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OZET

Proteinlerin saflastirilmasi, biyoteknoloji uygulamalarinda 6nemli bir yere sahiptir.
Immobilize Metal Iyon Afinite Kromatografisi (IMAK) Hise-etiketli rekombinant
proteinlerin saflagtirllmasinda yaygin bir teknik olarak uygulanmaktadir. IMAK
yonteminde destek materyalleri ¢esitli jel ve re¢ine formunda ticari olarak iiretilmekte
ve kullanima sunulmaktadir. Sunulan ¢aligmada kriyojel formunda IMAK destek
materyalleri gelistirilmistir. Bu ¢alismada akrilamit (AAm), metilen bisakrilamid
(MBA) ve glisidil metakrilat-iminodiasetik asit (GMA-IDA) konsantrasyonlar1 bagimli
degiskenler olarak belirlenmis ve deney tasarimi Design Expert 12.0.0 yazilimi ile
hazirlanmistir.  Poli(akrilamit-glisidil metakrilat)-iminodiasetik asit (PAGMA-IDA)
kriyojelleri serbest radikal kopolimerizasyonu ile sentezlenmistir. Ardindan sentezlenen
PAGMA-IDA kriyojellerine Ni?* adsorplanmistir (PAGMA-IDA-Ni*"). Hazirlanan
kriyojeller, Taramali Elektron Mikroskop (SEM) goriintiileme, Fourier Dontisiimli
Kizilétesi Spektroskopisi (FTIR), sisme orani, makro gézenek miktari, Ni?* adsorpsiyon
miktar1 analizleri yapilarak karakterize edilmistir. Protein adsorpsiyon deneyleri model
sistemlerde bovine serum albumin (BSA) kullanilarak gergeklestirilmistir. Yapilan
analiz sonucglarima gore en yiiksek sisme oranmi 66,39 g H,O/g kuru kriyojel olarak
belirlenirken, maksimum makro gézenek ve adsorplanan BSA miktar sirasiyla 41,3 g
H,0O/g kuru kriyojel ve 12,3 mg BSA/g kriyojel olarak belirlenmistir. Ayrica maksimum
adsorplanan nikel miktar1 da 83,1 mg/g kuru kriyojel olarak belirlenmistir. Bu
calismada, protein saflastirma igin hazirlanan PAGMA-IDA kriyojellerinin IMAK

caligmalari i¢in uygun ve diisiik maliyetli bir alternatif olabilecegi gdsterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Protein saflastirma, IMAK, Hisg-etiketli proteinler, kriyojeller,

destek materyali
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PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF POLY(ACRYLAMIDE-
GLYCIDYL METHACRYLATE-IDA) CRYOGELS FOR IMMOBILIZED
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ABSTRACT

Purification of proteins has an important place in their biotechnology applications.
Immobilized Metal lon Affinity Chromatography (IMAK) has been applied as a
common technique for purification of Hisg-tagged recombinant proteins. In the IMAK
method, support materials are commercially produced and offered for use in various gel
and resin forms. In the presented study, IMAK support materials in cryogel form were
developed. In this study, acrylamide (AAm), methylene bisacrylamide (MBA), and
glycidyl methacrylate-iminodiacetic acid (GMA-IDA) concentrations were determined
as dependent variables and the experimental design was prepared with Design Expert
12.0.0 software. Poly (acrylamide-glycidyl methacrylate)-iminodiacetic acid (PAGMA-
IDA) cryogels were synthesized by free radical copolymerization. Then, Ni** was
adsorbed onto the synthesized PAGMA-IDA cryogels (PAGMA-IDA-Ni*"). Prepared
cryogels were characterized by Scanning Electron Microscope (SEM) imaging, Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), swelling ratio, macropore amount, Ni*
adsorption amount analysis. Protein adsorption experiments were performed using
bovine serum albumin (BSA) in model systems. According to the results of the analysis,
the highest swelling rate was determined as 66.39 g H,O/g dry cryogel, while the
maximum macropore and adsorbed BSA amount were determined as 41.3 g H,O/g dry
cryogel and 12.3 mg BSA /g cryogel, respectively. In addition, the maximum adsorbed
nickel amount was determined as 83.1 mg/g dry cryogel. In this study, it has been
shown that PAGMA-IDA cryogels prepared for protein purification can be a suitable

and low-cost alternative for IMAK studies.

Keywords: Protein purification, IMAC, Hisg-tagged proteins, cryogels, support

material
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GIRIS

Proteinler, canli organizmada sayisiz roller istlenir ve biyolojik organizmalardaki
neredeyse tiim yasam siireglerinde yer almaktadir. Hiicrenin yapisinda ve hiicreye ait
bazi islevlerde 6nemli role sahip degisik say1 ve cesitte aminoasit birimleri iceren ve bu
aminoasitlerin polipeptit zincirleriyle bir araya gelmesiyle olusan biyopolimerlerdir.
Belirli bir aminoasit sayisina, dizisine, belirli bir molekiil agirlgina, kimyasal igerige ve

kendine 6zgii ii¢ boyutlu bir yapiya sahiptir [1,2].

Proteinlerin, ayrilmasi ve saflagtirilmasi igin bir¢ok teknik gelistirlmistir. Bu
gelismelere bagli olarak son elli yilda biyoteknolojide onemli gelismlere saglanmistir
[3]. Bir proteinin saflif1, yap1 ve fonksiyon ¢alismalar1 veya potansiyel uygulamasi igin
bir 6n kosuldur. Giiniimiizde kromatografi, elektroforez, tuz fraksiyonu, filtreleme gibi
birgok protein saflagtirma teknigi mevcuttur. Proteinlerin saflastirilmasinda iyon
degisim kromatografisi (IEC), hidrofobik etkilesim kromatografisi (HIC), jel filtrasyon
kromatografisi (GFC), afinite kromatografisi (AC) yiiksek verimlilikleri nedeniyle
tercih edilen kromatografik yontemlerdendir [4] . Tk kez 1975°te Porath ve arkadaslar:
tarafindan tanitilan immobilize metal iyon afinite kromatografisi (IMAK) teknigini
gelistirmistir. ~ Giiniimiizde IMAK; rekombinant proteinlerin analizi, serum
proteinlerinin saflagtirilmasi, protein ve peptidlerin karakterizasyonu, fosfopeptidlerin
izolasyonu, oligoniikleotid, RNA, DNA gibi makromolekiillerin izolasyon islemleriyle
birgok biyokimyasal siirecin agiklanmasinda kullanilmistir [5,6]. IMAK yonteminde
protein saflastirilmasinda destek materyali olarak kriyojeller kullanilmaktadir.
Kriyojeller, ¢apraz baglarla sifirin altindaki sicakliklarda polimerizasyonla sentezlenen
tic boyutlu ve makro gézenekli hidrojellerdir. Kriyojeller biyoteknoloji ve biyotip basta
olmak iizere birgok alanda kullanilmaktadir. Literatiirde, sentetik ve dogal polimelerin

kriyopolimerizasyonuyla iiretilen kriyojeller ile ilgili bircok ¢alismayer almaktadir.



Bu tez ¢aligmasinda, protein saflastirilmasinda kullanilmak iizere akrilamit (AAmM)-
metilen bisakrilamid (MBA) c¢apraz bagl ve glisidil metakrilat (GMA) Kkatkili
kroyojeller serbest radikal kopolimerizasyonu teknigi kullanilarak hazirlanmistir.
Calisma kapsaminda oncelikle iminodiasetik asitin bazik ortamda GMA ile verdigi
tepkimiyle selat yapma 6zelligi olan katki monomeri sentezlenmistir. Daha sonra tek
basamakta poli(akrilamit-glisidil metakrilat-iminodiasetik asit) (PAGMA-IDA)
kriyojelleri hazirlanmistir. Farkli sentez parametrelerinde hazirlanan kriyojellerin
karakterizasyonunda optik mikroskopi goriintiilleme, SEM goriintiilleme, FTIR
spektroskopisi kullanilmistir. Ayrica hazirlanan jellerde, sisme orani ve makro gézenek
miktart analizleri yapilmistir. Bu kapsamda sentez parametrelerinin PAGMA-IDA
kriyojellerin Ni** iyonu baglama kapasiteleri ve model sistemlerde BSA adsorpsiyon
kapasiteleri iizerine etkileri belirlenmistir. Bu tez calismasinda; IMAK yénteminde
Hisg-etiketli rekombinant proteinlerin saflastirilmasinda ticari destek materyallerine
alternatif olabilecek, kolay ve diisiik maliyetle hazirlanan, tek basmakta ve kisa siirede
adsorpsiyon ve eliisyonu saglayan PAGMA-IDA destek materyallerinin sentezlenmesi

amagclanmustir.



1. BOLUM

GENEL BILGILERve LITERATUR CALISMASI

1.1. Proteinler

Proteinler aminoasit birimlerinden olusan makromolekiillerdir. Amino asit birimleri
birbirine peptit baglariyla baglanmistir. Proteinler yasamin siirdiiriilmesi i¢in hiicre
icinde yalnizca ribozomlarda sentezlenir. Hiicrenin toplam kuru kiitlesinin yaklasik
%>50'sini olusturan bu makromolekiiller birgok biyokimyasal reaksiyonda fonksiyonel
role sahiptir. Proteinler, temelde karbon, hidrojen, oksijen, azot, kiikiirt elementlerinin
yaninda fosfor, demir ve ¢inko gibi gibi elementler de i¢cermektedir. Degisik say1 ve
cesitte aminoasit igeren proteinler birbirlerine peptit baglariyla baglanarak polipeptitleri
meydana getiririr. Proteinler belli bir aminoasit say1 ve dizisine, belli bir molekiil
agirligina, kimyasal icerige ve li¢ boyutlu yapiya sahiptir. Proteinler biyolojik
organizmalardaki neredeyse tiim yasam proselerinde yer almaktadir. Organizmalarda

sahip oldugu islevler asagida maddeler halinde verilmektedir [1, 2]:

e Viicudun yapitasidirlar.

e Organizmada tasima ve depolamada gorev almaktadirlar.

e Viicuda mekanik destek saglarlar.

e Viicut dokulariin olusum ve onariminda kullanilirlar.

e Enzimlerin tiimii, hormonlarin birgogu ve virlisler protein yapisindadir.
e Viicudun elzem aminoasitlere olan ihtiyacini karsilarlar.

e Sinir impulslarinin ortaya ¢ikmasi ve iletimini saglarlar.

e Kaslarin uyumlu hareket etmesinde gorev alirlar.

¢ Viicudun immiin savunma sistemlerinde gorevlidir.



e (Cogu kez gidalarin duyusal oOzellikleri ve besleyici degerini
belirlerler.

e Canlida bagkalagim ve biiylime denetimini saglarlar.

1.1.1. Amino Asitler

Aminoasitler , a karbon adi1 verilen merkezi bir karbon atomuna bagli amino (NH3+) ve
karboksil (COO") gruplarmi igeren organik bilesiklerdir. o karbonuna bagl kalan
atomlar, tek bir hidrojen atomu ve R grubu veya yan zincirdir (Sekil 1.1). Yan zinciri
bir hidrojen atomundan olusan en basit amino asit glisindir (Gly). Genellikle canli

organizmalarda L-formundadir [7- 9].

. R
0._OH 0. .0
x(|: 3
HEN_?_H H3N+—(|3—H

Sekil 1.1. Bir amino asidin temel yapisi [7].

Aminoasitler, yan zincirlerine gore smiflandirilabilir. Tablo 1.1.’de yaygin olarak
bulunan 20 amino asit, kisaltmalar1 ve "ortalama" proteindeki olusum yiizdeleri

goriilmektedir [9].



Tablo 1.1. Amino asitlerin R gruplarina gore siniflandirilmasi [9].

R Grubu Amino Asit Kisaltilmis Molekiiler ‘Ortalama’ proteinde
Siniflandirmasi Ismi Kiitle (Da) ylizde olusum
Polar olmayan, Glisin Gly (G) 75 7.2
alifatik Alanin Ala (A) 89 8.3
Valin Val (V) 117 6.6
Losin Leu (L) 131 9.0
[zolosin e (1) 131 5.2
Prolin Pro (P) 115 51
Aromatik Tirozin Tyr (Y) 181 3.2
Fenilalanin Phe (F) 165 3.9
Triptofan Trp (W) 204 1.3
Polar ama Sistein Cys (C) 121 1.7
yiiksiiz Serin Ser (S) 105 6
Metionin Met (M) 149 24
Treonin Thr (T) 119 5.8
Asparajin Asn (N) 132 4.4
Glutamin GIn (Q) 146 4.0
Pozitif Yiiklii Arjinin Arg (R) 174 5.7
Lizin Lys (K) 146 5.7
Histinin His (H) 155 2.2
Negatif Yiiklii Aspartik Asit Asp (D) 133 5.3
Glutamik Asit Glu (E) 147 6.2

Yan zincirlerdeki amino, karboksil, imidazolil, guanidino, fenolik ve siilfidril gruplar
iyonlasabilir. Proteinlerdeki, bu iyonlasabilir gruplarin ¢ogu kendilerini ¢evreleyen sulu
ortam ile etkilesime girebilecekleri molekiiliin disinda olacak sekilde kivrilir. Bu
gruplarin bazilar1 yap1 i¢inde yer alir ve protein molekiiliiniin {i¢ boyutlu yapisini
stabilize etmeye yardimci olan elektrostatik cekimlerde yer alabilir. Bir protein
molekiiliindeki pozitif ve negatif gruplarin nispi sayilari, ¢éziiniirliikk ve elektroforetik

hareketlilik gibi fiziksel davranisini etkiler [10].

Proteinlerin sahip oldugu dort farkli yapr Sekil 1.2°deki diyagramda goriilmektedir. Bir
proteindeki amino asit dizisine onun birincil yapisi denir. Hiicrede protein sentezi
sirasinda amino asitlerin eklenme sirast N-terminalinden baglayip C-terminalinde

bitmektedir. Ikincil yapi, yan zincirlerin atomlarinin dahil olmadig1 cesitli yerel



konformasyon tiplerini icerir ve merkez atomlari arasinda diizenli bir tekrar eden
hidrojen bagi olusumu modeliyle olusturulur. a-helix ve [B-tabakasi yapilari ikincil
yapida meydana gelen konfigrasyonlardir. Proteinin {i¢iincilil yapisi onun ii¢ boyutlu
yapisini ifade eder. Polipeptit zincirinin birincil yapisinda birbirinden 6nemli dlgiide
uzakta bulunabilen amino asit kalintilar1 arasindaki etkilesimler tarafindan dretilir.
Kuaterner yani dordiinciil yapi, birden fazla polipeptit zincirinden olusan bir proteindeki
alt birimlerin uzaysal diizenini ifade eder. Alt birimler, disiilfid baglarimin yani sira
ticlinciil yapisini olusturmak i¢in tek bir zincirin ¢esitli boliimlerini birlestiren ayni tip

kovalent olmayan etkilesimlerle birlestirilir [8, 11].

Birincil ikincil

= Ser = Ala=Glu=Val=Leu=Arg=Gly =

a-helix B-sheet

Ugiinciil

Sekil 1.2. Bir proteinin birincil, ikincil, ti¢iinciil ve dordiinciil yapilarinin sematik
diyagrami [11].

1.1.2. Rekombinant Proteinler

Rekombinant DNA teknolojisi; biyoteknolojik asilar, antibiyotikler, hormonlar,
monoklonal antikorlar, diagnostik maddeler gibi birgok iiriinde kullanilmaktadir.
Rekombinant proteinler de bu iiriinlerden biridir. Uretilen protein geni, prokaryotik ya
da Okaryotik bir konak¢i organizmaya aktarilarak istenen proteinin {iretimi
gerceklestirilebilir. En kolay gergeklestirilebilen prokaryotik protein ekspresyonlarindan
biri Escherichia coli (E.coli)’dir. E.coli, tanimlanmis bir organizmadir, {iretim ortami

ucuzdur ve elde edilecek proteinin saflastirilmasi kolaydir [12, 13]. Protein



saflastirilmasinda rekombinant teknolojisinden faydalanilmaktadir. Bu siirecte belirli
gruplara afinitesi olan amino asit veya peptit kalintis1 proteine eklenmektedir. Yaygin

olarak kullanilan afinite etiketlerinin avantaj ve dezavantajlar1 Tablo 1.2°de verilmistir.

Tablo 1.2.Yaygin olarak kullanilan baz1 afinite etiketlerinin avantajlar1 ve dezavantajlar

[14].
Tag (etiket) Avantajlar Dezavantajlar
GST (14, Etkili translasyon Yiiksek metabolik yiik
20, 22) baslatma Homodimerik protein
Ucuz afinite reginesi Coziiniirliigii artirmaz
Hafif eliisyon
kosullari
MBP Etkili  translasyon Yiiksek metabolik yiik
(14, 23) baslatma
Ucuz afinite reginesi
Coziiniirliigi artirma
Hafif eliisyon
kosullar1
FLAG (16) Diisiik metabolik Pahali afinite reginesi
yiik Sert eliisyon kosullari
Yiiksek ozgiillik
BAP (17, Diisiik metabolik Pahal1 afinite reginesi
18) yiik Enzimatik
Hafif eliisyon biyotinilasyonun
kosullar1 degisken etkinligi
Yonlendirilmis  bir Afinite reginesi
oryantasyonda iizerinde E. coli biotin
proteinleri karboksil tastyict
immobilize  etmek proteinin birlikte
icin uygun araglar saflagtirilmasi
saglar Coziniirligi artirmaz
Hisg Diisik  metabolik IMAK'm  ozgiilliigii
(14, 24) yiik diger afinite
Ucuz afinite reginesi yontemleri kadar
Hafif eliisyon yiiksek degildir.
kosullar1 Coziiniirliigi artirmaz
Etiket hem dogal
hem de denatiire
edici kosullar altinda
caligir
STREP (19, Diisiik metabolik Pahal1 afinite re¢inesi
20) yiik Coziintrligi artirmaz
Yiksek 6zgiilliik
Hafif eliisyon
kosullar1
CBP Diisiik metabolik Pahal1 afinite reginesi
(14, 21) yiik Coziniirligh artirmaz
Yiksek 6zgiillik
Hafif eliisyon

kosullar1




Rekombinant proteinlerin saflastirilmasi i¢in bu tiir afinite etiketleri ile kullanilan temel
yontem Sekil 1.3'te gosterilmistir. Bu yontem, bir hedef genin secilmesini, bir afinite
etiketi sekansmnin eklenmesini, sekansin bir ekspresyon vektoriine eklenmesini,
ekspresyonun indiiklenmesini, bir afinite kromatografi sorbenti kullanilarak hedef
proteinin saflastirilmasini, ekstra proteinlerin ve hiicresel bilesenlerin ¢ikarilmasini ve
gerekirse enzimatik boliinme ve proteini yeniden saflastirma yoluyla afinite etiketinin

¢ikarilmasini icermektedir [15].

y Hedef protein icin gen kodlamazi
5 1 1

‘ Gen yapin

N Gen fiizyonu
5 1 3 3

v EERrOR ol ket dinis

Fiizyon proteini

S -

l Afinite Kromatografisi Afinite kolonu

ile Saflagturma

ORI -

1. Yikama i
2. Elizyon

O -

l Etiket ayrilmasi (Eger gerekliyse)

RS

Saflagtlims protein

Sekil 1.3. Rekombinant proteinlerin saflagtirllmasi i¢in afinite etiketlerinin
olusturulmasinda kullanilan temel prensibin agiklayici gosterimi [15].

Yiiksek verimli protein saflastirmasi i¢in literatiirde en yaygin olarak kullanilan afinite
etiketi polihistidin-etiketidir (Hisg-etiketi). Kiiglik boyutlu ve nispeten ucuz olan Hisg-
etiketi, zorlu sterilizasyon kosullar1 altinda ¢oklu rejenerasyon dongiilerine dayanabilir.

Yiiksek bir baglama kapasitesi sergileyen bir kromatografik matris ile etkilesime



girebilir. Gorece 1limli sartlarda eliisyon kosullarina sahiptir, boylece hedef protein
denetiirasyona ugramadan geri kazanilabilir [14]. Histidin imidazol halkasi iizerindeki
elektron dondr gruplari, immobilize geg¢is metali ile kolayca koordinasyon baglar
olusturdugundan, histidin, immobilize metal iyon matrisleri ile en giiglii etkilesimi
sergileyen amino asittir. Ardigik histidin kalintilarmin dizilerini iceren peptitler, IMAK
tizerinde verimli bir sekilde tutulur [16]. Histidin kalintilar1 igceren peptit ve proteinleri
saflastirmak icin ilk ¢alisma Hochuli ve ark. tarafindan 1987°de yapilmistir. IMAK igin
destek materyali iretilirken, adsorban yilizeyinde metal selat olusturabilen fonksiyonel
gruplara ihtiyag¢ vardir. Bu amagla literatiirde iminodiasetik asit (IDA) ve nitrilotriasetik
asit (NTA) en sik kullanilan ligantlardir. Bu konuda yapilan bir ¢alismada, NTA’in Cu?*
ve Ni%* iyonunu gii¢lii bir sekilde selatladigi bilinen iminodiasetik asitten (IDA) {istiin
oldugu bulunmustur [17]. Ni?*-NTA kullanilarak hazirlanan IMAK malzemesi ile
yapilan bir uygulamada, polihistidin etiketli fare dihidrofolat rediiktaz enzim basarili bir
sekilde saflastirilmistir [18].

1.2. Proteinleri Saflagtirma Yoéntemleri

Son elli yilda biyobilim ve biyoteknolojide yapilan ilerlemelerle proteinler gibi
biyolojik makromolekiillerin ayrilmasi ve saflagtirilmasi igin birgok teknik ve yontem
gelistirilmistir. Gelisen teknolojiyle birlikte protein ayrimlari daha 6ngoriilebilir ve
kontrol edilebilir hale gelmistir. Protein saflagtirilmasi zaman, maaliyet, ¢aba ve uygun
ekipman gerektirmektedir. Protein saflastirma islemleri, proteinin islevini tanimlamak,
proteinin yapisini belirlemek, istenen bir iiriinii liretmek ve teshis veya tedavi igin

uygulanir [3, 19].

Proteinin yapisi, islevi ve Ozelliklerinin bilinmesi, saflastirma yOnteminin
belirlenmesinde Onemlidir. Saflagtirma siirecinin temel adimlarini belirlemek ig¢in
molekiiler agirlik, izoelektrik nokta, hidrofobiklik, karbohidrat varligi, substratlara olan
afinite ve metal iyonlara duyarlilik gibi bilgiler yardimci olabilir [19]. Proteinler, peptit
zincirlerinin {i¢ boyutlu yapilarinda bulunur ve bu yapilar lipitler ve karbonhidratlar gibi
protein dis1 bilesenlerde baglanabilir. Proteinin 6zellikleri, amino asitlerin sayisi, tiirii ve
proteinin yapisindaki protein dis1 bilesenler tarafindan belirlenir. Ug boyutlu yapi,

kovalent ve kovalent olmayan etkilesimlerle stabilize edilir. Bu yapisal biitlinliigiin
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bozulmasi, denatiirasyona ve proteinle iliskili herhangi bir aktivitenin kaybedilmesine
neden olur [20].

1.2.1. Kromatografi

Protein saflastirma yontemlerinden biri olan kromatografi, “renk” ve yazmak” anlamina
gelen yunanca “chroma” ve “graphein” kelimelerinden tiiretilen, ilk olarak 1903 yilinda
Mikhail Tswett tarafindan tanimlanan ve ayrilacak bilesenlerin bir sabit faz ve hareketli
faz arasinda dagitildigi en 6nemli enstriimental analiz yontemlerinden biridir [21, 22].
Dagilma, hidrojen bagi, dipol dipol kuvvetleri, elektrostatik etkiler gibi temel
molekiiller arasi etkilesimlere bagli olarak gergeklesir [23]. Ayrilma sonrasi ¢oziinen
maddeler tanimlanabilir ve Olgiilebilir. Kromatografik yontemler; ayrilma

mekanizmalari, uygulama bigimi ve faz tiplerine gore gruplandirilabilir (Tablo 1. 3).

Tablo 1.3. Kromatografik yontemlerin siniflandirilmasi [23].

Ayrilma  Mekanizmalarina Adsorpsiyon kromatografisi
Gore Partisyon kromatografisi
Iyon degistirme kromatografisi
Jel filtrasyon kromatografisi

Uygulama Bi¢cimine Gore Diizlemsel Kromatografi
- Kagit kromatografisi
- Ince tabaka kromatografisi (TLC)

Kolon kromatografisi
-Gaz kromatografisi

-Yiiksek performansli sivi kromatografisi
(HPLC)

Faz Tiplerine Gore S1v1 kromatografisi (LC)
Sivi-Kat1 kromatografisi
S1v1-S1v1 kromatografisi
Gaz kromatografisi (GC)

Protein saflagtirmada kromatografik yontemler yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
Kromatografi 1906 yilinda Rus botanik¢i Mikhail Tswett'e akredite edilmesine ragmen

1930'larin baginda potansiyeli fark edilmistir. Gliniimiizde inorganik bilesikler, enzimler
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ve proteinler gibi biyolojik maddelerin ayristirilmas: ve saflastirilmasinda vazgecilmez
bir ara¢ haline gelmistir. Proteinlerin saflagtirilmasi i¢in ilk kromatografi uygulamasi
1960'larda baslamis olup proteinlerin saflastirilmasinda temel olarak iyon degisim,
hidrofobik etkilesim, jel filtrasyon ve afinite kromatografisi teknikleri kullanilmaktadir
[24].

1.2.2. iyon Degisim Kromatografisi (IEC)

Iyon degisim kromatografisi (IEC) ilk 1938’de Taylor ve Urey tarafindan rapor
edilmistir ve 1939°da Samuelson tarafindan zeolit re¢ine kullanilarak lityum ve
potasyum izotoplarin1 ayirmada kullanilmistir. IEC, iyonlarin veya polar molekiillerin,
coziinmeyen bir destek {izerinde immobilize edilmis zit yiiklii iyon degisim gruplarinin
etkilesimleriyle (¢ogunlukla tersinir adsorpsiyon yoluyla) ayrilabildigi bir tiir
kromatografidir. IEC sulu bir mobil faza sahiptir ¢iinkii bu tiir ¢ozeltilerde iyon olusumu
tercih edilir ve tamponlar genellikle belirli bir pH'a ayarlanir. Bu teknik, protein
saflagtirmasinda ve peptit ayrimi igin proteomik/peptidomikte esit basar1 ile

uygulanmaktadir [25, 34].

Protein, ortamin pl ve pH'na bagl olarak yiizey yiikleri tasir. Iyon degisim siirecinde
adsorpsiyonda yeterli yiizey alami saglamak ic¢in genellikle gozenekli partikiiller
kullanilir. Bu matris tizerinde, pozitif veya negatif yiikli yiikli bir ligand immobilize
edilir. Kapasiteyi arttirmak icin, kiiciik ytiklii bir ligand yerine, matris lizerine yiiklii bir

polimer de asilanabilir [20, 26].

Katyon ve anyon degistiricileri olarak iki farkli iyon degistirici vardir. Katyon
degistiriciler negatif yiiklii iken anyon degistiriciler pozitif yiikliidiir. Protein, pl'sinin
iistlinde negatif yiliklidiir ve bir anyon degistiriciye baglanir, pl'sinin altinda pozitif
yiikliidiir ve katyon degistiricilere baglanir. Iyon degistiricinin kendisi bir asit veya baz
gibi davranir ve yiiklerin orantisizlig1 pH'a baglidir. Gii¢lii iyon degistiriciler, gii¢lii bir
asit veya baz gibi davranir ve genis bir pH araliginda yiikii degistirmez, ancak zayif
iyon degistiricilerin ylizey yiikleri pH degerine bagl olarak degisir. Bu 6zellik, secicilik
kazanmak veya eliisyon i¢in pH gradyanlari uygulanarak da kullanilabilir [27]. Bu

kapsamda yiiriitiilen bir ¢alismada, model protein olarak segilen sigir serum albumininin
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(BSA) saflagtirilmasi i¢in N,N-dimetilaminopropil akrilamit (DMAPAA) ticari regine
olan Sepharose FF iizerine atom transfer radikal polimerizasyonu ile asilayarak yeni bir
anyon degistirici gelistirilmistir (FF-pDMAPAA). Calisma sonuglarina gére uygun
Iyonik kapasitelere sahip FF-pDMAPAA recinelerin, yiiksek performansli protein
kromatografisi i¢in uygun oldugu belirlenmistir [28].

IEC'ye dayali cogu ayirma Sekil 1.4'te sunulan prosediirii tamamlamak i¢in asagidaki

bes adimu igerir [26]:

1. Baslangic kosullar1 (kolon dengeleme): Analiz i¢in kolonun hazirlanmasi.

2. Numune maddelerin kolondaki sabit fazda adsorpsiyonu.

3. Desorpsiyon baglangici: Genellikle mobil fazin pH'mi1 veya iyonik giiciinii
degistirerek.

4. Desorpsiyonun sonu: Daha 6nce uygulanan kosullar altinda ayristirtlmamis tiim
maddeleri kolondan ¢ikarmak igin.

5. Rejenerasyon: Baslangic kosullar1 ile kolonun yeniden dengelenmesi ve

kolonun sonraki deneyler i¢in hazirlanmas.
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Sekil 1.4. Artan iyonik gii¢ eliisyon adimlartyla IEC ilkesi [26].

1.2.3. Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi (HIC)

HIC, proteinlerin hidrofobikliginden yararlanilarak proteinlerin yiizeyindeki immobilize
hidrofobik ligandlar ve polar olmayan bolgeler arasindaki hidrofobik etkilesimler ile
saflagtirmay1 saglayan kromatografi gesitlerinden biridir. Mobil fazda yiiksek tuz
konsantrasyonu ile adsorpsiyon artirilarak ve eliientin tuz konsantrasyonu azaltilarak
eliisyon saglanir. Bu nedenle, bu tip kromatografi i¢in 'tuz destekli adsorpsiyon' terimi
kullanilabilir [29]. ilk hidrofobik adsorbanlar Yon (1972) tarafindan sentezlenmistir.
Destek materyali olan ticari Sepharose 6B reginesini siyanojen bromiir ile aktive
ettikten sonra jele 1,10-diaminodekan baglanmistir. Immobilize ligandlarin
konsantrasyonu ¢ok yiiksek olup ortaya ¢ikan adsorban hem iyonik hem de hidrofobik
karakter gostermistir [30]. Bu uygulamanin temel asamalarn Sekil 1.5°te

gosterilmektedir.
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Sekil 1.5. Sulu bir ¢ozeltideki proteinler arasindaki (A) ve proteinler ile bir HIC
adsorbanindaki hidrofobik bir ligand arasindaki (B) hidrofobik etkilesimi
gosteren sematik diyagram [31].

1.2.4. Jel Filtrasyon Kromatografisi (GFC)

Jel filtrasyonu kromatografisi (GFC), protein molekiillerinin nispi boyutuna gore
yapilan fraksiyonlamaya dayanan protein saflastirmasi i¢in kullanilan kromatografi
teknigidir. Bu teknik ayrica jel gecirgenligi (gel-permeation), jel-dislama (gel-
exclusion), boyut-dislama (size-exclusion) ve molekiiler elek (molecular-Sieve)
kromatografisi gibi isimlerle adlandirilmaktadir. Geleneksel filtrasyonun aksine,
proteinlerin higbiri bir jel filtrasyon kolonu tarafindan tutulmaz. Bu ozellik, jel
filtrasyonunun hem giiclii hem de zayif yoniidiir. Giiclii yoni, kirillgan proteinlerin
islevinin bir kromatografik destege baglanma yoluyla zarar gérmemesi iken zayif yoni

ise destege baglanir olmamasinin kromatografinin ¢oziiniirliiglinii sinirlamasidir [32,

33].

Jel filtrasyonu (GF), proteinleri yalnizca molekiiler boyuttaki farkliliklara gore ayirir.
Ayirma, sterik nedenlerle molekiillerin farkli erisim derecelerine sahip oldugu gozenekli
bir matris kullanilarak gerceklestirilir (daha kiigiik molekiiller daha fazla erisime ve
daha biiyiik molekiiller daha az erisime sahiptir). Matris gdzenekleri disindaki hacimde

siirlandirilan protein molekiilleri, mobil faz tarafindan kolon boyunca yiiriitiiliir ve
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boylece numune azalan molekiil biiylikliigiine gore ayristirtlir (Sekil 1.6). Elue edilen
protein bolgeleri, UV-Vis dedektorde takip edilerek fraksiyonlar toplanabilir [34].

(a) (b)

I

Sekil 1.6. GFC'nin ayirma siireci; (a) Tampon ve numune siseleri ve GFC
destegi ile yiiklenmis bir kolon ile yergekimi akisinin yardimiyla
ayristirilan deney diizenegi, (b) Ug bilesenli bir karigimin numune
enjeksiyonu [35].

1.2.5. Afinite Kromatografisi

Kimyasallarin karmasik karisimlardan ayrilmasi veya analizi i¢in en segici ve ¢ok yonlii
sivi kromatografi yontemlerinden biri, afinite kromatografisidir. Bu kromatografi
metodu ilk olarak 1968'de Pedro Cuatrecasas, Chris Anfinsen ve Meir Wilchek

tarafindan tanitilmigtir. Bir antikorun antijeni ile baglanmasi, bir hormonun reseptorii ile
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baglanmasi ve bir enzimin substrati ile etkilesimi biyolojik etkilesim 6rnekleri arasinda
yer almaktadir [36, 37]. Bu etkilesimler, afinite kromatografisinde, etkilesen bir cift
molekiilden birinin kati1 bir destek {lizerinde hareketsiz hale getirilmesi ve bir kolona
yerlestirilmesiyle uygulanir. immobilize edilmis molekiil, afinite kolonunun sabit fazini
olusturur ve “afinite ligandi” olarak adlandirilir [38]. Bu afinite ligandi analitin
saflastirilmasinda veya miktar tayininde kullanilabilmektedir [39]. Afinite ligandlar
kovalent olarak hareketsiz hale getirilebilir, spesifik olmayan veya biyospesifik
etkilesimler yoluyla bir ylizeye adsorbe edilebilir, bir gdzenek icinde tutulabilir veya
immobilize metal iyon afinite kromatografisinde (IMAK) oldugu gibi bir metal iyonu
ile koordine edilebilir [40].

Saflastirilmak istenilen herhangi bir biyomolekiil, genellikle dogal veya yapay bir
molekiilii taniyabilecegi dogal bir tanima alanina sahiptir. Bu tanima ortaklarindan biri
polimerik sabit faz iceren bir kolonda immobilize edilirse ikinci ortagi igeren hiicre
0ziiti mobil faz olarak kolondan gegirilerek biyomolekiil segici olarak yakalanabilir.
Istenen biyomolekiil daha sonra pH, iyonik gii¢, ¢oziiciiler ve sicaklik gibi dis kosullar
degistirilerek ayristirilabilir (Sekil 1.7) [37].

INKUBASYON BAGLAMA YIKAMA ELUSYON
Afinite

: & 4 = i
sorbenti » Ligand @ Hedef molekiil @ Tuz ¢ Diger bilesenler

Sekil 1.7. Afinite kromatografisinin prensibi [41].
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1.2.6. immoblize Metal Iyon Afinite Kromatografisi (IMAK)

IMAK, bir kolon iizerinde immobilize edilmis metal iyonlar1 ile proteinlerdeki temel
gruplar, 6zellikle histidin kalintilar1 arasinda zayif koordinat baglarinin olusumuna
dayanan bir protein saflastirma yontemidir [42]. Bir kromatografik yontem olarak
Porath ve arkadaglar tarafindan 1975°te tanitilmigtir. Kiiciik molekiillerin ayrilmasi igin
bu metodun temelleri ger¢ekte Hellferich tarafindan 1961°de tarafindan atilmistir [5, 43,
44]. Everson ve Parker bu konuda, selatlama bilesiklerinin immobilizasyonunu metallo-

proteinlerin ayrilmasina uyarlayan ilk aragtirmacilardir [45].

IMAK ’ta metal selatlayic1 gruplarin kovalent olarak yiiklendigi bir sorbent veya matris
kullanilir. Metal iyonlar yiiklendiginde, ¢cok uglu selatlayicilar ve metal iyonlar1, metal
iyonlarinin sabitlendigi kompleksler olusturur. Bu amagla, ¢oziicii veya ¢oziinen
molekiillerin onlara baglanabilmesi i¢in komplekslerdeki metal iyonlarinin serbest
koordinasyon bdélgelerine sahip olmasi gerekir. Proteinler ve metal iyonlarinin
etkilesimini takiben, bagli proteinler bir yer degistirici (6rnegin imidazol) kullanilarak
serbest birakilabilir (Sekil 1.8). Metal-protein baginin giicii proteinden proteine degisir
ve birgok durumda bu farkliliktan spesifik proteinlerin etkin bir sekilde ayrilmasini ve

izolasyonunu saglamak i¢in yararlanilabilir [46].

- .
Rekombinant \} 3
protein imidazol “SQ ’
-
© ve

Hh etiketi ° e

Ni?*- NTA recine Ni**- NTA recine
~ i : imiIazol
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Kolonu dengele Ornegi yiikle Kolonu yika Ornegi eliie et

X

Sekil 1.8. IMAK recinesi ile His-etiketli rekombinant protein saflastirilmasinin
gOsterimi [46].
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Sulu ¢ozeltilerde Zn?*, Cu®* Ni** ve Co*" iyonlarn gibi gegis metal iyonlar: sistein
histidin ve triptofan afinitesine sahiptir. Proteinler, protein ylizeyinde agiga c¢ikan
sistein, histidin ve triptofan gibi belirli amino asit kalintilar1 yoluyla metal iyon

koordinasyon bolgelerine spesifik olarak baglanabilmektedir [47].

Cok uglu selatlama maddeleri yani ligandlar yaygin olarak arastirma ¢alismalarinda ve
ticari kromatografik iiriinlerde kullanilmaktadir. Iki uclu olan aminohidroksamik asit,
salisilaldehid, 8-hidroksikinolin (8-HQ), ii¢ uc¢lu olan iminodiasetik asit (IDA),
dipiklilamin (DPA), orto-fosfoserin (OPS), N- (2-piridilmetil) aminoasetat, 2,6-diamino
metilpiridin, dort uglu olan nitrilotriasetik asit (NTA), karboksimetillenmis aspartik asit
(CM-Asp), bes uglu olan N,N,N -tris-karboksimetil etilen diamin (TED) literatiirde sik
karsilasilan selatlayici ligandlardir. IMAK yénteminde, N- veya C- terminalinde Hisg-
isaretli rekombinant proteinlerin saflastirilmasinda nikel iyonlarini (Ni®") immobilize
etmek icin iminodiasetik asit (IDA) veya nitrilotriasetik asit (NTA) ligandlart diisiik
fiyatlar1 ve uygun bulunabilirliklerinden dolay1 yaygin olarak kullanilmaktadir. Histidin
etiketli bir proteinin immobilize bir metal iyonu ile etkilesiminin temel mekanizmasi
Sekil 1.9'da sunulmaktadir [44, 46, 48]. His-etiketinin kiigiik boyutlu olmasi saflagtirma
islevine miidahale etmeksizin hedef protein ile bagli kalmasini saglar ve karigik etiket

uzaklastirma adimlarini gerektirmez [49-51].
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Sekil 1.9. IMAK i¢in metal iyonlar ile selat halindeki {ic- (IDA), dért- (NTA) vebes
uclu(TED) ligandlarin yapis1 [44].
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1.2.6.1. IMAK Destek Materyalleri

Afinite kromatografisinde matris se¢imi oOncelikli rol oynamakta olup, genelde
polisakkarit, polimer ve silika esasli afinite matrisleri kullanilmaktadir. Bu tiir

matrislerin IMAK uygulamalarinda kullanilmas: icin sahip olmasi gereken ozellikler

bulunmaktadir [52-54]:

e Hidrofilitesi yiiksek olmali ve oldukga diisiik spesifik olmayan adsorpsiyon
saglamalidir.

e Fiziksel, kimyasal, termal ve mekanik stabilitesi yiiksek olmalidir.

e Hedef biyomolekiillerin ge¢isine izin verecek kadar gdzenek boyutunun biiyiik
ve dar bir gozenek boy dagilimina sahip olmasi gerekmektedir.

e Yiiksek akis hizlarinda kullanima ve matris dejenerasyonu olmaksizin kolonun
rejenerasyonuna izin vermelidir.

e Biiyiikk miktarlarda ligand immobilizasyonu ve yiiksek adsorpsiyon kapasitesine
izin verecek yiiksek spesifik yilizey alanina sahip olamlidir.

e Ligandlarin tiiretilmesi ve immobilizasyonu igin yeterli diizeyde fonksiyonel
gruplara sahip olmalidir.

e Kromatografik ayrim iglemi sirasinda stabil bir sabit faz saglamalidir.

Agaroz, dekstroz ve seliiloz esasli matrisler yiiksek yiizey alani-hacim oranina sahip
olduklarindan uzun stiredir kromatografi destegi olarak kullanilmaktadir. Polisakkarit
esasli matrisler yiiksek hidrofilik karakteristige sahiptir. Ancak kimyasal ve mekanik
stabilitesinin zayif olmasi sebebiyle sadece diisiik basing ve akis hizlarinda kullanilmasi
uygundur. Bu olgu karbonhidrat esasli adsorbanlarin en 6nemli dezavantajidir [54].
Ancak agaroz esasl birgok ticari IMAK malzemesi mevcut olup bireysel veya diger
ayirma teknikleriyle birlikte protein saflastirilmasinda basarili  bir bigcimde

kullanilmaktadir [55].

Silika {izerine agaroz, dekstran, kitosan gibi organik polimerlerin adsorpsiyonu ile
afinite matrisi yapilmasi yaygindir [44]. Polimer esash afinite matrisleri ile ilgili
calismalar da bulunmaktadir. Sakamoto ve arkadaslart (2009), c¢esitli ilag ve

biyomolekiillerin immobilizasyonu i¢in stiren ve glisidil metakrilat polimerlerinin
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kopolimerizasyonu ile lateks ve manyetik olmak {izere iki farkli partikil
sentezlemisglerdir. Bu hazirlanan partikiillerin yiizeylerinde orta derecede hidrofiliteye
ve yeterli fonksiyonel gruplara sahip olduklari i¢in proteine spesifik olmayan
baglanmay1 6nleme ve kolay yiizey modifikasyonuna izin vererek verimli sonuglar elde

edilmesini saglamistir [56].

Metilen bisakrilamid ile ¢apraz bagli poliakrilamid, genellikle jel filtrasyonu igin
kullanilan ve iyi bilinen bir materyaldir (Sekil 1.10). Ancak, diisiik ekskiiliizyon limitine
sahip olmasi nedeniyle sadece polimer konsantrasyonunu azaltarak iyon degisimi ve
diger uygulamalara genisletilmesine izin vermez. Ayrica, jelin mekanik ozellikleri

kolon kullanimiyla uyumlu olmadigi i¢in kullaniminda sinirlamalar mevcuttur [57, 58].

o
' Il Amonyum persiilfat
HLC==CH —~C==0 + |§C==CH— C— NH T CH, -
60-80 °C
Akrilamit N, N'- metilen bisakrilamid
B NH,
C=-0
CH—CH CH,~ CH -
c=0
N - n
CH, —
NH 4
C=0 C=0
CH—CH, CH, — CH

Sekil 1.10. Akrilamidin polimerizasyonunun kimyasal gosterimi [58].

E.coli hiicrelerinin baglanmasina ve yiiksek geri kazanimla bagli hiicrelerin eliisyonuna
izin veren anyon degisim ligandlar1 ve IMAK ligandlart (Cu®* yiiklii iminodiasetik asit)
iceren poli (akrilamid) esasli siiper gdzenekli kromatografik matrisler gelistirilmistir. Bu
matrisler monomerlerin bir kolon i¢inde donmus sulu c¢ozelti i¢inde radikal

kopolimerizasyonu (kriyopolimerizasyon) ile tiretilmistir. Hiicreler, baglanma/eliisyon
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asamalarindan sonra bile canliliklarin1 kaybetmemiglerdir. Bu matrisler tek seferlik

kullanima uygun olup ucuz ve temin edilmeleri kolaydir [59].

1.2.6.2 IMAK’ta Kullanilan Metal Tyonlar

IMAK da proteinlerin adsorpsiyonu, immobilize bir metal iyonu ile protein yiizeyindeKi
elektron donér gruplart arasindaki koordinasyona dayanir [60]. Pearson'in sistemine
gore metal iyonlarinin niikleofillere kars1 tercihi reaktivitelerine bagh olarak giiglii, orta
ve zayif olmak tlizere {i¢ kategoriye ayrilabilecegi one siiriilmektedir. Oksijen tercihi
gosteren Fe**, Ca** ve Al iyonlar1 gii¢lii metal iyonlar1 grubuna aittir. Hg2+ ve Ag”*
zayif metal iyonlan kiikiirdii koordine ederken, gecis metal iyonlari Cu2+, Ni2+, Zn2+,
Co*" azot, oksijen ve siilfiirii koordine eder. En yaygin olarak kullanilanlar, elektron
¢ifti alicilart olan ve Lewis asitleri olarak kabul edilebilecek Cu?*, Ni?*, Zn**, Co®*, Fe**
gecis metal iyonlaridir. Kromatografik destege bagli selatlama bilesiklerinde bulunan
elektron verici atomlar (N, S, O) metal iyonlarin1 koordine etme ve alikonulan
koordinasyon baglarinin sayisina bagl olarak iki uglu ve ii¢ uclu olabilen metal selatlar

olusturma yetenegine sahiptir [61].

Belirli tampon kosullari altinda ardisik histidin kalintilart dizisi nikel (Ni?*), kobalt
(Co*") ve bakir (Cu?") gibi cesitli immobilize metal iyonlarina baglanabilir. Bu nedenle
Hisg-etiketinin varligi, hedef proteinin saflastirmasini bilyiik dl¢tide basitlestirmektedir
[62]. Nikel, proteinlerle giiclii bir sekilde etkilesime girer. Nikelin etkilesim giicii,
mevcut amino asitlerin kimligine baglidir ve en biiyiik afiniteyi histidin kalintisina kars1
gosterir. Nikelin bu 6zelligi ile agaroz reginesine immobilize edilen nikel iyonlari (Ni2+)
kullanilarak Hisg-etiketi iceren rekombinant proteinlerin saflastirilmas: genel bir

yontemdir [63].

1.2.6.3 IMAK’1n Avantajlar1 ve Dezavantajlar

Immobilize metal afinite kromatografisi kullanilarak protein saflastima siirecleri ile

ilgili literatiirde belirtilen avantajlar asagida maddeler halinde verilmektedir [64-66]:
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e IMAK siirecinde eliisyon kolay ve hizli bir sekilde gerceklestirilir, matrisin
kendisi adsorpsiyona katkida bulunmuyorsa protein biiyiikk oranda geri
kazanilabilir.

e Her kullanimdan sonra metal iyonlar1 kolondan uzaklastirildiginda, kolona
temizleme islemi sonrasi farkli metal iyonlari immobilize edilebilir.

e Genel olarak IMAK siireglerinde protein geri kazanim orami yiiksektir.

e IMAK, &regin His-etiketli rekombinant proteinler i¢in en uygun ydntemlerden
biri olarak kabul edilmektedir. Ayrica fosfoproteomikler igin fosfopeptitleri
zenginlestirmek ve izole etmek igin giiglii bir aractir.

e Hafif eliisyon kosullarina sahiptir ve kromatografi tamponlarina diisiik

konsantrasyonlarda imidazol dahil edilerek se¢iciligi kontrol edebilir.

IMAK yonteminin yukarida belirtilen avantajlarinin yaninda uygulamada birtakim
olumsuz yonleri de mevcuttur. Asagida IMAK siirecinin olumsuz yonleri maddeler

halinde verilmistir [44, 47]:

e Protein saflastirmasi, proteinlerin metal iyonlar1 ile afinitesine dayandigindan,
bu yontem metal afinitesi olmayan proteinlerde kullanilamaz.

e Metal iyonlarin1 regineden ayiran EDTA gibi selatlayict maddelerden
kagimilmalidir.

e IMAK'da vyiiksek konsantrasyonda tuz kullanilmasi, sonraki adimlarda
uygulanacak iyon degistirme kromatografisi gibi diger kromatografik yontemleri
olumsuz etkileyebilir.

e Tiim hiicre lizatinin kolona yiiklenmesi, IMAK reginesi iizerindeki immobilize
metal iyonlarmi bloke edebilir. Metal iyonu baglama boélgelerindeki olasi
kiimelenme de IMAK reginesine baglanmayi ve segiciligini etkileyecektir. Bu da
saflastirma adimlarini arttiracaktir.

e Metal iyon transferi (MIT), esas olarak protein kaybina ve diisiik protein
verimine neden olur. Ayrica saflastirilmig protein ¢ozeltisini kontamine eden
metal iyonlariin varligi bu izolatin saglik i¢in kullanimini sinirlar.

e IMAK'da yaygm olarak kullanilan metal iyonlar1 Co*" veya Ni*, arsenik veya
altt degerlikli krom ile karsilastirildiginda zayif mutajenler olarak kabul
edilmelerine ragmen kanserojendir. Hedef protein tarafindan yakalanan bu metal

iyonlari, tedavi amagliysa tehlikeli olabilir.
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1.2.6.4 Hisg-etiketli Proteinlerin Saflastiriimasi icin IMAK Uygulamalari

Yapilan literatiir incelemesinde, Hisg-etiketli proteinlerin saflastiriimasinda IMAK
yonteminin kullanimu ile ilgili bir¢ok ¢alisma bulunmustur. Bu ¢alismalardan segilen

bazi uygulamalar asagida 6zetlenmektedir.

Dabrowski ve Kur tarafindan (1998) yapilan bir ¢alismada N-terminalinde polihistidin-
etiket igeren ve E. coli’den eksprese edilen rekombinant DNA polimeraz, Ni?* affinite
kromatografisi ile tek seferde saflastirilmistir [67]. Velkov ve arkadaglari (2008), E.coli
hiicrelerinden dogal laktoz baskilayici proteinin saflastirilmasi i¢in basit, Ni?* esasl
IMAK protokoliiniin, yapisal ve biyokimyasal ¢aligmalar icin yiiksek oranda
saflastirilmig protein iretimi i¢in faydali oldugunu gostermistir [68]. Sporeno ve
arkadasglar1 (1994), histidin etiketli onkostatin M’i (Onc M), bir metal selatlama kolonu
izerinde tek adimda homojen olana kadar saflagtirmistir [47]. Smith ve Johnson
tarafindan (1988), NH, terminali iizerindeki spesifik bir metal selatlayict peptit (CP)
igeren bir protein, IMAK kullanilarak saflastirilmistir [69]. Xu ve arkadaslar1 (2001),
Hisg-etiketli insan triptofanil-tRNA sentetazinin (TrpRS) metal (Ni?*) selat afinite
kromatografisi saflastirmasi ile ilgili bir ¢alisma yapmislardir. Bu ¢aligmada, insan
TrpRS'sinin agir1 liretimi igin yeni, basit ve etkili bir yontem oldugu ortaya konulmustur

[70].

1.3. Kriyojeller

Polimerler, ayn1 veya farkli monomer birimlerinin ¢esitli yontemlerle birlestirilerek
olusturulan biiylik molar kiitleye sahip makromolekiillerdir. Monomer birimleri gesitli
kimyasal tepkimelerle birleserek kovalent bagli yapilart olustururlar. Bu tip tepkimeler
polimerlesme reaksiyonu olarak tanimlanir. Polimerin bir solvent yardimiyla siserek
polimer ag1 olusturmasina polimerik jel adi verilmektedir. Polimer aglari, capraz
baglarla 3 boyutlu bir yap1 haline gelerek bir matris gibi ¢oziicliyli kendisine baglayip
jeli saglamlastirmaktadir. Capraz baglar, jel yapisinin korunmasini saglamaktadir.
Polimerik jeller, hem sentetik hem de dogal polimer esasli olabilmektedir. Polimerik bir
jelin sematik gosterimi Sekil 1.11°de goriilmektedir. Sekilde yer alan siyah noktalar

polimer zincirleri arasindaki ¢apraz baglar1 temsil etmektedir [71, 72].
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Sekil 1.11. Bir polimer jelin sematik gosterimi [72].

Polimer zincirlerini baglayan ¢apraz baglar, fiziksel (kovalent olmayan baglar veya
miseller, multipletler, kristalitler, vb) veya kimyasal (kovalent baglar) baglar
olabilmektedir. Polimerik jeller, capraz bagin ¢esidine gore fiziksel jeller ve kimyasal
jeller olarak ikiye ayrilmaktadir. Fiziksel jeller zayif baglarla baglandig: i¢in kararsizdir
ama kimyasal jeller kovalent baglarla baglandigindan giiclii ve geri doniistimsiiz bir

yapiya sahiptir [72, 73].

Hidrojeller, solventi su olan kimyasal veya fiziksel baglarla ¢apraz baglanarak suda
siserek Tli¢ boyutlu bir yapi1 olusturan hidrofilik polimer jellerdir. Hidrojellerin ilk olarak
1960 yilinda Wichterle ve Lim (1960) tarafindan duyurulmustur [74]. Hidrojeller;
hazirlama (homopolimerik, kopolimerik, i¢ ice gecmis ag), iyonik yiik (katyonik,
anyonik, iyonik olmayan), kaynak (dogal, sentetik, hibrid), ¢apraz bag (fiziksel veya
kimyasal), tepki (kimyasal, biyokimyasal, fiziksel) ve fiziksel 6zelliklerine (akilli veya
geleneksel) gore siniflandirilabilirler [75].

Homojen olarak sismis polimer jellerinkinden daha biiylik ve polimer kopiiklerin
boyutunun altinda gézenek boyutlarina sahip jeller olan makrogdzenekli polimer jeller
yani kriyojeler 1950'lerde kesfedilmistir [76]. Bu polimerler biyoteknoloji ve biyotipta
bliyiik bir ilgiyi lizerine ¢ekmektedir. Makro gozenekli polimerlerin hazirlanmasinda
dondurarak kurutma, porojenasyon, mikroemiilsiyon olusumu, gaz iifleme teknigi ve faz

ayrimi gibi farkli yontemler bulunmaktadir. Acik gozenekli yapilara ve kontrollii
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gozeneklere sahip biiylik gozenekli polimerik malzemeler, kriyojelasyon teknolojisi ile

uretilir.

Vladimir 1. Lozinsky tarafindan 1980'lerin basinda, polimerik jellerin dondurulmus bir
ortamda olustugunu tanimlamak i¢in kullanilan "kriyojel" terimi ortaya ¢ikmustir [77].
Kriyojel, terim olarak Yunanca’da don veya buz anlamima gelen “krios (kryos) ve jel
kelimelerinden tiiretilmistir [78]. Coziiciiniin polimer agma bagli oldugu homofaz
sistemleri olan gelenesel jellerin aksine, kriyojeller ¢oziiclinlin hem birbirine bagh
makro gozenekler iginde hem de polimer agina bagli olan heterofaz sistemlerdir [79].
Kriyojeller; ozmotik, kimyasal ve mekanik stabilite, makro gozenekli yapida, yiiksek
yiizey alani ve su tutma kapasitesinde olup siingerimsi ve elastik bir yapiya sahiptir.
Kriyojelasyon sicakligi, numunenin donmus halde tutuldugu siire ve donma/¢oziilme
oranlart modifiye edilerek, c¢oziiciiniin dogasina uygun ¢Oziinlir ve ¢dziinmeyen
malzemelerin kullanimiyla istenilen ozellige sahip kriyojeller {iretilebilmektedir.
Kriyojeller bu o6zelliklerinden dolay1 biyoseperasyon ve saflastirma uygulamalarinda
kromatografi teknikleri i¢in kullaniminin yani sira ¢evre, biyomedikal miihendisligi,
doku miihendisligi ve rejeneratif tip gibi c¢esitli uygulamalarda yaygin olarak

kullanilmistir [80, 81].

1.3.1. Kriyojellerin Olusumu

Protein saflastirilmasinda ticari reginelere alternatif olabilecek kriyojeller, bir ¢oziicii
icinde polimer veya monomer onciillerin uygun bir baslatici/aktivator ¢ifti kullanilarak
sifirin altindaki sicakliklarda kriyopolimerizasyonuyla olusturulmaktadir. Sekil 1.12°de
de goriilecegi gibi kriyopolimerizasyon islemi, ¢apraz baglayici ve baslatici igeren bir
polimerik ¢odzeltinin ¢dziicliniin donma noktasinin altindaki bir sicaklikta dondurulmasi,
gozenek olusumu icin donmus halde bekletilmesi, makro gbzenekler olusturan
bilesiklerin ¢apraz baglanmasi ve reaksiyon sonucu olusan kriyojelin oda sicakliginda
¢oziilmesi agamalarini igerir [80]. Bu islemde sulu faz dondurularak ve polimerizasyon
isleminin donmamig bir sivi mikrofazda gerceklesmesi saglanir. Daha sonra buz
kristalleri oda sicakliginda eritilerek biiylik ve siirekli olarak birbirine bagl gézenekler
olusturulur [82]. Su, polimerizasyon isleminde bir ¢dziicii, dagitic1 ve porojen olarak

kullanilir ve kriyojelin makro gbzenekli yapisinin olugsmasinda yardimcei rol oynar.
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Donma Polimerizasyon Coziilme
Monomer, baslatici buz kristallerinin olusumu ve buz kristalleri ve Makro gézenekli
ve solvent polimerizasyonun baslamasi polimer jel kriyojel

Sekil 1.12. Kriyojel olusumunun basamaklari [83].

1.3.2. Kriyojel Olusumunda Etkili Faktorler

Kriyojellerin olusumunda capraz baglanma derecesi ve tipi, jel ¢ozeltisinin bilesimi,
jellesme sicaklig, sicaklikta tutuldugu siire ve donma hizi gibi bir¢ok degisken etkili

olmaktadir [84].

1.3.2.1. Donma Hiz1 ve Donma Sicakhg:

Kriyojel olusumunda donma hizi ve donma sicaklig etkili olan faktdrlerdendir. Donma
hizi ve donma sicakligindaki degisimler buz kristallerinin boyutunu etkilemekte ve
dolayistyla makro gozenek olusumu meydana gelmektedir [85]. Donma hizi ne kadar
yiiksek ise cekirdeklenme o kadar yiikselecektir ve olusan kiiciik buz kristallerinin
sayisini arttiracaktir [86]. Donma hizi ne kadar diisiikse (veya sabit donma sicakligi ne
kadar yiiksekse), biiyliyen buz kristallerinin boyutu o kadar biiyiik olur ve sonug olarak
daha biiyiik gozenek boyutlarina sahip kriyojeller hazirlanir. Bununla beraber asiri
sogutma (asir1 donma) sorunu ile basa ¢ikmak icin donma sicakligi yeteri kadar diisiik
olmalidir [79]. Genel olarak donma sicakliginin diisiik olmasi makro gozenek boyutuna

olumsuz yonde etki etmektedir. [87].
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1.3.2.2. Monomer Onciillerin Konsantrasyonu

Kriyojeller hazirlanirken diger degiskenler sabit tutuldugunda jel/monomer 6nciillerinin
konsantrasyonundaki artis gézenek duvarlarinin kalinlagmasina ve polimerlesen jelin
dayanikliliginin artmasma neden olsa da genellikle makro gozeneklerin birbirine
baglanabilirliginin ve gozenek boyutlarinin azalmasina yol agmaktadir [79]. Farkli
polimerizasyon kosullarinda hazirlanan poli (2-hidroksietil metakrilat-ko-allil glisidil
eter) (HEMA-AGE) hidrojellerin morfolojileri incelendiginde monomer konsantrasyonu
ve reaksiyon kosullar1 gozenek olusumunda etkili olmustur. Daha yiiksek bir monomer
konsantrasyonuna sahip HEMA-AGE hidrojel 6rneklerinde, daha kiigiik gozenekler
meydana gelmistir [88]. Siiper makro gozenekli poliakrilamit kriyojellerin (pAAm-
kriyojeller) gozenek boyutu ve gozenek duvarlarmimn kalinligi, baslangic reaksiyon
karigimindaki monomerlerin konsantrasyonu (%6-22) ve kullanilan ¢apraz baglayici
degistirilerek  kontrol edildiginde pAAm-kriyojellerindeki gbzenek duvarlarinin
kalinlig1, baglangic reaksiyon karisimindaki artan monomer konsantrasyonu ile
artmistir. Ayrica pAAm kriyojellerindeki gozenek hacmi %70-93 araliginda
bulunmustur ve reaksiyon beslemesindeki artan monomer konsantrasyonuyla azalmistir

(Sekil 1.13) [89].

Sekil 1.13. Capraz baglh pAAm-kriyojelin SEM
goriintiisii [89].
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1.3.2.3. Capraz Baglama

Kriyojeller, ¢cok ¢esitli dogal veya sentetik polimerler veya monomerler kullanilarak
kimyasal c¢apraz baglama, polimerizasyon veya fiziksel jel olusumu yoluyla
olusturulabilir [84]. Capraz baglama islemi hidrojel sentezi sirasinda veya sentez
sonrasinda yapilabilmektedir. Bu konuda yapilan bir calismada akrilamit esash
hidrojeller donmus ortamda glutaraldehit kullanilarak ¢apraz baglanmistir. Kriyojellerin
makro gozenek yapisin1 c¢apraz baglayicinin  konsantrasyonu ve jelin olusum
sicakliginin etkiledigi ¢aligma bulgularinda belirtilmistir. Ayrica bu sekilde sentezlenen
jel malzemelerinin siingerimsi, siiper makro gozenekli bir morfolojisi akrilamit (AAm)
ve N,N’- metilen bisakrilamidin (MBAAmM) kriyojenik kopolimerizasyonu yoluyla
tretildigi bilinen PAAm kriyojellerine benzerlik gosterdigi bu ¢alismada ortaya
konulmustur [90]. Bir diger ¢alismada poli (vinil alkol) (PVA), sifirin altindaki
sicakliklarda asidik kosullar altinda glutaraldehit ile kimyasal olarak ¢apraz baglanarak
makro gozenekli monolitik kriyojeller (cryoPVA) hazirlanmistir. CryoPVA'nin sisme
derecesi, ilk reaksiyon karigimindaki polimer konsantrasyonuna ve g¢apraz baglanma
derecesine gore degisiklik gostermistir [86]. Kriyojellerin kimyasal olarak capraz
baglanmasi sifirin altindaki sicaklikta dondurulma sirasinda gergeklesirken fiziksel
olarak capraz baglanma c¢oziilme asamasinda meydana gelmektedir [81]. Capraz
baglayicilarin hidrofilik veya hidrofobik olmas1 kriyojellerin yapisina etki etmektedir.
Poliakrilamit (pAAm) monomerinin orta diizeyde hidrofobik bir ¢apraz baglayici N,N -
metilen bisakrilamid (MBAAm) ve daha hidrofilik dialiltartaramid (DATAm) ile ¢apraz
baglanarak serbest radikal polimerizayonu ile iiretilen kriyojellerin fiziksel 6zellikleri

karsilastirldiginda belirgin farkliliklarin bulundugu belirlenmistir [89].

1.3.3. Kriyojellerle flgili Yapilan IMAK Cahsmalari

Histidin-etiketli proteinlerin, farkli protein kalintilar1 igeren rekombinant proteinlerin ve
cesitli kaynaklardan elde edilen enzimlerin IMAK uygulamalariyla saflagtirmas ile
ilgili galigmalarin listesi Tablo 1.4’te verilmektedir. Tlgili tabloda gelistirilen IMAK

materyali ve kullanildig1 uygulamalar verilmektedir.
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Sentezlenen Kriyojel Sentezleme Yontemi Uygulama Referans
PHEMA/PGMA-CB serbest radikal insan serumundan
polimerizasyonu alblimin ve IgGnin 91
ayn1 anda izolasyonu
PHEMA/PGMA-IDA-  dispersiyon
cu® polimerizasyonu
Poli(HEMA-GMA)- radikal mayadan alkol
IDA-Zn** kriyokopolimerizasyonu  dehidrojenaz enziminin 92
saflastirilamasi
Poli(AAmM-GMA)-IDA- kriyopolimerizasyon katalaz enzimini 93
Fe* adsorpsiyonu
Poli(EGDMA)- Con A  radikal invertaz enzimi 94
kriyokopolimerizasyonu  immobilizasyonu
Poli(HEMA-GMA)- serbest radikal lireaz enzimi
ot . S . 95
IDA-Ni kriyopolimerizasyonu adsorpsiyonu
DEAE-GMA kimyasal 1s1nlama,gama  etkili zayif anyon
1sinlamast, ast degisim adsorbanlari 96
kopolimerizasyonu gelistirme
Poli(EGDMA-GMA)-  kriyopolimerizasyon amiloglikozidaz enzimi 97
Con A adsorpsiyonu
Tris-kriyojel kriyopolimerizasyon yumurta beyazindan 98
lizozimin saflagtirilmasi
Cu™-IDA-MPAAG serbest radikal lizozim baglanma 99
kopolimerizasyonu kapasitesini belirleme
AAM-AGE-p-GIcNAc  kopolimerizasyon (epoksi, Lektin saflagtirilmast
Schiff bazi, glutaraldehit
. © 100
ve etilendiamin
yontemleri
Poli(HEMA-GMA)-p-  serbest radikal insiilin adsorpsiyonu 101
BA-Cu*, Ag* ve Zn**  polimerizasyonu
Poli(HEMA-GMA)-p-
AP-CU**, Ag" ve Zn**
Poli(AAm-MAH) serbest radikal insan plazmasindan
Lo 102
polimerizasyonu IgG saflagtirilmasi
PHEMA-IDA- Cu™,  serbest radikal insan kanindan
Zn**, Ni**, Co* polimerizasyonu hemoglobin 103
uzaklagtirilmasi
P(HEMA-GMA)-IDA-  serbest radikal domuz pankreaz lipazi
Cu*, Ca”™ ve Fe** kopolimerizasyonu (PPL) ve sigir serum 104

albumin (BSA)
adsorpsiyonu

*kisaltmalarin agilimi1 EK 1°de yer almaktadir.

Sunulan ¢alismanin mevcut literatiirden iki temel farki bulunmustur. Mevcut
caligmalarda IMAK materyalinin hazirlanma ydntemi, éncelikle GMA igeren kriyojel
hazirlanmas1 ve bu islemi takiben IDA’nin glisidil gruplarina baglanmasi seklindedir.
Yapilan 6n denemelerde bu uygulamada iki temel problem tespit edilmistir. Bunlar
sirastyla; GMA’nin su fazinda ¢oziintirliigli zayif olup kriyojel hazirlama esnasinda

yiksek GMA derisimlerinde faz ayrimi goriilmektedir. Calisma kapsaminda oncelikle
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hazirlanan GMA-IDA monomeri suda ¢06ziinlir yapidadir. Boylece GMA-IDA
monomerinin dnce hazirlanmis olmasi, faz ayrimi problemini ¢dzmiistiir. ikinci problem

hidrojel yapisinda bulunan GMA’nin tamaminin IDA ile tepkimeye girememesidir.

Sunulan c¢alismanin mevcut literatiirden diger farki, hazirlanan kriyojelerin belirli
gozenek capma sahip eleklerden gegirilerek kolon uygulamalarina uygun partikiil

formunda elde edilmesidir.

Sonug olarak sunulan c¢alismada oOncelikle GMA-IDA bazik ortamda tepkimeye
girdirilerek suda ¢o6ziinebilen katki monomeri hazirlanmigtir. Daha sonra bu monomer
akrilamit-metilen bisakrilamid karisgimi ile tek basamakta polimerlestirilerek kriyojel
yapida IMAK malzemesi hazirlanmistir. Bdylece tez kapsaminda yukarida bahsedilen
problemler ortadan kaldirilarak tek basamakta hizli ve etkin IMAK malzemeleri
hazirlanmistir. Calisma kapsaminda hazirlanan malzemeler Ni?* ile yiiklenerek model

sistemlerde test edilmistir.



2. BOLUM
YONTEM VE MATERYAL

Bu tez c¢alismasi kapsaminda poli (akrilamit-glisidil metakrilat-iminodiasetik asit)
(PAGMA-IDA)  kriyojelleri  sifirn  altindaki ~ sicaklikta  serbest  radikal
kopolimerizasyonu yoOntemiyle sentezlenmistir. Bu kriyojellerin  sentezlenmesi,
akrilamit (AAm) monomeri ile glisidil metakrilat-iminodiasetik asit (GMA-IDA)
monomer surubunun Ssabit APS-TEMED (baslatici-hizlandirici) sistemi altinda N,N -
metilen  bisakrilamid (MBA) c¢apraz baglayicis1 ile  kopolimerizasyonuyla
gercgeklestirilmistir. Kriyojelerin kopolimerizasyonu, Chen ve Chen [105] tarafindan
tarif edilen yontemin modifikasyonu ile uygulanmistir. Yapilan 6n denemeler sonucu
AAmM, MBA ve GMA-IDA c¢ozelti konsantrasyonlart bagimli degiskenler olarak
secilmistir. Calisma kapsaminda baslatict ve momer suruplarinin hassas bir bigimde
karistirllabilmesi igin AAm 0,6 g/mL ve MBA 0,02 g/mL, %10 APS (w/v)
konsantrasyonlarinda stok ¢ozeltileri hazirlanmistir. Kopolimerizasyonda kullanilacak
diger monomer surubu GMA-IDA derisimi monomer-g¢apraz baglayict karigimmin 1,
1,5 ve 2 kat konsantrasyonlarda olacak sekilde alinmistir. Bu degiskenlere gore her bir
kriyojelinin toplam polimerizasyon hacmi 8,5 mL olacak sekilde ayarlanmis deney plani
Design-expert 12 istatistik programi ile hazirlanmistir. Hazirlanan deney planinda 15
deneylik bir tasarimi olusturulmustur (Tablo 2.1). Deney tasarimina gore hazirlanan
karigimlar -22°C’de 24 saat siireyle polimerizasyon islemi uygulanarak makro gézenekli
kriyojellerin sentezlenmesi saglanmistir. Ardindan sentezlenen PAGMA kriyojellerine
yikama ve notralizasyonislemleri yapilmistir. PAGMA kriyojellerinin karakterizasyonu
icin; Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) analizi, Fourier Déniisiimlii Infrared
Spektroskopisi (FTIR) analizi, sisme orani, makro gozenek miktart analizi, nikel (Ni%")

adsorpsiyonu ve model sistemlerde sigir serum albumin (BSA) adsorpsiyon analizleri
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gerceklestirilmistir. Bu karakterizasyon calismalarinin sonuglari literatiirde yer alan

caligmalarla karsilastirilarak yorumlanmaistir.

Tablo 2.1. PAGMA-IDA kriyojel hazirlama deney tasarimi.

Factor 1 Factor 2 Factor 3
A: AAm B:MBA C:GMA-IDA
Std Run g/mi g/mi mi/ml
6 1 0,15 0,006 1,5
1 2 0,1 0,006 1,5
3 3 0,05 0,009 2
9 4 0,1 0,006 1
8 5 0,1 0,009 1,5
15 6 0,1 0,006 1,5
2 7 0,15 0,003 2
13 8 0,1 0,006 1,5
5 9 0,05 0,006 1,5
7 10 0,1 0,003 1,5
1 11 0,15 0,009 1
4 12 0,05 0,003 1
14 13 0,1 0,006 1,5
10 14 0,1 0,006 2
12 15 0,1 0,006 15
2.1. Materyal

Bu caligmada kullanilan kimyasal malzemeler Tablo 2.1°de, cihaz ve ekipmanlar ise

Tablo 2.2°de verilmektedir.
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Tablo 2.2. Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasallar.

Kimyasallar

Marka

GMA (Glisidil metakrilat)

AAmM (Akrilamit)

MBA (N, N-metilen bisakrilamid)
TEMED (N, N, N, N~ tetrametiletilendiamin)
APS (Amonyum persiilfat) >98% ACS
IDA (iminodiasetik asit)

NaOH

NiSO,.6H,O (Ni(Il) Siilfat Hegzahidrat)
HCI

Sitrik asit

NaH,PO,

K,HPO,

Aldrich Chem. Co., for R&D, ABD
Merk, Almanya

Merk, Almanya
Sigma-Aldrich, ABD
Sigma, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
J.T. BAKER, Hollanda
TEKKIM, Tiirkiye
Merck, A. G., Almanya
Merck, A. G., Almanya
J. T. BAKER, Hollanda
CARLO ERBA, italya

Tablo 2.3. Tez galismasinda kullanilan cihaz ve ekipmanlar.

Cihaz ve EKipmanlar

Marka

Hassas Terazi

Ultrasonik Su Banyosu

Vorteks Karistiricl

Manyetik karistiric

pHmetre

Etiiv

Santrifiij

Atomik absorbsiyon spektrofotometresi
Calkalamali su banyosu
Spektrofotometre

Filtre 5,0 pm

Fourier doniisiimlii infrared spektroskopisi—ATR

Taramah elektron mikroskobu/enerji dagitici x-
151m1 spektroskopisi

Isik mikroskobu

Sartorius BP 221 S, Almanya
Bandelin Sonore RK100H, Almanya
IKA® VORTEX genius 3, ABD
Stuart CC 162, ingiltere

Mettler Toledo, Isveg

Memmert, Almanya

Hettich-320, Almanya

Perkin EImer HGA 700, Almanya
Memmert, WNB14, Almanya
Agilent Cary60 UV/Vis, ABD
Minisart, sartorius stedim, Biotech
FTIR-BrukerTensor 1, ABD
SEM/EDX-Carl ZeissSigma 300 VP, Almanya

NIKON DS-Fi2, Japonya




34

2.2. Yontem

Calisma kapsaminda akrilamit, metilen bisakrilamid ve glisidil metakrilat esash
kriyojellerin iiretimi, karakterizasyonu ve IMAK materyali olarak kullanimi test
edilmistir. Tez kapsaminda yiiriitiilen ¢aligmalar ve uygulamalar asagida ayrintili bir

sekilde agiklanmaktadir.

2.2.1. PAGMA-IDA Kriyojellerin Sentezi

Bu ¢alismada kullanilmak tizere akrilamit (AAm) 0,6 g/ml, metilen bisakrilamid (MBA)
0,02 g/mL ve %10 (w/v) konsantrasyonlarinda amonyum persiilfat (APS) stok
cozeltileri hazirlanmistir. Bu ¢alismada APS-TEMED (baslatici-hizlandirici) sisteminin
konsantrasyonlari sabit tutularak AAm 0,05, 0,1 ve 0,15 g/mL, ¢apraz baglayict MBA
0,003, 0,006 ve 0,009 g/mL ve GMA-IDA monomer surubu ise 1, 1,5 ve 2 kat olacak
sekilde herbir degisken licer farkli degisik konsantrasyon bagimli degiskenler secilerek

deney tasarimi olusturulmustur.

PAGMA kriyojellerin sentezlenmesi i¢in gerekli stok ¢ozeltiler asagidaki gibi

hazirlanmastir:

Stok AAm ¢ozeltisinin hazirlanmasi: Konsantrasyonu 0,6 g/mL olan stok ¢ozeltiyi
hazirlamak i¢in hassas terazide 15 g AAm tartilarak balon jojeye konulmus ve saf su ile

hacmi 25 mL’ye tamamlanarak ultrasonik su banyosunda ¢6ziindiiriilmiistiir.

Stok MBA c¢ozeltisinin hazirlanmasi: Konsantrasyonu 0,02 g/mL olan stok ¢ozeltiyi
hazirlamak i¢in hassas terazide 1 g MBA tartilarak balon jojeye alinmig saf su ile hacmi

50 ml’ye tamamlanarak ultrasonik su banyosunda ¢oziindiiriilmiistiir.

Stok %10 (wn)’luk APS c¢ozeltisinin hazirlanmasi: Polimer baslatic1 stok APS
cozeltisi hazirlamak i¢in 0,3 g APS hassas terazide tartilarak cam tlipe alinmis ve 3 mL

safsu i¢inde ultrasonik su banyosunda ¢oziindiiriilmiistiir.

Hazirlanan biitiin stok ¢ozeltiler, kriyojeller sentezleninceye kadar +4 °C’de muhafaza

edilmistir.

PAGMA kriyojellerini sentezlenemek i¢in deney tasariminda belirlenen oranlar

kullanilmistir. Kriyojel sentezinde oncelikle GMA-IDA monomeri hazirlanmigtir. Bu
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amagla belirlenen miktarda sodyum hidroksit (NaOH) hassas terazide tartilarak deney
tiipline alinmistir. Daha sonra belirlenen oranda saf su i¢inde ¢oziindiiriilerek hazirlanan
NaOH c¢ozeltisi icine iminodiasetik asit (IDA) eklenmistir. Son olarak deney
tasariminda belirlenen miktarda GMA eklenerek fonsiyonel monomer ortami
hazirlanmistir. GMA’da bulunan oksiran grubu (C,H40) ile IDA’nin amin grubunun
tepkimeye girmesi igin karisim 70°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Reaksiyon ortami
sirekli karistirllmis ve amin gurubu ile oksiran grubu arasinda tepkime
gerceklestirilerek fonksiyonel monomer surubu hazirlanmistir [105]. Coziinen GMA-
IDA monomer surubu buzda hizlica sogutularak {izerine deney tasarimina gore
belirlenen konsantrasyonlarda sirasiyla onceden hazirlanan AAm ve MBA stok
cozeltilerinden eklenmistir. Polimerizasyon baslatict 6nce %10 (w/v)’luk APS stok
¢ozeltisinden 40 pL sonra polimerizasyon hizlandirici olarak 20 uL TEMED eklenerek
vortekslenmistir. Polimerizasyonun oda sicakliginda gerceklesmesini engellemek igin
buzlu suda ¢alisilmistir. Homojenize edilen karisim -22°C’de derin dondurucuda 24 saat
bekletilerek polimerizasyonu gergeklestirlmistir. Bu grup ¢alismanin akim semasi Sekil

2.1’de verilmektedir.

. Hﬁkﬂbg}m] . . . . ionm

Sekil 2.1. PAGMA-IDA kriyojelleri hazirlama akis semasi.

2.2.2. PAGMA-IDA Kriyojellerin Yikanmasi

Hazirlanan PAGMA-IDA kriyojel ornekleri derin dondurucudan ¢ikarilarak makro
gozeneklerinin olusmasi i¢in oda sicakliginda bekletilerek buzunun ¢oziinmesi
saglanmistir. Kriyojeller hassas terazide tartilarak kiitleleri not edilmistir. Ornekler

igerisindeki NaOH’un uzaklasmasi igin Kriyojeller belirli gézenek c¢apma sahip



36

eleklerden gecirilerek partikiil formuna getirilmistir ve 250 mL’lik behere konulmustur.
Ardindan 1 saat araliklarla her seferinde 100 mL saf su eklenerek 4 kez yikama-siizme
islemi uygulanarak yikanmistir. Yikama isleminden sonra seyreltik HCI ¢ozeltisi ile
pH’lar1 nétiirlenerek Ni*? adsorbsiyonu islemine hazir hale getirilmistir. Daha sonra
karakterizasyon islemlerinde kullanilmak iizere santrifiij tiiplerine alinan Kriyojeller,
+4°C’de muhafaza edilmistir (Sekil 2.2).

Dondurma Ornekleri )
islemini ¢oziindiirme Ag“'hle‘::‘nr:“ LY
sonlandirma 25°C
4 kez 100’er ml Eleklerden
q NaOH uzaklast
saf su ile yilkama- gecirme : am:ma ai l:::a
stizme L(Boyut kiiciiltme) & ges
Notiirleme +4°C’de
L(seyreltik HCl ile) muhafaza etme

Sekil 2.2. PAGMA-IDA kriyojelleri yikama akis semasi

2.2.3. Karakterizasyon Calismalari

Literatiirde yaymlanmis Onceki c¢alismalar dikkate alinarak hazirlanan kriyojellerin
cesitli kimyasal ve fiziksel Ozellikleri karakterize edilmistir. Bu kapsamda yapilan

caligmalar ilgili referanslariyla birlikte asagida agiklanmaktadir.

2.2.3.1. SEM ve FTIR Analizlerinin Yapilmasi

Sunulan tez c¢alismasinda sentezlenen PAGMA-IDA kriyojellerinin karakterizasyonu
icin Fourier Déniisiimlii Infrared Spektroskopisi-ATR (FTIR-BrukerTensor 11) ve
Taramal1 Elektron Mikroskobu/Enerji Dagitict X-1s1m1 Spektroskopisi (SEM/EDX-Carl
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ZeissSigma 300 VP) ile analizler yapilmistir. PAGMA kriyojellerinin 1slak ve kuru
haldeki genel morfolojik yapilari ise NIKON DS-Fi2 151k mikroskobu vasitasi ile
gorlntiilenmistir. BoOylece sentezlenen kriyojellerin fiziksel ve kimyasal yapilari

hakkinda bilgi edinilmistir.
2.2.3.2. Sisme Orani

PAGMA-IDA kriyojellerinin karakterizasyonunda onemli analizlerden biri sisme
oraninin belirlenmesidir. Sisme oran1 (SO), birim kiitledeki kriyojelin absorpladigi su
miktart olarak tanimlanir. Calismanin ilgili boliimiinde sentez parametrelerinin, jelin su
tutma kapasitesi iizerine etkileri belirlenmistir. Bu amacla denge sisme sartlarina
ulastirilmis jellerde kuru madde analizi yapilarak deney tasariminda sentezlenen biitiin
kriyojellerin su tutma kapasiteleri belirlenmistir. PAGMA-IDA kriyojellerinin sisme
oranini belirlemek i¢in dncelikle 15 mL’lik santrifiij tiiplerine yaklasik 1-2 g kriyojel
konulmustur. Uzerlerine 5 mL saf su konularak vortekslenmistir. Hazirlanan &rnekler
24 saat boyunca oda sicakliginda (25°C) bekletilerek denge sisme sartlarina
ulastirilmistir. Daha sonra kriyojellerden fazla suyunun uzaklastirilmasi igin 500 rpm
hizda 5 dakika boyunca santrifiijlenmistir. Aliminyum tartim kaplart, 95°C’de etiivde
sabit tartima getirilmistir. Daha sonra kaplar desikatdrde sogutulmus hassas terazide
tartilarak kaplarin darast not edilmistir. Kaplara, santrifiijlenen 1slak kriyojel
orneklerinden (M,z44) 0,5 g tartilarak kriyojeller 95°C’de 2 saat etiivde bekletilmistir. Bu
siire sonunda kaplar desikatorde sogutulduktan sonra tartilmis ve tartim not edilmistir

(Miury)- SO, asagidaki esitlik 1 kullanilarak hesaplanmistir [106].

Sisme Oram (g su/g kurujel) = Misiak —Mieuwru ) 1)

Miyru

M siak: Islak kriyojelin kiitlesi (g)

Mywru: Kuru kriyojelin kiitlesi (g)
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2.2.3.3. Makro Gozenek Miktar:

Kriyojellerde makro gozenek miktarinin belirlenmesinde Denizli ve ark. tarafindan
yapilan ¢alismada kullanilan yontem izlenmistir [107]. Bu yontem, basing altinda
sikigtirtlan  kriyojelin yapisindan sizan su miktarmin belirlenmesi temeline gore
uygulanmaktadir. Bu amagcla ¢ikigina filtre takilmis enjektor igine 1 g saf su icinde
denge doygunluk degerine ulagsmis 1slak jel tartilmistir. Enjektoriin pistonu takildiktan
sonra sabit basing altinda (40 kPa) 15 dakika siiresince piston sikistirilarak, makro
gbzeneklerde bulunan serbest suyun disar1 ¢ikmasi saglanmistir. Presleme islemi 6ncesi
ve sonrast jel kiitlesi Olciilerek belirlenen kiitle kaybindan makro gozenek miktar

Esitlik 2°den hesaplanmugtir.

Makro gozenek (%) =

W1 —W,)

Wi: Sisen kriyojelin agirligi (g)

W;: Kalan kriyojelin agirligi (g)

2.2.4. PAGMA-IDA Kriyojellerine Ni?* iyonu Adsorpsiyonu

IMAK seperasyon malzemelerinin iiretiminde kritik asamalardan biri, kriyojelin metal
iyonu ile kompleks olusturmasidir. Metal adsorpsiyon islemi iyonik bir siire¢ oldugu
icin islemin yiiriitiilecegi pH degerinin belirlenmesi son derece dnemlidir. Bu amacla
yapilan literatiir incelemesinden yola ¢ikilarak pH 5 fosfat tamponunda nikel ¢ozeltisi
hazirlanmistir ve buna gore adsorpsiyon calismalart yiiriitilmiistiir [108]. Bu amagla
buzdolabinda muhafaza edilen PAGMA-IDA kriyojellerinden tartim kaplarina dorder g
tartilmistir. Kriyojeller laboratuvar ortaminda desikator icinde 5 giin boyunca kurumaya
birakilmistir. Kuruyan kriyojeller ependorflara konularak oda sicakliginda saklanmistir.
Metal adsorpsiyon deneyleri icin 50 mL’lik falkon tiiplere 0,01 g kurutulmus kriyojel
tartilmigtir. Calismada Onceki bdliimde belirtildigi lizere adsorpsiyon islemiyle metal
iyonu yiikleme siirecinde pH 5 fosfat tampon c¢ozeltisi kullanilmistir. pH 5 fosfat

tomponu ile 1000 ppm 100 mL stok Ni?* ¢ozeltisi hazirlanmistir. 100 ppm Ni?* ¢ozeltisi
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hazirlamak i¢in 1000 ppm stok ¢ozeiltiden 500 ml’lik balon jojeye 40 mL konulmus ve
pH 5 tamponu ile 500 mL’ye tamamlanmustir. 100 ppm Ni** ¢ézeltisinden 20 mL cam
pipetle alinip tartilmis ve 50 ml’lik falkon tiiplere alinan kriyojellerin {izerine
konulmustur. Tiiplerin agizlar1 kapakla sikica kapatilarak vorteks ile karistirilmistir.
Kuruyan kriyojellerin ¢ozelti icerinde dagilmast beklenmistir. Tiiplerin kapaklart
kapatilarak 25°C’ye ayarlanan c¢alkalamali su banyosunda 6 saat boyunca
calkalanmistir. Bu silire sonunda tiip icindeki oOrnekler 5,0 pum siringa filtreden
gecirilmistir ve analiz edilene kadar sizdirmaz kaplarda 4 °C’de muhafaza edilmistir.
Kesikli sistemlerde uygulanan absorpsiyon isleminin performansini belirlemek igin 6
saat sonunda ortamdan alinan drnekler atomik absorbsiyon sisteminde analiz edilmistir.
Bu amagla 100 ppm Ni?* ¢ozeltisinden 1,25, 2,50, 5,00, 10,00 ve 20,00 ppm standartlar
hazirlanmis ve bu c¢ozeltilerden kalibrasyon dogrusu hazirlanmistir. Hazirlanan
Kalibrasyon dogrusu Sekil 3.16’da verilmektedir. Kesikli adsorpsiyon deneylerinde
ortamdan alinan 6rneklerdeki Ni** iyonlarimin azalisindan IMAK malzemesine baglanan

iyon miktar1 hesaplanmistir.

2.2.5. PAGMA-IDA-Ni** Kriyojellerine BSA Adsorpsiyonunda pH Taramasi

Immobilize Metal Iyon Afinite Kromatografisi’nde énemli parametrelerden biri de
protein adsorpsiyonunun gergeklestirilecegi pH degeridir. Bu nedenle g¢alismanin bu
kisminda hazirlanan deney tasariminda ortam pH degerinin protein adsorpsiyon
kapasitesi tlizerine etkilerinin belirlenmesi i¢in model sistemlerde bir dizi deney
yiiriitilmiistiir. Oncelikle en iyi protein adsorpsiyonunun goriildiigii pH degeri
belirlemigtir. Model sistemlerde uygulanan adsorpsiyon testlerinden Bovine Serum
Albumin (BSA) model protein olarak kullamlmustir. PAGMA-IDA-Ni?* kriyojellerin
BSA adsorpsiyonuna pH etkisi arastirilmak iizere pH 4, 5, 6, 7 ve 8 fosfat tamponlari
hazirlanmistir. BSA stok c¢ozeltisi 1 mg/mL derisiminde saf su ile hazirlanmistir.
Belirlenen 5 farkli pH degeri i¢in 2 paralel olacak sekilde toplam 10 tane 15 mL’lik
falkon tiiplere stok BSA ¢dzeltisinden birer mL konulmustur. Uzerlerine ortam pH
degerini ayarlamak i¢in hazirlanan fosfat tamponlardan 9 mL konulmus daha sonra
vorteksle karigtirllmistir. Ardindan adsorpsiyon ortaminin baslangic BSA derisimleri
280 nm’de kuvars kiivet kullanilarak (Agilent Cary 60 UV/Vis) spektrofotometrede
belirlenmistir. Ni** iyonu yiiklenip temizlenen kriyojellerden 0,2 g tartilmistir. Tartilan

kriyojeller farkli pH degerlerinde hazirlanan BSA c¢o6zeltilerine eklenmis ve tiipler
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vorteksle karigtirilarak kriyojelin adsorpsiyon ortaminda dagilmasi saglanmistir. Daha
sonra adsorpsiyon ortamlar1 ¢alkalamali su banyosuna konularak 25°C’de 2 saat
boyunca en yiiksek hizda karistirmaya birakilmistir. Bu siire sonunda kriyojeller tezgaha
konularak ¢okmesi beklenmistir. Kriyojeller ¢oktiikten sonra ayrilan siipernatantlar 5,0
um siringa filtreden gegirilmis ve ardindan spektrofotometrede 280 nm dalga boyunda
absorbans degerleri Olgiilmiustiir (Sekil 2.3). Bu verilerden adsorplanan BSA miktari
adsorbanstaki azalmadan hesaplanmistir. Bu grup c¢alismada pH 4 tamponu i¢inde
yapilan deneylerde maksimum BSA adsorpsiyonu goriilmiistiir. Elde edilen sonuglar

Boliim 4°te ayrintili olarak tartisilmistir.

p
Stok BSA ¢izeltisi hazirlama
{(1mg/ml)

(2 paralel 10 adet
| 1’er ml BSA ekleme ) |

Fosfat tamponlarim ekleme (9 ml)

Baslangic BSA Derisimi 6lcme (280 nm)

Kriyojel ekleme ve karistirma (0,2 g)

A\, vy

R N R R

r-

|_ BSA adsorpsiyonu (25°C 2 saat)

’—[ Kriyojellerin ¢5kmesini bekleme

Siipernatant: filtreden gecirme (5,0 pm)

—_— _— —_—

’—[ Adsorbans degerini dlcme (280 nm)

Sekil 2.3. PAGMA-IDA-Ni** kriyojellerine BSA adsorpsiyonunda pH taramast igin akis
semast
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2.2.6. PAGMA-IDA-Ni** Kriyojellerine BSA Adsorplanmasi

Sentezlenen PAGMA-IDA kriyojelleri tizerinde bulunan iminodiasetik asit guruplarinin
kuvvetli metal selat ajan1 oldugu ve bu fonksiyonel grubun immobilize metal afinite
kromatografisinde, akademik c¢aligmalarda ve ticari protein saflastirma sistemlerinde
yaygin olarak kullanildigi bilinmektedir. Calismanin bu boliimiinde hazirlanan deney
tasarimina gore farkli parametrelerde hazirlanan kriyojellerin protein baglama

kapasiteleri model sistemlerde kesikli reaktorler i¢inde gergeklestirilmistir.

Bu amacla oncelikle deney tasarimina gore hazirlanan biitiin kriyojellere 10 mL, 200
mM Ni* cozeltisi iginde 24 saat bekletilerek nikel iyonu yiiklenmistir. Daha sonra
falkon tiiplerindeki Ni?* adsorplanan kriyojeller filtre kagidi ile siiziilmistiir. Siiziilerek
temizlenen jeller ii¢ defa, tizerlerine 10 mL pH 4 fosfat tamponu konularak 15 dk
boyunca calkalamali su banyosunda jeller yikanmistir. Yikama isleminden sonra
hazirlanan jeller filtre kagidi ile siiziilerek adsorpsiyon islemine hazirlanmistir. BSA
stok cozeltisi pH 4 fosfat tamponunda (160 ml tampon 0,16 g BSA) 1 mg/mL
konsantrasyonunda hazirlanmistir. Biitiin adsorpsiyon deneylerinde yapilan 6l¢iimlerde
spektrofotometre 280 nm’de pH 4 fosfat tamponuna gore sifirlanmigtir. Deney
baslangicinda stok ¢ozeltinin seyreltilmesiyle hazirlanan bir dizi standart ¢ozeltinin
absorbansi dlgiilerek kalibrasyon dogrusu hazirlanmistir. On denemelerden elde edilen
sonuglara gore deney tasariminda falkon tiiplerine 10 mL 1 mg/mL BSA ¢ozeltisinden
konulmustur. Uzerine, pH 4 fosfat tamponunda yikanip siiziilen &rnekten 0,2 g jel
tartilarak BSA ¢ozeltisine eklenip ve karistirtlmistir. Adsorpsiyon deneyleri ¢akalamali
su banyosunda 25°C sicaklikta 2 saat siireyle gerceklestirilmistir. Adsorpsiyon islemi
sonunda sivi faz 5,0 um siringa filtreden siiziildiikten sonra spektrofotometrede
belirlenen dalga boyunda (280 nm) 6rneklerin absorbans degerleri belirlenmistir. Daha
once hazirlanan kalibrasyon dogrusu kullanilarak ¢ozeltide kalan BSA konsantrasyonu
belirlenmis, baslangig absorbans degerindeki azalistan adsorplanan BSA miktari

belirlenerek g kuru kriyojel i¢in mg adsorplanan BSA miktar1 hesaplanistir.

Bu grup verilerden, hazirlanmis olan deney tasariminda belirlenen parametrelerin
(AAm, MBA ve GMA-IDA) protein adsorpsiyon Kkapasitesi Tlizerine etkileri

belirlenmistir.
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227. PAGMA-IDA Kriyojellerin  Analiz  Sonu¢larmmin  Istatistiksel

Degerlendirmesi

Kriyojellerin analizleri elde edilen sonuglarin uygun modeller kullanilarak
degerlendirilmesi i¢in Design-Expert 12.0.0 istatistik programi kullanilmistir. AAm,
MBA ve GMA-IDA degiskenlerinin Ni*? adsorpsiyonu, sisme orani, makro gdzenek

miktari, BSA adsorpsiyonu iizerine istatistiksel degerlendirmesi yapilmaistir.



3. BOLUM
BULGULAR

3.1. Fiziksel ve Kimyasal Karakterizasyon Sonuglari

Bu bolimde, sentezlenen kriyojellere uygulanan fiziksel ve kimyasal analizlerin
sonuglart verilmektedir. Hazirlanan Kkriyojellerin fiziksel karakterizasyonunda kuru ve
islak formda 151k mikroskopisi ve SEM goriintiileme kullanilmistir.  Kimyasal
karakterizasyonunda agirlikli olarak EDX elementel analiz ve FTIR analizleri
kullanmilmistir. Ayrica tez kapsaminda belirlenen deney tasariminda hazirlanan
malzemelerin; su tutma kapasitesi, makro gozeneklilik, metal iyon baglama kapasitesi
ve model sistemlerde protein baglama kapasitesi gibi fonsiyonel 6zellikleri belirlenerek

elde edilen sonuclar bu boliimde sunulmaktadir.

3.1.1. Isik Mikroskobu ve SEM Gériintiileri

NIKON DS-Fi2 1sitk mikroskobu ile goriintilenen 1slak olan ve liyofilizatorde
dondurularak kurutulan 6 ve 7 numarali kriyojellerin genel morfolojik yapilari sirasiyla
Sekil 3.1, 3.2 ve 3.3’te goriilmektedir.
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Sekil 3.1. GMA-IDA igermeyen 6 numarali kriyojelin islak ve kuru haldeki mikroskop
goruntiist.

Sekil 3.2. GMA-IDA igeren 7 numarali kriyojelin 1slak ve kuru haldeki mikroskop
goruntus.

Sekil 3.3. Nikel adsorplanmis GMA-IDA igeren 7 numarali kriyojelin 1slak ve kuru
haldeki mikroskop goriintiisii.
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Elde edilen GMA-IDA igeren 7 numarali kriyojelin morfolojik yapisini aydinlatmak
icin Ni** adsorpsiyonu oncesi ve sonrasi alman SEM goriintiileri Sekil 3.4 ve Sekil
3.5°te verilmistir. SEM goriintiileri incelendiginde Ni** adsorplamus kriyojel morfolojik

olarak fakliliklar gostermistir.

Detector = SE2 Date: 21 Jun 2022
Mag= 100K X Time: 15:3237

ERT= 500KV Detector = 5E2 Date: 21 Jun 2022
Mag= 100KX
Vacuum Mods = Hih Vacuum  Refersnce Mag = Polaraid 545 Lab. = CANKAM EMU

WD = 5.1mm
=High Yacuum

Aperture Size = 3000pm ___ ScanSpeed =7 Pixel Size = 1116 AFTAY Aperture Size =30 00 ym___ ScanSpeed =7 Pixel Size = 1116 mm

EHT= 500k Detector = 5E2 Date: 21 Jun 2022 EHT= 500k Deetctor = SE2 Daie: 21 Jun 2022

WO = 5.1mm Mag= 300KX Time 153378 WD = 5.1mm Mag= 207K X Time: 15:34:12
= High Vacuum Lab. = CANKAM EMU : — Vatuum Moie = High Vacuum  Reference Mag = Poiaroid 545 Lab. = CANKAM EMU

Aperture Size =30 00pm___ ScanSpaed = 7 Pixel Size =37 22 nm tonss Aperture Size = 3000pm __ ScanSpeed =7 Pisel Size =37 51 rm

EHT= 500KV Detector = SE2 Date: 21 Jun 2022 EHT = 500 kv Detector = SE2 Date: 21 Jun 2022
WD = 51mm Mag= S00KX Time: 15:34:37 Fi WD = 51mm Mag= 1000 KX Time: 15:3505

= Hionvacum [ T £Y — Vatwsmitiods = Hoh Vacam  Reerence Mag= PORIoSAS Li = CANKAMEMU
Scan Speed = 7 Pixel Size =23 33 nm Aperture Size = 3000 ym ScanSpesd = 7 Pixel Size = 1116 nm

Aperture Sizz = 30,00 um

Sekil 3.4. GMA-IDA igeren 7 numarali kriyojele ait SEM goriintiisii.
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Date: 21 Jun 2022 ‘ Deetector = 5E2 Date: 21 .un 2022

50 53753 X Mag= 100K Ti
Lat

lag= 2! Tirm
ighvacum Relerence Mag=Polarod 45 Lab = CANKAMEM . — ; Reference g < Pooid 545
00 pm ScanSpeed =7 Pixel Size = 446 6 nm Scan Speed = 7

/ s
Detector = SE2 Date: 21 Jun 2022 ! Date: 21 Jun 2022
Mag= 200KX Time: 154431 6. s Time: 15:4445
ighVacum Rederenca Mag =Polrod 45 L = CAUKAMEM | — . Jacurm Relerence Mag =Poaiot 45 Lat = CANKAMEML
3000 pm ScanSpeed =7 Pixel S $5.62 nm L. = 30.00 ym Scan Speed = 7 Pixel Size = 37 22 nm

Detector = SE2 Date 21 Jun 2022 = Detector = SE2 Date’ 21 Jun 2022
Mag= SO00KX Time: 15:45.10 Mag= 1000KX Time: 15.45:40
=HighVacum Riderenca Mag =Porod 545 Lab = CAUKAMEM — Vet iogs < Hon Vacuum  Ferureocs Mag - Polrod 05 Lab. = CANKAM ML
3000 pm ScanSpeed=7 Pixel Size =22.33nm 1011328 Aperture Size = 30 00 um ScanSpeed =7 Pixel Size = 11.16 nm 1011228

Aperture Siz

Sekil 3.5. Ni*" adsorpsiyonu sonrasi GMA-IDA igeren 7 numarali kriyojele ait SEM
goruntusu.

Sekil 3.6’da gortldigi tizere 7 numarali PAGMA-IDA kriyojeline Ni?* adsorpsiyonu

sonrast yapilan EDX analizi nikelin varligin1 kanitlamaktadir.
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Sekil 3.6. Ni** adsorpsiyonu sonrast 7 numarali PAGMA-IDA kriyojeline ait EDX
analizi sonucu.

Sekil 3.6’dan goriilecegi lizere polimer yapisinda bulunan karbon, azot ve oksijen

pikleri belirgin bir bi¢imde goériilmektedir. Ayrica nikel adsorpsiyonu sonunda analiz

edilen kriyojel olmasi nedeniyle nikel atomuna ait pikler de goriilmektedir. Bu

sonuclara gore yapiya nikelin basarili bir sekilde baglandig1 gosterilmistir.
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3.1.2. FTIR Analizi

FTIR analizi 6ncesinde kriyojel ornekleri liyofilizatérde kurutulmustur. Sekil 3.7’de
GMA-IDA icermeyen 6 numarali kriyojelin spektrumunda, 1651 cm™ (amidin C=0O
grubu (amid 1), 1608 cm™ (-NH; gruplarinin deformasyon titresimi (amid II)), 1449 cm’
1(-CHy), 1449-1414 cm™ ve 1188 cm™ (-NH gruplarmin deformasyon titresimi), 1320
cm™*(-NH gruplarinin gerilme titresimi) ve 1120 cm™ (C-N ve N-H baglar1 (amid
I1I))’de adsorpsiyon bantlari goriilmektedir [109].
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Sekil 3.7. GMA-IDA i¢ermeyen 6 numarali kriyojelin spektrumu.

Sekil 3.8’de GMA- IDA igeren 7 numarali kriyojelin spektrumunda 1713 cm™ (karbonil
grubuna ait band) ve 3340 cm™ (-OH gruplarina ait germe titresim bandlari) civarinda
bantlar goriilmektedir. Ayrica GMA’nin yapisindaki epoksi gruplarina atfedilen 857 ve
908 cm™’deki bantlarm varligi epoksi gruplarinin tamamlanmayan déniisiimiinii ifade
etmektedir [110]. Ayrica 1713 cm™ve 1660 cm™ civarinda; GMA-IDA birimlerinin
ester, karboksilik asit ve karboksilat tuzlarindaki C=0O'nun germe titresimlerine atfedilen

iki tepe gozlemlenmistir [111].



49

8
WB R
g -
=
s &
o
&
,E
83 -
[y
S+
8 -
)) DR T T
i
rege 88 828 3583 3¢ gay gnn
Sas | BEL SiN 83 55
3858 §8 588 %8 S% g33p ¢ 23
T T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber cm-1
C\Users\WinT\Documents\BrukenOPUS_7.5.18\DATA\MEAS\DOLU GMASIZ0 DOLU GMASIZ Instrument type and / or accessory 17.06.2022

Sekil 3.8. GMA-IDA igeren 7 numarali kriyojelin spektrumu.

Sekil 3.9°daki Ni?* adsorplanmis 7 numarali kriyojel 6rnegine ait FTIR spektrumunda
ise adsorpsiyon Oncesinde goriilen bantlarda ufak kaymalar gézlenmistir. Bu kaymalar

metal iyonu ile adsorban arasinda etkilesim oldugunu gostermektedir [112].
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Sekil 3.9. Ni** adsorplanmis GMA-IDA igeren 7 numarali kriyojelin spektrumu.
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3.1.3. Sisme Orani

Sisme Oran1 verileri Design Expert istatistik yazilim programinda Cevap Yiizey
Yontemi (Response Surface Methodology=RSM) ile uygun modeller kullanilarak analiz

edilmistir. Bu analiz ile ilgili sonuglar sirastyla Tablo 3.1 ve Tablo 3.2’de verilmektedir.

Tablo 3.1. Sisme testi istatistiksel analiz modeli.

Diizeltilmis  Ongoriilen

Kaynak p-degeri Lack of Fit p-degeri R? R?
Linear 0,0173 0,0004 0,4759 -0,3744
2FI 0,2374 0,0004 0,5632 -3,5063
Quadratic < 0.0001 0,3586 0,9897 0,8216 Onerilen
Cubic 0,3586 0,9899 Aliased

Tablo 3.1’de sisme orani istatistiksel analizinde uygun modelin “Quadratic” model

olarak onerildigi goriilmektedir. Modelin “Diizeltilmis R’ degeri 0,9897 belirlenmistir.

Tablo 3.2. Quadratic modele ait ANOVA tablosu.

Kareler Ortalamanin .. o
Kaynak Toplami df Karesi F-degeri  p-degeri
Model 1644,90 9 182,77 150,98 <0.0001 Onemli
A-AAmM 63,84 1 63,84 52,74 0,0008
B-MBA 253,58 1 253,58 209,47 <0.0001
C-GMA-IDA 72,00 1 72,00 59,48 0,0006
AB 30,94 1 30,94 25,56 0,0039
AC 1,61 1 1,61 1,33 0,3015
BC 235,23 1 235,23 194,32 < 0.0001
A? 32,08 1 32,08 26,50 0,0036
B2 38,01 1 38,01 31,40 0,0025
C? 92,66 1 92,66 76,54 0,0003
Residual 6,05 5 1,21
Lack of Fit 1,28 1 1,28 1,07 0,3586 oOnemsiz
Pure Error 4,77 4 1,19
Cor Total 1650,95 14

Tablo 3.2’de dnerilen “Quadratic” modelin 6nemli oldugu goriilmektedir (p<0,0001). p
degerlerinin 0,05'ten kiigiik olmas1 model terimlerinin énemli oldugunu gostermektedir.

Bu durumda A, B, C, AB, BC, A2, B2, C? 6nemli model terimleridir. AAm, MBA ve
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GMA-IDA konsantrasyonlart modeli 6nemli kilan parametrelerdir. “p” degeri 0,1'den
biiyiik degerler, model terimlerinin énemli olmadigim1 gdstermektedir. Buna gore AC
terimi modele gére 6onemsiz bir degerdir. “Model Uygunsuzlugu (Lack of Fit) F-degeri”
1,07 olarak bulunmus olup saf hataya gore dnemsiz oldugu anlamina gelmektedir (Lack
of Fit F-degeri<0,05). Elde edilen modele gore sisme orani iizerine etki eden sentez

parametrelerine ait yiizey grafikleri asagida karsilastirmali olarak sunulmaktadir.

3.1.3.1. Sisme Oranina AAm ve MBA Etkisi

Farkli AAm ve MBA oranlarinin sisme orami {izerinde istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,05). Sekil 3.10°daki grafige gore AAm konsantrasyonu arttik¢a sigme

orani artarken, MBA konsantrasyonu arttik¢a sisme oranin azaldigi goriilmiistiir.

Sisme Orani (g/g)

B: MBA (g/ml) 1005 g A: AAm (g/ml)

Sekil 3.10. Ug boyutlu yiizey yanit grafigi; sisme oranina AAm (g/mL) ve MBA (g/mL)
etkisi.
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Beklendigi iizere polimerik yapilarda dogrusal kismin artmasi, polimerin ¢oziiciiler
icindeki sisme oranini arttirmaktadir. Bu grup analizlerden elde edilen sonuglara gore
kriyojelin lineer kismini olusturan AAm miktarinin artmasi jelin su tutma kapasitesini
arttirmaktadir. Literatiirde bir¢ok ¢alisma gostermektedir ki polimerik yapilarda bulunan
capraz baglayici solvent i¢inde polimerin sisme oranini kontrol etmektedir. Sekil 3.10
incelendiginde regetede MBA oraninin artisi sisme oranini  hizli bir bigimde

diistirmektedir.

3.1.3.2. Sisme Oranina AAm ve GMA-IDA Etkisi

Kriyojelin sisme orani lizerine GMA-IDA miktar incelendiginde, GMA-IDA ile sigsme
orani arasinda anlamli bir istatistiksel iliski olmadigi saptanmistir (p>0,05). AAm ile
GMA-IDA arasinda istatistiksel iliski goriilmemis olup regetede bulunan GMA’nin

degisiminin sisme oranina etkisi belirlenmemistir (Sekil 3.11).

Sisme Orani (g9/g)

2,00 0,15

C: GMA-IDA (ml/ml)

A: AAm (g/ml)

1,00 005

Sekil 3.11. Ug boyutlu yiizey yanit grafigi; sisme oranina GMA-IDA (mL/mL) ve AAm
(g/mL) etkisi.
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3.1.3.3. Sisme Oramina GMA-IDA ve MBA Etkisi

Son degisken kombinasyonu olan GMA-IDA-MBA konsantrasyonlarinin sisme orani
tizerinde yiizey grafigi olarak Sekil 3.12°de gosterilmektedir. Sekilden goriildiigi tizere
GMA-IDA konsantrasyonu sisme orani iizerine etkili degilken MBA konsantrasyonuna
bagh olarak sisme oram azalmaktadir. Onceki boliimde tartisildigi {izere, capraz

baglayici orani arttikca sisme orani azalmaktadir.

Sisme Orani (g/g)

B: MBA (g/ml)

Sekil 3.12. Ug boyutlu yiizey yanit grafigi; sisme oranina GMA-IDA (mL/mL) ve MBA
(g/mL) etkisi.

3.1.4. Makro Gozenek Miktari

Makro gozenek miktart verileri Design Expert istatistik yazilim programinda Cevap

Yiizey Yontemi (Response Surface Methodology=RSM) ile uygun modeller
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kullanilarak analiz edilmistir. Design Expert yazilimmin O6nerdigi model ve

parametreleri Tablo 3.3’te verilmektedir.

Tablo 3.3. Makro gozeneklilik istatistiksel analiz modeli.

p- Lack of Fit p- Ongoriilen
Kaynak degeri degeri Diizeltilmis R? R?
Linear 0,0442 0,0032 0,3718 -0,7875
2FI 0,667 0,0018 0,2822 -6,8432
Quadratic 0,0005 0,2644 0,96 0,0346  onerilen
Cubic 0,2644 0,9648 Aliased

Tablo 3.3’ten makro gdzenek miktarinin istatistiksel analizinde uygun modelin

“Quadratic” model olarak 6nerildigi goriilmektedir. Modelin “Diizeltilmis R’

degeri
0,96°dir. Design Expert yazilimmin oOnerdigi “Quadratic” moldelin istatistiksel

degerlendirilmesi Tablo 3.4’te sunulmaktadir.

Tablo 3.4. Quadratic modele ait ANOVA tablosu.

Kareler Ortalamanin o . L
Kaynak Toplami df Karesi F-degeri  p-degeri
Model 541,34 9 60,15 38,30 0,0004 Onemli
A-AAmM 29,65 1 29,65 18,87 0,0074
B-MBA 2,21 1 2,21 1,40 0,2893
C-GMA-IDA 0,1250 1 0,1250 0,0796 0,7892
AB 34,34 1 34,34 21,86 0,0055
AC 0,8008 1 0,8008 0,5099 0,5071
BC 10,64 1 10,64 6,77 0,0481
A? 2,77 1 2,77 1,76 0,2415
B2 25,61 1 25,61 16,31 0,0099
C? 71,52 1 71,52 45,54 0,0011
Residual 7,85 5 1,57
Lack of Fit 2,33 1 2,33 1,68 0,2644 onemsiz
Pure Error 5,53 4 1,38
Cor Total 549,20 14

Tablo 3.4’te onerilen “Quadratic” modelin 6nemli oldugu belirlenmistir (p<0,05). Bu
durumda A, AB, BC, B2, C? terimleri modele gore 6nemlidir. AAm terimi modele gore

€C_.9

onemlidir. Model terimlerinin “p” degerlerinin 0,1'den biiyiik degerler olmas1 modelin



55

6nemli olmadigini gostermektedir. Buna gore AC ve A? terimleri 5nemsiz degerler olup
ayn1 zamanda B ve C terimleri modele gore 6nemsizdir. Modelin F degeri 38,30 olarak
bulunmus bu da modelin anlamli oldugunu gdstermektedir. Modelin “Lack of Fit
degeri” 1,68 olup, “Lack of Fit” degerinin saf hataya gore Onemsiz oldugunu
gostermektedir. “Lack of Fit” degeri Onemsiz olmasi modelin uygun oldugunu

gostermektedir.

3.1.4.1. Makro Gozenek Miktarina AAm ve MBA Etkisi

AAm konsantrasyonunun makro gézenek miktar1 iizerinde istatistiksel olarak etkisi
oldugu gorilmiistiir (p<0,05). Ama MBA miktar1 istatistiksel olarak anlaml
bulunmamistir (p>0,05). Sekil 3.13’teki {i¢ boyutlu grafikte AAm ve MBA ikilisinin
konsantrasyonlarindaki artisin makro gézenek miktari iizerinde azaltict bir etkiye sahip

oldugu goriilmektedir.

Makro gozenek miktar1 su tutma kapasitesi ile alakali oldugu igin yiiksek su tutma
kapasitesine sahip kriyojellerin makro gozenek miktarlarinin da yiiksek olmasi
beklenmektedir. Bu kapsamda AAm miktarindaki artiga bagli olarak makro
gozenekliligin de artmas1 beklenmektedir. Sekil 3.13’te makro goézenek yapisi iizerine
AAm ve MBA konsantrasyonlarinin etkisini gosteren ylizey grafigi verilmektedir.
[statistiksel olarak MBA miktarmin makro gdzenek {izerine etkisi énemsiz bulunmus
olmasma ragmen, grafikten goriilecegi iizere su tutma kapasitesinin aksine capraz
baglayic1 oranin makro gozenek miktarini belirli oranda arttirdig:i belirlenmistir. Bu
literatiirde siklikla goriilen bir durumdur. Genelde polimerik yapilarda, recetede yer alan

yiiksek ¢apraz baglayici bilesen makro gdzenek yapisini desteklemektedir.
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Makro Gozeneklilik (g/g)

0,009 015

B: MBA (g/ml) ‘ ’ A: AAm (g/ml)

0,003 0,05

Sekil 3.13. Ug boyutlu yiizey yanit grafigi; makro gdzenek miktarma AAm (g/mL) ve
MBA(g/mL) etkisi.

3.1.4.2. Makro Goézenek Miktarina AAm ve GMA-IDA Etkisi

AAmM konsantrasyonu makro gozenek miktar1 iizerinde istatistiksel olarak anlamli
(p<0,05) iken GMA-IDA miktar1 istatistiksel olarak anlamli olmadigi gortlmistiir
(p>0,05). Sekil 3.14’deki ii¢ boyutlu grafikte goriildiigii tizere AAm ve GMA-IDA
konsatrasyonlarindaki degisimin makro gozenek miktarina iizerine etkisinin sinirh

kaldig1 goriilmektedir.
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Makro Goézeneklilik (g/g)

2,00 ( 015

C: GMA-IDA (ml/ml) ; g A: AAm (g/ml)

1,00 005

Sekil 3.14. Ug boyutlu yiizey yamt grafigi; makro gdzenek miktarina AAm (g/mL) ve
GMA-IDA (mL/mL) etkisi.

3.1.4.3. Makro Gozenek Miktarina GMA-IDA ve MBA Etkisi

GMA-IDA ve MBA konsantrasyonlarinin makro gézenek miktari iizerinde istatistiksel
olarak dnemli olmadig1 goriilmiistiir (p>0,05). Sekil 3.15’teki ii¢ boyutlu grafikte GMA-
IDA ve MBA konsantrasyonlarindaki degisimin makro gozenek miktarina etkisinin

sinirlt kaldigr goriilmektedir.
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Makro Gézeneklilik (g/g)

B: MBA (g/ml)

1,00 0,003

Sekil 3.15. Ug boyutlu yiizey yamt grafigi; makro gozenek miktarma GMA-IDA
(mL/mL) ve MBA (g/mL) etkisi.

3.2. Ni** Adsorpsiyonu

Deney tasariminda belirlenen parametrelerde hazirlanan kriyojellere Ni?* adsorpsiyon
deneyleri kesikli sistemlerde yiiriitiilmiistiir. Jel yapisinda tululan iyon miktari
adsorpsiyon ortamindaki Ni** derisimindeki azalisin takip edilmesiyle belirlenmistir.
Oncelikle stok ¢ozeltiden hazirlanan belirli derisimlerdeki bir dizi Ni?* standart
¢ozeltilerin adsorbans degerleri Atomik absorpsiyon spektrofotometresi (Perkin Elmer
HGA 700) cihazinda o6lgiilmiis ve kalibrasyon dogrusu hazirlanmistir. Hazirlanan
kalibrasyon dogrusu Sekil 3.16’da verilmekte olup dogrunun denklemi “y=11,68x+1"ve
“R?=0,999” olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.16. Ni** standart ¢ozeltilerine ait kalibrasyon dogrusu.

3.2.1. Ni?* Adsorpsiyonun Deney Sonuclarimn Degerlendirilmesi

Kesikli sistemlerde vyiiriitilen Ni?* adsorpsiyonu deneylerinden elde edilen veriler

Design-Expert 12.0.0 istatistik yazilim programinda Cevap Yiizey Yontemi (Response

Surface Methodology=RSM) ile uygun modeller kullanilarak analiz edilmistir. Analiz

sonuclar1 Tablo 3,5’te verilmektedir.

Tablo 3.5. Ni** adsorpsiyonu istatistiksel analiz modeli.

Diizeltilmis  Ongériilen
Kaynak p-degeri Lack of Fit p-degeri R? R?
Linear < 0.0001 0,859 0,8135 0,7735 onerilen
2FI 0,6104 0,8142 0,7932 0,8019
Quadratic 0,9668 0,3243 0,6846 -5,1846
Cubic 0,3243 0,7003 Aliased

Tablo 3.5’te Ni** adsorpsiyonunun istatistiksel analizinde uygun modelin “Linear”

model olarak onerildigi goriilmektedir. Modelin “Diizeltilmis R’ degeri 0,8135 ile
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“Ongoriilen R™ degeri 0,7735 olup makul uyum icindedir. Lineer modele ait ANOVA

tablosu Tablo 3.6’da verilmektedir.

Tablo 3.6. Linear modele ait ANOVA tablosu.

Kareler Ortalamanin F-

Kaynak Toplam df Karesi degeri p-degeri

Model 1812,06 3 604,02 21,35 <0.0001 Onemli
A-AAmM 303,88 1 303,88 10,74 0,0074

B-MBA 19,80 1 19,80 0,7001 0,4206
C-GMA-IDA 1488,37 1 1488,37 52,62 <0.0001

Residual 311,15 11 28,29

Lack of Fit 129,34 7 18,48 0,4065 0,8590 Onemsiz
Pure Error 181,81 4 45,45

Cor Total 2123,20 14

Tablo 3.6’da onerilen “Linear” modelin 6nemli oldugu goriilmektedir (p<0,0001). “p”
degerlerinin 0,05'den kiiciik olmasi model terimlerinin énemli oldugunu gosterir. Bu
durumda A, C 6nemli model terimleri iken B 6nemsiz bir terimdir. B terimi yani MBA
miktar1 modele gore 6nemsiz bir degiskendir. Modelin “Lack of Fit F-degeri” 0,41 olup,
Onemsiz “Lack of Fit” modelin uygun oldugunu gdstermektedir. Modelin “F” degeri

21,35 olarak bulunmus bu da modelin anlamli oldugunu gdstermektedir.

3.2.2. Ni*" iyonu Adsorpsiyonuna AAm ve MBA Etkisi

Ni** adsorpsiyonuna yapilan analize gdre degisken parametrelerden olan AAmM
konsantrasyonu ile Ni?* adsorpsiyonu arasinda anlamli bir iliski oldugu istatistiksel
olarak goriilmiistiir (p<0,05). Ancak MBA konsantrasyonunun Ni?* adsorpsiyonunda
istatistiksel olarak etkisi olmadigi gorilmistiir (p>0,05). Sekil 3.17’deki {i¢ boyutlu
grafikte AAm (g/mL) konsantrasyonu arttik¢a Ni?* adsorpsiyonunu arttirdig goriiliirken
ve MBA (g/mL) konsantrasyonunun Ni?* adsorpsiyonuna etki etmedigi goriilmektedir.
Bu durum AAmM miktarindaki artisin malzemenin sisme oranina baglanmaktadir.
Polimer jel yapida dogrusal polimer zincir uzunlugunun artis1 su tutma kapasitesini

arttirmakta bdylece ayni polimer kiitlesinden daha hacimli bir martis elde edilmektedir.
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Artan hacim i¢inde goriiniir diflizyon katsayisinin artacagi literatiirde ¢esitli
kaynaklarda belirtilmektedir. Ozellikle jel yapilarda difiizyon katsayisi jelin fiziksel

yapisindan etkilenmektedir.

Ni++ adsorpsiyonu (mg/g)

0,15 — 0,009

A: AAm (g/ml) : B: MBA (g/ml)

0,05 0003

Sekil 3.17. Ug boyutlu yiizey yanit grafigi; g kuru kriyojel basina adsorplanan mg Ni?*
iyonlar1 ile AAm ve MBA arasindaki iliski.

3.2.3. Ni** Iyonu Adsorpsiyonuna AAm ve GMA-IDA Etkisi

Adsorpsiyon caligmasinda kullanilan bagimli degiskenler olan AAm ve GMA-IDA
konsantasyonlarinmn Ni?* iyonu adsorpsiyonunda istatistiksel olarak anlamli bir iligkisi
oldugu goriilmiistir (p<0,05). Sekil 3.18’deki ii¢ boyutlu yiizey grafiginde AAm ve
GMA-IDA miktarlar1 arttikga gram kuru kriyojel basma adsorplanan Ni?* iyonu
miktarinin arttigr gorilmektedir. GMA-IDA miktarinin polimer yapisinda artmasi
yilizeyde Ni?* iyonlarinin baglanabilecegi ligand sayisini arttiracagi i¢in bu beklenen bir

durumdur. Normal sartlarda hidrojel yapisinda AAm’nin iyon baglama yetenegi
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bulunmamaktadir. Ancak onceki bolimde agiklandigi iizere regetede artan AAm daha
gevsek bir jel yapist olusturmakta bu da goriiniir difiizyon katsayisinin artmasina neden
olmaktadir. Bu nedenle kriyojel yapisinda AAm miktarinin artmasi kiitle aktarimini

kolaylastiracag icin adsoplanan Ni’* miktarinda bir artisin oldugu diisiiniilmektedir.

Ni++ adsorpsiyonu (mg/g)

) < A 2,00

A: AAm (g/ml) : i C: GMA-IDA (ml/ml)

0,05 100

Sekil 3.18. Ug boyutlu yiizey yanit grafigi; g kuru kriyojel basma adsorplanan mg Ni?*
iyonlar1 ile AAm ve GMA-IDA arasindaki iligki.

3.2.4. Ni** Iyonu Adsorpsiyonuna MBA ve GMA-IDA Etkisi

Adsorpsiyon ¢alismasinda diger bir degisken olan GMA-IDA (ml/ml) konsantrasyonu
ile g kuru madde kriyojel bagina adsorplanan Ni’* miktar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir iliski oldugu goriilmistiir (p<0,05). Sekil 3.19’daki grafikte MBA (g/mL) ve
GMA-IDA (mL/ml) degiskenlerinin adsorplanan Ni?* iyonu miktarina ikili etkisi
gosterilmektedir. Bu grafige gore GMA-IDA konsantrasyonu arttikca Boliim 3.2.3’te
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agiklandig1 gibi adsorplanan Ni** iyonu artmasima ragmen artan MBA konsantrasyonu

Ni?* adsorpsiyonunu etkilememistir.

50

40

Ni++ adsorpsiyonu (mg/g)

0,009 2,00

8: MBA (g/ml) : e C: GMA-IDA (mli/ml)

Sekil 3.19. Ug boyutlu yiizey yanit grafigi; g kuru kriyojel bagma adsorplanan mg Ni?*
iyonlar1 ile MBA ve GMA-IDA arasindaki iliski.

3.3. BSA Adsorpsiyonuna pH Etkisi

Design-expert deney tasarimina gore hazirlanan kriyojel orneklerinden orta degerlere
sahip olan 6rnek 12 secilerek pH 4-8 arasinda fosfat tamponunda adsorplanan g kuru
kriyojel basina adsorplanan mg BSA miktar1 arastirilmistir. Onceki béliimlerde
aciklandig1 tlizere kesikli sistemlerde vyiirlitilen bu grup deneyler c¢alkalamali su
banyosunda, sabit sicaklikta gerceklestirilmistir. Elde edilen deneysel veriler Sekil
3.20°de verilmektedir. Sekilden goriilecegi tlizere ortamin pH degeri arttiga birim

kiitlede kuru kriyojel i¢in adsoplanan protein miktar1 azalmaktadir.
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4,5

Adsorplanan BSA
(mg/g kriyojel)

pH

Sekil 3.20. pH 4-8 arasinda g kriyojel basina adsorplanan mg BSA miktarin1 gosteren
grafik.

Sekil 3.20°de goriildiigii lizere pH 4’te g kriyojel basina 3,9 mg olarak en yiiksek BSA

adsorplanmuistir.

3.4. BSA Adsorpsiyonu

Tez caligmasinin bu bdliimiinde, deney tasariminda verilen parametrelerde iiretilen NiZ*
bagli IMAK kriyojellerin protein adsorplama kapasiteleri, kesikli sistemlerde &6n
denemelerde belirlenen sabit pH ve sicaklik degerinde belirlenmistir. Literatiirde
biyokimyasal caligmalarda yer alan protein adsorpsiyon deneylerinde, model protein
olarak Bovine Serum Albumin (BSA) siklikla kullanilmaktadir. Deney tasarimindan
elde edilen protein adsorpsiyon verileri Design Expert istatistik yazilim programi ile

analiz edilmis ve uygun modeller kullanilarak belirlenen sonuglar asagida verilmistir.
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Tablo 3.7. BSA adsorpsiyonunun istatistiksel analiz modeli.

Diizeltilmis Ongériilen

Kaynak p-degeri Lack of Fit p-degeri R? R?
Linear 0,0029 0,0046 0,6267 0,1771 onerilen
2FI 0,0551 0,0107 0,7914 -0,3752
Quadratic 0,0117 0,1011 0,9568 -0,8454 onerilen
Cubic 0,1011 0,9746 Aliased

Tablo 3.7°de BSA adsorpsiyonunun istatistiksel analizinde “Quadratic” ve “Linear”
modelin uygun modeller olarak onerildigi goriilmektedir. BSA adsorpsiyonunda p<0,05
ve “Diizeltilmis R® degerleri yiiksek oldugu icin Linear model degil “Quadratic” model

tercih edilmistir.“Quadratic”” modele ait anova verileri Tablo 3.8’de verilmektedir.

Tablo 3.8. Quadratic modele ait ANOVA analizi.

Kareler Ortalamanin F-

Kaynalg Toplam df Karesi degeri p-degeri

Model 90,71 9 10,08 35,48 0,0005 O6nemli
A-AAM 7,22 1 7,22 25,42 0,0040

B-MBA 0,7200 1 0,7200 2,53 0,1722
C-GMA-IDA 14,05 1 14,05 49,45 0,0009

AB 1,14 1 1,14 4,02 0,1014

AC 3,10 1 3,10 10,92 0,0214

BC 11,80 1 11,80 41,55 0,0013

A2 3,11 1 3,11 10,96 0,0212

B2 0,1140 1 0,1140 0,4015 0,5542

C? 2,32 1 2,32 8,16 0,0356
Residual 1,42 5 0,2840

Lack of Fit 0,7522 1 0,7522 4,50 0,1011 O6nemsiz
Pure Error 0,6680 4 0,1670

Cor Total 92,13 14

Tablo 3.8.’de Onerilen “Quadratic” modelin 6nemli oldugu goriilmektedir (p<0,05). “p”
degerlerinin 0,05'ten kii¢iik olmast model terimlerinin 6nemli oldugunu gostermektedir.
Bu durumda A, C, AC, BC, A%, C? 6nemli model terimleridir. AAm ve GMA-IDA
miktarlart modeli 6nemli kilan parametrelerdir. Ayrica ilgili degerledirmeye gore AB, B
ve B? terimleri 6nemsiz parametrelerdir. “Lack of Fit F-degeri” 4,5 olarak bulunmus

olup saf hataya gore 6nemsiz oldugu anlamina gelmektedir (Lack of Fit F-degeri<0,05).
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Modelin F degeri 35,48 olarak bulunmus bu da modelin 6nemli oldugunu

gostermektedir.

3.4.1. BSA Adsorpsiyonuna AAm ve MBA Etkisi

Design-expert deney tasarimina gore hazirlanan kriyojellerde BSA adsorpsiyon
caligmalarinda, AAm konsantrasyonunun gram Kkuru kriyojel basina adsroplanan mg
BSA iizerinde istatistiksel olarak anlamli bir etkisinin oldugu goriilmektedir (p<0,05).
MBA konsantrasyonu, BSA adsorpsiyonunda istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p>0,05). Deney tasarimina gore farkli parametrelerde hazirlanan kriyojellerde BSA
adsorpsiyon verileri Sekil 3.21°de ii¢ boyutlu yiizey grafiginde verilmektedir. Grafikten
goriilecegi lizere kriyojel recetesinde bulunan MBA derisiminin adsorplanan protein
miktar1 iizerine etkisinin olmadig1 goriilmektedir. Ancak kriyojel yapisindaki AAm
miktarindaki artis jel yapisinda adsorplanan protein miktarini arttirdigr agikca

goriilmektedir.

Protein Adsorbsiyonu (mg/g)

B: MBA (g/ml)

0,003 0,05

Sekil 3.21. Ug boyutlu yiizey yanit grafigi; g kriyojel basma adsorplanan mg BSA
miktarina AAm (g/mL) ve MBA (g/mL) etkisi.
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3.4.2. BSA Adsorpsiyonuna AAm ve GMA-IDA Etkisi

AAmM ve GMA-IDA konsantrasyonlarinin g kuru kriyojel basina adsroplanan mg BSA
tizerinde istatistiksel olarak anlamli bir etkisi oldugu goriilmektedir (p<0,05). GMA-
IDA ve AAm’nin konsantrasyonlarindaki artisin BSA adsorpsiyonunda artig gosterdigi
Sekil 3.22°deki ii¢ boyutlu yiizey grafikte goriilmektedir. Onceki béliimlerde agiklandig:
lizere AAm polimer yapisindanki dogrusal béliimleri olusturmaktadir. Bu polimer
yapsindaki dogrusal bdliimlerin artmasi jel yapisimi etkilemekte ve sisme oranini
arttirmaktadir. Polimer yapisinda hacmin artmasi etkin difiizyon katsayisini arttirdigi
icin kriyojel yapisinda adsorplanan BSA miktarini arttirmaktadir. Kriyojel regetesindeki
GMA-IDA konsantrasyonundaki artis proteinin baglanabilecegi ligand miktarin
arttirmaktadir. Bu nedenle GMA-IDA derisimindeki artisa bagli olarak adsorplanan

protein miktarinin da artmasi beklenen bir durumdur.

Protein Adsorbsiyonu (mg/g)

C: GMA-IDA (ml/ml)

A: AAm (g/ml)
1,00 005

Sekil 3.22. Ug boyutlu yiizey yanit grafigi; g kriyojel basmna adsorplanan mg BSA
miktarina AAm (g/mL) ve GMA-IDA(mL/mL) etkisi.
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3.4.3. BSA Adsorpsiyonuna GMA-IDA ve MBA Etkisi

GMA-IDA konsantrasyonunun, g kuru kriyojel basina adsroplanan mg BSA iizerinde
istatistiksel olarak anlamli bir etkisi oldugu (p<0,05) Onceki boliimde belirtilmisti.
Ancak MBA konsantrasyonunun adsorpsiyonda anlamli bir etkisi olmadigi
goriilmektedir (p>0,05). Sekil 3.23’teki li¢ boyutlu yiizey grafikte GMA-IDA ve MBA
konsantrasyonlarinin birlikte arttiginda adsorplanan BSA miktarinda artis gosterdigi
goriilmemektedir. Sekilden goriilecegi lizere diisik MBA konsantrasyonlarda, regetede
bulunan GMA-IDA miktar1 protein adsorpsiyonu {iizerine etkisi smirliyken MBA
derisimi arttiginda protein adsorpsiyonu GMA-IDA derisiminden ¢ok daha fazla

etkilenmektedir.

Protein Adsorbsiyonu (mg/g)

2,00

C: GMA-IDA (ml/ml)

B: MBA (g/ml)
1,00 0,003

Sekil 3.23. Ug boyutlu yiizey yanit grafigi; g kriyojel basmna adsorplanan mg BSA
miktarina GMA-IDA(mL/mL) ve MBA (g/mL) etkisi.



4. BOLUM

TARTISMA-SONUC ve ONERILER

Sunulan tez kapsaminda, tek basamakta proteinlerin saflagtirllmasinda kullanilmak
iizere Immobilize Metal Iyon Afinite Kromatografisi (IMAK) destek materyalleri sifirm
altindaki ~ sicaklikta (-22°C) serbest radikal kopolimerizasyonu yontemiyle
hazirlanmistir. Calismada farkli sentez parametrelerinin kriyojel ozellikleri iizerine
cesitli etkileri belirlenmistir. Makro gozenekli kriyojeller hazirlanmasinda, akrilamit
(AAm), metilen bisakrilamid (MBA) ve GMA-IDA konsantrasyonlari bagimli
degiskenler olarak segilmistir. Bu amagla Design-Expert 12.0.0 istatistik programi
kullanilarak 6n denemelerle belirlenen seviyelerde deney tasarimi hazirlanarak
poli(akrilamit-glisidil metakrilat)-iminodiasetik asit (PAGMA-IDA) kriyojelleri
sentezlenmistir. GMA iizerindeki glisidil gruplari IDA ile aktive edilerek kriyojele
metal baglama ozelligi kazandirilmigtir. Baglatici/hizlandirict (APS-TEMED) miktart
biitiin deneylerde sabit tutulmustur. Sentezlenen PAGMA-IDA kriyojellere, Ni** iyonu
adsorplanarak (PAGMA-IDA-Ni?*) kriyojellerin genel morfolojik yap1 analizleri, FTIR
analizi, sisme orani, makro gozenek miktar;, Ni** adsorpsiyon ve BSA adsorpsiyon

analizleri yapilarak karakterize edilmistir.

PAGMA-IDA ve PAGMA-IDA-Ni*" igeren 7 numarali kriyojellerin SEM goriintiileri
incelendiginde kriyojellerin siingerimsi ve gozenekli bir yapiya sahip oldugu
goriilmiistiir. Monomer igerigi (AAm ve GMA-IDA), capraz baglayict (MBA) ve
donma noktasi (-22°C) kriyojelin bu yapida olmasinda etkili oldugu sdylenebilir [98].
Ni?* adsorplamis PAGMA-IDA kriyojeli morfolojik olarak fakliliklar gdstermistir.
Ayrica GMA-IDA igeren 7 numarali PAGMA-IDA-Ni** kriyojeline yapilan EDX

analizi Ni***in varligini kanitlamaktadr.



70

FTIR analizleri yapilan GMA-IDA igceren 7 numarali PAGMA-IDA kriyojelin
spektrumunda 1713 cm™ (karbonil grubuna ait band) ve 3340 cm™ (-OH gruplarma ait
germe titresim bandlar1) civarinda bantlar goriilmektetir. Ni?* adsorpsiyonu oncesinde
goriilen IR bantlarinda ufak kaymalar gozlenmistir ve bu kaymalar Ni** ile kriyojel

arasinda etkilesim oldugunu gostermektedir [112].

PAGMA-IDA kriyojellerinin sisme orani sonuglarina gére en yiiksek sisme orant 66,39
g H2O/g kriyojel olarak 12 numarali 6rnekte, en diisiik sisme orani da 26,41 g H,O/g
kriyojel olarak 11 numarali 6rnekte goriilmiistiir. Elde edilen sonuglara gore kriyojel
sentezindeki monomer konsantrasyonlarindaki artisin sisme oraninda artmaya neden
oldugu belirlenmistir. Uygun ve arkadaslarmin (2013) yaptig iireaz adsorpsiyonu i¢in
sentezledikleri IDA igeren poli (2-hidroksietil metakrilat-ko-glisidil metakrilat)-
iminodiasetik asit [poly (HEMA-GMA)-IDA] kriyojelin sisme derecesi 3,83 g H,0/g
kriyojel olarak bulunmustur. Poli(HEMA) ve poli (HEMA-GMA) kriyojellerin sisme
derecesi poly(HEMA-GMA)-IDA kriyojelinden daha yiiksek bulunmustur (sirasiyla,
8,44 g H,0lqg kriyojel, 5,54 g H,O/g kriyojel) [95].

PAGMA-IDA kriyojellerinin makro gézenek miktar1 sonuglarina gore en yiiksek %41,3
olarak 3 numarali 6rnekte goriiliirken en diisiik makro gzenek miktari ise %16,1 olarak
1 numaral kriyojel 6rneginde bulunmustur. AAm ve GMA-IDA konsantrasyonlari
gozenek miktarinin azalmasinda etkili olmustur. Plieva ve digerleri tarafindan (2005)
yapilan bir ¢alisma sonuglarina gore poliakrilamit(pAAm) kriyojellerin gézenek hacmi
artan monomer konsantrasyonuyla azalmistir [89]. Wan ve arkadaslarinin yaptigi bir
calismada da (2019), poli(2-hidroksietil metakrilat-ko-glisidil metakrilat)-iminodiasetik
asit [p (HEMA-GMA)-IDA] kriyojellerinin gézenekliligi %69,5 olarak bulunmustur
[104].

PAGMA-IDA kriyojellerine Ni?* adsorpsiyonu sonuglarina gére en yiiksek adsorplanan
Ni%* miktar 83,1 mg/g kuru kriyojel olarak 7 numarali 6rnekten elde edilmistir. En
diisiik miktar ise 42,6 mg/g kuru kriyojel olarak 12 numarali 6rnekte goriilmiistiir. AAm
ve GMA-IDA’ nin ikili etkisine bakildiginda AAm ve GMA-IDA konsantrasyonlarinin
en yiiksek degerinde oldugu kriyojelde g kuru madde basina adsorplanan Ni?* iyonu
miktarinin en yiiksek oldugu goriilmistiir. Bunun nedeni GMA-IDA miktarinin yiiksek
olmasi agilan epoksi halkasi sayisimn artmasiyla daha fazla Ni** iyonunun

adsorplanmasi1 olarak yorumlanmistir. Derazshamshir (2013) tarafindan yapilan bir
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¢alismada PHEMA-IDA-Ni?* kriyojelinin adsorpsiyon kapasitesi pH 7,4'te 4,25 mg/g
olarak bulunmustur [103].

PAGMA-IDA-Ni* kriyojellerine BSA adsorpsiyonu analizi yapmak amaciyla éncelikle
orta degerlere sahip 12 numarali kriyojel 6rnegi secgilerek pH 4-8 arasinda tarama
yapilmistir. En yiliksek adsorplanan BSA miktar1 pH 4’te bulundugu i¢in bu tampon
degerinde biitiin kriyojel orneklerine 1 mg/ml konsantrasyonunda BSA adsorpsiyonu
gergeklestirilmistir. BSA miktar1 Olgtimleri 280 nm’de pH 4 fosfat tamponunda
yapilmustir. Adsorplanan BSA miktar1 en yiiksek 12,3 mg BSA/g kriyojel olarak 3
numarali 6rnekte, en diisiik miktar ise 3 mg BSA/g kriyojel olarak 11 numarali 6rnekte
bulunmustur. GMA-IDA ve AAm konsantrasyonlar, BSA adsorpsiyonunda artisa
neden olmustur. Bunun nedeni Ni?* iyonlar ile reaksiyona giren IDA miktarinin yiiksek
olmas1 ve dolayistyla BSA’min Ni** iyonu ile giiglii etkilesim olusturan N-terminal dizisi
X-Y-His sahip olmasi adsorpsiyonun arttirmasinda etkili oldugu soylenebilir [113]
Ayrica pH da BSA adsorpsiyonunda etkili olmustur. Wang ve arkadaglarinin yaptigi bir
calismada (2008), maksimum adsorplanan BSA pH 4,6’da 3,9 mg/g olarak
bulunmustur. Bu da BSA’nin izoelektrik noktasma yakindir (pH 4,5-4,8). BSA ve Ni?*
arasindaki koordinatif etkilesim, BSA molekiillerindeki histidil kalintilarindaki imidazol
nitrojenlerin  protonlanmamis formda oldugu BSA'nin izoelektrik noktasinda
maksimuma ulasir. Adsorbe edilmis protein molekiilleri arasindaki itme kuvveti,
BSA'nin izoelektrik noktasinda minimuma ulagtiginda maksimum baglanma kapasitesi
gostermektedir [114, 115]. Bu tez kapsaminda protein adsorpsiyon g¢alismalarinda
yapilan pH taramasinda literatiirdeki bu verilere uygun olarak optimum baglanmanin
pH 4’te oldugu belirlenmistir. Bu durum literatiirde de belirtildigi iizere BSA’nin
izoelektrik noktasi yakininda ve protein metal arasindaki etkilesimlerin artmasi ve bu
sayede BSA adsorpsiyonunun yiiksek bulunmasina neden oldugu seklinde
yorumlanmistir. Wan ve arkadaslarmin (2019) yaptig1 ¢alismada Cu?* iyonu selatlanan
poli (hidroksietil metakrilat-glisidil metakrilat [p (HEMA-GMA)] kriyojel kolonlarinin
maksimum BSA adsorpsiyon kapasitesi 154,11 mg/g olarak bulunmustur [104].

Bu tez calismasinin sonuglarina gore proteinlerin saflastirilmasinda sentezlenen
PAGMA kriyojellerinin diisitk maliyetle ve tek basamakta hazirlanarak adsorpsiyon ve
eliisyon basamaklarinin kisa siirede gerceklestirilmesine olanak saglamasi yoniinden

ticari destek materyallerine alternatif olabilecektir. Ayrica hazirlanan kriyojel
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malzemeler partikiil formunda oldugu kesikli sistemlere ve kolon uygulamalarina
uygundur. Bu c¢alismadan yola ¢ikilarak PAGMA kriyojellerinin, diger metal ve
ligandlarla modifiye edilerek enzim saflastirma ve atik sulardan antibiyotik gibi

maddelerin uzaklastirilmasi ¢alismalarinda da kullanilabilecegi 6n goriilmektedir.
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EKLER
EK 1.

Tablo 1.4’teki kisaltmalarin agilimi
Poli (HEMA-GMA): Poli(2-hidroksietil metakrilat-glisidilmetakrilat)

PHEMA/PGMA-CB: Poli(hidroksietil metakrilat) - glisidil metakrilat - Cibacron Blue
F3GA

PHEMA/PGMA-IDA-Cu®*:  Poli(hidroksietil metakrilat) / glisidil metakrilat-

iminodiasetik- bakir +2 iyonu

Poli (HEMA-GMA)-IDA-Zn*": Poli(2-hidroksietil metakrilat-glisidilmetakrilat)- ¢inko

+2 iyonu

Poli (AAmM-GMA)-IDA-Fe**: Poli(akrilamid-glisidil metakrilat)-iminodiasetik asit-

demir +3 iyonu
Poli (EGDMA)- Con A: Poli(etilen glikol dimetakrilat) - concanavalin A

Poli (HEMA-GMA)-IDA-Ni?*: Poli(2-hidroksietil metakrilat-ko-glisidil metakrilat)-
iminodiasetik asit- nikel +2 iyonu

DEAE-GMA: Dietilaminoetanol- glisidil metakrilat

Poli (EGDMA-GMA)-Con A: Poli (etilen glikol dimetakrilat-glisidil metakrilat)-

concanavalin A
Tris-kriyojel: Poliakrilamit- tris(hidroksimetil) aminometan kriyojel

Cu*-IDA-MPAAG: Bakir +2 iyonu-iminodiasetik asit - poli(akrilamit-allil glisidil
eter)

AAM-AGE-p-GIcNAc : Akrilamit-alilglisidileter-N-asetil-D-glukozamin

Poli (HEMA-GMA)-p-BA-Cu®*, Ag* ve Zn?*: Poli(2-hidroksietilmetakrilat-glisidil

metakrilat-p-amino benzoik asit- bakir 2+ iyonu, giimiis +1 iyonu, ¢inko +2 iyonu
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Poli (HEMA-GMA)-p-AP-Cu?*, Ag" ve Zn?*: poli(2-hidroksietilmetakrilat-glisidil

metakrilat-p-amino piridin-bakir 2+ iyonu, giimiis +1 iyonu, ¢inko +2 iyonu
Poli (AAm-MAH): poli(akrilamid-metakrilamido histidin)

PHEMA-IDA- Cu?*, Zn*, Ni**, Co*": poli(hidroksietil metakrilat)-iminodiasetik asit-

bakir +2 iyonu, ¢inko +2 iyonu, nikel +2 iyonu, kobalt +2 iyonu

P (HEMA-GMA)-IDA- Cu?, Ca** ve Fe**: poli(hidroksietil metakrilat-glisidil

metakrilat-iminodiasetik asit- bakir +2 iyonu, kalsiyum +2 iyonu, demir +3 iyonu
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