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OZET

Antikor olusumunda sentetik peptidler yeterli molekiiler biiyiikliikte olmadiklar1 ve
istenen immiinojenligi saglayamadiklart icin alternatif olabilecek lineer tasiyicilari
gelistirme ¢alismalar1 devam etmektedir. Fonksiyonel polimerlerle komplekslenen metal
iyonlarinin da biyolojik siireclerde énemli bir rol oynadigi goriilmiistiir. Bu baglamda
suda ¢oziiniir polielektrolitlerin ve polielektrolit-protein-metal komplekslerinin yiiksek
immiinojenik aktivite gostererek immiin yanit gelistirmede basarili oldugu ¢aligsmalarla
kanitlanmigtir. Ayrica basta sentetik polimerik ag1 sistemleri caligmalari olmak iizere
biyouyumlulugu yiiksek biyokompleksler, farmakoloji, enzim immobilizasyonu,

biyomedikal uygulamalar gibi farkli biyoteknolojik uygulamalarda da arastirilmaktadir.

Yapilan tez ¢calismasinda, suda ¢coziinebilir sentetik bir polielektrolit olan poli (metil
vinil eter ko-maleik anhidrit) (PMVEMA) ve sigir serum albumin (BSA) ile PMVEMA -
BSA konjugat1 ve bakir iyonlar1 (Cu?*) varliginda PMVEMA-Cu?*-BSA biyokompleksi
sentezlendi. Hazirlanan konjugat ve biyokomplekslerin sulu ¢ozeltilerinin degisen pH ve
tuz konsantrasyonlarinda polidispersite, partikiil boyutu, mobilite ve zeta potansiyeline
iligkin kararliliklar1 Brookhaven 90 Zeta PALS Zetasizer cihazi ile ol¢iildii. pH ve tuz

konsantrasyonlariin ikili ve {i¢lii komplekslerin kararliligin etkiledigi gozlemlendi.

Biyokompleksin kararlilig1 immiinojenligi agisindan 6nemlidir. Bu nedenle de8isen
pH ve tuz kosullarindaki yapisinin ve kararliliginin ortaya konmasti, elde edilen verilerin
sentetik polimerik ag1 sistemleri basta olmak iizere biyokompleks ile ilgili yapilacak
caligsmalara katki saglamasi, daha etkin ve daha kararli biyokomplekslerin gelistirilmesine

yardimci1 olmas1 beklenmektedir.

Anahtar Kkelimeler: Sentetik  Polielektrolit, Polielektrolit-Metal-Protein

Kompleksleri, BSA (S1gir Serum Albumin), Zetasizer dl¢iimleri, Zeta Potansiyeli



ABSTRACT

PREPARATION OF POLY (METHYL VINYL ETHER-co-MALEIC
ANHYDRIDE) - COPPER (II) - BOVINE SERUM ALBUMIN BIOCOMPLEX
AND THE EFFECT OF DIFFERENT pH AND SALT CONCENTRATIONS ON
THE STABILITY OF WATER SOLUTIONS

Studies are underway to develop linear carriers that may be alternatives as synthetic
peptides are not of sufficient molecular size and cannot provide the desired
immunogenicity in antibody formation. Metal ions complexed with functional polymers
have also been shown to play an important role in biological processes. In this context, it
has been proven by studies that water soluble polyelectrolytes and polyelectrolyte-
protein-metal complexes are successful in developing immune responses by showing high
immunogenic activity. It is also being investigated in different biotechnological
applications such as biocompatible biocomplexes, pharmacology, enzyme
immobilization, biomedical applications, especially synthetic polymeric vaccine systems
studies.

In the thesis study, PMVEMA-BSA conjugate was created by a water-soluble
synthetic polyelectrolyte poly (methyl vinyl ether co-maleic anhydride) (PMVEMA) and
bovine serum albumin (BSA). On the other hand PMVEMA-Cu?**-BSA bio complex was
synthesized in the presence copper ions (Cu?*). The stability of the aqueous solutions of
the prepared conjugate and biocomplexes at varying pH and salt concentrations were
measured with the Brookhaven 90 Zeta PALS Zetasizer device. It was observed that pH
and salt concentrations affect the stability of binary and triple complexes.

Stability of the biocomplex is important for its immunogenicity. For this reason, it
is expected to reveal the structure and stability of the changing pH and salt conditions,
the data obtained will contribute to the studies on biocomplex, especially synthetic
polymeric vaccine systems, and help to develop more effective and more stable
biocomplexes.

Keywords: Synthetic Polyelectrolyte, Polyelectrolyte-Metal-Protein Complexes,

BSA (Bovine Serum Albumin), Zetasizer Measurements, Zeta Potential
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1. GIRIS

Polikompleksler tek basina bulunan polimer veya metale gore daha farkh
fizikokimyasal 0Ozellige sahip olmaktadir. Ayrica polikomplekslerle ilgili yapilan
arastirmalar sonucu, genellikle konjugat ve ilag yapimi lizerine odaklanilmistir (Karahan
ve ark., 2013). Polikomplekslerin molekiiler agirligi diisiik olan bilesiklere benzer
sekilde, ge¢is metal iyonlarinin az yiikklenmis ya da yliksliz olan suda coziinebilir
polimerlerini kendine baglama 6zelligi vardir. Bu nedenle polimer bilesenleri, kompleks
olusturabilme 6zelligi kazanmis olur. Yapilan ¢alismalar Cu, Zn, Fe gibi metal iyonlarinin

bu kapsamdaki roliiniin biiyiik oldugunu gostermektedir.

Fizyolojik sartlar altinda dayanikli olan polikompleksler, yiiksek immiinojenik
aktivite gostermektedir (Kabanov ve ark., 1978). Bu konuda yapilan arastirmalarda;
immiinojenik olarak zayif olan antijenlerin farkli yapidaki yapay polielektrolitlerle
baglanmas1 sonucu, organizmada bagisiklig1 arttiric1 etkiye sahip oldugu belirlenmistir
(Petrov ve ark., 1985). Ayn1 zamanda sentetik peptidler, antikor olusumu i¢in uygun bir
biiytikliikte degildirler. Antikor iiretimine yonelik olarak, yeterli molekiiler biiyiikliige
ulagtirilmasi ve immiin yanitin olusmasi i¢in peptidlerin lineer tasiyicilarla baglanmasi
gerekmektedir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda, polimer olarak ¢esitli polielektrolitler
tercih edilmistir. Polielektrolitleri molekiil boyutu, elektrik yiikii veya konformasyon gibi
ozellikleri bakimindan istenen sekilde sentezlemek miimkiindiir. Suda iyi ¢oziinmeleri de

cesitli komplekslerin sentezlenebilmesi agisindan avantaj saglamaktadir.

Polielektrolitler, katyonik ve anyonik gruplari kovalent bagli bulunduran
makromolekiiller ile zit yiiklii iyonlardan olusan polimer sistemlerdir. Kimya ve
immiinoloji alaninin ortak c¢alismalarinda, sentetik elektrolitlerin kullaniminin uygun
oldugu belirlenmistir. Bu molekiillerin, sentezinin ve modifikasyonunun daha kolay
olmas1 ve ayrica biliyiilk molekiiler yapida elde etme ihtimalinin yiiksekligi nedeniyle
yapay polielektrolitlerin, kullanima daha uygun oldugu varsayimini giiclendirmektedir.
Ayn1 zamanda bu molekiiller, suda iyi ¢Ozilniirler ve bilinen yapilardaki c¢esitli

kompleksleri sentezlemek de miimkiin hale gelir (Dautzenberg ve ark., 1994)



Sentetik  polimerler 1ile biyomolekiillerin konjugatlari, tip, eczacilik,
biyomiihendislik gibi pek c¢ok uygulama alaninda kullanilmaktadir. Suda ¢o6ziiniir
polielektrolitler ile proteinlerin veya peptid, enzim gibi molekiillerle olusturdugu
konjugatin fonksiyonu, mekanizmasi iizerinde calismalar yapilmaktadir. Konjugatlarin
cesitli alanlarda kullaniminin  miimkiin olmasinin yani sira immiin yanitin
olusturulmasinda etkiyi arttirmasi, maliyetinin diisiik ve elde edilmesinin kolay olmasi
gibi nedenler de tercih edilmelerindeki en 6nemli sebeplerdir. Klasik adjuvanlar veya
tasiyici proteinlere gore avantajlarinin yiiksek olmasi nedeniyle konjugatlar yeni tiir as1
gelistirme sistemlerinde kullanilmaktadir. Polimerlerin kolay modifikasyonu, istenen
amaca yonelik formda sentezlenebilmesi, immiinojenik olmamasit ve immiin yaniti
desteklemesi, yeni tiir asilar icin biiyiikk olanaklar saglamaktadir. Ayni1 zamanda
olusturulacak biyopolimer sistemlerin yapisinda metal kullaniminin, agiga ¢ikabilecek
serbest bilesenleri engelledigi ve immiinojenik aktiviteyi arttirdig1 yapilan ¢aligmalarla

ortaya konulmustur (Kissel ve ark., 1996).

Yapilacak olan tez calismasinda; protein olarak BSA, kolay bulunabilirligi ve
¢Ozilinlrligliniin 1y1 olmas1 gibi avantajlar1 nedeniyle tercih edilmistir. Antikor
olusumunda BSA, yapisal olarak konjugasyon i¢in onemli bir ilag proteindir. Maleik
anhidrit ve metil vinil eterin bir kopolimeri olan poli (metil vinil eter-ko-maleik anhidrit)
(PMVEMA), ve BSA biyokonjugati hazirlanacaktir. Polimer — protein karisimina, Cu?*
iyonu eklenerek baglanmasi saglanacak ve bir kompleks olusturulacaktir. Hazirlanan
PMVEMA-Cu?**-BSA biyo polikompleksinin sulu ¢ozeltisi iizerine, farkh
konsantrasyonlarda pH ve tuzun etkisi incelenecektir. Ayrica stok BSA ¢ozeltisi ve Cu®*
iyonu barindirmayan PMVEMA-BSA konjugati tizerine farkli konsantrasyonlarda pH ve
tuzun etkisi aragtirilacaktir. Calismanin biyopolimer-metal polikompleks ve konjugatlari
ile ilgili yapilan calismalara hem organizmadaki davranislarin agiklanmasina hem de
biyokunjugasyon alanindaki teknolojinin gelismesine olanak saglamasi beklenmektedir.
Immiinojenik polimer-peptid konjugatlar as1 alternatifi olacak niteliktedir. Ayrica gesitli
teshis tirtinleri ile biyoteknolojik alandaki bazi tirlinlerin tiretimi ve gelistirilmesinde de

onemli rol oynamas1 beklenmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Polimerler

Monomerler, fonksiyonel olarak polimerizasyona ugrayabilen ve birbirine kovalent
baglarla baglanarak biiylik molekiiller olusturabilen, molekiil agirlig1 diisiik kimyasal
maddelerdir (Sacak, 2004). Polimerler ise sozliik anlami olarak Yunancada “polys” ve
“meros” ifadelerinin bir araya gelerek, benzer ya da farkli pek ¢ok birimin kovalent
baglarla baglanmasi sonucu olusan yapilarin adlandirilmasinda kullanilmistir. Polimerler;
monomerlerin kimyasal baglarla baglandigi, yiliksek molekiil agirligina sahip uzun

zincirli bilesiklerdir (Piskin, 1987).

Monomerler polimerize olma 6zelligine sahiptir. Bu nedenle polimerler,
polimerizasyon reaksiyonlar1 adi verilen tepkimeler sonucu sentezlenebilirler.
Kondenzasyon (adim) polimerizasyonu veya katilma (zincir) polimerizasyonu olarak
adlandirilan farkli mekanizmalara sahip reaksiyonlar polimerizasyon tepkimelerine 6rnek

olarak gosterilebilir (Baysal, 1981; Billmeyer, 1981).

Polimerler, ucuz ve hafif olmalarinin yani sira yeterli diizeyde mekanik 6zellige
sahip olmalari, sekillendirilmelerinin kolay olmasi, c¢esitli amaglara uygun olarak
kullanilabilmeleri ve kimyasal ag¢idan korozyona ugramayan ve inert 6zellige sahip olan
maddelerdir (Sagak, 2004). Ayn1 zamanda molekiiler agirliginin yiliksek olmasi sayesinde

vizkozite 6zelligi de fazladir (Tezcan ve ark., 2008).

Polimerler; olusum sekilleri, kimyasal bilesimleri, yapilari, fiziksel durumlari,
fiziksel hal ve gecisleri, sentez yontemleri gibi ozelliklerine gore cesitli sekilde
siniflandirilmaktadir. Kimyasal bilesimlerine gore organik veya inorganik polimerler;
olusumlarindaki zincirlerin yapilarina goére diiz, dallanmis veya capraz bagli polimerler;
yapilarina goére homopolimer veya kopolimerler olarak adlandirilirlar (Billmeyer, 1981).
Ayrica olusum sekillerine gore dogal veya sentetik polimerler, sentezlenme ydntemlerine
gore kondenzasyon polimer zinciri veya katilma polimerleri, fiziksel durumlarina gore

amorf, kristalin veya yar1 kristalin polimerler gibi polimer ¢esitleri vardir (Piskin, 1987).



Olusumlarina gore dogal polimer olarak adlandirilan polimerler, dogadan hazir
olarak elde edilen veya mikroorganizmalar tarafindan iiretilen polimerlerdir. Nisasta,
kitin, seliiloz gibi polisakkaritler ve kas lifleri, enzimler, ipek gibi proteinler ile
deoksiriboniikleik asit, riboniikleik asit gibi niikleik asitler dogal polimerlere 6rnek olarak
verilebilir. Hidrolize ugrayabilecek bag yapisina sahip olan dogal polimerler, genellikle
mikroorganizmalarin tirettigi hidrolitik enzimler tarafindan pargalanabilir (Muller, 1996;

Scott, 1999; Zhang ve ark., 2010)

Dogal polimerler, biyouyumluluk, biyobozunma ve etkinliginin iyi olmasi gibi
ozellikleri nedeniyle nano partikiillerin olusumu icin 6ncelikli olarak tercih edilirler (Reis
ve ark., 2006). Ozellikle farmasdtik nanopartikiiller polimer bilesikleriyle iiretilebilirler
(Jia ve ark., 2011). Sentetik polimerler ise farkli kimyasal modifikasyonlarla elde edilen
polimerlerdir. Dogal polimerlerin yapis1 6rnek alinarak ilk polimerler sentezlenmistir
(Fessenden ve ark., 2001). Sentetik polimerlerin en biiylikk avantaji; iyi sekilde
yapilandirilabilmeleri, istenen islevsellik ve biyobozunurlugun elde etmek igin
uyarlanabilmeleridir. Ayrica suda ¢oziinebilir sentetik polimerlerin biyolojik sistemlerle

cesitli fonksiyonlar sergiledikleri bilinmektedir (Lin ve ark. 2006, Voycheck, 1992).

Sentetik polimerler, tekrarlanabilir kiigiik yapilardan olusan zincirli molekiiller
olup monomerlerine gore farkli 6zellik gosterir. Sentetik polimerlerin monomerleri,
genellikle hidrojen ve karbon atomlarindan olusur ve bir araya geldiklerinde uzun
hidrokarbon zincirine sahip polimer yapisini olustururlar. Ornegin en basit
monomerlerden biri etilendir ve etilenin olusturdugu polimer, polietilen olarak

adlandirilir (Nair ve ark., 2007).

Biyometaryal ve doku miihendisligi, tip, farmakoloji gibi ¢esitli alanlarda sentetik
polimerlerin yaygm kullanimma rastlanmaktadir. ilag iletimi/salinimi, yiizey
modifikasyonu, enzim immobilizasyonu, biyosensdrler, biyocipler, as1 gelistirme, hiicre
kapstilleme gibi uygulamalarda sentetik polimerlerden siklikla yararlanilmaktadir

(Tiiylek, 2017).

Ozellikle de daha énce yapilan calismalarda sentetik polimerlerin; antijenlerle
beraber organizmaya girerek bagisikligr arttirdigi, kandaki dolasimi etkileyen tortulari

¢Ozdiigii, farmakolojik salinim sistemlerinde ilacin organizma iginde yavas salinimini



saglayarak adjuvant ve antimikrobiyal etkisinin oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle

sentetik polimerlerin kullanilacagi alana uygun olarak se¢ilmeleri oldukca 6nemlidir.

2.2. Polielektrolitler

Bir terim olarak “Polielektrolit”, makroiyon yani kovalent baglh katyonik veya
anyonik gruplar1 tasiyan makromolekiiller ve elektronoétralite saglayan zit yikli

iyonlardan olusan polimer sistemleri ifade etmek i¢in kullanilmaktadir.

Polielektrolitler, uzun bir molekiiler zincir bulunduran, suda c¢oziinebilme ve
iyonize hale gegebilme Ozelligine sahip, fonksiyonel gruplar barindiran organik
bilesiklerdir. Ana zincirlerinde 6nemli diizeyde yiik tasirlar. Bu yiiklerin olusturdugu yiik
yogunlugu, polielektrolitleri suda ¢6ziinebilir hale getirerek sulu ¢ozeltileri de reolojik ve
yapistirma-tutuculuk 6zelliklerini degistirmek icin kullanmishidir (Dautzenberg ve ark.,

1994).

Polielektrolit reolojisi ve karmasik bilesenlerdeki yiiklii taneciklerle olan
etkilesimleri; molekiil agirligi, molekiiler yapi, ¢coziiciiniin kalitesi gibi makromolekiiler
parametreler ve ayrica tuz konsantrasyonuyla ilgili degiskenler ile istenildigi gibi

ayarlanabilmektedir (Schaaf ve Schlenoff, 2015).

Iyonik 6zellik tasimayan polimerlerden farkli olarak polielektrolitler, ana zincirde
art1 ve eksi yiik tastyan polimerlerdir. Tiim monomerleri ayn1 isarete sahip yiik tasiyan
polielektrolitler, homopolielektrolitler olarak adlandirilirlar. Hem katyonik hem de
anyonik gruplarin birbirine kovalent olarak baglandigi makromolekiiller ise

poliamfolitlerdir.

Polielektrolitler prensip olarak, bir kimyasal yapinin polimer zincirine uygun
sayidaki iyonik gruplarin kovalent olarak baglanarak, uygun bir pH’da suda ¢6ziiniir hale
getirilmesiyle elde edilebilir. Polielektrolitler genel olarak kondenzasyon veya katilma
polimerlesme reaksiyonlariyla elde edilebilir. Ayrica dogadan elde edilebilen

polielektrolit ypidaki polisakkaritler ve bazi proteinler de vardir. Nisasta veya seliiloz gibi



iyonik olmayan dogal polimerlerde kimyasal modifikasyonla polielektrolit hale

dontstiiriilebilir (Dautzenberg ve ark., 1994).

Polielektrolitler ayrismis iyonik gruplar barindiran polimer tiiriidiir. Ayn1 zamanda
kapsamli olarak incelenmesi gereken makromolekiil siifidir (Robertis ve ark., 2015).
Cift zincir karakteristigi ve yiiksek oranda yiik icermeleri bakimindan ilging olgular
icerirler.  Polielektrolitler farkli sekilde simiflandirilabilinir.  Polielektrolitlerin
simiflandirilmasinda  polielektrolitin; kokeni, yiikii, yik yogunlugu, zincirin

konformasyonu, iyon bdlgesinin konumu, kompozisyonu dikkate alinmaktadir.

Polielektrolitler tiim monomerlerinde aym tiir isaretli yiike sahip polielektrolitlere
homopolielektrolit ad1 verilir. Hem katyonik hem de anyonik gruplarin kovalent olarak
bagli bulunduklar1 makromolekiiller ise poliamfolitler olarak adlandirilirlar. Yapisinda
cokea protein bulunduran dogal poliamfolitler bulunmakla beraber sentetik olarak elde
edilebilen poliamfolitler de vardir. izoelektrik noktalarinda poliamfolitlerin molekiilleri
iizerindeki net yiikk toplami sifirdir. Homopolielektrolitler, katyonik ve anyonik
polielektrolitler olarak iki alt grupta incelenirken poliamfolitlere nétral polielektrolitler

de denir (Karahan ve ark., 2013).

2.2.1. Homopolielektrolitler

Homopolielektrolitler, tekrarlayan her monomer birimi yiikli bir elektrolit grup
tasiyan polimerlerdir. Bu elektrolit gruplar sulu ¢6zeltilerinde dissosiyasyona ugrayarak
polimeri yiiklii hale getirirler. Sulu ¢ozeltileri, tuzlar gibi elektrigi iletir ve polimerlerin
koloidal c¢ozeltileri gibi viskozdur. Proteinler, polipeptidler gibi pek ¢ok biyolojik

molekiil polielektrolit formundadir.

Polimer kompozit malzemelerin yeni bir tiirii olarak polielektrolit kompleksler,
elektrostatik etkiyle zit ytiklii polielektrolitlerden olusur. Polielektrolit komplekslerin ve
konjugatlarinin sentezlenmesi, biyolojik acidan etkilerinin anlagilmasi ve immiinolojik
etkilerinin aydinlatilmasi i¢in arastirmalar ile polimerik sentetik asilarin gelistirilmesiyle

ilgili caligmalar devam etmektedir.



Polielektrolitlerin ticari uygulamalarinin ¢ogu su aritimi, kire¢ ¢dzme, reoloji
modifikasyonu veya siliper emici jeller lizerinedir (Schaaf ve Schlenoff, 2015). Kesfinden
itibaren polielektrolit kompleksler iizerinde ise farkli alanlarda daha derin ¢aligsmalar
yapilmaya baslanmistir (Tirrell, 2018). Polimer kompozit malzemelerin yeni bir tiirii olan
polielektrolit kompleksler, elektrostatik etkiyle zit yiiklii polielektrolitlerden olusur.
Genellikle tibbi implant materyalleri, ilag dagitimi, yapistiricilar, katalizor tasiyicilart ve
biyolojik pek ¢ok alanda kullanilmaktadir (Schaaf ve Schlenoft, 2015; Tan ve ark., 2018;
Tirrell, 2018; Volod’ko ve ark., 2018; Wasupalli ve Verma, 2018).

2.2.2. Polielektrolitlerin Yapisal Davranmislarimi Etkileyen Degiskenler

Polielektrolitlerin yapisal davranislarini etkileyen cesitli etkenler bulunmaktadir.
Bunlar genellikle dort farkli alanda incelenmektedir. Polimere bagli bulunan yiikli
gruplar anyonik ve katyonik olarak gruplandirilmaktadir. Bu gruplarda kendi i¢inde gii¢lii
ve zayif olan asit ve bazlar olarak iki grupta incelenebilir. Kuvvetli bir polielektrolit,
cozeltide iyonlarma ayrisabilir. Ancak zayif bir polielektrolit, iyonlarinin tamamina
ayrisamaz. Bu sebeple zayif polielektrolitler, ¢ozeltilerde tamamen yiikli olmazlar ve pH

degisimiyle iizerlerindeki yiik dagilimi da ayarlanabilir.

Polielektrolit davranisinin tayininde bir diger 6nemli parametre de iyonik grubun
asit ve baz kuvvetlerinin yaninda polimer zinciri boyunca bulunan bitisik anyonik ve
katyonik yiikler arasindaki uzakliktir. Bu yiik yogunlugu, iyonik kisimlar1 arasindaki
uzakligin ortalamasi olarak da tanimlanabilir. Ayrica polimer zinciri boyunca bulunan
iyonik gruplarin dagilimi da ¢6ziinebilirlik gibi bazi polielektrolit 6zelliklerini dnemli

Olciide etkileyebilmektedir (Karahan ve ark., 2013).

Yiiksiiz polielektrolitleri normal makromolekiillere benzer sekilde davranirlar.
Ancak iyonik gruplardaki kiiclik ayrismanin varligi, polielektrolitin 6zelliklerinde yogun
bicimde degisikliklere neden olabilir. Iyonik gruplarin tamamen ya da kismen ayrismasi
sonucu elektrostatik etkilesimleri ortaya ¢ikarir ve polimerin davranigsinda sapmaya neden

olanbilir. Iyonik giicii, difiizyon katsayisi, ¢dziiniirliik, viskozitesi, pH derecesi,



iyonlagsma sabiti gibi yeni bir iyonik grubun polielektrolite eklenmesi de polielektrolitin

ozelliklerini etkileyebilir (Dakhara ve Anajwala 2010).

Polielektrolit ozelliklerin saptanmasinda makro iyonun ii¢ boyutlu molekiil
yapisindaki yiiklii kisimlarin yerlesimi de énemli bir rol oynamaktadir. Iyonik gruplar
polimerin ana zincirinin birimi olarak bulunabilecegi gibi ana zincire asili olarak yan
zincirlerde de bulunabilir. Yiikli gruplarin ii¢ boyutlu molekiiler yapida konumlari

polianyon ve polikatyon komplekslerin olusumuyla iliskilidir.

Diisiik molekiiler agirliga sahip counter iyonlarin tiirli, polielektrolitlerin
¢Oziintirliik ve yap1 olusumu gibi ¢ozeltideki sistemin 6zellikleri iizerinde giiclii etkilere

sahiptir (Dautzenberg ve ark., 1994).

Herhangi bir polimerin yapisi ve c¢ozeltiyle olan iliskisi, o polimerin
konformasyonunu etkileyen 6zelliklerinden bazilaridir. Cozeltideki yiiksiiz olan polimer
zinciri rastgele yumak konformasyonu gosterir. Ancak lineer durumdaki polielektrolit
iizerindeki yiikler, Coulomb etkisi ile birbirini iter ve bu itmeyi azaltic1 uzamis halde
bulunma egilimine girerek en uygun konformasyona doniisiir. Bu konformasyonel
doniisiim, polielektrolit ¢ozeltilerde viskozitenin yiikselmesine sebep olur. Sulu ortamin
iyonik siddeti, polielektrolit ¢dzeltilerinin dzelliklerini etkiler. Iyonik siddetin artisiyla
degisen viskozite, makroiyonlarin elektrik yiikleri arasi itme kuvvetini engeller. Bu
nedenle iyonik siddetteki artisin daha da fazla olmasi sonucu yiiklii makromolekiiller,

yluiksiiz makromolekiillere benzer davranis gostermeye baglar [1].



Sekil 1: Polielektrolit ve yiiksiiz polimerlerde konsantrasyona bagh viskozite degisim grafigi

Yiiksiiz polimer

Viskozite

Polielektrolit

Konsantrasyon

Ortam pH’1 da iyonik siddet gibi zayif polielektrolitlerin 6zelliklerine etki eder.
Polielektroliletlerdeki iyonik gruplarin disosiasyon dereceleri ve polielektrolitin yiik
yogunlugu pH’tan etkilenmektedir. Ayn1 zamanda polimerlerde konsantrasyon arttik¢a
viskozitesi artar. Ancak polieletrolitlerde durum farklidir. Ciinkii polielektrolitteki pozitif
ve negatif yiiklerin konsantrasyonu azaldikga birbirini iterek polielektrolitin sigsmesine,

dolayisiyla viskozitesinin artmasina yol agar (Sekil 1) (Mustafaev ve Sarag, 1996¢).

Polielektrolit ¢ozeltiler yiiksek iyonik iletkenlige sahiptir. Elektrik alanda kiiciik
molekiiler agirlikli iyonlardan daha yavas da olsa makroiyonlar hareket ederler

(Dautzenberg ve ark., 1994).

Polielektrolitlerin molekiill agirligi polimerlesme dereceleri ile orantilidir.
Polimerlesme derecelerinin artis1 istendiginde kompleks olusumuna katki saglar ve
polimer baglanma miktar1 artar. Ayni zamanda polielektrolit c¢ozeltilerdeki
elektrokimyasal o6zellikler, poliiyon zincir uzunluguna baglhdir. Yani polikompleksin
cOkmesi gibi durumlar, polimerdeki polimerlesme derecesinden etkilenmektedir

(Mustafaev, 1996a).



2.2.3. Polimerizasyon

Polimerizasyon yani polimerlesme, monomerlerin biiylik yapili polimer
molekiillerini olusturmak icin baglandig: siirectir. Polimerlesme tepkimesi sonucunda

homopolimer veya kopolimer yapilar meydana gelir.

Polimerler, molekiiler boyutlar1 ¢ok kiiclik olan basit molekiillerin kovalent
baglarla baglanmasi sonucu makromolekiiller denilen daha biiyiik boyuta sahip
molekiillerdir. Eger polimer, tek tiir monomerden sentezlenmisse homopolimer, kimyasal

yap1 olarak birbirinden farkli birimlerden olusuyorsa kopolimer ad1 verilir.

Polimer zincirinde bulunan karbon atomlar1 birbirlerine kovalent baglarla
baglidirlar. Bu kovalent bagli olan zincir boyunca sp3 hibritlesmesi nedeniyle diizgiin
dortyiizlii geometri olusturarak dizilirler. Polimerlerin diger kimyasal maddelerden
ayrilan en 6nemli 6zelligi, molekiil boyutunun biiytikliigiidiir. Bazt mekaniksel 6zellikler,
belirli bir zincir uzunluguna erigmis biiylik molekiillerde kazanilir. Bu nedenle
makromolekiiler yapinin katkist polimerler i¢in olduk¢a fazladir. Ayn1 zamanda organik
yapisi kii¢iik molekiillerin olusturdugu diisiik mol kiitlesine sahip katilar ile polimerlerin
bulundugu yiiksek mol kiitleli katilar vardir. Bunlar genellikle kati hal igerisinde

incelenen biiylik ve kii¢iik mol kiitleli katilar1 ifade eden gruplardir.

Sekil 2: Polimerlerdeki farkh zincir yapilanmalari: a) dogrusal polimer b) dallanmis yapih

polimer c) capraz bagh polimerler
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Polimerler, zincirlerinin bigimlerine gore farkli 6zellikler gosterebilmektedirler.

Bunlar, dogrusal, dallanmis olan ya da ¢apraz bagl bulunan yapilar olabilir (Sekil 2).

Dogrusal polimerler: Yalnizca yan gruplari bulunan uzun bir zincire sahip olan
polimerlerdir. Dogrusal polimerlerin ana zincirleri bagka bir zincire bagh bulunmaz.

Uygun olan ¢oziiciilerde ¢oziinebilirler ve eritilerek sekillendirilmeleri yapilabilir.

Dallanmis polimerler: Polimerin ana zincirine, kendi kimyasal yapisina uygun olan
dal goriinlimiinde bagka bir zincirin kovalent olarak baglanmasi sonucu olusan

polimerlerdir.

Capraz bagli polimerler: farkli olan polimer zincirlerinin g¢esitli uzunluktaki
zincirler ile kovalent olarak baglanmasiyla olusan polimerlerdir. Capraz baglar1 oraninin
yiksek olmasi, ag yapili polimer olusumuna sebep olur. Capraz bagli polimerler
coziinmez fakat baz1 ¢oziiciilerde hacimleri artabilir. Capraz bag yogunlugunun artisi ile

bu polimerin hacminin artma orani diiger.

Cesitli uzunluktaki polimer zincirleri, farkli polimerlesme derecesi ve molekiiler
agirligi olan yapisal birimlere sahip makromolekiillerden olusur. Bu nedenle polimer
zincirleri i¢in yalnizca bir molekiil agirligindan s6z edilmez. Bunun yerine molekiil
agirhiginin ortalamasindan bahsedilebilir. Polimerlerin molekiiler agirligir oldukca
onemlidir ¢iinkii, bu durum farkl fiziksel 6zellikleri belirler. Ortalama molekiil agirlig:

tanimlanirken kullanilan yonteme gore degiskenlik gosterebilir.

Polimerler sentezlenirken polimerik malzemenin modifiyesinin yapilmasi, kat1 hal
ve mikro yapisi, morfolojisi ve fiziksel-kimyasal 6zellikleri degistirilebilir. Bu nedenle

polimerler kendilerine 6zgii bir kimyasal yapiya sahip molekiillerdir.

Polimer zincirlerinin belli bir hareketliligi vardir ve kuvvetli baglarin olusumu s6z
konusu olursa, zincirler birbirinden bagimsiz sekilde hareket edemezler. Zincirler
arasindaki zayif Van der Waals baglarinin olusumu harig, polar bir grubun varligindan
dolay1 daha kuvvetli olan baglarin olusumu bu hareket engeli sebep olabilir. Sayet
zincirler ¢ok uzun ve kivrilmig halde ise zincirin birbirine dolanmasina yol agar ve bir

yumak goriintiisii verebilir.
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2.2.4. Kopolimerizasyon

Kopolimerler, kimyasal olarak yapist birbirinden farkli olan monomerlerin bir
araya gelerek olusturdugu polimer zinciridir. Kopolimer zincirindeki monomer
molekiillerinin dizilis bi¢imi, polimerizasyon mekanizmasi ya da sentezlenme
yonteminden etkilenir. Birbirinden farkli iki monomer molekiiliiniin, polimer zincirinde
doniisiimlii olarak yer almasiyla ardisik kopolimer, zincirdeki siralamalari arasinda
herhangi bir diizen yoksa rastgele kopolimer adi verilir. Ayn1 zamanda birbirinden farkl
uzun monomer dizileri birbirini takip ediyorsa blok kopolimer olusur. Kimyasal yapilari
birbirinden farkli olan polimer zincirlerinin, zincir sonlar1 haricindeki bir bolgeden

birbirlerine baglanmalariyla olusan polimere ise as1 kopolimer olusur.

Kopolimerlerin elde edilmesi i¢in gergeklesen reaksiyonlara kopolimerizasyon adi
verilir. kopolimerizasyon reaksiyonu sonucu olusan kopolimer molekiillerinde veya bir
tek kopolimer molekiiliiniin ¢esitli kisimlarindaki monomer birimleri ve sayilar1 farkli
olabilir. Bu nedenle kopolimerler iki farkli homopolimer karisimi degildir. Her kopolimer

molekiilii farklt monomerlerlerin kimyasal baglarla baglanmasiyla meydana gelmistir.

Zincir polimeriazsyonu, farkli monomerlerin kullanimiyla yapilirsa bu birimler,
kopolimerize olurlar. Kopolimerizasyon reaksiyonlari, zincir veya basamakl
polimerizasyon mekanizmasina gore gerceklesir. Basamakli sekilde ilerleyen

polimerizasyon reaksiyonlarinin ¢ogu, iki farkli monomer i¢cermektedir.

Monomerlerin kopolimerizasyondaki davranislari, kimyasal yapilar1 ve reaktiflik
ozelliklerinin anlagilabilmesi i¢in kopolimerizasyon reaksiyonlar: 6nem arz etmektedir.
Ayrica kopolimerize olan monomerlerin ¢esitleri veya miktarlariin degistirilmesi
sonucu sayisiz Ozellikte ve miktarda polimer sentezlenebilir. Kopolimerizasyon
reaksiyonunda, kopolimer zincirinin reaktifligi zincirin ucundaki monomer birimine
baghdir. Burada monomer katilim ve donilisim oram1 goz onilinde bulundurularak

kopolimeriazsyon denklemi kullanilir ve boylece reaktiflik oran1 bulunmus olur.

12



2.2.5. Polielektrolitlerin Uygulama Alanlar:

Polielektrolitler tip, biyotip, ilag endiistrisi, su plantasyonu, kozmetikte, kagit ve
gida endsiitrisi basta olmak iizere ¢ok ¢esitli alanda kullanilmaktadir. Ozellikle ilag
sektoriinde polielektrolitler diger kullanilma amacinin yani sira kontrollii polimerler, aktif
ylizey cisimleri ve kaplama malzemesi olarak tercih edilmektedir (Dautzenberg ve ark.,
1994). Polielektrolitler, ,farmasdtik uygulamalarda ilag formiilasyonlarinda uygulama ve
cOziinmeyi arttirma veya baglayict maddeler i¢in kullanimi yaygindir. Biyoyapiskan
ozelligi nedeniyle polielektrolitler tipta bolgeye 6zgii iletim amaciyla enjekte edilebilen
kontrollii iletim sistemleri i¢in polimer kompleksleri olarak da tanimlanmigtir. (Hamman,

2010; Veis, 1991)

2.3. Poliamfolitler

Polimerler igerdikleri iyon tiirline gore polielektrolit ve poliamfolit olarak iki grupta
incelenebilir. Bu gruplandirma i¢in polimerde bulunan iyonik grup, poliniikleotid, protein
vb. makromolekiiller 6nemlidir. Polielektrolitlerin anyonik veya katyonik gruplari

bulundururken poliamfolitler anyonik ve katyonik gruplar1 beraber bulundurur.

Iyonize olmayan suda diisiik konsantrasyonlarinda biiyiik bir hidrodinamik hacme
ulasmasi, polielektrolitlerin 6zgiisel bir 6zelligidir. Bu durum polimer zincirindeki ytiklii
gruplar arasinda olugsmus olan Coulomb itme kuvvetinin etkisiyle zincirin
konformasyonunun degiserek diiz bir zincir goriiniimii almasina neden olur. pH degisimi
veya elektrolit eklenmesi, Coulomb itme kuvvetinin engellenmesi saglanir. Boylece
hidrodinamik hacimde azalma meydana gelen zincir, diizensizlik bakimindan daha uygun

olan bir konformasyona gecer.

Poliamfolitler, yapisal oOzellikleri geregi, katyonik ve anyonik yapi birimleri
(monomerleri) aras1t Coulomb kuvvetleriyle yonlendirilir. Yeterli seviyede bulunan (>10-
15 mol %) bu yiikli gruplarin Coulomb etkisi olusturmasi nedeniyle polielektrolitlerin

0zgilin davranislarina benzer sekilde zincir konformasyonunun gerilmesine sebep olur.
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Katyonik ve anyonik gruplarin molar oranlar1 birbirine yakin olduk¢a Coulomb
etkilesimi, globular konformasyon olusumuna sebep olur. Bu da polielektrolitin pek ¢cok
durumda deiyonize suda coziinememesine yol acar. pH degisimi veya elektrolit
eklenmesi, polielektrolit konformasyonunun diizensiz bir yumak hale gelmesine sebep
olabilir ve suda ¢oziinmesini hizlandirabilir. Bu durum genel olarak “antipolielektrolit
etkisi” olarak tanimlanmakta ve elektrolit etkisiyle viskozitesinin artisina sebep
olmaktadir. Davranisin nedenini agiklamak i¢in farkli teoriler 6ne siirtilmiistiir (Higgs ve

Joanny, 1991; Merle, 1987)

Poliamfolitlerdeki anyonik ve katyonik yiiklerin dengesinin yani sira iyonik
gruplarin monomer birimlerine eklenmesi, poliamfolitlerin davranislarini etkilemektedir.
Ornegin bu durum, pH’1n ayarlanmasi sonucu iyonik gruplarin nétralize edilmesiyle en
1yi sekilde gozlemlenebilir. pH degisimine verilen cevaplara bagh olarak poliamfolitler

dort grupta incelenir.

Birinci yapisal grup poliamfolitler, karakteristik olarak anyonik olan karboksilat
grubunu ve katyonik olan amin hidrohalojeniirii igerir. Ikinci yapisal grup, kuaterner alkil
gruplar1 gibi pH’a duyarli olmayan katyonik grup icerirken anyonik olan gruplar
nétralize olabilir. Ugiincii yapisal grup, katyonik grubu nétralize olabilirken, siilfonat
gruplarina benzer sekilde anyonik grubu pH’a duyarli degildir. Dordiincii yapisal grup ise
uygun pH degerinde, anyonik ve katyonik gruplarinin her ikisi de yiiklii halde kalabilir.
pH etkisinin yani sira anyonik ve katyonik gruplarin hidrate olmasi ve zit ytiklii gruplarin

arasindaki gerilme gibi diger 6nemli durumlar da dikkate alinmalidir.

Proteinler yapilarinda asidik ve bazik olan aminoasitleri igerirler. Bu nedenle
amfoterik 0zellik gosterirler. Proteinler proton alma-verme olayini gerceklestirerek asidik
bir ortamda daha fazla proton bulundurduklarindan net pozitif yiiklii, bazik ortamda ise
net negatif yiikli olacaklardir. Aminoasitlerin izoelektrik noktasi, net elektriksel

yiiklerinin sifir oldugu pH derecesidir.

Poliamfolitlerin pH degisimine karsi olusan yapilarimin kesfi, diger biyolojik
molekiillerin sulu ¢6zeltilerdeki davraniglarinin anlasilmasina da yardimei olmustur. Pek
cok sentetik sistem, elektroforetik olarak devingenlik gdstermeyen ve viskozitenin
minimum olarak saptandig1 pH degerinde izoelektrik noktaya sahiptir (Higgs ve Joanny,

1991). Bu izoelektrik noktanin pH degerinden daha yukarda ya da daha asagidaki pH
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degerlerinde, sistemlerin viskozitesinin arttig1 gdzlenmistir. Izoelektrik noktadaki yiiklii
gruplarin gii¢lii cekimi nedeniyle polimer, intramolekiiler bigimde toplanmakta ve yogun
bir yap1 olugmaktadir. Ayrica izoelektrik noktadayken ¢oziiciiniin niteligi, elektrolit
eklenmesiyle artmaktadir. Coziiniirliik ve pH’a kars1 olusturulan yanitlar mikroyapilara
da bagl olarak degisebilmektedir. Buna 6rnek olarak yakin komsu parcaciklarinin asidik

ve bazik gruplardaki kuvveti etkilemesi verilebilir.

Izoelektrik noktadaki bir protein, bu pH kosullaridayken ¢oziiniirliigii en diisiik ve
coktiiriilebilirligi en kolay olan 6zellige sahiptir. Proteinlerin izoelektrik noktalar1 da
birbirine gore olduk¢a farklidir. Ancak izoelektrik noktasi nétr pH’a yakin olan
proteinlerde genellikle bazik ve asidik aminoasit sayisi esit olarak bulunur. Proteinler,
icerdikleri yan gruplar1 nedeniyle aminoasitler gibi titre edilebilirler. Olusan titrasyon
egrisi ise kompleks bir yapiya sahiptir. Bu egrileri, li¢ farkli pH bolgesine ayrilarak

incelenebilirler (Goziikara, 1997).

2.4. Proteinler

Canli hiicreleri meydana getiren proteinlerin yapitaslart aminoasit molekiilleridir.
Aminoasitler, amino grubu, karboksil grubu ve radikal grubun, bir karbon grubuna
baglanmasiyla meydana gelir. Biitiin aminoasitlerdeki amino ve karboksil gruplar
ayniyken, bir aminoasidi diger bir aminoasit molekiiliinden ayiran 6zellik bir ugtan
molekiile baglanan yan zincir yani radikal gruptur. Bu sekilde c¢ok farkli ozellikte

aminoasitler olusur (Damodaran, 2008).

Dogada 200°den fazla aminoasit ¢esidi bulunmaktadir. Bunlardan yalnizca 20 gesit
aminoasit, canlilardaki proteinleri olusturur. Aminoasitler proteinlere nazaran oldukca
kiiciik molekiiler yapiya sahip olmalarima ragmen olduk¢a kompleks bir yapiya
sahiptirler. Aminoasitin yapisindaki atomlar1 kovalent baglar, aminoasit zincirini ise zayif
baglar bir arada tutarlar. Amino asit zincirindeki zayif baglar, aminoasit zincirinin

katlanmis li¢ boyutlu zincir yapisini 6zgiin bigimde sabit tutar.

Proteinin olusumu i¢in gerekli olan aminoasit ¢esidi, uygun siralama ve sayida olup

iic boyutlu yapida dizilmesi yeterli bir durum degildir. Aym1 zamanda birden fazla
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dallanma sayisina sahip aminoasit molekiillerinin yalnizca bazi dallanmalar1 arasinda

baglanma meydana gelmelidir. Bu baglanma peptit bagi ile saglanir.

Proteinler yapilarinda polar aminoasit bulundururken, ayni zamanda proteinin i¢
yapisinda yerlesik formda apolar aminoasit igermektedir. Apolar forma sahip
aminoasitler ile proteinler arasinda hidrofobik etkilesim meydana geldiginden bu durum,

proteinlerin stabilitesi agisindan 6nemlidir (Aryee ve ark., 2018).

Proteinler yapilarina gore gruplandirildiginda basit proteinler ve bilesik (konjuge)
proteinler olarak ifade edilmektedir. Konjuge proteinler, protein ile protein olmayan

bilesiklerle olusturdugu lipoprotein, metalloprotein gibi komplekslerdir.

Proteinlerin ii¢ boyutlu yapis1 primer, sekonder, tersiyer ve kuaterner yapi olarak
dort farkli sekilde siniflandirilmaktadir. Proteinlerde pimer yapi, aminoasitlerin peptit
baglariyla kovalent olarak baglanmasi sonucu olusan diiz zincir konformasyonuna sahip
formdur. Sekonder yapi, polipeptit zincirlerinin hidrojen baglariyla olusturdugu diizenli,
a-heliks yapis1 ya da B-tabaka gibi formlara doniismiis protein yapisidir. Sekonder
yapidaki proteinler serbest enerjilerini minimal seviyede tutarlar. Proteinler kovalent ya
da kovalent olmayan baglarin etkisiyle katlanarak ii¢ boyutlu bir forma ulagsmalariyla
tersiyer (liclinciil) yapiy1 olustururlar. Tersiyer yapidaki bazi bolgelerde apolar 6zellikte
kisimlarin bulunmasi, apolar 6zellige sahip bilesikler i¢in alan olusturmaktadir. Kuaterner
(dordiinciil) yapi, birden fazla proteinin bir araya gelmesi sonucu meydana gelen

karmasik bir protein dizisidir (Damodaran, 2008).

Denatiirasyon, proteinlerin fiziksel ve kimyasal dis etkiler nedeniyle formlarmin
bozulmasidir. Primer proteinler denatiirasyon sirasinda fazla degismezken, sekonder ve
tersiyer yapilarda ciddi bozulmalar meydana gelmektedir. Hidrofobik aminoasitlerin
yapilarinda, proteinler arasi etkilesimlerin artmasiyla ¢okme egilimi goriillmektedir

(Foegeding ve Davis, 2011).

Proteinler yapisal acidan organizasyonlarina gore fibroz ve globiiler proteinler
olarak gruplandirilmaktadir. Fibroz proteinler, kivrilmis haldeki proteinlerin diiz
zincirlerini bulunduran ¢ubuk sekle sahip yapilardir. Proteinlerin katlanmasiyla olusan
kiiresel, eliptik ya da kompat yapida bulunan proteinler ise globiiler proteinlerdir.
Biyolojik fonksiyonlar1 agisindan ise proteinler, depo proteinleri, yapisal proteinler,

tasiyici proteinler gibi gruplarda incelenmektedir. Tasima gorevi listlenen miyoglobin
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gibi proteinler ile kazein veya diger siit proteinleri globiiler proteinlere; kas
kontraksiyonunda gorevli protein olan aktin ve miyozin proteinleri ile kollajen gibi

yapisal protein gruplari ise fibroz proteinlere 6rnek olarak verilebilir.

2.4.1 Albuminler

Albuminler, Latince isminden tiiretilmis ve suda ¢oziinebilir olmasinin yan1 sira
sicakta pihtilasan proteinler smifindadir. Kan serumunda bulunan en yaygin protein
oldugu icin serum albumini olarak da adlandirilmistir. Yapilan arastirmalarla serum

albuminin 6zellikleri ve ¢oklu rolleri anlagilmaya baglanmistir.

Molekiiler yapisi biiyiik olan proteinler kilcallara gegis yapamadigindan kandaki
madde dengesi albuminlerle saglanir. Bu sebeple albuminler, kolloid osmotik basincin
veya diger adiyla onkotik basincin diizenlemesindeki birincil kontrolor olan proteinler
olarak kabul edilir (Roopenian ve ark., 2015). Kolloid osmotik basinci diizenlemesinin
yaninda daha diistik bir kapasitede, steroidler, yag asitleri, tiroid hormonlari, metabolitler,
hem bilesikleri, agir metaller ve cesitli mineraller ile kii¢iik molekiile sahip ilag,
metabolitler ve endojen bilesiklerin depo ve dolagimina hizmet eder (Fanali ve ark., 2012;

Peters, 1985; Peters ve Stewart, 2013).

Serum albumini, toplam serum proteinlerinin %50’sinden fazlasini olusturur.
Homeostazinin diizenlenmesinde oldukc¢a 6nemlidir. Albuminler de dahil olmak {izere

hiicre dis1 proteinler, disiilfit baglari ile stabilize edilir (Champe ve ark., 2005).

Serum albumini tibbi agidan yaniklar, sok tedavisi ve kan kaybini 6nleme gibi
amaglarla sinirli olarak kullanilabilirken, farmakokinetigi ve baglanma o6zelliklerinin
bilinmesiyle beraber albuminin farkli alanlarda yararlanimmi da saglamistir.
Calismalarda 6zellikle de ilaglarin kaliciligini arttirmak amaciyla, immiinojenik olmayan
bir ara¢ olarak kullanilmasi yoniinde yogunlasilmistir. Serum albumin ile ilag
konjugatlarinin, albumin fiizyon proteinleri ve albumin nanoparg¢aciklarindan olusturulan
konjuge edilmemis olan formlariyla klinik olarak kullanilmaya baglanmistir (ando ve ark.,
1980; Fanali ve ark., 2012; Minchiotti ve ark., 2013; Nagase ve ark., 1979; Dammacco

ve ark., 1979). Ozellikle de albumin proteinlerinden insan serum albumini (HSA) ile sigir
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serum albumini (BSA), hedefe yonelik metal bazli ilag komplekslerinin hazirlanmasinda

yararlanilan konjugat proteinleridir (Yousuf ve ark., 2019).

Albuminlerin metal baglayabilme kapasitelerine iligkin yapilan ¢aligmalarda Cu (11)
ve Zn (I) basta olmak iizere cesitli esansiyel ve toksik olan metal iyonlarini bagladig:
gosterilmistir. Ozellikle de calismalarda afinite, 6zgiilliik ve stokiyometri iizerine
yogunlasilmistir (Harford ve Sarkar, 1997; Lu ve ark., 2008; Masuoka ve ark., 1993;

Giroux ve Schoun, 1981).

2.4.1.1. Sigir Serum Albumini

Si1gir serum albumini (BSA), aspartik asit ve glutamik asit ile arjinin, histidin gibi
aminoasitleri bulunduran, amfoter 6zellik gosteren globiiler bir proteindir. Biyolojik
reaksiyonlarda kararli bir yapiya sahiptir ve biyokimyasal uygulamalarda kullanilir.
Ciinkii BSA, yapisal olarak insan serum albumini (HSA) ile ¢ok benzerdir. Bu nedenle
genellikle HSA yerine model bir protein olarak calismalarda tercih edilmektedir

(Roufegarinejad ve ark., 2019).

BSA, kolaylikla proton alabilen ya da proton verebilen bir 6zellige sahiptir. pH’1in
yiksek oldugu ortamlarda BSA proton kaybederek negatif yiiklenirken, pH’in diisiik
oldugu ortamlarda pozitif yiiklenir. Sigir serum albumini suda ¢6ziinebilir, biyolojik
olarak uyumlu ve toksik olmayan bir protein yapisindadir (Gonzalez ve Bolivar, 2014;

Jun ve ark., 2011; Maghsoudi ve ark., 2008).

BSA, protein katlanmasi, toplanmasi ve biyoteknolojik uygulamalar agisindan
yaygin sekilde model olarak kullanilan bir proteindir.  Cesitli kosullar altinda
makromolekiiler agregalarda, kendiliginden toplanma egilimine sahip oldugu
bilinmektedir (Militello ve ark., 2004; Navarra ve ark., 2009). BSA, yapisal ii¢ homolog
I ve Il domain igerir ve her bir domain, benzersiz bir baglanma 6zelligine sahip sahip A
ve B olarak iki alt domainden (subdomain) olusur (Jahanban-Esfahlan ve ark., 2015).
BSA’nin bu ii¢ boyutlu yapisi, biiylik 6l¢tide alt etki alaninda her biri kendi iginde bir
derece dayaniklilik saglayan, fakat dis etkilere karsi bi¢im ve boyuttaki degisiklere

kontrollii sekilde izin veren, sistein (Cys) aminoasidi ile ¢apraz baglh bulunan 17 tane
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distilfit kopriisii tarafindan stabilize edilir. Oda sicakligindaki yapisi genel itibari ile [
heliseldir (1Dautzenberg ve ark., 1994). BSA, 583 tane amino asit kalintis1 igeren bir
polipeptid zincir yapisidadir (Roufegarinejad ve ark., 2019). BSA’ nin kalp seklindeki
yapisinin molekiil agirligi ise 66.8. kDa’dur. BSA, alt alanlarinda sirasiyla IB ve 1IA’da
Triptofan aminoasit (Trp-134 ile Trp-212) tortusu igerir (Jahanban-Esfahlan ve Panahi-
Azar, 2016).

BSA, metal ¢esidine bagli, farkli afinite degerleriyle karakterize edilen birden fazla
metal baglanma bolgeleri bulundurmaktadir. Bakir ve ¢inko iyonlar karsilastirildiginda
BSA’nin birincil bélgede, ¢inko iyonlarina daha yiiksek afinite gosterdigi goriilmiistiir.
Cu (IT) i¢in spesifik sekonder baglanma bolgesi, bakir, ¢inko, nikel ve kadmiyum i¢in
karsilastirilabilir afiniteye sahip bu bolge coklu metal baglanma boélgesidir. Zn (II) ile
ilgili olarak ise pH ve sicaklik degisikliklerine duyarli Zn-BSA ikili baglanma bolgesinin
varligindan soz edilebilir (andré ve Guillaume, 2004; Bal ve ark., 1998; Masuoka ve ark.,

1993; Ohyoshi ve ark., 1999).

2.5. Polielektrolit Kompleksler

Polielektrolit kompleksler, kimyasal agidan farkli ve karakterize edilebilir bilesikler
grubudur. Belirli kosullar altinda yiikli hale gelebilen ve nispeten fazla sayida

fonksiyonel grup igeren makromolekiillerden olusurlar.

Polielektrolitler, yiiksek veya diisiik molekiil agirlikli maddelerle reaksiyona
girerek polielektrolit kompleksleri meydana getirirler ve bu kompleksler, polikompleks
tuzu ya da jel olarak ayrilabilir veya ¢ozelti i¢inde ¢Oziiniir halde de bulunabilirler.
Herhangi bir polielektrolit ¢ozeltisi, pozitif yiike sahip bir elektrolit iceriyorsa negatif
yliike sahip kiiciik iyonlar da bulundurabilir. Negatif yiike sahip elektrolitlere de pozitif
yiike sahip iyonlar benzer sekilde eslik edebilir (Liu ve ark., 1998).

Cozeltinin iyonik giicii polielektrolitlerin davranisi lizerinde biiyiik 6lctide etkilidir.
Cozeltide diisiik miktardaki iyonik direngte polielektrolitler, molekiil igindeki itme
kuvvetlerinin etkisiyle genis bir forma dogru egilir. Cozeltinin iyonik giicii arttikca

polielektrolit kalin bir hale ge¢me egilimi s6z konus olur. Bu 6zel yapidan dolayi
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polielektrolitler farmasétik ve biyomedikal uygulamalarda yliksek bir 6neme sahiptir.
Ciinkli polielektrolit kompleks dispersiyonlar1 icin birbirinden farkli stabilite, boyut,

morfoloji ve viskozite dereceleri olabilir (Malviya, 2014).

Biyolojik makromolekiillerin tamami, niikleik asitler, proteinler ve polisakkaritler
birer polielektrolittir. Bu polielektrolitler, biyolojik fonksiyonlar1 gerceklestirirken hem
birbirleriyle hem de kiiciik iyonlarla reaksiyon verirler. Biyolojik makromolekiillerin
yapisal kararligi, polielektrolitlerin bu reaksiyonlar esnasinda olusan elektrostatik
etkilesimlerinden etkilenir. Tiim bu prosesler ele alindiginda, sentetik polielektrolitler
kullanilarak olusturulan polielektrolit kompleksler ile ilgili yapilan calismalarda,
karmagik yapili biyopolimer reaksiyonlarin1 aydinlatacak basit modeller olusturulabilir.
Bu modeller 151ginda diisiik molekiil agirlikli bilesikler ile sentetik polielektrolitler
arasindaki  polikompleks  olusumunun  Gzelliklerinin  incelenmesi,  biyolojik
membranlardaki protein ve lipitler arasi etkilesimlerin ya da proteinlerin bozunma

mekanizmalarinin anlasilmasi agisindan yol gosterici olabilecektir.

Proteinler, dogal ve sentetik polimerler ile giiclii bir etkilesim kurarak polielektrolit
kompleks meydana getirirler (Hubert ve ark., 1991; Sacco ve ark., 1988). Proteinlerin
izoelektrik noktasinin tistlinde ve altinda iken polikatyon ya da polianyonlara
baglandiginda ¢d6ziinebilir kompleks, amorf kati ya da koaservat olusabilecegi
gozlenmistir (Kokufuta ve ark., 1981; Lenk ve Thies, 1987; Veis, 1991, 86, 87). Faz
degisimi; proteinleri ayirmada polielektrolit kullanma, polielektrolit komplekslerde
enzim stabilizasyonu ya da immobilizasyonu, proteinlerin substrat affinitesi i¢in

modifikasyonunu i¢germektedir (Shieh ve Peppas, 1991).

Polielektrolit kompleksler ile ilgili art arda ¢ok sayida calisma yapilmistir. Bu
caligmalar 15181inda deniz suyunun aritilarak igme suyu elde edilmesi, biyolojik siv1 ya da
sulu cozeltilerin ultrafiltrasyonu gibi pek cok endiistriyel alanda yar1 gegirgen
membranlarin iiretimi i¢in de polielektrolit kompleksler iimit var etmektedir. Ayni
zamanda polikomplekslerin bilesiminin anlasilabilmesi i¢in makromolekiiler acidan
anlamak icin yapilan calismalar yol gosterici olmustur. Homojen c¢ozelti olusturan
polimer- protein karisimlari basit fizikokimyasal metodlar uygulanarak polikompleks

yapis hakkinda giivenilir sonuglar vermistir (Park ve ark., 1992).
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Sentetik polielektrolit — protein kompleksleri ise ilk olarak Morawetz ve Hughes
(1952) tarafindan ¢alisilmis ve bu ¢alismada farkli polimer/protein oranlari, yine farkl
pH ve iyonik siddet degerlerinde tiirbidimetrik olarak si§ir serum albuminin
polielektrolitler ile kompleks olusumu incelenmistir. Bu incelemede agirlikli olarak
cokelek olusumu tizerinde durulmustur. Yapilan ¢alismaya gore, ¢okelek miktarinin
maksimum miktarda olmasi i¢in kritik bir oran bulunmaktadir. Bilesenlerin eklenmesiyle
cokelek, c¢oziinebilir kompleksler olusturmaktadir. Bu durum antikor — antijen
reaksiyonlarindaki duruma benzerlik gostermektedir. Ayrica yapilan bir caligmaya gore,
polimerin molekiil agirliginin ¢ékelek olusumu dengesine etkisinin olmadigi sonucuna
vartlmistir (Morawetz ve Hughes; 1952). Daha sonraki yillarda yapilan caligmalar
1s181nda, polimerin dar dagilimli olmas1 ve molekiil agirliginin kompleks olusumunda

etkili oldugu goriilmiistiir (Kabanov ve ark., 1978).

Diisiik molekiil agirliga sahip iyonlarin BSA’nin polivinilamin ile ¢okelek
olusturdugunu ve pH’1 degistirdigi gosterilmistir (Morawetz ve Hughes; 1952). Aynm
zamanda polimetilmetakrilik asit (PMAA), serum albumin (SA) ile oksihemoglobin
karigiminin reaksiyonunu incelenmistir. S6z konusu proteinlerin izoelektrik noktalarina
uygun pH degerlerinde, oksihemoglobinin segici olarak ¢oktiiglinii gozlemlemislerdir.
Polimetakrilik asit, gamaglobiilin ile SA ve insan albuminleri ile antikor ayirdigini

gostermistir.

Nanoteknolojinin biyomedikal alandaki ¢aligmalarinin her gecen giin ilerlemesi
sonucu, Ozellikle de ilaglarin vektorlere yerlestirilerek hedef dokuya ulastirilmasi icin
yeni firsatlar dogurmustur. Bu sayede ilaclarin erken bozulmasinin 6niine gecilebilirken
ayn1 zamanda biyoyararlaniminin da arttirilmasi saglanabilir. Ayrica vektorler ilaglarin
istenen anatomik bolgede kalma siiresi uzatilabilir ve uygulama zaman araliklarinin
arttirilmasinda yararli olabilir. Daha 6nce ilag¢ tagima sistemlerinde kolloidal vektorler,

tasiyici olarak denenmistir (Wu ve ark., 2020).
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2.5.1. Polielektrolit Komplekslerinin Olusum Prensipleri

Polielektrolit komplekslerin olusumu, zit yiikli polielektrolitler arasindaki
Coulombik etkilesimlerin etkisiyle gerceklesir ve bu etki interpolimer iyonik
yogunlagmaya sebep olur. Hidrojen baglari, Van der Waals kuvvetleri, ylik transferi,
hidrofobik etkilesimler ve dipol kuvvetler ile diger interpolimer etkilesimlerdir (De
Robertis ve ark., 2015). Bu etkiler sayesinde agregat olusumu ger¢eklesmektedir ve sulu

cozeltide interpolimer kompleksin kolloidal davranisini olusturmaktadir.

Interpolimer kompleskler ve olusum siirecleri, makromolekiiller aras1 etkilesimin
arastirilmasi, makromolekiillerin kimyasinin incelenmesine sebep olmustur. Bdylece
bilimsel uygulamada biiylik bir 6neme sahiptir. Polimer zincirleri aras1 etkilesim sonucu
kararl1 yap1 meydana gelir. Bu kararli yapiya interpolimer kompleks adi verilirken bu
yap1 olusumuma inter polmerlesme denir. Kompleks molekiiller, igerdikleri bilesiklerine
gore daha farkli 6zelliklere sahip oldugundan komplekslerin temel diizenleri, kimyasal ve
yapisal karakterini belirleyen etkilesimleri gibi o6zelliklerinin arastirilmasi igin

caligmalara devam edilmektedir.

Polielektrolit komplekslerdeki etkilesimlerin giiglii olmasmin yani sira geri
déniisebilir oldugu distiniilmektedir (Ciri¢ ve ark., 2020). Bir¢ok formiilasyon
parametresinin ve hazirlama kosulunun, iyonlagsma derecesini, yiikk yogunlugunu ve
yikiin dagilimini, polimerdeki zincirin esnekligini yani iyonik etkilesimleri gii¢ ve derece

bakimindan etkiledigi diistiniilmektedir (Berger ve ark., 2004).

Polielektrolit komplekslerinin olusum siireci, iyonizasyon ve dissosiasyon gibi
yikli olan gruplardaki etkilesimlere baghdir. Polielektrolitin yiik yogunlugu ise hem
olusum stirecinde hem de ozellikleri lizerinde etkilidir (Koetz ve ark., 1986). Stabil
kompleks olusumu daha ¢ok yiik yogunlugu fazla olan polielektrolitlerde gerceklesirken
daha kolay dissosiasyona ugrayabilen kompleksler ise yiik yogunlugu diisiik

polielektrolitler tarafindan olugsmaktadir.

Polielektrolit komplekslerin yapilarinin olusumunda ilk etken zit yiikli gruplarin
arasindaki etkilesimlerdir. Ters yiiklii elektrolitlerin iyonlasma dereceleri, reaksiyon

ortamimin pH degeri, yiik yogunlugunun miktari, polimerik zincirin yik dagilimi,
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polielektrolitin karisim ve konsantrasyon orani, karistirilma miktari, etkilesim stireci,
iyonik gruplarin davranisi ve polimerik zincirdeki konumu, polielektrolitlerin her birinin
molekiil agirligi, zincirin sicakligi ve esnekligi ile iyonik ag¢idan giicii polielektrolit
komplekslerin olusumunu ve stabilitesini etkilemektedir (Bhattarai ve ark. 2010; Etrych

ve ark., 2005; II’'ina ve Varlamov, 2005; Park ve ark., 2010).

71t yukli polilelektrolitlerin ¢ozelti igindeki karisimi giiclii olmakla beraber geri
doniisiimlii elektrostatik baglarin nedeniyle polimerik zincirde olagan sekilde birlesme
meydana gelir. Polimerik zincirdeki bu dogrudan meydana gelen etkilesimler, kovalent
capraz baglayicilar1 engellerken gecici bir yapiya sahip polielektrolit kompleks aglarinm
olusturur. Genellikle polimerik aglarin biyouyumlulugu vardir ve ¢evre kosullarindaki
degisimlere kars1 duyarlilardir (Hamman, 2010). Reaksiyon sartlarina ve bilesenlerine
bagh olarak kompleks olusum siireci, komplekslerin 6zelligini etkilemektedir. Hacimce

artis gosteren hidrojeller ile yogun ¢okelek arasinda bir kompleks yapis1 goriilmektedir.

Polielektrolit komplekslerin olusumu genellikle iki ya da ii¢ asamali olarak

gergeklesir (Sekil 3) (Meka ve ark., 2017).
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Sekil 3: Simpleks olusum yollar:
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(Philipp ve ark., 1989)

+ 3 H,0

+ 3 Me Hal

[k asama hizlidir ve polimer zincirlerinin konfigiirasyonlarinda ciddi bozulmalara
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sahip olan bir primer kompleks olusturur. Sonra kompleksler icindeki mevcut
baglantilarin tekrar diizenlenmesiyle elektrostatik bag, hidrojen baglar1 ya da hidrofobik
etkilesimler gibi yeni baglarin olusumunu igeren ikincil kompleks olusur. En son asamada
ise belirli kosullarda birincil ve ikincil olusan kompleksler toplanarak, fibriller, dolagmis
agregatlar, sirali aglar gibi farkli kararli yapilarin olusumuna sebep olabilir. Ayni
zamanda kompleks olusumu asit-bazlarla da ger¢eklesmektedir. Bu durum genellikle ii¢
farkli yolla incelenir. Matriks polimerizasyonu ile poliasit-polibaz, polituz-polituz

etkilesimleridir (Sekil 3) (Philipp ve ark., 1989).



Poliasit-polibaz etkilesimi ekzotermik bir reaksiyondur ve olusumda nétralizasyon
etkilidir (Philipp ve ark., 1989). Kompleks olusumunda farkl etkilerin varlig1 s6z konusu
oldugundan 1iyonlarin ilk eslesmesi sonrasi daha fazla sayida ¢apraz baglanma
gergeklesir. Polimerin intramolekiiler olarak etkilesime giren uzun bolgeleri arasinda
kooperatif etkilesimler bulunmaktadir. Bu durum, molekiiler agirhig: diisiik bilesiklerin
olusturdugu kompleksler ile makro molekiillerin olusturdugu kompleksler arasi en biiyiik

farktir.

Meydana gelen molekiiliin 6zellikleri ilk olarak yiik-yiik etkilesimine ait
stokiyometrisine baglidir. Stokiyometrik polielektrolit kompleksler ¢okelti ve koaservat
olarak da isimlendirilmektedir. Bu kompleksler meydana geldigi ortamda ¢dziinebilir
ozellikte olmayabilir (Commandur ve ark., 1989). Yiikleri notralize oldugunda bile diisiik
konsantrasyon ¢oziinebilir kompleks olusmasi i¢in yeterlidir. Ancak nonstokiyometrik
kompleksler yiiklerinden bazilarinin iyonize olmasi sebebiyle ¢oziinebilir pargacik

icermektedir.

Faz ayrigsmasi, bulanik simpleks yumagini ve dagilimini, yiiksek polimer ve diigiik
koaservatlagsma icerir. Makroskobik homojen sistemlerle bulanik sistemleri birbirinden
ayirmak fiziksel olarak miimkiin degildir. Viskozimetrik ve elektroforetik Olctimler,

simpleks pargaciklarinin poliamfolitlere benzedigini ortaya koymustur.

Faz ayrimmin bulundugu sistemler ile tek fazda ilerleyen homojen sistemler
birbirinden farklidir. Konsantrasyonu diisiik olan polimerde kii¢iik simpleks agregat
olusmast, konsantrasyonu yiiksek polimerde kompleksin disagregasyonu, bilesenlerinden
birinin yogun bulunmasi durumunda ardisik ¢oziinebilir kompleksin olusumu, homojen

sistemlerin elde edilebildigi yollardandir.

Polielektrolitler, pozitif ya da negatif bir yiikiin fazla oldugu oranda karistirilirsa
genellikle ¢oziinebilir bir stokiyometrik olmayan (nonstokiyometrik) bir kompleks
olusur. Stokiyometrik polielektrolit komplekslerinde net yiik sifirdir. Genellikle
stokiyometrik bir polielektrolit kompleksi ¢oziinlir degildir, yap1 iizerine ¢ozeltiden

¢okelme meydana gelir (Kramarenko ve ark., 2006).

Yapilan caligmalarda uzun polielektrolit ile kisa olan bir elektrolitin birlesmesi
sonucu ardisik olarak nonstokiyometrik suda ¢oziinebilir olusumlar (simpleksler), ¢esitli

reaksiyon kosullarinda incelenmistir. Konakc¢1 polielektrolit ile misafir polielektrolit
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arasindaki nispeten zayif baglanma, bu sistemler i¢in 6zgiisel olarak goriinmektedir.
Yeniden diizenlenmesi ile ¢6ziiniirliik 6zelliginde doniistimler goriilmiis, ¢oziinebilirken

¢Oziinemez hale gelmistir (Kabanov ve ark., 1980; Kabanov ve Zezin, 1984).

2.5.2. Polielektrolit ile Protein Komplekslerindeki Etkilesimler

Proteinler, suda ¢oziinebilir ve suda ¢oziinemez 6zellige sahip bircok Onemli
uygulamada kullanilan polielektrolit protein komplekslerini meydana getirirler (Akkili¢
ve ark., 2007). Dogada esas olarak proteinler ile polielektrolitler arasi etkilesim
elektrostatiktir. Bu komplekslerin 6nemli Ol¢lide denge sistemlerini temsil etmesi

sebebiyle ¢ok sayida deneysel teknikle arastirilmaya agiktir.

Polielektrolit protein kompleksleri, protein ¢dozeltilerinin suda ¢dzilinebilir
polielektrolitler ile karistirilmasi sonucu elde edilir. Bu kompleksler, ilag salinimi, biyo
ayristirma, enzim ayirma gibi farkli kompleks cesitleri olusturmak icin uygulamalarda
kullanilabilir. Cesitli konsantrasyonlarda iyon varligindaki BSA ve BSA-polielektrolit
komplekslerinin floresan davraniglar1 daha 6nceki caligmalarda incelenmistir (Giiney ve

ark., 1997; Teramoto ve ark., 1994; Xia ve ark. 1995).

Polielektrolit protein kompleksleri farmakoloji, biyomiihendsilik,
biyoteknolojideki uygulamasi nedeniyle modern bilim ve endiistrideki c¢alismalarda
bliylik 6nem kazanmustir. Polielektrolitler, proteinlerin ayrilmasi veya saflastirilmasi,
protein iletimi gibi amaglarla kullanilabilmektedir (Sofronova ve ark. 2017). Ayrica
polielektrolit kullanimi1 protein birikimini 6nlemek amacl etkili ve ileri doniik olan bir
yontemdir. Elde edilen baz1 sonuglara gore, polikatyon ya da polianyon ilavesinde suda
¢Oziinlir  polielektrolit-protein ~ komplekslerinin  olustugu  gdzlenmistir.  Ciinkii
kompleksler arasi elektrostatik itme, proteinlerin birikmesini dnleyebilmektedir. Ayni
zamanda polielektrolitler dnceden olusmusu olan agregay1 da ¢ozebilirler (Semenyuk ve

ark., 2015; Shalova ve ark., 2007).

Protein-polielektrolit komplekslerdeki etkilesimler organizmalar i¢in de Gnem
tasidigindan cesitli arastirmalar yapilmaktadir. Ciinkii proteinler pek ¢ok polimerle

etkilesime girebilmektedir. Proteinlerden bazilarinin modifiye edilmesi sonucu proteinin,
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diger proteinlerle etkilesiminin de degistigi fark edilmistir (Huttner, 1988; Niehrs ve ark.,
1994; Stogov, 2010).

Cesitli stokiyometri ve yapiya sahip polielektrolit-protein kompleksleri olusturmak
icin protein ve polielektrolitler oncelikle elektrostatik kuvvetlerle etkilesime girer. pH,
iyonik gii¢, protein yiizeyindeki yiik dagilimi ve bu yiikli grubun karakteristigi,
polimerizasyon derecesi, hidrofobik 06zelligi, polielektrolitin sertligi gibi durumlar
elektrostatik etkilesimleri etkileyen Ozelliklerden bazilaridir. Protein ve polielektrolit
arasi etkilesimlerin molekiiler modellemesi i¢in farkli simiilasyon yontemleri, kompleks
olusumunun itici kuvvetlerini, proteinlerin ylizey yiik dagilimini ve c¢evresel kosullar:

arastirmak ic¢in kullanilmistir (Carlsson ve ark., 2001).

Polimerizasyon derecesi, proteinin agregasyonunu baskilanmasini dogrudan
etkileyen polielektrolitin ana 6zelliklerinden biridir. Polimerizasyon derecesi arttikca
poliielektrolit, daha etkili bir bicimde protein birikimini 6nler. Ayn1 zamanda hidrofobik
ozelligi de yine polielektrolitin proteinle etkilesime girerek birikmesini 6nlemektedir

(Sofronova ve ark., 2017).

2.5.3. Polielektrolit Protein Komplekslerde Fiziksel Haller

Dogal veya sentetik polielektrolitler ile protein molekiillerinin kuvvetli etkilesimi
sonucu ¢esitli kompleksler olusur. Bu kompleksler; suda ¢6ziinebilir kompleksler, amorf
cokeltiler (kati-siv1 faz ayrimi) veya kompleks koaservat olusumu (sivi-sivi faz ayrimi)
seklinde meydana gelmektedir (Mansuroglu ve ark., 2011). Protein-polielektrolit
komplekslerinin fiziksel halleri ¢6ziintirliikk dereceleriyle iliskilidir. Coziiniir kompleksler
giiclii sekilde hidratlanmistir ve genellikle proteinin izoelektrik noktasina yakin pH

degerlerinde gerceklesmektedir.

Polielektrolit-protein komplekslerinin bilesimi, 6zellikleri ve yapisi, protein ile
polielektrolit zincirilerinin birbiriyle ya da cevreleriyle olan etkilesimleri sonucu
belirlenir. Dogada elektrostatik olan bu etkilesimler, protein yiizeydeki iyonlagabilen
gruplarin ve polielektrolit zincirleri listiindeki yiik yogunlugu, dagilimi ve iyonlasma

derecesinden etkilenir.
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Tuz iyonlarmin varligi, yiikli kisimlarin protein ve polielektrolit zincirleri
iizerindeki iyonizasyona etki ederek elektrostatik etkilesimlerin etkisini degistirir.
Boylece polielektrolit protein komplekslerinin yapis1 ve 6zellikleri degismis olur. Tuz
bulunmayan sistemlerde ise protein molekiilleri, zit yiiklii gruplar arasinda iyon ¢iftleri
veya tuz baglantilarinin stokiyometrik olusumu yoluyla esnek polielektrolitler ile

kompleks olusturur (Braia ve ark., 2008).

Polielektrolit zincirlerinin yiik yogunlugu, tamamen iyonize zincirler ve deiyonize
notr zincirler arasinda degisebilir ve bu durum ¢ozeltinin pH degeri ile kontrol edilebilir.
Polielektrolit zincirlerinin iyonlasma derecesi, iyonlasabilir gruplarin ayrigsma sabiti pKa
kullanilarak ve Henderson-Hasselbalch denklemi ile olgiilebilir. Proteinler ise
ylizeylerinde tipik olarak pozitif ve negatif yiiklii iyonlasabilen kisimlara sahiptirler. Sulu
cozeltinin pH degeri, pozitif ve negatif yiiklii her iki parcanin da iyonizasyon derecesini
etkiler. Sonug olarak proteinlerin net yiikii kontrol edilmis olur. Proteinlerin net yiikiiniin
sifir oldugu pH degerine izoelektrik nokta (pI) ad1 verilir. Proteinler pH < pl durumunda
pozitif yiiklii, pH > pl durumunda ise negatif ytikliidiir (Cousin ve ark., 2010; Cousin ve
ark., 2011).

Aminoasit dizilimlerine bagh olarak proteinler farkli izoelektrik noktaya sahiptir.
pH degeri ile izoelektrik noktasinin (pl) esit oldugu durumda iyonlasmis halde olmalarina
ragmen dis gevreye kars1 ndtral yapida bulunurlar. Izoelektrik noktasina gére daha diisiik
pH degerinde net pozitif yliklii olduklarinda anyonik polielektrolitlerle etkilesirken, pH
degeri izoelektrik noktasindan daha yiiksek olan bir ortamdayken net negatif ylike sahip
olurlar ve katyonik polielektrolitlerle kuvvetli sekilde etkilesime girerler. Ozellikle de
diisik pH sistemlerinde protein Tlzerindeki pozitif ylklerin varligi, anyonik
polielektrolitlerle giiclii elektrostatik ¢cekim meydana getirmektedir. Bu durumda kararl

polielektrolitler olusmaktadir (Mansuroglu ve ark., 2011).

Polielektrolit protein komplekslerinin yapisi, iyonizasyon disinda diger
ozelliklerden de etkilenir. Polielektrolit zincirlerinin uzunlugu arttik¢a protein globiilleri
arasinda kopriiler olusturarak protein yiizeyinde adsorbsiyonu yiikseltebilir ve sonug
olarak daha yogun kompleks olusturabilir (Cousin ve ark., 2010; Kayitmazer ve ark.,
2007). Cozeltideki zincir ve globullerin konsantrasyonu, komplekslerin bilesimini ve
morfolojisini de belirler. Daha yiiksek bilesimler biiyiik hacimli kompleks olusumuna yol

acabilir (Cousin ve ark., 2010). Ayni zamanda polielektrolit omurgas: ile protein
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ylizeyindeki hidrofobik etkilesimler baz1 durumlarda kompleks yapiyr giiclendirebilir,

bazi durumlarda ise yapinin olusumunu engelleyebilir (Cooper ve ark., 2005).

2.5.4. Polielektrolit Komplekslerin iImmiinojenik Aktivitesi

Yiiksiiz veya sulu ortamda yiiklenemeyen polimerler, adjuvant etkiye sahip
olmadiklarindan immiin yanit1 pratik acidan degistiremezler. Bazi1 polimerlerin adjuvant
ozelliginden yararlanilmasi ters bir etki gdosterebilir. Homopolimerden farkli sekilde
kopolimerlerden bazilari, immiin yanit1 keskin olarak azaltabilir ve bagisiklig: yatistiric
etkiye sahip olabilir. Bu farklilik adjuvant 6zellikte kullanilan polimerlerin, kimyasal

yapisinin etki mekanizmalarina bagli olmadigini gostermistir.

Calismalar 1s1¢81nda en fazla immiin yanit aktifliginin kararli komplekslerde veya
konjugatlarda oldugu gortilmiistir. Bu tiir sistemler i¢in antijen molekiilii ile
polielektrolitlerin kooperatif, hidrofobik ve elektrostatik etkilesimlerle olusturdugu
konjugatlar veya kovalent baglarla bagli fonksiyonel gruplarin bilesenlerinden olusan
konjugatlar 6rnek olarak verilebilir. Ancak antijen molekiilleriyle polielektrolitler,
birbirine baglanabilmek i¢in uygun fonksiyonel grup hidrofobik radikaller icermiyorlarsa
kimyasal modifikasyon sorunu ortaya c¢ikabilir. Bu da polimerin biyolojik acidan

etkisinde degisimlere yol acar.

Halihazirda kullanilan adjuvanlara alternatif olarak, antijenler i¢in tasiyic1 6zellikte
pozitif ya da negatif yiikli polimerlerden immiinojenik olmayan sentetik
polielektrolitlerin kullanilmasidir (Basalp ve ark., 2000; Dilgimen ve ark., 2001; Filenko
ve ark., 2001; Mustafaev ve Sarac, 1996; Mustafaev ve ark., 1996a; Mustafaev ve ark.,
1996b; Mustafaev ve ark., 1998; Petrov ve ark. 1992; Yiicel ve ark., 2001). Zincir
uzunlugu, elektrik yiikii, konformasyon, hidrofobik 06zellik, polidispersite,
supramolekiiler yapinin immiinojenite iizerindeki baskilayici ya da uyarici olarak 6zellik
kazanmas1 lizerinde etkilidir (Mustafaev, 1996b). Mustafaev ve Mustafaeva (2002)
yaptiklari calismada, daha 6nce zayif yiiklii olan viral ve mikrobiyal protein antijenlerinin
farklr yiiklii polimerlere baglanmasi sonucu yalnizca immiinojenik aktivite degil, aym

zamanda koruyucu aktivitesininin modiilasyonuna izin verdigini gézlemlemislerdir.
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Protein ve peptid antijenlerinin sentetik polielektrolitlerle bilesenlerinin kompleks
olusumu ya da kovalent baglanmasiyla yiiksek immiinojenik etkiye sahip sentetik
antijenler ortaya cikartir (Kabanov ve ark., 1978; Petrov ve ark., 1983). Polimer
polielektrolit kompleks olusumu ile immiinojenite arasinda bir korelasyon bulunmustur
(Kabanov ve ark., 1980). Polimer zincirindeki serbest bdlgelerin immiinokompetan
hiicrelerin ylizeyinde kooperatif sorpsiyon kabiliyeti, fizikokimyasal olarak protein
polielektrolit ~ komplekslerinin  immiinojenik  6zelliklerinin  a¢i8a  ¢ikmasinin
nedenlerinden biridir (Kabanov ve ark., 1982; Vinogradov ve ark., 1982). Ayn1 zamanda
polielektrolitlerin polimerizasyon derecesi immiin sistemi uyarici 6zeliklerinden biridir

(Kabanov ve ark., 1984).

Proteinler ile polielektrolitler arasi kompleks olusumu, protein globiilleri ile
polityonlar arasindaki homojen olmayan sekildeki dagilimiyla karakterize edilir
(Kabanov ve ark., 1977; Kabanov ve ark., 1981). Polimer zinciri basina protein molekiilii
say1si, polielektrolitin polimerizasyon derecesine bagli olup zincir uzunlugunun dogrusal
fonksiyonu olarak artar. Yapay antijenlerin immiinojenligi proteinlere bagl tasiyici
polimerin uzunlugu ve serbest polielektrolitin immiin sistemi uyarici aktivitesine olan
bagliliginin karakteri ve mekanizmalari, polieelktrolitlerin adjuvan etkisinin arastirilmasi

acisindan 6nem tasimaktadir.

2.6. As1 Adjuvanlar ve Etki Mekanizmalari

Adjuvan sozciigii Latincede “adjuvare” yani yardim etmek gibi bir anlama
gelmekle beraber adjuvanlar, bir antijenin hiicresel ve hiimoral bagisiklik yanitinin
arttirilmasin1  saglayan yardimecr maddelerdir. Yapilan ¢alismalarda, biyosentetik,
rekombinant teknoloji ve modern teknolojiler saflastirilan altbirimler ile sentetik asilar
zay1f immiinojenik aktivite gostermekte ve immiin yanitin uyarilmasi i¢in iyi bir adjuvan
gerekmektedir. Adjuvanlar, erken ve uzun dénemde immiin yanit olusturmak ig¢in
kullanilmaktadir. Onleyici bagisiklik saglanmasi agisindan adjuvan maddelerin asilardaki

islevi olduk¢a 6nemlidir (Gupta ve ark., 1993).
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[lk olarak 1916 yilinda Le Moignac ve Pinay tarafindan galigilmis olan mineral yag
icinde Salmonella typhimurium siispansiyonu kullanilarak adjuvanlarin etkisi
gosterilmistir (Allison ve Byars, 1986). Bu tarihten itibaren adjuvan oOzellikteki
maddelerle ilgili pek ¢ok arastirma yapilmaya baslanmistir. Yine adjuvan etkinin
gozlemlendigi bir diger calisma da Gelnny ve arkadaslari tarafindan yapilmistir. Bu
caligma 1s18inda aliiminyum preperatlarin iyi bir adjuvan etkiye sahip oldugu

distintilmistiir (Kissel ve Koneberg, 1996).

Adjuvan maddelerin etki mekanizmalar1 hiicresel ve molekiiler diizey olarak farkl
mekanizmalara sahiptir. Antijenin yavas salimimi, antijenin ifade edici hiicreye
yonlendirilmesi, hiicrelerin uyarilmasi1 ve aktivasyonunun saglanmasi, antijenlerin

konformasyonel degisiklige ugratilmasi seklinde gergeklesmektedir.

Antijenin adsorbsiyonu i¢in spesifik bir baglanma yiizeyinin olmasi adjuvanlarin
biyolojik aktivitesi agisindan 6nemli goriilmektedir. Antijenin taninmasi, antikor ile
etkilesimi, bagl proteinlerin immiin yanit olusturmasi adjuvanlarin istenen biyolojik
aktivitesini igermektedir. Immiin yanitta 6nemli olan B ve T hiicreleri vardir. Antijenler,

bu hiicreleri uyararak bagisikligin korunmasini destekler.

2.7. Nanopartikiillerin Sentetik As1 Sistemlerinde Kullanilmasi

Sentetik as1 sistemlerinde her gecen giin yan etkileri azaltilmig, immiinojenik etkisi
arttirllmis yapilardan olan kontrollii salim araglar1 Onerilmistir. Nanopartikiiller, bu
amagla one ¢ikan sistemlerdendir. Bu yapilar yalnizca immiin yanit gelistirmekle kalmaz
ayn1 zamanda yardimci madde olarak adlandirilan immiinostimiilatér maddelerle yiiklii
ilgili  bagisiklik  hiicrelerine  hedeflenebilir hatta immiinojenik aktivitelerini

indiikleyebilirler (Smith ve ark., 2015).

Nanopartikiillerin (NP) sentetik ag1 sistemlerinde immiin yanit gelistirmede fiziko-
kimyasal 6zelliklerinin modiile edilebilmesi ve ayarlanabilmesi icin yapilan arastirmalar
ivme kazanmistir. Boyut ve sekilleri, sentezi ve rasyonel tasarimi i¢in oldukca 6nemlidir.
Ciinkii NP’lerin bu 6zellikleri antijen sunan hiicrelerle olan etkilesimlerini belirler. Bu

durum hedef bir hastaliga kars1 immiin yanit gelistirmede onkosuldur (Kim ve ark.,2017).
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Nanopartikiillerin sentetik as1 sistemlerinde incelendigi {ic ana Kkategori
vurgulanmaktadir. Bunlar inorganik, polimerik ve biyomolekiiler nanopartikiillerdir.
Bunlar arasinda tercih yapilirken bilinen adjuvanlari birlikte uygularken veya kendileri
adjuvan olarak etkinken iligkili antijenlerin yonlendirilmis ve kontrollii salinimini

saglamasi 6nemlidir (Gregory ve ark., 2013; Smith ve ark., 2015).

2.8. Polielektrolitlerin Sentetik As1 Sistemlerinde Kullanilmasi

Aminoasit zinciri kisa veya uzun olan sentetik peptidler, antikor olusumu icin
yeterli biiyilikliige sahip degillerdir. Yeterli biiyiiklikkte molekiiler boyuta sahip
olmadiklarindan antikor iiretiminde immiinojenik aktivitenin arttirilmasi i¢in peptidlerin
daha biiylik molekiil boyutuna ulastirilmas: gerekmektedir. Bu da peptidlerin daha biiyiik
molekiiler boyuta sahip tasiyici polimerlere baglanmasi ile saglanabilir (Deen ve ark.,
1990). Daha once yapilan c¢aligmalarda poliakrilikasit (PAA), Polivinilpiridin ve
Polisetilpiridin kopolimerleri, Poli-n-isopropilakrilamit (NIPAA), Poli-n-vinilprolidin
(PVP), poliakrilikasit (PAA) ve polivinilpirilidon (VP) kopolimerleri ¢ogunlukla tercih
edilen lineer tasiyicilardir. Peptidler, bu gibi tasiyicilara kovalent olarak baglanirlar

(Giirhan ve ark., 2002).

Sentetik peptidler, antikor olusturma amagh yaygin sekilde tercih edilen
molekiillerdir. Tastyic1 molekiillere baglanirken konjugasyon bolgesi, proteinlerdeki gibi
peptid dizilimine bagli olarak degisir. C ucu, N ucu ya da zincirdeki karboksil ucu
(COOH), amino ucu (-NH2) veya siilfidril (-SH) ucu, peptidin konjugasyon bdolgesi
olabilir. Ancak, ¢oziiniirliigiinilin yetersizligi, kararsiz yapisi, molekiiler boyutunun diisiik
olmasi, toksisiteye neden olmasi, biyouyumlulugunun bulunmamasi, 6zgilliigiiniin
yetersiz olusu gibi nedenlerle etki yetenekleri oldukca sinirlidir. Bu nedenle antijenlerin
proteinler veya suda ¢Oziinebilir polimerlerle konjugatlarimin  olusturulmasi,

immiinojenik aktivitesini ve terapdtik etkisini onemli 6l¢iide degistirmektedir.

Antijenik peptidlerin suda ¢oziiniir polimerlerle baglanmasi ona pek ¢ok 6zellik
kazandirmaktadir. Peptidlerin modifikasyonunu saglamasi, bolgesel etki alaninin

arttirllmasi, hidrofobik peptidlerin ¢oziiniirliigiiniin arttirilmasi, organizmadaki etkin
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slirenin uzamasi ve immiinojenik aktivitenin istenen diizeye ¢ikartilmasi gibi 6zellikler

bunlardan bazilaridir.

Aynm1 zamanda polimer polielektrolit konjugatlarin adjuvan ozellikleri de
arttirilmaktadir. Bu sayede hali hazirda kullanimda olan adjuvant maddelere alternatif
olarak, pozitif veya negatif yikli olan, immiinojen 06zelligi bulunmayan

polielektrolitlerin kullanimidir (Mustafaev, 1996a).

Polielektrolitlerin sentetik peptidlerle olusturulacak konjugatlarinin gii¢lii koruma
ozellikleri nedeniyle sentetik asilarin bir bileseni olarak diistiniilmektedir (Mustafaev ve
Mustafaeva, 2002). Polielektrolitler ile peptidlerin kovalent konjugasyonlari igin
geleneksel yontemler kullanilarak su igindeki makromolekiillerin aktivasyonu saglanmis
ve fonksiyonel gruplart arasinda gerceklesen reaksiyonlari sonucu peptid-lineer
polielektrolit ve protein-lineer polielektrolit kovalent konjugatlar1 sentezlenmistir. iki
basamakli, karbodiimid aktivasyonuyla ger¢eklesen kovalent konjugasyon reaksiyonu;
polimere ait karboksil gruplariin karbodiimid ile aktive edilmesi ve karboksil gruplariyla
peptidin veya proteinin amino gruplari arasinda kondenzasyon reaksiyonunun olmasi
sonucu gerceklesir. Birinci basamak boyunca kararsiz ara iiriin olan O-agilisoiire
olugmaktadir. Kararsiz bu ara iirline, protein veya peptiddeki amino gruplarinin

gelmesiyle polimer ile protein veya peptid arasinda ¢apraz baglanmasi gerceklesir.

Yapilan arastirmalar sonucu, karbodiimid kullanilarak tasiyict polimerler ve
peptidlerin  kovalent konjugasyonu ile sentezlenen konjugatlarin immiinojenik
ozelliklerinin yiiksek oldugu goriilmiistiir. Konjugatlarin immiinojenik 6zelliginin yiiksek
olmasi ise polimerin adjuvant etkisinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Mustafaev ve

ark, 1996a; Mustafaev, 2004).

Lineer yapidaki polielektrolitlerin yani sira kiiclik molekiillerin konjugasyonunu
saglamak icin tasiyici proteinler de sentetik as1 sistemlerinde kullanilmaktadir. Bu tasiyici
protein biyomolekiillerine sigir serum albumin (BSA), Keyhole Limpet Hemosiyanin
(KLH), ovalbumin (OVA) gibi globiiler proteinler de peptidler icin tasiyict olarak
kullanilmakta olup kii¢iik molekiiler boyuta sahip peptdilerin in-vivo sistmede antikor

olusturabilmesi prosesinde taninmasini saglamaktadir.

Genellikle sigir serum albumin (BSA) antikor olusumunda konjugasyon icin en

yaygin kullanilan tastyict proteinlerdendir. Konjugasyon reaksiyonlarindaki cesitli

33



molekiiller, haptenler veya protienler icin BSA, yapisinda bulunan ¢esitli fonksiyonel

gruplarindan dolay1 tercih edilmektedir (Friedli, 1996).

Tastyic1 proteinlerden BSA ve KLH kullanimi en yaygin proteinlerdir. Peptidler,
bu proteinlere kovalent baglarla kararli olarak baglanirlar. Baglanma yani konjugasyon
bolgesi, peptid dizilimine gore, peptidin icerdigi aminoasit kompozisyonu belirleyici rol
oynamaktadir. Dizideki -N ucu veya -C ucu ya da igindeki herhangi bir fonksiyonel
gruptan olabilir. Konjugasyon bolgesi olarak karboksil ucu (-COOH), amino ucu (-NH2)
ya da siilfidril (-SH) ucu olabilir. Antijenik peptid dizilimi, proteinin baglanma 6zelligi
dikkate alinarak sentezlenmelidir. Antikor olusumu ic¢in peptid dizliminin antijenik
0zelligi ve konjugasyon dizayninin uygun olarak yapilmasi iyi sonug alabilmek agisindan

onemlidir (Deen ve ark., 1990).

Antijenlerin tek basmna immiinojenik aktivitesinin diisiik olmast nedeniyle
proteinler tasiyic1 peptidlere kovalent baglarla baglanir. Burada hidrofobik ve
elektrostatik etkilesimler sayesinde kompleks igeren sistemler elde edilmektedir. Ayni
zamanda polielektrolitlerle antijen baglanmasi sirasinda acia c¢ikabilecek serbest
bilesenleri engellemek i¢in metal varliginda baglanmasi diisiiniilmiistiir. Mustafaev ve
Norimov (1990) tarafindan yapilan ¢aligmaya gore, polielektrolitlerin protein antijenleri

ile baglanmasinda Cu?" metali kullaniminin immiinolojik etkiyi arttirdig1 gériilmiistiir.

2.9. Sentetik Polimerler ve Konjugasyonu

Sentetik polimerlerin ¢esitli biyomolekiillerle konjugasyonu, hem sentetik hem de
dogal polimerlerin avantajlarin1 ayni anda saglayan biyohibrid malzemelere erisim
kolaylig1 saglar (Chen ve ark., 2020). Polimerler bir ya da birden fazla monomer ile
sentezlenebilirler. Monomerlerden olusan bu polimer zincirinde, tekrarli birimlerin
kimyasal bilesimleri ayni ise bu tiir polimerlere homopolimer ad1 verilir. Ancak polimer
zincirini olusturan tekrarli birimler iki farkli kimyasal bilesime sahipse bunlar kopolimer,
ii¢ farkli kimyasal bilesime sahip monomerden olusan polimer zinciri ise termopolimer

olarak adlandirilirlar.
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Iki farkli yapida bulunan kimyasal bilesime sahip monomerlerden sentezlenmis
kopolimerler, dizilis sekline gore, rastgele, blok, ardisik ve as1 kopolimerleri olarak dort
grup olarak incelenir. Poli (metil vinil eter ko-maleik anhidrit), metil vinil eter ile maleik
anhidritin sentetik yapili bir kopolimeridir. Piyasadaki ismi ‘Gantrez’dir (Arbos ve ark.,
2002). PMVEMA kopolimeri, protez yapistiricilarda, transdermal uygulamalarda,
farmasotik amacla veya biyouyumlu malzemelerin iiretiminde kullanilmaktadir (Sharma

ve ark., 1999).

Biyolojik olarak parcalanabilir 6zellikteki bir polianhidrit olan PMVEMA,
biyoadeziv ve mukoadeziv 6zelliklere sahip nanopartikiil formlarinin hazirlanabilmesi
icin de uygun bir kopolimer olabilmektedir (Arbos ve ark., 2002). Aslinda poli anhidritler,
hidrolitik a¢idan bozundugunda, parcalanan her anhidrit baginin iriinii olarak iki
karboksil grubu igerir. Adsorpsiyon prosesine gore, karboksil gruplari, polimerlerin bazi
bilesenlerle hidrojen baglar1 olusturma kabiliyetini arttirir. Ayn1 zamanda PMVEMA
kopolimeri, igerdigi bes liyeli anhidrit halkasindan 6tiirii sert bir yapiya sahiptir. Hidrolize
ugrayarak siser ve serbest asit formu olan poli (metil vinil eter ko-maleik) asite dontisiir

(Singh ve ark., 2009a; Singh ve ark., 2009b).

Suda c¢oziinebilir polielektrolitler ya da mikrobiyal antijen konjugatlari,
biyoteknolojik, farmasotik gibi alanlarda pek ¢ok uygulama alanina sahip arastirmalarda
incelenmistir. Suda ¢oziiniir polielektrolitler, immiinojenik 6zellige sahip degildirler ve
tasiyici, adjuvan Ozellikte olmalar1 sebebiyle etkili immiin yanit ortaya ¢ikarirlar. Bu
sayede suda coziinebilen polielektrolitlerin, mikrobiyal antijen tastyicilari olarak
kullanilmasiyla yalnizca organizmadaki immiin yaniti1 arttirmak degil, ayn1 zamanda

etkili bagisikligin korunmasini da saglamaktadir (Mansuroglu ve ark., 2011).

Maleik anhidrit kopolimerleri, anhidrit halkasinin hidrolizi nedeniyle sulu ortamda
polielektrolit halini alir. Bu polielektrolitler, ila¢ tasima sistemleri, enzim
immobilizasyonu gibi alanlarda, biyomedikal uygulamalarda etkili oldugu bilinmektedir
(Ladaviere ve ark., 1999). Ayrica cesitli karakteristik ozellikleri iizerine caligmalar
yapilmistir. Ayrica anhidrit kopolimerleri {izerinde yapilan pek cok calismada, model
protein olarak kullanilan BSA gibi proteinler ile niikleik asit veya diger farkli molekiilleri

baglayabildigi kanitlanmistir (Ladaviere ve ark., 1997; Wang ve ark., 2008).
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Suda ¢oziiniir polielektrolitler ile mikrobiyal antijenlerin fiziksel karigimi ile elde
edilen kompleksler, metal varliginda, capraz baglayicilarla konjugat olarak sentezlendigi
caligmalarda geleneksel yontemlerin zaman aldig1 goriilmiis, bu amacla farkli destekli

reaksiyonlar tercih edilmistir.

2.10. Karbodiimidler

Amid bagi olusumu, konjugasyon kimyasi agisindan 6zellikle protein yapidaki
birlestirilecek biyomolekiillere c¢esitli baglayicilar veya aracilar eklemek amaciyla
kullanilan reaksiyondur (Farkas ve Bystricky, 2010). Karbodiimidler, karboksil ve amin
gruplar1 arasindaki amid baglarinin olusumunu saglamak i¢in kullanilan zero-length
(direkt) capraz baglayici olarak siniflandirilirlar. Bu tiir baglayici reaktifler, herhangi bir
grup veya atom bulunmaksizin iki molekiiliin kovalent olarak baglanmasini saglar. Bu da
zero-length baglayici reaktiflerinin diger capraz baglayicilara goére en 6nemli avantaji
oldugu soylenebilir (Everaerts ve ark., 2007; Hermanson, 2013; Staros ve ark., 1986).
Ciinkii direkt olmayan reaktif capraz baglayicilar kullanildiginda konjugasyon
reaksiyonuyle elde edilmis konjugattaki molekiiller birbirine baglanirken yapisina
yabanct maddeler de katilir. Bu sekilde elde edilen konjugatlarda immiin yanit
gelistirilmesi istenirken bazen olusan antikorlarin bir kismu ¢apraz baglayici reaktiflerine
spesifik olmaktadir, bu da istenmeyen antikor olusumlarina sebebiyet verir. Bunu

engellemek i¢in zero-lenght capraz baglayicilar kullanmak énemlidir (Hermanson, 2013).

Biyolojik molekiillerin konjugasyonu icin en ¢ok kullanilan karbodiimid tiirevi olan
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidrokloriir, EDC olarak adlandirilmaktadir.
EDC, suda ¢oziinebilmesi, ayrica daha dnce organik bir ¢oziiciide ¢6zmeksizin reaksiyon
ortamina c¢apraz baglayiciy1r ekleyebilme avantajim saglar. Karbodiimidlerin suda
¢Oziiniir bir tiirevidir ve peptidlerin, hapten-protein veya protein-protein konjugatlarinin
sentezinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Kumar ve ark., 2005). EDC varligindaki
karbodiimidin fazlas1 ve ¢apraz baglama reaksiyonu yan iiriinii olarak agiga ¢ikan {ire
tirevleri suda ¢oziinebilir 6zellikte oldugundan jel filtrasyonu vb. yontemlerle ortamdan
uzaklastirilabilir. Boylece saflastirilmis konjugatlar elde edilebilir (Sheehan ve ark.,

1961; 1965).
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EDC kullanim1 sirasinda dikkat edilmesi gereken birtakim hususlar vardir. Bunlar
saklama kosulllar1 ve hazirlanma asamalaridir. EDC su igerisinde kararli olmadigi i¢in -
200C’de saklanmalidir. Kullanilacagi zaman oda sicakligina getirilerek acilmalidir.
Reaksiyon ortamina eklenebilmesi icin suda stok c¢oOzeltisi hazirlanirken kimyasal

aktivitesini bozmamak adina kisa siirede hizli bir sekilde yapilmas1 gerekmektedir.

EDC’nin polimer birlestirme reaktifi olarak kullanilmasi sirasinda EDC, karboksil
gruplarin1 aktive eder ve protein veya peptidlerin amin gruplari ile amid bag1 olusturur

(Sekil 4).

Sekil 4: Polimerin karboksil grubunun aktivasyonu ile polimer-peptid konjugatinin eldesi
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(Iscani, 2007)

Polimerlerin EDC varliginda ¢apraz baglanmasi, O-agilisoiire grubu ara tirliniinii
vermek {izere polimer zincirlerinin karboksilik asit gruplarim1 aktivasyonunu
icermektedir. Burada ¢apraz baglar, peptid zincirindeki serbest amino gruplariyla olan bir
reaksiyondan sonra olusur ve sirasiyla molekiiller arasinda ¢apraz bagla sonuglanir. EDC
varligindaki peptid-protein konjugasyon esnasinda molekiillerin kendi icinde

polimerizasyonu da s6z konusu olabilmektedir. Peptid molekiiliinde karboksil ve amino
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grubu bulundugundan karbodiimidge aktive edilmis karboksil grubunun olusturdugu
kararsiz ara iirline peptidin amino gruplari giderek biyokonjugatin yani sira peptid
oligomerlerinin olusumuna da sebep olabilir. Ayrica EDC baglayicisinin kullanildig:
protein karboksil grubu aktivasyon reaksiyonlar1 gerceklesirken yan reaksiyon meydana
gelebilir. Bunlar protein polimerizasyonu, EDC’nin ortamda bulunan siilfidril uglariyla
ya da tirozin ucuyla reaksiyona girerek fenolat olusturmasi reaksiyonlaridir (Carraway ve

Triplett, 1970; Carraway ve Koshland, 1968).

Karbodiimid tiirevleri kullanilirken pH araligi oldukca 6nemlidir (Hermanson,
2013). EDC ile saglanan konjugasyon reaksiyonlarinda ¢oziicii olarak su kullanilir ve pH
degerinin sabit tutulabilmesi i¢in de ortama HCI eklenmektedir. Karboksilat ve amino
iceren tamponlarin kullanilmasi reaksiyon i¢in uygun degilidir. Bu nedenle pH nétr
degerlerde tutularak yapilacak konjugasyon i¢in 0.1 M fosfat tamponu kullanilmaktadir.
Genellikle EDC varligindaki konjugasyon prosesi su sekilde islemektedir; pH kontorli,
kullanilan tampon, reaksiyondaki peptid- protein bilesimi, EDC oraninin ayarlamalari

seklindedir.

2.11. Zetasizer Ol¢iimleri

2.11.1 Polidispersite ve Partikiil Boyutu

Biyolojik ac¢idan partikiillerin molekiill boyutlarinin etkisi oldukg¢a farklidir.
Hiicresel yapilar, biyomolekiiller, polimerler nanoskala boyuta sahiptir. Dogal yapilarin
fonksiyonlar1 boyutlarina gore degil, yapilarina gore degiskenlik gdsterirken sentetik
yapilarin biyolojik yapilar ile etkilesimi sadece yap1 degil boyut 6zelligiyle de iliskilidir.
Farmaso6tik uygulamalarda, cilt ve kan damarlar1 gecirgenligi, kandaki dolasim siiresi,
hiicreici lokalizasyonu, organlardaki dagilim orani gibi farmakolojik etkenligi lizerinde
partikiil boyutu olduk¢a 6nemlidir. Nanoskala, partikiillerin doku miihendisligi gibi diger
alanlarda da kullanimina iligkin bilgiler saglamaktadir. Ayrica pargaciklarin toksisitesi de
yine partikiil boyutuna goére belitlenebilir. Ornegin 1.4 nm boyutundaki altin
nanopartikiiller, DNA’daki ana bosluklara girerek hiicre dliimlerine sebep oldugu i¢in

diger boyutlarina nazaran en yiiksek toksisite oranina sahiptir (Besergil, 2008).
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Bir kolloidal sistemde partikiill boyutu kadar partikiillerin molekiiler agirlik
dagilimi da 6nemlidir. Bunun i¢in bir polimerin molekiiler agirlik dagilimi ifade edilirken
polidispersite indeksi (PI) kullanilir. Polidispersite indeksi bire esit olan monodispers
polimerler, sentetik olarak elde edilemezler. Sentetik polimerlerin PI degerleri yaklagik
olarak 1.5 ila 5 arasindadir. Polimerlerde polidispersite arttikca molekiillerin agirlik
dagilim1 da genislemektedir. Stabil bir kolloidal sistem eldesinde, partikiil dagilimim
ifade eden pikin sivri olmasi yani dar aralikta toplanmasi gerekmektedir. Ayni zamanda
0.7°den biiyiik PI degerleri i¢in polidispers, 0.05’ten kii¢iik PI degerlerinde ise ¢ok dar

monodispers dagilim elde edilir (Rogosi¢ ve ark., 1996)

Zetasizer Ol¢timleri s1v1 ortamlarda partikiil veya molekiillerin degerli 6zelliklerinin
elde edilmesini saglar. Ozellikle de biyomolekiiler ve farmasétik uygulamalara iliskin
diisiik konsantrasyon ve numune hacmi gereksinimine ilaveten kolloidal uygulamalar i¢in
yiiksek konsantrasyon ihtiyacini da karsilamaktadir. Elde edilen veriler ise parcaciklarin
¢Oziinme, biyoyararlanim veya immiinotoksisite gibi Ozelliklerini  dogrudan

etkilemektedir (Mattison, K. W., & Kaszuba, M., 2004; Sakar Dasdan ve ark., 2019).

Zetasizer cihazi, partikiil boyutunu Dinamik Isik Sagilimi (Dynamic Light
Scattering, DLS) yontemiyle hesaplar. DLS yontemi ayni zamanda karmasik sivilarin
davranislarini incelemek i¢in de kullanilmaktadir. Sabit ve tek dalga boyuna sahip olan
1510, ¢ozeltiye gonderildiginde molekiillerin boyut ve sekillerine gore sagilmaya ugrar. Bu
sacilma yogunlugu dedektor tarafindan zamana gore kaydedilir. Doppler etkisi yani
molekiillerin siirekli hareketlerinden dolayr Doppler genislemesi olarak ifade edilen
sonuclar elde edilir. DLS, molekiillerin hareketleriyle de dogrudan iliskili oldugundan
6l¢iim sonuglart molekiillerin sekli, ¢oziiciiniin viskozitesi ve sicakliga baghdir (Harding

ve Jumel, 1998).

2.11.2 Mobilite ve Zeta Potansiyeli

Partikiil boyutu 1 nm ile 1 um araliginda olan kat1 maddelerin (peptid, protein vb.)
stvi bir ¢oziicli i¢inde ¢oziinmesiyle olusturulmus sisteme kolloidal siispansiyon adi

verilir. Kolloidal sistemlerin karakteristik 6zelligi partikiil boyutlar1 ve yiizey yiikleridir.
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Elektrostatik potansiyel, kat1 ve siv1 arayiizdeki iyonik etkilesimlerden olusur ve bu da
iki farkli faz arasinda olusan sinirlarda yiik birikimine sebep olur (Kallay ve ark., 2010).
Yiizey potansiyeli tanimlanirken kullanilan en yaygin parametre, kolloidal
dispersiyonlardaki elektrokinetik potansiyeli karakterize eden zeta potansiyelidir
(Clogstron ve Patri, 2011). Zeta potansiyeli, partikiillerin yiizey yiikleri tarafindan
olusturulan potansiyelin dolayli yoldan Ol¢limiidiir. Partikiiller arasi itme ve ¢ekme

kuvvetlerinin degeriyle elde edilen 6lgiim oldugu da ifade edilebilir.

Kolloidal sistemlerde kararliligin saglanmasi i¢in tanecikler arasi cekme kuvvetine
karsin itme kuvvetinin biiylik olmas1 gerekir. Bu nedenle kararliligi saglamaya yonelik
polimerik itme ve elektrostatik itme olarak iki temel mekanizma bulunmaktadir.
Kolloidal dispersiyonlardaki kararlilik bozulduk¢a zeta potansiyeline etki eden
durumlardan bahsedilebilir. Dispersiyonlardaki tanecikler birbirlerinin ylizeyine
tutunarak topaklanmalar olusturabilirler. Bu sekildeki tanecik boyutunun artisi
sedimentasyona (¢okelmeye) yol agar. 11k olusan kiimeye flok (tortu, topak), bu olaya ise
flokiilasyon (topaklanma) adi verilir. sayet flokiilasyon daha siki bir bicime gecerse

koagiilasyon (pihtilagma) ortaya cikar.

Boris Derjaguin, Lev Landau, Evert Verwey ve Teo Overbeek koloidal
sistemlerdeki kararlilik hakkinda, kullanigli bir teori olan DLVO teorisini
gelistirilmislerdir. DLVO teorisi, tanim olarak sulu dispersiyonlarin kantitatif ag¢idan
kiimelenmesini ifade eder ve siv1 bir ortamdan etkilesen yiiklii yiizeyler aras1 kuvvetleri
aciklamaya yarar. Teoriye gore kolloidal bir sistemin kararliligi, elektriksel ¢ift tabaka

itme kuvveti ve Van der Waals kuvvetlerinin toplami belirlemektedir.

Sekil 5: Net enerji grafigi

Cift tabaka itme enerjisi

Net
enerji

Enerji

Van der Waals ¢ekme enerjisi

Tanecikler aras1 uzaklik
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DLVO teorisi, itme kuvvetlerinden kaynaklanan enerji bariyerinin, taneciklerin
birbirlerine yaklasimini ve toplanmasini engelledigi yontinde bir goriis ileri stirmektedir.
Ancak taneciklerin bu bariyeri yenecek ve yeterli enerjiyle carpmasi durumunda ¢ekme
kuvvetleri tersinmez olarak Sekil 5’te gosterildigi gibi taneciklerin birbirine tutunmasina

sebep olacaktir.

Kati bir madde siv1 ¢ozeltiye daldirildiginda negatif ve pozitif iyonlar malzeme
ylizeyinde toplanmaya baslar. Farkli enerji seviyesi tasiyan kati1 ve sivi parcalarin olmasi
nedeniyle elektriksel bir ¢ift katman olusturur. Proton tasiyan ya da iyonize edilmis olan
maddenin fonksiyonel gruplari, madde ylizeyindeki zit iyonlari kendine ¢eker ve ardindan
diizenli ve taginmaz tabaka yiizey yiikiinli noétralize eder. Ayni1 zamanda iyonlarin su
molekiilleriyle ¢evrili olmasi1 nedeniyle anyonik kisimlar yiizey yiikiinii nétralize etmek
icin biiytiktiir. Diger kalan anyonik kisimlar ise yiizeyden daha uzakta bulunan ve distan
yayilan bir tabaka olusturan karsit iyonlar1 ¢eker. kesme diizleminde zeta potansiyeli, iki
tabaka arasinda araylizeyde Ol¢iiliir ve kolloidal sistemdeki elektriksel c¢ift tabaka
Helmholtz-Smoluchowski denklemi ile dl¢iiliir. Ayrica parcaciklar arasinda itme kuvveti

olusturan bu elektrik ¢ift tabakasi elektrik yiiklerinden olusmaktadir.
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Sekil 6: Negatif yiiklii partikiiliin zeta potansiyeli (a) ¢ift katman ve (b) cift katman

potansiyel profili
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(Albright, 2009: 1605)

Sekil 6°da gosterildigi gibi, negatif yiiklii bir iyon i¢in ortamdaki iyonlarla girecegi
elektrostatik etkilesimler sonucu negatif iyonlar1 iterek pozitif iyonlar1 ise c¢ekerek
partikiil yiizeyinin hemen disindaki pozitif yiiklerin yiizeye sikica bagli bulundugu ve
Stern tabaka adi verilen bir katman olusturmaktadir. Bu katmandan sonra iyonlarin
hareket edebildigi bir difiiz bolgesi bulunmaktadir. Difiiz bolgesinde bir kayma diizlemi
oldugu varsayilmaktadir. Buradaki diizlem i¢inde kalan pozitif iyonlar, partikiille birlikte
harekete zorlanirken disarda kalan pozitif iyonlar ise bagimsiz hareket etmektedir.
Molekiildeki Stern katmaninda olusan elektrik potansiyele Stern potansiyeli, kayma
diizlemindeki potansiyele ise zeta potansiyeli denir. Zeta potansiyeli, direkt olarak
numune yiizeyi lizerindeki Olciilen degeri degil, net ylizey yikiini ifade etmektedir.

Ayrica yiizeydeki fonksiyonel gruplarin varligini gosterir (Spriano ve ark., 2017).

Zeta Olgtimii, pH degerine, sivi fazdaki iyonik gilice, malzeme o6zelligine,
iletkenlige, ylizey piriizliliigliine ve sicaklik, nem gibi cevresel faktorlere karsi da
duyarhdir. Potansiyelin degeri kolloidal sistemdeki kararliligin bir gostergesi oldugundan

yaklasik +30 mV’tan daha pozitif ve -30 mV’tan daha negatif ise sistemin kararli oldugu
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ifade edilir. +30 mV’tan daha pozitif deger alan potansiyel, parcacikla arasindaki
elektriksel itme kuvvetinin de baskin ve biiyiikk oldugunu, Van der Waals ¢ekme
kuvvetlerinin yetersiz kalacagini ifade ederken sayet bundan daha diisiik pozitif degerler
alirsa pargaciklar elektriksel itmeyi yenerek bir araya toplanmaya baslar. Zeta
potansiyelinin degeri yaklagik +30 mV ile -30 mV araliginda ise sistem kararsizliga,

tanecikler agregasyon ve sedimantasyona yatkin olacaktir.

Elektroforetik mobilite ise yiiklii parcacigin hareket edebilme kapasitesi veya
iyonlarin ¢ozeltideki hareketliligi seklinde ifade edilebilir. Molekiiliin net yiikiiyle dogru
orantili, molekiil boyutu ve elektroforez ortaminin viskozitesiyle ters orantili olarak
degismektedir. Ayn1 zamanda mobilite, ortamin iyonik giicline de biiyiik 6l¢tide baghdir.
mobilite degerindeki artis, kolloidal sistemler icin stabilitenin arttiginin bir gostergesi

seklinde yorumlanir (Varga ve ark., 2020).
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3. GEREC ve YONTEM

Calismada kullanilan cihazlar ve kimyasallar asagida yer almaktadir.

3.1. Geregler

3.1.1. Kullamilan Deney Ekipmanlar1 (Marka/Model)

= Brookhaven 90 Zeta PALS Zetasizer

= Sartoriuos CP225D Hassas Terazi,

= Precisa XB 220A Hassas Terazi,

=  Binder Vakum Etiivii,

» Finnpipette Micropipet (1-10 ml 100-1000 pl, 5-50 ul),
= [KAMAG ¢oklu karistirici,

* Milipore-Q Gradient saf su cihazi

3.1.2. Kimyasal Maddeler ve Uretici Firmalar

= Metil vinil eter-maleik anhidrit Kopolimeri (Gantrez AN-139)

= Bovin Serum Albumin (BSA), (Sigma A 7030)

= Bakir Siilfat (CuSO4.5H20), (Merck 102788)

= ]-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidrokloriir (Sigma)
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3.1.3. Kimyasal Maddeler

3.1.3.1 Poli (metil vinil eter ko-maleik anhidrit) Kopolimeri

Poli (metil vinil eter ko-maleik anhidrit) biyolojik olarak parcalanabilen bir
polianhidrittir. Piyasada Gantrez ismiyle bilinmektedir. Maleik anhidritin sentetik yapili
kopolimeridir ve biyoteknolojik uygulamalarda c¢ok ¢esitli amaglar ig¢in
yararlanilmaktadir. Toksik olmadigi daha onceki calismalarda goriilmiistiir (Irache ve

ark., 2005). Kimyasal yapist Sekil 7°deki gibidir.

Sekil 7: PMVEMA kopolimerinin yapisi

— O-CH. 7
)

0 0

(Salman ve Azcarate, 2016)

Immiinojenlik aktifligi zayif olan sentetik peptidler antikor olusturmak icin yeterli
molekiiler boyuta sahip olamadiklarindan peptidlere karsi antikor iiretimini arttirmak
amaciyla peptidler lineer polimerlere baglanabilir. Peptidler poli akrilik asit (PAA), Poli
vinil piridin-poli setil piridin kopolimerleri gibi lineer tasiyicilara kararli kovalent
baglarla baglanirlar (Giirhan ve ark., 2002). Ayn1 zamanda maleik anhidrit kopolimerleri

anhidrit halkalarimin hidrolizi nedeniyle sulu ortamlarda polielektrolit halini alirlar.

Sulu ¢ozeltilerinde polielektrolitlerin proteinlerle olan etkilesimleri daha 6nceki
caligmalarda arastirilmis ve bilesimlerine, iyonik siddete, pH’ya bagli oldugu
gorilmistiir. Yapilan tez calismast kapsaminda PMVEMA kopolimeri hazirlanan

konjugat ve komplekslerin yapisinda kullanilmastir.

45



3.1.3.2 Sigir Serum Albumin (BSA)

S1gir serum albumin (BSA), ¢oziiniirliigiiniin 1yi olmasi ve kolay erisilebilirligi gibi
nedenlerle deneysel arastirmalarda siklikla kullanilan bir albumin proteinidir. Ozellikle
yapisinda bulundurdugu fonksiyonel gruplardan otiirti konjugasyon reaksiyonlarinda
tercih edilmektedir. Tez calismasi kapsaminda BSA ¢d6zeltisi ile polielektrolit-protein ve
polielektrolit-metal-protein komplesklerinin hazirlanmasinda kullanilmastir.
Polikomplesklerin gii¢lii immiin yanit gelistirdigi ve immiinolojik koruma sagladigi

bilinmektedir.

3.2 Kimyasallarin Hazirlanmasi

3.2.1 BSA Cozeltisinin Hazirlanmasi

BSA ¢ozeltisi 60 mg /5 ml oraninda olacak sekilde saf suda hazirlandi.

3.2.2 PMVEMA-BSA Konjugatimin Sentezlenmesi

Molekiillerin kovalent baglarla bir araya gelebilmesi i¢in kullanilan capraz
baglayici ajanlar bulunmaktadir. Genellikle 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid
hidrokloriir (EDC) kullanilarak igeriginde karboksil gruplar1 ve primer amin bulunduran

biyolojik molekiillerin konjugasyonu saglanmaktadir.

Konjugatin olusumu i¢in 6ncelikle N-substitue karbodiimidler ve karboksilik
asitlerle tepkimeye girerek reaktfiligi yiiksek olan O-agilisolire ara {iriiniinii meydana
getirir. Olugan aktif ara {irtin primer amin gibi niikleofilik gruplarla reaksiyona girerek

amid baglar1 olusur.

PMVEMA-BSA biyokonjugatinin olusturulmas i¢in tercih edilen konvansiyonel

yontem prosediirii sekil 8’de sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 8: PMVEMA-BSA biyokonjugatinin konvansiyonel yontem ile eldesi
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(Karahan ve ark., 2012)

PMVEMA-BSA biyokonjugatinin konvansiyonel olarak eldesi i¢in, 1 mg poli

(metil vinil eter-ko-maleik anhidrit) ¢ozeltisi, 0.1 ml DMSO igerisinde ¢ozdiiriildii.
organik fazin toplam ¢6zelti iginde en fazla %5 olmasini saglamak ve ¢esitli formlardaki
misellerin olugsmasini engellemek icin oda sicakliginda karistirilarak 1.9 ml fosfat tuzu
tamponu (PBS) ¢ozeltiye ilave edildi. Cozeltinin pH degeri EDC’nin reaktifliginin
maksimum oldugu 4.7’ye ayarlandi ve ardindan EDC kopolimerden dort kat fazla olacak
sekilde 4 mg olarak cozeltiye eklendi. 3 saatlik karistirma islemi sonunda BSA ve
PMVEMA mol orani 2 olacak sekilde (ngsa/npmvema : 2.0) reaksiyon ortamina eklenerek
12 saat boyunca karistirildi. Toplam ¢6zelti hacmi 4 ml’ye tamamlanarak 2 saat daha

karistirildi. Ayrica ultra saf suyla hazirlanmis olan 1 M NaOH ile ¢ozeltinin pH derecesi

7 olacak sekilde ayarlandi. Reaksiyonun toplam siiresi 17 saat olarak kaydedildi.
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3.2.3 PMVEMA-Cu?*-BSA Kompleksinin Sentezlenmesi

PMVEMA kopolimerinin stok ¢ozeltisi 3 mg/ml olacak sekilde PBS tamponunda
hazirlandi. CuSO4.5H>0 ¢ozeltisi ultra saf suda, BSA stok ¢ozeltisi ise yine tamponda

hazirlandi.

Hazirlanan PMVEMA kopolimerinin stok ¢ozeltisinden 10 ml ¢ozelti igin 3333 pl
(9.999 mg) PMVEMA alinarak CuSO4.5H>0 eklendi ve olusturulan ikili kompleksler 1
gece karistirildiktan sonra pH derecesi 7 olacak sekilde 1 N NaOH c¢ozeltisiyle ayarlandi.
BSA stok ¢ozeltisi yavas yavas PMVEMA-Cu?" ikili kompleksinin iizerine eklenerek
karistirildi. pH derecesinin 7 oldugu kontrol edilerek ii¢cli PMVEMA-Cu?>*-BSA
kompleksleri olusturuldu. Olusan kompleksin sematik gosterimi Sekil 9°daki gibidir. Mol
oranlar1 metal-polielektrolit igin 0.5, protein-polielektrolit i¢in 2.0 olarak alindi (nc,** /

npmvema = 0.5, nsa / npmvema = 2.0).

Sekil 9: PMVEMA-Cu?*-BSA biyokompleksinin sematik gosterimi
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(Karahan ve ark., 2012)

48



Hazirlanan BSA, PMVEMA-BSA biyokonjugatinin ve PMVEMA-Cu?*-BSA
biyokompleksinin sulu ¢dzeltilerinin polidispersitesi, partikiil boyutu, mobilitesi ve zeta
potansiyeli tizerine farkli pH ve tuz konsantrasyonlarmin etkisi incelendi ve sonuglar

yorumlandi.
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4. BULGULAR

4.1. Cozeltilerin Kararlihg Uzerine Farkli pH ve Tuz Konsantrasyonlarinda Elde

Edilen Veriler

4.1.1. BSA Cozeltisinin Kararhlig: Uzerine Farkh pH ve Tuz

Konsantrasyonlarinda Elde Edilen Veriler

Zeta potansiyel cihazinda 660 nm de yapilan 6l¢iimlerde stok BSA ¢ozeltisine asidik
ortamda (pH=6) sirasiyla 0.001 M, 0.01 M, 0.1 M, 0.25 M, 0.5 M NaOH ilave edilerek, artan
pH’larda BSA c¢ozeltisinin polidispersite, partikiil boyutu, mobilite ve zeta potansiyelleri
Olgtildii. Sonuglar Tablo 1°de verildi.

Tablo 1: BSA cozeltisinin farkhh pH degerlerinde polidispersite, partikiil boyutu, mobilite ve zeta

potansiyeli sonuclari

pH Polidispersite Partikiil Mobilite Zeta

Boyutu Potansiyeli
(nm) (mV)

6 0.293 645 -0.37 -9.97

7 0.378 700 -0.38 -10.02

8 0.406 745 -0.39 -10.25

9 0.354 755 -0.42 -10.23

10 0.315 766 -0.43 -10.83

11 0.345 760 -041 -10.45

12 0.355 755 -0.44 -10.93

Zeta potansiyel cihazinda yapilan olclimlerde, stok BSA ¢ozeltisine (pH=6) sirasiyla
0.2’ser ml 0.001 M, 0.002 M, 0.005 M, 0.008 M, 0.01 M, 0.02 M ve 0.05 M NaCl ¢ozeltileri
ilave edilerek BSA cozeltisinin partikiil boyutu, mobiliteleri ve zeta potansiyelleri ol¢iildii.

Sonuglar Tablo 2°de verildi.
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Tablo 2: BSA cozeltisinin farklh NaCl konsantrasyonlarinda polidispersite, partikiil boyutu,

mobilite ve zeta potansiyeli sonuclari

[NaCl] Polidispersite Partikiil Mobilite Zeta
M) Boyutu Potansiyeli
(nm) (mV)

0 0.296 360 -2.22 -24.93
0.001 0.295 365 -2.23 -25.93
0.002 0.294 369 2.72 -29.28
0.005 0.291 370 -2.89 -29.717
0.008 0.285 380 -2.89 -29.19

0.01 0.279 385 -2.86 -28.95
0.02 0.272 390 -2.36 -26.55
0.05 0.281 425 -2.31 -24 .89

4.1.2. PMVEMA-BSA Konjugatimn Kararhhgi Uzerine Farkh pH ve Tuz

Konsantrasyonlarinda Elde Edilen Veriler

Zeta potansiyel cihazinda 660 nm de yapilan Ol¢iimlerde, stok PMVEMA-BSA
konjugatina, asidik ortamda (pH = 6) sirasiyla 0.001 M, 0.01 M, 0.1 M,0.25 M, 0.5 M NaOH
ilave edilerek, artan pH ‘larda PMVEMA-BSA konjugatinin partikiil boyutlari, mobiliteleri

ve zeta potansiyelleri 6l¢iildii. Sonuglar Tablo 3’te verildi.
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Tablo 3: PMVEMA-BSA konjugatinin farkh pH degerlerinde polidispersite, partikiil boyutu,

mobilite ve zeta potansiyel sonuclari

pH Polidispersite Partikiil Mobilite Zeta
Boyutu Potansiyeli
(nm) (mV)
6 0.398 480 -1.65 21.18
7 0.378 395 -1.69 21.68
8 0398 350 -146 -19.67
9 0.418 375 2.15 2748
10 0.408 415 2.06 -26.36
11 0.198 540 -0.65 -8.29
12 0.186 530 0.52 6.62

Zeta potansiyel cihazinda yapilan 6lgiimlerde, stok PMVEMA-BSA konjugatina
sirastyla 0.2’ser ml1 0.001 M, 0.002 M, 0.005 M, 0.008 M, 0.01 M, 0.02 M ve 0.05 M NaCl
cozeltileri ilave edilerek, PMVEMA-BSA konjugatinin partikiil boyutlari, mobiliteleri ve

zeta potansiyelleri 6l¢iildii. Elde edilen veriler Tablo 4’te verildi.
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Tablo 4: PMVEMA-BSA konjugati ¢ozeltisinin farkhi NaCl konsantrasyonlarinda polidispersite,

partikiil boyutu, mobilite ve zeta potansiyeli sonuclar:

[NaCl] Polidispersite Partikiil Mobilite Zeta
M) Boyutu Potansiyeli
(nm) (mV)
0 0.429 415 -1.41 -18.01
0.001 0425 425 -1.89 -24.25
0.002 0.426 428 -1.91 -24.96
0.005 0415 435 -1.97 -25.22
0.008 0.409 370 -1.98 -2545
0.01 0.469 365 -1.96 -25.09
0.02 0505 370 -1.78 -22.76
0.05 0410 450 -1.65 -21.17

4.1.3. PMVEMA-Cu?-BSA Kompleksinin Kararlihg Uzerine Farkh pH ve Tuz

Konsantrasyonlarinda Elde Edilen Veriler

Zeta potansiyel cihazinda 660 nm de yapilan Olciimlerde, stok PMVEMA-Cu?*-BSA
kompleksine, asidik ortamda (pH = 6) sirasiyla 0.001 M, 0.01 M, 0.1 M, 025 M, 0.5 M
NaOH ilave edilerek, artan pH‘larda PMVEMA-Cu**-BSA kompleksinin partikiil

biiyiikliikleri, mobiliteleri ve zeta potansiyelleri 6l¢iildii. Sonuglar Tablo 5°te verildi.
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Tablo 5: PMVEMA-Cu?*-BSA Kompleksi ¢ozeltisinin farkhi pH degerlerinde polidispersite,

partikiil boyutu, mobilite ve zeta potansiyel sonuclar:

pH Polidispersite Partikiil Mobilite Zeta
Boyutu Potansiyeli

(nm) (mV)

6 0.441 626 -0.520 -6.63

7 0.350 520 -0.360 -4.62

8 0.340 540 -0.350 -1.20

9 0.341 530 -1.010 -12.90

10 0.341 626 -0.710 -9.13

11 0.450 555 -0.409 -5.23

12 0.420 450 -0.138 -1.77

PMVEMA-Cu?**-BSA kompleksine (pH=6), sirasiyla 0.2’ser ml 0.001 M, 0.002 M,
0.005 M, 0.008 M, 0.01 M, 0.02 M ve 0.05 M NaCl ¢ozeltileri ilave edilerek, PMVEMA-
Cu**-BSA kompleksinin partikiil boyutlari, mobiliteleri ve zeta potansiyelleri Ol¢iildii.

Sonuglar Tablo 6°da verildi.
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Tablo 6: PMVEMA-Cu?-BSA c¢ozeltisinin farklh NaCl konsantrasyonlarinda polidispersite,

partikiil boyutu, mobilite ve zeta potansiyel sonuclar:

[NaCl] Polidispersite Partikiil Mobilite Zeta
M) Boyutu Potansiyeli
(nm) (mV)
0 0.540 425 -0.25 -3.15
0.001 0.490 415 -0.18 -2.35
0.002 0.500 405 -0.68 -8.74
0.005 0.430 355 -1.85 -23.68
0.008 0420 320 -1.93 -22.62
0.01 0.480 310 -1.77 -22.67
0.02 0.400 370 -1.74 -22.24
0.05 0.450 335 -1.58 -20.25
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4.2. BSA, PMVEMA-BSA ve PMVEMA-Cu*-BSA Sulu Cozeltilerinin
Polidispersite ve Partikiil Boyutu iizerine farkh pH ve Tuz Konsantrasyonlarinin

Etkisinin incelenmesi

4.2.1 BSA Cozeltisinin Polidispersite ve Partikiil Boyutu iizerine farkh pH ve

Tuz Konsantrasyonlarimin Etkisi

BSA sulu ¢ozeltisine ait farkli pH’larda polidispersite degisimi Sekil 10°da verildi.

Sekil 10: BSA sulu cozeltisinin farkli pH degerlerinde polidispersitesindeki degisim

BSA
0,45
0,4 -
2
g 0,35 -
o
g
= 0,3 -
=W
0,25 -
0,2 T
6 7 8 9 10 11 12 13

pH

Sekil 10’a gore, asidik ortamda (pH=6) polidispersite degeri yaklasik olarak 0,3
civarindayken pH artisiyla beraber polidispersitenin de arttigi ancak pH=8 seviyesinden
itibaren diiserek pH=10 da minimum degere ulagmis ve artan pH ile ¢ok az artig gostermistir.
Polidispersite deger O ila 0.5 araliginda olup BSA cozeltisi farkli pH’larda monodispers

dagilim gostermis, sulu cozeltide homojen dagilmstir.

BSA sulu ¢ozeltisine ait farkli pH’larda partikiil boyutu degisimi Sekil 11°de verildi.
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Sekil 11: BSA sulu cozeltisinin farkli pH degerlerinde partikiil boyutu degisimi

BSA
710 ]
E
£
z
2,
g 720
=
=
5
=%
670 |
620

pH

Sekil 11°e gore, artan pH degerleri ile BSA ninn partikiil boyutu artmakta, pH=9’da

maksimum degere ulagmis olup artan pH ile partikiil boyutu ¢ok az diismiistiir.

BSA sulu ¢ozeltisinin farklt NaCl konsantrasyonlarinda polidispersite degisimi Sekil

12’de verildi.
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Sekil 12: BSA sulu cozeltisinin farkli NaCl konsantrasyonlarinda polidispersite degisimi

BSA

0,3 ;
2
‘n
3
z
=]
= 0,28 ;
=

0,26 . . . .

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
[NaCl]

Sekil 12’ye gore BSA sulu cozeltisinin farkli NaCl konsantrasyonlarinda
polidispersitesi 0.2-0.3 araliginda degismekte olup BSA degisen tuz konsantrasyonlarinda

monodispers dagilim gostermistir ve artan NaCl konsantrasyonu ile herhangi bir ¢cokelme

gbzlenmemisgtir.

BSA sulu ¢ozeltisinin farklt NaCl konsantrasyonlarinda partikiil boyutu degisimi Sekil

13’te verildi.
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Sekil 13: BSA sulu cozeltisinin farkli NaCl konsantrasyonlarinda partikiil boyutu degisimi

Partikiil boyutu(nm)

BSA
450
430 |
| L ]
410 |
390 | — "
7
] /0
370 | o—e
1
350 | : : : :
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
[NaCl]

Sekil 13°e gore BSA sulu ¢ozeltisinin farkli NaCl konsantrasyonlarinda partikiil boyutu

360-430 nm aralifinda degismektedir. BSA degisen tuz konsantrasyonlari ile partikiil

boyutunu korumakta olup herhangi bir ¢cokelme gézlenmemistir.

4.2.2 PMVEMA-BSA Cozeltisinin Polidispersite ve Partikiil Boyutuna Farkh pH

ve Tuz Konsantrasyonlarimin Etkisi

PMVEMA-BSA sulu ¢ozeltisine ait farkli pH’lardaki polidispersite degisimi Sekil

14’te verildi.
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Sekil 14: PMVEMA-BSA sulu ¢ozeltisinin farkl pH degerlerinde polidispersitesindeki degisim

PMVEMA-BSA

045

035 |

Polidispersite

pH

Grafige gore PMVEMA-BSA konjugatinin artan pH’larda polidispersite degerleri 0.1
ila 0.4 arahiginda degismektedir. pH=10 seviyesinden sonra pH artisiyla polidispersitesi

aniden diismiistiir. PMVEMA-BSA farkli pH’larda monodispers dagilim gostermistir.

PMVEMA-BSA cozeltisinin partikiil boyutu iizerine farkli pH degerlerinin etkisinin
incelendigi grafik Sekil 15°teki gibidir.
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Sekil 15: PMVEMA-BSA sulu ¢ozeltisinin farkl pH degerlerinde partikiil boyutu degisimi

PMVEMA-BSA
550

500 -

450

400 -

Partikiil boyutu (nm)

350 -

300 . . . . . .

PMVEMA-BSA’nin partikiil boyutu artan pH degerlerinde 350 ile 540 nm arasinda
degismektedir. pH=8 seviyesinde minimum degere inmis pH=11 civarinda ise maksimum
degere ulasmistir. pH degisiminin partikiil boyutunda 6nemli bir degisiklige sebep olmadigi,

¢Okelme yapmadig1 goriilmiistiir.

PMVEMA-BSA sulu ¢o6zeltisinin farkli tuz konsantrasyonlarindaki polidispersite
degisimine ait grafik Sekil 16’da verildi.
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Sekil 16: PMVEMA-BSA sulu ¢ozeltisinin farklh NaCl konsantrasyonlarinda polidispersite

degisimi
PMVEMA-BSA
0,55
2
‘B
3
Z
=
= 045 1
&
035 . . . .
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
[NaCl]

Farkli tuz konsantrasyonlarinda PMVEMA-BSA monodispers dagilim gostermistir.
Konjugatin polidispersitesi yaklasik 0.4 ile 0.5 araliginda degismektedir. Cozelti ortamindaki

tuz konsantrasyonun 0.01 M oldugu durumda polidsipersitesi en diisiik seviyeye inmis,

konsantrasyon arttik¢a maksimum seviyeye yiikselmistir.

PMVEMA-BSA’nin artan NaCl konsantrasyonlarindaki partikiil degisimine ait
grafik agsagidaki gibidir (Sekil 17).
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Sekil 17: PMVEMA-BSA sulu ¢ozeltisinin farklh NaCl konsantrasyonlarinda partikiil boyutu

degisimi
PMVEMA-BSA

500
~ 450 -
=
g
2
2,
S 400
2
=
=
~—
S
<
&~ 350

300 r r T T
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Artan tuz konsantrasyonlarinda PMVEMA-BSA’nin partikiil boyutunda énemli bir
degisim gozlenmemistir. Konjugatin, sulu ¢ozeltide cokelme yapmayip homojen dagildig:

goriilmiistiir.

4.2.3 PMVEMA-Cu*-BSA Cozeltilerinin Polidispersite ve Partikiil Boyutu

Uzerine Farkh pH ve Tuz Konsantrasyonlarmm Etkisi

PMVEMA-Cu?*-BSA sulu ¢ozeltisine ait farkli pH’larda polidispersite degisimi Sekil
18°de verildi.
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Sekil 18: PMVEMA-Cu?*-BSA sulu ¢ozeltisinin farklhh pH degerlerinde polidispersitesindeki

degisim

PMVEMA-Cu?*-BSA

0,5 1

Polidispersite

04

0,3 . . . . . .

Uclii kompleksin farkli pH ortamlarinda polidispersitesi ortalama 0.4 civarindadir.
Polidispersitesi baglangicta pH artisiyla bir miktar diismiis, pH=11 de maksimum seviyeye
ulagmis, ardindan 6nemli bir degisim olmamistir. Ayni zamanda pH degeri yaklagik 10 iken

komplekste ani renk degisimi meydana gelmistir. PMVEMA-Cu?-BSA kompleksi farkli

pH’larda ¢okelme yapmamis, ¢ozelti ortaminda monodispers dagilim gostermistir.

PMVEMA-Cu?*-BSA’nin sulu ¢ozeltisine ait farkli pH’larda partikiil boyutu degisimi
Sekil 19°daki gibidir.
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Sekil 19: PMVEMA-Cu?-BSA sulu ¢ozeltisinin farklh pH degerlerinde partikiil boyutu degisimi

PMVEMA-Cu?**-BSA
800

700

600

Partikiil boyutu (nm)

500

400 . . . . . .

Farkli pH ortamlarinda PMVEMA-Cu?*-BSA partikiil boyutu yaklasik 450 ila 620 nm
araliginda seyretmektedir. Ortamin pH degeri arttik¢a partikiil boyutunda 6nemli bir degisim
olmamakla beraber pH=10 itibariyle bir miktar azalma egilimine ge¢cmistir. Kompleksin

herhangi bir ¢cokelme yapmadig1 goriilmiistiir.

PMVEMA-Cu?*-BSA sulu c¢ozeltisinin - degisen NaCl konsantrasyonlarinda
polidispersite degisimi Sekil 20’deki gibidir.
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Sekil 20: PMVEMA-Cu?*-BSA sulu ¢ozeltisinin farklh NaCl konsantrasyonlaridaki

polidispersite degisimi

PMVEMA-Cu?**-BSA

0,55
¢

0,5

Polidispersite

0,45 -

0.4 . . .
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05

[NaCl]

PMVEMA-Cu?-BSA’nin ortamdaki tuz konsantrasyonunun artmasiyla beraber

polidispersitesi genellikle azalma egilimindedir. Ortamdaki konsantrasyon 0.02 M

civarindayken en diisiik polidispersiteye sahip oldugu kaydedilmistir.

Artan tuz konsantrasyonlarinda PMVEMA-Cu*-BSA sulu c¢ozeltisinin partikiil

boyutundaki degisim Sekil 21’deki gibidir.
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Sekil 21: PMVEMA-Cu?*-BSA sulu ¢ozeltisinin farkli NaCl konsantrasyonlarinda partikiil
boyutu degisimi

PMVEMA-Cu?*-BSA
450

400 -

350 -

Partikiil boyutu (nm)

300

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
[NaCl]

PMVEMA-Cu?*-BSA’nin artan tuz konsantrasyonunda partikiil boyutunun 310 ila 425
nm araliinda degistigi kaydedilmistir. Ortamdaki yaklagik 0.01 M tuz konsantrasyonunun

etkisiyle kompleksin partikiil boyutu minimum seviyeye inmistir.

4.2 BSA, PMVEMA-BSA ve PMVEMA-Cu?*-BSA Sulu Cozeltilerinin Mobilite ve
Zeta Potansiyeli Uzerine Farkh pH ve Tuz Konsantrasyonlarimn Etkisinin

Incelenmesi

4.2.1 BSA Cozeltisinin Mobilite ve Zeta Potansiyeli iizerine Farkh pH ve Tuz

Konsantrasyonlarinin Etkisi

BSA sulu ¢ozeltisine ait farkli pH’larda mobilite degisimi Sekil 22’de verildi.
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Sekil 22: BSA sulu cozeltisinin farkli pH degerlerinde mobilitesindeki degisim

BSA
0.2
03
2
=
=
=
-04
0,5 ,
6 7 8 9 10 11 12 13
pH

Sekil 22°ye gore, BSA ¢ozeltisi izoelektrik noktasinin (pH= 4.9) (Kim ve ark., 2005)

tizerindeki farkli pH’larda mobilite degerleri -0.5 ile -0.3 civarinda degismekte olup ¢alisilan

pH aralifinda BSA negatif yiiklenmistir.

BSA sulu ¢ozeltisine ait farkli pH’larda zeta potansiyel degisimi Sekil 23’°te verildi.
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Sekil 23: BSA sulu cozeltisinin farkli pH degerlerinde zeta potansiyelindeki degisim

BSA
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Sekil 23’e gore, BSA ¢ozeltisi izoelektrik noktasinin (pH= 4.9) (Kim ve ark., 2005)
tizerindeki farkli pH’larda zeta potansiyeli degerleri negatiftir. ¢ozeltide artan pH’larda

herhangi bir toplanma veya ¢cokelme gozlemlenmemis, BSA kararlili§in1 korumustur.

BSA sulu ¢ozeltisinin farkli NaCl konsantrasyonlarinda mobilite degisimi Sekil 24’te

verildi.
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Sekil 24: BSA sulu cozeltisinin farkli NaCl konsantrasyonlarinda mobilite degisimi

BSA

2

Mobilite

3 : : : :
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05

[NaCl]

Sekil 24’e gore BSA sulu ¢ozeltisinin farkli NaCl konsantrasyonlarinda mobilitesi -2

ile -3 arasinda de8ismektedir. BSA cozeltisi, calisilan farkli NaCl konsantrasyonlarinda
negatif yiiklenmistir.
BSA sulu ¢ozeltisinin farkli NaCl konsantrasyonlarinda zeta potansiyel degisimi Sekil

25’te verildi.
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Sekil 25: BSA sulu cozeltisinin farkli NaCl konsantrasyonlarinda zeta potansiyel degisimi

BSA
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BSA cozeltisinin zeta potansiyel degerleri negatiftir. Herhangi bir ¢okelme

gozlenmeyen BSA, calisilan NaCl konsantrasyonlari ile kararliligini korumustur.

4.2.2 PMVEMA-BSA Konjugatinin Mobilite ve Zeta Potansiyeli iizerine Farkh

pH ve Tuz Konsantrasyonlarimin Etkisi

PMVEMA-BSA konjugatinin artan pH’larda mobilite degerleri Sekil 26’daki gibidir.
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Sekil 26: PMVEMA-BSA konjugatinin sulu ¢ozeltisine ait farkh pH konsantrasyonlarinda

mobilite degisim grafigi

PMVEMA-BSA

Mobilite

pH=6 olan stok konjugat cozeltisi -0.5 ila -2.5 araliginda mobilite degerlerine sahip

oldugu kaydedilmistir. Buna gore, konjugat artan pH degerlerinde negatif yiikiinii
korumustur.
PMVEMA-BSA biyokonjugatinin degisen pH degerlerine karsilik zeta potansiyeli

grafigi asagidaki gibidir (Sekil 27).
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Sekil 27: PMVEMA-BSA biyokonjugatinin farkli pH konsantrasyonlarindaki zeta potansiyeli
degisim grafigi

PMVEMA-BSA

-88 1

138 -

-188 -

Zeta potansiyeli (mV)

238 |

288

Elde edilen verilere gore, biyokonjugatin zeta potansiyeli negatif degerlerdedir. Stok
biyokonjugat sulu ¢ozeltisinin (pH=6) yaklasik -20 mV zeta degerine sahip oldugu, pH
degerinin 6 ila 8 araliginda pek fazla degismedigi, pH=9 civarinda ise kararli yapiya
yaklasarak -27 mV civarinda zeta potansiyeli degerlerine ulastig1, ardindan pH artisi etkisiyle

-6 mV seviyesine geldigi gozlendi.

Ortama eklenen 0.2’ser ml 0.001 M, 0.002 M, 0.005 M, 0.008 M, 0.01 M, 0.02 M ve
0.05 M NaCl c¢ozeltilerinin etkisiyle PMVEMA-BSA konjugatinin mobilite degerlerindeki
degisime ait grafik agsagida gosterilmistir (Sekil 28).
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Sekil 28: PMVEMA-BSA sulu ¢ozeltisinin farkl tuz konsantrasyonlar: altindaki mobilite

degisim grafigi
PMVEMA-BSA
-1

& ®
Chal
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2 , : : :
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05

[NaCl]

Grafige gore, negatif yiiklii konjugatin farkli tuz konsantrasyonlarinda da diisiik negatif

degerlerde oldugu goriilmektedir. Ayrica farkli tuz konsantrasyonlarinda mobilitede onemli

bir degisim gozlenmemistir.

PMVEMA-BSA biyokonjugatina artan oranlarda sirasiyla 0.2’ser ml 0.001 M, 0.002
M, 0.005 M, 0.008 M, 0.01 M, 0.02 M ve 0.05 M NaCl cozeltileri eklendi. Elde edilen zeta

potansiyeli degisimi Sekil 29’daki gibidir.
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Sekil 29: PMVEMA-BSA biyokonjugatinin farkh tuz konsantrasyonlarina ait zeta potansiyeli
grafigi

PMVEMA-BSA

220

25

Zeta potansiyeli (mV)

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
[NaCl]

Grafige gore, biyokonjugatin zeta potansiyeli degeri -18 mV seviyesinden artan tuz
konsantrasyonlar1 etkisiyle daha kararli olan -25 mV seviyelerine geldigi ve ortamdaki tuz
konsantrasyonu arttikca bu degerin cok fazla degismedigi goriilmiistiir. Bu veriler,
PMVEMA-BSA biyokonjugatinin farkli tuz konsantrasyonlarinda stabilitesini korudugu ve

kararl1 yapiya yakin degerlerde zeta potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir.

4.2.3 PMVEMA-Cu?*-BSA Cozeltisinin Mobilite ve Zeta Potansiyeli iizerine

Farkh pH ve Tuz Konsantrasyonlariin Etkisi

PMVEMA-Cu?*-BSA kompleksine ait degisen pH konsantrasyonlarinda mobilite
degerleriyle olusturulan grafik Sekil 30°daki gibidir.
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Sekil 30: PMVEMA-Cu?-BSA kompleksinin farkli pH konsantrasyonlarinda mobilite degisim

grafigi

PMVEMA -Cu?**-BSA

Mobilite

12 : : :
9 10 11 12 13

pH=6 olan stok ¢ozeltinin artan pH’larda mobilitesi -1 ila -0.1 civarinda degismektedir.

Uclii kompleksin pH=9’da negatif maksimum degere ulastig1 calisilan son pH degerinde ise
minimum negatif deger aldig1 goriildii.

Farkli pH konsantrasyonlarinda, PMVEMA-Cu?**-BSA biyokompleksinin sulu

cozeltisinin zeta potansiyel degerlerine ait grafik asagidaki gibidir (Sekil 31).
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Sekil 31: Farkl pH kosullarmda PMVEMA-Cu?*-BSA biyokompleksinin sulu ¢ozeltisinin zeta

potansiyeli degerleri grafigi

PMVEMA -Cu?**-BSA

0,00

Zeta potansiyeli (mV)

-15,00 : : : : : :

Grafige gore, biyokompleksin zeta potansiyeli degerleri -1 ila -13 mV araliginda
degismektedir. Yaklagik olarak pH=9 iken biyokompleksin zeta potansiyeli maksimum
negatif degere (-12.9 mV) ulagsmistir. Elde edilen bu veriler, PMVEMA-Cu**-BSA
biyokompleksinin degisen pH kosullar1 altinda diisiik negatif zeta potansiyeline sahip

oldugunu, sedimantasyon ve agragesyona yatkin oldugunu gostermektedir.

PMVEMA-Cu**-BSA kompleksinin artan tuz konsantrasyonlarindaki mobilite

degerlerine ait cizilen grafik asagida verilmistir (Sekil 32).
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Sekil 32: PMVEMA-Cu?-BSA kompleksinin farkli NaCl konsantrasyonlar: altmdaki mobilite

degisim grafigi
PMVEMA-Cu?*-BSA
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Grafige gore, mobilite degerlerinin artan tuz konsantrasyonuyla O ile -2 degerlerinde

seyrettigi gozlemlendi. Ozellikle de 0.01 M ve sonrasindaki konsantrasyon artis1 mobilitede

degisiklige sebep olmamustir.

Zeta potansiyel cihazinda yapilan 6l¢iimlerde PMVEMA-Cu?*-BSA biyokompleksine

artan oranlarda eklenen tuz ¢ozeltilerinin zeta potansiyeline etkisi Sekil 33°te gosterilmistir.
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Sekil 33: PMVEMA-Cu?-BSA biyokompleksinin farkli NaCl konsantrasyonlarina ait zeta
potansiyeli degisim grafigi

PMVEMA-Cu?*-BSA

Zeta potansiyeli (mV)

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
[NaCl]

Biyokompleksin zeta degerleri -3 ile -24 mV araliginda degismektedir. Asidik ortamda
(pH=6) NaCl konsantrasyonun artisiyla potansiyelde negatif yilikselme meydana gelmistir.
Yaklagik 0.005 M itibariyle artan NaCl konsantrasyonlarinin etkisiyle zeta potansiyelinde

onemli bir degisim olmadig1 goriilmiigtiir.
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5. TARTISMA

Tez calismamizda BSA, PMVEMA-BSA, PMVEMA-Cu?*-BSA sulu c¢ozeltilerinin
partikiil boyutu, polidispersite, mobilite ve zeta potansiyeli ilizerine farkli pH ve tuz
konsantrasyonlarinin etkisi incelenmis, elde edilen sonuglar daha 6nce yapilan caligmalarla

irdelenmistir.

5.1. BSA Céozeltisinin Kararlihg Uzerine Farkh pH ve Tuz Konsantrasyonlarinin

Etkisi

Degisen pH ve NaCl konsantrasyonlari kosullarinda BSA herhangi bir agregat
olusturmamis, elde edilen verilerimize gore polidispersitesini ifade eden pik dar aralik
gostermistir (Sekil 10 ve Sekil 12). Bu durum BSA sulu ¢ozeltisinin ¢cokelme yapmadigini,

monodispers dagilim gosterdigini ifade etmektedir.

BSA nanopartikiiliiniin tek bagina partikiil boyutu daha 6nce bildirilen ¢alismalara gore
120-550 nm ve 101-503 nm aralifinda degismektedir (Jun ve ark., 2011). Bizim
calismamizda ise BSA’nin sulu cozeltisi incelenmis ve artan NaCl konsantrasyonlarinin
etkisine bakildiginda partikiil boyutunun 360 ile 425 nm civarinda degerler aldigi
goriilmiistiir (Sekil 13). Ayrica bildirilen bir ¢alismada artan pH oranlarinda BSA’nin
partikiil boyutunda azalma olmus, buna BSA’nin iyonizasyonu ile ortaya cikan partikiil
agregasyonuna kars1 itme kuvvetini olusturan anyonik yiikiin sebep olabilecegi belirtilmistir
(Wang ve ark., 2008). Bizim verilerimizde calisilan pH degerlerinde BSA’nin partikiil
boyutu 645-770 nm civarinda oldugu kaydedilmistir.

BSA cozeltisinin farkli NaCl konsantrasyonlarinda ve izoelektrik noktadan daha
yiiksek pH’larda (>pH=4.9) mobilitesininin negatif degerlerde oldugu bildirilmistir
(Galisteo-Gonzilez ve Molina-Bolivar, 2014). Bizim mobilite sonu¢larimiz da bu durumu

desteklemektedir (Sekil 24).
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Ortamdaki tuz ve pH konsantrasyonlarinin degisimi zeta potansiyelini etkilemektedir.
Ozellikle de sulu ¢ozelti ortamindaki H* ve OH- iyonlarimin varligi nedeniyle pH, zeta
potansiyelini etkileyen en 6nemli degiskendir (Bukackova ve ark., 2018). Ciinkii H*iyonlar1
asidik ortamda elektriksel ¢ift katmana baglanir ve zeta potansiyeli pozitif olurken bazik
ortamda ise OH-iyonlar ¢ift katmana baglanir ve ortaya ¢ikan zeta potansiyeli negatif olur.
Izoelektrik noktas1 pH=4.9 olarak bildirilen (Kim ve ark., 2005) BSA nin tez calismamizda
izoelektrik noktasi iizerindeki degerlerde negatif zeta potansiyeli ol¢iildii (Sekil 23). Bu
durum literatiirdeki verileri desteklemektedir (Bukackova ve ark., 2018; Jun ve ark., 2011;

Salgin ve ark., 2012).

Farkli tuz konsantrasyonlarinda BSA c¢ozeltisi izoelektrik noktanin iizerindeki pH
degerinde (pH=6) incelendiginden zeta potansiyeli negatif degerler vermistir (Sekil 25). Tuz
konsantrasyonunun artisit BSA’nin kararliliimi arttirmig, zeta potansiyeli i¢in ideal olarak
belirtilen -30 mV seviyelerine yaklagmistir. BSA iizerine yapilmis olan ¢alisma sonuclari ile

ortiismektedir (Salgin ve ark., 2012; Sakar Dasdan ve ark., 2019).

5.2. PMVEMA-BSA Konjugatimmn Kararlihg Uzerine Farkh pH ve Tuz

Konsantrasyonlarinin Etkisi

PMVEMA polimeriyle ilgili olarak daha dnce makrofajlarla etkilesimi, sitotoksisitesi
gibi ozellikleri (Gamazo ve ark., 2015), PMVEMA-BSA ve PMVEMA-agliitinin seklinde
olusturulan ligandlarin in-vitro aktivitesinin arastirilmast (Arbds ve ark., 2002), polimer-
BSA suda ¢6ziiniir kovalent konjugati ve toksisitesi (Dilgimen ve ark., 2001) gibi ¢caligsmalar
yapilmistir. Iglesias ve ark. (2017) poli anhidrit nanopartikiillerinin biyolojik olarak
parcalanabilir ve uyumlu oldugu, ila¢ tasima veya biyoadeziv sistemlerde kullanilabilirligi,
yiizeyleri farkli ligandlarla modifiye edilerek fiziko-kimyasal Ozellikleri istenen Olciitte
degistirilebilecegi belirtilmistir. Yine ayn1 caligmada poli anhidrit gurubunun en iyi ornegi
olarak da poli (metil vinil eter-ko-maleik anhidrit) bildirilmistir. Ayrica PMVEMA-BSA
konjugatinin mikrodalga destekli yontemle eldesi hakkinda calisma yapilmistir (Karahan ve

ark.,2011).
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Polielektrolitlerin proteinlerle olusturacagi konjugatlarin istenen elektrik yiikii,
molekiiler agirlik ya da konformasyonda elde edilebilir olmalar1 nedeniyle immiiniteyi
stimiile edici 6zellige sahip oldugu ¢alismalarla ortaya konulmustur (Giiney ve ark., 1997,
Mansuroglu ve ark., 2011; Mustafaev ve ark., 1996a; Mustafaev ve Sarag, 1996). Tez
calismasinda bu dogrultuda PMVEMA-BSA ikili konjugati sentezlenerek Zetasizer

Olctimleri yapilmis elde edilen veriler kaydedilmistir.

PMVEMA-BSA artan NaCl ve pH konsantrasyonlarindaki polidispersite degisim
grafigi Sekil 18 ve Sekil 20°deki gibidir. Konjugat artan pH degerlerinde ¢okelme yapmamus,

monodispers dagilim gostermistir.

Konjugatin partikiil boyutlarina ait veriler Tablo 3 ve Tablo 4’teki gibidir. Farkli pH
ve NaCl konsantrasyonlarinda konjugatin boyutu yaklasik 400-450 nm civarindadir. Bu
durum konjugatin sulu ¢ozeltide ¢oziiniirliigiiniin iyi olmasiyla agiklanabilir. Ciinkii maleik
anhidrit kopolimerleri, reaktif anhidrit halkasi icermeleri nedeniyle nanopartikiiller icin

¢Oziindiiriicli ajan 6zelligine sahiptir (Karakus, 2015).

Farkli pH ve NaCl konsantrasyon kosullarindaki konjugatin mobilitesine ait grafikler
Sekil 26 ve Sekil 28’de verilmistir. Buna gore konjugat, de8isen ortamlarda negatif

mobiliteye sahiptir.

Arbés ve ark. (2002) calismasina gore, PMVEMA-BSA’nin boyutu ve zeta potansiyeli
Zetamaster analiz sistemi kullanilarak belirlenmis ve potansiyeli yaklasik -25 mV olarak
bildirilmigstir. Elde ettigimiz veriler (Tablo 3 ve Tablo 4) bu sonugla ortiismektedir.
Calismamizdaki pH derecesinin daha fazla artis1 zeta potansiyelinin ani diisiisiine sebep
olmustur (Sekil 27). Bu durumun BSA ile peptid molekiillerinin konjugasyonu neticesinde
negatif yiiklerin kaybolarak konjugatin net negatif yiikiinde azalmaya ve buna bagli olarak
da zeta potansiyeli degerlerinin sifira yaklagmasina sebep olabilir. Artan tuz

konsantrasyonlarinda ise konjugatin kararliligini korudugu goriilmiistiir (Sekil 29).
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5.3. PMVEMA-Cu?*-BSA Biyokompleksinin Kararhlig1 Uzerine Farkh pH ve Tuz

Konsantrasyonlarinin Etkisi

Sentetik ag1 sistemlerinde adjuvan maddelerin kullanim1 uzun dénemde immiin yanit
gelistirme ve Onleyici bagisiklik saglanma acisindan olduk¢a Onemli bir isleve sahiptir.
Ancak uygun immiin yanit1 olusturmada yetersiz kalmalar1 ve biyouyumluluklarinin diisiik
olmasi gibi dezavantajlarindan otiirii klasik adjuvanlar yerine elektrostatik, hidrofobik
etkilesimleri acisindan kararli yapida hazirlanacak polielektrolit-metal-protein kompleksleri
bu dezavantajlar1 ortadan kaldirmaktadir (Karahan ve ark., 2013). Sentetik polimerler kolay
sentezlenebilmeleri, ucuz olup istenen formda elde edilebilmeleri, biyouyumluluklarinin
olmasi gibi avantajlar1 nedeniyle polimerik as1 sistemlerindeki ¢alismalarda onemli bir yer
teskil etmektedir (Bose ve ark., 2019; Sahdev ve ark., 2014). Sentezlenen konjugat ve ti¢lii
kompleksin kararliliklarinin 6l¢iildiigii tez calismasinin polimerik ag1 sistemlerinde yapilacak

olan ¢aligsmalara da yol gosterecegi diisiiniilmektedir.

Calisma kapsaminda PMVEMA-Cu*-BSA iiclii biyokompleksi sentezlenmistir.
Literatiir taramasinda elde edilen verilere gore daha once poli akrilik asit (PAA), poli-N-
vinilprolidon (VP), poli vinilpirilidon-poli akrilikasit (VP-AA) kopolimeri, poli-N-
isopropilakrilamit  (NIPAA), pikolilamin ile poli vinilpiridin-poli setilpiridin
kopolimerlerinin incelendigi ¢esitli calismalar bildirilmistir (Dinger ve ark., 1997; Filenko ve
ark., 2001; Giirhan ve ark., 2002; Karahan ve ark., 2010; Shoukry ve ark., 2002; Sakar
Dagdan ve ark., 2019). Sentezlenen polimer-metal-protein iicli komplekslerinden
PMVEMA-Cu**-BSA i¢in toksisiteleri ile ilgili ¢alisma yapilmig ve toksisitenin
karisimlardaki bilesenlerin dogasi ve oranina bagli oldugu tespit edilmistir (Karahan ve ark.,
2014). Ancak PMVEMA- Cu**-BSA biyokompleksinin detayli zetasizer Ol¢limleri tez
calismasi1 kapsaminda yapilmis ve verilerin oncelikle sentetik as1 sistemleri ile ilgili yapilacak

caligsmalara ve sonuclarin gelistirilmesine yardimei olmasi beklenmektedir.

Farkli pH ve tuz konsantrasyonlarinda {ii¢lii kompleksin polidispersite degerleri
yaklasik 0.3 ve 0.5 civarinda olup monodispers dagilim araligina sahiptir (Sekil 18 ve Sekil
20). Polikompleks, degisen pH ve tuz konsantrasyonlarinda ¢okelme yapmamistir. Partikiil
boyutu tuz etkisiyle daha kiiciik boyutta iken (Sekil 21) artan pH’larda ortalama partikiil

boyutu 550 nm civarindadir (Tablo 5). Kararli olmayan komplekslerde parcaciklar agregat
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olusturmakta dolayisiyla parcacik boyutunda artis meydana gelmektedir. Ciinkii
cozeltilerdeki taneciklerin yiik degerleri sifira yaklastiginda kompleksler arasindaki
elektrostatik itme neredeyse kaybolarak cekici potansiyel giiclin varhigiyla parcacik
birikimine (agregat olusumuna) sebep olur. Ancak elde edilen verilerde ¢alisilan pH ve NaCl

konsantrasyonlarinda partikiil boyutunda artig gézlenmemistir.

Polikompleksin farkli pH ve tuz konsantrasyonlarinda negatif yiiklendigi goriildii. Uglii
kompleks partikiiliiniin ¢ozelti ortamindan iyon adsorbe etmesi ya da partikiiliin yiizey yiikii
ile ¢cozeltideki ¢coziinmiis iyon etkilesimi gibi sebeplerle negatif yiiklendigi diisiiniilmektedir.
Ayn1 zamanda antijenik nanopartikiillerin hiicresel alimi da biiyiikk o6l¢iide biyolojik
molekiillerin net yiikiine baghdir. Notr yiizeylere sahip olan partikiillerin daha uzun yari
omrii oldugu yapilan ¢alismalarda yer almaktadir (Gref ve ark., 1995). Bu nedenle igerisinde
pozitif ve negatif yiik bulunduran molekiiller olan polimerler hem suda ¢oziinmeleri hem de
biyolojik molekiillerle olan etkilesimleri acisindan aragtirmalarda onemli bir yer teskil

etmektedir.

Hazirlanilan ti¢lii polikompleksin dl¢timlerine gore (Tablo 6), zeta degerlerinin negatif
yiliksek degerler almasi pozitif yiizey yiikiinii daha verimli korumasindan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Aynt zamanda ortamdaki NaCl konsantrasyonu arttik¢a zeta degerlerinin
de artti§1 gozlenmistir. Zeta potansiyelindeki artig, konjugatin hiicresel alimini tetikleyebilir
ve bu durum sentetik peptid as1 tasarimlari i¢in umut vadeden bir strateji olabilir (Derman ve
Akdeste, 2015). Zeta potansiyeli artan pH kosullarinda ise -1 ila -13 mV degerlerinde olup
ortamda herhangi bir cokelme goriilmemistir. Fakat diisiik zeta potansiyel degerleri nedeniyle
polikompleks partikiiliindeki cekici kuvvetler baskin hale gelerek zamanla agregat

olusumuna sebep olabilir.

Pek c¢ok biyopartikiil, karmasik immiinojenik mekanizmaya sahiptir (Bose ve ark.,
2019). Polikomplekslerin yapilarinin aydinlatilabilmesi icin detayli calismalara ihtiyag
vardir. Calismamizda sentezlenen PMVEMA-BSA ikili konjugati ve PMVEMA-Cu?**-BSA

ticlii kompleksine ait Zetasizer 6l¢iim sonuclarinin buna katki saglamasi beklenmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Yapilan tez calismasinda polielektrolitler ve ozellikleri ile sentetik polimerik ag1
sistemlerinde polielektrolitlerin kullaniminin immiin sistemdeki 6nemi ve ¢alisma yapilari
hakkinda genel bilgiler verilmistir. Fonksiyonel biyopolimer sistemlerde alternatif olarak
suda c¢oziinebilir polielektrolitler ile olusturulan konjugat ve iiclii biyokompleks
sentezlenmistir. Maleik anhidritin sentetik yapili kopolimeri olan poli (metil vinil eter-ko-
maleik anhidrit) (PMVEMA) ile sigir serum albumin (BSA) biyokonjugati (PMVEMA-
BSA), gecis metali kullanilarak hazirlanan polielektrolit-metal-protein (PMVEMA-Cu*?-
BSA) iicli biyokompleksi ve stok BSA sulu c¢ozeltilerinin degisen pH ve tuz
konsantrasyonlarinda kararliliklarina iligkin polidispersite, partikiil boyutu, mobilite ve zeta
potansiyeli degerleri Brookhaven 90 Zeta PALS Zetasizer cihazi ile Olgiilmiis ve ilgili

ozelliklere dair grafikler eklenerek sonuclar yorumlanmastir.

Zetasizer Olctimleri, partikiillerin boyutu ve mobilite degerleri gibi sivi ortamdaki
molekiillerin veya partikiillerin 6zelliklerinin agiklanmasini saglamaktadir. Molekiillere ait
bu ozellikler, molekiillerin biyoyararlanimini, iyonlarin kandaki pihtilagma iizerindeki
etkisini, ¢coziinmesini veya immiinotoksisitesini dogrudan etkilemektedir (Mattison, K. W.,
& Kaszuba, M., 2004). Bu amagla, ¢calismamizda stok BSA cozeltisi ile PMVEMA-BSA
konjugatt ve PMVEMA-Cu**-BSA  biyokompleksinin  farkh pH ve tuz
konsantrasyonlarindaki etkilesimleri Zetasizer analiziyle arastirllmistir. Zetasizer dl¢iimleri
biyokompleksin kararliliina ait bilgi vermekte ve immiinojenligi ac¢isindan 6nemli bir
gosterge olmaktadir. Degisen pH ve tuz kosullarindaki yapisinin ve kararliliinin ortaya
konmasi, elde edilen verilerin sentetik polimerik as1 sistemleri basta olmak iizere
biyokompleks ile ilgili yapilacak ¢alismalara katki saglamasi, daha etkin ve daha kararli

biyokomplekslerin gelistirilmesine yardimci olmasi beklenmektedir.

Polikomplekslerin organizma sartlarinda kararli olmasi, immiin sistemdeki
aktivitelerinin ortaya ¢ikmas1 veya var olan ozelliklerin aktiflestirilmesi agisindan oldukga
onemli bir sarttir. Son yillarda gelisen polimerizasyon teknikleri, istenen durumda
polimerlerin sentezlenebilmesine imkan saglamaktadir. Kontrollii sentezlenebilen polimerler

sayesinde polimerik as1 ya da polimer-ilag vb. sistemlerde avantaj saglamakta, en onemlisi
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de klasik yontemlerle sentezlenen polimerlerin toksisite gibi pek cok dezavantajini ortadan

kaldirmaktadir.

Tez ¢aligmasi sonucunda farkli pH ve tuz konsantrasyonlarinin sentezlenen konjugat
ve biyokomplekslerin kararliligin etkiledigi gézlemlendi. Uygun ve kararli yap: sergiledigi
ortaya konan sonuglarimizin 1s1ginda olusturulacak olan konjugat ya da iiclii kompleksler
halihazirda devam etmekte olan sentetik polimerik ag1 sistemi ¢aligmalarina katki saglamasi
beklenmektedir. Ayn1 zamanda caligsma sonuglarinin enzim immobilizasyonu, ilag tagima
sistemleri, biyomedikal uygulamalar, kanser tedavisi gibi diger alanlarda yapilacak olan

caligsmalara da yol gosterebilecegi diisiiniilmektedir.
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