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OZET

Bugiine kadar yapilmis calismalarda polielektrolit ve proteinler arasinda suda ¢dziinen ve
¢oziinmeyen kompleks olusumu prosesi, yapist ve morfolojisi ile bu sistemlerde fazlar arasi
gecislerin varligi, mevcut fiziksel kimya yontemleri ile incelenmistir.

Bu tez calismamizda PAA’in BSA ile etkilesimini tlirbidimetrik titrasyon yontemi ile
incelenmigtir.  Tiirbidimetrik titrasyon yOnteminin, suda ¢Oziinmeyen interpolimer
kompleksinin olusumu ve bu tiir komplekslerin suda ¢6ziiniir hale gegisini belirlemek icin en
1yl yontemlerden biri oldugu bilinmektedir. Bu tez ¢alismasinda gerek PAA gerekse de BSA
pH degerlerine bagl olarak farkli elektrik yiikleri tasidigindan, sistem pH’a bagl olarak;
etkilesim mekanizmasinin bilesenlerine de bagli oldugu bilindiginden dolay1 orana bagh
etkilesimi incelenmigstir. Notral pH ortamlarinda tiimiiyle suda ¢6ziinen polimer-protein
karisimi, pH degeri azaldikca suda ¢oziinmeyen hale gegmekte ve pH’1n degerinin izoelektrik
noktasina yakin degerlerinden baslayarak diisiik degerlerinde suda ¢oziinmeyen bir karigim
olugmakta oldugu belirlenmistir.

[Ik kez tarafimizca BSA/PAA oranmin sabit degerinde pH degerinin artirilmasi ya da
azaltilmasiyla elde edilen titrasyon egrilerinin ¢akismadigi goriilmiis ve sistemde bu iki
egrinin histeriziz gosterdigi belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: polielektrolit, poliakrilik asit, bovin serum albumin, tiirbidimetri
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ABSTRACT

In the studies before, structure, morphology and the formation process of water-soluble and
insoluble complexes of polyelectrolytes with proteins and existence of phase transition in
these systems were investigated.

In this study, the interaction of PAA with BSA was investigated with turbidimetric titration
method. It’s known that turbidimetric titration method is one of the most suitable methods to
detect the formation of insoluble interpolymer complexes and transition to soluble state. In
this study, interactions were investigated at different BSA/PAA ratios and system pH’s due to
the fact that both PAA and BSA provide different charges depending on pH and components
of the system effect the interaction mechanism. It’s observed that, the complexes transform
into water-insoluble at the approximate pH values to pl (isoelectric point) and below the pl,
while the mixture of polymer-protein is completely water-soluble at neutral pH.

For the first time, by us, it’s observed that, at a constant BSA/PAA ratio, titration curves
obtained by increasing or decreasing pH were not fit into each other and detected that these
two curves display hysteresis.

Key words: polyelectrolyte, poliacrylic acid, bovine serum albumin, turbidimetry
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1. GIRIS
Son zamanlarda sentetik polielektrolitlerin fizyolojik aktifliginin ve bunlarin ilag preparatlari
icin tagtyicr gibi kullanilmasmin gosterilmesi, bdyle polimerlerin, fizyolojik etki

mekanizmasinin aydinlatilmasi igin, biyosistem bilesenleri ile yapmis oldugu kimyasal

reaksiyonlarin incelenmesini gerekli kilmaktadir.

Bugiine kadar yapilmis calismalarda polielektrolit ve proteinler arasinda suda ¢oziinen ve
¢oziinmeyen kompleks olusumu prosesi, yapist ve morfolojisi ile bu sistemlerde fazlar arasi

gecislerin varligi, mevcut fiziksel kimya yontemleri ile incelenmistir.

Sentetik polimerlerin fizyolojik altivite mekanizmasinin anlagilmasi igin, bunlarin biyosistem
komponentleri ile etkilesiminin incelenmesi biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu polimerik maddeler
icerisinde yapisinda (+) ve (-) yiik bulunduran makromolekiiller gerek suda c¢odziinmeleri
gerekse de biyomakromolekiillerle etkileisimi agisindan 6zel bir yeri bulunmaktadir. Canli
organizmada var olan biyomakromolekiillerin (proteinler, niikleik asitler, polisakkaritler vb.)
veya organellerin (hiicre memran yiizeyi, doku yiizeyleri vb.) (-) yiiklerinden dolay1
biyomakromolekiillerin, (-) yiiklii polielektrolitlerle etkilesiminin incelenmesi c¢ok etkin

olarak yapilmaktadir.

PAA’nin BSA ile etkilesimi ilk kez Morawetz (1952) tarafindan gdsterilmigtir. Asidik
ortamda suda ¢6zlinmeyen polikomplekslerin olustugu tespit edilmis ve pH’in 5’ten yiiksek
degerlerinde sistemin suda ¢oziiniir oldugu tespit edilmistir. Bu karisimin pH’1n 5’ten yiiksek
degerlerinde suda ¢Oziniir hali ilk kez Mustafaev ve arkadaslar1 (1978) tarafindan
sedimentasyon yontemi ile arastirilmis ve suda ¢oziinebilen polimer-protein komplekslerinin
var oldugu tespit edilmistir. Bu ¢aligmalar sistematik karakter tasimadigindan dolay1 yeterli

derecede detayl bilgiler var olamamaktadir.

Bu tez calisgmamizda PAA’in BSA ile etkilesimini tlirbidimetrik titrasyon yontemi ile
incelenmistir. Turbidimetrik titrasyon yOnteminin, suda ¢oziinmeyen interpolimer
kompleksinin olusumu ve bu tiir komplekslerin suda ¢oziiniir hale gegisini belirlemek i¢in en
1yi yontemlerden biri oldugu bilinmektedir. Bu tez ¢alismasinda gerek PAA gerekse de BSA
pH degerlerine bagh olarak farkli elektrik yiikleri tasidigindan (Sekil 1.1), sistem pH’a bagh
olarak; etkilesim mekanizmasinin bilesenlerine de bagli oldugu bilindiginden dolay1 orana
bagl etkilesimi incelenmistir. Notral pH ortamlarinda tiimiiyle suda ¢6ziinen polimer-protein
karisimi, pH degeri azaldikca suda ¢éziinmeyen hale gecmekte ve pH’1in degerinin izoelektrik

noktasina yakin degerlerinden baslayarak diisiik degerlerinde suda ¢oziinmeyen bir karigim



olusmakta oldugu belirlenmistir.
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Sekil 1.1 Farkli pH degerlerinde (pH 4, pH 5, pH 7) PAA ve BSA’nin sahip oldugu yiiklerin
sematik gdsterimi

Ik kez tarafimizca BSA/PAA oraninin sabit degerinde pH degerinin artirilmasi ya da
azaltilmasiyla elde edilen titrasyon egrilerinin ¢akismadigi goriilmiis ve sistemde bu iki

egrinin histeriziz gosterdigi belirlenmistir.

Sistemdeki faz gecislerinin komponentlerin oranina bagli olarak ekstremal bir deger
gosterdigi bulunmustur. Soyle ki; pH’in sabit degerlerinde (pH 4 ve pH 4.3), polimerin
konsantrasyonun sabit tutuldugu sistemin proteinle titrasyonu, once suda ¢Oziinmeyen
polikompleksin artisina neden olmus, maksimum degere ulagmis ve daha sonrasinda ise

sistem yeniden ¢oziiniir hale gegmesine sebebiyet vermistir.

Bu sistemlerin matriks ¢ozeltileri boliimde farkli yontemlerle incelenmis ve yapilan ortak
calismalara dayanarak bu sistemde PAA’nin BSA ile etkilesim mekanizmasi hakkinda
literatiirde belli olmayan yeni bilgiler elde edilmistir. Tezimde asil amag¢ olan suda
¢oziinmeyen polikomplekslerin olusumu ve bunlarin suda ¢6ziinmeyen hale doniigiimii,

tarafimca kullanilan tiirbidimetrik titrasyon yontemine dayanarak elde edilmistir.

Bu calismayla sentetik polielktrolitlerin proteinlerle etkilesiminin incelenmesi Ab-Ag
kompleks olusumuna da bir model olusturabilmektedir. Ornegin, Ab-Ag reaksiyonu olusumu

ve pratikte uygulanmasi.
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Eklenen Antijen Milktan

Sekil 1.2 Eklenen antijenle olusan antijen-antikor ¢okelti egrisi

Sabit antikor konsantrasyonundaki g¢ozeltilere artan miktarlarda antijen eklendigi zaman,
antijen-antikor etkilesimi sonucu artan miktarlarda c¢okelti olusumu gozlenir (Sekil 1.2).
Maksimum ¢okelti elde edildikten sonra, ¢okelti miktar1 azalmaya baslar. Siipernatant
analizleri goOstermektedir ki; diisiik antijen konsantrasyonlarinda (antikor fazlaliginda)
cozeltide serbest baglanmamis antikorlar bulunmaktadir. Maksimum c¢okelti noktasinda,
slipernatantta ne antijen ne de antikor saptanmistir (esitlik bdolgesi). Yiiksek antijen

konsantrasyonlarinda ise siipernatantta antikor saptanabilir hale gelmistir (Virella, 2001).



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Polielektrolitler

Polielektrolit terimi kovalent olarak bagli anyonik veya katyonik gruplar1 ve bu gruplara bagh
“counter” iyonlari olan polimer sistemleri i¢in kullanilmaktadir (Sekil 2.1) (Dautzenberg vd.,
1994). Tiim monomerlerinde ayni isaretli yliklere sahip polielektrolitlere homopolielektrolit
ad1 verilmektedir. Hem anyonik hen katyonik gruplarin kovalent olarak bagli bulundugu
makromolekiiller ise poliamfolitler olarak isimlendirilmektedirler. Dogada bol miktarda
protein yapili poliamfolit olmakla birlikte sentetik yollarla da poliamfolitler elde edilebilir.

Poliamfolitlerin izoelektrik noktalarinda molekiil izerindeki net yiik toplamu sifira esittir.

—Enzc—cn—:l— —EHzC—C“—:I— ~|E H,C CH25|~
(\j n @ y \CH—CI{ n
7

S0, Na"
N+ Hal~ H,C. CH
| b, 2
R >N<CI -
H,C CHj
(a) (b) (c)

Sekil 2.2 (a) poli(vinilpiridinyum), (b) sodyum polistiren siilfonat,
(c)poli(diallildimetilamonyum kloriir) (Dautzenberg vd., 1994)

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

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

2.1.1 Homopolielektrolitler

Polielektrolitler, herbir tekrarlayan birimi (monomeri) bir elektrolit grup tasiyan polimerlerdir.
Bu elektrolit gruplar sulu ¢ozeltilerde dissosiye olup polimeri yiikli hale getirirler (Sekil 2.3).
Polielektrolitlerin 6zellikleri hem elektrolitlere (tuzlar) hem de polimerlere benzemektedir ve
bazen polituzlar olarak adlandirilmaktadirlar. Cozeltileri, tuzlar gibi, elektrigi iletir ve,

polimerler gibi, viskozdur. Polipeptidler, proteinler, DNA gibi ¢ogu biyolojik molekiil



polielektrolit formundadir [1].
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Sekil 2.4 Poli(akrilik asit)in sulu ¢ozeltideki dissosiyasyonu

Polielektrolitin ¢ozeltideki davraniglarindan sorumlu iyonik gruplarin c¢esidi yukarida

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

icindeki davraniglarini etkileyen baslica dort faktorden s6z edilebilir:

1.

Polimere bagh yiiklii gruplar anyonik ve katyonik olarak siniflandirilir. Bu gruplar da
giiclii ve zayif asitler ve bazlar olarak ikiye ayrilabilir. Kuvvetli bir polielektrolit
cozeltide tiim iyonlarina ayrisabilir. Bunun aksine, zayif bir polielektrolit tim
iyonlarina ayrisamaz. Bu sebeple, zayif polielektrolitler ¢ozelti i¢inde tamamen yiiklii

degildirler ve pH degistirilerek tizerlerindeki yiik dagilimi ayarlanabilir.

by
o OH

SO, Na’

Sekil 2.3 Iki sentetik polielektrolitin kimyasal yapis1. Soldaki yap1 poli(sodyum stiren
siilfonat) (PSS) ve sagdaki ise poli(akrilik asit)tir (PAA). Her ikisi de negatif yiiklii
polielektrolitlerdir. PSS kuvvetli bir polielektrolitken PAA zayif bir polielektrolittir [1].

2. Bununla birlikte, iyonik grubun asit ve baz kuvvetlerinin yaninda polimer zinciri

boyunca uzanan bitisik anyonik ve katyonik yiikler arasindaki ortalama uzaklik
polielektrolit davranisinin tayininde Oonemli bir parametredir. Bu yiikk yogunlugu,
iyonik kisimlar arasindaki ortalama uzaklik olarak tanimlanabilir. Bu ortalama yiik
yogunlugunun yaninda zincir boyunca uzanan iyonik gruplarin dagilimi da
polielektrolit 6zelliklerini 6nemli dl¢lide etkileyebilmektedir, 6rnegin ¢oziinebilirlik.
Bir kural olarak, eger bir kopolimerde her on monomerik birimin birden fazla iyonik
kismi varsa tipik polielektrolit davranisi beklenir.

Asit-baz kuvveti ve yik yogunluguna ek olarak, polielektrolit 6zelliklerinin

saptanmasinda, makro iyonun molekiil geometrisinde yiiklii kisimlarin yerlesimi


http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Polyelectrolyte_examples.png

ticlincii 6nemli noktadir. Sekil 2.4’e gore, iyonik gruplar ya polimerin ana zincirinin
bir birimi olarak (integral tip) ya da bir spacer ile ana zincire asili olarak (yan
zincirlerde) bulunur. Yiikli gruplarin geometrik yeri 6zellikle polianyon-polikatyon

kompleksi olusumu ile ilgilidir.

NH;

(@) (b)

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

4. Diisiik molekiil agirlikli “counter” iyonlarin tiirliniin ¢dzeltideki tiim sistemin
ozellikleri tizerinde giiglii bir etkisi vardir, 6zellikle ¢ozliniirliik ve yap1 olusumunda.
Bu iyonlarin 6nemini anlamak i¢in su 6rnegi verebiliriz: poli(diallildimetilamonyum)
polikatyonunun kloriirlii hali suda kolayca c¢oziiniirken, iyodiirlii hali daha zor

¢Oziiniir (Dautzenberg vd., 1994).

Herhangi bir polimerin konformasyonu ¢esitli etkenlere baghdir, 6zellikle polimerin yapisina
ve cozeltiyle iliskisine. Cozelti i¢indeki yiiksliz bir lineer polimer zinciri rasgele yumak
konformasyonu gosterirken, lineer polielektrolit {izerindeki yiikler birbirini iter (Coulomb
itmesi) ve eksi yiiklerin birbirlerini itmesini azaltic1 en uygun konformasyon olan uzanmis
halde bulunmaya egilim gosterir (Sekil 2.5). Bu diizenleme, polielektrolit ¢dzeltilerinin
viskozitesinin yiikselmesine yol agar. Polielektrolit ¢ozeltilerinin 6zellikleri sulu ortamin
iyonik siddetine baghdir. Iyonik siddetin artmasiyla viskozitenin degismesi makroiyondaki
elektrik yiikleri arasindaki itme kuvvetinin engellenmesinden dolay1 gerceklesir ve iyonik

siddet daha fazla arttiginda yiiksiiz makromolekiillere benzer davranig géstermeye baslar [1].

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



Iyonik siddetin yaninda, ortamin pH’1 da zayif polielektrolitlerin dzelliklerini etkiler. Ciinkii
iyonik gruplarin dissosiyasyon derecesi ve polielektrolitin yiilk yogunlugu degisir.
Polielektrolit ¢ozeltilerinin diger bir 6zelligi ise yiiksek iyonik iletkenlikleridir. Elektrik alanm
altinda, kiigiik molekiil agirlikli iyonlardan daha yavas olmakla birlikte makroiyonlar gog

etmektedirler (Dautzenberg vd., 1994).

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

polielektrolitin sismesidir.
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Sekil 2.6 Yiiksiiz polimerlerde ve polielektrolitlerde viskozite-derisim iliskisi

70°li  yillarin  baglarinda immunolog ve kimyacilarin ortak c¢alismalari ile baz
polielektrolitlerin bagisiklik yanitina kuvvetli etkisi aydinlatilmis ve yapay polielektrolitlerin
bu gibi amaglar i¢in daha uygun oldugu belirlenmistir. Ciinkii bu polielektrolitlerin sentezi ve
modifikasyonu daha kolaydir, istenen molekiil agirliginda, elektrik yiikiinde, konformasyonda
veya yiiksek molekiiler yapida elde etmek olasidir. Suda iyi ¢oziiniirler ve bilinen yapilarda

cesitli kompleksleri sentezlemek miimkiindiir.

Polielektrolitlerde molekiil agirligi polimerlesme derecesi ile orantilidir. Polimerlesme
derecesinin artmast istenilen kompleksin olusumunu destekleyici yonde etki eder ve polimerin
baglanma miktarinda artis gozlenir. Bunun yami sira polielektrolit ¢dzeltilerinin
elektrokimyasal 6zellikleri genellikle poliiyonun zincir boyuna baglidir; yani polikompleksin

¢Okmesi vb. dzellikler polimerin polimerlesme derecesine baglidir (Mustafaev, 1996).



2.1.2 Poliamfolitler

Polimer iskeletindeki ya da asil1 olarak bulunan iyonik gruplar, poliniikleotidler ve proteinler
gibi makromolekiillerin siniflandirilmasinda olduk¢a 6nem tasimaktadir. Polimerler iyon
icerigine gore polielektrolitler ve poliamfolitler olarak iki gruba ayrilabilirler. Polielektrolitler
katyonik veya anyonik gruplar igerirken, poliamfolitler katyonik ve anyonik gruplarin her

ikisini bulundurur.

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

ve entropik olarak daha uygun konformasyona geger.

Polielektrolitlerin aksine, poliamfolitlerin yap1 6zellikleri anyonik ve katyonik monomer
birimleri arasindaki coulombik ¢ekme kuvvetleri tarafindan yonlendirilmektedir. Anyonik
veya katyonik gruplar yeteri kadar fazla oldugunda (> 10-15 mol%), yiiklii gruplarin itme
giicli, polielektrolitlerin tipik davraniglarinda oldugu gibi zincir konformasyonunda
gerilmelere neden olur. Anyonik ve katyonik gruplarin molar orani birbirine yaklagmaya
basladik¢a coulombik etkilesimler globular konformasyona neden olurlar ve bir ¢ok durumda
deiyonize suda ¢oziinmezler. Elektrolit eklenmesiyle ya da pH’in degistirilmesiyle diizensiz
bir yumak konformasyonu gozlemlenebilir ve ¢oziinmesi kolaylastirilabilir. Bu davranig
cogunlukla “antipolielektrolit etkisi” olarak adlandirilmaktadir ve elektrolitlerin varliginda
viskozitede bir artisa neden olmaktadir. Bu davranisi agiklamak iizere ¢esitli teoriler ortaya

atilmistir (Higgs, 1991; Merle, 1987).

Yiik dengesi etkilerine ek olarak, monomer birimlerine eklenmis iyonik gruplarin dogasi
poliamfolitlerin davranigin1 etkilemektedir. En ac¢ik etki pH ayarlamasi yapilarak iyonik
gruplarin notralize edilmesi ile gozlemlenebilir. Aslinda, poliamfolitler pH cevabina bagl

olarak dort sinifa ayrilir.

Poliamfolitler nétralize edilmis katyonik ve anyonik gruplarin her ikisini i¢erebilir (Sekil 2.7).
Bu sistemler tipik olarak, anyonik bir tiir olan karboksilat grubunu ve katyonik grup olarak da
amin hidrohalojeniirii igerirler (yapt 1). Ikinci olarak, katyonik grup pH’a duyarsizken
(kuaternar alkil gruplar1 gibi), anyonik gruplar nétralize olabilir (yap1 2). Siilfonat gruplarinda

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



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

gibi diger onemli faktorler de goz oniinde bulundurulmalidir.

NS h

HyC— N—CH3 3o Hsc N—CH3

Yapi 1 Yap1 2
o— s_o HSC—N—CH3 o— s_o H3C—N—CH3
Hy
Yap1 3 Yap: 4

Sekil 2.7 Poliamfolitlerin pH cevabina bagli olarak 6rnek yapilari

Bu sistemlerin kesfinin ardindaki mantik proteinler gibi biyolojik molekiillerin sulu
¢ozeltideki davranislarini derinlemesine anlagilmasini saglamaktir. Hakikaten, bir ¢ok sentetik
sistem, elektroforetik mobilitesinin olmadigi ve minimum viskoziteyle saptanmis pH
degerinde bir izoelektrik noktasina sahiptir (Sekil 2.8) (Higgs, 1991). Ayrica izoelektrik
noktanin altinda veya iistiindeki pH degerlerinde viskozitede artis gdzlenmektedir. izoelektrik
noktada yiiklii gruplar arasindaki giiglii ¢ekim sayesinde polimer intramolekiiler olarak bir
araya toplanmaktadir ve oldukca kompakt bir yapt meydana gelmektedir. pH izoelektrik
noktanin altina veya lstiine ¢ekildiginde bazik veya asidik gruplar nétrallesir, benzer yiikli
gruplar arasindaki coulombik itme giicii nedeniyle polimer zinciri gerilir ve viskozitede artig
gozlemlenir. Izoelektrik noktada ¢dziiciiniin niteliginin, elektrolit eklenmesi sonucu arttig
gosterilmistir. Coziiniirliik ve pH cevabi mikroyapilara da baglidir. Ornegin, asidik ve bazik

gruplarin kuvvetini etkileyen yakin komsu etkilesimler [5].
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Sekil 2.8 Maleik asit anhidrid ile N-metildiallilaminin kopolimerlerinin intrinsik
viskozitesinin pH’la degisimi (Dautzenberg vd., 1994)

Siilfonat grubuna bagli olarak anyonik tlirdeki poliamfolitler incelenmistir. Karboksilat
gruplarindan daha zayif baz olan siilfonat gruplart uygun pH araliginin iizerinde sulu ¢ozeltide
iyonize olurlar. Bu sistemlerle 1ilgili c¢alismalar elektrolitlerin varliginda elektrostatik
etkilesimler iizerine odaklanmistir. Katyonik ve anyonik yiik orami birbirine yaklasmaya
basladiginda kopolimer bazi nedenlerden dolayir deiyonize suda ¢0ziinmez hale gelir ve
¢Oziiniir olabilmesi icin kritik bir konsantrasyonda tuz ilavesi gerektirmektedir. Daha fazla tuz
eklenmesi iizerine viskozitedeki artistan anlasilacagi gibi bu sistemler “antipolielektrolit”
davranis gosterirler. Bu tip poliamfolitler deiyonize suda intermolekiiler olarak toparlanmaya
egilim gosteren noniyonik bir hidrofilik termonomeri de kapsamaktadir. Bu toparlanmalar
elektrolit ilavesi ile bozulabilir (McCormick ve Salazar, 1992). Proteinler poliamfolit sinifina

girerler ve poliamit yapisindadirlar.
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Sekil 2.9 Proteinlerin poliamit yapisi [3]

Proteinlerin yapisinda asidik ve bazik amino asitler vardir. Bundan dolay1 da amfoterik 6zellik
gostermektedirler. Bu proteinler proton verecekler veya proton alacaklardir. Asidik
ortamlarda proteinler ekstra protona sahip olduklarindan net pozitif bir ylike, bazik ortam
kosullarinda ise net bir negatif yiike sahip olacaklardir. Amino asitlerin net elektrik yiiklerinin

sifir oldugu pH derecesine ise izoelektrik nokta adi verilmektedir (Sekil 2.10).
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Proteinler Proteinlerin Proteinler
asidik ortamda elektrik ylklerinin bazik ortamda
proton alir ve sifir oldugu pH proton
(+) yukladdr. derecesi kaybederler ve
izoelektrik (-) elektrik
noktadir. ylkiine
sahiptirler.

Sekil 2.10 Proteinlerin pH’a bagl yiik durumlari

Eger bir protein izoelektrik noktasinin pH kosullarinda bulunuyorsa en az ¢oziiniir haldedir ve
en kolay coktiiriilebilir durumdadir. Tabloda goriildiigii gibi proteinlerin izoelektrik noktalari
birbirinden oldukca farklidir. izoelektrik noktasi nétral pH civarinda bulunan pek ¢ok

proteinde asidik ve bazik amino asit sayis1 birbirine esit durumda demektir.

Proteinler de tek amino asitler gibi titre edilebilmektedir. Cilinkii onlarda titre edilebilecek pek
cok yan grup ihtiva etmektedir. Fakat titrasyon egrileri oldukca kompleks bir durum
gostermektedir. Proteinlerin genel titirasyon egrilerini ti¢c pH bolgesine ayirarak incelemek
miimkiindiir. Ornegin pH 1.5-6 arasi karboksil grubunun iyonize oldugu smirlar
belirtmektedir. pH 6-8.5 arasi ise histidin amino asitine ve a-amino grubuna atfedilmektedir.

pH 8.5 dan yukarisi ise lizinin g-amino grubunun, tirozinin fenolik hidroksil grubunun ve

sisteinin ~ sulfidril (-SH) grubunun iyonize oldugu pH sinirlart  olarak  kabul
edilmektedir.(Goziikara, 1997)

® ®

NH NH NH,

| . | . |

-H -H
<:>+ <:>+
_—coon *H __cod® *H - cod®

pl

Sekil 2.11 BSA’nin pH’a bagh yiik degisimi

BSA proteini de bir poliamfolittir ve su 6zelliklere sahiptir:

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

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

19 giindiir.

Yapilan hidrodinamik deneyler ve diisiik agili X-1511 sagilmasi deneylerine dayali sonuglar
albuminin 140x40 A boyutlarinda bir elips oldugunu gostermistir. Daha sonraki caligmalar da
bu sekli desteklemis ve albuminin bir puro seklinde oldugunu ortaya koymustur. Ama H
NMR ile yapilan calismalar yapinin elips seklinde olamayacagini, albuminin daha dogrusu

kalp seklinde bir yap1 oldugunu géstermistir.

Albumin molekiiliiniin birincil yapisinda yiikler tek dagilim gostermezler. Noétral pH’de
BSA’nin I, IT ve III numarali “domain”leri sirastyla —10, -8 ve 0 net yiike sahiptirler. Birincil
yapidaki asimetrik yiik dagilimina karsin, ticlinclil yapidaki yiikler uniform o6zellik

gosterirler(Carter ve Ho, 1994).

Protein ¢ozeltisinin viskozitesi, proteinin molekiil kiitlesi, boyutu, hacmi, yiizey yiikii ve
deforme olma gibi karakteristik 6zelliklerine baghdir. Viskozite, ayrica, pH, sicaklik, iyonik
siddet, iyon tipi, “shear” sartlar1 ve 1s1 degisimi gibi ¢evresel etkenlere de baghidir. Serum
albuminin 3,7-4,2 ml/g intrinsik viskozite degerlerine sahip oldugu bildirilmistir (Peters,
1985). BSA’nin disiilfit baglar1 kirildiginda viskozitesi artmaktadir. BSA ¢d6zeltilerinin
viskozitesi 65 mg/ml’ye kadar dogrusal olarak artar ve daha biiyiik derisim degerlerinde {istel

olarak artar.

pH degistiginde BSA tersinir konformasyonal izomerizasyona ugrar.

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

Sekil 2.12 BSA’nin izomerik formlar1 arasindaki iliski

N-F ge¢isi “domain” II’'in agilmasmi igerir. F formu viskozitedeki biiylik artisla,
coziintlirliikteki diistisle ve heliksel icerikteki biiyliik azalmayla tanimlanir. pH 4’ten daha

diisiik oldugunda, “domain” II’nin heliks 1’ne bagl “domain” I’in helikslerinin ve “domain”



13

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

giin tutulursa, A formu olarak bilinen izomerizasyon gergeklesir [4].

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

2.2 Interpolielektrolit Kompleksler

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

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

Reaksiyon kosullarina ve kullanilan bilesenlerin dogasina bagl olarak, kompleks olusumu
prosesi ve komplekslerin 6zellikleri fazlaca sismis hidrojellerle kompakt ¢okelekler arasinda
degismektedir [5].

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

polimerizasyonu.


http://www.friedli.com/research/PhD/ref.html#carter1994
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Sekil 2.14 Simpleks olusum yollar

Sadece birincisinde notralizasyon s6z konusudur ve ekzotermik bir reaksiyondur (reaksiyon
1s1s1 2 kcal/mol), fakat genel olarak karsit yiiklii gruplar arasindaki baglanma hemen hemen
atermaldir (Falb vd, 1968). Kooperatif etkiler kompleks olusumunu desteklediginden ilk iyon
eslesmesinden sonra daha fazla ¢apraz baglanmalar gergeklesir. Diisiikk molekiil agirliklt
bilesiklerin kompleksleri ile makromolekiillerin kompleksleri arasindaki en onemli fark;
polimerin intra veya intermolekiiler olarak etkilesimde bulunan uzun kisimlar1 arasindaki bu

kooperatif etkilesimlerdir.

Kompleks olusum prosesi ¢ok hizlidir. Olduk¢a uzun polielektrolit (konake1) ile kisa bir
polielektrolitin (misafir) birlesmesiyle ardigik nonstokiyometrik suda ¢oziinebilen simpleksler
olusabilir (Sekil 2.15) (Tsuchida, 1974; Dautzenberg, 1985; Osada, 1972) . Kabanov (1984)
cesitli reaksiyon kosullarinda suda ¢dziinebilen simplekslerin olusumunu kapsamli bir sekilde
incelemistir. Konak¢1 ve misafir polielektrolit arasindaki daha zayif baglanmalar bu sistemler

icin karakteristik gibi goziikmektedir ve yeniden diizenlenmeler ile ¢oziinebilir halden
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¢Oziinemez hale doniisiimler gézlemlenmistir.

"Konuk" Polielektrolit

"Konakg1" Polielektrolit

Sekil 2.15 Nonstokiyometrik suda ¢ozilinebilen simplekslerin sematik gosterimi

Tek fazli homojen sistemlerle faz ayriminin gergeklestigi sistemleri birbirinden ayrilmalidir.

Makroskobik homojen sistemler {i¢ yolla elde edilebilir:

e Cok diisiik polimer konsantrasyonlarinda kiigiik simpleks agregatlarin olusumu
e Bilesenlerden birinin asirisinda ardisik ¢6ziinebilen kompleks olusumu

e Yiiksek polimer konsantrasyonlarinda komplekslerin disagregasyonu.

Faz ayrilmasi bulanik simpleks dagilimini, simpleks yumagi ve polimerce zengin ve az
koaservatlagmay1 igermektedir. Makroskobik homojen sistemler ve bulanik sistemler olarak
simpleksleri ikiye ayiricak keskin bir ¢izgi yoktur. Ciinkii insan gdziindeki yanilmalardan

dolay1 bu ayrim fiziksel degildir.

Elektroforetik ve viskozimetrik olgtimler simpleks partikiillerinin poliamfolite benzer bir
Ozellikte oldugunu gostermistir. Seyreltik sulu sistemlerde simpleks olusumu prosesi i¢in iki
basamakli bir mekanizma Onerilmistir (Sekil 2.16). Birinci basamakta (az miktarda titrant
eklendiginde), iyon eslesmeleri prosesi ufak simpleks agregatlarin olusumuna sebep
olmaktadir. Bu primer agregatlarm yiizey vyiikii kararlidir. Ikinci basamakta, 1:1
stokiyometrisi i¢in gerekli miktarin %70’inden fazla titrant eklendiginde, primer agregatlarin

birbirleri ile agrege olmasi sonucu daha biiyiik partikiiller olusur [5].
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Sekil 2.16 Seyreltik sistemde simpleks olusumunun iki basamakli mekanizmasi

Olusan materyalin ozelliklerini saptayan ilk faktorlerden biri de yiik-yiik etkilesiminin
stokiyometrisidir. Stokiyometrik kompleksler “koaservatlar” ve “cokeltiler” seklinde de
adlandirilmaktadirlar. Olustuklar1 ortamda ¢oziiniir olmayabilirler (Commandur, 1989).
Ayrica yiikler notralize olsa bile ¢oziinebilen komplekslerin olusumu i¢in dislk
konsantrasyonlar yeterli olabilmektedir. Bunun aksine nonstokiyometrik polielektrolit
kompleksler yiiklerinin bazilar1 iyonize oldugu icin farkli olarak ¢oziinebilen partikiiller

bulundurmaktadir.

Bir polielektrolit kompleksi olusumunun gidisat1 yiikli gruplarin etkilesimlerine

(iyonizasyon-dissosiasyon gibi) dnciiliikk eden olaylara baglidir.

Polielektrolit tizerindeki yiik yogunlugu, kompleksin hem olusumunda hem de 6zelliklerinde
etkilidir. Yik yogunlugu az olan polielektrolitlerin olusturdugu kompleksler daha kolay
dissosiye olurken yiik yogunlugu ytiksek polielektrolitler daha stabil kompleksler olustururlar.
Koetz ve arkadaslar1 (1986) polielektrolitlerin kimyasal yapisinin ve yilik yogunlugunun

kompleks olusumunu dnemli derecede etkiledigini gostermistir.

Proteinler de polielektrolit 6zelligindedir. Hem sentetik hem de dogal polimerlerlerle giicli

bir sekilde etkilesime girerek polielektrolit kompleksleri olusturmaktadirlar (Sacco, 1988;
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Dellacherie, 1991). Proteinlerin, izoelektrik noktalarinin altinda ve iistiinde, polianyonlara ve
polikatyonlara baglanmasi hakkinda bir ¢ok kanit bulunmaktadir . Bu etkilesimler, ¢6ziinebilir
komplekslerle, koaservat olusumuyla (Lenk, 1987; Veis, 1991) veya amorf c¢okelti
olusumuyla sonuglanabilir (Nguyen, 1986; Kokufuta, 1981). Bu faz degisimlerinin sonuglart;
proteinleri ayirmada polielektrolitlerin kullanimini, polielektrolit komplekslerde enzimlerin
immobilizasyonu veya stabilizasyonunu ve protein substrat affinitesinin modifikasyonunu
icermektedir (Shieh, 1991). Bu durum siiphesiz ki hiicrelerde olduk¢a Onemlidir. Bazik
histonlarla DNA’nin coulombik etkilesimi niikleik asidlerin “yigilmasina” neden olmaktadir
ve polilizin gibi bazik polipeptidlerin DNA’nin davranisinda son derece etkili olugu
diistiniilmektedir. Protein ve niikleik asitler arasindaki benzer elektrostatik etkilesimler

transkripsiyon prosesinde rol almaktadir

Yapilan c¢aligmalarla polikomplekslerin bilesimini tam makromolekiiler seviyede anlamak
miimkiin olmustur. Polimer-protein karigimlarinin homojen ¢ozeltilerine basit fizikokimyasal
metodlarin uygulanmasi polikomplekslerin yapist hakkinda giivenilir sonuglar verme imkani

saglamistir (Dubin, 1992).

2.2.1 Polielektrolit-Protein Komplekslerinde Etkilesimler

Temel olarak kovalent olmayan etkilesimlerin bir ¢ogu polimer ve proteinler arasinda
kompleks olusumuna katkida bulunabilmektedir. Proteinler ve poli(vinilpirolidon) veya diger
hidrofilik noniyonik polimerler arasindaki etkilesim hidrojen bagi ile olusur ve donor gibi
gorev yapan karboksilik asit gruplarinin varhigin1 gerektirmektedir (Kokufuta, 2003). Biitiin
coziinenler suya gore daha hidrofobiktir. Bu sebeple polikomplekslerdeki hidrofobik
etkilesimlerin varlig1 yok sayilamaz. Hidrofobik etkilesimler i¢in en gii¢lii kanit sistematik
yapisal degisimlerle ortaya c¢ikar veya hidrofobik etkilesimlerin karakteristigi olan
assosiyasyon entropisine ve entalpisine baglh sicaklik degisimi ile bulunabilir, ancak uygun
bir 6l¢lim yontemi bulunmamaktadir. Elektrostatik etkilesimlerin baskin oldugu genel olarak
kabul edilmistir. Tuzsuz ¢o6zeltilerde ve kuvvetli polielektrolitlerle kompleks olusumu
sirasinda  stokiyometrik ¢okelme gozlenir. Cokelek olusumu sabit protein/polielektrolit
oraninda pH’a baglidir. Bu davranis polielektrolit kolloid titrasyonuna benzemektedir (Thies
vd., 1994). Kabanov ve arastirmacilar1 (2004) zit yiiklii polielektrolitler temeline dayanan
interpolielektrolit komplekslesme modeli iizerine galisirken, protein ve polielektrolit arasinda
olusan stokiyometrik tuz baglarinin, proteinin iyonik birimlerinden sadece birkag

fraksiyonunu gerektirdigini bildirdiler. Biitiin yiiklii birimlerin ya serbest oldugu ya da tuz
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baglarina tutundugu tiim yiikli birimleri i¢eren iki halli model bir denge durumunun oldugunu
gosterir ve proteinin ya da polielektrolitin diger bir makro iyonu yerine gectigi yer degistirme

reaksiyonlarini kantitatif olrak agiklamakta kullanildi (Kabanov vd., 2004).

Elektrostatik kuvvetler zit yiiklii gruplari iceren tiim etkilesimleri esnek bir sekilde tanimlasa
da, proteinin etrafindaki dielektrik alaninda bulunan tuz kopriilerini de bu kuvvetlere dahil
etmeliyiz. Bu 0zel etkilesimler diger kisa mesafeli kuvvetleri tamamlamaktadir. Klasik
biyokimya modelinde, protein-ligand arasindaki spesifik etkilesim yapisal olarak kusursuz
ligand-konak¢1 komplekslerinin olusumunu saglayan spesifik kisa mesafeli kuvvetlerden
ortaya ¢ikar. Ama esas olarak, baglanma enerjisi protein ve polielektrolitlerin sabit yiikleri

arasindaki itme ve ¢cekme coulomb kuvvetlerinin bir toplamidir (Dubin, 2005).

Proteinlerle hidrofobik olarak etkilesecek polimerler spesifik olarak tasarlanabilir. Ancak
onemli olan nokta, hidrofobik etkilesimlerin ciddi bir katki yapmadig: hallerin bilinmesidir
(Radeva, 2001). Biitiin proteinlerin degisen miktarlarda hidrofobik bdlgeleri bulundugundan
ve tiim vinil polimerlerin ana zinciri hidrofobik oldugundan bu tip etkilesimlerin incelenmesi
onemlidir. Diger taraftan bu kuvvetlerin uzun mesafeli dogasindan dolay1 kuvvetli
elektrostatik kararliligin olmasi i¢in ¢oziinme de dikkate alinmalidir. Hidrofobik etkilesimler
baz1 karakteristik belirtilere sahiptir. Yiiksek tuz konsantrasyonunda daha kuvvetli hale
gelirler. Hidrofobik yan zincirler takilmis polielektrolitlerin proteinlerle kompleksleri cesitli
arastirmacilar tarafindan incelenmistir. Bunlara goére metil ve etil yan zincirleri igeren
polielektrolitlerin baglanmasinin yaklasik ayni oldugu goriilmiistiir. Karbon sayist 2-6
arasinda olan yan zincirlere sahip polielektrolit protein komplekslerinde baglanma karbon
sayis1 ile birlikte artmaktadir. Karbon sayisi 8-10 arasinda olan yan zincirlere sahip
polielektrolitlerde ise baglanma azalmaktadir. Sonug olarak C1 ve C2 yan zincirleri proteinin
hidrofobik boélgelerine ulasamamistir ve C8-C10 yan zincirli polielektrolitlerde ise
intrapolimer misellesme polielektrolit-protein kompleksme reaksiyonu ile yarigmaktadir.
Yapilan c¢alismalar elektrostatik ve hidrofobik etkilesimlerin birbirlerine katkida

bulunduklarin1 géstermektedir (Schreiber vd., 2000).

2.2.2 Polielektrolit-Protein Komplekslerinde Fiziksel Haller

Polielektrolit-protein komplekslerinin fiziksel halleri ¢Oziiniirlik derecelerine baglhdir.
Coziiniir kompleksler ¢ok miktarda su molekiiliiyle kusatilmistir ve genelde proteinin pl
degerine yakin pH degerlerinde olusmaktadirlar. Polikompleksin toplam net yiikii Zr =

Zpolimert Zprotein formiilll ile gosterilebilir. Zr sifira yaklastikca (polianyonlar i¢in pH<pl
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oldugu durumlarda) ufak molekiillii iyonlarin tutulmasi azalir ve polikompleks daha az su
molekiilii ile kusatilmis olan koaservat haline geger. Polimerin daha fazla yiik icermesi, pH’1n
proteinin pl degerinden ¢ok uzak olmasi ve tuz derisiminin az olmasi gibi daha giicli
etkilesimler var oldugunda faz ayrimi gergeklesir ve ¢okelek olusur (Dubin, 2005). Bu tip faz
ayrimi Kokufuta tarafindan kesfedilmistir ve sematik olarak sekil 2.17°de gosterilmistir

Polielektrolit -
[ ) .'-__- Y "_
Ce 0@ / \ by’

o Q Ooc. Assosiasyon Conthl Assosiasyon
006,00 — DRSS ——AG,
= Q ° ° .-.". N

o ua._.l .
Protein intrapolimer .
Kompleks

Sekil 2.17 Polielektrolit-protein komplekslerinde faz ayrimi (Kokufuta, 1994)

Diger bir kat1 hal ise polielektrolit multitabakalaridir. Bu yapilarda proteinler ya bir
polielektrolitin yerini alir ya da ilave bir bilesen olur. Son olarak, proteinlerin polielektrolit
jellerinin iginde tutuldugu iki durum bulunmaktadir. ilkinde, &nceden hazirlanmis
polielektrolit jeliyle protein birleserek yapiy1r olustururlar. Ikinci durumda ise, proteinin

kendisi jel olusumu prosesine katilir (Kabanov, 2004).

2.2.3 Protein-Polielektrolit Komplekslerinin Tiirbidimetrik Titrasyonu

Tiirbidimetrik titrasyon, iki sekilde yapilabilir. Tirbidimetrik titrasyonlardan birinde g¢ok
seyreltik protein ¢ozeltisine artan konsantrasyonlarda polielektrolit eklenir ve sagilan 15181n
siddeti veya kompleks/cokelek olusumundan dolayr meydana gelen tilirbidite eklenen
polielektrolitin bir fonksiyonu olarak Ol¢tiliir. Diger tiirbidimetrik yonteminde ise protein
polelektrolite eklenebilir. Kolloid titrasyonunda t (tiirbidite) titrant hacmini bir fonksiyonu
olarak kaydedilir (genelde tuzsuz sistemlerde) ve maksimum tiirbiditenin oldugu deger
kompleks olusum stokiyometrisini belirlemekte kullanilmaktadir (Dubin, 2005). Jiang ve Zhu
(2001) PAA/jelatin kompleks olusumunu incelemek icin kolloid titrasyonunu kullandilar ve
Tsuboi ve arkadaglari (1996) papainin potasyum poli(vinilsiilfonat)’la komplekslesmesini

arastirmak icin bu teknigi kullandilar.
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Sekil 2.18 BSA-polielektrolit kompleksinin protein/polielektrolit oranina bagl tiirbidimetrik
titrasyonu (Mustafaev, 2004).

Polielektrolit ¢ozeltilerine, zit yiiklii protein eklendiginde kompleks olusumu meydana gelir.
Sistem genis bir protein/polielektrolit orani araliginda homojen kalir ve olusan kompleksler
¢Oziiniirdiir. Polielektrolitin polimerlesme derecesine bagli olarak birka¢ kritik protein
komsantrasyonunda sistemde faz ayrimi gergeklesir. Protein miktarinin artirilmasi tiirbiditeyi

diisiirerek ¢oziiniir polikomplekslerin olumuna sebep olur.

Protein ¢ozeltileri, z1t yiiklii polielektrolit ile titre edildiginde daha farkli bir davranig gozlenir.
Karigimdaki polimer miktarinin artirilmasi tiirbiditeyi artirarak c¢oziinmeyen komleks
olusumuna sebep olur. Polielektrolit miktarlarinin daha da artirilmasi ¢6ziiniir kompleks
olusumunu saglar. Cozeltideki bilesenlerin orani bazi kritik degerlere ulastiginda sistem tekrar
homojen hale gelir ve daha fazla polielektrolit eklense bile faz hali degismez. Buna gore
protein ve polielektrolitin farkli yollarla karistirilmasi karisimdaki bilesenlerin oranina bagh

olarak ara hallerle birbirinden ayrilir (Mustafaev, 2004).

Tiirbidimetrik titrasyonun diger bir formunda ise pH degistirilir (polielektrolit, protein ve tuz

derisimi sabit) ve tiirbidite-pH grafiginde egimin sifirdan farkli oldugu degerler kaydedilir
(Sekil 2.19).



21

0T

Sekil 2.19 Farkli polielektrolitlerle BSA’nin pH’a bagh tiirbidimetrik titrasyonu. +, [, 0, a | A
farkli yapilarda polianyonlari, ®, o, B polikatyonlar1 gostermektedir.

Bu yontem ¢oziinlir kompleks olusumunun ve faz degisimlerinin gerceklestigi kritik

kosullarin belirlenmesinde 6nemli bilgiler verir (Dubin, 1991).

2.2.4 Polielektrolit-Protein Kompleksleriyle Ilgili Yapilan Calismalar

Sentetik polielektrolitlerin proteinlerle kompleksleri ilk olarak Morawetz (1952) tarafindan
calisilmigtir. Morawetz bu calismasinda farkli pH, iyonik siddet, polimer/protein orani
degerlerinde BSA’nin polielektrolitlerle kompleks olusumunu tiirbidimetrik olarak
incelemistir. Daha ¢ok ¢okelek olusumu tlizerinde durmustur. Maksimum ¢okelek olusumu
icin kritik bir oran bulundugunu gostermistir. Bilesenlerden birisinin eklenmesiyle, antijen-
antikor reaksiyonlarinda oldugu gibi, ¢okelekler ¢oziiniir kompleksler olusturmaktadir. Ayrica
bu calismada, ¢cokelek olusumu dengesinde polimerin molekiil agirliginin etkisinin olmadigi
belirtilmistir. Ancak daha sonraki yillarda Mustafaev ve arkadaglari (1978) polimerin molekiil
agirhgmin  ve dar dagilimli olmasinin kompleks olusumu {izerinde etkili oldugunu
gostermistir. Morawetz ufak molekiil agirlikli iyonlarin BSA’nin polivinilaminle ¢okelek
olusturdugu pH’1 degistirdigini de gostermistir. Morawetz ve arkadaslart PMAA SA ve
oksihemoglobin karisiminin reaksiyonunu incelemislerdir. Bahsedilen proteinlerin izoelektrik
noktalar1 aralifina uygun olan pH degerinde oksihemoglobinin seg¢ici olarak ¢oktiigi
gozlenmistir. Calismada polimetakrilik asit gamaglobulin ile SA ve insan albumini ile bunun

antikor karigimini ayirdigi gosterilmistir.

Kabanov, Mustafaev ve arastirmacilar1 (1978) lineer polielektrolitlerin (poliasitlerin
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polianyonlari, poliamfolitler, polikatyonlar ve onlarin tiirevleri) aynm yiiklii (pozitif veya
negatif) globular proteinlerle karsilikli etkisini incelemisler ve ¢ok miktarda suda ¢dziinebilen
polimer-protein kompleksleri yapmuislardir. Yapmis olduklar1 bazi ¢aligmalara gore; PAA-
BSA c¢ozeltilerinin pH 7 de alinmig sedimentogramlart iki pik ile karakterize olmaktadir.
Piklerden birinin sedimentasyon sabiti poliasit ¢dzeltisinin sedimentasyon sabitine uygunken
diger pikin ise serbest proteine uygun oldugu bulunmustur. Proteini ilave ettikge protein
pikinin alan1 artarken, diger pikin alani ise sabit kalmaktadir. Bu sonu¢ pH=7 de PAA ile
BSA’nin kompleks olusturmadigint gosterir. pH 7 de protein ve poliasit negatif
yiiklenmiglerdir. Buna gore de ayni yiiklenmis partikiillerin birbirini elektrostatik itmesi

kompleks olusumunu engellemektedir.

PAA-BSA sisteminde pH azaldig1 zaman (pH 6) karsilikli etkinin karakteri degigsmektedir. Bu
sistemin sulu ¢ozeltilerinin sedimentogramlarinda yalniz bir pik goriiliir. Protein ilave ettikge
bunun alani ve sedimantasyon sabiti artmaktadir. Bu farklar ¢ozeltideki bilesenler arasinda
kompleks olusumunu gostermektedir. pH 6’da protein ve polielektrolit 6nce oldugu gibi ayn1
yiiklidiirler. pH 7’ye nispeten genel negatif yiik her ikisinde biraz azdir. Bagka bir deyisle
once oldugu gibi elektrostatik karsilikli etki kompleks olusumuna engel teskil etmektedir.
Ancak proteinin lineer polielektrolitle adsorbsiyonuna neden olan baska faktorleri yok
edememektedir. Boyle faktorlerden hidrojen baglarini ve polar olmayan karsilikli etkiyi

gostermek olasidir.

PAA-BSA kompleksleri “circular dichroism” ve optik ¢evrilme metodu ile incelenmistir.
Sonuglar proteinin  komplekslesmesi sirasinda sarmallik  seviyesinin  degismedigini
gostermektedir. Bu sonuca gore proteinin polianyon iizerine adsorbsiyonu ile kiiresel
yapisinin fazla degismedigini sdylemek miimkiindiir. Polielektrolit makromolekiillerinin
zincirinin uzunlugunun kiiresel proteinlerin ¢apindan fazla oldugu dikkate alinarak her bir
zincirin ardisik olarak birkag protein molekiiliinii bagladigini sdylemek miimkiindiir ve

kompleksin yapisi sekildeki gibi gosterilebilir.
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Sekil 2.20 Suda ¢oziinen PE-protein komplekslerinin yapist: I- Poliasitlerin polianyonlarinin
proteinlerle komponentler ayni (negatif) yiiklendiginde olusan komplekslerinin yapisi, I1-
Lineer polielektolitlerin zit yiiklenmis proteinlerle np/npg < Nj oraninda olusan komplekslerin
yapist “a” ve “b” - “a” (I) ve “b” (II) tipli yapilarin olusumunu sematik olarak gostermektedir.

Bu yapida (I) protein molekiilleri istatistik yumak konformasyonunda olan polielektrolit
zinciri boyunca rasgele dagilmistir. Sistemin kompleks olusumunda spesifik viskozitesinin
nispeten az degisimi bu yapiya uygundur. “I” yapisi, protein partikiillerinin polikatyonlarla
notral su ortaminda olusturduklar1 ¢oziinen komplekslerinin yapisindan prensip olarak
farklidir. Kiiresel proteinlerin polianyonlarla kompleks olusumunun karsilastirmali analizini
bu sekilde agiklanabilmektedir. Her iki durumda kiiresel proteinler negatif yiiklidiirler, yani
elektrostatik faktor bunlarin temasta olmasini engellemektedir. Proteinlerin polikatyonlarla
adsorbsiyonunda yukarida sdylenildigi gibi pozitif yiiklii polikatyon monomerleri ile negatif
yikli protein gruplari arasinda elektrostatik baglarin olugmasi esastir. Buna gore proteinin
negatif yiikleri kapanmakta ve adsorpsiyon olmus kiirelerin temasta olmasina engel
olmamaktadir. Yani polar olmayan karsilikli bir etki gozlenmektedir. Ayni zamanda
polikatyonun yiikleri yeteri kadar kapanarak “II” yapisinin yigilmasi yolu ile ayr1 ayr
boliimlerinin yakinlagmasina imkan vermektedir. Proteinlerin polianyonlarla adsorpsiyonunda
durum tamamiyla bagkadir. Negatif yiiklii kiirelerin polielektrolitlerle baglanmasi elektrostatik
itmenin tersi olarak olusmaktadir. Her bir adsorbe olan proteinin efektif negatif yiikii buna
bagli polianyon monomerinin miktarina gore artabilmektedir. Buna goére kompleks
partikiillerinde kiiresel proteinlerin temasta olmasi menfaatli (veya az menfaatli) degil ve

bunlar birbirlerine aralikli olarak yerleserek “II” tipli yapiyr olusturmaktadirlar. Boylelikle
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kiiresel proteinler lineer polielektrolitlerle iki tip ¢6ziinen kompleks olusturabilmektedir.
Proteinlerin polikatyonlarla kompleksleri acik bir sekilde ifade olunan kooperatif karakterde
ve kendisine bagli yap1 meyili olmasi ile karakterize olurlar. Proteinin az miktarinda bunlar
icin kiiresel proteinlerin polielektrolit zincirleri arasinda beraber olmayan dagilmasi
goriilmektedir. Proteinle maksimum yiiklenmis polikatyonlar pratik olarak, yiiklenmemis
polikatyonlarla ayni1 zamanda bulunmaktadir. Silindire benzer partikiillerin kendisine bagh
y1gin1 olusur. Bu sistemlerin tam aksi olarak proteinlerle polianyonlarin ¢éziinen kompleksleri
bunlarda kiiresel proteinlerin beraber absorpsiyonu yolu ile olusmaktadir. Bdylece sistemde
istatistik yumak komformasyonunda olan ¢6ziinen kompleks partikiilleri olusmaktadir. Biitiin
bunlara bagli olarak proteinlerin amfoter kopolimerlerle komplekslerinin incelenmesi ¢ok
onemlidir. Bu sistemlerde genellikle bir tip baglanmadan baska tip baglanmaya ge¢cmek

miumkindiir.

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

Diger bir calismada, Dubin ve arkadaslar1 (1991) protein polielektrolit komplekslerinde
proteinin yiiklerinin heterojen dagiliminin etkisini tanimlamislardir. Globular proteinler ve
sentetik polielektrolitler arasindaki etkilesimler 0.10 M NaCl ¢ozeltisinde tiirbidimetrik ve
“quasielastic” 151k sacilmasi (QELS) teknikleri ile incelenmistir. pH titrasyonlari, farkl
izoelektrik noktali tic monomerik proteininin (bovin serum albumin, lizozim, bovin pankreas
riboniikleazi) belli miktarda yiik yogunluguna sahip katyonik ve anyonik polielektrolitlere
baglanmasini1 saglamakta kullanilmistir. Protein-polianyon ¢ozeltisine HCI ya da protein-
polikatyon ¢ozeltisine NaOH ekleyerek, her bir polimer-protein ¢ifti i¢in assosiyasyonun
oldugu ilk pH degeri tespit edilmistir. QELS ya da tiirbidimetri ile saptanabilen bu kritik pH
degeri ¢oziiniir polianyon-protein kompleksi olusumuna karsilik gelir ve bunu, pH daha fazla
degistirildiginde, faz ayrim takip eder. Bilinen protein pH titrasyon egrileri kullanilarak bu

kritik sartlardaki proteinin net yiikii (Z.) hesaplanabilmis ve Z, ‘nin polielektrolit iizerindeki
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yukiin isareti ile aym isarete sahip oldugu gosterilmistir. Proteinler icin bilgisayar
modellemeleri sonuglarinda da gosterildigi gibi RNAz, sulu ¢ozeltisinde hem pozitif hem de
negatif ylkli bolgelere sahiptir. Proteindeki bu yiik dbeginin, polielektrolit ve globular
protein arasindaki itme kuvvetinin listesinden gelebilecek daha giiclii bir ¢ekme kuvveti
sagladigi bulunmustur. Bu sebeple negatif yiiklii globular proteinlerle polianyonlarin
kompleks olusturmasi, proteindeki yiik oObekleri ve polielektrolit arasindaki bolgesel

etkilesimlerin var oldugunu gostermektedir.

Sekil 2.21 Izoelektrik noktasi civarinda proteinlerin pozitif ve negatif yiik dbeklerinin sematik
gosterimi.

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

olusturdugu kompleksin sematik gdsterimi su sekildedir:

Sekil 2.22 Protein ve poliiyon igeren stokiyometrik kompleksin sematik gdsterimi.
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Amorf ¢okelek olusturacak sekilde kompleksin yapisini birarada tutan tuz baglar1 c¢ok
gevsektir, c¢linkii pH’nin degisimi veya poliiyon ilavesi tuz baglarinin bir kismini, 6zellikle
proteinin imidazolil grubu ile polimerin siilfat grubu arasindakini, kirar. Baglarin gevsek
olmasi protein ve poliiyon molekiillerinin stokiyometrik olarak nétrallesmesini veya zit yiikli

gruplarin 1:1 oraninda baglanmasini miimkiin kilabilir.

Andrianov ve arkadaglar1 (2005) yaptiklari calismada pH 7°de BSA-poly[di-(carboxylato-
phenoxy) phosphazene] kompleksinin olusumunu ve immunolojik etkilerini incelemislerdir.
Olusan kompleksin molekiil agirliginin polimerin tek basina oldugu halden daha agir
oldugunu ama kompleksin boyutunun polimerden oOnemli derecede farkli olmadigini
gostermislerdir. Sonug olarak, mokromolekiiler yapinin daha kompakt bir hal aldig1 ortaya

konulmustur.

Son on yilda yapilan calismalarda temel olarak su ii¢ faktoriin {izerinde durulmustur:
uygulamalar, enstriimantel ¢alismalar ve simulasyonlar. Polielektrolit multi tabakalari ile
protein-polielektrolit kompleksleri {izerine yapilan caligmalarin bir arada siirdiiriilmesi;
glukoz, kolesterol ve antikorlarin saptanmasinda kullanilan biyosensoérlerin dayanimini ve
stabilitesini artirmaya yonelik protein-elektrolit tabakalarimin elde edilmesi i¢in Onemli
olanaklar saglamistir. Yiizey karakterizasyonu icin optik “waveguide” lazer spektroskopisi,
ylizey plazmon rezonans (SPR) ve dar ag¢1 reflaktometrisi kullanilarak uygulanan yeni
teknikler bu multitabakalarin incelenmesine yardimci olmaktadir. Protein-polielektrolit
komplekslerinin karakterizasyonunda uygulanabilen yeni teknikler kapiler elektroforez ve
affinite esasli ayirma metodlaridir. Son on yilda komplekslerin faz davraniglari ve yapisinin i¢
yliziinlin anlagilmasini saglamada bu simulasyonlar biiylik yanki uyandirmistir. Polielektrolit-
protein kompleks koaservat fazlarinin ¢okelek ve siispansiyonlardan ayr1 ve farkli olarak
kabul edilmesi nm-um Olgekli yeni mikroskobik tekniklerin gelistirilmesinde fayda
saglamistir. Son olarak polielektrolitler, proteinler icin koaservat ve mikrokapsiiller i¢inde
tliman immobilizasyon kosullar1 sagladigi i¢in, farmasotik uygulamalarda proteinlerin
tasinmast ve tutulmasi (entrapment) i¢in polielektrolitlerin jel veya “brush” olarak
kullanilmas1 sasirtict degildir. Bu alanlardaki caligmalar 1995°den Onceki literatiire
dayanmaktadir. Biyokimya, malzeme bilimi, polimer ve kolloid kimyasi ile diger disiplinlerin
bir araya gelmesi Oniimiizdeki yillarda bu alanda daha yaratict ve genis kapsamli bilimsel

calismalarin temelini atmis olacaktir (Dubin, 2005).
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2.3 Histereziz

Histereziz, lizerlerine uygulanan kuvvete aninda cevap vermeyen, yavasca tepki veren yada
ilk hallerine donmeyen fiziksel sistemlerin 6zelligidir. ilk defa James Alfred Ewing tarafindan
su sekilde tanimlanmistir: “M ve N isimli iki nicelikten N dongiisel degisimi M dongiisel
degisimine sebep oldugunda, M degisimi N’den daha yavas ilerliyorsa, M ve N bagintisinda
histereziz oldugu soOylenebilir.”. Giinlimiizde histereziz kelimesi birgok alanda
kullanilmaktadir: mekanik, fizik (ferromanyetik histereziz), faz gecisleri, hidroloji ve

ekonomi [7].

Histerezizli bir sistemin uygulanan kuvvete kars1 grafigi ¢izilecek olursa, elde edilen egri tek

bir ¢izgi degil de bir ilmik seklinde olacaktir (Sekil 2.23)

Sekil 2.23 Histerezizli bir sistemde uygulanan kuvvete (x ekseni) bagli olarak gozlenen
degisim (y ekseni)
Histereziz olay1, kati-siv1 faz gegislerinde de goriiliir. Ornegin, agar 85 °C ‘de erirken 40 °C
‘ye sogutulana kadar kat1 faza gegmez. Bu sebeple, agar 40-85 °C arasinda daha 6nceki fazina

bagli olarak s1v1 veya kat1 olabilir [6].

Herrero-Vanrell ve arkadaslar1 (2005) poli(VPAVG) polimerinin sicaklik degistiginde
yapisinda meydana gelen histereziz olayimni incelemislerdir. Bu polimer kritik bir sicakliktan
(30°C) daha yukariya 1sitildiginda suda ¢oziinmeyen partikiiller olustururken, polimer geri
sogutuldugunda 12-15°C ‘ye kadar ¢oziinilir hale gegmemektedir. Bu durum tiirbidimetrik

olarak incelenmistir (Sekil 2.24).


http://en.wikipedia.org/wiki/James_Alfred_Ewing
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Tiarbidite (%6)

3 15 20 25 30 35 40 45 50 55

Sicakdik °C)

Sekil 2.24 Polimer ¢dzeltisinin agregasyonunun (1sitma) ve ¢ézlinmesinin (sogutma)
tiirbidimetrik olarak incelenmesi (Herrero-Vanrell, 2005).

2.4 Kullamlan Ol¢iim Yéntemleri

2.4.1 UV-VIS Spektroskopisi

Protein ve niikleik asitlerin konsantrasyonlarinin hesaplanmasinda UV-VIS spektroskopisinin
kullanim1 oldukg¢a bilinen bir yontemdir. Bomberg (2001) insiilinin poliakrilik asit ile
etkilesiminden sonra artik konsantrasyonunu hesaplamada kullanmistir. Jiang ve Zhu (2001),
PMAA- ve PAA-jelatin kompleks jellerindeki miyoglobin, sitokrom c¢ ve pepsin

“entrapment”1n1 saptamada kullanmiglardir. (Dubin, 2005)

Tek renkli ve Iy siddetindeki 151k demeti kalinlig1 1 cm olan bir tiipte bulunan ¢ozeltideki
molekiiller tarafindan absorplandiginda siddeti azalir ve tiipli I siddetinde terk eder. Bu

azalma Lambert-Beer esitligi ile ifade edilir.
log I,/ I=ebc =A (2.2)

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

yogunluk denir.
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Sekil 2.25 Isik, ¢ konsantrasyonunda, b cm kalinliginda bir ortamdan gecerken, absorbsiyon
nedeniyle siddeti Ip‘dan I"ya diismiistiir.

Gegirgenlik;

T= 1/ (2.3)
Absorbans;

A=log Iy/I (2.4)

Absorbans ile derisim arasindaki bu iliskiden analitik olarak yararlanilir. Ancak bu
calismamizda proteinlerin belli dalga boyunda (280 nm) absorbans piki verdikleri gercegine
dayanarak UV-VIS molekiiler absorbsiyon spektroskopisi yontemini tanima amagl kullandik.
Ayrica tlirbidimetrik titrasyon ¢aligmalari sirasinda goriiniir bolgede (500 nm) ¢ozeltilerin

absorbansini 6l¢gmekte kullandik.

2.4.2 Molekiiler Eleme Kromatografisi

Polimerlerin HPLC’de ayrilmasinda kullanilmaktadir. Bu kromatografi tiiriinde sabit faz
olarak belli biiyiikliikte gozenekleri olan ¢apraz bagli polimerler kullanilir. Polimerler farkli
boylardaki molekiillerin bir karigimidir. Polimer karigimi ¢dzelti haline getirildiginde herbir
polimer molekiilii boyutuna bagl olarak farkli hidrodinamik c¢aplara sahip olacaktir. Ufak
molekiiller goézeneklerde daha uzun siire kalacaklari i¢in kolonu ge¢ terk edeceklerdir.
Molekiil cap1 biiylidilkce kolonda kalma siiresi kisalacak ve sistemden daha cabuk
ayrilacaklardir. Detektdr de farkli zamanlarda c¢ikan molekiilleri saptayip kromatograma
doniistiirecektir. Bu yontemin en Onemli Ozelligi ayirmanin tamamen fiziksel olarak

yapilmasidir. Diger tiim HPLC tekniklerinde ayirma kimyasal etkilesimlere dayanmaktadir.
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Sekil 2.26 Kolon kromatografisinde molekiil biiytikliigiine gore ayrilma ve alikonma
zamanina gore olusan kromatogram.

Molekiiler eleme kromatografisinde UV, RI, 1sik sacilmasi ve viskozite detektorleri

kullanilabilmektedir.
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3. DENEYSEL KISIM

3.1 Kullanilan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler

3.1.1 Kullamilan Cihazlar

e WTW pH level 1 pH metre

e Jasco V-530 UV-VIS Spektrofotometre

e Viscotek 4 Dedektorlii GPC (SEC) Sistemi (Viscotek TDA 302 tiglii dedektor dizisi,
Viscotek Model 2501 UV dedektori, Viscotek GPCmax VE2001 6rnek modili
kisimlarindan olusur.)

e Precisa XB 220A Hassas Terazi

e Heildolph MR 3001 Isiticili Manyetik Karistirici

¢ Binder Vakum Etiivii

e Finnpipette Micropipet (1-10 ml, 100-1000 ul, 5-50 ul)

e Hettich Eba20 Santrifiij Cihazi

e Shimadzu HPLC Sistemi

o IKAMAG Coklu Karistirict

e Milipore-Q Gradient Ultra Saf Su Cihazi
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3.1.2 Kullanilan Kimyasallar Maddeler

Sodyum hidrojen fosfat (Na,HPO4) Sodyum dihidrojen fosfat (NaH,PO4)
Sodyum kloriir (NaCl) Asetik Asit (CH;COOH)

HC1 NaOH

Poliakrilik asit (PAA) Bovin serum albumin (BSA)

Sodyum azid (NaN3)
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3.2 PAA Titrasyonu

2 mg/ml konsantrasyonda 25 ml PAA ¢ozeltisi saf su ile hazirlandi. HCI ilave ederek pH
2’ye ayarlandi. 1N NaOH c¢ozeltisindem 15°er pl eklenerek titre edildi. Her NaOH ¢dozeltisi
ilavesinden sonra ¢dzeltinin pH degeri okundu. Okunan pH ile NaOH sarfiyati arasinda grafik

cizildi.

3.3 BSA/PAA Kompleksleri

Hesaplamalardaki gibi 19 farkli oranda ve pH 4, pH 4.3, pHS, pH 6 ve pH 7 olmak {izere 5
farkli pH da 95 tane farkli kompleks ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiler BSA ve PAA’nin

fiziksel karigimlaridir.

3.3.1 Kaullanilan Cozeltiler

a) 0.01 mol/It’lik PBS Tamponu (pH=7, pH=6)
1.1998g NaH,PO4 (Mw=119.98 g/mol) tartilarak 500ml ultra saf suda ¢oziiliir. Ayn1 zamanda
2.6807g (Mw=268.07 g/mol) tartilarak yine 500ml ultra saf suda ¢oziiliir. Bu iki ¢ozeltiden

NaH,POy4 ¢ozeltisi Na,HPO4 ¢ozeltisinin {izerine eklenir. Bu karisima 8.766 g NaCl eklenir ve
tekrar karigtirilir. 1 M NaOH veya 1 M HCl ile pH ayarlanir.

b) Asetat Tamponu (pH 5, pH 4, pH 4.3)

5.72 ml asetik asit, ultra saf su ile 2 It’ye tamamlanir. Bir siire manyetik karistiricida

karistiktan sonra 17.53 g NaCl eklenir ve tekrar karistirilir. 1M NaOH ile pH ayarlanir.

3.3.2 Komplekslerin Hazirlanis:

PAA stok c¢ozeltisi 3mg/ml olacak sekilde ultra saf suda hazirlandi. Her bir ¢ozeltideki PAA
miktar1 sabit olduguna gdre her bir ¢ozelti i¢in (19 adet farkli ngsa/npaa oraninda) hazirlanan
stoktan 10 ml ¢ozelti i¢in 3335 ul PAA cekilerek pH 7’lik tamponda iyice karismasi saglandi.
Gerekli miktarda BSA tartilarak pH 7 tamponunda c¢Oziinmesi saglanarak BSA stogu
hazirlandi. Daha sonra PAA c¢ozeltilerinin pH’1 kontrol edilerek (pH 7 de olmasi gerekli)
hesaba gore gerekli miktarlardaki BSA stoktan ¢ekilerek karismakta olan ¢ozeltiye yavas
yavas ilave edildi. Cozeltinin istenilen pH’da olup olmadigi1 kontrol edildi. Yaklasik 30 dk
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kadar karistirildi. Biitiin karigtirma islemleri manyetik karistiricida ve oda sicakliginda

gerceklestirilmistir. Calisilan her pH degeri icin ayn1 asamalar gergeklestirildi.

3.3.3 Hesaplamalar

PAA konsantrasyonu sabit tutularak, farkli BSA konsantrasyonlarma 19 farkli oranda

kompleks ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu hesaplamalar su sekildedir:

Npga Cesa-Mpan 0.05; 0.1; 0.25; 0.4; 0.5; 0.75;
= = 1; 2; 3; 5; 7.5; 10; 15; 20; 25;
Np,a Cpanr Mgsa 30; 35; 40; 50

PAA nin ¢ozeltideki konsantrasyonu % 0.1 dir.

Mpaa=100 000 Da

Mpgsa=66 000 Da

1) npsa/mpaa= 0.05 olan 10ml BSA-PAA Kompleks Cozeltisi
cgsa= 0.0033g/100ml= 0.033mg/ml= 0.33mg/10 ml

2) npsa/npaa= 0.1 olan 10ml BSA-PAA Kompleks Cozeltisi
cgsa= 0.0066g/100ml= 0.066mg/ml= 0.66mg/10 ml

3) ngsa/npaa= 0.25 olan 10ml BSA-PAA Kompleks Cozeltisi
cgsa= 0.0165g/100ml= 0.165mg/ml= 1.65mg/10 ml

4) npsa/npaa= 0.4 olan 10ml BSA-PAA Kompleks Cozeltisi
cgsa= 0.0264g/100ml= 0.264mg/ml= 2.64mg/10 ml

5) ngsa/npaa= 0.5 olan 10ml BSA-PAA Kompleks Cozeltisi
cgsa= 0.033g/100ml= 0.33mg/ml= 3.3mg/10 ml

6) npsa/npaa= 0.75 olan 10ml BSA-PAA Kompleks Cozeltisi
csa= 0.0495g/100ml= 0.495mg/ml= 4.95mg/10 ml

7) npsa/npaa= 1 olan 10ml BSA-PAA Kompleks Cozeltisi
cgsa= 0.066g/100ml= 0.66mg/ml= 6.6mg/10 ml

8) npsa/npas=2 olan 10ml BSA-PAA Kompleks Cozeltisi
cgsa= 0.132g/100ml= 1.32mg/ml= 13.2mg/10 ml
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9) npsa/npaa= 3 olan 10ml BSA-PAA Kompleks Cozeltisi
csa= 0.198g/100ml= 1.98mg/ml= 19.8mg/10 ml

10) ngsa/npaa= 5 olan 10ml BSA-PAA Kompleks Cozeltisi
csa= 0.33g/100ml= 3.3mg/ml= 33mg/10 ml

11) ngsa/npaa= 7.5 olan 10ml BSA-PAA Kompleks Cozeltisi
csa= 0.495g/100ml= 4.95mg/ml= 495mg/10 ml

12) ngsa/npaa= 10 olan 10ml BSA-PAA Kompleks Cozeltisi
cgsa= 0.66g/100ml= 6.6mg/ml= 66mg/10 ml

13) ngsa/npaa= 15 olan 10ml BSA-PAA Kompleks Cozeltisi
cgsa= 0.99¢/100ml= 9.9mg/ml= 99mg/10 ml

14) ngsa/npaa= 20 olan 10ml BSA-PAA Kompleks Cozeltisi
csa= 1.32g/100ml= 13.2mg/ml= 132mg/10 ml

15) ngsa/npaa= 25 olan 10ml BSA-PAA Kompleks Cozeltisi
cpsa= 1.65g/100ml= 16.5mg/ml= 165mg/10 ml

16) ngsa/npaa= 30 olan 10ml BSA-PAA Kompleks Cozeltisi
cgsa= 1.98g/100ml= 19.8mg/ml= 198mg/10 ml

17) ngsa/npaa= 35 olan 10ml BSA-PAA Kompleks Cozeltisi
cpsa= 2.31g/100ml= 23.1mg/ml= 231mg/10 ml

18) ngsa/npaa= 40 olan 10ml BSA-PAA Kompleks Cozeltisi
cpsa= 2.64g/100ml= 26.4mg/ml= 264mg/10 ml

19) ngsa/npaa= 50 olan 10ml BSA-PAA Kompleks Cozeltisi

csa= 3.3g/100ml= 33mg/ml= 330mg/10 ml

3.4 PAA/BSA Kompleksleri

Hesaplamalardaki gibi 15 farkli oranda ve pH 4, pHS ve pH 7 olmak iizere 3 farkli pH da 45
tane farklt kompleks c¢ozeltisi hazirlanmisgtir. Bu ¢ozeltiler BSA ve PAA’nin fiziksel

karigimlaridir.



36

3.4.1 Komplekslerin Hazirlanisi

BSA stok cozeltisi 3mg/ml olacak sekilde tamponda hazirlandi. Her bir ¢ozeltideki BSA
miktar1 sabit olduguna gore her bir ¢ozelti i¢in (15 adet farkli npaa/ngsa oraninda) hazirlanan
stoktan 10 ml ¢ozelti i¢in yapilan hesaba gore gerekli miktarda PAA ¢ekilerek pH 7’lik
tamponda iyice karismasi saglandi. Daha sonra PAA ¢ozeltilerinin pH’1 kontrol edilerek (pH
7 de olmasi gerekli) hazirlanan stoktan 5000ul BSA cekilerek karigmakta olan ¢ozeltiye
yavag yavas ilave edildi. Cozeltinin istenilen pH’da olup olmadig1 kontrol edildi. Yaklasik 30
dk kadar karistirildi. Biitiin karistirma islemleri manyetik karistiricida ve oda sicakliginda

gergeklestirilmistir. Calisilan her pH degeri i¢in ayn1 asamalar gergeklestirildi.

3.4.2 Hesaplamalar

BSA konsantrasyonu sabit tutularak, farkli PAA konsantrasyonlarma 15 farkli oranda

kompleks ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu hesaplamalar su sekildedir:

Np, . Cpans Miga 0.02; 0.025; 0.0286; 0.033;
= = 0.04; 0.05; 0.066; 0.1; 0.133;
Doy Csa-Mpaa 0.2; 0.3; .5; 1; 1.33; 2

BSA’nin ¢ozeltideki konsantrasyonu % 0.15’tir.
MPAAZIOO 000 Da
MBSA=66 000 Da

1) npaa/ ngsa = 0.02 olan 10ml PAA/BSA Kompleks Cozeltisi
cpaa= 0.0045g/100ml= 0.045mg/ml= 0.45mg/10 ml

2) npaa/ ngsa = 0.025 olan 10ml PAA/BSA Kompleks Cozeltisi
cpaa= 0.00568g/100ml= 0.0568mg/ml= 0.568mg/10 ml

3) npaa/ npsa = 0.0286 olan 10ml PAA/BSA Kompleks Cozeltisi
cpaa= 0.0065g/100ml= 0.065mg/ml= 0.65mg/10 ml

4) npaa/ ngsa = 0.033 olan 10ml PAA/BSA Kompleks Cozeltisi
cpaa= 0.0075g/100ml= 0.075mg/ml= 0.75mg/10 ml

5) npaa/ npsa = 0.04 olan 10ml PAA/BSA Kompleks Cozeltisi
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cpaa= 0.0091g/100ml= 0.091mg/ml= 0.91mg/10 ml

6) npaa/ npsa = 0.05 olan 10ml PAA/BSA Kompleks Cozeltisi
cpaa= 0.0114g/100ml= 0.114mg/ml= 1.14mg/10 ml

7) npaa/ npsa = 0.066 olan 10ml PAA/BSA Kompleks Cozeltisi
cpaa= 0.0151g/100ml= 0.151mg/ml= 1.51mg/10 ml

8) npaa/ npsa = 0.1 olan 10ml PAA/BSA Kompleks Cozeltisi
cpaa= 0.0227g/100ml= 0.227mg/ml=2.27mg/10 ml

9) npaa/ ngsa = 0.133 olan 10ml PAA/BSA Kompleks Cozeltisi
cpaa= 0.030g/100ml= 0.30mg/ml= 3.00mg/10 ml

10) npaa/ npsa = 0.2 olan 10ml PAA/BSA Kompleks Cozeltisi
cpaa= 0.0455g/100ml= 0.455mg/ml= 4.55mg/10 ml

11) npaa/ npsa = 0.3 olan 10ml PAA/BSA Kompleks Cozeltisi
cpaa= 0.0682g/100ml= 0.682mg/ml= 6.82mg/10 ml

12) npaa/ npsa = 0.5 olan 10ml PAA/BSA Kompleks Cozeltisi
cpaa= 0.1140g/100ml= 1.14mg/ml= 11.4mg/10 ml

13)npaa/ ngsa = 1 olan 10ml PAA/BSA Kompleks Cozeltisi
cpaa= 0.2270g/100ml= 2.27g/ml= 22.7mg/10 ml

14) npaa/ npsa = 1.33 olan 10ml PAA/BSA Kompleks Cozeltisi
cpaa= 0.3030g/100ml= 3.03mg/ml= 30.3mg/10 ml

15) ngsa/npaa= 2 olan 10ml PAA-PAA Kompleks Cozeltisi
cpsa= 0.455g/100ml= 4.55mg/ml= 45.5mg/10 ml

3.5 UV-VIS Spektrofotometresi Ol¢iimleri

Kompleks ¢ozeltileri hazirlandiktan sonra optik yogunluklarina bakildi. Bunun i¢in santrifiij
oncesi 500 nm deki absorbanslar1 6l¢iildii. Daha sonra bu ¢ozeltiler santrifiij edilip ¢okelekleri

ayrildiktan sonra siipernatantlarin 280nm deki absorbanslarina bakildi.
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3.6 Molekiiler Eleme Kromatografisi Olciimleri

Kompleks ¢ozeltileri santrifuj edildikten sonra 0.45 um’lik enjektor filtresiyle siiziilerek bu
cihaza verilmistir. 25 °C’de, 1.0 ml/dk akis hizinda, 20 ul enjeksiyon hacminde ve Shim-Pack
Diol-300 kolonunda UV detektoriiyle (280 nm’de) calisilmistir. Her pH degerindeki
molekiiler eleme kromatografisi oOlgiimleri i¢in o pH’daki ¢dzeltinin hazirlanmasinda
kullanilan tampon, mobil faz olarak kullanilmistir. Bu sistemden komplekslerin karakteristigi

hakkinda bilgi elde edilmistir.

3.7 Komplekslerin pH’a Bagh Tiirbidimetrik Titrasyonu

npsa/npas=1 oraninda pH 7’de kompleks hazirlandi. Hazirlanan ¢6zelti 1 M HCI kullanilarak
belli bir pH degerine diisiiriildii, 30 dakika karistirildi ve 500 nm’de absorbans degeri ol¢iildii.
pH 4 oluncaya dek bu islem tekrarlandi.

npsa/npaa=15 oraninda pH 7’°de kompleks hazirlandi. Hazirlanan ¢6zelti 1 M HCI kullanilarak
belli bir pH degerine diisiiriildii, 30 dakika karistirildi ve 500 nm’de absorbans degeri ol¢iildii.
pH 4 oluncaya dek bu islem tekrarlandi. pH 4 degerinden sonra 1 M NaOH kullanilarak pH
belli bir degere yiikseltildi, 30 dakika karistirildi ve 500 nm’de absorbans degeri 6l¢iildii. Bu
islem pH 7 oluncaya dek tekrarlandi.

3.8 pH 4’te Olusan Cokeltinin pH 7’de Céziiliip SEC’de Incelenmesi

pH 4’te hazirlanan ngsa/npaa=10 oranindaki kompleks cozeltisi santrifuj edilip ¢okeltisi
ayrildi. Cokelti vakumlu etiivde kurutuldu. Bu ¢okelek pH 7 tamponunda ¢dziinene dek
karistirildi. Cozelti 0.45 um’lik enjektor filtresiyle stiziilerek SEC sistemine verildi. 25 °C’de,
1.0 ml/dak akis hizinda, 20 pl enjeksiyon hacminde ve Shim-Pack Diol-300 kolonunda UV
detektoriiyle (280 nm’de) ¢aligildi.



39

4. DENEY SONUCLARI
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Sekil 4.1 PAA ¢ozeltisinin NaOH ile titrasyon grafigi
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0 \. T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Npga/Mpaa

Sekil 4.2 pH 4’de hazirlanan BSA/PAA ¢ozeltilerinin orana baglh tiirbidimetrik titrasyonu
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Ngsa/Npaa

Sekil 4.3 pH 4.3°de hazirlanan BSA/PAA ¢ozeltilerinin orana bagl tiirbidimetrik titrasyonu



42

60

Npga/Mppp

Sekil 4.4 pH 5’de hazirlanan BSA/PAA ¢ozeltilerinin orana bagl tiirbidimetrik titrasyonu
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Sekil 4.5 pH 6’da hazirlanan BSA/PAA ¢ozeltilerinin orana bagh tiirbidimetrik titrasyonu
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Sekil 4.6 pH 7°de hazirlanan BSA/PAA ¢ozeltilerinin orana bagh tiirbidimetrik titrasyonlari
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T
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Sekil 4.7 pH 4, pH 4.3, pH 5, pH 6 ve pH 7’de hazirlanan BSA/PAA ¢ozeltilerinin orana bagli
tiirbidimetrik titrasyonlari

100 ~

Cokelti Miktari (mg)

60
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|——pH4,3 —@—pH4 —A—pH5|

Sekil 4.8 pH 4, pH 4.3 ve pH 5’de hazirlanan BSA/PAA ¢dzeltilerinden elde edilen
cokeltilerin orana bagl tartim grafigi
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Sekil 4.9 BSA/PAA kompleks ¢ozeltilerinin siipernatantlarinin 280 nm’deki absorbans
degerlerinin orana bagli grafigi
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Sekil 4.10 pH 4’te hazirlanan ngsa/npaa=10 (yesil); 30 (mavi) ve 50 (pembe) oranlarindaki
cozeltilerin HPLC kromatogramlari
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] Detector & (280nm) | Detector & (280nm) | Detector A (280nm)
s PAALOOODD komplexpH S == PAALO0000 complexpH 5 === PAAL00000 complexpH 5

180
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140
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100

a 10 11 12 13 14 15 16 17 18 1
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Sekil 4.11 pH 5°te hazirlanan ngsa/npaa=1 (kirmizi); 10 (yesil) ve 30 (mavi) oranlarindaki
cozeltilerin HPLC kromatogramlari



49

Npaa/Npgy

Sekil 4.12 pH 4’de hazirlanan PAA/BSA ¢ozeltilerinin orana bagli tiirbidimetrik titrasyonu



50

0,3 -

0,25 -

0,05 -

0 0,5 1 1,5

N

2,5

Npaa/Npsa

Sekil 4.13 pH 5’de hazirlanan PAA/BSA ¢ozeltilerinin orana bagli tiirbidimetrik titrasyonu
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Sekil 4.14 pH 7°de hazirlanan PAA/BSA ¢dzeltilerinin orana bagl tiirbidimetrik titrasyonu
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Sekil 4.15 PAA/BSA komplekslerinden tiim pH’larda elde edilen ¢ozeltilerin orana bagl
tiirbidimetrik titrasyonlari

o (@) o [$)]
| | | |

Cokelti Miktar:1 (mg)
(@)

0 T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2,5

N

Npaa/Npsa

Sekil 4.16 pH 4’de hazirlanan PAA/BSA komplekslerinin ¢ozeltileriden elde edilen
cokeltilerin orana bagli tartim grafigi
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Sekil 4.17 PAA/BSA kompleks ¢ozeltilerinin siipernatantlarinin 280 nm’deki absorbans
degerlerinin orana bagli grafigi
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Sekil 4.18 ngsa/npaa=1 oraninda kompleksin pH’a bagli tlirbidimetrik titrasyonu
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Sekil 4.19 ngsa/mpaa=15 oraninda hazirlanan kompleks ¢ozeltisinin ileri ve geri pH’a bagh
tiirbidimetrik titrasyon grafigi. ® pH 7’deki kompleksin 1 M HCl ile titre edildigi noktalari, M
pH 4’teki kompleksin 1 M NaOH ile titre edildigi noktalar1 gostermektedir.
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Sekil 4.20 pH 4.3’te hazirlanmis kompleksten (ngsa/npaa=10) elde edilen ¢okeltinin pH
7°deki HPLC kromatogrami
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Sekil 4.21 pH 4.3’te hazirlanmis kompleksten (ngsa/npaa=10) elde edilen ¢okeltinin pH
7’deki ¢ozeltisinin (yesil) ve ayni oranda pH 7’de hazirlanmis olan kompleksin (pembe)
HPLC kromatogramlari
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Data File: 2005-06-04_09;19;25_BSA-PAA_ORAN_15_PH_7_01.vdt Method:

886,56
798,97
711,37
623787
> p|
£ =
8 E
S 536,18—] \
s E
2 E
Q |
o |
B E
S 44858
> |
g =
5 E
360,99—
= [
- ‘V
273 39—
185,80—]
98,20
10,61 3
HH\HH‘H\\HH\‘HHH\H‘\H\H\H‘HH\HH‘HH\HH‘\HH\H\‘HH\HH‘\HH\\H‘HH\HH‘
0,00 3,00 6,00 9,00 12,00 15,00 18,00 21,00 24,00 27,00 30,00

Retention Volume (mL)

Sekil 4.22 pH 7°de ngsa/npaa=15 oraninda hazirlanmis olan ¢6zeltinin viscotek UV (mor) ve

RI (kirmizi) kromatogramlari
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Overlay Plot: Refractive Index (mV) Vs. Retention Volume (mL)
Method:
2005-06-16_04;49;19 BSA-PAA PH_4 ORAN_1_01.vdt:
2005-06-16_08;14;00_BSA-PAA PH_4_ORAN_15_01.vdt:
2005-06-16_10;57;47_BSA-PAA_ PH_4_ORAN_35_01.vdt:

/ %

\ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ [
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0 14,0 16,0 18,0 20,0 22,0 24,0 26,0 280 300

Retention Volume (mL)

Sekil 4.23 pH 4’te hazirlanan ngsa/npas=1 (siyah); 15 (yesil) ve 35 (kirmiz1) oranlarindaki

cozeltilerin viscotek RI kromatogramlari
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Overlay Plot: Ultra Violet (mV) Vs. Retention Volume (mL)
Method:

57333 |2005-06-16_04:49;19_ BSA-PAA PH_4 ORAN_1_01.vdt:
2005-06-16_08:14:00_BSA-PAA PH 4 ORAN 15 01.vdt:
528,00 - 2005-06-16_10:57:47 BSAPAA PH 4 ORAN 35 01.vdt:
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©
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1_0dovdt /.
©
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|

66,00 4

33,00 { \ .

7,13 ]
\ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ [
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0 14,0 16,0 18,0 20,0 22,0 24,0 26,0 280 300

Retention Volume (mL)

Sekil 4.24 pH 4’te hazirlanan ngsa/npaa=1 (siyah); 15 (yesil) ve 35 (kirmiz1) oranlarindaki
cozeltilerin viscotek UV kromatogramlari
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5. SONUCLAR ve TARTISMA

Tiirbidimetrik titrasyon yonteminin, suda ¢dzliinmeyen interpolimer komplekslerin olusumu
ve bu tiir komplekslerin suda ¢ozilinilir hale gegisini belirlemek i¢in en iyi yontemlerden biri
oldugu bilinmektedir. Bu nedenle PAA’in BSA ile etkilesimi tiirbidimetrik titrasyon yontemi
ile incelenmistir. Bu tez ¢caligmasinda gerek PAA gerekse de BSA pH degerlerine bagli olarak
farkli elektrik yikleri tasidigindan, sistem pH’a bagl olarak; etkilesim mekanizmasinin
bilesenlerine de bagli oldugu bilindiginden dolay1 orana bagh etkilesimi incelenmistir. Notral
pH ortamlarinda tiimiiyle suda ¢oziinen polimer-protein karigimi, pH degeri azaldik¢a suda
c¢oziinmeyen hale gecmekte ve pH’in degerinin izoelektrik noktasina yakin degerlerinden
baslayarak diisiik degerlerinde suda ¢oziinmeyen bir karisim haline doniismekte oldugu
belirlenmistir. Biz bu olusuma model olarak sekildeki gibi bir yaklagimda bulunduk (Sekil
5.1).

Sekil 5.1 pH 5°te olusan polimer-protein kompleksi i¢cin diistiniilen model

Daha oOnceki ¢aligmalarda da belirtildigi gibi pH 6 ve 7 degerinde UV, Viscotek ve HPLC
sonuglarina dayanarak kompleks olusumu olmadigini gozlemledik. Bu durum her iki
makromolekiiliin de bu pH degerlerinde (-) yik yogunlugunun fazla olmasindan
kaynaklanmaktadir. BSA ve PAA’teki mevcut (-) yiikler, bu iki polimer arasinda bir itme

kuvvetinin olusmasina neden olmaktadir.

pH’1n 5 degerinde tiirbidimetri sonuglarina gore suda ¢éziinmeyen kompleks olusumu ¢ok az
goziikmektedir. HPLC ve Viscotek caligmalarinda ise bu pH degerinde suda ¢dziinebilen
komplekslerin olustugu gdsterilmistir. Bu pH’ta proteinin ytikii sifira yakinken PAA’nin yiikii
negatiftir. Buna gore kompleks olusumu prosesinin proteinin yiizeyindeki pozitif yiik 6bekleri
iizerinden yliriidiiglinii sdyleyebiliriz. Bu 6beklerdeki pozitif yiiklerle polielektrolit {izerindeki

negatif ylikler arasindaki ¢ekim kuvveti, proteinin negatif yiikleriyle PAA’nin negatif yiikleri
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arasindaki itme kuvvetinden daha baskindir.

Sistemdeki faz gecislerinin komponentlerin oranina bagli olarak ekstremal bir deger
gosterdigi bulunmustur. Soyle ki; pH’in sabit degerlerinde (pH 4 ve pH 4.3), polimerin
konsantrasyonun sabit tutuldugu sistemin proteinle titrasyonu, once suda ¢Oziinmeyen
polikompleksin artisina neden olmus, maksimum degere ulagmis ve daha sonrasinda ise

sistem yeniden ¢oziiniir hale gegmistir (Sekil 5.2).

NpsaNpaa

Sekil 5.2 pH 4 ve 4.3’te hazirlanan komplekslerin orana bagli olusumunda diigiiniilen model

Ik kez tarafimizca oranin sabit degerinde pH degerinin artirilmasi ya da azaltilmasiyla elde
edilen titrasyon egrilerinin ¢akismadigr goriilmils ve sistemde bu iki egrinin histereziz

gosterdigi belirlenmistir.

Bu sistemlerin matriks ¢ozeltileri boliimde farkli yontemlerle incelenmis ve yapilan ortak
caligmalara dayanarak bu sistemde PAA’nin BSA ile etkilesim mekanizmasi hakkinda
literatiirde belli olmayan yeni bilgiler elde edilmistir. Tezimde asil ama¢ olan suda
coziinmeyen polikomplekslerin olusumu ve bunlarin suda ¢oziinmeyen hale doniisiimii,

tarafimca kullanilan tiirbidimetrik titrasyon yontemine dayanarak elde edilmistir.
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