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OZET

PAA-Cu(11)-BSA Biyokompleksinin Sentezi ve
Karakterizasyonu

Bahar CAKIR

Kimya Anabilim Dal1
Fizikokimya Programi

Yiiksek Lisans Tezi

Danigsman: Prof. Dr. Dolunay SAKAR DASDAN

Es—Danigman: Prof. Dr. Mesut KARAHAN

Polielektrolitler (PE), metal ve proteinlerle etkilesime girerek giiclii immiinojenik
Ozelliklere sahip ve as1 adjuvanlari olarak kullanilabilecek polikompleksler
olustururlar. Polikomplekslerin kararlilig1 pH, tuz, metal/PE ve protein/PE oranlar
gibi cesitli faktorlerden etkilenir. Polikomplekslerin kararliligini degerlendirmek
icin partikiil boyutu, polidispersite, mobilite ve zeta potansiyeli gibi zetasizer
Olctimleri kullanilir. Bu parametreler, biyokullananabilirlik, ¢oziiniirliikk ve immiin
toksisite gibi 6nemli faktorler goz oniine alindiginda, polielektrolit—protein ikili
konjugatlar1 ve polielektrolit—-metal—protein ti¢lii kompleksleri igin de kritik Gnem
tasir. Poliakrilik asit (PAA), giivenilirligi ve diisiik toksisitesi nedeniyle as1
adjuvanlarinda yaygin olarak kullanilan bir polianyonik polielektrolittir. Bu
caligmada, poliakrilik asit (PAA) ve Bovin Serum Albiimin (BSA) proteini
kullanilarak PAA-BSA ikili biyokonjugati ve iki farkli yonteme gére PAA—Cu?*—
BSA {iglii biyokompleksleri sentezlendi ve farkli pH ve tuz konsantrasyonlariin
etkisini incelemek icin zetasizer 6lgitimleri yapilarak kararli olduklari optimum pH
ve tuz konsantrasyonu belirlendi. BSA'nin zeta potansiyel degerlerinin
biyokonjugat ve I. ve Il. yonteme gore hazirlanan biyokomplekslerden daha diisiik
oldugu ve tiim 6rneklerin ¢alisilan pH araliginda negatif yiikle ytiklendigi goriildii.

II. Yonteme gore hazirlanan biyokompleksin digerlerine kiyasla en yiiksek zeta

Xii



potansiyel degerlerine sahip oldugu ve en kararli ¢ozeltinin bu yontemle elde
edildigi belirlendi. pH 7 ve pH 8 biyokonjugat ve biyokomplekslerin partikiil
boyutlar1 artarken, pH 9 ve pH 1l'de azalma gdzlemlendi. Numunelerin
iletkenliginin artan pH ile birlikte kademeli olarak artti81, en yiiksek iletkenligin ise
biyokonjugatda oldugu gozlemlendi. Numunelerin iletkenliginin  tuz
konsantrasyonu ile arttigi, I. yonteme gore hazirlanan biyokompleksin ise hig
degismeyerek kararli yapisimi korudugu tespit edildi. Tuz konsantrasyonunun
artmasiyla birlikte BSA proteini ve biyokonjugatin partikiil boyutu ve zeta
potansiyeli degerleri artarken, 1. yonteme gore hazirlanan biyokompleksde ¢ok az
diistiigii ve I1. yonteme gore hazirlanan biyokompleksde ise ¢ok fazla degismedigi
gbzlemlendi. Elde edilen sonuglar biyokonjugat ve biyokomplekslerin, kararli
oldugu optimum pH ve tuz konsantrasyonunda yeni tiir sentetik immunojenlerin

gelistirilmesi amaciyla kullanilabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Biyokonjugat (PAA-BSA), Biyokompleks (PAA-Cu?*—
BSA), kararlilik, zeta potansiyeli.
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ABSTRACT

Synthesis and Characterization of PAA-Cu(l1)-BSA
Biocomplex

Bahar CAKIR

Department of Chemistry
Master of Science Thesis

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Dolunay SAKAR DASDAN

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

Polyelectrolytes (PE) interact with metals and proteins to form polycomplexes that
have strong immunogenic properties and can be used as vaccine adjuvants. The
stability of polycomplexes is affected by various factors such as pH, salt, metal/PE
and protein/PE ratios. Zetasizer measurements such as particle size, polydispersity,
mobility and zeta potential are used to evaluate the stability of polycomplexes.
These parameters are also critical for polyelectrolyte—protein binary conjugates and
polyelectrolyte—-metal—protein ternary complexes, considering important factors
such as bioavailability, solubility, and immune toxicity. Polyacrylic acid (PAA) is
a polyanionic polyelectrolyte commonly used in vaccine adjuvants due to its safety
and low toxicity. In this study, PAA-BSA binary bioconjugate and PAA-Cu?*—
BSA ternary biocomplexes were synthesized using polyacrylic acid (PAA) and
Bovine Serum Albumin (BSA) protein and PAA-Cu?*-BSA ternary biocomplexes
were synthesized according to two different methods, and zetasizer measurements
were performed to examine the effect of different pH and salt concentrations. pH
and salt concentration were determined. Zeta potential values of BSA bioconjugate
and I. and Il. It was observed that it was lower than the biocomplexes prepared
according to the method and all samples had a negative charge in the pH range

studied. 1. It was determined that the biocomplex prepared according to the method

Xiv



had the highest zeta potential values compared to the others and the most stable
solution was obtained with this method. While the particle sizes of pH 7 and pH 8
bioconjugates and biocomplexes increased, a decrease was observed at pH 9 and
pH 11. It was observed that the conductivity of the samples gradually increased
with increasing pH, and the highest conductivity was in the bioconjugate. It was
determined that the conductivity of the samples increased with the salt
concentration, and the biocomplex prepared according to method | remained
unchanged and maintained its stable structure. As the salt concentration increases,
the particle size and zeta potential values of BSA protein and bioconjugate increase,
while they decrease slightly in the biocomplex prepared according to method I and
I1. 1t was observed that the biocomplex prepared according to the method did not
change much. The results obtained showed that bioconjugates and biocomplexes
can be used to develop new types of synthetic immunogens at optimum pH and salt
concentration where they are stable.

Keywords: Bioconjugate (PAA-BSA), Biocomplex (PAA-Cu?*—BSA), stability,

zeta potential.
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1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Sentetik polielektrolitler (SPE), bagisiklik sistemini uyararak ve giiglendirerek
hastaliklara karsi direnci arttirmasi (immiin edici) ve adjuvan etki saglamasi
nedeniyle son zamanlarda 6zellikle biyoteknolojik uygulamalarda oldukga sik
kullanilmaktadir. Kararli kompleks elde etmek amaciyla mikrobiyal ve viral
antijenlere konjuge edilen sentetik polielektrolitler, organizmanin immiin yaniti
artirmakta ve immiin koruma saglamaktadir. Polimer yapisinin kompleks
olusumunun karakterini ve kararliligmi etkiledigi de g6z Oniinde
bulunduruldugunda, heniiz kontrol altina alinamayan enfeksiyonlara karsi yapay
asilar iretilmeye baslandi. SPE yiizeyinin aktive edilmesi yoluyla SPE’ler metal
iyonu araciligiyla antijen ile birlesmekte ve boylece sentetik asi modeli SPE—metal—
protein iicli kompleksleri gelistirilebilmektedir. SPE'lerin immiin edici etkisi
sayesinde, asilarin etkinligi artabilir, kanser ve diger hastaliklarin tedavisinde yeni
umutlar ortaya ¢ikabilir ve bagisiklik sistemi zayif olan bireylerin korunmasi
saglanabilir [1, 2]. Bagisiklik yanitinin arttirilmasina yardimei olan maddeler olan
as1 adjuvanlarinda polianyon polimerler kullanilmaktadir. Poliakrilik asit, bir
adjuvant olarak etkili ve bagisiklik sisteminin antijenlere kars1 daha gii¢lii bir tepki
vermesini sagladigindan peptit tasiyict olarak kullanilan lineer polimerlerden
biridir. PAA'nin bu 6zellikleri, biyouyumlu malzemeler, ilag tasiyicilar ve doku
mithendisligi uygulamalarinda kullanilmasina yol agmaktadir [3]. Sulu ¢ozeltideki
poliakrilik asit (PAA) bir polianyondur. PAA, metal iyonlar1 ve proteinler ile
etkilesime girebilir ve bu da PAA-metal-protein gl biyokomplekslerinin
olusumuna yol agar. Bu komplekslerin yapisi ve ozellikleri, pH ve farkli tuz
Konsantrasyonlarindan etkilenir. Diisiik pH degerlerinde PAA daha az iyonlasir ve
polikatyonik bir yap1 kazanir. Bu durum, metal iyonlar1 ile gii¢lii elektrostatik
etkilesimlere yol agar, PAA—metal komplekslerinin olusmasini saglar ve elektriksel
cift katman incelir. Yiiksek pH degerlerinde ise PAA daha fazla iyonlasir ve
polianyonik bir yapt kazanir. Bu durum, metal iyonlar ile etkilesimi zayiflatir,

PAA-metal komplekslerinin ayrigmasina neden olur ve elektriksel ¢ift katman



kalinlagir. Tuz konsantrasyonu, PAA-metal-protein {igli biyokomplekslerinin
yapisint ve kararliligint biiyiik ol¢iide etkiler. Yiiksek tuz konsantrasyonlari,
¢Ozeltideki iyon sayisinin artmasi ile PAA ve metal iyonlar1 arasindaki elektrostatik
etkilesimi zayiflatarak komplekslerin ayrismasina neden olurken, protein
molekiilleri arasindaki hidrofobik etkilesimleri bozabilir ve proteinin denatiire
olmasma yol agabilir. Iyonlarm elektriksel c¢ift katmana girmesi, katmanin
kalinligimi azaltarak sikilastirabilir. Diislik tuz konsantrasyonlar1 ile PAA’nin
negatif yiikiinlin daha belirgin hale gelerek komplekslerin yiizey yiikiiniin
degismesi gibi etkiler elektrostatik etkilerin artmasmna yol acabilir. Bazi
komplekslerin kararliligi azalirken, hidrofobik etkilesimler giiglenebilir [4].
Zetasizer Ol¢iimleri, ¢ozeltilerdeki partikiillerin kararliligi ve yiikii hakkinda bilgi
edinmek i¢in siklikla kullanilan bir tekniktir. Bu teknik, ¢ozeltideki partikiillerin
boyutlar ve zeta potansiyelleri gibi kritik parametrelerin belirlenmesini saglar. Zeta
potansiyeli, bir partikiiliin ytlizeyindeki elektrik potansiyelinin bir 6l¢iisii olup,
koloidal sistemlerin kararliligini belirleyen en 6nemli faktdrlerden biridir. Yiiksek
mutlak degerdeki zeta potansiyeli degerleri, partikiiller arasinda gii¢lii elektrostatik
itme kuvvetlerinin varhi@ini gosterir. Zeta potansiyelinin mutlak degeri diistiikge,
Van der Waals ¢ekim kuvvetleri partikiillere etki eder ve partikiiller arasindaki
¢ekim, itmeyi yener. Boylece ¢6zelti igindeki partikiillerin birleserek agregatlar
olusturma egilimi artar. £30 mV’n iizerindeki zeta potansiyeli degerleri, koloidal
sistemlerin 1yi bir fiziksel kararliliga sahip oldugunu gosterir ve optimum kosul
olarak kabul edilir. Bu araligin diginda kalan zeta potansiyeli degerleri, partikiillerin

bir araya gelmesine veya ¢okelmesine yol agabilir [5-8].

1.2 Tezin Amaci

Sentetik asilarin gelistirilmesinde, istenen elektrik yiikiine, molekiiler agirliga,
yiiksek molekiiler yapiya veya konformasyona sahip polieletrolitlerin (PE) sentezi
ve modifikasyonu 6nemli bir rol oynamaktadir. PE'lerin bu 6zellikleri, onlar1 as1
adjuvanlar1 olarak kullanilmaya uygun hale getirmektedir. As1 adjuvanlari,
bagisiklik sisteminin antijene karsi daha giiclii bir yanit vermesini saglayarak

asilarin etkinligini arttirir.

Bu ¢alismada, PAA-BSA ikili biyokonjugat: ve iki farkli yéntemle PAA-Cu?*—
BSA iclii biyokompleksleri taze olarak sentezlendi. Sentezlenen BSA, PAA-BSA



ikili biyokonjugat1 ve PAA-Cu?*—BSA iiclii biyokomplekslerinin partikiil boyutu,
mobilitesi, zeta potansiyeli ve iletkenligi farkli pH ve tuz konsantrasyonlarinda
zetasizer cihazi ile 6l¢iildii ve PAA-BSA ikili biyokonjugat ve PAA-Cu?*—BSA
ticlii biyokomplekslerinin potansiyel asi adjuvani olarak degerlendirilmesinde
onemli olacak kararliligini korudugu optimum pH ve tuz konsantrasyonlari

belirlendi.

Bu c¢alisma, PAA-BSA  biyokonjugat ve PAA-Cu®-BSA  iicli
biyokomplekslerinin asi adjuvani olarak potansiyellerini aragtirmaya yonelik
caligmalardan biridir. Elde edilen bulgular, sentetik asilarin gelistirilmesinde yeni

ve etkili adjuvanlar tasarlanmasi ¢aligsmalari agisindan 6nem tasimaktadir.



2

GENEL BiLGILER

2.1 Polielektrolitler

Polielektrolitler, tekrarlanan birimleri elektrolit 6zellik tasiyan polimerlerdir. Hem
polimerik hem elektrolit ozelliklere sahiptirler. Suya veya cesitli iyonlastirici
¢oziiclilere konulduklarinda yiiksek yiiklii polimerik molekiillere ayrisirlar (Sekil
2.1). Ayrismaya polimer zincirinin tekrar eden polielektrolit birimleri {izerinde

tagidig1 elektrik yiikiinden daha kiiciik, zit yiiklii karsit iyonlar eslik eder.

HZC—CH 2c—C|-| zc\ /CHZLT

TH—TH
O L}
Xt /ﬁ {1
N
Hal H,C CH
R
Poli(vinilpiridinyum) Sodyum Polistiren Siilfonat Poli(diallildimetilamonyum Kloriir)

Sekil 2.1 Polielektrolit polimer sistemleri

Coziiniir polielektrolitler suda ¢oziiniir ve homojen ¢ozelti olustururken, ¢oziinmez
polielektrolitler suda ¢6ziinmez ve c¢okelti veya koloidal siispansiyon olusturur.
Polielektrolitlerin  ¢oziicii icerisindeki c¢oziiniirliikleri, tasidigi  polimerin
fonksiyonel grubu, karsit iyonlar, ¢oziiciiniin pH’1 gibi bircok faktore baglhdir.
Diisiik iyon kuvvetli ¢ozeltilerde, her bir fonksiyonel grup, karsit yiliklerin molekiil
ici itilmesi sebebiyle genisler ve sarilmamis formda bulunur. Co6zeltinin iyonik
siddeti arttirldiginda, c¢ozeltideki karsit iyonlar yogun tuz nedeniyle sarmal
egiliminde bulunur. Polielektrolitler genellikle suda ¢6ziiniir ve su gibi polar
coziicliler 1icerisinde ¢oziilen polielektrolitlerin iyonlasabilen fonksiyonel
gruplarinin ayrigmasi sonucu yiikli polimer zincirleri ve karsit iyonlar ¢ozeltiye
karigir. Bu yiikler arasindaki etkilesim polielektrolit ¢ozeltilerde essiz 6zelliklere
neden olur. Tam tersi sekilde, uygun bir pH’da ¢6ziiniir olarak herhangi bir polimer

zincirine iyonik grup baglanmasiyla da elde edilebilirler. Polipeptitler, proteinler,



DNA gibi birgok biyolojik molekiil ve poliakrilik asit (PAA), polistiren siilfonat
(PSS), ve bu maddelerin tuz ¢ozeltileri birer polielektrolittir. Hem dogal hem de
sentetik polielektrolitlerden akademik, teknolojik ve endiistriyel alanlarda

yararlanilmaktadir.

Polielektrolitlerin tekrarlanan birimlerinde bulunan iyonik gruplar sulu ¢ozeltide
disosiye olur ve polimer yiiklii hale gelir (Sekil 2.2). Polielektrolitlerin ¢ozelti
igerisindeki davramiglarini asit-baz kuvveti, yiik yogunlugu, yiiklerin geometrik
yeri ve iyon tiirli etkiler. Notr partikiillerin yiizey yiikiinii etkileyerek sulu ¢ozelti
icinde dagilmalarini sagladiklarindan su aritimi, yag geri kazanimi, ila¢ dagitim

sistemi, gibi malzemelerde kullanilirlar.

—COOH  »* —Co00 Ty —Co0
+ +
—cooH tH —CooH *H —Ccoo

Sekil 2.2 Sulu ¢ozeltideki poliakrilik asitin dissosiyasyonu

Polielektrolitler, tasidiklar1 iyonik gruplarin pozitif veya negatif yiiklii olmasina
gore smiflandirilir. Pozitif yiiklii fonksiyonel grup iceren polimer birimlerine
katyonik polielektrolitler, negatif yiiklii fonksiyonel grup igeren polimer
birimlerine ise anyonik polielektrolitler denir. Sodyum polistiren siilfonat
(kuvvetli), poliakrilik asit (zayif), sodyum poliakrilat ve polivinilsiilfonat anyonik
polielektrolitken, polietilenimin, polivinilpiridin ve poliakrilamid ve kopolimerleri
katyonik polielektrolitlerdir (Sekil 2.3).

OH

PAA

-+

SO;Na

PSSNa

Sekil 2.3 PSSNa ve PAA anyonik polielektrolitlerinin kimyasal yapisi



Zit yikli iki polielektrolit karistirilldiginda elektrostatik ¢ekim kuvvetleri
araciliiyla polielektrolit kompleksleri meydana getirirler. Yiiksek yiik yogunlugu
ve segici gegirgenlik (6zellikle ilag tasima sistemlerinde) gibi 6zelliklere sahip
oldugu igin bircok bilimsel ve teknolojik alanda &nemlidir. ki polieletrolit
arasindaki etkilesim, fonksiyonel gruplarin iyonlasma derecesi ve yiik yogunlugu,
polimer zincirinin uzunlugu, polielektrolitin konsantrasyonu gibi birgok 6zellige
baghdir. Sekil 2.4 (a)’da gosterildigi gibi etkilesen grup ana zincirde ise lineer
yapida, (b)’de gosterildigi gibi yan zincirde ise asili yapida polielektrolit kompleksi
ortaya cikar. Lineer yapida, polimer zincirleri birbirine sikica baghdir ve
kompleksler suda ¢oziiniir veya ¢oziinmez olabilir. Asili yapida ise etkilesen
gruplar yan zincirde oldugundan polimer zincirleri birbirine daha gevsek baghidir

ve kompleksler suda ¢oziiniir olma egilimi gosterir.

+HZC—CH2—NH~]— { H,C cT }

H

(@) (b)

poli(etilen imin) poli(vinil amin)
Sekil 2.4 Etkilesen gruplarin yapilari

Polielektrolit kompleksleri deney kosullarinda pH, sicaklik, tuz ayarlamalari,
polielektrolitlerin eklenmesiyle sistemin birlesiminin degistirilerek ayarlanmasi ile
olusturulabilir. Iki polielektrolit arasindaki komplekslesme reaksiyonlari,
elektrostatik c¢ekim kuvvetleri ile iyonik komplekslesme, hidrofobik gruplar
arasindaki Van der Waals kuvvetleri ile polar gruplar arasindaki hidrojen baglarina

dayanir [9].

Polielektrolit komplekslerin olusumu ve o6zellikleri, yik yogunlugu ve
konsantrasyonu, fonksiyonel gruplarin yapist ve konumu, zit yiiklerin orani
(katyonik gruplarin anyonik gruplara molar orani), makromolekiillerin molekiil
agirhig, fiziksel sartlar (pH, sicaklik, vd.) gibi faktorlere baghdir. Yiik yogunlugu
az olan kompleks kolay disosiye olurken, yiik yogunlugu fazla olan kompleks
kararlidir. Polielektrolit kompleksler yiiksek dielektrik sabiti ve yalitim direnci
sahiptir. Biyouyumludur ve toksik degildir. Suda ¢6ziiniir veya ¢dziinmez olabilir.
Coziintrliigii, kullanilan polielektrolitlerin tiiriine ve iyonik giice baghdir. Bazi

komplekler suda ¢oziiniirken, bazilar1 ise organik ¢oziiciilerde ¢oziiniir. En 6nemli
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ozelligi ise i¢indeki katyon ve anyon gruplarin molar oran1 yani kompleksin

stokiyometrisidir.

Z1t yiik tastyan polielektrolitlerin sulu ¢ozeltideki termodinamik, kinetik ve
reaksiyon mekanizmasinin incelenmesi, iki farkli tip polielektrolit kompleksi tiirti
oldugunu ortaya koymaktadir. Birincisi ¢oziiniir stokiyometrik olmayan
polielektrolit komplekslerdir ve bu kompleksler kararli, optik olarak seffaf
¢ozeltiler olusturur. Ikincisi ise ¢dziinmez stokiyometrik polielektrolit
komplekslerdir ve bu kompleksler ise suda ¢okelti (kat1) olusturur veya faz ayrimi
olmadan homojen bulanik koloidal siispansiyonlar (homojen karisim) halinde var
olurlar. Stokiyometrik polielektrolit kompleksler esit miktarda zit yiiklii grup igerir
ve yikleri sifirdir ve faz ayrimlar1 gozlemlenebilirdir. Stokiyometrik olmayan
polielektrolit komplekslerde bu durumun aksi gegerlidir. Ayrica zayif polielektrolit
iceren komplekslerin giiclii polielektrolit icerenlere gore daha az agregasyon

gosterdigi tespit edilmistir.

Poliakrilik asit ve tiirevleri lizerinde yapilan caligsmalarda, ¢esitli faktorlere bagl
olarak stokiyometrik veya stokiyometrik olmayan polielektrolit kompleksler elde
edilmistir. PAA'nin molekiiler agirligi, monomer bilesimi, karsit polielektrolitin
tirti ve yiik yogunlugu komplekslesme tiirlinii ve giiciinii etkiledigi, ¢ozeltideki tuz
konsantrasyonunun PAA’nin iyonlagma derecesini ve yilik yogunlugunu etkiledigi,
diisiik pH 1 komplekslesmeyi arttirdigr ve sicaklik arttikca komplekslesmenin
arttig1 gorilmiistiir [10].

Polielektrolit kompleksler; ge¢is metal iyonlarinin anyonik komplekslerinin
ayrilmasi, deniz suyundan igme suyu elde edilmesi (ters 0zmoz), biyolojik sivilarin
ayrismasi (kan, idrar gibi biyolojik sivilarin ultrafiltrasyonu), membranlar (yari—
gecirgen  zarlar), yapay bobrekler (hemodiyaliz), yapay karaciger
(hemoksijenasyon), kontakt lensler, pil ayiricilar, iyon degistiriciler (6rnegin,
1sitma ve aydinlatmada yiiksek iletkenlik gosteren filmler), katki1 maddesi (gida, ilag
ve kozmetik iirlinlerinde emiilgator, stabilizatér ve kivam arttirici), katalizor
(oksidasyon ve indirgeme reaksiyonlarinda), genetik materyal tasiyicis1 (DNA,
RNA gibi genetik materyalleri tasimada), ilag tasima sistemleri, biyosensotler, su
aritma (sudan agir metalleri, organik kirleticileri gidermede) gibi bir¢ok uygulama

alan1 bulunmaktadir [9].



Polielektrolitin sulu ¢ozeltideki karakteristik konformasyonu; yapisi, ¢ozelti ve
konsantrasyon gibi faktorlere bagli olarak elektrostatik ayrigma ve elektrostatik
birlesme ile meydana gelir. Seyreltik sulu ¢ozeltilerde polielektrolitler lineer
benzeri gevsek halde iken, konsantre, tuzsuz ve tuz ¢ozeltisinde ise yumak halde
bulunurlar. Bunun bir diger agiklamasi da yiiklerin birbirlerini coulomb itmesini
azaltict lineer konformasyonda viskozitesi yiiksek, tuzun yani iyonik siddetin
artmasiyla yiiklerin arasindaki coulomb itmesinin engellenmesi Sonucu
viskozitenin diismesi ve iyonik siddete bagl olarak (daha da arttirildiginda) yiiksiiz

molekiil davranisi sergilemesidir (Sekil 2.5).

Sekil 2.5 Tuz ilavesi ile degisen polielektrolit konformasyonu

Polielektrolit ¢ozeltileri tuzlar gibi iletken 6zellik gosterir. Iletkenlik 6lgiimleri
polielektrolit ¢ozeltisinin hakkinda bilgi vermekle birlikte polielektrolitlerin
elektrostatik alaninda bulunan hareketli karsit iyonlarin hareketiyle ¢ozeltinin

iletkenligi artar.

Polielektrolitler, iyonlasma derecesine gore de giicli ve =zayif olarak
siiflandirilabilirler. Giiglii polielektrolitler uygun pH degerlerinde ¢ozelti i¢inde
tamamen iyonlarina ayrigarak sabit bir iyonizasyon derecesi sergilerken zayif
polielektrolitler pH’a bagli iyonizasyona sahiptir. Zayif polielektrolitler genellikle
orta pH degerlerinde (pH 2—10) ayrisma sabiti vardir ve o pH degerlerinde kismen
iyonlarina ayrnisir. Giiclii polielektrolitlerde polimerdeki yiikler zincir boyunca
sabittir. Zayif polieletrolitlerde ise iyonlasma derecesi polielektrolitte bulunan
iyonlagabilen fonksiyonel gruplarin kimyasal 6zelliklerine baghdir ve ¢ozeltinin
pH"1, iyonik siddeti, sicaklik gibi sartlara gdre ayarlanabilir. Iyonizasyon derecesi,
polielektrolitin 6zelliklerini etkiler. Dolayisiyla polielektrolit ve diisiik molekiiler
agirlikli tuzdan kaynaklanan karsit iyonlar da ¢ozeltinin iyonik siddetini ve bu da

elektriksel iletkenlik gibi diger ozelliklerini etkiler. Karsilikli itme zincirin



genislemesine neden olur. Zincire baglanan iyonik ylikler yiiksek yogunluklu

bolgeler iyonlarin aktivite katsayilarini ve 6zelliklerini etkiler.

Policlektrolitler katki maddesi olarak sulu c¢o6zeltilerin fiziksel o6zelliklerini
degistirmek icin kullanilmaktadir. Cozeltileri polimer gibi viskoz oldugundan
saglik, kisisel bakim ve kagit endistrisinde viskozite arttirici, koyulastirici,
topaklastirict gibi uygulama alanlar1 vardir. Polielektrolitlerde derisim azalirken
pozitif ve negatif yliklerin birbirlerini itmeleri ve polielektrolitin sismesi sonucu

viskozite artarken (Sekil 2.6), polimerlerde ise derisim artarken viskozite artar [9].

Nsp/C
A

Yiiksiiz Polimer

Polielektrolit

= C
Sekil 2.6 Polielektrolit ve yiiksiiz polimerlerde viskozite—konsantrasyon degisimi

Polimerlesme derecesi (PD), polimer zincirindeki monomer birimlerinin sayisini
ifade eder ve polielektrolitin bir¢ok 6zelligini etkiler. Yiiksek PD'li polielektrolitler,
diisiik PD'li polielektrolitlere kiyasla daha yiliksek molekiil agirligina, daha fazla
kompleks olusumuna, daha fazla baglanma miktarina ve daha fazla elektrokimyasal

ozellige sahip olma egilimindedir [11].

Proteinler, amino asit ad1 verilen monomerlerin peptit baglari ile bir araya gelmesi
sonucu olusan dogal polimerlerdir. Bu amino asitlerin yan zincirlerinde asidik ve
bazik fonksiyonel gruplar bulunmasi sebebiyle amfoterik 6zellik gostermekte olup
bu monomerler arasindaki elektrostatik ¢ekme kuvvetleri tarafindan
yonlendirilirler. Kisacas1 proton alarak veya proton vererek yiiklenirler. Sekil
2.7’de kiireler proteinleri temsil etmektedir. (a)’da proteinler asidik ortamda (ekstra
protona sahip) bulundugundan net bir pozitif yilike sahiptir ve (+) yiikliidiir. (c)’de
proteinler bazik ortamda bulundugundan net bir negatif yiike sahiptir ve (-)
yukliidiir. (b)’de ise proteinler net elektrik yiiklerinin sifir oldugu pH derecesinde
bulunurlar ve bu pH derecesine izoelektrik nokta (pl) denilir. Protein izoelektrik



noktasi, proteinlerin elektroforetik mobilitesinin sifir oldugu, viskozitenin
minimum oldugu ve ¢oziiniirliigiin en diisiik oldugu, ¢cokelme egiliminin ise en
yiiksek oldugu bir noktadir. Proteinin iyonize gruplari arasindaki gii¢lii elektrostatik
¢cekim kuvvetleri, proteinin yogun ve kompakt bir yap1 olusturmasina yol agar.
Notral pH civarinda izoelektronik noktaya sahip proteinlerin asidik ve bazik amino
asit sayilar1 genellikle birbirine esittir. Proteinlerin izoelektrik noktalari birbirinden
farklidir [12].

+ + -
+ + NaOH - * NaOH - B
—_—
—_—
+ P S B —
* + - HCI
HC1 - _
+ — -
(a) (b) (c)

Sekil 2.7 pH'in proteinlerin yiizey ylikiine etkisi

Proteinler, monomerleri amino asitler gibi titrasyon edilse de kompleks yapida
olduklarindan pH egrileri bolgelere ayrilarak incelenir [12].
Bovin serum albiimin (BSA)’in pH’a bagh yiik profilindeki degisiklikler Sekil

2.8’de ornek olarak gosterilmistir.

pH<4.9 pH=4.9 pH>4.9

Sekil 2.8 BSA'nin pH'a bagh yiik profilinde degisiklikler

2.2 Tasiyic1 Molekiiller

Zay1f immiinojenik 6zellikte ve yeterli biiytlikliikte molekiiler boyuta sahip olmayan

molekiiller, konjugasyon bagiyla antikor olusturmak ve antikor iiretiminde
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immiinojenligi arttirmak i¢in yeterli biiyiikliikkte molekiil boyutuna sahip protein

veya lineer 6zellikteki polimerlere baglanirlar [13].
2.2.1 Protein Ozellikteki Tasiyic1 Molekiiller

Biiyiik molekiil boyutuna sahip BSA (Bovin Serum Albiimini), HSA (insan Serum
Alblimini), KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin) ve OVA (Ovalbiimin) gibi
proteinler, antikor {retiminde yaygin olarak tastyici proteinler olarak
kullanilmaktadir. Bu proteinlerin biiylik molekiil boyutlari, bagisiklik sisteminin
dikkatini ¢ekerek antikor liretimini tesvik eder. Kararli kovalent baglarla peptitlere
konjugasyon i¢in yaygin olarak kullanilan tasiyict molekiiller, BSA ve KLH
proteinleridir. Bu konjugasyon islemi, peptitlerin immiinojenikligini ve antikor
tiretimini onemli olgiide arttirir. Peptitler, BSA veya KLH proteinlerinin C— ucu,
N- ucu veya igerisindeki fonksiyonel gruplara (karboksil (—COOH), siilfidril (-SH)
ya da amino (—NH>) uglar1 gibi) kovalent baglarla baglanabilir. Baglanma bolgesi,
peptitin immiinogenikligini ve antikor baglanma 6zelliklerini etkileyebileceginden,
konjugasyon dizayni oldukca dnemlidir. Antikor iiretiminde optimal sonuglar elde
etmek i¢in, peptitin antijenik dzelliklerini en st diizeye ¢ikaran ve tasiyici proteine
uygun konjugasyon stratejisi se¢ilmelidir. Etkili bir antikor tepkisini tetiklemek i¢in
peptit dizilimi bagisiklik sistemi tarafindan tanmmmali ve antikor tretimini
tetikleyecek kadar immiinojenik olmali, istenen antikor tiiriinii iiretecek sekilde
tasarlanmal1 ve istenmeyen dokuya zarar vermeden hedef hiicrelere veya dokuya
baglanan antikorlarin iiretilmesini saglamalidir. Peptit dizilimi secildikten sonra,
tasityict  proteine baglanacak sekilde konjugasyon dizaym yapilmalidir.
Konjugasyon dizayni, baglanma bolgesini, baglanma ydntemi ve konjugasyon
reaksiyonu belirlemektedir. Dogru tasiyici protein ve antijenik peptit dizilimi
secimi ve uygun konjugasyon dizayni ile daha etkili ve hedefli antikorlar iretilebilir

[14].

Peptit—protein konjugasyonunda kullanilan baglanma yontemi, peptitlerin tasiyici
protein {izerindeki konumlanmasin1 ve immiin yanitin1 6nemli Olciide etkiler.
Sisteine dayali baglanma yontemleri serbest —SH grubunun kovalent etkilesiminden
kaynaklanmakta olup maleimidler ile yapilmaktadir. Maleimidler, peptitlerdeki
sistein kalintilarinin tiolleriyle reaksiyona girerek tioester baglari olusturur. Sekil
2.9’da kisa zincirli peptit (oligopeptit) molekiillerine kovalent baglarla baglanan

lineer ve uzun zincirli polimerlerin konjugatlar1 gdsterilmistir. Diger baglanma
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yontemleri i¢in ise glutaraldehit ya da N—Hidroksistiksinimid gibi reaktif gruplar da
peptit—protein konjugasyonu i¢in kullanilabilir. Bu reaktif gruplar, peptitlerdeki
amin gruplart ile proteinlerdeki amino veya karboksil gruplar ile reaksiyona
girerek amid veya imid bazli baglar olusturabilir. Antikor liretiminde daha etkili ve
hedefli sonuglar elde etmek i¢in klasik baglanma yontemleri (peptit dizilimine
sistein baglanmasi gibi) yerine spesifik baglanma yontemlerinin kullanilmasi
onemlidir. Spesifik baglanma yoOntemleri peptitlerin tastyict proteinin belirli
bolgelerine daha giiclii baglanmasini saglar ve spesifik olmayan baglanma

reaksiyonlarindan kaynaklanan yan etkileri azaltir [13-15].

Sistein SH

l

\

SH reaktif grup

-

Polimer-Peptid Konjugat
Sekil 2.9 Oligopeptit—polimer konjugatlarin sematik gosterimi
2.2.2 Lineer Polimer Ozellikteki Tastyict Molekiiller

Biiylik molekiiler polimerler (Poliakrilik asit, Poli(N—isopropilakrilamit), Poli(N—
vinilprolidon) gibi), proteinlerin konjugasyonunda lineer tasiyicilar olarak
kullanilabilir. Bu polimerler, kovalent baglar araciligiyla proteinlere baglanabilir ve
proteinlerin Ozelliklerini degistirebilir. Proteinlerde oldugu gibi baglanma yani
konjugasyon bolgesi dizinin C— ucu, N— ucu ya da igerisindeki herhangi bir
fonksiyonel grup (karboksil (—-COOH), siilfidril (-SH) ya da amino (—NH>) uglari
gibi) olmakla birlikte peptit dizilimine ve konjugasyon tipine bagli olarak segilir.

Polielektrolit konjugasyonu, proteinlerin, antijenlerin veya ilag etken maddelerinin
istenmeyen Ozelliklerini (diislik ¢oziiniirliikk, kararsizlik, kiiciik molekiil boyutu,
diisiik antijenik 6zellik, toksisite gibi) degistirmek ve as1 performansini iyilestirmek
i¢cin kullanilan bir tekniktir. Bu teknikte, suda ¢6ziinebilir polimerler proteinlere,

antijenlere veya ilag¢ etken maddelerine kovalent baglarla baglanir. Bu konjugasyon,
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peptitlerin kimyasal modifikasyonunu, hidrofobik peptitlerin suda ¢oziiniirligiini,
bolgesel etkilerin potansiyelini, immiinojenik ve immiinoreaktif ozelliklerin
gelistirilmesini ve canli organizmalarda daha uzun siireli etkiyi saglayarak énemli
faydalar sunmaktadir. Polielektrolit konjugasyonlarinin yiiksek ¢oziiniirlik,
kararlilik, yiiksek molekiil boyutu, yiiksek antijenik 6zellik, biyouyumluluk gibi

ozellikleri kullanimin1 arttirmigtir.

Klasik kimyasal yontemler kullanarak suda ¢O6ziinlir makromolekiillerin
fonksiyonel gruplar1 aktive edilerek protein—lineer ve peptit—lineer polielektrolit
kovalent konjugatlar1 sentezlenmistir. Bu sentez islemi iki basamakli kovalent
konjugasyon reaksiyonu ve karbodiimid aktivasyonu ile ger¢eklestirilmistir. Birinci
basamakta polimerin karboksil gruplar1 karbodiimid ile aktif hale getirilir, karboksil
gruplar1 karbodiimide saldirir ve o—agilisoiire ara iiriinii olusur. ikinci basamakta
ise protein veya peptitteki amino gruplar1 ile karboksil gruplari arasinda
kondenzasyon reaksiyonu gerceklesir ve kararsiz bir ara iiriin olusur. Bu ara iiriin,
peptit veya proteindeki amino gruplari tarafindan saldiriya ugrayarak lineer polimer
ile peptit veya protein arasinda kovalent ¢apraz baglar olusur ve yiiksek

immiinolojik 6zellige sahip konjugatlar sentezlenir [16].

2.3 interpolielektrolit Kompleksler

Interpolielektrolit kompleksler ve polielektrolit kompleksler, elektriksel olarak zit
yuklii polimerlerin etkilesimiyle olusan supramolekiiler yani iki veya daha fazla
molekiiliin molekiillerarasi etkilesimlerle bir araya gelerek olusturdugu yapilardir.
Bazi o6nemli farkliliklar1 vardir: Polielektrolit komplekslerde elektrostatik
etkilesimlerle olusurlar. Interpolielektrolit komplekslerin olusumu ise kovalent
baglar ve elektrostatik etkilesimlerin kombinasyonu ile olusur. Kovalent bag
olusumu iki polimer zinciri arasindaki reaktif gruplar arasindaki kimyasal
reaksiyonlar yoluyla gerceklesirken, elektrostatik etkilesimler zit yiiklii polimer
zincirleri arasindaki g¢ekim kuvvetlerinden kaynaklanir. Bu kovalent baglar,
komplekslere daha fazla kararlilik kazandirir.  Ozellikleri, kullanilan
polielektrolitlerin tiirline, iyonize edilebilir gruplarin oranina ve ¢dziiciiye bagh
olarak degisebilir ve yiiksek ¢oziiniirliik, termal kararlilik, mekanik dayaniklilik ve
biyouyumluluk gibi 6zelliklere sahip olabilir. Yapilari, kullanilan polimerlerin

tiirline ve sentez yontemlerine baghdir. Kiiresel, tabakali, lifli veya karmasik
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morfolojiler gibi ¢esitli yapilara sahip olabilirler. Biyomalzemeler, ilag tastyicilari,
katalizorler, membranlar ve kat1 elektrolitler gibi c¢esitli uygulamalarda

kullanilmaktadir.

Interpolielektrolit kompleksler koloidal ¢ozeltilerde partikiillerin kararliligin
arttirmak amaciyla kullanilir. Zit yiikli polimer zincirleri arasindaki elektrostatik
cekim kuvvetleri, partikiillerin bir araya gelmesini ve ¢okelmesini dnler. Ayrica
viskoziteyi arttirmak veya azaltmak igin, toksik maddelerin tasinmasimi ve
salinmasini kontrol etmek i¢in ve partikiillere yeni fonksiyonlar kazandirmak i¢in

(katalitik aktivite veya biyoduyarlilik) kullanilabilir [17].

Kompleks agregat partikiiller, polielektrolitlerin elektrostatik etkilesimler yoluyla
birleserek olusturdugu yapilardir. Polielektrolitlerdeki iyonik gruplar arasindaki
elektrostatik ¢ekim kuvvetleri, polielektrolitlerin bir araya gelerek kompleks
agregat partikiilleri olusturmasina neden olur. Elektroforetik ve viskozimetrik
Ol¢timler kompleks agregat partikiillerin boyutunu, seklini ve yiizey yiikiini
belirlemek igin kullanilan yontemler olmakla birlikte poliamfolite benzedigini
gostermigstir. Poliamfolitler, hem pozitif hem de negatif yiiklii iyonik gruplara sahip
polimerlerdir. Kompleks agregat olusumu, seyreltik sulu ortamlarda iki asamali bir
mekanizmayla gerceklesir (Sekil 2.10). Ik asamada, az miktarda titrant ilavesi,
iyon eslesmeleri yoluyla kiiciik kompleks agregatlarinin olusumuna yol agar.
Titrant, polielektrolitlerin iyonik gruplarindan biriyle reaksiyona girerek iyon ¢ifti
olusturur. Bu iyon ¢ifti, diger polielektrolitlerin iyonik gruplartyla ¢ekim kuvvetleri
olusturarak kompleks agregatlarin olusmasina neden olur. Olusan primer
agregatlarin ylizey yiikii kararlidir. Bu, agregatlarin net yikiinlin sifir olmadig
anlamina gelir. Agregatlarin yiizeyindeki iyonik gruplar, su molekiilleri ile hidrojen
baglar1 olusturabilir. Bu hidrojen baglari, agregatlarin yiizey yiikiiniin korunmasina
yardime1 olur. Ikinci asamada ise 1:1 stokiyometrik orana ulasilincaya kadar
titrantin %70'inden fazlas1 eklendiginde, primer agregatlar birbiriyle birleserek
daha biiyiik partikiiller olusturur. Bu agregasyon, elektrostatik ¢ekim kuvvetleri ve
hidrojen baglar1 araciligiyla gerceklesir. Titrantin konsantrasyonu arttikea,

agregatlarin boyutu ve yiizey yiikii de artar [18].
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Sekil 2.10 Seyreltik sulu ortamda iki asamali bir mekanizma ile kompleks
agregatlarin olusumu [18]
Interpolimer komplekslerin sentezi i¢in kullanilan iki ana yontem, kimyasal sentez
ve matriks polimerizasyondur. Hangi yontemin kullanilacagi, sentezlenmek istenen
interpolimer komplekslerin tiiriine ve istenilen 6zelliklere baglidir. Kimyasal sentez
yonteminde, onceden sentezlenmis ve yapisal olarak uyumlu makromolekiiller
kullanilir. Reaksiyon ortaminda, bu makromolekiiller rastgele carpisarak reaktif
zincirler olusturur. Bu zincirler, monomerlerin eklenmesiyle uzayarak ve
birbirleriyle  baglanarak interpolimer kompleksleri  olusturur.  Matriks
polimerizasyonu yonteminde ise monomerlerin polimerlesmesi, reaksiyon
ortamimna katilan matriks makromolekiillerin yiizeyinde gergeklesir. Matriks
makromolekiiller, monomerlerin baglanma yerlerini, yeni zincirlerin uzamasini ve
¢ift zincirlerin birbirine baglanmasini belirleyerek polimerlesmenin kontroliinii
saglar. Bu sayede, istenilen yapiya ve 6zelliklere sahip interpolimer komplekslerin

elde edilmesi kolaylasir.

Metaller, interpolimer komplekslerin olusumunda ve ozelliklerinde Snemlidir.
Me™ iyonlari, zit yiklii polimer makromolekiillerinin baglanmasini saglayarak
kompleks olusumunu kolaylastirir, polielektrolit komplekslerinin kararliligini

arttirir ve komplekslerin fizikokimyasal 6zelliklerini degistirir. Sodyum polistiren
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stilfonat gibi negatif, poli(vinilbenziltrimetilamonyum kloriir) gibi pozitif, iki zit
yiiklii polielektrolitlerin kompleksleri, metallerin katkisiyla daha kararli hale gelir
[19].

2.3.1 Polielektrolit — Protein Kompleksleri

Proteinler ~amino asitlerden, polimerler ise monomerlerden olusan
makromolekiillerdir. Hidrofilik noniyonik polimerler (poli(vinil pirolidon) gibi)

dahil olmak iizere cesitli polimer tiirleri, proteinlerle etkilesime girebilir.

Proteinler ve polimerler arasinda kovalent olmayan etkilesimlerin ¢ogu kompleks
olusumuna katkida bulunabilir. Proteinlerdeki karboksilik asit gruplar1 ve
polimerlerdeki hidroksil veya amin gruplar1 arasindaki etkilesimler hidrojen bagi
ile olusur. Poli(vinil pirolidon), hidroksil gruplar1 proteinlerdeki karboksilik asit
gruplariyla hidrojen bagi olusturur. Olusan hidrojen baglari, protein—poli(vinil
pirolidon) komplekslerinin kararliligina katkida bulunur. Proteinler ve polimerler,
iyonize gruplar igerdikleri igin elektrostatik etkilesimlere girebilirler. Bu
etkilesimler, protein—polimer komplekslerin olusumunu ve kararliligim
etkileyebilir. Ornegin, zit yiiklii gruplar arasindaki elektrostatik gekim, protein—
poli(vinil pirolidon) komplekslerinin olusumuna yol acabilir. Genellikle
elektrostatik etkilesimlerin baskin oldugu kabul edilen polikompleks sistemlerinde,
tim c¢oziinenlerin suya gore daha hidrofobik (suyu iten) olmasi nedeniyle,
hidrofobik etkilesimler g6z ardi edilemez. Proteinler ve polimerler, hidrofobik
gruplar icerdikleri i¢in hidrofobik etkilesimlere girebilirler. Bu etkilesimler, sulu
ortamdaki  protein—polimer komplekslerinin  olusumunu ve kararliligini
etkileyebilir. Proteinlerle hidrofobik etkilesimlerin ciddi bir katki yapmadigi

polimerler spesifik olarak tasarlanabilir [20].

Polielektrolit 6zelligi olan proteinler, sentetik ve dogal polimerlerle giiglii
elektrostatik etkilesimler kurarak polielektrolit kompleksleri olustururlar [21]. Bu
etkilesimler, ¢6ziinebilir kompleksler, koaservat olusumu, [22] amorf ¢okeltiler,
enzim immobilizasyonu, stabilizasyonu, protein substrat afinitesi modifikasyonu ve
faz degisimi gibi cesitli sonuglara yol agabilir [23]. Bu durum hiicrelerde, bazik
histon proteinleri DNA ile coulombik etkilesimler kurarak yogun bir yap1 olusturur.
Bu yogunlasma, DNA'nin diizenlenmesine ve transkripsiyonunun kontroliine

yardimct olur. Polilizin gibi bazik polipeptitler, DNA ile etkilesime girerek
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DNA'min davranisin1 etkileyebilir. Proteinler ve niikleik asitler arasindaki
elektrostatik etkilesimler, hiicrelerin isleyisi igin kritik Oneme sahiptir. Bu
etkilesimler, DNA'nin transkripsiyonunun kontroliinii ve diger birgok Onemli

biyolojik siireci diizenler.

Polikomplekslerin ~ bilesiminin  makromolekiiler seviyede anlasilmasi ve
polikomplekslerin yapist hakkinda giivenilir sonuglar elde edilmesi i¢in yapilan
caligmalar polimer—protein karigimlarinin homojen ¢ozeltilerine fizikokimyasal

metotlarin uygulanmasi ile saglanmistir [24].
2.3.2 Polimer—Metal Kompleksleri

Poliakrilik asit, cesitli metal iyonlariyla kompleksler olusturabilen sentetik bir
polimerdir. Yapilan ¢alismada, PAA'ni Co(ll), Cu(ll), Fe(lll), Ni(ll) ve Zn(II)
metalleriyle kompleksleri sentezlenmis ve termogravimetrik yontemi ile
karakterizasyonu arastirilmigtir. PAA ve metal tuzlarinin sulu c¢ozeltilerinin
karigtirilmasi ve ¢okeltilmesi yoluyla sentezlenen kompleksler, kurutulduktan sonra
termogravimetrik yontemi ile komplekslerin kiitleleri sicaklik arttikca zamanla
nasil degistigi incelenmistir. Termogravimetrik analizlerine gore, komplekslerin
termal kararlilig1 metal tiiriine gére degismistir. Cu(Il) kompleksi en yiiksek termal
kararliliga sahipken, Co(II) kompleksi en diigiik termal kararliliga sahip olmustur.
Bu bulgu, komplekslerin olusum sirasinin Cu(Il) > Ni(II) > Fe(III) > Zn(II) > Co(II)
oldugunu gostermistir. Cu(Il) iyonunun ligandlarla olusturdugu komplekslerin
yiiksek kararliligi, ligandlarin Cu(Il) iyonunun stereokimyasal gereksinimlerini en

iyi sekilde karsilamasindan kaynaklanir [25].

Sitozan, biyouyumlu, biyobozunur, toksik olmayan, kanser tedavisinde, ilag¢ tasima
sisteminde ve antitimor ajan olarak kullanilan bir polisakkarit, bakir ise
antimikrobiyal, antienflamatuar ve antioksidan 6zellikte bir metaldir. Sitozan—bakir
komplekslerinin DNA'ya baglanarak ve DNA hasarina yol agarak timor
hiicrelerinin biiylimesini ve ¢ogalmasini engelleyebilecegi, hiicrelerde oksidatif
stresi arttirarak tiimor hiicrelerinin 6liimiine yol agabilecegi, timdr hiicrelerinde
apoptozu (programlanmis hiicre 6liimii) indiikleyebilecegi ve tiimorlerin yeni kan
damarlarinin olusumunu engelleyerek tiimoriin biiylimesini ve beslenmesini

zorlastirabilecegi  diigsiiniilmektedir. Bu amagla hazirlanan sitozan—bakir
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komplekslerinin sitozan ve CuSOgs'ten tek basina daha yiiksek antitiimor etkinlik

gosterdigi, yapilan ¢aligmalar ile kanitlanmistir [26].
2.3.3 Polimer — Metal — Protein U¢lii Kompleksleri

Polimer—metal-protein {iglii kompleksleri, polimerler, metal iyonlar1 ve
proteinlerin kimyasal veya fiziksel etkilesimiyle olusan biyokomplekslerdir.
Polimer—metal-protein ii¢li komplekslerinin sentezi, g¢esitli yontemler ile
yapilabilir. Polimerler ve proteinler genellikle zit yiiklii oldugundan, elektrostatik
etkilesim yoluyla metal iyonlari ile kompleks olusturabilir, polimerler ve proteinler,
metal iyonlariyla kovalent baglar olusturmak i¢in fonksiyonellestirilebilir veya
metal iyonlar1 ile kompleks olusturabilen ligandlar, polimerlere veya proteinlere
baglanarak {c¢li komplekslerin olusumunu saglayabilir. Bu kompleksler,
hedeflenmis bicimde etki etmede ila¢ tasima, katalizor, biyomalzeme alanlarinda
onemlidirler. Fakat polielektrolitler uygun olmayan fonksiyonel gruplara sahipse
kimyasal modifikasyon gerekecegi i¢in polimerin biyolojik etki tayfinda zehirlilik

gibi istenmeyen degisikliklere yol agabilir.

Gecis metal iyonlari, polimer—protein komplekslerinin olusumunda ve
kararliliginda 6nemli rol oynar. Polimer ve protein molekiilleri arasinda olusan
baglar, kompleksleri stabilize etmeye ve onlara yeni ve istenen Ozellikler
kazandirmaya yardimci olabilir. Geg¢is metal iyonlarinin kullanimi, ¢esitli
uygulamalarda kullanilabilecek yeni ve gelismis polimer—protein komplekslerinin

gelistirilmesine olanak tanir [27].

Ucglii polimer—metal—protein kompleksleri asit ortam ve nétral sulu ortam olmak

izere 2 yontemle hazirlanmaktadir.
2.3.3.1Asit Ortamda Komplekslesme

Asit ortamda protein ve polimerlerin pozitif yiiklii olmasi ve elektrostatik itme
kuvvetinin etkisiyle birbirleriyle kompleks olusturamazlar. Bu durumlarda, metal
iyonlar1 eklenerek tiglii komplekslerin olusumu saglanabilir [27]. Bu ¢alismada, asit
ortamda poli—4—vinil piridin (PVP), serum albiimin (SA) ve Cu?' iyonlar
kullanilarak ti¢lii komplekslerin olusumu ve mekanizmasi arastirilmistir. SA ve
PVP’in, pH 4.2'de sulu asetik asit ortaminda kompleks olusturamadigi ve her
ikisinin de pozitif yiiklii oldugu gozlemlenmistir. SA—PVP karisimina CuSO4.5H20

eklenmesi, kritik protein konsantrasyonunda protein miktarina bagli faz gecisine ve
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suda tam ¢oziiniirliige yol agar. Santrifiij ile ayrilan ¢okeltiler sedimantasyon ile
incelendiginde tek bir pik goézlemlenmistir. Bu pikin SA ve PVP'nin birlesme
iirlinline ait oldugu, SA'nin sedimantasyon sabitinin ¢ok diisiik olmasi, proteinin
bakir iyonlari ile agrege olmamasi ve PVP—Cu?* kompleksinin deney kosullarmda
¢oziinmemesi ile kanitlanmistir. Yapilan ¢alisma ile asit ortamda SA ve PVP'in
bakir iyonlar1 ile kompleks olusturarak iiclii kompleksler olusturabildigi

gosterilmistir.

Asit ortamda (pH 4.2), Cu?* katyonlari, elektrostatatik ¢ekim kuvvetleri araciligiyla
z1t yiiklii kiiresel protein ve polikatyon zincirlerini bir araya getirerek, suda ¢oziintir

liclii SA—Cu?*~PVP komplekslerinin olusumunu tesvik eder (Sekil 2.11).

\/\ f
\/J &N_

Sekil 2.11 PVP—-Cu?"—SA iiclii kompleksi
2.3.3.2Notral Sulu Ortamlarda Komplekslesme

Notral sulu ortamlarda polimerler, proteinler ve ge¢is metal iyonlar1 arasinda olusan
tclii kompleksler ¢esitli uygulamalar icin 6nemli tasimaktadir. Bu ¢alismada,
poliakrilik asit (PAA), poli(vinil imidazol) (PVI), serum albiimin (SA), ovalbiimin
(OVA) ve bakir iyonu (Cu?") kullanilarak nétral sulu ortamda iiglii komplekslerin

olusumu incelenmistir.

Yapilan ¢alismada, PAA, PVI ve proteinlerin notral sulu ortamda Cu?* iyonlar ile
kompleks olusturarak ti¢lii kompleksler olusturabildigi gosterilmistir. Metalin
heterojen dagilimi PVI ile Cu?* iyonlarmin reaksiyonu ile gergeklesir. Diisiik
protein konsantrasyonundan baslanarak konsantrasyon arttirildikga (SA proteini
eklendikg¢e) sistemde faz gegisi olur. Siiziintii sedimantasyon ile incelendiginde

sadece PVI’ya uygun oldugu gorilir. Suda ¢ozinmeyen gl kompleksler,
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protein/polimer orani arttik¢a artan bir egilimle ¢okeltide birikir ve maksimum bir

konsantrasyona ulagir [11].

Noétr sulu ortamda Cu?* iyonlarmin PAA ve BSA ile komplekslesme davranisi
arastirilmistir  (Sekil 2.12). Metal konsantrasyonunun PAA-Cu?* ve BSA
arasindaki kompleks olusumunu nasil etkiledigi incelenmistir. PAA ve BSA'nin
notral sulu cozeltilerine farkli Cu?* konsantrasyonlar1 eklenmistir. Kompleks
olusumu, spektroskopik ve viskozimetrik yontemler kullanilarak incelenmistir.
nCu®*/nAA orani 0.15'ten diisiik oldugunda, asir1 BSA varligi Cu?* iyonlarmimn
PAA'dan ayrilmasina ve kompleks bozulmasina yol agmistir. Bu durum, BSA'nin
Cu? iyonlari ile yiiksek etkilesimi olmasindan kaynaklanmaktadir. Yiiksek Cu®*
konsantrasyonlarinda ise BSA fazlalig1 stokiyometrik olmayan komplekslere yol
agmistir. Bu durum, Cu?" iyonlarmin PAA ve BSA ile birden fazla bag

olusturabilmesinden kaynaklanmaktadir [11].

Farkli monomer bilesim oranlarina sahip PAA kopolimerleri sentezlenmistir. Bu
kopolimerler, Cu?* iyonlar1 ve BSA proteinleri ile karistirilarak {i¢lii kompleksler
olusturulmustur. Monomerlerin bilesim oranlar1 ve ¢ozeltinin pH", {gli

komplekslerin 6zelliklerini nasil etkiledigini belirlemek i¢in degistirilmistir.

PAA-Cu*-BSA iiglii biyokompleksinin iki tiirii oldugu ve bu tiirlerin kopolimerin
r(monomer bilesim orani)’na bagli olarak olustugu gézlemlenmistir. r'nin 1/3'ten
1/1'e kadar arttikga PAA-Cu?*-BSA yapisindaki protein molekiiliiniin polimer
tarafindan sikica sarmalanip suyla iliskisi azaldigi, r’nin 3/1°den biiylik degerlerde
ise PAA-CU*-BSA ficlii biyokompleksinde protein molekiillerinin ¢dzeltinin
etkisinde daha fazla kaldig1 gézlemlenmistir [11].

Sekil 2.12 PAA-Cu?*—BSA iiclii biyokompleksi

20



2.4 As1 ve Bilesenleri

Asi, enfeksiyona karsi bagisiklik saglamak i¢in hazirlanmis, viicuda gesitli yollarla
verilen biyolojik iirlinlere denir. Asi, insanlar1 hastaliklardan ve hastaliklarin neden
oldugu sonuglardan koruyabilmek i¢in saglam ve risk altindaki kisilere uygulanir.
Viicut bu sekli ile kendisine zarar vermeyen mikrop ya da toksinleri tanir ve onlara
karst bir savunma gelistirir. Bdylece viicut mikropla karsilastiginda onceden
gelistirdigi savunma sistemini kullanarak mikropla savasir ve kisi hastaliga
yakalanmaz. Asilar, bagisiklik gelismesini saglayan ve antijen olarak isimlendirilen
maddelerin yaninda adjuvan, stabilizator ve koruyucu maddeleri de ihtiva
etmektedir. Genel olarak asilarda adjuvan olarak aliminyum hidroksit, koruyucu
olarak thiomersal (civa igeren bilesik) ile antibiyotikler (neomisin, kanamisin,
eritromisin) ve stabilizator olarak da magnezyum kloriir bulunmaktadir. Adjuvanlar
asilarin  vazgecilmez bilesenleridir. Immiinolojide adjuvan, bir asiya karsi
bagisiklik tepkisini arttiran veya modiile eden bir maddedir [28]. Adjuvan, yardim
etmek veya yardimci olmak demektir. Immiinolojik bir adjuvan, spesifik
as1 antijenleri ile birlikte kullanildiginda antijene Ozgii bagisiklik tepkilerini
hizlandiran, uzatan veya gelistiren herhangi bir madde olarak tanimlanir [29].
Antijen (bagistiran), viicuda girdiginde bagisiklik sistemi tarafindan antikor
iiretimine yol agan yabanci molekiillerdir. Antijenler genellikle protein ve
polisakkarit yapisinda canli organizma kisimlar1 ya da biiylik molekiillii proteinler
ve bunlara baglanmis karbonhidratlar, niikleik, lipidik kisimlar1 ya da triinleridir.
En o6nemli antijenler bakterilerin yapisina girenlerdir. Bir antijen iki elementten
olusur: protein bir madde ve hapten. Antijen—antikor tepkimeleri viicuda zararl
mikroplarla savas gibi birgok olayda rol alir. Bagisiklik ya da hastaliga direng

gosterme, viicuda giren antijenleri antikorlarla yok edebilme yetenegidir [30].

Polielektrolit—protein, polielektrolit-metal-protein komplekslerinin giiglii immin
cevap ve yiiksek seviyede immiinolojik koruma sagladiklari yapilan ¢aligmalarla
gosterilmis ve yapay polimerik as1 gibi immiinajenlerin gelistirilmesine 6nayak
olmustur [31]. PE kompleksinin immiin sistemi taklidi, hiicre reseptorleri ve antijen
reseptorleri arasinda ¢oklu nokta etkilesimlerini miimkiin kilar. Bu etkilesim,
polielektrolit komplekslerin lineer veya kompakt yapisindan etkilenebilir. Sekil
2.13 (a)’da lineer yapida bulunan polielektrolit kompleksler, (b)’de ise kompakt

yapida bulunan polielektrolit komplekslerin hiicre ylizeyindeki antijenlerle
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etkilesimi gosterilmistir. Polimer zincirleri uzanmis ve esnek yapidaki lineer
polielektrolit kompleksler, polimer zincirleri birbirine sikica bagh ve kiiresel
yapidaki kompakt polielektrolit komplekslere gore hiicre yilizeyine daha kolay

erisebilme ve antijenlerle daha fazla temas yiizeyi olusturabilme avantajina sahiptir.

Sekil 2.13 Polielektrolit kompleksinin hiicre yiizeyindeki antijenlerle etkilesimi
[32]
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3

FiZIKOKIMYASAL KARAKTERIZASYON
ZETASIZER OLCUMLERI

3.1 Partikiil Boyutu

Hiicresel yapilar, biyomolekiiller, polimerler nanoskala boyuta sahiptir ve
partikiillerin molekiil boyutlarinin etkisi biyolojik agidan oldukca farklidir. Dogal
yapilarin fonksiyonlart boyutlarina gore degil, yapilarina gore degiskenlik
gosterirken sentetik yapilarin biyolojik yapilar ile etkilesimi sadece yapilarina gore
degil boyut 6zellikleriyle de iliskilidir. Cilt ve kan damarlar1 gecirgenligi, kandaki
dolagim siiresi, hiicrei¢i lokalizasyonu, organlardaki dagilim oram1 gibi
farmakolojik etkenligi lizerinde partikiil boyutu olduk¢a 6nemlidir. Partikiillerin
toksisitesi de partikiill boyutuna gore belirlenebilir. Nanoskala partikiillerin
kullanimma iliskin bilgiler vermektedir. Ornegin 1.4 nm boyutundaki altin
nanopartikiiller, DNA’daki ana bosluklara girerek hiicre liimlerine sebep oldugu

i¢in diger boyutlarina nazaran en yiiksek toksisite oranina sahiptir [33].

Dinamik Isik Sagilimi (DLS), ¢ozeltideki molekiillerin boyut dagilimlarini ve
hareketlerini incelemek icin kullanilan bir optik tekniktir. Bu yontem, nanoskala
partikiiller, biyomolekiiller ~ve polimerler gibi c¢esitli malzemelerin
karakterizasyonunda yaygin olarak kullanilmaktadir. DLS, partikiillerin boyut
dagilimlarin1 Olger, sekli ve ylizey 6zellikleri hakkinda bilgi verir ve genis bir
partikiil boyutu araliginda kullanilabilir. Fakat partikiillerin konsantrasyonundan ve
¢oziicli viskozitesinden etkilenir ve ¢ok kiicliik boyutlu partikiilleri 6lgmekte

zorlanabilir.

DLS yontemi, tek ve sabit dalga boyu olan yani monokromatik 1s1k kaynaginin bir
cozeltiye gonderilmesine ve sacilan 15181 yogunlugunun zamana gore 6l¢iilmesine
dayanir. Makromolekiiller, 15181 sagarak farkli agilarda dagilim gosterir. Doppler
etkisi nedeniyle, sagilan 1518in frekansi, molekiillerin hareket hizi ile dogrudan
iliskilidir. Hareketli molekiiller tarafindan sagilan 151k, sabit dalga boyundan daha
genis bir dalga boyu araligina sahip olur ve bu genisleme, doppler genislemesi

olarak bilinir. DLS'de, sacilan 15181in yogunlugu zamana gore otokorelasyon
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islemine tabi tutulur. Bu islem, molekiillerin hareketlerinden kaynaklanan rasgele
dalgalanmalar1 analiz eder ve molekiillerin difiizyon katsayilarini hesaplamaya
olanak tanir. Diflizyon katsayisi (Dt), bir molekiiliin rastgele hareketinin hizinm
Olcer. Stokes—Einstein esitligi, difiizyon katsayis1 ve hidrodinamik yarigap (Rh)

arasindaki iligkiyi verir:

_ kgT
B 6mnRy,

(3.1)

T

Esitlikte kg: Boltzmann sabiti (1.380x102 kg.m2.s2.K™), T:sicaklik (K), n:
dinamik viskozite (kg.m™.s?), Rn: hidrodinamik yaricap (m) ve Drt: difiizyon

katsayis1 (m2.s?) olarak tanimlanir.

Molekiillerin hareketleriyle dogrudan iligkili olan DLS yonteminde Ol¢iimler,

makromolekiillerin sekline, ¢6ziicii viskozitesine ve sicakliga baglidir [34].

3.2 Polidispersite

Koloidal sistemler, siv1 bir ortamda dagilmis nanometre boyutlarda partikiillerden
olusur. Bu partikiillerin boyutlar1 polimer molekiillerinin uzunluklarina benzer
sekilde bir dagilim gosterir. Bu dagilima partikiil boyutu dagilimi denir.
Polidispersite, partikiil boyut dagiliminin genisligini ifade eden genel bir terimdir.
Polidispersite indeksi (PDI) ise bu dagilimin genisligini ifade eden bir parametredir
ve 0 ile 0.7 arasinda bir deger alir. Bu aralikta oldugunda tim partikiillerin ayn
boyutta oldugu yani monodispers sistem oldugu anlamina gelir. PDI 0.7 den biiyiik
oldugunda ise partikiil boyutlar1 arasinda bir dagilim oldugu, yani polidispers bir
sistem oldugu anlamina gelir. PDI degeri kiiciildiikge, dagilim daralir ve partikiil
boyutlar1 birbirine yaklasir. PDI biiylidiik¢e partikiil boyutlar1 arasinda ¢ok genis
bir dagilim oldugu anlamina gelir. Bu durumda sistemde ¢ok kii¢iik ve ¢cok bliyiik
partikiiller bir arada bulunur. Koloidal sistemlerin kararlilig1 i¢in dar bir partikiil
boyutu dagilimi (diisiik PDI) esastir. Diisiik PDI yiiksek homojenligi, yliksek PDI

ise genis bir dagilimi1 ve diisiik homojenligi gosterir.

Polidispersite indeksi (PDI), sadece partikiil boyutlarinin farkliligini degil, ayni
zamanda bu farkliliklarin dagilim seklini de ifade eder. Ornegin, bir sistemde tiim
partikiiller ortalama bir boyutun etrafinda dar bir dagilim gdsteriyorsa, PDI degeri

diisiik olur. Ancak, bazi partikiiller ¢ok biiyiik, bazilar1 ¢ok kiiciikse ve bu
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farkliliklar rastgele dagiliyorsa, PDI degeri yliksek olur. PDI, dinamik 151k sa¢ilimi
gibi teknikler kullanilarak deneysel olarak belirlenebilir [35].

3.3 Mobilite

Bir elektrik alaninda hareket eden koloidal partikiillerin veya polielektrolitlerin
hizin1 6lgen bir parametreye elektroforetik mobilite denir. Elektrostatik dagilimin

kontrolii ve elektroforez mekanizmalar1 hakkinda bilgi edinmek i¢in kullanilir.

Coziicti i¢inde slispansiyon haline getirilen partikiiller, yiizeylerindeki elektrik
yiikleri nedeniyle elektrik alanlardan etkilenir. Bu etkilesim, partikiillerin elektrik
alan yoniinde hareket etmesine neden olur. Bu harekete elektroforez, hareket hizina

ise elektroforetik mobilite denir.

Elektroforetik mobilite, partikiillerin boyutu, sekli ve ylizey yiikii, elektrik alan
(daha giiclii bir elektrik alani, daha yiliksek mobilite), sicaklik (arttikca mobilite
artar) ve ¢oziicli (viskozitesi ve dielektrik sabiti etkiler) gibi gesitli faktorlerden

etkilenir.

Elektroforetik mobilite, asagidaki esitlik ile hesaplanir:

%

Esitlikte, pe: elektroforetik mobilite (m2.V1.s™?), v: kayma hiz1 (m.s?) ve E:

elektrik alan siddeti (V.m ) olarak tanimlanr.

Elektroforetik ~ mobilite,  koloidal  sistemlerin  ve  polielektrolitlerin
karakterizasyonunda 6nemli bir aragtir. Mobilite dl¢timleri, partikiillerin boyutunu,
seklini, ylizey yiikiinii ve zeta potansiyelini belirlemek i¢in kullanilabilir. Ayrica

elektroforez, proteinlerin ve niikleik asitlerin ayristirilmasinda ve analizinde de
kullanilir [36].

3.4 Zeta Potansiyeli

Maddenin ii¢ halinden (kati, sivi, gaz) birisi digeri igerisinde dagilmigsa koloidal
sistem, koloidal sistemin kararliliginin Olglisii de zeta potansiyeli degeridir.
Sistemin kararliligi, dagilim i¢indeki partikiillerin agregasyon yoluyla ¢okelmeye

yol agmayacak sekilde topaklanmadan birbirine yapismamasini, yer ¢gekimine karsi
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direng gosterip dagilim halinde kalmasini ifade eder. Sekil 3.1°deki kutucuklarda

kiireler partikiilleri temsil etmektedir ve olasi durumlar gosterilmistir.

(a)'da dispersiyon halindeki kararli sistemde partikiiller bagimsiz hareket
halindeyken, (b)’de flokiilasyon ile agregasyon baglar ve flok olusur, (c)’de
koagiilasyon ile agregasyon artar ve flok biiyiir ve (¢)'de sedimantasyon ile biiyiik
kiimeler ¢oker. (d)’de dnce sedimantasyon ve sonra flokiilasyon/koagiilasyon ardi
ardina gerceklesir ve (e)’de koagiilasyon ile tam birlesme ve geri doniisiimsiiz

¢Okelti olusur.

(a)

0 90
Q00 00

— 1 Q QO Q |/
_ QO Q00 #Sedimant’asyon
Flokulasyon Kararl Sistem

Rpgy v O e
Koagulasvon * ¢ Flokulasyon

Sedimantasvon Koagilasyon

Nt

Faz ayrilmas:

Sekil 3.1 Bir koloidal sistemin olas1 durumlari

Koloidal kararlilikla ilgili olarak DLVO (Derjaguin, Landau, Verway, ve Overbeek
tarafindan) TEORISI gelistirilmistir [37]. DLVO teorisi, koloidal kararliligin,
elektriksel ¢ift taban ve Van der Waals kuvvetlerinin dengesine bagli oldugunu ve
elektrostatik itici kuvvetlerin olusturdugu enerji bariyerinin, partikiillerin bir araya
gelmesini engelledigini, ancak bu bariyer asildiginda cekici Van der Waals

kuvvetlerinin kalic1 agregasyona yol ac¢tigini savunur.

Partikiil zeta potansiyeli, partikiil yiizey yiikii (disosiyasyon, adsorpsiyon gibi) ve
elektrik cift tabakasindaki (diizlemle partikiil arasinda kalan bdlge) iyonlarin
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etkilesimiyle belirlenir. Yiizey yiiki, ylizey aktif madde adsorpsiyonu ve yiizey
grubu dissosiasyonu gibi ¢esitli mekanizmalarla partikiiliin dogasma ve
cevresindeki ortama bagli olarak olusur. Yiizeydeki asidik ve bazik gruplarin
dissosiyasyonu veya katyonik ve anyonik yiizey aktif maddelerin adsorpsiyonu gibi
mekanizmalar, partikiil yiizey yiikiinii ve zeta potansiyelini etkileyerek negatif veya

pozitif yiiklii bir yilizey olusturabilir (proteinlerdeki karboksil/amin gruplar gibi).

Kat1 partikiillerin yilizey yiikii ve iyon adsorpsiyonu, iletken sivi ile temas
halindeyken Stern ve Difliz tabakalar1 olusturarak zeta potansiyeli ve elektriksel ¢ift
tabakast meydana getirir, bu da kati—sivi arayiiziindeki potansiyel farkini ve
elektrostatik etkilesimleri belirler. Partikiil ylizey yiikii ve cevre arasindaki
elektrostatik etkilesimler (itme—c¢ekme ve Van der Waals kuvvetleri), zeta
potansiyeli ve ylizey yiik yogunlugunun belirlenmesine yol agarak yiizeyin yapisini
ve elektrostatik etkilesimlerin kantitatif analizini saglar. Negatif yiiklii bir ylizeyin
elektrolit ile temas1 sonucunda ¢ozeltideki pozitif iyonlari elektrostatik ¢ekim
kuvvetleri araciligiyla kendine adsorplanmasi ile yiizey ve iyonlar arasinda Stern
tabakas1 arayiiziinii olusturur (Sekil 3.2). Stern tabakasi, negatif yiikli partikiil
ylizeyine yakin, yiiksek konsantrasyonda pozitif iyonlardan olusan smirli bir
tabakadir. Stern tabakasina bitisik olarak dagilim gosteren Difiiz tabakasidir ve iki
tabaka arasindaki iyon dagilimi ortamda potansiyel fark olusturdugundan
elektronotraliteyi saglayan tabakadir. Elektrostatik denge ve termal hareketler, iyon
dagiliminm1 belirleyerek Stern ve Difiiz tabakalarindan olusan elektriksel ¢ift
tabakay1 olusturur. Kat1 yiizey ile y1gin arasinda olusan potansiyel fark, potansiyel
egri olusturur. Bunun nedeni, Stern tabakasinda uzaklik mesafesiyle dogrusal
azalirken, difiiz tabakasinda bu azalmanin {istel olmasidir. Kayma diizlemi,
partikiiliin s1v1 icinde hareket etmesi sonucunda stern tabasinin kaymasiyla olusur.
Bu diizlemin i¢inde kalan pozitif iyonlar partikiille beraber hareket etmeye
zorlanirken, diizlemin disinda kalan iyonlar ise bagimsiz olarak hareket
edebilmektedir. Molekiiliin Stern katmanindaki elektrik potansiyeline Stern
Potansiyeli, Kayma diizlemindeki elektrik potansiyeline ise Zeta Potansiyeli denir

ve ylizeyin elektriksel dzelliklerinin belirlenmesinde kullanilir [38].
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Sekil 3.2 Negatif yiiklii bir partikiil etrafinda olusan elektriksel potansiyel

Smoluchowski yaklagimi, Olciilen elektroforetik mobiliteyi zeta potansiyeline

doniistiirmek i¢in yaygin olarak tercih edilen bir denklemdir.

e
n

Esitlikte, pe: elektroforetik mobilite (m2.V1.s™?), & ¢oziiciiniin dielektrik sabiti,

(3.3)

He

n:viskozite (kg.m 1.5 1) ve {:zeta potansiyeli (mV) olarak tanimlanir.

Zeta potansiyeli, bir koloidal sistemdeki partikiillerin etrafindaki elektriksel g¢ift
tabakanin potansiyelini temsil eden bir 6lctidiir. Zeta potansiyeli mutlak degeri (|C|)
30 mV'dan biiyiik oldugunda, partikiiller arasindaki elektriksel itme kuvvetleri Van
der Waals ¢ekim kuvvetlerini asar ve partikiillerin agregasyona ugramasini dnler.
Bu durum, koloidal sistemin kararli oldugunu gosterir. Zeta potansiyeli mutlak
degeri 30 mV'dan kii¢iik oldugunda ise Van der Waals ¢ekim kuvvetleri elektriksel
itme kuvvetlerini asabilir ve partikiillerin agregasyona ugramasina yol agabilir. Bu

durum, koloidal sistemin kararsiz oldugunu gosterir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3 Koloidal sistemin elektrostatik kararlilig:

Koloidal sistemlerde yer alan elektrik ¢ift tabakasinin dis kenarindaki potansiyel
farki 6lgen ve bu partikiillerin kararliliklarin1 ve davranislarini belirlemede 6nemli
rol oynayan zeta potansiyeli, partikiil yilizeyindeki yiik dagilimi, ortamin iyonik
giicii ve ortamin pH'indan etkilenir. Bu etki, partikiil yiizeyindeki kimyasal
gruplarin  dissosiyasyonundan  ve  elektrik  ¢ift tabakasindaki  iyon
konsantrasyonunun pH'a bagli olarak degismesinden kaynaklanir. Negatif yiiklii
koloidal partikiillerin zeta potansiyeli, pH'a bagl olarak degisir (Sekil 3.4) ve
izoelektrik noktada sifira iner. Bu noktada, partiikiilin net yiiki sifirdir ve
partikiiller elektrostatik kararliliklarin1 kaybederler (belirli pH degerinde zeta
potansiyelinin sifir olmasi partikiiliin tiiriine, ylizey gruplarina ve ortamin iyonik
giiciine bagli olarak degisir). Zeta potansiyeli sifira yaklastik¢a partikiil ve iyonlar
arasinda elektrostatik ¢ekim kuvvetleri ortaya cikabilir ve partikiil etrafinda negatif
iyon birikimi devam edebilir. Bu durum, partikiil ve iyonlarin tiirlerine, yiizey
gruplarina, ortamim pH'ma ve iyonik giicline bagli olarak degisir. Ortama asit
eklendikge, H* iyonlarinin konsantrasyonu artar ve zeta potansiyelinin azalmasina
yol agar. Bir noktada zeta potansiyeli sifira ulasir ve bu noktadan sonra asit
eklenmeye devam edilirse zeta potansiyeli pozitif deger almaya baglar. Ortama baz
eklendiginde ise OH™ iyonlarinin konsantrasyonu artar ve zeta potansiyelinin daha
da negatif degerlere ulagmasina yol agar. Ancak, bir noktadan sonra zeta potansiyeli
sabitlenir. Bunun sebebi, olabilecek biitiin dissosiyasyonlarin gergeklesmis olmasi

ve yik miktarinin degismeyecek olmasidir [5].
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Sekil 3.4 Koloidal sistemlerde zeta potansiyelinin pH'a bagimlilig: [5]
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A

POLIAKRILIK ASIT POLIMERIi VE
BOVIN SERUM ALBUMIN PROTEINI

4.1 Poliakrilik Asit Polimeri

Poliakrilik asit (PAA), karboksilik grup igeren akrilik asit (AA) monomerlerinin
polimerize edilmesiyle ve genellikle bir baslatict kullanilarak serbest radikal
polimerizasyonuyla olusturulur (Sekil 4.1). Poli (1-karboksi etilen) olarak da
bilinen PAA, diisiikk maliyetli, yiiksek molekiil agirlikli, suda ¢ézlinebilen, mekanik
dayanimi ve seffafligi olan, toksik olmayan, biyolojik olarak parcalanabilen,
biyouyumlu, ¢evre dostu, su molekiillerini ¢ekme ve tutma Ozelligine sahip
higroskopik ve polianyon bir polimerdir. Akrilik asit bileseni sayesinde ¢ok iyi bir
adsorban polimerdir. Capraz bagli formlarinda kararli bir yap1 olusturur, mekanik
ozelliklerini arttirir ve yliksek su emme kapasitesine sahip olur. Poliakrilamid,
polietilen oksit, seliiloz gibi polimerlerle hidrojen bagl kompleksler olusturabilir

veya diger polimerlerle kopolimerize edilebilir.

Yiizeylere iyi yapisma ozelligi gosterdiginden yapistiricilarda, su cekme ve tutma
ozelligine sahip oldugundan ¢ocuk bezi iiretiminde, mukavemet 6zelligine sahip
oldugundan ambalajlamada, yiiksek yogunlukta karboksilik asit icerigi sebebiyle
karisimin hidrofilikligini arttirdigindan biyomedikal alanlarda olmak iizere bir¢ok

uygulama alan1 vardir [39].

@) n
Baslatici
n \)J\
—_—
OH
HO @]
Akrilik Asit Poliakrilik Asit

Sekil 4.1 Poliakrilik asitin monomerlerinden polimerizasyonu
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4.2 Bovin Serum Albiimin Proteini

Albiimin; plazmada en ¢ok bulunan, kan ozmotik basincini ve pH’1 kontrol etmede
onemli, karacigerde iiretilen ¢oziinebilir bir proteindir. insan serum albiimini
(HSA), Sigir/Bovin serum albiimini (BSA), sican serum albiimini (RSA) ve at

serum albiimini (ESA) albiiminlerden bazilaridir.

Biyofiziksel, biyokimyasal, biyoklinik, biyomedikal gibi biyolojik ¢calismalarda en
¢ok kullanilan protein modellerinden biri Bovin Serum Alblimin (BSA)’dir. Kan
plazmasindaki en yaygin proteindir ve yapisinda amino asit, tirozil, sistein, triptofan
bulunur. BSA’nin temel yapi taslari alt alanin ti¢ uzun sarmalidir ve birbirine bagh
olan bu sarmallar paralel uzanmaktadir. Merkezdeki sarmal cukur gibi (Y)
normalden biraz daha asagida oldugundan kalp seklinde ii¢ boyutlu bir yapiya
sahiptir. Bu sekil diger proteinlerle karsilastirildiginda BSA’nin yapisini essiz kilar.
Ayrica gesitli molekiillerin, polimerlerin, bilesiklerin ve ligantlarin baglanmasina

uyum saglayan, seklini geri kazandirabilen giiglii ve esnek bir proteindir (Sekil 4.2).

Sekil 4.2 BSA'nin sentetik molekiillerle konjugasyonunun tasiyici protein olarak

kullanimi1

BSA, koloit ozmotik basincin korunmasindan sorumludur. Tasiyici bir proteindir.
Siilfidril gruplar1 albiiminde bulunur ve serbest radikalleri temizler. Plazmada
yiiksek konsantrasyonda negatif yiike sahip bulunabilir boylece asit—baz dengesi
saglar. Strese maruz kalindiginda kilcal damarlarin gecirgenligindeki artisa bagl
olarak sizintiyr 6dnlemeye yardimci olup damar gegirgenligi saglar. Bu nedenle
antioksidan, antibakteriyel, antimikrobiyal ve antikanser ve uygulamalar ile
biyomedikal uygulamalar1 gelistirmek igin insan hiicrelerine karsi etkilesimini

incelemek 6nemlidir [40].
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5

DENEYSEL KISIM

5.1 Kullanilan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler
5.1.1 Kullanilan Cihazlar

BSA, PAA-BSA ikili biyokonjugat ve PAA-Cu?-BSA ii¢lii biyokompleks
orneklerinin  partikiil boyutu, iletkenlik, elektroforetik mobilite ve zeta
potansiyelleri gibi zetasizer 6l¢iimleri Brookhaven 90 Plus—Pals/BI-MAS (Cok
Acili Par¢acik Boyutlandirma) zetasizer araciligiyla olgiilmistiir. Calismada,
Binder marka vakum etiivii, Precisa XB 220A ve Sartorius CP225D modellerinden
hassas terazi, 1-10 ml, 100-1000 ul ve 5-50 pl hacimli Finnpipette marka
mikropipetler, IKAMAG marka ¢oklu numune karistirict ve Millipore—Q Gradient

marka saf su cihaz1 kullanilmistir.
5.1.2 Kullamlan Kimyasal Maddeler

Bu calismada kullanilan kimyasal maddeler herhangi bir saflagtirma islemi
uygulanmadan dogrudan kullanilmistir. Aldrich marka 523925 kodlu poliakrilik
asit (PAA), Sigma marka A 7030 kodlu bovin serum albiimin (BSA), Merck marka
102788 kodlu bakir siilfat (CuSO4.5H20) ve Sigma marka 1-etil-3—(3-
dimetilaminopropil) karbodiimid hidrokloriir (EDC) kullanilmistir.

5.2 Biyokonjugat ve Biyokomplekslerin Sentezlenmesi

5.2.1 BSA Cozeltisinin Hazirlanmasi

BSA c¢ozeltisi, 60 mg BSA'nin 5 ml saf suda ¢oziilmesiyle (12 mg/ml BSA

konsantrasyonuna sahip olacak sekilde) hazirlandi.
5.2.2 PAA-BSA ikili Biyokonjugatinin Sentezlenmesi

PAA-BSA ikili biyokonjugati, konvansiyonel ve mikrodalga olmak iizere iki farkli
yontem kullanilarak sentezlenebilir. Bu ¢alismada, PAA-BSA ikili biyokonjugat
sentezi i¢in konvansiyonel yontem tercih edilmistir. Konvansiyonel sentez

yonteminin ayrintili bir semas1 Sekil 5.1'de yer almaktadir.
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Sekil 5.1 EDC ile aktiflestirilen PAA—BSA ikili biyokonjugatinin sematik
olusumu
PAA-BSA ikili biyokonjugatinin sentezi i¢in, PAA ve BSA arasinda EDC
kullanilarak kovalent bag olusturmak amaglanmaktadir. Poliakrilik asit ¢ozeltisi
icin 1 mg PAA, oda sicakliginda 0.1 ml DMSO igerisinde ¢ozildi. Cesitli
formlarda misel olusumunu 6nlemek ve organik maddeyi korumak yani organik
fazin toplam ¢6zeltide maksimum %35 miktarinda olmasi igin 1.9 ml PBS ¢ozeltisi
hizlica karistirilarak PAA ¢ozeltisine eklendi. EDC, kopolimerden dort kat daha
fazla olacak sekilde (4 mg) ¢ozeltiye eklendi. EDC'nin reaktivitesinin en fazla

oldugu 4.7 degeri elde edilene kadar ¢ozeltiye distile su eklenerek pH ayarlandi.

Cozeltinin 3 saat karistirilmasindan sonra, reaksiyon kariggmia nBSA/nPAA orani
2.0 olacak sekilde BSA eklendi ve 12 saat daha karistirildi. Toplam ¢ozelti hacmi
4 ml’ye tamamlandi ve 2 saat daha karistirildi. Karistirma islemi sirasinda, ultra saf
su ile hazirlanmis 1 N NaOH ¢ozeltisi kullanilarak pH 7'ye ayarlandi. Reaksiyonun

toplam siiresi 17 saattir.
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Molekiillerin kovalent baglarla baglanmasi icin ¢apraz baglayici ajanlar
kullanilmaktadir. Bu ¢aligmada, primer amin ve karboksil gruplari iceren biyolojik
molekiillerin kovalent baglarla konjugasyonu i¢in EDC kullanilmistir. Biyolojik
molekiillerin konjugasyonlar1 i¢in en sik kullanilan EDC, ¢apraz baglayici ajandir
ve yiiksek reaktifligi ile bilinir. EDC mekanizmasi, oncelikle karboksilik asitlerle
reaksiyona girerek reaktif bir o—acil iire ara tiriinii olusturmasidir. Bu ara {iriin daha
sonra niikleofilik gruplar, 6zellikle de primer aminler ile reaksiyona girerek amid
baglar1 olugsmasini saglar. Literatiire gore, en aktif karbodiimid olusumu igin
optimum pH 4.7-6.0 araligidir. Bu ¢alisma, EDC'nin primer amin ve karboksil
gruplart igeren biyolojik molekiillerin kovalent baglarla konjugasyonu i¢in etkili bir
ara¢ oldugunu gostermektedir. Bu yontem, ilag tasiyicilari, biyosensor problari ve
terapotik proteinler gibi c¢esitli biyomolekiiler konjugatlarin  sentezinde

kullanilabilir [41].

Bu calismada, poliakrilik asit polimeri varliginda PAA-Cu*-BSA iigli
biyokompleksi Dr.Mesut Karahan’in tezinde sunulan yontemlere uygun olarak iki

farkli sekilde taze olarak sentezlenmistir [42].
5.2.3 PAA-Cu?*-BSA Uclii Biyokompleksinin Sentezlenmesi: I. Yontem

PAA ¢ozeltisi 3 mg/mL konsantrasyonda olacak sekilde PBS tamponunda
hazirlandi. BSA c¢ozeltisi, fosfatli tuzlu tampon (PBS) kullanilarak hazirlandi.
CuS04.5H20 ¢ozeltisi ise yiiksek saflikta suda hazirlandi.

10 mL PAA c¢ozeltisinden 3333 uL (9,999 mg) alindi ve CuSO4.5H20 ile
karistirilarak ikili bir biyokompleks olusturuldu. Bu biyokompleks, bir gece oda
sicakliginda karistirildiktan sonra pH 7'ye ulagana kadar 1N NaOH ¢ozeltisi ile titre
edildi. Hazirlanan PAA-Cu?* ikili biyokonjugat ¢dzeltisine BSA ¢ozeltisi eklendi
ve karistirildi (nCu?*/nPAA= 0.4, nBSA/NPAA=2). pH 7 olacak sekilde 1N NaOH
¢ozeltisi ile ayarlanarak mavi renkli PAA-Cu**~BSA iiglii biyokompleksi elde
edildi.

5.2.4 PAA-Cu?*-BSA Uclii Biyokompleksinin Sentezlenmesi: II. Yontem

PAA ¢ozeltisi 3 mg/mL konsantrasyonda olacak sekilde PBS tamponunda
hazirlandi. BSA c¢ozeltisi, fosfath tuzlu tampon (PBS) kullanilarak hazirlandi.
CuS04.5H,0 ¢ozeltisi ise yliksek saflikta suda hazirland.
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10 mL PAA g¢ozeltisinden 3333 pL (9,999 mg) alinarak pH 6 olacak sekilde
ayarland1 ve bir gece boyunca oda sicakliginda karistirildi. BSA ¢ozeltisi PAA
¢ozeltisine yavas yavas ilave edilerek bir gece daha karistirildi. Daha sonra
CuSO4.5H,0 ¢ozeltisi damla damla eklenerek pH 7 olacak sekilde
(nCu**/nPAA=0.4, nBSA/NPAA=2) mavi renkli PAA-Cu®>*-BSA iiclii
biyokompleksi (Sekil 5.2) elde edildi.

Sekil 5.2 PAA-Cu?*-BSA iiglii biyokompleksinin kimyasal yapist

PAA-Cu?* ikili biyobiyokonjugatin yapisal ve ¢dzelti 6zellikleri, farkli oranlarda
Cu?" iyonlar eklenerek PAA'nin baglayabilecegi maksimum bakir miktari, ¢ozelti
davranigi, zeta potansiyeli gibi parametreler incelenmistir. Elde edilen bulgular

asagida Ozetlenmistir.

e nCu?**/nAA oram 0.4'e kadar olan PAA-Cu?" ikili biyokonjugatlarmin suda
¢Oziiniir oldugu, bu orani asan bakir iyonlarmin eklenmesi ile biyokonjugatin

suda ¢oziiniirligiiniin azaldig1 ve ¢okelme meydana geldigi gbzlemlenmistir.

e (Cokelti miktarinin, eklenen bakir miktariyla dogru orantili olarak arttig

goriilmiistiir.

e pH 7 degerinde negatif yiiklii lineer bir polimer olan poliakrilik aside bakir
ilavesi, viskozitenin diismesine (kompakt hal almasina) ve belirli bir orandan

sonra sabit kaldig1 gézlemlenmistir.
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Polimere bakir eklendik¢e hidrodinamik ¢apin azaldigi (kompaktlagsmasi),
sonra artisa ge¢ip (polimerler arasi etkilesimin artmasi) sabit bir sekilde devam

ettigi (etkilesimin durmasi) gozlemlenmistir.

Artan nCu?*/nAA orani, zeta potansiyelinin pozitif degerlere yaklasmasina ve

dolayistyla kompaktlasmaya neden olmustur.

Polimerler arasindaki etkilesimin, artan bakir oran1 ile birlikte zeta
potansiyelinde diislise yol actig1 (negatife dogru kayma) gozlemlenmistir. Bu
durum, bakirin polimer ile etkilesime girmedigini ve zeta potansiyelini sabit

tuttugunu gostermektedir.

Elde edilen bulgular sonucunda, PAA-Cu?* ikili biyokonjugatinin yap1 modelinde;

Liner halindeki poliakrilik asit ve bakir arasindaki etkilesim, polimerin

kompaktlagmasina yol agmustir.

Bakir miktarinin artmasiyla birlikte kompaktlasmis polimerler arasinda bag

olusumu gozlemlenmistir.

Bakar fazlasinda, kompleks yapisi degisime ugramaz.

PAA-Cu?*—BSA iiclii biyokomplekslerinin yapisal ve ¢oziiniirliik 6zellikleri, farkl

BSA konsantrasyonlarina sahip protein g¢ozeltilerinin ve ayni konsantrasyonda

protein ¢ozeltisi i¢eren polimer ¢ozeltilerinin (PAA-BSA) ve polimer—metal

(PAA-CU**-BSA) c¢ozeltilerinin karistirlmasiyla olusturulan iiglii protein—

polimer-metal biyokomplekslerinin olusumu ve 6zellikleri arastirilmigtir. Elde

edilen bulgular asagida 6zetlenmistir.

Farklit BSA konsantrasyonlarina sahip protein ¢ozeltilerinin ve PAA-BSA
¢ozeltilerinin absorbans dl¢limleriyle yapilan analizler, metal iyonu varliginda
olmadan polimer ve protein arasinda herhangi bir etkilesimin olmadigini

gostermistir.

Protein ¢ozeltilerinin PAA-Cu?*—BSA ¢ozeltilerine eklenmesiyle absorbans
degerinde gozlenen artis, protein ve protein—polimer karisimindaki absorbans
artisindan énemli 6lgiide fazladir. Bu bulgu, metal iyonu varliginda PAA-Cu?*—

BSA ve BSA arasinda ii¢lii bir biyokompleks olustugunu gostermektedir.
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o PAA-Cu>*-BSA iclii biyokomplekslerinde reaksiyon hizi, protein
konsantrasyonuyla dogru orantili olarak artmakta ve belli bir noktadan sonra

daha kiigiik artiglarla devam etmektedir.

e Birinci yontem yani polimer—metal ¢6zeltisine protein ¢6zeltisi ekleme ve ikinci
yontem yani protein ¢ozeltisine polimer—metal ¢6zeltisi ekleme ile hazirlanan
biyokomplekslerden birinci yontem ikinci yontemden daha hizlidir. Bu durum,
polimer—metal ¢ozeltisinin BSA ¢06zeltisine eklenmesi ile baslangigta protein
konsantrasyonunun daha yiiksek olmasi ve polimer zincirinin dagiliminin suda

¢oziinmeyen kompleks olusumunu zorlagtirmasi ile agiklanabilir.

e Polimer-metal ikili biyokomplekslerine BSA ¢ozeltisi eklenmesi, floresans
siddetinde 6nemli bir azalmaya yol agmaktadir. Bu durum, polimerin protein ile
etkilesiminden kaynaklanan proteinin konformasyon degisikliginden dolay1

triptofan floresansinin sondiiriilmesi ile agiklanabilir.

e Metal iyonu konsantrasyonu arttikca PAA-BSA'nin ¢apraz baglayici 6zelligi

artmakta ve bu durum tglii biyokomplekslerin olusumunu kolaylastirmaktadir.

e Suda c¢oziinen iiglii komplekslerin zetasizer cihazlari ile yapilan Ol¢limler
sonucunda, nCu*/MnAA oram1 0.4 olarak ayarlandiginda, iiglii

biyokomplekslerin en kararli formlarinin olustugu gézlemlenmistir.

Elde edilen bulgular sonucunda, PAA-Cu**~BSA biyokomplekslerinin olusum
mekanizmas1 ve metal iyonlarinin protein—polimer etkilesimleri iizerindeki etkisi

hakkinda 6nemli bilgiler sunmaktadir.

PAA ve BSA gibi biyomolekiiller, metal iyonlar1 ile kompleksler olusturabilir ve
bu komplekslerin toksisiteleri, metal iyonu tiiriine, biyomolekiil oranlarina ve diger
faktorlere bagli olarak degisebilir. Farkli oranlara sahip ikili ve Tgli
biyokomplekslerin toksisiteleri hiicre kiiltiirii calismalari ile analiz edilmistir. Elde
edilen bulgulara gore, yalmiz PAA'ya kiyasla ikili biyokonjugatlarin toksisitesi daha
diisiiktiir. En 6nemli bulgu ise, PAA ve Cu?" iceren ikili komplekslere kiyasla PAA,
Cu®" ve BSA igeren iiglii komplekslerden nCu?*/nPAA=0.4 ve nBSA/NPAA=2
orantisina sahip olanlarin en az toksisiteye sahip oldugudur. Bu durum, PAA ve
BSA ile Cu?" iyonlarinin olusturdugu iiclii komplekslerin, metal iyonu toksisitesini

azaltmada potansiyel bir rol oynayabilecegini gostermektedir. nCu**/nPAA=0.4 ve
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nBSA/MPAA=2 orani, optimum toksisiteyi saglayan ve gelecekteki aragtirma ve

uygulamalar i¢in 6nemli bir referans noktasi olusturmaktadir [42].
5.3 Zetasizer Ol¢iimleri

BSA, PAA-BSA ikili biyokonjugat: ve PAA-Cu?*-BSA (I. ve II. Yontem) iiglii
biyokomplekslerinin partikiil boyutu, iletkenlik, elektroforetik mobilite ve zeta
potansiyeli gibi fizikokimyasal Ozellikleri iizerine farklh pH ve tuz
konsantrasyonunun etkisi incelendi. Zetasizer kullanilarak 37°C’de, 10 adet 6l¢iim

yapilarak ortalama degerler alindu.
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TARTISMA

BSA, PAA-BSA ikili biyokonjugat: ve PAA-Cu?*-BSA (I. ve II. Yontem) iiglii
biyokompleksleri basarili bir sekilde sentezlenmis ve farkli pH ve farkli tuz
konsantrasyonlarindaki partikiil boyutu, zeta potansiyeli ve iletkenlik gibi
fizikokimyasal 6zellikleri zetasizer cihazi olgiimleri ile aragtirilmigtir. PAA—BSA
ikili biyokonjugat: ve PAA-Cu?*-BSA (1. ve II. Yéntem) ii¢lii biyokomplekslerinin
kararliligin1 korudugu optimum pH ve tuz konsantrasyonlarinin belirlenmesinin
amaglandig1 bu tezde, BSA, PAA-BSA ikili biyokonjugati ve PAA-Cu?*-BSA (I.
ve II. Yontem) tiglii biyokomplekslerinin c¢alisilan pH araliginda ve farkli
konsantrasyonlardaki NaCl tuz c¢ozeltilerinde zeta potansiyel degerlerine
bakildiginda yiizeylerinin negatif yiiklendigi tespit edildi. Calisilan pH araliginda,
BSA proteini PAA-BSA ikili biyokonjugat ve PAA-Cu?*-BSA (1. ve II. Yontem)
ticlii biyokompleksleri olarak ¢ozelti ortaminda bulundugunda zeta potansiyelleri —
30 mV'dan biiyiik oldugu icin daha kararli yap1 olusturmakta oldugu goriildi. pH
degisimi ile BSA proteini (ortalama 590 nm), ikili biyokonjugat (ortalama 460 nm)
ve {iglii biyokomplekslerinin (450 nm) yapr i¢inde daha diisiik partikiil boyutuna
sahip olarak polilektrolit zincir yapinin daha diisiik partikiil boyutlu yumak forma
gectigi  distintilmektedir. Calisgilan pH araliginda bakir metal iyonunun
biyokomplekslerin iletkenligini azaltici etkiye sahip oldugu gozlendi. Uglii yapinin
bakir metali varliginda daha istiflenmis ve kararli olmasinin PAA’nin tamaminin
BSA’ya bagli olmasi nedeniyle oldugu diisiiniildii. Genel olarak, pH'm bir
fonksiyonu olarak PAA-BSA ikili biyokonjugatinin iletkenligindeki artisin,
PAA’nin serbest iyonlarindan geldigi diistiniilmektedir. BSA proteininin partikiil
boyutu ikili biyokonjugat ve iiclii biyokompleks yapilarinda sulu ¢ozeltide
Karsilastinldiginda, 1. yonteme goére hazirlanan PAA-Cu*>-BSA iiglii
biyokompleksinin partikiil boyutu ikili biyokonjugata gére daha biiyiiktiir. Ancak
tuz ilavesi ile BSA, ikili biyokonjugat ve tglii biyokomplekslerinin partikiil
boyutlart ¢ok degismemektedir. BSA proteininin zeta potansiyelleri ikili
biyokonjugat ve tiglii biyokompleks yapilarinda sulu ¢ozeltide karsilastirildiginda,

ikili biyokonjugat ve tglii biyokompleks yapida kararligi daha iyidir. Ancak tuz
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ilavesi ile BSA, ikili biyokonjugat ve tiglii biyokomplekslerin zeta potansiyelleri
cok degismemektedir. Partikiil boyutlarinin ve zeta potansiyellerinin tuz
konsantrasyonlarindan etkilenmemesi, bu molekiillerin yiiksek iyonik giice karsi
kararli oldugunu gostermektedir. Negatif mobilite degerleri ise tliim Orneklerin
farkli tuz konsantrasyonlarinda negatif yiiklii oldugunu gostermektedir. Bu durum,
PAA'min karboksil gruplarinin ve BSA'nin amino asitlerinin yan zincirlerinin

iyonlagmasi sonucu olusan negatif yiiklerine yorumlanmaktadir.

Elde edilen sonuglar sentezlenen {i¢lii biyokomplekslerin yapay polimerik asi
calismalarinda daha kararli yapi olusturduklar, calisilacak pH araligi ve tuz

konsantrasyonlar1 konusunda bilgi vermistir.
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SONUC

7.1 BSA, PAA-BSA ikili biyokonjugati ve PAA-Cu®*-BSA (I. ve II.

Yontem) iiclii biyokompleksinin kararhhgi iizerine pH EtKisi

BSA, PAA-BSA ikili biyokonjugat: ve PAA-Cu?*-BSA (1. ve II. Yéntem) iiglii
biyokompleksleri  taze olarak hazirlandi  ve PAA-Cu**-BSA iiclii
biyokompleksinde pH'a bagli olarak maviden mora renk degisimi gozlemlendi
(Sekil 7.1).

pH=7 pH=10 pH=11

Sekil 7.1 Farkli pH’larda PAA-Cu**~BSA ficlii biyokompleksinin renk degisimi

Bu mavi—mor renk degisimi, bakir iyonunun protein ile biiiret reaksiyonuna girmesi
sonucu olusmaktadir. Biiiret reaksiyonu, bakir iyonlar1 ve peptit baglar1 iceren
bilesikler arasinda ger¢eklesen bir kimyasal reaksiyondur ve bakir iyonlarinin peptit
baglarindaki peptit gruplari ile reaksiyona girmesi sonucu kompleks olusumuna ve
renginde degisime yol acar. Bu calismada, pH 7 ile 9 arasinda mavi renk, pH 10'da
ise mor renge doniisim gozlemlenmistir [43]. Bu nedenle ¢alismamizi pH 7-11

araliginda gergeklestirdik.

Farkl1 pH’larda BSA, PAA-BSA ikili biyokonjugati ve PAA-Cu?*-BSA (1. ve II.

Yontem) tiglii biyokomplekslerinin partikiil boyutlar1 zetasizer cihazi ile dinamik
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151tk sacilimi (DLS) teknigiyle Olciildii. Elde edilen sonuglar Tablo 7.1'de
gosterilmis ve Sekil 7.2'de grafiklestirilmistir.

Tablo 7.1 Farkli pH’larda BSA, PAA-BSA ikili biyokonjugat: ve PAA-Cu?*—
BSA (I. ve Il. Yontem) ti¢lii biyokomplekslerinin partikiil boyutlari (nm)

Biyokompleks
pH BSA Biyokonjugat L.YOntem  II.Yontem
7 315 475 480 495
8 420 560 520 450
9 630 620 380 445
10 650 360 480 565
11 930 280 275 360
1000
mBSA
800 - PAA-BSA
= 600 -
2,
o
aa)
_@ 400 A
5
[l
200 -
O = T T
7 8 oH 9 10 11

Sekil 7.2 BSA, PAA-BSA ikili biyokonjugat: ve PAA-Cu®*-BSA (1. ve 1.
Y 6ntem) {iglii biyokomplekslerinin partikiil boyutlari tizerindeki pH etkisi
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BSA ile karsilastirildiginda PAA-BSA ikili biyokonjugatmin ve PAA-Cu?*-BSA
ticlii biyokomplekslerinin (I. ve Il. Yontem) partikiil boyutlar1 pH 7 ve pH 8'de
artmaktadir. Bazik ¢ozeltilerde (pH 9 ve 11) ise partikiil boyutlarinda azalma
gbzlemlenmistir. Bu egilim, BSA'in; pH 7 ve pH 8'de PAA ve Cu?* iyonlar ile
baglanmasindan sonra orijinal yapisinin gevsedigini, pH 9 ile 11°de ise BSA’nin

daraldigini gostermektedir [44].

Farkli pH’larda BSA, PAA-BSA ikili biyokonjugati ve PAA— Cu?*—BSA (I. ve .
Yontem) ti¢lii biyokomplekslerinin elektroforetik mobilitesi ve zeta potansiyelleri
zetasizer cihazi ile 6l¢iilmistiir. Elde edilen sonuglar Tablo 7.2 ve 7.3'te gésterilmis,
Sekil 7.3 ve 7.4'te grafiklestirilmistir.

Tablo 7.2 Farkli pH’larda BSA, PAA-BSA ikili biyokonjugat: ve PAA—Cu?*—
BSA (I. ve II. Yontem) ti¢lii biyokomplekslerinin elektroforetik mobiliteleri

(M?/V.s)
Biyokompleks

2y BSA  Biyokonjugal ; vsniem  I1LYéntem
7 14 21 25 2.9

8 2.2 26 2.8 2.9

9 11 2.0 35 21
10 1.2 26 21 2.8
11 22 27 2.8 2.7
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mBSA
PAA-BSA

15 | E®PAA-CU(I)-BSA(LY)
! PAA-Cu(ll)-BSA(ILY

Mobilite (m2/V.s)
N
ol

7 8 9 10 11
pH

Sekil 7.3 BSA, PAA-BSA ikili biyokonjugat: ve PAA-Cu?*-BSA (1. ve Il.

Yontem) iglii biyokomplekslerinin elektroforetik mobiliteleri tizerindeki pH etkisi

Tablo 7.3 Farkli pH’larda BSA, PAA-BSA ikili biyokonjugat: ve PAA-Cu?*—
BSA (I. ve II. Yontem) ii¢lii biyokomplekslerinin zeta potansiyelleri (mV)

Biyokompleks

pH BSA Biyokonjugat [.YOntem  II.YOntem
7 -21.7 -27.3 -31.7 -37.8
8 —28.6 -30.1 -36.4 -38.2
9 -14.8 -25.7 -30.6 -34.2
10 -18.3 -30.4 -34.8 -35.4
11 -28.0 -31.0 -35.8 -36.8
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Cozeltideki kati partikiillerin zeta potansiyeli ile elektroforetik mobilitesi dogrudan
orantilidir. Zeta potansiyeli, partikiillerin ylizey yik o6zelligini ve kararliliginm
gosterir. BSA proteini, amino ve karboksil grubu gibi birgok fonksiyonel grup
igerir. Polimerler ve metal iyonlar ile etkilesime girip kompleksler olusturarak

yiizey ylkiinde degisiklige neden olur.

-10
—e—BSA
PAA-BSA
_15 { —e—PAA-Cu(I1)-BSA(LY)
PAA-Cu(11)-BSA(IL.Y)
S i
é '20
2
2 -25 1
I
[@]
o
3
T -30 -
-35 A
'40 T T T T
7 8 9 10 11
pH

Sekil 7.4 BSA, PAA-BSA ikili biyokonjugat: ve PAA-Cu?*-BSA (1. ve Il

Y 6ntem) {iglii biyokomplekslerinin zeta potansiyelleri tizerindeki pH etkisi

Farkli pH'larda BSA, PAA-BSA ikili biyokonjugat ve PAA-Cu?*-BSA figlii
biyokomplekslerinin zeta potansiyellerinin farkli olmasi 6nemli olgiide dikkat
cekicidir. BSA'nin zeta potansiyel degerleri, PAA-BSA ve PAA-Cu**—~BSA'dan (I.
ve Il. Yontem) daha diisiik bulunmustur ve ¢alisilan pH araliklarinda BSA, PAA—
BSA ikili biyokonjugat ve PAA-Cu*-BSA iiclii biyokompleksleri negatif yiiklii
bir karakter sergilemistir. Tiim numunelerin kararlilig1 karsilagtirildiginda, PAA—
Cu**-BSA (ll. Yontem) iiclii biyokompleksinin calisilan pH araliginda en kararh
¢ozeltinin oldugu goriilmiistiir. Negatif zeta potansiyelindeki artig, PAA-BSA ikili
biyokonjugat1 ve Cu?* iyonlar1 arasindaki elektrostatik cekimi gostermektedir. Bu
cekim, PAA-Cu?"—BSA ficlii biyokompleksinin olusumuna ve stabilizasyonuna

katkida bulunur.
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BSA, PAA-BSA ikili biyokonjugat: ve PAA-Cu?*-BSA (1. ve II. Yéntem) iiclii
biyokomplekslerinin farkli pH’larda iletkenligi zetasizer cihazi ile Olglilmiistiir.

Elde edilen sonuglar Tablo 7.4'te gosterilmis ve Sekil 7.5'te grafiklestirilmistir.

Tablo 7.4 Farkli pH'larda BSA, PAA-BSA ikili biyokonjugat: ve PAA-Cu?*—
BSA (1. ve II. Yontem) ii¢lii biyokomplekslerinin iletkenligi (uS)

Biyokompleks

pH BSA  Biyokonjugat |y ILYéntem
7 440 6240 3330 2860
8 670 5830 4410 3300
9 1095 5580 3600 3065
10 2380 5210 3770 3450
11 9710 8400 7400 7090
10000
—e—BSA
8000 1 PAA-BSA
6000 -
(V)]
=
© 4000 -
2000 1
0 T T T T
7 8 9 10 11
pH

Sekil 7.5 BSA, PAA-BSA ikili biyokonjugat: ve PAA-Cu?*-BSA (1. ve Il.

Y ontem) ii¢lii biyokomplekslerinin iletkenlik degisimi tizerindeki pH etkisi
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Numunelerin iletkenliginin artan pH ile birlikte kademeli olarak arttig1
gozlemlenmistir. Bu artis, pH''n artmasiyla birlikte ¢o6zeltideki iyon
konsantrasyonunun artmasindan kaynaklanmaktadir. Numunelerin iletkenlik sirasi
PAA-BSA >PAA-Cu?*-BSA (I. Yontem) > PAA-Cu?*~BSA (II. Yontem) > BSA
seklindedir. pH degeri arttikca orneklerin iletkenligi karsilagtirildiginda en yiiksek
iletkenlik PAA-BSA ikili biyokonjugatinda goriilmiistiir. pH’1n bir fonksiyonu
olarak PAA-BSA ikili biyokonjugatinin iletkenligindeki bu artisin, ¢ozeltiyle daha

fazla PAA iyonunun maruz kalmasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.

7.2 BSA, PAA-BSA ikili biyokonjugati ve PAA-Cu*—BSA (I. ve II.

Yontem) iiclii biyokomplekslerinin kararhhg iizerine Tuz Etkisi

Farkli tuz konsantrasyonlarinda BSA, PAA-BSA ikili biyokonjugati ve PAA—
Cu**-BSA (I. ve II. Yontem) iiglii biyokomplekslerinin partikiil boyutlari,
elektroforetik mobiliteleri, iletkenlikleri ve zeta potansiyelleri zetasizer cihaz ile
Ol¢iilmiistiir. Elde edilen sonuglar sirasiyla Tablo 7.5, 7.6, 7.7 ve 7.8”de gosterilmis,
Sekil 7.6, 7.7, 7.8 ve 7.9°da grafiklestirilmistir.

BSA, PAA-BSA ikili biyokonjugati ve PAA-Cu*~BSA (1. ve II. Yéntem) iiclii
biyokomplekslerinin farkli tuz konsantrasyonlarinda polidispersite indeksi (PDI)

0.3-0.7 araliginda degismekte olup homojen dagilim gostermektedirler.

Tablo 7.5 BSA, PAA-BSA ikili biyokonjugat: ve PAA-Cu?*-BSA (1. ve II.
Yontem) tiglii biyokomplekslerinin farkli tuz konsantrasyonlarinda partikiil

boyutlar1 (nm)

Biyokompleks

[NaCI] (M) BSA Biyokonjugat LYOontem  II.YOntem

0 470 290 1060 490

0.001 480 210 1050 480
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Tablo 7.5 BSA, PAA-BSA ikili biyokonjugat: ve PAA-Cu?*-BSA (I. ve II.
Y Ontem) ticlii biyokomplekslerinin farkli tuz konsantrasyonlarinda partikiil

boyutlar1 (nm) (devami)

Biyokompleks

[NaCIl (M)~ BSA  Biyokonjugat ;500 11.Yontem

0.002 490 240 735 485
0.005 500 250 700 430
0.008 530 300 1090 445
0.01 540 310 1020 440
0.02 600 320 974 395
0.05 610 325 974 335
1200 =BSA
PAA-BSA
m PAA-Cu(I)-BSA(l.Y

'g 900 - PAA-Cu(11)-BSA(II.

g

z

A 600 -

=

5

A~ 300 -
O n T T T T T T T

0 0001 0002 0005 0008 001 002 005
[NaCI] (M)

Sekil 7.6 BSA, PAA-BSA ikili biyokonjugat: ve PAA—Cu?*-BSA (1. ve Il.
Yontem) iiglii biyokomplekslerinin partikiil boyutlar iizerindeki tuz etkisi

49




BSA ve PAA-BSA ikili biyokonjugatinin partikiil boyutu tuz konsantrasyonu
arttikca artmistir. Bu durum, PAA'nin polianyonik yapisinin BSA'nin hidrofobik
bolgelerine baglanmasi ve proteinin hidrofobik etkilesimlerini zayiflatmasi ile
aciklanabilir. PAA-Cu?*—BSA (1. Yontem) ii¢lii biyokompleksinin partikiil boyutu
tuz ilavesi ile 6nce ¢ok az diismekte sonra ortamdaki tuz konsantrasyonu arttikga
¢ok fazla degismemektedir. Bu durum, PAA-Cu**-BSA (I. Yontem) iiclii
biyokompleksinin yiiksek iyonik giice karsit kararli bir yapiya sahip oldugunu
gostermektedir. Tuz ilavesi, PAA—Cu?*—BSA (II. Yéntem) iiglii biyokompleksinin
ylizeyindeki elektriksel ¢ift katmani sikistirir ve partikiil boyutunu ¢ok az

azaltmaktadir.

Tablo 7.6 BSA, PAA-BSA ikili biyokonjugat: ve PAA-Cu?*—BSA (I. ve 1.
Yontem) {iglii biyokomplekslerinin farkli tuz konsantrasyonlarinda elektroforetik

mobiliteleri (m?/V.s)

Biyokompleks

[NaCI} (M) BSA  Biyokonjugat vy e 11.Yéntem

0 -1.33 -1.66 —2.23 -2.51
0.001 -1.86 -1.70 -1.98 —2.40
0.002 —2.04 -2.02 -1.47 -2.02
0.005 -1.67 —2.05 -1.89 -1.78
0.008 -1.80 -1.41 -1.84 -1.68
0.01 -1.80 -1.91 -1.78 -1.71
0.02 -1.62 -1.89 -1.91 -1.82
0.05 -1.54 -2.03 -1.94 -1.98
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Sekil 7.7 BSA, PAA-BSA ikili biyokonjugat: ve PAA-Cu?*-BSA (1. ve Il.

Yontem) Giglii biyokomplekslerinin elektroforetik mobiliteleri tizerindeki tuz etkisi

BSA, PAA-BSA ikili biyokonjugati ve PAA-Cu*-BSA (1. ve II. Yéntem) iiglii
biyokomplekslerinin farkli tuz konsantrasyonlarinda, negatif elektroforetik
mobilite degerleri, bu maddelerin calisgilan konsantrasyonlarinda negatif
yiiklendigini gostermektedir. BSA, tuz konsantrasyonundaki degisimlere diger
komplekslere gore daha az duyarlilik gostermektedir. Bu durum, BSA molekiiliiniin

ylizey yiikiiniin daha az degisken olmasindan kaynaklanabilir.

PAA-BSA ikili biyokonjugati, tuz konsantrasyonundaki artigla birlikte
mobilitesinde daha belirgin degisiklikler gostermektedir. Bu durum, PAA'nin
cozeltideki iyonik kuvvetlere duyarliligini yansitmaktadir. PAA'nin iyonize
olabilen gruplari, ¢ozeltideki tuz iyonlariyla etkileserek kompleks yapisinin ve
dolayisiyla ylizey yiikiiniin degismesine neden olmaktadir. L.ve II. yontem ile
hazirlanan ti¢lii biyokomplekslerde ozellikle diisiik tuz konsantrasyonlarinda
yiiksek negatif mobilite degerleri dikkat c¢ekicidir. Bu durum, bakir iyonunun
kompleks i¢indeki konumunun ve yiik dagiliminin 6nemli bir rol oynadigim
diisiindiirmektedir. Bakir iyonunun eklenmesi, kompleks yapisini ve yiizey yiikiinii

onemli 6l¢iide degistirerek elektroforetik mobilite davranisini etkilemektedir.
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Tablo 7.7 BSA, PAA-BSA ikili biyokonjugat: ve PAA-Cu?—BSA (I. ve 1.
Y o6ntem) tiglii biyokomplekslerinin farkli tuz konsantrasyonlarinda zeta

potansiyelleri (mV)

Biyokompleks

[NaCIl (M)~ BSA  Biyokonjugat ;500 11.Yontem

0 -16.97 -21.24 —28.56 -32.18
0.001 -23.78 -21.79 —25.37 -30.78
0.002 -26.12 -25.90 -18.81 -25.81
0.005 —-21.40 —26.24 —24.23 —22.74
0.008 -23.05 —24.08 —23.57 —21.48
0.01 -23.07 —24.48 —22.73 -21.84
0.02 -20.71 —24.23 —24.40 -23.27
0.05 -19.67 -25.92 —24.85 —25.28
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Sekil 7.8 BSA, PAA-BSA ikili biyokonjugat: ve PAA-Cu?*-BSA (1. ve Il

Yontem) tiglii biyokomplekslerinin zeta potansiyelleri tizerindeki tuz etkisi

BSA ve BSA-PAA ikili biyokonjugati ortama tuz ilavesi ile daha da negatif
yiiklenerek yiiksek zeta potansiyeli degerlerine ulasmaktadir. Bu durum, PAA'nin
karboksil gruplarinin tuz ilavesi ile iyonlagsmasinin artmasi ve proteinin
ylizeyindeki net negatif yikii arttirmasi ile aciklanabilir. Artan net negatif yiik,
elektriksel cift katmaninin kalinlagmasina ve zeta potansiyelinin artmasina neden
olur. PAA-Cu?*-BSA (I. Yontem) iiclii biyokompleksine tuz ilavesi ile zeta
potansiyeli ani diismektedir ve ortama yapilan tuz ilavesinden sonra tuz
konsantrasyonu zeta potansiyelini degistirmemektedir. Bu durum, PAA—Cu?*—-BSA
(I. Yontem) ticlii biyokompleksinin yiiksek iyonik gilice karsi kararli bir yapiya
sahip oldugunu ve tuz ilavesinin ii¢lii biyokompleksin yiizeyindeki elektriksel ¢ift
katmanim1 6nemli 6lciide etkilemedigini gosterir. PAA—Cu?*~BSA (II. Yoéntem)
ticlii biyokompleksinin zeta potansiyeli ortama ¢ok az tuz ilavesi ile ani
diismektedir ve ortama yapilan tuz ilavesinden sonra sabitlenmektedir. Bu durum,
PAA-Cu**-BSA (II. Yontem) iigli biyokompleksinin PAA-Cu?*-BSA (l.
Yo6ntem) tiglii biyokompleksine gore daha az kararli bir yapiya sahip oldugunu ve
tuz ilavesinin {i¢lii biyokompleksin ylizeyindeki elektriksel ¢ift katmanini daha

fazla etkiledigini gosterir.
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Tablo 7.8 BSA, PAA-BSA ikili biyokonjugat: ve PAA-Cu?—BSA (I. ve 1.

Y ontem) tiglii biyokomplekslerinin farkli tuz konsantrasyonlarinda iletkenligi

(uS)

Biyokompleks

[NaCI} (M)~ BSA  Biyokonjugat | vs e 11.Yéntem

0 480 - 8817 2775
0.001 595 5029 8939 2751
0.002 917 5195 7608 3140
0.005 1445 5229 8627 3295
0.008 1515 5433 8617 3408

0.01 1746 5412 8494 3516
0.02 2308 5529 9105 3861
0.05 2785 5607 9226 4730
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Sekil 7.9 BSA, PAA-BSA ikili biyokonjugat: ve PAA—Cu?*-BSA (1. ve Il.

Yontem) ticlii biyokomplekslerinin iletkenlik degisimi iizerindeki tuz etkisi

BSA'nm iletkenligi, tuz konsantrasyonu arttik¢a artmaktadir. Bu durum, tuz ilavesi
ile ortamda iyon konsantrasyonunun artmas1 ve BSA molekiiliinlin yiizeyindeki
iyonik etkilesimlerin artmasi ile agiklanabilir. Artan iyonik etkilesimler, proteinin
iyonik iletkenligini ve dolayisiyla iletkenligini arttirir. PAA-BSA ikili
biyokonjugatinin iletkenligi, ortama tuz ilavesi ile artmaktadir. Bu durum, PAA'nin
karboksil gruplarmin tuz ilavesi ile iyonlagsmasinin artmasi ve proteinin
ylizeyindeki net negatif yiik miktarini arttirmasi ile agiklanabilir. Artan net negatif
yuk, elektriksel ¢ift katmanin kalinlagsmasina ve iletkenligin artmasina neden olur.
PAA-CU*-BSA (I. Yontem) ii¢lii biyokompleksinin iletkenligi, ortama tuz ilavesi
ile hi¢ degismeyerek kararli yapisin1 korumaktadir. Bu durum, PAA-Cu?*-BSA (I.
Yontem) tiglii biyokompleksinin yiiksek iyonik giice kars1 kararli bir yapiya sahip
oldugunu ve tuz ilavesinin lclii biyokompleksin yiizeyindeki elektriksel ¢ift
katmanini ve dolayisiyla iletkenligini 6nemli 6l¢iide etkilemedigini gosterir. PAA—
Cu®*-BSA (II. Yéntem) {iglii biyokompleksinin iyonik iletkenligi, artan tuz
konsantrasyonu ile artmistir. Bu durum, PAA-Cu**-BSA (II. Yéntem) iiclii
biyokompleksinin PAA-Cu*-BSA (I. Yontem) iiclii biyokompleksine gore daha
az kararli bir yapiya sahip oldugunu ve tuz ilavesinin ii¢lii biyokompleksin
ylizeyindeki elektriksel cift katmanin1 ve dolayisiyla iletkenligini daha fazla

etkiledigini gosterir.
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