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Bu tez calismasi, biyomolekiillerin (protein, aminoasit, kolesterol vb.)
bulunduklar1 ¢ok bilesenli karmasik ortamlardan (kan, viicut sivilar1 vb.)
ayrilmalar1 ve saflastirilmalart i¢in, metal-selat etkilesimlerine dayali molekiiler
baskili polimerlerin (MIP) hazirlanmas1 amaciyla gergeklestirilmistir. Bu amacla
ilk olarak, yiizeyinde histidin igeren proteinler ve D-L-histidin enantiyomer
karstmin1 ayiracak L-histidin belleklere sahip yeni nesil biyo-adsorban
gelistirilmis ve kromatografik uygulamasi incelenmistir. ikinci asamada, cesitli
viicut sivilarinda bulunan ve DNA’daki oksidatif zararin tanisinda kullanilan 8-
Hidroksi-2'-deoksiguanizin  (8-OHdG) molekiiliiniin, bulundugu matriksten
ayrilmasi i¢in yeni bir molekiil baskili adsorban sentezlenmis ve elde edilen
adsorbanin kati-faz ekstraksiyon uygulamasindaki kullanilabilirligi incelenmistir.
Tezin son asamasinda ise viicut i¢in oldukca Onemli bir biyomolekiil olan
kolesteroliin tayini i¢in yeni bir kromatografik destek malzemesi hazirlanmis ve
etkinligi incelenmistir. Bu ¢alisma, literatiirde Hizl1 Protein Sivi Kromatografisi
(FPLC) ile yapilan ilk preperatif protein ayirim uygulamast ve 8-OHdG
baskilanmasiyla gergeklestirilmis ilk ¢alismadir. Dahasi, tez kapsaminda
hazirlanan tiim MIPler ilgili molekiiller i¢in yiiksek secicilige sahip, diisiik
maliyetli ve biyolojik sistemlerle uyumludur.

Anahtar Kelimeler: Molekiil Baskilanmis Polimerler (MIP), Biyokromatografi,
Biyomolekiiller, Enantiyomerik Ayirim, On-deristirme.
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ABSTRACT
PhD Dissertation

DEVELOPMENT OF MOLECULAR IMPRINTED POLYMERIC ARTIFICIAL
RECEPTORS FOR BIOMOLECULES AND THEIR BIOCHROMATOGRAPHY
APPLICATIONS

Ayca OZCAN

Anadolu University
Graduate School of Sciences
Chemistry Program

Supervisor: Assoc.Prof.Dr. Arzu ERSOZ
2007, 120 pages

This thesis has been performed in order to prepare molecule imprinted
polymers (MIP) based on the metal-chelate interaction for the isolation and
purification of the biomolecules (proteins, aminoacids, cholestrole, etc.) from
their complex matrixes (blood, body fluids, etc.). For this purpose, firstly, a new
generation bio-adsorbent having L-histidine memory in order to extract the
proteins including surface histidine and differentiate D-L-histidine enantiomers
has been devoloped and its chromatographic application has also been
investigated. In the second step, a novel molecule imprinted adsorbent has been
synthesized for the separation of 8-Hydroxy-2'-deoxyguanasine (8-OHdG) found
in the different body fluids and used in the diagnosis of the oxidative DNA
damage from its matrix and the availability of the obtained adsorbent in the solid
phase extraction of 8-OHdG has also been investigated. In the last section, a novel
chromatographic column material has been evolved for the determination of
cholesterol which is a very important biomolecule for the human and efficiency of
this column has been investigated. This study presents the first application for the
preparative protein seperation using Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC)
and first attempt towards the imprinting of 8-OHdG in the literature. Moreover, all
the MIPs that have been prepared within thesis have high selectivity towards
related molecules, have low cost and are compatible with biological systems.

Keywords: Molecular Imprinted Polymers (MIP), Biochromatography,
Biomolecules, Enantiomeric Separation, Pre-concentration.
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1.GIRiS

Modern biyoteknolojide karsilagilan en O©nemli sorunlardan birisi
biyomolekiillerin (proteinler, enzimler, hormonlar, antibadiler, antijenler vb),
bulunduklar1 ¢ok bilesenli karmasik ortamlardan (kan, viicut sivilari vb) segici
olarak kazanilmasi1 ve saflastirilmasidir. Bu molekiillerin elde edilmesinde tiim
maliyetin % 50-80’ini ayirma ve saflastirma islemleri olusturmaktadir (Denizli
2002).

Yapilan bu caligma; protein, aminoasitler ve kolesterol gibi tibbi alanda
kullanilan biyolojik molekiillerin ayrilmasi ve saflastirilmasina yonelik, biyolojik
sistemlerle uyumlu, ilgili molekiiller i¢in yiiksek secicilie sahip ve diisiik
maliyetli, yeni nesil molekiil bellekli polimerlerin (MIP) hazirlanmas1 ve biyo-
kromatografik amacli kullanilmasini igermektedir.

Molekiiler bellekleme yontemi, cesitli ortamlardan belirli iyonlarin ve
molekiillerin yiiksek secicilikle ayrilmalart i¢in akilli polimerler elde edilmesi ve
bunun farkli uygulamalarda kullanilmasini yayginlagtiran yeni bir kromatografik
malzeme gelistirme metodudur. Molekiiler baskilamada, hedef molekiil, ¢evresi
ile etkilesen bir kalip olarak davranir, ¢capraz bagli monomerler hedef molekiil
cevresinde diizenlenir ve kalip benzeri bir tabaka olusturmak iizere birlikte
polimerlesirler. Polimerizasyondan sonra hedef molekiill uzaklastirilir ve
baglanma bolgeleri hedef molekiile biiyiikliik, sekil ve fonksiyonel gruplarin
yerlesimi olarak tamamlayicidir. Bu ydntemde, hedef molekiil ve fonksiyonel
monomerler arasinda kovalent (Wulff ve ark. 1977; Shea ve ark.1986; Sellergren
ve ark. 1994; Whitcombe ve ark. 1995 ), kovalent olmayan (Arshady ve ark.
1981; Ramstrom ve ark. 1993; Spivak ve ark. 1998) veya metal-selat etkilesimleri
(Kuchen ve ark. 1988; Dhal ve ark. 1992; Say ve ark. 2003; Say ve ark. 2003) s6z
konusudur. Bu tez calismasinda metal-gelat etkilesimlerinin gerceklestigi tiirden
MIP’ler sentezlenmistir. Metal-selat etkilesimleri, baglanma giicii, segciciligi ve
yonlenme acisindan sulu cozeltilerdeki elektrostatik etkilesimler ve hidrojen
baglariyla kiyaslandiginda kovalent etkilesimlere daha c¢ok benzemektedir.
Bununla birlikte hedef molekiiliin yapidan uzaklastirilmas: kovalent baskilamada

oldugu kadar gii¢ degildir (Dhal ve ark. 1992).



MIP’lerin, proteinler ( Bossi ve ark 2001; Dabulis ve ark. 1992; Ou ve ark.
2004), amino asitler (Vidyasankar ve ark 1997.) ve peptidler (Hart ve ark. 2002)
gibi biyolojik aktif molekiillerin segici olarak ayrilmalar1 ve saflastirilmalarinda
kullanilmalarima  yonelik  ¢aligmalara literatiirde son yillarda siklikla
rastlanmaktadir. Bu yontem ile L-fenil alanin ve L-Valin gibi aminoasitler ve
peptidler, getiladenin gibi niikleotid baz analoglari, efedrin, psddefrin, timolol,
propranolol, kolesterol, kortikosteroidler, testesteron gibi bir ¢ok biyomolekiil i¢in
baskilanmis polimer hazirlanmis ve sonug¢ olarak bu molekiiler baskilanmis
polimerlerin, saflagtirilmasi istenilen hedef molekiile miikemmel bir segicilik
gosterdigi ve bagariyla uygulanabildigi kanitlanmistir (Denizli 2002).

Son yillarda insan sagligini koruma ve hastaliklar1 6nleme amaciyla
yapilan biiylik yatirimlar, bu alanda genis capli ve disiplinler aras1 AR-GE
faaliyetlerinin hizla artmasini saglamistir. Ozellikle 21. yiizyilda ortaya cikan ve
oldukca farklilasan immunolojik hastaliklarin teshisi ve tedavisine yonelik
arastirmalar tiim arastirmalara ayrilan kaynaklar i¢inde biiyiik oranlara ulasmistir.
Ne yazik ki disiplinler arasi grup ¢alismasinin yapilamamasi ve kaynak
yetersizligi nedeniyle iilkemizde bu alanlarda yapilan ¢alismalara yeterince yatirim
yapilamamaktadir.

Sagliga dayali teknolojilerin en dnemlilerinden olan tedavi amagli biyo-
kromatografi teknolojisi, kan proteinlerinin ve biyolojik molekiillerin, ytliksek
teknolojiye dayanan akilli polimerik kati faz sorbentlerinin kullanimiyla, ultra-
yuksek saflikta saflastirilmalarina olanak saglamaktadir. Ayrica rekombinant
DNA teknolojisinin basarili olabilmesi, rekombinant proteinlerin ultra-saflikta,
homojen ve biyolojik aktif iriinlerin hazirlanmas1 amaciyla farmasotik
kullanimlarda saflastirilmasini gerektirir.

Bu tez calismasinda, biyolojik sistemlerde en onemli unsur olan biyo-
uyumluluga o6zen gosterilmek kaydiyla, ylizeyinde histidin aminoasiti igeren
proteinler ve D ve L- histidin enantiyomer karsimini ayiracak L-histidin belleklere
sahip metal-selat etkilesimlerine dayali malzeme gelistirilmesi ve kromatografik
kullanimina y6nelik olarak temel bilgi ve veriler olusturulmasi, ayrica 8-hidroksi-

2-deoksiguanizin ve kolesterol gibi biyomolekiillerin bulunduklari ¢oklu



ortamdan ayirilmalart ve saflagtirilmalarinin  yine tarafimizca hazirlanacak

molekiiler bellekli adsorbanlarla gerceklestirilmesi amaglanmistir.

1.1. Biyomolekiiller

Canlilarda bulunan biyomolekiiller olaganiistii bir cesitlilik ve
komplekslilik gosterirler. En kiiciik hiicreler olan bakteriler bile binlerce farkli
organik bilesigi yapisinda bulundururlar. Ornegin basit bir escherichia coli
bakterisi yaklasik 3000 kadar protein, 1000 aminoasit igermektedir ve her canli
tiirli kendine has proteinlere sahiptir, hatta ayn1 fonksiyonu goren proteinler bile
farklidir. Bu derece c¢esitlilige ragmen protein ve niikleik asitler cok basit ve belli
sayida yapi taglarindan olugmaktadir. Mesela canlilarda bulunan biitiin proteinler
20 cesit aminoasitten, niikleik asitler ise 8 c¢esit mononiikleotidden
sentezlenmektedir. Canlilarda bu kadar ¢ok cesitte biyomolekiiliin olmasi canlilik
halinin siirdiiriilmesi i¢in bir cok islevin gergeklestirilmesi gerekliliginden
kaynaklanmaktadir.

Canli organizmalardaki biitiin kimyasal reaksiyonlar, enzim adi verilen
protein yapisindaki bilesikler tarafindan katalizlenmektedir. Enzimler sayesinde,
kimya laboratuvarlarinda giinler ve haftalar siirebilecek bir sentez, seri halde ¢ok
kisa bir siire icinde ve cok yiiksek verimle gerceklestirilir. Gortldiigi gibi
biyokimya sahasi olduk¢a incelikler ve harikulade oOzelliklerle doludur. Bu
inceliklerin ve oOzelliklerin aragtirilip ortaya c¢ikarilmasi da ancak cok hassas
ayirma,  teshis ve  tayin  metotlarinin  gelistirilmesinden  sonra
gerceklestirilebilmistir. Ozellikle kanser arastirmalar1 igin projelere biiyiik
kaynaklarin aktarilmasi molekiiler biyoloji de akil almaz gelismelere yol agmustir.

Biitiin organik biyomolekiiller, ¢evreden saglanan su, CO; ve N, gibi basit
baslangic maddelerinden yapilmaktadir. Bu baslangic maddeleri, canlilar
tarafindan bir takim metabolik ara bilesikler yoluyla, molekiil agirliklar1 100 ile
350 arasinda degisen ve makromolekiillerin yap1 taglarin1 teskil eden
biyomolekiillere doniistiiriiliirler. Bu molekiiller kovalent baglarla birleserek
makromolekiilleri olusturur. Ornegin aminoasitler proteinleri, monosakkaritler

polisakkaritleri ve yag asitleri de bazi lipidleri meydana getirirler. Bundan sonraki



daha yiiksek seviyede diizenlenme, makromolekiillerin olusturduklar1 “supra-
molekiiller” ad1 da verilen biiylik molekiil kompleksleridir. Lipoproteinler, lipid
ve proteinlerin, ribozomlar, niikleik asit ve proteinlerin kovalent olmayan baglarla
meydana getirdikleri supra-molekiil Ornekleridir. Bunlar iyonik, hidrofobik
etkilesimler ile hidrojen baglart ve Van der Waals c¢ekim kuvvetlerini
igcermektedirler. Bu baglar ¢ok kuvvetli olmamalarina ragmen olusan kompleksler
olduke¢a kararlidir. Bu karalilik, kompleks bileseni olan molekiillerin {i¢ boyutlu
yapilarinin birbirine uygunluk gostermesinin bir sonucudur. Cizelge 1.1. de
Esherichia coli hiicresinde bulunan makromolekiillerin ve diger bilesiklerin
ylzdeleri ve gesitleri verilmistir. Burada goriildiigii gibi canli hiicrelerde en ¢ok

protein ¢esidi bulunmaktadir. (Keha ve ark. 2000)

Cizelge.1.1. Bir E. Coli hiicresinin molekiiler bilegimi.

Yiizde Agirlik Her Bir Molekiiler Cesit

Su 70 -

Proteinler 15 3000

DNA 1 1

RNA 6 1000
Karbonhidratlar 3 50

Lipidler 2 40

Yapi taglari ve ara bilesikler 2 50
Anorganik iyonlar 1 12

1.1.1.Niikleik asitler

Niikleik asitler genetik bilgileri igeren makromolekiiller olup, protein
sentezine dogrudan katilirlar. Bu nedenle niikleik asitler yasamin temel
molekiilleridir. Poliniikleotidler niikleotidlerin polimerlesmesinden meydana
gelmiglerdir. Temel yap1 birimi olan niikleotidlerin yapisinda, bir pentoz
molekiilii, heterosiklik baza N-glikozidik bagla baglanmis olup bir de fosforik asit
tasir. Bu yapidaki niikleotidlerin polimerlesmesi sonucu yiiz milyonlarca molekiil
kiitlesine sahip niikleik asitler olusur.

Karbonhidrat igerigi bakimindan farkli 2 ¢esit niikleik asit vardir:



1.RNA(Riboniikleik Asit):Yapisinda riboz bulunur.
2.DNA(Deoksiriboniikleik Asit):Yapisinda 2-deoksiriboz bulunur.

NUKLEOZIDLER
PURIN YADA PRIMIDIN
BAZLARI

RNA’dan DNA’dan

ADENIN ADENIN

GITANIN GITANIN

SITOZIN SITOZIN

URASIL TIMIN

NUKLEIK ASITLER
(Poliniikleotid)

MONONUKLEOTIDLER

FOSFORIK ASIT

SEKER ( PENTOZ )

RNA’dan

RIBOZ

Sekil.1.1 Niikleik asitin yapisinda bulunan bilesiklerin siniflandirilmasi

DNA ’dan

DEOKSIRIBOZ

Niikleik asitlerin enzimatik hidrolizi sonucu biitiin yap1 birimleri ortaya

cikar. Sekil 1.1°de goriildiigli gibi tam hidroliz sonucunda purin ve primidin

niikleo bazlariyla bir pentoz seker ve fosforik asit ortaya c¢ikar. Tam olmayan

hidrolizlerinde ise mononiikleotidler ve niikleozidler meydana gelir.

1.1.1.1. Primidin bazlan

Niikleik asitlerde bulunan primidin bazlarinin hepsi pirimidin tiirevleridir.

Sitozin, urasil ve timin pirimidin bazlaridir. Sitozin RNA ve DNA’da bulunurken

urasil yalnizca RNA’da, timin ise yalnizca DNA’da bulunur.



" O NH,

H H

N\ CH,

). )@ ]

o} T O)\T O)\ |
H H H

Timin(T) Urasil(U) Sitozin(C)
( 2,4-dioksi-5-metilpirimidin) (2,4-dioksi pirimidin) (2-oksi-2-amino pirimidin)

Sekil.1.2. Pirimidin bazlarinin molekiil yapilari

1.1.1.2.Purin bazlari

Purin halkas1 6 atomlu pirimidinin 5 atomlu imidazol halkasiyla kondanse

olmasindan meydana gelir.

NE Sy
N

I—2Z2 0o

Baslica purin bazlar1 adenin ve guanin olup hem RNA’da hem de DNA’ da

bulunurlar.
NH, O
= N HN \
Lﬁ\> L)
AN X N
] W’
H H
Adenin (6-amino purin) Guanin(2-amino 6-oksi purin)

Sekil 1.3. Purin bazlarinin molekiil yapilari



1.1.1.3. Niikleozidler

Niikleozidler, purin veya pirimidinlerin riboz ya da deoksiriboz ile N-
glikozidik bagla baglanmalari sonucu olusurlar. Riboz veya deoksiribozun 1
numarali karbon atomu, B-bagi ile pirimidin bazi i¢eren niikleozidlerde pirimidin
bazinin 1 numarali azot atomuna, purin bazi igerenlerde ise purin halkasinin 9
numarali N atomuna baghdir. Bazlarin riboz sekerine baglanmas1 ile

ribonukleozitler, deoksiriboz sekerine baglanmasi ile de deoksiriboniikleozitler

1

olusur.

HO

OH H

Adenozin

Sekil 1.4. Adenozinin molekiil yapisi

Niikleozitler, icerdikleri niikleobazlara gore sitidin, iiridin, adenozin (Sekil
1.4) ve guanozin seklinde adlandirilirlar.

Pirin ve pirimidin bazlar1t gibi niikleozitler de hiicre igerisinde
niikleotidlerin fosfat gruplarimin hidroliziyle ¢ok az miktarda tretilmektedirler.
Niikleozitler suda ait olduklar1 bazlardan daha fazla ¢oziinmektedirler. Ayrica
pirimidin niikleozitler, piirin niikleozitlere kiyasla asit hidrolizine karsi daha

dayaniklidirlar (Goziikara 2000).



1.1.1.4. 8-Hidroksi-2'-deoksiguanizin

Son yillarda ortaya c¢ikan Onemli bir bilimsel goriis hastaliklarin
%90’1indan fazlasina, aktif oksijen, diger serbest radikaller ve lipid peroksitleri
nedeniyle olusan, oksidatif stresin yol agtigidir. Aktif oksijen viicudumuz igin
hayati bir dneme sahip olmakla beraber, yine viicudumuzun temel bilesenleri olan
protein, lipid, enzim ve DNA’ya zarar verebilmektedir. Ozellikle sigara igimi ya
da hava kirliligi gibi yasamsal ve c¢evresel kosullar, maruz kalinan reaktif oksijen
tirlerinin (Metal oksitler, asbest, hidrojen peroksit, polifenol, X-Ray vb.) RNA
veya DNA’ya verdigi zararin etkilerini artirmaktadir (Loft ve ark. 1992; Loft ve
ark. 1999). Bu da yaslanmanin hizlanmasina ve g¢esitli hastaliklara, 6zellikle
kansere neden olmaktadir.

Yapilan hesaplamalara gore solunum yoluyla viicuda alman oksijenin
%2’si aktif oksijene doniistiiriilmektedir. Bu oranin %10’a ¢ikmasi1 kétii sonuglara
yol agabilir. Aktif oksijen, viicuda zarar verecek yabanci bir madde girdiginde
viicudun ondan kurtulmak icin enerjiye ihtiyag duymasiyla iiretilir. Bu nedenle
gercekten viicudumuz igin gerekli, onemli bir bilesendir. Asir1 miktarda agiga
cikmasi ise az Once de sOylendigi gibi organlara, dokulara ve kan hiicrelerine
zararli olmaya baglar.

J-Deoksiguanizin(2-dG), DNA’nin bilesenlerinden biridir ve oksijenle
yiikseltgendiginde 8-Hidroksideoksiguanizin’e (8-OHdG) doniisiir (Sekil 1.5).
Dolayisiyla 8-OHdG, DNA’nin oksidatif zararmmin tanist ve izlenmesinde
biyomarker olarak kullanilmaktadir (http://www.cosmobio.co.jp).

Ayrica Alzheimer hastalarinda da yaslanma takibi amaciyla yine viicuttaki
8-OHdG ve 8-Hidroksiguanizin (8-OHG) maddelerinin 6l¢iimii kullanilmaktadir
(Nunomura ve ark. 1999; Abe ve ark. 2002).

Cesitli  viicut sivilarindaki 8-OHdG miktarlarinin  tayini i¢in son
zamanlarda bir ¢ok analitik metot gelistirilmistir. Bunlar kapiler elektroforez,
HPLC, immunoafinite kromatografi-monoklinal antibadi temelli ELISA Kkitleridir
(Arnnett ve ark. 2005; Samcova ve ark. 2004; Yin ve ark. 1995).



O O

N ij\
NH NH
2 7
<Nf:/)\NH HO_<N lN/)\NH
HOH,C 2 HOH,C 2
O Oksijen, radikal O
Hon i > Hon A
2-dG 8-OHdG

Sekil.1.5. Oksijen radikalleriyle 8-OHdAG olusumu

1.1.2. Proteinler

Proteinler, biitin canli varliklarin en 6nemli ve hiicrelerinde en bol
bulunan organik bilesiklerdir. Biitiin biyolojik olaylarda O6nemli gorevler
tistlenmiglerdir. Bu fonksiyonlardan en 6nemlileri sdyle siralanabilir:

Enzimatik katalizleme: Biyolojik sistemlerdeki kimyasal reaksiyonlarin
hemen hemen tamami enzimlerin olaganiistii katalizleme giicleri sayesinde yiirtiir.
Bugiin 2000 civarinda enzim tanimlanmis olup bazi katalitik RNA molekiilleri
hari¢ hepsinin protein yapisinda oldugu ortaya konmustur.

Tasima ve depolama: Bir¢ok kiiciik molekiil ve iyon spesifik proteinler
tarafindan taginmakta ve depolanmaktadir. Ornegin, oksijen kanda hemoglobinle
taginir, kaslarda ise miyoglobin sayesinde depolanir. Demir kan dolagiminda,
transferrin proteini ile taginirken, karacigerde ferritin adli bagka bir proteinle
kompleks olusturarak depolanir.

Mekanik hareket: Proteinler, kaslarin en basta gelen bilesenidir. Kas
kasilmast iki g¢esit lif yapisindaki proteinin kayma hareketleriyle ortaya
cikmaktadir.

Mekanik destek: Deri ve kemik dokularinin gerilmeye dayanikliligi fibroz
bir bag dokusu proteini olan kollagen tarafindan saglanmaktadir. Yine sag, kil,
tirnak ve pence gibi destek ve koruyucu yapilar a-keratin grubu proteinlerden
olusur.

Koruma: Antikorlar, viicuttaki viriis, bakteri ve diger organizma hiicreleri

gibi  yabanci maddeleri taniyan ve onlara baglanarak dolasimdan
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uzaklastirilmalarini saglayan ¢ok spesifik proteinlerdir. Ayrica, kanama aninda
pihtilagsmay1 saglayan koagiilasyon faktorlerinin tamami protein yapisindadir.

Sinir iletimi: Spesifik uyarilara karsi sinir hiicrelerinin cevabi reseptor
proteinler aracilifi ile olmaktadir. Mesela, rodopsin, retinal ¢ubuk hiicrelerinin
fotoreseptdr (151k algilayict) proteinidir.

Hormonlar: Metabolizma olaylarinin koordineli bicimde yliriimesini
saglayan hormonlarin biiyiik boliimii protein yapisindadir. Bunun yan sira biitiin
hormonlar, hedef hiicrelerinde protein yapisinda olan reseptdor molekiillere
baglanarak etkilerini gosterirler

Proteinlerin %50’s1 karbon, %7°s1 hidrojen, %23’1i oksijen, %16’s1 azot ve
%0-3"1 de kiikiirtten ibarettir ve bu maddeler proteinlerin yap1 tasi olan amino
asitleri olustururlar. Bunlarin yanisira fosfor, demir, iyod, bakir ve mangan gibi
bazi1 elementlerde bir takim spesifik proteinlerde bulunabilirler ( Keha ve ark.

2000).

1.1.2.1. Amino asitler

Basit proteinler asit, baz veya enzimler tarafindan hidroliz edildiklerinde,
yapi taglar1 olan a-aminoasitlere parcalanirlar. Proteinlerin {i¢ boyutlu yapisini ve
biyolojik 6zelliklerinin bir ¢ogunu, icerdikleri aminoasitin cinsi ve bunlarin bir
polipeptid zinciri i¢indeki siralanigi belirler. Amino asitlerin hiicrelerde ve sinir
sisteminde de olduk¢a 6nemli gorevleri vardir. Amino asitlerin hiicre icinde
tasinmasindaki anormallikler, bazi hastaliklara neden olur. Bunlarin bir¢ogu,
idrarda bir veya birden fazla asir1 miktarda amino asitin bulunusu ile karakterize
edilir ve aminoasidiiridler olarak adlandirilirlar (Harper ve ark. 1993).

Biitiin amino asitler, hem amino hem de karboksilik fonksiyonel gruplarini
icerirler. Amino asitlerin iyonlasmamis haldeki genel formiilleri Sekil 1.6’da

goriildiigii gibi yazilabilir.
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COOH

H,N—Ca—H

Sekil 1.6. Genel aminoasit yapisi

R grubunun H disindaki durumlarinda o-karbon atomu asimetrik
oldugundan, amino asitler optik¢e aktiftirler. D- ve L- izomerleri mevcuttur,
ancak proteinlerin yapisinda L- amino asitler bulunmaktadir.

Proteinler, sekil, biiytikliik, yiik, hidrojen bagi yapma kapasitesi ve
kimyasal aktivite yoniinden birbirinden farkli R gruplarini bulunduran yirmi ¢esit
amino asidi ihtiva ederler. Proteinlerin birbirinden son derece farkli fonksiyonlart,
aynen ciltlerce kitabin yirmidokuz harften yazilmasi gibi sozii gecen
aminoasitlerin degisik dizlisleri ile ortaya c¢ikmaktadir. Cizelge 1.2’de bu

aminoasitlerden bazilarinin yapilar1 goriilmektedir (Keha ve ark. 2000)



Cizelge.1.2. Bazi Onemli Aminoasitler

Aminoasit Yapisi

H

| 13h+ —iC —C

glisin

asparajin

fenilalanin

histidin

aspartat

lisin CHe

12

Ozelligi

Elektrostatik ve

lipofilik yiizey

Polar, elektrostatik yiizey

Nonpolar, aromatik

Notral, pK~6

Fizyolojik pH da pozitif yiiklii

Negatif yiiklii, pK~4

Elektrostatik yiizey

Pozitif yiiklii, pK~9.5,

Elektrostatik yiizey
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Cizelge 1.2’ de de goriildiigii gibi bu aminoasitlerin en basiti glisindir ve R
grubu yerine hidrojen atomu vardir, bu nedenle a karbonu asimetrik degildir. R
grubu hidrokarbon yapisinda olan aminoasitler 16sin, izoldsin, prolin ve alanindir.
Serin ve treonin alifatik hidroksil gruplar: ihtiva eder ve bu gruplarin biyolojik
fonksiyon ac¢isindan biiyiik 6nemi vardir. Yan gruplarinda birer kiikiirt tagtyan iki
amino asit vardir: sistein ve metiyonin. Sistein protein yapisinda disiilfid capraz
kovalent baglarin1 olusturmasiyla 6zel bir Oneme sahiptir. Bahsi gecen bu
aminoasitler viicut pH’1inda yiiksiizdiir (Keha ve ark. 2000).

Fizyolojik pH’da pozitif yiiklii yan gruplara sahip amino asitler ise Lisin,
arginin ve histidindir. Bunlardan aromatik 6zellikteki imidazol halkasina sahip
olan histidin yerlesim ¢evresine gore bazen pozitif yliklii bazen de yiiksiizdiir. Bu
nedenle, bu amino asit yan zinciri metaloproteinlerde koordinasyon ligandi ve
ayrica belirli enzimlerde katalitik bdlge olarak c¢esitli uygulamalarda yer alir.
Imidazol yan zinciri farkli 6zelliklere sahip iki azot atomuna sahiptir. Bunlardan
birisi hidrojene baghdir ve serbest elektron ciftini aromatik halkaya verir ve bu
yilizden kismen asidiktir. Buna karsin, diger azot sadece bir elektronunu halkaya
verir bu yiizden bir ¢ift elektron bosluguna sahiptir ve baziktir. Histidin ayni
zamanda histamin ve karnosinin biyosentezinde yer alan oOncii bir maddedir
(Scriver ve ark. 2007).

R gruplart negatif yiiklii, yani asidik olan aminoasitler ise glutamik asit ve
aspartik asitdir. Bunlar genelde tuz yani anyon isimleriyle anilirlar: aspartat ve
glutamat.

Genellikle nonpolar aminoasitler protein yapisinin i¢ kisimlarinda lokalize
olurlar. Proteinler sulu ortamlarda ¢oziiniir olduklarindan polar ve yiiklii amino
asitler de yiizey kisminda yer alirlar. Ancak bazi polar amino asitler i¢ kisimlarda
yerlesmis olabilirler (Kocabey 1996).

Bahsi gecen bu yirmi amino aside ilave olarak, baz1 0Ozellesmis
proteinlerin hidrolizlenmesiyle farkli bir takim aminoasitler de elde edilmistir.
Bunlar da normal amino asitlerin tlirevi olup bir takim gruplarin ilavesiyle veya
cikarilmasiyla ortaya ¢ikmislardir. Zaten protein sentezinde takip edilen genetik
sifrede anormal amino asitlere karsilik gelen bir sifre, bir tRNA ve bir enzim

bulunmamaktadir.
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Aminoasitlerin asit-baz 6zelliklerinin bilinmesi proteinlerin bir ¢ok
Ozelligini anlamak ve incelemek i¢in son derece onemlidir. Farkli aminoasitleri
ayirabilmek, teshis edebilmek ve miktarini tayin edebilmek, proteinlerin amino
asit bilesimlerini belirlemek i¢in ¢ok gereklidir.

Kristal haldeki amino asitlerin erime noktalar1 200°C ve daha yukaridadir.
Sudaki c¢oziiniirliikleri, daha az polar ¢oziiciilere nispeten daha fazladir. Bu
Ozelliklerde ancak amino asitlerin nétral sulu g¢ozeltilerinden dipolar iyonlar
halinde yani zwitter iyon seklinde kristallendigini gdstermektedir. Notrallige
yakin ¢ozeltilerde dipolar hali gdzlenen amino asitlerin diisiik pH’ larda katyon,

ylksek pH’larda ise anyon sekli gozlenmektedir.

COOH CoO COoO
OH | OH'
*HsN——C——H *HaN C—H Ho,N—C—H
H | H
R R
Diisiik pH, Katyon Nétral pH civart Yiiksek pH, Anyon

Zwitter iyon

Bir amino asit lizerindeki toplam yikiin sifir oldugu pH degerine
izoelektrik nokta denir ve pl ile gosterilir. Bu noktada amino asit zwitter iyon
halindedir ve molekiil bir elektrik alana maruz birakilirsa hi¢ bir tarafa hareket
etmez. pI= (pK; + pK, ) / 2 formiilii kullanilarak biitiin amino asitlerin izoelektrik
noktalar1 hesaplanabilir (Keha ve ark. 2000).

Bilim adamlari amino asit miktarin1 veya tiiriinii teshis edebilmek icin
cesitli 6zel reaksiyonlar yiiriitiirler. Amino asitlerin bu karakteristik reaksiyonlari,
yapilarindaki o-karboksil ve a-amino gruplan tarafindan verilmektedir. Burada
ornek olarak en ¢ok kullanilan iki reaksiyon verilecektir. Bunlardan ilki yapidaki

o-amino asidin karboksil grubunun lityum borhidriir ile o-amino alkole

indirgenmesidir.
)
COOH  |jgH, H~-C~OH
HoN CH HoNCH

R R
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a-Amino grubunun en karakteristik reaksiyonu ninhidrin ile vermis oldugu
reaksiyondur (Sekil 1.7). Bu yolla az miktardaki aminoasitlerin kantitatif tayini
yapilabilir. a-Amino asitlerin iki esdeger ninhidrinle 1sitilmas1 sonucu mavi renkli
bir bilesik olusur ve bu renklenme kolorimetre ile Olgiilerek kantitatif analiz
olanagi saglar. Bu mavi renk serbest amino asiti olan tiim aminoasitler tarafindan
olusur, yalniz sekonder a-amino grubuna sahip olan prolin ve hidroksi prolin sar1

renkte bilesik verir (Keha ve ark. 2000).

I
R—C—H +CO,

(leOH OH / OH
H2N' CIIH + + NH3

R OH H

0 0
Ninhidrin Hidrindantin

2H,0
o 0
D
o (0}
Renkli Bilesik

Sekil 1.7. Amino asitlerin ninhidrin reaksiyonu

Proteinler en basta da sdylendigi gibi amino asitlerin birbirine baglanmasi
sonucu olusur. Bu ise bir amino asidin a-karboksil grubu ile bir diger amino
asidin a-amino grubu arasinda bir H;O molekiiliiniin aciga ¢ikmasiyla olusan bir
kovalent bagla gerceklesir. Bu baga peptid bag: adi verilir. Peptid bagi bir gesit
amid bagidir. Yan gruplar1 R; ve R, olan iki amino asit arasindaki peptid bagi

olusumu reaksiyonu sdyle gosterilebilir:
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H o) H H 0 H O H o
HzN_:C_C/< + >N—(::—c/< O, H2N—C|:—|(|3—H—(|3
R OH H R OH R, |L2 OH
Peptid bag1

Buraya kadar bahsi gecen 20 adet aminoasitin isimleri, {i¢ harfli ve tek

harfli kisaltmalar1 Cizelge 1.3’de verilmistir.

Cizelge 1.3. 20 amino asitin ii¢ ve tek harfli adlandirilmasi

AMINO ASIT UG HARFLI KISALTMA TEK HARFLi KISALTMA
Alanin Ala A
Arjinin Arg R
Asparajin Asn N
Aspartik asit Asp D
Sistein Cys C
Glutamin Gln Q
Glutamik asit Glu E
Glisin Gly G
Histidin His H
[zol6zin Ile I
Lésin Leu L
Lisin Lys K
Methionin Met M
Fenilalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Triptofan Trp w
Tirozin Tyr Y
Valin Val v

1.1.2.2 Proteinlerin yapisi

Bir protein zinciri amino asitlerin birlesmesiyle meydana gelir ancak
yalnizca amino asitlerden ibaret olan bir protein molekiilii her zaman biyolojik

aktivite gostermeyebilir. Biyolojik fonksiyonunu yerine getirebilmek igin bazen
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amino asit, yapisinda olmayan metal iyonlari, karbohidratlar, lipidler, koenzimler,
porfirin halkalar1 gibi kimyasal birimlerle birlesir, bazen de birden fazla
polipeptid zinciri bir araya gelerek belirli bir biyolojik gorevi iistlenirler. Ornegin
kanda O, tagimasini {istlenen hemoglobin, dort polipeptid zincirinden ibarettir. Bu
zincirlerin her birine alt birim adi verilir. Hemoglobin dort alt birimin yani sira,
her bir alt biriminde, porfirin halkas1 ve demir iyonu igeren gruplar mevcuttur.
Proteinlere yapisik olan bu tip gruplara prostetik grup ad1 verilir.

Yiizlerce amino asidin olusturdugu protein molekiiliiniin sulu ¢ozelti
icinde uzunca tek bir zincir halinde kalmas1 miimkiin degildir. Amino asitlerin yan
gruplar1 ve polipeptid zinciri omurgasi iizerindeki polar bolgeler arasinda bir
takim etkilesimler olacag agiktir.

Pauling ve Corey bir ¢ok polipeptid konformasyonunu, molekiiler
modellerini yaparak degerlendirmisler ve 1951°de bu calismalarina dayanarak iki
tip periyodik polipeptid omurga yapist ileri siirmiislerdir: o sarmali ve [ tabakali
tabaka. a sarmali, cubugumsu bir yapidir. Sikica sarilmis polipeptid omurgasi
cubugun i¢c kismin teskil ederken, R gruplari da bir sarmal diizeninde disartya
dogru uzanirlar. o-sarmali, zincir omurgasi iizerindeki NH ve CO gruplari
arasinda olusan hidrojen baglari ile stabilize edilirler. Her bir amino asidin —CO
grubu, siralanista kendisinden 4 kalinti sonra gelen amino asidin NH grubuna

hidrojen bagiyla baglanir (Sekil 1.8).

alfa heliks

Sekil 1.8. Alfa-heliks yap1



18

Bu sekilde protein omurgasinda bulunan biitiin CO ve NH gruplar
hidrojen baglar1 olusturabilir. Eger sarilmay1 yukartya dogru diisiiniirsek, birbirini
takip eden amino asitler arasinda 1,5 A° luk bir mesafe, 100”lik bir doniis
gbzlenir. Sarmal sag el veya sol el yoniinde olabilirse de biitiin bilinen
proteinlerde ai-sarmal sag el yoniindedir.

Ayn1 yilda Pauling ve Corey, proteinlerde ikinci bir yapisal periyodik
motif kesfetmiglerdir ve ona da [ tabakali yapt adi vermislerdir ( harfi o-
sarmalindan sonra ikinci yapi olarak bulundugu i¢in kullanilmistir).  tabakali
yap1, a-sarmalinin ¢ubuk yapisinin aksine tabaka halindedir. B tabakali yapida
polipeptid zinciri o-sarmalde oldugu gibi siki sarilmig halde degil, tamamen
uzamis yapidadir. Birbirine komsu amino asitler arasindaki eksenel mesafe 3,5
A®dur. (a-sarmalde 1,5 A° idi). Bir diger fark da B tabakali yapinin farkli poli
peptid zincirlerindeki NH ve CO gruplari arasindaki hidrojen baglariyla stabilize
edilmesidir (Sekil 1.9). a-sarmalda ise hidrojen baglar1 ayni zincir iizerindeki

peptid gruplart arasindadir (Keha ve ark. 2000).

L hidrojen badi
Os¢ e jen bag
M- M-, / c
Hi- H.:
R—g O=g” Q=pt
\c ““-i.': rIJ
=0 L s H
H_,!i_ Nl H‘C\
A
i - c-hg
R 8] il
O=¢/ é“ Hepy
. G, .
ANH “He gl e
Fi*--.,.t:\h U“::,?/ 0=’ R
Re !
e G N"'H
2 W
‘\ i
o o
=N

i beta tabaka

Sekil 1.9. Beta tabakali yap1
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Ucgiincii tip periyodik motif de kollagen sarmalidir. Bu yap1 deri, kemik ve
eklemlerin baslica proteini olan kollagen’in yliksek gerilme giiciinii saglayan
ozelligini verir. Bu yapida ii¢ polipeptid zinciri birbiri iizerine sarilmistir. Her bir
zincirin sarmal motifi o-sarmalden tamamen farklidir. Bu yapiy1 stabilize eden
hidrojen baglari, zincirlerin birisinin iizerindeki glisinin NH gruplariyla bir diger
zincir lizerindeki amino asitlerin CO gruplar1 arasinda tesekkiil eder.

Proteinler, biyolojik fonksiyonlarini yerine getirebilmeleri i¢in gerekli olan
lic boyutlu sekillerini dort basamakta kazanirlar. Bu dort basamak primer,
sekonder, tersiyer ve kuaterner yapilar olarak isimlendirilirler. Bunlar belirli bir
yapidan daha ¢ok yapilanma ¢esidini ve sathasini ifade eder.

Primer yapi, basit¢e bir proteindeki amino asitlerin siralanisidir ve
proteinin omurgasin1 olusturur. Bu yapi DNA’daki baz dizilisi tarafindan
sifrelenir ve protenin ii¢ boyutlu aktif konformasyonunu belirleyen en 6nemli
husustur.

Sekonder yapi1 lineer diziliste birbirine yakin amino asit yan zincirleri
arasindaki etkilesmeler sonucu meydana gelir. Bu etkilesimlerin bazilar1 periyodik
ve diizenli bir 6zelliktedir. Mesela a-sarmal, -kirmali tabaka ve kollagen sarmali
bir yapiya dahildir. Bir protein zincirinin bazi bdlgelerinin maruz kaldigi bu
yapilanmay1 hidrojen baglari olustururken, amino asitlerinin R gruplarindan
kaynaklanan etkilesmeler de bu yapinin proteinin hangi bolgelerinde olacagini
belirler.

Tersiyer yapi, lineer diziliste birbirinden uzak noktalardaki amino asitler
arasindaki sterik etkilesmelerle ortaya ¢ikar. Bir protein zinciri i¢indeki kararli
katlanmalar sonucu, lineer diziliste birbirlerinden uzakta olan amino asit yan
zincirleri bir araya gelir ve proteinin aktif bolgesini de olusturur. Tersiyer yapida
belli bir diizenlilik ve periyodik sekil géze ¢carpmaz. Disiilfid bagi bu yapiy1 daha
kararli hale getirir.

Kuaterner yapiya ise, birden fazla polipeptid zincirine sahip oligomerik
proteinlerde rastlanir. Polipeptid alt birimleri, sekonder ve tersiyer yapilari
meydana getiren sterik etkilesmelerle olusan baglar vasitasiyla bir arada tutulur

(Keha ve ark. 2000).
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1.1.2.3. Proteinlerin denatiirasyonu ve renatiirasyonu

Proteinin {iglinciil yapisi, ¢evrenin etkisi (sicaklik, ¢esitli ajanlar, yabanci
ylizeyle temas vb.) ile tersinir veya tersinmez olarak degisebilir. Bu degisiklik
“denatiirasyon” olarak adlandirilir. Ugiinciil yapiy1 olusturan baz ikincil baglarmn
kirilmast sonucu tersinir degisimler gozlenir. Bu tiir degisimde protein
fonksiyonunu kaybeder fakat ¢evrenin etkisi ortadan kalkinca yeniden orijinal {ii¢
boyutlu yapiya doner (renatiirasyon) ve fonksiyon gdstermeye baglar. Cevrenin
etkisi siddetli ise polipeptit zinciri ikincil diizenini kaybederek katlanmamig
duruma ulasir. Ornegin yumurtanin pisirilmesinde albiiminin denatiirasyonu ile
kat1 hale ge¢mesi tersinmezdir. Ancak, bazi proteinlerin (enzimlerin) bu
durumdan renatiirasyon ile orijinal hallerine dénebildikleri belirlenmistir. iki veya
daha fazla polipeptit zincirinin yine ¢ok spesifik bir diizen iginde bir araya
geldikleri durumlarda bu hal s6z konusudur. Eger protein ddérdiinciil yapiya
sahipse, denatlirasyon sonucu protein alt birimleri birbirlerinden ayrilir ve
kuaterner yapi bozulur. Denatlirasyon eger ilimli kosullarda gerceklesmis ise
renatiirasyon  ile fonksiyonlarin1 geri kazanabilir. Ornegin, hemoglobin tuz
cozeltisi ile etkilestirilirse molekiil iki ayr1 alt birime ayrilir (denatiirasyon).
Diyaliz ile tuz ortamdan ¢ekildiginde ise iki alt birim bir araya gelir ve protein

tekrar fonksiyonel hale gelir (renatiirasyon) (Goziikara, 2000).

1.1.2.4. Proteinlerin siiflandirilmasi

Proteinler farkli sekillerde siniflandirilabilir. Bu smiflandirmalardan biri
yapilarina gore siniflandirmadir (Cizelgel.4.). Yapilarina gore proteinler iki grup

altinda incelenir:

1. Basit Proteinler: Yapilar1 yalnizca proteinlerden olusmustur.
2. Konjuge Proteinler: Baska molekiillerle kompleks yapmis

proteinlerdir.
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Cizelge 1.4. Yapilarina gore proteinlerin siniflandirilmasi

Protein Yapisal Bilesenleri ve Ozellikleri Ornek

Basit Proteinler

Albuminler Suda ¢oziiniir Serum albumin
Globulinler Suda ¢oziinmez, HCI de ¢oziiniir Serum globulini

Konjuge Proteinler

Niikleoproteinler Niikleik asitlerle kompleks yapmis Proteinler
kromozomlar

Glikoproteinler Karbohidratlarla kompleks yapmis Mukopolisakkaritler
proteinler

Lipoproteinler Lipidlerle ester yapmis proteinler Serum Lipoprotein

Fosfoproteinler Fosfatlarla ester yapmis proteinler Kazein

Kromoproteinler Fe-porfirin ile kompleks yapmis Sitokrom-c
proteinler

Metalloproteinler Fe, Cu ve Zn ile kompleks yapmis Transferin Seruloplazmin
proteinler

1.1.2.5.Proteinlerin saflastirilmasi

Her tiirli organizma kendisine has proteinlere sahiptir ve proteinler
biyolojik aktivitelerini ancak belirli pH ve sicaklik sinirlarinda gosterebilirler. Bu
sebeplerden dolay bir proteinin saf bir sekilde bir hiicre veya dokudan izolasyonu
giic bir istir. Bu giicliiklere ragmen bir ¢ok protein saf olarak elde edilmistir. Binin
lizerinde enzim kismen saflastirilmig ve iki ylizden fazlasi saf kristal halde elde
edilmistir. izolasyon islemleri oldukga yiiksek dikkat ve gayret gerektirir.

Globular proteinlerin ¢o6zelti icindeki davranislarindan faydalanilarak,

onlarin saflastirilmasi yapilmaktadir. Bu 6zellikler sunlardir: molekiil biiyiikligii,
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¢cOziintirliik, elektriksel yiik, adsorbsiyon davraniglarindaki farkliliklar ve diger
molekiillere kars1 biyolojik afinite.

Molekiil biiyiikliigli esasina dayanarak protein ayirma metotlari; diyaliz ve
ultrafiltrasyon, yogunluk gradienti santrifiigasyonu ve jel gecirgenlik
kromatografisidir. Coziiniirliik farkliliklar1 esasina dayanarak proteinlerin
ayrilmasinda ise ¢Oziiniirliigiin pH, iyonik siddet ve sicakliga bagl olmasindan
yararlanilir. Izoelektrik ¢okelme, notral tuzlarla c¢oktirme ve c¢oziiciilerle
fraksiyonlama bu grupta yer alan saflastirma teknikleridir. Elektriksel yiik esasina
dayanarak proteinleri ayirmada kullanilan metotlar, elektroforez ve iyon degisim
kromatografisidir. Secimli adsorbsiyon esasina dayanarak proteinlerin
ayrilmasinda kizelgur, aliminyum oksit ve hidroksilapatit gibi adsorban maddeler
kullanilir. Afinite kromatografisiyle saflastirma da yine bir ¢esit adsorbsiyon
kromatografisi olup, saflagtirilmasi istenen molekiiliin, matriks adi verilen bir
kolon dolgu maddesine kovalent olarak immobilize edilmis bir baglanma
bilesigine (ligand) spesifik ve tersinir olarak baglandigi bir tekniktir. Matriks
olarak sephadex, sepharose ve biogel kullanilabilir. Bu teknikte 6nemli olan
saflastirilacak maddeye spesifik ve tersinir affinite gosteren ligandin secilmesidir.
Cizelge 1.5’de afinite kromatografisinin en ¢ok kullanildigi biyolojik sistemler
gosterilmistir. Baz1 durumlarda matrikse baglanan kiigiik bir ligand biiyiik enzim
yapilarin1 saflagtirmada, sterik engeller dolayisiyla, yeterince etkin olmayabilir.
Bu durumlarda uzanti kollari, etkili baglanmay1 saglamak i¢in matriksle ligand

arasina sokulurlar (Keha ve ark. 2000)

Cizelge 1.5 Affinite kromatografisinin en ¢ok uygulandigi biyolojik sistemler

Saflastirillacak Madde Ligand

Enzim Substrat, inhibitor, kofaktor

Antikor Antijen,viriis, hiicre

Lektin Polisakkarit, glikoprotein

Niikleik asit Komplimenter baz dizisi, niikleik asit
polimeraz, baglayici protein

Hormon Reseptor protein

Vitamin Tastyic1 protein

Hiicre Hiicre yiizeyi proteini, lektin
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1.1.3. Kolesterol

Kolesterol, hayvanlarin viicut dokularindaki hiicre zarlarinda bulunan ve
kan plazmasinda tasinan bir sterol, yani bir steroid ve alkol birlesimidir. Steroid
ise birbiriyle kaynagmis dort halkadan olusmus karbon iskeletli bir lipittir.
Kolesterol ilk defa 1754'te safra taslarinda bulundugu i¢in bu maddenin ismi
Yunanca chole- (safra) ve steros (kati) sozciikleri ile kimyadaki -ol ekinden
tiiretilmistir. Ag¢ik yapist Sekil 1.10°da verilen kolesterol, 6zellikle hayvansal
gidalarda bulunur ama viicuttaki kolesterolun ancak ufak bir kismi gida
kaynaklidir; cogu viicut tarafindan sentezlenir. Viicudun her hiicresinde
bulunmakla beraber, onun sentezlendigi veya hiicre zarlarinin daha ¢ok oldugu
organ ve dokularda, 6rnegin karaciger, omurilik ve beyinde, ayrica ateromlarda,

kolesterolun yogunlugu daha yiiksektir.

HO

Sekil 1.10. Kolesteroliin molekiil formiili

Kolesterol kanda normalden fazla bulunmasi halinde damarlarda birikerek
damar sertlesmesine ve daralmasina (ateroskleroz veya arteriyoskleroz) yol acar.
Bazen de safra pigmentleri ile birleserek safra taglarinin olusumunda rol oynar.
Kolesterol pek ¢ok biyokimyasal reaksiyonda yer almasina ragmen oOzellikle
lipoproteinlerin kolesterolii tasima bigimleri ve kandaki kolesterol diizeyleriyle
kalp hastaliklar1 arasindaki baglantidan dolayr bilinir. Viicut, kolesterolii
kullanarak hormonlar (kortizol, tireme hormonlari), D vitamini ve yaglar sindiren
safra asitlerini iiretir. Bu islemler i¢in kanda ¢ok az miktarda kolesterol bulunmasi

yeterlidir. Aterosklerozda damar duvarinda biriken tek madde kolesterol degildir;
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akyuvarlar, kan pihtisi, kalsiyum gibi maddeler de birikir. Ateroskleroza halk
arasinda damar sertligi, damar kire¢lenmesi de denir. Yiiksek kan kolesteroliiniin
zararlarindan bahsedilirken s6z konusu olan "kotii kolesterol", yani diisiik
yogunluklu lipoprotein (Low Density Lipoproteins, LDL) tarafindan tasinan
kolesterol diizeyidir. Yiiksek yogunluklu lipoprotein (High Density Lipoproteins,
HDL) tarafindan tasian kolesterola "iyi kolesterol" denir.

Kolesterol hiicre zarlarinin (membranlarinin) insasi ve bakimi igin
gereklidir. Kolesterol igeren membranlar daha genis sicaklik araliginda
akigkanliklarin1 korurlar. Kolesterol, yaglarin sindirimine yarayan safranin
sentezlenmesinde kullanilir. Ayrica yagda ¢6ziinen vitaminlerin (A,D, E ve K
vitaminleri gibi) metabolizmada rolii 6nemlidir. Aldosteron, testosteron, dstrojen
ve projesteron gibi steroid hormonlarinin ve kortizolun sentezlerinde yer alir.
Bagka arastirmalar kolesteroliin sinir hiicreleri arasindaki sinapslarda ve bagisiklik
sistemi hiicrelerinin islevlerinde rol oynadigii gosterir. Hiicre membraninin
yapisina etkisi sonucunda hiicre sinyal aktarimina ve membranlardaki iyon ve

proton gecirgenligine de etki eder.

1.1.3.1. Kolesteroliin ozellikleri

Kolesterol suda ¢ok az ¢oziindiigiinden kanin sulu kisminda tasinamaz.
Kolesteroliin kanda tasinmasi, suda ¢oOziinebilen ve kolesterol ve diger yag
tiirevlerini tastyabilen lipoproteinler araciligiyla olur. Bu lipoproteinlerin
ylizeyinde yer alan proteinler, kolesteroliin hangi hiicrelerden alinip hangi
hiicrelere taginacagini belirler. Silomikronlar kolesterol ve trigliseritleri ince
bagirsaktan karacigere tasir. Bu kolesteroliin bir kism1 besin yoluyla edinilmistir,
bir kismi1 ise viicudun sentezleyip karacigerden salgiladigi safradan kaynaklanir.
Silomikronlar tasidiklar lipitlerin bir kismint viicuttaki dokulara birakip sonra
karaciger tarafindan alinirlar. Silomikronlarin kalmadig1 yemek arasi zamanlarda
ise kolesteroliin baslica kaynag1 karacigerdir. Karacigerde iiretilen kolesterol ve
diger lipitlerin viicuttaki diger dokulara ulastirilmasi i¢in ¢ok diisiik yogunluklu
lipoproteinlerin (VLDL) icinde kana salgilanir. VLDL'de bulunan trigliserit ve
kolesterol hiicrelere aktarildikca VLDL'in yapis1 ve yogunlugu degisir ve LDL'ye
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dontisiir. Bu silirecin sonunda arta kalan kolesterolii iceren LDL karaciger
tarafindan geri alinir. Kandaki LDL miktarinin yiiksek olmasi bu lipoproteinlerin
arter damarlarinin ceperlerinde birikmesine yol acar, bu da aterosklerozun ilk
asamasidir. HDL ise viicut hiicrelerinde sentezlenen kolesterolii viicuttan atilmasi
icin karacigere tasir.

Viicuttaki kolesteroliin ¢cogu viicut tarafindan imal edilir. Giinliik iiretimim
%20-25"1 karacigerde gerceklesir, ayrica, ince bagirsak, adrenal bezleri ve iireme
organlarindaki sentezlenme miktar1 diger dokulara kiyasla daha ytliksektir.
Yaklasik 70 kg agirligindaki bir kiginin viicudunda toplam 35 g kolesterol vardir.
Giinliik dahili tiretim miktar1 1 g, besin yoluyla alinan miktar ise 200-300 mg'dir.
Bagirsaklara (safra ve besin yoluyla) giren 1.200-1.300 mg'in yaris1 kana geger.
Kolesterol ¢ogu hiicre ve dokuda HMG-KoA Rediiktaz enziminin baslattigi

mevalonat yolu adli reaksiyon zinciri ile sentezlenir

1.1.3.2. Hiicre icinde kolesterol diizeyinin denetimi

Kolesterol biyosentezi, mevcut kolesterol seviyesine baglidir, ancak bunu
saglayan homeostatik mekanizma heniiz bilinmemektedir. Besin yoluyla gelen
girdideki bir artis, dahili iiretimin azalmasina yol agar, besinden gelen miktarin
azalmasi da karsit sonucu dogurur. En 6nemli diizenleme mekanizmasi, hiicre
icinde endoplazmik retikulumdaki kolesterol miktarinin SREBP1 ve 2 (Sterol
Regulatory Element Binding Protein, sterol diizenleme elemanina baglanan
protein 1 ve 2) tarafindan algilanmasi ile gergeklesir. LDL reseptorii ise kanda
dolasan LDL'in hiicrelere baglanip tasimakta oldugu kolesterolii hiicrelere
vermesini saglar. Kanda asirt miktarda kolesterol olmasi halinde bu kolesterol
damarlarin ¢eperlerini olusturan hiicrelerde birikir. Bu birikmeyle baslayan
ateroskleroz sonucunda damar tikanabilir ve tikanan damarimn bulundugu organa
bagl olarak, kalp krizi veya inme meydana gelebilir.

Kolesterol karacigerden safra araciligryla atilir ve bir kismi1 ince bagirsak
tarafindan geri alinir. Safra kesesi i¢inde, derisiminin yiiksek olmasi nedeniyle
kristallesebilir ve bu durumda safra tas1 olusumuna yol agabilir (ancak daha ender

olarak lesitin veya bilirubinden olusmus safra taglar1 da goriilebilir). Oksitlenmis
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kolesterol iceren kiigiik boyutlu LDL taneciklerinin yiiksek diizeyde oldugu
hallerde bu LDL damar c¢eperlerinde yine aterom denen birikmelere yol agar.
Ateromlar hangi organin damarinda birikirse o organa ait hastaliklar ortaya ¢ikar.
Ornegin, kalbi besleyen atardamarlarda (koroner arterler) aterom koroner arter
hastaligi'na, bobrek damarlarinda yiiksek tansiyona ve bobrek yetmezligine, beyin
damarlarinda ise inmeye yol agabilir.

HDL tanecikleri, 6zellikle biiyiik boyutlu HDL, ateromlardaki kolesterolii
karacigere geri tasiyabilir. Bu yiizden yiiksek HDL aterosklerozun yavaglamasi
hatta gerilemesi ile iliskilidir. Aralarinda LDL ve VLDL bulunan diger lipoprotein
tiirleri ateroskleroza yol acar. Bu lipoproteinlerde bulunan kolesterol miktar: ile
aterosklerozun ilerlemesi iligkili bulunmustur. Bu yiizden toplam kolesterol
seviyesine degil bu kolesteroliin ne kadarinin hangi tiir lipoproteinlerde
bulunduguna bakilmalidir.

LDL olgtim teknikleri aslinda LDL'yi dogrudan o6l¢mez; ekonomik

nedenlerden dolay1 LDL degeri su formiile gore hesaplanir:

hesaplanan LDL degeri = toplam kolesterol — toplam-HDL — trigliserit

degerinin %20'si

Kolesterol diizeyinin kontrol altinda tutulmasi ve kolesteroliin azaltilmasi
icin kisilerin hayat tarzlarinda degisiklik yapmalar1 gerekir.Statin grubundan
ilaglar, safra asidi ayiricilari, nikotinik asit, fibroik asit ve kolesteroliin
bagirsaklardan emilmesini engelleyen ilaglar kolesterol kontroliinde kullanilir.
Statin grubu ilaclar ozellikle ¢ok etkilidir. Diger ilaglar da bazen statinlerle
beraber, bazen tek baslara etkili olur. Ayrica enginar yapraklarinda bulunan
cynarin adli madde karacigerin safra {iretimini artirarak viicuttaki fazla
kolesterolun atilmasina yardimci olur. Baliklarda bulunan omega-3 yag asitleri
yaglart da  kolesterol  kontroliinde  kullanilir  (http://en.wikipedia.org/
wiki/Cholesterol).
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1.2. Yapay Reseptorler

Viicudumuzda pek ¢ok hiicre ve molekiil bulunmaktadir ve bunlar biiyiik
bir diizende calismaktadirlar. Bu isbirligi ve karsilikli tanima olmadan hayatta
kalamayiz. Bu yiizden molekiiler tanima yasamin varligi igin gereklidir. Ornegin
hiicre membranlarinin yiizeyindeki reseptorler hormonlar1 baglarlar ve hiicrelerin
birbirleri ile iletisiminden sorumludurlar. Reseptor bir hormonu bagladigi zaman
konformasyonu degisir ve bu konformasyon degisimi yoluyla hormonun mesaji
hiicreye gecer. Aynen bir eldivendeki el gibi, 6zel yapilar 6rnegin antibadiler,
hormon reseptorleri ve enzimler kendi hedef molekiillerine ¢ok giizel uyarlar fakat
bunlar dogal c¢evrelerinde olmadiklar1 zaman kararsizdirlar. Bu maddeler
genellikle ¢cok az miktardadirlar ve ilgilenilen partikiiler bir molekiil i¢in dogal bir
reseptor olmayabilir. Bu yilizden hedef molekiilleri yiiksek secicilik ve afinite ile
baglayabilen ve taniyabilen yapay reseptorlerin elde edilmesi arastirmacilarin
uzun zamandan beri lizerinde c¢alistiklar1 konulardir.

Dogadaki molekiiler tanimanin zerafeti pek ¢ok bilim adamini onu taklit
etmeye tesvik etmektedir. Dogru molekiiler tanima igin asagidaki faktorler
gereklidir.

a) Taninacak molekiil ve reseptoriin fonksiyonel gruplari birbirlerini tamamlayici
olmalidir,

b) Her iki bilesenin konformasyonal serbestligi minimize edilmelidir,

¢) Kimyasal sartlar uygun bir sekilde diizenlenmelidir.

Prensipte iyi reseptorler;

1) Hazirlanmalari igin gerekli zaman ve iiretim maliyeti dikkate alinmazsa

i1) Taniacak molekiil uygun kiiciikliikte ise

1i1) Molekiiliin taninmasi i¢in organik ¢oziictiler kullanilirsa

basarili bir sekilde hazirlanabilir.

Pratikte reseptorler hedef molekiilleri reaksiyon karigimlarindan ekonomik
olarak ayirmak ve tehlikeli kimyasallar1 atik sulardan uzaklastirmak igin
kullanilirlar. Molekiiler biyolojide reseptorlerin uygulamalari iyi sonuglar
vermektedir. Bazi durumlarda {iriiniin ayrilmast ve saflastirilmasi {iiretim

maliyetlerinin yarisindan fazlasini teskil ettiginden dolay1 yiiksek derecede segici
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ve ekonomik reseptorler elde edilmesi ¢ok Onemlidir. Molekiiller belirli bir
diizende yerlestirilerek ¢esitli materyaller tiretilebilir. Fakat elde edilen molekiiller
arasinda tam tanimanin olmasi gereklidir. Bugiine kadar yapilan calismalar
sonucu molekiiler hafizalar, molekiiler araglar ve molekiiler makineler belirli bir
seviyeye getirilmistir. Yakinda insan yapimmi reseptorlerin yapay hiicre
membranlar1  iizerine  yerlestirilerek  yapay  hiicrelerin  hazirlanacagi
sOylenmektedir.
Pratikte uygulamalar ic¢in yeni reseptorler dizayn ederken asagidaki

faktorler gbz oniine alinmalidir.

1) Diisiik maliyette, biiylik miktarlarda kolay hazirlanma,

2) Genis uygulama kosullarinda kararlilik ve aktivite,

3) Biiylik molekiillere kars1 segici ve giiglii baglanma,

4) Sulu ortamda taniacak molekiiliin baglanmasi.

1.2.1. Molekiil Baskilanmis Polimerler (MIP)

Yapay makro molekiiler reseptorler elde etmenin bir yolu molekiiler
baskilama ile sentetik polimerler hazirlamaktir. Molekiiler baskilamada, hedef
molekiil cevresi ile etkilesen bir kalip olarak davranir, ¢capraz bagli monomerler
hedef molekiil ¢evresinde diizenlenir ve kalip benzeri bir tabaka olusturmak tizere
birlikte polimerlesirler. Temel olarak monomerler kovalent veya non-kovalent
etkilesimler yoluyla yuva molekiil ile bir kompleks olusturur. Polimerizasyondan
sonra yuva molekiil uzaklagtirilir ve baglanma bolgeleri yuva molekiile biiytikliik,
sekil ve fonksiyonel gruplarin yerlesimi olarak tamamlayicidir (Shea ve ark.
1993). Boylece esas olarak yuva molekiilii secici olarak tekrar baglayabilen
polimer {izerine bir molekiiler ‘bellek’ baskilanmistir. Boylece molekiil
baskilanmis polimerler biyolojik reseptorlerin en 6nemli iki 6zelligine yani tanima
yetenegi ve spesifik hedef molekiilleri baglama yetenegine sahiptirler. Fakat

molekiil baskilanmis polimerler biyolojik reseptorlerden su agilardan farklidirlar.

e Molekiil baskilanmis polimerler ¢ok biiytik, kat1 ve ¢ozlinmezdirler.
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e Buna karsin bunlarin dogal karsiliklar1 daha kiigiikk, esnek ve c¢ogu
durumlarda ¢oziiniirdiirler.

e Biiyiikliiklerine bagli olarak molekiil baskilanmig polimerler binlerce veya
milyonlarca baglanma bolgesine sahiptirler.

e Buna karsin biyolojik reseptorler ¢cok az veya sadece bir tane baglanma
bolgesine sahiptirler.

e Buna ilaveten molekiil baskilanmis polimerlerdeki baglama bdlgelerinin

popiilasyonu heterojendir.

Ayrica baskilama ic¢in kullanilan pek c¢ok polimerin kaotik yapisi,
heterojen gozenek biylikligi dagilimi ve baglama bolgelerinin kati materyal
boyunca bulunmasi genellikle kiitle aktarimini yavaglatir. Her zaman problem
olmamasima karsin bu 0Ozellikler molekiil baskilanmis polimerlerin genel
uygulamalarda dogal reseptorlerin yerini almalarin1 Onlerler. Sekil 1.11°de
molekiiler baskilama yontemi sematik olarak gdsterilmektedir. Bu sekilde de
goriildiigii gibi hedef molekiill ve monomer arasindaki etkilesimin tiirtine gore
molekiiler baskilama kovalent ve non-kovalent baskilama olmak {izere iki ana

gruba ayrilir.

Fonksiyone! “C\_‘b]“ S o
b ornomerler /
Eowalent

*?: monomer-hedef
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Mon-kowvalent
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Sekil 1.11. Kovalent ve non-kovalent molekiiler baskilama ydnteminin sematik goriiniimi
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1.2.1.1. Kovalent Baskilama

On organizasyonlu molekiiler baskilama yaklasiminda, polimerizasyondan
once baskilanacak molekiil ile fonksiyonel monomerler arasinda kuvvetli, tersinir
bir kovalent diizenleme gerceklesir. Polimerizasyon isleminden sonra kovalent
baglar kirilir ve kalip olusturmak amaciyla polimerden uzaklastirilir. Hedef
molekiil, baskilanmis polimerlerle etkilestirildiginde ayn1 kovalent bag yeniden
olusur (Shea ve Doughertly 1986, Molinelli 2004)

Avantajlari:

Monomer-kalip molekiil kompleksi olduk¢a kararhidir ve sitokiyometrik
oranlarda gerceklesir.

Polimerizasyon kosullar1 (yiiksek sicaklik, yiliksek veya diisiik pH ve polar
solventler gibi) istenildigi gibi uygulanabilir, ¢iinkii konjugatlar kovalent baglarla
olusturulmustur ve oldukca kararlidir (Ikegami ve ark. 2004).

Dezavantajlari:

Monomer-kalip molekiil konjugatinin sentezinde sik sik sorunlar ¢ikabilir
ve sentez prosesi pek ekonomik degildir.

Hedef molekiiliin polimere tersinir olarak baglanma sayis1 sinirlidir.

Kovalent bag olusumu nedeniyle baglanma kinetigi yavastir (Steinke ve

ark. 1995).

1.2.1.2. Non-kovalent Baskilama

Fonksiyonel monomer ile kalip molekiilin baglanmasi non-kovalent
(hidrojen bagi, elektrostatik etkilesimler ve koordinasyon bag olusumu gibi)
etkilesimlerle gerceklesir. Polimerizasyondan sonra uygun coziiciilerle kalip
molekiil polimerden uzaklastirilir. Hedef molekiil ile baskilanmis polimerler non-
kovalent etkilesimlerle baglanir (Ers6z ve ark. 2005).

Avantajlari:

Kovalent monomer-kalip konjugatinin sentezine gerek yoktur.

Polimerizasyondan sonra kalip molekiil polimerden kolayca uzaklastirilir,

c¢linkii non-kovalent etkilesimler daha zayiftir.
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Hedef molekiiliin baglanma kinetigi hizlidir(Sellergen ve ark. 1988).

Dezavantajlari:

Polimerizasyon kosullari, non-kovalent etkilesimleri arttirmak amaciyla,
siirhdir.

Fonksiyonel monomerler bag olusum dengesini arttirmak amaciyla fazlaca
kullanilir ve non-spesifik baglanma bdlgelerinin olusumuna neden olabilir (Katz

ve ark. 1999, Dong ve ark. 2002).

1.2.1.3. MIP hazirlama teknikleri

Molekiil baskilanmig polimer hazirlama yoOntemi olarak asagidaki

yontemler verilebilir:

1. Y1gin polimerizasyonu

2. Siispansiyon polimerizasyonu

3. Kimyasal grafting

4. Soft lithography

5. Molekiiler self-assembled yaklasimi

6. Elektropolimerizasyon

Molekiiler baskilamada genel olarak yigin polimerizasyonu kullanilir. Elde
edilen kati polimer parcalanir ve uygun boyutlara 6giitiiliir. Ancak bu proses

zaman alic1 ve ekstra bir iglemdir (Wulff 2002).

1.2.1.4. Molekiiler baskilamada kullanilan ¢apraz baglayicilar

Cok 1yi derecede spesifiklige ulasabilmek icin ¢ok giiclii (% 70-90) capraz
baga ihtiya¢ duyuldugundan smirli sayida ¢apraz baglar kullanilmaktadir. Cilinkii
capraz baglayicinin polimer dncesi ¢ozeltisinde (monomer ve baski molekiiliiniin
bulundugu c¢ozelti) c¢oziinmeden kaldigr goriilir. Bu da capraz baglayicilarin
alternatiflerini azaltmistir. Etilen glikol dimetakrilat (EDMA) ve trimetil propan

trimetakrilat (TRIM) bir ¢ok sistemde yaygin olarak kullanilir. Son zamanlarda
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pentaeritrol triakrilat (PETRA) ve pentaeritrol tetraakrilat (PETEA) gibi tri ve
tetra fonksiyonel akrilat ¢apraz baglayicilar1 peptit secici molekiiler baskilanmis

polimerlerin hazirlanmasinda kullanilmaktadir (Sekil 1.12).
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Sekil 1.12. MIP hazirlamada en ¢ok kullanilan ¢apraz baglayicilar

1.2.1.5. MIP lerin uygulama alanlar

Molekiil baskilanmis polimerler agagidaki alanlarda kullanilmaktadirlar:
a) Kati1 faz ekstraksiyonu

b) Stvi kromatografisi

¢) Kapiler elektroforez

d) Kapiler elektrokromatografi

e) Kimyasal sensor gelistirilmesi.

Son zamanlarda molekiill baskilanmig polimerler kimyasal sensor

sistemlerinde molekiil tanima membran1 veya tabakasi olarak kullanilmaktadirlar.



33

Molekiill ~ baskilanmis  polimerler ile  transdiiserlerin  birlestirilmesi

amaglanmaktadir.

1.2.1.6. Biyomolekiillerin ayrilmasinda MIP lerin kullanim

MIP ler, antibadilerden daha biiyiik, rijiditeleri daha yiiksek ve
¢Oziiniirliikleri cogu zaman az olmasina karsilik, dogal reseptér molekiillerin
oldukca Onemli bir ozelligini tasimaktadirlar; o da hedef molekiile spesifik
baglanma kabiliyetidir. MIPler immunodifiizyon, immunoelektroforez veya doku
immunofloresans1 gibi bazi alanlarda suda c¢oziinebilen antibadilerle rekabet
edemez, buna karsin immobilize antibadilere dayali immunoaffinite
kromatografisi, immunoassays ve immunosensorler gibi tekniklerde oldukca
Oonemli bir alternatif olarak kargimiza ¢ikarlar.

Enzim immunoassay ve radyoimmunoassayin ¢esitli konfigiirasyonlarini
icerecek sekilde analitlerin tayinini saglayan bir ¢ok teknik gelistirilmistir. Bu
tekniklerin temeli, antibadi-antijen komplekslerinden serbest antijenin ayirimini
basitlestirmek amaciyla, kati bir faz ylizeyine antibadi immobilizasyonuna
dayanmaktadir. Bu gosterir ki, molekiil baskili polimerler immunoassay tiirii
baglanmalarda antibadilerin yerine kullanilabilir (Haupt ve Mosbach, 1998).
MIPlerin antibadilerin yerine kullanilabilirligi ilk defa bronkodilatorteofilin igin
MIP assay gelistirilmesiyle gerceklestirilmistir (Vlatakis ve ark., 1993). Bu
calisma antibadi temelli enzimimmunoassayle iyi bir uyumu gostermekle
kalmamis, ayni zamanda monoklinal antibadilerin c¢apraz reaktivite profiline
olduk¢a benzer bir iiriinle sonuglanmistir. Ayni ekibin bagka bir caligmasinda
kortizol baskili bir polimer, kortizoliin analogu olan prednisolona %36 daha az
reaktivite ve orijinal hedef bilesikteki keto grubunun yerine hidroksili olan
kortizona ise %1’den az reaktivite gdstermektedir (Mosbach , 1996).

Hem organik hem de sulu ¢ozeltilerde gosterdikleri yiiksek segicilik,
kararlilik  ve tamamlayicilik  Ozellikleri nedeniyle MIPlerin  kati-faz
ekstraksiyonuyla 6rnek deristirme ve saflastirmada kullanimlar1 da oldukga etkin
olmaktadir. Rutin analizler, genellikle iyon-degisim veya hidrofobik recineler gibi

bilinen adsorbentlerle, kati-faz veya ¢oziicii-faz ekstraksiyon basamaklar igerirler.
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Iste bu islemlerde kullanilan adsorbentlerin yerini MIPler almaya baslamistir. Kan
serumu, idrar gibi kompleks Orneklerden bir c¢ok bilesigin ekstraksiyonu bu
yontemle gergeklestirilmistir (Muldoon ve ark., 1997). Ornegin analijezik bir ilag
olan sameridin, kan plazmasindan 20 nM seviyesinde ekstrakte edilmis ve gaz
kromatografisiyle tayin edilmistir (Andersson ve ark., 1997). Bu yolla elde edilen
kromatogramlar, standart sivi-sivi ekstraksiyon metoduyla elde edilenlerden ¢ok
daha temiz ve agik olmaktadir.

Viicudumuz i¢in olduk¢a 6nemli bir biyomolekiil olan kolesteroliin segici
olarak tanimmmasi ve ayrilmasi i¢in de g¢esitli molekiil baskili polimerler
gelistirilmistir. Kolesterol baskilamaya yonelik ilk calisma Whitcombe ve ark
(1995) tarafindan kovalent baskilama metoduyla gerceklestirilmistir. Onlarin
metoduna gore 4-vinilfenil karbonat ester ile kolesterol arasinda hidrolitik bir
etkilesim olmakta ve kalip molekiil ile tanima bdlgeleri arasinda hidrojen bagi
gerceklesmektedir. Kovalent olmayan kolesterol baskilama teknikleri ise akrilik
asit, 2-hidroksietilmetakrilat veya B-siklodekstrin gibi bilesiklerle hazirlanmigtir
ve bu yontemlerin bir ¢cogunda baslatici olarak gamma 1smlar1 kullanilmigtir
(Hwang ve ark. 2002).

Hwang ve ark. (2002)’ nin ¢aligmalar1 da hem kovalent hem de kovalent
olmayan kolesterol baskili polimer hazirlamaya yoneliktir. Kovalent baskilama
icin kolestiril (4-vinil)fenil karbonat, kovalent olmayan baskilama icin ise
metakrilik asit ve 4-vinilpiridin kullanmislardir. Hazirladiklar1 MIP leri kolon
dolgu malzemesi olarak kullanmiglar ve kolesteroliin, benzer bir steroid olan B-
estradiolden s1vi kromatografisi yontemiyle ayrilmasini saglamislardir. Sonug
olarak kovalent baskil1 polimerin kovalent baskili olmayan iki tiirden daha yiiksek
adsorpsiyon kapasitesine ve kromatografik etkinlige sahip oldugunu
gostermislerdir.

Bu ve benzeri calismalarda kovalent yaklasimin, kovalent olmayan
yaklagimlara gore daha etkin oldugu gosterilmekle birlikte bilinen bagka bir
gergek ise susuz ortamlardan kolesteroliin uzaklastirilmasina iligskin ¢aligmalarda
kovalent olmayan baskilamanin daha yaygin oldugudur. Hidrofobik etkilesime
dayal1 kolesterol baskilanmis polimerlerin sulu ortamlarda da kapasite ve

seciciliginin arttirllmasi i¢in Gore ve ark. (2004) kolesterol ile tiirevlendirilmis
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yeni monomer ve c¢apraz baglayicilar kullanarak en etkin polimeri bulmaya
calismiglardir. Yaptiklar1 calismada monomer olarak monokoleseril itaconat
vekolestiril metakrilat, capraz baglayici olarak ise EDMA, gliseroldimetakrilat,
gliserildikolestiril itaconat ve monokolestiril itaconat gliserol metakrilat
kullanilmigtir. Farkli oranlarda hazirlanan polimerler iginde segiciligi ve
baskilama etkinligi en yiiksek olan polimeri EDMA ve monokolestiril itaconat
gliserol metakrilat kullanimiyla elde etmislerdir. Kolesterol baskilamaya iliskin
daha 6nceden yapilan tiim ¢aligmalar bu yayinda bir ¢izelge halinde 6zetlenmistir

(Cizelge 1.6):



Cizelge 1.6. MIPlerle kolesterol baglanma ¢alismalar1 (Gore 2004)
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Polimer Fonksiyonel Baglanma kapasitesi Ortam Baskilama etkinligi ~ Baglanma Sonug

monomer (mg/g) mekanizmasi
Capraz bagh CD ve CD 70 Su/THF 2,0 Hidrofobik Sulu ortamda kullanilabilir.
TDI, EPH
4-Vinilkarbonatester ~ 4-Vinilkarbonatester 44 Hekzan - Hidrojen bagi  Sulu ortamda kullanilamaz.
ve EDMA
CD ve TDI CD 0,15 Su/THF >15 Hidrofobik Sulu ortamda kullanilabilir.

Secicilik ¢alismasi yok.

Metakrolilkolesterol ~ Metakrolilkolesterol 17 Bagirsak ortami 1,3 Hidrofobik Disiik kapasite ve Segicilik
ve safra asiti benzeri ¢ozelti etkilesim ve calismasi yok.
tirevleri, EDMA Hidrojen bag1
HEMA ve EDMA HEMA 3,9 Diklorometan 24,37 Hidrojen bag1  Diisiik kapasite , iyi segicilik
CD-HEMA ve CD-HEMA 46,8 Metanol 2,6 Hidrofobik Iyi kapasite ve segicilik
HEMA
2-(metakriloksi)etil 2-(metakriloksi)etil 15,8 Kloroform ve 24 Hidrojen bagi  Sulu ortamda kullanilamaz.
ve EDMA asetikasit
Cu(Il) akrilat ve Cu(Il) akrilat 1,22 Diklorometan 1,1 Metal-iyon Disiik kapasite ve segicilik
EDMA etkilesimi
Kolestirilakrilat ~ve Kolestirilakrilat ve 19,3 2-propanol 5,6 Hidrofobik Disiik  kapasite, yiiksek
akrilol-6-amino-6- akrilol-6-amino-6- secicilik
deoksi-CD ve DAPA  deoksi-CD
Akrilik  asit  ve Akrilik asit 2,9 Diklorometan 1,3 Hidrojen bagi  Sulu ortamda kullanilamaz.
EDMA
Kolestiril(4-vinil) kolestiril(4-vinil) 7,3 Isohekzan 7,3 Hidrojen bagi  Sulu ortamda kullanilamaz.,
fenil karbonat, DVB fenil karbonat
ve EDMA
Kovalent: kolestiril(4-vinil) 3,5 Glasial asetikasit 3,2 Hidrojen bagi  Sulu ortamda kullanilamaz.,

kolestiril(4-vinil)
fenil karbonat ve
EDMA

fenil karbonat

kapasite ve segicilik iyi




37

Sensor teknolojisinde MIPlerin kullannomina ise daha yakin zamanlarda
rastlanmaktadir. Bir kimyasal veya biyosensor, bir tanima elementi ve onunla
baglantili bir transduser igerir ve bu transduserin gorevi, analitin baglanmasiyla
olusan degisimi, Olgiilebilir bir dis sinyale doniistirmektir. Bu sensorlerde
kullanilan biyomolekiiller c¢ogunlukla zayif fiziksel ve kimyasal kararlilik
gosterirler, bu nedenle yapay reseptdrlere duyulan ilgi artmaktadir. Ozellikle
MIPler zorlayicr sartlarda gosterdikleri dayaniklilik ve yiiksek segicilikte tanima
bolgelerine sahip olmalart nedeniyle tercih edilmektedir. MIP temelli ilk sensor
baskili-polimer membran ince filmi igeren bir alan-etki kapasitoriidiir ve analitin
baglanmasiyla kapasitansta meydana gelen degisim oOl¢iilmistiir (Hedborg ve
ark., 1993). Daha sonra ise elekrokimyasal (Piletsky ve ark., 1995; Kriz ve ark.
1995a) ve optik (Kriz ve ark. 1995b; Levi ve ark. 1997)) transduserlere dayali
baska sensorler gelistirilmistir (Haupt ve Mosbach 1998).

Goriildiigti gibi kiicik boyutlardaki biyomolekiillerin baskilanmasina
dayal1 bir ¢ok farkli calisma mevcuttur, ancak nispeten olduk¢a biiyilik kaliplar
olan proteinlerin baskilanmasina iliskin c¢alismalara daha az rastlanmaktadir.
Proteinlerin baskilamasimnin gii¢ olmasinin nedenleri biiylik kaliplarin diisiik
rijiditeleri ve baskilama sirasinda baglanma kavitelerindeki azalmadir. Dahasi
protein gibi biiyiik biyomolekiillerin ikincil ve tiglinciil yapilart 1s1 veya 1sina
maruz kaldiginda etkilenebilmektedir (Mahony ve ark. 2005). Yine de son
zamanlarda protein kaliplarinin uzaklastirilmasi ve yeniden yiiklenmesiyle ilgili
bazi ileri diizeyde caligmalar yapilmistir (Hawkins ve ark. 2005).

Proteinlerin molekiiler baskilanmasi, diiz bir ince film {lizerine disakkarit
molekiilleriyle kapli proteinlerin radyofrekans plazma ark bosalimiyla
tutturulmasiyla gerceklestirilmistir (Shi, H. ve ark. 1999). Bu yonteme benzer
diger bir calisma C-Y. Hsu ve ark. tarafindan riboniikleaz A tanimasi igin
yapilmistir. Bu calismada, yiiksek secicilikte, yiiksek kararlilikta ve diisiik
maliyetli olan MIPlerin ribonukleaz A’nin bir reaksiyon karisimindan ekstrakte
edilmesinde oldukca kullanigh olabilecegi diisiincesinden yola ¢ikilmistir. Bu
amagla fonksiyonel monomer olarak sitiren, c¢apraz baglayic1 olarak

polietilenglikol 400 dimetakrilat monomerlerinden ¢esitli oranlarda MIPler
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sentezlenmistir. Baskilama prosediirii diiz bir cam yiizeye 6nce proteinin Wan der
Vals etkilesimleriyle tutturulmasindan sonra asagida verilen sekilde
gerceklestirilmistir.  Bu  calismada  maksimum  baglanma  kapasitesine
stiren/PEG400DMA oranlar1 20/100(V/V) oldugunda ulasilmistir. Lizozim, BSA
ve IgG gibi diger proteinler varliginda bile hazirlanan MIPlerin riboniikleaza
yuksek secicilik gosterdigi, izotermal kalorimetre Slgiimleriyle, saptanmistir (C-Y.
Hsu ve ark. 2006). Ancak kullanilan bu metot sadece diiz ylizeylere
uygulanabilmektedir(F.J. Wolman ve ark. 2006) (Sekil 1.13).

RMase A

Adsorpsiyon

Protein Cozeltisi Protein damgas:
Protein damgast ' ' ' uv
W polimerizasyon
i Monomer ~—————* ‘ ﬁtg 9?3?@ *‘l’ﬂ?
" Substrat
Mikrobaglanti Protein damgasinin
uzaklagtirilmasi

Ekstraksiyon % %& ‘%

Mmoo
—_——

Yeniden
MIP baglanma

Sekil 1.13. C-Y. Hsu ve ark. tarafindan hazirlanan RNase A-MIP sentezinin sematik gosterimi

Daha klasik olan diger bir yontem ise proteinin bir pargasini baskilamaktir.
Rachkov ve arkadaslar1 (2001) molekiiler baskilama yaklagiminin biyomimetik
bilesik hazirlamadaki kullanilabilirligini incelemislerdir. Daha 6nceleri sadece
diisiik molekiiler agirliktaki maddelere secici olarak gerceklestirilen molekiiler
baskilama teknigini, peptit ve protein gibi yiliksek molekiiler agirliktaki
bilesiklerin baskilanmasinda kullanmislardir. Bu yaklagimda biiyiik bir peptit veya
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proteinin bir parcast olan daha kii¢iik bir yap1 hedef molekiil olarak se¢ilmis ve
hazirlanan MIP biiyiik yapidaki protein veya peptidin segici ayrilmasinda
kullanilmistir (Sekil 1.14).

Fisa Peptat

Fonlksiyonel
+ Monomer, Capraz
Polimerizasyon SO Baglayicy, pordz
karguu wap1e1 ve baslatien
l Polmen=zasyon

N -:u].in\l.ir
Fasa peptit etrafinda N
tanmma bdlzesimn ﬂ@ﬁ

= L

N

Sebet auns N
N

N\

f\

Sekil 1.14. Rachkov A. ve arkadaslan tarafindan gergeklestirilen Parca Baskilama Yaklagiminin

Draha binyiak bir
peptidin tanmumas:

sematik gosterimi

Rachkov A. ve arkadaslar1 bu yaklasimi gelistirmek i¢in bir nanopeptid
olan  oksitosin  (Cys-Tyr-Ile-Gln-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly-NH;)  hormonunu
secmislerdir. Hedef molekiil olarak daha kiiciik tetrapeptidleri kullanmiglar ve
oksitosin taninmasindaki etknligi incelemislerdir. Calismada fonksiyonel
monomer olarak metakrilik asit, capraz baglayict olarak 2,2'-azobis(2,4-
dimetilvaleronitril) ve kalip molekiil olarak Tyr-Pro-Leu-Gly amid (TPLG)
kullandiklarinda, TPLG baskili polimerin en fazla yine TPLG’ye daha sonra
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sirastyla PLG ve oksitosine segicilik gosterdigi, biraz daha farkli bir yap1 olan
tokinoik asite karsi ise ¢ok daha diisiik bir segicilik gosterdigini bulmuslardir.
Calismanin sonucunda ucuz ve yiiksek segicilikte sentetik adsorbentler elde
etmislerdir (Rachkov ve ark. 2001).

Wolman ve ark. (2006) ise kovalent olmayan yaklasimlara bir alternatif
olarak gelisen polar ortamda metal-iyon kompleksleriyle hazirlanan MIPler i¢in
farkl1 bir polimerizasyon teknigi hazirlamislardir. Bu ¢alismada MIP ler polar bir
ortamda es zamanli radyasyon baglaticitli as1  polimerizasyon yoluyla
sentezlenmistir. Halkali bir deka peptid olan bacitracin hedef molekiil olarak
kullanilmistir. Bunun igin 6ncelikle vinil piridin, bacitracin ve Cu(Il)’nin ¢6ziiniir
ticli kompleksi elde edilmistir. Bu kompleksler polietilen mikro goézenekli
membran lizerine agilanmig ve bu membran {izerinde polimerizasyon
gerceklestirilmistir. Hazirlanan materyallerin bahsedilen peptid i¢in oldukca

yuksek secicilige sahip oldugu gdsterilmistir.

1.3. Kromatografi

Bir karisimda bulunan maddelerin iki fazli bir sisteme ayrisarak,
baslangigcta bulunduklarindan farkli bolge veya fazlarda toplanmasini saglayan
analitiksel yonteme ‘“kromatografi” denilmektedir (Yildiz ve ark. 1997).
Kromatografi sozciigii, bir ¢ok ayirma yontemlerini icermektedir (Erdik ve ark.
1997). Diger ayirma yontemlerinin higbirisi kromatografi kadar etkili olmayip,
uygulamada kromatografi kadar yaygin olarak kullanilmazlar.

Kromatografik yontemlerde karisimdaki bilesenler, hareketsiz fazin
icerisinden hareketli fazin gecirilmesiyle birbirlerinden ayrilirlar. Bu ayrisma
sirasinda her iki faz birbiriyle etkilesime girmektedir. Fiziksel ve kimyasal
Ozellikleri farkli olan bilesenlerin her iki fazla olan etkilesimleri de farkli 6lclide
olmaktadir. Bdylece hareketli faz tarafindan yiiriitillen bilesenler, sabit faz
tarafindan farkli Olgiide tutulduklarindan, sabit fazi farkli zamanlarda terk
etmektedirler. Ayirma ortaminda en az tutulan bilesen ortamdan ilk 6nce, en fazla

tutulan bilesen ise en son ayrilmaktadir. Bilesenlerin ayirma ortami tarafindan
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alikonma siireleri birbirinden yeteri kadar farkli ise bilesenlerin birbirinden

ayrilmasi ger¢eklesmektedir (Erdik ve ark. 1997).

Kromatografik yontemler, ¢cok hizli bir gelisme gostererek giiniimiize
kadar gelmis olup, son yillarda 6zellikle ucuzlugu, basitligi ve giivenilirligi

acisindan oldukga fazla kullanim alan1 bulmaktadir (Skoog ve ark. 1996).

1.3.1. Kromatografinin Teorisi
Kromatografik ayirmalarin temeli, Ornekteki bilesenlerin sabit faz ile
hareketli faz arasindaki dagilim farkliligina dayanmaktadir. Bir X bileseninin sabit
faz ile hareketli faz arasindaki dagilima,

Xo=X. (1.1)

dengesine gore olugmakta ve X bileseninin iki fazdaki derisimlerinin oranina,

dagilma katsayisi, K, ad1 verilmektedir.

K, = [X]S (1.2)

K’nin degerinin biiyilik olmasi, bilesenin sabit fazda iyi tutuldugunu ve bu yiizden
kolon boyunca yavas ilerledigini belirtir. K’nin degerinin kii¢clik olusu ise
bilesenin hareketli faza olan ilgisinin fazla oldugu ve bdylece kolon i¢inde hizli
ilerledigi anlamina gelmektedir. Bir karigimda bulunan bilesenlere ait K
degerlerinin farkli olusu, bunlarin kolon boyunca birbirlerine gore farkli hizlarda
ilerlemesine yol acar. Boylece bilesenler, kolonun sonlarina dogru birbirlerinden
ayrilmis olur ve kolonu farkli zamanlarda terk ederler. Kolondan ¢ikan
bilesenlerin derisimlerinin, uygun bir yontemle Sl¢iilerek zamana veya hareketli
fazin hacmine karsi ¢izilen grafigine kromatogram denir.

Sekil 1.15°de, iki bilesenden olusan bir karigima ait kromatogram

goriilmektedir. Sekilden de goriildiigli gibi, bir bilesen kolondan ne kadar erken



42

cikarsa o bilesene ait kromatografi pikide o kadar keskin olarak elde edilmektedir.
Kolondan ge¢ c¢ikan maddenin piki ise genislemektedir. Kromatografik bant
genislemesinin nedenleri olarak; 6rnegin kolona yeterince hizli verilememesi,
kolon iginde derisimi yiiksek bdlgelerden derisimi diisiik bolgelere difiizyonla
madde aktarilmasi, kolon i¢inde molekiillerin farkli yollar izlemesi ve bilesenlerin
hareketli ve sabit faz arasinda dagilimlarinin dengeye ulasamamasi sayilabilir.
Karisimda baslangicta esit miktarlarda A ve B bilesenlerinin bulundugu durumda
bunlara ait piklerin altinda kalan alanlar birbirine esittir. ¢, veya ¥ olarak verilen
degerler, hareketli fazin kendisinin kolondan ¢ikmasi i¢in gegen siire ya da

harcanan hacimdir.

tr.B
tta Vs
Vea

Sinvyal

Sekil 1.15. iki bilesenli bir karisimdan elde edilebilecek bir kromatogram

Bir bilesene ait pikin maksimumuna kars1 gelen siire, ¢,, alikonma siiresi;
hacim, V., ise alikonma hacmi adin1 almaktadir. Bir pike ait taban genisligi, #,, bu
pik tlizerinde ti¢gen yardimiyla hesaplanabilmektedir. Alikonma hacmi ile

alikonma siiresi arasinda,

Vo=t (1.3)

esitligi ile belirlenen bir iligski vardir. Burada v, hareketli fazin mL dk™' cinsinden

akis hizidir. Hareketli fazin kolondan ¢ikabilmesi i¢in harcanan hacim, V, oli
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hacim veya kolondaki bosluk hacmi adin1 almakta ve bu hacim ile hareketli fazin

kolondan ¢ikmasi i¢in gegen siire, ¢,, arasindaki iligkiyi,

v, =vt, (1.4)

esitligi belirlemektedir.
Bir X bilesenine ait kapasite faktorii, k,, bu bilesenin sabit ve hareketli

fazlardaki mol sayilarinin orani olarak tanimlanmaktadir.

LA A (15)
Vh [X]h Vh

Bu esitlikteki ¥, kolonda kullanilan sabit fazin hacmidir. k’in degeri, alikonma

stirelerinden, asagidaki esitlikle hesaplanir:

ke, == (1.6)

Alikonma hacmi ile k ve K degerleri arasinda,
Vr :Vh(1+kx):I/h +V5Kx (17)

iliskisi yazilabilir. Elde edilen kromatografi piklerinin keskinligi bir kromatografi
kolonunun verimini belirtmektedir. Verimin nicel dlgiisii ise, teorik plaka sayisi
adi1 verilen N degeridir. N degeri, kromatogramlardan 6lgiilen alikonma siiresi (%)

ile o pikin taban genisliginden (z,), asagidaki esitlik yardimiyla hesaplanmaktadir.

N:lé(ij (1.8)



44

Bir kromatografi kolonunun uzunlugu, L, ile hesaplanan N degeri kullanilarak,

kolondaki bir teorik plakanin esdeger yiiksekligi, H, hesaplanmaktadir.

L
=X (1.9)

Bir kolonda N degeri ne kadar biiyiik ise, yani A degeri ne kadar kiigiik ise,
kolonun verimi o kadar yiiksektir. H’in degerini biiyiiten her etken, kolonun
verimini diisiirmekte ve pik genislemesine neden olmaktadir. Ornegin tiimiiniin
aniden kolonun giris kismina verilememesi, kolonda bilesenlerin yiiksek derigimli
bolgelerden diisiik derisimli bolgelere dogru diflizyonla dagilmasi, kolon
igerisinde ilerleyen bir bilesene ait molekiil veya iyonlarin farkli yollar izlemesi
ve bilesenlerin sabit faz ile hareketli faz arasinda dagilma dengesine ulagsmasinin
gecikmesi gibi nedenler, kromatografide elde edilen piklerin genisliginin
artmasina yol agmaktadir.

Hareketli fazin akis hiz1i ile teorik plaka esdeger yiiksekligi arasinda,

asagidaki van Deemter esitligi ile belirlenen iligki vardir.

H=4+—+Cv (1.10)

Sekil 1.16.’da, van Deemter esitligi, hareketli fazin s1ivi veya gaz olmasi durumlari

icin, grafiksel olarak gosterilmistir.

®

05 10 5 0 10 20 T30
v, cm/s v, cm/s

Sekil 1.16. H-v iliskisinin hareketli fazin (a) stv1 ve (b) gaz oldugu durumlarda grafiksel gosterimi
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Bir kromatografi kolonun verimli calismasi i¢in 6nce bu kolon icin
kullanilacak optimum akis hizinin belirlenmesi gerekmektedir. Hareketli faz gaz
ise, H-v egrisinin minimuma ulastig1 akis hiz1 degeri kullanilmakta, hareketli fazin
stvi oldugu durumda ise bu minimum deger ¢ok kiigiik akis hizlarinda elde
edilmektedir. Bu akis hiz1 degerinin uygulanmas: ile alikonma siireleri ¢cok fazla
artacagindan daha biiyiik akis hizi degerlerine gereksinim duyulmaktadir. H
degerini kiiciiltmek i¢in bir dizi 6nlem alinarak kolonun verimliligi arttirilabilir.
Yukaridaki esitlikteki akis hizindan bagimsiz olan 4 degeri (Eddy difiizyon
terimi), bilesenlerin kolonda ilerlerken farkli yollar izlemesi nedeni ile
artmaktadir. Kolon dolgu maddesinin ¢ok kiiciik tanecikli olarak secilmesi ile
A’nin degeri kiigtiltiilebilir.

Esitlikteki ikinci terim difiizyon terimi olup, ozellikle diisiik akis
hizlarinda onem kazanmaktadir. Bu terimin katkisi, bilesenlerin harcketli faz
icindeki diflizyon katsayilarinin degerleri ile dogru orantili olarak artmaktadir.
Hareketli fazin gaz olmasi durumunda bu terim ¢ok daha onemlidir. Ciinkii
gazlarda ¢6zlinmiis maddelerin difiizyon katsayilari, sivilarda ¢oziinenlere gore
yaklasik 10° kat daha biyiiktiir. Hareketli faz olarak kullanilan gazin mol
kiitlesinin biiyiik olmasi B’nin degerini bir miktar kiiciiltiir. B’nin degeri ayrica
kolon sicakliginin azaltilmasi ile de kiigiiliir. Kolona basing uygulayarak da B nin
degerinin kiiciiltiilmesi olasidir.

Esitligin ticlincli terimi yiikksek akis hizlarinda 6nem kazanan kiitle
aktarimi1 terimidir. Akis hiz1 arttikca bilesenlerin iki faz arasinda dagilma
dengesine ulasabilmeleri i¢in gereken silire azalmakta ve dolayisiyla dagilma
dengesine tam olarak erisilememektedir. Bu terimdeki C degerinin
kiiciiltiilebilmesi i¢in hareketli sivi fazin viskozitesinin az olmasi, kolon
sicakligimin arttirilmasi, sabit faz ince bir sivi filmi ile kapl ise bu filmin
kalinliginin ¢ok kiigiik bir degere sahip olmasi gerekir. Hareketli fazin gaz oldugu
durumda bazi uygulamalarda i¢inde dolgu maddesi olmayan ince bir kapiler boru
da kolon olarak kullanilabilir. Bu durumda kapiler borunun ¢apinin kiigiiltiilmesi

ile de kolonun verimi arttirilabilir (Y1ldiz ve ark. 1997).
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1.3.2. Kromatografik Yontemlerde Ayirmada Etkin Olan Mekanizmalar

Kromatografik yontemlerle ayirmada etkin olan dort farkli mekanizma
vardir. Bunlar; adsorpsiyon, partisyon (dagilma), iyon degisimi ve jel

gecirgenligidir.

1.3.2.1. Adsorpsiyon mekanizmasi

Adsorpsiyon, kisaca yiizeyde tutunma anlamina gelmektedir. Sivilardaki
ylizey geriliminin nedeni, yiizeydeki sivi molekiillerinin i¢ kisstmdaki molekiillerin
aksine ancak iki yonden cekilmeleri ve enerjilerinin i¢ molekiillerin enerjilerinden
daha yiiksek olmasidir. Ayni nedenlerle katilarin da yiizeyindeki molekiillerin
enerjileri icteki molekiillerin enerjilerinden daha yiiksektir. Ince toz haline
getirilerek yiizey alanmi arttirilmis katilarda ise bu 6zellik daha belirgindir. Boyle
katilar, yiizeylerindeki enerjilerini azaltmak i¢in baska maddeleri ¢ekerler. Bu
ozellige sahip katilara “adsorban”, yabanc1 maddelerin kati maddenin yiizeyinde
tutulmasi olayina “adsorpsiyon”, bundan yararlanarak karisimlarin birbirinden
ayrilmast  yontemine ise “adsorpsiyon kromatografisi”  denilmektedir.
Adsorpsiyon kromatografisi yontemi ile ayirma, birbirine karst olan iki kuvvetin
carpigsmasi sonucu gerceklesmektedir. Bu iki kuvvet, hareketli fazdaki itici ve

hareketsiz fazdaki tutucu kuvvettir.

Adsorpsiyon kromatografisinde, yiizeye cekilen maddeler kati ile aym
polar 6zellikte ise kuvvetli, degilse gevsek tutunurlar. Bu yontemde, hareketli faz
ilerlerken, hem ¢6ziicii hem de madde, adsorban ylizeyindeki aktif uglar igin
yangirlar. Tkiden ¢cok madde tasiyan karisimlarin ayrilmasinda, madde sayis1 ve
derisim cok biiylik 6nem tasimaktadir, ¢linkii adsorban yiizeyindeki aktif u¢larin
sayis1 sinirhidir. Aktif uclarin sayisini arttirmak i¢in adsorbanin 1sitilarak aktif hale
getirilmesi gerekmektedir. Bir ¢ok adsorban havanin nemini kolayca kaparak
inaktif hale gectiginden bu islem Ozellikle ince tabaka kromatografisi

uygulamasindan 6nce yapilmalidir.
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Adsorbanlar kendi aralarinda {i¢e ayrilirlar. Bunlar;

(a) Zayif kuvvette olanlar: Seker, klorofil, ksantofil gibi bitki pigmentleri,

nisasta, enzimler, seliiloz ve talk,
(b) Orta_kuyvette olanlar: CaCO;, Ca(OH),, Mgi(PO4),, MgCOs ve
Mg(OH),,

(¢) Kuvvetli olanlar: Salisilik asit, magnezyum silikat, alumina, silikajel,

aktif komiir, kaolin, bentonit ve diger killerdir.

1.3.2.2. Partisyon (dagilma) mekanizmasi

Bir karisimdaki maddelerin birden fazla ¢o6ziicii igerisinde ¢oziiniirliikleri
oraninda ayrigmasma “partisyon (dagilma)”, bu mekanizmadan yararlanarak
karigimlarin  birbirinden ayrilmast yontemine ise “partisyon kromatografisi”

denilmektedir.

Partisyon kromatografisinde, bir madde iki fazli bir sisteme konulmakta ve
¢ozlinlirliigli oraninda iki faz arasinda dagilmaktadir. Hareketsiz faz su veya sulu
cozelti degil de, apolar bir organik sivi ise siklikla partisyon kromatografisi
kullanilmaktadir. Bu yontemde genelde hareketsiz faz hidrofilik (suyu seven),
hareketli faz ise hidrofobiktir (suyu sevmeyen). Hareketsiz faza (seliilloz vb. gibi)
hidrofobik bir maddenin (diisiik kaynama noktasina sahip petrol eteri ile)
emdirilmesi halinde hidrofobik bir hareketsiz faz elde edilmekte ve hidrofilik bir

hareketli faz, yikama ¢6zeltisi olarak kullanilmaktadir (Erdik ve ark. 1997).

1.3.2.3. iyon degisim mekanizmasi

Benzer yiiklii iyonlarin geri dondiiriilebilir sekilde yer degistirmesine
“iyon degisimi”, iyon degisimi mekanizmasinin rol aldig1 kromatografik yonteme
ise “iyon degisim kromatografisi” denilmektedir. Bu yontemde; hareketsiz fazi
olusturan iyon degistiriciye kimyasal baglarla bagli yiiklii gruplar, hareketli

fazdaki benzer iyonlarla yer degistirirler. Bu yer degistirme istendigi anda geri
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dondiiriilebilmektedir. Boylece degistirilebilir iyon tasiyan maddelerin (asitler,

antibiyotikler, amino asitler, alkoloidler vb.) ayrilmasi saglanmis olmaktadir.

Iyon degisim kromatografisinde, bir karigimdaki iyonlar, bir iyon
degistirici yardimiyla elektrot potansiyellerine gore polarize olmaktadir. Bu
nedenle iyonlarin kati-sivi fazda dagilimi, (+) ve (—) yiklii iyonik kuvvetlerinin
ayrilmasinda rol oynamaktadir. Iyonlasabilen gruplarin regineye baglanis

durumuna gore hareketsiz faz (regine), katyonik veya anyonik olabilmektedir.

Ornekteki iyonik bilesenlerin bu reginelere olan ilgileri ve kolonun
secimliligi; ortamin pH degerine, iyonik siddete, iyonlarin yiik ve biiytikliigiine,

recinenin porozitesine, ¢oziiciiniin cinsine ve sicakliga baghdir.

Kullanilan iyon degistiriciler, kati regineler olabildigi gibi, bir kati
yiizeyine film halinde tutturulmus siv1 halindeki regineler de olabilmektedir. Iyon
degisimi kromatografisinde kullanilan hareketli faz, belli bir pH degerine
tamponlanmis sulu ¢ozeltidir. Bu nedenle yontem; ozellikle metal iyonlarmin,
anyonlarin, protein ve amino asitlerin ayrilmasinda kullanilmaktadir. Hidrojen
iyonu ile doyurulmus (asidik) bir iyon degistirici recineye +1 yiiklii iyonlarin
ilgisi; Li' <H <Na" <NH; <K' <Rb" < Cs" < Ag" < TI"; +2 yiiklii iyonlarin
ilgisi ise; Mg™ < Zn™? < Co™ < Cu™ < Cd"” < Ni”? < Ca"™ < Sr? < Pb"? < Ba™
sirasi ile artmaktadir.

Iyon degistirici reginelerle doldurulmus kolonlarda ayrica seyreltik
cozeltilerde bulunan ¢ok az miktardaki metal iyonlar1 tutulup, daha sonra
kolondan daha kiiciik hacimdeki bir ¢oziici ile disart c¢ikartilarak
degistirilmektedir. Bir bagka yararli uygulama ise, bir c¢ozeltinin, igindeki

istenmeyen katyonlardan arindirilmasidir.

1.3.2.4. Jel gecirgenligi mekanizmasi

Bir karisimdaki maddelerin porlu (gozenekli) bir jel sisteminden
gecirilerek, biiyiik molekiillerin kiigiik molekiillerden 6nce jelden gegmesine “jel
gecirgenligi”, bu mekanizmadan yararlanarak karigimlarin birbirinden ayrilmasi

yontemine ise “jel gecirgenligi kromatografisi” denilmektedir. Bu ydntemde,
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maddeler molekiil biiytlikliiklerine gore ayrilmakta ve hareketsiz faz olarak dogal
(seliiloz gibi) veya yapay (sefadeks gibi) bir jel sistemi, hareketli faz olarak ise
ayrilmasi istenen karigimdaki maddeleri tamamen c¢ozebilen bir ¢oziicl
kullanilmaktadir. Hareketsiz faz olarak kullanilan ve katinin i¢indeki bosluklara
girebilen kiigiik molekiiller, kolonda daha ¢ok tutunurlar. Bu bosluklara
giremeyen biiylik molekiiller ise kolondan hizli bir bicimde siiriiklenerek
ayrilirlar. Bu yontem, 6zellikle kromatografik ayirma sirasinda bozunmasi veya
degisiklige ugramasi istenmeyen protein ve enzim gibi biyolojik molekiillerin ve
biyolojik sivilardaki yiiksek mol kiitleli bilesenlerin ayrilmasi isleminde
kullanilmaktadir. Ayrica bu yontem ile polimerlerin ortalama mol kiitleleri ve

dagilimlar1 da belirlenmektedir (Yildiz ve ark. 1997).

1.3.3. Kromatografik yontemlerin siniflandiriimasi

Kromatografik yontemler, hareketli ve hareketsiz fazin tiiriine gore Sekil

1.17°deki gibi siniflandirilabilirler.
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1.3.3.1. ince tabaka kromatografisi

Ince tabaka kromatografisinde, sabit faz; cam, aluminyum veya plastikten
yapilmis diiz bir destek iizerine ince tabaka halinde siiriilmektedir. Hareketli faz
ise bir ¢oziicii veya bir ¢oziicii karisimindan olusmaktadir. Ince tabaka
kromatografisinde tiim mekanizmalar gecerli olmasina karsin, genellikle

adsorpsiyon mekanizmasi daha etkilidir.

1.3.3.2. Kagit kromatografisi

Kagit kromatografisinde sabit faz olarak, Whatman vb. gibi 6zel kagitlar
veya kaba slizgec kagidina emdirilmis madde; hareketli faz olarak da, ince tabaka
kromatografisinde oldugu gibi bir ¢ozicii veya bir ¢oziici karigimi
kullanilmaktadir. Jel gecirgenligi hari¢ diger mekanizmalarin hepsi bu tiir
kromatografik ayirmalarda etkin olmasina karsin, ¢ogunlukla partisyon

mekanizmasi digerlerinden daha etkilidir.

1.3.3.3. Kolon kromatografisi

Kolon kromatografisinde sabit faz, aktif yiizeyli kati1 bir madde, hareketli
faz ise bir ¢oziicii veya ¢oziicii karigimini igermektedir. Sabit faz, cam veya metal
kolona uygun sekilde doldurularak hazirlanmakta, fakat genellikle cam kolonlar
daha fazla tercih edilmektedir. Kolon kromatografisi islemi sirasinda, ayirim
yapilacak karisimin uygun bir ¢oziiciideki c¢ozeltisi belli bir hizla bu kolondan
gecirilmektedir. Karisim, ¢oziicli akisi ile asagiya dogru ilerlerken polaritelerine
gore bilesenlerine ayrilmaktadir. Ince tabaka kromatografisindeki gibi tiim

mekanizmalar gegerli olmasina karsin, ¢ogunlukla adsorpsiyon mekanizmasi daha

etkilidir.
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1.3.3.4. Gaz kromatografisi

Gaz kromatografisi kendi arasinda gaz-sivi ve gaz-kati olmak iizere ikiye
ayrilmaktadir. ki yontemin farki, gaz-sivi kromatografisinde sabit fazin sivi, gaz-

kat1 kromatografisinde ise kat1 bir adsorban olmasidir.

Gaz-sivi kromatografisinde sabit faz, genellikle destek katisi {izerine
hareketsiz faz (sivi) kaplanarak hazirlanan kapiler kolonlardir. Kolon yiiksek
sicaklikta tutularak ayrilacak maddelerin gaz fazina ge¢mesi saglanmaktadir.

Hareketli faz ise inert ( N, gibi) bir gazdir. Madde kolona enjekte edildikten sonra,

Once gaz haline getirilmekte, daha sonra siiriikkleyici gaz ile kolon igerisinde
hareket ettirilerek ayirim gerceklesmektedir. Ayrilan bilesenler kolon c¢ikisina
baglanan uygun bir dedektorle Dbelirlenip kaydedilmektedir. Gaz-sivi
kromatografisinde diger kromatografik yontemlerden farkli olarak sadece

partisyon mekanizmasi gecerlidir.

Gaz-kat1 kromatografisinde ise, sabit faz, kat1 adsorban iceren kolondur.
Gaz-stvi kromatografisindeki gibi uygulanmakta, fakat bu yontemde gaz-sivi
kromatografisinden farkli olarak adsorpsiyon mekanizmasi gecerlidir. Eger
ayrilacak bilesikler, gaz veya kiiglik molekiillii hidrokarbonlar ise bu yontem
kullanilmakta ve ayirma, aktif ylizeyli bir katinin {izerinde adsorplanarak

ger¢eklesmektedir.

1.3.3.5. Yiiksek performansh sivi kromatografisi

Bir sivida ¢ozlinmiis olan ayrilacak bilesenler, bir kolonda bulunan
genellikle kati bir destek maddesi lizerindeki sabit faz ile farkl etkilesime
girmekte ve kolon icinde farkli hizlarda ilerleyerek, kolonu farkli alikonma
stirelerinde terk etmektedirler. Gaz kromatografisinden farkli olarak hareketli faz
(stirikleyici) sividir. Burada stirtikleyici sivi, pompalarla kolona pompalanarak
yluksek hareketli faz akis hizi saglanmakta, ayirma c¢abuk ve tam olarak
gerceklesmektedir. Ayrilan bilesikler kolon g¢ikisina baglanan uygun bir
dedektorle belirlenip kaydedilmektedir. Bu tip yliksek hizda gergeklestirilen
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3

ayirmalarin yapildigi sivi kromatografik yontemlere “yiiksek performansli sivi

kromatografisi sistemleri (HPLC)” denilmektedir.

Geleneksel sivi-sivi kromatografisi oldukc¢a yavas ve c¢oziicli akist
sirasinda kolonun sikigmasi olasidir. Ayrica normal kolon kromatografisinde
kolondan alinan her bilesen tanimlanmak amaciyla titre edilmek zorundadir. Elde
edilen fraksiyonlar ¢ok az miktarlarda aranan bileseni icerdiginden yontem pratik
degildir. Ayrica kolonda siirtiklenen bilesenler renkli bantlar olusturmadig: stirece
onlar1 gérmek olanaksizdir. Dolayisiyla kolondan alinan hangi fraksiyonun titre
edilecegi belirgin degildir, fakat HPLC’de farkli dedektorler bu amagla
kullanmilmakta ve ¢ok hizli bir sekilde ayirim saglanmaktadir. Ornegin; UV-
goriiniir bolge dedektorii, 6zellikle 254 nm’de absorpsiyon yapan bir¢ok aromatik
bilesigin ayrilmasinda ve tanimlanmasinda siklikla kullanilmaktadir. HPLC’de en
onemli degigkenlerden birisi de kolaylikla ayarlanabilen hareketli faz akis hizidir.
Boylece teorik plaka esdeger yiiksekligi (TPEY) degisebilir ve arzulanan
minumum diizeyde tutulabilir. Ciinkii bir kolonda, daha diisikk TPEY, daha fazla
teorik plaka sayisi, dolayisiyla, bu daha iyi ayirim anlamima gelmektedir.
Geleneksel kolon kromatografisinde kolonun siirekli izlenmesi, sikigikligin
giderilmesi gibi zorluklar vardir. Buna benzer sorunlarin olmadigi bir
kromatografik yontem olan HPLC 1960’11 yillarda kullanilmaya baglanmis ve
giiniimiizde de yontem, gelistirilerek kullanilmaya devam etmektedir. HPLC’nin
cihaz tasarimi ve uygulamasi gaz-sivi kromatografisine benzemesine karsin,
aralarinda bazi belirgin farkliliklar bulunmaktadir. En 6nemli farkliliklardan birisi
gaz kromatografisinde sadece partisyon mekanizmasi etkili iken HPLC’de her
dort mekanizma da rol oynamaktadir. Diger bir fark ise HPLC’de hareketli faz
gaz-s1vi kromatografisindeki gibi bir gaz degil sividir. Ayrica bu yontemin ugucu
olmayan bilesenlere uygulanabilmesi gibi bir baska istlinliigii de vardir.
HPLC’nin diger sivi kromatografik yontemlere gore en dnemli iistiinliiklerinden
birisi de kullanilan hareketli fazin kolon boyunca yiiksek hizda
pompalanabilmesidir. Yontemin bu kadar yaygin olmasimin diger nedenlert;
duyarliliginin yiiksek olmasi, kantitatif tayinlere kolaylikla uygulanabilir olmasi,
ucucu olmayan tiirlerin veya sicaklikla kolayca bozunabilen tiirlerin ayrilmasina

uygun olmasi, dogruluk ve kesinliginin yiiksek olmasi ve hepsinden de dnemlisi
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bircok bilim dalinda ve endiistride uygulanabilir olmasidir. Yontem ile; amino
asitler, proteinler, niikleik asitler, aromatik hidrokarbonlar, karbonhidratlar,
ilaclar, terpenoidler, pestisitler, antibiyotikler, steroidler, metal-organik tiirler ve
cesitli inorganik bilesikler kolaylikla analiz edilebilmektedirler.

Pratikte hareketli fazi sabit fazindan daha az polar olan sivilarla
gergeklestirilen kromatografiye normal faz, sabit fazindan daha polar sivilarla
yapilan kromatografiye ise ters faz sivi kromatografisi denilmektedir. Mol
kiitlesi 10000°den daha biiylik molekiilleri ters-faz dagilma kromatografi ile
incelemek olasi1 ise de, bu amacla boyut secicilik kromatografisi daha ¢ok tercih
edilmektedir. Daha kiigiik mol kiitleli iyonik tiirler i¢in, iyon degistirme
kromatografisi uygundur. Kii¢iik, polar, ancak iyonik olmayan tiirler, en iyi
dagilma kromatografisi yontemleri ile incelenebilir. Ayrica, bu islem, homolog
serilerin ayrilmasi i¢in ¢ogu zaman daha kullanighdir. Adsorpsiyon kromatografisi
genellikle, polar olmayan tiirlerin, yapisal izomerlerin ayrilmasi ve alifatik
hidrokarbonlar gibi bilesik siniflarinin alifatik alkollerden ayrilmasi igin
se¢ilmektedir.

Kullanilan kolon, yiiksek basinglara dayanikli ve genellikle paslanmaz
celikten yapilmistir. Kolon, normal kolon kromatografisinde oldugu gibi kiire
seklindeki kat1 destek maddesi ile film seklinde kaplanmig sabit sivi bir faz1 igerir
ve hareketli faz ile analiz edilecek olan karisim beraberce kolon boyunca asagiya
dogru siirtiklenirler. Sivi ve kiire taneciklerinin birarada bulundugu bu durum
porlu tabaka olarak adlandirilmaktadir. Taneciklerin porlu tabakasi normal kolon
kromatografisindeki silikajele benzemektedir. Normal kolon kromatografisinden
farkli olarak HPLC’de hareketli faz i¢in bir depo bulunmakta ve bu depodan
hareketli faz kolon boyunca asagiya dogru bir HPLC pompast ile
pompalanmaktadir. Pompanin giris basinct 500-5000 psi arasindadir. Analiz
edilecek Ornek, bir siringa ile kolonun {ist tarafinda bulunan enjeksiyon
boliimiinden enjekte edilmektedir. Partisyon mekanizmasi ile ilerleyen ve
birbirinden ayrilan bilesenler oncelikle kolonu terk edip dedektorde sinyal olarak
kaydedilmekte ve daha sonra cikista bir toplama kabinda fraksiyonlar halinde

toplanmaktadirlar.
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Gaz kromatografisi ile HPLC’nin kolon verimlilikleri ve ayirma giicleri
arasinda farkliliklar vardir. En uygun hareketli faz akis hizlari i¢in bulunan teorik
plaka esdeger yiiksekligi (TPEY), iki kromatografik yontem i¢in de aym
biiytikliiklerdedir; fakat teorik plaka sayisi, , sivi kromatografisinde 100-1000,
gaz kromatografisinde ise 1000-50000 arasinda degismektedir. Hareketli faz
akis hizlari, 6rnegin; gazin akis hizi, viskozitesi ¢ok farkli oldugundan sividan
cok fazladir. Ayirma hizi van Deemter esitligindeki "C" terimi ile orantilidir.
Bu terim, gaz igin, siv1 hareketli faza gore 10°-10° defa daha kiigiiktiir. Bu nedenle
iyl bir ayirma i¢in sivi kromatografisinde az teorik plaka sayisi (N) yeterli
olmakta ve kolon boylar1 10-100 cm arasinda degismektedir. Gaz
kromatografisinde ise kolon boylar1 ¢ok daha uzun, fakat kolon c¢aplari ise
HPLC’deki kolonlarla asag1 yukar1 ayn1 boyutlardadir (Sahin 2005).

Hizli protein sivi kromatografisi (FPLC) ise kompleks karigimlardan
proteinlerin ayrilmasimni veya saflastirilmasini saglayan bir kromatografi
cthazidir. HPLC’den farkli olarak daha diisiik basinglarda calisir ve genellikle
cam veya teflon bilesenlerden olusur. Cihaz genellikle biyokimya ve enzimoloji
alanlarinda kullanilir (Kunz ve ark. 1989, Hollar ve ark. 1991). FPLC ile
kullanilan kolonlar; makromolekiilleri, yiik, boyut, hidrofobisite veya
biyotanima esaslarina gore ayirabilirler. Bu nedenle amaca ydnelik uygun bir
kolon se¢mek gereklidir. Sistem protein, peptid vb. ayirimlarini kisa siirede
gergeklestirebilen bir sivi kromatografi sistemidir. Ayni1 zamanda mikro diizeyde
saflastirma ve preparatif bazda HPLC analizleri yapmak i¢in uygundur. FPLC
cthazi ayrilan tiirlerin UV absorbansini 6lgmekle birlikte; ortamin, iletkenlik ve

pH ol¢iimiinii de yapabilmektedir.

1.3.3.6. Siiperkritik akiskan kromatografisi

Siiperkritik akigskan kromatografisi, gaz ve sivi kromatografilerinin {istiin
taraflarin1  biraraya getiren, bunlarin karigimi olan bir yontemdir. Bazi
uygulamalarda hem gaz-sivi hem de yiiksek performansli sivi kromatografisine
Ustlinlik saglamaktadir. Siiperkritik akiskan, bir maddenin, kritik sicakliginin

tizerine 1sitildigi zaman elde edilen fiziksel hali olarak tanimlanmaktadir.
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Stiperkritik akigkan kromatografisinde hem dolgulu hem de agik tip kolonlar
kullanilabilmektedir. En ¢ok kullanilan hareketli faz ise CO;’dir. Siiperkritik
akiskan kromatografisinin en Onemli Ustiinliigli, gaz-sivi kromatografisinde
kullanilan duyarli ve ¢ok amagli dedektorlerin bu yonteme de uygulanabilmesidir.

YoOntem, en ¢ok agir petrol fraksiyonlarinin ayrilmasinda kullanilmaktadir.

1.3.3.7. Iyon degisim kromatografisi

Onceleri iyon degisim kromatografisi olarak bilinen iyon kromatografisi,
sivi kromatografisinin iyonlara uygulanan tiirii olarak siiflandirilabilir. Yontem
genel olarak, iyonlarin ve iyonlasan tiirlerin ayrilmasinda, oligomerik iyon
karigimlariin kalitatif dagilimlarinin belirlenmesinde, karisimdaki birkag¢ iyonun
ayn1 anda (es zamanli) ve diisiik derisimli ve 6zellikle girisim yapan matrikslerin
bulundugu o6rneklerdeki iyonik tiirlerin deristirilmesinde (6n deristirme) ve

belirlenmesinde kullanilmaktadir (Y1ldiz ve ark. 1997).

1.3.4. Enantiyomerik karisimlarin kromatografik yontemlerle ayrilmasi

Bilindigi gibi bir maddenin polarize 151k diizlemini dondiirme yetenegine
optikg¢e aktiflik denir. Optikge aktif maddeler diizlem polarize 15181in dagilma
diizlemini saga ya da sola, optik izomerlerden birisi kendi ¢ozeltisi i¢inden gegen
diizlem polarize 15181 saga, digeri ise sola ¢evirir. Diizlem polarize 15181 saga veya
sola geviren bu bilesiklerin her birine enantiyomer denir ve bunlar birbirinin optik
izomeridirler. Enantiyomerler birbirinin ayna goriintiistidiir.

Optik izomerlerden birisi 15181 kag derece saga ¢evirmis ise digeri de ayni
act ile sola gevirir. Polarize 151k diizlemini saga ¢eviren izomer (+) veya (d) sola

ceviren ise (-) veya (1) simgesiyle belirtilir.



56

COOH COOH
| |
H—C—0OH HO —C—H
| |

CH, CH,
(-) - laktik asit (+) - laktik asit

(+) ve (-) izomerler esit oranlarda karistirilirsa optikce aktiflik tamamen kaybolur.
Bu tiir karigimlara rasemik karigimlar ya da rasemat denir. Rasematlar polarize
1518a  etki etmezler. Dolayisiyla rasemik karigimlardaki enantiyomerleri
birbirinden ayirmak ve saflastirmak oldukca zor olmaktadir ve bunun igin
genellikle elektroforez ve kromatografik yontemler kulanilir (March 2004).
Optikce aktif bilesiklerin stereoizomerlerinin biyolojik aktiflikleri de
birbirinden farklidir. Dolayisiyla biyolojik sistemlerde kullanilacak malzemelerin
optikge yiiksek saflikta olmasi gerekmektedir. Bu nedenle 6zellikle ilag
tiretiminde, kiral bilesiklerin enantiyomer bilesiminin saptanabilmesi icin
giivenilir metotlara olan ihtiya¢ artmaktadir. Dogrudan ve dolayl kiral ayirimlar
kapiler elektroforez (CE) ve miseller elektrokinetik kromatografiyle (MEKC)
gergeklestirilebilmektedir. Dogrudan kiral ayirimlar bir elektrolit varliginda farkl
kiral ilavesiyle gerceklestirilir. Dolayl kiral ayirimlarda ise analit enantiyomerler,
kiral bir reaktifin (+) veya (-) formuyla reaksiyona sokularak 6nce diastereomerik
cifti olusturulur, daha sonra CE veya MEKC yoluyla birbirlerinden ayrilirlar. Wan
ve arkadaslar yaptiklar1 bir calismada aminoasitlerin CE ile dolayli ve direkt
ayirimlarini incelemislerdir ve bir cok amino asiti her iki yontemle de
ayiwrabilmislerdir. 10 adet, 1-(9-florenil)etil kloroformatla tiirevlendirilmis,
aminoasiti MEKC ile bir seferde ayirabilmisler ancak daha kompleks bir karigim
enjeksiyonunda bir ¢ok pikin ayrilmadigini gézlemlemislerdir. Ayrica dolayl
metotun dogrudan metoda gore daha etkin bir ayirma sagladigin1i  G6ne
siirmiislerdir. Tivesten ve Folsetad 17 adet amino asiti kisaca OPA/TATG adi
verilen bir reaktifle 5 dakikadan az bir siirede bir kag¢ c¢iftli pik haricinde
ayirabilmislerdir. Nishi ve arkadaslar1 da 19 adet amino asitin ayirimim 2,3,4,6 —
tetra-o-asetil-B-D-glukopiranosil isotiyosiyanat ile tiirevlendirdikten sonra
ayirmiglardir (Thorsen ve ark. 1997). Bahsi gecen bu yontemler enantiyo segici

ligand degisimi ile elektrogd¢ ayirim tekniklerini birlestiren yontemlerdir. Bu
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yontemlerin disinda yine enantiyo secgici ligand degisim ile kromatografik
yontemleri birlestiren teknikler de mevcuttur. Bu tekniklerde, kiral sabit bir faz,
kiral bir mobil faz veya kiral maddeyle kapli bir sabit faz kullanilarak
enantiyomerlerin ayirimlari gergeklestirilmistir (Davankov 2003).

Farkl1 bir ¢alisma ise Nagata ve ark. (2001) tarafindan gerceklestirilmistir.
Bu ¢alismada metiyonin, valin, fenilalanin ve leusinden olusan dortlii bir amino
asit rasemik karisim 1-floro-2,4-dinitrofenil-5-L-alanin amid ile tiirevlendirilerek,
ters faz ince tabaka kromatografisiyle ayirilmiglardir. Goriildiigii gibi enantiyomer
aymrimlarinda kullanilan yontemlerin bir ¢ogunda vakit alict 6n tiirevlendirme
islemleri gerekmektedir.

Bu tez caligmasinda gergeklestirilen enantiyomerik ayirim c¢alismasina en
yakin caligma Vidyasankar ve ark. (1997) tarafindan gerceklestirilmistir. Ekip
Cu(IT)-N-(4-vinilbenzil)immunodiasetikasit fonksiyonel monomerini ve ¢esitli
aminoasitleri hedef molekiil olarak kullanarak yi1gin polimerizasyonuyla
propilmetakrilat ile tiirevlendirilmis silika partikiilleri yiizeyinde ligand-degisim
adsorbentleri hazirlamiglardir. Hazirlanan D ve L-aminoasit baskili polimerler ile
D-L tayrozin, D-L-alanin, D-L-isoleusin ve D-L-valin enantiyomerik
karigimlarmin ayirimi herhangi bir tiirevlendirme olmaksizin gergeklestirilmistir.
Ancak yayinda verilen kromatogramlara iliskin ayirimlarinin ¢ok iyi olmadigi

goriilmektedir. Ayiricilik faktorii (o) degerleri de 1,5 civarlarinda bulunmustur.

1.3.5. Kati-faz ekstraksiyonu

Eser elementin analizden Once matriksten ayrilmasi i¢in kullanilan
yontemlere dnderistirme veya zenginlestirme denir. Onderistirme igin kullanilan
en basit yontem, c¢Oziiciiniin buharlastirilmasidir. Ancak bu durumda ilgilenilen
elementin yanisira diger elementlerin derisimlerininde arttig1 ve bunun sonucu
olarak matriks etkisinden dolay1 seg¢iciligin azaldig1 bilinmektedir. Bu nedenle
¢oziicii buharlagtirma ydntemi ¢ok basit bir yontem olmasma karsin pek ilgi
gormemistir. Coktiirme, uygulanan alternatif teknikler arasinda en eski olanidir.
Cok basit bir yontem olmasina karsin, ¢okelek ¢oziintirliigiiniin az olmasi, ¢ok az

cokelek olusmasi gibi kisitlayict yonleri vardir. Sivi-sivi ekstarksiyonu yaygin
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olarak kullanilan onderistirme yontemlerindendir. Sivi-sivi ekstraksiyon yontemi
basitligi, hizlilig1, analitin ve adsorbanin geri kazaniminin kolay olmasi nedeni ile
yaygin olarak kullanilsa da son zamanlarda kati-faz ekstraksiyonu ile yer
degistirmistir. Bunun nedeni kati1 faz ekstraksiyonunun hizli, basit, kararli olmasi,
kat1 fazin tekrar kullanilabilmesi, yiiksek onderistirme faktori elde edilmesi, az
miktarda ¢6ziicii kullanilmasi ve ucuz olmasi gibi avantajlara sahip olmasidir.

Kat1 faz ekstraksiyonu (SPE) kompleks matriks ortaminda ya da diisiik
derisimdeki analitin analizinde yaygin olarak kullanilan dnderistirme ve ayirma
teknigidir. SPE’nin temeli sulu fazdan komsu kati fazdaki aktif bolgelere
analitlerin transferine dayalhidir. Kati faz daha sonra oOrnek ortamindan
uzaklagtirilarak eliisyon ile ya da gaz fazina termal desorpsiyon ile analitler geri
kazanilir. Kat1 faz girisime neden olan maddelerin eliminasyonu ve matriksin
kompleksligini azaltmak i¢in segici eluentlerle yikanir. Coziicii, kati fazdan
analitin  hizli  uzaklasmasimi saglayabilmelidir. Kati-faz  ekstraksiyonu
farmokolojik, klinik, endiistriyel ve ¢evresel sektorlerde yaygin olarak kullanilan
bir islemdir.

Silika jel veya silika membran diskler, aktif karbon, iyon degistirici
recineler, seliilozik tiirevler, polistiren-divinilbenzen esasli adsorbanlar, poliiiretan
polimerler, selatlastirict recineler, selatlastirici fiberler, naftalin ve molekiiler
baskilanmis polimerler gibi bazi farkli kati destekler secilen selatlagtirict
reaktiflerin fiziksel yiiklenmesi ile ya da kimyasal baglanmasi ile eser miktardaki
metale segici kat1 faz destekler hazirlanabilir. Herhangi bir sabit fazla doldurulan
SPE kolonlarina baslica sorun tutunma mekanizmasinin segiciliginin diisiik
olmasidir. Istenen seviyede secicilik elde etmek icin kolonun doldurulmasinda
molekiil baskilanmig polimerler kullanilabilir. Kati faz ekstraktin ya da
Onderistiricisinin segiciligi immobilize edilen organik bilesigin yapisina, birlesen
donor atomlarin dogasma (O, N, P ve S), kat1 fazin ylizeyindeki fonksiyonel
gruplarin pozisyonuna ve arzu edilen metal iyonu alindiktan sonra olusan
kompleksin sterik kosuluna baglidir.

Silika jel bazli sorbentler ¢esitli kosullar altinda kimyasal, termal ve
mekanik kararlilik gibi avantajlar saglamasina karsilik yiizey silanol gruplari

asidik sartlarda protonlanir ve iyon degisim kapasitesi biiyiik 6l¢iide azalir. Silika
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jelin yiizeyi fiziksel adsorpsiyon ya da kimyasal immobilizasyon ile modifiye
edilerek kat1 faz ekstraksiyonunda segici bir sekilde kullanilabilir. Ditizon bir ¢ok
eser elementle reaksiyona girmesine karsin ditizonla fonksiyonlanmis silika jelin
Hg*" i¢in se¢ici oldugu gozlenmistir.

Organik bazli sorbentler polimerik ve non-polimerik sorbent olarak ikiye
ayrilabilir. Polimerik sorbentler tiim pH araliginda kullanilabilmesi nedeni ile
silika bazli sorbentlere gore eser elementlerin onderistirilmesinde avantaj saglar
ve yaygin olarak kullanilir.

Molekiiler baskilanmis polimerlerin ilk olarak kati-faz ekstraksiyonunda
kullanim1 1994°de Sellegren ve grubu tarafindan gergeklestirilmistir. Sellegren bu
caligmasinda, seyreltik idrar 6rneginden pentanamitin ekstraksiyonunu secici bir
sekilde yapan molekiiler baskilanmis polimer hazirlamistir. Daha sonra bir ¢ok
grup cesitli matriks ortamindan farkli analitleri ayirmak i¢in MIP hazirlayarak
kati-faz ~ ekstraksiyonunda  kullanmistir.  MIP’in ~ SPE’de  kullanilma
dezavantajlarindan biri de baskilanan analit molekiiliiniin zor uzaklastirilmasidir.
Yikama ve elusyon basamaklar1 segiciligin optimizasyonu i¢in en Onemli

adimlardir (Biiytiktiryaki 2005) .
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2. MATARYEL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Kullamlan kimyasal maddeler

Azobisizobutironitril (AIBN), etilenglikoldimetakrilat (EDMA), sitokrom
¢ ve L-histidin Fluka AG (Buchs, Switzerland) firmasindan alinmistir. 8-hidroksi-
2'-deoksiguanizin, riboniikleaz A, bakir(Il) siilfat penta hidrat, metakroilklortir,
sodyum metabistilfit (Na;S,0s), potasyum peroksidisiilfat (K,S,0s), glisin ve
platin (II) kloriir Aldrich (Milwaukee, WI, USA) firmasindan temin edilmistir.
Diger biitiin kimyasallar ve biyokimyasallar analitik saflikta olup, Merck AG

(Darmstadt, Almanya) firmasindan saglanmustir.

Deneylerde kullanilan su; yiiksek akigh selilloz membranli Barnstead
(Dubuque, IA) Ropure LP® ters 0zmoz iinitesinde isleme tabi tutulduktan sonra

Barnstead D3804 NANOpure® organik/kolloidal uzaklastirma ve dolgulu iyon
degisim sistemi kullanilarak saflagtirilmistir. Elde edilen saf suyun iletkenligi 18

megaohm/cm'dir.

2.1.2. Kullanilan cihazlar

Kesikli sistemde L-histidin adsorpsiyon ve desorpsiyon islemleri ve
kolesteroliin biyokromatografik ayirma islemleri photodiode array dedektorlii
Dionex BioLC sistemi ile gergeklestirilmistir. Cyt-c adsorpsiyon kapasitesi
verileri Shimadzu UV 1601 UV-Goriiniir Bolge Taramali Spektrofotometresi ile
elde edilmistir. FTIR spektrumlar1 Perkin Elmer Spectrum 100 FT-IR
Spectrometer cihazi ile alinmistir. pH Olglimleri WTW Series InoLab pH730
model pHmetre ile yapilmigtir. Kan o6rneklerinde 8-OHdG o6lgiimleri igin ise

Prince CEC 760 model kapiler elektrokromatografi cihazi kullanilmistir. Taramali
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elektron mikroskopisi i¢in Oxford Instruments-7430 Field Emission Gun

Scanning Electron Microscope (FEG-SEM) cihazi kullanilmistir.

Elde edilmis olan L-Histidin baskili polimerik mikrokiirelerin
kromatografik ayirimlarda kullanilabilirligi Ammersham AKTA-FPLC sistemi ile
denenmistir. Bu sistem beraberinde bir adet UV dedektor, bir adet INV 907
pompa ve bir adet Frac 920 fraksiyon toplayiciy1 igermektedir.

Polimerlerin BET analizleri i¢cin NOVA 2200e Surface Area Pore Size

Analyzer kullanilmigtir.

2.2.Yontem

2.2.1. Metakrilamidohistidin (MAH) monomerinin sentezi

2-metakriloamidohistidin monomerinin sentezi i¢in uygulanan yontemde;
5.0 g L-histidin ve 0.2 g NaNO,, 30 mL K,CO; (% 5, v/v) ¢ozeltisi igerisinde
¢cOziilmiistiir. Cozelti 0°C’a sogutulmus ve 4.0 mL metakroilkloriir, yavasca bu
cozeltiye ilave edilmistir. Karisim azot atmosferi altinda, manyetik karistirici ile 2
saat oda sicakliginda karistirilmistir. Kimyasal reaksiyonun sonunda, ¢dzeltinin
pH’1 7.0’ye ayarlanmis ve etilasetat ile ekstrakte edilmistir. Sulu faz, doner
buharlastirict kullanilarak uzaklastirllmis ve kalan kisim (MAH), etanol ve

etilasetat ile kristallendirilerek saflastirilmistir.

2.2.2. Metakrilamidohistidin-Cu(II) metal-selat monomeri sentezi

Metakrilamidohistidin-Cu(Il) [MAH-Cu (II)] metal-selat monomeri
sentezi icin MAH monomeri (1.0 mmol) 15 mL etanolde ¢dziilmiistiir. Uzerine
1.0 mmol bakir(II) siilfat penta hidrat yavasca ve siirekli karistirilarak eklenmistir.
Bu ¢ozelti 3 saat karigtirllmis ve olusan berrak mavi renkteki kompleks doner
buharlastiricida  ¢oziiciisii  uzaklastirilarak  etanol/asetonitril ~ karisimindan

kristallendirilmistir.
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2.2.3. L-Histidin Baskili Polimerik Kiirelerin Hazirlanmasi

MAH-Cu(Il)-L-Histidin ligand degisim monomeri ($ekil 2.1), MAH-
Cu(Il) ve hedef molekiil L-Histidin kullanilarak hazirlanmistir. MAH-Cu(II) (1,0
mmol) ve L- Histidin (1,0mmol) 3,0 mL etanol icinde c¢oziilerek, 20 dak.
kanigtirllmistir. Daha sonra, L-histidin baskili kiireler (HIBS) asagida belirtilen
sekilde siispansiyon polimerizasyon teknigi ile hazirlanmistir: Dispersiyon ortami
0,2 g poli(vinil alkol)’tin 60 mL suda ¢oziilmesiyle hazirlanmistir. MAH-Cu(I)-
L-histidin monomer kompleks ¢6zeltisi(1,0mmol) 8,0 mL EDMA/12 mL toluen-
asetonitril karisimi {izerine ilave edilmis ve 0,09 g AIBN bu monomer karigimi
icinde ¢Oziilmiistiir. Bu c¢o6zelti daha sonra siispansiyon ortamina alinip,
termostatik su banyosunda manyetik karistirict ile 600 rpm sabit hizla azot
atmosferinde karistirilmigtir. Polimerizasyon reaktor sicakliginin 75°C’de 6 saat
ve 90°C’de 3 saat tutulmasiyla gergeklestirilmistir. Polimerizasyonun ardindan L-
histidin baskil1 kiireler polimerizasyon ortamindan siiziilerek ayrilmigtir. Elde
edilen mikrokiireler kalip molekiiliin uzaklastirilmasi i¢in %60-40 (v/v) etanol-su
karigimiyla 24 saat muamele edilmistir. Daha sonra mikrokiireler etanol ve su ile
yikanmis ve 70°C’de 48 saat vakum altinda kurutulmustur. MAH-Cu(I) ve
EDMA kullanilarak ayni yolla kalip molekiil icermeyen baskisiz polimerler

hazirlanmistir.
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Sekil 2.1. L-Histidin kalip olusumunun sematik gosterimi

2.2.4. Metakrilamidohistidin-Pt (IT) metal-selat monomeri sentezi

Metakrilamidohistidin-Pt(II) metal-selat monomeri [MAH-Pt(II)], MAH
ve platin (IT) kloriir bilesiklerinin etkilestirilmesi ile sentezlenmistir. Bunun i¢in
platin (II) kloriir (1 mmol) ve MAH monomeri (1 mmol) etanolde ayr1 ayri
¢oziindiiriilerek etkilestirilmis ve kahverengi MAH-Pt(II) metal-selat monomeri

etanol/etilasetat ile kristallendirilerek saflagtirilmustir.

2.2.5. 8-Hidroksi-2'-deoksiguanizin (8-OHdG) baskili polimerin sentezi

Metakroilamidohistidin-Pt(I1)-8-OHdG monomeri, MAH-Pt(II) ve hedef
molekiil olan 8-OHdG kullanilarak sentezlenmistir. MAH-Pt(II) (1,0 mmol) ve 8-
OHAG (1,0mmol) 5,0 mL etanol igeren bir vialde ¢oziiliip, 20 dak. karigtirilmistir.
Ardindan, 8-OHdG baskili polimer asagida anlatildigt sekilde yi18in
polimerizasyon teknigi ile hazirlanmistir (Sekil 2.2): MAH-Pt-8OHdG monomer
kompleks ¢ozeltisi (1,0 mmol) lizerine ¢apraz baglayic1 ve baglatici olarak
sirastyla 0,75 mmol N-N'-Metilenbisakrilamid (N-N' MBAA) ve 1 mmol
NayS,05/K,S,0s ¢ozeltileri ilave edilmistir. Elde edilen karigim UV 15181 altinda
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24 saat siireyle tutularak polimerlestirilmistir. Polimerizasyonun ardindan 8-
OHdG baskili polimer, polimerizasyon ortamindan ayrilmis ve hazirlanan MIP
kalip molekiiliin uzaklastirilmasi i¢in glisin-HC] tamponu (pH:2,2) ile 48 saat
70°C’de muamele edilmistir. Daha sonra MIP, etanol ve su ile yikanarak, 48 saat

vakum altinda kurutulmustur.

CH3 CHj
O\/\O

8-OHdG
Kalib1

Sekil. 2.2. 8-OHAG baskil1 polimer olusumunun sematik gosterimi

2.2.6. Kolesterol baskili polimerinin sentezi

Metakroilamidohistidin-Cu(Il)-kolesterol ~ ligand deg§isim monomeri
sentezi icin MAH-Cu(II) (0,5mmol) ve kolesterol (1,0 mmol) 5 mL etanol i¢inde
¢coziilmiis ve 30 dakika karistirillarak On-organize edilmistir. Kolesterol
baskilanmis  polimerik  mikrokiireler —hazirlamak amaciyla siispansiyon
polimerizasyon teknigi kullanilmistir. Bu amagla 0,25 g poli(vinil alkol) 60 mL
suda ¢oziilerek dispersiyon ortami hazirlanmistir Sonra MAH-Cu(II)-kolesterol
monomer kompleks ¢ozeltisi (1,0mmol) 6,0 mL EDMA/12 mL toluen- karigimi
tizerine ilave edilmis ve 0,2 mmol AIBN bu monomer karigimi iginde
coziilmiistlir. Bu ¢ozelti daha sonra silispansiyon ortamina alinip, termostatik su
banyosunda manyetik karigtirici ile 600 rpm sabit hizla azot atmosferinde

karigtirilmistir. Polimerizasyon, reaktor sicakliginin 75°C’de 8 saat ve 90°C’de 4
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saat tutulmasiyla gergeklestirilmistir. Polimerizasyonun ardindan kolesterol
baskili kiireler polimerizasyon ortamindan siiziilerek ayrilmistir. Elde edilen
mikrokiireler kalip molekiiliin uzaklastirilmast icin %50-50 (v/v) metanol-su
¢oziicli karisiminda hazirlanmis 1,0 M KOH ¢ozeltisi ile 24 saat 90°C’de
muamele edilmistir. Daha sonra mikrokiireler etanol ve su ile yikanmis ve

70°C’de 48 saat vakum altinda kurutulmustur.
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3. BULGULAR

3.1. Hazirlanan Monomer ve Polimerlerin Karakterizasyonu

3.1.1.MAH ve MAH-Cu(II) monomerlerinin karakterizasyonu

Sekil 3.1°de agik yapist verilen MAH monomerinin yapisinin

belirlenmesinde 'H-NMR kullanilmustir.

H A

Sekil 3.1.Metakrilamidohistidin monomerinin molekiil formiilii

Yukarida agik yapist gorillen MAH monomerinin Sekil 3.2°de verilen 'H-
NMR spektrumunda MAH'da bulunan gruplara ait karakteristik pikler
goriilmektedir. Bu karakteristik pikler: IH-NMR (CDCI3): 1.99 (t; 3H, J=7.08 Hz,
CH3), 1.42 (m; 2H, CH?), 3.56 (t; 3H, -OCH3), 4.82-4.87 (m; 1H, metin), 5.26 (s;
1H, vinil H), 5.58 (s; 1H, vinil), 6.86 (d; 1H, J=7.4 Hz, NH), 7.82 (d; 1H, J=8.4
Hz, NH), 6.86-7.52 (m; 5H, aromatik) olarak bulunmustur.
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Sekil 3.2. MAH monomerinin 'H-NMR spektrumu

MAH monomeri FTIR ile de karekterize edilmistir. Sekil 3.3’de FT-IR
spektrumu incelendiginde MAH yapisina ait karakteristik karbonil bandlar1 1653

ve 1629 cm-1'de, amid IT gerilme titresim bandi ise 1529 cm-1'de griilmektedir.
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Sekil 3.3. MAH monomerinin FT-IR spektrumu

Hazirlanan MAH monomerinin enantiyo safligi Chirobiotic T kolonunun

kullanimiyla HPLC cihaziyla tayin edilmistir. Hazirlanan monomerin ¢ozeltisi
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cihaza enjekte edilmis ve Sekil 3.4’de goriilen kromatogram elde edilmistir.
Kromatogramda 2.12 dak. da elde edilen tek pik bize elde edilen monomerin

%99’1uk bir enantiy osafliga sahip oldugunu gostermektedir.

MWUWT A, Sig=254,18 Ret=360,100

mAL b

Sekil.3.4. MAH monomerinin kiral kolon kullanimiyla HPLC analizi. Akis Hizi: 0,5 mL/dak.,
%80-20 metanol-su eliienti, dalga boyu:254 nm.

MAH-Cu(Il) metal-selat monomerinin karakterizasyonu i¢in kullanilan
FT-IR analizlerinin karakteristik pikleri ise sdyledir: Bozunma: > 350 °C; FT-IR
(KBr, cm™): v = 3400 ve 3250 (-CONH-); 3095 (vinil C-H gerilme); 1680 (C=0
karbonil gerilme); 1550 ve 1420 (C== karboksilat gerilme, sim. ve antisim.); 1520
(C=N, konjuge siklik sistem); 1250 (C-O gerilme); 500 (Cu-N gerilme, zayif
bant). C1o0H;70sN3Cu i¢in elementel analiz cihazina gore bulunan degerler: C,
37.04; H, 5.43; N, 12.86; Cu, 19.91 , analitik olarak hesaplanan degerler: C, 37.20;
H, 5.31; N, 13.02; Cu,19.69.

3.1.2. MAH-Pt(II) monomerinin karakterizasyonu

MAH-Pt(IT) monomeri FT-IR ile karekterize edilmistir. Sekil 3.5°de FT-IR
spektrumu incelendiginde MAH yapisina ait karakteristik karbonil bandlar1 1653

ve 1629 cm-l'de, amid II gerilme titresim bandi ise 1529 cm-l'de gorlilmektedir.

Ayrica Pt-N titresimine ait bandlar 552 ve 441 cm-l'de goriilmektedir ki bu Pt(I)
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iyonlarinin MAH yapisina koordine oldugunu gostermektedir. Bu spektrum hedef

metal-selat monomer yapisinin sentezlendigini géstermektedir.
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Sekil 3.5. MAH-Pt(II) monomerinin FT-IR spektrumu
3.1.3. L-Histidin baskili polimerik Kkiirelerin karakterizasyonu

Capraz bagh baskili ve baskisiz kiirelerin spesifik ylizey alanlar1 sirasiyla

72.8 ve 235.2 m2/g olarak bulunmustur. MAH, azot atomlarindan dolay1 iki adet
koordinasyon bolgesine sahiptir ve L-histidin baskili kiirelerin tizerindeki Cu(Il)-
MAH ligand degisim monomer komplekslerinin bos koordinasyon bdlgelerinde
histidin molekiilleriyle koordine olmus bir iiclii kompleks olusturabilir.

Cizelge 3.1°de baskili ve baskisiz L-histidin kiireler i¢in yiizey alani ve
gozenek boyutu degerleri verilmektedir. Baskilanmis HIBS partikiilleri i¢in BJH
adsorbsiyon kiimiilatif gézenek hacimleri baskisiz olanlara gore daha yiiksektir.
Dahasi L-histidin baskili kiirelerin gdzenek yarigaplar1 28 A’ olarak bulunmustur
ve bu sonuglar; bu ¢alismada nano gozenekli mikro kiirelerin elde edildigini

gostermektedir.
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Cizelge 3.1. Baskilanmig mikro kiirelerin ve baskilama 6ncesi mikro kiirelerin ylizey alani ve

gozenek boyutu analiz verileri

Parametreler Baskilama 6ncesi Baskilama sonrasi
BET yiizey alani (m?/g) 72.8 235.2

BJH adsorbsiyon yiizey alan1 (m?/g) 104.8 269.5
Toplam gozenek hacmi (cm?/g) 0.1132 0.2536

BJH adsorbsiyon gozenek hacmi (cm’/g) 0.1132 0.2543
Ortalama gozenek yarigapt (nm) 2.207 2.792

BJH adsorbsiyon gbzenek yarigapi (nm) 2.207 2.79

3.1.3.1. L-Histidin baskili mikrokiirelerin yiizey morfolojisi

HIBS mikrokiirelerin yiizey morfolojisi ve kesit yapilar1 taramali1 elektron
mikroskobu (SEM) kullanilarak incelenmigtir. Sekil 3.6'da goriildigi gibi
siispansiyon polimerizasyonu sonucunda elde edilen polimerik yapilar kiiresel bir
forma ve gozenekli yiizeylere sahiptirler. Mikrokiire yiizeyinin gozenekli bir
yapiya sahip olmasi yiizey alanimi artiran bir faktordiir. Bu durum polimerik
mikrokiirelerin pratik uygulamalari i¢in 6zellikle kromatografik dolgu malzemesi
olarak kullaniminda bir avantaj olusturmaktadir. Yapidaki nanogdzenekler
polimerik yapinin ayni zamanda yiiksek i¢ yiizey alanina sahip olmasina neden
olurlar. Sonugta kiitle aktarimini zorlastiran ylizey ve diflizyon direngleri

azalmakta ve kiitle aktarimi nispeten kolaylagsmaktadir.
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Sekil 3.6. Kromatografik dolgu malzemesi olarak kullanilan HIBSlerin SEM goriintiileri

3.1.4. 8-OHdG baskih polimerin karakterizasyonu

Elde edilen polimerin baskilama oncesi ve sonrasi karakterizasyonlari IR

ile gerceklestirilmistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. MAH-Pt-8-OHdG polimerinin kalip uzaklastiriimasindan 6nceki (a) ve sonraki (b) IR

spektrumu

Sekil 3.7°deki FT-IR spektrumu incelendiginde MAH yapisina ait
karakteristik karbonil band1 1659 cm_l'de, amid II gerilme titresim bandi ise 1528
cm_l'de goriilmektedir. MAH-Pt-8-OHdG polimerinin sentezlenmesinin ardindan
kalip molekiil olan 8-OHdG’nin yapidan uzaklastirilmasiyla 8-OHdG’ye ait olan
1024 (CH,-O gerilme bandi) ve 955 cm-l'de (epoksitler i¢in asimetrik halka

egilmesi) goriilen piklerin kayboldugu goézlenmistir.

Ayrica elde edilen polimerlerin baskilama 6ncesi ve baskilama sonrasinda
BET ile yiizey analizleri yapilmis ve yiizey alanlari sirastyla 110 ve 140 m®/g
olarak bulunmustur. Goriildiigii gibi kalip molekiil olan 8-OHdG’nin yapidan

uzaklagmasiyla ylizey alaninda bir artis gergeklesmistir.
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3.1.4.1. 8-OHdG baskili polimerin yiizey morfolojisi

8-OHdG baskilanmig polimerlerin yiizey morfolojisi ve kesit yapilari
taramal1 elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak incelenmistir. Yapilan inceleme
sonucu yigin polimerizasyonu sonucunda elde edilen polimerik yapilarin nano
boyutta partikiiller oldugu go6zlenmistir. Dolayisiyla Sekil 3.8’de goriilen
polimerlerin kati-faz ekstarksiyonu i¢in oldukg¢a genis bir yilizey alanina sahip

oldugu soylenebilir.

Anadely Usieprsity ENT = 20 00 kv Tprn

Matarial ScLEENG W = 128 mm | —o

Dt 14 Miay 2007 piag = 2000 K X

Anadoly Usiveesity EHT = 2000k 300nm
Matensl ScLEENG T = 125 mm  |—]

Dt 14 My 2007 piay = 4000 K X

Sekil 3.8. Kati-faz ekstraksiyon sorbenti olarak kullanilan 8-OHdG baskili polimerlerin SEM

goriintiileri
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3.1.5. Kolesterol baskil polimerin karakterizasyonu

Elde edilen polimerin baskilama dncesi ve sonrasi karakterizasyonlar1 IR

ile gerceklestirilmistir

747
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Sekil 3.9. MAH-Cu-kolesterol polimerinin kalip uzaklastirilmasindan 6nceki (a) ve sonraki (b) IR

spektrumu

Sekil 3.9°daki FT-IR spektrumu incelendiginde MAH yapisina ait
karakteristik karbonil band1 1639 cm_l‘de, NH gerilmesi 3400 cm™ civarlarinda
goriilmektedir. MAH-Cu(II) yapisina ait Cu-N zayif gerilme bandi ise 520 Cm_l'de
goriilmektedir. MAH-Cu-kolesterol polimerinin sentezlenmesinin ardindan kalip
molekiil olan kolesteroliin yapidan uzaklastirilmasiyla kolesterole ait olan 1458
(CH3 egilme bandi) ve 880 cm_l'de (C=C metilen grubu) goriilen piklerin
kayboldugu gozlenmistir. Ayrica 2960 cm deki C-H gerilme bantlarmin
siddetinde de oldukg¢a biiyiik bir azalma goriilmektedir.

Elde edilen polimerlerin baskilama 6ncesi ve baskilama sonrasinda BET

ile yiizey analizleri yapilmis ve yiizey alanlari sirasiyla 68 ve 150 m?/g olarak

400.0
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bulunmustur. Goriildiigii gibi biiyiik bir kalip molekiil olan kolesterol’iin yapidan

uzaklagsmasiyla ylizey alaninda 6nemli bir artig gerceklesmistir.

3.1.5.1. Kolesterol baskili mikrokiirelerin yiizey morfolojisi

Kolesterol baskili mikrokiirelerin ylizey morfolojisi ve kesit yapilari
taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak incelenmistir. Sekil 3.10'da
goriildiigii gibi siispansiyon polimerizasyonu sonucunda elde edilen polimerik

yapilar kiiresel bir forma ve oldukca gozenekli yilizeylere sahiptirler.

EHT = 500 kV Signal A = SE1
WD =120 mm Photo Mo. = 311

Anadals Unwersty EHT= 2000 1pm
Material Sci £Eng. D w 130 mem
Date 14 Way 2007 Mag = 0006 ¥

Sekil 3.10. Kromatografik dolgu malzemesi olarak kullanilan kolesterol baskili polimerlerin SEM

goriintiileri
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3.2. Proteinlerin Ayrilmasi

3.2.1. Protein adsorpsiyonuna tampon tiirii ve pH’1n etkisi

HIBS f{izerine protein adsorpsiyonu i¢in farkli pH larda ve farkli tampon
tiirleri (HEPES, Tris, MES ve fosfat) kullanilarak kesikli sistemde 50uM lik cyt-c
cozeltileri hazirlanmis ve 2 saat boyunca HIBS adsorbenti ile isleme tabi
tutulmustur. Yapilan tiim adsorpsiyon islemlerinde adsorplanan madde miktarlar

asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir:

Q=[(Co-C) V]/m (3.1

Burada, Q mikrokiirelerin birim miktar1 basma adsorplanan madde
miktaridir (mg/g); C, ve C, cyt-c ¢ozeltilerinin sirasiyla, baslangic ve adsorpsiyon
sonucu siizlintiide kalan derisimleridir (mg/L); V sulu faz hacmi(mL) ve m de
kullanilan MIP agirligidir (g).

Sulu ¢ozeltilerden cyt-c adsorpsiyonu kesikli sistemde gerceklestirilmistir.
Deneyler en az li¢ kez tekrar edilmistir. Her bir veri seti i¢in ortalama degerler ve
standart sapmay1 hesaplamak tizere standart istatistiksel yontemler uygulanmistir.
Giiven aralig1 % 95°de tutulmustur.

Sonug olarak Sekil 3.11 ve 3.12°de goriildiigii gibi en yiiksek adsorpsiyon

kapasitesinin, pH 7°de ve fosfat tamponuyla saglandigi bulunmugtur.
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Sekil 3.11. Cyt-c adsorpsiyonuna pH’1n etkisi

Q Cyt-c (mg/g)

Sl
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S3d3H
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Sekil 3.12. HIBS iizerine cyt-c adsorpsiyonuna tampon tiiriiniin etkisi

3.2.2. Cyt-c adsorpsiyonuna baslangi¢ derisimlerinin etkisi

Cyt-c baglangic derigimlerinin adsorpsiyon kapasitesine etkisini gozlemek
amaciyla 25 mM fosfat tamponu kullanarak 10 ila 500 puM arasinda g¢esitli
derisimlerde cyt-c ¢ozeltileri hazirlanmis ve bu ¢ozeltilerden 10’ar mL alinarak 20

mg adsorbent iizerine ilave edilmistir. 2 saatlik karistirma sonucu siiziintiilerdeki
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madde miktarlari; cyt-c i¢in UV-Vis cihaz1 kullanilarak 410 nm’de tayin
edilmistir.

Baglangi¢ cyt-c derisiminin, cyt-c adsorpsiyonuna etkisi Sekil 3.12°de
goriilmektedir. Sekil 3.12°den de anlasildig1 gibi birim HIBS basina diisen cyt-c
adsorpsiyon miktari, diisiik derisimlerde, cyt-c derigimi arttikga dogrusal olarak
hizla artmaktadir ve olduk¢a c¢abuk doygunluga ulagsmaktadir. HIBS
partikiillerinin cyt-c i¢in maksimum adsorpsiyon kapasitesi 27.06 mg/g olarak
bulunmustur. Bu degere 120 uM cyt-c baslangi¢ derisimi kullanilarak ulagilmastir.
Elde edilen adsorpsiyon izotermindeki bu dik egim cyt-c ile Cu**-selat gruplari
arasindaki yliksek afinitenin bir gostergesidir. At kalbinden elde edilen cyt-c, 29
pozisyonunda bir adet ylizey histidine sahiptir ve bu tek yilizey histidinin
adsorbent ylizeyine protein adsorpsiyonu i¢in yeterli oldugu rapor edilmistir

(O’Brien ve ark. 1996 ).
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Sekil 3.13. Cyt-c baslangi¢ derisiminin adsorpsiyon kapasitesine etkisi.
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3.2.3. Histidin baskih mikrokiirelerin cyt-c adsorpsiyonuna iliskin

adsorpsiyon izotermleri

Adsorpsiyon izotermi, her bir molekiiliin adsorbanlarla etkilesimlerinin
karakterizasyonu i¢in kullanilir. Adsorpsiyon izotermi, iki faz dengede iken kati
faza adsorbe olan iyon miktar1 ve ¢ozeltideki molekiillerin derisimi arasinda iligki
kurulmasini saglar. Langmuir adsorpsiyon modeli, her biri yalmiz bir molekiili
tutmaya elverisli belirli sayidaki tanimlanmis boliimlere molekiillerin adsorbe
oldugunu varsayar. Bu boliimlerin enerji olarak esdeger oldugu ve yakin
boliimlerdeki adsorbe olmus molekiillerle arasinda higbir etkilesim olmayacak
kadar birbirinden uzak oldugu varsayilir. Langmuir denklemi asagidaki gibi

gosterilebilir.

Q: Qmaxbceq / (1+bceq) (32)

Bu esitlikte;

Q= Adsorbana adsorplanmis cyt-c derisimi (mg/g)
Ceq= Cozeltideki cyt-c denge derisimi (mg/L)

b= Langmuir sabiti (L/mg)

Qmax= Maksimum adsorpsiyon kapasitesi (mmol/g) dir.

Bu denklem asagidaki gibi lineerlestirilebilir.

1/Q = [1/(Quaxb) J[1/Ceq] + [1/Qumax] 3.3)

1/Q’ya kars1 1/C.q grafige gecirildiginde; kesim 1/Qmax, €8im ise
1/Qmaxb’y1 verir. Sekil 3.14’de cyt-c adsorpsiyonu i¢in Langmuir adsorpsiyon
modelinin grafigi verilmistir.

Sisteme uygulanan diger bir adsorpsiyon modeli ise Freundlich
izotermidir. Freundlich denklemi ideal olarak temiz ve homojen olmayan kati
ylzeylerdeki adsorpsiyonlar i¢in Alman fizikokimyaci Herbert Max Finlay
Freundlich tarafindan deneysel ¢aligmalara bagli olarak tiiretilmistir (Sarikaya

1993).
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InQ=1In K¢ + n.InCeq 3.4)

Bu esitlikte;

Q= Adsorbana adsorplanmis cyt-c derisimi (mg/g)
Ceq= Cozeltideki cyt-c denge derisimi (mg/L)

n= Freundlich sabiti

K=Freundlich sabiti

Ln Q’ya kars1 In Cq grafige gegirildiginde yine kesimden K ve egimden
de n sabitleri bulunabilir. Sekil 3.15’de cyt-c adsorpsiyonu i¢in Freundlich
adsorpsiyon modelinin grafigi verilmistir.

Cyt-c adsorpsiyon verileri sirastyla Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon
izotermlerine uygulandiinda cyt-c adsorpsiyonunun Langmuir izotermine
uydugu bulunmustur. Ciinkii elde edilen grafiklerin regreasyon sabitlerine (R?)
bakildiginda Langmuir i¢in hesaplanan deger (0,9865), Freundlich i¢in hesaplanan
degerden (0,8145) daha yiiksek cikmistir. Dolayistyla siirli sayida baglanma
bolgesi iceren bir ylizey lizerine tek tabakali bir adsorpsiyon gercgeklestigi

sOylenebilir. Bu izotermler ile ilgili elde edilen tim sonuclar Cizelge 3.2’de

verilmistir.
0,2 -
g o1
y = 18,311x + 0,0222
R?=0,9865
O T T T T 1
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01
1/Ceq

Sekil 3.14. HIBS partikiillerin cyt-c adsorpsiyonu i¢in Langmuir adsorpsiyon izotermi
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Sekil 3.15. HIBS partikiillerin cyt-c adsorpsiyonu i¢in Freundlich adsorpsiyon izotermi

3.2.4. Histidin baskili mikrokiirelerin cyt-c baglama etkinliginin ol¢iilmesi

Baskili polimer ve kalip arasindaki baglanma etkilesimleri ve esitlikleri
Scatchard analizi yontemi ile elde edilmis ve bu yontem MIP ¢aligsmalarinda daha

onceleri de kullanilmistir. Bu analizde asagidaki esitlik kullanilmaktadir.

9 _ L Q (3.5)
[C] K, Ky
Bu esitlikte;
Q : Polimere baglanan cyt-c miktarin
C : Serbest cyt-c derigimini

Qmax : Baglanma bolgelerinin maksimum sayisini
Kp . Ligand-degisim temelli metal-gselat  kopolimerinin ayrisma
sabitini

ifade etmektedir.

HIBS partikiillerinin, cyt-c’yi baglama etkinliginin belirlenmesi i¢in
cizilen Scatchard grafigi (Sekil 3.16) iki ayr1 dogru icermektedir. Bu durum HIBS
mikrokiirlerinin, cyt-c i¢in iki ayr1 baglanma bolgesine sahip oldugunu
diisindiirmiistir. Birinci baglanma bélgesi icin Ka (1/Kd), 5200 M ve

maksimum ligand-degisim etkilesme sayist olan Qmax, 29,0385 umol/g olarak
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bulunmustur. Ikinci baglanma bolgesi igin ise Ka, 55500 M ve Qmax, 2,5495
umol/g’dir. Bayramoglu (2007) ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada glutamik asit
immobilize manyetik poli(metilmatakrilat-ko-glisidilmetakrilat) kiirelerine cyt-c

1 olarak

adsorpsiyonunu incelemisler ve baglanma denge sabitini 184500 M
bulmuslardir. Zeng ve Ruckenstein (1998) tarafindan yapilan bagka bir ¢aligmada
ise protein ayirimi i¢in c¢apraz bagli makrogézenekli kitosan anyon-degisim
membranlart kullanilmis ve cyt-c ile baglanma i¢in Ka degerini yaklasik 12300
M olarak bulmuslardir. Bu degerlerle karsilastirildiginda ¢alismamizda elde
edilen Ka degerlerinin, baglanma bolgelerinin cyt-c i¢in oldukg¢a yliksek bir
afiniteye sahip oldugunu, gosterdigi soylenebilir. Sekil 3.16’daki grafikte birinci

ve ikinci dogru i¢in R* degerleri sirastyla 0,9964 ve 0,9699"dur,
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Sekil 3.16. Cyt-c baglanmasina iliskin Scatchard grafigi

3.2.5. Histidin baskili mikrokiirelerin yeniden kullanilabilirligi

HIBS partikiillerinin kromatografik dolgu malzemesi olarak kullanimindan
once yapilan son ¢alisma, adsorpsiyon-desorpsiyon dongiisiiniin incelenmesi ve
kiirelerin tekrar kullanilabilirliginin incelenmesi olmustur.

Cyt-c desorpsiyon deneyleri 0,1 M imidazol igeren tampon ¢dozelti ile
gergeklestirilmistir. Cyt-c adsorplamis kiireler desorpsiyon ortamina yerlestirilmis

ve 1 saat 100 rpm hizla oda sicakliginda karistirilmistir. Desorpsiyon ortamindan
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elde edilen ¢ozeltideki cyt-c derismi spektrofotometre kullanilarak belirlenmistir.

Desorpsiyon orani agagidaki formiile goére hesaplanmistir:

Desorbe olan cyt-c miktari

Desorpsiyon Orani (%) = x 100 (3.6)

Kiirelerin ylizeyinde adsorplanan miktar

Bu adsorpsiyon-desorpsiyon islemleri defalarca yapilmis ve adsorpsiyon
kapasitelerinde onemli bir diisiis gozlenmemistir. Her desorpsiyon isleminden
sonra kiireler, 30 dakika 50 mM NaOH ile ve 30 dakika fosfat tamponu ile
yikanmugtir.

Bu ¢aligmalar sonucunda, 30 defa kullanilan mikrokiirelerde %8 civarinda
bir kapasite kayb1 gozlenmistir (Sekil 3.17). Bu sonug eldeki malzemenin oldukca

kararl bir kat1 destek oldugunu gdstermektedir.

1234567 8 9101112131415161718192021222324252627282930
Doéngul Sayisi

Sekil 3.17. L-Histidin baskili mikrokiirelerin yeniden kullanilabilirligi

3.2.6. HIBS dolgulu kolonla gerceklestirilen protein ayirimi

Elde edilmis olan L-Histidin baskili polimerik mikrokiirelerin
kromatografik ayirimlarda kullanilabilirligi FPLC sistemi ile denenmistir. Bu

sistem beraberinde bir adet UV dedektor, bir adet INV 907 pompa ve bir adet Frac
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920 fraksiyon toplayiciy1 icermektedir. FPLC sistemi ile birlikte gelen S0mm/5
mm ebatlarindaki bos cam kolon, 100-125 pum boyutlarindaki yaklasik 0,600 g
MAH-Cu-L-Histidin mikrokiirelerinin tamponda hazirlanan soliisyonu ile
doldurulmustur. Mobil faz olarak 0,05 M NaH,PO4 (pH=5.0) se¢ilmistir. Yapilan
cesitli denemeler sonucunda ayirimlarin en iyi oda sicakliginda, 0,3 ml/dak. akis
hizinda ve 254 nm de gerceklestigi gozlenmistir. Uygun analiz kosullarmin
belirlenmesinin ardindan, kolona 6nce 50 ppm cyt-c ¢ozeltisi daha sonra 50 ppm
riboniikleaz A ¢dOzeltisi enjekte edilmistir. Bu iki proteinin karigimini (cyt-c,
riboniikleaz A) igeren ¢dzelti cihaza enjekte edildiginde ise Sekil 3.18’de goriilen

kromatogram elde edilmistir.
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Sekil 3.18. Ribiniikleaz A ve cyt ¢ molekiillerinin, MAH-Cu-L-Histidin baskilanmis polimer
dolgulu bir kolonda FPLC ayirim1. Tiim pikler 254 nm de 0,1 M Imidazol iceren 0,05
M NaH,PO, eliienti ile tespit edilmistir. Kolon boyut uzunlugu: 50 mm, ¢apt: 5 mm
bos cam TRICORN kolon; doldurulan madde miktari: 0.600 g.

Sekil 3.18’de ki kromatogramda alitkonma zamanlari riboniikleaz A igin
1.85, cyt-c i¢in 4,11 dak. olarak goriilmektedir. Bu alikonma zamanlarindan

yararlanilarak, kromatogramlara ait ayiricilik sabitleri (R;), kapasite faktorleri (k'),
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secicilik faktorleri (o) ve teorik plaka sayilar1 (N) asagida verilen denklemler
kullanilarak heasplanmistir. Yapilan deneylerde kolonda tutulmayan tiir olarak

aseton kullanilmustir.

Ry =2(t — 1))/ + 1) (3.7)
k'= (tr-to)/ to (3.8)
a=k'»/ k') (3.9)
N= 5.54( tp/wo.s)* (3.10)

Bu esitliklerde #, cyt-c i¢in alikonma zamani, ¢, riboniikleaz A i¢in
alitkonma zamani, ty kolonda tutulmayan tiir icin gegen 6lii zaman, >, ikinci pikin
taban genisligi, w,; ise ilk pikin taban genisligidir. Tabaka sayisin1 hesaplarken
kullanilan wys degeri ise pik maksimum yiiksekliginin yar yiiksekligindeki pik
genisligine karsilik gelmektedir. (Skoog ve ark. 1996).

Bu esitliklerden yola ¢ikilarak protein ayirimi i¢in bulunan Rs, k', a ve N
degerleri Cizelge 3.3’de verilmistir. Bu ¢izelgede goriildiigii gibi protein ayirim
icin bulunanan Rs ve o degerlerinin (1,39 ve 4,47) birden biiyiik olmasi,
hazirlanan kolonun iyi bir segicilik faktdriine ve iyi bir ayiriciliga sahip oldugunu

gostermektedir.

3.3. Enantiyomerik Karisimlarin Ayrilmasi

3.3.1. L-Histidin adsorpsiyonuna pH’1n etkisi

L-histidin i¢in adsorbent kapasiteleri kesikli sistemde incelenmistir.
Oncelikle adsorpsiyon kapasitesinin en fazla oldugu pH degerinin bulunmasi
amaciyla farkli pH’larda L-Histidin ¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerden
10’ar mL alinarak 20 mg adsorbent {izerine ilave edilmis ve 2 saat boyunca

manyetik karistiricida karistirillmistir. Calisma sonucunda en uygun pH yaklasik 7
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olarak bulunmustur. En yiiksek baglanma afinitesinin Sekil 3.19°da da gorildiigii
gibi pH 6-7 arasinda bulunmasi histidinin deprotonasyonunun pKa=6,2’de

gerceklesmesiyle acgiklanabilir.
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Sekil 3.19. L-Histidin Adsorpsiyonuna pH’in Etkisi

3.3.2. L-Histidin adsorpsiyonuna baslangi¢ derisimlerinin etkisi

L-Histidin baslangi¢ derisimlerinin adsorpsiyon kapasitesine etkisini
gozlemek amaciyla 25 mM fosfat tamponu kullanilarak 10 ila 500 ppm arasinda
cesitli derisimlerde L-Histidin ¢ozeltileri hazirlanmis ve bu ¢ozeltilerden 10’ar
mL alinarak 20 mg HIBS {izerine ilave edilmistir. 2 saatlik karistirma sonucu
stiziintlilerdeki madde miktarlar1t HPLC cihaz1 kullanilarak o6lgiilmiistiir. HPLC
sistemi ile histidinin tayininde 10mM sodyum oktan siilfonat igeren 25 mM
sodyumfosfat-fosforik asit tamponu (pH 2,5) ve asetonitrilin %10-90 lik karisimi1
hazirlanmis ve 1 dk/mL akis hizinda isokrotik eliisyon gerceklestirilmistir. 220
nm’de UV absorbans dedektori ile histidin pikleri goriintiilenmistir.

Sulu  ¢ozeltilerden  L-histidin ~ adsorpsiyonu  kesikli  sistemde
gerceklestirilmistir. Deneyler en az ii¢ kez tekrar edilmistir. Her bir veri seti i¢in
ortalama degerler ve standart sapmayi hesaplamak iizere standart istatistiksel

yontemler uygulanmistir. Giiven araligt % 95°de tutulmustur.
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Sekil 3.20°de goriildiigli gibi L-histidin baslangi¢ derisimi arttik¢a birim
kiitle basina adsorplanan madde miktarida artmistir ve her gram HIBS igin
maksimum adsorpsiyon kapasitesi 15,38 mg/g olarak bulunmustur. Bu degere 45

ppm L-histidin baglangi¢ derisimi kullanilarak ulasilmistir.
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Sekil 3.20. L- Histidin baglangi¢ derisiminin adsorpsiyon kapasitesine etkisi pH: 7.0 (Fosfat

tamponu); Siire: 2 saat ; T: 25°C.

3.3.3. Histidin baskih mikrokiirelerin L-histidin adsorpsiyonuna iliskin

adsorpsiyon izotermleri

Histidinin adsorpsiyonu icin elde edilen veriler sirasiyla Langmuir ve
Freundlich adsorpsiyon izotermlerine uygulanmistir. Sekil 3.21 ve Sekil 3.22°de
goriildiigli gibi L-Histidin adsorpsiyonunun Langmuir izotermine uydugu
bulunmustur. Ciinkii elde edilen grafiklerin regreasyon sabitlerine (R?)
bakildiginda Langmuir i¢in hesaplanan deger (0,9457), Freundlich i¢in hesaplanan
degerden (0,8718) daha yiiksek cikmistir. Dolayisiyla sinirli sayida baglanma
bolgesi iceren bir ylizey {lizerine tek tabakali bir adsorpsiyon gergeklestigi

sOylenebilir.
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Sekil 3.21. HIBS partikiillerin L-histidin adsorpsiyonu i¢in Langmuir adsorpsiyon izotermi
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Sekil 3.22. HIBS partikiillerin L-histidin adsorpsiyonu i¢in Freundlich adsorpsiyon izotermi

HIBS partikiillerinin L-histidin ve cyt-c adsorpsiyonlarna iliskin elde
edilen deneysel ve kuramsal veriler Cizelge 3.2°de verilmistir. Cizelgeden de
goriildiigii gibi ozellikle histidin adsorpsiyonu ic¢in deneysel olarak bulunan
maksimum adsorpsiyon kapasitesi ve Langmuir adsorpsiyon modelinden elde

edilen deger arasinda oldukga iyi bir uyum bulunmaktadir.
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Cizelge 3.2.. L-Histidin baskili mikrokiireler i¢in Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon

modellerinin karsilastirilmasi

Deneysel Langmuir Freundlich
Baskilanmis 5 5
Q (mg/g) | Qm (mg/g) b(L/mg) R Kd (L/g) n R
Kiireler
HIBS-Histidin 15,38 15,31 3,349 0,9457 13,361 0,0278 0,8718
HIBS-Cyt.c 27,06 45,05 1,21x10° 0,987 0,976 0,4372 0,8145

3.3.4. Histidin baskihh mikrokiirelerin L-histidin baglama etkinliginin

olciilmesi

Baskilt polimer ve L-Histidin arasindaki baglanma etkilesimleri ve
esitlikleri yine Scatchard yontemi ile elde edilmistir. HIBS ve L-Histidin
kullamlarak cizilen grafikte Ka degeri 58300 M ve R? degeri 0,9883 olarak
hesaplanmistir (Sekil3.23). Maksimum ligand-degisim etkilesme sayisi olan
Qmax ise yine grafik iizerinde yapilan hesaplamalarla 101,82 pumol/g olarak
bulunmustur.

Zhang ve arkadaslarinin histidin sensorii olarak hazirladiklar1 molekiil
baskil sol-gel filmin histidin baglanma etkinligi ve Qmax ise sirasiyla 835 M ve
23,7 umol/g olarak bulunmustur (Zhang ve ark. 2005). Bu degerler ¢alismamizda
bulunan degerlerle kiyaslandiginda oldukga diisiik kalmaktadir.
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Sekil 3.23. L-Histidin baglanmasina iliskin Scatchard grafigi

3.3.5. HIBS dolgulu kolonla ger¢eklestirilen enantiyomerik ayirim

Elde edilmis olan L-Histidin baskili polimerik mikrokiirelerin D ve L-
Histidin igeren enantiyomerik bir karigimin  kromatografik —ayiriminda
kullanilabilirligi yine FPLC sistemi ile denenmistir. Ayirimlar i¢in yaklasik 0,600
g MAH-Cu-L-Histidin polimeri ile dolgulu olan 50mm/5 mm ebatlarindaki cam
kolon kullanilmigtir. Mobil faz olarak 0,05 M NaH,PO. (pH=5.0)secilmistir.
Enantiyomerik ayirimlar, protein ayirimlarinda oldugu gibi oda sicakliinda, 0,3
ml/dak. akis hizinda ve 254 nm de gergeklestirilmistir. Kolona 50 ppm lik D-L
Histidin karigimi enjekte edildiginde Sekil 3.24°de goriilen kromatogramlar elde

edilmisgtir.
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Sekil 3.24. D-Histidin ve L-Histidin molekiillerinin, MAH-Cu-L-Histidin baskilanmis polimer
dolgulu bir kolonda FPLC Ayirimi. Tiim pikler 254 nm de 0,1 M Imidazol igeren
0,05 M NaH,PO, eliienti ile tespit edilmistir. Kolon boyut uzunlugu: 50 mm, cap1: 5
mm bog cam TRICORN kolon; doldurulan madde miktari: 0.600 g.

Elde edilen kromatogramda alikonma zamanlar1 D-Histidin i¢in 1.76, L-
Histidin i¢in 5.43 olarak goriilmektedir. Bu alikonma zamanlarina gore piklerin
ayiricilik sabiti(R;) 1,43, a ise 7,56 olarak heasplanmustir.

Hem D-L histidin enantiyomer karisiminin ayrilmasinda, hem de cyt-c-
ribonukleaz A, protein karisimin, ayrilmasinda elde edilen Rs degerlerinin, 1’den
bliyiik olmast her iki ayriminda olduk¢a basartyla gergeklestirildigini
gostermektedir. Cizelge 3.3’de Rs degerlerinin yani sira yapilan kromatografik

ayimrimlarla ilgili diger verilerde goriilmektedir.

Cizelge 3.3. HIBS malzemesiyle elde edilen kromatografik ayirma verileri

tR N k a Rs
D-Histidin 1.76 18.0 0.47
L-Histidin 543 163.0 3.53 7.56 1.43

Riboniikleaz 1.85 53.0 0.54
Cytc 4.11 81.0 243 4.47 1.39
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Sekil 3.25. Deneylerde kullanilan HIBS dolgulu kolon ve FPLC sistemi

3.4. 8-OHAG Adsorpsiyon Kapasitesinin  Incelenmesi, Kati-Faz
Ekstraksiyonu Uygulamasi ve CE ile Tayini

3.4.1. 8-OHdG adsorpsiyonuna pH’1n etkisi

8-OHdG baskili polimerin adsorpsiyon kapasitesinin en fazla oldugu pH
degerinin bulunmasi amaciyla farkli pH’larda 8-OHdG ¢ozeltileri hazirlanarak ve
bu ¢ozeltilerden 10’ar mL alinarak 10 mg adsorbent lizerine ilave edilmis ve 5
saat boyunca manyetik karistiricida karistirilmistir. Bu islem sonunda stiziintiideki
8-OHdG miktarlar1 UV-spektrofotometre cihazi kullanilarak bulunmus ve Q
degerleri Esitlik 3.1°den hesaplanmistir. Sekil 3.26’da goriildiigii gibi maksimum
adsorpsiyon kapasitesine pH 3,5’da ulagilmugtir.
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Sekil 3.26. 8-OHdG adsorpsiyonuna pH’n etkisi

3.4.2. 8-OHdG adsorpsiyonuna baslangi¢ derisiminin etkisi

8-OHdG baslangi¢ derisiminin adsorpsiyon kapasitesine etkisini gozlemek
amaciyla 5 ila 100 ppm arasinda cesitli derisimlerde 8-OHAG cozeltileri
hazirlanmis ve bu ¢ozeltilerden 10’ar mL alinarak 10 mg adsorbent {izerine ilave
edilmistir. 5 saatlik karistirma sonucu siiziintiilerdeki madde miktarlar1 UV cihazi
kullanilarak olctilmiistiir. Yapilan tiim adsorpsiyon islemlerinde adsorplanan
madde miktarlar1 yine Esitlik 3.1 kullanilarak hesaplanmustir.

Sulu  ¢ozeltilerden  8-OHdG  adsorpsiyonu  kesikli  sistemde
gerceklestirilmistir. Deneyler en az ii¢ kez tekrar edilmistir. Her bir veri seti i¢in
ortalama degerler ve standart sapmayi hesaplamak iizere standart istatistiksel
yontemler uygulanmustir. Giiven araligi % 95 tutulmustur.

Sekil 3.27°de goriildiigii gibi 8-OHAG baslangic derisimi arttikga birim
kiitle basimna adsorplanan madde miktar1 da artmis ve her gram polimer icin
maksimum adsorpsiyon kapasitesi yaklagik 22 mg/g olarak bulunmustur. Bu

degere 45 ppm 8-OHdG baslangi¢ derisimi kullanilarak ulasilmistir.
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Sekil 3.27. 8-OHAG adsorpsiyonuna baslangi¢ derisimlerinin etkisi

3.43. 8-OHdG baskih polimerin 8-OHdG adsorpsiyonuna iliskin

adsorpsiyon izotermleri

8-OHdG adsorpsiyon verileri sirastyla Langmuir (Sekil 3.28) ve
Freundlich (Sekil 3.29) adsorpsiyon izotermlerine uygulandiginda 8-OHdG
adsorpsiyonunun Langmuir izotermine uydugu bulunmustur. Ciinkii elde edilen
grafiklerin regreasyon sabitlerine (R?) bakildiginda Langmuir i¢in hesaplanan
deger (0,976), Freundlich i¢in hesaplanan degerden (0,952) daha yiiksek ¢ikmustir.
Dolayistyla sinirhi sayida baglanma boélgesi iceren bir yiizey iizerine tek tabakali
bir adsorpsiyon gergeklestigi sdylenebilir. Bu izotermler ile ilgili elde edilen tiim
sonuclar Cizelge 3.4’de verilmistir. Cizelge 3.4’de deneysel olarak elde edilen
maksimum adsorpsiyon kapasitesi ile Langmuir modelinden elde edilen deger

arasinda iyi sayilabilecek bir uyum goriilmektedir.
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Sekil 3.28. 8-OHAG baskili partikiillerin 8-OHdG adsorpsiyonu i¢in Langmuir adsorpsiyon

izotermi
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Sekil 3.29. 8-OHAG baskili partikiillerin 8-OHdG adsorpsiyonu i¢in Freundlich adsorpsiyon

izotermi

Cizelge 3.4.. 8-OHdG baskili sorbent i¢cin Langmuir and Freundlich adsorpsiyon modellerinin

karsilastirilmasi
Deneysel Langmuir Freundlich
Baskilanmis Qm 5 5
Q (mg/g) b(L/mg) R Kd (L/g) n R
Kiireler (mg/g)
MAH-Pt-8-OHdG 22 19,31 2,44 0,976 9,140 0,259 0,952
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3.4.4. 8-OHdG baskili polimerin 8-OHdG baglama etkinliginin 6lciilmesi

Baskilt polimer ve 8-OHdG arasindaki baglanma etkilesimlerinin
Ol¢iilmesi i¢in ¢izilen Scatchard grafiginden elde edilen veriler soyledir; 8-OHdG
baskili polimer tek baglanma bdlgesine sahiptir ve bu baglanma bolgesi i¢in Ka,
10300 M ve maksimum ligand-degisim etkilesme sayist olan Qmax 33,81
mg/g’dir. Bu grafige ait R* degeri ise 0,9262 olarak bulunmustur. Cizilen grafik
Sekil 3.30°da goriilmektedir. Literatiirde 8-OHdG i¢in hazirlanan 6zel bir ligand

olmadigindan herhangi bir Ka degerine rastlanmamustir.
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Sekil 3.30..8-OHdG baglanmasina iliskin Scatchard grafigi

3.3.5. 8 -OHdG baskili polimerin se¢iciligi

Hazirlanan sorbentin seciciligini incelemek amaciyla 8-OHdG’ye yap1
olarak benzeyen ve yine kan matriksinde bulunabilecek guanazin ve guanin
molekiilleri ile ¢alisilmistir. Her iic maddeninde 25 ppmlik ¢ozeltileri hazirlanmig
ve 8-OHdAG baskili polimer ile 5 saat siiresince karistirllmistir. Elde edilen
sonuglar Cizelge 3.5’de verilmistir. Hazirlanan polimerin yapilan kesikli sistem
adsorpsiyon denemleri sonucunda diger benzer tiirlere karsi ¢ok diisiik bir afinite
gosterdigi belirlenmistir. Dolayisiyla 8-OHdAG baskili polimerin, 8-OHdG ig¢in
oldukca yiiksek secicilige sahip oldugu sdylenebilir.
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Cizelge 3.5. 8-OHdG baskili polimerin seciciligi

Q (mg/g) k (Qs-onac/Quiger)
8-OHdG 16
Guanazin 1,2 13,33
Guanin 0,8 20

3.4.6. 8-OHdAG baskili polimerin yeniden kullanilabilirligi

8-OHdG desorpsiyon deneyleri metanol kullanilarak gergeklestirilmistir.
8-OHdG adsorplamis sorbentler desorpsiyon ortamina yerlestirilmis ve 5 saat 100
rpm hizla oda sicakliginda karistirtlmistir. Desorpsiyon ortamindan elde edilen
cozeltideki 8-OHAG derismi yine UV-spektofotometre kullanilarak belirlenmistir.
Desorpsiyon orani Estlik 3.6’ya gore hesaplanmistir. Yapilan c¢aligsmalar
sonucunda, 10 defa kullanilan mikrokiirelerde %3 civarinda bir kapasite kaybi
gozlenmistir (Sekil 3.31). Bu sonug eldeki malzemenin oldukga iyi bir kat1 destek

olarak kullanilabilecegini géstermektedir.

Q (mg/g)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Dongii Sayisi

Sekil 3.31. 8-OHAG baskili polimerin yeniden kullanilabilirligi
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3.4.7. Kati-Faz ekstraksiyonu ile kandan 8-OHdG’nin onderistirilmesi

Gogiis kanseri olan bayan bir hastanin (CA125:285) kan serumundan 8-
OHdG  izolasyonu, hazirlanan = 8-OHdG  baskilanmig  sorbent ile
gergeklestirilmistir. Bu metoda gore 1,5 mL serum O6rnegi alinmig ve plazma
proteinlerini ¢oktiirmek amaciyla {izerine esit hacimde asetonitril ilave edilmistir.
Coken proteinler 4°C’de 15 dakika 3,000 g de santrifiij edilerek ayrilmigtir. Elde
edilen siiziintii, dnceden pH 7,5 fosfat tamponu ile yikanmis 8-OHdG baskili
polimer ile dolgulu kolondan gegirilmistir. Eliiasyon i¢in kolon, 20 mL metanol-

su karigimi ile yikanmustir.

3.4.8. Kapiler elektroforez (CE) cihazi ile 8-OHdG tayini

Kan orneklerindeki 8-OHdAG bileseginin kati-faz ekstraksiyonu ardindan
Olcimleri Prince CEC cihaziyla gergeklestirilmistir. Ayirimlarda 37 cm
uzunlugunda ve 100 um ¢aph dolgusuz silika kapiler kolon kullanilmistir. 8-
OHdG’nin CE ile tayini i¢in yapilan literatiir caligmasi sonucu optimum kosullar
sirastyla 20 mM borat tamponu (pH 9,5), 25°C, 25 kV ve 12 sn enjeksiyon siiresi
olarak belirlenmistir (Ulrich O. ve ark. 1997). Bu sartlar altinda gergeklestirilen
deneyler sonucunda yaklasgik 1,2 dakikada 8-OHdG’ye ait elektroferogram
gozlenmistir. (Sekil 3.32) pH 9,5 tamponunda hazirlanan standart 8-OHdG
cozeltileri kullanilarak da  Sekil 3.33’de goriilen kalibrasyon grafigi

olusturulmustur.
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Sekil 3.32. 20 mM borat tamponundaki 8-OHdG molekiiline ait elektrofreogram.Enjeksiyon
kosullart 25°C, 25 kV ve 12 sn.
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Sekil 3.33. 8-OHdG tayini i¢in CE cihaziyla elde edilen kalibrasyon egrisi

Kanda 8-OHdG tayini i¢in kullanilan bu grafigin kalibrasyon duyarligi
0,0147, en diisiik tayin sinirt ise 0,05 uM olarak bulunmustur. Bu sinir degeri CE

cihaziyla yapilan diger analizlere bakildiginda literatiirde bulunan degerlerle
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uyumludur soyleki; Ulrich ve ark.(1997)’nin insan kani hiicrelerinde 8-OHdG
tayin sinirini, yiiksek performansl kapiler elektroforez cihaziyla, 0,05uM olarak,
Kvasnicova ve ark.(2003)’nin, UV dedektorlii bir kapiler elektroforez cihazi
kullanarak yaptiklar1 calismada, idrarda 8-OHdG tayin smirmi 0,85 uM ve
Martinis ve ark. (2002) tarafindan HPLC ile yapilan bir baska calismada ise
idrardaki 8-OHdG tayin siurim 5,0 pgL” yani yaklasik 0,018 puM olarak
bulduklar1 goriilmektedir.

Kanserli hasta serumundan, kati-faz ekstraksiyonuyla elde edilen eliient
cihaza enjekte edilmis ve {li¢ 6l¢iim sonucu ortalama 8-OHdG miktar1 0,34 uM
olarak tespit edilmistir. Yontemin dogrulugu serum ortamina bilinen miktarda 8-

OHAG ilave edilerek saptanmig ve Cizelge 3.6’da verilmistir.

Cizelge 3.6. Kanda 8-OHdG tayini (%95 giiven sinir1, N=3)

Kullanilan Yontem | Eklenen (umol/L) | Bulunan (umol/L)

0,0 0,340 £ 0,048
CE 0,5 0,836 £ 0092
2,0 2,321 +0,124

3.5. Kolesterol Baskilh Mikrokiirelerin Adsorpsiyon Kapasitelerinin

Incelenmesi ve Biyokromatografik Uygulamasi

3.5.1. Kolesterol adsorpsiyonuna baslangi¢ derisimlerinin etkisi

Kolesterol baslangi¢c derisimlerinin adsorpsiyon kapasitesine etkisini
gbzlemek amaciyla 25 ila 500 ppm arasinda ¢esitli derisimlerde kolesterol
cozeltileri glasial asetik asit iginde hazirlanmig ve bu ¢ozeltilerden 10’ar mL
almarak 10’ar mg adsorbent iizerine ilave edilmistir. 3 saatlik karistirma sonucu
stiziintiilerden 1’er mL alinmig ve iizerlerine 2’ser mL ortoftalaldehit ve 1’er mL
derisik stilfirik asit ilave edilerek her bir 6rnek i¢inde kalan kolesterol miktarlari
UV-Vis cihazi kullanilarak olgiilmiistiir. Yapilan tiim adsorpsiyon islemlerinde

adsorplanan madde miktarlar1 Esitlik 3.1 kullanilarak hesaplanmistir.
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Deneyler en az ii¢ kez tekrar edilmistir. Her bir veri seti i¢in ortalama
degerler ve standart sapmay1 hesaplamak iizere standart istatistiksel yontemler
uygulanmistir. Gliven aralig1 % 95°de tutulmustur.

Sekil 3.34’de goriildiigli gibi kolesterol baslangic derigimi arttik¢a birim
kiitle bagina adsorplanan madde miktarida artmigtir ve her gram polimer igin
maksimum adsorpsiyon kapasitesi yaklasik 26 mg/g olarak bulunmustur. Bu
degere 200 ppm kolesterol baslangi¢ derisimi kullanilarak ulasilmistir. Cizelge
1.6’da verilen literatiir degerleriyle karsilastirildiginda 26 mg/g lik adsorpsiyon

kapasitesinin oldukea iyi bir deger oldugu goriilmektedir.
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Sekil. 3.34. Kolesterol adsorpsiyonuna baslangi¢ derisimlerinin etkisi

3.5.2. Kolesterol baskili polimerin kolesterol adsorpsiyonuna iliskin

adsorpsiyon izotermleri

Kolesterol adsorpsiyon verileri sirasiyla Langmuir (Sekil 3.35) ve
Freundlich (Sekil 3.36) adsorpsiyon izotermlerine uygulandiginda kolesterol
adsorpsiyonunun Langmuir izotermine uydugu bulunmustur. Ciinkii elde edilen
grafiklerin R? degerlerine bakildiginda Langmuir icin hesaplanan deger (0,9926),
Freundlich icin hesaplanan degerden (0,8979) olduk¢a yiiksek c¢ikmustir.
Dolayistyla sinirli sayida baglanma boélgesi igeren bir yiizey lizerine tek tabakali

bir adsorpsiyon gerceklestigi sOylenebilir. Bu izotermler ile ilgili elde edilen tiim



102

sonuglar Cizelge 3.7°de verilmistir. Cizelge 3.7°de deneysel olarak elde edilen
maksimum adsorpsiyon kapasitesi ile Langmuir modelinden elde edilen deger

arasinda ¢ok 1yi sayilabilecek bir uyum goriilmektedir.

0,08 -
g 0,04 1
- y = 0,3805x + 0,037
R? = 0,9926
0 T T T T 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1
1/Ceq

Sekil 3.35. Kolesterol baskili partikiillerin kolesteol adsorpsiyonu i¢in Langmuir adsorpsiyon

izotermi
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Sekil 3.36. Kolesterol baskili partikiillerin kolesterol adsorpsiyonu i¢in Freundlich adsorpsiyon

izotermi

Cizelge 3.7.. Kolesterol baskili sorbent i¢in Langmuir and Freundlich adsorpsiyon modellerinin

karsilastirilmasi
Deneysel Langmuir Freundlich
Qm 2 2
Baskilanmis Kiireler — Q (mg/g) b(L/mg) R Kd (L/g) n R

(mg/g)

MAH-Cu-Kolesterol 26,06 27,02 0,0972 0,993 10,207 0,1731 0,898
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3.5.3. Kolesterol baskili polimerin baglama etkinliginin ol¢iilmesi

Baskilt polimer ve kolesterol arasindaki baglanma i¢in elde edilen
adsorpsiyon verileri Scatchard modeline doniistiiriildiigiinde elde edilen veriler
sOyledir; kolesterol baskili polimer tek baglanma bdolgesine sahiptir ve bu
baglanma bolgesi i¢in Ka, 14700 M ve maksimum ligand-degisim etkilesme
sayisi olan Qmax 29,21 mg/g’dir. Bu grafige ait R degeri ise 0,989 olarak
bulunmustur. Cizilen grafik Sekil 3.37°de goriilmektedir. Boonpangrak ve ark
(2006) nitroksit ortamli radikalik bir polimerizasyonla farkli baslaticilar
kullanarak iki ayr1 kolesterol baskili polimer hazirlamiglar ve hazirladiklar1 bu
polimerler ile kolesterol arasinda yiiksek ve diisiik olmak {izere iki baglanma
bolgesi oldugunu gostermislerdir. Diisiik baglanma bolgesi i¢in bulduklart Ka
degerleri ortalama 47 M™, yiiksek baglanma bolgesi icin ise 158730 M™"dir. Bu
deger oldukca yiiksek olmakla beraber kullandiklar1 polimerizasyon teknikleri
oldukca karmagiktir. Shi ve ark. (2006) yine kolesterol baskilamaya yonelik bir
caligmalarinda monomer olarak metakrilik asit ve ¢apraz baglayici olarak EDMA
kullanmiglar ve UV 15181 altinda bilinen kolay bir yontemle baskili polimerlerini
hazirlamislardir. Calismada hazirlanan farkli MIPler i¢in kolesterol baglama
etkinligi 50000 M civarlarinda bulunmustur. Ayrica bu ¢alismada hazirlanan
MIPlerin kolesteroliin kati-faz ekstraksiyonu i¢in C18 SPE kolonundan daha iyi
bir geri kazanima da sahip oldugu gosterilmistir. Ancak bu calismada elde edilen

Qmax degerleri 1,46 mg/g gibi oldukea diisiik degerlerdir.



104

o
(o]
)

o
[«
|

Q/C (L/g)
o
S

0,24 y=-0,0147x+1,1102
R?=0,9894
0 T T 1
20 40 60 80
Q (umol/g)

Sekil 3.37. Kolesterol baglanmasina iliskin Scatchard grafigi

3.5.4. Kolesterol baskili polimerin yeniden kullanilabilirligi

Kolesterol desorpsiyon deneyleri kloroform kullanilarak
gerceklestirilmistir. Kolesterol adsorplamis sorbentler desorpsiyon ortamina
yerlestirilmis ve 3 saat 100 rpm hizla oda sicakliginda karigtirilmastir.
Desorpsiyon ortamindan elde edilen ¢ozeltideki kolesterol derismi yine UV-
spektofotometre kullanilarak belirlenmistir. Desorpsiyon orani Esitlik 3.6’ya gore
hesaplanmistir.Yapilan calismalar sonucunda, 10 defa kullanilan mikrokiirelerde
% 6 civarinda bir kapasite kayb1 gozlenmistir (Sekil 3.38). Bu sonug eldeki

malzemenin iyi bir kat1 destek oldugunu gostermektedir

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Déngii Sayisi

Sekil 3.38. Kolesterol baskili polimerin yeniden kullanilabilirligi
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3.5.5. Kolesterol baskili polimerin biyokromatografik uygulamasi

Elde edilmis olan kolesterol baskili polimerik mikrokiirelerin
kromatografik ayirimlarda kullanilabilirligi BioLC sistemi ile denenmistir.
50mm/5 mm ebatlarindaki bos bir cam kolon, 75-90 um boyutlarindaki yaklasik
0,500 g MAH-Cu-kolesterol mikrokiirelerinin metanolde hazirlanan soliisyonu ile
doldurulmustur. Mobil faz olarak metanol se¢ilmistir. Yapilan ¢esitli denemeler
sonucunda ayirimlarin en iyi oda sicakliginda, 0,3 ml/dak. akis hizinda ve 210 nm
de gerceklestigi gdzlenmistir.

Sekil 3.39°da goriilen kromatogramda alikonma zamanlar1 ergosterol i¢in
7,9, kolesterol i¢in 12 dak. olarak goriilmektedir. Bu alikonma zamanlarina gore
piklerin ayiricilik sabiti (Rs) 1,49, a ise 1,75 olarak hesaplanmistir. Elde edilen bu
Rs degerinin, 1’den biiyilk olmasi bu aymmin olduk¢a basariyla
gerceklestirildigini gostermektedir. Yapilan denemelerde kolonda tutulmayan tiir
olarak aseton kullanmilmis ve ty 2,5 dak. da elde edilmistir. Cizelge 3.8’de Rs
degerlerinin yani1 sira yapilan kromatografik ayirimlarla ilgili diger verilerde
goriilmektedir. Bu verilerden de goriilecegi gibi yapilan ayirim icin elde edilen
teorik plaka sayilar1 da oldukga yiiksektir ve bu, hazirlanan kolonun veriminin de

olduga iyi oldugunu gdstermektedir.

mAL WL 210 rm

o Ergosteral
o TEe Eolesteral

0. mh|

Sekil 3.39. Kolesterol ve ergosterol molekiillerinin, kolesterol baskilanmis polimer dolgulu bir
kolonda kromatografik ayirimi. Tiim pikler 210 nm de metanol eliienti ile tespit
edilmistir. Kolon boyut uzunlugu: 50 mm, ¢api: 5 mm bos cam TRICORN kolon;
doldurulan madde miktari: 0.500 g.
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Cizelge 3.8. Kolesterol baskili mikrokiirelerle elde edilen kromatografik ayirma verileri

tr N K a R,
Ergosterol 7,9 3842 2,16
Kolesterol 12 798 3,8 1,75 1.49

Literatiirde kolesterol baskilanmis bir ¢ok polimer sentezi mevcuttur.
Ancak bunlarin bir ¢ogu hidrofobik ya da hidrojen bagi etkilesimlerine dayali
sentezlerdir ve adsorpsiyon calismalari kesikli sistemlerle smirli kalmistir.
Kolesterol baskili polimerlerin kromatografik uygulamasina iligkin tek calisma
Hwang ve ark.(2002) tarafindan gerceklestirilmistir ve bu ¢calismada B-estradiol ve
kolesteroliin kromatografik ayirimi gerceklestirilmistir. Bu tez calismasinda ise
hem hidrojen bag1 ve hidrofobik etkilesimlerden daha kuvvetli olan metal-selat
etkilesimleriyle bir MIP hazirlanmis hem de kolesterole yapisal olarak ¢ok daha

fazla benzeyen ergosterol molekiiliiyle ayirimi basariyla gergeklestirilmistir.
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4. SONUC VE TARTISMA

Bu tez c¢alismasinda, bazi biyomolekiillerin (proteinler, enzimler,
hormonlar, kolesterol vb) bulunduklari ¢ok bilesenli karmasik ortamlardan (kan,
viicut sivilari, mikrobiyal kiiltiir ortamlari vb) secgici olarak kazanilmasi ve
saflagtirilmast i¢in biyolojik sistemlerle uyumlu, ilgili molekiiller ic¢in yiiksek
secicilige sahip ve diislik maliyetli, yeni nesil molekiil bellekli polimerlerin (MIP)
hazirlanmasi gerceklestirilmistir.

Bu amagla ti¢ farkli MIP hazirlanmistir. Hazirlanan ilk MIP, L-histidin
molekiiliine secici olan MAH-Cu-Histidin mikrokiireleridir ve bu mikrokiireler
hem D-L histidin rasemik karisiminin ayrilmasinda hem de yiizey histidine sahip
proteinlerin ayrilmasi1 ve saflastirilmasinda kromatografik malzeme olarak
kullanilmistir. Hazirlanan ikinci MIP, kanser ve c¢esitli hastaliklarin teshisinde
yararlanilan 8-OHdG biyomolekiiliine secici olarak tasarlanan MAH-Pt-8-OHdG
polimeridir. 8-OHdG baskili bu se¢ici adsorban olduk¢a karmasik olan kan
serumu  matriksinden  8-OHdG’nin  Onderistirilmesi  amaciyla  kati-faz
ekstraksiyonunda  kullanilmistir.  Ugiincii MIP, insan viicudu tarafindan
sentezlenen ve asirist hastalik sebebi olan kolesteroliin secici olarak ayristirilmasi
ve saflastirilmasina yonelik olsuturulan MAH-Cu-kolesterol polimeridir. Ayrica
bu polimerin biyokromatografik bir uygulamas: olarak kolesterol ve ergesterol
ayrilmasi gerceklestirilmistir. Yapilan tim MIP sentezlerinde kullandigimiz MAH
monomerinin sahip oldugu imidazol halkasi, gecis metalleriyle selat olusturma
ozelligine sahiptir ve metal-gelat etkilesimleriyle hazirlanan MIP’ler kovalent ya
da kovalent olmayan etkilesimlere dayali MIP’lere gbre bir takim avantajlara
sahiptir. Bu avantajlardan biri; kullanilan metal iyonu, MAH monomeriyle selat
olusturduktan sonra bir Lewis asidi gibi davranarak hedef molekiilde yer alan
elektron verici bir grupla koordinasyonunu tamamlamaktadir. Bu nedenle olusan
baglanma oldukca secici ve kovalent olmayan etkilesimlere gore c¢ok daha
glicliidiir.

Hazirlanan MIP’lerin karakterizasyonlar1 yapildiktan sonra kesikli
sistemde adsorpsiyon-desorpsiyon denemeleri gerceklestirilmis ve elde edilen

sonuclar agsagida 6zetlenmistir.
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Oncelikle L-Histidin baskili mikrokiireler kullanilarak adsorpsiyon
kapasitesini onemli Olgiide etkileyen ortam pH’1 ve kullanilan tampon tiiriiniin
cyt-c adsorpsiyon kapasitesine etkisi incelenmistir (Sekil 3.10 ve 11). Elde edilen
adsorpsiyon kapasitesi degerlerinin pH 7’ ye kadar arttig1 daha sonra ise azaldigi
goriilmiistiir. Farkli tamponlar kullanilarak yapilan deneylerde ise en uygun
tampon ¢o6zelti fosfat tamponu olarak belirlenmistir. Daha sonra ayni mikrokiireler
kullanilarak L-histidin adsorpsiyon kapasitesi i¢in ortam pH’1 ve tampon tiiriiniin
etkisi incelenmis ve bu molekiil i¢in de en yiiksek adsorpsiyon kapasitesinin
ortam pH’min 7 oldugunda ve fosfat tamponu kullanildiginda elde edildigi
gozlenmistir. En yliksek baglanma afinitesinin pH 6-7 arasinda bulunmasi
histidinin deprotonasyonunun pKa=6,2’de ger¢eklesmesiyle agiklanabilir.

L-histidin baskili mikrokiirelere histidin ve cyt-c adsorpsiyonlarina
baslangi¢ derigimlerinin etkisi incelenmis ve her iki molekiil i¢in de baslangi¢
derisimleri arttikca adsorpsiyon miktarinin arttigi ve belirli bir adsorpsiyon
kapasitesinde doygunluga ulagtig1 goriilmiistiir. Bu degerler L-histidin i¢in 15,38
mg/g, cyt- ¢ i¢in ise 27,06 mg/g’dir. Bu asamada elde edilen Q ve C degerleri
kullanilarak her iki sistem i¢in Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon izotermleri
olusturulmustur. L-histidin adsorpsiyonu, bu izotermlerine uygulandiginda L-
Histidin adsorpsiyonunun Langmuir izotermine uydugu bulunmustur. Ciinkii elde
edilen grafiklerin regreasyon sabitlerine (R?) bakildiginda Langmuir igin
hesaplanan deger (0,9457), Freundlich i¢in hesaplanan degerden (0,8718) daha
yuksek c¢ikmistir. Cyt-c adsorpsiyonu Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon
izotermlerine uygulandiginda, bu adsorpsiyon igin en uygun modelin yine, R
degerleri gbéz Oniline alindiginda, Langmuir adsorpsiyon modeli oldugu
bulunmustur. Dolayisiyla hazirlanan polimerde, sinirli sayida baglanma bolgesi
igeren bir yiizey tizerine tek tabakali bir adsorpsiyon gerceklestigi soylenebilir.

L-Histidin baskili polimer ve histidin arasindaki baglanma etkilesimleri
Scatchard analiz yontemi ile elde edilmistir ve sonug olarak Ka degeri 58300 M
ve R” degeri 0,9883 olarak hesaplanmustir (Sekil 3.15). Maksimum ligand-degisim
etkilesme sayisi olan Qmax ise yine grafik {izerinde yapilan hesaplamalarla
101,82 pumol/g olarak bulunmustur. L-histidin baskili polimer ve cyt-c arasindaki

Scatchart analizinde ise iki ayr1 dogru elde edilmistir. Bu durum HIBS
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mikrokiirlerinin, cyt-c i¢in iki ayr1 baglanma bolgesine sahip oldugunu
diistindiirmtistiir. Birinci baglanma bdlgesi i¢cin Ka, 5200 M"' ve maksimum
ligand-degisim etkilesme sayis1 olan Qmax, 29,0385 pumol/g olarak bulunmustur,
ikinci baglanma bdlgesi icin ise Ka, 55500 M™' ve Qmax, 2,5495 umol/g’dir. Bu
degerler literatiirle karsilagtirildiginda hazirlanan mikrokiirelerin oldukga iyi bir
adsorban oldugu goriilmiistiir.

Hazirlanan mikrokiirelerin defalarca kullanilmasina ragmen sadece %8’lik
bir adsorpsiyon kaybi gézlenmesi ve SEM analizleriyle oldukc¢a g6zenekli yapida
olduklarmin goriilmesi sonucu bu MIP’in kromatografik dolgu malzemesi olarak
kullanilmasina karar verilmistir.

Hazirlanan L-histidin baskili mikrokiireler SOmm/5mm ebatlarindaki bos
cam kolona doldurulmustur ve once D-L histidin rasemik karisiminin
ayirilabilmesi amaciyla kolona 50 ppm’lik D-L Histidin karisimi enjekte
edilmigstir. Yapilan denemeler sonucunda optimum D-L Histidin ayrimi 0,3
ml/dak. akis hizinda, fosfat tamponu (pH 5,0) kullanilmasiyla elde edilmistir.
Denemeler oda sicakliginda gerceklestirilmis ve tayin dalga boyu olarak 254 nm
kullanilmigtir. Elde edilen kromatogramda alikonma zamanlari D-Histidin i¢in
1.76, L-Histidin icin 5.43 dak. olarak goézlenmistir. Hazirlanan kolonun ayni
kosullarda histidin molekiilii iceren cyt-c tayininde ve ribonukleaz A ve cyt-c
aymrmminda kullanilabilirligi de aragtirtlmigtir. Bu amagla HIBS ile doldurulmus
kolon, ve 0,1 M imidazol igeren 0,05 M NaH,PO,4 tamponu kullanilmis ve cyt-c
ve ribonukleaz A ayrimi sirasiyla 1,85 ve 4,11 dak. larda gozlenmistir. Bu
alikonma zamanlarindan yararlanilarak, kromatogramlara ait ayiricilik sabitleri
(Rs), kapasite faktorleri (k'), secicilik faktorleri (o) ve teorik plaka sayilart (N)
hesaplanmistir. Yapilan deneylerde kolonda tutulmayan tiir olarak aseton
kullanilmigtir. D-L histidin rasemik ayirimi i¢in elde edilen kromatogramlarda
ayiricilik sabiti 1,43, histidin igeren proteinlerin ayirimi ic¢in ise 1,39 olarak
bulunmustur. Hem D-L histidin rasemik karisiminin ayrilmasinda, hem de cyt-c-
ribonukleaz A karigimin ayrilmasinda elde edilen Rs degerlerinin, 1°den biiytik
olmas1 her iki ayirnminda oldukca basariyla gergeklestirildigini gdstermektedir.
Yapilan bu ¢aligma ayn1 zamanda FPLC kullanilarak gerceklestirilen ilk preperatif

protein ayirma calismasidir.
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Calismanin ikinci asamasinda sentezlenen MAH-Pt(I1)-8-OHdG molekiil
baskili polimeri i¢in de kati-faz ekstraksiyonu uygulamasindan 6nce optimum
kosullarin belirlenmesi amaciyla kesikli sistemde adsorpsiyon-desorpsiyon
islemleri gergeklestirilmistir. Oncelikle maksimum adsorpsiyonun gerceklestigi
pH incelenmis ve uygun pH araligit 3-4 olarak bulunmustur. Daha sonra
maksimum adsorpsiyon kapasitesinin bulunmasi i¢in farkli 8-OHdG baslangi¢
derisimleri kullanilmis ve maksimum adsorpsiyon kapasitesi yaklasik 22 mg/g
olarak bulunmugstur. Bu degere 45 ppm’lik 8-OHdAG ¢ozeltisi kullanilarak
ulasilmistir.

8-OHdG adsorpsiyon verileri sirastyla Langmuir ve Freundlich
adsorpsiyon izotermlerine uygulandiginda, 8-OHdG adsorpsiyonunun Langmuir
izotermine uydugu bulunmustur. Ciinkii elde edilen grafiklerin R* degerlerine
bakildiginda Langmuir i¢in hesaplanan deger (0,976), Freundlich i¢in hesaplanan
degerden (0,952) daha yiiksek c¢cikmistir. Bu nedenle siirli sayida baglanma
bolgesi iceren bir ylizey {lizerine tek tabakali bir adsorpsiyon gergeklestigi
sOylenebilir. Langmuir adsorpsiyon izotermine gore maksimum adsorpsiyon
kapasitesi 19,31 mg/g’dir. Dolayisiyla deneysel olarak elde edilen maksimum
adsorpsiyon kapasitesi ile Langmuir modelinden elde edilen deger arasinda iyi
sayilabilecek bir uyum goriilmektedir. Baskili polimer ve 8-OHdG arasindaki
baglanma etkilesimlerinin Ol¢iilmesi i¢in ¢izilen Scatchard grafiginden elde edilen
veriler ise sOyledir; 8-OHdG baskili polimer tek baglanma bdlgesine sahiptir ve
bu baglanma bélgesi icin Ka, 10300 M ve maksimum ligand-degisim etkilesme
sayis1 olan Qmax ise 33,81 mg/g’dir. Bu grafige ait R* degeri ise 0,9262 olarak
bulunmugtur. Literatiir incelemesi yapildiginda 8-OHdG baskilanmis herhangi bir
polimer sentezi bulunamadigindan elde edilen bu sonuglarin ilk oldugunu
sOyleyebiliriz.

Kati-faz ekstraksiyon uygulamasina gecilmeden 6nce hazirlanan polimerin
seciciligi ve yeniden kullanilabilirligi de incelenmistir. Buna gore hazirlanan
polimerin guanozin ve guanin gibi benzer tiirler varliginda bile 8-OHdG’ye seg¢ici
oldugu ve 10 defa tekrar kullanilabilecegi bulunmustur.

Gogiis kanseri olan bayan bir hastanin (CA125:285) kan serumundan 8-
OHdG  izolasyonu, hazirlanan 8-OHdG  baskilanmig  adsorban ile
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gerceklestirilmistir.  Bu adsorban kullanilarak gerceklestirilen 6nderistirme
caligmalarinin ~ ardindan  8-OHdG  tayini, CE  cihazi  kullamilarak
gerceklestirilmistir. Elde edilen elektroferogramlarin ticari C18 kati-faz
ekstraksiyon kolonlariyla elde edilenlerden daha temiz oldugu sdylenebilir.
Yapilan ¢alisma sonucu kanserli hasta serumundaki 8-OHdG miktar1 ortalama
0,34 uM olarak bulunmustur. Kan oOrneginden elde edilen bu sonucu
degerlendirecek olursak, Kato ve ark. (2003) normal bir hastanin kaninda
9,42x10” uM 8-OHdG, hemadiyaliz hastalarinin kaminda ise 0,075 pM 8-OHdG
bulundugunu belirtmiglerdir. Dolayisiyla o6l¢iimii yapilan kanserli hastanin
kanindaki 8-OHdG miktar1 normal bir insana gdre yaklasik 35 kat daha fazladir.
Tayin i¢in hazirlanan yontemde kullanilan kalibrasyon grafiginden elde edilen
tayin smirt 0,05uM’dir ve bu deger literatiirde 8-OHdG tayininde kullanilan
yontemlerle olduk¢a uyumludur. Yontemin dogrulugu serum ortamina bilinen

miktarda 8-OHdG ilave edilerek de kontrol edilmistir.

Bu tez calismasi kapsamindaki son uygulama ise kolesterol molekiiliiniin
ayrilmast ve saflagtirllmasina yonelik molekiil baskilanmis bir adsorban
hazirlanmas1 ve segiciliginin incelenmesi amaciyla yapisal olarak kolesterole
oldukca benzeyen bagka bir sterol olan ergosterol ile biyokromatografik
ayirimlarinin gergeklestirilmesidir. Bu amacgla MAH-Cu(Il) metal-selat monomeri
kullanilarak kolesterol baskili mikrokiireler hazirlanmis ve bu mikrokiirelerin
susuz ortamda kolesterol baglama etkinlikleri ol¢lilmiistiir. Bu amagla baslangig
derisimlerinin kolesterol adsorpsiyonuna etkisi incelenmistir. Kolesterol baglangi¢
derigimi arttik¢a birim kiitle basina adsorplanan madde miktarida artmistir ve her
gram polimer i¢in maksimum adsorpsiyon kapasitesi yaklasik 26 mg/g olarak
bulunmustur. Bu degere 200 ppm kolesterol baslangi¢ derisimi kullanilarak
ulasilmistir. Cizelge 1.6’da verilen literatliir degerleriyle karsilagtirildiginda 26
mg/g lik adsorpsiyon kapasitesinin olduke¢a i1yi bir deger oldugu goriilmektedir.
Hazirlanan mikrokdireler icin Langmuir ve Freundlich izotermleri olusturulmus ve
sistemin yine kimyasal bir adsorpsiyon gerceklestigi i¢in Langmuir’e uydugu
goriilmistiir. Baskili mikrokiireler ve kolesterol arasindaki baglanma igin elde
edilen adsorpsiyon verileri Scatchard modeline doniistiiriildiigiinde elde edilen

veriler ise sOyledir; kolesterol baskili polimer tek baglanma bdlgesine sahiptir ve
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bu baglanma bélgesi icin Ka, 14700 M ve maksimum ligand-degisim etkilesme
sayist olan Qmax 29,21 mg/g’dir. Elde edilen bu verilerin literatiir degerleriyle
olduk¢a uyumlu oldugu saptanmistir. Biyokromatografik uygulama oncesi son
olarak elde edilen mikrokiirelerin yeniden kullanilabilirligi incelenmis ve 10
kullanim sonras1 mikrokiirelerin kolesterol adsorpsiyon kapasitelerinde sadece %6
lik bir kapasite kayb1 gozlenmistir. Bu veriler ve SEM goriintiileri hazirlanan
mikrokiirelerin kromatografik dolgu malzemesi olarak kullanilabilecegi yoniinde
bir fikir olusturdugundan elde edilen mikrokiireler 50mm/5 mm ebatlarindaki bos
cam kolona doldurulmustur ve BioLC cihazina baglanan kolona 6nce tek tek daha
sonra karigim halinde 50 ppm lik kolesterol-ergosterol karisimi enjekte edilmistir.
Yapilan ¢esitli denemeler sonucunda ayirimlarin en iyi oda sicakliginda, 0,3
ml/dak. akis hizinda ve 210 nm de gergeklestigi gozlenmistir. Elde edilen
kromatogramda oldukga iyi bir ayiricilik sabiti (1,49) ve yiiksek tabaka sayilari
(Nerg=3842, Nixi=798) elde edilmistir. Gortildiigii gibi kolesteroliin se¢ici ayirimi
i¢in hazirlanan MIP susuz ortamdan kolesterol uzaklastirilmasinda kullanilmakla
birlikte, oldukca etkin bir kolon dolgu malzemesi olarak da kullanilabilmektedir.
Yapilan calisma MIPlerin kromatografik dolgu malzemesi olarak kullanimiyla

gerceklestirilen ilk kolesterol-ergosterol ayirimudir.

Sonug¢ olarak bu tez calismasinda, aminoasitler, 8-OHdG, kolesterol ve
oldukca biiylik biyomolekiiller olan proteinler gibi tibbi alanda kullanilan
biyolojik molekiillerin ayrilmast ve saflastirilmasina  yonelik, segici,
biyosistemlerle uyumlu ve diisiik maliyetli molekiil bellekli adsorbanlar

hazirlanmis ve biyokromatografik uygulamalari basariyla gergeklestirilmistir.
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