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ABSTRACT

The interaction of polymers having the characteristics of synthetic or natural, biocompatible and
biodegradable polyelectrolytes with biomolecules exhibits the presence of biologically important mechanisms
and has a great importance for biomedical uses. Researches about artificial immunization systems are still
continuing thanks to the adjuvant effect which stimulates the immunity and which is one of the most
important features of polyelectrolytes. In addition, synthesis of polyelectrolytes' conjugate and complexes,
lighting of their structures, examination of their biological effects are still being developed.

In this study, after giving general information about polyelectrolytes and their properties by presenting a
general review of the preferred studies in artificial polymeric vaccine systems, it is intented to give
information about their properties, importance and working principles in immunology.
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POLIELEKTROLITLER VE BiYOLOJiK OZELLiKLERIi
OZET

Sentetik veya dogal, biyouyumlu ve biyobozunur polielektrolit dzellikteki polimerlerin biyomolekiiller ile
etkilesimleri biyolojik agidan dnemli mekanizmalarin varligini ortaya koymakta ve biyomedikal uygulamalar
icin bilyilk 6nem tagimaktadir. Polielektrolitlerin konjugat ve komplekslerinin sentezi, yapilarinin
aydinlatilmasi, biyolojik etkilerinin incelenmesi caligmalari, ayrica en Onemli Ozelliklerinden biri olan
adjuvant etkisi (imminiteyi stimiile eden) sayesinde polimerik yapay as1 sistemleri ile ilgili arastirmalar
devam etmektedir.

Bu ¢alismada, polielektrolitler ve polielektrolitlerin 6zellikleri hakkinda genel bilgi verildikten sonra, yapay
polimerik as1 sistemlerinde tercih edilmesine dair yapilan calismalarin genel bir derlemesi sunularak,
immiinolojide ki 6zellikleri, 6nemi ve ¢aliyma modeli hakkinda bilgi verilmesi amag¢lanmaktadir.

Anahtar Sézciikler: Polielektrolit, protein, biyokonjugat, biyomolekiiller, immiinoloji.

1. GIRiS

Polimer biliminin baglangicindan bu yana polielektrolitler pek ¢ok genis kapsamli ¢alismaya konu
olmustur. Polielektrolit terimi, anyonik veya katyonik gruplara sahip ve bu gruplara bagh
“counter” iyonlar1 olan polimer sistemleri i¢in kullanilmaktadir.
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Sekil 1. (a) poli(vinilpiridinyum), (b) sodyum polistiren siilfonat, (c) poli(diallildimetilamonyum
kloriir) [3].

Prensipte, herhangi bir kimyasal yapinin polimer zincirine uygun sayida iyonik grup
kovalent olarak baglayip yapiy1 uygun bir pH’da suda ¢6ziiniir hale getirilerek bir polielektrolit
elde edilebilir. Polielektrolitler genelde katilma veya kondenzasyon polimerlesme
reaksiyonlartyla elde edilebilir. Ayrica pektin gibi polielektrolit yapidaki anyonik polisakkaritler
ve ¢ok sayida proteinler dogadan elde edilebilir. Nigasta ve seliilloz gibi noniyonik dogal
polimerler kimyasal modifikasyonla polielektrolite doniistiiriilebilir [1] .

Polielektrolitler farkli sekillerde siniflandirilabilirler. Tiim monomerlerinde ayni isaretli

yiiklere sahip polielektrolitlere homopolielektrolit adi verilmektedir. Hem anyonik hem de
katyonik gruplarin kovalent olarak bagli bulundugu makromolekiiller ise poliamfolitler olarak
isimlendirilmektedirler. Dogada bol miktarda protein yapili poliamfolit olmakla birlikte sentetik
yollarla da poliamfolitler elde edilebilir. Poliamfolitlerin izoelektrik noktalarinda molekiil
tizerindeki net yiik toplami sifira esitti. Homopolielektrolitler anyonik polielektrolitler ve
katyonik polielektrolitler olmak tizere iki alt gruba ayrilarak siniflandirilirken poliamfolitlere
ndtral polielektrolitler de denilmektedir.
Homopolielektrolitler: herbir tekrarlayan birimi (monomeri) yiikli bir elektrolit grup tasiyan
polimerlerdir. Bu elektrolit gruplar sulu ¢ozeltilerde dissosiye olup polimeri yiiklii hale getirirler
(Sekil 2). Cozeltileri, tuzlar gibi elektrigi iletir ve polimerler gibi ise viskozdur. Polipeptidler,
proteinler, DNA gibi ¢ogu biyolojik molekiil polielektrolit formundadir.
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Sekil 2. Poliakrilik asitin sulu ¢6zeltideki dissosiyasyonu [3].

Polielektrolitlerin i¢indeki davraniglarini etkileyen baslica dort faktorden s6z edilebilir:

1. Polimere bagl yiiklii gruplar anyonik ve katyonik olarak siniflandirilir. Bu gruplar da
giiclii ve zayif asitler ve bazlar olarak ikiye ayrilabilir. Kuvvetli bir polielektrolit ¢ozeltide tim
iyonlarina ayrisabilir. Bunun aksine, zayif bir polielektrolit tim iyonlarina ayrisamaz. Bu sebeple,
zay1f polielektrolitler ¢ozelti iginde tamamen yiikli degildirler ve pH degistirilerek iizerlerindeki
yiik dagilimi ayarlanabilir. PSS kuvvetli bir polielektrolitken PAA zayif bir polielektrolittir [2].
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Sekil 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 [13].

2. Bununla birlikte, iyonik grubun asit ve baz kuvvetlerinin yaninda polimer zinciri
boyunca uzanan bitigsik anyonik ve katyonik yiikler arasindaki ortalama uzaklik polielektrolit
davraniginin tayininde 6nemli bir parametredir. Bu yiik yogunlugu, iyonik kisimlar arasindaki
ortalama uzaklik olarak tanimlanabilir. Bu ortalama yiik yogunlugunun yaninda zincir boyunca
uzanan iyonik gruplarin dagilimi da polielektrolit 6zelliklerini dnemli dl¢iide etkileyebilmektedir,
ornegin ¢oziinebilirlik. Bir kural olarak, eger bir kopolimerde her on monomerik birimin birden
fazla iyonik kismi varsa tipik polielektrolit davranist beklenir.

3. Asit-baz  kuvveti ve yik yogunluguna ek olarak, polielektrolit o6zelliklerinin
saptanmasinda, makro iyonun molekiil geometrisinde yiiklii kisimlarin yerlesimi ligiincli 6nemli
noktadir. Sekil 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.

fre—e—wd et
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Sekil 4. (a) Integral tipe drnek olarak lineer poli(etilen imin) ve (b) asili tipe 6rnek olarak
poli(vinilamin) [13].

4. Diisiik molekiil agirlikli “counter” iyonlarimn tiiriiniin ¢6zeltideki tiim sistemin 6zellikleri
tizerinde giiclii bir etkisi vardir, 6zellikle ¢oziiniirlik ve yap1 olusumunda. Bu iyonlarin énemini
anlamak i¢in su drnegi verebiliriz: poli(diallildimetilamonyum) polikatyonunun kloriirlii hali suda
kolayca ¢oziiniirken, iyodiirli hali daha zor ¢oziiniir [1] .

Herhangi bir polimerin konformasyonu 6zellikle polimerin yapisi ve ¢ozelti iliskisi gibi
cesitli etkenlere baghdir. Cozelti igindeki yiiksliz bir lineer polimer zinciri rasgele yumak
konformasyonu gosterirken, lineer polielektrolit tizerindeki yiikler birbirini iter (Coulomb itmesi)
ve eksi yiiklerin birbirlerini itmesini azaltic1 en uygun konformasyon olan lineer halde bulunmaya
egilim gosterir (Sekil 5). Bu diizenleme, polielektrolit ¢ozeltilerinin viskozitesinin yiikselmesine
yol agar. Polielektrolit gdzeltilerinin &zellikleri sulu ortamun iyonik siddetine baghdir. fyonik
siddetin artmasiyla viskozitenin degismesi makroiyondaki elektrik yiikleri arasindaki itme
kuvvetinin engellenmesinden dolay1 gerceklesir ve iyonik siddet daha fazla arttifinda yiiksiiz
makromolekiillere benzer davranis géstermeye baslar [3].
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Sekil 5. Cozeltiye tuz ilavesi sonucu p olielektrolit zincirinin yumak konformasyonunu almasi

[4].

Iyonik siddetin yaninda, ortanun pH’1 da zayif polielektrolitlerin 6zelliklerini etkiler.
Ciinkii iyonik gruplarin dissosiyasyon derecesi ve polielektrolitin yiikk yogunlugu degisir.
Polielektrolit ¢ozeltilerinin diger bir 6zelligi ise yiiksek iyonik iletkenlikleridir. Elektrik alani
altinda, kiiciik molekiil agirlikli iyonlardan daha yavas olmakla birlikte makroiyonlar gog
etmektedirler [1].

Polimerlerde derisim arttik¢a viskozite artarken, polielektrolitlerde derisim azalirken
viskozite artar (Sekil 6). Bunun nedeni azalan derisimle art1 ve eksi yiiklerin birbirlerini itmeleri
ve polielektrolitin sismesidir.

ﬂsl,/
c Yiksliz Polimer

Poliglektrolit

c

Sekil 6. Yiiksiiz polimerlerde ve polielektrolitlerde viskozite-derisim iligkisi [18].

Polielektrolitlerde molekiil agirligi polimerlesme derecesi ile orantilidir. Polimerlesme
derecesinin artmasi istenilen kompleksin olusumunu destekleyici yonde etki eder ve polimerin
baglanma miktarinda artig gozlenir. Bunun yani sira polielektrolit ¢ozeltilerinin elektrokimyasal
ozellikleri genellikle poliiyonun zincir boyuna baglidir; yani polikompleksin ¢okmesi vb.
ozellikler polimerin polimerlesme derecesine baghidir [5].

Bunlarin yani sira polielektrolitler; sulu fazda ¢6ziinen polielektrolitler ve organik fazda
¢oziinen polielektrolitler olarak da kategorize edilebildikleri gibi etki mekanizmalarina gore
kendiliginden fizyolojik aktivite gdsteren ve gdstermeyen polielektrolitler olarak da siniflandirilir.

Kendiliginden fizyolojik aktivite gosteren polielektrolitlerden bazilarinin monomerleri
fizyolojik aktivite gosterirler. Bazi monomerler ise bu aktiviteyi gostermezler ancak
polimerlestiklerinde fizyolojik olarak aktiviteye sahip olurlar. Suda ¢dziinebilen polimerlerdir,
dolayistyla fizikokimyasal 6zellikleri (iyonik yiik, pH vb) incelenebilmektedir.

Fizyolojik aktiflige sahip polielektrolitler de kendi iglerinde anyonik ve katyonik olarak
iki alt birimde incelenebilmektedirler.

Fizyolojik aktif katyonik polielektrolitlerin fizyolojik aktiviteleri 6ncelikle yapilarinda
tagidiklar1 (+) yiiklerin yogunluguna daha sonra da monomerleri yapisina baglidir. Bu tip
biyopolimerlere 6rnek olarak Polivinilamin yada PVP (Poli-4-vinilpiridin) verilebilir bunlardaki
C-C bapg1 biyobozunur degildir. Bu tip polielektrolitler tipta oldukca aktiftirler; Ornegin
antiheparin olarak tipta ve biyolojide kullanilirlar. En ¢ok bilinen ve dogal polielektrolit olan
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protamin siilfatlar kiiciik katyonik proteinlerdir ve heparinle kompleks olusturarak heparinin
antikoagiilan ozelligini noétralize ederler. Heparin (-) yiikli oldugu i¢in polikatyonlarin
antiheparin etkisi gosterdigi bilinmektedir [5] .

Ancak biyolojik sistemde kullanilacak polielektrolitler genel olarak toksik olmamali,
biyobozunur olmali ve pargalanip bobreklerden gegebilmelidir. Ayrica polielektrolitleri olusturan
monomerlerin de toksik olmamasi gerekmektedir. Fizyolojik aktif anyonik polielektrolitler ise (-)
yiiklii yan gruplara sahiptirler ve aktiviteleri bu yiiklerin yogunluguna ve dagilimina daha sonra
da monomerin yapisina baglidir. Canli organizmaya verildiginde hiicre duvar ile etkilesmezler.
Anyonik polielektrolitler canli organizmadaki bilesikleri ile rekabete girerler ve yer degistirme
reaksiyonlar1 gerceklestirirler.

Fizyolojik aktif anyonik polielektrolitlerin kullanim alanlar1 genel olarak su sekilde
stralanabilir :

- Polianyonlarin biyolojik aktivitiesi ¢ok ¢esitlidir ve glikoproteinler yada DNA’ya ¢ok
benzetilmektedir.

=  Antikanserojen Ozelliklerden dolayr bu alanda kansere karsi kullanilmalar1 {izerine
calisilmaktadir.

- Heparin ve antikoagiilant etkisi tasimaktadir.

- Proteinlerin izoelektrolit noktalarina etki ederler.

- Kanin viskozitesini degistirirler

=  Potasyumun hiicre i¢i miktarini degistirirler.

Diger yandan kendiliginden fizyolojik aktivite gdstermeyen polielektrolitlerin ise
polimerik yapilarinin spesifik olarak aktiviteleri yoktur, kan serumu yerine kullanilan
polimerlerdir. Antitoksik 6zelliklerinden dolayi toksik 6zellige kars: kullanilirlar. Kan kanserinde
kullanilan polimerler ile sirkiile olan (dolasan) kan hacmi aynen saglanmali ve kanin ilk osmotik
basinct bu yapay kanda da sabit kalmalidir. Yapay kan belirli bir siireden sonra viicuttan
cikartlmalidir. Aksi halde bobrege yapismalari sézkonusudur ve bu durumda viicuttan atilamazlar
[6-17].

Polimer iskeletindeki ya da asili olarak bulunan iyonik gruplar, poliniikleotidler ve
proteinler gibi makromolekiillerin siniflandirilmasinda olduk¢a 6nem tasimaktadir. Polimerler
iyon icerigine gore homopolielektrolitler ve poliamfolitler olarak iki gruba ayrilabilirler.
Homopolielektrolitler katyonik veya anyonik gruplari igerirken, poliamfolitler katyonik ve
anyonik gruplarm her ikisini bulundurur. Polielektrolitlerin karakteristik bir 6zelligi diisiik
konsantrasyonlarda deiyonize suda genis bir hidrodinamik hacme ulasabilmesidir. Bu etkiye
polimer zinciri boyunca yer alan yiiklii gruplar arasindaki coulombik itme kuvveti neden olur ve
zincirin ¢gubuga 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 yap:r 6zellikleri anyonik ve katyonik monomer birimleri arasindaki coulombik
cekme kuvvetleri tarafindan yoénlendirilmektedir. Anyonik veya katyonik gruplar yeteri kadar
fazla oldugunda (= 10-15 mol%), yiikli gruplarin itme giicli, polielektrolitlerin tipik
davranislarinda oldugu gibi zincir konformasyonunda gerilmelere neden olur. Anyonik ve
katyonik gruplarin molar orani birbirine yaklasmaya basladik¢a coulombik etkilesimler globular
konformasyona neden olurlar ve bir ¢ok durumda deiyonize suda g¢oziinmezler. Elektrolit
eklenmesiyle ya da pH’in degistirilmesiyle diizensiz bir yumak konformasyonu gézlemlenebilir
ve c¢oOziinmesi kolaylagtirilabilir. Bu davranis ¢ogunlukla “antipolielektrolit etkisi” olarak
adlandirilmaktadir ve elektrolitlerin varliginda viskozitede bir artisga neden olmaktadir. Bu
davranig1 agiklamak {izere gesitli teoriler ortaya atilmistir [18-19] .

Proteinler poliamfolit sinifina girerler ve poliamit yapisindadirlar. 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
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sahip olduklarindan net pozitif bir yiike, bazik ortam kosullarinda ise net bir negatif yiike sahip
olacaklardir. Amino asitlerin net elektrik yiiklerinin sifir oldugu pH derecesine ise izoelektrik
nokta ad1 verilmektedir (Sekil 7) [3].

+ +
+ + NaOH - + NaOH - -
. . HCI + - HCI - -

N — -
Proteinler Proteinlerin Proteinler
asidik ortamda elektrik ylklerinin bazik ortamda
proton alir ve sifir oldugu pH proton
(+) yukladdr. derecesi kaybederler ve

izoelektrik (-) elektrik
noktadir. ylikiine

sahiptirler.

Sekil 7. Proteinlerin pH’a bagl yiik durumlari [3].
2. POLIELEKTROLITLERIN OZELLIiKLERI:

Polielektrolit ¢ozeltilerinin 6zellikleri, viskozite gibi, sulu ortamin iyonik giiciine baglidir. Iyonik
giiciin artigiyla birlikte viskozite yoniinde olusan degisikligin nedeni temel olarak makroiyondaki
elektrik yiiklerinin elektrostatik olarak korunmasidir;

Sekil 8’de Na-karboksimetilseliiloz” un polimer konsantrasyonunun mnsp/c’ye
bagimliliginda gosterildigi gibi iyonik gii¢ daha ¢ok “normal” yiiksiiz makromolekiil davranisina
yaklagmaktadir.

60
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/

4ol ~-—
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——— -—1
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006 009
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Sekil 8. Farkli iyonik siddetlerdeki Na-karboksimetilseliiloz’ un sulu ¢6zeltilerinde polimer
konsantrasyonu ¢’nin nsp/c bagimlilig:

1 eklenen NaCl, (2) 2.5x10™* mol NaCl/litre, (3) 5x10° mol NaCl/litre ve (4) 5x10”* mol
NaCl/litre [5].

Verilen iyonik bir grubun ayrigma derecesini ve s6z konusu polielektrolitin gercek yiik
yogunlugunu, pH belirledigi i¢in iyonik giiclin yaninda, ortamin pH’1 da ¢o6zelti i¢indeki zayif
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polielektrolitin 6zelliklerini 6nemli 6lglide etkiler. Bu etki, zayif asit ve zayif baz grubu iceren
poliamfolitin nsp/c - pH grafigiyle gosterilmektedir; izoelektrik noktanin pH degerinde, grafik
minimum viskoziteye igaret etmektedir (Sekil 9).

—
20 f

S

[ — e E S S T T

0 2 i
pH

Sekil 9. Maleik asit ve N-metildiallilamin’ in degisken kopolimerlerinin sulu ¢6zeltilerinin
nsp/c — pH grafigi [5].

Yiiklii makromolekiiller ve zit yiiklii makroiyonlar, yiizey aktif maddeler veya kolloid
partikiiller arasinda olusan polielektrolit komplekslerine, birgok polielektrolit uygulamasi i¢inde
bilimsel anlamda ilgi duyulmakta ve pratik anlamda 6nem verilmektedir. Sekil 10°da verilen
semaya uygun olarak stokiyometrik polituzlarin hazirlanmasi deneysel polielektrolit
aragtirmalarinda bir kilometre tasi kabul edilebilir. Degisik anyonik yiikli kolloid tiirlerin ¢ok
biiytik miktarinin topaklanma ve ¢dkme yetenegi bugiiniin atik su isleminde vazgecilemezdir ve
biiylik miktarda suda ¢6ziiniir katyonik polielektrolit iiretimi tesvik edilmektedir. Ancak,
makroiyonlarin zit yiiklii tiirlerle etkilesimleri, gogunlukla elektrostatik etkilesimler ile olur.

T I T T T

A” AT A AT A™
Na®* Na* Na* Ng* Na* T T T T T
A A A” . A
[a C-v [1- C; C'
(o A o I & Y - 1 ! L 1 I
¢ ¢ C (B

1 | 1 1 1

+niNaCl

Sekil 10. Polianyon-polikatyon polituzlarinin sematik olusumu [5].

Cozelti i¢indeki polielektrolitin 6zellikleriyle iligkili olarak belirtilmesi gereken iiglincii
nokta oldukca yiiksek iyonik iletkenlikleridir; iyonik iletkenlik makroiyonlarin ve ayni zamanda
yiiklii polimer kolloidlerin elektrikli bir alanda diisiik molekiiler iyonik tiirlerin hizindan tabii ki
daha diisiik bir hizda gbgiiyle sonuclanir. Iyonik iletkenlik aym1 zamanda, sistemdeki su miktarina
son derece bagli olan, polielektrolit jellerinde ve su emmis kati durumdaki polielektrolitte de
gortiliir. polielektrolit -su sistemlerinin bu elektrokimyasal 6zellikleri kisaca yaygin polielektrolit
karakterizasyon tekniklerinin yaninda dnemli uygulama alanlarmnin temelini de olusturmaktadir

[1].
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3. POLIELEKTROLITLERIN YAPAY POLIMERIK ASI SiSTEMLERINDE
KULLANILMASI:

Hem kisa (10-12) hem de uzun aminoasit zincirlerine sahip sentetik peptidler antikor olusturmak
icin yeterli biiyiikliikteki molekiiler boyutlara sahip olmadiklarindan, peptidlere karsi antikor
iiretiminde immiinojenligi arttirmak icin peptidlerin daha biiyiik molekiil boyutuna sahip tastyici
proteinlere baglanmasi gerekmektedir [21]. Poliakrilikasit (PAA), Poli-N-isopropilakrilamit
(NIPAA), Poli-N-vinilprolidon ~ (VP),  Polivinilpiridin-Polisetilpiridin ~ kopolimeri  ve
Polivinilpirilidon-Poliakrilikasit (VP-AA) kopolimerleri vb. genel olarak kullanilan lineer
tastyicilardir ve peptidler bu tiir tagiyicilara kararli kovalent baglarla baglanirlar [22].

Konjugasyon bolgesi proteinlerde oldugu gibi peptid dizilimine bagl olarak; dizinin N-
ucu, C- ucu ya da igerisindeki bir nokta olabilir. Konjugasyon noktas: karboksil (-COOH), amino
(-NH,) ya da siilfidril (-SH) uglar1 olabilir. As1 olarak kullanildiginda 6nemli bir etki olusturan
sentetik peptidler, haptenler vb. molekiiller spesifik antikor olusturmak i¢in giiniimiizde oldukca
yaygin kullanilmaktadirlar. Ancak tedavi edici ajanlarin ve sentetik peptidlerin ya da haptenlerin;
diisiik ¢oziiniirligl, kararsizligi, kiigiik molekiil boyutlarindan dolay1 antijenik 6zelliklerinin
diisiik olmasi, biyouyumlu ve spesifik olmayisi ya da toksisitesi gibi istenmeyen Ozellikleri
onlarmn etki yeteneklerini olduk¢a azaltmistir. Ancak proteinlerin, antijenlerin ya da ilag etken
maddelerinin suda ¢dziinebilir polimerler ile konjugatlarinin olusturulmasi, tedavi edici ajanlarin
ozelliklerini ve immiinojenligini onemli Olglide degistirmektedir. Antijenik peptidlerin suda
¢oziinebilir polimere baglanmasi ¢ok yonlii etkilere sahiptir. Bunlardan bazilari;

. Peptidlerin modifikasyonu saglamak,

. Hidrofobik 6zellikte olanlarin suda ¢6ziinebilirligini arttirmak,
. Bolgesel etkilerini ylikseltmek,

. Immiinojenik etkilerini ve immiinoreaktifliklerini arttirmak ve
. Canli organizmada daha uzun siire etkili olmasini saglamaktir

Polimerik konjugatlarin bu essiz 6zellikleri tedavi edici etkilerini de arttirmaktadir.
Boylece klasik adjuvantlara en iyi alternatiflerden bir tanesi olarak da pozitif ya da negatif olarak
yiiklii, immiinolojik olmayan sentetik polielektrolit kullanimidir [5]. Polimerik tasiyici olarak
kullanilan bazi polielektrolitlerin genel gosterimi asagida verilmistir.

Polielektrolitler, sentetik peptidler ile konjugatlarinin giicliic koruma 6zelliklerinden
dolay1 yapay as1 bilesenleri olarak diistiniilmektedir [23].

Polielektrolit-peptid kovalent konjugasyonu acisindan geleneksel metodlar kullanilarak,
sudaki makromolekiillerin aktive edilmis fonksiyonel gruplar arasinda gergeklesen reaksiyonlar
ile protein-lineer polielektrolit, peptid-lineer polielektrolit kovalent konjugatlari sentezlenmistir.
Karbodiimid aktivasyonu ile gerceklestirilen iki basamakli kovalent konjugasyon reaksiyonu;
polimerin karboksil gruplarinin karbodiimid ile aktive edilmesi ve sonrasinda karboksil gruplari
ile proteinin ya da peptidin amino gruplari arasinda kondenzasyon reaksiyonun olusumu ile
gergeklesir. Birinci basamak siiresince karboksil grubunun karbodiimide saldirmasi ile O-
acilisoiire ara {iriinii olugmaktadir. Daha sonrasinda kararsiz olan bu ara iriine peptid ya da
proteindeki amino gruplarinin saldirmasiyla polimer ile peptid veya protein arasinda ¢apraz
baglanma gergeklesmektedir.
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Sekil 11. Kisa zincirli peptid molekiillerinin lineer ve uzun zincirli polimerler ile olusturduklar
konjugatlarin sematik gosterimi [13].

Yukarida anlatildigr gibi karbodiimid kullanilarak peptidlerin tastyici polimerlerle
kovalent konjugasyonu sonucu sentezlenen konjugatlarin yiiksek immiinolojik &6zellige sahip
oldugu Yapilan c¢alismalarla gosterilmistir ve konjugatin yiiksek immiinolojik 6zelliginin
polimerin adjuvant etkisine bagli oldugu diisiiniilmektedir [5, 20].

Sadece lineer yapidaki polielektrolitler degil ayn1 zamanda yapay as1 sistemlerinde
kiiciik molekiilleri konjuge etmek i¢in tasiyict molekiiller olarak protein biyomolekiilleri de
kullanilabilmektedir. Biiylik molekiiler boyutlardaki BSA, Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH),
Ovalbumin (OVA) gibi globular proteinler, peptidler i¢in tastyict olarak kullanilmakta ve kiigiik
boyutlu peptidlerin in-vivo sistemde antikor olusumu prosesinde taninmasini saglamaktadirlar.

Bovin Serum Albumin (BSA) antikor olusumda konjugasyon igin genel olarak en
yaygin kullanilan tastyict proteindir. Yapisinda tasidigr ¢gesitli fonksiyonel gruplarindan dolay: da
konjugasyon reaksiyonlarinda gesitli molekiiller, proteinler ya da haptenler igin tastyici olarak
tercih edilmektedir [24].

Protet Pepnd .
rotet P Konjugail
Sekil 12. Tastyici protein olarak BSA’nin sentetik peptidlerle olusturdugu konjugat [25].

BSA ve KLH genel olarak en sik kullanilan tasiyici proteinlerdir ve peptidler bu tiir
tastyicilara kararli kovalent baglarla baglanirlar. Baglanma (konjugasyon) boélgesi, peptid
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dizilimine bagh olarak; dizinin N- ucu, C- ucu ya da igerisindeki herhangi bir nokta olabilir.
Peptidler igerdikleri aminoasit kompozisyonuna gdére N- ucundan, C- ucundan ya da dizinin
icerisindeki herhangi bir fonksiyonel grubundan konjugasyona girebilirler. Konjugasyon noktasi
karboksil (-COOH), amino (-NH,) ya da siilfidril (-SH) uglar1 olabilir. Antijenik peptid dizilimi
tastyict  proteine (BSA, KLH, OVA vb.) baglanacagi goéz Oniinde bulundurularak
sentezlenmelidir. Antikor olusumunda iyi sonuglar elde etmek icin uygun antijenik peptid
dizilimini se¢mek ve buna bagli olarak konjugasyonun dizaynini yapmak oldukga kritik
noktalardir. Peptidin tasiyici protein yilizeyinde konumlanmasi ve yerlesimi segilen baglanma
yonteminden etkilenmektedir [21,25].

Ornegin, Mustafaev ve arkadaslari tarafindan yapilan ve diisiik immiinolojik 6zellikteki
Betulin (B) molekiiliiniin tasiyic1 protein olan BSA’ya % 90 verimle kovalent olarak baglandigi
calismada BSA-B  konjugatlart  1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) ~ karbodiimid hidrokloriir
kullanilarak sentezlenmistir. Suda ¢oziinebilir 6zellikteki BSA-B konjugatlarinin UV analizi
sonucu agregat olustugu gozlemlenmistir. HPLC analizinde elde edilen kromatogramda ise
BSA’ya ait pik ve alikonma zamani 1 olarak gosterilirken 2 numarali 6rnek BSA*B konjugatina
aittir ve bu kromatogramda iki pik goriilmiistiir. Konjugatin altkonma zamaninin (RT)’da saf
BSA’ya gore kaydigi gosterilmistir. BSA*B konjugatina ait kromatogramdaki ilk pik konjugata
ikinci pik ise ortamda bulunan ve reaksiyona girmemis serbest BSA’ya ya da birka¢ Betulin
molekiiliine baglanmis BSA’ya aittir [26].

5_
] CDagn
4_
o
=l _
Z BESA4—Betulin
o 24
a7 BSA
=
14
DI'I'I'I'I'I'I'
240 260 280 300 320 340 3460
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Sekil 13. Saf BSA ve BSA-B konjugatina ait (a) UV spektrumlar1 (b) HPLC kromatogramlart,
(1=>BSA, 2 => BSA-B konjugati) [5].

Polielektrolitler ile biyomolekiiller arasinda kovalent baglanma kimyasi1 disinda
polielektrolitler ile komplekslesmelerde farkli etkilesimler sdzkonusudur. 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 dondr gibi goérev yapan karboksilik asit
gruplarinin varligini gerektirmektedir. Biitiin ¢6zlinenler suya gére daha hidrofobiktir. Bu sebeple
polikomplekslerdeki hidrofobik etkilesimlerin varlig1 yok sayilamaz. Hidrofobik etkilesimler i¢in
en gilicli kanit sistematik yapisal degisimlerle ortaya cikar veya hidrofobik etkilesimlerin
karakteristigi olan assosiyasyon entropisine ve entalpisine bagl sicaklik degisimi ile bulunabilir,
ancak uygun bir Ol¢iim yontemi bulunmamaktadir. Elektrostatik etkilesimlerin baskin oldugu
genel olarak kabul edilmistir. Tuzsuz ¢ozeltilerde ve kuvvetli polielektrolitlerle kompleks
olusumu sirasinda stokiyometrik ¢okelme gozlenir. Cokelek olusumu sabit protein/polielektrolit
oraninda pH’a baghdir. Bu davranis polielektrolit kolloid titrasyonuna benzemektedir [27].
Kabanov ve arkadaslari zit yiikli polielektrolitler temeline dayanan interpolielektrolit
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komplekslesme modeli iizerine galisirken, protein ve polielektrolit arasinda olusan stokiyometrik
tuz baglarinin, proteinin iyonik birimlerinden sadece birkag fraksiyonunu gerektirdigini
bildirdiler. Biitlin yiiklii birimlerin ya serbest oldugu ya da tuz baglarina tutundugu tim yikli
birimleri igeren iki tiirlii model bir denge durumunun oldugunu gosterir ve proteinin ya da
polielektrolitin diger bir makro iyonu yerine gectigi yer degistirme reaksiyonlarini kantitatif
olarak agiklamakta kullanildi [28].

Elektrostatik kuvvetler zit yiiklii gruplar igeren tiim etkilesimleri esnek bir sekilde
tanimlasa da, proteinin etrafindaki dielektrik alaninda bulunan tuz kopriilerini de bu kuvvetlere
dahil etmeliyiz. Bu 6zel etkilesimler diger kisa mesafeli kuvvetleri tamamlamaktadir. Klasik
biyokimya modelinde, protein-ligand arasindaki spesifik etkilesim yapisal olarak kusursuz ligand-
konake1 komplekslerinin olusumunu saglayan spesifik kisa mesafeli kuvvetlerden ortaya ¢ikar.
Ama esas olarak, baglanma enerjisi protein ve polielektrolitlerin sabit yiikleri arasindaki itme ve
¢ekme coulomb kuvvetlerinin bir toplamudir .

Proteinlerle hidrofobik olarak etkilesecek polimerler spesifik olarak tasarlanabilir.
Ancak 6nemli olan nokta, hidrofobik etkilesimlerin ciddi bir katk1 yapmadig1 hallerin bilinmesidir
[29]. Biitiin proteinlerin degisen miktarlarda hidrofobik boélgeleri bulundugundan ve tiim vinil
polimerlerin ana zinciri hidrofobik oldugundan bu tip etkilesimlerin incelenmesi 6nemlidir. Diger
taraftan bu kuvvetlerin uzun mesafeli dogasindan dolay1 kuvvetli elektrostatik kararliligin olmasi
icin ¢dziinme de dikkate alinmalidir. Hidrofobik etkilesimler bazi karakteristik belirtilere sahiptir.
Yiiksek tuz konsantrasyonunda daha kuvvetli hale gelirler. Hidrofobik yan zincirler takilmis
polielektrolitlerin proteinlerle kompleksleri ¢esitli arastirmacilar tarafindan incelenmistir. Bunlara
gore metil ve etil yan zincirleri iceren polielektrolitlerin baglanmasimnin yaklasik ayni oldugu
goriilmiistiir. Karbon sayist 2-6 arasinda olan yan zincirlere sahip polielektrolit protein
komplekslerinde baglanma karbon sayist ile birlikte artmaktadir. Karbon sayis1 8-10 arasinda olan
yan zincirlere sahip polielektrolitlerde ise baglanma azalmaktadir. Sonug olarak C1 ve C2 yan
zincirleri proteinin hidrofobik bélgelerine ulasamamistir ve C8-C10 yan zincirli polielektrolitlerde
ise intrapolimer misellesme polielektrolit-protein kompleksme reaksiyonu ile yarigmaktadir.
Yapilan ¢aligmalar elektrostatik ve hidrofobik etkilesimlerin birbirlerine katkida bulunduklarini
gostermektedir.

4. POLIELEKTROLIT-PROTEIN KOMPLEKSLERIYLE ILGILi YAPILAN
CALISMALAR

Sentetik polielektrolitlerin proteinlerle kompleksleri ilk olarak Morawetz tarafindan calisilmistir.
Bu caligmasinda farkli pH, iyonik siddet, polimer/protein orami degerlerinde BSA’nin
polielektrolitlerle kompleks olusumunu tiirbidimetrik olarak incelemistir ve daha c¢ok ¢okelek
olusumu tizerinde durmustur. Maksimum ¢okelek olusumu igin kritik bir oran bulundugunu
gostermistir. Bilesenlerden birisinin eklenmesiyle, antijen-antikor reaksiyonlarinda oldugu gibi,
¢okelekler ¢oziiniir kompleksler olusturmaktadir. Ayrica bu ¢alismada, ¢okelek olusumu
dengesinde polimerin molekiil agirliginin etkisinin olmadigt belirtilmistir [30]. Ancak daha
sonraki yillarda Mustafaev ve arkadaslari polimerin molekiil agirhigmnin ve dar dagiliml
olmasmin kompleks olusumu {iizerinde etkili oldugunu gostermistir [32]. Morawetz kiigiik
molekiil agirlikli iyonlarin BSA’nin polivinilaminle ¢okelek olusturdugu pH’1 degistirdigini de
gostermistir. Ayrica polimetilmetakrilik asit (PMAA), SA ve oksihemoglobin karisimimin
reaksiyonunu da incelemislerdir. Bahsedilen proteinlerin izoelektrik noktalar1 araligina uygun
olan pH degerinde oksihemoglobinin segici olarak ¢oktiigii gozlenmistir. Calismada
polimetakrilik asit, gamaglobulin ile SA ve insan albumini ile bunun antikor karigimini ayirdigi
gosterilmistir.

Lineer polielektrolitlerin (poliasitlerin polianyonlari, poliamfolitler, polikatyonlar ve
onlarin tiirevleri) aymi yikli (pozitif veya negatif) globular proteinlerle karsilikli etkisini
incelenmis ve ¢ok miktarda suda ¢dzilinebilen polimer-protein kompleksleri yapmislardir. Yapmis

95



M. Karahan, S. Tuglu, Z.M. Akdeste Sigma 31, 85-106, 2013

olduklart bazi ¢alismalara gére; PAA-BSA ¢ozeltilerinin pH:7’de alinmis sedimentogramlar iki
pik ile karakterize olmaktadir. Piklerden birinin sedimentasyon sabiti poliasit ¢dzeltisinin
sedimentasyon sabitine uygunken diger pikin ise serbest proteine uygun oldugu bulunmustur.
Proteini ilave ettikce protein pikinin alami artarken, diger pikin alami ise sabit kalmaktadir. Bu
sonu¢ pH:7’de PAA ile BSA’nin kompleks olusturmadigini 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 azaldigi zaman (pH:6) karsilikli etkinin karakteri
degismektedir. Bu sistemin sulu cozeltilerinin sedimentogramlarinda yalniz bir pik goriiliir.
Protein ilave ettikce bunun alam1 ve sedimantasyon sabiti artmaktadir. Bu farklar ¢ozeltideki
bilesenler arasinda kompleks olusumunu gostermektedir. pH 6’da protein ve polielektrolit 6nce
oldugu gibi aym ytikliidiirler. pH:7’ye nispeten genel negatif yiik her ikisinde biraz azdir. Baska
bir deyisle once oldugu gibi elektrostatik karsilikli etki kompleks olusumuna engel teskil
etmektedir. Ancak proteinin lineer polielektrolitle adsorbsiyonuna neden olan bagka faktorleri yok
edememektedir. Bdyle faktdrlerden hidrojen baglarint ve polar olmayan karsilikli etkiyi
gostermek olasidir.

Yapilan calismalar sonucunda 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 bagladigint sdylemek
miimkiindiir ve kompleksin yapisi sekildeki gibi gosterilebilir.

Sekil 14. Suda ¢dziinen PE-protein komplekslerinin yapisi: I- Poliasitlerin polianyonlarinin
proteinlerle komponentler ayni (negatif) yiiklendiginde olusan komplekslerinin yapisi, II- Lineer

polielektolitlerin zit yiiklenmis proteinlerle np/npg < N; oraninda olusan komplekslerin yapist “a
ve “b” - “a” (I) ve “b” (1) tipli yapilarin olusumunu sematik olarak gdstermektedir [3].

Bu yapida (I) protein molekiilleri istatistik yumak konformasyonunda olan polielektrolit
zinciri boyunca rastgele dagilmistir. Sistemin kompleks olusumunda spesifik viskozitesinin
nispeten az degisimi bu yapiya uygundur. “I” yapisi, protein partikiillerinin polikatyonlarla notral
su ortaminda olusturduklari ¢6ziinen komplekslerinin yapisindan prensip olarak farklidir. Kiiresel
proteinlerin  polianyonlarla kompleks olusumunun karsilagtirmali  analizi bu gsekilde
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actklanabilmektedir. Her iki durumda kiiresel proteinler negatif yiikliidiirler, yani elektrostatik
faktor bunlarin temasta olmasii engellemektedir. Proteinlerin polikatyonlarla adsorbsiyonunda
yukarida sOylenildigi gibi pozitif yiiklii polikatyon monomerleri ile negatif yiiklii protein gruplar
arasinda elektrostatik baglarin olusmasi esastir. Buna gore proteinin negatif yiikleri kapanmakta
ve adsorpsiyon olmus kiirelerin temasta olmasina engel olmamaktadir. Yani polar olmayan
karsilikli bir etki gézlenmektedir. Ayn1 zamanda polikatyonun yiikleri yeteri kadar kapanarak “II”
yapisinin  yigilmast yolu ile ayri ayri bolimlerinin yakinlagmasina imkan vermektedir.
Proteinlerin polianyonlarla adsorpsiyonunda durum tamamiyla baskadir. Negatif yiiklii kiirelerin
polielektrolitlerle baglanmasi elektrostatik itmenin tersi olarak olusmaktadir. Her bir adsorbe olan
proteinin efektif negatif yiikii buna baglh polianyon monomerinin miktarina gore artabilmektedir.
Buna gore kompleks partikiillerinde kiiresel proteinlerin temasta olmasi1 menfaatli degil ve bunlar
birbirlerine aralikli olarak yerleserek “II” tipli yapryr olusturmaktadirlar. Boylelikle kiiresel
proteinler lineer polielektrolitlerle iki tip ¢dziinen kompleks olusturabilmektedir. Proteinlerin
polikatyonlarla kompleksleri acik bir sekilde ifade olunan kooperatif karakterde ve kendisine
bagli yapt meyili olmasi ile karakterize olurlar. Proteinin az miktarinda bunlar igin kiiresel
proteinlerin polielektrolit zincirleri arasinda beraber olmayan dagilmasi goriilmektedir. Proteinle
maksimum yiiklenmis polikatyonlar pratik olarak, yiiklenmemis polikatyonlarla ayn1 zamanda
bulunmaktadir. Silindire benzer partikiillerin kendisine bagh yigin1 olusur. Bu sistemlerin tam
aksi olarak proteinlerle polianyonlarin ¢oziinen kompleksleri bunlarda kiiresel proteinlerin
beraber absorpsiyonu yolu ile olusmaktadir. Bdylece sistemde istatistik yumak
konformasyonunda olan ¢oziinen kompleks partikiilleri olusmaktadir. Biitiin bunlara bagli olarak
proteinlerin amfoter kopolimerlerle komplekslerinin incelenmesi ¢ok 6nemlidir. Bu sistemlerde
genellikle bir tip baglanmadan bagka tip baglanmaya ge¢gmek miimkiindiir [31, 32].

Elektrostatik  itme faktoriiniin  elimine edilmesi BSA  proteinin  sodyum
poli(stirensiilfonat) PSSNa ile etkilesiminde daha iyi goriilmektedir. PSSNa sulu ortamlarda tim
olarak polianyona ve sodyum katyonuna ayrigmis kuvvetli polielektrolittir. BSA-PSSNa sulu
¢ozeltileri proteinin gesitli konsantrasyonlarinda sedimentogramlarla ancak siddetli dar bir pikle
karakterize edilmistir. Bunun alan1 ve sedimentasyon sabiti sistemde protein miktar1 arttik¢a
cogalir. Bu sonuglar ¢ok biiyiik ihtimalle pH:7.5’te proteinle polielektrolit arasinda kararli
polikompleks olugsmasini gostermektedir. Ayni yiiklii partikiillerin birlesmesinde, proteinin
PSSNa poliiyonunun hidrokarbonlart ile karsilikli hidrofobik etkinin baskin oldugu gdsterilmistir
[5].

Insan veya sigir hemoglobini ve sigir tripsininin poli(diallildimetilamonyum kloriir) ve
potasyum poli(vinilalkol siilfat)’la komplekslesmelerini incelemistir. Elde edilen sonuglara gére
stokiyometrik  protein-polielektrolit komplekslerinin modelini vermistir. Bu modelde
polielektrolit, biitiin poliiyon yiikleri zit yiikli proteinler tarafindan ndtralize edilecek sekilde
protein ile kompleks olusturur. Birbirlerine gevsek bir sekilde baglanmis polielektrolit iyonlar: ile
birka¢ adet esnek olmayan globular protein molekiillerininin olusturdugu kompleksin sematik
gosterimi su sekildedir:
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POLIIYON
Sekil 15. Protein ve poliiyon igeren stokiyometrik kompleksin sematik gosterimi [5].

Amorf ¢okelek olusturacak sekilde kompleksin yapisini birarada tutan tuz baglar ¢ok
gevsektir, ¢linkii pH’nin degisimi veya poliiyon ilavesi tuz baglarinin bir kismini, ozellikle
proteinin imidazolil grubu ile polimerin siilfat grubu arasindakini, kirar. Baglarin gevsek olmasi
protein ve poliiyon molekiillerinin stokiyometrik olarak ndtrallesmesini veya zit yiiklii gruplarin
1:1 oraninda baglanmasint miimkiin kilabilir [27].

Andrianov ve arkadaglarn yaptiklari ¢alismada ise pH:7’de BSA-poli[di-(karboksilat-
fenoksi) fosfozen] kompleksinin olusumunu ve immiinolojik etkilerini incelemislerdir. Olusan
kompleksin molekiil agirliginin polimerin tek basina oldugu halden daha agir oldugunu ama
kompleksin boyutunun polimerden 6nemli derecede farkli olmadigimi goéstermislerdir. Sonug
olarak, mokromolekiiler yapinin daha kompakt bir hal aldig1 ortaya konulmustur [33].

4.1. immiinolojide Polielektrolit Kompleksleri

1970’1i yillarin baglarinda immiinolog ve kimyacilarin ortak ¢aligmalar ile baz1 polielektrolitlerin
immiin sistem {izerine etkisi aydinlatilmis ve yapay polielektrolitlerin bu gibi amagclar i¢in daha
uygun oldugu belirlenmistir. PE’lerin bu 0Ozelliklerini aydinlatmak amaciyla yapay
polielektrolitlerle koyun eritrositlerinin kompleksleri olusturulmus ve bu kompleksler hayvanlara
immiinize edilerek, immiin cevabin yiikselmesinde PE’lerin etkili olduklar1 gosterilmistir.
PE’lerin bakteri, viriis tabiatli yapay antijenler igin tastyict olarak kullanilmasi sonucu immiin
cevabin artmasi ve devamli bir immiin koruyuculuk saglamasi sentetik as1 tasarlama fikrini ortaya
cikarmustir [5]. Yiiklii olmayan ve su ortaminda yiliklenmeyen polimerlerle (polivinil alkol, poli-
N-vinil pirilidon, polietilen glikol) eritrositlerin kompleksleri yapilmis, fakat bu kompleksler
immiin cevapta artis saglayamamislardir yani bu tiir yapili polimerler adjuvant (yardimci) dzelligi
tasimamaktadirlar. Bu bilgiler 1s181nda yiiksek molekiil agirlikli sentetik polielektrolitlerin (PE),
(negatif ve pozitif yiiklenmis veya ortamin fizyolojik sartlarina gore yiiklenebilen polimerler;
polianyonlar, polikatyonlar ve bunlarin kopolimerleri) monomerlerinin kimyasal yapilarindan
bagimsiz olarak adjuvant etkisi (immiiniteyi stimiile eden) gosterdigi sonucu ortaya ¢ikmustir [34-
42]. Bunun nedeni su sekilde agiklanmustir: Bu polielektrolitlerin sentezi ve modifikasyonu daha
kolaydir, istenen molekiil agirliginda, elektrik yiikiinde, konformasyonda veya yiiksek molekiiler
yapida elde etmek miimkiindiir. Suda iyi ¢Oziiniirler ve bilinen yapilarda cesitli kompleksleri
sentezlenebilmektedir. Polielektrolitlerde molekiil agirlig1 polimerlesme derecesi ile orantilidir.
Polimerlesme derecesinin artmasi istenilen kompleksin olusumunu destekleyici yonde etki eder
ve polimerin baglanma miktarinda artis gozlenir. Bunun yani sira polielektrolit ¢ozeltilerinin
elektrokimyasal Ozellikleri genellikle poliiyonun zincir boyuna bagldir; yani polikompleksin
¢cokmesi vb. 6zellikler polimerin polimerlesme derecesine baglidir [5].
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Sekil 16. Fare karaciger hiicrelerinde antikor olusturan hiicrelerin (AFC) miktarinda artigin 4
degerli polikonidin (PC) tuzlarmin (a) 1-PC-C,Hs; 2-PC-C,Hs-CH,CgHs ve (b) Poliakrilik asidin
(PAA) polimerlesme derecesine olan baghihigi. Polielektrolitin konsantrasyonu 50 mg/kg; 5x10°

eritrosit hiicre miktar1 [5].

Bu konuda yapilan bu ve diger fizikokimyasal ve immiinolojik caligmalar; immiin
sistemin uyarilmasinda, PE’lerin immiin hiicrelerin yiizeyi ile etkilesimindeki kooperatif
adsorbsiyonun 6nemli rolii oldugunu ve timusa bagli olmayan polimer yapili yapay
immiinojenlerin olusum prensibini agiklamaya imkan vermektedir.

PE molekiillerinin sulu ortamlarda supramolekiiler yapisinin degigmesinin birinci yolu
hidrofoblagmasidir. Bunun igin poliiyon zincirlerinin yiizey aktif maddelerle yiiklenmesi
gerekmektedir. PE’in yiizey aktif maddelere kovalent baglanmasi veya ylizey aktif maddelerle
PE’in arasinda elektrostatik baglarla kompleks olusmas: ile PE’ler hidrofoblastirilmaktadir.
Polimer molekiilii ile yiizey aktif maddeler (sodyum dodesil sulfat, sodyumdezoksi kelat, setil
trimetil, amonyum bromiir v.s.) arasinda elektrostatik kompleks olusumundan meydana gelen
komplekslerin yapist yiizey aktif madde/PE oranina baglhidir [5, 20].

1. Tip Kompleks 2 Tp Kompleks
Sekil 17. a ve b Suda ¢oziinen PE-Yiizey aktif madde kompleksleri [5].

Sekil 17 a’da yiizey aktif madde/PE oranmnin kiiciik oldugu degerlerde olusan 1. Tip
Kompleks, Sekil 17 b’de ise yiizey aktif maddenin konsantrasyonunun artmas: durumunda olusan
2. Tip Kompleks goriilmektedir. Yiizey aktif madde konsantrasyonunun arttirilmast ile birinci tip
intramolekiiler komplekste karsilikli etkinin artmast sonucu 2. Tip elektrostatik kompleks olusur.
2. Tip kompleksin kompaktlig 1. Tip komplekse gore daha fazladur.
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Supramolekiiler yapinin degismesinin ikinci yolu, PE’lerin gegis metal iyonlar ile
kompleks olusturmasidir. Bu metal iyonlar1 az yiikli veya noétral polimer molekiilleri ile
birleserek, bu polimerlerin hem komplementer yiizeylerle kompleks olusturma etkisini, hem de
polimer zincirlerinin ¢6zeltideki konformasyonunun diizenlenmesini saglamaktadir. Ornegin Cu'™?
iyonlarinin yiiksek konsantrasyonlarinda intramolekiiler agregasyon olusturur ve partikiiller
asimetrik yapiya yakin bir forma gegerler.

Sekil 18. Polimer-metal komplekslerinin [Me]/[PE] <<1(I) ve [Me]/[PE]>>1 (II) oranlarinda
olusan yap1 [13].

PE-Metal kompleks bilesenlerinin oranlarinin  sabit degerlerinde olusan PE
komplekslerinin yapisi ¢ozeltideki PE’in baglangi¢ konsantrasyonuna baglidir. Fazla seyreltilmis
cozeltilerde PE-Metal kompleksleri kompakt yapidadir. Polimerin baslangic konsantrasyonu
arttikga metal iyonlar1 ile makromolekiiller arasinda ¢apraz baglar olusur ve sistemde assosiye
olmus asimetrik partikiiller meydana gelir.

PE-Metal ve PE-Yiizey aktif madde komplekslerinin immiin sistem {iizerine etki
mekanizmasi genelde aynidir ve PE kompleksinin kimyasal yap1 ¢cevrimlerine baglidir. Kimyasal
olarak acik yapi ile karakterize edilen PE kompleksleri immiin sistemi gii¢lii uyaranlardandir. PE
kompleksleri kompaktlastiginda ya immiin sistemi uyarmazlar ya da immiiniteyi yatistiric1 olarak
caligirlar. PE’lerin immiinolojik aktifliginin olusmasinda protein faktoérii Snemli bir rol
oynamaktadir. Oyke ki; kana enjekte edilmis PE makromolekiilleri kanda plazma proteinleri ve ya
hiicre yiizeyindeki proteinlerle karsilikli etkilesimde bulunabilirler ve makrofajlar tarafindan
adsorbe edilebilirler. Ayrica; PE kompleksinin immiin sistemi stimule etmesi; PE kompleks
bilesiminin hem polimer zincir uzunluguna, hem de kompleksin kompaktligina baglidir.
Stokiometrik olmayan PE kompleksleri antijen reseptorleri ile hiicre reseptdrleri arasinda birden
fazla noktada etkisim imkani saglamaktadir (Sekil 19a). Stokiometrik PE komplekslerinde ise
antijen reseptorleri ile hiicre reseptdrleri arasinda karsilikli etkilesim ihtimali azalmakta ve
birbirinden izole olmus kompleksler olugsmaktadir (Sekil 19b) [5, 41].
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reseptor

Hiicre Hiicre

Sekil 19. Ayni polimerlesme derecesine ve ayni kimyasal yapiya sahip olan PE kompleksleri (a)
Lineer yapida PE kompleksi (b) Kompakt yapida PE kompleksinin hiicre yilizeyindeki antijenlerle
karsilikli etkilesiminin sematik gosterimi [5].

Dogal olmayan PE olarak sentezlenmis ilk suni antijen poli-2-metil-5-vinil-piridinin
trinitrofenol ile elektrostatik kompleksidir.
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Bu suni antijen organizmaya immiinize edildiginde immiin cevap olusturmasi i¢in bir
adjuvanta (yardimci) ihtiyag gdstermez ve timus organi olan veya olmayan hayvanlarda antikor
olusumunu arttirir. Dogal olmayan ikinci tip antijen ise; kooperatif, elektrostatik ve hidrofobik
etkilesimlerle kararli hale getirilen proteinlerin PE-Protein kompleksleridir. Bu kompleksler
proteine spesifik antikorlarin sentezini uyarmislar ve immiin cevabin olusmasinin immiin cevap
genlerine ve timusa bagli olmadigini gdstermislerdir. Ayni zamanda protein antijenlerinin
PE’lerle olan kompleksleri efektif asi ozelligi gostermektedir. PE komplekslerinin yapisi ile
(stabilitesinin, ylikiiniin, konformasyonunun ve diger fizikokimyasal 6zelliklerinin) immiinolojik
aktivite arasindaki baglar analiz edilmistir. Bu sonuglar 15181nda polimer bilesimli immiinojenlerin
model yapisi ortaya konulmustur.
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Sekil 20. Poli-4-vinilpiridin (PVP)- BSA Komplesi ve PAA-BSA kompleksinin yapisi [23].

Poli-4-vinilpiridin (PVP) ve PAA polimeri ile BSA’nin kompleksleri olusturup bu PE-
Protein komplekslerinin immiinojenligi incelenmistir. Tiim bu deneylerden elde edilen sonuglar
immiinojenligin PE’lerin kimyasina bagli oldugunu géstermistir. Ayrica bu galismalar; PE-protein
komplekslerinin organizma sartlarinda kararli olmasinin, bu komplekslerin immiin sistemi
aktiflestirmesinin en 6nemli sart1 oldugunu gdstermistir. Bu prosesin mekanizmasini anlamak i¢in
spesifik antikor olusturan hiicrelerin olusum kinetigi incelenmistir [5, 20].

4.2. immiinojen Polilektrolit Kompleksinin Cahsma Modeli

Polielektrolit kompleksleri immiinolojik etki gdstermesi i¢in optimum sekilde yapilmalidirlar.
Immiinolojik aktif (veya “pasif”) polielektrolit kompleksleri icin asagidaki model gdsterilmistir
(Sekil 21). Gosterilen yiiksek immiinojen etkili polielektrolit kompleks modelinin ayri ayr
cizgilerini ifade eden en 6nemli fizikokimyasal kriterleri su sekilde yeniden agiklayabiliriz [5, 43,
44].

o

Sekil 21. Yiiksek (I) ve diisiik immiinojen (II) etkili antijen-PE komplekslerin modellerinin yapist
[5].
1) Antijen ve polimer molekiilleri fizyolojik sartlarda par¢alanmayan stabil baglarla (¢ok noktalt

elektrostatik ve hidrofob karsilikl: etki, iyon koordinasyon ve kovalent baglama) birlesmelidir.
2) Stokiyometrik yapili olmayan PEK leri antijenin birkag¢ epitopunu igermelidir.
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3) Yapisinda “ilmik” olan PEK’lerin (polimerin biikiilebilen serbest boliimlerinin olmast) hem
protein ylizeyine yapigsmis hem de serbest “ilmik”te bulunan ilave olarak iyonlanmis gruplari,
PEK yiizeyinde kompleks partikiillerinin ¢ozeltide kalmasina yardim eden yayilmis hidrofil bolge
yaratir.

4) Antijen molekiillerinden toplanmis ve polimer tastyicist ile stabillesmis sert silindir (¢ubuk)
tipli yap1; hem antijen determinantlarnin uygun yerlesmesini hem de biiyiik yiizey olusmasini
saglar.

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

6) Antijen determinantlarinin uygun yerlesmesi ve antijen hiicre reseptorleri ile ¢ok noktali
karsilikli etkisi i¢in daha dnemli sterik sartlara uygun olan yapili kompleks. Bu nedenle polivalent
agilar yapmak i¢in polielektrolit kompleksinin mekanik karisimi daha 6nemlidir.

Sekil 22 a’da scannig elektron mikroskobu ile sigir eritrositlerinin immiinolojik etkiye
sahip olan polimerlerle ve bunlarin protein kompleksleri ile karsilikli etkisinden olusan polimer-
hiicre komplekslerinin incelenmesinden alinan sonuglar verilmistir. Goriildiigli gibi hem
polimerler hem de polimerlerin kompleksleri hiicre ile interpolimer kompleks olustururlar ve
bunlarin agregasyonuna neden olurlar. Yukarida agikladigimiz gibi hem saf polimer hem de
polimer-protein kompleksleri T-hiicrelerine bagli olmadan immiin cevap olustururlar. Alinmis
fizikokimyasal sonuglar T-hiicrelerine bagli olmayan immiin cevabin baslamasi i¢in antijen hiicre
kompleksinin hipotetik gemasini gdsterme imkani saglamistir (Sekil 22 b).

Sekil 22. immiin cevap olusturan antijen-hiicre komplekslerinin hipotetik semasi. a- T-Bagimh
cevap. b- T-Bagimsiz cevap [5].

T hiicrelerine bagli olmayan immiin cevapta antijen B-lenfosit reseptdrii ile yapi-
spesifik kontaktin olusumuna katilir (birinci spesifik signal). Ikinci signal B-lenfositin yiizeyinde
absorpsiyon olugmus polimerden ileri gelir [5, 20].

5. SONUCLAR VE TARTISMA

Klasik adjuvantlarin olumsuz etkilerinden dolay: alternatif olarak daha etkin immiin ve koruma
yanitlarinin alindigr polimerik adjuvantlarin kullanilmast ve yapay polimerik as1 sistemlerindeki
kullanimlarinin gelistirilmesi amaciyla, yiiksek immiinojen etkili polielektrolit kompleksler,
biyosistem komponentleri (proteinler, immiin hiicreler v.b.) ile yiiksek kompleks olusturma
kabiliyetine sahip oldugu ve hem polielektrolitlerin hem de polielektrolit-protein komplekslerinin
T-hiicrelerine bagli olmadan immiin cevap olusturduklarina dair bilgiler ortaya konularak konuya
yeniden bir yaklagim getirilmistir. Yeni nesil as1 sistemlerinin gelistirilmesi basta olmak {izere
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daha etkin, kararli, hiicre yonlendirmesi yapilabilen diagnostikler elde edilmesine, ayrica teshis
kitlerinde ve tedavi yontemlerinde kullanilmasina yonelik tasarlanacak kompleks ve konjugat
sistemlerinin sentez ve kullanimina dair biyoyararlanimi daha yiiksek biyoteknolojik yeni
caligmalarin yapilmasi giinlimiiziin arastirma konulari olarak incelenmesi devam etmektedir.
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