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OZET

Anyonik polielektrolitlerin(PE)(poliakrilik asit ve biyolojik sartlarda bozunabilen dekstran
siilfat) gecis metal iyonlari(Cu®*, Zn**, Fe**, Fe*', Cd**, Ni**, Co®" ve Mn®") varhginda sigir
serum albumini(SA) ile sulu ¢dzeltideki etkilesimi fluoresans ve uv-visible spektrofotometrik
yontemlerle incelenmistir. Anyonik PE negatif yiikli SA ile metal varhiginda ortamn
sartlarina, bilesenlerin oranmina ve metalin dogasma bagimlh olarak suda ¢dziinebilen veya
¢oziinemeyen iiglii PE-metal-SA kompleksleri olusturdugu kanitlanmig ve polikompleksin
stabilitesinin metalin dogasina bagimli olarak degistigi gosterilmistir.

Metal iyonlarmin etkili bir fluoresans sondiiriicti olduklarmi diigiinerek, ¢oziilebilen iglii
polikomplekslerin yapilari, SA’nin triptofan kromoforlarmin davramglarimn fluoresans
yontemi ile aragtirilmasina dayanarak incelenmistir. Uv-visible spektrofotometrik ydntemle
Cu®', Fe** ve Fe’' iyonlarmin daha stabil kompleks olusturma Ozellikleri, fluoresans
etkinliklerinden de goriinmektedir. Bu ii¢ iyon, protein yapisindaki triptofanin fluoresansini
sondiiriir ve maksimum dalga uzunlugu(Amax) red shift verirler. Bu sonuglara dayanarak Cu*,
Fe?" ve Fe’' iyonlar1 varliginda olusan polikomplekslerin yapis1 hakkinda sunlar sdylenebilir;
bu iyonlar polianyon makromolekiillerini proteinle bagliyarak tiglii polikompleks olustururlar
ve olusan partikiillerin yapisindaki albumin globiilleri ¢6zelti ile etkilesebilen bir formda
baglanmaktadirlar. Diger iyonlar(Zn®', Cd*, Ni**, Co** ve Mn”") polianyonlarla zayif
kompleks olusturma &zelligi tagirlar ve daha etkin olarak protein molekiilii ile etkilesime
girerek tuz etkisi gdsterirler. Bu etkilesim sonucu protein molekiilii daha da kompakt(sikisik)
hale gelerek triptofanin su molekiilleri ile etkilesimini azaltirlar(Amax blue shift gosterir). Bu
sistemlerde Cu®", Fe** ve Fe’' iyonlarindan farkli olarak kararh yapih iiglii polikompleksler
olusamazlar. Alman sonuglar yeni tiirde yapay immunojenler gelistirmek igin Onem
tasimaktadirlar.

Anahtar Kelimeler: Polielektrolit, iiglii polimer-metal-protein polikompleksleri, triptofan,
fluoresans, Polikompleks.
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ABSTRACT

The interaction between anionic polyelectrolytes(PE)(polyacrylic acid and biodegradable
dextran sulfate) and bovine serum albumin in the presence of transition metal ions in aqueus
solution was analyzed with fluorescence and uv-visible spectrophotometric methods. It is
proved that, due to the ratio of ingredients, nature of metal ions and enviromental conditions,
soluble and insoluble triple PE-metal-BSA complexes have accured between negatively
charged BSA and PE in the presence of transition ions. It is also shown that the stability of
these complexes can be effected by the nature of the metal ions.

Because of metal ions are effective fluorescence quencher, the structure of polycomplexes are
detected due to behaviors of chromophore with the uv-visible spectrophotometric method, it
is shown that more stable complexes are occurred in the presence of Cu®*, Fe**, Fe** which is
also proved by fluometric. These three ions quench tryptophan fluorescence and the
maximum wavelenght changes shift to the red region. According to these results, the below
comments can be made about the structure of ternary complexes in the presence of Cu*', Fe*',
Fe?'. These ions (Cu®’, Fe**, Fe?") connects the polyanion macromolecules with proteins and
makes ternary polycomplex. Albumin molecules in the structure of the complex particles is
open for the interaction with the solution. The other ions(Zn**, Cd*, Ni**, Co®" and Mn?")
have the ability to make weak complex with polyanions. These metal ions effectively interact
with proteins and shows salt characteristic. As a result of this interaction, protein molecules,
becomes more compact and reduces the interaction of tryptophan with water molecules(Amax
blue shift). So it can be concluded that Cu®', Fe’* and Fe*'can make stade complexes. These
results are important because they can be used for developing new type of synthetic
immunogens.

Keywords: Polyelectrolytes, ternary polymer-metal-protein complexes, tryptophan,
fluorescence, Polycomplex.



1.GIRIS

Suda ¢oziinen polimerler son zamanlarda gerek teorik polimer kimya sahasinda gerekse pratik
uygulama olarak genis ¢alisma alam bulmustur. Ozellikle, suda ¢6ziinen sistemler(polimerler,
polikompleksler ve dier polimer modifikasyonlari) fizyolojik aktif maddeler olarak
kullanilmasinin diistiniilmesi, immiinolojik agidan biiyiik bir kazang olarak goriilmektedir. Bu
amagla fizikokimyasal yontemler aracilifiyla bu sistemlerin yapist hakkinda genis bilgi elde

edebilmek i¢in gahigmalar siirdiiriilmektedir.

Bu tip sentetik polimerler tipta ve biyolojik temelli bilimlerin diger sahalarinda son zamanlarda
pratik uygulamalar bulmustur. Ornek olarak; sentetik polimerlerin adjuvant etkisi(organizmanimn
bagigikligini arttrmak icin antijenlerle birlikte organizmaya girebilen yardimci kimyasal
maddeler), kanin dolagimini engelleyen tortularin ¢dziilmesi etkisi(antitrombojen), antimikrobiyal
etkisi, ilaglarmn etken maddelerinin uzun zaman organizmada saklanilmasi etkisi(prolongation),
ilag salinim sistemleri(organizma igindeki ilacin yavas yavag serbest birakilmast) gibi etkileri

gOsterilmigtir.

Zayif immunojenik antijenlerin(haptenler, proteinler, polisakkaritler) farkli kokenli sentetik
polielektrolitlerle(PE) baglanmasi sonrasinda organizmada antijen-PE’ye karsi bagisikhigin
arttigt gosterilmistir(Petrov ve Khaitov, 1988). Fizyolojik sartlar altinda olduk¢a saglam olan
kompleksler en yiiksek immiinolojik aktiviteyi gdsterir(Kabanov vd., 1978; Petrov vd., 1979).
Kompleks iceren sistemler, bilesenlerin fonksiyonel gruplarinin kovalent baglarla baglandig:
yerlerde PE’nin parcalar1 ve antijen molekiilleri arasindaki elektrostatik ve hidrofobik etkilesim
ile saglanmigtir(dengeye gelmigtir)(Petrov, 1979). Ayrica polimer antijenle konjiige edildigi
zaman, kovalent bag olusumunda kendi katiimlarmin bir sonucu olarak antijenik
determinantin(belirtgen) kimyasal yapisinda kismi bir degisiklik olabilir. Bu durum teknolojik
uygulamalar i¢in uygun degildir. Ciinkii ana reaksiyon {iriinii ile birlikte serbest bilesenler olusur.
Bu bilesenlerde ana iriinden ayrilmast gerekir, ayriimadig: takdirde sistemde polimer ile
ahtijenin capraz baglanmasi esnasinda kalir. Bu istenmeyen durum aragtirmalara bagka bir boyut
kazandirmigtir, Boylece polielektrolitler ile antijenleri metal varhgmda baglamiglardir, tastyic
polimerin ve antijenin yapisinda ¢ok dnemli degisiklikler olmamig hem de istenmeyen serbest
bilesenler olugmamis olur(Mustafaev ve Kabanov, 1981). Ayrica elektrosatik bagl zehirli

olmayan PE’ler[1.)N-vinilpirolidon ile akrilik asit kopolimer] ile protein(Bovin serum albumin)



antijenlerinin metal(Cu®") varhginda olusturulan {gli ve suda ¢dziinen yapilar immiinolojik

a¢idan yliksek koruma saglamistir(Mustafaev ve Norimov, 1990).
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Akrilik asit(AA) ve N-vinilpirolidon kopolimeri(VPD) [CD(AA-VPD)]
Bu ¢alismada sigir serum albuminin iki tiir anyonik polielektrolitlerle(biyobozunur dekstran
siilfat ve biyobozunamayan poliakrilik asit) farkl gegismetal iyonlari(Cu?", Zn*", Fe**, Fe**, Ni*",
Cd*', Co* ve Mn®") varhginda sulu ¢ozeltideki etkilesimleri fluoresans ve uv-visible

spektrofotometrik metodlarla incelenmistir.
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Yapilan bu incelemelerle, farkli metal varhigmda sentetik anyonik polielektrolitin sigir serum
albumini ile suda ¢oziinebilen veya ¢dziinemeyen polimer-metal-protein iglii komplekslerin
olustugu saptanmis ve bu iiclii kompleksin yap1 modelleri geligtirilmigtir. Caligmalar 15131inda
gelecekte bu ticlii kompleksteki protein yerine uygun bagka bir protein, enzim veya herhangi bir
hastaligin viriisiiniin etkin protein epitopu(sentetik olarak elde edilir) baglanabilir. Dolayisiyla bu

liclii kompleksin fizikokimyasal 6zelliklerini &grenmekle ileri de olusturulacak yapay polimerik

agilar i¢in 6nem tagimaktadir.



2. TEORIK KISIM

2.1 Genel Bilgi

Kiigiik molekiillii kompleks olusturucu ilavelerin(gegis metalleri) varliiyla kararli polimer-

protein komplekslerinin olusumunun prensibi bulunmugtur(Mustafaev ve Kabanov, 1981).

Polimerle komplekslesme, proteinlerin islevsel Gzelliklerinde Onemli degisikliklere yol
acabilmektedir. Boylece polimere baglh proteinler kararlilik kazanabilmekte, ayrica proteinlerin
immunojenliginin artmas1 miimkiin olmaktadir. Bu yaklasimla tutulan proteinler giiniimiizde
endiistriyel siireglerde basariyla kullaniimakta, immunojenligi arttirilmug proteinler ve viriisler ise
gliclii as1 sistemlerinin gelistirilebilmesine olanak saglamaktadir. Pasteur ile ag1 preparatlarin
yapilmasinda ¢ok Onemli engeller ortaya ¢iktigi bilinmektedir. Zayiflatilmig mikro organizma
uygulanirken ¢ok fazla miktarda alerji verebilen gereksiz maddeler(ballast) organizmaya girerler.
Uygulanan agilar bazi hallerde yeterli sonucu vermez. Son yillarda immunsal yolla veya gen
miihendisligi yolu ile yapilmig ve ig¢inde gereksiz maddeler olmayan as1 yapmakta da Onemli
engeller vardir. Boyle asilar ilave adjuvantlar ve uygun tagtyicilar olmayinca etkin immun cevabi
olusturamazlar. Eger tasiyict gibi proteinlerden faydalanilsa bu tiir konjugatlarin da immunitesi

ve koruma 6zelligi zaten adjuvant katilimt ile ve organizmaya birkag¢ uygulandiktan sonra yapilir.

1970°’1i yillarin baslarinda kimyacilar ve immunologlarin bilgi aligverisiyle ilk defa tabiatta
benzeri olmayan bazi sentetik polielektrolitlerin(PE) immun cevabina kuvvetli etkisi aydmlatildi.
Bu sayede yapilan aragtirmalarda, timusa bagh olmayan suni immunojenlerin yapimimnmn yeni
prensibinin verilmesi saglanmig oldu. Birka¢ dogal polimer: polisakkaritler, niikleik asitler,
lipoproteinler ve onlarm suni anologlart yiiksek adjuvant aktifligine sahiptirler. Ancak sentetik
PE’ler bu amag igin daha uygundur. Oyleki PE’lerin sentezi ve modifikasyonu daha basittir,
istenilen molekiil aglrhgmda; elektrik yiikiinde, konformasyonda veya yiiksek molekiil yapida
elde etmek olasidir, suda iyi ¢6ziiniirler ve ¢esitli proteinlerle bilinen yapida komplekslerini
sentezlemek olasidir. Sentetik PE’lerin katilimi ile elde edilen sonuglar gesitli enfeksiyonlara
karst etkili agilar yapmanin gegerliligi hakkinda biiyiik timitler verir. Bu problemin en ¢nemli
glincel yarar1 gimdiye kadar tedavisi miimkiin olmayan enfeksiyonlara karsi yeni tipli agilar
olusturulmasidir. Ornek olarak: paraziter enfeksiyonlar, malarya, AIDS, hepatit, grip,
domuzlarin Afrika vebasi ve veteriner alanda diger enfeksi};onlar, insanlarda ve hayvanlarda

bagirsak grubuna bagh olan enfeksiyon hastaliklarmi gésterebiliriz.



Gegis metallerinin iyonlari, DNA’dan histonlarin ¢ikarilmasi, ribozom bilegenlerinin birbiriyle
veya tastyict RNA ile birlesmesinde oldugu gibi ¢cok 6nemli biyokimyasal islevlerin olusumuna
katkida bulunurlar. Boyle iyonlar reaksiyon partikiillerinin birlesmesiyle beraber onlarin
yapisinin korunmasinda aktif olarak rol oynarlar. Biyopolimerlerin fonksiyonel etkilerine aktif
tesir ederek metal iyonlar, bunlara yeni ve Karakteristik olmayan biyolojik etkiler
kazandirabilirler. Platin bilesimlerinin aktif olmayan viriislere baglanmasiyla as1 elde edilmigtir.
Iki degerlikli bakir esashi makrosiklik fonksiyonel selat ajanlar insan serumunu stabillestirirler.
Uclii kompleks, B meningococcal grubuna ait polisakkarit ile bakterilerin yiizey membran
proteini, aliiminyum ve rutenyum istirakiyle elde edilmistir. Bu ti¢lii kompleks bakterilerle olusan

hastaliklarin(menenjet) tedavisinde kullanilir,

2.2 Polielektrolitler

Polielektrolitler(PE), yapisinda (+) veya (-) yiikler tasiyan polimerlere denir. Polielektrolitler
ortamin pH’ma bagl olarak (+) veya (-) yiiklii hale getirilip arzu edilen antijene baglanabilir.
Onemli &zelliklerinden biride polimerlerde konsantrasyon arttikga viskozite artar ancak
polielektrolitlerde ise konsantrasyon diigiince viskozite artar, Ciinkii polielektrolitte bulunan (+)
veya (-) yiikler konsantrasyon diistiikk¢e birbirlerini iter ve boylelikle polielektrolit siser ve
viskozite artmig olur. Polielektrolitler bir adjuvant etkisi yaratan ve antijene bagisiklik gbsteren
immun cevaplar: artirirlar. Stabil bir kompleks olugturmak iizere mikrobiyol ve viral antijenlere
baglanan PE’in tastyici olarak kullamimi, organizmamin immun cevap verme etkisini kat kat
arttirmakla kalmaz, ayrica immun korumada da etkili olur. Bu tiir sistemler, bilesenlerin
fonksiyonel gruplarinin kovalent baglarla bagh oldugu konjugatlar ve antijen molekiilleri ile PE
fragmantlar1 arasindaki elektrostatik ve hidrofobik etkilesimlerin biitiinlesmesiyle stabilize olan
kompleksler icerir. PE makromolekiillerinin, antijen baglanmasi i¢in uygun, elektrostatik ve
hidrofobik gruplar1 icermedigi durumlarda, biyolojik sistemler iizerindeki etkisini
degistirebilecek tasiyici polimerlerin degistirilmesi gerekli olabilir. Polielektrolit komplekslerini

iki tiirde inceleyebiliriz(Mustafaev vd., 1996).




2.2.1 Yapay Polielektrolit Kompleksleri

Ozel olmayan polielektrolitlerin proteinlerle reaksiyonlarinin incelenmesi Stahmann, Katchalski
ve Morawetz’in c¢aligmalariyla baslamistir. Ozellikle BSA(Bovine Serum Albumin)’nin
fraksiyonsuz PAA ve Ba®" varhgindaki ¢oziinebilir kompleksler Morawetz tarafindan
incelenmistir(Morawetz, 1952, 1965; Rice vd., 1954; Katchalski vd., 1954). Bu ¢aligmalarda esas
sonuglar kompleks olusumunun belirlenmesi olmugstur. PE’lerin proteinlerle su ortamnda
kompleks olusturmasi genel sekilde kargilikli reaksiyona giren bilesenlerin birbirine zit yiikler
tasimasi ilkesine dayamnir. Literatiirdeki ¢caligmalarda gésterilmigtir ki serum albumin(SA) pH’in
izoelektrik noktasindan(pl) daha diisiik oldugu ortam degerleri, yani art1 yiiklenmis halde
poliakrilik asit (PAA) ile, polimetakrilik(PMAA), asitpolisakkaritlerle, polietilenimin(PEI) ile
suda ¢6ziinmeyen kompleksler olusturur. Tripsin ve karaciger katalazas1 pH<pl halinde PAA ile,
gammaglobulin PMAA ile ve protarmin(art1 yiikle yiiklenmis protein fraksiyonu) PMAA ile

uygun formda ¢éktiiriiliirler. pH> pl de, serum albuminin eksi yiiklenmis globulas1 polikatyonla

birlesebilir.
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polietilenimin(PEI), poliakrilik asit(PAA), polimetakrilik asittPMAA), polilisin(PL),

polivinilamin(PV A).
Buna Ornek  olarak  polilisinnin(PL),  polivinilaminin(PVA),  polidimetilaminoetil
metakrilatin(PDMAEM) ¢okelti olugturmast verilebilir. Uygun haller bagka proteinler i¢in de
gecerli olabilir. Proteinlerin hem polibazlarla ve hem depoliasitlerle ¢dkmesi g¢ogunlukla pl
noktasi ile gesitli uygunluklarda olan pH’in dar araliginda goriiliir. Proteinlerin PE’ler ile
reaksiyonu sirasinda olusan ¢6keltinin ¢6ziilme mekanizmasi daha genis sekilde protein-polilisin
sisteminde incelenmigtir. SA-PL, fibrinojen-PL ve gammaglobulin-PL sistemlerinde ¢6ziilme
ortamin pH’min, iyon giiciiniin ve ortamdaki polimer bilesenlerinden birinin arttirilmasi

durumunda kolaylastig1 goriilmiistiir.

Literatiirde PE’ler ile kompleks olugma metodunun protein karigimint fraksiyonlastirmaya
yonelik caligmalar vardir. Morawetz vd. (1952, 1965) PMAA, SA ve oksihemoglobin ile
karisiminin reaksiyonunu incelemislerdir. Bahsedilen proteinlerin izoelektrik noktalar: araligina

uygun olan pH degerinde oksihemoglobinin secici olarak ¢6ktiigii gézlenmigtir. Calismada



polimetakrilik asit gammaglobulin ile SA, insan albumini ve bunun antikor kangimini ayirdigi

gbzlenmistir.

Aragtirmacilar insan albumini ile onun antikor karigimini ortamin pH’nin, bunlarin izoelektrik
noktasindan uzak degerinde PMAA ile karigtirarak ayirmak istemisler ancak bu ydntemle
bagaramamiglardir. Yine de PAA-(katalaza+SA) karigimma izoelektrik noktalar1 arasinda iki
degerli baryum iyonun(Ba®") ilavesi katalazann SA’dan segici olarak ayrilmasma imkan

vermistir(Mustafaev, 1996).

2.2.2 Dogal Polielektrolit Kompleksleri

Dogal polielektrolitlerden olusturulan polikomplekslerin canli organizmada genis uygulamas: ve
canli organizmalarin degisiminde biiyiik rolii vardir. Bu konu bir ¢ok arastrrmacimn ilgisini
cekmistir. Sentetik PE komplekslerinin yeterince aragtirilmamasma ragmen dogal PE

kompleksleri literatiirde sistematik olarak incelenmistir.

2.2.2.1 Niikleik Asitlerin Kompleksleri:

En ¢ok incelenmis kompleksler niikleik asitlerin pozitif yiiklii proteinler ve polipeptitlerle olan
kompleksleri yani deoksiriboniikleik proteitler(DNP) ve riboniikleik proteitler(RNP)’dir. Basit
DNP-RNP partikiilleri(niikleoproteitler), bazi proteinlerle ve polipeptitlerle baglanmig iyon
seklinde bir molekiil DNA ve RNA igerirler. Bu kompleksler tipik polielektrolit komplekslerdir.
Kompleksin olusturulmas: protein ligantlarin pozitif yiiklenmis amin gruplari niikleik asitlerin

negatif yliklii fosfat gruplari ile elektrostatik reaksiyonlar: etkisiyle uygulanir.

Dogal polikomplekslerin yapisinin karakterini ve onlarin canli organizmada uyumunun
mekanizmasim anlamak i¢in ¢ok 6nemli bilgiler, dogal PE’lerin model biyopolimerlerle in-vitro
olarak kompleks olusturmasi yolu ile elde edilir. Bu sistemlerin dogal komplekslerle
kargilagtiriimas: ¢ok kolaydir ve aragtirmalar reaksiyonun yOniiniin ortamun sartlarina
bagimliligm anlamamiza imkan vermistirr Bu sayede bunlar polifonksiyonel dogal
polielektrolitlerin reaksiyonunu ve yapisini Ggrenme sansini arttirir. Sentetik sistemlerde

aragtirmalar aslinda dogal niikleoproteitlerin modelini olusturmak amaciyla yapilmigtir,

Literatiirde niikleik asitlerin globular proteinlerle(SA, Libozom, RNAaza) ¢6ziilen kompleksleri
arastirilmigtir(Goldwosser ve Putnam, 1950; Timasheff ve Kirkwood, 1953; Kretovich vd.,



1958). Arastirmalarda DNA’min histonlarla ve katyonik homopolipeptitlerle kargihikli etki
mekanizmasi dgrenilmistir. Notral su ortaminda bilesenleri karistirirken hem ¢dziinen ve hem de

¢oziinmeyen polikompleksler olusturulur(Olins, 1968, 1973).

Baz arastirmacilar termik yontem ile DNA-polipeptit sisteminde DNA molekiiliiniin iki formda
oldugunu gostermistir. DNA’min birkag1 polipeptit ile birlegmis ve geri kalan kismz polipeptitle
birlesmemistir. Ultrasantrifiijde DNA-polipeptit sistemi iki fraksiyona béliiniir. Birinci fraksiyon
¢iplak DNA, ikinci fraksiyon ise daha yiiksek 1sida erir ve komplekse uygundur. Bu etki
arastirmacilar tarafindan DNA matrisinin polipeptit hissecikleri ile kooperatif karakterde dolmas:
ile aciklanir. Boylelikle ilk olarak DNA’min bunun aksine yiiklenmis polipeptitlerle
reaksiyonunda polipeptit zincirinin DNA makromolekiilleri arasinda “tiimii veya higbiri(all or

nothing)” prensibi ile ortaklagmamig dagilimi gosterilmistir(Mustafaev, 1996).

2.2.2.2 Polisakkarit Kompleksleri:

Polisakkaritler bir ok monosakkarit biriminin glikozit bag1 ile baglanmasindan olugmustur. Asit
mukopolisakkaritlerin veya polisakkarit asitlerin proteinlerle komplekslerinin fiziksel kimyas1 ve
biyokimyasinin incelenmesi ¢ok zordur. Dogal polisakkaritler canli organizmada protein
polikompleksleri gibi yasadiklarindan ve bu formda fizyolojik fonksiyonlar1 hayata
gecirdiklerinden bunlarm Sgrenilmesi giiniimiizdeki en aktiiel konulardan biridir. Canh

organizmada asit mukopolisakkaritleri iki gruba ayrilabilir:
1)Yapisinda siilfat asidi olmayanlar(hyaloran asiti ve hondraitin),
2)Yapisinda siilfat asidi olanlar(hondraitin siilfatlar(HS), keratosiilfat, heparin, heparin-siilfat)

Simdiye kadar ancak hyaloron asiti, hondroitin ve hondroitin siilfatin kimyasal yapisi
ogrenilmistir. Bunlarin hepsi nétral su ortamunda negatif yiiklenmislerdir ve hem (+) ve hemde (-)
yiiklenmis proteinlerle polielektrolit kompleksleri olugtururlar. Hyaloran asitinin su ortaminda
konformasyonu ¢ok ¢esitlidir; ortamin iyonik siddetine ve bagka fiziksel sartlarina bagh olarak
lineer, kiiresel yumak, gerilmis v.b. yapida olurlar. Bundan dolay: polisakkarit asitinin
komplekslerini fiziko-kimyasal yontemlerle &grenme gansiu azaltirlar. Hyaloran asitinin

proteinlerle kompleksi ilk defa olarak sinaviyal sivisindan izole edilmistir(Ogston ve Stanier,
1951).



Ogston vd. yukarida bahsedilen kompleksi 6grenmisler ve bu kompleksin molekiil agirhginin
yaklasik 107 ve capi 140nm olan kiiresel yapida oldugunu sSylemiglerdir. Daha sonralart
polisakkarit-protein kompleksinin yapisinin ortamin iyonik siddetine ve pH’ma bagh oldugunu
gOstermistir. pH = 5,8 oldugunda kompleksin yapisinda ancak a globulin, pH = 7-8 araliginda y
ve B globulinler, pH = 10 oldugunda y globulin bulunur. pH’in artis1 ile kompleksin yapisinda
proteinin azalmas: polisakkarit ile proteinin elektrostatik etkilesim ile baglilif1 g6stermistir. Daha
sonra proteinin kompleksin yapisindaki miktarinin ortamin iyonik siddetine bagli olarak arttig1
bulunmustur. Bu sonug proteinin hyaloran misellasina adsorbe olma ihtimalini artirir. Yukarida
bahsedilen kompleks olugsmasinin ¢ok zor oldugunu gosterir ve buna gore de arastirmacilarin

hyaloran asitinin protein komplekslerinin yapisini aydinlatamadiklar1 sebebini agiklar.

Daha sistematik olarak siilfat igeren polisakkarit asitlerinin protein kompleksleri arastirilmgtir.
Hondraitin siilfatlar esnek, lineer, ¢apraz baglanmis ve negatif yiiklerin zincir boyu ayni tur
yerlesmis polielektrolit gibi kendini g@sterirler. Onlarin proteinlerle komplekslerinin canli
organizmanin par¢asinda oldugu ¢oktan beri bilinir. Levene protein ile polisakkarit arasinda olan
reaksiyonu Ofrenmis ve poliasit protein ile ester bag:i ile baglanmis oldugunu bulmustur.
Sonralar1 hondraitin siilfatin proteinlerle elektrostatik olarak bagh oldugu bulunmustur(Meyer
vd., 1958). Ciinkii suni olarak elde edilmis hondraitin siilfat-protein maddesi kii¢iik molekiillii
tuzlarin ilavesi ile ¢oziilebilirler. Partridge ve Elsden hondraitin siilfat-protein komplekslerinin

yapist hakkinda ¢ok 6nemli sonuglar almiglardir(Partridge ve Elsden, 1961).

Diger arastrmacilara gore hondraitin siilfat kompleksinde polisakkarit zinciri ve protein
molekiilleri ardasik olarak yerlesmistir. Daha sonralari hondraitin siilfat molekiiliiniin protein
molekiilleri boyunca baglandigini belirtmistir. Burada polisakkaritin negatif yiiklenmis

gruplarinin elektriksel itmeleri kompleksin molekiiliine sertlik verir.

Schubert ve bazi arastirmacilar hondrait siilfatin(HS) ters yiikli proteinle(lisozimle) karsilikl
etkilesim reaksiyonunun aragtirmugtir. Protein/HS oramina bagh olarak ii¢ tip kompleks olusabilir:
suda ¢Oziinmeyen, siispansiyon halinde olan kompleks ve tam ¢6ziinmiis kompleks. Bunlarin
hepsi kiiciik molekiillii tuzlarin ve karboksimetil seliiloz ortaminda serbest bilesenlere ayrilirlar.
Bu sonuglara gore arastirmacilar elde edilen komplekslerin elektrostatik kargilikli etkilesimle

oldugunu iddia etmiglerdir. Ancak bu sistem daha sonra sistematik aragtirilmamustir.
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Literatiirde bazi1 dogal sentetik polisakkarit anyonlarm(HS, siilfatlastirilmig hyaloran asiti,
dekstran, seliiloz, hlikogen vb.) PB-lipoproteitlerle komplekslesme prosesi aragtirilmustir
bilesenlerin oranmna bagl: olarak aragtirmacilar ii¢ tip kompleksin yapildigint géstermislerdir: 1)
suda ¢6ziinmeyen, 2) az dissosiye(ayrigma) olan suda ¢éziinen, 3) suda ¢Oziinen ve tamamen
dissosiye olan kompleksler. Elde edilen komplekslerin ¢6ziilmesi polianyonun molekiil agirligima
ve polimerde olan N-siilfat ve N-asetil gruplarmin miktarina baghidir. Lineer(seliiloz, amiloz) ve
cok fazla capraz bagli yapida olan(hlikogen) polisakkaritler proteinlerle daha iyi ¢Gziinen
kompleksler olustururlar. Polianyon-Lipoproteit komplekslerinin yapilmast polianyonun negatif
yiikklenmis gruplariyla proteinin baz gruplarinin elektrostatik karsilikli etkilesmesinden olugan

komplekslere gore daha zordur.

Bazi model proteinlerin polisakkaritlerle ¢oziinen kompleksleri aymi yiiklerle(negatif)
yiiklendikleri zaman sentezlenebilirler. SA(serum albumin) proteininin KMS ve dekstranin iki
tirevi ile: dekstran siilfat ve dietilaminoetil dekstran ortamin pH’1na, ¢dzeltinin iyon kuvvetine ve
polisakkaritin molekiil agirhgma bagli olarak suda ¢6ziinen kompleksler olustururlar. SA, KMS
ile ancak izoelektrik noktasinm etrafinda(pH 5.2), dekstran siilfat ise ortamin pH’inin genis
arahiginda(pH 5.4-8.5) kompleks olustururlar. Dekstranin dietilaminoetil tiirevi proteinle
reaksiyona girmezler ve kompleks olusturmazlar. SA-KMS sisteminde olusan kompleksler
ortamin iyonik kuvveti arttik¢a parcalanirlar. Buna gore kompleks olugmanin asil nedeni
bilesenlerin elektrostatik etkiyle reaksiyona girmesidir. Aymi1 zamanda dekstran siilfat-SA
kompleksi ortamm pH’min genis araliginda ve kigiik molekiillii tuzun ¢esitli
konsantrasyonlarinda kararli olduklar1 igin kompleksin olusturulmasinda elektrostatik giiglerin
yaninda diger spesifik kuvvetlerinde etkisi ortaya ¢ikar. Arastirmacilara gbre boyle giiglerin
olusmasinda —SO3 ve —COO gruplar1 ¢ok dnemli rol oynarlar. Bu gruplardan —SOs grubu —COO
grubuna gére NH, grubuyla daha gii¢lii kompleks olusturur.

Pozitif yiiklerin SA molekiiliiniin yapisinin ylizeyinde toplanmas: literatiirde agiklanmastir.
Proteinin karboksil gruplari globulanin iginde yerlestiginden yapida pozitif yiik toplamast
olamaz. Bu olay SA protein molekiiliiniin ¢ok az miktarda organik katyonlarin adsorbsiyonuna
sebep olur. Pozitif ve negatif yiiklerin albumin molekiiliiniin oval-kiiresel yapisinda belli bir
diizende olmayan sekilde dagilmasi negatif yiiklenmis protein molekiilii ile polisakkarit molekiilii
arasinda kompleks olusturmaya sebep olur. Asagidaki sekilde suda ¢oziinen SA-KMS ve SA-

dekstran siilfat komplekslerinin yapis1 gésterilmistir.
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Sekil 2.1 Suda ¢6ziinen protein-polisakkarit kompleksi partikiiliiniin diisiiniilen yap1
modeli(Mustafaev, 1996).

Japon aragtirmacilar son zamanlarda SA ve HS arasinda kompleks olusturulmasini isigin

sagilmas: yontemiyle incelemislerdir(Nakagaki ve Sano, 1972).

Protein molekiillerinin  polielektrolit bilegiklerle etkilesimleri biyolojik ac¢idan 6nemli
mekanizmalarin varligin ortaya koymakta ve biyomedikal uygulamalar igin biiyiik potansiyel
vaad etmektedir. Proteinler polielektrolit tagtyicilara iki farkli bigimde baglanmaktadr.
Kooperatif nitelikteki birinci tiir baglanmayla ortaya ¢ikan yapida, polimerin kiiresel protein
molekiillerinin olusturdugu bir ¢ekirdek gevresinde dolandif1 gozlenir. ikinci tiir baglanma ise

polimer ile onun {izerinde dizili protein molekiillerini kapsayan bir kompleksle sonuglanmaktadir.

Dogal PE’lerin-asit mukopolisakkaritlerin veya polisakkarit asitlerinin proteinlerle kompleksleri
de ¢ok 6nemli kompleks olarak bilinmektedir. Dogal polisakkaritler(gialuron asiti, hondraitin,
hondraitin siilfatlar, heparin vb.) organizmada protein kompleksleri olarak mevcutturlar ve bu
formda kendi fizyolojik aktifliklerini hayata gegirmeleri diisiiniilmektedir. Ayn1 zamanda,
belirtmek gerekir ki boyle biyopolimerlerin fiziksel kimyasimin ve biyokimyasmin karmagikli:
bunlarin yapisinin aydinlatiimasma yeterince olanak vermemistir. Asil sorun, dogal protein
komplekslerini modellestirebilen dogal olmayan analoglarin yapilmasidir. Bagka bir deyisle
doganin yarattif1 makromolekiiller sistemlerin tekrar diizenlenmesinden bunlarin prensip olarak
benzerinin olusturulmasina gegmek gerekir. Bu tekrar diizenlenme kosullar1 biyopolimerlere 6zel
degil ancak karmagik biyolojik sistemlerin isleme prensiplerine uygundur(etkinlik, amaca

uygunluk v.b.).

2.3 Polimer-Metal Kompleksleri(PMK)

Son zamanlarda gecis metal iyonlarimin sentetik polielektrolitlerle kompleks bilesimleri yogun

olarak incelenmektedir. PMK’ya biiyiik ilgi herseyden &nce metal iyonlarinin  sentetik
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polielektrolitlerin fizyolojik aktifligine biiyiik etkisiyle 6nem kazanmaktadir. Ornegin akrilik asit
ve akroloein kopolimerlerinin iki degerli demirin fazla miktarindaki(yaklagik %15) PMK’i
antianemik(kansizlik) aktiflige sahiptir ve uzatma etkisi gostermektedir. % 5 ii¢ degerlikli demir
poliakrilik asitin bilesimine ilave edildiginde elde edilen PMK kana pihtilasma &zelligi

kazandirir,

Metal iyonlarinin biyolojik proseslerde ¢ok énemli rolleri vardir(Manko vd., 1991; Kendirch vd.,
1992). Polimer-metal komplekslerinin benzersiz 6zellikleri onlarin fizikokimyasal 6zelliklerinin
tek basina polimer ve metalden daha farkh olmalarina dayanir. Son zamanlarda ¢ikan birgok
yaym, metal baglantih komplekslerden olugmus ilag yapisi, dogal polielektrolit ve antijenlerin
biyokonjugatlar iizerinedir. Bu modellerin kullanilmasi ile dogal polimerlerin mekanizmas: ve
metal iyonlari varhgindaki davramglan ile ilgili daha fazla bilgi edinilmigtir. Polimer-metal
komplekleri ¢ok genis gesitlilikte biyomedikal hazirliklarinin yapilandirilmasinda kullaniimagtir.
Diisitk molekiil agirlikli bilesikler gibi gegis metal iyonlarminda, nétral veya zayif yiiklenmis
suda ¢6ziinen polimerleri kendine baglama 6zellikleri vardir. Bdylece polimer bilesenleri
yiizeylerle kompleks olusturma 6zelligi kazanmis olur. Birgok ¢aligmada Cu, Zn, Fe gibi metal
iyonlarmin  dnemli rolii gosterilmistir. Demir eksikligi Hemopoiesis ve Lymphopoiesis’in
Onlenmesinin engellenmesine ve timusta morfolojik(bi¢im ) degisiklikler ile dalaktaki T ve B

bagimlt bolgelerde hiicre azalmasina neden olur(Mustafaev, 1996).

Cesitli pH degerinde kararli olan PMK poli-4-vinil-piridin(PVP) ve iki degerlikli bakir iyonlar
icin asit ve su-alkol kargimlarinda incelenmistir. PVP-Cu®* karigimlarinda tetrapiridinat
komplekslerinin olusumu gdsterilmistir. Nétral sulu ortamlarda incelenen polikomplekslere Grnek
olarak polivinilimidazol’in(PVI), polivinilpiridin’in alkil tiirevlerinin, polivinilamin’in metalik
kompleksleri gosterilebilir. Poliakrilik asit(PAA), polimetakrilik asit(PMAA) ve bunlarin
metilvinilpiridin ile olan kopolimerlerinin iki degerlikli bakir iyonu ile kompleksleri de

incelenmigtir.

-CH,-CH -CH,-CH

Ol | O

poli-4-vinilpiridin(PVP), polivinilimidazol(PVI), polivinilalkol(PVA)
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PMK’lerine ait literatiir arastirilmasi ashnda metal iyonlarmin polielektrolitlerin fonksiyonel
gruplar1 seviyesinde karsiliklt etkilesimi ile smirlandinlmigtir. Coéziinen ve ¢Oziinmeyen
komplekslerin olusumunu metalik iyonlarin yiiksek konsantrasyonlarinda incelenmistir. Aynt
zamanda baglama mekanizmasini anlamak ve makromolekiil yapisindaki degigimleri izlemek i¢in
metal iyonlarmin makromolekiiller arasinda dagilimimi incelemek ¢ok Onemlidir. Kargilikli
etkilesmenin metalik iyonlarmn ¢ok diisiik konsantrasyonunda arastirilmasi, yapisinda az miktarda
metal olan PMK ’lerin sentezi i¢in 6nemli rol oynar. Bu tip PMK lerinde polielektrolitin yapist
pratik olarak degismez ve biyolojik aktifligi korunur. Aym zamanda metal iyonlarinin miktari

ticlii polimer protein komplekslerinin sentezi i¢in yeterli olmalidir.

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

Rh**-polietilenimin sisteminde de gdsterilmistir.

Me™ iyonlar1 aym yiiklii iki farkli yapih polimer makromolekiiliiniin baglanmasmda arabulucu
olmasi, yam sira zit yiiklii iki polimer molekiiliinden olusan polimer-polimer interkomplekslerine
katillarak bu komplekslerin stabilitesini arttirabilme ozelligi tasimaktadir. Inter polimer
komplekslerinin olusumuna bakalim. Makromolekiiller arasindaki etkilesmenin incelenmesi,
makromolekiil bilesikleri kimyasinin yogun gelisim gosterdigi yeni bir ¢aligma alanim
olusturmustur. Bu c¢aligmalar bilimselik ve pratik uygulamalari bakimindan biiyikk &nem
tagimaktadir. 1ki polimer zinciri arasindaki etkilesimden dolay1 yeni kararli bir yap1 olusur. Bu
olaya inter polimerlesme, olugsan molekiile ise interpolimer kompleks denir. Kompleksler
kendilerini olusturan bilesiklerden ¢ok farkli $zellikler gostermektedirler. Son 25 yil igersinde
interpolimer kompleksleri tizerinde yogun cahgmalar gerceklestirilmis ve bir¢ok calisma temel
diizenlemelerin nasil gerceklestigi ile kimyasal ve yapisal olarak birbirlerini tamamlayabilen
makromolekiillerin olusturduklari etkilesmelerin 6zel niteliklerini  agiklayabilmek igin

gerceklestirilmigtir.

Interpolimer kompleksi olusturmanin temel iki yolu vardir: 1) Kompleksin daha 6nce var olan
kimyasal ve yapisal olarak birbirini tamamlayabilen makromolekiiller tarafindan olusturulmas,
2) Reaksiyon ortamina katilan matriks makromolekiiller yiizeyinde monomerin polimerlesmesi.
Birinci durumda kimyasal reaksiyon, reaktif zincirlerin rastgele ¢arpigmasi sonucu kompleks

olusumu ile gergeklesir. Daha sonra zincir biiylimesi gerceklegir. Matriks polimerlesmesinde ise
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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 makromolekiilinden biri biyomolekiil olabilir. Ornegin, polimer-protein
komplekslerindeki heterojen gruplar arasinda gergeklesen kargilikli 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 tagir. Belki de bu
birliktelik karakteri aym1 anda iki veya daha fazla bagin olusmasmi(6rnek: iyonik ve hidrojen
baglarinin) mimkiin kilar, Hidrofobik etkilesmenin; sentez ve dogal polielektrolit
komplekslerinin ve yine hidrojen bag ile olusmus komplekslerin stabilizasyonunda dnemli bir

rolii vardrr.

Polimer zincirinin tamamlayict makromolekiiller iizerinde biiyiimesi interpolimer kompleks
olusumunun bir yoludur. Matriks olusum hizini, olugan makromolekiiliin yapismn ve 6zelliklerini
etkiler(Kern ve Kammarer, 1967). Biiyiiyen radikalin yapist kismen matriksle biitiinlesmistir ve
olusan polimerin izomerik bilesimi ile molekiil agirhgt matriks uzunlugu ve mikroyapisi

tarafindan belirlenebilir.

iki farkh yiikli polielektrolitten olusan interpolimer komplekslerine polielektrolit kompleksleri

denir.  Polielektrolit komplekslerinin  &zelliklerinin  sistematik  olarak  arastirilmasi |
yapilmigtir(Michaels vd., 1965, 1975; Bixler ve Michaels, 1969) ve sodyum poli(stiren siilfanat)

ve poli(vinilbenziltrimetilamonyum kloriir) gibi kuvvetli zit yiiklere sahip polielektrolitlerin

kompleksleri incelenmigtir. Polielektrolit kompleksinin orijinal fiziko-kimyasal Ozellikler

gosterdigi belirlenmigtir. Polielektrolit kompleksler yiiksek dielektrik sabitine sahiptirler. Suya,

gazlara, diigiik molekiil agirlikli maddelerin ¢6zeltilerine kars1 gegirgen, biiytik taneciklere kars:

gecirgen degildir.

Poliyonik komplekslerin g¢esitli pratik uygulamalari vardir. Poliyonik komplekslerle yapilmig
filmlerin, sicaklik ve nem ile degigsmeyen yiiksek elektrik iletkenlikleri vardir( 102-10° ohm/cm).
Isitma ve aydinlatma amaciyla kullanilabilen geffaf iletken yiizeylerin yapiminda plastik ile cam
arasinda poliyonik filmler kullanilabilir. Poliyonik kompleks filmleri galvanik pillerde ayirici
olarak kullanmilir(Bixler ve Michaels, 1969). Bu ayricilar degisik asit(siilfirik ve fosforik)
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ortaminda ve bazik ortamlarda orta dereceli sicakliklarda kararhdirlar ve diigiik i¢ direngleri

vardir.

interpolimer kompleksler kimyasal kaslar’in yapiminda da kullanilabilirler(Osada ve Saito,
1975). Kimyasal enerji, elektrik ve mekanik enerjiye bilinen modellerden daha iyi bir
performansla polivinil alkol ve poliakrilit asit ile gergeklestirilmisti(Kuhn vd., 1960).
Polielektrolit komplekslerin en onemli kullanim alanlarindan biri de, belirli gecirgenligi ve
segiciligi olan yari-gegirgen zarlarin yapimidir(Zezin ve Eltsefon, 1976; Sato vd., 1979). Bu
zarlar deniz suyunun tuzunun ayrilmasi iglemi igin ters osmoziz olarak kullanilabilirler. Bu zarlar
biyolojik sivilarin(kan, idrar) ultrafilitrasyonu i¢in kullanilabilir. Hemodiyaliz i¢in yapay bobrek

ve hemoksijenasyon i¢in yapay karaciger olarak kullanlur.

Supramolekiiler yap: gecis metal iyonlar1 ile kompleks olusturularak degistirilir. Boyle iyonlar az
yiikli veya ndtral polimer molekiilleri ile birleserek, polimer zincirlerinin ¢ozeltide
konformasyonunu  diizenleme imkani vermektedir. Ornegin Cu** iyonlarnmm  yiiksek
konsantrasyonunda intermakromolekiiler agregasyonu(yigisim) olusur ve partikiiller asimetrik
yapiya yakin bir formda olurlar. Bu olay polimer bilimcilerine ¢aligmalarinda yardimci
olabilir(iki polimeri metalle baglayip agregasyon olusturabilirler) ve ayrica polimer antijen
baglanip metal varhiginda agregasyon olusturulup(yapinin gap1 ve yiizeyi artar) immunojenligi
arttirilabilinir(Mustafaev, 1996).

Sekil 2.2 Polimer-metal komplekslerinin [Me]/[PE]<<1(I) ve[Me]/[PE]>1(II) oranlarinda olusan
yapi(Mustafaev, 1996).

Son 10 yil iginde polimer-polimer kompleksleri konusunda ayrintih ¢ahigmalar yapilmistir ve
cesitli defalar bu olayn genel dogas: ile kimyasal ve yapisal bakimindan birbirini tamamlayici
makromolekiiller arasinda gergeklesen karsilikli etkilesmenin 6zel nitelikleri arastiriimigtir.

Poliakrilik asit(PAA) veya polimetakrilik asit(PMAA) gibi poliasitlerle, proton ¢ekici polimerler
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olan polivinilpirolidon(PVP) veya polietilen oksit(PEO) esit mol oranlarinda birbirleri ile
hidrojen bagiyla etkilesirler. Bu etkilesmenin sonunda suda ¢Oziinmeyen polikompleks

olusur(Bekturov ve Bimendina, 1981).

PAA ve PVP arasinda meydana gelen kompleks olusumunun Cu®" iyonu katilmastyla nasil
etkilendigi tiirbidimetrik OSl¢iimlerle(Subotic vd., 1989) belirlenmistir. PAA ile PVP’nin
kompleks olusturmas iki farkh ¢éziicii(su ve etanol-su) ortaminda gergeklestirilip Cu*" iyonunun
etkisi tiirbidimetrik Slglimlerle gozlenmigtir. Her iki ¢Oziicii ortaminda da Cu** iyonunun
katilmas1 komplekslesme kinetigini etkilemistir. Su ile etanol-su ¢oziiciilerin de gerceklesen
komplekslesme hizlarindan Cu*" katildiginda artis miktart suda hidrofobik etkilesmeden dolay
daha fazla olmusur. Her iki ¢3ziicii ortammda Cu®" ilave edilince komplekslesme hizi zamanla
artarak bir dengeye ulastyor. Bu sonuglar Cu*" iyonunun bulunmasmin etkilegmenin ilk hizint
arttimgun, dolayisiyla Cu®’ iyonunun kompleks olusumuna katildigini gostermektedir. Kisa bir
sire i¢inde kompleks olusumunun durmast Cu®* iyonlarmin etkilesmeye katildigint
gostermektedir. Tiirbidimetrik sonuglarin incelenmesi sonucu ilk 5 s. iginde tiirbitede keskin
artisin hem suda hem de etanol-su ¢dziicli ortaminda oldugu gozlenmistir. Bu da PAA ile PVP
arasmdaki kompleks olusum hizimin Cu®' iyonu tarafindan biiyitkk oranda arttirildig1 sonucunu

vermektedir.

Cu®' iyonunun komplekslesme iizerine etkisinin anlagilabilmesi igin polimer-metal kompleks
yapilarinin incelenmesi gerekir. Polimer-metal kompleksleri sentetik polimerler ve metal iyonlar:
icerirler. Metal iyonlar1 polimer ligandlara koordine baglarla baghdir(Tsuchida ve Nishide,
1977). Cu** iyonu polimer ligand ¢ozeltisi ile karigtrlir karistiriimaz, polimer-Cu2+ selat1 hemen
olusur. Polimer-Cu®* gelatinda Cu®' iyonu polimer zincirleri tarafindan 6rtillmiis kafes iginde

absorbe edilerek kararli hale gegmistir ve Cu”" iyonlarnin ¢dzeltiye gegisi cok zordur.

Son zamanlarda, ¢esitli sentetik PE’lerin gec¢is metalleri ile metal iyonlarmmn ¢ok disik
konsantrasyonlarinda([Me ™}/[PE]<<1) suda ¢6ziinen PMK’lerini sentezlemis ve olusma
mekanizmasin incelemiglerdir. 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 kalwr(Mustafaev vd.,
1992).
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2.4 Gegis Metal iyonlan ilavesiyle Olusan Uclii Polimer-Protein Kompleksleri

2.4.1 Asit Ortammnda

Uglii  polimer-metal-protein  komplekslerinin  incelenmesi Morawetz’in ¢aligmalariyla
baslamistir. Ozellikle BSA(Bovine Serum Albumin)’min fraksiyonsuz PAA ve Ba*" varhgndaki

¢oziinemez kompleksler Morawetz tarafindan incelenmistir(Morawetz, 1952, 1965).

Oncelikle asit ortaminda yani protein ve polimer bilesenlerinin pozitif yiiklendigi ve birbiri ile
baglanmayan sartlarda metalik iyonlarin katiimasiyla {i¢lii komplekslerin olusum sartlar1 ve
mekanizmasi verilmistir(Mustafaev ve Kabanov, 1981). Sulu asetik ortaminda pH 4.2’de serum
albumin poli-4-vinil-piridin ile kompleks olusturmazlar. Bu sartlarda hem protein hemde PVP
pozitif yikliidiir. Aymi yiiklii kiiresel ve lineer zincirler arasindaki elektrostatik itme kuvveti
kompleks olugumunu engeller. Polimer-protein karigimma CuSO4.5H,O ilave edildiginde
sistemde faz gecisi meydana gelir. Protein miktarina bagh olarak, kritik protein
konsantrasyonunda sistem tamamen suda ¢Oziinmiis hale gelir. Cokeltiler santrifiij yontemi ile

ayrilarak siiziintii sedimantasyon metodu ile analiz edilir.

pH = 4.2 degerinde sistemde bakir iyonlar1 yokken polimer ile proteinin baglanmadigmni
diigiinerek, Cu*" iyonlarmm aym pozitif yiiklii kiiresel proteinler ile polikatyon zincirleri arasinda
baglayici gorevini istlendigi sdylenebilir. Yani sistemde ¢Odziinen ii¢li SA-Cu®*'-PVP

kompleksinin olugumu goriiliir.

Komplekste bulunan bakirm atom agrhgma gére polikompleksin molekiil agirhg 3.8 10°
olmalidrr. Isigin sagilmast yontemi ile alnan sonuca gore SA-Cu®'-PVP polikompleks
partikiiliiniin birlestigi anlagtimaktadir. Cu*' iyonlar1 yardimuyla protein tanecikleri ile birlegmis
polikatyonlardan meydana gelen 6-7 kompleks partikiilleri birbirleri ile birlesmis olur. Ornek
olarak; protein ile polikatyon’un Cu®' iyonlar: ile birlesimi asagidaki tiptedir. Burada Cu®

iyonlar1 merkezi atomdur.

‘ g
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Yapisinda poliaminler(polivinilpridin, polietilenimin) ve PAA bulunan ¢dziinen ti¢lii polimer
metalik komplekslerin olusumunda Cu®" iyonlarimin benzer fonksiyon tagidigi son zamanlarda

yapilan aragtirmalardan anlagilmaktadir.

2.4.2 Nétral Su Ortaminda Komplekslesme

PAA, PVI, akrilasitin vinil piridin ve vinil pirolidon ile kopolimerleri, vinil imidazol, vinil piridin
ve diger monomerlerin vinil pirolidon ile kopolimerleri v.b. polimerletle iiglii komplekslerin
ndtral su ortaminda olugmasi aragtiritmugtir. Protein olarak serum albumin, ovalbumin ve veba

hastaliginin proteini(F1) kullanilmistir. Gegis metal iyonu olarakta Cu®" kullamilmustir,

Uclii karigimlarm homojen ¢6zeltilerinin analiz, 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 olugur. Bu
tip sistemin, proteinin diisiik konsantrasyonundan baglayarak SA proteini ilave edildiginde
sistemde faz gegisi meydana gelir. Siiziintliniin sedimantasyon analizi ancak serbest PVI'ye
uygun oldugunu gosterir. Cokeltide ise, suda ¢oziinmeyen igli kompleks bulunur.

Protein/polimer oram arttik¢a ¢okelti miktar: artarak, maksimum degere gelir.

Kopolimer(VI-VPD)-Cu**-SA  ve  poli-N-etilpiperazinoksit(PNO)-Cu*'-SA  karigimlarmnimn
¢Ozeltilerinin sedimantasyon analizi sistemde iki fraksiyonun oldugunu gosterir. Bu fraksiyonlar
serbest polimer Me™ kompleksine ve iiglii polimer-Me ™ -protein sistemine uygundur. Buda,
kompleks olusumuna protein molekiillerini adsorblayan poliyonlar arasinda heterojen olarak
dagildigini gosterir. Ancak maksimum ¢6kmeye uygun olan oranlar arttikga protein ilavesiyle
olusan ¢Odziinmeyen iglii komplekslerin kismen yada tamamen ¢dziinmesi miimkiindiir.
Cokiintiiniin miktar1 orana bagh olarak degismekte oldugu saptanmistir. Sistemin optikge
sikhgmi polimer/protein oraninin basit olmayan karakterini asafidaki sekilde agiklamak
miimkiindiir. Protein/polimer oraninin optik siklikla degisiminde maksimum degerden(N,,) sonra
sistemde kompleks olusumunu iki faktSr etkiler. Birincisi, maksimum N, degerinden sonra
sistemde protein partikiilleri bunlar1 adsorblayan PE arasinda heterojen olarak dagihirlar ve
bdylece stokiometrik yapili(1:1) olmayan polikompleksler olugurlar. Diger bir deyisle bir
polimer molekiilii ile ¢ok miktarda protein molekiilii baglanir. Bu ise kompleksin suda
¢oziinmesine neden olur. Ikincisi, protein molekiiliiniin konsantrasyonu arttik¢a, protein metal

iyonlarim daha kuvvetli adsorplanmasiyla ¢6ziinemeyen iiclii komplekslerin pargalanmast
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miimkiindiir. BSylece sistemde polimer ve protein-metal kompleksi olusur. Mustafaev vd.
tarafindan PE’in kimyasal yapisina bagl olarak, bu iki faktoriin hangisinin etkili oldugunu cesitli
polimerler i¢in incelenmistir. Metal iyonlar: ile kuvvetli polimer-metal kompleksi veren poliasit
ve polibazlar PAA, PMAA, PVP, PVP alkil tiirevleri, PVI v.b.’dir. Uygun sartlarda birinci
faktSriin etkisiyle polikompleks olusur. Polielektrolit zincirinin metal iyonlar1 ile kompleks
olusturmayan monomerler ile seyreltilmesi(&rnegin pirolidon ilavesiyle olugan kopolimer) ikinci
faktoriin etkisinin daha fazla roliinii gdstermektedir. Diger bir deyisle protein/polimer oraninin
maksimum degeri asildigmda(N>N,,) ii¢lii kompleks pargalanir. Buna gore incelenen sistemler,
karisim biyolojik sistemlerde biyopolimerler arasinda karigim metal iyonlar: ilavesi ile olusan
uygun prosesleri modellestirebilir. Ornek olarak, niikleik asitlerin ve polisakkaritlerin
biyosistemlerde ayni yiiklii bilesenlerin metal iyonlar: ilavesi ile kompleks olusumu, antijen
antikor reaksiyonu v.b. (Mustafaev, 1996),

Poliakrilik asit(PAA) ve BSA(Bovine Serum Albumin) arasinda Cu*"li kompleks olugumu nétral
suda caligilmustir. Cu®* konsantrasyonuna bagli olarak, PAA-Cu®" ve BSA arasmdaki kompleks,
iki farkli sekilde sonuglanabilir. Diisik Cu** konsantrasyonlarinda(ncy/naa< 0,15), BSA

konsantrasyonundaki fazlalik kompleksin agagidaki mekanizma gibi kirtlmasina neden olur.

(1) [BSA-CUE*-PAA] BSA-CU™ + PAA

Yiiksek Cu®' konsantrasyonlarinda(ncy/naa> 0,15), BSA konsantrasyonundaki fazlalik non-

stokiyometrik komplekslerin olugmasina neden olur(Mustafaev vd., 1996).

(1) [BSA-CU -PAAL =2~ [(BSA),-Cu -PAA
iyonize olmus poliakrilik asit ve diger polielektrolitler Cu®" iyonu varhginda, spektroskopik ve
diger metodlarla analiz edilmigtir ve bu c¢aligmalar stabil kompleks olusumunu
gostermislerdir(Mustafaev ve Narimov, 1990; Sara¢ vd., 1995; Mustafaev vd., 1996; Tabaka vd.,
1999). Poli(N-izopropilakrilamid-co-akrilik asit) ve BSA’mn Cu*' varliginda kompleks olusumu
nétral, fizyolojik tuz ¢6zeltisinde incelenmigtir. Stabilite bagimhiligi, spektrofotometrik titrasyon
ve jel filtrasyon kromatografisi ile ¢aligiimigtir(Mustafaev vd., 1998). Coziinen ve ¢dziinmeyen
Cu®" varligndaki farkli protein ve polianyonlarin olusturdugu iclii kompleks, iyon degisimi

kromatografisi ve voltametrisi tarafindan da incelenmigtir(Mustafaev vd., 1996).
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Cu'? etkisiyle BSA ile anyonik polielektrolitlerle  [Poliakrilik asit (PAA), Poli(N-
isopropilakrilikamit[PoliNIPAAm)], N-isopropilakrilikamit ve akrilik asidin kopolimeri sulu
ortamda fluoresans teknigi ve HPLC analizleri ile incelenmigtir. Etkilegimin karakteri monomerin
bilesimi (r = [COOHJ/[NIPAAm]), [Cu**)/[PE] ve [BSAY/[PE] oranlar1 ve ¢dzeltinin pH’ina
baghdir. Uglis polikompleks partikiiliiniin iki tipi kopolimerin r monomer bilesimine bagh olarak
olusturulur. r >de 1/3’den 1/1’e, tgli polikompleks yapisindaki protein molekiilii polimer
tarafindan siki bir sekilde sarmalamyor ve uygulamada suyla iligkisi azaliyor. r > 3/1 ‘de ise gl
polikompleks (PAA-Cu*2-BSA) partikiilinde protein molekiilleri ~ ¢ozeltinin daha fazla
etkisindedir(Filenko vd., 2001).

2.5 Polielektrolit Komplekslerinin immunolojik Aktivitesi

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

trinitrofenol ile elektrostatik kompleksidir.
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Bu suni antijen kullamldifinda immun cevabi algilamak i¢in ilave yardimcilar kullaniimasi
gerekmez ve timusu olan ve olmayan hayvanlarda antikor olujumu saglanmigtir. Dogal olmayan
polielektrolit tagtyicilarinda olusan ikinci tip yapay antijen kooperatif, elektrostatik, hidrofob
baglarla ve gecis metal ilavesi ile kararlh hale gelen protein antijenlerinin polielektrolit
kompleksleridir(Kabanov vd., 1978). Ilave yardimcilar olmadan bir defa enjekte edildikten sonra
bu kompleksler proteine 6zel antikorlarin olustugu timusa bagh olmadan gorilmistar(Petrov vd.,
1992). Buna ilave antijenler igin immun koruyucu 6zellik kazamlmasim saglayarak ag1 etkisi
gostermiglerdir. Asagidaki sekilde gosterildigi gibi antijen hiicre kompleksinin hipotetik gemasin
gostermek imkani saglamigtir. T’ye bagh olmayan immun cevapta antijen B-lemfosit reseptori
ile yaps spesifik kontaktin olusumuna katihir(birinci spesifik sinyal). Ikinci sinyal ise B-lemfositin

yiizeyinde absorpsiyon olmus polimerden ileri gelir.

Yiikli olmayan veya su ortaminda yiiklenmiyen polimerler(polivinilpirolidon, polietilenglikol),

eritrositlerin immun cevabim pratik olarak degistirmezler yani adjuvant etkisine sahip degildir.

Bazi kopolimerlerin adjuvant olarak kullamlmasi tam zit etki gosterir. Ornegin: akrilasitins:

‘k“@
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metilvinilpiridinle kopolimerleri homopolimerden farkli olarak immun cevabmi keskin bir
sekilde azaltmaktadir, yani immun yatigtirict etkisi gostermektedir. Bu farklar adjuvant olarak
kullanilan polimerlerin etki mekanizmalariin kimyasal yapilarina baghh olmadigi
gosterilmistir(Kabanov ~ vd., 1984). Yapilan c¢aligmalar sonucunda  poliakrilasitin,
polivinilpiridinin, polikanidin ve bunlarin dortlii tuzlarmin dar fraksiyonlarimn kullanilmas:

immuniteyi uyaric1 aktifliginin polimer zincirinin uzunluguna bagh oldugu gosterilmistir.

&
~

(a3) {v)

Sekil 2.3 Immun cevab olusturan antijen-hiicre komplekslerinin hipotetik semasi[a) T-hiicresine

bagimli cevap b) T-hiicresinden bagimsiz cevap](Mustafaev, 1996).

Yukaridaki bilgilerden elde edilen sonug, en fazla immunolojik aktiflige stabil yapihi
kompleksler(veya konjugatlar) sahiptirler. BOyle sistemlere ornek olarak PE ve antijen
molekiillerinin kooperatif, elektrostatik ve hidrofob karsilikh etkisiyle stabillesmis kompleksleri
veya fonksiyonel gruplar1 kovalent bagla baglanmis bilesenlerden olusan konjugatlar: gdstermek
miimkiindiir. Ancak PE veya antijen molekiilleri birbiriyle baglanmak i¢in uygun fonksiyonel
gruplar veya hidrofob radikallere sahip degillerse bunlarin kimyasal modifikasyonu(degisiklik)

problemi ortaya ¢ikar. Bu ise polimerin biyolojik etkisinin genis boyutta degismesine neden olur.

Dogal PE’ler ve metal iyonlar1 esasinda ilag preperatlarinin alinma metodu bir seri arastirmalarda
gosterilmigtir(Mustafaev ve Norimov, 1990). Mikroplar vasitastyla olusmus hastaliklarin
tedavisinde polisakkarit-protein Kkarigimi bazi metallerin katkistyla kullanilabilmektedir.
Giiniimiizde BN meninjit serogrubu i¢in spesifik olan proteinle polisakkaritin farmakolojik
metalle iiglii polikompleksleri pratik olarak kullanilmaktadir. Son zamanlarda cesitli protein
antijenlerinin sentetik PE’lere metal katilmasiyla olusan iiglii kompleksler esasinda yiiksek etkili
immunojenler elde edilmistir(Mustafaev ve Norimov, 1990). Bu sistemlerin Snemi, PE-protein
karistmmma ¢ok az miktarda metal iyonu ilave edilmesiyle kararh ticli kompleks olusmasiyla

anlagilmustir. Islem teknolojik a¢idan ok basittir ve bilesenlerin kimyasal yapismin degismemesi
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agisindan olduk¢a dnemlidir. Kiigiik molekiillii ilaveler veya ara baglayicilar gibi yiizey aktif

maddeler ve gecis metal iyonlar1 kullanidlmigtur.

Sekil 2.4 Kopolimer—Cu2+-SA tichi polikompleksinin sematik gOsterilmesi ve
yapisi(Mustafaev,1996).
Tabloda bu tiir sistemlerden birisi i¢in 6rnek degerler verilmistir. Tablodan goriildiigii gibi Gglii
kompleksler serum albumine kargt hem birinci hem ikinci immun cevabmm ¢ok fazla miktarda

arttirmaktadir,

Hazirlanan 6rnek Farelerin sayis1 Ikinci cevap IgM Anti SA miktar1 IgG
BSA 11 20+4,2 6+2,1
BSA-Cu* 10 20+4,0 5,542,3
BSA-CP 10 10:£4,0 5+2,0
BSA-Cu*"-CP 15 22400+1570 14720+1200

Tabloda gériildiigii gibi tiglii komplekslerin immun yanit1 ikili elektrostatik komplekslere gére iki
yada dort kat daha fazladir. DiSer pratik agidan daha Gnemli protein antijenleri ve tglii

kompleksleri igin alinan sonuglar bu boliimde daha sonra yeniden ele alinacaktir.

2.6 Dekstran ve Tiirevleri

Modifiye edilmig polisakkaritler, antijen tagtyicilar1 olarak ¢ok Snem tagirlar. Bu uygulamada
kullanilan polisakkaritleden biride dekstrandir. Dekstran dogal bir polimerdir. Bu polimer tek bir
glukoz molekiiliiniin tekrar etmesiyle olugsmustur. Dekstran hidrofiliktir ve kolay modifikasyona
ugrayabilir. Dekstranin hidroksil gruplar1 bircok kimyasal metodla aktiflestirilir ve diger

molekiillerle kolayca reaksiyona girebilecek uygun yapiya getirilir.
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Coziilebilen dekstranin molekiiler agirhg: 10.000-500.000 arasindadir. Genellikle bu polimer,
protein veya baska molekiiller i¢in baglayici(tasiyici) olarak kullanihiyor(Dintzis vd., 1989; Shih
vd., 1991). Hapten’e tastyici olarak baglayip immun cevap olusturmamiz miimkiindiir. Ayrica
baska molekiilleri dekstranla baglamak i¢in kimyasal yontemler kullanilir. Protein ve enzim
modifikasyonu sonucu polimer ile reaksiyona girdikten sonra protein ve enzimin karakteristik
dzelligi iyilesiyor(protein daha kararli enzim ise daha aktif oluyor). Ancak bunlar arasinda suda
¢6ziinen karbodimid aktivatdr olarak kullanilip kovalent baglarla baglanilabilinir. Bu yontemle
enzimleri ve proteinleri polimere kovalent bagla baglanabilir. Bu yontemle baglanan enzim ve
proteinlerin aktivitesi ve termostabilitesi(sicakliga kars1 kararli olmasi) artar(Hattori vd., 1994).
Enzim Taka-amilaz A[l-etil-3(3-dimetilaminopropil)] karbodimid ile karboksil dekstrana
baglandiktan sonra reaksiyona girmemis haline nazaran daha genis pH araliginda bozunmaya
kars1 kararhdir(Kobayashi vd., 1989). Dekstran ila¢ aktif madesi tastyicis1 olarak, yiiksek
konsantrasyonlu farmasétiklerin(in vivo) tiimér bélgelerine taginmasinda kullanilir(Heindel vd.,
1990).

Antijenler Dekstran’a baglandifinda bu antijenlerin immiinojenligi artmigtir, burada dekstran
adjuvant olarak kullamilmustir. Olusan yapmin ¢apt ve yiizeyi artmig dolayisiyla daha fazla
antikor tretilmigtir(Schneerson vd., 1980; Anderson, 1982; Mekela vd., 1984).

Dekstran polimeri her glukoz monomerinde hidroksil gruplari igerir. Sodyum periyodat
oksitleyicisi ile bir adet C-C bag1 kirildiktan sonra bu diollerde aldehite ¢evrilirler. Bu islem her
glukoz molekiiliinde iki aldehit grubu olugmas: ile sonuglanir. Oksitlenmis reaksiyon iiriinii
yiiksek reaktiviteli, ¢ok fonksiyonelli polimerdir ve bir¢ok amin igeren molekiille reaksiyona
girmeye miisaittir. Polialdehit dekstran amin gruplar1 ile Shiff baz olusumu ile konjuge edilir,
sonra daha da ileri gidilerek polialdehit dekstran stabil sekonder baglarin olugmas igin indirgen

aminasyon meydana gelir.
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Aldehit Dekstran Ikincil veya Ugtinciil Amin Olusumu

Okside edilmis dekstran konjugasyon igin daha fazla aktif bSlgesi vardir. Boylece ilag etken
maddesini  okside edilmis dekstrana direkt olarak baglamak miimkiindiir. Bu metod
hemoglobinin komplekslesmesinde de kullanilir(Sacco vd., 1988). Karboksil terminal dekstran
tiirevleri olugturmak i¢in bazi kimyasal reaksiyonlar kullanilar. Bu tiirevler, 6-aminokaproik asit
veya alanin gibi molekiilleri polialdehit dekstrana baglayarak miimkiin olur. Dekstran alkil

halojen iceren bilesiklerle de reaksiyona girer.
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Ayrica dekstranin hidroksilik gruplarimi modifiye etmek icin kloroasetik asit kullanilir. Bdylece
dekstranin karboksimetil tiirevi olugur. Dekstran ve diger polisakkarit tiirevleri(karboksil grubu
igerenler), karbodimid aktiflestirmesiyle amid bag1 olusturarak, amino veya karboksilat iceren

molekiillerle baglanabilir.
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Superoksitdismutaz(SOD), insanlarda mafsal iltihab1 romatizmas: i¢in tedavi amagh ajan olarak
kullamlir. Fakat SOD’un deneysel ve tedavi etme potansiyeli ¢ok zayiftir. Bunun nedeni ise
SOD’un bobrekte glumerul filtrasyonla gok ¢abuk birsekilde filtre edilmesindedir. SOD’un metil
dekstran ile konjugasyonunun, serbest enzime oranla uzun plazma yar1 Smrii oldugu
gosterilmigtir. Konjugat seklinde organizmaya verildiginde glumerul filtrasyon ve doku
etkilesimi  engellenmis  olur. Bu  konjugasyon periyodat  yiikseltgenmesi ile

gerceklestirilebilir(Fujita vd., 1992).
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Bazi aragtirmacilar ise, stabil enzim konjugatlart hazirlamak i¢in karboksimetil dekstranin
karboksil grubundan faydalanilar. Aktiflestirici ajan olarak da suda ¢oziinen karbodimid
kullamlar(Kobayashi vd., 1989; Hattori vd., 1994). Fakat baz1 durumlarda stabil reaktif olmayan
tiirevlerde olusabilir(Heindel vd., 1994). Insiilin molekiilii karbosimetil dekstrana amid bagi
olusturarak baglanir. BSylece insiilinin yar1 6mriinde gok &nemli artis iken karboksimetil
dekstran-insiilin konjugatmin ortalama absorbsiyon zamam ¢oziinebilir insiilinden pek farkh
degildir(Baudys vd., 1998).

Bovin B-laktoglobulin bu yontemle katyonik polisakkaritlerle(glikozamin, himopentaose ve
hitozon) ile baglanarak yapisinda degisme meydana gelmis ve bdyle emiilsiyon aktivitesi

artmugtir. Bu yapinin incelenmesi fluoresans spektroskopisi ile yapilmstir(Hattori vd., 2000).
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2.7 Fluoresans Spektroskopisi

Bir molekiiliin enerjisi, elektronik(E,), vibrasyonal(E,) ve rotasyonal(E,) enerjilerin toplamindan
olugsmaktadir. 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 sicaklifinda molekiillerin ¢ogunun temel elektronik
halin en diigilk vibrasyonal seviyelerinde bulundugu kabul edilmektedir. Molekiiler orbitalde
spinleri antiparalel olarak yerlesmis elektron ¢iftinin durumu singlet hal olarak adlandirilir, Bu

elektronlarin spinlerinin paralel oldugu durum ise triplet hal seklinde ifade edilmektedir.

Isik enerjisi absorplandifinda temel hal So’dan yukari dogru enerji gegisleri meydana
gelmektedir. Absorpsiyon spektrumunda birbirine ¢ok yakin olarak yer alan rotasyonal seviyeler
aras1 gecisler algilanamaz. Bazi molekiillerde vibrasyonal seviyelerin yerlesimi ¢ok karmagik
degildir. Bu molekiillerdeki vibrasyonal seviyeler absorpsiyom spektrumunda bir seri maksimum

noktasi seklinde izlenebilir.

Herhangi uyarilmig(excite) halin iist vibrasyonal seviyelerinde bulunan bir elektron, fazla
vibrasyonal enerjisini ¢evresindeki molekiiller ile ¢arpisma sirasinda verebilir. Bu iglem
vibrasyonal relaksasyon olarak adlandirilmaktadir. Bir molekiiliin, yiiksek elektronik seviyenin
diisiik vibrasyonal seviyesinden, diisiik elektronik seviyenin iist vibrasyonal seviyelerine gegisi
ise “i¢ gegis”(vibrational relaxation) olarak adlandiriimaktadir(Sekil 2.5). Kural olarak molekiiliin
en diisitk uyartlmig hali Sy’in, en diisiik vibrasyonal seviyesine gegisi gergeklesir. S; uyarilmig
halde kalma siiresi(lifetime of S; state) 10" saniye dolaynda iken daha iist seviyelerde 102
saniye kadar olmaktadur.

Uyarilmig singlet hal Sy’in en diisiik vibrasyonal seviyesinden temel hal S,’in herhangi
vibrasyonal-rotasyonal seviyelerine gegiste verilen emisyon fluoresans olarak adlandmrilmaktadir.
Triplet halden temel hale geciste olusan emisyon ise fosforesans denilmektedir(Sekil 2.5).
Fluoresans maddenin uyarilmis halde kalma siiresi fluoresans Omrii(lifetime) seklinde
isimlendirilir. Emisyonun yiiksek hizda gergeklestigi fluoresansta Omiir 10%s-10ns kadardir.
Fosforesansta emisyon fluoresansa gére daha uzun siirede gergeklesmekte ve Omiir milisaniye

diizeyinde olmaktadir(Lakowich, 1986; Demchenko, 2000).



26

S| i
i
¢ gegis
(
]
] i Encrji gegis
S| ¢ t \
Absorpsiyon — Tl
Fluorcsans 1
hi, Ahy, £ \ hVe hy,
Fosforesans
SO |
Sekil 2.5 Jablonski diyagram
2.7.1 Ayna Gériintiisii Kurah

Bir molekiiliin absorpsiyon spekturumu elektronik olarak uyartmis halin vibrasyonal
seviyelerini yansitmaktadir. Genellikle elektronik uyarma vibrasyonal seviyelerin yerlesim

durumunu degistirmediginden, emisyon spektrumu molekiiliin absorpsiyon spektrumunun ayna
goriintiisiine ¢ok yakindir (Sekil 2.6 ).

ABS EMIS.

Dalgaboyu
Sekil 2.6 Fluoresans emisyonunda ayna gériintiisii

2.7.2 Stokes Kanunu

Enerjide meydana gelen kayip nedeniyle, fluoresansin dalga boyu uyaran(excitation) 1s1gin dalga

boyundan daima daha biiyiiktiir. Kural olarak buhar fazindaki atomlar harig, absorpsiyona gére
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emisyonda daima daha diisiik dalga boylarina dogru bir kayma izlenir. Bu durum ilk defa 1852
yilinda Stokes tarafindan izlendigi i¢in “Stokes shift” adin1 almustir. Solvent etkisi ve uyarilmig
halde gergeklesen reaksiyonlar nedeniyle Stokes shift daha kapsamli boyutta
gergeklesebilir(Lakowicz, 1986; Demchenko, 2000).

Polar ¢oziiciilerdeki indollerin fluoresans spektrumlari Stokes shifi'in orijini konusunda énemli
bilgiler vermektedir. Yapilan deneysel c¢alismalarda, indol tiirevlerinin polaritesi farkli
coziiciilerde elde edilen fluoresans spektrumlari, maksimum noktada meydana gelen Stokes
shiftin ¢6ziiciiniin dielektrik sabiti ve kirtlma indisi degerlerine bagh oldugunu géstermektedir.
(Gladchenko ve Pikulik, 1967; Andrews ve Forster, 1974; Kawski, 1974; Gryczynski ve Kawski,
1975; Sun ve Song, 1977). Bu deneysel ¢aligmalarin sonuglari, temel hale kiyasla eksite haldeki

dipol momentte énemli &lgiide degisme meydana geldigini gostermistir,

Stokes shiftinin, indol molekiilleri ¢evresinde yer alan ¢oziicii molekiillerinin yerlesim diizeninin
eksite halde hizla degiserek farkli bir durum almasindan ileri geldigi sonucuna varilmistir(Szabo
ve Rayner, 1980).

2.7.3 Fluoresans Omrii ve Kuantum Verimi

Kuantum verimi birim zamanda, “steady-state” sistemde yayinlanan foton sayisinin, absorplanan

foton sayisina oranma denir. Hiz sabitleri I ve k uyarilmis hali azaltir. Kuantum verimi,
o=T/T+k 2.1

formiilii ile ifade edilmektedir.

Fuoresans emisyonundaki duruma benzer drnek olusturan radyoaktif bozunmada deaktivasyonun
radyasyon hizi, radyoaktif bozunma hizindan daha kiiciik ise( k<< I' ) kuantum verimi 1’e
yaklagabilir. Hesaplamalarda kolaylik saglamasi agisindan tiim olast bozunma prosesleri tek hiz

sabiti k ile ifade edilerek, tek bir grup olarak degerlendirilmektedir.

Fluoresans 6mrii(lifetime) ise, molekiiliin uyarilmis halde kaldig1 ortalama siiredir. Genellikle bu

siire 10ns dolaymmdadir. Omiir,
1 =1/T+k (2.2)

esitligi ile verilmektedir,
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Bazi molekiiller t = T aninda fotonlarint yayarlar. Bir tek eksponensiyal bozunmada t = © ‘den

Once molekiiliin %63 ‘i ve t> T aminda da %37’si degisime ugramaktadir.

Fluoresans emisyonu gergeklesirken, 1s1ma diginda i¢ gegisler v.b. ile enerji kayiplar1 meydana

gelmediginde hesaplanan fluoresans 6mriine “intrinsic” fluoresans 6mrii denir ve
t=1/T (2.3)

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

0=1/1 (2.4)
formiilii ile verilmektedir( Lakowicz, 1986).

Kuantum verimi, oda sicaklifindaki sivi ¢ozeltide son derece kiigiik degerdedir. Triplet halden
singlet hale gecisler simetri nedeniyle engellenmistir ve emisyon hiz1 yaklasik 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 bozunmalari(decay) tek eksponensiyal kinetik
tarzina uymaktadir. Triptofanin 20°C’de fluoresans Smirii(lifetime) yaklagik 3ns kadardir . Tek
foton sayma fluoresans teknikleri(single photon counting fluorescence techniques) ile elde edilen
sulu ¢ozeltilerdeki triptofanin fluoresans bozunma grafiklerinden fluoresans Omriiniin
hesaplanmasinda, iki eksponensiyal kinetikler kullanilmigtir(Ranyer ve Szabo, 1978). 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).
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2.8 Protein ve iiglii Polimer-Metal-Protein Molekiillerinin Fluoresans Ozelliklerinden

Yararlamlarak Incelenmesi

Proteinlerin yapisinda fluoresans veren ii¢ aminoasit bulunmaktadir. Bunlar triptofan(trp)

tirozin(tyr), ve fenil alanin(phe)’dir.

HOOC CH, HOOC. _CH, HOOC._  _CH,
\\CH/ \\CH \\CH
NH; ‘ NH, NH,
N OH
H . .
Triptofan Tirozin Fenil Alanin

Bu aminoasitlerin absorpsiyon spektrumlar1 Sekil 2.8’de gosterilmistir. Ancak proteinlerde fenil
alaninin kuantum verimi diisitk degerde oldugundan, bu aminoasit artigindan ileri gelen emisyon
ihmal edilebilir olarak alinir. Fluoresans vermesi i¢in proteinler genellikle 280nm dolayinda
dalga boyunda 11k ile uyarilmaktadirlar. Proteinlerin 280nm’de absorpsiyonu tirozin ve triptofan
artiklarindan ileri gelmektedir. Proteinlerde yalnizca triptofanin verdigi fluoresans: elde etmek

i¢in 290nm'den biiyiik dalga boyunda uyarma yapilmalidir(Sekil 2.7, Sekil 2.8).

Fluoresans spektroskopisi protein molekiiliiniin ¢ozeltideki durumu hakkinda bilgi vermektedir.
Proteinlerin verdigi fluoresans ¢ozeltinin pH degeri, ¢Oziiciiniin dielektrik sabiti, sicakhik gibi
faktérlerden etkilenmektedir. Alman fluoresans spektrumlari, protein molekiillerinin substrat ile
etkilesimi, elektron aligverigi, birlegsme reaksiyonlari, denatiirasyon v.b. izlenmesine de olanak

tammaktadir(Lakowicz, 1986).

303 nm

Flugresans
Siddeti
o
(3]

0
240 280 320 360 400 440

Dalga Boyu(nm)

Sekil 2.7 Aromatik aminoasitlerin fluoresans emisyon spektrumlari
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Sekil 2.9 BSA(A) ve PE(N-izopropilakrilamid-akrilik asit kopolimeri 1:1)+ BSA karigimi(B)
¢Ozeltilerine farkh konsantrasyonda CuSO4(Cu™) eklenmesi sonucu elde edilen fluoresans
spektrumu. CuSO, 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).
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BSA’nin iki tane triptofam vardir, birincisi sinif 2(Ama=340-342 nm ve yar1 genislik AL = 53-55
nm) BSA’min hidrofobik yarik bdlgesinde vardir. Ikincisi ise smif 3(Amax=350-352 nm yar1
geniglik AA = 59-61 nm) diisiik kuantum verimli(BSA’nin toplam fluoresansinmn 1/5’ini tegkil

eder), sulu ¢6ziicii tarafindan erisilebilinir triptofandir(Burstein vd., 1973).

Sekil 2.9A’da BSA’ nin fluoresans siddeti Cu®* iyon konsantrasyonu arttik¢a diisityor. Bu demek
oluyor ki BSA ile Cu®" iyonlar: etkilegime giriyor. Ayrica dalga boyu artiyor(kirmizi bélgeye
dogru kayiyor). Burada ¢ok az etki altindaki sinif 2 triptofan sondiiriilmesi arka plandadir, asil
olan yarikda bulunan sinif 3 triptofan sondiiriiliiyor. Sonug olarak simf 3 triptofan BSA iginde
etkin olan triptofandir ve metal ilavesi ile BSA’nin emisyon spektrumu uzun dalga boyuna kayar.
Sekil 2.9B°de ise PE-BSA karisimma Cu®* iyon konsantrasyonu ilavesi arttik¢a fluoresans siddeti
diiger ve dolaysiyla tiglii kompleks olusumu saglanmig olur. Dalga boyu ise diiser(mavi bdlgeye

kayar). Buradan ¢ikan sonug ise polimer proteini sarmalamustir ve suda ¢oziinen kararl: tiglii PE-

Me"™-BSA kompleksi olusmustur(Filenko vd., 2001).

2.9 Biyomateryallerin Tipta Kullamlmas:

Biyomateryal alam emekleme agamasini gegip insan yagsam kalitesini ciddi bir bigimde
diizeltebilecek olgunluga yaklagmaktadir. Son zamanlarda yaynlanan, mikroplarca uretilen
polimerlere aortik endotelyal hiicrelerin ekilmesiyle iiretilen kalp kapakgiklarmin in vivo
kosullarda denenmesi haberleri bu geligmenin bir 6rnegidir. Daha &nceleri bu kalp kapakgig: ya
bir ksenograft(biiyiik olasilikla domuz kokenli) yada metal-pirolitik karbondan olusan bir
kompozit olurdu. Bu &rnek tiim bir orgam Doku Miihendisligi diye adlandirilan bir yontem
aracihifiyla iretmeye dogru biiyilk bir adimdir. Bu ySntem bize otolog hiicreleri igine
yiikleyecegimiz biyobozunur materyellar kullanarak tamir siirecini ¢ok hizlandirma sansmm

vermektedir(Hasirci, 2001).

Hidrofilik  poliiiretaniire(PUU) kopolimerleri kimyasal yapilarma bagli olarak c¢ok degisik
zellikler gosteren sistemlerdir. Biyomateryal olarak yapay damar, yara bandi ve ilaglarin zaman

ayarli olarak viicuda verilmesini saglamak iizere kullamlmaktadir(Y1lgdr ve Yilgdr, 2001).

Kemik ¢imentolari, kemik protezlerinin kemik iginde yerlestirilmesi amaciyla kullanilan
polimerik materyallerdir. Kemik ¢imentosunun ana fonksiyonu viicut agirhgm ve diger yiikleri

protezden kemige aktarmak ve protez-kemik ¢imentosu-kemik sisteminin yiik tagima kapasitesini
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arttirmaktir. Kemik ¢imentolar: toz ve sivi olmak iizere iki kistmdan olugur. Toz kismin baslica
elemanler1 dnceden polimerlestirilmis akrilat(6zellikle polimetilmetakrilat), baslatici(genellikle
benzoilperoksit) ve BaSOs veya ZrO;’dir. Sivi kismin baglica elemanlari fazla miktarda
metilmetakrilat monomeri, az miktarda bir hizlandirici(baglaticiy1 aktive etmek ve serbest radikal
olusturmak amaciyla, genellikle dimetil paratoluidin) ve inhibitér(polimerin kendi kendine

polimerlesmesini 6nlemek amaciyla, genellikle hidrokinon)(Hasirci, 2001).

Klasik adjuvantlarn alternatiflerinden biri immiinolojik olmayan sentetik polielektrolitlerdir(PE).
Bu tiir polielektrolitler aym anda tastyic1 6zellik de gostermektedirler. Farelerin PE-BS A hapten
veya PE-Cu®"-BSAhapten polikompleksleri ile immiinize edilmeleri birincil ve ikincil
haptene(immiinolojik 6zelligi olmayan ancak tasiyict bir molekiile bagh olarak canli viicuduna
verildiginde antikor olusturan molekiildiir) 5zgii immun cevaba sebep olmustur. Polikompleksler,
Hepatit B ve Sap antijenlerine 6zgii antikor olusturduklar1 gibi esteradiol, progesteron ve

betuline 6zgii de antikor olusumuna sebep olmaktadir(Mustafaev, 2001).

Intratekal ilag salim 6zellikle uzun ve yitksek dozda agr1 kesici gereksinimi olan kanser hastalari
icin yeni bir yaklagim olarak gittik¢e dnem kazanmaktadir. Yapilan calismada poli(laktit-ko-
glikolit) kullanilarak analjezik yada anestetik ilag(hidromorfon, bupivakain, biphalin) iceren
uzun, silindirik gubuklar hazirlanmustr ve deneylerden olusturulan analjezik(hidromorfon)
cubuklari amaca uygun olarak diisiik doz ile uzun siireli etki saglanmustir, anastetik amagla

hazirlanan ¢ubuklarin in vivo ¢aligmalar: siirmektedir(Sendil vd., 2001).

Kitosan kontrollii ilag salhmu igin ideal 6zelliklere sahip dogal bir polimerdir ve kitinin diasetile
olmug halidir. Gluteraldehit kullanarak degisik gecirgenlik &zelliklerine sahip capraz bagl
kitosan zarlar elde ederek bunlarin bir demir tutucusu olan desferal adli ilacin kontrollii salim
sistemi olarak denemeleri yapilmistir. Sonugta gapraz bagh kitosamin demir tutucu ila¢ desferal

i¢in uygun bir kontrollii salim sistemi olarak gelistirilebilecegini gdstermistir(Burke vd., 2001).

Kemik dokusu kayiplarinda, kaybolan kemik bdlgesinin B—TCP destekli poli(L-laktat) polimeri
ile doldurulmasi ve bunun kemik iyilesmesine katkisi aragtirilmistir. Zamana bagh olarak hasarli
bdlgede yeni kemik sekillenmesi saglanirken bir yandan da polimer parcalanarak ortadan
kalkmaktadir. Bdylece iyilesme tamamlandiktan sonra, malzemenin ikinci bir cerrahi iglemle

vuciittan ¢ikarilmasina da gerek kalmamaktadir(Giirpinar vd., 2001).



33

Kanser tedavisinde ilaglarm istenen etki bolgesine etkin ve hedeflendirilmis tagmimi 6nem
kazanmaktadir. Bu amaca ulagmak igin degerlendirilen gesitli ilag tastyici sistemler arasinda
biyoparcalanabilir polimerik mikrokiireler dikkat ¢ekmektedir. Beyin tiimdrlerinin tedavisi i¢in
antitimér bir ilag olan mitoksantron(MTZ) yiikli poli(D,L-Laktid-ko-glikolid)(PLGA)
mikrokiireleri hazirlanarak partikiil biiyiikliigii, verim, ila¢ yiikleme ve salim karakteristikleri
agisindan in vitro sartlarda denenmis ve MTZ mikrokiireleri homojen dagilima ve partikiil
biiyiikliigii yaklasik 25um olarak belirlendi. Hazirlama verimi iiretilen seriler icin yaklagik %60
idi. Salim ¢alismalar1 sonucunda, daha diisiik PLGA oranina sahip olan formiilasyonlarda yiiksek
PLGA oranina sahip formiilasyonlardan daha hizli bir salim sagladig: belirlenmistir(Bozdag vd.,
2001).
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3. DENEYSEL KISIM

3.1 Kullamlan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler

3.1.1 Kullamlan Cihazlar

e “Quanta Master” PTI model spektroflorometre

e Schott CG840 model pH metre

e Cary 3 Bio UV-visible Spektrofotometre

e Kermanlar RCA marka magnetik karigtirict

o Sartorius Hassas Terazi

¢ Niive EN500 etiiv

e Jencons julabo vortex

e Costar pipet seti
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3.1.2 Kullamlan Kimyasal Maddeler

Dekstran siilfat

Si3ir serum albumin

Sodyum hidroksit

Sodyum kloriir

Potasyum hidrojen fosfat

Potasyum dihidrojen fosfat

PBS Fosfat tamponu
Bakir sijlfat Cinko kloriir
Kadminyum siilfat Nikel siilfat
Kobalt kloriir Mangan siilfat

Demir-3-kloriir

Demir-2-stilfat
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3.2 BSA(Bovine Serum Albumin)-Metal Komplekslerinin Fluoresans Ozelliklerinin ve

Absorbanslarimn Incelenmesi

3.2.1 Kullamlan Cozeltiler
A) PBS Tamponu (pH:7,2)
52,2 gr K;HPO4 600 ml suda ¢6zildii, iizerine 600 ml suda ¢dziilmiis 27,2 gr KH>POs ilave

edildi ve kanistinildi(pH: 7,2-7,4). Boylelikle fosfat tamponu hazirlanmig oldu. 8,4 gr NaCl'iin 20

ml fosfat tamponu ve 980 ml destile suda ¢oziinmesiyle PBS tamponu hazirlandi.
B) BSA ¢ozeltisi

1 mg BSA’nin 1 ml PBS tamponunda ¢6ziinmesiyle hazirlandi(pH ~7).

C) Cu?, Zn*', Fe**, Fe®", Ni*', Cd**, Co*" ve Mn*" metalerinin ¢ozeltisi

Cu®', Zn®, Ni*', Cd*', Co*, Fe*, Fe** ve Mn®" metallerinin ¢bzeltisinin konsantrasyonu
0,625.10”° mM olacak sekilde, ancak fluoresans 6zelligine bakildiginda Fe?* ve Fe** metallerinin
eklenmesinden sonra olusan yapmn daha iyi goriilmesi i¢in bu metallerin ¢6zeltileri ikinci kez

konsantrasyonu digerlerine nazaran on kat daha seyreltik 0,625.10° mM olacak sekilde saf suda
hazirland1. Buna gore;

CuS04.5H,0 156 mg/10 ml suda

ZnCl, 83mg/10 ml suda
CdS048/3H,0  160mg/10 ml suda
NiS04.7H,0 176,3mg/10 ml suda
CoCl,.6H,0 148,7mg/10 ml suda
MnSO..H,0 105,6mg/10 ml suda
FeCl;.6H,O 168,75mg/10 ml suda
FeS04.7H,0 173,75mg/10 ml suda
FeCl;.6H,O 16,875mg/10 ml suda
FeS04.7H,0 17,375mg/10 ml suda

olucak sekilde ¢6zeltiler hazirlandi.
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3.2.2 Deneyin Yapihst

1mg/1ml olarak hazirlanan BSA ¢ozeltisi ilk dnce UV-visible spektrofotometre’de absorbans
degerlerini okumak iizere kiivete konur. Daha sonra herbir ayr1 metal bu kiivete 1ul olmak tlizere
eklenir(¢okelti oluguncaya kadar) ve boylelikle biz bu kiivet igersindeki BSA’y1 bir nevi
metallerle titre ederek absorbansi dalga boyu 280 nm’de 6lgiildii. Yine ayni metodla bu sefer

spektroflorometre(uyarma dalga boyu 280nm) ile fluoresans siddetleri ve maksimumdaki dalga
boylari(seyreltik Fe** ve Fe®" kullamldi) l¢iildii.

3.3 Poliakrilik Asit-Metal Komplekslerinin Absorbanslarimn Incelenmesi

3.3.1 Kullamlan Cozeltiler
A) PBS Tamponu (pH:7,2)
52,2 gr KbHPO4 600 ml suda ¢oziildii, tizerine 600 ml suda ¢6ziilmiig 27,2 gr KH,PO, ilave

edildi ve karistinlldi(pH: 7,2-7,4). Boylelikle fosfat tamponu hazirlanmis oldu. 8,4 gr NaCl'iin 20

ml fosfat tamponu ve 980 ml destile suda ¢6ziinmesiyle PBS tamponu hazirland1.
B) Poliakrilik Asit Polimer Cozeltisi

1 mg polimerin 1 ml PBS tamponunda ¢6ziilmesiyle hazirlandi.

C) Cu*, Zn*, Fe*", Fe’', Ni*', Cd*", Co*" ve Mn®* metalerinin ¢Szeltisi

o2 2 . e . « o .
Cu®, Zn®", Ni**, Cd*", Co*, Fe**, Fe** ve Mn”" metallerinin ¢zeltisinin konsantrasyonu

0,625.10° mM olacak sekilde saf suda hazirland:.

3.3.2 Deneyin Yapihsi

Img/Iml olarak hazirlanan poliakrilik asit(PAA) c¢ozeltisi ilk Once UV-visible
spektrofotometre’de absorbans degerlerini okumak iizere kiivete konur. Daha sonra herbir ayr
metal bu kiivete 1pl’den baglamak tizere eklenir(¢okelti olugsuncaya kadar) ve bdylelikle biz bu

kiivet icersindeki PAA’y1 bir nevi metallerle titre ederek absorbansi, dalga boyu 400 nm’de
slciild.
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3.4 Poliakrilik Asit-Metal-BSA Ucli Komplekslerinin Fluoresans Ozelliklerinin ve

Absorbanslarinin incelenmesi

3.4.1 Kullanilan Cozeltiler
A) PBS Tamponu (pH:7,2)
52,2 gr K;HPO,4 600 ml suda ¢6ziildii, iizerine 600 ml suda ¢oziilmiis 27,2 gr KH,PO, ilave

edildi ve karistirildi(pH: 7,2-7,4). Boylelikle fosfat tamponu hazirlanmis oldu. 8,4 gr NaCl'iin 20

ml fosfat tamponu ve 980 ml destile suda ¢dziinmesiyle PBS tamponu hazirlandi.
B) Poliakrilik Asit Polimer Cozeltisi

2 mg polimerin 1 ml PBS tamponunda ¢6ziilmesiyle hazirlandi.

C) BSA ¢o6zeltisi

2 mg BSA’nin 1 ml PBS tamponunda ¢dziinmesiyle hazirlandy(pH ~7).

C) Cu*', Zn*', Fe*', Fe®', Ni**, Cd*, Co*" ve Mn*" metalerinin ¢ozeltisi

2 2 3 2 0.9 . 9 o 8
Cu*, Zn*', Fe**, Fe**, Ni¥', Cd*, Co®* ve Mn*" metallerinin ¢dzeltisinin konsantrasyonu

0,625.10° mM olacak sekilde sekilde saf suda hazirlandi.

3.4.2 Deneyin Yapihst

Hazirlanan polimer ve protein ¢6zeltileri birbirine karigtirildi ve pH’ina bakildi, pH’in proteinin
denatiire olmamas1 i¢in notiir olmast gerekir(pH’t NaOH ¢6zeltisi ile ayarlanir). Daha sonra bu
karisim enaz yarim saat bekletildi. Elde edilen karisim 6nce ilk UV-visible spektrofotometre’de
absorbans degerlerini(dalga boyu 280 nm’de) okumak iizere kiivete kodu ve bu karisimin lizerine
sirastyla ayr1 ayri sekiz metal eklendi ve absorbans degerleri kayit edildi. Yine aym metodla
fluoresans 6zelligine(uyarma dalga boyu 280 nm) bakildi ve sekiz ayri1 metal i¢in fluoresans
siddeti ve maksimumdaki dalga boylar: kayt edildi.
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3.5 Dekstran Siilfat-Metal Komplekslerinin Absorbanslarinin Incelenmesi

3.5.1 Kullamilan Cozeltiler
A) PBS Tamponu (pH:7,2)
52,2 gr KoHPO4 600 ml suda ¢oziildii, {izerine 600 ml suda ¢oziilmiis 27,2 gr KHoPOy4 ilave

edildi ve karstirildi(pH: 7,2-7,4). Boylelikle fosfat tamponu hazirlanmis oldu. 8,4 gr NaCl'iin 20

ml fosfat tamponu ve 980 ml destile suda ¢6ziinmesiyle PBS tamponu hazirland:.
B) Dekstran Siilfat Polimer Cozeltisi

1 mg polimerin 1 ml PBS tamponunda ¢6ziilmesiyle hazirlandi.

C) Cu*, Zn?*, Fe**, Fe**, Ni**, Cd*", Co>" ve Mn”" metalerinin ¢dzeltisi

cu®, Zn®, Ni¥', Cd*, Co¥, Fe*', Fe* ve Mn®' metallerinin ¢dzeltisinin konsantrasyonu

0,625.10° mM olacak sekilde saf suda hazirlandi.

3.5.2 Deneyin Yapihs1

Img/1ml olarak hazirlanan Dekstran(DX) ¢dzeltisi ilk dnce UV-visible spektrofotometre’de
absorbans degerlerini okumak iizere kiivete konur. Daha sonra herbir ayr1 metal bu kiivete
1pul’den baslamak {izere eklenir(¢okelti olusuncaya kadar) ve boylelikle biz bu kiivet igersindeki

DX’i bir nevi metallerle titre ederek absorbansi, dalga boyu 400 nm’de 6lgiildii.

3.6 Dekstran Siilfat-Metal-BSA Uclii Komplekslerinin Fluoresans Ozelliklerinin ve

Absorbanslarimn incelenmesi

3.6.1 Kullamilan Cozeltiler
A) PBS Tamponu (pH:7,2)
52,2 gr K;HPO4 600 ml suda ¢ozildii, lizerine 600 ml suda ¢oziilmiis 27,2 gr KH,PO; ilave

edildi ve karistirildi(pH: 7,2-7,4). Boylelikle fosfat tamponu hazirlanmig oldu. 8,4 gr NaCl'iin 20

ml fosfat tamponu ve 980 ml destile suda ¢6ziinmesiyle PBS tamponu hazirlanda.
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B) Dekstran Siilfat Polimer C&zeltisi

2 mg polimerin 1 ml PBS tamponunda ¢6ziilmesiyle hazirland1.

C) BSA ¢izeltisi

2 mg BSA’nin 1 ml PBS tamponunda ¢dziinmesiyle hazirlandi(pH ~7).
C) Cu®", Zn®", Fe*', Fe**, Ni*", Cd**, Co*" ve Mn®" metalerinin ¢dzeltisi

Cu®, Zn®", Ni*, Cd*, Co*" ve Mn*' metallerinin ¢6zeltisinin konsantrasyonu 0,625.10° mM
olacak sekilde, Fe* ve Fe*' metallerinin ¢zelti konsantrasyonu digerlerine nazaran on kat daha

seyreltik 0,625.10° mM olacak sekilde saf suda hazirland:.

3.6.2 Deneyin Yapihsi

Hazirlanan polimer ve protein ¢ézeltileri birbirine karigtirildi ve pH’1ina bakildi, pH 1n proteinin
denatiire olmamas! igin ndtiir olmasi gerekir(pH’1 NaOH ¢ozeltisi ile ayarliyoruz). Daha sonra bu
karisim enaz yarim saat bekletildi. Elde edilen karigim 6nce ilk UV-visible spektrofotometre’de
absorbans degerlerini(dalga boyu 280 nm’de) okumak iizere kiivete kondu ve bu karigimin
lizerine sirasiyla ayr1 ayr sekiz metal eklendi ve absorbans degerleri kayit edildi. Yine ayni
metodla fluoresans Gzelligine(uyarma dalga boyu 280 nm) bakildi ve sekiz ayri metal igin

fluoresans siddeti ve maksimumdaki dalga boylari(seyreltik Fe** ve Fe®" kullanildi) kayit edildi.
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4. DENEYSEL SONUCLAR

4.1 BSA(Bovine Serum Albumin)-Metal Komplekslerinin Absorbanslarimin ve Fluoresans

Ozelliklerinin [ncelenmesi

4.1.1 Absorbans Sonuclan

Cu?', Mn®, Ni¥', Zn®", Co®  Aes  Am  Ax’ A’ A Awi Ace  Awm
Cd®', Fe", F&" (mM)

0 07 07 07 07 0,7 07 0,7 0,7
0,625. 107 1,12 08 2,15 1,04 0,772 0,75 0,75 0,8
1,25.10° 1,93 088 3,72 326 1238 0,747 0,79 1,17
1,875. 107 2,577 0,98 5,07 446 164 074 1,00 1,51
2,5.10° 3,53 1,06 .. 2,19 0,746 124 2,03
3,125.10° 4343 1,12 .. 2,67 0,747 1,93 2,42
3,75. 107 1,334 ... 325 0,756 23 2,79
4,3755 10° 1,42 ... 3,5 0,766 2,66
5.10° 0,78 .
5,625.10° 0,8
6,25. 107 0,85
6,875. 107 0,89
7.5.10° 0,92
8,125.10° 0,98
8,75.10° 1,02
9.375.10° 1,06
10. 10° 1,1
8H

2

2

¢

f ¥ T
250 300 350 400
Dalga Boyu(nm) '

Sekil 4.1 BSA(1mg/1ml) ¢ozeltisi lizerine Cu*" iyon ¢bzeltisinin eklenmesi sonucu elde edilen
absorpsiyon spektrumu.Cu®" konsantrasyonu.10”(mM):1-0; 2-0,625; 3-1,25; 4-1,875; 5-2,5;
6-3,125.
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2.0-
1.5-
§
O
g
2 1.0
0.5
i
0.0 . ; N
250 300 350 400
Dalga Boyu(nm)

Sekil 4.2 BSA(1mg/1ml) ¢bzeltisi iizerine Zn*" iyon ¢ozeltisinin eklenmesi sonucu elde edilen
absorpsiyon spektrumu. Zn*" konsantrasyonu.10”(mM): 1-0; 2-0,625; 3-1,25; 4-1,875; 5-2,5;
6-3,125; 7-3,75.

Absorbans

T T T
250 300 350 400
Dalga Boyu(nmy

Sekil 4.3 BSA(1mg/1ml) ¢Szeltisi iizerine Fe’* iyon ¢ozeltisinin eklenmesi sonucu elde edilen
absorpsiyon spektrumu. Fe** konsantrasyonu.10”(mM): 1-0; 2-0,625; 3-1,25; 4-1,875.
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Absorbans

250 300 350 400
Dalga Boyu(nm)

Sekil 4.4 BSA(1mg/1ml) ¢ozeltisi iizerine Fe®" iyon ¢6zeltisinin eklenmesi sonucu elde edilen
absorpsiyon spektrumu. Fe*" konsantrasyonu.lO'5 (mM): 1-0; 2-0,625; 3-1,25; 4-1,875.

Absorbans

T 1
250 300 350 400
Dalga Boyu(nm)

Seki 4.5 BSA(1mg/1ml) ¢Szeltisi iizerine Cd>* iyon ¢dzeltisinin eklenmesi sonucu elde edilen
absorpsiyon spektrumu. Cd** konsantrasyonu.10”>(mM): 1-0; 2-0,625; 3-1,25; 4-1,875; 5-2,5;
6-3,125; 7-3,75; 8-4,375.
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250 300 350 400
Dalga Boyu(nm)

Sekil 4.6 BSA(1mg/1ml) ¢ozeltisi iizerine Ni** iyon ¢ozeltisinin eklenmesi sonucu elde edilen
absorpsiyon spektrumu. Ni#t konsantrasyonu.10” (mM): 1-0; 2-0,625; 3-1,25; 4-1,875; 5-2,5;
6-3,125; 7-3,75; 8-4,375; 9-5; 10-5,625; 11-6,25; 12-6,875; 13-7,5; 14-8,125; 15-8,75; 16-9,375;
17-10.

3.0-

N
o

g
o

Absorbans

ey
(4]

-
o
1

T T T " 1
250 300 350 400
Dalga Boyu(nm)

Sekil 4.7 BSA(1mg/1ml) ¢ozeltisi iizerine Co”" iyon ¢dzeltisinin eklenmesi sonucu elde edilen
absorpsiyon spektrumu. Co”" konsantrasyonu.lO'S(mM): 1-0; 2-0,625; 3-1,25; 4-1,875; 5-2,5;
6-3,125; 7-3,75; 8-4,375.
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| I U S :
250 300 350 400
Dalga Boyu(nm)

Sekil 4.8 BSA(1mg/1ml) ¢Ozeltisi {izerine Mn®' iyon ¢ozeltisinin eklenmesi sonucu elde edilen
absorpsiyon spektrumu. Mn®" konsantrasyonu.10>(mM): 1-0; 2-0,625; 3-1,25; 4-1,875; 5-2,5;
6-3,125; 7-3,75.

Hesaplamalar

Dve/ Npsa = Cme X Mipsa / Casa X M formiiliinden, ny./ ngsa orani hesaplamr.

nve = Cri/Mae = 0,625.10” mM(1’er pl eklendi) kullanilan tiim metalierde aynidr.
Casa= 0, 1 g /ml

Muasa=70000 Dalton
Nyve/ Npga = 0,625.10‘5.70000 /0,1 =4,375; 8,75; 13,125; 17,5; 21,875; 26,25; 30,325..... 5

e / Dpsa degerlerini x-eksenine absorbans degerlerini de y-eksenine konarak asagidaki grafik

elde edilir,
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— . Cu2+

_ e— Zn2+

—h F e3+

—v—F e2+

—o—C d2+

2+
—+—Ni

X COZ+

—x— Mn®*

Me " 'BSA

Sekil 4.9 BSA(1mg/1ml) ¢ozeltisi Gizerine metallerin ayr1 ayn eklenmesi sonucunda 280nm’de
olgiilen absorbans degerlerinin ny./ nps, ile degisim grafigi.

4.1.2 Fluoresans Sonuclar

Cu®

10,56
3,7
2,4
1,65
1,043

Zn*

10,56
9,7
9,36
9,44
9,3
9,2
8,92
8,55
8,37
8,2
7.9
7,36
7,33

Fluoresans Siddetleri.10*

Fe**

10,56
10,362
10,173
9,842
9,672
9,351
9,115
8,917
8,709
8,52
8,388
8,133

.
Fe*

10,56
10,52
10,352
10,126
9,909
9,653
9,38
9,143
8,784
8,633
8,416
8,293
8,104
8,00
7,89

cd* N
10,56 10,36
10,18 10,07
9,2 9,6
8,65 9.3
8,16 93
765 9,1
6,8 8,9
6,3 8,78
6,04 867
575 8,55

8,3

Co*

10,56
9,5

9,3
9,2
8,88
8,5
7,67
7,26
6,94
6,67

"
Mn?

10,56
10,12
9,66
9.4
8,69
8,5
79
7,6
72
71
7.1
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maksimum dalga boyu(nm)

Cu* Zn** Fe* Fe** cd> N Co** Mn**

340 340 340,1 340,1 340 340 340 340
340 3393 340,3 340,1 339,9 339,7 339,2 339,9
3399 3393 340,7 339,5 339,7 339,2 339,2 339,5
339,6 338,9 3409 339,5 339,6 339,1 339,1 339,2
339,2 338,7 340,9 340 338,9 339,1 339 339,1
339,5 340,9 340 338,8 339 339,1 339,1
3389 341 340,4 3385 339 338,9 338,8
338,35 3418 340,6 338,6 339 338,9 338,8
3385 3417 340,6 338,3 339 338,8 338,4
338,2 342 340,7 338,2 339 338,8 338,1

3381 342 3409 ... 339 .. 338.1
338,1 3423 341
3378 .. 3422
342,2
3424
1200000 ~ 340

1000000
800000 -

600000 4

400000

Fluoresans Siddeti

200000 -

ta3g,2
L T T T T T v T T
320 330 340 350 360 370 380
Dalga Boyu(nm)

Sekil 4.10 BSA(1mg/1ml) ¢ozeltisi tizerine Cu** iyon ¢ozeltisinin eklenmesi sonucu elde edilen
fluoresans spektrumu. Cu® konsantrasyonu.lO's(mM): 1-0; 2-0,625; 3-1,25; 4-1,875; 5-2,5.
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340

T T T T T
330 340 350

Dalga Boyu, nm

Sekil 4.11 BSA(1 mg/1ml) gozeltisi iizerine Zn®" iyon ¢ozeltisinin eklenmesi sonucu elde edilen
fluoresans spektrumu. Zn** konsantrasyonu 107 (mM): 1-0; 2-0,625; 3-1,25; 4-1,875; 5-2,5;
6-3,125; 7-3,75; 8-4,375, 9-5; 10-5,625; 11-6,25; 12-6,875; 13-7.5.

Fluoresans Siddeti

300000 -

200000

100000

3401

3423

T
310

- —

T v T v T v T T T T T
320 330 340 350 360 370 380

Dalga Boyu,nm

Sekil 4.12 BSA(1mg/1ml) gozeltisi iizerine Fe’" iyon ¢ozeltisinin eklenmesi sonucu elde edilen
fluoresans spektrumu. Fe’* konsantrasyonu .10'6(mM): 1-0; 2-0,625; 3-1,25; 4-1,875; 5-2,5;
6-3,125; 7-3,75; 8-4,375; 9-5; 10-5,625; 11-6,25; 12-6,875.

o

St



300000

200000

Fluoresans Siddeti

100000 -

320 340 360 380
Dalga Boyu,nm

Sekil 4.13 BSA(1 mg/1ml) gozeltisi tizerine Fe** Lyon ¢ozeltisinin eklenmesi sonucu elde edilen
fluoresans spektrumu. Fe** konsantrasyonu .10°(mM): 1-0; 2-0,625; 3-1,25; 4-1,875; 5-2,5;
6-3,125; 7-3,75; 8-4,375; 9-5; 10-5,625; 11-6,25; 12-6,875; 13-7,5; 14-8,125; 15-8,75.

340
1000000 -
1
2 3
.= 800000 - 4 4 5 6
[+}]
3 ‘\Q\\ "8
ﬁ 600000 - ‘s\‘\Q\ g10
N
s 338,2 \\\‘ B 11
@ ' X
o K
5 400000 - \~\\\\§
E S
200000
0 1 M 1 M 1) M 1 M 1 M T M )
320 330 340 350 360 370 380

Dalga Boyu, nm

Sekil 4.14 BSA(1mg/1ml) ¢ozeltisi tizerine Cd** isyon ¢ozeltisinin eklenmes'i sonucu elde edilen
fluoresans spektrumu. Cd** konsantrasyonu .10°(mM): 1-0; 2-0,625; 3-1,25; 4-1,875; 5-2,5;
6-3,125; 7-3,75; 8-4,375; 9-5: 10-5,625; 11-6,25.
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340
1000000
! 2
/—_\ = 3
= 4-5
b 6
© 800000 7 8-9
k= y
N 10
2 1 “ 11
5 KR
@ 600000 7 \\&\\\‘
S R
]
i 1 N
N
400000 - \
T T T T T T T T T T
320 330 340 350 360 370

Dalga Boyu, nm

Sekil 4.15 BSA(1 mg/1ml) ¢ézeltisi tizerine Ni*" iyon ¢ozeltisinin eklenmesi sonucu elde edilen
fluoresans spektrumu. Ni** konsantrasyonu 107 (mM): 1-0; 2-0,625; 3-1,25; 4-1,875; 5-2,5;
6-3,125; 7-3,75; 8-4,375; 9-5; 10-5,625; 11-6,25.

340
1000000
1
_ 7 2
T 800000 - Y 3
3 4
7} 0‘ 6
2 V/ \ ‘\‘ 7 8
@ i
g 00000 33838 ‘\\\‘Q ? 10-11-12
5 X
S N
= N
400000 : = \ \
1] M 1 M i M 1 ¥ T T 1
320 330 340 350 360 370

Dalga Boyu, nm

Sekil 4.16 BSA(1 mg/1ml) ¢ozeltisi tizerine Co*" iyon ¢ozeltisinin eklenmesi sonucu elde edilen
fluoresans spektrumu. Co?" konsantrasyonu .10'5(mM): 1-0; 2-0,625; 3-1,25; 4-1,875; 5-2,5;
6-3,125; 7-3,75, 8-4,375; 9-5; 10-5,625; 11-6,25; 12-6,875.
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340
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Dalga Boyu, nm

Sekil 4.17 BSA(1 mg/1ml) ¢cozeltisi tizerine Mn*" iyon ¢ozeltisinin eklenmesi sonucu elde edilen
fluoresans spektrumu. Mn** konsantrasyonu 107 (mM): 1-0; 2-0,625; 3-1,25; 4-1,875; 5-2,5;
6-3,125; 7-3,75; 8-4,375; 9-5; 10-5,625; 11-6,25.

Hesaplamalar

Ny / Npsa = Cue X Mpsa / Cpsa X Mye formullinden, ny./ ngsa orant hesaplanir.

e = Cro/Mue = 0,625.10° mM(1’er ul eklendi) kullanilan Fe** ve Fe**(0,625.10° mM) harig

diger metallerde aynidur.
CBSA= O, lg /ml
Mpsa=70000 Dalton

e/ Npsa = 0,625.10%.70000 / 0,1 = 4,375; 8,75; 13,125; 17,5; 21,875, 26,25; 30,325.....( Fe** ve
Fe'* icin ise, 0,4375; 0,875; 1,3125; 1,75 seklindedir).

ny. / npsa degerlerini x-eksenine, fluoresans siddeti ve maksimum dalga boyu degerlerini de y-

eksenine konarak asagidaki grafik elde edilir.
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129 —a—Cuy**
—eo—Zn*
=gy —a—Fe®
= *&—' o
\.\ S " Y‘\:%\\‘_\*‘ —y— Fez+
= 8 ® \ T e—_
"0‘) T \Q §§x\ 0\ e— Cd2+
o \ Sa— x x *——@
g_ L 2 T—X 2+
e
w 8 7 ‘\-0\’ Ni )
+
‘N —x—Co
ﬂi X M 2+
o 41 M n
SN
L]
2 \
0 T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
nMe/nBSA

Sekil 4.18 BSA(1mg/1ml) ¢ozeltisi Gizerine metallerin ayr ayri eklenmesi sonucunda 280nm’de
uyarma ile fluoresans spektrumunlarindan okunan fluoresans siddeti degerlerinin ny./ s ile

degisim grafigi.
343 —— Cuz"’
\4 —e—Zn*
342 . 2 W 3+
3 A—Fe
E 2+
8 —v—Fe
S , —e—Cd”
3]
-; e Ni2§
3 —x—Cp%
E Co
e —%— Mn”*
aQ
E
\.
v 1 0 ] v
o] 20 40 60 80
n,/n

Sekil 4.19 BSA(1mg/1ml) gozeltisi Gizerine metallerin ayr ayr eklenmesi sonucunda 280nm’de
uyarma ile fluoresans spektrumunlarindan okunan maksimum dalga boyunun nye/ ngsa ile
degisim grafigi.
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4.2 Poliakrilik Asit-Metal Komplekslerinin Absorbanslarnin incelenmesi
4.2.1 Absorbans Sonuclan

Cuy, Mn2+, Ni2+, ZIIZ+,CO2+ ACu Aln 1‘\1;63+ AFez * ACd AN,' ACo AMn
Cd”, F¢", Fé" (mM)

0 0 0,0013 0,0002 0 0,0016 0,002 0,0017 0,0012
0,625.10° 0,0007 0,0026 0,0213 0 0,0021 0,0033 0,004 0,0035
1,25.107 0,0021 0,0032 0,0284 0 0,0028 0,0065 0,0045 0,0078
1,875. 107 0,004 0,0054 0,0454 0,0014 0,007 0,0067 0,0067 0,0109
2,5.107 0,014 0,007 0,0559 0,0026 0,0076 0,0076 0,0075 0,0138
3,125.10° 0,0101 0,0051 0,0734 0,006 0,008 0,0094 0,0081 0,0141
3,75.10° 0,0134 0,0059 0,085 0,0067 0,0073 0,011 0,0082 0,0136
4,375.10° 0,0148 0,0066 0,103 0,0077 0,009 0,0109 0,0083 0,0166
5.10° 0,0163 0,08 0,1158 0,0138 0,0012 0,0106 0,0116 0,0174
5,625.10° 0,0168 0,0079 0,133 ... 0,0116 0,01  0,0118 0,0152
6,25.10° 0,0186 0,0079 ... 0,0124 0,0114 0,0139 0,0144
6,875. 107 0,0199 00115 ... 0,0117 ... 0,131 0,0149
7,5.10° 0,0211 0,0082 ... 0,0123 .. 0,13  0,0153
8,125.10° 0,0217 0,0124 .. 00118 ... 0,127 0,0161
8,75.10° 0,0255 10,0089
9,375.10° 0,0241 0,0013
10. 107 0,024  0,0026

Hesaplamalar

Nme/ Npasa = Cpme X Mpaa / Cpan X Mage formiiliinden, ny./ npaa orani hesaplanir.

npe = Cve/Mate = 0,625.10° mM(1°er i eklendi) kullanilan tiim metallerde aymidir.
CPAA: 0,1 g /ml

Mwme=240000
Dve/ Dpan = 0,625.107°.240000 / 0,1 = 15; 30; 45; 60; 75; 90; 105; 120; 135; 150; 165; 180.....

e / Npaa degerlerini x-eksenine absorbans degerlerini de y-eksenine konarak asagidaki grafik

elde edilir.
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Sekil 4.20 PAA(1mg/1ml) ¢ozeltisi Gizerine metallerin ayr1 ayri eklenmesi sonucunda 400nm’de
olgtilen absorbans degerlerinin ny./ nps, ile degisim grafigi.

4.3 Poliakrilik Asit-Metal-BSA Uglii Komplekslerinin

Ozelliklerinin Incelenmesi

4.3.1 Absorbans Sonuclarn

Absorbanslarinin ve Fluoresans

Cu®, Mo, Ni¥*, Zn™* ,.Co® Ace  Azm A AR’ A Aw Ace  Awe
Cd*", Fe*', Fe* (mM)

0 0,738 0,727 0,804 0,805 0,72 0,726 0,718 0,734
125.10° 0929 0818 236 1598 072 0721 0769 0,723
2,5.10° 1,953 0,772 4318 22 0,72 0715 0767 0716
3.75.10° 1,641 0774 .. 31 072 071 074 0711
5.10° 2424 0,791 071 0705 072 0718
6,25.10° 344 0,790 070 0806 0719 0728
75.10° 072 0725 0,712
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220

Sekil 4.21 PAA(2mg/1ml)+BSA(2mg/1ml) karigiminin tizerine Cu** iyon ¢ozeltisinin eklenmesi
sonucu elde edilen absorpsiyon spektrumu. Cu®* konsantrasyonu. 10°(mM):1-0; 2-1,25; 3-2,5;
4-3,75; 5-5.

Absorbans

!
0,727

—r Tt - 1 1 . 1 1 r 1 1
220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420
Dalga Boyu(nm)

Sekil 4.22 PAA(2mg/1ml)+BSA(2mg/1ml) karigiminin lizerine Zn®" iyon ¢ozeltisinin eklenmesi
sonucu elde edilen absorpsiyon spektrumu. Zn*" konsantrasyonu. 10° (mM):1-0; 2-1,25; 3-2.5;
4-3,75; 5-5; 6-6,25.



5 4,318

Absorbans

0,804

T M | N T v T 7 T - T T T v T v T A

M 1
220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420
Dalga Boyu(nhm)

Sekil 4.23 PAA(2mg/1ml)+BSA(2mg/1ml) karigiminin Gizerine Fe’* iyon ¢ozeltisinin eklenmesi
sonucu elde edilen absorpsiyon spektrumu. Fe’* konsantrasyonu.10”°(mM):1-0; 2-1,25; 3-2,5.

Absorbans
w

0 0,805

A —————————— e

220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420
Dalga Boyu(nm)

Sekil 4.24 PAA(2mg/1ml)+BSA(2mg/1ml) karigiminin Gizerine Fe** ijyon ¢Ozeltisinin eklenmesi
sonucu elde edilen absorpsiyon spektrumu. Fe** konsantrasyonu.10”(mM):1-0; 2-1,25; 3-2,5;
4-375.



57

Absorbans
N

T 1 1. 1 v T v 1T T
220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420
Dalga Boyu(nm)

Sekil 4.25 PAA(2mg/1ml)+BSA(2mg/1ml) karigiminin iizerine Cd** iyon ¢ozeltisinin eklenmesi
sonucu elde edilen absorpsiyon spektrumu. Cd** konsantrasyonu.10°(mM): 1-0; 2-1,25; 3-2,5;
4-3.75; 5-5; 6-6,25.

Absorbans

LANNAAN RN IR AL A R LA LR LR B

1
220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420
Dalga Boyu(nm)

Sekil 4.26 PAA(2mg/1ml)+BSA(2mg/1ml) karigiminin iizerine Ni** iyon ¢ozeltisinin eklenmesi
sonucu elde edilen absorpsiyon spektrumu. Ni** konsantrasyonu. lO'S(mM): 1-0; 2-1,25; 3-2,5;
4-3,75; 5-5; 6-6,25; 7-7.5.
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Absorbans

0 0718

v 1r v J+ t v 1 r—rr—r T 0T

220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420
Dalga Boyu(nm)

Sekil 4.27 PAA(2mg/1ml)+BSA(2mg/1ml) karlslmmm iizerine Co" 1yon ¢ozeltisinin eklenmesi
sonucu elde edilen absorpsiyon spektrumu. Co®* konsantrasyonu. 10" (mM):1-0; 2-1,25; 3-2,5;
4-3,75; 5-5; 6-6,25; 7-7.,5.

Absorbans

0,728

] $
0,734

B A T S S e A D N LR A

220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420
Dalga Boyu(nm)

Sekil 4.28 PAA(2mg/1ml)+BSA(2mg/1ml) karlslmmm iizerine Mn** 1yon ¢ozeltisinin eklenmesi
sonucu elde edilen absorpsiyon spektrumu. Mn** konsantrasyonu. 10" (mM) 1-0; 2-1,25; 3-2,5,
4-3,75; 5-5,; 6-6,25; 7-7,5.
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Hesaplamalar

e/ Npaa = Cume X Mpaa / Cpaa X Mye formiiliinden, ny./ npasa orant hesaplanir.

e = Cume/Mue =2. 0,625.10'5 mM = 1,2510'5 mM(2’ser pl eklendi) kullamlan tiim metallerde

aynidir.

Cpaa=0,1g /ml

Mpaa=240000

fne/ Npaa = 1,25.107.240000 /0,1 = 30; 60; 90; 120, 150; 180.....

nve / Npas degerlerini x-eksenine absorbans degerlerini de y-eksenine konarak agagidaki grafik

elde edilir.

T —s—cu”
45
A —e—7Zn*
40 —a—Fe™
4
2
3,5 - —v—Fe”
2
E v —e—Cd"
g 30 2+
7 —+— Ni
% 2 SJ 2+
L~ A —x—Co
o 1 2
3 204 —%— Mn
< 1
| -/
é‘ —g S
1 v L T T M L A | ' L) N 1 v T M J M 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
LW

Sekil. 4.29 PAA(2mg/1ml)+BSA(2mg/1ml) karigiminin iizerine metallerin ayr1 ayr1 eklenmesi
sonucunda 280nm’de olgiilen absorbans degerlerinin ny./ ngsa ile degisim grafigi.



4.3.2 Fluoresans Sonuc¢lan

2+
Cu

2,25
1,379
1,026
0,907
0,598
0,409
0,315
0,214

Cu*

3393
340

340,1
340,6
341,2
3412
341,5
341,7

2+
n

2,23

2,091
2,099
2,08

2,001
1,982
1,989

2+
n

3393
339

3392
339

338,9
338,7
338,4

Fluoresans Siddetleri. 10"

60

FC3+ F€2+ Cd2+ Ni2+
2,25 2,25 2,25 2,84
1,19 1,6 2,107 2,811
0,794 0,98 2,058 2,72
0,431 0,525 2,037 2,613
0,22 1,992 25
1,959 2334
1,775 2,334
1,775 2,265
1,644 2,334
1,607 2,077
2,035
2,035

maksimum dalga boyu(nm)
Fe'* F&"© Cd” NPT
3393 3393 3393 3393
3421 339 338,9 3389
3463  339,8 3389 3387
348,8 340,6 338,9 337,8
3426 3389 3379
338,9 338

338,7 338
3395 3378
3392 337,9
337,9
338,1

338,1

2
Co*"

2,25
2,074
2,049
1,923
1,873
1,82

1,755

2+
Co

3393
338,7
338,6
338,7
339

338,4
338,9

Mn**

2,26
2,078
2,025
1,882
2,025
1,975
1,882
1,857
1,816

Mn2+
3393
339,2
339,2
339
3382
338,6
3382
339
338,9
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Sekil 4.30 PAA(2 mg/1ml)+BSA(2 mg/1ml) karisiminin iizerine Cu®" iyon ¢ozeltisinin eklenmesi
sonucu elde edilen fluoresans spektrumu. Cu®* konsantrasyonu 10°(mM): 1-0; 2-0,625; 3-1,25;
4-1,875; 5-2,5; 6-3,125; 7-3,75; 8-4.375.
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Sekil 4.31 PAA(2 mg/1ml)+BSA(2 mg/1ml) karigiminn tizerine Zn?" iyon ¢ézeltisinin eklenmesi
sonucu elde edilen fluoresans spektrumu. Zn** konsantrasyonu .10 (mM): 1-0; 2-0,625; 3-1,25;
4-1,875; 5-2,5; 6-3,125; 7-3,75; 8-4,375.
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Sekil 4.32 PAA(2 mg/1ml)+BSA(2 mg/1ml) karigiminin tizerine Fe** iyon ¢ozeltisinin eklenmesi
sonucu elde edilen fluoresans spektrumu. Fe’* konsantrasyonu .10”°(mM): 1-0; 2-0,625; 3-1,25;
4-1,875.
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Sekil 4.33 PAA(2 mg/1ml)+BSA(2 mg/1ml) karisiminin iizerine Fe?* iyon ¢ozeltisinin eklenmesi
sonucu elde edilen fluoresans spektrumu. Fe** konsantrasyonu .10°(mM): 1-0; 2-0,625; 3-1,25;
4-1,875; 5-2,5.
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3393
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T I N 1 v 1 v i
320 330 340 350 360
Dalga Boyu, nm

Sekil 4.34 PAA(2 mg/1ml)+BSA(2 mg/1ml) karisiminin Gizerine Cd** iyon ¢ozeltisinin eklenmesi
sonucu elde edilen fluoresans spektrumu. Cd** konsantrasyonu 10%(mM): 1-0; 2-0,625; 3-1,25;
4-1,875; 5-2,5; 6-3,125; 7-3,75; 8-4,375; 9-5; 10-5,625.

2800000 4

2400000 +

2000000 -

1600000

Fluoresans Siddeti

3393

4

1200000

Sekil 4.35 PAA(2mg/

| M T M T M T M 1
320 330 340 350 360
Dalga Boyu, nm

1ml)+BSA(2mg/1ml) karigiminin tGizerine Ni** iyon ¢ozeltisinin eklenmesi

sonucu elde edilen fluoresans spektrumu. Ni?* konsantrasyonu. 10'5(mM): 1-0, 2-0,625; 3-1,25;
4-1,875; 5-2,5; 6-3,125, 7-3,75; 8-4,375; 9-5; 10-5,625; 11-6,25; 12-6,875.
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Sekil 4.36 PAA(2 mg/1ml)+BSA(2 mg/1ml) karigiminin iizerine Co®” iyon ¢ozeltisinin eklenmesi
sonucu elde edilen fluoresans spektrumu. Co®" konsantrasyonu 107 (mM): 1-0; 2-0,625; 3-1,25;
4-1,875; 5-2,5; 6-3,125; 7-3,75.

3393

2200000
2000000:
1800000
1600000-
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e e
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Dalga Boyu, nm

Sekil 4.37 PAA(2 mg/1ml}+BSA(2 mg/1ml) karigiminin izerine Mn** iyon ¢ozeltisinin
eklenmesi sonucu elde edilen fluoresans spektrumu. Mn** konsantrasyonu .10”°(mM): 1-0;
2-0,625; 3-1,25; 4-1,875: 5-2,5; 6-3,125; 7-3,75: 8-4,375; 9-5.
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Hesaplamalar

Nye/ Npaa = Ce X Mpaa / Cpaa X My formiiliinden, nye/ npas orani hesaplanir.

e = Cmo/Mme = 0,625.10° mM(1%er pl eklendi) kullamlan tiim metallerde aymdur.
Cpaa=0,1g /ml

Mpaa=240000

Nye/ Tpan = 0,625.107°.240000 / 0,1 = 15; 30; 45; 60; 75; 90; 105; 120; 135; 150; 165; 180...

nyve / Npaa degerlerini x-eksenine fluoresans siddeti ve maksimum dalga boyu degerlerini de y-

eksenine konarak asagidaki iki grafik elde edilir.
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Sekil 4.38 PAA(2 mg/1ml)+BSA(2 mg/1ml) karigiminin lizerine metallerin ayr1 ayri eklenmesi
sonucunda 280nm’de uyarma ile fluoresans spektrumunlarindan okunan fluoresans siddeti
degerlerinin ny./ npsa ile degisim grafigi.
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350 e 7
7 2 —a—Fe”
348 - -
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Sekil 4.39 PAA(2 mg/1ml)+BSA(2 mg/1ml) karigiminin Gzerine metallerin ayr1 ayr1 eklenmesi
sonucunda 280nm’de uyarma ile fluoresans spektrumunlarindan okunan maksimum dalga
boyunun ny. / npsa ile degisim grafigi.
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4.4 Dekstran Siilfat-Metal Komplekslerinin Absorbanslarnnin incelenmesi

4.4.1 Absorbans Sonuclan

Cu’', Mn®", Ni¥*, Zn*",Co™"  Aca Az Artt AT Ace Axi Aco Arn

Cd*, Fe’', F& (mM)

0 0 0 0 0 0,007 0 0 0
0,625. 10 0,044 0,0302 0,0486 0,0173 0,0949 0,0008 0,0027 0,0132
1,25. 107 0,1492 0,0565 0,1277 0,1791 0,3182 0,0043 0,0141 0,0308
1,875.10° 0,1965 0,1031 0234 0,473 0,3978 0,0064 0,0527 0,0572
2,5.10° 0,2393 0,1442 0,4593 0,5484 0,5211 0,0125 0,0647 0,0923
3,125. 107 0,2818 0,1793 04358 0,713 0,6788 0,0151 0,0913 0,1299
3,75. 107 0,3261 02056 0,4451 0,8131 0,7862 0,0194 0,1046 0,1824
4,375.10° 0,3739 0,2302 0,41 09851 0,8953 0,0244 10,1354 02371
5.107° 0,4268 02718 0,43 12449 1,0104 0,0208 0,1735 0,2857
5,625.10° 0,4729 02891 ... 1,3705 1,1395 0,0258 0,2175 0,3399
6,25. 107 0,5283 03267 ... 1,5294 132 0,0315 0,3162 0,3891
6,875.10° 0,5953 0,2875 .. 1,5402 1,5 0,0323 0,3370 0,4472
7,5.107° 0,6777 02642 ... 1,5474 1,4874 0,0386 0,4127 0,5228
8,125.10° 0,7884 02540 ... 1,5187 0,0428 0,4828 0,5928
8,75.10° 0,881 02565 .. 0,0511 0,5329 0,6466
9.375.10° 1,0213 0282 .. 0,0664 0,6005 0,7088
10. 107 1,1665 ... 0,0764 0,6725 0,7643
10,625. 107 0,094 0,7368 0,8341

Hesaplamalar

e/ Ipx = Cume X Mpx / Cpx X Mme formiiliinden, ny./ npx orani hesaplanir.

nve = Cao/Mume = 0,625.10° mM(1’er pl eklendi) kullanilan tiim metallerde aymdar.
Cpx=0,1g /ml

Mpx=500000
e/ Tipx = 0,625.107°.500000 / 0,1 = 31,25; 62,5; 93,75; 125; 156,25; 187,5; 218,75.....

nwve / Npx degerlerini x-eksenine absorbans degerlerini de y-eksenine konarak agagidaki grafik elde

edilir.
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Sekil 4.40 DX(1mg/1ml) ¢ozeltisi Gizerine metallerin ayr1 ayri eklenmesi sonucunda 400nm’de
olciilen absorbans degerlerinin ny./ npsa ile degigim grafigi.

4.5 Dekstran Siilfat-Metal-BSA Uclii Komplekslerinin Absorbanslarmmin ve Fluoresans

Ozelliklerinin Incelenmesi

4.5.1 Absorbans Sonuglan

Cu®, Mn®, Ni¥*, Zn®* Co™ Ace Az As  Ar’" Ac A Ace  Awn
Cd*, Fe’", Fe** (mM)

0 0,65 065 065 065 065 065 0,65 0,65
0,625. 107 125 0,75 228 147 08 066 066 0,67
1,25.10° 1,74 089 3,77 247 1,14 066 069 0,73
1,875.10° 2,15 1,001 .. 333 1,39 0,67 0,75 082
2,5.10° 2,68 111 .. 43 1,67 0,69 0,85 1,00
3,125. 107 ‘ 3,14 1.2 554 1,92 0,69 1,01 1,18
3,75. 107 3,8 125 .. 2,12 0,69 121 1,4
4,375é 107 1,35 .. 1,5 1,63
5.10 1,4 .

5,625. 107 1,5

6,25.10° 1,57
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Absorbans

|
250 300 350 400
Dalga Boyu(nmy)

Sekil 4.41 DX(2mg/1ml)+BSA(2mg/1ml) karigiminmn iizerine Cu®* iyon ¢6zeltisinin eklenmesi
sonucu elde edilen absorpsiyon spektrumu. Cu®* konsantrasyonu.10”(mM): 1-0, 2-0,625; 3-1,25;
4-1,875; 5-2,5; 6-3,125; 7-3,75.
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250 300 350 400
Dalga Boyu(nm)

Sekil 4.42 DX(2mg/1ml)+BSA(2mg/1ml) karisiminin iizerine Zn>* iyon ¢6zeltisinin eklenmesi

sonucu elde edilen absorpsiyon spektrumu. Zn>* konsantrasyonu.10°(mM): 1-0, 2-0,625; 3-1,25;
4-1,875; 5-2,5; 6-3,125; 7-3,75; 8-4,375; 9-5; 10-5,625; 11-6,25.
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Sekil 4.43 DX(2mg/1 ml)+BSA(2mg/1ml) karigimmin lizerine Fe*" iyon ¢dzeltisinin eklenmesi
sonucu elde edilen absorpsiyon spektrumu. Fe** konsantrasyonu.10”°(mM): 1-0, 2-0,625; 3-1,25.
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Sekil 4.44 DX(2mg/1ml)+BSA(2mg/1ml) karigiminin iizerine Fe*" iyon gbzeltisinin eklenmesi
sonucu elde edilen absorpsiyon spektrumu. Fe** konsantrasyonu. 10”°(mM): 1-0, 2-0,625; 3-1,25;
4-1,875; 5-2,5; 6-3,125.



71

g
o
S

2.5 1 2,12
L ~
2.0 \
2 A
S .
3 1 R
-21.5 1 L -
: “
i . e .,\ \
0 . ) N N
1 \ R \\
L ‘ ’//«"/ l \\ \\ ™
N
0.0 , e s :
250 300 350 400

Dalga Boyu(nm)

Sekil 4.45 DX(2mg/1ml)+BSA(2mg/1ml) karigtminin iizerine Cd** iyon ¢ézeltisinin eklenmesi
sonucu elde edilen absorpsiyon spektrumu. Cd** konsantrasyonu.10(mM): 1-0, 2-0,625; 3-1,25;
4-1,875; 5-2,5; 6-3,125; 7-3,75.
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Sekil 4.46 DX(2mg/1ml)+BS A(2mg/1ml) karisimmin iizerine Ni** iyon ¢zeltisinin eklenmesi

sonucu elde edilen absorpsiyon spektrumu. Ni%* konsantrasyonu.10”>(mM): 1-0, 2-0,625; 3-1,25;
4-1,875; 5-2,5; 6-3,125; 7-3,75.
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Sekil 4.47 DX(2mg/1ml)+BSA(2mg/1ml) karisimimn iizerine Co*" iyon ¢6zeltisinin eklenmesi
sonucu elde edilen absorpsiyon spektrumu. Co®" konsantrasyonu.10(mM): 1-0, 2-0,625; 3-1,25;
4-1,875; 5-2,5; 6-3,125; 7-3,75; 8-4,375.
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Sekil 4.48 DX(2mg/1ml)+BSA(2mg/1ml) karisiminimn iizerine Mn>" iyon ¢dzeltisinin eklenmesi
sonucu elde edilen absorpsiyon spektrumu. Mn®* konsantrasyonu.10°(mM): 1-0, 2-0,625; 3-1,25;
4-1,875; 5-2,5; 6-3,125; 7-3,75; 8-4,375.



73

Hesaplamalar

v/ Npx = Cume X Mpx / Cpx X My formalinden, ny./ npx orant hesaplanir.

nue = Cpe/Mpyge = 0,625, 107 mM(1’er pl eklendi) kullanilan tiim metallerde aynidir.
Cpx=0,1g /ml

Mpx=500000

Nyge / Npx = 0,625,10'5.500000 /0,1 =31,25;62,5; 93,75; 125; 156,25, 187,5; 218,75.....

ny. / Npx degerlerini x-eksenine absorbans degerlerini de y-eksenine konarak agagidaki grafik elde

edilir.
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Sekil 4.49 DX(2mg/1ml)+BSA(2mg/1ml) karigiminin Gzerine metallerin ayri ayri eklenmesi
sonucunda 280nm’de ol¢iilen absorbans degerlerinin ny,/ ngs, ile degigim grafigi.



4.5.2 Fluoresans Sonuglan

Cu*

8,4
5,73
3,66
2,042
1,3

b

C u2+

3404
342
343
343,7
344.5

2+
n

8,6
8,0

7,76
7,46
7,13
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6,5
6,4
6,2

2+
n

340,4
340

340

339,8
339,7
3395
339,3
339,2
339,1
339,1
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Fluoresans Siddetleri.10"

Fe'* Fe cd Ni**
8,6 8,6 8,6 8,6
7,54 7,585 82 7.8
6,66 6,59 7,45 7,5
5,61 5,52 6,16 73
4,74 4,57 5,67 7,1
426 38 5,2 6,9
3,84 3,19 4,8 6,9
3,3 2,67
2,84 2,35
2,48 1,986
2,12 1,74

maksimum dalga boyu(nm)

Fe* Fe™' (of Ni**
340,1  340,1  340,4 3404
340,5  340,3 340 339.6
340,7 340,6 3399 3393
3413 3406 3398 3392
341,6  340,7 3397  339,1
341,9 3413 3396 339
342,5  341,7 3393 339
343,1 343
343,7 3437
3442 3456
344,7  346,5

8,6
8,1
7,88
7,67
7.3
7,03
6,6
6,17

Co™*

340,4
339,9
339,7
338,7
339,5
3393
3392
339,1

8.6
8,4
7,99
7,6
7.1

6,6
6,3

Mn2+
340,4
340
339,7
339,5
339,4
339,3
339,2
339,1
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Sekil 4.50 DX(2mg/1ml)+BSA(2mg/1ml) karisiminin Gzerine Cu®"iyon ¢ozeltisinin eklenmesi

sonucu elde edilen fluoresans spektrumu. Cu®* konsantrasyonu. 10°(mM); 1-0, 2-0,625; 3-1,25;
4-1,875; 5-2,5.

340,4
1
800000 -}
=
(4]
B 600000
2
2]
c
©
3 . A
5 400000 N
3 N
T N
200000 -
T M T M T - T v Ll v Ll
320 330 340 350 360 370

Dalga Boyu, nm

Sekil 4.51 DX(2mg/1ml)+BSA(2mg/1ml) karigiminin Gzerine Zn*"iyon ¢ozeltisinin eklenmesi
sonucu elde edilen fluoresans spektrumu. Zn** konsantrasyonu. 10'5(mM): 1-0, 2-0,625; 3-1,25;
4-1,875; 5-2,5: 6-3,125; 7-3,75; 8-4,375; 9-5; 10-5,625.
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Sekil 4.52 DX(2mg/1ml)+BSA(2mg/1ml) karisiminin tizerine Fe** iyon ¢ozeltisinin eklenmesi
sonucu elde edilen fluoresans spektrumu. Fe’* konsantrasyonu.10'6(mM): 1-0, 2-0,625; 3-1,25;
4-1,875; 5-2,5; 6-3,125; 7-3,75; 8-4,375; 9-5; 10-5,625; 11-6,25.
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Sekil 4.53 DX(2mg/1ml)}+BSA(2mg/1ml) karisiminin iizerine Fe?* iyon ¢ozeltisinin eklenmesi
sonucu elde edilen fluoresans spektrumu. Fe?* konsantrasyonu. 10'6(mM): 1-0, 2-0,625; 3-1,25;
4-1,875; 5-2,5; 6-3,125; 7-3,75; 8-4,375; 9-5; 10-5,625; 11-625.
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Sekil 4.54 DX(2mg/1ml)+BSA(2mg/1ml) karisiminin tizerine Cd** iyon ¢ozeltisinin eklenmesi
sonucu elde edilen fluoresans spektrumu. cd* konsantrasyonu.lO'5 (mM): 1-0, 2-0,625, 3-1,25;
4-1,875; 5-2,5; 6-3,125; 7-3,75.
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Sekil 4.55 DX(2mg/1ml)+BSA(2mg/1ml) karigiminin iizerine Ni** iyon ¢ozeltisinin eklenmesi
sonucu elde edilen fluoresans spektrumu. Ni** konsantrasyonu.lO'S(mM): 1-0, 2-0,625; 3-1,25;

4-1,875, 5-2,5; 6-3,125; 7-3,75.
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Sekil 4.56 DX(2mg/1ml)+BSA(2mg/1ml) karigtminin tizerine Co* iyon g¢ozeltisinin eklenmesi
sonucu elde edilen fluoresans spektrumu. Co®* konsantrasyonu. 10~ (mM): 1-0, 2-0,625; 3-1,25;
4-1,875; 5-2,5; 6-3,125; 7-3,75; 8-4,375.
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Sekil 4.57 DX(2mg/1ml)+BSA(2mg/1ml) karisiminin iizerine Mn?* iyon ¢ozeltisinin eklenmesi
sonucu elde edilen fluoresans spektrumu. Mn?* konsantrasyonu.10°(mM): 1-0, 2-0,625; 3-1,25;
4-1,875; 5-2,5; 6-3,125; 7-3,75.



79

Hesaplamalar

e/ Npx = Cue X Mpx / Cpx X Mue formiiliinden, ny./ npx orani hesaplanir.

nve = Cv/Mue = 0,625.10° mM(1’er pl eklendi) kullanilan Fe** ve Fe*'(0,625.10° mM) harig

tiim metallerde aymidir.
‘ CDX= 0,1g /ml
Mpx=500000

e / Tinx = 0,625.107.500000 / 0,1 = 31,25; 62,5; 93,75; 125; 156,25; 187,5; 218,75....( Fe*" ve
Fe*" ise, 3,125; 6,25; 9,375; 12,5 seklindedir).

nme / Npx degerlerini x-eksenine fluoresans siddeti ve maksimum dalga boyu degerlerini de y-

eksenine konarak asagidaki grafik elde edilir.



Fluoresans Sideti

80

—— CUZ*

—eo—2Zn™

—a—Fe®

%i : —v—Fe”

=—e

\*\X\.\. e Cd2+

\ e N.2+

I
’\.

—x— Co*'

—%— Mn*"
T L M T v T v T I | 1
S0 100 150 200 250 300
: nMe/nDX

Sekil 4.58 DX(2 mg/1ml)+BSA(2 mg/1ml) karigiminin tizerine metallerin ayri ayn eklenmesi
sonucunda 280nm’de uyarma ile fluoresans spektrumunlarindan okunan fluoresans giddeti

maksimum dalga boyu

degerlerinin ny./ ngsa ile degisim grafigi.
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Sekil 4.59 DX(2 mg/1ml)+BSA(2 mg/1ml) karnigiminin tizerine metallerin ayr1 ayr1 eklenmesi
sonucunda 280nm’de uyarma ile fluoresans spektrumunlarindan okunan maksimum dalga

boyunun ny. / ngsa ile degisim grafigi.
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5. SONUCLAR ve TARTISMALAR

1. Olusturulan  komplekslerin(metal-BSA, metal-polimer,  polimer-metal-BSA) uv
spektrofotometrisi Viran Bio-3 ile absorbanslari $lgiildii(BSA igeren kompleksler 280nm,
icermiyen komplekslerin ise 400nm’de absorbanslar: Slgiildii). Ayrica nme / Dpolimer Oram ile
absorbans degerleri arasinda grafikler ¢izildi(Sekil 4.9, Sekil 4.20, Sekil 4.29, Sekil 4.40, Sekil
4.49).

A) 400 nm’de Slgiilen absorbans ile ilgili sonuglar:

-Poliakrilik asit{PAA)-Metal Kompleksi

Biitiin metaller poliakrilik asit polimerine farkli ilgi g&stermistir. PAA-Metal sisteminde, optik
yogunlukta metal iyonlarmnmn artis1 ile artis gézlenir. Fe® iyonunun eklenmesi ile absorbansta en
biiyiik artis saglanir. Diger metallerin (Cu®*, Zn®', Fe**, Ni**, Cd*, Co*" ve Mn®") eklenmesi
sonucu ise, ¢ok diisiik seviyede artig oldugu g6zlenir(Sekil 4.20).

-Dekstran(DX)-Metal Kompleksi

Yine yukaridaki gibi bu sistemde de metal iyonlarinm artisi ile optik yogunlukta artis meydana
gelir. Bu artis yukaridaki sisteme gore daha fazladir. Ozellikle Fe** ve Cd*" iyonlarm ilavesi ile
absorbans degeri ¢ok fazla artrustir. Ni¥* ve Zn®' iyonlari c¢okiintiiye sebep olmaz fakat
absorbsiyon ¢ok belirsiz bir sekildedir. Diger metaller ise orta dlgekte bir artiga sebep olur(Sekil
4.40).

B) 280 nm’de 6lgiilen absorbans ile ilgili sonuglar:

-Bovine Serum Albumin(BSA)-Metal Kompleksi

Bu sistemde 6zellikle Cu®", Fe**, Fe** iyonlarmm artis1 ile absorbsiyonda biiyiik artis meydana
gelir. Yine Ni** ve Zn*" iyonlarmm artis1 ile absorbsiyonda ¢ok kiigiik artis meydana gelir. Cd*",
Co*', Mn®" orta 5lcekli bir artisa sebep olur(Sekil 4.9).

-PAA-Metal-BSA Kompleksi

Metaller PAA ve BSA ile kompleks formasyonuna farkli ilgi gosterirler. Bu iiglii komplekste
Cu®’, Fe*', Fe’" iyonlarnin artig1 ile absorbansta biiyiik oranda artis meydana gelir. Diger

metallerde ise, artig ¢cok kiigiik hatta belirsizdir(Sekil 4.29).
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-DX-Metal-BSA Kompleksi

Yukaridaki gibi Cu®*, Fe?*, Fe®" iyonlarmin artig1 ile absorbansta biiyiik oranda artis meydana
gelir. Ni** iyonlan ¢okiintiiye sebep olmaz fakat absorbsiyon ¢ok belirsiz bir sekildedir. Diger
metallerde ise, arti orta Slgeklidir(Sekil 4.49).

2. Quanta Master(steady state) spektroflorumetre kullamlarak yukarida belirtilen komplekslerin
fluoresans emisyon spektrumu elde edildi. Alinan spektrumlarim maksimum noktadaki fluoresans
siddetleri ve bu noktalarin bulundugu dalga boylar1 okundu. Yine nye / Npolimer Oran1 ile fluoresans
siddeti ve maksimum dalga boyu arasinda grafikler ¢izildi(Sekil 4.18, Sekil 4.19, Sekil 4.38,
Sekil 4.39, Sekil 4.58, Sekil 4.59). Uyarilma ve emisyon monokromatdrleri 2 veya 3 nm’ye
ayarlanir. Uyarilma dalga boyu 280 nm’dir.

A) 280 nm uyarmada, “Steady state” spektroflorometre ile alinan sonuglar:

-BSA-Metal Kompleksi

BSA proteininde iki adet triptofan vardir. Bu triptofanlarin metallerle etkisimlerine gore
fluoresans spektrumlarinda farkliliklar olmasi beklenir. BSA-metal kompleksinde diger metallere
oranla Cu”', Fe*', Fe’* ve Cd*" iyonlarmm artis1 ile fluoresans siddeti daha fazla diigmektedir.
Buda bize gosteriyor ki, BSA ile bu dort metalin etkilesimi daha fazladir. Albumin
molekiiliindeki konformasyonel degisgiklikler maksimum dalga boyundaki degisikliklerle
gozlenir. Fe®*, Fe** iyonlarinn artigtyla(etkili triptofan sondiiriicii etkisiyle) beraber maksimum
dalga boyu(Amax) saga dogru(red shift), yani daha uzun dalga boyuna kayar. Béylelikle BSA’da
yayilma goézlenerek su ile daha fazla etkilesime girmistir. Diger metaller icin ise, gdzlenen
degisiklik kisa dalga boyuna kaymasidir(blue shift), BSA’da toparlanma(kapanma) meydana
gelir. Buda suda ¢6ziinen stabil komplekslerin olusmasin saglar(Sekil 4.18, Sekil 4.19).

-PAA-Metal-BSA Kompleksi

Bu iiglii komplekste diger metallere gére Cu®*, Fe** ve Fe*' iyonlarinin artisi ile fluoresans
siddetinde biiyiik diisiis olur. Buda bize metal iyonu konsantrasyonu arttikga metal, PAA-BSA
sistemlerinde ¢apraz baglayic1 6zelligi kazamyor. Boylelikle tiglii kompleks olusmus oluyor.
Yine bu ii¢ metal maksimum dalga boyu(Am.x) safa dogru(red shift), yani daha uzun dalga
boyuna  kayar. Boylelikle BSA’da yayilma gozlenerek su ile daha fazla etkilesime

girmigtir(polimer proteini sarmamustir). Diger metaller icin ise, gozlenen degisiklik ¢ok az bir
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degerle kisa dalga boyuna kaymasidir(blue shift), BSA’da toparlanma(kapanma) meydana gelir.
Burada proteinin polimerle daha zayif baglandig: ve metal iyonlarimin proteine sadece tuz etkisi
gosterdigi fikrini sOyleme imkanini verir. Tuz etkisi protein globulunun daha da kompakt
olmasina neden olarak triptofanin su ile etkilesimini engellemektedir. Fluoresans ve uv-visible
¢aligmalarina gére Cu®", Fe®* ve Fe*" iyonlar: kararli kompleksler olusturur. Uglii komplekste
dekstran siilfat Cu®*, Fe** ve Fe’* iyonlar1 vasitasiyla BSA ile tercihli olarak BSA’mn triptofan

kismina baglanir, buda triptofan fluoresansini sondiiriir(Sekil 4.38, Sekil 4.39).

-DX-Metal-BSA Kompleksi

Bilindigi gibi, metal iyonlarinin diisiikk konsantrasyonlarinda etkilesimler sadece dekstranin siilfat
grubu ile olur. Metal iyonu konsantrasyonu arttikga metal, dekstran ile BSA arasinda ¢apraz

¥ ve Fet

baglayict gorevini iistlenir. Bu iicli komplekste diger metallere gore Cu’’, Fe
iyonlarinin artis1 ile fluoresans siddetinde biiyiik diisiis olur. Buda bize metal iyonu
konsantrasyonu arttikca metal, DX-BSA sistemlerinde ¢apraz baglayici 6zelligi kazandigini
ispatlar. Boylelikle iiclii kompleks olugmus oluyor. Yine bu ii¢ metal maksimum dalga
boyu(Amax) saga dogru(red shift), yani daha uzun dalga boyuna kayar. Boylelikle BSA’da
yayillma gozlenerek su ile daha fazla etkilegsime girmistir(polimer proteini sarmamustir). Diger
metaller i¢in ise, gbzlenen degisiklik ¢ok az bir kisa dalga boyuna kaymasidir(blue shift).
BSA’da toparlanma(kapanma) meydana gelir ve triptofanin su ile etkilesimi daha da
engellenmektedir(Sekil 4.58, Sekil 4.59).

Modifiye edilmemis dekstran siilfat, polimer zincirindeki siilfat gruplarina gére iiglii kompleks
formunda kullanilabilinir. Bu yapay asi konusunda yapilacak ¢alismalara yardimci olacaktir,

Fluoresans ve uv-visible ¢ahismalarma gore Cu®', Fe*"

ve Fe’" iyonlar1 kararl kompleksler
olusturur, Cu®" iyonlar: bu alanda kullanilabilecek en uygun iyondur. Uglii komplekste dekstran
siilfat Cu®" iyonlar1 vasitasiyla BSA ile tercihli olarak BSA’nm triptofan kismina baglanir, buda

triptofan fluoresansini séndiiriir.
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Alinmig sonuglara dayal: liglii komplekslerin agagida model yapilari gosterilmistir.
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DX-Me-BSA Kompleksi

® Metal varhginda polimer-protein fonksiyonel gruplarmnin baglanmasi
# Metal varliginda iki COO" grubu arasindaki baglanma

Sekil 5.1 Uglii polimer-metal-protein kompleksi partikiiliiniin diigiiniilen yapt modeli.
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