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OZET

Amag: Sigir Serum Albumin ile poli(N-Vinil-2-pirolidon-co-akrilik asit) arasinda
elektrostatik etkilesimle olusan kompleksler ve kovalent baglanma ile elde edilen kon-
jugatlar sentezlenen bu makromolekiillerin biyoteknoloji ve tip alanindaki éneminden
dolay1 intermolekiiler model sistem olarak incelenmistir.

Gere¢ ve Yontemler: Bu calisma kapsaminda suda ¢oziiniir 6zellikteki protein-
polielektrolit kompleks ve biyokonjugatlar: degisik molar oranlarda hazirlanarak yiik-
sek performansli sivi kromatografisi kullanilarak incelenmistir.

Bulgular ve Sonuglar: Kompleks olusumunun molekiillerin molar oranlarina ve ¢ozel-
tinin pH degerine bagli oldugu gozlenmistir. Sigir Serum Albumin ve poli(N-Vinil-2-
pirolidon-co-akrilik asit) molekiilleri zit yiiklii olduklarinda [pH<pI (izoelektrik pH)]
iki molekiil elektrostatik etkilesimler sonucunda bir araya gelmektedir, daha yiiksek pH
degerlerinde ise kararli kompleks olusumu gozlenmemektedir. Bu nedenle proteinlerin
izoelektrik pH degerlerinden daha yiiksek pH degerlerinde molekiiller birbirlerine ¢ap-
raz baglayicilar kullanilarak kovalent olarak baglanmaktadir. Yiiksek performansli sivi
kromatografisinden elde edilen sonuglar polimerin molar oraninin artmast ile protein-
polielektrolit kompleks ve konjugatlarinin miktarlarinin arttigini serbest sigir serum
albumin miktarinin ise azaldigini gostermistir.

Anahtar Sézciikler: Sigir serum albumin, N-Vinil-2-pirolidon, polielektrolit, protein-
polielektrolit kompleks, biyokonjugasyon

ABSTRACT

Objective: Intermolecular complex by electrostatic interaction and specifically coupled
conjugates between bovine serum albumin and poly (N-Vinyl-2-pyrrolidone-co-acrylic
acid) were investigated as an intermolecular model system due to their importance in
biotechnology and medicine.

Material and Method: In this study, water soluble protein-polyelectrolyte complexes
and bioconjugates at different molar ratios were characterized by using high perfor-
mance liquid chromatography.

Results and Conclusion: It was observed that the complex formation depends on the
molar ratio of molecules and pH of the solutions. When bovine serum albumin and poly
(N-Vinyl-2-pyrrolidone-co-acrylic acid) are oppositely charged [pH<pl (isoelectric pH)]
two macromolecules associate through electrostatic interactions. There is no interaction
and stable complex formation between these molecules at higher pH levels. Therefore
these molecules bound covalently to each other by using cross linkers when pH levels
higher than the pl of the protein. High Performance Liquid Chromatography analysis
showed that the amount of protein-polymer complex is increased by the increase in mo-
lar ratio of polymer, and the amount of free bovine serum albumin is decreased.

Key words: Bovine serum albumin, N-Vinyl-2-pyrrolidone, polyelectrolyte, protein-
polyelectrolyte complex, bioconjugation.
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Giris
Protein-polielektrolit kompleks ve konjugatlart biyo-
lojik agidan onemli bir¢ok mekanizmanin ortaya ko-
nulmasina yardimer olmakta, bunun yani sira protein
saflagtirma, enzim immobilizasyonu, immunoloji ve
biyosensorler gibi birgok uygulama alanlarinda g¢alisma
konusu olmaktadir. Polielektrolitler, proteinlerin karar-
liligini, ¢ozlniirliliigiini ve biyo uyumlulugunu gelis-
tirdiginden biyoteknoloji ve tip alaninda oldukg¢a yaygin
kullanim alani bulmaktadir [1-5]. Protein molekiilleri
dogal ve sentetik polielektrolitlerle kuvvetli olarak etki-
lesmekte [6-8] ve bu etkilesim sonucunda; suda ¢oziiniir
kompleksler, kompleks koaservatlar (sivi-sivi faz ayri-
mi1) veya amorf ¢okiintiiler (kati-sivi faz ayrimi) meyda-
na gelmektedir [7-12].
Protein-polielektrolit komplekslerinin olusumunda; po-
lielektrolitin molekiil agirlig1, esnekligi, fonksiyonel
gruplarinin yapisi, yiikk yogunlugu, hidrofilik ve hidro-
fobik dengesi ve biyo uyumlulugu gibi kimyasal 6zellik-
lerinin yani sira, reaksiyon ortaminin pH degeri, iyonik
kuvveti, bilesenlerin konsantrasyonlari, karisimdaki
molar oranlar1 ve sicaklik gibi bircok parametre etkili
olmaktadir [9]. Protein-polielektrolit kompleksleri ile
ilgili glinlimiize kadar yapilan ¢alismalar ve elde edilen
sonuglar 6zetlendiginde;

i) Protein-polielektrolit kompleksleri hidrojen baglari
ve elektrostatik ¢ekim kuvvetleri ile olusmaktadir
(Sekil 1),

ii) Kompleks olusumu sonucunda 3 boyutlu yapida
meydana gelen degisimlerden dolay1 biyokimyasal
fonksiyonlarinda degisiklik meydana gelmektedir
[13],

iii) Tuz igermeyen sistemlerde, protein molekiilleri ile
esnek polielektrolitler tizerlerindeki zit yiikli grup-
lar aracilig1 ile stokiyometrik iyon giftleri (tuz kop-
riileri) olusturmaktadirlar [14-15],

iv) Protein ve polielektrolitler arasinda olusan iyon ¢ift-
leri; pH’in degistirilmesi, ortama iyon ya da goklu
iyon eklenmesi gibi durumlarda birbirlerinden ayri-
labilmektedirler [16].

Proteinler aminoasit kompozisonlarina bagli olarak

farkli izoelektrik nokta degerlerine sahiptirler ve pH=pl

(izoelektrik pH) degerinde iyonlasmis olmalarina rag-

men dis ortama karst notral yapida bulumaktadirlar.

Izoelektrik noktalarindan daha diisiik pH ortaminda net

pozitif yike (H,N'-...... -COOH) sahip olduklarindan;

anyonik polielektrolitlerle, izoelektrik noktalarindan

daha yiiksek pH ortaminda ise net negatif yiike (H,N-

...... -COO") sahip olduklarindan katyonik polielektro-

litlerle kuvvetli olarak etkilesirler [9-10,17]. pH < pl ol-

dugu sistemlerde protein tizerindeki pozitif yiik dbekleri

anyonik polielektrolit iizerindeki negatif yiiklii gruplar
ile elektrostatik ¢ekim olusturmakta bdylece kararli
polielektrolit kompleksler (PEK) meydana gelmektedir

[4,8,18].

Son yillarda biyolojik makromolekiillerin aktivasyon

kimyasi kullanilarak sentetik polimerlere biyokonjugas-
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Sekil 1. Polielektrolit ve protein arasindaki hidrojen koprii baglari (a)
ve elektrostatik etkilegim (b).

yonu sonucu her iki molekiiliin de fonksiyonel 6zellikle-
rini tagtyan yeni bir hibrit molekiil olugturulmasi calis-
malar1 yapilmaktadir.

Biyokonjugatlarinin geleneksel yontemlerle sentezlen-
mesi makromolekiillerin sulu ¢ozeltideki fonksiyonel
gruplarinin aktivasyonu ile gerceklesmektedir. Bilinen
tiim biyokonjugasyon reaksiyonlarinda tasiyicit molekiil-
lerin fonksiyonel gruplarinin aktivasyonu ve proteinlere
baglanmasi igin 1-etil -3-(3-dimetilaminopropil) karbo-
diimid hidrokloriir (EDC) gibi ¢esitli ¢apraz baglayici-
lar kullanilmaktadir [19]. 1-etil -3-(3-dimetilaminopro-
pil) karbodiimid hidrokloriir aracilig1 ile polimerlerin
karboksil gruplarinin modifikasyonu ve proteinlerin
amino gruplarinin, aktiflestirilmis polimer gruplarina
amid bag1 olusturarak kovalent olarak baglanmasi Sekil
2°de gosterildigi iizere iki adimda gergeklesmektedir. i1k
adimda tastyici dzellikteki polimerin karboksil gruplari
karbodiimid ile aktive edilmekte ve O-agilizoiire ka-
rarsiz ara Urlinli olugsmaktadir. Sonrasinda ortama ilave
edilen proteindeki amino gruplar1 bu kararsiz ara tiriine
saldirarak reaksiyon vermekte ve amid bagi olusumu
tizerinden polimer-protein biyokonjugatlar1 sentezlen-
mektedir [4,20-27]. Polimerin karboksil gruplarinin
proteinin amino gruplarina baglanmasiyla gergeklesen
kondenzasyon reaksiyonunda yan {iriin olarak iire tiirevi
meydana gelmekte ve diyaliz ya da ultrafiltrasyon gibi
cesitli saflastirma yontemleri ile uzaklagtirilmaktadir.
Mustafaev ve ¢alisma arkadaglar1 [2,4] proteinlerin ak-
rilik asid ve kopolimerleri ile kompleks olusumunu ve
konjugat sentezi reaksiyonlarini incelemis ve elde edi-
len sonuglardan karbodiimid varliginda karboksil grubu
ile amin grubu arasinda meydana gelen kondenzasyon
reaksiyonundan 6nce hizla protein-polimer kompleksle-
rinin olustugunu saptamiglardir.

Petrov ve arkadaglar1 [27] tarafindan yapilan ¢aligmalar-
da poliakrilikasidin (PAA) immun sistem {izerinde yiik-
sek uyarici etkisinin oldugu gosterilmistir, ancak yiiksek
toksisitesinden dolay1 hazirlanan preparatlar immunolo-
jide genis kullanim alani bulamamistir. Bu nedenle Ra-
fikov ve arkadaslar1 PAA’in toksisitesini diisiirmek igin
PAA’in N-Vinilpirolidon ile ¢esitli oranlarda ve farkli
molekiil agirliklarinda kopolimerlerini sentezleyerek
bu kopolimerlerin de en az PAA kadar immun sistemde
uyarict etkisi oldugunu gostermislerdir.

Sigir Serum Albumin organizmanin dolagim sisteminin
¢esitli alanlarinda yogun olarak bulunan bir proteindir

Mansuroglu ve ark



- HaC

CO0™  coo
N=—C EDC
0 + Y
coo™ !:l
Cf NH=CHj
Karboksil grubu HsC
iceren polimer
CO0™  coo”
Polimer-Protein
NH 0 konjugati
2 P NH |
{%ﬁ 2 cO0
NH 3 NH
w Amino grubu
iceren protein

CO0™  coa”

0

coo™ Ll

\O 0
/\\ )\ /\/\ +/CH3 /\ /”\\ /CH3
HC NH N NH'C| HaC N OSNHT ST e

O-agil-izoiire araiiriinii  H,C

Ure tirevi (yan iwiin)  H,C

Sekil 2. 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodimid hidrokloriir (EDC) ¢apraz baglayicist kullanilarak BSA proteinin P(VP-co-AA) kopoli-

meri ile konjugasyon reaksiyonu

ve bir¢ok ilacin tasinmasinda-depolanmasinda 6nemli
roller tstlenmektedir. BSA molekiilii; diisiikk maliyeti,
kolay temini ve insan serum albumini ile homolog ya-
pida olmasindan dolayr genellikle ¢aligmalarda model
protein olarak kullanilmaktadir [28].

Bu ¢alismada ilk kez tarafimizca farkli konsantras-
yonlarda BSA-P(VP-co-AA) kompleks ve konjugatlari
hazirlanmis, olusturulan kompleks ve konjugatlarin
kompozisyon analizleri yiiksek performansl sivi kro-
matografi sisteminde molekiiler eleme prensibine daya-
narak yapilmistir [4].

Gere¢ ve Yontem

Caligmada kullanilan sigir serum albumin (BSA),
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid hidrokloriir
(EDC) Sigma’dan, disodyum hidrojen fosfat (Na,HPO,),
sodyum hidroksit (NaOH), sodyum kloriir (NaCl), ben-
zoil peroksit (BP), kobalt naftanat, N-vinil-2-pirolidon
(VP), akrilik asit (AA), sodyumazid (NaN,) Fluka’dan,
sodyum dihidrojen fosfat (NaH,PO,), hidroklorik asid
(HCI), Tetrahidrofuran (THF) ise Riedel-de Haén firma-
sindan saglanmistir. Cozeltilerin hazirlanmasinda Milli-
pore MilliQ Gradient sistemden elde edilen ultra-saf su
kullanilmistir.

N-Vinil-2-Pirolidon-Akrilik asit Kopolimer
(2:1) Sentezi [29]

N-Vinil-2-pirolidon akrilik asit kopolimeri P(VP-co-
AA) Uelzmann tarafindan 6zetlenen isleme gore serbest
radikal polimerizasyonu ile sentezlenmistir [29] ve sen-
tez reaksiyonunun sematik gosterimi Sekil 3’de veril-
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mistir. Akrilik asit ve N-vinil-2-pirolidon molar oranlar1
1:2 olacak sekilde THF ¢dziiciisii icerisinde kobalt naf-
tanat varliginda benzoil peroksit baslaticist ile karigtiril-
mustir. N, gaz1 ortaminda 65-70 °C’de, 3 saat siiren poli-
merizasyon islemi sonucunda kat1 beyaz ¢okelti halinde
kopolimer elde edilmistir. Kopolimer cokeltisi filtre
kagidindan stiziildiikten sonra 40°C’ de vakum altinda
kurutulmustur. Reaksiyon verimi kuru kopolimer kiit-
lesi lizerinden %95 olarak hesaplanmistir. Sentezlenen
VP-co-AA polimerinin molekiiler eleme kromatografisi
ile analizi sonucu molekiil agirlig1 120.000 Da olarak
hesaplanmustir.

N-Vinil-2-Pirolidon-Akrilik asit Kopolime-
rinin artan oranlarinda BSA-P(VP-co-AA)
Komplekslerinin Hazirlanmasi

Artan konsantrasyonlardaki (0,18 mg/ml; 0,45 mg/ml;
0,91 mg/ml; 1,36 mg/ml; 1,80 mg/ml) P(VP-co-AA)
¢ozeltileri ve BSA stok ¢ozeltisi (3 mg/ml) 0.15 M sod-
yum kloriir (NaCl) igeren asetat tamponunda (pH=5.0)
hazirlanmistir. Her oran i¢in ayni hacimde alinan BSA
¢ozeltilerinin iizerine farkli konsantrasyonlardaki (0,18
mg/ml; 0,45 mg/ml; 0,91 mg/ml; 1,36 mg/ml; 1,80 mg/
ml) P(VP-co-AA) ¢ozeltileri eklenerek kompleksler ha-
zirlanmaistir.

N-Vinil-2-Pirolidon-Akrilik asit Kopolime-
rinin artan oranlarinda BSA-P(VP-co-AA)
Konjugatlarinin Sentezi

Artan konsantrasyonlarda (1,82 mg/ml; 5,45 mg/ml; 9,09
mg/ml) P(VP-co-AA) ¢ozeltileri ve BSA stok ¢ozeltisi

Mansuroglu ve ark
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Sekil 3. Poli(N-vinil-2-pirolidon-co-akrilik asit) polimerine ait sentez reaksiyonu

(I mg/ml) 0.15 M sodyum kloriir iceren fosfat tampon
¢ozeltisinde (pH=7.0) hazirlanmistir. Farkli konsant-
rasyonlarda hazirlanan P(VP-co-AA) ¢ozeltilerinin pH
degerleri 5.0’a ayarlanmis ve kopolimerdeki karboksil
gruplarinin aktivasyonu igin ortaman, /n, , =1:1 molar
oraninda 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid
hidrokloriir eklenmistir. Kopolimerin karboksil grup-
lariin aktivasyonu sonrasinda, érneklerin tizerine BSA
stok ¢ozeltisinden eklenmis ve konjugasyon reaksiyonu
icin karisim 1 gece +4 °C’de bekletildikten sonra son pH
degeri NaOH ¢ozeltisi ile 7.0’a ayarlanmuistir.

HPLC - Yiiksek Performansli Sivi Kromatog-
rafi Sistemi

Suda ¢oziinlir BSA-P(VP-co-AA) konjugat ve kompleks-
leri molekiiler eleme kromotografisi kullanilarak mole-
kil boyutuna gore yapilan ayrimlarla literatiirde belirti-
len yontemle incelenmistir [4-5]. Olgiimlerde Shim-Pack
Diol-300 (7.9 mm ID x 50 cm) kolonla beraber Shim-Pack
Diol 6n kolonu (4.0 mm x 5 cm) oda sicakliginda kulla-
nilmis ve dlgiimler UV detektorde 280 nm’de alinmustir.
Ornekler mobil faz olan fosfat tamponu ile pH=7"de Shi-
madzu model LC-6AD pompa kullanilarak 1 ml/dak akis
hizi ile 40 mPa (6000 psi) basingta kolondan gegirilmistir.
Tiim ornekler enjeksiyon oncesi 0,45 pl Sartorius RC-
membrandan gegirilerek filtre edilmistir. Ornekler analiz
icin 20 pl olacak sekilde sisteme enjekte edilmistir. Mole-
kiiler eleme kromatografisinde kullanilan kolon Aldolaz
(150 kDa), HSA (66 kDa), FMDV sentetik peptid (2,97
kDa) standartlar1 ile dogrulanmustur.

Bulgular

Molekiiler Eleme Kromatografisi polimer, protein, pep-
tid vb. bilesenlerin fiziksel etkilesimler dogrultusunda;
molekiil agirhigi, boyutu ve sekli temel alinarak sivi
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kromatografisi ile ayrilmasinda kullanilmaktadir [30].
Bu c¢alismada sentezlenen BSA-P(VP-co-AA) komp-
leks ve konjugatlarinin olusumunun gosterilmesi amaci
ile Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC)
kullanilmistir. Calismamizda kullanilan polielektrolit
ozellikteki VP-co-AA polimeri tizerindeki karboksil
gruplari, pH 5.0 degerinde iyonize olarak (-COO") bu-
lunmaktadir ve molekiiliin negatif yiiklenmesini sag-
lamaktadir. BSA proteini ise izoelektrik noktasi civa-
rindaki bu pH degerinde iizerinde hem negatif hem de
pozitif yiik gruplari tasimaktadir (-COO~, H,N*-). Iki
molekiil tizerindeki zit yiiklii gruplar arasinda meyda-
na gelen elektrostatik etkilesim sonucunda polielektrolit
kompleksler olugsmaktadir.

pH 5.0 degerinde BSA proteinin sabit, P(VP-co-AA)’in
artan konsantrasyonlari ile hazirlanan kompleksler yiik-
sek performansli sivi kromatografi sisteminde molekii-
ler eleme prensibine dayanarak analiz edilmis ve analiz
sonucu Sekil 4’de verilmistir. BSA proteininin eliisyon
profili incelendiginde; 17.-19. dakikalar arasinda mono-
mer piki ve giderek azalan siddetlerde, 16. dakikada di-
mer, 15. dakikada ise trimer piki verdigi goriilmektedir.
P(VP-co-AA) ise 280 nm’de taban ¢izgisine benzer bir
cizgi olarak karakterize edilmektedir. BSA ile P(VP-
co-AA)’in etkilesimi sonucu serbest hallerdeki BSA ve
P(VP-co-AA) polimerinden daha biiylik molekiil bo-
yutuna ve molekiil agirligina sahip BSA-P(VP-co-AA)
kompleksi olustugundan komplekslere ait pikler 10. da-
kika civarinda gozlenmektedir.

Olusan kompleksler kendi aralarinda kryaslandiklarin-
da P(VP-co-AA)’nin molar oraninin artmasi ile beraber
komplekslere ait piklerin alikonma zamanlarinin ve pik
siddetlerinin arttigi, serbest BSA pikinin siddetinin ise
azaldig1 gortilmektedir.

Mansuroglu ve ark
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Sekil 5. pH 5.0°da hazirlanan kompleks ve serbest BSA’ya ait pik alanlari (a), toplam alandaki serbest BSA ve komplekslerin alan yiizdeleri (b)

Sekil 4’de verilen kromatograma ait alanlar hesaplandi-
ginda artan kopolimer konsantrasyonu ile dogru orantili
olarak komplekse ait pik alaninin arttigi, serbest BSA
molekiiliiniin pik alaninin ise azaldig1 gorilmistir (Se-
kil 5a). Kromatogramdaki toplam alani olusturan komp-
leks ve serbest BSA alan yiizdeleri ise sekil 5b’de ve-
rilmistir. En kiigiik kompleks oran1 igin (Mpypconn/Mpsa
=0,033) ortama eklenen BSA’'nin %47’sinin kompleks
olusumuna katildigi, en biiyiilk kompleks orani i¢in ise
(Mpypcon A)/nBS , =0,33) ortamdaki BSA’'nin %75.71’nin
kompleks olusumuna katildigi ve %25.29’unun serbest
kaldig1 goriilmiistiir.

BSA proteini izoelektrik noktast pI=4,9 oldugundan pH
7.0 degerinde negatif yiikliidiir bu nedenle ¢alismada

kullanilan anyonik &zellikteki VP-co-AA polimeri pH
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7.0 degerinde molekiiller arasinda kompleks olusma-
maktadir. Daha onceki yapilan calismalarda, spektros-
kopik analizler sonucunda da proteinlerin izoelektrik
noktalarinin iizerindeki pH degerlerinde anyonik ko-
polimerler ile kompleks olusturmadigi gosterilmistir
[4,10-11,13,17]. Bu arastirmada ise yenilik olarak toksik
olmayan ve biyouyumluk gosteren N-Vinil-2-Pirolidon-
Akrilik asit kopolimeri ile ¢alisilmis ve intermolekiiler
kompleks olusumu kromatografik yontemle incelenmis,
daha onceki ¢alismalarla uyum gosteren sonuglar elde
edilmistir.

Tarafimizca yapilan ¢alismada; literatiirde yer alan so-
nuglara ek olarak kopolimerin artan molar oranina bag-
11 olarak komplekslerin alikonma zamanlarinin arttigi,
yani daha fazla protein molekiiliiniin yapiya girmesi so-

Mansuroglu ve ark



nucu molekiil agirliginin artmasinin yaninda ii¢ boyutlu
yapida kompaktlagsma meydana geldigi boylece globular
yapidaki komplekslerin molekiiler boyutunun kiigiildi-
gii gosterilmistir.

Protein-polielektrolit kompleks olusumunun yani sira
bu makalede pH 7.0°da birbiri ile etkilesime girmeyen
BSA ve P(VP-co-AA) molekiillerini birbiri ile bagla-
mak amaci ile kovalent konjugasyon yontemi uygulan-
mis ve BSA proteini VP-co-AA polimerine 1-etil-3-
(3-dimetilaminopropil)karbodimid hidrokloriir gapraz
baglayicist kullanilarak Sekil 2’de verilen reaksiyon
iizerinden baglanmistir. Sentezlenen biyokonjugatlarin
yiksek performansli sivi kromatografisi analizi Sekil
6°da gosterilmistir.

Sentezlenen polimer-protein konjugatlarinin kromatog-
ramlari incelendiginde artan kopolimer konsantrasyonu
ile dogru orantili olarak daha fazla BSA molekiiliiniin
konjugasyon reaksiyonuna katildigi gorilmistiir. Bu
durum 0y pon A)/nBS ,=1 orani i¢in ortamda reaksiyona
girecek daha fazla kopolimer kalmadigindan ortamdaki
BSA’nin % 14’iiniin reaksiyona girmesi ile reaksiyonun
sonlandig1 seklinde agiklanabilmektedir. Reaksiyona gi-
recek kopolimer konsantrasyonunun artmasi ile M yp .
A A)/nBS ,=3] daha fazla BSA molekiiliiniin reaksiyona gir-
digi (% 26) ve son oran igin 0y poa A)/nBS , =5 ortamdaki
BSA’nin % 43’iiniin titkkendigi saptanmistir. Bu sonuglar
konjugasyon reaksiyonu temel alinarak agiklanirsa ko-
polimer miktarinin artmasi ile aktive olacak karboksil
grubu sayisinin arttig1 ve reaksiyondaki stokiyometrik
orana bagli olarak daha fazla amino grubunun yani daha
fazla protein molekiiliiniin reaksiyona katildig1 diistiniil-
mektedir. Sekil 6’da verilen kromatogramda 10. dakika-
da gozlenen konjugata ait UV pik siddetindeki artis da
bu goriisii dogrulamakta ve olusan konjugat miktarinin
arttigini gostermektedir.

Tartisma

Globular proteinlerin polielektrolitlerle etkilesimi ile
kararli1 protein-polielektrolit komplekslerinin (PEK)
olusturulmast biyoteknoloji ve tip alanindaki biyo-
medikal uygulamalarda yaygin olarak calisilmaktadir
[13,17,32-33]. Malay ve arkadaslar1 [35] hiyaluronik asit
(HA) ve ipek fibroin (SF) arasindaki kompleks olusumu-
nu degisik pH’larda incelemisler ve SF-HA komplekleri-
nin olusumunun pH’a, biyopolimer oranina (hiyaluronik
asit) ve toplam biyopolimer miktarina bagli oldugunu
gostermislerdir. Literatiirde verilen bir baska ¢alismada
ise BSA proteini ile poliakrilik asit polimerinin (PAA)
pH=4 degerinde artan protein konsantrasyonlarinda
kompleksleri hazirlanmis ve kritik protein konsantras-
yonunun iizerinde olusan suda ¢ézlinmeyen kompleksle-
rin suda ¢dziiniir hale doniigtliigii gosterilmistir [4].

Calismamizda yiiksek performansli sivi kromatografisi
sistemi kullanilarak, literatiirde verilen ¢alismadan [4]
farkli olarak biyouyumlu ve toksik olmayan ve suda ¢o-
ziiniir 6zellikteki P(VP-co-AA) polimeri ile BSA pro-
teini arasinda olusan kompleks ve sentezlenen kovalent
konjugatlar bir arada incelenmistir. Yiiksek performans-
It stvi kromatografisi sisteminde kompleks ve konju-
gatlar baslangi¢ molekiilleri ile iiriinlerin kompozisyon
analizleri yapilarak karsilagtirilmistir. Elde ettigimiz
sonuglar literatiirdeki mevcut ¢aligmalarla [4, 10-11, 31,
35] paralellik gostermistir ve BSA proteininin pl noktasi
civarinda P(VP-co-AA) polimeri ile kompleks olustur-
dugunu, proteinin pl noktasinin tizerindeki degerlerde
ise kompleks olusumunun gézlenmedigi sonuglarimizda
saptanmistir. Ayrica artan polimer konsantrasyonu ile
daha fazla proteinin kompleks olusumuna katildig1 ve
yapinin daha da kompaktlastig1 komplekslerin alikonma
zamanlarinin artmastyBSA proteinin izoelektrik nok-
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Sekil 6. BSA (Img/ml) ve P(VP-co-AA) (Img/ml) ile karsilastirmali olarak, pH=7.0’da n
oranlar1 1 (1), 3 (2), 5 (3)] (UV detektor 280 nm)
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tas1 ve altindaki pH degerlerinde anyonik polilektrolit
ile pozitif yiik obekleri arasinda elektrostatik etkilesim
ile protein-polielektrolit kompleksi olusturmaktadir (pH
5, Sekil 4). pH degeri arttirildiginda ise protein iizerin-
deki negatif yiik dbekleri ile anyonik polimer arasinda
kompleks olusumu goriilmemektedir. Bu nedenle pH
7 degerinde negatif yiiklii olan iki molekiil Sekil 2’de
verilen reaksiyon iizerinden kovalent olarak birbirine
baglanmuistir.

Protein-polielektrolit kompleks ve biyokonjugatlar1 kar-
silagtirildiginda sentezlenen biyokonjugatlarin, elektros-
tatik etkilesim sonucu olusan komplekslere gore daha
kompakt bir yapiya sahip oldugu da bu ¢aligmamizda
gosterilmistir. Calismadaki sonuglar incelendiginde,
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodimid hidrokloriir
varliginda meydana gelen konjugasyon reaksiyonundan
once, protein-polielektrolit kompleks olusumunun ger-
ceklestigi ve olusan komplekslerin konjugasyon reak-
siyonu i¢in Onciiliik ettigi saptanmistir. Biyolojik mole-
kiiller ile olusturulan biyomalzemeler siklikla fizyolojik
pH degerinde kullanildigindan pH 7.0 degerinde negatif
yiklii olan bu iki molekiiliin ¢apraz baglayicilar kullani-
larak baglanmasi polimer-protein yapili yeni biyomalze-
melerin tretiminde 6nemli olabilir.

Sonug olarak, ¢alismamizda elde ettigimiz; toksik olma-
yan ve suda ¢oziiniir 6zellikteki P(VP-co-AA) polimeri
ile BSA proteini arasinda olusan kompleks ve sentezlenen
kovalent konjugatlar tipta tan1 ve tedavi amagh ilag da-
g1lim sistemlerinde, enzim immobilizasyonunda, protein
saflastirmada, biyolojik sensorlerin ve uyari-cevap sis-
temlerinin gelistirilmesinde aday molekiiller olabilirler.
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