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OZET

Giiniimiizde polielektrolit ve protein kompleksleri pek ¢ok alanda kullanilmaktadir. Ozellikle
bu bilesikler, biyolojik acidan 6nemli mekanizmalarin olusturulmasinda ve biyomedikal
uygulamalarda, kullanim potansiyeline sahiptirler. Proteinlerin islevsel 6zellikleri, polimerler
ile kompleklestirme yoluyla arttirilabilmektedir. En 6nemli veriler, komplekslerin
immunolojide kullanimiyla elde edilmistir. Immunojenligi arttirilmis proteinler ve viriisler
gliclii a1 sistemlerinin gelistirilmesini saglamistir. Yapay antijen kullanildiginda, immun
cevab1 almak icin adjuvan kullanilmasi gerekmez. Timusu olan veya olmayan hayvanlarda
antikor olusumunun uyarilmasi saglanir.

Bu calismada, oncelikle polielektolit kavramina acgiklik getirilmistir. Polielektrolitlerin
yapilari, siniflandirilmalart hakkinda bilgiler verilmis, serbest radikal polimerizasyonu, iyonik
polimerizasyon, basamakli polimerizasyon ve kimyasal modifikasyon ile sentez yontemleri
anlatilmistir. Dogal veya sentetik sinifli polielektrolitlerin, proteinler ile komplekslerinin
olusumlari, yapi-6zellik iliskileri, etkilesimleri ve uygulamalari hakkinda incelemeler
yapilmistir. Olusan komplekslerin AFM, EM, OM, DLS, ELS, IR, potansiyometri, DSC,
SEC, ACE vb. gibi karakterizasyon teknikleri detayli olarak agiklanmis, literatiirdeki
uygulamalar1 hakkinda bilgiler sunulmustur.

Bu caligmada ayrica komlekslerin immunolojide kullanimi ile ilgili yapilmis deneysel
calismalardan bahsedilmigtir. BSA’ nin PVP, PAA ve PSSNa gibi polielektrolitlerle
karisiminin sulu ¢dzeltilerinin immunolojik olarak incelenmesinden elde edilen sonuglar
verilmigtir. Elde edilen sonuglara gore, karigimlarin immunojenligi polielektrolitlerin yapisina
ve olusan komplekslerin kararliligina baghdir.

Ayrica, yapay antijenlerden yapay asilara gecme yollar1 aranarak, tiiberkiiloz ve grip gibi
infeksiyonlarda, PEK nin immunolojik etkileri incelenmistir.

Anahtar kelimeler: Polielektrolit, polimerizasyon, Atomik kuvvet mikroskobu (AFM),
elektron mikroskobu (EM), BSA, SEC, immunoloji, antijen
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ABSTRACT

Nowadays polyelectrolyte and protein complexes are used in many areas. These complexes
have a high potential of usage in terms of composing biologically important mechanisms and
biomedical applications. Functional properties of proteins can be improved by creating
complexes by polymers. The most important results have been obtained by usage of the
complexes in immunology. Immunological improved proteins and viruses have provided to
develop strong vaccine systems. When artificial antigen is used, it is not needed to use
adjuvant to get an immune response. Stimulation of antibody formation is provided in animals
with timus or without timus.

In this study polyelectrolyte concenpt is firstly was clarified. Information about of structures
and classification of polyelectrolytes was given. Synthesis methods with free-radical
polymerization, ionic polymerization, stepwise polymerization and chemical modification
were explained. Exeminations about developments of natural and syntetical classified
polyelectrolytes, formation of proteins and complexes, their structure — property relations,
interactions and applications were made. Characterization technics of the formed complexes
like AFM, EM, OM, DLS, ELS, IR, potantiometry, DSC, SEC, ACE, etc. were explained in
detail and informations about their applications on literature were represented.

Moreover on this work, experimental studies about the usage of complexes in immunology
were given. The results of examinations on aqueous solutions of BSA mixtures with
polyelectrolyte like PVP, PAA and PSSNa were given. According to these results immugenity
of mixtures depends on the strustures of polyelectrolyte’s and stability of the established
complexes.

Furthermore, immunological effects of polyelectrolyte complexes are examined on infections
like tuberculosis and influenza by searching the ways to pass from artificial antigens to
artificial vaccinees.

Key words: Polyelectrolyte, polymerization, atomic force microscopy (AFM), electron
microscopy (EM), BSA, SEC, immunology, AFM, EM, BSA, SEC, immunoloji, antigen.
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1. POLIELEKTROLIT TANIMI ve GENEL ACIKLAMA

1.1 Genel Giris

“Polielektrolit” terimi “makroiyon” (kovalent olarak bagli anyonik veya katyonik gruplari
tastyan makromolekiil) ve elektrondtraliteyi saglayan diisiik-molekiiler “zit yiiklii iyon” lardan
olusan polimer sistemleri i¢in kullanilmaktadir. Anyonik ve katyonik polielektrolit (PE)

ornekleri Sekil 1.1°de gosterilmistir (Dautzenberg vd.,1994).

Na-polistren siilfonat ve polidiallildimetilamonyum kloriir, 0-14 pH araligindaki sulu
cozeltilerde makroiyon ve zit yiiklii iyona doniismektedir. Ayn1 zamanda poliakrilik asit veya
polietilenimin gibi polimerler, kisith bir pH aralifinda poliiyon-zit yiiklii iyon sistemi
olusturmalarma karsin, genellikle polielektrolit olarak siiflandirilirlar ve asidik ortamda
ayrismamis poliasit olarak veya bazik ortamda ayrismamis polibaz olarak kalirlar (Sekil 1.2);
bu, zayif polielektrolitler icin tipik bir davramistir ve zayif molekiiler elektrolitlerlerde de

oldukga benzer davranislar goriiliir (Dautzenberg vd.,1994).

Diger yandan, seyreltik sulu sistemlerde polimerlerin OH gruplari, 0-14 pH araliginda iyonize
olmadig1 i¢in son derece alkali kosullarda (pH > 14) kismen seliilosat anyonlarina ve zit yiiklii
katyonlarina ayrisma yeteneginde olan seliiloz gibi bir polimer polielektrolit olarak

siiflandirilamaz (Dautzenberg vd.,1994).

a) ~_ CHy —CH ™~

SOj_N0+
b) s CH2 CH2 g i
Ny 7
CH — ?H
CH» CH2
7
W s
e
HiC CH3

Sekil 1.1 a) Sodyum polistiren siilfonat ve b) polidiallildimetil-amonyum kloriir,
9(poli-DADMAC)’ un kimyasal yapisi



Polielektrolitler i¢in 6zel bir durum olan, makromolekiile kovalent olarak bagli hem anyonik
hem de katyonik gruplar1 tagiyan “poliamfolitler” dogada bol miktarda bulunan proteinlerle
temsil edilirler ama ayn1 zamanda cesitli sentetik yollarla da elde edilebilirler. Bu molekiillere
bir 6rnek Sekil 1.3’te gosterilmistir. Tipik bir poliamfolit olarak bu kopolimer asidik ortamda
katyonik ve bazik ortamda anyonik 6zellik kazanirken, “izoelektrik nokta” denilen noktada

(6rnekte yaklasik pH 4) makromolekiilde serbest net yiik bulunmaz.

a) v CHy—CH~A == ~ (Hy _[|ij\, +H?
|
COOH C00"

+ -
b) A CHy—CHp—NH~ + H)0 == ~ CHy=CHy = NHy ~ + OH

Sekil.1.2 Zayif polielektrolitlerin dengedeki ayrismalari a) poliakrilik asit ve
b) polietilen imin

COOH COOH

?H-——CP—-CHQ ﬁ T

Sekil 1.3 Maleik asit- diallilamin kopolimerinin kimyasal yapisi

Prensip olarak, uygun sayidaki iyonik grup, polimer ana zincirine kovalent olarak baglanarak
makromolekiiler kimyasal yapilar1 polielektrolit yapiya doniistiiriilebilir; bunlar da yeterli
miktarda iyonik grup sokulduktan sonra uygun pH’a sahip sulu ortamlarda ¢6ziiniir
bilesimlerde lineer veya dallanmis makromolekiillere doniistirler ancak ¢apraz bagl polimer
durumunda sulu ortamlardaki sisme 6zelligi PE’e doniisiimle artirilir. Cizelge 1.1°de ¢ok
genis sayidaki polielektrolit sinifi listelenmistir. Gilinlimiiziin ticari polielektrolitleri agirlikli
olarak polimerizasyon, polikondenzasyon veya poliadisyon iglemleriyle elde edilmektedir.
Anyonik polisakkarid grubuna ait pektin veya proteinlerin yaygin temsilcisi olarak jelatin gibi

sayisiz PE’de ayn1 zamanda dogadan ¢ikmaktadir.



Cizelge 1.1 Polielektrolitlerin se¢imli siniflandirilmasi

Anyonik ve katyonik polisakkaridler ve polisakkarid tiirevler;
Niikleik asitler

Jelatin

Lignosiilfonik asit

Poliakrilik ve polimetakrilik asit ve kopolimerleri
Maleik asit anhidrit kopolimerleri

Polistiren stilfonik asit

Polietilen imin

Poliaminler veya poliamidler

Iyonlar

Polidiallildimetilamonyum kloriir

Katyonik akrilik asit esterlerinin homo-ve kopolimerleri

Bundan bagka pratik 6nemi olan bazi PE’ ler, selilloz veya nisasta gibi noniyonik dogal

polimerlerin kimyasal degisimiyle olusmaktadir.

Polimer zincir yapisinin ¢esitliligine karsilik, c¢ozelti icindeki PE’in kendine o6zgi
davranisindan sorumlu katyonik veya anyonik bolgelerin degisik kimyasal yapilarinin sayisi

oldukca azdir (Cizelge 1.2).



Cizelge 1.2 Polielektrolitin iyonik bdlgelerinin yapist

-COO -NH;"
-CSS =NH,"
-A.SO3" =NH"
-SO5 -NR;"
-PPO;™

Bu iyonik gruplar genellikle anyonik ve katyonik olarak siiflandirilir; bunlar zayif ve giiclii
asit- baz gruplaridir. Siilfonat, siilfanat yari-ester ve tetraalkilamonyum gruplan “giiglii PE”

denilen grubun temsilcileridir.

Iyonik bolgenin asit ve baz giiciiniin yaninda, polimer zinciri boyunca komsu anyonik ve
katyonik yiikler arasindaki ortalama uzaklik, PE davranisim1 (6zellikle ¢6zliinme durumunda)

belirlemede sonuca gotiiren bir parametredir.

Bu yiik tasima yogunlugu veya yiik yogunlugu, zincir bag geometrisi dikkate alinarak, iyonik
bolgeler arasindaki ortalama uzaklik olarak veya kopolimerler durumunda monomer birim
basina ortalama iyonik bolge sayisi olarak tanimlanir; Ortalama yiik yogunlugu yaninda zincir
boyunca iyonik bdlgelerin dagilim diizeni de PE o6zelliklerini 6nemli derecede etkileyebilir
(6rn. ¢oziinirlige gore). Bir kopolimer i¢cinde 10 monomerik birimde birden fazla iyonik

bolge bulunursa tipik PE davranisi beklenebilir.

Asit veya baz giiclinliin ve yiikk yogunlugunun yaninda, PE 6zelligini belirlemede iigiinci
onemli nokta yiiklii bolgelerin makroiyonun molekiiler geometrisi igindeki yerleridir. Sekil
1.4’e gore iyonik bdlgelerin polimer zincirinin bir pargasi oldugu integral tipli PE ile yan
zincir olarak ana zincirine eklenen iyonik bolgeli pendant tipi ara uzunlugundaki genis
cesitlilikle ayirt etmekteyiz. Yiikli bolgelerin geometrik pozisyonu Ozellikle polianyon-

polikatyon kompleks olusumuyla iligkilidir.



a) —~— CHz—CHz—*NH s

|
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Sekil 1.4 integral ve pendant tipli PE a) Dogrusal polietilenimin-integral tipli
b) polivinilamin- pendant tipli

Makroiyonlar1 tanimlayan bu ii¢ parametrenin yaninda, diigiik molekiiler tiirlerin, ¢ozelti
icindeki tiim sistemin ozellikleri (6zellikle ¢oziiniirliik ve yap1 olusumu) {izerinde 6nemli bir
etkisi vardir. Bu, iki 6rnekle aciklanabilir ve zit yiiklii iyonlarin sadece elektronétraliteyi
koruyan rastgele partikiiller olmadigi1 gdosterilebilir. Polidiallildimetilamonyum polikatyonun
kloriirii suda kolayca ¢oziiniirken buna karsilik iyodiir olduk¢a az ¢dziiniir. Suda ¢oziiniir
yiiksek molekiiler seliiloz siilfatin K tuzu %1 ve %2 aras1 polimer konsantrasyonunda kati,
kesilebilir 1siltersinir jel olustururken aymi konsantrasyondaki ayni numunenin Na' tuzu

beklenen viskozitede tiimiiyle normal polimer ¢dzeltisi olusturur.

1.2 Cézeltide Polielektrolitlerin Bazi Ozellikleri

PE ¢ozeltilerinin 6zellikleri, viskozite gibi, sulu ortamin iyonik giiciine baghdir. Iyonik giiciin
artistyla birlikte viskozite yoniinde olusan degisikligin nedeni temel olarak makroiyondaki
elektrik yiiklerinin elektrostatik olarak korunmasidir; Sekil 1.5’te Na-karboksimetilseliilloz’ un
polimer konsantrasyonu c’nin ngpec/c bagimliliginda gosterildigi gibi iyonik gii¢ daha ¢ok

“normal” yiiksiiz makromolekiil davranisina yaklagmaktadir.
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Sekil 1.5 Farkli iyonik siddetlerdeki Na-karboksimetilseliiloz’ un sulu ¢ozeltilerinde polimer
konsantrasyonu c¢’nin Ngpec/c bagimliligi:

(1) eklenen NaCl, (2) 2.5x10™* mol NaCl/litre, (3) 5x10~ mol NaCl/litre ve (4) 5x10~ mol NaCl/litre

Verilen iyonik bir grubun ayrisma derecesini ve s6z konusu PE’in ger¢ek yiik yogunlugunu,
pH belirledigi i¢in iyonik giliciin yaninda, ortamimn pH’1 da c¢ozelti icindeki zayif
polielektrolitin 6zelliklerini 6nemli 6l¢iide etkiler. Bu etki, zayif asit ve zayif baz grubu iceren
poliamfolitin ngpee - pH grafigiyle gosterilmektedir; izoelektrik noktanin pH degerinde, grafik

minimum viskoziteye isaret etmektedir (Sekil 1.6).

{nepfct/ldLig)

Sekil 1.6 Maleik asit ve N-metildiallilamin’ in degisken kopolimerlerinin sulu ¢ozeltilerinin
Nspec — PH grafigi



Yiikli makromolekiiller ve zit yikli makroiyonlar, yilizey aktif maddeler veya kolloid
partikiiller arasinda olusan PE komplekslerine, bir¢ok PE uygulamasi i¢inde bilimsel anlamda
ilgi duyulmakta ve pratik anlamda 6nem verilmektedir. Sekil 1.7°de verilen semaya uygun
olarak stokiyometrik polituzlarin hazirlanmasi deneysel PE arastirmalarinda bir kilometre tasi
kabul edilebilir. Degisik anyonik yiiklii kolloid tiirlerin ¢ok biiyiik miktarinin topaklanma ve
¢okme yetenegi bugiiniin atik su isleminde vazgecilemezdir ve biiyiik miktarda suda ¢oziiniir
katyonik PE iiretimi tesvik edilmektedir. Ancak, makroiyonlarin zit yiikli tiirlerle

etkilesimleri, cogunlukla elektrostatik etkilesimler ile olur.

A. snNall

c ¢ oo ¢

Sekil 1.7 Polianyon-polikatyon polituzlarinin sematik olusumu

Cozelti i¢indeki PE’in 6zellikleriyle iligkili olarak belirtilmesi gereken tiglincii nokta oldukca
yiiksek iyonik iletkenlikleridir; iyonik iletkenlik makroiyonlarin ve ayni zamanda yiikli
polimer kolloidlerin elektrikli bir alanda diisiik molekiiler iyonik tiirlerin hizindan tabii ki
daha diisiik bir hizda gociiyle sonuglanir. Iyonik iletkenlik ayni zamanda, sistemdeki su
miktarina son derece bagl olan, PE jellerinde ve su emmis kati durumdaki PE de de goriiliir.
PE-su sistemlerinin bu elektrokimyasal Ozellikleri kisaca yaygin PE karakterizasyon

tekniklerinin yaninda 6nemli uygulama alanlarinin temelini de olusturmaktadir.



2. POLIELEKTROLITLERIN SENTEZi

2.1 Giris
Bu boliimde polielektrolit hazirlama ve ortaya ¢ikan polimerlerin kimyasal yapisi tlizerinde

durulmaktadir.

[lk olarak, ¢ok iyi bilinen polimer kimyasi metotlartyla yiiriitiilebilen sentetik
polielektrolitlerin sentezi agiklanacaktir: homojen ve heterojen fazda serbest-radikal
polimerizasyonu, iyonik polimerizasyon, polikondenzasyon, poliadisyon ve polimer
modifikasyonu. Boliimiin ikinci kisminda dogal polimerler temel alinarak izolasyon,
hazirlama ve polielekrolit yapilar1 tartisilacaktir. Burada, Onceden olusturulmus
poliektrolitlerin olagan ayirma teknigiyle dogal iirlinlerden izolasyonu, izole edilmis
noniyonik biyopolimerin kimyasal modifikasyonu ve bu iki metodun kombinasyonu goz
oniine almmustir. 1lk durumda, sentetik yollar ¢ok cesitlilikte kimyasal yap1 ve &zelliklere
sahip ¢ok sayida polimer ortaya ¢ikarmaktadir. Bunun nedeni kisitli sayidaki katyonik veya
anyonik gruplarin bilinen herhangi bir polimer ana zincirine pratik olarak eklenebilmesi
gercegidir. Buna ek olarak, farkli miktarlarda iyonik ve noniyonik monomerik birim igeren
kopolimerlerin senteziyle kimyasal yapi degistirilebilir. Bu, kopolimerlerde kati yiizeyler
tizerinde ve c¢ozelti icindeki molekiillerle etkilesim olasiliklart ve cok degisik ¢ozelti

ozellikleri belirten hidrofilik ve hidrofobik komonomerleri kapsamaktadir.

Dogal polimerlerden polielektrolit hazirlanmasinda baslangic biyopolimer smifi ¢ok
onemlidir ve kisith sayidaki deneysel teknikleri belirlemektedir. Bu nedenle, boliimiin ikinci

kismi igerilen polimerlerin dahil olduklar1 siniflara uygun olarak yapilandirilmstir.

Olusan polielektrolitler temel olarak elektrokimyasal diisiincelerle siniflandirilmistir: yiik
yogunlugu ve dagilimi, yiiklerin makromolekiildeki yerlesimleri, poliamfolitlerde katyonik
yiiklerin anyoniklerle iligkisi dahil olmak {izere yiik tipi. Tipki diger polimerler gibi,
polielektrolitlerin 6zellikleri de makromolekiillerin mimarisiyle belirlenmektedir, 6rn. Lineer

veya dallanmis yapi.

Polielektrolitlerin biiylik c¢ogunlugu molekiillerin istatistiksel dagilimi, elektrokimyasal,

kimyasal ve molekiiler- geometrik parametrelerle tanimlanir.



2.2 Sentetik Polielektrolitler

Sentetik polielektrolitler zincir biliylimesi yaninda adim biiylimesi mekanizmalariyla ve
onceden olugmus polimerlerin modifikasyonlariyla hazirlanabilir. Birincisi daha ¢ok ticari
olarak onemli olan polimerlerin iiretiminde kullanilir ve boylece serbest radikal baslangiciyla
fonksiyonlastirilmis alkenleri ve iyonik mekanizmalarla gergin halka sistemi iceren
monomerleri polimerlestirir. Zincir biiylime polimerlesme teknikleri ile homopolimerlerin

yaninda, rastgele, degisken, blok veya graft kopolimerler sentezlenir.

Bu polielektrolitlerin kimyasal yap1 ve molekiiler mimarisi monomerin 6zellikleri ile ve
polimerlestirme metotlariyla kontrol edilebilir; Polimerizasyonda, baslatici tipi ve reaksiyon

kosullar1 en 6nemli degiskenlerdir.

Basamak-biiylime yogunlagma reaksiyonlar1 esas olarak polipeptid veya poliniikleotidlerin

sentezinde kullanilmaktadir; bunlar Boliim 2.3’te tartigilacaktir.

2.2.1 Serbest-Radikal Polimerizasyonu ile Sentez

2.2.1.1 Prensipler ve Proses

Yikli vinil monomerlerin serbest-radikal homo- ve kopolimerlestirilmeleri homojen
coOzeltiler yaninda heterojen sistemlerde de yiiriitiilebilir. Cizelge 2.1 bu amagcla kullanilan
bazi tipik monomerleri 6zetlemektedir. Sulu sistemlerde polielektrolitlerin sentezi icin tercih
edilen cozelti polimerlestirmesi li¢ adimdan olusan olagan radikal zincir polimerlestirme
mekanizmasini takip eder: baslangig, yayilma ve son. Reaksiyon serbest radikallerin, elektrik

olarak notr veya ytikli tiirlerin paylasiilmamis elektronla etkilesimleriyle baglar.

Sulu ortamlarda ¢ozelti polimerlesmesi, organik ¢ozeltilere gdre daha yiiksek molekiiler
kiitleye sahip polimerler meydana getirir. Bunun nedeni, suya zincir transferinin ¢ok diisiik
olmasi1 ve yayilan polimer radikali etrafinda gii¢lii bir sekilde bagli olan hidrasyon kabugudur;
hidrasyon kabugu radikal merkezi korur ve sonlanmay1 engeller (Hamilton ve Tighe, 1989).
Ancak, elde edilen yiiksek dereceli doniisiim sonunda, nihai polimer ¢ozeltisindeki ¢ozelti
polimerlesmesi yiiksek viskozite nedeniyle bir dereceye kadar diisiik monomer
konsantrasyonlariyla sinirlidir. Bu zorluklar, siirekli kusak {izerinde radyasyon-uyarili
baslangi¢la oldukca yiliksek konsantre monomer ¢ozeltisinin polimerlesmesiyle iistesinden
gelinebilir. Reaksiyon sonunda elde edilen yiiksek miktardaki kati icerik polimerin son

kurutma iglemine yardimci olur.
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Cizelge 2.1 Tipik iyonik vinil monomerleri

Katyonik (tert-aminler ve kuaterner amonyum tuzlar)

Diallildimetilamonyum kloriir (CH2=CH-CH2)2N+(CH3)2C1'
Dimetilaminoetil akrilat CH,=CH-C00-(CH,),-N(CHj3),
Dimetilaminoetil metakrilat CH,=C(CH3;)-C00-(CH,),-N(CHs),
Dimetilaminopropilmetakrilamid CH,=C(CH3;)-C0-NH-(CH,;);-N(CH3),
Dimetilaminometilakrilamid CH,=CH-CO-NH-CH,-N(CHs),
Akriloksietiltrimetilamonyum kloriir CH,=CH-COO-(CH,),-N"(CH;);CI
Metakriloksietiltrimetilamonyum kloriir CH,=C(CH3)-COO-(CH,)- N'(CH3);CI
Metakrilamidopropiltrimetilamonyum kloriir CH,=C(CH3)-CO-NH-(CH,);- N"(CH;);CI

3-Metakriloksi(2-hidroksi)propiltrimetilamonyum kloriir =~ CH,=C(CH;)-COO-(CH,)- CHOH-CH,- N"(CH3);CI

(3-Akrilamido-3-metil) baytiltrimetilamonyum kloriir CH,=CH-CO-NH-C(CHj3),-(CH,), -N"(CH3);CI

Anyonik (asitler ve onlarin tuzlar)

Akrilik asit CH,=CH-CO00H
Metakrilik asit CH,=C(CH3)-CO0H
Itakonik asit CH,=C(C00H)-CH,-COOH
Kratonik asit CH;-CH=CH-CO00H
Sitirenstilfonik asit CH,=CH-CzHsSOs;H
Etilensulfonik asit CH,=CH-SO;H
2-Metakriloksietilsiilfonik asit CH,=C(CHj3)-C00-(CH;),-SOs;H

3-Metakriloksi-2-hidroksipropilsiilfonik asit CH,= C(CH3)-C00-CH,-CHOH-CH,-SOsH

2-Akrilamido-2-metilpropilsiilfonik asit CH,=CH-CO-NH-C(CHj3),-CH,-SOsH




11

Heterojen sistemlerde iyonik vinil monomerlerin polimerlesmesi hem bilimsel hem de ticari
anlamda ilgi c¢ekicidir. Bu reaksiyonlar organik siirekli fazda ters emulsiyon veya
mikroemulsiyonla veya su ve organik ¢o6ziicliler kullanilarak ¢dkme islemi olarak

yiirtitiilebilir.

Bugliniin ticari polielektrolitleri biiylik capta ters emulsiyon islemiyle elde edilir (Sekil 2.1).

Sekil 2.1 Ters emiilsiyon polimerizasyonu

Burada, sulu monomer ¢dzeltisi parafin veya ksilen gibi polar olmayan organik ¢6ziicii icinde
esas olarak sorbitan monoolat gibi diisiik hidrofilik-liyofilik dengeli iyonik olmayan yiizey

aktif madde kullanilarak dagitilir.

Ters emulsiyon polimerlesme kinetik islemi, genellikle geleneksel emulsiyon
polimerlesmesini veya bunun baz1 kisimlarimi  kullanir ama geleneksel emulsiyon
polimerlesme mekanizmasi bir dereceye kadar daha az anlagilmistir. Nedenlerinden biri, ters
kafesin daha az stabil olmas1 ve ¢ok genis bir partikiil boyut dagilimina sahip olmasidir ve
kinetik calismalarda ¢ok yararli olan monodispers tohum kafeslerinin kolloid-kimyasal

nedenlerle geleneksel kafesler i¢in genis ¢apta bulunamamasidir.

Cozelti polimerlestirmeyle karsilagtirildigi zaman ters emulsiyon isleminin bazi 6nemli

avantajlar1 vardir:

1. Damlaciklardaki yiiksek monomer konsantrasyonu nedeniyle yiliksek molekiiler kiitleli
polimer tiretimi

2. Reaktordeki miikemmel 1s1 transferi ve dagilimin goreceli olarak diisiik viskozitesi
nedeniyle son reaksiyon iiriiniindeki yiiksek polimer miktar1 (%25 — 40 agirlik)

3. Ters kafeslerin kolay islenmesi

4. Uygulamadan 6nce fazla miktardaki su i¢inde invert edilerek seyreltik sulu polimer

¢Ozeltisinin direkt olarak hazirlanmasi
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2.2.1.2 Katyonik Polielektrolitlerin Serbest-Radikal Polimerizasyonu ile Sentezi

Poliamin ve polimerik kuaterner amonyum tuzlari, sentetik katyonik polielektrolitlerdir ama
polimerik sulfonyum ve fosfonyum bilesikleri de bilinmektedir. Ticari polimerler, yiiksek
konsantrasyonlarda ve yiiksek doniisiim oraninda hazirlanirlar. Ayirma islemlerindeki islem
yardimlar1 gibi katyonik polielektrolit alanindaki temel uygulama alanlari, yiiksek molekiil
agirhigina sahip polimerleri gerektirir (6rn. 10° g/mol). Monomerler dikkatli bir sekilde
saflastirildiginda yiiksek molekiil agirliklarina  erisilebilir. Diisiik 1s1 polimerlesmesinde
inhibitdrler, zincir transferi ve ¢apraz bag ajanlarindan kesin olarak sakinilir. Sonuncusu bu
derecelerde etkili olan baslaticilara ihtiya¢ duyar, katyonik azo bilesikleri veya redoks
sistemleri gibi. Yiiksek molekiiler agirligina sahip bilesiklerin olusumunu destekleyen 6zel
kinetikler ve polimerlestirme 1sisinin etkin dagilimi nedeniyle tercih edilen teknik, ters

fazlarda polimerlestirmedir.

Katyonik esterlerden ve metakrilik asit ile akrilik asidin aminlerinden tiirevlendirilmis
katyonik polielektrolitler ¢ok dnemlidir. Her iki asidin de 150 den fazla alkilaminoalkil tiirevi
bilinmektedir (Luskin, 1974) ve bunlardan bazilar1 Cizelge 2.1° de verilmistir.

Homopolimerler olarak sadece kuaternize tiirevleri Sekil 2.2° de verilmistir.

R CHs
Lol Lo
CHe” (I: n 2 | n
cC=0 (Ij =0
1 .
0 0
(CHZ)Z- N* (CH3)s CH,— (I?H = CH, - N* (CHa)a
X~ OH X~
P
CH,-CH *I; CH,-C
‘L 2 (i: %n 2 | n
£ =0 Ch F=o
NH — C — (CH,),- N*(CH3)3 NH — (CH,)5- N+(CH5)3
|
CHy; X7 e

R = H CHy ; X = CI", CH0S0,"

Sekil 2.2 Metakrilik ve akrilik asitten tiirevlendirilmis polimerik kuaternize amonyum tuzlari

Sulu ¢ozeltide akrilik ve metakrilik asidin tersiyer amino esterlerinin ve tersiyer amino
amidlerinin polimerlestirilmesi islemi, aminleri protonlandirilarak ¢6ziiniirliigii saglamak ve

aminlere zincir aktarimini engellemek i¢in, temel olarak diisiik pH degerlerinde devam eder.
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2.2.1.3 Anyonik Polielektrolitlerin Serbest-Radikal Polimerizasyonu ile Sentezi

Anyonik polielektrolitler, yiiklii bolgenin kimyasal yapisina bagli olarak zayif asidik
polikarboksilik asit ve kuvvetli asidik polisulfonik asit olarak ayrilabilirler. Akrilik asit (AA)
ve metakrilik asidin (MAA) lineer polimerleri (Sekil. 2.3) diger vinil monomerleri i¢in
kullanilan genel serbest radikal baslangi¢ sistemiyle birlestirilebilir; bu da esas olarak ataktik
polimerlere yol agar. Poliasitlerin hazirlanmasi1 ve Ozellikleri ile ilgili literatiirde ¢ok sayida

calisma mevcuttur (Nuyken ve Latterman, 1992).

CH
'ECHz—CH} «ECHZ—}:H
I Ja | 1,

COOH COOH
() ()
COOH
|
‘ECHz—” c E} CH — CH}-
l n I t n
CHz — COOH CH3 COOoOH
() (V)
CH3
|
CHo— CIH CHpy—
C|O L c’o n
N’H NIH
|
li-?(CHa)z (i:(CH;r,)z
CHa CHo
| I
COOH COOH
{Vv}) (Vi)

Sekil 2.3 Zayif asidik polielektrolitler (I) Poliakrilik asit; (II) Polimetakrilik asit;
(IIT) Poliitakonik asit; (IV) Polikratonik asit; (V) Poli 3-akrilamido-3-metilbutanoik asit;
(VI) Poli 3-metakrilamido-3-metilbutanoik asit

Polimerlestirme, asitlerle veya onlarin tuzlariyla yiriitiilebilir. Polimerlestirme temel olarak
sulu ¢ozeltilerde ilerler; ancak susuz ortam ve ters emiilsiyon veya ters siispansiyon teknikleri
de kullanilabilir. %20’den daha diisik konsantrasyonlardaki sulu ¢dozeltilerde asit
reaksiyonlar1 kolayca kontrol edilir. Ancak polimerlestirmenin yiiksek 1sis1, yliksek
konsantrasyonlardaki polimerlestirmenin kontroliinii zorlastirir. Bu kosullar altinda reaksiyon
capraz bagli polimerle sonuglanabilir. Saf monomerik asidin ¢ok dikkatli bir sekilde islenmesi
gerekir ¢iinkii sulu halde biiylik bir hizla kendiliginden polimerlesirler ve polimerin

parcalandigi sicaklik degerlerine biiylik bir hizla erisirler.
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2.2.1.4 Poliamfolitlerin Serbest-Radikal Polimerizasyonu ile Sentezi

Poliamfolitler serbest-radikal polimerlestirme yontemi ile kolaylikla hazirlanir. Hem anyonik
hem de katyonik yiiklerin varligi bu polimerlerin ¢6zelti ve kat1 hal 6zellikleri lizerinde
etkilidir. pH, yogunluk, iyonik gii¢ ve eklenen tuzlarin tipiyle konsantrasyonu ¢ozelti i¢indeki
amfolitik polimerin hidrodinamik hacmini etkiler. Diisiik molekiiler elektrolitlerin
yoklugunda poliamfolitlerin biiylik bir miktar1 sulu ¢ozeltilerde ¢6zlinmez ama hidrojel olarak

bulunurlar.

CH
[
CHz_ClH CHQ_? CHz—CH
S o)
i He
(CH2)2 [
| (CH2)3
N
RN s03°
CH3 CHa

(n ()

Ci“la
JECHZMHHCHQ— I il
|
z:lo o "

n c
|

NH NH
| |
C(CH3)2 (CH2)3
lo
CHz CH3— N— CHj3
s |
503 H

(n)

Sekil 2.4 Poliamfolitler (I) Akrilik asit ve dimetilaminoetil-metakrilat’ tan tesadiifi olarak
olusan kopolimer; (IT) Bir iyon ¢iftinden olusan kopolimer; (III) Bir betain monomerinden
olusan polimerik siilfobetain

Serbest-radikal polimerlesmesiyle poliamfolitlerin sentezi (Salamone ve Rice, 1989) asagida

belirtilen yolu takip eder (Sekil 2.4):

1. Akrilik asit ve dimetilaminoetilmetakrilat gibi asidik ve bazik vinil monomerlerin
kopolimerizasyonu rasgele kopolimerlerle sonuclanir. pH’taki degisiklikler, igerikteki
iyonize olabilen monomerlerin reaktifliginde degisikliklere yol acar; Ornegin
coziinmeyen akrilik asit ve karboksilat anyon. Bu nedenle klasik iki-bilesenli

kopolimer denklemi uygulanamaz.
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2. Cozelti veya emiilsiyon i¢inde amfolitik iyon-¢ifti komonomerlerinin
polimerlestirilmesi. Bu monomerin amfolitik ¢ifleri, vinilik katyon monomerin karsitt
olan vinilik anyon monomerlerden olusur. Polimerize olamayan iyonlar burada yoktur.
Monomer c¢ifti izole edilip nitelendirilebilinir. Bu iyon ¢iftlerinin polimerlestirilmesi,
tek  tek  polimerize  olabilen  vinil  parcalari  bulunan = monomerin
homopolimerlestirilmesinde tartisilmistir (Salamone vd., 1980). Sonu¢ polimer
yigininda, polimer zinciri boyunca asili olan katyonik ve anyonik yiiklerden molar
olarak esit miktarda bulunur. Yigin boyunca yiik dagilimi rastlantisaldir ¢ilinkii
polimerler degisken degildir ve ilave olarak her bir polimer zincirinde esit miktarda

katyonik ve anyonik birimin bulunmasi gerekli degildir.

3. Sulfobetain veya karbobetain monomerlerinin polimerlestirilmesi. Ortaya ¢ikan
polimerlerin 1yl tamimlanmis iyonik yiikk yerlesimi vardir. Sulfobetainler
karbobetainlere gore daha fazla ilgi uyandirmislardir ¢iinkii bu zwitteriyonlar daha
genis bir pH araliginda diiyonik formlarinda kalir. Her bir monomer grup aym asili
grup lizerinde hem anyonik hem de katyonik bolgeleri bulundurur. Bu monomerler
sulu ¢ozeltilerde kolayca polimerlesirler. Tabii ki, her iki yiik de bir asili grupta sabit
oldugu i¢in sonu¢ polimer zincirlerinden herhangi bir tanesi pozitif ve negatif yiikler
acisindan esittir. Polimerik sulfobetainlerin ¢ogu suda ¢oziinmez; hidrojel 6zellikleri
gosterir. Bu 6zellik katyonik ve anyonik yiiklerin molekiiller i¢inde ve arasinda iyonik
etkilesimlerin nedenini acgiklayabilir. Basit tuz eklenmesi polimerlerin sudaki
¢Oziiniirliiglinii artirir. Polielektrolitlerin davraniglarina karsilik polimerik zwitteriyon

cozeltilerinin viskozitesi tuz konsantrasyonun artisina paralel olarak artar.

2.2.1.5 Polielektrolitlerin Serbest-Radikal Polimerizasyonu ile Sentezinin Ozellikleri

Yiikli vinil monomerlerin serbest radikal polimerlesmesi yliksiiz monomerlere gore bazi
ozellikler gostermektedir. Ozelliklerin ¢ogu, yiiklerin ve ters yiiklii iyon (counterionlarin)
varlig1 nedeniyle olusan molekiiller i¢i ve arasi etkilesimlerle ortaya ¢ikar. Zayif asit veya
zayif bazlarin polimerlesme hizi ortamin pH’indan etkilenebilir. Metakrilik asitte goriildigi
gibi vinil karboksilik asit ve ilgili anyonlarin degisik reaktifligi bunun nedenidir. Doymamis
aminlerde, yiikiin ¢ift bag reaktifligi lizerine etkisi belirtilmemistir ancak protonlanmamis
amin ¢ok aktif bir zincir transfer ajanidir. Iyonize olabilen monomerlerin kopolimerlesme
tizerine etkisi de pH ile degisir. Bu degisim, pH bagimli monomer reaktiflik oranlari

degisiklikleriyle gdsterilmistir.
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2.2.2 lyonik Polimerizasyon ile Sentez

2.2.2.1 Prensipler

Iyonik polimerizasyon, serbest-radikal polimerizasyon gibi zincir biiyiime mekanizmastyla
ylirlir ama biiyliyen zincir sonlart katyon veya anyondur. Buradaki 6nemli nokta ters yiikli
iyonlarin elektrostatik olarak biiyiiyen zincir sonlarinda tutulmalaridir ve bdylece monomer
birimlerinin eklenmesinde sterik etki uygulayabilir. Biiyliyen zincir sonlar1 aym yiikleri
tasidiklarindan bimolekiiler bir sonlandirma reaksiyonu yer almaz. Bu nedenle iyonik
polimerlesme serbest radikal polimerlesmesine gore daha yiiksek miktarlardaki aktif

merkezlerle ve 10% — 10° oraninda daha hizli devam eder.

Anyonik halka ac¢ilma polimerlesmesine Orneklerden biri, normal niikleofilik bilesen
kullanarak tii¢ {iyeli oksiran halkasi igeren monomer polimerlesmesi ve kuvvetli baz

baslangiglartyla N-karboksi-a-amino asit anhidrit (oksazolidin-2,5-diyon) polimerlesmesidir.

Diger bir 6rnek, amino asitlerin fosgenle reaksiyonuyla monomerin sentezi sonrasinda o.-

amino asitten hazirlanan polipeptid hazirligidir (Sekil. 2.5).

CO—0 CO—0
e NH—CH—CO— N + N\ —_—
R CH — CO CH — CO
| |
R R
6]
TOO coO—o0
‘ + monomer
wiw MH—CH=—=CO—N—CH—CO—N I —_—
-CO2
R R ClH-""CO
R
co—o0 CO—0
/7 o 7
-{NH—CH—CD}N | + N I
| 2 N\ AN
R CH —CO CH —CO
R R

Sekil 2.5 N-karboksi-a-amino asit anhidritlerinin anyonik halka agilma polimerizasyonu ile
sentezi
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Katyonik halka agilma polimerizasyonu, siklik esterler, siklik aminler, siklik laktonlar ve
siklik asetaller gibi pek¢ok monomer ile yiiriitiilebilir. Aminlerin reaksiyonu, suda ¢oziinebilir

polimerik aminler ve amonyum tuzlarina sebep olabilir.

2.2.2.2 Katyonik Polielektrolitlerin Tyonik Polimerizasyon ile Sentezi

Poliaminlerin ¢ok biiyiik bir miktari, gergin halka sistemli veya aktif ¢ift bagli monomerlerin
katyonik veya anyonik polimerlesme reaksiyonlarindan elde edilir. U¢ veya dért iiyeli siklik
iminlerle (aziridan ve azetidanlar) bes veya alt1 liyeli iminoester monomerlerin (2-oksazolin
ve 2-oksazinler) polimerlesmesiyle ilgili miikemmel bir arastirma yayinlanmistir (Tomalia,
1992). Bu monomerlerin gelismis tekniklerle ¢ok cesitli polimerlesmesi ve sentetik stratejiler
sadece uzun zamandir bilinen rasgele dallanmis polimerlere degil ayn1 zamanda tasarlanmis
mimariye sahip makromolekiillere de yol agmistir (6rn. lineer, yildiz dallanmis, starburst
dallanmis homopolimerler, makrosiklik oligomerler yaninda rastlantisal, degisken, graft ve

blok kopolimerler).

2.2.3 Basamakh Polimerizasyon ile Sentez

2.2.3.1 Prensipler

Basamak polimerlesmesi, stabil ara maddeler yoluyla adim adim ve bagimsiz olarak
reaksiyona giren en azindan bifonksiyonel monomerlerin reaksiyonu olarak nitelendirilir.
Zincir biliylime polimerlesmesinin aksine bu ara maddeler, monomerlerle ayni reaktifligi
gosterir. Bu nedenle degisik temel reaksiyonlar arasinda mekanik olarak bir ayirim yapmaya
gerek yoktur. Bu sebeple, zincir biiylimesi sadece monomer ilavesiyle degil oligomerlerin
veya makromolekiillerin birbiri ile reaksiyonu ile ilerler. Polimer, oligomer ve monomerlerin

bir arada bulundugu karisimda reaksiyon bir denge halindedir.

2.2.3.2 Polielektrolitlerin Polikondenzasyon ve Poliadisyon ile Sentezi

Marvel ve Littmann (1930,1933) lineer katyonik polielektrolit iiretmek i¢in w-bromoalkil
dietilamin’in kendi kendine yogunlagmasii bildirdiklerinden beri, ana zincirinde azot
bulunan polimerik kuaterner amonyum bilesikleri bilinmektedir. Bu tip polimerler i¢in jenerik
isim olarak genellikle “Iyonen” kullanilmaktadir. Iyonenler ya ditersiyer aminlerle
dihalidlerin Menshutkin reaksiyonuyla veya aminoalkilhalid’lerin lineer kuaterner
polielektrolit olusturmak {izere kendileriyle reaksiyonuyla sentezlenebilir (Sekil 2.6).
Dihaloalkenlerin ditersiyer aminoalken’lerle reaksiyonu kapsamli bir sekilde incelenmistir. x

ve y, 3’ten kii¢lik oldugu siirece hicbir polimer olusmamustir. x ve y 3’e esit veya 3’ten biiytik
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oldugu zaman 40.000 g/mol ortalama molekiiler kiitleye sahip polimerler elde edilebilir.

Kat1 iyonenlerin ozellikleri, genellikle yiik yogunluguna bagl olarak cok degisiktir. Yiiksek
ylk yogunluguna sahip iyonenler inorganik tuzlar gibi giiclii iyonik etkilesim gdsterir ve tek
kristaller elde edilebilir. Ancak, diislik ylik yogunluguna sahip iyonenler daha camsi, organik

polimer maddeleri 6zelliklerini gosterir (Dominguez vd., 1989).

R R |

R

\ / s

n N—(CHa)y—N * nX—(CHa)y=—X —— NZ— (CH gl — N (CH2ly (n
/ N | l |

R R R o R c n
X x°

R
R \ |
n /N““(CHZJ'X_ X— fil — (CHp)y ()
R

R mn

Sekil 2.6 Dihalidler ve tersiyer aminlerin poliadisyonu ile iyonenlerin sentezi (1),
aminoalkilhalidlerin reaksiyonu ile iyonenlerin sentezi (II)

2.2.4 Sentetik Polimerlerin Kimyasal Modifikasyon ile Sentezi

2.2.4.1 Prensipler

Sentetik polimerlerin kimyasal modifikasyonu, klasik organik kimyanin herhangi bir
reaksiyonuyla ilerleyebilir ama reaktanlarin kii¢iik molekiiller mi yoksa makromolekiiller mi
olduguna bagli olarak reaksiyonun mekanizmast ve kinetigi oldukca degisebilir. Polimer
icindeki fonksiyonel gruplarin reaktifligi, komsu gruplarin niteliklerine, zincirin niteligine,

uzunluguna, diizenine, polimerin morfolojisine ve deney kosullarina baghdar.

Makromolekiiliin fonksiyonel gruplarinin lokal konsantrasyonlarinin seyreltik c¢ozeltilerde
bile yiiksek oldugu goz oOniine alinirsa komsu etkilerinin ¢ok 6nemli olmasi oldukca agik
olarak anlagilabilir. Polimerik esterlerin veya amidlerin hidrolizi sirasindaki elektrostatik ve

hidrofobik etkileri buna Ornektir.

Modifikasyon reaksiyonlari, homojen ve heterojen fazlarda gergeklesebilir. Reaksiyonun
basinda ortam ¢ozeltisinde ¢oziinebilen bir polimerin ¢dziiniirligiiniin, reaksiyon arttikca
azaldig1 siklikla gozlenir. Bu sebeplerle, reakte olmamis gruplarin elde edilebilirligi
engellenir ve hiz diiser veya reaksiyon tamemen sonlanir. Reaksiyon ortaminda ¢oziinmeyen

polimerlerin modifikasyonu, kristal yapilar1 géz dniinde bulundurularak tanimlanir.
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Sentetik polimerlerin kimyasal modifikasyonu genel olarak yerine koyma, ekleme,
eliminasyon ve izomerizasyon reaksiyonlarini kapsar. Polielektrolitlerin sentezi genellikle
hidroliz, aminasyon, kuaternizasyon, siilfonasyon, halka agma Mannich reaksiyonlariyla
devam eder. Bu reaksiyonlar kullanilarak tek tek polielektrolitlerin ¢ok biiyiik miktart

sentezlenmistir.

2.2.4.2 Katyonik Polielektrolitlerin Polimer Modifikasyonu ile Sentezi
Katyonik polielektrolitler poliakrilamidlerden asagida belirtilen reaksiyonlarla elde edilebilir

(Sekil 2.7); birinci reaksiyonun ticari onemi vardir:

*PCHg—-CH% + n HCHO + nRpNH ———= '{vCHz"—CIH%

| n n
c‘o co R
NH NH—CHp—N
2 \
R
'ECHE“'CH% + nRpN—(CH3)3=—=NHp ——= -[-CHQ— C|H%
| o "
co co R
l NH-——(CH1) 4
NH = {CH2g}3===N

NaOClI | |
J— ——— CHp— CH

| CHy—CM I” NaOH 2 | n
NH3

Sekil 2.7 Poliakrilamidin modifikasyonu

1. Formaldehid ve dimetilamin’in poliakrilamid ile asili tersiyer amin gruplar elde etmek
lizere baz katalizérli Mannich reaksiyonu. Bu polimer ara {iriin metilol tiirevinin
varligtyla ve nihai polimerde bu gruptan kii¢iik bir miktardaki artik nedeniyle olusan
capraz baglara kars1 duyarhdir. Stabil polimerler amin fonksiyonlarinin ardi ardina

gelen kuaternizasyonuyla ortaya ¢ikar.
2. Tekrar asili tersiyer amin gruplu poliaminle sonuglanan poliakrilamidin birincil ve
tersiyer amin fonksiyonlarina sahip aminlerle reaksiyonu.

3. Bazik hipoklorit kullanarak poliakrilamidler iizerinde Hoffman reaksiyonu. Amin

grubu sokmak i¢in olan bu yaklagim polivinilaminlerle sonuglanir.
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2.2.4.3 Anyonik Polielektrolitlerin Polimer Modifikasyonu ile Sentezi

Polielektrolit igeren karboksilik gruplarin sentezlenmesinde kullanilan en yaygin ve ticari yol,
monomerik asit islemenin tehlikelerini ortadan kaldiran polimerik ester veya amidlerin
hidrolizidir (Sekil 2.8). Poliakril esterlerinin hidrolizi, anyonik poliakrilik asit elde etmek i¢in
akrilik asidin polimerlestirilmesine alternatif bir metottur. Hiz, coziicliye baglidir ama
genellikle diisiik molekiiler kiitleli esterlerin hidroliz hizindan daha yavastir. Baslangi¢
maddesine bagh olarak degisik toksiteye sahip polimerik asitler ede edilebilir. Sindiyotaktik
esterlerin hidrolizi sonucunda sindiyotaktik tuzlar ve izotaktik esterlerin hidrolizi sonucunda

izotaktik tuzlar elde edilir.

{C Hz——CH %
| “4n

CO0O—R

-ECH?'—"CH%'
| Hn

/ COOH
‘{‘CHE"—CH }
| 4n

CO=—NH2

COOH COOH

CH—CHHCHE—-CHA} _— ‘ECH—CHHCHZ_CH}
| | n n | I n Lt
co Cco

No”

Sekil 2.8 Polimerik karboksilik asitlerin hidroliz ile sentezi

2.2.4.4 Poliamfolitlerin Polimer Modifikasyonu ile Sentezi

Cesitli degisik modifikasyon reaksiyonlari poliamfolitlerle sonuglanir. Asagida tipik bir 6rnek
Ozetlenmistir (Sekil 2.9). Maleik anhidrid, degisken kopolimerlerin asir1 diaminlerle aminoliz
reaksiyonlart sonucunda amin ve karboksilik gruplar igeren diizenli poliamfolitlerin
olusumuna yol acar. Halkada amid baglar1 bulunan, siklopolimerlesmeyle kolayca hazirlanan,
siklik polimerlerinin hidrolizi diizenli poliamfolitlerle de sonuglanir. Onceden olusturulmus
polimerlerde yapilan Curtius-, Lossen-, ve Hoffmann-tipi diizenlemeler sirasinda komsu
fonksiyonel gruplarin etkilesimi olduk¢a diizenli bir siralamayla poliaminokarboksilik asit

olusumuna yol agabilir.
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Sekil 2.9 Poliamfolitlerin polimer modifikasyonu ile elde edilmesi

2.2.5 Hidrofobik Olarak Modifiye Edilmis Polielektrolitlerin Sentezi
Hidrofobik grup igeren suda ¢dzlinen polimerler, hidrofobik etkilesimler nedeniyle kendi
kendilerine diizenleme yapabilir. Hala izotropik olarak ¢oziiniir ise, homojen olarak ¢6ziinen
polielektrolitlerle tek katman ve vezikiiller gibi kapsamli bir sekilde kendi kendilerini
organize eden ama faz olarak ayrilmis sistemler arasinda bir pozisyona sahip olurlar. Bu son
derece farkli sistemler arasinda derece derece farkli 6zellikleri olan gecisler vardir. Az sayida
hidrofobik grubu olan polielektrolitler molekiiller arasi agregasyon nedeniyle gelismis petrol

tiretiminde bilinen kalinlastiricilardir.



22

2.3 Dogal Polielektrolitler
Suda ¢oziiniir PE hazirlamak i¢in ilgili dogal polimer siniflar1 polisakkaridler, proteinler,
nukleik asit ve lignindir. Baslangi¢c maddesine ve istenen PE yapisina bagl olarak, PE bu

biyopolimerlerden birkag yolla elde edilebilir:

1. Daha onceden olusmus bir PE’in ekstraksiyon/¢coktiirme teknigiyle dogal {iriinden
ayrilmasi.

2. (Coziiniir bir PE elde etmek amaciyla daha 6nceden olusmus iyonojenik grubu serbest
birakmak ve/veya dogal iirlinli bozmak icin ektraksiyon ve kimyasal modifikasyonun
bilesimiyle ayrilma

3. Ayrilmis noniyonik polimerin anyonik veya katyonik PE’ ye tiirevlendirilmesi.

Dogal polimerden PE hazirlamadaki genel problemlerden biri, dogal polimerlerin tiire bagimli

olarak kompozisyonunda degisiklik gostermesidir.

2.3.1 Niikleik Asitler
Polielektrolitler tarafindan bakildiginda niikleik asitler, amfolitik polielektrolittir; 6rn. fosforik
asit ve deoksiriboz, riboz birimlerinin sirasiyla heterosiklik zayif baz ekli karbohidrat
birimiyle olusan integral tip poliesterler. Sulu sistemlerde, asidik fonksiyona sahip bu niikleik
asitler genellikle, fosforik aside zit yiiklii iyon olarak davranan Na+ iyonlariyla birlikte,
anyonik PE olarak davranir. Sekil 2.10° da bu prensibi gosteren, DNA’ nin yapisi

verilmektedir.
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Sekil 2.10 DNA’ nin kimyasal yapist: (sol) DNA’ nin tekli dizisin sematik yapisi; (sag) timin,
sitozin, adenin ve guaninin kimyasal formiilleri

Niikleik asit yapisinin ¢ok ¢esitliligini saglayanlar:

1. Ana zincirin seker parcasina eklenmis heterosiklik zayif N-baz adenin, guanin, timin,
sitosin ve urasil tipinin ve siralamasinin se¢imi.
2. Seker birimi se¢imi; Orn. ribonukleik asitte (RNA) riboz, deoksiribonukleik asitte

(DNA) deoksiriboz.

3. Eklenmis heterosiklik bazdan meydana gelmis H-baglar tarafindan dengelenen zincir

yapilanmasi.

Genetik kodu depolayan DNA, 10*’¢ kadar varan molar kiitleye sahiptir. Tamimh baz
siralamasina sahip niikleik asitler glinlimiizde otomatiklestirilmis bir islemle sentezlenirler.
Polielektrolitler tarafindan bakilirsa bu bilesenler model maddeler olarak gittik¢e artan oranda
ilgi cekmektedir. Bunun yaninda, maya iretiminde son {iriindeki nukleik asit miktarini

ekstraksiyon-¢oktiirme islemiyle sabit bir seviyenin altina indirme gereksinimi dogmaktadir.
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2.3.2 Taykoik Asit
Taykoik asit sirasiyla fosforik asitle gliserolden, diyol olarak davranan ve yan grup olarak
seker ve amino asit tastyan ribitol birimlerinden olusur. Suda ¢Oziinlir bu polimerlerin
anyonik oOzellikleri, nukleik asite analog ester baglantisinda bulunmayan fosforik asidin
serbest asit 0zelliginden gelmektedir. Taykoik asitler cesitli mikroorganizmalarda, 6rnegin,

Lactobacillus cerabiosus’ ta bulunur ve bunlardan ayrilabilir (Dutton, 1989).

2.3.3 Polipeptid ve Protein Bazli Polielektrolitler
Bu biyopolimerlerin monomer birimleri, peptid baglariyla bagli R-CHNH,-COOH genel
formillii a-amino karbonik asitlerdir; amino ile bitisik karboksilik grup arasindaki amid
baglar1 Sekil 2.11° de gosterilmistir. Monomer, ilave asit veya bazik fonksiyonlara sahipse
anyonik, katyonik veya amfoterik polipeptid ve proteinler elde edilir. Jelatin gibi, polipeptid
ve protein bazli ¢oziiniir bir PE, bir yandan fizikokimyasal arastirmalarda model bilesikler
olarak kullanilabilir homopolimer polipeptiddir, diger yandan da bozunmus ve deamidlenmis
kolajendir. Poli-L-lisin veya poli-L-glutamik asit gibi iyi belirtilmis bazi homopolimer

polipeptidler de bugiin ticari olarak bulunmaktadir.

0

C¢ C{/ ° Cﬁo

- .

OH

| \ I \ f \

n HEN?H —_ HNCH HNCH + n H,0
i |
R R R

Sekil 2.11 Polipeptid olusumu

2.3.4 Polisakkarid Bazh Polielektrolitler
Dogal polimer bazli ¢oziiniir PE’in ¢ogunda, iyonik gruplarin yan grup olarak eklendigi ve
PE’in askil tipi temsil ettigi polisakkarid omurgasi veya iskeleti bulunur. Cok az bir istisnayla

anyonik PE yiiklii bolge olarak karboksilat veya siilfat yar1 ester gruplarini igerir.

2.3.4.1 Dogal Polisakkaridik Polielektrolitler

Sayisiz anyonik gruplarin bulundugu ¢esitli suda ¢oziiniir polisakkaridler (sakiz), bitkiler
tarafindan iretilir ve 0z, tohum veya kok regineden elde edilir. Bunun yaninda benzer

ozelliklere sahip polisakkaridler hayvan doku sivilarindan elde edilebilir veya mikrobiyal
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iriin olarak bulunabilir. Tiim bu polimerler molekiiler sekil, glukozidik bag ve seker
kompozisyonu (galaktoz ve manoz birimleri sik goriilen bilesenlerdir) acisindan ¢ok biiytik
farkliliklar gosterirler. Olduk¢a kullanigsiz ve komplike izolasyon ve saflastirma iglemiyle
ama soz konusu polisakkaridin kovalent kimyasal modifikasyonu olmadan, dogal iiriinden

elde edilebilirler.

Kirmizi yosunun degisik tiirlerinin alkalin 6n isleminden sonra su ektraksonu ile elde edilen
karaginin, degisken a-1,3 ve -1,4 glukozidik baglarla lineer zincire baglanan substituye veya

substituye edilmemis D-galaktan birimlerden olusur (Dautzenberg vd.,1994). Yapis1 Sekil

2.12’° de verilmistir.

Sekil 2.12 Karaginin yapist

Agar, kirmiz1 yosunun degisik tiirlerinin sulu alkalilerinin yiiksek sicakliklarda ekstraksiyonu
ve daha sonra sicakligin diisiiriilerek c¢oktiiriilmesiyle elde edilir. Agarin noniyonik ve
aniyonik poligalaktanlarin karmasik bir karigimi oldugu diisiiniilmektedir; kimyasal bilesimi
biraz hasat mevsimine baglidir. Bugiinkii bilgimize dayanarak agar noniyonik agaroz ve
agaropektin (agarozdan kitosan PE olusumu sonucunda ayrilabilir) igeren sulfat yari-ester

gruplarindan olusur (Dautzenberg vd.,1994).Yapis1 Sekil 2.13” de verilmistir.

Sekil 2.13 Agar (E406)’ nin yapist
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Algin, suda ¢oziinmeyen Ca™, Mg™ Na', K tuzlanyla alginik asit karisimi olarak
kahverengi yosunda bulunur ve iyon degistirici Ozelligi vardir. Alginik asit (-1,4-D-
mannuronik asit, o-1,4-D-guluronik asit bloklarindan ve mannuronik asit ve guluronik asit

birimlerinin degisik siralamali bloklarindan olusan lineer ¢ok bloklu kopolimerdir

(Dautzenberg vd.,1994).

Traganth, degisik sakkarid birimlerinden (arabinoz, galaktoz, fukoz ve ksiloz) baglanan

galakturonik asitten olusur.

Arap zamki akasya agacinin kabuk eksudatindan yilda ve aga¢ bagina 250 g olarak elde edilir;
5000 y1l 6nce Misir’da madeni boya koyulastirict ve mumya hazirhiginda yapistirici olarak

kullanilmustir.

Cesitli meyvelerin ekstraksiyonlarindan elde edilen pektinler, temel olarak meyvenin
narenciye olmasi durumunda, biiylik Olgiide metanolle esterlesen yanizca poli-a-D-
galakturonik asitten olusur. Ticari iiretimde dogal pektinin izolasyonu son kullanima yoénelik

olarak bu esterin sabunlagsmasiyla birlestirilir.

Goziin camsi kisminda bulunan hyaluronik asit, D-glukuronik asit ile 2-asetamido-2-deoksi-
D-glukoz birimlerinin lineer degisken kopolimeridir. Na-hyaluronat hazirlamak i¢in dogal
tiriin Na,COj; sulu ¢ozeltiyle ekstrakte edilir ve daha sonra kati toz elde etmek icin islenir.

Yapisi Sekil 2.14° de verilmistir.

Glucuronic acid M-acetyl-glucosamineg

Sekil 2.14 Hyaluronik asit’ in yapisi

Heparin degisik hayvan bagirsaklarinda, sivilarinda ve hayvan kaninda bulunur. insanlarda
tibbi kullanim i¢in hayvan organlarindan (6zellikle domuz bagirsaklarindan ve sigir
cigerlerinden) ektraksiyon/saflastirma islemiyle elde edilir. Heparin, mikroorganizmalar1 ve
pirojenik maddeleri yok ederek daha emin bir tibbi uygulama elde etmek amaciyla, ekstraktif

sindirim ve daha sonra ultrafiltrasyon ve iyon-degisim adimlarindan olusan saflastirmayla su
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kabuklusu artiklarindan ayrilabilir. Yapist Sekil 2.15°de verilmistir.

CH S0 COO™ CH,S0 CH,S0,” CH SO_
NHSO_ NHSO_ OSO_ NHSO_ OSO_ NHSO,

Sekil 2.15 Heparin’ in yapisi

2.3.4.2 Onceden Olusmus Iyonik Bélgelerin Serbest Birakilmasiyla Dogal Polimer
Uriinlerinden Elde Edilen Polielektrolitler

Dogal polimer bazli PE’e giden bu yolun temsilcileri pektin ve kitosandir.

Pektinler sayisiz yiiksek bitkiden ozellikle ¢esitli meyvelerin ¢ekirdek ve kabuklarindan
alkalin veya asit ekstraksiyonu yoluyla elde edilir. Pektinler orijin ve ekstraksiyon
prosediiriine bagl olarak %20-60’a kadar metanolla esterlenen karboksil grupla a-1,4-D-

galakturonik asittir (pektik asit).

20.000 — 60.000 araliginda ortalama molar kiitleye sahip tirlinler bazi asetil grup ve ¢ok az
miktarda sakkarid birimi igerir. Jel olusturan pektinlerin iiretiminde sulu asit sisteminin
ekstraksiyonundan sonra etanolle ¢oktiiriilme tercih edilir. Koyulastirict madde (viskozite

yiikseltici) elde etmede alkalin ekstraksiyon prosediirii daha avantajhdir.

Kitosan, (2-amino-1,4-3-glukan) sitinin (N-asetilamino-1,4-B-glukan) deasetillemeyle elde
edilir (Sekil 2.16). Sitin, seliilloz ve nisasta disinda en bol bulunan dogal polimerdir ve
kabuklularin ve bdceklerin kabuklarindan ve bunlarin yaninda mantar miselyumundan
ayrilabilirler. Sitinin diinya ¢apinda yilda milyon ton Olgeginde endiistriyel iiretimi igin
seyreltik sulu NaOH ile kimyasal bir islemle birlestirilmesi sirasinda, son yillarda

fermantasyon isleminin maya iiriinleri ve yenge¢ kabuklar1 kullanilir (Sannan vd.,1976).
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2.3.4.3 Substitiiye Edilmemis Polisakkaridlerin Tiirevlendirilmesiyle Polielektrolit
Hazirlanmas

2.3.4.3.1 Seliiloz Bazh Polielektrolitler
Iyonik substituentler, anhidroglukoz biriminin (AGU) 2, 3 ve 6 pozisyonlarinda bulunan OH

gruplarinin esterlesme, eterlesme veya oksitleme yoluyla seliilloz 1,4-B-glukan zincirine

sokulabilirler.

Bugiin bilinen yaklagik tiim seliiloz tabanli PE’ ler anyoniktir. Bu ayn1 zamanda iki biiyiik

Olcekli iirtin (seliiloz ksantogenat ve karboksimetilseliiloz) i¢in de gegerlidir.

Genis Olgekli iiretim ve birgok durumda seliiloz tabanli PE dahil olmak {izere seliiloz
tiirevlerinin laboratuar 6lgeginde sentezi 2 faz sistemle uygulanir; seliiloz baslangicta en

azindan kat1 fazdadir (Philipp, 1993).

2.3.4.3.2 Ksilan Bazh Polielektrolitler
Kimyasal bakis agistyla, lineer bir ksilan, -CH,OH grubu ¢ikarilmis ve bu nedenle sadece
tirevlendirme i¢in iki OH grubu tasiyan bir seliiloz olarak diisiliniilebilir. Kimyasal yapis1

Sekil 2.16° da verilmistir.

| .
H H A 0
H 0 OH
H O H "
OH H
py H H  OH
L H QH In

Sekil 2.16 Lineer ksilanin kimyasal yapisi

2.3.4.3.3 Nisasta Bazh Polielektrolitler

Birgok bitkide bulunan, tahil ve patateslerden biiyiik 6lgeklerde ayrilabilen nisasta, iki a-bagh
poliglukan (2000 — 4000 ortalama DP’li lineer «-1,4-baghh amiloz (Sekil 2.17))
ve 10° — 3x10° DP’li oldukga yiiksek oranda dallanmis amilopektin’ten olusur (Dautzenberg
vd.,1994).
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Sekil 2.17 Amilopektinin ve amilozun sematik yapisi

Prensip olarak, seliilozla iligkili olarak tartisilan tiim tiirevlendirme reaksiyonlari
(esterlendirme, eterlendirme ve oksidasyon) benzer bir yolla ve genellikle nisasta da olan

benzer maddelerle uygulanabilir.

Seliiloz yap1 ve tiirevlendirme yolu ile benzerliklerinin yanisira iki 6nemli farkin gbz Oniine

alinmasi gerekir:

1. Tiirevlendirmeden 6nce nisastanin yiiksek erisilebilirligi ve suyla afinitesi nedeniyle,
0.1 hatta daha disik bir DS, bircok durumda o6zelliklerde degisiklikleri
gerceklestirmek icin yeterlidir; 6rn. Seliiloz ¢dziiniirligiinde bir degisiklik yapmak
icin genellikle 0.5 DS suda ¢oziiniir tiirev elde etmek i¢in yeterlidir.

2. Nisastanin biiyiik 6l¢ekli tiirevlendirilmesi genellikle direkt olarak kuru veya ¢ok az
sismis hububatla uygulanir, hatta yakin bir zamanda suyla olduk¢a viskoz “partikiil
cozelti” veren akigskan yatakta yiizey modifiye edilmis hububat parcalari elde

edilmistir.
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2.3.4.3.4 Dekstran Bazh Polielektrolitler

Dekstran a-1,6 bagli D-anhidro-gliikoz birimli omurgadan olusan, a-1,2 bagli anhidrogliikoz
birimleriyle dallanmis mikrobiyal bir noniyonik ama suda ¢dziinen polisakariddir. Endiistriyel
olgekte, sukrozdan bakteriyal enzimlerle 10° g/mol molar kiitleye sahip olarak iiretilir.
AGU’nun OH gruplar1 geleneksel yolla tercihan sulu veya kismen sulu ortamlarda homojen

reaksiyon kosullarinda geleneksel yolla elde edilir.

2.3.5 Lignin Bazh Polielektrolitler
Tahtanin temel bilesenlerinden olan lignin ¢apraz bagli bu nedenle de ¢dziinmeyen aromatik
polimerdir. Aril ve alkil eter baglariyla baglanan islevsellestirilmis fenilpropan birimlerinden
olusur. Lignin tahta hamurunda daha fazla islevsellestirilir ve ¢6ziiniir parcalara bozunur.
Tahta parcalan siilfit hamur isleminde i¢cinde SO,, H,SO;, HSOs', ve sirasiyla Ca+2, MgJr2

veya Na' olan sulu bir sistemle 130 - 140°C’ta esterlenir veya eterlenir.

Coziinen lignosiilfonik asit , tahta hemiselillozundan ¢ikan diisiik molekiillii sakkaridlerden
ultrafiltrasyon ve daha sonra 6rnegin K tuzlariyla tuzlastirir ¢oktiirme veya alfatik amin veya

katyonik PE ile tuz benzeri bir kompleks olarak ¢oktiirme yoluyla ayrilir.
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3.  POLIELEKTROLIT-PROTEIN KOMPLEKSLERININ OLUSUMU ve YAPISI

3.1 Giris
Bir 6nceki bdliimde yapay ve dogal polielektrolitlerden bahsedildi. Bu boliimde ise protein ve

polielektrolitlerin olusturdugu komplekslerden bahsedecegiz.

3.2 Yapr-Ozellik iliskisi

Protein-polielektrolit komplekslerini tiimiiyle anlamak, komplekslerin tiim fizikokimyasal
Ozelliklerini, ¢ozelti kosullariyla birlikte onu meydana getiren makro molekiillerin kimyasal
yapilarindan tahmin etme yetenegiyle esdegerdir. Kompleksin tiim taniminda olmasi

gerekenler:

1. Genis ¢apli (10-1000 nm Olcek) yapisal parametreler (polimer zinciri basina baglanan
polimer sayisi, interpolimer kompleks boyutlari, agregasyon durumu (agregasyon igindeki
polimer sayisi) ve proteinlerin olast multimer durumu gibi)

2. Lokal (0.5-10 nm olgek) yapisal ozellikler (polimer parcalarinin “bagli durumlarinda”
lokal diizenlemeleri, baglanma islemindeki aktif proteinin alani (tiim proteinin esit olarak
baglanmada yer aldig1 goriisiindeki fikir birligi ortadan kalkmaktadir)

3. Proteine 6zgili durumdaki diizensizlik

4. Kiigiik iyon ve hidratin alikonma derecesi

5. Enerji bilimi: baglanan her proteinden acgiga c¢ikan enerji, entalpik ve entropik

bilesenlerine ayrigsmasi, baglanmanin isbirligi
6. Elektrostatik (pK degisimi).

protein ve polimer konsantrasyonlar1 ve ¢ozelti kosullar1 (pH, iyonik gii¢ ve sicaklik) gibi

anahtar degiskenler verilirse, 6n gorebilecegimiz detaylar;

1. Sistemin faz durumu

2. Serbest ve bagli polielektrolit ve protein konsantrasyonu

3. Intrapolimer kompleks MA (protein bag sayisi)

4. Agregasyon derecesi (agregat basina birincil kompleks sayisi)

5. Elektroforetik mobilitesi

6. Polimer iizerindeki protein- baglanma yeri ve protein lizerindeki polimer-baglanma

yeri dogast
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3.3 Kauvvetler (etkilesimler)

Prensip olarak, birka¢ non-kovalent kuvvet, polimerler ve proteinler arasinda kompleks
olusumuna katkida bulunmaktadir. Protein ve polivinilpirolidon veya diger hidrofilik
noniyonik polimerler ve proteinler arasindaki etkilesimde birincisinin hidrojen bag akseptorii
oldugu olduk¢a kesindir; burada pH’in verici olarak proteinin karboksilik asit gruplarinin

kullanirhigi iizerinde etkisi vardir (Matsudo vd., 2003)

Tim c¢oziinen maddeler suya gore hidrofobiktir, bu durumda, polielektrolit-protein
komplekslerindeki hidrofobik etkilesimlerin hi¢ olmayacagini inkar etmek ve bu tiir
etkilesimleri ciirlitmek zordur. Hidrofobik etkilesimler icin en kuvvetli kanit, sistematik
yapisal degisikliklerin etkilerinden veya hidrofobik etkilesimlerin karakteristigi olan birligin,
entropinin ve entalpinin sicaklik bagimliligini sergileyen termodinamik verilerden ortaya
cikmaktadir fakat bu tiir 6l¢limler ¢ok yaygin degildir. Elektrostatik etkilesimlerin baskinligi,

genis ¢apta kabul gérmiistiir ama iki tartisma noktas1 vardir:

1) Protein diizgiin bir sekilde yerlestiginde daha spesifik bir hidrojen baginin iistiine
yerlesen DNA-bagli proteinlerin sergiledigi “gevsek elektrostatik bag” gibi
elektrostatik etkilesimlerin bir sekilde elektrostatik olmayan kuvvetleri tesvik edip
edemeyecegi, yarisan iki kuvvette bu tiir sinerjinin tersinin olup olamayacagi ile her
iki durumda da kisa menzilli kuvvet ve elektrostatik kuvvetlerin enerjilerinin

toplanabilir olup olmayacagi.
2) Elektrostatik kuvvetlerin tanima.

Genellikle “elektrostatik olarak idare edilen komplekslesme” yorumunda sasirtict bir gesitlilik
vardir. Ornegin, komplekslesme tuzsuz olarak ve giiclii polielektrolitlerle gerceklesmekteyse
stokiyometrik ¢okelme goriiliir: ¢okelti, pH - bagimli ama bununda disinda
polielektrolit yiikii / net protein yiikii oraniyla iliskili sabit bir protein / polielektrolit birlesme
orani gosterir. Bu davranmis (tersiyonlarin kaybim1 ima eden) “polielektrolit kolloid
titrasyonunu” hatirlatir ve Kokufuta (1994), tarafindan birgok arastirmada model olarak

kullanilmistir.

Kabanov vd., (2004), zit yiiklii polielektrolit “interpolielektrolit komplekslesme” bazli bir
model kullanirlarken, protein ve polielektrolit arasinda olusan stokiyometrik “tuz baglarinda”
(tipik olarak dortlii olan polivinilpiridin) protein iyonik birimlerinden (tipik olarak

karboksilat) sadece bir boliimiiniin bulundugunu bildirilmislerdir. Protein veya polielektrolitin
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baska bir makroiyonla yer degistirdigi degisim reaksiyonlari, tiim yiiklii birimlerin, serbest

olarak ya da tuz baglariyla baglanmis oldugu iki durumlu model denge islemine yol acar.

Benzer enerjiye sahip lokal zincir konfigiirasyonlarmin genis dizisi, baglanmis
polielektrolitleri karakterize eder ve baglanma enerjisi esas olarak proteinle polielektrolit sabit
yiikleri arasindaki sayisiz ¢ift Kulomb etkilesimlerinden (hem itici hem de cekici) ortaya
cikar. Yani, burada elektrostatik gilicler sadece Kulomb kanunu tarafindan idare ediliyor
olarak tanimlanmaktadir, bu nedenle yalnizca etkin nokta yiiklerine ve birbirleri arasindaki
uzakliga (yonle ilgili hicbir belirlilik olmadan) dayandiklar1 sdylenebilir. Ca. 4-40A gibi
karakteristik uzunluk Ol¢eginin birka¢ sonucu vardir: (1) hidrasyon yok olmaz : (2) kisa
mesafeli kuvvetler minimal rol oynar ve dengesiz yiikler arasindaki etkilesim lokal dipoller
arasindakinden cok daha oOnemlidir; (3) etkilesimler Debye-Huckel perdeleme (“iyon

degisimi” degil) nedeniyle tuz baskilamasina maruz kalmaktadir.

3.4 Hidrofobik Etkiler

Polimerler 6zellikle proteinlerle etkilesimde bulunmalari igin tasarlanmis olabilirler ve bu tip
poliamfifil bulunan sistemler, Tribet (2001) tarafindan eksiksiz bir sekilde tanimlanmistir.
Ancak hidrofibik etkilesimlerin 6nemli bir katkida bulunmadigi da bir gergektir. Diger
yandan, tiim proteinlerde degisik derecelerde hidrofibik bolgeler oldugu ve bazilarinin tim

vinil polimerlerin “hidrofobik omurgalarina” sahip olduklar1 da iddia edilmektedir.

Hidrofobik etkilesimlerin bazi karakteristik isaretleri vardir: yiiksek tuzlarda (bu tiir etki icin
gerekli olan tuz konsantrasyonu 0,5 M degerinin oldukga iistiindedir, iist limit genellikle
arastirilmaktadir) daha giiclii hale gelirler; ve entropi-giidiimliidiirler (ama komplekslesme
lizerine ters yiiklerin salimi1 benzer davranis ozellikleri gosterebilir). Hidrofobik etkilesimler
icin en belirgin kanit ya polimer yapisinin sistematik degisimlerinden ya da AS - AH ig¢in

termodinamik verilerden elde edilir.

Gao ve Dubin (1999), BSA’nin maleik asit ve alkil vinil eterin bir seri kopolimerlerinin metil,
etil, biitil, heksil, oktil ve desil yan zincirleriyle baglanmalarin1 frontal analiz siirekli kapiler
elektroforezle (FACCE) incelemistir. Sonuglar (1) metil ve etil benzer bicimde
baglanmaktadir, (2) baglanma C2’den C6’ya artmis ama C8’den C10’a azalmistir. Varilan
sonuca gore; Cl1 ve C2 yan zincirleri BSA hidrofobik etki alanlarina erisememektedir;
hidrofoblarin intrapolimer misellesmesi protein polielektrolit etkilesimle yarisarak C8 ve

C10’da baskin ¢ikmaktadirlar. Seyrek vd., (2003), FACCE ile hidrofoblarin K lizerindeki
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etkilerini gozlemlemis, hidrofobik olarak degistirilmis poliakrilik asit (PAA) ve BSA ile daha
basarili olmustur. I = 20 nM’de, Kyps'un I bagimliliginin maksimumu goriintiillenmis ve bu
kolayca hidrofobik yan zincirlerin eklenmesiyle yukariya ¢ikmistir. Gong vd., (2003), PSS
baglanmanin I = 20 nM’de maksimum etkiyle (belki de rastlantisal olarak ¢iinkii apo sit ¢
kullanilan pH 2.0 derecesinde tlimiiyle protonlanmistir) apo sitokrom c¢’nin sarmal igerigini
(normal olarak diizensiz sargi) arttirdigin1 bulmustur. Degisik sulfonasyon derecelerinde
polistren kullanarak hem elektrostatik ve hidrofobik poli-elektrolit-protein etkilesimlerinin
dahil olduguna karar vermislerdir ancak gercekte protein, organik su ¢dzeltisinden proteine

eklendigi zaman olusan polimerler nanopartikiillerle etkilegsmektedir.

3.5 Polielektrolit-Protein Komplekslerinin Fiziksel Durumu

Polielektrolit-protein komplekslerinin fiziksel durumu, ¢oziniirliigiin cesitliligine olanak
verir. Coziinebilir kompleksler, mikroskopik stokiyometriye bagl olarak (her bir polimer
zincirine baglanmig protein molekiiliiniin sayisi, n), kompleksin hidrodinamik hacminin %5-
15’ inin protein tarafindan tutulabilmesiyle (polimerden dolay1 daha az fraksiyon) kuvvetli bir
sekilde hidratlanmislardir. Bir intrapolimer kompleksinin net yiikii, ilk yaklasimla
Zr=Z, + Z,’ dir. Burada Z,, polielektroliti, Zpr, proteini ifade eder. Zr sifira yaklastiginda
(poliiyonlar i¢in bu durum sadece pH<pl durumunda olur), ¢6zeltide kendisini zit yiiklemis
diger bir iyon ile birlestiren iyonlarin tutulmasi azalir ve interpolimer kompleksleri, %20-30
protein ve polimer igeren daha az hidratlanmis “koaservatlar” olusturmak icin birlesebilir.
Kuvvetli etkilesim ve daha yliksek ¢ekim sartlarinda- yiiksek yiik yogunluklu polimerler, pl
dan uzak pH ve diisiik tuz-kati-s1iv1 faz ayrimi meydana gelir (Ornegin ¢okme). Bu tip istemler
Kokofuta (2004) tarafindan arastirilmistir. Ayrica Kokofuta, bu tip kosullarda enzim
aktivitesinin korundugunu da raporlamustir. iki kosulda proteinler, polielektrolit jellerdeki
yumusaklik sebebiyle baglanmislardir. Birinci durumda, 6nceden sekillenmis jele protein
katilmas1 Skobeleva vd., (2004) tarafindan gosterilmistir. Bu durum, protein ilaglarin
tasinmasinin kontrol edilmesini saglayan, ayrica protein diflizyonu caligmalar1 i¢in Srnek
ilging bir sistemdir. Ikincisinde ise, protein, jellesme prosesine kendi basina katilabilir.
Polimerik amfifiliklerle jellesmeden baska, pI’ nin diisiik degerlerinde ve elektrostatik kuvvet
altinda capraz-bagl bolgeler gibi hareket eden hidrofobik protein bolgelerinin, BLG ve deniz
yosununda ekstrakte yontemiyle elde edilen kolloidal maddelerin jel karisimlarinin olusumu

raporlanmistir (Eleya ve Turgeon, 2000).
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3.6 Diger Arastirmalar

Xia ve Dubin (1994)’in arastirmasina kadar polielektrolit-protein kompleksleri {izerine higbir
inceleme goriilmemistir. Olduk¢a kapsamli ve ilgili arastirmalarin ¢ogu yakin zamanlarda
yapilmustir. Tribet (2001), 6zellikle membran proteinlerine odaklanarak amfifilik polimerlerin
proteinlerle iligkilerini agiklamigtir. Bu arastirma gergekte amfifilik polielektrolitler iizerinedir
ama aslinda protein-polielektrolit etkilesiminin dogasi, arastirma metotlart ve yapi
konusundaki kuramlar hakkinda birgok konuyu kapsamaktadir. Protein-polisakkarid
etkilesimleri ozellikle ii¢c arastirmada cok iyi incelenmistir ( Tolstoguzov, 1997; Doblier vd.,
2000; Turgeo vd., 2003). Gida sanayinde ilgi duyulan spesifik protein-polisakarid sistemleri,

Dickinson (1998) tarafindan yapilan arastirmanin konusunu olusturmaktadir.

3.7 Son Gelismeler

Son on yil esas olarak ii¢ faktdrde hizli bir gelisme goriilmiistir: uygulamalar,
enstriimantasyon ve simiilasyonlar. Policlektrolit ¢oklu tabakalarin ve protein-polielektrolit
kompleks alanlarinin kesigsmesi, gliikoz, kolesterol ve antikorlarin tespiti i¢in gelismis
saklama ve operasyonal stabiliteye sahip biyosensorlerin hazirlanmasi iizerine 6zel olarak

odaklanan protein-polielektrolit tabaka-tabaka iiretiminde olanaklar agmistir.

Bu ¢oklu tabakalar {izerine yapilan arastirmalar, yeni optik dalga tarayicili lazer spektroskopi,
ylizey plasmon rezonans ve kiiclik ac¢1 reflektometriyle yapilan ylizey karakterizasyonu
tekniklerinden destek almiglardir. Cozelti i¢indeki protein-polielektrolit komplekslerine
uygulanabilen yeni teknikler kesintisiz kapiler elektroforez ve afinite bazli ayirma metotlarini
icermektedir. Ayni1 zamanda son on yilda, simiilasyonlar komplekslerin yapt ve faz

davranigina hatir1 sayilir bir bakis atarak ¢ozeltiler alaninda da biiytik etki yaratmustir.

Yap1 ve dinamik iizerinde, nm-um 6lceginde incelemeye olanak taniyan yeni mikroskobik
tekniklerin yardimiyla, polielektrolit-protein kompleks koaservat fazlarinin teshisi benzersiz

olmus, ¢cokelti veya siispansiyonlardan farkli kabul edilmeye baslanmustir.

Son olarak polielektrolitler koaservatlardaki ve mikrokapsiillerdeki proteinler i¢in yumusak
immobilize bir ¢evre sagladiklarindan, farmasoétik uygulamalarda, jel veya iplik¢ik seklindeki
polielektrolitlerin, proteinleri yakalayip teslim etmek i¢in kullanilabilecegini bulmak sasirtic
olmamigtir. Biyokimya, malzeme bilimi, polimer ve kolloid kimyanin bir noktada birleserek,
glinlimiizdeki diger disiplinlerle birlikte gelecekte ilgili bilimin temelini olusturmalari

olasidir.
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4. PROTEIN-POLIELEKTROLIT KOMPLEKSLERININ KARAKTERIZASYON
TEKNIKLERI

4.1 Giris
Bu boliimde verilen enstriimental teknikler, protein-polielektrolit kompleklerinin baglanma

davranislari, morfolojik, yapisal, optik 6zellikleri ve dinamikleri {izerine bilgiler sunmaktadir

4.2 Mikroskopik Teknikler

4.2.1 Atomik Kuvvet Mikroskopi (AFM)
Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM), numune ve prob arasindaki diisey kuvvetten dolay1 alan
yuksekligini dlger, 3 boyutlu goriintiiler ile topografik bilgiler elde edilir. AFM film
kalinliginin ve protein-polielektrot tabakalarinin ve uglarinin yiizey yapisinin tespitinde genis
kullanim alanina sahiptir. Yiizey sertligini 5-10 nm e ye kadar tayin etmek miimkiindiir.
Gergely vd. (2004), insan serum albumini ile etkilesimde olan poli L-lisin (PLL) ve
poliglutamik asit (PGA) tabakalarinin film yiizey yapisin1 arastirmak i¢in AFM yi
kullanmistir. Benzer olarak, Ram vd. (2001), polistiren siilfonat (PSS) ve polietilenimin (PEI)
tabakalarinda gomiilii kolestrol oksidazi karakterize etmek i¢in AFM’ yi kullanmislardir.
Czeslik vd. (2004), kiiresel poliakrilik asit (PAA) uglarmin boyutlarini, insan serum

albuminin baglamasindan dnce 6l¢mek icin AFM” yi kullanmiglardir.

4.2.2 Elektron Mikroskopi (EM)
Elektron mikroskopi (EM), numunenin elektron i1sinlar1 ile aydinlatilmasi suretiyle
gorlintiilenmesi icin kullanilir. Boylece, boyutlarda 10 nm’den fazla mikroskobik ayrisma
saglanir. Miirekkepli ve miirekkepsiz numunelerin her ikisinde de kullanilabilir, numunenin
ylizey yapisi, bilesimi ve kristalligi iyi bir sekilde goriintiilenir. Pihlajamaa vd. (2004), EM
kullanarak heparinin kollojen IX ile komplekslesmesini EM ile incelemis ve heparinin
baglanma bolgelerini tahmin etmek icin bu bilgileri kullanmistir. Burgess (1994),
albumin/akasya ve jelatin/akasya koaservat zerreciklerinin stabilitesini ve seklini tayin etmek
amaciyla taramali elektron mikroskopi yontemini kullanmistir. Coklu tabakalarda, eger
kolloidler bir araya gelmisse veya yiizey lizerinde daire olmuslarsa, EM film kalinligin1 ve
tabaka olusumunu goézlemek i¢in kuvvetli bir aractir. Lvov vd. (1995), PEI ve PSS
multikomponent protein ¢oklu tabakalarmin film kalinligini hesaplamak icin EM yi

kullanmistir. Caruso ve Mohwald (1999), polielektrolit-yiizey-modifiye edilmis polistiren
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lateks partikiillerinin, immunoglobulin G ¢oklu tabaklar1 veya bovin serum albumin (BSA)

siniflandirilmig-etiketlenmis FITC ile uniform olarak kaplanmasini EM ile gdstermistir.

4.2.3 Optik Mikroskopi (OM)
Geleneksel optik mikroskopta, 1siklandirilan bir numuneden gelen 151k 0.2 um ¢oziiniirliikte
morfolojik bilgi saglayan bir goriintii elde etmek icin lenslerle toplamr. Ozel eklemeler ve
islevsellikle optik mikroskoplar dinamik davramis hakkinda da bilgi verebilir. Ornegin, tek

molekiil duyarl floresan mikroskobu kullarak partikiil izleme yoluyla.

Ducel vd. (2004), optik mikroskopla akasya sakizi konsantrasyonlar1 ve pH degisimleri
lizerine protein koaservatlarin morfoloji ve bitki boyutu iizerine ¢alismistir. Goriintii gelisimi
icin degisik optik mikroskoplarla ¢esitli goriintii modlar1 kullanilabilir. Faz kontrast goriintii
dagitilan 151k fazimi degistirerek ve refraktif endeks farklarini 151k ve karanlik goriintii
bolgelerine yonlendirerek lekesiz biyolojik numunelerdeki kontrasti artirir. Mekhloufi vd.
(2005), asidifikasyon sirasindaki BLG ve akasya sakiz1 dagilimlarindaki yapisal degisiklikleri

izlemek i¢in kullanmistir.

Konfokal mikroskopi alan derinligini kontrol etme ve artalan giiriiltiilyii yok etme veya
azaltma yetenekleriyle geleneksel optik mikroskopiye gore bazi avantajlar sunar. Onemli bir
gelisim lazer uyarimin gelisi olmustur: Daha iyi bir yanal ¢oziintirliige sahip oldugu icin lazer
taramal1 konfokal mikroskopiyle (LSCM) optik mikroskopi karsilastirildigi zaman piiriizli
yilizeylerde daha iyi goriintiiler elde edildigi goriilmektedir. LSCM’nin temel kullanim
floresan mikroskopiyle birlikte hiicrelerin 3D goriintiilerini elde etmektir. LSCM, (mEosFP)
tek kiiresel PSS iplik¢iklerine floresan proteininin tersine ¢evrilebilir baglanmasin

gostermekte kullanilmistir (Anikin vd., 2005).

Toplam internal yansimali fluoresans mikroskopi (TIRF), floroforlarin harekete gecme ve
algilanlarini, kisa zamanda yok olan dalgayla tesvik edilen degisik kirilma indisine sahip iki
ortam arasindaki ara ylize bitisik ince bir bolgeyle sinirlar. Ara yiizlerde ve yiizeylerde tek bir
floresan molekiilii gézlemek i¢in kullanilabilir (6rn. Protein) ve proteinlerin polielektrolit

degistirilmis ylizeylere absorpsiyonunu arastirmak i¢in kullanilmistir (Czeslik, 2004).
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4.3 Sacilma Teknikleri

4.3.1 Dinamik Isik Sacilmasi (DLS)

Dinamik 151k sac¢ilmasi (Quasi Elastic Light Scattering veya Photon Correlation Spectroscopy
olarak da bilinir) 6zellikle yayilma giiciinden hidrodinamik yar1 ¢ap belirlemek i¢in kullanilir.
BSA’nin kiiresel PAA veya PSS iplikciklerine baglanmasindaki adsorpsiyon tabaka
kalinligin1 6l¢gmekte DLS kullanilmistir (Rosenfeldt vd., 2004). Wang ve Dubin (1998) ise,
BSA baglamakta kullanilan kontrolli gozenekli cam {izerine adsorbe edilen
polidialildimetilammonyum kloriir’ti (PDAD-MAC) tanimlamakta kullanmislardir. Seyrek
vd. (2003), DLS’ i BSA-heparin kompleksasyonlari i¢in olan bulaniklik titrasyonlarindan elde
edilen kritik pH degerlerini dogrulamak i¢in kullanmistir. DLS ayni zamanda, BSA-PDAD-
MAC koservatlar i¢indeki yayilma katsayilarini belirlemek i¢in de kullanilmistir (Bohidar
vd., 2005).

4.3.2 Statik Isik Sacilmasi (SLS)
Statik 151k sagilmasi teknigi, dinamik 151k sacilmasindan daha zordur. Molekiil agirlik ve
donme yarigapr lizerine bilgi saglar ama Ozellikle polielektrolit-protein kompleks
konsantrasyonu gercekte bilinmedigi zaman Zimm plotunu olusturmadaki zorluk nedeniyle
tekrarlamali teknikler gerektirmektedir (Xia vd., 1993). Tsuboi vd. (1996), papain, insan
serum albumin, lisozim, riboniikleaz, tripsin ve pepsin gibi gesitli proteinlerle potasyum
polivinil alkol siilfat arasindaki diisiik tuz ¢oézeltilerinden olusan kompleksler i¢in olan SLS
verilerinden, Zimm plotunu olusturmuslardir. Sonuglar molekiil agirligi ve agregasyon

derecesini tahmin etmek i¢in kullanilmistir.

4.3.3 Kiiciik Acih X-Isim Sagilmasi (SAXS)
X-1sinlart degisik elektron yogunluguna sahip bolgelerce yayilir; siddet bu tiir bolgelerin
sayisina ve onlarin karsithiklarina baglidir. Boylece SAXS numunenin elektron yogunluk
dagilimi hakkinda bilgi saglar ve 1-200 nm 06lg¢ekli yapilarin analizinde kullanilir. Kristalize
olmayan maddelerin yapisal c¢aligmalarinda oldukca diisiikk ¢oziintirliikklerde genis c¢apta
kullanilmaktadir ve biyolojik bilim uygulamalarinda bircok ¢aligma alani bulmustur. BSA ve
bovine (biiylik bag hayvan) pankreatik riboniikleaz A’nin kiiresel PAA ve PSS iplik¢iklerince
adsorpsiyonu iizerine son SAXS caligmalar1 bu alandaki birka¢ uygulamadan birini temsil

etmektedir (Rosenfeldt vd., 2004).
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4.3.4 Elektroforetik Isik Sacilmasi (ELS)
Titresimli elektrik alan1 altindaki Brownian yayilmanin diizen bozuklugundan elektroforetik
hareketlilik elde edilebilir. ELS biyokolloidler, emiilsiyonlar ve yiiklii polimerler ig¢in
kullanilmigtir.  Caruso  ve  Mohwald  (1999), kapsiz ve kapli  (PDAD-
MAC/PSS/PDADMAC/FITC-BSA  ve  (PAH/PSS),/IgG)PS  lateks  partikiillerinin
hareketliligini 6l¢miistiir. Richert vd. (2002), ¢oklu tabaka serumla temas etmeden 6nce ve
temas ettikten sonra PLL ve PGA degisken ¢oklu tabakalarin C-potansiyellerini dlgmiistiir.
Xia vd. (1999), ferrihomoglobin-PDADMAC komplekslerinin protein konsantrasyonunun bir
fonksiyonu olarak elektrofobik hareketliligini Olgmiistiir ve ayrica albumin-akasya

koaservatlarinin C-potansiyeli Burgess vd. (1991) tarafindan dl¢iilmiistiir.

4.3.5 Yayilma Dalga Spektroskopisi (DWS)
Yayilma dalga spektroskopisi, dalga boyuyla toplam yol uzunlugundaki degisikliklerden

dogan, dagilan 1siktaki dalgalanmalar1 6lgerek, klasik dinamik 11k yayma islemini ¢oklu
yayma sistemine genisletir. DWS c¢ok kiiciik uzunluk Olgeklerinde partikiill hareketini
inceleyebilir, 6rn. 1 um boyutundaki bir partikiilin <1 nm uzunluk 6l¢eginde hareketi.
Weinbreck vd. (2004), peynir alti suyu proteinleri /akasya sakizi koaservatlarindaki tiim

yayilan partikiillerin yayilma katsayisin1 pH’1n bir fonksiyonu olarak DWS ile 6lgmiistiir.

4.4 Spektroskopik Teknikler

4.4.1 UV-Goriniir Spektrofotometre

UV-goriiniir spektrofotometrenin protein ve niikleik asit konsantrasyonlarini 6lgmede
kullanimi bilinen bir yontemdir. Bromberg (2001), spektrofotometreyi insulinin poliakrilik
asitle olan etkilesiminden sonra olusan artik konsantrasyonlar1 6l¢mekte kullanmistir; Jiang ve
Zhu (2001), spektrofotometreyi PMAA- veya PAA-jelatin kompleks jeller igindeki
miyoglobin, sitokrom ¢ ve pepsin tuzaklarini belirlemede kullanmistir. UV-goriiniir
spektroskopi coklu bilesen proteini ile PSS/PEI coklu tabakanin birlesimini izlemekte de
kullanilmistir (Lvov vd., 1995).
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4.4.2 Infrared Spektroskopi (IR)
Bazi uygulamalarda proteinlerin stabiliteleri ve aktiviteleri ¢ok 6nemli oldugu i¢in ikincil
yapilarinin belirlenmesi ¢ok Onemlidir. IR bu nedenle kompleks (Bromberg vd.,2001),
koaservat (Van de Weert vd., 2004) ve iplik¢ik (Wittermann ve Ballauff, 2004) icindeki
proteinler icin kullanilmistir. Hafifletilmis Toplam Yansitma Fourier Doniistimlii IR
Spektroskopi (ATR-FTIR) 15181n ige yansitilmasiyla bir yiizeyi 6rnekleyebilir. Coklu tabakali
filmlerde kullanilan diger tekniklerden farkli olarak, ATR-FTIR ylizey iizerindeki tek tek
bilesenleri ayirt edebilir. Miiller vd. (2001), baz1 degisik polielektrolit ¢oklu katmanlar
tizerinde insan serum albuminin (human serum albumin) adsorpsiyonunu c¢aligmak i¢in ATR-
FTIR kullanmistir; Schwinte vd. (2001), PAH-PSS ¢oklu tabakalar1 i¢ine gdmiilii fibrinojenin
ikincil yapisint ¢alismis ve polielektrolit tabakalar arasinda korunmakta (bozulmamis)

oldugunu bulmustur

4.4.3 Floresan
Floresan, protein yapisal degisikliklerini, protein adsorpsiyonunu ve adsorbe edilen
proteinlerin hem kolloid hem de diizlemsel yiizeylerdeki dinamigini izlemek igin
kullanilabilir. Caruso ve Mohwald (1999), FITC-BSA’nin PDADMAC/PSS/PDADMAC-
kapli PS lateks lizerine adsorpsiyonunu takip etmek icin floresan1 kullanmistir. Anikin vd.
(2005), protein baglanmasinin verimini belirlemek i¢in mEosFP’nun bir fonksiyonu olarak
tek tek PSS iplikgiklerinin floresan emisyonunu ol¢miistiir. Teramoto vd. (1999), floresan
spektral degisikligini (6zellikle de triptofan maksimum emisyonu) heparin veya hyaluronan

kompleksleri igindeki BSA’nin konformasyonal degisikliklerini arastirmak i¢in kullanmustir.

4.4.4 Dairesel Dikroizm (CD)
CD (optik rotasyonun dalga boyu bagimlilifiyla ilgili) protein ikincil yapisi ilizerine bilgi
saglar ve ferrthemoglabin-PDADMAC kompleksleri, Xia vd. (1999) tarafindan, BLG/akasya
koaservatlar1 ise Mekhloufi vd. (2005) tarafindan konformasyonal gecisleri belirlemede
kullanmistir. Gong vd. (2003), degisik siilfonasyon derecesinde ve zincir uzunlugundaki eksi
yuklii siilfonatl polistrenin tesvik ettigi sitokrom c ve apo sitokrom c’nin yapisal doniistimiini
aragtirmak icin CD’ yi kullanmigtir. CD aym1 zamanda polielektrolik iplik¢ikler iizerine
adsorbe edilebilen proteinlerin enzimatik aktiviteleriyle de iliskilendirilebilir. Kiiresel
iplikcikler giiclii yayicilar oldugu icin, adsorbe edilen proteinlerin direkt analizi miimkiin

degildir; ancak serbest birakilan proteinler analiz edilebilir (Wittemann ve Ballauff, 2004).
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4.5 Titrimetrik Teknikler

4.5.1 Potansiyometri (pH Titrasyonu)
pH (potansiyometrik) titrasyonu, titre edilebilir amino asitlerin (lys, arg, glu, asp) pK
degerlerini saglar; bu pK degerleri titre edilebilir gruplarin lokal elektrostatik ¢evrelerine
dayandigi icin protein konformasyonal degisimlerine ve prensip olarak polielektrolitlerle
baglanmaya karsi hassastirlar. Wen ve Dubin (1997), PDAMDAC’ m BSA’ ya
baglanmasinin, beklendigi gibi, H' ni serbest biraktigin1 ama etkinin gii¢ fark edildigini,
polikatyonlarin gevsek baglandigini belirterek sadece diisiik 1 degerlerinde goriildiigiinii

bulmustur.

4.5.2 Bulamklk Ol¢iimii
Bir tip bulaniklik titrasyonunda polielektrolit oldukga seyreltik protein ¢dzeltisine yavas yavas
eklenir ve sagilan 15181in yogunlugu veya kompleks/cokelti olusumu nedeniyle olusan
bulaniklik t eklenen polielektrolitin bir fonksiyonu olarak o6l¢iiliir. Degisimli olarak
polielektrolite protein eklenebilir. Kolloid titrasyon denilen titrasyonda, t degeri, titre edilen
¢cozelti hacminin (genellikle tuzsuz sistemlerde) bir fonksiyonu olarak kaydedilir ve
maksimum bulaniklikla belirlenen son nokta kompleks olusumunun stokiyometrisini tayin
etmekte kullanilir. Jiang ve Zhu (2001), PAA/jelatin kompleksasyonunu arastirmak igin,
Tsuboi vd. (1996) ise, papainin potasyum polivinilsiilfonat (KPVS) ile yaptig
kompleksasyonlart ¢aligmakta kullanmiglardir. Bulaniklik titrasyonunun degisik bir formunda
pH degistirilir (protein, polielektrolit ve tuzun sabit konsantrasyonunda) ve t degerin pH

bagimliliginin sifir egimden sapmasi belirlenir.

4.6 Kalorimetrik Teknikler

4.6.1 Diferansiyel Tarama Kalorimetrisi (DSC)

Diferansiyel tarama kalorimetrisi, kontrollii sicaklik degisiklikleri sirasinda olusan 1s1
degisikliklerini Glger. Bu degisikliklerle iliskili termodinamik parametreleri ¢alismak ve
kompleksler i¢indeki proteinlerin termal denatiirasyonunu incelemek i¢in kullanilmistir. Van
de Weert vd. (2004), heparin ve lisozim kompleksasyonlarina uygulamis ve protein termal
stabilitesinde bir diislis gézlemlemislerdir. Ivinova vd. (2003), DSC’ i enzimatik aktivitelerini
degistirmeden lisozim ve kimotripsinojenin termal denatlirasyonunu incelemek i¢in kullanmis
ve polianyonlarin 6nemli derecede bu termal denatiirasyonun baslayisini azalttigini

bildirmislerdir.
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4.6.2 Izotermal Titrasyon Kalorimetrisi (ITC)
Izotermal titrasyon kalorimetri iki tiiriin etkilesimini, bir baglanma ortagim digeriyle titre
ederken kalorimetri hiicresindeki serbest birakilan 1sty1 dlgerek arastirir. Girard vd. (2003),
ITC’ 1 BLG ile diisiik- veya yiiksek-metoksi pektin arasindaki etkilesimi ¢alismak ig¢in
kullanmigtir. ITC i¢in biiyilk miktarda numuneye ihtiyag vardir; ancak gida

polielektrolitlerinin diisiik maliyeti ve bollugu hala kullanilmalarina olanak tanimaktadir.

4.7 Ayirma Teknikleri

4.7.1 Molekiiler Eleme Kromatografisi (SEC)
SEC, molekiillerin s1v1 i¢gindeki molekiil biiyiikliiklerine gore ayrildiklar1 bir sivi kromatografi
teknigidir. Andrianov vd. (2005), SEC ile immunostimule edici aktiviteleri saptamak ve
protein-polielektrolit ~ kompleks = kompozisyonunu  belirlemek  i¢in  polifosfazen

polielektrolitleri ve BSA kompleksasyonunu aragtirmistir.

4.7.2 Afinite Kromatografisi
Afinite kromatografisi biyolojik fonksiyona dayanan kromatografik bir tekniktir: kolon
tizerinde immobilize bir ligandla biyospesifik etkilesimi yoluyla proteinler izole edebilir ve
ligand-protein baglanma sabitini 6l¢gmede kullanilabilir. Protein-polielektrolit kompleksleri
alaninda, baglanan ligand gercekte polielektrolit olabilir, 6rn. Heparin veya jelatin (Hogg vd.,

1991).

4.7.3 Frontal Analiz Siirekli Kapiler Elektrofez (FACCE)
FACCE’de bir protein-polielektrolit karigimi siirekli olarak ayrilmaktadir. Serbest protein,
Olciilebilen baglanma dengesini bozmadan konsantrasyonunu elde ederek frontal serit olarak
ortaya ¢ikar. Cesitli formlara uygun olan son baglanma izotermi, baglanmay1 sabit kilar,
kooperativiteyi saglar ve polimer ilizerindeki protein baglanma alanlarinin sayisimi belirler.

Gao vd. (1997), BLG nin sodyum PSS’ e baglanmasini ¢alismak icin FACCE’ 1 kullanmustir.

4.7.4 Afinite Koelektroforez (ACE)
Afinite koelektoforez biyopolielektrolitlerin (glikosaminoglikanlar, GAG) ve proteinlerin
denge kosullarinda baglanmalarini 6lgmek icin bir bagka yol saglamaktadir. Bir ligandin
immobilize oldugu afinite kromatografi ve afinite elektoforeze karsilik ACE’de hem protein
hem de biyopolielektrolit hareket halindedir. San Antonio ve Lander (2001), heparin-protein
kompleksasyonunu ¢alismak i¢in detayli bir ACE metodu bildirmislerdir.
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4.8 Reflektometrik Teknikler

4.8.1 Tarama Acis1 Reflektometrisi (SAR)
Tarama agis1 reflektometrisinde ince filmlerden (100 — 150 nm) yansitilan 151k yogunlugu
gelis acisinin bir fonksiyonu olarak olgiiliir. Bu kirilma indisi, film kalinlig1 ve yiizey alan
basina adsorbe edilen kiitle hakkinda bilgi saglamaktadir. SAR, protein ylizey
konsantrasyonlar1 ve protein-polielektrolit ¢coklu katmanlarinin kalinliginin belirlenmesine
yardim eder. Ladam vd. (2001), PEI/PSS/PAH c¢oklu tabakalar1 {izerine son asamada birkag
protein adsorbe edildikten sonra pH’in bir fonksiyonu olarak film kalinligini ¢alismak igin

SAR’1 kullanmustir.

4.8.2 X-Isim ve Notron Reflektometri
X-1511 ve notron reflektometrinin altinda yatan teoriler ve deneysel ayarlar benzerdir. SAR’a
karsilik bu teknikler, yiizey ara yiiziine karsit normal ara yiiz yogunluk profilleri saglayabilir.
Her iki teknik de ince filmlerin veya gomiilii ara ylizlerin ylizey yapilarini caligirken
kullanilir. Ayn1 zamanda yiizeylerde olusabilecek yapisma, adsorpsiyon, i¢ yayilma islemleri
hakkinda bilgi saglar. Bu reflektivite teknikleri 6zellikle ¢oklu tabaka tanimlamasi i¢in ¢ok
kullanighdir. Ama x-iginlariin su tarafindan absorpsiyonu, uygulamalarin ara yiizeyler
tizerindeki protein adsorpsiyonu ¢aligmalariyla sinirlanmasina neden olur. Czeslik vd. (2004),
diizlemsel PAA iplik¢iklerine baglanan BSA’ nin yiizey kalinligimi ¢alismak igin her iki
teknigi de kullanmigtir. Boydan boya ara yiiz yogunluk profili bulmak ic¢in ndtron

reflektometri kullanilmistir.

4.9 Floresan Fotoagarma Geri Kazanimi (FPR)

FPR kismen agaran numunelerin floresan geri kazanimini 6lgiilmesiyle, matrikste floresanla
etiketlenen partikiillerin lokal hareketliliklerini 6l¢mek i¢in kullanilir. Teknik neredeyse 40
yillik olsa da protein-polielektrolit sistemlerine yaygin olarak uygulanmamistir. FPR
koaservat durumlar1 yaninda polielektrolit ¢oklu tabakanin i¢ine gdmiilii olan veya adsorbe
edilen proteinlerin yayilma giiciinii 6lcmekte ve HSA’nin hem PSS hem de poliallilamin
hidrokloriir (PAH) sonlandiran ¢oklu tabakalara yayilmasini dlgmekte kullanilmistir (Szyk
vd., 2001). Ayrica florometri gibi FPR de yiizey konsantrasyonunun belirlenmesinde

kullanilir.
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4.10 Optik Dalga Tarayicili Isik Modu Spektroskopi (OWLS)

OWLS dogrusal olarak polarize edilen 151k difraksiyon 1zgarasiyla bir dalga tarayicili
tabakada birlestirilir; film kalinlig1 ve biriken filmler/tabakalarin kirilma indisi hakkinda bilgi
saglar. OWLS ozellikle coklu tabaka iizerine protein adsorpsiyon kinetigini orijinal olarak
calismak i¢in uygundur. Gergeley vd. (2004) ile Szyk vd. (2001), insan serum albuminin
bagimsiz olarak polielektrolit ¢coklu tabakalara adsorpsiyonu iizerinde calisirken bu teknigi

kullanmiglardir

4.11 Kuvars Kristal Mikrobalans Terazi (QCM)

QCM, yiizeyine adsorbe olan tabakanin kiitlesiyle rezonans frekansi degisen, ince bir kuvars
plakadan olusur. Bu, ¢ok ince baglanmis tabakalarin kiitlelerini 6l¢gmemize olanak tanir ve
viskoelastik 6zellikleri hakkinda bilgi saglar. Diger optik kiitle cihazlarina karsilik, QCM’den
elde edilen kiitle, hidratli tabakalar1 da icerir. QCM kapsiillenmis enzimlerin miktarini

belirlemede kullanilmistir (Yu ve Caruso, 2003).

4.12 Yiizey Plasmon Rezonans (SPR)

SPR’ nin temel prensibi, 151¢1n metal yiizeyle etkilesiminden ortaya ¢ikan kuantum optik-
elektrik fenomenden dogar. Rezonans dalga boyu, metal yiizey tarafindan yansitilan 151k
Olcgiilerek belirlenebilir ve sonug¢ olarak yiizeylerdeki kirilma indisleri incelenebilir. SPR
geemis 10 yilda ince film ve kendiliginden olusan monotabakalarin olusumu ve 6zellikleri
calismalarinda 6nemli bir konuma gelmistir. Hernaiz vd. (2000), SPR’1 antitrombinin heparin
siilfat modifiye biyocip ilizerine baglanmasini arastirmada kullanmis ve aralarinda diisiik
afiniteli bir etkilesimin varligin1 bulmustur; bu etkilesim heparin 3-O-sulfotransferaz ile
modifiye edildigi zaman artmistir. Pihlajamaa vd. (2004), SPR’i benzer bir c¢alismada

kullanmis ve hidrofobik sensor ¢iplerinin daha istikrarli sonuglar verdigini bulmustur.

4.13 Reoloji

Reoloji, deformasyon ve madde akisi ¢aligmalart temel olarak jellerin dinamik davraniglarini
arastirmada ve koaservatlarin mekanik o6zelliklerini tanimlamakta kullanilir. Borrega vd.
(1999), BSA, paparin veya lisozimle jel olusturmak {tizere kompleks meydana getiren
hidrofobik olarak modiye PAA’nin viskoelastik oOzelliklerini c¢alismis ve bu geri
dondirtlebilir jeller ve kimyasal olarak capraz bagli molekiiller arasinda benzerlikler

bulmustur. Bohidar vd. (2005), BSA/PDADMAC koeservatlarin, diisiik gerginliklerde kati



45

gibi olan ama makaslandiktan sonra daha 1yi duruma gelen ve zayif bir aga sahip olan, frekans

bagimli viskoelastik modiiliinii 6lgmiistiir.
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5. UYGULAMALAR

5.1 Protein Tasinmasi ve Hapsedilmesi Icin Iyonik Hidrojeller

Hidrojeller, ¢ok miktarda su absorbe edebilen ii¢ boyutlu polimerik yapilardir (Bromberg ve
Ron, 1998; Peppas ve Leobandung, 2004). Bu boliimde ¢evresel etki (6rn. Sicaklik, pH,
bilesim, v.b.) yoluyla jel yapisinda degisiklikleri tetikleyerek, talep halinde proteinlerin veya
protein bazli ilaglarin salimimin kontroliinde kullanilabilecek biraz g¢apraz bagh sismis

polielektrolit agindan olusan iyonik hidrojeller anlatilmistir (Bromberg ve Ron, 1998).

Iyonik hidrojellerin sismesi sicaklik, pH, iyonik kuvvet ve polielektrolit yiik yogunlugundaki
degisikliklerle yonlendirilebilir (Peppas ve Leobandung, 2004). Zincirler aras1 elektrostatik
itme ve agin artan hidrofilisitisi nedeniyle sisme, zayif poliasitlerde pH artisiyla artarken zayif
polibazlarda pH azalmasiyla artar. Hidrofilik jellerin ¢ogunda sisme, sicaklikla artar ama
hidrojel yapisinda hidrofobik gruplar varsa sismenin tiimiiyle bastirilmasit da dahil olmak
tizere degisik davraniglar goriilmektedir. Disardan elektrik alan uygulamasi sigsmeyi etkileyen

harici etkilere bir Ornektir.

Polielektrolit hidrojellerin sismesinin, jellerin ozmotik basincina degisik katkilarin bir sonucu
oldugu farkli arastirmalar ile agiklamaya caligilmistir. Ogawa ve Kokufuta (2002), homojen
ve heterojen olarak dagitilmis yiiklerin sisme davranislarini karsilastirarak osmotik basincin
hareketli iyon konsantrasyonundaki farkliliktan dogup dogmayacagini arastirmistir. Termal
olarak duyarli katyonik jeller immobilize iireazla birlikte jel icinde yiikiin heterojen
dagilimma neden olacak pH-egimi yaratmakta kullanilmistir. Jeldeki hacim degisimleri,
enzim (ureaz) immobilize oldugu sirada iirlin ve substratlarin jel icine yayilmada serbest

olduklar1 enzimatik reaksiyonlarin bir sonucu olarak jel i¢indeki pH degisiklikleriyle idare

edilebilir.

5.1.1 Protein Salim Kontrolii

Iyonik hidrojellerden protein salim hizi, protein ve polielektrolitin ¢esitli yapisal
parametrelerinin yaninda hidrojel i¢indeki ¢evresel kosullardan etkilenir. Polimer ig¢indeki
iyonize olabilir  yiikli  gruplarin  (6r. Jel polielektrolitin  yliik  yogunlugu)
konsantrasyonlarindaki bir artig, proteinin yiik isaretine bagli olarak protein saliminda bir artig
veya azalisa yol agabilir. Ornegin, katyonik hidrojelden salinan miyoglobin miktarmin,
2-hidroksietil metakrilat (HEMA) homopolimeri katyonik dietil aminoetil metakrilat ve

noniyonik HEMA kopolimeriyle degistirildigi zaman arttig1 bulunmustur (Am Ende vd.,
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1995). Beklenildigi gibi, diisiik molekiil agirlikli proteinlerin salimlar1 daha hizhidir ve
globular proteinler lifli yapidakilerden daha hizhidir.

5.1.2 Sistem, Kullanimlar:1 ve Ornekleri
Bromberg ve Ron (1998), protein ve peptid tasinmasi i¢in etki duyarl jellerin kullanimini
gbzden gegirmistir. Protein tasiyan iyonik hidrojellerin ilag tagima sisteminde potansiyel
kullanim1 vardir; kronobiyolojide yeni biyouyumlu maddelerin tasarimi (6rn. biyolojik
olaylarin gecici iligkilerinin ¢alisilmasi) ve kronobiyolojik hastaliklarin tibbi tedavisi igin.
Leonard vd. (2004), protein hapsedilmesi i¢in hidrofobikal olarak degistirilen aljinat hidrojel
kullanmis ve BSA ile insan hemoglobininin kontrollii salimini gostermislerdir. Sistem
hapsolmus as1 proteini ve enkapsiile iireazla bagisiklik kazandirmak i¢in uygulanabilir. Jel-
hapsolmus enzimler ayn1 zamanda kimyasal degisim i¢in biyokatalizor olabilir. Ogawa vd.
(2001), immobilize gliikoz oksidaz art1 lireaz ile amfoterik jel gelistirdiler. Bu sistemler aglar
arasi elektrostatik etkilesimler nedeniyle jelin sismesi ve g¢ekmesi yoluyla biyokimyasal

enerjiyi mekanik ise ¢evirebilirler.

5.2  Enzim immobilizasyonu
Tani ve ila¢ bulusuyla ilgili bircok uygulamalar substratlar iizerinde immobilize proteinleri
yardimiyla olmaktadir. Bu boliimde proteinlerin aktif katalizorler ve biyosensorler olarak

immobilizasyonunu tartigilmistir.

5.2.1 Kolloid Katalizorler
Enzimler biyokatalizor olarak is gorebilen proteinlerdir. Genis yiizey alanlari nedeniyle,
kiiresel kolloid partikiil ya i¢cinde enzimlerin immobilize oldugu polielektrolit iplikcikler yada
proteinlerin adsorbe edildigi polielektrolit ¢oklu tabakalarla birlikte biyokatalizorler igin ¢ok
1yi bir se¢imdir (Caruso vd., 2000; Anikin vd., 2005).

B-glukosidaz (B-GLS) PSS tarafindan ayrilan B-GLS tabakalar1 yaratarak PSS tabakalari
arasmna sikistirilmustir. {lk B-GLS tabakasimin adsorpsiyonunu kolaylastirmak icin PS lateks
partikiilleri lizerine biriken ilk haberci PAH/PSS polielektrolit filmin dort tabakasi tizerinde
bir araya getirilmistir (Caruso vd., 2000). Gliikosidasyon reaksiyonunun verimi daha alt
tabakalardakilerin katalitik reaksiyonlara katilimini1 gostererek B-GLS tabakalarinin artisiyla
artar. Bu ayn1 zamanda substrat ve dodekanolin immobilize enzimlerin aktif bolgeleriyle

etkilesime girmek i¢in polielektrlit tabakalara yayilabilecegini gostermistir. En dis tabaka
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polielektrolitse, immobilize B-GLS’in katalitik aktivitesi en disg tabakalar1 B-GLS olan
partikiillere gore diiser. Sonug¢ yiizeyden c¢ozeltiye kaybedilen enzimlere atfedilebilir.
Polielektrolit tabakaca korunmazsa B-GLS’lerin bazilar1 gliikosidasyon reaksiyonunda yer
alacak yiizeyde daha az enzim birakarak c¢ozeltiye karisir. Ancak ¢ozeltiye onemli bir enzim
kayb1 olmadigi icin gomiilii enzimlerde katalitik aktivite degismez. Anikin vd., (2005),
immobilize floresan proteinin (mEosFP) polielektrolit PSS iplik¢ikleri iizerindeki
biyoaktivitelerini incelemistir. Floresan protein molekiillerinin alim ve salimlarinin yapisal

biitlinliigii etkilemedigini ve biyo-fonksiyonelitenin devam ettigi gorilmiistiir.

5.2.2 Biyosensorler
Genel olarak biyosensor, fizyolojik degisiklikle ilgili bilgileri veya c¢evrede bulunan gesitli
kimyasal veya biyolojik maddelerin varligina bir yanit olarak onlar1 saptayan, kaydeden ve
yayinlayan bir cihaz olarak diisiiniilebilir. IUPAC tanimi bu cihazlarin donistiiriicii 6geyle —
genellikle bir elektrot - direkt uzamsal temasta olan bir biyolojik tanima eleman1 igermesi
gerektiginin altin1 ¢izmektedir. Bu arastirma biyosensor olarak biyolojik duyarli maddelere

yani polielektrolit-immoblize enzimlere odaklanmaktadir.

Depolama stabilitesi (raf omrii) ve operasyonal stabilite biyosensdr hazirlig1 isleminde ¢ok
onemli konulardir ¢ilinkii biyosensorlerin uzun bir siire i¢in aktivitelerini stirdirmeleri gerekir
(Gibson vd., 1996). Elektrot yiizeylerde immobilizasyon saglamak i¢in kullanilan
polielektrotlarin varligi genellikle biyosensor stabilitesini gelistirit. Yu ve Caruso (2003),
elektrokimyasal biyosensorler hazirlamak i¢in PSS/PAH enkapsiile katalaz kristallerini
kullanmistir. Kataliz kristalleri tizerinde PSS/PAH c¢oklu tabakasi olusturmus ve onlar1 da
elektrotlar iizerine biriktirmislerdir. Polielektrolit tabakalar enzim sizintisin1 engellemis ve
ylizeyin gecirgenligini kontrol ederek stabiliteyi artirmiglardir. Gibson vd. (1996), enzim
immobilizasyonundan sonra elektrot ylizeyinde gliikkoz oksidaz-polelektrolit kompleks
olusturarak biyosensor stabilitesini artirmigtir. Polielektrolitlerin varliginda gliikoz oksidazin
immmobilizasyonunun termal operasyonal stabiliteyi artirdigini gostermistir. Sonuclar akis
analiz sistemlerinde kullanilan tasiyict ¢ozeltilere eklenen polielektrolitlerin  yararini

gostermistir.
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5.3 Protein Ayristirmasi

Polielektrolitler secici faz ayrimi (¢Okelme veya koaservasyon) yoluyla proteinleri
karigimlarindan geri kazanmakta kullanilmistir. Goz Oniine alinan 6zellikler: segicilik, verim
ve izleyen saflagtirma adimlaridir. Bu faktorler Izumrudow vd. (1998), tarafindan ele
alimmustir. Dainiak vd. (2000), immobilize antijen yapmak i¢in kuaternize poli 4-vinilpiridin’i
affinite ligandla (gliseraldehid-3-fosfat hidrojenaz) birlestirmistir. Antikor pargalar bu

polikatyon-antijen kompleksi kullanarak aktif ve inaktif olanlar ayrilarak saflagtirilabilir.

5.4 Protein-Polielektrolit Koaservatlar Kullanarak Mikroenkapsulasyon

Protein-polielektrolit koaservasyon yaglarin ve yiyecekle iceceklerin lezzetinde
mikrokapsiilasyon icin yaygin olarak kullanilan bir fizikokimyasal metottur; ancak islemin
yap1 ve stabilitesi daha iyi anlasilarak ilaglari, kozmetik katki maddelerini, pestitleri, canlt

hiicreleri ve asilar1 enkapsiile etmek i¢in de kullanilabilir.

Enkapsiilasyon emiilsiyon ¢ekirdek maddesi (6rn. polielektrolit veya polielektrolit-protein
karistminin bir stok ¢ozelti i¢indeki yag) dagitilarak ve bunu takiben ¢ekirdek madde
cevresindeki koaservasyonu artirmak i¢in ¢ozelti kosullarinda (6rn. pH) bir degisiklikle
tamamlanir. Kompleks koaservat mikrokapsiilasyon, pH, I, toplam makromolekiil
konsantrasyon ve albumin/akasya, bitki proteinleri/ akasya sakizi, bitki
proteinleri/karboksimetilseliiloz, peynir alti suyu proteini/ akasya sakizinda goriildiigii kadar
protein/polielektrolit oran1 gibi koaservasyonu etkileyen ayni parametrelere karsi duyarhidir
(Burgess, 1994; Ducel vd., 2004; Weinbreck vd., 2004). Tek dikkat edilmesi gereken sey
cekirdek madde damlacigmin boyutudur ve kiiciik yag damlaciklarinin (<50pum) biiyiik
damlaciklara gore daha kolay enkapsiile olduklar1 bulunmustur (Weinbreck vd., 2004).
Cekirdek maddenin uygun enkapsiilasyonu viskoztenin orta derecede yiiksek oldugu
maksimum koaservasyon veriminin elde edildigi pH degerinde elde edilmistir (Burgess, 1994;

Weinbreck vd., 2004).

Koaservat stabilite partikiil boyutu, viskozite ve arayiizey rijitligi ile kontrol edilir ama
stabilite her zaman koaservat tabakasini kimyasal veya enzimatik olarak ¢apraz baglanarak
artirilabilir. Ancak, glutaraldehid gibi c¢apraz baglama ajanlari potansiyel olarak toksik
olabildikleri i¢in koaservat damlaciklarinin ¢apraz baglanmasi biyouyumlu ve biyobozunur

mikrokapsiil sistemleri i¢in dnerilmemektedir (Burgess, 1994).
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5.5 Immunolojide Polielektrolit Kompleksleri

70’li yillardan once, kimyacilar ile immunologlarin birlikte caligmalari sonucunda dogal
olmayan polielektrolitlerin (polikarbonasitler, polibazlar, bunlarin kopolimerleri ve g¢esitli
tiirevleri) klasik bir antijen olan koyun eritrositleri (KE) ile birlikte hayvanlarin organizmasina
verilmesi durumunda immiin cevabina onemli seviyede etkide bulunduklari gdsterilmistir
(Ottenbrite vd., 1978; Petrov vd., 1992). (Cizelge 5.1). Bilesenleri kararli baglarla baglanmis
komplekslerde polielektrolitlerin model, bakteri ve viriis tabiatli yapay antijenler icin tastyici
gibi kullanilmasi immun cevab1 birkag defa ¢ogaltir ve devamli immun koruyuculuk yaratir.
Bu simdiye dek korunulmasi miimkiin olmayan hastaliklara karsi yapay as1 yaratma imkani

saglamaktadir (Petrov vd., 1992).

Bu yonde yapilan arastirmalar, immunolojide ¢ok &nemli genel prensiplerin belirlenmesini
saglamistir:  Yani immun cevabin gen diizeyinde fenotipik dogrulanmig prensipleri ve yapay
antijenlerden yapay asilara gegmenin immunolojik yollar1 ortaya koyulmustur (Petrov vd.,
1992). Bu giine dek dogal olmayan polimerlerin immun modiillii aktifliginin ve polimer yapili
antijenlerin immunojenliginin, bunlarin fizikokimyasal etkilerine bagliliginin incelenmesi
konusunda bir ¢ok ¢alisma yapilmustir. Onceden belli etkili suni immunojenlerin yapilmasi ve
polimer-antijen sistemlerinin ¢aligma mekanizmasinin fizikokimyasal yonden anlagilmasi igin
polielektrolit kompleksler (PEK) daha fazla bilgi verirler. Bu komplekslerde polimer tastyicilar
kiiciik ve yiiksek molekiilli ligandlarla oynak, elektrostatik ve hidrofobik etkilesimle
baglanmislardir. Diizenlenebilen yapiya ve bilesime sahip olan polielektrolit ve komplekslerin
sentezi ve incelenmesi, ayni zamanda polikompleks partikiillerinin  yapi-kimyasal
cevrilmelerinin roliiniin immunolojide analizi, bunlarin yiikksek immunojenli preparatlarin
sentezi i¢in kullanilmasinmi saglar. PEK’lerin teorik immunoloji i¢in kimyasal “alet” oldugunu
da belirtmek gerekir. Bu alandaki ilerlemeler, ¢cok komponentli biyolojik sistemlerin basit

polimer-antijen karigimlarinda modellendirilmesiyle miimkiin olmustur.

Bu bolimde in vitro sartlarda PE’ lerin biyopolimerlerle karsilikli etki mekanizmasinin
incelenmesi ve elde edilen immunolojik sonuglarin fizikokimyasal parametrelere bagliliginin

karsilagtirmali yapr analizi ve “yapi-fonksiyon” iligkisi verilmistir.
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5.5.1 Polielektrolit Komplekslerinin Immunojenligi
Dogal olmayan polielektrolitler olarak sentezlenmis ilk suni antijen, poli-2-metil 5-vinil-piridin

ile trinitrofenol molekiillerinin elektrostatik yolla etkileserek olugturdugu komplekstir.

.. —CHg ~CH-CHy-CH ...
I @Y. o NO2
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2

Sekil 5.1 Poli-2-metil 5-vinil-piridin ve trinitrofenol kompleksi

Bu suni antijen kullanildiginda immun cevabi algilamak i¢in ilave yardimcilar (adjuvant)
kullanilmas1 gerekmez, timusu olan veya olmayan hayvanlarda antikor olusumunun uyarilmasi

saglanir.

Dogal olmayan polielektrolit tastyicilarinda olusan ikinci tip yapay antijen, kooparatif
elektrostatik ve hidrofob baglarla kararli hale gelen protein antijenlerinin polielektrolit
kompleksleridir (Kabanov vd., 1978). Ilave yardimcilar olmadan bir defa enjekte edildikten
sonra bu kompleksler proteine spesifik antikorlarin sentezine uyarlanmistir ve sonugta immun
cevabin Ir (immun respons) genlerinin kontroliine ve timusa bagli olmadig1 goriilmiistiir
(Petrov vd., 1992). Buna ilave olarak efektif as1 etkisi gosterilmistir. Polielektrolit kompleksleri
icerisinde zit immunolojik etki ile karakterize edilen tiirler vardir. Bunlar serbest protein

antijenleri ile karsilagtirildiginda ¢ok kiigiik immunojenlige sahiptirler (Petrov vd., 1992).

Bu boliimde protein antijenlerinin polielektrolit kompleksleri (PEK) esas alinarak yapay
immunojenlerin  olusumunun fizikokimyasal kriterleri verilmistir. PEK’in yapis1 ile
(devamliligiin-stabilitesinin,  yiikiiniin,  Olgiilerinin,  konformasyonunun ve  diger
fizikokimyasal parametrelerinin) immunolojik akitifligi arasindaki baglar analiz edilmis,
polimer bilesimli immunojenlerin model yapis1 verilmistir. Onerilen fikirler PEK’lerin
mekanizmasini agiklamakta ve onceden belli immunolojik aktiflige sahip polielektrolit

komplekslerinin sentezi i¢in bilimsel yollar géstermektedir.

Sekil 5.2’de model protein-sigir serum albumin (BSA)’nin ¢esitli PE’lerle karisiminin sulu

¢ozeltilerinin immunolojik olarak incelenmesinden elde edilen sonuclar verilmistir.
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Sekil 5.2 PE-BSA karisimi ile immunlastirilmis farelerin dalak hiicrelerindeki BSA-spesifik
AOH’ lerinin birbirlerine gore miktarlari;

1) saf BSA; 2) PVP+BSA; 3)PVP-R,+BSA; 4) (PVP-R,+BSA) suda; 5) (PVP-R,+BSA)+0.15 M NaCl;
6) PVP(R»,R 6)+BSA; 7) PVP(Ro,R,)+BSA; 8) PVP(Ry,R,.)+BSA+karbodimid; 9) PAA+BSA;
10) (PAA+BSA)+karbodimid; 11) PSS Na+BSA; 12) CP(AA+MVP)+BSA

Omnek olarak PVP, PAA, PSSNa ve bunlarm tiirevleri gosterilebilir. Goriildiigii gibi
karisimlarin immunojenligi PE’lerin kimyasal yapisina baglidir. PE-protein karigimlarinda
kompleks olusumunun fizikokimyasal uygunluklarinin incelenmesinden elde edilen verilere
gore, polimer-protein kompleks partikiillerinin organizma sartlarinda kararliligi, bu
komplekslerin  immunojenligi i¢in en Onemli sartlardan birisidir. Ayrica prosesin
mekanizmasini anlamak i¢in spesifik AOH’nin olusum kinetigi incelenmistir. Sekil 5.3°de
BSA-PE kompleksleri ile bagisiklanmis farelerin ve tavsanlarin dalaginda yigilan BSA-spesifik

AOH’nin kinetigi verilmistir.
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Sekil 5.3(a) Saf BSA veya [BSA+PVP(R,,R}6)] ile immunlasmis farelerin dalak hiicrelerinde
AOH?’ larin y181lma kinetigi

1) BSA, 0.05-0.2 mg/hayvan; 2) PEK-1, 0.3 g/dl (0.35 g/dl PE+0.25 g/dl BSA); 3) PEK-2, 0.61 g/dl (0.72 g/dl
BSA); 4) PEK-3, 1.22 g/dl (1.44 g/dl PE+1 g/dl BSA)

Sekil 5.3(b) BSA-PE kompleksi ile immunlagmis farelerin dalak hiicrelerinde BSA-spesifik
AOH?’ larin y181lma kinetigi

1) BSA-PVP(RO,Rac); 2) BSA-PVP (Ry,R¢); 3) BSA-PVP-Ry; 4) Saf BSA



54

————Genel konsantrasyoh
——=1gG konsantrasyonu

p—
i

Antikor miktar1

0 5 7 |7 ZL! 28 ginier
immunlagsmadan sonraki gilinler

Sekil 5.3(c) BSA( 1) ve PVP (R2,R16)-BSA(2) ile immunlagms tavsanlarin kan serumunda
toplanmig AOH” lerin kinetigi.

Gortldiugl gibi reaksiyonun dinamigi immiinize edilmis antijenin yapisina bagl olarak immun
cevabin genetiginde etkisini gostermistir ve 10 giin sonunda maksimum deger elde edilmistir.
AOH kullanilan proteine spesifiktir ve bunlarin tayini ancak BSA-KE’nin (OVA-KE ile
olusmaz) test antijeni olarak kullanilmasiyla miimkiindiir. AOH’nin aktivitesi agar {izerine

BSA ilave edildiginde tamamen yok edilebilir. Bu sonuglar Sekil 5.4’de verilmistir.
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Sekil 5.4 BSA+PVP (R, Rj6) ile immunlagmis farelerin dalak hiicrelerindeki AOH’larin
spesifikliginin analizi

P-BSA+PVP(R,,R|6), PEK-OVA Freund yardimeri ile birlikte verilmistir.
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Sekil 5.5°de protein antijenlerinin lineer poliamfolitler-akrilik asit ve metil-vinil piridin
kopolimerleri-komplekslerinin immunojenligi gdosterilmistir. Proteinlerle kararli kompleks

olusturan kopolimerler icin (MVP’nin AA oram1 % 55/34’tiir) immun cevabinin azaldig1

goriilmektedir.
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Sekil 5.5 Saf BGG (1) ve bunun CP-3 (2), CP-2 (3), CP-1 (4)’lerle karisimlar ile
immunlastifinda olusan immun cevabi (AOH)

Yani bu kopolimerler immun cevabr yok etmektedirler. Bu etkiyi anlamak i¢in sonraki
arastirmalarda ¢esitli supramolekiiler yapilarda karakterize edilen PEK partikiillerinin rolii

incelenmistir. Sekil 5.6’da bu tiir partikiillerin yapisi sematik olarak gdsterilmistir.

Sekil 5.6 Proteinlerin CP(III), PMP-I (I) ve PMP-2 (II) ile komplekslerinin yapisinin sematik
gosterimi.
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Immunolojik deneylerin sonuglar1 Cizelge 5.1°de verilmistir. Goriildiigii gibi stokiyometrik
yapili olmayan kompleksler i¢in (bir polimer molekiiliinde birden ¢ok protein birlesmistir)
spesifik immun cevabin arttig1 goriilmektedir. Diger bir polimer protein kompleksi i¢in de

analojik etkiler verilmistir (Sekil 5.7).

Sekil 5.7 BSA’nin ¢esitli polimerlesme derecelerinde PVP (R,-R¢) polikatyonu ile
kompleksinin yapisi

(?n: 103): 2,15x10%; 7,4x10° kuaternlesme derecesi setil bromiirle % 7-9 mol etil bromiirle % 90 mol.

Bu tip polikompleksler hayvanlara enjekte edildiginde alinan sonuglar Cizelge 5.2°de

goriilmektedir.

Cizelge 5.1 Serbest SA-GG ve bunlarin Poli-N-vinilimidazolle polimer metal komplekslerinin
enjeksiyonundan elde edilen antikor olusturan hiicrelerin (AOH) miktari.

Madde PMK’ya gore doz Proteine gore doz| Farelerin miktar AOH
mg/fare mg/fare

BSA - 0.5 16 35
PVI-Cu’+-BSA 0.01 0.5 16 incelenmemistir
(PMCI+BSA) - 0.5 17 4400+430
BGG
PVI-Cu”-BGG 0.01 0.5 16 340430
(PMCI1+BGG)
PVI-Cu’*-BSA 1.0 0.5 18 5000740
(PMC2+BSA)
PVI-Cu’"-BGG | 1.0 0.5 18 280006500
(MC2+BGG)
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Cizelge 5.2 Serbest SA ile SA’ nin yan hidrofob setil radikalleri ile yiiklenmis poli-4-vinil
piridin kompleksinin enjeksiyonundan elde edilen AOH’ lerin miktar1

Madde Polikatyonun AOH Farelerin miktar1
(Polimerlesme Derecesi)
P,,10°

BSA - 254+5.0 18

PVP (R;, Ri6)-BSA 1.00 2800+250 17
2.15 2400+200 17

I 4.50 1900+180 18

20 7.50 2000+200 16

12.00 2100+200 18

Goriildiigii gibi yiksek immun cevabin olusmasi i¢in kompleks antijenin bilesimi ¢ok

onemlidir. Bir polimer tasiyicisi ile fazla miktarda protein baglanmasi immun cevabinin

artmasina neden olur. Polikompleksin yapisinin, immonojenligine etkisi, PVP-SA ve PAA-SA

(B) karisiminda karbodiimid ilavesiyle (A) sistematik olarak aragtirtlmigtir. PVP nin PVP-

CH,COOH turevleri

PVP’nin BrCH,COOH’la kuaternlesme

sentezlenmistir (C) (Sekil 5.8a).

reaksiyonu yoOntemiyle
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Sekil 5.8a Polikompleks olusum reaksiyonlari

Sekil 5.8b’de bu sistemlerde olusan kovalent komplekslerin (konjugatlarin) yapisi sematik

olarak gosterilmistir. Bu sistemlerin immonolojik incelemesinin sonuglar1 Sekil 5.9’ da

verilmistir.

Ma

Sekil 5.8b Kovalent PAA-BSA konjugantinin yapisinin PAA’nin polimerlesme derecesine

bagli olarak sematik gosterimi
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Py 1140 (I). 550 (IT), 43 (1ID). 1T halinde BSA/PAA oranina bagli olarak iki tiir yap1 olusur.

Gortildigl gibi, stokiyometrik bilesimli konjugat minimum immunojenlige sahiptir. Molekiil
agirhigina bagli olmaksizin yiiksek epitop yogunluguna sahip konjugatlar ise daha fazla

immunolojik aktivite gostermektedirler.
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Sekil 5.9 Kovalent PAA-BSA konjugati ile immunlasmis farelerin kanindaki antikor
titrelerinin (-log,7) (konsantrasyon) polimer zincirinin uzunluguna (n) baglilig::

1) Birinci immun cevabi (13 giin); 2,3,4) ikinci immun cevabi: 7(2), 11(3),10(4) immunlastiktan sonraki

giinlerdir. n=43 durumunda konjugatin yapis1 Il b’ ye uygundur.

Literatiirde belirtildigi gibi PMVP-TNF yapay antijeni sulu ortamlarda ¢éziinmez. Bu sebeple
arastirmalarda zorluklar ortaya ¢ikmaktadir. Mustafaev ve calisma arkadaslart TNF haptenini
PEK’ in (PAA-SA) igine almislar ve suda ¢oziinen {iglii kompleks olusturmuslardir (Mustafaev
vd., 1989). Sekil 5.10 a’ da sentezlenmis TNF bilesimli {¢lii komplekslerin yapisi

aciklanmustir.

Sekil 5.10 a Suda ¢oziinen iiglii PAA-(BSA-TNF) kompleksi yapisinin sematik gosterimi
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Immunolojik arastirmalar, polielektrolitlerin bu tiir yapili komplekslere gore (TNF (hapten))
yiiksek epitop yogunluguna sahip komplekler olusturmak i¢cin de cok Onemli oldugunu

gostermektedir. TNF haptenler i¢in 6rnek olarak seg¢ilmistir.

(Hapten-kendisi tasiyicisiz higbir antijenligi ve immunolojik aktifligi olmayan kiiclik
molekiillii organik maddelerdir). TNF’ e gore spesifik immun cevabin yiiksek oranda arttigi

goriilmektedir (Sekil 5.10 b).

AOHL 1 ADH

» r

Sekil 5.10 b TNF-BSA(1), (TNF-BSA)-AF(2), (TNF-BSA)-PAA(3), konjugatlari farelere
verildikten sonra TNF gruplarina gore olusan AOH’ lerin miktarinin TNF gruplarinin
miktarina bagliligl. (AF-Freund adjuvani: yag karisimlari)

Kana verilen serbest PE’ lerin veya antijen-PE komplekslerinin gelecegi, bunlarin plazma
protein hiicreleri veya diger yiiklenmis biyokomponentlerle karsilikli etkilesim karakterine
baghdir. Model deneylerde bunlarin immunolojik aktifliginin amaca uygun sekilde

diizenlenmesi olduk¢a onemlidir.

Bu sorunun ¢6ziimii i¢in iki tiir yapay immunojen se¢ilmistir (Mustafaev ve Kabanov, 1980).
Bunlardan birisi SA’ nin PVP (R;) ile elektrostatik kompleksi (EK), digeri ise bu proteinin
karboksimetillesmis PVP ile kovalent konjugatidir (KK).

Once in vitro sartlarnda EK ve KK’ nin heparin ile birbirinden farkli sekilde karsilikli
etkilesimi oldugu gosterilmistir. Heparin ¢ozeltisi EK ¢ozeltisine ilave edildiginde heparin,
proteini tam olarak EK’ dan cikarir. Cozeltide serbest protein, c¢okiintiide ise heparin
polikatyon kompleksi olur. Heparin ¢6zeltisi KK ¢6zeltisine ilave edildiginde farkli bir durum

gbzlenir. KK’ dan protein ¢ikarilmasi meydana gelmez. Protein ile PE arasindaki kovalent bag
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makromolekiiller substitusyon reaksiyonunun olusmasina imkan vermez. Cozeltide kovalent
konjugatla heparinin polikompleksi olusur. Sekil 5.11° de EK ve KK’ nin heparin ile karsilikli

etkisinin mekanizmasi gosterilmistir.

Sekil 5.11 Elektrostatik kompleksin (EK;a) ve kovalent konjugatin (KK;b) heparinle karsilikli
etkisinin sematik gosterimi

Immunolojik deneyler fareler iizerinde gergeklestirilmistir. Farelere once toplardamardan
(vena) EK veya KK c¢ozeltileri enjekte edilmistir. Daha sonra hayvanlara cesitli zamanlarda
heparin ¢ozeltisi verilmistir. Kompleks veya konjugatla immunize olduktan sonra immun
cevabiin maksimum pikinden (9 giin sonra olusan pik) antikor miktar1 tayin edilmistir.
Cizelge 5.3’ de elde edilen sonuglar verilmistir. Goriildiigii gibi heparin, EK’ nin hemen
arkasindan veya 30 dakika sonra enjekte edildiginde viicudun yapay antijene cevabini tam
olarak yok etmektedir. Yani heparin EK’ sini viicutta “tutar” ve bunu parcalar, polikatyonla
birleserek proteini serbest hale ge¢irir. Bu zamanda polikomplekse yonelik immun cevabinin

baslamas1 miimkiin olmaktadir.

Ancak kontrole gore (yani heparin olmadigindan) birka¢ kat daha zayiftir. Heparin 24 saatten
sonra enjekte ettigimizde EK’ nin immun cevabina higbir etkisi olmamaktadir; yani immun
cevab1 kontrolde olan degere karsilik gelmektedir. Cizelge 5.3° de goriildiigii gibi zamana
bagli olmaksizin heparinin KK’ nimn immun cevabina hicbir etkisi yoktur. Gergektende,
heparin KK’ y1 viicutta “tutsa” bile onunla {i¢lii kompleks olusturarak KK partikiillerinin

immun hiicrelerinin membranlari ile karsilikli etkilesimine bir etkisi olmamaktadir.
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Cizelge 5.3 Immunojen ¢ozeltilerle bagisiklanmis farelerin heparinin viicuda verilme
zamanina bagli olarak dalakta tayin edilen AOH’ lerin goreceli miktari

(AOH deneysel/AOH kontrol)*

Preparat Verilme zamani, saat

0 0.5 2 24
Elektrostatik kompleks 0 0 0.46 1.08
Kovalent konjugat 0.96 1.04 0.94 1.0

* AOH kontrol hayvanlar1 EK ve KK ile immunulize edildiginde uygun olarak 3730 + 232 ve 6276 + 314’ tiir.

Bu sonuglar kompleksin ve konjugatin in vitro sartlarinda heparin ilavesiyle alinmis sonuglari
ile ¢ok 1yl uyum gostermektedir. Elde edilen sonuglar iki agidan énemlidir: Birincisi bunlar
kanin c¢esitli komponetleri varliginda organizma sartlarinda makromolekiiller arasinda
substitusyon reaksiyonlarmin olusma imkaninin oldugunu gostermektedir. ikincisi, bunlar
immun cevabinin yapay veya timusa bagli olmayan antijenlerle birakildig1 zaman tayin etme

yontemini saglamaktadir.

Ilave protein partikiilleri ile PE komplekslerinin karsilikli etkisine gére PEK lerini iki gruba
bolmek miimkiindiir. Birinci grupta model deneylerde PEK ¢ozeltilerini kanin serum proteinli
cozeltileri ile karistirdigimizda polikompleksin yapisinda bulunan serbest polimer boliimleri
protein molekiillerini efektif olarak baglarlar. Boyle PEK’ ler yiiksek immunojenlikle
karakterize edilirler. Bu gruba ayni zamanda proteinlerin ayni (negatif yiikli) PE ile
komplekslerini  ve konjugatlarin1  ilave etmek miimkiindiir. Ancak polikatyon
komplekslerinden farkli olarak bu sistemlerde proteinin son arttiritlisindan sonra sistemde
partikiillerin agregasyonu ve ¢Okiintiiye ge¢mesi meydana gelmez, bilindigi gibi bdyle
konjugatlarda yiiksek immunojenlikle karakterize edilirler. Ikinci grupta proteinlerin dogrusal
poliamfolitlerle kompleksi yeralir. Boyle komplekslerin yapisinda serbest polimer boliimleri
negatif yiiklii oldugundan ilave protein molekiillerini baglayamazlar. Immunoloji deneylerinin
sonuglar1 bu tiir PE komplekslerinin protein antijenlerine gore ¢ok diisiik immunojenlige

sahip oldugunu gostermektedir.

Eger onceden polikomplekslerin yapisinda serbest polimer bdliimlerini ilave proteinlerle
“ortersek” PEK’ lerin immunojenliginin degismesi Onemli bir mesele olarak ortaya
cikmaktadir. Bu soruya cevap, polikatyonlarla veba mikrobunun model protein fraksiyonu
(F1) ile olusmus PEK’ lerin immunojenligi arastirilirken belli olmustur. F1 proteini serum

proteinlerinden farkli olarak sulu c¢ozeltilerde intermolekiiler asosiasyon olusturur. Bu
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sebepten F1 proteinin polikatyonla kompleks olusturma mekanizmas: SA, GG ve diger
proteinlere gore cok farklidir. Boyle PEK’lerin yapisinda serbest polikatyon bdliimleri yok
demektir. Immunolojik deneylerin sonuglari gdsteriyor ki yapis1 “ilmik” tipli organizasyon PE

kompleksleri en yiiksek immunolojik aktiflige sahiptirler.

Kompleks partikiillerinin yapisindaki polimer tasiyicisinin protein molekiillerine gore ¢esitli
“yapiskanligr” bunlarin hiicrelerle (hayvan eritrositleri ve dalak hiicreleri-DH) de karsilikli

etkilestikleri zaman ortaya ¢ikar (Cizelge 5.4-5.5) (Mustafaev vd., 1990).

Cizelge 5.4 Dalak hiicrelerinin-DH ovalbliminin (OA) ¢esitli PE ile kompleksinin karisiminda
floresan DH’ nin miktar1

(OA-floresan grupla nisanlanmaistir)

Karisim Karisim zamani, dakika

5 15 60 120
DH+[PVP(R,,R16)-OA] 68 85 90 70
DH+[CP(AA-MVP)-OA] 5 20 22 20
DH+OA 4 5 7 8

Cizelge 5.5 OA’ nin ve OA-PE kompleksinin dalak hiicrelerinde adsorpsiyonu

MADDE Spektrofotometrik yontem Radyoizotop yontemi
(Max degerine gore %) PEK
OA
OA* 55 -
PVP(R2,R16)-OA 100 27.972
CP(AA-MVP)-OA 20.33 1.08

* OA’ ya gore konsantrasyon 100 pg/ml- PEK/OA adsorbe olan OA’ nin PEK’ nin yapisindaki miktarinin

adsorbe olan saf OA miktarma orani
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Cok komponentli yapay asilarin sentezi, aynt zamanda birka¢ infeksiyona gore yapisinda
birkac antijen olan as1 komplekslerin olusturulmasini gerektirir. Bu durumda polivalent asilar
yapmak i¢in hangi ydntemin etkin olabilecegi, mekanik PEK karigimlarinin mi, ¢ok
komponentli komplekslerin mi etkin olabilecegi sorusu akla gelmektedir (Mustafaev vd.,
1992). Bu sorunun ¢oziimiinde model antijen olarak PVP (Rj,Ri6)’ nin SA ve GG ile
kompleksi sec¢ilmistir. Bu kompleksler literatiirde belirtildigi sekilde sentezlenmistir (Sekil
5.12).

Sekil 5.12 Bireysel PEK-1 (a) ve PEK-2 (b) ve karisim (PEK-1+PEK-2) (c¢) komplekslerinin
hipotetik yapisinin sematik gosterimi

Sentezlenmis kompleksler sonra immunolojik arastirmalar i¢in kullanilmistir. Bu amagla iki

PEK’nin [(SA-PE)+(GG-PE)] mekanik karisimi1 hazirlanmstir.

Boyle karisimlarda her bir kompleksin kendi yapisim1 korudugu goriilmektedir. SA ve GG
komponentlerinden olugsmus polielektrolit kompleksi yukaridaki gibi sentezlenmistir.
Immunolojik etkiyi gérmek icin, kompleksler ve bunlarin mekanik karisimlar ile hayvanlar
bagisiklanmistir (PEK1 PE-SA kompleksini, PEK2 PE-GG kompleksini gostermektedir). Sekil
5.13a’da tek baslarina PEK1 ve PEK2 ve bunlarin mekanik karigimi ile bagigiklanma sonrasi
alinmis antikor olusturucu hiicrelerin miktar1 verilmistir. Sekilden de goriildiigii gibi mekanik
karisimdaki her bir PEK’nin immunojenligi pratik olarak degismemektedir. Yani PEK’ler
yapay immunojenler gibi serbest olarak islev gormektedirler. Bu durumda antijen rekabeti
olusmaz. Iki bilesenli karisim yapili kompleks (Sekil 5.12c) enjekte edildiginde tamamiyla
farkli bir sonu¢ alinmistir. Sekil 5.13.b’de bu tip komplekslerin enjeksiyonundan alinmis

antikorlarin miktar1 gosterilmistir.
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Sekil 5.13a BSA (1), BGG (1°), bireysel kompleksler PEK1 (2), PEK2 (2’) ve bunlarin
mekanik karigimi ile (PEK1 + PEK2) immunlasmis farelerin dalagindak AOH hiicrelerinin
degerleri

Sekil 5.13b (BSA + BGG (1,1’), (PEK1-PEK2) (ILII’) ve (PEK1 + PEK2) (IILIIT") ile
immunlagmis farelerdeki AOH.

Goriildiigii gibi farelere iki komponentli karisim, kompleksler ile birlikte (PE-BSA-GGQG)
enjekte edildigi durumdaki proteinlerin immunojenligi, her bir PEK’inin mekanik karigiminin
verildigi durumdakine gore daha azdir. Boylece serbest PEK’nin mekanik karigiminin
(PEK1+PEK?2) enjeksiyonunda daha fazla immun cevap goriilmiistiir. Alinan immiinolojik
sonuglarin fizikokimyasal temeli, PEK nin yapisinda olan serbest polielektrolit boliimlerinin

yiiklii hiicre membranlar ile kooperatif iliskisine uygundur. Alinan sonuglar, ayn1 zamanda
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cesitli enfeksiyonlara karst c¢ok komponentli asilarin  yapilmasi ve bunlarin etki

mekanizmasinin anlasilmasi acisindan 6nem tasimaktadir.

5.5.2 Polielektrolit Kompleksleri-Yapay Asilar
Son yillarda yapilmis aragtirmalar model antijenlerin yam sira (GG, SA-OA v.s.) mikrop ve
bakteri antijenlerinin polielektrolit komplekslerinin fazla immiinolojik aktiflige sahip
oldugunu gostermektedir (Cizelge 5.6; 5.7). Ornek olarak tiiberkiilozun protein antijeni
(PPD), H-antijeni, Salmonel, grip antijeni, menenjit mikrobunun B-polisakkariti, a-
fetoprotein ile (kanser antijeni) polikatyonlarin kompleksleri serbest antijenlerden
karsilasilirsa daha yiiksek immunolojik aktiviteye sahiptirler (Mustafaev ve Norimov, 1990;
Petrov vd., 1992). PEK’ler timusa bagli antijenleri timusa bagli olmayan immunojenlere
cevirme imkani saglamaktadirlar. (Cizelge 5.8). Bir kat enjekte edildikten sonra ilave
yardimcilardan yararlanmadan gilivenli immunolojik hafiza meydana getirirler (Cizelge 5.9).
Boyle PEK’ler ayn1 zamanda yiiksek koruyucu aktiflige sahiptirler ve bunlar temel alan yapay

asilarin sentezlenmesinde biiyiik olanak saglarlar.

Cizelge 5.6 Serbest BGG, tiliberkiilozun protein tiirevi (PPD) ve bunlarin PVP (R, Ry6)
kompleksleriyle immiinize edilmis farelerin dalagindaki antikor olusturan hiicrelerin (AOH)

miktari.
Preparat AOH Farelerin sayis1
BGG 5000+5.35 18
PVP(R2,R16)-BGG 10000015000 18
PDD 25+5.0 18
PVP(R2,R16)-PPD 25000+2000 18
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Cizelge 5.7 Ovalbumine (OA) kars1 olan Ig-E’nin titresi (miktar1)

(Fareler OA ve OA’ nin PEK si ile immunize edilmisler)

Sayisal IgE’ nin titri (logy/T)
Oran PVP(Ry,R;)-OA* PVP(R,,R;5)-0A
Noa/Npg B=5 mol% B=7 mol%
2.0 6.6 7.8
3.8 5.6 5.5
4.0 4.0 5.1
5.0 3.4 4.0
6.0 4.0 3.5
8.0 3.0 4.8

* serbest ovalbumin i¢in Ig-E nin titri 4.0 a esittir.

Cizelge 5.8 Normal ve timusu olmayan farelere SA, GG ve bunlarin kuaternlesmis poli (4-
vinil-piridin) ile kompleksleri verildiginde olusan immunolojik aktiflik.

Farelerin gen tipi Immunojen Dalakta protein | Farelerin sayisi

spesifik

antikorlarin miktari
CS57BL/6(+/+) BSA 25+10 6
C57BL/6(+/+) BSA-PVP(R3,R16) 2500+400 6
Nude (nu/nu) BSA - 3
Nude (nu/nu) BSA-PVP(R2,R16) 600+100 5
C57BL/6(+/+) BGG 2500+400 6
C57BL/6(+/+) BSA-PVP(R2,R16) 3500+200 6
Nude (nu/nu) BGG 200+20 5
Nude (nu/nu) BSA-PVP(R,,R16) 20000+2500 5
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Cizelge 5.9 Farelerde serum albumine karsi olan ikinci immun cevabi

Immunlastirma Farelerin sayis1 Birinci veya ikinci immunlastirmadan 7
giin sonra AOH miktar1

Birinci IgM IgG

BSA 18 23,542 5.5+2

BSA 11 20+4 6+2

PVP(R2,R6)-BSA 15 3840+470 3990+300

PVP(R2,R6) 14 5920+720 7450+680

Fareler 6nce SA ve bunun kuaternlesmis poli-4-vinil piridin kompleksi ile immunize

edilmigler.

Asagidaki boliimlerde pratik Onemi olan antijenlerin PEK’leri esas alinarak yapay

antijenlerden yapay asilara gegme yollar1 ele alinmustir.

5.5.2.1 Tiiberkiiloz Infeksiyonu Modelinde PEK’ler

Incelemeler igin Tod metoduyla elde edilen protein antijeni (PT) ve mikrobakterilerin hiicre
yiizeyindeki kuru antijenler kullanilmistir. Fraksiyonlastirilmamis Triton ekstrakti (TE) ve
bunun {i¢ fraksiyonu 150 KD molekiil agirhikli (TE1), 40-70 KD’lu (TE2) ve 10-30 KD
(TE3). Polielektrolit tasiyict olarak PVP (R;), PVP (R,, Ris), PAA ve CP (AA-VPD)den
yararlanilmistir (Sekil 5.14).
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Sekil 5.14 Mycobacteria hiicrelerinin yiizeyinden alinmis proteinlerin (Triton ekstrati) ve
PAA komplekslerinin hipotetik semasi

Immunolojik deneylerin sonuglar1 Cizelge 5.10°da gosterilmistir. Tablodan goriildiigii gibi

PEK’ler ve kovalent konjugatlar her iki durumda TPT’nin immunojenligini 10-20 kat

yiikseltirler.

Cizelge 5.10 TPT proteini ve bunun kuaternlesmis poli 4-vinil pidirin ile kompleksi ile
immunize edilmis farelerde TPT spesifik antikor olusturan hiicrelerin miktari.

Preparat Dalakta AOH Miktar1 (M°+m,Ip=0.05)

6.giin 10.glin 14.glin
TPT 364.4 + 66.6 708.9 +£126.0 4130+ 152.0
PVP(R,)-TPT 8240 + 190.2 3208.0 + 256.0 1920.0 £ 256.0
PV(R2,R16)-TPT 392.4+542.2 15558.0 =1120.0 6971.0 £ 1632.0
PVP(R;) 160.0 +42.1 132.1+79.8 100.0 + 44.0
PV(R2,R16) 226.0 +£50.6 2742 +61.6 160.0 = 74.0
Kontrol 48.0 £16.2 100.0 =42.1 84.0 + 12

Ayn1 zamanda yapisinda tiiberkiiloz antijeni olan kompleks ve konjugatla farelerin

immiinizasyonu sonrasinda hiicre immunutesinin aktif situmulasyonu goriilmektedir (Cizelge

5.11).



Cizelge 5.11 TPT proteini ve bunun PAA ile konjigati ile bagisiklanmis farelerin tabanindaki
tiiberkiilina gore reakisyon

(fareler virulent H37 RV ile zehirlenmistir)

Preparat Tiiberkiilin ile reaksiyon, mm

Asilama 2. hafta 4. hafta 6.hafta
TPT 0.1 0.4 0.1
TPT-PAA 0.5 0.8 0.35
Kontrol 0 0.35 0

Boylece yapisinda tiiberkiiloz koruyucu olan PEK ile immunlagma, deney hayvanlarinin
organizmasinda gerekli hiicre ve humoral immun cevabi olusturuyor. Boyle PEK’lerin
hayvanlarin sonradan uygun degisen kiiltlirlerle zehirlenmesinde mikroba kars1 koruyucu etki
gosterdikleri diisiiniilebilir. Immunolojik deneylerden almman sonuglar Cizelge 5.12°de
gosterilmistir. Cizelgede goriildiigli gibi sistemde polimer tasiyicilarin  kullanilmasi,
proteinlerin koruyucu etkisini % 126-127 oraninda arttirir. Kontrol edilen gruba gore

hayvanlarin ortalama yasam siiresi 10-18 giinii gegmektedir.

Cizelge 5.12 Farelerin Tiiberkiiloz antijeni ve bunlarin PAA tiirevleriyle asilanmasindan sonra
ortalama yasama stiresi

(Fareler H37Ru mikrobakterisinin ¢esitli dozlariyla zehirlenmislerdir)

Preparat Doz Zehirleme dozu, mg
pq 0.1 0.05 0.025

Glinler % Giinler % Giinler %
Kontol - 17.6+0.44 - 23.67+1.3 - 26.5+4.25 -
TPT 100 - - 24.5+1.2 101 42.33+4.12 -
PAA-TPT 100 - - 29.0+0.7 126 39.36+2.53 148
(Kovalent
konjugat
PAA-TPT 100 28.67+2.62 163 - - 44.07+2.7 167
(Kompleks) | 450 - - - - 55.22+1.13 -
BCG(canl1) | 450 29.8+1.11 169 - - - -
PAA 450 18.7+1.8 169 - - - -
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Uglii komplekslerin B-farelerde koruyucu aktifligini incelemek igin CP(AA-VPD)-Cu**-BCG

kompleksinden yararlanilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 5.13°de verilmistir.

Cizelge 5.13 BCG protein fraksiyonunun ti¢lii polimer metal kompleksinin koruyucu aktifligi.

Denek gruplari Immunizasyon igin istifade edilmis | Sag  kalan  hayvanlarin
antijen mataryeli ylizdesi
BGG BCG-Cu™-CP(AA-
VPD)

B-farelerB-fareler - - (0/12)0
immunlastirilmamistir

A) + - (1/15)6.6

B) - + (23/27)85

2 mg canli BCG agsisim1 verdikten 2 ay sonra biitiin kontrol B-fareler dlmiislerdir. Aym
zamanda {i¢lii kompleksle immiinize edilmis farelerin ise % 85’1 sag kalmistir. Boylece ilk
defa olarak tiiberkiiloz protein antijeninden AA ve VP kopolimerlerinden ve Cu®’
iyonlarindan yapilmis yiiksek immunojen ve koruyucu etkisine sahip olan {iglii kompleks

sentezlenmistir.

5.5.2.2 Grip Infeksiyonu Modelinde PEK’ler
Grip infeksiyonu modelinde PEK’lerinin koruycu etkisini 6grenmek icin antijen olarak grip

virlisliniin ylizey antijenleri — hemaglutinin (HA) ve nevraminidaza (NA) kullanilmistir.

Polimer tastyici olarak toksik olmayan kopolimer CP (AA-VPD), birlestirici ajan olarak ise
Cu2+ iyonu kullamlmustir. Immunolojik deneyler igin yukarida gosterilen metodla
sentezlenmis suda ¢dziinen ti¢lii polimer-metal kompleks CP (AA-VPD)-Cu*"-E (E=HA+NA)
kullanilmigtir. Antijen cevabinin seviyesi immune enzim metoduyla (ELISA) 6grenilmistir.
Hayvanlar zehirlemeden iki hafta dnce “peritenium” olarak hemaglutinin ve neyraminidaza
veya bunlarin PE ile ti¢lii kompleksleri ile immiinlestirilmistir. Cizelge 5.14’de ti¢lii polimer

metal komplekslerinin immunojenligi verilmistir.
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Cizelge 5.14 Grip virlisiiniin yiizey antijenlerinin karigiminin {i¢lii polimer-metal
komplekslerinin immunojenligi.

Immunojenler Antikor tiirleri
IgM IgG
Kontrol 160 160
E=(NA-RA) 640 640
E-Cu”-CP2 10240 20960
E-Cu-CP3 10240 20480

Tablodan goriildiigii gibi kompleksler serbest antijenlerle karsilastirildiginda c¢ok fazla

miktarda viriis spesifik antikorlar olugturmaktadirlar.

Cizelge 5.15°de temiz E protein karigiminin ve bunun {i¢lii kompleksinin koruyucu etkisinin

incelenmesinden alinan sonuglar verilmistir.

Cizelge 5.15 Yiizey antijenler karigimi ve ti¢lii polimer metal kompleksleri ile immiinize
edilmis farelerin cigerindeki Pros patojen viriisiiniin iireme siklig1.

Antijen materyali Cigerde viriisiin {ireme
seviyesi
Deney gruplari E CPI-Cu™*-E IgEIDs
Deney + - 821.6
(Immiinize
edilmemis
hayvanlar)
Immiinize edilmis
hayvanlar
A) + - 6.824
B) - + 2.40.6

Tabloda goriildiigli gibi hayvanlar grip virlislinlin ylizey glikoprotein antijenlerinin
kopolimerlerle ii¢lii kompleksleriyle immiinize edildiginde homolitik viriisiin yeniden {iremesi

prosesi kesin olarak engellenir.
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5.5.2.3 Antiferil Etkili PEK’leri

Insan ve hayvan dogumunun diizenlenmesi ve kontrolii i¢in as1 preparatlarinin olusturulmasi
problemi ve bunlarin etki mekanizmasinin incelenmesi modern halk sagligi agisindan ¢ok
onemlidir. Bu problem Asya ve Afrika iilkelerinde ve o6zellikle de Hindistan ve Cin’de
aktiieldir. Kontrol i¢in yararlanilan metodlardan immun sistemiyle bagli careler (ilaclar)
kullanilir (Immunocontro-septif-ilaglar). Boyle preparatlarla insan ve hayvam kismen veya
tam olarak (ilacin immunolojik aktifligine bagli olarak) sterillestirmek miimkiindiir. Bundan
baska bdyle asilar hormona bagli hastaliklarin tedavisi i¢in de kullanilabilir (Talwar, 1983;
Mustafaev vd., 1989).

Hindistan’in Milli Inniinoloji Enstitiisiinde hamilelige karst ast yapmak i¢in hormon
preparatinin alinmasi, kimyasal yapisinin ve fonksiyonel aktivitesinin incelenmesi sayesinde
biiylik basarilar elde edilmistir. Bu hormon B-PLH (ovine luteinizing hormone) ineklerin
kanindan elde edilir, protein yapisindadir, baz karakterdedir ve ndtral su ortamlarinda ¢ok
zaylf immunojenligi bunlarin as1 preparati yapmak icin kullanilmasini engeller. 1988-1990
yillarinda Mustafaev (Moskova, Immunoloji Enst.) ve Talvar (Hindistan immunoloji Enst.)’ 1
birlikte ortaya ¢ikardiklar1 incelemelere gore B-OLH proteinin sentetik PE ile sentezlenmis

ikili ve li¢lii kompleksleri esasinda biiyiik ve etkili immunojenler yapilmistir.

Kompleks olusumu i¢in iki tlir kopolimer kullanilmistir: CP(AA-VPD)(CP1) ve CP(MA-
VPD)(CP2)(MA=Maleik anhidrit). Bu kopolimerler ve P-OLH proteini esasinda Cu®"
katilmasiyla ii¢lii kompleksler sentezlenmis ve bunlarin immiinojenligi arastirilmistir. Beyaz
ir1 fareler proteine gore 0.5 mg (0.3 mL) dozda iiglii komplekslerle immunlastirilmastir.
Kontrol i¢in B-OLH difteri toksiti konjugat: kullanilmistir. Immunlagsmadan dokuz giin sonra
farelerden kan alinmistir. Kandaki antikorlarin miktar1 isaretlenmis (belirlenmis) antijenleri
I'®-antijen kullanilarak radyoimmun analiz metodu ile incelenmistir. Birinci immun
cevabinin incelenmesinden alinan sonuglar Sekil 5.15°de verilmistir. Sekilde goriildiigi gibi

kullanilan biitiin t¢lii kompleksler i¢in polielektrolit kompleksin yapisinda olan protein

hormonuna gore spesifik immun cevabi keskin olarak artmustir.
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Sekil 5.15 B OLH hormonu ii¢lii polimer metalik kompleksleri ile immunlastirildiktan sonra
olusan immun cevabi

CP1+ Cu™ + BOLH; 1/(Cp/Ccp=2, [Cu?)/[COOH]=0.1); 2(Cp/Ccp=4, [Cu™*]/COOH]=0.1); 3(Cp/Ccp=4,
[Cu"?]/[COOH]=0.25), CP,+Cu'*+ BOLH : 1(Cp/Ccp=2; [Cu*]/[COOH]=0.1); 2(Cp/Ccp=4; [Cu*}/[COOH]=0.1;
3(Cp/Cp=4; [Cu™?]/[COOH]=0.25

Kontrol konjugati BOLH —TT(Titanus toksoit)

Belirtmek gerekir ki, kontrol konjugati ile karsilastirildiginda aliman immun cevaplari esit ya
da daha yiiksektir. B-OLH proteinin kendisi yliksek immunojenlige sahip degildir, kompleks
olusumu teknolojik olarak basittir, kopolimerler toksik degildir ve diisik molekiil
agirhgindadirlar (M, =10-30 kDa). Bu sonuglar goz oOniine alindiginda, kullanilan metot
gelecekte canli organizmalarin dogum kontrolu ve diizenlenmesi i¢in pratik antifertil asilarin

tiretilmesinde 6nemli imkanlar saglayabilir (Mustafaev, 1996).

5.6 Diger Uygulamalar

Antijenlere karst bagisiklik yanitinin artirllmasinda as1 gelistirilmesi uygulamalariyla
Polidikarboksilatofenoksifosfazen (PCPP) immunostimulan polifosfozan polielektrolit
ornegidir. Andrianov vd. (2005), polimerlerin antijenlerle etkilesiminde bir model sistemi
olarak BSA ile PCPP arasindaki komplekzasyonu kullanmistir. In vivo ¢alismalar BSA ile
hazirlanan formiillerle karsilastirildigi zaman BSA-PCPP kompleksleriyle hazirlanan
formiillerle bagisiklik kazandirildigi zaman serum antikor seviyelerinde bir artig gostermistir.
Lasitol, laktoz, maltilol ve silikroz gibi hidroksil igeren bilesiklerle birlesen enzim-
polielektrolit komplekslerinin daha gii¢lii bir stabilizasyon etkisi oldugu bulunmustur. Enzim

stabilitesinin artirilmasi i¢in enzim yapisinin ¢evresinde bir elektrostatik “molekiiler kafes”
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Onerilmistir. Bu tiir etkilerin dehidratli enzimatik olarak aktif asilarin liretimini gelistirecegi

de Onerilmistir.
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6. SONUC

Bu calismada sunulan verilerle, polielektrolit-protein komplekslerinin olusumlari, yapilari,
kullanim alanlar1 hakkinda bilgiler sunulmustur. Yapilar verilirken ayni zamanda, polimer
yapis1 dogal ve sentetik agidan da ele alinmistir. Kompleks olusumlarin bazi 6zellikleri ve
uygunluklar tartisilip, sentetik bilesik modelleri Onerilmigtir. Boyle sistemlerde kompleks
olusum reaksiyon calismalar1 anlatilmis ve ¢ok cesitli giincel fiziko kimyasal metodlarin

uygulanabilecegi gdsterilmistir.

Cesitli proteinlerin genel bir mekanizmaya goére polielektrotlarla ¢6ziinebilen kompleks
maddeler olusturduklar1 bir gergektir. Polimerik tasiyicinin kimyasal dogasina ve cevre

kosullarina bagli olarak iki tip polimer-protein kompleksleri olusturulabilir.

Cok 1yi bilinen polimer kimyasi metotlariyla sentetik polielektrolitler sentezlenebilirler.
Homojen ve heterojen fazda serbest-radikal polimerizasyonu, iyonik polimerizasyon,

polikondenzasyon, poliadisyon ve polimer modifikasyonu sentez yontemlerindendir.

Sentetik polielektrolitler hem bilimsel hem de teknik alanda gittikce daha c¢ok ilgi
uyandirmaktadir. Polimerlerin hem etkinlik hem de 6zgilinliiglinii gelistirmek icin iiriin ve
proseslerin optimizasyonu gelecek endiistriyel arastirma basliklarini olusturmaktadir. Hem
irliniin hem de prosesin ekolojik uygunlugundaki artis ¢ok énemlidir. Bu is pazarda bulunan
polielektrolitlerden oldukca farkli olan yenilerinin gelistirilmesiyle ve heterofoz polimerlesme

prosesi kolloid bilimi kurallarinin arastirilmastyla baglantilidir.

Temel sentetik aragtirmalarinin en 6nemli amaci, iyi belirlenmis molekiiler yapiya sahip
polielektrolit elde etmektir. Anyonik ve katyonik monomerin kopolimerlerinde oldugu kadar
iyonik ve noniyonik monomerlerin diizenli yapilari, tanimli iyonik ve noniyonik siralamali
blok kopolimerleri, yiikleri omurgada veya yan zincirlerde tarakli dallanmis polielektrolitler
ve yildiz tipli ve yildiz patlama dallanmis polimerler gittikge artan oranda ilgi c¢eken
makromolekiil tipleridir. Molekiiler yapinin sistematik degisimi, polielektrolitlerin molekiiler
yapilariyla ¢ozelti icindeki, katt durumdaki ve ¢oziinmiis molekiillerle, askida maddelerle
veya kati ylizeylerle etkilesimleri sirasindaki anahtar ozellikleri arasindaki iliskiyi iyi bir

sekilde anlamay1 saglamaktadir.

Dogal polimer bazli PE elde edilmesi i¢in ise, fiziksel islemle dogal {iriinlerden ayrilma,
onceden olusmus iyonik bolgelerin “kimyasal” serbest birakilmasiyla birlestirilmis “fiziksel”

izolasyon ve daha oOnceden ayrilmis ve saflastirilmis noniyonik polimerin anyonik veya
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katyonik PE’e kimyasal tiirevlendirilmesi gibi yollar mevcuttur.

Bu yollarla niikleik asit, protein, polisakarid ve lignin alaninda elde edilmis iiriin siniflart

kisaca anlatilmistir.

Dogal polimer bazli PE i¢in gelecek tahmini oldukga belirsizdir: Bir taraftan genel olarak iyi
bir biyoge¢imlilik, kullanimdan sonra oldukc¢a kolay elden ¢ikarilabilirlik ve bir¢ok durumda
ozellikle beslenme ve eczacilikta son kullanim gereksinimlerini karsilamada vazgegilmez
kilan essiz Ozellikler sebebiyle ¢cok cekici avantajlarla ve degerlerle karsilasmaktayiz. Diger
yandan “dogal PE” fiziksel bir ayirma iglemiyle elde edilse bile son kullanim olarak eczacilik
ve beslenme amaglanmaktaysa sadece “doganin bir armagani” olarak kabul edilemez; hasat,
isleme ve Ozellikle saflastirma i¢in hatir1 sayilir bir is giliciine ihtiya¢ vardir. Bu 6zellikle canli
sistemlerin ek bilesenleri (6rnegin yiiksek pazar fiyatlarimin sentetik ikame arastirmalarini
tesvik ettigi o0zel bitki sakizlart ve heparin) icin gecerlidir. Bunlarin yaninda, nihai iiriin
kalitesinde tekdiizelik elde etme ¢abalarina karsilik genel olarak dogal iiriinler olduk¢a genis
bir yap1 ve iriin 6zellik cesitliligine sahiptir. Ayrica, biyoteknolojide meydana gelecek

gelismelerin bu kusurlarla hangi 6lcilide basa ¢ikacagi hala agikta kalmis bir sorudur.

Gelecekte sayisiz zorunlu 6zelliklerin siirekli olarak saglanabilmesi i¢in dogal PE’in fiziksel
ayrimi ve saflagtirilmast islemlerine devam etmek gerekli olacaktir ama yeterli 6zellikte
sentetik iirlin rekabeti devam edecek ve hatta artacaktir. Fiziksel ayirma ve kimyasal
modifikasyon islemlerinin birlestirildigi ikinci yolda kalinlastirici, jellestirici madde veya
yapiskan gibi bazi ¢oziiniir PE elde etme daha hakim olacaktir ama arastirma ve gelismeler
burada daha c¢ok iiretim isleminin kimyasi yerine yapt ve Ozelliklerin fizikokimyasal

problemleri lizerine yogunlagmustir. Jelatin, pektin veya alginat 6rnek olarak gosterilebilir.

Ugiincii yol, ayrilmis ve saflagtirilmis dogal polimerlerin dzel ve yararh dzellikte ¢oziiniir PE
yeni smiflarina tiiretilmesi yakin gelecekte polimer kimyasma (6zellikle polisakkarid
alaninda) bir meydan okuma olacaktir. Seliiloz burada en bilinen Ornektir. Yiiz yillik bir
arastirmaya ragmen reaksiyon ortami olarak yeni seliiloz ¢ozeltisi kullanilarak, diisiik
molekiiler organik kimyada elde edilmis yeni bilgiler transfer edilerek ve iiriin 6zellikleri
tizerindeki sonuclariyla bolge se¢imli tlirevlendirmenin potansiyelini tiiketilerek PE dahil
bilinmeyen tiirevler hazirlamak i¢in bugiin yeni yaklasimlar ortaya ¢ikmaktadir. Nisasta ve
hemiseliilloz veya lignin gibi diger dogal polimerlerle tiirevlendirme {iizerine sistematik
caligmalar hala olmadig1 i¢in bu tip bir yaklasim daha uygun kabul edilebilir. Son olarak,

pazardaki iirlin rekabetine ragmen dogal yaninda sentetik polimer kimyasal modifikasyonuyla



78

PE sentezi bilimsel degisim ve isbirligini tesvik eden ve bir varlik olarak polimer kimyanin

biitiinleyici bakis agisina katkida bulunan birgok ortak 6zelligi vardir.

Iki bilesenli polimer-protein sistemlerin galismasi icinde kullanilan yaklasim ve metodoloji,
coklu bilesen sistemlerinde olusan karsilikli etkilesim sirasinda ¢ok 6nemli bir rol oynar.
Kendi kendine organize olabilen ¢ozeltilerde makromolekiiler degisim ve yerine kullanmanin
kompleks karisimlarda da oldugu gosterilmistir. Bu kosullar altinda reaksiyon dengesine daha
cabuk, neredeyse reaktif karisimin hizinda ulagilir. Belirli bir bi¢imde, olusum modu, yap1 ve

bilesim iyonik gii¢ ve ortamin pH 1na baghdir.

Bu veriler sentetik polimer-protein komplekslerin immiinolojik, kimyasal ve enzimoloijk
caligmalarda oldugu kadar klinik hekimliginde de biiylik oranda kullanima elverisli oldugunu

gosterir.

Polimer alt birim immunojenlerin yapimi i¢in dogal antijenlerin polielektrolit komplekslerinin
kullanimin1 uygulayan immiinolojik ¢aligmalarda tesvik edici sonuglar elde edilmistir;
hayvanlarin degisik enfeksiyonlardan korunmasini amagclayan etkili asilama bilesenleri
yaratmak i¢in bu kompleksler kaynak olarak kullanilmistir. Boylece, kararli komplekslerin
icindeki farkli kaynakli sonuglarin polielektrolitleriyle, modelin konjugasyonu (BSA, BGG,
OVA, vb), mikrobiyal ve virlisli antijenlerin (B tiliberkiiloz antijen, grip viriisi,
Salmonellanin H-antijeni, o-fetoprotein, vb) yiiksek miktarda immiinolojik aktiviteyle
donanmis oldugu gosterilmistir. Yapilan c¢alismalarda Gonadotropik hormonlarin yiiksek
derecede immiinolojik  polielektrolit kompleksleriin senteziyle son¢lanmistir, ki bunun
uygulanmasi insan ve hayvan dogum kontrolii i¢in tasarlanmus iiretkenlik karsit1 asilar i¢in bir
perspektif olusturacaktir. Bu polikompleksler timiisten bagimsiz immiinal tepkiler saglar,

immiinolojik bellegi harekete gecirir ve daha ¢ok etkili bir immiinolojik korunmay1 olusturur.

Gilinlimiiziin modern kosullarinda immiinolojideki daha perspektif egilimlerden birisi, insana
enjekte edilen iyilestirme amagli protein preparatlarin (hormonlar, plazma bilesenleri, vb)
immiinojenligini hafifletmek icin yollar ve araglar arastirmaktir. Ornegin, diabet melitus
hastalarina siirekli insiilin enjekte edilmesi duyarliliklarinin artmasina neden olur, yani
sirasiyla, ilacin biyolojik aktivitesini azaltir ve allerji gibi yan etkilere yol agar. Buna gore,

ilacin biyolojik aktivitesini hafifletmenin ¢ok 6nemli bir yaklasim oldugu goriiliir.

Bununla onerilen polimer-antijen komplekslerin ¢aligma modelleri antijen polielektrolit
partikiillerin “mimarisine” bagli olarak ayni polimerik tasiyicilarin yiiksek immiinojenik ve

zay1f immiinojenik preparatlarin her ikisininde yapimi i¢in kullanilabilecegi gosterilmistir.
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Parcalanip organizmadan atilabilen polimerik tasiyicilarin sentezinde Onemli gelismelere
ulagilmistir. Boylece, toksik olmayan polielektrotlarin dogal antijenlerle gecici metal iyonlart
vasitasiyla baglanmasi ile yiiksek immiinojenik preparatlarin yapimi tanimlayici bir drnek
olusturur. Bu c¢ok bilinen bir metottur ve molekiiler kiitleleri-kompozisyonu dikkate
alinmaksizin polimerlerin farkliliginin ¢ok genis olmasi esasina dayanarak polielektrolit
komplekslerin sentezine ve bu sekilde immiinolojik ve kliniksel amagli polimerlerin

kullanilmasinin yayginlagsmasina izin verir.

Sentetik polielektrolitler ve biyopolimerler arasindaki kompleks olusturma caligmalari,
yiiksek derecede belirli aktivite ve kararlilik gosteren stabil enzim preparatlarin oldugu kadar
degisik enfeksiyonlardan etkili immiinolojik koruma saglayabilen yiliksek derecede
immiinolojik yapay antijenlerin senteziyle sonuclanmistir. Bu ¢esit polikomplekslerin in vitro
ve tiim organizmanin kosullar1 altinda yapabileceklerinin analiz edilmesi biyoloji biliminin
diger alanlarinda oldugu kadar kuramsal immiinolojik ve kimyasal enzimolojik
caligmalarindada yardimci bir ara¢ olacaktir. Boylece, bir taraftan dogal olmayan
polielektrolitler ve onlarin polikomplekslerinin model sistemlerdeki kanin proteinimsi ve
hiicresel bilesenleriyle bir¢ok noktada karsilikli etkilesime girebilmesi, diger taraftan in vivo
fizyolojik aktiviteleri arasinda direk bir baglanti bulunmustur. Bu bulus in vivo polimerik
bilesenlerin degisik etkilerinin altin1 ¢izerek mekanizmalar iizerinde ek agilimlar saglar.
Ancak, bu sonuglar bu ¢esit komplekslerin fizyolojik etkilerinin altin1 ¢izen mekanizmalarin
serum albiimini gibi kan serum proteini veya model bilesikleri olarak segilen diger biyosistem

bilesenleriyle karsilikli polielektrolit etkilesimini temel almas1 gerektigini gostermez.

Stiphesiz, elde edilen in vitro ve in vivo sonuglar1 arasinda gozlenen baglanti, bifilik
kooperatif sistemler gibi polielektrolitlerde olan ¢oklu karsilikli etkilesimin altin1 ¢izerek
benzer mekanizmalar1 dahil eder. Bu sonuglar ayn1 zamanda polielektrolitlerin fizyolojik
yapilarinda hi¢ bir degisiklik olmaksizin azaltilmis toksisite nedeniyle olusumu olarak

yorumlanabilir. Bir sonraki durum uygulanabilir ila¢ i¢in anahtar 6nem tasir.
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