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Ozet
Q hummasi gram negatif Coxiella burnetii bakterisinin sebep oldugu tiim Tiirkiye ve Diinya’da yaygin

olarak gorilen zoonotik bir hastaliktir ve Q hummasi hastaligi i¢in asi gelistirme calismalari devam
Anahtar kelimeler

Kati Fazda Peptid
Sentezi; Q Hummasi;
Sentetik Peptid Asisi

etmektedir. Biyoteknolojik asilardan peptid asilari sahip oldugu avantajlar ile 6n plana ¢ikmakta ve son
yillarda yaygin olarak g¢alisilmaktadir. Bu ¢galismada Q hummasi hastaligina ait m1E41920 peptid epitopu
(NH;- Ser - Leu - Thr - Trp - His - Lys - His - Glu - Leu - His - Arg - Lys -COOH) mikrodalga destekli kati faz
peptid sentezi yontemiyle sentezlenmistir. Bu peptidin saflastiriimasi ve karakterizayonu yiiksek basingh
sivi kromatografisi ve kitle spektrometresi ile yapilmistir. Bu g¢alismadan elde edilen saf peptid
polimerik adjuvanlara baglanarak Q hummasi hastaligl igin yeni nesil sentetik peptid asisi
gelistiriimesinde kullanilacaktir.

Antigenic Peptide Synthesis and Characterization of Q Fever Disease

Abstract

Q fever is common zoonotic disease in Turkey and all over the world caused by the gram negative
Coxiella burnetii bacterium. The studies are ongoing to develop vaccine against for Q fever disease. The
biotechnological peptide vaccinations become important because of having many advantages and has
been studied widely in recent years. Q fever Disease m1E41920 peptide epitope (NH»- Ser - Leu - Thr -
Trp - His - Lys - His - Glu - Leu - His - Arg - Lys —COOH) of peptid synthesization integrated by using a
microwave supported solid phase peptide synthesis method. The extract and characterization of this

Keywords
Solid Phase Peptide
Synthesis, Q Fever,

Synthetic Peptide

Vaccine peptide were carried out by high pressure liquid chromatography and mass spectometer. The pure
peptide obtained from this study will be used in the development of a new generation synthetic
peptide vaccine for Q fever disease by binding to polymeric adjuvants.
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1. Giris yaygin olarak goruldigu hastalik kaynaklari sigir,

keci ve koyun gibi ciftlik hayvanlardir, ayrica kedi,
kopek gibi evcil hayvanlarin da bu hastaliga sebep
oldugu vakalar gorialmuastir. Ciftlik hayvanlar ile

ilk defa Avusturya’da, Q hummasinin etiyolojik
1937
tanimlanmistir. Coxiella burnetii konaga bagh faz

ajani  olan Coxiella  burnetii yilinda

temas eden kisilerde ve risk altindaki hayvanlarla
cahsan laboratuvar calisanlari igin enfekte olma
ihtimali yiiksektir. Ulkemizde tarim ve hayvancilikla

varyasyonu geciren tek mikroorganizmadir. Bu
mikroorganizma isi, kurutulma ve kimyasal ajanlara
Q hummasi

karsi yiksek oranda direnglidir.

ugrasan niifusun cok oldugu g6z 6niine alindiginda
hastaligin risk boyutlari ve kapsaminin oldukga fazla
oldugu goériilmektedir (Fournier et al. 1998, Ozbey

hastaligi kiigik (0.2 to 0.4 um genisliginde, 0.4 to 1
gram negatif
bakterisinin

um  uzunlugunda), intraselliler

Coxiella  burnetii sebep oldugu

et al. 2009). Q hummasi genellikle birden baslayan

Diinya’da en sik gorlen riketsiyal kaynakli zoonotik
ates, titreme, halsizlik, bas agrisi, istahsizlik gibi

bir hastaliktir (Maurin and Raoult 1999, Gale et al.

2015). bir hastalik olan Q
hummasi, tek bir bakteri ile bile insanlari enfekte
edebilmektedir. insanlarda bu enfeksiyonun en

Olduk¢a bulasici

0zgll olmayan semptomlarla seyreder. En yaygin
akut formu grip benzeri bir hastalik, alisiilmamis bir

zatiirre ile karakterize edilmistir. insanlarda
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endokarditlerle iliskili olabilecek kalici
enfeksiyonlar, Q hummasinin kronik formuna yol
acabilir ve sonucta, Coxiella burnetii indiklenmis

endokarditler siklikla 6limciil olabilmektedir.

Yaygin olarak gorilen Q hummasi hastaligin icin
biyoteknolojik asi gelistirme c¢alismalari ise devam
etmektedir. Biyoteknolojik asilarin gelistiriimesinde
yeni nesil sentetik peptid asilarinin diger asilara
gore bircok avantaji olmasi sebebiyle 6ne ¢iktig
bilinmektedir. Bu avantajlar (WHO, 1999, Yang et
al. 2001, Ozdemir et al. 2010, Eroglu and Kiling
2011, Moisa and Kolesanova 2012, Derman and
Mustafeva 2015):

- Biyopolimer yapili adjuvantlarin hazirlanmasi ucuz
ve basit bir teknoloji yontemi ile olusturulmaktadir.

- Peptid antijenleri kimyasal olarak elde edildikleri
icin canl mikroorganizmalarin Uretilmesine ihtiyag
yoktur ve bu nedenle giivenlidirler.

- Toksik degildir.

- Kimyasal sentez yoluyla elde edilen peptidlerin ve

polimerlerle gerceklestirilen konjugatlarinin
mekanizmalarinin tam olarak anlasiimasi sayesinde

yapi-islev iliskileri ¢ok iyi bilinmektedir.

- Tasinmas! sirasinda soguk zincire gereksinim
duyulmamaktadir.

- Taslyicr  polimer kullanilarak gergeklestirilen
peptid konjugasyonun optimum degeri
belirlenerek, immun vyanit icin gerekli antijen

(konjugat) miktarinin verilebilmesi saglanmaktadir.

-Adjuvan o6zellik gosteren tasiyict  polimerler,

hastaligin antijenik peptid epitoplarinin

immunojenligini  ve vicutta kalma slresini

arttirmaktadir.
Yeni nesil sentetik peptid asilarinin  temelini

hastalik etkeni

bolgelerini olusturan peptidlerin kimyasal olarak

virs ve bakterilerin antijenik

sentezi ve bu sentezlenen peptidlerin adjuvan
Ozellikteki taslyici polimer ve/veya proteinlere farkh
yontemlerle baglanarak glgli bir immun yanitin
(as1 sistemi gibi) saglanmasidir (Mustafaev and
Mustafaeva 2002, Mustafaev, 2004, Derman and
2015). Bu
hastaligina karsi etkin, yeni nesil peptid asilarinin

Mustafaeva amagla Q hummasi
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gelistiriimesi icin  koruma 0ozelligi gosterdigi
literatirde (Peng et al. 2012, Peng et al. 2014)
belirtilmis olan m1E41920 (NH;- Ser - Leu - Thr - Trp
- His - Lys - His - Glu - Leu - His - Arg - Lys —COOH)
peptid dizisi kati faz yontemi ile sentezlemistir.

Kati faz peptid sentezi (SPPS) inert kati bir
destege (rezin, kati faz, recgine) baglayici (linker)
aracihg ile baglanmis bir peptid zincirinin
uzamasl ve istenen diziye ulasildiginda peptidin
kati destekten kirma islemi ile ayrilmasiyla
olusmaktadir (Guzman et al. 2007). Kati fazda
peptid sentezinin sematik gosterimi Sekil 1'deki

gibidir.

—Baglayict — Peptidﬂh— Peptid + —Baglayil
{linker)

Kati destek

sekil 1. Katl Fazda peptid sentezinin sematik
gosterimi (Giraldés, 2003)

Kati fazda peptid sentezi yontemi (¢ temel
adimdan olusmaktadir. Buna goére; korumanin
kaldirilmasi  (Deprotection), karboksil grubunun

aktive edilmesi (Activation) ve peptid baginin
olusmasidir (Coupling). Bu islemleri takiben en son
eklenmis aminoasidin koruma grubu kaldirilarak
(final deprotection) N- ucu serbest birakilir. Rezine
bagh peptidin kati destekten ayrilmasi (cleavage,
kirma) ve koruma gruplarinin  ayrilmasi
(deprotection) olarak ozetlenebilir (Ozdemir
2008, Ozdemir and Mustafaeva, 2011, Vanier 2013,
Derman et al. 2014). Peptid sentezi donglsi Sekil

2’de gosterilmistir.

Rezin | "30°

(

Konamann kabtinimas
Peprid

Kirma Sentezi

l P —

Crwos
V09 A0 o

Sekil 2. Peptid Sentezi Donglisu (Int Kyn. 1)
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Bu calismada literatlirde belirtilen Q Hummasi
Hastaligina ait m1E41920 isimli (NH»- Ser - Leu - Thr
- Trp - His - Lys - His - Glu - Leu - His - Arg - Lys —
COOH) peptid epitopunun mikrodalga destekli kati
fazda peptid sentezi yontemi ile sentezlenmesi,
saflastirilmasi yapilmis ve karakterizasyonu Yiiksek
Basinc¢h (Performasli) Sivi Kromatografisi (HPLC) ve
Kiitle (LC-MS) ile
gerceklestirilmistir.

spektrometresi

2. Materyal ve Metot
2.1. Materyal

Calismada kullanilan Q hummasi hastaligina karsi
koruyucu 6zellik gosteren sentetik peptidinin (NH,-
Ser - Leu - Thr - Trp - His - Lys - His - Glu - Leu - His -
Arg - Lys —COOH) kati faz yontemi sentezi igin
gerekli Serin aminoasiti yikli Wang resin,
aminoasitler ve baglanma reaktifleri
NovaBiochem’den; DMF, DCM, TFA, HOBt, HCTU,
DIEA, NMP ve Fmoc korumali aminoasitler Sigma

Aldrich’den alinmistir.
2.2. Peptidin Sentezi

Bu calismada sentezlenen antijenik peptid
mikrodalga destekli kati fazda peptid sentezi
[Liberty (CEM, USA)] Yildiz Teknik

Biyomuhendislik Bolimi

cihazinda
Universitesi
Laboratuvarlarinda sentezlenmistir. Peptid sentezi
destekli SPPS methodu ile DMF
2-(6-chloro-1H-benzotriazole-1-yl)—

mikrodalga
icerisinde,
1,1,3,3—-tetramethyluronium
hexafluorophosphate/1-hydroxybenzotriazole
(HCTU/HOBt)
diisopropylethylamine/N-methyl-2-pyrrolidinone
(DIEA/NMP) aktivator bazi, piperidine deprotector
olarak kullaniimistir (DEP). Serin aminoasidi yukll

aktivator  (activator) ve N,N-

Wang rezin sentezden 6nce DMF icerisinde 3 saat
sisirilerek kullaniimistir.

2.3. Peptidin Rezinden Ayrilmasi (Kirma, Cleavage)

Peptid sentezinin en 6nemli asamalarindan biri

olan kirma (cleavage) islemi polimerik rezin

Gzerinde biylyen peptid zincirinin bu rezinden
ayrilmasi islemidir. Cihazdan rezine bagl olarak
kokteyli

elde edilen peptid kirma (cleavage)

[(TFA/thioanisole/EDT/water), (87,5/5/2,5/5 mL,
(v/v)] icerisinde 3 saat oda sicakliginda calkalayicida
yavas yavas karistirlmistir. Soguk eter (-20 °C)
¢oktirme ve peptidin ayrilmasi icin kullaniimistir.
Santriflj islemi gerceklestirilen peptide c¢oktirme
prosediirii tekrarlanarak son c¢okelti yikanmis ve
kurutma islemi yapilmistir. Kurutulan peptid -18° C’
de saklanir.

2.4. Peptidin Saflastirilmasi ve Karakterizasyonu

Sentezlenen peptidin  HPLC  (Shimadzu) ile
Shimadzu PRC-ODS C-18 kolon 30x2,1 kolonu
kullanilarak UV detektér yardimi ile analizi yapildi
ve saflastirma islemi gerceklestirildi. LC-MS sistem
(Shimadzu LC MS 2010 EV)
lyonlastirici (ESI) probu ve Teknokroma Tracer Exel
120 ODS-A, C-18 colon (20 cm length and 0.21 cm
inlet diameter) ve HPLC (4.6x250mm,Venusil MP
C18-5 kolonunda 220
asetonitril/su gradienti) peptidin karakterizasyonu

Electro Spray

nm dalga boyunda

icin kullanilmistir.

Innovagen's  peptide  calculator  kullanilarak
sentezlenen peptidin izoelektrik noktasi: pH 10.66;
pH 7’deki net yikiu 2,3 olarak hesaplanmistir.
Ayrica suda iyi ¢Ozinir oldugu belirlenmistir ve
ileride asi prototipi gelistirme calismalarinda peptid
ve polimerle konjugasyonunda bu durumun avantaj
Hidrofilik  ve

saglayacagl  dusUndlmektedir.

hidrofobik amino asit rezidillerinin  sematik
gosterimi Sekil 3’deki gibidir.
Hidrofilik
Hopp & Woods

(5 3 . Q [0} [0} [0} 3 u [} oo 0]

[T [ = L = =] - - L] -~ L >

] - - - k= ) T (L] s T -
Hidrofobik

Renk Kodlart: Bazik Polar

Sekil 3. Peptide ait Hidrofilik ve hidrofobik amino asit

rezidulerinin sematik gosterimi (Int Kyn. 2)

3. Bulgular
Sentezlenen peptidin  molekil agirhg LC-MS
spektrometresinde analiz edilmistir. Molekil

agirhigini gosteren kiitle spektrumu Sekil 4’de
gosterilmektedir.

AKU FEMUBID 17 (2017) 017101
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Lol ly, emwms [mn s s wswss  ses uen  Tms en ues

Sekil 4: Peptide ait kitle spektrumu

Kiatle  spektrumlart  kullanilarak  sentezlenen
peptidin  molekil agirigi  hesabi  yapilmistir.
[M+3H]3* =524,85 & M = 1571,55 Da; [M+2H]*

=786,65 = M = 1571,30 Da; [M+H]*=1572,60=> M
= 1571,60 Da. Deneysel olarak hesaplanan molekiil
agirliklarinin peptidin teorik molekdl agirligi olan
1571,78 Da degerine olduk¢a yakin oldugunu
gosteren bu hesaplama; peptidin basarili bir sekilde
sentezlendiginin en bliylk destekgisidir.

Sekil 5te HPLC grafiginden pik alanlar
hesaplanarak peptidin saflik ylizdesi belirlenmistir.
Pik alanlari ve saflik ylzdeleri Tablo 1'de

gosterilmektedir.

3
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Sekil 5. Peptide ait HPLC Kromatogrami

Tablo 1. HPLC kromatogram verilerine dayanarak
peptidin safliginin hesaplanmasi

Pik No Alikonma Pik Alani Conc.
Zamani

1 7.513 53623.500 0.9631

2 11.857 81466.586 1.4631

3 12273 108258.109 1.9443

4 12.730 205400.703 3.6890

5 12.943 5119180.000 91.9405

Tablo 1'de yer alan veriler dogrultusunda peptidin
safliginin % 91,94 oldugu séylenebilmektedir.

4, Tartisma ve Sonug

Son vyillarda antijenik Ozellik gosteren sentetik
peptidlerin cesitli adjuvanlara baglandigi sentetik
peptid asi  modelleri  Gzerine  ¢alismalara
yogunlasildigi ve biyolojik agidan daha etkili oldugu
yapilan ¢alismalar ile ortaya konmustur (Moisa and
Kolesanova 2010, Li et al. 2014, Skwarczynski and
Toth 2016).

oranlarininda Ulke ekonomisine olan katkilar

Bu tip asilarin maliyet ve etki

distundldiginde oldukg¢a onemli oldugu
bilinmektedir.

GCalhsmamizda Q Hummasi Hastaligl peptidi
mikrodalga destekli kati faz yontemi ile

HPLC ile
Saflastirilma sonrasinda karakterizasyon islemi LC-
MS ve farkli kullanilarak  HPLC ile
gerceklestirilmistir. Ayni zamanda elde ettigimiz LC-

sentezlenmis  ve saflastiriimistir.

kolon
MS sonuglarina gore, belirlenen molekil agirlig

(1571,60 Da)
(1571,78 Da) birbirine ¢ok yakin olmasi, peptidin

ile teorik molekiil agirhiklarinin

basarih bir sekilde sentezlendigini gostermektedir.

Daha o6nce c¢alisma grubumuz tarafindan yapilan
peptid asi prototiplerinin gelistirilmesine yonelik
calismalarda, sentetik peptidlerin farkh ozellikteki
cesitli adjuvanlara baglanmasi, karakterizasyonu,
saflastiriimasi ve sonrasinda deney hayvanlarindan
Balb/c tlri farelerde yiksek immun yanit alindigi
gorilmustar (Deliloglu et al. 2002, Mansuroglu et
al. 2009, Tuglu 2012). Yapilan literatlr taramasinda
Q hummasi hastaligina karsi etkin bir asi
gelistiriimesinin gerekliligi ve m1E41920 antijenik
peptid epitopunun taniminin oldugu da ayrica
belirlenmistir.

Calismamizda Q Hummasi Hastaligina karsi yeni
nesil sentetik peptid asilarinin gelistirilmesinde
hastaligin antijenik 6zellik gbsteren peptidinin
tarafimizca

sentezlenmesi, saflastiriimasi  ve

karakterizasyonu basarih bir sekilde
gerceklestirilmistir. Bundan sonra ki devam edecek
calismalarimizda ise sentezi gerceklestirilen peptid

molekiliniin cesitli polimerik tasiyicillara capraz

baglayicilar vasitaslyla kovalent olarak
baglanmasini  planlanmaktayiz.  Olusturacagimiz
kovalent bagl suda ¢Oziinen polimer-peptid

AKU FEMUBID 17 (2017) 017101
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konjugatlarinin karakterizasyonlarinin
yapilmasindan sonra deney hayvanlarina enjekte
edilerek antikor yanitlarinin degerlendirilmesiyle
uygun polimerik adjuvan tiiri ve optimum konjugat
oranlari belirlenmesi ve sonrasinda Q hummasina
karsi bir asi prototipi ¢ikarilmaya calisilacaktir.
Yapilmasi planlanan bu asi prototipi, tGlkemizin de
ihtiyact olan asilara karsi gelistirilebilecek yerli

asllar icin bir model olacagi inancindayiz.
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