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OZET

Yag asidi, amino asit, biliburin gibi metaboliklere ve Cu®"- Zn>* gibi metal iceren bircok etkin
maddeye kars1 yiiksek ilgi gdsteren HSA, arastirmacilar tarafindan ilag salinim sistemlerinde
spesifik hedeflere tasiyici olarak kullanilmaktadir. Bu ¢alismada HSA’nin polianyonlar ile
etkilesim mekanizmasi arastirilarak tip, eczacilik ve temel bilim ¢aligmalari i¢in miithendislik
yaklagimi gelistirilmis ve etkilesimin fiziko-kimyasal yapist HPLC, dort detektorlii GPC,
dinamik ve elektroforetik 151k sacilmasi ve fliioresans yontemleri kullanilarak agiga
cikarilmistir. Protein-polianyon etkilesimlerinde baskin kuvvet elektrostatik etkilesim olup,
hidrofobik etkilerin ve hidrojen baglarmin katkisinin da oldugu disiintilmektedir. Sulu
¢ozeltilerde polianyon ile protein arasindaki etkilesimler; pH, iyonik siddet ve npsa/npaa
miktarina baglidir. Kompleks olusumunun ve sistemdeki faz gecislerinin, ¢ozeltilerin pH’1na
ve bilesenlerin oranina bagli oldugu, poliakrilik asit (PAA) ve human serum albumin (HSA),
Cpaa=Img/mL i¢in farkli pH degerlerine (pH=4,0-7,0) ve Nprotwin/Npolimer Oranlarina
(ngsa/npaa=0,1-10) bagh olarak, suda ¢oziinebilen ve ¢ozlinemeyen polimer-protein
kompleksleri olusturdugu gosterilmistir. pH (7,0-6,0) > plusa (4,9) kosulunda, HSA-PAA
komplekslerinin kararliligi ihmal edilebilecek kadar zayif olup, polielektrolit komplekslerinin
olusumu ve serbest bilesenlerin varligi ilk kez pH 5,0 degerinde gozlenmeye baslanmistir.
pHS5,0’da polikompleks parcaciklarin sulu ¢ozeltilerinin molekiil agirligi(My,, M;), molekiil
agirh@ dagilimi, Mark-Houwink (a), baglanma (k) ve doyma (8,,”) sabitleri gibi molekiiler
ozelliklerinin ve yapisal degisikliklerin npysa/npaa oranina baghiligi arastirtmistir. pH < pl
durumunda kararlt polikompleks olusumlar1 artmis ve suda c¢ozinemeyen HSA-PAA
komplekslerinin varligi pH 4,0 degerinde gozlenmistir. Ayrica, Cpaa=0,1mg/mL i¢in pH4,0
ve pH4,5°de tiirbidimetrik titrasyon yontemi kullanilarak, suda ¢dziinmeyen interpolimer
kompleksinin olusumunun ve suda c¢oziiniir hale gegisin pH degisiminden etkilenme
mekanizmas1 aydinlatilmistir.

Anahtar Kkelimeler: HPLC, dort detektorlic GPC, dinamik 1s1k sagilmasi, elektroforetik 11k
sacilmast, poliakrilik asit, human serum albumin, protein-polielektrolit kompleksi.
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ABSTRACT

HSA that has a affinity to a very wide range materials, including metals such as Cu*" and
Zn*", fatty acid, amino acid, metabolites such as bilirubin is used for drug delivery systems as
a carrier to specific targets by a lot of researcher. In this thesis, interaction mechanism
between HSA and PAA which is a polyanion is investigated and approach in bioengineering
is improved for medicine, pharmacy, fundamental science and physico-chemical character of
interaction is researched by using HPLC, GPC with quadruple dedector systems, dynamic and
electrophoretic light scattering and fluorescence techniques. Electrostatic interactions are the
main forces in PPC formations; however, hydrophobic effects and hydrogen bondings are also
possible. The interactions of polyelectrolytes (PE) with proteins in aqueous solutions is found
to be pH, ionic strength and npsa/npaa ratio dependent. It was shown that the complex
formation and the phase state of the systems depends on pH of the solution and ratio of
components. For Cpaa=1 mg/mL, Polyacrylic acid (PAA) and human serum albumine (HSA)
form polymer-protein complexes which are water soluble or insoluble depending on pH
values (pH=4.0-7.0) and protein/polymer ratios (ngsa/npaa=0.1-10). The stability of PAA-
HSA complexes at pH > pl is negligible weak (pH 7.0 and pH6,0), at the same time
decreasing of pH (pH < pl) results with increasing of the stability of polycomplex particles
and ngsa/npaa dependencies of physicochemical and conformational properties of of aqueous
solutions of polycomplex particles at pHS5,0 such as molecular properties and structural
parameters (molecular weights (My, M,), molecularweight distribution, radius of gyration
(Rp), the Mark-Houwink equation constants (a), strenght of adsorption(k), saturated molar
binding coefficient (8,,7)) is investigated. In addition, for Cpas=0,1 mg/mL pH effect to phase
transition of policomplex particle at pH4,0 and pH4,5 is clarified using turbidimetric titration
method.

Key words: HPLC, GPC with quadruple dedector system, dynamic light scattering,
electrophoretic light scattering, poly(acrylic acid), human serum albumin, protein-
polyelectrolyte complex
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1. GIRIS

Sentetik polimerlerin, biyopolimer uygulamalari tip, farmakoloji ve biyomiihendislik
alanlarinda ¢alisilmistir (Evdakov vd., 1976; Walter, 1977, Ottenbrite vd., 1978; Kataoka vd.,
1980; Duncan ve Kopecek, 1984; Tkada vd., 1985; Ito vd., 1986; Albertsson, 1986; Osada,
1987; Bamford vd, 1989; Strege vd., 1990; Voycheck ve Tan 1992; Petrov vd., 1992;
Mustafaev vd., 1992, 1996; Okano vd., 1994; Tsuruta, 1996; Ogata vd, 1996). Polimerik
mikrokapsiiller ve jeller; yapay kas, ila¢ salinim sistemleri ve hiicre kiiltiir teknikleri gibi
cesitli fonksiyonel uygulamalara sahiptir. Proteinlerin ya da diger biyomolekiillerin sentetik
polimerlere baglanma mekanizmasi ve modifikasyonu “in vivo” ve “in vitro” uygulamalarda
bircok yarar saglar. Proteinlerin makro molekiillere kovalent konjugasyonlari, onlarin
yilizeylerinde ve ¢oziiniirliik 6zelliklerinde degisiklik yaratir. Farkli molekiillerin polimerler
ile modifikasyonu biyouyumlulugun ve “in vivo” kosullardaki kararliligin artmasin saglar.
Enzimlerin polimerler ile modifikasyonu, onlarin ¢ozelti i¢erisindeki aktivitelerini ¢arpici bir
sekilde degistirir. Proteinlere donmaya kars1 koruma saglar. Biyovalent polimerler biyolojik
sistemde uzun yarilanma Omriine sahip farmakolojik ajanlar olarak tasarlanan g¢esitli
molekiillerin baglanmasinda kullanilirlar. Yiizeydeki polimer modifikasyonlar: yiizeyin
gercek karakterini etkili bir sekilde maskeler. Boylece spesifik olmayan protein absorbsiyonu
engellenir. Sonugta, ¢ok fonksiyonlu polimerler, polimer zincirine birden fazla proteinin
kovalent baglanmasini saglar ve aktivitesi ylikseltilmis bir¢ok kompleksin olusmasini veya
hedefleyici olarak davranmasmi saglar. Ornegin; polisakkarit, poli(L-lizin), polipeptid,
poli(vinil alkoller), poli(vinil prolidon), poli(akrilik asit) tiirevleri, ¢esitli poli(iiretan) ve

poli(fosfozen) gibi sentetik ve dogal polimerler ¢esitli biyomaddeler ile baglanmustir.

Immiin cevabi ya da haptene karsi olusan antikor cevabini yiikseltmek igin hapten-polimer
konjugatlar1 iceren (Evdakov vd., 1976; Petrov vd., 1992; Mustafaev, 1996) kuvvetli
immiinojenler yaratmak icin benzer kompleksler olusturulabilir (Abuchouwski vd., 1977).
Biyobozunur poli(laktit-ko-glikolit)’in mikro kapsiilleri ile immiinizasyon i¢in antijen salinim
adaptasyonunda etkili bir giice sahip olan gebelik Onleyici steroid salintminin giivenilir ve
onceden programlanabilir hale getirilmesi i¢in ¢alisilmistir (Lee ve Sehon, 1977; Kohn vd.,
1986; Braatz vd., 1993; Nathan vd., 1993). Ayrica, antijenlerin polimerik kapsiilizasyonu oral
yolla alinan agilarin gelistirilmesinde engel teskil eden asetik ve enzimatik yikimi engeller.
Antijen salinmmi ile gili¢lendirilmis immiinopotansiyalizasyonun olast mekanizmasi
alliminyum tuzlarina karsi depolama gorevi iistlenir. Mikro kapsiil asilarin giiciine ragmen,

mikrokiireler igerisindeki artik ¢oziiciiler ve monomerler, yavas salinan antijenler ile ters



reaksiyonlar, alerjik reaksiyonlarin kontroliindeki zorluk ve mikrokiirelerin boyutlar

¢Oziimlenememis sorunlardan bazilaridir.

Lineer ve yliksiiz sentetik polimerlere kovalent baglanmis proteinlerin immiin reaktiviteyi
azalttigt bilinmektedir. Polietilen glikol (PEG) ile protein modifikasyonu, antijenik
proteinlerin immiinojenliginin azaltilmasi ve daha uzun siire “in vivo” kararliligini saglanmasi

i¢in ¢alisilmaktadir.

Literatiirde varolan bilgiler gostermektedir ki; suda c¢oziinen yiikli polimerler
(polielektrolitler-PE) c¢esitli antijenler ile hayvanlara enjekte edildiginde immiin cevabi
arttirarak adjuvant etkisine neden olmaktadir (Evdakov vd., 1976; Kabanov vd., 1978;
Mustafaev vd., 1990; Petrov vd., 1992; Sara¢ vd., 1995). Mikrobiyal ve viral proteinlerin,
polisakkarit antijenlerin immiinojen olmayan sentetik PE kompleksleri/konjugatlarin
hastaliklara kars1 koruma saglandigi gozlenmistir. Bu durum klasik adjuvantlar olmadan da
etkili immiin korumanin saglanabilcegini gostermistir. Antijenlerin immiinojenliklerinin
modifikasyonuna getirilen bu tiir yaklagimlar, yeni asilarin, tani, teshis, eczacilik ve

biyoteknolojik hazirliklarin olusturulmasi i¢in yeni bir bakis acist olusturacaktir.



2. PROTEIN-POLIELEKTROLIT KOMPLEKSLER

Protein polielektrolit komplekslerin ilk c¢alismalar1 1950 yilinda Morawetz tarafindan
yapilmistir (J. Phys. Chem., 1952; J. Phys. Chem., 1954; Arch. Biochem. Biophys., 1955).
Morawetz katalazinin ¢esitli polielektrolitlerle olusan kompleks ¢okeleklerini incelemis ve

degisik proteinlerin farkli sentetik polielektrolitlerle etkilesimlerini aragtirmistir.

Elektrostatik kuvvet ile kontrol edilen PE ile proteinlerin etkilesimi, ¢oziiniir kompleks
(Berdick ve Morawetz, 1953; Mustafacv vd., 1975; Kabanov 1977, 1978, 1979, 1980),
kompleks kuaservat (Samsonov vd., 1969; Lenk vd., 1987; Dubin vd., 1987; Sacco vd., 1988;
Petrak, 1992) veya amorf (sekilsiz) ¢okelek olusumu (Burgess vd., 1984; Veis vd., 1991) ile
sonuclanmaktadir. Bu polikompleksler yeni kusak asilar i¢in immiinolojik bilesiklerin
tasariminda biyoteknoloji ve tip alaninda biiyiik 6neme sahiptir (Petrov vd., 1992; Mustafaev,
1996). Proteinlerin sentetik polimerlerle kooperatif baglanma mekanizmasiyla ilgili ¢aligsmalar
enzimlerin li¢c boyutlu yapisinin immobilizasyonu, stabilizasyonu ve destabilizasyonu, yiizey
tizerinde proteinlerin absorbsiyonu, polielektrolitlerin fizyolojik aktivitesinin ve protein-
substrat ilgisinin degistirilmesini saglamaktadir. (Berdick ve Morawetz 1954; Sternberg vd.,
1974; Burgess ve Jendrisak, 1975; Kokufuta vd., 1981, 1982; Shaner vd., 1983; Margolin vd.,
1985; Nguyen., 1986; Clark ve Glatz 1987; Fisher ve Glatz, 1988; Bozzano vd., 1991; Shieh
ve Glatz, 1991; Park vd., 1992). Fiziko-kimyasal mekanizmalarin ve genel prensiplerin
saptanmasi yapi iliskisinin ortaya ¢ikarilmasi acisindan 6nemlidir. Ayrica, birgok reaksiyon,
viriislerin, kromatinlerin, ribozom ipliklerinin ve gelismis biyolojik sistemlerdeki hiicrelerin
yapilanma siirecine benzemektedir. Bununla birlikte, protein-polimer etkilesimlerinin fiziko-
kimyasal ozelliklerinin arastirilmasi transkripsiyon isleminde niikleik asitler ve proteinler

arasindaki etkilesimlerin i¢ yiiziinii anlamay1 saglar (Shaner vd., 1983).

Protein igeren polikomplekslerin tiim durumlari; makromolekiil bilesenlerinin, iyonik gii¢ ve
pH’ 1, polielektrolit ve protein konsantrasyonunun sec¢imi ile saglanabilir. Bu tezin teorik
kisminda, sentetik polielektrolitler ile serum proteinlerinin suda ¢6ziiniir komplekslerinin
fiziko-kimyasal ve yapisal 6zelliklerinin ¢oziicii icerisindeki davraniglarina etkisi deginilecek

ve glincel caligmalar tartigacaktir.



2.1  Zxt Yiiklii Polielektrolitler ile Proteinlerin Kompleksleri

Proteinlerin suda ¢6ziinen ve ¢éziinmeyen polielektrolit kompleksleri (PEC) bir¢ok globiiler
protein ve zit yiiklii lineer PE ile elde edilir. Bu alandaki sistematik ¢aligmalar negatif yiikli
proteinlerin polikatkonlarla kompleksleri: poli-4-vinilpridin (QPVP) (Mustafaev vd., 1975,
1980, 1981; Kabanov vd., 1977, 1978, 1979, 1980; Berezin, vd., 1980; Izumrudov vd., 1981;
Dikov vd., 1984; Hiemenz, 1986; Anufrieva, 1987; Dubin ve Murell, 1988; Kokufuta ve
Takahashi, 1990; Xia vd., 1993, 1994), poli(dimetildialiiminyumklorit) (PDMDAAC)
(Kabanov ve Mustafaev, 1981; Dubin vd., 1987; Strege vd., 1990), homopolimer (N,N,N,
trimetilamino) etil klorit akrilat (CMA) ve pozitif yiikli proteinler ile polianyonlar: dekstran
silfat (Dubin vd., 1987), sodyum poli(steren sulfat)-NaPSS, poliakrilik asit-PAA
polimetakrilik asit-PMAA, kopolimeri 2-(akrilamid)-2-metilpropansulfat ve akrilamid
poli(A/CD) ile arastirigmistir. Fraksiyonlastirilmamis polimerler kullanilarak yapilan ilk
calismalardan; polimerlerin kompleks olusturma aktivitesinin, polielekrolitlerin molekiil kiitle
dagilimindan (polidispersite) etkilendigi goriilmiistiir. Buradaki kritik nokta, bu ¢alismalarin
basarili sonuglari icin molekiil agirligi bilinen PE fraksiyonlarinin kullanilmasidir. Bu
kosullar, proteinler ile suda ¢oziliniir kompleks olusturma aktivitesini ve polikompleks
calismalarinda farkli fizikokimyasal metotlarin kullanimindaki farklari ortaya koyar. Suda
¢Oziinlir protein-polimer komplekslerinin sistematik calismalar1 ilk olarak Kabanov ve
Mustafaev tarafindan acgiklanmistir (Kabanov vd., 1953, 1977, Mustafaev, 1975). Cozeltinin
pH’1 proteinin izoelektrik noktasmni (pl) gectiginde polikatyon zincirleri ile tuz baglar
olusturur ve kiiresel proteinlerin dis yiizeyinde bulunan karboksil gruplarinin ¢éziinmesiyle
protein negatif yiiklenir. Bu ¢alismalarda, lineer yapili kuatarner poli-4-vinilpridin ile globiiler

BSA molekiilii kullanilmustr.
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Sekil 2.1 PEVP ve PECVP’nin kimyasal yapilari.



Polikompleksler zit yiiklii protein ve PE ¢ozeltilerinin dogrudan karistirilmasi ile elde edilir.
BSA c¢ozeltisine PE ¢ozeltisinin eklenmesi ya da tam tersi olarak iki farkli karistirma
cesitliligi olabilir. Bu izlek bir ¢dzeltinin digeri ile tiirbidimetrik titrasyonu ile saglanir. ki
farkli karistirma ¢esitliliginde BSA ve PE karisimlarinin  davraniglart  Sekil 2.2°de

gosterilmistir.
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Sekil 2.2 (A) Farkli polimerlesme derecelerinde (Pw):0,19.10°(1); 0,95.10°(2); 3,3.10°(3);
5,9.10°(4); ve Cpp=0,15 g/100ml durumunda BSA-PVEP karisim ¢ézeltilerinin optik
yogunlugunun(OD) ngsa/npg ile degisimi. (B) Cesitli polimer/protein molar oranlarinda
tiirbidimetrik titrasyon egrileri (a) PVEP-HSA (b) PECVP-HSA ; pH 7,0 ; nysa=5,7 uM ve
Ri=npp/npsa.

pH 7,00da BSA c¢ozeltisi polikatyon c¢ozeltisine eklendiginde kompleks olusumu
gozlenmektedir. BSA/PE oraninin genis bir aralifinda sistem homojen olarak suda ¢oziiniir
halde kalir. Sistemdeki faz ayrim1 PE’in polimerizasyon derecesine bagl olarak sadece bazi
kritik protein konsantrasyonlarinda gozlenir. Karisimdaki protein bilesenindeki artis

tiirbiditedeki azalmay1 izleyen ¢oziiniir polielektrolit komplekslerin olusmasina neden olur.

BSA c¢ozeltisi PE ¢ozeltisi ile titre edildiginde farkli davranislar gézlenebilir (Sekil 2.2 (b)).
Karisimda artan polimer bileseni, suda ¢dziinmeyen polikomplekslerin olugsmasina neden
olur. Polimer-protein karisiminda, PE bilesenindeki artis tiirbiditedeki azalmanin isaret ettigi
gibi suda ¢6ziiniir komplekslerin olugsmasini saglar. Cozeltideki bilesen oranlar kritik degere
ulastiginda sistem tekrar homojen olur ve PE bilesenindeki artis ile karisimdaki faz boliinmesi
degismeden kalir. Boylece protein ve PE karisimindaki farkli yollar karigimdaki birlesen
oranina bagl olarak karigimlarin temel durumundan farkli olur. Buna ragmen uygun oranlarin

her ikisi de ¢6ziiniir polielektrolit komplekslerin olusumuna neden olur.

Proteinlerle polikatyonlarin homojen karigimlari sedimentasyon (Kabanov vd., 1953, 1977,
Mustafaev, 1975), viskozimetre (Kabanov vd., 1953, 1977), statik, kuasi-elastik ve
elektroforatik 1s1k sagilmasi (Mustafaev ve Kabanov, 1980, 1981; Izumrudov vd., 1981;



Kabanov vd., 198; Kokufuta vd., 1982; Shaner vd., 1983; Anufrieva vd., 1987; Dubin vd.,
1988; Park vd., 1992; 1994; Giiney vd., 1997), elektron mikroskobu (Kabanov vd., 1977)
fliioresans ve CDS (Circular Dichroism Spectroscopy) ( Izumrudov vd., 1981; Anufrieva vd.,
1987; Dubin ve Murrell, 1988; Giiney vd., 1997) spektroskopi gibi farkli metotlarla

incelenmistir.

Bilesenlerin fakli oranlarindaki homojen BSA-PVEP sisteminin sedimentasyonlar1 Kabanov
ve Mustafaev (1977) tarafindan agiklanmistir. Cozeltideki (ngsa/npg) makromolekiil
konsantrasyonun farkli oranlarinda PVEP ve BSA ile karigiminin sedimentagramlar1 Sekil
2.3’de verilmigtir. ngsy ve npg sirasiyla, c¢ozeltideki PVEP ve BSA fraksiyonlarinin
makromolekiil sayilari, n = C x 107 N, / M formiilii ile hesaplanir. N, Avagodro sayisi, M-
mokekiil kiitlesi, C konsantrasyon g/dl’dir. Sekil 2.3’den goriildiigii tizere, sistem
sedimentasyon bilesenlerinin ¢iftli dagilimi ile karakterize edilir. Karisimin ve bagh basina
bilesenlerin (Benzer durumlar altinda BSA ve PVEP nin sedimentasyon katsayilari (S;) 4.2 ve
1.9 svettir) pik 1 ve II ile iligkili olan sedimentasyon katsayilarinin (Sc) karsilastirmasi
gostermektedir ki; PVEP sedimentagramlarinda serbest BSA’nin sedimantasyon piki
goriilmemektedir. Bir varsayim hizla ¢oken maddelerin (pik II) PVEP-BSA (Sc= 3,6 sved.)
kompleks oldugudur. Daha yavas ¢oken maddeler (Pik I) i¢in Sc degeri 2.0°dir. Bu pik serbest
PVEP ile iliskilidir. Bilesenlerin farkli oranlarinda homojen sistem aragtirmalart PVEP-BSA
kompleks olusumunun karakterizasyonun bir¢ok dnemli 6zelligini aydinlatir. Kompleks piki
olarak farz edilen alanlar (pik II) artiyorken (egri 2-4), karisimda protein molekiillerinin
sayisindaki artig serbest PVEP makromolekiillerine baglh (pik I) pik alanlarinin artmasina

neden olur.

Makromolekiilerin sayisinin orant 3:1 oldugunda, serbest PVEP piki ortadan kaybolur ve
Sc=5,2 sved ile karakterize edilen tek bir pik sedimentagramlarda kalir (Egri 5). A¢iklanan bu
durum PVEP’nin ¢alisilmig tiim fraksiyonlarinin BSA ile etkilesiminde tipiktir. Ayni
zamanda, sabit molekiil konsantrasyonundaki serbest PVEP piklerinin gézden kayboldugu
BSA/PVEP oranlari, PVEP nin polimerlesme derecesine ve PVEP makromolekiillerinin ¢evre
uzunluguna baghdir. Sekil 2.4’de farkli polimerlesme derecelerine sahip PVEP ve protein
makromolekiillerinin say1 oranina karsi serbest PVEP piklerinin alanlarinin bagimlilig
verilmistir. Protein ile titre edildigi siirece ¢ozeltideki serbest PVEP konsantrasyonundaki
lineer azalma polimerin komplekse baglandigini gosterir. Serbest PVEP’ye bagli alanlardaki

azalma ¢Oziiniir polielektrolit kompleks parcaciklarini tanimlayan II. pikteki artisi izler.
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Sekil 2.3 Farkli ng.pyp/ngsa oranlarinda Q-PVP-BSA karisiminin sedimentagramlari.
npsa/ng-pvp: 2-0,75; 3-1,25; 4-2; 5-3; santrifiij zamani (t) 60dk.; 6-6; t=20 dk.; w=56000 rpm..
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Sekil 2.4 Farkli DP’ye sahip Q-PVP i¢in Q-PVP-BSA sisteminde serbest Q-PVP’nin
sedimentasyon pik alaninin (Po) ngsa/ng-pyvp oranina gore degisimi. 1:0,19% 103, 2:0,95x 103;
3:3,3x10%; 4:5,9x10°; Q-PVP=0,15g/dl; 25 °C ; pH=7.0.

Uzerinde durulmasi gereken &nemli nokta, ngsa/npg < 1 oldugu zaman, serbest PVEP nin
BSA/PE’nin molar oraninin genis bir aralifinda sistemde bulunuyor olmasidir. Benzer
sedimantasyon ornekleri Ovalbumin (Mustafaev vd., 1990), Gammaglobulin (Kabanov vd.,
1980), Formiatdehidroginazin PEVP ile kompleksi ve Alkoldehidroginaz enzimlerinin
(Mustafaev vd., 1980; Berezin vd., 1980; Dikov vd., 1984), mikrobakterlerin (B. tiiberkiiloz
antijenleri) yiizey protein fraksiyonlarinin (Petrov vd., 1992), serum ve kan proteinlerinin

karisimlar1 (Kabanov vd., 1980) olarak verilebilir.

Bagli deneyler goOstermistir ki; npsa/npg’nin c¢alisilan tiim oranlarinda sistemde serbest

BSA’ya rastlanmamig ve eklenen tiim BSA giiclii bir sekilde polikatyon ile baglanmistir.



Ayni zamanda, sistemde bulunan serbest PE wvarligi, protein molekiilleri ile polikatyon
arasinda rastlantisal olmayan bir dagilimin olduguna isaret eder. Bu durum bir zincir
tarafindan absorblanan globiillerin pozitif etkilesimleri nedeniyle rastlantisal dagilimin
bozulmasiyla sonuglanir. Bagka bir deyisle, ayni polikatyon molekiilleri tizerine yogunlasan
BSA globiilleri arasindaki baglanti diizeni rastlantisal olmayan dagilimin neden oldugu
serbest enerji artigindaki enerjinin azalmasiyla sonuglanir. Kooperatif etkilesimin teorik
aciklamas1 Papissov vd. tarafindan (1974) verilmistir. Rastlantisal olmayan dagilim
proteinlerin polimer zincirine ya hi¢ eklenmemesi ya da verilen sartlar altinda polikatyon
zinciri tarafindan maksimum degerde absorblanmasiyla baglantilidir. Dagilimin bu tipi sulu
cozeltilerde poli(etilenglikol) oligamerleri ile polimetakrilad asit (Papissov vd., 1974),
katyonik polipeptidler ve temel proteinlerin (histonlar ve lizozom) DNA komplekslerinde
gozlenmistir. Sulu ve tuzlu ¢ozeltilerinde kompleks olusum siirecinde negatif yiikli
polimetakrilad asit ve pozitif yiikli proteinlerinin dinamik karakterlerindeki degisimler
Anufrieva (1987) tarafindan polarize liiminisans metot kullanilarak analiz edilmistir.
Polielektrolit zincirleri arasinda protein molekiillerinin dagiliminin diizensiz karakteri,
polimetakrilik asidin birgok boliimiiniin siki bir sekilde proteinler tarafindan doldurulurken

diger kisminin serbest oldugu gdsterilmistir.

PVEP komplekslerinin sedimentasyon katsayilarinin ngsa/npg oranina bagl karakterini 4

farkl egri ile Sekil 2.5’te verilmistir.

Sekil 2.5 Farkli DP’ye sahip Q-PVP i¢in Q-PVP-BSA’nin sedimentasyon katsayilarinin
npsa/o.pyp bagl karakteri. 1: 0,19x10%; 2:0,95x10%; 3:3,3x10°; 4:5,9x10°; [Q-PVP]=0,15
g/dl; 25 oC; pH=7,0.

npsa/npg > N; degerini serbest polikatyonun sistemde bulundugu ve S.’deki degisimin kiigiik
oldugu goriilmektedir. Yukarida ifade edilen bilgilerden PVEP sabit tutularak protein miktari
artirlldiginda, bu bolgede komplekslesmenin olusmaya basladig1 goriilmektedir. Verilen her

PVEP i¢in kompleks bilesenleri sabittir ve bu bilesen polikatyonun diizlemsel uzunlugu ile



hesaplanir. Gliney ve ¢alisma arkadaslar1 (1997) bu oranda polikatyon ile kompleks olusturan
BSA globiillerinin i¢inde bulunan triptofanin fliioresans siddetindeki degisimin goreli olarak

kiigiik oldugunu gdstermistir.

ngsa/npg > Nj’nin iizerinde (Egri 3 ve sekil 2.5) kompleksler i¢in S.’deki bazi degisimler
BSA’nin serbest PVEP tarafindan sarilmasiyla (Kompleks pargaciklarinin kiitle artistan
bagimsiz olarak) ortam viskozitesinde azalmaya sebep olur. ngsa/npe=N; oldugunda “ya hep
ya hi¢” prensibi uyarinca, BSA-PE kompleksleri; globiillerin polikatyon zincirlerinde rastgele

olmayan dagilimini veren N;’nin yiiksek degerleri ile karakterize olan sistemle agiklanir.

Sekil 2.6 pH 7,0’da PVEP’ nin artan miktar1 ile degisen BSA’nin fliioresans spektrumu
(Cpsa=5,7 uM) R=0,035 (2), 0,07 (3), 0,14 (4), 0,21 (5), 0,35 (6), 0,7 (7); pH 7.0 20 °C.
PEVP-BSA i¢in (1a,1b) ve pH 7.0 (a) ve pH 4.3 (b)’de PEVP-BSA (2a, 2b) karisimlari i¢in R;
egrilerinin 340 nm’de emisyon siddetleri (Iyax).

Bununla beraber, N’ye (sedimentagramlarda goéziikkmeyen pik I) denk gelen npsa/npg
degerinde, PVEP ile etkilesen BSA iriinlerinin sedimentasyon katsayilarinda artig
goziikkmektedir. Serbest BSA piki ise sedimentagramlarda goziikmemektedir (Sekil 2.6 egri
6). Baska bir deyisle, BSA’nin miktar1 arttiginda, yukarida ifade edilen kompleksler
absorbsiyonlar1 i¢in ek kaynaklar ararlar. BSA ile PVEP arasindaki etkilesim proteinin ikincil

yapisinda bir degisim meydana getirmez.

2.2 Protein-Polielektrolit komplekslesmesini etkileyen faktorler:

Polikatyon zinciri ile baglanan protein yapisini agiklamak i¢in polikompleksler denge diyaliz
teknigi ile calisilmistir.r (Mustafaev ve Kabanov, 1981). Zit yiikli polielektrolitler ile

kooperatif etkilesim giren ve intermakromolekiiler tuz baglarinin olusumuna neden olan
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¢oOzelti igerisinde diisiik molekiiler elektrolitler giderilmelidir.
Protein-polielektrolit karigiminda:
(SA)™.nNa + (PE)™ . nBr® — [(SA)™™ . (n-m)Na"(PE)*™ . (n-m)Br°] + m(Na'Br)

Bu yiizden, reaksiyon karigiminin diisiik tuz bileseninin analizinin bir yontemi polielektrolit
makromolekiilleri ile protein globiilleri tarafindan olusturulan tuz baglarinin sayilarinin tayin
edilmesidir. BSA-PEVP karnisiminda diisik molekiiler elektrolitlerin konsantrasyonun
hesaplanmast i¢in polikompleks c¢ozeltisinin denge diyalizi gergeklestirilir. Diyaliz Ag

titrasyonu ile halid bileseninin hesaplanmasiyla analiz edilerek Tablo 2-1’de listelenmistir.

Tablo 2-1 Farkli igeriklerle Q-PVP-BSA polikomplekslerinin diyalizindeki Br’
konsantrasyonun Ag analiz sonuglar1 (Sigma, 2004)

Q-PVP’nin her 1g’da Br” izolasyon BSA’nm her 1

Polikompleks bileseni miktart 10° mol molekiiliindeki tuz bagi
sayi1sl
7:1 0.974 60
9:1 1.154 50
11: 1 1.374 60
13:1 1.634 50

Karisimdaki BSA bileseninin artis1 diyalizde Br™ konsantrasyonla orantilidir. Sekil 2.7°de
polikatyonlar ve BSA globiilleri arasindaki tuz baglar1 sayisindaki artig gosterilmistir. Eger
polikompleks bileseni ve diisiik molekiillii elektrolitlerin toplam miktar1 intermakromolekiiller
reaksiyonun sonucu olarak uzaklastirilirsa, polikompleks igerisindeki her protein globiiliiyle
olusan tuz bagi sayis1 bulunabilir. Tablo 2-1’de bu degerlerin reaksiyon karigimim bilesenine
bagli oldugu gosterilmistir. Bu sonu¢ gostermektedir ki, PVEP ile BSA globiillerinin
etkilesimi dengededir. Protein, karboksil gruplarinin sadece yarisi ile etkilesime katilan

protein bileseninden (Tristam, 1956) hesaplanir.

BSA-PVEP komplekslerinin davraniglari iizerinde g¢evrenin pH ve iyonik giiclin etkisi
Mustafaev (1981) tarafindan calisiimistir. Polikatyon zincirlerine bagli alblimin molekiilleri
arasindaki dagilimin, c¢evrenin iyonik giicline (Sekil 2.7 (A)) ve pH’sma (Sekil 2.7 (B))
kesfedilmistir.
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Sekil 2.7 (A) Farkli zamanlarda (t-saat) saf suya kars1 yapilan diyalizden sonra BSA-PVEP
karisim ¢ozeltisinin sedimentagramlari. Diyalizden 6nce (1,1); 0,5 (1;2); 2 (1,3); 3 (2); 8 (3);
36 (4); pH 7,0 ngsa/npe= 3; 25 °C (B) Diyaliz sirasinda (t;) BSA-PVEP’nin indirgenmis
viskozitenin (1gc) degisimi; pH 7,0; 25 °C.

Bu isleminin sonucu olarak; polikatyonlara daha fazla alblimin eklenirken, digerleri de serbest
hale gecer. Iyonik gii¢ olarak ele alman kompleks kararhiligmin en diisiik ve en yiiksek tepe
limitleri hesaplanir (1.1x10°®*x10 mol/I) ve sistemin asir1 tuzdan uzaklastiriimasi (C:10mol/I)
polielektrolit ile albiiminin istatiksel etkilesiminin {iriinii olan olduk¢a iri ve diizensiz
cokeleklerin olusumu ile kooperatif polikompleks parcaciklarinin elektrostatik dengesinin
bozulmasiyla sonuclanir. Bunanla birlikte, BSA ve PVEP arasindaki kompleks olusumu
denge siireci olarak bilinir. Sedimentasyon metodu ile analiz edilen sistem gostermektedir ki;
NaCl tuzunun eklenmesinden sonra polikompleks ¢ozeltisinin tuzdan uzaklagtirilmasi dogal

BSA-PVEP komplekslerinde oldugu gibi ayni1 dagilim sedimentagramlariyla elde edilir.

Olusan polikompleks bileseni analizi iizerinde durdugumuzda serbest PVEP sedimentasyon
pikleri ve sistem igerisinde PVEP zincirlerinki protein molekiillerinin say1 oran1 gosteren
Sekil 2.7 (A)’ya geri donmemiz gerekir. Kesisme noktalari, polikatyonlarin tamami BSA ile
kompleks olusturdugunda, ngsa/npg oranina uygun gelen serbest PVEP pikinin “0” oldugu
analitik yaklagimlarin ekstrapolasyonundan elde edilir. Po= 0 (Serbest PVEP sedimentasyon
pik alanidir) oldugunda, PVEP ile olarak baglanan BSA sayisinda, lim(ngsa/npe )=N; degeri
gdz Oniine alinmalidir. Bu limit verilen sartlar altinda polimerizasyon derecesi bilinen
polikatyon ile baglanan protein molekiillerinin sayisina esittir. Sekil 2.7°de ylksek
polimerizasyon degerlerine sahip PVEP’de yiiksek N; degeri goriiliir. Farkli protein-
polikatyon sistemlerinde PVEP i¢in DP’nin N; bagimlilig1 Sekil 2.8’de verilmistir. Deneysel
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hatalar gozardi edildiginde bu bagimlilik lineerdir. Bunun anlami; sabit uzunluga sahip (L)

polikatyon zincirinin her bdlgesi, globiillerin baglanmasi i¢in kullanilir.
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Sekil 2.8 FDH-PVEP (1), BSA-PVEP (2), BGG-PVEP (3) icin polikatyonlarin
polimerizasyon derecesinin (Py) Ni’ye gore degisimi.

Karisimin bilesenleri Ni=ngsa/npg (Karakteristik bilesenleri sedimentagramlarda serbest
polikatyon fraksiyonlarinin yok olusuna karsilik gelir) oldugunda sadece karakteristik
bilesenler ile polikompleks parcaciklari ¢ozelti icerisinde bulunur. Pargaciklarin yapisi
polikatyon zinciri lizerinde globiillerin sarilmasiyla tuz baglari ile BSA globiil baglarinin
toplamin1 temsil eder. Polikompleksteki polikatyonun en fazla yiiklenen gruplari serbest
olarak kalir. Bu gruplar karakteristik bilesenleri ile parcaciklarin yiizeyindeki ilmiklere
yerlesir ve onlarin suda ¢éziinmesini saglar. Yeni protein parcaciklar1 reaksiyon karisimina
eklendiginde (npsa/npp=N;), ¢Oziinlir kompleks icerisinde bulunan polikatyonlarin serbest
bolgelerine BSA globiillerinin elektrostatik olarak baglandigi gozlenir. Bu durum
parcaciklarin molekiil kiitlesinde ve sedimentasyon katsayisinda artisa neden olur. Her
etkilesimin sonucunda, polikompleks parcaciklarinin toplam pozitif yiiklerindeki azalma
komplekslerin ¢oziiciiye olan ilgisinin azalmasina neden olur. Eger Sekil 2.9’u incelersek,
polikompleks igerisindeki protein bilesemindeki artis, yukaridaki sonuglar goz Oniine
alindiginda, kompleks cozeltilerin indirgenmis viskozitesindeki azalmayla sonuglanir. Buna
ragmen, polikompleks parcaciklar1 hala polielektrolit sisme yetenegini korur. Reaksiyon
karisimindaki protein bileseni, polikompleks c¢okelti noktasina uyan degerlere yakin
oldugunda, polikompleks ¢ozeltisinin miktarlar1 A; icin en kiigiik degere sahiptir. (Kabanov

vd., 1977, 1980).

Hem anyonik hem de katyonik polielektrolitlerin proteinlerle komplekslesmesi ile ilgili
yapilan caligmalar; protein-polielektrolit komplekslerin tuz baglar1 ile olustugunu ortaya
koymustur. Inorganik elektrolitlerin eklenmesi, genellikle yiik koruyucu kilif etkisi ile

polianyonlarin elektrostatik etkilesimini azaltir. Protein ve polielektrolit arasindaki
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komplekslesmelerde tuz etkisi NAPSS-RNA (Hiemenz , 1986) ve BSA-PVEP sistemleri i¢in
Sekil 2.10°da gosterildigi gibi genellikle i¢ baglanma derecesini azaltir. Iyonik kuvvetin
artmastyla azalan protein baglanmalart Anufrieva (1987) tarafindan lizozim-PMAA sistemi
icin arastilmigtir. Tuzun eklentisi protein-polielektrolit komplekslerin kararliligini
etkileyebilmektedir. Ornegin, Morawetz (1952) katalaz ve poliakrilik asidin artan BaCl,

konsantrasyonunda daha kolay kompleks olusturdugunu gdstermistir.

Bununla beraber, BSA-PDMDAAC’nin (Dubin vd., 1994) komplekslesmesindeki ters etkinin
yiiksek iyonik giicte faz gecisinin pH’1 yiikselttigi gosterilmistir. Tuzun eklenmesi ile
elektrostatik etkilesimin azalmasi kompleksi ya dengede tutar ya da kiimelesmesini saglar.
Protein-polielektrolit etkilesim mekanizmasinin iizerindeki iyonik giiciin etkisi BSA-PVEP ile
Mustafaev (1981) ve BSA-PDMDAAC sistemi ile Dubin (1993) tarafindan arastirilmistir. Bu
calismalar gostermektedir ki; diisiik iyonik gilice sahip c¢ozeltilerde polikompleksler
stokiometrik olarak meydana gelirler. Yiiksek iyonik giicte ise kompleksler farkli yapilarin
genis dagilimi ile olusurlar.
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Sekil 2.9 Farkli polimerlesme derecesine sahip PVEP ile farkli ngsa/npg oraninda BSA-PE
karisim ¢zeltisinin indirgenmis viskozitenin degisimi: 0,19x10° (1); 0,95x10° (2); 3,3x10°
(3); 5,6x10° (4); Cpe=0,15 g/100ml; pH 7,0; 25 °C.
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Sekil 2.10 Farkli iyonik giigteki NaCl ¢ozeltisindeki NaPSS-RNAz sisteminin tiirbidimetrik
titrasyonu.

Protein ve polielektrolitler arasindaki komplekslesmeye Coulomb etkilesimi neden
olmaktadir. Artan pH degerleri protein-polikatyon komplekslesmenin derecesini arttirmasina
ragmen azalan pH degerleri komplekslesmeyi azaltmaktadir. Ohno ve g¢alisma arkadaglar
(1981) human serum albumin (HSA) ile poli (N,N-dimetiltetrametilenamonyum Bromid)’in
etkilesimini arastirirak polikatyon ve HSA’ nin elektrostatik kuvvet araciligi ile etkilestigini ve
bu etkilesimin eriminin pH’a duyarli oldugu bulmuslardir. Fraksiyonlagtirilmamis
polikatyonlarin genis molekiil agirligi dagilimi gostermesiyle nedeniyle farkli polikompleks

bilesimlerinin gerceklesmesi baglanmay1 karmasiklastirir.

Cha (1992) tarafindan ¢alisilmig Papain-PVS (poli(vinil alkol siilfat)) komplekslerinin ve
Mustafaev (1969) tarafindan c¢alisilmis serum proteinleri-kuaternize poli-4-vinilpridin
komplekslerinin fliioresans caligmalarindan komplekslerin siddet ve emisyon kaymalarinin
pH bagli oldugu bulunmus ve Sekil 2.11°de gosterilmistir. Benzer sonuglar sedimantasyon

metoduyla da elde edilmistir (Kabanov vd, 1977).
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Sekil 2.11 Papain-KPVS komplekslerinin emisyon kaymasi tizerindeki pH etkileri(a: pH 2,
pH 7, ve c: pH 10) ( Kokufuta ve Takahashi, 1990).
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Sekil 2.12 pH 7,0’da artan PVEP varlig1 i¢inde 5,7 uM HSA’nin fliioresans spektrumu.
Ri(npvep/nisa)=0,035(2); 0,14(3); 0,21(4); 0,35(5); 0,7(6); pH 7,0; 25 °C

Proteinler ve polielektrolitler arasindaki ilk komplekslesme, proteinlerin polielektrolit ile ayn
net yiike sahip olma durumu altinda gdzlenir. Dubin (1994), ayn1 yiiklii sistemlerde BSA’nin
katyonik ve anyonik PE’ler ile olusturdugu komplekslesmenin diizenli olamayan protein yiik
bolgelerinden kaynaklanabilecegi sonucuna vardi. Samsonov (1969) molekiiler eleme
kromotografisi metodunu kullanarak RNAz ve sodyum vinil prolidonun kopolimeri
arasindaki komplekslesmenin giiciiniin kopolimer igerisinde sodyum vinil siilfat ig¢eriginin
azaltilmas1 ve c¢ozelti icerisinde Na iyon bileseninin arttirllmasi ile saglanabilecegini
gostermistir. Bir kural disi durum; BSA, RNAz veya lizozom ile PVS arasinda giiclii
etkilesimin gozlenmesidir. Bu durum polianyonun yiiksek orandaki yiikk yogunlugundan
kaynaklanir (Kokufuta ve Takahashi, 1990). Bu ¢aligmada izoelektrik noktasinda polimere
baglanacak olan protenin kritik baglanma pH’sinin polianyonun negatif yiik yogunlugu ile
arttigi bulunmustur. Daha yogun yiikli polianyon ve yerel pozitif yiiklii protein bdlgesi

arasinda artan elektrostatik ¢cekim, toplam protein yiikii ile polianyon arasindaki olasi itmeyi
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yener. BSA-PDMDAAC’nin kompleks c¢alismalarinda (Dubin vd., 1994), baslangic
komplekslesme pH’sinin BSA ve PDMDAAC’nin konsantrasyonuna duyarli olmadig:
bulunmustur. Cesitli protein-polielektrolit kompleksleri i¢in, Kokufuta (1990, 1994) bir
proteini ¢oktiirmek icin ihtiyact olan polielektrolit miktarinin ¢dzeltideki protein miktari ile
dogru orantili oldugunu bulmustur. Protein-polielektrolit sisteminde faz degisiminin etkinligi
icin konsantrasyona olan bagimlilig1 baska sistemler i¢in Morawetz (1952) tarafindan ifade

edilmistir.

2.3 Polikompleks icinde Protein Yapisi.

Daha onceki boliimlerde ifade edildigi iizere, PE-protein karisimi igerisinde polikompleks
olusum mekanizmasi farkl fiziko-kimyasal metotlar ile ¢alisilmistir (hidrodinamik, titrasyon,

151k sagilmasi, spektrofotometrik vs.).

Bu metotlar kompleks igerisindeki proteinlerin yapist hakkinda herhangi bir bilgi vermezken,

kompleksin yapisi ve bilesenlerin baglanma mekanizmasi hakkinda genel bilgileri saglarlar.

Strelzowa ve Tolstogusow (1977), dekstran siilfat ile protein karisimda kemotripsinin 250-
330 nm araliginda CD spektrum sonuglarinin degistigini buldular. Bununla beraber,
kemotripsinin CD spektrumu protein c¢ozeltisine dekstran siilfatin  eklenmesinden
etkilenmemektedir. Dubin (1994) papain, insiilin ve hemoglobinin PDMDAAS ile
komplekslesmesini CD spektroskopisi ile inceledi. Papain ve insiilinin CD spektroskopisinde
komplekslesmeyle o-heliks yapilarinda degisiklik goézlenmis ancak hemoglobin bu

komplekslesmeden etkilenmemistir.

Kabanov (1977), ORT (Optical Rotary Dispersion) metodu ile BSA ile PVEP arasindaki

etkilesimin proteinin ikincil yapisinda herhangi bir degisime neden olmadig1 gosterilmistir.

Son zamanlarda protein-polielektrolit  komplekslesmelerinde  fliioresans  teknikler
kullanilmaktadir (He ve Carter, 1993; Teramoto vd., 1994; Giiney vd. 1997). Sentetik polimer
sistemlerle yiiklenmis piren ve antrasende kullanilan fliioresans teknikler ile PEC olusum
mekanizmasi agiklanmistir (He ve Carter, 1993). Baska bir deyisle, protein i¢inde yer alan
triptofan (Trp) pargaciklarin fliloresanst proteinin yapisal degisikliklerinde prob olarak
kullanilmaktadir (Ohno vd., 1981; ; Kokufuta , 1990, 1994; Cha vd., 1992; Park vd., 1992;
He ve Carter, 1993; Teramoto vd., 1994; Xia vd., 1995). Bu yiizden, fliioresansta spektral
degisimler, Ozellikle emisyon tepe noktasi (In.) sentetik PE ile polielektrolitlerin
komplekslerinin olusumunun neden oldugu protein yapisal degisimleri i¢in parametre olarak

kullanilir. Proteindeki triptofan parcalarinin fliioresans emisyonundaki kaymalardan,
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belirlenmis protein bolgelerinde PE ve protein arasindaki etkilesimlerin yerini belirlemek
olasidir. Frank ve arkadaslari tarafindan yiiriitiilen ¢calismada potasyum poli(vinil alkol siilfat)
(KPVS) ile papainin komplekslesmesinin fliioresans ¢alismalari, KPVS varliginda papainin
emisyon spektrumunun maviye kaymasi ile belirlenmistir (Cha vd., 1992). Bu maviye kayma,
triptofan parcalarinin kompleks olusturan KPVS zincirleri tarafindan sulu ¢evreden
korundugu sonucu olarak agiklanmistir. Papain konsantrasyonun artmasiyla polimerin koruma

etkisinde azalma goriilmektedir ( Sekil 2.13).
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Sekil 2.13 Papainin fliioresans emisyon spektrumu: KPVS komplekleri 280nm’de uyarilmistir
[a: papain; b:papain; KPVS=1,5:0,8] (Cha vd., 1992).
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Sekil 2.14 Papainin emisyonuna KPVS’nin konsantrasyon etkisi: KPVS komplekslesmesi
[papain=a: 3x10° M, b: 1x10"® M] (Cha vd., 1992).

Bu yiizden, diisiik papain igeriginde komplekslesmenin yiiksek verimde gerceklestigi
onerilmektedir. Albliminin birincil yapis1 ve yapisal degisimler 6zellikle sigir (BSA) ve insan
(HSA) albliminleri i¢in aydinlatilmaktadir. BSA molekiilii iki triptofan pargasi icerdigi
bilinmektedir. Bunlardan biri bolge 1 ve 3 arasinda hidrofobik yarigin st kismina

yerlesmisken digeri molekiiliin yiizeyindedir ( Burstein vd., 1968, 1973; Peters, 1996). HSA
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ise amorf ve gecirgen protein matrisinin tabakalar1 tarafindan sarilmis tek Trp pargasi tasir

(Burstain, 1973).

Teramato (1994) polielektrolitler ile HSA ve BSA’nin etkilesimini fliioresans metodunu
kullanarak incelemistir. Sekil 2.16’da polikatyon (A) ve polianyon (B) varliginda BSA’nin

Trp’nin emisyon spektrumunun pH’a olan baglilig1 gosterilmektedir.

Sekil 2.15 pH 7,4’de polielektrolitin ¢ozelti icindeki varligina géore BSA’nin fliioresans
spektrumu. [BSA]=4x 107 (g/L). [polielektrolit]=2x 10 (mol/L).

|
LU NTY iRl

Sekil 2.16 Su ortaminda ve polielektrolit varliginda BSA nin triptofanin A, ’nun pH ile olan
degisimi. (A) polikatyon, (B) polianyon. (0) BSA, (A) BSA+ QPA1.Am, (V) BSA + PQE,
(o) BSA + PMA, (o) BSA + PSS, (A) BSA + PNMA. [BSA] =4 x 10-2 (g/L). [Polielektrolit]
=2 x 10-4 (mol/L).
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Sekil 2.17 Su ortaminda ve polielektrolit varliginda HSA nin triptofanin Ae,’nin pH ile olan
degisimi. (0) HSA, (A) HSA + QPA1.Am, (o) HSA + PMA, (o) BSA + PSS, [HSA] =4 x
107 (g/L). [Polielektrolit] = 1 x 10™* ( mol/L).

QPA1.Am-poli(aliltrimetilamonyumklorid), = PQE-poli(2-akriloletiltrimetilamonyumklorid),
PMA-poli(metakrilik asit), PNMA-poli(N-Metakrilat-d,l-alanin), PSS-poli(sodyumstirensiilfat)
gibi polikatyonlar eklendikten sonra BSA’nin izoelektrik noktasindan (pI=4,7) daha biiyiik
pH bolgelerinde A.n’da zayif maviye kayma gozlenir. Polikatyonun yapisal formundaki
farklilik Aem tizerinde kiigiik bir etki ile gozlenir. Polikatyon elektrostatik kuvvet araciligiyla
BSA’nin anyonik bolgesiyle rasgele etkilesir ve BSA’nin Trp ¢evresinde kiigiik bir yapisal
degisiklige neden olur. Baska bir deyisle, polianyon BSA’nin net yiikii negatif oldugu pH

9,0’dan daha kiigiik degerlerde A.,’da gdze carpacak derecede maviye kaymaya neden olur.

Albiiminin ilaglar i¢in 6zel baglanma bolgelerinin bulundugu iyi bilinmektedir. Asidik
bilesenler (anyonik yiizey aktif maddeler, yag asitleri vs.) katyonik bilesenlerden daha kolay
bir sekilde bu bolgelerine baglanirlar (Teramoto ,1988). BSA’nin iki Trp’dan biri (Trp212)
ilag baglanma bolgesi II’ ye komsudur. Bu sonuglar polianyonun Trp212’nin ydnelimini
degistirerek bazik bolgede BSA’ nin bolge 11 ile segici olarak etkilestigini desteklemektedir.
Bununla beraber, A, pH’1n azalmasiyla daha kisa dalga boylarina dogru kaymaktadir. Bu
durum, BSA’nin net yiikii, polianyon ile PEC’nin olusumunu kolaylastirarak sekilde pozitif
oldugunda diger Trp(Trp134)’iin cevresinde meydana gelen yapisal degisimler nedeniyle
gerceklesir. BSA ile polielektrolit arasindaki etkilesim mekanizmasi Sekil 2.21°de bu durum

sistematik olarak 6zetlenmistir.
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Sekil 2.18 Antransen ile baglanmis polielektrolit ve BSA’nin fliioresans spektrumu. [BSA] =
4x10 (g/L). [Polielektrolit] = 2 x 10™* (mol/L)
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Sekil 2.19 pH 7,4°de polielektrolit ile birlikte varfarin baglanmis BSA nin fliioresans
spektrumu. [BSA]=4x107 (g/L). [Varfarin] = 3 x 10~ (mol/L). [Polielektrolit] = 1 x 10™*
(mol/L).
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Sekil 2.20 pH 7,4’de polielektrolit ile birlikte densil-L-prolin (DNP) BSA’nin fliioresans
spektrumu. [BSA] = 4x107 (g/L). [DNP] = 3x10 (mol/L). [Polielektrolit] = 1 x10™* (mol/L).
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Sekil 2.21 Polielektrolit ile albiiminin komplekslesmesinin sematik gosterimi.

Farkli bilesen oranlarinda homojen sistem i¢inde kuaternize olmus poli-4-vinilpridin
tuzlariyla protein karisiminin  BSA ve HSA igin triptofan fliloresans ¢alismalari
polikompleksin olusumunun karakterizasyonun bazi dnemli 6zelliklerinin aydinlatilmasina
olanak saglar (Gliney vd., 1997). Sekil 2.22°de pH 7,0’da BSA ¢ozeltisine PE ¢ozeltisinin
eklenmesi ile birlikte BSA’nin fliioresans siddetinin (Iax) sOniimlendigi gosterilmektedir.
Bilesen oranlarina bagimli olarak séniimlenme bir oranda en diisiik degerinden geger ve sonra

sabit degerlere ylikselir.

Fliioresans siddeti artan PE konsantrasyonuyla soniimlenmesine ragmen, sadece saf proteinler
icin emisyonun tepe noktasindaki dalga boylarinda (Am.x) de§isme olmaz. Bu sonuglar,
emisyon siddetindeki sonlimlenmenin polikatyon zincirine baglanan protein molekiillerinden
kaynaklandigin1  gostermesine ragmen protein igerigindeki Trp c¢evresinde yapisal
degisiklikler olmadigina isaret eder. ngsa/npg = 10 kosulunda BSA ve HSA molekiilleri
polimere en yliksek sayida baglanir ve bu durum sedimentasyon analizi ile elde edilen
sonuclarla uyumlululuk gosteren (Kabanov vd., 1977) flioresans siddetinde maksimum

azalma ile aciklanir.

2.4 Protein-Polielektrolit Komplekslerinin Yapilari.

Kabanov (1977) tarafindan yapilan hidrodinamik (viskozite ve sedimentasyon) ve 1sik
sacilmast deneylerinde, pH 7,0’da kuaternize olmus poli-4-vinilpridinin (PVEP) ¢6zeltisine
BSA’nin eklenmesiyle birlikte ¢ozeltinin indirgenmis viskozitesinde (nspc) Onemli bir

azalmanin oldugu belirtilmistir. Viskozitedeki bu azalma polikatyon-BSA ¢oziiniir
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komplekslerinin olusumu ile agiklanabilir. N = ngsa/npg ‘de (Karakteristik oran) PVEP-BSA
polikompleksinin indirgenmis viskozitesindeki degisim ve onlarin konsantrasyonlarindaki N
Sekil 2.22°de verilmistir. Cozelti konsantrasyonundaki azalma polielektrolit sisme yetenegi

gosteren polikompleks parcaciklarinin indirgenmis viskozitesinin azalmasiyla izlenir.
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Sekil 2.22 PEC konsantrasyonuna karst Q-PVP-BSA’nin indirgenmis viskozitesinin
degisimi. & = 3.3 x 107 (1), £=2.5 x 10* (2), DPQ-PVP = 10’

HSA-dekstran siilfat karisimlar1 ile yapilan bircok ¢alismada (Nguyen, 1986) ngp/c’in polimer
konsantrasyonu ile azaldigi gosterilmistir (Sekil 2.22). Saf suda polielektrolitlerin
davraniglarinin tersine 6zellikle yiik nétrallesmesinin bir yansimasi olarak goriilen parcaciklar
arasindaki iyonik etkilesim, komplekslesme araciligiyla azalmaktadir. Benzer davranig
poli(akrilik asit) varliginda BSA i¢in tarif edilistir. Farkli polimerizasyon derecelerine (DP)
sahip PVEP i¢in ngsa/npg oraninda PVEP-BSA komplekslerinin sedimantasyon katsayilarinin

degisimi Sekil 2.22°de verilmistir.

ngsa/npg > N kosulunda sistem igerisinde serbest polikatyonlar gézlendiginde sedimentasyon
katsayisindaki degisim goreli olarak kiigiik olur. Yukarida ifade edilen bilgilerden, PVEP
sabit tutularak eklenen protein miktar1 arttiginda, bu bolgede komplekslerin yapilandigi
goriiliir. Verilen her PE i¢in polikatyon, ¢evre uzunlugu ile hesaplanan bu komplekslerin
bilesimi sabittir. Bu bolgedeki oranlarda fliioresans siddeti (In.x) goreli olarak kiigtiktiir.
Bununla beraber, N=ngga/npg degerlerinde, polikatyon ile BSA etkilesim {iriinlerinin
sedimentasyon katsayilarinda keskin artiglar gozlenmesine ragmen serbest BSA pikleri
sedimentagramlarda gozlenmez (Sekil 2.3 egri.6). Bu olay, serbest PVEP nin tiikkenmesine
ragmen proteinlerin baglanmaya devam ettigini gosterir. Baska bir deyisle, yukarida tarif
edilen kompleksler BSA eklendiginde, absorbsiyonlar1 igin eklenecek bagka kaynaklar
bulmaktadir. PVEP-BSA komplekslerinin yapilarinin daha ileri tanimlari ngsa/npg = N;j

oldugunda farkli uzunluktaki polikatyonlar ile olusan bu komplekslerin sedimantasyon
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katsayilar1 ve indirgenmis viskozitelerinin karsilagtirilmasindan elde edilir (Sekil 2.23).
Cozeltilerin viskozitesi polikatyonun polimerlesme derecesinin artmasiyla birlikte artmakta,
sedimentasyon katsayis1 ise degismeden kalmaktadir. Bu iki fiziko-kimyasal parametre
arasindaki baglant1 sert ¢ubuk modeli ile aciklanir. Bunun gibi polikompleks pargaciklarin
seklinin hesaplanmasi i¢cin N bilesimi ile belirtilen kompleks ¢ozeltilerinin indirgenmis
viskozite arastirilmalar1 tamamlanmistir. Polielektrolitlerin gisme etkisini engellemek i¢in
viskozite  Olglimleri izoiyonik seyreltme sisteminde gergeklestirilmistir.  Cozelti
konsantrasyonunda karakteristik bilesimle PVEP-BSA polikomplekslerinin ¢dzeltisi igin

indirgenmis viskozite degisimi Sekil 2.24°de gosterilmistir.
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Sekil 2.23 Polikatyonun polimerlesme derecesinde ngsa/ng.pve = N oldugunda Q-PVP-BSA
polikompleksleri i¢in sedimentasyon katsayisi ve indirgenmis viskozitelerinin degisimi (Nsp/c).
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Sekil 2.24 Konsantrasyona kars1 Q-PVP-BSA kompleks ¢6zeltisinin indirgenmis
viskozitesindeki degisim. izotonik seyreltme. & = 3.3x10% (1), DPQ-PVP=10° (1); 2.3 x 10°
(2); 2.6 x10° (3).

Bu degisimler polikompleks parcaciklarinin polielektrolit sismesinin bulunmadigina denk

gelen ¢ozelti konsantrasyonlarin tiim oranlarinda dogru orantilidir.



24

Yukarida ifade edilenlere goére sadece ¢oziinlir kompleks parcalari, bir dereceye kadar
karakteristik bilesen oranimi astiginda veya protein bileseni esit oldugunda BSA-PVEP
homojen karigimlarinda bulunurlar. Bu 1s1k sagilmasi ile her ¢dzeltinin ¢alisilmasina olanak
saglar. Makromolekiillerin molekiiler parametreleri Zimm diyagramlar1 kullanilarak statik 151k

sacilmasindan elde edilir.

K Vs 1672
Ke _Kpce 1 1+ 67 f“ Rg2 sinz(gj +24,c (2.1)
R, R, M 34, 2

Denklemde ¢ polimer kiitle konsantrasyonu, K sistemin optik parametrelerini igeren sabit; M,,

ve R, agirlik ortalamali molekiiler agirligi ve sirastyla molekiiliin donme kiiresel yaricap: ve
A, ikinci viral katsayisidir. ngsa/npe = Ni oldugumda durumda ¢oziiniir PVEP-BSA kompleks
parcaciklarinin molekiiler karakterleri ¢ift dis degerbigim metodu kullanilarak 11k sagilmasi
metoduyla  hesaplanmistir(Kabanov ~ vd., 1977, 1980; Izumrudov vd., 1981).
Konsantrasyonlarin ¢aligilan tiim oranlarinda arastirilan tiim polikatyonlar i¢in Konsantrasyon
tizerinde Kc/Ro’a baghiligi lineerdir ve seyreltmede polikomplekslerin ¢dziilmesinin
kaybolduguna dikkat c¢ekilir. Baska bir deyisle, calisilmig ¢o6ziinen PVEP-BSA
polikompleksleri polikompleks bilesenlerinin ve c¢ozelti konsantrasyonlarinin genis bir

araliginin iizerinde kararlidir.

Sekil 2.25 Farkli ngsa/npg oranlarinda BSA-PVEP karisimlari i¢in Zimm-diyagramlari: 7(a);
11 (b); DP=2,5 10° : 1=0,01 mol/1; K, (¢Ozeltinin optik sabiti)=102; pH 7,0.

Farkli molekiil kiitlesine sahip polikatyonlarla olusturulan farkli bilesenler PVEP-BSA

kompleks ¢ozeltilerinin sonuglart Tablo.2.2’de listelenmistir.
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Tablo 2-2 pH=7,0 ve 0,01N NaBr’de farkl1 yapidaki ¢6ziiniir Q-PVP-BSA kompleksler
parcgaciklarinin molekiiler karakteristikleri

Karigim Polikompleks
My o- Kompozisyonu dn/de 5 4 | Kompozisyonu
- NpsA/NQ-pvp M,.10 As.10
£.107 (dg) NBsA/NQ-pyp
3,3 3:1 0,188 3,6 3,25 3,4:1
1.2.10° 2,5 4:1 0,179 4,2 - 4,3:1
2,0 5:1 0,181 5,1 3,33 5,5:1
1,8 6:1 0,200 5,7 2,08 6,4:1
3.3 7:1 0,188 7,6 2,16 7,3:1
2.5.10° 2,5 9:1 0,179 8,6 0,94 8,7:1
2,0 11:1 0,181 10,5 0,72 10,3:1
1,7 12:1 0,200 11,2 0,5 12,4:1
3,3 8:1 0,188 8,9 0,82 8,1:1
32.10° 2,5 11:1 0,179 11,3 0,23 11,4:1
2,0 14:1 0,181 13,2 0,17 14,3:1
1,8 16:1 0,200 14,1 0,01 15,6:1

Reaksiyon karisiminda protein miktarmin artmasiyla birlikte kompleksin  molekiil
agirh@indaki artis, calisilan tim PVEP-BSA sistemlerinde goziikmektedir. Kompleks
pargaciklarimin ve bilesenlerin molekiil kiitleleri biliniyorsa, kompleks bilesenlerinin
kompozisyonu bulunabilir. Bu hesaplamalar, tablo 2-2’de gosterilmistir. Karigim igeresinde
karakteristik bilesen degerini asan protein miktarinda, ¢6ziiniir polielektrolit kompleks
bileseni reaksiyon karisimindakine uymaktadir. Bu sonug yiiksek hizli sedimentasyon bilgileri
ile uyumludur ve bir PVEP makromolekiilii, ¢alisilan konsantrasyon araliginin ve bilesen
oranlariin {izerinde, polikompleks pargalarina dahil olur. Polikatyonun DP’sindeki artig
polikompleksteki BSA globiillerinin sayisinin artmasiyla sonuglanir ve protein molekiillerinin
sayist polikatyon uzunlugu ile orantili bir sekilde arttigindan &= DP/N; (Ni bir PVEP zincir
tarafindan absorblanan BSA molekiilii sayisi) oran1 polikompleks bilesenini agiklamak igin
uygundur. Bu oran polikatyonun molekiil kiitlesine bagli degildir. BSA ve farkli uzunluktaki
polikatyon zinciriyle olusturulan karakteristik kompozisyonunda, polikompleks bileseni
£=3.3x10” degerine denk gelmektedir. Polikompleks igerisindeki BSA bilesenindeki artis &

degerlerindeki artisla sonuglanir.

Tablo 2-2’de ifade edildigi {tizere; karakteristik bilesende PVEP-BSA polikompleks

parcaciklar1 minimum molekiil kiitlesine ve en yiiksek ¢dziicii ilgisine sahiptirler.
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Karakteristik bileseni gecen miktarlarda, reaksiyon karigimina eklenen protein, polikompleks
pargalarinin molekiil kiitlesini arttirirken, ¢dzeltilerin ikinci viral katsay1 degerinde azalmaya
neden olur. Sistemin bu davranisi, Ni’den daha biiylik miktarlarda, ¢o6zeltiye eklenen
proteinlerin N; degerindeki polikompleks pargaciklari ile reaksiyonuna neden olur ve serbest
protein globiilleri bilesenlerle etkilesir. pH=7,0’da BSA globiilleri negatif yiiklii oldugundan
(pI=4,9), polikomplekste yeralan ve protein molekiilleri ile tuz baglar1 olusturmayan
polikatyondaki inorganik gruplarm, &=3.3x10" degerinde polikomplekse baglanan
BSA’lardan sorumlugu oldugunu onerilir. Coziinen polikomplekslerde yiiklii polikatyon

siralariin varligi viskozite bilgilerinden elde edilmektedir.

PVEP-BSA kompleks yapilarinin ileri tanimlar1 bu komplekslerin molekiil agirliklart ve
indirgenmis viskozitelerinin karsilagtirilmali  bilgilerinden elde edilir. Sekil 2.26’da
polikomplekslerin molekiil agirliklarinin logaritmasi ile indirgenmis viskozitelerinin

logaritmik bagimliliklarin grafikleri verilmistir.
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Sekil 2.26 Q-PVP-BSA SPEC igin logM,,- log[] degisimi. & = 3.3 x 10°.

Bu degisim Mark-Kuhn-Houwink denklemine uymaktadir:
[M]=KM® ve parametreleri K=0,11.107 ve a=1.4 + a° (2.2)

Son degerler daha ¢ok kat1 asimetrik ¢ubuk sekline uyar ve ¢dziiniir polikompleks pargaciklari
icin kati gubuk modeli 6nerilir. igerigi £=3.3x10* degerinde polikompleks parcalarimin sekli
molekil kiitlesi My’ye bagli olan donme kiiresel yarigcapr 1s1k sagilmasiyla bulunur. Sekil

2.27°de c¢aligilan tiim bilesenlerde bu bagimliliginin lineer oldugu goziikmektedir.
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Sekil 2.27 Q-PVP-BSA kompleks parcaciklari igin logM,, ’nin log<R*>"* bagimhihg:: & = 3.3
x 107 (1); £=2.0x 107 (2); &=1.8 x 10* (3).
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Sekil 2.28 Karakteristik bilesende Q-PVP-BSA ¢6ziiniir komplesinin dnerilen yapist.

Benzer bilesendeki polikompleksler bir polimer tiirdesi serinin temsili olarak goz 6niine alinir.
Polikompleks parcaciklarinin donme kiiresel yarigapinin molekiil kiitlesine bagimlilig

[Rg’]"*=sabit.M" denklemiyle tanimlanir ve o= 1 + 0.15 asimetrik ¢ubuga denk gelir.

2.4.1 Karakteristik bilesende(N;) polikompleks parcaciklarinin model yapisi:

Yukarida ifade edilen sonuglardan karakteristik bilesende, ¢oziiniir polielektrolit kompleks
parcaciklart icin katt ¢cubuk model onerilir. Bu model Sekil 2.28’de gosterilmigtir. Diger
oranlarda proteinlerin ¢esitli yollarla asimetrik yigin olusturdugu kabul edilir. Daha sonra ise

yaklagik olarak silidir olabilecegi diisiiniiliir.

Polikatyon zinciri diiz olarak eklenen protein globiillerini sarar ve uzun polimer zincirleri

uzun silindir seklini olusturur.

Kompleks yapisinin  yukarida ifade edilen tanimlamasinda elektron mikroskobu
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goriintiilerinin dogruladig1 fiziko-kimyasal 6l¢tim bilgileriyle uyusan analiz sonuglarindan
elde edilmesi carpicidir. Sekil 2.30°da ngsa/npe= N; kosulunda BSA-PVEP ve BGG-PVEP

kompleks sistemlerinden elde edilen mikroskop sonuglar1 gésterilmistir.

Sekil 2.29 ngsa/ngpve = Nj DP=10’ kosulunda Q-PVP-BSA polikomplekslerinin mikroskop
goriintiileri. a) substrat ve filtre kagidi ile ¢ozeltiden katinin uzaklastirilmasiyla 1zgara
tizerindeki kompleks ¢6zeltisinden (0,01g/dl) bir damla koyulmasiyla hazirlanmis 6rnek. b)
diyaliz ¢6zeltisinden (0,01 g/dl) ¢oziicliniin buharlastiriimasiyla hazirlanan 6rnek.

Globiiler parcaciklarin1 iceren uzamis lineer olusum agik¢a mikroskop goriintiilerinden
izlenmektedir. Globiil igeren her ¢ubugun kalnhig yaklastk 100 A° civarmdadir.
Komplekslerin ¢oziiniirligiiniin, baglanmig polimer zincirinin ilmiklerindeki hidrofobik

katkidan geldigi diistiniilmektedir.

Sekil 2.30 ngga/npe=2, DP=0,95.103 kosulunda PVEP-BSA polikomplekslerinin elektron
mikroskobu goriintiileri.
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2.4.2 Karakteristik bilesen oranlarinin iizerinde polikompleks parcaciklarimin yapi
modeli(N > Ni).

Sekil 2.31’de goriildigii lizere, karsimdaki protein molekiillerinin sayisindaki artig
(polikatyonun agirlik konsantrasyonu sabit kalmaktadir), PVEP-BSA’nin indirgenmis
viskozite (7s,/C) degerlerinde azalmaya Onciiliik eder. Bilesen orani N=N; oldugunda,
BSA’nin ardigik eklentileri indirgenmis viskozitede degerlerinde azalmalarla sonuglanir ve
cok diisiik degerlerler (0,03-0,05) ile karakterize edilir. A¢iklanan durumlar BSA ile etkilesen
PVEP’nin c¢alisilmig tiim fraksiyonlart igin tipiktir. ngsa/npg=N;s oldugu durumda farkli
uzunluktaki polikatyonlar ile olusturulan bu polikompleksler i¢in sedimentasyon katsayisi ve
indirgenmis viskozitenin karsilastirmasindan, ¢ozeltilerin viskozitesinde polikatyonlarin artan
polimerizasyon derecelerine karsin degismeden kaldigi buna karsi polikomplekslerin
sedimentasyon katsayilar1 arttigi goriilmektedir. Karakteristik bilesenden daha biiyiik
degerlerde, karisimda protein igeren polikomplekslerin 1s1k sagilmasi bilgileri izlenerek (N >
Ni) kompleksin molekiil kiitlesindeki (My) artisin, calisilan tiim PVEP-BSA sistemleri icin
karakteristik oldugu bulunmustur (Tablo 2-2).

Komplekslerin molekiil agirliklart ve bilesen oranlarindan elde edilen bilgilerden yalnizca bir
polikatyon zincirinin BSA-PVEP kompleks pargaciklari i¢cinde yer aldigi sdylenebilir. Bu
durumda, ¢6ziiniir polikompleks pargaciklarinin sik bir yap1 6zelligi gosterdigi sOylenebilir. N
> Ni kosulunda, PVEP’nin bir zincirinde ile toparlanan BSA’nin kiimeleri ile olusan suda

¢oziinliir PVEP-BSA komplekslerinin yapisini1 géz dniine almamizi saglar.

PVEP-BSA sistemlerindeki faz gecisi polikatyonun polimerlesme derecesine bagli olarak bazi
kritik protein (ngsa/npg > N;) konsantrasyonlarinda goziikiir (Sekil 2.31). Protein (BSA, OA,
BGG) ¢ozeltileriyle PVEP ¢ozeltisinin ve tersi olarak protein ¢ozeltilerinin (BSA,HSA. BGG)
polikatyon ¢ozeltileri ile farkli protein karigimlarinin (BSA+BGG, BSA+B,-G; Bi-G+BGG,
BSA+B;-G+BGG biitiin serum ve kan proteinleri) tiirbidimetrik titrasyonlarindan reaksiyon

karisimlarinin bilesimi {i¢ bolgeye ayrilir ( Sekil 2.30).

I. bolgede (polimer ¢ozeltilerinin protein ile titre edildigi sistemler icin) suda ¢oziiniir
polielektrolit komplekslerin olusumu nedeniyle ¢dzeltiler homojen kalirlar. ngga/npg > N
oraninda protein molekiillerinin eklenmesi, II. bolgede faz boliinmesine neden olur.
Tiirbidimetrinin tepe degerleri, ¢alisilan polielektrolit-protein  sistemlerinin  ¢ogunda
aciklandig: {lizere, polikatyon ve proteinlerin zit yiiklii gruplariin denk oranlarinda gozlenir.

Yukaridaki bu denk oranlarda protein eklentisi ¢ozeltinin bulanikliginda azalmaya neden olur
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ve bazi kritik oranlarda (III. Bolge) sistem tekrar homojen olur. PVEP-BSA karisimlarinin tist
fazlarinin ¢oziiniir fraksiyonlar1 ¢okiintiiler uzaklastirildiktan sonra sedimentasyon analizi ile
calisilmigtir. Sekil 2.31°de ¢okiintiiniin miktar1 (1), konsantrasyon (piklerin alani) (2), ¢oziiniir
komplekslerin sedimentasyon katsayilar1 (3) ve bilesen oranlarinda iist fazlarinin serbest

protein molekiillerinin konsantrasyonu (4) ile gosterilmistir.
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Sekil 2.31 Cokiintliniin miktar1 (1), konsantrasyon (piklerin alan1) (2), ¢6ziiniir komplekslerin
sedimentasyon katsayilar1 (3) ve bilesen oranlarinda {ist fazlarinin serbest protein

molekiillerinin konsantrasyonu (4) .Cpg=0,15 g/dl; pH 7,0.

Bu degisimlerin lineeritesinden ¢dziiniir komplekslerin konsantrasyonu azalirken ve onlarin
sedimentagram pikleri Il.bolgede N; degerinde goziikiirken karisimdaki protein
konsantrasyonun artmasi ¢okiintii miktarinda artigina onciiliikk eder ve sonra limit degerlerine
ulagir. Buna karsin, piklerin sedimentasyon katsayilar1 ve ¢oziiniir komplekslerin bilesimleri

hemen hemen degismeden kalir.

Cokiintiinlin tepe degerlerine denk gelen oranlarda, reaksiyon bilesenleri yoktur ve lirtinler
(Protein, polikatyon veya suda ¢oziiniir polikompleksler) ¢bzelti igerisindedir. Bu oranlarin
yukarisinda proteinin eklenmesi ¢6zeltinin bulanikliginda azalmaya neden olur ve III. bolgede

oranlarin bazi kritik degerlerinde sistem tekrar homojen olur.

BSA’nin karboksilik asit gruplarinin toplam sayisi 125 olmasina ragmen (50 Asp+75 Glu),
polikatyon ile tuz baglar1 olusturabilen dogal BSA molekiiliiniin 55 negatif yiiklii karboksil
grubu oldugu ifade edilmistir (Neurath ve Bailey, 1953). BSA yiizeyine yerlesen karboksil
gruplarin sadece bir boliimii reaksiyona girebilir. Polikompleksin bilesimi (Q) protein
molekiilleri izerindeki negatif yiiklerin toplam miktarinin orani olarak ifade edilir (Zaitsev
vd., 1992). (a) polikatyon (b) karisim igerisindeki pozitif yiiklerin toplam sayis1 olmak iizere

Q’nun degerleri:
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Q=a’/b+ =55x (CBSA/MBSA) X (MPEVP/CPEVP) (23)
olarak ifade edilir.

Sekil 2.32°de karisim bilesenlerinde Q, PVEP ve BSA’nin karigimlarinin goreli optik
yogunlugunun A/Ap.x degisimi gosterilmektedir. Q>1 degerinde iist faz ¢dzeltilerinin
sedimentagramlarinda iki pik gozlenir. Hizla ¢oken pargaciklar yiiksek sedimentasyon
katsayis1 25S ile (“hizli” pik) karakterize edilirken, yavas ¢oken parcaciklar (“yavas” pik)
sedimentasyon katsayist 4,3 S serbest BSA’nin biriyle kesismektedir. Bunun anlami, 2.5 > Q
> 1 bolgesinde serbest proteinler yeni olusan suda ¢6ziiniir PVEP-BSA kompleks parcaciklari
ve ¢oziinmeyen PVEP-BSA kompleks pargaciklari ile ayni ayna bulunurlar. Q=2,5’e kadar
BSA’nin eklenmesi her iki pik alaninda da kosut zamanli artar ve hizli pikin alan1 yavas pikin
alanindan daha biiylik olur. Yavas pikin alanimnin biiylime orani artarken, ¢Okiintiiniin
tamamlanmig ¢ozeltisinden (Q > 2,5) sonra BSA’nin ardisik eklentileri hizli pikin alaninda
dikkate deger degisiklik yaratmaz. Q > 1 kosulunda her iki pikin sedimentasyon katsayilari
(hem heterojen hem de homojen bélgeler i¢in) ayni kalmaktadir (Sirasiyla 4,3S, 4,5S ve 25-
26S). Tirbidimetrik titrasyonun karakteri ¢alisilan bolgelerde Pppyp = 200-1500 PVEP’ nin

cesitli polimerlesme derecelerinde hemen hemen degismez.
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Sekil 2.32 (A) BSA ve PVEP karisiminin goreli optik yogunlugunun A/4,,,, Q ile degisimi.
[PEVP] = 1 g/l, DP=1,3.103. (B) npsa/npg oranlarinda BSA-PVEP karisimlarinin optik
yogunlugu (OD4o nm) degisimi. DP=10>; pH 7,0.

BSA-PVEP ¢oziiniir komplekslerinin ve serbest BSA’nmin sedimentasyon piklerinin
alanlarindan kompleks bilesenindeki BSA’nin (Cgsa) miktar1 ve protein igerisindeki negatif
yiiklerin toplam miktarinin orani olarak ifade edilen komplekslerin bilesiminde ¢ (a)

polikatyonlar iizerindeki (b) kompleksteki pozitif yiiklerin toplam sayis1 olmaz iizere:

¢ = a’/ b+ =55x (CBSA/MBSA) X (MPVEP/CPVEP)’diI'. (24)
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Komplekslerin bilesimi Q > 1 durumunda, calisilan tim bdlgelerde hem P'pygp hem de

karisim bilesenlerinden etkilenmez. Bu karakteristik bilesim degerleri ¢, 2,0+0,3 esittir.

Polikatyonun farkli polimerlesme dereceleri ile suda ¢oziiniir BSA-PVEP komplekslerinin
ortalama molekiiler kiitlesi Mgy degisimi sekil 2.33°de verilmistir. Komplekslerin ortalama
molekiil kiitlesi (Myg) degerleri, Svedberg formiilii kullanilarak sedimentasyon ve QELS

metodlarindan elde edilen bilgilerden hesaplanir:

RT

“ =) x(S/D) (2.5)

R evrensel gaz sabiti, T sicaklik (293 ’K), p ¢Oziicli yogunlugu, S ve D sirasiyla kompleks
parcaciklarinin sedimentasyon ve difiizyon katsayilaridir. BSA-PVEP ve BSA molekiillerinin
spesifik kismi hacimleri neredeyse birbirine esittir, v=0,754+0,03. Kompleks bilesenleri (¢sq)
degismeden kaliyorken, degisimin lineer yapisindan zincir uzunlugundaki artisin kompleks
icerisindeki protein sayisinda artisga neden oldugu cikarilir. Sekil 2.33°de grafik egiminin
tanjantindan hesaplanan @s’nin ortalama degerleri 1,9+0,3°diir ve bu deger sedimentasyon
pik alanlarindan hesaplanan ¢ degerlerle uyum igerisindedir. Mgy’ nin bilinen degerlerinden
hesaplanan kompleksteki polikatyon molekiillerinin (Npygp) ve BSA molekiillerinin (Npsa)

sayist ve bilesenlerin molekiil kiitleleri Tablo2-3’de verilmistir.

Sekil 2.33 PVEP’nin farkli polimerlesme derecesine bagli olarak BSA-PVEP kompleksinin
molekiil kiitlesindeki (M,,) degisim.
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Tablo 2-3 BSA-PEVP komplekslerinin molekiil karakterizyonu.

Ppevp Mx10~, Da Npevp Ngsa
250 700 1 10
400 1100 1 15
650 1600 1 20
1300 3000 1 40

Bu bilgilerden ¢o6ziinen BSA-PVEP kompleks parcaciklar: icerisinde sadece bir polikatyon

zinciri oldugu sonucu ¢ikarilir.

Komplekslerin reaksiyon karsimi bilesenleri, farkli protein iceren polikatyon c¢ozeltileri
icerisinde, ii¢ bolgeye ayrilabilir. Sekil 2.34 PVEP cozeltileriyle BSA+BGG karisim
cozeltilerinin tiirbidimetrik titrasyon egrileri gosterilmistir. Titrasyon egrileri sabit
konsantrasyonda BSA+BGG karisim ¢ozeltisine eklenen PE konsantrasyonunun ¢okiintii
miktarina (m) bagli oldugunu goésterir. Bu bagimlilik protein karisiminda (Cprowein= 0.5g/dl
BSA+0.5g/dl BGG; Cpe=0.025 g/dl PVEP Cprot./CPE = 40) cok diisiik polikatyon
konsantrasyonuyla baslandiginda ¢oziinmeyen {i¢lii polikompleks olusumunu gosteren faz

boliinmesini olusturur.

Polikatyon konsantrasyonundaki fazla artis ile birlikte ¢okiintlii miktar1 artar ve bir siire sonra
limit degere ulasir. Bu bodlgede karisimlarin sedimentasyon ve elektroforatik bilgilerden
gozlendigi iizere, ¢okiintlinlin uzaklastirilmasindan sonra, serbest protein fraksiyonlar: (BSA,
sedimentasyon katsayist 4,5S ve elektorforatik hareketlilik u= 6,0 smv.sec; BGG, 7,2 S ve
u=1 smv.sec) BSA ve BGG’nin her ikisini de igeren ¢oziiniir ve ¢dziinmez polikompleksler
ile ayn1 zamanda yer alir. Karisimdaki maksimum miktardaki ¢cokme durumuna esit bilesen
oranlarinda, tiim bilesenler ¢6ziinmez polikompleks parcaciklarin bilesimini kapsar ve matris
cozeltisinde polimerik bilesimler bulunmaz. Cprowein/Cpr=13"de st faz ¢Ozeltisinin
sedimentagramlarinda ¢oziiniir polikompleks pargaciklarina denk gelen sadece bir pik
(sedimentasyon katsay1 8S) gozlenir (egri—4). Bu pikin ii¢lii PVEP-BSA-BGG komplekslerine
karsilik geldigi varsayilir. Bunun anlami Cproein/Cpe=13"de li¢lii suda ¢oziinlir kompleksler
¢oziinmeyen l¢lii komplekslerle ayn1 zamanda yer alir. Sistemde polikatyon molekiillerinin
azalmasi ¢esitli kompozisyonlarin ¢oziinlir kompleks olusumuyla sonuglanir. BSA-PVEP ve
BGG-PVEP polikompleksleri, serbest polikatyon molekiilleriyle birlikte bulunurlar.
Polikatyon zincirleri arasinda protein molekiillerinin diizensiz dagilimi, bu oranlara denk olan

her durumda gézlenmistir (Kabanov vd., 1977).
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Sekil 2.34 PVEP’nin konsantrasyonu ile (Cpg) ¢oziinmez komplekslerin miktarinin (m)
degisimi
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Sekil 2.35 Serum-PE karisimina eklenen PVEP (Cpg) konsantrasyonunun ¢dziinmeyen

komplekslerin miktarlariyla degisimleri. Baglangi¢ serumu 1:3 oraninda seyreltilmistir. pH
7,5.
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Sekil 2.36 Farkli polielektrolit konsatrasyonunda ve PE yoklugunda (1) varliginda (2)

BSA+BGG karisimlarinin sedimentagramlari (a) elektrogramlari (b). Cpg: 0,025 (2); 0,05 (3)
0,075 (4); 0,1 (5); 0,3 g/dl (6); Cprotein=0,5 g/dl BSA+0,5 g/dl BGG.
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Yukarida ifade edilen ¢oziinmeyen polikomplekslerin ¢oziinme karakteri ve baglanan protein
fraksiyonlarindaki segicilik yapay olarak hazirlanan sistemlerde (BSA+BGG, ;-G + BGG,
BSA + Bi-G + BGG)( Sekil 2.36) serum ve kanda gozlenir (Kabanov vd., 1980). Sekil
2.37’den goriildiigli tlizere ¢oziinen polikatyon-proteinlerin kompleks sistemlerine benzer
PVEP-kan ve PVEP-serum c¢ozeltilerinin iist fazlarinin sedimentagramlarinda ayni pikler
gozlenmektedir. Sistem igerisinde polikatyon konsantrasyonlarindaki azalma farkli
bilesenlerde ¢Ozilinlir komplekslerin olusmasiyla sonuglanir. Cozlinmeyen kompleks
olusumunda, B;-globin fraksiyonun serum-PVEP secici absorbsiyonu gozlenir. Bu konular

sistematik olarak Mustafaev (1975) ve Kabanov (1980) tarafindan tarafindan ¢aligilmistir.

Sekil 2.37 Farkli PE konsantrasyonlarinda serum-+PE’nin matris ¢ozeltilerinin ve tiim
serumun sedimentagramlari (a) ve elektroforegramlari (b). PE(g/dl): 0.1 (2); 0.3 (3); 1.0 (4);
1,5 (5); 2.5 (6); pH 7.5; A-alblimin, G-globin, M-makro globin, serum 1:3 oraninda 0,025 N

NaCl ¢ozeltisi ile seyreltildi.
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Sekil 2.38 Kompleks protein-PE’nin 6nerilen yapisi: (a) ngge/npe < Ni' kosulunda (BGG-PE)
,(b)<Ni; durumunda (BSA-PE), (a-globulin-PE), (B-globiilin-PE), (c) nprotein/Npe>N;
kosulunda ¢oklu bilesen karigimlariyla olusan farkli protein fraksiyonlariyla polikompleks
parcaciklarinin yapisi.
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Sekil 2.39 Polikatyon zincirleri arasinda farkli protein globiillerinin yapilanmasi.

Negatif yiiklii protein karboksil gruplarina gore pozitif yiiklii PVEP yapilari ii¢ kereden daha
fazla katlandiginda su igerisinde ¢oziintirliikk gézlenir (Kabanov vd., 1980). Asir1 yiik tasiyan

PVEP zincirlerinin pargalari kompleksin liyofilize olmus pargalari olarak davranirlar.

Sekil 2.36’da 1. bolgede pozitif yikli suda ¢oziiniir protein-polielektrolit komplekslerin

olusumunu gostermektedir.

Cokiintiiniin maksimum miktari, protein ve polikatyonun zit yiiklii gruplarinin denk oraninda
gozlenir (Q=1, ngsa/npp=N). N; degerleri, polimerlesme dereceleri bilinen polikatyonlarla
olusan suda ¢oOziinmeyen ve ¢Oziinen polikomplekslerin bilesimine katilan protein
globiillerinin maksimum sayisina denk gelmektedir. Tablo 2-3’den N;’de oldugu gibi Ny’de de
polikatyonun uzunlugu ve polimerlesme derecesi arttik¢a lineer olarak arttig1 goriilmektedir.
Bunun anlami sabit uzunluktaki polikatyon zincirinin her globiilin baglanmasi i¢in ve
baglanan protein molekiillerinin sayilarinin bulunmasi i¢in kullanildigidir. Karakteristik
bilesendeki ¢oziinen ve ¢dzliinmeyen polikompleks bilesimindeki her bir molekiil sabittir ve
2((Ns-Nj)/Nj)=2 ve 3’diir. Belli kritik ngsa/npg oranlarinda, pozitif yiiklii ¢ubuk benzeri
polikompleks parcaciklari protein molekiillerinin eklenmesiyle bir araya toparlanirlar ve daha
sik1 yapida suda ¢6zlinen ve ¢éziinmeyen pargaciklar olustururlar (Sekil 2.39). Coziiniirliigiin
limit degerlerinde giiglii hidrofobik yap1, polikatyon zincirinde yiiklenmis ¢ok sayidaki grup

protein globiilleri ile iyonik bag olusumuna neden olur.

I11. bolge negatif yiiklii suda ¢oziiniir protein-polielektrolit komplekslerin olusumunu gosterir.
Kompleks olusumuyla birlikte ¢okiintiiler ¢oziiliir hale gecer. Coziinen komplekslerin
karakteristik bileseni ¢=2; pargaciklarin hidrofobikligini saglamak i¢in komplekse eklenen
proteinlerin minimum miktartyla hesaplanir. Q > 1 (ngsa/npe = Ni) kosulunda Q’deki artisla

birlikte tuz baglariin toplam sayisi, degismeden kalan polikatyonlar ile hesaplanir. Bu durum,
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sadece bir protein globiiliinii karsilayan tuz baglarimin azalmasi1 anlamina gelir. Bu yiizden,
¢oOziiniir kompleksdeki globiillerinin ilave sayilari, azalan entropiye bagli olarak pargaciklarin
toplam sayisinda azalmaya neden olur ve sistemdeki entalpi diisiisii dengelenemez. Farkli
sistemlerden elde edilen bilgiler, negatif yiikli suda ¢06ziiniir protein-polielektrolit
komplekslerinin yapisinin, bir polikatyon zinciri tarafindan bir araya toparlanan ve
giiclendirilen BSA molekiil kiimeleri olarak diisliniilmesini saglar. Bu modelde, baglanmis
PVEP polikatyon zinciri, negatif protein yiikleriyle nétiirlesen pozitif polikatyon yiiklerinin
icindeki hidrofobik merkeze yerlesir ve hidrofobik merkez kompleks yiizeyinde bulunan net
negatif yiikler tarafindan saglanan proteinler ile sarilarak komplekse c¢oziiniirlik ozelligi

kazandirir (Sekil 2.40).

Sekil 2.40 Coziiniir BSA-PVEP komplekslerinin Zaitsev tarafindan onerilen yapisi (Zaitsev
vd., 1992).

PHAA
Lysozyme
s

Sekil 2.41 apmaa = 0.4 oldugunda sulu ¢ozeltiler igerisinde lizozom-PMMA polikompleks
parcalarinin diizenlenme karakteri (Anufrieva vd., 1987).

Lizozom-PMAA kompleksleri i¢in, Anufrieva (1987) bazi PMAA bolgelerinin asir1 protein
varliginda doldurulmadan kaldiginda diger PMAA bdélgelerinin proteinlerle doldugunu
sOylemistir (Sekil 2.41).

Coziiniir protein-polielektrolit kompleksleri, pH’in proteinin izoelektrik noktasina yakin

oldugu bdlgelerde olusur ve ¢oziinen kompleksler degisen pH degerleri ile faz boliinmesine
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kars1 kuaservat yapilar olusturmak i¢in bir araya toplanirlar. Bu durum asir1 protein miktarlari
icin bir polimer zincirinin, birkag¢ protein molekiiliine baglandig1 birinci intrapolimer
komplekslerin varligini destekler. Bu birincil kompleksler Sekil 2.42°de gosterildigi gibi
birbirine baglanan birka¢ polimer zincirlerinden olusan interpolimer kompleksler olusturarak
bir araya gelirler. Bu interpolimer kompleksler genis 6lgekli agregasyon noktasinin iizerinde

¢Oziiniir olabilir.

Kokufuta (1994) serbest tuz sisteminde stokiometrik c¢oziinmez protein-polielektrolit

komplekslerinin modelini asagida Gnermistir.

Sekil 2.42 Protein-polielektrolit komplekslerin intrapolimer ve interpolimer komplekslerinin
yapist.
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3. INSAN SERUM ALBUMININ YAPISI

Human serum albuminin triklinik kristal formu plazmadan (pHSA) ya da Pichia Pastoris’ten
(rHSA) elde edilmistir. pHSA ve rHSA’nin 3-boyutlu yapisi, tetragonal kristal yapr olarak
bilinen ¢oklu isomorfoz yer degistirme ile elde edilen yeni triklinik kristal yapidan 2.5 A°
¢oziiniirliikle elde edilmistir. pHSA ve rHSA’nin yapisi birbirine benzemektedir. iki HSA
molekiilii sik1 yerel iki katli simetri ile tanimlanan asimetriye sahiptir. Cys34 dissal
etkilesimlere distilfit baglanmalara katilmayan sisteindir. Bolge II ve III'nin ikisi de
hidrofobik ve pozitif yiiklenmis pargalari iceren kese yapisina sahiptir ve bilesenlerin oldukca
genis dizisi bu bolgelerin i¢ine yerlesirler. Uzun zincir yag asitleri igin ii¢ gegici baglanma

yerleri her bolgenin ylizeyine yerlesir.

3.1 Giris

Human serum albumin(HSA) plazmada en fazla bulunan protein olup 5g/100ml tipik kan
konsantrasyonunda bulunur. Onun fizyolojik ve farmakolojik 6zellikleri son on yildir genis
sekilde calisilmistir (Fekse vd., 1981; Kragh-Hansen,1981; Putnam, 1984; Peters,1985).
Yapilan bir¢ok arastirma HSA nin Cu®" ve Zn®" gibi metaller iceren, yag asidi, amino asit,
bilirubin gibi metaboliklere ve bir¢ok etkin maddeye karsi yiiksek ilgi gosterdigi ortaya
¢ikarilmistir. Proteinin en 6nemli fizyolojik 6zelligi, plazmanin osmatik basincini ve pH’sini
ayarlamanin yaninda kan dolasiminda ¢0ziinmiis maddelerin hedef organlarina
ulastirilmasinda tasiyict olarak gorev almasidir. Ayrica, hipovolemik sok davranisit HSA nin
siradan klinik uygulamalarindandir. Bir¢ok arastirmaci, HSA’y1 spesifik hedeflere ilag
salimiminda tasiyict olarak kullanmaya c¢alismaktadir (Yapel, 1985; Filume vd., 1988).
HSA’nin birincil siras1 17 ¢ift disulfit kdprii ve bir serbest sistein i¢eren 585 par¢cadan olusan
tek polipeptid zincirinden olustugu (Dugiaczyk vd.,1982) ve 3 homolog bolge igerdigi
bulunmustur (Brown, 1976).

3.2 Proteinin Yapisi

HSA, sarilmis ve uzanmus ilmikler ile heliks yapida bir proteindir ve 80x80x30 A’
boyutlarinda kalp sekline benzemektedir (Sekil 3.1). Topolojik olarak benzerlik gostermeyen
I (1-195 dizi), II (196-383) ve III (384-585) bolgelerinden olusur. Buna ragmen, 3-boyutlu
yapis1 benzerdir (Sekil 3.2). C, izleri bolge I ve II arasinda bir benzerlik oldugunu desteklese
de gercekte II. ve III. bolgelerin sekilleri birbirine I ve II’den daha ¢ok benzemektedir (Sekil
3.2). Her Bolge kendi arasinda a ve b gibi alt bolgelere ayrilir. HSA’nin 3 bdlgesi de benzer 3

boyutlu yapiya sahip olmasina ragmen, bir araya gelmis yapist oldukca asimetriktir ( Sekil
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3.1). Bolge I ve II neredeyse birbirine dikey durumdadir. Hidrojen ve hidrofobik etkilesimler
araciligr ile Ia ve Ib alt {initeleri arasindaki ara yiizeye eklenmis Ila alt {initesinin uzantisi
icerisinde T-Yapil1 bir form olusturur. Tersi olarak bolge III, bolge II ve III i¢in Y-yapisini
olusturmak icin yaklasik 45° aciyla IIb alt @initesinden disar1 ¢ikmustir. Bolge III sadece alt
tinite IIb ile etkilesir. Bu 6zellikler HSA’y1 kalp goriiniimiinde yapar. Alt {inite Ib, IIla ve IIIb
araciligiyla olugsmus genis kanallar nedeniyle bolge I ve III arasinda birkag¢ temas alan1 vardir.
Bolge III’lin C-terminalindeki 2 heliks yapi, molekiiliin diger kisimlari ile etkilesmesinden

dolay1 oldukga yiiksek sicaklik faktorii gosterir.

Sekil 3.1 HSA molekiiliiniin sematik gosterimi. Her alt bolge Ia sari, yesil Ib, kirmizi Ila,
majenta IIb, mavi Illa ve siyan IIIb olmak tizere farli renklerle isaretlenmistir. N ve C , N-C
terminal uglar1 belirtmektedir. Argl17, Lys351, Lys475 uzun zincir yag asidine baglanmis ve
beyaz ile gosterilmistir.

Yapilan caligmalar, HSA’nin fizyokimyasal Ozelliklerinden anlasildigi iizere molekiiler
yapisini kolayca degistirebilen esnek bir protein oldugu gostermistir (Carter ve Ho, 1994).
HSA’nin bir dizi ilging 6zelligi mristat ile yaptigr kompleksin karsilastirilmasindan agiga
cikarilmistir (Curry vd., 1998). Oncelikle, bu ii¢ bdlgenin birbine bagl diizeni, yag asidi
proteine baglandiginda biiyiik olgiide degisiklik gosterir. Ikinci olarak her bolge kendi
konformasyonunu kompleks olusumu siiresince korur. Ancak molekiiliin dig bolgesine dogru
hareket eden bolge III’lin i¢indeki iki C-terminal heliks bu durumun disinda tutulur. Bu
ozellikler, bolge yapilarinin bagiml (goreli) devinimleri nedeniyle HSA’ nin farkli durumlar

altinda molekiil esnekliginin temelini olusturur.
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3.2.1 Alt Uniteler

Her Bolge a ve b alt birimlere ayrilir. Bu alt yapilar sirasiyla alti ve 4 o-heliks yap1
olustururlar (Sekil 3.2). Alt {inite “b” 4 «a-heliks (b-h1 - b-h4) kiimesine sahip iken alt {inite
“a” iki kisa a-heliks (a-h5 ve a-h6) tarafindan dort a-heliks (a-hl - a-h4) yanal kiimelerinin

olmasi durumunda olusturulur. Uzun yayilmis yanal ilmik hareketleri, iki alt {initeyi birbirine

baglar. Alt {inite a ve b igerisinde bulunan heliks kiimelerinin 3-boyutlu yapis1 benzerdir ve

helikse benzer a-h2 ve b-h2 arasinda pseudo-iki katli eksen durumu olarak ifade edilir (Sekil

3.2) bolge I ve I'nin son helikseli (b-h4) diger bolgenin birinci helikseli (a-hl) ile

kaynagmasina ragmen HSA molekiilii i¢erisindeki helikslerin toplam sayis1 30 degil 28’dir

(He ve Carter,1992).
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Sekil 3.2 Alt bolgelerin C, izlerinin sematik gosterimi (A, bolge I; B, bolge 1I; C, bolge I11).

Sekil 3.3 HSA’nin distilfat kopriilerinin ve ikincil yap1 bilesenlerin sematik gosterimi.
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Goze c¢arpan genel yapisal Ozellikler alt {initeler arasinda gozlenmistir. Bu durum sadece
polipeptid zincirinin katlanmasinda degil onlarin 6zel disiilfat baglanma topolojisinde de
bulunur. HSA molekiiliinlin igerisinde, 17 disiilfat kopriisii ile baglanmig 35 sistein bulunur.
Bunlarin onaltist ¢ift distilfat kopriisii olarak bilinen sekiz tanesinin olusumuna katilir ( Sekil
3.3). Heliksel a-h3 ve b-h3 iizerinde amino asit zinciri igerisinde bulunan bitisik iki sistein
ozel katlanms topolojinin merkezinde yer alir. Ilk koprii h3 ve hl ile uzamsal olarak
siralanmis ve neredeyse birbirlerine dik olarak iligski kurarken, ikinci koprii birbirine paralel
olarak heliksel h3 ve h4’e baglanir. Sonug olarak, {i¢ heliksel (h2, h3 ve h4) alt iinitelerin bir
tarafinda kavisli bir duvar olusturmak i¢in olusur. Disiilfit kopriilerinin diger serisi her a-h5
heliks tlizerine iki ardisik sisteinin yerlestigi a-h4, a-h5 ve a-h6 heliks bulunur. Alifatik ve
aromatik yan zincirlere sahip kisimlar, alt tinitelerin hidrofobik ¢ekirdeklerini olusturmak i¢in
heliks duvarlarinin i¢ yiizeylerinde kiimelendirilir ve heliks h1 ile kismen de olsa kaplanir. Bu
topolojik Ozellik Ia-h3’iin disinda her alt {initenin ig¢inde gozlenir. Cesitli tiirdeki serum
albliminlerin dizi karsilastirmasinda iki sistein parcasi arasindaki eszamanli degisim protein

icerisinde heliks Ia-h3’1n sonunda gozlenebilir (Carter ve Ho, 1994)

3.2.2 Sistein Icindeki Serbest Siilfihidril Gruplar

Heliksel Ia-h2 ve Ia-h3 arasinda bir ilmik gibi yerlesen Cys34 disiilfit kopriilerine dahil
olmayan sistein pargasidir (Sekil 3.2 (A)). Onun siilfihidril grubu sistein ya da kan dolasimi
icerisindeki HSA molekiiliiniin % 3040 igerisindeki glutatin ile molekiiller arasi disiilfit
baglantilar olusturmak i¢in okside olur (Peters, 1985). Bu genel yapiya ragmen, elektron
yogunlugu haritasindaki 6zelliklerden Cys34’iin siilfihidril yan zincirleri etrafinda higbir sey
gozlenmez. Cys34’lin proteinin yiizeyine yerlesmesine ragmen, onun S, atomlar: i¢ kisimlara
dogrudur ve dig tamamlayicilar ile birlesen siilfihidril gruplarini engelleyen Pro35, His39,

Val77 ve Tyr84’in yan zincirleri ile sarilmistir.

3.2.3 llaglar ve Diger Bilesenler icin Baglanma Bolgeleri

ITa ve IIla alt {initelerinin her ikisi igerisinde de, hidrofobik ¢ekirdegin bir kism1 a-h5 ve a-h6
ile birlikte genisletilmis ilmigin ilk birka¢ kismi ile kese formunu olusturmak i¢in sikica
sartlir (Sekil 3.2 B ve C). Ila alt {initesinin kese formu saliklat, siilfonamid ve diger ilaglarin
bircogu ile baglandig1 diisiiniilen ve site I olarak adlandirilan kisim ile benzesmektedir
(Sudlow vd., 1975, 1976). Bilirubin baglanma bélgesi bu yiizey ile list liste gelir (Brown ve
Shockley, 1982). Kesenin i¢ duvarlar1 hidrofobik yan zincirler ile olusturulmasina ragmen

girisi pozitif yiikli Arg257, Arg222, Lys199, His242, Arg218 ve Lys195 gibi kisimlar ile
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cevrelenmistir (Sekil 3.4 A). Triptofan, troksin, oktanat ve diger ilaclar i¢cin baglanma bdlgesi
olarak kabul edilen (Sudlow vd., 1975) site II, site I ile ayn1 boyuta sahip alt {inite IIla’nin
kesecigine benzemektedir. Bogum hidrofobik yan zincirler ve heliks IIla-h3’iin ¢ift disiilfit
kopriileri ile doludur. Tyr411’in hidroksil ile bogumun i¢ine dogru karsilagirken, Arg 410°un
yan zincirleri bogumun agiz kisminda yerlesir (Sekil 3.4 B). Alt iinite Ila ve Illa’nin disinda
alt linite Ia onun hidrofobik ¢ekirdegin yakininda boguma sahip degildir ( Sekil 3.2 A). Heliks
Ia-h4’iin denge durumuna ge¢is nedeniyle, sonuncusu heliks Ia-h3’e daha uzun paralellikte
degildir. Heliks la-h4 {izerindeki kisimlarin yan zincirleri varsayilan bogum igerisine saklanir

ve alt tinite Ila onunla etkileserek bu bdlgeyi kapatir.

Sekil 3.4 Ligand baglanma bolgeleri I (A) ve II (B) i¢in stereografik gosterim. Yiizeydeki ytik
dagilimlari (+) yiik i¢in mavi ve (-) yiik i¢in kirmizi ile gosterilmistir.

Camerman vd. (1976) His3’iin imidazolda oldugu gibi ilk ii¢ kismun iskelet nitrojenleri Cu®"
iyonlarina baglanma sitesi olusturdugunu ileri siirmiistiir. Ancak H-terminaldeki

bozulmalardan dolay1 metal baglanmalarina kars1 bir kanit bulunamamustir.

Oldukca iyi bilinen HSA’nin yag asitlerine yer sagladigidir. Reed (1986) palmitik asitin
BSA’nin icerisindeki Lys473, Lys349 ve Lys116’a baglandigini1 6ne siirmiistiir (Dengi olarak
HSA’ da sirasiyla Lys475, Lys351 ve Argl16). Lys475 ve Lys351 molekiiliin ylizeyinde
(Sekil 3.1) ve Lys475 heliks Illa-h5 iizerinde yer alir. Iki fazla yarik heliks-h3 iizerindeki
Lys351 yakininda goriiliir. Bir tanesi alt tinite Ila ve IIb arasindaki ara yiizeyde digeri alt iinite
IIb ve Illa arasindadir. Arg 117 alt {inite Ib’nin heliks kiimeleri ve alt {inite Ia ve Ib arasindaki

genislemis ilmik ile ¢atlak formunda yer alir.
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3.24 Sonug

HSA sekiz ciftli disiilfit kopriisii ile birbirine benzer ii¢ heliksel bolgeyi icerir. Cys34, bir
serbest stlfihidril grubuyla sistein, dis ligantlar ile disiilfit baglanmalara katilmaz. Pozitif
yukli girisleri ile derin hidrofobik bogumlar alt iinite Ila ve IIla icerisinde benzer
pozisyonlarda yer alirlar ve ¢esitli bilesenler ile baglanma yerleri olarak adlandirilan site I ve

I’ ye uygun gelirler.
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4. DENEYSEL KISIM

4.1 Kullamlan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler

4.1.1 Kullamilan Cihazlar

= WTW pH level 1 pH metre

= Jasco V-530 UV-VIS Spektrofotometre

= Zetasizer Nano ZS

= Viscotek (Dort Detektorlii GPC)

* Precisa XB 220A Hassas Terazi

= Heildolph MR 3001 Isiticili Manyetik Karistirici
* Binder Vakum Etiivii

* Finnpipette Micropipet (1-10 mL, 100-1000 pl, 5-50 pl)
= Hettich Eba20 Santrifiij Cihazi

* Shimadzu HPLC Sistemi

= PTI Fliioresans Spektroskopisi

= [KAMAG Coklu Karistiric

» Milipore-Q Gradient Ultra Saf Su Cihazi

= Sartorius MiniSart RC Enjektor filtresi, 0,22 pm
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4.1.2 Kullanilan Kimyasallar Maddeler

Asagida belirtilen biitiin kimyasallar satin alindig1 gibi kullanilmis olup herhangi bir 6n

isleme tabi tutulmamislardir.

Kimyasalin Adi Alindig1 Firma Kodu
Poliakrilik asit, (PAA) Aldrich 523925
Human serum albumin, (HSA) Sigma A9511
Sodyum hidroksit, (NaOH) Fluka 06203
Asetik asit, (CH;COOH) Riedel-de Haén 27225
S"dy“nzlg;}g‘jlﬂ(g‘:; fosfat, Riedel-de Hagn 04361
Sodyum hidrojn fofa, Fluka 71647
Sodyum kloriir, (NaCl) Fluka 71376
Hidroklorik asit, (HCI) Riedel-de Haén 07102

Sodyum azid, (NaNj3) Applichem A1430
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4.2 HSA/PAA Kompleksleri

4.2.1 Kullamlan Cozeltiler

a) 0,01 mol/L’1lik PBS Tamponu (pH=7,0 ve pH=6,0)

1,1998g NaH,POs (Mw=119,98 g/mol) tartilarak 500mL ultra saf suda ¢oziiliir. Ayni
zamanda 2,6807g Na,HPO4.7H,O (Mw=268,07 g/mol) tartilarak yine 500mL ultra saf suda
coziilir. Bu iki c¢ozeltiden NaH,PO4 ¢ozeltisi Na,HPO4 ¢oOzeltisinin iizerine eklenir. Bu
karisima 8,766 g NaCl eklenir ve tekrar karistirtlir. 1 M NaOH veya 1 M HCI ile pH

ayarlanir.
b) Asetat Tamponu (pH 5,0 ve 4,0)

5,72mL asetik asit, ultra saf su ile 2L’ye tamamlanir. Bir siire manyetik karistiricida

karistiktan sonra 17,53 g NaCl eklenir ve tekrar karistirilir. 1M NaOH ile pH ayarlanir.

4.2.2 Komplekslerin Hazirlanisi

PAA stok ¢ozeltisi 2mg/mL ve 0,2 mg/mL olacak sekilde ABS ve PBS tamponunda
hazirlandi. Her bir ¢ozeltideki PAA miktar1 sabit oldugundan her bir ¢ozelti icin hazirlanan
stoktan 5 mL ¢ozelti ¢ekilerek uygun tamponda iyice karigmasi saglandi. Gerekli miktarda
HSA tartilarak uygun tamponunda ¢oziinmesi saglanarak HSA stogu hazirlandi. Daha sonra
PAA c¢ozeltilerinin pH’s1 kontrol edilerek gerekli miktarlardaki HSA stoktan cekilerek
karismakta olan ¢dzeltiye yavas yavas ilave edildi. Cozeltinin istenilen pH’da olup olmadig1
kontrol edildi. Yaklasik 30da. kadar karistirildi. Biitiin karistirma islemleri manyetik
karigtiricidda ve oda sicakliginda gergeklestirilmistir. Caligilan her pH degeri i¢in ayni

asamalar gergeklestirildi.

4.2.3 Hesaplamalar

4.2.3.1 Cpaa=1 mg/mL icin HSA-PAA Karisim Cozeltileri

PAA konsantrasyonu sabit tutularak, farkli HSA konsantrasyonlarina 5 farkli oranda

kompleks ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu hesaplamalar su sekildedir:
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Mpsa _ Crusa-M pas =0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10

Mpas CpagM ysy

PAA’nm ¢o6zeltideki konsantrasyonu % 0,1’ liktir.
Mpaa=100kDa

Mgsa=66kDa

1) npsa/mpaa= 0,1 olan 10mL HSA-PAA Kompleks Cozeltisi
cusa= 0,0066g/100mL= 0,066mg/mL= 0,66mg/10 mL

2) npsa/npaa = 0,5 olan 10mL HSA-PAA Kompleks Cozeltisi
cusa= 0,033g/100mL= 0,33mg/mL= 3,3mg/10 mL

3) npsa/npaa =1 olan 10mL HSA-PAA Kompleks Cozeltisi
cusa= 0,066g/100mL= 0,66mg/mL= 6,6mg/10 mL

4) npsa/npaa =S olan 10mL HSA-PAA Kompleks Cozeltisi
cusa= 0,33g/100mL= 3,3mg/mL= 33mg/10 mL
5) npsa/mpaa = 10 olan 10mL HSA-PAA Kompleks Cozeltisi

cusa= 0,606g/100mL= 6,6mg/mL= 66mg/10 mL

4.2.3.2 Cpaa=0,1 mg/mL icin HSA-PAA Karisim Cozeltileri

PAA konsantrasyonu sabit tutularak, farkli HSA konsantrasyonlarma 15 farkli oranda

kompleks ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Bu hesaplamalar su sekildedir:

nHSA — CHSA 'MPAA

= 0,1;0,5; 1,0; 5,0; 10; 30; 50; 80; 100

n P44 CPAA M HSA

PAA’n ¢6zeltideki konsantrasyonu % 0,01’liktir.
Mpaa=100kDa

Mpysa=66kDa

1. npsa/npaa= 0,1 olan 10mL HSA-PAA Kompleks Cozeltisi
cusa= 0,00066g/100mL= 0,0066mg/mL= 0,066mg/10 mL

2. npsa/npaa = 0,5 olan 10mL HSA-PAA Kompleks Cozeltisi
cusa = 0,0033g/100mL= 0,033mg/mL= 0,33mg/10 mL
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3. npsa/npaa = 1 olan 10mL HSA-PAA Kompleks Cozeltisi
cusa = 0,0066g/100mL= 0,066mg/mL= 0,66mg/10 mL

4. ngsa/npaa = Solan 10mL HSA-PAA Kompleks Cozeltisi
cusa = 0,033g/100mL= 0,33mg/mL= 3,3mg/10 mL

5. npsa/npaa = 10 olan 10mL HSA-PAA Kompleks Cozeltisi
cusa = 0,066g/100mL= 0,66mg/mL= 6,6mg/10 mL

6. npsa/npaa = 30 olan 10mL HSA-PAA Kompleks Cozeltisi
cusa = 0,198/100mL= 1,98mg/mL= 19,8mg/10 mL

7. ngsa/npaa = 50 olan 10mL HSA-PAA Kompleks Cozeltisi
cusa = 0,33g/100mL= 3,3mg/mL= 33mg/10 mL

8. npsa/npaa = 80 olan 10mL HSA-PAA Kompleks Cozeltisi
cusa = 0,528g/100mL= 5,28mg/mL= 52,8mg/10 mL

9. npsa/npaa = 100 olan 10mL HSA-PAA Kompleks Cozeltisi
cuasa = 0,66g/100mL= 6,6mg/mL= 66mg/10 mL

4.3 UV-VIS Spektrofotometresi Olciimleri

Kompleks ¢ozeltileri hazirlandiktan sonra optik yogunluklarina bakildi. Bunun i¢in santrifiij
oncesi 500nm’deki absorbanslari 6lgiildii. Daha sonra bu ¢ozeltiler santrifiij edilip ¢okelekleri

ayrildiktan sonra tist fazlar1 280nm’deki absorbanslarina bakildu.

4.4 Jel Filtrasyon Kromatografisi (HPLC) Ol¢iimleri

Proteinler, polielektrolitler ve suda ¢oziiniir polimer-protein kompleksleri, HPLC’de
ayrilmistir.  Proteinlerin  molekiil kiitleleri ve polimer-protein karigimlarimin  veya
komplekslerini fraksiyon kompozisyonlar jel filtrasyon kromatografisi ile Shim-Pack Diol-
300 (7,9 mm ID x 50 cm) kolonu kullanilarak oda sicakliginda belirlenmistir. Shimadzu
Model LC-6AD pompasi, 1,0mL/dak. Akis hiziyla uygun tamponlar kullanilarak
calistinlmistir. Kompleks ¢ozeltileri santrifiij edildikten sonra 0,22um’lik enjektor filtresiyle
stiziilerek 20ul hacimlik 6rnek, analiz edilmek {izere cihaza verilmis ve 280nm’de Shimadzu

SPD-10AV VP Model UV-VIS Detektorii ile incelenmistir. Kolonu kalibre etmek icin
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kullanilan standartlar sunlardir: thyroglobulin (670 kDa), immiinoglobulin (155 kDa), bovine
serum albumin (66 kDa), ovalbumin (44 kDa) ve myoglobin (16.9 kDa).

4.5 Dort Detektorlii Jel Filtrasyon Kromatografisi (Viscotek) Ol¢iimleri

Proteinler, polielektrolitler ve suda ¢oziiniir polimer-protein kompleksleri, HPLC’de
ayrilmistir.  Proteinlerin  molekiil kiitleleri ve polimer-protein karigimlarinin  veya
komplekslerini fraksiyon kompozisyonlari jel filtrasyon kromatografisi ile Shim-Pack Diol-
300 (7,9 mm ID x 50 cm) kolonu kullanilarak oda sicakliginda belirlenmistir. Shimadzu
Model LC-6AD pompasi, 1,0mL/dak. Akis hiziyla uygun tamponlar kullanilarak
calistirilmistir. Kompleks ¢ozeltileri santrifiij edildikten sonra 0,22pm’lik enjektor filtresiyle
stiziilerek 20ul hacimlik 6rnek, analiz edilmek tlizere cihaza verilmis ve 280nm’de Shimadzu
SPD-10AV VP Model UV-VIS Detektorii ile incelenmistir. Kolonu kalibre etmek icin
kullanilan standartlar sunlardir: thyroglobulin (670 kDa), immiinoglobulin (155 kDa), bovine
serum albumin (66 kDa), ovalbumin (44 kDa) ve myoglobin (16.9 kDa).

4.6 Fliioresans Spektroskopisi

Fliioresans olgiimleri PTI marka spektrometre ile proteinler icin 280 nm’de uyarma enerjisiyle

yapilmistir. Biitlin 6rnekler kuars kuvvetlerde T=25 OC olacak sekilde dl¢iilmiistiir.

4.7 Dinamik ve Elektroforetik Isik Sacilmasi Olciimleri

Dinamik ve elektroforetik 1s1k sagilmasi deneyleri, Malvern marka Zetasizer Nano ZS
cihazinda gergeklestirilmistir. Cihazda 633nm’lik 4,0mW’lik He-Ne lazeri bulunmaktadir.
Dinamik 151k sa¢ilmasi yontemiyle, bir sivida ¢ézlinmiis pargaciklarin boyutunu analiz eder.
Olgiim araligi 0,6nm-6pm’dir. Elektroforetik 151k sagilmasi yontemiyle de yine bir sivida
¢Oziinmils parcaciklarin zeta potansiyelini analiz eder. 5Snm’den 10um’ye kadar olan
parcaciklarin zeta potansiyellerini dlgebilmektedir. Tiim 6l¢iimler £0,1 °C hassaslhiginda 25
°C’de gergeklestirilmistir. Tim Ornekler, Ol¢limden hemen oOnce 0,22um’lik enjektor
filtresinden gegirilmistir. Olgiimler, Malvern firmasindan satin alman kapiler kiivetlerde
gerceklestirilmistir. Boyut 6l¢timlerinde kullanilan parametreler sdyledir: viskozite: 0,8872
cP; kirilma indisi: 1,330. Adim (run) sayis1 ve siireleri otomatik olarak secilmistir. Zeta

potansiyel olglimlerindeki parametreler de soyledir: viskozite: 0,8872 cpg; kirillma indisi:



51

1,330; dielektrik sabiti: 79; f(ka), 1,50 (Smoluchowski). Olciim siireleri ve voltaj se¢imi

otomatige ayarlanmustir.
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S. DENEY SONUCLARI

Sekil 5.1 (A) pH 4,0 (V¥), pH 5,0 (m), pH 6,0 (®) ve pH 7,0 (A )’de farkli oranlarda
hazirlanmis nysa/npaa ¢ozeltilerinin 280nm’de optik yogunluklari (ODyg) (B) pH 4,0 (V),
pH 5,0 (m), pH 6,0 (®) ve pH 7,0 ( A)’de farkli oranlarda hazirlanmis npsa/npaa ¢ozeltilerinin
500nm’de tiirbiditeleri (ODsqo).

2,5
n
2,04
1,54
g n
a
O 104
05
n
0,0 +——————————————————1
28 30 32 34 36 38 40 42 44 46

pH

Sekil 5.2 Cpaa=0,1mg/mL konsantrasyonunda nysa/npaa=80 i¢in tiirbidimetrik titrasyon.
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Sekil 5.3 Cpaa=0,1mg/mL i¢in (A) pH 4.0 (1), pH 4,5 (2)’de farkli oranlarda hazirlanmig
npsa/npaa ¢ozeltilerinin 500 nm’de tiirbiditeleri (ODsgp). (B) pH 4.0 (1), pH 4,5 (2)’de farkli
oranlarda hazirlanmis nysa/npaa ¢ozeltilerinin santrifiij sonrasi ¢okelek kiitleleri.
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Sekil 5.4 (A) Cpaa=0,1mg/mL icin pH 4.0 (1), pH 4,5 (2)’de farkli oranlarda hazirlanmig
npsa/npaa ¢ozeltilerinin santrifiij sonras1 280 nm’de optik yogunlugu (ODzs0). (B)
Cpaa=Img/mL pH 4.0 (3), pH 4,5 (4)’de farkl1 oranlarda hazirlanmis nysa/npaa ¢ozeltilerinin
280 nm’de optik yogunlugu (ODyg).
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204

Dedelktir Cevabi (inV)

204

85 9 0 11 12 13 14 1 16 17 18 19 o
Abkonma Zaman(dlk)
Sekil 5.5 Cpaa=1 mg/mL i¢in farkli oranlarda hazirlanmis nysa/npaa ¢ozeltilerinin 280 nm’de

HPLC kromotogramlari. PAA (1), HSA (2), nuysa/npas=0,1 (3); 0,5 (4); 1,0 (5); 5,0 (6); 10
(7). pH 7,0 T=25 °C.

604

604

404

204

Dedektir Cevabi (1aV)

204

Ahkomma Zamam(dk)

Sekil 5.6 Cpaa=1 mg/mL i¢in farkli oranlarda hazirlanmis nysa/npaa ¢ozeltilerinin 280 nm’de
HPLC kromotogramlari. PAA (1), HSA (2), ngsa/npaa=0,1 (3); 0,5 (4); 1,0 (5); 5,0 (6); 10
(7). pH 6,0 T=25 °C.
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Dedeltir Cevaby (V)

g 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Ahkonma Zamam(dk)

Sekil 5.7 Cpaa=1 mg/mL i¢in farkli oranlarda hazirlanmis nysa/npaa ¢ozeltilerinin 280 nm’de
HPLC kromotogramlari. PAA (1), HSA (2), ngsa/npaa=0,1 (3); 0,5 (4); 1,0 (5); 5,0 (6); 10
(7). pH 5,0 T=25C.

10,04

754

504

W ko &l

254

oo

251

Dedektor Cevabi (V)

50

751

-10,04 J

Abkonma Zamam(dk)

Sekil 5.8 Cpaa=1 mg/mL i¢in farkli oranlarda hazirlanmis nysa/npaa ¢Ozeltilerinin ist
fazlarinin 280 nm’de HPLC kromotogramlari. PAA (1), HSA (2), nusa/npas=0,1 (3); 0,5 (4);
1,0 (5); 5,0 (6); 10 (7). pH 4,0 T=25 oc.
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Dedeltor Cevabi (mV)

Ahkonma Zamamdlk)

Sekil 5.9 Cpaa=0,1 mg/mL i¢in farkli oranlarda hazirlanmis nysa/npaa ¢0zeltilerinin santrifiij
sonrast 280 nm’de HPLC kromotogramlari. PAA (1), HSA (2), nusa/npaa=10 (3); 30 (4); 50
(5); 80 (6); 100 (7). pH 4,5 T=25 °C.
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Abkonma Zamam(dk)

Sekil 5.10 Cpaa= 0,1 mg/mL i¢in farkli oranlarda hazirlanmis nysa/npaa ¢ozeltilerinin
santriflij sonras1 280 nm’de HPLC kromotogramlari. ngsa/npas=0,1 (1); 0,5 (2); 1,0 (3); 5,0
(4); 10 (5). pH 4,5 T=25 °C.
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Abkonma Zamam(dk)

Sekil 5.11 Cpaa =01 mg/mL i¢in farkli oranlarda hazirlanmis nysa/npaa ¢6zeltilerinin
santrifiij sonras1 280 nm’de HPLC kromotogramlari. PAA (1), HSA (2), ngsa/npaa=30 (3); 50
(4); 80 (5); 100 (6). pH 4,0 T=25 °C.

Dedektor Cevabi (mV)
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Ahkonna Zamam(dlk)

Sekil 5.12 Cpaa= 0,1 mg/mL i¢in farkli oranlarda hazirlanmis nysa/npaa ¢ozeltilerinin
santriflij sonras1 280 nm’de HPLC kromotogramlari. nysa/npas=0,1 (3); 0,5 (4); 1,0 (5); 5,0
(6); 10 (7). pH 4,0 T=25 °C.
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Sekil 5.13 Cpaa=Img/mL igin farkli oranlarda hazirlanmis nysa/npaa ¢ozeltilerinin GPC
kromotogramlar1 [Detektorler: RI (A); UV (B); RALS (C); DP (D)]. PAA (1), HSA (2),
nusa/mpas=0,1 (3); 0,5 (4); 1,0 (5); 5,0 (6); 10 (7). pH 7,0; T=25 °C.
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Sekil 5.14 Cpaa=Img/mL i¢in farkli oranlarda hazirlanmis ngsa/npaa ¢6zeltilerinin GPC
kromotogramlar1 [Detektorler: RI (A); UV (B); RALS (C); DP (D)]. PAA (1), HSA (2),
nusa/npas=0,1 (3); 0,5 (4); 1,0 (5); 5,0 (6); 10 (7). pH 6,0; T=25 °C.
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Sekil 5.15 Cpapa=1mg/mL i¢in nysa/npaa oranlarina karsilik gelen GPC kromotogramlari.
Cusa = 0,066 mg/mL (1); 0,33 mg/mL (2); 0,66 mg/mL (3); 3,3 mg/mL (4); 6,6 mg/mL (5).
pH 5,0 T=25 °C.
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Sekil 5.16 Cpaa=Img/mL igin farkli oranlarda hazirlanmis nysa/npaa ¢ozeltilerinin GPC
kromotogramlar1 [Detektorler: RI (A); UV (B); RALS (C); DP (D)]. PAA (1), HSA (2),
nusa/nean=0,1 (3); 0,5 (4); 1,0 (5); 5,0 (6); 10 (7). pH 5,0; T=25 °C.
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Sekil 5.17 Cpaa=Img/mL i¢in farkli oranlarda hazirlanmis nysa/npaa ¢ozeltilerinin santrifiij
sonrasi dort detektorlic GPC kromotogramlar: [Detektorler: RI (A); UV (B); RALS (C); DP
(D)]. PAA (1), HSA (2), nsa/npas=0,1 (3); 0,5 (4); 1,0 (5); 5,0 (6); 10 (7). pH 4,0; T=25 oC.
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Sekil 5.18 Cpas=0,1mg/mL i¢in farkli oranlarda hazirlanmis nysa/npaa ¢ozeltilerinin santrifiij
sonrasi1 dort detektorlii GPC kromotogramlari [(RI (A); UV (B); RALS (C); DP (D)]. PAA
(1), HSA (2), nusa/npas=10 (3); 30 (4); 50 (5); 80 (6); 100 (7). pH 4,5 T=25 oC.
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Sekil 5.19 Cpaps=0,1 mg/mL i¢in farkli oranlarda hazirlanmis nysa/npaa ¢0zeltilerinin santrifiij
sonrast dort detektorlic GPC kromotogramlari [(RI (A); UV (B); RALS (C); DP (D)].

nusa/npaa=0,1 (1); 0,5 (2); 1,0 (3);

5,0 (4). pH 4,5 T=25 °C.
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Sekil 5.20 Cpaa=0,1mg/mL i¢in farkli oranlarda hazirlanmis npsa/npaa ¢ozeltilerinin santrifij
sonrast dort detektorlit GPC kromotogramlari [(RI (A); UV (B); RALS (C); DP (D)]. PAA
(1), HSA (2), nusa/npaa=10 (3); 30 (4); 50 (5); 80 (6); 100 (7). pH 4,0 T=25 oC.
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Sekil 5.21 Cpapa=0,1 mg/mL i¢in farkli oranlarda hazirlanmis nysa/npaa ¢ozeltilerinin santrifiij

sonrast dort detektorlii GPC kromotogramlari [(RI (A); UV (B); RALS (C); DP (D)].
nusa/npaa=0,1 (1); 0,5 (2); 1,0 (3); 5,0 (4); 10 (5). pH 4,0 T=25 °C.
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Sekil 5.22 Cppap=Img/mL i¢in GPC detektor alanlarinin nysa/npaa oranina gore degisimi. (1)
ile taniml1 PAA pikinin detektor alanlar1 (m); (2) ile tanimli HSA pikinin detektor alanlari (e).

pH 7,0 25 °C.
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Sekil 5.23 Cpaa=Img/mL i¢cin GPC detektor alanlarinin ngsa/npaa oranina gore degisimi. (1)
ile tanimli PAA pikinin detektor alanlar (m); (2) ile tanimli HSA pikinin detektor alanlari (e).
pH 6,0 25 °C.
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Sekil 5.24 Cpap=Img/mL i¢in GPC detektor alanlarinin nysa/npaa oranina gore degisimi. (1)
ile tanimli PAA pikinin detektor alanlar1 (m); (2) ile tanimli HSA pikinin detektor alanlari (e).
pH 5,0 25 °C.
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Sekil 5.25 Cpaa=1mg/mL i¢in nysa/npaa oranlarina karsilik gelen serbest HSA ve HSA-PAA
karisimindaki serbest HSA konsantrasyonlarinin GPC kromotogram alanlarinin farkl
detektorlerdeki grafikleri. Cysa = 0,066mg/mL (1); 0,33mg/mL (2); 0,66mg/mL (3);

1,98mg/mL (4); 1,32mg/mL (5). pH 5,0 T=25 °C.
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Sekil 5.26 Cpaa=Img/mL i¢in ngysa/npaa oranlarina karsilik gelen HSA-PAA karigimindaki
serbest HSA (1) ve serbest HSA (2) konsantrasyonlarinin GPC kromotogram alanlarinin
farklr detektorlerdeki alanlarinin karsilastirilmasi. Cysa = 0,066mg/mL (npsa/npas =0,1);
0,33mg/mL (ngsa/mpaa =0,5); 0,66mg/mL (ngsa/npas =1,0); 1,98mg/mL (npysa/npaas =5,0);

1,32mg/mL (nysa/npas =10). pH 5,0 T=25 °C.
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Tablo 5-1 pH5,0°da serbest HSA, komplekse girmis HSA ve HSA-PAA karigimda serbest kalan
HSA’nin konsantrasyonlar1 ve bu degerlerden bulunan Nj (Bir polimer zincirine baglanan HSA sayist).

Oran

0,1
0,5

10

(mg/mL)

C

Konsantrasyon
N
1

Cusa

0,066
0,33
0,66
3.3
6,6

Cserbest HsA CBagli HsA
0 0
0,019 0,047
0,06 0,27
0,143 0,517
0,684 2,616
1,832 4,768
HSA
Serbest HSA

Kompleksteki HSA

0,0707
0,407
0,777
3,935
7,172

10

Sekil 5.27 Cpap=Img/mL i¢in nysa/npaa oranlarina karsilik gelen HSA-PAA karigimindaki
serbest HSA (@), serbest HSA (m) ve kompleks icerisindeki HSA( A) konsantrasyonlari. pH
5,0 T=25 °C.
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Sekil 5.28 Cpap=Img/mL i¢in nysa/npaa oranlarina karsilik gelen bir PAA zincirine katilan
HSA molekiilii sayist (Nj). pH 5,0, T=25 °C.
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Sekil 5.29 ymf/ Om ‘1IN ymf gore degisimi. ymf, HSA-PAA karisimi igerisinde serbest kalan
HSA’nin PAA’ya mol kesri; 61, HSA-PAA karisiminda polikompleks i¢ine dahil olan
HSA’nin PAA’ya mol kesri. pH 5,0 25 °C
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Sekil 5.30 Cpap=Img/mL i¢in nysa/npaa oranlarinda etkilesen HSA-PAA komplekslerinin
fiziko-kimyasal 6zelliklerinin grafik gosterimleri. nysa/npaa=0 (PAA). pHS,0 T=25 o°c
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Sekil 5.31 Cpaa=1mg/mL i¢in farkli oranlarda hazirlanmis ngsa/npaa ¢6zeltilerinin boyut

dagilimlari. HSA (A), PAA (B), ngsa/npaa=0,1 (C); 0,5 (D); 1,0 (E); 5,0 (F); 10 (G). pH 7,0;

Boyut Ortalamalan(nm)
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Sekil 5.32 Cpaa=1mg/mL igin farkli oranlarda hazirlanmis nysa/npaa ¢ozeltilerinin (A) Boyut
ortalamalar1 (B) Zeta potansiyelleri. HSA (®); PAA (®); ngsa/npaa= 0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10. pH
7,0; T=25 °C.
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Sekil 5.33 Cpaa=Img/mL i¢in farkli oranlarda hazirlanmis ngsa/npaa ¢6zeltilerinin (A) Boyut
ortalamalar1 (B) Zeta potansiyelleri. HSA (®); PAA (®); nysa/npaa= 0,1 (C); 0,5 (D); 1,0 (E);
5,0 (F); 10 (G). pH 6,0; T=25 °C.
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Sekil 5.34 Cpap=1mg/mL i¢in farkli oranlarda hazirlanmis nysa/npaa ¢Ozeltilerinin (A) Boyut
ortalamalar1 (B) Zeta potansiyelleri. HSA (®); PAA (e®); ngsa/npaa= 0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10. pH
6,0; T=25 °C.
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Sekil 5.35 Cpap=1mg/mL i¢in farkli oranlarda hazirlanmis nysa/npaa ¢Ozeltilerinin (A) Boyut
ortalamalar1 (B) Zeta potansiyelleri. HSA (®); PAA (®);ngsa/npas= 0,1 (C); 0,5 (D); 1,0 (E);

5,0 (F); 10 (G). pH 5,0; T=25 °C.
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Sekil 5.36 Cpap=1mg/mL i¢in farkli oranlarda hazirlanmis nysa/npaa ¢ozeltilerinin (A) Boyut

ortalamalar1 (B) Zeta potansiyelleri. HSA (®); PAA (®); ngsa/npaa= 0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10.

pH 5,0; T=25°C
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Sekil 5.37 Cpaa=Img/mL igin farkli oranlarda hazirlanmis nysa/npaa ¢6zeltilerinin fliloresans

siddetinin Apgy 1le degisimi. ngsa/npaa=0,1 (1); 0,5 (2); 1,0 (3); 5,0 (4); 10 (5); HSA (6). pH

0
7,0 T=25"C.
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Sekil 5.38 Cpaa=Img/mL igin farkli oranlarda hazirlanmig nysa/npaa ¢ozeltilerinin
1/(ngsa/npaa ) oranina karst Amax Ve Amax / Ao degisimi. ngsa/npas= 0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10;

(#)HSA. pH 7,0 T=25°C
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Sekil 5.39 Cpap=1mg/mL i¢in farkli oranlarda hazirlanmis nysa/npaa ¢ozeltilerinin A,y ve

Amax / Mo degisimi. ngsa/npas= 0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10; () HSA. pH 7,0 T=25 oC.
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Sekil 5.40 Cpaa=Img/mL i¢in farkli oranlarda hazirlanmis ngysa/npaa ¢6zeltilerinin fliiloresans

siddetinin Amax ile degisimi. nusa/npaa=0,1 (1): 0,5 2): 1,0 (3): 5,0 (4); 10 (5); HSA(6). pH

6,0 T=25 °C.
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Sekil 5.41 Cpaa=1Img/mL i¢in farkli oranlarda hazirlanmis ngsa/npaa ¢ozeltilerinin
1/(ngsa/mpaa ) oranina karst Amax Ve Amax / Ao degisimi. ngsa/npas= 0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10; (m)

HSA. pH 6,0 T=25 °C.
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Sekil 5.42 Cpaa=1mg/mL i¢in farkli oranlarda hazirlanmis npsa/npaa ¢Ozeltilerinin A,y ve

Aamax / Mo degisimi. npsa/npas= 0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10; (m) HSA. pH 6,0 T=25 °C.
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Sekil 5.43 Cpaa=Img/mL igin farkli oranlarda hazirlanmis nysa/npaa ¢6zeltilerinin fliloresans

siddetinin Apgy 1le degisimi. ngsa/npaa=0,1 (1); 0,5 (2); 1,0 (3); 5,0 (4); 10 (5); HSA (6). pH

0
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Sekil 5.44 Cpap=1mg/mL i¢in farkli oranlarda hazirlanmis nysa/npaa ¢ozeltilerinin A,y ve

Amax / Mo degisimi. ngsa/npaa= 0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10; () HSA. pH 5,0 T=25 oC.
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Sekil 5.45 Cpaa=1mg/mL i¢in farkli oranlarda hazirlanmis ngsa/npaa ¢ozeltilerinin
1/(ngsa/npaa) oranina karst Amax Ve Amax / Ao degisimi. nysa/npas=0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10; (m)

HSA. pH 5,0 T=25 °C
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Sekil 5.46 Cpaa=Img/mL i¢in farkli oranlarda hazirlanmis ngsa/npaa ¢ozeltilerinin tist
fazlarinin fliioresans siddetinin Apay ile degisimi. nysa/npas=0,1 (1); 0,5 (2); 1,0 (3); 5,0 (4);
10 (5); HSA (6). pH 4,0 T=25 °C.
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Sekil 5.47 Cpaa=Img/mL i¢in farkli oranlarda hazirlanmis ngysa/npaa ¢6zeltilerinin fliiloresans

siddetinin Amax ile degisimi. nusa/npas= 0,1 (1); 0,5 (2); 1,0 (3); 5,0 (4); 10 (5); HSA (6). pH

0
4,0 T=25"C.
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Sekil 5.48 Cpaa=Img/mL igin farkli oranlarda hazirlanmis nysa/npaa ¢ozeltilerinin A,y ve

Amax / Ao degisimi. ngsa/npas= 0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10; (o) HSA. pH 4,0 T=25 o°c.
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Sekil 5.49 Cpaa=1mg/mL igin farkli oranlarda hazirlanmis ngsa/npaa ¢ozeltilerinin

1/(ngsa/mpaa) oranina karst Apax Ve Amax / Ao degisimi. ngsa/npas= 0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10; (m)
HSA. pH 4,0 T=25 °C.
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Sekil 5.50 Cpas=0,1mg/mL i¢in farkli oranlarda hazirlanmis nysa/npaa ¢ozeltilerinin
fliioresans siddetinin Ay, ile degisimi. nysa/npas= 0,1 (1); 0,5 (2); 1,0 (3); 5,0 (4); 10 (5);
HSA (6). pH 4,5 T=25 oC.



84

320 12
| 2n 0,58
315
[ 340
315 A a
0,57
—_— =} '
—_ = o
—_ =
£ = & Lo
34 Y = i —
= ] £ ]
W |30 E o= E
E o= =
= 0,55
= 31z
30
310
|- 200
0,95+
08
o T T T T T T
T T T T T T T T T T T
0 o @ an o [x] a1 [l (1] =0 [x1]
n._.mn
n o Hza' B
Hos' pa

Sekil 5.51 Cpap=0,1mg/mL i¢in farkli oranlarda hazirlanmis nysa/npaa ¢ozeltilerinin Ayax ve

Amax / Ao 1le degisimi. ngsa/npas= 0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10; (o) HSA. pH 4,5 T=25 oc.
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Sekil 5.52 Cpaa=0,1mg/mL i¢in farkli oranlarda hazirlanmis npsa/npaa ¢ozeltilerinin
1/(ngsa/mpaa) oranina karst Apax V€ Amax / Ao ile degisimi. nysa/npas= 0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10; (m)
HSA. pH 4,5 T=25 °C.
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Sekil 5.53 Cpasa=0,1mg/mL i¢in farkli oranlarda hazirlanmis npsa/npaa ¢ozeltilerinin
fliioresans siddetinin Anyay ile degisimi. nysa/npas= 0,1 (1); 0,5 (2); 1,0 (3); 5,0 (4); 10 (5); 30
(6); 50 (7); 80 (8); 100 (9); HSA (10). pH 4,0 T=25 oc.
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Sekil 5.54 Cpas=0,1mg/mL i¢in farkli oranlarda hazirlanmis nysa/npaa ¢ozeltilerinin Ayax ve
Amax / Mo 1le degisimi. nysa/npas= 0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10; 30; 50; 80; 100; (o) HSA. pH 4,5 T=25
0
C.
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Sekil 5.55 Cpap=0,1mg/mL i¢in farkli oranlarda hazirlanmis nysa/npaa ¢ozeltilerinin
1/(ngsa/mpaa) oranina karst Amax V€ Amax / Ao degisimi. nysa/npaa=0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10; (m)

HSA. pH 4,0 T=25 °C
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6. SONUCLAR ve TARTISMA

6.1 Tiirbiidimetrik Titrasyon

Tiirbidimetrik titrasyon yonteminin, suda ¢éziinmeyen interpolimer komplekslerin olusumu
ve bu tiir komplekslerin suda ¢oziiniir hale gecisini belirlemek icin iyi yontemlerden biri
oldugu bilinmektedir. Burada, PAA ve HSA, pH degerlerine bagl olarak farkli elektrik
yiikleri tasidigindan, etkilesim mekanizmasi pH’a ve bilesenlerinin oranina bagli olarak
incelenmistir (Sekil 5.3 A). Notral pH ortamlarinda tiimiiyle suda ¢oziinen polimer-protein
karistmi, pH degerinin izoelektrik noktasina yakin degerlerinden baglayarak diistik

degerlerinde suda ¢ozlinmeyen bir karisim haline doniismektedir. (Sekil 5.1 A ve B).

Tiirbidimetrik titrasyon egrileri HPLC kromotogramlari ile degerlendirildiginde pH 7,0 ve 6,0
degerinde kompleks olusumunun olmadigr gozlemlenmistir. Bu durum her iki
makromolekiilin de bu pH degerlerinde (-) yik yogunlugunun fazla olmasindan
kaynaklanmaktadir. HSA ve PAA’daki mevcut (-) yiikler, bu iki polimer arasinda bir itme

kuvvetinin olugsmasina neden olmaktadir.

pH 5,0 degerinde tiirbidimetri sonuglarmma gore suda ¢oziiniir kompleks olusumu
goziikmektedir. HPLC ve GPC c¢alismalari, pH 5,0 degerinde suda ¢oziinebilen komplekslerin
olustugu fikrini dogrular. Bu pH’da proteinin ytikii zayif olarak (-) yiikliiyken PAA’nin yikii
negatiftir. Buna gore kompleks olusumu siirecinin proteinin ylizeyindeki pozitif yiik bolgeleri
lizerinden yiiriidiigii sOyleyebilir. Bu bolgelerdeki pozitif yiiklerle polielektrolit iizerindeki
negatif ylikler arasindaki ¢ekim kuvveti, makromolekiillerin negatif yiikleri arasindaki itme
kuvvetinden daha baskindir.

Cpaa=0,1mg/mL icin sistemdeki faz gecisinin, npsa/npaa=80 oraninda pH 3,5 degerinde
oldugu gosterilmistir (Sekil 5.2). Bu bilgiler 1s18inda pH 4,0 ve pH4,5 degerinde hazirlanan
HSA-PAA karisim ¢ozeltilerinin, polimer konsantrasyonu sabit tutularak sistemin proteinle
titrasyonunda, pH4,0’da nysa/npaa=30 oranina kadar sistemde suda ¢6ziinmeyen kompleks
olusumunun arttit ancak ngsa/npaa>30 oranlarinda suda ¢oziinmeyen komplekslerin
olusumunun sabit kaldigt buna karsin pH 4,5’de npsa/npaa=10 degerine kadar suda
coziinmeyen polikompleksin artisina neden oldugu ve maksimum degere ulagarak daha

sonrasinda sistemin yeniden ¢0ziiniir hale gectigi gorilmiistiir. (Sekil 5.3 A).
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6.2 Cpas=1,0 mg/mL HSA-PAA Karisimlar:
6.2.1 pH7,0 ve pH6,0’da HSA-PAA Karisimlarinin Analizi

6.2.1.1 HPLC ve Dort Detektorlii GPC Analizleri

pH 7.0’de protein ¢ozeltisinin eklenmesi belirli bir ngsa/npaa degerleri icinde PAA’nin
¢cozinlirliigiini etkilememistir. Tipik olarak HSA’nin analizi ve farkli oranlardaki molekiil
konsantrasyonlarinda PAA ile olan ¢6ziiniir karisimlari Sekil 5.1 A ve B’de verilmistir. HPLC
kromotogramlari incelendiginde “2” ile tanimli HSA’nin monomer, dimer ve trimer ile
belirginlesen 3 pikle ve PAA’nin “1” ile taniml1 UV,g¢ degerinde diisiik absorbans gostererek

karakterize edildigi goriilmektedir (Sekil 5.5).

Karigimin fraksiyon bilesenlerinin alikonma zamanlar1 artan npsa/npaa oranlariyla (RTpaa
=10dk ve RTysa =16dk) degismemis ve serbest HSA ve PAA molekiilleriyle ayni kalmistir
(Sekil 5.5).

Sekil 5.13°de swrasiyla RI, UV, RALS ve VIS detektorleri tarafindan saptanmis olan
bilesenlerin  farkli oranlardaki HSA-PAA karisimlarimin - GPC  kromatogramlarini
gostermektedir. HPLC ile ayni ayirma kosullarini kullanan GPC’de de HSA-PAA ¢ozeltisi iki
ana pik (Bir PAA ve ii¢ protein piki) ile karakterize edilmektedir. Karigimdaki protein
miktarinin artmasiyla HSA monomer pikinin alani lineer olarak artarken PAA pikinin alani
gorece sabit kalmaktadir (Sekil 5.22). Burada ilgi ¢ekici olan 1.pikin RALS alanindaki artistir.
Bu artisa, HSA’nin safsizliklarindan ileri gelen agregatlarin neden oldugu diisiinmek

gercekeidir.
pH 6,0’daki HSA-PAA karisimlari, alikonma zamanlarina gore, serbest polimer ve protein

fraksiyon bilesenlerine ait HPLC ve GPC kromatogramlariyla karakterize edilmistir (Sekil 5.6
ve Sekil 5.14). GPC kromotogramlarinin dort detektor sistemi igin alan grafikleri
incelendiginde pH 7,0’da oldugu gibi pH 6,0’da da ngsa/npas’nin artan oranlarinda serbest
HSA pikinin alaninda artisin oldugu buna karsin PAA pikinin alaninda bir artisin olmadigi
aciktir (Sekil 5.23). pH 6,0°da zayif etkilesim nedeniyle reaksiyon kosullarinda serbest PAA,
polimer-protein  kompleksinden kromotografi yontemiyle ayrilamamasindan dolay1
¢ozilinebilir karisimda polimer sarmallar1 arasindaki protein molekiillerinin dagilimini analiz

edilemez.

Sonugta, pH=7,0 ve 6,0’da pH>plusa=4,9 kosulu nedeniyle her ikisi de negatif yiiklii olan

polianyon ile protein molekiilleri arasinda zayif etkilesimlerin goriilmesine ragmen
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elektrostatik itme kuvveti kararli polikompleksin olusumunu engellemekte ve PAA ile HSA
molekiilleri ¢6zelti icinde serbest olarak bir arada bulunmaktadir. Sonuglar sedimentasyon
(Mustafaev, 1978), HPLC (Akkili¢, 2006) ve GPC analiz sonuglar1 (Topuzogullari, 2007) ile

ortiismektedir.

6.2.1.2 Zetasizer Analizleri

Sekil 5.31 ve sekil 5.33’de, pH 7,0 ve pH 6,0’da 6rnek olarak secilmis nysa/npaa oranlarinda,
tek basina HSA, tek basina PAA ve HSA-PAA karisimlarinin 151k sag¢ilma siddetine karsilik
boyut dagilimlarim1 gosterilmektedir. Sekilden goriildiigii gibi, farkli oranlarda iki ayri pik
vardir. Pik I, pH 7,0 i¢in yaklasik 17,5 nm, pH6,0 i¢in 15,4 nm civarinda olup, ortamdaki
serbest HSAya karsilik gelmektedir. pH 7,0°da 50,2 nm pH 6,0°da 41,3 nm civarindaki pik II
ise, serbest polianyona karsilik gelmektedir. Pik I’in alani, ngsa/npaa=1 degerinden sonra
degisen oranlarda protein miktarinin artmasiyla birlikte artis gosterir. Pik II’nin alaninda ise
bir degisiklik goézlenmez. Boyut dagilimindan ve zeta potansiyel grafiginden goziiken II.
pikin, npgsa/npaa oranindaki lineer artigla uyumluluk gosteren HSA ile tanimhi 1. pike pH 7,0
icin sekil 5.32’de, boyutu 15,7 nm ve zeta potansiyeli -14mV degerinde pH6,0 i¢in sekil
5.34’da boyutu 15,4 nm ve zeta potansiyeli -7,5 mV degerine kaymasiyla HSA-PAA
arasindaki etkilesiminin olmadigit HPLC ve GPC kromorogramlar ile birlikte dogrulanir ve

sonuclar Dalgakiran (2006) ile uyum igerisindedir.

6.2.1.3 Floresans Spektrofotometre Analizleri

PAA’nm, pH 7,0 ve 6,0’da protein ile baz1 etkilesimler gosterir. Ger¢ekte HSA’ nin polimere
maksimum orani, HSA’nin fliloresansinin maviye bdlgeye kaymasi pH=7,0’de sirasiyla
33Inm’den 323nm’ye; pH=6,0’da 332nm’den 327’ye ulasir (Sekil 5.38, sekil 5.41). Bu da
protein polimer etkilesimiyle ortaya ¢ikan su ortamindaki HSA’nin i¢ bolgesinde yer alan
triptofanin gozlenmesine olanak saglar. Sonugta, npsa/npaa oranina bagli olarak dalga
boylarindaki kiiciik degismeler HSA ile PAA arasindaki etkilesimlerinin zayif diizeyde
oldugunu ve bu etkilesimlerin proteinin yapisinda biiylik degisimler yaratmadigini ispatlarken

sonuglar Battal (2006) ile uyusmaktadir.
6.2.2 pHS5.0’de HSA-PAA Karisimlarinin Analizi

6.2.2.1 HPLC

HSA-PAA karisiminin pH degerinin diistiriilmesi ile birlikte kararli kompleks olusumu
gbzlenmeye baslar. pH 5,0 degerinde HSA globiilleri zayif olarak negatif yiiklenmislerdir.
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Sonug olarak protein molekiillerinin negatif yiiklii polianyonlarla baglanmasi elektrostatik
itme kuvvetlerine kars1 meydana gelir. HSA molekiillerinin farkli konsantrasyonlariyla
yapilan PAA c¢ozeltilerinin titrasyonunun pH 5,0’daki HPLC sonuglart sekil 5.7’de
gosterilmistir. Reaksiyon karisim bilesenlerinin kromotogramlar1 dikkatle incelendiginde
nHSA/nPAA > 0,1 oranindan sonra serbest HSA goziikemeye baslamistir. Bu orandan sonra

sistemi I bolge ile karakterize edebilir.

[. bolgede (npsa/npan=0.1), HSA-PAA c¢ozeltileri kromatogramlarda sadece 1 pik ile
karakterize edilmistir. Bu pikin alikonma zamani (RT) degismez ve serbest PAA pikiyle aynm
yerdedir. Ustelik HSA’nin varhigi karisimim optik yogunlugunda (piklerin alami) bir artisa
neden olur. Bundan dolayi, sekil 5.7°de HPLC sonuglarindan da goriildiigii tizere HSA-PAA

karisimlarinda serbest HSA molekiilleri yoktur.

II. bolgede, nuysa/npaa > 0,1 de elde edilen kromatogramlarda iki pik oldugu goriilmiistiir
(Sekil 5.7). Alikonma zamani yaklasik RT=16 dakika olan yavas hareket eden parcaciklar
(pik 1), serbest HSA molekiiliine ait olan RT ile aynidir ve serbest PAA polimerine ait olan
alikonma zamaniyla karakterize edilen hizli hareket eden pargaciklarin alani ¢ozeltilerin

titrasyonu ile birlikte nysa/npaa=10 oranina kadar artmustir.

6.2.2.2 Dort Detektorlic GPC Analizi

Kompleks olusum miktar1 pH degerine baghidir ve pH 6,0’dan daha kiiciik degerlerde
kantitatif olarak saptanabilmektedir. pH 5,0’da RI/UV/RALS/VIS detektorleri ile saptanmis
farkli oranlardaki HSA-PAA kanisimlarinin  GPC  kromatogramlart sekil 5.16’da

gosterilmistir. Bu sekillerden yola ¢ikarak nBSA/nPAAZO,l oranina kadar c¢ozelti i¢indeki

bilesenlerin bir pik ile karakterize edildigi goriilmektedir. Saf HSA pikine karsilik gelen yeni
pik bu orana ulastiktan sonraki kromatogramlarda goriilmekte ve ¢ozeltideki protein miktari
ile orantil1 olarak artmaktadir. Reaksiyon bilesenlerinin tek baslarina vermis oldugu pikler goz
online alindiginda, PAA pikiyle ayn1 RV’de c¢ikan pikin ¢oziiniir polikomplekse, HSA
monomeriyle aynt RV’de ¢ikan pikin ise komplekse girmeyen serbest HSA’ya ait oldugu

sOylenebilir.

Sekil 5.24°de degisen nBSA/nPAA oranlarinda farkli detektorlerden elde edilen

kromatogramlardaki karigimdaki serbest HSA’nin serbest HSA’nin pikinin alanindaki
degisim, bilesenlerin oranlarina bagli olarak polikomplekslerin yapisi, bilesimi ve baglanma
mekanizmas1 hakkinda bilgi vermektedir. pH5,0°’da HSA-PAA etkilesiminin analitik

yaklagimlart i¢in npsa/npas oranlarinda kullanilan HSA konsantrasyonlarinin - GPC
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kromatogramlar1 Sekil 5.15°de gosterilmigtir. Serbest HSA’larin artan konsantrasyonlarinin
ve pH5,0 degerinde etkilesime girmeyen serbest HSA’larin detektorler alanlar1 incelendiginde
lineer bir artisin oldugu gozlenmektedir (Sekil 5.24). Bu alanlarin artis degerleri
karsilastirildiginda etkilesime girmemis HSA miktariin serbest HSA miktarina gore ¢ok az
oldugu (Sekil 5.26) buna karsin polianyon ile etkilesime giren HSA sayisinin girmeyenlere
gore daha fazla oldugu dikkat c¢ekicidir. Bu grafiklerden yola c¢ikarak etkilesime giren
HSA’nin konsantrasyon degerlerine ve bir polimer zincirine baglanan HSA sayisina
ulagilmistir (Sekil.5.27) (Topuzogullar,2007). Bu sonuca goére npsa/npaa oran arttikca
polimer zincirine baglanan HSA molekiilleri sayisi artmaktadir (Sekil 5.28 ve tablo 5.1).

Sekil 5.29°dan ngsa/npaa oraninin artan degerlerinde belirmeye baglayan HSA’ nin komplekse
dahil olan HSA ile iliskisi:
. ky)

o =0 . 6.1
" A+ ky! ©.1)

Denklem (6.1) uyarinca ¢izilen grafikten elde edilen dogru denkleminin y = 0,0828x + 0,097
elde edilmesiyle baglanma sabitinin k=0,86 ve doyma sabitinin 8,,"=12 oldugu bulunmustur.
Topuzogullari’nin (2007) acikladigi lizere, BSA-PAA karisim ¢ozeltilerinin pH 5,0°’da &k ve
dm~ sabitleri sirastyla 0,079 ve 30,5°dir. HSA-PAA karisimlarini ile BSA-PAA Kkarisimlari
arasinda A(kgsa-kssa)= +9,1% gibi bir farkin olmast HSA-PAA karisimlarinda protein
globiillerinin polimer zincirleri tarafindan daha siki sarildigini dolayisiyla HSA globiillerinin
BSA globiillerine gore daha ¢abuk doyuma ulastigt A(8m™ (nsa) - Om Bsa)) = -39,3% gibi bir
farkin dogmasiyla dogrulanir. Komplekslesmenin fiziko-kimyasal 6zellikleri incelendiginde
npsa/npaa artan oranlarinda M, ve M,, molekiil agirliklarinin artmaktadir. Buna karsin Mark-
Houwink sabitlerinin azalarak a=0,097 degerine ulastig1 goriilmektedir. Bu deger olusan
kompleksin, artan npysa/npaa oranlariyla birlikte globiillestigi gostermektedir. Komplekslerin
polidispersitesi, viskozitesi ve boyutu incelendiginde npsa/npaa=1,0 degerinde maksimum
vererek azaldigr ve bu degerlerin PAA’nin degerlerinden ¢ok farkli olmasi suda ¢oziiniir
komplekslesmenin dogasinin polielektrolit davranisindan farkli oldugu gostermektedir (Sekil

5.30).

6.2.2.3 Zetasizer Analizleri
Sekil 5.35’de pH 5,0’da olusan komplekslerin orana bagli boyut dagilimmi gostermektedir.
Kompleks partikiillerin boyut dagilimlari, protein miktarima bagl olarak degismektedir.

Higbir oranda, serbest HSA’ ya karsilik gelen 10nm civarinda bir pik goriillmemektedir.
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npsa/npaa=0,1 ile baslayan boyut degerleri, serbest PAA’ya gore farklilik gostermektedir.
Buna gore diyebiliriz ki, oran arttikca eklenen tim HSA, poliiyonlarla kompleks

olusturmaktadir.

Sekil 5.36’dan, pH 5,0’da ilk orandan itibaren bir kompleks olustugu goriilmektedir. Protein
konsantrasyonunun artmasiyla kompleksin biiyiikliigii artmakta, bir maksimumdan ge¢mekte
ve npsa/npaa > 1,0 degerinden sonra kompleks partikiillerin ¢ap1 yaklasik 68nm’ye ulasarak
azalmaktadir. Boyut ortalamalarindaki bu azalma GPC’den elde edilen Ry degerleriyle
karsilastirildiginda olusan farklilik sonuglari dogrular niteliktedir. Sonucgta GPC olusan
komplesin boyut degerini vermektedir. Artan nysa/npas oranlariyla komplekslesme artmakta
dolayisiyla boyut degerleri de biiylimektedir (Sekil 5.30). Buna karsin npsa/npaa~1,0
degerinde goziikmeye baslayan HSA molekiilleri Zetasizer’in boyut ortalamasini asagiya
cekmektedir. Boyut dagiliminindaki bu karakteristige zeta-potansiyelleri de uyum
gostermekte npsa/npaa = 0,5 degerinde bir minimumdan gecerek HSA molekiillerinin

eklenmesiyle kompleks par¢aciklarinin potansiyelleri HSA’nin degerine yaklagsmaktadir.

6.2.2.4 Fliioresans Spektrofotometre Analizleri

pH=5,0"te HPLC, GPC ve zeta sizer analizleri incelendiginde HSA-PAA arasinda dlgiimlerde
nicel olarak belirlenebilen kompleks olusumu gozlenir. pH=5.0’de HSA molekiillerinin farkli
konsantrasyonlari ile PAA ¢ozeltilerinin titrasyonunun HPLC sonuglarimi goriilmektedir. Bu
sonuclarda karisim kompozisyonunda reaksiyonun iki bolgesi ayirt edilebilir (Sekil 5.7).
Birinci bolgede HSA-PAA ¢ozeltisi, kromatogramda suda ¢6ziinen nysa/npaa komplekslerine
ait olan sadece tek pik ile karakterize edilir. nysa/npas=0,5-10 arasinda elde edilen ¢ozeltilerin
kromatogramlarinda iki pik elde edilir ve suda ¢oziinen HSA-PAA kompleksleri serbest HSA
molekiilleri ile bir arada bulunur. Bu bodlgede HSA-PAA karisgimlarinin A,y ’larinda
33Inm’den 312nm’ye kadar yiiksek bir diisiisiin oldugu gozlenir (sekil 5.44). Bu durum artan
npsa/npaa orantyla birlikte HSA molekiilleri, dis ¢evreye gore koruyucu bir kilif gorevini
istlenen PAA molekiilleri tarafindan kuvvetli bir sekilde sarilarak HSA’nin i¢ bdlgesinde
yerlesen triptofanin suyla olan etkilesimini diger pH degerlerine gore ¢ok azalttigi ve suda

¢Oziiniir kararli kompleksler olustugunu gostermistir.
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6.2.3 pH7,0-pH6,0-pHS,0 Karsilastirma

Ug pH degerinin kromotogramlar incelendiginde, serbest HSA pikinin GPC kromotogram
alanlarinin pH7,0 ve pH6,0’da birbirlerine yakin degerlerde ve pH5,0’a gore daha yiiksek
degerlerde oldugu gozlenmektedir (Sekil 6.1). Buna karsin PAA pikinin oldugu bolgede pH
degerleriyle ters orantili olarak artislarin meydana geldigi acik bir sekilde gozlenmektedir
(Sekil 6.2). Bu durum pH degerlerine bagli olarak HSA molekiillerinin diisiik pH degerlerinde
polikomplekslere dahil oldugunu kanitlar.
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v Alan
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Sekil 6.1 pH7,0, 6,0 ve 5,0°’da HSA-PAA karisim ¢ozeltilerinin ngsa/npaa oranina bagli olarak
2. bolgedeki piklerin detektor alanlarinin degisimi
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Sekil 6.2 pH7,0, 6,0 ve 5,0°da HSA-PAA karisim ¢ozeltilerinin nysa/npaa oranina bagli olarak
1. bolgedeki piklerin detektor alanlarinin degisimi.
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Sekil 6.3 pH7,0, 6,0 ve 5,0°da HSA-PAA karisim ¢ozeltilerinin ngsa/npaa oranina bagli olarak
boyut ortalamalar1 degisimi.
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Kromotografi sonuglar1 pH degerine bagl boyut sonuglariyla da uyumludur. Dikkat edilirse
pH7,0 ve pH6,0’da nysa/npaa oranindaki artis HSA-PAA ¢ozeltilerinin HSA molekiillerinin
boyut degerlerine ulasilirken (Tablo 6-1), p5,0 degerinde pH7,0 ve pH6,0 boyut ortalamalar1
grafik karakteristiginden farkli olarak npsa/npaa=1,0 oraninda maksimum yapmakta ve
azalmaktadir. Bu karakteristik ngsa/npaa=1,0 degerine kadar HSA molekiillerinin suda
¢Oziinlir polikompleks parcaciklarina dahil oldugunu ve bu orandan sonra agiga ¢ikan HSA
molekiillerinin boyut ortalamasini diisiirdiigli goriilmektedir. Kromotografi sonuglari
yardimiyla pHS5,0 degerinde komplekslesmenin agiga c¢ikarilmasi boyut ortalamalar

grafiginden anlagilmaktadir(Sekil 6.3).

Tablo 6-1 HSA ve PAA molekiillerinin pH degerlerine bagli olarak boyut ve zeta potansiyel

degerleri
Molekiil Zeta Potansiyel(mV)
pH7 pH6 pH5
HSA -13,6 7,44 -3.96
PAA -25,2 -20,4 -19,2
Boyut Ortalamalari(nm)
HSA 15,2 154 19,6
PAA 50,2 41,3 25,1

Fliioresans sonuclar1 incelendiginde ise pH5,0 degerinde Anax’da maviye kaymanin pH7,0 ve
pH6,0’gore fazla oldugu goriilmektedir. Bu durum protein molekiillerinin pH5,0 degerinde
polianyon molekiilleri ile sikica sarildigi gostermekte ve boylece komplekslesmenin oldugu

diger sonuglar ile dogrulanmaktadir (Sekil6.4).
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Sekil 6.4 pH7,0, 6,0 ve 5,0’da HSA-PAA karisim ¢ozeltilerinin nysa/npaa ve 1/( ngsa/npaa )
oranina bagli olarak Ap,(nm) degisimi

6.2.4 pH4.0’de HSA-PAA Karisimlarinin Analizi

6.2.4.1 HPLC

pH 4.0°de HSA ¢ozeltisiyle titre edilen PAA ¢ozeltisinin santrifiij sonrast ODjgy ve
tirbidimetrik titrasyon egrileri Sekil 5.1 B’de gosterilmistir. Buna gore reaksiyon karisim
bilesenlerinin npsa/npas oranlarinda santrifiij sonrasi diisiik degerlerde protein varlig
goziikmektedir. pH4,0 < pl oldugundan zit yiikli olan HSA ve PAA birbiriyle giiclii
etkilesime girip suda ¢oziinmeyen kompleksler olusturmustur. Suda ¢oziinmeyen kompleksler
santrifiij metoduyla ¢oktiiriilerek karisimlarin iist fazlart HPLC’de incelenmistir. Sekil 5.8
incelendiginde c¢ok diisiik konsantrasyonlarda da olsa karakteristigi PAA ve HSA’ya
benzemeyen genis polidispersiteye sahip komplekslerin  oldugu  goziikmektedir.
Kromotogramlar 1s18inda, bu komplekslerin genis polidispersiteye sahip PAA’nin kiiclik

molekiil agirligina sahip molekiilleri ile HSA etkilesimiyle olustugu diisiiniilebilir.

6.2.4.2 Dort Detektorlii GPC Analizi
GPC sahip oldugu dort detektorii ile HPLC’nin HSA-PAA etkilesimiyle ilgili verdigi

bilgilerin otesine gecer. GPC kromotogramlar1 dikkatle incelendiginde ngsa/npaa=10
degerinde karigimin iist fazinda higbir molekiiliin kalmadigi, bu oranda etkilesimin ¢ok giiglii
ilerleyerek suda c¢oziinmeyen kompleksler olusturdugu goriilmektedir. ngsa/mpaa < 10
oranlarinda suda ¢oziinen HSA-PAA kompleksleri goziikkmektedir. Komplekslerin alikonma
zamanlar1 incelendiginde npsa/npaa=0,5-1,0 oranlarindaki suda ¢oziinlir komplekslerinin

npsa/npaa=0,1-5,0 oranlarindaki komplekslerden daha biiylik oldugu gorilmektedir (Sekil
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5.17). GPC analiz yontemini kullanilarak ngsa/npas=0,5-1,0 oranlar1 yeterli sagilmay1
sagladiklarindan fiziko-kimyasal Ozellikleri asagidaki tablo6-2’de verilmis, suda ¢oziiniir
komplekslerin PAA’dan farkliliklar1 gosterilmistir. Bu sonuglar HPLC analizi ile 6nerdigimiz

etkilesim modelini destekler.

Tablo 6-2 HSA-PAA karisimlarinin sulu ¢ozeltilerinin nysa/npaa =0,5-1,0 oranlarinin fiziko-
kimyasal parametrelerinin PAA ninkiler ile karsilastirilmasi

npsa/npaa | My(Da) M,,(Da) M.,,/M,, IV(dl/g) Ru(nm) a
PAA 29.518 100.638 3,409 0,6065 8,799 0,526
0,5 25.904 70.177 2,709 0,1076 4,437 0,446
1,0 20.984 71.289 3,397 0,1347 4,669 0,522

6.2.4.3 Zetasizer Analizleri

pH 4,0’da hazirlanan HSA-PAA ¢ozeltisinde, bilesenler birbirleri ile giiclii bir elektrostatik
etkilesmeye girerek c¢oziinmeyen kompleksler olusturmuslardir. Sistemin iist fazlarinin
zetasizer analizleri, gerekli sagilma siddetinin saglanamamasindan dolay1 yapilamamistir. Bu

sonug, sistemdeki tiim bilesenlerin biiyiik bir oranda ¢okiintiiye gittigini ispatlar.

6.2.5 pH4,0 ve pHS,0 Karsilastirma

Yukarida aciklanan bilgiler 1518inda pH4,0 degerinde suda ¢o6ziiniir ve ¢Oziinmez
komplekslerin bir arada oldugu sdylemistik. Santrifiij sonrasi suda ¢Oziinmeyen
komplekslerin HSA-PAA karisim ¢ozeltisinden uzaklastirilmasiyla gerekli konsantrasyona
ulasamadigimizdan kompleksleri fliioresansta analiz edilememistir (Sekil 5.46). HSA-PAA
karisimlarint santrifiij etmeden inceledigimizde, Amax degerlerinin nusa/npaa < 5 oraninda
diger pH degerlerinde daha fazla maviye kaydigi goriilmektedir (Sekil 5.48). Bu sonug pH 4,0
degerinde iizerinde daha fazla (+) yik bulunduran HSA molekiilleri ile polianyon arasinda

diger pH degerine gore daha kuvvetli bir etkilesimin oldugunu aciklar.
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Sekil 6.5 pH7,0, 6,0 ve 5,0’da HSA-PAA karisim ¢ozeltilerinin 1/(ngsa/npaa) oranina bagl
olarak Amax/Ao Ve ngsa/npaa oranina bagli olarak A, degisimi.

HSA-PAA karigimlarinin boyut ortalamalar1 incelendiginde pH 4,0 degerinde olusan suda
¢oOziiniir komplekslerin diger pH degerine gore oldukg¢a biiyiik degerlerde olmasidir. Bu
sonuglar pH4,0 degerindeki etkilesim mekanizmasim1i pHS5,0’dakinden farkli oldugunu

gostermektedir.

6.3 Cpaa=0,1 mg/mL icin pH4,0 ve pH 4,5 Karsilastirma

npsa/npaa=80 orami igin tiirbidimetrik titrasyon egrisinden sistemin pH 3,5 degerinde faz
ayrimina ugrayarak pH>pH3,5 noktasindan sonra suda ¢6ziiniir duruma gectigi goriilmektedir
(Sekil 5.2). pH4,0 ve pH4,5’te hazirlanan HSA-PAA karigimlarinin HSA ile titrasyonu pH4,0
degerinde nysa/npaa=30 noktasindan sonra sistemin bulanikliginda bir de§isim yaratmazken
pH4,5’te sistemin npsa/mpaa=15 degerine kadar tiirbidimetrisindeki artis oldugu ve
npsa/npaa>15 noktasinda sonra azalarak ¢oziinlir duruma gegmektedir(Sekil 5.3 (A)). Sekil
5.3 (B)’de pH4,0 ve pH4,5 hazirlanan sistemlerin santrifiij sonrasi elde edilen ¢okelek
kiitleleri iki sistemin faz ayrimini dogrular niteliktedir. Ayn1 zamanda santrifiij 6ncesi ODxgy
degerleri birbirleriyle ayn1 karakteristik 6zellige sahipken santrifiij sonrasi elde edilen OD3gg
degerleri arasindaki karakteristik fark pH4,5 i¢in OD,gp degerinin ODsgy degerinin tersi olarak

npsa/npaa=15 oraninda minimum vermesiyle de ispatlanir (Sekil 5.4 (A)).
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Sekil 6.6 pH4,0 (m) ve pH4,5 (®) Amax/ Ao ‘In 1/( ngsa/npaa) oranina gore degisim grafigi.

pH4,0 ve pHA4,5 degerlerinde hazirlanan HSA-PAA karigimlarini iki boliime ayirmak
miimkiindiir. HPLC ve GPC kromotogramlar1 incelendiginde I. bdlgeyi npsa/npas>10
oraninda sonra serbest HSA’lar1 goziikkmeye basladigi (Sekil 5.9, Sekil 5.11, Sekil 5.18 ve
Sekil 5.20), II. bolgeyi ise ngsa/npaa<l0 oranindan Once serbest HSA’larin goziikmedigi
alanlar olarak tanimlayabiliriz(Sekil 5.10, Sekil 5.12, Sekil 5.19, Sekil 5.21). pH4,0’de L.
bolgede tiirbidimetrinin npsa/npaa=30 degerinde sonra degismeden kalmasi buna karsin
OD»gp degerinin artan ngsa/npaa orantyla artmast HPLC ve GPC kromotogramlarinda serbest
HSA’larin goriilmesiyle dogrulanmaktadir. Buna kargin pH4,5 i¢in II. bolgede nysa/npaa<10
kosulunda RT=16 dk alikonma zamaninda karakteristigi HSA’ ya benzemeyen kii¢iik molekiil
agirlikli ¢oziiniir komplekslerin oldugu HPLC kromotogramlarin izlenir (Sekil 5.10).
pH4,5°da 1. bolgede npsa/npaa=10 degerinden azalan tiirbidimetriye karsilik artan ODyg
degerinin artan ngsa/npaa oraniyla artmasit HPLC ve GPC kromotogramlari ile dogrulanmus,
pH4,0°daki etkilesimin pH4,5’e goére c¢cok daha kuvvetli oldugu ve suda ¢oziinmeyen
komplekslerin oraninin daha fazla oldugu ispatlanmistir (Sekil 5.3(B)). Coziiniir
komplekslerin konsantrasyonlar1 ¢ok diisiik oldugundan kromotografi sistemi ile analiz
yapmamiz zorlagmistir. Buna karsin pH4,0 ve pH4,5 degerlerinde HSA-PAA karisimlarinin
list fazlarinin fliloresans analizleri incelendiginde An,x maviye kayma oraninin iki pH
degerinde birbirlerine yakin oldugu ve diisiik oranlarda sistemde HSA bulunmadig: bilgisine
ulasilir (Sekil 6.6). Diger ilgi c¢ekici nokta serbest HSA molekiillerinin pH4,5’ta pH4,0
degerine gore coziinlir sistemde daha fazla buna karsin ¢okelek kiitlesi icerisinde daha az
olmasi iki pH arasindaki HSA molekiillerinin pH4,0’da daha fazla polikompleks igerisine

dahil oldugunu gostermektedir.
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