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OZET

MELANOMA HASTALIGINI OLUSTURAN SENTETIK
PEPTIDLERIN POLIAKRILIKASIT VE KOPOLIMERLERI iLE
KONJUGASYONU

Kadriye ATICI KIZILBEY

Kimya Anabilim Dali
Doktora Tezi

Tez Danigmani: Yrd. Do¢. Dr. Zeynep AKDESTE

Sentetik polimerlerin biyomolekiillerle birlestirilmesi tip, eczacilik ve miihendislik
dallarinda c¢esitli uygulama alanlar1 bulmaktadir. Kontrollii ilag-salinimi, doku
miihendisligi ve hiicre iiretimi gibi fonksiyonel uygulamalarda kullanilan kat1 hal (suda
coziinmeyen) polimerik sistemlerin yam sira suda ¢oziinebilen polimer-biyomolekiil
konjugatlari son zamanlarda enzim kararhiliginin arttirilmasinda, biyosensorler
tiretiminde, DNA’nin hiicre i¢i transferinde ve antijenlerin immiinojenliginin
diizenlenmesi i¢in protein modifikasyonunda kullanilmaktadirlar. Ayrica, polimerlerin
biyomolekiillerle etkilesiminin incelenmesi, gerek canli organizmadaki davraniglarinin
anlagilmasinda, gerekse de biyoseperasyon ve biyokonjugasyon teknolojisinin
gelistirilmesi icin 6nem tasimaktadir.

Sentetik peptidler zayif immunojenik 6zelliklerinden dolay1 ¢esitli tasiyict molekiillere
baglanmaktadirlar. Tasityict molekiillere baglanan sentetik peptidler, daha yiiksek
immun cevap olusturabilmekte, biyolojik sistemde daha uzun siire kalabilmekte
(prolongation time) ve bozucu etkenlere karsi daha kararli olabilmektedirler.

Bahsedilen avantajlarindan dolayr bu tez calismasinda; sentetik peptidler adjuvant
ozellikteki polimerlere baglanmistir. Bu amacla Oncelikle radikalik benzoilperoksit
baslaticis1 kullanilarak akrilik asit ve vinil pirolidon monomerlerinin farkli oranlarinda
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kopolimerler sentezlenmistir. Kopolimer sentezine paralel olarak da Melanoma
kanserine ait antijenik NY-ESO-1 155-163 (Q-L-S-L-L-M-W-I-T) ve MAGE-3 121-
134 (L-L-K-Y-R-A-R-E-P-V-T-K-A-E) dizili sentetik peptidler Kat1 faz peptid sentezi
yontemi ile sentezlenmistir. Sentetik peptidler 1-etil-3-3-dimetil aminopropil
karbodiimid ¢apraz baglayicist kullanilarak PAA ve VP/AA polimerleri ile kovalent
olarak baglanmistir. Sentezlenen biyokonjugatlarin ve komplekslerin yap1 islev
analizleri boliimiimiiz laboratuvarlarinda gerceklestirilmistir. Fizikokimyasal yap1
analizi amaci ile biyokonjugatlar ve kompleks sistemleri Yiiksek Basingli Sivi
Kromatografisi (HPLC), Jel Gegirgenlik Kromatografisi (GPC), Fluoresans
Spektrofotometre ve Zeta-Sizer sistemi ile incelenerek ii¢ boyutlu yapilarinin analizi,
kompleks ve konjugat olusumu ile molekiiler yapilarda meydana gelen degisimler
arastirilmagtir.

Bu tez kapsaminda elde edilecek bilgiler 1s1§inda immun cevabin elde edilmesi ile
Melanoma kanserine kars1 cesitli koruyucularin gelistirilmesi (prophylactics) ve
tiimorlerin teshisinde kullanilabilecek spesifik antikorlarin elde edilmesi igin yeni
olasiliklar ortaya ¢ikarabilecek bir 6n ¢aligmadir.

Anahtar Kelimeler: Melanoma, Peptid, Polielektrolit, P(VP-co-AA), Konjugasyon,
EDC
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ABSTRACT

CONJUGATION OF MELANOMA BASED SYNTHETIC
PEPTIDES WITH POLYACRYLIC ACID AND THEIR
COPOLYMERS

Kadriye ATICI KIZILBEY

Department of Chemistry
PhD. Thesis

Advisor: Assist. Prof. Dr. Zeynep Mustafaeva AKDESTE

Conjugation of synthetic polymers with biomolecules has been studied for the
application in the fields of medicine, pharmacy and engineering. Insoluble polymer-
biomolecule conjugates have various functional applications such as drug-release
systems, tissue engineering and recovery of cultured cells. At the same time, the water-
soluble conjugates are used in the stabilization of enzymes, for the creation of
biosensors, transformation of DNA into cells and for the regulation of immunogenicity
of antigens. Besides, interaction of polymers with biomolecules is important for
understanding the action mechanism of biopolymers in organism, bioseperation and
elaboration of conjugation technology.

Synthetic peptides can be conjugated with various carrier molecules because of their
weak immunogenic properties. Synthetic peptides linked carrier molecules, create
higher immune response, stay lopnger in biological system (prolongation time), and can
be more stable against adverse effects.

Due to the advantages mentioned in this thesis; synthetic peptides bound to polymers
which have adjuvant properties. For this purpose, copolymers of acrylic acid and vinyl
pyrrolidone monomers in different ratios were synthesized using a radical initiator
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benzoilperoxide. In parallel with the synthesis of copolymer, melanoma cancer
antigenic NY-ESO-155-163 (Q-L-S-L-L-M-W-I-T) and MAGE-3121-134 (L-L-K-Y-R-
A-R-E-P-V-T-K-A-E) peptide sequences were synthesized by solid phase peptide
synthesis method. Synthetic peptides covalently linked with PAA and VP/AA polymers
by using 1-ethyl-3-3-dimethyl aminopropyl karbodiimid cross-linker. Structural and
functional analysis of complexes and bioconjugates were made in our department
laboratories.

Three-dimensional structures, molecular structures and changes in the formation of
complex and conjugate were investigated with the aim of physicochemical and
structural analysis by High Performance Liquid Chromatography (HPLC), Gel
Permeation Chromatography (GPC), Fluorescence spectrophotometer and Zeta-Sizer
system.

The light of information to be obtained within the scope of this thesis, obtaining
immune response against melanoma cancer is a preliminary study of new possibilities
for development in various preservatives (prophylactics) and tumor-specific antibodies
used in the diagnosis.

Key words: Melanoma, Peptide, Polyelectrolyte, P(VP-co-AA), Conjugation, EDC
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BOLUM 1

GIRIS

1.1  Literatiir Ozeti

Kanser hastalarinda spesifik immun cevaba yol acan tiimor antijenleri, timor
hastaliklarininin  tedavisi i¢in kanser immunolojisinin devam eden arastirma
konularindan biridir [1-6]. Insan kanseri i¢in spesifik humoral cevaba yol acan pek cok
kanit mevcuttur. Sentetik peptidlerin kansere karsi iyi bir as1 materyali olacagi
onerilebilir [7]. Bilindigi gibi peptidlerin c¢esitli fizyolojik terapotik ozelliklerinin
oldugu gosterilmistir. Bunun yani1 sira canli organizmaya verilmeleri ile birlikte siklikla
biyobozunmaya ugrarlar veya immunojenik tabiata sahiplerse organizmanin immun
reaksiyonlarina karsilik vermeye baglarlar. Fakat pek cok tiimor antijeninin ¢ok zayif
immunojenligi, organizmanin tiimore karsi immun koruma olusturmasina izin vermez.
Bu nedenle in-vivo caligmalarda immun cevabin siiresi ve siddeti bu biyoaktif
bilesiklerin dogasina baglidir ve her defasinda diizenlenme ve optimize edilme
zorunlulugundadir. Tasiyic1 molekiil olarak sentetik polielektrolitlerin (PE) kullanilmas1
klasik yontemlere kiyasla bazi potansiyel istiinliikler saglamaktadir. PE’ler peptid
molekiilii icin es zamanli hem tasiyic1 ve hem de adjuvant 6zelligi gostermektedirler.
Biyopolimer sistemlerin tabiati, genelde icerdikleri polielektrolitlerin ve biyomolekiiliin
kimyasal ve biyolojik 6zellikleri yani sira bunlarin kompozisyonu, yapis1 ve dlgiileri ile
ifade edilmektedir. Bundan dolay1 peptid ve PE arasindaki etkilesimin mikroskobik
oOlciilerle belirlenmesi ve polikompleksin yapisinin anlasilmasi, biyopolimer sistemlerin

mikroskobik davranisini idare etmek i¢in gerekli olan parametrelerdir.



Peptidlerin  polimerlere baglanmasi veya modifikasyonu in-vivo ve in-vitro
uygulamalarin her ikisinde de pek ¢ok yarar saglayabilir. Yabanci molekiillerin polimer
modifikasyonu biyouyumlulugu artirir. Biyouyumlulugun artmasi ise peptid-polimer
sistemlerinin in-vivo dayanikliliginin artmasi ve retikiiloendotelyal sistem tarafindan bu

konjugatlarin yok edilmenin gecikmesi seklindedir [8-31].

Polimer-peptid kompleksleri polianyonik zincirli polimerlerin peptidler tizerindeki zit
yiiklii gruplar ile etkilesimi sonucunda olusturulabilir. Etkilesim genisligi pH ve iyonik
giice duyarlidir ve proteinlerin izoelektrik noktalarina bagli olarak degismektedir.
Peptid-polimer kompleksleri aktif fonksiyonel gruplar ile (kimyasal baglanma sonucu)
konjugat olusturan peptid ve polielektrolit molekiillerinin fragmentleri arasindaki

etkilesimlerle kararl hale gelirler.

Sentezlenen biyokonjugatlarin suda ¢o6ziinebilirligi ve {ic boyutlu yapilari hiicre
membrant ile etkilesim agisindan oldukca dnemli 6zelliklerdir. Fizyolojik sartlarda (pH,
iyonik kuvvet vs.); antijen epitoplart biyokonjugat partikiillerindeki serbest bolgelerin
varliginda (antijen baglanmamis bolge) daha yogun hale gelirler (nonstokiometrik yap1),
ve bu serbest bolgeler negatif yiiklii hiicre membrani ile pozitif yiikler, hidrofobik
gruplar, gecis metal iyonlari, hidrojen bagi yapabilen fonksiyonel gruplar vb.

kuvvetlerin etkisi ile ¢esitli etkilesimler olustururlar.

Bu polikompleksler, bilindigi {izere, organizmanin uzun bir siire boyunca artan immun
korumasinin sonucu olarak pek c¢ok kez daha yiiksek antikor olusumu saglarlar.
Literatiirde yer alan bilgilerde de gosterildigi gibi suda ¢oziinebilen yiiklii polimerlerin
hayvanlara cesitli antijenlerle es zamanl olarak enjeksiyonu immun cevabi arttirmis ve

boylece istenilen adjuvant etkisi olugturulmustur.

Bilindigi iizere melanoma NY-ESO-1 antijenlerini ifade eder. NY-ESO-1 antijenleri
NY-ESO-1 kanser hastalarinda humoral ve hiicresel immun cevaba yol agar. Immun
sistem tarafindan antijen epitoplarindan bazilarinin taninmasi, bu epitoplarin tanimladigi
kanser hiicrelerinin yok edilmesine yol acar. Bu epitoplar1 olusturan peptidler literatiirde

tanimlanmastir [32-34].

MAGE-3 121-134 dizisi ise, 121 den 134 e kadar olan fragmentteki aminoasitlerdir.
MAGE-3 tipi genler, erkek iireme hiicrelerinin disinda sadece normal hiicreler

tarafindan degil farkli histolojik tiirdeki bir¢ok tiimorler tarafindan ifade edilir. Bu
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nedenle, MAGE-tipi genler tarafindan kodlanan antijenler kesinlikle tiimore 6zgii ve

tiimorler i¢in ortaktir [35, 36].

Boylece bu peptidleri yiiksek immunojenik asilar olusturmak i¢in kullanmak ve onlarin

anti kanser immunite olusturmadaki etkinligini incelemek miimkiindiir.

Bu amagla oncelikle Melanoma hastaligina ait antijenik peptidler olan hidrofobik NY-
ESO-1 155-163 (QLSLLMWIT) ve hidrofilik ~ MAGE-3 121-134
(LLKYRAREPVTKAE) peptid dizili sentetik Melanoma peptidlerinin sentezi
geleneksel yontemlerden daha saf ve daha fazla iiriin olusturan mikrodalga enerjisi
kullanilarak mikrodalga peptid sentez cihazinda Kati Faz Peptid Sentez YOntemi
uygulanarak sentezlenmigtir. Ayrica bu calismada tasiyict olarak adjuvant ozellige
sahip, diisiik toksisiteli ve yiiksek biyobozunur polimerler kullanilmistir. Toksik
olmayan ve biyobozunur oOzellikteki ve monomerlerinin farkli oranlarinda
Vinilpirolidon-Akrilik asit kopolimerleri (VP:AA = 1:3 ; 1:2 ; 2:1) benzoil peroksit

baglaticis1 kullanilarak radikalik polimerizasyon yontemiyle sentezlenmistir.

Daha sonra yine tarafimizdan sentezlenen sentetik peptidlerin farkli oranlar1 poliakrilik
asit (PAA) polimeri ve VP/AA kopolimeri ile kovalent baglanma metodu ile konjuge
edilmistir. Farkli oranlarda sentezlenen peptid-polimer biyokonjugatlar1 gelismis
donanima sahip olan laboratuarlarimizda karakterize edilmistir. Peptid dizilerinin farkli
oranlarinda sentezlenen biyokonjugatlarinin ve polikomplekslerinin yap1 analizleri
HPLC (Shimadzu), SEC (Viscotek), Zetasizer, Fluoresans Spektrofotometre (PTI)

sistemleri kullanilarak gerceklestirilmistir.

Bu biyokonjugat ve kompleks sistemlerin biyolojik ortamdaki etkileri ii¢ boyutlu
yapilarina ve konformasyonlarina baglh oldugundan yine bu tez kapsaminda olusturulan
kompleks ve biyokonjugatlarin fizikokimyasal analizleri gerceklestirilecek ve

olusturulan sistemler karakterize edilmeye calisilacaktir.

1.2 Tezin Amaci

Bu tezin amaci, sentetik peptidleri yiiksek immunojenik asilar olusturmak igin
kullanmak ve onlarin anti kanser immunite olusturmadaki etkinliini incelemektir.

Tiimor antijenlerinin polipeptid epitoplarini igceren, peptidler ve sentetik polimerlerin



baglanmasi1 ile olusturulan biyopolimer sistemler yardimiyla zayif immunojen

ozellikteki peptidlerin immun 6zelligini arttirmak i¢in yeni bir yaklasim ¢alismasidir.

1.3 Hipotez

Bu tez calismasindan sentetik tiimor peptidlerinin polimerler ile biyokonjugatlar1 ve
komplekslerinin, peptidlerin immunojenik 6zelliklerini ¢arpici bir sekilde arttirmasinin
daha sonra gerceklestirilecek olan hayvan deneylerinde kanda yiiksek spesifiklikteki
monoklonal antikorlarin olusturulmasina olanak saglamasi beklenmektedir. Deney
hayvanlarinin kanindaki bu antikorlar, hastalardaki ¢alismalarda kullanilabilecek ve bu
antikorlarin in vivo ve in vitro kosullarda tumor hiicreleri iizerindeki etkilerinin
arastirllmas1  saglanacaktir.  Sentezlenen biyokonjugatlarin  tiimor hiicrelerinin

biiylimesinde 6nemli bir baskilanma saglamasi1 beklenmektedir.

Sentezlenen peptid-polimer biyokonjugatlar1 daha sonraki ¢alismalarda kullanilacak ve
diger ilgili laboratuarlarin yapacaklar1 fazladan sentez ve analizleri 6nleyecektir. Daha
sonra bu uygulamalar i¢in bir protokol gelistirilecektir. Bu da, kanser hastalarindaki
tiimorlerin tanist ve bu tiimorlerin biiylimesinin goriintiilenebilmesi i¢in bir sonraki

basamaga ilerlenmesine imkan saglayacaktir.

Bu calisma nitelik olarak iilkemizin hedefledigi ileri teknolojiye uyum saglayacak
polimer ve protein teknolojisi birlikteliginde, ileri biyoteknolojik malzemelerin
tiretilmesine zemin hazirlayacaktir. Bu nedenle sunulan tez calismasi, temel bilimler
uygulamali aragtirma alanlarin1 kapsayan disiplinler arasi nitelikte genis spektrumlu bir

caligmadir.



BOLUM 2

GENEL BILGILER

2.1 Kanser

Kanser viicut hiicrelerinin kontrolsiiz bir sekilde tireyerek komsu dokular isgal etmesi
(invazyon) veya kaynagm aldigi organdan daha uzak bir yere kan-lenf yoluyla
yayilmasi (metastaz) ile olusan bir hastaliktir. Hiicreler DNA replikasyonlar1 esnasinda
meydana gelen bozulmalar nedeniyle yap1 degistirirler. Normal viicut hiicre ve dokulari,
orijinal biiyiiklik ve yapilarin1 korurken kanser hiicreleri saldirgan bir tablo ¢izerler

[37].

o
EHREBS S

Sekil 2. 1 A - normal hiicre boliinmesi; 1- Apoptosis; 2- Hasarli hiicre B — kanserli
hiicrenin boliinmesi [1].



Kanser potansiyeli olan hiicrelerin en Onemli 0Ozelligi "onkogen" icermesi yani
bulundugu dokudan tamamen farkli bir yeni bir hiicre olacak sekilde bozulma

potansiyeli olmasidir.

Sekil 2. 2 Kanser hiicreleriyle (pembe) lenfositlerin (sar1) savasinin, renkli scaning
elektron mikroskobu (SEM) ile goriintiilenmesi (J.C. REVY, ISM / Science Photo
Library)

Bir kanser hiicresi olustugunda viicudun bagisikli sistemi bu yabanci hiicreyi tanir ve
parcalar. Bu sayede viicutta olusan binlerce kanser hiicresi bagisiklik sistemi tarafindan
yok edilir. Her hiicrede, onkogenlerin aktivasyonunu baskilayan antionkogenler (timor
baskilayict gen) bulunmaktadir. Antionkogenlerin kaybolmasi veya inaktive olmasi
durumunda onkogen aktivitesine izin verilmis olur. Bunu da kanserin olusumu izler.
Viicutta mutasyona ugrayan hiicrelerin ancak cok kiiciik bir kismi kansere yol agar.

Bunun bir¢ok nedeni vardir:

e Mutasyon gosteren hiicrelerin yasama yiizdeleri normal hiicrelere gore daha

diistiktiir.

e Mutasyon gosteren hiicrelerin pek cogunda bile hala asir1 biiylimeyi 6nleyen
normal feedback kontrol mekanizmasi ("Tiimor baskilayici genler") bulunur. Bu

yiizden hayatta kalabilen mutant hiicrelerin ¢cok azi kanserli hiicreye doniisiir.

Siklikla, kanser potansiyeli tasiyan bu hiicreler biiyiiylip kanser olusturmadan once

viicudun bagisiklik sistemi tarafindan yok edilirler.



Mutant hiicrelerin cogu degisiklige ugramis genleri nedeniyle kendi iclerinde anormal
protein olustururlar. Bu anormal proteinler viicudun bagisiklik sistemini uyararak
antikor yapimina veya kanserli hiicreye karst duyarlilik kazanmis lenfositlerin
olusmasina neden olarak kanserli hiicrenin yok edilmesini saglarlar. Bagisiklik
sisteminin etkinligini bozan durumlar kanseri hazirlayici etmenler (predispozan) olarak
bilinir. Bagisiklik sistemi tarafindan yok edilmemis olan bu hiicreler kontrolsiiz bicimde
tireyerek bulunduklar1 dokuyu isgal ederler. Sadece o dokuyla sinirli kalmayip komsu
dokulara da yayilirlar (invazyon). Kan ve lenf dolasimi yoluyla viicudun ilgisiz
bolgelerine de tasiabilirler (metastaz).

Iyi huylu (benign) tiimorler genellikle sinirlart belirgin kitlelerdir. Ancak kotii huylu
(malign) timorler sinirlar1 belirsiz ve ¢evre dokuya sikica yapisik halde bulunurlar.
Kanser hiicreleri civarlarindaki dokulara ulasarak, kan dolagimi, lenf sistemi ya da viicut
bosluklar1 ve yiizeyleri yollariyla viicudun diger taraflarina yayilirlar. Buna metastaz
denir.

Kadinlarda en cok meme, rahim ve kalin barsak kanseri; erkeklerde ise en ¢cok akciger,
prostat, mide ve kalin barsak kanserleri goriilmektedir.

Viicutta goriildiigii bolgelere bakildiginda; beyin ve omurilik %1, cilt %10, genital
bolgeler- erkeklerde %20, kadinlarda %8, meme %14, sindirim sistemi %25, solunum
yollari- erkeklerde %2, kadinlarda %3, karaciger ve safra kesesinde %3’ liik bir dilime
sahiptir.

Tiim kanser tiirleri birlikte degerlendirildiginde eriskin kanserlerinde % 60, c¢ocuk
kanserlerinde ise % 77 oraninda iyilesme miimkiindiir. Ancak hastaligin cinsi,

yayginligi, uygulanan tedavi gibi bazi faktorler tedavi sansin1 dogrudan etkiler [1].

2.2 Cilt Kanseri

Biitiin kanser tiirleri icinde deri kanseri en sik goriilenidir. Deri kanserinden korunmak
icin yapilmasi gereken giinesten korunmaktir. Giinese asirt maruz kalma deri kanserinin
temel sebebidir. Diger faktorler tekrarlayan tibbi ve endiistriyel X 1sinlarina maruz
kalma, yanik veya yara izi birakarak iyilesen cilt hastaliklari, komiir katran1 veya
arsenik iceren maddelere mesleki olarak maruz kalma ve ailede cilt kanseri
bulunmasidir. Giines 1sinlar1 deri kanserine sebep olan en 6nemli neden oldugundan en

onemli koruyucu Onlem giinesten kacinmaktir. Cilt kanserleri viicudun herhangi bir



bolgesinde bulunabilecegi gibi %80 bas-boyun bolgesindedir. Viicudun giines goren

bolgeleri deri kanserlerine daha ¢ok adaydir.

Cilt 3 tabakadan meydana gelmistir.

1) Epidermis cildin en iist tabakasidir. Viicudu dis etkenlerden korur. Su, elektrolit ve
1s1 kaybini Onler. Ortadaki dermis katinin hemen iistiinde bazal hiicreler dizisi, onun da
istiinde dikensi hiicreler de denen skuamoz hiicreler, daha yiizeyde ise graniillii
hiicrelerin arasinda yer alan ve melanosit denen hiicreler bulunur. Melanositlerden
melanin pigmenti sentezi yapilir. Bu pigment diger epidermis hiicrelerine de gecerek
derinin normal rengini verir.

2) Dermis epidermisin altindadir. Kil follikiilleri, ter ve yag bezleri, damarlar, sinirler
bu kattadir.

