/Npep=0,025 (¢),
0,075(¢),0,15(#),0,25(¢), 0,375 (#), konjugatlarina ait boyut analizi sonuclari

Sample Name |Z-Awverage| Pdl | ZP

d.nm my
Peptid 31710132 -5.9
PAs, 25.5610,396|-25.5

nPAANpep=0,025 83.73(0,593| -25 4
nPAANpep=0,075 47.1010,826)-30,5
nPAANpep=0,15 34.70(0,788|-26,5
nPAANpep=0,25 39.15(0,950(-16.,2
nPAANpep=0375 21.4710,633]-11.3

Sekil 5. 19 Peptid, PAA polimeri ve pH 7’de hazirlanmis npaa/npep=0,025, 0,075, 0,15,
0,25, 0,375 konjugatlarina ait Z-Average, Pdl ve Zetapotansiyel degerleri
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5.5 Canine Parvovirus W-1L19 Peptidinin PAA Polimeri ile Fiziksel Komplekslerinin

Analizi

5.5.1 HPLC Analizi

pH 4’de hazirlanan npaa/Npep=0,8 ve 1 oranlarindaki fiziksel kompleksler HPLC cihazi ile

analiz edildi ve elde edilen HPLC kromatogrami Sekil 5.30’da verildi.

=— Poliner
Peptid
Tipel '.“PEP =038

=  Tpol /Tpep= 1

16 13 20 2z 4 Frii] i 30

Dakika
Sekil 5. 30 Peptid (¢ ), PAA polimeri (#) ve pH 4’de hazirlanmis npaa/npep=0,8 (¢ ),
Npaa/Npep=1 () fiziksel komplekslerine ait HPLC kromatogrami
Sekil 5.30’da goruldiglu Uzere kompleksteki polimer miktarinin arttiriimasi ile
Peptid- PAA kompleksinin pik alani da artmistir. pH=7 degerinde negatif yikli olan
peptid ve polimer moleklli kompleks olusturmazken, pH’in degistirilmesi ile (pH=4
degerinde) elektrostatik etkilesimler sonucunda Peptid-PAA fiziksel kompleksinin
olusturulmasinin mimkin oldugu gorilmektedir. Capraz baglayicilar aracihigl ile
sentezlenen biyokonjugatlarin olusumun mekanizmasinda Oncelikle kompleks
olusumunun gerceklestigi ve sonrasinda polimerin karboksil (-COOH) gruplarinin
protein yada peptid Gzerindeki amino (-NH;) gruplarina kararli kovalent baglar ile
baglandigi bilinmektedir [6]. Daha Onceki yapilan calismamizda da da kovalent
baglanma sonucu elde edilen biyokonjugatlarin fiziksel komplekslere gore daha
dayanlikli oldugu gosterilmistir [7]. Bu nedenle tez kapsaminda yapilan bundan sonraki

calismalar biyokonjugasyon deneyleri ile devam ettirilmistir.
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5.6 Canine Parvovirus W-1L19 Peptidinin PAA Polimeri ile Biyokonjugatlarinin

Analizi

5.6.1 Peptidin Artan Oranlarinda Konjugasyon

5.6.1.1 HPLC Analizi

Karbodiimid yontemi ile hazirlanan npep/nean=1, 3, 5, 7, 10, 15, 20, 30 oranlarindaki
konjugatlar HPLC cihazi ile analiz edildi ve elde edilen HPLC kromatogramlari Sekil 5.31-

5.38’de peptid ile karsilastirmali olarak, Sekil 5.39’da ise toplu olarak verildi.

== Polimer
= Peptid
Npep -"npnl =1

Sekil 5. 31 Peptid (), PAA polimeri (#) ve pH 7'de hazirlanmis ngep/npaa=1
konjugatina ait HPLC kromatogrami
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Mlivolt

=— Polimer
== Peptud
— Dpep/upol= 3

14 18 18 0 1 4 6 ) 0
Dakika

Sekil 5. 32 Peptid (#), PAA polimeri (#) ve pH 7’de hazirlanmig ngep/Npan=3 ()

konjugatina ait HPLC kromatogrami

= Polimer
= Peptid
=  Dpep/lpgl =5

14 18 12
Dakika

Sekil 5. 13 Peptid (¢ ), PAA polimeri (#) ve pH 7'de hazirlanmis ngep/npaa=5 (¢)

konjugatina ait HPLC kromatogrami
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Mlivolt

=— Polimer
== Peptud
—  lpep Mpol = 7

Sekil 5. 34 Peptid (#), PAA polimeri (#) ve pH 7’de hazirlanmig ngep/Npan=7 ()

14 18 18 0
Dakika

konjugatina ait HPLC kromatogrami

4

]

= Polimer
= Peptid
= Dpep ipe1 = 10

Sekil 5. 35 Peptid (¢ ), PAA polimeri (¢) ve pH 7’de hazirlanmis npep/Npaa=10 (¢)

18 12 20

"
Dakika

konjugatina ait HPLC kromatogrami
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=— Polimer
== Peptud
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Sekil 5. 36 Peptid (¢ ), PAA polimeri (#) ve pH 7'de hazirlanmig npep/Npan=15 (¢)
konjugatina ait HPLC kromatogrami

= Polimer
= Peptid
= Dipep Tipel = 20

18 12 20 e 4 36 pric] 20

14
Dakika

Sekil 5. 37 Peptid (¢ ), PAA polimeri (¢) ve pH 7’de hazirlanmis npep/Npaa=20 (¢)
konjugatina ait HPLC kromatogrami
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=— Polimer
== Peptud
Npep Tipel = 30

18 18 20 2z 4 26

14
Dakika

Sekil 5. 38 Peptid (¢ ), PAA polimeri (#) ve pH 7'de hazirlanmis npep/Npaa=30
konjugatina ait HPLC kromatogrami
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Sekil 5. 39 Peptid (¢ ), PAA polimeri () ve pH 7'de hazirlanmis npep/Npan=1 (¢ ), 3(#), 5(¢), 7(#),

10(e), 15(), 20(#), 30 (¢ ) konjugatlarina ait HPLC kromatogrami
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5.6.1.2 GPC Analizi

Karbodiimid yontemi ile hazirlanan nyep/npasa=1, 3, 5, 7, 10, 15, 20, 30 oranlarindaki
konjugatlar GPC cihazi ile analiz edildi ve elde edilen GPC kromatogramlari Sekil 5.40-

5.42’de toplu olarak verildi.

Overlay Plot: Refractive Index (mV) Vs. Retention Volume (mL)
Method: BSA_09072010-0002.vcm

S .
8 %
%27,00 A"
510,00 i
|

493,00 . ! 1

L !
476,00 [ \
457,29 “ | i

T

T T T T T T T T T T T T
80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 21,0

Retention Volume (mL)

T
260 270 280 290

Sekil 5. 40 Peptid (#), PAA polimeri (#) ve pH 7’de hazirlanmig ngep/npan=1 (), 3(#),
5(e),7(¢),10(¢), 15(#), 20(¢), 30 (¢ ) konjugatlarina ait GPC Kirilma indisi
kromatogrami
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Overlay Plot: Right Angle Light Scattering (mV) Vs. Retention Volume (mL)
Method: BSA_09072010-0002.vcm
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66,00~
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33,004
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T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8,0 9,0 10,0 11,0 12,0 13,0 14,0 15,0 16,0 17,0 18,0 19,0 20,0 21,0 22,0 23,0 24,0 25,0 26,0 27,0 28,0 290

Retention Volume (mL)

Sekil 5. 41 Peptid (), PAA polimeri () ve pH 7’de hazirlanmis npep/Npaa=1 (¢), 3 (¢),
5(¢),7(¢),10(#),15(e), 20 (), 30 () konjugatlarina ait GPC Isik Saciimasi
kromatogrami
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konjugatlarina ait GPC UV kromatogrami
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Sekil 5. 42 Peptid (), PAA polimeri () ve pH 7’de hazirlanmis ngep/Npas=1 (¢), 3 (#), 5
(¢),7(¢),10(¢),15(e),20(¢),30




5.6.1.3 Fluoresans Analizi

Karbodiimid yontemi ile hazirlanan nyep/neaa=1, 3, 5, 7, 10, 15, 20, 30 oranlarindaki
konjugatlarin Fluoresans Spektrofotometre ile o6lcimleri yapildi ve elde edilen

spektrumlar Sekil 5.43’te verildi.

250000 -
m— Peoptid
Iipep Mpol = 1
— ].'I.PEP ";H'Pﬂ]. = 3
m— Tipep Tipgl = 5
200000 pep TROn -
— ].'I.PEP "I“'Pﬂ]. =
= Tipep Tipo] = 10
—— Dpep Mipol = 15
_ —— Iipep Mipol = 20
150000 1 npep pol = 30
- R
T = Polune:
[%;]
c
a
Q
o
= 100000 -
LL
50000

290 340 39 440

0 Dalga Boyu (nm)

Sekil 5. 43 Peptid (¢ ), PAA polimeri (#) ve pH 7'de hazirlanmis npep/Npan=1 (¢}, 3 (¢),

5(e), 7(¢), 10(¢), 15(¢), 20(¢), 30 konjugatlarina ait Fluoresans spektrumlari
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5.6.1.4 Zetasizer Analizi

Karbodiimid yontemi ile hazirlanan nyep/neas=1, 3, 5, 7, 10, 15, 20, 30 oranlarindaki
konjugatlar Zetsizer cihazi ile analiz edildi ve elde edilen boyut ve zeta potansiyel

sonuglari Sekil 5.44-5.46’da toplu olarak verildi.

Size Distribution by Volume

Walume (%)

01 1 10 100 1000
Size (d.nm)
Peptid PAA
npepnPAL=1 npep/nPAA=3
npep/nPALA=5 npepnPAA=T

Sekil 5. 44 Peptid (¢ ), PAA polimeri

ve pH 7’de hazirlanmis npep/Npas=1(¢), 3 (#), 5

(), 7 (), konjugatlarina ait boyut analizi sonuglari

=]
=1

—
L
f

Waolume (%)
3

Size Digtribution by Volume

..............................

1

0 1 Tt }
01 10 100 1000
Size (d.nm}

— Peptid PAA
— npep/nPAA=10 npep/nPAA=15
— npepinPAA=Z0 npep/nPAas=30

Sekil 5. 45 Peptid (#), PAA polimeri

ve pH 7’de hazirlanmig npep/Npan=10 (#),

15 (e), 20 (#), 30 (#) konjugatlarina ait boyut analizi sonuglari
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Sample Name | Z-Average| Pdl | ZP

d.nm mv
Peptid 369(0132| 34
PAA 2556|0396| 255
npep/nPAL=1 46,560,515 17 .4
npep/nPAL=3 47.80)0,502|-14.9
npep/nPAL=S E8V|0,533| 13,7
npep/nPAL=T 5469|0483 14,3

npep/nPAA=10 44 63|0,612|-126
npep/nPAA=15 451510472121
npep/nPAA=20 49,90 0,460|-12,8
npep/nPAA=30 44.9310,480|-13.8

Sekil 5. 46 Peptid, PAA polimeri ve pH 7’de hazirlanmis nyep/npas=1, 3, 5, 7, 10, 15, 20,
30 konjugatlarina ait Z-Average, Pdl ve Zetapotansiyel degerleri

5.6.2 Polimerin Artan Oranlarinda Konjugasyon

5.6.2.1 HPLC Analizi

Karbodiimid yontemi ile hazirlanan npaa/npep=0,016, 0,048, 0,096, 0,16, 0,24
oranlarindaki konjugatlar HPLC cihazi ile analiz edildi ve elde edilen HPLC
kromatogramlari Sekil 5.47-5.51’de peptid ile karsilagtirmali olarak Sekil 5.52’de ise

toplu olarak verildi.
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Milivolt

Milivelt

=—  Poluner
= Peptud
Dipol /Tipep = 0,016

16 13 il 12 4 il il

14
Dakika

Sekil 5. 47 Peptid (#), PAA polimeri () ve pH 7’de hazirlanmis npaa/npep=0,016
konjugatina ait HPLC kromatogrami

—  Polimer
= Peptid
=== lipol Npep= 0,048

16 12 0 22 4 Pl il

14
Dakika

Sekil 5. 48 Peptid (4 ), PAA polimeri () ve pH 7’de hazirlanmig npaa/npep=0,048 ()
konjugatina ait HPLC kromatogrami
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Milivolt

Milivelt

=—  Poluner
= Peptud
== Dpol Iipep= 0,096

16 13 il 12 4 il il 30

14
Dakika

Sekil 5. 49 Peptid (#), PAA polimeri () ve pH 7’de hazirlanmis npaa/Npep=0,096 ()
konjugatina ait HPLC kromatogrami

—  Polimer
= Peptid
— Iyl /Dpep= 0,16

14 16 18 0 73 4 6 7 30
Dakika

Sekil 5. 50 Peptid (4 ), PAA polimeri (#) ve pH 7'de hazirlanmis npaa/Npep=0,16 (¢ )
konjugatina ait HPLC kromatogrami
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=—  Poluner
= Peptud
= Dpol Tpep= 0,24

Milivolt

Sekil 5. 11 Peptid (¢ ), PAA polimeri (#) ve pH 7'de hazirlanmis npaa/Npep=0,24 (¢ )

14 16 18 0
Dakika

konjugatina ait HPLC kromatogrami
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Sekil 5. 52 Peptid (), PAA polimeri () ve pH 7'de hazirlanmis npaa/npep=0,016 (¢ ), 0,048 (¢),

0,096 (¢), 0,16 (#), 0,24 () konjugatlarina ait HPLC kromatogrami
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5.6.2.2 GPC Analizi

Karbodiimid yontemi ile hazirlanan npaa/npep=0,016, 0,048, 0,096, 0,16, 0,24, 0,48, 0,65
oranlarindaki konjugatlar GPC cihazi ile analiz edildi ve elde edilen GPC

kromatogramlari Sekil 5.53-5.55"te toplu olarak verildi.

Svarimy Pl ot Retect e Index (M) Ve B stenion Vol ume (ml)
Mathoo E5a 080T 20 '0-00 @2 vom
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i R p H B o@E o= & 4@
4 2 # 82 8

1 1

a 2RI |
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Sekil 5. 53 Peptid (), PAA polimeri () ve pH 7’de hazirlanmis npaa/npe,=0,016 (¢),
0,048 (¢), 0,096 (¢),0,16(#), 0,24 (#), 0,48 (¢), 0,65 (#) konjugatlarina ait GPC
Kirilma indisi kromatogrami
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Overlay Plot: Right Angle Light Scattering (mV) Vs. Retention Volume (mL)
Method: BSA_09072010-0002.vcm

65,00

52,00 4

39,00+ /

25,92

T T T T T T T
80 9,0 10,0 11,0 12,0 13,0 14,0 15,0 16,0 17,0 18,0 19,0 200 210 220 23,0 24,0 25,0 26,0 27,0 28,0 29,0 30,0
Retention Volume (mL)

Sekil 5. 54 Peptid (#), PAA polimeri () ve pH 7’de hazirlanmis npaa/npep=0,016 (¢),
0,048 (¢), 0,096 (¢),0,16(¢), 0,24 (#), 0,48 (¢), 0,65 () konugatlarina ait GPC Isik
Sacilmasi kromatogrami
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Sekil 5. 55 Peptid (#), PAA polimeri (#) ve pH 7’de hazirlanmis npaa/npep=0,016 (4 ),
0,048 (#),0,096 (¢),0,16(¢), 0,24 (#), 0,48 (#), 0,65 (#¢) konjugatlarina ait GPC UV

kromatogrami
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5.6.2.3 Fluoresans Analizi

Karbodiimid yontemi ile hazirlanan npaa/npep=0,016, 0,048, 0,096, 0,16, 0,24, 0,48, 0,65
oranlarindaki konjugatlarin Fluoresans Spektrofotometre ile élglimleri yapildi ve elde

edilen spektrumlar Sekil 5.56’da verildi.

200000 -
180000 - — Pepid
Ipol /Tipep = 0,016
160000 === Tipol /Npep = (),048
= Tipol Npep = 0,096
= Tipol Mpep= 0,16
140000 - = TDipol /Tipep= 0,24
= Iipol npep =0,48
;-E'].ZDDDD 8 = Tipol /Tipep =0,65
?u%u = Polimer
£ 100000
@
2
0
2 80000
60000
40000
20000
0
290 340 390 lea Boyu (nm) 240

Sekil 5. 56 Peptid (), PAA polimeri (#) ve pH 7’de hazirlanmis npaa/npep=0,016 (¢ ),
0,048 (¢),0,096 (¢),0,16 (#), 0,24 (¢), 0,48 (#), 0,65 (#) konjugatlarina ait
Fluoresans spektrumlari
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5.6.2.4 Zetasizer Analizi

Karbodiimid yoéntemi ile hazirlanan npaa/npep=0,016, 0,048, 0,096, 0,16, 0,24
oranlarindaki konjugatlar Zetasizer cihazi ile analiz edildi ve elde edilen sonuglar Sekil

5.57-Sekil 5.58’de verildi.

Size Distribution by Volume
ED. .................. .................. . ................. .....

Yolume (%)

.............................

1000

1
Size (d.nm}
— Peptid PoA
— nPAAMpep=0,015 nPAAMpep=0 042
—— nPAAMpep=008% — — nPAA/Mpep=018
— nPAAMpep=024 —— nPAA/npep=0432
—— nPAAMpep=065

Sekil 5. 57 Peptid (¢ ), PAA polimeri ve pH 7’de hazirlanmis npaa/npep=0,016 (¢),
0,048 (#), 0,096 (¢),0,16 (¢), 0,24 (¢), 0,48 (#), 0,65 (¢) konjugatlarina ait boyut
analizi sonuglari

Sample Name |Z-Average| Pdl | ZP

d.nm v
Peptid 3690132 34
PAA 25.66(0,396) 25 5

nPAAMpep=0,016 IT.75(0,559 499
nPAAMnpep=0,048 4040(0,444) 17 8
nPAAMpep=0,096 61,00(0,657(-13.3

nPAAMpep=0,16 3386|0679 157
nPAAMpep=0.24 41,77(0,719]-20.1
nPAAMpep=0 48 78.23(0,206(-13.8
nPAAnpep=0,65 35,83|0,520] 4.3

Sekil 5. 58 Peptid, PAA polimeri ve pH 7’de hazirlanmig npaa/npe,=0,016, 0,048, 0,096,
0,16, 0,24, 0,48, 0,65 konjugatlarina ait Z-Average, Pdl ve Zetapotansiyel degerleri
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5.7 Canine Parvovirus W-1L19 Peptidinin Karboksimetilseliilaz (CMC) Polimeri ile

Biyokonjugatlarinin Analizi

5.7.1 GPC Analizi

Karbodiimid yontemi ile hazirlanan ncuc/npep=0,018, 0,055, 0,11, 0,185, 0,287, 0,55,
0,74 oranlarindaki konjugatlar GPC cihazi ile analiz edildi ve elde edilen GPC

kromatogramlari Sekil 5.59-5.61’de toplu olarak verildi.
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Sekil 5. 59 Peptid (¢), CMC polimeri ve pH 7’de hazirlanmis ncmc/Npep=0,018 (¢),
0,055(¢),0,11(#),0,185(#¢),0,287 (¢), 0,55 (#), 0,74 () konjugatlarina ait GPC
Kirilma indisi kromatogrami
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Sekil 5. 60 Peptid (), CMC polimeri (¢ ) ve pH 7’de hazirlanmis ncwc/Npep=0,018 (¢),
0,055(¢),0,11(#),0,185(¢),0,287 (¢), 0,55 (#), 0,74 (¢) konjugatlarina ait GPC Isik

Sacilmasi kromatogrami

152



) Swnpop, venuaay
00t UL 08T OLE 09 09T OE _"._mmw CZZ Ol 00T OsL o8 0Ll _"_c _"_,._ oFL OEL _"_m o'l ool o8 08

I I I I [ [ I I [ I I I I I | I I |
1T
00w L
FooLE
- oo'ET
- OoEE
P
-00TES
S
- O0EH_
=
h
Fo0'ass
_7|._
-ooees
=
- 000 L
FL°0 = dodyy rody 2
L FOOLL
g = dody; yody w
: O0ET
(870 = T pody 2
. dadyy; yod Fooleg
.Irm._”.n._”- — .-..n.. [odyg m
- O0EER
e nﬁn.-.._”. H-n — =
Ir'o =" coco
=
mm._”_n_”- — .HQ.H-H.... ﬁﬁ.ﬂ.—ﬁ — m
: - OOT L
810°0 = doduy fody  — E
poda — - O0E 1
IBumogJ — - 00'aZh
FO0EE
uwan Z000-0L0TL060 WS E PO EN ~O0OFL
) Swnpop, voguzEy s (WwhiE o BN JodlEpag ZLUoHL

kromatogrami
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Sekil 5. 61 Peptid (), CMC polimeri (¢ ) ve pH 7’de hazirlanmis ncyc/Npep=0,018 (#),
0,055(¢),0,11(#),0,185(¢),0,287 (¢), 0,55 (), 0,74 (¢) konjugatlarina ait GPC UV



5.7.2 Fluoresans Analizi

Karbodiimid yontemi ile hazirlanan ncwmc/npep=0,018, 0,055, 0,11, 0,185, 0,287, 0,55,
0,74 oranlarindaki konjugatlarin Fluoresans Spektrofotometre ile dlgimleri yapildi ve

elde edilen spektrumlar Sekil 5.62’de verildi.

200000 -
180000 - = Peptid
Dipol Mpep = 0,018
s Timp] Mipep = 0,055
160000 - pol Mipep = 7
—— nipol /npep = 0,11
— l'l.Pu]_ ."lllpep = '],].ES
140000 - o
= Iipol Mipep = 0,287
— Dipel Tipep = 0,55
.E 120000 - — llpnl ."IIIPEP = ﬂ'??d
=
o = Polilner
W
€ 100000
o
v
(=]
Z 80000
60000
40000
20000
0 -
200 340 390 40

Dalga Boyu (nm]) 4

Sekil 5. 62 Peptid (¢ ), CMC polimeri (#) ve pH 7'de hazirlanmis ncmc/Npep=0,018 ' = |,
0,055(¢),0,11(#),0,185(#), 0,287 (¢), 0,55 (#), 0,74 (#) konjugatlarina ait
Fluoresans spektrumlari
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5.7.3 Zetasizer Analizi

Karbodiimid yontemi ile hazirlanan ncuc/npep=0,018, 0,055, 0,11, 0,185, 0,287, 0,55,
0,74 oranlarindaki konjugatlar Zetasizer cihazi ile analiz edildi ve elde edilen sonuglar

Sekil 5.63-Sekil 5.64’te verildi.

Size Distribution by Volume
BD. .................. .................. . .................
o PO e T R e
£
]
E
=
[=]
} .1|:|_ ..............................
0 : = S
0.1 1 100 1000
Size (d.nm}
— Peptid CHC
—— nCMCinpep=0018 — nCHMC/npep=0,055
— nCMC/npep=0,11 — nCHMC/npep=0,185
—— nCHMCinpep=0 287 —— nCHMC/npep=055
—— nCHMCinpep=0,74

Sekil 5. 63 Peptid (¢ ), CMC polimeri ve pH 7’de hazirlanmis ncmc/Npep=0,018 (¢),
0,055(¢),0,11(#),0,185(¢), 0,287 (¢), 0,55 (#), 0,74 (¢) konjugatlarina ait boyut
analizi sonuglari

Sample Name |Z-Awverage| Pdl | ZP

d.nm 'y
Peptid 3R9|0132| -34
CMC 975(0411|-323

nCMC/npep=0,018 18,70(0,403 (17,8
nCMCinpep=0.055 20,00(0439|184
nCMCinpep=0,11 16.79|0.488| -9.5
nCMCinpep=0.185 17.09| 0469|108
NCMC/npep=0_ 287 9,83(0,551| 14 4
nCMCinpep=0.55 14,33|0,494( 157
nCMCinpep=0.74 13,87[0,534| 15,8

Sekil 5. 64 Peptid, CMC polimeri ve pH 7’de hazirlanmis ncmc/npep=0,018, 0,055, 0,11,
0,185, 0,287, 0,55, 0,74 konjugatlarina ait Z-Average, Pdl ve Zetapotansiyel degerleri
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5.8 Canine Parvovirus W-1L19 Peptidinin Poli(N-Vinil-2-Pirolidon-ko-Akrilikasid)

[P(VP-co-AA)] Polimeri ile Biyokonjugatlarinin Analizi

5.8.1 [P(VP-ko-AA)] (2:1, 120.000 Da) Polimerinin Artan Oranlarinda Konjugasyon

5.8.1.1 GPC Analizi

Karbodiimid yéntemi ile hazirlanan np-ko-aa)120kpa/Npep=0,014, 0,041, 0,083, 0,14, 0,208,
0,417 oranlarindaki konjugatlar GPC cihazi ile analiz edildi ve elde edilen GPC

kromatogramlari Sekil 5.65-5.67'de toplu olarak verildi.
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Sekil 5. 65 Peptid (#), P(VP-ko-AA)120kpa POlimeri ve pH 7’de hazirlanmis
nP(VP—ko—AA)lZOkDa/npep=0;014 (‘ )I 0/041 (‘)I 01083 (‘)I 0114 (‘)I 01208 (‘)I 01417 (’)
konjugatlarina ait GPC Kirilma indisi kromatogrami
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Sekil 5. 66 Peptid (), P(VP-ko-AA)1,0kpa polimeri (¢ ) ve pH 7'de hazirlanmis
Np(vp-ko-AA)120kDa/ Npep=0,014 (), 0,041 (), 0,083 (#), 0,14 (¢), 0,208 (¢), 0,417 ()
konjugatlarina ait GPC Isik Sacilmasi kromatogrami

157



i} Bwnjop uonuaEy

O0f O 08 OILE U9 0% 0P CF 02 CIE 00K C5 O3 0l ¢2 05 orl CEl 021 OM Co0b O OF
_ | _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ I _ _ _ _ _ _ _ _
u 28

!
- o0
-odaz
-od'aE,,
=
Aa.ﬁm
Iﬂ.n.m.v_R
=
O0eEE
=
(%]
- 00 S
_D
=]
- OO0L
&
|n¢.tw

LIF0= dadu; fody —
Todur vod - COPEE
207 0= Pty Tody I
L .H.u.m.-.._”... .—EH..H — .._W
FLO= . Fooeeg
D)
Hm.ﬁ_nﬁ_l .H.w.m:... odyp  — m
- oy . CO0E0E

I3 ,

70°0 = P 1ody — I
. . ZIE
FI0°0 = doduy pody — e g

poda] —
- oo'ezh

IBumogJ —
e
. — - oooYe

Won ZO00-0LOTL0E0 WEE POu AN

() mwmy o, wegumamy 5, (nwliE o BRn 3o fEpag |_¥TLFL

Sekil 5. 67 Peptid (#), P(VP-ko-AA)120kpa polimeri (¢ ) ve pH 7’de hazirlanmig np(p-ko-

AA)120kDa/npep=O;014 (‘ )I 0/041 (‘ )I 0/083 (‘ )/ 0114 (‘)I 01208 (‘ )I 01417 (‘)

konjugatlarina ait GPC UV kromatogrami
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5.8.1.2 Fluoresans Analizi

Karbodiimid yontemi ile hazirlanan npwp-ko-aa)120k0a/Npep=0,014, 0,041, 0,083, 0,14,
0,208, 0,417 oranlarindaki konjugatlarin Fluoresans Spektrofotometre ile Ol¢limleri

yapildi ve elde edilen spektrumlar Sekil 5.68’de verildi.

200000 -
180000 -
= Peptid
160000 - “pel My = 0,014
——  Tipgl Mpep = 0,041
= Dol I =|],|133
140000 - ' o =
— l'lpnl -'Tlpep - ﬂa]-{l'
= Iipo]l mpep =0,208
-EHDDDD . — Ipgl Npep =0.417
jugh = Polimer
£100000
o
o
5
2 80000
60000
40000
20000
0
290 340 390 440
Dalga Boyu [nm)

Sekil 5. 68 Peptid (¢ ), P(VP-ko-AA)10kpa (#) ve pH 7’de hazirlanmis
nP(VP-ko-AA)lZOkDa/npep=0;014 ’ 01041 (’)l 01083 (‘)l 0114 (‘)r 01208 (‘)I 0:417 (‘)
konjugatlarina ait Fluoresans spektrumlari
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5.8.1.3 Zetasizer Analizi

Karbodiimid yontemi ile hazirlanan npwp-ko-an)120k0a/Npep=0,014, 0,041, 0,083, 0,14,
0,208, 0,417 oranlarindaki konjugatlar Zetasizer cihazi ile analiz edildi ve elde edilen

sonuglar Sekil 5.69-Sekil 5.70’te verildi.

Size Distribution by Volume

“aolume (%)

] i i i i
0.1 1 10 100 1000
Size (d.nm}

Peptid POWVP-ko-AA)120 kDa
niP-ko-AA 120kDaynpep=0,014 nWP-ko-A4 120kDaWnpep=0,041

nivP-ko-A4 120kDaynpep=0, 083 — n{VP-ko-A4 120kDaynpep=0,14
nivP-ko-A4 120kDaynpep=0,202 — ni(WP-ko-A4 120kDaynpep=0,417

Sekil 5. 69 Peptid (¢), P(VP-ko-AA)120kpa POlimeri ve pH 7’de hazirlanmis
nP(VP—ko—AA)lZOkDa/npep=0;014 (‘ )I 01041 (.)I 01083 (‘)r 0114 (‘)I 01208 (‘)I 01417 (‘)
konjugatlarina ait boyut analizi sonuglar

Sample Mame Z-Average| Pdl | ZP

d.nm mv

Peptid 3,69 [0132] -3.4
P(VP-ko-AA)120 kDa 11,36 |0,308 | -9.54

n(VP-ko-AA 120kDa
n(VP-ko-AA 120kDa
n(VP-ko-AA 120kDa
n(VP-ko-AA 120kDa
n(VP-ko-AA 120kDa
n(VP-ko-AA120kDa

flasty

‘npep=0.014 16.99 |0.599 | -8.21
‘npep=0.041 18.92 |0.630 | -6,94
/npep=0.083 17.05 |0,549 | -7 .61
/npep=0.14 14,06 (0,579 -6.30
‘npep=0,208 16.83 0,707 | -6.79
/npep=0417 19.36 [0.300] -7.36

e g )

—

Sekil 5. 70 Peptid, P(VP-ko-AA)120kpa POlimerive pH 7’de hazirlanmis
Np(vp-ko-aA)120kDa/ Npep=0,014, 0,041, 0,083, 0,14, 0,208, 0,417 konjugatlarina ait Z-
Average, Pdl ve Zetapotansiyel degerleri
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5.8.2 [P(VP-ko-AA)] (1:3, 80.000 Da) Polimerinin Artan Oranlarinda Konjugasyon

5.8.2.1 GPC Analizi

Karbodiimid yéntemi ile hazirlanan np(yp-ko-an)sokna/Npep=0,02, 0,06, 0,125, 0,2, 0,31
oranlarindaki konjugatlar GPC cihazi ile analiz edildi ve elde edilen GPC

kromatogramlari Sekil 5.71-5.73"te toplu olarak verildi.
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Sekil 5. 71 Peptid (#), P(VP-ko-AA)sokpa poOlimeri ve pH 7’de hazirlanmis
Np(vP-ko-An)sokpa/ Npep=0,02 (¢ ), 0,06 (¢ ), 0,125 (¢), 0,2 (¢), 0,31 () konjugatlarina ait
GPC Kirilma indisi kromatogrami
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Sekil 5. 72 Peptid (#), P(VP-ko-AA)sokpa polimeri (¢ ) ve pH 7'de hazirlanmis

Np(vP-ko-AA)80kDa/ Npep=0,02 (), 0,06 (¢ ), 0,125 (#), 0,2 (¢), 0,31 (¢) konjugatlarina ait

GPC Isik Sacilmasi kromatogrami
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Sekil 5. 73 Peptid (#), P(VP-ko-AA)sokpa polimeri () ve pH 7’de hazirlanmis npp-o-
aa)sokpa/ Npep=0,02 (#), 0,06 (#), 0,125 (), 0,2 (¢), 0,31 () konjugatlarina ait GPC UV

kromatogrami
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5.8.2.2 Fluoresans Analizi

Karbodiimid yontemi ile hazirlanan np-ko-aajsokpa/Npep=0,02, 0,06, 0,125, 0,2, 0,31
oranlarindaki konjugatlarin Fluoresans Spektrofotometre ile 6lglimleri yapildi ve elde

edilen spektrumlar Sekil 5.74’te verildi.

200000 -
180000 -
—— Peptid
160000 - pol Mpep = 0,02
== Iipnl ";IIPBP:']?GE
140000 - —— 1ol Mipep =0,125
= Tpsl npep = 0,2
— = TIipel pep = 0,31
£ 120000 - — Polimer
o
o
=
L]
c 100000
]
=
S
o 20000
60000
40000
20000
]
290 340 350 DalgaBoyu(nm) 440

Sekil 5. 74 Peptid (¢ ), P(VP-ko-AA)sokpa (¢ ) ve pH 7’de hazirlanmis
Np(vP-ko-An)sokpa/ Npep=0,02 ' =, 0,06 (¢ ), 0,125 (¢), 0,2 (¢), 0,31 () konjugatlarina ait
Fluoresans spektrumlari
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5.8.2.3 Zetasizer Analizi

Karbodiimid ydntemi ile hazirlanan npwp-ko-an)sokpa/Npep=0,02, 0,06, 0,125, 0,2
oranlarindaki konjugatlar Zetasizer cihazi ile analiz edildi ve elde edilen sonuclar

Sekil 5.75-Sekil 5.76’da verildi.

Size Distribution by Volume
3']. .................. .................. . ..................

Walume (%)
=3
=

—_
=

0.1 1 10 104 1000

Size (d.nm}
Peptid MP-ko-Ad 30kDa)
nP-ko-Ah &0kDaynpep=0,02 — niWP-ko-A4 S0kDaynpep=0,05
nP-ko-A4 S0kDaynpep=0,125 —  niWP-ko-AA 0kDaynpep=02

Sekil 5. 75 Peptid (¢ ), P(VP-ko-AA)sokpa polimeri ve pH 7’de hazirlanmis
Np(vP-ko-AA)80kDa/ Npep=0,02 (), 0,06 (#), 0,125 (#), 0,2 (¢ ) konjugatlarina ait boyut
analizi sonuglar

Sample Name Z-Average| Pdl | ZP

d.nm mV

Peptid 369(0132| 34
P(VP-ko-AA 80kDa) 11.43|1.,000( 15,4

n(VP-ko-AA 80kDa)npep=0.02 21 67(1.000 <12.8
n{VP-ko-AA 80kDa)npep=0.06 16.33|0.872] -14.3
n(VP-ko-AA 80kDa)/npep=0.125 17.33(0.723| -11.9
n(VP-ko-AA 80kDa)npep=0.2 18.63|0.846| 17 .3

Sekil 5. 76 Peptid, P(VP-ko-AA)sokpa polimerive pH 7’de hazirlanmis
Np(vp-ko-aA)80kpa/ Npep=0,02, 0,06, 0,125, 0,2 konjugatlarina ait Z-Average, Pdl ve
Zetapotansiyel degerleri

5.9 Poli(Laktik-ko-glikolik) Asid (PLGA) Nanopartikiillerinin Analizi

5.9.1 Zetasizer Analizi

PLGA polimeri ve bu polimer kullanilarak ikili emulsiyon w/o/w ¢6ziicu buharlastirma
teknigi ile Uretilen nanopartikiillere ait boyut ve zeta potansiyel 6lciim sonugclari Sekil

5.77’de verildi.
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Size Distribution by Mumber Size Distribution by Intensity
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Sekil 5. 77 Su/yag/su emuilsiyon teknigi ile olusturulan (NP1=»Bos, NP2=>FITC yukl,
NP3=>»Peptid ylkli, NP4=>FITC+Peptid yikli) nanopartikiillere ait boyut, Z-Average, Pdl ve
Zetapotansiyel degerleri
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5.9.2 FT-IR Analizi

PLGA polimeri ve bu polimer kullanilarak su/yag/su emdilsiyon teknigi ile olusturulan

nanopartikillere ait FT-IR spektrumlari Sekil 5.78-Sekil 5.83’te verildi.
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Sekil 5. 78 PLGA polimerine ait FT-IR spektrumu
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Sekil 5. 79 Su/yag/su emiilsiyon teknigi ile olusturulan bos nanopartikillere ait FT-IR

spektrumu (NP1)
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Sekil 5. 80 Su/yag/su emiilsiyon teknigi ile olusturulan Fluorescein isotiyosiyanat (FITC) yuklu

nanopartikillere ait FT-IR spektrumu (NP2)
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Sekil 5. 81 Su/yag/su emdilsiyon teknigi ile olusturulan peptid yiikli nanopartikillere

ait FT-IR spektrumu (NP3)
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Sekil 5. 82 Su/yag/su emiilsiyon teknigi ile olusturulan FITC+peptid yukli

nanopartikillere ait FT-IR spektrumu (NP4)
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Sekil 5. 83 PLGA polimeri (4 ), Su/yag/su emiilsiyon teknigi ile olusturulan bos (), FITC yiklu

(), peptid yuklu

, FITC+peptid (@) yukli nanopartikillerin karsilagtirmali FT-IR spektrumu
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5.9.3 AFM Analizi

PLGA polimeri ve bu polimer kullanilarak su/yag/su emdilsiyon teknigi ile olusturulan

nanopartikillere ait AFM gorintuleri Sekil 5.84-Sekil 5.91’de verildi.

91.25
[nm]
) 0.00 0.00
500.00 nm 1.00 x 1.00 um 1000.00 x 1000.00 [nm]  Z 0.00 - 91.25 [nm]

Sekil 5. 84 Su/yag/su emiilsiyon teknigi ile olusturulan bos nanopartikillere (NP1) ait sirasiyla
2D ve 3D AFM gorintisi (1x1 umz’lik alan)

103.5°
[nm]

-
0

0.00

) 0.00
1.00 um 2.00 x 2.00 um 2.00%2.00 [um] Z 0.00 - 103.51 [nm]

Sekil 5. 85 Su/yag/su emiilsiyon teknigi ile olusturulan bos nanopartikillere (NP1) ait sirasiyla
2D ve 3D AFM gorintisia (2x2 pmz'lik alan)
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262.60
[nm]

N 0. oo 000
500.00 nm 1.00 x 1.00 um 1000.00 x 1000.00 [nm]  Z 0.00 - 262.60 [nm]

Sekil 5. 86 Su/yag/su emiilsiyon teknigi ile olusturulan FITC ylkli nanopartikillere (NP2) ait
siraslyla 2D ve 3D AFM gorintisi (1x1 umz'lik alan)

255.40
[nm]

) 0.00 0.00
1.00 um 2.00 x 2.00 um 200%x200[um] Z 0.00 - 255.40 [nm]

Sekil 5. 87 Su/yag/su emdilsiyon teknigi ile olusturulan FITC yikli nanopartikillere (NP2) ait
sirasiyla 2D ve 3D AFM goriintisi (2x2 umz'lik alan)
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130.19
[nm]

’ 0.00 h 0.00
500.00 nm 1.00 x 1.00 um 1000.00 x 1000.00 [nm] Z 0.00 - 130.18 [nm]

Sekil 5. 88 Su/yag/su emiilsiyon teknigi ile olusturulan peptid yiikli nanopartikillere (NP3) ait
siraslyla 2D ve 3D AFM gorintisi (1x1 umz'lik alan)

155.52
[nm]

) 0.00 0,
1.00 um 2.00 x 2.00 um 2.00%2.00 [um] Z 0.00 - 155.52 [nm]

Sekil 5. 89 Su/yag/su emiilsiyon teknigi ile olusturulan peptid yiikli nanopartikillere (NP3) ait
sirasiyla 2D ve 3D AFM goriintisi (2x2 umz'lik alan)
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L
618.30
[nm]
\

0.00 0.00
500.00 nm 1.00 x 1.00 um 1000.00 % 1000.00 [nm]  Z 0.00 - 618.30 [nm]

Sekil 5. 90 Su/yag/su emiilsiyon teknigi ile olusturulan FITC+peptid yukli nanopartikillere
(NP4) ait sirasiyla 2D ve 3D AFM goriintlsu (1x1 ;,Lmz'lik alan)

E d 2.00x2.00um 0.00 0.00
1.00 um 200%2.00[um] Z 0.00 - 608.54 [nm]

Sekil 5. 91 Su/yag/su emilsiyon teknigi ile olusturulan FITC+peptid yukli nanopartikillere
(NP4) ait sirasiyla 2D ve 3D AFM goriintlisu (2x2 ;,Lmz’lik alan)
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5.9.4 SEM Analizi

PLGA polimeri kullanilarak su/yag/su emilsiyon teknigi ile olusturulan nanopartikillere ait

SEM goriintlleri Sekil 5.92-Sekil 5.95’te verildi.

v 24.00 pm = 19.20 pm

00 k¥ 6.00 pm = 4.80 pm pund 200 1im1

Sekil 5. 92 Su/yag/su emiilsiyon teknigi ile olusturulan bos nanopartikillere (NP1) ait sirasiyla
5000x ve 20000x SEM gorintileri
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BEI 20.00 k' 24.00 pm = 19.20 pm

BE|20.00 kW 6.00 pm = 4.80 pm ped 200 1y

Sekil 5. 93 Su/yag/su emiilsiyon teknigi ile olusturulan FITC yukli nanopartikillere (NP2) ait
sirasiyla 5000x ve 20000x SEM gorintileri
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BEI 20.00 kY 24.00 pm = 19.20 pm

BE| 20.00 kW 6.00 pm = 4.80 pm prd 200 1

Sekil 5. 94 Su/yag/su emiilsiyon teknigi ile olusturulan peptid yikli nanopartikillere (NP3) ait
sirasiyla 5000x ve 20000x SEM gorintileri
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BEI 20.00 k¥ 24 .00 pm x 19.20 pm

BEI 20.00 k' 6.00 pm = 4.80 pm pund 200 i

Sekil 5. 95 Su/yag/su emiilsiyon teknigi ile olusturulan FITC+peptid yikli nanopartikillere
(NP4) ait sirasiyla 5000x ve 20000x SEM gorintuleri
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5.9.5 Isik Mikroskop Analizi

PLGA polimeri kullanilarak su/yag/su emilsiyon teknigi ile olusturulan nanopartikiillere ait Isik

Mikroskobu gortintileri Sekil 5.96-Sekil 5.99’da verildi.

vy ) - ¥ 2 ¥ e B

Sekil 5. 96 Su/yag/su emdilsiyon teknigi ile olusturulan bos nanopartikillere (NP1) ait 20x Isik
Mikroskobu goérintisi

Sekil 5. 97 Su/yag/su emiilsiyon teknigi ile olusturulan FITC yukli nanopartikillere (NP2) ait
20x Isik Mikroskobu goriintiisu
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Sekil 5. 98 Su/yag/su emiilsiyon teknigi ile olusturulan peptid ytkli nanopartikillere (NP3) ait
20x Isik Mikroskobu goriintiisi

Sekil 5. 99 Su/yag/su emiilsiyon teknigi ile olusturulan FITC+peptid ylikli nanopartikillere
(NP4) ait 20x Isik Mikroskobu gorintiisu
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5.9.6 Fluoresans Mikroskop Analizi

PLGA polimeri kullanilarak su/yag/su emilsiyon teknigi ile olusturulan nanopartikiillere ait

Fluoresans Mikroskobu goruntileri Sekil 5.100-Sekil 5.103’te verildi.

Sekil 5. 100 Su/yag/su emilsiyon teknigi ile olusturulan bos nanopartikillere (NP1) ait
Fluoresans Mikroskop goriintisii

Sekil 5. 101 Su/yag/su emilsiyon teknigi ile olusturulan FITC yiklu nanopartikillere (NP2) ait
Fluoresans Mikroskop goriintisii
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Sekil 5. 102 Su/yag/su emiilsiyon teknigi ile olusturulan peptid ylkli nanopartikillere (NP3) ait
Fluoresans Mikroskop goriintisi

Sekil 5. 103 Su/yag/su emiilsiyon teknigi ile olusturulan FITC+peptid yiikli nanopartikillere
(NP4) ait Fluoresans Mikroskop gorintisi
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5.9.7 MTT Analizi

Peptid, FITC ve PLGA polimeri kullanilarak su/yag/su emiilsiyon teknigi ile olusturulan

nanopartikillere (NP1, NP3, NP4) ait MTT analizi sonuglari Sekil 5.104-Sekil 5.108’de verildi.

(b)

Sekil 5. 104 FITC'nin farkli konsantrasyonlarinin 48 saatlik inklibasyon sonucu L-929 fare
fibroblast hiicrelerinde olusturdugu morfolojik degisimlerin mikroskobik incelenmesi (20x); (a)
Kontrol, (b) 0,025 mg/ml, (c) 0,05 mg/ml
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(b)

(d)

(e) (f)

Sekil 5. 105 Canine Parvovirus W-1L19 sentetik peptidinin farkli konsantrasyonlarinin 48
saatlik inkiibasyon sonucu L-929 fare fibroblast hiicrelerinde olusturdugu morfolojik
degisimlerin mikroskobik incelenmesi (20x); (a) Kontrol, (b) 0,05 mg/ml, (c) 0,1 mg/ml, (d)
0,2mg/ml, (e) 0,4 mg/ml, (f) 0,5 mg/ml

186



(b)

(d)

(e) (f)

Sekil 5. 106 Su/yag/su emdilsiyon teknigi ile olusturulan bos nanopartikdllerin (NP1) farkli
konsantrasyonlarinin 48 saatlik inkiibasyon sonucu L-929 fare fibroblast hiicrelerinde
olusturdugu morfolojik degisimlerin mikroskobik incelenmesi (20x); (a) Kontrol, (b) 0,05

mg/ml, (c) 0,1 mg/ml, (d) 0,2mg/ml, (e) 0,4 mg/ml, (f) 0,5 mg/ml
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(b)

(d)

(e) (f)

Sekil 5. 107 Su/yag/su emiilsiyon teknigi ile olusturulan peptid yikli nanopartikillerin (NP3)
farkli konsantrasyonlarinin 48 saatlik inkiibasyon sonucu L-929 fare fibroblast hiicrelerinde
olusturdugu morfolojik degisimlerin mikroskobik incelenmesi (20x); (a) Kontrol, (b) 0,05

mg/ml, (c) 0,1 mg/ml, (d) 0,2mg/ml, (e) 0,4 mg/ml, (f) 0,5 mg/ml
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(a)

-c-d
-e-f

Sekil 5. 108 Su/yag/su emiilsiyon teknigi ile olusturulan FITC+peptid ytkli nanopartikillerin

(b)

(NP4) farkli konsantrasyonlarinin 48 saatlik inkiibasyon sonucu L-929 fare fibroblast
hicrelerinde olusturdugu morfolojik degisimlerin mikroskobik incelenmesi (20x); (a) Kontrol,

(b) 0,05 mg/ml, (c) 0,1 mg/ml, (d) 0,2mg/ml, (e) 0,4 mg/ml, (f) 0,5 mg/ml
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0,5 mg/ml; 0,4 mg/ml; 0,2 mg/ml; 0,1 mg/ml ve 0,05 mg/ml olmak uzere 5 farkh
konsantrasyonda calisilan peptid, bos nanopartikil (NP1), peptid yikli nanopartikil (NP3) ve
peptid+FITC yukli nanopartikil (NP4) ile 0,05 mg/ml ve 0,025 mg/ml konsantrasyonlarda
calisilan FITC g¢oOzeltilerinin L-929 fare fibroblast hiicrelerine karsi sitotoksisitesini belirten %
hicre canlihg grafikleri her bir konsantrasyon igin kargilastirmal olarak Sekil 5.109 -

Sekil 5.113’de verildi.

100
0

Kontrol Peptid NP NP4 Ornek

(o)
o

(o))
o

% Hiicre Canlhihgi
I
o

o

Sekil 5. 109 Ayni konsantrasyondaki (0,5 mg/ml) Peptid, bos nanopartiktil (NP1), peptid yiklu
nanopartikil (NP3) ve peptid+FITC yukli nanopartikiil (NP4) 6rneklerinin L-929 fare fibroblast

hicrelerinin canhhgr Gzerindeki etkisi (n=3)

190



[00]
o

o))
o

D
o

% Hiicre Canlilig

N
o

100 ﬂ I

0

Kontrol Peptid NP Ornek

Sekil 5. 110 Ayni konsantrasyondaki (0,4 mg/ml) Peptid, bos nanopartikil (NP1), peptid yikla
nanopartikll (NP3) ve peptid+FITC yukli nanopartikil (NP4) 6rneklerinin L-929 fibroblast

hicreleri Gzerinde gozlenen % hiicre canhligl (n=3)

100

LTI

Kontrol Peptid NP Ornek

[00]
o

o))
o

D
o

% Hiicre Canlilig

N
o

Sekil 5. 111 Ayni konsantrasyondaki (0,2 mg/ml) Peptid, bos nanopartikil (NP1), peptid yiklu
nanopartikll (NP3) ve peptid+FITC yukli nanopartikiil (NP4) 6rneklerinin L-929 fibroblast

hicreleri Gzerinde gozlenen % hiicre canhligl (n=3)
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Kontrol Peptid NP Ornek

Sekil 5. 112 Ayni konsantrasyondaki (0,1 mg/ml) Peptid, bos nanopartikil (NP1), peptid yiklu
nanopartikll (NP3) ve peptid+FITC yukli nanopartikil (NP4) 6rneklerinin L-929 fibroblast

hicreleri Gzerinde gozlenen % hiicre canhligl (n=3)

100 H I I
0 I |

Kontrol Peptid NP1 Bova  Brnek

0]
o

D
o

% Hiicre Canlilig
D
o

N
o

Sekil 5. 113 Ayni konsantrasyondaki (0,05 mg/ml) Peptid, bos nanopartikiil (NP1), peptid yuklu
nanopartikil (NP3), peptid+FITC yiikli nanopartikil (NP4) ve FITC 6rneklerinin L-929 fibroblast

hicreleri Gzerinde goézlenen % hiicre canhligl (n=3)
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FITC, peptid, bos nanopartikil (NP1), peptid yikli nanopartikiil (NP3) ve peptid+FITC yukli
nanopartikil (NP4) orneklerinin farkh konsantrasyonlarinin L-929 fare fibroblast hiicreleri
uzerindeki sitotoksik etkisini belirten % hicre canlihg grafikleri her bir 6rnek igin Sekil 5.114-

Sekil5.118’de verildi.

100 ¢—

B (o)) [o]
o o o
1 1 1

% Hiicre Canlilig

N
o
1

0 T T T T 1

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
FITC konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 5. 114 FITC'nin farkl konsantrasyonlarinin (0,05 mg/ml, 0,025 mg/ml) fare fibroblast

hicreleri (L-929) lGzerine etkisi sonucu konsantrasyona bagh % canlilik grafigi

100

B o)) [0}
o o o
1 1 1

% Hiicre Canlilig

N
o
1

0 T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Peptid konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 5. 115 W-1L19 sentetik peptidinin farkli konsantrasyonlarinin (0,5 mg/ml; 0,4 mg/ml; 0,2
mg/ml; 0,1 mg/ml; 0,05 mg/ml) fare fibroblast hiicreleri (L-929) lzerine etkisi sonucu

konsantrasyona bagh % canhlik grafigi

193



100 \‘/\
80 -
B
T!=u 60 -
o
o
:g 40 -
T
N
20 -
0 T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Bos NP (NP1) konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 5. 116 Bos nanopartikiillerin (NP1) farkli konsantrasyonlarinin (0,5 mg/ml; 0,4 mg/ml; 0,2
mg/ml; 0,1 mg/ml; 0,05 mg/ml) fare fibroblast hiicreleri (L-929) lzerine etkisi sonucu

konsantrasyona bagli % canhhk grafigi

100

B o)) [09)
o o o
1 1 1

% Hiicre Canlilig

N
o
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0 T T T T T 1

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Peptid Yiiklii NP (NP3) konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 5. 117 Peptid yiukli nanopartikullerin (NP3) farkh konsantrasyonlarinin (0,5 mg/ml; 0,4
mg/ml; 0,2 mg/ml; 0,1 mg/ml; 0,05 mg/ml) fare fibroblast hicreleri (L-929) tizerine etkisi

sonucu konsantrasyona bagh % canhlik grafigi
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Sekil 5. 118 Peptid+FITC yukli nanopartikillerin (NP4) farkli konsantrasyonlarinin (0,5 mg/ml;
0,4 mg/ml; 0,2 mg/ml; 0,1 mg/ml; 0,05 mg/ml) fare fibroblast hiicreleri (L-929) (izerine etkisi

sonucu konsantrasyona bagli % canhlk grafigi

5.9.8 Yiikleme veriminin hesaplanmasi

Hazirlanan nanopartikiller icin ylkleme verimi santrifij sonrasi elde edilen Ust fazlarin UV
spektrofotometre ile 280 nm dalga boyunda yapilan 6lciimleri ile hesaplandi. Elde edilen
degerlere ait peptid miktarlari Sekil 5.119’daki peptid standart egri grafiginden yararlanilarak
saptandi. Nanopartikillerin ylikleme verimleri de serbest peptid miktarlarindan yola ¢ikilarak

hesaplandi. Elde edilen ylkleme oranlari Cizelge 5.4’te verildi.
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Sekil 5. 119 Canine Parvovirus W-1L19 sentetik peptidi UV stadart egrisi

Cizelge 5.4 Nanopartikillere ait UV,gonm degerleri ve % ylkleme miktarlari

Ornek | UVag0nm | Serbest Peptid (mg/ml) | % Yiikleme
NP3 0,328 0,1762 85,31
NP4 0,395 0,2122 82,31

5.9.9 Nanopartikiillerin Salimlarinin incelenmesi

AFM goruntisi alinan peptid+FITC yikli nanopartikiliin (NP4) 30 gin PBS tamponunda
bekletilmesinin ardindan elde edilen AFM goriintiisii Sekil 5.120’de, 60 giin PBS tamponunda
bekletilmesinin ardindan elde edilen AFM goriintisi Sekil 5.121 — Sekil 5.122’de, 5 mg peptid
yukli nanopartikiliin PBS tamponunda siispanse edilmesi ile yapilan salim ¢alismasindan elde

edilen peptid salim profili ise Sekil 5.123"te verildi.
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Sekil 5. 120 Su/yag/su emulsiyon teknigi ile olusturulan FITC+peptid yukli nanopartikdllerin
(NP4) 30 giin PBS tamponunda bekletilmesinin ardindan elde edilen sirasiyla 2D, 3D ve

deflection AFM goriintlsu (1x1 umz’lik alan)
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Sekil 5. 121 Su/yag/su emdilsiyon teknigi ile olusturulan FITC+peptid yikli nanopartikillerin
(NP4) 60 giin PBS tamponunda bekletilmesinin ardindan elde edilen sirasiyla 2D ve 3D AFM

goriintisi (1x1 um?lik alan)

N 0.00 “ooo 0.00
1.00 um 2.00 x 2.00 um 2.00x%2.00 [um] Z 0.00 - 71.38 [nm]

Sekil 5. 122 Su/yag/su emilsiyon teknigi ile olusturulan FITC+peptid yukli nanopartikillerin
(NP4) 60 giin PBS tamponunda bekletilmesinin ardindan elde edilen sirasiyla 2D ve 3D AFM

goruntisu (2x2 pmz'lik alan)
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Sekil 5. 123 Peptid iceren PLGA nanopartikiilden (NP3) peptid salim profili

199



BOLUM 6

SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinin birinci asamasinda sirasi ile Canine Parvovirus (CPV) W-7L20 sentetik
peptidinin sentezlenmesi, saflastiriimasi ve karakterizasyonu, bu peptidin Poliakrilikasid (PAA)
ile biyokonjugatlarinin sentezlenmesi ve karakterizasyonu, bunlarin yani sira ticari olarak satin
alinan Canine Parvovirus (CPV) W-1L19 sentetik peptidinin Poliakrilikasid (PAA),
Karboksimetilsellilaz (CMC) ve farkli molekil agirliklarindaki (80 kDa, 120 kDa) Poli(N-Vinil-2-
Pirolidon-ko-Akrilikasid) [P(VP-co-AA)] kopolimerleri ile biyokonjugatlarinin sentezi ve
karakterizasyonu calisildi. ikinci bdlimde ise bos, Fluoresansizotiyosiyanat (FITC), Canine
Parvovirus (CPV) W-1L19 peptidi ve FITC+W-1L19 peptidi iceren PLGA nanopartikillerinin ikili
emdilsiyon w/o/w ¢Ozlcli buharlastirma teknigi ile Uretilmesi, karakterizasyonu ve
goruntilenmesi gerceklestirildi, biyouyumlulugunun incelenmesi amaciyla da MTT analizi ile

sitotoksik ozellikleri incelendi.

Biyokonjugatlar; 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid hidroklorid (EDC) varliginda
sentezlendi. Biyokonjugasyon reaksiyonu polimer molekiillerinin sahip oldugu karboksil (-
COOH) gruplarinin aktivasyonu ve olusan aktif O-acilisolre ara tGrlininin peptidlerin yapisinda
bulunan amino (-NH,) gruplari ile baglanmasi sonucu Peptid-Polimer kovalent
biyokonjugatlarinin eldesi ile sonuglandi. Sentezlenen biyokonjugatlar HPLC, GPC, Fluoresans
Spektrofotometre ve Zetasizer cihazlarinda analiz edilerek karakterize edildi ve fizikokimyasal

analizleri gerceklestirildi.

HPLC ve GPC analizi sonucu elde edilen UV kromatogramlarinda; tek basina polimerler
verildiginde her bir polimerin (PAA, CMC, [P(VP-co-AA)]120kpa, [P(VP-co-AA)lgokpa) baseline’a

yakin bir eliisyon profili sergiledigi gorildi. Peptide ait kromatogramlar incelendiginde ise
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HPLC'de 19,6 ile 23. dakikalar arasinda GPC'de ise 19 ile 20. dakikalar arasinda tek bir pik
gozlendi. Sentezlenen biyokonjugatlarin HPLC kromatogramlarinda normalde pik gorilmeyen
alanda 10. dakikadan baslayan ve gerek peptidin artan molar orani ile gerekse de polimerin
artan molar orani ile beraber siddetleri de artan pik biyokonjugatlarin sentezlendigini ve artan

oranla beraber biyokonjugat miktarinin da arttigini géstermektedir.

Bu biyokonjugatlara ait GPC kromatogramlari incelendiginde ise; UV detektérden elde edilen
kromatogramlarin HPLC kromatogramlari ile bire bir ortlistigi gorilmektedir. Isik saciimasi ve
kirilma indisi detektorlerinden elde edilen kromatogramlarda ise polimer ve peptidin birbirine
baglanmasi sonucu biyokonjugatlarin sentezlenmesi ile beraber molekiil boyutunun da

giderek blyudigi gozlenmektedir.

Polimerin artan oranlarinda sentezlenen tiim biyokonjugatlarin kromatogramlarinda polimerin
artan molar orani ile beraber serbest peptid pikinde orantili bir azalma gorilmektedir. Ortama
daha fazla polimer eklenmesi ile reaksiyona girebilecek -COOH grubu sayisi arttirilmakta
bunun sonucunda da daha fazla —NH, grubu konjugasyon reaksiyonuna girmekte ve serbest
peptid miktari giderek azalmaktadir. Boylelikle ortamda bulunan peptidin bazi polimer
oranlarinda neredeyse tamaminin tikendigi gézlenmektedir. Reaksiyona giren serbest peptid
miktari her bir polimer icin hesaplandi ve her bir polimerle gerceklestirilen biyokonjugasyon

reaksiyonu icin reaksiyon verimi tayin edildi.

Biyokonjugatlarin Fluoresans Spektroskopisi analizlerinde de serbest peptid molekilinin
spektrumundaki Ayaksimum degerlerinin (353 nm) biyokonjugatlarin Ay aksimum degerlerinden daha
blyik oldugu gozlendi. Biyokonjugasyon reaksiyonu ile beraber peptid zincirinin ucunda
bulunan ve 353 nm’de max. emisyon yapan Triptofan aminoasidinin, polimerin peptide
baglanmasi sonucu sudan uzaklastinldigini ve daha hidrofobik boélgede kaldigini

gostermektedir.

Biyokonjugatlarin Zetasizer cihazi ile yapilan boyut analizlerinde ise konjugasyon sonrasinda
biyokonjugatlarin boyut degerlerinin tek basina peptide (peptid=2»3,69 nm) ve tek basina
polimere (PAA=»25,56 nm, CMC=»9,75 nm, P(VP-co-AA)]ioowa=211,36 nm, [P(VP-co-
AA)]sokpa™2 11,43 nm) gore daha yiiksek oldugu saptandi. Bu da konjugasyon islemi ile beraber
polimer ve peptid molekillerinin birbirine baglandigini ve bunun sonucunda molekiil

boyutunun arttigini géstermektedir.
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Biyokonjugatlarin Zetasizer cihazi ile yapilan zeta potansiyel 6l¢limlerinde ise konjugasyon
sonrasinda biyokonjugatlarin zeta potansiyel degerlerinin tek basina polimere (PAA=»-25,5
mV, CMC=>-32,3 mV, P(VP-co-AA)]120k0a2-9,54 mV, [P(VP-co-AA)]zokpa=-18,4 mV) gore sifira
daha fazla yakin oldugu saptandi. Tek basina peptidin zeta potansiyel degerinin -3,4 mV
oldugu goéz 6nine alindiginda iki negatif yike sahip molekilin bir araya gelmesi sonucunda
zeta potansiyel degerinin daha pozitife dogru gitmesi polimerler (zerindeki negatif yikli
karboksil gruplarinin (-COOH) peptid lizerindeki amino gruplariile (-NH,) amid bagi olusturmak

Uzere kovalent olarak baglandigini gostermektedir.

Bu tez ¢alismasinin tartisma kisminda ilk olarak gruplar halinde her bir polimer ile sentezlenen
biyokonjugatlarin analiz sonuclari sonrasinda ise Nanopartikillere ait analiz sonuglari detayl

olarak tartisilacaktir.

6.1 Canine Parvovirus W-7L20 Peptidinin Poliakrilikasit (PAA) Polimeri ile

Biyokonjugatlarina Ait Tartisma

PAA polimeri ile W-7L20 peptidinin klasik konjugasyon yontemi ile EDC varhginda
npaa/Npep = 0,025, 0,075, 0,15, 0,25, 0,375 olmak Uzere 5 farkli oranda biyokonjugat
sentezlendi. Bu biyokonjugatlarin tamami GPC cihazinda, Zetasizer cihazinda ve Fluoresans

spektrofotometre’de analiz edildi.

Peptidin sabit konsantrasyonuna karsi polimerin artan konsantrasyonunda yapilan deneylerde
polimerin tim konsantrasyonlarinda peptidin timinin reaksiyona girdigi ve ortamda serbest

peptid kalmadigl GPC kromatogramindan goriilmektedir (Sekil 5.26).

Bu biyokonjugat grubuna ait Fluoresans Spektrofotometre analizlerinde elde edilen
spektrumlardaki Amaksimum degerleri karsilastirildiginda biyokonjugasyon reaksiyonu ile beraber
biyokonjugatlarin Amaksimum degerinin serbest peptide (348 nm) gore daha diislik dalga boyuna
kaydigi (Blue Shift) goriilmektedir. Biyokonjugasyon reaksiyonu ile beraber peptidin PAA
polimerine baglandigi, polimer molekiillerinin peptidin etrafini cevrelemesi sonucunda; peptid
zincirinin ucunda bulunan ve 348 nm’de max. emisyon yapan Triptofan aminoasidinin daha
iceride ve daha hidrofobik bdlgede kaldigl, sudan uzaklastigl béylece max. emisyon dalga
boyunun daha kiiglk dalga boyuna kaydigi (en fazla kayma npaa/npep=0,025 orant igin =» Almax
5 nm) saptanmistir (Sekil 6.1).
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Sekil 6. 1 npaa/npep=0,025, 0,075, 0,15, 0,25, 0,375 biyokonjugatlarina ve serbest peptide ait

Fluoresans spektrumlarindaki Amaksimum degerlerinin karsilastiriimasi

Yine ayni gruba ait biyokonjugatlarin boyut dagilimlari serbest peptid ve polimer ile
karsilastirildiginda 3,17 nm boyuta sahip olan peptidin 25,56 nm boyuttaki PAA polimeri ile
biyokonjugasyonu sonucunda sentezlenen biyokonjugatlarin boyutlarinin artan polimer
miktarina bagh olarak degistigi ve 83,73 nm’ye kadar ¢iktigi gorilmektedir (Sekil 6.8). Bu da
konjugasyon islemi ile beraber polimer ve peptid molekiillerinin birbirine baglandigini ve

bunun sonucunda molekil boyutunun arttigini gostermektedir.
Biyokonjugatlarin zeta potansiyel degerleri peptidin (-5,9mV) ve PAA polimerinin (-25,5 mV)
zetapotansiyel degerleri ile karsilastirildiginda, biyokonjugatlarin zeta potansiyel degerlerinin

PAA’ya gore sifira daha yakin oldugu gériilmektedir (Sekil 6.2). iki negatif yiike sahip

molekliin karistirilmasi sonucunda zeta potansiyel degerinin daha pozitife dogru gitmesi PAA

203



Uzerindeki negatif yikli karboksil gruplarinin (-COOH) peptid Uzerindeki amino gruplari ile (-
NH;) baglandigini gostermektedir. Amid bagl olusumu sonucunda karboksil gruplarinin
notlirlesmesi sonucunda zetapotansiyel degerinin sifira yaklasmasi biyokonjugasyon

reaksiyonunun gerceklestigini kanitlamaktadir.
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Sekil 6. 2 npaa/npep=0,025, 0,075, 0,15, 0,25, 0,375 biyokonjugatlarina, serbest peptide ve
polimere ait Boyut ve Zeta Potansiyel degerlerinin karsilastirilmasi
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6.2 Canine Parvovirus W-1L19 Peptidinin Poliakrilikasit (PAA) Polimeri ile

Biyokonjugatlarina Ait Tartisma

PAA polimeri ile konjugasyonda iki farkli konjugat serisi sentezlendi. Birinci seride peptidin
artan orani ile gahsilirken ikinci seride peptid konsantrasyonu sabit tutulup polimerin artan

oranlari ile galisildi.

6.2.1 Peptidin Artan Oranlarinda Konjugasyon

Bu grupta klasik konjugasyon yontemi ile EDC varhiginda npep/npaa = 1, 3, 5, 7, 10, 15, 20 ve 30
olmak lizere 8 farkh oranda biyokonjugat sentezlendi. Bu biyokonjugatlarin timi HPLC, GPC,

Zetasizer cihazlarinda ve Fluoresans spektrofotometre’de analiz edildi.

Polimerin sabit konsantrasyonuna karsi peptidin artan konsantrasyonunda yapilan deneylerde
ortama eklenen peptid miktarinin artmasi ile dogru orantili olarak sentezlenen biyokonjugat
pikinin de arttigi hem HPLC hem de GPC kromatogramlarindan goriilmektedir (Sekil 5.39 ve
Sekil 5.42).

Bu biyokonjugat grubuna ait Fluoresans Spektrofotometre analizlerinde elde edilen
spektrumlardaki Amaksimum degerleri serbest peptid ile karsilastinldiginda biyokonjugasyon
reaksiyonu ile beraber biyokonjugatlarin Amaksimum degerinin serbest peptide (353 nm) gore
daha disik dalga boyuna kaydigi (Blue Shift) gorilmektedir. Biyokonjugasyon reaksiyonu ile
beraber peptidin PAA polimerine baglandig, polimer molekillerinin peptidin etrafini
cevrelemesi sonucunda; peptid zincirinin ucunda bulunan ve 353 nm’de max. emisyon yapan
Triptofan aminoasidinin daha iceride ve daha hidrofobik bélgede kaldigi, sudan uzaklastigi
boylece max. emisyon dalga boyunun daha kiiclik dalga boyuna kaydigi (en fazla kayma

Npep/Npaa=5 orant igin =» Akmax 9 nm) saptanmistir (Sekil 6.3).
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Sekil 6. 3 npep/Npan =1, 3,5, 7, 10, 15, 20 ve 30 biyokonjugatlarina ve serbest peptide ait

Fluoresans spektrumlarindaki Amaksimum degerlerinin karsilastiriimasi

Yine ayni gruba ait biyokonjugatlarin boyut dagilimlari serbest peptid ve polimer ile
karsilastirildiginda 3,69 nm boyuta sahip olan peptidin 25,56 nm boyuttaki PAA polimeri ile
biyokonjugasyonu sonucunda sentezlenen biyokonjugatlarin boyutlarinin artan polimer
miktarina bagh olarak degistigi ve 58,17 nm’ye kadar c¢iktigi gérilmektedir (Sekil 6.4). Bu da
konjugasyon islemi ile beraber polimer ve peptid molekdllerinin birbirine baglandigini ve

bunun sonucunda molekil boyutunun arttigini gostermektedir.

Biyokonjugatlarin zeta potansiyel degerleri peptidin (-3,4 mV) ve PAA polimerinin (-25,5 mV)
zetapotansiyel degerleri ile karsilastirildiginda, biyokonjugatlarin zeta potansiyel degerlerinin
PAA’ya goére sifira daha yakin oldugu gorilmektedir (Sekil 6.4). iki negatif yike sahip
molekiliin karistirilmasi sonucunda zeta potansiyel degerinin daha pozitife dogru gitmesi PAA

Uzerindeki negatif ylkli karboksil gruplarinin (-COOH) peptid Gzerindeki amino gruplari ile
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(-NH2) baglandigini gostermektedir. Amid bagi olusumu sonucunda karboksil gruplarinin
notirlesmesi sonucunda zetapotansiyel degerinin sifira yaklasmasi biyokonjugasyon

reaksiyonunun gerceklestigini kanitlamaktadir.
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Sekil 6. 4 npep/Npan =1, 3, 5, 7, 10, 15, 20 ve 30 biyokonjugatlarina ve serbest peptid ve

polimere ait Boyut ve Zeta Potansiyel degerlerinin karsilastirilmasi
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6.2.2 Polimerin Artan Oranlarinda Konjugasyon

Bu grupta klasik konjugasyon yontemi ile EDC varli§inda npaa/npep = 0,016; 0,048; 0,096; 0,16;
0,24; 0,48; ve 0,65 olmak Uzere 7 farkli oranda biyokonjugat sentezlendi. Bu biyokonjugatlarin
ilk 5 orani HPLC cihazinda analiz edilirken 7 oranin tamami GPC cihazinda, Zetasizer cihazinda

ve Fluoresans spektrofotometre’de analiz edildi.

Peptidin sabit konsantrasyonuna karsi polimerin artan konsantrasyonunda yapilan deneylerde
polimerin miktarinin artmasi ile dogru orantili olarak reaksiyona giren peptid miktarinin da

arttigl hem HPLC hem de GPC pik alani grafiklerinden gorilmektedir (Sekil 6.5 ve Sekil 6.6).

HPLC kromatogramlarindan yararlanilarak yapilan alan hesaplamalarinda biyokonjugatin
alaninin polimerin artan miktari ile beraber arttigi serbest peptid pikinin ise ters orantili olarak
artan polimer miktari bile beraber azaldigi gozlenmektedir. Ortamda hi¢ polimer yok iken
0,217 mg/ml olan peptidin npaa/Npep=0,24 oraninda % 98,4’Unun tiukendigi (Sekil 6.4)
gosterilmistir.

600000 -

500000 4

400000 +

—a— Konjugat
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—=— Konjugat
300000 4 ¢ Peptid

Pik alani (a.u.)
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200000 4

100000 4

04

(a) (b)
T T T T T
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25
LI (molar oran) nFM.’nm(molar oran)

Sekil 6. 5 npaa/Npep=0,016, 0,048, 0,096, 0,16, 0,24, biyokonjugatlarina ve serbest peptide ait

HPLC kromatogrami pik alanlarinin (a) ve pik ylzdelerinin (b) karsilagtiriimasi
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GPC kromatogramlardan yararlanilarak yapilan alan hesaplamalarinda da biyokonjugatin
alaninin polimerin artan miktari ile beraber arttigi serbest peptid pikinin ise ters orantili olarak
artan polimer miktari bile beraber azaldig gézlenmektedir. Ortamda hig polimer yok iken

0,217 mg/ml olan peptidin npaa/npep=0,65 oraninda tamaminin reaksiyona girdigi gosterilmistir

(Sekil 6.5).
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Sekil 6. 6 npaa/Npep=0,016, 0,048, 0,096, 0,16, 0,24, 0,48, 0,65 biyokonjugatlarina ve serbest

peptide ait GPC kromatogrami pik alanlarinin (a) ve pik ylzdelerinin (b) karsilastiriimasi

Bu biyokonjugat grubuna ait Fluoresans Spektrofotometre analizlerinde elde edilen
spektrumlardaki Amaksimum degerleri karsilastirildiginda biyokonjugasyon reaksiyonu ile beraber
biyokonjugatlarin Amaksimum degerinin serbest peptide (353 nm) gore daha disik dalga boyuna
kaydigi (Blue Shift) gortlmektedir. Biyokonjugasyon reaksiyonu ile beraber peptidin PAA
polimerine baglandigi, polimer molekiillerinin peptidin etrafini cevrelemesi sonucunda; peptid
zincirinin ucunda bulunan ve 353 nm’de max. emisyon yapan Triptofan aminoasidinin daha
iceride ve daha hidrofobik bdlgede kaldigi, sudan uzaklastigl béylece max. emisyon dalga
boyunun daha kiigik dalga boyuna kaydigi (en fazla kayma npaa/npep=0,65 orani igin =» Almax 7
nm) saptanmistir (Sekil 6.7).
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Sekil 6. 7 npaa/npep=0,016, 0,048, 0,096, 0,16, 0,24, 0,48, 0,65 biyokonjugatlarina ve serbest

peptide ait Fluoresans spektrumlarindaki Ayaksimum degerlerinin karsilastirilmasi

Yine ayni gruba ait biyokonjugatlarin boyut dagilimlari serbest peptid ve polimer ile
karsilastirildiginda 3,69 nm boyuta sahip olan peptidin 25,56 nm boyuttaki PAA polimeri ile
biyokonjugasyonu sonucunda sentezlenen biyokonjugatlarin boyutlarinin artan polimer
miktarina bagh olarak degistigi ve 78,23 nm’ye kadar c¢iktig gérilmektedir (Sekil 6.8). Bu da

konjugasyon islemi ile beraber polimer ve peptid molekiillerinin birbirine baglandigini ve

bunun sonucunda molekil boyutunun arttigini gostermektedir.

Biyokonjugatlarin zeta potansiyel degerleri peptidin (-3,4 mV) ve PAA polimerinin (-25,5 mV)
zetapotansiyel degerleri ile karsilastirildiginda, biyokonjugatlarin zeta potansiyel degerlerinin
PAA’ya gore sifira daha yakin oldugu gériilmektedir (Sekil 6.8). iki negatif yiike sahip

molekiliin karistirilmasi sonucunda zeta potansiyel degerinin daha pozitife dogru gitmesi PAA
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Uzerindeki negatif yikli karboksil gruplarinin (-COOH) peptid Uzerindeki amino gruplari ile (-
NH;) baglandigini gostermektedir. Amid bagl olusumu sonucunda karboksil gruplarinin
notlirlesmesi sonucunda zetapotansiyel degerinin sifira yaklasmasi biyokonjugasyon

reaksiyonunun gerceklestigini kanitlamaktadir.
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Sekil 6. 8 npaa/Npep=0,016, 0,048, 0,096, 0,16, 0,24, 0,48, 0,65 biyokonjugatlarina, serbest
peptide ve polimere ait Boyut ve Zeta Potansiyel degerlerinin karsilastiriimasi
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6.3 Canine Parvovirus W-1L19 Peptidinin Karboksimetilseliilaz (CMC) Polimeri ile

Biyokonjugatlarina Ait Tartisma

Bu grupta klasik konjugasyon yéntemi ile EDC varli§inda ncuc/npep = 0,018, 0,055, 0,11, 0,185,
0,287, 0,55, 0,74 olmak Uzere 7 farkli oranda biyokonjugat sentezlendi. Bu biyokonjugatlarin

tamami GPC cihazinda, Zetasizer cihazinda ve Fluoresans spektrofotometre’de analiz edildi.

Peptidin sabit konsantrasyonuna karsi polimerin artan konsantrasyonunda yapilan deneylerde
polimerin miktarinin artmasi ile dogru orantili olarak reaksiyona giren peptid miktarinin da

arttig1 GPC pik alani grafiginden gorilmektedir (Sekil 6.9).

GPC kromatogramlarindan vyararlanilarak yapilan alan hesaplamalarinda biyokonjugatin
alaninin polimerin artan miktari ile beraber arttigi serbest peptid pikinin ise ters orantili olarak
artan polimer miktari bile beraber azaldigi gézlenmektedir. Ortamda hi¢ polimer yok iken
0,217 mg/ml olan peptidin ncuc/Npep=0,74 oraninda % 56,2’sinin tiukendigi (Sekil 6.9)

gosterilmistir.
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Sekil 6. 9 ncmc/npep=0,018, 0,055, 0,11, 0,185, 0,287, 0,55, 0,74 biyokonjugatlarina ve serbest

peptide ait GPC kromatogrami pik alanlarinin (a) ve pik ylizdelerinin (b) karsilagtiriimasi
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Bu biyokonjugat grubuna ait Fluoresans Spektrofotometre analizlerinde elde edilen
spektrumlardaki Amaksimum degerleri karsilastirildiginda biyokonjugasyon reaksiyonu ile beraber
biyokonjugatlarin Amaksimum degerinin serbest peptide (353 nm) gore daha diisik dalga boyuna
kaydigi (Blue Shift) goriilmektedir. Biyokonjugasyon reaksiyonu ile beraber peptidin CMC
polimerine baglandigl, polimer molekiillerinin peptidin etrafini cevrelemesi sonucunda; peptid
zincirinin ucunda bulunan ve 353 nm’de max. emisyon yapan Triptofan aminoasidinin daha
iceride ve daha hidrofobik bdlgede kaldigi, sudan uzaklastigl béylece max. emisyon dalga
boyunun daha kiigtik dalga boyuna kaydigi (en fazla kayma ncmc/npep=0,018 orani igin = Alpax
11 nm) saptanmistir (Sekil 6.10).
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Sekil 6. 10 nemc/npep=0,018, 0,055, 0,11, 0,185, 0,287, 0,55, 0,74 biyokonjugatlarina ve serbest

peptide ait Fluoresans spektrumlarindaki Ayaksimum degerlerinin karsilastirilmasi
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Yine ayni gruba ait biyokonjugatlarin boyut dagilimlari serbest peptid ve polimer ile
karsilastirildiginda 3,69 nm boyuta sahip olan peptidin 9,75 nm boyuttaki CMC polimeri ile
biyokonjugasyonu sonucunda sentezlenen biyokonjugatlarin boyutlarinin artan polimer
miktarina bagh olarak degistigi ve 20,0 nm’ye kadar ¢iktigi gorilmektedir (Sekil 6.11). Bu da
konjugasyon islemi ile beraber polimer ve peptid molekdllerinin birbirine baglandigini ve

bunun sonucunda molekil boyutunun arttigini géstermektedir.

Biyokonjugatlarin zeta potansiyel degerleri peptidin (-3,4 mV) ve CMC polimerinin (-32,3 mV)
zetapotansiyel degerleri ile karsilastirildiginda, biyokonjugatlarin zeta potansiyel degerlerinin
CMC'ye gére sifira daha yakin oldugu goériilmektedir (Sekil 6.11). iki negatif yiike sahip
molekliin karistirilmasi sonucunda zeta potansiyel degerinin daha pozitife dogru gitmesi CMC
Uzerindeki negatif yikli karboksil gruplarinin (-COOH) peptid lzerindeki amino gruplari ile
(-NH,) baglandigini gostermektedir. Amid bagi olusumu sonucunda karboksil gruplarinin
notlirlesmesi sonucunda zetapotansiyel degerinin sifira yaklasmasi biyokonjugasyon

reaksiyonunun gerceklestigini kanitlamaktadir.
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Sekil 6. 11 neve/npep=0,018, 0,055, 0,11, 0,185, 0,287, 0,55, 0,74 biyokonjugatlarina, serbest

peptide ve polimere ait Boyut ve Zeta Potansiyel degerlerinin karsilastiriimasi
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6.4 Canine Parvovirus W-1L19 Peptidinin  Poli(N-Vinil-2-Pirolidon-ko-Akrilikasid)

[P(VP-co-AA)] Polimeri ile Biyokonjugatlarina Ait Tartisma

6.4.1 [P(VP-ko-AA)](2:1,120.000 Da) Polimerinin Konjugatlari

Bu grupta klasik konjugasyon yontemi ile EDC varli§inda np(yp-ko-aa)120kpa/ Npep=0,014, 0,041,
0,083, 0,14, 0,208, 0,417 olmak uzere 6 farkh oranda biyokonjugat sentezlendi. Bu
biyokonjugatlarin  tamami  GPC cihazinda, Zetasizer cihazinda ve Fluoresans

spektrofotometre’de analiz edildi.

Peptidin sabit konsantrasyonuna karsi polimerin artan konsantrasyonunda yapilan deneylerde
polimerin miktarinin artmasi ile dogru orantili olarak reaksiyona giren peptid miktarinin da

arttigi GPC pik alani grafiginden gérilmektedir (Sekil 6.12).

GPC kromatogramlarindan yararlanilarak yapilan alan hesaplamalarinda biyokonjugatin
alaninin polimerin artan miktari ile beraber arttigi serbest peptid pikinin ise ters orantili olarak
artan polimer miktari bile beraber azaldigi gézlenmektedir. Ortamda hi¢ polimer yok iken
0,217 mg/ml olan peptidin Np(yp-ko-aa)120kpa/ Npep=0,417 oraninda % 97,57’sinin tikendigi (Sekil

6.12) gosterilmistir.
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Sekil 6. 12 np(yp-ko-aa)120kpa/ Npep=0,014, 0,041, 0,083, 0,14, 0,208, 0,417 biyokonjugatlarina ve
serbest peptide ait GPC kromatogrami pik alanlarinin (a) ve pik yiizdelerinin (b)
karsilastirilmasi
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Bu biyokonjugat grubuna ait Fluoresans Spektrofotometre analizlerinde elde edilen
spektrumlardaki Amaksimum degerleri karsilastirildiginda biyokonjugasyon reaksiyonu ile beraber
biyokonjugatlarin Amaksimum degerinin serbest peptide (353 nm) gore daha diisik dalga boyuna
kaydigi (Blue Shift) goriilmektedir. Biyokonjugasyon reaksiyonu ile beraber peptidin P(VP-ko-
AA)1o0kpa  polimerine baglandigl, polimer molekillerinin  peptidin  etrafini  gevrelemesi
sonucunda; peptid zincirinin ucunda bulunan ve 353 nm’de max. emisyon yapan Triptofan
aminoasidinin daha igeride ve daha hidrofobik bdlgede kaldigi, sudan uzaklastig boylece max.
emisyon dalga boyunun daha kiigiik dalga boyuna kaydigi (en fazla kayma npvp-ko-aa)120kpa/ Npep=

0,083 oraniigin = Almax9 Nnm) saptanmustir (Sekil 6.13).
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Sekil 6. 13 np(vp-ko-aa)120k0a/ Npep=0,014, 0,041, 0,083, 0,14, 0,208, 0,417 biyokonjugatlarina ve
serbest peptide ait Fluoresans spektrumlarindaki Ayaksimum degerlerinin karsilastirilmasi
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Yine ayni gruba ait biyokonjugatlarin boyut dagilimlari serbest peptid ve polimer ile
karsilastirildiginda 3,69 nm boyuta sahip olan peptidin 11,36 nm boyuttaki P(VP-ko-AA)120kpa
polimeri ile biyokonjugasyonu sonucunda sentezlenen biyokonjugatlarin boyutlarinin artan
polimer miktarina bagl olarak degistigi ve 19,36 nm’ye kadar ¢iktig1 gorilmektedir (Sekil 6.14).
Bu da konjugasyon islemi ile beraber polimer ve peptid molekiillerinin birbirine baglandigini ve

bunun sonucunda molekil boyutunun arttigini goéstermektedir.

Biyokonjugatlarin zeta potansiyel degerleri peptidin (-3,4 mV) ve P(VP-ko-AA)1,0kpa PoOlimerinin
(-9,4 mV) zetapotansiyel degerleri ile karsilastirildiginda, biyokonjugatlarin zeta potansiyel
degerlerinin P(VP-ko-AA)120kps’ya gore sifira daha yakin oldugu gériilmektedir (Sekil 6.14). iki
negatif ylke sahip molekilin karistirilmasi sonucunda zeta potansiyel degerinin daha pozitife
dogru gitmesi P(VP-ko-AA)120kpa Uzerindeki negatif yikli karboksil gruplarinin (-COOH) peptid
uzerindeki amino gruplari ile (-NH,) baglandigini gostermektedir. Amid bagl olusumu
sonucunda karboksil gruplarinin nétlrlesmesi sonucunda zetapotansiyel degerinin sifira

yaklagmasi biyokonjugasyon reaksiyonunun gergeklestigini kanitlamaktadir.
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Sekil 6. 14 np(vp-ko-aa)120kpa/ Npep=0,014, 0,041, 0,083, 0,14, 0,208, 0,417 biyokonjugatlarina,
serbest peptide ve polimere ait Boyut ve Zeta Potansiyel degerlerinin karsilastiriimasi
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6.4.2 [P(VP-ko-AA)] (1:3, 80.000 Da) Polimerinin Konjugatlari

Bu grupta klasik konjugasyon yontemi ile EDC varli§inda np(vp-ko-aajsokna/Npep=0,02, 0,06, 0,125,
0,2, 0,31 olmak uzere 5 farkli oranda biyokonjugat sentezlendi. Bu biyokonjugatlarin tamami

GPC cihazinda, Zetasizer cihazinda ve Fluoresans spektrofotometre’de analiz edildi.

Peptidin sabit konsantrasyonuna karsi polimerin artan konsantrasyonunda yapilan deneylerde
polimerin miktarinin artmasi ile dogru orantili olarak reaksiyona giren peptid miktarinin da

arttig1 GPC pik alani grafiginden gorilmektedir (Sekil 6.15).

GPC kromatogramlarindan yararlanilarak yapilan alan hesaplamalarinda biyokonjugatin

alaninin polimerin artan miktari ile beraber arttigi

serbest peptid pikinin ise ters orantili olarak artan polimer miktari bile beraber azaldigi
gozlenmektedir. Ortamda hi¢ polimer yok iken 0,217 mg/ml olan peptidin Nnpyp-ko-

an)sokpa/Npep=0,31 oraninda % 92,38’inin tikendigi (Sekil 6.12) gosterilmistir.
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Sekil 6. 15 np(vp-ko-an)sokpa/Npep=0,02, 0,06, 0,125, 0,2, 0,31 biyokonjugatlarina ve serbest
peptide ait GPC kromatogrami pik alanlarinin (a) ve pik ylzdelerinin (b) karsilastiriimasi
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Bu biyokonjugat grubuna ait Fluoresans Spektrofotometre analizlerinde elde edilen
spektrumlardaki Amaksimum degerleri karsilastirildiginda biyokonjugasyon reaksiyonu ile beraber
biyokonjugatlarin Amaksimum degerinin serbest peptide (353 nm) gore daha diisik dalga boyuna
kaydigi (Blue Shift) goriilmektedir. Biyokonjugasyon reaksiyonu ile beraber peptidin P(VP-ko-
AA)1o0kpa  polimerine baglandigl, polimer molekillerinin  peptidin  etrafini  gevrelemesi
sonucunda; peptid zincirinin ucunda bulunan ve 353 nm’de max. emisyon yapan Triptofan
aminoasidinin daha igeride ve daha hidrofobik bdlgede kaldigi, sudan uzaklastig boylece max.
emisyon dalga boyunun daha kiiglk dalga boyuna kaydigi (en fazla kayma np(p-ko-an)sokpa/Npep=

0,02 orani igin = Alnax6 Nm) saptanmistir (Sekil 6.16).

3534 B = _>» Peptid
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Sekil 6. 16 Np(vp-ko-aa)sokpa/ Npep=0,02, 0,06, 0,125, 0,2, 0,31 biyokonjugatlarina ve serbest
peptide ait Fluoresans spektrumlarindaki Amaksimum degerlerinin karsilastirilmasi

224



Yine ayni gruba ait biyokonjugatlarin boyut dagilimlari serbest peptid ve polimer ile
karsilastirildiginda 3,69 nm boyuta sahip olan peptidin 11,43 nm boyuttaki P(VP-ko-AA)120kpa
polimeri ile biyokonjugasyonu sonucunda sentezlenen biyokonjugatlarin boyutlarinin artan
polimer miktarina bagl olarak degistigi ve 21,67 nm’ye kadar ¢iktig1 gorilmektedir (Sekil 6.17).
Bu da konjugasyon islemi ile beraber polimer ve peptid molekiillerinin birbirine baglandigini ve

bunun sonucunda molekil boyutunun arttigini géstermektedir.

Biyokonjugatlarin zeta potansiyel degerleri peptidin (-3,4 mV) ve P(VP-ko-AA)1,0kpa poOlimerinin
(-18,4 mV) zetapotansiyel degerleri ile karsilastirildiginda, biyokonjugatlarin zeta potansiyel
degerlerinin P(VP-ko-AA)120kps’ya gore sifira daha yakin oldugu gériilmektedir (Sekil 6.17). iki
negatif ylke sahip molekilin karigtirilmasi sonucunda zeta potansiyel degerinin daha pozitife
dogru gitmesi P(VP-ko-AA)120kpa Uzerindeki negatif yikli karboksil gruplarinin (-COOH) peptid
uzerindeki amino gruplari ile (-NH,) baglandigini gostermektedir. Amid bag olusumu
sonucunda karboksil gruplarinin noétlrlesmesi sonucunda zetapotansiyel degerinin sifira

yaklasmasi biyokonjugasyon reaksiyonunun gerceklestigini kanitlamaktadir.
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Sekil 6. 17 np(vp-ko-anjsokpa/ Npep=0,02, 0,06, 0,125, 0,2 biyokonjugatlarina, serbest peptide ve
polimere ait Boyut ve Zeta Potansiyel degerlerinin karsilastirilmasi
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6.5 Poli(Laktik-ko-glikolik) Asid (PLGA) Nanopartikiillerine Ait Tartisma

Su/yag/su ikili emilsiyon ¢ozlici buharlastirma yontemi ile hazirlanan nanopartikiillere
(NP1>Bos, NP2=>FITC yiikli, NP3=>Peptid yikli, NPA>FITC+Peptid yikli) ait Zetasizer
cihazindan elde edilen boyut degerleri incelendiginde (Sekil 6.18) bos nanopartikiliin buyut
degerinin en disik oldugu gorildid. Nanoartikil icerisine FITC boya yiklendiginde ise boyutun
4,6 nm degerinde arttigl, peptid yikli nanopartikiilde ise bu degerin 16,2 nm’ye ulastig
gozlendi. NP 4 grubunda yani nanopartikil icerisine hem FITC boya hem de peptidin ayni anda
ylklendigi durumda ise boyuttaki artisin 37,8 nm oldugu elde edilen Zetasizer sonuclarindan

goralda.

250

200

150

Z-Ave (nm)

100

50

NP1 NP2 NP3 NP4 Nanopartikil

Sekil 6. 18 Su/yag/su emduilsiyon teknigi ile olusturulan (NP1=»Bos, NP2=>FITC yukl,
NP3=>Peptid yiikli, NP4=>FITC+Peptid yikli) nanopartikillere ait Z-Average degerlerinin

karsilastirilmasi

Stabilizator olarak kullanilan PVA’Gn nanopartikiiliin boyutuna, zetapotansiyeline ve ylizey
ozelliklerine etki ettigi Chung ve arkadaslari tarafindan yapilan calismada gosterilmistir [146].
Zeta potansiyel degeri nanopartikillerin kararhiligi lizerinde etkisi olan ¢cok 6nemli bir 6zelliktir.
Cunkl PVA gibi stabilizatorler tarafindan olusturulan spesifik zetapotansiyel sonucu ayni yukla
partikiller birbirlerine itici olacagindan bir araya toplanma ve agregat olusturma egilimleri
azalacaktir. Uretilen nanopartikiillerin zetapotansiyel degerlerinin analizinden tiim

partikillerin -35,0 mV ile -37,8 mV arasinda degisen degerlerde zetapotansiyele sahip oldugu
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goraldia (Sekil 6.19). Bu negatif yik degerleri partikillerin birbirleri ile bir araya gelerek
agregat olusturmasini minimize ettigi duslnilmektedir. Nanopartiklllerin AFM ve SEM
goruntileri de bunu desteklemektedir. Herbir nanopartikiliin AFM goriintistinde partikillerin
birbirlerinden ayri olarak konumlandigl ve agregat olusumunun meydana gelmedigi

gorulmektedir (Sekil 6.20).

Nanopartikiil

Zeta Potansiyel (mV)

v

Sekil 6. 19 Su/yag/su emiuilsiyon teknigi ile olusturulan (NP1=»Bos, NP2=>»FITC yukl,

NP3=>»Peptid yikli, NP4=>FITC+Peptid yikli) nanopartikiillere ait Zeta potansiyel

degerlerinin karsilastirilmasi
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Sekil 6. 20 Su/yag/su emiilsiyon teknigi ile olusturulan sirasiyla NP1=»Bos, NP2=>FITC yukl,
NP3=>»Peptid ylkli, NP4=>»FITC+Peptid yikli nanopartikiillere ait 2D AFM gorintisi (2x2
21s
um~’lik alan)
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FITC, peptid, bos nanopartikil (NP1), peptid yikli nanopartikil (NP3) ve peptid+FITC yikll
nanopartikil (NP4) orneklerinin farkli konsantrasyonlarinin L-929 fare fibroblast hiicreleri
uzerindeki sitotoksik etkisini belirten % hicre canhhg grafikleri her bir 6rnegin ayni
konsantrasyonlari igin karsilastirmali olarak Sekil 6.21’de verildi. Yapilan sitotoksisite
deneylerinde W-1L19 sentetik peptidinin tek basina biyouyumlulugunun dislik oldugu, ancak

nanopartikil icerisine peptidin hapsedilmesi ile biyouyumlulugunun arttigi saptandi.

100
=
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280 ] 1 W Kontrol
‘_% 60 I m Peptid
o
) B NP1
3] L
3 40 O NP3
I
S NP4
20 - OFITC
0 T 1 T T 4
0,5 0,4 0,2 0,1 0,05
Ornek Konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 6. 21 FITC, peptid, bos nanopartikiil (NP1), peptid yikli nanopartikiil (NP3) ve
peptid+FITC yukli nanopartikil (NP4) 6rneklerinin farkh konsantrasyonlarinin (0,5 mg/ml; 0,4
mg/ml; 0,2 mg/ml; 0,1 mg/ml; 0,05 mg/ml) fare fibroblast hiicreleri (L-929) tzerine etkisi

sonucu konsantrasyona bagl karsilastirmali % canlilik grafigi
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Son olarak sentezlenen biyokonjugatlarda kullanilan farkh polimerlerin ayni miktarlarinin
biyokonjugat olusumu, reaksiyona giren peptid miktari ve reaksiyon verimi Uzerine etkileri
incelendi. Sekil 6.22’de farkli polimerlerin ayni agirlik miktarlari kullanildiginda sentezlenen
biyokonjugatlara ait GPC konjugat pik alanlari karsilastirmali olarak verildi. Sentezlenen
biyokonjugata ait en distk alanin CMC polimerine ait oldugu gorilmektedir. Diger
polimerlerde [PAA, P(VP-ko-AA)sokpa, P(VP-ko-AA)1z0kpal ise farkli miktarlarda kiiglik degisimler

gorlilmekle beraber konjugat alanlarinin birbirlerine yakin oldugu gozlendi.
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Sekil 6. 22 Farkh polimerlerin ayni miktarlarinin sabit miktarda peptid ile reaksiyonu sonucu

sentezlenen biyokonjugatlarin alan degerlerinin karsilastiriimasi

Sekil 6.23’te farkh polimerlerin ayni agirhk miktarlari kullanildiginda biyokonjugasyon
reaksiyonu icin reaksiyona giren peptid yilzdeleri (GPC kromatogramlarindan elde edilen
bilgiler) karsilastirmali olarak verildi. Sentezlenen biyokonjugatlar icin reaksiyona giren en
distk peptid ylizdesi CMC polimerinin oldugu grupta gorildi. Polimerin disik miktarlarinda
PAA ile daha fazla peptidin reaksiyona girdigi, polimer miktarinin artmasi ile P(VP-ko-AA)

polimeri icin reaksiyona giren peptid miktarinin keskin bir sekilde arttig1 gézlemlendi.
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Sekil 6. 23 Farkli polimerlerin ayni miktarlarinin sabit miktarda peptid ile reaksiyonunda

reaksiyona giren peptid miktarlarinin karsilastirilmasi

Sekil 6.24’te farkh polimerlerin ayni agirhk miktarlari kullanildiginda biyokonjugasyon
reaksiyonu icin reaksiyona verimleri (GPC kromatogramlarindan elde edilen bilgiler)
karsilastirmali olarak verildi. Sentezlenen biyokonjugatlar icin reaksiyon verimi Sekil 6.22 ve
Sekil 6.23’ten elde edilen sonuglari destekler sekilde elde edildi ve en disik reaksiyon
veriminin CMC polimeri ile sentezlenen biyokonjugatlarda, en yiiksek reaksiyon veriminin ise

PAA ile sentezlenen konjugatlarda oldugu saptandi.
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Sekil 6. 24 Farkl polimerlerin ayni miktarlarinin sabit miktarda peptid ile reaksiyonunda

reaksiyon verimi ylzdelerinin karsilastiriimasi

Bu tez kapsaminda elde edilen bilgiler Canine Parvoviriisiin olusturdugu Kanli ishal hastaligina
karsi spesifik antikorlarin elde edilmesi, tani kitlerinin ve biyosensorlerin olusturulmasi ve

sentetik asilarin gelistirilmesi yoniinde yapilacak calismalara isik tutacak bir 6n calismadir.

Ayrica tez kapsaminda (retilen nanopartikiller; ileriki calismalarda molekdllerin
biyouyumlulugunun arttirilmasi, antijenik peptidlerin kontrolli salimi ve buna dayal

biyoteknolojik asilarin gelistiriimesi icin imit vadeden tasiyicilardir.
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