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Bu doktora tez cahismasinda hidrofobik etkilesim adsorbam olarak kullamilmak
iizere tetrafenilporfirin ligand1 iceren bir polimerik adsorban hazirlanmus ve bu
adsorbana bovin serum albumin (BSA) adsorpsiyonu incelenmistir. Adsorbana
tetrafenilporfirin ligand: katabilmek icin polimerlesebilecek yapiya sahip 5-(4-
metakrilamidofenil)-10,15,20-trifenilporfirin 3 asamada sentezlenmis ve adsorban 5-(4-
metakrilamidofenil)-10,15,20-trifenilporfirin (%1), akrilamid (%39) ve
etilenglikoldimetakrilat (%60) monomerlerinden siispansiyon polimerizasyon teknigi
kullanilarak hazirlanmistir.

Bovin serum albuminin bu adsorbana adsorpsiyonu proteinin baslangic
derisiminin, pH’1n, iyonik kuvvetin ve tuz tiiriiniin fonksiyonu olarak arastinlmistir. Bu
adsorbanin bovin serum albumine karsi ¢ok yiiksek adsorpsiyon kapasitesine (q,) ve
diisiik ayrisma sabitine (K,) sahip oldugu goriilmiistiir; 6rnegin 1,0 M Ik Na,SO, ve
tamponlanmis c¢ozeltilerde pH 4,0 de g,, 775 mg BSA/g-adsorban ve K, 1,21x10” mg/ml
ve pH 7,0 de q,, 625 mg BSA/g-adsorban ve K, 0,170 mg/ml olarak bulunmustur. Ayrca
¢ozeltinin iyonik kuvveti arttik¢a adsorplanan BSA miktar artmistir. Adsorbamin
yiiksek adsorpsiyona temel katkinin BSA ile adsorban arasindaki van der Waals
kuvvetleri ve n-m etkilesimlerinden geldigi belirlenmistir. Adsorpsiyon siirecinin

neredeyse tersinmez oldugu proteinin desorbe olmamasindan anlasilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Adsorpsiyon, Bovin Serum Albumin, BSA, Porfirin, Hidrofobik
Etkilesim
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In this study, a polymeric adsorbent with tetrapheﬂylporphyrin ligand was
prepared as an hydrophobic interaction adsorbent and the adsorption behaviour of
bovine serum albumin (BSA) on this adsorbent was studies. As a polymerizable
porphyrin, S5-(4-metacrylamidophenyl)-10,15,20-triphenylporphyrin was synthesized
in three steps. The polymeric adsorbent with tetraphenylporphyrin ligand was
prepared from monomers 5-(4-metacrylamidophenyl)-10,15,20-triphenylporphyrin
(1%), acrylamide (39%), and cross-linking agent ethyleneglycoldimetacrylate (60%)
using suspension polymerization technique.

The adsorption behavior of bovine serum albumin on this adsorbent was
studied as a function of the initial BSA concentration, pH, ionic strength, and type of
salt. Very high adsorption capacity (q,) and low dissociation constant (K,) for the
adsorbent were observed i.e. 775 mg BSA/g adsorbent and 1.21x102 mg/mL at pH
4.0 and 625 mg BSA/g-adsorbent and 0.170 mg/mL at pH 7.0 in 1.0 M Na,SO,4 and
buffered solutions. In addition the amount of adsorbed BSA increased as the ionic
strength of the solution increased. The adsorbent showed hydrophobic interaction
adsorbent behavior and van der Waals forces and n-n interactions between BSA and
PFA were the major factors for high adsorption capacity. The adsorption process

was nearly irreversible on this adsorbent.

Keywords: Adsorption, Bovine Serum Albumin, BSA, Porphyrin, Hydrophobic

Interaction
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DNA : Deoksiriboniikleik asit

EDMA : Etilenglikoldimetakrilat
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stilfonatofenil)porfinatodemir

FTIR : Fourier doniigim infrared spektroskopi
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1. GIRIS

Son yillarda biyoloji ve tipta goézlenen hizli gelismeler sonucu
biyomolekiillerin giinlilk yasamda veya tedavinin bir¢ok alaninda kullanimlarn
geregi dogmustur. Bu nedenle son zamanlarda biyomolekiillerin biyolojik
ekstraklardan ayirilmalan ve saflastirilmas1 konusunda sayisiz aragtirma yapilmis
ve yaptimaya devam edilmektedir. Bu arastirmalarin ¢ogunda ya biyolojik
aktiviteye sahip makromolekiiller ile etkilesecek 6zellikte, polimerler basta olmak
lizere, adsorbanlarin hazirlanmasi amaglanmis ya da ticari olarak pazarlanan
adsorbanlarin belli bir biyomolekiilin saflastirilmasinda veya bir yiizeye
baglanmasinda etkinligi arastirilmistir. Bu konulara iliskin yazilmis ¢ok sayida
kitap da mevcuttur.

Bu calismada bir polimerik matrikse baglanmis tetrafenilporfirin ligandi
ile bovin serum albumin (BSA) proteini arasindaki etkilesim arastirilmistir. Bu
amag i¢in 6nce uygun bir tetraarilporfirin ligandi sentezlenmis, ardindan bu ligand
bir polimerik matrikse siispansiyon polimerizasyonu ile dahil edilmis ve son
olarak bu adsorbana BSA’nin adsorpsiyonu aragtirilmistir. Porfirin doganin
sentezledigi bir yapt olup bugiin ¢ok sayida sentetik tiirevi ¢esitli amaglar igin
sentezlenmigtir. Porfirin biyomolekiil etkilesimlerine iligkin c¢alismalarda farklhi
stibstitlisyonlu porfirinlerin daha ¢ok kanser tedavisinde fotodinamik tedavi ajani
olarak kullanimi arastirilmigtir. Porfirinin biyomolekiiller i¢in bir adsorpsiyon

ligandi olarak kullanimina iliskin bir ¢aligma heniiz literatiirde yer almamustir.

1.1. Porfirinler

Porfirinler ve ayn1 aileden olan tetrapirolik pigmentler dogada yaygin bir
sekilde bulunur ve cesitli biyolojik siireclerde 6nemli rol oynarlar. Heme,
demir(Il) protoporfirin-IX kompleksi, hemoglobinlerin ve miyoglobinlerin
prostetik grubudur ve oksijen tasinmasindan sorumlu olup, yasam dokularinda
depolanir. Heme, aym zamanda enzim peroksidazlarda da bulunabilir ve
substratlarin hidrojen peroksit ile oksidasyonunu katalizler. Ayn1 zamanda heme

iceren ilgili enzim, hidrojen peroksitin su ve oksijene ayrilmasini katalizler. Diger




protein iceren heme, sitokromiari kapsar ve elektron transfer zincirinde bir
elektron tasinmasinda gorev yapar [1]. Klorofiller de bir dogal porfirindir ve yesil
bitkilerde bol miktarda bulunur. Klorofiller fotosentezde ©nemli rol oynarlar
(Sekil 1.1).

Porfirinin basit yapisi, dort methine kopriisii ile bagh dort pirol birimi
icerir. Porfirin makro halkasi 22n elektron iceren bir aromatik sistem olup
herhangi bir delokalizasyonda sadece 18z elektronu igermektedir. Porfirin Hiickel
aromatik kuralina (4n+2n elektonlar, n=4) uyar ve X ray kristolografisi ile
yapisinin diizlemsel oldugu belirlenmistir. Porfirinlerin aromatik karakteri NMR
spektrumlarinda da goriilebilir. Porfirin halka bakimindan anisotropik etki
olmasia ragmen, NMR sinyalleri paylasilmamis mesoprotonlar i¢in (protonlar
methine karbonlar képriisiinde) diisiik alanda (8-10 ppm) gésterir. Buna karsilik
icerdeki azot atomlarindaki paylasilmamis protonlar i¢in sinyaller ¢ok yiiksek
alanda (-2 ile -4 ppm) gelir.

UV  goriiniir bolge absorbsiyon spektrumunda oldukca yiiksek
konjligasyon sahip porfirin makro halkasi, 400 nm civarinda yogun (sdniim
katsay1s1 > 2x10°) absorpsiyon gosterir. Bunu daha yiiksek dalga boylarmda 450 —
700 nm’de birka¢ zayif Q absorbsiyon bandlar1 takip eder (Sekil 1.2). Porfirin
halkas: tizerindeki ¢evresel siibstitiientlerin ¢esitliligi genellikle absorbsiyon dalga
boylarinda ve yogunluklarinda az oranda degisikliklere sebep olur. Porfirin makro
halkasinin i¢ kismindaki azot atomunun protonlanmasi veya porfirin boslugunun
icine metal baglanmas1 goriiniir bolge absorbsiyon spektrumunu degistirir. Bu

absorpsiyonlar porfirin tizerinde belirli 6zelliklerin incelenmesinde yardimeci olur.
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Sekil 1.2. Porfirinlerin tipik UV-goriiniir bolge spektrumu

Porfirin halkasi, derisik asitte (6rnegin H,SO4 de) ¢ok kararlidir ve kendi
kendine asit veya baz olarak davranabilir. Gii¢lii bazlar (6rnegin alkoksitler),
porfirin halkasi i¢indeki azot atomlar: tizerindeki protonlar1 kopararak porfirinleri
dianyon formuna doniistiriirler (pK, 16 civarinda). Diger taraftan, ise bu protonlar

asitle kolaylikla protonlanabilirler (pK, 9 civarinda).

1.1.1. Porfirinlerin Kimyasi

Porfirinler, aromatik bilesiklerin verdigi bircok tipik kimyasal
reaksiyonlar1 verirler. Ornegin elektrofilik siibstitiisyon reaksiyonlar porfirinlerde
methine (meso) karbonlart ve B pirolik karbonlar iizerinden yiirlir. Ayrica bellt
stibstitiientler ile porfirin molekiilleri modifiye edilebilir. Bu da farkli tiirde
porfirinlerin olusmasina yol acar.

Porfirinlerin ~ diger 6nemli 6zelligi metallenebilme ve metal
uzaklastirilabilme yetenekleridir. Demir, ¢inko, bakir nikel gibi birgok metalin
iyonu ¢esitli metal tuzlart kullanilarak porfirin bogluguna yerlestirilebilir.
Metallerin uzaklastirilmas: ise metalloporfirinler ¢esitli derisimlerde kuvvetli
asitlerle isleme sokularak basarilabilir.

Istenilen ozelliklerdeki porfirinlerin elde edilmesinde iki genel yaklasim
vardir. Bunlardan birincisi, dogal bir sekilde bulunan porfirinin (Srnegin heme

nin) modifikasyonu yoluyla, ikincisi de toplam sentez yoluyladir. Dogal



porfirinlerin modifikasyonu uygun ve kolay bir yontem olmasina ragmen g¢evresel
stibstitlientlerin se¢imi tzerinde biiyiik siirlamalara neden olur. Ciinki belli
stibstitiientler kolaylikla modifiye edilemezler. Birgok durumda bdylesi
sinirlamalar, toplam sentez yoluyla iistesinden gelinir. Toplam sentez gerekli

slibstitlientlere sahip benzaldehit ve piroller ile sentezlenir.

1.1.2. Sentetik porfirinlerin sentez yontemleri ve tarihcesi

Porfirin sentezi ilk defa 1936 yilinda Rothemund tarafindan agz1 kapali bir
tiipte ve azot atmosferi altinda pirol ile aldehit fonksiyonel grubuna sahip bazi
bilesiklerin piridin-metanol ¢ozeltisinde 90-95°C’de 30 saat 1sitilmasiyla
gerceklestirilmistir [2,3]. Aldehit olarak formaldehit, benzaldehit, biitiraldehit,
furaldehit, asetaldehit ve propiyonaldehit kullanilmig ve verim kullanilan piroliin
grami basina yaklasik 1 mg olmustur. Bu yontem uzun yillar boyunca tek porfirin
sentez yontemi olarak kalmistir. 1967 yilinda Adler ve calisma arkadaslar
tarafindan yeni bir yontem gelistirilmistir [4]. Bu yeni yontemde pirol ve
benzaldehit 30 dakika refluks halindeki propiyonik asitte reaksiyona sokularak
%20 verimde 5,10,15,20-tetrafenilporfirin elde edilmistir (Sekil 1.3). Reaksiyon
sonucu olusan porfirin, propiyonik asit oda sicakligina sogutuldugunda
kristallenmis ve ortamdan stizilerek alinmistir. Ancak Adler ve c¢alisma
arkadaslar tarafindan gelistirilen bu yontemde iki 6nemli sorun vardir: Oncelikle,
porfirinin reaksiyonda yan {riin olarak olusmasi nedeniyle, propiyonik asitte
kristallenmeyen porfirinlerin ortamdan ayrilmasi ve saflastirilmasi bu yontemde
oldukca giic olmaktadir. Ayrica porfirinlerin meso konumlarinda bulunan aril
gruplarinin orto siibstitlient icermesi halinde bu yontem ile verim % 1’in altinda
kalmaktadir [5].

Daha sonra 1987 yilinda Lindsey ve caligma arkadaslan tarafindan
gelistirilen yeni bir sentez yontemi ile Adler yontemindeki sorunlar biiyiik oranda
ortadan kaldirlmigtir [6-8]. Bu yontemde, ilk olarak oda sicakligindaki
kloroformda 6zellikle 2,6 konumlarinda siibstitiient bulunduran arilaldehitler ile
pirol az miktarda bor trifloriireterat veya trifloroasetik asit katalizorliigiinde

reaksiyona sokularak porfirinojen elde edilmistir. Ardindan reaksiyon ortamina
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2,3-dikloro-5,6-disiyanobenzokinon veya 2,3,5,6-tetraklorobenzokinon gibi bir
oksidant ilave edilerek porfirinojen, porfirine doniistirtlmistir (Sekil 1.4).
Reaksiyon, yaklasik 102 M’Lik seyreltik ¢ozeltilerde gerceklestirilmis ve bu
sekilde polipirilmetan seklindeki actk yapilarin olusmasi engellenmistir. Lindsey
yontemi ile siibstitiientlerin konnumlari bakimindan 30’dan daha fazla tiir porfirin

% 30-40 arasinda verimle elde edilmistir [6-8].

H_ O
5. g
i

Propiyonik asit

Refluks (30 dakika)

Sekil 1.3. Adler yontemi ile 5,10,15,20-tetrafenilporfirin (H,TPP) sentezi
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Sekil 1.4. Lindsey yontemiyle porfirin sentezi (X, X', Y, Y', Z: H, Halojen (Cl, F), CH; gibi

stibstitiientler)



1.1.3. Sentetik porfirinlerin kullanim yerleri

Porfirin tipi bilesiklerin, kanser tamimlamalari ve fotodinamik terapi (PDT)
[9] ve ayni zamanda boron nétron yakalama terapisi (BNCT) [10] tedavisinde
kullanilmak i¢in ilag duyarlilig1 aktif bir sekilde arastirilmistir. Son on yilda iki
porfirin tiirevi PDT tedavisi i¢in Amerikan gida ve ilag idaresi tarafindan
onaylanmuis, ¢esitli kosullarin ve birgok diger umut verici tiirevleri 6n klinik ve
klinik calismalar1 degerlendirilmistir [11]. Bu arastirmalardan belirli porfirin
tiirevlerinin, timo6r dokularina se¢ici bir sekilde yerlesme yetenegine sahip oldugu
ve affinitelerinin olasi sonucu olarak biyolojik membranlara tagindiklar
bilinmektedir. Ozellikle, pozitif yiiklenmis porfirinler 6rnegin meso-
tetra(metilpiridil)porfirin ve meso-tetra(trimetilaminofenil)porfirinler potansiyel
biyolojik gruplarin negatif yiiklenmesiyle birlikte giicli bir sekilde etkilesim
gosterirler. Ornegin belirli proteinler, DNA ve RNA, PDT igin fotoduyarliligim
etkilemektedir [11-15].

Bununla birlikte literatiirde metallo porfirinlerin ve porfirinlerin
oksidasyon katalizorii olarak kullanimina iliskin ¢ok sayida yayin bulunmaktadir.
Bu konudaki bir derleme B. Meunier tarafindan yapilmistir [16,17].

Harriman ve arkadaslari fotosentez olayini in vitro model bir sistemde
gerceklestirebilmek i¢in suda ¢oziiniir mangan(Ill)porfirinlerin yiikseltgenme-
indirgenme reaksiyonlartni aragtirmuglardir [18-21]. Calistiklart 5,10,15,20-
tetra(4-piridil)porfinatomangan, 5,10,15,20-tetra(N-metil-4-
piridil)porfinatomangan,  5,10,15,20-tetra(4-siilfonatofenil)porfinatomangan ve
5,10,15,20-tetra(4-karboksifenil)porfinatomanganin pH>10 iken hipoklorit ve
sodyum persiilfat ile oksitlenebildigini ve olusan oksitlenme iiriintiniin kararh
olmadigim goézlemlemiglerdir. Daha sonraki ¢aligmalarinda ise, bazik ortamda
oksitlenmis bu mangan porfirinlerin p-okzo dimer seklinde mangan(IV) porfirin
oldugunu spektroskopik ve magnetik moment Olgiimlerinden belirlemislerdir.
Ayrica bu mangan porfirinlerin pH 14°de farkli oksidantlarla oksitlenmeleri
sonucu her zaman aym oksitlenmis mangan porfirin yapismn olustugu

gOrilmiistir.



Banfi ve g¢alisma arkadaglari mangan porfirin katalizérleri yardimiyla
0°C’de CH,Cl,-H,O sisteminde NaOCl ile alken epoksidasyonunu galismislar ve
kullanilan katalizorlerin katalitik aktiviteleri ile yapisal kararliliklarina iliskin
bulgulan yayinlamiglardir [22]. Banfi ve grubunun hazirladig1 ve aril grubu fenil,
2.4,6-trimetilfenil, 9-antrasenil, pentafiorofenil ve 2,6-diklorofenil olan 5 ayr
mangan  porfirin icinde sadece 5,10,15,20-tetrakis(2,6-diklorofenil)
porfinatomangan (MnTDCPP) reaksiyon kosullarinda hi¢ pargalanmaya
ugramamis ve 5,10,15,20-tetrafenilpofinatomangan ile 5,10,15,20-tetrakis
(pentaflorofenil)porfinatomangan birkag dakika i¢inde tiimiiyle par¢alanmiglardir.
5,10,15,20-Terakis(2,4,6-trimetiifenil)porfinatomanganin ise 20 dakikada %50’si
par¢alanmastir [22].

Bu grubun daha sonraki yayinlarinda cis-siklookten (CO) ile 1-dodokenin
(1-DD) % 30’luk H,O, ve NaOCl oksidantlar ile g¢esitli Mn(Ill) porfirinler
katalizorligiinde CH,Cl,-H,O sisteminde oksidasyonu sonuglari verilmistir [23].

Ligninin enzimlerle yapilabilen parcalanmasim1 bir katalizér ile
gerceklestirmeye c¢aligsan bir calismada suda ¢oziniir FeTDCSPP, MnTDCSPP,
FeTDCSPPClg ve MnTDCSPPCls kullanilmugtir [24]. Oksidant olarak kullanilan
m-kloroperbenzoik asit, fert-butil hidroperoksit, hidrojen peroksit ve sodyum
hipokloritin i¢inde bu metallo porfirinlerde en hizli par¢alanmaya H,O, neden

olmustur.

1.2. Proteinler

Proteinler canli organizmalarda bulunan en 6énemli organik maddelerinden
biri olup molekiil agirliklar1 birka¢ binden milyonlara kadar ¢ikabilir. Biitiin
canlilarda bulunan protein gesitleri bir milyon kadardir. En basit bir bakteri
hiicresinde yaklagik bes bin tiir protein molekiilii ve bir memeli hiicresinde de on
bin tiir protein molekiilii oldugu hesaplanmistir. Proteinlerin yap: birimleri amino
asitlerdir. Canlilarda, biyosentez yoluyla amino asitler birbirleri ile birleserek
protein molekiillerini yani polipeptit zincirlerini olustururlar [25].

Biitiin proteinler yirmi amino asitten meydana gelmistir. Amino asitlerin

tek basina bir biyolojik aktivitesi olmamasina ragmen polipeptit zincirlerine yap1
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birimi olarak girerek olusturduklar: proteinlerin bir kismi enzim aktivitesine, bir
kism1 hormon aktivitesine, bir kismi da antikor aktivitesine sahip olur ve diger bir
kismi ise yapisal fonksiyon gorirler. Proteinler yapilarindaki amino asit dizilisi,
sayis1 ve iig boyutlu yapilan bakimindan farkhiliklar gésterirler ve bu farkliliklar
proteinlerin fiziksel, kimyasal ve biyolojik ozelliklerini belirler. Proteinlerin
yapisinda bulunan amino asitlerin siralamisi kalitsal olarak DNA molekiilii
tarafindan belirlenir [26}].

Amino asitlerin peptit baglariyla olusturdugu polipeptit zincirler proteinin
primer yapisini olusturur (Sekil 1.5.a). Proteinlerin fonksiyonlarimi eksiksiz
yapmalarinda proteinin sekonder, tersiyer ve kuaterner yapilanmn etkisi ¢ok
onemlidir (Sekil 1.5.b,c,d) [26].

Sekil 1.5. Proteinlerin Yapisi a) primer yap1, b) sekonder yapi, c) tersiyer yap1, d) kuaterner yapi
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1.2.1. Protein miktarin spektrofotometrik belirlenmesi

Bir ¢ozeltideki protein miktarinin belirlenmesi, proteini ayirma ve
saflastirma islemlerinin se¢iminde ve belli asamalardaki protein veriminin ve
saflifinin  kontroliinde o6nemli yer tutar. Son zamanlarda protein miktarinin
belirlenmesinde yararlanilan yontemler arasinda, protein ¢ozeltisinin UV
absorpsiyonunun oOlgiilmesi veya bir belirte¢ ile proteinin reaksiyonu sonucu
olusan renkli bir bilesigin goriiniir bolgede adsorpsiyonunun Slglilmesi sayilabilir.
Protein derigiminin belirlenmesi i¢in dogrudan veya dolayli baska birgok yéntem
de vardir. Bunlar arasinda azot miktarinin belirlenmesine dayali ve dolayh bir
yontem olan Kjeldahl yéntemi ile FTIR, tiirbidimetri, fluorimetri, refraktometri ve
polarografi gibi dogrudan yontemler sayilabilir. Primer yapis1 bilinen bir proteinin
amino asit analizi yardimiyla miktar tayinini yapmak da mtmkiindiir [27].

UV-goriiniir bolge spektrofotometrik yontemi ile protein miktar

belirlenmesine iligkin bazi prosediirler asagida kisaca verilmistir:
1.2.1.1. Azsp / Az6o oram (Warburg ve Christian)

Tirozindeki fenolik gruplar ve triptofandaki indolik gruplar nedeniyle
birgok protein 280 nm’de maksimum absorpsiyon gosterir [28]. Bu 6zellikten
yararlanilarak ornekteki protein miktarinin yaklasik olarak bulunmasi igin bir
yontem gelistirilmistir. Bu yontem ¢ok duyarh olmamakla beraber (duyarlilik
0,05-2,0mg/ml) kolayhig1 ve hizli sonug¢ vermesi nedeniyle ¢ok kullaniimaktadir.
Ancak niikleik asit artiklar1 bulunan ¢ozeltilerdeki protein miktar analizlerinde,
niikleik asitlerinde 260 nm ve 280 nm de absorpsiyonlari nedeniyle hatali sonuglar
elde edilebilir. Bunun oniine gecmek igin Warburg ve Christian tarafindan
gelistirilmis bir seri hata diizeltme faktori genel olarak tiim proteinler igin
kullamlmakta ve bu yontemde ortaya ¢ikabilecek hata payr en aza
indirgenmektedir. Bu nedenle saflik derecesi yiiksek olan proteinlerin miktar

belirlenmesinde kullanima daha uygun bir yontemdir.
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1.2.1.2. Biiiret yontemi

Bu yontemin de duyarlilify diisiik olmasina ragmen pratikligi nedeniyle
genis ¢apta kullamlmaktadir [29]. Analiz kullanilan belirtegte bulunan bakir
iyonlarinin peptit azotlarina baglanmasi sonucu alkali ¢dzeltide 540-560 nm’de
maksimum absorpsiyon gosteren renkli bir kompleksin olusumuna ve bu
kompleksin absorbans siddetinin Sl¢timiine dayanir. Bakir iyonlarinin ana zincire
baglanmasi nedeniyle farkli amino asitlerin Sl¢iimler iizerinde herhangi bir etkisi

yoktur.

1.2.1.3. Lowry yontemi

Protein derisiminin bulunmasinda en dogru metot asit hidrolizini takip
eden amino asit analizi ile mimkiindiir. Bir ¢ok yontemde proteinlerdeki amino
asit bilesimine duyarli oldugundan proteinlerin kesin derisimi bulunamayabilir.
Lowry ve arkadaglarinin gelistirdigi bu yontem, Folin-Ciocalteau belirteci olarak
bilinen fosfomolibdotungustik asit ¢ozeltisinin tirozin ve triptofan ile reaksiyona
girerek mavi renkli bir kompleks olusturmasi ve bu kompleksin absorbans
siddetinin Ol¢limii esasina dayanir [30]. Bu yontemde alkali ¢6zeltide ve oda
sicakliginda bakir ile protein arasinda kompleks olusumu ile baslar ve 5-10 dakika
icinde tamamlanir. Bakirin varligi bu yontemin duyarliligini artirmaktadir. Clinkt
bakir ile yapilan kompleks, Folin belirtecindeki molibden ve tungsten ile
birleserek yeni bir kompleks olusturur. Ortamda bulunan fenolik maddeler ise
hatalara yol agabilir.

Bu yéntemle 0,01 mg protein/ml derigimin altinda &lgliim yapilabilir ancak
en iyi sonucu 0,01-1,0 mg/ml protein derisimi aralifinda verir. Bu ydntemde
kullanilan tamponlarda &nemlidir, ¢linkii tris gibi primer aminler proteinlerin
Lowry yontemi ile analizinde hatalara yol agabilir veya bazi enzimleri inhibe

edebilir.
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1.2.1.4. Bradford yontemi

Bradford yontemi protein miktarinin belirlenmesi ¢alismalarinin ¢ogunda
tercih edilen bir yontemdir. Bu yontem Lowry yontemine gére daha hizli, basit ve
duyarli olup Coomassie brilliant blue G250 boyasinin proteine baglanabilme
Ozelligine dayanir [31]. Bu yontem, boyamin farkli derigimlerdeki proteinlere
baglanarak, degisik absorbans siddetinde mavi renkli ¢ozeltiler olugturmasindan
yararlamlarak gelistirilmistir. Boyanin 6zellikle arginin gibi bazik amino asitlere
ve bazit aromatik amino asitlere baglanma egiliminde oldugu goriilmiistiir.
Dolayisiyla bu yontemde proteinin primer yapisuun dnemi vardir. Bu yontemin
duyarlilik swmurlart  0,2-1,4 mg/ml  protein derigimidir. Boyaya protein
baglandiginda boyanin anyonik mavi formu 590 nm de maksimum absorpsiyon
verir ve absorpsiyon siddetinden baglanan protein miktar1 bulunabilir.

Deneylerde standart protein olarak miktar1 belirlenecek proteinin kendisi
kullanilirsa en dogru sonu¢ alinir. Ancak bdyle bir uygulama genellikle miimkiin

olmamaktadir. Standart olarak ¢ogunlukla bovin serum albumin kullanilir.

1.2.2. Bovin serum albumin (BSA)

Serum albumin aragtirmacilar tarafindan en ¢ok c¢alisilan proteinlerden
birisidir. Bir¢cok aragtirmaci serum albuminin diger proteinlerle etkilesimini
incelemiglerdir [32-34]. Albumin genellikle plazma albumini veya serum
albumini olarak bilinir. Albuminlerin yapisina bakildiginda az miktarda triptofan
ve metionin, yiikksek miktarda sistin ve yilkli amino asitler, aspartik ve glutamik
asit, lisin ve arginin bulunur. BSA de glisin ve izoldsin miktar1 proteindeki

ortalama amino asit miktarindan daha azdir [35] (Cizelge 1.1).
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Cizelge 1.1. BSA’deki amino asit igerigi [36-39].

Ala 48 Cys 35 Asp 41 Glu 58
Phe 30 Gly 17 His 16 Ile 15

Lys 60 Leu 65 Met 5 Asn 14
Pro 28 Gln 21 Arg 26 Ser 32
Thr 34 Val 38 Trp 3 Tyr 21

1.2.2.1. BSA’nin fiziksel ve kimyasal ozellikleri

Albumin molekiiliniin primer yapisi tek yiiklii olmayip dogal pH
degerinde bovin serum albuminin I, II ve III yapilarmin net yiikii 10, -8 ve 0
olarak hesaplanmigtir [40]. Sekil 1.6’da BSA’nin ylzeyindeki yik dagiliminin
yaninda BSA’nin tersiyer yapisinda, primer yapt Uzerindeki asimetrik yik
dagilimt agikga goriilmektedir.

Bir proteinin viskozitesi onun mol kiitlesi, boyutu, hacmi, sekli, yiizey
yikii ve kolay deformasyonu gibi karakteristik ozelliklerine baghdir [41, 42].
Ayrica bir proteinin viskozitesini pH, iyonik kuvvet, sicaklik ve iyon tipi gibi dis
etkilerde etkiler [43]. Literatiirde bovin serum albuminin viskozitesi 3,7-4,4 ml/g
olarak verilmistir [40]. Kolthoff ve calisma arkadaglar1 1958 yilinda bovin serum
albumin i¢in viskozite degerini ortamda bulunan disiilfid baglarinin olusturdugu
oyuklarn artirdiginm bildirmislerdir [44]. BSA in mol kiitlesi yaklagik 69000 g dir.
Proteinlerin, 6zellikle molekiilin yiizeyinde veya yiizeye yakin bolgelerinde
amino asitlerin R kalintilarinda bulunan gesitli gruplar, ayrica u¢ gruplarda
bulunan terminal amino ve karboksil gruplan ortamin pH’sina gore yiikli bir
durumda bulunabilir. Proteinlerde bu yiiklii gruplarn degerinin 0 oldugu pH
degerine izoelektrik nokta denir. BSA nin izoelektrik noktasinin (pI) 4,7 oldugu

literatlirde verilmistir [45].
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Sekil 1.6. Bovin serum albumin molekiiliindeki asidik, bazik ve notral kisimlar goriilmektedir.
A) 6nden, B) arkadan, C) soldan ve D) sagdan goriiniig. Yiizeylerdeki mavi renk bazik

kalmtilar,, kirmiz: renk asidik kalmtilar1 ve sari renk ise nétral kalintilar1 vermektedir
[46]
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Serum albuminin degisik pH degerlerindeki tersinir izomerlerine

bakildiginda albuminin fakli izomerlere doniisttigii gorilmiistiir (Sekil 1.7).

pH degisimi 27 43 8 10

*Helks 35 45 55 43 48

Sekil 1.7. Bovin serum albuminin izomerik formlar [46,47]

N formunda F formuna gegilirken yapiun ¢oziildiigi goriilmektedir. F
formuna baktigimizda viskozitede yiikselme, daha diisiik ¢oziiniirliik ve 6nemli
oranda helisel yapistm kaybeder [48]. pH 4’den daha diisiik degerlerde bovin
serum albumin molekiil i¢i kuvvetleri kaybederek dogal yapisinda genisleme olur.
pH 9.,0’a baktifimiz zaman ise albumin B formuna déner. Eger pH 9°da albumin
cozeltisi diisiik iyonik siddette ve 3°C de 3-4 giin tutulursa diger bir izomerizmi
olan A formuna doner.

Serum albumin 1sitildiginda iki farkh durum ortaya ¢ikar. Birinci durumda

tersinir, ikinci durumda tersinmez yapi olur.

m@ﬁfﬁi‘si’:@r\;i;;;sg




17

1.2.3. Porfirin - biyomolekiil etkilesim ¢calismalar

Biyomolekiiller ve ¢esitli destekler veya adsorbanlar arasindaki
etkilesimler ile ilgili aragtirmalarin biyoteknoloji agisindan 6nemi biiyiiktiir ve bu
arastirmalar ilgi cekmektedir. Biyomolekiiller ve destekler arasindaki elektrostatik
(iyon degisimi), hidrofobik ve afinite etkilesim kuvvetlerinden, biyomolekiillerin
aymmmi  saflagtinlmast  yaminda  biyomolekiillerin ~ desteklere  tersinmez
adsorpsiyonunda da kullamlabilir [49,50].

Hidrofobik etkilesimlere, van der Waals kuvvetleri ve/veya mn-m
etkilesimleri sebep olur ve hidrofobik matrikslere baglanmis hidrofobik ligandlar
ile biyomolekiillerin hidrofobik kisimlarinin etkilestirilerek proteinlerin ayrilmasi
ve saflastirilmasy gerceklestirilir [51-54]. Son yillarda, proteinler ile hidrofobik
ligandlar iceren destekler arasindaki hidrofobik etkilesimler deneysel ve teorik
olarak aragtirdmustir. Artik ¢ok sayida protein ayirimi ve saflagtirilmast igin farkli
hidrofobisiteye sahip 1ile birlikte adsorban ve ligandlar ticari olarak
pazarlanmaktadir.

Diizlemsel makroligandlar olan porfirinlerin ve metalloporfirinlerin,
biyomolekiiller ile etkilesimleri ve biyomolekiillerde toplanma yatkinliklari bir
¢ok caligmanin konusu olmustur [55- 66]. Porfirinlerin timér hiicrelerinde segici
bir sekilde birikmesi nedeniyle arastirmanin biyiik bir kismi porfirinlerin
fotodinamik terapi, magnetik rezonans (MR) ve bulasic1 siingerimsi ensefalopati
(BSE) terapide kullanilabilirlerinin tizerinedir [67]. Ayrica porfirinlerin DNA’ya
baglanmalar: ile ilgili ¢alismalar, kanser c¢alismalar1 agisindan 6nemi bilytiktiir
[63,66]. Ozellikle kuaterner amonyum gruplan tasiyan bazi katyonik suda
¢ozinir porfirinler sulu ¢ozeltide DNA ile giigli bir sekilde etkilestikleri
belirtilmigtir [58,68].

Baz1 biyomolekiillerle birlikte human bovin serum albuminin porfirin ve
porfirin benzeri bilesiklerle etkilesimi literatiirde verilmistir [59-61,65,69,70].
Borissevitch ve ¢alisma arkadaglan meso-tetrakis(4-N-metilpiridinyum)porfirin
ve meso-tetrakis(4-siilfonatofenil)porfirinin human ve bovin serum albuminlere
baglanmasini incelemislerdir. Chatterjee ve Srivastava bovin serum albuminin bir

molekiiline  meso-tetrakis[4-(karboksimetilenoksi)fenil]porfirin ~ ve  meso-
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tetrakis{3-(karboksimetilenoksi)fenil|porfirinin 5-8 molekiiliinin baglandigin
bildirmiglerdir [60]. Suda c¢6ziinebilir bu porfirinler BSA’e iki spesifik
baglandiklar: noktada ve bu noktalar triptofan ve tirosin olduklari bildirilmistir.
Ilging bir sekilde bu porfirinler hidrofobik bir amino asit olan fenilalanine
baglanmamaktadirlar. Ding ve arkadaglar1 hidrofobik protoporfirin ve hidrofilik

heptakarboksiporfirinin HAS’e baglanmasini arastirmiglardir [61].

1.3. Adsorpsiyon

Adsorpsiyon, bir kati veya sivinin sinir ylizeyindeki bir kati, sivi veya
gazin derigimin artmasi veya azalmasi olayina denir ve derisimin artmas: halinde
pozitif, azalmasi halinde ise negatif adsorpsiyon olarak ifade edilir. Pozitif
adsorpsiyona, amonyagin kémiir izerine adsorpsiyonu ve negatif adsorpsiyona ise
¢oziicliniin adsorplandig1 durumlar 6rnek gosterilebilir [71].

Kat1 yiizeyinde bir maddeden belli miktar o maddeye adsorplanmasi, kati
yiizeyine bagli olmakla birlikte ortamin sicakligina ve maddenin basincina veya
derisimine de baglidir. Yilksek derecede gozenekli kati maddelerin yani
adsorbanlarin adsorpsiyon giicii de yiizey alamindaki artis nedeniyle yiiksektir.
Adsorpsiyonu olusturan fiziksel kuvvetler degisik sekilde ortaya g¢ikan ¢ekim
kuvvetleridir [72].

Molekiiller ve atomlar adsorban yiizeylerine iki yolla tutunabilirler.
Adsorban ile adsorplanan arasinda var olan van der Waals etkilesim kuvvetlerinin
etkin oldugu adsorpsiyona fiziksel adsorpsiyon denir ve van der Waals
etkilesimleri  zayif  etkilesimlerdir. [73]. Adsorpsiyon kendiliginden
gerceklestiginden yani istemli oldugundan bu esnadaki serbest enerji (entalpi)
degisimi yani adsorpsiyon serbest enerjisi (AGadsorpsiyon) €ksi isaretlidir. Diger
taraftan, gaz ya da s1v1 ortamda daha diizensiz veya kaotik yapida olan molekiiller
veya atomlar kati yiizeyine adsorplandiklarinda daha diizenli bir yap1
olusturduklarinda adsorpsiyon sirasindaki entropi degisimi eksi isaretlidir yani
adsorpsiyon entropisi  (ASagsorpsiyon) azalir. Adsorpsiyon serbest enerjisi ve
adsorpsiyon entropisinin bir adsorpsiyon siirecinde eksi isaretli olmas, Esitlik 1.1

geregince
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AH=AG +T AS (1.1)

adsorpsiyon sirasindaki entalpi degisiminin yani adsorpsiyon entalpisinin
(AHadsorpsiyon) de €ksi olmasinmi gerektirmektedir. Adsorpsiyon isis1 olarak da
bilinen adsorpsiyon entalpisinin eksi isaretli olmasi adsorpsiyon olayinin 1s1 salan
yani ekzotermik bir olay oldugunu gostermektedir. Adsorpsiyon isisinin -20
kJmol" civarinda oldugu adsorpsiyona, fiziksel adsorpsiyon veya fizisorpsiyon
denir. -200 kJmol™” civarinda 1s1 agiga ¢ikaran etkilesimler sonucu gergeklesen
adsorpsiyonlara ise kimyasal adsorpsiyon denir [74]. Kimyasal adsorpsiyonda,
molekiiller veya atomlar genellikle bir kovalent bag olusumuyla ylizeye
baglanirlar ve substrat yiizeyinde, koordinasyon sayilarini maksimuma ¢ikaracak
yerler bulmaya c¢alisirlar. Kimyasal olarak adsorplanmis bir molekiil, yiizey
atomlarmin doymamis degerliklerini karsilamak {izere pargalanabilirler ve
kimyasal adsorpsiyonun bagka bir deyisle kemisorpsiyonun bir sonucu olarak
yuzeyde bu molekiillerden olusan pargalarin var olmasi, kati ylizeylerin
reaksiyonlari katalizlemesinin de bir sebebidir [73].

Fiziksel adsorpsiyon genel olarak diisik sicakliklarda, kimyasal
adsorpsiyon ise yiiksek sicakliklarda gerceklesmektedir. Sicaklik arttikga, fiziksel
adsorpsiyon azaldigi i¢in, adsorpsiyon once azalmakta ve daha sonra kimyasal
adsorpsiyonun gerceklesmesiyle sicaklikla birlikte tekrar artmaya baslamaktadir.

Adsorpsiyon olayinda, adsorbanin kiitlesindeki artma olgiilerek
adsorplanan madde miktarina gecilebilir. Biiyiik 6l¢iide adsorban ve adsorplanan
maddelerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine bagli olan adsorplanan madde
miktari, gaz ve buhar adsorpsiyonlarinda sicaklik, basing ve hacim
degiskenlerinden biribirinden bagimsiz olan herhangi ikisine de baghdir.
Cozeltilerden adsorpsiyon sirasinda adsorplanan madde miktar1 ise ¢ozeltinin
derisimine baglidir.

Adsorban ve adsorplanan madde yaninda sicaklik da sabit tutuldugunda
gaz fazindan adsorpsiyon yalnizca basinca, ¢6zeltiden adsorpsiyon ise yalnizca
derisime baghdir. Bu nedenle, adsorplanan madde miktarimin basingla ya da

derisimle degisimini veren gizgilere adsorpsiyon izotermi denir.
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Adsorban ve adsorplanan madde yaminda basing da sabit tutuldugunda
adsorplanan madde miktar1 sadece sicakliga bagli olmaktadir. Bu durumda,
adsorplanan madde miktarinin sicaklikla degisimini veren ¢izgilere adsorpsiyon
izobar1 denir.

Metaller ve plastikler de dahil olmak tizere bir kristal yapiya sahip olsun
veya olmasin tiim katilar az yada ¢ok adsorplama giiciine sahiptirler. Adsorplama
glicti yiiksek olan dogal katilara komiirler, zeolitler, ¢esitli metal filizleri, yapay
katilara ise aktif komiir, yapay zeolitler, silikajeller, metal oksitler, katalizorler
ornek verilebilir.

Adsorplama giict yiiksek olan katilar deniz siingerini andiran gézenekli bir
yapiya sahiptirler. Katilarin icinde ve yiizeyinde bulunan bosluk, oyuk, kanal ve
catlaklara genel olarak goézenek denir. Gozenek biiylikliigii 2 nm’den kiigiik
olanlara mikrog6zenek, 2 nm ile 50 nm arasinda olanlara mezogdzenek ve 50
nm’den biiyiik olanlara ise makrogdzenek denir.

Adsorpsiyonda, bir adsorbanin adsorplama kapasitesi o adsorbanin
etkinligi konusunda Onemli bir gostergedir. Bir gram adsorban yiizeyinin
molekiillerce tek tabaka olarak yani monomolekiiler olarak kaplanabilmesi i¢in
gerekli madde miktarina tek tabaka kapasitesi denir ve genellikle n,,,/molg'1 ya da
vmlcm’g” birimi cinsinden verilir. Bu tabakanin alani adsorbanin bir graminin
sahip oldugu alana esit olarak alinir. Adsorplanan bir molekiilin kapladig: alan a
ile gosterilirse tek tabakamin ve dolayisiyla bir gram adsorbanin sahip oldugu

ylizey alani (4),
A =nla (1.2)

bagmtisindan bulunur. Burada n, adsorplanan maddenin mol sayisi, L, Avagadro
sabitidir ve bulunan A4 degerine 6zgiil yiizey alani denir. Molekiil alanlan
literatiirden bulunabildigi gibi kinetik gaz kuramindan tiiretilen bagintilardan da

hesaplanabilir. Ornegin, bir azot molekiiliiniin kapladig1 alan

a=1,096(M/Lp*? (1.3)
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bagintis1 kullanilarak bulunabilir. Buradaki M, azot gazimin mol kiitlesini, L,
Avagadro sabitini, p, azot molekiiliiniin yogunlugunu gosterir.

Adsorbanin ortiilii yiizey kesri olarak Esitlik 1.4°de
O=n/m,= v/vp (1.4)

tanimlanan ¢iplak yiizey kesri (1- ) olur. Yiizey tek tabaka ile kaplandiginda
0 = 1 olacag: agiktir. Buradaki » (molg™) bir gram adsorbana tutunan maddenin
molar miktari ve v (cm’g™") normal kosullarda indirgenmis hacim denir.

Cok tabakal1 adsorpsiyondaki tabaka sayisi yaklasik olarak n/n,, oranindan,
bir tabakanin kalinlig1 yaklasik olarak ¢ ¢arpigma ¢apina esit oldugu varsayilarak
adsorpsiyon tabakalarinin toplam kalinhigi (¢), Esitlik 1.5°den bulunur [74].

t=mny) o (1.5)
esitligi yardimiyla bulunur.
1.3.1. Adsorpsiyonu etkileyen diger etmenler

Adsorpsiyon, genellikle adsorban ve adsorplanan maddelerin fiziksel ve
kimyasal 6zelliklerine baglidir. Sicaklik ve adsorplanan maddenin basinci ve
derisimi yaninda adsorban ile adsorplanan arasindaki kimyasal benzerlik de
adsorpsiyon  derecesini  etkilemektedir. Su, silikat {tzerine kuvvetle
adsorplanmakta, ¢linkii su molekiilleri silisyum atomlarinin koordinasyon
tabakasina girerek ayni zamanda yiizeydeki oksijen atomlarn ile hidrojen baglan
yapabilmektedir. Aktif komiir, benzeni ve aromatik hidrokarbonlar1 ve diger
organik buharlari, suyu adsorpladigindan ¢ok daha biyik bir kuvvetle
adsorplayabilmektedirler. Genel olarak, birgok —OH grubu igeren polar mineral
adsorplayicilar, nigasta, selilloz gibi organik maddeler, su ve polar buharlan
tercihen adsorpladiklar1 halde, aktif komiir gibi polar olmayan adsorplayicilar

organik buharlan daha kuvvetli adsorplarlar.
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Kaynama noktast yiiksek olan bir sivi buharimin molekiilleri, kaynama
noktas: daha diisiik bir sivi buharinin molekiillerinden daha biiyiik molekiiller
aras1 ¢ekim kuvvetlerine sahiptir. Dolayisiyla kaynama noktas:t biiyiidiikce
adsorpsiyon da artacaktir. Bu durum, goézenekleri buhar molekiillerini alacak

kadar biiylik olan biitiin adsorplayicilar i¢in dogrudur.

1.3.2. Hidrofobik etkilesim ile adsorpsiyon ve kromatografi

Hidrofobik etkilesimler sonucu gergeklesen adsorpsiyon olgusundan
yararlanarak ozellikle biyomolekiillerin ayirma ve saflastirilmasinda yararlanilan
bir teknik olan hidrofobik etkilesim kromatografisi gerceklestirilmistir.

Hidrofobik  etkilesim  kromatografisi, afinite  kromatografisinin
uygulamalarindan  biridir. Gergekte  hidrofobik  etkilesim,  afinite
kromatografisinde karsilasilan problemlerden birini olustursa da, ayni zamanda bu
etkilesimler bir ¢cok biyomolekiiliin saflastirilmasi iginde bir ¢6ziim olmustur.
Bir¢ok biyomolekiil biyosegici 6zellikli adsorbanlarin istenilmese de hidrofobik
kisimlarina adsorblanirlar, bu da ayirmada sorun yaratir. Sekil 1.8’de proteinlerde
bulunan hidrofobik kisimlarin hidrofobik ligand ile etkilegimi gosterilmigtir.

Tiselius, aminoasit ve proteinlerin yiiksek derisimdeki bazik fosfatlarda
notral kati desteklere baglandigini gostermistir ve “salting-out kromatografisi”
terimini ilk kullanan kisidir [75]. Ardindan, bu kromatografik yontem i¢in biiyiik
gelismeler kaydedilmistir. Shaltiel ve Er-el bu yontemi, hidrofobik kromatografi
veya hidrofobik afinite kromatografisi olarak tanimlamigtir [76]. Hjerten, zayif
hidrofobik karbonhidrat jel matrikslere proteinlerin tuz araciligiyla ayrilmalarim
anlatabilmek i¢in hidrofobik etkilesim kromotografisi ismini kullanmistir [77].
Porath ve arkadaslari, bir tampon ¢ozeltisine sodyum kloriir veya sodyum fosfat
eklenmesiyle, hidrofobik adsorpsiyonun kuvvetlendigini bulmuslardir [78]. Bu
arastirmacilar, yiiksek derisimdeki tuz varliginda gergeklesen ¢oziinen-adsorban
etkilesimlerinin diger tipleri ve hidrofobik etkilesim kromatografisi i¢in alternatif
bir ifade olarak tuz-destekli adsorpsiyon veya tuz-destekli adsorpsiyon
kromatografisi isimlerini dnermistir [79]. Boylece Porath, Berna ve arkadaslar

tuz-destekli adsorpsiyon kromatografisideki bu kromatografik teknikleri [80,81]:
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-Tiyofilik adsorpsiyon kromatografisi

-Elektron dondr-akseptér kromatografisi

-Hidrofobik etkilesim kromatografisi
olarak yeniden gruplandirmislardir.

Hidrofobik etkilesim kromatografisi “gergek” hidrofobik etkilesim
kromatografisi ve “amfifilik” kromatografi olarak iki sinifa ayrilabilir. Ilk simfta
ayumalar, destege baglanmig hidrofobik yapilar veya gruplar araciligiyla
gerceklesir. Digerinde ise destekte hem hidrofobik hem de hidrofilik yapilar veya
gruplar birlikte bulunur. Gergek hidrofobik kromatografi ile ilgili sematik

gosterim Sekil 1.9°de verilmigtir.

NV

5l
SEVAVAVAVAN + , —_—
—/VVW\

Hidrofobik ligand Protein

Kromatografik matriks

Sekil 1.8. Proteindeki hidrofobik bélgelerin hidrofobik ligand ile etkilesiminintemsili gdsterimi
[82]
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Sekil 1.9. “Gercek™ hidrofobik etkilesim kromatografisi [83]

Sekil 1.9°e gore yiizeyinde hidrofobik bolgelere sahip biyomolekiil (P)
adsorban yiizeyine adsorplanir buna karsilik yiizeyinde hidrofobik bélgeler
bulunmayan P; biyomolekill adsorban ylizeyine adsorplanmaz. Bu hidrofobik
etkilesim sayesinde iki biyomolekiil birbirinden ayrilabilir. Bu amag i¢in alkil
agaroz ve aminoalkil agarozlar uygun kromatografik malzemelerdir (Sekil 1.10).

Buna karsilik i¢c bolgesi hidrofobik yapida olmasina ragmen yiizeyi
agirlikli olarak negatif veya negatif yiiklerle yiikklenmis bir biyomolekiil “gercek”
hidrofobik kromatografi materyaline adsorplanamaz dolayisiyla ayirimi veya
saflagtirilmas: gerceklestirilemez. Bu tiir biyomolekiillerin siyanobromiir izotiire
fonksiyonel gruplari tasiyan agaroz gibi adsorbanlar kullamilarak ayirimlan veya
saflastinlmalart gergeklestirilebilmektedir (Sekil 1.11). Bu amfifilik hidrofobik
kromatografi materyali, siyanobromiir ile aktiflestirilmis agaroz ile uygun primer
aminin Ornegin propilaminin reaksiyonundan elde edilir. Asidik ortamda

calisildiginda yap1 amfifilik 6zellik gosterir.
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L OH OH
OH OH
Agaroz Agaroz
O0—R NH(CH,)NH,
OH OH
R= Alkil x=2-8

Sekil 1.10. Alkil agaroz ve amino alkil agaroz [83]

( A : & Yitksek iyonik gerilme veya asidik pH da tutunaraz
/ / Hidrofobik cep

(
- S
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OCNCH:LCHCHz

B. Asidik pH da tutunamez

Hidrofobik cep

—H - 7 _"“_'_P’—'—'_FP-
HO™ C. Asidik pH'da veya
. dilgiik iyon kuvvette
_ baglann kuvveti
OH /

CH Br - aminopropil ageroz

Sekil 1.11. Amfifil kromatografisi [83]

Bunlarla birlikte hidrofobik etkilesim kromatografisinin t¢tincti bir sinifi
olarak da kabul edilebilecek ve “yiik-transfer” ya da “n-n” kromatografisi olarak
da adlandirilan bir kromatografi daha vardir. Burada alkilhidrofobik ligand yerine

tercihen elektron ¢ekici substitiient iceren bir aromatik ligand kulanilmaktadir
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(Sekil 1.12). Bu tiir kromatografi ic¢in dinitrofenil agaroz, fenil agaroz,
benzoillenmis seliiloz veya agaroz, nitrofenillenmis cam kullamilmustir [77,84,85].
Akriflavin, akridin sarisi, tritil grup, pentaklorofenol, malahit yesili gibi
ligandlarda yiik transfer kromatografisinde kullanilan ligandlardir (Sekil 1.13).

Elektron yoksunu
aromatik halka

/ A garoz / AgarOZ
~

OzN\©/S OZN\©/S/

i n—7 etkilesimi
Protein—@

Elektron zengini
aromatik halka

Protein

Sekil 1.12. Yiik transfer kromatografisinde protein-adsorban etkilesimi [83]

Hidrofobik etkilesim kromatografisi, proteinleri hidrofobisitelerine
dayanarak hidrofobik ligandlar aracilifiyla ayirimimi saglar. Hareketli fazda
yliksek tuz derisimi adsorpsiyonu arttirir ve tastyict fazin tuz derigiminin
azaltilmasiyla eluasyon saglanir [79,86].

Van Oss ve arkadaglann kompleks mekanizma igermesine ragmen,
hidrofobik etkilesimlere en biiyilk katkida bulunan faktdriin van der Waals
kuvvetleri oldugunu belirtmislerdir [87]. Van der Waals kuvvetlerinin neden
oldugu etkilesimlerin afinite, iyon degisimi ve ters-faz kromatografisinde olan
etkilesimlerden daha zayif olmasi nedeniyle adsorpsiyon-desorpsiyon siirecinde
biyomolekiillerde yapisal hasarlar minimum diizeyde olur ve biyolojik aktiviteleri
biiyiik oranda korunur. Ters-faz kromatografisinde kullanilan adsorbanlar HEK de
kullanilan adsorbana gére daha apolar karakterlidir. Bu yiizden hidrofobik
karakterli proteinler bir ters-faz adsorbamina daha kuvvetli adsorplamirlar.
Adsorplanan proteinlerin desorpsiyonu igin apolar ¢oziiciiler kullanilir ve buda

proteinin denatiirasyonuna neden olur. Hidrofobik etkilesim kromatografisinde ise
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desorpsiyon daha polar ve daha az denatiirasyon yapan ortamlarda calisilan ve

proteinlerin hidrofobik 6zelliklerinin kullanildig: alternatif bir tekniktir [88].

X H,C N CH,

»
HzN T?I CI NH2 N/

CH;

H,N NH,
Akriflavin Akridin saris1
H;C. _CH
3N 3
Cl
Cl Cl
o4 O fe
Cl Cl
OH
N
HiC™ “CH,
Tritil grup Malahit yesili Pentaklorofenol

Sekil 1.13. Yiik transfer kromatografisinde kullanilan bazi ligandlar

Son yillarda, hidrofobik etkilesim kromatografisinde onemli gelismeler
olmus ve bugiin endiistriyel 6l¢ekli protein saflastirmanin yamsira laboratuvar
oleekli gliglii bir ayirma teknigi olusturulmustur. Bu kromatografi i¢in sabit fazin
cesitliliginin  gelisimi ile serum proteinler, niikleer proteinler, hormonlar,
recombinant proteinler ve emzimler gibi biyomolekiillerin saflastiriimasinda

uygulamalarinin kapsamu da artmigstir [89].

1.3.2.1. Protein hidrofobisitesi ve hidrofobik etkilesimler

Hidrofobisite, apolar bir bilesikle su gibi polar bir gevre arasindaki itmedir.
Bu terim, genellikle apolar c¢ozimen madde etrafinda su molekiillerinin
siralanmasini igeren belli molekiill modellerini belirtmek ic¢in kullanilir [90].

Apolar bilegikler suya konuldugu zaman, hidrofobik gruplari g¢evreleyen su
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molekiillerinin siralanmasimin derecesindeki yiiksek artis entropideki azalma ile
gozlenir (AS<0). TAS degeri ile entalpi degisikligi karsilastinldiginda Esitlik 1.1
gore, serbest enerjide pozitif degisiklik olur (AG>0) ve bu nedenle bu siireg
kendiliginden olusmaz yani istemsizdir. Diger yandan apolar birlesikler suya
konuldugunda hidrofobik etkilesimlerden dolay: kendiliginden bir araya gelirler.
Birlesmemis hidrofobik gruplar etrafinda  siralanmis su molekiillerinin,
diizenlenmemis su molekilleri ile yer degistirmesinden dolay: entropide bir artig
gozlenir. Bu serbest enerji degisiminin eksi oldugunu ve sistemin termodinamik
olarak uygun oldugunu gosterir. Bir bagka deyisle, iki veya daha fazla hidrofobik
molekiil arasindaki etkilesim kendiliginden olur ve temelde entropi degisimiyle
belirlenir.

Hidrofobik etkilesimler biyolojik sistemlerde ¢ok dnemlidir. Proteinlerin
katlanmasinda ve yapi kararlilifinda en baskin kuvvetlerdir ve antibadi-antijen
reaksiyonlar1, enzim-substrat reaksiyonlari, biyolojik membranlarin ¢ift tabaka
yag yapilarmin bakimi, korunmasi gibi diger biyolojik siireclerde onemli rol
oynarlar. Bu siirecler hidrofobik etkilerle, kalorimetrik verilerin termodinamik
analizlerine gore, oda sicaklifinda 6nemli entropi ve 151 kapasitesi degisimleriyle
olusurlar [87].

Protein katlanmada hidrofobik etkilesimlerin 6nemi ilk kez Kauzman
tarafindan belirtilmistir [91]. Bundan sonra, spektroskopiye ve yiiksek ayirimh
diferansiyel taramali kalorimetri deneylerine dayanan protein caligmalari,
proteinlerin kararlilifn iizerine farkli tuz tiirlerinin etkilerini ve hidrofobik
etkilesimlerin Onemini gostermek i¢in yapilmistir [92-94]. Lisozim, serum
albumin gibi ¢ogu proteinlerin i¢ kisimlar1 hidrofobik karakterde olmasina karsilik
yiizeylerinde de fenilalanin, triptofan, valin gibi apolar amino asitlerin bulundugu
gosterilmistir [95]. Bir proteinin hidrofobisite derecesi gomiili ve goriinen amino
asitlerin hidrofobisitelerinin toplamina baglhidir. Farkli yaklasimlara dayanan
bir¢ok amino asit hidrofobisite 6l¢iisti vardir. Nozaki ve Tanford suda ve artan
derisimdeki organik ¢oziiciilerde ayr1 amino asitlerin ¢oziiniirliklerini 6lgmiisler
[96] ve amino asitler i¢in etanol veya dioksandan suya serbest enerji transferine
dayanan hidrofobisite ol¢iistinii olusturmuglardir. Bir diger yaklasim ise X-ray

difraksiyon verilerinden belirlenen proteinlerin sayisindan amino asit yan
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gruplarinin ylizey yerlesimleri ve proteinde gomiilii olan amino asitlerin kesri gibi
calismalara dayanir [97]. Eisenberg ve Mclachlan arginin, glutamik asit, lisin gibi
ampifilik amino asitler igin, her bir atomun hidrofobisitesine dayanan bir 6l¢i
Onermislerdir [98]. Wilce ve arkadaglari, ters faz HPLC’de amino asit ve
peptitlerin alikonma zamanlarina ait bir ¢aligma yayinlamislardir [99,100].
Hidrofobik aminoasitlarin sayisi, proteinde farkli dagilimlann ve
hidrofobisiteleri her protein igin karakteristiktir. Bundan dolayi, hidrofobik
desteklerle veya matrikslerle spesifik ayirma yapilabilir [101]. Bu yiizden,
proteinlerin  hidrofobisitelerindeki farkliliklar, biyomolekiillerin hidrofobik

etkilesim kromatografisi kullanilmasiyla fraksiyonlanabilmesini saglar.

1.3.2.2. Hidrofobik etkilesim kromatografisinde ahkonma mekanizmasi

Hidrofobik etkilesimler {izerine farkli tuzlarin etkileri sulu ¢6zeltiden

proteinleri ¢oktiirmek i¢in Hofmeister (liotropik) serileriyle aymidir.

artan salting-out etkisi

Anyonlar: PO4'3, SO4?, CH;COO °, CI, Br, NO5, ClO4, I', SCN-
Katyonlar:  NH,", Rb", K*, Na*, Li", Mg*?, Ca™, Ba™

artan salting-in etkisi

Serinin  baslangicindaki tuzlar, hidrofobik etkilesimleri ve protein
¢okmesini (salting-out etkisi) artirirlar ve antikaotropik diye isimlendirilirler.
Bunlar su diizenleyici olarak ele alimirken serinin sonundaki tuzlar aksine (salting-
in veya kaotropik iyonlar) sivi suyun yapisini rastgele hale getirirler ve bu nedenle
hidrofobik etkilesim kuvvetleri azalir {102].

Hidrofobik  etkilesim  kromatografisinde  proteinlerin  alikonma
mekanizmasi oldukca fazla calisilmig fakat Onerilen higbir teori genel kabul
gérmemistir [86,103-107].

Melander ve arkadaslarnn [86] hidrofobik etkilesim kromatografisinde

alikonma ve protein ¢oziiniirliigii (salting-out) tizerine nétral tuzlarin etkileri igin
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Sinanoglu ve Abdulnur’un kavite teorisine dayanan termodinamik modeli
onermisler [108], her iki siiregteki benzerlikleri géstermisler ve salting-out’teki
protein-protein iligkileri veya hidrofobik etkilesim kromatografisindeki protein-
ligand iligkileri ile tuz derisimi arasindaki miktar iliskisini belirlemislerdir. Bu
modele gore, ¢oziinen baglanmasinin serbest enerji defisimi, ¢dziinen madde
solvasyon prosesleriyle ilgilidir. Solvasyon prosesinde ilk o6nce, ¢Oziinen
molekiille ayn1 boyutlu ¢oziicii iginde bir oyuk (kavite) olusumunu ele almiglardir.
Ardindan, ¢6ziinenlerin oyuga girdigini ve elektrostatik ve van der Waals
kuvvetleri ile oyuk ¢evresiyle etkilestiklerini 6ne siirmiislerdir.

HEK’de, sabit fazda oyuk (kavite) olusumunun enerjisi (4G%yu) tuz
derisiminden yiizey gerilimine ve ¢O6ziinen molekiilinin yilizey alanina (4)
baghdir (Esitlik 1.6).

AG® = - AAom + sabit (1.6)

m, molal tuz derisimi, o, molal yiizey gerilim artis1 diye adlandirilan her bir tuzun
karakteristik sabitidir.

HEK’de kapasite (alikonma) faktorii &', ¢ozlinen baglanmasinda azalmaya
neden olan tuzun elektrostatik etkisinden dolayr tuz derisiminin artmasiyla
baslangicta azalir. Tuz derisimindeki daha fazla artmalarla hidofobik etkilesimler
baskin hale geger ve k' artar. Yeterli tuz derisiminde /ogk’ nin tuz molalitesine

bagimlilig

log k'= Adom + C (1.7)

bagintisiyla verilir ve dogrusal bir degisim gosterir.

Bu nedenle arastirmacilar, HEK’de alikonmaya tuzun etkisini belirlemede,
tuz molalitesi ve tuzun molal yilizey artisii1 en 6nemli parametreler olarak ele
almiglardir. Sabit fazdaki tuz derigiminin artmasi veya tuzun molal yiizeyinin

artmasi1, HEK de proteinlerin alikonmalarinin artmasiyla ylizey gerilimini artirir.
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1.3.2.3. HEK ’ni etkileyen faktorler

Spesifik  uygulamalarda bir kromatografik  prosesin  basarisini
degerlendirmek igin sabit faz ve akiskan faz gibi iki temel element dikkate alinir.

Sabit faz ligand tipi, ligand zincirinin uzunlugu, ligand yogunlugu ve
matriksin veya destegin tiirline gore ¢esitlilik gosterebilir. HEK i¢in en ¢ok
kullanilan ligandlar u¢ amino gruplu veya dogrusal zincir alkanlardir. Fenil grubu
(ve diger aromatik gruplar) hidrofobik ve aromatik (n-m) etkilesimleri birlikte
gostermelerinden dolayi ligand olarak kullanilirlar. Matriks tizerinde siibstitlisyon
derecesinde, n-alkan ligandlar hidrofobisite 6l¢eginde beklenildigi gibi bir seri
olusturur [109]. Hidrofobisite ve etkilesim kuvveti n-alkil zincir uzunlugunun
artmasiyla artmakta ancak bu adsorpsiyon se¢iciliginde azalmaya neden

olabilmektedir.

metil < etil < propil < butil < pentil < hekzil <heptil < oktil

Lin ve arkadaglari, iki proteinin (tripsinojen ve a-~chy-matripsinojen)
adsorpsiyon entalpileri i¢in sabit ligand yogunlugunda CM-oktil-sepharoz ile elde
edilen degerlerin CM-butil-sepharozla elde edilen degerlerden daha yiiksek
oldugunu bulmuslardir [107]. Ligand zincir uzunlugunun artmasindan dolay1
adsorpsiyon entalpisinde olusan farki, adsorbanin dehidrasyonu i¢in gereken 1s1
farklan ile kanitlanmgtir.

Bir HEK adsorbanindaki ligandin siibstitiisyon derecesindeki artis, protein
ve ligand arasindaki etkilesim sayisim arttirdigindan HEK adsorbaninin protein
baglama kapasitesinde artisa neden olur [110]. Bazen bu durumlarda, proteinin
desorpsiyonu i¢in sert eluasyon kosullarimin (organik ¢o6ziiciiler, deterjanlar veya
kaotropik ajanlar) kullanilmasindan dolay1 baglanan proteinlerin denatiirasyonsuz
eluasyonu zor olabilmektedir. Ligand yogunlugu ile protein alikonmasi
iliskisinde, protein yiizey hidrofobisitesi en etkili faktor olarak ele alinmasina
ragmen bu iligki proteinin boyutuna da bagldir. Jennissen ve Heilmeyer, kritik

alkil grup yogunlugunda, hidrofobik agaroza proteinlerin adsorpsiyonunun
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olustugunu ve bunun destegin hidrofobisitesine bagli oldugunu kanitlamiglardir
[84].

HEK de en ¢ok kullanilan destekler hidrofilik karbonhidratlar (capraz
bagli agaroz), silika veya sentetik kopolimer malzemelerdir. Ayni tiir ligand

kullanarak sabit fazin se¢iciligi farkli tip desteklerle degistirilebilmektedir.
1.3.2.4. HEK’de adsorpsiyona tuz tiirii ve derisiminin etkisi

Yukarida belirtildigi gibi protein alikonmasina tuz bilesiminin etkisi
lyotropik seride verilen tuz sirasim takip eder. Sodyum, potasyum ve amonyum
silfatlar gibi tuzlar, yiikksek salting-out veya molal yiizey gerilimi artirma
etkilerinden dolayi, protein-ligand etkilesimlerini artiran en etkili tuzlardir. Ancak
magnezyum siilfat ve magnezyum kloriir suyun yiizey gerilimini artirmalarina
ragmen yukarida belirtilen tuzlar gibi protein alikonmasini artirmazlar. Bu durum
protein alikonmasindaki tuz bilesim etkisinin ¢ok kompleks bir durum oldugunu
gosterir.

Aymi zamanda tuz derisimi protein adsorpsiyonunun seciciligini etkiler ve
bu etki sabit faza ve tuz tamponuna baghdir ve farklidir {111]. HEK’de denge -
tamponu izerine yiiksek tuz derisimi kullanimi ligand-protein hidrofobik
etkilesimlerini arttirir ve sonu¢ olarak da protein alikonmasini artirir.
Adsorplanmig proteinler eluentteki tuz derigiminin azaltilmasiyla adim adim

eluasyonla ayrilir.
1.3.2.5. HEK’de adsorpsiyon iizerine pH etkisi

Hareketli fazin pH’1 HEK’de protein alikonmasini etkileyen en 6nemli
faktorlerden biridir [112]. Genelde pH deki artis (9-10 tizeri), protein yiikiindeki
degisime ve hidroﬁlisinde artmaya neden oldugundan proteinlerle hidrofobik
ligandlar arasindaki hidrofobik etkilesimler pH artis1 ile azalir. Ancak Hjerten ve
arkadaslan diisiik pH’da lisozim ve sitokrom-c gibi temel proteinlerin hidrofobik

ligandlara zayif¢a baglandigini gézlemislerdir [113].
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1.3.2.6. HEK’de adsorpsiyon iizerine sicakhigin etkisi

HEK’de sicakligin artmasi protein alitkonmasini artirir ve diisiik sicaklikta
genellikle protein eluasyonu olusur. Aslinda, HEK 6nceden de belirtildigi gibi
entropi siiriiciili bir siiregtir. AH kiigiik pozitif veya negatif degerlerde
olabildiginden dolayr AG=4H - TAS esitligine gére AG pozitif entropi
degisimiyle kontrol edilir.

Ancak sicakligin sulu g¢ozeltide proteinlerin ¢6ziiniirliiklerini ve farkli
proteinlerin konformasyonel durumuna etkilerinden dolay1 protein alikonmasinda
z1it davranislar olugabilir. HEK de sicakhigm roliiniin ¢ok basit olmasina ragmen
bu parametre denatiirasyon olmaksizin uygun sartlar altinda proteinlerin ayirma

ve eluasyonu i¢in zayif etkilesimleri olusturmak i¢in kullanilabilirler [88].
1.3.2.7. HEK’de kullanilan sabit fazlar

Hidrofobik etkilesim kromatografisinde agaroz en ¢ok kullanilan destektir,
ancak seliiloz, dekstran ve silikada destek olarak kullanilmigtir.

Ik HEK amagli adsorbanlar alifatik ve aromatik aminlerin siyonojen
bromiir metoduyla c¢apraz baglanmig agaroza baglanmasinin sonucu elde
edilmistir ve hem hidrofobik hem de iyonik karakter sergilerler [112,114-116].
Boylece bu sabit fazlarla kromatografik ayirma proteinlerle sabit faz arasindaki
hem elektrostatik hem de hidrofobik etkilesimlerle olur.

Ik gercek anlamda HEK adsorbanlar apolar amino asitlerin inert bir
matrikse baglanmasi ile elde edilmigstir [117]. Porath ve arkadagslari, Hjerten ve
arkadaglar1 ise yiiksiiz hidrofobik adsorbanlari ilk sentezleyenler olmuslardir
[78,110]. Hjerten bugiin oktil ve fenil sepharoz jellerinin ticari olarak tiretiminde
kullanilan bu gruplar glisidil eterlere (epoksit, oksiran fonksiyonel gruplan ile)
baglama yontemini gelistirmistir. Bu sekilde iiretilen jeller nétraldir ve insan
plazmasi proteinleri ile temelde hidrofobik etkilesimler gosterirler [110].

Bir bagka yiksiiz adsorban ise agarozun bisepoksit (1,4-biitandiol
diglisidileter) ile aktivasyonu ve ardindan buna alkilmerkaptan ile baglanmas: ile

sentezlenmistir. Bir diger sentez yonteminde ise agaroz
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glisidoksipropiltrimetoksisilan ile aktive edilmis ve bu yap ile alkol reaksiyona
sokulmustur [113]. Bu son iki yontem ile proteinlere daha kolay ulagabilecek ara
koltu ligandlar1 olan yiiksiiz adsorban tiretilebilmistir.

Yiksek basmgta kullanilabilecek HEK adsorbanlari i¢in polimerik silika
temelli rijit destekler hazirlanmig ve bunlar biitil, fenil, polieter gruplariyla
modifiye edilmiglerdir. Kato ve arkadaglar1 bugiin ticari olarak pazarlanan TSK-
gel, Phenyl-5PW ve TSK-gel Eter-SPW ticari isimli hidrofobik polimer bazli
jelleri hazirlamiglardir {118]. Gooding ve arkadaslar1 metil, hidroksipropil, propil,
benzil veya pentil gruplarini igeren silika bazli hidrofobik sabit fazlar
sentezlemiglerdir [119].

Hjerten ve arkadaslart HPLC nde kullanilmak tizere rijit yiiksek capraz
baglh agaroz temelli HEK adsorbami sentezlemislerdir [113]. Ayrica rijit 2-
hidroksietil = metakrilat etilen dimetakrilat kopolimerleri HEK-HPLC
uygulamalarinda kullanilmistir [120].

Bugiin farkli 6zellikte bir ¢cok HEK adsorbami ticari olarak satilmakta ve
bunlarin bir kismini igeren liste Queroz’un derlemesinde verilmistir [121]

Daha oncede belirtildigi gibi HEK’de engok kullanilan ligandlar, diiz
zincirli alkanlar ve basit aromatik gruplardir. Bunlara 6rnekler Sekil 1.14 de
verilmistir. Yinede bu hidrofobik ligandlar proteinlerin tersinmez adsorpsiyonuna
neden olabilmekte veya proteinlerin eluasyonlarn sirasinda denatiire olmalarina

yol agabilecek kuvvetli hidrofobik etkilesimler olusturabilmektedir.
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1.4. Polimer Sentezi

Polimerler ¢ok sayida aymi veya farkli atomik gruplarin kimyasal baglarla, az
yada ¢ok diizenli bi¢imde baglanarak olusturdugu yiiksek molekiil agirlikli
yapilardir.

Polimerik yap1y1 yani polimerik zinciri olusturabilmek i¢in gerekli kovalent
baglar monomer yapisina bagli olarak ya katilma polimerizasyonu ile ya da
basamakli polimerizasyon ile olusturulabilir. Bu sentez yontemleri kullanilarak
polimerler proses agisindan dort sekilde {retilebilic. Bunlar su sekilde
siralanabilir:

a) Kiitle (y1g1n veya blok) polimerizasyonu
b) Cozelti polimerizasyonu
c) Siispansiyon polimerizasyonu

d) Emilsiyon polimerizasyonu

1.4.1. Siispansiyon polimerizasyonu yontemi ile polimer sentezi

Bu polimerizasyon yontemi endiistride kesikli veya siirekli sistemlerde
buyik miktarlarda polimer iretiminde yaygin olarak kullamilmaktadir. Bu
polimerizasyon sonucu polimerizasyon kosullarina baglh olarak 10 um ile 10 mm
araliginda, go6zenekli veya gozeneksiz partikiiller elde edilic. Polimer
taneciklerinin kiiresel yapist nedeniyle siispansiyon polimerizasyonuna boncuk ya
da inci polimerizasyonu da denir. Siispansiyon polimerizasyonun da iki faz vardir.
Bu fazlardan biri monomer fazi digeri dagitma veya devamli fazidir. Dagitma fazi
olarak genellikle su kullanilir.

Bir polimer siispansiyon polimerizasyonu ile liretilecek ise dikkat edilmesi
gereken ilk 6zellik monomerin dagitma fazindaki ¢oziiniirliigiidiir. Monomerin,
dagitma fazindaki ¢6ziiniirliigiiniin ¢cok diisiik olmasi gerekir. Bu amagla hidrofilik
monomerler i¢in dagitma fazi olarak yag ve petrol eteri gibi hidrofobik sivilar
kullanilir. Reaksiyon ortami siispansiyon olacak sekilde siirekli karigtirilir.
Dagitma ortaminda ¢oziinen stispansiyon stabilizérleri ve emiilsifiye edicilerle

siispansiyonun kararliligi desteklenir. Reaksiyon baslaticisi olarak monomer
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damlaciklar i¢inde yani organik ortamda ¢oziinen bir baglatic1 segilir ve boylece
polimerizasyon, monomer damlaciklar1 iginde baglar. Polimerizasyon
reaksiyonunun hizi ortamin sicakligi arttirilarak arttinlir ve monomer
damlaciklarinin  kiiresel polimer tanecikleri haline doniismesi saglanir.
Stispansiyon polimerizasyonunda sistem parametrelerinin ayarlanmasi ile istenilen
boyutlarda polimer tanecikleri eldesi gerceklestirilebilir.

Siispansiyon polimerizasyon prosesi temel olarak uygun bir ortam iginde
yiiriitillen kiitle polimerizasyonundan bagka bir sey degildir. Her monomer
damlacig1 yeterli baglatict icerir ve 1sitihnca digerlerinden bagumsiz olarak
polimerlesirler. Burada reaksiyon hizi kiitle polimerizasyonuna gore daha hizlidir.
Sonlanma ve zincir transferi yavas oldugundan daha biiyiik molekiil agirliklarina
ulagilir. Kiitle prosesine goére bu prosesin en Onemli avantaji diigiik ortam
viskozitesi ve 1yi karigtirma nedeniyle sicaklik kontroliiniin miitkemmel olmasidir.
Ayrica dagitma ortamu olarak kullanilan su ucuzdur ve suyun patlama, yanma ve
toksisite gibi yan etkileri yoktur.

Stispansiyon polimerizasyonunda polimerizasyon esnasinda dikkat
edilmesi gereken en Onemli husus polimer yigilmasint (topaklanmasini)
Onlemektir. Slispansiyon polimerizasyonunda y1gilma ve birlesmeyi dnlemek i¢in
alinmasi gerekli ilk 6nlem polimerizasyon esnasinda yeterli ve diizenli karistirma
hiz1 saglanmasidir. Diizenli karigtirma sadece yigilmay: 6nlemez, ayn zamanda
tanecik boy ve boy dagilimini belirler. Ayrica iyi karigtirma ile iyi sicaklik
kontrolii yapilabilir ve boylece polimerik mikrokiirelerin molekiil agirligi da daha
iyi ayarlanabilir.

Ek olarak siispansiyon polimerizasyonunda yigilma ve birlesmeyi
engelleyebilmek ve polimerizasyon basamagini kontrol etmek i¢in ortama
stabilizorler ve benzeri katki maddeleri de ilave edilir. {lk zamanlar siispansiyon
stabilizorleri olarak suda ¢oziinen yiikksek molekiill agirlikli  polimerler
(polivinilalkol PVA) kullanilmigtir. PVA monomer su ara yiizeyini azaltarak
stispansiyonu karali hale getirir. Bu stabilizorlere sonradan yeni yiizey aktif
maddeler ilave edilmistir. Giiniimiizde jelatin, stiren-malaik asit anhidrit tuzu,

talk, kaolin, bentonit, baryum, kalsiyum ve magmezyum karbonatlar, silikatlar,
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fosfat ve siilfatlar, aliiminyum hidroksit gibi bircok madde degisik ortamlarda
dagitic1 ve stabilizor olarak kullanilmaktadir.

Ortama tuz (NaCl) ilavesinin de, monomer ¢6zliniirliigiinii azaltarak daha
kiicik boyda polimer taneciklerinin elde edilmesine yol agtif1 bulunmustur.

Ancak fazla tuz miktar1 stispansiyonu bozmaktadir [122].
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 Kimyasal Maddeler ve Reaktifler

Benzaldehit (Merck), 4-nitrobenzaldehit (Merck), pirol (Merck),
metakriloil kloriir (Merck), akrilamid (Merck), etilen glikoldimetakrilat (EDMA,
Merck), bovin serum albumin (BSA, Sigma), Bradford reaktifi (Sigma), kalay
kloriir dihidrat (SnCl,.2H,0, Merck), 2,3,5,6-tetrakloro-1,4-benzokinon (Merck),
bortrifloretarat (Sigma), HNOj; (%65°lik, Riedel), propiyonik asit (Riedel), N,N-
dimetil formamid (Riedel), piridin (Merck), HCl (%37°lik, Riedel), NH4OH
(%26°11k, Riedel), metanol (Aldrich), diklorometan (Riedel), kloroform (Riedel),
tetrahidrofuran (THF, Riedel), Na,SO4 (Riedel), Na,HPO4.12H,O (Riedel),
NaH,P04.2H,0 (Riedel), etil alkol (Carlo Erba), (NH4).SO4 (Riedel) ve NaCl
(Riedel) satin alinarak deneylerde kullanilmigtir. Preparatif amagli ince tabaka
kromatografisi i¢in 5-40 pm pargacik boyutlu silika jel 60 GF,s4 (Merck) ile
kaplanmis 20x20 cm boyutunda cam plakalar kullanilmistir. Deneylerde
kullanilan diger ¢oziiciiler ve kimyasal maddeler analitik saflikta olup ¢ozeltiler

saf su veya deiyonize su kullanilarak hazirlanmigtir.

2.2. Analizler ve Aletli Analizler

Monomerlerin ve adsorplanmayan BSA miktar analizi igin goriiniir bolge
spektrumiar1  Shimadzu UV 2101 PC UV-Goriintir Bolge Taramal
Spektrofotometresi ile alinmistir. Hazirlanan monomerlerin, tetrafenilporfirin
ligand1 igeren polimerik mikrokiirelerin ve bu ligandi igermeyen polimerik
mikrokiirelerin FTIR spektrumlar1 JASCO FT/IR-300E cihaz: ile alimustir.
Alinan biitiin spektrumlara 5 noktali temel ¢izgi diizeltmesi uygulanmigtir. Proton
NMR spektrumlart Bruker DPX-400 400 MHz High Performance Digital FT-
NMR Spektrometre (TUBITAK) cihazi ile alinmistir. Polimerik mikrokiirelerin
yiizey goriintiileri i¢in CAM SCAN S4 taramali elektron mikroskopu (A.U.
Malzeme Bilimi ve Mihendisligi Bélimi) kullamlmistir. Isik mikroskopu
fotograflar1 LEICA DM L52 mikroskopu ve fotograflarda Canon Power Shot S50
dijital fotograf makinesi kullamilmistir. pH 6l¢timleri Orion 420 A model pH ion
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metre ile yapilmigtir. Reaksiyonlar manyetik 1sitici (IKA RTC) ve/veya kus
yuvast (Thermolyne, Type 45500 Input Control) kullamlarak yuriitiilmiistiir.
Deneylerde stizme islemleri 4 numarali Gooch krozesi kullanilarak yapilmis ve

deneylerde laboratuvarda bulunan diger arag ve gerecler kullanilmastir.

2.3. Tetrafenilporfirin Ligand1 Baglanmis Mikrokiirelerin Sentezi
2.3.1. 5-(4-Metakrilamidofenil)-10,15,20-trifenilporfirinin sentezi
2.3.1.1. 5-(4-Nitrofenil)-10,15,20-trifenilporfirinin sentezi

5-(4-Nitrofenil)-10,15,20-trifenilporfirinin  gerekli miktarda sentezini
gerceklestirebilmek igin literatiirdeki c¢alismalardan yararlanilarak 3 yontem
suéyla denenmistir. Birinci ve ikinci olarak denenen yontemler sonucu 5-(4-
nitrofenil)-10,15,20-trifenilporfirin istenilen miktarlarda sentezlenememistir. Bu
lic yontem asagida verilmistir.

Yontem 1: 5,10,15,20-Tetrafenilporfirinin (H,TPP) yapisindaki fenil
gruplarinin derisik HNOj ile nitrolanmasi 5-(4-nitrofenil)-10,15,20-trifenilporfirin
sentezi i¢in denenen ilk yontem olmustur. Literatiirde bu porfirinin bu yontemle
sentezi i¢in dumanlt HNOs kullanilmaktadir [123]. Bu ¢alismada H,TPP (200 mg,
0,325 mmol) 50 ml kloroformda ¢6ziilmiis ve ortamin sicakligi buz banyosu ile 0-
5°C ye indirildikten sonra derigik HNOs (0,34 g, 5,4 mmol) ortama damla damla
ilave edilmistir. Reaksiyonun gerceklesip gerceklesmedigi ince tabaka
kromatografisi ile izlenmis ve 3 saatlik reaksiyon siiresi sonunda H,TPP’de
herhangi bir nitrolanmanin ger¢eklesmedigi gézlenmistir. Nitrolama reaksiyonu
oda sicakliginda ve daha yiiksek sicakliklarda yiirtitildiigiinde ise nitrolama
gerceklesmis ancak reaksiyonun hizli yiiriimesi nedeniyle iiriin tek nitrolu yapidan
cok iki, ti¢, dort nitrolu yapilardan olugsmustur. Tek nitrolu yap1 veriminin %1’den
diisiik gerceklesmesi nedeniyle 5-(4-nitrofenil)-10,15,20-trifenilporfirin sentezi
i¢in bir bagka yonteme bagvurulmustur.

Yontem 2: 5-(4-Nitrofenil)-10,15,20-trifenilporfirin sentezini
gergeklestirmek igin denenen ikinci yontem Adler yontemi olmustur [4]. Ue
boyunlu dibi yuvarlak 250 ml lik deney balonundaki 80 ml propiyonik asite ilk
énce 3:1 mol oraninda benzaldehit (2,53 g, 24 mmol) ve 4-nitrobenzaldehit (1,21
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g, 8 mmol) konmus ve karigim refluks haline getirilmistir. Propiyonik asitin
normal kaynama sicakligi 141°C’dir. Daha sonra refluks halindeki ¢ozeltiye 10 ml
propiyonik asitte hazirlanmis pirol (2,15 g, 32 mmol) ¢6zeltisi damla damla 30
dakika siirede ilave edilmis ve kansimin 30 dakika daha refluks olmasi
saglanmistir. Oda sicakliina sogutulan karisimdan kristallenerek ayrilan farkli
sayida nitro grubu igeren ve nitrolanmamuis alt1 tip porfirin ile bazi safsizliklar 4
nolu Gooch krozesinden siiziilerek ortamdan alinmistir. Daha sonra krozedeki
kalint1 metanol ile birka¢ kez yikanmug, sonra sicak su ile berrak ¢ozelti gelinceye
kadar yikamaya devam edilerek safsizliklardan miimkiin oldugu kadar
anindirilmaya ¢alisitlmistir. Krozede geriye kalan kalint1 vakum etiiviinde 40 °C de
kurutulduktan sonra kloroform da c¢oziilmiis ve tekrar stizilerek bu kez
kloroformda c¢oziinmeyen safsizliklardan arndirilmigtir. Stzintiiniin  ¢6ziicl
rotary evaporatdrde uzaklastirildiktan sonra geriye kalan kalintidaki alti farkli
yapida porfirin ile bir miktar safsizlik 20x20 cm boyutunda silika jel kapli
plakalar ve yuritiicli olarak kloroform kullanilarak preparatif ince tabaka
kromatografisi yontemi ile birbirlerindeﬁ ayrilmislardir. Sentezi hedeflenen 5-(4-
nitrofenil)-10,15,20-trifenilporfirine ait ve en yiiksek ikinci Ry degerine sahip
band plakadan kazinarak alinmistir. Silikaya adsorplanmis 5-(4-nitrofenil)-
10,15,20-trifenilporfirin kloroform ile yikanarak silikadan arindirilmig, ¢oziicii
ugurulduktan sonra 80 °C de etiivde kurutulmustur. Bu yontemle de elde edilen 5-
(4-nitrofenil)-10,15,20-trifenilporfirin miktarinin da ¢ok az oldugu ve veriminin
%1°den diistik oldugu gériillmiistiir.

Yontem 3: Lindsey yontemi [6] izlenerek yapilan 5-(4-nitrofenil)-
10,15,20-trifenilporfirin sentezinde iki boyunlu dibi yuvarlak 500 mililitrelik bir
deney balonuna yeni distillenmis CHCI3 (200 ml) konulduktan sonra sirayla
balona 3:1 mol oraninda benzaldehit (506 mg, 4,8 mmol), 4-nitrobenzaldehit (242
mg, 1,6 mmol) ile pirol (0,428 g, 6,4 mmol) ve bortrifloriireterat (0,30 g, 2,1
mmol) ilave edilmistir. Cozelti 6nce iki saat oda sicaklifinda azot atmosferi
altinda karstirilmus, ardindan su banyosunda 40°C ye kadar 1sitilip 5 saat daha
kanstirildiktan sonra kendi halinde bir gece birakilmistir. Reaksiyon sonucu
olusan porfirinojeni porfirine déniistiirmek icin ¢ozeltiye 2,3,5,6-tetrakloro-1,4-

benzokinon (1,25 g, 5,08 mmol) ilave edilmis ve karisim bir saat refluks
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edilmistir. Daha sonra oda sicakligina sogutulmus karisimdan alinan 6rnegin ince
tabaka kromatografisi ile yapilan kontroliinde 5-(4-nitrofenil)-10,15,20-
trifenilporfirinin  olustugu goriilmiistiir. Reaksiyon karisimindaki ¢6ziicii
kloroform rotary evaporatdrde ucurulduktan sonra geriye kalan kati madde az
miktarda metanolde ¢o6ziilerek Gooch krozesinden siiziilmustiir. Krozede kalan
madde sicak su ile ¢ kez yikanmis, tekrar kloroformda c¢oziilerek Gooch
krozesinden alinmistir. Bu sekilde metanol ve kloroformda ¢oziinmeyen
safsizliklar tirlin porfirinlerden ayrimustir. Elde edilen farkli sayida ve konumda
nitro grubu iceren ve nitro grubu igermeyen porfirinlerden hedeflenen 5-(4-
nitrofenil)-10,15,20-trifenilporfirinin saf olarak eldesi yontem 2 de anlatilan
sekilde ITK ile yapilmistir. Elde edilen mononitrolu porfirinin 25 mg geldigi ve
verimin %2,5 oldugu bulunmus ve spektral degerlerinin literatiirdeki verilere
uydugu gdzlenmigtir. Daha sonra bu yontem kullanilarak alti kez daha 5-(4-
nitrofenil)-10,15,20-trifenilporfirin sentezi gerceklestirilmistir. Ry degeri (silikajel,
CHCl) 0,8, UV (Amax, CHCl3) 422nm, 514nm, 553nm, 592nm ve 649nm; IR
(KBr, cm™) 3423 (NH gerilme), 3037-2921 (aromatik CH), 1720-1579 (NO;
asimetrik gerilme); 1471- 1328 (NO, simetrik gerilme); '"H NMR (CDCls, & ppm)
-2,7 (s, 2H, pirol NH), 7,8 (m, 9H, m/p-fenil), 8,26 (d, 6H, o-fenil), 8,42 (d, 2H,
nitrofenil), 8,66 (d, 2H, nitrofenil), 8,76 (d, 2H, B pirol, 3 ve 7 CH), 8,80 (s, 4H, B
pirol, 12, 13, 17 ve 18 CH), 8,95 (d, 2H, B pirol, 2 ve 8 CH).

2.3.1.2. 5-(4-Aminofenil)-10,15,20-trifenilporfirinin sentezi

Sentez, kisim 2.3.1.1 de sentezlenmis olan 5-(4-nitrofenil)-10,15,20-
trifenilporfirindeki  nitro  grubunun amin grubuna indirgenmesi ile
gerceklestirilmis ve bunun i¢in literatiirde verilen bir ydntemden yararlanilmistir
[124]. Dibi yuvarlak iki boyunlu bir deney balonuna oda sicakliginda 5-(4-
nitrofenil)-10,15,20-trifenilporfirin (100 mg, 0,152 mmol) ve HCI (%20 lik, 25
ml) konulmustur. Ardindan balona SnCl,.2H,0 (0,5 g) ilave edilmis ve karisim 25
dakika su banyosunda 40°C de karistirilmistir. Oda sicakligina sogutulan karigima
10 ml derisik NH4OH ilave edilerek ortamda bulunan HCI asit nétrallestirilmistir.

Indirgenmis porfirin sulu ortamdan kloroform ile ekstre edilmis ve ekstraksiyon
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islemi birkag kez tekrar edilmistir. Ekstratin ¢6ziiclisi  kloroform rotary
evaporatdrde ugurulduktan sonra geriye kalan kati seyreltik NH4OH ve su ile
birka¢ kez yikanmistir. 5-(4-Aminofenil)-10,15,20-trifenilporfirinin saflastirilmasi
preparatif ince tabaka kromatografisi ile 20x20 cm boyutunda silika jel kapli cam
plakalar ve kloroform kullamilarak gerceklestirilmistir. ITK plakasinda 5-(4-
aminofenil)-10,15,20-trifenilporfirine ait band plakadan kazinarak alinmis
ardindan silikaya adsorplanmis bu porfirin kloroform ile yikanarak silika jelden
ayrimustir. Coziicli kloroform rotary evaporatérde ucurulmus ve kalan madde 80
°C de etiivde kurutulmustur. Tartilan 5-(4-aminofenil)-10,15,20-trifenilporfirinin
80 mg geldigi ve verimin %84 oldugu bulunmustur. Yeteri kadar 5-(4-
aminofenil)-10,15,20-trifenilporfirin elde etmek icin indirgenme reaksiyonu
birka¢ kez tekrar edilmistir. R¢ degeri (silikajel, CHCls) 0,45; UV (Amax, CHCl;3)
421nm, 516nm, 553nm, 591nm, 644nm; IR (KBr, cm'l) 3453 (NH gerilme, pirol),
3369, 3315 (NH; gerilmesi), 3035, 2915 (aromatik CH gerilme), 1602 (NH,
biikiilme); 'H NMR (CDCls 6 ppm) -2,7 (s, 2H, pirol NH), 4,0 (s, 2H, NH3), 6,9
(d, 2H, aminofenil), 7,78 (m, 9H, m/p-fenil), 8,0 (m, 2H, aminofenil), 8,24 (d, 6H,
o-fenil), 8,7 (m, 6H, B pirol) ve 8,85 (m, 2H, B pirol).

2.3.1.3. 5-(4-Metakrilamidofenil)-10,15,20-trifenilporfirin sentezi

Kisim 2.3.1.2 de elde edilen 5-(4-aminofenil)-10,15,20-trifenilporfirine
monomer 6zelligi kazandirmak i¢in metakriloil kloriir ile reaksiyona sokularak 5-
(4-metakrilamidofenil)-10,15,20-trifenilporfirin  hazirlanmistir.  Bu  reaksiyon
literatiirde verilen yonteme benzer sekilde yapilmugtir [124]. Dibi yuvarlak 100 ml
lik iki boyunlu bir deney balonuna 5-(4-aminofenil)-10,15,20-trifenilporfirin (150
mg, 0,239 mmol), tetrahidrofuran (10 ml) ve piridin (2 ml) konulduktan sonra
ortamin sicaklig1 bir buz banyosu yardimiyla 0-5°C olacak sekilde ayarlanmustir.
Deney balonundaki ¢ozeltiye metakriloil kloriir (1 ml) damla damla bu sicaklik
arahiginda 30 dakika siirede ilave edilmis ve daha sonra deney balonu oda
sicakhiginda iki saat daha kangtiilmigtir. Coziicli rotary evaporatériinde
ucurulduktan sonra balona 100 ml kloroform ilave edilmis ve reaksiyon sirasinda

ortamda olusan HCIl asit ortama seyreltik NH4OH (50 ml) ilave edilerek
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notrallestirilmistir. Ayirma hunisi yardimu ile {iriinii igeren kloroform faz ayrilmis
ve kloroform ile ekstraksiyon iki kez daha tekrarlanmugtir. Kloroform rotary
evaporatoriinde ucurulduktan sonra 5-(4-metakriamidofenil)-10,15,20-
trifenilporfirin preparatif ince tabaka kromatografisi kullanilarak saflagtirilmigtir.
Elde edilen 5-(4-metakrilamidofenil)-10,15,20-trifenilporfirin 140 mg gelmis ve
verimin %91 oldugu bulunmustur. Ry degeri (silikajel, CHCl5) 0,40; UV (Amaxs
CHClL;) 423nm, 516nm, 553nm, 592nm, 650nm; IR (KBr, cm™) 3315 (NH
gerilme sekonder amid), 3037 (aromatik CH gerilme), 2933 (alifatik CH gerilme),
1670 (C=0 gerilme), 1590 (NH biikiilme), 1508 (vinilik C=C); '"H NMR (CDCl;,
o ppm) -2,7 (s, 2H, pirol NH), 5,5-6,0 (m, 5H vinil), 7,8 (d, 9H, m/p-fenil), 8,0
(m, 2H, 4-amidofenil), 8,3 (d, 6H, o-fenil), 8,7 (m, 6H, B pirol) ve 8,8 (m, 6H,
pirol).

2.3.2. Tetrafenilporfirin ligandh polimerik mikrokiirelerin sentezi

Tetrafenilporfirin ligand1 igeren gozenekli polimerik mikrokiirelerin
sentezi i¢in iki farkli sispansiyon polimerizasyon regetesi kullanmilmig ve bilesimi
farkli birgok mikrokiire sentezlenmistir.

Polimerizasyon 1: Bu polimerizasyon ig¢in literatiirde verilen yontemlerden
yararlanilmastir {17,124-129]. 100 mI’lik iki boyunlu deney balonuna saf su (50
ml) ve stabilizator poli(vinil alkol) (PVA, 0,2 g) ilave edilmis ve bu karisim PVA
tamamen c¢oziinlinceye kadar karstirilmistir. Ardindan kargtinnlmakta olan bu
ortama sirasiyla gdzenek yapici olarak toluen (10 ml), 5-(4-metakrilamidofenil)-
10,15,20-trifenilporfirin (73,4 mg, 0,1 mmol), akrilamid (0,28 g, 3,9 mmol) ve
capraz baglayici olarak etilenglikoldimetakrilat (EDMA, 1,19 g, 6,0 mmol) ilave
edilmis ve olusan siispansiyon azot gazi atmosferi altinda 65°C ye 1sitilmagtir.
Sicaklik bu degere ulasinca ortama 2,2-azobisizobiitironitril (AIBN, 0,1 g) ilave
edilerek polimerizasyon baglatilmistir. Polimerizasyon siiresince karistm 600
devir/dakikada 4 saat karistirilmig ve ardindan ortam sicakligi 90°C ye ¢ikarilarak
2 saat daha karigtirilmistir. Oda sicakligina sogutulan karisimda dagitma ortami
dekantasyon yoluyla uzaklastirildiktan sonra polimerik mikrokiireler ti¢c kez 100

ml lik saf su ile yikanmigtir. Yikamaya etanol-su karisimi (%50 v/v) ve etanol ile
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devam  edilmistir.  Polimerlesmemis tetrafenilporfirini  mikrokiirelerden
uzaklastirmak i¢in mikrokiireler 24 saat kloroformda bekletilmis ve kloroform
mikrokiirelerden siiziilerek uzaklastirilmistir. Son olarak mikrokiireler sirasiyla
etanol, etanol-su (%50 v/v) ve su ile yikanmistir. Yikama islemi tamamlanan
polimerik mikrokiireler vakum etiivinde 60°C de kurutulmustur. Elde edilen
farkli c¢aptaki mikrokiireler belirli 125-150 pm araliginda elekten elenerek
adsorpsiyon deneyinde kullanilmistir.

Polimerizasyon 2: Bu yontemde stabilizér olarak PVA yerine NaCl-MgCl,
tuz kanisimi kullanilmis [130], polimerizasyon ve polimerik mikrokiirelerin
saflagtirilmasi polimerizasyon 1°deki gibi yapilmistir. Ayrica farkli miktarlarda 5-
(4-metakrilamidofenil)-10,15,20-trifenilporfirin monomeri ile EDMA

polimerlestirilerek de polimerik mikrokiireler hazirlanmigtir.
2.4. BSA Adsorpsiyon Deneyleri

Adsorpsiyon deneyleri i¢in model protein olarak bovin serum albumin
(BSA) secilmistir. Adsorpsiyon deneyleri pH 6-8 de 20 mM sodyum fosfat
tamponunda ve pH 4-5 de 20 mM sodyum asetat tamponu ile calisilmustir.
Deneyler kapakli test tiipii i¢inde toplam 5 ml ¢dzeltide, 5 mg adsorban, 0,2-2,5
mg/ml BSA, 0-2 M Na,SO4, 20 mM tampon icerecek sekilde oda sicakliginda
kanistinlarak yurtttilmustiir. Aksi belirtilmedikce deneylerde adsorban olarak % 1
mol oraninda tetrafanilporfirin igeren adsorban kullanilmistir. Adsorpsiyon siireci
sonunda test tiipti santrifiij edilerek adsorban ¢oktiiriilmiis adsorbana baglanmamis
protein derisimini belirleyebilmek i¢in iistte kalan ¢dzeltiden 100 pl alinarak
lizerine 3.0 ml Bradford ajanmi ilave edilmistir. Ajan ile BSA arasinda kompleks
olusumu i¢in 10 dakika beklendikten sonra ¢ozeltinin 590 nm dalga boyunda
adsorpsiyonu ol¢iilmiustiir [31]. BSA-Bradford kompleksi i¢in hazirlanmis
absorbans-derisim kalibrasyon grafigi kullamlarak c¢ozeltideki BSA derisimi,
ardindan BSA miktar1 hesaplanmigtir. Adsorplanmis protein miktar1 proteinin
baslangictaki miktarindan baglanmamig protein miktar ¢ikarilarak bulunmustur.

Adsorplanan BSA miktarinin belirlenmesine yonelik tipik bir ¢alisma su

sekilde yapilmigtir:
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Adsorpsiyon deneylerine baslamadan énce Bradford yontemine gére BSA
derisim-adsorbans kalibrasyon grafigi olusturulmugtur. Sekil 2.1.°de Bradford

assay yontemine gore BSA i¢in elde edilmis kalibrasyon dogrusu goériilmektedir.
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Sekil 2.1. Bradford assay yontemine gore ¢izilmis BSA proteinin kalibrasyon egrisi

pH’1 4,0 olan 5 mI’lik bir ¢6zelti, adsorban (5 mg), BSA (1 mg/ml), asetat
tamponu (20 mM) ve Na,SO4 (1,0 M) kullanlarak test tiipiinde hazirlanmis ve
oda sicakliginda karistirilmaya baglanmigtir. Belirli zaman araliklarinda deney
tiipl santrifiij edilerek adsorbanin ¢okmesi saglanmis ve iiste kalan siv1 fazdan 0,1
ml’lik ¢ozelti alinmistir. Ardindan bu s1vi 3 ml’lik Bradford ajani i¢ine konulmus
ve karistirnlmistir. On dakika beklendikten sonra bu ¢ozeltinin goriiniir bolge
spektrumlar1 alinmig ve adsorplanmadan kalan protein miktar1 kalibrasyon egrisi
yardimiyla bulunmustur. Sekil 2.2 de farkli zamanlarda BSA-Bradford
kompleksinin goriiniir bolge spektrumlart goriilmektedir. Baslangi¢ derisiminden

ortamda kalan protein miktar1 ¢ikarilarak adsorplanan protein miktar1 bulunmus



47

ve pH 4 i¢in elde edilen veriler Cizelge 2.1 de verilmistir. Sekil 2.3 de ise elde

edilen 2020 dakika sonraki zaman-adsorpsiyon miktar1 grafigi goriilmektedir.
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Sekil 2.2. Bradford ajan1-BSA kompleksinin zamana bagh UV-goriiniir bolge spektrumlari (pH 4,0°de, [Na,SO,] =1 M, 20 mM asetat tamponu, (0) 0 dak, (1)
10 dak, (2) 35 dak, (3) 70 dak, (4) 160 dak, (5) 270 dak, (6) 580 dak. ve (7) 2020 dak sonunda alinan spektrumlar)
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Cizelge 2.1. pH 4 de yapilan bir ¢alismamn sonuglarinin degerlendirilmesi, (BSA*= 1,0 mg/ml,
Adsorban =5 mg, V =5 ml, [N3,SO,;] =1 M, 20 mM asetat tamponu)

Sira t(dk) Abs Cozeltide kalan q(mg BSA/g adsorban)
BSA (mg/ml)
0 0 1,038 1,000 0
1 10 0,691 0,712 288
2 35 0,470 0,528 472
3 70 0,373 0,447 553
4 160 0,321 0,404 596
5 270 0,256 0,350 650
6 580 0,219 0,319 681
7 2020 0,163 0,270 730
800 -
600 -
3
g 400
=
3
200 -
0e . . . ey . -
0 500 1000 1500 2000 2500
t (dk)

Sekil 2.3. pH 4,0 de protein adsorpsiyonu, BSA = 1,0 mg/ml, Adsorban =5 mg, V = 5 mi,
[Na,S0,4] =1 M, 20 mM asetat tamponu,
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3. SONUC VE TARTISMA

Bu c¢alismada oldukg¢a hidrofobik bir yapiya ve yogun bir konjugasyona
sahip tetrafenilporfirin ile bovin serum albumin arasindaki hidrofobik
etkilesimden yararlanarak bu proteinin tetrafenilporfirin ligandi igeren bir
polimerik  matrikse = adsorpsiyonu  aragtinlmigtir.  Porfirinlerin =~ ve
tetraarilporfirinlerin biyomolekiiller ile etkilesimleri olduk¢a wzun bir siiredir
arastirilmakta olup temelde porfirinlerin dokularda birikmesi 6zelliginden dolay1
bunlarin fotodinamik terapi ajani olarak kullanimlar1 denenmistir ve denenmeye
devam edilmektedir [67]. Bu ¢alismalar porfirin temelli yapilarin biyomolekiiller
ile kuvvetli bir sekilde etkilestigini gostermektedir. Diger taraftan adsorban ile
biyomolekiil arasindaki hidrofobik etkilesimlerden yararlanarak biyomolekiillerin
ayrilmasi, saflagtirillmasi amaci ile bir kromatografik teknik olan hidrofobik
etkilesim kromatografisi olduk¢a yaygin olarak kullamlmaktadir [121]. Bu
kromatografik teknik icin ¢ok sayida adsorban ticari olarak pazarlanmaktadir. Bu
calisma BSA ile tetrafenilporfirinin hem hidrofobik hem de w-m etkilesimlerine
girmesi sonucu kuvvetli bir adsorpsiyonun gergeklesecegi diislincesi ile

yapilmuistir.

3.1. Tetrafenilporfirin Iceren Polimerik Mikrokiire Hazirlama Sekilleri

Tetrafenilporfirin ligand igeren matriksler hazirlamak igin ¢esitli
yontemler kullanilabilir. Bunlardan baglicalart su sekilde siralanabilir ve bu
yontemler sematik olarak Sekil 3.1 de verilmistir:

a) Tetrafenilporfirin ligandi iyonik yapida hazirlanarak zit yiikld iyonik
gruplara sahip matrikslere iyonik olarak baglanabilir.

b) Tetrafenilporfirin  ligandi  matrikslere  (polimerik  mikrokiirelere)
polimerizasyon sonrasi kovalent olarak baglanabilir.

¢) Polimerlesebilen yapiya sahip tetrafenilporfirin (monomer) sentezlenip ve
komonomerler ile birlikte polimerlestirilerek porfirin yapist mikrokiirelere dahil
edilebilir.
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d) Tetrafenilporfirin polimer kiirecigini olusturan c¢apraz bagli polimer
zincirler arasina (yapiya) hapsedilebilir.
e) Tetrafenilporfirin uygun aralifa sahip iki tabaka arasina yerlestirilebilir.

Bu y6ntemlerin her biri ile polimerik yapiya veya kati bir destege porfirin
dahil etme ¢aligmalar literatiirde yer almaktadir [17, 128, 131-134].

Bu calismada protein adsorpsiyonu i¢in protein ile polimerik adsorban
arasinda olusacak hidrofobik kuvvetlerden ve n-xt etkilesimlerinden yararlamlmasi
planlandigindan, yukarida sayilan tetrafenilporfirini polimerik yapiya veya bir kati
destege baglama yontemlerinden tiglinciisii se¢ilmigtir (Sekil 3.1.c). Bu yaklagimla
tetrafenilporfirin polimer matrikse polimerlesme siirecinde dahil olacagindan bu
ligand polimer matriksin yilizeyinde ve i¢ kisimlarinda homojen olarak dagilmis
olacaktir. Buna karsilik porfirinin iyonik karekterde olmast ve polimer matrikse
elektrostatik (iyonik) olarak baglanmas1 (Sekil 3.1.a) durumunda protein
adsorpsiyonunda iyonik tetrafenilporfirin ve matriks ile protein arasinda
elektrostatik  kuvvetlerin de rol oynamasi s6z konusu olacaktir.
Tetrafenilporfirinin polimerizasyon sonrasi polimere kovalent baglanmasi ise
sadece polimer ylizeyinin porfirin tagimasi sonucunu verecektir (Sekil 3.1.b).
Tetrafenilporfirinin polimerik yapi igine hapsedilmesi ise sentez zorluklari olan
bir yoldur ve tetrafenilporfirinin yapidan sizmasi olasihigr vardir (Sekil 3.1.d).
Tetrafenilporfirini iki tabaka arasina yerlestirme ise kil benzeri yapilara
uygulanabilmekte olup polimerik sistemlere uygulanmamaktadir (Sekil 3.1.e).

Tetrafenilporfirini polimerlesme sirasinda olusan polimer zincirlerine
katabilmek icin tetrafenilporfirin yapisinin vinil grubu veya gruplan igeren
(monomerik) bir yapiya sahip olmasi gerekir. Vinil grubu gesitli sekillerde
porfirin halkasmna baglanabilir: Ornegin vinil grubu dogrudan tetrafenilporfirinin
fenil halkasina baglanabilecegi gibi amid, ester, eter, metin, siilfon gruplarn
yardimiyla da polimerlesebilen bir tetrafenilporfirin elde edilebilir. Bu yapilara
Ornekler Sekil 3.2 de verilmistir ve bu calismada polimerlesebilen bir
tetrafenilporfirin yapist (monomer) olusturmak i¢in vinil grubunun amid bag: ile
tetrafenilporfirine baglanmasi secenegi secilmistir. Amid bagi bir asit
fonksiyonelligi tasiyan vinil monomeri ile amino grubu tagiyan bir

tetrafenilporfirin arasinda kolaylikla olusturulabilir. Bu diistinceyle bu calisma
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icin polimerlesebilen 5-(4-metakrilamido)-10,15,20-trifenilporfirin
sentezlenmistir (Sekil 3.3.a) ve sentez i¢in retrosentetik yaklasim Sekil 3.3 de
verilmistir. Bu amagcla 6nce 5-(4-nitrofenil)-10,15,20-trifenilporfirin sentezlenmis
(Sekil 3.3.c), ardindan bu porfirindeki nitro grubu indirgenerek 5-(4-aminofenil)-
10,15,20-trifenilporfirin (Sekil 3.3.b) elde edilmistir. Son asamada metakriloil
klortir ile 5-(4-aminofenil)-10,15,20-trifenilporfirin reaksiyona sokularak 5-(4-
metakrilamidofenil)-10,15,20-trifenilporfirin elde edilmistir (Sekil 3.3.a). Boylece
polimerik mikrokiirelerin hazirlanmasi i¢in polimerlesebilen bir tetrafenilporfirin

yap1 (monomer) elde edilmisgtir.
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©

Sekil 3.1. Tetrafenilporfirin ligand igeren yapilar hazirlanmasi igin sentez yaklasimlar
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Sekil 3.2. Vinil grubu igeren gesitli tetrafenilporfirinler (monomerler)
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Sekil 3.3. Tetrafenilporfirin ligandi iceren 5-(4-metakrilamido)-10,15,20-trifenilporfirin
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3.1.1. 5-(4-Metakrilamidofenil)-10,15,20-trifenilporfirin sentezi

3.1.1.1. 5-(4-Nitrofenil)-10,15,20-trifenilporfirin sentezi ve karakterizasyonu

Iki farkli yaklagimla 5-(4-nitrofenil)-10,15,20-trifenilporfirin (Sekil 3.3.c)
elde etmek miimkiindiir.

a) 5,10,15,20-Tetrafenilporfirin sentezlenip ardindan bu yapida bulunan 4
fenil grubundan birisi kontrolli bir sekilde aromatik substitiisyon reaksiyonu ile
nitrolanarak  5-(4-nitrofenil)-10,15,20-trifenilporfirin  elde  edilebilir. Bu
yaklasimin kullanildig: bir ¢aligma literatiirde bulunmaktadir [123].

b) Porfirin sentezindeki gerekli olan gruplardan biri aldehit grubudur. 5-(4-
nitrofenil)-10,15,20-trifenilporfirin sentezi i¢in 3:1 mol oraninda benzaldehit-
nitrobenzaldehit karisimi kullanilarak hedeflenen porfirin sentezlenebilir [4,6].
Ancak bu sekilde sentez nitro grubu agisindan olusan porfirinlerde istatiksel bir
dagilima neden olur.

Bu ¢alismada 6nce nitrolama ile 5-(4-nitrofenil)-10,15,20-trifenilporfirinin
eldesi denenmis ve basarili olunamamugtir. Literatiirdeki ¢alisma dumanhi nitrik
asit ile yapilmasina kargilik bu calismada derigik nitrik asit kullanilmistir.
5,10,15,20-Tetrafenilporfirin nitrolanmast i¢in 0°C de yiriitilen reaksiyon
gerceklesmemis, oda sicakliginda yiiriitiilen reaksiyonda ise tetrafenilporfirindeki
fenil gruplarinin birden fazlas: nitrolanmistir.

5-(4-Nitrofenil)-10,15,20-trifenilporfirinin diger yaklasimla sentezinde
Lindsey ve ¢alisma arkadaslarinin gelistirdikleri porfirin sentez ydntemi
kullanilmustir [6]. Stokiyometrik miktarda pirol, 3:1 mol oraninda benzaldehit ve
4-nitrobenzaldehit bortrifloroeterat katalizorliiglinde kloroformda azot gazi altinda
manyetik karistirici yardumiyla 2 saat karnigtinlmis ardindan ¢ozelti 40°C ye
isitilmis ve 5 saat daha kangtinlmigtir (Sekil 3.4). Bu reaksiyon sonucu olusan
porfirinojen reaksiyon ortamimna 2,3,5,6-tetrakloro-1,4-benzokinon oksidant: ilave
edilerek porfirin yapisina doniistiiriitmiistiir (Sekil 3.4). Kanisimdan alinan 6rnegin
ince tabaka kromatografisi ile elde edilen kromatogramindan 5-(4-nitrofenil)-
10,15,20-trifenilporfirinin diger nitrolu ve nitrosuz porfirinlerle birlikte olustugu
anlasilmistir. Bu sekilde bir sentez, istatistiksel bir dagilimla 6 farkli tiirde porfirin

verir (Sekil 3.4). Ancak baslangigta benzaldehit ve nitrobenzaldehit mol oraninin
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3:1 seklinde ayarlanmis olmast nedeniyle ve kromatogramdaki spotlarin
koyulugundan da anlasildig: gibi reaksiyon sonucu agirlikli olarak hi¢ nitro grubu
icermeyen 5,10,15,20-tetrafenilporfirin (Sekil 3.4, yapr 1) ve 5-(4-nitrofenil)-
10,15,20-trifenilporfirin  (Sekil 3.4, yap1 2) olugmustur. Daha sonra 5-(4-
nitrofenil)-10,15,20-trifenilporfirin kloroform yiiriitiictisii kullamilarak preparatif
ITK ile saflastirilmus ve elde edilen iiriin veriminin %2,5 oldugu bulunmustur. Bu
porfirinin R degerinin, FTIR, UV ve NMR spektrumlarin literatiirde verilenlerle
uyumlu oldugu goriilmiistiir. 5-(4-Nitrofenil)-10,15,20-trifenilporfirinin kloroform
ile yurttildiigiinde R¢ degeri 5,10,15,20-tetrafenilporfirinin R¢ degerine gore daha
disiik olmustur. Bu da yapidaki NO, grubunun yapiyir daha polar yapmasi
nedeniyle yapinin silika ile daha kuvvetli etkilesmesinden kaynaklanmaktadir.
UV-gériintir bolge spektrumunda ise —-NO, grubu elektron ¢eken bir grup
oldugundan 5,10,15,20-tetrafenilporfirine goére bu porfirinin Soret pikinin
maksimumunun dalga boyunda batokromik etki yapmustir (Sekil 3.5). 5-(4-
Nitrofenil)-10,15,20-trifenilporfirin Soret bandinin maksimumu 422 nm de
gelirken 5,10,15,20-tetrafenilporfirinin Soret bandinin maksimumu 419 nm de
gelmektedir. 5-(4-Nitrofenil)-10,15,20-trifenilporfirinin FTIR spektrumuna
bakildiginda 1720-1579 ve 1454-1328 cm” de NO, grubuna ait pikler
goriilmektedir (Sekil 3.6) [135,136]. Bu pikler 5,10,15,20-tetrafenilporfirinin
FTIR spektrumunda bulunmamaktadir. Ayrica  5-(4-nitrofenil)-10,15,20-
trifenilporfirin  yapisimnin mononitrolu  bir yapr olmasi nedeniyle simetri
kayboldugundan 'H NMR spektrumunda aromatik protonlara ait bolgede simetrik
bir yapi olan H,TPP’in 'H NMR spektrumuna gore daha fazla sayida pik
goriilmustir (Sekil 3.7). 5-(4-Nitrofenil)-10,15,20-trifenilporfirinin 'H NMR
spektrumunda -2,7 ppm’deki pik porfirindeki 2 adet N-H protonuna ait olup
porfirin halkasinin en karakteristik 'H NMR piklerinden biridir.
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BF3;0(C,Hs), (0,30g)
CHCl; (200 mi)

3 mmol

9 mmol

I.R;, Ry, Ry, R=H

2.R}, Ry, Ry=H, R;=NO,
3.R;, R,=H, R3, R;=NO,
4.R,,R;=H, Ry, R;=NO,

5. RIZH, R2, R3, R4:N02

6. R], Rz, R3, R4=N02

Porfirinojen karisimi

2,3,5,6 tetrakloro-1,4-benzokinon
(p-kloranil)

Sekil 3.4. Lindsey yontemine gore tetrafenilporfirin sentezi
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Sekil 3.5. 5-(4-Nitrofenil)-10,15,20-trifenilporfirinin UV-goriniir bolge spektrumu
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Sekil 3.6. 5-(4-Nitrofenil)-10,15,20-trifenilporfirinin FTIR spektrumu
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3.1.1.2. 5-(4-Aminofenil)-10,15,20-trifenilporfirin sentezi ve karakterizasyonu

Sentezlenen  5-(4-nitrofenil)-10,15,20-trifenilporfirindeki nitro  grubu
literatiirde verilen bir yOnteme benzer bir yontemle primer amin grubuna
indirgenmistir [124]. Indirgenme ajan1 olarak kalay(II) kloriir kullanilmistir (Sekil
3.8). Olusan 5-(4-aminofenil)-10,15,20-trifenilporfirinin saflastirilmasi preperatif
ince tabaka kromatografisi ile yapilmis ve verimin %84 oldugu bulunmustur. Elde
edilen amino gruplu porfirinin Ry degeri ve UV-goriniir bolge (Sekil 3.9), FTIR
(Sekil 3.10) ve '"H NMR (Sekil 3.11) spektrumlarinin literatiirdekilerle uyustugu
goriilmistiir [124]. Elde edilen 5-(4-aminofenil)-10,15,20-trifenilporfirinin
silikajel ~lizerinde ince tabaka kromatografisinde kloroform yiiriitiicii
kullanildiginda R¢ degeri 0,45 bulunmustur. Bu porfirinin indirgenmemis hali olan
nitrolu yapmin aym kosullarda Ry degeri 0,80°dir. NH, grubunun ITK daki silika
sabit faz ile H-bag1 yapabilmesi ve polaritesinin NO, grubuna gére daha az olmast
nedeniyle 5-(4-aminofenil)-10,15,20-trifenilporfirinin Rr degerinin nitrolu yapinin
R¢ degerine gore daha kii¢iik olmasi1 beklenir ve bu sonug elde edilmistir. Her iki
porfirinin goriiniir bolge spektrumlart karsilastirildiginda aralarinda ¢ok bir fark
olmadigi ve sadece 1 nm lik maviye kaymanin gerceklestigi goriilmiistiir.
Tetraarilporfirinlerin gorlinir bolge spektrumlarinin, 6zellikle Soret bandinin
dalga boyunun, aril halkasindaki substituentlere goére pek degismedigi
bilinmektedir. Buna karsilik tetraarilporfirinlere metal baglanmasi ve/veya p-pirol
konumlarinin halojenlendirilmesi durumlarinda Soret bandinin dalga boyunda
biiyiik kaymalar goriiliir. Genelde baglanan metale bagh olarak Soret bandinin
maksimumu degisik dalga boylarinda gézlenir ve spektrumda yeni bandlar olusur.
Mononitrolu porfirinin aminli porfirine indirgenmesi sadece fenil grubunda
substitiisyon degisikligine yol ac¢tifindan iki yapuun goriiniir bolge
spektrumlarinin  benzer olmasi beklenen bir sonugtur. Mononitrolu yap: ile
monoaminli yapmmn FTIR spektrumlarinin karsilastinldiginda NO, grubuna ait
piklerin monoaminli porfirin yapisina ait FTIR spektrumda goriilmemesi ve NH;
grubuna ait piklerin spektrumda ortaya gikmasi beklenir. Ozellikle primer ve
sekonder amin gruplarmin FTIR  spektrumlarinda diger fonksiyonel

gruplarininkilerden kolaylikla ayirt edilebilen pikleri vardir. Aromatik primer
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aminlerin temiz olarak alnan IR spektrumlarinda biri 3400-3330 cm™ digeri
3330-3250 cm” de olmak tizere iki adet asimetrik ve simetrik gerilme
titregsimlerine ait pikler goriilir [135,136]. Ayrica primer aminlerin biikiilme
(bending) titresimlerine ait genellikle orta siddette bir pik 1650-1580 cm™ frekans
araliginda gorilir. Monoaminli yapimin FTIR spektrumu (Sekil 3.10)
incelendiginde NH, grubunun asimetrik ve simetrik gerilme titresimlerine ait iki
pik 3369 em™ ve 3315 cm” de ve bending titresimine ait pik 1602 em™ de
goriilmektedir. Mononitrolu ve monoaminli tetrafenilporfirin yapilarmm 'H NMR
spektrumlart karsilastirildigs zaman aradaki fark: en vurgulayici pik monoaminli
yapiya katilmis olan iki tane amino grup hidrojenlerinin pikidir. Aromatik
aminlerin NH proton pikleri 5,0-3,0 ppm arasinda gozlenir [136]. Sentezlenmis
olan mononitroluporfirinin amin grubu hidrojenlerine ait pik 4,0 ppm de zayif da

olsa gozlenmistir (Sekil 3.11).
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5-(4-nitrofenil)-10,15,20-trifenilporfirin

%20 lik HCI (25 ml)
SnC122H20 (0,5 g)
40°C, 25 dk

Sekil 3.8. 5-(4-Aminofenil)-10,15,20-trifenilporfirin indirgenme reaksiyonu ile eldesi
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Sekil 3.9. 5-(4-Aminofenil}-10,15,20-trifenilporfirinin UV-gériiniir bolge spektrumu
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Sekil 3.10. 5-(4-Aminofenil)-10,15,20-trifenilporfirinin FTIR spektrumu
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3.1.1.3. 5-(4-Metakriamidofenil)-10,15,20-trifenilporfirin sentezi  ve

karakterizasyonu

5-(4-Aminofenil)-10,15,20-trifenilporfirine  polimerlesebilme  6zelligi
kazandirmak i¢in vinil gurubu fonksiyonelligi, metakriloil kloriir 5-(4-
aminofenil)-10,15,20-trifenilporfirinin amino grubu aracihifiyla reaksiyona
sokularak saglanmistir (Sekil 3.12). Olusan 5-(4-metakrilamidofenil)-10,15,20-
trifenilporfirin preperatif ince tabaka kromatografisi ile saflastirilmistir. Yapinin
UV-gériiniir bolge (Sekil 3.13), FTIR (Sekil 3.14) ve 'H NMR (Sekil 3.15)
spektrumlarinin literatiirde  verilen degerler ile uyustugu gorilmiistir [124].
Kisim 3.1.1.2°de belirtildigi gibi tetraarilporfirinlerdeki aril gruplarn tizerindeki
substitiisyonlar tetraarilporfirinlerin  goriintir  bélge spektrumlarini  pek
degistirmemektedir. Bu nedenle sentez ile baslangigtaki yapidaki amino grubu
yerine metakrilamido grubunun gelmesi bu porfirinin  goriiniir bolge
spektrumunda ¢ok fazla bir farklilik yaratmamistir. Gozlenen sadece Soret pikinin
maksimumunun dalga boyunda 421 nm den 423 nm’ye kaymasi olmustur. Sentez
Oncesi ve sonrast yapilarin FTIR spektrumlan karsilastirildiginda 5-(4-
metakrilamidofenil)-10,15,20-trifenilporfirinin FTIR spektrumundaki baslangi¢
maddesine ait aromatik amin piklerinin yerine sekonder amid yapisina ait piklerin
geldigi goriilmiistir. Sekonder amidler 3330-3060 ecm™ araliginda N-H gerilim
titresimine ait bir band verirler [135,136]. Bu band 3315 cm™ de goriilmiistiir.
Karbonil grubuna ait IR spektrumundaki gerilim titresimine ait pik son derece
karakteristiktir ve konumu karbonil grubunun bulundugu yapiya baghdir.
Amidlerde karbonil adsorpsiyonu ketonlardaki, aldehitlerdeki karbonil
adsorpsiyonuna goére daha yiiksek dalga boyunda gelir ve bu amid I band1 olarak
da bilinir. Genellikle amid karbonil veya amid I band1 1715-1650 cm™ araliginda
gozlenir. 5-(4-Metakrilamidofenil)-10,15,20-trifenilporfirin yapisindaki karbonil
grubuna ait amid 1 band1 absorpsiyonu 1670 em” de gorillmiistir. N-H bending
(biikiilmesi) titresimine ait pik amid II bandi olarak bilinir ve bu pik C=0
pikinden biraz daha diigiik frekansta gelir. 5-(4-Metakrilamidofenil)-10,15,20-
trifenilporfirin yapisinda N-H bending titresimine ait pik 1590 cm”’ de
gozlenmistir.  5-(4-Metakrilamidofenil)-10,15,20-trifenilporfirinin 'H NMR
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spektrumunda goriilmesi beklenen vinil grup protonlan ise 5-6 ppm araliginda
multiplet olarak gézlenmistir. Vinilik protonlar genellikle 6.0-4.5 ppm araliginda

multiplet olarak gézlenirler.
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CH;,

Cl

5-(4-aminofenil)-10,15,20-trifenilporfirin

Tetrahidrofuran (10 ml)
Piridin (2 ml),

30 dk (0-5°C)

2 saat, oda sicaklig

Sekil 3.12. 5-(4-Metakrilamidofenil)-10,15,20-trifenilporfirin sentezi
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Sekil 3.13. 5-(4-Metakrilamidofenil)-10,15,20-trifenilporfirinin UV-g&riiniir bolge spektrumu
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Sekil 3.14. 5-(4-Metakrilamidofenil)-10,15,20-trifenilporfirinin FTIR spektrumu



Sekil 3.15. 5-(4-Metakrilamidofenil)-10,15,20-trifeni1porﬁrinin NMR spektrumu
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3.1.2. Tetrafenilporfirin ligandh polimerik mikrokiirelerin sentezi

Birka¢ mikrometreden milimetre boyutuna kadar polimerik mikrokiireler
hazirlamak i¢in en elverigli yontem silispansiyon polimerizasyon yontemidir
[129,137]. Bu yontemde suda ¢ozlinlir olmayan monomerler stabilizér olarak
adlandinlan maddelerin varlifinda karistirilarak damlaciklar halinde devamli faz
olan suda dagitilirlar. Polimerizasyon ortama ilave edilen suda ¢oziinmeyen bir
baglatic1 tarafindan baglatilir ve ortama istenildigi durumda mikrokiirelerde
gozenekliligi artirmak i¢in gdzenek yapici (porojen) maddeler ilave edilebilir.
Siispansiyon polimerizasyonu i¢in bir deney diizenegi Sekil 3.16 da verilmistir.

Tetrafenilporfirin ligand1 bagli mikrokiirelerin sentezinde farkli oranda
tetrafenilporfirin icerecek sekilde 5-(4-metakrilamidofenil)-10,15,20-
trifenilporfirin — akrilamid — etilenglikoldimetekrilat (EDMA) kopolimerleri
slispansiyon polimerizasyonu teknigi ile sentezlenmistir (Sekil 3.17; Cizelge 3.1).
Stabilizér olarak polivinil alkol (PVA), baslatict olark 2,2-azobisizobiitironitril
(AIBN) ve gozenek yapici olarak toluen kullanilmistir. Gerek PVA gerekse AIBN
slispansiyon polimerizasyonunda en sik kullanilan stabilizér ve baslaticidir.
Polimerizasyonda EDMA monomeri iki amaca y6nelik kullanilmistir: 1) polimer
zincirleri arasinda ¢apraz baglar olugturarak rijit bir polimerik yap1 olusturmak, 2)
tetrafenilporfirin ligand: haricinde polimerde hidrofilik (polar) bir yapt olusmasini
saglamaktir. Aym sekilde akrilamid de oldukca hidrofilik bir yap: olusmasi i¢in
se¢ilmistir. Hidrofilik yapi olusturmadaki amag, protein adsorpsiyonu i¢in protein
ile tetrafenilporfirin arasinda hidrofobik etkilesimlerden yararlanilacagindan
polimerik mikrokiirelerde tetrafenilporfirin igermeyen kisimlarin hidrofobikligini
diistirerek spesifik olmayan hidrofobik etkilesimleri azaltmaktir.

Ayrica EDMA’m mol %si yiiksek bir oran olan % 60 olarak tutulmugtur.
Bu oranda EDMA’1n ortamda bulunmasi polimerizasyon sirasinda mikrokiirelerde
yogun bir ¢apraz baglanmaya neden olur. Bu da polimerik mikrokiirelerin rijit bir
yapiya sahip olmalarim saglayacagindan protein adsorpsiyon ¢alismalari sirasinda
suda mikrokiirelerin jellesmesi ve sigsmesi sorunu olmayacaktir.

Ayrica tetrafenilporfirin ligandi igermeyen akrilamid-EDMA kopolimeri
(Cizelge 3.1, deney 4) ve sadece EDMA polimeri de (Cizelge 3.1, deney 5)
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sentezlenmistir. Akrilamid-EDMA kopolimerinin sentezinde stabilizér olarak

PVA yerine NaCl-MgCl, kullamlmagstir.

Mekanils Kangtiric1
Azot Gan
.y -
>
> Su Banyosu

Sekil 3.16. Kopolimer hazirlanmasinda kullanilan siispansiyon polimerizasyonu sisteminin

g0sterimi
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Sekil 3.17. Tetrafenilporfirin baglanmig poliakrilamid mikrokiirelerin sentezi

Cizelge 3.1. Hazirlanan mikrokiirelerin monomerbilesimi (mol%)

Tetrafenilporfirin Akrilamid EDMA Stabilizér
1 1,0 39,0 60,0 PVA
2 0,5 39,5 60,0 PVA
3 0,1 39,9 60,0 PVA
4 40,0 60,0 NaCi-MgCl,
5 100 PVA
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Siispansiyon polimerizasyonu sonunda elde edilen tetrafenilporfirin
ligandli mikrokiirelerin boyutlarinin homojen olmadig: bir dagilim gosterdigi ve
renklerinin tetrafenilporfirinin renginden dolayr mor — koyu mor olduklar
goriilmistiir.  5-(4-Metakrilamidofenil)-10,15,20-trifenilporfirin  polimerizasyon
reaksiyonunun katilip katimadigi yani tetrafenilporfirin ligandinin polimerik
mikrokiirelerdeki zincirlere (kovalent baglarla) bagli olup olmadigini anlamak i¢in
bir miktar polimerik mikrokiire kloroform i¢ine konularak bir giin bekletilmistir.
Bu siirenin sonunda 5-(4-metakrilamidofenil)-10,15,20-trifenilporfirinin iyi bir
¢oziicli olan kloroforma gegmedigi yani bu porfirinin mikrokiirelerden ekstrakte
olmadig1 goriilmiistiir. Bu sekilde tetrafenilporfirin ligandinin yapiya kovalent
baglarla bagl oldugu anlagilmistir. FTIR ¢aligmalarinda ise tetrafenilporfirine ait
pikler tetrafenilporfirinin yapida %1 den daha az olmasi nedeniyle gozlenememis
ancak akrilamid ve EDMA’a ait pikler FTIR spektrumlarinda yer almugtir (Sekil
3.18).

Adsorban amag¢lh kullanmilan polimerik mikrokiirelerde yiizey alaninin
buytkligi, gozeneklilik, gbzenek boyutu gibi 6zellikler adsorpsiyonu etkileyen
parametrelerdir. Genel olarak gézeneklilik adsorpsiyonu artiran bir parametredir.
Hazirlanan polimerik mikrokiirelerin yilizey morfolojisi taramali elektron
mikroskobu (SEM) ile incelenmistir (Sekil 3.19). Mikrograflardan da goriilduigii
sekliyle kiiresel yapiya sahip olan mikrokiireler olduk¢a gézenekli yapidadir
(Sekil 3.19.a ve c). Ayrica mikrokiirelerin kirilarak alinmis fotograflarinda da
mikrokiirelerin i¢ kisimlarinin da gozenekli bir yapiya sahip oldugu goriilmektedir
(Sekil 3.19.b). Tetrafenilporfirin icermeyen ve sadece EDMA kullanilarak
hazirlanan mikrokiirelerin SEM fotograflarina bakildigi zaman kiiresel yapiya
sahip olduklan ancak yiizeylerinde gozenekliligin fazla olmadig1 goriilmektedir
(Sekil 3.20).

Tetrafenilporfirin ligand1 igeren ve igermeyen polimerik mikrokiireler 151k
mikroskobu ile incelenmesi sonucu alinan fotograflar ise Sekil 3.21 de verilmigtir.
Polimerik mikrokiireler homojen olmasa da kiiresel bir yapiya sahip olduklar

gorilmiistir.
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Sekil 3.18. Tetrafenilporfirin ligandi igeren akrilamidEGDMA kopolimerinin polimerik mikrokireciklerin FTIR spektrum



Sekil 3.19. %1,0 Tetrafenilporfirin igeren polimerik mikrokiirelerin SEM fotograflari
p
Yiizey, (b) Mikrokiirelerin i¢ kismi, (¢) Yiizey (yakin plan)
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Sekil 3.20. Tetrafenilporfirin ligand igermeyen ve sadece EDMA igeren polimerik mikrokiirelerin
SEM fotograflar



Sekil 3.21. Tetrafenilporfirin igeren polimerik mikrokiirelerin optik mikroskop fotograflar
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3.2. Bovin Serum Albumin Adsorpsiyon Calismalar:

Proteinleri olugturan amino asitlerin bir proteindeki bilesimi, dagilimi ve
3-boyutlu yapidaki konumlar1 o proteinin hidrofobik-hidrofilik derecesini etkiler.
Fenilalanin, tirozin, izoldsin ve triptofan gibi amino asitler hidrofobik &zelligi
fazla olan amino asitlerdir (Sekil 3.22). Bu amino asitlerin protein yapisinda
saytlarinin fazla olmast ve ozellikle 3-boyutlu yapida ylizeyde bulunmalari
durumunda hem proteinin hidrofobikligi artar hem de proteinin yiizeyinde yama
gibi  nitelendirilebilecek  hidrofobik ~ bdlgeler  olusur. Proteinlerin
hidrofobisitelerinden yararlanarak bir karigimdan belli bir proteini aywmak veya
saflagtirmak miimkiindiicr [52]. Adsorban ile protein arasinda hidrofobik
etkilesime neden olan kuvvetler temelde van der Waals kuvvetleridir. Proteini bir
adsorban yardimiyla hidrofobik etkilesimlerden yararlanarak ayirma teknigi bir
cesit afinite kromatografisi olan hidrofobik etkilesim kromatografisidir (HEK)
[86,138,139]. Bu kromatografik teknikte proteini adsorpsiyona zorlamak igin
ortamin iyonik kuvveti yiiksek tutulur ve bu nedenle yiiksek tuz derisimlerinde
calisilan bu yonteme “salting out” kromatografisi de denir [75,76]. Protein ile
adsorban arasindaki hidrofobik etkilesimin derecesi protein ve adsorban
yapilarina, tuz derisimine ve tiiriine bagli olmasinin yaninda pH’a, sicakliga ve

baska baz1 faktorlere de baglidur.

H,N—CH—C—OH  H,N—CH—C—OH H,N—CH—C—O0H H,;N—CH—C-—0H

CH, CH, CH, H?_CH3
I
CH,
HN
Fenilalanin Triptofan o {zolasin

Tirozin

Sekil 3.22. Hidrofobik karaktere sahip bazi amino asitler

Hidrofobik etkilesim ile protein adsorpsiyonunu gergeklestirmek icin

genellikle n-alkil (6zellikle n-biitil), fenil, aminoalkil gibi ligandlarin agaroz,
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poliakrilamid,  silika gibi hidrofilik matrikslere baglanmasi ile elde edilen
adsorbanlar kullamlir [77,78]. Hidrofobik etkilesim yardimiyla adsorplanan
protein miktar1 artan tuz derigimi veya iyonik kuvvet ile genel olarak dogrusal bir
degisim gosterir. Bunun nedeni de iyonik kuvvetin artmasi sonucu ¢ozeltinin
ylizey geriliminin artmasi ve bunun gii¢lii hidrofobik etkilesimlere neden
olmasidir. Kisacas1 tuz derisimi ne kadar yiiksek ise, protein ile adsorban
arasindaki hidrofobik etkilesim o derece giiglii olur. Genelde tuz olarak Na;SOy,
NaCl ve (NH4),SO4 kullanilir.

Hearn ve arkadaslarinin yaptiklart termodinamiksel ¢aligmalar,
biyomolekiiller ile hidrofobik adsorbanlar arasinda etkilesimin adsorpsiyon ile
sonuglanmasinin  nedeninin  adsorpsiyon entalpisinden =ziyade entropik
nedenlerden kaynaklandigim gostermigtir [99]. Ik bakista adsorpsiyonun
entropide azalisa neden olacag: diisiiniilse de gercekte boyle bir siiregte entropinin
arttif1 belirlenmistir. Bir protein ile adsorban arasindaki hidrofobik etkilesim
sonucu adsorpsiyon 5 basamakli bir siire¢ sonucu gergeklesmektedir. Bu
basamaklar su sekilde siralanabilir:

a) Protein ylizeyini kaplayan ve protein ile etkilesen su molekiillerinin ve
iyonlarinin protein yiizeyinden atilmasi. Bu basamak proteinin dehidratasyonu ve
deiyonizasyonu siireci olarak diistiniilebilir.

b) Aym sekilde hidrofobik adsorbanin yiizeyini kaplayan su molekiillerinin
ve iyonlarinin adsorban yiizeyinden atilmasi. Bu da adsorbanin dehidratasyonu ve
deiyonizasyonu olarak diistiniilebilir.

¢) Protein ile adsorban arasinda hidrofobik etkilesimlerin ortaya ¢ikmast.

d) Adsorpsiyonun gerceklesmesi ve sonucunda proteinin adsorban yiizeyine
yerlesmesi.

e) Protein ve adsorban yiizeylerinden atilan su molekiillerinin ve iyonlarin
sulu faza dagilmalari ve bu fazda kendilerini konumlandirmalari.

Sekil 3.23’de de sematize edildigi gibi sonucta su molekiillerinin ve
iyonlarin hidrofobik protein ve hidrofobik adsorban tizerinde bulunduklar
adsorpsiyon Oncesi daha diizenli yapidan adsorpsiyon sonucu ylizey azalmasi

nedeniyle daha az diizenli sivi faza gitmeleri entropide net bir artisa
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(ASagsorpsiyor>0) neden olmakta ve bu termodinamik etken adsorpsiyon igin

yirtticli kuvvet olmaktadir.

PRI

A A

N AN '\\/\/ YAVEPN
\/-M YN

Adsorban

Adsorban

L. : Su molekulii

Sekil 3.23. Apolar karakterdeki bir proteinin hidrofobik bir adsorbana adsorpsiyonu sonucu daha

az diizenli bir yapinin olugmasi

Bu ¢alismada hidrofobik tetrafenilporfirin ligand1 baglanmis gozenekli
polimerik mikrokireler ile bovin serum albumin (BSA) arasindaki hidrofobik
etkilesimlerin neden oldugu adsorpsiyon arastirtlmistir. Sekil 3.24 de adsorbanin

kimyasal yapis1 gosterilmistir.
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Sekil. 3.24. Tetrafenilporfirin ligand igeren polimerik adsorbanin yapisi

Porfirin makrohalkasi, diizlemsel bir yapidir ve fenil gruplart makro
porfirin halkasina gore dénme sansina sahiptirler. Tetrafenilporfirinin yapisinda
delekolize yada konjiigasyonda olan ¢ok sayida (23 adet) m bag: bulunmaktadir.
Protein adsorpsiyonu ve saflastirilmasi amaciyla 7-m etkilesimlerinden de
yararlanan bir kromatografik yontem vardir ve bu yontem yilk transfer
kromatografisi olarak bilinir [140]. Bu y6ntemde aromatik ligandlarin proteindeki
uygun yapili (aromatik halka igeren) amino asitlerle n-nt etkilesimi adsorpsiyonun
yiiriiticii kuvvetidir (Sekil 3.25). Bu ¢alisma i¢in hazirlanmis tetrafenilporfirin
ligandinin bovin serum albumin ile hidrofobik etkilesim yanminda kuvvetli n-n
etkilesimi de yapmasi beklenir (Sekil 3.26). Tetrafenilporfirin ligand1 disinda
polimerik yapinin hidrofilik karakterde olmasina dikkat edilmistir. Boylece BSA
ile adsorban arasindaki hidrofobik etkilesimlerin  hidrofobik ligand
tetrafenilporfirin aracilifiyla gergeklesmesi saglanmaya ¢alisiimigtir.

BSA’nin mol kiitlesi 69000’dir. Bu proteinin izoelektrik noktasi (pl) 4,7
olup 60  boyuta sahip kiiresel sekilli proteindir [46]. Bovin serum albumin
(BSA) adsorpsiyon deneyleri 5 ml ¢ozeltide, 5 mg %] tetrafenilporfirin igeren

Arnad-:aa’u Oniversieg,

Veriez Kitishane
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adsorban (Sekil 3.24), 0,2-2,5 mg/ml BSA, 0-2 M Na,SO4 ve 20 mM tampon
¢ozelti derisimlerinde oda sicaklifinda test tiiptinde karistirlarak yiiriitiilmiistiir.
Deneylerde pH 6-8 de 20 mM sodyum fosfat tamponu ve pH 4-5 de 20 mM
sodyum asetat tamponu kullanilmistir. Adsorpsiyon sonunda baglanmamis protein
derisimini Bradford assay yontemi kullanilarak belirlenmistir [31]. Proteinin
baglangictaki miktarindan baglanmamig protein miktan ¢ikarilarak adsorplanmig
protein miktar1 bulunmugtur.

Adsorpsiyon deneylerinde BSA adsorpsiyonuna tuz (NaySOs) derisiminin,
kullamilan tuz tiiriiniin, pH’1n, protein derisiminin ve kullanilan adsorban tiiriiniin

etkisi incelenmistir.

R
\ / Adsorban
T
etkilesimi

Protein

Sekil 3.25. Yiik transfer kromatografisinde proteinin adsorbana baglanmasint saglayan n-m

etkilesimieri
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Sekil 3.26. BSA yiizeyindeki n baglarina sahip amino asit kalintilarinin porfirin halkasindaki ve

fenil gruplarindakint baglar ile n-n etkilesiminin sematik gosterimi

3.2.1. Adsorpsiyona Tuz Derisiminin ve Tiiriiniin Etkisi

Adsorban ile BSA arasinda hidrofobik etkilesimi kuvvetlendirmek icin
ortama konulacak tuz olarak sodyum siilfat (Na;SO4) sec¢ilmistir. Bu tuzun
secilmesinin nedeni SO4> iyonunun bir adsorban ile protein arasindaki hidrofobik
etkilesimi PO, iyonundan sonra artirici yonde en fazla etkileyen iyon olmasidir.
Na' iyonunun “salting-out” etkisi ise genel katyonlar icinde orta derecede yer
almaktadir [77]. Na,SO4 derisiminin BSA adsorpsiyonuna etkisini gérmek igin
biri BSA’nin izoelektrik noktasinin ustiindeki bir pH da (pH 7,0) ve digeri
altindaki bir pH da (pH 4,0) iki ¢alisma yiirtitilmiistiir. pH 7,0 de yiiriitiilen
deneylerde beklenildigi gibi Na,SO4 derisimi artik¢a adsorplanan BSA miktar
artmustir (Sekil 3.27). pH 7,0 de hi¢ tuz icermeyen ¢ozeltide yapilan deneyde
adsorpsiyon kapasitesi (q) 150 mg/g-adsorban civarmnda iken 2,0 M Na;SO4

derisiminde bu deger 400 mg/g-adsorban degerinin {stiinde gerceklesmistir.
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Belirtilmesi gereken bir diger noktada Na,SO, derisimi ne olursa olsun BSA
adsorpsiyonunun yaklagik bir saat iginde dengeye ulasmis olmasidir. 1M Na, SO,
derisiminde, pH 4,0 de yapilan bir deneyde ise adsorplanan protein miktar: pH 7,0
de elde edilen degere gore 1,75 kat daha yiiksek olmustur

600 -

400 -

q (mg/g)

0 300 600 900 1200 1500
t (dak)

Sekil 3.27. pH 7,0 de BSA adsorpsiyonuna Na,SO, derisimine bagliligi [Na,SO,] = 2.0 (@), 1.0

(%), 0.5 (0), 0.25 (&), 0.125 (H) ve 0 M () BSA = 5 mg, Adsorban = 5 mg,
V =5 ml, 20 mM fosfat tamponu

Farkli tuzlarin protein ile adsorban arasindaki hidrofobik etkilesimleri
etkiledikleri bilinmektedir. Bunun nedeni farkli tuzlarn icinde bulunduklan
¢ozeltinin ylizey gerilimini farkli oranda artirmalanidir [77]. Tuz ¢ozeltisi olarak
NaySO4 yerine 1 M’lik NaCl ve 1M’lik (NH4)2SO4’1in kullanildigi deneylerde
IM’lik Na,SO4 kullanilan deneylerde elde edilen adsorplama kapasitesine gore
daha diisiik maksimum adsorplama kapasiteleri elde edilmistir (Sekil 3.28). Gerek
NaCl’iin gerekse (NH4),SO4’1n molal ylizey gerilim artis degerleri NaySO4’1n

molal yiizey gerilim artig degerlerinden disik oldugundan bu beklenen bir
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sonugtur. Ayrica her iki tuz icinde adsorpsiyon dengesine ancak 8-10 saatte

ulasilabilmistir.

450 -
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Sekil 3.28. Tuz yapisinin pH 7,0 de BSA adsorpsiyonuna etkisi, tuzlar: Na,SO, (&), NaCl (¢)
ve (NH;),SO, (H), BSA=5 mg, Adsorban = 5 mg, V = 5 ml, Tuz =1 M, 20 mM

fosfat tamponu

3.2.2. pH Etkisi

Hidrofobik etkilesim ile protein adsorpsiyonunda tuz derisimi ve tiirii
yaninda ¢ozeltinin pH’1 da 6nemli bir faktordir [112,141,142]. Genellikle pH
degerindeki artig protein ve adsorban arasindaki hidrofobik etkilesimi dustiriir.
Bundan dolay1 proteinin yiiklindeki degisim ile hidrofobisitesindeki degisim
iliskilidir.

BSA in izoelektrik noktasi (pl) 4,7 oldugundan adsorpsiyonun pH’a
baglilik deneyleri pH 4,0-8,0 aralifinda 1 mg/ml baslangic BSA derisimlerinde
yapilmgtir (Sekil 3.29). Bu pH araliginda tetrafenilporfirin ligandli adsorb‘amn
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yikiinde net bir degisme beklenmemesine karsiik BSA’nin net yikii
degismektedir. Deneyler sonunda pH 5,0 ve 4,0 de adsorbanin protein adsorplama
kapasitesinin pH 6,0-8,0 araliginda elde edilen degerlerden daha yiiksek oldugu
bulunmustur. Genelde q degerinin BSA net yiikiiniin negatif oldugu pH 6,0, 7,0 ve
8,0 de pek degismedigi buna karsilik proteinin net yiikiiniin pozitif oldugu pH 4,0
de 1 gram adsorban basina adsorplanan BSA miktarinin neredeyse 2 katina ¢iktig:
gorilmistiir. pH’a karsi q degerleri grafigi Sekil 3.30°da verilmistir. Sekilden de
anlasildig gibi protonlanmis veya pozitif yiike sahip BSA’nin adsorbana karsi
afinitesi net negatif yiike sahip oldugu duruma goére daha yiiksektir. Buda pH<pl
oldugu durumlarda adsorpsiyona hidrofobik ve =m-m etkilesimlerinin yaninda -
iyonik etkilesimlerinde katildigim1 gostermektedir. Biitin pH degerlerinde

adsorpsiyon dengesinin 1,5 saat i¢inde gerceklestigi gézlenmisgtir.
800 -
700
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Sekil 3.29. BSA adsorpsiyonunun pH’a bagliligi, pH 4,0 (), 5,0 (M), 6,0 (A), 7,0 (®) ve 8 (%),
BSA = 5 mg, Adsorban =5 mg, V = 5 ml, [Na,SO,] = 1 M, Tampon: 20 mM fosfat

veya asetat
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Sekil 3.30. BSA adsorpsiyonunda maksimum adsorpsiyon kapasitesinin pH’a baghligi, BSA = 5
mg, Adsorban =5 mg, V =5 ml, [Na,SO4] = 1 M, Tampon: 20 mM fosfat veya asetat

3.2.3. Baslangi¢c BSA Derisiminin Adsorpsiyona Etkisi

Bagslangic BSA derisiminin BSA’in adsorpsiyon davranisina etkisi pH 7,0
ve pH 4,0 de 1M’lik Na,SO4 ¢ozeltilerinde incelenmistir (Sekil 3.31 ve 3.32). Her
iki pH’da da artan protein baglangic derisimi ile adsorbanin BSA’i adsorplama
kapasitesinin genelde arttif1 ancak yiiksek protein baslangi¢ derisimlerinde (C>1
mg/ml) adsorplama kapasitesindeki artisin durdugu veya yavasladig: goriilmiistiir.
pH 4,0 da yiiriitiilen deneylerde baslangi¢ derisimi 0,8 mg/ml ve iistiinde iken qmax
degerinin yaklasik 700 mg BSA/g-adsorban degerinde sabitlendigi ve pH 7,0 de
ise qmak degerinin BSA baslangi¢ derisimi 1,5 mg/ml ve iistiinde iken asagi-yukari
ayni kaldig1 bulunmustur. Her iki pH daki adsorpsiyon i¢in elde edilen verilere

uygun Langmuir izoterm modellemesi yapilmistir. Langmuir izotermlerini veren

Langmuir bagintist
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q,C,
= dne 3.1
q. K ,+C. (3.1)

seklindedir. Burada ¢., adsorplanmis proteinin dengedeki miktar1 ve C,, proteinin
sulu fazda dehgedeki derisimidir. g, ise adsorpsiyon kapasitesi olarak ve tek
tabakali bir adsorpsiyonda adsorbanin birim miktaridir (6rnegin grami basina
adsorplanmis proteinin miktaridir). K, ise ayrisma (disosiasyon) sabiti olarak
bilinir. Bir adsorpsiyon i¢in g, ve Ky degerleri yukarida verilmis olan Langmuir
bagintisinin asagida verilmis olan dogru denklemine indirgenmis hali kullanilarak

bulunabilir.

c, K, C
e o4 e (3.2)
q(,’ qﬂ1 q m

Esitlik 3.2 bagintisina gore ¢izilmis C,’ye karst (C./q.) grafigi Sekil 3.33
de verilmigtir. Grafikten pH 4,0 ve 7,0 de elde edilen verilere ait noktalara en 1y1

uyan dogrularin egimlerinden ve y-kaymalarindan g, ve K, icin su degerler elde

edilmistir:
pH 4,0 qm="7175+7 mg BSA/g adsorban K;= 1,21x10” mg/mL
pH 7,0 gm =625+ 4 mg BSA/g adsorban ~ K;= 0,170 mg/mL

Her iki pH i¢inde olduk¢a diisitk K, degerleri elde edilmistir. K nin tersi
afinite sabiti- (K,) oldugundan K, nin kiigciik olmasi BSA’in adsorban ile
etkilesiminin yiiksek oldugunu ve iki pH degerleri karsilagtirildiginda protein ile
adsorban arasindaki etkilesimin pH 7.0 ye gore pH 4,0 de daha yiiksek oldugu
goriilmiistir. Bu da pH 4,0 de iyonik etkilesimlerinde adsorpsiyona katkida
bulundugunu géstermektedir (Sekil 3.33).
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Sekil 3.31. pH 7.0 de, BSA adsorpsiyonunun baglangic BSA derisimine baglilig1, Adsorban = 5

mg, V = 5 ml, [Na,SO,] =1 M, 20 mM fosfat tamponu, BSA baslangi¢ derisimleri: 2.5
(+),2.0 (@), 1.5 (%k), 1.0 (0), 0.8 (A), 0.6 (H) ve 0.4 (¢) mg/mL
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Sekil 3.32. pH 4,0 de BSA adsorpsiyonunun baglangic BSA derisimine bagliligi, BSA = 0,4-2,5
mg/ml, Adsorban =5 mg, V = 5 ml, [Na,SO,] =1 M, 20 mM asetat tamponu, BSA

baglangic konsantrasyonlari 2,5 (4), 2,0 (®), 1,5 (%), 1,0 (O), 0,8 (A), 0,6 (W) ve 0,4
(®) mg/mL
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Sekil 3.33. BSA denge derisimine karsi (C./q.) grafigi ve Langmuir izotermleri. BSA =0,4-2,5
mg/ml, Adsorban =5 mg, V = 5 ml, [Na,SO,] =1 M, 20 mM fosfat veya asetat
tamponu, pH 4,0 (A) ve pH 7,0 (@)

3.2.4. BSA Adsorpsiyonuna Adsorban Miktarimin Etkisi

BSA adsorpsiyonunun adsorban miktari ile degisimi 1 M Na, SOy ¢ozeltisi
icinde ve pH 7.0 de incelenmistir (Sekil 3.34). Deneyler 2,5 mg, 5,0 mg ve 10,0
mg miktarlarindaki adsorbanlar ile 1 mg/mL BSA baslangi¢ derisiminde BSA
iceren c¢ozeltilerde yiiritiilmistir. 650 dakika izlenen adsorpsiyon sonunda
adsorpsiyon kapasitesi i¢in en yiiksek deger 2,5 mg lik adsorban kullamldig:
zaman elde edilmistir. 2,5 mg, 5,0 mg ve 10,0 mg adsorbanlar kullanildig1 zaman
adsorpsiyon kapasiteleri sirayla 480 mg BSA/g-adsorban, 400 mg BSA/g-
adsorban ve 308 mg BSA/g-adsorban elde edilmistir. Adsorban miktarindaki
artisa karsilik adsorbanin adsorpsiyon kapasitesinde diisme gézlenirken ortama
konulmus olan 5 mg BSA den adsorplanan miktar ise beklenildigi sekilde

adsorban miktarlar ile artmistir. Ortamda 2,5 mg, 5,0 mg ve 10,0 mg adsorbanlar
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bulundugunda sirayla BSA 5 mg'nin 1,2 mg, 2,0 mg, 3,1 mg’1 adsorplanmistir
(Sekil 3.35).
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Sekil 3.34. Adsorban miktarinin BSA adsorpsiyonuna etkisi, pH 7,0, BSA = 5 mg, V = 5 ml,

[Na,SO4] = 1 M, 20 mM fosfat tamponu. Adsorban miktart: 2,5 mg (#), 5,0 mg (M)
ve 10,0 mg (A)
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Sekil 3.35. Adsorplanan BSA miktarinin adsorban miktar1 ile degigimi, pH 7,0, Baglangic BSA
miktar1 = 5 mg, V =5 ml, [N&SO,] =1 M, 20 mM fosfat tamponu.

3.2.5. Adsorban Tiiriiniin Etkisi

Tetrafenilporfirin ligandinin BSA adsorpsiyonuna etkisini gormek i¢in bu
ligand1 icermeyen EDMA, %40 akrilamid-EDMA ve %40 akrilikasit- EDMA’dan
tiretilmis mikrokiireler adsorban olarak kullamilmugtir. pH 7,0 de 1 M Na,SO4
derisiminde yiirlitilen deneylerde bu adsorbanlarin maksimum adsorplama
kapasitelerinin % 1 tetrafenilporfirin ligand: iceren adsorbana gore daha az oldugu
gorilmistir (Sekil 3.36). Bu da porfirinin protein etkilesiminin adsorpsiyona
onemli olciide katki sagladigim gostermektedir. Ayrica porfirin igermeyen
adsorbanlar kullanildiginda adsorpsiyon dengesine daha uzun siirede ulagildig:

gorilmistiir.
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Sekil 3.36. Adsorban tliriiniin BSA adsorpsiyonuna etkisi, pH 7,0, BSA = 5 mg, Adsorban =5 mg,
V = 5 ml, [Na,SO,] = 1 M, 20 mM fosfat tamponu. Adsorbanlar 40% akrilik asit —
EDMA kopolimeri (O), EDMA polimeri (&), 40% akrilamid — EDMA kopolimeri (ll)
ve % 1 tetrafenilporfirin igeren adsorban - EDMA (@)

3.3. Bovin Serum Albumin Desorpsiyon Deneyleri

BSA nin adsorbanlardan desorpsiyonunun neredeyse tersinmez oldugu
gozlenmistir. Desorpsiyon deneyleri saf suda, 0,1 ve 1,0 M NaCl, 1,0 M KSCN,
0,2 M EDTA, 0,2 M okzalik asit, 0,2 M tartarik asit ve 0,2 M siiksinik asit
cozeltileri ile yapilmistir. BSA adsorplanmig adsorban mikrokiireleri deney tiipii
icinde manyetik karistirict ile 8 saat kanstirilmustir. Karistirma sonunda deney
tiipleri 3000 dev/dk santrifiyj edilmis ve ortamdan alinan ¢ozeltilerde BSA varlig:
ve miktar1 arastirnlmistir. Deneyler sonunda saf su, okzalik asit, EDTA, tartarik
asit ve siksinik asit igeren c¢ozeltilerde herhangi bir desorpsiyonun
gerceklesmedigi gézlenmistir. NaCl ve KSCN ¢ozeltilerinde ise adsorplanmis

BSA’in %10 dan daha azmmin desorbe oldugu goriilmiistiir. Desorpsiyona
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sicakligin etkisi de diistintilerek, 0,1 M NaCl igeren ¢6zelti +4 °C de bir giin
bekletilmis ve bu siire sonunda da BSA’in ancak % 10’u desorbe olmustur.

Bu sonug tetrafenilporfirin iceren adsorban ile BSA arasindaki hidrofobik
ve 7-n etkilesimlerin olduk¢a kuvvetli oldugunu, BSA’nin adsorbana tutunup

kovalent baglanma olmaksizin da adsorbana bagli kalabildigi goriilmiistiir.

3.4. Sonug

Bu ¢aligmada elde edilen sonuglar su sekilde siralanabilir:

1. Polimerlesebilen 5-(4-metakrilamidofenil)-10,15,20-trifenilporfirin
sentezi U¢ asamada gerceklestirilmistir. Birinci asamada mononitrolu porfirin
literatlirde verilen yonteme gore sentezlenmistir [4,6] ve verimi %2,5 olarak
bulunmustur. ‘Ikinci asamada elde edilen mononitrolu porfirin kalay kloriir
katalizorligiinde indirgenmis ve monoaminli porfirin elde edilmigtir. Elde edilen
monoaminli porfirinin verimi %84 olarak bulunmugtur. Son asamada porfirine
polimerlesebilme 6zelligi katabilmek igin literatiirde verilen benzer y6ntemler
kullanilarak monoaminli porfirin ile metekriloil Klortiriin reaksiyonu sonucu 5-(4-
metakrilamidofenil)-10,15,20-trifenilporfirin sentezlenmis ve elde edilen tiriiniin
verimi %91 olarak bulunmustur.

2. Polimerlesebilen 5-(4-metakrilamidofenil)-10,15,20-trifenilporfirin
slispansiyon ' polimerizasyonu ile bir polimerik yapiya katilmustir.
Etilenglikoldimetakrilat capraz bagli bu porfirin ligand1 igeren poliakrilamid
mikrokiireler ilk kez bu ¢alisma ile sentezlenmistir.

3. Tetrafenilporfirin ligand1 iceren bir polimerik adsorbana bir proteinin
adsorpsiyonu. ilk kez bu ¢alismada yapilmistir. Adsorpsiyon denemeleri kesikli
sistemde yiiriitiilmiis ve model protein olarak bovin serum albumin kullanilmistir.
Adsorplanan protein miktari pH 7,0 da 24 saatte 0-2 M Na,SOy4 derisiminde 175-
508 mg/g-adsorban, 1M Na,SO4 derigsiminde 24 saatte pH 4,0, 5,0, 6,0, 70, 8,0 de
sirayla 774, 563, 355, 413, 364 mg/g adsorban olmustur. Bovin serum albuminin
hazirlanan adsorbana hidrofobik etkilesimler ile kuvvetli bir sekilde adsorplandig:
gbzlenmistir.

4, Bovin serum albuminin tetrafenilporfirin ligandi igeren adsorbana

neredeyse tersinmez olarak adsorbe oldugu (tutuklandigy) bulunmustur.
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