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OZET

YENI AKRILAT KOKENLI AFINITE KURELERIN TASARLANMASI:
PROTEIN ADSORPSIYONU VE SAFLASTIRILMASINDA

KULLANILMASI

METIN, Aysegiil Ulkii

Kirikkale Universitesi

Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dali, Doktora Tezi

Danisman: Dog. Dr. Giilay BAYRAMOGLU
Ortak Danigsman: Prof. Dr. M. Yakup ARICA

Aralik 2008, 150 sayfa

Bu tez calismasinin ilk boliimiinde, afinite kromatografisi uygulamalarinda
dolgu maddesi olarak kullanilabilecek farkli 6zelliklere sahip, monodispers p(glisidil
metakrilat-etilenglikoldimetakrilat), p(GMA-EGDMA), partikiilleri dispersiyon
polimerizasyon teknigi ile hazirlandi. Farkli ozellikteki ligandlarim IgG’ye karsi
afinitesini belirlemek iizere glutarikdialdehit kullanilarak modifiye edilen p(GMA-
EGDMA) partikiillerine L-histidin amino asidi (L-his), Kongo Kirmizisi1 (CR) boya
ligand1 ve Cu(Il) iyonlarinin selatlanmas1 amaci ile ii¢ disli iminodiasetik asit (IDA)

ligand1 yiizeye kovalent olarak baglandi ve modifiye partikiillerin sulu ¢ozeltiden



IgG adsorpsiyonu arastirildi. Hazirlanan ti¢ farkli 6zellikteki monodispers afinite
partikiillerin karakterizasyon calismalar1 (spesifik ylizey alani, yogunlugu, sisme
orani, mikroskop goriintiisii, FT-IR spektrumu, DSC ve TGA analizi ve yiizey aktif
gruplarin tayini) tamamlanarak sulu c¢ozeltilerden IgG proteininin adsorpsiyon
davranisi arastirildi. Adsorpsiyon kosullarinin (pH, adsorpsiyon denge siiresi, iyonik
siddet, sicaklik, baslangi¢c protein derigimi gibi) monodispers partikiillerin IgG
adsorpsiyon performansina etkileri incelendi. Bununla birlikte, adsorpsiyon kinetigi
ve izoterm modeli ile monodispers afinite partikiillerin yeniden kullanilabilirligi gibi
parametreler de belirlendi. Monodispers p(GMA-EGDMA)-L-his, p(GMA-
EGDMA)-CR ve p(GMA-EGDMA)-IDA-Cu(Il) partikiilleri i¢in maksimum
adsorpsiyon kapasitesi sirast ile pH 7.0, 6.0 ve 7.5°de gozlendi. En yiiksek
adsorpsiyon kapasitesi, p(GMA-EGDMA)-IDA-Cu(Il) partikiillerinin kullanildig1
sistemde 32.87 mg/g olarak belirlendi. Afinite partikiillerin adsorpsiyon
kapasitesinde Onemli bir azalma olmadan adsorpsiyon-desorpsiyon islem

dongiilerinde yeniden kullanilabilirligi belirlendi.

Tez calismasmin ikinci boliimiinde, biyolojik molekiil ile etkilesimini
incelemek iizere yeni manyetik 6zellik kazandirilmig akrilat kokenli afinite polimerik
partikiilleri hazirlandi. Bu dogrultuda, afinite kiirelere farklt bir monomerin
kopolimerizasyonu ve/veya monomerin yiizeyde asilanmast ve manyetik 6zellik
kazandirilmasi gibi islemlerle farkli 6zellikler kazandirilarak adsorpsiyon teknigi ile
tripsin  enzimi  immobilizasyonu  ¢alismalart  gerceklestirildi. = Manyetik
p(glisidilmetakrilat-metilmetakrilat), mp(GMA-MMA), polimerik destek materyali
siispansiyon polimerizasyon teknigi ile hazirlandi. p(GMA-MMA) mikrokiirelerinin
epoksi gruplari, magnetizasyon reaksiyonu sirasinda amin gruplarina doniistiiriildii.

p(GMA-MMA) mikrokiirelerinin yiizeyine metakrilik asit (MAA) monomeri asi

il



kopolimerizasyon reaksiyonu ile agsilandi ve manyetik p(glisidilmetakrilat-
metilmetakrilat)-g-(metakrilik asit), mp(GMA-MMA)-g-MAA, mikrokiireleri elde
edildi. Yiizeyine metakrilik asit asilanmis manyetik kiirelere tripsin enzimi
adsorpsiyon yoluyla immobilize edildi. Manyetik kiirelere tripsin adsorpsiyonuna
sistem parametrelerinin (baslangi¢ tripsin konsantrasyonu, ortam pH ve sicakligi)

etkisi ve immobilize enzimin aktivitesindeki degisim belirlendi.

Maksimum adsorpsiyon pH 7.0’de elde edildi. Maksimum immobilizasyon
kapasitesinin 2.0 mg/ml enzim konsantrasyonunda 123.2 mg/g oldugu ve baslangi¢
aktivitesinin yaklasik %84.2’sini korudugu belirlendi. Immobilize tripsinin
desorpsiyonu, 1.0 M NaCl cozeltisi iceren 1.0 M formik asit c¢ozeltisiyle
gerceklestirildi. Sonuglar, manyetik p(GMA-MMA)-g-MAA Kkiireleri iizerine
adsorplanan tripsinin aktivitesinde kayip olmaksizin tekrar tekrar kullanilabilecegini
gosterdi. Belirlenen optimum adsorpsiyon kosullarinda manyetik p(GMA-MMA)-g-
MAA mikrokiirelerine immobilize edilen tripsin enziminin sitokrom ¢ ve insan

serum albiimini (HSA) proteinlerini par¢alama etkisi HPLC yardimiyla belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Monodispers partikiil, Manyetik mikrokiire, As1 kopolimer,

Afinite ligand, L-Histidin, Kongo kirmizisi, Cu(Il) metal

iyonu, Immunoglobulin G, Adsorpsiyon, tripsin.
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ABSTRACT

DESIGN OF THE NEW ACRYLATE BASED AFFINTY BEADS AND THE USE

OF ADSORPTION AND PURIFICATION OF PROTEIN

METIN, Aysegiil Ulkii
Kirikkale University

Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry, Ph.D.Thesis

Supervisor: Assoc.Prof. Dr. Gillay BAYRAMOGLU
Co-Supervisor: Prof. Dr. M. Yakup ARICA

December 2008, 150 pages

At first chapter in this thesis, monodisperse poly(glycidylmethacrylate-
ethyleneglycoldimethacrylate), p(GMA-EGDMA), particles will be used as packing
materials in affinity chromatography applications were prepared by dispersion
polymerisation. In order to determine specifity of the different properties of affinity
ligand to IgG, L-histidine (L-his) amino acid, Congo Red (CR) dye ligand and Cu(II)
metal ions subsequently derivatized iminodiacetic acid (IDA) chelating were then
covalently immobilised on monodispers p(GMA-EGDMA) particles using
glutaricdialdehyde as a coupling agent. The performance of modified particles on

IgG adsorption from solution was investigated. Furthermore, characterizations of

v



monodispers affinity particles (specific surface area, density, swelling ratio,
microscopic picture, FTIR spectrum, DSC and TGA analysis and determination of
surface active groups) were determined and adsorption behavior of IgG was
invastigated from solutions. Adsorption conditions (such as pH, equilibrium
adsorption time, ionic strength, temperature, initial protein concentration) were
search on performance of IgG adsorption. However, parameters such as adsorption

kinetics, isotherm models and reuse of affinity particles were determined.

The monodisperse p(GMA-EGDMA )-L-his, p(GMA-EGDMA)-CR, p(GMA-
EGDMA)-IDA-Cu(Il) affinity particles maximum adsorption capacity of IgG was
found at pH 7.0, 6.0 and 7.5 respectively. The highest adsorption capacity was
obtained with p(GMA-EGDMA)-IDA-Cu(Il) particles and maximum adsorption
capacity was found 32.87 mg/g. The IgG molecules could be repeatedly adsorbed
and desorbed with monodisperse affinity particles without noticeable loss in their

IgG adsorption capacity.

At the second chapter in this study, in order to invastigate of interaction with
biological molecule, a new acrylate based polymeric affinity beads were synthesized.
For this purpose, magnetic poly(glycidylmethacrylate-methylmethacrylate),
mp(GMA-MMA ) beads were prepared via suspension polymerization in the presence
of ferric ions. The epoxy groups of the poly(GMA-MMA) beads were converted into
amino groups during magnetization reaction, and then were grafted with methacrylic
acid (MAA) via graft copolymerization. Magnetic mp(GMA-MMA)-g-MAA
microbeads were found. The enzyme trypsin was immobilized on the magnetic beads

via adsorption. The effect of system parameters (initial trypsin concentration, pH and



temperature of media) of trypsin adsorption on magnetic beads and change of

immobilized enzyme activity were determined.

The maximum adsorption was obtained at pH 7.0. At 2.0 mg/mL initial
trypsin concentration, the maximum immobilization capacity was 123.2 mg trypsin/g
beads and retained about 84.2% of its initial activity. The immobilized trypsin could
be desorbed by 1.0M formic acid solution containing 1M NaCl. The usability and
efficiency of the immobilized trypsin for protein digestion were tested with two

different model proteins (i.e.,HSA and cytochrom c¢) with HPLC.

Keywords: Monodisperse particles, Magnetic microbead, Graft copolymer, Affinity

Ligand, L-Histidine, Congo Red, Cu(Il) metal ion, Immunoglobulin G,

Adsorption, Trypsin.
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1. GIRIS

Nano ve mikron boyutlu, monodispers partikiillerin iiretimi ve
karakterizasyonu, son c¢eyrek yilizyilda onemli bir arastirma konusu olarak
aragtirmacilarin  dikkatini ¢ekmektedir. Monodispers partikiillerin tek boyut
dagilimma sahip olmasi, ¢aplarinin duyarhilikla tayin edilebilmesi, ylizey
ozelliklerinin karakterize edilebilmesi, farkli boyut ve kimyasal 6zellige sahip olarak
sentezlenebilmesi nedeni ile genis bir kullanim alanmna sahiptir. Tek boyut
dagilimina sahip bu partikiiller; enzim, hiicre ve ilaglarin immobilizasyonunda(l),
diagnostik test kitlerinde ve organ goriintillenmesinde tasiyici olarak, elektron
mikroskoplari, optik mikroskoplar, partikiill ve hiicre sayicilarin kalibrasyonu,
standardizasyonu ve kontroliinde kullanilmaktadir®”. Ayrica, bu tiir partikiillerin
yiizeyine tutuklanan biyolojik molekiiller, partikiil ic¢i difiizyon simirlamasi
olmaksizin, sulu ortamda bulunan molekiillerle kolaylikla etkilesebilmektedir. Bu
nedenle, aragtirmacilar son yillarda ¢ok cesitli monomerlerden mikron veya
nanometre boyutlu monodispers kiire sentez prosesleri gelistirerek iirettikleri destek
materyallerini, kromatografik uygulamalarda, yiiksek basingli s1vi kromatografisinde
(HPLC) kolon dolgu materyali ve afinite kromatografisinde biyolojik molekiillerin

ayrimi ve saflagtirilmasi isleminde bagar ile kullanabilmi§lerdir(4'6).

Monodispers polimerik partikiillerin sentezlenmesi amaciyla kullanilan en
uygun yontem olarak Onerilen dispersiyon polimerizasyonu, organik karakterdeki
dagitma ortaminda yiiriitillen dar boy dagilimiyla mikron yada nano boyutunda

(7-9)

polimerik partikiil sentezi temeline dayanan alternatif bir tekniktir'™’. Diger

polimerizasyon yoOntemlerine kiyasla, dispersiyon polimerizasyonu sisteminde



baslangigta tek faz bulunmaktadir. Reaksiyonun ilerlemesiyle biiyiiyen polimerik
partikiiller kat1 faza gecerek dagitma ortamindan ayrilmakta ve sonugta iki fazh
yapiya ulagmaktadir. 1980’lerin baginda, ¢ekirdeklenme polimerizasyon tekniklerinin
yeterince  gelismesiyle  istenilen  boy  aralifinda  polistiren  lateksler

(10,11)

sentezlenebilmistir . Bu gelismeyle birlikte, dispersiyon polimerizasyonu,

monodispers polistiren (PS) ve polimetilmetakrilat (PMMA) latekslerin tek

basamakta iiretimi i¢in alternatif bir metot olarak kullanilmaya baglanmustir'?.

Baslangicta dispersiyon polimerizasyon teknigi, ¢ogunlukla inert formda
partikiillerin elde edilebildigi, stiren, metilmetakrilat, biitilmetakrilat gibi
monomerler i¢in uygulanmistir. Bu tiir partikiillerin biyoteknolojik uygulamalarda
dogrudan kullaniminin zorlugu, genellikle biyolojik molekiil ile etkilesim oncesinde
polimer yapisinin fonksiyonlandirilmasi i¢in ilave islemler gerektirmektedir. Bu
nedenle, son yillarda biyolojik molekiiller ile kimyasal etkilesim yetenegine sahip
fonksiyonel gruplar tasiyan, monodispers partikiillerin dispersiyon polimerizasyonu
ile dogrudan sentezi nem kazanmistir. Bu amacla, 2-hidroksietilmetakrilat, p-
klorometilstiren ve glisidilmetakrilat gibi reaktif gruplar iceren fonksiyonel

monomerler i¢in farkli dispersiyon polimerizasyonu yontemleri gelistirilmistilr(13 1)

Proteinler, tiim yasamsal organizmalar ve yapisal fonksiyonlarda 6nemli role
sahip olan dogal polimerlerdir. Son yillarda, biyolojik sivi karigimlarindan
ayristirtlan  ve saflastirllan ¢ok sayida proteinin, ila¢ ve besin endiistrisinde
kullanilmast ekonomik agidan 6énem kazanmasina neden olmustur(lﬁ). Bu nedenle,
biyoteknoloji ve ila¢ endiistrisindeki artan talepler dogrultusundaki hizli gelisim,
enzim veya proteinlerin geri kazanim ve saflagtirillmasi isleminde, yeterli ve etkin

ayrim hedefi, yeni ayirma tekniklerinin gelisimini zorunlu kilmistir. Gelistirilen bu



yontemler arasinda yer alan afinite kromatografisi, proteinlerin bulunduklar
ortamdan yiiksek saflikta tek basamakta saflagtirnllmasi i¢in oldukga etkin ve cok

yonlii bir teknik olarak ortaya glkmaktadlr(m.

Afinite kromatografisi, destek materyali {izerine tutuklanmis ve yiiksek
tanima kapasitesine sahip bir ligand molekiilii ile biyolojik molekiil arasinda ortaya
cikan ve kovalent olmayan spesifik etkilesime dayanir. Afinite kromatografisinde
yalanct spesifik ligand olarak tekstil boyalari, amino asitler ve metal selat
olusturabilen molekiiller ¢ok sayidaki avantajlarindan dolayi, biyospesifik ligandlarin
yerine kullamImaktadir'™®. Bu teknikte, en 6nemli parametre kullanilacak destek
materyalinin secimidir. Metakrilat kokenli polimerler, tasarlanan uygulamalar igin
fonksiyonel grup cesitliligi saglamasi ve kolaylikla fonksiyonlandirilabilir olmasi
nedeniyle kromatografik destek materyallerinin hazirlanmasinda yaygin bir sekilde
kullaniimaktadir’®*?. Metakrilat kokenli bir polimer olan olan p(glisidil metakrilat),
p(GMA), tasidig reaktif epoksi halkasindan dolay1 kimyasal modifikasyon kolayligi
ve biyolojik molekiiller ile dogrudan kimyasal etkilesim 6zelligi sayesinde afinite
kromatografi sistemlerinde oldukca yaygin olarak kullanilmaktadir. Hidroksil, aril
gruplart yada sekonder, tersiyer ve kuarterner amin gruplar tasiyan genis polariteye
sahip polimerik partikiiller, farkli aktivasyon prosediirleri kullanilarak p(GMA)

iceren polymerik yapilardan kolaylikla elde edilebilmektedir®®.

Afinite kromatografisi teknolojisi, yeni sabit fazlarin tasarimi ve

(25)

gelistirilmesine paralel olarak ilerlemektedir=’. Son donemde manyetik ozellik

kazandirilmig partikiiller, biyoteknolojik uygulamalarda arastirmacilarin ilgi odagi

(26)

olmustur ™. Biyolojik molekiillerin aynistirilmasi veya saflastirilmasi isleminde

manyetik Ozellikteki partikiillerin kullanildig1 ayirma teknikleri, biyomolekiillerin



saflastirilmasinda yiiksek kiitle transfer hizi, kolay ayrim ve yiiksek verimlilik

27)

saglamaktadir Manyetik partikiiller, kullamldigi proseslerde miknatis gibi

disaridan uygulanan basit bir manyetik aygitla reaksiyon ortamindan kolaylikla

ayrilabilir ve tekrar kullanilabilir®.

Manyetik destek materyalleri inorganik
materyaller yada sentetik veya dogal polimerlerden hazirlanabilmektedir. Ancak,
yiizey fonksiyonel gruplarinin cesitliligi nedeniyle manyetik destek materyalleri

genellikle polimerlerden iiretilmektedir®-".

Son yillarda protein adsorpsiyonu ve enzim immobilizasyonu gibi bir cok
uygulama alaninda polimer ana zincirine asilanmis nanoiplikciklerden olusan yan
zincirlerin bulundugu destek materyalleri kullanilmaya baslanmistir. Adsorpsiyon
kapasitesi gelistirilmis bu modifiye destek materyallerinin polimer yiizeyi,
proteinlerin polimer tabakasina kolaylikla girmesine ve cok tabakali adsorpsiyonuna
olanak saglayacak sekilde uygun bir mesafeye tasimaktadir. Ayrica, protein ve
polimer yiizeyi arasindaki bu yan zincirler sayesinde protein ve destek materyali
yiizeyi arasinda meydana gelebilecek istenmeyen nonspesifik etkilesimler minimum

diizeyde azaltilmis olmaktadir™?.

Monoklonal antikorlar, cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanildiklarindan
onemli terapotik ajan grubunu olustururlar. Endiistriyel O6neme sahip farkh
antikorlarin  %30’unu biyoteknolojik kokenli antikorlar olusturmaktadir. Bunlar
arasinda insan immiinoglobulin G (IgG) 6nemli bir yere sahiptir. Insan plazmasindan
IgG elde edilmesi, alloimmiinizasyon, SLE, immunolojik tayin kitleri ve immiin
bozukluklarda ve kanser gibi O©Onemli hastaliklarin teshis ve tedavisinde
kullanilmasinin yam sira alternatif bir tedavi sistemi olusturdugu icin IgG

saflagtirlmasi biyoteknoloji ve eczacilik alaninda 6nemlidir™.



Iki boliimii kapsayan tez ¢alismasinin ilk boliimiinde, afinite kromatografisi
uygulamalarinda dolgu maddesi olarak kullanilabilecek farkli 6zelliklere sahip,
monodispers yeni afinite partikiilleri hazirland1 ve biyoteknojik agidan biiyiik 6neme
sahip olan IgG molekiillerine kars1 gosterdigi afinite arastirildi. Bu dogrultuda,
yapisinda reaktif epoksi grubu bulunduran monodispers p(glisidilmetakrilat-
etilenglikoldimetakrilat), p(GMA-EGDMA), partikiilleri dispersiyon
polimerizasyonu  yontemiyle  hazirlandi.  Glisidil  metakrilat ~ (GMA)/
etilenglikoldimetakrilat (EGDMA) komonomer orani, baslatic1 ve stabilizator
konsantrasyonu, monomer/dagitma ortami hacimsel orami gibi polimerizasyon
sistemi  parametreleri degistirilerek optimize polimerizasyon kosullarinda
monodispers p(GMA-EGDMA) partikiilleri hazirlandi. Farkli 6zellikteki ligandlarin
IgG’ye karsi afinitesini belirlemek iizere glutarikdialdehit kullanilarak modifiye
edilen p(GMA-EGDMA) partikiillerine L-histidin amino asidi (L-his), Kongo
Kirmizis1 (CR) boya ligandi ve Cu(Il) iyonlarinin selatlanmasi amaci ile ¢ disli
iminodiasetik asit (IDA) ligand1 yiizeye kovalent olarak baglandi ve siras1 ile
P(GMA-EGDMA )-L-his, p(GMA-EGDMA)-CR ve p(GMA-EGDMA)-IDA-Cu(Il)
monodispers partikiilleri elde edildi. Ayrica, sentezlenen monodispers p(GMA-
EGDMA) partikiillerinin epoksi gruplar1 hidroliz edilerek yiizeylerinde hidroksil
gruplari olusturuldu ve ligand bagl karsitlarina karsi adsorpsiyon isleminde protein
ile sorbent arasindaki non-spesifik etkilesimlerin incelenmesinde kontrol amacl

kullanildi.

Hazirlanan ¢ farkli  Ozellikteki monodispers afinite partikiillerin
karakterizasyon c¢alismalan (spesifik yiizey alani, yogunlugu, sisme orani, mikroskop
goriintiisii, FTIR spektrumu, DSC ve TGA analizi ve yiizey aktif gruplarin tayini)

tamamlanarak sulu ¢ozeltilerden ticari acidan biiyiilk bir oneme sahip olan IgG



proteininin adsorpsiyon davranigt arastirildi. Adsorpsiyon kosullarinin  (pH,
adsorpsiyon denge siiresi, iyonik siddet, sicaklik, baglangi¢ protein derisimi gibi)
monodispers partikiillerin ~ IgG adsorpsiyon performansina etkileri incelendi.
Adsorpsiyon kinetigi ve izoterm modeli ile monodispers afinite partikiillerin yeniden

kullanilabilirligi gibi parametreler de belirlendi.

Tez caligmasinin ikinci boliimiinde biyolojik molekiil ile etkilesimini
incelemek iizere yeni manyetik 6zellik kazandirilmig akrilat kokenli afinite polimerik
partikiilleri hazirlandi. Bu dogrultuda, afinite kiirelere farklt bir monomerin
kopolimerizasyonu ve/veya monomerin yiizeyde asilanmast ve manyetik 6zellik
kazandirilmasi gibi islemlerle farkli 6zellikler kazandirilarak adsorpsiyon teknigi ile
tripsin enzimi immobilizasyonu c¢alismalar1 gerceklestirildi. Birinci asamada,
manyetik p(glisidilmetakrilat-metilmetakrilat), mp(GMA-MMA), polimerik destek
materyali siispansiyon polimerizasyon teknigi ile hazirlandi. p(GMA-MMA) mikro
kiirelerinin epoksi gruplari, magnetizasyon reaksiyonu sirasinda amin gruplarina
doniistiiriildii. p(GMA-MMA) mikro kiirelerinin yiizeyine metakrilik asit (MAA)
monomeri as1  kopolimerizasyon reaksiyonu ile agsilandi ve manyetik
p(glisidilmetakrilat-metilmetakrilat)-g-(metakrilik  asit), mp(GMA-MMA)-g-MAA,
mikrokiireleri elde edildi. Yiizeyine metakrilik asit asilanmis manyetik kiirelere

tripsin enzimi adsorpsiyon yoluyla immobilize edildi.

Sentezlenen manyetik 6zellikteki afinite kiirelerin ylizey alan1 dl¢iimii, sisme
testi, taramali elektron mikroskobu (SEM) ve elektron spin rezonanas (ESR) gibi
analizleri yapilarak karakterizasyon calismalart tamamlandi. Sentezlenen ve
karakterizasyon caligmalari tamamlanan manyetik p(GMA-MMA)-g-MAA mikro

kiirelerine model protein olarak proteolitik bir enzim olan tripsin adsorpsiyon yoluyla



immobilize edildi. Manyetik kiirelere tripsin adsorpsiyonuna sistem parametrelerinin
(baslangi¢ tripsin konsantrasyonu, ortam pH ve sicakligi) etkisi ve immobilize
enzimin aktivitesindeki degisim serbest enzime gore degerlendirildi. Belirlenen
optimum adsorpsiyon kosullarinda manyetik p(GMA-MMA)-g-MAA mikro
kiirelerine immobilize edilen tripsin enziminin sitokrom ¢ ve insan serum albiimini

(HSA) pargalama etkisi HPLC yardimiyla belirlendi.

1.1. Kolon Uygulamalarinda Kullanilan Polimerik Partikiiller

Cesitli boyut ve 6zelliklere sahip partikiiller, farkli heterojen polimerizasyonu
sistemleri ile sentezlenebilmektedir. Heterojen yada pargacik olusum polimerizasyon
prosesleri genellikle iki faz iceren sistemlerdir. Burada, baslangictaki monomer(ler)
yada sonugta olusan polimerler, kendilerinin ¢6ziinmedigi bir ¢oziicii igerisinde iyi

bir dispersiyon olusturmaktadirlar.

Yaklagik 1 pm’den daha kiiciik damlaciklar halindeki pargaciklar1 igeren

(34

sivilar, emiilsiyon (lateks veya kolloid) olarak bilinmektedir~". Hazirlama teknikleri

gbz Oniine alindiginda, polimer kolloidleri emiilsiyon, siispansiyon ve dispersiyon

(35)

polimerizasyonu ile elde edilebilmektedir Bu yontemler su dort kriterle

birbirinden ayrilmaktadir: i) Polimerizasyon karistminin baslangic basamagi, ii)

......

parcaciklarmin sekil ve bityiikliigi®?.



1.1.1. Siispansiyon Polimerizasyonu

Siispansiyon polimerizasyonu (“tane” polimerizasyonu), giiniimiizde bir¢ok onemli
polimerin yiiksek kapasitelerle iiretiminde kullanilmaktadir. 1940’11 yillarda
gelistirilen ve 1950’li yillarda hizla ilerleme gosteren siispansiyon prosesi, basit
teknolojisi, diisiik viskozitesi sayesinde karigtirma ve 1s1 transfer kolayliklarina
sahiptir. Bu polimerizasyon yonteminde, yi§ilma ve bloklagsmayr Onlemek ve bir
Olcliye kadar {iriin tanecik boyutunu ayarlamak, dolayisiyla polimerizasyon
derecesini kontrol etmek i¢in ortama stabilizorler ve benzeri katki maddeleri ilave
edilir. ilk yillarda siispansiyon stabilizorleri olarak suda ¢oziinen yiiksek molekiil
agirlikli polimerler (polivinilalkol, v.b.) kullanilmistir. Giiniimiizde, jelatin, stiren-
maleik asit anhidrit sodyum tuzu, talk, kaolin, bentonit, baryum, kalsiyum ve
magnezyum karbonatlar, silikatlar, fosfat ve siilfatlar, aluminyum hidroksit gibi bir
cok madde degisik ortamlarda dagitici ve stabilizor olarak kullanilmaktadir.
Endiistriyel boyutlarda siispansiyon polimerizasyonu ile dretilen ilk polimer
polivinilkloroasetatdir. Bugiin, akrilik ve metakrilik asitler, stiren ve kopolimerleri,
vinil asetat, vinil kloriir, vinilidin kloriir, tetrafloroetilen, klorotrifloroetilen ve daha
bircok doymamis monomer bu prosesle polimerlestirilmektedir. Bu proseste
monomer uygun bir dagitma ortaminda siispansiyon haline getirilir. Dagitma ortam
olarak genellikle su kullanilir. Baglatici suda dagilmis halde bulunan monomer

damlaciklarinin i¢inde ¢oziinmiistiir.

Ortam siirekli karigtirllarak monomer siispansiyonun devamliligi saglanir.
Dagitma ortaminda ¢oziinen siispansiyon stabilizorleri ve emiilsifiye edicilerle
siispansiyonun kararliligi  desteklenir. Sisteme uygun bir 1sitma programi

uygulanarak monomer damlaciklarin kiiresel polimer tanecikleri haline doniigmesi



saglanir. Bu yontem kullanilarak, sistem parametrelerinin ayarlanmasi ile, 10 wm’den
10 mm’ye kadar istenilen boyda polimer taneciklerinin  sentezi

gercgeklestirilebilmektedir.

Siispansiyon polimerizasyonu tekniginin uygulandigi sistemlerde reaktor tasarimu,
ulagilacak son {irlin kalitesi i¢in olduk¢a ©Onemlidir. Siispansiyon ortamindaki
monomer damlaciklarinin ortalama capi, karistirma hizi monomer/siispansiyon
ortami orani, stabilizor derisimi, monomer fazinin ve dagitma ortaminin viskozitesi

gibi degiskenlerin ayarlanmasi ile kontrol edilebilir.

Siispansiyon proseslerinin, onemli avantajlarindan biri, bu yontemde {iriin
tanecik boyunun ¢ok daha kolay ayarlanabilmesi ve istenilen boyda iiriin elde
edilebilmesidir. Ayrica, bu yontemde katki maddelerinin neden oldugu kirlenme
emiilsiyon polimerizasyonuna gére daha azdir. Uriin bagil olarak daha ucuz ve basit

ayirma ve saflagtirma iglemlerinden sonra piyasa sunulabilmektedir®®.

1.1.2. Emiilsiyon Polimerizasyonu

Emiilsiyon polimerizasyonu genellikle sulu ortamda yiiriitiilen bir islemdir.
Bu yontem ile ilgili ilk patent 1909 yilinda Bayer firmasi tarafindan alimistir.
Endiistriyel boyuttaki tiretim 1940’11 yillarda stiren-biitadien kaugugu (SBR) iiretimi
ile 6nem kazanmistir. Giiniimiizde SBR kaucugunun yanmi sira, poliakrilat ve
metakrilatlar, polivinilasetat, polivinil kloriir gibi cesitli radikal polimerizasyon

tiriinleri bu prosesle iiretilen polimerlere 6rneklerdir.

Siispansiyon polimerizasyonu teknigi ile elde edilen tiriin partikiil boyutu 10

pum ile 10 mm arasinda olmasina karsin, emiilsiyon polimerizasyonunda 0.05 ile 5.0



pm boyutlarindadir. Ayrica, emiilsiyon polimerizasyonunda sonug iiriin bir sentetik
lateks, baska bir ifadeyle, polimer partikiillerinin sulu ortamdaki kararli bir
emiilsiyonu seklindedir. Emiilsiyon polimerizasyonunun bir ¢ok uygulamasinda iiriin
lateks dogrudan kullanilir. Boya, yiizey kaplama, yapistiricilar, lateks kopiik kaucuk

bu uygulamalara 6rnek olarak verilebilir.

Emiilsiyon polimerizasyonunun mekanizmasim aydinlatmak iizere pek ¢ok
calisma yapilmistir. Bunlar arasinda en cok ilgi géren Harkins modelidir. Bu modele
gore, monomer yaklasik 1um boyutunda damlaciklar halinde su i¢inde dagitilir.
Monomerin su i¢indeki ¢oziiniirligii ihmal edilebilecek kadar azdir (yaklasik %0.04).
Baslatic1 suda ¢oziiniir ve uygun sicaklikta polimerizasyonu baglatacak radikalleri
olusturur. Monomer ve daha sonra olusacak polimerik partikiillerin kararl
emiilsiyonunu saglamak iizere emiilsifiye edici ajanlar kullanilir. Bu molekiiller sulu
ortamda, hidrofobik monomer damlaciklarin ¢evresinde toplanarak, hidrofobik uglar
monomer tarafina, hidrofilik uglar1 dis tarafa (su tarafina) olmak iizere yonlenirler.
Boylece, monomer-su arasindaki ara ylizeylere yerlesen bu ajanlar damlaciklarin
birbiriyle birlesmesini engeller ve kararli emiilsiyon olustururlar. Emiilsiyon yapici
maddelerin  polimerizasyondaki  diger Onemli goérevi ise, emiilsiyon

polimerizasyonunun yiirilyecegi miselleri olugturmalaridir.

Monomerlerin varlifinda miseller hacimlerini iki kat kadar arttirarak
monomerle siserler ve boylece polimerizasyonun yiirtimesi i¢in ortam olustururlar.
Ortamin 1sitilmasi ile sulu fazda olusan radikaller, monomer tasiyan miseller igine
difiize olur ve polimerizasyonu baglatirlar. Biiyiiyen misellere siirekli monomer
transferi olur ve polimerizasyon, ortamdaki sayilar1 yaklasik 10" partikiil/ml aktif

miseller iginde, doniisim %100 olana kadar devam eder. Emiilsiyon

10



polimerizasyonunda kullanilan emiilsifiye edici ajanlar, iyonlasmayan, anyonik,

katyonik veya amfoterik olabilir.

Emiilsiyon polimerizasyonunda suda ¢oziinen baglaticilar kullanilir. Bunlar, organik
yada inorganik peroksitler, diazo bilesikleri ve ¢esitli redoks baslaticilaridar. Iyi 151 ve
kiitle transferi saglayabilmek i¢cin ortam viskozitesinin diisilk olmasi istenir. Buna

ulasabilmek i¢in monomer/su oram genellikle 1/2 -1/3 aralifinda tutulur®®.

Bu yontem ile yiiksek polimerizasyon hizi ile diger yontemlere gore cok daha
yiikksek molekiil kiitlesine ¢ikilabilmektedir. Ayrica, diger yontemlere gore ortam
viskozitesi diisiik olup, karigtirma, 1s1 transferi, iiriiniin transferi (pompalanmasi) ve
siirekli tiretimi kolaydir. Diger proseslere kiyasla daha fazla katki malzemesi
kullanilmasi, kirlenmenin daha fazla olmasi, emiilsiyondan iiriiniin elde edilmesinde,
saflastirma ve kurutma islemlerinin daha fazla olmasi prosesin maliyetini arttirmakta

ve bunlarda polimerizasyon tekniginin énemli dezavantajlarim1 olusturmaktadir.

1.1.3. Dispersiyon Polimerizasyonu

Dispersiyon polimerizasyonu uzun yillardir bilinen bir teknik olmakla
beraber, tek basamakta mikron veya nano biiyiiklilkte monodispers polimer
parcaciklarinin hazirlanmasi icin cekici bir ydntem sunmaktadir®”. Dispersiyon
polimerizasyonu tek basamakta 0.1-15.0 um biiyiikliikte, bazen de olduk¢a dar veya
monodispers molekiiler agirlik dagilimina sahip parcacik olusumunu saglayan essiz

bir polimerizasyon yontemidir®®.

Es boyutlu partikiillerin  sentezlenmesi igcin segilen dispersiyon

polimerizasyonu, bu  Ozelliginden dolay1r siispansiyon ve  emiilsiyon
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polimerizasyonlar1 arasindaki boslugu doldurmaktadir. Bu yontem, Barret ve
arkadaslan®® tarafindan rapor edildiginden beri bircok polimerin sentezlenmesi

(39)

amaciyla kullanilmigtir. Stiren'™’, metil metakrilat(40), divinil benzen(“), hidroksi etil

43)

metakrilat“? ve kloro metil stiren?, dispersiyon polimerizasyonunda yaygin

bicimde kullanilan monomerler arasindadir.

Dispersiyon polimerizasyonu, reaksiyon ortaminda polimerik bir stabilizor
varliginda monomerin polimerizasyonunun gerceklestigi bir ¢okme polimerizasyonu
olarak da tanimlanabilmektedir®®. Reaksiyon ortami olarak secilen ¢oziicli, hem
monomer hem de baglatic1 madde i¢in iyi bir ¢oziicii olmali iken, ortamda olusan
polimer i¢in iyi bir ¢oziici niteligi tasimamalidir®. Bunun yaninda en 6nemlisi ise,
kararli polimer dispersiyonlarinin elde edilmesi i¢in kullanilan sterik stabilizor
olarak, bir kismi, olusan ve ¢cokme egiliminde olan polimere tutunan, diger kismiysa
stabilizasyonu saglayan bloklara sahip ve dnceden hazirlanmis blok yada as1 (graft)
kopolimerlerinin kullanilma zorunlulugudur. Stabilizorler polimerik topaklarin
yiizeyini kaplayarak ve/veya ortamdaki monomerle as1 kopolimer olusturarak
partikiillerin kararliligini saglar(46)(Sekil 1.1.). Bu kosullar saglandiginda, ¢6ziiciiniin,
stabilizoriin kararliligi saglayan kisminin molekiil kiitlesinin, monomerin ve
reaksiyon  sicakligmin  dogru  olarak secimi  basaritlh  bir  dispersiyon
polimerizasyonunun gerceklestirilmesi icin Onemli faktorler olarak goz Oniine

alinmaktadir”,

Sonug olarak dispersiyon polimerizasyonu, baglatict madde, monomer(ler) ve
elde edilen polimerlerin ¢okmesiyle sterik olarak stabilize olmus polimer
(48)

parcaciklarinin olusturdugu dagitici fazin homojen bir karigimini igermektedir

Olusan polimerin molekiil kiitlesi kritik bir sinira ulastiginda polimer fazi ayrilir ve
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¢oker. Bu durum, Sekil 1.2’de gosterilen ilk parcaciklarin olusumu ve
cekirdeklesmesine yol acmaktadir. Polimer parcaciklarimin  sterik  olarak
stabilizasyonu, genellikle blok kopolimerler olan dispersiyon ajanlar1 ortama ilave
edildiginde gerceklesmektedir. Parcaciklar olustuktan sonra, sisen monomer
parcaciklarinin biitiiniinde ileri bir polimerizasyon ortaya c¢ikmaktadir. Yeni bir
parcacik cekirdeklesmesi soz konusu olmadikc¢a, dar parcacik biiyiikliik dagilimi elde

etmek miimkiindiir.

Polimerizasyondan Once Polimerizasyondan Sonra
, Stabilize

M1 MM wj yﬁ S i
M I
M . M . M Dispersiyon
L] - Polimerizasyonu o .
M % I .
M M —
M M _— e 3
I M C%
> 333

M M M
Homojen Cozelti Sterik olarak stabilize olmug
parcaciklar
[ M: Monomer I: Baglatici ] (0.1-15pm)
L : Dispersant
+(46)

Sekil 1.1 Dispersiyon polimerizasyonunun sematik gosterimi

Olusan parcaciklarin boyutlari, genellikle ortamda olusturulan polimerin
¢Oziiniirligline baghdir. Olusturulan polimer, iyi bir ¢oziiniirliige sahipse, polimer
zincirlerinin agregasyonu gecikmekte, bu da daha biiyiik capa sahip parcaciklarin
olusmasina yol agmaktadir. Eger daha diisiik bir ¢6ziiniirliik s6z konusu ise, polimer

daha cabuk pihtilasir ve daha kiigiik capta parcaciklar elde edilir®”.
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1) Polimerizasyondan Once 1) Polimerizasyonun Baslamas (60°C)

Homojen Cozelti

o Ortamda ¢dziinmeyen kararsiz
l’ ‘ h - ’ - -y : ]i\ A E poEimerpaE’-;ac:kla:Enm olusumu
-l mNN g RliE'Y A -
2 o] e [ o § | — | D ’ o
—- ‘l—, ‘h Y e v \ i -y
, ’ , _— \ i | ¢ i .
|.’ ‘,\‘ ’_ ’*tn.sluf ‘ ’ >
> 92 7 9
\ ;{- 7Y Y, L
3 F Ay TZIAN TN -
~ e R TR T -
WA, N2 K
g i ‘.T-’l;;- =
I‘ ‘\ " "“ Kararsiz nukro pargaciklann
birlesmesi
%) Sterik Olarak Stabilize Olmus 4) Sterik Olarak Stabilize Olmus
Parcaciklarm Biiviimesi Parcaciklarm Olusumu

Sekil 1.2 Dispersiyon polimerizasyonunda pargacik olusumu ve sterik olarak

stabilize olan parcaciklarin biiyiimesinin sematik gésterimi(%)

Dispersiyon polimerizasyonu sulu veya susuz ortamlarin her ikisi igerisinde
de serbest radikalik yada iyonik mekanizmayla gerceklesmektedir. Dispersiyon
polimerizasyonu tekniginin iki temel basamaktan olustugu diisiiniilmektedir. Bu

temel basamaklar; i) ¢ekirdek olusumu ve ii) cekirdek biiyumesidir(5 0,

Polimerizasyonun baslangicinda homojen olan polimerizasyon ortamina
belirli bir sicaklikta baslatici maddenin ilavesiyle ilk polimer ¢ekirdekleri olusur ve
¢Okme egilimi gosterir. Daha sonra bu ¢ekirdekler ortamda ¢6ziinmiis halde bulunan
sterik stabilizorler tarafindan sarilarak sterik olarak stabilize edilmis polimer
parcaciklari elde edilmis olur®". Reaksiyon boyunca olusturulan cekirdek, ortamda
yeteri kadar bulunan sterik stabilizoriin ¢ekirdek yiizeyinde kararli bir stabilizasyon

saglamasini gerceklestirene kadar reaksiyon ortaminda pihti halinde kalmaktadir.
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Boylece parcaciklarin biiyiimesi iki yolla saglanmaktadir: i) Ortamdan soniimlenmis
polimer zincirlerinin yakalanmasit ve ii) yakalanmis oligomerik radikaller ve
¢Oziinmiis haldeki baslatict madde araciligiyla, monomerin §ismis polimer
parcaciklarimin  igerisinde gerceklesen polimerizasyonu sz konusudur®?.
Dispersiyon polimerizasyonunda, ortamda bulunan sterik stabilizorler, olusan
parcaciklarin yiizeylerinde adsorplanmaktadir. Parcacik biiylimesi, ortamdaki tiim

monomerlerin tiikenmesi ve/veya stabilizoriin tamaminin adsorbe edilmesi ve

parcacik yiizeylerinin tamaminin sarilmasi gerceklesinceye kadar devam etmektedir

(49)

Son 20-30 yillik siire icerisinde literatiirde yer alan 6nemli sayida calismada
parcacik saldin mekanizmasi ve parcacik biiyiiklik ve biiyiiklik dagiliminin

(53)

kontroliiniin nasil saglanacagina agirhik verilmistir Yasuda ve calisma

arkadaslarl(5 4

, dispersiyon polimerizasyonunda pargacik olusum basamagindaki
davranig iizerine bir model gelistirmis ve teorik olarak tahmin edilen pargacik

konsantrasyonu ile deneysel verileri kiyaslayarak bir sonuca ulagmislardir.

Glinlimiize kadar dispersiyon polimerizasyonuyla ilgili yapilan ¢aligmalarda
monodispers partikiil iiretimine c¢esitli parametrelerin etkisi incelenmistir. Levy ve
arkadaslan® tarafindan yiiriitilen ¢alismada 1-6 um aralizinda monodispers
polistiren partikiiller tretilmistir. Stiren ve GMA iceren monodispers kopolimer
mikro kiireler, dispersiyon polimerizasyonu ile Yang ve arkadaslar tarafindan 1999
yilinda yapilan bir ¢caligmada sentezlenmis ve partikiil boy ve boyut dagilimina ¢esitli
polimerizasyon parametrelerinin etkileri sistematik olarak saptanmlstlr(56). Stiren-
glisidilmetakrilat kopolimer bazli lateksler, emiilsiyon yapici ajanlardan bagimsiz

dispersiyon kopolimerizasyonu yontemiyle sentezlenmis, lateks partikiillerin
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boyutunu ve morfolojisini etkileyen temel faktorlerin baglatic1  (K;S,0s)
konsantrasyonu, sulu fazin toplam iyonik siddeti ve toplam monomer
konsantrasyonu oldugu belirtilmistir. Bu degiskenler i¢in kritik degerlerin varlig
gbsterilmistir(57). Sulu ortamda uygulanan tek basamakli bir polimerizasyon teknigi
ile monodispers polistiren partikiillerinin hazirlandig1 bir calismada, baslatic1 olarak
potasyum persiilfat, setiltrimetil amonyum bromiir ve sodyum dodesil siilfat ise
stabilizor olarak kullanilmistir. Bu ¢alismada ortalama 3.3 um boyutlu monodispers
(58)

polistiren partikiilleri elde edilmistir

Cao ve arkadaslarl(sg), es boyutlu poli(metilmetakrilat) mikro kiirelerini

dispersiyon polimerizasyonu yontemi ile hazirlamiglardir. Yapmis olduklar1 bu
calismada, dispersiyon ortami olarak metanol-su karigimi, azo tiirii bir baglatici ve
stabilizator olarak ise poliakriliasit yada polivinilprolidon kullanmilmistir.
Polimerizasyon sicakligi ve zamani, baslatici tiirii ve konsantrasyonu, stabilizatoriin
molekiil kiitlesi, tiirii ve konsantrasyonu gibi sistem parametrelerinin iiriin iizerine
etkisi incelenmistir. Sonug¢ olarak 1-5 wm boyutlu polimerik kiireler elde edildigi
rapor edilmistir. Poli(vinilasetat) Okaya ve arkadaslar1 tarafindan etanol-su
ortaminda polivinil alkoliin sterik stabilizatdor olarak kullamildig1 dispersiyon
polimerizasyonu yontemi ile hazirlanmistir. Uygun proses sartlarinin ayarlanmasi ile

450 nm biiyiikliigiinde monodispers nano kiireler sentezlenmistir®”.

1.1.3.1. Proses Degiskenlerinin Dispersiyon Polimerizasyonu Uzerine Etkisi

Dispersiyon polimerizasyon sistemlerinde farkli baslaticilar, monomer ve
dagitma sistemleri kullanilarak yapilan c¢alismalarin sonucunda, sentezlenen

trriinlerin molekiill agirligi, boy ve boy dagiliminin; polimerizasyon sicakligi,
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karistirma hizi ve sekli, dagitma ortaminin tiirii ve bilesimi, stabilizoriin tirii ve
konsantrasyonu, baglatici tiirii ve konsantrasyonu ve monomer/dagitma ortami

hacimsel oran1 gibi parametrelerden etkilendigi belirlenmistir®.

Dispersiyon polimerizasyonu yonteminde sicaklik, hem serbest radikal
olusum hizimi, hem de polimerizasyon sisteminin termodinamik ozelliklerini
etkiledigi icin Onemlidir. Dispersiyon polimerizasyonunda kullanilan dagitma
ortaminin kaynama noktasi, polimerizasyon sicakligin1 kisitlayan en Onemli
faktorlerden biridir. Bununla birlikte, monomer faz i¢indeki baglaticinin serbest
radikal ~olusturabilecegi sicaklik araligmm 70-75°C olarak tutulmasi da
polimerizasyonda onem tagimaktadir.

Shen ve arkadaslan®’, metil metakrilaun (MMA) metanol icindeki

dispersiyon polimerizasyonunda sicakligin etkisini arastirmislar ve sicakliginin 50 ile
60 "C arasinda degistirilmesiyle partikiil boyunda net bir bilyiime gozlendigini rapor
etmislerdir. Ober ve Hair®” sicakligin partikiil biiyiikliigiine ve molekiil kiitlesine
etkisini stirenin etanol-metoksietanol ortamindaki dispersiyon polimerizasyonunda
incelemislerdir. Arastirmacilar, sicakligin artis1 ile polimerizasyon hizinin arttigini ve
olusan partikiillerin molekiil kiitlesinin azaldigin1 gozlemislerdir. Bu c¢aligmalara
dayanarak, polimerizasyon sicakligimin dispersiyon polimerizasyonuna etkisi su

sekilde aciklanmisgtir.

Polimerizasyon sicakliginin artmasi ile siirekli fazda olusan serbest radikal
sayisi artar, bu durum ortamdaki oligomerik radikal sayisinin artmasina neden olur.
Oligomerik radikallerin ortamdaki sayisinin artmasi ile polimerizasyon hiz1 artar ve
daha diisik molekiil kiitlesine sahip partikiiller olusur. Bununla birlikte,

polimerizasyon sicakliginin artisi ile oligomerik radikallerin dispersiyon ortamindaki
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¢cOziiniirligt artar ve cekirdeklenme daha yiiksek molekiil kiitlesinde gerceklesir.
Sonug olarak daha az sayida polimer ¢ekirdekleri olusur ve bu durum biiyiik partikiil

olusumuna neden olur®,

Monodispers yapida partikiillerin  sentezlenmesi i¢in, dispersiyon
polimerizasyonu siiresince karistirma hizi diizenli 1s1 transferi saglayabilecek bir
diizeyde tutulmalhidir. Bu amagla genellikle diisiik karistirma hizlarinda calisilir.
Ciinkii, yiiksek karisirma hizlarinda olusabilecek siddetli kayma gerilimi
partikiillerde monodispers 6zelligin bozulmasina ve boy dagilimi olugmasina neden
olur. Polimerizasyon sisteminde karigtirma, bicak tipi bir karistiric1 veya calkalama

yolu ile yapilabilir.

Dispersiyon polimerizasyonunda dagitma ortaminin tiirii ve bilesimi oldukga
onemlidir. Dagitma ortaminin polaritesi ve bu ortamdaki monomer c¢oziiniirligii,
sonug partikiil boyutu ve boy dagilimini énemli 6lciide etkilemektedir. Dispersiyon
polimerizasyonunda secilen dagitma ortaminda monomer ¢6ziiniirliigiiniin yiiksek,
polimer ¢oziiniirliigliniin ise diisiik olmasi istenir®”. Polimerizasyonun baglangici ile
birlikte dagitma ortamimda ¢6ziinmiis bulunan monomerin polimerleserek, kati
partikiiller olarak ayrilmasi yani “faz inversiyonu” nun meydana gelebilmesi i¢in bu
kosulun saglanmasi gereklidir. Secilen dagitma ortami monomeri en iyi sekilde
¢cOzebilmelidir ancak ayni zamanda olusan polimerin miimkiin olan en dar boy

dagilimi ile ¢ozelti fazindan ayrilmasma imkan vermesi de gereklidir.

2000 yilinda Horak ve Shapoval® tarafindan yiiriitilen bir ¢alismada,
dispersiyon polimerizasyonunda dagitma ortaminin ¢Oziiniirlik parametresi
degistirilerek 0.5-4.0 um araliginda poli(GMA) mikro kiireler sentezlenmistir.

Hidroksi propil selilloz (HPC) veya seliiloz asetat biitirat (CAB) sterik stabilizorleri
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varliginda N,N -dimetilformamid(DMF)/metanol ortaminda cOziiniirlik
parametresinin azalmasi ile boyut dagilimmin genisledigi ve partikiil boyutunun

arttig1 gosterilmistir.

Dispersiyon polimerizasyonunda ilk kullanilan dagitma ortami sudur.
Almong ve Levy(63), dagitici ortam olarak su, stabilizér olarak ise polivinil alkol
(PVA) veya sodyumdodesil siilfatin (SDS) kullanildig1 bir polimerizasyon prosesi ile
monodispers poli(stiren) partikiillerini sentezlemislerdir. Baslatici olarak ise benzoil
peroksit (BPO), AIBN ve lauril peroksit (LP) gibi stirende ¢oziinebilen yapilar
secmislerdir. Bu calismanin sonucunda partikiil boy dagiliminin 1-10 um araliginda

oldugu gozlenmistir.

Dispersiyon polimerizasyonunda alkol/su ve alkol/eter ¢ozeltileri de dagitma
ortami olarak kullanilmaktadir. Lok ve Ober®® tarafindan yapilan caligmada saf
alkoller, eter/alkol ve alkol/su ¢ozeltileri dagitma ortami, BPO baslatici, HPC ise
stabilizor olarak secilerek dagitici ortam polaritesinin etkisi arastirilmistir. Etanol/su
dagitma ortaminda su igeriginin %0-%35 araliginda degistirilmesi ile ortalama
partikiil boyutu 1.4-0.91 pm aralifinda degismistir. Elde edilen sonuglar, dagitma

ortaminin polaritesinin artisi ile ortalama partikiil boyutunun azaldigin1 gostermistir.

Dispersiyon polimerizasyon sistemlerinde stabilizor tiirii ve derisimi onemli
rol oynamaktadir. Stabilizor hem partikiil olusumu siirecinde partikiil kararliligin
saglar hem de siirekli fazin viskozitesini etkiler®’. Dispersiyon polimerizasyonuyla
monodispers  partikiillerin ~ sentezlenmesi  icin  kullanmilan  stabilizorler,
polivinilpirolidon (PVP), poliakrilik asit (PAA) ve hidroksi propil seliiloz’dur (HPC)
(67)

. Bu yontemde kullanilan stabilizorler polimerik yapiya sahiptir ve diger

dispersiyon polimerizasyonu parametreleri gibi dagitma ortaminda ¢06ziinebilir
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yapidadir. Paine® tarafindan yapilan bir calismada, hidroksi propil seliiloz
stabilizasyonu ve polar yapidaki ¢oziicii ortaminda, stabilizor derisiminin karekokii
ile ortalama partikiil boyutunun ters orantili oldugu saptanmistir. Bu calismada
bulunan diger bir sonu¢ ise, HPC’un molekiil kiitlesinin partikiil boy dagilimini

etkilemesidir.

Polimerizasyon ortaminda stabilizor derisiminin artmasi ile, ortamda olusan
ilk cekirdekler daha cabuk ve iyi sekilde stabilize olarak birbirlerine yapismalari
onlenerek daha fazla fakat kiiciik partikiiller elde edilir. Bdoylece stabilizor
derisiminin artis1 ile polimerizasyon hiz1 artar. Ciinkii, polimerizasyon hizi ortamda
olusan c¢ekirdek sayisi ile orantihdir®. Okubo ve arkadaslan® tarafindan yapilan
bir calismada, poliakrilik asit derisiminin 0.1 g/dl ile 2g/dl aralifinda arttirilmasi ile
partikiil boyutunun 4.0 pm ile 2.0 um araliginda azaldigi bununla birlikte

monodispersitenin korundugu gézlenmistir.

Paine ve arkadaslan® tarafindan yapilan ¢alismada ise etanol dagitma
ortaminda degisik molekiil kiitlesine sahip PVP stabilizor olarak kullanilmis ve
stabilizor  konsantrasyonu 4-40 g/l aralifinda degistirilmistir.  Stabilizor
konsantrasyonunun artirilmasiyla, biitiin stabilizor tiirleri i¢in ortalama partikiil
boyutunda lineer bir azalmanin meydana geldigi gozlenmistir. Polivinil alkoliin
stabilizor olarak kullamldigi bir baska calismada dispersiyon polimerizasyonu
yontemi ile 2.6 um boyutlu monodispers poli(metil metakrilat), p(MMA), partikiilleri

sentezlenmistir(m).

Dispersiyon polimerizasyonunda kullanilan baslaticilarin tiirii ve derisiminin
polimerizasyon hizi ve partikiil boyunu etkileyen énemli parametrelerden biri oldugu

rapor edilmistir. Dispersiyon polimerizasyonunda kullanilan baslaticilar monomer
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fazinda coziinebilmektedir. Benzoil peroksit (BPO) ve 2,2- azobisizobutironitril
(AIBN) bu polimerizasyon yonteminde yaygin olarak kullanilan baslaticilar
arasindadir. Bununla birlikte, 4,4’—azobis(4—siyan0valerik asit) (ACVA) ve 2,2-
azobis(2-amino propan) dihidroklorid (AMPA) da aragtirmacilar tarafindan
kullamlmlstlrm). Polimerizasyon sisteminde baglatict miktarinin arttirilmasi ile elde
edilen partikiillerin boy dagiliminda bir genisleme ve reaksiyon hizinda artis oldugu
saptanmistir. Baglatic1 derigiminin arttirilmasi ile polimerizasyon hizinda olusan artig
daha fazla serbest baslatic1 radikalinin olusmasi ile polimerizasyonun ¢ok merkezli

olarak baslamasi ve ortalama zincir uzunlugunun kisalmast ile agiklanmaktadir”?.

Monomer/dagitma ortami hacimsel orani, dispersiyon polimerizasyonuyla
monodispers partikiil sentezinde énemli parametrelerden bir digeridir. Dispersiyon
polimerizasyonunda kullanilan oran diger polimerizasyon tekniklerine gore daha
disiiktir.  Dispersiyon polimerizasyonunda uygun degerden daha diisiik
monomer/dagitma ortami orani kullanilirsa, faz ayrimi olusmasi ve buna bagl olarak
kiiresel partikiillerin meydana gelmesi zorlasir ve sekilsiz partikiiller elde edilir.
Genellikle, belirli bir monomer/dagitma orami aralifinda ortalama partikiill boyutu
artan monomer/dagitma ortami oramiyla artis gosterir. Ancak bu oranin ¢ok
arttirllmasi polidispers dagilima sahip partikiillerin olusmasina yol acar. Cok yiiksek
monomer/dagitma ortarm oranlarinda ortalama partikiil boyutu sonsuza gider, diger
bir ifadeyle bloklagma meydana gelir. Lok ve Ober®  tarafindan yapilan bir
caligmada, etanol/2-metoksietanol dagitma sisteminde stiren/dagitma ortami
hacimsel orami 1/9 ile 1/2 araliginda degistirilerek monomer/dagitma ortami oranin
ortalama partikiil boyuna etkisini incelenmis, bu oranin artmasi ile partikiil boy ve

boy dagiliminda 6nemli bir artis oldugu sonucuna ulasilmistir.
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Dispersiyon polimerizasyonu ile yapilan caligmalar genellikle stiren, metil
metakrilat gibi inert formda partikiillerin iiretilmesi iizerinde durulmustur. Uniform
polimerik partikiillerin yiizeyinde fonksiyonel gruplarin varligi, partikiillerin
tiirevlendirilmesi gereken uygulamalarda, 6rnegin ligand baglanmas1 veya biyolojik
molekiillerin izolasyonu ve saflastirllmasi icin gereklidir. Genel olarak inert
polimerik yiizeyleri tiirevlendirmek zordur. Bu nedenle, tiirevlendirilebilen

fonksiyonel 6zellige sahip uniform partikiillerin tiretilmesi giindeme gelmistir.

Dispersiyon polimerizasyonu yoOntemi kullanilarak stiren monomerinin ¢esitli
fonksiyonel monomerler ile kopolimeri hazirlanmistir. Bu monomerlere ornek
olarak; hidroksietil akrilat, metakrilik asit, akrilamid, polidimetilsiloksan ve

dimetilaminoetilmetakrilat verilebilir'™>.

Fonksiyonel grup tasiyan monodispers yapida polimerik partikiiller ¢ok
basamakli polimerizasyon teknikleri ile de hazirlanabilmektedir””. Bu yontemlerden
biri emiilsiyon yapic1 madde icermeyen emiilsiyon polimerizasyonu teknigine dayali
olarak gelistirilen yéntemdir(75). Burada, devam eden kopolimerizasyon sirasinda
ortamdaki partikiil sayis1 sabit tutularak, mevcut partikiillerin monomer-komonomer
karisimi ile sisirilmesi saglanmaktadir. Bu yolla polistiren-polimetakrilik asit,
polistiren-polimetilmetakrilat, polistiren polihidroksietilmetakrilat ve polistiren—

poliakrilik asit monodispers partikiilleri sentezlenmistir.

Monodispers p(GMA) partikiilleri farkli kromatografik uygulamalarda
kullanilmaya miisait destek materyalleridir. Kolaylikla tiirevlendirilebilen reaktif
epoksi gruplart tasiyan monodispers p(GMA) partikiillerinin  dispersiyon

(76)

polimerizasyonu ile sentezine yoOnelik aragtirmalar yapilmistir Jiang ve

arkadaslan”” tarafindan, manyetik ozellikte 4.92 um capma sahip monodispers
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poli(glisidilmetakrilat-trimetilpropantrimetakrilat), ~p(GMA-TRI), mikrokiireleri
dispersiyon polimerizasyonu teknigi kullanilarak hazirlanmistir. Epoksi grubu
tastyan bagka bir kopolimer Hou ve arkadaslar1(6) tarafindan hazirlanmistir. Bu
calismada, 5.1 pum boyutlu monodispers p(stiren-glisidil metakrilat) kiireleri

dispersiyon polimerizasyonu teknigi kullanilarak sentezlenmistir.

Dispersiyon polimerizasyonu ile hazirlanan 3.0 pm boyutlu godzenekli
p(GMA) partikiilleri, kapiler elektrokromatografi i¢in iyi bir ayirma performansi
sergiledigi belirtilmistir”®. Niikleotit immobilize edilen monodispers poli(glisidil
metakrilat-stiren), p(GMA-St) kopolimeri dispersiyon polimerizasyonu ile
hazirlanarak DNA afinite-HPLC sistemlerinde basarili bir sekilde kullamlmistir”.
Cok basamakli polimerizasyon yontemleri ile hazirlanan gozenekli p(GMA) kiireleri
jel gecirgenlik kromatografisi icin uygun destek materyalleri oldugu bir cok

arastirmaci tarafindan belirtilmistir”".

1.2. Biyomolekiillerin Saflastirilmasi isleminde Kullamlan Teknikler

Bir hiicre veya dokudan istenilen protein yada enzim gibi biyolojik
molekiillerin saf halde izole edilmesi olduk¢a giic bir islemdir. Saflastiriimak
istenilen proteinin konsantrasyonu diisiikk ise binlerce farkli protein arasindan
ayirmak ve saf halde elde etmek i¢in bu proteine uygun olan saflastirma tekniklerinin
secilmesi gerekir. Proteinlerin saflastirilmasinda bugiin kullanilan yontemler oldukca
gelismistir. Saflastirmada kullanilan yontemlerden bir veya birka¢i1 arka arkaya
kullanilarak hedef protein saf halde veya safa yakin bir sekilde elde edilmektedir.
Giiniimiizde uygun saflastirma tekniklerinin kullanilmasiyla pek c¢ok enzim ve

protein saf ve kristal halde basarili bir sekilde izole edilmektedir. Biyomolekiillerin

23



saflastirilmast amaciyla kullanilan teknikler genellikle Kromatografik, Elektroforetik

ve Santrifiigasyon yontemleri olmak iizere ii¢c ana baglik altinda toplanmaktadir.

Santrifiigasyon yontemlerinde proteinler, yogunluk veya biiyiikliiklerinin
farkli olmasindan yararlanilarak ayrilmaktadir. Elektroforez ve izoelektrik Odaklama
ise yaygin olarak kullanilan Elektroforetik teknikler arasindadir. Elektroforez, yiiklii
taneciklerin elektriksel bir alanda farkli gécme hizlarmma dayanan bir ayirma
islemidir. Proteinler, elektroforez ortaminin pH’ma bagh olarak pozitif veya negatif
yiiklii olabilir veya yiik tagimayabilir. Ortamin pH’1 proteinin izoelektrik pH’1na esit
ise protein net bir yiik tasimaz. Bu durumda protein elektriksel alan iginde
hareketsizdir. Ortam pH’1 proteinin izoelektrik pH’indan diisiik ise protein net bir
pozitif yiik tasir ve elektrik alam1 yoOniinde hareket eder. Ortam pH’1 proteinin
izoelektrik pH’indan yiiksek oldugu durumda ise protein net bir negatif yiik tasir ve
elektrik alanina zit yonde hareket eder. Boylece, belli bir pH degerinde art1 ve eksi
yiikler tasiyan proteinler elektrik alanindaki hareket yonlerine gore birbirlerinden
ayrilabilirler. Diger taraftan, aym1 yonde hareket eden proteinlerin biiyiikliikleri ve
sekilleri genellikle farkli olacagindan, elektrik alami i¢inde belli bir siire sonunda
aldiklar yollar da farkli olacaktir. Boylelikle ayni isaretli yiikler tagiyan proteinler de

ortamda karsilasacaklar farkli direnglere bagl olarak birbirlerinden ayrilirlar.

[zoelektrik odaklama ise, proteinlerin bir pH gradyentinde izoelektrik
noktalarinin farkli olmasina dayanan bir ayirma yontemidir. Bu yontemde, yiiksek
hareketlilige sahip sentetik poliamino-polikarboksilik asitlerin karisimindan olusan
amfoter bilesikleri iceren jel polimerlestirilir. pH gradyenti olusturmak igin ise
sisteme akim verilir ve amfolitler izoelektrik noktalarina gore jelde diizenlenirler. En

asidik olan anoda, en bazik olan katoda dogru ilerler. Daha sonra 6rnek proteinler
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jele uygulanir ve yiiklerine gore anoda ve katoda dogru hareket ederler. Proteinler jel
tizerinde net yiiklerinin sifir oldugu pH degerine (pI) kadar gé¢ ederek ve bu noktada

hareketsiz kalarak dururlar. Bu sekilde ayrim saglanmis olur.

Jel Filtrasyon, Iyon Degisim ve Afinite kromatografisi, proteinlerin ayrilmasi

ve saflastirnllmasinda yaygin olarak kullanilan kromatografik tekniklerdir.

Jel filtrasyon Kromatografisi, proteinlerin molekiil agirliklarinin farkli olmasi
prensibine dayanarak ayrilmalarini saglayan bir tekniktir. Bu yontemde, proteinlerin
birbirinden ayrilmasi, sabit fazi olusturan jelin gozenek biiyiikliigiine gore
molekiillerin alikonmasi esasina dayanmaktadir. Gozenekli bir jelin bulundugu bir
kolondan yercekimi etkisiyle hareket eden protein ¢ozeltisi igerisinde bulunan kiiciik
molekiil agirhgindaki proteinler jeldeki gozeneklere girerken, biiyiik molekiil

agirlikli proteinler gozeneklere girmeden kolonu ilk olarak terk ederler.

Proteinlerin saflastirilmasi amaciyla kullanilan bir diger kromatografik teknik
olan iyon degisim kromatografisi, lizerinde yiiklii gruplar bulunan kati ve por6z bir
destek materyalinden iyonize analit karistminin eliie edilmesi prensibine dayanan bir
stivi  kromatografisi olarak siniflandirilabilir. Iyon degisim kromatografisinde
kullanilan sabit fazlar, genellikle sentetik organik polimerlerin tiirevlendirilmesiyle
iiretilen polimerik materyallerdir. Ik sentezlenen polimer bazli iyon degistiriciler
stiren divinilbenzen (S-DVB) kopolimerizasyonu veya akrilik veya metakrilik asitin

divinil benzenle kopolimerizasyonu ile tiretilmistir®.
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1.2.1. Afinite Kromatografisi

Proteinlerin saflastirnlmas1 amaciyla kullanilan kromatografik teknikler
arasinda yer alan afinite kromatografisi 70 yili askin bir siiredir biyokimya ve
biyoteknoloji alaminda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir®. Son 20 yildir
yaymlanan 27.000’in {iizerindeki makalede afinite kromatografi teknikleri

tanimlanmakta veya tartisiimaktadir®?.

Afinite kromatografi, biyomolekiillerin tayini, izolasyonu, ayrimi ve
saflastirilmasi icin iyi tasarlanmig ve oldukga yiiksek spesifik molekiiler tanima

iizerine kurulmus essiz bir ayirma yontemidir®”

. Afinite kromatografi yontemi, 1968
yilinda Cuetracasas ve arkadaslan tarafindan ilk kez kullanmldigindan beri, binlerce
farkli molekiiliin (enzimlerin, antikorlarin, hormonlarin, vitaminlerin, niikleik
asitlerin) hatta bakteri, viriis ve hiicrelerin ayrilmasi ve saflastirilmasinda

kullanllmlstlr(84).

Bu yontemde, ligand olarak isimlendirilen molekiiler tanima kapasitesine
sahip bir molekiil, uygun ¢oziinmeyen genellikle polimerik bir kiire yada membran
yapida olan bir destek materyali {izerine immobilize edilir®. izole edilmek istenen
molekiil, matriks lizerine immobilize edilmis ligand tarafindan kovalent olmayan
spesifik etkilesime dayanan adsorpsiyon islemi ile ayristirilir. Daha sonra, pH, iyonik
siddet veya sicaklik ayarlanarak, uygun eluentlerin kullanildigi desorpsiyon kosullar
altinda ligand ile hedef molekiil arasindaki kovalent olmayan etkilesimin bozulmasi

sonucu hedef molekiil saf olarak elde edilir® (Sekil 1.3).
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Yikama |y ¥ Tamponla q8

Ligand(ém;antikor) .':_‘ ,_.'-:
3 2 1

Sekil 1.3 Afinite Sistemin Sematik Gosterimi®”

1.2.1.1. Ligand

Basarili bir afinite sisteminin hazirlanmasi icin 6nemli faktorlerden biri uygun
ligandin se¢imidir. Ligand, hedef molekiile spesifik ve tersinir olarak baglanmali ve
destek materyaline baglanmaya izin verecek fonksiyonel gruplar (6rnegin, -NH,, -

COOH, -CHO, -SH ve —OH gibi) icermelidir.

Proteinler, enzimler, hormonlar, antikorlar, niikleik asitler (DNA, RNA),
oligopeptitler ve oligoniikleotitleri iceren bifonksiyonel molekiillerin biiyilk bir
boliimii afinite sistemlerin hazirlanmasinda ligand olarak kullanilmaktadir®®. Bu
ligandlarin son derece spesifik olmalarinin yaninda, iiretim ve kapsaml saflastirma
basamaklarinin maliyetleri oldukg¢a yiiksektir. Bununla birlikte, afinite sistemlerin

hazirlanmas1 sirasinda uygun yonlenmede destek materyaline immobilize
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edilmelerinin giic olmasi bu ligandlarin énemli dezavantajlarindandir®. Ustelik, bu
ligandlarin baglanma sabitleri (10°-10° M™) ¢ok yiiksektir ve eliisyon basamag
hedef biyomolekiiliin aktivitesinde kayiplara yol agan zor kosullari gerektirir(87).

Afinite sistemlerindeki bu problemleri gidermek igin Vijayalakshmi(gg) tarafindan

“pseudobiyospesifik” olarak isimlendirilen diisiik molekiil kiitleli ligandlar

(89) (90)

gelistirilmistir. Boyalar™”’, metal selatlar™ ve aminoasitler®" afinite kromatografi
yonteminde pseudobiyospesifik ligand olarak kullanilmaktadir. Pseudobiyospesifik
ligandlar, giiclii kimyasal sartlara ve yiiksek sicakliklara karsi kararhidir. Bu
ligandlar, diisiik maliyete ve baglanma sabitlerine (10*-10° M) sahip olmalarina
ragmen elektrostatik, hidrojen bagi ve Van der Walls etkilesimlerinin toplam etkisi

sonucu olarak yiiksek segicilik gosterirler®**?.

Afinite Kromatografi sistemlerinde zaman zaman afinite adsorbent, ligandin
diisiik sterik ulagilabilirligi nedeniyle zayif secicilik ve diisiik baglanma kapasitesi
gosterir. Ayrica liganda baglanan biyolojik molekiil ve tasiyici arasindaki sterik
girisim yliziinden biyolojik molekiiliin inaktivasyonuna neden olabilir. Bu durum ile
genellikle kiiclik ligandlarin (6rnegin; enzim kofaktorleri gibi) kullanildigi afinite
sistemlerinde karsilagilir. Bu olumsuzluklar tasiyici ve ligand arasina saflastirilmak
istenen molekiile ligandin kolaylikla ulagsmasini saglamak amaciyla “uzatma kolu”
adi1 verilen molekiillerin yerlestirilmesi ile giderilebilir. Yaygin olarak kullamilan
uzatma kollari, her bir zincirin sonuna iki fonksiyonel grup yerlesmis olan alifatik
lineer hidrokarbon zincirleridir. Gruplardan biri (siklikla primer amin, -NH;)
matrikse baglanir, diger ucu ise liganda baglanir. Liganda baglanan kisim terminal
grup adimi alir ve genellikle karboksil (-COOH) yada amino(-NH;) grubudur.
Hekzametilendiamin, = 6-amino  hekzanoik asit, gibi  bilesikler afinite

kromatografisinde yaygin olarak kullanilan uzatma kollaridir®.
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Afinite kromatografisinde, aktivasyon islemi destek materyaline ligand
baglanmasi icin gerekli olan reaktif gruplarin elde edilmesi, dolayisiyla hedef
biyomolekiile yiiksek seciciligin sergilendigi iyi bir ayrimin saglanmasi igin
uygulanan cesitli yontemleri icerir. Bu dogrultuda siyanojen bromiir, epoksit,
peroksit, triazin aktivasyonu gibi destek materyalindeki fonksiyonel gruplarin
varligina gore farkli aktivasyon yontemleri gelistirilmistir. Diger 6nemli aktivasyon
yontemleri, glutarikdialdehit, karbonilasyon, siilfonik asit klorid ve Wood K yontemi

sayilabilir.

1.2.2. Boya Ligand Afinite Kromatografi

Afinite tekniklerinden biri olan boya ligand afinite kromatografisi®,

biyomolekiillerin laboratuvar ve biiyiik 6lcekli saflagtirma islemlerinde arastirmacilar
tarafindan yaygm bicimde kullanilmaktadir. Bu yontem, tek basamakta yiiksek

secicilik, saflik ve geri kazanim saglamaktadlr(95 )

Boya ligandlar ticari olarak elde edilebilir, reaktif fonksiyonel gruplar
sayesinde destek materyaline kolaylikla baglanabilir, kimyasal ve biyolojik
degradasyona kars1 dayaniklidir. Bu tiir ligandlar bir cok proteinin aktif bolgeleri ile
proteinlerin kofaktdr yada baglanma ajanlarinin yapilarini taklit etmek suretiyle

etkilesir(%).

Reaktif boya olarak bilinen cok sayida tekstil boyasi, cesitli
biyomolekiiller ile iyonik, polar ve hidrofobik etkilesimlerde bulunmaktadir. Boya
ligand afinite sistemlerinde kullanilan reaktif boyalarinin ¢ogu, reaktif gruba bagh bir
kromofor grup icerir. Ayrica, sulu ortamda molekiiliin ¢oziiniirliigiinii saglayan

siilfonil gruplar da igerirler. Bununla birlikte baz1 boyalar, karboksil, amino, kloriir

yada metal kompleks gruplarina (aromatik halka icinde yada disarida azot igerir)
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sahiptir. Bugiin, triazin bazli reaktif boyalar, proteinlerin saflastirllmasinda yaygin

olarak kullanilmaktadir®”.

Blue dextran ile bazi kinazlar arasinda beklenmeyen bir etkilesimin
kesfedilmesiyle birlikte® boya ligand afinite kromatografisi, ilk kez Roschlan ve
Hess®® tarafindan Cibacron Blue tekstil boyasinin Sephadex G-200 iizerine kovalent
olarak baglanmasi ile ¢esitli proteinlerin saflastirilmasinda kullanilmistir. Daha sonra
bu boya ligandi bir ¢ok arastirmaci tarafindan farkli destek materyallerine baglanarak
biyomolekiillerin saflastirma islemlerinde yaygin bi¢imde kullanlmistir®”.,
Giintimiizde ise tekstil boyalarmin ligand olarak kullamildigi protein saflastirma

calismalari hala devam etmektedir'*”.

Nie ve arkadaslar'®?, Cibacron Blue F3GA tekstil boyasimin ligand olarak
kullanildig1 kitosan kapli naylon membran temelli afinite membranlarin papain

adsorpsiyon performansini arastirmiglardir.

Wu ve arkadaslari”?, Procion Blue MX-R boya ligandinin kovalent olarak
baglandig1 monodispers poli(glisidilmetakrilat-etilendimetakrilat), p(GMA-EDMA),
kiirelerini lizozim, ve insan serum albumin proteinlerinin yiiksek basingh sivi
kromatografi ayrimlari i¢in kolon dolgu materyali olarak kullanmigtir. Bayramoglu
ve arkadaslarlm) Reactive Green 5 bagli pHEMA, membranlarinin IgG adsorpsiyonu
ve saflastirllmasi iizerine performansini arastirmis ve yiiksek saflikta IgG elde
etmeyi basarmislardir. IgG adsorpsiyonunda kullanilmak {iizere tasarlanan bir baska
boya ligand afinite sisteminde, Procion Red HE-3B ve Red-120 boyalar1 bagh

pHEMA membranlar kullanilmistir®.
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1.2.3. Immobilize Metal Afinite Kromatografisi IMAC)

Immobilize Metal Afinite Kromatografisi, IMAC, ilk olarak Porath ve
calisma arkadaslan tarafindan Metal Selat Afinite Kromatografisi adi altinda bilim
diinyasina sunuldu®”. Bu kromatografi yontemi, Helferrich’in kiiciik molekiiller icin

gelistirdigi Ligand Degisim Kromatografisinin 6zel bir durumu olarak kabul edildi

(102)

Teknigin temeli, bir kromatografik destek materyaline immobilize edilen
metal selat ligandlara bagli metal iyonlarina proteinlerin afinitesi iizerine
dayanmaktadir''®. Bu “biyoafinite” dzellik kisa zaman iginde afinite kromatografi
yontemini kullanan arastirmacilarin biiyiik ilgisini kazanmistir. En iyi bilinen

ilerleme, rekombinant polipeptitlerin ayrimi ici histidin pargalarinin kullanilmasidir

(104)

Immobilize metal afinite kromatografisinde proteinlerin adsorpsiyonu,
immobilize metal iyonu ve protein ylizeyindeki elektron verici gruplar arasindaki
koordinasyona dayanmaktadir. Ayrim, bir Lewis asidi (elektron cifti alicisi, 6rnegin
bir metal iyonu) ile protein ylizeyindeki elektron tasiyici atomlar (N, O ve S)
arasindaki etkilesim sayesinde gergeklesmektedir(los). Proteinlerin, baslica histidinin
imidazol grubu, triptofanin indol grubu ve sisteinin tiyol gruplan ile etkilesime
katildig1 kabul edilir. Komsu aminoasit yan zincirleri arasindaki iliski ve bolgesel
konformasyonlar proteinin baglanmasinda 6nemli rol oynar. Ayrica aromatik amino

asitler ve peptitlerin amino asit u¢ gruplari da baglanmaya katkida bulunur®®®.

Metal-protein baginin saglamlii, proteinden proteine degisir ve bir ¢ok
durumda bu farklilik spesifik proteinlerin ayrilmasi ve saflastirilmasinda etkili bir

sekilde kullanilir"®”. Bir metal i¢in protein ilgisindeki farkliliklar Pearson tarafindan
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ifade edilen sert ve yumusak asit ve baz prensibiyle agiklanabilir. Bu teoriye gore,
iki atom bir bag olusturdugu zaman, bir atom Lewis asidi ve bir digeri ise Lewis bazi
olarak davranir. Bagin saglamligi atomlar1 igeren “sertlik” yada ‘“yumusaklik”
siniflamasini belirler. Ca(Il), Mg(II) ve Fe(IIl) gibi metal iyonlar1 sert Lewis asidi
olarak smiflandirilirken, Ag(I), Cu(I), Cd(II), Hg(Il) metal iyonlar1 yumusak Lewis
asitleri olarak ayrilir. Co(Il), Zn(II), Cu(Il) ve Ni(Il) gibi sinir metal iyonlar1 ise

ortada oldugu diisiiniilir" .

Kromatografik destek materyaline baglanmis olan selat bilesikleri icindeki
elektron verici atomlarin metal ile olusturdugu koordinasyon sayisina gore, bidentat,
tridentat, tetradentat, pentadentat metal selatlar1 olusur, geriye kalan koordinasyon
bolgeleri su molekiilleri ile isgal edilmistir ve proteinden gelen uygun elektron verici

gruplar ile yer degistirmesinin sonucu olarak protein baglanir.

Kromatografik uygulamalarda metal iyonlarinin immobilizasyonu igin
bidentat selatlayici bilesikler olarak; aminohidroksamik asit ve salisilaldehit, tridentat
selatlayic1 bilesikler olarak; iminodiasetik asit (IDA), dipikoliamin, ortofosferi, 2,6-
diaminometilpiridin, tetradentat ligand olarak; nitriloasetik asit (NTA) ve
karboksimetilaspartik asit ve tris(karboksimetil) etilendiamin ise pentadentat olarak

kullanilmaktadir'®.

Selatlayic1 maddelerin  serbest koordinasyon bolgelerinin  sayisindaki
farkliliklar, hedef proteine kars1 farkli secicilik ve adsorpsiyon aktiviteleri
gostermelerini saglar. Ornegin, iic disli ligand olan iminodiasetik asit, IDA,
kullanildiginda metal azot atomu ve iki karboksilli oksijen iizerinden baglanacaktir.
Bu yontemde metal iyonlarinin immobilizasyonu i¢in en yaygin kullanima sahip

ligand iminodiasetik asittir .
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Immobilize metal afinite kromatografisi ile proteinlerin ayrimi, ligand ve
uygun metal iyonu se¢imiyle optimum kosullar saglandigi zaman, diger afinite
tekniklerine kiyasla daha yiiksek bir secicilie sahiptir. Bu yontemde ligand
kararliligr ve yiiksek seciciligi, yiiksek protein yilikleme kapasitesi, 1liman eliisyon
kosullar1, basit rejenerasyon, metal iyonlarmmin diisiik maliyeti ve adsorbentlerin
metal selat Ozelliklerinde tayin edilebilir bir kayip olmaksizin yiizlerce kez
kullanilabilmesi, IMAC uygulamalarinin sundugu avantajlar olarak stralanabilir '
Ayrica, IMAC aym ligandin farkli proteinlerin adsorpsiyonunda ve ayni matrikse
farkli metal iyonlarinin selatlanmasiyla kullanilabilmesinden dolayi1 ¢ok yonlii bir

yontemdir' 2.

Immobilize Metal Afinite Kromatografisi ile immunoglobulin G
saflastirilmasinda, etkilesimler iizerine yapilan calismalar dogrultusunda yaygin

selatlayic1 gruplarin iminodiasetik asit (IDA) ve imidazol oldugu kaydedilmistir''?.

Farkli kaynaklardan immiinoglobulinlerin IMAC matriksleri iizerine adsorpsiyonu
bir ¢cok aragtirmaci tarafindan rapor edilmistir. Porath ve Olin, agaroz-IDA-Ni(II)
destek materyali ile insan serumundan; Boden ve arkadaslari Novarose-TREN-Cu(II)
destek materyali ile keciden; Hale ve Beidler evcillestirilmis sicandan IDA-Ni(II)

destek materyali kullanarak IgG saflagtirmay1 basarmuglardir'?.

Baska bir calisma ise Hari ve arkadaslari tarafindan albumin, y-globulin,
fibrinojen karigimindan, y-globulinin secici olarak uzaklastirmasi amaciyla Cu(Il)
metal iyonlar1 immobilize edilmis seliloz membranlarinin kullanilmasiyla

gerceklestirilmistir .
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1.2.4. Polimerik Partikiill Yiizeylerinin Asillama Yontemi Kullamlarak

Modifikasyonu ve Afinite Kromatografi Alanindaki Uygulamalari

Yiizey modifikasyonu, son yillarda pratik uygulamalar i¢in bir materyale
istenen Ozelliklerin saglanmasi i¢in kullamilan yaygin bir yontem haline gelmistir.
Yiizey modifikasyon yontemleri arasinda yer alan asilama metodu ile polimerik
fircalarin  olusturulmasi ilk kez Tsukahara ve arkadaslar1 tarafindan rapor

edilmistir'®.

Son on yildir kat1 yiizeyler iizerine “firca” olarak isimlendirilen polimerlerin
astlanmasima olan ilgi giderek artmaktadir'’'”. Polimerik fircalar, yiizeye yogun
olarak agilandiginda, yilizeyden wuzanan yan zincir polimerleri olarak
tanimlanmaktadir. Capraz bagli polimer partikiilleri tizerine lineer polimerlerin
asilanmasi, ¢Oziinmezlik saglamasinin yam1 sira fonksiyonel grup tasiyan
polimerlerin yapiya katilmasi ve polimer zincirlerin esnekligine olumlu &zellikler
kazandirilmasi nedeni ile kromatografik uygulamalarda onemli bir yere sahiptirmg).
Polimer yiizeyinde olusturulan fir¢a tipi bu yan zincirler, hedeflenen biyolojik
molekiiliin destek materyaline ¢ok tabakali baglanmasina izin vererek adsorpsiyon
kapasitesini ve etkinliginin arttirmasina olanak saglamaktadir. Bu materyallerin
yiikksek spesifik arayiizeyler sergilemesi nedeni ile biyolojik akigskanlardan
hedeflenen protein izolasyonu ve enzim immobilizasyonu islemlerinde basari ile

kullanilabilmektedir'®,

Geleneksel olarak polimer zincirlerine yan zincirlerin agilanmasi i¢in radikal
yada atom transfer radikal polimerizasyonu (ATRP) teknikleri kullaniimaktadir™'®.

Biyoteknolojik uygulamalarda kullanilan polimerik yiizeylerin modifikasyonu

amaciyla bu tekniklerin kullanildig1 bir ¢ok arastirma literatiirde rapor edilmistir. M.
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Goto ve arkadaglar"*”

, as1 polimerizasyonu ile gozenekli hollow-fiber membranlar
tizerine epoksi (GMA), hidroksil (-OH) yada dietil amino gibi cesitli fonksiyonel
gruplart asilayarak enzim immobilizasyonunda tasiyici olarak kullanmislardir.

Yamashiro ve arkadaslan(lzl)

, as1 polimerizasyon teknigini kullanarak, gozenekli
polietilen bir serit {izerine epoksi grubu tasiyan vinil monomerini agilayarak, kat1 faz
ekstraksiyon yonteminde kullanmiglardir. R. Yokoyama ve arkadaslan(lzz), radikal
asilama polimerizasyonu ile, silika nanopartikiillerinin yiizeyine 2-metakriloksietil
fosfoklorin (MPC) asilayarak biyoteknolojik uygulamalar icin biyouyumlu bir
polimer elde etmeyi bagsarmislardir. Radikal agilama polimerizasyonu kullanildigi bir
baska calisma Savina ve arkadaslan tarafindan yapilmistir. Bu calismada, gozenekli
poliakrilamit jeller iizerine N,N-dimetiaminoetil metakrilat (DMAEMA) asilanarak,

(124)

a23), Wang ve arkadaslarn ",

protein  baglama kapasitesi  arastirilmistir
poli(dimetilsiloksan) yiizeyine [(N-Siiksinimid)siiksinil)-o-metil-poli(etilenglikol)]
asilayarak,  aminoasitlerin  elektroforez  ile  ayriminda  kullanmislardir.
Poli(dimetilsiloksan)min ylizey modifikasyonu i¢in yapilan bir baska ¢alismada foto
baslaticili agilama polimerizasyon teknigi kullanilarak, polietilen glikol monoakrilat
ve polietilen glikol diakrilat asilanarak, her iki as1 kopolimerinin protein adsorpsiyon
kapasiteleri ve hiicre adezyonlar arastirilmistir. Senkal ve arkadaslarl(llg), atom
transfer radikal polimerizasyonu yontemiyle, ¢apraz bagli poli(stiren) kiireleri

izerine poli(glisidilmetakrilat) asilayarak, atik sulardan boya giderilmesi amaciyla

kullanmiglardir.
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1.2.5. Afinite Kromatografisi Uygulamalarinda Kullanilan Destek Materyalleri

Afinite Kromatografisinde kullanilacak ligandin baglanacagi destek
materyalinin secimi, uygulamanin hedeflenen basariya ulasmasinda en Onemli
parametrelerden biridir. Bu nedenle destek materyali, kullanildig1 ortamda ¢6ziinmez
yapida, yiiksek yiizey alanina sahip uygun ve saglam bir partikiil formunda, mekanik
ve kimyasal olarak kararli, ligandin baglanabilmesi icin hidroksil, karboksil, amino
gibi fonksiyonel gruplara sahip, mikrobiyal ve enzimatik bozulmaya kars1 dayanikli
ve hidrofilik karakter sergileyebilmelidir. Ayrica, kromatografik uygulamada
kullanilacak materyal, proteinlerin non spesifik adsorpsiyonuna sebep olmamali,
dejenere olmadan rejenerasyona izin vermeli ve kromatografik yiiriitme esnasinda

yapisinda higbir biiziilme veya sisme olmamalidir'>.

Bir kromatografik destek materyali tasarlandigi zaman, farkli gereksinimler
diisiiniilmelidir. Kromatografik ayrim, ayirma ortaminin kimyasal yapist ile kontrol
edilir, bununla birlikte gozeneklilik, sertlik gibi diger oOzellikler de iyi bir
kromatografik ayrimin saglanmasi i¢in biiyiilk dneme sahiptir(126). Ozellikle protein

adsorpsiyonu, afinite matriksin yiizey kompozisyonu ve morfolojisine baghdlr(m).

Kromatografik uygulamalarda dogal (agaroz, dekstran, seliiloz ve tiirevleri ve
kitosan gibi polisakkaritler) ve sentetik (poliakrilamit, poliakrilat gibi) polimerler ile
silika gibi anorganik materyaller destek materyali olarak kullanilmaktadir''?.
Agaroz ve dekstran gibi dogal polimerlerin mekanik olarak zayif ve yiiksek basing ve
akis hizlarina dayaniksiz olmasi nedeniyle kullanimlar sinirlidir. Silikanin ise, u¢ pH
degerlerinde kararsiz ve kolonlarin yikanmasi sirasinda kullanilan alkali ¢6zeltilere

kars1 dayaniksiz olmasi kromatografik calismalarda kullanimini zorlastirmaktadir”?.
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Bununla birlikte, sentetik polimerik destek materyalleri yiiksek kimyasal ve
mekaniksel kararliliga sahip olmalar1 ve hazirlanmalar1 esnasinda kontrol edilebilen
yapisal oOzellikler sergilemeleri nedeniyle kromatografik calismalarin ilgi odagi

olmustur''*”.

Sentetik polimerler arasinda yer alan metakrilat temelli destek materyalleri
hem asidik hem de bazik kosullar altinda kararlidir ve bir dizi basit reaksiyon ile
kolaylikla fonksiyonlandirilarak yiiksek kapasitede amin ve karboksil gruplar
tagiyan sabit fazlar hazirlanmasina olanak sunarlar"*®. Bu materyaller, mikrobiyal

degredasyona kars1 dayanikli uzun omiirlii polimerlerdir(gg).

Akrilik ve epoksi gruplart iceren glisidil metakrilat (GMA) monomeri, ¢ift
fonksiyonlu bir yap1 sunar ve polimer dizayninda kullanim serbestligi ve esneklik
saglar. Akrilik grup, sulu ve susuz sistemlerde diger vinil monomerleri ile
kopolimerizasyona izin verirken, epoksi gruplar (i) aminler, karboksilik asitler,
anhidritler ve hidroksil igeren polimerler ile ¢apraz baglanma reaksiyonlarina ve (ii)

polimer zincirin yapisal modifikasyonuna izin verir??,

Bu dogrultuda, arastirmacilarin protein saflagtirllmasi i¢in yeni destek
materyalleri elde etme ¢abalarinin sonucu yapilarinda epoksi grubu tasiyan glisidil
metakrilat temelli polimerler kullanilmaya baglanmustir>". Epoksi grubu tagiyan
destek materyalleri, enzim ve proteinlerin laboratuvar ve endiistriyel Olcekte
adsorpsiyonu ve immobilizasyonu icin elveriglidir. Epoksi iceren destek materyalleri
1.0-12.0 gibi genis pH araliginda kararli bir yapiya sahip olmasi ve farkli protein
gruplart ile kararli O-C ve N-C kovalent baglarimi olusturabilmesi nedeni ile
biyomolekiillerin ayristirma ve saflastirma  islemlerinde etkili  bicimde

kullanilmaktadir®,

37



Afinite Kromatografisinde kullanilan destek materyalleri kiire, cubuk veya
membran  yapida hazirlanabilir.  Kromatografik  yontemlerle proteinlerin
saflastirilmast ~ icin  kiire =~ geometrisine  sahip  adsorbentler  siklikla

kullanilmaktadir3%13%

. Kiire yapidaki destek malzemelerinin kullanilmasi1 hedef
molekiillerin karigimdan direkt olarak izole edilmesi ve saflagtirllmasim
saglamasinin yaninda, islem zamaninin da 6nemli dlciide azalmasini saglar. Kiire
yapidaki destek malzemeleri kolon uygulamalarinda minimum kanallasma ile
mitkemmel akis 6zelligi sergiler. Afinite kromatografisinde kullanilan kiire yapidaki
materyallerin boyutu genellikle 50-400 pm araligindadir. Genellikle, kolon
uygulamalarinda destek materyalleri olarak kullanilan kiirelerin partikiil boyutunun
biiyiik ve genis dagilimi karisimdaki bilesenlerin ayirim giiciinii sinirlamaktadir. Bu
nedenle, kolonda diisiik geri basing ve iyi ayirim giicii elde edilebilmesi icin partikiil
boyut dagiliminin monodispers olmasi istenir. Es boyutlu kromatografik destek
materyalleri, genis biiyiiklik dagilimli materyallere gére uniform akis hizi profili,

diisiik geri basing, yiiksek ayiricilik ve yiiksek hizda ayrim gibi avantajlar sunar ",

Afinite Kromatografi ayrimlarinda, hizli baglanma kinetikleri ile yiiksek
baglanma kapasitelerine ulasmak i¢in adsorpsiyonda biiyiik spesifik yiizey alanina
sahip afinite sorbentlerin kullanilmasi tercih edilir®?. Bu amagla, yiizey alanim
pratik olarak kullanigh bir seviye olan 100 m?/ g degerine ulagsmak i¢in ya gozenekli
ya da gozeneksiz nano boyutlu kiireler kullanilmalidir. Nano boyutlu partikiiller,
biyoanaliz ve biyoteknoloji uygulamalarinda essiz optik oOzelliklere, yiiksek
yiizey/hacim oranm ve diger biiyiikliige bagh niteliklerinden dolay1 iimit vermektedir.
Bu ozellikler yiizey modifikasyonu ve partikiillerin ayarlanabilir bilesimi ile bir
araya getirildiginde seciciligi yiiksek biyolojik analizler i¢cin uygulama alani saglar

7% Gozeneksiz nano boyuttaki adsorbentlerin baslica avantaji ise belirgin i¢ partikiil
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difiizyon direncini énemli derecede azaltmasidir. Bu durum o6zellikle, proteinlerin
yiikksek verimlilik ve ayiricilikla hizli analizi icin olduk¢a yararlidir. Hizli ayrim,
kalite kontrol, on-line izleme ve rekombinant {irlinlerin peptit haritas1 gibi

biyomolekiillerin safligini kontrol edebilme imkani saglar(135).

1.2.5.1. Manyetik Temelli Afinite Destek Materyalleri

Protein saflagtinlmas1 islemi amaci ile yeni destek materyallerinin

(136) Giiniimiizde,

gelistirilmesi halen ©Onemini koruyan bir arastirma alamdir
arastirmacilar hiicre ayrimi, enzim immobilizasyonu ve protein saflastirilmasi gibi
bircok biyoteknoloji ve medikal alanlardaki uygulamalarindan dolay1 Fe;O4
partikiillerinin enkapsiile edildigi manyetik 6zellikteki materyallerin sentezlenmesine

ilgi duymaktadir™®”.

Manyetik 6zellik kazandirilmis destek materyalleri, yiiksek kiitle transfer hizi,
hizli islem siiresi, kolay ayrim ve yiiksek verimlilige sahiptir(138). Bunun yani sira,
kolay geri kazanim, kararlilik ve giiclii fiziksel ve kimyasal 6zellikler, diisiikk maliyet,
istin  biyolojik uyumluluk ve aktif fonksiyonel grup cesitliligi sayesinde
biyoteknolojik uygulamalarda avantajlar sunar"”. Manyetik kiireler dolgulu yatak
ve geleneksel akigkan yatak sistemlerinin kullanildigi kromatografik ayrimlarda

(133)

karsilasilan bir¢ok problemi ortadan kaldirir ve isletim maliyetlerini de 6nemli

derecede azaltr"”,

Manyetik destek materyalleri inorganik materyaller yada sentetik yada dogal
polimerlerden hazirlanabilmektedir. Inorganik malzemelerin en biiyiik dezavantaji
metal iyonlariyla komplekslesme icin islevsel gruplarinin kisitli olmasidir. Organik

kokenli dogal yada sentetik polimerik materyaller hedef uygulamalara gore
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hazirlanabilmeleri, fonksiyonel grup cesitliligi ve gézenekli yada gozeneksiz olarak
hazirlanabilmeleri nedeniyle manyetik destek materyali olarak kullanimlan tercih
edilmektedir**"*. Bu nedenle, yiiksek manyetik cevaba sahip, siiper paramanyetik
ozellikteki polimerik partikiillerin iiretimi, son yillarda arastirmacilarin ilgi odagi

olmustur'"®”.

Polimerik manyetik mikro kiirelerin hazirlanmas igin ¢esitli yollar vardir.
Bunlar arasinda i)manyetik partikiillerin polimer ile kaplama yada enkapsiilasyonu
ve ii) monomer polimerizasyonu yer almaktadir. Birinci yontem, manyetik cekirdek
(Fe3s04) ve manyetik ¢ekirdegi cevreleyen polimerik kabuktan olusmaktadir .
Polistiren, polivinil biitiral ve polivinil alkol gibi polimerler manyetik cekirdegi

kaplamak i¢in yaygin bicimde kullanilmaktadir. Dekstran, agaroz ve seliiloz gibi

dogal polimerler de ayrica kaplayici materyaller olarak kullanilmaktadir.

Monomer polimerizasyonuna dayali yontem daha yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu yontemde, emiilsiyon, siispansiyon ve dispersiyon
polimerizasyon teknikleri ile polimerik manyetik partikiiller hazirlanabilmektedir
139 Siispansiyon polimerizasyonu ile yliksek magnetit igerikli kiire seklinde partikiil

{iretiminin daha basit"*®

olmasi sebebiyle biiyiik 6l¢ekli uygulamalarda genellikle
siispansiyon  polimerizasyonu yontemi tercih edilmektedir. Bu yontemde,
monomerler ve manyetik materyal birlikte polimerizasyon ortaminda karistirilir.
Diger polimerizasyon kosullarinin ayarlanmasi ile manyetik polimerik mikro kiire
olusturmak iizere polimerlestirilir. Son zamanlarda monomer polimerizasyonu

yontemi ile manyetik 6zellikteki polimerik destek materyallerinin hazirlanmasinda,

akrilat kokenli polimerler tasarlanan uygulamalar icin ¢esitli fonksiyonel gruplar ile
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kolaylikla fonksiyonlandirilabilir olmalar1 nedeniyle biyomedikal ve biyoteknolojik

uygulamalarda arastirmacilar tarafindan yaygin bir sekilde kullanilmustir™>”.

138 yeni bir teknik gelistirerek siiper paramanyetik ozellige

Bayramoglu ve Arica
sahip poli(metakrilik asit-metil metakrilat-etilenglikoldimetakrilat), p(MAA-MMA-
EGDMA) mikro kiirelerini siispansiyon polimerizasyonu yontemi ile hazirlayarak
protein adsorpsiyonu ¢alismalarinda kullanmislardir. Ayn1 yontemle, Bayramoglu ve
arkadaslan"*" tarafindan glutamik asit immobilize edilen manyetik poli(glisidil
metakrilat-metil metaktilat), mp(GMA-MMA), kiireleri siispansiyon
polimerizasyonu ile hazirlanarak sitokrom c adsorpsiyonunda kullanilmistir. Chung
ve arkadaslan'*® tarafindan siiper paramanyetik poli(glisidil metakrilat-stiren),
p(GMA-St), partikiilleri yeni bir polimerizasyon yontemiyle hazirlanarak, DNA
probu olarak kullanildigi rapor edilmistir. Oktem ve arkadaslari’*? tarafindan
manyetik poli(glisidil metakrilat-etilenglikol dimetakrilat), p(GMA-EGDMA),
mikrokiireleri Fe;O4 nano partikiilleri varliginda siispansiyon polimerizasyonu ile
hazirlanmis ve manyetik 6zellik kazandirilmis partikiiller tizerine DNA polimeraz
enzimine spesifik DNA-aptamer ligandi kovalent olarak tutuklanmis ve hiicre
oziitinden recombinant Taq polimerazin saflastirilmasi isleminde kullanilmistir.

Calismada, saflastirilan Taq polimeraz enziminin saflig1 ve geri kazanim sirasi ile %

93 ve %89 olarak, HPLC sistemi ile belirlendigi rapor edilmistir.
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1.3. BiYOMOLEKULLER VE OZELLIiKLERIi

Proteinler, neredeyse tiim biyolojik islemlerde anahtar rol oynayan makro
molekiillerdir. Proteinler, tasima ve depolama, bagisiklik sisteminin korunmas,
uyari, metabolizmanin biitiinlesmesi ve biiylime ve farkliliklarin kontrolii gibi genis
bir islev araliginda gorev alir. Proteinlerin temel yapilar1 amino asitlerdir. Bakteriden
insana kadar tiim tiirlerdeki tiim proteinler ayni yirmi amino asitten olusmustur. Bu
yapict bloklarin yan zincirleri biiyiikliik, sekil, yiik, hidrojen bagi kapasitesi ve
kimyasal reaktivite yoniinden farklihk gosterir. Bir proteinin  biyolojik
fonksiyonunun onemli gostergesi, molekiil atomlarinin ti¢ boyutlu diizenini ifade
eden konformasyonudur. Polipeptit zincirlerinin diizenli olarak tekrar eden ii¢
konformasyonu a-heliks, B-platalet diizlemi ve kollojen heliks olarak bilinmektedir.
Proteinler, spesifik olarak tanmima kabiliyetine sahip ve farkli molekiiller ile

etkilesebilen yegane makro molekiillerdir*?.

Enzimler, yalmiz canlilar tarafindan sentezlenebilen aktivasyon enerjisini
diisiirmek suretiyle kimyasal reaksiyonlarin hizini arttiran biyolojik katalizorlerdir
(5199 Enzimler, aktivasyon enerjisini diisiirerek, zor ve uzun siirede gergeklesen
tepkimelerin ¢ok kisa siirede ve az enerji harcanarak gerceklesmesini saglar.
Hiicrelerde organik maddelerin yapilmasi ve yikilmasi, sindirim, kas kasilmasi, hiicre
solunumu gibi 6nemli faaliyetler ¢esitli metabolizma reaksiyonlarinin sonucudur ve

bu reaksiyonlar enzimlerin katalitik etkisiyle miimkiin olmaktadir.

1.3.1. immiinoglobulinler

Immiinoglobulinler , plazma hiicrelerinde yabanc1 maddelerin varlifia cevap

tireten aktif bir biyolojik protein grubudur. Tiim immiinoglobulinler Ig ile ifade
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edilen protein ailesine aittir. Bu protein ailesi, immiin sisteminin baslica iki
bileseninden  biri olan B  hiicreleri tarafindan  sentezlenmektedir' Y.
Immiinoglobulinler bes simifa (IgA, IgD, IgE, IgG ve IgM) ayrilmaktadir. Bu simiflar
arasindaki fark bes farkli agir zincir (o, B, €, Y ve W) ve iki tip hafif zincirden (K ve
A) kaynaklanmaktadir. Her bir sinifta yer alan proteinler yapisal ve molekiil agirlig
acisindan farkliliklar gosterir. Bu siniflar arasinda konsantrasyonu en yiiksek olan G
3

sinifi immiinoglobulinlerdir. Bu simifin plazmadaki konsantrasyonu 10 kg m™’e

kadar ulagabilmektedir.

Immiinoglobulin G, biyoteknoloji endiistrisinde ©nemli bir role sahiptir.
Onlar teshis ve tedavi amaclh olarak ve ayrica sitokinler ve kan pihtilagsma faktorleri
gibi farmasotik oneme sahip degeri yiiksek diger proteinlerin endiistriyel Olcekte
saflastirilmas1 igin afinite ligandi olarak kullanilmaktadir. Modern teshis ve
tedavideki bu onemlerinden dolayr Immiinoglobulin G’nin yiiksek saflikta

saflastirilmasi onemlidir''?,

IgG’ler teshis ve oOzellikle medikal uygulamalar igin fizikokimyasal
metotlarin  bilesimi  kullanilarak  saflastirnlmaktadir.  1940’li  yillarda  ilk
immiinoglobulin Cohn ve arkadaslarinin bir ¢cok 6nemli proteini igeren insan kaninin
fraksiyonlandirilmasi i¢in oldukg¢a basit bir kimyasal yontem gelistirmesiyle elde
edildi. Daha sonraki yillarda immiinoglobulin G saflastirilmasi i¢in size-exclusion,
iyon degisim, hidroksi apatit ve afinite kromatografisini igeren kromatografik

teknikler kullanilmaya baglanmustir™®”.

Protein A/G gibi biyolojik ligandlarin kullanildig1 afinite kromatografi
sistemleri, IgG’nin saflastirilmas1 i¢in iyi bilinen ve popiiler bir metottur'*,

Spesifikligi ¢ok yiiksek olan protein A/G ligandlari, IgG’nin klinik uygulamalar i¢in
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genis Olcekli saflastirma islemlerinde protein A/G’nin biiyilk bir miktariin
matriksten ayrilmasiyla klinik uygulamalarda istenmeyen kirlilige sebebiyet vermesi
ve maliyetlerinin cok yiiksek olmasi gibi bazi dezavantajlara sahiptir(m). Protein
A/G gibi ligandlarin uygun bir seklide kullanilmaktadir. Ancak, protein A/G
kromatografi yiiksek afinitesinin yaninda, saflastirma islemi sirasinda yonde
immobilize edilmesinin zor olmasi, uzun siireli bekletilmelerindeki zorluk (biyolojik
aktivitesini kaybetmeden), eliisyonlarinin zor olmasi ve temizleme kosullarinda
aktivitelerini kolaylikla kaybedebilmeleri karsilagilan diger dezavantajlar olarak

siralanabilir'”,

Diger taraftan, biyolojik ligandlara gore istiinliikleri  bulunan
pseudobiyospesifik ligandlar biyolojik sivilardan immiinoglobulinleri saflagtirmak

icin yaygmn bicimde kullanilmaktadir®®.

Son zamanlarda immiinoglobulinlerin
endiistriyel olcekli afinite ayrimlarinda pseudobiyospesifik ligand olarak L-Histidin
aminoasiti kullanilmaktadir. Bu ligand biyolojik aktivitenin korundugu spesifik
tersiyer yapiya ihtiyac1 olmadigindan protein A/G gibi biyolojik ligandlardan daha
kararlidir''*®. L-Histidin amino asit ligandi, ekonomik olmasinin yani sira kolay
immobilizasyon ve yiiksek adsorpsiyon kapasiteleri nedeniyle biyolojik ligandlara

gore ek avantajlara sahiptir(149).

Ozellikle hiicre kiiltiiriinden yada biyolojik sivilardan monoklonal
antikorlarin  saflastirilmast ve insan plazmasindan IgG smifi molekiillerinin
ayrilmasinda yiiksek etkiye sahip olan L-histidin aminoasiti, karboksil, amino ve
imidazol gruplar1 araciligiyla cesitli proteinler ile izoelektrik noktalar1 yakininda
etkilesir'®”. Bu ozelligi yiiziinden, hem laboratuar hem de endiistriyel dlcekte L-

Histidinin ligand olarak kullanildigi immiinoglobulin G saflastirma c¢alismalari
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iizerine ilgi oldukca artmistir®’. Bayramoglu ve arkadaslari'% tarafindan yapilan
bir ¢alismada, L-Histidin ligandi bagli p(GMA/MMA) afinite mikrokiirelerinin sulu
ortamdan ve insan serumundan IgG’nin uzaklastirllma performansi belirlenmistir.
Ayrica L-histidin ligandina Cu(Il) iyonlarinin immobilize edilmesiyle, adsorpsiyon
kapasitesindeki degisim belirlenmistir. Yine Bayramoglu ve arkadaglan*”
tarafindan rapor edilen baska bir calismada, membran formundaki L-Histidin bagh

poli(2-hidroksietil metakrilat-glisidil metakrilat), p(HEMA-GMA) afinite destek

materyalinin IgG adsorpsiyon performansi arastirilmastir.

1.3.2. Tripsin

Tripsin (EC 3.4.21.4), sindirim sisteminde bulunan peptit baglarinin
parcalanmasinda yiiksek etkinlige sahip olan proteolitik bir enzimdir®”. Tripsin
enzimi, spesifik olarak lizin ve arjinin kalintilarinin karboksil yan zincirlerindeki
peptit baglarmin hidrolizini saglar(m). Endiistriyel ve biyoteknolojik uygulamalarda
yaygin olarak kullanilan bu enzim, klinik uygulamalarda iltihaplanmalar1 ve sindirim
giicliiklerinin tedavi edilmesinde yardimeci olarak kullamlmaktadir'*?. Son yillarda,
tripsin peptitlerin izolasyonu ve saflastirilmasi amaciyla biyoteknoloji alaminda>
ve siit yada bebek besinlerindeki kazenin parcalanmasi amaciyla da besin
endiistrisindeki uygulamalar1 artmaktadir. Ancak tripsin, kararliligi cok diisiik olan
proteaz enzimlerinden biridir. Bu enzimin ¢ozelti ortaminda hizl bir sekilde otoliz
olmas1 nedeniyle reaksiyon parametrelerinin kontrol edilmesi zorlasir ve enzimin
katalitik aktivitesi azalir. Bunun sonucu olarak, kullanim maliyeti oldukga artar ™",

Ancak, tripsinin bir kati destege immobilize edilerek kullanilmasi, katalitik

aktivitesinin uzun siire korumasinin yani sira, tekrar kullanilabilirligi, eser seviyedeki
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ornekler i¢in analiz imkan1 sunmasi, diisiik maliyetli ve yiiksek islem hacmi

sayesinde otomasyona uygun olmasi gibi pek ¢ok avantaj sunmaktadir'">?.

1.3.2.1. Enzim immobilizasyonu ve Teknikleri

Enzimler etkili ve spesifik biyolojik katalizorler olmalarina ragmen, sulu
ortamda ¢Oziiniir ve islevsel olarak aktivitelerini ¢abuk kaybetmeleri endiistriyel

(155)

Olcekte kullanilmalarimi kisitlamaktadir Endiistriyel uygulamalarda serbest

enzimlerin diisikk geri kazanimlar1 ve tekrar kullanim imkanlarimin sirlt olmast
yiiziinden arastirmacilarin ilgisi enzim immobilizasyonu iizerine yogunlasmlstlr(156).
Enzim immobilizasyonu serbest enzimlere gore kesikli yada siirekli proseslerde hizl
reaksiyon, kontrollii iiriin olusumu, reaksiyon karisimindan enzimin uzaklastirilma
kolayhg gibi pek cok iistiinliige sahiptir">. immobilizasyon gibi son dénemde ilgi
odag olan teknikler, enzimlerin kararlilik, aktivite, spesifiklik ve secicilik gibi
hemen hemen tiim 6zelliklerini gelistiren giiclii bir yontem haline gelmistir. Ustelik

enzimlerin immoblizasyonu, bir enzim reaktoriiniin tasariminda ve reaksiyonun

kontroliinde kolaylik saglamaktadir.

Enzimlerin kati1 bir destek materyaline immobilizasyonu i¢in farkli yontemler
aragtirmacilar tarafindan kullanilmistir. Bu dogrultuda immobilize enzim sistemleri,
enzim ve destek arasindaki molekiiler etkilesimlere dayanan baglanma metotlarina
gore genel olarak fiziksel baglanma (iyonik baglanma, afinite, hidrofobik baglanma
v.b.) ve kovalent baglanma yoluyla immobilizasyon olarak siniflandirilmaktadir

(Sekil 1.4)
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Fiziksel Baglanma Eovalent Baglanma

E Enzim Molekiilii

#  Kanyada Gizenekli Desiek Materyali

Sekil 1.4 Enzim immobilizasyon yontemleri

Immobilizasyon yontemlerine bagl olarak, immobilize enzimin fiziksel ve
kimyasal Ozelliklerinde degisiklikler —olmas1  beklenmektedir. Enzimlerin
immobilizasyon sonucu kararliliklarinin 6nemli derecede arttifi ¢ok sayida arastirici
tarafinda rapor edilmistir. Ayrica, immobilize enzimler cesitli fiziksel sartlara kars1
serbest enzime gore olduk¢a dayaniklidir ve enzimin aktifligi uzun siire korunur.
Fiziksel baglanma ile enzim immobilizasyonu, yani adsorpsiyon metodu, zayif ¢cekim
kuvvetleri ile enzimin inert bir tasiyiciya baglanmasi islemini kapsamaktadir. Bu
metot, destek materyali lizerine enzimin baglanmasi icin secilen en basit yontemdir.
Yontem; yiizeyi aktif, suda ¢Oziinmeyen bir tasiyici destek materyalinin uygun
kosullarda (pH, iyonik siddet, sicaklik) enzim c¢ozeltisiyle karistirilmasi ve enzim
fazlasinin  yikanarak wuzaklastirilmasi temeline dayanmir. Bu yondeki bir
immobilizasyon, van der Waals, iyonik ve hidrojen baglarinin tasiyici ile enzim

arasinda kurulmasiyla gerceklesir.
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[k ticari immobilize enzim sistemi fiziksel baglanma ile hazirlanmstir ve
uygulanan yontem hala endiistriyel alanda kullanilmaktadir. Bu yontemin avantajlari,
islemsel kolaylig1 ve maliyetinin diisiik olmasidir. Dezavantaji ise, enzimin yikama
ve eliisyon sartlarinda desorbe olma ihtimalidir. Bu sebeple, adsorpsiyon yoluyla
tersinir immobilizasyon enzim ile destek materyali arasinda giiclii hidrofobik yada
iyonik etkilesimlere ihtiya¢ duyar. Adsorpsiyon ydnteminin en Onemli avantaji,
enzimin inaktivasyonundan sonra destek materyalinin rejenerasyonun miimkiin
olmasidir. Boylece tasiyicilar taze enzim c¢ozeltisiyle tekrar muamele edilerek

kullanilabilirler®”,

Enzim ile suda ¢oziinmeyen destek arasinda kovalent bag olusumu enzimlerin
immobilizasyonu isleminde sik¢a kullanilan bir tekniktir. Farkli tagiyic1 malzemeler
ve reaktif gruplar kullanilarak, kovalent baglanma yoluyla enzim immobilizasyonu
tizerine pek cok calisma yapilmistir. Bu yontemde, ilk olarak kati destek
materyallerinin aktive edilmesi gerekmektedir. Bu nedenle, destek materyali amino,
karboksil v.s. gibi fonksiyonel gruplar tasimalidir. Bu fonksiyonel gruplarin yapisina
bagh olarak glutarikdialdehit, karbodiimid, epiklorhidrin v.s. gibi ¢esitli aktifleyici
ajanlar kullamilarak ylizey modifikasyonu gerceklestirilir. Daha sonra enzim
modifiye edilen destek materyaline kovalent olarak baglanir. Kovalent baglanma
yoluyla enzim immobilizasyonunda, enzim ile matriks arasindaki bagin kararliliginin
yikksek olmasi bu yontemin en biiyilk avantajidir. Bu durum enzimin tasiyici

matriksten ayrilarak {iiriin icine karismasim biiyiik 6lctide azaltmaktadir.

Tastyici materyal ve baglanma yontemi secimlerinde pek c¢ok alternatifin
bulunmasi bu yoOntemin avantajlar1 arasindadir. Bu durum, yik dagilim,

hidrofobik/hidrofilik grup orani, uzatma kolu kullanimi gibi fiziksel ve kimyasal
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ozelliklerin ayarlanabildigi esnek bir immobilize enzim sistemi tasarimina olanak
saglamaktadir. Kovalent baglanma yonteminin en biiyiik dezavantaji ise maliyetinin
yiikksek ve kovalent baglanma islemlerinin karigik olmasidir. Bunun yani sira,
immobilizasyon islemi sirasinda enzimin oldukga gii¢lii bir kimyasal ortam ve toksik

reaktifler ile karsilagmasi immobilize enzimin aktivitesinin diigmesine neden olabilir

(158-160)
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyaller

2.1.1. Kimyasal Malzemeler

Insan immunoglobulin G, (insan serumundan, cohn fraction II, III), baslatici
olarak kullanilan 0,0 azobisizobutirilonitril (AIBN) ve amonyum persiilfat (APS) ile
trifloroasetik asit (TFA) Sigma Chem. Co.(St. Louis. MO, ABD) firmasindan temin
edildi. Tripsin (EC 3.4.21.4) hayvan pankreasindan (Tiir XI; yaklasik ~ 6.000 unit/
mg protein), dimetil siilfoksit (DMSO), yapay substrat olarak N-benzil-D-L-arjinin-
p-nitroanilid (BAPNA) Sigma Chemical Co. (St. Louis. MO, ABD)’dan saglanda.
Glisidil metkrilat (GMA) ve Metil Metakrilat (MMA), Merck AG (Darmstadt,
Almanya), etilenglikoldimetakrilat (EGDMA) ise Aldrich Chemical Campany (USA)
firmasindan alindi. Diger tiim kimyasallar analitik saflikta olup, Merck AG

(Darmstadt, Almanya) firmasindan temin edildi.

2.1.2. Cihazlar

2.1.2.1. UV-VIS Spektrofotometre

Sulu ortamdan IgG adsorsiyon ¢aligmalarinda deney ortamindaki baslangic ve

bakiye protein miktarlari, UV-VIS spektrofotometre ile (Shimadzu, Tokyo, Japonya,
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Model 1601) 280 nm dalga boyunda spektrofotometrik yontem kullanilarak

belirlendi.

2.1.2.2. FT-IR Spektrofotometre

Monodispers p(GMA-EGDMA) partikiilleri, mp(GMA-MMA) ve mp(GMA-
MMA)-g-MAA mikrokiirelerinin FT-IR spektrumlar1 (Mattson 1000 FTIR, Ingiltere)

kullanilarak elde edildi.

2.1.2.3. Taramal Elektron Mikroskobu (SEM)

Monodispers p(GMA-EGDMA) polimerik partikiilleri ile manyetik p(GMA-
MMA) ve metakrilik asit asilanmis manyetik p(GMA-MMA)-g-MAA
mikrokiirelerinin elektron mikrograflarn JEOL (JSM 5600) taramali elektron

mikroskobu kullanilarak elde edildi.

2.1.2.4. Elemental Analiz

Boya (Kongo Kirmizisi) ve aminoasit (L-histidin) ligand1 bagli monodispers
p(GMA-EGDMA) partikiillere bagli ligand miktar1 element analiz cihazi (Leco,

CHNS-932, ABD) ile, azot miktarlan dikkate alinarak tayin edildi.
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2.1.2.5. Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC)

Monodispers p(GMA-EGDMA) partikiillerin =~ Tg sicaklign diferansiyel
taramali kalorimetre cihazi (Pyriss Sapphire DSC. Standarsd 115V, Japonya)

kullanilarak belirlendi.

2.1.2.6. Termogravimetrik Analiz (TGA)

Monodispers  p(GMA-EGDMA)  partikiillerin termal  analizi,
termogravimetrik analiz cihazi TGA (Labsys Setaram TG, TU 0025) kullanilarak

belirlendi.

2.1.2.7. Elektron Spin Rezonans Spektrometresi (ESR)

Manyetik p(GMA-MMA) polimerik mikrokiirelerin yapisindaki manyetik
kiirelerin varligi Elektron Spin Rezonans (ESR) spektrofotometresi (EL 9, Varion

USA) ile kullanilarak aragtirildi.

2.1.2.8. Yiiksek Basin¢ S1ivi Kromatografisi (HPLC)

Manyetik kiirelere immobilize edilen tripsinin protein parcalama
aktivitesinin belirlenmesinde Dionex HPLC sistemi (Dionex Co., Germering,
Germany) kullanildi. HPLC sistemi, on-line vakumlu gaz giderici gradiyent pompa
(Model P580 A), 1'den 250 pl enjeksiyon kapasitesine sahip otomatik ornek
enjeksiyon iinitesi (Model ASI-100), kolon firrm1 (Model STH 585) ve UV-VIS diyot

dizi dedektorii (Model 340 S) tinitelerinden olusmaktadir. Kromatografik ayrim igin
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SUPELCO Discovery BIO Wide Pore C5, 568422-U HPLC kolonu kullanildi. Bu
kolon bir 6n kolon (Supelco C5, 20 mm, 4.6mm ) ile korundu. Kromatografik
calismalarda kullanilan biitiin protein c¢ozeltileri membran filtre (0.2 wm, Millipore)

ile filtre edildi.

Biitiin sistem CHROMELLEON veri programi ile Windows isletim sistemi

altinda otomatik olarak kontrol edildi.

2.1.2.9. Boyut Dagilimi Analiz Cihaz

Monodispers p(GMA-EGDMA) partikiillerinin boyut dagilimi laserli tane boyut

analiz cihazi( Malvern, MS2000, ingiltere) kullanilarak belirlendi.

2.1.2.10. Kullanilan Diger Cihazlar

pH metre (NEL Elektronik, Tiirkiye), santrifiij (Niive, Tiirkiye), su banyosu
(Niive ST402, Tiirkiye), sirkiilatorlii 1siticilt sogutuculu su banyosu (Labcon CPE20,

Labcon LTB12140, Giiney Afrika).

2.2. Yontem

2.2.1. Monodispers poli(GMA-EGDMA) Partikiillerinin Sentezlenmesi

Kiire yapidaki poli(glisidilmetakrilat-etilenglikoldimetakrilat), p(GMA-
EGDMA), monodispers partikiilleri dispersiyon polimerizasyonu yontemi ile

sentezlendi. Bu amacla polimerizasyon deneylerinde, Glisidilmetakrilat, GMA,
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monomeri, 0-0 azoizobiitironitril, AIBN, baslaticis1 varliginda capraz baglayici
olarak etilen glikoldimetakrilat, EGDMA, monomeri, stabilizator olarak, polivinil
alkol, PVA, veya Polivinilpirolidon, PVP, dagitma ortami olarak ise etanol ve su
kullanildi. Biitiin deneyler, calkalamali su banyosunda gerceklestirildi. Dispersiyon
polimerizasyonunda sentez kosullarinin partikiil 6zelliklerine etkisini belirleyebilmek
amaciyla, polimerizasyon ortaminda baslatici konsantrasyonu, stabilizor tiirii ve
konsantrasyonu, dagitma ortami ve monomer/dagitma ortami hacimsel orani

degistirilerek bir dizi deney gerceklestirildi.

Calismanin ilk asamasinda, monomer/dagitma ortami hacimsel orani 0.01-0.1
(ml monomer/ml dagitma ortami) aralifinda degistirilirken stabilizatér (10 mg/ml
dagitma ortami) ve baslatici (8 mg/ml monomer) konsantrasyonlar1 sabit tutuldu.
Dagitma ortami1 olarak farkli yiizdelerde etanol ve su karigimlar kullanmildi.
Polimerizasyon isleminden O©nce, monomer ¢ozeltileri igindeki inhibitorleri
uzaklagtirmak amaciyla NaOH-NaCl c¢ozeltisi (20 ml, %20-%5, w/v) ile ekstrakte
edildi. Ekstrakt icinde kalabilecek muhtemel ¢ozelti CaCl, (0.5 g) kullanilarak
uzaklagtirildi. Bu islemin ardindan baglatici monomer fazinda c¢oziilerek
polimerizasyon ortamina aktarildi. Polimerizasyon islemleri, 100 cpm ¢alkalama
hizindaki su banyosunda reaktdr sisteminde 3 saat 70°C ve 2 saat 80°C sicakliga

sahip isletim kosullarinda gergeklestirildi.

Calismalara, diger polimerizasyon parametreleri degistirilerek devam edildi
ve monodispers p(GMA-EGDMA) partikiillerin elde edildigi polimerizasyon

kosullar asagidaki cizelgede verildi.
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Cizelge 2.1 Monodispers p(GMA-EGDMA) partikiillerinin elde edildigi

polimerizasyon kosullart (Toplam monomer hacmi:15 ml)

Monomer Dagitma Ortamu Baslatict Stabilizator
GMA/EGDMA Etanol/Su AIBN PVP
ml/ml dagitma ortam1  (%50%50 v/v; ml) mg/ml monomer mg/mldagitma ortami

0.075 200 13.3 6.25

Reaksiyon tamamlandiktan sonra, partikiiller etanol ortamina aktarilarak dagitildi.
Monodipers partikiiller etanol ile (%70 v/v) bir dizi santrifiigasyon-dekantasyon
islemi kullanilarak yikandi. Yikama islemi tamamlanan monodispers partikiiller
kullanilincaya kadar etanol (%70 v/v) i¢inde saklandi. Monodispers partikiillerin

polimerizasyon verimi ile partikiil boy ve boy dagilimi belirlendi.

2.2.2. Monodispers p(GMA-EGDMA) Partikiillerinin Aktivasyonu

2.2.2.1. Monodispers p(GMA-EGDMA) Partikiillerinin Aminlenmesi

Aminoasit ligand1 bagli p(GMA-EGDMA) afinite sorbenti hazirlamak icin,
monodispers p(GMA-EGDMA) partikiiller (5 g) amonyak ¢ozeltisi (%25 v/v) ile
50°C’de 5 saat siiresince siirekli karistirilarak inkiibe edildi ve yiizeyde amin gruplari
tagiyan partikiiller elde edildi. Reaksiyon sonunda ortamdan alinan partikiiller, distile

su ile yikandi.
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2.2.2.2. Monodispers p(GMA-EGDMA) Partikiillerin Glutarikdialdehit ile

Aktivasyonu

Aminlenen monodispers p(GMA-EGDMA) partikiilleri (~ 5.0 g), fosfat
tamponu icerisinde (50 mM, pH 7.4) dengeye getirildi ve reaktérde ayni tampon
sisteminde hazirlanan glutarikdialdehit cozeltisi (% 0.25 v/v, 100 ml) ortamina
aktarilarak, 12 saat boyunca manyetik karistiricili ortamda oda sicaklifinda inkiibe
edildi. Aktivasyon reaksiyonu tamamlandiktan sonra monodispers partikiiller sirasi
ile distile su, asetik asit ¢ozeltisi (100 mM, 100 ml) ve fosfat tamponu (100 mM, pH

7.0) ile yikanarak glutarikdialdehitin fazlasi uzaklastirildi.

2.2.2.3. Monodispers p(GMA-EGDMA) Partikiillerine L-Histidin Ligandi

Baglanmasi

Glutarikdialdehit ile aktive edilen aminlenmis monodispers p(GMA-
EGDMA) partikiilleri (~ 5 g), pH’st 10.0 olan, 40 ml L-Histidin ligand: iceren
cozelti (4 mg L-Histidin/ml ¢6zelti) ortamina aktarilarak oda sicakliginda manyetik
karistirmali sistemde inkiibasyonu saglandi. Bu yolla hazirlanmis olan p(GMA-
EGDMA )-L-his afinite partikiilleri distile su ve tampon ile yikanarak, tampon ¢ozelti

icerisinde kullanilincaya kadar 4°C sicaklikta saklandi.

2.2.2.4. Monodispers p(GMA-EGDMA) Partikiillerine Boya Ligandinin

Baglanmasi

Monodispers p(GMA-EGDMA) partikiillerine boya ligand olarak Kongo

Kirmizisi (CR) tekstil boyasi baglanarak protein adsorpsiyonunda kapasitesi
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arastirildi. Bu amacla yaklasik 5 g monodispers partikill Kongo Kirmizis1 boya
¢ozeltisi (3 mg/ml, 0.1 N NaOH iceren 100ml) ile 80'C’de 4 saat stireyle inkiibe
edildi. Reaksiyonun tamamlanmasiyla reaksiyon ortamindan aliman boya baglh
kiireler sirasiyla su, NaCl cozeltisi (2 M, 100 ml) ve fosfat tamponu (0.1 M, pH 7,
100 ml) ile yikandi. Monodispers partikiillere baglanan boya miktar1 baslangi¢c ve
bakiye boya konsantrasyonlarinin spektrofotometrik olarak olgiilmesi ile belirlendi.
Boya ligand bagli monodispers p(GMA-EGDMA)-CR  afinite partikiilleri

kullanilincaya kadar tampon ¢ozelti igerisinde 4°C sicaklikta saklandu.

2.2.2.5. Monodispers p(GMA-EGDMA) Partikiillerine Iminodiasetik Asit (IDA)

Baglanmasi

Yaklasik 5.0 g monodispers partikiil, karbonat tamponu (50 mM, pH 11.0)
ile ortam pH’1 11.0 ayarlanan iminodiasetik asit ¢ozeltisi (25 ml, 0.2 M) ile 12 saat
boyunca 80°C  sicakliktaki su banyosunda inkiibe edildi. Reaksiyonun
tamamlanmasinin ardindan monodispers partikiiller sirasiyla asetik asit (%5 v/v) ve

distile su ile yikanarak Cu(Il) metal iyonu baglandi.

2.2.2.5.1. Monodispers p(GMA-EGDMA) Partikiillerine Metal Iyonu

Baglanmasi

Iminodiasetik asit bagli monodispers p(GMA-EGDMA) partikiillerine sinir
metal iyonu Cu(Ill)’nin baglanmasi, partikiiller iizerine bagli iminodiasetik asit
yapisindaki karboksil  gruplar1 ile metal iyonlarimin arasindaki koordinasyon

kompleksleri olusumuna dayanir. Bu dogrultuda, pH’s1 4.1 olan 100 ppm’lik nitrat
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tuzlarin1 iceren metal iyonu c¢oOzeltisi hazirlandi. Ortamin pH’s1 deneyin
baslangicinda 0.1 Molar hidroklorik asit (HCI) ile ayarlandi. iminodiasetik asit bagh
monodispers partikiiller metal ¢ozeltisi iceren ortama aktarildi, 25 ‘C’de 4 saat
siireyle 100 rpm’de karistirildi. Bu siire sonunda elde edilen p(GMA-EGDMA)-IDA-

Cu(Il) afinite partikiilleri fosfat tamponu (50 mM pH 7.0) ile birka¢ kez yikanda.

p(GMA-EGDMA)-IDA-Cu(Il) afinite partikiilleri EDTA c¢o6zeltisi ile
etkilegstirilerek baglanan bakir iyonlarinin yapidan ayrilmasi saglandi. Bu islem
kiirelere bagli bakir iyonlarinin tamamini uzaklastirmak i¢in iki kez tekrar edildi.
EDTA c¢ozeltisi icerisine gecen bakir iyon derisimi Atomik Absorpsiyon
Spektroskopisi (AAS) (Shimadzu AA 6800, Japan) kullanilarak belirlendi. 50 mM
EDTA icerisinde farkli konsantrasyonlarda bakir ¢ozeltisi hazirlanarak kalibrasyon
egrisi cikarildi. Immobilize olan bakir iyonu konsantrasyonu salinan bakir miktarina

esit olacagindan kiirelere baglanan Cu(Il) metal iyonu miktar belirlendi.

2.2.3. Monodispers Partikiillerin Karakterizasyonu

Dispersiyon polimerizasyonu ile sentezlenen monodispers p(GMA-EGDMA)
partikiillerinin ortalama boy ve boy dagilim1 Taramali Elektron Mikroskobu
goriintiilerinden ve laserli boyut dagilim analiz cihazi, kiitlece yiizde monomer

doniigiimleri (polimerizasyon verimi) ise gravimetrik analiz ile tayin edildi.

2.2.3.1. Ortalama Partikiil Boyu ve Boy Dagilimin Tayini

Poli(GMA-EGDMA) partikiillerinin ortalama boy ve boy dagilimlan

Elektron Mikroskobu ile belirlendi. Bu amagla 2 ml sonug¢ partikiil dispersiyonu
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5000 rpm’de santrifiijlenerek siipertanant atildi ve {izerine ayni hacimde etanol
eklenerek, ultrasonikasyon ile partikiiller dagitildi. Bu islem birka¢ kez tekrarlandi.
Elde edilen dispersiyon, stamp {izerine yayilarak oda sicakliginda sivi fazin

buharlasmasi sagland1 ve mikroskop goriintiileri alindi.

Elde edilen fotograflardan partikiiller sayilarak sayica ortalama ¢ap (D,, wm),

agirlikca ortalama cap (Dy, um) ve polidispersite indeksi (PDI) degerleri asagida

verilen esitlikler yardimiyla hesaplandl(‘w’5 0

D,=>n D,/ n, 2.1)
D,=>'nD}/Y nD] (2.2)
PDI=D,/D, (2.3)

Sentezlenen p(GMA-EGDMA) partikiillerin partikiil boy dagilimi lazerli tane

boyut 6lciim cihazi kullanilarak analiz edildi.

2.2.3.2. Monomer Doniisiim Tayini (Polimerizasyon Verimi)

Polimerizasyon verimi gravimetrik olarak tayin edildi. Bu amacla, yikama
islemi tamamlanan 4.0 ml monodispers partikiil terazi ile tartilip 45°C’de vakum
etiviinde kurutuldu. Polimerizasyon verimi (%Ct) reaktére konulan toplam

monomer kiitlesinin polimerik partikiillere kiitlece doniisiimii olarak hesaplandl(sg).

2.2.3.3. Monodispers Partikiillerin Sisme Oram

Monodispers p(GMA-EGDMA) partikiillerinin sisme orani, distile su i¢inde

tayin edildi. Distile su bulunan voliimetrik kap (10 ml) icerisine ~ 1g partikiil
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aktarilarak 24 saat sonundaki yiikseklik okundu ve monodispers partikiillerin sigsme

orani, asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi.

Sisme Orami = ilk yiikseklik / son yiikseklik (2.4)

2.2.3.4. Monodispers Partikiillerin Yogunlugu

Monodispers p(GMA-EGDMA) partikiillerin ~ yogunlugu piknometre
yardimiyla, partikiiller i¢in ¢oziici olmayan bir sivi (n-Dekan) kullanilarak

belirlendi.

2.2.3.5. p(GMA-EGDMA) Partikiillerin Yiizey Alani

Monodispers p(GMA-EGDMA) partikiillerin yiizey alani, BET (Brunauner-
Emmett-Teller) metodu kullanilarak yiizey analizi cihaz ile olgiildii. Cok tabakali

fiziksel adsorpsiyonu ifade eden teorik BET denklemi asagidaki esitlik ile ifade edilir

(75)
Qden = BQO Ca’en /(Cs'cden)[] + (B'])(Cden/cs] (25)

Burada, C, adsorplanan bilesenin doygunluk konsantrasyonu, B ve Q ise sirastyla
adsorplayict yiizeyi ile ¢ozelti arasindaki etkilesim enerjisini gosteren ve tek tabaka

adsorpsiyon kapasitesini ifade eden bir sabittir.
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2.2.3.6. p(GMA-EGDMA) Partikiillerin FT-IR Spektrumu

Monodispers p(GMA-EGDMA), FT-IR spektrometre (Mattson 1000 FT-IR,
Ingiltere) kullanilarak elde edildi. 0.1 g kuru kiire ve 0.01 g KBr karistirilarak tablet

haline getirildikten sonra spektrumu alindi.

2.2.3.7. Monodispers p(GMA-EGDMA) Partikiillerinin DSC Analizi

Monodispers p(GMA-EGDMA) partikiillerine ait DSC analizi, Diferansiyel
Taramali Kalorimetre cihazi (Pyriss Sapphire DSC Standarsd 115V, Japonya)
kullanilarak gerceklestirildi. Bu amacla, monodispers partikiil (5 mg), alimiinyum
malzemeden yapilmis numune kaplarina konularak, referans maddeye karsi 600°C

sicakliga kadar 1sitildi.

2.2.3.8. Partikiillerin Termal Analizi (TGA)

Monodispers p(GMA-EGDMA) partikiillerin termal analizi termogravimetrik
analiz cihazi (Labsys Setaram TG, TU 0025,USA) kullanilarak belirlendi. Bu
amagla, monodispers p(GMA-EGDMA) partikiilleri (10mg), platin malzemeden

yapilmis numune kaplarina konularak, 1100 C sicakliga kadar 1sitildu.

2.2.3.9. Epoksi Grubu Tayini

Monodispers p(GMA-EGDMA) partikiillerin yiizeyde ulasilabilir epoksi

grubu icerigi literatiirde verilen piridin-HCI yontemi ile tayin edildi'®”. Bu amagla,
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0.5 g partikiil piridin-HCI c¢ozeltisi (50 ml) ile 20 dakika geri sogutucu altinda

etkilestirildi. Reaksiyon sonunda 6rnek ayarli NaOH c¢ozeltisi (0.1 M) ile titre edildi.

2.2.3.10. Amin Grubu Tayini

Aminlenen monodispers p(GMA-EGDMA) partikiillere baglanan amin grubu
miktari, titrasyona dayanan Olciim yontemi ile belirlendi'®”. Hazirlanan afinite
sorbentin tagidig1 amin grubu miktarinin titrasyon yontemi ile belirlenebilmesi i¢in,
aminlenen monodispers p(GMA-EGDMA) partikiilleri (0.2 g), distile su icerisinde
24 saat bekletildi. Bu siire sonunda siiziilen partikiiller 1 saat siiresince HCI ¢ozeltisi
(2.0 M, 10 ml) ile muamele edilerek ayarlit NaOH cozeltisine (2.0 M) kars1 titre

edildi.

2.2.4. Protein Adsorpsiyon Calismalari

Karakterizasyon ve aktivasyon calismalari tamamlanarak, ii¢c farkli yapidaki
ligandin baglanmasiyla hazirlanan monodispers p(GMA-EGDMA )-L-his, p(GMA-
EGDMA)-CR, p(GMA-EGDMA )-IDA-Cu(ll) afinite partikiillerinin sulu ortamdan
insan serum albumin (HSA) ve immunoglobulin G (IgG) adsorpsiyon davranislar

kesikli sistemde incelendi.

Afinite sorbentlerin IgG proteinine karst sergiledigi adsorpsiyon
kapasitelerine pH, sicaklik, baslangi¢c protein konsantrasyonu ve iyonik siddet gibi
parametrelerin etkisi arastirildi. Deneyler, 0.5 mg ml' baslangic protein
konsantrasyonu igeren, 50 mM, 3.0 ml tampon iginde, afinite sorbentin bulundugu

adsorpsiyon ortaminda, 25 °C sicaklikta, 100 rpm karistirma hizinda gerceklestirildi.
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2.2.4.1. pH Etkisi

Adsorpsiyon ortam pH’sinin, HSA ve IgG ayrnistirlmas1 ve saflastirilmasina
etkisi pH 4.0 - 8.0 aralifinda farkli tampon sistemleri kullanilarak arastirildi. pH 4.0-
5.0 araliginda asetat tamponu (50 mM CH3;COONa/CH;COOH) ve pH 6.0-8.0
araliginda fosfat tamponu (50 mM K,HPO4/KH,PO,) kullanildi. Deneyler 0.5 mg ml
! baslangi¢c protein konsantrasyonu iceren, 50 mM, 3.0 ml tampon i¢inde, afinite
sorbentin aktarilmast ile, 25 'C sicaklikta, 100 rpm karistirma hizinda 4 saat siireyle

gergeklestirildi.

Monodispers afinite partikiillere adsorplanan protein miktarlari, baslangi¢ ve
4 saat sonunda adsorpsiyon ortaminda kalan protein derisiminin 280 nm dalga
boyunda c¢ift 151k demetli UV-VIS spektrofotometresi kullanilarak absorbanslarinin
Olciilmesiyle tayin edildi. Sulu ortamdaki protein miktarinin belirlenebilmesi icin,
baslangi¢ protein konsantrasyonu 0.125-2.0 mg/ml araliginda tutularak kalibrasyon
grafigi elde edildi. Deney sonucunda monodispers partikiiller adsorpsiyon
ortamindan uzaklastirildi ve adsorplanan protein miktar1 agagidaki formiil yardimiyla

hesaplandi.

q=[(Co-C)Vs]/m (2.6)
Yukandaki esitlikte q; kiireler iizerine adsorplanan protein miktarini (mg g'l), Co;
proteinin baslangi¢ konsantrasyonunu (mg ml™"), C; adsorpsiyon sonrasi ¢ozelti

ortamindaki proteinin denge konsantrasyonunu (mg ml™), Vs; ¢dzelti hacmini (ml)

ve m; adsorpsiyon ortamindaki sorbent miktarini (mg) gostermektedir.

63



2.2.4.2. Adsorpsiyon Zamanimmn Etkisi

Hazirlanan ii¢ farkli yapidaki monodispers afinite partikiillerle sulu ortamdan
protein ayristirilmasi isleminin zamana bagliligim1 belirlemek, sorbentin siirekli
sistemde kullanilma asamasinda Onemlidir. p(GMA-EGDMA)-L-his, p(GMA-
EGDMA)-CR ve p(GMA-EGDMA)-IDA-Cu(Il) afinite  partikiillerin
adsorpsiyonunun zamanla degisimi tampon c¢ozeltisi icinde protein baslangic
konsantrasyonu 0.5 mg ml”! oldugu adsorpsiyon ortaminda 4 saat siiresi boyunca
kesikli sistemde calisild1 ve yukarida verilen esitlik kullanilarak her bir afinite destek

materyalinin adsorpsiyon hiz ve kapasitesi belirlendi.

2.2.4.3. Iyonik Siddet Etkisi

IgG adsorpsiyonu iizerine iyonik siddetin etkisi, adsorpsiyon kosullart 3.0 ml,
0.5 mg IgG/ml olan fosfat tamponu igerisinde NaCl igerigi 0.0 M, 0.2 M, 0.4 M, 0.6

M ve 1.0 M olacak sekilde degistirilerek oda sicakliginda gerceklestirildi.

2.2.4.4. Baslangi¢ protein Konsantrasyonunun Etkisi

Monodispers afinite partikiillerin adsorpsiyon hiz ve kapasitesine baslangic IgG

konsantrasyonunun etkisi 0.125-2.0 mg/ml araliginda ¢aligilarak belirlendi.
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2.2.4.5. Sicakhgin Etkisi

Protein adsorpsiyonuna sicakligin etkisi dort farkli sicaklikta (5, 15, 25 ve 35
"C), fosfat tamponunda (3.0 ml, 50 mM, pH 7.0) ve 0.5 mg/ml baslangi¢ protein

konsantrasyonu kosullarinda arastirildu.

2.2.4.6. Adsorpsiyon izotermleri

Monodispers p(GMA-EGDMA)-L-his, p(GMA-EGDMA)-CR ve p (GMA-
EGDMA)-IDA-Cu(Il) afinite partikiillerinin adsorpsiyon kapasiteleri, 0.125-3.0 mg
ml" IgG konsantrasyonunda arastirilarak deneysel adsorpsiyon izotermi elde edildi.
Adsorpsiyon deneyleri, 50 mM fosfat tamponunda, 25 “C’de, 4 saat stireyle, 100 rpm
hizla devaml karistirilarak yapildi. Deney sonunda partikiiller, protein ¢ozeltisinden

uzaklastirild1 ve adsorplanan protein miktart (2.6) esitligi kullanilarak hesaplanda.

Hazirlanan monodispers afinite partikiilleri ile sulu ortamdan IgG
adsorpsiyonunda belirlenen deneysel verilerin teorik olarak tiiretilen Langmiur ve
Freundlich izoterm modellerine uygunlugu arastirildi. Deneysel verilerden elde
edilen Cye, ve qgen degerleri kullanilarak Langmuir esitligine gore (2.7), Cgen / Gaen’ V€

kars1 C,,, grafigi ¢izildi. Bu grafigin kaymasindan K, ve egimden de ¢, degerleri

belirlendi. Freundlich modelini ifade eden (2.8) esitligi kullanilarak Ing,,— InC

den

grafigi elde edildi ve egimden n ve kaymadan da Kr parametreleri belirlendi.

qden= qm Cden / ( Kd + Cden) (2'7)

Qoo =K (Cp)' (2.8)
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Dubinin—-Radushkevich (D-R) izoterm modeli, adsorpsiyonun tiiriinii (Fiziksel yada
Kimyasal) belirlemek icin kullanilir. Bu model asagida verilen esitlik ile ifade edilir:
Ing, =Ing, — K&’ (2.9)

ve adsorpsiyon enerjisi:

1

V=2K

Adsorpsiyon enerjisi, 1-8 kJ/mol araliginda oldugunda adsorpsiyon tiiriiniin fiziksel,

E= (2.10)

8-16 kJ/mol oldugunda kimyasal oldugu belirtilmistir®*.

2.2.4.7. Adsorpsiyon Kinetikleri

Yeni gelistirilen afinite partikiiller ile sulu ortamdan IgG adsorpsiyonundan
elde edilen deney sonuglart birinci ve ikinci dereceden kinetik modellere
uygulanarak adsorpsiyon sisteminin kinetigi arastirildi. Sulu ortamdan adsorpsiyon
davranisi icin kullanilan birinci dereceden kinetik esitlik modeli asagidaki formiil ile

ifade edilir'®+1%9

d,ldt=k/(q,, —q,) 2.11)

Bu esitlikte k, birinci dereceden adsorpsiyon hiz sabiti (dak™), g, ve g, sirast ile
denge ve t zamaninda adsorplanan protein miktarini gostermektedir (mg g™).
Esitligin entegralinin alinmasi ile (# = 0 aninda ve ¢ = oldugunda ¢, = g, ) asagidaki
esitlik elde edilir.

log(q,,, —q,) =logq,,, —(k,:t)/2,303 (2.12)
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Elde edilen deneysel verilerin birinci dereceden kinetik modeline uygulanmas: ile
log(q,,, —q,)—t grafige gecirildiginde bir dogru elde edildi. Bu dogrunun

egiminden k, sabiti ve kaymasindan ise ¢, degeri belirlendi.

Ritchie, kat1 tizerine gazlarin adsorpsiyonunun kinetigi icin, bir ikinci derece hiz

(165 " {kinci derece esitlik, sorbentler iizerine, solutlarin

esitligi  Onermistir
adsorpsiyonu i¢in uygulanabilir(lﬁﬁ). Ikinci derece esitligi, adsorpsiyon kapasitesine
dayanir ve su sekilde ifade edilebilir:

4, (g, —q,)= kot +1 (2.13)

Bu esitligin dogrusal sekli (2.14) esitligi ile verilir.

1/q, =1/k,q,t+1/q, (2.14)

Afinite partikiiller ile elde edilen deneysel veriler, ikinci dereceden kinetik
denklemine uygulanarak, hiz kinetigi belirlendi. Bu dogrultuda, esitlik (2.14)
kullanilarak 1/q, ‘ye kars1 1/t grafige gecirildi, elde edilen dogrunun kayma ve

egiminden sirasiyla, adsorpsiyon kapasitesi g,, ve hiz sabiti k, hesaplandi.

2.2.4.8. Protein Desorpsiyonu ve Tekrar Kullanilabilirlik

Kongo Kirmizisi bagh destek materyaline adsorplanan IgG desorpsiyonu
NaCl c¢ozeltisi (2 M, pH 6.0) ve L-histidin ligandi bagli monodispers afinite
partikiillere adsorplanan IgG desorpsiyonu, 0.5 M NaCl iceren glisin-HCI (pH 2.6)
¢ozeltisi ve Cu(Il) metal iyonu bagl afinite destek materyaline adsorplanan protein
desorpsiyonu ise EDTA (% 3,7 w/v) ile gerceklestirildi. Immiinoglobulin G
adsorplanmis afinite partikiiller desorpsiyon ortamina yerlestirilerek 100 rpm

karistirma hizinda 25 ‘C’de 4 saat siire boyunca devamli kanstirlarak
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gerceklestirildi. Bu siirenin sonunda partikiiller ¢ozelti ortamindan uzaklastirildi ve
280 nm dalga boyunda UV-VIS spektrofotometre ile absorbansi ol¢iildii.

Desorpsiyon ortamina gegen protein miktar1 agagidaki esitlik yardimiyla belirlendi.

Desorpsiyon oram=[Desorbe edilen protein miktart x 100]/[ Partikiil iizerine

adsorplanan protein miktari] (2.15)

Afinite partikiillerin tekrar kullanilabilirlikleri adsorpsiyon ve desorpsiyon

islemi ayn1 sorbentin dort kez kullanilmas ile test edildi.

2.2.5. Manyetik Partikiillerin Hazirlanmasi

2.2.5.1. Manyetik poli(GMA-MMA) Kiirelerinin Hazirlanmasi

Manyetik poli(glisidil metakrilat-metil metakrilat), mp(GMA-MMA),
mikrokiireleri, birbirini izleyen iki basamakli bir yontem ile sentezlendi. Ilk
basamakta, demir igerigine sahip p(GMA-MMA) Kkiireleri siispansiyon
polimerizasyonu yontemi ile hazirlandi. Bu amagla, GMA (7.5ml), MMA (7.5ml)
monomerleri ile ¢apraz baglayici olarak EGDMA (7.5 ml) ve stabilizor olarak
polivinil alkol (%5.0, 20 ml) cozeltileri baglatici olarak toluen (20 ml) iginde
coziilmiis AIBN (0.2g) ile kanstirilarak, FeCl; c¢ozeltisinin (0.3M, 400 ml)
bulundugu sulu dispersiyon ortamina aktarildi. Polimerizasyon reaktorii su
banyosuna yerlestirildi ve 65 oC’ye 1s1tildi. Polimerizasyon reaksiyonu 2.0 saat 70 C
ve sonra 1.0 saat 80°C de gerceklestirildi. Reaksiyon sonrasinda, olusan kiireler su

trompu ile siiziildi, distile su ve etanol ile yikandi.
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Ikinci basamakta, manyetik p(GMA-MMA) kiireleri, kiirelerde demir oksitin
birlikte cokelim reaksiyonu ile hazirlandi. Birlikte ¢cokelim reaksiyonu icin, 5.0 g
FeCl, saf suda (100ml) ¢o6ziildii ve sonra NH3;.H,O (50 ml, %25 w/v) i¢indeki
demirli-p(GMA-MMA) kiirelerini (15 g) igeren bir reaktore aktarildi. Kiireler, geri
sogutucu altinda ve azot atmosferinde ii¢ farkli sicaklikta ( 40°C, 50°C ve 90°C) 2
saat siireyle muamele edildi. Sonug olarak, sentezlenen manyetik kiireler, reaksiyon
ortamindan uzaklastirildi ve 3 saat etanol ¢ozeltisi (%50; 250 ml) ve sonra saf su ile
yikandi. Vakum etiiviinde 40°C’de kurutulan manyetik kiirelerin polimerizasyon

verimi, boy ve boyut dagilimi molekiiler elek kullanilarak belirlendi.

2.2.5.2. Metakrilik Asit Asih Manyetik Kiirelerin Hazirlanmasi

Manyetik p(GMA-MMA) kiireleri iizerine metakrilik asitin (MAA) asi
kopolimerizasyonu, baglatic1 olarak amonyum persiilfatin (APS) kullanildig1 proses
ile gergeklestirildi(167). Asilama isleminde, manyetik p(GMA-MMA) kiireleri (1.0 g)
ve APS cozeltisi (6.58x10° M, 9.0 ml) bir reaktor icine transfer edildi. Reaktor, 60
°C deki bir su banyosuna yerlestirildi ve 0.2- 1.0 ml araliginda degisen hacimlerdeki
metakrilik asit monomeri, reaksiyon ortamina damla damla eklendi. Reaksiyon
ortami 10 dakika boyunca azot atmosferi ile doyuruldu. Bu islemlerin ardindan
reaktoriin kapag1 kapatilarak, reaksiyon ortami azot atmosferi altinda 200 rpm de 3
saat boyunca calkalandi. Reaksiyonun ardindan, metakrilik asit asili manyetik
p(GMA-MMA)-g-MAA kiireleri, reaksiyon ortamindan siiziilerek ayrildi ve birkag
kez saf su ile yikandi. Son olarak, poli(metakrilik asit) asili manyetik kiireler

yaklagik 48 saat saf suda birakildi ve sonra vakum altinda 60°C’de kurutuldu.
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Asilama yiizdesi, asagida verilen esitlik kullanilarak, asilamadan 6nce ve sonraki

kuru kiire kiitlesi esas alinarak belirlendi.

(Wz _Wl)

Asilanan politMAA) yiizdesi= x100 (2.16)

1

W, : Reaksiyon ortamina yerlestirilen manyetik kiirelerin kiitlesi (g)

W, : politMAA) asili manyetik kiirelerin kiitlesi (g)

2.2.6. Manyetik Partikiillerin Karakterizasyon Calismalari

2.2.6.1. Manyetik Kiirelerinin Yiizey Alani

mp(GMA-MMA) ve mp(GMA-MMA)-g-MAA mikro kiirelerinin spesifik
yiizey alan1 ve gozenek hacmi bir ylizey alani cihaz ile 6l¢iildii ve BET (Brunauer,

Emet ve Teller) metodu kullanilarak hesaplandi.

2.2.6.2. Manyetik Kiirelerin Yiizey Morfolojileri

Vakum etiiviinde kurutulmus 75-150 pum boyut dagilimina sahip mp(GMA-
MMA) ve mp(GMA-MMA)-g-MAA mikrokiireleri, azaltilmis basing altinda altin ile
kapland1 ve kiirelerin elektron mikrograflari, JEOL (JSM 5600) taramali elektron

mikroskobu kullanilarak elde edildi.
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2.2.6.3. Manyetik Kiirelerin FT-IR Spektrumu

mp(GMA-MMA) ve mp(GMA-MMA)-g-MAA mikrokiirelerine ait FT-IR
spektrumu, FT-IR spektrometre (Mattson 1000 FTIR, Ingiltere) kullanilarak elde
edildi. 0.1 g kuru kiire ve 0.1 g KBr kanstirilarak tablet haline getirildikten sonra

spektrumu alindi.

2.2.6.4. Manyetik Kiirelerin ESR Spektrumu

mp(GMA-MMA) polimerik partikiillerindeki manyetik kiirelerin varhigi
Elektron Spin Rezonans (ESR) spektrofotometresi (EL 9, Varion USA) kullanilarak

aragtirildi.

2.2.6.5. Karboksil Grup Tayini

Manyetik p(GMA-MMA)-g-MAA mikrokiirelerinin ylizeyinde ulasilabilir
karboksil gruplarmin miktari, potansiyometrik titrasyon yoluyla belirlendi. Bu
amagla, manyetik kiireler 24 saat saf su i¢inde birakildi. Sonra NaOH c¢ozeltisi (0.2 N
10 ml) ile 1.0 saat boyunca muamele edildi. Bu islemin ardindan, manyetik kiireler

ortamdan uzaklastirilarak stipernetant ayarli HCI1 (0.1 N) ¢ozeltisi ile titre edildi.
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2.2.7. Tersinir Tripsin immobilizasyonu

2.2.7.1. Tripsin Immobilizasyonuna pH Etkisi

Manyetik p(GMA-MMA)-g-MAA Kkiirelerine tripsinin adsorpsiyon yolu ile
tersinir immobilizasyonu, ¢esitli pH degerlerinde asetat (7.5 ml, 50 mM, pH 4.0-6.0)
yada fosfat tamponu (7.5 ml, 50 mM, pH 6.0-8.0) ile calisildi. Her bir tampon
sisteminde tripsinin baslangic konsantrasyonu 2.0 mg/ml degerinde tutuldu.
Immobilizasyon deneyleri 22°C de 3 saat sireyle calkalamak suretiyle

gerceklestirildi.

Kiirelere adsorplanan tripsinin miktari, ortamdaki tripsinin baslangi¢ ve son
absorbans degerlerinin UV-visible spektroforometre kullanilarak 280 nm dalga
boyunda oOlciilmesi ve standart kalibrasyon egrisi yardimiyla belirlendi. Tiim
deneyler ii¢ kez tekrarlanarak standart sapmalar1 hesaplandi. Immobilizasyondan
sonra, manyetik kiireler manyetik bir aygit yardimu ile enzim ¢ozeltisinden ayrildi ve
kiireler iizerine immobilize olan tripsinin miktar1 asagida verilen esitlik 2.6

kullanilarak hesaplandi.

2.2.7.2. Tripsin Iimmobilizasyona Baslangic Konsantrasyonunun Etkisi

Manyetik p(GMA-MMA)-g-MAA Kkiirelerinin, adsorpsiyon kapasitesine
baslangi¢c tripsin konsantrasyonunun etkisini arastirmak amaciyla, adsorpsiyon

ortaminda tripsin konsantrasyonu 0.2-2.0 mg/ml araliginda degistirildi.
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2.2.7.3. Serbest ve immobilize Tripsin Enziminin Aktivite Tayini

Tripsin, cesitli yapay substratlarin ester ve amid baglarimi hidrolizler.
Tripsinin amidaz aktivitesi yapay substrat olarak BAPNA (N-benzil-D-L-arjinin-p-
nitroanilid) cozeltisi kullanilarak olgiildii. Serbest enzimin aktivitesinin
belirlenmesinde, reaksiyon ortami olarak CaCl, (10 mM) iceren Tris-HCl tamponu
(pH 7.5; 50 mM, 2.5 ml) ve 0.1 ml BAPNA (0.5M BAPNA, DMSO iginde)
kullanildi. Hazirlanan karisimlar enzim ile reaksiyonundan once su banyosunda 25
‘C’de 5 dak 6n inkiibasyona tabi tutuldu ve analiz, ortama enzim ¢6zeltisinin (0.1 ml,
2.0 mg protein) eklenmesi ile baslatildi. Enzimatik reaksiyon, 5 dakika sonra ortama
%30’1uk asetik asit ¢ozeltisinin eklenmesi ile durduruldu. Cozeltinin absorbansi 410

nm de 0Olciildii ve enzim aktivitesi hesaplandi.

BAPNA birimi (U), verilen analiz sartlar1 altinda dakika basina absorbansda
0.1 birim degismeye neden olan enzim miktar1 olarak belirlendi. Iimmobilize enzimin
aktivitesini belirlemek amaciyla, tripsin immobilize edilmis 10 mg manyetik kiire,
serbest enzim yerine enzimatik reaksiyon ortamina yerlestirildi. Immobilize tripsinin

aktivitesi, aynt miktarda serbest enzimin yiizdesi olarak hesaplandi.

Proteolitik bir enzim olan tripsinin, proteinleri parcalama aktivitesi, HSA
yada sitokrom ¢ (1.0 mg/ml Tris-HCI tamponu, 50 mM, pH 7.5) ¢ozeltisi ve 0.1 ml
enzim c¢ozeltisinin (2 mg/ml, 10 mM CaCl, iceren Tris-HCl tamponu)
karistirilmasiyla belirlendi. Ornekler, 25°C de 5 dakika enzim ¢ozeltisi eklenmeden
once On inkiibasyona tabi tutuldu. 120 dakika sonra reaksiyon TFA (10 m1,%0.1 v/v)
ve asetik asit ¢ozeltisi (0.4 ml, %30) eklenerek durduruldu. Siispansiyon 15.000 rpm
de 10 dakika santrifiijlenerek siipertananttaki parcalanmis {riinler yukarida

belirtildigi gibi HPLC yiiklenerek analiz edildi.
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2.2.7.3.1. Serbest ve immobilize Enzimin Aktivitesine pH Etkisi

BAPNA hidrolizinde serbest ve immobilize enzimin aktivitesi iizerine pH’1n
etkisini belirleyebilmek amaciyla reaksiyon ortam pH’1 4.0-9.0 araliinda

degistirildi.

2.2.7.3.2. Serbest ve immobilize Enzimin Aktivitesine Sicakhgin Etkisi

Serbest ve immobilze tripsinin, ortam sicaklig ile aktivitesindeki degisimi

belirleyebilmek amaciyla reaksiyon ortam sicakligi 20-60°C araliginda degistirildi.

2.2.7.4. Serbest ve immobilize Tripsin Enziminin Kararhihk Calismalar

Serbest yada immobilize tripsinin termal kararliligi, fosfat tamponunda (0.1
M, pH 7.5) iki farkli sicaklikta (55°C ve 65°C) enzimatik aktivitenin Olciilmesi ile

belirlendi.

Tripsin enziminin depolama kararliligi, tripsin tampon ¢6zelti ortaminda (50
mM, pH 4) 8 hafta saklandiktan sonra, serbest ve immobilize enzimin aktivitesinin
Olctilmesiyle belirlendi. Serbest ve immobilize tripsin aktivitesi baslangi¢ aktiviteleri

ile karsilastirilarak, yiizde olarak hesaplandi.

2.2.7.5. Enzim Kinetiginin Belirlenmesi

Enzim kinetiginin belirlenebilmesi amaciyla, serbest ve immobilize enzimin
yapay substrat (BAPNA) hidrolizinin baslangi¢c reaksiyon hizi farkli substrat

konsantrasyonlarinda 6lciildii. BAPNA’nin hidrolizden elde edilen deneysel veriler
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Michaelis-Menten esitligine uygulandi. Lineweaver-Burk noktasi 1/v, 1/S, Michaelis
sabiti (K,,) ve serbest ve immobilize enzimlerin maksimum reaksiyon hizi (V)

hesaplandi"'®”.

2.2.7.6. Tekrar Kullanilabilirlik Calismalari

Manyetik kiirelerin tekrar kullanilabilirligini belirlemek icin, aynm1 manyetik
kiirelerin tripsin adsorpsiyon desorpsiyon dongiisiinde alti kez kullanilmasiyla
belirlendi. Manyetik kiirelere adsorbe olan tripsinin desorpsiyonu 1.0 M NaCl igeren
1.0 M formik asit ¢ozeltisiyle gerceklestirildi. Desorpsiyon ortami1 manyetik olarak
25°C sicaklikta 100 rpm de 120 dakika karistirildi. Denge desorpsiyon zamani 120
dakika olarak belirlendi. Desorpsiyon ortamindaki protein miktar1 Bradford metodu

ile tayin edildi"®®. Desorbe olan tripsin oram 2.15 esitligi kullamlarak hesapland.
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3. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Sunulan tez calismasinda, afinite kromatografisi ve kromatografik
uygulamalarda kolon dolgu maddesi olarak kullamilabilecek farkli 6zelliklere sahip
akrilat kokenli destek materyalleri hazirlandi. Farkli fonksiyonel gruplar ile
kolaylikla kimyasal reaksiyon verebilme yetenegine sahip olan glisidil metakrilat,
GMA, reaktif polimerik yapilarin sentezinde yaygm olarak tercih edilen bir
monomerdir. Literatiirde mikron alti veya mikron boyutlu ve monodispers formda
GMA temelli partikiillerin sentezi iizerine Onerilen ¢esitli polimerizasyon teknikleri
mevcuttur. GMA birimlerini iceren monodispers partikiilleri sulu fazda gerceklesen
emiilsiyon  polimerizasyonu  yontemi ile  sentezlenmeye  calisildiginda,
polimerizasyon sirasinda epoksi halkasi kismen yada tamamen hidroliz olarak diol
yapisina doniismektedir. Boylece, olusan partikiil yiizeyi iizerinde hem reaktif
fonksiyonel epoksi grubunun yogunlugunda azalma meydana gelmekte ve hem de
epoksi ve diol fonksiyonel gruplarimi iceren ikili bir yap1 elde edilmektedir. Bu
nedenle, hidroliz riskini ortadan kaldirabilmek icin en uygun yontem, polimerizasyon

isleminin organik kokenli bir dagitma ortami icerisinde yﬁrﬁtﬁlmesidir(mg).

Bu dogrultuda tez c¢alismasi kapsaminda, GMA temelli polimerik
partikiillerin sentezlenmesinde, organik kokenli dagitma ortamlarinda gerceklesen
dispersiyon ve siispansiyon polimerizasyon yoOntemleri kullanildi. Bu amagla,
calisgmanin ilk boliimiinde monodispers ozellikte p(GMA-EGDMA) polimerik
partikiiller dispersiyon polimerizasyon teknigi ile sentezlendi (Sekil 3.1) ve
biyoteknolojik a¢idan biiyilk Oneme sahip olan IgG proteinin sulu ortamdan

adsorpsiyonu igleminde kullanilabilme potansiyeli arastirildi.
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Sentezlenen monodispers oOzellikteki p(GMA-EGDMA) partikiillerin yapisindaki
epoksi gruplarimin varligi istenilen ligand ve/veya protein molekiillerinin
immobilizasyonuna olanak saglamaktadir. Farkli 6zellikteki ligandlarin IgG’ye karsi
afinitesini belirlemek iizere glutarikdialdehit kullanilarak modifiye edilen p(GMA-
EGDMA) partikiillerine L-histidin amino asidi (L-his), Kongo Kirmizis1 (CR) boya
ligand1 ve Cu(Il) iyonlarinin selatlanmasi amaci ile ii¢ disli iminodiasetik asit (IDA)
ligand1 ylizeye kovalent olarak bagland1 ve sirasi ile p(GMA-EGDMA)-L-his,
p(GMA-EGDMA)-CR ve p(GMA-EGDMA )-IDA-Cu(Il) monodispers partikiilleri elde
edildi. Ayrica, sentezlenen monodispers p(GMA-EGDMA) partikiillerinin epoksi
gruplar hidroliz edilerek yiizeylerinde hidroksil gruplari olusturuldu ve ligand bagl
karsitlarina karg1 adsorpsiyon isleminde protein ile sorbent arasindaki non-spesifik

etkilesimlerin incelenmesinde kontrol amach kullanildi.

3.1. p(GMA-EGDMA) Partikiillerinin Karakterizasyonu

Protein adsorpsiyonu, ¢esitli fizikokimyasal faktorlere bagli olarak
belirlenebilen cok karmasik bir islemdir. Bunlar arasinda en 6nemli olan faktorler,
yiizeyin kimyasal yapisi, piiriizliiliigii ve hidrofilisite derecesi, protein molekiillerinin
birbirleriyle ve yiizeyle elektrostatik etkilesimleri, spesifik yiizey alan1 ve yiizey yiik

yogunlugu ve protein molekiillerinin yapisal kararliligidir.

Dispersiyon polimerizasyon teknigi ile sentezlenen p(GMA-EGDMA)
partikiillerinin polimerizasyon verimi %80 olarak belirlendi. Protein adsorpsiyonu
calismalarinda 6nemli bir parametre olan destek materyalinin sisme orani, metakrilat
kokenli bir polimer olan p(GMA-EGDMA) kiireleri i¢in 1.3 olarak bulundu. Afinite

kiirelerin yogunlugu 1.11 g cm™ olarak belirlendi.
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Sekil 3.1 Dispersiyon polimerizasyonu ile hazirlanan p(GMA-EGDMA)
partikiillerinin sematik gosterimi

Monodispers p(GMA-EGDMA) partikiillerinin 300-1100°C araliginda
termogravimetrik analizi incelendiginde, iki kiitle kayb1 basamag goriildii. Ilk kiitle
kaybi  basamaginin, polimere adsorplanmis fiziksel su veya nemden
kaynaklanabilecegi diisiiniildii. Polimerin %32’lik kiitle kaybinin gerceklestigi
284°C’ye kadar termal olarak kararligin1 korudugu ve bu sicakliktan sonra polimerde
herhangi bir kiitle kaybinin olmadig1 gozlendi (Sekil 3.2). Parades ve arkadaslar1(126)
tarafindan  yapilan bir calismada, makro gozenekli p(GMA-EGDMA)
mikrokiirelerinin TGA analizinde 200°C sicaklik degerine kadar yapida 6nemli bir

degisim olmadigini, bu sicakliktan sonra siirekli bir kiitle kaybiyla polimer kiitlesinin

yaklagik %50’sini kaybettigi rapor edilmistir.
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Sekil 3.2 p(GMA-EGDMA) partikiillerinin TGA analizi

Monodispers p(GMA-EGDMA) partikiillerinin  termal  kararliliginin
belirlenmesi amact ile DSC analizi 25-500C sicaklik araliginda 10 “C/dakika 1sitma
hizinda gergeklestirildi. Polimerik partikiillere ait DSC egrisinden, 290'C’de
endotermik bir pike sahip oldugu ve bu sicaklik degerinden sonra ise polimer

yapisinin bozuldugu gozlendi (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3 p(GMA-EGDMA) partikiillerinin DSC egrisi
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Afinite kromatografisi teknigi kullanilarak yapilan ayrimlarda, hizli baglanma
kinetikleri ile yiiksek baglanma kapasitelerine ulagsmak icin destek materyallerinin
spesifik ve biiyiik ylizey alanina sahip olmasi tercih edilir. Bu nedenle, yiizey alanini
arttirmak icin ya goézenek biiylikliigli yiiksek yada gézeneksiz nano boyutlu kiireler
kullanilmaktadir.  Calismamizda  kullamlan  gdzeneksiz ~p(GMA-EGDMA)

partikiillerinin spesifik ylizey alan1 28.06 m?/ g olarak bulundu.

Monodispers  p(GMA-EGDMA)  partikiillerinin ~ goriintiileri ~ SEM
mikrograflar1 ile elde edildi (Sekil 3.4). SEM goriintiileri ve hesaplanan
polidispersite indeksi degerinin (PDI=1.001) (1.05°’den daha kiiciik PDI degerine
sahip partikiillerin genellikle monodispers oldugu diisiiniilmektedir'®) polimerik
partikiillerin olduk¢a dar bir boy dagilimina sahip, bir baska deyimle monodispers
yapida oldugunu gostermektedir. Partikiillerin piiriizlii bir ylizey goriintiisiine sahip
oldugu goriildii (Sekil 3.4(B)). Lazerli tane boyut 6l¢iim analiz sonucunda da,
sentezlenen p(GMA-EGDMA) partikiiller icin partikiil boyut dagiliminin oldukca

dar bir araliga sahip oldugu belirlendi ($ekil 3.5).

Kromatografik uygulamalar i¢in kolon dolgu materyali olarak sentezlenen
partikiillerin monodispers yapida olmasi kromatografik analiz boyunca kolonda
diizenli bir akis rejimi saglamaktadir. Bu sayede kolon icerisinde kanallasma olugma
olasiligi azalmaktadir. BOylece mobil faz kolonun igerisindeki her partikiille

etkilesebilmekte ve daha etkin bir kiitle transferi elde edilebilmektedir.
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Sekil 3.4 p(GMA-EGDMA) partikiillerinin SEM goriintiileri
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Sekil 3.5 p(GMA-EGDMA) partikiillerin boyut dagilim grafigi

Monodispers p(GMA-EGDMA) partikiillerin FT-IR spektrumu Sekil 3.6 da
verildi. Monodispers partikiillerin FT-IR spektrumundan, ~ 2951 cm’de metilen ve
2994 cm™ deki metil titresimleri glisidil metakrilat’in karakteristik titresimleri olarak
goriilmiistiir. 1730 cm™’de glisidil metakrilat’i ester konfigiirasyonuna ait goriilen
titresim piki gdzlenmistir. 910 cm™’de gozlenen bandin ise epoksi grubuna ait

oldugu diisiiniilmiistiir.

%Transmittance

Wirawenumbers (cm-171

Sekil 3.6 Monodispers p(GMA-EGDMA) partikiillerin FT-IR spektrumu
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3.2. p(GMA-EGDMA) Partikiillerinin Aktivasyonu

Monodispers p(GMA-EGDMA) partikiillerin bir boliimii epoksi gruplar
hidroliz edilerek yiizeyinde hidroksil grubu bulunan p(GMA-EGDMA) partikiillere
dontistiiriildii ve adsorpsiyon isleminde IgG proteini ile yiizeyinden ligand takili

karsitlarina kars1 kontrol amacli kullanilda.

Calismalarimizda sulu ortamdan IgG adsorpsiyonu isleminde kullaniimak
tizere ii¢ farkli afinite ligand tasiyan afinite sorbentleri kullamildi. Bu amag
dogrultusunda, epoksi grubu tasiyan p(GMA-EGDMA) partikiilleri amonyak
varliginda aminlenerek yiizeylerinde amin gruplan olusturuldu ve glutarikdialdehit
aktivasyonu islem basamaginin ardindan ligand olarak i) L-histidin amino asidi
kovalent olarak baglanarak p(GMA-MMA)-L-his, (ii) Kongo Kirmizis1 (CR) boya
ligand1 kovalent olarak baglanarak p(GMA-EGDMA)-CR ve (iii) Cu(Il) iyonlarinin
immobilize edilebilmesi i¢in ii¢ digli iminodiasetik asit ligand1 baglanarak, p(GMA-

EGDMA )-IDA-Cu(Il) monodispers afinite partikiilleri elde edildi (Sekil 3.7).

Bu yolla yiizeyinde sirasiyla, aminoasit ligand, boya ligand ve immobilize metal
iyonu tasiyan ii¢ farkli Ozellikte afinite sorbenti hazirlandi. Gelistirilen afinite

sorbentler kullanilarak sulu ortamdan IgG adsorpsiyonu calismalar1 gergeklestirildi.
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Sekil 3.7  Monodispers p(GMA-EGDMA) partikiillerinin aktivasyonu ve (i) L-
histidin, (ii) Kongo Kirmizisi ve (iii) IDA-Cu(Il) ligandi bagl afinite

kiirelerin sematik olarak gosterimi
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Monodispers p(GMA-EGDMA) partikiillerinin yiizeyde ulasilabilir epoksi
grubu icerigi, pridin-HCl yontemi kullanilarak 7.37 mmol/g olarak bulundu.
Aminleme isleminden sonra monodispers p(GMA-EGDMA) partikiillerindeki amino
gruplarmin miktar titrasyon yontemi ile 2.06 mmol/g olarak hesaplandi. L-histidin
aminoasit ligandi ve Cu(Il) bagli monodispers p(GMA-EGDMA) partikiillerinin
aktivasyonu icin kullanilan glutarikdialdehit’in %31 mertebesine kadar kiireler
lizerine baglandig1 belirlendi. Monodispers partikiiller yiizeyine baglanan IDA
(iminodiasetik asit) miktar1 titrasyon yontemi kullanilarak 3.81 mmol/g olarak

belirlendi.

p(GMA-EGDMA)-L-his, p(GMA-EGDMA)-CR afinite partikiillerinin
elementel analizi yapildi. L-histidin ve Kongo Kirmizisi igerigi, gram polimer basina
sirasi ile 0.35 mmol ve 0.27 mmol olarak bulundu. L-Histidin ve Kongo kirmizisi
bagh afinite partikiillerin yapilarindaki ligandin polimerik yapidan ayrilmasinin s6z
konusu olmadig1 spektrofotometrik olgtimler ile belirlendi. Monodispers p(GMA-
EGDMA)-IDA-Cu(Il) afinite sorbentine baglanan Cu(Il) metal iyonu miktar1 gram

partikiil basina 1.82 mmol olarak bulundu.

3.3. Protein Adsorpsiyon Calismalari

3.3.1. pH’1n Etkisi

Ara yiizeyde bulunan kovalent olmayan etkilesimler iizerine kurulan afinite
kromatografi sistemlerinde, adsorpsiyon ortam pH’1 6nemli rol oynamaktadir. Hedef

molekiil ylizeyinde iyonize olabilen gruplar dolayisi ile olusan ylizey yiik dagilimu,
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afinite destek materyalindeki baglanma bolgeleri ile spesifik afinite etkilesimlerinde
pH’1n olduk¢a 6nemli bir faktor olmasina yol agmaktadir. Hazirlanan tiim afinite
partikiiller ile IgG proteinin spesifik etkilesimine pH’in etkisi 4.0-8.0 araliginda

degistirilerek arastirildi (Sekil 3.8).

Farkli ligand tasiyan ii¢ ayr1 afinite sistemi i¢in diisitk pH degerlerinde dnemli
derecede diisilk adsorpsiyon kapasitesi gozlendi. Ortam pH’sindaki artisin
adsorpsiyon etkinliginin de artmasina neden oldugu belirlendi (Sekil 3.3.1).
Monodispers p(GMA-EGDMA)-L-his, p(GMA-EGDMA)-CR ve p(GMA-
EGDMA)-IDA-Cu(Il) afinite partikiilleri ile maksimum IgG adsorpsiyonu sirasiyla
pH 7.0’de 16.01 mg/g, pH 6.0’da 12.19 mg/g ve pH 7.5’de 19.74 mg/g olarak
bulundu. En yiiksek adsorpsiyon kapasitesi metal iyonunun selatlandigi afinite
partikiiller ile elde edildi. Kontrol amaci ile kullanilan p(GMA-EGDMA) partikiillere
non-spesifik adsorpsiyonun ihmal edilebilir derecede oldugu belirlendi( 2.07 mg/g).
Adsorpsiyon calismalan sirasinda yapilan spektrofotometrik Olciimler ile afinite

partikiillerden protein ¢ozeltisi ortamina bagli ligandin sizmadig1 belirlendi.
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Sekil 3.8 IgG Adsorpsiyonuna pH’1n Etkisi
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Afinite partikiiller ile IgG arasindaki spesifik etkilesimin, IgG’nin maksimum
adsorpsiyon etkinligi gosterdigi pH degerinde sahip oldugu konformasyonel yapisi
dolayist ile yilizey yik dagilim durumu ve destek materyali ylizeyindeki yiik
yogunluguna sahip bolgeler arasindaki elektrostatik etkilesimlerden kaynaklandigi
diisiiniildii. Bir ara yilizey olay1 olan biyolojik molekiil adsorpsiyonundan sorumlu
baglica etkilesimlerin hidrofobik, elektrostatik etkilesimler ve hidrojen baglar

oldugu bilinmektedir®®'"?,

Proteinler, bir seri aminoasit birimini igeren bir yumaktan ibarettir. Bu
ozellikleri nedeniyle pH’a duyarli konformasyonlara sahiptirler. Proteinler,
izoelektrik noktalarinda net bir yiike sahip degildir. Bu nedenle sulu ¢ozeltilerde,
izoelektrik noktalarina yakin pH degerlerinde maksimum adsorpsiyon davranisi
sergilerler. IgG’nin izoelektrik noktas1 6.95’tir ve pH 7.0’de yiizeydeki net elektrik

yiikii sifirdir.

IgG ve L-histidin ligand1 baglhh destek materyali, arasindaki spesifik
etkilesimler (elektrostatik, hidrofobik ve hidrojen baglar1) pH 7.0’de afinite
partikiillerin iyonize olan gruplarn (karboksil, imidazol, imidazolium, karbonil ve
hidroksil) ve IgG molekiiliiniin yan zincir aminoasitleri arasinda gerceklesmektedir.
Ayrica, izoelektrik noktasindaki konformasyonel degisimler de spesifik adsorpsiyona

katkida bulunabilir™*®!7V,

L-histidin ligand1 bagh p(GMA-EGDMA) partikiillerin maksimum
adsorpsiyon davranisi sergiledigi pH degerinin literatiirde yer alan ¢aligmalarla uyum
icerisinde oldugu belirlendi. Metin ve arkadaslan*®, L-histidin aminoasit ligandi
iceren p(HEMA-MAH) membranlar ile sulu ¢ozeltiden IgG’nin pH 7.0 degerinde

maksimum adsorpsiyon davranisi sergiledigini rapor etmislerdir. Bayramoglu ve
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arkadaslan'® tarafindan rapor edilen bir calismada, L-histidin ligandi bagh
p(HEMA-GMA) membranlari ile maksimum IgG adsorpsiyon kapasitesine pH 7.0
degerinde ulasildig: belirtilmistir.

Sun ve arkadaslari'’?

, 1,6 diaminoheksan uzatma kolu takili p(viniliden
florid) hollow fiber yada membranlarina afinite ligand olarak baglanan farkli
aminoasitlerin IgG adsorpsiyonunda performansimi arastirarak, L-histidin bagh
destek materyalinin maksimum IgG adsorpsiyonuna pH 6.5 degerinde ulasildigini
rapor etmistir. L-histidin ligandinin kullanildig1 bagka bir ¢alismada aminoheksil-
Sepharose 4B adsorbenti ile maksimum IgG adsorpsiyonuna pH 7.2 degerinde

ulagildig belirtilmistir(173).

Boya ligandlar ile protein molekiilleri arasindaki giiclii etkilesimin, boya
ligandin lizerindeki aromatik yapilar ve asidik gruplar ile protein yiizeyinde agiga
cikan aminoasit yan zincirlerinin neden oldugu hidrofobik yada iyon degisim

mekanizmalarinin ortak sonucunda olustugu diisiiniilmektedir.

Calismamizda boya ligand olarak kullanilan Kongo Kirmizisi tekstil boyasi
yapisinda, siilfonik asit, primer ve sekonder amin gruplar1 ile aromatik gruplar
tasimaktadir. pH 6.0’da iyonize olabilen gruplar nedeni ile pozitif yiizey yiikiine
sahip olan IgG molekiilii ile bu pH degerinde boya ligandinin deprotone olarak
negatif yiikli olan siilfonil gruplarnn arasinda giiclii elektrostatik etkilesimlerin
gerceklestigi diistiniilmektedir. Bu degerden daha diisiik ve yiiksek pH degerlerinde

adsorpsiyon kapasitesinin dnemli derecede azaldig1 belirlendi (Sekil 3.8).

Kongo Kirmizisi boya ligandi ile maksimum adsorpsiyon kapasitesinin
ulagildigr kosullar, literatiirde yer alan farkli boya ligandlarin kullanildig1 ¢alismalar

ile benzerlikler gostermektedir. Bayramoglu ve arkadaslar®”, Reaktif Green 5 boya
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ligand1 immobilize edilen p(HEMA) membranlar ile IgG adsorpsiyon performansini
arastirarak, maksimum adsorpsiyon kapasitesine pH 6.0 da ulasildigim rapor
etmislerdir. Bayramoglu ve Arica"?” tarafindan rapor edilen bagka bir calismada ise,
Procion Green HE-4BD boya ligandinin kovalent olarak baglandigi p(HEMA)
membranlarinin IgG ve HSA adsorpsiyon performansini arastirarak maksimum IgG

adsorpsiyon kapasitesinin pH 5.0 de gerceklestigini belirtmislerdir.

Monodispers p(GMA-EGDMA)-IDA-Cu(Il) afinite partikiillerinin IgG
adsorpsiyon etkinliginin adsorpsiyon ortam pH’sinin artmasiyla arttigi ve pH 7.5
degerinde ise maksimum adsorpsiyon kapasitesine ulastig1 belirlendi. Artan pH ile
adsorplanan protein miktarinin artmasi; IgG protein yiizeyinde agiga c¢ikan aminoasit
kalintilarinin (histidin, triptofan,sistein) yiiksek pH’larda Cu(II) metal iyonlar1 igin
koordinasyon bolgeleri olusturmasindan kaynaklanmaktadir. Gecis metal iyonlari,
proteinlerdeki His-Gly-His, His-Tyr-NH, ve His-Trp peptit dizilerine kars1 yiiksek
afinite gostermektedir. Simir metal iyonu olan Cu(Il), histidin ve sistein
aminoasitlerinde bulunan sirasiyla N ve S gibi yumusak Lewis bazlar1 ile
etkilesmektedir. Protein yilizeyinde sistein kalintilarimin siirli oldugu goz Oniine
alindiginda histidin kalintilarinin sinir metal iyonlart i¢in baslica hedefler oldugu
kabul edilmektedir’’®. Sulkowski®”, Cu(Il) metal iyonu selatlanmis destek
materyallerine proteinlerin afinitesi i¢in, protein ylizeyinde ulasilabilir en az bir
histidin kalintisinin gerekli oldugunu bildirmistir. IgG yiizeyinde bir histidin dizisine
sahiptir, bu a¢iga vurulan histidinin yan imidazol halkasi, immobilize Cu(Il) iyonlar

ile IgG arasinda baskin afinite bolgelerini olusturmaktadir (Sekil 3.9).

Protein yiizeyinde ac¢iga c¢ikan histidin kalintisimin pKa degerinden (yaklagik

olarak 6-7) daha yiiksek bir pH degerine arttirilmasiyla kismi olarak deprotanasyonu
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sonucu adsorpsiyon kapasitesi artmaktadir. Bununla birlikte, izoelektirik noktasi
tizerinde negatif yiiklii olan protein ve immobilize katyonik bakir iyonlar1 arasinda
gerceklesen elektrostatik etkilesimlerin baskin kuvvetler oldugu diisiiniilmektedir.
Benzer sonucglar Wu ve arkadaslan(125 ) tarafindan farkli tiirde (IDA veya N,N,N-
tris(karboksimetil)etilendiamin) selatlayici ajanlarin kullanildigi Cu(Il) metal iyonu
immobilize edilen selilloz membranlar ile IgG, HSA ve lizozim proteinlerinin
adsorpsiyon davramsmin arastirildigi bir calismada, IDA-Cu(Il) bagh seliiloz
membranlar ile maksimum IgG adsorpsiyonuna pH 7.4’de ulasildigi  rapor

edilmistir.

C ax

%3y

Sekil 3.9 Cu(Il) metal iyonu baglh afinite partikiiller ile IgG etkilesiminin sematik

gosterimi

IgG uzaklastirma ve saflastirma g¢aligmalarinda farkli metal iyonlarimin
immobilize edildigi bir cok afinite destek materyali arastirmacilar tarafindan
hazirlanarak metal iyonlariin IgG molekiiliine afinitesi arastirilmistir. Tishchenko
ve arkadaslan!” tarafindan, selatlayic1 grup olarak IDA’nin kullanildigi, Cu(Il) ve

Ni(Il) metal iyonlart immobilize edilen p(GMA-EDMA) mikrokiirelerinin
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Horseradish spesifik IgG saflastirilmasinda performansini arastirilarak, IgG’nin
Cu(Il) metal iyonuna Ni(Il) kompleksinden daha giiclii baglandigini rapor edilmistir.
Vangan ve arkadaslarl(m), Cu(II), Ni(Il), Zn(I) ve Co(I) immobilize edilen IDA
bagli Sepharose kolonunun sulu c¢ozeltiden IgG adsorpsiyon performanslarini
karsilagtirarak en yiiksek etkinligi Cu(Il) immobilize edilen Sepharose kolonun
gosterdigini bildirmistir. immobilize metal iyonlarinin etkinliginin arastirildig: bir
baska calismada, IDA bagh poli(etilen-vinil alkol) hollow fiber membranlari iizerine
Cu(II), Co(I), Ni(II) ve Zn(I) gibi dort farkli metal iyonu baglanarak hiicre kiiltiirii
siipertanantindan IgG saflastirnllmasina calismistir. En yiiksek saflastirma etkinligini

Cu(II) immobilize edilen membranlarin gésterdigi rapor edilmistir™'®.

Hazirlanan farkli 6zellikteki monodispers afinite partikiillerin baska bir serum
proteini olan albumine kars1 adsorpsiyon davranisina pH etkisi arastirildi. Bu amagla
adsorpsiyon ortam pH’s1 4.0-8.0 aralifinda degistirildi ve elde edilen sonuclar Sekil
3.10’da verildi. Monodispers p(GMA-EGDMA)-L-his ve p(GMA-EGDMA)-IDA-
Cu(I) partikiilleri ile pH 5.0 ve p(GMA-EGDMA)-CR partikiilleri ile pH 4.0
degerinde maksimum HSA adsorpsiyonuna ulasildi. Ayrica grafikten de
goriilebilecegi gibi, IgG icin maksimum adsorpsiyonun gozlendigi pH degerlerinde

HSA adsorpsiyonun ihmal edilebilir derecede oldugu belirlendi.
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Sekil 3.10 HSA Adsorpsiyonuna pH’in Etkisi

3.3.2. Adsorpsiyon Zamanminin Etkisi

Farkli ligand tasiyan monodispers afinite partikiillerle sulu ortamdan protein
adsorpsiyonu isleminin zamana baghligin1 belirlemek, sorbentin siirekli sistemde
kullanilma asamasinda onemlidir. Kromatografik proseslerin kullanilabilirligi, hedef
proteinlerin adsorpsiyon dengesi ve kinetigine dogrudan baglidir. Kisa proses
zamanlar1  protein  molekiilinde =~ meydana  gelebilecek = degradasyonu

azaltmaktadir!"®,

p(GMA-EGDMA)-L-his, p(GMA-EGDMA)-CR ve p(GMA-EGDMA)-IDA-
Cu(Il) afinite partikiillerin adsorpsiyonunun zamanla degisimi tampon ¢o6zeltisi
icinde IgG baslangi¢c konsantrasyonu 0.5 mg ml™ oldugu adsorpsiyon ortaminda 4
saat siiresi boyunca kesikli sistemde ¢alisilarak belirlendi. Sekil 3.11°den goriildiigii
gibi, tiim afinite sistemleri icin baslangicinda hizli bir adsorpsiyon gozlendi ve 120
dakika sonunda dengeye ulastifi ve 240 dakika boyunca sabit kaldig1 belirlendi.

Ayrica, L-histidin ligandi ve Cu(Il) metal iyonu bagl partikiillerin adsorpsiyon
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isleminde, adsorpsiyonun baslangicindaki bu dik egimi IgG protein molekiillerin bu

afinite destek materyallerine yiiksek afiniteyle baglandigim gostermektedir.
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Sekil 3.11 [gG Adsorpsiyonuna Zamanin Etkisi

3.3.3. iyonik Siddetin Etkisi

Sulu ¢ozeltiden IgG adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisi, tiim afinite
partikiiller i¢in belirlenen optimum pH degerlerinde farkli tuz konsantrasyonlarinda
caligilarak belirlendi. Adsorpsiyon ortaminda NaCl konsantrasyonu 0.0-1.0 M
araliginda degistirildiginde tiim afinite sistemlerin adsorpsiyon kapasitelerinde
onemli bir azalma gozlendi (Sekil 3.12). Iyonik siddetin arttirilmasiyla p(GMA-
EGDMA)-L-his, p(GMA-EGDMA)-CR ve  p(GMA-EGDMA)-IDA-Cu(II)
monodispers afinite partikiilleri i¢cin adsorpsiyon egilimlerinin sirasiyla %94, %69.4

ve %71.4 oraninda azaldig1 belirlendi.
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Afinite partikiillerin IgG adsorpsiyon kapasitesindeki azalmanin, protein
molekiilleri ve ligandlar arasindaki elektrostatik etkilesimlerin azalmasindan
kaynaklanabilecegi diisiiniildii. Debye-Hiickel, adsorpsiyon ortaminda -elektrolit
konsantrasyonu arttirildiginda, molekiillerin ¢evresindeki elektriksel cift tabaka
kalmhiginin azaldigini rapor etmistir. Ayrica, Van Oss ise, adsorpsiyon ortaminda
elektrolit konsantrasyonu arttikga, protein ylizey yiikiiniin perdelendigini

(148,177)

belirtmistir . Bu etkilerin, arayiizeydeki molekiiller arasindaki elektrostatik

etkilesimin azalmasina neden olacagim diistindiirmektedir.

L-histidin ligand1 bagh partikiillere sulu ortamdan IgG adsorpsiyonu
isleminde, iyonik siddetin arttirilmasiyla adsorpsiyon kapasitesi iizerine etkisinin
calisilan diger farkli ligand tasiyan afinite destek materyallerine kiyasla daha fazla
oldugu goriildii. Bu sonug, L-histidin amino asit ligandi ile IgG molekiilleri
arasindaki elektrostatik etkilesimlerin hidrofobik etkilesimlerden daha giiclii
oldugunu gostermektedir. Sun ve arkadaglan'’®, L-triptofan, L-fenilalanin ve L-
histidin aminoasit ligandlar1 baghh p(viniliden florid) ile IgG adsorpsiyon
davramiginin arastirildigr bir ¢alismada, adsorpsiyon ortaminda iyonik siddetin
arttirnlmasiyla adsorpsiyon etkinligindeki en bilylik azalmanin L-histidin ligandi
bagh afinite destek materyalinin gosterdigini ve L-histidin ile IgG molekiilleri

arasinda baskin kuvvetlerin elektrostatik etkilesimler oldugunu bildirmistir.
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Sekil 3.12 IgG adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisi

3.3.4. Baslangic Protein Konsantrasyonun Etkisi

Monodispers afinite partikiillerin adsorpsiyon hiz ve kapasitesine baglangi¢
IgG konsantrasyonunun etkisi 0.125-2.0 mg/ml araliginda calisilarak belirlendi.
Adsorpsiyon kapasitesinin, 2 mg/ml IgG konsantrasyonuna kadar arttig1, bu degerden
sonra sabit kaldig1 gézlendi. Bu sonug, afinite partikiillerin etkilesim gruplarimin,
adsorbe olmus protein molekiilleri ile doygun hale gelmis olmasiyla aciklanabilir.
p(GMA-EGDMA)-L-his, p(GMA-EGDMA)-CR ve p(GMA-EGDMA)-IDA-Cu(Il)
afinite partikiilleri ile elde edilen maksimum adsorpsiyon kapasiteleri sirasiyla, 29.7,
21.17 ve 32.87 mg/g olarak bulundu (Sekil 3.13). IgG yiizeyinde bir histidin dizisine
sahiptir, aciga cikan histidinin yan imidazol halkasi, immobilize Cu(Il) iyonlar ile
IgG arasinda baskin afinite bolgelerini olusturmaktadir. Imidazol halkasinin
hidrofobik, van der Waals kuvvetler, elektrostatik etkilesimler ve hidrojen baglar

gibi mekanizmalarin toplam etkisine sahip oldugu bilinmektedir!™®.

95



Adsorpsiyon islemi sirasinda, IgG ve sorbentler arasinda; i) metal iyonlan ve
proteinler arasindaki koordinasyon ve/veya elektrostatik etkilesim ii) ligand ve
protein arasindaki biyomimetik etkilesim iii) protein ve destek materyalinin
fonksiyonel gruplart arasinda non-spesifik baglanma ve iv) protein-protein

etkilesimleri gibi farkli baglanma mekanizmalar gergeklesebilirmo).
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Sekil 3.13 Baslangic protein konsantrasyonun etkisi

3.3.5. Sicakhgin Etkisi

Adsorpsiyon ortam sicakliginin 4°C’den 37 C’e kadar yiikseltilmesi ile Cu(II)
ligand1 bagli monodispers p(GMA-EGDMA)-IDA afinite partikiillerin adsorpsiyon
kapasitelerinde cok biiyiik olmayan bir azalma gozlenirken, monodispers p(GMA-
EGDMA)-L-his ve p(GMA-MMA)-CR afinite partikiillerin  adsorpsiyon
kapasitelerinin arttigi gozlendi (Sekil 3.14). Cu(Il) ligand1 bagl afinite partikiillerin
adsorpsiyon kapasitesinin sicaklikla azalmasi, adsorpsiyon prosesinin ekzotermik

oldugunu gostermektedir. Monodispers p(GMA-EGDMA)-L-his ve p(GMA-MMA)-

96



CR afinite partikiillerin sicakligin arttirllmasiyla adsorpsiyon kapasitelerinde
gbzlenen bu artisin, histidin amino asiti ve boya ligandin aromatik gruplan ile IgG
arasindaki etkilesiminden kaynaklandigi diisiiniildii. Afinite sorbentlerin  IgG
adsorpsiyon kapasitesindeki artisin sirasiyla 2.72 ve 2.52 kat oldugu belirlendi.

Bayramoglu ve arkadaglan®’

uzatma kolu takili ve L-histidin ligand1 bagh
p(GMA-MMA) afinite mikrokiirelerin IgG adsorpsiyon etkinliginin adsorpsiyon
ortam sicakliginin 4°C’den 37°C’ye arttirmast ile 1.97 kat arttigim bildirmistir.
Bayramoglu ve arkadaslarl(m) tarafindan rapor edilen baska bir ¢calismada, L-arjinin

aminoasit ligand1i baglh p(GMA-MMA) mikrokiirelerinin IgG adsorpsiyon

kapasitesinin sicakligin arttirmasiyla 1.39 kat arttig1 rapor edilmistir.

Boya ligandin kullanildig1 bir afinite sistemiyle yapilan calismada ise, Reaktif
Green 5 tekstil boyast bagli  p(HEMA) membranlarinin IgG adsorpsiyon
kapasitesinin sicakligin 4°C’den 37°C’ye artirmasi ile %59 oraninda arttig

belirtilmistir®”.
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Sekil 3.14 Afinite partikiiller ile sulu ortamdan IgG adsorpsiyonu isleminde ortam

sicakligin etkisi

3.3.6. Adsorpsiyon Izotermleri

Adsorpsiyon izotermi, her bir protein molekiiliiniin matriksle etkilesimini
karakterize etmek i¢in kullanilir. Bununla birlikte, cozeltideki protein derisimi ile
matriks {izerine adsorplanmig protein molekiilii arasindaki iliskiyi de aciklar. Sulu
cozeltiden IgG adsorpsiyonu ¢aligmalarinda, proteinin matriksle iliskisini a¢iklamak
amaciyla kesikli sistem deneyleri sirasinda elde edilen verilerin, izoterm modellerine

uygunlugu arastirildi"®.

Langmiur izoterm modeli, adsorpsiyonun prosesinin, adsorbent iizerindeki
spesifik homojen bolgelerde meydana geldigini ileri siirer ve bir ¢ok tek tabakali
adsorpsiyon proseslerinde basarili bir sekilde kullanhr" 759, Langmiur izoterm
modelinden elde edilen dogrusal grafik (Sekil 3.15), yiiksek korelasyon katsayisi

(R?) ve teorik olarak belirlenen maksimum adsorpsiyon kapasitelerinin, g,, ,deneysel

adsorpsiyon kapasitelerine, g, , yakin olmasi, afinite partikiiller ile sulu ¢ozeltiden
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IgG adsorpsiyonunun Langmiur Izoterm modeli ile aciklanabilecegini gosterdi

(Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 Afinite partikiiller ile sulu ortamdan IgG uzaklastiriimasinda elde edilen
Freundlich ve Langmuir adsorpsiyon izoterm modeline ait sabitler ve

korelasyon katsayilari

Freundlich izotermi Langmuir izotermi
Qexp Kr n R’ Um Kax 10° R’ AG
Ligand Tiirii (mg/g) (mg/g) M) (kJ/mol)
IDA-Cu(II) 32.87  30.63 346  0.995 34.25 0.74 0995 -34.99
Kongo Kirmizis1  21.17  19.09 2.15 0.958 24.49 1.92 0.997 -32.62
L-histidin 29.70  27.43 2.09 0959 34.28 1.80 0.996 -32.71

Sulu ¢ozeltiden monodispers afinite partikiillere IgG adsorpsiyonundan elde
edilen deneysel veriler Freundlich izoterm modeline uygulandi ve belirlenen
karakteristikler Cizelge 3.1°de verildi. Kr ve n degerlerinin yiiksek olmasi ii¢ farkli
ligand takilt monodispers afinite partikiillerin yiliksek adsorpsiyon kapasitesi ile sulu
ortamdan IgG uzaklagtirmanin kolay oldugunu gostermektedir. Afinite partikiillere
baglanmanin n degerinin 1’den biiyilk olmasi adsorpsiyonun kolay ve dogasinin

heterojen oldugunu gostermektedir.
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Sekil 3.15 IgG adsorpsiyonunda deneysel verilerin Langmiur izoterm modeline

uygulanmasi
Monodispers afinite partikiiller ile sulu ¢ozeltiden IgG adsorpsiyon prosesinin
tiiriinii belirlemek icin Dubinin-Redushkevich (D-R) izoterm modeli kullamldi"®® ve
sonuclar Cizelge 3.2°de verildi. Monodispers p(GMA-EGDMA)-L-his, p(GMA-
EGDMA-CR ve p(GMA-EGDMA)-IDA-Cu(Il) partikiilleri ile gergeklestirilen
adsorpsiyon prosesinin enerjileri sirasiyla, 4.15, 3.95 ve 7.11 kJ/mol olarak
hesaplandi. Adsorpsiyon enerjinin literatiirde fiziksel adsorpsiyonu tamimlayan

aralikta oldugu belirlendi ve bu sonuglar tasarlanan afinite sistemler igin sulu

cozeltiden IgG adsorpsiyon isleminin dogasinin fiziksel oldugunu gostermektedir.

Cizelge 3.2 Dubinin-Redushkevich (D-R) izoterm modeli ait sabitler

Ligand tiirii D-R izotermi
Qex m Kx10° R’ E
(mg/g) (mg/g)  (mol’/kJ?) (kJ/mol)
IDA-Cu(dI) 32.87 27.87 0.99 0.964 7.11
Kongo Kirmizis1  21.17 20.45 3.21 0.988 3.95
L-histidin 29.70 28.08 2.93 0.982 4.15
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3.3.7. Adsorpsiyon Kinetigi

Monodispers afinite partikiillerin IgG ayristirilmasi isleminde adsorpsiyon
kinetigi, deneysel verilerin birinci ve ikinci dereceden kinetik modellere uygulanmasi
ile belirlendi. Deney sonuglari, birinci dereceden kinetik modeline uygulandi ve elde
edilen sabitler Cizelge 3.3’de gosterildi. Deney sonuglarindan elde edilen
adsorpsiyon kapasitelerinin, ikinci dereceden kinetik modeline uygulanmasi ile Sekil

3.16’da verilen grafik elde edildi.

Deneysel verilerden hesaplanan maksimum adsorpsiyon kapasitesi , q,,,,...; »

ile birinci ve ikinci dereceden kinetik modelin uygulanmasi ile elde edilen teorik
denge adsorpsiyon kapasiteleri, ¢, , karsilagtirildiginda, sonuglarin ikinci derece
kinetik modelinden elde edilen degerlere cok yakin oldugu gozlendi (Cizelge 3.3).
Yiiksek korrelasyon katsayilar1 ve maksimum adorpsiyon kapasitelerindeki uyumlu
bu sonuclar tiim afinite partikiillerin sulu ¢ozeltiden IgG adsorpsiyonunun ikinci

dereceden kinetik modeli ile uyumlu oldugunu gosterdi.

Cizelge 3.3 Afinite sorbentlerin sulu ortamdan IgG adsorpsiyon kinetik sabitleri

Birinci Mertebe Ikinci Mertebe
Ligand Tiirii Qexp Qeq kix10> R? Jeq kox10' R’
(mg/g) (mg/g) (min’) (ng/g) (g/mg/min)
IDA-Cu(II) 32.87 21.68 3.72 0988 33.87 1.29 0.991
Kongo Kirmizist  21.17  11.55 294 0942 24382 0.47 0.994
L-histidin 2970 20.44 572 0986 33.73 091 0.992
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Sekil 3.16 IgG adsorpsiyonunun ikinci derece kinetik modeline uygulanmasi

3.3.8. Desorpsiyon ve Tekrar Kullamlabilirlik

Monodispers p(GMA-EGDMA)-CR ve p(GMA-EGDMA)-L-his afinite
partikiiller {izerine adsorplanan IgG molekiillerinin desorpsiyonu sirasiyla NaCl
cozeltisi (2 M, pH 6.0) ve 0.5 M NaCl iceren glisin-HCl (pH 2.6) ¢ozeltisi
kullanilarak %86 ve %74 oraninda gerceklestirildi. Protein molekiilii Cu(Il) metal
iyonu bagh afinite destek materyali gii¢lii bir selatlayici ajan olan EDTA (50mM)
¢ozeltisi kullanilarak, adsorbe olan IgG molekiillerinin %91’ inin desorbe edilebildigi

belirlendi.

Destek materyallerinin tekrar kullanilabilirligi, stirekli sistem maliyetleri
acisindan  Onemlidir.  Tasarlanan  afinite  destek  materyallerinin  tekrar
kullanilabilirligi, adsorpsiyon-desorpsiyon dongiileriyle belirlendi ve 4 kez
tekrarlanan ~ adsorpsiyon-desorpsiyon  isleminin  sonucunda,  adsorpsiyon
kapasitelerinde ©nemli bir kayip olmadigi gozlendi. Afinite mikrokiirelerin

rejenerasyonu 1 M NaOH cozeltisi ile gerceklestirildi. Sonug olarak farkli 6zellikte
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ligand tasiyan afinite destek materyallerinin IgG adsorpsiyon isleminde

kapasitelerinde ¢ok az bir kayipla yeniden kullanilabilecegi tespit edildi.

3.4. Literatiir Degerlendirilmesi

Farkli afinite sistemlerin kullamildigi IgG uzaklastirma ve saflastirma
calismalar1 icin literatiirde farkli adsorpsiyon kapasiteleri rapor edilmistir.
Fﬁglistaller(lgl), Affi-Gel, Eupergit, Ultragel, Sepharose gibi yaygin protein A afinite
kromatografi matrikslerinin dinamik baglama kapasitelerini arastirarak, adsorpsiyon

kapasitelerinin 0.7-20.1 mg IgGs/g araliginda degistigi belirlenmistir.

Klein ve arkadaslari’® tarafindan, biyospesifik ligand olarak protein A
immobilize edilen mikrogozenekli poli(kaprolaktam) hollow fiber ve diiz
membranlarinin kullanildigr bir ¢alismada IgG adsorpsiyonun kapasitesi 12.4-28.3
mg/cm3 olarak rapor edilmistir. Dancette ve arkadaslar1(183) tarafindan, insan ve
fareden IgG saflastirilmasi iizerine yapilan bir caligmada polimetilmetakrilat ve
poliakrilonitril temelli protein A/G afinite membranlarin1 kullanilarak IgG baglanma
kapasitesinin 6.6 mg/ml membran oldugunu bildirilmistir. Ma ve Ramakrishna''"®?,
protein A/G ile fonksiyonlandirilmis seliilloz asetat nanofiber membranlarinin,IgG
baglanma kapasitesinin 18ug/mg membran oldugunu bildirmistir. Ferrance"®",
protein A immobilize edilen Gellan zamki kiirelerini IgG adsorpsiyonu amaciyla
kullanarak, adsorpsiyon kapasitesini 10.7£0.2 mg immbolize protein A oldugunu
belirlemistir. Protein A ligand1 bagli mikro gézenekli polisiilfon hollow fiberler ile
yapilan bir ¢alismada, IgG adsorpsiyon kapasitesinin 8.8 mg/g oldugu

(186)

belirtilmistir ™. Protein A ligandinin kullamldigi bagka bir calisma Katoh ve
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arkadaslan tarafindan rapor edilmistir. Bu ¢alismada, silika iizerine bagh protein A

ligandinin dinamik IgG baglama kapasitesinin 38 mg/ml oldugu belirtilmistir''*”.

Kim ve arkadaslan’® ligand olarak hidrofobik 6zellikteki —aminoasitleri
(fenilalanin ve triptofan gibi) iceren polietilen membranlarinin gama globulin
kapasitesinin, g polimer basina 50 mg oldugunu belirlemistir. Muller-Shulte ve
arkadaslan"® tarafindan, L-histidin ligand1 bagh Biograft Sepharose 4B, Superose
ve Spherosil gibi farkli polimerlerden elde edilen cesitli polimerik tasiyicilarin
maksimum IgG1 adsorpsiyon kapasitelerinin 0.05-0.23mg IgG1/ml sorbent

araliginda degistigi rapor edilmistir.

Farkli merkaptoheterosiklik ligandlarin (piridin, imidazol,purin ve pirimidin
halkalar) asilandig1 poli(etilenvinilalkol) hollow fiber membranlarin kullanildig bir
calismada, en yiiksek IgG adsorpsiyon kapasitesinin elde edildigi merkapto metil
imidazol ligand1 bagh hollow fiber membranlarin adsorpsiyon kapasitesi 100 pg/cm?

olarak kaydedilmistir(lgo).

Ramos-Clamont ve arkadaslan'®" domuz serumunda immunoglobunlerin
(IgA, IgG ve IgM) spesifik ayriminda kullanilan yiiksek oranda asetilenmis agaroz
matriksin (HA-Sepharose) izole edilen immunoglobulin fraksiyonunun; IgA i¢in
2.2+0.2 mg/mL, IgG i¢in 18.8+0.5 mg/mL ve IgM icin 1.4£0.1 mg/mL oldugunu
belirtmistir.  Etilendiamintetrametilenfosfonik  asit ile modifiye edilerek
pseudobiyospesifik sorbent olarak hazirlanan zirkonyum oksit kiirelerin kullanildigi
IgG adsorpsiyonunda maksimum dinamik baglanma kapasitesi 20-12 mg IgG/ml
kiire oldugu rapor edilmistir'’®?. insan serumundan spesifik olarak IgG izole edilmesi
icin tiyofilik paramanyetik polimer kiirelerin kullanildigi bir yontem Qian ve

arkadaslan tarafindan kaydedilmistir. Bu g¢aligmada, insan serumundan IgG’nin
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199 " Senel ve

%72’ sinin kazanldigr ve safliginin %98.4 oldugu rapor edilmistir
arkadaslan’®® L-sistein ligand1 baghh p(GMA-MMA) afinite mikrokiirelerin, insan
serumundan immunoglobulin-G saflastirilmasi isleminde basari ile kullanilabildigini

rapor etmislerdir.

Sun ve arkadaslar'’®

, uzatma kolu bagli poliviniliden florid (PVDF) hollow
fiber yada membranlarinin kullanildigi afinite sistemlerinde,ligand olarak L-
fenilalanin, L-triptofan ve L-histidin aminoasitleri kullanilarak IgG adsorpsiyon
performanst arastirilmistir. Maksimum adsorpsiyon kapasitesinin elde edildigi
membran formda PVDF ile L-fenilalanin, L-triptofan ve L-histidin i¢in maksimum
adsorpsiyon kapasitelerinin 0.23, 0.12 ve 0.20 mg/cm2 oldugu belirtilmistir. Protein
A ve L-histidin baghh iki farkli p(GMA-EDMA) monolitin IgG adsorsiyon
kapasitelerinin sirastyla 0.064 pg/g ve 0.075 pg/g monolit oldugunu belirtmistir®.

Bueno ve arkadaslari'®”, L-histidin bagli hollow fiber kartusunun IgG adsorpsiyon

kapasitesinin 77.7 mg IgG/g polimer oldugunu belirtmistir.

L-histidin ligandinin kullanildig1 bir bagka ¢alismada ise, L-histidin ligandi
iceren p(HEMA-MAH) membranlarinin maksimum IgG adsorpsiyon kapasitesinin
13.06 mg/ml oldugu belirtilmistir"**. Bayramoglu ve Arica’?” tarafindan, Procion
Green HE-4BD immobilize edilen poliHEMA) ve polietilen imin(PEI) ile kompleks
olusturarak hazirlanan Procion Green HE-4BD immobilize p(HEMA) afinite
membranlarin IgG adsorpsiyon kapasitelerinin, sirasiyla 7.2 ve 11.3 mg/ml oldugu
rapor edilmistir. Bayramoglu ve arkadaslar1®® tarafindan rapor edilen baska bir
caligmada Red 120 boya ligandi bagh p(HEMA) membranlarin IgG ve HSA
adsorpsiyon kapasiteleri arastirilarak, maksimum IgG adsorpsiyon kapasitesinin

17.8 mg/ml oldugu belirlenmistir. Boya ligand kullanildigi bir baska caligmada,
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Reactive Green 5 bagh p(HEMA) mebranlarinin maksimum IgG adsorpsiyon

kapasitesinin 33.75 mg/ml oldugunu rapor edilmistir®”.

Immobilize metal afinite kromatografisi teknigi kullanilarak yapilan
calismalardan biri, Riberio ve arkadaslarinin insan plazmasindan IgG saflastirmak
amaciyla, iki farkli selatoriin kullanildign (TREN ve IDA) Ni(Il) immobilize
poli(etilenvinil alkol), (PEVA),hollow fiber membranlarinin hazirlanmasidir.
Yapilan c¢alismada, Ni(II)-TREN-PEVA hollow fiber membranmnin Ni(I)-IDA-
PEVA ile aym segiciligi gdstermesine ragmen daha diisiik adsorpsiyon kapasitesine
sahip oldugu belirlenmistir. IgG adsorpsiyonu igin Ni(II)-IDA-PEVA ve Ni(Il)-IDA-
agaroz jel kiireler ile karsilastinldiginda agaroz jel kiireler ile daha yiiksek

adsorpsiyon kapasitesine (19.2 mg/g) ulasildig1 belirtilmistir''?.

Bayramoglu ve arkadaslan*, IgG uzaklastirlmas1 amaciyla selatlayic1 ajan
olarak L-histidin amino asidinin kullamildig Fe(IIT) ve Cu(Il) baglh p(HEMA-GMA)
immobilize metal afinite membranlarim1 hazirlayarak, adsorpsiyon kapasitesine
uzatma kolunun(1,6-diaminoheksan) etkisini arastirmistir. En yiiksek IgG baglanma
kapasitesinin (25.6 mg/ml) uzatma kolu bagh ve Cu(Il) selatlanmis p(HEMA-GMA)
membranlari ile ulagildigi rapor edilmistir. Bayramoglu ve arkadaslann'® tarafindan
rapor edilen bagska bir calismada, IgG uzaklastirilmasi ve saflastirilmasi i¢in L-
histidin ligandi1 bagli p(GMA/MMA) kullanilmistir. Mikrokiirelere uzatma kolu ve
Cu(Il) metal iyonlar1 baglanmasiyla IgG adsorpsiyon kapasitesinin sirasiyla 93.9
mg/g ve 142.1 mg/g oldugu belirtilmistir.

Literatirde yer alan c¢alismalardaki IgG adsorpsiyon kapasitelerindeki
farkliliklarin, afinite sistemlerdeki adsorbentin kimyasal yapisi ve yiizey alani,

fonksiyonel gruplar, bagl ligand miktar1 gibi spesifik etkilerin bir sonucudur.
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3.5. Poli(GMA-MMA)-g-MAA Kiirelerinin Karakterizasyonu

Tez calisgmasinin ikinci boliimiinde biyolojik molekiil ile etkilesimini
incelemek iizere yeni manyetik 6zellik kazandirilmis akrilat kokenli afinite polimerik
partikiilleri hazirlandi. Bu dogrultuda, afinite kiirelere farkli bir monomerin
kopolimerizasyonu ve/veya monomerin yiizeyde asilanmast ve manyetik 6zellik
kazandirilmasi gibi islemlerle farkli 6zellikler kazandirilarak adsorpsiyon teknigi ile
tripsin enzimi immobilizasyonu ¢alismalar1 gerceklestirildi. Birinci asamada,
manyetik mp(GMA-MMA), polimerik destek materyali slispansiyon polimerizasyon
teknigi ile hazirlandi. p(GMA-MMA) mikro kiirelerinin epoksi gruplari,
magnetizasyon reaksiyonu sirasinda amin gruplarina doniistiiriildi. p(GMA-MMA)
mikro kiirelerinin yiizeyine metakrilik asit (MAA) monomeri as1 kopolimerizasyon
reaksiyonu ile agiland1 ve mp(GMA-MMA )-g-MAA, mikrokiireleri elde edildi (Sekil
3.17). Yiizeyine metakrilik asit asilanmis manyetik kiirelere tripsin enzimi

adsorpsiyon yoluyla immobilize edildi.
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Sekil 3.17 p(GMA-MMA)-g-MAA kiirelerin sentezinin sematik gosterimi'®®.

Sentezlenen mp(GMA-MMA) mikrokiirelerinin boy ve boyut dagilimi 425-
300-212-75-150 pm gbzenek caplt molekiiler elekler kullanilarak belirlendi (Sekil
3.18). Polimerizasyon verimi %65 olarak belirlenen en yiiksek doniigiimiin
gozlendigi 75-150 um boyut dagilimina sahip olan mikrokiireler bundan sonraki

deneylerde kullanilmak {izere ayrildi.
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Sekil 3.18 mp(GMA-MMA) mikrokiirelerine ait boyut dagilimi

Manyetik p(GMA-MMA) ve p(GMA-MMA)-g-MAA Kkiirelerinin yiizey
alanlar, BET metodu ile belirlendi. p(GMA-MMA) manyetik kiirelerin toplam
yiizey alan1 ve gozenek hacmi sirasiyla yaklasik olarak 7.45 mz/g ve 1.1x10’6cm3/g
olarak belirlendi. Metakrilik asit ile asilamadan sonra manyetik kiirelerin yiizey alani
ve gozenek hacmi 6nemli Slgiide ve sirasiyla 2.44 m%/g ve 1.3x10° cm’/g olarak

bulundu.

Manyetik p(GMA-MMA) kiirelerine MAA as1 kopolimerizasyonu amonyum
persiilfat baslaticis1 varliginda, serbest radikalik polimerizasyon yontemi ile
gerceklestirildi. Manyetik p(GMA-MMA) mikrokiirelerin asilama verimi, metakrilik
asit konsantrasyonu 0.0 -1.0 M ile degistirilerek belirlendi ve Sekil 3.19’da sunuldu.
Grafikten goriilecegi gibi, metakrilik asit konsantrasyonunun 0.8 mol/L degerine

arttirllmasiyla, asilama verimliligin %84.7 arttig1 ve bu degerden sonra degismedigi
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belirlendi. Bu nedenle sonraki asilama kopolimerizasyon reaksiyonlarinda, optimum

metakrilik asit konsantrasyonu 0.8 mol/L olarak kullanildi.
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Sekil 3.19 Monomer Konsantrasyonun Asilama Yiizdesine Etkisi

Manyetik kiirelere agilanan metakrilik asitin ulasilabilir karboksil gruplarinin
miktart potansiyometrik yontemle 13.46 mmol/g olarak belirlendi. Manyetik
destekler, iyon degistirici kolonlarda kullamildigi zaman su igerigi Onemlidir.

Asilanmis manyetik kiirelerin denge su igeriginin %63.7 oldugu tespit edildi.

Manyetik p(GMA-MMA) ve p(GMA-MMA)-g-MAA kiirelerin FT-IR
spektrumu  Sekil 3.20’de sunuldu. Spektrumdan goriildiigii gibi, ~3350 cmde
hidrojen bagimin karakteristik gerilme titresimi bulunmaktadir. Karakteristik
titresimler arasinda hem GMA hem de MMA’nin ~2957cm™"de goriillen metilen
titresimleri yer almaktadir. Diger taraftan, manyetik kiireler i¢in parmak izi bolgesi
olan 1615 ve 1210 cm™ arasinda cesitli bantlar gézlendi. Bu pikler, 1462 cm GMA
ve MMA’nin —CH,; grubunun makaslama bandi, 1393 cm™! ve 1285 cm’! sirastyla

GMA ve EGDMA’nin karbonil grubuna ait simetrik ve simetrik olmayan gerilme
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bantlarimin oldugu sdylenebilir. En 6nemli adsorpsiyon bandi ise  1765cm™de
goriillen manyetik kiireler iizerine asilanan metakrilik asitin karboksil gruplarinin
gostergesi olan banttir. Ayrica, 612 cm’! goriilen Fe;O4 molekiilii karakteristik bir
bandi, Fe;O4 molekiiliiniin kiire yapis1 icine basarili bir sekilde yerlestirildigini

gostermektedir.

mp(GMA-MMA)

Transmittance (%6)

mp(GMA-MMA)-g- MAA

1 ' " ' ' I " ' ' ' I ' ' ' '
4000 3000 2000 1000
Wavenumber cm™!

Sekil 3.20 Manyetik Kiirelerinin FT-IR Spektrumu

Manyetik p(GMA-MMA) ve p(GMA-MMA)-g-MAA kiirelerinin SEM
mikrograflart Sekil 3.21°de gosterildi. Taramali elektron mikroskobundan elde edilen
yiizey morfolojisi goriintiilerinden, manyetik kiirelerin kiiresel formda ve
boyutlarinin 75 ve 150 um arasinda oldugu goriildii (Sekil 3.21A). Sekil 3.21C’den

goriilebilecegi gibi, p(MAA) ile asilamadan sonra manyetik kiirelerin gézeneklerinin
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as1t kopolimeri ile doldugu ve p(MAA) asili manyetik kiirelerin yiizeyinin temel

manyetik kiireler ile karsilastirildiginda daha piiriizsiiz oldugu goriildii (Sekil 3.21B).
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Sekil 3.21 mp(GMA-MMA)-g-MMA kiirelerinin SEM fotograflari: (A) Manyetik
kiirelerin genel goriiniimii, (B) Asilamadan 6nceki yiizey morfolojisi,

(C) Asillamadan sonra yiizey morfolojisi
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Sentezlenen manyetik kiirelerin manyetik yogunlugu, oda sicakliginda
Elektron Spin Rezonans spektroskopisi (ESR) ile dogrulandi ve manyetik alana
(Gauss) kars1 manyetik yogunluk olarak edilen sonuglar Sekil 3.22°de gosterildi.
ESR spektrumundan, bir magnetit pikinden yaklasik 1000 Gauss’luk manyetik alanin

uygulanmasi ile manyetik kiireleri uyarmak icin yeterli oldugu gézlendi.

Dis bir manyetik alan uygulandifinda, kiirelerde etkin bir alan (H )

olusturmak icin, dig manyetik alana ( H, ) dik olarak elektronik manyetik momentin

ext

eklenmesi ile bolgesel manyetik alanin olusturdugu dis alandan eklenen yada azalan
bir i¢ manyetik alan olusabilir"®®.
H off — H,+H,.,
Sekil 3.22’de goriildiigii gibi, manyetik p(GMA-MMA) kiirelerinin bagil siddeti
2.8x10%°dir. Bu deger, termal c¢oktiirme esnasinda olusan magnetit nano
partikiillerden dolayi, polimerik yapinin lokal bir manyetik alana sahip oldugunu
gostermektedir. Sekil 3.22°den elde edilen g faktorii, ciftlesmemis elektronlarin
bulundugu yerin karakteristik bir niceligi olarak diisiiniilebilir ve asagida verilen
esitlik yardimiyla hesaplanabilir:

g=hv/pH,

Burada i Planck sabiti (6.63x107" erg s); B genel sabit (9.27x107" erg/Gs); v

frekans (9.80);109 Hz) ve H, manyetik alan rezonansidir (Gs).

Bilinmeyen bir sinyal i¢in g faktoriiniin Ol¢iilmesi, sinyalin belirlenmesinde
onemlidir. Literatiirde Fe(Ill) i¢in g faktorii, diisiik spin icin 1.4-3.1 ve yiiksek spin

kompleksleri icin 2.0-9.7 araliginda verilmektedir'*”.
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Manyetik p(GMA-MMA) icin yukarida bahsedilen esitlik kullanilarak
hesaplanan g faktorii 3.74 olarak belirlendi. ESR spektrumundan ve H, degerinden
goriildiigli gibi, 1870 Gs’lik manyetik alanin uygulanmasi, p(GMA-MMA) manyetik
kiirelerinin 1.0 graminda tiim dipol momentinin harekete ge¢mesi i¢in yeterli oldugu
diisliniildii.

Literatiirde, manyetik polimerik malzemeler i¢in bu degerin 1000 ve 20.000

(99 Literatiirdeki  calismalarla

Gauss arasinda oldugu rapor edilmistir
kiyasladigimizda, 1000 ve 20.000 kGauss arasinda degisen manyetik siddetler,
calismamizda cesitli uygulamalar i¢in daha az manyetik yogunluk gerektiren
manyetik kiirelerin sentezlendigini gostermistir. Bdoylece, manyetik kiireler
geleneksel sabit bir miknatis yardimiyla ¢ozelti ortamindan kolaylikla ayrilabilir.

Uygulanan manyetik kuvvet uzaklastirildigi zaman, manyetik kiirelerin basit bir

sekilde calkalanmasi ile kolayca dagitilabilir.

—— B) M p(GMA-MMA)

TIr = 1870

- ’—> A) p(GMA-MMA)
0.0

Intensity

0 2000 4000 6000

Gauss

Sekil 3.22 Manyetik p(GMA-MMA)-g- MAA kiirelerinin ESR spektrumu
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3.6. Tripsinin immobilizasyonu

Enzim immobilizasyon proseslerinde en ©Onemli konu enzimin destek
malzemesi iizerinde aktivitesini korumasidir. Immobilizasyon prosediiriinde herhangi
bir kimyasal modifikasyon yada fiziksel adsorpsiyon, enzimlerin aktivitesini
etkilemektedir. Iyon-degisim etkilesimi yoluyla gerceklesen adsorpsiyon islemi,
diger yontemlere gore daha iliman sartlar1 gerektiren bir protein immobilizasyon
yontemidir. Bu nedenle iyon degistirici adsorbentler protein ayriminda yada
immobilizasyon islemlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir®”. Ayrica, ¢ok bolgeli
baglanmanin enzimlerin yapisal kararligint gelistirmeye yardim ettigi bilinmektedir.
Manyetik p(GMA-MMA)-g-MAA mikrokiirelerine tripsin immobilizasyonu iyon
degisim etkilesim yoluyla gerceklestirildi. Enzim immobilizasyon kapasitesinin
manyetik kiirelere agilanan metakrilik asit yiizdesi ile degisimi Sekil 3.23’de verildi.
Sekil 3.23’den goriilebilecegi gibi manyetik kiirelere asilanan metakrilik asit
yiizdesindeki artig, immobilizasyon kapasitesinin artmasina neden olmustur. Fakat bu
oranin, yaklasik %84.7 asilama yiizdesinden sonra bir degismedigi gozlendi. Sekil
3.23’den goriilebilecegi gibi, tripsin yiiklemesi ve sonu¢ enzim aktivitesi, g kiire
basina 120 mg protein civarinda lineer olarak arttigi ve bu degerden sonra ise bir
plato degerine ulastifi gozlendi. Boylece, maksimum enzim yiiklemesinin 123.2
mg/g oldugu ve adsorbe olan enzimin baglangi¢ aktivitesinin %84.2’sini korudugu
belirlendi. Bu sonug, metakrilik asit asilanmis zincirler iizerine adsorbe olan enzimin
fazla yigilmasinin sonucu olarak substrat difiizyonunda sinmirlama meydana
gelmesiyle agiklanabilir. Bundan sonraki deneylerde, metakrilik asit agilama yiizdesi
%84.7 olan p(GMA-MMA)-g-MMA  mikrokiireleri tripsin immobilizasyon

deneylerinde kullanildi.
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Sekil 3.23 Enzim Yiikleme Kapasitesi Uzerine MAA Asilama Yiizdesinin Etkisi

3.6.1. Tripsin Immobilizasyonuna pH’mn Etkisi

Manyetik p(GMA-MMA)-g-MAA kiireleri izerine tripsinin
adsorpsiyonuna pH’1n etkisi immobilizasyon ortam pH’1 4.0-8.0 araliginda arastirildi
ve sonuclar Sekil 3.24°de verildi. mp(GMA-MMA )-g-MAA kiireleri ile maksimum
adsorpsiyon kapasitesine pH 7.0 da ulasildi ve pH’1n artis1 yada azalmasiyla azaldi.
Manyetik kiireler tizerindeki metakrilik asitin fonksiyonel karboksil gruplarimin,
tripsin adsorpsiyonunda aktif bolgeler olarak diisiiniildii. Tripsinin pl degeri 10.0
‘dir. Bu nedenle tripsin molekiilleri pH’1 10.0’dan daha diisiik olan bir ortamda net
pozitif yiike sahiptir. Bununla birlikte, metakrilik asitin karboksil gruplarmin pl
degeri 4.5 oldugundan dolay1 bu degerden daha yukar1 degerlerde net negatif yiike
sahiptir. Bu nedenle pH 7.0 civarinda olan adsorpsiyon ortaminda, protein ile iyon
degistirici  adsorbent arasinda elektrostatik etkilesimlerin baskin  oldugu

diisiiniilmektedir.
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Sekil 3.24 mp(GMA-MMA)-g-MAA Kkiireleri ile Tripsin adsorpsiyonuna pH etkisi;

Baslangic tripsin konsantrasyonu: 2.0 mg/mL

Cozeltinin pH degerine bagli olarak tripsin molekiillerinin amin gruplari
protonlanir (NH;") ve protonlanmanin derecesi, ¢ozelti ortaminin pH’ina bagh
olacaktir. Tripsin enziminin yiizeyindeki protonlanmig amin gruplari, tripsin
molekiilleri ile manyetik kiireler arasindaki elektrostatik etkilesimin tiiriinii
belirlemektedir®2%?. Daha alkali yada daha asidik bolgelerde enzimin adsorpsiyon
kapasitesinde azalma, zit yiiklii bu gruplar arasindaki elektrostatik itmelerden
kaynaklanabilir. Bu  dogrultuda, bundan sonraki caligmalarda, enzim
immobilizasyonu i¢in polikatyonik polimer asili manyetik kiireler ile bazik bir

protein olan tripsin adsorpsiyonu pH 7.0 da gerceklestirildi.

3.6.2. immobilizasyona Baslangi¢ Tripsin Konsantrasyonunun Etkisi

Manyetik p(GMA-MMA)-g-MAA kiirelerinin, adsorpsiyon kapasitesine
baslangi¢c tripsin konsantrasyonunun etkisini aragtirmak amaciyla, adsorpsiyon
ortaminda tripsin konsantrasyonu 0.2-2.0 mg/ml araliginda degistirildi. Sekil

3.25’den goriilebilecegi gibi, baslangic tripsin konsantrasyonun artmasi ile
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adsorpsiyon kapasitesi artmistir. Manyetik p(GMA-MMA) ve p(GMA-MMA)-g-
MAA kiirelerinin maksimum adsorpsiyon kapasiteleri sirasiyla, 1.97 ve 123.2 mg/g
kiire olarak belirlendi. Manyetik kiirelere metakrilik asit asilanmasi ile, tripsin
adsorpsiyon kapasitesinin yaklagik olarak 62.8 kat arttig1 gozlendi. Sekil 3.25’den
goriilebilecegi gibi, diisiik tripsin konsantrasyonunda deneysel tripsin adsorpsiyon
izotermi ¢ok yiiksektir ve 2.0 mg/ml baslangi¢ tripsin konsantrasyonunda bir plato

degerine ulagsmaktadir.
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Sekil 3.25 Baslangic tripsin konsantrasyonunun immobilizasyon kapasitesine etkisi

3.6.3. Serbest ve Immobilize Tripsin Enziminin Aktivite Tayini

Proteaz grubu enzimlerin bir iiyesi olan tripsin, ¢esitli yapay substratlarin
ester ve amid baglarin1 hidrolizler. Serbest halde bulunan ve manyetik p(GMA-
MMA)-MAA Kkiirelerine immobilize olan tripsinin amidaz aktivitesi, yapay substrat

olarak BAPNA (N-benzil-D-L-arjinin-p-nitroanilid) ¢6zeltisi kullanilarak belirlendi.
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3.6.3.1. Serbest ve immobilize Enzimin Aktivitesine pH Etkisi

BAPNA hidrolizinde serbest ve immobilize enzimin aktivitesi lizerine
pH’1n etkisini belirleyebilmek amaciyla reaksiyon ortam pH’1 4.0-9.0 araliginda
degistirildi ve Sekil 3.26°da verildi. Serbest enzim icin optimum aktivite pH 7.5’de
gozlenirken, immobilize enzim ic¢in optimum pH degeri yaklasik 8.5 olan daha alkali
bolgeye kaydign gozlendi. Immobilize tripsin ayrica, hem alkali hem de asidik

bolgelerde genisleyerek farkli bir pH profili sergiledigi gdzlendi.

Enzimin immobilize edilmesiyle optimum pH degerinin daha alkali bolgeye
kaymasi, enzim ve polimerik destek arasindaki ikincil etkilesimler(6rnegin,iyonik ve
polar etkilesimler,hidrojen bagi) yiiziinden olmasi muhtemeldir. Tripsin yada diger

enzimlerin immobilizasyonu i¢in benzer sonuclar farkli arastirmacilar tarafindan

s (203205
rapor edilmistir ),
100 -
90
80
&2
S 70
3
S 60
£
© 50 N
£
8 40
E’ 30~ —o— serbest tripsin
20 4 —s— immb. tripsin
10
0 ;
0 2 4 6 8 10
pH

Sekil 3.26 Serbest ve immobilize enzimin pH profili
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3.6.3.2. Serbest ve immobilize Enzimin Aktivitesine Sicakhgin Etkisi

Serbest ve immobilze tripsinin, ortam sicakligi ile aktivitesindeki degisimi
belirleyebilmek amaciyla reaksiyon ortam sicakligi 20-60°C araliginda degistirildi ve
sonuclar Sekil 3.27°de sunuldu. Sekil 3.27°den goriilebilecegi gibi, sicakligin
degismesi ile birlikte serbest enzim igin 40°C  immobilize enzim icin 45°C de
optimum aktivite gosterdigi ve can egrisine benzer bir profil sergiledikleri belirlendi.
Bununla birlikte, immobilize enzim ig¢in 45-55°C sicaklik araliginda goriilen plato
bolgesi serbest enzim icin gozlenmedi. Enzimin immobilize edilmesiyle optimum
sicaklikta gozlenen artig, enzimin fiziksel ve kimyasal oOzelliklerinin degisimine
neden oldugu diisiiniildii. Ayrica, enzimin amino gruplan ile destek materyali
arasindaki kovalent olmayan etkilesimler, enzimin substratina baglanmak icgin

gosterdigi konformasyonal esnekligini azaltir®®.
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Sekil 3.27 Serbest ve Immobilize Tripsinin Sicaklik Profilleri
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3.6.4. Serbest ve Immobilize Tripsin Enziminin Kararlihk Calismalar:

3.6.4.1. Serbest ve immobilize Enzimin Termal Kararhihg

Serbest ve immobilize enzimin termal kararliligi, cesitli sicakliklarda
substrat varliginda belirlendi. Sekil 3.28, 55 ve 65C gibi iki farkli sicaklikta sirasiyla
serbest ve immobilize enzimin 1s1 inaktivasyon egrilerini gostermektedir. Is1
kararlilik modeli, manyetik p(GMA-MMA)-g-MAA kiirelerine immobilize olan
tripsinin 55 °C’ deki termal inaktivasyon hizinin serbest enziminkinden daha kii¢iik
oldugunu gostermektedir. 120 dakikalik islem siiresinin ardindan immobilize
enzimin baslangic aktivitesinin %73’iinii korudugu buna karsin serbest enzimin

baslangic aktivitesinin ancak %49’nu korudugu belirlendi.

100 +
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80 4
70 4
60 -
50
40 +

30 4 —sa— serbest tripsin 55 oC

aktivite (%)

—=a— serbest tripsin 65 oC
20 7 —=a— immb. Tripsin 55 oC

10 | —e— immb. Tripsin 65 oC

0

0 20 40 60 80 100 120 140

zaman(dak)

Sekil 3.28 Serbest ve Immobilize Tripsinin Termal Kararliligt

65°C sicaklikta gerceklestirilen termal kararlilik deneylerinde, 120 dakikalik
islem siiresinin sonunda, serbest enzim baslangi¢c aktivitesinin %16’sim1 korudugu

immobilize enzimin serbest enzimden daha yavas hizda inaktive olarak baslangi¢
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aktivitesinin  %59’unu  korudugu belirlendi. Bu sonuglardan yararlanilarak
immobilize enzimin yiiksek sicakliklarda termal olarak kararliligini arttirdigi
belirlendi. Enzimlerin termal kararliligimin adsorpsiyonla artmasi uygulanma
potansiyellerini 6nemli 6l¢iide arttirmaktadir. Literatiirde enzimlerin immobilizasyon
sonucunda termal kararliligin arttigt bir ¢ok adsorbe enzim sistemi igin
kaydedilmistir(15 7206200 By gozlemler temel alindiginda iyon degistirici grup tasiyan
hidrofilik ag yapisina sahip manyetik p(GMA-MMA)-g-MAA mikrokiirelerine
adsorbe olan enzimin termal kararliliginin serbest karsitlarina gore daha yiiksek

oldugu belirlendi.

3.6.4.2. Serbest ve immobilize Enzimin Depolama Kararhhg

Serbest ve immobilize tripsin enziminin depolama kararliligi, tampon ¢ozelti
ortaminda (50 mM, pH 4) 4°C’de 8 hafta saklandiktan sonra enzimin aktivitesinin
Olciilmesiyle belirlendi. Bu depolama kosulunda, sekiz haftalik depolama
periyodunda immobilize tripsinin aktivitesinde %39’luk bir azalma kaydedildi (Sekil
3.29). Ayn1 depolama sartlarinda, dort haftalik depolama periyodunda serbest tripsin
enziminin aktivitesinin %89’unu kaybettigi belirlendi. Sekil 3.29’dan goriildiigii gibi
immobilize tripsin, serbest formuna gore daha yiliksek depolama kararliligina
sahiptir. Enzim ve manyetik kiirelerin karboksil gruplar1 arasinda ¢cok bolgeli iyonik
etkilesimlerin olugmasi ayrica immobilize enzimin daha yiiksek konformasyonal
kararliliga sahip oldugunu gosterir. Serbest enzimin aktivisindeki bagil azalma,
depolama sirasinda enzimin ortamda kolaylikla otoliz olmasina baglanabilir.
Manyetik p(GMA-MMA)-g-MAA kiirelerinin iizerine tripsinin immobilizasyonu

otolizin etkisini azalttif1 sdylenebilir. Kararlilik deneylerinin gerceklestirildigi 4°C
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sicaklik degerinin immobilize enzimin depolanmasi i¢in uygun oldugu

diisiiniilmektedir.
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Sekil 3.29 Serbest ve Immobilize Enzimin Depolama Kararlilig:

3.6.5. Enzim Kinetigi

Enzim immobilizasyonun 6nemli oldugu enzim reaktorleri ve
biyosensorlerin yapiminda izlenebilen kinetik parametrelerde gozlenen degisiklikler
cok onemlidir. Enzim kinetiginin belirlenmesi amaciyla, serbest ve immobilize
enzim i¢in farkli konsantrasyonlardaki yapay substratin (BAPNA) hidrolizinin
baslangic reaksiyon hiz1 6lciildii ve elde edilen veriler Michaelis-Menten esitligine

uygulandi. Serbest ve immobilize enzim i¢in maksimum reaksiyon hizi (V_ ), ve
Michaelis-Menten sabiti( K, ) degerleri hesaplandi, sonuglar Cizelge 3.4 de verildi.

Serbest tripsin enzimi i¢in K, ve V_ degerleri sirasiyla 9.7 mM, 5890 U/mg olarak
hesaplandi. immobilize enzim igin K, degeri 13.6 mM olarak belirlendi ve

K, degeri serbest karsitina gore 1.4 kat daha yiiksek oldugu goriildii. Bu degisim,
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manyetik kiireler iizerine adsorpsiyon yoluyla immobilize olan enzimin substrata
kars1 gosterdigi afinitenin degistigini gostermektedir. Bununla birlikte immobilize

enzimin V,__ degeri 3946 U/mg olarak hesaplandi. Bu deger serbest enzim ile

karsilastirildiginda 1.5 kat azaldig belirlendi.

Cizelge 3.4 Serbest ve Immobilize Kinetik Sabitleri

Yiiklenen . ... Katalitik
Enzim Tiirii K., Vs . Enzim Vlgriimnh{lk verim
(mM) (U/mg enzim) (mg enzim /g) aktoru (ke K )
Serbest 9.7 5890 i ) 607
Enzim
Immobilize
) 13.6 3946 124.7 0.67 290
Enzim

Enzim immobilizasyonundan sonra K, ve V__ degerlerindeki degisimler

208-210 o . . N ..
( ). Bu degisimler, immobilize enzimin serbest

cesitli sebepler sunulabilir
karsitina gore daha az aktif konformasyona neden olan, enzimin destek materyaline
asilanan metakrilik asit ile iyon degisimi gibi ¢esitli faktorlere baglanabilir. Tripsin
enziminin yiizeyi sirastyla 15 ve 2 lisin ve arjinin kalintilarina sahiptir. Dolayisiyla,
negatif yiiklii destek materyali ve yiizeyinde pozitif aminoasit kalintilar1 bulunan
tripsin enzimi arasinda iyon degisim etkilesimi hakimdir. Tripsinin bu cok bdolgeli
etkilesim yoluyla immobilize edilebilecegi sOylenebilir. Ancak, prosesin immobilize
enzimin konformasyonel deformasyonuna da neden olabilir. Boylece, immobilize

enzimin uygun olmayan yOnlenmesi ile substratin baglandigr aktif bolgeler

engellenebilir.
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Verimlilik faktorii, immobilize enzimin serbest karsitina gore maksimum

reaksiyon hizlarindan hesaplanabilir:

77 = ‘/immb / Vserbest

Burada, V.

immb >

Vv

obesy SIFAstyla immobilize ve serbest enzimin reaksiyon hizim
gostermektedir. Bu hesaplamadan, manyetik kiirelerin immobilize tripsin ig¢in

verimlilik faktorii 0.67 olarak bulundu. k_, /K, bir enzim- substrat ¢iftinin katalitik

veriminin bir Ol¢iisiidiir. Calismamizda, serbest ve immobilize tripsinin katalitik

verimlilikleri (k_, /K, ) swasiyla 607 ve 290 olarak bulundu. Enzimin

cat

immobilizasyonla katalitik verimliliginin 2.09 kat azaldig1 belirlendi.

3.6.6. Immobilize Tripsinin Protein Parcalama Verimliligi

Tripsin enzimi, yaygin olarak proteinleri sindirmek ve peptitleri olusturmak
icin kullanilmaktadir. Tripsin ¢ok iyi tamimlanmis spesifiklige sahip oldugundan
dolayi, ozellikle bu calismalar icin uygundur. Tripsin spesifik olarak, lisin ve arjinin
kalintilarinin karboksil yan zincirlerindeki peptit baglarini hidrolize eder. Immobilize
tripsin enziminin protein par¢alama amaciyla kullanilabilirligi ve verimliligi iki farkli

model protein (6rn; HSA ve Sitokrom c) kullanilarak belirlendi.

Immobilize enzimin HSA ve Sitokrom ¢ parcalama etkinligine ait HPLC
kromatogramlann Sekil 3.30A ve 3.30B’de ayrnintili olarak gosterildi. HPLC
kromatogramlarindan immobilize tripsin ile her iki proteinin de etkili bir sekilde
parcalandigr goriildii. Bununla birlikte, immobilize tripsin ile proteinlerin

parcalanmasindan sonra HPLC ile elde edilen HSA ve Sitokrom c’ye ait
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kromatogramlar karsilastirildiginda Sitokrom c¢’nin HSA’dan daha fazla sayida

peptit sayisi elde edildi.

37.5 Tl

{A) Human serum albumin '|| WL
25.3 b H f M \ /q_\_,_.-ﬂ"'-ﬂ-'-\_h‘\_‘
12,5 1 L ﬂ f \’ f —
"J\‘MJL"—P’“ b miif
20 40 6,0 8.0 10,0 1 2.‘3’ 14,'3 1 E.D 1 E,U 20,0 220 26,6
Time {min)
30,01
(B) Cytochrom C
{mau 'l WVL:220 nm
20,0 ] L’ J\\ Iﬂ ]_J\ -Ju'
—hﬂ—lﬂu [ P JLJ ‘--x P - - N
50 1 iy
I 3,0 2,0 4.{) 'E,Cl 30 1C||:| 12{:‘ 14|'.'| 16(} 130 20,0 220 . 25,0

Sekil 3.30 HPLC kromatogramlari:(A) immobilize tripsin ile HSA parcalanmasi,

(B)Immobilize tripsin ile Sitokrom ¢ par¢alanmasi

Karsilastirma icin serbest tripsin enzminin HSA ve sitokrom ¢ parcalama
performansi arastirildi. Serbest tripsin enzimi ile HSA ve sitokrom c’ye ait peptit
kromatogramlari, immobilize tripsinin serbest tripsinden az farkli oldugu belirlendi.
Sonuglar, manyetik p(GMA-MMA)-g-MAA Kkiireleri iizerine iyon degisim
etkilesimiyle immobilize edilen tripsinin protein par¢alanmasinda ve birincil yapinin
belirlenmesinde pratik olarak uygulanabilecegini gostermektedir. immobilize tripsin
kartuglara yerlestirilebilir ve siirekli bir akis sisteminde peptit haritasinin

otomasyonunda kullanilabilecegi diistiniildii.
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3.6.7. Destek Materyali ve Immobilize Tripsinin Tekrar Kullamlabilirligi

p(GMA-MMA)-g-MAA kiirelerinin tekrar kullanilabilirligini belirlemek
icin, aym destek materyali kullanilarak tripsinin adsorpsiyon-desorpsiyon dongiisii
alt1 kez tekrarlandi. Tripsin adsorplanmis manyetik kiirelerin rejenerasyonu 1.0 M
NaCl iceren 1.0 M formik asit ¢ozeltisi kullanilarak gerceklestirildi. Alt1 kez
tekrarlanan  adsorpsiyon-desorpsiyon dongiisii sonunda manyetik kiirelerin
adsorpsiyon kapasitesinde yalnizca %8’lik bir azalma oldugu belirlendi. Bu bulgular,
p(GMA-MMA)-g-MAA  kiirelerinin  adsorpsiyon  yoluyla tersinir enzim
immobilizasyonunda baglangi¢ yiikleme kapasitesinde c¢ok kiiciik bir degisim ile
tekrar kullanilabilecegini gostermistir.Yapay substrat olarak kullanilan BAPNA ’nin
hidrolizi aym tripsin immobilize kiireler ile 25°C’de gerceklestirildi. Manyetik
kiirelere immobilize olan enzim 20 kez tekrar kullamldi ve ilk yedi kullanimda
aktivite kaybimin %23 oldugu, daha sonraki on ii¢ kullanimda sabit kaldig1 gozlendi.
Sonuglar, manyetik p(GMA-MMA)-g-MAA Kkiireleri iizerine adsorplanan tripsinin

aktivitesinde kayip olmaksizin tekrar tekrar kullanilabilecegini gosterdi.

3.7. Literatiir Degerlendirilmesi

Enzimlerin c¢esitli destek materyallerine immobilizasyonu 6zellikle
biyomedikal ve biyoteknolojik alanda ¢ok sayida pratik uygulamalarda

kullanilmaktadir®' '3,

Literatiirde enzimlerin yiiksek aktivite ve kararlilikla
immobilizasyonu i¢in gelistirilen cesitli yontemler ve destek materyalleri yer

almaktadir. Proteolitik bir enzim olan tripsin immobilizasyonu i¢in literatiirde ¢ok

sayida metot ve destek materyalinin kullanildig1 ¢calisma rapor edilmistir.
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(150)

Kang ve arkadaslari ", tripsinin kovalent olarak immobilize edildigi

poli(metil metakrilat-etilakrilat-akrilikasit) lateks partikiillerinin maksimum enzim
aktivitesinin 958.0 mg tripsin/g kiire oldugunu bildirmistir. Wu ve arkadaglar®'®
tarafindan rapor edilen bir calismada, makrogdzenekli kitosan ile kaph silika jel
kiireleri hazirland1 ve sirasiyla Cu(Il), Zn(II) ve Ni(Il) metal iyonlar yiiklenerek
metal immobilize afinite kromatografik adsobentlerine tripsin metal-protein etkilesim
kuvvetleri yoluyla adsorbe edilmistir. Maksimum adsorpsiyon kapasitesinin
4980+125 TU g—1 degeri ile Cu(l) immobilize edilen afinite jel kiireler ile
gozlendigi, immobilize tripisinin baglangi¢ aktivitesinin yalmzca %24 kaybettigi

belirtilmistir. Nicoli ve arkadaslari®"”

, on-line hizli protein parcalama ve peptit
haritasinin belirlenmesi i¢in tripsinin kovalent olarak immobilize edildigi ii¢ farkli
(epoksi, karbonildiimidazol ve etilendiamin) monolitik immobilize enzim reaktorii
hazirlayarak, Epoksi, karbonilimidazol ve etilendiamin monolitik enzim reaktorlerine
kovalent olarak baglanan enzim miktarlart sirasiyla 0.9,1.5,1.1 mg ve enzimatik
aktivitelerinin ise swasiyla 479, 157, 539 BAEEU/mg oldugunu belirtmistir.
Proteinlerin pargalanmasi ve peptit ananlizi i¢in hazirlanan tripsin temelli monolitik
bir biyoreaktorde, tripsinin monolitik kolona kovalent olarak baglandigi ve

(154)

immobilize enzim miktarinin 66.07 mg oldugu belirtilmistir ~~’. Temporini ve

arkadaslarl(zm)

, peptit ve proteinler gibi biyoteknolojik ilaclarin kalite kontrolunda
kullanilmak iizere, farkli miktarlarda tripsin yiiklenen silika temelli monolitik tripsin
biyorekatorleri hazirlayarak, proteinlerin pargalanmasi ve tayini icin  on-line

LC/ESI/MS/MS sistemine baglanmistir. En iyi kromatografik sartlarin elde edildigi

monolitik enzim reaktoriinde bagl enzim miktarinin 7.13 mg oldugu rapor edilmistir.
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. 217
Caromori ve Fernandes®!”

, glutaraldehit ile aktive edilen poli(etilen
teraftalat)-poli(anilin) seritlerine immobilize olan tripsin miktarinin 4.55EU/cm”
oldugunu ve immobilize enzimin 4Cde 14 giin boyunca aktivitesini %100
korudugunu, ayn1 seritin 4 kez kullanilabilecegini belirtmistir. Bayramoglu,Erdogan

ve Arca'?

tarafindan iyon degistirci poli(metakrilik asit) asili  kitosan
membranlarina adsorpsiyon yoluyla baglanan tripsinin miktariin 92.86 mg/ml
oldugunu rapor edilmistir. Tripsinin fiziksel adsorpsiyonu iizerine yapilan bagka bir
calisma Arica,Akyol ve Bayramoglu tarafindan rapor edilmistir. Bu calismada,
glutamik asit asili manyetik p(GMA-EGDMA) mikrokiirelerin maksimum tripsin

(133)

adsorsiyon kapasitesinin 84.96 mg/g oldugu rapor edilmistir *’. Yamada ve

arkadaglan®'®

, poliakrilik asit asili poli(etilen) levhalara farkli miktarlarda kovalent
olarak tripsinin aktivitelerini belirlemistir. Sonug¢ olarak, 0.015 mg tripsin /em®
levhanin aktivesinde %45, 0.053 mg tripsin /cm” levhaya bagh tripsinin aktivitesinde
ise %13’liik bir azalma oldugu kaydedilmistir. Purcena ve arkadaslarn®'® tarafindan,
glutaraldehit ile aktive edilen poli(anilin) yiizeyine kovalent olarak baglanan
maksimum tripsin miktarinin 2000U/g oldugu ve 4°C de 49 giin boyunca baslangi¢
aktivitesinin %58’ini korudugu belirtilmistir. Kovalent tripsin immobilizasyonu ile
baska bir calisma Kang ve arkadaslar tarafindan kaydedilmistir. Bu calismada,
emiiliyon polimerizasyonu ile sentezlenen p(MMA-EA-AA) lateks partikiillerinin

maksimum enzim kapasitesinin 958 mg tripsin/g partikiil oldugu belirtilmistir™>".
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4.SONUC

Tsvett ve Lederer gibi kromatografi biliminin Onciileri, kromatografik
sistemlerde ayirma ortami olarak, dogal gozenekli inorganik materyalleri
kullanmistir. 1950’1ili yillarin ortalarinda ise, biyomolekiillerin biiytikliik dislama ve
iyon degisim kromatografisi ile ayriminda modifiye polisakkarit temelli polimerik
destek materyalleri kullanilmistir. Polimerik kokenli kolon destek materyallerinin
kullanilmasiyla birlikte, biyomolekiillerin etkin bir sekilde ayrilmasi ve

saflastirilmasinda HPLC uygulamalar1 hiz kazanmustir®”.

Son yillarda, polimer kokenli sabit fazlarin pH degisimlerine karsi kararl
olmalar1 ve ulasilabilir fonksiyonel gruplarinin cesitliligi nedeniyle biyomolekiillerin
ayrilmast ve saflastirilmast amaciyla kromatografik yontemlerde kullanilmalarina
duyulan giderek artmistir. Sentetik polimerler arasinda yer alan metakrilat temelli
destek materyalleri, cesitliligi, asidik ve bazik kosullar altinda kararli olmasi, bir dizi
basit reaksiyon ile kolaylikla fonksiyonlandirilarak yiiksek kapasitede amin ve
karboksil gruplar1 tagiyan sabit fazlar hazirlanmasina uygun olmasi nedeniyle
biyomolekiillerin ayrilmasi ve saflastirnllmas1 islemlerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bir alkil, bir akrilat ester ve bir karboksil grubu i¢eren metakrilat
monomerleri, monomerlerin genis bir boliimii ve esnek polimer zincirleri saglayan
fonksiyonel molekiiller ile reaksiyona girebilir. Ayrica bu materyaller, mikrobiyal

degredasyona kars1 dayanikli uzun 6miirlii polimerlerdir.

Kromatografinin bir ¢ok alaninda uygulamasi bulunan metakrilat temelli
kiireler, klasik siispansiyon polimerizasyonu ile hazirlanabilmektedir. Ancak, son

yillarda arastirmacilar genis boyut dagilimina sahip kiirelerin elde edildigi
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siispansiyon polimerizasyon teknigi yerine, daha dar boyut dagilimi yada
monodispers partikiillerin elde edilebildigi dispersiyon polimerizasyonu teknigi

kullanmaya baglamistir.

Monodispers partikiiller, tek boyut dagilimma sahip olmasi, caplarinin
duyarhilikla tayin edilebilmesi, ylizey ozelliklerinin karakterize edilebilmesi, farkli
boyut ve kimyasal 6zellige sahip olarak sentezlenebilmesi nedeni ile kromatografik
uygulamalarda, yiliksek basincli sivi kromatografisinde (HPLC) kolon dolgu
materyali ve afinite kromatografisinde biyolojik molekiillerin ayrim1 ve
saflastirilmasi isleminde basar ile kullanilabilmektedir. Monodispers partikiillerin
yiizeylerine tutuklanan biyolojik molekiiller, partikiil i¢i difiizyon simirlamasi
olmaksizin, sulu ortamda bulunan molekiillerle kolaylikla etkilesebilmektedir. Bu
nedenle, arasgtirmacilar son yillarda ¢ok cesitli monomerlerden mikron yada
nanometre boyutlu monodispers kiire sentez prosesleri gelistirerek farkli amaglara

uygun malzemeler {iretmeyi basarmiglardir.

Biyoteknoloji alanindaki hizli gelisme, teshis ve tedavi amaciyla kullanilan
proteinlerin yiiksek saflikta ve verimlilikte saflastirilmasi i¢in yeni yontemlerin
arastirilmasim~ ve  gelistirilmesini  saglamistir.  Biyomedikal arastirmalarda
monoklonal antikorlarin biiyiiyen rolii yaygin olarak bilinmektedir. Buna paralel
olarak antikor temelli tedaviler ve in vivo teshisler diinya capindaki ilag¢ sirketlerinin
vasitastyla daha biiyilk bir onem kazanmaktadir. Kanser ve diger hastaliklarin
tedavisinde kullanilan bir monoklonal antikor olan insan IgG’nin endiistriyel olarak
iiretimi  ozellikle ©nemlidir (27 ton/yil). Insan Immunoglobulin G’lerin
uygulamalarinin en belirgin 6zellikleri, hastalarin enfeksiyonlara karsi olan

direnclerinin artmasidir. Ayrica, IgG’ler sitokinler ve kan pihtilastiric1 faktorler gibi

132



farmasotik oneme sahip proteinlerin saflagtirilmasinda biyoafinite ligandi olarak
kullanilmaktadir. Endiistriyel lgekte insan plazmasindan IgG saflastirmak i¢in en

(12) " Bununla birlikte

cok kullanilan yontem etanol ile ¢oktiirme islemidir
kromatografik teknikler arasinda yer alan ve secici bir saflastirma ydntemi olan

afinite kromatografisi kullanilarak yiiksek saflikta IgG saflagtirmak miimkiindiir.

Bu dogrultuda sunulan tez calismasinda, yapisinda akrilik ve epoksi gruplar
sayesinde polimer dizayninda esneklik saglayan ve modifikasyona izin veren glisidil
metakrilat (GMA) temelli, farkli 6zelliklerdeki afinite destek materyalleri uygun
polimerizasyon yontemleri ile sentezlendi. Bu amagcla, iki bolimii kapsayan tez
calismasinin ilk boliimiinde, afinite kromatografisi uygulamalarinda dolgu maddesi
olarak kullanilabilecek farkl1 6zelliklere sahip, monodispers yeni afinite partikiilleri
hazirland1 ve biyoteknolojik ac¢idan biiyiik 6neme sahip olan IgG molekiillerine kars1
gosterdigi afinite arastirildi. Dispersiyon polimerizasyonu teknigi ile hazirlanan
monodispers p(GMA-EGDMA) partikiillere bagh farkli o6zellikteki ligandlarin
IgG’ye kars1 afinitesini belirlemek iizere glutarikdialdehit kullanilarak modifiye
edilen p(GMA-EGDMA) partikiillerine L-histidin amino asidi (L-his), Kongo
Kirmizis1 (CR) boya ligand1 ve Cu(Il) iyonlarinin selatlanmasi amact ile ¢ disli
iminodiasetik asit (IDA) ligand1 yiizeye kovalent olarak baglandi ve siras1 ile
P(GMA-EGDMA )-L-his, p(GMA-EGDMA)-CR ve p(GMA-EGDMA)-IDA-Cu(Il)

monodispers partikiilleri elde edildi.

Afinite destek materyallerinin IgG adsorpsiyon davranisi, farkli adsorpsiyon
kosullarinda arastirildi. pH, iyonik siddet ve sicaklik gibi parametrelerin adsorpsiyon
dengesi iizerinde 6nemli etkilere sahip oldugu belirlendi. Adsorpsiyon ortam pH’1

IgG adsorpsiyonunda onemli bir etken oldugu ve adsorbent ile IgG arasindaki
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spesifik etkilesimi belirledigi diisiiniildii. Monodispers p(GMA-EGDMA)-L-his,
p(GMA-EGDMA)-CR ve p(GMA-EGDMA)-IDA-Cu(ll) partikiilleri i¢in maksimum
IgG adsorpsiyon kapasitelerine sirasiyla pH 7.0, 6.0 ve 7.5 de ulasildi ve sonuclarin

literatiir ile uyum icerisinde oldugu belirlendi.

Afinite sorbentlerin IgG denge adsorpsiyonuna sicaklik degisiminin etkisi
arastirildiginda, Cu(Il) metal iyonu selatlanan afinite partikiiller icin, sicakligin
artmastyla adsorpsiyon kapasitesinde azalma, diger afinite partikiillerin adsorpsiyon
kapasitesinde ise artis gozlendi. Bu sonugla, immobilize metal iyon afinite destek
materyalinin, sulu ¢ozeltiden gerceklestirilen IgG adsorpsiyon isleminin entalpisinin
ekzotermik, diger afinite partikiiller i¢cin endotermik oldugu belirlendi. Adsorpsiyon
ortaminda iyonik siddetin arttirilmasiyla, tim afinite sistemlerin adsorpsiyon
kapasitelerinde 6nemli derecede azalma kaydedildi. Bu sonug ile afinite ligadlar ve

IgG etkilesiminin yiiriitiicii kuvvetinin elektrostatik etkilesimler oldugu diisiiniildii.

Test edilen tiim afinite sorbent sistemleri icin hesaplanan teorik

q,,degerlerinin, deneysel verilerin ikinci mertebe kinetik esitligin uygulanmast ile
elde edilen ¢, degerleri ile uyumlu oldugu belirlendi. Bununla birlikte, tasarlanan

tiim afinite sistemlerinin IgG adsorpsiyon davranigsinin Langmiur izoterm modeliyle

aciklanabilecegi belirlendi.

Monodispers afinite partikiiller ile sulu ¢ozeltiden IgG adsorpsiyon prosesinin
tiirlinii belirlemek icin Dubinin-Redushkevich (D-R) izoterm modeli kullanilarak,
test edilen afinite partikiiller icin hesaplanan adsorpsiyon enerjilerinin literatiirde
fiziksel adsorpsiyonu tamimlayan aralikta oldugu belirlendi. Bu nedenle tiim
monodispers afinite partikiiller icin sulu cozeltiden IgG uzaklastirilma isleminde

adsorpsiyon igleminin dogasinin fiziksel oldugu diisiiniildii.
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[k boliimde, dispersiyon polimerizasyonu ile sentezlenen metakrilat kokenli
monodispers p(GMA-EGDMA) partikiilleri, genis yiizey alam ile ligand ve protein
molekiillerin kolay immobilizasyonuna olanak saglamasinin yani sira, monodispers
yapida olmasiyla partikiil ici difiizyon sinirlamasi olmaksizin sulu ortamda bulunan
IgG molekiilleri ile kolaylikla etkilesmek suretiyle onemli avantajlar sunmaktadir.
Ayrica, monodispers p(GMA-EGDMA) partikiillerinin reaktif epoksi gruplari
araciligiyla polimer yiizeyine baglanan farkli 6zellikteki pseudospesifik (L-histidin,
Kongo Kirmizisi, immobilize Cu(Il) selat) ligandlarin, kromatografik sistemlerde
kararsiz ve maliyeti oldukca yiiksek olan biyolojik ligandlara gore iistiin 6zelliklere
sahiptir. Bu ligandlar, yiiksek kararlilik, kapasite ve spesifikligin yam sira diisiik

maliyet saglamaktadir.

Monodispers p(GMA-EGDMA )-L-his, p(GMA-EGDMA)-CR ve p(GMA-
EGDMA)-IDA-Cu(ll) partikiiller ile elde edilen maksimum IgG adsorpsiyon
kapasiteleri sirasiyla, 29.7, 21.17 ve 32.87 mg/g olarak elde edildi ve non spesifik
IgG adsorpsiyonun ihmal edilebilir diizeyde oldugu belirlendi. Monodispers p(GMA-
EGDMA )-L-his, p(GMA-EGDMA)-CR ve p(GMA-EGDMA )-IDA-Cu(Il) partikiilleri
ile IgG adsorpsiyon calismalarinda elde edilen sonuglar, literatiirde yer alan sonuglar
ile karsilastirildiginda, afinite sistemlerin tasarlanmasinda etkin protein ayrimlari
icin, bagh ligand kadar, destek materyalinin de ¢cok 6nemli bir parametre oldugu

diistiniildii.

Sonu¢ olarak, immunolojik hastaliklarin teshis ve tedavisinde kullanilan
IgG’nin sulu cozeltilerde monodispers p(GMA-EGDMA )-L-his, p(GMA-EGDMA )-

CR ve p(GMA-EGDMA)-IDA-Cu(ll) partikiilleri ile optimum adsorpsiyon
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kosullarinda yiiksek baglanma kapasiteleri ile etkili bir sekilde uzaklastirilabilecegi

diisiiniilmektedir.

Tez calisgmasinin ikinci boliimiinde biyolojik molekiil ile etkilesimini
incelemek iizere yeni manyetik 6zellik kazandirilmis akrilat kokenli afinite polimerik
partikiilleri hazirlandi. Bu dogrultuda, afinite kiirelere farkli bir monomerin
kopolimerizasyonu ve/veya monomerin yilizeyde asilanmast ve manyetik 6zellik
kazandirilmasi gibi islemlerle farkli 6zellikler kazandirilarak adsorpsiyon teknigi ile
tripsin enzimi immobilizasyonu ¢aligmalart gerceklestirildi. Birinci asamada,
manyetik mp(GMA-MMA), polimerik destek materyali siispansiyon polimerizasyon
teknigi ile hazirlanarak yapisindaki epoksi gruplari, magnetizasyon reaksiyonu
sirasinda amin gruplarina doniistiiriildii. mp(GMA-MMA) mikrokiirelerinin yiizeyine
metakrilik asit (MAA) monomeri as1 kopolimerizasyon reaksiyonu ile asilanarak,
manyetik mp(GMA-MMA )-g-MAA, mikrokiireleri elde edildi. Yiizeyine metakrilik
asit asilanmis manyetik kiirelere model protein olarak tripsin enzimi adsorpsiyon

yoluyla immobilize edildi.

Tripsinin, mp(GMA-MMA)-g-MAA Kkiireler lizerine adsorpsiyon davranigina
cesitli adsorpsiyon parametrelerinin etkisi arastirildi. Sonuglar, ortam pH’1 ve
baslangic enzim konsantrasyonunun adsorpsiyon dengesi iizerinde etkili oldugunu
gosterdi. Ayrica, immobilize enzimin serbest enzim ile kiyaslandiginda pH ve
sicaklik profilinin ©nemli Ol¢iide degistigi belirlendi. Bununla birlikte, tripsin
enziminin manyetik destek materyaline immobilize edilmesiyle termal ve depolama

kararliliginin da gelistigi gozlendi.

Manyetik p(GMA-MMA)-g-MAA kiirelerinin adsorpsiyon yoluyla tersinir

enzim immobilizasyonunda baslangi¢ yiikleme kapasitesinde ¢ok kiigiik bir degisim
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ile tekrar kullanilabilecegi belirlendi. immobilize enzimin yapay substrat olarak
kullanilan BAPNA’nin hidrolizinde 20 kez tekrar kullamildiginda aktivite kaybinin
%23 oldugu gozlendi. Bu sonuclar, manyetik p(GMA-MMA)-g-MAA kiireleri
lizerine adsorplanan tripsinin aktivitesinde kayip olmaksizin tekrar tekrar
kullanilabilecegini gosterdi. Ayrica, manyetik kiirelerin basit bir miknatis yardimiyla
adsorpsiyon ortamindan kolaylikla ayrilabilmesi, islem siiresi Onemli Olgiide

kisaltmastir.

Boylece, hazirlanan metakrilat kokenli destek materyallerine manyetik 6zellik
kazandirilmasiyla, zor kosullu ayirma basamaklarinin elimine edildigi kisa islem
siiresi, ekonomik islem maliyeti, otomasyona ve siirekli sistemlere kolaylikla
uygulanabilmesi klasik enzim immobilizasyon sistemlerine gére énemli iistiinliikler
getirmektedir. Ayrica, manyetik mikrokiirelere MAA asilanmasiyla polimer
yiizeyinde olusan nano iplikgikler ile enzim ve enzimatik reaksiyon i¢in biiyiik yiizey
alam1 sayesinde enzim immobilizasyonu i¢in yiiksek adsorpsiyon kapasitelerine

ulasilmaktadir.
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