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v

OZET
YUKSEK LISANS TEZI

SITOKROM C ADSORBSIYONU ICIN MANYETIK METAL SELAT AFINITE
SORBENTLERIN HAZIRLANMASI

Birnur AKKAYA
Cumbhuriyet Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim Dah
Danmigman: Dog. Dr. Ferda CANDAN
Prof. Dr. Adil DENIZLI

Bu ¢aligmada, poli(etilenglikoldimetakrilat-metakrilamidohistidin) bazli polimerlerin
manyetik &zellikte sentezlenmesi ve bakir gelat lizerinden Sitokrom c¢’nin immobilize metal
afinite kromatografisi yontemi ile saflastirilmasinin incelenmesi amaglanmistir.ilk bsliimde
metakriloamidohistidin (MAH) komonomerinin sentezi gergeklestirildi. Sentezlenen yapmin
NMR ve FTIR ile karakterize edilmesinin ardindan EGDMA ile yapiya manyetik 6zellik
kazandiracak ajan demir oksit varliginda polimerlestirildi. Uygun boy-boy dagilimina ve
ylizey Ozelligine sahip manyetik p(EGDMA-co-MAH) mikrokiirelere farkli deneysel
kosullarda (ortam pH’1, sicaklik, akis hiz1 ve protein baslangi¢ derigimi) sulu ¢dzeltilerden
model protein sitokrom ¢ adsorpsiyonu in-vitro kosullarda, kesikli sistemde ayrimntili olarak
incelendi. Caligmanin son boliimiinde ise, adsorbentin rejenerasyonu ve tekrar

kullanilabilirligi incelendi.

Metal selatlayic1 ligand olarak N-metakroil-(L)-histidin metil ester (MAH)
kullanilarak yeni metal-selat adsorbentler hazirlandi. MAH ; Metakroil kloriir ve L-histidin
metil ester diklorlir kullanilarak sentezlendi. Ortalama 50-100 pm biiyiikliikkte manyetik
mikrokiireler etilen glikol dimetakrilat’'in (EGDMA) ve MAH’in siispansiyon
polimerizasyonuyla olusturuldu. G6zenekli mikrokiirelerin spesifik yiizey alanlar: 80 m* g’!
olarak bulundu. Manyetik poli (EGDMA-MAH) mikrokiireler: sisme testi, FTIR, niikleer
manyetik rezonans (NMR) ve taramali elektron mikroskopu (SEM) ile karakterize edildi.
MAH’m elementel analizi azot igin 70.0 pmol.g” olarak bulundu. Daha sonra, manyetik
mikrokiireler tizerine Cu®* iyonlar1 bagland1. Cu®* selatli manyetik mikrokiireler ile manyetik

mikrokiireler arasindaki sonuglar kiyaslandi. Kesikli sistemde sitokrom c¢’nin adsorbsiyonu



‘igin %40 sisme orammna sahip Cu®>* selath manyetik mikrokiireler kullamldi. Manyetik
poliEGDMA-MAH) mikrokiirelerin sitokrom ¢ adsorpsiyonu pH 8.0°da 51 mg g’ olarak
gozlendi. Manyetik poli(EGDMA-MAH)-Cu?* mikrokiirelerin maksimum sitokrom ¢
adsorpsiyonu pH 8.0°da 222 mg g olarak gozlendi. Sitokrom c adsorpsiyonu sicakligin
artmastyla azald1. Sitokrom c¢ molekiilleri adsorpsiyon kapasitelerinde herhangi bir degisme

olmadan on defa tersinir olarak adsorbland: ve desorplandi.

Anabhtar sézciikler: manyetik sorbent, sitokrom ¢, IMAK, poli(EGDMA-MAH)
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SUMMARY
MSc Thesis

PREPARING OF MAGNETIC METAL-CHELAT AFFINITY SORBENTS FOR
ADSORPTION OF CYTOCHROME C

Birnur AKKAYA
Cumhuriyet University
Graduate Schoo!l of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Supervisor: Dr. Ferda CANDAN
Prof, Dr. Adil DENIZLI

In this study, magnetic polyf(EGDMA-MAH) poly(ethyleneglycoldimethacrylate-
methacrylamidohistidine) metal-chelate affinity sorbents are synthesized and its usefulness
for cytochrome-c adsorption were researched. A magnetic metal chelate adsorbent utilizing
N-methacrylolyl-(L)-histidine methyl ester (MAH) as a metal-chelating ligand. In the first
step, MAH was synthesized using methacrylolyl chloride and L-histidine methyl ester.
Magnetic microbeads were produced by suspension polymerization of ethylene glycol
dimethacrylate (EGDMA) and MAH carried out in an aquaus dispersion medium. The
characterization of synthesized magnetic polymer was evaluated by elemental analysis,
'HNMR and FTIR. Then Cu®* jons were loaded to magnetic poly(EGDMA-MAH)
mikrobeads and the effect of pH and Cu®* initation concentration on loading of Cu®*" were
investigated. In the second step, for different temperature, pH, initial cytochrome ¢ from
aqueous solution were studied. Finally,desorption of adsorben cytochrome ¢ on polymeric

microbeads and reusability of microbeads were investigated.

A magnetic metal-chelate adsorbent utilizing N-methacryloly-(L)-histidine
methyl ester (MAH) as a metal-chelating ligand was prepared. MAH was synthesized
using methacryloyl chloride and L-histidine methyl ester. Magnetic beads with an
average diameter of 50-100 pm were produced by suspension polymerization of ethylene

glycol dimethacrylate (EGDMA) and MAH carried out in an aqueous dispersion medium.

Specific surface area of the magnetic beads was found to be 80 m2 g Elemental analysis



vii

of the magnetic beads for nitrogen was estimated as 70 pumol MAH g’ polymer. Magnetic

beads were charged with the Cu?t jons directly via MAH for, the adsorption of

cytochrome c¢ (cyt c) from aqueous solutions. The cyt ¢ adsorption on the mag-
poly(EGDMA-MAH) beads was 51 mg g Cu2*t charging increased the cyt c adsorption
significantly. The maximum cyt c¢ adsorption capacity of the Cu?*-chelated beads

(carrying 68 pmol cu”’ per g of polymer) was found to be 222 mg g" at pH 8.0 in
phosphate buffer. Cyt c adsorption decreased with increasing temperature. Cyt c
molecules could be reversibly adsorbed and desorbed ten times with the magnetic

adsorbents without noticeable loss in their cyt ¢ adsorption capacity.

Keywords: Magnetic sorbent, cytochrome ¢, IMAC, poly(EGDMA-MAH)
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1.GIRIS

Tutuklanmus metal iyon afinite kromatografisi IMAK), terapétik proteinler, peptitler,
niikleik asitler, hormonlar ve enzimler igin genis analitik ve preparatif ayirma yontemi haline
gelmistir. Bazi gegis metalleri, elektronca zengin bilesiklerle kararli kompleksler
olusturabilirler ve O, N, S igeren molekiilleri iyon-dipol etkilesimi ile koordine edebilirler.
Birinci sira gegis metalleri olan (Zn**, Ni**, Cu®*, Fe’*) metal iyon ligandlar; iminodiasetik
asit, niﬁ‘ilo triasetik asit ve tris(karboksimetil)etilen—diamin tarafindan igerilir. IMAK,
selatlanmis metal iyonlarina kars: afinitelerine dayanan segici etkilesen materyallere yeni bir
yaklasimi kapsar. Ayirma, selatlanmis metal iyonun (Lewis asidi (elektron ¢ifti alicis)),
protein yiizeyindeki elektron dondr atomla etkilesmesine dayanir. Bu etkilesim proteinlerin,
yapismda bulunan daha ¢ok histidindeki imidazol grubundan ve daha az olasilikla da
triptofanin indol grubu ve sistein’in tiol grubundan dolay:1 oldugu kabul edilir. Merkezi
konformasyon ve komsu amino asit zincirleri arasindaki igbirligi protein baglanmasinda
onemli rol oynar. Aromatik amino asitler ve peptitlerin amino terminali de baz1 dagilimlara
sahiptir. Metal-afinite metodunun ilgi ¢ekmesinin sebebi, metallerin diisiik fiyat: ve tekrar
kullamilabilirligi, metal gelat &zelliklerinde herhangi bir kayip olmadan adsorbentlerin
kullanilabilirliginin ¢ok olmas: gibi &zelliklerdendir. Bu ¢alismada, sitokrom c’nin IMAK
kullanilarak saflagtirilmasinda, metal selat ligandt olarak, MAH’1n kullanilmasi amaglanda.

Manyetik alanda uygulanan bir ¢ok ayirma teknigi vardir (O'Brien ve ark, 1996; Tsai
ve ark, 2002; Meszarosova ve ark, 2003). En ¢ok bilinen teknik ise manyetik olarak kararh
akigkan yatakli sistemdir. Manyetik olarak kararli akigkan yatakli sistem, sabit ve akigkan
yatagin en iyi Ozelliklerinin bir arada tagir. Bunlar, akici kati-kiitle transfer &zelliklerini,
partikiil karigiminin eliminasyonunu ve siirekli ters akim operasyonunu igerir. Manyetik
adsorbentlerle kontakt halinde olan oldukga viskos ortamlara deginildiginde, yiiksek konvektif
transport hizindan dolayr manyetik olarak kararli akiskan yatakli sistem elveriglidir. Son
zamanlarda, biyomolekiil baglamada ve niikleik asit saflastirmada manyetik adsorbentlerin
kullanimina biiyiik ilgi vardir (Tong ve ark., 2001).

Manyetik adsorbentler, inorganik :materyaller veya sentetik ve dogal polimerler
kullanilarak iiretilmektedir. Yiiksek mekanik direng, ¢6ziinlir olmamasi ve miikemmel raf
omrii, gibi dzelliklerinden dolayi, inorganik materyaller, tastyici olarak ideal olur. Inorganik ‘
adsorbentlerin 6nemli dezavantaji metal iyonlariyla selat olusturmada sinirli fonksiyonel gruba
sahip olmasidir. Manyetik adsorbentlér gozenekli veya gézeneksiz olabilir (Cocker, ve ark,

1997). Manyetik adsorbentler ¢cogunlukla polimerden yapilirlar, ¢iinkii farkli uygulamalarda



kullanilmak iizere gesitli yiizey fonksiyonel gruba sahiptirler (Arica ve ark, 2000; Odabas: ve
ar., 2004; Akgol ve ark, 2004; Ozkara ve ark, 2004).

Bu ¢alisma kapsaminda degerlendirilen metal-gelat afinite kromatografisinde klasik
biyoafinite kromatografisine alternatif olarak biyoligandlarin yerine oldukga kararl1 ligandlar
(iminodiasetikasit, EDTA vb) ve bunlara selat formda takilmug metal iyonlar
kullanilmaktadir. Metal-selat afinite kromatografisinde temel ayirma 6zelligi proteinlerin
ozellikle gegis metal iyonlarina olan yiiksek ilgisidir. Cok sayida gegis metal iyonu (6zellikle
nikel, ¢inko ve bakir) histidin, sistein ve triptofan gibi protein zincirindeki amino asitlere
baglanabilirler. Histidin, sistein ve triptofan gibi amino asitlerin metal iyonlar ile selat
etkilesimi ilk kez Porath tarafindan tanimlanmugtir (Porath ve ark, 1983). Daha sonra bu
alanda ¢ok sayida c¢alisma gergeklestirilerek degisik biyomolekiillerin saflastiriimas:
basarilmistir. Bu yéntemin en dnemli avantaji ligandlarin ucuz ve kararli olmalaridir.

Bu ¢alismada, sitokrom ¢’nin IMAK’inda kullanmak iizere komonomer veya metal
selatlayict ligand olarak N-metakrilolil-(L)-histidin metil ester (MAH) kullamldi. MAH,
metakrilolil kloriir ve L-histidin metil esterden sentezlendi. Manyetik poli (etilen glikol
dimetakrilat N-metakrilolil-(L)-histidin metil ester) (EGDMA-MAH) mikrokiireler MAH ve
EGDMA’nin manyetik ortamda siispansiyon polimerizasyonu ile iiretildi. Bu islemden
sonra, Cu** iyonlar1 bu manyetik mikrokiirelere selatlandi. PoliEGDMA-MAH) manyetik
mikrokiireler NMR, ESR, FTIR, SEM ve elementel analiz ile karakterize edildi. Daha sonra,
farkli pH larda, farkl: sitokrom ¢ miktarina sahip sulu ¢dzeltide, manyetik metal selatlayici
mikrokiirelerin sitokrom c’yi adsorplama etkisine bakildi. Sitokrom c’nin desorpsiyonu ve

-bu metal selatlayici afinite adsorbentlerin tekrar kullanilabilirligi test edildi.

1.1.Biyoafinite Kromatografisi

Biyoafinite kromatografisi biyolojik olarak aktif maddelerin komplementer bilesenlerini

gok segici ve tersinir olarak baglama yeteneklerine dayali bir gesit adsorpsiyon kromatografisidir.
Proteinler biyiiklik ve sekil, toplam yiik, yiizeyde bulunan hidrofobik gruplar,
kullanilan duragan faz ile baglanma kapasitesi gibi farkli 6zelliklere sahip olduklarindan, bu
karakteristik ozelliklerden biri temel almarak gergeklestirilen kromatografik yontemlerle
saflagtinlabilirler. Iyon degisim kromatografisi protein yiikiine dayanir. Jel gegirgenlik
kromatografisi veya molekiiler elek kromatografisi adi ile de bilinen ancak genelde jel

filtrasyonu terimi kullamlan kromatografi tekniginde ise  proteinleri aywmak icin



proteinlerin gekil ve boyutlarini Snemlidir. Hidrofobik uzantilar gibi protein yiizey
dzellikleri, hidrofobik etkilesim kromatografisinin temelini olusturur. Afinite kromatografik
ayirma da proteinlerin yiizey 6zelliklerine baglidir. Afinite kromatografi bir biyolojik ligand
( 6rnegin: substrat, enzim ya da hormon) ya da onun sentetik bir analogu ile protein
molekiilii iizerindeki komplementer baglanma bolgesi arasinda olan 6zgiin etkilesimi esas
alan giiglii bir protein saflagtirma yo6ntemidir. Burada s6z konusu etkilesim antikorlart
antijenlerle, enzimlerin substrat anologlariyla ve de hormonlarin reseptérleri ile olan
etkilesimleri tiirindendir. Afinite kromatografinde kullanilan biyolojik etkilesimler Tablo
1.1’ de verilmigtir (Janson Jan-Christer ve Ryden Lars, 1997).

Tablo 1.1. Afinite Kromatografisinde kullanilan biyolojik etkilesimler

Ligand Ligandla Etkilesen Protein

Antikor Antijen, viriis, hiicre

inhibitor Enzim (ligandlar genellikle substrat veya kofaktor ¢esitleridir)

Lektin Polisakkarit, glikoprotein, hiicre yiizey reseptorleri, zar proteini, hiicre
Niikleik asit Niikleik asite bagli protein (enzim veya histon)

Hormon, Vitamin  Reseptor, Tasiyic1 protein

Seker Lektin, enzim veya diger seker bagh proteinler

Afinitenin genis alanda degisik uygulamalar1 nedeniyle alt afinite teknikleri ortaya
cikmis ve bazilan kendilerine 6zel isimler almiglardir. Tablo 1.2°de bu tekniklerden bazilan

verilmistir.



Tablo 1.2. Afinite Kromatografisinin alt bagliklari (Janson Jan Christer ve Ryden Lars, 1997)

1.Hidrofobik Kromatografi
2.Jmmunoafinite Kromatografisi
3.Kovalent Afinite Kromatografisi
4 Metal-Selat Afinite Kromatografisi
5.Molekiiler Baskilama Kromatografisi
6.Membran bazli Afinite Kromatografisi
7.Afinite Kuyruk Kromatografisi
8.Lektin Afinitesi
9.Boya Ligand Afinite Kromatografisi
/ 10.Reseptor Afinitesi
&1 11.Zayif Afinite Kromatografisi
12.Perfiizyon Afinite Kromatografisi
13.Tiyofilik Kromatografi
14.Yiiksek Performans Afinite Kromatografisi
15.Afinite Densite Pertubasyon
16.Afinite Kiitiiphaneleri
17.Afinite Coktlirme
18.Afinite Elektroforezi
19.Afinite Kapiler Elektroforezi
20.Santrifiij Afinite Kromatografisi
21.Afinite Repulsion Kromatografisi

Afinite
Kromatografisi

Biyoafinite kromatografisinin sematik gosterimi Sekil 1.1°de verilmistir. Ligandin kovalent
olarak baglandig1 kati destek, kromatografik kolonda sabit faz olarak kullanilir. Ayrilacak olan
biyomolekiilii igeren ham karigtm kolondan gegirilir, belirlenen deneysel kosullarda immobilize
olan afinite ligandi ile etkilesime girecek uygun gruplart bulunmayan molekiiller kolondan
abkonmadan ¢ikarlar, afinitesi olanlar ise kolonda adsorplanirlar. Daha sonra adsorplanan
biyomolekiil ortam kogullan degistirilerek (pH, iyonik siddet, sicaklik degisimi veya iire, guanidin
gibi ayristirict ajanlar ile) veya ligandin ¢dzeltisi kullamlarak kolondan ayrilirlar. Ligand ile
saflagtirilan biyomolekiil arasinda kompleks olusumu iyonik etkilesim, hidrofobik kuvvetler,
London dispersiyon kuvveti, dipol d}pol etkilesimi veya yiik-transfer etkilegimleri gibi genel
molekiiler kuvvetler ile gergeklesir. Bu kuvvetlerden birkagmin ayni zamanda gerceklesmesi
biyospesifik bagin segiciligi ve etkinligini olusturan en temel etmendir.



Sekil 1.1.Biyoafinite kromatografisinin sematik gosterimi (Ueda ve ark, 2003).

1.1.1. immobilize metal-iyon afinite kromatografisi

Immobilize Metal Iyon Afinite Kromatografisi IMAK)’ min baslangic1, Helfferich’ in
kiigik molekiillerin “ligant degisim kromatografisi” ni ©ne siirdiigti 1961°e kadar
uzanabilmektedir. Bu teknigin temeli ve uygulamalar), detaylica gozden gegirilmigtir
(Davankov ve Semechkin, 1977). Biorad tarafindan pazarlanan Chelex 100 gibi selat yapici
bir regine, kiiglik metal iyonlarinin bir katyon degistirici olarak kullanildig1 iminodiasetat
ligantlarmi igerir. Makromolekiiller i¢in bir afinite ligant olan iminodiasetatin kullanimu,
Porath ve arkadaglan tarafindan 1975°te gergeklestirildi. Daha sonra ligand degigsimini de
icine alan metal selat etkilesim kromatografisinin biitiin sekillerini kapsayan “immobilize
metal iyon afinitesi” terimi ortaya konuldu ve bir protein molekiiliiniin, metal iyon afinite
etkilesimleri ile metal iyonlarina baglanarak, saflagtirilabildigini gézlemledi (Porath ve ark,
1983).

Cogu protein, metal iyonlarryla kompleks olusturabilir. Bunlardan bir ¢ogu gok disli
kompleksler olup, IMAK’la proteinlerin saflagtirilmasini saglarlar. Birgok durumda
IMAK’m yiiksek spesifikligini arttiran, olusan kompleksin kuvvetidir ve proteinden proteine
degismektedir.



Proteinlerin (veya peptitlerin), metal iyonlara baglanmasi, protein yiizeyindeki
elektron verici gruplar ile bir veya daha gok koordinasyon merkezi olan meta] iyonlar
arasmndaki etkilesime dayanir. IMAK’ta, metal selatlayici grubun kovalent baglandig
matriks veya sorbent kullanilir.

Katr bir destek iizerine metal iyonunu immobilize etmek igin selatlayici bir ajanim
kullanimi, protein-metal etkilesimlerinin serbestlik derecesini azaltir. Bu kisitlama,
proteinlerin zengin saflagtimimas1 ve ayrilmasina olanak sagladigi gibi, denaturasyonu
azaltabilir ve aktivitesini devam ettirebilir. Cozeltideki metal kompleks calismalar: iizerine
kurulu sematik bir resim Sekil 1.2° de gésterilmektedir. Sekilde goriildiigii gibi metal, kat:
bir destege bagli IDA ile selat olusturmaktadir (Ueda ve ark, 2003).
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Sekil 1.2. IDA Metal-Protein Kompleksi.

Bir IMAK kolonu, Cu™, Zn*, Ni**, Co®" gibi herhangi bir iyon ¢dzeltisinin kolondan
gecirilmesiyle yiiklenebilir. Cézeltiyi kolondan gegirme islemine, ¢dzeltideki metal iyonu ile
sabit fazda selat olusturan metal iyonu arasinda bir denge olusuncaya kadar devam edilir.
Iminodiasetikasit (IDA) gibi bir ligant, silika veya polimer bazli olan kati destek materyale
baglanir. Kolon birkag kez agiri metal ¢Szeltisiyle doldurulur ve uygun bir tampon ile
dengeye getirilir. Ilgilenilen biyolojik olarak aktif {irtinleri igeren bir karisim, kolondan
gegirilir. Karigimda bulunan bilesiklerden, liganta eslenik olmayan molekiiller kolondan
geger. iImmobilize metal-ligant kompleksi igin afinite gésteren iiriinler kolonda tutunur.

Metal afinite ile protein adsorpsiyonunda triptofanin indol, sisteinin tiyol ve histidinin

imidazol grubu gibi elektron verici amino asit kalintilari, immobilize metalin baglanmasina



katkida bulunurlar. Biyopolimerlere ligantin baglanmasi, metal selasyonunun yanisira
elektrostatik, hidrofobik ve van der Waals etkilesimlerini de icermektedir. Proteinler,
immobilize metal ile aralarindaki afinite sabitini azaltan bazi sartlarda, komplekslerinden
ayrilabilirler. Tuz derisiminin ve pH’nin degisimi veya baglanmada gorev alan amino asit
kalintilarina benzerligi bulunan yarigmali bir ajanin ortama eklenmesi, >proteini bagh
bulundugu kompleksten uzaklastirabilir. Imidazol ve histidin, IMAK® de bagl proteinleri
uzaklastirmak i¢in yaygin olarak kullanilan iki yarigmali ajandir.

IMAK’ de proteinlerin adsorpsiyonu, protein yilizeyindeki elektron verici gruplari ile
immobilize bir metal iyonu arasindaki koordinasyon olusumuna dayanir. Cogunlukla
kullanilan metaller, Lewis asitleri olarak diigiiniilebilen ve elektron ¢ifti kabul eden Cu(Il),
Ni(Il), Zn(1I), Co(II), Fe(Il) gibi ge¢is metal iyonlandir. Kromatografik destege baglanan
selat olusturucu bilesiklerde bulunan (N, S, O) gibi elektron verici gruplar, ortamda bulunan
koordinasyon baglarinin sayisina bagl olarak, iki disli, ii¢ disli vb. olabilen metal selatlar:
olusturarak, metal iyonlar1 ile koordinasyon bagi yapabilirler. Geride kalan metal
koordinasyon bolgeleri normalde su molekiilleri tarafindan iggal edilir. Daha sonra
proteinden gelen uygun elektron verici gruplar ile yer degistirebilir. Bazi amino asitler,
ozellikle yan zincirlerindeki elektron verici atomlarindan dolay: baglanma i¢in uygundurlar.
Glu, His, Arg, Lys, Asp, Tyr, Cys ve Met gibi ¢ofu amino asitler baglanmaya
katilabilmesine ragmen, IMAK’ de proteinin gercekte alikonmasi histidil kalintilarinin
varlig1 temeline dayanir. Trp, Phe, ve Tyr gibi aromatik yan zincire sahip amino asitler de,
eger digar1 uzanabilen histidil artiklarina yakin iseler onlarda baglanmaya katkida bulunabilir
(Porath, 1992; Sulkowski, 1985). Sekil 1.3 Afinite destege selatlanmis bir metale proteinin
baglanmas gostermektedir (Ueda ve ark, 2003).



Sekil 1.3. Metal selat afinite desteklerine protein baglanmasinin gosterimi.
a. Protein ylizeyindeki histidin gruplar1 ile metal-gelat etkilesimi

b. Proteinin C veya N terminaline ilave edilen His-etiketi ile metal-selat etkilesimi

IMAK desteklerine protein adsorpsiyonu, histidil artiklarindaki imidazol azotunun,
ndtral veya hafif bazik ortamlarda, protonlanmadig: pH larda gergeklesir. Genellikle relatif
olarak 6zgiil olmayan elektrostatik etkilesimleri indirgemek i¢in 0.1-1.0 M NaCl iceren
yiiksek iyonik giddetli tamponlar kullamilir. Hedef proteinin elusyonu ortamin protonlanmast,

ligant degisimi veya EDTA gibi giigli bir selat olusturucu ile metal iyonunun



uzaklagtirilmasi yontemleri ile yapilir. Hedef protein elusyonu igin diisiiriilen pH gradientleri
veya diisiik pH’l1 elusyon tamponlar1 kullanilir. Diisiik pH’a hassas proteinler i¢in nétral pH
civarinda imidazol ile ligant degisimi daha uygundur. Bu durumda imidazolun protonlanarak
meydana getirdigi pH dilsmesinden sakinmak igin IMAK kolonlar1 kromatografik
ayrmalarda 6nce imidazol ile doyurulur ve dengeye getirilir (Sulkowski, A ve B,1996).
EDTA gibi giiglii selat olusturucu ajanlarin kullanilmast da bagh proteinlerin elusyonunu
saglar; fakat bu durumda sorbentin baglama etkisi tahrip edildigi igiq, bir daha ki ayirmadan
once matriks tekrar selat olugturuéu iyon ile yiiklenmelidir.

Protein ayirmadaki segicilik, uzatici kolla, ligant yogunlugu, tuz derigimi ve yarigmaci
ajanlarin degismesi ile veya selat olusturucu ajanlarin degisimi ve metal ligantlarin se¢imi
gibi degisik yaklagimlardan etkilenebilir. Mesela, insan biiyiime hormonunun ayiriminda,
sorbent iizerindeki IDA, Cu(Il) ligant yogunlugunun diistiriilmesi, daha yiiksek protein
saflifn ve artan bir iiriin ile sonuglanir (Liesiene ve ark, 1997). Bir metal gelat igin proteinin
goriinen afinitesi koordinasyonda gérev alan metal iyonlarina baghdir. IDA selatlayici ajan
kullanildiginda, alikonan proteinlerin ¢ogunun, metal iyonlarina afinitesi ve alikonma
siireleri genellikle Cu(ID>Ni(II)>Zn(II)>Co(1I) seklindedir. Ekstra azot igeren amino asitler
i¢in bir dnceligi olan giincel olarak ¢ogunlukla kullanilan bu metallerin aksine, AI(TII),
Ca(Il), Fe(III), Yb(III) gibi sert Lewis asitleri aspartat ve glutamik asit gibi oksijence zengin
gruplari veya fosfat gruplarim tercih ederler (Liesiene ve ark, 1997).

Afinite kromatografisinde, geleneksel metotlarla karsilastirildiginda, IMAK pek ¢ok
avantaja sahiptir. Farkl1 metal] iyonlari, selat olusturucu ligant iizerine immobilize edilebilir
ve daha giiclii selat yapan bagka bir ajan ile ortamdan uzaklagtirilabilir. Metal baglama
ozellik kaybim minimum diizeyde tutmak igin, selat olugturucu jel sabitlestirilmelidir. Ozel
ayrrma metotlar;, uygun metal se¢imi ile ¢ahsilabilir ve protein ile ligant arasinda farkli
adsorpsiyon Ozellikleri, selat olusturucu liganta farkli metal iyonlarinin immobilize
edilmesiyle basarilabilir. Cogu durumda proteinler, IMAK kolonlarindan ayrildiktan sonra
da hala aktivitelerine sahiptirler. Bir ¢ozelti ayni zamanda, i¢inde metal iyonlari olmayan bir
IMAK kolonundan gegirildiginde ¢ozelti, i¢indeki metal iyonlarinin uzaklagtirilmasiyla
sterilize edilebilir. Bu basamak, bakterilerce ihtiyag duyulan metal besinlerinin
uzaklastiriimasiyla bakteriyel kontaminasyon riskini énler .

Bir potansiyel saflastima islemi olarak IMAK’ nin kullantmi birgok arastirmaci
tarafindan yayinlanmis, IMAK ile ilgili uygulama ve ge¢mis bilgileri aciklanmugtir (Porath
ve Olin, 1983; Sulkowsk, 1985).
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IMAK ¢aligmalarinn bilyiik bir ¢ogunlugu Porath ve arkadaglari tarafindan yaymland.
Porath’in ¢aligmasi, destek materyali olarak agaroz veya dekstran gapraz bagli polimerik
matrikslerin kullammi, Cu*, Zn®', Ni**, Co*" ve Fe?* imobilizasyon i¢in kullanilan metal
iyonlarinin segimi, selat yapan ajanlarin se¢imi ve IMAK adsorpsiyon/desorpsiyon kimyas:
gibi IMAK temelleri iizerine odaklanmistir. Porath’in, protein ayirmalarinda IMAK iizerine
calismalar;, serum proteinlerinin saflagtirilmasi, metalloproteinlerin karakterizasyonu ve
serbest formlarinin hazirlanmasi, fosfoproteinlerin ayrilmasi, yiiksek performans immobilize
metal iyon afinite kromatografisi (HP-IMAK) ve bir protein molekiilii iizerindeki histidin
artiklarnin topografyasindaki IMAK’ nm bir prob olarak kullamlmasi gibi uygulamalar
icermektedir (Porath ve Olin, 1983; Chaouk ve Hearn, 1999; Gaberc-Porekar ve Menart,
2001).

1.1.2. IMAK’ nin kimyasal prensipleri
1.1.2.1. IMAK icin kromatografik destekler (matriksler)

Afinite kromatografisi i¢in kullanilan gesitli destek materyaller vardir. Destek matriks,
bir protein ile immobilize metal arasinda gekillenen kompleksin dayanikliligi iizerinde biiyiik
bir etkiye sahip olabilir. Bir kromatografik destek i¢in istenilen genel dzellikleri, iyi bir
kolon dolgusu i¢in ayn1 form bilyiikliik ve sekle sahip olma, yiiksek kapasite i¢in etkili yiizey
alan1 ve mekanik dayaniklilik olarak sayilabilir. Kiigiik partikiillii destekler, akis hizina karsi
biiyiik bir direng gosterirler ve kolon tikanabilir. Genis partikiiller, akig rezistansim
diigtirtirler fakat kolon etkinligini (ayirma kapasitesini) azaltirlar. Farkl: formdaki partikiiller,
diizensiz bir dolgu olusturabilirler ve bu da kanallagmaya neden olabilir. Kolon dolgu
maddelerinin bakterilere kars: g&sterecegi direng de nemli bir 6zelliktir.

IMAK da kullanilan ilk matriks, oksiran ile aktive edilmis agaroza, iminodiasetat
(IDA) ligantlarmin kovalent olarak baglanmasiyla elde edildi. ﬁ)A-agaroz matrikslerin
hazirlanmasina alternatif metotlar daha sonra Hemdan ve Porath tarafindan gelistirildi (Ueda
ve ark, 2003). Agaroz matriksleri hidrofilik, mekanik ve kimyasal olarak dayanikli ve relativ
olarak inerttirler. Agaroz matrikslere ornek olarak, Sepharose (Pharmacia) ve Bio-gel A
(Bio-Rad) gibi ticari isimli {iriinleri verilebilir.

HPLC uygulamas: i¢in silika desteklere, IMA jellerinin baglanmas1 ile ilgili

¢aligmalarda yapilmig ve bu yiiksek performans destekler ile proteinleri ayirmak igin,
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hidrofobik olarak kaplanmus silikaya IDA selatlar1 baglanmistir (E1-Rassi ve Horvath,
1986).

Kato ve arkadaglar;, organik polimerlerin yiiksek performans matriksleriyle de
caligmalar yapip, 1000 A luk genis gozenekli ve 10um lik kiigiik partikiil boyutuna sahip
hidrofilik kaplanmis bir regine olan TSK-gel G500 PW iizerine IDA’ y1 immobilize ederek
HP-IMAK igin yeni bir destek gelistirmislerdir (Kato ve ark., 1986).

Sentetik polimer ve silika bazli yiiksek performans materyalleri, agaroz ve dekstranlara
nazaran daha biiyiik avantajlara sahiptirler. Bu materyaller, daha iyi bir mekanik
dayaniklilia, saglam bir sekil ve yaptya, ve kullanim siiresince ¢ok kiigiik hacimsel degisim
ozelliklerine sahiptirler. Bu yiiksek performans materyallerinin baz1 dezavantajlarini, silika
bazl1 destekler ile diisiik ve yiiksek pH’ da silanol olusmas1 ve TSK reginelerindeki IDA ile
immobilize metal arasinda daha zayif baglarin olugmasi olarak siralanabilir. Kolon, nétral
pH’ da glisin veya birincil aminleri iceren tamponlar ile yikandig1i zaman, TSK-jel selat
SPW’ den gelen immobilize metal iyonlarimin sizdig1 tespit edilmis ve bu yiizden birincil
aminleri igeren tamponlardan sakinilarak, pH 6.5 ile 8.0 arasinda 50 mM fosfat tamponunda

imidazol derisimini diistiriilerek metal sizmas1 6nlemisdir (Belew and Porath, 1990 ).

1.1.2.2. IMAK’da selat olusturucu ligandlar

Sulu bir ortamda metal iyonlari, su molekiilleri tarafindan gevrilerek ¢6ziiniir. Metal
iyonu bir Lewis asiti, su ise Lewis bazi gibi davranir. Su daha gli¢lii bir baz ile yer
degistirdigi zaman, bir koordinasyon kompleksi olusur. Azottaki elektronlardan dolay:
amonyak gibi bir baz, bir metal kompleks ile sonuglanan tek digli bir ligant olusturabilir.

Bir liganta metal iyonunun baglanmasi, bir metal komplekse nazaran metal selatla
daha giigliidiir. Bir metal gelatin daha biiyiik olan dayaniklilifi, ¢ok digli liganttan halka
olugumu ile iiretilen serbest enerjinin kaybi ile artar. Bu termodinamik dayamklilik selat
etkisi olarak adlandirdir. Aymi tek disli ligantlarla olusan benzer metal komplekslere kiyasla,
selatin daha diigiik serbest enerji kapasitesi, AG= AH - TAS i¢in hem entalpi hem de
entropideki degisimlerden artar. Bes veya alt1 iiyeli kiigiik halka olusumu i¢in, uygun metal
kompleksinden gelen metal selat olusumundan dolay: entropideki artma, daha diigiik enerji
kapasitesi i¢in baskin bir sekilde yardim eder. Biiyiik halka olusumu igin entropideki
artmadan gelen Kkiigiik yardim ile kompleks iizerindeki metal selatin entalpisindeki artma,

biiyiik itici giigtiir. Entalpi degisimine neden olan kuvvetlerin bazilar1 orbital gakigmasi,
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ligant alan etkileri, kompleksteki ligantlar arasinda statik ve elektrostatik itmeler ve selattaki
halka olusumundan ortaya ¢ikan kulomb etkilegimleridir. Halka olusumu ile koordine olmug
metal iyonlan ve ligantlardan salinan ¢oziicli molekiillerinin say1 ve bilyiikliigi ile
kombinasyondaki selat halkasinin sayi, dagilim ve biiyiikliigli, selat enerjisi igin entropik
katkida bulunur(Gaberc-Porekar ve Menart, 2001).

IMAK’de metal iyonlarinmn immobilizasyonu igin genellikle kullanilan gelatlayici
ligant, iminodiasetik asit (IDA) dir. IDA’nin diginda IMAK’ de Nitrilotriasetikasit (NTA)
ve Karboksi metillenmis aspartik asit (cM-Asp) , Tris (karboksimetil)etilen diamin (TED)
gibi selat olusturucu ligantlarda kullanilmaktadir (Sekil 1.4) (Gaberc-Porekar ve Menart,
2001; Ueda ve ark, 2003).
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Sekil 1.4. IMAK taki selatlayici ligantlar
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1.1.2.3. Serbest ¢izeltide ve immobilize formdaki amino asit metal etkilesimleri

Amino asitler ¢ozeltideki pek ¢ok metal iyonu ile dayanikl siirekli selat halkalarim
olustururlar (Hansen ve Lindeberg 1995; Williams, 1971); Amino asitlerin genel yapis1 o
amino ve karboksil grubundan ibaret olan NH,CHRCOO" yapisinda olup, her iki grup da
selat olusumuna katilir. Bazi amino asitler yan R zincirinde bulunan ve kompleks
olusturmada a-amino ve karboksil gruplartyla yarisan, etkili verici atomlara sahiptir. Amino
asitlerin NH, ve COO ~ olmak iizere iki verici atom grubu vardir. Amino asitler hem metal-
karboksilat tuzu hem de amin-metal gruplariyla kompleks olustururlar veya her ikisiyle
birlikte bes tyeli halka olustururlar. Co®, Ni**, Cu* ve Zn** gibi iyonlar amino asitlerin
imidazol, tiyol ve indol fonksiyonel gruplarini hedef alir. Bu sinir metal iyonlan selat halkas:
olusturmay1 tercih ederken, Mg®* ve Ca®* gibi daha kuvvetli metal iyonlar1 karboksilat
anyonlartyla tuz olustururlar. Eger amino asitin R yan grubu arjinin ve glutamin gibi pozitif
yiiklii ise, olusacak kompleks, pozitif yiiklii metal ile itici etkilesimden dolayr daha az
dayanikli olur. Eger yan grup aspartat ve glutamat gibi negatif yiiklii olursa, ekstra yiik,

metal ile giiclii dayanikli bir kompleks vermek tizere dimerizasyon yapar.

Histidin ve sistein, reaktif yan gruplara sahiptirler ve giiclii kompleks ajanlari
olugtururlar. Histidin, 5, 6 ve 7 tiyeli halkalar1 da kapsayan dort farkl yolla kompleks
olusturabilir. Histidin, karboksilat ve a-amino gruplarini igine alan 5 iiyeli halka, a-amino ve
imidazol gruplarini i¢ine alan 6 tiyeli halka veya karboksilat ve imidazol gruplar1 7 iiyeli bir
halka araciliftyla bir metal iyonuyla birlesebilir ayrica, bir metal iyonu ile histidinin biitiin
verici gruplarinin  birlestigi bir yaptyr da olusturabilirler. Olusan yapt pH’min bir
fonksiyonudur (Hansen ve Lindeberg 1995). Sistein, yan grubundaki bir kiikiirt atomundan
dolayr diger, amino asitlerden daha kuvvetli bir sekilde asitlerle birlesir. Bakir iyonu ile

olugan bir redoks tepkimesi, kolaylikla sisteini sistine yiikseltger.

4RS +2Cu®™  _____ , 2RSCu+RSSR

a-amino asitlerin tutunma davranig1 silika bazli jele baglanmis metal yiikli IDA ve
giplak IDA ile kargilastirildiginda, Cu**-IDA-silikanimn biitiin a-amino asitleri tuttugunu ve
tutunmanin pH 6’da daha yiiksek oldugunu bulunmus ve Cu*"-IDA kolonlarindaki a-amino
asitlerin tutunma stireleri ve serbest ¢ozeltideki Cu?* ile amino asitten elde edilen

komplekslerin denge sabitleri karsilastirilmigtar.
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Serbest ¢6zeltide en giiclii kompleksleri olusturan, a-amino asitlerden olan histidin ve

sistein, Cu**-IDA kolonlarmda daha giiglii bir sekilde tutunmaktadir (El-Rassi ve Horvath,
1986)

1.1.2.4. Serbest ¢ozeltide ve immobilize formdaki protein-metal etkilesimleri

Serbest ¢ozeltideki protein-metal iyonu etkilesimlerinde goz 6niinde bulundurulacak
olan birkag faktor vardir (Williams, 1971). Karboksil, imidazol ve siilthidril gibi yan zincir
gruplari, terminal amino ve karboksil gruplarmna metal iyonu baglamada daha etkindir.
Ligant gruplan itizerindeki yiikler, metal iyonu ile baglanma afinitesine etki eder. Metal
iyonlar1 igin baglanma sabitleri pH’nin diismesiyle azalir, ¢iinkii: -NH,, -S™ ve -COO™ gibi
ligantlara baglanmak i¢in protonlar, metal iyonlariyla yarigmaya baglarlar. Protonlanmig
amino gruplar1 tizerindeki pozitif yiik, pozitif yiikli metal iyonlarini uzaklagtirir, ayrica
karboksilat ve siilfiir gruplarinin protonlanmasi, metal iyonlarina olan gekici giicii yok eder.

Cozeltideki dogal bir proteinin iigiinciil yapisi, protein izerindeki fonksiyonel
ligantlarin bir metal iyonuna yaklasmasini engeller. Proteinler pek ¢ok ligant gruplarina
sahip olmasina ragmen, ancak bir veya iki metal iyonu onlara baglanabilir. Bazen bir metal
iyonu sadece bir grup tarafindan tutulabilir. Belirli proteinlerde aktif merkez olarak
isimlendirilen bazi ligant gruplari, bir metal iyonu ile yapilan selat olugturmada diizenleyici
rol oynar. Diger proteinlerde ligant vericiler, o kadar iyi diizenlenmeyebilir ve metal iyonu
iki farkli grup arasinda tutunabilir. Bir metal iyonuna elektronlarini verebilen herhangi bir
grup, bunu bir proteine de yapabilir; bundan dolayi, metal iyonlariyla proteinler arasindaki
yarisma ¢ok Onemlidir. Sonug¢ olarak, immobilize bir metale protein baglanmasi pH ve
iyonik siddete baglidir (Gaberc-Porekar ve Menart, 2001).

IMAK kolonlarina protein baglanmasi, degisik tuz derigimlerinde Ni** yiiklii kolonlar
kullanilmasiyla nitel olarak da galigtlmis ve peptid baglanmasinin pH yiikselmesiyle arttig
bulunmustur (Hemdan ve Porath, 1985).

Metalin amino asite baglanma giicii, ligant ile metalin orbital ¢akigsmasina baglhdir.
Metal iyonu ijle protein arasinda koordine kovalent bag olusturarak meydana gelen
etkilesimleri, Porath ve Belew, ii¢ grupta karakterize etmislerdir; bunlar: Yiik kontrollii
iyonik adsorpsiyon (iyon paylasma), koordine bag olusumu (elektronca zengin ligant ile
metalin koordinasyonu) ve kovalent bag olugumudur (iki stilfhidril grubunﬁn baglanmas1)(
Belew ve Porath, 1990; Porath, 1993).
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1.1.3.IMAK’ta peptit ve proteinlerin adsorpsiyon-desorpsiyon mekanizmalar

IMAK’ ta proteinlerin metal iyonlarina baglanmasinin elektronca zengin ligantlarin,
metal komplekslerindeki, su gibi zayif bagh ligantlarla yer degistirmesiyle gergeklestigine
inamlmaktadir. IMAK® de alikonma davranigmin agikta olan histidin, triptofan ve sistein
merkezlerinin yiizey yogunluguyla kontrol edildigini one siiriilmiistiir (Porath ve Olin,
1983). Spesifik metal iyon-protein koordinasyon kompleksleri olusumunda, elektrostatik,
hidrofobik ve yiik-transfer etkilerinin yaninda, metal-iyon protein etkilesimleri de etkin
olabilir. Proteinlerin baglanmasi, bu elektronca zengin amino asitlerin, metal
komplekslerindeki zayif koordine olmus su ile yer degistirmesi sonucu gergeklesir. Metal, bu
amino asitlere elektron verebilir veya bunlardan elektron alabilir. Bir protein, sabit bir
matriks ile selat olusturmus bir metalle etkilestirildiginde, koordinasyon baglar1 ve g¢ok
noktali baglanma yapabilir. Bu baglanma, yiiksek tuz derisimlerinde seg¢imlidir. Ciinkii
yiiksek iyonik gii¢, elektrostatik etkilegimlerin olasiligini azaltir (Smith ve ark,1988).

Adsorpsiyon-desorpsiyon iglemleri, protonlama, iyonik siddet degisimi, ligand
degisimi veya selat olusumunu engelleyerek gergeklestirilebilir. Protonlama, elusyon igin
yaygin bir yontemdir. Protein yiizeyindeki elektron verici grubun protonlanmast,
koordinasyonu tersine ¢evirerek proteinin ayrilmasini saglar.

Bakir, ¢inko, kobalt veya nikel gibi smir Lewis asitleri kullanildiginda, adsorpsiyon,
yiiksek tuz derisiminde gergeklesir. Adsorpsiyon kapasitesi ve segimliligi tampondaki tuz
derigimi arttikga artar. Tuz derigimini azaltmak, bazi proteinler igin desorpsiyona neden
olabilir (Ljungquist ve ark, 1989; Grisshammer ve Tucker,1997). Elektrolitlerin tutunma
tizerindeki etkisi, metal iyonlarinin solvate olmus su molekiillerine ilgisiyle baglantilidir.
Metal iyonlarryla su molekiilleri arasindaki ¢ekim giicliniin, tuz tarafindan zay:flatilmast,
adsorpsiyon ydntemini kolaylastirir. Iyonik siddet arttikga adsorpsiyon segiciligi arttigma
gére, proteinlerin kismi ve sec¢imli elusyonu, eluentteki tuz derigimini azaltarak
gergeklestirilebilmelidir.

Bununla birlikte gesitli proteinlerin adsorpsiyonu ve elusyonu Fe®* gibi kuvvetli bir
Lewis asidinin, bir IDA kolonuna immobilizasyonu ve NaCl derisiminin 0’ dan 1M’ a kadar

arttirilmasiyla gerceklestirilir (Grisshammer ve Tucker,1997).
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1.1.3.1. pH etkisi

Proteinlerin IMAK jeline adsorpsiyonu, protein yiizeyindeki elektron verici gruplarin,
protonlarim1 kismen kaybettikleri bir pH’> da gergeklesir. Protein adsorpsiyonu genellikle
zay1f bazik bir pH® da yapilir. Ozgiil olmayan elektrostatik etkilesimleri azaltmak igin, pH
tamponuna bir tuz katilir. Fosfat ve asetat tamponlar1 yaygin olarak kullanilir. “Tepkime”

sbyle gosterilebilir:

yiiksek pH (~7-8)
D-L-Me™ +XP < > DL-Me™-XP
diisiitk pH (~4-6)

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

pH, alikonma ve elusyon proseslerinde karigik bir rol oynar, ¢linkii tampon
bilesenlerinin niikleofilik davramigini, ¢oziiciilerin elektron alici-verici ozelliklerini ve
metallerin kararlihigini etkiler. Histidin veya sistein segiciliginin pH 6-8 araliginda yiiksek
olmasindan dolayi, bu gruplar1 tagiyan proteinlerin adsorpsiyonu bu pH aralifinda
gerceklesir. Bazik bir pH degerinde, amino gruplariyla koordinasyon gergeklesir; boylece
adsorpsiyon daha etkin fakat daha az se¢imli olur (Wong ve ark, 1991).

IDA-Ni**-Sepharose matriksi iizerinde si3ir serum albumin (BSA) adsorpsiyonu ¢esitli
pH’ larda calisilmis ve BSA alikonmasi, pH 7.0°de en yiiksek iken, pH 6.0°da ihmal
edilebilir diizeyde oldugu ve bununda erken elusyona sebep oldugu bulunmugtur
(Sulkowski, 1996).

1.1.3.2. Tuz etkisi

Proteinlerin yiiksek pH (7 veya 8) ve yiiksek tuz derisiminde koordine veya kovalent
baglanmaya dayalt adsorpsiyonunun Kkarakteristikleri IMAK’ yi iyon degisim
kromatografisinden farkli kilar. IMAK baz: yénlerden hidrofobik etkilesim kromatografisine
benzer, ¢linkii: Smir metalleriyle protein adsorpsiyonu, ortama tuz katilmasiyla artar (Wong
ve ark, 1991).

IMAK’ de tutunma, elektron verici amino asitin, sabit faza bagli metalle yakin temasa

gegmesi durumunda gergeklesir. Bu temas: saglamak igin protein hareketli fazin digma
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zorlanir; bunun i¢in, kendisi metalle kompleks olusturmayan kosmotropik tuzlar kullanilir.
Pek ¢ok aragtirmaci, yiiksek kosmotropik tuz derisiminde, ¢iplak IDA kolonlarinda protein
alikonmasinmn, spesifik olmayan etkilesimlerin (kismen hidrofobik etkilesmeler) roliinii
gosterdigini gozlemistir (Sulkowski,1985). Tuzlar, proteinleri sulu ¢ézeltilerinden ¢oktiirme

yeteneklerine gore bir Iyotropic veya Hofmeister serisi seklinde diizenlenebilir.

fosfatlar < siilfatlar < asetatlar, floriirler< kloriirler<bromiirler, perkloriirler, nitratlar <
tiyosiyaniirler

o
<

kosmotropik notral kaotropic

v

soyum< magnezyum< kalsiyum, baryum< manganez, nikel

Kosmotropik tuzlar, denature proteinlerin yeniden dogal yapilarina dénme oranini
arttirir ve protein denaturasyonunun hassasiyetini azaltir. Bu tuzlar proteinin yiiklii
gruplariyla direk etkilesmezler ve protein yiizeyinden ayr1 dururlar. Coziiciiye kosmotropik
tuzlarin katilmas: proteinin hidrofobik etkilesmelerini arttirir. Polar olmayan gruplarin, bir
proteinin sulu ¢dzeltisine etkimesi su molekiillerinin bu gruplar etrafinda diizenli bir yap:
almasina, ve bdylece istenmeyen bir sekilde, sistemin entropisinin diismesine neden olur.
Kosmotropik tuzun eklenmesi suyun daha da farkli bir yapi almasina neden olabilir. Su
molekiilleri bu tuzlarin etrafinda siki bir hidratasyon kiiresi olugturur ve proteinin apolar
gruplar ¢evresinde daha fazla su toplanir.

Hidrofobik etkilesmeler, yalnizca proteinin kararlilifina katkida bulunmaz, aymi
zamanda kromatografik matriks yiizeyine adsorpsiyonu destekler. Kozmotropik tuz-destekli
adsorpsiyon; proteinin, ¢dzeltilerinden matriks ylizeyine dogru hareket ettirilmeye
zorlanmasiyla meydana gelir. IMAK de, sivi faz ¢ok hidrofilik tuzlarla yiiklendiginde,
immobilize metal iyonlar1 ile kaplanmig hidrofobik 6zellikli polimerik veya silika
matrikslerine yakin bolgeler, proteinlerce zenginlesir. Eger tutturulmus ligandlar yeterince
esnek ise, o zaman bunlar protein molekiiliinde bulunan ¢atlak ve yariklara girebilirler.
Sonug olarak kisa diizeyli ¢ekici kuvvetler etkili olur. Adsorpsiyon, proteinin elektron verici
amino asit gruplarinin, metalin koordinasyon kiiresinin dig tarafina yaklagmasiyla olugur. Bu
olusum yiik transferini ve metalin bag kuvvetlerinin etkinlik kazanmasim1 saglar (Ueda ve
ark, 2003). |
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1.1.3.3. Yansmah ajanlar

Ségici desorpsiyon yapmanin diger yaygin bir yontemi, protein tizerindeki adsérpsiyon
bolgelerine, immobilize edilmis metalden daha yiiksek afiniteye sahip bazi maddeleri,
yiiriitiicii faza ilave etmek veya adsorpsiyon bolgelerine proteinler ile yarigmali bir sekilde
baglanan maddeler kullanmaktir. Nétral pH ve diisiik derisimlerde (50mM) imidozol veya
histidin igeren segici gradientin kullanilmasi, baglanmis proteinleri yerinden ¢ikarmak igin
etkin bir yontemdir.

Immobilize proteinlerin elusyonundaki son gare, immobilize selat olusturmus metal
komplekslerini diisiik pH larda bozmak ya da histidin eklemek veya EDTA gibi gii¢lii bir
selatlayici ajan eklemektir. Selatlar olusturmus metalin ortama salinmasi proteinleri elue
eder, fakat kolon subsratinin etkinligini tahrip eder ve eluentdeki proteini denature edebilir

(Ueda ve ark, 2003).
1.1.4. IMAK ‘ta proteinlerin alikonma davramslar

Proteinlerin tutunma davraniglarn eluentin degisen pH degerine ve sabit fazdaki
metallerin selatlasmasina bagli olarak degismektedir.

IMAK ’taki tutunma siirecinin fizikokimyasal &zellikleri tam olarak anlagiimis degildir.
Immobilize metal iyonuna protein baglanmasinin, elektron verici atomlan vasitas: ile bu
metallere koordine olabilen triptofan, sistein ve histidin yan zincirlerinden dolay: arttigina
dair gliglii kanitlar vardir. Immobilize bir metal ile bir protein igindeki amino asit uzantis:
arasindaki etkilegim, sadece bu amino asitin durgun fazdaki metal gelatin fonksiyonel
gruplarina ulagabilmesi ile miimkiindiir. Bu konu, degisik histidin, triptofan ve sistein
icerigine sahip birka¢ proteinin alikonma davramglarini inceleyen Sulkowski tarafindan
tartigilmistir (Sulkowski, 1996A, 1996B). Bir dizi homolog proteinin gozlenen alikonma
davraniglarinin, yiizey ile temasta bulunan histidin sayismumn artmas: ile artti1 belirlenmistir.
Bir proteindeki histidin merkezlerinin sayis1 ile proteinlerin kolon alikonma davraniglar:
tahmin edilebilir. Yiizeyde bulunan bir veya daha fazla sayidaki histidin merkezleri
genellikle alikkonmanin artmasina neden oldugu halde, protein yiizeyindeki histidin
merkezlerinin yetersizligi genellikle alikonmanin yetersizligi ile iligkilendirilir.

Sulkowski, IMAK ile &zel bir proteini aywmak istendiginde hangi metallerin

kullanilacagini da tanimlamistir. Kababa, bir protein Ni#*-IDA kolonunda tutunmasi i¢in en
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az iki histidin merkezine ihtiyag duyar. Oysa Cu®* selatlanmus metal kullanildiginda sadece
bir merkezin olmasi yeterlidir.

Protein veya peptitin amino asit komposizyonu bilindiginde, hangi ¢esit metal
iyonlarmin IMAK’da alikonmaya neden olacagi Tablo 1.3’deki kurallar kullanilarak
bulunabilir. IMAK’da protein adsorpsiyonunda yer alan baglica amino asitlerin alikonma

kuvveti Tablo 1.4 *de gosterilmistir (Ueda ve ark, 2003).

Tablo1.3. Protein yiizeyindeki uygun histidin ve triptofan uzantilarina dayanan protein

metal afinite tahminleri

Protein yiizeyindeki Adsorbsiyona neden olan
Histidin ve Triptofan uzantilan Metal iyonu
His/Trpyoksa e

Bir His Cu**

Birden fazla His Cu? (kuvvetli ads.),Ni**

Bir kitme His Cu**, Ni**, Zn**, Co™
Birkag Trp varsa, His yoksa Cuv*

Tablo 1.4. Protein alikonmasinda yer alan amino asitlerin bireysel dagilimi

Fonksiyonel grup Alikonma kuvveti
Histidin ++++
Sistein ? +4+++

Aspartik asit, glutamik asit -
Lizin,arjinin

Triptofan, tirozin, fenilalanin

+ o+ 4+

N-Terminal

“sistein mndirgenmis formda

IMAK’1mn bir protein molekiiliindeki histidin kalintisinin topografyas: igin bir prob
olarak kullamlabilecegi gosterilmisdir (Hemdan ve Porath,1985). Tiredoksin, ubikuitin,
kalmodulin, lizozim, sitokrom ¢ ve miyoglobin gibi model proteinlerin immobilize gegis
metal matriksleri ile etkilesiminin degerlendirilmesi, proteinlerdeki histidin merkezlerinin
yogunlugunun yiizey lokalizasyonunun ve ¢oklulugunun alikonmaya nasil etki ettigi

konusunda bilgi saglamaktadir.
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Bir proteindeki tiim histidin merkezleri aym: degildir. Tek bir histidin kalintis1 igeren,
mode] proteinlerin afinitelerini iceren galigmalar, IMAK’da adsorbentlerine ulasabilirligin
alikonma igin &nemli bir kriter oldugunu géstermistir. Cu**-IDA sefaroz kolonunda elusyon
siralamasi, tek histidin tagtyan protein serileri igin, tiredoksin (Escherichia coli), sitokrom ¢
(at), kalmodulin (s1g1r), ubikuitin (sig1r) ve lizozim (tavuk) seklindedir. Lizozim gibi daha
giiclii bagl proteinlerin elusyonu igin, 7.0 den 6.0 ve 5.0 e dogru azalan bir pH gradienti
gerekir. IMAK kolonunun lisozime daba giiglii afinite gostermesi yapidaki His-15 ilaveten
62. ve 123’iincii pozisyonlarda bulunan triptofanin varlig: ile agiklanir. Diger proteinler,
baglanmalarma katkida bulunan, dis ortamla etkilegebilen histidin uzantilarina sahiptir. Bu
proteinlerdeki tutunma sirast ise histidin gruplarinin pK degerlerindeki farklara
dayandirilmaktadir. Histidin gruplarimin baglanma potansiyeli, sitokrom ¢ ( His-33, pK 6.5),
kalmodulin (His-107, pK 6.1), ve lizozim (His-15, pK 5,2) siralamasinda belirtildigi gibi pK
degerinin azalmas: ile artar. Bu model, histidin gruplarmin protonlanmamis Me™-IDA ile,
daha gii¢lii koordine oldugu teorisinden hareketle uygulanir. Bir protein molekiilii iginde
uygun bir sekilde konumlanmig bir histidin grubunun alikonmada daha basarili oldugu
goriiniir.

His-trp, his-tyr-NH, ve his-gly-his dizinlerine sahip olan peptitlerin, Co*", Ni** ve Cu**
immobilize IDA-sefadeks kolonlar i¢in yiiksek afiniteye sahip olduklar1 gosterilmigtir (Smith
ve ark, 1988). His-trp dizinlerden birini iceren selath peptit ve genetik olarak diizenlenmis
proinsﬁli}l, Ni**-IDA sefadeks kolonunda dnemli derecede tutunma gostermektir (Ljungquist

ve ark, 1989).
1.1.5. IMAK’1n protein saflagtirlmasimda ve diger baz:1 uygulamalarda kullanimi

IMAK genellikle protein yapisimi karakterize etmede veya ¢ozeltideki diger
bilesenlerden histidin igeren proteinleri ayirmada kullanilir (Sulkowski, 1985).

IMAK genetik olarak diizenlenmis proteinlerin  saflagtrlmasinda  etkindir.
Rekombinant peptit zinciri sonunda bulunacak olan ve baglanma i¢in immobilize metal
iyonu tercih edecek olan spesifik metal selath peptit kabulii temeline dayanan gelatli peptid-
immobilize metal iyonu afinite kromatografisi gelistirilmisdir (SP-IMAK) Rekombinant
peptitlerin  Co®*, Ni** ve Cu** yiikli IDA-IMAK kolonlarina kars1 yiiksek afinite
gosterdiklerini saptanmugtir. Selat olu§tumcu peptit, ilgili proteini selat olusturucu peptidi
igeren, birbirinin ig¢ine dagilmug bir proteinin, NH, terminal ucuna klonlanabilir. Daha sonra

selat olusturucu peptit, aywrma teknikleri kullanilarak ortamdan uzaklastirilabilir. Bu
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¢alismanmn Snemi, tercih edilen baglanma bolgesinin, saflastirmay1 kolaylagtirmak igin
birbirinin i¢inde bulunan bir protein ile birlesebilirligini gosterebilmektir. Bir peptit olan
insiilinin 6n maddesi, bu teknik kullanilarak saflastirilmaktadir. Bu 6n madde, diger histidin
kalintilarim1 de igerir fakat, onlar peptitin primer yapisi i¢indeki konumlar1 dolayisiyla,
immobilize metale baglanmada kiiglik bir paya sahiptirler (Smith ve arkadaglari, 1988).

Hochuli ve arkadaglar1 (1988), polihistidin selatli peptit ve fare dihidrofolat rediiktaz
dan olusan bir protein karisimi ve Ni**NTA adsorobent ile benzer yaklagimi arastirdilar.
Polihistidin peptidi, amino veya karboksil terminaline bagl ii¢ ile alt1 arasinda ki histidin
kalintilarindan olugmaktadir. Onlar bu yaklasim ile, Ni**-NTA dolgulu kolonunda, birbiri
i¢cinde bulunan proteinler igin etkili bir saflastirma elde etmislerdir. Bu sonuglar, karboksil
ucuna bagli iki histidin ve karboksil veya amino ucuna bagl alti histidinin, tercihli gelat
olusturucu peptitler oldugunu géstermektedir. Karboksipeptidaz A, protein uglarindan selat
olusturucu peptidi uzaklagtirmak igin kullaniliyordu.

Al-Mashikhi ve Nakai (1988) kan serumundan ve kan plazmasindan proteinleri
ayirmak icin Cu®, Zn*", Ni** ve Co** yiiklii IDA-BGE sefaroz 613/sefakril S-300 kolonlarim
kullanmiglardir. Farkli metalleri tasiyan dolgular, immunoglobulin ve transferin
saflagtirilmasinda karsilastirilmiglardir. Ayrilan proteinlerin  immunokimyasal analizleri,
biyolojik aktivitelerinde kayip olmadigim gstermistir. Cu®* yiiklii kolonlar, en yiiksek IgG
aktivitesi (>%95) veren ve en ilimli kosullarda kullanilan kolonlardur.

Histidin amino asiti modifiye proteinler ile, metal iyonu arasindaki baglanmanin
azalmasi, IMAK’ daki protein baglanmasinda histidinin 6nemli roliinii gosteriyor. Bu
sonuglar, protein ile metal arasindaki etkilesimde, histidinin baskin bir rol oynadigina dair
Porath’ m yaptig: ilk gozlemleri desteklemektedir. Bir bagka ¢aligmada, peynir suyundan
gelen immunoglobulin ve laktoferrinin ayrilmasinda benzer sekilde modifiye edilmis histidin
guruplarmi IMAK’ a uygulanmistir (Al-Mashikhi ve ark, 1988). Histidinin, immobilize
metal igin Snemli bir baglanma bdlgesi olarak bulunmasina ragmen, DEP-Ig’ nin kii¢iik bir
miktarinimn kolona adsorbe oldugu bulundu. Bu sonug, immobilize metal ile diger amino
asitlerin (biiylik olasilikla sistein) etkilesimini ileri siirmektedir.

Wunderwald ve arkadaglart (1982), aktif endoproteinazlari, biyolojik sivilardan
uzaklagtirmak igin, op-makroglobulinin, Zn*'-bis-karboksimetil-amino sefaroza immobilize
edilmesini igeren yeni bir yontem tanimlamiglardir.

El-Rassi ve arkadaglar1 (1986) ise, konkanavalin A’ y1 (Con-A) Cu®*-IDA ile silika
destek iizerine immobilize etmislerdif. Con A’ nin IMAK kolonuna kuvvetli bir sekilde

baglandigi ve ancak pH y1 disiirerek veya notral pH da EDTA eklenmesiyle



22

uzaklagtirilabildigi  gozlenmistir. Con A-Cu”*-IDA  kolonlar;, gesitli proteinlerin
saflagtirilmas1 ve ayrilmas: igin, ayrica gesitli glikoproteinlerin uzaklagtirilmas1 amaciyla
kullanilmigtir.

Yapilan diger bir ¢alisma konusu ise, proteinlerin kiigiikk veya biiyitk Olgekte
saflagtirlmasinda hayati olabilecek kromatografik parametrelerin, nicel olarak saptanmasi
tizerinedir (Belew ve ark, 1987A). Nicel veriler, kiigitk &lgek ayirma sistemlerinin
dizayninda 6nemlidir. Belew ve arkadaslari, bes model proteinin, Chelating Sepharose Fast
Flow ve TSK-gel Chelate 5PW sorbentleri iizerindeki etkilesimlerini incelemisler,
adsorpsiyon izotermleri kullanarak, bu sorbentler i¢in, sorbentlerin afinite sabitlerini ve
kapasitelerini saptamiglardir (Belew ve ark, 1987B). Sorbentlerin, protein igin afinitesi
arttikca, adsorpsiyon kapasitelerinin diistiigiinii gézlediler. Bu olay, proteinlerin adsorpsiyon
yiizeyine ¢ok noktadan baglanmasi ve adsorpsiyon sonucu proteinlerin konformasyonunda
meydana gelen degismelerden kaynaklaniyor olabilir seklinde agiklamigardir.

IMAK’1n diger baz1 uygulamalari ise, laboratuvar diizeyinde ozellikle bilimsel veya
aragtirma ¢aligmalari igin giin gegtikge daha popiiler olmaktadir. Piyasada histidin kodlayan
baz dizilimleri igeren ticari klonlama vektorleri elde edilebildigi gibi, histidin isaretli
proteinlerin spesifik belirlenmesi i¢in antibadiler de elde edilebilmektedir (Lindner ve ark,
1997).

IMAK, Ni-NTA selat reginesi ile secici adsorpsiyona aracilik eden 6 tane ardarda
gelen 6-histaminil purinli bir afinite etiketini kullanarak DNA gibi protein igermeyen
molekiillerin de saflastirilmasinda kullanilabilir. Bazlar iizerindeki girisim yapabilen
azotlardan dolayr RNA ve oligoniikleotidler, IMAK matriksine sikica baglanirken, dogal
DNA, IMAK matriksine zayif¢a baglanir (Murphy ve ark, 2000).

1.1.6. IMAK’in Bazi Avantajlan

Tablo 1.5°de goriildiigi gibi IMAK, afinite kromatografisi tekniknizi ile
karsilastirlldiginda pek g¢ok avantaja sahiptir.
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Tablo 1.5. IMAK ve standart afinite kromatografisinin kargilagtiriimasi

Ozellik Metal Afinite
Biyospesifik/biyoafinite

Ligand kararlilif yiiksek diisiik

Protein doldurma yiiksek diigiik

Elusyon kosullar yumusak genellikle agin

Kolon rejenerasyonundan

sonra ligand kazanimi tam genellikle tam degil

Segicilik diisiik ortam yiiksek

Ucret diisitk yiiksek

IMAK, asagidaki bazi 6nemli &zelliklere sahiptir (Ueda ve ark, 2003):

e IMAK tek basamakl: saflagtirma saglar

e Diger afinite kromatografik tekniklere kiyasla protein doldurma kapasitesi oldukga
yiiksektir (0,1-10 pmol mL" jel)

¢ EDTA (etilen daimin tetra asetik asit) veya EGTA (etilen glikol bis-(B aminoetil
eter)N,N,N',N -Tetra asetik asit) gibi kuvvetli selatlayic1 ajanlarla, metal iyonlar regineden
kolayhkla uzaklastirilabilir.Boylece, ayni selatlayici regineyi kullanarak, ilgili proteinin
ayrilmasinda en iyi ligandi saptamak i¢in, farkli metal iyonlar: test edilebilir.

e IMAK’1n endiistriyel kullanim1 oldukga kolaydir ve endiistriyel uygulamada tekrar
tiretilebilir.

e IMAK, seyreltik protein gozeltilerinin deristirilmesinde kullanilir.

e IMAK, kanisik bilesenler véya yiiksek iyonik kuvvet igeren bir¢ok sayida tampona
uygundur.

e IMAK, genelde protein yapisin: etkilemez. Birkag durumda metalloenzimlerin kendi
asil metal iyon styrrmasina sahip bldugu rapor edilmistir. Cu(II)-IDA kolonunda IMAK ’ta
proteinin zarara ugradig: 6nceki ¢aligmalarda gosterilmistir, fakat bu zarar; Cu(Il) tarafindan
katalizlenen oksidatif proteolizin sebep oldugu indirgeyici ajanlar tarafindan baslatilir.

e Yiikli olmayan kolon boyunca ¢ozeltiler gegici olarak sterile edilir, bakteriyel
gelismeye hazir biitiin metal iyonlan selatlamayla uzaklagtirilir.

e Bir IMAK reginesi, kromatografik 6zelligini kaybetmeden birkag yiiz kere

rejenere edilebilir.
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1.1.7. IMAK’1n Baz1 Dezavatajlar
1.1.7.1. Kolon Igindeki Olas1 Redoks Tepkimeleri

Ozellikle His, Lys, Cys, Pro, Arg ve Met gibi amino asitler, gesitli proteinlere zarar
verebilen yiiksek oranda reaktif radikal molekiiller iireten metal-katalizli oksidasyon
tepkimelerine kars1 hassastirlar. Dikkat edilmelidir ki, Cu(Il) iyonlar1 gibi metal selatlar,
proteinlerin belirli bolgelerinin ayrilmasinda kullanilabilir. Proteinlerin temel yapilarinin
bozulmasi ve amino asit yan zincirlerinin tahribi beklenilen bir durumdur. Béyle bir
durumda, Zn(Il) gibi daha az aktif bir metal iyonunun, Cu(Il) gibi yiiksek redoks-aktif bir
iyon ile yer degistirmesi protein tahribatin1 6nleyebilir veya en azindan minimize edebilir.
Rutin IMAK ayirmalarinmn ¢ogu, érnek veya tamponda ¢oziinen oksijenden dolayr aerobik
ortamda yani hafifce oksidatif sartlarda yiiriitiilir. IMAK kolonunda metal katalizli
tepkimeler veya reaktif oksijen tiirevinin proteinler {izerindeki potansiyel tahribati bugiine
kadar yeterince ¢alisilmamistir. Hidrojen peroksit veya askorbat veya ozellikle bu
kombinasyonun ikisi birlikte eliisyon tamponuna ilave edildigi zaman, Cu(Il)-IDA
kolonlarinda protein aktivitesinde 6nemli bir kayip gozlenmistir (Krishnamurthy ve ark,
1995). Bu olay, Fenton tepkimesi;

(Mn" + H,0, ——— OH + OH + Mn™"") ile iiretilen hidroksil radikalleri
tepkimelerine dayandirildi. Kisa model peptidler ile yapilan deneyler, histidinin bu tiir
tepkime tipleri ile c¢abucak etkilegtigini gostermistir (Khossravi ve Borchardt, 1998).
Bundan dolay, gergek IMAK kolonlarinda oksidatif radikallerin olusturdugu bir potansiyel
zarar mevcuttur. Ozellikle hidroperoksi bilesikler ile kontamine olan Tween 80 veya Triton
X-100 gibi ¢ogunlukla kullanilan deterjanlar ile yapilan eliiyonlarda, protein tahrip olur.
Diisiik kolon temas siiresi ve siiper akis matrikslerinin kullanilmast bdyle durumlarda tercih
edilir.

IMAK denatiire edici sartlarda kullanildiginda, viriis ile enfekte edilen bir hayvan
hiicresi igindeki virlis partikiillerini ¢6zmek icin kullanilan tamponlara ve ayni zamanda
distilfid bagl agregatlarin olusumunu Onlemek igin kromatografi siiresince genellikle
B-merkaptoethanol (§-ME) veya dithiotreitol (DTT) gibi indirgeyici ajanlar ilave edilir (Leo
" ve ark, C.,1996).
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1.1.7.2. Metal Toksisitesi

Her IMAK kolonunda metal iyonlar1 sizmasi, elusyonun tarzina ve selatlayict ajanin
tiirline bagh olarak meydana gelir. Ni-NTA veya TALON gibi dort digli selatlayici ajanlar,
ti¢ diglilere nazaran daha iistiindiir. Ni-NTA sizmas1 1 ppm gibi ¢ok kiigiik bir degerdedir
(Schiifer ve ark, 2000). Bunun yaninda Ni-NTA agarozu kullanma, His6-isaretli restriiksiyon
endoniikleaz Eco-RV’in 1 molii bagma 2 mol Ni(Il) kontaminasyonunu gdstermektedir
(Oswald ve ark, 1997).

Ni(Il) bilesiklerinin kanserojen oldugu diigiiniilmektedir (Bal, ve ark, 2000 ). Bu etki
heniiz kesinlesmemesine ragmen, bazi molekiiler modeller Ni(II)’ nin, hiicre gekirdegindeki
histonlar ile etkilestifini ve DNA tahribatina neden oldugunu ileri siirmektedir. insan H4
histonlarinin N-terminal bolgesini taklit eden sentetik oligopeptitlerin analizi, histidinin bir
metal baglayict bolge olarak hareket ettigini gdstermekte ve buda NI(II) toksisitesinden
sorumludur (Zoroddu ve ark, 2000).

1.1.8. Mikrokiireler Ve Kullanim Alanlar
Mikrokiireler birkag mikrondan milimetre boyutlarma kadar degisik ¢ap ve boy

dagilimlarinda, gézenekli veya gozeneksiz farkli yiizey ve yigin yapilarinda hazirlanabilen

mikropartikiillerdir. Mikrokiire kullanim alanlarim ;

° Ayirma islemleri -

. Biyoafinite kromatografisinde tastyica _
. Biyolojik etkinlige sahip maddelerin immobilizasyonu
. Hiicre kiiltiirlerinde tagiyict

. Kolon kromatografisinde kolon dolgu maddesi

seklinde siralamak miimkiindiir.

Manyetik partikiiller bir ¢ok ayirma islemlerinde az kirlilik, iyi kiitle aktarimi ve az
aginma gostermesi vb kolayliklar1 yaninda bir ¢ok arastirmada basing diismesi, substrat
doniigiimii ve enzim kararlilif: igin daha iyi bir performans gostermesi nedeniyle akigkan
yatak reaktdrlerde kullanilmaktadir. Diger ayirma islemlerinde yer alacak olan santrifiijleme

.ve filtrasyon birimleri enzimin veya proteinlerin figiinciil yapisini bozarak aktivitesinde
diisiige neden olurken bu tiir partikiillerin kullanimi ile sorun ortadan kalkmakta ve isletme
maliyefi azalmaktadir. Manyetik partikiillerin kullamldig1 akigkan yatak reaktorler; atik
sularin antiminda, enzim tutuklanmasinda, afinite ayriminda &nemli rol oynamaktadir
(Cocker ve ark, 1997; Tong ve ark., 2001).
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1.1.9.Manyetik Partikiiller

Manyetik partikiiller; asilt: katilar1 iceren sivilardan segici olarak uzaklagtirilmasi,
manyetik ayirma ile kolay toplanilmasi ve gézeneksiz olduklarindan az kirlilik, iyi kiitle
transferi ve az aginma gostermesi gibi bir ¢ok avantaja sahiptir.

L-asparajinaz =~ ve [-galaktozidaz  enzimlerinin  Escherichia coli  hiicre
protoplazmasindan saflagtirilmasinda (Dunnill ve Lilly, 1974) ve karacigerden alkol
dehidrogenaz enziminin kazanimi igin bu tiir manyetik partikiiller kullanilmigdir (Mosbach
ve Andersson, 1977). Kiiciik 6l¢ekli uygulamalarda kullanilan manyetik partikiiller, katalizin
geri kazamimi i¢in hem hizli hem de kolay kazanim saglamaktadir. Diger tastyici partikiiller
icin islem bir ¢ok basamak gerektirdiginden genis 6l¢ekli endiistriyel uygulamalarda enerji
ve verimlilik agisindan manyetik ayirma tercih edilebilir. Munro ve arkadaglari, 1977 yilinda
gozeneksiz manyetik partikiillerin ortama aktardig: kirliligi arastirmak i¢in nikel-kimotripsin
partikiillerini soguk siit ortaminda 48 saat tutarak aktivite tayini yapmislardir. Sonugta ciddi
bir kirlilik olusturan seliiloz desteklere gére aktivite de ¢ok az bir diisiis gézlenmistir. Ayrica
calisma ferrit-laktaz katalizi kullanilarak tekrarlanmis ve aym gekilde aktivite de ¢ok az bir

diisiis kaydedilmistir.

1.2. Sitokrom ¢

Sitokromlar elektron tagiyan proteinler olup, hemoglobinin hem halkasina benzer
sekilde porfirin halkasina bagli demir atomu igerir. Sitokromlardaki demir atomlar1 Fe™’ii
Fe*”’ye geri doniisiimlii olarak degistirebilen tek elektron tagtyicilardir (Sekil 1.5) (Bowden
ve Hawkridge, 1984; Funk ve ark, 1990; Caffrey ve ark, 1991).

Mitokondriyel sitokrom ¢ en sik gahsilan elektron tagtyic: proteindir. Ornegin,
sitokrom ¢ amino asit dizilii: insan, -sempanze, maymun, at, esek, zebra, inek, domuz,
koyun, deve, balina, fil, ayibaligi, kdpek, su aygir, yarasa, tavsan, kurbaga, deniz yildiz1 ve
meyve kurtlarm igeren organizmalar i¢in ortaya konmustur. Sitokrom ¢, sudaki
¢oziintirliiglinden dolay:, mitokondriyal ¢evreden kolayca ayrilabilir. Dahasi, sitokrom ¢ i¢
membran alaninda zayif bir sekilde tutunur. Sitokrom c, pahali olmasmna ragmen, saf ve
dogal halde hazir olarak bulunur. Birkag kaynaktan saglanan mitokondriyal sitokrom ¢’nin

kristal yapis1 atomik resolusyonda hesaplanmugtir. Sitokrom c’nin fizikokimyasal
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ozelliklerinin agiklanmas: konformasyonel bilgilerle kolaylagtinlmistir (Bowden ve
Hawkridge, 1984; Funk ve ark, 1990).

Sitokrom ¢ (mol kiitlesi 12,400) 104 amino asit uzantisindan olusan tekli polipeptit
zincirine sahiptir ve hem grubuna kovalent olarak baglidir ( Dickerson ve Timkovich, 1975;
Senn ve Wuthrich, 1985; Machon ve ark, 1982; Raphael ve Gray,1991 ) 34 A° gapla birlikte
piiriizlii ve kiireseldir.

Sitokrom ¢ yapist igindeki hem grubu hidrofobik yan zincirler tarafindan sikica
sartimistir. Hem grubu igindeki demir atomu metiyonin amino asidindeki siilfiir atomuna ve
histidin amino asitindeki azot atomuna baghdir (Sekil 1.5) (Smith ve ark, 1985).

Hem grubunun gevresindeki hidrofobik karakter sitokrom c’nin bu indirgenme
potansiyelini aym hem grubunun sulu gozelti igindeki indirgenme potansiyelinden daha
pozitif yapar. Yani sitokrom ¢ molekiilindeki demir atomunun dielektrik sabiti daha
diisiiktiir ve enerji agisindan sitokrom ¢ molekiiliinden elektron uzaklastirmak sulu ortamdaki

hem grubundan elektron uzaklastirmaktan daha zordur.

Sekil 1.5. Sitokrom ¢’nin yapisi

Sitokrom ¢ molekiilii ok az o-sarmal yapiya sahiptir, B-tabakali yap1 igermez ve
polipeptid zinciri hem grubu etrafinda katlanmstir. Sitokrom-c molekiiliiniin 1 ve 47.
konumlari arasindaki kalintilar hem grubunun histidin ile bag yaptig1 kisimda iken 48 ve 91.

konumlart arasindaki kalintilar metiyonin ile bag yaptigi kisimda yer alir. 92 ile 104.
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konumlar arasindaki kalintilar ise hem grubunun arkasidaki histidin ile bag yaptigi kisimda
bulunur (Smith ve ark, 1985).

Sitokrom ¢ daha 6nce de deginildigi gibi elektron transferinde rol alan bir proteindir ve
sitokrom rediiktaz kompleksinden sitokrom oksidaz’ a elektron tagir (Sekil 1.6). Sitokrom-c
bu elektron transferini iizerindeki yiiklii kalintilar sayesinde gergeklestirir. Sitokrom-c yiizeyi
pozitif yiikli gruplara sahiptir ve sitokrom rediiktaz ve oksidazin ise negatif yiiklii gruplar:
vardir. Boylece elektrostatik etkilesimler sayesinde sitokrom ¢ elektron transferini

gergeklestirir (Roskoski Robert,1996).

|
|

Matriks

H' +NADH= NAD"+2H" 2H' + % 0,= H,0 !

e A

I¢ zar boslugu

Sekil 1.6. Sitokrom ¢’nin mitokondrideki yeri

IMAK’ta 6nemli nokta, selatlayici grup ile bag yapacak amino asidin, protein
yiizeyinde yer almasidir. Tablo 1.6’da tuna bahig1, at ve maya’ya ait sitokrom ¢ proteinlerinin
amino asit dizilimleri verilmistir. Burada goriildiigii gibi tuna bahg, at ve maya sitokrom
c’leri farkli konumlarda ve farkli sayilarda histidin igermektedir. Fakat tuna baliginda
koordinasyona katilabilecek yiizey histidini bulunmazken, at’a ait sitokrom-c’de 33 numarali
konumda bir adet, mayada ise 33 ve 39 numarali konumda iki adet yiizey histidini
bulunmaktadir. Diger histidinler protein yiizeyinde yer almadig: igin koordinasyon yapamaz.
Bu 6zelliginden dolay: sitokrom ¢ IMAK’da ¢alisma alam olusturmustur. Sitokrom ¢’ nin
IMAK adsorbentleri galistimistir (Emir ve ark, 2004).
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Tablo 1.6. Tunabalig1, at ve maya sitokrom ¢’lerinin amino asit dizilimleri

Amino asit sirasi

Tiir 10 20 30 40

Tuna baligi  GDVAKGKKTF ~ VQKCAQCHTV ~ ENGGKHVGP NLWGLFGRKT
GQAEGYSYTD  ANKSKGIVWN  ENTLMEYLEN  PKKYIPGKTM
IFAGIKKKGE RQDLVAYLKS  ATS

At GDVEKGKKIF VQKCAQCHTV  EKGGKHKTGP  NLHGLFGRKT
GQAPGFTYTD ANKNKGITWK  EETLMEYLEN PKKYIPGTKM
IFAGIKKKTE REDLIAYLKK ATNE

Maya GSAKKGATLF KTRCLQCHTV ~ EKGGPHKVGP  NLHGIFGRHS
GQAEGYSYTD ANIKKNVLWD  ENNMSEYLTN PKKYIPGTKM
AFGGLKKEKD RNDLITYLLKK  ACE

Proteinin histidin gruplarmin gesitliligi ile, IMAK kolonunda alikonmasi arasidaki bir
korelasyon da meveuttur. Coklu histidin gruplarinin varlig: ii¢ farkl sitokrom ¢ de goriildiigii
gibi daha gii¢lii tutunmaya neden olur. Ton baligi sitokrom c¢’si (dis ortamla etkilesen
histidin yok), at sitokrom ¢’si (di ortamla etkilesen bir histidin var), maya sitokrom ¢’si (dis
ortamla etkilesen iki histidin var), 1.0 M sodyum kloriir varhginda, pH’s1 7.0 olan 0.1 M
sodyum asetat esliginde IDA-Cu®* sefaroz kolona uygulanmis ve ton bahg sitokrom c, at
sitokrom ¢ ve maya sitokrom c¢ siralamasi gézlenmistir. pH gradientindeki 5’e dogru bir
azalma ile at ve maya sitokrom c lerinin yer degistirdigi gézlenmistir. Ton balig1 sitokrom ¢’
si serbest sistein igermez, triptofanlari (Trp-59 ve Trp-33) ve iki histidinden biri (his-18)
molekiiliin hidrofobik merkezinde gizlidir. Diger histidin ise komsu hidrofobik gruplarin
¢oklugu nedeni ile immobilize metal matrikse ulasamaz. Maya sitokrom ¢’ sinin daha giiglii
tutunmas1 proteinin yiiksek sayidaki ¢6ziiciiye ulasabilir histidin gruplarimin varligindan
kaynaklandig soylenebilir.

Cu” selat digindaki metal selat igeren kolonlardaki proteinlerinin alikonmasi
sadece yapidaki g¢oklu gruplarn varhgma degil ayni zamanda uygun yerlesmesine de
baglidir. At ve maya sitokromlari 1.0 M sodyum kloriir ile hazirlanan pH 7.0 olan 20 mM
sodyum fosfat ile, bir Ni**-IDA kolonuna uygulandiginda, at sitokrom ¢’ si alikonmaz iken,
maya sitokrom c¢’si kolon hacminin 10 kati eluent kullanildiginda izokratik olarak elue edilir.
IDA-Co?" ve IDA-Zn* arasinda yapilan karsilastirmali bir ¢aligmada, maya sitokrom ¢ nin
IDA-Zn** ve IDA-Co™ igin at sitokrom ¢ den daha giiglii bir afinite etkisine sahip oldugu

bulunmustur.
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2. MATERYAL ve METOD
2.1.Materyal
2.1.1.Kullamlan Kimyasallar

Sitokrom c¢ (at kalbinden, M12,384 pI 10,6), L-histidin metil ester ve metakrilolil
kloriir Sigma’dan saglandi (St Louis,USA). EGDMA, Fluka A.G’den alindi
(Buchs,Switzerland) ve hidrokinon inhibitérii varhginda indirgenmis basingta damitilarak
kullanilincaya kadar 4 °C de saklandi. Benzoil peroksit (BPO) Fluka’dan alindi. Poli vinil
alkol (PVAL;MW:100.000, %98 hidrolizli) Aldirich (USA)’dan saglandi. Biitiin diger
kimyasallar Merck A.G (Darmstadt,Germany)’den saglandi. Deneyde kullanilan su,
Barnstead (Dubuque.IA) RO pure LP® yiiksck akis seliiloz membranla ters osmos iinitesi
(Barnstead D2731) Barnstead 3804 NANOPURE® organik kolloid uzaklastirilmas ve iyon

degisim dolgu yatak sistemiyle devam eden aletinden kullanildi.
2.1.2.Kullamlan Cihazlar

Taramali elektron mikroskopu (SEM): Raster Electron Mikroscopy, Leitz-AMR-1000
Elemental analiz cihazi: Leco,CHNS-932

FTIR Spektrometresi:FTIR 8000 Series

"H-NMR Spektroskopi cihazi:JEOL GX-400, 300 MHz

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

Atomik Absorbsiyon Spektroskopisi cihazi: AAS-5AE,Carl Zeiss Technology
Peristaltik pompa ARITEA (Sweden)

Elektron Spin Rezonans (ESR) Spektroskopisi : EL 9, Varian
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2.2.Metod
2.2.1.Polimerik Mikrokiirelerin Hazirlanmasi
2.2.1.1. 2-Metakriloamidohistidin Sentezi

MAH sentezi igin, asagidaki deneysel yontem uygulandt:

5.0 g L-histidin metil ester ve 0.2 g hidrokinon 100 mL diklorometan ¢6zeltisinde
¢oziildii. Bu ¢ozelti 0 °C’a kadar sogutuldu ve 12.7 g trietilamin ¢ozeltiye eklendi. SmL
metakroil kloriir, iki saat boyunca oda sicakhiginda manyetik olarak karisan ¢ozeltiye katildi.
Kimyasal tepkime periyodunun sonunda, hidrokinon ve tepkimeye girmeyen metakroil
kloriir  %10°luk NaOH ¢ozeltisinde oziitlendi. Sulu faz, doner buharlastiricida
uzaklagtirildi. Kalinti (MAH) eter siklohekzan karisiminda kristallendirildi ve daha sonra

etil alkolde ¢oziildii.
2.2.1.2.Manyetik poli(EGDMA) mikrokiirelerin Hazirlanmasi

Manyetik poli(EGDMA) mikrokiireler radikal siispansiyon polimerizasyon
teknigiyle hazirlandi. Monomer EGDMA (gapraz baglayicr) magnetit varliginda siispansiyon
ortaminda baglatict olarak  benzoil peroksit (BPO) ve stabilizatér olarak da
poli(vinilalkol)’tin  kullanildig: siispansiyon ortaminda polimerlestirilmistir. Manyetik
mikrokiirelerde gozenek olugturmasi amaciyla ve seyreltici olarak toluen kullanilmistir.
Tablo 2.1’de kisaca manyetik poli(EGDMA) mikrokiirelerin olusmasi igin gerekli
polimerizasyon kosullari  sunulmugtur. Polimerizasyon tepkimesi sonunda, ¢6ziiniir
bilesenler, polimerin  tekrarlanan su ve etil alkol ile aktarimi sonucu polimerden

uzaklagtirildi.
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Tablo 2.1. Manyetik poli(EGDMA) mikrokiirelerin polimerizasyon kosullari

Sulu Dispersivon Faz Organik Faz

Damutik su :50 mL EGDMA :8.0 mL

PVAL 02¢g Toluen :12 mL
BPO 0.1g
Fe;O, :05¢g

Polimerizasyon Kosullar

Reaktdr hacmi : 100 mL

Karistirma hizi :600 rpm

Sicaklik ve zaman ;ilk dnce 65 “C’de 4 saat, sonra 90°C°de 2 saat

Kullamlmadigr miiddetge sentezlenen mikrokiireler, mikrobiyal kirliligi &nlemek

amactyla buzdolabinda %0.02 NaNj; ¢ozeltisinde saklandi.
2.2.1.3.Manyetik poli(EGDMA-MAH) Mikrokiirelerin Hazirlanmasi

Manyetik poliEGDMA-MAH) mikrokiireler siispansiyon polimerizasyonu ile
hazirlandi. Yéntem su sekilde ozetlenebilir: stabilizatér, PVAL, siirekli fazin hazirlanmasi
icin 50 ml deiyonize suda ¢oziildii. Dispersiyon faz EGDMA (8.0 ml ), MAH (1.0g ) ve
toluen (12.0 ml ) bir tane test tiiptinde karistirilarak hazirlandi. Baslatici, BPO (100 mg),
demir oksit (Fe;O4) bu homojen ¢ozeltide ¢oziildii. Dispersiyon faz, sicakhik kontroliine
sahip su banyosunda bulunan camdan yapili polimerizasyon reaktoriindeki siirekli faza
eklendi. Polimerizasyon reaktérii polimerizasyon ortami 600 rpm’de 30 dk. karistirilarak 65
°C’ye kadar isitildi. Polimerizasyon 65 °C*de 4 saat ve 90°C’de 2 saat yiriitiildii (Sekil 2.1).
Polimerizasyon tamamlandiktan sonra, seyreltici ve tepkimeye girmeden kalan monomerin
ve diger karigimdaki maddelerin uzaklagtirilmas i¢in yikama islemi uygulandi. Manyetik
mikrokiireler filtre edildi ve etil alkolde sisirildi. Siispansiyon bir saat oda sicakliginda
karistirildi ve mikrokiireler filtrasyonla ayrildi. Mikrokiireler iki kere etil alkol, dért kere de

deiyonize su ile yikandi. Sematik gosterimi Tablo 2.2°de verilmistir.
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Tablo 2.2. Manyetik poliEGDMA-MAH) mikrokiirelerin polimerizasyon kosullar1

Sulu Dispersivon Faz Organik Faz

Damitik su  :50 mL ; MAH :40mg

PVAL 02g EGDMA: 8.0 mL
Toluen :12 mL
BPO :0.1g
Fe;O4 :0.5g

Polimerizasyon Kosullar
Reaktor hacmi  :100 mL

Karigtirma hizi  :600 rpm Sicaklik ve zaman: ilk 6nce 65 °C’de 4 saat, sonra 90°C’de 2 saat

Mikrokiireler mikrobiyal kirliligi onlemek igin buzdolabinda %0.02 sodyum azid

cozeltisinde saklandi.

Mekanik Kanstirica
/// T

Azot gaz
Silikon Conta

Monomerler
Sabit Sicakhk
Banyosu

—y
g Sicakhk Kontrol
m—t——  Sistemi

Sekil 2.1. Manyetik poli(EGDMA-MAH) mikrokiirelerin hazirlanmasinda kullanilan

polimerizasyon sistemi
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2.2.2.Manyetik Mikrokiirelerin Karakterizasyonu
2.2.2.1.Yiizey Alam Ol¢iimii ve Yiizey Analizi

Mikrokiirelerin  spesifik ylizey alani Brunnauer-Emmett-Teller (BET) aleti
(Mikrometrik ASAP 2000 Sorptometre,USA) ile 6l¢iildii. Ortalama sekil ve mikrokiirelerin
biiytikliik dagilimi Tyler Standard Sieves kullanilarak yiizey analizi ile bulundu.

2.2.2.2.Sisme Testi

Mikrokiirelerin su altm orani, distile suda hesaplandi. Bu amagla, baslangigta kuru
mikrokiireler dikkatlice tartilarak 50 ml distile su igeren ufak bir siseye konuldu.
Mikrokiirelerin gisme testi farkli zaman araliklarinda denenerek, sisme zamaninin 2 saat
olmas: yeterli bulunmustur. Bu nedenle sise 2 saat, sabit sicaklikta (25+0,5°C) izotermal su
banyosunda bekletildi. Mikrokiireler sudan alnarak, siizge¢ kagidi yardimiyla kurutulup
tartildi. Kuru ve yas 6rneklerin kiitle orani kaydedildi.

Mikrokiirelerin su bileseni, agsagidaki denklem 2.1 kullanilarak hesaplandi:

Sualim orani(%)=[W+Wy/W]x100 2.1)
Wove W, swrasiyla mikrokiirelerin su alimindan 6nceki ve sonraki kiitlesidir.

2.2.2.3.Yiizey Morfolojisi

Manyetik mikrokiirelerin yilizey morfolojisi SEM (Taramali elektron mikroskopu)
kullanilarak gdriildii. Ornekler analiz edilmeden &nce, baglangigta havada 25 °C de 7 giin
boyunca kurutuldu. Bu kurutulmus 6rnek SEM analizi i¢in &rnek diskine yerlestirildi. Daha
sonra érnek SEM cihazindan (Model:JEOL Model JMS 5600, Japan) sonuglar alinda.

2.2.2.4. Elementel Analiz

MAH katilim derecesine, Leco Elemental Analizatér (model CHNS-932)%inde
sentezlenen manyetik poli(EGDMA-MAH) mikrokiireler kullanilarak, elemental analiz
yontemiyle bakildi. Yapida sadece MAH’ta bulunan azottan dolay: elemental analizi yapildi.
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2.2.2.5. '"HNMR Analizi

MAH monomerinin 'HNMR spektrumu, CDCIls’liiv JEOL GX-400 300 MHz
enstriimantel aletinden alindi. Doteryumsuz CHCl; ¢ozeltisi i¢ referans olarak kullamildi.
Kimyasal kayma CHCls’e bagli olarak ppm (3) olarak kaydedildi.

2.2.2.6. FTIR Analizi

MAH monomerinin ve poli(EGDMA-MAH) mikrokiirelerin FTIR spektrumlari, FTIR
spektrometresi (FTIR 8000 Series, Shimadzu, Japan) kullanilarak elde edilmigtir. Yaklagik
0.1 g kuru mikrokiireler 0.1 g KBr ile karigtirilmig, tablet hazirlanmig ve FTIR spektrumu
cekilmistir.

2.2.2.7. Manyetik Ozellikler

Poli(EGDMA-MAH) mikrokiirelerin manyetik &zelligi, Elektron Spin Rezonans
(ESR) Spektroskopisi (EL 9, Varian) kullanilarak manyetik alanda 6lg¢iildii.

2.2.3.Adsorpsiyon-Desopsiyon Caliymalar:
2.2.3.1.Polimerik Mikrokiirelere Cu*" iyonlarmm takilmas:

Manyetik poli (EGDMA-MAH) mikrokiirelere, Cu®” iyonlarinin selatlanmasi igin su
islemler yapildi: 1.0 g manyetik mikrokiireler oda sicakhiginda Cu®**'m selatlanmas: igin
optimum pH olan pH:5°te (HCI veya NaOH ile ayarlanir), 30 ppm Cu®* iyonlar igeren 50
mL sulu gbzeltiye karigtirilds. Cu®* iyonlari kaynagi olarak 1000 ppm atomik absorbsiyon
standart ¢ozelti’si (%10 HNO; igeren) kullanildi. Beher 100 rpm’de 1 saat manyetik
kanigtincida kangtinldi (dengeye gelmesi igin yeterli bir siiredir) (Emir ve ark.,2004).
Sonugta olusan ¢ézeltideki Cu®* iyonlarmm derigimi grafit firinli atomik absorbsiyon
spektrofotometresi yardimi ile bulundu. Adsorblanan Cu®* iyonlari, baslangig ¢ozeltideki

Cu** iyonlar1 ve denge ¢ozeltideki Cu®* iyonlar: kullanilarak bulundu.

-

Q=[(C-C)V/m ' ©.2)

Burada, Q;1g mikrokiireye adsorblanan metal iyon miktarini (mg g”); Cove C strastyla
sulu gdzeltideki metal iyonun baslangig ve son derisim degerlerini (mg mL™); V sulu fazin

hacmi (mL); m ise kullanilan mikrokiirelerin miktarini (g) vermektedir.
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Cu*'selatli manyetik poliEGDMA-MAH) mikrokiirelerden Cu®* stzmasi, 1.0 M NaCl
iceren ve pH: 8 olan ortamda incelendi.Manyetik mikrokiire siispansiyonu 24 saat oda
sicakliginda kanstirildi. Cu®* iyon derisimi AAS kullanilarak siipernatanttan alman
sonuglardan ortamda bakirin olmadig1 gériildii. Immobilize metal igeren mikrokiireler, 10
mM Tris-HCI (7.4) tamponuyla %0.02 sodyum azid igeren ¢6zeltide mikrobiyal kirliligi
Onlemek igin saklandi.
2.2.3.2. Cu®* Selath Polimerik Mikrokiirelere Sulu Cézeltiden Sitokrom ¢ Adsorbsiyon
Calismasi

Sitokrom c¢ adsorbsiyonu, fosfat tamponu (0.1M pH 6.0-8.0) ve karbonat tamponu
(0.1M pH 9.0-11.0) kullanilarak bu pH araliklarinda, 70 pmol g MAH katilma, 68 pmolg™”
maksimum Cu”* yiiklenmis Cu®* selath manyetik poliEGDMA-MAH) mikrokiirelerle ve
manyetik poliEGDMA-MAH) mikrokiirelerle ¢aligildi. Baslangi¢ sitokrom c derigimi, her
tamponda (ilgili tamponlarda, degisik pH’larda) 1.0 mg mL™" dir. Adsorbsiyon deneylerine
pH etkisi 25°C’de 2 saat siirekli karigtirilarak gergeklestirildi.

Baglangig sitokrom ¢ derisiminin manyetik ve Cu®* selatl manyetik mikrokiirelere
adsorpsiyonuna etkisine, 25°C’de pH:8.0 tamponunda 0.5 mg mL", 1.0 mg mL", 1.5 mg
mL”, 2.0 mg mL?, 2.5 mg mL", 3.0 mg mL" sitokrom ¢ derigsimlerinde bakild:.
Adsorbsiyon deneyleri , 70 pmol g’ MAH katilma, 68 pmolg” maksimum Cu®* yiiklenmis
Cu”* selath manyetik poliEGDMA-MAH) mikrokiirelerle ve manyetik poli(EGDMA-
MAH) mikrokiirelerle 25°C’de protein ¢bzeltisi ile 2 saat siirekli karigtinilarak
gergeklestirildi.

Sicakligmn sitokrom c’nin adsorpsiyonuna etkisine ise pH:8.0 tamponunda, 1 mg mL"
baslangsg sitokrom c derisimi kullantlarak 4°C, 25°C ve 37°C’de 2 saat kanstirilarak bakilds.
Bu periyodun sonunda, ¢ozeltide mikrokiirelere adsorblanmadan kalan sitokrom c’nin
derigimi ve sitokrom c’nin baslangi¢ derisimi 280 nm’de UV spektrofotometresi (UV-2101 '
PC, UV-Vis Scaning) absorbansin 6lgiilmesi ile agagidaki denklem (2.3) kullanilarak
hesaplandi:

Q=[(Co-C)V)/m (2.3)

Burada, Q;1g mikrokiireye adsorblanan sitokrom c’nin mg olarak miktaridir(mg g');
Co ve C swrastyla baslangig ¢ozeltisinde ve belli bir siire gegtikten sonra sulu fazdaki
sitokrom ¢ derisimidir (mg mL™); V sulu fazin hacmi (mL); m ise kullanilan mikrokiirelerin .
miktaridir (g).
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2.2.3.3.Akis Hiz:

Sitokrom ¢ molekiillerinin manyetik poli(EGDMA-MAH) mikrokiirelerine
adsopsiyonunun pH 8.0°da 25°C’de 1, 1.5, 3 ve 4.5 mL dk gibi degisik akig hizlarinda,
Biorad ekonomik kolonlar (uzunluk: 6cm, ¢ap:1cm)’m kullanildigi manyetik kararli akigkan
yatakli sistemlerde (MSFB) calisilmustir. Bu sistem bir kolon, peristaltik pompa ve manyetik
alan kullanilarak olusturulmustur. Bu peristaltik pompa kullanilarak énce, mikrokiireler dort
kat kolon hacmi miktarinda pH: 8.0 fosfat tamponuyla dengeye getirildi. Daha sonra
sitokrom ¢ ¢Ozeltisi i¢in de aym: iglem tekrarlandi ve deney siiresince kolonun etrafinda
manyetik alan olusturuldu. Ayni zamanda protein ¢ozeltisi manyetik karistiriciyla 200

rpm’de karigtirildi. Sitokrom c’nin akigi peristaltik pompa ile saglandi.

2.2.3.4. Cu®* Selath Polimerik Mikrokiirelerden Sitokrom c Desorpsiyonu ve Tekrar
Kullanilabilirligi

Sitokrom ¢ desorpsiyon g¢aligmalar1 2.0 M NaCl igeren tampon ¢ozeltide yapildi.
Sitokrom ¢ adsorblanmis 70 pmol g' MAH katilma, 68 pmolg” maksimum Cu®* yiiklenmis
Cu” selath manyetik poli(EGDMA-MAH) mikrokiirelerle ve manyetik poli(EGDMA-
MAH) mikrokiireler desorpsiyon ortamina konuldu ve 100 rpm’de 25°C’de 1 saat
kanstirildi. Desorpsiyon ortamindaki son sitokrom c¢ derisimi spektrofotometreyle
hesaplandi. Cu®* iyonlarinin desorpsiyonu da, desorpsiyon ortaminda atomik adsorbsiyon
spektrometresi ile 6lgiildii. Desorpsiyon orani kiirelere adsorblanan ve desorplanan sitokrom

¢ miktarindan hesaplandi.

% Desorpsiyon- Desorpsiyon ortamina salinan sitokrom ¢ 4 100 2.4)

Adsorblanan sitokrom ¢

Cu** Selath manyetik poliEGDMA-MAH) mikrokiirelerin tekrar kullanilabilirligini
kontrol etmek i¢in, sitokrom c adserpsiyon-desorpsiyon déngiisii ayn1 adsorbent kullanilarak
10 defa tekrar edildi. Her adsorpsiyon desorpsiyon deneyinden sonra Cu®* iyonlar1 25 mM
EDTA ile pH 4.9 da siyrildi ve Cu** takma prosediirii yeniden uyguland:. Sterilizasyon igin,
manyetik mikrokiireler, her adsorpsiyon desorpsiyon déngiisiinden sonra 30 dk boyunca 50
mM NaOH ¢ozeltisi ile yikandi, daha sonra fosfat tamponuyla bir sonraki adsorpsiyon-
desorpsiyon dongiisii i¢in dengeye getirildi.
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3.BULGULAR
3.1.Polimerik Mikrokiirelerin Karakterizasyonu
3.1.1.Yiizey Alam Ol¢iimii ve Yiizey Analizi

Sentezlenen mikrokiireler 50-100 pm boyut araliginda bulundu. Civa porosimetre
verisine gore, manyetik mikrokiirelerin ortalama gézenek biiyiikliigii 830 nm dir. Manyetik
poli(EGDMA-MAH) mikrokiirelerin spesifik ylizey alan: 80 m?g” olarak bulundu. Bu
manyetik mikrokiirelerin olduk¢a ¢ok mikrogdzenekli oldugunu gdsterir. Bu gozenek g¢ap
aralig1 sitokrom c¢ molekiillerinin difiizyonu igin uygundur. Hidratli sitokrom ¢’nin ¢ap1 0.34
nm’dir. Bu veriye gore, sitokrom c’nin sivi kromatografik ayrilmasi igin manyetik

poli(EGDMA-MAH) mikrokiirelerin etkili gézenek yapisina sahip oldugu sSylenir.

3.1.2. Sisme Testi

Poli(EGDMA) ve manyetik poli(EGDMA-MAH) mikrokiireler ¢apraz bagh jellerdir.
Sulu ortamda ¢6ziinmezler fakat capraz baglarindan dolay: siserler.

Poli(EGDMA) ve manyetik poli(EGDMA-MAH) mikrokiireler denge sisme oram
calisma sonucunda swasiyla %17.7 ve %40 olarak bulunmustur. Bu degerler
kiyaslandifinda, manyetik poli(EGDMA-MAH) mikrokiirelerin su alim orami artti

bulunmusgtur.

3.1.3.Yiizey Morfolojisi

Manyetik poliEGDMA-MAH) mikrokiirelerin yiizey morfolojisi Sekil 3.1’de SEM
mikrografi ile Sekil 3.2°de ise optik mikrografi ile gdsterilir. Buradan da agik¢a goriildiigii
gibi, mikrokiireler  kiiresel formdadir ve polimerizasyon yontemi boyunca olusan
gozeneklerden dolayi piiriizlii ylizeye sahiptir. Mikrokiire yﬁzeyindeki g6zeneklerin varh
bu fotografta agik¢a goriilmektedir. Manyetik polilEGDMA-MAH) mikrokiireler kuru halde,
piiriizlii yiizeyle g¢evrili gozenekli yapiya sahiptir. Yiizeyin piiriizliligii yiizey alanmn
artmasiu saglayan bir faktdr olarak kabul edilir. Buna ilaveten bu gdzenekler, difiizyonal

direnci azaltir ve yiiksek i¢ ylizey alanindan dolay kiitle transferini kolaylagtirir.
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Sekil 3.2. Manyetik poli(EGDMA) ve manyetik poli(EGDMA-MAH) mikrokiirelerin
optik mikrografi

3.1.4. Elementel Analiz
Polimerik yapiya katilan MAH’1n inkorporasyon derecesini bulmak igin sentezlenen

manyetik poli(EGDMA-MAH) mikrokiirelerin elementel analizi yapildi. MAH’m
inkorporasyonu azot stokiyometrisi kullamlarak 70.0 pmol g” polimer olarak bulundu.
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3.1.5. FTIR Analizi

, Sitokrom c¢ adsorpsiyonu igin 2-metakriloamidohistidin (MAH), komonomer ve
psddospesifik ligand olarak kullanilmistir. ilk olarak histidin ve metakroilkloriir kullanilarak
MAH komonomeri sentezlenmistir. Ardindan radikalik siispansiyon polimerizasyonu ile
Manyetik poli(EGDMA-MAH) mikrokiireler iretilmistir. Sentezlenen p(EGDMA-MAH)
mikrokiirelerin kimyasal yapisi sekil 3.3’de verilmistir. Sekil 3.4’de MAH monomerinin
FTIR spektrumu verilmigtir. MAH monomerine ait karakteristik karbonil band1 1724 cm’
"de, amid I ve amid II gerilme titresim bandlar1 1651 cm” ve 1558 cm™’de goriilmektedir.
Sekil 3.5’de ise manyetik poliEGDMA-MAH) mikrokiirelerin FTIR spektrumlarinda 3612
cm™"’de karakteristik O-H gerilme titresim bandi, 1653 cm™’de karbonil, 1496 cm™’de amid
II titresim bandi goriilmektedir. |
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Sekil 3.3. Sentezlenen manyetik poli(EGDMA-MAH) mikrokiirelerin 6nerilen yapist
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3.1.6."H-NMR Analizi

MAH monomerinin kimyasal yapismin belirlenmesinde 'H-NMR kullanildi. MAH
monomerinin Sekil 3.6°da verilen '"H-NMR spektrumunda MAH yapisinda bulunan gruplara
ait karakteristik pikler gériilmektedir. Bu karakteristik pikler: 'H-NMR (CDCls) : 6 1.99 (t:
3H, J=7.08 Hz, CH;) 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 H),; 6.86 (3: 1H, J=7.4 Hz, NH), 7.82 (&: 1H, J=8.4
Hz, NH), 6.86-7.52 (m; 5H, aromatik) seklindedir.

G H

ppm
Sekil 3.6. MAH monomerinin 'H-NMR spektrumu
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3.1.7. Manyetik Ozellikler

Polimerik yapidaki manyetit partikiillerin varligi ESR ile belirlenir. Manyetit pikin
manyetik alana (Gauss) kars1 siddeti Sekil 3.7°de g6sterilmigtir.

Dis manyetik alanin uygulanmasi 6mekte, dis alandan ¢ikarilan veya eklenecek olan i¢
manyetik alanin olusmasina neden olur. Elektronik manyetik momentle olusturulan lokal
manyetik alanin (Hiom) vektorel olarak dis manyetik alana (Hgg) eklenmesiyle etkin alan
olusur (Hetin)-

(Hettgn)=(Hioka)+(Has) G.1)

3ij§idde’[

Manyetik Alan {(Gauss)[6]

Sekil 3.7. Manyetik poli(EGDMA-MAH) mikrokiirelerin manyetik davranisi

Sekil 3.7°den de goriildiigti gibi, manyetik poliEGDMA-MAH) mikrokiireler 125
bagil siddete sahiptir. Bu deger, polimerik yapinin, yapisindaki manyetitden kaynaklanan
lokal manyetik alana sahip oldugunu gosterir. Sekil 3.7°de verilen g faktérii ¢iftlesmemis
elektronlarm yerlesmis oldugu molekiiliin nicel karakteristigi olarak kabul edilir. Bilinmeyen
bir sinyalin g faktdrii hesaplandiginda, sinyalin taninmasinda saglayabilir. Literatiirde, Fe*
(diigiik spin ve yiiksek spin kompleksi) i¢in hesaplanan g faktérii sirastyla 1.4-3.1 ve 2.0-9.7
dir. Manyetik poli(EGDMA-MAH) mikrokiirelerin g faktorii 2.56 olarak bulundu.
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3.2. Cu*'Selath Manyetik Polimerik Mikrokiirelere Sulu Céozeltiden Sitokrom c
Adsorpsiyonu

3.2.1. Polimerik Mikrokiirelere Cu** Selasyonu

Manyetik poliEGDMA-MAH) mikrokiirelere selatlanan Cu** miktar1 &lgiildii ve 68
pmol g’ polimer olarak bulundu. Bir MAH molekiilii bir Cu** iyonuyla etkilesir. Ciinkii
MAH azot atomundan dolayi iki koordinasyon bolgesine sahiptir ve dortli kompleks

olugturur, Sekil 3.8’de goriildiigii gibi bos kalan yerleri ise su molekiilleri doldurur.

Sekil 3.8. PoliEGDMA-MAH) mikrokiireler ile Cu** iyonlar: arasindaki etkilesim

3.2.2. Sitokrom ¢ Baslangi¢ Derisiminin Etkisi

Sekil 3.9 manyetik poliEGDMA-MAH) ve Cu®" selath manyetik poliEGDMA-
MAH) mikrokiirelere adsorplanan sitokrom ¢ miktarinin denge derisimiyle iligkisini g&sterir.
Sekilde de goriildiigii gibi, sitokrom ¢ derigiminin artmasiyla birlikte, birim kiitle bagina
adsorblanan sitokrom c¢ miktar1 da artar ve daha sonra 2.0 mg mi'’de doygunluga ulasir.
Adsorpsiyon izotermindeki egimin baslangig pargas: sitokrom ¢ ve Cu®* gruplar arasindaki
yiiksek afiniteyi gdsterir. Protein derisimi 2.0 mg ml™’nin iizerine ¢iktiginda ise egim
sabitlenir. Manyetik poli(EGDMA-MAH) mikrokiirelere adsorplanan sitokrom ¢ molekiilleri
yaklagik 51 mg g'’dir. Sitokrom c’nin adsorpsiyon kapasitesi protein molekiilleri ve
mikrokiireler arasindaki hidrofobik etkilesimden dolayidir. Cu®** selasyonu, mikrokiirelerin
adsorpsiyon kapasitesini 222 mg g™’a ¢ikarir. Bu artisin nedeni selatlanmis Cu?* iyonlari ve

sitokrom c arasindaki spesifik etkilegim (sitokrom ¢ yapisindaki histidin uzantismm imidazol
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uzantisi nedeni ile) lerden dolayidir. At kalbi sitokrom c’si; 29. konumunda tekli yiizey
histidin’e sahiptir ve 33. pozisyonda ilaveten kabul géren histidin vardir (Abudiab ve Beitle,

1998).
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Sekil 3.9. Adsorpsiyon kapasitesine baglangi¢ sitokrom ¢ derisiminin etkisi
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3.2.3. Sitokrom ¢ Adsorpsiyonuna pH Etkisi

Manyetik poliEGDMA-MAH) ve Cu®* selatli m-poli(EGDMA-MAH) mikrokiirelere
pH’nin etkisi sekil 3.10°da goriildiigi gibidir ve bu iki sekilde agiklanabilir. Birincisi,
adsorplanan sitokrom c miktar1 pH 8.0’de maksimum degeri gosterirken, daha diisiik ve
yitksek pH degerlerinde diisiik deger gosterir (sitokrom c’nin izoelektrik noktast 10.6 dir).
Sitokrom ¢ molekiilleri ve selatli Cu®" iyonlar1 arasindaki pH 8.0 daki spesifik etkilesimler
(elektrostatik ve koordinasyon): sitokrom c’nin amino asit yan zincirindeki birkag grubun
iyonlagsma basamagt ve bu pH’daki sitokrom ¢ molekiillerinin konformasyonel durumundan
dolayidir. Ikincisi ise, pH 8.0°den yiiksek ve diisiik pH degerlerinde ise, adsorplanan
sitokrom ¢ anlamli sekilde azalmaktadir. Bunun nedeni ise, sitokrom c’nin iyonlagma
basamag1 ve sitokrom c¢ molekiilleri ile selath Cu®* iyonlan arasindaki itici elektrostatik
kuvvetlerdir. Konformasyonel boyuttaki artis ve adsorblanmig komgu sitokrom ¢ molekiilleri
arasindaki lateral elektrostatik itmeler adsorpsiyon veriminde azalmaya neden olur. Aym
zamanda, yiiksek ve diisiik pH daki koordinasyon etkilesimlerindeki degisimin de biiyiik

etkisi vardtr.

150
—&—  Poly(EGDMA-MAH)
——  Poly(EGDMA-MAH)/Cu(l)

o~ 120

‘0

o0

&

o 90r

g

5

8

‘= 60 F

g

8

€ 30l

172}

3

<

0
5 12

Sekil 3.10. Sitokrom ¢ adsorpsiyonuna pH’nm etkisi
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3.2.4. Sitokrom ¢ Adsorpsiyonuna Sicakligin Etkisi

Sitokrom ¢ adsorpsiyonuna sicakliin etkisi 4-37 °C arasmda cahgilmigtir. Biitiin
sicakhiklarda, sitokrom c’nin manyetik poliEGDMA-MAH) mikrokiirelere adsorpsiyonu,
Cu’*selath manyetik poli(EGDMA-MAH) mikrokiirelere adsorpsiyonundan diigiiktiir.

Sitokrom c¢’nin manyetik poli(EGDMA-MAH) mikrokiirelere olan fiziksel
adsorpsiyonunun sicakliktan onemli derecede etkilenmedigi goézlendi. Bununla birlikte,
sitokrom c¢’nin manyetik poli(EGDMA-MAH) ve Cu* selath manyetik poli(EGDMA-MAH)
mikrokiirelere denge adsorpsiyonu sicakligin artmasiyla onemli derecede azalrr ve
maksimum adsorpsiyona 4 °C’de ulasir (sekil 3.11). 4 °C’den 37 °C’ye, manyetik
mikrokiirelerin adsorpsiyon kapasitesi % 30 civarinda azalir. Bunun nedeni ise adsorpsiyon

prosesinin ekzotermik olmasidir (Sarikaya Yiiksel, 2000).
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Sekil 3.11. Sitokrom ¢ adsorpsiyonuna sicakligmn etkisi
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3.2.5. Adsorpsiyon izotermleri

Adsorpsiyon izotermi protein molekiiliiniin adsorbentle etkilegimini karakterize
etmek igin kullanilir. Bu, iki faz dengedeyken, protein derigimi ile destege adsorblanan metal
iyonu miktan arasindaki iliskiyi gGsterir.

Langmuir adsorpsiyon modeli molekiillerin sabit sayidaki, her biri sadece bir
molekiil tutabilen, belirli bolgelere adsorblandigini farzeder. Bu bolgeler ayni zamanda
enerjice esit ve her biri digerine egit sayilir, boylece komsu bolgelerce adsoblanan molekiiller
arasinda etkilesim yok sayilir.

Kesikli sistem ¢aligmalar1 siiresince, adsorpsiyon izotermleri adsorpsiyon
ozelliklerini gdrmek igin kullamihir. Langmuir adsorpsiyon izotermi esitlik 3.2 ile agiklanr.
Sitokrom c’nin denge verilerinin ilgili transformasyonu lineer olarak artar, bu da Langmuir

modelinin bu sisteme uygulanabilecegini gosterir:

Q=Qmak-b.Coer/(1+bCyer) (3.2)

Q, adsorbente bagl sitokrom ¢ derigimi (mg g7), Cuen ¢Ozeltide denge sitokrom c
derisimi (mg ml™), b langmuir sabiti (ml mg") ve Quac maksimum adsorpsiyon kapasitesi

(mg g™). Bu denklem dogrusallagtirilirsa su formiilii alir:

1/q=[(1/Qmax-b)1[1/Cuten]+{ 1/Quma] (3.3)

1/Cyen’ye kars1 1/Q uygulanirsa, grafikten kesim 1/Qpq ve egim 1/Quq.b degerlerini

verir.

Diger iyi bilinen izoterm ise, adsorpsiyonu agiklamada siklikla kullanilan Freundlich
izotermidir. Bu izoterm heterojen yiizeylerin adsorpsiyonunu agiklayan Langmuir
izoterminin diger seklidir. Adsorplanan protein miktari, biitiin baglanma bolgelerine olan
adsorpsiyonun toplamudir. Freundlich izotermi, tersinir adsorpsiyonu tanimlar ve tek tabaka
olusumuyla sinirlanmaz. Bunun basit ifadesi su sekildedir:

Quen=Kr(Caen)" (34)

Kr ve n Freundlich sabitleridir.

Sitokrom c’nin izotermi, biitiin “derigim ¢aligmalari boyunca lincer bulundu ve

korelasyon sabiti de yiiksekti. Tablo 4.1°de Freundlich sabitleri, n ve Kg ve korelasyon
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sabitlerini gostermektedir. Kr ve n degerleri, metal selat afinite mikrokiirelerin yiiksek

adsopsiyon kapasitesiyle sitokrom c’nin sulu ¢dzeltiden adsorpsiyonunun kolay oldugunu

gosterir.
a)
0,045 - |
0,04 y = 0,0264x + 0,0093
0,035 1 R?=0,9767
5 0 * P(EGDMA-MAH)
§ 0025 ) p EEGDMA
S 002 . ! -MAH)-Cu
< 0,015 - y = 0,0038x + 0,0026
0,01 R? = 0,9722 .
0,005 - e g
0 - : , . : : : , ]
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6
1/Cden (ml/mg)
b)
5 4
4 y = 0,3225x + 5,1096 "
g3 R? = 0,9637
£ y = 0,5988x + 3,3617
2 | : R? = 0,9598
¢ P(EGDMA-MARB)
1 LP(EGDMA-MAH)-Cu
0 ] — 1 : : 1
-4 -3 2 -1 0 1 2
In(Cden)

Sekil 3.12. Manyetik poli(EGDMA-MAH) ve Cu*" selatli manyetik poli(EGDMA-MAH)
mikrokiirelerin a) Langmuir ve b) Freudlich izotermi
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Tablo 3.1. Sitokrom ¢ i¢in Langmuir ve Freundlich sabitleri

Langmuir Freundlich
Qmax b K n
P(EGDMA-MAH) 107.527 0.352 28.838 0.599
P(EGDMA-
MAH)/Cu(Il) 384.615 0.684 165.604 0.322

3.2.6. Kinetik Cahsmalar

Kiitle transferi ve kimyasal tepkime gibi adsorpsiyon prosesinin kontrol
mekanizmasima bakilmak istendiginde, deneysel sonuglara kinetik modeli uygulanir. Kinetik
modeller (yalanci-birinci ve ikinci dereceden denklemler), lgiilen derigimlerin adsorbent
yiizey derisimlerine esit oldugu kabul edilerek bu sistemde kullanilir. Lagergen’in birinci
dereceden hiz denklemi, sivi ¢dzeltiden ¢éziinenin adsorpsiyonunda en ¢ok kullanilan

denklemdir (Chaouk ve Hearn, 1999). Asagidaki sekilde gosterilebilir:

qt/ dt=k1 (qden"qt) (3 . 5)
k; yalanci birinci dereceden kinetigin hiz sabitidir ve Jden V€ q; ise strasiyla dengede ve
t zamaninda adsorplanan protein miktanidir (mg g'). Siur kosullarm uygulanmasiyla

integrasyondan sonra t=0’da q=0, t=t’de q~ q,, asagidaki sonug bulunur:
log[qaen/( Qaen-qr)]=kit/2.303 (3.6)

3.6 denklemi lineer hale getirilmek igin tekrar diizenlenirse;

log ( 9uen-q)=108(qden)-k1t/2.303 3.7

log quen’nin t’ye Kkarsi ¢izilen grafigi kinetik modelin kabuledilebilir olmast igin dogru
¢izgi verir. Dogru bir birinci derece stirecinde log que, t’den gegerek log(que-qy)’yi kesen

kesim noktasina egit olmalidir.
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Ilaveten, yalanci-ikinci dereceden denklem adsorpsiyon denge kapasitesine dayanir

ve su sekilde agiklanir:
qt/ dt:kZ(qden'qt)2 (3 8)
k; (gmg™dk™") yalanci-birinci dereceden adsorpsiyon siirecinin hiz sabitidir. Denklem y

tamamlanip yerine su degerler konursa, t=0’da q=0, t=t’de g~ q;, su sonuca ulagilir

[1/(quen-)1=(1/ qaen) kot veya
(t/qt);_‘(l/k2qden)2 + (l/ qden)t (39)
t/q;’nin t’ye karsi grafiginin ikinci dereceden kinetigi saglamasi igin dogru vermesi
gerekir. Hiz sabiti( k;) ve denge adsorpsiyonu (qen) sirasiyla kesim ve egimden

hesaplanabilir. Kinetik ¢alismalarin sonuglar1 Tablo 3.2°de 6zetlenmistir.

Tablo 3.2. Sitokrom ¢ (1mg mL™") adsorpsiyonu igin kinetik sonuglar

Polimer Deneysel  Yalanci Birinci-derece kinetik Yalanci ikinci-derece kinetik
Qden k 1 Qden R2 (den k2 R2
(mgg') (min’) (mgg") (mgg') (gmg’ min’)
I 25 4.49x10-2 260 0.94 34.0 18.95x10-4 0.99
I 122 2.74x10-2  121.7 0.99 175.4 11.4x10-5 0.98

I Man-poli(EGDMA-MAH) mikrokiireler
I Cu(l) selathh man-poli(EGDMA-MAH) mikrokiireler



33

log(qden-qt)
e

< 0.5 mg/ml
1.0 mg/ml
# 1.5 mg/ml
% 2.0 mg/ml
X 2.5 mg/ml
® 3.0 mg/ml

20 40 60

Zaman(dk)

80 100
y

y=-0,0191x+ 1,77
R? = 0,9904
y = -0,0119x + 2,0855
R? = 0,9903
y = -0,0187x + 2,3425
R%=0,8771
y = -0,0132x + 2,3607
R*=0,989
y =-0,0169x + 2,3857
R? = 0,9843
= -0,0223x + 2,4046
R?=0,98

Sekil 3.13. Adsorbentin deneysel verilerinin yalanci birinci dereceden kinetigi

¢ 0.5 mg/ml
Z 1.0 mg/mi
& 1.5 mg/ml
% 2.0 mg/ml
X 2.5 mg/ml
© 3.0 mg/ml

y = 0,0139x + 0,5249
R? = 0,9581

y = 0,0057x + 0,2844
R? = 0,984

y = 0,0043x + 0,2127
R? = 0,9607

y = 0,0029x + 0,1992
R? = 0,9602

y = 0,0032x + 0,1295
R?=0,9767

zaman (dk)

y = 0,0035x + 0,0989
150 R?=0,9704

Sekil 3.14. Adsorbentin deneysel verilerinin yalanci ikinci dereceden kinetigi
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3.2.7.Akis Hiza Etkisi

Sekil 3.15”de gosterildigi gibi ImL dk, 1.5mL dk, 3 mL dk, 4.5mL dk akis hizlarindaki
adsorpsiyon Kapasitesi (polimer bagma adsorplanan sitokrom c¢ miktar1) esitlik 3.10
kullanilarak hesaplandi (Olgtimler 280 nm UV spektrofotometresinden alindi). Akis hizi
arttikca adsorpsiyon kapasitesi azaldi. Kolonda sitokrom ¢ molekiillerinin alikonma zamani
akig hizinin artmasiyla azalds, ¢iinkii akis hizinin artmasi protein molekiillerinin mikrokiire

yiizeyindeki MAH gruplariyla etkilesmesine yeterli zaman tanimaz.

Kolonda adsorplanan sitokrom ¢ miktarinin hesaplanmasinda ise agagidaki esitlik 3.10

kullanildi :
Q=(Mpag-Ms0n) V/m (3.10)

Q: adsoblanan sitokrom ¢ g” polimer

My,s:baslangig sitokrom ¢ miktar1 (mg mL™)
My,:adsorpsiyon sonrasi sitokrom ¢ miktar1 (mg mL™)
V:beherdeki protein ¢ozeltisi (mL)

m:kolondaki mikrokiire miktari (g)

100
=]
5 90
E g0
Q
g 70
£ 60-
£ 50
']
£ 40
5 30 .
£
5 20
2 10
L3

0 : : . :

0 1 2 3 4 5
Akis Hizi, ml dak-1

Sekil 3.15.Akis Hiz Etkisi
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3.2.8. Cu**Selath Manyetik Polimerik Mikrokiirelere Sitokrom ¢ Desorpsiyonu

Biyoafinite ayirmasinin son basamaginda amag, adsorplanan proteinin en kisa siirede
ve miimkiin olan en yiiksek derisimde desorplanmasidir. Bu, her déngiiden sonra afinite
adsorbentlerinin rejenerasyon veriminin belirlenmesi i¢in gereklidir. Bu ¢aligmada,
adsorblanan sitokrom c’nin %95’inden fazlasi, desorpsiyon ajani olarak NaCl kullanilarak 30
dakikada uzaklastirilabildi.

Cu®* selath manyetik poliEGDMA-MAH) mikrokiirelerin tekrar kullanilabilirliginin
gosterilmesi igin, adsorpsiyon-desopsiyon déngiisii, ayni mikrokiireler kullanilarak 10 kez
ardarda uygulanmgtir ($ekil 3.16). On déngiiden sonra, kapasite %10 oraninda azalmigtir.
Adsorpsiyon-desopsiyon ¢alismalarindan sonra ise mikrokiirelerin seklinde agik bir degigim
gozlenmedi. Bu sonuglar ise bize var olan metal selat afinite sorbentlerin kararliligim

gostermektedir.
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Sekil 3.16. Manyetik polimerik mikrokiireler ile Cu®* Selath Manyetik Polimerik
Mikrokdirelerin tekrar kullamlabi]irliklgri
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4. TARTISMA ve SONUC

PoliEGDMA) ve manyetik poli(EGDMA-MAH) mikrokiireler ¢apraz bagh
jellerdir. Sulu ortamda ¢Oziinmezler, fakat ¢apraz baglanma derecesine gore sgiserler.
Yaptigimiz ¢alisma sonucunda Manyetik poliEGDMA-MAH) mikrokiirelerin denge gisme
orani %40 olarak bulunmustur. Bu deger %17.7°lik sisme oranimna sahip olarak buldugumuz
poli (EGDMA) ile kiyaslandiginda manyetik poli (EGDMA-MAH) polimerinde su alma
oram poli (EGDMA)’ya gore fazladir. Bu sonug olasi birkag faktsre baglhdir. Oncelikle,
MAH’1n katilmasi polimer zincirine daha fazla hidrofilik fonksiyonel grup saglar, boylece
polimer daha fazla su molekiiliinii gekebilir. Ikincisi, MAH’1n EGDMA ile tepkimesi, olugan
polimerin molekiil kiitlesini etkili bigimde diigiiriir. Boylece, su molekiilleri karisik polimer
zincirine daha kolay girerler, bu da sulu ¢6zeltide polimerin su alumini artirir.

Sekil 3.1°de goriildiigli gibi Manyetik poli(EGDMA-MAH) mikrokiirelerin yiizey
morfolojisi, elektron mikrografi ile gdsterilmis ve burada agik¢a goriildiigi gibi, partikiiller,
polimerizasyon prosediirii boyunca olusan gozeneklerden dolay1 piiriizlii ve Kkiiresel
formdadir. Partikiillerin ytizeyindeki gbzeneklerin varlig agik¢a bu fotografta goriilmektedir.
Sonugta, manyetik polilEGDMA-MAH) partikiilleri, kuru halde, piiriizlii yiizeyden dolayi
poroz i¢ yiizeye sahiptir. Yiizeyin piiriizlilliigii, yiizey alanim artirici faktor olarak kabul
edilir. Dahasi, bu gozenekler difiizyonal direnci azaltir ve kiitle transferini artirir. Ciinkii
yiiksek i¢ yiizey alanina sahiptir.

Polimerik yapiya MAH’m katilma derecesini belirleyebilmek igin, sentezlenen
manyetik-poli (EGDMA-MAH) partikiillerin elementel analizi yapildi. Katilan MAH; azot
stokiyometrisi kullanilarak 70 pmol g polimer olarak bulundu. Maksimum Cu?* selasyonu
ise 68 umol g polimerdir.

Radikal siispansiyon polimerizasyon prosediirii ile genellikle 50-100 pum boyut
arailgmda kiiresel formda ¢apraz bagli manyetik poli (EGDMA-MAH) mikrokiireler iiretilir.
Manyetik poliEGDMA-MAH) mikrokiirelerin spesifik yiizey alani 80 m?g™ olarak bulundu.

'H NMR spektroskopisi MAH’in yapis1 belirlemek igin kullanilir. Belirli pikler su
sekildedir:'HNMR (CDCls): 8=1.99 (t: 3H J=7.08 Hz,CHj), 1.42 (m; 2H, CH,), 3.56 (t:3H,
O-CH.) 4.82-4.87 (m; 1H, metin), 5.26 (s; 1H, vinil H), 5.58 (s; 1H, vinil); 6.86 (5:1H, J=7.4
Hz, NH); 7.82 (3:1H ,J=8.4 Hz, NH), 6.86-7.52 (m; 5H, aromatik).

Manyetik pikin manyetik alana olan siddeti manyetik alana (Gauss) kargt gekil 3.7°de

gosterildi. -
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Dis manyetik alanmn uygulanmasi, ornekte, dis alanda ¢ikarilan ya da eklenen ig
manyetik alan olusturur. Elektronik manyetik momentle iiretilen bolgesel manyetik alan,

vektorel olarak dig manyetik alana (Hgs) eklenir ve bu da bize etkin manyetik alam

verir(Hew).
Heg=HosHon G-

Sekil 3.7°de de goriildiigti gibi, manyetik poli(EGDMA-MAH) mikrokiireler 125
manyetik relatif siddete sahiptir. Bu deger, polimerik yapinin, yapidaki manyetitten dolay:
bolgesel manyetik alana sahip oldugunu gosterir. Sekil 3’te verilen g faktorii, eslenmemis
elektronlardan dolay: molekiile 6zgii olarak kabul edilir ve denklem 3.1°den hesaplanabilir.
Bilinmeyen sinyal igin g faktériiniin 8l¢iilmesi sinyalin baslangicini tanimlamada 8nemli bir
amagtir. Literatiirde Cu*" igin g faktorii (diisiik spin ve yiiksek spin kompleksi) sirastyla 1.4-
3.1 ve 2.0-9.7 arasindadir. Manyetik poli(EGDMA-MAH) mikrokiireleri igin g faktorii 2.56
olarak bulundu.

Akis hiz1 galismalarinda, akis hizi arttikca adsorblanan sitokrom c’nin azaldigi
goriildi.

Kesikli sistem ¢aligmalar siiresince, adsorpsiyon izotermleri adsorpsiyon &zelliklerini
gormek icin kullamlir. Langmuir adsorpsiyon izotermi esitlik 3.2 ile agiklanir. Sitokrom
c’nin denge verilerinin ilgili transformasyonu lineer olarak artar, bu da bize Langmuir
modelinin bu sisteme uygulanabilecegini gosterir.

Kiitle transferi ve kimyasal tepkime gibi adsorpsiyon prosesinin kontrol
mekanizmasina bakilmak istendiginde, deneysel sonuglara kinetik modeli uygulanir. Kinetik
modeller (yalanci-birinci ve ikinci dereceden denklemler), 6lgiilen derisimlerin adsorbent
ylizey derigimlerine esit oldugu kabul edilerek bu sistemde kullanilir. Yalanci birinci ve
ikinci kinetik ¢alismalarm 1 mg mL™” sitokrom c protein derisimi igin hesaplanan sonuglara
bakildiginda yalanct birinci dereceden sonuglarin daha ¢ok uydugu goriildii.

Selatlama prosediiriiniin zaman almas: ve yiitksek fiyatli olmasi, diisiik fiyath uygun
adsorbentlerin aranmasina yol a¢mustir. Basitligi, evrenselligi, kararlilign ve selatlayici
destegin ucuzlugu IMAK’m baglica avantajlarindandir. Buna ilaveten, IMAK destekleri
proteinlere iliml1 kosullar saglar, biyolojik aktivitelerini korur. Bu ¢alismada, sitokrom c’nin
saflagtirilmasinda  metakroilamidohistidin (MAH) igeren yeni metal-selét afinite
adsorbentler kullanilmstir. Bu yeni. metal selat afinite adsorbentlerin hazirlanmasinda

kullanilan bu yeni teknigin diger geleneksel tekniklere gére birkag istiinliigii vardir. Metal
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selatli adsorbentlerin hazirlanmasinda pahali ve kritik olan basamak selatlayici ligandin
adsorpsiyon matriksine baglanmasidir. Bu ¢alismada, MAH konomeri metal sgelatlayict
ligand olarak gérev goriir, dolayisiyla matriksin aktive edilmesine gerek olmaz. Bir diger
onemli olay ise bu kovalent bagli selatérlerin matriksten olduk¢a yavas salinmasidir.
Adsorpsiyon kapasitesinde azalmaya neden olan metal selatlayict ligandin salmim
immobilize metal gelat afinite adsorpsiyon tekniginde ©nemli bir problemdir. Cok iyi
bilinirki adsorbentlerden metal-gelatiayici ligand sizmas: kirlilife neden olur ve bu da
saflagtirilan protein analiziyle girisimde bulunur. Metal selatlayict ligand immobilizasyon
basamagi bu yeni teknikte bulunmamaktadir. Metal selatlayici ligand veya MAH
komonomeri EGDMA ile polimerize ediliyor ve ligand sizmasi gibi bir sikint1 da olmuyor.
Manyetik poli(EGDMA-MAH) afinite adsorbentler ucuz, sert kimyasallara ve yiiksek
sicakliga karst dayaniklidir.

Manyetik poliEGDMA-MAH) ve Cu®* selath manyetik poli(EGDMA-MAH)
mikrokiirelere adsorplanan sitokrom ¢ miktarinin denge derigimiyle iligkisini gosteren Sekil
3.9°da goriildiigii gibi, sitokrom c derisiminin artmasiyla birlikte, birim kiitle bagina
adsorblanan sitokrom ¢ miktar1 da artarmaktadir. 2.0 mg ml'’de ise doygunluga
ulagmaktadir. Adsorpsiyon izotermindeki egimin baslangig pargas: sitokrom ¢ ve Cu**
gruplar arasindaki yiiksek afiniteyi gosterir. Protein derigimi 2.0 mg ml™nin iizerine
ciktifinda ise egim sabitlenir. Manyetik poli(EGDMA-MAH) mikrokiirelere adsorplanan
sitokrom ¢ molekiilleri yaklasik 51 mg g™’ dir. Sitokrom ¢’nin adsorpsiyon kapasitesi protein
molekiilleri ve mikrokiireler arasindaki hidrofobik etkilesimden dolayidir. Cu** selasyonu,
mikrokiirelerin adsorpsiyon kapasitesini 222 mg g'a ¢ikarir. Bu artisin nedeni selatlanmig
Cu** iyonlar1 ve sitokrom c arasindaki spesifik etkilesimlerden dolayidir. Bu etkilegimi
saglayan ise sitokrom c yapisindaki histidin amino asitidin imidazol uzantisidir. At kalbi
sitokrom c¢’si; 29. konumunda tekli yiizey histidin’e sahiptir ve 33. pozisyonda ilaveten kabul
goren histidin vardir (Abudiab ve Beitle, 1998).

Sonuglarimiz, immobilize metal afinite kolon kromatografisinde kullanilan diger ticari
materyallerden elde edilen sonuglarla ve sitokrom ¢ adsorpsiyonu igin kullanilan diger
adsorbentlerle elde edilen sonuglarla kiyaslandiginda ¢ok iyi bir adsorbsiyonun oldugu
bulunmustur.

O’Brien ve arkadaglari, mikron boyutlu gbozenekli olmayan siiper paramanyetik
aminoalkiltrimetoksisilanl iminodiasetik asit tagiyan destek/Cu** ile maksimum adsorpsiyon
kapasitesini 35.4 mg at kalbi sitokrom ¢ g" polimer olarak bulurken (O’Brien ve ark., 1996),
diger bir galigmalarinda ise Cu®* tagryan poliglutaraldehit kaplt BioMag® siiperparamanyetik
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demir oksit partikiillerini kullanarak 8.4 mg at kalbi sitokrom ¢ g’ polimer sonucuna
ulagmiglardir (O’Brien ve ark., 1997).
Diger bir arastirici grubun yaptig1 ¢alismada tastyici matriks olarak manyetik agaroz

ve immobilize diasetikasit/Cu®"’

1 metal-gelat biyoligandi olarak kullanmig. At kalbi
adsorpsiyon kapasitesini yaklagik olarak 6 mg g™ polimer olarak bulmuglardir (Abudiab ve
Beitle, 1998).Ticari selatlayict sefaroz 6B metal-gelat afinite matriks ve kimyevi sekil
degistiren cam tagryan IDA igeren farkli destekler kullanildiginda ise adsopsiyon
kapasitesini IDA/Cu®* cam sekilli adsorbentler i¢in 2-38.2 mg at kalbi sitokrom ¢ g’
polimer aralifinda bulinmus. Ticari gelatlayict sefaroz 6B igin 48 mg g'1 maksimum
adsorpsiyon kapasitesine ulagilmigdir (Serafica ve ark.,1994 ).

Zeng ve Ruckenstein (1998); iyi mekanikal 6zellikte olan ve gdzenek boyutu
kontrollii, ¢apraz bagli makrogézenekli kitosan anyon degistirici membran kullanmiglar,
sonuglart ise 15.5 mg at kalbi sitokrom ¢ ml”" sorbent olarak bulmuslardir. Poliakrilamid
fonksiyonlu olduk¢a go6zenekli polisitren kapli silika katyon degistirici materyalini
kullanildiginda ise ve polimer bagina 105 mg bovin kalbi sitokrom c adsopsiyon kapasitesine
ulasilmigdir (Lewus ve Carta 1999). Todd ve arkadaslar sitokrom c adsopsiyonunu TSK
Guardjel selat-5PW makrogdzenekli mikrokiirelerle yapmislar ve adsorpsiyon kapasitesini
3.4-12.3 mg ml" jel arahginda bulmuslardir (Todd ve ark., 1999). Bir bagka calismada ise,
Cu** yiiklii poli(2-hidroksietil metakrilat-N metakroil-(L)-histidin metil ester) mikrokiireler
kullanilmis, maksimum sitokrom ¢ adsorpsiyon kapasitesini 31.7 mg g olarak bulunmusdur
(Emir ve ark., 2004).

Tim bu sonuglar degerlendirildiginde, m-poli(EGDMA-MAH) metal selath afinite
mikrokiirelerin IMAK destegi olarak kullaniimasinda yeterli oldugunu géstermektedir.
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