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OZET

HIDROJEL PARTIKULLERIN (p(AAc-AA))
INSAN SERUMUNDAN ALBUMIN VE IMMUNOGLOBULIN G
SAFLASTIRILMASINDA KULLANILMASI VE SAFLIK DERECELERININ

HPLC DE TAYINI

UCARSU, Fatma
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusi
Biyoloji Anabilim Dal1,Y Uksek Lisans Tezi
Danmigman: Prof. Dr. M. Yakup ARICA
Ortak Damsman: Dog. Dr. Giillay BAYRAMOGLU

Eyliil 2005, 47 sayfa

Afinite kromatografi uygulamalarinda destek materyalinin secimi ve
hazirlanmas:  kromatografik performans: etkileyen Onemli faktdrlerden birisini
olusturmaktadir ve Ozellikle hidrofilik karakterli hidrojellerin, bu alanda
kullamimalar1 oldukca 6nemlidir. Bu dogrultuda, tez kapsaminda partiktl formda
hidrojel yapida akrilat kokenli polimerik destek materyallinin hazirlanmasi ve sulu
ortamdan ve insan serumundan abumin (HSA) ve immunoglobulin G (HIgG)
ayristinilmas:  ve saflastiriimast isleminde afinite sorbenti olarak kullamlimasi
amaglandi. Hidrofilik karakterli poli(akrilikasit-akrilamid); p(AAc-AA) afinite

hidrojeli, akrilik asit (AAc) ve akrilamit (AA) monomerlerinden amonyum persiilfat
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baglatict varliginda UV fotopolimerizasyon yontemi kullamlarak sentezlendi.
Kromatografik alanda kullanmak amaci dogrultusunda gelistirdigimiz  serbest
karboksil ve amin gruplarina sahip p(AAc-AA) afinite hidrojelin herhangi bir
aktivasyon veya yuzey modifikasyon islemine gerek kalmadan serum proteinlerine
afinite gosterebilecek Ozellikte olmas: tasarlandi ve destek materyali olarak tek
basamakl1 bir yontemle hazirlandi. Hidrojel yapidaki p(AAc-AA) afinite partikillerin
pH ve sicakhiga karst duyarlilik gosterdi. Gelistirilen affinite hidrojelin sulu
cOzeltilerden ve insan serumundan HSA ve HIgG proteinlerini uzaklastirilmasi
caligmalar1 farkli baglangic protein konsantrasyonu, pH, iyonik siddet, sicaklik,
adsorbent dozu gibi sistem parametreleri etkisi altinda incelendi. Partikul yapidaki
afinite hidrojellerin sulu ortamdan maksimum HSA ve HIgG adsorpsiyon
kapasiteleri sirast ile 93.35 ve 138.53 mg/g olarak bulundu. Hazirlanan afinite
hidrojel ile sulu ortamdan HSA uzaklastirilmasi islemi Freundlich modeline uyarken,
HIgG adsorpsiyonu igin Langmuir ve Freundlich izoterm modelinin her ikisi ile ifade
edilebilecegi belirlendi. Afinite partikillerin adsorpsiyon kapasitesinde 6nemli bir
azalma olmaksizin adsorpsiyon-desorpsiyon islemlerinde tekrar kullamlabildigi
belirlendi. 20 M NaCl (pH 5.0) desorpsiyon ajam kullanildiginda afinite
partikillerine adsorplanan HSA ve HIgG sirasi ile yaklasik %92 ve %88 oraminda
desorbe edildi. p(AAc-AA) partikilleri ile insan serumundan HSA ve HIgG' nin

saflastirma oramt HPL C yardimiyla sirast ile % 91.50 ve % 80.96 olarak belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Afinite partikul, Akrilamit, Akrilik asit, Adsorpsiyon Albumin,

Immunoglobulin G, HPLC
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ABSTRACT

UTILIZATION OF HYDROGEL PARTICULES (p(AAc-AA)) IN PURIFICATION
OF ALBUMINE AND IMMUNOGLOBULINE G FROM HUMAN SERUM AND

DETERMINATION OF PURITY OF HSA AND HIgG BY HPLC

UCARSU, Fatma
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, M.Sc.Thesis
Supervisor: Prof. Dr. M. Yakup ARICA
Co-Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Giilay BAYRAMOGLU

September 2005, 47 pages

In affinity chromatography applications, the choice of matrix and its preparation
process are the important factors affecting the chromatografic performance. In
particular, hydrophilic hydrogels are used widely in this area. An hydrophilic affinity
sorbent in particule form based on acrylate was syntesized. Purification and
separation of immunoglobulin G (HIgG) and Human Serum Albumine (HSA) onto
these affinity membranes from agueous solutions and human serum was investigated.
Poly(acrylicacid-acrylamide), p(AAc-AA), hydrogels were prepared from acrylic
acid and acrylamide monomers via UV initiated photo-polymerization, in the
presence of an initiator ammonium persulphate. Free carboxyl and amine groups
containing p(AAc-AA) hydrogels with high affinity to serum proteins were prepared
in a single step without the necessity of activation and modification process. p(AAc-
AA) hydrogel particules are sensitive to pH and temperature. The effect of system

parameters such as initial protein concentration, pH, ionic strenght, temperature and
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adsorbent dosage on the removal of 1gG and HSA from human serum was
investigated. The maximum HSA and HIgG adsorption capacity of p(AAc-AA)
hydrogels were 93.35 and 138.53 mg/g, respectively. HSA removal from aqueus
solution fitted to the Freundlich isotherm model while HIgG adsorption process fitted
both to the Langmuir and Freundlich isotherm models. Affinity particules could be
repeatedly used in adsorption-desorption cycles without detectable losses in their
adsorption capacity. 92% of the adsorbed HSA and 88% of the adsorbed HIgG was
desorbed by using 2.0 M NaCl (pH 5.0) as desorption agent. The purification rate of
HSA and HIgG from human serum was determined by HPL C and 91.5% and 80.6%,
respectively.

Keywords: Affinity particule, Acrylamide, Acrylic acid, Adsorption, Albumine,
I mmunoglobulin G, HPLC
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1.GIRIS

Hidrojeller, suda sisebilen t¢ boyutlu ag yapiya sahip hidrofilik polimerlerdir.
Ag yapilt hidrojellerin olusumundan sorumlu olan molekdlici ve molekilleraras
kuvvetler, tipik kovalent baglarin yamsira iyonik, hidrojen ve vander Waals
etkilesimlerinin  tUmuni  kapsamaktadir. Bir polimerin hidrojel yapida 6zellik
gosterebilmesi icin ana zincir tzerinde veya yan dallarinda hidroksil grubu ya da su
molekdlleri ile etkileserek hidrojen bagi olusturabilme 6zelligine sahip karboksil ve
amino gibi fonksiyonel gruplarin bulunmas: gereklidir. Hidrojeller, sulu ortamlarda
sisme sirasinda fiziksel ve kimyasal dengeye ulasincaya kadar hacimlerini 6nemli
Olctde artirirken ag yapilarim korurlar. Herhangi bir pH degisimine karsi proton
veren veya alabilen asidik ve bazik gruplar igceren hidrojeller, genellikle farkli pH
degerlerinde farkli denge-sisme degerlerine ulasmaktadir. Bir hidrojelin sisme
0zelligi capraz bag derecesine, polimer zincirinin kimyasal yapisina ve bilesimine,
polar gruplarin varliging, ag yap: ve sivi ¢evresindeki etkilesimlere baglidir (Kim ve

Park, 2004; Arica ve ark., 2001; Maolin ve ark., 2000).

Hidrojeller biyoteknoloji alaninda organik ve inorganik Kirleticilerin
uzaklastirilmasinda, kromatografik tekniklerle biyolojik molekillerin ayristirilmas:
ve saflastiriimast isleminde, biyomedikal alanda kontak lens yapiminda, tarim
alamnda kontrollt ilag salim sistemlerinde kullamilmaktadir. Bunlarin yaninda, gida
endustrisinde, biyomedikal alanda ve su saflastirma sistemlerinde de yaygin olarak
kullanilmaktadir. Glinimizde endustriyel alanda genis bir kullamm alamna sahip
bulunan hidrojellerin uygulama alam giderek genislemekte ve bunun dogal bir

sonucu olarak 6nemi daha da artmaktadir. Son yillarda, arastiricilar ve sanayi
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kuruluslart zararlh atiklarin uzaklastirilmasi, tarimsal alanda yeni ilag gelistirmek
yerine var olan formilasyonlarin daha etkili bir sekilde kullamlimasi, biyolojik
sivilardan hedef molekilin ayristirilmas: ve saflastirilmast gibi islemlerde destek
materyali olarak yeni hidrojellerin gelistiriimesine yonelik arastirmalara hiz
vermislerdir (Kim ve Park, 2004; Moradi ve ark., 2004; Maolin ve ark., 2000;

Kaetsu, 1985).

Y aklasik 46 kg/m® toplam protein konsantrasyonuna sahip insan plazmasinda
albumin (HSA), immunoglobulinler ve immunoglobulin G (HIgG) ylzdeleri sirasi
ile %70.00, %27.20 ve %21.70'dir (Ghosh, 2004, Salabe ve Corvo, 2003).
Immunoglobulin G’nin immunolojik tayin kitlerinde, immunolojik hastaliklarin
tedavisinde ve immunoafinite kromatografisi alamnda kullamlimasi ve medikal
alanda alternatif bir tedavi sistemi olusturdugu icin medikal alanda biytk 6neme
sahip HIgG saflastiriimas: medikal biyoteknoloji alaminda oldukga 6nem kazanmis
bulunmaktadir. Ayrica, immunoglobulin G’ler stokinler ve kan pihtilastirici faktorler
gibi farmasotik tneme sahip proteinlerin saflastirilmasinda da biyoafinite ligandi
olarak da kullamlmaktadir. Bir diger plazma protein olan serum albumin (HSA),
toplam molekul kitlesi ve plazma konstrasyonu ile 25 mmHg'lik normal kolloid
onkotik basinca %80 oraminda katkida bulunmaktadir. Ayrica HSA, ilaglarin
baglanmasi ve salinmasi, lipitler ve endojen maddelerin metabolizmasinda gorev
amasi, fizyolojik kosullar altinda 6nemli antioksidan potansiyele sahip olmasi,
endotelyal hicrelerde apoptozisi onlemesi gibi bircok fonksiyonu ve insan
plazmasindaki toplam konsantrasyonundan dolayr kan plazmasinda c¢ok Onemli
hayati bir gorev Ustlenmektedir. Bu nedenlerden dolay:, HSA'min kan serumundan

saflastirilmast 6nemli Olctde ilgi cekmistir. Klasik ayirma yontemlerine kiyasla

2
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afinite kromatografisi sagladigi avantajlardan dolayi, 6nemli serum proteinlerinin
immunoglobulin G ve albumin saflastirilmasi isleminde son yillarda en ¢ok tercih
edilen yontem olarak 0ne ¢ikmaktadir (Arica ve ark., 2006; Belattar ve Mekhalif,
2004; Hu ve Su 2003; Arica ve ark., 2004a; Bayramoglu ve ark., 2005; Aricave ark.,

2004b; Josic ve Lim 2001, Fassinave ark., 1998; Sassi ve Lee, 1996).

Biyolojik sivi veya fermantasyon ortamlarindan hedeflenen molekilin tek
basamakta ayristirilmas: ve saflastiriimas: temeline dayanan afinite kromatografi
teknikleri; molekiler biyoloji, biyoteknoloji, analitik biyokimya, klinik biyokimyave
farmasotik kimya alanlarinda yaygin olarak kullamlmaya baslanmustir.  insan
plazmas: gibi biyolojik sivilardan hedeflenen molekiliin yiksek saflikta ve tek
basamakta ayristirilmas: isleminde kullanilan afinite kromatografisi tekniginin diger
klasik kromatografik yontemlere gore saglachigi avantajlar oldukca dikkat cekicidir

(Aricave ark., 20043a).

Afinite kromatografisinde protein karisimindan hedeflenen proteini saflastirma
isleminde en 6nemli parametrelerden birisi de destek materyalin secimidir. Protein
ayristirma ve saflastirma isleminde destek materyali ile hedef protein arasinda
spesifik olmayan etkilesimlerin olmadigi veya minimum dizeyde olusturulmasinin
yaninda, hidrojel yapmidaki destek materyalinin gbzenekliligi de bu ayirma
yonteminin performansint etkileyen diger bir 6nemli faktor olarak rapor edilmistir.
Afinite kromatografisi alaninda kullamimak Gzere, farkli polimerizasyon teknikleri
ile, hidrojel yapidaki afinite destek materyallerinin farkli geometrik yapilarda
ornegin membran, kire, cubuk veya partikil yapida hazirlanmast mimkinddir.
Partikil yapidaki hidrojellerin kullanimi, gozenekli yapinin yamsira daha genis bir

yuzey alam saglayacagi icin hedef molekulin ayristirilmas: isleminde daha az

3
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materyal kullammi saglamasinin yamnda islem stresini de kisaltarak 6nemli bir
avantg] saglayacaktir. Hidrojel yapida hazirlanabilen akrilik ve metakrilik kokenli
polimerik destek materyalleri, biyolojik ortamlardan hedef proteinin saflastirilmasi,
kontakt lens yapimi, kontrollU ilag salimim sistemleri gelistirilmesi ve yapay damar
imalinde kullamimasi gibi ¢cok cesitli tibbi alan uygulamalar1 i¢in genis 6lgekli olarak
kullamlImaktadir (Arica ve ark., 2004b; Mahdovinia ve ark., 2004; Nisisako ve ark.,
2004; Nolan ve Sklar, 2002; Bayramoglu ve Arica, 2003; Zou ve ark., 2001; Arica,

2000; Comiskey ve ark., 1998).
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2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Polimerik Destek Materyalleri

Polimerler, monomer olarak adlandirilan kugik molekdlld  birimlerin
birbirlerine kovalent baglarla baglanmalari sonucu olusan yiksek molekul kitleli
makromolekdllerdir. Bir polimer, ¢dzlcl icerisinde bekletildiginde daha kiicik olan
¢Ozuct molekdlleri polimer zincirleri arasina difiize olarak polimeri sisirir. Bu
durumda polimerik yap1, ¢ozicu ile etkilesim derecesine bagli olarak belli miktarda
¢Ozucl absorbe eder. Polimerik yapinin ¢dzict ile sismis bu haline jel adh denir.
Polimerlerin ¢oziinme veya sisme dereceleri; polimer ve ¢Oziclnin kimyasal
yapilarindaki benzerlik, bir homolog grupta molekiler kitle (zincir uzunlugu),
capraz baglanma derecesi, polimer zincirleri arasindaki ikincil bag kuvvetlerinin
varligr ve etkisi, polimerik yapimin kristalite derecesi gibi parametrelere baglidir
(Duran ve ark., 1999; Zhou ve ark., 1996; Baker ve ark., 1995; Peppas ve Peppas,

1991).

Polimerler, biyolojik fonksiyonlu molekullerle birlikte cok degisik uygulama
alanlarinda kullamimaktadir. Polimer ve biyolojik ajan sistemlerinde biyolojik ajan
olarak antibiyotikler, antikoagulantlar (pihtilasmay1 engelleyen), anti kanser ilaglar,
antikorlar, antagonistler, enzimler, kontrastifler (koruyucular), antibakteriyel ajanlar,
hiicreler, dokular ve doku bdlumleri drnek olarak verilebilir. Kompozit sistemler
aktif maddenin kontrolli olarak salintmim saglayacak sekilde dizayn edilir. Bu
fonksiyonu yerine getirmek Uzere, difuizyon kontrolli polimerik membran igeren

sistemler veya aktif maddeyi iginde tutarak disariya kontrollU olarak salan matriks
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sistemleri dizayn edilebilir (Moradi ve ark., 2004; Hoffman, 2002; Brazel ve Peppas,

1999; Williams, 1990).

Kromatografi ve biyoteknoloji alaninda kitin, kitosan, aljinat gibi dogal ve
polikarbonat, polistilfon, polipropilen, distik yogunluklu polietilen, polistiren lateks,
akrilat polimerler gibi sentetik kokenli polimerik yapilar kullamlmaktadir. Sentetik
polimerler dogal materyallere kiyasla daha genis kullarm alanina sahiptir. istenilen
geometrik formda hazirlanabilen sentetik kokenli materyallerin ylizey ozellikleri
fiziksel, kimyasal ve biyokimyasal islemlerle kolaylikla ve istenilen 6zellikte
modifiye edilmektedir. Son yillarda sentetik polimerlerden hazirlanan destek
materyalleri ile biyolojik molekillerin ayristiriimas: ve saflastiriimast ilgi ¢eken bir
arastirma alant olmus ve polimerik destek malzemeleri inorganik veya dogal destek

malzemeler yerine kullamilmaya baslanmistir (Hoffman, 2002; Arica, 2000).

2.1.1. Biyouyumlu polimerler

Polimerik biyomateryaller c¢esitli vicut hucreleri ve kanla temas eden
materyallerdir. Bu nedenle doku ve kan ile uyusabilir olmalar1 zorunludur. Biyolojik
olarak parcalanabilen polimerlere poliamitler, polipeptidler, poliesterler,
poliortoesterler, poliasetaller ornek olarak verilebilir (Sun ve ark., 2003; Hirotsu ve
ark., 2002; Abriouel ve ark., 2001; Giacomelli ve Norde, 2001; Huang ve ark., 2000;

Brazel ve Peppas, 1999; Dufrene ve ark., 1999).
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2.1.2. Hidrojeller

Hidrojeller, genellikle U¢ boyutlu, ag yapili ve capraz bagli polimerlerdir.
Hidrojeller, hidrofilites yiksek, suda ¢coziinmeden 6nemli 6l¢lde sisebilen, esnek ve
mekanik kararlilig1 yuksek hidrofilik polimerlerdir. Hidrojellerin hidrofilite derecesi,
yapilarindaki polar gruplarin varligina baglidir ve asagida verilen 6zelliklerinden
dolay1 biyolojik uyumluluk gostermektedirler. i) Biyolojik sivi ve dokularla
cevrelenmis jeller, protein adsorpsiyonu ve hiicre adezyonu icin akis gliciini azaltan
disUk ytzey gerilimine sahiptirler. ii) Hidrojeller dogal biyolojik hiicre ve dokularin
bazi hidrodinamik o©zelliklerine sahiptirler. Hidrojel yuzeyindeki  polimer
zincirlerinin yiksek hareket yetenegi, protein adsorpsiyonu ve hiicre adezyonunun
engellenmesini saglar. iii) Hidrojellerin yumusak ve elastik 6zelligi biyolijik cevre
ile sirttinmesi sonucu olusan tahrigini azaltir (Kim ve Park, 2004; Moradi ve ark.,

2004; Saraydin ve ark., 2004; Maolin ve ark., 2000; Duran ve ark., 1999).

Hidrojellerin yapilarindaki farkli fonksiyonel gruplarin varlig: ortam pH’si ve
sicakligina karsi farkli duyarlik gostermelerine olanak saglamaktadir. Hidrojellerin
yapisina katilan iyonik monomerler jelin elektriksel yiklerini, pH duyarliligint ve su
alma kapasitesini etkilemektedir. Asidik fonksiyonel gruplara sahip olan hidrojeller
yuksek pH’ta iyonize olurken dusik pH’'ta iyonize olmazlar. Bu nedenle yuksek
pH'ta jelin iyonize olmasi, jelin yiksek pH degerlerinde su alma kapasitesini
artirmaktadir. Bir baska deyisle hidrojeller, pH degisimine kars1 protone ve/veya
deprotone olabilen gruplar igerdiginden, ortam pH’sinin degismesi ile farkli denge-
sisme degerlerine ulasmaktadir. pH’a duyarli bu jeller karboksilik asit ve primer
amino gibi zayif asidik veya bazik gruplar1 veya stlfonik asit ve amonyum tuzlari

gibi glclu asit ve bazlar1 iceren yapiya sahip olduklar: icin pH’taki degisim jelin
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Ozelliklerini degistirmektedir. Akrilik asit monomerinin pH’a duyarli grubu -COOH
grubudur. pH’a duyarli bir hidrojelin denge-sisme degerini etkileyen faktorler: 1)
iyonize olabilen monomerlerin elektriksel yUkd, ii) iyonik monomerlerin pKa
degerleri  ve iyonizasyonun derecesi, iii) iyonize olabilen monomerin
konsantrasyonu, iv) c¢apraz bag yogunlugu, V) polimer iskeletin
hidrofilitesi/hidrofobilitesi, vi) ortam pH ve iyonik siddetine bagl: olacaktir. Bunlarin
yaninda, hidrojellerin sisme kapasitesi ortamin artan tuz konsantrasyonuna bagli
olarak degismektedir ve tuz konsantrasyonunun artmasi sonucunda sisme degeri
azalmaktadir. Ayrica, hidrojel yapidaki polimerlerin sicaklikla degisimini ise hidrojel
yapisim olusturan monomerlerin kompozisyonu etkilemektedir. Hidrojeller, yuksek
su ama Ozelliklerinden dolayr biyolojik molekillerin  saflastiriimast islemi,
immobilize edilmis enzimlerin aktivitelerinin korunmasi, su saflastirma, kontrolll
ilag salim sistemlerinde yaygin olarak kullamlmaktadir (Hirotsu ve Tagaki, 2004;
Hoffman, 2002; Nagashima ve ark., 1999; Sahoo ve ark., 1998; Nagashima ve ark.,

1998; Sassi ve ark., 1996; Khare ve Peppas, 1995; Peppas ve Peppas, 1991).

Hidrojellerin yapisina 6énemli dlciide su molekilt alarak sismesini etkileyen
bitiin faktorler, polimerizasyon kosullari ve momomerlerin se¢cimi ile kontrol
edilebilmektedir. Bu sekilde degisik gbzenek capina sahip afinite hidrojelleri
hazirlamak mumkunddr. Hidrojellerin yapisinda bulunan gozenekler, kisa islem
siresinde daha fazla su molekilini tutabilmesi igin genis ylzey alam saglar.
GOzenekli hidrojeller gbzenek boyutuna gore; standart gbzenek dagilimi 10-100 nm,
100-1000 nm, 1-100 mm ve 10-1000 mm olarak degisen mikro, mezo, makro ve
stipergozenekli hidrojeller olarak siniflandirilabilir. Hidrojel sentezinde kullanilan

monomerler notr, asidik, bazik ve ¢apraz baglayici olarak dort simifta toplanmaktadir.
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Capraz bagli hidrojeller, saf halde monomerlerin veya gapraz baglayici maddelerin
kullailmasiyla, radyasyon veya 1sil etki ile baglatilan serbest radikal
polimerizasyonu sonucunda kitle, slspansiyon, emilsiyon halinde elde
edilebilmektedir. Capraz baglanma isleminde baslatici olarak y radyasyonunun
kullamim, diger baslaticilara gore polimerizasyon isleminde 6nemli avantaj sagladigi
¢cok sayida arastirici tarafindan bildirilmistir. Mikro, mezo ve makrogozenekli
hidrojeller sogukta kurutma (freeze drying), gozenek yapici, mikroemulsiyon ve faz
ayirimi metodlar: ile stipergdzenekli hidrojeller ise jellesme (gelation) reaksiyonu ile
hazirlanmaktadir (Kim ve Park, 2004; Saraydin ve ark., 2004; Chen ve ark., 2000;
Patel ve Amiji, 1996; Bennett ve ark., 1995; Bae ve Kim, 1993). Hidrojellerin sentez
reaksiyonunda c¢oziici genellikle sudur fakat metanol, etanol, benzil alkol gibi
alkoller polimerin yapiminda faz ayrimim engellemek icin kullamlmaktadir (Peppas

ve Peppas, 1991).

2.1.3. Akrilat kokenli polimerik materyaller

Akrilat kokenli monomerlerden sentezlenen polimerlerin genelikle biyolojik
olarak uyumlu materyaller oldugu ¢ok sayida arastirici tarafinda rapor edilmistir. Bu
polimerler simifinda olan poli(akrilamit), biyouyumlu sentetik bir polimer olmasindan
dolayr biyomedikal ve biyoteknolojik alandaki ¢ok sayida uygulamada
kullamImaktadir. Akrilamid oldukca reaktif ortaklanmamis elektron ciftine ve bir
amid grubuna sahip difonksiyonel bir monomerdir. Akrilamit zayif asit ve bazik
Ozellik gosterebilmektedir. Akrilamit ve akrilamit kdkenli kopolimerlerin yuksek
kapasitede su absorplama egilimi, oksijen gecirgenligi ve gozenekliligi gibi

Ozellikleriden dolay: biyolojik olarak uyumlu materyallerdir. Akrilikasit gibi akrilik
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turevleri, akrilamit monomeri ile kopolimerlestirildiginde yapiya daha fazla
hidrofilik 6zellik kazandirildig: arastiricilar tarafindan rapor edilmistir. Akrilikasit
iyonize olabilen bir monomer olarak bilinir ve bu nedenden dolay: polimeri pH ve
sicakliga kars1 duyarlicr (Bradley ve ark., 2005; Arica ve ark., 2004a; Moradi ve

ark., 2004; Hoffman, 2002; Arica, 2000; Sahoo ve ark., 1998).

Capraz bagli poliakrilamid sahip oldugu yiksek biyouyumluluk, ayarlanabilir
gbzenek yapisi, saflastirma ve steril edilebilme kolayligimin yaminda, yuzey
Ozdlliklerinin gesitli yontemlerle modifiye edilebilir olusu gibi 6zelliklerinden dolay1
cesitli biyolojiktib ve biyoteknolojik uygulamalarda kullanim alani bulmaktadir.
Polimerlerin fiziksel oOzelliklerinin canli hiicrelerle uyusabilmesi ve benzer 6zellik
gosterebilmesi, biyomateryal olarak kullamlmasinin temel nedenidir. Yiksek su
icerigi ve dusUk ara ylzey gerilimine sahip polimer canli hiicreyle uyusabilmektedir.
Polimerik yapinin yuksek su igerigine sahip olmasi implante edilmeden Once
yapidaki safsizliklarin giderilmesi, invivo uygulamalarda biyomateryallerin canli

hiicre tarafindan kabul edilmesiyle avantaj saglamaktadir(Moradi ve ark., 2004).

2.2. Kromatografi ve Temel Prensipleri

Kromatografi, bir karisimda bulunan bilesenlerin birbirinden ayrilmasim
saglayarak kalitatif ve kantitatif analizlerinin yapildigi yontemdir. GuUnimiizde
karigimlart ayirmak i¢in kullamlan  farkli kromatografik uygulamalar ©6nem
kazanmigtir. Yeni gelistirilen yontemlerle c¢ok kiguk farkliliklara dayanan
molekullerin ayrmalart yapilmaktadir. Kromatografik tekniklerin siniflandirilmast,
hareketli ve duragan fazlarin yapisi ve ayirma prensipleri dikkate alinarak cesitli

sekillerde yapilir. Afinite kromatografisinde, alikonma mekanizmasi maddeye 6zgiin
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olmakta ve anahtar kilit modeline uygun biyolojik molekdller ligand olarak
kullamlmaktadir. Boyut dagilim (Size Exclusion) kromatografisinde analizi
yapilacak molekiller boyutlarina gore ayrilmaktadir. Bu sistemde destek materyali
Uzerindeki farkli boyutlardaki gozenekler birer elek gibi davranarak maddeleri
boyutlarina gore ayristirmaktachr. iyon degisim kromatografisinde ayirma teknigi,
yuklt bir maddenin ters yikle yuklenmis kat1 bir sabit fazla tutulmasi prensibine

dayanir (Suen ve ark., 2000; Labrou ve Clonis, 1999).

Kromatografik yontem kullamlarak ornek madde bilesenlerinin analizinin
yapilmasinda, kullanillan hareketli fazin seciminde kullanillacak sabit faz ve
dedektorin oOzellikleri gibi bircok parametreye dikkat edilmelidir. Kullamlacak
kromatografi tekniginin tlrine gore tasarlanmis, ¢cok sayida farkli materyalden imal
edilmis ve “kolon” olarak adlandirilmis sabit fazlar mevcuttur. Y Uksek basing sivi
kromatografisi (HPLC) uygulamalarinda daha ¢ok, igerisi farkli yizey 6zelliklerine
sahip destek materyalleri ile doldurulabilen, 30-300 mm uzunlugunda yaklasik 5 pm

i¢ capinda paslanmaz ¢elikten kolonlar kullamimaktadr.

Kromatografik islemde hareketli faz, sabit fazdan basing altinda gegirilir.
Burada molekillerin hareketi, hareketli fazin itici glicii ve duragan fazin alikoyucu
gucl arasindaki dengeye baglidir. Bilesenler ortamda farkli hizlarda ilerlediklerinden
kromatografik islemin sonunda farkli zamanlarda sistemi terk ederler. Belirli kosullar
altinda, her molekdl i¢in parmak izi niteligi tasiyan alikonma zaman: (retention time-
tr) tamm tdretilmistir. Duragan fazin alikoyma guct, adsorpsiyon, ¢ozunirlik,
baglanma, iyonik etkilesim gibi etkilere dayanmaktadir. Bilesenler, ortamlarda
farkli hizlarda ilerlediklerinden, kromatografik islemin sonunda sistemi farkl:

zamanlarda terk ederler. Bu sekilde sabit fazdan ¢ikan bilesenlerin derisimleri uygun
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bir bicimde dlculir ve zamana veya haraketli fazin kullamlan hacmine kars: y-
ekseninde isaretlenerek “kromatogram” denilen grafikler elde edilir (Y1ildiz ve Geng,

1993).

2.2.1. Yuksek Basin¢h Sivi Kromatografis (HPLC)

HPLC sistemi temel olarak pompa, enjektdr, kolon (sabit faz) ve dedektor
bilesenlerinden olusan bir donamima sahiptir. Basing Oretimi, 0.1-10 ml/dakika
araligindaki akis hizlar1 yiksek basing pompa sistemiyle saglanmaktadir. Pompa
sistemleri; akis hizina, pompanin yapiminda kullamlan malzemeye ve pompanin
mobil fazi iletme mekanizmasina gore farkli sekilde siniflandirilabilmektedir.
Analitin mobil faza enjekte edilmesi igin kullamlan enjektor elle veya bilgisayar ile
kumanda edilebilmektedir. Karmasik 0rneklerde bilesenlerin birbirinden iyi
¢Ozundrlikle aywrimindan sorumlu sabit faz kolondur. Secilecek kolonun HPLC
uygulamasinda kullanilacak akis hizi ve dolayisiyla olusacak basinca dayanikli
olmasina dikkat edilmelidir. Kolonda dolgu maddesi olarak kullanilan polimerik
partikillerin ¢aplar: 3-10 um arasindadir. Partikiller silis, alumina, polistiren-divinil
benzen sentetik recine veya bir iyon degistirici recineden olusur. Sistemin doérdincu
bilesenini olusturan dedektdr, kolonda ayrimi yapilan maddeye ait bilesenlerin
alikonma zamanlarina gore srayla igerisinden gegerken kantitatif tayinlerinin

yapildig1 donanimdir.
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2.2.2. Afinite Kromatografis

Klasik kromatografik tekniklerin biyolojik sivilardan hedef proteinlerin
ayristirilmasi veya saflastirilmast islemlerinde yetersiz kalmasi verimliligi yuksek
yeni alternatif yontemlerin gelistirilmesini zorunlu hale getirmektedir. Kromatografik
yontemlerin arasinda en onemli yeri alan afinite kromatografisi tekniginde, uygun
sartlar altinda adsorpsiyon ortaminda hedef biyolojik molekdl afinite destek
materyali tarafindan kovalent olmayan spesifik etkilesime dayanan adsorpsiyon
islemi ile ayristirilir. Bu islem hedef molekdl iceren ortamin siirekli veya kesikli
sistemlerde matriksle temasiyla saglamir. Daha sonra adsorplanan molekdl farkli pH,
iyonik glicle ve uygun spesifik eltientler kullanilarak biyolojik molekil ile destek
materyali arasindaki kovalent olmayan iliskinin bozulmasi ile desorbe edilir (Arica

ve ark., 2006, Fitos ve ark., 2002; Matejtschuk, 1997).

Yeni ayristirma yontemleri arasinda yer alan afinite kromatografisi, ¢ok
cesitli biyolojik molekillerin saflastiriimasinda kullanmilan yontemlerden birisidir.
Makromolekillerin teshisi ve saflastirilmast icin dnemli bir metot olan afinite
kromatografi yontemi, 1968'de Cuetracasas ve arkadaslari tarafindan ilk kez
calisildigindan beri, binlerce farkli molekilin (enzimlerin, antikorlarin, hormonlarin,
vitaminlerin, reseptorlerin, ok sayida farkli glikoproteinlerin, RNA’nin, DNA’ nin),
hatta bakterilerin, virslerin ve hicrelerin, ayristirilmas: ve saflastiriimasinda

kullanmlmistir (Cuetracasas ve ark., 1968; Garg ve ark., 1996; Camperi ve ark., 1996).

Afinite kromatografisi alaninda yapilan arastirmalarin gogu, yeni afinite
destek malzemeleri gelistirme Uzerine odaklanmistir. Destek materyali, ylzeyinde
biyolojik molekillerin spesifik taninmasi igin fonksiyonel gruplara sahip olmalidir.

Bunun yamsira hidrofilik ve gozenekli yapi, kimyasal, mekanik ve biyolojik
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kararlilik ve sicakliga kars1 dayaniklilik gostermelidir. Afinite destek malzemeleri
membran, monolit, lif, kire, cubuk ve partikil gibi farkli geometrilerde
tasarlanmakta ve farkli fonksiyonel gruplara sahip olacak sekilde monomerler
kullanilarak hedef biyolojik molekult segimli ayirabilecek hale getirilmektedir.
Partikul yapidaki destek materyallerinin kullanilmas: hedef molekdillerin karisimdan
direkt olarak izole edilmesi ve saflastirilmasini saglamasinin yaninda, islem zamanmmn
da 6nemli 6lctde kisaltrmis olmasi 6nemli avanta) saglar. Partikil geometrisi afinite
destek materyaline genis ylzey alam saglayacagindan destek materyal ve protein
arasindaki etkilesimi alam artiracaktir. Partikul yapida kullanmilan destek materyalleri
kolon uygulamalarinda en az difiizyon sinirlamast ile daha iyi akis 6zelligi saglar

(Belattar ve Mekhalif, 2004; Alvarez ve ark., 2001; Gan ve ark., 2000).

Destek materyali; destek materyalinin sentezi, materyalin aktivasyonu ve
materyale ligandin baglanmasi asamalari sonucunda hazirlanmaktadir. Ancak cogu
kez ayristirillacak molekile Kkarsi afinite gosterecek destek materyalinin
hazirlanmasinda herhangi bir aktivasyon islemi ve ligand baglanmasi islemlerinin
gerektirmeyebilir. Bu ydntemin Onemli avantaglarindan birisi, hedef biyolojik
molekult bulundugu sivi ortamindan tek islemle ayristirilabilmesidir (Arica ve ark.,

20044).

2.3. Adsorpsiyon ve Adsorpsiyon izotermleri

Gaz, sivi, buhar veya ¢ozeltide bulunan ¢oziinmis taneciklerin kati yizeyde
tutulmas: olayina adsorpsiyon, tutunan taneciklerin ytizeyden ayrilmasina ise
desorpsiyon denilmektedir. Bu olayda katiya adsorbent, ylizeye tutunan maddeye

adsorplanan adi verilir. Proteinlerin adsorpsiyonlar: kati-sivi ara yuzeylerinde
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gerceklesmektedir. Bu islem, hedef protein molektlinin baydklaga, sekli,
adsorpsiyon ortaminin pH’1, affinite sorbentin yilzey yuku, ylzey topolojisi,
fonksiyonel grup baglarimin giict, protein ¢ozeltisinin baslangic konsantrasyonu gibi
sayisiz faktorlerden etkilenmektedir. Protein adsorpsiyonunda etkin bir yontem olan
afinite kromatografisinde performansi belirleyen en 6nemli parametrelerden biriside
destek materyalin secimidir. Polimerik materyalin yizeyinde hidroksil, karboksil,
amino gibi fonksiyonel gruplarin bulunmast biyolojik molekil ile destek materyali
arasindaki  iyonik  velveya elektrostatik etkilesimin  saglanacagi  bolgeleri
olusturacaktir. CoOzelti fazindan adsorpsiyon adsorblayici, adsorblanan ve ortam
sicakligi sabit tutuldugunda, derisime bagli olarak degismektedir. Y lzeye
adsorplanan madde miktarinin, derisimle degisimini veren egrilere adsorpsiyon
izotermleri denilmektedir. Tek velveya cok tabakali olarak gerceklesebilen
adsorpsiyon isleminde deneysel yoldan elde edilen adsorpsiyon izotermlerini
degerlendirmek icin Langmuir, Freundlich, Redlich-Peterson, Temkin, Hill de Bear
gibi gok sayida teorik adsorpsiyon izoterm modelleri gelistirilmistir (Ghosh, 2004,
Bayramoglu ve Arica, 2002a; Bradley ve ark., 2005; Arica ve ark., 2004a; Salnikow,
2000; Bayramoglu ve ark, 2002b; Gan ve ark., 2000; Pitiot, 2000; Labrou ve Clonis,

1999; Scopes 1986).

2.4. immunoglobulinler

Immunoglobulinler bagisiklik sisteminin  yamti  sonucunda  kendilerinin
olusmasinda etkin olan antijenlerle 6zgul olarak birlesip tepkimelere yol agabilen
molekullerdir. immunoglobulinler serumdaki protein miktarinin %25’ ini olustururlar

ve lgM, IgA, IgD, IgE ve IgG gibi bes grup altinda tammlanmustir. immunoglobulin
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siniflart temel yapi bakimindan benzerlik gostermektedir. Elektron mikroskobu ile
incelendiginde 1gG molekilt Y harfi biciminde gorulmektedir. 1gG molekult dort alt
birimden olusmaktadir. Bunlardan ikisi 20.000-25.000 molekul agirligina sahiptir.
Bu zincirlere hafif zincirler denmektedir. Diger iki polipeptid zinciri uzun ve 50.000-
75.000 molekil agirligina sahiptir (Ghosh, 2004; Arica ve ark., 2004a; Josic ve Lim,

2001).

IgG tedavisinin hedeflerinden biri hastanin enfeksiyonlara karsi direncini
arttrmaktir. 1gG bakteriyel patojenlere karsi islev gortr. Bazi durumlarda belirli bir
patojen tamsi olmasa bile hastalarin bakteriyel patojenlere karsi direncini artirmak
icin  hastalara 1gG tedavisi uygulanmaktadir. Tibbi uygulamalar igin
immonoglobulinlerin saflastiriimast islemi farkli birkag fizikokimyasal yontemleri
iceren (genellikle coktirme ve kromatografik yontemler gibi) geleneksel yontemlerin
kullamiimasi ile yapilmaktadir. Dogustan HIgG, eksikligi bakteriyel enfeksiyonlara
kars1 zayif dirence sebep olmaktadir ve bu gibi durumlarda HIgG, zenginlestirilmis
HIgG cozeltileri verilmektedir (Arica ve ark., 2004a; Josic ve Lim, 2001; Bassi ve

ark., 2001; Fassinave ark., 1998 ).
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3. MATERYAL VE METOT

Yuzey modifikasyon yontemleri kullamlarak gesitli biyomolekilere karsi
afinite gosterebilecek sekilde tasarlanan polimerik destek malzemeleri, afinite
kromatografisi alamnda kullaniimaktadir. Sunulan tez kapsaminda, herhangi bir
yuzey modifikasyonu gerekmeksizin, hedef biyomolekil (HIgG velveya HSA) igin
hidrojel yapida afinite poli(akrilikasit-akrilamit) polimerik destek materyalinin
hazirlanmasi planlandi. Bu dogrultuda calismamizda, mekanik guct yuksek,
biyolojik ve kimyasal degradasyona karsi direncli, farkl: partikil geometrisine sahip
hidrojel yapidaki akrilat kokenli polimerik destek materyalinin hazirlanmasi, sulu
ortamlardan ve insan serumundan HIgG ve HSA ayristirilmasi/saflastirilmast
isleminde afinite sorbenti olarak kullamimasi amaglandi. Afinite kromatografisi
alaminda kullanmak Uzere gelistirdigimiz serbest karboksil ve amin gruplarina sahip
poli(akrilikasit-akrilamid; p(AAc-AA) hidrojeli yiksek oranda su tutma kapasitesine
sahiptir. Tezde, afinite partikillerin karakterizasyon calismalari (yuzey alam, partikdl
boyu ve boyut dagilimi, sisme oram, SEM mikrografi, FTIR spektrumu)
tamamlanarak sulu ¢ozeltilerden ticari agidan biyidk bir 6neme sahip olan HSA ve
HIgG proteinlerinin adsorpsiyon davranmslar: ve insan serumundan saflastiriimalar:
calismalarinda kullamlmustir. p(AAc-AA) afinite partikillerinin HSA ve HIgG
proteinlerini adsorpsiyon calismalar: kesikli sistem igerisinde galisildi. p(AAC-AA)
partikillerinin HSA ve HIgG'ye gosterdigi adsorpsiyon kapasitesiteleri, farkli
adsorpsiyon parametreleri altinda (pH, adsorpsiyon denge siiresi, iyonik siddet,
sicaklik, baslangi¢ protein konsantrasyonu gibi) etkileri incelendi. Bunlarin yanmnda,

adsorpsiyon ve desorpsiyon kinetigi, adsorpsiyon izoterm modeli ve afinite
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partiktllerin yeniden kullamlabilirligi gibi parametreler de belirlendi. Hazirlanan
hidrojel yapidaki afinite partikillerin HSA ve HIgG'ye karsi gosterdigi secicilik

HPLC yardimu ile belirlendi.

3.1. Materyaller
3.1.1. Kimyasal M alzemeler

Insan serum albumini (HSA), insan immunoglobulin-G (HIgG, cohn fraction
I1, 111) ve baslatici olarak kullamlan amonyum persiilfat Sigma Chem. Co. (St.Louis.
MO, ABD) firmasindan temin edildi. Akrilik Asit, akrilamid ve N,N-metilen-bis-
akrilamid monomerleri ise Fluka AG (Isvigre) firmasindan alindi. Diger tiim analitik
derecede saflikta olan kimyasallar, Merck AG (Darmstadt,Almanya) firmasindan

temin edildi.

3.1.2. Cihazlar
3.1.2.1. UV-VIS Spektrofotometre

Sulu ortamdan HIgG ve HSA adsorpsiyonu ¢alismalarinda deney ortamindaki
baslangi¢ ve bakiye protein miktarlari, UV-VIS spektrofotometre (Shimadzu, Tokyo,
Japonya, Model 1601) ile 280 nm dalga boyunda spektrofotometrik yontem

kullanilarak belirlendi.

3.1.2.2 FTIR Spektrofotometre
p(AAc-AA) partikillerinin - FTIR spektrumlary, FTIR spektrometre

(Mattson 1000 FTIR, ingiltere) kullanlarak elde edildi. Burada kullanlacak tabletler
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0.1 g kuru partiktl parcast ve 0.1 g KBr karstirilarak elde edildi ve spektrumlar:

alind.

3.1.2.3 Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

150-400 um boyut dagilimina sahip vakum etiiviinde kurutulmus p(AAc-AA)
partikilleri, azaltilmis basing altinda altin ile kaplandi ve membranlarin elektron
mikrograflar1 JEOL (JSM 5600) taramali elektron mikroskobu kullanilarak elde

edildi.

3.1.2.4. Yuksek Basnclh Sivi Kromatogrofis (HPLC)

Kromatografik calismalarda, Bolum 2.2.1.1 de belirtildigi gibi pompa,
enjektor, kolon ve dedektor uUnitelerinden olusan HPLC sistemi (Dionex Co.,
Germering, Germany) kullamldi. Dedektor olarak UV-VIS diyot dizi dedektori
(Model 340 S) ve serumdan hedeflenen molekillerin karisiminin ayristirilmasinda da
protein kolonu (VYDAC 259 VHP 5415) kullarildi. Kromatografik galismalarda
kullanilan bitin protein ¢ozeltileri membran fitler (0.2 um, Milipore) ile filtre edildi.
Butin sistem CHROMELLEON veri program: ile Windows isletim sistemi altinda

otomatik olarak kontrol edildi.

3.1.2.5. Kullanilan Diger Cihazlar
pH metre (Nel Elektronik, Turkiye), manyetik karistirict (Velp Scientifica,

Italya), vakum etiivii (Nive EV018, Tirkiye), santrifij (Nuve, Tirkiye), su banyosu
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(NUve ST402, Turkiye), sirkulatorli isitilici sogutulucu su banyosu (Labcon

LTB12140, Guiney Afrika).

3.2. YOntem
3.2.1. Poli(Akrilik ast-Akrilamid) Partikillerinin Sentezi

Partikul geometrisine sahip poli(Akrilik asit-Akrilamid), p(AAc-AA), afinite
hidrojeli  baslatici olarak amonyum persilfatin = (APS) kullamldigi UV
fotopolimerizasyon yontemi ile sentezlendi. Akrilik asit (0.5 ml), akrilamid (52.4
mg) N,N-metilen-bis-akrilamid (2.2 mg) monomer karisimina baglatici (APS), fosfat
tamponu (1.5 ml, 0.1 M pH 7.0) ve hizlandirici olarak da TEMED (% 10'luk) ilave
edilerek 2 dakika azot gaz1 gecirildi ve silindir cam reaktorlere aktarildi. Reaksiyon
karisimi, UV 15181 altinda oda sicakliginda 1 saat stire bekletilerek polimerizasyon
tamamlandi (Arica, 2000). Sentezlenen p(AAc-AA) silindirik hidrojeller damitik su
ile yikand: ve Ure icerisinde 3 guin bekletildi. p(AAc-AA) hidrojelleri sirasiyla 1.0 M
NaCl, dH,O ve 0.1 M fosfat tamponu (pH 7.0) ile yikandi. p(AAc-AA) hidrojelleri
vakum etliviinde 40 °C’ de kurutulduktan sonra 6giitiilerek molekiiler elek ile elendi

ve boyut dagilim: belirlendi.

3.2.2. p(AAc-AA) Partikullerinin Karakterizasyonu
p(AAc-AA) partikillerinin farkli sicakliklardaki denge su igerigi, oda
sicakhiginda gravimetrik yontemle distile su kullanmlarak tayin edildi. p(AAc-AA)

partikdllerinin denge su igerikleri asagidaki formule gore hesapland: (Arica, 2000)

% Denge suigerigi (wiw) =[ (Wy—Wy) / Wi ] x 100 (31
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Burada, W kuru partikilun agirligi, W, ise denge su igerigine ulagsmis partikillerin
agirhgdir.

Vakum etliviinde kurutulmus p(AAc-AA) partikillerin elektron mikrograflar:
taramali elektron mikroskobu kullamlarak elde edildi. Afinite partikillerin

spektrumlari, FTIR spektrofotometre kullanilarak elde edildi.

3.23. HSA ve HIgGnin Sulu Cozeltiden Adsorpsiyon Davranisinin
incelenmes
pP(AAc-AA) partikillerine, sulu ortamdan HSA ve HIgG adsorpsiyonu kesikli
sistemde calisildi. Deneyler, 1.0 mg/ml baslangi¢ protein konsantrasyonu iceren, 50
mM, 7.5 ml tampon iceren adsorpsiyon ortaminda, 25 °C sicaklhikta, 100 rpm

karistirma hizinda gergeklestirildi.

Hidrojel yapidaki afinite partikillere adsorplanan HSA ve HIgG miktarlari,
deney ortamindaki baslangic ve bakiye HSA ve HIgG miktarlarinin 280 nm dalga
boyunda spektrometrik yontem kullanilarak belirlendi. Baslangic HSA ve HIgG
konsantrasyonu 0.05 — 2.0 mg/ml araliginda tutularak kalibrasyon grafigi elde edildi.
Deney sonucunda partikiller adsorpsiyon ortamindan uzaklastirild: ve adsorplanan

protein miktar1 agagidaki formil yardimiyla hesapland: (Arica ve ark., 2004b)

q=[(Co-C) V¢ /m (3.2)

Burada q; afinite partikiller Gizerine adsorplanan HSA ve HIgG miktarlarint (mg/g),

C, ve C srrasi ile baglangic ve adsorpsiyon isleminden sonra ortamda kalan bakiye
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HSA ve HIgG konsantrasyonlarint (mg/ml), Vs, adsorpsiyon ¢ozeltisinin hacmini

(ml) ve m; adsorpsiyon ortamindaki adsorbent miktarim (g) gostermektedir.

3.2.3.1. Adsorpsiyon Parametrelerinin Etkis

Afinite hidrojelin HSA ve HIgG karsi1 adsorpsiyonun kapasitesi pH, adsorbent
dozu, sicaklik, baslangi¢ protein konsantrasyonu ve iyonik siddet gibi parametrelerin
etkisi arastirilarak tayin edildi. Adsorpsiyon ortam pH'sinin, HSA ve HIgG
adsorpsiyonuna etkisi, pH 4.0 ile 9.0 araliginda farkli tampon sistemleri kullanilarak
arastirildi. pH 4.0-5.0 araliginda asetat tamponu (0.1 M CH3COON&/CH3COOH) ve

pH 6.0-8.0 araliginda fosfat tamponu (0.1 M K;HPO4/KH2PO,) kullanildh.

Afinite partikullerin adsorpsiyon hizi ve kapasitesine baslangic HSA ve HIgG
miktarlarinin etkisi, HSA ve HIgG baslangic konsantrasyonlar1 0.05-3.0 mg/ml
araliginda tutularak arastirildi. Destek materyali miktarinin protein adsorpsiyonuna
etkisi, sorbent miktar1 25-150 mg araliginda degistirilerek incelendi. Bu sekilde
kati/sivi oranimin adsorpsiyon kapasitesine etkisi belirlendi. Sicakligin HSA ve HIgG
adsorpsiyonlarina etkisi, 1.0 mg protein/ml iceren tampon sisteminde bes ayri
sicaklikta (4, 15, 25, 37 ve 45°C) calisildi. p(AAc-AA) dfinite partikillerine protein
adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisi, 0.0-1.0 M konsantrasyon araliginda NaCl

iceren ortamda arastirildi.

3.2.3.2. Adsorpsiyon izotermleri
p(AAc-AA) partikullerinin adsorpsiyon hiz ve kapasitesine baslangic HSA ve
HIgG konsantrasyonlarimin etkisi ve adsorplanan protein miktar1 (3.2) esitligi
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kullanilarak hesapland: (Bayramoglu ve ark., 2002b). p(AAc-AA) afinite hidrojelleri
ile sulu ortamdan HSA ve HIgG adsorpsiyonunda belirlenen deneysel verilerin teorik

olarak turetilen Langmiur ve Freundlich izoterm modellerine uygunlugu incelendi.

Langmuir adsorpsiyon izoterm modeli, molekillerin her biri sadece bir
molekuld tutabilen iyi tammlanmis sabit sayidaki bolgelere adsorplandigint 6ngorir
(Bayramoglu ve Arica, 2002a; Arica ve ark., 2004a). Langmuir adsorpsiyon izotermi

asagidaki esitlikle belirlenmektedir.

Cden = Om Caen / (Kd + Cyen) (3.3

Y ukaridaki esitlikte; gm, partikilin maksimum adsorpsiyon kapasitesini (mg/g
adsorbent); Cgen, sulu ortamdaki denge konsantrasyonunu (mg/ml); Qeen membram
dengede adsorpsiyon kapasitesini (mg/g adsorbent); ve Ky ayrisma sabitini (mg/ml)

gostermektedir.

Heterojen adsorpsiyonlar icgin, Alman fizikokimyaci Herbert Max Finlay
Freundlich (1880-1941) tarafindan Langmuir denkleminden tdretilen, Freundlich

adsorpsiyon izotermi kullanilir.

Oden = KF (Ceen) " (3.4)

Burada. Kg, adsorpsiyon kapasite parametresi (mg/g adsorbent) ve n adsorpsiyon

yogunlugunu gosteren tssel parametredir (Arica ve ark., 2004b).
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Bu dogrultuda, deneysel verilerden elde edilen Cyen V€ Quen degerleri
kullanilarak 3.3 ve 3.4 esitliklerine gore cizilen grafiklerin egim ve kaymasindan bu

izoterm modellerinin sabitleri belirlendi.

3.2.3.3. Desorpsiyon ve Tekrar Kullamlabilirlik

p(AAc-AA) afinite hidrojelere adsorplanan proteinlerin ellisyonlari, NaCl (2.0
M, pH 5.0) ile gerceklestirildi. Desorpsiyon, desorbe edilen protein miktarimn afinite
partikillere adsorplanan protein miktarina oranlanarak belirlendi (Arica ve ark.,
2004b; Bayramoglu ve Arica, 2003). p(AAc-AA) afinite partikillerinin tekrar
kullanilabilirligini  belirlemek (zere adsorpsiyon-desorpsiyon islemi ayni afinite

partikiller kullanilarak 6 kez tekrar edildi.

3.2.4. AfinitePartikiller ile Insan Serumundan HSA ve HIgG Adsorpsiyonu
Karakterizasyonu ve optimum adsorpsiyon kosullar1 belirlenen p(AAc-AA)
afinite partikulleri ile kesikli sistemde insan serumundan adsorplanan ve elle edilen
HSA ve HIgG miktarlari HPLC ile belirlendi. Insan serumundan HSA ve HIgG
saflastirma galismalar: igin, Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesinden alinan insan
serumu 0.1 M, pH 5.0 Asetat tamponu ile 1:5 oraninda seyreltildi. Adsorpsiyon
islemi toplam 7.5 ml hacimde, 50 mg afinite partikilleri kullanilarak, 25°C’de ve 4
saat sire ile 100 rpm hizda devamli karistirilarak gergeklestirildi. Proteinlerin
ayristinilmasinda tasiyici faz olarak A hattinda; ultra saf su icerisinde % 0,1
trifluoroasetik asit (TFA) ve B hattindaise % 95 asetonitril (AcN) ve % 5 ultra saf su
icerisinde % 0,1 oraminda TFA’min kullanildi. Dedektor dalga boyunun 220 nm ve

hareketli faz akis hizimin 1 ml/dk oldugu sistemde B hattinin % 25'ten % 60'a
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cikarildig gradiyent program kullanmildi. Numune enjeksiyonlar: 20 ml olarak yapild:

(Aricave ark., 20043a).
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4.  SONUC VE DEGERLENDIRME

Afinite kromatografisi teknigi kullamilarak ¢ok gesitli biyolojik molekillerin
hizl1 ve buytk miktarlarda saflastiriimasinin mimkiin olmasi diger klasik ayirma
yontemlerine gore 6nemli avantajlar saglamaktadir. Biyolojik bir molekiliin tasiyici
materyal Uzerine baglanmas: kovalent, iyonik veya adsorpsiyon seklinde olmaktadir.
Proteinlerin adsorpsiyonlari kati-sivi ara yluzeylerinde gergeklesmektedir. Bu islem
sirasinda, hedef protein molekiltnun biydkltgu, sekli, adsorpsiyon ortaminin pH’ s,
affinite sorbentin ytzey yukl, yuzey topolojisi, fonksiyonel grup baglarinin gicu,
protein c¢ozeltisinin baslangic derisimi gibi sayisiz faktorlerden etkilenmektedir.
Karisimdan hedeflenen biyolojik molekilin ylizeye baglanan madde miktar: tasiyici
materyalin kimyasal bilesimi ile dogrudan iliskilidir. Bu nedenle afinite kromotografi
alamnda kullamlacak materyallerin seciminde destek materyalinin gozenekliligi
vel/veya toplam yuizey alam yaninda yapidaki hidrofilik ve hidrofobik gruplarin yani
polar gruplarin varligi da dnemlidir. Yapilarindaki bu farkli fonksiyonel gruplarin
ortam pH ve sicakligina kars1 duyarliliginin farkli olmasi hidrojellerin 6zelliklerini
degisik yonlerde etkilemektedir. Bu baglamda, hidrofilik karakterli hidrojeller,
kromatografi ve biyomateryal alamndaki uygulamalarda onemli bir yer teskil
etmektedir (Bradley ve ark, 2005; Arica ve ark., 2004a; Bayramoglu ve Arica,
2002a).

Sunulan calismada, afinite kromatografiss alamnda kullanilmak Gzere,
herhangi bir aktivasyon ve/veya modifikasyon islemi gerektirmeden insan

serumundan tek basamakta albumin ve immunoglobulin G uzaklastirilmas: ve
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saflastirilmast isleminde kullamlimak Gzere hidrojel yapida yeni bir destek materyali

gelistirildi.

4.1. Afinite Hidrojellerin Karakterizasyonu
Akrilik asit ve akrilamid monomerleri amonyum persiilfat baslatici varliginda
UV fotopolimerizasyon yontemi ile hidrojel yapida kopolimer olarak sentezlendi
(Sekil 4.1). Sentezlenen p(AAc-AA) hidrojeli 6gituldi ve belirli gozenek capina
sahip molekiler elekler kullanilarak boy ve boyut dagilimi belirlendi. 150-400 pm
boyut araligina sahip partikiller sulu ortamdan HSA ve HIgG adsorpsiyonu
calismalarinda kullamldi.
fCHg—CH —CH—CH —)»
C|:=O C|:=O n
(|3H ||\|H2

Sekil 4.1. poli(akrilikasit-akrilamit) hidrojelinin kimyasal kompozisyonu

Protein adsorpsiyonu c¢alismalarinda, destek materyalin su igerigi dnemlidir
(Kim ve ark., 2004; Arica ve ark., 2004a). Partikul yapida hazirlanan poli(akrilikasit-
akrilamit) afinite hidrojelinin, yapisindaki COOH ve NH, gruplarinin varligindan
dolayi, hidrofilite derecesi yuksektir ve bu nedenle ag yapisina oldukga fazla
miktarda su absorplarlar. p(AAc-AA) partikilleri suda siserken ¢bziinmeme
Ozelligine sahip, yumusak ve elastik tc¢ boyutlu ¢apraz bagli ag yapida hidrofilik bir
hidrojeldir. Sisme sirasinda fiziksel ve kimyasal dengeye ulasincaya kadar hacimleri
artmaktadir. Bu srrada hidrojellerin hacimleri artsa da geometrik sekilleri

korunmaktadir. Su absorplama miktarlari yani denge-su igerigi, hidrojellerin
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gozenekliligine ve gozenek boyutuna baglidir. Hidrojellerin gozenek boyutu da
ortam pH’sina goére degismektedir. Dusik pH ortamlarinda gézenek boyutu veya
capt kuculmekte ve hidrojelin tc boyutlu agst yapisina alabildigi su molekili de
azalmaktadir. p(AAc-AA) afinite partikullere su difizyonunun hizli oldugu,
sicakligin artmasi ile denge-su iceriginin arttigi belirlenmistir (Sekil 4.2). Akrilamit
monomeri bulunan polimer ¢ozeltisine akrilik asit gibi iyonik bir monomer ilave
edilerek sicakliga ve pH'a duyarli destek materyali elde edilmistir. Afinite
partiktllerin pH’a bagimliligi yapisindaki iyonize olabilen gruplara bagli olarak
aciklanabilir. Akrilikasitin pK, degeri 4.3 dur ve bu pK, degerinden daha kuguk pH
degerlerinde akrilikasitin iyonizasyon derecesi de kiguktir. Bu kosullarda,
akrilamidin yan grubu olarak bulunan NH, grubu ile akrilikasitin genel olarak COOH
yapisinda bulunan yan gruplart arasinda kuvvetli hidrojen baglarinin olusumuna
neden olacaktir. Bunun sonucunda da hidrojel su kaybi1 sonucunda biziltr ve oda
sicakliginda opak bir gérinim alir. pH degerinin pKa degerinden daha biyuk oldugu
durumlarda, akrilikasit polimer zincirlerinin yan gruplar1 arasindaki elektrostatik
itme ve ag yapidaki yuklu iyonlarin hareketliliginin engellenmesi sonucunda olusan
iyonik ozmotik basing etkilerinin ortak sonucu olarak polimer zincirleri uzama
egilimine girecektir (Kim ve ark., 2004, Maolin ve ark., 2000; Zhou ve ark., 1996).
Bu nedenle ¢alismamizda kullandigimiz p(AAc-AA) afinite hidrojelinin denge su

iceriginin artan pH ile artmasi literatirdeki calismalarla uyumlu oldugu sdylenebilir.
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Sekil 4.2. Partikil yapidaki p(AAc-AA) afinite hidrojellerinin farkli sicakliklardaki

denge su igerigi davranisi

Kromatografik destek materyalinin gozenekli yapida olmasi hedef molekul
icin yuksek erisim bolgeleri saglayacagindan, daha fazla afinite gostermesi ile
adsorpsiyon egilimi ve kapasitesini arttirarak 6nemli bir avantaj saglar. Gozenekli bir
yapiya sahip oldugu SEM mikrografi ile belirlenen p(AAc-AA) hidrojelinin partikil
yapida kullamimasi, protein adsorpsiyon calismasinda daha genis yilzey alan

saglamstir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Partikul yapidaki p(AAc-AA) afinite hidrojelinin SEM mikrograf

Partikil yapidaki afinite hidrojelin elde edilen FTIR spektrumu Sekil 4.4'te
verildi. Spektrumdaki yaklasik 1668 cm™ civarindaki absorpsiyon piki akrilamidin
amino gruplarimn  varhigindan  kaynaklanmaktadir. ~ Akrilikasitin ~ karbonil
gruplarindan ileri gelen absorpsiyon pikleri ise yaklasik 1722 cm™ de gozlendi. 3441,
1714.3, 1668 cm™ deki kuvvetli absorpsiyon bantlari C=0 piki, 1179 cm* deki C-O
karakteristik piki, 2932 ve 1456’ deki C-H gerilim ve titresim bantlarina ait pikler ve
2864 cm'den 2550 cm®e uzanan O-H pikine ait band akrilikasit ve akrilamit

monomerlerinin kopolimer yapida oldugunun bir géstergesidir.
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Sekil 4.4. p(AAc-AA) partikiillerin FTIR spektrumu

31

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com

1000



http://www.pdffactory.com

4.2. HSA ve HIgG Adsorpsiyonu

4.2.1. pH etkisi

Afinite kromatografisinde afinite destek materyalleri ile protein saflastirma
calismalarinda, ortam pH’st oldukga Onemlidir. Partikil yapidaki p(AAc-AA) &finite
hidrojeller ile HSA ve HIgG adsorpsiyonu Uzerine pH etkisi Sekil 4.5 de verildi. Maksimum
albumin adsorpsiyunu pH 4.0'da elde edilirken immunoglobulin G igin optimum pH degeri
5.0 olarak belirlendi. Proteinler amfoterik bir yapidadir ve ylzey yiklerinin baskin turd
(pozitif/negatif) ve sayist ortam pH’sindan etkilenmektedir. insan serum albumini ve
immunoglobulin G’ nin izoelektrik noktalar: sirasi ile 4.8 ve 6.95 dir ve bu deger altindaki pH
noktalarinda katyonik, Uzerindeki pH noktalarinda ise anyonik ozelliktedir (Ghosh, 2004).
Daha asidik bolgelerde hidrojelin gozenek ve gdzenek boyutunun azalmasi ve daha bazik
bolgelerde de ayni yik yogunluguna sahip ara ylzeydeki itme kuvvetlerinin baskin olmasi
sonucunda adsorpsiyon kapasitesi onemli derecede azalmistir. pH 7.0 ve Uzerindeki
degerlerde afinite hidrojeli kopolimer yapisindaki pKa degeri 4.3 olan akrilikasitin karbonil
grubu iyonizasyondan dolay1 (—COO™ gruplari) negatif yukltudir. Bu pH degerlerinde negatif
ylzey yukine sahip olan HIgG ile afinite hidrojeli arasinda ayni yiklerin elektrostatik olarak
birbirini itmesinden dolay: adsorpsiyon kapasitesinde oldukca azalma gézlenmistir (Hirotsu

ve Tagaki, 2004).

Proteinlerin izoelektrik noktalarinda net yuk tasimadiklar: bilinmektedir ve dolayisiyla
sulu  c¢ozeltilerden maksimum  adsorpsiyon  genellikle izoelektrik  noktalarinda
gerceklesmektedir (Yilmaz ve ark., 2005). p(AAc-AA) afinite hidrojeli ile sulu ortamdan
HSA uzaklastirilmas: isleminde maksimum adsorpsiyon HSA' nin izoelektrik noktasina yakin
olan pH 4.0 degerinde gozlenmistir. Bu spesifik etkilesim HSA'nin bu pH’daki

konformasyonel durumundan ve dolayisi ile yapsindaki aminoasit yan zincirlerinin
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iyonizasyon derecesinden ve akrilamid komonomeri ile protein ylzeyindeki negatif yuk

yogunluguna sahip bolgeler arasindaki elektrogtatik etkilesimden kaynaklanmaktadir.

80 -
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Sekil 4.5. Partikil yapidaki afinite hidrojel ile sulu ortamdan HSAve HIgG adsorpsiyonunda

pH etkisi

4.2.2. Adsorbent dozunun etkisi

7.5 ml toplam deney hacminde kat1 afinite sorbent miktarina (25, 50, 75, 100, 150 mg)
HSA ve HIgG adsorpsiyon kapasitesine kati/sivi oramnin etkisi arastirildi (Sekil 4.6).
Adsorpsiyon kapasitesinin HSA ve HIgG ile etkilesimde bulunan adsorbent miktarinin

artmast ile arttig1 ve belirli bir dozda doygunluga ulastigi géraldi. Adsorbent dozunun 100
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mg’a kadar artirilmas ile adsorpsiyon kapasitesinde bir artis gbzlenirken bu degerin tstinde

sabit kaldig1 belirlendi (Sekil 4.6).

100+
OHSA — .
60- M|

40

Uzaklastirilan % protein

20+

0 0,0033 0,0067 0,01 0,013 0,02
Afinite sorbent/¢cozelti (W/v)

Sekil 4.6. p(AAc-AA) afinite hidrojel ile sulu ortamdan protein uzaklastiriimasinda kat1

destek/ protein ¢Ozeltisi oramnin etkisi

4.2.3. Adsorpsiyon Kinetigi

p(AAc-AA) afinite hidrojeli ile sulu ortamdan HSA ve HIgG saflastirilmas isleminde
adsorpsiyon hizina denge-zamanin etkisi arastirildi. Farkli baslangi¢ konsantrasyonlarindaki
HSA ve HIgG proteinleri icin adsorpsiyon isleminin baslangicinda yiksek adsorpsiyon hizi
oldugu, 130 dakika icerisinde dengeye ulastigi1 ve 240 dakika boyunca sabit kaldigi gozlendi
(Sekil 4.7, 4.8). Adsorpsiyon ortamindaki basglangic HSA ve HIgG konsantrasyonlarindaki

artis adsorpsiyon hizi ve kapasitesinde de artisa neden oldu. Bu nedenle cesitli kosullar
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altindaki (farklr adsorpsiyon parametreleri) adsorpsiyon verileri, dengeye ulasilan 4 saatlik

adsorpsiyon islemi slireci uygulanarak elde edildi.

100 -
A A
=
()]
E —o— 0,5 mg/ml
c
i —&— 1 mg/ml
o —&— 3 mg/ml
o
S = n
c
c
o
% o o
ke
<
0 50 100 150 200 250 300

Zaman (dakika)

Sekil 4.7. p(AAc-AA) afinite hidrojele HSA adsorpsiyonunda denge zaman
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Sekil 4.8. p(AAc-AA) afinite hidrojele HIgG adsorpsiyonunda denge zamani

4.2.4. Baslangig Protein K onsantrasyonunun Etkis

Afinite sorbentin adsorpsiyon hiz ve kapasitesine baslangic HSA ve HIgG
konsantrasyonlarimin  etkisi  0.125-3.0 mg/ml araliginda calisilarak belirlendi. Partikil
yapidaki p(AAc-AA) afinite hidrojel kullanillarak elde edilen adsoprpsiyon izotermi Sekil
4.9'da verildi. HSA ve HIgG konsantrasyonunun sirast ile 2.0 ve 2.5 mg/ml degerine kadar
adsorpsiyon ortaminda protein derisiminin artmasi ile adsorpsiyon kapasitesinin lineer bir
sekilde arttig1 gbzlendi. Bu, afinite partikillerin etkilesim grublarimn, adsorbe olmus HSA ve

HIgG molekiilleri ile doygun hale gelmis olmasiyla agiklanmaktadir.
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Sekil 4.9. Baslangi¢ protein konsantrasyonunun adsorpsiyon kapasitesine etkisi

4.2.5. Tyonik Siddetin Etkisi

p(AAc-AA) afinite hidrojele sulu ortamdan HSA ve HIgG adsorpsiyonuna iyonik
siddetin etkisini NaCl varligina bagli olarak incelendi. Iyonik siddetin artmas: ile afinite
membranlarin adsorpsiyon kapasitesinde azalma gozlendi (Sekil 4.10). Adsorpsiyon
ortaminda iyonik siddet artirilmasi ile kati-sivi ara yuzeyi cevresindeki elektriksel cift
tabakanin elektiriksel yik yogunlugunun degisebilecegi ve bunun sonucunda adsorpsiyon
egiliminde azalma gozlenebilecegi, adsorpsiyon ortaminda elektrolit konsantrasyonu artmast
ile protein ylzey yukunun perdelenecegi van Oss tarafindan belirtilmistir (Arica ve ark.,
20043a; Sun ve ark., 2003; Suen ve ark., 2000). Adsorpsiyon ortaminda tuz konsantrasyonu
artmast ile adsorpsiyonun azalmasi, konformasyonel degisiklikler sonucu HSA ve HIgG

molekullerinin daha sik1 yapilar olusturmasiyla da agiklanabilir. Bu siki yapilar HSA ve HIgG
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molekilleri Uzerindeki baglanma bolgelerinin molekilin icerisinde kalarak adsorpsiyonun

azalmasina sebep olmaktadir.
80-
5 HSA
o]
S EHIgG
(%]
(@)
c
fo)
°
a
(@)
S
0 0,05 0,1 0,5 1
NaCl konsantrasyonu (M)

Sekil 4.10. Afinite hidrojel ile sulu ortamdan protein adsorpsiyonunaiyonik siddetin etkisi

4.2.6. Sicakhgin Etkis

Afinite partikillere HSA ve HIgG adsorpsiyonuna sicakligin etkisi 4-45 °C sicakliklar:
arasinda arastirildi (Sekil 4.11). Sicakligin 4°C’ den 45°C’ ye ¢ikartilmast ile afinite hidrojel ile
HSA velveya HIgG proteini arasindaki etkilesim alammn artmasi sonucunda adsorpsiyon
kapasitesinde artis gbzlendi. p(AAc-AA) afinite hidrojelin adsorpsiyonunun sicaklikla artmasi

HSA ve HIgG molekillerinin Gi¢ boyutlu konformasyonuylailgili oldugu disundldd.
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Sekil 4.11. Afinite hidrojele HSA ve HIgG adsorpsiyonu isleminde sicakligin etkisi

4.2.7. Adsorpsiyon Izoterm Modéeli velgili Parametreler

Adsorpsiyon izotermi, ¢Ozeltideki protein derisimi ile afinite sorbente adsorplanmis
protein arasindaki iliskiyi agiklamakla birlikte proteinin matriksle etkilesimini karakterize
etmek icin kullanilir. Adsorpsiyon 6zelliklerinin degerlendirilmesi icin sulu ¢ozeltiden HSA
ve HIgG adsorpsiyonu c¢alismalarinda, bu proteinlerin matriksle iliskisini agiklamak amaciyla
kesikli sistem deneyleri sirasinda elde edilen deneysel degerlerin, teorik adsorpsiyon izoterm
modellerine uygunlugu arastirildi. Afinite hidrojelin kullamlmas: ile sulu ortamdan HIgG
uzaklastiriimas: isleminde farkli baslangic protein derisimleri icin belirlenen deneysel
verilerin Langmuir adsorsiyon izoterm esitligine uygulanmasi ile elde edilen 0.995 korelasyon
katsayisina sahip dogrusal grafik bu adsorpsiyon isleminin Langmuir adsorpsiyon modeli ile
aciklanabilecegini gostermektedir. Ayrica teorik olarak belirlenen maksimum adsorpsiyon
kapasitenin, gm, deneysel adsorpsiyon kapasitelering, Omeneysel), Yakin olmasi, afinite hidrojel

ile sulu ¢ozeltiden HIgG adsorpsiyonunda bu modelin uygunlugunun bir baska gostergesidir
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(Cizelge 4.1). Langmuir modelinde Ky degeri protein ve sorbentten olusan kompleksin
kararlihiginin gostergesidir. Kq degerinin 5.23 x 10" olmasi, proteinin sorbente kars: yiksek

baglanma afinitesi oldugunu gostermektedir (Zhang ve ark., 2000).

Afinite partikillerle sulu ¢ozeltiden HSA adsorpsiyonundan elde edilen (Sekil 4.9)
degerler Langmuir izoterm modeline uygulandiginda bir dogru elde edilemedi ve Lagmuir
izoterm parametreleri hesaplanamadi. Homojen adsorpsiyon olgusunu ifade eden Langmuir
modeline gore bir dogru elde edilememesi adsorpsiyonun dogasinin heterojen oldugunun bir
gogtergesidir. Her iki protein icin de Ke ve n degerlerinin yuksek olmasi p(AAc-AA) afinite
hidrojelin yiksek adsorpsiyon kapasitesi ile sulu ortamdan HSA ve IgG uzaklastirilmas:

isleminin kolay oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.1. p(AAc-AA) dfinite hidrojel ile sulu ortamdan HSA ve HIgG uzaklastirilmas:

isleminde adsorpsiyon izoterm modelleri sabitleri ve korelasyon katsayilar

Langmuir izoterm Freundlich izoterm
Parametreleri Parametreleri
Om(deney) Om Kgx10" Kx10° R° n Kr R

Protein (mg/g) (mglg) (M) (M)

HSA 9335 _ ~ 098 8585 0.970

HIgG 13853 142.86 5.23 191 0.995 201 18439 0.967

4.2.8. Desorpsiyon ve Tekrar Kullamlabilirlik

pP(AAc-AA) partikillerin tekrar kullanidabilirligini  belirlemek icin ayni afinite
partikilleri kullanilarak 6 kez tekrarlanan adsorpsiyon-desorpsiyon isleminden sonra, HSA ve

HIgG adsorpsiyon kapasitesinde 6nemli bir derece azalma olmachig: gdzlendi.
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pP(AAc-AA) afinite hidrojele adsorplanan HSA ve HIgG desorpsiyonu, pH’si 5.0 olan
2.0 M NaCl icerisinde gerceklestirildi. Afinite sorbenti ilk olarak 1.0 mg/ml baslangi¢ protein
konsantrasyonu igeren adsorpsiyon ortamina yerlestirildi. Adsorpsiyon islemi tamamlandiktan
sonra partikiller desorpsiyon ortamina aktarildi. Bu sekilde kat1 sorbente adsorplanan
proteinin afinite hidrojelden ayrilmas: saglandi. Adsorpsiyon ve desorpsiyon islemleri aym
afinite hidrojelin kullaniimasi ile 6 kez devam ettirildi. Adsorplanan HSA ve HIgG' nin sirasi
ile yaklasik %92 ve %88 nin desorbe edildigi belirlendi. Afinite hidrojel yiksek sisme
0zelligi ve yapida bulanan iyonize —COO™ grubu nedeni ile ikinci ve Uglincti dongulerde biraz
daha yUksek adsorpsiyon kapasitesine ulasildi. Fakat tctincl dongui sonrasinda aym miktarda

protein adsorpsiyonu elde edildi.

4.2.9. insan Serumundan HSA ve lgG Saflastiriimas

Belirlenen optimum kosullarda, kesikli sistemde insan serumundan HSA ve HIgG
saflastirilmast galismalart gergeklestirildi. 1:5 oraninda tampon ¢ozelti ile seyreltilen 7.5 ml
serum Ornegi, 100 mg p(AAc-AA) afinite hidrojel ile 25 °C’de 4 saat boyunca inkiibe edildi.
Adsorpsiyon 6ncesi ve sonrasinda alinan 6rnekler, HPLC'ye yiklendi. Standart HSA ve
HIgG protein ¢Ozeltisi, serumun adsorpsiyon oOncesi ve sonrasinda elde edilen
kromatogramlar Sekil 4.11, 4.12 ve 4.13 de gosterilmistir. Bu yontem ile serum Ornegininin
baslangi¢ ve adsorpsiyon sonucunda bakiye HSA, HIgG ve toplam protein miktar: belirlendi.
pP(AAc-AA) afinite hidrojel ile serum Ornegindeki HSA ve HIgG' nin sirasi ile % 91.5 ve %

80.96 oraminda uzaklastirilmasinin mimkin oldugu goruldu.
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Sekil 4.12. Ticari HSA ve HIgG protein ¢ozelti karisimimn kromatogram
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Sekil 4.13. Insan serum drneginin adsorpsiyon dncesi kromatogrami
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Sekil 4.14. p(AAc-AA) afinite hidrojeli ile etkilestrilen serum smeginin adsorpsiyon

islemi sonrast kromatogrami
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