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OZET

Fonksiyonel biyopolimer sistemler olarak suda ¢6ziinen ve ¢éziinmeyen protein-polielektrolit
kompleksleri (PPC); protein saflastirilmasi, enzim immobilizasyonu ve sentetik as1
gelistirilmesi gibi bir ¢ok calismalara konu olan polimer-protein bilesiklerinin bir sinifidir.
PPC olusumunda esas kuvvet elektrostatik etkilesim olmasina karsin bununla birlikte
hidrofobik etkilerin ve hidrojen baglarimin katkis1 da miimkiindiir. Sulu ¢o6zeltilerde
polielektrolit ile proteinin arasindaki etkilesimleri pH, iyonik siddet ve protein/polielektrolit
oranlarina bagli oldugu bulunmustur. Bu polikompleksler giiclii immiin cevap ve yiiksek
seviyede immiinolojik koruma saglamaktadir.

Bu tez calismasinda; sulu yada tampon c¢ozeltide (pH:7) bakir iyonlarinin varliginda (Cu™)
anyonik polielektrolitlerin [poliakrilik asit (PAA) ve metil vinil eter-maleik anhidrit
kopolimeri (PMVEMA)] ve sigir serum albumin (BSA) arasindaki etkilesim UV-visible,
Fluoresans, Dinamik ve Elektroforetik Isik Sacilmasi, FT-IR ve Atomik Kuvvet Mikroskobu
Olctimleri ile arastirildi. Ayrica komplekslerin toksititeleri de incelendi. Bilesenlerin orant,
metal iyonlarinin yapisi ve cevre kosullar1 gecis metal iyonlarinin varliginda anyonik PE’ler
ve negatif yiiklii BSA arasinda ¢6ziinen yada ¢oziinmeyen ii¢lii PE-metal-BSA kompleksleri
olusmasini etkilemektedir. PE-Cu®*-BSA icli komplekslerinin olusumunda bilesenlerin
oranina ve karistirma sirasina bagh olarak, kompleks olusumlar1 ve hizlar1 incelenmis ve
nedtmaa= 0,4 ve ne/myvewa= 0,5 oranlarinda  hazirlanan  suda  ¢oziinen iiclii
polikomplekslerin en kararli oldugu gozlenmistir.

Elde edilen sonuglar 151ginda komplekslerin model yapilart Onerildi. Metal iyonlarinin
araciligiyla kompleks olusumunda ii¢lii polikompleks partikiilleri, protein molekiiliiniin pratik
olarak c¢ozelti ile etkilesimde oldugu c¢ok hassas yapilardir. Bu sonuglar yeni tiirde
immiinojenlerin gelistirilmesinde oldukc¢a 6nemlidir (Yapay Polimerik As1).

Anahtar kelimeler: Polielektrolit, Uglﬁ Polimer-Metal-Protein Kompleksleri, Fluoresans,
Dinamik ve Elektroforetik Isik Sacilmasi, Atomik Kuvvet Mikroskobu, Polimerik Yapay Asi
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DEVELOPMENT OF FUNCTIONAL BIOPOLYMER SYSTEMS CONTAINING
METAL

Water-soluble and insoluble protein-polyelectrolyte complexes (PPC) as functional
biopolymer systems represent a specific class of polymer-protein compounds which are the
subject of many studies such as protein purification, enzyme immobilization and development
of synthetic vaccines. Electrostatic interactions are the main forces in PPC formations
however, hydrophobic effects and hydrogen bonding are also possible. The interactions of
polyelectrolytes (PE) with proteins in aqueous solutions are found to be dependent on pH,
ionic strength and protein/polyelectrolyte ratios. Some of these polycomplexes reveal strong
immune response and provide a high level of immunological protection.

In the thesis study; the interaction between anionic polyelectrolites [polyacrylic acid (PAA)
and copolymer of methyl vinyl ether and maleic anhyride (PMVEMA)] and bovin serum
albumin in the presence of Cu”* ions in aqueous or buffer (phosphate buffered saline, PBS)
solution (pH: 7) were investigated by the measurements of UV-visible, Fluorescence,
Dynamic and Electrophoretic Light Scattering, Fourier Transform Infrared (FT-IR) and
Atomic Force Microscopy (AFM). Also the toxicities of polycomplexes were investigated.
The ratio of ingredients, nature of metal ions and environmental conditions effect the
formation of soluble and insoluble ternary PE-metal-BSA complexes between negatively
charged BSA and PE in the presence of transition metal ions. Depending on the ratios of
components, and sequence of mixing of components in the formation of ternary complexes of
PE—Cu2+—BSA, complex formations and formation rates were examined and it was observed
to be the most stable of water soluble ternary polycomplexes prepared on the ratios of
ne/maa = 0,4 and ne,>Mmyyvema = 0,5.

On the basis of the obtained results, we can suggest following hypothetical model. At the
complex formation via metal ions, the ternary polycomplex particles have more friable
structures in which protein molecules are practically exposed to solution. These results are
important because they can be used for developing new type of synthetic immunogens
(Artificial Polymeric Vaccine).

Key words: Polyelectrolyte, Ternary Polymer-Metal-Protein Complexes, Fluorescence,
Dynamic and Electrophoretic Light Scattering, Atomic Force Microscopy, Artificial
Polymeric Vaccine
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1. GIRIS

Biyomakromolekiillerin (protein, polisakkarit vb.) sentetik polielektrolitlerle (PE) olusturdugu
suda c¢oziinen ve c¢oziinmeyen komplekslerinin mekanizmasi ve fonksiyonel ozellikleri
incelenmistir (Mustafaev, 1996a). Suda c¢oOziinen polimerler son zamanlarda gerek teorik
polimer kimyasi gerekse pratik uygulama olarak genis calisma alan1 bulmustur. Ozellikle,
suda c¢oziinen sistemlerin  (polimerler, polikompleksler ve diger polimer modifikasyonlar)
fizyolojik aktif maddeler olarak kullanilabilmesi, immiinolojik ag¢idan biiylik bir kazang
olarak goriilmektedir. Bu amagla fizikokimyasal yontemler ile bu sistemlerin yapist hakkinda

daha genis bilgi elde edebilmek i¢in caligmalar siirmektedir.

Bu tip sentetik polimerler son zamanlarda tip ve biyolojik temelli bilimlerin 6nemli uygulama
alanlarinda  kullanilmaktadir. Ornek olarak; sentetik polimerlerin  adjuvant etkisi
(organizmanin bagisikligini arttirmak icin antijenlerle birlikte organizmaya girebilen yardimci
kimyasal maddeler), kanin dolasimini engelleyen tortularin ¢6ziilmesi etkisi (antitrombojen),
antimikrobiyal etkisi, ilaglarin etken maddelerinin uzun zaman organizmada saklanilmasi
etkisi (prolongation), ila¢ salinim sistemleri (organizma i¢indeki ilacin yavas yavas serbest

birakilmasi) gibi etkileri gosterilmistir.

Zayif immiinojenik antijenlerin (haptenler, proteinler, polisakkaritler) farkli kokenli sentetik
polielektrolitlerle (PE) baglanmas: sonrasinda organizmada antijen-PE’ye kars1 bagisikligin
arttigi gosterilmistir (Mustafaev, 1996a, 2004; Petrov vd., 1985). Fizyolojik sartlar altinda
oldukca saglam olan kompleksler en yiiksek immiinolojik aktiviteyi gosterir (Kabanov vd.,
1978). Kompleks iceren sistemler, bilesenlerin fonksiyonel gruplarinin kovalent baglarla
baglandig1 yerlerde PE’nin parcalari ve antijen molekiilleri arasindaki elektrostatik ve
hidrofobik etkilesim ile saglanmistir (dengeye gelmistir). Ayrica polimer antijenle konjuge
edildigi zaman, kovalent bag olusumunda kendi katilimlarinin bir sonucu olarak antijenik
determinantin (belirtgen) kimyasal yapisinda kismi bir degisiklik olabilir. Bu durum
teknolojik uygulamalar i¢in uygun degildir. Ciinkii ana reaksiyon iiriinii ile birlikte serbest
bilesenler olusur. Bu bilesenlerde ana iirlinden ayrilmasi gerekir, ayrilmadig takdirde
sistemde polimer ile antijenin capraz baglanmasi esnasinda kalir. Bu istenmeyen durum
aragtirmalara baska bir boyut kazandirmistir. Boylece polielektrolitler ile antijenleri metal
varliginda baglamislardir, tasiyict polimerin ve antijenin yapisinda ¢cok onemli degisiklikler
olmamas1 yaninda istenmeyen serbest bilesenlerde olugsmamistir (Mustafaev ve Kabanov,

1981). Ayrica PE’ler [1.)N-vinilpirolidon ile akrilik asit kopolimer] ile protein (Bovin serum
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albumin) antijenlerinin metal (Cu®*) varliginda olusturulan iclii ve suda ¢ziinen yapilar

immiinolojik agidan yiiksek koruma saglamistir (Mustafaev ve Norimov, 1990a).

“CHy-GH- “CH,-CH-
COOH &/o
Sekil 1.1 Akrilik asit (AA) ve N-vinilpirolidon kopolimeri (VPD) [CP(AA-VPD)]

Bu calismada; s1gir serum albuminin iki tiir anyonik polielektrolitle (PE) (poliakrilik asit ve
metil vinil eter-maleik anhidrit kopolimeri) gecis metali (Cu®*) varhginda sulu ¢ozeltideki
etkilesimler uv-visible, fluoresans, dinamik ve elektroforetik 151k sagilmasi, FT-IR ve atomik

kuvvet mikroskobu ol¢iimleri ile incelenmistir ve ayrica toksititeleri de incelenmistir.
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Sekil 1.2 Anyonik polielektrolitler, (a) Metil vinil eter-maleik anhidrit kopolimeri
(b) Poliakrilik Asit

Anyonik PE negatif yiiklii BSA ile metal varliginda ortamin sartlarina, bilesenlerin oranina ve
metalin dogasina bagimli olarak suda c¢oziinebilen veya ¢oziinemeyen licli PE-metal-BSA
kompleksleri olusturdugu kanitlanmigtir. Bakir iyonlar1 suda ¢oziildiiglinde ve ¢ozeltinin pH:
7’ye ayarlandiginda bir ¢cokme goézlenmesine ragmen, gerek poliakrilik asit gerekse metil vinil
eter-maleik anhidrit kopolimeri cozeltisine bakir iyonlar1 ilave edildiginde (polimer-metal
ikili kompleksi) ve ¢oOzeltinin pH:7’ye ayarlandiginda belirli oranlarda (ne,’*/ns, < 0,4;
ne Myvena < 0,5) komplekslerde ¢cokme gézlenmemistir. PE-Cu**-BSA ticlii komplekslerinin
olusumunda bilesenlerin oranina ve karistirma sirasina bagl olarak kompleks olusumlar1 ve
hizlar1 incelenmis ve nCu2+/nAA=O,4 ve nCu2+/nMVEMA=0,5 oranlar1 suda c¢oOziinen {igli
kompleksin en kararli oranlar1 oldugu gosterilmistir. Bu calismadaki amacimiz ikili ve ti¢lii
komplekslerin olusum mekanizmasi ve diisiiniilen yapt modelleri aydinlatilarak, ii¢lii polimer-
metal-protein  yapilarin1  “Polimerik  Yapay As1 Sistemleri” nin gelistirilmesinde

kullanabilmektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Polielektrolitler

Polielektrolit terimi kovalent olarak bagli anyonik veya katyonik gruplart ve bu gruplara bagl
“counter” iyonlar1 olan polimer sistemleri i¢in kullanilmaktadir (Sekil 2.1) (Dautzenberg vd.,
1994). Tiim monomerlerinde ayni isaretli yiiklere sahip polielektrolitlere homopolielektrolit
ad1 verilmektedir. Hem anyonik hem de katyonik gruplarin kovalent olarak bagli bulundugu
makromolekiiller ise poliamfolitler olarak isimlendirilmektedirler. Dogada bol miktarda
protein yapili poliamfolit olmakla birlikte sentetik yollarla da poliamfolitler elde edilebilir.

Poliamfolitlerin izoelektrik noktalarinda molekiil {izerindeki net yiik toplami sifira esittir.

SO; N TH T
|+ Hal” HC_ , O
R -
N cl
VRN
Hye”  CHy

(a) (b) (c)

Sekil 2.1 (a) poli(vinilpiridinyum), (b) sodyum polistiren siilfonat, (c)
poli(diallildimetilamonyum kloriir) (Dautzenberg vd., 1994)

Prensipte, herhangi bir kimyasal yapinin polimer zincirine uygun sayida iyonik grup kovalent
olarak baglayip yapiy1r uygun bir pH’da suda ¢oziiniir hale getirerek bir polielektrolit elde
edilebilir. Polielektrolitler genelde bir katilma veya kondenzasyon polimerlesme
reaksiyonlartyla elde edilebilir. Ayrica polielektrolit yapidaki pektin gibi anyonik
polisakkaritler ve ¢ok sayida proteinler dogadan edinilebilir. Nisasta ve seliiloz gibi noniyonik
dogal polimerler kimyasal modifikasyonla polielektrolite doniistiiriilebilir. Polifosfatlar ve

polisilikatlar da inorganik polielektrolitler olarak sayilabilir (Dautzenberg vd., 1994).

2.1.1 Homopolielektrolitler

Polielektrolitler, herbir tekrarlayan birimi (monomeri) bir elektrolit grup tasiyan
polimerlerdir. Bu elektrolit gruplar sulu c¢ozeltilerde dissosiye olup polimeri yiiklii hale
getirirler (Sekil 2.2). Polielektrolitlerin 6zellikleri hem elektrolitlere (tuzlar) hem de
polimerlere benzemektedir ve bazen polituzlar olarak adlandirilmaktadirlar. Cozeltileri, tuzlar

gibi elektrigi iletir ve polimerler gibi ise viskozdur. Polipeptidler, proteinler, DNA gibi cogu



biyolojik molekiil polielektrolit formundadir [1].
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Sekil 2.2 Poliakrilik asitin sulu ¢ozeltideki dissosiyasyonu

Polielektrolitin cozeltideki davranislarindan sorumlu iyonik gruplarin c¢esidi yukarida

anlatilan polielektrolit zinciri yapilarinin ¢esidinden ¢ok daha azdir. Polielektrolitlerin

icindeki davraniglarin etkileyen baslica dort faktorden soz edilebilir:

1. Polimere bagl yiiklii gruplar anyonik ve katyonik olarak simiflandirilir. Bu gruplar da
giiclii ve zayif asitler ve bazlar olarak ikiye ayrilabilir. Kuvvetli bir polielektrolit
cozeltide tiim iyonlarina ayrigabilir. Bunun aksine, zayif bir polielektrolit tiim

iyonlarina ayrisamaz. Bu sebeple, zayif polielektrolitler ¢ozelti i¢inde tamamen yiiklii

degildirler ve pH degistirilerek tizerlerindeki yiik dagilimi ayarlanabilir.

Sekil 2.3 Iki sentetik polielektrolitin kimyasal yapisi. Soldaki yap1 poli(sodyum stiren
siilfonat) (PSS) ve sagdaki ise poli(akrilik asit)tir (PAA). Her ikisi de negatif yiiklii
polielektrolitlerdir. PSS kuvvetli bir polielektrolitken PAA zayif bir polielektrolittir [1].

2. Bununla birlikte, iyonik grubun asit ve baz kuvvetlerinin yaninda polimer zinciri
boyunca uzanan bitisik anyonik ve katyonik yiikler arasindaki ortalama uzaklik
polielektrolit davranisinin tayininde Onemli bir parametredir. Bu yiik yogunlugu,
iyonik kisimlar arasindaki ortalama uzaklik olarak tanimlanabilir. Bu ortalama yiik
yogunlugunun yaninda zincir boyunca uzanan iyonik gruplarin dagilimi da
polielektrolit 6zelliklerini 6nemli dlciide etkileyebilmektedir, 6rnegin c¢oziinebilirlik.

Bir kural olarak, eger bir kopolimerde her on monomerik birimin birden fazla iyonik

o
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kismi varsa tipik polielektrolit davranisi beklenir.



3. Asit-baz kuvveti ve yiikk yogunluguna ek olarak, polielektrolit ozelliklerinin
saptanmasinda, makro iyonun molekiil geometrisinde yiiklii kisimlarin yerlesimi
liciincii onemli noktadir. Sekil 2.4’e gore, iyonik gruplar ya polimerin ana zincirinin
bir birimi olarak (integral tip) ya da bir spacer ile ana zincire asili olarak (yan
zincirlerde) bulunur. Yiikli gruplarin geometrik yeri 6zellikle polianyon-polikatyon

kompleksi olusumu ile ilgilidir.

~|EH20—CH2—NHE|~ {Hzc—CI:H}
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(a) (b)

Sekil 2.4 (a) Integral tipe 6rnek olarak lineer poli(etilen imin) ve (b) asil1 tipe 6rnek olarak
poli(vinilamin)

4. Diisik molekiill agirlikli “counter” iyonlarin tiiriiniin ¢ozeltideki tiim sistemin
ozellikleri iizerinde giiclii bir etkisi vardir, 6zellikle ¢oziiniirliikk ve yap1 olusumunda.
Bu iyonlarin 6nemini anlamak icin su 6rnegi verebiliriz: poli(diallildimetilamonyum)
polikatyonunun kloriirlii hali suda kolayca coziiniirken, iyodiirlii hali daha zor

¢Oziiniir (Dautzenberg vd., 1994).

Herhangi bir polimerin konformasyonu cesitli etkenlere baglidir, 6zellikle polimerin yapisina
ve cozeltiyle iligkisine. Cozelti igindeki yiiksiiz bir lineer polimer zinciri rasgele yumak
konformasyonu gosterirken, lineer polielektrolit iizerindeki yiikler birbirini iter (Coulomb
itmesi) ve eksi yiiklerin birbirlerini itmesini azaltici1 en uygun konformasyon olan lineer halde
bulunmaya egilim gosterir (Sekil 2.5). Bu diizenleme, polielektrolit c¢ozeltilerinin
viskozitesinin yiikselmesine yol acar. Polielektrolit ¢ozeltilerinin 6zellikleri sulu ortamin
iyonik siddetine baghdir. Iyonik siddetin artmasiyla viskozitenin degismesi makroiyondaki
elektrik yiikleri arasindaki itme kuvvetinin engellenmesinden dolay1 gerceklesir ve iyonik

siddet daha fazla arttiginda yiiksiiz makromolekiillere benzer davramis gostermeye baslar

(Cimen, 2006).

Sekil 2.5 Cozeltiye tuz ilavesi sonucu polielektrolit zincirinin yumak konformasyonunu almasi [2]



Iyonik siddetin yaninda, ortamin pH’1 da zayif polielektrolitlerin dzelliklerini etkiler. Ciinkii
iyonik gruplarin dissosiyasyon derecesi ve polielektrolitin yiikk yogunlugu degisir.
Polielektrolit ¢ozeltilerinin diger bir 6zelligi ise yliksek iyonik iletkenlikleridir. Elektrik alani
altinda, kiiciik molekiil agirlikli iyonlardan daha yavas olmakla birlikte makroiyonlar gog
etmektedirler (Dautzenberg vd., 1994).

Polimerlerde derisim arttikca viskozite artarken, polielektrolitlerde derisim azalirken viskozite
artar (Sekil 2.6). Bunun nedeni azalan derisimle art1 ve eksi yiiklerin birbirlerini itmeleri ve

polielektrolitin sismesidir.

i
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b

Sekil 2.6 Yiiksiiz polimerlerde ve polielektrolitlerde viskozite-derisim iligkisi

70’11 yillarin baglarinda immiinolog ve kimyacilarin ortak c¢alismalari ile bazi
polielektrolitlerin bagisiklik yanitina kuvvetli etkisi aydinlatilmis ve yapay polielektrolitlerin
bu gibi amaglar icin daha uygun oldugu belirlenmistir. Ciinkii bu polielektrolitlerin sentezi ve
modifikasyonu daha kolaydir, istenen molekiil agirliginda, elektrik yiikiinde, konformasyonda
veya yliksek molekiiler yapida elde etmek olasidir. Suda iyi ¢oziiniirler ve bilinen yapilarda

cesitli kompleksleri sentezlemek miimkiindiir.

Polielektrolitlerde molekiil agirligi polimerlesme derecesi ile orantilidir. Polimerlesme
derecesinin artmasi istenilen kompleksin olusumunu destekleyici yonde etki eder ve polimerin
baglanma miktarinda artig gozlenir. Bunun yam sira polielektrolit ¢ozeltilerinin
elektrokimyasal 0zellikleri genellikle poliiyonun zincir boyuna baglhdir; yani polikompleksin

cokmesi vb. 6zellikler polimerin polimerlesme derecesine baglidir (Mustafaev, 1996a).



2.1.2 Poliamfolitler

Polimer iskeletindeki ya da asili olarak bulunan iyonik gruplar, poliniikleotidler ve proteinler
gibi makromolekiillerin siniflandirilmasinda olduk¢a ©nem tasimaktadir. Polimerler iyon
icerigine gore polielektrolitler ve poliamfolitler olarak iki gruba ayrilabilirler. Polielektrolitler
katyonik veya anyonik gruplar icerirken, poliamfolitler katyonik ve anyonik gruplarin her

ikisini bulundurur.

Polielektrolitlerin karakteristik bir 6zelligi diisiik konsantrasyonlarda deiyonize suda genis bir
hidrodinamik hacme ulasabilmesidir. Bu etkiye polimer zinciri boyunca yer alan yiiklii
gruplar arasindaki coulombik itme kuvveti neden olur ve zincirin c¢ubuga benzer bir
konformasyonda bulunmasimi saglar. Elektrolit eklenmesiyle ya da pH degisimiyle,
coulombik itme kuvvetleri engellenir. Bunun sonucunda zincirin hidrodinamik hacmi azalir

ve entropik olarak daha uygun konformasyona gecer.

Polielektrolitlerin aksine, poliamfolitlerin yap1 Ozellikleri anyonik ve katyonik monomer
birimleri arasindaki coulombik cekme kuvvetleri tarafindan yonlendirilmektedir. Anyonik
veya katyonik gruplar yeteri kadar fazla oldugunda (= 10-15 mol%), yiiklii gruplarin itme
giicii, polielektrolitlerin tipik davraniglarinda oldugu gibi zincir konformasyonunda
gerilmelere neden olur. Anyonik ve katyonik gruplarin molar orani birbirine yaklagsmaya
basladik¢a coulombik etkilesimler globular konformasyona neden olurlar ve bir ¢ok durumda
deiyonize suda coziinmezler. Elektrolit eklenmesiyle ya da pH’in degistirilmesiyle diizensiz
bir yumak konformasyonu goézlemlenebilir ve ¢oziinmesi kolaylastirilabilir. Bu davranig
cogunlukla “antipolielektrolit etkisi” olarak adlandirilmaktadir ve elektrolitlerin varliginda
viskozitede bir artisa neden olmaktadir. Bu davranisi aciklamak iizere ¢esitli teoriler ortaya

atilmistir (Merle, 1987; Higgs ve Joanny 1991).

Yiik dengesi etkilerine ek olarak, monomer birimlerine eklenmis iyonik gruplarin dogasi
poliamfolitlerin davramisini etkilemektedir. En agik etki pH ayarlamasi yapilarak iyonik
gruplarin notralize edilmesi ile gozlemlenebilir. Aslinda, poliamfolitler pH cevabina baglh

olarak dort sinifa ayrilir.

Poliamfolitler notralize edilmis katyonik ve anyonik gruplarin her ikisini i¢erebilir (Sekil 2.7).
Bu sistemler tipik olarak, anyonik bir tiir olan karboksilat grubunu ve katyonik grup olarak da
amin hidrohalojeniirii icerirler (yap:1 1). Ikinci olarak, katyonik grup pH’a duyarsizken
(kuaternar alkil gruplar1 gibi), anyonik gruplar nétralize olabilir (yapi 2). Siilfonat gruplarinda

oldugu gibi anyonik grup pH’a duyarsizken katyonik gruplar nétralize olabilir (yap1 3). Son



olarak, uygun pH’da bastan basa anyonik ve katyonik gruplar yiiklii kalabilir (yap1 4). pH
etkisinin yaninda, yiiklii gruplarin hidrate olmasi ve karsit yiiklii gruplar arasindaki gerilim

gibi diger 6nemli faktorler de goz oniinde bulundurulmalidir.

O oy

N—CH3 3c—N—CH3
3C
Yapi 1 Yapi 2
@o Hy
Yap1 3 Yap1 4

Sekil 2.7 Poliamfolitlerin pH cevabina bagl olarak 6rnek yapilar

Bu sistemlerin kesfinin ardindaki mantik proteinler gibi biyolojik molekiillerin sulu
cozeltideki davranislarini derinlemesine anlasilmasini saglamaktir. Bir ¢ok sentetik sistem,
elektroforetik mobilitesinin olmadig1 ve minimum viskoziteyle saptanmis pH degerinde bir
izoelektrik noktasina sahiptir (Sekil 2.8) (Higgs, 1991). Ayrica izoelektrik noktanin altinda
veya iistiindeki pH degerlerinde viskozitede artis gézlenmektedir. Izoelektrik noktada yiiklii
gruplar arasindaki giiclii ¢ekim sayesinde polimer intramolekiiler olarak bir araya
toplanmaktadir ve olduk¢a kompakt bir yap1 meydana gelmektedir. pH izoelektrik noktanin
altina veya iistiine ¢ekildiginde bazik veya asidik gruplar nétrallesir, benzer yiiklii gruplar
arasindaki coulombik itme giicli nedeniyle polimer zinciri gerilir ve viskozitede artig
gozlemlenir. Izoelektrik noktada coziiciiniin niteliginin, elektrolit eklenmesi sonucu arttigi
gosterilmistir. Ayrica ¢oziiniirliik ve pH cevabr mikroyapilara da baglidir, asidik ve bazik

gruplarin kuvvetini etkileyen yakin komsu etkilesimleri ornek olarak verilebilinir [3].
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Sekil 2.8 Maleik asit anhidrit ile N-metildiallilaminin kopolimerlerinin intrinsik viskozitesinin
pH’la degisimi (Dautzenberg vd., 1994)

Siilfonat grubuna bagli olarak anyonik tiirdeki poliamfolitler incelenmistir. Karboksilat
gruplarindan daha zayif baz olan siilfonat gruplar1 uygun pH araliginin iizerinde sulu ¢ozeltide
iyonize olurlar. Bu sistemlerle ilgili c¢alismalar elektrolitlerin varliginda elektrostatik
etkilesimler iizerine odaklanmigstir. Katyonik ve anyonik yiik orami birbirine yaklagmaya
basladiginda kopolimer bazi nedenlerden dolayr deiyonize suda coziinmez hale gelir ve
¢Oziiniir olabilmesi icin kritik bir konsantrasyonda tuz ilavesi gerektirmektedir. Daha fazla tuz
eklenmesi iizerine viskozitedeki artistan anlasilacagi gibi bu sistemler “antipolielektrolit”
davranis gosterirler. Bu tip poliamfolitler deiyonize suda intermolekiiler olarak toparlanmaya
egilim gosteren noniyonik bir hidrofilik termonomeri de kapsamaktadir. Bu toparlanmalar
elektrolit ilavesi ile bozulabilir (McCormick ve Salazar, 1992). Proteinler poliamfolit sinifina

girerler ve poliamit yapisindadirlar.
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Sekil 2.9 Proteinlerin poliamit yapisi [4]

Proteinlerin yapisinda asidik ve bazik amino asitler vardir. Bundan dolayr da amfoterik
ozellik gostermektedirler. Bu proteinler proton verecekler veya proton alacaklardir. Asidik
ortamlarda proteinler ekstra protona sahip olduklarindan net pozitif bir yiike, bazik ortam
kosullarinda ise net bir negatif yiike sahip olacaklardir. Amino asitlerin net elektrik yiiklerinin

sifir oldugu pH derecesine ise izoelektrik nokta ad1 verilmektedir (Sekil 2.10).
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. . HCl
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Proteinler Proteinlerin Proteinler
asidik ortamda elektrik yuklerinin bazik ortamda
proton alir ve sifir oldugu pH proton
(+) yukladar. derecesi kaybederler ve
izoelektrik (-) elektrik
noktadir. yiikiine
sahiptirler.

Sekil 2.10 Proteinlerin pH’a bagh yiik durumlari

Eger bir protein izoelektrik noktasinin pH kosullarinda bulunuyorsa en az ¢oziiniir haldedir ve
en kolay coktiiriilebilir durumdadir. Izoelektrik noktasi nétral pH civarinda bulunan pek ¢ok

proteinde asidik ve bazik amino asit sayis1 birbirine esit durumda demektir (Cimen, 2006).

Proteinler de tek amino asitler gibi titre edilebilmektedir, cilinkii onlarda titre edilebilecek pek
cok yan grup ihtiva etmektedir. Fakat titrasyon egrileri olduk¢a kompleks bir durum
gostermektedir. Proteinlerin genel titrasyon egrilerini ii¢ pH bolgesine ayirarak incelemek
miimkiindiir. Ornegin pH 1.5-6 arasi karboksil grubunun iyonize oldugu smirlari
belirtmektedir. pH 6-8.5 arasi ise histidin amino asitine ve a-amino grubuna atfedilmektedir.
pH 8.5 dan yukarisi ise lizinin g-amino grubunun, tirozinin fenolik hidroksil grubunun ve
sisteinin sulfidril (-SH) grubunun iyonize oldugu pH simrlar1 olarak kabul edilmektedir

(Goziikara, 1997).
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Sekil 2.11 BSA’nin pH’a bagh yiik degisimi

BSA proteini de bir poliamfolittir ve su 6zelliklere sahiptir:

Albumin genelde serum albumini veya plazma albumini anlaminda kullanilir. Albumin kan

dolasiminda en ¢ok bulunan proteindir ve kanin kolloid osmotik basincinin % 80’ini
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olusturmaktadir (Carter ve Ho, 1994). Serum albuminin kan pH’1n1 ayarlayan baglica sorumlu
oldugu diisiiniilmektedir. Memelilerde albumin preproalbumin olarak karacigerde sentezlenir
(Figge vd., 1991). Sinyal peptidlerinin uzaklastirilmasindan sonra olusan proalbuminin N-
terminal ucundaki alt1 peptid uzaklastirilir. Kan dolasimina verilen albuminin yarilanma omrii

19 giindiir.

Yapilan hidrodinamik deneyler ve diisiik acilt X-151n1 sacgilmasi deneylerine dayali sonuclar
albuminin 140x 40 A boyutlarinda bir elips oldugunu gostermistir. Daha sonraki caligsmalar da
bu sekli desteklemis ve albuminin bir puro seklinde oldugunu ortaya koymustur. Ama H
NMR ile yapilan ¢aligmalar yapinin elips seklinde olamayacagini, albuminin daha dogrusu

kalp seklinde bir yap1 oldugunu gostermistir.

Albumin molekiiliiniin birincil yapisinda yiikler tek dagilim gostermezler. Notral pH’de
BSA’nin [, II ve Il numarali “domain”leri sirasiyla —10, -8 ve 0 net yiike sahiptirler. Birincil
yapidaki asimetrik yiik dagilimina karsin, tigiinciil yapidaki yiikler uniform o6zellik gosterirler

(Carter ve Ho, 1994).

Protein ¢o6zeltisinin viskozitesi, proteinin molekiil kiitlesi, boyutu, hacmi, ylizey yiikii ve
deforme olma gibi karakteristik 6zelliklerine baghidir. Viskozite, ayrica pH, sicaklik, iyonik
siddet, iyon tipi ve 1s1 degisimi gibi ¢evresel etkenlere de baglhdir. Serum albuminin 3,7-4,2
ml/g intrinsik viskozite degerlerine sahip oldugu bildirilmistir (Peters, 1985). BSA’ nin disiilfit
baglar1 kirildiginda viskozitesi artmaktadir. BSA ¢ozeltilerinin viskozitesi 65 mg/ml’ye kadar

dogrusal olarak artar ve daha biiyiik derisim degerlerinde iistel olarak artar.

pH degistiginde BSA tersinir konformasyonal izomerizasyona ugrar.

E <—————— > F <——————— > N <——————- > B <——————— > A
PH of transition: 2.7 4.3 8 10
Name : Expanded Fast Normal Basic Aged
% Helix: 35 45 55 48 48

Sekil 2.12 BSA’nin izomerik formlar1 arasindaki iliski

N-F gecisi “domain” III'tin acilmasimi icerir. F formu viskozitedeki biiyiik artisla,
coziiniirliikteki diisiisle ve heliksel icerikteki biiyilk azalmayla tanimlanir. pH:4’ten daha

diisiik oldugunda, “domain” II’nin heliks 1’ne bagli “domain” I’in helikslerinin ve “domain”
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IIT’iin heliks 1’ine bagli “domain” II'nin helikslerinin azalmasindan dolay1 albumin genisler
(yapr agilir) (Sekil 2.13). Intrinsik viskozitesi daha yiiksek ve hidrodinamik eksen oran1 4’ten
9’a c¢cikmis olan bu agilmis form E formu olarak bilinir. pH:9’da, albumin bazik form
konformasyonuna gecer. Albumin ¢ozeltileri pH:9’da ve diisiik iyonik siddette 3 °C’de 3-4

giin tutulursa, A formu olarak bilinen izomerizasyon gergeklesir [5].

Sekil 2.13 Serum albuminin N, E ve F formlarinin sematik gosterimi (Carter ve Ho, 1994)

Bovin Serum Albumin (BSA) antikor olusumda konjugasyon i¢in genel olarak en yaygin
kullanilan tasiyici proteindir. Serum proteinlerinden albumin alt sinifina aittir ve plazmadaki
toplam proteinin yaklasik yarisini albuminler olusturmaktadir. Bu da albuminlerin plazmadaki
en kararli ve en yiiksek c¢oziiniirliikkteki protein oldugunu gostermektedir. BSA ise kolay
erisilebilirligi, ¢Oziiniirliigli vb. avantajlarindan dolayi; deneysel ¢alismalarda oldukca sik
kullanilmaktadir. Yapisinda tasidig cesitli fonksiyonel gruplarindan dolayr da konjugasyon
reaksiyonlarinda ¢esitli molekiiller, proteinler ya da haptenler ic¢in tasityicit olarak tercih

edilmektedir (Friedli, 1996).

K-::-njugal

Sekil 2.14 Tasiyici protein olarak BSA’nin sentetik peptidlerle olusturdugu konjugat
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BSA’nin diger bir tasiyici protein olan Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH)’e gore oldukca
kiiciik ve ona gore hem daha yiiksek ¢oziiniirliige sahip hem de daha immiinojeniktir. BSA
yapisinda 60 adet lizin iceren ve 30-35 adet primer amin bolgesine sahip, zayif antijenik

molekiiller i¢in oldukca sik kullanilan tasiyici bir proteindir (Acar, 20006).

2.2 Interpolielektrolit Kompleksler

Polielektrolit kompleksler karsit yiiklii makromolekiillerin sulu c¢ozeltide baskin olarak
coulombik kuvvetlerin etkisiyle olusurlar. Diger intermolekiiler etkilesimler hidrojen baglari,
yiik transferi ve dipol kuvvetler veya hidrofobik etkilesimlerdir. Bu etkiler agregat
olusumunda cok ©nemli bir rol oynamaktadir ve sulu cozeltide kompleksin kolloidal
davranmisin1 saptamaktadir. Polielektrolit komplekslerinde birincil olarak, en azindan karsit
yiiklii gruplar arasindaki etkilesimler yer alir. Makromolekiillerin sulu ¢ozeltide iyonize

olabilen gruplar arasindaki etkilesimleri basit olarak su sekilde gosterilebilir.
PA + PB* — [PA — BP] (2.1)

Reaksiyon kosullarina ve kullanilan bilesenlerin dogasina bagl olarak, kompleks olusumu
prosesi ve komplekslerin 6zellikleri fazlaca sismis hidrojellerle kompakt ¢okelekler arasinda

degismektedir [3].

Kompleks olusumu asit-baz kavramina dayanmaktadir. Kompleks olusumunda genel olarak
baslica {i¢ yol bilinir: poliasit-polibaz etkilesimi, polituz-polituz etkilesimi ve matriks

polimerizasyonu.
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1) Poliasit + Polibaz =~ —mm> Simpleks
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Sekil 2.15 Simpleks olusum yollari

Sadece birincisinde nétralizasyon s6z konusudur ve ekzotermik bir reaksiyondur (reaksiyon
1s1s1 2 kcal/mol) (Falb vd, 1968). Kooperatif etkiler kompleks olusumunu desteklediginden ilk
iyon eslesmesinden sonra daha fazla ¢apraz baglanmalar gerceklesir. Diisiik molekiil agirlikli
bilesiklerin kompleksleri ile makromolekiillerin kompleksleri arasindaki en ©nemli fark;
polimerin intra veya intermolekiiler olarak etkilesimde bulunan uzun kisimlar1 arasindaki bu

kooperatif etkilesimlerdir.

Kompleks olusum prosesi ¢cok hizlidir. Oldukc¢a uzun polielektrolit (konaker) ile kisa bir
polielektrolitin (misafir) birlesmesiyle ardisik nonstokiyometrik suda ¢oziinebilen simpleksler
olusabilir (Sekil 2.16) (Tsuchida, 1974; Osada, 1972). Kabanov (1984) cesitli reaksiyon
kosullarinda suda c¢oziinebilen simplekslerin olusumunu kapsamli bir sekilde incelemistir.
Konak¢1r ve misafir polielektrolit arasindaki daha zayif baglanmalar bu sistemler icin
karakteristik gibi goziikmektedir ve yeniden diizenlenmeler ile ¢oziinebilir halden ¢oziinemez

hale doniisiimler gozlemlenmistir.
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"Konuk' Polielektrolit

""Konake1" Polielektrolit

Sekil 2.16 Nonstokiyometrik suda ¢oziinebilen simplekslerin sematik gosterimi

Elektroforetik ve viskozimetrik ol¢iimler simpleks partikiillerinin poliamfolite benzer bir
ozellikte oldugunu gostermistir. Seyreltik sulu sistemlerde simpleks olusumu prosesi i¢in iki
basamakli bir mekanizma Onerilmistir (Sekil 2.17). Birinci basamakta (az miktarda titrant
eklendiginde), iyon eslesmeleri prosesi ufak simpleks agregatlarin olusumuna sebep
olmaktadir. Bu primer agregatlarin yiizey vyiikii kararlidir. Ikinci basamakta, 1:1
stokiyometrisi i¢in gerekli miktarin % 70’inden fazla titrant eklendiginde, primer agregatlarin

birbirleri ile agrege olmasi sonucu daha biiyiik partikiiller olusur [3].

©
—O Birinci Basamak
© + ®— - =
©
S &
rimer agregat
Polianyon Polikatyon P gree

(stabilize yiizey yiikii)

ikinci Basamak

Kiimelesme

Sekil 2.17 Seyreltik sistemde simpleks olusumunun iki basamakli mekanizmasi
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Me*" iyonlar1 aym vyiiklii iki farkli yapili polimer makromolekiiliiniin baglanmasinda
arabulucu olmasi, yani sira zit yiiklii iki polimer molekiiliinden olusan polimer-polimer
(protein) interkomplekslerine katilarak bu komplekslerin stabilitesini arttirabilme 6zelligi
tasimaktadir. Inter polimer komplekslerinin olusumu, makromolekiiller arasindaki
etkilesmenin incelenmesi, makromolekiil bilesikleri kimyasinin yogun gelisim gosterdigi yeni
bir calisma alanimi olusturmustur. Bu calismalar bilimsellik ve pratik uygulamalari
bakimindan biiyiik 6nem tasimaktadir. iki polimer zinciri arasindaki etkilesimden dolay1 yeni
kararli bir yap: olusur. Bu olaya inter polimerlesme, olusan molekiile ise interpolimer
kompleks denir. Kompleksler kendilerini olusturan bilesiklerden cok farkli ozellikler
gostermektedirler. Son 25 yil igersinde interpolimer kompleksleri iizerinde yogun ¢alismalar
gerceklestirilmis ve bircok calisma temel diizenlemelerin nasil gerceklestigi ile kimyasal ve
yapisal olarak birbirlerini tamamlayabilen makromolekiillerin olusturduklart etkilesmelerin

ozel niteliklerini agiklayabilmek i¢in gerceklestirilmistir.

Interpolimer kompleksi olusturmanin temel iki yolu vardir: 1) Kompleksin daha 6nce var olan
kimyasal ve yapisal olarak birbirini tamamlayabilen makromolekiiller tarafindan
olusturulmasi 2) Reaksiyon ortamina katilan matriks makromolekiiller yiizeyinde monomerin
polimerlesmesi. Birinci durumda kimyasal reaksiyon, reaktif zincirlerin rastgele carpismast
sonucu kompleks olusumu ile gerceklesir. Daha sonra zincir biiylimesi gerceklesir. Matriks
polimerlesmesinde ise kompleks, ard arda monomerin zincir boyunca eklenmesiyle olusur. Bu
sekilde eklemeler ¢ift zincir olusturur (Zip-up). Cift zincir olusumu polimerlesmenin matriks

tarafindan kontrolii saglanir.

Iki polimer makromolekiiliinden biri biyomolekiil olabilir. Ornegin, polimer-protein
komplekslerindeki heterojen gruplar arasinda gerceklesen karsilikli etkilesmeler yapr olarak
birbirinden farkli olabilir. Bunlar, Van der Waals ve elektrostatik kuvvetler, hidrofobik
etkilesme, hidrojen ve koordine baglar olabilir. Kimyasal ve yapisal olarak birbirini
tamamlayan makromolekiiller arasinda gerceklesen etkilesim genellikle birliktelik karakteri
tasir. Belki de bu birliktelik karakteri ayn1 anda iki veya daha fazla bagin olugsmasini (6rnek:
iyonik ve hidrojen baglarinin) miimkiin kilar. Hidrofobik etkilesmenin; sentez ve dogal
polielektrolit komplekslerinin ve yine hidrojen bag ile olusmus komplekslerin

stabilizasyonunda énemli bir rolii vardir.

Polimer zincirinin tamamlayict makromolekiiller iizerinde biiyiimesi interpolimer kompleks
olusumunun bir yoludur. Matriks olusum hizini, olusan makromolekiiliin yapisin1 ve

ozelliklerini etkiler. Biiyliyen radikalin yapist kismen matriksle biitiinlesmistir ve olusan
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polimerin izomerik bilesimi ile molekiil agirli§i matriks uzunlugu ve mikroyapisi tarafindan

belirlenebilir.

Iki farkli yiikli polielektrolitten olusan interpolimer komplekslerine polielektrolit
kompleksleri denir. Polielektrolit komplekslerinin  6zelliklerinin ~ sistematik olarak
arastirtlmas1 yapilmistir (Bixler ve Michaels, 1969) ve sodyum poli(stiren siilfanat) ve
poli(vinilbenziltrimetilamonyum kloriir) gibi kuvvetli zit yiiklere sahip polielektrolitlerin
kompleksleri incelenmistir. Polielektrolit kompleksinin orijinal fiziko-kimyasal ozellikler
gosterdigi belirlenmistir. Polielektrolit kompleksler yiiksek dielektrik sabitine sahiptirler.
Suya, gazlara, diisiik molekiil agirhikli maddelerin cozeltilerine karsi gecirgen, biiyiik

taneciklere kars1 gecirgen degildir.

Poliiyonik komplekslerin c¢esitli pratik uygulamalar1 vardir. Poliiyonik komplekslerle
yapilmis filmlerin, sicaklik ve nem ile degismeyen yiiksek elektrik iletkenlikleri vardir (107-
10° ohm/cm). Isitma ve aydinlatma amaciyla kullanilabilen seffaf iletken vyiizeylerin
yapiminda plastik ile cam arasinda poliiyonik filmler kullanilabilir. Poliiyonik kompleks
filmleri galvanik pillerde ayiric1 olarak kullanilir (Bixler ve Michaels, 1969). Bu ayiricilar
degisik asit (siilfirik ve fosforik) ortaminda ve bazik ortamlarda orta dereceli sicakliklarda

kararhidirlar ve diisiik i¢ direngleri vardir.

Interpolimer kompleksler kimyasal kaslarin yapiminda da kullamilabilirler (Osada ve Saito,
1975). Kimyasal enerji, elektrik ve mekanik enerjiye bilinen modellerden daha iyi bir
performansla polivinil alkol ve poliakrilik asit ile gerceklestirilmistir (Kuhn vd., 1960).
Polielektrolit komplekslerin en 6nemli kullanim alanlarindan biri de, belirli gegirgenligi ve
seciciligi olan yari-gecirgen zarlarin yapimidir (Zezin ve Eltsefon, 1976; Sato vd., 1979). Bu
zarlar deniz suyunun tuzunun ayrilmasi islemi icin ters osmoziz olarak kullanilabilirler. Bu
zarlar biyolojik sivilarin (kan, idrar) ultrafilitrasyonu icin kullanilabilir. Hemodiyaliz icin

yapay bobrek ve hemoksijenasyon i¢in yapay karaciger olarak kullanilir.

Supramolekiiler yapr1 gecis metal iyonlari ile kompleks olusturularak degistirilir. Boyle
iyonlar az yiiklii veya notral polimer molekiilleri ile birleserek, polimer zincirlerinin ¢ozeltide
konformasyonunu diizenleme imkam vermektedir. Ornegin Cu® iyonlarinin  yiiksek
konsantrasyonunda intermakromolekiiler agregasyonu (yi8isim) olusur ve partikiiller
asimetrik yapiya yakin bir formda olurlar. Bu olay polimer bilimcilerine ¢alismalarinda
yardimci olabilir (iki polimeri metalle baglayip agregasyon olusturabilirler) ve ayrica polimer

antijen baglanip metal varliginda agregasyon olusturulup (yapinin capi ve yiizeyi artar)
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immiinojenligi arttirilabilinir (Mustafaev, 1996d).

Bir polielektrolit kompleksi olusumunun gidisat1 yiiklii gruplarin etkilesimlerine
(iyonizasyon-dissosiasyon gibi) onciililk eden olaylara baghdir. Polielektrolit tizerindeki yiik
yogunlugu, kompleksin hem olusumunda hem de 6zelliklerinde etkilidir. Yiik yogunlugu az
olan polielektrolitlerin olusturdugu kompleksler daha kolay dissosiye olurken yiikk yogunlugu
yiiksek polielektrolitler daha stabil kompleksler olustururlar. Koetz ve arkadaslari (1986)
polielektrolitlerin kimyasal yapisinin ve yiik yogunlugunun kompleks olusumunu onemli

derecede etkiledigini gostermistir.

Proteinler de polielektrolit 6zelligindedir. Hem sentetik hem de dogal polimerlerlerle giiclii
bir sekilde etkilesime girerek polielektrolit kompleksleri olusturmaktadirlar (Sacco, 1988;
Dellacherie, 1991). Proteinlerin, izoelektrik noktalarinin altinda ve iistiinde, polianyonlara ve
polikatyonlara baglanmas1 hakkinda bir ¢ok calisma yapilmistir. Bu etkilesimler, ¢6ziinebilir
komplekslerle, koaservat olusumuyla (Lenk, 1987; Veis, 1991) veya amorf cokelti
olusumuyla sonuglanabilir (Nguyen, 1986; Kokufuta, 1981). Bu faz degisimlerinin sonuclari;
proteinleri ayirmada polielektrolitlerin kullanimini, polielektrolit komplekslerde enzimlerin
immobilizasyonu veya stabilizasyonunu ve protein substrat affinitesinin modifikasyonunu
icermektedir (Shieh, 1991). Bu durum siiphesiz ki hiicrelerde oldukca ©nemlidir. Bazik
histonlarla DNA’nin coulombik etkilesimi niikleik asidlerin “yig8ilmasina” neden olmaktadir
ve polilizin gibi bazik polipeptidlerin DNA’nin davranisinda son derece etkili olugu
diistiniilmektedir. Protein ve niikleik asitler arasindaki benzer elektrostatik etkilesimler

transkripsiyon prosesinde rol almaktadir.

Yapilan calismalarla polikomplekslerin bilesimini tam makromolekiiler seviyede anlamak
miimkiin olmustur. Polimer-protein karigsimlarinin homojen ¢ozeltilerine basit fizikokimyasal
metodlarin uygulanmasi polikomplekslerin yapisi hakkinda giivenilir sonuglar verme imkani

saglamistir (Dubin, 1992).

2.2.1 Polielektrolit-Protein Komplekslerinde Etkilesimler

Temel olarak kovalent olmayan etkilesimlerin bir cogu polimer ve proteinler arasinda
kompleks olusumuna katkida bulunabilmektedir. Proteinler ve poli(vinilpirolidon) veya diger
hidrofilik noniyonik polimerler arasindaki etkilesim hidrojen bag ile olusur ve dondr gibi
gorev yapan karboksilik asit gruplarinin varligini gerektirmektedir. Biitiin ¢Oziinenler suya

gore daha hidrofobiktir. Bu sebeple polikomplekslerdeki hidrofobik etkilesimlerin varligi yok
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sayllamaz. Hidrofobik etkilesimler icin en gii¢lii kanit sistematik yapisal degisimlerle ortaya
cikar veya hidrofobik etkilesimlerin karakteristigi olan assosiyasyon entropisine ve
entalpisine bagli sicaklik degisimi ile bulunabilir, ancak uygun bir Ol¢ciim yOntemi
bulunmamaktadir. Elektrostatik etkilesimlerin baskin oldugu genel olarak kabul edilmistir.
Tuzsuz c¢ozeltilerde ve kuvvetli polielektrolitlerle kompleks olusumu sirasinda stokiyometrik
cokelme gozlenir. Cokelek olusumu sabit protein/polielektrolit oraninda pH’a baglidir. Bu
davranis polielektrolit kolloid titrasyonuna benzemektedir (Thies vd., 1994). Kabanov ve
arkadaglar1  (2004) zit yiikli polielektrolitler temeline dayanan interpolielektrolit
komplekslesme modeli {iizerine calisirken, protein ve polielektrolit arasinda olusan
stokiyometrik tuz baglarinin, proteinin iyonik birimlerinden sadece birka¢ fraksiyonunu
gerektirdigini bildirdiler. Biitiin yiiklii birimlerin ya serbest oldugu ya da tuz baglarina
tutundugu tiim yiiklii birimleri iceren iki tiirlii model bir denge durumunun oldugunu gésterir
ve proteinin ya da polielektrolitin diger bir makro iyonu yerine gectigi yer degistirme

reaksiyonlarini kantitatif olarak aciklamakta kullanildi.

Elektrostatik kuvvetler zit yiiklii gruplar iceren tiim etkilesimleri esnek bir sekilde tanimlasa
da, proteinin etrafindaki dielektrik alaninda bulunan tuz kopriilerini de bu kuvvetlere dahil
etmeliyiz. Bu 0Ozel etkilesimler diger kisa mesafeli kuvvetleri tamamlamaktadir. Klasik
biyokimya modelinde, protein-ligand arasindaki spesifik etkilesim yapisal olarak kusursuz
ligand-konak¢i komplekslerinin olusumunu saglayan spesifik kisa mesafeli kuvvetlerden
ortaya cikar. Ama esas olarak, baglanma enerjisi protein ve polielektrolitlerin sabit yiikleri

arasindaki itme ve ¢ekme coulomb kuvvetlerinin bir toplamudir .

Proteinlerle hidrofobik olarak etkilesecek polimerler spesifik olarak tasarlanabilir. Ancak
onemli olan nokta, hidrofobik etkilesimlerin ciddi bir katki yapmadig1 hallerin bilinmesidir
(Radeva, 2001). Biitiin proteinlerin degisen miktarlarda hidrofobik bdélgeleri bulundugundan
ve tiim vinil polimerlerin ana zinciri hidrofobik oldugundan bu tip etkilesimlerin incelenmesi
onemlidir. Diger taraftan bu kuvvetlerin uzun mesafeli dogasindan dolayr kuvvetli
elektrostatik kararliligin olmasi icin ¢6ziinme de dikkate alinmalidir. Hidrofobik etkilesimler
baz1 karakteristik belirtilere sahiptir. Yiiksek tuz konsantrasyonunda daha kuvvetli hale
gelirler. Hidrofobik yan zincirler takilmis polielektrolitlerin proteinlerle kompleksleri ¢esitli
arastirmacilar tarafindan incelenmistir. Bunlara gore metil ve etil yan zincirleri igeren
polielektrolitlerin baglanmasinin yaklagik ayni oldugu goriilmiistiir. Karbon sayist 2-6
arasinda olan yan zincirlere sahip polielektrolit protein komplekslerinde baglanma karbon

sayis1 ile birlikte artmaktadir. Karbon sayisi 8-10 arasinda olan yan zincirlere sahip
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polielektrolitlerde ise baglanma azalmaktadir. Sonug olarak C1 ve C2 yan zincirleri proteinin
hidrofobik boélgelerine ulasamamistir ve C8-C10 yan zincirli polielektrolitlerde ise
intrapolimer misellesme polielektrolit-protein  kompleksme reaksiyonu ile yarigmaktadir.
Yapilan calismalar elektrostatik ve hidrofobik etkilesimlerin birbirlerine katkida

bulunduklarini gostermektedir.

2.2.2 Polielektrolit-Protein Komplekslerinde Fiziksel Haller

Polielektrolit-protein komplekslerinin fiziksel halleri c¢oziiniirliik derecelerine baghdir.
Coziiniir kompleksler ¢ok miktarda su molekiilityle kusatilmistir ve genelde proteinin pl
degerine yakin pH degerlerinde olusmaktadirlar. Polikompleksin toplam net yiikii Zr =
Zpolimert Zprotein formiilii ile gosterilebilir. Zr sifira yaklastikca (polianyonlar i¢in pH<pl
oldugu durumlarda) ufak molekiillii iyonlarin tutulmas: azalir ve polikompleks daha az su
molekiilii ile kusatilmistir. Polimerin daha fazla yiik icermesi, pH’1n proteinin pI degerinden
cok uzak olmas1 ve tuz derisiminin az olmasi gibi daha giiclii etkilesimler var oldugunda faz
ayrimi  gerceklesir ve cokelek olusur. Bu tip faz ayrimi Kokufuta tarafindan (1981)
kesfedilmistir ve sematik olarak sekil 2.18’de gosterilmistir

Polielektrolit .
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Sekil 2.18 Polielektrolit-protein komplekslerinde faz ayrima.

Diger bir kat1 hal ise polielektrolit multitabakalaridir. Bu yapilarda proteinler ya bir
polielektrolitin yerini alir ya da ilave bir bilesen olur. Son olarak, proteinlerin polielektrolit
jellerinin iginde tutuldugu iki durum bulunmaktadir. ilkinde, ©nceden hazirlanmis
polielektrolit jeliyle protein birleserek yapiyr olustururlar. ikinci durumda ise, proteinin

kendisi jel olusumu prosesine katilir (Kabanov, 2004).
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2.2.3 Polielektrolit-Protein Kompleksleriyle Ilgili Yapilan Cahsmalar

Sentetik polielektrolitlerin proteinlerle kompleksleri ilk olarak Morawetz (1952) tarafindan
calistilmistir. Morawetz bu calismasinda farkli pH, iyonik siddet, polimer/protein orani
degerlerinde BSA’nin polielektrolitlerle kompleks olusumunu tiirbidimetrik olarak
incelemistir ve daha ¢ok ¢okelek olusumu iizerinde durmustur. Maksimum ¢okelek olusumu
icin kritik bir oran bulundugunu gostermistir. Bilesenlerden birisinin eklenmesiyle, antijen-
antikor reaksiyonlarinda oldugu gibi, cokelekler ¢coziiniir kompleksler olusturmaktadir. Ayrica
bu calismada, ¢okelek olusumu dengesinde polimerin molekiil agirliginin etkisinin olmadigi
belirtilmistir. Ancak daha sonraki yillarda Mustafaev ve arkadaslar1 (1978) polimerin molekiil
agirhginin ve dar dagilimli olmasinin kompleks olusumu iizerinde etkili oldugunu
gostermistir. Morawetz kiiciik molekiil agirlikli iyonlarin BSA’nin polivinilaminle ¢okelek
olusturdugu pH’1 degistirdigini de gostermistir. Morawetz ve arkadaslar1 polimetilmetakrilik
asit (PMAA), SA ve oksihemoglobin karisiminin reaksiyonunu incelemislerdir. Bahsedilen
proteinlerin izoelektrik noktalar1 araligina uygun olan pH degerinde oksihemoglobinin segici
olarak c¢oktiigli gozlenmistir. Calismada polimetakrilik asit, gamaglobulin ile SA ve insan

albumini ile bunun antikor karistmini ayirdigr gosterilmistir.

Kabanov, Mustafaev ve arkadaslarnn (1978) lineer polielektrolitlerin (poliasitlerin
polianyonlari, poliamfolitler, polikatyonlar ve onlarin tiirevleri) aym yiikli (pozitif veya
negatif) globular proteinlerle karsilikli etkisini incelemisler ve ¢ok miktarda suda ¢oziinebilen
polimer-protein kompleksleri yapmislardir. Yapmis olduklar1 bazi ¢alismalara gore; PAA-
BSA c¢ozeltilerinin pH:7’de alinmis sedimentogramlar iki pik ile karakterize olmaktadir.
Piklerden birinin sedimentasyon sabiti poliasit ¢ozeltisinin sedimentasyon sabitine uygunken
diger pikin ise serbest proteine uygun oldugu bulunmustur. Proteini ilave ettik¢e protein
pikinin alani artarken, diger pikin alani ise sabit kalmaktadir. Bu sonu¢ pH:7’de PAA ile
BSA’nin  kompleks olusturmadigini  gosterir. pH:7’de protein ve poliasit negatif
yiikklenmislerdir. Buna gore de ayni yiiklenmis partikiillerin birbirini elektrostatik itmesi

kompleks olusumunu engellemektedir.

PAA-BSA sisteminde pH azaldig1 zaman (pH:6) karsilikli etkinin karakteri degismektedir. Bu
sistemin sulu ¢ozeltilerinin sedimentogramlarinda yalmiz bir pik goriiliir. Protein ilave ettikge
bunun alan1 ve sedimantasyon sabiti artmaktadir. Bu farklar ¢ozeltideki bilesenler arasinda
kompleks olusumunu gostermektedir. pH 6’da protein ve polielektrolit 6nce oldugu gibi ayni
yiikliidiirler. pH:7’ye nispeten genel negatif yiik her ikisinde biraz azdir. Bagka bir deyisle

once oldugu gibi elektrostatik karsilikli etki kompleks olusumuna engel teskil etmektedir.
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Ancak proteinin lineer polielektrolitle adsorbsiyonuna neden olan bagka faktorleri yok
edememektedir. Boyle faktorlerden hidrojen baglarim1i ve polar olmayan karsilikli etkiyi

gostermek olasidir.

Yapilan c¢alismalar sonucunda proteinin komplekslesmesi sirasinda sarmallik seviyesinin
degismedigini gostermektedir. Bu sonuca gore proteinin polianyon iizerine adsorbsiyonu ile
kiiresel ~ yapisinin  fazla  degismedigini  sOylemek  miimkiindiir.  Polielektrolit
makromolekiillerinin zincirinin uzunlugunun kiiresel proteinlerin c¢apindan fazla oldugu
dikkate alinarak her bir zincirin ardisik olarak birka¢ protein molekiiliinii bagladigini

sOylemek miimkiindiir ve kompleksin yapisi sekildeki gibi gosterilebilir.

Sekil 2.19 Suda ¢oziinen PE-protein komplekslerinin yapisi: I- Poliasitlerin polianyonlarinin
proteinlerle komponentler ayni (negatif) yiiklendiginde olusan komplekslerinin yapisi, II-
Lineer polielektolitlerin zit yiiklenmis proteinlerle np/npg < N; oraninda olusan komplekslerin
yapist “a” ve “b” - “a” (I) ve “b” (II) tipli yapilarin olusumunu sematik olarak gostermektedir.

Bu yapida (I) protein molekiilleri istatistik yumak konformasyonunda olan polielektrolit
zinciri boyunca rastgele dagilmistir. Sistemin kompleks olusumunda spesifik viskozitesinin
nispeten az degisimi bu yapiya uygundur. “I” yapisi, protein partikiillerinin polikatyonlarla
notral su ortaminda olusturduklar1 ¢oziinen komplekslerinin yapisindan prensip olarak
farklidir. Kiiresel proteinlerin polianyonlarla kompleks olusumunun karsilastirmali analizi bu
sekilde aciklanabilmektedir. Her iki durumda kiiresel proteinler negatif yiikliidiirler, yani
elektrostatik faktor bunlarin temasta olmasini engellemektedir. Proteinlerin polikatyonlarla

adsorbsiyonunda yukarida soylenildigi gibi pozitif yiiklii polikatyon monomerleri ile negatif
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yiiklii protein gruplar1 arasinda elektrostatik baglarin olusmasi esastir. Buna gore proteinin
negatif yiikleri kapanmakta ve adsorpsiyon olmus Kkiirelerin temasta olmasina engel
olmamaktadir. Yani polar olmayan karsilikli bir etki gozlenmektedir. Aym1 zamanda
polikatyonun yiikleri yeteri kadar kapanarak “II” yapisinin yigilmasi yolu ile ayri ayrn
boliimlerinin yakinlagmasina imkan vermektedir. Proteinlerin polianyonlarla adsorpsiyonunda
durum tamamiyla baskadir. Negatif yiiklii kiirelerin polielektrolitlerle baglanmasi
elektrostatik itmenin tersi olarak olusmaktadir. Her bir adsorbe olan proteinin efektif negatif
yiikii buna bagli polianyon monomerinin miktarina gore artabilmektedir. Buna gore kompleks
partikiillerinde kiiresel proteinlerin temasta olmasi menfaatli degil ve bunlar birbirlerine
aralikli olarak yerleserek “II” tipli yapiyr olusturmaktadirlar. Boylelikle kiiresel proteinler
lineer polielektrolitlerle iki tip c¢oziinen kompleks olusturabilmektedir. Proteinlerin
polikatyonlarla kompleksleri agik bir sekilde ifade olunan kooperatif karakterde ve kendisine
bagli yap1 meyili olmasi ile karakterize olurlar. Proteinin az miktarinda bunlar icin kiiresel
proteinlerin polielektrolit zincirleri arasinda beraber olmayan dagilmasi goriilmektedir.
Proteinle maksimum yiiklenmis polikatyonlar pratik olarak, yiiklenmemis polikatyonlarla
ayn1 zamanda bulunmaktadir. Silindire benzer partikiillerin kendisine bagli y1gin1 olusur. Bu
sistemlerin tam aksi olarak proteinlerle polianyonlarin ¢6ziinen kompleksleri bunlarda kiiresel
proteinlerin beraber absorpsiyonu yolu ile olusmaktadir. Boylece sistemde istatistik yumak
konformasyonunda olan ¢oziinen kompleks partikiilleri olugsmaktadir. Biitiin bunlara bagh
olarak proteinlerin amfoter kopolimerlerle komplekslerinin incelenmesi ¢cok Onemlidir. Bu

sistemlerde genellikle bir tip baglanmadan baska tip baglanmaya ge¢mek miimkiindiir.

Elektrostatik itme faktoriiniin elimine edilmesi BSA proteinin sodyum poli(stirensiilfonat)
PSSNa ile etkilesiminde daha iyi goriilmektedir. PSSNa sulu ortamlarda tiim olarak
polianyona ve sodyum katyonuna ayrismis kuvvetli polielektrolittir. BSA-PSSNa sulu
cozeltileri proteinin ¢esitli konsantrasyonlarinda sedimentogramlarla ancak siddetli dar bir
pikle karakterize edilmistir. Bunun alan1 ve sedimentasyon sabiti sistemde protein miktari
arttikca cogalir. Bu sonuclar ¢cok biiyiik ihtimalle pH:7.5’te proteinle polielektrolit arasinda
kararl1 polikompleks olugmasini gostermektedir. Ayni yiiklii partikiillerin birlesmesinde,
proteinin PSSNa poliiyonunun hidrokarbonlari ile karsilikli hidrofobik etkinin baskin oldugu
gosterilmistir (Mustafaev, 1996a).

Diger bir calisgmada, Dubin ve arkadaslar1 (1991) protein polielektrolit komplekslerinde
proteinin yiiklerinin heterojen dagiliminin etkisini tamimlamislardir. Globular proteinler ve

sentetik polielektrolitler arasindaki etkilesimler 0.10 M NaCl ¢ozeltisinde tiirbidimetrik ve
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“quasielastic” 151k sagilmasit (QELS) teknikleri ile incelenmistir. pH titrasyonlari, farkl
izoelektrik noktali {i¢ monomerik proteininin (bovin serum albumin, lizozim, bovin pankreas
riboniikleazi) belli miktarda yiik yogunluguna sahip katyonik ve anyonik polielektrolitlere
baglanmasin1 saglamakta kullanmilmistir. Protein-polianyon ¢ozeltisine HCl ya da protein-
polikatyon ¢ozeltisine NaOH ekleyerek, her bir polimer-protein cifti i¢in assosiyasyonun
oldugu ilk pH degeri tespit edilmistir. QELS ya da tiirbidimetri ile saptanabilen bu kritik pH
degeri ¢oziiniir polianyon-protein kompleksi olusumuna karsilik gelir ve bunu, pH daha fazla
degistirildiginde, faz ayrimi takip eder. Bilinen protein pH titrasyon egrileri kullanilarak bu
kritik sartlardaki proteinin net yiikii (Z.) hesaplanabilmis ve Z. ‘nin polielektrolit {izerindeki
yiikiin isareti ile aym isarete sahip oldugu gosterilmistir. Proteinler icin bilgisayar
modellemeleri sonuglarinda da gosterildigi gibi RNAz, sulu ¢ozeltisinde hem pozitif hem de
negatif yiiklii bolgelere sahiptir. Proteindeki bu yiik Obeginin, polielektrolit ve globular
protein arasindaki itme kuvvetinin iistesinden gelebilecek daha gii¢lii bir cekme kuvveti
sagladigi bulunmustur. Bu sebeple negatif yiiklii globular proteinlerle polianyonlarin
kompleks olusturmasi, proteindeki yiik Obekleri ve polielektrolit arasindaki bolgesel

etkilesimlerin var oldugunu gostermektedir.

Sekil 2.20 izoelektrik noktasi civarinda proteinlerin pozitif ve negatif yiik Sbeklerinin sematik
gosterimi.

Thies (1994), insan veya sigir hemoglobini ve sigir tripsininin poli(diallildimetilamonyum
kloriir) ve potasyum poli(vinilalkol siilfat)’la komplekslesmelerini incelemistir. Elde edilen
sonuglara gore stokiyometrik protein-polielektrolit komplekslerinin modelini vermistir. Bu
modelde polielektrolit, biitiin poliiyon yiikleri zit yiiklii proteinler tarafindan notralize
edilecek sekilde protein ile kompleks olusturur. Birbirlerine gevsek bir sekilde baglanmig
polielektrolit iyonlar1 ile birka¢ adet esnek olmayan globular protein molekiillerininin

olusturdugu kompleksin sematik gosterimi su sekildedir:



25

——
*-.‘ .."""“.ﬂi
*;""LL’ 2)!| ==  PROTEIN
L gt o
Méc. ..,H,/’;.

_.--_"_' '_-_"'i_‘ *f [
- -I""» ;_-«-'...‘.,1‘",:_ N -

Sekil 2.21 Protein ve poliiyon iceren stokiyometrik kompleksin sematik gosterimi.

Amorf cokelek olusturacak sekilde kompleksin yapisim1 birarada tutan tuz baglar1 ¢ok
gevsektir, clinkii pH nin degisimi veya poliiyon ilavesi tuz baglarmin bir kismim, 6zellikle
proteinin imidazolil grubu ile polimerin siilfat grubu arasindakini, kirar. Baglarin gevsek
olmasi protein ve poliiyon molekiillerinin stokiyometrik olarak nétrallesmesini veya zit yiiklii

gruplarin 1:1 oraninda baglanmasin1 miimkiin kilabilir.

Andrianov ve arkadaglar1 (2005) yaptiklart calismada pH:7’de BSA-poli[di-(karboksilat-
fenoksi) fosfozen] kompleksinin olusumunu ve immiinolojik etkilerini incelemislerdir. Olusan
kompleksin molekiil agirliginin polimerin tek basina oldugu halden daha agir oldugunu ama
kompleksin boyutunun polimerden 6nemli derecede farkli olmadigim gostermislerdir. Sonug

olarak, mokromolekiiler yapinin daha kompakt bir hal aldig1 ortaya konulmustur.

Son on yilda yapilan caligmalarda temel olarak su ii¢ faktoriin iizerinde durulmustur:
uygulamalar, enstriimantel caligmalar ve simulasyonlar. Polielektrolit multi tabakalar1 ile
protein-polielektrolit kompleksleri {iizerine yapilan c¢alismalarin bir arada siirdiiriilmesi;
glukoz, kolesterol ve antikorlarin saptanmasinda kullanilan biyosensorlerin dayanimini ve
stabilitesini arttirmaya yoOnelik protein-elektrolit tabakalarinin elde edilmesi i¢in Onemli
olanaklar saglamistir. Yiizey karakterizasyonu icin optik “waveguide” lazer spektroskopisi,
yiizey plazmon rezonans (SPR) ve dar aci reflaktometrisi kullanilarak uygulanan yeni
teknikler bu multitabakalarin incelenmesine yardimci olmaktadir. Protein-polielektrolit
komplekslerinin karakterizasyonunda uygulanabilen yeni teknikler kapiler elektroforez ve
affinite esash ayirma metodlaridir. Son on yilda komplekslerin faz davranislar1 ve yapisinin i¢

yiiziiniin anlagilmasini saglamada bu simulasyonlar biiyiik yanki uyandirmistir. Polielektrolit-
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protein kompleks koaservat fazlarimin cokelek ve siispansiyonlardan ayri1 ve farkli olarak
kabul edilmesi nm-pum Olgekli yeni mikroskobik tekniklerin gelistirilmesinde fayda
saglamigtir. Son olarak polielektrolitler, proteinler i¢in koaservat ve mikrokapsiiller icinde
iliman immobilizasyon kosullar1 sagladigi icin, farmasotik uygulamalarda proteinlerin
tasinmast ve tutulmasi (entrapment) icin polielektrolitlerin jel veya “brush” olarak
kullanilmas1 sasirtict  degildir. Bu alanlardaki c¢alismalar 1995°den Onceki literatiire
dayanmaktadir. Biyokimya, malzeme bilimi, polimer ve kolloid kimyasi ile diger disiplinlerin
bir araya gelmesi Oniimiizdeki yillarda bu alanda daha yaratict ve genis kapsamli bilimsel

caligsmalarin temelini atmis olacaktir.

2.3 Polimer-Metal Kompleksleri

Bir koordinasyon bilesigi, genellikle sayilar1 karsilik gelen merkez atom yada iyonun
oksidasyon sayisin1 gecen iyon yada molekiillere tutunmus merkezi bir atom yada iyon igceren
bilesikler olarak tanimlanabilir. Merkezi metal yada iyona simetrik olarak yerlesecek tarzda
koordinasyon yada koordinasyon-kovalent bagla baglanan grup “ligand” olarak adlandirilir.
Koordinasyon bilesikleri kimyasi su siralarda cesitli disiplinlerde c¢abuk ilerlemeler
kaydetmektedir. Bu alandaki ilerleme zorlugu polimer-metal komplekslerinin pek ¢ok
biyolojik ©zelliklerinden kaynaklanmistir. Metal kelatlar1 yasayan maddede temel roller
oynayabilir. Ornegin klorofil Mg (II) ve hemoglobin Fe (II) kompleksidirler (Vermon ve
Seely, 1966). Biyolojik 6neme sahip pek cok metal proteinleri ve metal kompleksleri ile

calisilmistir.
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Metaloenzim, dogada metal iyonlarinin belli bir ii¢ boyutlu yapidaki bir protein molekiilii
tarafindan sarildigi bir cesit polimer-metal kompleksidir. Yapist belirlenmis bdyle bir
metaloenzime plastosinin (bir ¢esit mavi bakir proteini) tipik bir Ornektir. Plastosiyaninde
bakir iyonu bozulmus bir terahedral yap1 gosterir ve metioninin siilfiir atomu ile koordinasyon
bagi ile baglanir. Bu diisiik molekiil agirlikli metal komplekslerinde normal bir durum
degildir. Bu anormal koordinasyon davranist ve bakir iyonu etrafinda cok biiyiik protein
molekiilii tarafindan olusturulan hidrofobik ¢evre bakir iyonunun alisiimamis indirgen
davranisina neden olur. Genellikle metaloenzimdeki protein sadece kimyasal yapiy1 degil ayni
zamanda kendi polimer zincirinde konformasyon degisimi yoluyla allosterik etkiye neden
olur. Metali cevreleyen proteinin yapisina 11k tutabilmek igin yapay polimer-metal

kompleksleri tizerinde ¢caligmalara baglanmistir.
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Plastosiyanin

Biyolojik alan disinda kimya endiistrisinde de polimer-metal kompleksleri temel roller oynar.
Ornegin 1963’te Nobel 6diilii K. Ziegler ve G. Natta’ya aliiminyum ve titanyum iceren yeni
bir metal kompleksi katalizorii gelistirdikleri i¢in verilmistir. Bu katalizér polimer sentezinde
bir devrim olmustur (Kursun, 2005).

Metal iyonlarinin biyolojik proseslerde ¢ok 6nemli rolleri vardir (Manko vd., 1991; Kendirch
vd., 1992). Polimer-metal komplekslerinin benzersiz 06zellikleri onlarin fizikokimyasal
ozelliklerinin tek basina polimer ve metalden daha farkli olmalarina dayanir. Son zamanlarda
cikan bir¢ok yayin, metal baglantili komplekslerden olusmus ilag yapisi, dogal polielektrolit
ve antijenlerin biyokonjugatlar iizerinedir. Bu modellerin kullanilmasi ile dogal polimerlerin
mekanizmasi ve metal iyonlar1 varhigindaki davraniglar ile ilgili daha fazla bilgi edinilmistir.
Polimer-metal ~ komplekleri ¢ok  genis  ¢esitlilikte  biyomedikal  hazirliklarinin
yapilandirilmasinda kullanmilmistir. Diisiik molekiil agirlikli bilesikler gibi gecis metal
iyonlarininda, notral veya zayif yiiklenmis suda ¢oziinen polimerleri kendine baglama
ozellikleri vardir. Boylece polimer bilesenleri yiizeylerle kompleks olusturma ozelligi
kazanmis olur. Bir¢cok calismada Cu, Zn, Fe gibi metal iyonlarinin 6nemli rolii gosterilmistir.
Demir eksikligi Hemopoiesis ve Lymphopoiesis’in dnlenmesinin engellenmesine ve timusta
morfolojik (bicim) degisiklikler ile dalaktaki T ve B bagimli bolgelerde hiicre azalmasina
neden olur (Mustafaev, 1996a).

Cesitli pH degerinde kararli olan PMK poli-4-vinil-piridin (PVP) ve iki degerlikli bakir
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iyonlar1 i¢in asit ve su-alkol karisimlarinda incelenmistir. PVP-Cu** karigimlarinda
tetrapiridinat komplekslerinin olusumu gosterilmistir. Notral sulu ortamlarda incelenen
polikomplekslere O6rnek olarak polivinilimidazol’tin  (PVI), polivinilpiridin’in  alkil
tirevlerinin, polivinilamin’in metalik kompleksleri gosterilebilir. Poliakrilik asit (PAA),
polimetakrilik asit (PMAA) ve bunlarin metilvinilpiridin ile olan kopolimerlerinin iki

degerlikli bakir iyonu ile kompleksleri de incelenmistir.

_CH,-CH- _-CHQ-ICH_-

poli-4-vinilpiridin (PVP), polivinilimidazol (PVI), polivinilalkol (PVA)

PMK lerine ait literatiir arastirilmasi aslinda metal iyonlarinin polielektrolitlerin fonksiyonel
gruplart seviyesinde karsilikli etkilesimi ile sinirlandirilmistir. Coziinen ve ¢oziinmeyen
komplekslerin olusumunu metalik iyonlarin yiiksek konsantrasyonlarinda incelenmistir. Ayni
zamanda baglama mekanizmasini anlamak ve makromolekiil yapisindaki degisimleri izlemek
icin metal iyonlarinin makromolekiiller arasinda dagilimini incelemek c¢ok Onemlidir.
Karsilikli etkilesmenin metalik iyonlarin ¢ok diisilk konsantrasyonunda arastirilmast,
yapisinda az miktarda metal olan PMK’lerin sentezi i¢in Onemli rol oynar. Bu tip
PMK’lerinde polielektrolitin yapist pratik olarak degismez ve biyolojik aktifligi korunur.
Aynmi zamanda metal iyonlarinin miktar1 {i¢lii polimer-metal-protein komplekslerinin sentezi

icin yeterli olmalidir.

Kabanov vd., su-alkol ortaminda sedimantasyon metodu ile PVP’nin iki degerlikli bakir
iyonlar1 ile kompleks olusumundan dagilim karakterini incelemislerdir. Polikatyon
yumaklarinin arasinda metalik iyonlarin homojen olmayan dagilimi gosterilmistir. Bu tip

homojen olmayan dagilim Rh3+—p01ietilenimin sisteminde de gosterilmistir.

Son 10 yil i¢inde polimer-polimer kompleksleri konusunda ayrintili ¢alismalar yapilmistir ve
cesitli defalar bu olayin genel dogasi ile kimyasal ve yapisal bakimindan birbirini tamamlayici
makromolekiiller arasinda gerceklesen karsilikli etkilesmenin 6zel nitelikleri arastirilmastir.
Polimetakrilik asit (PMAA) gibi poliasitlerle, proton ¢ekici polimerler olan polivinilpirolidon
(PVP) veya polietilen oksit (PEO) esit mol oranlarinda birbirleri ile hidrojen bagiyla

etkilesirler. Bu etkilesmenin sonunda suda ¢oziinmeyen polikompleks olusur.
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PAA ve PVP arasinda meydana gelen kompleks olusumunun Cu” iyonu katilmasiyla nasil
etkilendigi tiirbidimetrik Olctimlerle (Subotic vd., 1989) belirlenmistir. PAA ile PVP’nin
kompleks olusturmasi iki farkli ¢oziicii(su ve etanol-su) ortaminda gerceklestirilip Cu®
iyonunun etkisi tiirbidimetrik 6l¢iimlerle gdzlenmistir. Her iki ¢oziicii ortaminda da Cu®*
iyonunun katilmasi komplekslesme kinetigini etkilemistir. Su ile etanol-su ¢oziiciilerin de
gerceklesen komplekslesme hizlarindan Cu”* katildiginda artis miktar1 suda hidrofobik
etkilesmeden dolayr daha fazla olmusur. Her iki ¢6ziicii ortaminda Cu®* ilave edilince
komplekslesme hizi zamanla artarak bir dengeye ulasiyor. Bu sonuglar Cu® iyonunun
bulunmasinin etkilesmenin ilk hizim arturigim, dolayisiyla Cu®* iyonunun kompleks
olusumuna katildigin1 gostermektedir. Kisa bir siire icinde kompleks olusumunun durmasi
Cu® iyonlarinin etkilesmeye katildigini gostermektedir. Tiirbidimetrik sonuclarin incelenmesi
sonucu ilk 5 s i¢inde tiirbiditede keskin artisin hem suda hem de etanol-su ¢oziicii ortaminda
oldugu gozlenmistir. Bu da PAA ile PVP arasindaki kompleks olusum hizimn Cu®* iyonu

tarafindan biiyiik oranda arttirildigi sonucunu vermektedir.

Cu”* iyonunun komplekslesme iizerine etkisinin anlasilabilmesi i¢in polimer-metal kompleks
yapilarinin incelenmesi gerekir. Polimer-metal kompleksleri sentetik polimerler ve metal
iyonlar1 icerirler. Metal iyonlar1 polimer ligandlara koordine baglarla baghdir (Tsuchida ve
Nishide, 1977). Cu** iyonu polimer ligand ¢ozeltisi ile karistirilir karistirilmaz, polimer—Cu2+
kelatr hemen olusur. Polimer-Cu®* kelatinda Cu®* iyonu polimer zincirleri tarafindan 6rtiilmiis
kafes icinde absorbe edilerek kararli hale gecmistir ve Cu®* iyonlariin ¢ozeltiye gecisi cok

zordur.

Son zamanlarda, cesitli sentetik PE’lerin metal iyonlarinin ¢ok diisiik konsantrasyonlarinda
(IMe™/[PE]<<1) suda c¢o6ziinen PMK’lerini sentezlemis ve olusma mekanizmasini
incelemislerdir. Diisiik yiiklii kopolimerler-polibazlar metal iyonlari ile kompleks olusumunda
sistemdeki metalik iyonlar, makromolekiiller arasinda heterojen olarak dagilirlar. Yani birkag

makromolekiil tiim iyonlar1 baglar, digerleri ise serbest olarak kalir (Mustafaev, 2004).

2.3.1 Polimer-Metal Komplekslerinin Siniflandirilmasi

Polimer-metal kompleksleri hazirlama yontemi ile belirlenen metalin isgal ettigi konuma gore
farkl1 sekillerde smiflandirilabilinir. YOntem, polimer Orgiisiine tutunmus bir ligand
fonksiyonu ile metal iyonu arasindaki komplekslesmeyi, ¢ok fonksiyonlu ligandin metal

iyonu ile tepkimesini ve metal iceren monomerlerin polimerlesmesini kapsar (Kursun, 2005).
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2.3.1.1 Polimerik Ligandin Metal iyonu ile Komplekslesmesi

Normalde bir metal iyonu suda hidratli bir iyon yada pek cok anyonla assosiyasyonundaki
kompleks bir tiir olarak ve kelatlayici polimere aktarilmak i¢in ¢ok az yada hicbir egilim
tasimayacak sekilde bulunurlar. Metal iyonunu ekstrakte edilebilir bir tiire doniistiirebilmek
icin yiikii notrallenmeli ve su hidratlarinin bir kismi uzaklastirilmalidir. Ayrica ¢ozeltideki
metal iyonlar1 ile kompleks olusturma yetenegine sahip dondr atom yada fonksiyonel
gruplarin dogas1 da ¢ok onemlidir ve kelatlayic1 polimerleri bu temelde siniflamak gerekir

(Kantipuly vd., 1990).

Bu tiir polimer-metal kompleksleri ligand igeren polimerin metal iyonlan ile reaksiyonu

sonucu olusur.

Genellikle, polimerik ligandin bir metal iyonu yada bir koordinasyon kismi bos kalmis kararli
bir metal kompleksi ile tepkimesi, asilmis yada molekiiller arasi-molekiil i¢i kopriilii polimer-
metal kompleksleri olarak smiflandirilabilecek farkli yapilarla sonuglanir (Tsuchida

vd.,1977).
i-) Asilmus Metal Kompleksleri

Asilmis polimer-metal kompleksi, polimer zincirine ilistirilmis bir ligand fonksiyonuna
tutturulmus metal iyonundan olusan bir komplekstir. Ligandin kelatlama yetenegine bagh
olarak, asilmis kompleksler tek disli ve c¢ok disli polimer-metal kompleksleri olarak

siniflandirilirlar.

Monodentat polimer-metal kompleksleri bos kalan bir koordinasyon kismi disinda merkez
metal iyonunun diisiik molekiil agirlikli bir ligand tarafindan hali hazirda maskelendigi metal
yada kararli metal komplekslerinden olusur. Bu komplekslerde, polimer zincirlerinin etkileri
acikca goriiliir ve polimer metal kompleksleri ¢oziiniirliigli azaltan kopriili yapilar1 daha az

icerdiklerinden genellikle suda ve organik ¢oziiciilerde coziiniirler.

Metal iyonu yada metal kompleksi iki yada daha fazla ligand icerse de uygun reaksiyon
kosullarinin se¢ilmesiyle monodentat kompleks olusturulmasi olasidir. Metal iyonu veya
metal kompleksi ile polimerik ligand arasindaki reaksiyon metal iyonunun veya metal
kompleksinin fazlas1 ile gerceklestirildiginde, metal iyonunun ikinci ligandinin yer
degistirmesi nadir gerceklesir ve bu baskin olarak monodentat tipin olugmasi ile sonuglanir

(Kurimara vd., 1971).

Polimer iskeleti ¢coklu liganlar icerdiginde polimer-metal kompleksinin koordinasyon yapisi
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Sekil 2.22’deki gibi olur.
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L= koordine edici atom vada grup
M= Metal ivonu
Sekil 2.22 Cok ligandl1 polimer-metal kompleksleri
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Ornek olarak verilebilir.

Cok disli ligandlar genellikle kopriilii yapida kararli metal komplekslerinin olusumunu (II)
gerceklestirir (Vermon ve Seely, 1966) . Kelatlayici recinelerin pek cogu bu gruba girer. lyi
tanimlanabilen koordinasyon sayisi ile betimlenirler, burada belirleyici olan polimer zincirinin

etkisidir .

| |
<~ € —(CH) —C—)
____F'-___
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ii) Molekiiller Arasi, Molekiil ici Kopriilii Polimer-Metal Kompleksleri

Polimer ligandi, genellikle dort yada alti koordinasyon baglama bolgesi olan metal iyonu ile
dogrudan karistirildiginda polimer-metal kompleksi polimer i¢i kelat tiirii yada polimerler

arasi kelat tipinde olabilir.

I I I I .
L L L L +M— L L L

L= koordine edici atom yada grup
M= Metal iyonu

Sekil 2.23 Molekiiller arasi, molekiil i¢i kopriilii polimer-metal kompleksleri

Bu tiir polimer-metal kompleksinde koordinasyon yapist acik degildir ve molekiiller aras1 ve
molekiil i¢i kopriilenmeyi birbirinden ayirmak zordur. Polimer-metal kompleksinin 6zellikleri
incelenirken polimerin etkisini agiklamak zordur. Polimer i¢i metal kompleksi bazen
coziinebilir iken polimerler aras1 metal kompleksi poli(akrilik asit)-Cu(II) kompleksleri ile

orneklendigi gibi dogrusal polimer-metal komplekslerinin ¢okelmesi ile sonug¢lanir (Tsuchida

vd., 1974).

2.3.1.2 Cok Fonksiyonlu Ligandlarin Bir Metalle Komplekslesmesi

Koordinasyon polimerleri ¢ok uzun yillardan beri kullanilmakla birlikte son zamanlarda fark
edilmislerdir. Ornegin, derilerin tabaklanmas1 postu olusturan proteinlerin metal iyonlari ile
koordinasyonuna dayanir. Protein-metal kompleksleri, tabaklanmamis derilerin ugradigi hava
etkisi ile bakteriyel bozunmaya kars1 direnir. Proteinleri de i¢eren dogal polimerlere baglanan

metaller pek cok enzimatik ve hiicre zar1 etkilesimini etkiler (Vallee ve Riondan, 1978).

Molekiillerinin her iki ucunda c¢ok fonksiyonlu ligandlar iceren diisiik molekiil agirlikli
bilesikler ag yapili dogrusal polimerler olustururlar. Polimer zinciri koordinasyon baglarindan

olusur ve ligand semada gosterildigi gibi koprii olusturucu birimdir.
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Sekil 2.24 Cok fonksiyonlu ligandlarin bir metalle komplekslesmesi

Bu tiir koordinasyon polimerleri olusturma yetenegine sahip ¢ok fonksiyonlu ligandlar,

dogrusal koordine polimerler ve ag yapida koordine polimerler olarak siniflandirilir.

Dogrusal koordine polimerler iki tiir olabilir. Ilk durumda polimer zinciri
poli(tiosemikarbazid)’in bakir kompleksinde (III) oldugu gibi ¢ift fonksiyonlu bir ligand ve

metal iyonundan olusur (Tomic ve Campbell, 1962 ve Donaruma vd.,1979)].

Grrnd N
N s\J\__f
Cu_s;'
i

Diger durumda, basit bir bilesik yada atom koprii iyonu olarak islev goriip poli(a-amino
asitler)in bakir komplekslerinde (IV,V) oldugu gibi polimerik yapiya hayat verir (Palumbo
vd.,1978).

— H H
/N —CH L/
HC i N — CHp
"N — ¢ N\
/ \ u CH
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Ag yapili koordine polimerler; metalin tamamen gomiilii oldugu yassi, agimsi organic
makromolekiillerdir. (VI) (VII) kompleksleri en bilinen 6rneklerdir. Bu polimerler 1s1l
dayanikliliklari, potansiyel elektriksel ozellikleri ve kan proteinlerine benzerlikleri sebebi ile

onemlidirler (Sharpe, 1976).
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2.3.1.3 Metal iceren Monomerin Polimerizasyonu

Bu tiir polimer-metal kompleksleri acik koordinasyon yapilar: ile bilinirler. Polimerizasyon

radikal yada iyonik baslama ile olup yiiksek molekiil agirlikli polimerin olugmasiyla

1L h
5r g TS

Sekil 2.25 Metal iceren monomerin polimerizasyonu

sonuclanir.

Vinil grubu igeren Schiffbazi ligandli bir bakir kompleksi bildirilmistir (Tsuchida vd.,1974)
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2.3.2 Polimer-Metal Kompleksleri ile flgili Baza Cahismalar

Sebastian ve arkadaslar1 (1998) poliakrilik asidin ¢esitli metallerle komplekslerini sentezlemis
ve bu komplekslerin karakterizasyonu ile birlikte termogravimetrik incelemesini yapmuistir.
Bu inceleme sonucunda polimer-metal komplekslerinin olusumu Cu(Il) > Ni(II) > Fe(III) >
Zn(Il) > Co(Il) olarak saptanmistir. Bakir iyonun komplekslesmesinin digerlerinden yiiksek
olmasi, ligand dagiliminin Cu(Il) komplekslesmesi i¢in en iyi stereokimyasal gereksinimleri

karsilamasi ile agiklanmustir.

2.4  Uclii Polimer-Metal-Protein Kompleksleri

2.4.1 Asit Ortaminda

Uclii polimer-metal-protein komplekslerinin incelenmesi Morawetz’in calismalariyla (1952)
baslamistir. Ozellikle BSA (Bovine Serum Albumin)’ nin fraksiyonsuz PAA ve Ba®*

varligindaki ¢oziinmeyen kompleksler Morawetz tarafindan incelenmistir.

Oncelikle asit ortaminda yani protein ve polimer bilesenlerinin pozitif yiiklendigi ve birbiri ile
baglanmayan sartlarda metalik iyonlarin katilmasiyla iiclii komplekslerin olusum sartlar1 ve
mekanizmasi verilmistir. Sulu asetik ortaminda pH:4.2’de serum albumin poli-4-vinil-piridin
ile kompleks olusturmazlar. Bu sartlarda hem protein hemde PVP pozitif yiiklidiir. Aym
yiiklii kiiresel ve lineer zincirler arasindaki elektrostatik itme kuvveti kompleks olusumunu
engeller. Polimer-protein karistmina CuSO4.5H,0 ilave edildiginde sistemde faz gecisi
meydana gelir. Protein miktarina bagh olarak, kritik protein konsantrasyonunda sistem
tamamen suda c¢oziinmiis hale gelir. Cokeltiler santrifiij yontemi ile ayrilarak siiziintii

sedimantasyon metodu ile analiz edilir. pH:4.2 degerinde sistemde bakir iyonlar1 yokken
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polimer ile proteinin baglanmadigin diisiinerek, Cu®* iyonlarimin ayni pozitif yiiklii kiiresel
proteinler ile polikatyon zincirleri arasinda baglayict gorevini iistlendigi soylenebilir. Yani
sistemde  ¢oziinen ii¢li BSA-Cu®*-PVP kompleksinin olusumu goriiliir (Mustafaev ve
Kabanov, 1981). Ornek olarak; protein ile polikatyon’un Cu® iyonlart ile birlesimi asagidaki

tiptedir. Burada Cu®* iyonlar: merkezi atomdur

%

N o —C
ST

/ \N/ \N

H

Yapisinda poliaminler (polivinilpridin, polietilenimin) ve PAA bulunan ¢6ziinen iiclii polimer
metalik komplekslerin olusumunda Cu®* iyonlarinin benzer fonksiyon tasidigi son zamanlarda

yapilan arastirmalardan anlasilmaktadir.

2.4.2 Notral Su Ortaminda Komplekslesme

PAA, PVI, akrilikasitin vinil piridin ve vinil pirolidon ile kopolimerleri, vinil imidazol, vinil
piridin ve diger monomerlerin vinil pirolidon ile kopolimerleri v.b. polimerlerle iiglii
komplekslerin nétral su ortaminda olugmasi arastirilmistir. Protein olarak serum albumin,
ovalbumin ve veba hastaliginin proteini (F1) kullanilmistir. Gegis metal iyonu olarakta Cu®

kullanilmastir.

Uclii karisimlarin homojen ¢ozeltilerinin analizi, kompleks olusumunun bazi kanunlarini ve
protein partikiillerini adsorblayan polimer molekiilleri arasinda dagilimini incelemeye imkan
vermistir. PVI ile bakir iyonlarinin reaksiyonu metalin homojen olmayan dagilimi ile olusur.
Bu tip sistemin, proteinin diisiik konsantrasyonundan baslayarak SA proteini ilave edildiginde
sistemde faz gecisi meydana gelir. Siiziintiiniin sedimantasyon analizi ancak serbest PVI'ye
uygun oldugunu gosterir. Cokeltide ise, suda ¢oziinmeyen iiclii kompleks bulunur.

Protein/polimer orani arttikca ¢okelti miktar1 artarak, maksimum degere gelir.

Kopolimer (VI-VPD)-Cu**-SA ve poli-N-etilpiperazinoksit (PNO)-Cu**-SA karigimlarinin
cozeltilerinin sedimantasyon analizi sistemde iki fraksiyonun oldugunu gosterir. Bu
fraksiyonlar serbest polimer Me™ kompleksine ve liglii polimer-Me™-protein sistemine

uygundur. Buda, kompleks olusumuna protein molekiillerini adsorblayan poliiyonlar arasinda
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heterojen olarak dagildigini gosterir. Ancak maksimum c¢cokmeye uygun olan oranlar arttikca
protein ilavesiyle olusan coziinmeyen {iclii komplekslerin kismen yada tamamen ¢oziinmesi
miimkiindiir. Cokiintiniin miktar1 orana bagli olarak degismekte oldugu saptanmistir.
Sistemin optik¢e sikligint polimer/protein oraninin basit olmayan karakterini asagidaki
sekilde aciklamak miimkiindiir. Protein/polimer oraninin optik siklikla degisiminde
maksimum degerden (N;,) sonra sistemde kompleks olusumunu iki faktor etkiler. Birincisi,
maksimum N, degerinden sonra sistemde protein partikiilleri bunlar1 adsorblayan PE arasinda
heterojen olarak dagilirlar ve boylece stokiometrik yapili olmayan polikompleksler olusurlar.
Diger bir deyisle bir polimer molekiilii ile cok miktarda protein molekiilii baglanir. Bu ise
kompleksin suda coziinmesine neden olur. Ikincisi, protein molekiiliiniin konsantrasyonu
arttikca, protein metal iyonlarint daha kuvvetli adsorplanmasiyla coziinemeyen tiglii
komplekslerin parcalanmasi miimkiindiir. Boylece sistemde polimer ve protein-metal
kompleksi olusur. Mustafaev vd. tarafindan PE’in kimyasal yapisina bagl olarak, bu iki
faktoriin hangisinin etkili oldugunu cesitli polimerler icin incelenmistir. Metal iyonlar1 ile
kuvvetli polimer-metal kompleksi veren poliasit ve polibazlar PAA, PMAA, PVP, PVP alkil
tirevleri, PVI v.b.’dir. Uygun sartlarda birinci faktoriin etkisiyle polikompleks olusur.
Polielektrolit zincirinin metal iyonlar1 ile kompleks olusturmayan monomerler ile
seyreltilmesi (6rnegin pirolidon ilavesiyle olusan kopolimer) ikinci faktoriin etkisinin daha
fazla roliinii gostermektedir. Diger bir deyisle protein/polimer oraninin maksimum degeri
asildiginda (N>N,,) icli kompleks parcalanir. Buna gore incelenen sistemler, karisim
biyolojik sistemlerde biyopolimerler arasinda karisim metal iyonlar ilavesi ile olusan uygun
prosesleri modellestirebilir. Ornek olarak, niikleik asitlerin ve polisakkaritlerin
biyosistemlerde ayni yiiklii bilesenlerin metal iyonlar1 ilavesi ile kompleks olusumu, antijen

antikor reaksiyonu v.b. (Mustafaev, 1996a).

O — —_— — —o Aoregasyon
(PVP  PA)

CP(AA - VPD)

J CP(V -VPD)

W COKME

CP(AA -MVP)



39

Poliakrilik asit (PAA) ve BSA (Bovine Serum Albumin) arasinda Cu*™li kompleks olusumu
nétral suda calisiimistir. Cu®* konsantrasyonuna bagh olarak, PAA-Cu®* ve BSA arasindaki
kompleks, iki farkli sekilde sonuclanabilir. Diigiik Cu? konsantrasyonlarinda (ncy/naa< 0,15),
BSA konsantrasyonundaki fazlalik kompleksin asagidaki mekanizma gibi kirilmasina neden

olur.

BSA

(1) [BSA-Cu?*-PAA] BSA-CU™* , PAA

Yiiksek Cu** konsantrasyonlarinda (nc,/naa> 0,15), BSA konsantrasyonundaki fazlalik non-

stokiyometrik komplekslerin olugsmasina neden olur.

2
(1) [BSA-CU>-PAAJ—=2~ [(BSA),-Cu™"-PAA;

fyonize olmus poliakrilik asit ve diger polielektrolitler Cu** iyonu varliginda, spektroskopik
ve diger metodlarla analiz edilmistir ve bu calismalar kararli kompleks olusumunu
gostermiglerdir (Mustafaev ve Narimov, 1990a; Sara¢ vd., 1995; Mustafaev vd., 1996b;
Tabaka vd., 1999). Poli(N-izopropilakrilamit-co-akrilik asit) ve BSA’nin Cu* varliginda
kompleks olusumu nétral, fizyolojik tuz ¢ozeltisinde incelenmistir. Stabilite bagimliligi,
spektrofotometrik titrasyon ve jel filtrasyon kromatografisi ile calisilmistir (Mustafaev vd.,
1998a).  Coziinen ve ¢oziinmeyen Cu’* varhgindaki farkli protein ve polianyonlarin
olusturdugu ii¢lii kompleks, iyon degisimi kromatografisi ve voltametrisi tarafindan da

incelenmistir (Mustafaev vd., 1996¢).

Cu*? etkisiyle BSA ile anyonik polielektrolitlerle [Poliakrilik asit (PAA), Poli(N-
isopropilakrilikamit [Poli(NIPAA)], N-isopropilakrilikamit ve akrilik asidin kopolimeri sulu
ortamda fluoresans teknigi ve HPLC analizleri ile incelenmistir. Etkilesimin karakteri
monomerin bilesimi  (r = [COOH]J/[NIPAA]), [Cu+2]/[PE] ve [BSA]J/[PE] oranlar1 ve
¢ozeltinin pH’1na baghdir. Uclii polikompleks partikiiliiniin iki tipi kopolimerin r monomer
bilesimine bagl olarak olusturulur. r de 1/3’den 1/1’e, ti¢lii polikompleks yapisindaki protein
molekiilii polimer tarafindan siki bir sekilde sarmalaniyor ve uygulamada suyla iligkisi
azaliyor. r > 3/1 ‘de ise iicli polikompleks (PAA-Cu*>-BSA) partikiiliinde protein
molekiilleri ¢ozeltinin daha fazla etkisindedir (Filenko vd., 2001).
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2.5 Polimer-Protein Komplekslerinin Fonksiyonel Etkileri ve Bunlarin Pratikte

Uygulama Alanlari

Dogal olmayan polielektrolitlerin organizmaya verildiginde komplemant sisteme,
hemopoisese (Hemopoiesis), kan pirtilasma sistemine etki ederek yiiksek biyolojik aktiflik
sagladig1 bilinmektedir (Mustafev, 1996a). Polielekrolitlerin (PE) biyolojik etkilerinin temeli
biyosistem komponentleri (hiicreler, proteinler v.s) ile kooperatif etkilesimde bulunmalarina

dayanmaktadir.

2.5.1 Immiinolojide Polielektrolit Kompleksleri

1970°1i wyillarin baglarinda immiinolog ve kimyacilarin ortak caligmalar1 ile bazi
polielektrolitlerin immiin sistem {izerine etkisi aydinlatilmis ve yapay polielektrolitlerin bu
gibi amaclar icin daha uygun oldugu belirlenmistir. PE’lerin bu 6zelliklerini aydinlatmak
amactyla yapay polielektrolitlerle koyun eritrositlerinin kompleksleri olusturulmus ve bu
kompleksler hayvanlara immiinize edilerek, immiin cevabin yiikselmesinde PE’lerin etkili
olduklar1 gosterilmistir. PE’lerin bakteri, viriis tabiatli yapay antijenler i¢in tasiyici olarak
kullanilmasi sonucu immiin cevabin artmasi ve devamli bir immiin koruyuculuk saglamasi
sentetik ag1 tasarlama fikrini ortaya c¢ikarmistir (Mustafaev, 1996a). Yiiklii olmayan ve su
ortaminda yiiklenmeyen polimerlerle (polivinil alkol, poli-N-vinil pirilidon, polietilen glikol)
eritrositlerin kompleksleri yapilmig, fakat bu kompleksler immiin cevapta artig
saglayamamislardir yani bu tiir yapili polimerler adjuvant (yardimci) Ozelligi
tasitmamaktadirlar. Bu bilgiler 15181inda yiiksek molekiil agirlikli sentetik polielektrolitlerin
(PE), (negatif ve pozitif yiiklenmis veya ortamin fizyolojik sartlarina gore yiiklenebilen
polimerler; polianyonlar, polikatyonlar ve bunlarin kopolimerleri) monomerlerinin kimyasal
yapilarindan bagimsiz olarak adjuvant etkisi (immiiniteyi stimiile eden) gosterdigi sonucu
ortaya cikmustir (Mustafaev 1996b, 1996c¢, 1996d, 1996e, 1998a, 1998b; Basalp, 1996;
Ozeroglu, 1996; Giiney, 1997; Sarac, 1995; Mansuroglu, 2007). Bunun nedeni su sekilde
aciklanmistir: Bu polielektrolitlerin sentezi ve modifikasyonu daha kolaydir, istenen molekiil
agirhiginda, elektrik yiikiinde, konformasyonda veya yiiksek molekiiler yapida elde etmek
miimkiindiir. Suda 1iyi c¢Oziiniirler ve bilinen yapilarda cesitli  kompleksleri
sentezlenebilmektedir. Polielektrolitlerde molekiil agirligt polimerlesme derecesi ile
orantilidir. Polimerlesme derecesinin artmasi istenilen kompleksin olusumunu destekleyici
yonde etki eder ve polimerin baglanma miktarinda artis gozlenir. Bunun yani sira
polielektrolit ¢ozeltilerinin elektrokimyasal ozellikleri genellikle poliiyonun zincir boyuna

baghdir; yani polikompleksin cokmesi vb. ozellikler polimerin polimerlesme derecesine
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baghdir (Mustafaev, 1996a).
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Sekil 2.26 Fare karaciger hiicrelerinde antikor olusturan hiicrelerin (AFC) miktarinda artisin
4 degerli polikonidin (PC) tuzlarimin (a) 1-PC-C,Hs; 2-PC-C,H5-CH,CgHs ve (b) Poliakrilik
asidin (PAA) polimerlesme derecesine olan bagliligi. Polielektrolitin konsantrasyonu 50
mg/kg; 5x10°® eritrosit hiicre miktar (Mustafaev, 1996a, 2004).

Bu konuda yapilan bu ve diger fizikokimyasal ve immiinolojik caligmalar; immiin sistemin
uyartlmasinda, PE’lerin immiin hiicrelerin yiizeyi ile etkilesimindeki kooperatif
adsorbsiyonun ©nemli rolii oldugunu ve timusa bagli olmayan polimer yapili yapay

immiinojenlerin olusum prensibini agiklamaya imkan vermektedir.

PE molekiillerinin sulu ortamlarda supramolekiiler yapisinin degismesinin birinci yolu
hidrofoblagmasidir. Bunun i¢in poliiyon zincirlerinin yiizey aktif maddelerle yliklenmesi
gerekmektedir. PE’in yiizey aktif maddelere kovalent baglanmasi veya yiizey aktif maddelerle
PE’in arasinda elektrostatik baglarla kompleks olusmasi ile PE’ler hidrofoblastiriimaktadir.
Polimer molekiilii ile yiizey aktif maddeler (sodyum dodesil sulfat, sodyumdezoksi kelat, setil
trimetil, amonyum bromiir v.s.) arasinda elektrostatik kompleks olusumundan meydana gelen

komplekslerin yapis yiizey aktif madde/PE oranina baglidir (Mustafaev, 1996a)



42

1. Tip Eompleks 2. Tip Eompleks

Sekil 2.27 a ve b Suda ¢oziinen PE-Yiizey aktif madde kompleksleri

Sekil 2.27 a’da yiizey aktif madde/PE oranmin kiiciik oldugu degerlerde olusan 1. Tip
Kompleks, Sekil 2.27 b’de ise yiizey aktif maddenin konsantrasyonunun artmas: durumunda
olusan 2. Tip Kompleks goriilmektedir. Yiizey aktif madde konsantrasyonunun arttirilmasi ile
birinci tip intramolekiiler komplekste karsilikli etkinin artmasi sonucu 2. Tip elektrostatik

kompleks olusur. 2. Tip kompleksin kompaktlig1 1. Tip komplekse gore daha fazladir.

Supramolekiiler yapinin degismesinin ikinci yolu, PE’lerin gecis metal iyonlar1 ile kompleks
olusturmasidir. Bu metal iyonlar1 az yiiklii veya notral polimer molekiilleri ile birleserek, bu
polimerlerin hem komplementer yiizeylerle kompleks olusturma etkisini, hem de polimer
zincirlerinin ¢ozeltideki konformasyonunun diizenlenmesini saglamaktadir. Ornegin Cu*
iyonlarinin yiiksek konsantrasyonlarinda intramolekiiler agregasyon olusturur ve partikiiller

asimetrik yapiya yakin bir forma gecerler.

Sekil 2.28 Polimer-metal komplekslerinin [Me]/[PE] <<1(I) ve [Me]/[PE]>>1 (II) oranlarinda
olusan yap1

PE-Metal kompleks bilesenlerinin oranlarinin sabit degerlerinde olusan PE komplekslerinin
yapisi ¢ozeltideki PE’in baslangi¢ konsantrasyonuna baghdir. Fazla seyreltilmis ¢ozeltilerde
PE-Metal kompleksleri kompakt yapidadir. Polimerin baslangic konsantrasyonu arttik¢a
metal iyonlari ile makromolekiiller arasinda capraz baglar olusur ve sistemde assosiye olmus

asimetrik partikiiller meydana gelir (Mustafaev, 1996a).
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PE-Metal ve PE-Yiizey aktif madde komplekslerinin immiin sistem iizerine etki mekanizmasi
genelde aynidir ve PE kompleksinin kimyasal yap1 ¢evrimlerine baglidir. Kimyasal olarak
acik yap1 ile karakterize edilen PE kompleksleri immiin sistemi giiclii uyaranlardandir. PE
kompleksleri kompaktlastiginda ya immiin sistemi uyarmazlar ya da immiiniteyi yatigtirict
olarak calisirlar. PE’lerin immiinolojik aktifliginin olugsmasinda protein faktorii onemli bir rol
oynamaktadir. Oyke ki; kana enjekte edilmis PE makromolekiilleri kanda plazma proteinleri
ve ya hiicre ylizeyindeki proteinlerle karsilikli etkilesimde bulunabilirler ve makrofajlar
tarafindan adsorbe edilebilirler. Ayrica; PE kompleksinin immiin sistemi stimule etmesi; PE
kompleks bilesiminin hem polimer zincir uzunluguna, hem de kompleksin kompaktligina
baghdir. Stokiometrik olmayan PE kompleksleri antijen reseptorleri ile hiicre reseptorleri
arasinda birden fazla noktada etkisim imkani saglamaktadir (Sekil 2.29a). Stokiometrik PE
komplekslerinde ise antijen reseptorleri ile hiicre reseptorleri arasinda karsilikli etkilesim
ihtimali azalmakta ve birbirinden izole olmus kompleksler olugsmaktadir (Sekil 2.29b)

(Mansuroglu, 2007).

Sekil 2.29 Aym polimerlesme derecesine ve aynmi kimyasal yapiya sahip olan PE kompleksleri
(a) Lineer yapida PE kompleksi (b) Kompakt yapida PE kompleksinin hiicre yiizeyindeki
antijenlerle karsilikl etkilesiminin sematik gosterimi (Mustafaev, 1996a).

Dogal olmayan PE olarak sentezlenmis ilk suni antijen poli-2-metil-5-vinil-piridinin

trinitrofenol ile elektrostatik kompleksidir.
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Bu suni antijen organizmaya immiinize edildiginde immiin cevap olusturmasi i¢in bir
adjuvanta (yardimci) ihtiya¢ gostermez ve timus organi olan veya olmayan hayvanlarda
antikor olusumunu arttirir. Dogal olmayan ikinci tip antijen ise; kooperatif, elektrostatik ve
hidrofobik etkilesimlerle kararli hale getirilen proteinlerin PE-Protein kompleksleridir. Bu
kompleksler proteine spesifik antikorlarin sentezini uyarmislar ve immiin cevabin
olusmasinin immiin cevap genlerine ve timusa baghh olmadigimi gostermislerdir. Aym
zamanda protein antijenlerinin PE’lerle olan kompleksleri efektif as1 6zelligi gostermektedir.
PE komplekslerinin yapis1 ile (stabilitesinin, yiikiiniin, konformasyonunun ve diger
fizikokimyasal ©zelliklerinin) immiinolojik aktivite arasindaki baglar analiz edilmistir. Bu
sonuglar 1s18inda polimer bilesimli immiinojenlerin model yapis1 ortaya konulmustur

(Mustafaev, 1996a, 2004).
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Sekil 2.30 Poli-4-vinilpiridin (PVP)- BSA Komplesi ve PAA-BSA kompleksinin yapisi
(Mustafaev, 1996a, 2004).

Poli-4-vinilpiridin (PVP) ve PAA polimeri ile BSA’nin kompleksleri olusturup bu PE-Protein
komplekslerinin immiinojenligi incelenmistir. Tiim bu deneylerden elde edilen sonuglar

immiinojenligin PE’lerin kimyasina bagh oldugunu gostermistir. Ayrica bu ¢alismalar; PE-
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protein komplekslerinin organizma sartlarinda kararli olmasinin, bu komplekslerin immiin
sistemi aktiflestirmesinin en énemli sartt oldugunu gostermistir. Bu prosesin mekanizmasini
anlamak i¢in spesifik antikor olusturan hiicrelerin olusum kinetigi incelenmistir (Mustafaev,

1996a).

2.5.1.1 immiinojen Polilektrolit Kompleksinin Calisma Modeli

Polielektrolit kompleksleri immiinolojik etki gostermesi i¢in optimum sekilde yapilmalidirlar.
Immiinolojik aktif (veya ‘“pasif’) polielektrolit kompleksleri igin asagidaki model
gosterilmistir (Sekil 2.31). Gosterilen yiiksek immiinojen etkili polielektrolit kompleks
modelinin ayr1 ayn cizgilerini ifade eden en 6nemli fizikokimyasal kriterleri su sekilde

yeniden ag¢iklayabiliriz (Petrov vd., 1992; Mustafaev vd., 1990b, 1996a).

Sekil 2.31 Yiiksek (I) ve diisiik immiinojen (II) etkili antijen-PE komplekslerin modellerinin
yapist (Mustafaev, 1996a).

1) Antijen ve polimer molekiilleri fizyolojik sartlarda parcalanmayan stabil baglarla (cok
noktali elektrostatik ve hidrofob karsilikli etki, iyon koordinasyon ve kovalent baglama)

birlesmelidir.
2) Stokiyometrik yapili olmayan PEK’leri antijenin birkag¢ epitopunu igermelidir.

3) Yapisinda “ilmik” olan PEK’lerin (polimerin biikiilebilen serbest boliimlerinin olmasi) hem
protein ylizeyine yapismis hem de serbest “ilmik”te bulunan ilave olarak iyonlanmis gruplari,
PEK yiizeyinde kompleks partikiillerinin ¢ozeltide kalmasina yardim eden yayilmis hidrofil
bolge yaratir.

4) Antijen molekiillerinden toplanmis ve polimer tasiyicisi ile stabillesmis sert silindir
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(cubuk) tipli yap1; hem antijen determinantlarinin uygun yerlesmesini hem de biiyiik yiizey

olusmasin1 saglar.

5) PEK’in biyosistem komponentleri ile (proteinler, immiin hiicreler v.b.) ¢cok noktali
kooperatif karsilikli etkilesimde olma kabiliyeti; yapisinda olan “ilmik”lerdeki serbest
polimer fonksiyonel gruplarina gore olusur. Yiiksek immiinojen etkili PEK’ler biyosistem

komponentleri ile yiiksek kompleks olugma kabiliyetine sahiptir.

6) Antijen determinantlarinin uygun yerlesmesi ve antijen hiicre reseptorleri ile cok noktali
karsilikli etkisi i¢in daha 6nemli sterik sartlara uygun olan yapili kompleks. Bu nedenle

polivalent asilar yapmak i¢in polielektrolit kompleksinin mekanik karisimi daha 6nemlidir.

Sekil 2.32 a’da scannig elektron mikroskobu ile sigir eritrositlerinin immiinolojik etkiye sahip
olan polimerlerle ve bunlarin protein kompleksleri ile karsilikli etkisinden olusan polimer-
hiicre komplekslerinin incelenmesinden alinan sonuglar verilmistir. Goriildiigii gibi hem
polimerler hem de polimerlerin kompleksleri hiicre ile interpolimer kompleks olustururlar ve
bunlarin agregasyonuna neden olurlar. Yukarida agikladigimiz gibi hem saf polimer hem de
polimer-protein kompleksleri T-hiicrelerine bagli olmadan immiin cevap olustururlar. Alinmig
fizikokimyasal sonuglar T-hiicrelerine bagli olmayan immiin cevabin baslamasi icin antijen

hiicre kompleksinin hipotetik semasini gosterme imkani saglamistir (Sekil 2.32 b).

Sekil 2.32 Immiin cevap olusturan antijen-hiicre komplekslerinin hipotetik semasi. a- T-
Bagiml cevap. b- T-Bagimsiz cevap (Mustafaev, 1996a)

T hiicrelerine bagli olmayan immiin cevapta antijen B-lenfosit reseptorii ile yapi-spesifik
kontaktin olusumuna katilir (birinci spesifik signal). Ikinci signal B-lenfositin yiizeyinde

absorpsiyon olugsmus polimerden ileri gelir.
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2.5.2 Polielektrolit Kompleksler ve Yapay Asilar

Son yillarda yapilmis arastirmalar model antijenlerin yam sira (GG, SA-OA v.s.) mikrop ve
bakteri antijenlerinin polielektrolit komplekslerinin fazla immiinolojik aktiflige sahip
oldugunu gostermektedir (Cizelge 2.1; 2.2). Ornek olarak tiiberkiilozun protein antijeni
(PPD), H-antijeni, Salmonel, grip antijeni, menenjit mikrobunun B-polisakkariti, o-
fetoprotein ile (kanser antijeni) polikatyonlarin kompleksleri serbest antijenlerden
karsilasilirsa daha yiiksek immiinolojik aktiviteye sahiptirler (Petrov vd., 1992; Mustafaev
vd., 1990a, 1990b, 1996a). PEK’ler timusa bagli antijenleri timusa bagli olmayan
immiinojenlere cevirme imkani saglamaktadirlar. (Cizelge 2.3). Bir kat enjekte edildikten
sonra ilave yardimcilardan yararlanmadan giivenli immiinolojik hafiza meydana getirirler
(Cizelge 2.4). Boyle PEK’ler ayn1 zamanda yiiksek koruyucu aktiflige sahiptirler ve bunlar

temel alan yapay asilarin sentezlenmesinde biiyiik olanak saglarlar.

Cizelge 2.1 Serbest BGG, tiiberkiilozun protein tiirevi (PPD) ve bunlarin PVP (R2, R16)
kompleksleriyle immiinize edilmis farelerin dalagindaki antikor olusturan hiicrelerin (AOH)

miktari.
1) PREPARAT 2) AOH 3) FARE SAYISI
4) BGG 6) 5000+5.35 8) 18
5) PVP(R2, R16)-BGG 7) 10000015000 9) 18
10) PPD 12) 25+5.0 14)18
11) PVP(R2,R16)-PPD 13) 25000+2000 15)18

Cizelge 2.2 Ovalbumine (OA) karsi1 olan Ig-E’nin miktar1 (Fareler OA ve OA’ nin PEK si ile
immiinize edilmisler)

16) SAYISAL 17) IgE nin titri (log-/T)
18) Oran 20) PVP (R2,R16)-OA* 22) PVP (R2,R16)-OA*
19) Noa/Npg 21) B=5 mol % 23) B~7 mol %
24)2.0 25) 6.6 26)7.8
27)3.8 28)5.6 29)5.5
30)4.0 31)4.0 32)5.1
33)5.0 34)3.4 35)4.0
36) 6.0 37)4.0 38)3.5
39)8.0 40)3.0 41)4.8

(*) serbest ovalbumin i¢in Ig-E’nin titri 4.0’ a esittir.
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Cizelge 2.3 Normal ve timusu olmayan farelere SA, GG ve bunlarin kuaternlesmis poli (4-
vinil-piridin) ile kompleksleri verildiginde olusan immiinolojik aktiflik.

' 44) Dalakta protein 45) Farelerin
42) Farelerin gen tipi 43) Immiinojen spesifik
antikorlarin sayl1st
46) CS7TBL/6(+/+) 48) BSA 50)25+10 52)6
47) C57TBL/6(+/+) 49) BSA-PVP(R,R6) 51) 2500+400 53)6
54) Nude (nu/nu) 56) BSA 58) - 60)3
55) Nude (nu/nu) 57) BSA-PVP(R;,Ry6) 59) 600100 61)5
63) CS7BL/6(+/+) 65) BGG 67)2500+400 69) 6
64) CS7BL/6(+/+) 66) BSA-PVP(R;,R) 68) 3500+200 70)6
72) Nude (nu/nu) 74) BGG 76) 200+20 78)5
73) Nude (nu/nu) 75) BSA-PVP(R;,R;6) 77)20000+2500 79)5

Cizelge 2.4 Farelerde ikinci immiinizasyondan sonra serum albumine kars1 olusan immiin

cevap

Birinci veya ikinci immiinlagtirmadan 7
Immiinlastirma Farelerin sayis1 giin sonra AOH miktar1
Farelerin sayisi

Birinci ikinci 25IgM IgG

BSA - 18 23,5+2 5,542

BSA BSA 11 20 +4 62

PVP(R;,R;6)-BSA - 15 3840+470 3990+300

PVP(R2,R;6) - 14 5920+720 7450+680

2.5.2.1 Uclii Polielektrolit Kompleksler

Yukaridaki bilgilerden elde edilen sonuclara gore,

stabil yapil1 kompleksler (veya

konjugatlar) en fazla immiinolojik aktiflige sahiptirler. Boyle sistemlere ornek olarak PE ve

antijen molekiillerinin (fragmentlerinin) kooperatif elektrostatik ve hidrofob karsilikli

etkisiyle stabillesmis kompleksleri veya fonksiyonel gruplart kovalent bagla baglanmis

komponentlerden olusan konjugatlar1 gostermek miimkiindiir. Ancak PE’ler veya antijen

molekiilleri birbiriyle baglanmak i¢in uygun fonksiyonel gruplar veya hidrofob radikallere

sahip degillerse bunlarin kimyasal modifikasyon problemi ortaya ¢ikar. Bu ise polimerlerin

biyolojik etkisinin genis boyutta degismesine neden olur.

Dogal PE’ler ve metal iyonlar1 esasinda ila¢ preparatlarinin alinma metodu bir seri
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aragtirmalarda gosterilmistir (Mustafaev vd., 1990a, 1990b, 1996a). Mikroplar yoluyla
olusmus hastaliklarin tedavisinde polisakkarit-protein karisimi bazi metallerin katkisiyla
kullanilabilmektedir. Giiniimiizde BN meninjit icin spesifik olan proteinle polisakkaritin
farmakolojik metalle ti¢lii kompleksi pratik olarak kullanilmaktadir. Son zamanlarda cesitli
protein antijenlerinin sentetik PE’lere metal katilmasiyla olusan {i¢lii kompleksler esasinda
yiiksek etkili immiinojenler elde edilmistir (Mustafaev ve Norimov, 1990a). Bu sistemlerin
onemi, PE-protein karisimina ¢cok az miktarda metal iyonu ilave edilmesiyle stabil tiglii
kompleks olusmasiyla anlasilmaktadir. Proses teknolojik acidan c¢ok basittir ve
komponentlerin kimyasal yapisinin degismemesi acisindan oldukca onemlidir. Kiigiik
molekiillii “ilaveler” veya mediyatorler (ara baglayicilar) gibi yiizey aktif maddeler ve gecis

metal iyonlar1 (Cu®*, AI**, Pt**, Fe* ve digerleri) kullanilmustir.

praigin

Sekil 2.33 CP makromolekiiliiniin ve SA fonksiyonel gruplarinin Cu® iyonlar1 vasitasiyla
kompleks olusumunun sematik gosterilmesi ve olusan ticlii PMC’nin yapisi.

Cizelge 2.5’de boyle sistemlerden birisi icin 6rnek degerler verilmistir. Tablodan goriildiigii
gibi iiclii kompleksler serum albumine kars1 hem birinci hem ikinci immiin cevabini ¢ok fazla

miktarda arttirmaktadir.

Cizelge 2.5 Farelerde proteine spesifik olan ikinci immiin cevap

Preparat Farelerin sayisi Ikinci cevap IgM Anti SA miktar IgG
BSA 18 23.5+2.1 5523
BSA 11 20+4.2 6+2.1
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BA-CP1 10 10 + 4.0 5+2.0
BSA-Cu**-CP1 15 22400 + 1570 14720 + 1200
BSA-CP2 10 20 4.0 6+2.0
BSA-Cu*-CP2 15 2400 + 1670 10500 = 750
BSA-Cu*? 10 20 +4.0 55+2.3
PVP(R2,Ri6)-BSA | 14 5960 + 724 7446 + 678

Cizelgeden goriildiigii gibi iiclii komplekslerin immiin cevabi ikili elektrostatik komplekslere

gore daha fazladir.

2.6 Protein Ozellikteki Tastyic1 Molekiiller

Hem kisa (10-12) hem de uzun aminoasit zincirlerine sahip sentetik peptidler antikor
olusturmak icin yeterli biiyiikliikteki molekiiler boyutlara sahip olmadiklarindan, peptidlere
kars1 antikor iiretiminde immiinojenligi arttirmak icin peptidlerin daha biiyilk molekiil
boyutuna sahip tasiyicit proteinlere baglanmasi gerekmektedir (Deen vd., 1990). Biiyiik
molekiiler boyutlardaki BSA, Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH), Ovalbumin (OVA) gibi
globular proteinler, peptidler i¢in tasiyici olarak kullanilmakta ve kiiciik boyutlu peptidlerin

in-vivo sistemde antikor olusumu prosesinde taninmasini saglamaktadirlar.

BSA ve KLH genel olarak en sik kullanilan tasiyici proteinlerdir ve peptidler bu tiir
tastyicilara kararli kovalent baglarla baglanirlar. Baglanma (konjugasyon) bolgesi, peptid
dizilimine bagl olarak; dizinin N- ucu, C- ucu ya da icerisindeki herhangi bir nokta olabilir.
Peptidler icerdikleri aminoasit kompozisyonuna gore N- ucundan, C- ucundan ya da dizinin
icerisindeki herhangi bir fonksiyonel grubundan konjugasyona girebilirler. Konjugasyon
noktast karboksil (-COOH), amino (-NH») ya da siilfidril (-SH) uclar1 olabilir. Antijenik
peptid dizilimi tasiyict proteine (BSA, KLH, OVA vb.) baglanacagi goz Oniinde
bulundurularak sentezlenmelidir [6]. Antikor olusumunda iyi sonuglar elde etmek i¢in uygun
antijenik peptid dizilimini segmek ve buna bagl olarak konjugasyonun dizaynin1 yapmak
oldukga kritik noktalardir. Peptidin tasiyici protein yiizeyinde konumlanmasi ve yerlesimi
secilen baglanma yonteminden etkilenmektedir. Sisteine dayali aminoasit spesifik baglanma

yontemleri genel olarak maleimidler ile yapilmakta ya da serbest —SH grubunun kovalent
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olarak etkilesmesine dayanmaktadir. Diger baglanma yontemleri ise genel olarak serbest
amino gruplarn i¢in glutaraldehit ya da N-Hidroksisiiksinimid reaktif gruplar1 kullanilarak
gerceklestirilmektedir. Peptidler antikor olusturmak amaci ile immiinizasyon i¢in proteinlerle
baglanacaglr zaman konjugasyon icin spesifik baglanma yontemlerinin kullanilmasi, peptid
dizilimine sistein eklenmesi gibi klasik yontemlerden kaginilmasi gerekmektedir (Deen vd.,

1990; Acar, 2006).

2.6.1 BSA’mn Tasiyici Protein Olarak Kullanildigi Calismalar

Mustafaev ve arkadaslari (2002a) tarafindan yapilan ve diisiik immiinolojik ozellikteki
Betulin (B) molekiiliiniin tasiyic1 protein olan BSA’ya % 90 verimle kovalent olarak
baglandig1 c¢alismada BSA*B konjugatlart 1-etil3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid
hidrokloriir kullanilarak sentezlenmistir. Suda ¢oziinebilir 6zellikteki BSA*B konjugatlarinin
UV analizi sonucu agregat olustugu gozlemlenmistirr HPLC analizinde elde edilen
kromatogramda ise BSA’ya ait pik ve alikonma zamani 1 olarak gosterilirken 2 numarali
ornek BSA*B konjugatina aittir ve bu kromatogramda iki pik goriilmiistiir. Konjugatin
alikonma zamaninin (RT)’da saf BSA’ya gore kaydig: gosterilmistir. BSA*B konjugatina ait
kromatogramdaki ilk pik konjugata ikinci pik ise ortamda bulunan ve reaksiyona girmemis

serbest BSA’ya ya da birka¢ Betulin molekiiliine baglanmis BSA’ya aittir.

5_

D40

4_
.
£ 31 .
= BSA—Petulin
2" BSk

14

I:I r~ 117 1 17 7717 771"

240 260 230 300 320 340 360

Dralgabaym (rom) 5 10 15 20 25 BT, mm

Sekil 2.34 Saf BSA ve BSA*B konjugatina ait (a) UV spektrumlar1 (b) HPLC
kromatogramlari, (1=>BSA, 2 => BSA*B konjugati).
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Sekil 2.35 Saf BSA ve BSA*B konjugatina ait Fluoresans spektrumu, spektrumda 1 numarali
ornek BSA, 2 numarali 6rnek ise BSA*B konjugatidir (Mustafaev vd., 2002a)

Deen ve arkadaslarinin (1990) diisiik orandaki hidroliz 6zelliginden dolayr konjugasyon
reaktifi olarak 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid (EDC)’i sectikleri konjugasyon
calismasinda, tasiyict protein olarak iclerinde BSA’nin da bulundugu cesitli molekiillerin,
sentetik peptidler (SP) ile konjugatlari sentezlenmistir. N-metil imidazol (NMI)’iin
kullanildig1 konjugasyon reaksiyonundan elde edilen konjugatlar ile standart EDC baglanma
reaksiyonu karsilagtirllmis ve NMI'nin baglanma reaksiyonu ve konjugatin immiinojenligi
izerine etkisi arastirilmigtir. Calismalar sonucunda NMI ile olusturulan konjugatlarin serbest

peptidlere kars1 daha spesifik immiin cevaplar olusturdugu saptanmistir (Deen vd., 1990,).

2.7 Lineer Polimer Ozellikteki Tasiyic1 Molekiiller

Zayif immiinojenik ozellikteki sentetik peptidler antikor olusturmak i¢in yeterli biiyiikliikteki
molekiiler boyutlara sahip olmadiklarindan, peptidlere kars1 antikor iiretiminde immiinojenligi
artirmak icin peptidler, proteinlerin yam1 sira lineer Ozellikteki polimerlere de
baglanabilmektedir. Poliakrilikasit (PAA), PoliN-isopropilakrilamit (NIPAA), PoliN-
vinilprolidon (VP), Polivinilpiridin-Polisetilpiridin kopolimeri ve Polivinilpirilidon-
Poliakrilikasit (VP-AA) kopolimerleri vb. genel olarak kullanilan lineer tasiyicilardir ve

peptidler bu tiir tasiyicilara kararli kovalent baglarla baglanirlar (Giirhan vd., 2002).

Konjugasyon bolgesi proteinlerde oldugu gibi peptid dizilimine baglh olarak; dizinin N- ucu,
C- ucu ya da icerisindeki bir nokta olabilir. Konjugasyon noktast karboksil (-COOH), amino
(-NH;) ya da siilfidril (-SH) uclar1 olabilir. As1 olarak kullanildiginda onemli bir etki
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olusturan sentetik peptidler, haptenler vb. molekiiller spesifik antikor olusturmak icin
giinlimiizde oldukca yaygin kullanilmaktadirlar. Ancak tedavi edici ajanlarin ve sentetik
peptidlerin ya da haptenlerin; diisiik ¢coziiniirliigii, kararsizligi, kiiciik molekiil boyutlarindan
dolayr antijenik Ozelliklerinin diisiik olmasi, biyouyumlu ve spesifik olmayis1i ya da
toksisitesi gibi istenmeyen Ozellikleri onlarin etki yeteneklerini oldukg¢a azaltmistir. Ancak
proteinlerin, antijenlerin ya da ila¢ etken maddelerinin suda coziinebilir polimerler ile
konjugatlarinin olusturulmasi, tedavi edici ajanlarin 6zelliklerini ve immiinojenligini 6nemli
Olclide degistirmektedir. Antijenik peptidlerin suda ¢oziinebilir polimere baglanmast ¢ok

yonlii etkilere sahiptir. Bunlardan bazilari;

e Peptidlerin modifikasyonu saglamak,
¢ Hidrofobik 6zellikte olanlarin suda ¢6ziinebilirligini arttirmak,

e Bolgesel etkilerini yiikseltmek,

¢ Immiinojenik etkilerini ve immiinoreaktifliklerini arttirmak ve

e (Canli organizmada daha uzun siire etkili olmasini saglamaktir (Mustafaev ve

Mustafaeva, 2002b)

Polimerik konjugatlarin bu egsiz 6zellikleri tedavi edici etkilerini de arttirmaktadir. Boylece
klasik adjuvantlara en iyi alternatiflerden bir tanesi olarak da pozitif ya da negatif olarak
yiiklii, immiinolojik olmayan sentetik polielektrolit kullanimidir (Mustafaev, 1996a).
Polimerik tasiyici olarak kullanilan bazi polielektrolitlerin genel gosterimi asagida verilmistir

(Mustafaev ve Mustafaeva, 2002b).

=>» Katyonik Polielektrolitler

—(HyC——CH)7— (HoC——CHyy —(H,C——CH) = (Ho,C——CHYz
N/ N+ Br= N+ Br~
C2H5 C16H33
4-vinilpiridin ve 4-vinil-N-etilpiridin 4-vinilpiridin ve 4-vinil-N-setilpiridin
kopolimeri kopolimerleri

Sekil 2.36 Tasiyic1 polimer olarak yaygin kullanilan Katyonik Polielektrolitler
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=>» Anyonik Polielektrolitler

—( HpC—CH) 7 ( HoC——CH) =

C—0 ——O
—( H,C—CH )n— |OH TH
C=—0
CH
o HG” CHy
Poliakrilik asid - N-isopropilakrilamid
Poliakrilik asid kopolimeri

—( HZC—?H ) ( HZC—?H)m—
N

COOH o

Poliakrilikasid - N-vinilpirolidon
kopolimeri

Sekil 2.37 Tasiyic1 polimer olarak yaygin kullanilan Anyonik Polielektrolitler

Polielektrolitler, sentetik peptidler ile konjugatlarmin gii¢clii koruma 6zelliklerinden dolayi

yapay as1 bilesenleri olarak diisiiniilmektedir (Mustafaev ve Mustafaeva, 2002b).

Mustafaev  ve arkadaslar1 tarafindan geleneksel metodlar kullanilarak, sudaki
makromolekiillerin aktive edilmis fonksiyonel gruplar1 arasinda gerceklesen reaksiyonlar ile
protein-lineer polielektrolit, peptid-lineer polielektrolit kovalent konjugatlar1 sentezlenmistir.
Karbodiimid aktivasyonu ile gerceklestirilen iki basamakli kovalent konjugasyon reaksiyonu;
polimerin karboksil gruplarmin karbodiimid ile aktive edilmesi ve sonrasinda karboksil
gruplan ile proteinin ya da peptidin amino gruplar1 arasinda kondenzasyon reaksiyonun
olusumu ile gerceklesir. Birinci basamak siiresince karboksil grubunun karbodiimide
saldirmasi ile O-agilisoiire ara iirlinii olugsmaktadir. Daha sonrasinda kararsiz olan bu ara
iriine peptid ya da proteindeki amino gruplarinin saldirmasiyla polimer ile peptid veya

protein arasinda ¢apraz baglanma gerceklesmektedir.
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Baglanma Bélgest Sistein-SH

+
~— ~H reaktf grp

Polimer-Peptid Konugat

Sekil 2.38 Sistein igeren peptidin polimerle olusturdugu konjugatin sematik gosterimi
(Hoffman, 2000)

Poliner

\
L.

‘ é% AT Hidrofobik Bolge
<" Hidrofilik Bélge

Sekil 2.39 Kisa zincirli peptid molekiillerinin lineer ve uzun zincirli polimerler ile
olusturduklar1 konjugatlarin sematik gosterimi (Mustafaev, 1996a, 2004)

Yukarida anlatildigr gibi karbodiimid kullanilarak peptidlerin tasiyict polimerlerle kovalent
konjugasyonu sonucu sentezlenen konjugatlarin yiiksek immiinolojik 6zellige sahip oldugu
Yapilan calismalarla gosterilmistir ve konjugatin yiiksek immiinolojik 6zelliginin polimerin

adjuvant etkisine bagli oldugu diisiiniilmektedir (Mustafaev, 2004).
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3. KULLANILAN OLCUM YONTEMLERI

3.1 UV-VIS Spektroskopisi

Tek renkli ve Ip siddetindeki 151k demeti kalinligi 1 cm olan bir tiipte bulunan c¢ozeltideki
molekiiller tarafindan absorplandiginda siddeti azalir ve tiipii I siddetinde terk eder. Bu

azalma Lambert-Beer esitligi ile ifade edilir.
log I,/ I=€bc =A (3.1)

Burada ¢ mol/lt cinsinden derisimi, € It/mol.cm cinsinden molar soniimlenme katsayisini ve b
de cm cinsinden 6rnek kabinin kalinligini temsil etmektedir. A’ya ise absorbans ya da optik

yogunluk denir.

I, *D_»I

-b-

Sekil 3.1 Isik, ¢ konsantrasyonunda, b cm kalinliginda bir ortamdan gecerken, absorbsiyon
nedeniyle siddeti Iy’dan I’ya diigmiistiir.

Gecirgenlik;

T=11y (3.2)
Absorbans;

A=log Iy/1 (3.3)

Absorbans ile derisim arasindaki bu iliskiden analitik olarak yararlanilir. Ancak bu
calismamizda proteinlerin belli dalga boyunda (280 nm) absorbans piki verdikleri gercegine
dayanarak UV-VIS molekiiler absorbsiyon spektroskopisi yontemini tanima amacl olarak
kullanildi. Ayrica tiirbidimetrik titrasyon ¢aligmalart sirasinda goriiniir bolgede 400 nm’de

cozeltilerin absorbansini 6l¢gmede kullanildi.
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3.2 FT-IR Spektroskopisi

Elektromanyetik spektrumun dalgaboyu 0.75 pum ile 1000 um arasinda kalan bolgeye infrared
bélgesi adi verilir. Infrared bolgesini, yakin (0.75 um-2.5 um), orta (2.5 pm—15 pm) ve uzak
(15 pm—1000 pm) infrared olarak iice ayirabiliriz.

Infrared absorbsiyon spektroskopisine titresim spektroskopiside diyebiliriz Bunun sebebi
infrared 1s1nlar1 molekiiliin titresim hareketleri tarafindan absorplanmasidir. Ciinkii infrared
1s1mast UV ve goriiniir bolge 1s1masi gibi elektronik gegisleri saglayacak kadar yiiksek enerjili

degildir. Ancak molekiildeki donme ve titresim diizeyleri arasindaki gecisleri saglayabilir.

Bir molekiiliin infrared 1s1masini absorplayabilmesi i¢in dipol momentinde bir degisim olmasi
gerekmektedir. Molekiil iizerine gonderilen infrared 1stmasinin frekansi, molekiiliin titresim
frekansina esit oldugu zaman ancak bir absorpsiyon sdz konusu olabilir. Bunu HCI molekiilii
izerinde agiklamaya calisirsak Cl elektronegatif bir element oldugu icin H-Cl arasindaki bag
elektronlar1 Cl atomu tarafindan cekilecektir. Yani simetrik bir yiik dagilimi olmayacak,
elektronlar Cl atomu etrafinda yogunlasacaktir. Bu nedenle HCI, polardir ve net bir dipol
momentten bahsedilebilir. O,, N, Cl, gibi homoniikleer molekiillerde titresim ve donme
hareketleri sirasinda net bir dipol moment degisimi olmadigi i¢in bu molekiiller infrared
1simasin1 absorplayamazlar. Polar olmayan baglar (organik molekiillerdeki C-C ve C-H
baglarinin ¢ogu) zayif sogurmaya neden olurlar. Buna karsilik, polar baglar (C=0O gibi)

kuvvetli sogurma gosterirler.

Molekiillerin hareketlerini titresim ve donme olarak siniflayabiliriz. Donme hareketi,
asimetrik bir molekiilde, molekiillerin agirlik merkezi etrafinda donmesiyle dipol momentte

bir degisiklik olmasidir.

Titresim hareketi ise gerilme ve egilme titresimleri olarak ikiye ayrilir. Gerilme titresimleri,
iki atom arasindaki baglarin simetrik veya asimetrik gerilmesi sonucunda (bag uzamasi veya
kisalmasi) ortaya ¢ikmasidir. Egilme titresimleri ise yana sallanma, makaslama, biikiilme ve

One arkaya sallanma olarak 4’e ayirabiliriz.
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asimetrik simetrik
T ST e
gerilme

R~ H R ONH

R\ Y ‘\ R\ ‘\’
)\"' / >\H§ duzlem igi
= H) R H edilme
makaslama salinma

R ol Ry .1—.

)\ . )’\ diuzlem disi

R pll R Hl egilme
sallanma burkulma

Sekil 3.2 Molekiildeki titresim hareketlerinin gosterimi.

Kovalent baglarla bagli atomlarin ¢ekirdekleri bir yayla birbirine bagli iki topunkine benzer
sekilde titresir ya da salinirlar. Molekiiller infrared 15181 sogurduklar1 zaman, sogurulan enerji,
bagli atomlarin titresim genliklerinde bir artmaya neden olur. O zaman molekiil uyarilmig

titresim halindedir. Molekiil temel hale donerken sogurulan enerji 1s1 olarak aciga cikar.

Baglarin titresim halleri, sabit ya da paketlenmis enerji seviyelerinde olusur. Belirli bir bag
tiriiniin belirli bir dalgaboyundaki sogurmasi temel hal ve uyarilmis hal arasindaki enerji
farkina baghdir. Bu nedenle, farkli bag tiirleri (H-H, C-C, O-H ve digerleri) infrared 1sinin1

farkli karakteristik dalgaboylarinda sogururlar.

Infrared spektrumlarinin cogu dalgaboyu ya da frekans1 %T’ye karsilik verir. Bir molekiildeki
bir bag farkli salimmmlar gosterebilir; bu nedenle belirli bir bag birden fazla dalgaboyunda
enerji sogurabilir. Ornegin bir O-H bag1 3300 cm™ (3.0 pm) dolayinda enerji sogurabilir. Bu
dalgaboyundaki enerji O-H baginda artan gerilme titresimlerine neden olur. O-H bagi 1250
cm™ (8.0 um) dolayinda da sogurabilir; bu dalgaboyundaki enerji artan egilme titresimlerine

neden olur. Bu farkl: titresim tiirleri farkli temel titresim modlar1 diye bilinir.
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O 0
/ ~y / “H
HyC HaC
geriime egilme

Sekil 3.3 CH30OH’daki gerilme ve egilme titresimleri.

Bir bagin sogurdugu enerji miktari, bag yapan atomlar titrestikce bag momentindeki
degisiklige baglidir. Bag momentindeki daha biiyiik bir degisiklik daha biiyiilk miktardaki

enerji sogurmasiyla sonuglanir.

Modern infrared diizenekleri spektrum elde etmek icin hizli bir Fourier analizi uygular ve

Fourier transform infrared (FT-IR) spektrometreleri olarak bilinirler.

Spectrometer

‘L Source 2. Interferometer

[ ] -
}
}
3.Sample

H I b e S
| S-S e htnbas iy
| 4
Interferogram FFT Spectrum
}

5. Computer

4 Detector @

Sekil 3.4 Modern bir FT-IR spektrometresinin genel gosterimi.

Infrared 1s1tmmu iki demete ayrilir. Bir demet duragan kalirken, digeri hareketli bir demet
olusturmak {izere hareketli bir aynaya yonelir. Daha sonra bu iki demet degisken bir demet
elde etmek lizere birlesirler. Belirli bir dalga boyunda, degisken demette ya daha cok 1s1k
enerjisi (yapici girisim) ya da daha az 1s1k enerjisi (yikici girisim) olacaktir. Degisken demet
ornekten gecirilir, sayisal hale getirilir ve bir bilgisayarla infrared spektruma Fourier-

doniisiimlii hale getirilir.
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3.3  Fluoresans Spektroskopisi

Bir molekiiliin enerjisi, elektronik (E,), vibrasyonal (E,) ve rotasyonal (E;) enerjilerin
toplamindan olusmaktadir. Her bir elektronik enerji seviyesi bir seri vibrasyonal seviye
bulundurmaktadir. Vibrasyonal seviyeler de birbirine olduk¢a yakin olarak yer alan
rotasyonal seviyeler icermektedir. Genel bir kural olarak, oda sicakliginda molekiillerin
cogunun temel elektronik halin en diisilk vibrasyonal seviyelerinde bulundugu kabul
edilmektedir. Molekiiler orbitalde spinleri antiparalel olarak yerlesmis elektron ciftinin
durumu singlet hal olarak adlandirilir. Bu elektronlarin spinlerinin paralel oldugu durum ise

triplet hal seklinde ifade edilmektedir.

Isik enerjisi absorplandiginda temel hal So’dan yukari dogru enerji gecisleri meydana
gelmektedir. Absorpsiyon spektrumunda birbirine ¢ok yakin olarak yer alan rotasyonal
seviyeler arasi gecisler algilanamaz. Bazi molekiillerde vibrasyonal seviyelerin yerlesimi ¢cok
karmagik degildir. Bu molekiillerdeki vibrasyonal seviyeler absorpsiyon spektrumunda bir

seri maksimum noktas1 seklinde izlenebilir.

Herhangi uyarilmis (excite) halin iist vibrasyonal seviyelerinde bulunan bir elektron, fazla
vibrasyonal enerjisini ¢evresindeki molekiiller ile carpigsma sirasinda verebilir. Bu islem
vibrasyonal relaksasyon olarak adlandirilmaktadir. Bir molekiiliin, yiiksek elektronik
seviyenin diisilk vibrasyonal seviyesinden, diisiik elektronik seviyenin iist vibrasyonal
seviyelerine gecisi ise “i¢ gecis ’(vibrational relaxation) olarak adlandirilmaktadir (Sekil 3.5).
Kural olarak molekiiliin en diisiik uyarilmis hali S;’in, en diisiik vibrasyonal seviyesine gegisi
gerceklesir. S, uyarilmis halde kalma siiresi (lifetime of S; state) 10” s dolayinda iken daha

iist seviyelerde 10" s kadar olmaktadur.

Uyarilmis singlet hal S;’in en diisilk vibrasyonal seviyesinden temel hal S,’in herhangi
vibrasyonal-rotasyonal  seviyelerine geciste verilen emisyon fluoresans olarak
adlandirilmaktadir. Triplet halden temel hale geciste olusan emisyon ise fosforesans
denilmektedir (Sekil 3.5). Fluoresans maddenin uyarilmis halde kalma siiresi fluoresans omrii
(lifetime) seklinde isimlendirilir. Emisyonun yiiksek hizda gerceklestigi fluoresansta Omiir
10%s-10ns  kadardir. Fosforesansta emisyon fluoresansa gore daha uzun siirede
gerceklesmekte ve Omiir milisaniye diizeyinde olmaktadir (Lakowich, 1986; Demchenko,

2000).
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Sekil 3.5 Jablonski Diyagrami

3.3.1 Ayna Goriintiisii Kurah

Bir molekiiliin absorpsiyon spekturumu elektronik olarak uyarilmis halin vibrasyonal
seviyelerini yansitmaktadir. Genellikle elektronik uyarma vibrasyonal seviyelerin yerlesim
durumunu degistirmediginden, emisyon spektrumu molekiiliin absorpsiyon spektrumunun

ayna goriintiisiine ¢cok yakindir (Sekil 3.6 ).

ABS EMIS.

Dalgaboyu

Sekil 3.6 Fluoresans emisyonunda ayna goriintiisii
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3.3.2 Stokes Kanunu

Enerjide meydana gelen kayip nedeniyle, fluoresansin dalga boyu uyaran (excitation) 15181n
dalga boyundan daima daha biiyiiktiir. Kural olarak buhar fazindaki atomlar haric,
absorpsiyona gore emisyonda daima daha diisiik dalga boylarina dogru bir kayma izlenir. Bu
durum ilk defa 1852 yilinda Stokes tarafindan izlendigi icin “Stokes shift” adin1 almustir.
Solvent etkisi ve uyarilmig halde gerceklesen reaksiyonlar nedeniyle Stokes shift daha

kapsaml1 boyutta gergeklesebilir (Lakowicz, 1986; Demchenko, 2000).

Stokes shiftinin, indol molekiilleri cevresinde yer alan ¢o6ziicii molekiillerinin yerlesim
diizeninin eksite halde hizla degiserek farkli bir durum almasindan ileri geldigi sonucuna

varilmistir (Szabo ve Rayner, 1980).

3.3.3 Fluoresans Omrii ve Kuantum Verimi

Kuantum verimi birim zamanda, ‘“steady-state” sistemde yayimlanan foton sayisinin,
absorplanan foton sayisina oranina denir. Hiz sabitleri I' ve k uyarilmis hali azaltir. Kuantum

verimi,
o=I'/T+k (3.4
formiilii ile ifade edilmektedir.

Fuoresans emisyonundaki duruma benzer Ornek olusturan radyoaktif bozunmada
deaktivasyonun radyasyon hizi, radyoaktif bozunma hizindan daha kiiciik ise( k<< I' )
kuantum verimi 1’e yaklasabilir. Hesaplamalarda kolaylik saglamasi agisindan tiim olasi
bozunma prosesleri tek hiz sabiti k ile ifade edilerek, tek bir grup olarak

degerlendirilmektedir.

Fluoresans oOmrii3(lifetime) ise, molekiiliin uyarilmis halde kaldig1 ortalama siiredir.

Genellikle bu siire 10ns dolaymdadir. Omiir,
T=1/T+k (3.5)
esitligi ile verilmektedir.

Bazi molekiiller t = T aninda fotonlarin1 yayarlar. Bir tek eksponensiyal bozunmada t = T ‘den

once molekiiliin % 63 ‘i ve t>Tanindada % 37’si degisime ugramaktadir.

Fluoresans emisyonu gerceklesirken, 1stma disginda i¢ gecisler v.b. ile enerji kayiplari
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meydana gelmediginde hesaplanan fluoresans Omriine “intrinsic” fluoresans émrii denir ve
T=1/T (3.6)

formiilii ile ifade edilir. Kuantum verimi ile fluoresans 6mrii arasindaki baglant1 ise

0=1/1, (3.7)
formiilii ile verilmektedir ( Lakowicz, 1986).

Kuantum verimi, oda sicakligindaki sivi ¢ozeltide son derece kiiciik degerdedir. Triplet
halden singlet hale gecisler simetri nedeniyle engellenmistir ve emisyon hizi yaklagsik 10°
dak” veya daha kiiciik olmaktadir. k degeri yaklasik 10° dak™ oldugundan fosforesans
kuantum verimi de oda sicakliginda diisiik degerdedir (Lakowich, 1986; Demchenko, 2000).

Triptofan ve triptofan tiirevlerinin fluoresans bozunmalar1 (decay) tek eksponensiyal kinetik
tarzina uymaktadir. Triptofanin 20°C’de fluoresans omrii (lifetime) yaklagik 3ns kadardir. Tek
foton sayma fluoresans teknikleri (single photon counting fluorescence techniques) ile elde
edilen sulu cozeltilerdeki triptofanin fluoresans bozunma grafiklerinden fluoresans dmriiniin
hesaplanmasinda, iki eksponensiyal kinetikler kullanilmistir. Bu sekilde 335 nm’deki
maksimum emisyon ile ilk lifetime 0,5 ns, 350 nm’deki maksimum ile diger lifetime 3,1
dolayinda bulunmustur. Birden fazla triptofan igeren proteinlerde multi eksponensiyal
kinetikler kullanilmaktadir ve bilesenlerin degeri dalga boyuna baghdir (Szabo ve Rayner,

1980).

3.34 Protein ve iiclii = Polimer-Metal-Protein = Molekiillerinin  Fluoresans

Ozelliklerinden Yararlanilarak incelenmesi

Spektroskopi, elektromagnetik dalga ile molekiillerin etkilesmesini inceleyen deneysel
tekniklerin en Onemlilerinden biridir. Fluoresans spektroskopisi ise maddenin fluoresans
ozelligi {izerine kurulmustur ve absorpsiyon spektroskopisine benzemektedir ancak
absorpsiyon spektroskopisine gore daha hassastir. Fluoresans spektroskopisi ile bircok madde
milyonda birin altindaki hassasiyetle tayin edilebilir. Fluoresans 6zelligi gdsteren maddelerin
sayisinin az olmasi yontem i¢in bir dez avantaj olsa da metodun segiciliginin yiiksek olmasi
yontemin onemli avantajlarindan bir tanesidir. Proteinlerin ve peptidlerin yapisinda bulunan
amino asitlerden Triptofan (Trp, W), Tirozin (Tyr, Y) ve Fenilalanin (Phe, F) fluoresans

ozellik gosterirler. Bunlarin i¢inde Triptofan en yiiksek fluoresansa sahip amino asittir.
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OH OH OH

|
" NH, HO NH2 NH2

Triptofan (Trp, W) Tirozin (Tyr, Y) Fenilalanin (Phe, F)

Sekil 3.7 Fluoresans 6zellik gosteren aminoasitler

Bu aminoasitlerin absorpsiyon spektrumlar1 Sekil 3.9’de gosterilmistir. Ancak proteinlerde
fenil alaninin kuantum verimi diisiik degerde oldugundan, bu aminoasit artigindan ileri gelen
emisyon ihmal edilebilir olarak alinir. Fluoresans vermesi i¢in proteinler genellikle 280 nm
dolayinda dalga boyunda 1s1k ile uyarilmaktadirlar. Proteinlerin 280 nm’de absorpsiyonu
tirozin ve triptofan artiklarindan ileri gelmektedir. Proteinlerde yalnizca triptofanin verdigi
fluoresansi elde etmek i¢in 290 nm'den biiyiik dalga boyunda uyarma yapilmalidir (Sekil 3.8,
Sekil 3.9).

Fluoresans spektroskopisi protein molekiiliiniin ¢ozeltideki durumu hakkinda bilgi
vermektedir. Proteinlerin verdigi fluoresans ¢ozeltinin pH degeri, ¢oziicliniin dielektrik sabiti,
sicaklik gibi faktorlerden etkilenmektedir. Alinan fluoresans spektrumlari, protein
molekiillerinin substrat ile etkilesimi, elektron aligverisi, birlesme reaksiyonlari, denatiirasyon

v.b. izlenmesine de olanak tanimaktadir (Lakowicz, 1986).
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Sekil 3.8 Aromatik aminoasitlerin fluoresans emisyon spektrumlari
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Sekil 3.9 Aromatik aminoasitlerin absorpsiyon spektrumlari

3200



66

1200 15 1000 jB
1000 -+
= ) 800 -
3 800 | ‘
‘E 600 -
E EDG 7 1
S 400 4001
Li i
200 - ’ 200 4
3435 ]
0 — : ——y - — .
300 320 340 360 380 400 300 320 340 380 380 400
Daiga Boyu, nm Dalga Boyu, nm

Sekil 3.10 BSA (A) ve PE(N-izopropilakrilamit-akrilik asit kopolimeri 1:1) + BSA karigimi1
(B) ¢ozeltilerine farkli konsantrasyonda Cu®* eklenmesi sonucu elde edilen fluoresans
spektrumu. Cu** konsantrasyon (mM): 1) 0; 2) 0,15; 3) 0,3; 4) 0,45; 5) 0,6; 6) 0,9; 7) 1,2;
8)1,5 (Filenko vd., 2001).

BSA’nin iki tane triptofan1 vardir, birincisi sinif 2 (An=340-342 nm ve yar1 genislik AA =
53-55 nm) BSA’nin hidrofobik yarik bolgesinde vardir. Ikincisi ise smif 3(Amax=350-352 nm
yar1 geniglik AA = 59-61 nm) diisiikk kuantum verimli (BSA’nin toplam fluoresansinin 1/5’ini

teskil eder), sulu c¢oziicii tarafindan erisilebilinir triptofandir (Burstein vd., 1973).

Sekil 3.10 A’da BSA’mn fluoresans siddeti Cu** iyon konsantrasyonu arttik¢a diisiiyor. Bu
demek oluyor ki BSA ile Cu®* iyonlar etkilesime giriyor. Ayrica dalga boyu artiyor (kirmizi
bolgeye dogru kayiyor). Burada ¢ok az etki altindaki sinif 2 triptofan sondiiriilmesi arka
plandadir, asil olan sinif 3 triptofan sondiiriiliiyor. Sonug olarak sinif 3 triptofan BSA icinde
etkin olan triptofandir ve metal ilavesi ile BSA’nin emisyon spektrumu uzun dalga boyuna
kayar. Sekil 3.10 B’de ise PE-BSA karisimina Cu®* iyon konsantrasyonu ilavesi arttik¢a
fluoresans siddeti diiser ve dolayisiyla iiclii kompleks olusumu saglanmis olur. Dalga boyu ise
diiser (mavi bolgeye kayar). Buradan ¢ikan sonug ise polimer proteini sarmalamistir ve suda

¢oziinen kararl iiglii PE-Me™-BSA kompleksi olusmustur (Filenko vd., 2001).
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3.4 Dinamik Isik Sacilmasi Teknigi ile Parcacik Boyut Analizi

3.4.1 Esdeger Kiire Teoremi

Molekiillerin veya daha genel olarak parcaciklarin boyutlarim1 6lgmek i¢in cesitli teknikler
vardir. Bununla birlikte boyle bir teknige ge¢cmeden Once, bir pargcacigin boyutu ifadesiyle
neyin kastedildigini iyi anlamak gerekir. Parcacik boyutunun ne oldugunun parcacik
analizinde farkli yanitlar1 vardir (Rawle). Ornegin bir kibrit kutusunun boyutlar1 bir cetvel
yardimiyla 6lgiilsiin. Olgiim sonucu olarak kutu 4 cm x 2 cm x 1 cm’dir denilebilir. Fakat
sadece 4 cm’dir denilirse pek dogru olmaz; zira bu, gercek boyutlarin sadece bir tanesidir. Bu
durum, bir kum tanesi veya proteinler gibi karmasik sekilli parcaciklar i¢in daha da karisiktir,
ciinkii boyut olarak verilebilecek sayilarin miktar1 daha da artmaktadir. Ornegin Sekil 3.11°da
ic boyutlu yapis1 goriilen BSA’nin her bir amino asidi bir kése kabul edilirse, her iki amino
asit aras1 uzaklik BSA’ya ait bir boyut belirleyecektir. Sekilde bunlardan sadece ii¢ tanesi
ornek olarak gosterilmistir ancak onlarcasi daha vardir. Benzer olarak, {i¢ boyutlu sekilleri
sadece tek bir sayiyla belirtmek miimkiin degildir. Oysa pratikte tek bir sayr istenir ki
ilgilenilen siirecte parametre olarak sadece bu say1 kullanilsin. O halde ¢ok miktardaki bu

sayilardan hangisinin se¢ilecegine karar vermek gerekir.

Diyelim 100 tane kibrit kutusunun boyutlarinin 6lciilmesi istensin. Birka¢ saat ugrasilsa da
sonunda hepsinin boyutlari tek tek Ol¢iilebilir ve hatta ortalama degerleri hesaplanabilir. Oysa
bir fabrikada bu kutulardan binlercesi iiretilir ve fabrika miidiiriiniin iiretilen kutularin
ortalama boyutlarin1 bilmek istedigini diistiniirsek bu is nasil yapilabilir? Teker teker 6l¢cmek
miimkiin olsa da bu ¢ok zaman alacaktir. {lgilenilen nesneler molekiil veya parcacik diizeyine
indiginde isler bir kez daha zorlasir, ciinkii ilgilenilen sistemde bu boyutlardaki
parcaciklardan milyarlarcast bulunur! Ornegin, eger tiim parcaciklarin capt lum olsa,
yogunlugu 2,5 g/cm3 olan silikanin 1 graminda yaklasik 800 milyar tane parcacik bulunur

(Rawle). Su halde bu kadar ¢ok parcacik nasil 6l¢iilmelidir?



Sekil 3.11 BSA proteininin ii¢ boyutlu yapisi goriilmektedir. Proteini olusturan her bir
aminoasidi bir kose olarak kabul edersek, herhangi uzak iki koseyi birlestiren bir dogru
BSA’ya ait bir boyut olacaktir.

Cok miktardaki boyutlardan hangisini kullanmak gerektigi sorusu, bu noktada Ol¢cme
teknigiyle ilgili bir soruna doniismiis olur. Her ne kadar mikroskopla parcaciklar goriiniir hale
getirilebilir ve dolayisiyla boyutlar1 Olciilebilir olsa da, milyarlarca parcacik tek tek
incelenemez, bu is aylar hatta yillar siirebilir. Demek ki bir sekilde hem ¢ok sayidaki parcacik
uygun bir siirede Olciilebilmelidir, hem de boyut olarak iyi tanimlanmis mantikli bir say1
secilmelidir. Iste bunun igin esdeger kiire teoremi kullanmilmaktadir. Esdeger kiire teoremi,
parcacigin boyutlar1 disinda bagka bir 6zelliginin olciilmesi ve bu parcacigin gercek sekli ne
olursa olsun, parcacig1 kiireymis gibi varsayarak Olciilen oOzellikten parcacik capinin
hesaplanmasidir. Pargacigi kiire varsaymanin nedeni ise, tek bir sayiyla tam olarak ifade
edilebilen tek seklin kiire olmasidir. Kiirenin capi bilinirse, yiizey alam1 ve hacim gibi diger

ozellikleri de hesaplanabilmektedir (Sekil 3.12).

2r

Sekil 3.12 Bir kiirenin 2R ¢ap1 bilindiginde yiizey alan1 ve hacmi gibi diger 6zellikleri
hesaplanabilmektedir: yiizey alan1 = 47R?, hacim=(4/3)nR".

Esdeger kiire teoreminin kullanilarak parcacik boyutunun hesaplanabilmesi icin parcacigin

baska bir ozelliginin Ol¢iilmesi gerekir ki bunun icin degisik yOontemler gelistirilmistir.



69

Ornegin lazer difraksiyonu, mikroskop, sedimentasyon ve 1sik sacilmasi (Rawle). Her bir
teknik, parcaciklarin farkli bir 6zelligini 6l¢cmekte olup buna bagli olarak her bir teknikle
hesaplanan parcacik boyutu digerlerinden bir miktar farklilik gosterir. Bu tez caligmasinda,

dinamik 151k sagilmasi teknigi kullanilmigtir.

3.4.2 Dinamik Isik Sacilmasi

Bir ¢ozelti icinde ¢oziinmiis halde bulunan pargaciklarin boyutunu 6l¢gmek i¢in kullanilan
tekniklerden bir tanesi dinamik 151k sacilmasidir. Bu teknige farkli isimler verilmistir ancak

hepsi de aym1 yontemi ifade etmektedir:

¢ Dinamik Isik Sagcilmasi (Dynamic Light Scattering - DLS)
¢ Foton Korelasyon Spektroskopisi (Photon Correlation Spectroscopy - PCS)
e Yarn Elastik Isik Sacilmas1 (Quasi-Elastic Light Scattering - QELS)

DLS tekniginde, parcaciklarda Brownian hareketi sonucu goriilen hiz degisimleri dolayli
olarak oOlciilir ve bu bilgiden boyut hesaplanir. Brownian hareketi, bir sivi ortam i¢indeki
parcaciklarin, cevredeki diger parcaciklarin bombardimani (siirekli ¢arpismalari) sonucu
yaptiklart rastgele harekettir (Zetasizer Nano Series User Manual, 2005). DLS tekniginin
kullanilabilmesi icin Brownian hareketinin varlig1 bir sarttir ve Brownian hareketin olmadigi

sistemlerde DLS teknigi kullanilamaz!

DLS tekniginde, numune iizerine lazer 15181 gonderilir ve numune icindeki parcaciklardan
sacilan 151k bir detektor {izerine diisiiriiliir. Farkli yonlerde sagilan 1s181n girisim yapmasi
sonucu detektor lizerinde bir girisim deseni ortaya cikar. Girisim, iki ya da daha fazla
dalganin bir noktada iist iiste gelmesi sonucu, dalgalarin birleserek tek bir dalga gibi
davranmasi olayidir (Hecht, 1999). Girisim sonucu dalgalar birbirini kuvvetlendirebilir ki
buna yapici girisim denir veya birbirlerini zayiflatabilirler ki bu duruma da yikict girisim
denir. iki 151k dalgasinin yapici girisime ugradig1 nokta daha aydinlik olur; yikici girisim olan
nokta ise daha karanlik olur. Sekil 3.13’te sadece iki parcaciktan sag¢ilan 1sinlarin bir detektor
izerine diismesi ve burada aydinlik veya karanlik bolgelerin olusmasi gosterilmistir; Sekil
3.13 (a)’daki dalgalarin tepeleri ve cukurlar1 ayr1 ayr1 birbirlerinin karsisinda yer almakta ve
boylece yapict girisim olusmaktadir. Yapici girisim sonucu detektoriin o bolgesi aydinlik
goriiliir. Sekil 3.13 (b)’deki dalgalarda ise tepelerin karsisinda ¢ukurlar, cukurlarin karsisinda
tepeler yer almaktadir. Sonucta yikici girisim meydana gelir ve detektoriin o bolgesi karanlik
goriiliir. Sekildeki bolgeler tam aydinlik ve tam karanlik olarak gosterilmistir. Ama cogu

zaman dalgalar girisim yaptiginda ne birbirlerini tam olarak kuvvetlendirirler ne de tam olarak
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sOniimlerler, sonugta da tam aydinlik ve tam karanlik bolgeler yerine aradaki tonlar olusur.
tepe-tepe

cukur-cukur detektér
cukutlar

: tepeler
! —

(a)
s Tatmn aydnlik:

klge
tepe-cukur
/ culur-tepe
A Tatn karanll
bélge
(b)

. parcact

Sekil 3.13 Iki parcaciktan sacilan 1sinlarin, detektor yiizeyinde yaptiklart girisim
goriilmektedir. (a)’da yapici girisim sonucu aydinlik bolge, (b)’de ise yikici girisim sonucu
karanlik bolge olusmustur.

Sekil 3.14’te ¢cok sayida parcaciktan sagilan 1ginlarin olusturdugu bir desen goriilmektedir. Bir
lazer kaynagindan gelen 151k, cozelti icindeki parcaciklardan sacilmaya ugrarken gelen 151k
dalgalarinin ¢cogu sagilmadan gecse de bir kismu parcaciklardan sagilarak detektor iizerine

diiser.
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Lazerden gelen 51k dalgalar

Gelen gk dalgalariin cogu
sacimalsizm gecer

Detektor

LOQLQ Qrialama
siddet

Detelctér Gzerine digen sapdnug 151

Sekil 3.14 Bir lazer kaynagindan gelen 151k dalgalarinin ¢ozelti igindeki parcaciklardan
sacilmasi.

Isigin siddeti, detektor iizerinde belli bir anda belli bir degerdedir. Parcaciklar Brownian
hareketi sonucu siirekli hareket ettiklerinden, sagilan 151k da siirekli degisir. Sacilan 1s181n
degismesiyle girisim sonucu detektor iizerindeki 1s1k siddeti de siirekli degisir. Bu nedenle
detektoriin algiladig 151k siddetinin zamana bagh bir grafigi cizilirse, 151k siddetinin zamanla

degistigi goriiliir (Sekil 3.15).

W%w

Zatnan

Siddet

Sekil 3.15 Detektoriin olctiigii 151k siddetinin zamana bagh grafigi.

Brownian hareketi nedeniyle hareket etmekte olan parcaciklar i¢in sdyle bir kural vardir:
Daha kiigiik parcaciklar, daha biiyiik olanlarina kiyasla daha hizli hareket ederler (Einstein,
1905). Ornegin esit zaman araliklariyla bakildiginda, bir ¢ozeltideki daha kiiciik pargaciklar
daha biiyiik olanlara kiyasla daha hizli hareket ettiklerinden daha cok yer degistirirler (Sekil
3.16).
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Eacgulk parcacikdar tuzh hareleet ediyor

Sekil 3.16 Esit zaman araliklariyla bakildiginda, bir ¢6zeltideki daha kiigiik parcaciklar daha
biiyiik olanlara kiyasla daha hizli hareket ettiklerinden daha ¢ok yer degistirirler.

Sekil 3.16’daki komsu iki karedeki goriintiiler birbirine ne kadar benziyorsa, aralarindaki
korelasyon (uyum) o kadar yiiksek demektir. Korelasyonun zamana bagli bir grafigi cizilirse,
t = 0 aninda korelasyon 1 olacaktir ve zaman gectikce azalarak bir siire sonra sifira gidecektir
(Sekil 3.17). Parcaciklar icin korelasyonun tamamen bozulmasi (yani sifirlanmasi) i¢in gerekli

siire mili saniyeler mertebesindedir.

—
L]
L]

korelasyon

t=10 Zatman

Sekil 3.17 Iki goriintii tamamen ayniyken korelasyon tam 1°dir, zaman gectikce azalir ve mili
saniyeler sonra sifira iner. Dolayisiyla goriintiiler arasinda higbir benzerlik kalmaz.

DLS tekniginde, parcaciklarin Brownian hareketinden dolay:1 yaptiklar1 hareketi 6lgmek icin
sacilan 15181n detektorde algilanan 151k siddetinin degismesine bakilir. Parcaciklar ne kadar
kiiciikse sacilan 15181 siddetinde goriillen degismeler de o kadar hizli olur. Siddet-zaman
grafigine biiyiik oOl¢ekte bakildiginda, bir rastgelelik oldugu gozlenir. Fakat kiiciik zaman
araliklarinda bakildiginda, degisimin diizgiin ve siirekli oldugu goriiliir. Yani, parcaciklar ilk

konumlarina gore cok az yer degistirmislerdir ve bir parcacigin baslangic anindaki konumu
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geriye gidilerek bulunabilir (Sekil 3.18).

Siddet

Sekil 3.18 Sagcilan 15181n siddetinin zamana bagh grafiginde biiyiik 6lgekte bakildiginda
rastgelelik goriiliirken, kiiclik zaman araliklar1 i¢in degisim diizgiin ve siireklidir.

DLS tekniginde, 151k sacilmasiyla olusan 151k siddetinin zamanla degismesi Olgiilerek ham
veri elde edilir. Bu ham veri kullanilarak boyuta gecmek i¢in ¢esitli hesap yontemleri vardir.
Bu hesap yontemlerinden bazilar1 soyledir: NNLS (Lawson ve Hanson, 1974; Morison vd.,
1985), kiimiilant analizi (Koppel, 1972), CONTIN (Provencher, 1982), REPES (Jakes, 1995)
vb.

3.4.3 Kiimiilant Analizi

Kiimiilant analizi yontemi ile iki parametre hesaplanir: ortalama pargcacik boyutu
(hidrodinamik cap) ve coklu dagitkanlik indisi” (CI). Tipik bir DLS deneyinde arastirilan
dagitma, dar monokromatik ve uyumlu bir kaynakla aydimnlatilir, yani vakumda tek
dalgaboylu (A¢) bir lazer demetiyle. Dagilmis parcaciklar tarafindan sacilan 1s1k, gelen
radyasyon dogrultusuna gore bir 0 agisinda uyumlu olarak oOlgiiliir. Dagilmis parcaciklar
Brownian ve/veya termal hareketlerinde siirekli olduklari i¢in, gozlenen sacilmis siddet 7 (7)
zamanla dalgalanmalar gosterecektir. Bu yiizden, bu siddet dalgalanmalarinin zamanin
fonksiyonu olarak analizi dagilmis parcaciklarin hareketi hakkinda bilgi saglayacaktir. Bir

DLS deneyinde zaman analizleri, sagilma siddetinin G» (7) otokorelasyon fonksiyonunu;
G,(t)=<<I(t)I(t+7)> (3.8)

seklinde olusturan bir korelatorle gerceklestirilir (ISO Standard Document 13321:1996 E,

" Ingilizcesi: polydispersity index (PDI).
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1996). Bu korelasyon fonksiyonu sadece zaman farki z‘ya baglidir ve G (7) degerlendirme-
sinin bagladigr keyfi secilen ¢ zamanindan bagimsizdir. <....> sembolii degisik ¢
zamanlarindaki /(z).I(t+7) carpiminin ortalama degerini gosterir. V 6lgme hacmindeki
Brownian hareketi yapan ¢ok sayidaki tek cins dagilmis pargaciklar i¢in, G» (7) aslinda zaman

farki z’nun tistel bozulma fonksiyonudur.
G,(7) = A.[l+ B.exp(-2I'7)] 3.9

Prensipte, (3.9) esitligindeki A, burada taban cizgisi olarak adlandirilan zaman ortalamali
sacilma siddeti < I > ’nin karesi ile orantili ve zamandan bagimsiz bir sabittir. B, B <1
sartiyla cihaz faktorii olarak gz Oniine alinabilir. Bu faktor, otokorelasyon faktoriiniin
kesismesi olarak tanimlanabilir. Bozulma hiz1 7", Brownian hareketi yapan izotropik kiiresel

parcaciklarin 6telenme difiizyon katsayis1 D’ye asagidaki gibi baglidir.
I =Dg’ (3.10)
burada ¢ sacilma vektoriiniin modiiliidiir.

g= 4;['” sin(6/2) G.11)

0

sacilma vektorii, gelen ve sacilan dalga vektorlen sirasiyla, k; ile k¢'nin arasindaki vektor farki
olarak tanimlanir: q = ks K;. K; ve kg'nin her ikisinin biiyiikliikleri 2zn/Ay’ a esittir. Burada n’,
stiperpozisyon sivisinin kiritlma indisidir. DLS ile parcacik boyutu degil difiizyon katsayisinin
tayin edilmektedir. ikinci nicelik ise sadece difiizyon Kkatsayismin parcacik boyutuyla
iliskilendirmek suretiyle tayin edilebilir. Diftizyon katsayis1 D ve viskozitesi # olan bir
ortamda dagilmis birbirleriyle etkilesmeyen kiiresel sekilli parcaciklar i¢in difiizyon katsayisi

D, parcacik ¢api x ile Stokes-Einstein esitligindeki gibi iliskilendirilir.

p=_k (3.12)
37mnx
Burada, k£ Boltzman katsayisi, 7 ise mutlak sicakliktir. Denklem, partikiil capini, ortalama

kinetik enerji ile ortamin viskozitesi ve difiizyon katsayisina baglamaktadir.

Onceki esitliklerin kullanimi prensipte kiiresel izotropik parcaciklarla sinirli olmasina ragmen
oteleme ve donme difiizyon isleminin her ikisinin mevcut oldugu kiiresel olmayan ve
homojen olmayan pargaciklar bu esitlikler tarafindan analiz edilebilir. Bu durumda (3.10) ile

(3.12) esitlikleri ve (3.20) esitligi esdeger kiiresel bir yaricap tamimlar. Coklu dagitkan
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numunelerin uygulamalari i¢in (3.9) esitligi;

G,(7)=A[l+B.g] (1)] (3.13)

olarak yazilir. Burada yer alan otokorelasyon fonksiyonunun biiyiikliigii g;(¢) bozulma

oraninin normalize edilmis dagilim fonksiyonuyla iliskilidir.

8 (7)= TG(F).exp(—Ff)dF (3.14)

Burada .[G(F)dl" =1 ’dir. (3.14) esitligindeki G(I')dI", bozulma hizlar1 I" ve I'+dI" araliginda
0

olan parcgaciklar tarafindan sagilan siddet kesri ile orantilidir. Bozulma hizlarinin dagilimi iki

parametre tarafindan karakterize edilir:
a) <I'>= [[G(D)dl (3.15)
0

ile tanimlanan ortalama bozulma hizi
b) Boyutsuz bir ¢oklu dagitkanlik indisi Ci, yani

-

I = 3.16
¢ <I'>? (5-16)
ile tamimlanan dagilim genisliginin bir Olciisiidiir. Burada,
y78 =I(F—<F>)2G(F)dr (3.17)

0

seklindedir.

<[> ortalama bozulma hizl1 ve o standard sapmali bozulma hizlarinin Gauss dagilimi

gosterdigine dikkat edilmelidir, yani;

1 (I-<I'>)*
G(T) = - 3.18
) O_mexp[ . ] (3.18)
Civeoile
2
ci=—* g (3.19)

C<T>? 2<T>2
esitligindeki gibi iliskilidir.

Stokes-Einstein ¢cap1 bozulma hiziyla (Esitlik 3.10 ve esitlik 3.12) ters orantili oldugu i¢in, bu

standartta ortalama DLS ¢ap1 xp.s nin tanimlanmasi i¢in ayrica 3.15 esitligi kullanildi:
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- [Larr mz(l] (3.20)
o X x

DLS

(3.20) esitligindeki G/I{(x)]d(x), x ve x+dx araliginda capa sahip parcaciklar tarafindan
sacilan siddetin bir kesrini temsil ettigi i¢in, (3.20) esitliginde tanimlanan ortalama DLS ¢ap1

xpLs, harmonik siddet ortalamal1 bir captir.

Bu ortalama cap genellikle bir agirlik-ortalamali ¢aptan daha genis oldugu not edilmelidir. Bu
ayrica lazer 1s1k sagilmasi (diisiik acili) veya kirinimiyla tayin edilen ortalama c¢aplardan

farklidir.

Kiimiilatif toplamlar metodunda 3.14 esitligindeki exp(-I't) faktorii, gecikme zamanina bagh
bir polinom veren exp(-<I>t) civarinda acilabilir. Bu polinomu ikinci derece teriminden

itibaren kesmek suretiyle 3.13 esitligi yaklasik olarak;

G,(7) = A[l+B.g}(t)] = A[1+ B.exp(-2 <" > 7)(1 + 1,7%)] (3.21)
veya
G,(7)= A[l+B.exp(2<T'> 1)+ 1,7°)] (3.22)

olur. Bu esitlik, </™> ortalama bozulma hizi, u; ve bdylece ortalama c¢ap, x5 ile coklu

dagitkanlik indisi Ci’nin tayini igin bir temel olusturur.

3.4.4 Hidrodinamik Cap

DLS yonteminde boyutu dolayli olarak hesaplamak icin Olciilen nicelik 151k siddetidir. Isik
siddeti dagilimimmin zamanla degismesinden korelasyon fonksiyonu hesaplanir, bu
fonksiyondan difiizyon katsayisi bulunur ve en son da difiizyon katsayisi Stokes-Einstein
denkleminde kullanilararak boyut hesaplanir. O halde DLS teknigi icin parcacik boyutunun
anlami, pargacigin ol¢iilen hiziyla difiiz eden kiirenin ¢apidir. Bu cap difiizyon katsayisindan
hesaplandigindan, difiizyonu etkileyen faktorler, sonucu da etkiler. Ornegin parcacik
yiikliiyse, ¢Oziicii ortamdaki parcaciga zit yiiklii bir miktar iyon pargacik yiizeyine tutunur ve
bir elektrik ¢ift tabakasi olusur; Olciilen capa bu elektrik cift tabakasi da dahildir.
Hidrodinamik cap, ortam pH’sine de baghdir. Aym parcacigin deiyonize su ortamiyla,
iyonlarin bol oldugu bir ortamda yapilan ol¢iimleri farkli sonug verir (Sekil 3.19 (a) ve (b)).
Veya parcaciga polimerler baglanmais ise, yine dlgiilen ¢apa bu polimerlerin etkisi olur, ciinkii
polimer baglh parcacigin difiizyon hizi degisecektir. Bu sekilde verilen capa, hidrodinamik

cap denir (Sekil 3.19 (c)). Tuzlu ortamdaki iyonlar, elektrik ¢ift tabakasimi daralttigindan
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Olclilen hidrodinamik c¢ap, deiyonize su ortamindakinden daha kiicgiiktiir; dolayisiyla da

mutlak capa daha yakindir. DLS yontemi ve kiimiilant analizin kullanilmasi ile bulunan

y CS

hidrodinamik cap, partikiiliin mutlak capina esit degildir!

I
1
|
Hpariion | |
|

| I |
I I I
| | | |
I .H | I I
ﬂ | Peliuin | i |
LU trtlak I I

e L e L Tt
! Tuzlu ortamda ‘i | Deivonize su 1 Jlr Fapt !
hidrodinamik I ottatminda I A , - - ¥
cap I hidrodinamik gap | | Polimer bagh pargacigm :
I hidrodinamil gap |

(a) (b) (c)

Sekil 3.19 Bir partikiiliin; (a) tuzlu ortamdaki, (b) deiyonize su ortamindaki, (c) Polimere
bagliyken ki hidrodinamik caplari.

3.5 Elektroforetik Isik Sacilmasi Teknigi ile Zeta Potansiyeli Analizi

3.5.1 Zeta Potansiyeli

Bir kolloidal sistemle ilgili nemli bir bilgi, sistemin kararli olup olmadigidir. Sistemin kararl
olmast demek, coziicii ortam i¢indeki parcaciklarin bir araya gelip agregasyon meydana
getirmemeleri ve ¢cokmemeleri demektir. Sekil 3.20’de bu durumlar gosterilmistir. Sekildeki
kutucuklarda kiireler parcaciklar1 gostermektedir. (a)’da sistem heniiz kararlidir, ¢iinkii biitiin
parcaciklar birbirlerinden bagimsiz olarak hareket etmektedir. (b)’de parcaciklar agrege
olmaya baslamistir, bu siirece flokiilasyon, olusan bu ilk kiimeye de flok adi verilir. (c)’de
goriildiigii gibi eger agregasyon daha da artar ve flok daha da biiyiirse, bu siirece koagiilasyon
denir. (¢)’de ise olusan bu biiyiik kiimeler sedimentasyonla yiizeye ¢okmiistiir. Cokme olay1
en basta da olabilirdi ki (d)’de bu durum goriilmektedir; parcaciklar dnce sedimentasyonla
yiizeye ¢okerler, flokiilasyonla parcaciklar toplasmaya baslar (e), koagiilasyonla parcaciklar

tamamen bir araya gelirler ve (¢)’deki gibi yiizey iizerinde bir ¢okelti tabakasi olusur.
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Sekil 3.20 Bir koloidal sistemin olas1 durumlar1 goriilmektedir. (a)’da kararli olan sistemde
flokiilasyon siireciyle (b)’de floklar olusur. Koagiilasyon siireciyle (c)’de floklar biiyiir ve
sonunda sedimentasyonla (¢)’de tiim madde yiizeye ¢coker. Cokme olay1 en basta da olabilirdi
ki (d)’de bu durum goriilmektedir; once sedimentasyonla ylizeye ¢cokme olur, flokiilasyonla
(e)’de floklar olusur ve (f)’de koagiilasyonla tiim madde bir araya gelerek yiizey {izerinde bir
cokelti tabakasi olusur [7].

1940’11 yillarda Derjaguin, Landau, Verwey ve Overbeek, DLVO TEORISI olarak bilinen ve
kolloidal kararlilikla ilgili bir teori gelistirmislerdir [8]. Teori, bir kolloidal sistemin
kararliligimin, elektriksel cift tabakali itici ve parcaciklarin birbirine yaklastikca maruz
kaldiklar1 Van der Walls cekici kuvvetleri tarafindan belirlendigini sdylemektedir; bagka bir
ifadeyle, itici kuvvetler nedeniyle ortaya ¢ikan bir enerji bariyeri, iki parcacigin birbirine
yaklasmasini ve biraraya toplanmasini engellemektedir. Ancak e8er parcaciklar bu bariyeri
asacak kadar yeterli bir enerji ile birbirlerine carparsa, cekici kuvvet, bunlar birbirleriyle
stirekli olarak temas edecek ve geri ¢evrilmeyecek bicimde birbirlerine kuvvetli bir sekilde

baglayacaktir (Sekil 3.21).
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Sekil 3.21 Parcgaciklar arasindaki ¢ift tabaka itme enerjisi ve Van der Waals ¢ekim
enerjilerinin bir toplami1 olarak net enerji grafigi.

Parcaciklar arasinda itme kuvveti olusturan bu elektrik ¢ift tabakasinin yapisi, adi iizerinde,
elektrik yiiklerinden olusur. Ornegin negatif yiiklii bir parcacigimiz olsun (Sekil 3.22).
Negatif yiiklii bu parcacik, ortamda bulunan iyonlarla elektrostatik etkilesime girer ve pozitif
iyonlar1 ¢ekerken negatif iyonlar: iter. Parcacik ylizeyinin hemen disinda, pozitif iyonlarin
yiizeye siki bagli oldugu bir tabaka bulunur. Bu tabakaya Stern katmani denir. Stern
katmanindan sonra bir difiiz bolgesi mevcuttur ki iyonlar bu bolgede hareket etmektedirler.
Difiiz bolgesinde Oyle kavramsal (hayali) bir diizlem vardir ki, bu diizlemin i¢inde kalan
pozitif iyonlar, parcacikla birlikte hareket etmeye zorlanirlar, disinda kalanlarsa bagimsiz
olarak hareket edebilirler. Bir baska ifadeyle, diizlemin i¢inde olsun disinda olsun, bir iyona
hem parcacigin hem de diger iyonlarin etkisi olur; fakat diizlemin icindeki pozitif iyonlarin
izerinde negatif parcacigin ¢ekim kuvveti baskindir ve iyonu kendiyle birlikte harekete
zorlar; diizlemin disinda ise iyon iizerinde diger iyonlarin etkisi baskindir ve parcacik o
bolgeden gitse bile iyonu beraberinde siiriikleyemez. Bu hayali yiizeye kayma diizlemi
(slipping plane) denir. Stern katmanindaki elektrik potansiyeline Stern potansiyeli, kayma
diizlemi {izerindeki elektrik potansiyeline de zeta potansiyeli denir. Kayma diizleminin yeri

kesin degil ancak yaklagiktir.
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Sekil 3.22 Negatif yiiklii bir par¢cacigin ¢evresinde olusturdugu elektrik potansiyeli (Zetasizer
Nano Series User Manual).

Zeta potansiyelinin degeri, kolloidal bir sistemin kararliligiin bir Ol¢iisiidiir. Zeta
potansiyelinin degeri +30 mV’tan daha pozitif veya -30 mV’tan daha negatif olan kolloidal
sistemler kararlidir. Zeta potansiyeli 30 mV’tan biiyiik oldugunda, bu demektir ki parcaciklar
arasindaki elektriksel itme kuvveti biiyiiktiir ve baskindir, Van der Waals ¢ekim kuvvetleri bu
itmeyi yenemez, dolayisiyla da pargaciklar bir araya gelemezler. Zeta potansiyeli 30 mV’tan
kiiciikse de bu demektir ki, pargaciklar elektriksel itmeyi yenebilir ve bir araya toplanabilirler.
30mV degeri yaklasik bir deger olup, zeta potansiyeli 30 mV’tan ne kadar biiyiikse sistem o
kadar daha kararhidir, 30 mV’tan ne kadar kiiciikse de o kadar agregasyon ve sedimentasyon

olmaya megillidir.

Zeta potansiyeline hem parcacik yiizey yiikii, hem de diizlemle parcacik arasinda kalan
bolgedeki (yani elektrik ¢ift tabakasindaki) iyonlarin katkist olur. Partikiiliin ylizey ylikiiniin,
parcacigin dogasina ve cevresindeki ortama bagl olarak c¢esitli kaynaklar1 vardir. Bunlardan

en Onemlileri, c¢esitli yiizey aktif maddelerin (siirfaktantlarin) adsorblanmasi ve yiizey



81

gruplarinin disosiasyonudur. Ornegin katyonik yiizey aktif maddelerin yiizeye adsorblanmasi
sonucu pozitif, anyonik yiizey aktif maddelerin adsorblanmasi sonucu da negatif bir ylizey
elde edilir. Yine yiizeyde bulunan asidik gruplarin disosiasyonu ile negatif yiiklii bir yiizey
elde edilirken, bazik gruplarin disosiasyonu ile de pozitif yiiklii bir yiizey elde edilir. (Ornegin
proteinlerin yiikleri, genel olarak karboksil ve amin gruplarinin dissosiasyonu ile belirlenir.)
Yiizey gruplarinin disosiasyonu ve elektrik ¢ift tabakasindaki iyon konsantrasyonu, ortamin
pH’sine bagli olup, zeta potansiyelini etkileyen en 6nemli faktor pH’dir. Sekil 3.23’de negatif
yiiklii bir parcacigin zeta potansiyelinin pH’ye bagli degisim grafigi goriilmektedir. pH nin 7
oldugu noktada (yani ortamdaki pozitif ve negatif yiikk miktarlar1 esit oldugunda) zeta
potansiyeli yaklasik -30 mV’tur. Ortama asit eklendikce zeta potansiyali degeri sifira dogru
yaklagir, belli bir yerde sifir degerini alir, ortama daha da asit ilave edilirse pozitif deger
almaya baslar. Tam tersine alkali (baz) eklenirse zeta potansiyeli bir miktar daha negatif deger
kazanir, fakat belli bir yerden sonra yaklasik aym kalir; ¢iinkii olabilecek biitiin disosiasyonlar
olup bitmistir ve artik yiilk miktar1 degismemektedir, veya parcacik da iyonlar da negatif
olduklarindan, birbirlerini itecekler ve partikiill etrafinda daha fazla negatif iyon
birikemeyecektir. Zeta potansiyelinin sifir oldugu pH noktasina izoelektrik nokta denir (yani

pozitif ve negatif ylikler esit sayidadir).
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Sekil 3.23 Negatif yiiklii bir par¢acigin zeta potansiyelinin pH’ye baglh degisim grafigi
goriilmektedir (Zetasizer Nano Series User Manual).
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3.5.2 Lazer Doppler Elektroforezi

Lazer Doppler elektroforez teknigi, aslinda iki ayr1 yontemin birlestirilmesiyle gelistirilmistir:
lazer Doppler hiz 6lgtimii ve elektroforez. Bir elektroforetik 151k sacilmasi teknigidir.
Elektroforez, bir elektrolite elektrik alan uygulandiginda, elektrolit icinde bulunan
parcaciklarin  kendilerine ters isaretli elektrotlara c¢ekilmeleridir. Viskoz kuvvetler,
parcaciklarin bu hareketine karsi koyarlar. Bu zit kuvvetler arasinda denge olustugunda,
parcaciklar sabit bir hizla hareket etmeye baslarlar. Bu hiz, uygulanan elektrik alanin
siddetine, ortamin dielektrik sabiti ile viskozitesine ve zeta potansiyeline baglidir. Biitiin bu

degiskenler birbirine Henry denklemiyle baglanir. Henry denklemi soyledir:

_2e£.f(ka)

U
E 37

(3.23)
Burda Ug, elektroforetik mobilite; €, ortamin dielektrik sabiti; z, zeta potansiyeli; f(ka), Henry
fonksiyonu; n ise ortamin viskozitesidir. Parcaciklarin bir elektrik alan altindaki hizlarina
Ozel olarak elektroforetik mobilite denir. Dielektrik sabiti ise, bir ortamin (veya genel olarak

bir maddenin), uygulanan elektrik alanini1 gec¢irgenliginin Ol¢iisiidiir.

Henry denklemi, Sekil 3.22°de gosterilen sistemin matematiksel modellemesinin
coziilmesiyle elde edilir ve Henry fonksiyonu da bu ¢oziimde kendiliginden ortaya cikar.
Henry fonksiyonu f (ka)’daki “k” parametresinin tersi olan 1/k degeri, elektrik ¢ift tabakanin
genisligidir ve Debye uzunlugu adin1 alir (Sekil 3.24). “a” parametresi ise parcacigin kendi
yaricapidir. Bu fonksiyonla ilgili genel olarak iki yaklasim yapilir: Fonksiyonun degerini
polar ortamlar icin Smoluchowski, apolar ortamlar i¢in de Hiickel cesitli yaklasimlarla
hesaplamislardir. Smoluchowski yaklasiminda f (ka)=1,5 , Hiickel yaklasiminda ise f (ka)=1

olarak bulunmustur. Dolayisiyla ad1 her ne kadar fonksiyon da olsa, Henry denkleminde ya

1,5 ya da 1 degeri bir sabit gibi kullanilir.
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Sekil 3.24 a yarigaph parcacigin etrafinda gri renkte elektrik ¢ift tabakasi goriiliiyor. Bu
tabakanin uzunlugu 1/k olup k parametresi denklemdeki potansiyel alanin sinir kosullarindan
gelir.

Henry denkleminde sadece elektroforetik mobilite ve zeta potansiyeli degiskendir. Boylece
elektroforetik mobilite Olciilebilirse, denklemden zeta potansiyeli hesaplanabilir.
Elektroforetik mobilitenin Ol¢iilmesi icin, partikiillere elektrik alan uygulanir. Bu yiizden,
numune bu is icin Ozel olarak yapilmis bir tiir kapiler kiivete konur. Kiivetin iki ucunda
elektrotlar vardir ve bu elektrotlar sayesinde numuneye elektrik alan uygulanir (Sekil 3.25).
Numune, U seklindeki gri renkli kissmda yer alir. Elektrotlara kutuplan siirekli degisen bir
elektrik akimi uygulanir. Sekilde, soldaki elektrot pozitif, sagdaki elektrot negatiftir ancak
Olciim sirasinda isaretler siirekli degisir. Bu degisim, saniyede 50 kereye kadar ¢ikar. Boylece
numune i¢indeki yiiklii parcaciklar, kendilerine zit isaretli elektrotlara dogru ¢ekilirler ve bu
cekilme de, kutuplarin yer degistirmesine paralel olarak siirekli yon degistirir. Yani

parcaciklar bir saga bir sola hareket ederler yani salinim yaparlar.

Kapiler —

Sekil 3.25 Bir kapiler kiivet (Zetasizer Nano Series User Manual).

Parcaciklarin bu salinimi sirasindaki hizlar (yani elektroforetik mobiliteleri) olciiliir. Bu

ol¢iim icin, Lazer Doppler Hiz Olciimii yontemi kullanilir. Sekil 3.26’de Zetasizer cihazinin
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i¢ yapis1 goriilmektedir. Zeta potansiyeli Olciimiinde once lazer kaynagindan bir lazer 1sin
demeti ¢ikar. Bu demet, 151n boliiciiden gecerken ikiye ayrilir; gelen 1s181in bir kismi referans
15181 olarak dogrudan birlestirici optik sisteme gonderilir, diger kismi ise zayiflaticidan
gecerek kiivetin lizerine diisiiriiliir. Zayiflaticinin gérevi, numune iizerine 6l¢iim i¢in uygun
siddette 151k diismesini saglamaktir. Daha sonra, 151k numune i¢inden gecerken sagilmalar olur
ve 13°’lik aciyla sacilan 1sinlar bir diizeltici optik sisteme gelir. Diizeltici optik sistem,
dispersantin kendisinden olabilen sagilmalari ayiklamak i¢in kullamilir. Daha sonra bu
1sinlarla referans 1sinlar birlestirilir ve detektore gonderilir. Detektorde 1sinlar elektriksel
sinyallere cevrilir ve bu sinyaller dijital sinyal islemcisinde analiz edilir. Sonuglar da

bilgisayarda goriintiilenir.

Birlestirict optik sistem
Eeferans 1518

I bolici p , [ U - ﬂ;n Dﬁi;}gﬁi

Gelen ik demeti  Zaydlaticy 51k sisterm
Kiwet  demet

Lazer

P

Dretelctér

Dijital sitiryal
iglemris

Sekil 3.26 Zetasizer cihazinin i¢ yapisi (Zetasizer Nano Series User Manual).

Demek ki numuneye bir yandan elektrik alan uygulanip yiiklii partikiillerin salinim yapmasi
saglamyor, bir yandan da bu partikiillerden sac¢ilan 151k analiz ediliyor. Bu analizin anahtar
noktasi, 15181n frekansindaki Doppler kaymasidir. Doppler kaymasi, dalgalara 6zgii bir 6zellik
olup, kaynak veya gozlemcinin en az birinin hareket etmesiyle gerceklesir (Sekil 3.27).
Doppler kaymasi (ya da olay1), kaynakla gozlemci arasinda bagil bir hareket oldugunda,
gozlemcinin algiladigr dalganin frekansinin, kaynaktan c¢ikan dalganin frekansindan farkli

olmasidir. Sekilde noktasal bir kaynaktan yayilan dairesel dalgalar goriilmektedir. Igice cizili
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her bir ¢cember, dalganin tepe noktasimi temsil etmektedir. Iki tepe noktas1 arasi (yani iki
cember arasi) uzaklik, dalga boyudur. (a)’da hem kaynak hem de gozlemci durgundur,
dolayisiyla dalgaboyu da degismemektedir. (b)’de ise kaynak, gozlemciye dogru hareket
etmektedir. Kaynaktan c¢ikan bir dalga tepesi ilerlerken, kaynagin kendisi de hareket
etmektedir ve boylece kaynaktan ¢ikan bir sonraki dalga tepesiyle onceki dalga tepesi arasi
uzaklik yani dalga boyu degismektedir. Bunun sonucu olarak, kaynagin ilerleme yoniinde
dalga boylart kisalmakta, kaynagin ilerleme yOniiniin tersinde ise dalga boylar1 uzamaktadir.

Dalga boyu ile frekans ters orantilidir. Dalga boyu degistiginde frekans da degisir.



Eaynak
*»

Fézlemet

AN
N>

H,_/

Dalga boyu deistmivor

x__.\-_/ ?/ o
~L

\. S
~ K_Y_)
Dalga boylan geriye Dalga boylar deriye
dodr uzuyor dogra kasalyor

Sekil 3.27 Sekilde noktasal bir kaynaktan yayilan dairesel dalgalar goriilmektedir. (a)’da hem
kaynak hem de gozlemci durgundur, dolayisiyla dalgaboyu da degismemektedir. (b)’de ise
kaynak, gozlemciye dogru hareket ettiginden, dalga boyu degismektedir.

Ozetlersek, kapiler hiicre icinde, yiiklii parcaciklara yonii siirekli degisen bir elektrik alan
uygulanip, parcaciklarin salinim yapmas: saglaniyordu. Pargaciklarin yiikleri ne kadar

biiyiikse, elektrik alandan o kadar cok etkilenecek ve bir o kadar daha hizli hareket
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edeceklerdir. Bir yiiklii par¢acigin, kendisine zit isaretli elektrot tarafindan ¢ekilme kuvveti,
parcacigin yiikii ile dogru orantilidir. Cekilme kuvveti ne kadar biiyiikse, partikiiliin hiz1 da o
kadar biiyiik olur. Salinim yapmakta, yani hizlar siirekli olarak degismekte olan bu
parcaciklara frekansi bilinen bir lazer 15181 diisiiriilmekte, ve parcaciklardan sacilan 1sik,
referans 1s181yla karsilastirilarak analiz edilmektedir. Eger parcacik hareket etmiyor olsa,
sacilan 151810 frekansi degismezdi. Fakat parcacik hareket ediyorsa, bu parcaciktan sagilan
1s1kta yukarida anlatildigr tizere Doppler kaymas: goriiliir. Parcaciklarin hiz degisimleri ne
kadar biiyiikse, ol¢iilecek Doppler kaymasi da o kadar biiyiik olacaktir. Partikiillerin hizlar1 da
yiik miktarlarina bagh oldugundan dolayi, frekanstaki kaymanin 6l¢iimiiyle, parcaciklarin hiz
degisimleri bulunabilir, buradan da Henry denkleminden zeta potansiyeli hesaplanabilir

(Dalgakiran, 2006).

3.6 Atomik Kuvvet Mikroskobu

Atomik kuvvet mikroskobu (AFM) taramali prob mikroskop (SPM) ailesinin bir iiyesidir
(Douglas ve Marilyn, 2008). Biitiin bu tekniklerde numune yiizeyi bir prob tarafindan paralel
hatlar takip edilerek taranir. Bu tarama esnasinda yakin-alan bolgesindeki yerel bir etkilesim
Olciiliir ve her bir pozisyon i¢cin bu deger kaydedilir (Sekil 3.28). Bu nedenle prob bu tiir
mikroskoplarin ¢oziiniirliigiinii gelistiren/saglayan en temel bilesendir. Bu aile icerisindeki
biitiin teknikler 1982 de taramali tiinel mikroskopi (STM) tekniginin bulunmasindan sonra
gelismistir. Bundan 4 y1l sonra Binnig, Quate ve Gerber ilk AFM’yi gelistirmislerdir. AFM ve
STM’nin sadece en c¢ok kullanilan SPM teknikleri oldugu vurgulanmalidir. AFM itici ve
cekici yiizey kuvvetlerinin belirlenmesine, STM ise elektron tiinel etkisinin belirlenmesine
dayanan yontemlerdir. Bu iki teknik disinda yiizey iizerindeki bir nokta ile manyetik prob
arasindaki etkilesimlerin belirlenmesine dayali “taramali magnetik mikroskopi” teknigi gibi

daha farkli SPM teknikleri de mevcuttur.
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i etkilesim
! mesafesi

numune

Sekil 3.28 Biitiin taramal1 prob mikroskoplarinin temel prensibi sematik olarak gosterilmistir.
Probun geometrisi ve numune-prob etkilesim mesafesi mikroskop ¢oziiniirliigiinii ve goriintii
kalitesini belirler (Nuno ve Miguel, 2004).

Yukarida da bahsedildigi gibi, biitiin SPM teknikleri numune yiizeyi ile bu yiizeye ¢ok yakin
bir mesafede bulunan prob arasindaki etkilesimlerin Ol¢iilmesine dayanmaktadir. AFM’de bu
etkilesim numune atomlari ile bu numuneyi tarayan ince “tip”in atomlar1 arasindaki kuvvettir.
Tip son derece esnek bir kirisin (cantilever) altina birlestirilmistir (Sekil 3.29). Bu kiris basit
ya da tcgen seklinde olabilmektedir, genellikle 23-300 um wuzunlugunda, 10-30 pum
genisliginde ve 0,5-3 um kalinhigindadir. En yaygin olarak kullanilanlari silisyum nitrid
(Si3Ny)’ ten yapilmislardir, kuvvet sabitleri 0,01-100 N araliginda degismektedir. Son birkag
yilda AFM tipleri olarak karbon nanotiipler de biiylik oranda kabul gormektedir. Bunun en
onemli sebepleri ise yliksek c¢oziiniirliik saglamalari, kiigiik boyutta olmalari, yapilarinin iyi

belirlenmis olmasi, mekanik saglamliklar1 ve benzersiz kimyasal 6zelliklerdir.
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Sekil 3.29 AFM donaniminin bilesenleri sematik olarak gosterilmistir (Nuno ve Miguel,
2004).

Tip ve numune arasindaki her bir etkilesim kiriste (cantilever) bir biikiilmeye sebep
olmaktadir. Eger biikiilme cok asir1 derecede keskin degil ise bu biikiilme etkilesim kuvveti
ile orantili olacaktir. Bu biikiilmeyi belirleyebilmek amaciyla AFM, kiris’in u¢ noktasina
odaklanmis kiiciik bir lazer kullanmaktadir. Yansiyan lazer 1s1m bir fotodiyoda odaklanmustir.
Yansiyan 1smin fotodiyod iizerindeki odak noktasinda meydana gelen degisiklik ile kirig’in
her bir kiiciik biikiilmesi ve boylece de tip ile numune arasindaki etkilesim o6l¢iiliir. Bu optik

mekanizma genellikle 107 ve 10" N arasindaki kuvvetlerin belirlenmesini miimkiin kilar.

AFM’de tarama probun hareketi ya da numunenin kendisinin hareketi ile gerceklestirilebilir.
Numune bir piezoelektrik destek (piezo tarayici) iizerine birlestirilmistir. Bu piezo tarayici

ornegin sadece xy diizlemi boyunca yer degistirmesinden degil z ekseni boyunca hareketinden
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de sorumludur. Tip numune yiizeyinde bir yiikselti ya da cukura ulastifinda etkilesim
kuvvetinde bir degisim meydana gelir. Bir geri-besleme (feedback) mekanizmasi ile bu
degisiklik numunenin tipten uzaklastirilmasina ya da yaklastirllmasina neden olur. Bu yolla
tarama numune ve prob arasinda yaklasik olarak sabit bir mesafe birakilarak gerceklestirilir.
Her bir xy c¢ifti i¢in bir z degeri belirlenir. Bu degerler bilgisayar tarafindan kaydedilir ve
numunenin yalanci-licboyutlu (pseudo-threedimensional) goriintiisiinii olusturmak icin

kullanilir.

Yukarida anlatilan geleneksel “contact mode”un yani sira atomik kuvvet mikroskoplarinin
son jenerasyonlar1 “tapping mode” olarak adlandirilan diger bir tarama sekli de

kullanmaktadirlar.

(a)

(b)

T
'Jihnfvliﬁi{'f\\;‘ﬁ!k"; -w,'f

Sekil 3.30 Iki AFM tarama seklinin kiyaslanmasi: “tapping mode” (a) ve “contact mode” (b).
Genellikle birincisi numune deformasyonunu azaltabilmektedir [2].

Bu tarama seklinde tip onceden belirlenmis yiikseklik “baseline”i, frekans ve genlik ile
akustik olarak isletilir (Sekil 3.30). Bu parametrelerde numune ile etkilesime bagli olarak
meydana gelen degisiklikler numunenin topografisinin bir fonksiyonudur. “Contact mode” da
oldugu gibi bilgisayar bu verileri numune yiizeyinin yalanci-licboyutlu goriintiisiinii
olusturmak i¢in kullanir. Genlik (20 nm ye kadar) ve frekans (normal olarak 10 ve 40 kHz
arasinda, sulu cozeltiler igerisindeki Olctimler icin, ancak 650 kHz’e kadar cikabilmektedir)
gibi deneysel verileri tanimlama giicliigiine ragmen ¢ogu calismalarda “tapping mode” daha

yiiksek c¢oziiniirliik saglamaktadir, yumusak numunelere verilen hasar1 da azaltmaktadir.

AFM ile sulu cozeltiler igerisinde Ol¢iim alma imkaninin olmasi biyolojik numunelerin
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calisilmasinda son derece Onemlidir. Atomik kuvvet mikroskopisinde bu, sivi hiicrelerinin
kullanilmasi ile saglanmaktadir. Sivi hiicrelerinin yapisi iiretici firmaya gore degisiklik
gostermektedir ancak genel olarak, numune c¢evresinde bir conta (o-ring) kullanilir ve bu
sistem piezo tarayicinin gegirgen olmayan basina yerlestirilir (nem cihazin geri kalan kismina
zarar verebilmektedir). S1vi hiicresinin iist kismi lazer 1s1nina karsi gecirgen olan bir yiizey
kullanilarak olusturulmustur. Ayrica sivi degisimini saglayabilmek i¢in giris ve ¢ikis hatlari

vardir.

Goriintiilerin iyi kalitede ve ardi ardina kayit edilebildigi yiliksek hizli atomik kuvvet
mikroskoplarinin gelistirilmesi daha hizli biyolojik olaylarin takibini miimkiin kilmaktadir.
Pek ¢ok diger deneysel yontemde oldugu gibi atomik kuvvet mikroskobu da diger mikroskopi
yontemleri ile birlestirilmeye ¢alisilmistir. AFM’nin fluoresans teknikleri, optik mikroskopisi,
ya da taramal1 elektrokimyasal mikroskopisi ile eslestirilmesi ile baz1 6nemli sonuclar elde

edilmistir.
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4. DENEYSEL KISIM

4.1 Kullamlan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler

4.1.1 Kullanilan Cihazlar

Jasco V-530 UV-VIS Spektrofotometre

FT-IR (Perkin Elmer Spektrum One)

PTI QM-4/2003 Steady State Fluoresans Spektrometre
Malvern Zetasizer Nano ZS

Shimadzu SPM-9600 Atomik Kuvvet Mikroskopu (AFM)
Agilent Jel gecirgenlik kromatografisi (GPC)
Mikroskop Olympus CKX41 (Invert)

Viskozimetre (Ostwald, Ubbelohhde)

Heildolph MR 3001 Isiticili Manyetik Karistiric
Precisa XB 220A Hassas Terazi

Sartoriuos CP225D Hassas Terazi

Binder Vakum Etiivii

Finnpipette Micropipet (1-10 ml, 100-1000 pl, 5-50 ul)
Hettich Eba20 Santrifiij Cihazi

IKAMAG Coklu Karistirici

Milipore-Q Gradient Saf su Cihaz1

Sartorius MiniSart RC Enjektor filtresi, 0.22 um
WTW pH level 1 pH metre

Hanna pH221 pH metre
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Kullanilan Kimyasal Madde

Kimyasal Maddenin Uretildigi

Firma

Poliakrilik Asit

Aldrich 523925

Metil vinil eter-maleik anhidrit Kopolimeri

Gantrez AN-139

Bovin Serum Albumin (BSA)

Sigma A 7030

Bakir Siilfat (CuSO4.5H,0)

Merck 102788

Sodyum dihidrojen fosfat (NaH,POy)

Riedel-de Haen 04361

Sodyum hidrojen fosfat (Na,HPO,)

Fluka 71647

Sodyum Hidroksit (NaOH)

Fluka 71687

Etil Alkol

Merck K33723886-436

Sodyum Kloriir (NaCl)

Fluka 71376

Thiazoly blue tetrazolium bromide (MTT)

Sigma M 5655
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4.2 Poliakrilik Asit Polimeri

Poliakrilik asit (PAA) : Molekiil agirligr 100.000 Da’dur.

Poliakrilik asit iyonlasma derecesi, pH ve sulu c¢ozeltinin iyonik giiciine bagli olan zayif bir
polielektrolittir. PAA, diisiik pH’da hemen hemen disosiye olmamasina karsin pH > 7°de
tamamen yiiklii bir zincire sahiptir. Poliakrilik asit, proton alabilen iyonik olmayan cesitli
polimerler, onlarin tiirevleri ve katyonik polielektrolitlerle sulu yada organik cozelti

ortaminda interpolimer kompleks olusturur.

Kompleks olusumunda, ortamda karsisindaki ile iletisim igerisinde bulunan polimerin dogasi
ve molekiil agirlig1r gibi baz1 parametrelerin yani sira ¢oziicii, pH, ¢ozeltinin iyonik giicii,
sicaklik ve polimerin konsantrasyonu onemli etkiye sahiptir. Bunun i¢in metal iyonlarinin
yiikkli makromolekiiller ile iliskisi, herhangi bir ortamda ve biyolojik sistemlerde
sergiledikleri fizikokimyasal davraniglar1 anlamak bakimindan onemlidir. Poliakrilik asitler
bir cok ticari isim halinde (Karbopol, Karbomer, vd.) karsimiza ¢ikmasinin yani sira

kozmetik, ev iirlinleri ve farmasotik preparatlarda da kullanilmaktadir.

4.2.1 PAA-Cu** ikili Komplekslerinin Hazirlanmasi

4.2.1.1 Kullamlan Cozeltiler

PAA stok cozeltisi 3 mg/ml olacak sekilde ve CuSO4.5H,0 stok ¢ozeltisi ultra saf suda oda

sicakliginda hazirlandi.

4.2.1.2 Komplekslerin Hazirlanmasi

Her bir ¢6zeltideki PAA miktar1 sabit olacak sekilde (8 adet farkli nc,**/nas oraninda)
hazirlanan stoktan toplam 10 ml ¢ozelti icin 3333 ul (9,999 mg ) PAA alinarak degisik
oranlarda CuSO4.5H,0 eklenerek olusturulan ikili kompleksler 1 gece oda sicakliginda

karigtirildiktan sonra pH:7’ye 1N NaOH cozeltisi ile ayarlanir.

4.2.1.3 Hesaplamalar

PAA konsantrasyonu sabit tutularak hazirlanan PAA-Cu®* ikili komplekslerine ait

hesaplamalar su sekildedir:
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Ny C I
Co OO TAA 01,02:03 04 05 11,52

Ny Cras - Mego

C cusos : CuSO4 konsantrasyonu

Cpaa :PAA polimerinin konsantrasyonu (tiim nc,**/naa oranlari i¢in sabittir % 0,1’dir)

M aa  : PAA polimerinin monomerinin molekiil agirligi

M cyusos : CuSO4 molekiil agirlig

1) nc**/naa: 0,1 olan 10 ml PAA-Cu’" ikili kompleksi ¢ozeltisi
Ccusos :0,0222 g/100ml = 0,222 mg/ml = 2,22 mg/10ml

2) nco*/maa: 0,2 olan 10 ml PAA-Cu’" ikili kompleksi ¢cozeltisi
Ccusos : 0,0444 g/100ml = 0,444 mg/ml = 4,44 mg/10ml

3) ncy*/maa: 0,3 olan 10 ml PAA-Cu’" ikili kompleksi ¢cozeltisi
Ccusos : 0,0666 g/100ml = 0,666 mg/ml = 6,66 mg/10ml

4) ncy**/mpa: 0,4 olan 10 ml PAA-Cu*" ikili kompleksi ¢ozeltisi
Ccusos : 0,0888 g/100ml = 0,888 mg/ml = 8,88 mg/10ml

5) ncy*/maa: 0,5 olan 10 ml PAA-Cu?* ikili kompleksi ¢ozeltisi
Ccusos : 0,111 g/100ml = 1,11 mg/ml = 11,1 mg/10ml

6) ncy**/maa: 1 olan 10 ml PAA-Cu?* ikili kompleksi ¢ozeltisi
Ccusos : 0,222 g/100ml = 2,22 mg/ml = 22,2 mg/10ml

7) ncy*/maa: 1,5 olan 10 ml PAA-Cu*" ikili kompleksi ¢ozeltisi
Ccusos : 0,333 ¢/100ml = 3,33 mg/ml = 33,3 mg/10ml

8) ncy’*/maa: 2 olan 10 ml PAA-Cu?" ikili kompleksi ¢ozeltisi

Ccusos : 0,444 ¢/100ml = 4,44 mg/ml = 44,4 mg/10ml
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4.2.2 PAA-Cu** ikili Komplekslerine Ait Analiz Sonuclar:

Hazirlanan ikili komplekslerin 400 nm dalga boyunda absorbanslart ol¢iildiikten sonra,
viskozitesi ve son olarakta boyut ve zeta potansiyeli (n¢,”* / nyy > 0,5 oranlarinda olusan
cokeltiler santrifiij yontemi ile ayrilarak siiziintiiniin ol¢iimii alinmistir) olciildii. Cesitli
miktardaki bakir siilfat ¢ozeltisi, poliakrilik asit polimerine (PAA) ilave edildiginde ve pH:7’
ye ayarliginda belirli oranlara kadar sistemde cokme goriilmemektedir. Ote yandan bakir
silfatin kendisi suda coziindiigiinde ve cozeltinin pH:7’ye ayarlandiginda ¢okmektedir.

Ayrica spektrofotometrik 6l¢iimler PMK’nin olusturdugunu gostermektedir.

3,5
3,0
2,51
2,0

1,5 1

Absorbans (400 nm)

1,0 +

0,5

0,0 mm—u—m—"
I T

| ' | ' | ' |
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0

nCu2+/ Naa

Sekil 4.1 PAA-Cu** ikili komplekslerinin (PMK) orana bagl 400 nm’deki optik yogunluklari:
0 < ncu2+/ nAAS 2.
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Ikili komplekslerde belirli orandan sonra (ncU2+/ naa > 0,5) ¢oken madde miktar1 tespit

edilmistir

0,016—-
0,014—- -
0,012—-
0,010—-
0,008—-
0,006—-

0,004

coken madde miktari (g)

0,002

0,000 L ——=— , I , I , I
0,5 1,0 15 2,0

Ny / Naa

Sekil 4.2 n¢,** / ny, > 0,5 oranlarinda ikili komplekslerde olusan ¢6ken madde miktari (g).

Polimer ve polimerlerin metal iyonlariyla olusturdugu komplekslerin viskozitesi (spesifik
Ozgiil viskozite, birimi poise’dir) Sekil 4.3’de goOsterilmistir. Viskozite egrisi oldukca

diistiikten sonra sabit sekilde devam etmektedir.



Viskozite
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Sekil 4.3 PAA-Cu* ikili komplekslerinin (PMK) orana bagl viskozite grafigi.
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Polimer-metal ikili komplekslerin Zetasizer cihazi ile 6l¢ctimii alinmistir (Sekil 5.4).
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Sekil 4.4 PAA’din iizerine bakirin eklenmesiyle elde edilen ikili komplekslerin orana baglh
boyut dagilimlari: PAA (a); nee> / naa: 0,1 (b); 0,2 (c); 0,3 (d); 0,4 (e); 0,5 (f); 1 (g); 1,5 (h);
2 (1).
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Sekil 4.5 PAA-Cu®* ikili komplekslerinin orana bagh cap grafigi.
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Sekil 4.6 PAA-Cu®* ikili komplekslerinin orana bagl zeta potansiyel grafigi.

A
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4.2.3 PAA-Cu**-BSA Uclii Komplekslerinin Hazirlanmasi

4.2.3.1 Kullanilan Cozeltiler

PAA stok ¢ozeltisi 3mg/ml olacak sekilde, CuSO4.5H,0 c¢ozeltisi ve BSA stok c¢ozeltisi yine

ultra saf suda oda sicakliginda hazirlanmistir.

4.2.3.2 Komplekslerin Hazirlanmasi

Her bir ¢ozeltideki PAA miktar1 sabit olacak sekilde (4 adet farkli nc,**/nas oraninda)
hazirlanan stoktan toplam 10 ml ¢ozelti i¢in 3333 pl (9,999 mg) PAA alinarak degisik
oranlarda CuSO4.5H,0 eklenerek olusturulan ikili kompleksler 1 gece karistirildiktan sonra
pH:7’ye 1IN NaOH c¢ozeltisi ile ayarlanir. BSA stok c¢ozeltisi yavas yavas PAA-Cu** ikili
komplekslerinin iizerine eklenerek karistirlmis ve sonugta iiclii PAA-Cu®*-BSA kompleksleri

elde edilmistir (pH: 7 oldugu kontrol edildi).

4.2.3.3 Hesaplamalar

Oncelikle, nc>/nas = 0,1; 0,2: 0,3; 0,4 herbir oran icin npsa/npaa hesaplanir. Ancak iiglii
komplekslerde PAA ve BSA miktarlari biitin oranlar icin degismezken sadece Cu®*

iyonlarmin miktar1 degisir. Uclii komplekse ait hesaplamalar su sekildedir:

IEesa Cpsa . Mpaa

= =05 1,15 2 25 3

T Cran - Mpsa
C ssa :BSA konsantrasyonu
Cpaa :PAA polimerinin konsantrasyonu (tiim ngsa/npaa oranlari icin sabittir % 0,1°dir)
M paa  : PAA polimerinin molekiil agirligi (100.000 Da)
Mpsa  :BSA molekiil agirligi (66.000 Da)
1) nco*/man: 0,1 ve ngsa/npaa : 0,5 olan 10 ml PAA-Cu**-BSA ticlii kompleksi ¢ozeltisi
Cgsa :3,3 107 g/100ml = 3,3 10" mg/ml = 3,3 mg/10ml
2) ncy*/mana: 0,1 ve ngsa/npaga : 1 olan 10 ml PAA-Cu**-BSA ticlii kompleksi ¢ozeltisi

Cgsa : 6,6 107 g/100ml = 6,6 10”" mg/ml = 6,6 mg/10ml
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3) ncy*/maa: 0,1 ve npsa/npaa : 1,5 olan 10 ml PAA-Cu**-BSA ticlii kompleksi ¢ozeltisi
Cgsa 9,9 107 g/100ml = 9,9 10™" mg/ml = 9,9 mg/10ml

4) ncy™*/maa: 0,1 ve ngsa/npaa : 2 olan 10 ml PAA-Cu**-BSA ticlii kompleksi ¢ozeltisi
Cgsa : 13,2 107 g/100ml = 13,2 10" mg/ml = 13,2 mg/10ml

5) nco*/man: 0,1 ve ngsa/npaa : 2,5 olan 10 ml PAA-Cu**-BSA ticlii kompleksi ¢ozeltisi
Cgsa : 16,5 102 g/100ml = 16,5 10" mg/ml = 16,5 mg/10ml

6) ncy*/mana: 0,1 ve ngsa/npaga : 3 olan 10 ml PAA-Cu**-BSA ticlii kompleksi ¢ozeltisi

Cgsa : 19,8 102 g/100ml = 19,8 107! mg/ml = 19,8 mg/10ml
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424 PAA-Cu**-BSA Uclii Komplekslerine Ait Analiz Sonuclar
Farkli miktarlarda protein iceren protein cozeltilerinin (BSA) ve aym: konsantrasyonda
protein ¢ozeltisi iceren polimer c¢ozeltileri (PAA-BSA) ve polimer-metal (PAA-Cu**-BSA)

cozeltileriyle karistirilarak 280 nm’deki absorbans Olc¢timleri alindi.

35 /A
3,0 - /
£ .. -
= 25
S —e— PAA-BSA
@ 2.0 —a— PAA-CU**-BSA
2
< 1.5 .
.e 0%
o /‘
<
T T T T T
20 25 3,0

Protein Konsantrasyonu

Sekil 4.7 Protein, protein-polimer ve polimer-metal-polimer kompleksleri (ng,**/ nas: 0,4;
Ngsa/ Npans: 2) ¢Ozeltilerinin 280 nm’deki optik yogunluklari.
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Sekil 4.8 PAA-Cu®*-BSA ticli komplekslerinin 400 nm’deki farkli protein/polimer oranlarina
gore zamana bagl spektrofotometrik ol¢iimleri: nc,>*/ nya: 0,4 oraninda nggs/ npaa: 0,23 0,5; 1;
2 oranlari.

Sekil 4.8’de gosterildigi iizere iiclii karisim, PMK (nc,* / naa: 0,4) cozeltisine proteinin
ilavesiyle hazirlanmistir. ngsa / npaa: 0,2; 0,5; 1; 2 olarak dort degerde PAA-Cu’**-BSA
karigtmlart hazirlanmistir.  Protein konsantrasyonu artisiyla reaksiyon hizi artmakta, limit

degere ulagmakta ve daha sonra sabit hale gelmektedir.
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BSA ve PMK karisimlarinin zamana bagli 280 nm” deki spektrofotometrik dl¢iimleri degisimi

Sekil 4.9°da gosterilmistir. Burada hazirlama yonteminin etkisi incelenmistir.

—8— PMK + BSA

T —eo— BSA + PMK
2,2 1

2,0 ./I

18 7 /

1,6 /
1,4

124 /
1,0—-
0,8—-

O,Gi

0,2

Absorbans (280 nm)

0,0 T I T I T I T I T I T I T I T I
0 50 100 150 200 250 300 350 400
Reaksiyon Siresi, t (Dakika)

Sekil 4.9 BSAve PAA-Cu*" ikili kompleksinin (n¢,**/ naa: 0,4) (PMK) (oranlar birbirine esit)
zamana bagl spektrofotometrik ol¢iimleri.



107

Uclii PAA-Cu**-BSA komplekslerinin fluoresansi 6l¢iilmiistiir.
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Sekil 4.10 PAA-Cu? (ne,*/ naa: 0,4) ikili kompleksinin tizerine BSA ¢ozeltisinin eklenmesi
sonucu elde edilen fluoresans spektrumu: BSA a; ngsa/ npas: 0,5b; 1 ¢;1,5d;2e,2,51; 3 g.
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Sekil 4.11 PAA-Cu** (ne,**/ naa: 0,3) ikili kompleksinin tizerine BSA ¢ozeltisinin eklenmesi
sonucu elde edilen fluoresans spektrumu: BSA a; ngsa/ npaa: 0,5b; 1¢;1,5d;2e,2,5f;3 g
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npsa/Npaa degerlerini x eksenine, fluoresans siddeti ve maksimum dalga boyu degerlerini de y

eksenine konarak asagidaki grafikler elde edilmistir.
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Sekil 4.12 PAA-Cu** ikili komplekslerinin iizerine BSA ¢ozeltisinin eklenmesi sonucu elde
edilen fluoresans spektrumlarindan elde edilen fluoresans siddeti degerlerinin ngsa/nps Orani
ile degisim grafigi.
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Sekil 4.13 PAA-Cu®* ikili komplekslerinin iizerine BSA ¢ozeltisinin eklenmesi sonucu elde
edilen fluoresans spektrumlarindan elde edilen maksimum dalga boyu degerlerinin ngga/npsa
orani ile degisim grafigi.
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PAA-Cu**-BSA ticli komplekslerin Zetasizer cihazi ile 6l¢timleri alinmistir.

Size Distribution by Intensity Raw Correlation Data
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: Record 201: nCufnPad=0,1 nBSA nPAN=E.5 (pHT)
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a [l
5 IHTENSITY
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T _dnm % dam dnm % dam dnom | % | dam
gl 197 384 752 42| B16/ 130 206 A8 | TA| 112
} 196| 441 B1,3 322)12% 187 53 000 00| 000
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Mo Peaki Area|Width PeakZ Anea Width Peakl Area Width

d.nr F d.am | d.am % d.non doam % d.nm
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198 5,35 999 I 48302 0.1 147 847 00189
199 6,47 95,8 3,42 9% | @1 B8 | 0,00 00 0,00
M 5,78 99.%| 251 168 o1 216 000 00 000
01 5,65 99,8 2,37 45,8 01 19.6/350 | o1/423
202 515995 24134 00 716 | 0,00 0,0 0,00
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Sekil 4.14 PAA-Cu®* (nc™ / naa @ 0,1) ikili kompleksinin iizerine BSA’ nin eklenmesiyle
elde edilen iiclii komplekslere ait Zeta-Sizer grafikleri.
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Sekil 4.15 PAA-Metal (n¢,”* / nas : 0,1) ikili kompleksinin iizerine BSA’ nin eklenmesiyle
elde edilen iiclii komplekslerin orana baglh boyut dagilimlari: PAA (a); BSA (b); ngsa/npaa: 0,5

(©); 1(d); 1,5 (e); 2 (); 2,5 (2); 3 (h).
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Size Distribution by Intensity Raw Correlation Data
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ekil 4. -Cu™ (ne,”* / nay 2 0,2) ikili kompleksinin iizerine nin eklenmesiyle elde
Sekil 4.16 PAA-Cu®* (ne.>* / 0,2) ikili kompleksini ine BSA’ kl iyle eld
edilen iiclii komplekslere ait Zeta-Sizer grafikleri.



113

{a) 2]
‘i ,\ < 4 —
E " g, A/
(;-ap 1'1.11-13 ------- Cap [fum)
{b) )
;O\ I ;:-\ 4 A
T s I
o TN G ] s
Cap (om) Cap {nm)
{c) (2)
-
b A bt A
o [ s W
7 I ol s LIS -

d) (h)
- A =
i - a A
i p 7 T : (-
_ﬁ 2 FiLYaVl, @ 1 [N A

Cap (fum) Cap (nm)

Sekil 4.17 PAA-Cu** (ne,” / nuy ¢ 0,2) ikili kompleksinin iizerine BSA” nin eklenmesiyle elde
edilen iiclii komplekslerin orana bagli boyut dagilimlari: PAA (a); BSA (b); ngsa/npaa: 0,5 (¢);
1(d); 1,5 (e); 2 (f); 2,5 (2); 3 (h).
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Size Distribution by Inteasity Raw Carrelation Data
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Sekil 4.18 PAA-Cu* (ne,”* / nyu ¢ 0,3) ikili kompleksinin tizerine BSA” nin eklenmesiyle elde
edilen iiclii komplekslere ait Zeta-Sizer grafikleri.
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Sekil 4.19 PAA-Cu* (ne,” / nuy 2 0,3) ikili kompleksinin iizerine BSA’ nin eklenmesiyle elde
edilen ii¢lii komplekslerin orana bagli boyut dagilimlari: PAA (a); BSA (b); ngsa/npaa: 0,5 (c);

1 (d); 1,5 (e); 2 (1); 2,5 (g); 3 (h).
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Size Distribution by Entensity Raw Correlation Data
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Sekil 4.20 PAA-Cu®* (ney”* / naa : 0,4) ikili kompleksinin iizerine BSA’ min eklenmesiyle
elde edilen iiclii kompleslere ait Zeta-Sizer grafikleri.
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Sekil 4.21 PAA-Cu** (ne,”" / nuy ¢ 0,4) ikili kompleksinin iizerine BSA’ nin eklenmesiyle elde
edilen iiclii komplekslerin orana bagli boyut dagilimlari: PAA (a); BSA (b); ngsa/npaa: 0,5 (¢);
1(d); 1,5 (e); 2 (f); 2,5 (2); 3 (h).
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4.2.5 FTIR Olciimleri

4.2.5.1 Kullanilan Cozeltiler

PAA stok ¢ozeltisi 3mg/ml olacak sekilde, ayrica CuSO4.5H,0 stok ¢ozeltisi ve BSA stok

cozeltisi ultra saf suda hazirlandi.

4.2.5.2 Deneyin Yapihsi

Her bir ¢ozeltilerdeki PAA miktar1 sabit olacak sekilde (nc,**/naa: 0,4 oranminda) hazirlanan
stoktan toplam 10 ml ¢ozelti i¢cin 3333 ul (9,999 mg) PAA alinarak, orana uygun olarak
CuSO04.5H,0 eklenerek olusturulan ikili kompleksler 1 gece karistiktan sonra 1N NaOH
cozeltisi ile pH:7’ye ayarlamr (ikili polimer-metal kompleksi). Uclii PAA-Cu**-BSA
kompleksi ise, ikili kompleksin iizerine BSA ¢ozeltisinin eklenmesi ile elde edilir daha sonra
pH kontrol edilir (pH:7). Cozeltilerin hazirlanmasindan sonra her bir ¢ozeltiye cozelti
hacminin en az 4 kati hacimdeki etanole bosaltilir, olusan ikili ve {i¢lii komplekslerin ¢okmesi
icin buzdolabinda bekletilir. Cokelti bir ka¢ defa dekante edilir ve alkoliin kalan kism1 vakum

etiiviinde kurutulur.

PAA, BSA, CuS0O4.5H,0, PAA-Cu*" ikili kompleksi ve PAA-Cu’*-BSA ticlii kompleksi FT-

IR spektrumlart gosterilmistir (tiim 6l¢iimler ATR ile alinmistir).
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Sekil 4.22 BSA proteininin FT-IR spektrumu (numune kati halde).
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Sekil 4.23 PAA polimerinin FT-IR spektrumu (numune s1v1 halde).
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Sekil 4.24 CuSO4.5H,O’nun FT-IR spektrumu (numune kat1 halde).
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Sekil 4.25 PAA-Cu** ikili kompleksinin FT-IR spektrumu (numune kat1 halde).
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Sekil 4.26 PAA-Cu**-BSA iiclii kompleksinin FT-IR spektrumu (numune kati halde).
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4.2.6 PAA, BSA ve Uclii PAA-Cu**-BSA kompleksinin Atomik Kuvvet Mikroskobu ile

Goriuntillenmesi

4.2.6.1 Deneyin Yapilmasi

PAA (0,15pug/1ml), BSA (0,15pug/1ml) ve iiclii kompleksin (BSA 0,15ug/1ml olacak sekilde)
¢Ozeltisi ultra saf suda hazirlandi. Negatif yiiklii Mika K* iyonu ile dengelenmistir, Mika’nin
iizerine bant yapistinilip cekilince K* iyonu bantta kalir ve Mika negatif yiiklii olarak
kullanima hazir hale gelir. Cozeltiler Mika iizerine damlatilir ve oda sicakliginda kurutulup (5
dak.) goriintiileme yapilir [AFM o6lciimleri “Phase Mode” ta silicon, non-contact mode SPM
sensor (Nano world), kantilever kullanilarak gerceklestirilmistir. Sekillerde verilen AFM

goriintiileri yiikseklik sinyaline ait goriintiilerdir].

Sekil 4.27 BSA’nin (500 x 500 nm boyutunda) AFM ile alinan {i¢ boyutlu goriintiisii.
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i

0.00
1000.

Sekil 4.28 BSA’nin (1000 x 1000 nm boyutunda) AFM ile alinan ii¢ boyutlu goriintiisii.

Sekil 4.29 PAA’nin (500 x 500 nm boyutunda) AFM ile alinan ii¢ boyutlu goriintiisii.
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ekil 4.30 U li PAA—CU2+—BSA (1000 x 1000 nm boyutunda) AFM ile alinan llg boyutlu
¢
Sriintiisii.



127

4.2.7 PAA, PAA-Cu®™ ve Ucli PAA-Cu**-BSA kompleksinin 1929 Hiicreleri

Uzerindeki Toksik Etkisinin MTT Yontemi ile Incelenmesi

PAA, PAA-Cu®™ ve Uclii PAA-Cu**-BSA kompleksinin hiicre canlihg olgiildii. 1.929
hiicreleri 10000 hiicre/ml konsantrasyonda diiz tabanli 96 kuyucuklu plaklara ekim yapildi.
Yiizey kaplamasin1 tamamlandiktan sonra sirasiyla her bir kuyucuga 10 ul polimer, polimer-
bakir, polimer-metal-protein ¢ozeltisinden ve kontrol grubuna 10 pl ultra saf su ilave edildi.
48 saat inkiibasyonun ardindan 10 mg/ml konsantrasyonda hazirlanan MTT soliisyonundan
her bir kuyucuga 10 pl eklendi ve 37 °C’de 4 saat inkiibe edildi. MTT durdurucu soliisyondan
100 pl eklendi 30 dak. oda sicakliginda beklenip formazan kristallerinin ¢6ziindiigii kontrol
edildi. Ayni islemler polimer besiyeri etkilesimini kontrol etmek amaciyla, hiicre bulunmayan
sadece besiyeri ilave edilmis 96 kuyucuklu plaklarda da yapildi. Son olarak optik yogunlugu
Olcmek tizere 96 kuyucuklu plagin kapagi acilarak 570 nm dalga boyuna ayarlanmis ELIZA
cihazina yerlestirildi ve cihazin optik 6l¢iim sonuclar bilgisayar ortamindan alind1 (Cakar,
2008). Ancak deneyler sadece bir kere yapildigi i¢in bu calismalarin tekrar yapilmasi
gerekmektedir. Elde edilen bulgular 6n ¢alisma niteligi tasimaktadir ve mutlaka tekrarlanmasi

gerekmektedir.

4.2.7.1 MTT Deneyinin Hazirlanmasi

Thiazoly blue tetrazolium bromide (MTT) (Sigma M5655) c¢ozeltisi 10 mg/ml hazirlandi.
Hassas terazide 10 mg/ml MTT c¢ozeltisi icin 50 mg toz MTT tartilip PBS ile 5 ml’ye
tamamlandi. Once vortekste calkalanarak iyice ¢oziindiikten sonra steril edilmek iizere dnce 0,

45 wul daha sonra 0,22 pl’lik 38 (CS) filtreden gegirilerek steril edildi.
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(b) (©

(d)

Sekil 4.31 PAA-Cu®* ikili komplekslerinin 1.929 hiicrelerinde olusturdugu morfolojik
degisimlerin mikroskobik incelenmesi (20x), a) Kontrol, b) n¢,”* / ns, : 0,2 oranindaki ikili
kompleks, ¢) n¢,”* / nyu 1 0,3, d) ne,* / ngs 0,4,
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(b)

Sekil 4.32 PAA-Cu**-BSA ticlii komplekslerinin 1.929 hiicrelerinde olusturdugu morfolojik
degisimlerin mikroskobik incelenmesi (20x), a) n¢,” / Ny : 0,4, Ngsa/Npaa: 2; b) CuSO4.5H,0
(ne,”" / nuy ¢ 0,4 oranindaki bakir konsantrasyonu ile ayni)
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4.3 Metil vinil eter-maleik Anhidrit Kopolimeri

Jel gecirgenlik kromatografisi (GPC) ol¢iimleri; 0,3 ml/dak akis hizinda eliient olarak THF ile
birlikte ii¢ yiiksek ¢oziiniirliikli kolon (60S, 300S ve 1000S) kullanilarak, bir pompa (Agilent
1100) ve refraktif indeks dedektorii (Agilent 1100s) varhi@inda yapilmistir. Molekiil
agirliklarinin belirlenmesi i¢in polistiren standartlar1 kullanilmistir. PMVEMA kopolimerinin

molekiil agirligi 70.000 Da olarak bulunmustur.

4.3.1 PMVEMA-Cu** ikili Komplekslerinin Hazirlanmasi

4.3.1.1 Kullamlan Cozeltiler

a) 0.01 mol/1t’lik PBS Tamponu (pH:7)

1.1998g NaH,PO4 (Mw=119.98 g/mol) tartilarak 500ml ultra saf suda ¢oziiliir. Ayn1 zamanda
2.6807g Mw = 268.07 g/mol) tartilarak yine 500 ml ultra saf suda ¢oziiliir. Bu iki ¢ozeltiden
NaH,PO, ¢ozeltisi Na,HPOy ¢6zeltisinin iizerine eklenir. Bu karisima 8.766 g NaCl eklenir ve
tekrar karistirilir. 1 M NaOH pH ayarlanir.

b) PMVEMA kopolimeri stok cozeltisi 3 mg/ml olacak sekilde ultra saf su ve PBS
tamponunda hazirlandi. Dinamik ve elektroforetik 1s1k sag¢ilmasi yontemiyle tampon ¢ozeltide
hazirlanan kompleklerin daha kararli oldugu tespit edilmistir. Dolayisiyla PMVEMA
kopolimeriyle ilgili tiim deneylerde PBS tamponu kullanilmistir. Ultra saf suda ise sadece

CuS04.5H,0 cozeltisi hazirlandi.

4.3.1.2 Komplekslerin Hazirlanmasi

Her bir c¢ozeltideki PMVEMA miktar1 sabit olacak sekilde (8 adet farkli nc,”*/nyvema
oraninda) hazirlanan stoktan toplam 10 ml ¢6zelti i¢in 3333 ul (9,999 mg) PMVEMA alinarak
degisik oranlarda  CuSO04.5H,0O eklenerek olusturulan ikili kompleksler 1 gece oda
sicakliginda karistirildiktan sonra pH: 7°ye 1N NaOH c¢ozeltisi ile ayarlandi

4.3.1.3 Hesaplamalar

PMVEMA konsantrasyonu sabit tutularak hazirlanan PMVEMA-Cu** ikili komplekslerine ait

hesaplamalar su sekildedir:
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1+ C M
ey CadOV TMVEMA _ 01 020,304 05 1,15, 2

NyrvEMA Crnmventa Mousow

C cusos : CuSO4 konsantrasyonu

C pmvema : PMVEMA polimerinin konsantrasyonu (tiim nc,**/nvvema oranlari igin sabittir %

0,1’dir)

M mvema : PMVEMA polimerinin monomerinin molekiil agirlig

M cusos : CuSO4 molekiil agirhig

1) nc**/mmvema: 0,1 olan 10 ml PMVEMA-Cu?" ikili kompleksi ¢ozeltisi
Ccusos : 0,006 g/100ml = 0,06 mg/ml = 0,6 mg/10ml

2) nco” /mmvema: 0,2 olan 10 ml PMVEMA-Cu?* ikili kompleksi ¢ozeltisi
Ccusos : 0,012 g¢/100ml = 0,12 mg/ml = 1,2 mg/10ml

3) ney”myvema: 0,3 olan 10 ml PMVEMA-Cu?" ikili kompleksi ¢ozeltisi
Ccusos : 0,018 g/100ml = 0,18 mg/ml = 1,8 mg/10ml

4) ncy** mvvema: 0,4 olan 10 ml PMVEMA-Cu?* ikili kompleksi ¢ozeltisi
Ccusos : 0,024 ¢/100ml = 0,24 mg/ml = 2,4 mg/10ml

5) nco”mmvema: 0,5 olan 10 ml PMVEMA-Cu>" ikili kompleksi ¢ozeltisi
Ccusos : 0,03 g/100ml = 0,3 mg/ml = 3 mg/10ml

6) nco”/myvema: 1 olan 10 ml PMVEMA-Cu*" ikili kompleksi ¢ozeltisi
Ccusos : 0,06 g/100ml = 0,6 mg/ml = 6 mg/10ml

7) nc mvvema: 1,5 olan 10 ml PMVEMA-Cu>" ikili kompleksi ¢ozeltisi
Ccusos : 0,09 g/100ml = 0,9 mg/ml =9 mg/10ml

8) ncy”/myvema: 2 olan 10 ml PMVEMA-Cu?" ikili kompleksi ¢ozeltisi

Ccusos : 0,12 g¢/100ml = 1,2 mg/ml = 12 mg/10ml
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4.3.2 PMVEMA-Cu*" ikili Komplekslerine Ait Analiz Sonuclar:

Cesitli miktardaki bakir siilfat ¢ozeltisi, metil vinil eter-maleik anhidrit kopolimeri
(PMVEMA) ilave edilip pH:7’ye ayarliginda sistemde PAA’da oldugu gibi ¢okme

goriilmemektedir (0 < n¢,”/ nyvema < 0,5).

14
12 4

10 A

Absorbans (400 nm)

—m—i—
0 - T ! T ! T ! T !
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0

r]Cuz* / nMVEMA

Sekil 4.33 PMVEMA-Cu”* ikili komplekslerinin (PMK) orana bagli 400 nm’deki optik
yogunluklari: 0 < n¢,”/ nyyema < 2.
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Ikili komplekslerde belirli bir orandan sonra (nCu2+/ nmvema > 0,5)  ¢oken madde miktar (g)

tespit edilmistir.
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Sekil 4.34 ncy™ / nyvema > 0,5 oranlarinda olusan ikili komplekslerde ¢oken madde
miktari (g).
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PMVEMA kopolimeri ve kopolimerlerin metal iyonlariyla olusturdugu komplekslerin
viskozitesi (spesifik 6zgiil viskozite, birimi poise’dir) asagida gosterilmistir. Viskozite egrisi
oldukga diigser ve sonra  nc,”*/ nyvema > 1,5 oranindan sonra sabit sekilde devam eder (ng,”*/
Nyvema > 1 oranlarinda olusan ¢okeltiler santrifiij yontemi ile ayrilarak siiziintiiniin ol¢timii

alinmastir).

0,9
0,8

0,7 H

0,6—- \
0,5 \

0,4 — \.
03 ] \./_

0.2 . , . , . : : :
0,0 05 1,0 15 2,0

Neye /n

Viskozite

MVEMA

Sekil 4.35 PMVEMA-Cu®* ikili komplekslerinin (PMK) orana bagli viskozite grafigi.
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Polimer-metal ikili komplekslerin Zetasizer cihazi ile ol¢imii alinmistir (ne,™ / Nyvema > 1

oranlarinda olusan ¢okeltiler santrifiij yontemi ile ayrilarak siiziintiiniin 6l¢timii alinmistir).
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Sekil 4.36 PMVEMA kopolimeri iizerine Bakirin eklenmesiyle elde edilen ikili komplekslerin
orana bagli boyut dagilimlari: PMVEMA (a); nCu2+/ nyvvema: 0,1 (b); 0,2 (¢); 0,3 (d); 0,4 (e);
0,5 (); 1 (2); 1.5 (h); 2 (1).
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Sekil 4.37 PMVEMA-Cu?* ikili komplekslerinin orana bagh cap grafigi.
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Sekil 4.38 PMVEMA-Cu”* ikili komplekslerinin orana bagl zeta potansiyel grafigi.

ncy’t / nyvema Orani arttikca zeta potansiyelde bir diisme yani negatife dogru bir kayma

gozlenmektedir.
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4.3.3 PMVEMA-Cu**-BSA Uclii Kompleksleri

4.3.3.1 Kullanilan Cozeltiler

PMVEMA kopolimeri stok ¢ozeltisi 3mg/ml olacak sekilde PBS tamponunda hazirlandi.
CuS0O4.5H,0 c¢ozeltisi ultra saf suda hazirlandi. BSA stok ¢ozeltisi yine tamponda

hazirlanmustir.

4.3.3.2 Komplekslerin Hazirlanmasi

Her bir c¢ozeltideki PMVEMA miktar1 sabit olduguna gore (5 adet farkli nc,**/npveva
oraninda) hazirlanan stoktan toplam 10 ml ¢6zelti i¢in 3333 ul (9,999 mg) PMVEMA alinarak
degisik oranlarda CuSO4.5H,0 eklenerek olusturulan ikili kompleksler 1 gece karistirildiktan
sonra pH: 7’ye 1N NaOH cozeltisi ile ayarlanir. BSA stok ¢ozeltisi yavas yavas PMVEMA-
Cu®* ikili komplekslerinin iizerine eklenerek karstirildi ve iicli PMVEMA-Cu**-BSA
kompleksleri olusturuldu (pH: 7 oldugu kontrol edildi).

4.3.3.3 Hesaplamalar

Oncelikle, ney/myvema = 0,1; 0,2: 0,3; 0,4; 0,5 herbir oran icin ngsa/mpmvema hesaplanir.
Ancak iiclii komplekslerde PMVEMA ve BSA miktarlar1 biitiin oranlar i¢in degismezken

sadece Cu** iyonlarinin miktar1 degisir. Uclii komplekse ait hesaplamalar su sekildedir:

NEsa Ceza - Mopomna
= =05 1,15 2,25 3

Mo pevmms, CPWEM.MBSH

C Bsa : BSA konsantrasyonu

C pmvema : PMVEMA polimerinin konsantrasyonu (tiim ngsa/npyvema Oranlari igin sabittir %

0,1°dir)
M pmvema : PMVEMA polimerinin molekiil agirligi (70.000 Da)
Mpsa :BSA molekiil agirhigi (66.000 Da)

1) nco® /myvema: 0,1 ve npsa/Npmvema : 0,5 olan 10 ml PMVEMA-Cu**-BSA icli kompleksi

cozeltisi

Cpsa : 0,047 ¢/100ml = 0,47 mg/ml = 4,7 mg/10ml
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2) nedMmyvema: 0,1 ve npsa/Mpmvema @ 1 olan 10 ml PMVEMA-Cu**-BSA ticlii kompleksi

cozeltisi
Csgsa : 0,094 ¢/100ml = 0,94 mg/ml = 9,4 mg/10ml

3) nc Mmyvema: 0,1 ve npsa/Npvvema © 1,5 olan 10 ml PMVEMA-Cu**-BSA icli kompleksi

cozeltisi
Cgsa : 0,141 g/100ml = 1,41 mg/ml = 14,1 mg/10ml

4) ncy Mmyvema: 0,1 ve npsa/Npyvema : 2 olan 10 ml PMVEMA-Cu**-BSA ticlii kompleksi

cozeltisi
Cgsa : 0,188 g/100ml = 1,88 mg/ml = 18,8 mg/10ml

5) nco” Mmyvema: 0,1 ve npsa/Mpyvema : 2,5 olan 10 ml PMVEMA-Cu**-BSA ticlii kompleksi

cozeltisi
Cgsa : 0,235 g/100ml = 2,35 mg/ml = 23,5 mg/10ml

6) nco”/Myvema: 0,1 ve npsa/Npvvema : 3 olan 10 ml PMVEMA-Cu’*-BSA ticlii kompleksi

cozeltisi

Cgsa : 0,282 g/100ml = 2,82 mg/ml = 28,2 mg/10ml
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434 PMVEMA-Cu*-BSA Uclii Komplekslerine Ait Analiz Sonuclar

Farkli miktarlarda protein iceren protein cozeltilerinin (BSA) ve protein ¢ozeltileri sabit
miktarda polimer iceren polimer ¢ozeltileri (PMVEMA-BSA) ve polimer-metal ¢ozeltileriyle
karigtirilarak (PMVEMA—Cu2+—BSA) 280 nm’deki absorbans ol¢iimleri alindi.

—u— BSA
—e— PMVEMA-BSA

—a— PMVEMA-CU*"-BSA

A
2,5 /
| A

\

Absorbans (280 nm)

T T T T T
2,0 2,5 3,0
Protein Konsantrasyonu

Sekil 4.39 Protein, protein-polimer ve polimer-metal-protein ¢cozeltilerinin (nc,**/ nyvema: 0,5;
Ngsa/ npmvema: 2) 280 nm’deki optik yogunluklari.
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Reaksiyon Siresi, t (Dakika)

Sekil 4.40 PMVEMA-Cu”*-BSA iiclii komplekslerinin 400 nm’deki protein/polimer
oranlarina gore zamana bagl spektrofotometrik dl¢timleri: ne,**/ nyyewa: 0,5 oraninda
ngsa/ Dpyvema: 0,2; 0,5; 1; 2 oranlar.

PMVEMA-Cu**-BSA tcli  karigtmmin 400 nm deki spektrofotometrik Sl¢timlerinin
protein/polimer oranlarina baglihg Sekil 4.40°de gosterilmistir. Uclii karistm, PMK
coOzeltisine proteinin ilavesiyle hazirlanmistir. ngsa / npmvema: 0,2; 0,5; 1; 2 olarak dort
degerde PMVEMA-Cu**-BSA karisimlart hazirlanmistir.  Protein konsantrasyonu artisiyla
reaksiyon hiz1 artmakta (ngsa / npmvema: 0,5; 1; 2), limit degere ulagsmakta ve daha sonra

sabit hale gelmektedir.
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BSA ve PMK karisimlarinin zamana bagli 280 nm” deki spektrofotometrik dl¢iimleri degisimi

Sekil 4.41°de gosterilmigtir. Burada hazirlama yonteminin etkisi incelenmistir.

—a— PMK +BSA
2o —e— BSA +PMK
2,0 - I
4 ]
1,8 /
-_ ]
E .
c 1’6 _ /
o ] = °
S 144 o« —
g | l/ /
1,2 H
g7 .
S 1,0-
8 - ./
<C 0,8 -
0,6 -
0,4 f - | - | - | - | | | - | - |
0 50 100 150 200 250 300 350 400

Reaksiyon Sitiresi, t (Dakika)

Sekil 4.41 BSAve PMVEMA-Cu*" ikili kompleksinin (n¢,*/ nyyema: 0,5) (PMK) (oranlar
birbirine esit) zamana bagli spektrofotometrik dl¢timleri.
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Uclii PMVEMA-Cu**-BSA komplekslerinin fluoresansi 6l¢iilmiistiir.

110000 §

100000

20000

80000

70000

30000

Fluoresans Siddeti

40000

30000

20000

10000

goooo -f

. F g

300 325 330 375 400 423 430
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.42 Polimer-Metal (n¢,**/ nyvema: 0,4; 0,5) ikili komplekslerinin tizerine BSA
cozeltisinin eklenmesi sonucu elde edilen fluoresans spektrumu: (ne,**/ nyvema: 0,4 icin) BSA
a; npsa/ Npvvema: 0,9 b; 1 ¢; 1,5d; 2 e, 2,5 5 3 g5 (ne™/ nyyema: 0,51¢in) 0,51; 11; 1,5k; 215

2.5m; 3 n.
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ngsa/Npvvema degerlerini x eksenine fluoresans siddeti ve maksimum dalga boyu degerlerini de

y eksenine koyarak asagidaki grafikler elde edilmistir.

120000
110000 1 .
100000 N2/ Myvena:0-4
1 —A—n_./n :0,5
90000 cu®™ 'MVEMA-Y
T 80000
3 ]
S 70000 \
% 1 ]
o 60000 - I—
= . T—nm
(4] — ]
& 50000 - \
&) 4
40000 | u
S ] —
e A
L 30000 — A
20000 -} \A
10000 | A
0 T T T T T T T T T T T T !
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
nBSA/nPMVEMA

Sekil 4.43 Polimer-Metal ikili komplekslerinin iizerine BSA ¢6zeltisinin eklenmesi sonucu
elde edilen fluoresans spektrumlarindan elde edilen fluoresans siddeti degerlerinin
npsa/NpmveMA Orant ile degisim grafigi.
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Sekil 4.44 Polimer-Metal ikili komplekslerinin tizerine BSA ¢6zeltisinin eklenmesi sonucu
elde edilen fluoresans spektrumlarindan elde edilen maksimum dalga boyu degerlerinin
npsa/NpmveMA Orant ile degisim grafigi.



146

PMVEMA-Cu”*-BSA iiclii komplekslerin Zetasizer cihazi ile 6lciimleri alinmistir.

Size Distribution by Intensity

Raw Correlation Data
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287 Record 94: nCu/nmonomer=0,1; nESA/nkMa=1,5 (pH 7)
_____________________________________________ Recard 25 nCu/nmonomer =0,1; nESAmMda=2,0 pH7)
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- Y | T Record 37 nCuSnmonomer =0,1; nBS4 médds=3,0 (pH 7]
L)
E INTEHSITY
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dnm | % [dnm |dnm| % | dnm | dnm | % | dom
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Sekil 4.45 PMVEMA-Cu®* (nc”* / nvvema : 0,1) ikili kompleksi iizerine BSA’ nin
eklenmesiyle elde edilen ii¢lii komplekslere ait Zeta-Sizer grafikleri.
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Sekil 4.46 PMVEMA-Cu™* (ncy”* / nvvewma : 0,1) ikili kompleksi iizerine BSA” nin
eklenmesiyle elde edilen tiglii komplekslerin orana bagli boyut dagilimlari: PMVEMA (a);
BSA (b); ngsa/npmvema: 0,5 (¢); 1.(d); 1,5 (e); 2 (f); 2,5 (g); 3 (h).
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Carrelation Coefficient

Raw Correlation Data

100 1000 10800 100000 1 00oaar
Size (d.nm) Time s}
Size Diztribution by Wolume
Record 98: nCu/nmonomer=0,2; nBS4/nkMa=0,5 (pH 7)
Record 99 nCu/nmonomer=0,2; nESAnbMa=1,0 (pH 7)
= Record 100: nCu/nmonamer=0,Z; nESA/nMA=1,5 [pH 7)
Record 101 nCu/nmonomer=0,2; nBSAmbda=2,0 (pH 7)
Fecord 102 nCusnmonomer=0,2; nESA mMA=2,5 (pH 7)
S [ Record 103: nCu/mmonomer=0,2; nBSA/ndMA=3,0 [pH 7)
o
E INTEHSITY
g Wr gy s Mo | Peakl |Area| Width |Peak2|Area [Vidth |Peaks | Area [width
drm | % [ dnm [dnom| % [dom|dnm| % | dnom
""""""""""""" 931002 | 86,3103 4 |7 965| 592354 | 2907 4,7 (1443
: 99 8241 | 719| 6254|9959 | 2053 B16 | 12| 761216
I 100 7513|674 4693 (9,956 258,0(3 664 | 3285( 46]1330
1000 10000 101 | 7228|666 4332 (9,785 258,0(3381 | 2944 541483
102 7372992 3|27 (9,727 38,8(3536| 4081 20]1053
Size (d.nm) 103 7345|3255 M E7|9,496]| 329(3375| 199211 6] 1456
Mo | Z-Ave| Pd [Pdiwidth| MCR [ DCR | At [Melntercept | Intercept | In Range | CumFitEr
o.nm d.nm kops | kops
95| 4345|0529 3BT [294 51043310 0,399 0945 95,7 | 0 00655
991 534,21 |05 2515|3454 1231, 7 10 0574 0935 95,5 | 0 007ES
100 | 272000534 20103965 1414010 0547 0520 93,0 00054
101 | 27,290,535 1996 a7 219200 9 0504 0930 95,7 0,00571
102 | 20,84 |0,536 Ta26 Ay7rH822 7| 9 0905 0935 99,2 0,005
103 | 23,350,702 1957|234, 7 |2407 2| 9 0,908 0952 97,1 0,00424

Sekil 4.47 PMVEMA-Cu** (ncHz"L / nyvema : 0,2) ikili kompleksi tizerine BSA’ nin
eklenmesiyle elde edilen tiglii komplekslere ait Zeta-Sizer grafikleri.



149

(2) g)
e - - P BT - om mas m- A -
= 2 - -
LS =] - oaT = [ \
=) E - -
Eaf - g
=oEr - - @ 27 - -
;:}-.:ﬂ 1
o ’ PR
0.1 1
(b) (f)
— 15 - 0= == = = = o 8 e e e e
(=] E_-
o 10 - - - . o =] !
‘U 1 1 1 1 1 g 4 - I-
= B R =
e ' ' V_\\\_I ' '
o+ f a | u] i
0.1 1 10 00 000 40000 0.1 1
Cap (fin)
(c)
Tot G I 1 2 - 4=
L— .I'D'\' E - -
‘E 4r - - ! L 4
= - -
=} ' ' ) 1
A - g - -
ot t t + ¥ 1 YTt t
0.1 1 10 100 1000 10000 0.1 1
Cap (nm)
(d)
o B - = == == A = a - -
ol - i = BT - -
= 4t - - - s S
E 1 1 ‘g 1
wr 2 - : oz - -
0+ ! : + % 1 wr 0+ ! : + % 1
0.1 1 10 100 1000 10000 0.1 1 10 100 1000 10000
Cap (run) Cap (nm)

Sekil 4.48 PMVEMA-Cu®* (nc”* / nvvema : 0,2) ikili kompleksi iizerine BSA’ nin
eklenmesiyle elde edilen ii¢lii komplekslerin orana bagli boyut dagilimlari: PMVEMA (a);
BSA (b); npsa/npmvema: 0,5 (¢); 1 (d); 1,5 (e); 2 (f); 2,5 (g); 3 (h).
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Raw Correlation Data
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Sekil 4.49 PMVEMA-Cu** (ncHZ"L / nyvema ¢ 0,3) ikili kompleksi iizerine BSA” nin
eklenmesiyle elde edilen tiglii komplekslere ait Zeta-Sizer grafikleri.
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Sekil 4.50 PMVEMA-Cu** (nCu2+ / nyvema ¢ 0,3) ikili kompleksi iizerine BSA” nin
eklenmesiyle elde edilen tiglii komplekslerin orana bagli boyut dagilimlari: PMVEMA (a);
BSA (b); npsa/npmvema: 0,5 (¢); 1 (d); 1,5 (e); 2 (f); 2,5 (g); 3 (h).
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Sekil 4.51 PMVEMA-Cu®* (nco” / nvvema
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Sekil 4.52 PMVEMA-Cu** (nCu2+ / nyvema : 0,4) ikili kompleksi iizerine BSA’ nin
eklenmesiyle elde edilen tiglii komplekslerin orana bagli boyut dagilimlari: PMVEMA (a);
BSA (b); ngsa/npmvema: 0,5 (¢); 1.(d); 1,5 (e); 2 (f); 2,5 (g); 3 (h).
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Sekil 4.53 PMVEMA-Cu** (nCu2+ / npyvema ¢ 0,5) ikili kompleksi iizerine BSA’ nin
eklenmesiyle elde edilen tiglii komplekslerin orana bagli boyut dagilimlari: PMVEMA (a);
BSA (b); ngsa/npmvema: 0,5 (¢); 1 (d).
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Sekil 4.54 PMVEMA-Cu?*- BSA iiclii kompleksin (nc™ / nvvema @ 0,5) Dpsa/Menventa
oranlarina baglh ¢ap grafigi.
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Sekil 4.55 PMVEMA-Cu** - BSA ticlii kompleksin (nc,™ / nyvema : 0,5) Ngsa/Mpuvena
oranlarina bagli zeta potansiyel grafigi.



156

4.3.5 FTIR Olciimleri

4.3.5.1 Kullanilan Cozeltiler

PMVEMA stok cozeltisi 3mg/ml olacak sekilde, ayrica BSA stok ¢ozeltisi PBS tamponda

hazirlandi. CuSO4.5H,0 stok c¢ozeltisi ise ultra saf suda hazirlandi.

4.3.5.2 Deneyin Yapihsi

Her bir ¢ozeltideki PMVEMA miktar1 sabit olacak sekilde (ncy*/nyvema: 0,5 oraninda)
hazirlanan stoktan toplam 10 ml ¢ozelti i¢in 3333 pul (9,999 mg) PMVEMA alinarak orana
uygun olarak CuSO4.5H,0 eklenerek olusturulan ikili kompleksler 1 gece karistiktan sonra
IN NaOH ¢ozeltisi ile pH: 7’ye ayarlamir (ikili polimer-metal kompleksi). Ugli PMVEMA.-
Cu®*-BSA kompleksi ise, ikili kompleksin iizerine BSA ¢dzeltisinin eklenmesi ile elde edilir
daha sonra pH kontrol edilir (pH: 7). Cozeltilerin hazirlanmasindan sonra her bir ¢ozeltiye
cozelti hacminin en az 4 kati hacimdeki etanole bosaltilir, olusan ikili ve liclii komplekslerin
cokmesi icin buzdolabinda bekletilir. Cokelti bir ka¢ defa dekante edilir ve alkoliin kalan

kismi vakum etiiviinde kurutulur.

PMVEMA, BSA, CuSO,.5H,0, PMVEMA-Cu?* ikili kompleksi ve PMVEMA-Cu**-BSA

ticlii kompleksi FT-IR spektrumlari asagida gosterilmistir (tiim ol¢iimler ATR ile alinmustir).
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Sekil 4.56 BSA proteininin FT-IR spektrumu (numune kati halde).
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Sekil 4.57 PMVEMA kopolimerinin FT-IR spektrumu (numune kat1 halde).
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Sekil 4.58 CuSO4.5H,O’nun FT-IR spektrumu (numune kat1 halde).
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Sekil 4.59 PMVEMA-Cu®" ikili kompleksinin FT-IR spektrumu (numune kati halde).
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Sekil 4.60 PMVEMA-Cu”*-BSA iiclii kompleksinin FT-IR spektrumu (numune kati halde).
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4.3.6 PMVEMA, BSA ve Uclii PMVEMA-Cu**-BSA kompleksinin Atomik Kuvvet

Mikroskobu ile Goriintillenmesi

4.3.6.1 Deneyin Hazirlanmasi

PMVEMA (0,15pg/1ml), BSA (0,15pg/1ml) ve ii¢lii kompleksin (BSA 0,15pg/1ml olacak
sekilde) ¢ozeltisi tamponda hazirlandi. Negatif yiikli Mika K* iyonu ile dengelenmistir,
Mika’nin iizerine bant yapistirthip cekilince K* iyonu bantla beraber ayrilir ve Mika negatif
yiiklii olarak kullanima hazir hale gelir. Cozeltiler Mika {izerine damlatilir ve oda sicakliginda
kurutulup (5 dak.) goriintiileme yapilir yapilir [AFM o6lciimleri “Phase Mode” ta silicon, non-
contact mode SPM sensor (Nano world), kantilever kullanilarak gerceklestirilmistir.

Sekillerde verilen AFM goriintiileri yiikseklik sinyaline ait goriintiilerdir].

Sekil 4.61 BSA’nin (500 x 500 nm boyutunda) AFM ile alinan ii¢ boyutlu goriintiisii.
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215

[rim]

Sekil 4.62 BSA’nin (1000 x 1000 nm boyutunda) AFM ile alinan ii¢ boyutlu goriintiisii.

Sekil 4.63 PMVEMA’nin (1000 x 1000 nm boyutunda) AFM ile alinan ii¢ boyutlu goriintiisii.
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Sekil 4.64 Uclii PMVEMA-Cu**-BSA’nin (1000 x 1000 nm boyutunda) AFM ile alinan ii¢
boyutlu goriintiisii.
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4.3.7 PMVEMA, PMVEMA-Metal ve Uclii PMVEMA-Cu**-BSA kompleksinin 1.929

fare fibroblast hiicresine Etkisinin incelenmesi

PMVEMA, PMVEMA-Cu** ve Ucli PMVEMA-Cu**-BSA kompleksinin hiicre canlihigi
olciildii. 1929 hiicreleri 10000 hiicre/ml konsantrasyonda diiz tabanli 96 kuyucuklu plaklara
ekim yapildi. Yiizey kaplamasini tamamlandiktan sonra sirasiyla her bir kuyucuga 10 ul
polimer, polimer-bakir ve polimer-bakir-protein ¢ozeltisinden ve kontrol grubuna 10 ul PBS
ilave edildi. 48 saat inkiibasyonun ardindan 10 mg/ml konsantrasyonda hazirlanan MTT
soliisyonundan her bir kuyucuga 10 pl eklendi ve 37 °C’de 4 saat inkiibe edildi. MTT
durdurucu soliisyondan 100 pl eklendi 30 dak. oda sicakliginda beklenip formazan
kristallerinin ¢oziindiigii kontrol edildi. Aym islemler polimer besiyeri etkilesimini kontrol
etmek amaciyla, hiicre bulunmayan sadece besiyeri ilave edilmis 96 kuyucuklu plaklarda da
yapildi. Son olarak optik yogunlugu 6l¢mek iizere 96 kuyucuklu plagin kapagi agilarak 570
nm dalga boyuna ayarlanmig ELIZA cihazina yerlestirildi ve cihazin optik 6l¢iim sonuclari
bilgisayar ortamindan alind1 (Cakir, 2008). Ancak deneyler sadece bir kere yapildig1 icin bu
calismalarin tekrar yapilmast gerekmektedir. Elde edilen bulgular 6n c¢alisma niteligi

tasimaktadir ve mutlaka tekrarlanmasi gerekmektedir.

4.3.7.1 MTT Deneyinin Hazirlanmasi

Thiazoly blue tetrazolium bromide (MTT) (Sigma M5655) c¢ozeltisi 10 mg/ml hazirlandi.
Hassas terazide 10 mg/ml MTT c¢ozeltisi icin 50 mg toz MTT tartilip PBS ile 5 ml’ye
tamamlandi. Once vortekste calkalanarak iyice ¢oziindiikten sonra steril edilmek iizere dnce 0,

45 wul daha sonra 0,22 pl’lik 38 (CS) filtreden gegirilerek steril edildi.
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(b) (©

(d)

Sekil 4.65 PMVEMA kopolimerinin ikili ve {i¢lii komplekslerinin 1929 hiicrelerinde
olusturdugu morfolojik degisimlerin mikroskobik incelenmesi (20x), a) Kontrol, b) n¢,** /
Nyvema © 0,4 ikili kompleksi, ¢) ne,** / nyvema : 0,5 ikili kompleksi, d) ne,* / nyyema : 0,5
Npsa/Mppvema: 2 liclii kompleksi.
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S. SONUCLAR VE TARTISMALAR
Bu calismadan elde edilen sonuglar1 6zet halinde su sekilde siralayabiliriz;
1. Gecis metali olarak bakirin kullanilmasinin nedenleri ve avantajlari.

2. Poliakrilik asit polimeri ile Cu™ iyonlarinin olusturdugu ikili komplekslerin yapisinin

aydinlatilmasi.
3. Uglii PAA-Cu®*-BSA komplekslerin olusturulmasi ve yapilarmin aydinlatiimast.

4. Metil vinil eter-maleik anhidrit kopolimeri ile Cu®* iyonlarinin olusturdugu ikili

komplekslerin yapisinin aydinlatilmasi.
5. Uclii PMVEMA-Cu**-BSA komplekslerin olusturulmasi ve yapilarinin aydimlatiimast.

6. Poliakrilik asit ve Metil vinil eter-maleik anhidrit kopolimerinin ikili ve iiclii

komplekslerin toksititesinin incelenmesi.

5.1 Bakirin Kullamlmasimin Nedenleri ve Avantajlari

Anyonik polielektrolitlerin (PE) [poliakrilikasit (PAA) ve dextran siilfat (DX)] gecis metal
iyonlar1 (Cu**, Zn**, Fe**, Fe**, Cd**, Ni**, Co** ve Mn®") varliginda sigir serum albumini
(BSA) ile sulu ¢ozeltideki etkilesimi fluoresans ve uv-visible spektrofotometrik yontemlerle

** ve Fe’* iyonlarimin daha

incelenmistir. Uv-visible spektrofotometrik yontemle Cu*, Fe
kararli kompleks olusturdugu gozlenmis ayrica fluoresans etkinliklerinden de bu sonuglar
desteklenmistir. Bu {ic iyon, protein yapisindaki triptofanin fluoresansini sondiiriir ve
maksimum dalga boyu uzunlugu (An.x) saga dogru (red shift) kayar. Bu sonuglara dayanarak
Cu®*, Fe** ve Fe™* iyonlar1 varliginda olusan polikomplekslerin yapisi hakkinda sunlar
sOylenebilir; bu iyonlar polianyon makromolekiillerini proteinle baglayarak {iglii
polikompleks olustururlar ve olusan partikiillerin yapisindaki albumin globiilleri ¢ozelti ile
etkilesebilen bir formda baglanmaktadirlar, bu durum yapay as1 sistemleri icin idealdir. Diger
iyonlar ise (Zn**, Cd**, Ni**, Co** ve Mn*") polianyonlarla zayif kompleks olusturma 6zelligi
tasirlar. Bu etkilesim sonucu protein molekiilii daha da kompakt hale gelerek triptofanin su
molekiilleri ile etkilesimini azaltirlar, maksimum dalga boyu uzunlugu sola dogru (blue shift
gosterir) kayar. Bu sistemlerde Cu®*, Fe?* ve Fe’* iyonlar kararli yapili iiclii polikompleksler
olustururlar (Mustafaev, 1996a, Sebastian, 1998; Karahan, 2002). Gerek yapilan

calismalardan gerekse de literatiirden yapilan arastirmalar 1s18inda en kararli yapiyr Cu®

iyonlar1 sagladig bulunmus ve gecis metali olarak Cu®* iyonu secilmistir.
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Gegis metali kullanilarak kompleks olusumunun bircok avantaji vardir. 1) Iki negatif
molekiilii (polimer-protein ve polimer-polimer) birbirine baglar. 2) Polimer antijenle konjlige
edildigi zaman, kovalent bag olusumunda kendi katilimlarinin bir sonucu olarak antijenik
determinantin (belirtgen) kimyasal yapisinda kismi bir degisiklik olabilir. Bu durum
teknolojik uygulamalar i¢in uygun degildir. Ciinkii ana reaksiyon iiriinii ile birlikte serbest
bilesenler olusur. Bu bilesenlerde ana iirlinden ayrilmasi gerekir, ayrilmadigi takdirde
sistemde polimer ile antijenin ¢apraz baglanmasi esnasinda kalir. Bu istenmeyen durum
arastirmalara bagka bir boyut kazandirmistir. Boylece polielektrolitler ile antijenleri metal
varliginda baglamiglardir, tasiyic1 polimerin ve antijenin yapisinda ¢ok onemli degisiklikler
olmadig1 gibi istenmeyen serbest bilesenler olusmamis olur (Mustafaev ve Kabanov, 1981).
3) Ayrica elektrosatik bagli toksik olmayan PE’ler [N-vinilpirolidon ile akrilik asit
kopolimeri] ile protein (BSA) antijenlerinin Cu®* iyonlar1 varh@inda olusturulan iiclii ve
suda ¢oOziinen yapilar immiinolojik acidan yiiksek koruma saglamistir (Mustafaev ve
Norimov, 1990a). Dolayisiyla olusturulacak yeni komplekslerde de bu tiir calismalara yapmak
miimkiindiir. 4) Bakir ¢cozeltisinin pH:4 tiir ve pH:7’ye getirildiginde ¢coker ancak olusturulan
ticli polimer-Cu**-protein kompleksinin pH: 7’ye ayarlandiginda ¢oziiniir haldedir. Yani
amaca uygun olarak bakir bu pH’ta ¢6ziiniir halde kullanilabilir. 5) Ge¢is metalli kompleksler

radyasyona kars1 koruma saglar (Mustafaev vd., 2001; Bayiilken vd., 2004).

5.2 PAA-Cu?* ikili Komplekslerine Ait Sonuclar

[k olarak poliakrilik asite degisik miktarlarda bakir iyonlar1 baglayarak 400 nm’de absorbansi
Olctilmiistiir. Amac ikili kompleksin suda ¢oziinen oranlarini bularak bu oranlarda ¢alismaktir.
Sekil 5.1°de gortildiigii gibi farkli oranlarda metal poliakrilik asit ilave edildiginde ve pH: 7’
ye ayarhiginda polimer-metal komplekslerinin 400 nm’ deki absorbans degerleri, ne,” / nas <
0,4 oranina kadar polimer-metal ikili kompleksi metalin konsantrasyonu arttik¢a belli bir
orana kadar yavas bir sekilde artis gosterirken (suda coziinen kisim), ne,™ / n,, > 0,4
oranindan sonra daha biiylik artiglar goriilmektedir, bu orandan sonra ¢okmenin olustugu
gozlenmektedir. Buradan ng,”* / nyy < 0,4 oranmna kadar suda ¢oziinen PAA-Metal ikili

komplekslerinin (PMK) olusabilecegi sonucu cikar.
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Sekil 5.1 PAA-Cu®* ikili komplekslerinin (PMK) orana bagli 400 nm’deki optik yogunluklar::
0 <nc,>/ naa< 2.

Tkili komplekslerde belirli orandan sonra (n¢,”* / naa > 0,5) ¢okme olmaktadir. Coken kompleksin
kurutulup tartilmasiyla, eklenen bakir miktar1 arttikca c¢okelti miktarinin  artmakta oldugu

goriilmektedir.
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¢O6ken madde miktari (g)

0,004 —

0,002 —

0,000 L+— = . , . , . ,
0,5 1,0 1,5 2,0

N/ Naa

Sekil 5.2 ncy**/ naa> 0,5 oranlarinda ikili komplekslerde olusan ¢oken madde miktari (g).



170

Ikili polimer-metal komplekslerinin viskozitesine bakilmistir. Poliakrilik asit pH:7’de negatif
yiiklii lineer bir polimerdir, bakir ilave ettik¢ce viskozite diigmekte, belirli bir orandan sonra
sabit kalmaktadir. Bunun nedeni ise polimere metal ilave edildik¢e polimer kompakt hal
almaktadir ve dolayisiyla viskozite diismektedir, belli bir orandan sonra metal eklenmesine

ragmen yapida bir degisim olmadig1 i¢in viskozite sabit kalir.
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Sekil 5.3 PAA-Cu* ikili komplekslerinin (PMK) orana baglh viskozite grafigi.

Polimere bakir eklendik¢e hidrodinamik cap azalmakta, sonra artisa gegip sabit bir sekilde
devam etmektedir. Polimere bakir ilave edildikge; viskozite grafiginden de anlasildigr gibi
kompaktlagma meydana gelmekte ve hidrodinamik cap azalmaktadir. Daha sonra bakir orani
arttikca cap artar (polimerler arasi etkilesim) bakirin fazlas1 eklendiginde etkilesime sebep

olmayarak hidrodinamik ¢apin sabit olarak devam etmesini saglar.
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Sekil 5.4 PAA-Cu** ikili komplekslerinin orana bagl cap grafigi.

Sekil 5.5’de ng,**/n,, oram arttikga zeta potansiyelinin pozitif (+) degerlere yaklastigi
goriilmektedir. Bu da kompaktlagmanin meydana geldigini gosterir. Bakir orami arttikca
kompaktlasan polimerler arasinda etkilesimi saglayarak zeta potansiyelde bir diisme yani daha
negatife dogru kayma izlenmistir. Bakir ilavesine devam edildiginde, zeta potansiyelin sabit

kaldig1 ve polimer ile etkilesimin olmadig gozlenmistir.
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Sekil 5.6 PAA-Cu®* ikili komplekslerinin diisiiniilen yap: modeli.

Sonug olarak; lineer haldeki poliakrilik asit tizerine bakir ilave edildiginde, lineer polimerde
kompaktlasma meydana gelmektedir. Bakir miktar1 arttikca komplaklagmis polimerler
birbirine baglanmaktadir. Bakirin fazlasinda ise kompleks yapisinda bir degisiklik
olmamaktadir. Elde edilen sonuglar 1s13inda PAA-Cu®* ikili komplekslerinin yapt modeli

ortaya cikarilmistir.
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5.3 Uclii PAA-Cu*-BSA Komplekslerine Ait Sonuclar

Farkli miktarlarda protein iceren protein cozeltilerinin (BSA) ve aym: konsantrasyonda
protein cozeltisi iceren polimer cozeltileri (PAA-BSA) ve polimer-metal (PAA-Cu”*-BSA)
cozeltileriyle karistirilarak 280 nm’deki absorbans ol¢iimleri alindi. Sekil 5.7°de goriildiigii
gibi protein ¢oOzeltilerinin ve protein-polimer ¢ozeltilerinin absorbansi lineer olarak
artmaktadir. Fakat absorbans artis1 birbirine ¢ok yakindir. Buda bize polimer ile protein
arasinda metal iyonu olmaksizin bir etkilesim olmadigim1 gostermektedir. Protein ¢ozeltileri
PMK cozeltilerine ilave edildiginde 280 nm’ deki absorbans artis1 protein ve protein polimer
karisimindaki absorbans artisindan ¢cok daha fazladir. Bu olay ortamda metal iyonu bulundugu

zaman U¢lii polimer-metal-protein kompleksinin olustugunu gostermektedir.
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Sekil 5.7 Protein, protein-polimer ve polimer-metal-polimer kompleksleri (nc,**/ naa: 0,4,
npsa/ npaa: 2) ¢cozeltilerinin 280 nm’deki optik yogunluklari.
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Sekil 5.8 PAA-Cu**-BSA ticlii komplekslerinin 400 nm’deki protein/polimer oranlarina gore
zamana bagl spektrofotometrik ol¢iimleri: nc,**/ naa: 0,4 oraninda (bakir orani sabit) ngsa /
npaa: 0,2; 0,5; 1; 2 oranlari.

Sekil 5.8’de {ii¢lii komplekslerin, PMK (n¢,** / naa: 0,4) ¢Ozeltisine proteinin ilavesiyle
hazirlanmistir.  ngsa / npaa: 0,2; 0,5; 1; 2 olarak dort degerde PAA-Cu**-BSA tcli

kompleksleri hazirlanmistir. Protein konsantrasyonu artisiyla reaksiyon hizi artmakta, 300.
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dakikada hizli bir sekilde artmakta ve daha sonra ¢ok kiiciik artigla devam etmektedir.

BSA ve PMK karisimlarinin zamana bagli 280 nm” deki spektrofotometrik dl¢iimleri degisimi

Sekil 5.9°da gosterilmistir.

—a— PMK + BSA
1 —e— BSA + PMK
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- //-
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Reaksiyon Siiresi, t (Dakika)

Sekil 5.9 BSAve PAA-Cu?" ikili (ne,™ / nay 2 0,4; npsa/npaa: 2) komplekslerinin (PMK)
(oranlar birbirine esit) zamana baglh spektrofotometrik ol¢iimleri.

Burada hazirlama yonteminin etkisi incelenmistir. Buna gore,
m BSA ¢ozeltisi PMK c¢ozeltisine ilave edildiginde (1)
e PMK cozeltisi BSA cozeltisine ilave edildiginde (2)

Sekil 5.9’da goriildiigii gibi 1 ve 2 karigimlarinin 280 nm’deki absorbanslari reaksiyon siiresi
arttitkca artmaktadir ve bir limit degere ulasmaktadir. Baslangic anindaki noktalarin
olusturdugu dogrularin egiminden [reaksiyon hizi (dA/dt)] elde edilen sonuca gore 1.
reaksiyon 2. reaksiyondan daha hizhidir. PMK cozeltisi BSA ¢ozeltisine ilave edildiginde
baslangicta protein konsantrasyonu daha yiiksektir. PMK ¢o6zeltisinin ilave edilen miktar1
arttikca kompleks partikiilleri arasinda polimer zincirinin dagilimi suda c¢oziinmeyen
kompleks olusumunu zorlastirir ve bu yiizden ikinci durumda absorbans daha yavas olarak

artmaktadir.
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Sekil 5.10 Polimer-Metal ikili komplekslerinin tizerine BSA ¢ozeltisinin eklenmesi sonucu
elde edilen fluoresans spektrumlarindan elde edilen fluoresans siddeti degerlerinin ngsa/npaa
orani ile degisim grafigi.
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Sekil 5.11 Polimer-Metal ikili komplekslerinin tizerine BSA ¢ozeltisinin eklenmesi sonucu
elde edilen fluoresans spektrumlarindan elde edilen maksimum dalga boyu degerlerinin
npsa/npaa orant ile degisim grafigi.
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Sekil 5.10’da goriildiigii gibi polimer-metal ikili komplekslerinin iizerine BSA c¢ozeltisi
eklendiginde fluoresans siddetinde biiyiikk bir azalma izlenmistir (polimer-metal orani 0,4
0,3’e gore daha biiyiik diisiis gosterir). Uclii komplekste poliakrilik asit Cu® iyonlar1
vasitastyla BSA ile tercihli olarak BSA’nin triptofan kismina baglanarak triptofan
fluoresansini sondiirmektedir. BSA’nin emisyon siddetindeki bu soniim etkisi polimerin
protein ile etkilesimden kaynaklanan proteinin konformasyon degisikliginden dolayidir. Buda
bize metal iyonu konsantrasyonu arttikca metal, PAA-BSA sistemlerinde ¢apraz baglayici
ozelligi kazandigini ve iiglii komplekslerin olustugunu gostermistir. Sekil 5.11°de maksimum
dalga boyu (Amax) saga dogru (red shift), yani daha uzun dalga boyuna kaydigi goriilmiistiir.
Bu durum BSA yapisinin acildigi ve su ile daha fazla etkilesime girdigini gostermektedir
(polimer proteini sarmamustir). Fluoresans 6l¢iimii sonuglarina gore; Cu®* iyonlar ile kararli

kompleksler olugmaktadir.
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Sekil 5.12 PAA-Metal (n¢,”* / ns, : 0,4) ikili kompleksinin iizerine BSA’ nin eklenmesiyle
elde edilen ii¢lii komplekslerin orana baglh boyut dagilimlari: PAA (a); BSA (b); ngsa/npaa:
0,5 (¢); 1 (d); 1,5 (e); 2 (F); 2,5 (g); 3 (h).

Suda ¢oziinen iiclii komplekslerin Zetasizer cihazi ile caplar1 Ol¢iilmiistiir. Bu oOlctimler
1s1ginda  polimer-metal ikili komplekslerinin iizerine BSA eklenmesi ile elde edilen
komplekslerden, nc,** / nss @ 0,4 oramyla olusturulan PAA-Cu’*-BSA ticlii kompleksler en

kararlilaridir.
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PAA, BSA, CuSO,5H,0, PAA-Cu™ ve PAA-Cu**-BSA iiclii kompleksleri FT-IR

spektrumlar asagida gosterilmistir.

Bakirin kendisine has 1062 cm™ bandi ve PAA’da parmak izi bolgesinde 1470-744 cm’
araliginda bandlar mevcuttur. PAA-Cu®* ikili kompleksinin spektrumunda hem PAA hemde
CuS0,.5H,0 karakteristik bandlar1 (1549-783 cm™ ve 1108 cm™) spektrumda goriilmektedir.
Uclii PAA-Cu”*-BSA kompleksin spekturumda ise, bakir iyonlart polimer ile proteini
bagladigi i¢in, bakira ait karakteristik band kaybolmustur. Ayrica bu ii¢lii komplekste BSA ve
PAA’nin parmak izi bolgesindeki bandlari tamamen karakteristik 6zelliklerini kaybederek

yeni formlara doniismiistiir. Bu sonuglar, ticlii kompleksin olustugunu gostermektedir.
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Sekil 5.13 FT-IR spekturumlari, siyah: PAA, mavi: BSA, kirmizi: CuSO4.5H,0, yesil: PAA-
Cu”" ikili kompleksi, PAA-Cu**-BSA iiclii kompleksi
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AFM ile yapilan olciimlerde lineer haldeki PAA ile globiiler BSA proteini metal varliginda,

iiclii PAA-Cu”**-BSA kompleksinin olustugu goriintiilenmistir.

() (b)

(©

Sekil 5.14 a) BSA (1000 x 1000 nm), b) PAA (500 x 500 nm), ¢) Uglii PAA-Cu**-BSA (1000
x 1000 nm) AFM ile alinan ii¢ boyutlu goriintiisii.
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5.4 PMVEMA-Cu** ikili Komplekslerine Ait Sonuclar

Cesitli miktarlarda bakir ¢ozeltisi, metil vinil eter-maleik anhidrit kopolimeri (PMVEMA)
ilave edildiginde ve pH: 7’ye ayarliginda sistemde PAA’da oldugu gibi belirli bir orana kadar
cokme goriillmemektedir (0 < ne,™ / nyvema < 0,5). Sekil 5.15’de goriildiigii gibi farkli
oranlarda metal, PMVEMAya ilave edildiginde (pH: 7) polimer-metal komplekslerinin 400
nm’ deki absorbans degerleri nc,* / nmvema < 0,5 oranmna kadar daha yavas bir sekilde
artarken (suda ¢oziinen kisim), nc,** / nyyvema > 0,5 oranindan sonra daha biiylik artiglar
goriilmiistiir. Bu sonuglar, ikili komplekste ¢okmenin gerceklestigini ve ne,™ / n yyema < 0,5

oranlarinda suda ¢oziinen PMVEMA-Metal ikili komplekslerinin (PMK) olustugunu

gostermektedir.
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Sekil 5.15 PMVEMA-Cu** ikili komplekslerinin (PMK) orana bagli 400 nm’deki optik
yogunluklari: 0 < n¢,”/ nyyewa < 2.

nCu2+ / nmvema > 0,5 oranlarinda ikili komplekslerde ¢cokme olmaktadir. Coken kompleksin
kurutulup tartilmasiyla, eklenen bakir miktar arttikca ¢okelti miktarinin artmakta oldugu

gozlenmektedir.
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Sekil 5.16 ncy™ / nyvema > 0,5 oranlarinda olusan ikili komplekslerde ¢oken madde
miktari (g).

PMVEMA kopolimeri  ve kopolimerin metal iyonlariyla olusturdugu komplekslerin
viskozitesi asagida gosterilmistir. Viskozite egrisi once diiser, sonra nc,™ / nyvema > 1,5
oranindan sonra sabit sekilde devam eder. Polimer pH: 7 de negatif yiikliidiir bakir ilavesi ile
polimerde bir kompaktlagsma olur ilaveye devam ettikge kompaktlasma artmakta ve viskozite
diismektedir. Bakir ilavesine devam edildiginde, yapida degismeye yol a¢madifi igin

viskozite sabit kalmaktadir.
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Sekil 5.17 PMVEMA-Cu** ikili komplekslerinin (PMK) orana bagli viskozite grafigi.
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Sekil 5.18 PMVEMA-Cu®* ikili komplekslerinin orana bagh cap grafigi.

Bakir orami arttikga molekiiliin hidrodinamik c¢ap1 artmaktadir. Ciinkii  bakir iyonlar:
polimerin kompaktlagmasini saglarken ayni1 zamanda polimerlerin birbirine baglanmasina da

sebep olur. Bakir iyonlarinin fazlasi, etkilesime girmedigi i¢in cap degismemektedir.
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Sekil 5.19 PMVEMA-Cu”* ikili komplekslerinin orana bagl zeta potansiyel grafigi.

nc,™ / nyvewa oOram arttik¢a zeta potansiyelinde negatif (-) degerlere dogru bir kayma
gozlenmektedir. Bakir iyonu polimerler arasinda etkilesimi saglayarak, polimerleri birbirine
baglamaktadir. Bakir ilavesine devam edildiginde zeta potansiyelin sabit kaldig1 ve polimer
ile etkilesimin olmadig1 gozlenmistir. Sonug¢ olarak; PMVEMA kopolimeri PAA’dan farkli

bir mekanizma iizerinden ikili kompleksler olusturmustur.

Sekil 5.20 PMVEMA-Cu** ikili komplekslerinin diisiiniilen yap: modeli.
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5.5 Uclii PAA-Cu*-BSA Komplekslerine Ait Sonuclar

Farkli miktarlarda protein iceren protein cozeltilerinin (BSA) ve protein ¢ozeltileri sabit
miktarda polimer iceren polimer ¢ozeltileri (PMVEMA-BSA) ve polimer-metal ¢ozeltileriyle
karistirlarak (PMVEMA-Cu?*-BSA) 280 nm’deki absorbans Olctimleri alindi. Sekil 5.21°de
goriildiigii gibi protein ¢ozeltilerinin ve protein-polimer ¢ozeltilerinin absorbansi lineer olarak
artmaktadir. Fakat absorbans artis1 birbirine ¢ok yakindir. Buda bize polimer ile protein
arasinda metal iyonu olmaksizin bir etkilesim olmadigim1 gostermektedir. Protein ¢ozeltileri
PMK c¢ozeltilerine ilave edildiginde 280 nm’deki absorbans artis1 protein ve protein polimer
karisitmindaki absorbans artisindan ¢cok daha fazladir. Bu olay ortamda metal iyonu bulundugu

zaman ui¢lii polimer-metal-protein kompleksinin olustugunu gostermektedir.
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Sekil 5.21 Protein, protein-polimer ve polimer-metal-polimer ¢ozeltilerinin (nc,**/ nyyema: 0,5;
Ngsa/ npvvema: 2) 280 nm’deki optik yogunluklari.
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Sekil 5.22 PMVEMA-Cu”**-BSA ticlii komplekslerinin 400 nm’deki protein/polimer
oranlarina gore zamana bagl spektrofotometrik dl¢timleri: ne,**/ nyvema: 0,5 oraninda
nBSA/ HPMVEMAI 0,2; 0,5; 1; 2 Oranlarl.

PMVEMA-Cu”*-BSA iiclii komplekslerin 400 nm’deki spektrofotometrik &lciimlerinin
protein/polimer oranlarina baghligi Sekil 5.22°de gosterilmistir. Uclii karisim, PMK
cozeltisine proteinin ilavesiyle hazirlanmistir. ngsa / npmvema: 0,2; 0,5; 1; 2 olarak dort
degerin  PMVEMA-Cu®*-BSA iiclii kompleksleri hazirlanmistir. Protein konsantrasyonu
artisiyla reaksiyon hizi artmakta (ngsa / npmvema: 0,5; 1; 2), limit degere ulasmakta ve daha
sonra sabit hale gelmektedir. ngsa / npmvema: 0,5 oraninda 120. dakikada, ngsa / npmvema: 1;
2 oranlarinda 300. dakikada limit degere ulagsmistir. ngsa / npmvema: 0,2°de ise yatay bir

sekilde devam etmektedir.
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Sekil 5.23 BSAve PMVEMA-Cu>" ikili kompleksinin (n¢,*/ nyvemad 0,55 Npsa/ Npyvemai2 )
(PMK) (oranlar birbirine esit) zamana bagl spektrofotometrik Sl¢iimleri.

BSA ve PMK karisimlarinin zamana bagli 280 nm’ deki spektrofotometrik dl¢timleri degisimi

sekil 5.23’de gosterilerek, hazirlama yonteminin etkisi incelenmistir. Buna gore,
m BSA ¢ozeltisi PMK c¢ozeltisine ilave edildiginde (1)
e PMK cozeltisi BSA cozeltisine ilave edildiginde (2)

Sekil 5.23’de goriildiigii gibi 1 ve 2 karisimlarinin 280 nm’deki absorbanslari reaksiyon siiresi
arttitkca artmaktadir ve bir limit degere ulasmaktadir. Baslangic anindaki noktalarin
olusturdugu dogrularin egiminden [reaksiyon hizi (dA/dt)] elde edilen sonuca gore 1.
reaksiyon 2. reaksiyondan daha hizhidir. PMK cozeltisi BSA ¢ozeltisine ilave edildiginde
baslangicta protein konsantrasyonu daha yiiksektir. PMK ¢o6zeltisinin ilave edilen miktar1
arttikca kompleks partikiilleri arasinda polimer zincirinin dagilimi suda c¢oziinmeyen
kompleks olusumunu zorlastirir ve bu yiizden ikinci durumda absorbans daha yavas olarak

artmaktadir.



Fluoresans Siddeti

120000
110000

100000 -
90000 -
80000 -
70000 -
60000 -
50000 -
40000 -
30000 -
20000 -
10000 -

o ]

189

—— nCu2+/nMVEMA:O,4

A .
N/ Muvema:059

n
\-\.

/

T ——aA

0,0

/n

BSA"" 'PMVEMA

Sekil 5.24 Polimer-Metal ikili komplekslerinin tizerine BSA ¢6zeltisinin eklenmesi sonucu
elde edilen fluoresans spektrumlarindan elde edilen fluoresans siddeti degerlerinin

Maksimum Dalga Boyu (nm)

npsa/NpmveMa orant ile degisim grafigi.

N Nyyewa: 054
— N /MNyyewa: 059
L d
.-

AN

T T T T T T
0,5 1,0 15 2,0 25 3,0
n.../n

BSA" " 'PMVEMA

Sekil 5.25 Polimer-Metal ikili komplekslerinin tizerine BSA ¢ozeltisinin eklenmesi sonucu
elde edilen fluoresans spektrumlarindan elde edilen maksimum dalga boyu degerlerinin

npsa/NpmvemMa orani ile degisim grafigi.



190

Sekil 5.24’te iiclii komplekste bakir iyonlarinin artist ile fluoresans siddetinde biiyiik bir
azalma izlenmistir. Uclii komplekste metil vinil eter-maleik anhidrit kopolimeri Cu® iyonlart
vasitastyla BSA ile tercihli olarak BSA’min triptofan kismina baglanarak triptofan
fluoresansini sondiirmektedir. BSA’nin emisyon siddetindeki bu soniim etkisi polimerin
protein ile etkilesimden kaynaklanan proteinin konformasyon degisikliginden dolayidir. Buda
bize metal iyonu konsantrasyonu arttikca metal, PMVEMA-BSA sistemlerinde capraz
baglayic1 6zelligi kazandigini ispatlar, dolayisiyla ii¢lii kompleksler meydana gelmistir. Sekil
5.25’te maksimum dalga boyunun (Am,y) saga dogru (red shift), yani daha uzun dalga boyuna
kaydig1 goriilmektedir. Bu durum BSA yapisinin acildigi ve su ile daha fazla etkilesime
girdigini gostermektedir (polimer proteini sarmamistir). Fluoresans ol¢iimii sonuglarina gore;

Cu® iyonlart kararli kompleksler olusturur.

ngsa/ Npvvema - 1 oraninda kadar bakir iyonlar1 polimer ile BSA’y1 birbirine baglayip ve iiclii

kompleksi olusturdugu i¢in hidrodinamik ¢ap artmaktadir (Sekil 5.26).

nesa/ Npvvema Orani arttikca zeta potansiyel pozitife dogru yaklagmaktadir dolayisiyla bakir
iyonlar1 polimer ile BSA’y1 birbirine baglamakta ve iiclii kompleksi olusturmaktadir (Sekil

5.27).
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Sekil 5.26 PMVEMA-Cu**- BSA ticlii komplekslerinin ngsa/npyveva Orana bagh cap grafigi.
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Sekil 5.27 PMVEMA-Cu**-BSA ticlii komplekslerinin ngsa/npyyvema Orana bagh zeta
potansiyel grafigi.
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PMVEMA kopolimeri, BSA, CuSO,4.5H,0, PMVEMA-Cu** ikili ve PMVEMA-Cu”**-BSA
ticli komplekslerinin FT-IR spektrumlart asagida gosterilmisti. PMVEMA kopolimerinin
1777 cm’"deki karakteristik bandi mevcuttur. ikili komplekste kopolimer ve bakirin
karakteristik bandlar1 tamamiyla degismistir (ikili kompleks olugsmustur). Bu ikili komplekste
kopolimerin 1777 cm™’deki ve bakirin 1062 cm’deki  karakteristik bandlarinin
kaybolmasina karsin, parmak izi bolgesinde yeni bandlar olugsmustur. Kopolimere ait 1094
cm ’de gozlenen band ikili komplekste goriilmeye (1077 cm™) devam etmektedir. Uclii
kompleks olustugu icin; BSA'nin 1662 cm™’deki band, bakirin ve kopolimerin karakteristik
bandlar1 kaybolmustur. Elde edilen bu sonuglar 1s18inda {i¢li kompleksin olustugu

sOylenebilmektedir.



193

T

s

11 1 1 1) . | N 1) D 1 D 1 N 1 R 1 | |

ol

Sekil 5.28 FT-IR spekturumlari, siyah: PMVEMA, mavi: BSA, kirmizi: CuSO4.5H,0, yesil:
PMVEMA-Cu*" ikili kompleksi, PMVEMA-Cu**-BSA iiclii kompleksine aittir.
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AFM ile yapilan olctimlerde PMVEMA kopolimeri ile globiiler BSA proteini metal
varliginda PAA’e gore daha homojen iiclii PMVEMA-Cu**-BSA kompleksinin olustugu

goriintiilenmistir.

(a) (b)

o

133
[nm]

(©

Sekil 5.29 a) BSA (1000 x 1000 nm), b) PMVEMA (1000 x 1000 nm), ¢) Uclii PMVEMA-
Cu®*-BSA (1000 x 1000 nm) AFM ile alinan ii¢c boyutlu goriintiisii.
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Hiicre kiiltiir laboratuarinda yapilan c¢alismalar sonucunda, yalmz PAA’e gore ikili
komplekslerin toksititelerinin daha diisiik oldugu gozlenmistir. Elde edilen en 6nemli bulgu
ise gerek polimer gereksede polimer-metal ikili komplekslerine gore iiclii komplekslerden

nce”Mani0,4 ; ngsa/npaa:2 oranina sahip iiclii kompleks enaz toksisiteye sahip oldugudur.

0,25
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Sekil 5.30 PAA, PAA-Cu®* ve PAA-Cu**-BSA komplekslerinin 1.929 hiicre canliligina etkisi,
1) kontrol, 2) PAA, 3) ikili kompleks (ncu™/maa:0,1), 4) ikili kompleks (nc™/maa:0,2), 5) ikili
kompleks (ncy**/nxa:0,3), 6) ikili kompleks (ncy**/nxa:0,4), 7) iiclii kompleks (ney*/maq:0,4;
Npsa/Npaai2).
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Mevil vinil eter-maleik anhidrit kopolimerinde ise nc,”*/nyvema:0,2 oramma sahip ikili
kompleks ve ney” Myvena:0,5 Npsa/Npvvema:2  oranlarina sahip iicli kompleksin diger
komplekslere oranla enaz toksititeye sahiptir. Ozellikle ncy* /Myvema:0,5 oranina sahip ikili
kompleks c¢ozeltisinin 1.929 hiicreleri iizerinde kontrole gore canlilifin encok azaldigi
goriilmiistiir. Hiicreler morfolojik olarak atipik olup, uzantilarin1 kaybetmislerdir. Bu bulgular

on calisma sonuclar1 olup mutlaka tekrar edilmesi gerekmektedir.
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Sekil 5.31 PMVEMA, PMVEMA-Cu** ve PMVEMA-Cu®*-BSA komplekslerinin L929 hiicre
canlilifina etkisi, 1) kontrol, 2) PMVEMA, 3) ikili kompleks (ncy” /nyvema:0,1), 4) ikili
kompleks (nc” Muvenai0,2), 5) ikili kompleks (nc” Myvema:0,3), 6) ikili kompleks
(nca” Myvema0,4), 7) ikili kompleks (ncy™ /Myvema:0,5), 8) ticlii kompleks (ney” /myvema:0,3,
nBsa/Npmvema:2) .
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Elde edilen tiim analiz sonuclarina dayanarak iicli Polimer-Cu**-BSA kompleksleri icin

diistiniilen model yapilar1 daha onceki ¢calismalara da dayanarak gosterilmistir.

W
| ‘
el
(]
|
I
POLIMER BSA

e Metal varliginda polimer-protein fonksiyonel gruplarinin baglanmasi

m Metal varliginda iki COO" grubu arasindaki baglanma

Sekil 5.32 Uglii Polimer-Cu**-BSA komplekslerinin diisiiniilen yap1 modeli (Mustafaev,
19964, 2004; Karahan, 2002)
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5.6 Cahsmanin Ciktilarinin Tartismasi

Bu calismada;

e Poliakrilik asit polimerinin olusturdugu iiglii metal kompleksleri daha dnceki ¢alismalarda
kismen; UV-Vis, Viskozimetre, FT-IR ve Fluoresans cihazlar1 kullanilarak incelenmistir.
Bu calismamizda ise iiglii ve ikili metal komplekslerinin bu yontemlerle incelemenin
yaninda reaksiyonun mekanizmalar1 ve olusan ikili ve {i¢li metal komplekslerinin

yapilarinin ayrintili olarak incelenmesi amaciyla bunlara ek olarak;

Zeta-Sizer cihazi ile Cap (hidrodinamik) ve Zeta Potansiyel, Atomik Kuvvet Mikroskobu

(AFM) ile yiizey taramasi yapilarak ayrintili bicimde incelendi.

e Ik defa kullanilan PMVEMA kopolimerinin ikili ve ii¢lii metal kompleksleri (UV-Vis,
viskozimetre, fluoresans, dinamik ve elektroforetik 151k sagilmasi, FT-IR ve Atomik

Kuvvet Mikroskobu o6lciimleri) olusturularak yapilart ayrintili olarak incelendi.

e ikili polimer-metal ve iiclii polimer-metal-protein komplekslerinin, deney sonuclarimiza ve

daha onceki caligmalara da dayanilarak diisiiniilen yap1 modeli verildi.

¢ Biyomiihendislik Boliimii Hiicre Kiiltiirli Laboratuvarinda her iki polimerin, ikili (polimer-

Cu?") ve iiclii (polimer-Cu®*-BSA) komplekslerinin toksititeleri incelenmistir.

Gec¢miste yapilmis tim bu calismalar ve tez calismamizdan c¢ikan sonuglar 1s18inda
komplekslerin fonksiyonel 6zelliklerine bagh olarak pratik kullanimi ortaya ¢ikarmaktir: 1)
Yapay polimerik asilar yapmak amaciyla immiinolojide; 2) PAA, PMVEMA ve polimer-Cu®*
ikili komplekslerinin antitiimor etkinliginin arastirilmasinda; 3) Enzimlerin aktifligini kararli

kilmak amaci ile miithendislik enzimolojisinde.

1) Klasik pasteur asilari, devamh hiicre Kkiiltiirlerinde ¢ogaltilan viriis veya bakterilerin
inaktivasyonu ve bir adjuvant (aliminyum hidroksit ve/veya yag adjuvanti-saponin) ile
birlestirilmesi yoluyla hazirlanmaktadir. S6z konusu adjuvantlar varliginda hazirlanan asilarin
icerdikleri onemli dezavantajlar1 bilinmektedir. Geleneksel aliim ve yag adjuvantlarinin
yiiksek viskozitesi, enjeksiyon yerindeki lokal reaksiyonlari, yiiksek toksititesi, allerji
olusturma oOzellikleri ve karisimin stabilitesinin az olmasi bunlarin pratikte kullanilmasini
engellemektedir. Aliiminyum hidroksit genellikle yeterli seviyede immiin koruma etkisi de
gostermemektedir. Ayn1 zamanda bu adjuvantlar varliginda antijen formiilasyonundaki
zorluklar, yapi-islev iligkilerinin bilinmemesi, ancak T hiicresine bagimli (T-dependent)

immiin yanit olusturmalari, son yillarda bir seri yeni tiirde adjuvantlarin gelistirilmesini
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giindeme getirmistir. Dogal olmayan polielektrolitlerin  (negatif veya pozitif yiikli
polimerler) organizmanin immiin yanitina kuvvetli etkisinin bulunmasi, bu PE’lerin mikrop
veya viriis antijenleri icin tasiyict matriks (ve adjuvant) olarak kullanilmasi, yiiksek antijen-

spesifik immiinojenik konjugatlar (ve kompleksler) sentezleme olanagi saglamistir.

Cizelge 6.1 Sentetik Peptit As1 Ornekleri

Antiviral Asilar:

1) Foot-and-mouth Disease Virus (Sap Hastalig1 Viriisii)

2) Hepatitis B (Hepatit B Viriisii)

3) Influenza Virus (Grip Viriisii)

4) Poli Virus (poliomyelitis, ¢cocuk felci)

5) Human Immunodeficiency Virus (HIV)

Antibakteriyel Asilar:

1) Diphtheria Toxin

2) Cholera Toxin

3) Antiparasitic Immunogens for Prevention of Malaria

Polimerlerin adjuvant 6zelliginin olmasi, T hiicresine bagimli immiin yanitin T hiicresine
bagimli olmayan forma cevrilmesi, ucuz teknolojisi, kolaylikla modifikasyonu ve amaca
uygun formda sentezlenmesi, yeni tiirde etkili asilarin gelistirilmesi icin biiyiik olanaklar
saglamaktadir. Bu sekilde antijen ve polimer i¢eren konjugatlarin (komplekslerin) yiiksek
immiinojenik 0©zelligi, polielektrolit makromolekiillerin hiicre membram ile etkilesimi
(interpolimer-hiicre kompleks olusumu) sonucu antijen-reseptdr baglanmasina katkida
bulunmasi ile aciklanmaktadir. Bu nedenle, son yillarda tasiyici olarak protein ve klasik
adjuvantlar yerine sentetik polimerlerin kullanilmasi caligmalar1 hizlandirilmistir. S6z konusu
polimerler aym1 zamanda hem tasiyici ve hemde adjuvant roliinii iistlenmektedirler. Cizelge

6.2°de yapay polimerik asilarin avantajlar1 verilmistir.
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Cizelge 6.2 Yapay Polimerik Asilarin Avantajlar

e Toksik Degillerdir

e Ucuz ve teknolojik bir yontemle hazirlanirlar

¢ Lineer sentetik epitoplarin olduk¢a kolay iiretimi ve var olan mutasyona uygun gelen

dizinin sentez sirasinda yapilma olasiligidir

¢ T hiicrelerinden bagimsiz immiin cevap olusturmasi

e @Giivenli olmas1 (canh viriis icermemektedir), sicakliga kars1 kararlhidir

¢ Basit Ag1 formiilasyonu

e Yapi-islev iligkilerinin bilinmesi

o Infeksiyonlara karst as1 Ozelliginin yanisira, yapisinda bakir gecis metalini
bulunduran kompleksler radyasyona kars1 koruma 6zelligine sahiptir (Mustafaev vd.,

2001; Bayiilken vd., 2004).

Bu calismanin ciktilarn ile {diglii polimer-metal-protein model sistemleri olusturularak,

polimerik yapay as1 prototipi gelistirme caligmalarina biiyiik katki saglamistir.

2) Sitozan’in ve sitozan-bakir kompleksleri hazirlamis ve antitimor etkinligi arastirilmastir.
Calisma sonuglarina gore sitozan-bakir ikili kompleksi sitozanin ve CuSOy’iin tek basina
gosterdigi etkinin kat kat fazlasini gostermistir (Zheng vd., 2006). Yapilacak caligmalardan
biri de, PAA ve PMVEMA ikili komplekslerinin antitiimor etkinliginin arastirilmasidir.

3) Enzimler canli organizmada izole edildikten sonra kisa bir siirede aktivitelerini
kaybederler. Alkoldehidrojenaz enzimi uygun bir polimere baglanarak 1,5 yil aktivitesini
korumustur. Dolayisiyla yapilacak caligmalarda enzim ile aymi yiike sahip bir polimeri

metal vasitayla baglayarak aktivitesini korumasi saglanabilir.
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