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ABSTRACT

Master of Science Thesis

Cu(II) CHELATION AND CYTOCHROME-c ADSORPTION TO
POLY(2-HYDROXYETHYLMETHACRYLATE-co-
METHACRYLAMIDOHISTIDINE) MICROBEADS

Sibel EMIR DILTEMIiZ

Anadolu University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Chemistry Program

Supervisor: Assoc.Prof. Ridvan SAY
2002, 61 pages

In this study, dévelopment of  poly(2-hydroxyethylmethacrylate-co-
methacrylamidohistidine) [p(HEMA-co-MAH)] metal-chelate affinity sorbents and its
usefulness for cytochrome-c adsorption were researched. In the first step, p(HEMA-co-MAH)
microbeads were prepared for cytochrome-c specific metal chelate affinity sorbent. The
characterization of synthesized polymer was evaluated by elemental analysis, 'H-NMR and
FTIR. Then, Cu(Il) ions were loaded to p(HEMA-co-MAH) microbeads and the effect of pH
and Cu(Il) initiation concentration on loading of Cu(Il) were investigated. In the third stage,
the conditions like Cu(ll) initiation concentration, cytochrome-c initiation concentration,
buffer type, pH and ionic strength for the adsorption of cytochrome-c from aqueous solution
were studied. Finally, desorption of adsorbed cytochrome-c on polymeric microbeads and

reusebility of microbeads were investigated.

Keywords: Cytochrome-c, Metal Chelate Affinity Chromatography, Protein-Metal
Interaction, Proteins.
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1.GIRiS

Son yillarda biyoteknoloji, biyokimya, tip ve eczacilik alanindaki
gelismeler  ozellikle genetik  miihendisliginde  saglanan  ilerlemeler,
biyomolekiillerin (enzimler, proteinler, hormonlar, niikleik asitler, vb) sentetik
ortamlarda biiyiik kapasitelerle endiistriyel iiretimini giindeme getirmistir. Modern
biyoteknolojik yontemlerle {iretilen veya biyolojik gevrelerindeh (kan, viicut
swvisl, vb) aynlarak elde edilen biyomolekiillerin ¢ogu saflikla ilgili alanlarda
kullanildigindan trtinlerin yeterli saflikta olmasi gerekir. Bu da dogal olarak
aragtirmacilanin  ve endiistrinin  biyomolekiillerin ayritma ve saflastiriima
yontemleriyle daha yogun bir sekilde ilgilenmelerine yol a¢mistir.
Biyomolekiillerin saflastirilmasinda tiriin safiinin yanisira iizerinde durulmasi
gereken en Onemli husus siiphesiz Uriiniin biyolojik aktivitesini uygulanan
islemlerle kaybetmemesidir. Uriiniin ¢ok saf olmasi biyolojik aktivitesinin
korunmasi zorunluluklarina ilave olarak biyomolekiiliin kompleks bir ortamdan
ayrilmast biyomolekiil saflastinlmasinda kullanilacak yontemleri, kosullan
kisitlamaktadir.

Kromatografik  yontemler, protein ve diger biyomolekiillerin
saflagtirilmasinda yaygin olarak kullamilmaktadir (Scopes 1982). Zengin adsorban
cesitliligi ve bir gok proteini ayirma imkami gibi popiiler olusuna ve genis
kullanimina imkan taniyan pek ¢ok sebep vardir. Jel filtrasyonu, iyon degisimi ve
hidroksiapatit kromatografi 1950°1i ve 60’l1 yillarda rutin olarak kullamlan ilk
kromatografik tekniklerdir. Bu metodlar bilyikk miktarlarda proteinlerin
saflagtirllmasimi miimkiin hale getirmis, sonu¢ olarak bu donemde protein
saflagtirllmas: {izerine arastirmalar biiylik oranda gelismistir. CNBr aktivasyon
tekniginin ortaya c¢ikigindan sonra biyospesifik afinite kromatografisi hizla
geligmistir. Bu afinite matriksleri proteinlerir; olaganiistii spesifik biyolojik
fonksiyonlarim tammma avantajlanni  izolasyon amaghi kullanmislardir.
Biyospesifik afinite kromatografisinin gelistirildigi ilk yillarda diger yontemlerin
devre dis1 kalacag disiinilmugtiir (Chaiken 1983). Ancak, bu ydntemin proses
dlceginde genis kullanimini engelleyen ilk etapta goériilmeyen bazi problemler

ortaya ¢ikmistir. Bu problemler arasinda biyolojik ligandlarin pahaliligs, biyolojik
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kararlilik ve immobilize ligandin aktivite eksikligi, ligand sizintis1 ve diisik
baglanma kapasitesi sayilabilir. Bu problemlere cevap olarak bazi arastirmacilar
nitkleotid ve immobilize koenzim bazli grup spesifik adsorbanlarin
gelistirilmesine calismislardir. Bunun bir sonucu olarak, sentetik ligand tasiyan
adsorbanlara duyulan ilgi, biyospesifik afinite Ozelliginden daha ziyade pratik
olmalar1 gerekgesiyle artmigtir. |

Guniimiizde endiistriyel veya laboratuvar boyutlarindaki saflagtirma
tekniklerinde, birden fazla ayirma prosesinin ardarda kullanildigi not edilmelidir.
Biyomolekiillerin ayrilmas: ve saflagtirilmas: igin, birgok durumda en spesifik
yontem siiphesiz biyoafinite kromatografisidir (Gribnan 1982). Bu yaklasimda
genellikle spesifik biyolojik tamima yetenegine sahip ligandlarin takili oldugu
biyosorbentler kullanilir. Ligandlarin yiiksek maliyeti nedeni ile biyoafinite
tekniginin, Ozellikle endiistriyel boyutta tek bagina uygulanmasi ekonomik
degildir. Bu nedenle daha ucuz fakat aym: zamanda spesifitest yliksek ayirma
tekniklerinin gelistirilmesi igin yogun aragtirmalar yapilmaktadir.

Bu c¢ahsma  kapsaminda  degerlendirilen  metal-selat  afinite
kromatografisinde  klasik biyoafinite kromatografisine alternatif olarak
biyoligandlarin yerine oldukga kararh ligandlar (iminodiasetikasit, EDTA, vb) ve
bunlara selat formda takilmis metal iyonlan kullamilmaktadir. Metal-gelat afinite
kromatografisinde temel ayirma o6zelligi proteinlerin 6zellikle gecis metal
iyonlarina olan yiiksek ilgisidir. Cok sayida gegis metal iyonu (6zellikle nikel,
¢inko ve bakir) histidin, sistein ve triptofan gibi protein zincirindeki aminoasitlere
baglanabilirler. Histidin, sistein ve triptofan gibi aminoasitlerin metal iyonlan ile
selat etkilesimi ilk kez Porath tarafindan tamimlanmistir. Daha sonra bu alanda ¢ok
sayida c¢alisma gerceklestirilerek degisik biyomolekiillerin  saflagtiriimasi
bagarilmistir. Bu yOntemin en Onemli avantaji ligandlarin ucuz ve kararh

olmalandir.



1.1. BIYOAFINITE TEKNOLOJIiSi

1.1.1. Biyoafinite Kromatografisi

Biyoafinite kromatografisi, biyomolekiillerin (enzimler, proteinler,
hormonlar, niikleik asitler vb.) ayrilmasi, saflastirilmas1 ve tanimlanmalar i¢in
oldukga etkili bir ayirma yontemidir. Bu yontemde spesifik tamimay1 saglayan
ligand, bir destek materyaline (genellikle membran ya da kiire formundaki
polimerik materyale) immobilize edilir. Ligand olarak; enzimler, koenzimler,
kofaktérler, antibadiler, aminoasitler, oligopeptidler, oligoniikleikasitler ve
niikkleik asitlerin de (DNA, RNA) bulundugu ¢ok sayida biyofonksiyonel
molekiiller kullanilabilir (Chase 1988 ve Denizli 1995). Ligandin kovalent olarak
baglandigi kat1 destek, kromatografik kolonda sabit faz olarak kullamilir.

Biyoafinite kromatografisinin sematik gosterimi Sekil 1.1°de verilmistir.

CDesnrpsy o

Sekil 1.1. Biyoafinite kromatografisinin sematik gosterimi



Ayrlacak olan biyomolekiilii iceren ham kansim kolondan gegirilir,
belirlenen deneysel kosullarda immobilize olan afinite ligand:1 ile etkilesime
girecek uygun gruplan bulunmayan molekiiller kolondan alikonmadan ¢ikarlar,
afinitesi olanlar ise kolonda adsorplanirlar. Daha sonra adsorplanan biyomolekiil
ortam kosullan degistirilerek (pH, iyonik siddet, sicaklik degisimi veya iire,
guanidin gibi aynistirict ajanlar ile) veya ligandin ¢6zeltisi kullamlarak kolondan
ayrilirlar. Ligand ile saflagtirilan biyomolekiil arasinda kompleks olusumu, iyonik
etkilesim, hidrofobik kuvvetler, London dispersiyon kuvveti, dipol dipol
etkilesimi veya yiik-transfer etkilesimleri gibi genel molekiiler kuvvetler ile
gergeklesir. Bu kuvvetlerden birkacinin aym zamanda gergeklesmesi biyospesifik
bagin seciciligi ve etkinligini olusturan en temel etmendir (Scopes 1982; Scouten
1981; Gribnan 1982; Chaiken 1983 ve Sundaram 1978).

1.1.2. Metal Selat Afinite Kromatografisi

Bir ¢ok protein ve peptidin agir metal iyonlarina afinitesi oldugu uzun
zamandir bilinmektedir. Immobilize Metal Iyon Afinite Kromatografisi (IMAK)’
nin baslangici, Helfferich’ in kiigiik molekiillerin “ligand degisim kromatografisi”
ni 6ne siirdiigi 1961’¢ kadar uzanabilmektedir. Bu teknigin temeli ve
uygulamalari, Davankov ve Semechkin tarafindan etraflica gézden gegirilmistir
(Davankov ve ark. 1977). Makromolekiiller i¢in bir afinite ligand olan
iminodiasetatin kullamimi, Porath ve arkadaglan tarafindan 1975°den sonra
geligtirildi. Daha sonra Porath, ligand degisimini de icine alan metal selat
etkilesim kromatografisinin biitiin sekillerini kapsayan “immobilize metal iyon
afinitesi” terimini ortaya koydu (Porath 1975 ve 1983). Porath, bir protein
molekiiliiniin, metal iyon afinite etkilesimleri ile metal iyonlarina baglanarak,
saflastirilabildigini gézlemledi. Kati bir destek tizerine metal iyonunu immobilize
etmek icin selatlayict bir ajamin kullammi, protein-metal etkilesimlerinin
serbestlik derecesini azaltir. Bu kisitlama, proteinlerin zengin saflastiriimas: ve
aynimasma olanak sagladig gibi, denaturasyonu azaltabilir ve aktivitesini devam

ettirebilir.



Metal afinite ile protein adsorpsiyonunda triptofanin indol, sisteinin tiyol
ve histidinin imidazol grubu gibi ortaya ¢ikan elektron verici amino asit
kalintilari, immobilize metalin baglanmasina katkida bulunurlar. Biyopolimerlere

ligandin baglanmasi, metal selasyonunun yanisira elektrostatik, hidrofobik ve Van
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der Wall’s etkilesimlerinj de icermektedir.

Sekil 1.2. IDA Metal-Protein Kompleksi. Immobilize bir Cu™ iyonuna bagli bir proteinin
histidin kalmtismm sematik gosterimi. Metal, kati bir destege bagli IDA ile selat
olusturuyor.

IMAK’ de proteinlerin adsorpsiyonu, protein yiizeyindeki elektron verici
gruplar1 ile immobilize bir metal iyonu arasindaki koordinasyon olusumuna
dayanir. Sekil 1.2. Afinite destege selatlanmg bir metale proteinin baglanmasim
gostermektedir. Cogunlukla kullanilan metaller, Lewis asitleri olarak
diistiniilebilen ve elektron ¢ifti kabul eden Cu(Il), Ni(I), Zn(II), Co(II), Fe(II),
gibi gecis metal iyonlandir. Kromatografik destege baglanan selat olusturucu
bilesiklerde bulunan (N, S, O) gibi elektron verici gruplar, ortamda bulunan
koordinasyon baglarinin sayisina bagl olarak, iki disli, ii¢ digli vb olabilen metal
selatlar1 olusturarak, metal iyonlan ile koordinasyon bagi yapabilirler. Geride
kalan metal koordinasyon bdlgeleri normalde su molekiilleri tarafindan iggal
edilir. Daha sonra proteinden gelen uygun elektron verici gruplar ile yer
degistirebilir. Bazi amino asitler, 6zellikle yan zincirlerindeki elektron verici
atomlarindan dolay1r baglanma i¢in uygundurlar. Glu, His, Arg, Lys, Asp, Tyr,
Cys ve Met gibi ¢ogu kalintilarin baglanmaya katilabilmesine ragmen, IMAK’ de



proteinin gergekte alitkonmas: histidil kalintilarinin varligi temeline dayanir. Trp,
Phe ve Tyr gibi aromatik yan zincire sahip amino asitlerde, eger disar1 uzanabilen
histidil kalintilarina yakin iseler onlarda baglanmaya katkida bulunabilir (Porath
1988; Arnold 1991 ve Sulkowski 1989).

IMAK desteklerine protein adsorpsiyonu, histidin kalintilarindaki imidazol
azotunun, ndtral veya hafif bazik ortamlarda protone olmadigi pH’larda
gerceklesir. Genellikle relativ olarak spesifik olmayan elektrostatik etkilesimleri
indirgemek i¢in 0.1-1.0 M NaCl ihtiva eden yiiksek iyonik siddetli tamponlar
kullanilir. Hedef proteinin elusyonu ortamin protonlanmasi, ligand degisimi veya
EDTA gibi giicli bir selat olusturucuyla metal iyonunun uzaklastirilmasi
yontemleri ile yapilir. Hedef protein elusyonu i¢in diisiirillen pH gradientleri veya
disiik pH’l1 elusyon tamponlar1 kullanilir. Diisiik pH’ya hassas proteinler igin
notral pH civarinda imidazol ile ligand degisimi daha uygundur. Bu durumda
imidazolun protonlanarak meydana getirdigi pH diismesinden sakinmak igin
IMAK kolonlan kromatografik ayirmalarda énce imidazol ile doyurulur ve
dengeye getirilir (Sulkowski 1996 ab). EDTA gibi gii¢lii selat olusturucu
ajanlarin kullanilmasi da bagl proteinlerin elusyonunu saglar; fakat bu durumda
sorbentin baglama etkisi tahrip edildigi i¢in, bir dahaki ayirmadan 6nce matriks
tekrar selat olusturucu iyon ile yiiklenmelidir.

Afinite kromatografisinde, geleneksel metotlarla karsilagtirildiginda,
IMAK pek ¢ok avantaja sahiptir (Porath 1983). Farkli metal iyonlan, selat
olusturucu ligand {lizerine immobilize edilebilir ve daha giiglii selat yapan bagka
bir ajan ile ortamdan uzaklastirilabilir. Metal baglama 6zellik kaybini minimum
diizeyde tutmak igin, selat olusturucu jel sabitlestirilmelidir. Ozel ayirma
metotlari, uygun metal se¢imi ile ¢aligilabilir ve protein ile ligand arasinda farkli
adsorpsiyon Ozellikleri, selat olusturucu liganda farkli metal iyonlarinin
immobilize edilmesiyle basarilabilir. Cogu durumda proteinler, IMAK
kolonlarindan elue edildikten sonra bile hala aktivitelerine sahiptirler (Porath
1983). Bir ¢6zelti aym zamanda, iginde metal iyonlari olmayan bir IMAK
kolonundan gegirildiginde ¢ozelti, icindeki metal iyonlarinin uzaklastiriimasiyla
sterilize edilebilir. Bu basamak, bakterilerce ihtiyag duyulan metal besinlerinin

uzaklastiriimasiyla bakteriyel kontaminasyon riskini dnler.



Sekil 1.3. Metal selat afinite desteklerine protein baglanmasinin gosterimi.
a. Protein yiizeyindeki histidin gruplar ile metal-gelat etkilesimi
b .Proteinin C veya N terminaline ilave edilen His-etiketi ile metal-selat etkilesimi



1.1.3. Serbest Cozeltide ve immobilize Formdaki Protein-Metal Etkilesimleri

Serbest ¢ozeltideki protein-metal iyonu etkilesimlerinde gbz Oniinde
bulundurulacak olan birkag faktor vardir (Williams 1971). Karboksil, imidazol ve
siilfidril gibi yan zincir gruplan, terminal amino ve karboksil gruplarina metal
iyonu baglamada daha etkindir. Ligand gruplan iizerindeki yiikler, metal iyonu ile
baglanma afinitesine etki eder. Metal iyonlar i¢in baglanma sabitleri pH nin
diigmesiyle azalir, ¢iinkii: -NH», -§” ve -COO" gibi ligandlara baglanmak igin
protonlar, metal iyonlariyla yarigmaya baglarlar. Protonlanmis amino gruplar
tizerindeki pozitif yik, pozitif yikli metal iyonlarimt uzaklastirir, ayrica
karboksilat ve siilfir gruplarinin protonlanmasi, metal iyonlarina olan gekici giicii
yok eder.

Cozeltideki dogal bir proteinin tgiincil yapisi, protein tizerindeki
fonksiyonel ligandlanin bir metal iyonuna yaklagmasim engeller. Proteinler pek
¢ok ligand gruplarina sahip olmasina ragmen, ancak bir veya iki metal iyonu
onlara baglanabilir. Bazen bir metal iyonu sadece bir grup tarafindan tutulabilir.
Belirli proteinlerde aktif merkez olarak isimlendirilen bazi ligand gruplari, bir
metal iyonu ile yapilan selat olusturmada diizenleyici rol oynar. Diger
proteinlerde ligand vericiler, o kadar iyi diizenlenmeyebilir ve metal iyonu iki
farkli grup arasinda tutunabilir. Bir metal iyonuna elektronlarini verebilen
herhangi bir grup, bunu bir proteine de yapabilir; bundan dolay1, metal iyonlariyla
proteinler arasindaki yarigma ¢ok énemlidir. Sonug olarak, immobilize bir metale

protein baglanmasi pH ve iyonik siddete baghdir.

1.1.4. IMAK’da Peptit ve Proteinlerin Adsorpsiyon ve Desorpsiyon

Mekanizmalari

Afinite kromatografisinde, proteinlerin ayrilmasi nicel olarak, proteinlerin
sivi afinite ekstraksiyonuna benzer sekilde, cesitli katkilarin toplami olarak

tanimlanabilir:

In K = In Kejektrostatik + 1N Kigrofitik + In Kyonformasyon 10 Kiigand (1.1)



Burada indisler, elektrostatik, hidrofilik/hidrofobik yiizey etkilesimleri ve
protein ligand etkilesimleriyle olusan konformasyon degisimlerini gosterir.

Spesifik metal iyon-protein koordinasyon kompleksleri olusumunda,
elektrostatik, hidrofobik ve yiik-transfer etkilerinin yaminda, metal-iyon protein
etkilesimleri de etkin olabilir. Proteinlerin baglanmasi, bu elektronca zengin
amino asitlerin, metal komplekslerindeki zayif koordine olmus su ile yer
degistirmesi sonucu gergeklesir. Metal, bu amino asitlere elektron verebilir veya
bunlardan elektron alabilir. Bir protein, sabit bir matriks ile selat olugturmug bir
metalle etkilestirildiginde, koordinasyon baglarni ve ¢ok noktalt baglanma
yapabilir. Bu baglanma, yiuksek tuz derigimlerinde segimlidir. Cinkii yiksek
iyonik giic, elektrostatik etkilesimlerin olasithigmi azaltir (Smith ve ark. 1988).

Adsorpstyon-desorpsiyon iglemleri, protonlama, iyonik siddet degisimi,
ligand degisimi veya selat olusumunu engelleyerek gergeklestirilebilir.
Protonlama, elusyon i¢in yaygin bir prosediirdiir. Protein yiizeyindeki elektron
verici grubun protonlanmasi, koordinasyonu tersine ¢evirerek proteinin
ayrilmasim saglar.

Bakir, ¢inko, kobalt veya nikel gibi simir Lewis asitleri kullamldiginda,
adsorpsiyon, yitksek tuz derisiminde gergeklesir. Adsorpsiyon kapasitesi ve
secimliligi tampondaki tuz derigimi arttikga artar. Tuz derigimini azaltmak, baz1
proteinler i¢in desorpsiyona neden olabilir. Elektrolitlerin tutunma tizerindeki
etkisi, metal iyonlarimin solvate olmug su molekiillerine ilgisiyle baglantilidir.
Metal iyonlariyla su molekiilleri arasindaki ¢ekim giiciiniin, tuz tarafindan
zayiflatilmasi, adsorpsiyon prosesini kolaylastirir. Iyonik siddet arttikga
adsorpsiyon segiciligi arttifina gore, proteinlerin kismi ve segimli elusyonu,

eluentteki tuz derigsimini azaltarak gergeklestirilebilmelidir.
1.1.4.1. pH Etkisi

Adsorpsiyon/desorpsiyon  basamagi  biitiin  afinite  kromatografisi
proseslerinin  kalbidir. Proteinlerin IMAK jeline adsorpsiyonu, protein

yiizeyindeki elektron verici gruplarin, protonlarim kismen kaybettikleri bir pH’ da
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gerceklesir. Protein adsorpsiyonu genellikle zayif bazik bir pH’ da yapilir.
Spesifik olmayan elektrostatik etkilesimleri azaltmak i¢in, pH tamponuna bir tuz

katilir. Fosfat ve asetat tamponlan yaygin olarak kullanilir. “Reaksiyon” soyle

gosterilebilir:

yiiksek pH (~7-8)

-
<— Lg
<

D-L-Me™ + XP S-L-Me™"-XP
diisiik pH (~4-6)

Burada D destegi, L ligandi, Me"™ immobilize metal iyonu ve X, P
proteininin aktif yan gurubunu sembolize eder.

pH, alikonma ve elusyon proseslerinde karmagik bir rol oynar, ¢iinkii:
Tampon bilesenlerinin niikleofilik davramigim, ¢oziicillerin elektron alici-verici
ozelliklerini ve metallerin kararliligim etkiler. Histidin veya sistein segiciliginin
pH 6-8 aralifinda yiksek olmasindan dolay:, bu gruplan tastyan proteinlerin
adsorpsiyonu bu pH araliginda gergeklesir. Bazik bir pH degerinde, amino
gruplarniyla koordinasyon gergeklesir; boylece adsorpsiyon daha etkin fakat daha

az secimli olur.
1.1.4.2. Tuz Etkisi

Proteinlerin yitksek pH (7 veya 8) ve yiiksek tuz derigsiminde koordine
veya kovalent baglanmaya dayali adsorpsiyonunun karakteristikleri IMAK’yi
iyon degisim kromatografisinden farkh kilar. IMAK bazi yonlerden hidrofobik
etkilesim kromatografisine benzer, ¢linkii, simr metalleriyle protein adsorpsiyonu,
ortama tuz katilmasiyla artar. El-Rassi ve Horvath proteinlerin ¢iplak ve metal
bagli IDA-silika kolonlarindaki tutunma davramgini gesitli amonyum silfat
derisimlerinde, 25 mM fosfat tamponu kullanarak izokratik elusyon ile
incelemislerdir. Veriler, biyopolimerlerin elektrostatik ve
hidrofobik etkilesim kromatografisinde tutunma verilerini ¢6ziimlemek igin

kullanilan agagidaki ifadeye uymustur.
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log k'=A + Blog m + Cm (1.2)

Burada k’ tutunma (retention) fakt6érii, m tuz molalitesi ve a da sistemin
karakteristik bir parametresidir. B ve C ise, sirasiyla, elektrostatik ve hidrofobik
parametrelerdir.

Verilerin denklem (1.2) ye uymasi IMAK’ deki hidrofobik ve elektrostatik
faktorlerin etkilesmesi hakkinda fikir vericidir.

Tutunma, elektron verici amino asitin, sabit faza bagli metalle yakin
temasa gegmesi durumunda gergeklesir. Bu temas: saglamak igin protein hareketli
fazin digina zorlamr; bunun i¢in, kendisi metalle kompleks olugturmayan
kozmotropik tuzlar kullamlir. Pek g¢ok aragtirmaci, yiisek kozmotropik tuz
derisiminde, ¢iplak IDA kolonlarinda protein alitkonmastnin, spesifik olmayan
etkilesimlerin (kismen hidrofobik etkilesmeler) roliinii gosterdiini gozlemistir
(Sulkowski 1985). Tuzlar, proteinleri sulu ¢ozeltilerinden ¢oktiirme yeteneklerine
gore bir lyotropic veya Hofmeister serisi seklinde diizenlenebilir (Porath ve
ark.1986 ve 1989): |

fosfatlar < silfatlar < asetatlar, floriirler < kloriirler < bromiirler, perklorirler,

nitratlar < tiyosiyaniirler

A

v

kozmotropik notral kaotropik

sodyum < magnezyum < kalsiyum, baryum < manganez, nikel

Hidrofobik etkilesmeler, yalnizca proteinin kararliligina katkida bulunmaz,
aym zamanda kromatografik matriks yiizeyine adsorpsiyonu destekler.
Kozmotropik tuz-destekli adsorpsiyon; proteinin, ¢ozeltilerinden matriks yiizeyine

dogru hareket ettirilmeye zorlanmasiyla meydana gelir. IMAK de, siv1 faz ¢ok
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dogru hareket ettirilmeye zorlanmasiyla meydana gelir. IMAK de, sivi faz ¢ok
hidrofilik tuzlarla yiiklendiginde, immobilize metal iyonlarn ile kaplanmis
hidrofobik oOzellikli polimerik veya silika matrikslerine yakin bolgeler,
proteinlerce zenginlesir. Eger tutturulmus ligandlar yeterince esnek ise, o zaman
bunlar protein molekiiliinde bulunan catlak ve yariklara girebilirler. Sonug olarak
kisa diizeyli ¢ekici kuvvetler etkili olur. Adsorpsiyon, proteinin elektron verici
amino asit gruplannin, metalin koordinasyon kiiresinin dis tarafina yaklagmasiyla
olusur. Bu olusum yiik transferini ve metalin bag kuvvetlerinin etkinlik

kazanmasin saglar.
1.1.4.3. Yarismah Ajanlar

Se¢ici desorpsiyon yapmanin diger yaygin bir metodu, protein tizerindeki
adsorpsiyon bolgelerine, immobilize edilmis metalden daha yiiksek afiniteye
sahip bazi maddeleri, yiiriitiicli faza ilave etmek veya adsorpsiyon bolgelerine
proteinler ile yarismali bir sekilde baglanan maddeler kullanmaktir. Nétral pH ve
diisiik konsantrasyonlarda (50mM) imidozol veya histidin iceren segici gradientin
kullanilmasi, baglanmis proteinlerle yerinden ¢ikarmak i¢in etkin bir metottur.

Immobilize proteinlerin elusyonundaki son c¢are, immobilize éelat
olusturmus metal komplekslerini diigiik pH larda bozmak yada histidin eklemek
veya EDTA gibi gii¢lii bir selatlayici ajan eklemektir. Selatlar olugturmug metalin
ortama salinmasi proteinleri elue eder, fakat kolon subsratinin etkinligini tahrip

eder ve eluentdeki proteini denature edebilir.
1.1.5. Protein Saflastirilmasinda IMAK Uygulamalar

IMAK genetik olarak diizenlenmis proteinlerin saflastiriimasinda etkindir.
Simith ve arkadaslari, rekombinant peptit zinciri sonunda bulunacak olan ve
baglanma i¢in immobilize metal iyonu tercih edecek olan spesifik metal selatli
peptit kabulii temeline dayanan gelath peptid-immobilize metal iyonu afinite
kromatografisi  gelistirmiglerdir (SP-IMAK) (Smith 1988). Rekombinant
peptitlerin Co®*, Ni** ve Cu** yiiklii IDA-IMAK kolonlarina kars1 yiiksek afinite
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gosterdiklerini saptamislardir. $elat olusturcu peptit, ilgili proteini selat olusturucu
peptidi igeren, birbirinin igine dagilmig bir proteinin, NH, terminal ucuna
klonlanabilir. Daha sonra selat olusturucu peptit, ayirma teknikleri kullamlarak
ortamdan uzaklastinilabilir. Bu c¢alismanin 6nemi, tercih edilen baglanma
bolgesinin, saflastirmay: kolaylastirmak igin birbirinin iginde bulunan bir protein
ile birlesebilirligini gosterebilmektir. Bir peptit olan insiilinin 6n maddesi, bu
teknik kullanilarak saflagtirilmaktadir. Bu 6n madde, diger histidin kalintilarim da
icerir fakat, onlar peptitin primer yapisi i¢indeki konumlar1 dolayistyla,
immobilize metale baglanmada kiigiik bir paya sahiptirler.

Histidin aminoasiti modifiye proteinler ile, metal iyonu arasindaki
baglanmanin azalmasi, IMAK’ daki protein baglanmasinda histidinin 6nemli
roliinii gosteriyor. Bu sonuglar, protein ile metal arasindaki etkilesimde, histidinin
baskin bir rol oynadigina dair Porath’ 1n yaptigi ilk gézlemleri desteklemektedir.
Al-Mashiki ve arkadaslanida, peynir suyundan gelen immunoglobulin ve
laktoferrinin ayrilmasinda benzer gekilde modifiye edilmis histidin guruplarim
IMAK’ a uyguladilar. Histidinin, immobilize metal i¢in &nemli bir baglanma
bolgesi olarak bulunmasina ragmen, DEP-Ig’ nin kii¢lik bir miktarinin kolona
adsorbe oldugu bulundu. Bu sonug, immobilize metal ile diger aminoasitlerin
(biiyiik olasilikla sistein) etkilesimi ileri siirmektedir.

IMAK adsorbentlerinin protein adsorplama kapasiteleri genellikle, kiigiik
ivon adsorplama kapasitelerinden oldukga kii¢iiktiir. Bu durumun, adsorpsiyon
merkezleri ile, proteinler arasindaki sterik etkilerden kaynaklandigi gériilmektedir.
Hutchens ve arkadaslanmin sonuglari, bazi ligandlarin, proteinlerin
biiyiikliigiinden dolay: kullamilamaz olabilecegini gdstermektedir (Porath 1990).
Wong, en yiksek yiikleme oraninda, her bir lizozim, miyoglobin ve
kimotripsinojen molekiillerinin sirasiyla 5, 9 ve 11 IMAK merkezini kapladigim
bulmustur (Wong 1990).
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1.1.6. IMAK’ 1 Baz1 Avantajlan
1.1.6.1.Denatiirasyon ve Renatiirasyon Durumunda IMAK Kullanimi

Bugiin pek¢ok rekombinant proteinler, E. Coli de genetik olarak iiretilen
heterolog genlerin hiicre igi ekspresyonu ile tretilir. Hiicre i¢inde toplanan
rekombinant proteinler sik sik hatali katlanmig proteinlerin ¢oziinmez agregatlan
formunda depolanirlar. Saf, biyolojik olarak aktif proteinlerin iiretimi, klasik
olarak diyaliz veya diliisyon gibi kiigiik etkinligi olan teknikleri birlestiren
denatiirasyon ve renatiirasyon iglemlerini igermektedir. IMAK guanidin-HCI veya
denatiire edici iire konsantrasyonlan varliginda histidin igaretli proteinleri etkili
olarak ayirabilme avantajina sahiptir. Ilaveten ardarda gelen histidinler ile afinite
olusturma, tek IMAK basamaginda etkin bir saflastirma ve renatiirasyonu
miimkiin kilar. Gata-1 protein (Apezteguia 1994), Mycobacterium tuberculosus
antijenleri (Collangeli 1998) ve iki farkli membran proteini denatiire edici sartlar
altinda saflastinlan histidin isaretli proteinlere 6rneklerdir. Bu proteinler halen
kat1 destege bagliyken katropik ajan konsantrasyonu diisiiriilmesiyle, biyolojik
olarak aktif formu olan renatire formlarinda IMAK kolonlarindan elue

edilmislerdir.
1.1.7. IMAK’ in Bazi Dezavantajlan
1.1.7.1.Kolon icinde olmasi muhtemel redoks tepkimeleri

Ozellikle His, Lys, Cys, Pro, Arg ve Met gibi amino asitler, cesitli
proteinlere zarar verebilen yiiksek oranda reaktif radikal molekiiller lireten metal-
katalizli oksidasyon reaksiyonlarina karsit hassastirlar (Krishnamurty 1995).
Dikkat edilmelidir ki, Cu(Il) iyonlar1 gibi metal selatlar, proteinlerin belirli
bélgelerinin ayriimasinda kullanilabilir. Proteinlerin temel yapilarinin bozulmasi
ve amino asit yan zincirlerinin tahribi ¢ok da siirpriz degildir ve kromatografi

stiresince provoke edilir. Boyle bir durumda, Zn(II) gibi daha az aktif bir metal
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iyonunun, Cu(Il) gibi yliksek redoks-aktif bir iyon ile yer degistirmesi protein
tahribatim Snleyebilir veya en azindan minimize edebilir (Krishnamurty 1995).
Rutin IMAK ayirmalarinin ¢ogu, 6mek veya tamponda ¢oziinen oksijenden dolayi
aerobik ortamda yani hafifce oksidatif sartlarda yiiriitiiliir. IMAK kolonunda metal
katalizli reaksiyonlar veya reaktif oksijen tiirevinin proteinler iizerindeki
potansiyel tahribati bugiline kadar yeterince calisttmamugtir. Hidrojen peroksit,
askorbat veya 6zellikle bu kombinasyonun ikisi birlikte eliisyon tamponuna ilave
edildigi zaman, Cu(lI) -IDA kolonlarinda protein aktivitesinde 6nemli bir kayip
g6zlendi ( Krishnamurty 1995). Bu olay, Fenton reaksiyonu,

(Mn" + H,0, ——»OH + OH + Mn®™"") ile iiretilen hidroksil radikalleri
reaksiyonlarina atfedildi. Kisa model peptidler ile yapilan deneyler, histidinin bu
tiir reaksiyon tipleri ile c¢abucak etkilestigini gostermistir (Khossravi 1998).
Bundan dolayi, gergek IMAK kolonlarinda oksidatif radikallerin olusturdugu bir
potansiyel zarar mevcuttur. Ozellikle hidroperoksi bilesikler ile kontamine olan
Tween 80 veya Triton X-100 gibi ¢ogunlukla kullanilan deterjanlar ile yapilan
eliiyonlarda, protein tahrip olur. Disiik kolon temas siiresi ve siiper akis
matrikslerinin kullanilmas: boyle durumlarda tercih edilir. IMAK denatiire edici
sartlarda kullamldiginda, viriis ile enfekte edilen bir hayvan hiicresi igindeki virlis
partikiillerini ¢6zmek i¢in kullamlan tamponlara ve aym zamanda disiilfid bagh
agregatlarin  olugumunu Onlemek igin kromatografi siiresince genellikle B-
mercaptoethanol (B-ME) veya dithiotreitol (DTT) gibi indirgeyici ajanlar ilave
edilir (Leo ve ark. 1996).

1.1.7.2. Metal Toksisitesi

Her IMAK kolonunda metal iyonlari sizmasi, elusyonun tarzina ve
selatlayici ajanin tiiriine bagli olarak meydana gelir. Ni-NTA veya TALON gibi
dort disli selatlayici ajanlar, ii¢ dislilere nazaran daha wistiindiir. Ni-NTA sizmast 1
ppm gibi ¢ok kii¢iik bir degerdedir. Bunun yaninda Ni-NTA agarozu kullanma,
His6-isaretli restriiksivon endontikleaz Eco-RV ‘i 1 molii basmna 2 mol Ni(II)

kontaminasyonunu gostermektedir (Ball ve ark. 2000).
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Ni(Il) bilesiklerinin kanserojen oldugu diisiiniilmektedir. Bu etki heniiz
kesinlesmemesine ragmen, bazi1 molekiiler modeller Ni(II)’ nin, hiicre
cekirdegindeki histonlar ile etkilestigini ve DNA tahribatina neden oldugunu ileri
stirmektedir. Insan H4 histonlarinin N-terminal bolgesini taklit eden sentetik
oligopeptitlerin analizi, histidinin bir metal baglayic1 bolge olarak hareket ettigini
teyit etmekte ve bir ihtimal bunun da Ni(Il) toksisitesinden kaynaklandif
diistiniilmektedir. (Zoroddu ve ark. 2000).

1.2. PROTEINLER

Proteinler biitiin canli varliklarin en 6nemli ve hiicrelerin de en bol
bulunan organik bilesikleridir. Biitiin biyolojik olaylarda hayati gorevleri vardir.
Fonksiyonu ve biyolojik aktivitesi ne olursa olsun biitiin proteinler 20 standart
amino asitten meydana gelmistir (Voet 1999). Amino asitlerin gercek bir biyolojik
aktivitesi olmamasina ragmen polipeptit zincirlerine yap: tasi olarak girdikten
sonra olusturduklar1 proteinlerin bir kismi enzim aktivitesine, bir kism: hormon
aktivitesine, bir kismu antikor aktivitesine, diger bir kismu ise yapisal fonksiyon
gormek lizere 6zellesmistir. Bu kadar ¢esitli 6devler goren proteinleri birbirinden
ayiran yapidaki amino asit dizilimindeki farktir.

Proteinler, Cizelge 1.1.” de verilen 20 amino asitin farkl siralanmasi ve bir
zincir tizerinde, kondensazyon polimerizasyonu ile birlesmesiyle olusurlar. Bir
amino asit molekiilii ayn1 karbon atomuna bagli amino (NH3), karboksil (COOH),
alkil (R) grubu ve H atomundan ibaret olup, genel yapisi Sekil 1.4.°de

gosterilmigtir.

H
NH,—C— COOH

R(Yan Zincir)

Sekil 1.4. Amino asitlerin genel yapisi
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Proteinleri olugturmak tizere amino asit molekiilleri birinin amino grubuyla
(-NHy) digerinin karboksil grubu (-COOH) arasinda bir molekiil su ¢ikist ile
yurityen kovalent bag kurulmasiyla birlesir. Olusan bag peptit bag1 olarak
tanimlandigindan protein molekiilleri polipeptit zincirler olarak da amilir.

Amino asitler peptid baglariyla birlesip, bir ucunda serbest -NH, ve diger
ucunda serbest -COOH grubu olan bir polipeptid zinciri olugur ve bu zincir yapisi
icinde disiilfid capraz baglanmalart da bulunur. Yiizlerce amino asidin
olusturdugu protein molekiiliiniinii sulu ¢6zelti iginde uzunca tek bir zincir halinde
kalmast miimkiin degildir. Amino asitlerin yan gruplart ve polipeptid zinciri
omurgas: iizerindeki polar bolgeler arasinda bir takim etkilesmelerin olacagi
muhakkaktir. Pauling ve Corey bir ¢ok polipeptid konformasyonunu, molekiiler
modellerini yaparak degerlendirdiler. 1951°de bu galigmalarina dayanarak iki tip
periyodik polipeptid omurga yapisi ileri siirdiiler: a-heliks ve B tabakali yapi. a-
heliks, cubugumsu bir yapidir. Sikica sarilmig polipeptid omurgast ¢ubudun i¢
kismim teskil ederken, R gruplari da bir sarmal diizeninde disariya dogru
uzanirlar. o-heliks, zincir omurgas tizerindeki NH ve CO gruplari arasinda olugan
hidrojen baglar ile stabilize edilirler. Her bir amino asidin —CO grubu, siralanista
kendisinden 4 kalinti sonra gelen amino asidin NH grubuna hidrojen bagiyla

baglanir.

Cizelge 1.1. 20 amino asitin ii¢ ve tek harfli adlandirilmasi

AMINO ASIT UC HARFLI KISALTMA TEK HARFLi KISALTMA
Alanin Ala A
Arjinin Arg R
Asparajin Asn N
Aspartik asit Asp D
Sistein Cys C
Glutamin Gln Q
Glutamik asit Glu E
Glisin Gly G
Histidin His H
fzolozin Ile I
Losin Leu L
Lisin Lys K
Methionin Met M
Fenilalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Triptofan Trp w
Tirozin Tyr Y
Valin Val \Y%
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alfa heliks

Sekil 1.5. Alfa-heliks yapi

Bu sekilde protein omurgasinda bulunan biitiin CO ve NH gruplan
hidrojen baglar: olusturabilir. Eger sariimay1 yukariya dogru diistiniirsek, birbirini
takip eden amino asitler arasinda 1,5 A° luk bir mesafe, 100”lik bir doniis
gozlenir. Sarmalin bir doniisii 3,6 adet amino aside karsihik geldigine gore
(360/100=3,6), aym zamanda bir doniisiin yiiksekligi 5,4 A° (1,5 x 3,6) olarak
bulunur. Sarmal sag el veya sol el yoniinde olabilirse de biitiin bilinen proteinlerde
o-heliks sag el yoniindedir (Keha 2000).

Aym yilda Pauling ve Corey, proteinlerde ikinci bir yapisal periyodik
motif kesfettiler ve ona da [ tabakal: yap1 adi verdiler (§ harfi a-heliksten sonra
ikinci yap1 olarak bulundugu i¢in kullamlmistir). B tabakali yapi, o-sarmalinin
cubuk yapisinin aksine tabaka halindedir. § tabakali yapida polipeptid zinciri o-
sarmalda oldugu gibi siki saritlmigs halde degil, tamamen uzamig yapidadir.
Birbirine komsu amino asitler arasindaki eksenel mesafe 3,5 A®dur. (a-sarmalda
1,5 A° idi). Bir diger fark da B tabakali yapinin farklh poli peptid zincirlerindeki
NH ve CO gruplann arasindaki hidrojen baglariyla stabilize edilmesidir. o-
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sarmalda ise hidrojen baglar1 aym zincir iizerindeki peptid gruplar arasmdadir
(Keha 2000).

f beta tabaka

Sekil 1.6. Beta tabakali yap:

Ugiincii tip periyodik motif de kollagen sarmalidir. Bu yap1 deri, kemik ve
eklemlerin baglica proteini olan kollagen’in yiiksek gerilme giiciinii saglayan
ozelligini verir. Bu yapida {i¢ polipeptid zinciri birbiri {izerine sarilmigtir. Her bir
zincirin sarmal motifi a-sarmalden tamamen farklidir. Bu yapiy: stabilize eden
hidrojen baglari, zincirlerin birisinin {izerindeki glisinin NH gruplariyla bir diger
zincir tizerindeki amino asitlerin CO gruplarn arasinda tesekkiil eder.

Proteinler, biyolojik fonksiyonlarin yerine getirebilmeleri i¢in gerekli olan
iic boyutlu sekillerini dort basamakta kazamirlar. Bu dort basamak primer,
sekonder, tersiyer ve kuaterner yapilar olarak isimlendirilirler. Bunlar belirli bir
yapidan daha ¢ok yapilanma g¢egidini ve sathasini ifade eder.

Primer yapi, basitge bir proteindeki amino asitlerin swalanisidir ve

proteinin omurgasimi olugturur. Bu yapi DNA’daki baz dizilisi tarafindan



sifrelenir ve protenin li¢ boyutlu aktif konformasyonunu belirleyen en &nemli
husustur.

Sekonder yapi lineer diziliste birbirine yakin amino asit yan zincirleri
arasindaki etkilesmeler sonucu meydana gelir. Bu etkilesimlerin bazilan periyodik
ve diizenli bir 6zelliktedir. Mesela a-heliks, B-tabakali yap: ve kollagen sarmali b
yapitya dahildir. Bir protein zincirinin bazi bolgelerinin maruz kaldigi bu
yapilanmay1 hidrojen baglar1 olustururken, amino asitlerinin R gruplarindan
kaynaklanan etkilesmeler de bu yapinin proteinin hangi bolgelerinde olacagim
belirler.

Tersiyer yapi, lineer diziligte birbirinden uzak noktalardaki amino asitler
arasindaki sterik etkilesmelerle ortaya g¢ikar. Bir protein zinciri igindeki kararli
katlanmalar sonucu, lineer diziliste birbirlerinden uzakta olan amino asit yan
zincirleri bir araya gelir ve proteinin aktif bélgesini de olusturur. Tersiyer yapida
belli bir diizenlilik ve periyodik sekil géze ¢arpmaz. Disiilfid bag1 bu yapiy1 daha
kararl: hale getirir.

Kuaterner yapiya ise, birden fazla polipeptid zincirine sahip oligomerik
proteinlerde rastlamr. Polipeptid alt birimleri, sekonder ve tersiyer yapilan

meydana getiren sterik etkilegmelerle olusan baglar vasitasiyla bir arada tutulur.

1.2.1. Proteinlerin Denatiirasyonu ve Renatiirasyonu

Proteinin {iglinciil yapisi, ¢evrenin etkisi (sicaklik, ¢esitli ajanlar, yabanci
yiizeyle temas vb.) ile tersinir veya tersinmez olarak degisebilir. Bu degisiklik
“denatiirasyon” olarak adlandirilir. Ugtinciil yapiy1 olusturan baz ikincil baglarin
kirllmas: sonucu tersinir degisimler go6zlenir. Bu tiir degisimde protein
fonksiyonunu kaybeder fakat ¢evrenin etkisi ortadan kalkinca yeniden orijinal ti¢
boyutlu yapiya doner (renatiirasyon) ve fonksiyon gdstermeye baglar. Cevrenin
etkisi siddetli ise polipeptit zinciri ikincil diizenini kaybederek katlanmamis
duruma ulasir. Omegin yumurtanin pisirilmesinde albliminin denatiirasyon ile kat1
hale ge¢mesinde oldugu gibi, bu tiir degisim tersinmezdir. Ancak bazi proteinlerin
(enzimlerin) bu durumdan renatiirasyon ile orijinal hallerine donebildikleri
belirlenmistir. Iki veya daha fazla polipeptit zincirinin yine ¢ok spesifik bir diizen

icinde bir araya geldikleri durumlarda s6z konusudur. Eger protein dérdiinciil
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yapiya sahipse, denatiirasyon sonucu protein alt birimleri birbirlerinden ayrilir ve
kuaterner yap1 bozulur. Denatiirasyon eger ilimli kosullarda gerceklesmis ise
renatiirasyon  ile fonksiyonlarimi geri kazanabilir. Ornegin, hemoglobin tuz
¢ozeltisi ile etkilestirilirse molekiil iki ayr1 alt birime ayrilir (denatiirasyon).
Diyaliz ile tuz ortamdan ¢ekildiginde ise iki alt birim bir araya gelir ve protein

tekrar fonksiyonel hale gelir (renatiirasyon) (Gé6ziikara 1990).

1.2.2. Proteinlerin Smiflandirilmasi

Proteinler farkli sekillerde siniflandirilabilir. Bu simflandirmalardan biri

yapilarina gore stniflandirmadir (Cizelge 1.2.). Yapilarina gére proteinler iki grup

altinda incelenir:

1. Basit Proteinler: Yapilan yalnizca proteinlerden olusmustur.

2. Konjuge Proteinler: Bagka molekiillerle kompleks yapmig proteinlerdir.

Cizelge 1.2. Yapilarina gore proteinlerin siniflandiriimasi.

Protein Yapisal Bilesenleri ve Ozellikleri Ornek

Basit Proteinler

Albuminler
Globulinler

Konjuge Proteinler
Niikleoproteinler

Glikoproteinler
Lipoproteinler
Fosfoproteinler
Kromoproteinler

Metalloproteinier

Suda ¢oziiniir
Suda ¢dziinmez, HCI' de ¢oziiniir

Niikleik asitlerle kompleks yapmig
proteinler

Karbohidratlarla kompleks yapmis
proteinler

Lipidlerle ester yapmis proteinler

Fosfatlarla ester yapmis

proteinler

Fe-porfirin ile kompleks yapmis
proteinler

Fe, Cu ve Zn ile kompleks yapmis
proteinler

Serum albumin
Serum globulini

kromozomlar
Mukupolisakkaritler
Serum Lipoprotein
Kazein

Sitokrom-c

Transferin
Seruloplazmin




1.2.2.1. Sitokrom-c¢

Mitokondri solunum zinciri bir ¢ok degisik tip sitokrom igerir.
Sitokromlar elektron tasiyan proteinler olup, hemoglobinin heme halkasina benzer
sekilde porfirin halkasina bagli demir atomu igerir. Sitokromlardaki demir

atomlar1 Fe™y1 Fe'”

ye geri doniigimlii olarak degistirebilen tek elektron
tastyicilandir.  Sitokrom-c, mitokondriden kolayca aynlabilen kiigiik bir
proteindir. Diger sitokromlar a, az, ¢; ve b ise mitokondrinin i¢ zarina yerlesmistir.

Sitokrom-c mitokondri i¢ zarindan kolaylikla izole edilebilen tek elektron
tastyic1 proteindir ve suda ¢oziinebilmesi saflagtirilmasi ile kristalizasyonunu
kolaylastirir. Bu sebeple sitokrom-c yapisi diger elektron tagiyici proteinlerden
¢ok daha iyi bilinmektedir.

Sitokrom-c yarigapt yaklasik olarak 34 A° olan kabaca kiiresel bir
proteindir. Sitokrom-c yapisi igindeki heme grubu hidrofobik yan zincirler

tarafindan sikica sanlmigtir. Heme grubu igindeki demir atomu methionin amino

asidindeki siilfiir atomuna ve histidin amino asidindeki azot atomuna baglidir.

H Hy
HsC /C._:C—C—
SH——Fe—N
N
CH, HC——N
HZC/ His
v Met

Sekil 1.7. Sitokrom-c’de heme grubu demir atomunun methionin silfiir ve histidin azot atomuna
baglanmasi

Heme grubunun cevresindeki bu hidrofobik karakter sitokrom-c’nin
indirgenme potansiyelini aymi heme grubunun sulu ¢ozelti i¢indeki indirgenme
potansiyelinden daha pozitif yapar. Yani sitokrom-c molekiiliindeki demir
atomunun dielektrik sabiti daha diisiiktiir ve enerji agisindan sitokrom-c
molekiiliinden elektron uzaklagtirmak sulu ortamdaki heme grubundan elektron

uzaklastirmaktan daha zordur.
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Sitokrom-c molekiilii ¢ok az o-sarmal yapiya sahiptir ve B-tabakal yap
icermez. Esas olarak polipeptit zincir heme grubu etrafinda katlanmustir.
Sitokrom-c molekiiliinin 1 ve 47°ci konumlar1 arasindaki kalintilar heme
grubunun histidin ile bag yaptig1 kisimda iken 48 ve 91°ci konumlan arasindaki
kalintilar methionin ile bag yaptig1 kisimda yer alir. 92 ile 104’iincii konumlar
arasindaki kalintilar ise heme grubunun arkasinda histidin ile bag yaptig1 kisimda

bulunur.

Sekil 1.8. Sitokrom-c yapis1

Sitokrom-c daha 6ncede deginildigi gibi elektron transferinde rol alan bir
proteindir ve sitokrom rediiktaz kompleksinden sitokrom oksidaz’a elektron tagir.
Sitokrom-c  bu elektron transferini tlizerindeki yiiklii kalintilar sayesinde
gergeklestirir. Sitokrom-¢ yiizeyi pozitif yiiklii gruplara sahiptir ve sitokrom
rediiktaz ve oksidazin ise negatif yiiklii gruplara sahiptir. Boylece elektrostatik

etkilesimler sayesinde sitokrom-c elektron transferini gerceklestirir.



IMAK ile protein saflastinlmasinda ana nokta, metal-protein baglarinin
degisik proteinlerle farklilik gostermesidir. Bu sebeple bir protein karisimindan
belirli bir proteinin saflagtirilabilmesi igin proteinin enaz bir tane farkli gruba
sahip olmas1 gerekir. Cizelge 1.3.°de farkli sayida histidin artigina sahip
proteinlerin farkli metallerle etkilesimleri verilmistir. Cizelgeden goriildiigii gibi
yapisinda tek histidin igeren bir protein sadece Cu(Il) metaline afinite gosterirken,
histidin sayis1 arttiginda Ni(Il), Zn(II) ve Co(Il) metallerinede afinite
gostermektedir. Cizelgede (+) bag yapabilme ozelligini (-) ise bag yapamama

ozelligini gostermektedir.

Cizelge 1.3. Histidin-Metal Etkilesim Ozellikleri

HISTIDIN Cu(1l) Ni(ID) Zn(1I) Co(1D)
-His- + - - -
-His-X,-His- n>3 + + - -
-His-X -His- n=2,3 + + + +
-His-His- + + + +

Bir diger 6nemli nokta ise selatlayici grup ile bag yapacak amino asidin,
protein yiizeyinde yer almasidir. Cizelge 1.4.’de tuna baligi, at ve maya’ya ait
sitokrom-c proteinlerinin aminoasit dizilimleri verilmistir. Tuna balif, at ve maya
sitokrom-c’leri farkli konumlarda ve farklh sayida histidin icermektedir. Fakat
goriildiigii gibi tuna baliginda koordinasyona katilabilecek yiizey histidini
bulunmazken, at’a ait sitokrom-c’de 33 numarali konumda bir adet, maya’da ise
33 ve 39 numarali konumda iki adet ylizey histidini bulunmaktadir. Diger

histidinler protein yiizeyinde yer almadig) i¢in koordinasyon yapamaz .



Cizelge 1.4. Tuna bahgy, at ve maya sitokrom-c’lerinin amino asit dizilimleri

Tuna baligi

At

Maya

10

GDVAKGKKTF
GQAEGYSYTD
IFAGI KKKGE

GDVEKGKKIF
GQAPGFTYTD

IFAGIKKKTE

GSAKKGATLF
GQAEGYSYTD
AFGGLKKEKD

20

VQKCAQCHTV
ANKSKGIVWN
RQDLVAYLKS

VQKCAQCHTV
ANKNKGITWK
REDLIAYLKK

KTRCLQCHTV
ANIKKNVLWD
RNDLITYLLKK

30

ENGGKHKVGP
ENTLMEYLEN
ATS

EKGGKHKTGP
EETLMEYLEN
ATNE

EKGGPHKVGP
ENNMSEYLTN
ACE

40

NLWGLFGRKT
PKKYIPGKTM

NLHGLFGRKT
PKKYIPGTKM

NLHGIFGRHS
PKKYIPGTKM

1.3. POLIMERLER
1.3.1. Polimer Tanimi

Polimerler en basit tanimiyla, ¢cok sayida ayni1 ve farkl: atomlarin kimyasal
baglar, az veya ¢ok diizenli bir bi¢imde baglanarak olusturdugu uzun zincirli,
bagka bir deyisle yiiksek molekiil agirhkli bilesiklerdir. Polimerler dogal veya
sentetik olabilir. Sentetik polimerler genellikle, ¢ok sayida tekrarlanan ‘mer’ ya da
‘monomer’ denilen basit Birimlerden olusur. Polimer zinciri tizerinde dizili
atomlarin hepsi ayni tiirden ise bu polimer ‘homozincir’, farkli atomlar ise

‘heterozincir’ polimerler olarak adlandinlirlar.
1.3.2. Polimer Sentezi

Polimerlerin sentezi; zincir ve kondenzasyon polimerizasyonu olmak iizere
baslica iki grupta incelenebilir. Bu iki yontem agagida 6nemli 6zelliklen ile kisaca
verilmistir.

1.3.2.1. Zincir Polimerizasyonu

Bu yontemde monomerler dogrudan birbirlerine katilarak makromolekiil

zinciri olugturur. Bu tiirde, genellikle doymamis baglar igeren etilen, stiren, vinil
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kloriir vb. dien veya vinil monomerlerinin polimerizasyonu s6z konusudur. Zincir
polimerizasyonu serbest radikaller, iyonlar (katyon veya anyon) veya
koordinasyon kompleks sistemler tizerinden yiiriiyebilir. Zincir polimerizasyon
yonteminin en énemli 6zelligi, polimer zincirinin ¢ok kisa siirede (0.1 saniye gibi)
yiiksek molekiil agirligima (10°-107 gibi) ulasmasidir. Reaksiyonun baglamasindan
cok kisa bir siire sonra dahi, ortamda ¢ok az fakat ¢ok yiiksek molekiil agirhikli
polimer ve ¢ok sayida monomer vardir. Zamanin ilerlemesiyle monomer polimer

déniigtimii artar, ancak olusan polimer zincirlerinin boyu degismez.
1.3.2.2. Kondenzasyon Polimerizasyonu

Benzer veya farkli yapidaki fonksiyonel monomerlerden kiigiik bir
molekiil ¢ikis ile elde edilirler. “OH’’, °"COOH”’, °NH,’’ vb. gibi fonksiyonel
gruplardan en az iki tane tasiyan monomerler esterlesme, amitlesme vb.
reaksiyonlarla genellikle H,O, NHj3;, CO,, N, vb. kiigiik molekiiller ¢ikararak
kondenzasyon polimerlerini olustururlar.

Kondenzasyon polimerizasyonu basamakli polimerizasyon olarak da
adlandirilir. Clinkii bu tiir polimerizasyonda, 6nce monomerler birlegir ve dimerler
olusur, monomerler dimerle birlegir trimerler olusur ve béylece adim adim olusan
zincirin boyu uzar. Bu 0zellik kondenzasyon ve zincir polimerizasyonlar
arasindaki en 6nemli farktir. Bu tiirde, her uzunluktaki polimer zinciri, reaksiyon
stiresince, ayni olasilikta boyunu wuzatarak bilylir. Polimerizasyonun
baslatilmasindan bir siire sonra 6megin; ortalama molekiil agirhig: yaklagik
10.000°e ulasinca, ortamdaki monomerlerin tamamina yakin bir boélimii
reaksiyona girmistir. Ancak polimerizasyonun sonuna dogru polimer zinciri son

boylarina ulasilabilir.
1.3.3. Polimerizasyon Islemleri
Polimerizasyon islemleri 4 ana grup altinda incelenebilir.

¢ Yi1gn Polimerizasyonu

e (Cozelti Polimerizasyonu



¢ Siispansiyon Polimerizasyonu

¢ Emiilsiyon Polimerizasyonu

Bu dort yontem ticari polimerlerin {retiminde kullanilmaktadir.
Kondenzasyon polimerizasyonlari genellikle yigin ve c¢ozelti islemleri ile
gergeklestirilir. Iyonik ve koordinasyon kompleks polimerizasyonlar ise,
baslaticilar sulu ortamda etkilerini kaybettikleri i¢in sadece yigin ve ¢ozelti

prosesleri ile tretilirler.
1.3.3.1. Yi1gin Polimerizasyonu

Monomerlerin dogrudan dogruya veya pek az katki maddesi ile
polimerizasyonuna dayanir. Kondenzasyon polimerizasyonuna ugratilan
monomerler genellikle bu yontemle polimerlestirilir. Yabanci maddelerin
polimerizasyon ortamina girme olasihigi diisik oldugundan polimerik (iiriiniin

ayrilmasi kolaydir.
1.3.3.2. Cozelti Polimerizasyonu

Polimerizasyona ugrayan monomer, reaksiyonlara katilmayan bir ¢éziicii
icinde polimerlestirilirse yi1gin polimerizasyonunun bir ¢ok sakincasi 6nlenmis
olur. Coziicli, polimerizasyon ortamim seyrelttigi i¢in viskozite diiser, karigtirma

kolaylasir ve daha etkin bir 1s1 transferi saglanmis olur.
1.3.3.3. Siispansiyon Polimerizasyonu

Bu islemde monomer uygun bir dagitma ortaminda siispansiyon haline
getirilir. Dagitma ortami genellikle sudur. Baslatici monomer damlaciklarn iginde
¢oziiliir. Ortam siirekli olarak kanstinlarak siispansiyonun devamliligi saglanir.
Uygun bir sicaklik programi ile monomer damlaciklarimin kiiresel polimer
partikiilleri haline doniismesi saglamir. Siispansiyon polimerizasyonuyla 10

pum’den 10 mm’ye kadar ¢ok degisik boy aralifi ve dagiliminda polimer
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tiretilebilmektedir. Her monomer damlacigi baslatict igerir ve isitilinca
digerlerinden  bagimsiz  olarak  polimerlesir. Reaksiyon hizi  yigin
polimerizasyonuna gore daha hizhidir. Sonlanma ve =zincir transferi yavas
oldugundan, daha biiytik molekiil agirliklarina ulagilir. Yiin prosese gore en
Onemli avantaji, diisiik ortam viskozitesi ve iyi karigtirma nedeniyle sicaklik
kontrolunun miikemmel olmasidir. Dahas1 dagitma ortami olarak kullanilan su

ucuzdur ve yanma, patlama ve toksiklik gibi yan etkileri yoktur.

1.3.3.4. Emiilsiyon Polimerizasyonu

Emiilsiyon polimerizasyonu radikal zincir polimerizasyonlan i¢in dnemli
bir yontem saglar. Bunun i¢in suda ¢6ziinmeyen bir monomerin 6nce emiilsiyon
halinde  dagilmas:t  gerekir. Bu tlir  polimerizasyon  siispansiyon

polimerizasyonundan farklidir, polimerizasyon mekanizmasi biitiiniiyle degisiktir.



2. MATERYAL VE YONTEM
2.1.Materyal
2.1.1. Kullanilan Kimyasallar

Bu caligmada kullanilan histidin ve metakroilkloriir Sigma (St. Louis,
ABD) firmasindan, sitokrom-c, 2-Hidroksietilmetakrilat (HEMA) ve
etilenglikolmetakrilat (EGDMA) Fluka A.G.(Buchs, Isvigre) - firmasindan
saglananak kullanilmadan 6nce diisiikk basing altinda damitildi ve kullanilincaya
kadar 4°C’da muhafaza edildi. Benzoilperoksit (BPO) Fluka AG (Isvigre), poli
(vinilalkol) Aldrich Chem. Co. (ABD) firmasindan temin edildi. Kullailan
tamponlar; sodyum-fosfat tamponu Riedel-de Haen (Almanya), Hidroksimetil
aminometan hidroklorid (Tris-HCl) tamponu Merck AG (Darmstadt, Almanya),
morfolinoetan siilfonik asit (MES), morfolinopropan siilfonik asit (MOPS) ve
hidroksietilpiperazinetan siilfonik asit (HEPES) Sigma (St. Louis, ABD)
firmasindan temin edildi. Diger biitiin kimyasallar analitik saflikta olup, Merck
AG (Darmstadt, Almanya) ﬁrmasmdan saglanmustir. Adsorpsiyon deneylerinde
kullanilan su; GLF, 2001-4 {initesinde isleme tabi tutulduktan sonra Lablonco

90005-02 C sistemi kullamlarak saflagtiriimigtir.
2.1.2. Kullanmilan Cihazlar

Taramali Elektron Mikroskobu: Raster Electron Mikroscopy, Leitz-AMR-1000
Elementel Analiz: Leco, CHNS-932

FTIR Spektrometresi: FTIR 8000 Series

'H-NMR Spektroskopisi: JEOL GX-400, 300 MHz

UV-Vis Spektrometresi:UV-2101 PC, UV-Vis Scaning

Atamik Absorpsiyon Spektroskopisi: AAS-5AE, Carl Zeiss Technology



2.2. Yontem

2.2.1. Polimerik Mikrokiirelerin Hazirlanmasi
2.2.1.1. pHEMA Mikrokiirelerin Sentezi

pHEMA adsorbanler radikal stispansiyon teknigi (Denizli ve ark. 1995) ile
iiretilmigtir. Polimerizasyon, HEMA monomerin ¢6ziiniirliigiinii  azaltan
magnezyum oksit iceren sulu dispersiyon ortaminda gergeklestirilmistir. HEMA
monomer fazi, EGDMA ve a-G azobisizobiitironitril (AIBN) igeren dispersiyon
ortamina (500 mL hacimli ¢ift boyunlu balon igerisine) ilave edilmigtir. 100-150
um cap araligindaki kiiresel adsorbanlan tiretmek i¢cin HEMA-EDGMA orani,
monomer faz/dispersiyon faz orani, EGDMA ve AIBN miktarlari ve karigtirma
hizi, sirasiyla, 1:3 (v:v), 1:10 (v:v), 0.33 (mol EGDMA/mol HEMA), 0.0015 (mol
AIBN/mol HEMA) ve 600 rpm degerinde tutulmustur. Polimerizasyon 3 saat
70°C’da ve 1 saat 90°C’da siirdiiriilmiistiir. Daha sonra adsorbanlar siiziilerek

polimerizasyon ortamindan ayrilmistir.
2.2.1.2. 2-Metakriloamidohistidin Monomerinin Sentezi

2-Metakriloamidohistidin monomerinin sentezi i¢in uygulanan yontemde;
5.0 g histidin metilester ve 0.2 g hidrokinon 100 mL diklorometan igerisinde
coziilmiigtiir. Cozelti 0°C’a sogutulmustur. Cozeltiye 12.74 g trietilamin ilave
edilmistir. 5.0 mL metakroilkloriir yavasca bu ¢dzeltinin tistiine dokiilmustiir. Bu
¢ozelti azot atmosferi altinda, magnetik karistiric1 ile 2 saat oda sicakliginda
kanstinlmigtir. Kimyasal reaksiyonun sonunda, metakroilkloriiriin fazlas:
%10’luk NaOH ile ekstrakte edilmistir. Sulu faz, déner buharlastiricida

uzaklastirilmis ve kalan kisim etanolde ¢6ziilmiistiir.
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2.2.1.3. p(HEMA-co-MAH) Mikrokiirelerin Hazirlanmasi

Komonomerler; 2-hidroksimetakrilat (HEMA) ve metakriloamidohistidin
(MAH), baglatic1 benzoilperoksit (BPO) ve stabilizér poli(vinilalkol) kullamlarak,
stispansiyon polimerizasyon teknigi ile polimerlestirilmistir. Toluen, gézenek
yapici EGDMA ise ¢apraz baglayici olarak kullamilmustir. Cizelge 2.1°de 50-63
pm boy dagilimina sahip kopolimer mikrokiirelerin polimerizasyon ortamini
vermektedir. Polimerizasyon reaksiyonu tamamlandiktan sonra, ¢ziiniir
bilesenler; polimerin su ve etanol ile yikanmastyla, polimerden uzaklastirilmigtir.
Sekil 2.1 polimerik mikrokiirelerin hazirlanmasi sirasinda kullamlan diizenegin

sematik gosterimidir.

Kangtinet

Azot gazi
Silikon kapak

Monomerier

Sabit Sicaklik
Banyosu

Sicakiik Kontrol Unitesi

Sekil 2.1. p(HEMA-co-MAH) mikrokiirelerin hazirlanmasinda kullanilan polimerizasyon sistemi.
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Cizelge 2.1. 50-63 pum. boyutunda ve %65 sisme oranma sahip p(HEMA-co-MAH)

mikrokiirelerinin hazirlanmasi i¢in polimerizasyon sartlar1.

Sulu Dispersivon Fazi Organik Faz
- 50 ml. damitik su - 5-75 mg MAH
-0.2 gPVAL -4.0 mL HEMA

- 8.0 mL EGDMA

- 12 mL toluene

Polimerizasyon Sartlar -0.1g BPO
- Reakt6r hacmi: 100 mL

- Karigtirma hizi: 600 rpm
- Sicaklik ve stire: 11k 4 saat igin 65°C ve sonra 2 saat icin 90°C

2.2.2. p(HEMA-co-MAH) Mikrokiirelerin Karakterizasyonu

2.2.2.1. Yiizey Alam Ol¢iimii

p(HEMA-co-MAH) mikrokiirelerinin spesifik ylizey alam BET cihazi
kullanilarak belirlenmistir. p(HEMA-co-MAH) mikrokiirelerinin ortalama boy ve
boy dagilimi Tyler Standart elekleri kullanilarak belirlenmistir.

2.2.2.2. Sisme Testi

p(HEMA-co-MAH) mikrokiirelerinin su tutma orani, deiyonize su
kullanilarak belirlenmistir. Bunun i¢in, baslangigta kuru olan mikrokiireler,
tartildiktan sonra, 50 ml damitik su iceren izotermal su banyosuna aktariimustir.
25°C sicakliktaki su banyosunda 2 saat bekletildikten sonra, mikrokiireler sudan
alinmis ve siizge¢ kagidi kullanilarak kurulanmis ve tartilmistir. Kuru ve 1slak
mikrokiirelerin agirlik oranlar kaydedilmigtir. p(HEMA-co-MAH) mikrokiirelerin
su tutma oram asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmistir. W, ve W,

mikrokiirelerin su tutmadan onceki ve sonraki agirliklaridir

Sisme oranm1 % = [(Ws— W5)/ Wo] x 100 2.1
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2.2.2.3. Yiizey Morfolojisi

Polimerik mikrokiirelerin kesit yapisi ve yiizey morfolojisi taramah
elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak belirlenmistir. Ornekler analiz edilmeden
once 25°C’da havada kurutulmustur. Kuru mikrokiireler 6rnek haznesine
yerlestirilmis ve altin ile kaplandiktan sonra taramali mikroskop ile (Raster

Electron Mikroscopy, Leitz-AMR-1000, Germany) goriintiileri alinmistir.

2.2.2.4. Elementel Analiz

Sentezlenen p(HEMA-co-MAH) mikrokiirelerin, MAH igeriginin
belirlenmesi i¢in, elementel analiz cihazi kullamlmistir. Elementel analiz
verilerinin belirlenmesinde asagida verilen yontem izlenmistir. Polimerik
mikrokiireler (1mg) elementel analiz cihazinin (Leco, CHNS-932, ABD)
aluminyum hiicresine yerlestirilerek + 0,0001 g duyarlilikla tartilmigtir. Polimerik
Omek cihaza koyularak yakma islemi sonucunda 6rnegin karbon, hidrojen, oksijen

ve azot analizi yapilmistir.

2.2.2.5. FTIR Analizi

MAH monomerinin ve p(HEMA-co-MAH) mikrokiirelerin FTIR
spektrumlari, FTIR spektrometresi (FTIR 8000 Series, Shimadzu, Japan)
kullamlarak elde edilmistir. Yaklasik 0.1 g kuru mikrokiireler 0.1 g KBr ile

karistirilmus, tablet hazirlanmis ve FTIR spektrumu ¢ekilmistir.

2.2.2.6. NMR Analizi

MAH monomerinin NMR spektrumu, CDClj; igerisinde, JEOL GX-400 300 MHz
NMR cihaz kullanilarak elde edilmistir. Kimyasal kaymalar (8) ppm cinsinden

CDClI; referans alinarak rapor edilmistir.



2.2.3. Adsorpsiyon-Desorpsiyon Calismalar
2.2.3.1. Polimerik Mikrokiirelere Cu(II) Adsorpsiyonu

Sulu ¢ozeltilerden, agir metal adsorpsiyonu kesikli sistemde ¢aligilmigtir.
Adsorpsiyon hizina ve kapasitesine; baslangic agir metal iyon derigiminin ve
pH’1n etkisi incelenmistir. 25 mL degisik miktarlarda (5-750 mg/L) Cu(ll) i¢eren
sulu ¢ozeltiler polimerik mikrokiireler ile karigtirilarak adsorpsiyon ortami olan 50
mL’lik cam beherlere aktarilmistir. Siispansiyonlar istenen pH aralifina 0.1 M
NaOH ve 0.1 M HNO; ¢ozeltileri kullanilarak ayarlanmistir. Metal iyonunun
takilmasinin tamamlanmas: igin denge adsorpsiyon siiresi boyunca adsorpsiyon
ortami bir manyetik kanigtiric1 aracilifiyla 600 devir/dakika hizda kanstinlmstir.
Denge adsorpsiyon siiresi yapilan &n g¢ahigmalar sonucunda 2 saat olarak
belirlenmigtir. Bu siire sonunda c¢ozeltiden alinan Orneklerden polimerik
mikrokiireler santrifiijlenerek ayrilmis ve kalan ¢ozeltideki Cu(Il) iyonu grafit
fiinl1 atomik absorpsiyon spektrometresi ile tayin edilmistir. (AAS SEA, Carl
Zeiss Technology, Zeiss Analytical Systems, Almanya). Birim kiitle basina,
mikrokiirelere adsorplanan metal iyonunun miktarinin hesaplanmasinda asagidaki

esitlik kullamilmgtir.

Q=[(CeC)xV]/m (2.2)

Bu esitlikte Q, birim polimer mikrokiire basina adsorplanan metal iyon
miktarii (mg/g), C, ve C sulu g¢6zeltideki metal iyonunun baslangic ve son
derigim degerlerini (mg/L), V sulu ¢6zeltinin hacmi (mL) ve m ise kullamlan
mikrokiirelerin kiitlesini (g) vermektedir. Sonuglar {i¢ kez tekrarlanan adsorpsiyon

islemlerinin ortalamas: seklinde verilmistir.

2.2.3.2. Cu(Il) Takili Polimerik Mikrokiirelere Sulu Cozeltiden Sitokrom-c

Adsorpsiyonu

p(HEMA-co-MAH)/Cu(Il) mikrokiireler 10 mL’lik sitokrom-c ¢ozeltisi
ile 3 saat 150 rpm’de kangtinlarak etkilestirilmistir. Sitokrom-c adsorpsiyon



deneylerinde Cu(ll) takilmasinin ve miktarinin, baslangi¢ sitokrom-c derisiminin,
ortam pH’1nin, tampon tiirliniin ve iyonik siddetin, sitokrom-c adsorpsiyon hizi ve
kapasitesi lizerine etkileri incelenmistir. Tamponun adsorpsiyon kapasitesine
etkisini gbzlemlemek icin adsorpsiyon ¢aligmalari MOPS, MES, HEPES, Tris-Cl
ve fosfat tamponlari kullamlarak yapilmistir. Baslangi¢ sitokrom-c¢ derisimi 35
pmol/L’dir. Sitokrom-c derisiminin adsorpsiyon iizerine etkilerini belirlemek i¢in,
derisim aralifi 5-50 pmol/L arasinda degistirilmistir. Sitokrom-c adsorpsiyonu
{izerine pH’1n etkisini incelemek i¢in pH aralifn 7.0-12 arasinda degistirilmistir.
Sitokrom-c derisimi 417 nm’de UV spektrofotometresi (UV-2101 PC, UV-VIS
Scanning Spektrofotometer, Japonya) kullanilarak 6l¢iilmiis ve sonuglar ii¢ kez
tekrarlanan Olgiimlerin ortalamasi seklinde verilmistir. Adsorplanan sitokrom-c

miktar1 derisim farki belirlenerek hesaplanmaigtir.

2.2.3.3. Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik

Sitokrom-c desorpsiyonu igin 0.1 M EDTA, desorpsiyon ajani olarak
kullanilmugtir.  Sitokrom-c adsorplamis polimerik mikrokiireler desorpsiyon
ortaminda, oda sicakliginda 4 saat 600 rpm hizinda karistirnlmistir. Desorpsiyon

orami asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmustir.

Desorpsiyon ortamina salinan sitoktom-c
Desorpsiyon(%o) = x100 (2.3)
Adsorplanan sitokrom-c

p(HEMA-co-MAH)/Cu(ll) mikrokiirelerin tekrar kullamilabilirliginin
belirlenebilmesi i¢in aynt adsorbentle adsorpsiyon-desorpsiyon dongiisii 5 kez
tekrarlanmugtir. Her desorpsiyon islemi sonrasinda, p(HEMA-co-MAH)/Cu(II)

mikrokiireleri, rejenerasyon ve sterilizasyon i¢in 50 mM NaOH ile yitkanmustir.



3. BULGULAR
3.1. Polimerik Mikrokiirelerin Karakterizasyonu
3.1.1. Yiizey Alant Ol¢iimii

Radikal siispansiyon polimerizasyonu teknigi ile elde edilen ¢apraz bagli
50-63 pum c¢apinda, kiiresel p(HEMA-co-MAH) mikrokiirelerin SEM fotografi
Sekil 3.1°de gorilmektedir. p(HEMA-co-MAH) partikiillerinin spesifik yiizey
alani 17.6 m?/g’dir. Polimerik yaprya MAH ilavesi gozenekliligi ve i¢ ylizey
alanim arttirmaktadir. Elde edilen bu bulgular SEM fotograflan tarafindan da

desteklenmektedir.

3.1.2. Sigsme Testi

p(HEMA-co-MAH) partikiilleri ¢capraz-bagli, hidrofilik matrikslerdir. Sulu
ortamda ¢6ziinmez, fakat ¢apraz-bag derecesine ve matriksin hidrofilitesine bagh
olarak siserler. Bu calismada, Tablo 2.1°de polimerizasyon sartlari verilen
partikiillerin denge sisme degerleri % 65°dir. pHEMA (% 55) ile
karsilagtirildiginda, p(HEMA-coMAH) partikiillerinin sisme degeri artmistir. Bu
sonucu iki sekilde agiklamak miimkiinddr. Oncelikle yapiya 2-
metakriloamidohistidinin (MAH) ilavesiyle polimer zincirindeki hidrofilik
fonksiyonel grup sayisinin artmasi (6zellikle imidazol grubu), matriksin daha ¢ok
su molekiilii ile etkilesmesine neden olur. Bilindigi gibi histidin polar bir
aminoasittir (Voet ve ark. 1999). Ayrica pseudospesifik ve/veya metal
komplekslestirici ligand MAH sonug¢ polimerin molekiil agirligim azaltarak su
molekiillerinin polimer zinciri igerisine daha kolay girmesini saglar. Bu
mikrokiireler ¢apraz bagli yapiya sahip olduklarindan sert ve dayamklhidirlar.
Dolayisiyla endiistriyel amagli protein saflagtirma proseslerinde dolgulu kolon

uygulamalari i¢in uygundurlar.
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3.1.3. Yiizey Morfolojisi

p(HEMA-co-MAH) mikrokiirelerin yiizey morfolojisi ve kesit yapilan
taramali elektron mikroskobu (SEM) kullamlarak incelenmistir. Sekil 3.1.A'da
goriildiigii gibi radikalik siispansiyon polimerizasyonu sonucunda elde edilen
polimerik yapilar kiiresel forma ve diizgiin bir yiizeye sahiptirler. Sekil 3.1.B'deki
fotograf polimerik yapinin i¢ kisminin incelenebilmesi igin mikrokiire kirilarak
almmigtir. Mikrokiirenin i¢ yapisindaki mikrog6zeneklerin varligl agikga
goriilmektedir. Mikrokiire yiizeyinin diizgiin bir yapiya sahip olmamas: yiizey
alanimi artiran bir faktordiir. Bu durum polimerik mikrokiirelerin pratik
uygulamalarn i¢in bir avantaj olusturmaktadir. Yapidaki mikrog6zenekler
polimerik yapinin yiiksek i¢ ylizey alanina sahip olmasina neden olurlar. Sonugta
kiitle aktarimini1 zorlagtiran yiizey ve diflizyon direngleri azalmakta ve Kkiitle
aktarimi nispeten kolaylagmaktadir. PHEMA mikrokiirelerin yiizey ve yigin
yapilarin1 gosteren SEM fotograflan ise Sekil 3.2'de verilmistir. Gorildugi gibi
mikrokiireler kiiresel ve diizgiin yiizey 0Ozelliklerine sahiptirler. PHEMA
mikrokiirelerin daha siki bir yapiya sahip oldugu ve gozenek icermedigi de not

edilmesi gereken bir unsurdur.



(B)
Sekil 3.1. p(HEMA-co-MAH) mikrokiirelerin SEM fotograflar
{A) Yiizey (B) Kesit Alam
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Sekil 3.2. pHEMA mikrokiirelerin optik fotografi

3.1.4. Elementel Analiz

Sunulan tez kapsaminda bes farkli miktarda MAH igeren p(HEMA-co-
MAH) mikrokiireler hazirlanmistir. MAH takilma oranimin bulunmas: igin
elementel analiz yontemi kullamlmagstir. Azot sitokiyometrisi kullamlarak MAH
takilma oram 2.36-35.38 pmol/g polimer olarak bulundu. HEMA grubu azot
icermedigi i¢in elementel analiz yontemi ile belirlenen azot miktan sadece
polimer yapisi igindeki MAH grubundan gelmektedir. MAH takilma miktar
yaklasik %90 oraminda bulunmustur. Analiz sonucunda polimerizasyon ortamina
katilan MAH miktarimin artmasiyla takilan MAH miktarmin da arttigs
goriilmiistir. p(HEMA-co-MAH) mikrokiirelere ait elementel analiz verileri ve

yaptiya girme oranlar1 Cizelge 3.1°de verilmigtir.
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Cizelge 3.1. p(HEMA-co-MAH) mikrokiirelerin elemenel analiz verileri

MAH Miktar MAH Oran MAH Takilma Orani
(mg) (umol/g) (%)
5 2.36 97.5
10 4.72 98.7
25 11.79 99.0
40 18.87 99.2
75 35.38 99.1
3.1.4. FTIR Analizi

Sitokrom-c adsorpsiyonu i¢in 2-metakrilamidohistidin (MAH) komonomer
ve ligand olarak secilmistir. ilk olarak histidin ve metakroilkloriir kullamlarak
MAH komonomeri sentezlenmigtir. Ardindan radikalik  siispansiyon
polimerizasyonu ile MAH ve HEMA polimerlestirilerek p(HEMA-co-MAH)
mikrokiireler Uretilmigstir. Sentezlenen p(HEMA-co-MAH) mikrokiirelerinin
kimyasal yapis1 Sekil 3.3’de verilmigtir. Sekil 3.4°de MAH monomerinin FTIR

spektrumu verilmigtir. MAH monomerine ait karakteristik karbonil bandi 1724

cm~l'de, amid I ve amid II gerilme titresim bantlar1 1651 cm-! ve 1558 cm-1'de

goriilmektedir

Sekil 3.5’de p(HEMA-co-MAH) partikiillerinin FTIR spektrumlarinda
3586 cm™ civarinda karakteristik O-H titresim band: goriilmektedir. p(HEMA-co-
MAH) partikiillerinin FTIR spektrumu 1645cm™’de karakteristik karbonil,
1516cm™’de ise amid II titresim bandlarini icermektedir. Bu spektrumlar hedef

monomer-ligand ve polimerik yapinin sentezlendigini gostermektedir.

Swrdes LG LNGRY
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MAH monomerinin FTIR spektrumu
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Sekil 3.5, p(HEMA-co-MAH) mikrokiirelerin FTIR spektrumu
3.1.6. "H-NMR Analizi

MAH monomerinin kimyasal vapisimin  belirlenmesinde 'H-NMR
kullaniimistir MAH monomerinin  $ekil 3.6 ve $ekil 3.7'da verilen 'H-NMR
spektrumunda MAH vapisinda bulunan gruplara ait karakteristik  pikler
goriilmektedir. Bu karakteristik pikler: 'H-NMR (CDCl3): & 1.99 (t: 3H. J=7.08
Hz. CH;). 1.42 (m: 2H. CHa). 3.56 (t: 3H. -OCH;). 4.82-4.87 (m: 1H. metn),
3.26 (s: 1H. vinil H). 3.38 (s: 1H. vinil): 6.86 (d: 1H. J=7.4 Hz. NH). 7.82 (d: 111

j=8.4 Hz. NH). 6.86-7.52 (m: SH. aromatik) seklindedir.
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Sekil 3.6. MAH monomerinin 'H-NMR spektrumu
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Sekil 3.7. MAH monomerinin "H-NMR spektrumu (D,0 degisim)
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3.2. Polimerik Mikrokiirelere Cu(ll) Adsorpsiyonu

3.2.1. Cu(II) Baslangi¢ Derisiminin Etkisi

Sekil 3.8°de Cu(ll) baglanmasina Cu(ll) baslangi¢ derisiminin etkisi
verilmistir. Polimerin birim kiitlesi basina adsorplanan Cu(Il) miktari, Cu(Il)
baslangi¢ derigiminin artmas: ile artmaktadir. Bu artis 30 ppm degerine kadar
devam etmektedir. Daha yiikksek Cu(ll) derisim degerlerinde (6zellikle 50 ppm'in
izerinde) Cu(ll) iyonlarinin ¢6kme problemi s6z konusu oldugundan bu grup
deneylerde 50 ppm baslangic Cu(Il) derisim degerinin tizerinde ¢aligilmamigtir.
p(HEMA-co-MAH) mikrokiirelere maksimum Cu(Il) adsorpsiyonu 122.7 mg/g ve
MAH yiikleme oram 11.79 pmol/g 'dir. p(HEMA-co-MAH) mikrokiirelere Cu(ll)
baglanmast MAH yapisindaki imidazol halkasinda bulunan azot atomlar

lizerinden gergeklesmektedir

150

lOOJ

Q (mg/g polimer)

50 -

0 10 20 30 40 50 60
Baslangi¢ Cu(Il) iyon derigimi (mg/L)

Sekil 3.8. Polimerik mikrokiirelere adsorplanan Cu(1I) miktarmin Cu(Il) baslangi¢ derigimi ile
degisimi; MAH yiikleme orant: 11.79 pmol/g; pH : 5; T : 20°C
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3.2.2. Cu(Il) Adsorpsiyonuna pH Etkisi

Metal iyonlarmin ¢éziiniirliigii pH'a kuvvetle baghdir. Cu(Il) iyonlann pH
7.0 civarinda derisime de bagh olarak ¢bkmeye baglar. Bu nedenle, Cu(Il)
adsorpsiyon deneylerinde ortam pHh 3.0-6.5 araliginda degistirilmistir. Sekil
3.9°da p(HEMA-co-MAH) mikrokiirelere Cu(ll) adsorpsiyonuna pH'in etkisi
verilmigtir. Sekilden de goriildiigii gibi diisiik pH degerlerinde polimerik yapidaki
MAH gruplan ile Cu(ll) iyonlan arasindaki etkilesim oldukc¢a zayiftir. pH'm
artmas ile bu etkilesim siddeti artmakta ve pH 5.0-6.5 arasinda hemen hemen pek
degismemektedir. Muhtemelen polimerik yapidaki imidazol halkasindaki
fonksiyonel gruplar pH 5.0'un lizerinde iyonize olarak Cu(Il) iyonlan ile gelat
olusturmaktadirlar. p(HEMA-co-MAH) partikiillerinin Cu(Il) iyonlarin1 baglama
kapasitesi 122.7 mg/g (1,92 mmol/g)’dur. |
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Sekil 3.9. Polimerik mikrokiirelere adsorplanan Cu(Il) miktarinin pH ile degisimi; MAH yiikleme

orani: 11.79 umol/g; Baslangi¢ derisimi: 30 ppm; T : 20°C
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3.3. Cu(ll) Takah Polimerik Mikrokiirelere Sulu Cozeltiden Sitokrom-c

Adsorpsiyonu
3.3.1. Sitokrom-c¢ Adsorpsiyonuna Cu(II) Baslangi¢c Derisiminin Etkisi
p(HEMA-co-MAH) mikrokiirelere yiiklenen Cu(ll) baslangi¢ derigiminin
sitokrom-c adsorpsiyonuna etkisi Sekil 3.10°da verilmistir. Sekilden goriildiigii

gibi 10 ppm Cu(Il) yiikleme oraninda maksimum sitokrom-c adsorpsiyonu 4.21

mg/g olarak bulunmugtur.
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Sekil 3.10. Sitokrom-c adsorpsiyonuna Cu(II) baslangi¢ derisiminin etkisi; MAH ytikleme orani:
11.79 umol/g; pH : 10; Sodyum fosfat tamponu; T: 20°C

3.3.2. Sitokrom-c Baslangi¢ Derisiminin Etkisi

Sitokrom-c baglangi¢c derisiminin sitokrom-c adsorpsiyonuna etkisi Sekil
3.11°de verilmistir. Sekilden goruldiigi gibi Cu(ll) yiklenmis p(HEMA-co-
MAH) mikrokiirelere ¢ozeltideki sitokrom-c derisiminin artmasiyla birim polimer
kiitlesi basina adsorplanan sitokrom-c miktari, 30 pM/L'den diisiik derisimlerde

artmus, daha sonra bir denge degerine ulagmistir. Bu adsorpsiyon davranisinda
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beklenen bir durumdur. Derisimin artmast ile adsorpsiyon i¢in siiriicii kuvvet olan
derisim farki (DC) artmaktadir. Siriicti kuvvetin artmasi ile de adsorpsiyon
kapasitesinde artis  g6zlenmektedir. p(HEMA-co-MAH) mikrokiirelerin

maksimum sitokrom-c adsorpsiyon kapasitesi 4.81 mg/g'dir.
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Sekil 3.11. Sitokrom-c adsorpsiyonuna Sitokrom-c baglangi¢ deriminin etkisi; MAH yiikleme
orant: 11.79 pmoVg;, Cu(ll) yitkleme miktar:: 122.7 mg/g; pH : 10; Sodyum fosfat
tamponu; T : 20°C

3.3.3. Sitokrom-c Adsorpsiyonuna pH Etkisi

Sekil 3.12°de polimerik mikrokiirelere sitokrom-c adsorpsiyonuna pH'in
etkisi verilmistir. Bu grup deneylerde sodyum fosfat tampon sistemi
kullamlmigtir. Fosfat tamponu ile pH 7.0-12 araliinda (0.1 M) cahsilmistir.
p(HEMA-co-MAH) mikrokiirelere maksimum sitokrom-c adsorpsiyonu pH
10.0'da g6zlenmistir. Maksimum sitokrom-c adsorpsiyonu ise 2.34 mg/g'dir.
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Sekil 3.12. Sitokrom-c adsorpsiyonuna sodyum-fosfat tamponunda pH’in etkisi; MAH yiikleme
orant: 11.79 pmol/g; Cu(ll) yikkleme miktari: 122.7 mg/g; Sitokrom-c baslangig
derisimi: 0.065 mg/ml; T : 20°C

3.3.4. Sitokrom-c Adsorpsiyonuna Tampon Etkisi

Sekil 3.13de polimerik mikrokiirelere Sitokrom-c adsorpsiyonuna tampon
etkisi verilmistir. MOPS, MES, HEPES, Tris-Cl ve sodyum fosfat tamponlart
kullanilarak sitokrom-c adsorpsiyonu incelenmistir. 122.7 mg/g Cu(Il) yiiklenmig
p(HEMA-co-MAH) mikrokiirelere adsorplanan sitokrom-c miktar1 Tris-Cl
tamponu igin 0.416 mg/g, MES tamponu i¢in 0.832 mg/g, MOPS tamponu i¢in
1.144 mg/g, HEPES tamponu i¢in 1.248 mg/g ve sodyum-fosfat tamponu igin
1.456 mg/g bulunmugtur.
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Sekil 3.13. Sitokrom-c adsorpsiyonuna tampon etkisi; MAH yiikleme orani: 11.79 pmol/g; Cu(Il)
yiikleme miktari: 122.7 mg/g; Sitokrom-c baslangi¢ derigimi: 0.065 mg/ml; pH: 7; T:
20°C

3.3.5. Sitokrom-c Adsorpsiyonuna Iyonik Siddet Etkisi

Bu grup deneylerde Cu(ll) yiiklenmis p(HEMA-co-MAH) mikrokiirelere
sitokrom-c adsorpsiyonuna iyonik kuvvetin etkisi incelenmistir. Elde edilen
sonuglar Sekil 3.14.°de topluca sunulmustur. Sekilden de goriildiigii gibi, tuz
derisimi arttik¢ca sitokrom-c adsorpsiyon kapasitesi 0.1 M NaCl tuz derigimine
kadar biraz artig gostermis, bu degerden sonra ise adsorpsiyon kapasitesi 6nemli
oranda azalmigtir. Tuz derisimi 0.1 M degerinde iken sitokrom-c adsorpsiyonu

4.84 mg/g olarak bulunmustur.
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Sekil 3.14. Sitokrom-c¢ adsorpsiyonuna iyonik kuvvetin etkisi; MAH yiikleme oram 11.79

pmol/g; Cu(ll) yiikleme miktar:: 122.7 mg/g; Sitokrom-c baglangi¢c derisimi: 0.065
mg/ml; pH: 10; T : 20°C

3.4. Cu(ll) Takih Polimerik Mikrokiirelerden Sitokrom-c Desorpsiyon

Cahismalan

Sitokrom-c desorpsiyon deneyleri kesikli sisteminde incelenmigtir.
Sitokrom-c¢ adsorplannmis p(HEMA-co-MAH)-Cu(Il) mikrokiireler desorpsiyon
ortaminda 600 devir/dakika hizda 2 saat karistinlmigtir. Desorpsiyon ajani olarak
0.1 M EDTA ¢bzeltisi kullanilmigtir. Sitokrom-c desorpsiyon orant % 93.1°dir.
Bu degerin desorpsiyon ortami hacmi ve desorpsiyon siiresini arttirarak % 100
degerine ulagilabilecegi not edilmelidir. Desorpsiyon ajani p(HEMA-co-MAH)
mikrokiirelere adsorplanan Cu(Il) iyonlar ile selasyon yaparak, Cu(ll) iyonlarini
ortamdan uzaklastirir. Sonugta sitokrom-c molekiilleri ile selat formadaki Cu(ll)
iyonlar arasindaki etkilesim kuvvetleri azalacagindan sitokrom-c adsorbentten

ayrilarak desorpsiyon ortamina geger.

Bir afinite adsorbaninda aramilan ©nemli Ozelliklerden biri de, bu
malzemenin ayirma isleminde defalarca kullamlabilmesidir. Rejenerasyon veya

tekrar kullamilabilirlik olarak tamimlanan bu 6zellik sonucunda ayni adsorbent
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defalarca kullamlarak ayirma isleminin maliyeti 6nemli 6lgiide azaltilir. Cu(II)
yiklenmis p(HEMA-co-MAH) mikrokiirelerin  tekrar  kullanilabilirligini
incelemek amaciyla aym adsorbente 5 kez ardarda adsorpsiyon-desorpsiyon
islemin uygulanmustir (Sekil 3.15). Sterilizasyon amaciyla her adsorpsiyon-
desorpsiyon islemi sonrasi polimerik mikrokiireler 50 mM NaOH ¢6zeltisi ile
ardindan damitik su ve daha sonra dengeleme i¢in sodyum fosfat tamponu (pH
6.5) ile yikanmugtir. Her bir yikama islemi 30 dakika siirdiiriilmiistiir. Desorpsiyon
ve sterilizasyon iglemleri sirasinda polimerik yapidan MAH  sizmasi
gbzlenmemistir. 5 kez tekrarlanan adsorpsiyon-desorpsiyon islemleri sonrasinda

adsorpsiyon kapasitesinde kayda deger bir azalma g6zlenmemistir.
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Sekil 3.15. Polimerik mikrokiirelerin tekrar kullanilabilirlikleri; MAH yiikleme oram: 11.79

pmol/g; Cu(Il) yiikleme miktari: 122.7 mg/g; Sitokrom-c baslangi¢ derigimi: 0.065
mg/ml; T: 20°C.
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada p(HEMA-co-MAH) metal selat afinite adsorbentleri
hazirlanmis ve sitokrom-c adsorpsiyon 6zellikleri incelenmistir.

Sentezlenen p(HEMA-co-MAH) mikrokiireler ¢apraz bagli ve nispeten
hidrofilik yapida bir matrikstir. pHEMA ’nin denge su tutma kapasitesi % 55 iken
p(HEMA-co-MAH) mikrokiirelerin su tutma orami % 65 olarak bulunmustur.
p(HEMA-co-MAH) mikrokiirelerin ylizey morfolojisi ve kesit yapilari taramah
elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak incelenmistir. Polimerik yapilar kiiresel
forma ve diizgiin bir yiizeye sahiptirler. Polimerik yapimin i¢ kisminin incelene
bilmesi i¢in mikrokiireler kirilarak SEM fotograflari alinmigtir. Bu fotograflardan
goriilecegi gibi (Sekil 3.1.) mikrokiirenin i¢ yapisinda mikrogozenekler s6z
konusudur. Mikrokiire yiizeyinin gbzenekli bir yapiya sahip olmasi ylizey alanini
artiran bir faktordiir.

Uretilen p(HEMA-co-MAH) mikrokiirelerin 50-63 pum ¢ap araliginda
oldugu Tyler elek analizi yontemi ile bulunmustur. p(HEMA-co-MAH)
mikrokiirelerin spesifik ylizey alani Brunner Emmet Teller (BET) yontemi ile
17.6 m*/g olarak tayin edilmistir.

Polimerik yapidaki MAH oranmin tayini i¢cin p(HEMA-co-MAH)
mikrokiirelerin elementel analizleri alinmigtir. MAH igerigi, azot sitokiyometrisi
kullamlarak 2.36-35.38 pmol/g polimer araliginda  bulunmustur. MAH’1in
polimerik yapiya girme oramt % 90’ ilizerindedir. Analiz sonucunda
polimerizasyon ortamina katilan MAH miktarinin artmasiyla takilan MAH
miktarinin da arttig1 goriilmiistiir.

Polimerin birim kiitlesi basina selat olusturan Cu(Il) miktar1 Cu(Il)
baslangi¢ derigiminin artmasi ile artmaktadir. p(HEMA-co-MAH) mikrokiirelere
maksimum Cu(Il) adsorpsiyonu 11.79 pmol/g MAH yiikleme orani igin 122.7
umol/g’dir.

Cu(Il) adsorpsiyon deneylerinde ortam pH’t 3.0-6.5 araliginda
degistirilmistir. Diigitk pH degerlerinde polimerik yapidaki MAH gruplan ile
Cu(Il) iyonlann arasindaki etkilesim olduk¢a zayiftir. pH’in artmasi ile bu
etkilesim siddeti artmakta ve pH 5.0-6.5 arasinda hemen hemen pek

degismemektedir.



53

Sentezlenen p(HEMA-co-MAH) mikrokiirelere Cu(Il) yiiklenmesinin
ardindan  sitokrom-c  adsorpsiyon deneylerine gecilmistir.  Sentezlenen
mikrokiireler ile Cu(Il) metali ve sitokrom-c arasmdaki olas: etkilesimin sematik

gosterimi Sekil 4.1°de verilmistir.

H

C
H=- C_<\/| —CU~ ~HN\)— CH—

Sekil 4.1. p(HEMA-co-MAH) mikrokiireler ile sitokrom-c molekiilii arasindaki etkilesiminin

sematik gosterimi

p(HEMA-co-MAH) mikrokiirelere yiikklenen Cu(Il) baslangi¢ derigiminin
sitokrom-c adsorpsiyonuna etkisi incelenmis ve sonuglar Sekil 3.9°da verilmigtir.
Sekilden gorildiigii gibi 10 ppm Cu(Il) yiikleme oraninda maksimum sitokrom-c
adsorpsiyonu 4.21 mg/g olarak bulunmustur.

Cu(Il) takili p(HEMA-co-MAH) mikrokiirelerin sitokrom-c adsorpsiyon
kapasitesi 4.81 mg/g’dir. Adsorpsiyon kapasitesine pH etkisini gostermek icin
sodyum fosfat tampon sistemi kullanilmig ve pH 7.0-12.0 araliginda (0.1 M)
calistimigtir. Cu(Il) yiiklenmis p(HEMA-co-MAH) mikrokiirelere maksimum
sitokrom-c adsorpsiyonu pH 10°da 2.34 mg/g olarak bulunmustur.

Cu(ll) yiiklenmis p(HEMA-co-MAH) mikrokiirelere, sitokrom-c
adsorpsiyonuna tampon c¢ozelti etkisi incelenmistir. Hidroksimetil aminometan
hidrokloriir (Tris-HCI) tamponu igin adsorplanan sitokrom-c¢ miktar1 0.416 mg/g,
morfolinoetan siilfonik asit (MES) tamponu i¢in 0.832 mg/g, morfolinopropan
siilfonik asit (MOPS) tamponu i¢in 1.144 mg/g, hidroksietilpiperazinetan siilfonik
asit (HEPES) tamponu i¢in 1.248 mg/g ve sodyum-fosfat tampon sistemi igin ise
1.456 mg/g olarak bulunmustur.

Cu(ll) vyiklenmis p(HEMA-co-MAH) mikrokiirelere sitokrom-c

adsorpsiyonuna iyonik kuvvetin etkisi incelenmistir. Sekil 3.12°den de goriildiigii
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gibi, 0.1 M tuz derisiminde maksimum sitokrom-c adsorpsiyonu 4.84 mg/g olarak
bulunmustur.

Desorpsiyon ajani olarak 0.1 M EDTA ¢bozeltisi kullanilmis ve sitokrom-c
desorpsiyon orani % 93.1 olarak bulunmustur. Bu degerin desorpsiyon ortami
hacmi ve desorpsiyon siiresini arttirarak % 100 degerine ulasilabilecegi not

edilmelidir.
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