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OZET

Q Humma Hastaligina Kars1 As1 Modeli Olusturulmasi Amaciyla
Sentetik Polimerlerin Lipopolisakkaritlerle Konjugatlarinin

Gelistirilmesi ve Yapilarinin incelenmesi

Pelin PELIT ARAYICI

Biyomiihendislik Anabilim Dali

Doktora Tezi

Danisman: Dog. Dr. Serap DERMAN

Es-Danisman: Doc¢. Dr. Mesut KARAHAN

Biyopolimerlerin lipopolisakkarit, protein, peptid ve diger biyomolekiillerle
komplekslerinin olusturulmasi ve konjugasyonu tip, eczacilik, biyoteknoloji ve
biyomiihendislik alanlarinda uygulamalar igin gesitli yenilikler getirmektedir. Son
zamanlarda polimer-biyomolekiil kompleks ve konjugatlar1 proteinlerin
saflastirilmasinda, enzim kararliliginin arttirilmasinda, yeni nesil as1 sistemleri ve
tani kitlerinin gelistirilmesinde, biyosensor tiretimi, kontrolli ila¢ salim1 ve doku
mithendisligi uygulamalarinda kullanilmaktadirlar.

Q hummasinin etiyolojik ajani lipolisakkarit yapisindaki Coxiella burnetiidir. Q
hummasi tiim diinyada en sik goriilen zoonotik hastaliklardan biridir. insanlarda
meydana getirecegi kalic1 enfeksiyonlar Q hummasinin kronik formuna yol agabilir
ve siklikla olimciil olabilmektedir. Ancak bu hastaliga karsi sentetik asi
gelistirilmesine zemin hazirlayacak olan Polimer-Lipopolisakkarit kompleks ve
konjugatlar gelistirilmesi temelinde herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.
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Tez kapsaminda hastalik etkeni olarak antijenik Coxiella burnetiilipopolisakkariti
ve adjuvan olarak Poli(vinilpirolidon-ko-akrilikasid) ve polioksidonyum
biyopolimerleri kullanilmistir. Belirtilen biyopolimerler ve lipopolisakkarit
kullanilarak, (1) fiziksel karisimla Polimer-lipopolisakkarit kompleksleri, (2) Bakir
metal iyonu araciligl ile 3'lii Polimer-Bakir-lipopolisakkarit kompleksleri ve (3)
capraz baglayici araciligl ile biyokonjugatlar olusturulmus ve karakterizasyonlari
gerceklestirilmistir.

Hazirlanan bu kompleks ve konjugatlarin Balb/c farelerde as1 adayi olarak
degerlendirilmeleri ELISA metoduyla, olusturduklar: antikor seviyeleri saptanarak
gerceklestirilmistir. Alinan en iyi antikor seviyesi oranindaki kompleks ve
konjugatimizin as1 prototipi olarak tespiti yapilmistir.

Tez sonucunda yeni tip as1 prototipi Uretilmesi tezin 6nemli ¢iktilarindan biri
olmustur. Gelecekte patent basvurusu yapilarak asi ve/veya teshis amach bir kit
olarak degerlendirilmesi igin ileri ¢alismalarinin yapilmasi planlanmaktadir.
Yapilan bu c¢alismanin farkhi hastaliklar icin de tretilecek asi ve tani Kitleri
calismalarina alt yap1 ve bilgi birikimi acisindan biiytik katkisi olacagini ve iilkemizin
disa bagimhiligin1 azaltmada yardimci olacagini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Q hummasi, LPS, bakir kompleksleri, biyokonjugat, ELISA, Balb/c
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ABSTRACT

Development and Structure Analysis of Synthetic Polymers and
Lipopolysaccharide Conjugates to Form a Vaccine Model for Q

Fever

Pelin PELIT ARAYICI

Department of Biongineering

PhD. Thesis

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Serap DERMAN

Co-advisor: Assoc. Prof. Dr. Mesut KARAHAN

Conjugation of biopolymers with lipopolysaccharides, peptides, proteins and other
biomolecules is wused in medicine, pharmaceuticals, biotechnology and
bioengineering applications to bring various novelties. Polymer-biomolecule
complexes and conjugates recently have been used in protein purification,
increasing enzyme stability, drug release systems, new generation vaccine systems,
diagnostic kits, production of biosensors, controlled drug release, tissue
engineering.

Coxiella burnetii is the etiologic agent of Q fever. This lipopolysaccharide is the most
widespread rickettsia sourced zoonotic disease. Permanent infections in humans
can cause chronic form of Q fever to arise, endocarditis induced with Coxiella bur
netii often results fatally. However, there are no studies to form a ground for
development of synthetic vaccines for this illness using polymer-lipopolysaccharide
complexes and conjugates.

Within the scope of the thesis, antigenic Coxiella burnetii lipopolysaccharide as a
disease agent and Poly (vinylpyrrolidone-co-acrylic acid) and polyoxidonium
biopolymers were used as an adjuvant. By using the specified biopolymers and
lipopolysaccharide, (1) Polymer-lipopolysaccharide complexes with physical
mixture, (2) Polymer-Copper-lipopolysaccharide complexes via copper metal ion

Xix



and (3) bioconjugates were formed by means of crosslinker and their
characterization was performed.

These complexes and conjugates were injected into Balb/c mice and antibody levels
were determined by ELISA method. We have determined that the best antibody level
ratio of the complex and conjugate is the vaccine prototype.

New types of vaccine prototypes were produced with the outputs obtained from the
thesis. It is planned to commercialize it as a vaccine and diagnostic kit with its
patents in the future. We think that this study will be a great contribution to the
construction of vaccines and diagnostic kits to be produced for different diseases
and will eliminate the foreign dependency of our country.

Key Words: Q fever disease, LPS, copper complexes, bioconjugate, ELISA, Balb/c
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GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Tium dinyada yaygin olan Q atesi, Coxiella burnetii (C. burnetii) adi verilen zorunlu
hiicre ici ve gram negatif kokobasillerin neden oldugu zoonotik ve bulasici bir
enfeksiyondur [1, 2]. Antarktika ve muhtemelen Yeni Zelanda disinda tiim diinyada
endemik olan bu hastalik eklembacaklilar, kuslar, evcil ve vahsi hayvanlarin yani

sira insanlar1 da etkilemektedir [3].

insanlarda Q atesi asemptomatik olabilir veya semptomlar influenza veya atipik
pnoémoni ile karistirilabilir. Birincil bulasma yolu, C. burnetii ile kontamine olmus
toz ve damlaciklarin solunmasidir, ancak insanlara dogrudan temas yoluyla da
bulasabilir [4, 5]. Q hummas1 iyi bilinmemekle birlikte, uzman merkezlerden
arastirma toplanmasi ve C. burnetiinin Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri
tarafindan bir biyoterérizm ajani olarak tanimlanmasi, hastaligin asinaligini
artirmistir. Bu nedenle bu hastalik i¢in teshis ve 6nleme biiylik 6nem tasimaktadir
[6].

C burnetii, pleomorfik gram negatif kokobasil ve yaklasik 0,2 ila 0,4 um genisliginde
ve 0,4 ila 1 pm uzunlugunda kiiciik bir bakteridir [7, 8]. LPS'ler, gram negatif
bakterilerin dis zarlarinin ana bilesenlerinden biridir. Giiglii immiinostimiilatorler
olarak kabul edilen LPS'ler, dis zarlarin fiziksel organizasyonu ve islevi icin ve
dolayisiyla bakteri bliyliimesi ve tremesi icin gereklidir. Coxiella burnetiinin LPS
membrani, bagisiklik sisteminde baskin bir antijendir [9, 10]. C. burnetii'nin iki ayr1
fazi, hayvanlardan ve insanlardan izole edilen patojenik faz I ve embriyo
yumurtalarinda veya doku kiiltiirlerinde tekrarlanan pasajlarla elde edilen avirulan
faz II’ dir [11]. Ancak sadece faz [ C. burnetiiigeren veya bundan hazirlanan asilarin

koruyucu olarak kabul edildigi unutulmamalidir [12]. Bu tez kapsaminda, Q



hummasi hastaligina karsi as1 gelistirilmesi ¢alismalarinda viriilan faz [ (Nine Mile I

(RSA 493)) LPS ile calisilmistir.

Sentetik polimerlerin protein, lipopolisakkarit gibi biyomolektllerle konjugatlari ve
kompleksleri, biyoteknoloji, asi, tam kiti, ila¢ gibi alanlarda ytiksek avantajlar
nedeniyle son yillarda ¢ok 6nemli olmustur. Sentetik polimerler ile olusturulan
konjugatlar ve kompleksler, antijenler i¢cin 6nemli bir tasiyic1 olarak kullanilir ve

etkili ve daha gti¢li bir bagisiklik tepkisi saglar [13, 14].

Glinimuzde klasik yontem [Q-Vax® (formalinle inaktive edilmis tam hiicre asisi),
Coxevac® veteriner asisi (inaktive Coxiella burnetii bakterisi), canli M-44 Q ates
asisl] ile tliretilen asilar Q hummasina karsi kullanilmaktadir [15-17]. Ancak klasik
yontemlerle liretilen bu asilarin bilinen dezavantajlari, giiniimtzde hala 6nemli olan

bu hastaliga karsi yeni nesil agilarin tiretilmesi gerekliligine isaret etmektedir [18].

Yeni nesil polimerik as1 sistemlerinde immiinojenligi arttirmak icin antijenik
biyomolekiiller lineer o0zellikteki polimerlere baglanabilmektedir. Bu tez
kapsaminda kullanilan Poli(N-Vinil-2-Pirolidon-ko-Akrilikasid) P(VP-ko-AA) ve
Polioksidonyum (POX) polimerik asi sistemlerinde siklikla tercih edilen ve
biyomolekiillere kovalent baglarla baglanan lineer 6zellikteki tasiyici polimerlerdir

[19, 20].

Polioksidonyum, N-oksitlenmis polietilen piperazin tiirevi, sentetik, suda ¢oziiniir,
toksik olmayan ve polikatyonik immiinomodiilatér bir polimerdir. ilk sentetik
polimer asist olan Grippol, 1997 yilinda influenza virlis proteinlerini
Polioksidonyum (POX) ile birlestirerek elde edilmis ve Rusya'da milyonlarca insan
asilanmistir. Biyouyumlu bir polimer olan polioksidonyum, yeni nesil asilarda

immiinoadjuvan olarak kullanilmaktadir [21, 22].

Poliakrilik asit (PAA), adjuvan olarak kullanilabilen, zayif sentetik
polielektrolitlerden yiiksek molekiiler agirlikli bir anyonik polimerdir. Ancak
ylksek toksisitesi nedeniyle immiinolojide genis kullanim alani bulamamistir. Bu
nedenle, akrilik asit ile N-vinil-2-pirolidonun kopolimeri P(VP-ko0-AA) biyouyumlu

olmasi nedeniyle immiinolojik sistem i¢in bir adjuvan olarak kullanilabilir [23].



immiinojenik olmayan sentetik polielektrolitler (PE) (negatif veya pozitif yiiklii
polimerler), cesitli sistemlerde immiinoadjuvan aktivite gdsterir ve bunlarin
asilamadan once verilen antijenlerle kompleksleri / konjugatlar hastaliga karsi

koruma saglar [24].

Konjugatlar capraz baglama yolu ile elde edilir ve ¢apraz baglama iki ya da daha fazla
molekiliin bir kovalent bag yoluyla kimyasal olarak baglanmasi prosesine denir. Bu
proseste baglananlardan birinin biyomolekiil olmasi1 durumunda biyokonjugasyon
olarak adlandirilir. [23, 25, 26]. Karboksil ve amin gruplar1 arasinda amid bagi
olusumuna aracilik etmek i¢in kullanilan karbodiimidler (CDI), sifir uzunlukta
capraz baglama maddeleri olarak siniflandirilir. 1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil)
karbodiimid (EDC), polimerlerin antijenler ile baglanmasinda aktif bir rol oynar [23,

27,28].
1.2 Tezin Amaci

Tez 6nerisinin amaci zoonotik olan Q hummasi hastaligina karsi hedefe yonelik yeni
nesil as1 modeli olarak antijen-polimer kompleks ve biyokonjugatlarin asi
formiilasyonu olarak sentezidir. Bu ¢alismada ilk kez olarak; Q hummasina sebep
olan C. Burnetii bakterisinin dominant antijeni LPS'nin polioksidonyum (POX) ve
P(VP-ko-AA) polimerik adjuvanlariyla kompleks ve biyokonjugatlarinin
sentezlenmesi ve elde edilen as1 formiilasyonlarinin Balb/c farelere verilerek
immun yanitlarinin degerlendirilmesi amag¢lanmistir. Sentezlenen kompleks ve
konjugatlardaki antijen/polimer optimum oranlarinin belirlenmesiyle, Q

hummasina karsi yeni nesil polimerik as1 adaylari olarak saptanmasi hedeflenmistir.
1.3 Hipotez

Q hummasi; tim diinyada yaygin olarak goriilen, semptomplarinin diger
hastaliklarla karistirilmasindan dolay: tanisi ve tedavisi geciken, akut formunun
tedavi edilememesi sebebiyle de kronikleserek 6liime sebebiyet verebilen bir
zoonoz hastaliktir. Bu hastaliga karsi diinyada as1 ¢alismalar1 olmasina ragmen var
olan asilarin mevcut dezavantajlar1 biyoterrorizm ajani olarak da goriilen Q
hummasina karsi etkin, ucuz ve yan etkileri olmayan bir asinin gelistirilmesini

gerekli kilmaktadir.



Bu sebepler dogrultusunda tez calismasinin hipotezi; C. burnetiibakterisinden izole
edilmis virulan faz I LPS ile sentetik adjuvan o6zellikli POX ve P(VP-ko-AA)
polimerlerinin fiziksel kompleksleri, metal aracilig1 ile olusturulan 3’li polimer-
metal-LPS kompleksleri ve ¢apraz bagh konjugatlarinin tek basina LPS’ye kiyasla
iyilestirilmis  antijenik  ozellik  gostererek  yiiksek  antikor titreleri
olusturabilecegidir. Bu hipotezi dogrulamak i¢in bu tez calismasinda C. burneti/den
izole edilen LPS ile POX ve P(VP-k0-AA) nin kompleks ve konjugatlari sentezlenerek
karakterize edilmis ve sonrasinda Balb/c farelere immunizasyonlari

gerceklestirilerek antikor yanitlar degerlendirilmistir.

Elde edilen sonuclar onerilen hipotezi dogrulamis ve komplekslesme ya da
konjugasyon ile beraber tek basina LPS’ye oranla daha ytiksek antikor titrelerinin
elde edildigi saptanmistir. Boylece tez kapsaminda iretilmis olan asi
formiilasyonlarinin asi ¢alismalar icin gii¢clii adaylar oldugu ve ileriki asamalarda
elde edilen antikor kullanilarak tani1 kitlerinin de olusturulabilecegi
degerlendirilmistir. Elde edilen verilerin devletler ve toplumlar i¢cin hem saglhik hem
ekonomik hem de giivenlik sebepleri ile 6nemini koruyan Q hummasi icin yapilacak

olan as1 ve tani kiti calismalarina katki saglayacag diistiniilmektedir.



2

GENEL BILGILER

2.1 QHummasi Hastalig

2.1.1 Tanimi ve Tarihgesi

Q hummasj, tiim diinyada yaygin olarak gortlen, Coxiella burnetiiadli zorunlu hiicre
ici ve gram-negatif bir kokobasilin neden oldugu zoonotik ve bulasic1 bir
enfeksiyondur [1, 2]. Antartika ve muhtemelen Yeni Zelanda hari¢ tiim diinyada
endemik olan bu hastalik eklem bacaklilari, kuslar, evcil ve yabani hayvanlar: ve

insanlari etkilemektedir [3].

insanlarda Q hummasi genellikle asemptomatik veya hafif grip benzeri bir
enfeksiyon olarak kendini gésterir. Ik bulasma yolu, C. burnetiiile kontamine olmus
toz ve damlaciklarin solunmasidir, ancak insanlara dogrudan temas yoluyla da

bulasabilir [29, 30].

Hastalik ilk kez 1937 yilinda Avustralya’ nin Brisbane sehrinde, Edward Holbrook
Derrick tarafindan, mezbaha ¢alisanlarinda meydana gelen ates ve grip benzeri
semptomlar gosteren hastaligl tanimlamak ig¢in kullanilmistir. Hastahigin ilk
kelimesi, siipheli anlaminda kullanilan “query” kelimesinin bas harfi, ikinci kelimesi
ise yiiksek viicut sicakligi anlamina gelen “fever” kelimesi alinarak “Q fever” (Q
hummasi; Q atesi) olarak adlandirilmistir [31, 32]. Ayrica Avustralya Q hummasi,
mezbaha atesi, Nine Mile atesi ve Balkan Gribi gibi hastaligin sik¢a goruldigi yerler

ve meslek gruplari ile iligkilendirilen isimlerle de anilmaktadir [33].

Q hummasi patojeni, Derrick’ in hastalarindan aldig1 kan, idrar ve bunlarin
aktarilmasiyla enfekte edilmis kobay karacigerinden Frank Macfarlane Burnet and
Mavis Freeman tarafindan izole edilmistir. Baslangicta bir Rickettsia tiirii olarak
tanimlanmistir. Gordon Davis ve Dr. Herald Rea Cox, 1938 yilinda ABD’de Montana
Eyaletindeki Nine-Mile bolgesinden toplanan kenelerin kobaylarda patojen

oldugunu gozlemlemis ve etkeni izole edilmistir. Cox, bu etkene Rickettsia diaporica



adin1 vermistir. Derrick tarafindan da hastali@in etkeni Rickettsia burnetii olarak
adlandirilmistir. Giniimuzde kabul goren ad1 Coxiella burnetii, Burnet ve Cox’'un

arastirmalarini onurlandirma amaciyla belirlenmistir [5, 34, 35].

Baslangicta karisik epidemiyolojik bilgiler elde edilse de 2. Diinya Savasi sirasinda
karsilasilan atesli solunum hastalig1 salginlart Q hummasinin klinik 6zelliklerini
aydinlatmaya yardimc olmustur. 1941 yilinda Bulgaristan, Italya, Kirim,
Yunanistan, Ukrayna ve Korsika'da 1000’ den fazla Alman askerinde kuru oksiirtiik
ve siklikla pneumonia igeren rahatsizlik “Balkan gribi” olarak isimlendirilmistir.
italya, Yunanistan ve Korsika'daki Miittefik birlikleri arasinda 1944-5 kis1 ve
ilkbaharinda sekiz atesli hastalik salgini meydana gelmistir. Meydana gelen
olgulardan kan ve balgam ornekleri incelenmis ve sorumlu etken deney
hayvanlarinda izole edilmistir. Balkan gribi ajaninin ABD’de incelenmesi sonucunda
Q hummasi ajaniyla ayni oldugu goriilmustiir. Bu durum Q hummasi hastaliginin

sadece Avustralya ve Amerika’ da gortilmedigini kanitlamistir [36, 37].
2.1.2 Etkeni

Simiflandirilmasi. Q hummasi etkeni Coxiella burnetii tiirii, bakteri aleminin
Proteobacteria filumunun Gammaproteobacteria smifl, Legionallales takimi,
Coxiellaceaeailesi ve Coxiellacinsinde yer almaktadir [38]. Filogenetik olarak iliskili
oldugu bakteriler arasinda Legionellaceae, Francisellaceae, Pseudomonaceae ve

diger Gammaproteobacteria bulunur [39].

Morfolojik ve Molekiiler yapisi. Coxiella burnetii (C. burnetii) pleomorfik, hareketsiz,
kapsiilsiiz, flagellasiz ve zorunlu hiicre i¢i bir mikroorganizmadir. C. burnetii gram
negatif kokobasil ve yaklasik 0.2 - 0.4 um genisliginde ve 0.4 - 1 pm uzunlugundaki
boyutlarda kii¢lik bir bakteridir [40, 41]. Coxiella burnetti‘nin elektron mikroskobu

goruntiisu Sekil 2.1’de gosterilmistir.

Hiicre duvari, diger gram negatif bakterilere peptidoglikan, lipopolisakkarit,
lipoprotein ve protein icerigi acisindan benzer bir yap: gostermektedir, ancak gram
boyama yontemi ile boyanmazlar. Gimenez, Stamp, Macchiavello, Castaneda
metoduyla Giemsa ve Modifiye Ziehl-Neelsen yontemiyle boyanabilmektedir. En

hizl yontem ayrim igin asit soliisyonu icermesinden dolay1 Gimenezdir [42].



Sekil 2.1 Coxiella burnetti‘nin elektron mikroskop goriintiisii [43]

Dis membranin disa dontik ytizeyinde bulunan lipopolisakkaritler zarlarin fiziksel
organizasyonu ve islevi ve dolayisiyla bakteri biiylimesi ve ¢ogalmasi icin
gereklidirler. Bakterilerin konak¢l savunma sistemi tarafindan o6zel olarak
taninmasi ve ortadan kaldirilmasinda rol oynarlar. LPS'ler, fagositler tarafindan
bakteri alimini ve kompleman aktivasyonunu engelleyebilir ve bu nedenle
bakteriyel virtilansta 6énemli bir rol oynarlar. LPS'lerin, o6ldiiriicii toksisite ve
pirojenite gibi biyolojik aktivite sergiledigini ve bu sekilde bir¢ok gram negatif
bakterinin patojenik potansiyeline katkida bulunabilecegini literatiirde
belirtilmektedir. Ayrica, LPS'ler giiclii immiinostimiilator olarak kabul edilen B
hiicrelerini, graniilositleri ve mononiikleer hiicreleri glicli bir sekilde aktive

etmektedir [44].

Gram negatif bakterilerin LPS' leri ortak yapisal 6zellikleri paylasir ve genellikle
endotoksinin ana biyoaktivitesinden sorumlu olan lipid A olarak bilinen hidrofobik
bilesen, uzun zincirli O-antijen polisakkaridi (O-PS) ve i¢ ve dis ¢ekirdekten

olusmaktadir [44-46]. Sadece LPS bakteriyel viriilans ile iligkilendirilmistir [47].

Faz Varyasyonu. Hiicre duvarindaki lipopolisakkarit (LPS) yapisi ve konak hiicre
icinde treyebilmeleri Cburnetii nin viriilans faktorleridir [48]. Konakge1 sisteme
bagli olarak biiyiime sirasinda faz degisimine ugrar ve Faz I (PI) ve Faz Il (PII) olarak

tanimlanan iki farkh antijenik form olusturur [49].



Genel olarak kabul edilen faz varyasyonu tanimi, ¢esitli cevresel kosullar altinda
bakterinin hiicre ylizey yapilarinin anahtar gorevi goren geri dontsiumli
mekanizmasini ifade eder. Buna karsilik €. Burnetii de bu faz varyasyonu geri
donlsumsiiz olarak gerceklesmektedir [44]. Enterobacteriaceae familyasindaki
bakterilerde gozlemlendigi gibi, C. burnetiide gozlemlenen faz varyasyonu Faz I
denilen duizgiin (smooth) bir formdan Faz II olarak bilinen piirtiiklii (rough) bir
forma gecisidir. Faz [ formu dogal kaynaklardan izole edilmistir ve C. burnetii'nin

viriilan formu olarak tanimlanmistir [7].

Viriilan bir faz I, dogadan izole edilirken, nispeten aviriilan faz II, hiicre kultiirii ve
embriyonlu yumurta gibi immiinolojik agidan yetersiz konak¢idaki tekrarlayan seri
pasajlardan sonra gelismektedir. Bu bulgu ilk kez Bengtson tarafindan bildirilmis ve
Stoker ve Fiset tarafindan daha ayrintili olarak agiklanmistir. Faz varyasyonu
fenomeni bircok ac¢idan, bircok gram-negatif bakteride bulunan iyi bilinen S — R
varyasyonuna benzedigi varsayllmistir ancak bu fenomenin dogasi simdiye kadar
tam anlamiyla a¢iklanamamustir [50, 51]. C. burnetii faz varyasyonu sirasinda, LPS
['in O-polisakkarit zincirinde gozle goriliir bilesimsel ve yapisal degisiklikler
beklenmektedir. Yapisal modifikasyonlarin PI-LPS 'nin biyolojik 6zelliklerini biiytik
olciide etkiledigi varsayilmaktadir. PI-LPS 'nin diger sekerlerin yani sira, diger
enterobakteriyel LPS'lerde bulunmayan iki olagandisi1 seker kalintisi - virenoz (6-
deoksi-3-C-metilguloz) ve dihidrohidroksistreptoz [3-C-(hidroksimetil) liksoz]
icerdigi bildirilmistir [50]. PII-LPS varyantinda O-PS zinciri ve dis c¢ekirdek

oligosakkarit icinde bulunan bilinmeyen seker kalintilar1 eksiktir [9].

Bu tez kapsaminda, Q hummasi hastalifina karsi as1 gelistirilmesi ¢alismalarinda

viriilan faz [ (Nine Mile I (RSA 493)) LPS ile calisilmigtir.

Yasam Dongiisii. C. burnetii, cevresel olarak kararl bir kiiciik hiicre varyanti (small-
cell varyant-SCV) ve replikatif buiyiik hiicre varyanti (large-cell varyant-LCV) olmak
tizere sirasiyla yaklasik 0.3 ve 2.0 uM boyutlarinda iki farkl hiicre tipinin yer aldig1
karmasik bir yasam dongistne sahiptir. LCV'ler ile SCV'ler arasindaki yapisal
farkliliklarin (karisik bir zar yapisi ve biiyik bir elektron yogunlugu) SCV
stabilitesini arttirdig1 tahmin edilmektedir. LCV' lerle karsilastirildiginda, SCV'ler

diisiik metabolik aktiviteye ve ozmotik ve fiziksel stres faktorlerine karsi artan
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dirence sahiptir. Bu diren¢ 6zelliklerinin SCV tarafindan cevresel kararlilig
destekledigi diisiiniilmektedir [52, 53]. SCV' lerin C burnetii hastaliginin
bulasmasinda ve patogenezinde 6nemi belirtilmektedir. SCV’ler, hiicreden ayrilip
komsu konak hiicrelerini infekte etmektedir. Konak hiicre membranina baglanarak
hiicre icine alinir ve metabolik olarak aktif olan LCV formuna dontsiir. Bu
donlsimii baslatan yolaklar tam anlamiyla bilinmemekle beraber hipotez olarak pH
degeri, enzim sistemleri ve besin kaynaklarinin sebep oldugu 6ne siirtilmiistiir.
LCV'ler, genis bir periplazmik araliga ve hafif elektron yogunluguna sahiptir [52, 54,
55].

2.1.3 Klinik Bulgular ve Patojenisi

Birincil enfeksiyon meydana geldikten sonra, € burnetii monositlere ve
makrofajlara girer. Enfeksiyon yoluna (solunum veya gastrointestinal) bagh olarak,
akcigerlerdeki alveolar makrofajlar veya karacigerdeki Kupffer hiicreleri birincil
hedef hiicrelerdir. Aviriilan faz II formu fagolizozomal yolla hizla yok edilirken,
virilan faz I formu canh kalir. Makrofajlarda, C burnetii, metabolizmasin1 ve
cogalmasini destekleyen biiyiik asidik vakuollerde bulunur [56]. Akut enfeksiyon
sirasinda, faz | ve Il C burnetii antijenlerine karsi IgM antikorlar1 ve faz II
antijenlerine kars1 IgG antikorlari gelisir. Kronik Q hummasi olan hastalarda, faz I ve
[I'ye karsi yliksek seviyelerde IgG ve IgA antikorlar1 mevcuttur. C burnetii
enfeksiyonunun kontroli, T hiicresi aracili bagisiklik mekanizmalarina baghdir.
Bununla birlikte, bakterilerin tamamen ortadan kaldirilmasi saglanamamaktadir.
Kotii huylu malignitesi olan hastalar, insan immiin yetmezlik viriisi (HIV) ile
enfekte olanlar ve hamile kadinlar, bir ilk yanit aldiktan sonra, kronik ve siklikla
olimcil olabilen enfeksiyonun niiksetmesini yasayabilir. C burnetii ile akut
enfeksiyon sirasinda alinan biyopsi ornekleri, birka¢ organizma ile derin bir
hiicresel yanit ortaya koymaktadir. Bununla birlikte, kronik enfeksiyon sirasinda,
biyopsi ornekleri yliksek sayida organizma gosterir, ancak sinirl bir hiicresel yanit

gosterir [56].

Tipki diger bulasic1 hastaliklarda oldugu gibi, bu enfeksiyon da mikrop ve konake1

ile ilgili faktorlere baghdir. C. burnetii tek bir mikrobun bile enfeksiyon liretme



kapasitesine sahip olabildigi c¢cok yiiksek enfeksiyon kapasitesine sahip bir

mikroorganizmadir [57].

insan C burnetii enfeksiyonu, iki tiir veya bicimde olabilen sistemik bir

enfeksiyondur: akut Q hummasi ve kronik Q hummasi [57].

Q hummasinin ortaya ¢ikis1 son derece degiskendir: akut hastaliga (grip benzeri
sendromdan siddetli pndmoniye kadar degisen) veya kronik hastaliga (esas olarak
endokardit olarak kendini gosterir) yol acabilir. Insanlarda akut ve kronik Q atesi
arasinda ve semptomlara ve Kklinik belirtilere bagh olarak pnémoni, endokardit,
hepatit ve norolojik belirtiler arasinda ayrim yapilir [58]. Kronik Q atesi, 6 aydan
uzun siiren enfeksiyon olarak tanimlanir ve akut Q atesinden sonra hastalarin

%5'inde gorliir [59].

Akut Q atesi, faz Il antijene karsi faz I antijene karsi olanlardan daha ytiksek bir
antikor seviyesi ile karakterize edilirken, faz I antijenine karsi yliksek diizeyde

antikor, kronik Q atesi ile iliskilidir [60].

Q hummasi vakalarinin yaklasik %60' inin asemptomatik oldugu, geri kalan %40’ 1n
ise hafif grip benzeri klinik semptomlar, solunum bulgularnn ve/veya hepatit
gosterdigi belirtilmektedir. Bu semptomatik enfekte bireylerin sadece %2-5" inin

hastaneye yatirilmasi gerekir [61].

Yas, cinsiyet ve belirli tibbi durumlar gibi konaga ait faktdrlerin hastalik tablosunda
rol oynadig1 distiniilmektedir. 15 yasindan biiyiik hastalarin klinik semptomlar
gosterme olasilif1 daha ytiksektir. Q hummasinin ¢ocuklarda nadiren ortaya ¢iktig1
diistintilse spesifik olmayan belirtilerinden eksik raporlanabildigi diisiiniilmektedir.
Cocuklarda semptomlar ortaya ¢iktiginda, hastaligin belirtileri ister akut ister

kronik olsun, yetiskinlerdekine benzer bir goriiniim sergilemektedir [58].

Hamilelik sirasinda, Q atesi ¢ogunlukla asemptomatiktir, ancak spontan abortus,
rahim ici biiylime geriligi, rahim ici fetal 6liim, oligoamnios ve prematiire dogum gibi

obstetrik komplikasyonlara neden olabilir [59].

- Akut Q hummasr. Akut Q hummasinin tipik bir sekli yoktur ve klinik belirtiler
hastadan hastaya biiyiik 6lciide degisir. Kulugka siiresinin yaklasik 20 giin oldugu

tahmin edilmektedir (14-39 giin aralig1). Akut Q hummasinin en sik goriilen klinik
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belirtileri, siddetli bas agrilari, miyaljiler, artraljiler ve 6kstiriik ile iliskili atesli bir
hastaliktir. Ana semptomlar ates, pulmoner belirtiler ve yliksek karaciger enzim

seviyeleri bir arada bulunabilir [62].

Atipik pnémoni, akut Q hummasinin en yaygin bilinen formlarindan biridir.
Vakalarin ¢ogu klinik olarak asemptomatik veya hafiftir, kuru oksiirtik, ates ve
minimal oskiltatuar anormallikler ile karakterize edilir, ancak bazi1 hastalar akut
solunum sikintisi ile bagvurur. Goglis rontgeni tizerindeki bulgular spesifik degildir.
Semptomlarin stiresi 10 ile 90 giin arasinda degismektedir ve 61iim orani 0.5’ten %
1.5 arasinda degisir. Pnémoni, Kanada Nova Scotia, Ispanya Bask iilkesi ve Isvicre'de
akut Q hummasinin baslica belirtisidir; Fransa, Ontario, Kaliforniya ve Avustralya'da

hepatit akut Q hummasinin baskin seklidir [62].

Uzun siireli atese genellikle siddetli bas agrilar eslik eder. Ates 39 ila 40 °C' ye
ulasabilir ve genellikle tim giin yiiksek kalir. Ancak tedavi edilmeyen hastalarda

ates 5 ila 57 giin siirebilir. Yash hastalarda atesin siiresi daha uzundur [62].

Hepatit diinya ¢apinda akut Q hummasinin sik goriilen bir belirtisidir. Fransa,
ispanya, Israil, Portekiz ve Tayvan gibi hastaligin endemik oldugu iilkelerde
pnomoniden daha siktir. Yiiksek karaciger enzimleri hemen hemen tiim vakalarda
ates, titreme ve bas agrisi ile iligkilidir. Bas agrisi, C. burnetii hepatitini viral
hepatitten ayiran ilk raporlarda bile onerilmistir. Eslik eden diger bulgular

istahsizlik, kusma ve bazen ishal ve agrili hepatomegalidir [63].

Kardiyak tutulum akut Q atesi vakalarinin %2’sinde bulunur ve miyokardit baslica
olim nedenidir. Q hummasi hastalifinin perikarditinin klinik belirtileri gogiisteki

agrinin yaninda gelen ates olmakla beraber spesifik olmadigi gortliir.

Bununla birlikte, C. burnetii, Giiney Fransa'da perikarditin ana nedenidir ve ispanya

ve Birlesik Krallik'ta sik gortlen bir durumdur [62].

Q hummasiyla iliskili nérolojik belirtiler nadirdir ve 3 ana noérolojik durum vardir:
(1) meningoensefalit veya ensefalit; (2) lenfositik menenjit ve (3) periferal
noropati. Q atesinin farkl klinik gériiniimlerinde bas agrisi siktir. Bununla birlikte,

menenjit veya meningoensefalit gibi diger daha ciddi komplikasyonlar da
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tanimlanmistir. Diger belirtiler arasinda purpurik dokiintii ve akut lenfadenit yer

alir [57, 62].

- Kronik Q Hummasr. Kronik Q atesi, 6zellikle immiin sistemi baskilanmis hastalarda
ve komorbiditeleri olanlarda akut hastaliktan aylar veya yillar sonra sinsice
gelisebilir. Hamilelik, immiinosupresyon, kalp kapake¢ig1 lezyonlar1 ve vaskiiler
anormallikler gibi belirli rahatsizliklari olan kisiler, kronik Q atesi gelistirmeye daha
yatkindir. Akut vakalarin yaklasik %5-15"'i kroniklesir. Belirtiler arasinda
endokardit, vaskiilit, osteomiyelit, hepatit, interstisyel akciger fibrozu ve uzun stireli

veya tekrarlayan ates bulunur [49, 58, 59].

Kronik Q atesinin en yaygin formu olan endokardit (%60- %70), tiim endokardit
vakalarinin %3 ila %5'ini temsil eder. Klinik ve ekokardiyografik bulgular, tipik akut
bakteriyel endokardit bulgularindan farkhdir ve kan kiltirleri negatiftir ve siklikla
tanida gecikmelere neden olur. Klinik gériiniim semptom olmamasi durumundan

konjestif kalp yetmezligine kadar degismektedir [58].
Coxiella-endokardit, vakalarin % 25'ine kadar 6liimctil olabilir [61].

Vaskiiler enfeksiyonlar ikinci en yaygin kronik hastalik seklidir. Oliim orani

yliksektir (% 25); ancak cerrahi tedavi, daha iyi sonuglar ile iliskilidir [58].

Kronik Q atesinin nadir belirtileri arasinda osteomiyelit, graniillomat6éz hepatit ve
kronik pulmoner enfeksiyonlar bulunur. Ek olarak, akut Q atesi enfeksiyonu sonrasi

hastalarda kronik yorgunluk sendromu bildirilmistir [58].

Fiziksel ve Kimyasal Etkenlere Direng: C. burnetiifiziksel ve kimyasal etkenlere karsi
dayanikhdir. pH 4,5'e kadar asitlere karsi stabilite, sicaklik (15 dakika boyunca
70 - C'ye kadar), UV 15181 ve basinca (300000 kPa'ya kadar) kars: direng¢ ve %10
salin icinde 6 aydan fazla ve 4°C'de (muhtemelen 10 aydan fazla) yasama yetenegi
gostermektedir. Bununla birlikte, C. burnetii %1 lizol, %5 H202, %0,5 hipoklorit,
%70 etanol (30 dakika i¢in), %5 kloroform, formaldehit veya pastdrizasyon (40

saniye boyunca en az 72°C) ile oldiirtlir [61].
2.1.4 Epidemiyoloji

-Cografi Dagilim; 1955'te Q atesinin bes kitada 51 iilkede ortaya ¢iktig1 bilinmekte
ve 1990-2000 yillann arasinda hastalik 8 iilkede daha rapor edilmistir. Ayrica,
12



seroepidemiyolojik arastirmalar, diger bazi iilkelerde Q hummasinin varhigini
gostermistir [64]. Antartika ve muhtemelen Yeni Zelanda diinyada Q atesinin

gorilmedigi iki yerdir [3].

Q hummasinin epidemiyolojisinde farkli cografi bolgelerde dikkate deger bir
cesitlilik vardir. Cogu Avrupa iilkesinde, diisiik hastalik insidansi nedeniyle Q
hummasi nispeten daha az ilgi cekmektedir. Son yillardaki salginlar genellikle sinirh
boyuttadir ve ¢ogu durumda Q hummasi enfeksiyonunun kaynagi tanimlanmamistir

[64].

Diinya c¢apinda bir dagilima sahiptir, ancak nadiren rapor edilmektedir,
muhtemelen C. burnetii tarafindan sunulan teshis zorluklarindan ve birgok iilkede
vakalarin bildirilmesi gerekliliginin olmamasindan kaynaklanmaktadir; Fransa,
Almanya, Ispanya, Yunanistan, Kuzey Iirlanda, Avusturalya ve ABD gibi baz
lilkelerde bildirimi zorunlu hastaliklar listesinde yer almaktadir [37, 61]. Bu
nedenle, hastaligin insidans rakamlar biiyiik 6l¢tiide degisir. Giiney Fransa'da, akut
Q hummasi insidansi1 yilda 100.000 kisi basina yaklasik 50 vakadir; Avustralya’ da
(milyon kisi basina 38 vaka), Birlesik Devletler'de ise milyon kisi basina 0,28
vakadir [58, 59]. Yilda 1.000.000 kiside yaklasik 1 vaka Q hummasi endokarditi
tanist almaktadir. Avrupa'da akut Q hummasinin en ¢ok goruldigi zamanlar
ilkbahar ve yaz mevsiminin baslaridir. Avrupa ve Kuzey Amerika'daki bir¢ok iilkede
biiyiik Q hummasi salginlar1 rapor edilmistir [59]. Q hummasi birden fazla tiir
arasinda biiytik bir rezervuarla devam eder ve diizenli olarak daha kiigtlik salginlara

yol acar [61].

Tiirkiye’de Q hummasinin varligr hayvanlarda ilk defa 1946-1947 senelerinde
sutlerden C. burnetiinin izole edilmesiyle saptanmistir. Hastaligin Tirkiye’'de
yayginligl, sonrasinda yapilan ve ¢ogu serolojik olan ¢alismalarla arastirilmistir
[31]. Payzin [65] tarafindan yapilan ¢alismada Tiirkiye'nin farkli bélgelerinden elde
edilen 2.181 serum, Q hummasi antikorlar1 agisindan incelenmis ve Q hummasi
vakalarinin en azindan asagidaki bolgelerde veya sehirlerde meydana geldigi
gosterilmistir: Adana, Aksaray, Amasya, Antalya, Corum, Diyarbakir, Erzurum,
Eskisehir, Gaziantep, Giresun, Kastamonu, Kayseri, Konya, Isparta, [stanbul, izmir,

Malatya, Manisa, Maras, Samsun, Sivas, Tekirdag, Trabzon ve Van. 2010 yilina kadar
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tilkemizden akut Q hummasi olgu bildirimleri kisith sayidadir ve kronik olgu
bildirimi yoktur [66]. Ozbey ve ark. tarafindan Q hummasi epidemiyolojisi iizerine
yapilan derleme c¢alismasinda; 2001 yilinda Elazig’da %20, Malatya’da %20,
Bingol'de %27,95 ve Mus'ta %Z27,27 oranlarinda seropozitiflik bulundugu
belirtilmistir. Bagka bir Q hummasi seroprevalans ¢alismasinda; 2004 yilinda il
merkezlerinden toplanan serum 6rneklerinde Antalya'da %13,2, Diyarbakir'da %6

ve Samsun'da %1,8 seropozitiflik tespit edilmistir [31].

Hastalik Tiirk halk: tarafindan "eski hastalik" (old disease) adi altinda bir hayvan
enfeksiyonu olarak bilinmekte ve Tiirkiye genelinde insanlarda ve hayvanlarda
enfeksiyonun goriilmesi, bu tlilkede yeni bir hastalik olmadigini diisiindiirmektedir
[65].

-Rezervuarlari: Coxiella burnetii’ nin sebep oldugu klinik hastalik buyiik 6l¢tide
insanla sinirli olsa da ¢ok cesitli omurgali ve omurgasiz konakgilar1 enfekte edebilir
[63, 67]. Bu nedenle Q hummasi, ¢ok cesitli konakgilar1 etkileyen bir zoonozdur.
Atlar, domuzlar, kopekler, kediler, develer ve bufalolar ile tavuk, giivercin, ordek,
kaz ve hindi gibi yabani ve evcil kuslar herhangi bir klinik belirti gostermeden

enfekte olabilir [67].

Bununla birlikte, insan enfeksiyonlari i¢cin memeliler arasindaki en oOnemli
rezervuarlar sigir, koyun ve kecilerdir [67, 68]. Ancak ¢ogu seroepidemiyolojik
calisma yaklasik 30 y1l 6nce yapildigindan, bu evcil hayvanlarda Q hummasinin
gercek giincel prevalansi bilinmemektedir. Enfeksiyon koyun veya kecilerde
disiiklere ve sigirlarda kisirhiga yol agar. Enfeksiyon kanity, ¢esitli kene, pire, akar,
sinek ve diger eklembacakl tiirlerinde de gosterilmistir [67, 69]. Keneler
organizmay1l kan emerek alir ve digkilariyla iletir. Bununla birlikte, cesitli
arastirmalar, yalnizca Dermacentor reticulatus gibi baz tiirlerin rezervuar olarak

onemli olabilecegini diistindliirmektedir [68].

-Bulasmasi; C. burnetti, en bulasici insan patojenlerinden biridir. 10 bakteriden
daha az bir doz enfeksiyona neden olabilir. Organizmalar spora benzer, bu nedenle
toz ve fomitlerde aylarca yasayabilir. Aerosol haline getirildikten sonra bulasici
kaldig1 ve riizgarla 18 km yayildig1 belgelenmistir. Bu nedenle, enfekte kisilerin
genellikle dogrudan hayvan maruziyeti ge¢cmisi olmadig1 gérilmektedir [69].
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Hayvanlar tipik olarak, C. burnetii'yi, ya dogum triinleriyle dogrudan temas yoluyla
ya da enfeksiy6z aerosollerin solunmasi yoluyla, diger enfekte hayvanlara maruz
birakarak edinirler. Cogu hayvan kalici, nispeten asemptomatik enfeksiyona

sahiptir. Enfekte hayvanlar antikor iiretir, ancak patojeni ortadan kaldiramaz [70].

insan enfeksiyonlarinin ¢ogunun ciftlik hayvanlariyla iliskili oldugu diistiniiliirken,
yaban hayvanlar1 (kanguru ve li¢ parmakli tembel hayvan) ve evcil hayvanlarla
temas yoluyla enfeksiyon bildirilmistir. Enfekte ciftlik hayvanlarinda, bakteriler
dogum trunlerinde, vajinal mukusta, idrarda, diskida veya stitte dnemli miktarlarda
yayilabilir. Dogum iiriinlerindeki bu yiiksek bakteri yiikii gli¢li bir enfeksiyon
kaynagidir. Gebe olmayan ciftlik hayvanlarinda, C. burnetii enfeksiyonu neredeyse
asemptomatiktir. Hayvancilik tiirlerinde Q hummasinin en énemli klinik sunumlarsi,
disik, 6li dogum, kisirlik, endometrit ve mastit gibi iireme anomalileridir. En
yuksek C. burnetii konsantrasyonlari (doku grami basina 10° organizmaya kadar),
ya dusiikten sonra ya da canli dogumdan sonra enfekte ciftlik hayvanlarinin
plasentalarinda bulunur. Diisiik, daha 6nce herhangi bir klinik semptom olmaksizin,

en sik olarak gebeligin sonunda meydana gelir [71].

Organizma cevrede oldukca stabildir, yiiksek direnci nedeniyle bulasici
organizmalar, hem yakin ¢evrede hem de enfekte hayvanlarin yinlerinde

dokildikten sonra aylarca mevcut kalabilir [71].

insanlara en yaygin bulasma sekli kontamine aerosollerin inhalasyonudur
(aerosolizasyon). Kaynak genellikle memelilerin (6zellikle keciler, koyunlar veya
sigirlar) enfekte olmus dogum iriinleridir. Hava 6rnekleri dogum siirecini takip
eden en az 14 giin boyunca pozitif kalir [69, 71]. Enfekte hayvanlarla c¢alisan
laboratuvar personeli de risk altindaki gruptur [62]. Enfekte veya saglikl siiriiler
veya insan popiilasyonu arasinda aerosollerin inhalasyonu genellikle riizgar ve
arazinin topografyasi dahil olmak tlzere dagilmayi destekleyen belirli cevresel
kosullarla iliskilendirilir. Yiksek riizgar hizlari, acik araziler, yiiksek hayvan
yogunluklarn ve ytiksek sicakliklar, Q hummasinin bulasmasi icin risk faktoérleri

olarak tanimlanmistir [71].

inhalasyon, C. burnetii enfeksiyonunun en énemli yolu iken, siitteki C. burnetii

prevalansi goz 6ntine alindiginda, siitiin sindirim yoluyla tiiketilmesi potansiyel bir
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bulasma yolu olarak incelenmistir. Arastirmalar sigir, keci ve koyunlardan elde
edilen siit ve stt urinlerinde C. burnetii DNA'siin varligini géstermistir. Cig keci
siitii tiketen insanlarda yiiksek oranda C. burnetii seropozitifligi gosterilmistir.
Bununla birlikte, ham tiriinlere erisen bireylerin kirsal bir ortamda yasama ve ciftlik
hayvanlariyla temas gibi diger potansiyel enfeksiyon yollarina maruz kalma
olasiliklar1 artmaktadir. Bakteri siitte yaygin sekilde gorilmesine ragmen, siit
driinlerinin ~ sindirim yoluyla tiiketilmesi birincil bulasma yolu olarak

gorulmemektedir [63, 71].

Q hummasinin bulasici olmadig1 diisiiniilmektedir, ancak nadiren de olsa insan-
insan gecisi gercgeklesebilir. Ciftlik hayvanlarinda oldugu gibi, enfekte kadinlardan
alinan dogum trtnleri hem hastane personeli hem de ayn1 birimdeki diger hamile
kadinlar icin bir enfeksiyon kaynag olabilir. Kan nakli yoluyla bulasma ve cinsel

yolla bulagsmanin potansiyel bir risk olduguna dair kanitlar da vardir [71].

Bu kontaminasyon sekli insanlarda kanitlanmamis olsa da keneler C. burnetii
enfeksiyonunun bulasmasinda rol oynayabilir. Bu, kenelerde diger
eklembacaklilardan kaynaklanan patojenlerle C. burnetii ortak enfeksiyonunun

saptanmasiyla gosterilmistir [63].
2.1.5 Tam

Q hummasi iyi bilinmemekle birlikte, uzman merkezlerden arastirma toplanmasi ve
C. burnetii'nin Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri tarafindan bir biyoterorizm
ajan1 olarak tanimlanmasi, hastalifin asinaligini artirmistir. Bu nedenle bu hastalik

icin tan1 ve 6nlem biiyiik 6nem tasimaktadir [72].
-Klinik Orneklerin Toplanmasi ve Kullanilmasi

C. burnetii oldukg¢a bulasic1 bir ajandir ve laboratuvardan bulasan Q hummasi
vakalarn tamimlanmistir. Bu nedenle, C. burnetii ile enfekte oldugu diisiiniilen
vakalara ait tiim malzemeler ve 6rnekler gerekli kisisel korunma ekipmanlarini
(eldiven ve maske) kullanan deneyimli personel tarafindan alinmali ve sadece
biyogiivenlik diizeyi 3 laboratuvarlarinda incelenmelidir. Ayni 6nlemler, C. burnetii

ile enfekte olmus hiicre kiiltiirleri veya C. burnetii ile enfekte hayvanlar ile
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ilgilenirken de uygulanmalidir. C burnetii ile enfekte hayvanlarla c¢alisan

laboratuvar personelinde, asilama degerlidir [73, 74].

Q hummasinin klinik semptomlar1 diger bircok hastaliktan ayirt edilemez ve dogru

teshis icin laboratuvar testlerini gerekli kilar [75].
2.1.5.1 Spesifik Olmayan Laboratuvar Tanis1

Akut Q hummasi; Lokosit sayisi akut Q hummasi olan hastalarda genellikle
normaldir. Bununla birlikte hastalarin %25’ inde yiiksek lokosit sayis1 vardir.
Eritrosit sedimantasyon hiz1 yiikselebilir ve hastalarin %25' inde trombositopeni
gorulebilir. Karaciger enzim seviyeleri, hastalarin %85' inde ytlikselmistir. Uzayan
ates sirasinda, normal bir l6kosit sayisi, trombositopeni ve yiiksek hepatik enzim
seviyelerinin birlikteligi Q hummasin1 c¢agristirir. Otoantikorlar genellikle Q
hummasi1 seyrinde bulunur, ancak gercek o6nemi hala bilinmemektedir. Bu
otoantikorlarin bir kismi, antimitokondriyal antikorlar ve anti-diiz kas antikorlari
akut Q hummasinda tarif edilmistir. Akut Q hummasi olan bir hastada hem
immiinoglobulin G (IgG) hem de IgM antikardiyolipin antikorlar tespit edilmis ve
iyilesmenin ilk 2 ayinda IgM'nin erken kayboldugunu gézlenmistir [73].

Kronik Q hummasi; Q hummasi endokarditinde klinik ve biyolojik semptomlar,
mikroorganizmaya karsi gelisen hiicresel aracili inflamatuar yanit ile iliskilidir. Kan
kultirleri negatif kalir. Anemi, yiiksek eritrosit sedimantasyon hiz1 ve poliklonal
hipergamaglobiilinemi gibi laboratuvar bulgular1 olagandir. Lokosit sayisi normal,
artmis veya azalmis olabilir. Trombositopeni ve yiiksek karaciger enzim seviyeleri
yaygin olarak bulunur. Kreatinin seviyesi ve mikrohematiiri ile karakterize edilen
bobrek tutulumu yaygindir. Kronik Q hummasinda kriyoglobulinler ve otoantikorlar
(romatoid faktor, anti-diiz kas veya antintikleer antikorlar) siklikla gorilmektedir

[73].
2.1.5.2 Spesifik Laboratuvar Tanisi

Esas olarak Q hummasinin laboratuvar tanisi serolojik inceleme ile antikorlarin
belirlenmesine dayanmaktadir. Cesitli laboratuvar calismalart mevcuttur, ancak

immiinofloresan testi ile antikor tespiti, yliksek duyarliligi ve 6zgiilliigii nedeniyle
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en yaygin kullanilan yontemdir. Polimeraz zincir reaksiyonu hastalikta erken

donemde C burnetiivarhigini tespit etmek icin kullanilmaktadir [58, 76].

Dokularda C. burnetii saptanmasi. C. burnetiinin dokularda saptanmasi, 6zellikle
kronik Q hummasi nedeniyle tedavi goren hastalarda bilgilendiricidir. Ornekler taze
veya formalin fiksasyonu ve parafine gomiildiikten sonra test edilebilir. Valviiler
veya vaskiiler érnekler en degerlidir. Peroksidaz bazli yontem, ELISA ve monoklonal

antikorlar ile yapilan testler gibi ¢esitli teknikler mevcuttur [56, 73, 77].

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR, PCR). PCR, hiicre kiiltiirlerinde ve Kklinik
orneklerde C. burnetiiDNA’sin1 tespit etmek i¢in basariyla kullanilmistir. Bu ydontem
cok hassas ve spesifiktir ve ancak yalnizca 6zel arastirma laboratuvarlarinda
yapilmalidir. C. burnetiiye 6zgli genlerden tiiretilen primerlerin mevcudiyeti,
parafine gomili dokularda bile bu bakterinin tespiti icin basit ve giivenilir bir
yontem saglamistir. Dahasi, PCR'nin donmus 6rneklerle geriye doniik teshis ve
kronik Q hummas1 nedeniyle tedavi edilen hastalarin takibinde standart kiiltiir
tekniklerinden daha duyarh oldugu kanitlanmistir [73]. Ek olarak, PCR testi, IgG
anti-faz [ titrelerinde kalic1 yiikselmeler olan hastalarda kronik enfeksiyonun

serolojik tanisinin dogrulanmasinda yardimci olur [59].

C. burnetii'de Kiiltiir. C. burnetii'nin izolasyonu, asir1 bulasicilif1 nedeniyle yalnizca
biyogiivenlik seviyesi 3 laboratuvarlarinda olmalidir. Bu mikroorganizma,
orneklerin geleneksel hiicre kiiltlirlerine (maymun bo6brek hiicreleri, Vero
hiicreleri) veya embriyonlanmis tavuk sarisi keselerine veya fareler veya kobaylar
gibi laboratuar hayvanlarina asilanmasiyla izole edilebilir. Artik daha az siklikla
kullanilsalar da bu yontemler, birden ¢ok bakteri ile kontamine olmus dokulardan
izolasyon gerektiren durumlarda veya faz Il hiicrelerden faz I Coxiella antijenleri
elde etmek icin yararli olmaya devam etmektedir. Viriis kiiltiirii i¢in ticari olarak
temin edilebilen hiicre mikrokultiir sistemlerindeki son gelismeler, hiicrede
bakterilerin, 6zellikle de C. burnetii nin izolasyonunda iyilesmeye izin vermistir

[73].

In vitrokiiltiirler icin HEL hiicreleri gibi bir dizi hiicre dizisi kullanilabilir. Kan, beyin

omurilik sivisi, kemik iligi, kalp kapakeigi, vaskiiler anevrizma veya greft, kemik
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biyopsisi, karaciger biyopsisi, siit, plasenta ve diisiikten sonraki fetal 6rnekler dahil

olmak tizere bir¢ok insan 6rnegi C. burnetii kiltiirl icin uygundur [74].

Q hummasinin serolojik tanisi. Klinik teshis zor oldugundan, ¢ogu durumda Q
atesinin  teshisi serolojiye dayanir. Cesitli yontemler tanimlanmistir:
mikroagliitinasyon (MA), kompleman fiksasyon testi (KBT), radioimmunoassay
(RIA), indirekt immiinfloresan antikor testleri (IFA), indirekt hemoliz testi, ELISA,
enzim baglantili immiinosorbent floresan testi, dot immunoblot ve Western
immunoblot [73]. Tanida hangi testin secilecegi, 6zgulligii, duyarhligi, pozitif
tahmin degeri, maliyeti ve gerekli antijen miktar: gibi kriterler géz 6niine alinarak
yapilir. En glvenilir ve yaygin olarak kullanilan yo6ntemler, dolayl

immiinofloresans, kompleman fiksasyonu, ELISA ve mikroagliitinasyondur [73].

- Indirekt immiinfloresan testi (IFA); Q hummasinin serolojik tanisi i¢in referans
yontemdir. En basit ve en dogru serolojik tekniklerden biridir [73]. Hastaligin ilk 2
haftasinda Q hummasi hastalarinin serumlarindaki immiinoglobulin M (IgM)
antikorlarini saptamak icin kullanilmaktadir. Tek bir serum 6rneginde IFA testi
kullanilarak anti-C. burnetii IgM antikorunun tahmin edilmesinin, insanlarda akut
enfeksiyonun dogrulanmasinda yararli oldugu kanitlanmistir. IFA yontemi,
kompleman fiksasyon testinden daha duyarl ve spesifiktir; ancak ELISA'dan daha
az hassastir. Bu nedenle, Q hummasi serolojisi i¢in immiinofloresan esik degerinin

dogrulanmasi, taninin olusturulmasi i¢in 6nemli olmahidir [78].

- Kompleman fiksasyon testi (KBT, CFT), oldukca spesifik olan bu test duyarliliktan
yoksundur. IFA ile Kkarsilastirildiginda IFA’dan daha az spesifiktir. Ayrica,
immiinfloresan testinden daha fazla zaman alir. Serumlar, faz Il antijenlere karsi test
edilmeden once 1siyla inaktive edilir. Bu yontem hem anti-faz I hem de II
antikorlarini tespit eder. Sonuglarin yorumlanmasi akut ve iyilesme donemi serum
orneklerini gerektirir. Serokonversiyon, immiinofloresan testi veya ELISA'dan daha
sonra kompleman fiksasyon testi ile tespit edilir (semptomlarin baslangicindan 10
ila 20 giin sonra) [73]. KBT' nin duyarhlig1 ve 6zgilliigii de yakin zamanda Avrupa
Birligi'nde Q hummasi i¢in tani ve vaka tanimlarina standart bir yaklasim 6neren
Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA) tarafindan ELISA ve PCR teknolojisinin

benimsenmesiyle sorgulanmistir [79].
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- ELISA (the enzyme-linked immunosorbent assay); 11k olarak 1983 yilinda ELISA, Q
hummasi tanisinda kompleman fiksasyonundan daha spesifik ve duyarh olarak
tanimlanmistir. [FA’ ya gére daha duyarli bir test oldugu belirtilmistir [73]. Bir salgin
sirasinda serum Orneklerinin IFA ile taranmasi zahmetli oldugundan, kolaylik
saglamak icin IgM faz II'ye yonelik enzime bagli immiinosorbent analizi (ELISA)

kullanilir [80].

Teknik olarak, mikrotitre plakalarn saflastinnlmis C burnetii antijenleri ile
kaplanmistir. %0.1 Tween 20 igeren fosfat tamponlu salin icinde seri olarak
seyreltilmis serumlar daha sonra antijenlerle inkiibe edilir ve alkalin fosfatazla
konjuge tavsan anti-insan IgG, IgM ve IgA ile antikorlar tespit edilir. Hem anti-faz I

hem de II antikorlari tespit edilir [73].

ELISA'da kullanilan antijen ¢ogunlukla faz I veya faz Il C. burnetii' nin tam hiicre
preparatidir. Biyogiivenlik seviyesi (BSL)-3 laboratuvarinda C. burnetii kiiltiirleme
ve saflastirma tehlikesi ve zorlugu nedeniyle, antijenler ¢ogu klinik laboratuvarda
bulunmaz. Q hummasi igin ticari olarak temin edilebilen ELISA testleri bulunmasina
ragmen, serolojik test sonuglar ayni kiti kullanan farkli laboratuvarlar arasinda
onemli o6lciide farklilik gosterebilir. Bu, tim hiicre antijeninin hazirlanmasindaki

doku kiiltiirti proteinlerinden kaynaklaniyor olabilir [81, 82].

- Western-Blot; Q hummasinin teshisi icin hem spesifik hem de duyarl bir yontem
olarak bildirilmistir. Zaman alic1 bir yontem oldugu i¢in tarama i¢in uygun degildir

[73].

-Dot-immunoblotting; immiinfloresans deneyi ve ELISA kadar duyarl ve spesifik bir
testtir ve kompleman fiksasyon testinden daha duyarlidir. Tarama testi olarak

onerilmektedir [73].

-Mikroagliitinasyon Testi (MA), basit ve duyarhidir ve C. burnetii'ye kars: erken bir
antikor yanitin1 tespit edebilir, ancak biiylik miktarlarda antijen gerektirme
dezavantajina sahiptir [73, 83]. Kompleman fiksasyon testinden daha ytliksek

duyarhliga sahiptir [84].
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Indirekt hemoliz testi; 1990 gibi erken bir tarihte indirekt hemoliz testi dnerilmistir.
Bu testin oldukca hassas ve spesifik olabilecegini ve kronik Q hummasinin takibine

hizmet edebilecegi 6ne striilmiistiir [73].

Radioimmunoassay (RIA); 1gM antikor-yakalama prensibine dayanan bu teknikte
125] kullanir ve bu nedenle radyoaktivite donanimli laboratuvarlarda yapilmaldir

[73, 85].
2.1.6 Tedavi

Akut Q hummasinda genellikle herhangi bir tedavi uygulanmadan iyilesme
goriilmesine ragmen, gelisebilecek komplikasyon ve kronik enfeksiyon
ihtimallerine karsi tedavi uygulanmalidir. Tanisi dogrulanmis veya siipheli
semptomatik olgular tedavi edilmelidir. Ozellikle semptomlarin ilk {i¢ giinii

antibiyotik tedavisine baslanirsa etkili olur [37].

Hem akut hem de kronik Q hummasi i¢in antimikrobiyal ajanlarla tedavi
onerilmektedir. Akut Q hummas1 igin c¢esitli tedaviler kullanilmistir, ancak
doksisiklin referans tedavi olarak kabul edilir. Doksisiklinin, tedavinin
baslangicindan sonra ortalama 2-3 giinliik bir sirede atesi dusiirdigi, tedavi
edilmeyen ise atesin ortalama 12.5 giin sonra diizeldigi gérilmistir. 3-laktamlarin
C. burnetii izerinde ¢ok az etkisi vardir, ancak makrolidler, ko-trimoksazol,
kinolonlar ve rifampin ile baz1 basarilar bildirilmis, ancak bunlarin higbiri
doksisiklin kadar etkili olmadig1 gorilmistiir. ABD Hastalik Kontrol Merkezleri ve
Q hummasi ¢alisma grubundan Q hummasi tedavisi ve yonetimi i¢in yeni kilavuzlar,
iki hafta boyunca giinde iki kez 100 mg doksisiklinli yetiskinlerde akut Q hummasi

icin birincil tedavi 6nermektedir [86].

Kronik Q hummasinin tedavisi tarihsel olarak ¢cok daha zor olmustur. Doksisiklin en
etkili olanidir, ancak uzun stireli tedaviden sonra niiksler 1980'lerde ve 1990'larda
yaygindir. Doksisiklin ve klorokin kombinasyonunun tek basina doksisikline gore
cok daha fazla bakterisidal aktiviteye sahip oldugu in vitro deneylerle gosterilmistir.
Kronik Q hummasi, tedavi edilmezse ytliksek hastalik ve 6liim oranlarina yol agar, bu
da yiliksek risk altindaki hastalar icin Onleyici tedbirleri kritik hale getirir. Q

hummasi tedavisi, uzun siireli antimikrobiyal ila¢ tedavisinden, tercihen 18-24 ay
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sureyle doksisiklin ve hidroksiklorokin kombinasyonundan olusur. Doksisiklin ve
hidroksiklorokin kombinasyonunun, Q hummasi endokardit hastalarinin koti

sonuglarini azaltmada etkili oldugu gosterilmistir [86-88].

Hamilelik, Q hummasi tedavisi icin bir zorluktur. insanlarda, hamilelik sirasinda Q
hummasi, spontan diisiikler, intrauterin biiylime geriligi ve intrauterin fetal 6liim ile
iliskilendirilmistir. Bir¢ok kadin hamilelik sirasinda serolojik bir kronik Q atesi
profili gelistirir ve canli bakteri, tedaviden sonra bile hamileligin sonunda
hastalardan izole edilebilir. CDC'nin mevcut 6nerisi, akut Q hummasi olan kadinlari
gebeligin son alti haftasina kadar ko-trimoksazol ile tedavi etmek ve kronik Q
hummasi serolojik profili gelistiren kadinlara dogum sonras1 12 ay boyunca
doksisiklin ve hidroksiklorokin vermek seklindedir. Doksisiklin, fetiise yonelik risk
nedeniyle hamilelik sirasinda risklidir. ABD Gida ve Ilac Idaresi, doksisiklini gebelik
kategorisi D'ye yerlestirir, bu da hamilelik sirasinda doksisiklin alinirsa fetus icin

pozitif risk kaniti oldugunu gosterir [86, 89].

Q hummasi gorilme siklig1 yasla birlikte artmasina ve ¢ogu vaka yetiskinlerde
gorilmesine ragmen, cocuklar da C. burnetii ile enfekte olabilir ve semptomatik Q
hummasi olabilir. Akut Q hummasi olan ¢ocuklar i¢cin tedavi Onerilir ve 8 yasin
tizerindeki ¢ocuklar icin mevcut tedavi kilavuzlari, giinde iki kez 2,2 mg / kg'lik bir
dozda (doz basina 100 mg'1 gegmeyecek sekilde) iki haftalik bir doksisiklin tedavisi
gerektirir. 8 yasin altindaki ¢cocuklar i¢in doksisiklin tedavisi, dis lekesi riski gibi ek
sorunlar1 giindeme getirir. Bu nedenle, 8 yasin altindaki ¢ocuklar i¢in, CDC
tarafindan 1:5 oraninda bir trimetoprim ve siilfametoksazol karisimi (ko-
trimoksazol) onerilmektedir. Trimetoprim bileseni i¢in 4-20 mg / kg'lik (doz basina

maksimum 800 mg) bir doz aralig1 6nerilir [86, 90].
2.1.7 Korunma ve Kontrol

insandan insana bulasma son derece nadir oldugundan ve Q hummasi esas olarak
kontamine partiktillerin aerosolizasyonu ile gecen bir hastalik oldugundan, 6nleme
tedbirleri, insanlarin ve 6zellikle risk altindaki kisilerin hayvan ve gevre kirliligine

maruz kalmasini 6nlemeyi amaglamaktadir [60, 91].
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Hayvan ve c¢evre kirlenmesini 6nlemek ve azaltmak icin birka¢ eylem onerilebilir.
Enfeksiyonun yayilmasini 6nlemek i¢in, yeni bir hayvan1 Q hummasi bulunmayan
suruye sokarken 6zel dikkat gosterilmelidir. Dogum, hastaligin bulagmasi i¢in kritik
oldugundan, enfekte siiriilerde dogumun yapildig1 yer ve dogum i¢in kullanilan her
gere¢ dezenfekte edilmelidir. Patojeni yayabilecek plasentalar ve fetiisler, evcil veya
vahsi etgiller tarafindan yutulmalarini 6nlemek i¢in koruyucu giysiler giyen kisiler
tarafindan mimkiin olan en kisa siirede alinmali ve imha edilmelidir. Giibrenin
serpilmesi asla riizgar estiginde yapilmamali ve tarlaya yayilmadan 6nce glibrenin
tzeri ortilmelidir. Tetrasiklinlerle antibiyotik tedavileri, diisiiklerin sayisini ve
dogum sirasinda dokiilen C. burnetii miktarim1 azaltmak i¢in kullanilabilir. Siit
pastorizasyonu veya enfekte siiriilerin siitiiniin sterilizasyonunun diizenli olarak
yapilmas: tavsiye edilir. Q hummas1 genis capta yetersiz teshis edildiginden,
pratisyenlerin yani sira profesyonel olarak maruz kalan bireyler (6rn. gevis getiren
ve gevis getiren urlnlerle calisan Kisiler, veteriner hekimler, gevis getiren
hayvanlari inceleyen arastirmacilar dahil laboratuvar ¢alisanlari), enfekte siirtilerin
ve avcilarin bulundugu alanlarin yakininda yasayan insanlar, hastaligin cesitli
semptomlar1 hakkinda bilgi sahibi edindirilmelidir. Risk gruplarinda hastaligi

gercekten onlemenin tek yolu asilamadir [60].
2.1.8 Asilar

insanlarda ve hayvanlarda kullanilan mevcut asilar, formalinle 6ldiiriilmiis tam
hiicre as1 preparatlarini (WCV) ve kloroform metanolle ekstrakte edilmis bakteri
kalintisim1 (CMR) igerir [60]. WCV'den farkh olarak, birden fazla CMR dozu, yan

etkiler olmaksizin uygulanabilir [92].

GlUnimiize kadar insanlara uygulanmak iizere dort tip Q hummasi asisi
gelistirilmistir. Bunlar: formalinde inaktive edilmis tam hticre C. burnetii faz I asisi
(0-Vax®; Commonwealth Serum Laboratories), canli-ateniie M-44 ve 1/m-44 asisi,
faz I hiicrelerinin triklor asetik ile muamelesiyle elde edilmis ¢dziinebilir subiinit
asist (kemovaccine) ve kloroform-metanolde islem goérmis C burnetii faz 1
subiinitini iceren as1 (CMR) [37]. Gida ve ila¢ Idaresi (FDA) tarafindan onayli Q

hummasi asis1 bulunmamaktadir [58].
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Formalin ile inaktive edilmis tam hiicreli C burnetii asisi, faz 1 hiicresel asi,
Henzerling susu Q-Vax® (CSL Limited, Parkville, Victoria, Australia) Avustralya'da
yaygin olarak {retilmis, lisanslanmistir ve kullanilmistir [93]. Etkinligi, 200
mezbaha ¢alisani arasinda bir randomize kontrol ¢alismasinda test edilmistir. 15
aylik takip stiresince kontrol grubunda yedi vaka oldugu ve asilanan grupta hi¢ vaka
olmadig1 goriilmistiir [63]. 1981 ve 1989 yillar arasinda 4000 kiside kullanilmis,
asiin tam ve kalic1 bir koruma sagladig1 ve siddetli Q hummasi vakalarii (kilo
kaybi, pnémoni, hepatit veya baska herhangi bir atipik goriiniimle birlikte 2-6
haftalik atesli bir hastalik olarak karakterize edilen) 6nledigi sonucuna varilmistir.
Bugiin kullanimda olan en kapsaml test edilmis Q hummasi asis1 "Q-Vax®" tir [94].
Mezbaha ¢alisanlarina tek doz as1 uygulamasi yapildiktan sonra 3. ayda %80 olan
bagisuklik cevabinin 20. ayda %60’a dustiigi, dogal yola gelisen Q hummasina bes
y1l stireyle koruyuculuk sagladigi gosterilmistir [37]. 2002 yilinda Avustralya'da
ulusal olarak finanse edilen bir asilama programi baslatildi. Programa baglilik
mezbaha calisanlari arasinda %100 ve ciftcilerde %43'tiir. Bu kampanyadan sonra
Q hummasi bildirimi %50 azaldi ve hastaneye yatis sayis1 da azalmistir. Ne yazik ki,
ozellikle etkene 6nceden maruz kalan kisilere uygulandiginda, hafif ila siddetli
advers reaksiyonlara neden olabilir. Hastalar asilamadan dnce Q atesi i¢in kutanoz
test (Q-Vax® deri testi) ile degerlendirilmelidir. Asilama yerinde reaksiyonlardan
kacinmak i¢in asilama 6ncesi serolojik test ve 0.02 mg asi ile deri testi dnerilir [60,

63, 68, 94, 95].

ABD'de formalinle inaktive edilmis bir tam hiicre asis1 (IND 610), arastirma amagh
olarak kullanilmistir. Henzerling susunun faz I hiicrelerinden hazirlanmis ve iyi bir
glivenlik ve etkinlik profiline sahiptir. Bununla birlikte, asilama 6ncesi deri testinin
varsayllan onemi, bu Uriiniin biyoterorizmle ilgili kullanim gibi herhangi bir
potansiyel genis 6lcekli kullanimda dikkatlice degerlendirilmesi gerekecek ve pratik

olmayacaktir. IND 610 asisi su anda mevcut degildir [94].

Zayiflatilmis mikroorganizmalar genellikle Q hummasi asilar1 olarak kullanilmasa
da eski Sovyetler Birligi'ndeki Yunan "Grita" tiirinden M-44 olarak adlandirilan faz
II zayiflatilmis sus gelistirilmistir. Bu asi, insanlarda yan etkilere neden olabilir ve

kobaylarda miyokardit, hepatit, karaciger nekrozu, graniillom olusumu ve dalak
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iltihabina neden olmustur. Insan asilary, anti-faz I antikorlan gelistirmedi ve anti-faz

Il seviyeleri degisken ve diisiik titrede idi [17, 96].

Veteriner hekimligi alaninda, gevis getiren hayvanlarin Q hummasina karsi
korunmasinda iki asi, Chlamyvax FQ® (Mérial, France) ve Coxevac® (CEVA Santé
Animale, France) ticari olarak mevcuttur. Inaktive edilmis C burnetii faz 11
partikiilleri ve bir Chlamydiabileseni iceren bir tam hiicre asis1 olan Chlamyvax FQ®,
yalmzca Fransa'da onaylanmistir. Inaktive edilmis faz I partikiillerini iceren
Coxevac® icin Avrupa’da lisanslanma siiregleri devam etmektedir. Coxevac ile

asillama, diisiik insidansinin azalmasini saglamistir [16, 68, 97].

Tasiyiciya bagli, rekombinant DNA ile iiretilen veya C burnetii epitoplarindan
tiretilen sentetik peptid alt birim asilariyla immiinizasyonun saglanmasi yeni
calismalarin giindemindedir. Faz I lipopolisakkarit ve ¢esitli yiizey proteinleri, alt
birim asilarin gelistirilmesi i¢in adaylardir [94]. Faz I LPS'ye 6zgli monoklonal
antikorun, bir fare enfeksiyon modelinde koruyucu oldugu gosterilmistir [15]. Faz I
LPS'nin koruyucu epitopunu taklit eden ve farelerde koruyucu antikor tepkisi
ortaya cikaran bir peptid dizisi (m1E41920) KLH proteini ile konjuge edilerek
kullanilmis ve Q hummasina karsi giivenli ve etkili bir as1 gelistirmek icin faydali
olabilecegi belirtilerek Q hummasina karsi bir sentetik peptid asis1 gelistirmenin

uygulanabilirligi gosterilmistir [98, 99].

Faz 1 C. burnetiihiicrelerinin kloroform-metanol ile 6n muameleye tabi tutulmasiyla
faz I asillarindan meydana gelen yan etkilerin ortadan kaldirilabilecegi
ongoriilmektedir. Bu tiir bir kloroform-metanol kalintis1 bazli asinin insanlarda

kullanilmasi 6nerilmistir [74, 96].

Ancak klasik yontemlerle tiretilen bu asilarin bilinen dezavantajlari, giinimiizde
hala 6nemli olan bu hastaliga karsi yeni nesil asilarin tretilmesi gerekliligine isaret
etmektedir [18]. Acgiktir ki, on tarama gerektirmeyen giivenli, liretimi kolay ve etkili

bir asinin gelistirilmesi gereklidir.
2.1.9 Gelecekteki yonlendirmeler
Son yirmi yilda serolojik tani ve kronik hastaliklarin tedavisinde biiytlik gelismeler

gorilmiis ve genom haritasi c¢ikarilmistir. Q-hummasi immiinolojisi bir sorun
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olmaya devam etmektedir. Bakteri fagolizozomda gelisimi, canli organizmanin
kaliciiginin neden oldugu uzun vadeli sekel, spesifik antijenlerin kaliciligi, bolgelere
gore hastalik insidansi, meslek ve yas grubu, hastalik siddetinde varyasyon gibi
bilgilere hangi gruplarin asilanacagina karar vermek ve Q hummasi hakkinda
farkindalik yaratmak icin ihtiya¢ vardir. Akut enfeksiyon tedavisinin uzun vadeli
sekelleri onleyip engellemeyecegi ve c¢ocuklar ve hamile kadinlar i¢in en iyi
antibiyotigin ne oldugu hala bilinmemektedir. Doksisiklin ile daha yeni
antibiyotikleri karsilastiran yetiskinlerde randomize bir ¢alisma memnuniyetle
karsilanacaktir. Asillama Oncesi taramay1 gerektirmeyen bir asi, ozellikle uzak

bolgelerde erisilebilirligi artiracaktir [8].

C. burnetii biyolojik bir silah i¢in tiim gereksinimleri karsilar: siirekli olarak
sakathiga neden olur; biiyiik 6lgekte uretilebilir, iiretim, depolama ve nakliye
kosullarinda sabit kalir; verimli bir sekilde yayilabilir ve yayildiktan sonra yillarca
gecerli kalir. Q hummasi, buiyiik 6lgekli yayilma potansiyeline sahip olmasina
ragmen, kategori A ajanlarinin (¢icek hastaligi, sarbon, veba, botulizm, tularemi ve
viral hemorajik atesi) potansiyel olarak neden oldugu biyilik o6limler icgin
kapasitesinden yoksun oldugundan, B kategorisi biyolojik terérist ajan olarak kabul
edilir. Bununla birlikte, kategori A ajanlan ile karsilastirildiginda, Q hummasi
yaygin bulunabilirligi, aerosol haline getirilmis kullanim igin dogal potansiyeli,
cevresel stabilite ve biiyiik miktarlarda bulasici materyal liretme olasiligl nedeniyle

biyolojik bir silah olarak kullanim i¢in daha uygun olabilir [94].

Q hummasinin devletlere ve topluma maliyeti oldukg¢a yiliksektir. NSW ve
Queensland'den elde edilen Workcover verilerini kullanan bir ¢alismada, Avustralya
genelinde yilda yaklasik 322 Q hummasi sikayeti oldugunu ve 1.3 milyon dolara
(iddia basina ortalama 4.037 $) mal oldugunu tahmin etmistir. Kronik Q hummasi
ile iliskili maliyetler iyi belgelenmemistir ve bu nedenle 6l¢iilmesi zordur. Bununla
birlikte, mesleki olarak edinilen kronik Q hummasinin gelismesini takiben
isverenlerine karsi teamiil hukuku davasi acan kisilerle yasal uzlasma saglanmistir

ve bu 6demeler yaklasik 1.1 milyon ABD dolarini bulmaktadir [100].

Hollanda'da 2007-2011 doneminde Q hummasi salginini1 kontrol etmeye yonelik

ekonomik etki ¢alismalar1 maliyetlerin 6nemli oldugunu ortaya koymustur. Yapilan
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calismada Q hummasi salgininin toplumsal maliyetinin yaklasik 250-600 milyon

Euro oldugu hesaplanmigtir [101].

Tim bu saglk, ekonomik ve giivenlik sebeplerinden dolay1 C. burnetii iizerine
devam eden incelemeler, ¢aresiz ¢6zlime ihtiya¢ duyan iki arastirma alani olarak as1

gelistirme ve hastaligin tanisi tizerinde yogunlasilmaktadir.
2.2 Lineer Polimer Ozellikteki Antijen Tasiyicilar

Cesitli yapilara sahip lineer sentetik polimerlerin immiino-uyaricilar olarak pratik
kullanimi ¢ok cekici gorinmistiir ¢tinki ilk olarak sentetik polimerlerin kendileri
imminojenik degildir. Temel amag, insan uygulamasina uygun sentetik
polimerlerin, yan etkiler olmaksizin sentezlenmesidir. Sentetik polimerler, tipik
antijenler (proteinler, lipopolisakkaritler vb.) ile karisimlara dahil edildiklerinde,
birka¢ kat bagisiklik tepkisini arttiran immiino-uyaricilar olarak gorev yaparlar.
Ayrica, kendi baslarina yeterince aktif olmayan tek tek bakteriyel veya viral
antijenler, sentetik polimerlere kimyasal olarak baglanirsa spesifik immiin tepkisini
indiikler. Onceden uygulanan bu tiir konjugatlar, organizmalan ilgili bakteri veya

viriislerin mutlak éliimciil dozlarindan korur [21].

Lipolisakkaritlere karsi antikor iiretiminde immiinojenligi arttirmak icin bu
biyomolekiiller lineer o6zellikteki polimerlere baglanabilmektedir. Bu tez
kapsaminda kullanilan Poli(N-Vinil-2-Pirolidon-ko-Akrilikasid) P(VP-ko-AA) ve
polioksidonyum (POX) polimerik as1 sistemlerinde siklikla tercih edilen ve
biyomolekiillere kovalent baglarla baglanan lineer 6zellikteki tasiyici polimerlerdir

[19, 20].
2.2.1 Polioksidonyum (POX)

Polioksidonyum, N-oksitlenmis polietilen-piperazin tiirevi, sentetik, suda ¢6zilniir,
toksik olmayan ve polikatyonik immiinomodiilator bir polimerdir. Biyouyumlu bir
polimer olan polioksidonyum, 6zellikle asilar icin bir immiin adjuvan olarak
kullanilmaktadir. Akut ve kronik hastaliklarin tedavisi i¢in bir immiin modiilatér

olarak kullanilir [21, 22, 102-104].

1,4-diaminobisiklo (2,2,2) oktan (DABCO) (trietilendiamin) cesitli nedenlerden

dolay1 baslangic monomeri olarak secilmistir (teknik, ekonomik parametreler).
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"Canli" zincir mekanizmasi yoluyla polimerizasyonu, ¢ok dar bir molekiiler kiitle
dagilimina sahip poli-1,4-etilenepiperazin olusumuna yol acar. Toksik olmayan
polikatyonik immiinostimiilan "polioksidonyum", birimlerinin belirli bir
fraksiyonunun hidrojen peroksit ile N-okside oksidasyonu ve ardindan
oksitlenmemis amin gruplarinin bromoasetik asit ile kismi kuaternizasyonu yoluyla
bu polimerden sentezlenmistir. 1,4-etilenepiperazin, 1,4-etilenepiperazin-N-oksit
ve (N karboksimetilen) -1,4-etilenepiperazinyum bromiiriin suda ¢6ziinir tg¢lii bir
kopolimeri olan polioksidonyumun sentez ve yapisal formiiliiniin semasi Sekil 2.

2’de gosterilmistir [21].

C‘YH 0

OH

Br/ N, T4 N, Yo f N, z
Hac%T N—CH;—CH;}(N N—CH;—CH;}{N N—CH;—CH;%CHJ_
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Sekil 2. 2 Polioksidonyumun Yapisi [21]

Su anda Rusya'da basariyla kullanilan ilk Pastér olmayan asi olan "Grippol"” asisi,
influenza viriisiiniin protein antijenleri olan hemagluttinin ve néroaminidazin
polioksidonyuma kovalent konjugasyonuyla elde edilmistir ve endiistriyel dlcekte
uretilmektedir. Rusya Federasyonu Ulusal Asilama Programi, Rusya'da Grippol
ailesi agilarinin kullanimini onaylamustir. Ilk alt birim Rus asis1 Grippol, 1996 yilinda
tescil edilmistir. O zamandan beri, "polimer adjuvan-saf antijenler” kullanma
ilkesini uygulayan tek bir teknolojik platforma dayali olarak birka¢ Grippol asisi
gelistirilmis ve onaylanmistir: Grippol, Grippol plus, pandemik MonoGrippol plus ve
Grippol Quadrivalent. . Tiim Grippol ailesi asilar1 ytiksek giivenlik profiline sahiptir.
Yaklasik 50 milyon kisinin katildig1 bir analize gore, yirmi yili agkin siiredir bu
asilarin yetiskinler, cocuklar ve yaslilar icin giivenli ve etkili oldugu kanitlanmistir

[21,105-108].

Elgcicek vd. yaptiklar1 bir ¢calismada POX kullanilarak leishmaniasise karsi attentie
olmus as1 modelinin gelistirilmesinin miimkiin oldugunu goéstermislerdir. POX’'a
maruz kalan Visseral leishmaniasis (VL) etkeni L.infantum promastigotlarinin in

vitro makrofaj kiltiirlerindeki enfektifliklerinin ve olusturduklar1 hiicre
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yanitlarinin, /n vivo olarak ise parazite karsi olusan hiimoral ve hiicresel immiin
yanitin incelenmesi sonucunda leishmaniasise karsi atteniie as1 modelinin

olusturulmasinda yeni bir yaklasimin gelistirilmesi olmustur [109].

Zorba vd. yaptig1 bir calismada Leismania tropica tiim ylzey antijenleri ile
polioksidonyum adjuvantini kullanarak imminize edilmis farelerde 8.
immiinizasyon sonucunda antikor diizeyinin kontrole gore yaklasik 5.5 kat arttigini
saptamis, Freund’s adjuvanina karsi ilk kez olarak toksik olmayan FDA onayli

POX'un daha etkin oldugu ortaya ¢ikmistir [110].
2.2.2 Poli(N-Vinil-2-Pirolidon- ko-Akrilikasid) P(VP-ko-AA)

Poliakrilik asit (PAA), adjuvan olarak kullanilabilen, zayif sentetik
polielektrolitlerden yiiksek molekiiler agirlikli bir anyonik polimerdir. Ancak
yuksek toksisitesi nedeniyle immiinolojide genis kullanim alani bulamamistir. Bu
nedenle, akrilik asit ile N-vinil-2-pirolidonun kopolimeri P(VP-ko0-AA) biyouyumlu
olmasi nedeniyle immiinolojik sistem icin bir adjuvan olarak kullanilabilir [23].
Rafikov ve meslektaslari, N-vinil-2 pirolidonun akrilik asit ile kopolimerlerinin
belirgin bir bagisiklik uyarici etkiye sahip oldugunu ve biyouyumluluklar: nedeniyle
immiinolojik sistem i¢in bir yardimci madde olarak kullanilabilecegini gostermistir.
Kizilbey ve ark. melanoma kanserine karsi asi gelistirmek amaciyla P(VP-ko0-AA)'1n
adjuvant olarak kullanildig1 peptid-polimer kompleks ve konjugatlarinin farelere
uygulandigi in vivo c¢alismalarinda P(VP-ko-AA)'in peptidin immin yaniti
arttirmada etkili oldugunu gostermislerdir [111]. P(VP-k0-AA)’ nin yapisi Sekil 2.3’

de gosterilmistir.

Sekil 2. 3 Poli(N-Vinil-2-Pirolidon -ko-Akrilikasid)’ in yapisi [112]

Bir ¢calismada Sa/monelia polisakkariti ile iki ¢esit konjugat farelere uygulanmistir.

Konjugat 1 i¢in, bakteriden izole edilen polisakkarit antijen (PS) ve P(VP-ko-AA);
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konjugat 2 icin ise PS ve flagellin proteinleri, aym1 P(VP-ko-AA) ile konjuge
edilmistir. 14-30 giin sonra, konjugasyonlardan olusan asi formulasyonlarinin
uygulandigi fareler ile kontrol grubu paralel olarak 6ldiiriicii dozda antijene maruz
birakilmistir. Tiim ag1 formiilasyonunu alan bagisikli hayvanlar iyilesirken kontrol
grubundaki hayvanlarin 6ldiigi goriilmiisttr. Polisakkariti tek basina iceren antijen
madde ile asilamada korumanin tamamen olabilmesi i¢in etken maddenin konjugat
2’ ye gore 10 kat fazla olmasi gerekmistir. Antijen olarak tek basina polisakkaritin

makul dozlar1 neredeyse hayvanlari korumamistir [113].
2.3 Polielektrolit-Antijen Kompleksleri

immiinojenik olmayan sentetik polielektrolitler (PE) (negatif veya pozitif yiiklii
polimerler), cesitli sistemlerde immiinoadjuvan aktiviteyi ortaya ¢ikarir ve bunlarin
asilamadan once verilen antijenlerle kompleksleri / konjugatlarn hastaliga karsi
koruma saglar [24]. Polielektrolit-antijen kompleksleri kovalent olmayan
etkilesimlerin bir¢ogu ile olusabilir. Elektrostatik kuvvetler zit yiiklii gruplari iceren
tim etkilesimleri esnek bir sekilde tanimlamaktadir. Polielektrolit kompleksleri
timusa bagh antijenleri timusa baghh olmayan immiinojenlere ¢evirme imkani

saglamaktadirlar [114].

Uclii komplekslerde tasiyicn olarak kullanilan PE, heniiz kontrol edilemeyen
enfeksiyonlara karsi sentetik asilar iiretme yolunu saglayan kararl bir kompleks
(yani organizmanin bagisiklik tepkisini birkag kat arttirir, ancak ayni1 zamanda etkili
bagisiklik korumasi saglar) olusturmak i¢in mikrobiyal ve viral antijenlerle siki bir
sekilde baglanir. PE makromolekiilleri, antijen baglanmasi icin karsilik gelen
elektrostatik veya hidrofobik gruplari icermez, biyolojik sistemler lizerindeki etki /
etkilerine yol acabilen tasiyic1 polimerin modifiye edilmesi gerekir [21]. Kararh bir
kompleks hem bir bagisiklik tepkisi gelistirmek hem de etkili bagisiklik saglamak
icin 6nemlidir. Ozellikle suda ¢éziiniir polielektrolit-mikrobiyal antijen konjugatlar:
ve Cu?+ gibi metal iyonlari ile polimer-metal-antijen biyokompleksleri as1 i¢in rol
modeldir [115]. Bu polikomplekslerden bazilar1 gii¢lii immiinojenisite ortaya koyar
ve yliksek diizeyde immiinolojik koruma saglar [116-118]. Polielektrolit-metal-
antijen 3'li komplekslerinin olusturulma yontemi, bilesenlerin kimyasal yapisinda

kayda deger bir degisiklige neden olmadan PE'nin antijen molekiiliine baglanmasini

30



destekleyen kiiciik konsantrasyonlarda metal katki maddelerinin (Fe3+, Ba2+, Cu2+,
vb.) kullanilmasindan olusur. Bu tiir PE-metal-antijen polikompleksleri, antijen,
gecis metal iyonlari ve PE'lerin soliisyonlarinin farkli pH degerlerinde suda basitge

karistirlmasiyla elde edilmektedir [119].
2.4 Biyokonjugasyon ve Capraz Baglama Reaktifleri

Capraz baglama iki ya da daha fazla molekiiliin bir kovalent bag yoluyla kimyasal
olarak baglanma prosesine denir. Bu proseste baglananlardan birinin biyomolekiil
olmast durumunda biyokonjugasyon olarak adlandirilir. Biyokonjugasyon
reaksiyonlari, kiiciik molekitillii antijenlerin verilmesi i¢in en 6nemli yontemlerden
biridir. Biyokonjugatlarin geleneksel yontemlerle sentezi, makromolekiillerin sulu
cozelti icindeki fonksiyonel gruplar tarafindan aktivasyonu ile gerceklesir. Spesifik
fonksiyonel gruplara (primer aminler, stlfidriller gibi) kimyasal olarak
baglanabilen ve iki ya da daha fazla reaktif u¢ iceren molekiillere ¢apraz baglayici

reaktifler denir [23, 25, 26].

Capraz baglayici reaktifler aktif bagin sag ve solundaki R gruplar1 ayn1 oldugunda
homobifonksiyonel, farkli R gruplar1 oldugunda ise heterobifonksiyonel ¢apraz
baglayicilar olarak siniflandirilirlar [120]. Homobifonksiyonel ¢apraz baglama
reaktifleri secici gruplarina gore amino grubuna (NHS esterleri vb.) siilfidril
grubuna (bis-maleimidler vb.) ve karboksil grubuna yonelen (diazo bilesikler vb.)
reaktifler olmak iizere simiflandirilir. Heterobifonksiyonel c¢apraz baglama
reaktifleri yaygin olarak kullanilan ve yoneldikleri secici gruplara gore amino ve
suldifril grubuna, karbonil ve siilfidril grubuna, amino ve karboksil grubuna, amino

grubuna yonelen ve fotoreaktif grup iceren vb. olmak iizere siniflandirilmistir [121].

Karboksil ve amin gruplari arasinda amid baglarinin olusumuna aracilik etmek i¢in
kullanilan karbodiimidler (CDI) sifir uzunlukta direkt (zero-length) capraz baglama

maddeleridir ve 6zel bir alt boliim olarak siniflandirilir.

1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidrokloriir (EDC ya da EDAC),
polimerlerin antijenler ile baglanmasinda aktif bir rol oynar. Temel olarak EDC

mekanizmasi, polimerlerin karboksil gruplarini EDC ile modifiye etmek ve aktif
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polimer gruplarina bir amid bagi olusturarak antijenlerin amino gruplarini kovalent

olarak baglamaktir [23, 27, 28].

EDC mekanizmas1 daha ayrintili aciklanacak olursa: kovalant konjugasyon
geceklestirilmesi  icin yapilan karbodiimid aktivasyonu 2 basamakta
gerceklesmektedir. Polimerdeki karboksil gruplarinin aktivasyonu ile aktif hale
getirilen karboksil gruplar1 ve antijenin amino gruplar1 arasinda kondenzasyon
reaksiyonu olusmaktadir. Birinci basamakta karboksil grubu karbodiimide saldirir
ve sonucunda ara uriin olarak kararsiz O-agilisolire olugsmaktadir. Bu ara iriin
antijendeki amino gruplarina saldirmaktadir ve sonucunda polimer ile antijen

arasinda ¢apraz baglanma gergeklesmektedir [122].

CH,

P IAYN N T
HsC NT TSN NH'ClI

Sekil 2. 4 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidrokloriir molekiiliiniin
kimyasal yapisi [122]

Nalbantsoy vd. 2010 yilinda yaptiklari ¢alismada Sa/monella FEnteritidisin
lipopolisakkaridine (LPS) 6zgii monoklonal antikorlar (Mabs), Balb / c farelerinin
LPS ile sentetik polimer bagisiklilastirma modelinde geleneksel hibridoma yontemi
ile degerlendirmislerdir. Hayvanlar adjuvan o6zellikli sentetik polimerlerden
Poliakrilik asit ile olusturulan LPS-PAA ve LPS-Cu?+-PAA kompleksleri ile immiinize
edilmistir. Taniya yonelik ileriye doniik olarak uygulanabilecek Sa/monella
Enteritidis'e kars1 LPS'ye 6zgii Mab tiretilmesinde LPS aracili PE kompleksleri ile

immiinize edilmesinin, immiin tanimada daha etkili oldugunu belirtmislerdir [123].
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3

DENEYSEL CALISMALARDA KULLANILAN OLCUM
YONTEMLERI

3.1 Kullanilan Malzemelerin ve Cihazlarin Listesi

3.1.1 Tez Calismasinda Kullanilan Kimyasallarin Listesi

Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasallar marka ve katalog numaralari ile birlikte

Tablo 3.1'de verilmistir.

Tablo 3. 1 Tez calismasinda kullanilan kimyasallar

1-Vinil-2-pirolidon Fluka 95060
Benzoil peroxide Fluka 33581
Akrilik asit anhydrous Fluka o
Kobalt naftanat Fluka 60830
Tetrahidrofuran (THF) J.T. Baker 9441
Etil asetat Riedel-de Haen 27227

Sodyum dihidrojen fosfat,

Riedel-de Haén 04361
(NaH2P04)
Sodyum hidrojen fosfat,
Fluka 71647
(NazHP04.7H20)
Sodyum klortir, (NaCl) Fluka 71376
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Tablo 3.1 Tez calismasinda kullanilan kimyasallar (devami)

Sodyum hidroksit, (NaOH) Fluka 06203
Hidroklorik asit, (HCI) Riedel-de Haén 07102
Sodyum azid, (NaN3) Applichem A1430
Skim Milk Powder Fluka 70166
4-Nitrophenyl phosphate
Sigma N-3254

di(tris) salt
Bakar (II) siilfat pentahidrat,

Sigma-Aldrich 209198
CuS04.5H20
1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) Sigma E-7750
karbodiimid hidroklorid (EDC)
Sodyum dihidrojen fosfat,

Riedel-de Haén 04361
(NaHzPO4)
Sodyum hidrojen fosfat,

Fluka 71647

(Na2HPO04.7H20)
Sodyum klortir, (NaCl) Fluka 71376
Dietileter Riedel-de Haen 24005
Tiyonil Klorir Fluka 88952
Etilendiamin Aldrich 240729-79-21
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Tablo 3.1 Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasallar (devami)

Sodyum borhidrir Aldrich 452874
Sodyum periyodat Fluka 71862
Gliserol Sigma G5516
Dekstran Sigma D-5251
Bovine serum albumin Sigma A-4503
Freund’s Adjuvant Sigma

F-5506

Antimouse Polyvalent

Immunoglobulins (G, A, M)-

Sigma A0162
Alkaline Phosphatase antibody
produced in goat
Millipore MilliQ
Ultra-pure water
system

3.1.2. Tez Calismasinda Kullanilan Cihazlarin Listesi

Sartorius CP 225D Hassas Terazi

Precisa XB 220A Terazi

Eppendorf Pipet (0,5-10uL, 20-200pL, 100-1000pL)
IKAMAG Coklu Karistirici

WTW pH level 1 pH metre

Telstar Liyofilizator CRY 000S-80

Heildolph MR 3000 Manyetik Karistirici
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e Heildolph MR 3001 Isiticih Manyetik Karistirici

e Milipore-Q Gradient Ultra Saf Su Cihazi

e Hettich Eba20 Santrifiij Cihaz1

e Eppendorf GL010 Santrifiij Cihazi

e Heraeus Biofuge Stratos Santrifiij Cihaz1

e Viscotek 4 Detektorlii GPC (SEC) Sistemi

e Zetasizer Nano ZS Boyut ve Zetapotansiyel 6l¢lim cihazi
e ATR Aparath FT-IR Spektrofotometresi (Shimadzu, Prestige 2100)
e Shimadzu HPLC Sistemi (UV Detektorlii)

e BioTek Synergy HT ELISA reader

e BioTek ELx50 ELISA yikayici

e Benmari (sicak su banyosu)
3.2 Deneylerde Kullanilan Cézeltiler

3.2.1 0,01 M lik PBS Tamponu (pH=7,2)

2,68 g Na2HP04.7H20 (Mw=268,07 g/mol) tartilarak 1 L’ lik balon joje icerisindeki
450 ml ultra saf suda ¢oziiliir. Ayn1 zamanda 1,56 g NaH2P04.2H20 (Mw=156,01
g/mol) tartilarak belirli bir miktar ultra saf suda ¢6ziiniir. Hazirlanan NaH2PO4
cozeltisi balon jojedeki Na2zHPO4 ¢6zeltisinin lizerine eklenir ve tekrar karistirilir. Bu
karisima son olarak 8,77 g NaCl eklenir, karistirilir, pH'1 6l¢iilerek 7,2 ’ye ayarlanir.

Ultra saf su kullanilarak ¢6zeltinin son hacmi 1 L’ye tamamlanir.
3.2.2 100 mM’lik NaHCO3 Tamponunun Hazirlanmasi

1,68 g NaHCOs tartilip, belirli bir miktar distile H20’da ¢oziiliir. pH"1 8 olacak sekilde

pH ayarlamasi yapilir. Son hacim 200 ml’ ye tamamlanir.
3.2.3 Sodyum Sitrat Cozeltisi

0,22 g D-(+) Glukoz (CeH1206; Mw=180,16 g/mol) tartilir ve 3 ml ultra saf suda
cozunir. 0,08 g sitrik asit CeHs07Naz (Mw= 258.07 g/mol) tartilir ve 3 ml ultra saf
suda ¢ozinir. 0,23 g sodyum sitrat (CéHsNa3z07 2H20; Mw= 294.10 g/mol) 3 ml
ultra saf suda ¢oziintir. Bu li¢ ¢6zelti birbirine eklenir ve son hacim ultra saf suile 1

L’ye tamamlanur.
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3.24 0,5M PBS Tamponu (pH=7,2)

5,22 g potasyum hidrojen fosfat (Kz2HPO4; Mw=174 g/mol) tartilir ve 0.5 L ultra saf
suda ¢Ozlnir. 2,72 g potasyum dihidrojen fosfat (KH2POs; Mw=136 g/mol)
tartilarak belirli bir miktar ultra saf suda ¢6ziiniir. K2HPO4 baz ¢ozeltisi lizerine
KH2PO4 asid ¢ozeltisi eklenir. 0,15 M olacak sekilde 8,77g NaCl eklenir. pH 7,2’ ye

ayarlanir. Son hacim 5 litreye tamamlanir ve kaba stizge¢ kagidi ile siiziiliir.
3.2.5 Yikama Tamponu

0,5 M PBS (pH 7,2) den litresi basina tlizerine 0,5 ml Tween 20 (CssH114026;
Mw=1227,72 g/mol) eklenir ve karistirilir.

3.2.6 Substrat Tamponu

0,015 g glisin (C2HsNO2; Mw=75,07 g/mol) 50 ml ultra saf su icgerisinde
cozundiikten sonra 5M KOH c¢ozeltisi ile pH 10,4’ e ayarlanir. Daha sonra 0,028 g
cinko Klorir (ZnClz; Mw= 136,29 g/mol) tartilarak 50 ml ultra saf su igerisinde
¢ozunir. 0,04 g magnezyum Kloriir (MgClz; Mw=95,3 g/mol) tartilarak 50 ml ultra
saf suigerisinde ¢ozliniir. Bu li¢ ¢6zelti karistirilir ve ultra saf su ile son ¢ozelti hacmi

200 ml ‘ye tamamlanur.

3.2.7 %0,1 Siit Tozu Cozeltisi

60 mg siit tozu tartilarak 60 ml 0,5 M PBS (pH 7,2) tamponu igerisinde ¢ozilintir.
3.2.8 Polivalent immiinoglobulin Alkalin Fosfataz Cézeltisinin Diliisyonu

0,5 M 30 ml PBS (pH 7,2) ¢6zeltisi lizerine 15 pl polivalent immiinoglobulin alkalin

fosfataz eklenir ve vorteksle karistirilarak 1/2000 diliisyonu hazirlanir.
3.2.9 4-nitrofenil Fosfat Substrat Cozeltisinin Hazirlanmasi

4-nitrofenil fosfattan (CéHsNOeP.2C4HINO3; Mw= 461,4 g/mol) 2,5 mg alinip 25 ml

substrat tamponunda ¢oziliniir ve karanlikta saklanir.
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3.3 Kullanlan Ol¢iim Yéntemleri

Calismamiz kapsaminda GPC (Jel Gegirgenlik-Molekiiler Eleme Kromatografisi),
Boyut ve Zeta Potansiyel Olciimleri, FTIR Spektroskopisi, Yiiksek Performanslh Sivi

Kromatografisi (HPLC) ve ELISA yontemlerinden faydalanilmistir.
3.3.1 GPC (Jel Gegirgenlik-Molekiiler Eleme Kromatografisi)

Polimerler ve polimer-LPS konjugatlarinin GPC analizleri ticlii dedektor sistemine
sahip Viscotek TDA302 GPC kullanilarak gerceklestirildi. Uclii dedektor sistemi,
kirilma indisi (RI; 660 nm), dik ac¢ili 1s1k sa¢ilimi (RALS; 670 nm) ve UV
dedektorlerinden olusur. Dedektorler 1.0 ml/dk akis hizinda PBS mobil fazi
kullanilarak sigir serum albtimini (BSA) monomer piki (Mn = 66 kDa) ¢ozeltisi ile
kalibre edilmistir. GPC verilerinin edinimi ve analizi icin 4.6.0 (Malvern Panalytical
Ltd., UK) yazilimi kullanilmistir. Analizler Shim-pack Diol-300 (500 mm x 7.9 mm)
kolonu kullanilarak oda sicakliginda yapilmistir. Mobil faz izokratik, 1.0 ml / dakika
akis hizinda ve pH 7.2 fosfat tamponu (PBS) kullanilmistir. Kolonlarin biyolojik
bozunmasini 6nlemek i¢cin mobil faz soliisyonlarina %0.05 NaNs3 eklenmistir. Tiim
cozeltiler 0.45 pm'lik Millipore seliiloz nitrat filtre ile siiziilmiis ve kullanmadan

once degaze edilmistir [124-126].
3.3.2 Boyut ve Zeta Potansiyel Olgiimleri

Bir konjugat stabilitesi ve islevselligi zeta potansiyelinin, boyutunun ve ¢evresel
iyonik kosullarin glcli bir fonksiyonudur. Foton korelasyon
spektroskopisinde(PCS) dinamik 151k sa¢ilmasi (DLS) yontemi partikil boyutu
dagilimin ve partikil boyutunu belirlemek i¢in kullanilir. DLS' de, bir ¢6zeltideki
parcaciklardan sacilan 1s18iIn yogunluk dalgalanmalar1 tespit edilir ve
iliskilendirilerek bir diflizyon katsayisi elde edilir. Difiizyon katsayisi elde etmek icin
cesitli algoritmalar vardir, kiimiilant analizi Z-Ave adi1 verilen bir ortalama boyut
verir. Algoritma ne olursa olsun, DLS' nin verdigi boyut hidrodinamik captir ve
cozelti oOzelliklerinden etkilenir. DLS, Brownian hareketine dayali olarak bir
¢oziiclideki partikiillerin boyutunu hesaplar. Homojen bir ¢6zelti icindeki maddenin
hidrodinamik cap1 diflizyon katsayis1 Stokes Einstein denklemi ile belirlenir. DLS

6l¢limii, monodispers ve polidispers malzemeler i¢in uygundur, ancak DLS 6l¢glimii
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yiksek boyutlu numuneler icin uygun degildir. DLS, genis 6l¢iim aralig1 sayesinde
en yaygin ve oldukca basit 6l¢iim teknigine sahiptir. DLS tekniginin temel avantaji,

Olgtimlerin kisa stirede yapilabilmesi ve aparat maliyetinin diisiik olmasidir.

Sentezlenen kompleks ve biyokonjugatlarin partikiil boyutu analizi, 4.0 mV He-Ne
lazer (633 nm) ile donatilmis bir Zetasizer Nano ZS (Malvern) cihazi ile DLS teknigi
kullanilarak yapildi. Cozeltiler icin 0.8872 cP viskozite ve 1.330 kirilma indisi
kullanilarak 25 + 0.1 °C'de otomotik modda ve 3 tekrarli olarak 6l¢iimler yapildi.
Tiim numuneler, 6l¢limlerden 6nce 0.20 pm RC membran filtre (Sartorius) ile filtre

edildi [127, 128].

Elektroforetik 1s1ik sacilimi (ELS), hassasiyeti, dogrulugu ve ¢ok yonliiliigii nedeniyle
askidaki partikiillerin zeta potansiyelinin belirlenmesi icin en iyi yontemdir. Zeta
potansiyeli, malzemenin yapisina ve ortama, 6érnegin pH, iyonik kuvvet ve hatta
partikil siispansiyonundaki iyonlarin tiirtine bagl olarak degisir. Bir ¢ozeltideki bir
numunenin zeta potansiyeli ({) Henry denklemi kullanilarak elektroforetik
hareketliliginden (UE) hesaplanabilmektedir. Kompleks ve biyo-konjugatlarin Zeta
potansiyeli (¢) olctimleri, Zetasizer Nano ZS cihazinda kapiler kiivetlerde 25 + 0.1
°C'de otomatik modda 3 tekrarh olarak gerceklestirildi. Olgiimler, viskozite, 0.8872
cP; dielektrik sabiti, 79; f (ka), 1,50 (Smoluchowski) parametrelerinde
gerceklestirildi. Tim numuneler, 6l¢glimlerden 6énce 0.20 pum RC-membran filtre

(Sartorius) ile filtre edildi [127, 128].
3.3.3 FTIR Spektroskopisi

Orneklerin Furier Déntisiimlii Kizilétesi Spektroskopisi kullanilarak fonksiyonel
grup analizleri IR Prestige 21 FTIR Spektrofotometre (Shimadzu, Japonya) ile
gerceklestirildi. FT-IR spektrumlart kompleks ve konjugatlar icin ATR modunda
kaydedildi. Olgiim araligi 4000-600 cm-!, érnek basina tarama sayis1 16 ve

¢oziiniirliik 4 cm! olarak dlgtimler alind1 [129].
3.3.4 Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi (HPLC)

Biyokonjugatlarin analizi HPLC’ de, Shimadzu Model LC-6AD pompasi ile Shim-Pack
Diol-300 (500 mm x 7.9 mm) kolonu kullanilarak oda sicaliginda yapildi.

1,0mL/dak. akis hiziyla uygun tamponlar kullanilarak gergeklestirilen analizlerde
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20pl hacimlik numuneler analiz edilmek tlzere 0,22 pm’lik enjektor filtresiyle
suzulerek cihaza verildi ve 280 nm’de Shimadzu SPD-10AV VP Model UV-VIS
Dedektorii ile incelendi [130].

3.3.5 ELISA

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) testi antijen-antikor reaksiyonunu
gerceklestirmede en ¢ok tercih edilen ve kullanilan metottur [131]. Enzim baglantilh
bir konjugat ve enzim substrati kullanilarak elde edilen renk degisimi yoluyla
antijen-antikor reaksiyonlarini gosteren ve biyolojik sivilardaki molekiillerin
varligini ve konsantrasyonunu belirlemeye yarayan kantitatif analitik bir
yontemdir. Bir antikorun kendi antijeni disindaki bir molekiile baglanmasinin
neredeyse imkansiz olmasi sebebiyle peptidler / proteinler, hormonlar, vitaminler
ve ilaglar gibi ¢ok diisiik konsantrasyonlu molekiiller, kendileri icin gelistirilen

antikorlara veya antijenlere karsi yiiksek diizeyde 6zgiilliik gosterir [132].

ELISA ve radyoimmunoassay (RIA) tekniklerinin temel prensibi 1941 yilina
dayansa da, RIA yontemi ilk olarak 1960'larda Yalow ve Berson tarafindan endojen
plazma insiilin seviyesini 6l¢mek icin kullanilmistir. Aslinda, ELISA yontemi ayni
anda iki arastirma ekibi tarafindan ayni anda icat edilmekle beraber ELISA
yontemine biiyiik élgiide 2005 yilinda élen Isvigreli bilim adamlar1 Engvall ve
Perlmann onciilik etmistir. Bu iki arastirmaci, 1971'de RIA yontemini modifiye
ederek ELISA yontemini gelistirmistir. Diger bir deyisle RIA'daki etiketli antijen ve
antikor radyoizotoplarini radyoaktif iyot 125 yerine enzimlerle birlestirerek
immiinolojik ELISA yontemini gelistirmislerdir ve tavsan serumundaki IgG
seviyelerini belirlemek icin bu yeni yontemi kullanmislardir. Aym yil farkl bir
arastirma ekibi, EIA (enzim immunoassay) yontemi ile yaban turpu peroksidaz (EC
1.11.17) enzimini kullanarak idrardaki insan koryonik gonadotropin (hCG)
miktarlarini 6l¢gmeyi basarmistir. Zaman i¢inde farkli uygulama alanlar1 bulan ve
gittikce gelistirilen bu yontem, dlinya ¢capinda arastirma ve tani laboratuvarlarinda

rutin olarak kullanilan bir yontem haline gelmistir [132-134].

ELISA, enzim etiketli antijenleri ve antikorlar1 kullanir; en yaygin kullanilan
enzimler alkalin fosfataz (EC 3.1.3.1) ve glikoz oksidazdir (E.C.1.1.3.4). Siv1 fazdaki

antijen, genellikle 96 oyuklu mikrotitre plakalara kaplanir. Antijenin spesifik bir
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antikora baglanmasina izin verilir, bu da daha sonra ikincil, bir enzimle birlestirilmis
antikor tarafindan tespit edilir. Enzim icin bir kromojenik substrat, antijenin
varligini gosteren goriiniir bir renk degisikligi veya floresan verir. Niceliksel veya

niteliksel 6l¢timler, bu tiir kolorimetrik okumalara gére degerlendirilebilir [135].

ELISA testinin basit prosediire sahip olmasi, antijen-antikor reaksiyonu nedeniyle
yuksek 6zgiilliik ve duyarliliginin olmasi, yiiksek verimlilikle ¢alismasi, genellikle
givenli, cevre dostu ve uygun maliyetli olmasi gibi avantajlar1 vardir. Antikor
hazirlamanin zahmetli ve pahali olmasi, mikroplate ytlizeyinin yetersiz bloke olmasi
nedeniyle yanls pozitif veya negatif sonuc¢ olasiigi ve antikor kararsizligi gibi

sebepler ELISA testinin dezavantaji olarak sayilabilir [136].

Bir ELISA testi dort genel adim kullanilarak yapilir. Bu adimlar i) kaplama (antijen
veya antikor ile), ii) bloklama (tipik olarak sigir serum albiimini [BSA] ilavesiyle)
iii) tespit etme iv) son okumadir. Temel adimlarda degisiklik yapilarak cesitli ELISA
tirleri kullanilmistir. Dogrudan (Direkt) ELISA, Dolayh (indirekt) ELISA, Sandvig
ELISA, Rekabetci ELISA olmak iizere 4 temel ELISA tiiri vardir. Her tiiriin kendine

6zgl bir avantaji vardir [137].

Hem direkt hem de indirekt ELISA'lar antijenin ELISA plakalarina kaplanmasiyla
baslar. Direkt ELISA'da, birincil saptama antikoru, dogrudan ilgili proteine baglanir.
Direkt ELISA yonteminin diger yontemlere gore avantajlar1 arasinda ikincil antikor
dolayisiyla meydana gelebilecek capraz reaktivite ihtimalinin olmamasidir. Ayrica
indirekt ELISA ile karsilastirlldiginda yontemde daha az adim uygulandigi icin daha
hizli oldugu goriilmektedir. Dezavantajlari, diger ELISA tiirlerine kiyasla diisiik
duyarlilig1 ve yiiksek reaksiyon maliyetidir [137, 138]. Dolayl ELISA, direct ELISA
dan farkl olarak 2 antikor gerektirir. Bunlar i) ilgili proteine baglanan bir birincil
saptama antikoru ii) bu antikora tamamlayici olan ikincil bir enzim baglantili
antikordur. Dolayli ELISA'nin hassasiyeti, dogrudan ELISA’ ya gore daha ytiksektir.
Bir cok birincil antikorun kullanilabilmesi bu yontemin daha az maliyetli ve daha
esnek olarak kullanilabilmesi avantajin1 sunar. Capraz reaktivite riski dolayh

ELISA'nin tek 6nemli dezavantajidir [137].

Sandvi¢ ELISA’ nin, plate kuyularina kaplanan bir yakalayici antikoru ile baslamasi

onu diger ELISA’lardan ayirmaktadir. Antijenler iki antikor katmani (yakalayici ve
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saptama antikorlar1) arasina sikistirildig1 icin "sandvi¢" olarak adlandirilir. Tiim
ELISA cesitleri arasinda en ytliksek hassasiyete sahip olan yontemdir. Cok zaman
gerektirmesi ve maliyetli olmasi en biiyiik dezavantajlaridir. "Eslesen cift" ve ikincil

antikorlar1 gerektirmesi Sandvi¢ ELISA'nin diger dezavantajlarindandir [137].

Rekabetci ELISA’da iki spesifik antikor, bir enzimle konjlige edilmis antikor ve test
serumunda bulunan baska bir antikor (serum pozitifse) kullanilir. Iki antikorun
kuyularda birlestirilmesi, antijene baglanma icin bir rekabete izin verecektir. Bir
renk degisikliginin varlig, testin negatif oldugu anlamina gelir ¢linkli enzime bagh
antikor antijenlere baglanir (test serumunun antikorlarina degil). Testin pozitif
oldugunu ve test edilen serum igerisinde aranan antikorlarin varligini rengin
olmamas1 gostermektedir. Dezavantajlar1 olarak disiik ozgilligii ve seyreltik
numunelerde kullanilamamasi sayilabilir. Avantajlar1 arasinda belirli bir serumda
bir ¢ok tiirdeki antijenleri 6lgebilmesi ve kiiciik antijenler i¢in kullanilabilmesi

sayilabilir [137].
3.3.6 Konjugatlarin Saflagtirilmas

Sentezledigimiz konjugatlar, bu tiir reaksiyonlarda olusan iire tiirevi veya
reaksiyona girmemis c¢apraz baglayicillarin fazlasindan diyaliz ve santrifiijli

filtrasyon (membranl santrifiij tiipleri ile) gibi yontemlerle saflastirilmistir.

Santrifiijjlii filtrasyon ile gerceklestirilen saflastirma isleminde iglerinde farkh
boyutlara sahip molekiillerin ayrilmasini saglayacak 6zellikteki mebranlarin oldugu
membranl santrifiij tiipleri; konjugatlar sentezlenirken olusan ya da reaksiyona
girmeyen safsizlik olarak kabul edecegimiz kii¢iik molekiillerin ayrilmasinda tercih
edilmektedir. Bu amagla saflastirilacak ¢ozelti bu tiiplere belirtilen limitlerde
doldurulur ve tiipiin santrifiij edilmesiyle membranin goézeneklerinden kiiglik
molekiilerin gecmesi ile saf konjugat tlist fazda kalmaktadir. Bu sekilde konjugat

saflastirilmis olmaktadir [121, 139].

Diyaliz isleminde maddeler, kimyasal potansiyellerinin biiyiik oldugu alandan kii¢tik
oldugu alana dogru kendiliginden hareket etmektedirler [121]. Tez kapsaminda
LPS-OH tirevlerinin saflastirilmasinda diyaliz islemi kullanilmistir. Ancak

membranl santrifiij tiiplerine gore fazla zaman almasi ve daha ugrastirici bir islem
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olmasi, diger saflastirma islemlerimiz icin membranl santrifiij tiiplerini kullanmaya

yonelmemize neden olmustur.
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4

DENEYSEL KISIM

4.1 Lipopolisakkarit izolasyonu

Tezde kullanilan €. burnetii hiicresinin dominant antijeni viriilan faz I LPS’ nin

izolasyonu Slovakya Bilimler Akademisi tarafindan gerceklestirilmistir.
41.1 Coxiella burnetiihiicrelerinin kiiltiire alinmasi ve saflagtirilmasi

Virtlan faz I'de serolojik olarak C. burnetii S susu (Nine Mile I (RSA 493)), WHO
Rickettsial Referans ve Arastirma Enstitiisii, Viroloji Enstitiisii, Slovak Bilimler
Akademisi, Bratislava, Slovak Cumhuriyeti'nin sus koleksiyonundan alinmistir.
Bakteri, tarif edildigi gibi [140, 141] embriyo haline getirilmis tavuk yumurtalarinda
cogaltilmistir. Kiiltiire alindiktan sonra, faz I hiicreleri, eter ile tekrarlanan
ekstraksiyon islemleri ve santrifiij ile saflastirlmistir [9, 10, 142]. C. burnetii
hiicrelerinden lipopolisakkaritin izolasyonu sicak fenol / su prosediiri ile
yapilmistir. LPS ve Lipid A analizleri gaz kromatografisi (GC) ve GC-kiitle
spektrometere (GC-MS) cihazi kullanilarak gerceklestirilmistir [143].

4.2 Poli(N-Vinil-2-Pirolidon- ko-Akrilikasid) polimerinin sentezi:

Yapay polimerik as1 sistemlerinde kullanilmak iizere sentezlenen polimerlerin
(kopolimerlerin) belirli fizikokimyasal 6zelliklere sahip olmasi ve biyouyumlu

olmasi beklenir.

P(VP-co-AA)
H H, H
c
)YO THF \\/
H,C + _—
70°C n
OH COCH
AA

Sekil 4. 1 Poli(N-Vinil-2-Pirolidon-ko-Akrilikasid) polimerinin sentezinin sematik
gosterimi

44



P(VP-ko-AA) polimerinin sentezinde literatiirden [144] faydalanilmistir. Akrilik asit
(48 g) ve vinilpirrolidon-2 (111 g) 350 g THF icerisinde karistirllmistir. Benzoil
peroksit (318 mg) ve kobalt naftanat (32 mg) akrilik asit ve vinilpirolidon
karistirilirken ortama eklenir. Bu islemler esnasinda sicaklik 65-70 °C’ de tutulur.
Polimerizasyon N2 gazi varliginda 3 saat devam ettirilmistir. P(VP-ko-AA) polimeri
kirli beyaz kristalin kat1 seklinde elde edilmistir. Reaksiyon sonucunda ¢okelti
olarak elde edilen kopolimer filtre edilmistir ve 40 °C’ de vakum etiiviinde
kurutulmustur. Reaksiyon sonucunda verim %98,5 olarak hesaplanmistir. Su
iceisinde ¢oziinurligu yliksektir. Sentezlenen polimerlerin karakterizasyonu FT-IR
analizi ile gerceklestirilmis, molekiil agirhigi (Mw) hesaplamasi yine 3 detektorli

GPC cihazinda elde edilen sonuglar ile yapilmistir.

solvent+monomerler

Isitci

Sekil 4. 2 P(VP-ko-AA) polimerinin sentezine ait deney diizeneginin sematik
gosterimi
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4.3 Komplekslerin Hazirlanmasi ve Konjugatlarin Sentezi
4.3.1 LPSile komplekslerin hazirlanmasi
4.3.1.1 P(VP-ko-AA)-LPS Fiziksel Kompleks Hazirlanmasi:

1:1 kiitlesel oranindaki LPS ve P(VP-ko-AA) kompleksleri 2 mg/ml P(VP-ko-AA) ve
2 mg/ml LPS’nin pH=7 tamponundaki ¢dzeltilerinin gece boyunca karistirilmasi ile

hazirlanmistir. Hazirlanis semasi Sekil 4.3.’de verilmistir.

[P(VP-co-AA)] PBS’te ¢ozulir ve LPS PBS’te ¢oziliir ve pH1 7’ye
pH"1 7’ye ayarlanir ayarlanir

¥

Bu iki ¢ozelti pH 7’de +4°C ‘de 1
gece kanistirihr

A4

Ertesi sabah ¢ozeltinin pH1 7’ye
ayarlanir

/ \

o?::;t :Ie ﬁzle:jamij FTIR analizi igin
P Y s ornek hazirlanir

icin 6rnek hazirlanir

N

Sekil 4. 3 P(VP-ko-AA)-LPS Fiziksel kompleks hazirlanis semasi

4.3.1.2 Polioksidonyum-LPS Fiziksel Kompleks Hazirlanmasi:

1:1 kiitlesel oranindaki LPS ve POX kompleksleri 2 mg/ml POX ve 2 mg/ml LPS'nin
pH=7 tamponundaki ¢6zeltilerinin gece boyunca karistirilmasi ile hazirlanmistir.

Hazirlanis semasi Sekil 4.4’ de verilmistir.
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ayarlanir ayarlanir

l |
¥

-
{ Bu iki ¢ozelti pH 7’de +4°C ‘de 1

LPOX PBS’te ¢ozuliir ve pH’1 7’ye] { LPS PBS’te ¢oziilur ve pH1 7'ye ]

gece karigtirihir

A4

-
[Ertesi sabah gozeltinin pH1 7’ye

ayarlanir

/ \

os::;t :|e ;f:;nu FTIR analiziigin
. : 4 ornek hazirlanir

icin ornek hazirlanir

Sekil 4. 4 Polioksidonyum-LPS fiziksel kompleks hazirlanis semasi

4.3.1.3 P(VP-ko-AA)-Cu?*+-LPS Komplekslerinin Hazirlanmast:

1:1 kiitlesel oranindaki LPS ve P(VP-ko0-AA) kompleksleri 2 mg/ml P(VP-ko-AA) ve
2 mg/ml LPS’nin pH=7 tamponundaki ¢ozeltilerinin gece boyunca karistirilmasi ile
hazirlandi. 150 mg CuS04.5H20 10 ml suda c¢oziilerek stok ¢ozelti hazirlandi ve 1
gece +4°C’de bekletildi. Fiziksel komplekse 200 pl CuSO4.5H20 stok ¢ozeltisinden
eklendi. 3 saat +4°C’ de karistirildi. Literatiirde yer alan [145-149] gecis metalleri
ile polimer-protein kompleks calismalarindan faydalanilarak elde edilen ticli
komplekslerin yap1 analizi gerceklestirildi. 3’lii komplekslerin hazirlanis semasi
Sekil 4.5’ de verildi. Elde edilen kompleksler deney hayvanlarina verilerek antikor
seviyeleri tespit edildi. 2 farkli kompleks (P(VP-ko-AA)-Cu?+-LPS-1 ve P(VP-ko-
AA)-Cu?+-LPS-2) olusturulmus ve analizleri gerceklestirildi.
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pH’1 7’ye ayarlanir ayarlanir

l |
¥

L Bu iki ¢6zelti pH 7’de +4° ‘C’ de 150 mg CuS0,.5H,0/10 ml su

{[P(VP-CO-AA)] PBS’te ¢oziillir veJ { LPS PBS’te ¢oziillir ve pH’1I 7’ye J

1 gece karigtirilir ve pH olculiir ¢ozeltisi hazirlanir

¥ ¥

N\

ayarlanir +4°C ‘de gece boyu karigtirilir

©
‘ N 200 pl CuSO,.5H,0

¢Ozeltisinden eklenir.
3 saat +4° ‘C’ de kanstirilir

/ \

of::;t :rﬁzle:iamii FTIR analizi icin
P " § ornek hazirlanir

icin 6rnek hazirlanir

LErtesi sabah ¢ozeltinin pH1 7’ye

Sekil 4. 5 P(VP-ko-AA)- Cu?+-LPS komplekslerinin hazirlanis semasi

4.3.1.4 Polioksidonyum-Cu2+-LPS kompleksleri Hazirlanmasi:

1:1 kiitlesel oranindaki LPS ve POX kompleksleri 2 mg/ml POX ve 2 mg/ml LPS'nin
pH=7 tamponundaki ¢ozeltilerinin gece boyunca karistirilmasi ile hazirlandi. 150
mg CuS04.5H20 10 ml suda ¢oziilerek stok ¢ozelti hazirland1 ve 1 gece +4°C’ de
bekletildi. Fiziksel komplekse 100 pl CuS04.5H20 stok ¢6zeltisinden eklendi. P(VP-
ko-AA) polimerine oranla daha az bakir metali kullanmamizin sebebi, bakir
metallerinin ¢ozeltide ¢okmesidir. 3 saat +4°C’ de karistirild1 [145-149]. 200 pl
bakir siilfat kullanilarak 2. kompleks hazirlandi. Komplekslerin hazirlanis semasi

Sekil 4.6’ da gosterildi.
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ayarlanir ayarlanir

l |
¥

{ Bu iki ¢ozelti pH 7’de +4° ‘C’ de { 150 mg CuS0,.5H,0/10 ml su

(POX PBS’te ¢ozuliir ve pH’1 7’yeJ { LPS PBS’te ¢oziiliir ve pH’1 7’ye ]

1 gece kanigtirilir ve pH olgiiliir ¢ozeltisi hazirlanir

¥ ¥

LErteﬂ sabah cozeltinin pH1 7’ye { +4°C ‘de gEORB kanstirilir
ayarlanir

‘ \ 100 ul CuSO,.5H,0
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3 saat +4° ‘C’ de kanstinhr

/ \

of::::t :Ie 6zle:jamii FTIR analizi igin
P " § ornek hazirlanir

icin 6rnek hazirlanir

Sekil 4. 6 Polioksidonyum-Cu?+-LPS komplekslerinin hazirlanis semasi

4.3.2 Konjugatlarin Olusturulmasi
4.3.2.1 EDC Kullanilarak Konjugatlarin Olusturulmasi

Bu yontemle konjugatlarin olusturulmasi i¢in dncelikle LPS'nin OH gruplarinin
NHz'ye modifiye edilmesi gerekmektedir. Bu asama 2 adimdan olusmaktadir. ilk
olarak sodyum periyodat ile LPS’ nin aldehit tiirevi olusturulmakta ve 2. adimda
etilendiamin ve sodyumborhidriir ile NH2 gruplarinin eklenmesi ve Schiff baz
indirgenmesi gerceklesmektedir. NH2-LPS olusturulduktan sonra Biyopolimer-LPS
konjugatlar1 EDC ¢apraz baglayicisi kullanilarak sentezlenmistir. EDC kullanilarak
gerceklestirilen biyopolimer-LPS konjugasyon mekanizmas1 Sekil 4.7° de

gosterilmistir.
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Sekil 4. 7 EDC kullanilarak gergeklestirilen biyopolimer-LPS konjugatinin sentez
mekanizmasi [150]

Ilk Adimda: LPS nin NalO4 ile oksidasyonu: Diollerin yiikseltgenmesi

Periyodat oksidayonu, seker rezidilerinin (goreceli olarak reaktif olmayan
hidroksil gruplarinin) amin gruplar ile reaksiyona girebilecek aldehit gruplarina
dontstiirmede kullanilan yontemlerden biridir. Periyodat, ardisik hidroksil grubu
tasiyan C-C baglarin kirmaktadir ve —-OH gruplarin ytikseltgeyerek yiiksek oranda
reaktif aldehit gruplar olusturmaktadir.

HO HO
%, %,
</
L “,
0 0
> Nal0, : >
HC CH HC (\\H
HO OH Q 0

Sekil 4. 8 Ardisik hidroksil gruplarinin periyodat oksidasyonu ile aldehit
gruplarina doniistiiriilmesi [130]
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-LPS’nin aldehit tiirevinin olusumu

Oksidasyon mekanizmasi Sekil 4.9'da gosterilen LPS-Aldehit tiirevinin eldesi
literatiirde belirtildigi sekilde gerceklestirilmistir [151]. 3mg LPS 3 ml PBS (pH 7)’de
¢6zllmiis ve 5mM NalO4 (Sodyum periyodat) LPS ¢ozeltisinin lizerine yavas yavas
karistirilarak eklenmistir (1s1ktan korunarak). Oda sicakliginda ve karanlikta 6 saat
karistirllmis reaksiyonun soniimlenmesi igin ¢ozelti ml’ si basina 0,1ml gliserol
eklenerek oda sicakliginda ve karanlikta 6 saat karistirmaya devam edilmistir.
Sonrasinda diyaliz ile saflastirma gergeklestirilmistir. Liyofilizatorde kurutma
yapilarak elde edilen lipopolisakkaritin aldehit tiirevinin olusumuna ait hazirlanis
semasi Sekil 4.10’da gosterilmistir.

OH

—_——F —D—P
_— |
Q
5 mmaol NaID4
HO
Ok
aQ
HO
o
HO H‘
OH o

o — Q H—
OH-LPS Diollerin ylikseltgenerek aldehit

tiirevinin olusturulmasi

Sekil 4. 9 LPS’ nin NalOx ile oksidasyon mekanizmasi
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LPS PBS’te ¢ozuliir ]

4

5mM NalO, eklenir karanlikta 6]

saat boyunca karistirilir

¥

Gliserol eklenir ve 6 saat
boyunca karistinilir

¥

Diyaliz ile saflastirma yapilan
ornek liyofilizatorde kurutulur

R G G G

Sekil 4. 10 Lipopolisakkaritin aldehit tiirevinin olusumuna ait hazirlanis semasi

2. Adim: LPS’nin Amin tiirevlerinin olusturulmasi: (NHz-CHz-CH2-NHz ve NaBH4 ile)

Literatiirden faydalanilarak LPS’ nin amin tiirevlerinin olusturulmasinda 1mg LPS-
aldehit/1ml PBS (pH 7) ¢ozeltisi hazirlanir ve 2 saat karistirtlmistir [151]. 50 pl 6M
etilendiamin ¢ozeltisi, 25 pl 5 M HCI ¢ozeltisi ve 20 pl 1 M sodyum borhidriir
(NaBHa4) ¢ozeltisi LPS-aldehit ¢ozeltisine ilave edilerek 12 saat oda sicakliginda
karistirilmistir. Membranh saflastirma tiipleri kullanilarak saflastirma yapilmistir.
Aldehit iceren molekiillerin amin tiirevlerinin olusturulmasina ait genel mekanizma
Sekil 4.11° de, amin tiirevlerinin olusturulmasina ait reaksiyon mekanizmasi Sekil
4.12’de gosterilmistir. LPS’nin amin tiirevlerinin olusturulmasina ait hazirlanig

semasi Sekil 4.13’de verilmistir.
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Sekil 4. 11 Aldehit iceren molekiillerin amin tiirevlerinin olusturulmasina ait genel

mekanizmasi
QOH (|3H
—_o_l —O0—FP
| HO NH,__~"™NH, » NaBH, I OH
o] o) L - o] o]
© ° o) HNH oﬁ
HO HO
o] §/O
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NH,

Sekil 4. 12 Amin tiirevlerinin olusturulmasina ait reaksiyon mekanizmasi

‘ 6 M Etilendiamin ¢6zeltisi ] [ 5 M HCI Cozeltisi J { 1M NaBH, j

50 pl 25 pl 20 pl
eklenir eklenir eklenir

LPS PBS icerisinde ¢oziiliir

L 4

12 saat boyuncaoda
sicakhginda karistirilir

\ 4

Saflastirma yapilir ve
konjugasyon islemi
L gerceklestirilir

Sekil 4. 13 LPS’nin amin tiirevlerinin olusturulmasina ait hazirlanis semasi
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e H2N-LPS’nin Biyopolimerle Konjugasyonu

Hidroksil gruplar1 -NH2'ye modifiye edilmis LPS'nin POX ve P(VP-ko-AA)
polimerleri ile EDC ¢apraz baglayicisi varliginda biyokonjugatlar1 sentezlenmistir.
H2N-LPS’nin biyopolimerle konjugasyonuna ait reaksiyon mekanizmasi Sekil 4.14’
de gosterilmistir.

OH

Sekil 4. 14 H2N-LPS’nin biyopolimerle konjugasyonuna ait reaksiyon mekanizmasi

-HzN-LPS’ nin P(VP-k0-AA) ile Konjugasyonu

OH gruplar1 NH2'ye modifiye edilmis LPS (HzN-LPS) ve P(VP-ko-AA) polimerinin
EDC capraz baglama reaktifi kullanilarak Polimer/LPS kiitlesel oranlari 0,5; 1 ve 2
olacak sekilde polimerin artan oranlarinda 3 konjugati sentezlenmistir. Bunun igin,
polimer stok c¢ozeltileri hazirlanmis ve ornekler 2 saat karistirilmistir. Polimer
cozeltisi ve H2N-LPS ¢ozeltisi karistirilarak 2 saat daha karistirilmistir. Karisimin
pH’1 5’e diistiriilmiis ve aktivasyon amaciyla EDC eklenmistir. 4 °C’de gece boyunca
karistirilmis ve pH 7.2 'ye ayarlanmistir. Membranl santrifiij tiipleri ile saflagtirma
yapilmis ve 6rnek analize verilmisir. H2N-LPS'nin P(VP-ko-AA) ile konjugasyonunun

hazirlanis semasi Sekil 4.15’de gosterilmistir [152, 153].
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[P(VP-co-AA)] ¢ozeltisi 3 farkh
oranda hazirlanir ve oda
sicakhginda 2 saat karigtirilir.

LPS PBS’te ¢ozuliir ve ve oda
sicakliginda 2 saat karistirilir.

¥

Bu iki ¢cozelti karistinllir ve pH
5’e ayarlanir

+4°C’de kanstinlir

[EDC eklenir ve 12 saat boyunca

I\

pH"1 7’ye ayarlanir ve
saflagtirma yapilir

GPC analizi HPLC analizi FTIR analizi Zeta potansiyel
icin 6rnek icin 6rnek icin 6rnek Blgiimii iin
hazirlanir hazirlanir hazirlanir érnek hazirlanir

Sekil 4. 15 NH2-LPS'nin P(VP-ko0-AA) ile Konjugasyonunun hazirlanis semasi

-H2N-LPS’nin Polioksidonyum ile Konjugasyonu

-OH gruplar -NH2'ye modifiye edilmis LPS (H2N-LPS) ve polioksidonyum (POX)
polimerinin EDC capraz baglama reaktifi kullanilarak Polimer/ LPS kiitlesel oranlar1
0,5; 1 ve 2 olacak sekilde polimerin artan oranlarinda 3 konjugati sentezlenmistir.
Polimer stok c¢ozeltileri hazirlanmis ve ornekler 2 saat karistirilmistir. Polimer
cozeltisi ve H2N-LPS c¢ozeltisi karistirillarak 2 saat daha karistirllmaya devam
edilmistir. Karisimin pH’1 5’e distriilerek aktivasyon amaciyla EDC eklenmistir. 4
°C’'de gece boyunca karistirilmis ve pH 7,2’ ye ayarlanmistir. Membranli santrifiij
tlipleri ile saflastirma yapilmis ve 6rnek analize verilmistir. H2N-LPS'nin POX ile

konjugasyonunun hazirlanis semasi Sekil 4.16’ da gosterilmistir.
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POX ¢ozeltisi 3 farkli oranda
hazirlanir ve oda sicakliginda 2
saat karistinlir.

LPS PBS’te ¢oziillir ve ve oda
sicakhginda 2 saat kanstinlr.

Bu iki ¢ozelti karistirihr ve pH
5’e ayarlanir

+4°C’de karnistirilir

LEDC eklenir ve 12 saat boyunca

pH’1 7’ye ayarlanir ve
saflagtirma yapilir
GPC analizi HPLC analizi FTIR analizi Zeta potansiyel
icin 6rnek icin drnek icin 6rnek Bleiimii igin
hazirlanir hazirlanir hazirlanir érnek hazirlanir

Sekil 4. 16 H2N-LPS’nin POX ile konjugasyonunun hazirlanis semasi

4.3.2.2 Tiyonil Kloriir Yéontemi ile Konjugasyon

Tiyonil Kloriir yontemi: Polimerin karboksilik asit gruplarinin tiyonil klorir ile

muamele edilmesi sonucunda kloranhidridin eldesi gerceklestirilir.

COOH COClI

+ socl, ——— + so,A + HC

——COOH Ccocl

Sekil 4. 17 Kloranhidridin eldesi

Daha sonrasinda polimerin kloranhidridin fonksiyonel gruplarinin LPS’nin OH

gruplari ile reaksiyonu sonucunda biyokonjugat sentezi gerceklestirilir.
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CocCl ——CO—OH—LPS

+ HO——LPS — 3=

CO—OH—LPS

COcCl

Sekil 4. 18 Polimer-LPS konjugati

* Reaksiyonda SOz'nin ayrilmasi ve ilgili gruplarin baglanmasi ile tek adimda

konjugat eldesi saglanir.

Polimerlerin ¢oziinebilmesi icin uygun organik ¢oziicliiniin belirlenmesi amaciyla
denemeler gerceklestirilmistir. Polimerler icin DMF (Dimetilformamid), THF
(Tetrahidrofuran), DMSO (Dimetil siilfoksit) ve Kloroform c¢oziiciileri denendi.
P(VP-ko-AA) polimeri DMF’te ¢oziunmiistiir. Polioksidonyum polimeri organik
cozuculerde ¢oziinmedigi icin- calismalarimizda SOCl2 yontemi kullanilarak sadece

LPS-P(VP-ko-AA) konjugati sentezlenmistir.
-LPS-P(VP- ko-AA) konjugatlarinin SOCI2 yéntemi ile Sentezi

3 mg P(VP-ko-AA) 3 ml DMF igerisinde ¢oziindiiriilerek 2 saat karistirilip, ti¢
boyunlu dibi yuvarlak silifli reaksiyon kabina kondu. Reaksiyon kabinin genis
boynuna geri sogutucu, dar boyunlarindan birine silifli termometre ve diger boynu
da sikica tipa ile kapatilip, 1 ml (0,015 mol) SOClz +4 °C’ de (dakikada bir damla
olacak sekilde) eklendi. Bir siire karistirildiktan sonra 50-60 °C’ de 4 saat karistirildi
ve karbonil gruplarinin klorlanmasi saglandi. 3 mg LPS 3 ml DMF icinde
coziindiriilerek reaksiyon ortamina eklendi. 24 saat +4°C’ de Kkaristirilarak
reaksiyon tamamlanarak, soguk eter ile 3 kez yikama yapildi. Cam firinda oda
sicakliinda vakum ile kurutma yapilip 6rnek analizi gerceklestirildi [114, 154].
LPS-P(VP-ko-AA) konjugatinin SOCl2 yontemi ile konjugasyon hazirlanis semasi
Sekil 4.19’ da verilmistir.
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|

Sekil 4. 19 LPS-P(VP-ko-AA) konjugatinin SOCl2z yontemi ile konjugasyon
hazirlanis semasi

4.4 In VivoDeneyler

immiinojenik ve as1 6zelligi tasiyabilen suda ¢oziinebilen farkh polimer-LPS ikili,
tcli komplekslerinin ve konjugatlarinin Balb/c farelere enjekte edilmesi
calismamizda TUBITAK MAM Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji Arastirma
Enstitiisii Transgen ve Deney Hayvanlari laboratuvarinda temin edilen 56 adet 8

haftalik 28-32 gr agirliginda erkek Balb/c tiirii fare kullanildi.
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Sekil 4. 20 Balb/c tiirii farelerimiz

Enjeksiyon islemi, eter anestezisi altinda intraperitonal olarak 0,5 ml 6rnek

kullanilarak gerceklestirildi.

Sekil 4. 21 Balb/c fareye karinaltindan enjeksiyon yapilisi

Bakir iyonlar1 ve EDC capraz baglayicisi varliginda sentezlenen biyokompleks ve
biyokonjugatlarin enjekte edildigi gruplar ve kontrol gruplar ile beraber deney
hayvanlar her bir grupta 3, 4 veya 5 tane Balb/c (Tiibitak’taki Uzman goriisiiyle
saylilar belirlendi) olmak tlizere 15 gruba ayrildi. Fareler kulaklarindan isaretlendi.
(SAK: Sag kulag isaretlenen, SOK: Sol kulagi isaretlenen, NK: iki kulagi da
isaretlenmeyen, SSK: hem sag kulagi hem sol kulagi isaretlenen, SAKV: Sag kulag1 V

seklinde isaretlenen)

Asagidaki tabloda (Tablo 4.1) kafes numaralari, her kafeste bulunan fare sayisi ve
enjekte edilen maddenin icerigi belirtilmistir. Kafeslerle ilgili varsa 6zel durumlar,

ELISA yanitlar verilirken bahsedilecektir.
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Tablo 4. 1 Kafes numaralari, fare sayilari ve enjekte edilen maddenin igerigi

Balb/c Fare

Kafes No Sayisi Enjekte edilen madde igerigi

Kafes 1 3 100 pg LPS

Kafes 2 3 100 pg P(VP-ko-AA)

Kafes 3 3 100 pug POX

Kafes 4 3 100 pg LPS+ 200 pl Freund's Adj

100 pg LPS-100 pg P(VP-ko-AA) igeren
Kafes 5 4 Fiz.Kompleks
100 pg LPS-100 pg POX iceren Fiz.
Kafes 6 4 Kompleks
100 pg LPS-100 pg P(VP-ko-AA), 13 pl
CuS04.5H20 ¢ozeltisi (150mg/10ml saf su)
iceren
Kafes 7 3 LPS-Cu?*- P(VP-ko-AA) Kompleksi
100 pg LPS-100 pg POX ve 13 pl CuSO4.5H20
cozeltisi (150mg/10ml saf su) iceren LPS-
Kafes 11 4 Cu2*-POX Kompleksi
LPS-Cu?+-POX Kompleksi
100 pg LPS-100 pg POX ve 6 pl CuSO4.5H20
cozeltisi (150mg/10ml saf su) iceren LPS-

Kafes 12 3 Cu2*-POX Kompleksi
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Tablo 4.1 Kafes numaralari, fare sayilari ve enjekte edilen maddenin

icerigi (Devami)

LPS- P(VP-ko-AA) Konjugati+ Freund's Adj
(200 pg LPS-100 pg P(VP-ko-AA) + 200ul
Kafes 13 5 incomplete Freund'’s Adj.)

LPS- P(VP-ko-AA) Konjugat1 (100 pg LPS-
Kafes 14 4 100 pug P(VP-ko-AA) igceren)

LPS- P(VP-ko-AA) Konjugati (200 pg LPS-
Kafes 15 4 100 pug P(VP-ko-AA) igeren)

LPS-BSA Konjugati (100 pg LPS-100 ug BSA
Kafes 17 4 iceren)

LPS-POX konjugati n=1 oran1 (100 pg LPS-
Kafes 18 4 100 pg POX igeren)

LPS-Cu2+- P(VP-ko-AA) Kompleksi 100 pg
LPS-100 pg P(VP-ko-AA), 6 pl CuSO4.5H20
cozeltisi (150mg/10ml saf su) igeren LPS-
Kafes 19 4 Cu?+- P(VP-ko-AA) Kompleksi

4.4.1 Fare Serumlarinin alinmasi

Eter anestezisi altinda kuyruk ucu kesilerek 10, 20, 30, 37, 44 ve 51. glinler olmak
tizere 7 defa kan alindi. 10 pl sodyum sitrat iceren eppendorflara alinan kan
ornekleri 45 saniye santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda tist fazdan 10 pl serum
dikkatlice alinarak 6rnekler kanda antikor miktar tayin islemi yapilana kadar -20

°C’de saklanda.
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Sekil 4. 22 Fare serumlarinin alinmasi ve serumlarinin ayrildigi santrifiij asamalari
islemleri

4.4.2 ELISA Kaplamada kullamilmasi i¢in sentezlenen konjugatlar

ELISA platelerin kaplanmasi amaciyla literatiir de incelenerek kaplama amaciyla
LPS tek basina ve LPS-BSA konjugatlari olusturularak denemeler yapilmistir [114,
123, 155-157]. LPS-BSA konjugatlarinin verimli sekilde olusturulmasi i¢in 3 adet
farkli yontem kullanilarak konjugatlar sentezlenmistir ve eide edilen konjugatlarin

GPC ile karakterizasyonu yapilmistir.

Konjugatlarin hazirlanmasinda kullanilan 3 yontem asagida belirtilmektedir.

1. Yontemde:

Literatiirde belirtildigi gibi [154] karbodiimid metodu ile gerc¢eklestirimistir. BSA
proteinin karboksil gruplar1 (4 mg) EDC ile pH 5’de aktive edilmistir. Karisim +4°C’
de 2 saat karistirnlmistir. Amino-LPS (4mg) PBS de c¢oziindiiriilerek BSA-EDC
karsimina eklenmistir ve 2 saat +4 °C’ de karistirllmistir. pH ‘1 7.2” ye ayarlanan
konjugat saflastirma isleminden sonra liyofilizatorde kurutulmustur. GPC ile analizi

gerceklestirilmistir.
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2. Yontemde

Literatiire gore [130, 158, 159] 4 mg LPS / 2 ml destile su ¢6zeltisi hazirlanmistir. 5
mM sodyum periyodat NalOs ¢ozeltisi LPS ‘nin lizerine yavas yavas ve 1siktan
korunarak eklenmistir. Elde edilen ¢ozelti oda sicaklifinda ve karanlikta 24 saat
karistirllmistir. Reasiyon ¢6zeltisi membranli santrifiij tiipti ile saflastirilarak, 4 kez
saf su ile yikama islemi gerceklestirilmistir. Liyofilizatérle kurutma saglanarak kati
LPS-aldehit tiirevi elde edilmistir. 2 mg LPS / 1 ml NaHCO3 ¢ozeltisi ve 2 mg BSA / 1
ml NaHCO3 c¢ozeltisi hazirlanmistir. Oda sicakliginda 16 saat boyunca
karnistinnlmistir. +4°C’de 5 mM NaBHa4 ¢6zeltisi eklenerek 15 dak. karistirilip tekrar
5 mM NaBH4 eklenmis ve 15 dak. daha karistirilarak membranli santrifiij tiiptinde
saf suile 6000 rpm’de 5 dak. olacak sekilde 2 kez ve sonrasinda PBS pH 7.2 tamponu
ile 2 kez daha yikama yapilmistir. Elde edilen konjugat liyofilizatorde

kurutulmustur.
3. Yontemde:

Literatiirden faydalanilarak [160]; 5 mM sodyum periyodat (NalO4) ¢6zeltisi ve LPS
2 mg / ml olacak sekilde 2 saat karistirilmistir. Aldehit tiirevi LPS 2 mg / ml BSA
cozeltisine eklenmis ve 0.05 M karbonat tamponunda pH 9.6’da oda sicakliginda 1
gece karistirilmistir. 200 pl NaBH4 eklenmis ve 2 saat +4°C’ de karistirllmaya devam
edilerek, pH'1 7.2’ ye getirilmistir. Konjugat PBS tamponu ve membranl santrifij
tipleri ile 6000 rpm’ de 10 dak. olacak sekilde 4 kez yikanmis ve elde edilen

konjugat liyofilizatérde kurutulmustur.

4.4.3 ELISA platelerinin LPS Kaplanmasinda Standardizasyon ¢aligmasi

Kaplanacak LPS miktarinin standardizasyonu ag¢isindan; 400 ng, 300 ng, 200 ng, 100
ng, 50 ng, 25 ng, 10 ng olmak lizere 7 miktar denenmistir. Farkli miktarda LPS ile

kaplanan kuyulara 7. Kafes NK faresinin serumu 1:500 dilue edilerek eklenmistir.

4.4.4 ELISA Deneyinin Yapilisi

96 kuyu iceren ELISA plate (Nunc, Maxisorp) her kuyuya 0,2 pg LPS icerecek sekilde
100pl olarak kuyulara eklendi. Antijen ile kaplanan ELISA plateleri gece boyu +4 °C’
de bekletildi. Kuyular %0,05 tween 20 ihtiva eden 0.5 M PBS pH 7 yikama tamponu
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ile 3 defa yikandi. ELISA platelerindeki herbir kuyuya 12 yollu otomatik pipet
yardimiyla %1’lik 380 pl siit tozu ¢ozeltisi eklendi. ELISA plakas1 37 °C sicakliginda
etiivde 1 saat bekledi ve 0,05 tween20 ihtiva eden PBS yikama tamponu ile 3 kez
yikandi. Farelerden alinan serumlarin 1:50 ve 1:100 oraninda diliisyonlar: yapildu.
Her bir kuyuya 1:50 ve 1:100 oraninda diliisyonlar: yapilan serum érnekleri 100 pl
olarak eklendi. ELISA plate +4 °C’de 2 saat bekledi. ELISA plate 0,05 tween20 ihtiva
eden PBS yikama tamponu ile 3 kez yikandi. Antimouse polivalent immiinoglobulin
alkalin fosfataz 1:2000 oraninda diltie edilerek 100 pl her bir kuyuya eklendi. ELISA
plate 1 saat 37 °C’de etilivde bekletildi. ELISA kuyucuklar1 0,05 tween20 ihtiva eden
PBS yikama tamponu ile 5 kez yikandi. %0,1 Paranitrofenil fostat (PNFP) substrat
cozeltisi eklendi. Oda sicakliginda ve karanlikta 45. dak. ve 1 saat 6lciimleri ELISA
plate okuyucu aletinde 405nm dalga boyunda okundu. Tez kapsaminda ELISA
sonuglar 1 saatlik sonuclar iizerinden tartisiimistir. Sirasiyla 10, 20, 30, 37, 44, 51

ve 58. giinlerde olmak tizere 7 kez ELISA okuma gerceklestirilmistir.
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5

DENEY SONUCLARI

5.1 LPS izolasyonuna ait Sonuglar

Slovakya Bilimler Akademisi'nde gergeklestirilen kolorometrik deneyler LPS ‘nin
95,1 nmol/mg Kdo, 137,2 nmol/mg fosfat, 291,4 nmol/mg hekzoamin igerdigini
gostermistir. Notral sekerin GC/MS analizi sonucunda virenose (22,8%), ksiloz
(2,7%), mannoz (28,3%), galaktoz (0,4%), glikoz (0,8%), dihidroksistreptose
(19,9%) ve L-glisero-D-manno-heptoz (25,1%) icerdigi ortaya ¢ikarilmistir. Elde
edilen sonuc¢lar ham LPS'nin yapisinda bulunan sekerlere ek olarak O-polisakkarit
zincirindeki iki nadir seker tlinitesi daha icerdigini géstermektedir. Virenose (6-
deoksi-3-C-metilgiiloz) ve dihidrohidroksistreptose [3-C-(hidroksimetil)likoz]
diger LPS lerde bulunmamistir, ayrica sekerlerin her ikisinin de yalmzca LPS’in

terminal pozisyonlarinda lokalize oldugunu bulunmustur.

Ayrica tarafimizca yapilan analizler ile LPS molekiiliiniin boyutu ve yiikii Zetasizer
cihazi ile tespit edilmistir. Sekil 5.1a ve 5.1b ’de sirasiyla boyutu 397,1 + 8.796 nm
ve Zeta potansiyel degeri (negatif) - 3,31 + 0.523 mV olarak gosterilmistir. FTIR
spektrumu Sekil 5.2’ de gosterilmistir.

a
111 ) 250000 b)
104
94 Zeta Potansiyeli
8- 2000009  .3.31+0.523 mV
* o 2
S h :
§ 61 3 150000
T 54 e
»> 4 £ 100000
O
34 -
21 50000
14
0 T T T \
1 10 100 1000 10000 0 g T g
Boyut (nm) Zeta Potansiyeli () (mV)

Sekil 5. 1 LPS molekiiliiniin Zetasizer a) boyut dagilimi ve b) zeta potansiyel grafigi
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Sekil 5. 2 LPS molekiiliintin FTIR spektrumu
Sekil 5.2’de LPS molekiiliiniin FTIR spektrumunda belirgin olarak 3387 cm-! ‘deki

pik O-H' nin germe titresimini, 1232 cm-! ‘deki pik P=0 asimetrik gerilmesini temsil

eder.
5.2 Polimerlere ait Bulgular

Sentezlenen Poli(N-Vinil-2-Pirolidon-ko-Akrilikasid) polimerine ve ticari olarak

alinan polioksidonyum polimerine ait analiz sonuclar1 bu béliimde verilmistir.
5.21 P(VP-ko-AA) polimerine ait veriler
5.2.1.1 GPC Analizi

P(VP-ko-AA) polimerinin GPC analiz sonuclari Sekil 5.3-5.5" de verilmistir. Molekiil
agirlhigr ve PDI bilgileri Tablo 5.1°de verilmistir. Sekil 5.3’te verilen kirilma indisi
kromatogrami  polimerin ortalama molekiill agirhginin saptanmasinda
kullanilmistir. Sekil 5.4’ te verilen GPC 151k sa¢ilmas1 kromatograminda molekiiliin
boyutu hakkinda bilgi edinilmistir. Kromatogram incelendiginde polimere ait tek
pik goriildigli ve ortamda reaksiyona girmeyen monomerin olmadig1 tespit

edilmistir.
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RALS Response (mV)

Refractive Index Response (mV)
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Sekil 5. 3 P(VP-ko-AA)’ ye ait GPC kirillma indisi kromatogrami
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Sekil 5. 4 P(VP-ko-AA)’ye ait GPC 151k sacilmasi kromatogrami
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Sekil 5.5 Sentezlenen Poli (N-Vinil-2-pirolidon-ko-Akrilik asit) polimerinin GPC

kirilma indisi kromatogramina gore molekiil agirlhigi tayini

Tablo 5.1 Sentezlenen P(VP-ko-AA) polimerinin GPC kirilma indisi

kromatogramina gore molekil agirhigi tayininde elde edilen veriler

Sentezlenen P(VP-ko-AA) polimerine ait veriler

Mn - (Daltons) 62.617

Mw - (Daltons) 81.965

Mz - (Daltons) 155.662

Mp - (Daltons) 147.107
Mw / Mn 1,309
RI Alani - (mvml) 65,55
UV Alani - (mvml) 0,00
RALS Alani- (mvml) 20,71
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5.2.1.2 ZetaSizer Analizi

Sentezlenen P(VP-ko-AA) polimerinin yapilan boyut ve zeta potansiyel 6l¢iim

sonuclari sirasiyla Sekil 5.6a ve Sekil 5.6b’ de verilmektedir.

250000+
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2000004 -36.6+ 7.35mV |

=4 ®
2
o S 150000
3° 8
S 3]
2] =
24 g 1000001
|_
11 500004
0 T T T 1 0 L
1 10 100 1000 10000 100 _50 0 50

Boyut (nm) Zeta Potansiyeli () (mV)

Sekil 5. 6 P(VP-ko-AA) polimerinin a) boyut dagilimi ve b) zeta potansiyel grafigi

Sentezlenen P(VP-ko-AA) polimerinin siddet grafigi sekil 5.6’da gdsterilmistir. Z-ave
boyutu 53,44 + 14.65 nm, sekil 5.6b’de de gosterildigi gibi ylikii- 36,6+7.35 mV’ dir.
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5.2.1.3 FTIR Analizi

Akrilik asit, vinil pirolidon monomerlerine ve sentezlenen P(VP-ko-AA) polimerine

ait FTIR spektrumlar: Sekil 5.7° de verilmistir.

Transmitans (%)

e T e
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L]
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T T T
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Sekil 5. 7 Akrilik asit, vinil pirolidon monomerlerine ve sentezlenen P(VP-ko-AA)

polimerine ait FTIR spektrumu

Her iki monomerde mevcut olan bantlar goriilmistiir. 1600-1750 cm-1, 1170-1350

cm1 ve 1400 cm-de olusan pikler kopolimerizasyonun gercgeklestigini kanitlayan

en onemli piklerdir.

5.2.1.4 NMR Analizi

1H NMR, proton tipleri, proton tiplerinin herbirinin sayis1 ve ortamlar1 hakkinda

bilgi vererek polimerlerin yapisini aydinlatmada kullanilir. Tez kapsaminda 1H-

NMR spektrumlari i¢in tim numuneler su igerisinde ¢6ziilmiistiir ve Bruker Avance
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I 500 NMR spektrometresi kullanilarak elde edilmistir. ve tim numuneler su icinde

¢ozuldi. P(VP-ko-AA) polimerine ait NMR spektrumu Sekil 5. 8’de verilmistir.
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Sekil 5. 8 P(VP-ko-AA) polimerine ait NMR spektrumu

Monomerler icin (AA ve VP): § = 7.68 ppm (AA monomerinin -COOH hidrojeni ); &
= 5.81 (dd, ] = 14.0, 7.0 Hz, 1H); § = 5.62 (dd, ] = 12.3, 6.2 Hz, 1H); § = 2.46 - 2.09
(m, 10H).

Polimer icin: § = 3.58 ppm (ddd, ] =18.2, 10.2, 6.8 Hz, 2H); § = 3.48 ppm (ddd, ] =
16.6,9.4,4.8 Hz, 1H); 6 = 3.43 ppm (dd, ] = 8.7, 5.5 Hz, 3H); 6 = 2.09 - 2.01 ppm (m,
7H); 6§ = 1.44 ppm (d, ] = 7.0 Hz, 2H); 6 = 1.37 ppm (d, ] = 6.2 Hz, 2H); § = 8.30
ppm (Polimerin -COOH hidrojeni).

5.2.2 POX polimerine ait veriler
5.2.2.1 Boyut ve Zeta Potansiyel Analizi

Polioksidonyum polimerine ait Zetasizer boyut analizi sonucu Sekil 5.9a’ da ve zeta

potansiyel analizi sonucu Sekil 5.9b’de verilmistir.
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Sekil 5.9 POX polimerinin Zetasizer a) boyut dagilimi ve b) zeta potansiyel grafigi

Kullanilan POX polimerinin Z-ave boyutu 189.4 + 33.25 nm, zeta potansiyel degeri
ise -2.27 £ 0.352 mV’ dir.

5.2.2.2 FTIR Analizi

Polioksidonyum polimerine ait FTIR spektrumu Sekil 5.10’da gosterilmistir.

Transmitans (%)
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Sekil 5. 10 POX polimerine ait FTIR spektrumu

POX polimerine ait FTIR spektrumunda 1652 cm-Y’de C=0 piki, 3265 cm-V"deki

genis bantta ise OH grubuna ait pik goriilmektedir.
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5.3 Komplekslerin ve Konjugatlarin Analizlerine Ait Bulgular

LPS biyomolekiiliiniin P(VP-ko0-AA) ve POX polimeri kullanilarak tiretilen kompleks

ve konjugatlarina ait analiz sonuglar1 bu béliimde verilmistir.

5.3.1 LPS ile Komplekslerin Analizine ait Bulgular

LPS biyomolekiiliiniin P(VP-ko-AA) ve POX polimeri ile gerceklestirilen fiziksel
kompleksleri ve metal iyonu varliginda gerceklesen 3’lii LPS-Cu2*-Polimer

komplekslerinin analizlerine ait bulgular asagida verilmistir.
5.3.1.1 LPS-P(VP-4ko0-AA) Fiziksel Komplekslerinin Analizlerine ait Bulgular

e ZetaSizer Analizi

LPS-P(VP-ko-AA) fiziksel komplekslerinin ZetaSizer boyut grafigi Sekil 5.11a’ da ve
zeta potansiyel grafigi Sekil 5.11b’ de gosterilmistir.
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Sekil 5. 11 LPS-P(VP-ko-AA) fiziksel komplekslerinin Zetasizer a) boyut dagilimi ve
b) zeta potansiyel grafigi

Fiziksel kompleksin Z-ave degeri 437.9 + 1.882 nm ve zeta potansiyeli -7.05 + 0.459

mV olarak ol¢iilmiistiir.
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¢ FTIR Analizi

LPS-P(VP-ko-AA) fiziksel kompleksine ait FTIR spektrumu Sekil 5.12" de; LPS,
polimer ve komplekse ait kiyaslamali FTIR spektrumu Sekil 5.13’ de gosterilmistir.
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Sekil 5. 12 LPS-P(VP-ko-AA) fiziksel kompleksine ait FTIR spektrumu
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Sekil 5. 13 LPS, P(VP-ko-AA) ve LPS-P(VP-ko-AA) fiziksel kompleksine ait
karsilastirmali FTIR spektrumu
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5.3.1.2 LPS-Polioksidonyum Fiziksel Komplekslerinin Analizlerine ait Bulgular

e ZetaSizer Analizi

LPS-POX fiziksel komplekslerinin ZetaSizer boyut grafigi Sekil 5.14a’ da ve zeta
potansiyel grafigi Sekil 5.14b’ de gosterilmistir.
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Sekil 5. 14 LPS-POX fiziksel komplekslerinin Zetasizer a) boyut dagilimi ve b) zeta
potansiyel grafigi

LPS-POX fiziksel kompleksinin Z-ave boyutu 416.7 + 4.708 nm, ytkii sekil 5.14b’ de
gosterildigi gibi yiikii — 0.03 £+ 0.02 mV olarak 6l¢tilmiistir.

e FTIR Analizi

LPS-POX fiziksel kompleksine ait FTIR spektrumu Sekil 5.15’ de gosterilmistir.

Transmitans (%,
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Sekil 5. 15 LPS-POX fiziksel kompleksine ait FTIR spektrumu

75



5.3.1.3 P(VP-ko-AA)-Cu?+-LPS Komplekslerine Analizine Ait Bulgular

e ZetaSizer Analizi

LPS-Cu?+-P(VP-ko-AA)-1 ve LPS-Cu?*-P(VP-ko-AA)-2 komplekslerine ait Zetasizer
boyut ve zeta potansiyel sonuglar1 sirasiyla Sekil 5.16’ da ve Sekil 5.17° de

gosterilmistir.
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Sekil 5. 16 P(VP-ko-AA)-Cu2*+-LPS-1 kompleksinin Zetasizer a) boyut dagilimi ve b)
zeta potansiyel grafigi

LPS-Cu?+-P(VP-ko-AA)-1 kompleksinin Z-ave boyutu 189.9 + 5.508 nm ve zeta
potansiyeli -12.3 + 0.551 olarak 6l¢iilmiistiir.
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Sekil 5. 17 P(VP-ko-AA)-Cu2*-LPS-2 kompleksinin Zetasizer a) boyut dagilimi ve b)
zeta potansiyel grafigi

P(VP-ko-AA)-Cu?+-LPS-2 kompleksine ait Z-ave boyutu 186.3 + 1.823 nm ve zeta
potansiyeli -11.1 + 1.25 mV olarak 6l¢iilmiistiir.
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¢ FTIR Analizi

P(VP-ko-AA)-Cu?+-LPS-1 kompleksine (Kompleks 1- Komp.1) ait FTIR spektrumu
Sekil 5.18’ de, LPS ve P(VP-ko-AA) ile kiyaslamali olarak Sekil 5.20" de, P(VP-ko-AA)-
Cu?+-LPS-2 kompleksine (Kompleks 2- Komp.2) ait FTIR spektrumu ise $ekil 5.19’
da ve CuS04.5H20’a ait FT-IR spektrumu Sekil 5.21’ de gosterilmistir.
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Dalga Sayisi (cm'1)

Sekil 5. 18 P(VP-ko-AA)-Cu?+-LPS-1 FTIR spektrumu
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Transmitans (%)
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Sekil 5. 19 P(VP-ko0-AA)-Cu?+-LPS-2 Kompleksine ait FTIR spektrumu

Transmitans (%)

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Dalga Sayisi (cm™)

Sekil 5. 20 CuS04.5H20’a ait FTIR spektrumu
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Sekil 5. 21 LPS, P(VP-ko-AA)-Cu?*+-LPS-1 Kompleksi (Komp.1) ve P(VP-ko-AA) ve
LPS’ye ait karsilastirmali FTIR spektrumu

5.3.1.4 POX-Cu?+-LPS Komplekslerinin Analizlerine Ait Bulgular

e Zetasizer Analizi

POX- Cu2+-LPS-1 kompleksine ait boyut sonuglar1 Sekil 5.22a’da ve zeta potansiyel
sonucu Sekil 5.22b’de gosterilmistir. POX- Cu?+-LPS-2 komplekslerine ait ZetaSizer
boyut sonuclari sirasiyla Sekil 5.23a’ da zeta potansiyel sonucu Sekil 5.23b’ de

gosterilmistir.
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Sekil 5. 22 POX-Cu?+-LPS-1 kompleksine ait Zetasizer a) boyut dagilimi ve b) zeta
potansiyel grafigi

POX-Cu2*-LPS-1 kompleksinin Z-ave boyutu 207.3 £+ 5.831 nm ve zeta potansiyeli -

2.85 %+ 0.352 mV olarak ol¢iilmusttr.
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Sekil 5. 23 POX-Cu?+-LPS-2 kompleksine ait Zetasizer a) boyut dagilimi ve b) zeta
potansiyel grafigi

POX-Cu?+-LPS-2 kompleksinin Z-ave boyutu 199.1 + 4.632 nm ve zeta potansiyeli -

0.0386 £ 0.353 mV olarak ol¢lilmiistiir.
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¢ FTIR Analizi

POX-Cu?+-LPS-1 kompleksine ait FTIR spektrumu Sekil 5.24’ de, POX-Cu?+-LPS-2
kompleksine ait FTIR spektrumu Sekil 5.25’ de verilmistir.

Transmitans (%)

POX-Cu®*-LPS-1 Kompleksi
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Dalga Sayisi (cm'1)

Sekil 5. 24 POX-Cu2+-LPS-1 Kompleksine ait FTIR spektrumu

Transmitans (%)

POX-Cu*-LPS2 Kompleksi
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Dalga Sayisi (cm'1)

Sekil 5. 25 POX-Cu2+-LPS-2 Kompleksine ait FTIR spektrumu
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5.3.2 LPS-POX ve LPS- P(VP-ko-AA) Konjugatlarinin Analizlerine Ait Bulgular

e LPS’nin Aldehit Tiirevinin Olusturulmasi

LPS’nin periyodatla oksidasyonu sonucunda elde edilen LPS’nin aldehit tiirevine ait

FTIR spektrumu sekil 5.26’ da verilmistir.

Transmitans (%)

3800 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800
Dalga Sayisi(cm)

Sekil 5. 26 LPS'nin aldehit tiirevinin FTIR spektrumu

Sodyum periyodatla aldehit tiirevi olusturulan LPS’nin NH2-CH2-CH2-NH2 ve NaBH4

ile amin tiirevleri olusturularak biyopolimerlerle konjugasyonu yapilmistir.
5.3.2.1 NH2-LPS'nin Biyopolimerle Konjugasyonu

-NH2-LPS’nin P(VP-ko0-AA) ile Biyokonjugatlarinin Sentezi ve Karakterizasyonuna ait
Bulgular

np(vp-ko-aA)/nLps oranlart 0,5; 1 ve 2 olmak tizere EDC varliginda sentezlenen

konjugatlar GPC, HPLC, FTIR ve ZetaSizer cihazlari ile karakterize edilmistir.
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e GPC Analizi

npve-ko-an)/nLps oranlart 0,5, 1 ve 2 olmak tlizere EDC varliginda sentezlenen
konjugatlar GPC cihazi ile analiz edildi ve elde edilen GPC kromatogramlari LPS ve

polimerin kromatogramlari ile kiyaslamali olarak Sekil 5.27-5.28-5.29’ da verildi.

LPS N
P(VP-ko-AA)
n=05

oraniar

Sekil 5. 27 npvp-xo-aa)/nrps oranlari 0,5; 1 ve 2 olan konjugatlara ait LPS ve polimer
ile kiyaslamali GPC Kirilma Indisi kromatogrami

LPS '\
P(VP-ko-AA) N
n=05

oraniar Nz

koNMI Zamam (k)

Sekil 5. 28 np(vp-x0-aa)/nrps oranlari 0,5; 1 ve 2 olan konjugatlara ait LPS ve polimer
ile kiyaslamali GPC UV kromatogrami
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LPS
P(VP-ko-AA)
n=05

oranlar

alikonma zamani (dk)

Sekil 5. 29 npvp-xo-aa)/nLps oranlari 0,5; 1 ve 2 olan konjugatlara ait LPS ve polimer
ile kiyaslamali GPC Isik Sagilmasi kromatogrami

Elde edilen kromatogramlar biyokonjugason reaksiyonunun basar1 ile

gerceklesigini gostermektedir.
e HPLC Analizi

LPS’ye ait HPLC kromatogrami Sekil 5.30’da P(VP-ko-AA) polimerine ait HPLC
kromatogrami Sekil 5. 31'de; pH 7’de hazirlanmis npp-x0-aa)/nies = 0,5; 1; 2
oranlarindaki her bir konjugata ait HPLC kromatogramlari, LPS ve polimer ile
kiyaslamali olarak Sekil 5.32-5.33-5.34’de gosterilmistir. Sekil 5.35’ de tiim oranlara
ait HPLC kromatogramlari LPS ve polimer ile kiyaslamali olacak sekilde toplu olarak

gosterilmistir.
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Sekil 5. 30 LPS’ye (+) ait HPLC kromatogrami
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Sekil 5. 31 P(VP-ko-AA)’ ya (#) ait HPLC kromatogrami
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Sekil 5.32 LPS

; P(VP-ko-AA) (#) ve n=0,5 oranindaki LPS- P(VP-ko-AA) (#)

konjugatina ait kiyaslamali HPLC Kromatogrami
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Sekil 5. 33 LPS

; P(VP-ko-AA) (#) ve n=1 oranindaki LPS- P(VP-ko0-AA) ()
konjugatina ait kiyaslamali HPLC Kromatogrami
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Sekil 5. 34 LPS

;P(VP-ko-AA) (#) ve n=2 oranindaki LPS- P(VP-ko-AA) (#)
konjugatina ait kiyaslamali HPLC Kromatogrami
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Sekil 5. 35 LPS

; P(VP-ko-AA) (+); LPS- P(VP-ko-AA) oranlarina ait n=0,5 (%),
n=1(#); n=2(#) ait kiyaslamali HPLC Kromatogrami
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¢ FTIR Analizi

Sekil 5.36-5.37-5.38" de np(ve-ko-aa) /nips oranlar: 0,5; 1; 2 olan konjugatlarina ait
FTIR spektrumlar1 verilmistir. Sekil 5.39 ’'da U¢ oranin FTIR spektrumlar:

birbirleriyle karsilastirmal olarak verilmistir.

Transmitans (%)
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Sekil 5. 36 Karbodiimid yontemiyle sentezlenmis olan npp-xo-aa)/nres =0,5
oranindaki konjugatin FTIR analiz sonucu

Transmitans (%)
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Sekil 5. 37 Karbodiimid yontemiyle sentezlenmis olan npp-xo-aa) /nLps =1
oranindaki konjugatin FTIR analiz sonucu
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Sekil 5. 38 Karbodiimid yontemiyle sentezlenmis olan npe-ko-aa) /nLps =2
oranindaki konjugatin FTIR analiz sonucu
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Sekil 5. 39 Karbodiimid yontemiyle sentezlenmis olan npp-xo-aa) /nLps =0,5 (#);
1(#); 2(+) oranlarindaki konjugatlarin karsilastirmali FTIR analiz sonucu

e ZetaSizer Analizi

Karbodiimid yontemi ile hazirlanan npwp-k0-aa) /nies= 0,5; 1; 2 oranlarindaki
konjugatlarin Zetasizer cihazi ile zeta potansiyel degerleri analiz edilmistir ve elde

edilen zeta potansiyel degerleri polimer ile kiyaslamali olarak S$ekil 5.40" da

verilmistir.
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Sekil 5. 40 npvp-xo-aa) /nLps= 0,5; 1; 2 oranlarindaki konjugatlara ait polimer ile
karsilastirmali zeta potansiyel degerleri (mV cinsinden)

-NH2-LPS’nin Polioksidonyum Polimeri ile Biyokonjugatlarinin Sentezi ve

Karakterizasyonuna ait Bulgular

-OH gruplann NH:'ye modifiye edilmis LPS (NH2-LPS) ve Polioksidonyum
polimerinin EDC ¢apraz baglama reaktifi kullanilarak npolimer / nLps oranlari 0,5; 1 ve
2 olacak sekilde polimerin artan oranlarinda sentezlenen konjugatlar1 GPC, HPLC,

FTIR ve ZetaSizer cihazlari ile karakterize edilmistir.
e GPC Analizi

npox/nvres oranlari 0,5; 1 ve 2 olmak tizere EDC varliginda sentezlenen konjugatlar
GPC cihazi ile analiz edildi ve elde edilen GPC kromatogramlar1 LPS ve polimerin

kromatogramlari ile kiyaslamali olarak Sekil 5.41-5.42-5.43’ de verildi.
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oraniar n=2 4

Sekil 5. 41 npox/nLps oranlari 0,5; 1 ve 2 olan konjugatlara ait LPS ve polimer ile
kiyaslamali GPC Kirilma Indisi kromatogrami

Sekil 5. 42 npox/nLps oranlari 0,5; 1 ve 2 olan konjugatlara ait LPS ve polimer ile
kiyaslamali GPC UV kromatogrami
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LPS
POX
n=05

oraniar

Sekil 5. 43 npox/nLps oranlari 0,5; 1 ve 2 olan konjugatlara ait LPS ve polimer ile

kiyaslamali GPC Isik Sa¢ilmasi Kromatogrami

Elde edilen kromatogramlar konjugasyonun basarn ile gerceklestirildigini

gostermektedir.

e HPLC Analizi

POX polimerine ait HPLC kromatogrami Sekil 5.53 ‘de, pH 7’de hazirlanmis nep-xo-
aa) /nLps=0,5; 1; 2 oranlarindaki her bir konjugata ait HPLC kromatogramlari, LPS
ve polimer kiyaslamali olarak Sekil 5.44-5.45-5.46'da gosterilmistir. Sekil 5.47’ de
tim oranlara ait HPLC kromatogramlar1 LPS ve polimer kiyaslamali olmak tizere

toplu olarak gosterilmistir.

92



0.0025

00020 foo o

00015

“ihs
ks

0.0010

0.0005

0,0000
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Sekil 5.45 LPS POX (#) ve n=0,5 oranindaki LPS-POX (#) konjugatina ait
kiyaslamali HPLC Kromatogrami
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Sekil 5.46 LPS (+); POX (#) ve n=1 oranindaki LPS-POX (#) konjugatina ait
kiyaslamali HPLC Kromatogrami
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Sekil 5.47 LPS (+); POX (#) ve n=2 oranindaki LPS-POX (#); konjugatina ait
kiyaslamali HPLC Kromatogrami
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Sekil 5.48 LPS (+); POX (#); LPS-POX konjugatinin n=0,5 (#); n=1(#); n=2(#)
oranlarina ait kiyaslamali HPLC Kromatogrami

e FTIR Analizi

Sekil 5.49-5.50-5.51"de sirasiyla nrox/nrps oranlari 0,5; 1; 2 olan konjugatlara ait FT-

IR spektrumlari, Sekil 5.52’de npox/nrps oranlari 0,5; 1; 2 olan konjugatlara ait tplu

FT-IR spektrumlari verilmistir.
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Sekil 5. 49 Karbodiimid yontemiyle sentezlenmis olan npox/nLps=0,5 oranindaki
konjugatin FTIR Spektrumu
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Sekil 5. 50 Karbodiimid yontemiyle sentezlenmis olan npox/nLps =1 oranindaki
konjugatin FTIR Spektrumu
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Sekil 5. 51 Karbodiimid yontemiyle sentezlenmis olan npox/nLps =2 oranindaki
konjugatin FTIR Spektrumu
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Sekil 5. 52 Karbodiimid yontemiyle sentezlenmis olan npox/nrps =0,5 (#); 1
2(#) oranlarindaki konjugatlarin karsilagtirmali FTIR Analiz Sonucu

)

e ZetaSizer Analizi

Karbodiimid yontemi ile hazirlanan nrox/nLps= 0,5; 1; 2 oranlarindaki konjugatlarin
zeta potansiyel degerleri Zetasizer cihazi ile analiz edilmistir ve polimer ve

konjugatlarin zeta potansiyel degerleri Sekil 5.53’ de verilmistir.
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Sekil 5. 53 Polioksidonyum-LPS Konjugatlarina ait polimer ve LPS kiyaslamali zeta
potansiyel degerleri
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-LPS-P(VP-ko-AA) konjugatlarinin SOClz ydntemi ile Konjugasyonuna ait Bulgular

SOCI2 varliginda sentezlenen LPS-P(VP-ko-AA) konjugatinin n=0,5 oraninin HPLC

ve FTIR analizleri gerceklestirilmistir.
e HPLC analizi

SOCI2 varliginda sentezlenen LPS-P(VP-ko-AA) konjugatina ait HPLC kromatogrami
Sekil 5.54’ de; LPS, P(VP-ko-AA) ve SOCI2 yontemi ile sentezlenmis LPS-P(VP-ko-
AA) konjugatina ait kiyaslamali HPLC kromatogramlari Sekil 5.55’ de verilmistir.
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Sekil 5. 54 SOCIz varliginda sentezlenen LPS- P(VP-ko-AA) konjugatina (#) ait
HPLC kromatogrami

98



okt

0,0025

0,0020

0,0015

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

okt

0,0010

0.0005

0,0000

Sekil 5. 55 LPS
oranindaki LPS-P(VP-ko-AA) (#) konjugatina ait kiyaslamali HPLC Kromatogrami

; P(VP-ko-AA) (#) ve SOCI2 yontemi ile sentezlenmis n=0,5

Bu iki HPLC kromatogramina gore 18-20. dakikalar arasindaki konjugat pikinin
yanindaki ufak pikin reaksiyona girmemis LPS oldugu diisliniilerek emin olmak
amaciyla konjugattan alinan bir miktar 6rnek tzerine LPS c¢ozeltisi eklenerek

konjugat 6rnegindeki LPS miktari arttirilmistir ve tekrar HPLC analizi yapilmistir.
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Sekil 5. 56 LPS (+); SOCl2 yontemi ile sentezlenmis n=0,5 oranindaki LPS- P(VP-ko-
AA) (#) konjugati ve LPS ¢ozeltisi ilave edilen n=0,5 oranindaki LPS- P(VP-ko-AA)

(#) konjugatina ait kiyaslamali HPLC Kromatogrami

e FTIR Analizi

Tiyonil Kloriir yontemi ile sentezlenmis P(VP-ko-AA)-LPS n=0,5 oranindaki
konjugata ait FTIR spektrumu Sekil 5.57’ de gosterilmistir.
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Sekil 5. 57 Tiyonil kloriir yontemi ile sentezlenmis P(VP-ko-AA)-LPS konjugatina
ait FTIR spektrumu
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5.3.3 ELISA Deneylerine Ait Bulgular

5.3.3.1 ELISA Kaplamada kullanilmasi i¢in gergeklestirilen Konjugatlara ait Bulgular

ELISA platelerinde yiiksek immun yanit alinabilmesi icin antijenin plaga
kaplanmasini saglamak amaciyla LPS’nin tek basina oldugu plaklarin yaninda LPS-
BSA konjugatlari ile kaplanan plaklarda denenmistir. ELISA kaplamada kullanilmasi
amaciyla en hizli ve verimli yontemin kullanilmasinin saglanmasi i¢in 3 farkl
yontemle sentezlenmis LPS-BSA konjugatlarina ait GPC 151k sagilmasi kromatogami

Sekil 5.58’ de verilmistir.
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” = LPS-BSA 2. yéntem
90 - ——LPS-BSA 3. yéntem
80 -
= 704
S
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é .
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Sekil 5. 58 1.Yontemle sentezlenmis LPS-BSA Konjugati (#), 2. Yontemle
sentezlenmis LPS-BSA konjugati (#), 3. Yontemle sentezlenmis LPS-BSA konjugati
(#), BSA proteinine (#) ait GPC Isik Sagilmasi Kromatogrami

LPS, 1. Yontem ve 3. Yontem ilk hafta karsilagtirmali olarak kaplama i¢in denenmis

ve LPS ile ayni sonuglar alinmistirve ELISA kaplamada LPS kullanilmistir.
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5.3.3.2 ELISA Platelerine LPS Kaplamada Standardizasyon ¢alismasi

Kaplanacak LPS miktarinin standardizasyonu agisindan; 400 ng, 300 ng, 200 ng, 100
ng, 50 ng, 25 ng, 10 ng olmak tizere 7 miktar denenmistir. Sekil 5.59'da X ekseni
ELISA plaklarina kaplanan LPS miktarini gosterirken y ekseninde ELISA okuyucuda

405 nm’de okunan degerler verilmektedir.

0,35 -
0,3 -
0,25 -
0,2 -
0,15 -
0,1 -
0,05 -
0
10 ng/wall

Sekil 5. 59 ELISA platelerinin LPS ile kaplanma standardizasyonu

En yiiksek OD degeri alinan 200 ng her br kuyunun kaplanmasinda kullanilan LPS

miktaridir.

5.3.3.3 Dolayli yoldan Enzim Bagh immiin Assay (ELISA) Yoéntemi Kullamlarak
Farelerden Alinan Serum Orneklerinde Fiziksel Kompleks, Metal Kompleksleri ve

Biyokonjugatlara Kars1 Olusan Antikor Miktar Tayini Sonuglari

e LPS-P(VP-ko-AA) Fiziksel Kompleks ve Konjugatlarina Karsi Olusan Antikor
Miktar Tayini Sonuglar

LPS-P(VP-ko-AA) fiziksel kompleks (100 pg LPS ve 100 pug P(VP-ko-AA)) ve LPS ile
P(VP-ko-AA)’ nin EDC capraz baglayicisi varliginda konjugatlar1 (n=1 i¢in 100 pg
LPS ve 100 pg P(VP-ko-AA); n=2 i¢in 100 pg LPS ve 200 pg P(VP-ko0-AA)) her bir
formiilasyondan 500 pl olacak sekilde hazirlandi. Sentezlendikten sonra
saflastirllmis olan fiziksel kompleks ve biyokonjugatlar Balb/c farelere
intraperitonal olarak enjekte edildi. Analizlerde kompleksin ve konjugatin etkisinin

kontrollerden bagimsiz degerlendirilebilmesi icin tek basina LPS bir grup fareye
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enjekte edildi. Yine tek basina polimerlerin dogrudan spesifik immun yanita sebep
olmadigini teyit edebilmek i¢in bir grup fareye intraperitoneal olarak P(VP-ko-AA)
kopolimeri enjekte edildi. 30. glinde 2. immunizasyon, 51. giinde 3. immunizasyon
gerceklestirildi. 58 giin boyunca belirli araliklarla alinan tiim fare serumlarindaki
antikor miktar1 kontrol grubunun serumu ile karsilastirildi. LPS, P(VP-ko-AA), LPS-
P(VP-ko-AA) Fiziksel Kompleksi, LPS-P(VP-ko-AA) konjugati n=1 orani ve LPS-
P(VP-ko-AA) konjugati n=2 orani enjekte edilen farelerden 58 giin boyunca
araliklarla alinan serumlardaki antikor miktarlarinin karsilastirilmasi Sekil 5.60’ da

verildi.

- LPS Ill. Enjeksiyon

P(VP-ko-AA)
115 g LPS- P(VP- ko-AA) Kompleks
LPS- P(VP-koAA) Konjugat: 1

I LPS- P(VP-ko-AA) Konjugati 2

405 nm OD

0,5

Il. Enjeksiyon

\

10 20 30 37
Gilnler

0,0-

44 51 58
Sekil 5. 60 LPS (#), P(VP-ko-AA) (4), LPS- P(VP-ko-AA) Fiziksel Kompleksi (4),
LPS- P(VP-ko-AA) Konjugati n=1 orani (¢) ve LPS- P(VP-ko-AA) Konjugati n=2
orani (#) enjekte edilen farelerden 58 giin boyunca araliklarla alinan serumlardaki

antikor miktarlarinin karsilastirilmasi
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e LPS-P(VP-ko-AA) Fiziksel Kompleks ve LPS-Cu?+-P(VP-ko-AA) 3'lii kompleksine
Kars1 Olusan Antikor Miktar Tayini Sonuglar

LPS-P(VP-ko-AA) fiziksel kompleks (fare bagina 100 pg LPS, 100 pg P(VP-ko-AA) ve
LPS-Cu?+- P(VP-ko-AA) kompleksi 1. oran (fare basina 100 pg LPS-100 pg P(VP-ko-
AA) ve 12 pl CuS04.5H20 ¢ozeltisi (150mg/10ml saf su)) LPS-Cu?*-P(VP-ko-AA)
kompleksi 2. oran ( fare basina 100 pg LPS-100 pg P(VP-ko0-AA) ve 6 pl CuS04.5H20
cozeltisi (150mg/10ml saf su)) fare basina 500 pl olacak sekilde hazirlandi.
Sentezlendikten sonra saflastirilmis olan fiziksel kompleksler Balb/c farelere
intraperitonal olarak enjekte edildi. Analizlerde komplekslerin etkisini
gozlemleyebilmek icin tek basina LPS bir grup fareye enjekte edildi. Yine tek basina
polimerlerin dogrudan spesifik immun yanita sebep olmadigini teyit edebilmek icin
bir grup fareye intraperitoneal olarak P(VP-ko-AA) polimeri enjekte edildi. 30 ve 44.
giinlerde 2 ve 3. Immunizasyon gerceklestirildi. 58 giin boyunca belirli araliklarla
alinan tiim fare serumlarindaki antikor miktar1 kontrol grubunun serumu ile
karsilastirildi. LPS-Cu?+-P(VP-ko-AA) 2. oran fare grubu 30. giinde 8 haftalik 28-32
g agirhginda erkek Balb/c tiirti farelerden olusturularak diger gruplara 2.
enjeksiyon yapilan 30. giinde ilk enjeksiyonu ve 44. Giinde 2. hatirlatma enjeksiyonu
yapilmistir. LPS, P(VP-ko-AA), LPS-P(VP-ko-AA) fiziksel kompleksi, LPS-Cu?+-
P(VP-ko-AA) kompleksi 1. oran1 ve LPS-Cu2+-P(VP-ko-AA) kompleksi 2. orani
enjekte edilen farelerden 58 giin boyunca araliklarla alinan serumlardaki antikor

miktarlarinin karsilastirmali sonuglari Sekil 5.61’ de verildi.
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Sekil 5. 61 LPS (#), P(VP-ko-AA) (#), LPS- P(VP-ko-AA) Fiziksel Kompleksi (4),
LPS-Cu?+-P(VP-ko-AA) kompleksi 1. orani (¢) ve LPS-Cu?+-P(VP-ko-AA)
kompleksi 2. orani (#) enjekte edilen farelerden 58 giin boyunca araliklarla alinan
serumlardaki antikor miktarlarinin karsilastirilmasi

o LPS-POX Fiziksel Kompleks ve Konjugatlarina Karsi Olusan Antikor Miktar Tayini

Sonuglar

LPS-POX fiziksel kompleks (100 pg LPS ve 100 pg POX) ve LPS ile POX’ un EDC
capraz baglayicisi varliginda sentezlenen konjugatlari (100 pg LPS ve 100 pg POX)
500 pl olacak sekilde hazirlandi. Sentezlendikten sonra saflastirilmis olan fiziksel
kompleks ve biyokonjugatlar Balb/c farelere intraperitonal olarak enjekte edildi.
Analizlerde kompleksin ve konjugatin etkisini gozlemleyebilmek i¢in tek basina LPS
ve tek basina POX birer grup fareye intraperitonal enjekte edildi. 30. glinde 2.
immunizasyon gergeklestirildi. 58 giin boyunca belirli araliklarla alinan tiim fare
serumlarindaki antikor miktar1 kontrol grubunun serumu ile karsilagtirildi.

Karsilastirmali sonuglar Sekil 5.62’ de verilmistir.
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Sekil 5. 62 LPS (¢), POX (#), LPS-POX Fiziksel Kompleksi (#), LPS-POX Konjugati
(#) icin enjekte edilen farelerden 58 giin boyunca araliklarla alinan serumlardaki
antikor miktarlarinin karsilastirilmasi

e LPS-POX Fiziksel Kompleks ve LPS-CuZ+-POX Kompleksine Kars1 Olusan Antikor
Miktar Tayini Sonuglar

LPS-POX fiziksel kompleks (fare basina 100 pg LPS ve 100 pg POX), LPS-Cu-POX 1.
orani (100 pg LPS-100 pg POX ve 6 pul CuS04.5H20 ¢ozeltisi (150mg/10ml saf su))
LPS-Cu?+-POX Kompleksi 2. oran1 (100 pg LPS-100 pg POX ve 12 pl CuS04.5H20
cozeltisi (150mg/10ml saf su)) fare basina 500 pl olacak sekilde hazirlandi.
Sentezlendikten sonra saflastirilmis olan fiziksel kompleks ve kompleksler Balb/c
farelere intraperitonal olarak enjekte edildi. Analizlerde komplekslerin etkisini
gozlemleyebilmek icin tek basina LPS ve tek basina POX birer grup fareye
intraperitonal enjekte edildi. 30 ve 44. giinlerde 2. ve 3. immunizasyonlar
gerceklestirildi. 58 giin boyunca belirli araliklarla alinan tiim fare serumlarindaki
antikor miktar1 kontrol grubunun serumu ile karsilastirildi. LPS, POX, LPS-POX
fiziksel kompleksi, LPS-Cu2+-POX konjugati i¢cin LPS-Cu?+-POX kompleksi 2. orani
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enjekte edilen farelerden 58 giin boyunca araliklarla alinan serumlardaki antikor

miktarlarinin karsilastirilmali sonuglar: Sekil 5.63’ de verilmistir.

B LPs

2,04l POX
Il LPS-POX Kompleksi
1l LPS-Cu**-POX Komp. 1 -
B LPS-Gu™ POX sz. 2 lll: Enjeksiyon
1,51
o
O
£
£1,0
n
(=]
<
05 Il. Enjeksiyon
0,0- : d_‘ . : _ L
10 20 30 37 44 51 58
Giinler

Sekil 5. 63 LPS (¢), POX (#), LPS-POX Fiziksel Kompleksi (#), LPS-Cu2+-POX
Konjugati (#) icin LPS-Cu?*-POX Kompleksi 2. orani enjekte edilen farelerden
58 glin boyunca araliklarla alinan serumlardaki antikor miktarlarinin
karsilastirilmasi

e LPS-P(VP-ko0-AA) Konjugatlarina ve LPS-P(VP-ko-AA)-Freund’s Adjuvantina

Kars1 Olusan Antikor Miktar Tayini Sonuglar Kiyaslanmasi

Klasik adjuvantlara alternatif olarak etkin immiin ve koruma yanitlarinin alindigi
polimerik adjuvantlarin kullanilmasi son yillarda asi1 sistemlerinin etkinliginin
gelistirilmesi agisindan dikkat ¢cekmekte ve kullanimi genislemektedir. Bu amagla
kiyaslama yapabilmek amaciyla LPS ile P(VP-ko-AA)'nin EDC ¢apraz baglayicisi
varliginda konjugatlar1 (n=1 i¢in 100 pg LPS ve 100 ug P(VP-ko-AA); n=2 i¢in 100
ug LPS ve 200 pg P(VP-ko-AA)) 500 pl ve LPS- P(VP-ko-AA)-Freund'’s adjuvanti (100
ug LPS ve 200 pg P(VP-ko-AA) ve fare basina 200 pl incomplete Freund'’s adjuvanti
(IFA) olacak sekilde hazirlandi. Sentezlendikten sonra saflastirilmis olan

biyokonjugatlar Balb/c farelere intraperitonal olarak enjekte edildi. Analizlerde
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kompleksin ve konjugatin etkisini gozlemleyebilmek icin tek basina LPS,
LPS+Freund’s adjuvanti ve tek basina P(VP-ko0-AA) polimeri icin 3 fareden olusan
birer grup fareye intraperitonal olarak enjekte edildi. 30. giinde 2. immunizasyon
gerceklestirildi. 51 giin boyunca belirli araliklarla alinan tiim fare serumlarindaki
antikor miktar1 kontrol grubunun serumu ile karsilastirildi. LPS, P(VP-ko-AA), LPS-
P(VP-ko-AA) konjugati n=1 orani, LPS- P(VP-ko-AA) konjugati n= 2 orani ve LPS-
P(VP-ko-AA)-Freund's Adjuvanti, LPS+ Freund’s Adjuvanti enjekte edilen
farelerden 51 giin boyunca araliklarla alinan serumlardaki antikor miktarlarinin

karsilastirilmali sonuglar Sekil 5.64’ de verilmistir.

2,5 mLPs

] B P(VP-ko-AA)
[_|LPS-P(VP-ko-AA) Konj. n=1 orani

_| [ LPS-P(VP-ko-AA) Konj. n=2 orani
I LPS-P(VP-ko-AA) Konj. + IFA

|C_JLPs+IFA

-
3]
1

40§ nm OD
=

Il. Enjeksiyon

o
()]
1

o
o
d

30
Giinler

37 51

Sekil 5. 64 LPS (#), P(VP-ko-AA) (#), LPS- P(VP-ko-AA) Konjugati n=1 orani (¢),
LPS- P(VP-ko-AA) Konjugati n= 2 orani () ve LPS-P(VP-ko-AA)-Freund’s
Adjuvanti (#), LPS+Freund’s Adjuvanti ( ) enjekte edilen farelerden 51 giin
boyunca araliklarla alinan serumlardaki antikor miktarlarinin karsilastirilmasi

e LPS-BSA-Freund’s Konjugatlarina Karsi Olusan Antikor yanitlar

Tek basina LPS (100 pg), LPS-Freund’s adjuvant1 (100 pg LPS4+200 pl incomplete
Freund’s adjuvanti) ve 1:1 oraninda 200 pg LPS-BSA konjugati+200 pl incomplete
Freund’s adjuvanti hazirlandi. LPS, P(VP-ko-AA) ve konjugatlar Balb/c farelere
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intraperitonal olarak enjekte edildi. Ik 3 hafta ELISA plate kaplamalarinda LPS-BSA
konjugatlarinin deneme ag¢isindan kullanilmasi sebebiyle herhangi bir fareye
enjeksiyonu gergeklestirilmedi. 30. giinde 4 fareden olusan gruba ilk adjuvanl LPS-
BSA konjugati intraperitonal olarak enjekte edildi. Kontrol gruplarina 30. giinde
ikinci hatirlatma enjeksiyonu gerceklestirilmistir. LPS, LPS-Freund’s enjekte edilen
farelerden 51 giin boyunca araliklarla, LPS- BSA-Freund’s Adjuvanti enjekte edilen
farelerden 21 giin boyunca araliklarla alinan serumlardaki antikor miktarlarinin

karsilastirmali sonuclar1 Sekil 5.65’ de verilmistir.

Bl LPS
1,51CJLPS +IFA
LPS-BSA konj. + IFA

405 nm OD
o

o
a
1

0:0" | '-T| '-Tl v | p— P —— |
10 20 30 37 44 51

Giinler
Sekil 5. 65 LPS (#), LPS-IFA (), LPS- BSA-Freund’s Adjuvanti (#) enjekte edilen

farelerden 51 giin boyunca araliklarla alinan serumlardaki antikor miktarlarinin
karsilastirilmasi
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6

SONUC VE ONERILER

6.1 LPS nin izolasyonuna ve Karakterizasyonuna ait Tartisma

LPS’nin boyutu ve zeta potanisiyel degeri Zetasizer cihazi ile tespit edildi. Sekil 5.1a
ve 5.1b’ de sirasiyla LPS'nin Z-Ave boyutu (397,1 £+ 8.796 nm) ve Zeta potansiyel
degeri (-3,31 + 0.523 mV) grafikleri verilmistir. Sekil 5.2° de gosterilen FTIR
spektrumunda LPS'nin 3300 cm! civarindaki genis -OH bandi belirgin olarak

gorilmektedir.
6.2 Polimerlerin Sentezine ve Karakterizasyonuna Ait Tartisma

Calisma kapsaminda sentezlenen P(VP-ko-AA) polimerinin GPC kirilma indisi
kromatogramlarina gore molekiil agirliklar1 ve PDI degerleri hesaplanmistir. Bu
sonuglar 1s181nda, molekil agirhigt Mw: 81.965 Da ve ayrica molekiil agirlik dagilimi
(PDI) Mw/Mn: 1,309 olarak elde edilmistir. RALS kromatograminda monomere ait

herhangi bir pik gézlenmeden yalnizca polimere 6zgii pikin oldugu goriilmektedir.

Calismalarimizda kullanilmak tlizere sentezlenen P(VP-ko0-AA)’ya ait Sekil 5.6a ve
Sekil 5.6b’ de verilen Zetasizer analizi sonuc¢larina gore Z-Ave degeri 53,44 + 14.65

nm (d.nm) ve zeta potansiyel degeri -36,6 + 7.35 olarak 6l¢tilmiistir.

P(VP-ko-AA) polimerine ait polimerizasyonunun gerceklestigini tespit etmek icin
yapilan FT-IR analizinde elde edilen spektrumda (Sekil 5.7) her iki monomerde
mevcut olan bantlar goriilmistiir. 1600-1750 cm1,1170-1350 cm1 ve 1400 cmV'de
olusan pikler kopolimerizasyonun gerceklestigini kanitlayan en 6énemli piklerdir.
Karboksilik gruplarinda yer alan C=0’ a ait pik 1717 cm-?’ de goriliirken, pirolidon
halkasinda yer alan C-C’ a ait pikler 1423 cm-Vde goriilmektedir. Analiz sonuglari
akrilik asit monomeri ile vinil pirolidon monomerinin polimerlesmesinin

gerceklestigini gostermektedir.
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P(VP-ko-AA) ‘ye ait 1TH-NMR analizi Sekil 5.8'de gosterilmektedir. NMR analizi i¢in
¢oziicll olarak doteryum oksit (D20) kullanilmistir. NMR analizinin sonuglar1 P(VP-
ko-AA) polimerinin elde edildigini gostermektedir. Elde edilen sonuglara gore,
monomer kalintilarinin varligina ragmen polimerizasyonun meydana geldigi

belirlenmistir.

6.3 Komplekslerin ve Konjugatlarin Analizine Ait Tartisma

LPS biyomolekiiliiniin P(VP-ko-AA) polimeri ve polioksidonyum polimeri ile
gerceklestirilen kompleks ve konjugatlarinin analiz sonuclarina ait tartisma bu

boliimde verilmektedir.

6.3.1 LPS ile Komplekslerin Analizine ait Tartisma

LPS biyomolekiiliiniin P(VP-ko-AA) ve polioksidonyum polimeri ile gerceklestirdigi
fiziksel kompleks ve metal iyonu varliginda gerceklestirilen 3’lii LPS-Cu2+-Polimer

komplekslerinin analizine ait tartisma asagida verilmistir.

6.3.1.1 LPS-P(VP-ko-AA) Fiziksel Komplekslerinin Sentezi ve Analizine ait Tartisma

LPS’'nin Z-ave degeri 397,1 + 8.796 d.nm, P(VP-ko0-AA) polimerinin Z-ave degeri
53,44 + 14.65 d.nm ve LPS-P(VP-ko-AA) fiziksel kompleksinin Z-ave boyutu 437,9
+ 1.882 d.nm olarak elde edilmistir. Boyut dagilim sonuglari Sekil 6.1’de verilmistir.
LPS-P(VP-ko-AA) nin boyutu; LPS ve P(VP-ko0-AA)’ nin boyutlari ile kiyaslandiginda
olusturulan kompleksin boyutunun biyomolekiilden ve polimerden daha biiytiik
oldugu gortulmektedir. Bu da kompakt bir hal almadan polimer ile lipopolisakkaritin
fiziksel bir kompleks olusturdugunu géstermektedir. Hazirlanan LPS-P(VP-ko-AA)
kompleksinin zeta potansiyel degeri - 7,05 + 0.459 mV, LPS'nin zeta potansiyel
degeri -3,31 £+ 0.523 mV ve P(VP-ko-AA) polimerinin zeta potansiyel degeri -36,6 +
7.35 oldugu Sekil 6.2’de gosterilmistir. Ayrica P(VP-ko-AA)'nin negatif yiikli
gruplar ile lipopolisakkarit arasindaki elektrostatik etkilesim sebebiyle polimerin -
36,6 + 7.35 mV olan yiikij, fiziksel kompleksin olusmasi ile -7,05 + 0.459 mV olarak
nétre kaymistir ve bu durum kompleksin basarili bir sekilde gerceklestigini

gostermektedir.
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FT-IR spektrumuna bakildiginda sentezlenen P(VP-k0-AA) kopolimerine ait 1400
cm! ve 1650-1700 cm! civarindaki bant siddetlerinin azalmasi polimerin LPS ile
fiziksel kompleks olusturdugunu gostermektedir. 3300 cm-! lerdeki pik ise sulu

sistemde ¢alisildig1 i¢in -OH grubundan kaynaklanmaktadir.

437.9
4004
397.1
€
C_ 300 =
Z
z .
=4
o 200 =
o0
q’ -
Z
'\I| 100 =
' 53,44
0 # . ¢ . : .
LPS P(VP-ko-AA)  LPS-P(VP-ko-AA) Fiz.Komp.

Sekil 6. 1 LPS, P(VP-ko-AA) ve LPS-P(VP-ko-AA) fiziksel kompleksinin Z-ave
degerlerinin kiyaslamali grafigi
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Sekil 6. 2 LPS, P(VP-ko-AA) ve LPS-P(VP-ko-AA) fiziksel kompleksinin zeta
potansiyel degerlerinin kiyaslamal grafigi

6.3.1.2 LPS-Polioksidonyum Fiziksel Komplekslerinin Sentezi ve Analizine ait

Tartigma

LPS'nin Z-ave degeri 397,1 + 8.796 d.nm, POX polimerinin Z-ave degeri 189.4 +
33.25 d.nm ve LPS-POX fiziksel kompleksinin Z-ave: 416,7+ 4.708 d.nm olarak
Olctilmiistiir. Bulgular kiyaslamali olarak Sekil 6.3’ de verilmistir. LPS-POX Fiziksel
kompleksin boyutu; LPS ve POX'un boyutlar ile kiyaslandiginda olusturulan
kompleksin boyutunun biyomolekiilden ve polimerden daha biiyik oldugu
gorilmektedir. Bu da kompakt bir hal almadan polimer ile lipopolisakkaritin fiziksel

bir kompleks olusturdugunu gostermektedir.

LPS’nin zeta potansiyel degeri -3,31 + 0.523 mV, POX polimerinin zeta potansiyel
degeri-2.27 + 0.352 mV ve LPS-POX fiziksel kompleksinin zeta potansiyel degeri
0.03 + 0.02 mV olarak dl¢iilmtistiir. Elde edilen bulgular kiyaslamali olarak Sekil 6.4’
de verilmistir. Sekilde, polimer ve lipopolisakkarit arasinda fiziksel bir kompleks

olusmasi ile negatif yiik degerinin nétre dogru kaydig1 goriilmektedir.
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Polimerin yapisindaki C=0 grubuna ait 1600-1700 cm-! civarindaki bandin
siddetindeki azalmaya bakilarak polioksidonyum-LPS fiziksel kompleksinin
olustugu Sekil 5.10'da POX FTIR spektrumu ve S$ekil 5.15’de POX-LPS fiziksel
kompleksine ait FTIR spektrumu karsilastirildiginda anlasilmaktadir. 3300 cm-! de

suya ait -OH piki gériinmektedir.

400 = 416,7
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E 300 =
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o 200 =

o 189,4
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Sekil 6. 3 LPS, POX ve LPS-POX fiziksel kompleksinin Z-ave degerlerinin kiyaslamal
grafigi
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Sekil 6. 4 LPS, POX ve LPS-POX Fiziksel kompleksinin zeta potansiyel degerlerinin
kiyaslamal grafigi

6.3.1.3 P(VP-ko-AA)-Cu2+-LPS Komplekslerinin Sentezine ve Analizine Ait Tartisma

LPS nin hidrodinamik ¢ap1 397,1 + 8.796 d.nm, P(VP-ko-AA) polimerinin Z-ave
degeri 53.44 + 14.65 d.nm, P(VP-ko-AA)-Cu2+-LPS-1 kompleksinin Z-ave degeri
189.9 + 5.508 d.nm; P(VP-ko-AA)-Cu?+-LPS-2 kompleksinin Z-ave degeri 186.3 +
1.823 d.nm degerleri Sekil 6.5’te kiyaslamali olarak gosterilmektedir. Bakir metali
varhigindaki fiziksel karisimda baglanma gergeklestigi icin 3'lii polimer-Cu?+-LPS
fiziksel karisimlarinda kompleksler kompakt hal alarak olusmustur ve olusturulan
komplekslerin hidrodinamik cap1 LPS’ ye gore daha kiiciik, polimerin ¢apina gore
ise daha biiytiktir. Bunun sebebi bakir metalleri hem P(VP-ko0-AA) ile LPS arasinda
baglanmay saglarken hem de bu baglanan P(VP-ko0-AA)-Cu?+-LPS leri de birbirine
baglamasidir (Sekil 6.6).

Ayrica P(VP-ko-AA)’ nin negatif yiik olusturan gruplar1 bakir metali aracilig ile
polimere baglandigi i¢in -36,6 + 7.35 mV olan yiik, 3’lii kompleksin olusturulmasi
sonucunda 1. kompleks i¢in -12,3 + 0.551 mV; 2. kompleks i¢in -11,1 + 1.25 mV
olmak tlizere notre dogru kayma gostermistir. 2. komplekste, 1. komplekse gore 2

kat fazla bakir kullanilmasi ve zeta potansiyel degerlerinin birbirine yakin olmasina
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ragmen daha fazla bakir kullanilan 2. komplekste boyutun 1. komplekse gore biraz

daha kiiciik oldugu gozlenmistir.
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Sekil 6. 5 LPS, P(VP-ko-AA) ve P(VP-ko-AA)-Cu?*-LPS-1 ve P(VP-ko-AA)-Cu?+-LPS-
2 kompleksinin Z-ave degerlerinin kiyaslamali grafigi

Sekil 6. 6 LPS ile polimerin bakir metali varliginda olusturdugu kompleks yapisinin
sematik gosterimi
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Sekil 6. 7 LPS, P(VP-ko-AA) ve P(VP-ko-AA)-Cu2+-LPS-1 (Komp.1) ve P(VP-ko-AA)-
Cu?+-LPS-2 (Komp. 2) kompleksinin zeta potansiyel degerlerinin kiyaslamal
grafigi
FTIR spektrumlarina bakildiginda ($Sekil 5.21) CuS04.5H20’tin 1100 cm-! civarindaki
pikinin P(VP-ko-AA)-Cu?+-LPS kompleksinin FTIR spektrumunda (Sekil 5.18)
tamamen kaybolmasi, CuS04.5H20’1n kompleks olusumunda kullanildigini ve

komplekslerin istenilen sekilde elde edildigini gostermektedir. Sulu sistemde

calisildig1 icin 3300 cm !’ lerde -OH grubuna ait pikler gortinmektedir.

P(VP-ko-AA)-LPS fiziksel kompleks ve P(VP-ko-AA)-Cu2*+-LPS komplekslerini
karsilastirildiginda; bakir metali ile olusturulan 3’li komplekslerin yapisinin
boyutlarnt géz oniinde bulundurularak (Z-ave: 189,9 ve 186,3 d. nm) fiziksel
kompleksin yapisina oranla (437,9 nm) daha kompakt formda oldugu tespit

edilmistir.

LPS-P(VP-ko-AA) fiziksel kompleksinin zeta potansiyel degeri -7,05 mV; P(VP-ko-
AA)-Cu?+-LPS 1. kompleksinin -12,3 mV; 2. kompleksin -11,1 mV olarak
Olctilmiistir. Bu durum bakir metallerinin P(VP-ko0-AA) ile LPS arasinda baglanmay1
saglarken ayni zamanda bu baglanan P(VP-ko-AA)-Cu2*-LPS’ leri de birbirine

baglamasindan kaynaklanmaktadir. Bu sebepten dolay: negatif ytlik artmaktadir.
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6.3.1.4 POX-Cu2+-LPS Komplekslerinin Analizine Ait Tartisma

LPS nin Z-Ave degeri 397,1% 8.796 d.nm, polioksidonyum polimerinin Z-ave degeri
189,4 + 33.25 d.nm, POX-Cu?+-LPS-1 kompleksinin Z-ave degeri 207,0 + 5.831
d.nm; POX-Cu2*-LPS-2 kompleksinin Z-ave degeri 199,1 + 4.632 d.nm olarak
Olcilmistir. Elde edilen boyut degerleri Sekil 6.8° de kiyaslamali olarak
gosterilmektedir. Komplekslerin boyutunun LPS nin boyutundan kti¢iik, polimerin
boyutundan daha biiytik oldugu tespit edilmistir. Bu durum bakir metali varliginda

olusturulan ti¢li komplekslerin kompakt hal alarak sentezlenmesi ile aciklanabilir.
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Sekil 6. 8 LPS, POX, POX-Cu?+-LPS1 (Komp. 1) ve POX-Cu2+-LPS2 (Komp. 2)
kiyaslamali Z-Ave (d.nm) degerleri

LPS nin zeta potansiyeli -3,31 mV, POX polimerinin zeta potansiyeli -2,27 mV, POX-
Cu2*-LPS-1 kompleksinin zeta potansiyeli -2,85 + 0.352 mV ve POX-Cu?+-LPS-2
kompleksinin zeta potansiyeli -0,0386 + 0.353 mV olarak tespit edilmistir. Sonuglar
sekil 6.9'da kiyaslamali olarak gosterilmektedir. LPS-Cu?+-POX kompleksinin zeta
potansiyelinin en yiiksek negatif yilike sahip olan LPS’ ye gore pozitife kayma

gorilmektedir.

FTIR spektrumlarina bakildiginda (Sekil 5.24 ve Sekil 5.25); CuS04.5H20’ ya ait 1100

cm! civarindaki pikinin polioksidonyum-Cu2+-LPS kompleksinde kaybolmasi,
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CuS04.5H20’ nun kompleks olusumunda kullanildigini ve komplekslerin istenilen
sekilde elde edildigini gostermektedir. Sulu sistemde c¢alisildig1 icin 3300 cm™!’ lerde

-OH grubuna ait pikler gérinmektedir.

0 - - - ———

-0.0386

]
-
1

2,27

-2,85

1
w
[ ]

-3,31

Zeta Potansiyel () (mV)

| ot L] o ) v ]
LPS POX Komp. 1 Komp. 2

Sekil 6.9 LPS, POX, POX-Cu2*+-LPS1 (Komp. 1) ve POX-Cu?+-LPS2 (Komp. 2)
kiyaslamali zeta potansiyel degerleri (mV)

Polioksidonyum-LPS fiziksel karisim ve poliksidonyum-Cu2+-LPS kompleksleri
karsilastirildiginda; bakir metali ile olusturulan komplekslerin fiziksel karisima
(416,7 d.nm) gore daha kompakt yapida oldugu goriilmektedir. Ancak zeta
potansiyel degeri daha negatif olarak tespit edilmistir. Bu durum bakir metallerinin
hem polioksidonyum ile LPS arasinda baglanmay1 saglarken hem de bu baglanan
Polioksidonyum-Cu?+-LPS 3’lii komplekslerini de birbirine baglamasiyla
aciklanabilir. Dolayisiyla P(VP-ko0-AA)-Cu?*-LPS kompleksinde oldugu gibi ylizey

ylkil daha negatif olacak sekilde sonuclar elde edilmistir.
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6.3.2 Konjugatlarin Olusumuna ait Tartisma

6.3.2.1 LPS’nin Aldehit Tiirevinin Eldesine ait Tartisma

Yapilan literatiir arastirmasinda farkli mM’larda NalO4 kullanilarak gercgeklestirilen
dekstranin  aldehit tlrevlerine ait FTIR spektrumlarinin dekstranla
karsilasturlmasinda gozle goriilen bir degisiklik olmamistir [161]. Literatiirde FTIR
spektrumlarinda aldehit olusumunu gésteren pikleri en az 500 mM ve 1M NalO4 ile
oksidasyon islemi yapilarak gosterilebilmistir. Aldehit tiirevlerinin FT-IR
spektrumlari incelendiginde, dekstran-aldehite ait FT-IR spektrumunda 1650 cm-
’de -C=0 gerilmesine ait bir pikin olustugu goriilmektedir. 2841 ve 2875 cm'de
aldehit gerilmeleri ikili pik olarak goriilmektedir. Bu piklerin literatiirde dekstran

aldehitin olusturuldugunu ispat eden pikler oldugu ifade edilmistir [161].

LPS’nin aldehit tiirevine ait FTIR spektrumu Sekil 5.26’ da gosterilmistir. 1640-1650
cm! arasinda karbonil grubu piki gorilmektedir. Ayrica 2800-2900 cm! arasindaki
ikili pik aldehit olustugunu kanitlar niteliktedir. Elde edilen bulgular yontemin
basarili oldugunu goéstermektedir. Ancak yliksek mM NalO4 kullanmanin LPS'nin
molekiiler yapisini degistirerek antijenik karakterine zarar verme olasiligl
liiteratiirde belirtilmistir [162]. Bu sebeple LPS'nin antijenik karakterinde herhangi
bir degisiklige sebep olmamasi agisindan yap1 degisikligini en aza indirmek icin

oksidasyon asamasinda 5 mM NalO4 kullanilmistir.

6.3.2.2 HzN-LPS’nin Biyopolimerle Konjugasyonu

-H2N-LPS’nin P(VP-ko0-AA) ile Biyokonjugatlarinin Sentezi ve Karakterizasyonuna ait
Bulgular

np(vp-ko-aA)/nLps oranlart 0,5; 1 ve 2 olmak lizere EDC varliginda sentezlenen
konjugatlar GPC, HPLC, FTIR ve Zetasizer cihazlar ile karakterize edilmistir. LPS,
P(VP-ko-AA) ve LPS-P(VP-ko-AA) konjugatlarinin n=0,5; 1 ve 2 oranlarinin GPC
kromatogramlar1 RALS ve UV alanlar Sekil 6.10’da gosterilmistir.

Sekil 5.28’ de GPC UV kromatograminda P(VP-ko-AA) polimerinin baseline’a yakin

bir eliisyon profili sergiledigi ve 5 ve 7. dakikalar arasinda LPS’nin ve konjugatlarin
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pik verdigi goriilmektedir. Polimer oraninin artmasi ile konjugatlarin pik alanlari

arasinda lineer bir artis gérulmemistir.

Sekil 5.29’ da 151k sacilmas1 kromatogramina gore polimer pik biiytkliginin LPS
pikinin yaninda daha ufak kaldigt ve LPS- P(VP-ko-AA) konjugatlarinin
olusturulmasi ile olusan konjugatlarin piklerinin LPS pikine gore daha kii¢iik oldugu
gorulmektedir. Bununla birlikte, tim konjugatlarin pik alanlarinin, polimerin pik

alanlarindan daha ytiksek bir degere sahip oldugu gézlenmistir.
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Sekil 6. 10 P(VP-ko-AA) ve LPS-P(VP-ko-AA) konjugatlarinin n=0,5; 1 ve 2
oranlarinin RALS ve UV alanlan

HPLC kromatogramlar: incelendiginde Sekil 5.30‘da 17,5-22,5 dakikalar arasinda
gorilen pik LPS’ ye; Sekil 5. 31’de 18-20. dakikalar arasinda goriilen pik ise polimere
ait piktir. Sekil 5.32-5.33-5.34’de LPS'nin polimerle konjugasyonu sonucu olusan
yapiya ait 22,5-37,5. dakikalar arasindaki genis pikin ise konjugata ait oldugu
degerlendirilmistir. Polimer oraninin degistirilmesiyle konjugat alanlarinda biiytiik

oranda degisiklik olmadig1 gézlenmistir.
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Konjugatlarin FTIR spektrumlari g6z 6niine alindiginda, polimerden gelen 3300 cm-
1 civarindaki OH bandinin ve polimerin karboksilik asit grubuna ait kuvvetli 1760-
1650 cm™V’ deki bandin kaybolarak 1550-1650 cm! civar1 (C=0) ve 1450-1550 cm-
1 civarinda (N-H band1) amidlere ait piklerin olusmasi konjugasyon reaksiyonunun

basaril bir sekilde gergeklestigini gostermektedir.

P(VP-ko-AA) ve EDC ¢apraz baglayicis1 kullanilarak olusturulan npe-ko-aa) /nips
=0,5 1, 2 oranlarindaki biyokonjugatlarin zeta potansiyel degerleri zetasizer
cihazinda odl¢iilmiis ve Sekil 5.40 ‘da verilmistir. Bu degerler sirasiyla P(VP-ko-AA)
(-36,6 mV), npvp-ko-aa) /nrps =0,5 (-1,48 mV); 1 (3,22 mV); 2 (2.27 mV) olarak
Olctilmiistir. Bu sonuclar 1s181nda; polimer lizerindeki negatif ytiklii karboksilik asit
gruplarinin (-COOH); NH2-LPS tizerindeki amino gruplar1 (-NHz) ile konjugasyonu
sonucunda negatif yiiklerin kayboldugu goriilmektedir ve bu durum polimer ve

lipopolisakkaritin baglanarak amid bagi olusturmasi ile agiklanmistir.

-H2N-LPS’nin Polioksidonyum ile Biyokonjugatlarinin Sentezi ve Karakterizasyonuna

ait Bulgular

GPC UV kromatograminda polioksidonyum polimerinin baseline’a yakin bir eliisyon
profili sergiledigi gozlenmistir. 5 ve 7. dakikalar arasinda konjugatlara ait uv pikleri
gorilmektedir. Polimer oraninin artmasi ile konjugatlarin pik alanlarinda lineer bir
artis gorilmemistir. POX ve LPS-POX konjugatlarinin 0,5; 1 ve 2 oranlarinin pik
alanlari Sekil 6.11’de gosterilmistir.

Isik sagilmasi kromatogramina gore polimerin pikinin biiytkliginiin LPS pikinin
yaninda daha ufak kaldigi ve LPS-POX konjugatlarinin olusmasi sonucunda

piklerinin boyutlarinin polimerin pikine goére daha biiylik bir deger aldig:

gorilmektedir.
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Sekil 6. 11 POX ve LPS-POX konjugatlarinin 0,5; 1 ve 2 oranlarina ait pik alanlari

LPS-POX konjugatlarinin HPLC analizi sonuglar1 EDC c¢apraz baglama reaktifi
kullanilarak iki molekil arasinda konjugat olusumu saglandigini géstermektedir.
HPLC kromatogramlari g6z oniinde bulunduruldugunda 17,5-22,5 dakikalar
arasindaki pik LPS’ye; 18-22. dakikalar arasindaki pikin ise polimere ait oldugu
degerlendirilmistir. LPS’nin polimerle konjugasyonu sonucu olusan yapiya ait genis
pik 22,5-37,5 dakikalar1 arasinda gozlenmistir. Polimer oraninin degistirilmesiyle

konjugat piklerinde biiyiik oranda degisiklik olmadig ifade edilebilir.

FTIR spektrumlarina bakildiginda polimerden gelen 3300 cm™! civarindaki OH
bandinin ve polimerin karboksilik asit grubuna ait kuvvetli 1760-1650 cm-! deki
bandinin kaybolarak 1620 cm-! civar1 (C=0) karbonillere ve 1560 cm-! civarinda
(N-H band1) amidlere ait piklerin olugsmasi konjugasyon reaksiyonunun basaril bir

sekilde gerceklestigini gostermektedir.

Zeta potansiyel degerleri kiyaslandiginda bu degerler sirasiyla POX (-2,27 mV), npox
/nLps =0,5 (-1,67 mV); 1 (-1,32 mV); 2 (-1,46 mV) olarak odlciilmiistiir. Bu sonuglar
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1518inda; polimer tlizerindeki negatif yiiklii karboksilik asit gruplarinin (-COOH);
NH2-LPS tizerindeki amino gruplar1 (-NH2) ile konjugasyonu sonucunda negatif
yuklerin kayboldugu goriilmektedir. Bu durum polimerin karboksilik asit
gruplarinin lipopolisakkaritin amino gruplarina baglanarak amid bag1 olusturmasi
ile agiklanmistir. Bu sonuglar 15181nda; nrox /nips ‘nin tiim oranlarinda GPC ve HPLC

sonuglarina dayanarak konjugat olusumunun saglandig1 degerlendirilmistir.
-LPS-P(VP- ko-AA) konjugatlarinin SOCI2 yontemi ile konjugasyonuna ait tartisma

SOClz varliginda sentezlenen konjugatlar koyu jel kivamindanir ve suda
cozlunurligi dustktir. Sekil 5.55’ de goriilen 20-25 dakikalar arasindaki pik
konjugat piki; 17,5-22,5 dakikalar arasindaki pik LPS’ye ait piktir. 18-20. dakikalar
arasindaki konjugat pikinin yanindaki ufak pik reaksiyona girmemis olan LPS’ ye ait
oldugu diisiiniilmektedir. Bu pikin LPS’den kaynaklandigini belirlemek amaciyla,
konjugattan alinan bir miktar 6rnek tlzerine LPS c¢ozeltisi eklenerek konjugat
ornegindeki LPS miktar arttirilmistir ve sonucunda 18-20.dakikalar arasindaki bu
pikte artma oldugu gorulmistir. Sekil 5.56’da bu calismamaizla ilgili kromatogram

yer almaktadir.

Tiyonil kloriir yontemi ile sentezlenmis P(VP-ko0-AA)-LPS konjugatina ait FTIR
spektrumu Sekil 5.57’ de gosterilmistir. 1650 cm! civarinda ¢ok kuvvetli C=0
gerilme titresimleri; 3230- 3550 aras1 zayif-orta genis, intermolekiiler H baglarina
ait pik; 1420 cm civarinda esterden gelen zayif veya orta CH: simetrik
deformasyon titresimleri; 1100 cm! civarinda da ester gruplarina ait C-O-C
asimetrik gerilme titresimleri gorilmektedir. Bu pikler goz oniine alinarak ester

olusumu tzerinden P(VP-ko-AA)-LPS konjugatinin sentezlendigi dogrulanmstir.

6.4 ELISA Deneylerine ait Tartismalar

6.4.1 ELISA Kaplamada Kullanilmas: i¢in Gergeklegtirilen LPS-BSA Konjugatlarina Ait
Tartigma

Sekil 5. 58" de GPC 151k sagilmasi kromatogrami incelendiginde, daha énceki yapmis
oldugumuz calismalar 1s181nda 17-18. dakikalar arasinda goriilen BSA pikinden ve

6-8. dk LPS pikinden farkli olarak, 10 ve 14. dakikalarda konjugat piklerinin
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olustugu gorilmiustir. Piklerin alanlar1 g6z 6niinde bulundurularak 1 ve 3. yontemle
sentezlenmis olan BSA-LPS konjugatlarinin 2. yontemle sentezlenen LPS-BSA
konjugatina gore daha basarili oldugu soylenebilmektedir. Her 3 yontemle
sentezlenen LPS-BSA kojugatlarinin pik alanlar1 BSA ile kiyaslamali olarak Sekil

6.12’de gosterilmistir.
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Sekil 6. 12 1. yontemle, 2. yontemle ve 3. yontemle sentezlenen LPS-BSA
konjugatlarinin BSA kiyaslamali pik alanlarina ait grafik

ilk 3 ELISA’da 3 farklh kaplama antijeni birbirleri ile kiyaslanmali olarak
denenmistir. LPS, LPS-BSA konjugati (1.Yontem), LPS-BSA konjugati (3. Yontem).
Yapilan kiyaslamalar sonucunda 3 kaplamanin da benzer sonuglar verdigi; yalniz
LPS ve LPS-BSA (3. Yontem) konjugatlarinin kaplanmasi sonucu alinan ELISA
yanitlarinin daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Bir kez daha sadece bu 2 kaplama
denenerek birbirine ¢ok yakin sonuclar alindigi, sadece LPS kaplandiginda
alacagimiz sonuglarin yeterli oldugu goriilmiistiir. Sonug olarak literatiirde de genel
olarak belirtildigi gibi LPS ‘yi tek basina proteinle konjuge etmeden plaklara

kaplayarak ELISA deneylerine devam edilmesine karar verilmistir.
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6.4.2 ELISA Platelerine LPS Kaplamada Standardizasyon Calismasina Ait Tartisma

Farkli miktarda LPS ile kaplanan kuyulara 7. Kafes NK faresinin serumu 1:500
diluede eklenmistir. 0,2 pg LPS/kuyu miktarinin kaplama i¢in en uygun kaplama
miktar1 oldugu gorilmistiir. Tlim c¢alismalarda bu standardizasyona gore ELISA

platelerinin kuyucularinin kaplamasi yapilmistir.

6.4.3 Dolayh Yoldan Enzim Bagh Immiin Assay (ELISA) Yéntemi Kullamilarak
Farelerden Alinan Serum Orneklerinde Fiziksel Karisim, Metal Kompleksleri ve

Biyokonjugatlara Karsi Olusan Antikor Miktar Tayini Sonuglarina Ait Tartisma

6.4.3.1 LPS-P(VP-ko-AA) Fiziksel Kompleks ve Konjugatlarina Kars1 Olusan Antikor
Miktar Tayini Sonuglari

Sekil 5.60°da gorildigu tizere bu gruptaki en yiliksek titre LPS-P(VP-ko-AA)
konjugati n=2 oranindan alinmustir. ilk enjeksiyondan 30 giin sonra titre
seviyesinin diismesiyle 1. enjeksiyonla ayni dozda 2. enjeksiyon (hatirlatma)
yapilmistir ve serumlardaki antikor titrelerinin 37 ve 44. Giinlerde maksimum
seviyelere ulastig1 gézlenmistir. Daha sonraki hafta LPS-P(VP-ko-AA) konjugati n=1
oraninin OD degeri daha da ylikselmisken, LPS-P(VP-ko0-AA) konjugati n=2 oraninin
OD degerlerinde ¢ok kii¢iik bir diisme goriilmesine karsin iki oranin da kontrollere

gore yiiksek antikor yanit verdigi goriilmektedir.

6.4.3.2 LPS-P(VP-ko-AA) Fiziksel Kompleks ve LPS-Cu2+-P(VP-ko-AA) 3'li
Kompleksine Kars1 Olusan Antikor Miktar Tayini Sonuglar:

Sekil 5.61’de goriildiigl lizere en yliksek titrede antikor yanitlar1 LPS-Cu2+- P(VP-
ko-AA) 3’li kompleksinin 1.oraninin enjekte edildigi fare grubundan elde edilmistir.
30. giin birinci enjeksiyonla ayni1 dozda 2. enjeksiyon tiim farelere hatirlatma dozu
olarak uygulanmistir. LPS-Cu2+-P(VP-ko-AA) kompleksi icin 37. giinde antikor
yanitinin arttigl ancak 44. giinde ufak bir diisiis oldugu goriilmektedir. Bu sebeple 3.
enjeksiyon 44. glinde yapilmistir. 52. ve 58. glinlerde en yiiksek antikor yanitinin bu

gruptan alindigy, titre seviyesinin yaklasik 2,00 OD civarina ulastig1 gozlenmistir.
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Calisma sonucunda en iyi antikor seviyelerinin bu grup ile elde edilmis olmasi

sebebiyle gelecekteki calismalar i¢in bu farelerle devam edilmesi planlanmistir.

6.4.3.4 LPS-POX Fiziksel Kompleks ve Konjugatlarina Karsi Olusan Antikor Miktar

Tayini Sonuglari

Sekil 5.62’de gorildigi Ttlizere LPS-POX fiziksel kompleksi ve LPS-POX
konjugatlarinin ilk enjeksiyondan sonra antikor seviyelerinin kontrollerle yakin
oldugu gozlenmistir. 30. giinde gerceklestirilen 1. enjeksiyonla ayni dozdaki 2.
enjeksiyondan sonra bu gruptaki en yiiksek titre LPS-POX fiziksel kompleksinden
37. glinde alinmis diger haftalarda ise hafif bir diisme gozlenmistir. LPS-POX
konjugatinin enjekte edildigi grupta 2. enjeksiyonun gerceklestigi 30. glinden
itibaren 37. giinde antikor yaniti artmis ve 44, 51 ve 58. giinlerde benzer antikor

titreleri elde edilmistir.

6.4.3.5 LPS-POX Fiziksel Kompleks ve LPS-CuZt-POX Kompleksine Karsi Olusan
Antikor Miktar Tayini Sonuglarina ait Tartisma

Sekil 5. 63’ de goruldiigu uzere ilk enjeksiyondan sonra belirtilen 5 grup icinde en
yuksek antikor bakir komplekslerinde elde edilmistir. 30. giinde 405 nm’deki OD
degerlerinin diismesi ile 1. enjeksiyon ile ayni dozda 2. enjeksiyon (hatirlatma)
gerceklestirilmistir. 37. glinde LPS-Cu2*+-POX 1. oran ve 2. oranda yiiksek antikor
yanit1 artisi gozlenmistir. 44. giinde antikor yanitlarinda hafif bir diisme gortlmesi
ile 3. enjeksiyon (hatirlatma) yapilarak 51. giinde yaklasik 2.00 OD degerlerde yanit
aldig1 gorilmektedir. Ancak 58. giinde okunan antikor yanitlarindaki disiise
ragmen OD degeri 1,00 iizerinde olmakla beraber yiliksek yanit olarak kabul
edilebilmektedir. Ancak gelecekteki monoklonal antikor ¢alismalari gibi ¢calismalara
devam edebilmek i¢in yanitlardaki yiikselme ve diismeler tutarsiz goriilmektedir ve

bu gruptaki farelerle devam edilmemesine karar verilmistir.

127



6.4.3.6 LPS-P(VP-ko-AA) Konjugatlarina ve LPS-P(VP-ko-AA)-Freund’s Adjuvantina

Kars1 Olusan Antikor Miktar Tayini Sonug¢lar Kiyaslanmasina ait Tartigma

Sekil 5.64’e bakildiginda ilk enjeksiyondan sonra Freund'’s adjuvanti icermeyen LPS-
P(VP-ko-AA) konjugatlarinin her iki oraninin da kontrol gruplarina gore yiisek
antikor yanit verdigi goriilmektedir. 30. glinde 2. enjeksiyonun yapilmasi ile 37. ve
44, ginlerde alinan antikor yanitlarinin oldukga ytiksek oldugu goriilmektedir.
Gelecek c¢alismalarda kullanilmasi amaciyla uygun ytiksek yanitlar1 koruyabilmek
acisindan 3. enjeksiyon 51. glinde gercgeklestirilmistir. Alternatif adjuvan etkisini
gozlemleyebilmek icin yapilan bu calisma sonucunda, Freund'’s adjuvanti iceren ve
icermeyen konjugatlar arasinda ¢ok biiyiik bir fark gorilmemektedir. Tek basina
LPS ye gore LPS+Freund’s adjuvantinin ytiksek titre verdigi gorulmekte, Freund’s
adjuvanti iceren ve icermeyen konjugatlardan alinan antikor yanitlari arasinda ¢ok
biiytik bir fark olmadig1 sdylenebilmektedir. Sonu¢ olarak, konjugatlarda secilen

P(VP-ko-AA) kopolimerinin uygun bir adjuvant oldugu goriilmektedir.

6.4.3.7 LPS-BSA-Freund’s Konjugatlarina Kars1 Olusan Antikor Yanitlarina Ait

Tartigma

Sekil 5.65" de goruldiugi uzere Adjuvanli LPS-BSA konjugatlarinin antikor
yanitlarinin kontrole oranla hatirlatma enjeksiyonu olmaksizin yiiksek oldugu

goriilmektedir.

Bu tez calismasi kapsaminda Q hummasi hastaliginin dominant antijeni LPS’nin
P(VP-ko-AA) ve POX ile fiziksel kompleks, 3’lii bakir kompleksleri ve capraz
baglayic1 araciliginda olusturulan konjugatlari sentezlenmis ve Kkarakterize
edilmistir. Optimum oranlar belirlenerek Balb/c’ lere immunizasyon yapilmis ve
anitkor yanitlar1 degerlendirilmis ve en ytiksek titre veren kompleks ve konjugatlar
belirlenmistir. Tez calismasindan elde edilen verilerin Q hummasina karsi sentetik
as1 gelistirilmesi ve bu hastaliga 6zgl antikorlarin elde edilmesi ile tan kitlerinin

uretilmesi icin yapilacak ¢alismalara yol gostermesi timit edilmektedir.
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