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Bu tez g¢alismasmin amaci, sigir serum albuminin sulu ortamdan
adsorpsiyonu igin, yeni bir immobilize metal afinite membran1 (IMAM)
gelistirmektir. Gelistirdigimiz IMAM sisteminde, destek materyali olarak, metil
metakrilat (MMA) ve glisidil metakrilat (GMA) monomerleri kullanilarak,
fotopolimerizasyon yontemi ile sentezledigimiz, poli(GMA-MMA) polimerini
kullandik. poli(GMA-MMA) membranlarina, bir tridentat selatlayic1 ligand olan
iminodiasetikasit (IDA) kovalent olarak baglanarak, poli(GMA-MMA)-IDA

membrani elde edildi. Metal iyonu olarak, bir sinir metali olan Cu(II) secildi. IDA ve



Cu(Il) arasinda, koordinasyon kompleksi olusumu saglandi ve albumine spesifik,

poli(GMA-MMA)-IDA-Cu, immobilize metal afinite membrani hazirlandi.

poli(GMA-MMA)-IDA-Cu membraninin karakterizasyon c¢aligsmalar1 yapildi.
IMAM membraninin, denge sisme orani, gdzenekliligi, FTIR analizi ve SEM yiizey
analizi gerceklestirildi. poli(GMA-MMA) membranina, IDA baglanmasina pH,
sicaklik ve zaman gibi c¢esitli faktorlerin etkisi ayrmtili olarak incelendi.
Karakterizasyon tamamlandiktan sonra, kesikli sistemde sulu ortamdan albumin
adsorpsiyonu  calismalar1  gergeklestirildi. Adsorpsiyon ortammin  pH‘nin,
sicakligimmin, iyonik siddetinin, baslangic konsantrasyonlarinin etkisi arastirildi.
Yapilan ¢aligmalar sonucu, elde edilen poli(GMA-MMA)-IDA-Cu(Il), membraninin,
albumin adsorpsiyonunun yiiksek oldugu ve membranlara non spesifik
adsorpsiyonun  ise  diisiik oldugu belirlendi. Albuminin  membrandan
desorpsiyonunun  %87.4 oraninda  gergeklestirilebildigi ve membranlarin
kapasitelerinin minimum (~%9) bir kayipla tekrar kullanilabilir oldugu belirlendi.
Sonug olarak, bu ¢alismayla gelistirilen poli(GMA-MMA)-IDA-Cu(Il) membraninin,
histidin iceren ¢ok c¢esitli enzimlerin saflagtirnlmasinda kullanilabilecegi ortaya

konmustur.

Anahtar Kelimeler : immobilize metal afinite membrani, S1gir Serum Albumini,

Iminodiasetik asit, Cu(Il), poli(GMA-MMA)
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ABSTRACT

THE ADSORPTION OF BOVINE SERUM ALBUMIN

BY USING IMMOBILIZED METAL AFFINITY MEMBRANES

ALTUNER, Deniz Safiye
Kirikkale University
Graduate School Of Natural and Applied Sciences
Deparment of Biology, M. Sc. Thesis
Supervisor : Prof. Dr. M. Yakup ARICA

December 2006, 49 pages

The purpose of this thesis study is to develop a new immobilized metal
affinity membrane (IMAM), for adsorption of bovine serum albumin from aquatic
medium. In the IMAM system which we developed, we used poly(GMA-MMA)
polymer as support material which we synthesized with photopolymerization method
by using methyl methacrylate (MMA) and glycidil methacrylate (GMA) monomers.
The poly(GMA-MMA)-IDA membrane was obtained by covalent binding of
iminodiacetic acid (IDA) which is a tridentate chelator ligand. As metal ion, Cu(II)
was choosen which is an intermediated metal ion. The coordination complex
between IDA and Cu(Il) was formed and poly(GMA-MMA)-IDA-Cu immobilized

metal affinity membrane which is specific to albumin, was prepared.

il



The characterization studies of poly(GMA-MMA)-IDA-Cu membrane was
made. The equilibrium swell ratio, porosity, FTIR analysis and SEM surface analysis
of IMAM membrane were realized. The effect of several factors such as pH,
temperature and time, on the binding of IDA to poly(GMA-MMA) membrane, were
examined in detail. After the characterization studies, the adsorption studies of
albumin with the batch system, from the aquatic medium were realized. The effect of
pH, temperature, ionic strength, initial concentrations of adsorption medium were
investigated. The results of these studies determined that, the albumin adsorption of
obtained poly(GMA-MMA)-IDA-Cu(Il) membrane is high and, the non specific
adsorption of albumin to membrane is low. It was determined that, the desorption of
albumin from membrane can be realized as ratio of 87.4% and the membranes are
reusable with minimum lost (~9%) in their capacities. Consequently, the usability of
poly(GMA-MMA)-IDA-Cu(Il) membrane which was developed in this study, to

purification of several enzymes contained histidine was determined.

Key Words: : Immobilized metal affinity membrane, Bovine Serum Albumin,

Iminodiacetic acid, Cu(Il), poly(GMA-MMA)
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1. GIRiS

Protein, peptit ve niikleik asitler gibi biyolojik molekiillerin yiiksek miktarda
ve yiksek saflikta iiretilebilmesi, 6zellikle biyoteknolojik alanda yapilan tiim
caligmalarin temelini olusturmaktadir. Bu amag¢ dogrultusunda, biyoteknoloji ve
genetik miithendisliginin hizli gelisimi ile, biiylik 6lgekte enzimlerin ve proteinlerin
iiretilmesi ve kaynagindan (biyolojik sivilar ya da dokular) verimli bir sekilde elde
edilmesi ¢aligmalar1 hiz kazanmistir. Bu protein ve enzimlerin yiiksek oranda sivi
kiiltir ortamlar1 ve serum gibi biyolojik akigkanlardan toplanmasi, Dbasit
kromatografik ayirma teknikleri ile miimkiin olmaktadir. Kromatografi ile yapilan
ayrimlar, molekiillerin yiik, biiytikliik, sekil ve yiizey karakteristigi gibi ozelliklerine

dayanir (1-3).

Kiire geometrisine sahip materyallerin  kullanildigi  dolgulu  kolon
kromatografisi uygulamalari; uzun islem siiresi gerektirmesi, diisiik basing diismesi
ve gozeneklere difiizyon hizinin yavas olmasi gibi c¢esitli dezavantajlara sahiptir.
Aragtirmacilar tarafindan, bu dezavantajlart gidermek icin ¢esitli alternatifler
sunulmustur. Son on yil igerisinde, geleneksel kolon kromatografisi teknigi
kullanmlarak biyomolekiillerin ayirstirilmas1  ve/veya saflastirilmast  islemine
alternatif olarak; kiitle transferi kisitlamalarini minimuma indirmesi nedeni ile,
afinite membran uygulamalar1 daha c¢ok dikkat ¢cekmeye baglamistir. Afeyan ve
arkadaglarinin (4,5) gelistirdigi perfiizyon kromatografik destekleri, 1 pum’den biiyiik
gbzenek capina ve yiiksek gozeneklilige sahiptir. Bu desteklerin kullanimi ile geri
basing 6nemli derecede azalmis ve saflastirma islem kinetiginde diizelmeler

kaydedilmistir. Membran kromatografisi (MC), membran saflastirma yontemleri ile



kolon kromatografisi yontemlerinin avantajlarini birlestiren bir hibrid saflastirma
yontemidir. Cozeltinin gozeneklerden konvektif akisi ile kiitle transfer direnci
azalmaktadir. Immobilize metal afinite kromatografisi adsorbentleri olarak,
selatlayic1 ligandin immobilizasyonunda bu tip desteklerin kullanim ile ilgili

oldukea fazla 6rnek vardir (6-12).

Kromatografik uygulamalarda, membran yapidaki afinite desteklerinin
adsorpsiyon Ozelliklerinin gelistirilmesi ve daha etkili ayirmanin yapilmasi igin
farkli yontemler benimsenmistir. Bu yontemler arasinda en yaygin kullanima sahip
olan afinite kromatografisi, yiiksek secicilikte molekiiler diizeyde tanimaya dayali
olan bir ayirma teknigidir. Afinite kromatografisinde yalanci spesifik ligandlar
ozellikle boyalar, amino asitler ve metal selatlar biyospesifik ligandlarin yerine
kullanilmaktadir. Metal selat afinite kromatografisinde, kati destek malzemesine
kovalent olarak baglanan metal iyonlari, hedef molekiille etkileserek molekiiliin
adsorbente baglanmasini saglamaktadir. Afinite membran teknikleri arasinda en
yaygm olarak; ylizeyde a¢iga cikan histidin, sistein, triptofan ve tirozin ya da
polihistidin  kuyruklu biyomolekiilleri igeren proteinlerin saflastirilmasinda
cogunlukla uygulanan, "Immobilize metal afinite membranlari"dir (IMAM). Bu
yontemin istiinliigii, immobilize metal iyonu ile biyomolekiillerin yiizeyinde yer
alan bu aminoasitler arasindaki segici etkilesimden kaynaklanmaktadir. Ayrica,
afinite membranina immobilize edilen metal iyonlarinin ancak EDTA
(etilendiamintetraasetikasit) gibi ¢ok giiclii selatorlerle yilizeyden uzaklastirilabilmesi
ve immobilize metal afinite membraninin kolay rejenerasyonlar1 dolayisi ile protein
ayristirilmasi ve saflasirilmasi isleminde defalarca kapasitesinde énemli bir degisme

olmaksizin kullanima olanak tanimasi bu yontemin sundugu diger avantajlardir.



Immobilize metal afinite membranlarinin hazirlanmasinda kullanilacak olan
monomer ve/veya polimerlerin se¢imi, destek materyalinin kromatografik
performansini etkileyen onemli faktorler arasinda yer alir. Dogal kokenli polimerik
destek materyalleri arasinda yer alan agaroz, dekstran, selliilloz ve kitosan iyi birer
afinite destekleridir; ancak, mekanik olarak zayif olmalar1 ve membran yapida
hazirlanmalarindaki zorluklari, 6nemli bir dezavantaj olusturmaktadir. Bu olumsuz
islemsel Ozellikler aragtirmacilar1  sentetik  kokenli polimerik materyallerin
gelistirilmesine ve kullanilmasina yonlendirmistir. Membran yapida hazirlanabilen
akrilik ve metakrilik kokenli polimerik destek materyalleri, biyolojik ortamlardan
hedef proteinin aynistirilmasi/saflastirilmasi, kontakt lens yapimi, kontrollii ilag
salmim sistemlerinin gelistirilmesi ve yapay damar iiretiminde kullanilmasi gibi, ¢ok
cesitli tibbi uygulamalar i¢in, genis Olgekli olarak kullanilmaktadir (13,14). Epoksi
grubu tasiyan polimerik materyaller, istenilen geometride hazirlanabilmelerinin
yanisira bircok kimyasala karst direnglidir ve yiiksek mekanik giice sahiptir. Bu
ozelliklerine ek olarak, epoksi grubu tasiyan akrilat kokenli materyaller, yiizeylerinde
sahip olduklar1 epoksi gruplar araciligi ile aktive edilerek, farkli ligandlarin

baglanmasina olanak tanimaktadirlar (13-16).

Yaklagik olarak, 46 kg/m’ toplam protein konsantrasyonuna sahip olan
plazmada, albumin yiizdesi %70 olarak belirlenmistir (17). Bir plazma proteini olan
serum albumin, toplam molekiil kiitlesi ve plazma konstrasyonu ile 25 mmHg’ lik
normal kolloid onkotik basinca, %80 oraninda katkida bulunmaktadir. Albuminin
ilaclarin baglanmasinda ve salinmasinda, lipitlerin ve endojen maddelerin
metabolizmasinda gorev almasi, fizyolojik kosullar altinda 6nemli antioksidan

potansiyele sahip olmasi, endotelyal hiicrelerde apoptozisi 6nlemesi gibi bir¢ok



onemli fonksiyonundan ve insan plazmasindaki toplam konsantrasyonundan dolay1,
kan plazmasinda hayati bir gérev listlenmektedir. Bu nedenlerden dolayi, albuminin,
bir biyolojik sivi karisimi olan serumdan ayristirilmasi ve saflagtirilmasi, onemli
Olciide ilgi cekmistir. Klasik aymrma yontemlerine kiyasla, afinite kromatografisi,
sagladig1 avantajlardan dolayi, 6nemli serum proteinlerinin, 6zellikle de albuminin
saflastirilmasi igleminde, son yillarda en ¢ok tercih edilen yontem olarak One

cikmaktadir (18-21).

Bu amagla calismamizda, metil metakrilat (MMA) ve glisidil metakrilat
(GMA) monomerleri ve azoizobutironitril (AIBN) baslaticist kullanilarak, UV
fotopolimerizasyon yontemi ile, polil(GMA-MMA) membranlar1 sentezlendi.
Tridentat (li¢ disgli) bir ligand olan imunodiasetikasit (IDA) selatlayic1 ligandi,
ylizeye kovalent olarak baglanarak poli(GMA-MMA)-IDA membrani hazirlandi.
Immobilize metal selat afinite membran1 (IMAM) olusturmak amaci ile, selatlayic
ligand bagli membranlar, Cu(Il) metal iyonu igeren c¢ozelti ile etkilestirilerek
albumine spesifik poli(GMA-MMA)-IDA-Cu membran1 sentezlendi. Albumine
spesifik IMAM membraninin karakterizasyon ¢aligmalar1 yapildi ve kesikli sistemde
sulu ortamdan albumin adsorpsiyonu caligmalar1 optimize edilerek, serum proteini

olan albumine gdsterdigi afinite arastirildi.



1.1. Kuramsal Temeller
1.1.1. Kromatografi ve Kromatografik Teknikler

Kromatografi, maddelerin, farkli ortamlardaki davraniglarimin, birbirlerinden
ayrilmalarina yol agmasi esasina dayanir. Hedef molekiillerin, ¢coklu bir karigimdan
ayrigtirllmasit  ve/veya saflastirilmasinda etkili bir sekilde kullanilabilmektedir.
Maddelerin dagilma oranlar1 degisiktir. Yeni gelistirilen yontemlerle, molekiillerin
izomerleri gibi ¢ok kiigiik farkliliklara dayanan ayirmalar gerceklestirilebilmektedir
(14,22). Bu ayrimlarda Olciimler, mikrogram seviyesindedir ve cok hassastir.
Kromatografik ayirma teknikleri 6zellikle klinik kimya, biyokimya ve farmosotik
kimya, molekiiler biyoloji ve biyoteknoloji alaninda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Kromatografik tekniklerle iirlin ayrimi ve iiriin elde edilmesi, kompleks biyolojik
orneklerden basarili sekilde, endiistriyel boyutlarda gerceklestirilebilmektedir (23-

25).

Kromatografik ayirim farkli maddelerin, destek materyali tarafindan alikonma
derecesine bagli olarak, farkli derecelerde dagilmasi1 prensibine dayanir.
Molekiillerin ¢esitli karigimlardan yiiksek saflikta ve tek basamakta ayristirilabilmesi
icin klasik ayirma tekniklerine alternatif yeni yOntemler arayisi halen devam
etmektedir. Kromatografinin ilk kez kullanimindan (1906) itibaren ayirim
ozelliklerine bagli olarak farkli yontemler gelistirilmistir. Jel filtrasyonu ya da
molekiiler diglama (size exclusion) kromatografisi, proteinlerin sekil ve biiyiikliik
ozelliklerine gore ayirim prensibine dayanmaktadir. Bu sistemde farkli gozenek
boyutuna sahip destek materyalleri kullanilmaktadir. Gozeneklerin biiytikligi
protein ayrimimin esasini olusturmaktadir. iyon degisim kromatografisi (IEC), yiiklii

molekiillerin yiiklii destek materyalleriyle etkilesimine dayanmaktadir. Hidrofobik



etkilesim kromatografisi ise (HIC) hedef molekiil ile destek materyalin sahip oldugu
hidrofobik gruplarin etkilesimini icermektedir. Genis bir kullanim alanina sahip bir
diger kromatografik teknik ise, protein ve afinite destek materyalinin yiizey
ozelliklerine dayanan ayirim seklidir. Afinite kromatografisi olarak isimlendirilen bu
yontemde, birbirine yiiksek afinite sergileyen matriks ve hedef molekiil, anahtar-kilit

modeline uygun olarak etkilesmektedir (14,17-19,26,27).

1.1.1.1. Afinite Kromatografisi

Afinite kromatografisi ile, bir hedef molekiil, kompleks bir karigimdan, yiiksek
saflikta saflagtirilabilmektedir. Bu yontemde, substrata spesifik baglanabilmesi i¢in
0zgiin tanima yetenegine sahip olan bir molekiil (ligand ya da baglayici), genellikle
polimerik malzemeden, uygun, ¢coziinmeyen, kiiresel ya da membran formunda olan
bir destek (matriks ya da tasiyici) iizerine tutuklanir. izole edilecek olan molekiil,
analit ya da hedef olarak isimlendirilir. Hedef molekiilii iceren ¢o6zeltinin,
kromatografik kolondan uygun sartlar altinda gecirilmesi ile hedef molekiiller,
matriks {iizerine tutuklanmis olan, tamamlayic1 ligand tarafindan, segici olarak

yakalanir ve adsorbe edilir (28).

Afinite kromatografisinde kullanilan ligandlar; non-spesifik ligandlar (amino
asitler, metal selatlar ve boya-ligand) ve biyo-spesifik ligandlar (enzim, substrat,
koenzim, kofaktor, oligopeptid, protein, niikleik asit, oligoniikleotid, antibadi ve
antijen) olmak iizere iki grup altinda incelenebilir (10). Spesifik ligand tasryan
afinite sorbentlerin hazirlanma agsamalarinda, destek malzemelerine baglanmasi ve

biyolojik aktivitelerini uzun siire korumalar1 miimkiin olmamaktadir. Bu dogrultuda,



pseudo-spesifik ligandlar spesifik ligandlara onemli alternatif olusturmaktadir

(10,20,21,29).

Afinite kromatografisi, kullanilan ligandlarin hedef molekiille girdigi
etkilesime gore, hidrofobik kromatografi, kovalent kromatografi, immobilize metal
afinite kromatografisi gibi gruplara ayrilir. Bu yontemler arasinda yer alan,
immobilize metal iyonu ile biyomolekiiller yilizeyinde yer alan histidin, sistein ve
triptofan gibi aminoasitler arasindaki segici etkilesimden dolay1r hedef molekiillerin
ayriminda basarili bir sekilde uygulanmasini saglayan immobilize metal afinite
kromatografi teknigi ile protein ve peptitlerin saflastirilmasi islemlerinde genis

Olcekli olarak gerceklestirilebilmisitir (1,14).

1.1.1.1.1. immobilize Metal Afinite Kromatografisi (IMAK)

Literatiirde immobilize afinite kromatografi teknigi ile gergeklestirilen protein
ve enzim saflastirma calismalari, bu yontemin gelisim siirecinin oldukc¢a hizli
oldugunu gostermektedir. 1975’de Porath ve arkadaglar1 (1) tarafindan protein
saflagtirllmasinda immobilize metal iyon afinite kromatografisi (IMAK) olarak

adlandirilan yeni bir kromatografik yontem gelistirilmistir.

Metal iyonlar1 su molekiillerinin koordinasyonunun sonucu olarak, sulu
ortamlarda yiiksek derecede ¢oziiniirliige sahiptir. Su molekiilii giiclii bir baz (-NHj3)
ile yer degistirebilir (Sekil 1.1) ve bu degisim sonucunda metal kompleksleri olusur.
Metal iyonu ile kordinasyon kompleksi olusturan grup selatlayici ligand (elektron

cifti verici grup) olarak adlandirilir (6,7).
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Sekil 1.1. (A) Metal iyonu ve su molekiilleri koordinasyonu,

(B) Metal iyonu ve baz molekiiliiniin olusturdugu koordinasyon

Kromatografik destege eklenmis olan selat bilesiklerin i¢indeki elektron verici
atomlarin metal ile olusturdugu koordinasyon bag sayisina gore bidentat, tridentat,
tetradentat, pentadentat metal selatlar1 olusur, geriye kalan koordinasyon bolgeleri
normal olarak su molekiilleri ile isgal edilmistir ve proteinden gelen uygun elektron

verici gruplar ile yer degistirebilirler.

Kromatografik uygulamalarda metal iyonlarinin immobilizasyonunda bidentat

selatlayic1  bilesikler olarak; aminohidroksamik asit, salisilaldehit ve 8-



hidroksikinolin, tridentat selatayici bilesikler olarak; iminodiasetikasit (IDA),
dipikoliamin, orto-fosferin, N-(2-piridilmetil) aminoasetat, 2,6,diaminometilpiridin,
tetradentat  ligand  olarak;  karboksi  metil aspartat (CM-ASP); ve
tris(karboksimetil)etilendiamin ~ (TED) ise pentadentat selatlayici  olarak
kullanilmaktadir  (8,9,14,30,31). Yaygin olarak kullanilan selatlayict1  grup
iminodiasetik asittir. Metal iyonlarmin IDA’ya giicli baglanmasi ile IMAK
isleminde kolondan metal iyonlarmin sizmasi minimize edilmesi énemli bir avantaj

saglar (32).

Bir IMAK adsorbentinin performansi metal iyonu ile hedef molekiil arasinda
olusacak koordinasyon kompleks bilesigine baglhidir. Bu durumda hedef molekiiliin
ayrimini, immobilize edilecek metal iyonunun se¢imi belirleyecektir. Destege
tutuklanacak metal iyonu, selatlayici bilesik ile kararli bir kompleks olusturmali ve
saflagtirilacak olan proteine yiiksek afinite gostermelidir. Hedef molekiiliin
ayrigtirllmast  ve/veya saflastirilmas1  sirasinda metal iyonlarmin destekten
sizmadigindan emin olunmalidir, bu yiizden selatlayic1 gruplar ile metal iyonlar
arasindaki bag giiclii olmalidir. Ancak, metal ile selatlayict grup arasindaki giiclii
baglanma, metal ile protein arasindaki etkilesimin zayif olmasma ve diisiik
adsorpsiyon  kapasitesi elde edilmesine neden olur (6,7). Pearson’in
siniflandirmasina gore, metal iyonlar1 sert metaller (Mg(Il) ,Ca(Il), Fe(III), AI(IID),
Ga(IIl) ve In(Ill)), yumusak metaller (Cu(I), Ag(l), Cd(Il), Hg(Il) ve TI(III)) ve
sinir metal iyonlar1 (Cu(II), Zn(II), Ni(IT), Co(II)) olmak iizere ii¢ kategoriye ayrilir

(33).

Bu yolla proteinlerin ayriminda ligand ve uygun metal iyonu secilerek

optimum kosullar saglanarak diger yontemlere kiyasla daha yiiksek bir secicilige



sahip bir afinite destek materyali hazirlanmis olur. Bu sekilde hazirlanmig bir IMAK

kolonundan eliie edilen proteinin biyolojik aktivitesi de korunmus olur.

IMAK uygulamalarinin sundugu avantajlar; diger afinite sorbentlerine gore
ligand kararliligi, yiiksek oranda protein yiikleme kapasitesi, yikama sartlarinin
uygunlugu, rejenerasyonu, diisiik maliyetli olmasi, endiistriyel uygulamalara agik
olmasi, genis 6lgekli saflagtirmalar i¢in kullanilabilmesi olarak siralanabilir (Cizelge

1.1) (7,34).

Cizelge 1.1. Farkli kromatografik tekniklerin karsilastirilmasi (7)

Kromatografik teknikler

Ozellik

IMAK Afinite IEC HIC
Kapasite Yiiksek Diisiik Yiiksek Yiiksek-Orta
Yeniden kullanim Yiiksek Orta Yiiksek Orta
Yiikleme Yiiksek-Orta Orta Orta Orta
Eliisyon Yiiksek Zor Yiiksek Yiiksek
Segicilik Yiiksek Yiiksek Diisiik-Orta Diisiik-Orta
Maliyet Diisiik Yiiksek-Orta Diisiik Diisiik
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1.1.1.1.2. immobilize Metal Afinite Kromatografisi Tekniginde Protein ve Metal

Etkilesimi

Metal-protein etkilesimleri biyokimyada proteinlerin biyolojik aktivitelerini
gostermeleri acisindan oldukga Onemlidir. Metaller proteinlerle iki temel yolla
etkilesmektedir. Birincisi, hemoglobin gibi metalloproteinlerde oldugu gibi, metal
iyonu protein yapisinin entegre bir parcasim olusturur. Ikincisinde ise, metal-selatta
oldugu gibi proteinler metal iyonlarn ile geri doniisebilen kompleks meydana
getirirler. Bu yaklasim, proteinlerin sulu ¢ozeltilerden ayristirllmasinda kullanilir.
Immobilize metal afinite kromatografisi, immobilize metal iyonu ile protein

ylizeyindeki elektron verici grup arasindaki koordinasyona dayanir.

Protein ve immobilize metal iyonlar1 arasindaki etkilesim, N terminale ek
olarak yan zincirdeki elektron verici atomlarin arasinda da olmaktadir. Her ne kadar
glutamik asit, aspartik asit, tirozin, sistein, histidin, arjinin, lizin, metiyonin gibi pek
cok sayida yan gruplar baglanmaya katilsalar da IMAK’daki temel protein etkilesimi
histidin amino asitinin yiizeyde a¢iga ¢ikan imidazol sayisina ve erisilebilir olmasina
baglidir. Bununla birlikte triptofan, fenilalanin, tirozinin aromatik yan zincirlerinin
histidin artiklarinin civarinda bulunmasimin baglanmaya katki sagladigi rapor

edilmistir (7,35).

1.1.1.1.3. immobilize Metal Afinite Kromatografisi Uygulamalari

Borrebaeck ve arkadaslart (36,37) lektin ayriminda kalsiyum iyonlarinin

immobilize edildigi adsorbentin kullanildigini rapor etmislerdir. Bu caligmalari
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yliksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ¢alismalar ile desteklenen IMAK
uygulamalari takip etmistir (11,12,38,39). Bu uygulamalarin bagaris1 aragtirmacilari,
farklh selatlayict ligand ve matriks tipi iizerine yonlendirmistir. IMAK gelisiminin

erken sathalarinda yalnizca proteinler ve enzimlerin saflastirilmasi ¢alisilmamaistir.

1989°da Sulkowski (40) gecis metallerinin protein molekiilleri {izerinde
kiigiikk baglanma bdlgelerine gereksinim duydugunu rapor etmistir. Adsorbente
tutuklanmis Cu™ metal iyonunun hedef molekiile baglanabilmesi i¢in molekiil
yiizeyinde tek bir histidin kalintisinin yeterli oldugunu, Ni™* ve Zn™* metal iyonlari
icin en az iki histidin kalintisinin gerekli oldugunu belirtmistir. Muszynska ve
arkadaslar1 (41) protein molekiilii yiizeyindeki tirozin ve karboksilik aminoasitlerin,
tutuklanmig sert metal iyonlar1 ve proteinler arasindaki etkilesime etkisini

incelemislerdir.

Son yillarda DNA ve histidin kalintilari takili oligoniikletitlerin
saflastirilmasinda IMAK prensibinden yararlamilmistir. Literatiirde oligo- ve di-
niikleotitlerin saflastirilmasinda cesitli metal iyonlar1 kullanilmig ve bu g¢aligmalar
sonucunda niikleotitlerin geg¢is metallerine yiiksek bir afinite sergiledigi belirtilmistir
(28,42). IMAK’in uygulama alanlar1 biiytimeye devam etmektedir. IMAK teknigi ile
DNA ya da rekombinat proteinlerle birlestirilerek yeni sabit tasiyici fazlar
iiretilebilir. Bu sistemlerde hala tam olarak aydinlatilmamis olan protein-protein

etkilesimleri ve DNA-protein etkilesimleri agiga ¢ikarilabilir (43,44).

1.1.1.2. Afinite Kromatografisi Uygulamalarinda Kullanilan Matriksler

Destek matriksinin se¢imi afinite sistemlerindeki ilk dikkat edilecek

noktadir. Matriks, yiizeyinde ligandlarin tutuklanmasi i¢in hidroksil, karboksil,
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amino gibi fonksiyonel gruplara sahip olmalidir. Matriks, hidrofilik ve notral
davramig, iyi bir kimyasal, mekanik, biyolojik kararlilik ve sicakliga karsi
dayaniklilik gdstermeli ve kimyasal reaksiyonlarla tiirevlendirilmeye izin vermelidir.
Afinite ortamindaki tutuklanmis ligand ile hedef molekiil arasinda spesifik etkilesim

gergeklesebilmelidir.

Destek matriksi kiiresel, cubuk veya membran formunda hazirlanabilir. Kolon
kromatografisinde kullanilan kii¢iik kiireler ve sikigtirilmis yumusak jeller, kolon
icerisinde yiiksek basinca ve akis hizinin azalmasina neden olur. Membran tipi
destek malzemeleri ile diisiik basing, yliksek akis hizi ve yiiksek verimlilik gibi
sonuclar elde edilir. Bunlarin yaninda kolay paketleme imkéani, biiyiik Olcege
uygulanabilirligi, tikanma sorunun olmamasi gibi istiinlikkler de sayilabilir. Bu
ylizden membran yapida hazirlanabilen kromatografi matriksi protein ve enzimlerin
geri  kazanilmasi, saflastirilmasi, izolasyonu i¢in biiyiikk ©Olgekli saflastirma

islemlerinde dikkat cekicidir.

Afinite matriksinin hazirlanmasi;

i) membranlarin sentezlenmesi,

ii) sentezlenen membranlarin aktivasyonu ve/veya

iii) aktive edilen membrana ligandin baglanmasi islem basamaklarindan

olusur.

1.1.1.2.1. immobilize Metal Afinite Membranlar

Immobilize metal afinite membranlari (IMAM) yukarida anilan afinite
membranlarinin hazirlanma yontemine ek olarak metal iyonu immobilizasyon

basamagi icermektedir. IMAM membranlar yiizeyinde histidin, sistein ve triptofan,
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tirozin ya da polihistidin artiklar1 tasiyan proteinlerin  saflagtirilmasinda

kullanilmaktadir ve bu konuda yapilan ¢aligmalar artan bir hizla devam etmektedir.

Immobilize metal afinite membran1 sentezi icin kullanilan ilk materyaller
arasinda seliiloz, naylon, polisiilfon, polietilen, cam ve sentetik kopolimerler oldugu
rapor edilmektedir. Bu materyaller arasinda, kitosanin, yapisinda bulunan hidroksil
grubunun selatlayict ajan olarak cesitli ligandlarin immobilizasyonuna olanak

tanimasi nedeni ile, dikkat ¢ekicidir (45).

Immobilize metal afinite membran materyallerinin secimi ve kompozisyonu
IMAK yo6nteminde kromatografik performansi etkileyen énemli faktorlerden biridir.
Polisakkaritler biyolojik olarak uygun ve kolay modifiye edilebilirken genis dl¢ekli
endiistri uygulamalarinda diisiik zay1f mekanik dayanimi ve yiiksek basing diigmesi
sergilemektedirler. En sik kullanilan matriksler agaroz, dekstran ve seliilloz gibi
dogal polimerlerdir. Fakat bu polimerlerin yetersiz mekanik giic ve gozeneklilige
sahip olmalari, biyolojik degradasyona yatkin olmalar1 kullanim alanlarmi
sinirlamaktadir. Diger taraftan silika gibi inorganik adsorbentler miikemmel
mekanik Ozelliklere sahiptirler fakat proteinlerin geri doniisiimsiiz nonspesifik

adsorpsiyona yol agar (6).

Epoksi grubu tasiyan destek materyalleri, laboratuvar uygulamalarinda ve
genis  Olgekli  kullamimlarda aktivasyona ve tiirevlendirilebilmeye uygun
malzemelerdir. Bu destek materyalleri depolama siiresince kararlidir. Epoksi grubu
tagiyan destek materyalleri, 1liml1 deney kosullar1 altinda farkl aktivatorlerle ¢ok
kararli kovalent bag olusturabilmeleri nedeni ile kromatografi uygulamalarinda
onemli kullanim alanma sahiptirler. Akrilat ve metakrilat kokenli polimerik

materyaler iyi bir mekaniksel giice sahiptir (10,29).
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1.1.2. Sigir Serum Albumini

1.1.2.1. Albuminin yapisi

Sigir serum albumini (BSA) molekiilii iic homolog iiniteden olusan, alfa
heliks (%67) yapisiin baskin oldugu ve diisiik triptofan ve metiyonin ancak ytiksek

sistein aminoasit i¢erigine sahip bir proteindir.

Albumin plazmada ¢oziiniir 6zellikte olmayan yag asitlerinin tasiyicisidir.
Bilirubin gibi toksik lipofilik metabolitleri inaktive eder ve oksijen gibi serbest
radikallerin diizenlenmesinde goérev alir. Bu tiir molekiillerin metabolizmasinda rol
aldig1 icin albumin, yag asitleri ve bilirubine kars1 yiiksek afiniteye sahiptir. Ayrica
hematin, piridoksal fosfat, sistein, glutatyon, cesitli metal iyonlar1 [Cu (IT), Ni (II),
Hg (I), Ag (II) ve Au (I)] ve negatif yiiklii aromatik yapidaki kiiciik molekiillere de
baglanma afinitesine sahiptir. Ayrica albumin ndrotransmiter molekiil olan nitrit

oksitin tagtyicisidir ve bu molekiile karsi afiniteye sahiptir.

Cesitli molekiillerin saflagtirilmasinda ligandlar 6nemli bir role sahiptir.
Ligand yiiksek afinite sergiledigi hedef molekiille etkileserek destek materyale
molekiilin baglanmasimi saglamaktadir. Albumin ligand olarak yer aldig1
metabolizmalarda gesitli molekiillerle spesifik olarak etkilestigi bilinmektedir. Kan
plazmasinda bilirubin miktarinin artmasi hiperbilirubinemi olarak bilinmektedir. Bu
tiir durumlarda ancak plazmadan bilirubin uzaklastirilmasi ile plazma bilirubin
seviyesi normal degere getirilebilir. Bu amagla albumin tutuklanmig cesitli destek
materyalleri bagar1 ile kullanilmaktadir. Ayrica agir metallerin plazmadan ya da atik

sulardan uzaklastirilmasinda da albumin afinite ligand1 olarak kullanilabilmektedir.
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2. DENEYSEL YONTEMLER

Calismamizda, membran yapida poli(GMA-MMA) membranlart metil
metakrilat (MMA) ve glisidil metakrilat (GMA) monomerlerinin kopolimerizasyonu
ile UV fotopolimerizasyon yontemi kullanilarak sentezlendi. IMAK uygulamasinda
kullanilmak tizere sentezlenen poli(GMA-MMA) membranlarinin yapisinda bulunan
reaktif epoksi gruplarina iminodiasetik asit {i¢ disli ligand1 kovalent olarak baglandi.
poliGMA-MMA)-IDA membram1  Cu(Il) metal iyonu igeren ¢ozelti ile
etkilestirilerek koordinasyon kompleksi olusumu saglandi ve albumine spesifik,
poli(GMA-MMA)-IDA-Cu, immobilize metal afinite membran1 (IMAM) hazirlandi.
Albumine spesifik IMAM membraninin karakterizasyon c¢alismalar1 yapildi ve
kesikli sistemde sulu ortamdan albumin adsorpsiyonu c¢alismalar1 optimize edilerek

serum proteinleri arasindan albumine gosterdigi segicilik arastirildi.

2.1. Materyaller

Sigir serum albumin (BSA) ve baslatic1 olarak kullanilan azobisizobutironitril
(AIBN), iminodiasetikasit (IDA) Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, ABD)
firmasindan temin edildi ve kullanildi. Glisidil metakrilat (GMA), metilmetakrilat
(MMA), izopropilalkol Merck AG (Darmstadt, Almanya) firmasindan elde edildi.
Diger tim kimyasallar analitik saflikta olup, Merck AG (Darmstadt, Almanya)

firmasindan temin edildi.

Calismamizin her asamasinda kullanilan su, Barnstead (Dubuque, 1A, USA)

ROpure LP marka ters ozmoz, Barnstead D3804 NANOpure organik/kolloid
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uzaklastirict yiiksek akigli seliiloz asetat membran (Barnstead D2731) tniteleri ve

iyon-degisimi dolgulu yatak kolonundan olusan ultra-saf su sisteminden elde edildi.

2.2. Poli(GMA-MMA) membranlarinin sentezi

Poli(GMA-MMA) sentezi i¢in 20 mg AIBN iceren MMA monomeri, GMA
ve izopropilalkol ¢dzeltileri ile karistirildi. Bu karisim 9 cm ¢apta daire seklinde bir
kaba aktarilarak polimerizasyona tabii tutuldu. Polimerizasyon azot atmosferi altinda
UV 1s181inda 1 saat siire icinde tamamlandi (10). Bu yolla hazirlanan membranlar bir
perforator yardimu ile (0.75 cm. c¢ap1 olan) disk halinde kesildi. Polimerlesmeyen
monomerleri membran yapisindan uzaklagtirmak amaci ile membran parcalari

%70’1ik etanol icerisinde 5 saat siire ile yikandu.

2.3. iminodiasetik asit ligandinin membran yiizeyine baglanmasi

Poli(GMA-MMA) membranlar1 (~ 5.0 g), siras1 ile distile su, fosfat tamponu
(50 mM, pH 7.4) ve karbonat tamponu (50 mM, pH 11) igersinde yikandi ve
karbonat tamponunda dengeye getirildi. Poli(GMA-MMA) membran ylizeyine i¢
disli bir ligand olan IDA’nin kovalent olarak baglanmasi amaci ile membranlar,
ortam pH’1 karbonat tamponu ile 11.0’e ayarlanan IDA ¢ozeltisinde (25 ml 0.2M), 12
saat siire ile manyetik karistiricili ortamda, 80°C reaktor sicakliginda inkiibe edildi.
Reaksiyon tamamlandiktan sonra, membranlar sirasi ile %5 asetik asit ¢ozeltisi ve

distile su ile yikandi.
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2.4. Immobilize Afinite Membranlarinin (IMAM) Hazirlanmasi

Selatlayic1 grup olan ligand (IDA) yapisindaki karboksil gruplar ile gegis
metal iyonu olan Cu(ll) iyonu arasindaki koordinasyon kompleksi olusumu

sonucunda IMAM destekleri hazirlandi.

Bakir iyonlar1 immobilizasyonu i¢in selatlayict ajan bagli poli(GMA-MMA)-
IDA membran diskleri, CuSO4 (10 ml 0.1 M) ¢dzeltisi ile 6 saat siireyle 100 rpm
karistirma hizinda etkilestirildi. Inkiibasyon sonrasinda membranlar distile su ve
sitrat tamponu (pH, 5.5) ile yikand1 ve kullanilana kadar fosfat tamponu igerisinde,

+4 °C’da sakland.

2.5. Immobilize Afinite Membranmn Karakterizasyonu

2.5.1. Denge Su Icerigi

IMAM membraninin, poli(GMA-MMA)-IDA-Cu, membranlarinin denge su
icerigi gravimetrik yontem kullanilarak belirlendi. Kuru haldeki kiitleleri, my,
belirlenen membran diskleri oda sicakliginda fosfat tamponu (pH 7.0) igerisine
aktarildi ve belirli zaman araliklarinda membranlarin yapisina su alarak sismis

durumdaki kiitleleri, my, belirlendi ve esitlik 2.1 kullanilarak hesaplandi.

Denge Su Igerigi % = [(my—my)/ my ] x 100 (2.1)
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2.5.2. Yogunlugu

Immobilize afinite membranmm yogunlugu Gay Lussac piknometresi ile,
25°C sicaklikta membran diskleri igin ¢oziicii olmayan bir sivi (n-Dekan)

kullanilarak belirlendi.

2.5.3. Spesifik Yiizey Alam

P(GMA-MMA)-IDA-Cu immobilize metal afinite membranimin gézenek hacmi
civa porozimetresi ile spesifik ylizey alam ise BET (Brunauner-Emmett-Teller)

metodu kullanilarak yiizey analizi cihazi ile dl¢iildii.

2.5.4. Yiizey Morfolojisi

Vakum etiiviinde kurutulmus membran diskleri, azaltilmis basing altinda altin
ile kapland1 ve kiirelerin elektron mikrograflari, JEOL (JSM 5600) taramali elektron

mikroskobu kullanilarak elde edildi.

2.5.5. FT-IR Spektrasi

Immobilize metal afinite membranlarmin  FTIR  spektrumu, FTIR

spektrofotometresi (Mattson 1000 FT-IR, Ingiltere) kullanilarak elde edildi.

2.5.6. Epoksi Grubu Tayini

poli(GMA-MMA) membranlarin yiizeyde erisilebilir epoksi grubu igerigi

literatiirde verilen piridin-HCI yontemi ile tayin edildi (46).
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2.5.7. immobilize bakir iyonu miktarinin belirlenmesi

poli(GMA-MMA)-IDA-Cu  membran diskleri EDTA  ¢ozeltisi ile
etkilestirilerek baglanan bakir iyonlarinin yapidan ayrilmasi saglandi. Bu islem
membrana bagli bakir iyonlariin tamamini uzaklastirmak i¢in iki kez tekrar edildi.
EDTA c¢oOzeltisi igerisine gecen bakir iyon derisimi Atomik Absorpsiyon
Spektroskopisi (AAS) (Shimadzu AA 6800, Japan) kullanilarak belirlendi. 50 mM
EDTA igerisinde farkli konsantrasyonlarda bakir ¢ozeltisi hazirlanarak kalibrasyon
egrisi ¢ikarildi. Immobilize olan bakir iyonu konsantrasyonu salinan bakir miktarina

esit olacagindan membrana baglanan Cu(II) metal iyonu miktar1 belirlendi.

2.6. Sulu ortamdan albumin adsorpsiyonu

poli(GMA-MMA)-IDA-Cu membranlarma, sulu ortamdan sigir serum
albumini (BSA) adsorpsiyon davranisi incelendi. Albumin adsorpsiyonuna; pH,
sicaklik, baslangic albumin konsantrasyonu ve iyonik siddetin etkisi arastirildi.
Adsorpsiyon deneyleri, 1.0 mg/ml baslangi¢ albumin konsantrasyonunda
gergeklestirildi. Tiim adsorpsiyon deneyleri 3.0 saat siire ile 25°C’de 100 rpm
karigtirma hizinda yapildi. Bu siire sonrasinda, membranlar adsorpsiyon ortamindan
uzaklastirildi ve IMAM {izerine adsorplanan protein miktar1 adsorpsiyon 6ncesi ve
sonrasinda adsorpsiyon ortamindan alinan ¢ozeltilerin 280 nm’de UV-VIS
spektrofotometresi  (Shimadzu, Tokyo, Japonya, Model 1601) kullanilarak
degerlendirildi. BSA’nin 0.05-3.0 mg/ml konsantrasyon araliginda hazirlanan
cozeltiler ile kalibrasyon egrisi elde edildi ve 2.2 Esitligi kullanilarak protein miktar1

hesaplandi.
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q = [ (CO - C) VS] /Vm (22)

Bu esitlikte, q, IMAM iizerinde adsorblanan albumin miktarmi (mg/ml), C,,
albuminin ¢ozeltideki baslangi¢ derisimi (mg/ml), C, adsorpsiyon sonrasi, sulu fazin
albumin derisimi (mg/ml), V, ¢6zeltinin hacmi (ml) ve V,, adsorpsiyon ortamindaki

membranlarin hacmidir (ml).

Adsorpsiyon ortaminin pH’sinin, albumin adsorpsiyonuna etkisi, pH 4.0 ile 9.0
arasinda, farkli tampon sistemleri kullanilarak ¢alisildi. Sulu ortamdan BSA
adsorpsiyonu davranisinin  sicaklikla degisimi 5°C, 15°C, 25°C ve 35°C
sicakliklarinda  arastirildi.  Iyonik siddetin  etkisi tampon icerisinde farkli
konsantrasyonlarda NaCl iceren (0.0-1.0 M) ¢ozeltileri ile 25°C ortam sicakliginda
gergeklestirildi. Sulu ortamdan albumin adsorpsiyonuna adsorbent dozunun etkisi
adsorpsiyon ortaminda ¢Ozelti hacmi sabit tutularak farkli hacimlerde kati faz
kullamlarak gergeklestirildi. Deneysel adsorpsiyon izotermi ve maksimum
adsorpsiyon  kapasitesinin  belirlenebilmesi i¢in  0.1-2.0 mg/ml baslangig

konsantrasyonuna sahip BSA ile ¢alisildi.

poli(GMA-MMA)-IDA-Cu membranlarina adsorplanan BSA’nin
desorpsiyonu, KSCN (2.0 M) ile gerceklestirildi. BSA desorpsiyon orani asagidaki

esitlik kullanilarak hesaplandi.

Desorpsiyon orani (%)=[salinan BSA miktarix100]/[adsorplanan BSA miktari] (2.3)
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Immobilize metal afinite membranlarinin tekrar kullanilabilirligini belirlemek
icin adsorpsiyon-desorpsiyon dongiileri aym afinite membranlar1 kullanilarak sekiz

kez tekrar edildi.
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3. SONUCLAR VE DEGERLENDIRME

Biyoteknoloji ve genetik miihendisliginin gelisimi ile birlikte proteinlerin
endiistriyel Olgekte iiretilmesi caligmalart hiz kazanmustir. Buna paralel olarak
proteinlerin sulu ortamdan adsorpsiyon islemlerinin optimizasyonu ve kiiltiir ortami
ve/veya serum gibi biyolojik sivilardan yiiksek derecede saflikta tek basamakta
saflagtirilmas1 icin, yeni ayirma tekniklerinin gelistirilmesi de onem kazanmustir.
Kromatografik yontemlerin kullanilmasindaki basari, saflastirilacak proteine spesifik
olan destek materyalinin se¢imi ve hazirlanmasina baglidir. Destek materyalinin
hedef proteine kars1 secici hale getirilmesi; yiizey modifikasyonlar1 ve/veya anahtar-
kilit modeli ile baglanmay1 saglayacak bir afinite ligandi kullanilmasi ile miimkiin
olmaktadir. Bu dogrultuda IDA, TED gibi selatorlerin, metal iyonlarina kars1 ligand
olarak kullanildig1 immobilize metal afinite kromatografisi yonteminde, ligand ile
metal iyonlariin olusturduklar koordinasyon kompleksleri, hedef molekiile yiiksek
secicilik gostererek immobilize metal afinite adsorbentlerinin kapasiteleri

arttirilabilmektedir (47).

Sunulan c¢aligmada immobilize metal afinite kromatografisi alaninda
kullanilmak {izere, sigir serum albuminine spesifik membran yapida yeni poli(GMA-
MMA)-IDA-Cu destek materyali gelistirildi (Sekil 3.1). Calismamizin ilk
asamasinda, epoksi grubu tasiyan poli(GMA-MMA) membranlari UV-
fotopolimerizasyon yontemi ile sentezlendi. Ikinci asamada, Cu(Il) metal iyonuna
kars1 bir ligand gorevini yapacak ii¢ digli bir selatér olan imiinodiasetik asitin
membran ylizeyindeki erisilebilir reaktif epoksi gruplarina kovalent olarak

baglanmasi saglanarak, poli(GMA-MMA)-IDA membrani hazirlandi. Son asamada
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ise membrana bagl olan ligandin (IDA) yapisindaki karboksil gruplari ile gecis
metal iyonu Cu(ll) arasindaki etkilesim sonucunda, Cu(Il) metal iyonunun
membrana immobilizasyonu saglandi ve albumine spesifik IMAM poli(GMA-

MMA)-IDA-Cu hazirlandi.

CHj CHj C‘:Hg C‘:Hg
‘ |
CH=C + CH,=C -5 %CHzCCHZC 4}
| \
\
OCH; OCH,—CH—CH, OCHs, OCH,—CH—CH,
\ A/ \/
0 , o)
MMA GMA poli(GMA-MMA)
CH,— COOH
CHaCOOH 50, pH 11 /CHe
CH-CHz + HN e N
\ 80°C, 12 sa
o "\ CH,COOH \ CH,. COOH

poli(GMA-MMA)- IDA

IDA
i
C ~o
H.C \ H,0
CH,—COOH \ L
0.1M Cu(l) 2
N — ——N--—-—- Cu™ ~—— H0
25°C,6sa AN
\CHz—COOH H C/ o H20
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c
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poli(GMA-MMA)- IDA-Cu

Sekil 3.1. Immobilize afinite membranlarmn hazirlanmasinin sematik gosterimi
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3.1. immobilize metal afinite membranlarin karakterizasyonu

Immobilize afinite membranlar1 hidrofilik ve c¢apraz bagh bir yapiya
sahiptirler. Sulu ortamda c¢oziinmezler fakat c¢apraz baglanma oranlarina gore
yapilarma su alarak sigerler. Polimerik membranlara su difiizyonu hizli olmakla
beraber, ulasilan denge sisme oram % 52°dir. Immobilize metal afinite

membranlarmin 1slak kalinliginin 0.06 cm ve yogunlugunun 1.21 g/cm3

oldugu
bulundu; 1.0 ml membranin 38.5 cm? yiizey alanmna sahip oldugu hesaplandi. Civa
porozitemetre analizleri ile poli(GMA-MMA) membraninin ortalama gdézenek
boyutu 0.79 um, spesifik yiizey alani ise 89.1 m?/g olarak bulundu. Elde edilen 3.3
ml/g toplam gbzenek hacmi %75 oraninda gozeneklilige ulasildigini gosterdi.
Gozenekli bir yapr sergileyen membranin SEM mikrografi Sekil 3.2°de verildi.
Diizgiin bir ylizey yapisina sahip oldugu gozlendi. Destek materyalinin gézenekli
olmasi, adsorpsiyon alanini genisleten bir Ozelliktir. Genis yiizey alani, adsorbente
yiiksek ligand immobilizasyonu ve dolayisiyla yiiksek protein adsorpsiyon kapasitesi
saglamasi acisindan oldukca Onemlidir. poli(GMA-MMA) membraninin yiizeyde
ulagilabilir epoksi grubu igerigi, pridin-HCI yontemi kullanilarak 1.08 pmol/g olarak
bulundu. Epoksi grubu tasiyan membranlarmn, IDA baglama verimliligine pH,
sicaklik ve zaman gibi reaksiyon kosullarmin etkisi arastirilarak optimize edildi.
poli(GMA-MMA)-IDA membranlari ile 1.28 pumol/cm’® selatlama kapasitesi elde

edildi.
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Sekil 3.2. Afinite membranin SEM mikrografi

poli(GMA-MMA)-IDA membranlar1 {izerine tutuklanan Cu(Il) iyonu
miktarinin belirlenmesi i¢in tutuklama islemi oncesi ve sonrasinda ortamdan alinan
¢ozelti ornekleri, AAS ile analiz edildi. IDA selatorii i¢in 127.4 pmol/g bakir iyon

kapasitesine ulasildig1 bulundu.

poli(GMA-MMA) membrani i¢in elde edilen FTIR spektrumu Sekil 3.3’de
sunuldu. Spektrumdan goriildiigii gibi, ~ 2951 cm™'de goriilen metilen ve 2994 cm®
deki metil titresimleri glisidil metakrilat ve metil metakrilat’mn karakteristik
titresimleridir ve bu monomerlerinin kopolimer yapida oldugunun bir gostergesidir.
1730 cm™de goriilen titresim glisidil metakrilat ve metil metakrilat’m ester

konfigiirasyonunu ifade eden absorpsiyon pikleridir. Epoksi grubu, 910 cm™’de bant
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vermistir. 3447, 1632 cm™ deki absorpsiyon bantlar1 C=0 piki, 1156 cm™ deki C-O

karakteristik piki, 2992 ve 1452°deki C-H gerilim ve titresim bantlarina ait piklerdir.

%T

4000 Wavenumber ¢m-1 400

Sekil 3.3. Afinite membranin FTIR spektrumu
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3.2. Iimmobilize afinite membranlar ile sulu cézeltiden albumin adsorpsiyonu

calismalar

Membran yapida poli(GMA-MMA) kromatografik destek malzemesinin
hazirlanmasi icin, optimize edilen deney protokoliin olusturulmasim takiben, sirasi
ile membran yiizeyine {i¢ disli ligand olan IDA ve Cu(Il) metal iyonu immobilize
edilerek gelistirilen, poli(GMA-MMA)-IDA-Cu membrani ile, tek basamakta sulu
ortamdan sigir serum albumini adsorpsiyonu caligmalar1 gergeklestirilerek, albumin
molekiillerine kars1 gosterdikleri afinite arastirildi ve adsorpsiyon sistem

parametreleri belirlendi.

3.2.1. Membrana metal iyonu baglanmasi isleminin optimizasyonu

Su molekiillerinin koordinasyonunun sonucu olarak, metal iyonlar1 sulu
ortamlarda yiiksek derecede coziiniirler. Cozeltide, metal iyonlar1 bir Lewis asiti
(elektron gifti alic1) olarak ve su molekiilleri de bir Lewis baz1 olarak (elektron ¢ifti
verici) davranir. Su molekiilii giiclii bir baz ile yer degistirebilir ve bu degisim
sonucunda metal kompleksleri olusur. Metal iyonu ile kordinasyon kompleksi
olugturan ligandin grubu elektron ¢ifti vericisi olarak adlandirilir. Selatlayici gruplar,
metal iyonlarin1 matriks lizerine tutmak i¢in kullanilir. Sulu ¢ézeltilerden proteinleri
ayirma sirasinda metal iyonlarinin sizmadigindan emin olmak gerekir, bu nedenle
selatlayici gruplar ile metal iyonlar arasindaki bag gii¢lii olmalidir. Bununla birlikte,
metal ile selatlayict grup arasindaki ¢ok giiglii bir baglanma, metal ile protein
arasindaki etkilesimin zayif olmasma sebep olur. Diisiik adsorpsiyon kapasitesi

pratik olarak IMAK islemi i¢in uygun degildir.
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Bu dogrultuda epoksi grubu tasiyan membranlarin, IDA baglama verimliligine
pH, sicaklik ve zaman gibi reaksiyon kosullarinin etkisi arastirilarak optimize edildi.
Destek materyalinin selatlama kapsitesi ve immobilize edilecek metal iyonu miktar
icin ligand gorevi gosterecek selatdriin secimi, oldukca Onemli bir parametredir.
Calismamizda, IDA bagli membranlarla yiliksek Cu(II) metal iyonu immobilizasyon

kapasitesi elde edildi.

Kromatografik uygulamalarda hazirlanan immobilize afinite membranlarindan
deneyin farkli agamalarinda bakir metal iyonu sizintis1 istenmeyen bir durumdur ve
bunun cesitli sebepleri olabilir. IMAM’lere kararli bir sekilde baglanmayan Cu(II)
metal iyonu, sulu ortamdan protein adsorpsiyon asamasinda ¢ozeltiye gecebilir veya
yiksek tuz konsantrasyonu varliginda protein eliisyonu yapilmasi gereken
durumlarda metal iyonu eliisyon ortamina gecebilir ve bu nedenle destek
materyalinin tekrar kullanimina izin vermeyebilir. Bu dogrultuda metal iyonunun
membran yapisindan sizip sizmadigi AAS ile kontrol edildi ve herhangi bir sizinti

olmadig belirlendi.

3.2.2. pH Etkisi

pH ve iyonik siddet, araylizeyde bulunan kovalent olmayan etkilesimlerle
yoOnetilen afinite kromatografi sisteminde Onemli bir rol oynamaktadir. Hedef
molekiil ylizeyinde iyonize olabilen gruplar dolayisi ile olusan yiizey yiik dagilimi,
afinite destek materyalindeki baglanma boélgeleri ile spesifik afinite etkilesimlerinde
pH’in olduk¢a oOnemli bir faktéor olmasina yol agacaktir. Cu(Il) metal iyonu

immobilize metal afinite membrani ile albuminin spesifik etkilesimine pH’in etkisi
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4.0-9.0 araliginda degistirilerek arastirildi (Sekil 3.4). Adsorpsiyon ortam pH’sinin
5.0’den 6.5 degerine yiikseltilmesi sonucu membranin albumin adsorpsiyon
etkinliginin de arttig1 gbzlendi. pH 8.0 degerininin iizerinde ise albuminin Cu(Il)
metal iyonuna baglanma egiliminde bir azalma gozlendi. Cozeltideki baslangic
derigimi 0.5 mg/ml olan albuminin pH 7.0’de, 1 ml IMAM destek materyalinin sulu
ortamdan 13.02 mg albumini adsorpladigi belirlendi. Bu spesifik etkilesimin,
albuminin bu pH degerinde konformasyonel ve yiizey yiik dagilimi durumundan ve
destek materyali yiizeyindeki negatif yiik yogunluguna sahip bolgeler arasindaki
elektrostatik etkilesimden kaynaklandig1 diisiiniildii. Iyi bilindigi gibi, bir arayiizey
olay1 olan biyolojik molekiil adsorpsiyonunda, hidrofobik, elektrostatik etkilesimler
ve hidrojen baglari, spesifik adsorpsiyondan sorumlu olan baslica kuvvetlerdir (48).
Artan pH ile adsorplanan protein miktarinin artmasi; albumin proteininde agiga ¢ikan
histidin, sistein ve triptofan aminoasit kalintilarinin yiiksek pH’larda Cu(Il) metal
iyonlar1 i¢in koordinasyon boélgelerini olusturarak bir ligand gorevi iistlenmelerinden
kaynaklanmaktadir (49-54). Diisitk pH degerlerinde bu amino asit kalintilarinin
protonasyon derecesi artacagi ve koordinasyon kompleksi olusumunun da azalacagi

belirtilmektedir (32).
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Sekil 3.4. Immobilize metal afinite membrani ile albumin adsorpsiyonuna pH etkisi

Immobilize afinite membrana sulu ortamdan albumin adsorpsiyonu isleminde
dengeye ulagsma zamanin etkisi arastirildi. Farkli baslangi¢ konsantrasyonlarindaki
albumin icin adsorpsiyon isleminin baslangicinda yiiksek adsorpsiyon hizi oldugu,
180 dakika igerisinde dengeye ulastigi ve 240 dakika boyunca sabit kaldig1 gézlendi.
Bu nedenle ¢esitli kosullar altindaki (farkli adsorpsiyon parametreleri) adsorpsiyon

verileri, dengeye ulasilan 3 saatlik adsorpsiyon islemi siireci uygulanarak elde edildi.
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3.2.3. immobilize metal afinite membran dozunun etKisi

Albumin konsantrasyonu (0.5 mg/ml) olarak sabit tutuldu ve kati/sivi (v/v)
oran1 degistirilerek sulu ortamdan uzaklastirilacak albumin yiizdesine etkisi

arastirildi ve sonuglar Sekil 3.5°de verildi.
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Sekil 3.5. IMAM dozunun albumin adsorpsiyonuna etkisi
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3.2.4. Tyonik siddet etkisi

Sulu ¢ozeltiden albumin adsorpsiyonuna, iyonik siddetin etkisi farkl tuz
konsantrasyonlarinda, farkli baslangic albumin konsantrasyonunda calisildi (Sekil
3.6). Sekilden goriilebildigi gibi, iyonik siddetin artmasi ile adsorpsiyon etkinligi de
onemli derecede azalmaktadir. Tuz konsantrasyonunun artmasi ile protein
ylizeyindeki imidazol gruplar ile metal iyonu arasindaki etkilesim 6nemli derecede
etkilenmektedir. Non spesifik etkilesimde IMAM ile yiiklii protein molekiilii
arasindaki elektrostatik etkilesim azalmakta, hidrofobik etkilesim ise artmaktadir.
Sekil 3.6’dan da goriildiigii gibi tuz ilavesi ile adsorpsiyon kapasitesindeki dnemli
derecedeki azalma, elektrostatik etkilesimlerin baskin oldugunu goéstermektedir.
Adsorpsiyon sistemi i¢in optimum pH olarak secilen 7.0 ortam pH’sinda, BSA
anyoniktir ve bu nedenle tuz konsantrasyonunun artmasi ile katyonik bakir iyonu ile

arasindaki etkilesimin azaldig1 diigtintilmektedir.

Iyonik siddet arttikca, Debye-Hiickel uzunlugu tarafindan verilen,
molekiillerin ¢evresindeki elektriksel c¢ift tabaka azalacaktir. Rustemier ve Killmann,
ortamdaki artan elektrolit konsantrasyonuyla, ylizey yiiklerini goriintiilemiglerdir. Bu
etkilerin, molekiiller arasindaki itme kuvvetinin azalmasina neden oldugunu
bildirmislerdir. Sonug¢ olarak, molekiiller arasindaki toplam potansiyel enerji
bariyerinin azalmasi1 neticesinde sistemlerde agregasyon goriilmeye baslamaktadir

(55).
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Sekil 3.6. p(GMA-MMA)-IDA-Cu(II) membranlari ile albumin adsorpsiyonunda

iyonik siddetin etkisi

3.2.5. Protein konsantrasyonunun etkisi

Immobilize afinite membran ile sulu ¢ozeltiden albumin uzaklastirilmasi igin
elde edilen deneysel adsorpsiyon egrisi Sekil 3.7°de sunuldu. Adsorpsiyon
kapasitesinin, ortamdaki protein konsantrasyonunun arttirilmasit sonucu, arttig

gozlendi. IMAM ile maksimum adsorpsiyon kapasitesine 2.0 mg/ml albumin
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konsantrasyonunda ulasildi ve bu baslangic derisim degerinden sonra sabit kaldigi
gozlendi. Bu durumun afinite membranin spesifik etkilesim gruplarinin, albumin
molekiilleri ile doygun hale gelmis olmasiyla agiklanabilecegi diisiiniildii. Albumin
ylizeyinde histidin dizisine sahiptir. Bu ylizeyde agiga vurulan histidin amino
asidinin yan imidazol halkasi, immobilize Cu(II) iyonlari ile protein arasinda, baskin
afinite bolgeleri olusturmustur. poli(GMA-MMA)-IDA-Cu immobilize metal afinite
membrani ile, beklenildigi gibi, hedef molekiil albumine yiiksek kapasite ile

baglandig belirlendi.

Immobilize metal afinite kromatografisi teknigi kullanilarak yapilan
caligmalardan birini, Todorova-Balvay ve arkadaslan tarafindan gerceklestirilmistir.
Calismada, selatlayict IDA ligandma, Cu(Il), Ni(Il), Zn(II) ve Co(Il) iyonlar1
baglanarak kurulan, IMAK sistemleriyle, IgG, Cohn II-III fraksiyonlari, ve bunun
pepsinle pargalanma fragmentlerinin adsorpsiyonu incelenmistir ve en ylksek
adsorpsiyon, IDA-Cu(Il) ile IgG adsorpsiyonunda, yaklasik 19 mg olarak elde

edilmistir(56).

Belew ve arkadaslari, selatlayict Sepharose Fast Flow ya da SPW selathh TSK
gel tizerine immobilize Cu(Il) ile, lizozim, ovalbumin, sigir ve domuz serum
albuminlerinin adsorpsiyonunu g¢alismuslardir. immobilize Cu(Il) ile, lizozim igin,
3.8-6.8 wmol/ml; ovalbumin igin, 0.71-1.8 wmol/ml; BSA igin, 0.55-1.1 wmol/ml;

PSA i¢in, 0.63-1.5 umol/ml protein adsorpsiyonu elde edilmistir (57).

Patwardhan ve Ataai, 3461 ml/g BSA adsorpsiyonunu, immobilize Cu(Il)-

IDA kolon ile, pH 7’de elde etmiglerdir (58).
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Hutchens ve Yip, 1990°da yaptiklar1 bir ¢calismada, selatlayict Sepharose Fast
Flow-IDA-Cu(Il) ile, ml 1slak jel basina, yaklasik 7.5 mg a- ya da y-kimotripsin
adsorplamuslardir (51).

Berna ve arkadaslar ise, 1997°de gerceklestirdikleri bir ¢aligmada, Novarose-

IDA-Cu(Il) ile, 2.27 umol ya da 57 mg o- ya da y-kimotripsin/ml 1slak jel degerine

ulagmuglardir (59).
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Sekil 3.7. IMAM i¢in belirlenen deneysel adsorpsiyon izotermi
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Immobilize metal afinite membranlarina olas1 protein adsorpsiyonu
mekanizmasi,

i) protein yiizeyindeki histidin artiklarindaki imidazol halkasinin elektron
verici gruplar ile metal iyonu arasindaki spesifik etkilesim,

ii) yukli protein molekiilli ve pozitif yiiklii metal iyonu arasindaki
elektrostatik etkilesim ve

iii) membran yiizeyindeki hidrofobik gruplar ile protein arasindaki hidrofobik

etkilesim mekanizmalarindan biri veya tamamu ile agiklanabilmektedir.

flk etkilesim spesifik baglanmay1 saglarken son iki etkilesim ise non-spesifik

etkilesim olusumunda etkin faktordiir.

Bu dogrultuda, poli(GMA-MMA)-IDA membranina sulu ortamdan albuminin
adsorpsiyonu arastirildi. izoelektrik noktasi 4.7 olan sigir serum albuminin yiizey
yik yogunlugu pH 7.0’de negatiftir ve bu nedenle albumin s6z konusu pH ortaminda
anyonik Ozellik tasimaktadir. Adsorpsiyonun gerceklesecegi arayiizeyde aym yiikle
yikli iki grup birbirini ittiginden poli(GMA-MMA)-IDA yilizeyine non spesifik

adsorpsiyon oldukea kiigiik bulundu.

3.2.6. Sicakhigin etkisi

Sicakligin artmasi ile albumin ve IMAM’m fonksiyonel gruplari arasindaki
etkilesim alaninin artmasi1 sonucunda adsorpsiyon kapasitesinin arttigi gozlendi
(Sekil 3.7). Sicakligin 4°C’den 37°C’ye c¢ikarilmasi ile birlikte afinite membranin
adsorpsiyon kapasitesindeki bu artigin albumin molekiiliiniin konformasyonel yapisi

ile ilgili oldugu diisiiniildii.
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3.2.7. Desorpsiyon ve tekrar kullanilabilirlik

Biyolojik bir siv1 karisimindan olusan serumdan, tek basamakta ve yiiksek
saflikta albuminin saflagtirilmasi igin gerekli optimum kosullarin belirlenebilmesi
dogrultusunda, farkli ortam kosullarinin, adsorplanan albumin miktarina etkisi
yaninda, desorpsiyon ve yeniden kullanilabilirlik parametreleri de arastirildi.
Albumin yiiklii membranlarin eliisyonu, 2.0 M KSCN igeren desorpsiyon ortaminda

yapild1 ve % 87.4’liniin eliie edilebildigi belirlendi.

Immobilize metal afinite kromatografisi uygulamalarinda kullanlacak
membran yapidaki destek materyalinin kimyasal bilesimi, yiizeyinde aktif gruplarin
yer almasi, selatlayici ajanin yapisi, metal iyonunun tiirii ve metal iyon
konsantrasyonu, IMAM performansinin degerlendirilmesinde onemli
parametrelerdir. Bu calismada IDA selatorii Cu(Il) metal iyonuna karsi ti¢ disli bir
ligand olarak kullanildi ve albumine yiiksek afinite gosteren polil GMA-MMA)-IDA-
Cu membran1 hazirlandi ve protein adsorplama kapasitesi belirlendi. IMAM
membranlarmin  kullanilabilirligini  test etmek i¢in membranlarin  yeniden
kullanilabilirligi de arastirilldi ve membranlar adsorpsiyon kapasitelerindeki
minumum kayipla (~%9) yiliksek derecede yeniden kullanilabilirlik gosterdi. Bu
caligmalarla elde edilen veriler; poli(GMA-MMA)-IDA-Cu immobilize afinite
membraninin ¢esitli enzimlerin saflagtirnlmasinda kullanilabilecegini ve histidin
artiklar1 igeren biyolojik molekiillerin izolasyonunda kullanilabilecegini gosterdigi

diistiniilmektedir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Gergeklestirilen bu tez ¢aligmasi kapsaminda, 6nemli bir serum proteini olan
albuminin sulu ortamdan adsorpsiyonu i¢in, yeni bir immobilize metal afinite
membrani tasarlandi. Destek materyali olarak {iiretilen polimer, metil metakrilat
(MMA) ve glisidil metakrilat (GMA) monomerleri kullanmilarak hazirlandi.
Polimerizasyon, azoizobutironitril (AIBN) baslaticis1 varliginda, UV 1s1mas altinda,

azot atmosferinde, fotopolimerizasyon yontemi ile gergeklestirildi.

Elde edilen poli(GMA-MMA) membranlari, yapisinda bulunan, reaktif
epoksi gruplar1 kullanilarak, metal iyonunun selatlanmasinin saglanmasi igin,
tridentat bir ligand olan imunodiasetikasit (IDA) ile kovalent olarak baglandi ve
poli(GMA-MMA)-IDA membrani elde edildi. Cu(Il) metal iyonunu igeren ¢ozelti ile
membranin etkilestirilmesiyle, IDA ve Cu(ll) arasinda, koordinasyon kompleksi
olusumu saglandi ve albumine spesifik, poli(GMA-MMA)-IDA-Cu, immobilize

metal afinite membran1 (IMAM) hazirlandi.

[lk  olarak, hazirlanan  poli(GMA-MMA)-IDA-Cu  membranimnin
karakterizasyon c¢aligmalar1 yapildi. IMAM membraninin, denge sisme orani,
gravimetrik yontem kullanilarak, % 52 olarak bulundu. IMAM membranlarinin

hidrofilik ve ¢apraz bagh bir yapiya sahip oldugu tespit edildi.

poli(GMA-MMA) membraninin, %75 oraninda goézeneklilige ulastig
gosterildi. Membranin SEM mikrografi alinarak, gozenekli ve diizgiin bir yiizey
yapisina sahip oldugu goézlendi. Membranin, gozenekliligi, ylizey alanini ve

dolayistyla adsorpsiyon kapasitesini arttiran bir 6zelliktir.
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poli(GMA-MMA) membranina, IDA baglanmasina pH, sicaklik ve zaman
gibi cesitli faktorlerin etkisi ayrintili olarak incelendi ve poli(GMA-MMA)-IDA
membranlar1 ile 1.28 pmol/cm® selatlama kapasitesine ulasildigi tespit edildi.
Membranin FTIR spektrumu aliarak, monomerlerin kopolimer yapida oldugu

belirlendi.

Membranin karakterizasyonu tamamlandiktan sonra, kesikli sistemde sulu
ortamdan albumin adsorpsiyonu calismalar1 gerceklestirildi. Adsorpsiyon ortaminin
pH‘nin, albumin adsorpsiyonuna etkisi arastirildi. pH’nin 5.0’den 6.5 degerine
ylikseltilmesi ile, albumin adsorpsiyonunda bir artis, ancak pH 8.0 degerininin
iizerinde bir azalma gozlendi. Elde edilen adsorpsiyon, pH 7.0°de, 13.02 mg
albumin/l ml membran’dir. pH’nin artmasiyla, adsorpsiyonun artmasi; albumindeki
histidin, sistein ve triptofan aminoasit yan gruplarinin, bir sinir metali olan Cu(II)

iyonlar1 i¢in, koordinasyon bolgesi teskil etmesiyle agiklanabilir.

Adsorpsiyon ortaminin sicakliginin, membranlarin albumin adsorpsiyonuna
etkisi arastirildi. Sicaklik artigi ile, albumin ve IMAM’1n etkilesim alaninin arttig1 ve
adsorpsiyon kapasitesinin de artig gosterdigi bulundu. Bu durumun, albuminin

konformasyonel yapist ile ilgili oldugu diisiiniildii.

Albumin adsorpsiyonunun, dengeye ulasma zamani, farkli baglangic
konsantrasyonlarindaki albumin ¢o6zeltilerinde aragtirildi. Membranlara, albumin
adsorpsiyonunda, 180 dakika igerisinde dengeye ulasildigi ve 240 dakika boyunca

sabit kaldig1 gozlendi.

Membranlara, albumin adsorpsiyonuna, iyonik siddetin etkisi, farkli tuz
konsantrasyonlarinda ve farkli baslangi¢ albumin konsantrasyonunda ¢alisild1. Iyonik

siddetin artmasi ile adsorpsiyonun Onemli derecede azaldigi goriildii. Bu durum,
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ortamdaki tuzun, IMAM ile yiikli protein molekiilii arasindaki, baskin olan

elektrostatik etkilesimi azaltmasiyla agiklandi.

Yapilan calismalar sonucu, elde edilen poli(GMA-MMA)-IDA-Cu(ll),
membraninin, literatlirde yer alan immobilize metal afinite c¢alismalariyla
kiyaslanabilecek Olciide, protein adsorpsiyonuna ulagtigi goriildi. Metal iyonu
icermeyen, poli(GMA-MMA)-IDA formunun ve albuminin, pH 7.0’de negatif
olmalarindan dolay1, non spesifik adsorpsiyonun diisiik oldugu bulundu. Albuminin,
membrandan desorpsiyonunun da, olduk¢a yiiksek oranda elde edilmesi ve
membranlarin  tekrar kullanilabilirliginin  yiiksek olmasi, 6nemli bir avantaj

sunmaktadir.

Sonug olarak, bu ¢aligmada sentezlenen, yeni poli(GMA-MMA)-IDA-Cu(I)
membran1 ile, Ozellikle Cu(Il) iyonu ve imidazol grubunun etkilesiminden
faydalanilarak, histidin igeren molekiillerin, ya da histidin kuyrugu takilan
molekiillerin izolasyonunda olmak {izere, ¢ok cesitli enzimlerin saflastiriimasinin

gerceklestirilebilecegi, spesifik ve etkin bir yaklagim sunulmustur.
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