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OzZET

UZATMA KOLU TAKILI L-HISTIDIN BAGLI p(GMA-MMA) MIKROKURELER
ILE

IgG SAFLASTIRILMASI

SENEL, Aysegil Ulkii

Kirikkale Universitesi

Fen Bilimleri Enstitlisi

Kimya Anabilim Dali, Yiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Giilay BAYRAMOGLU
Ocak 2005, 78 sayfa

Bu calismada, afinite destek malzemesi olarak epoksi grubu igceren,
poli (glisidil metakrilat-metil metakrilat), p(GMA-MMA), mikrokureleri
siispansiyon  polimerizasyon y6ntemi ile sentezlendi ve IgG
saflagtinlmasinda kullaniidi. Hazirlanan p(GMA-MMA) mikrokirelerinin
epoksi gruplari, amonyak ve hekzametilendiamin (uzatma kolu) ile amin
gruplarina donusturilda.  L-Histidin  ligandi, bagdlanma ajani olarak
glutarikdialdehit kullanilarak aminlenen veya uzatma kolu takili p(GMA-
MMA) mikrokiirelere kovalent olarak baglandi. Afinite matriksin, 1gG’ye
seciciligini arttirmak izere, L-Histidin ligandi ile Cu(ll) metal iyonu arasinda
koordinasyon kompleksi olugturmak Uzere baglandi. Afinite mikrokirelerin

sulu c¢ozeltiden ve insan serumundan IgG uzaklagtinimasi ve



saflagtirimasinda performansi incelendi. Tim afinite mikrokireler igin
maksimum adsorpsiyon kapasitesi, pH 7.0’ de gézlendi. p(GMA-MMA)-L-
Histidin, p(GMA-MMA)-uzatma kolu-L-Histidin, p(GMA-MMA)-uzatma kolu-
L-Histidin -Cu(ll) mikrokirelerinin adsorpsiyon kapasiteleri sirayla, 56.0, 93.9

ve 142.2 mg/g olarak bulundu.

Afinite mikrokdrelerin desorpsiyonu glisin-HCI (pH 2.6) ¢ozeltisi ile %
63 oraninda gergeklestiriidi.  Afinite  mikrokirelerin  adsorpsiyon
kapasitesinde ©nemli bir azalma olmadan adsorpsiyon-desorpsiyon
islemlerinde tekrar kullanilabilirligi belirlendi. p(GMA-MMA)-uzatma kolu-L-
Histidin afinite mikrokureleri ile insan serumundan ayristirilan 1gG’nin safligi
Yuksek Basingli Sivi Kromatografisi (HPLC) yardimi ile % 84.2 olarak
belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Afinite mikrokiire, L-Histidin ligandi, Uzatma kolu, Cu(ll)
metal iyonu, Immunoglobulin G



ABSTRACT

IMMUNOGLOBULINE G PURIFICATION WITH SPACER ARM ATTACHED

L-HISTIDINE IMMOBILIZED p(GMA-MMA) AFFINITY MICROBEADS

SENEL, Aysegul Ui

Kirikkale University

Graduate School of Natural and Applied Sciences Department of Chemistry,
M.Sc.Thesis
Supervisor: Assoc.Prof. Dr. Gilay BAYRAMOGLU

January 2005, 78 pages

In this study, epoxy group containing affinity support, poly(glycidyl
methacrylate-methylmethacrylate), p(GMA-MMA), microbeads were prepared
by suspension polymerisation. The adsorption of IgG from solution and
human serum was investigated. The epoxy groups of p(GMA-MMA)
microbeads was converted into amino groups with either ammonia or
hexamethylenediamine (spacer amm). L-Histidine was then covalently
immobilised on aminated and the spacer arm-attached p(GMA-MMA)
microbeads using glutaricdialdehyde as a coupling agent. The specifity of
the affinty matrix to IgG was increased by Cu(ll) metal-coordination complex
with L-Histidine ligand on microbeads. The performance of modified
microbeads on IgG purification from human serum was investigated. The
affinity microbeads, the maximum adsorption capacity of IgG was found at

pH 7.0.



The adsorption capacity of p(GMA-MMA)-L-Histidine, p(GMA-MMA)-
spacer arm-L-Histidine and p(GMA-MMA)-spacer arm-L-Histidine was found,
56.0, 93.9 and 142.2 mg/g respectively. The desorption of affinty microbeads
was found %63 by glycine-HCI solution (pH 2.6). The IgG molecules could
be repeatedly adsorbed and desorbed with affinity microbeads withhout
noticeable loss in their IgG adsorption capacity. The purification of IgG with
p(GMA-MMA)-spacer arm-L-Histidine from human serum was determined by
High Pressure Liquid Chromatography (HPLC). The result of purification
amount was found % 84.2

Keywords: Affinity matrix, L-Histidin ligand, Spacer arm, Cu(ll) metal ion,

Immunoglobuline G
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1. GIRIS

Kromatografi, bir karigim iginde bulunan farkli fiziksel veya kimyasal
ozelliklere sahip maddelerin, bir hareketli faz yardimiyla sabit faz izerinden
yUrittlmesi ile maddelerin bu iki fazdaki dagiima katsayilarina bagh olarak
ayrilmas! yéntemidir. Bu yéntem, protein, enzim, peptid, nikleik asit ve
hormonlar gibi biyomolekiillerin aynistinimasi ve saflastinimasi icin kullanilan

etkin ve glvenilir bir analitik tekniktir.

Biyolojik sivilardan hedeflenen makromolekullerin ayrigtiriimasi ve
saflastirilmas! icin daha glvenli ve etkin ayirma yéntemlérine duyulan
gereksinim biyoteknoloji ve genetik muhendisliginin hizli gelismesi sonucu
ortaya ¢ikmistir "*. Bu tekniklerin arasinda yer alan afinite kromatografisi,
biyomolekllerin bulunduklari ortamdan yiiksek saflikta tek basamakta elde

edilmesini saglar.

Afinite kromatografisi, destek materyali Gzerine tutuklanmis ve ylksek
tanima kapasitesine sahip bir ligand molekuld ile biyolojik molekii arasinda
ortaya c¢ikan ve kovalent olmayan spesifik etkilesime dayanir. Molekl, uygun
sartlar altinda matriks (izerine tutuklanmig ligand tarafindan adsorbe edilir.
Daha sonra adsorplanan molekiil farkli pH, iyonik siddet veya uygun eluentler
kullanilarak ligand ile molekil arasindaki etkilesimin bozulmasi ile saf olarak
elde edilir °. Cok sayida farkli molekullerin (enzim, antikor, hormon, vitamin,
reseptdr, protein ve glikoproteinier, RNA,DNA vb.) yaninda bakteri, virlis ve

hiicrelerin saflagtiriimasinda afinite kromatografisi teknigi kullaniimigtir ®,



Bu ayirma yoénteminde, 6zgiin tanima yetene§ine sahip olan bir
molekil (ligand veya baglayici) uygun, ¢éziinmeyen, genellikle polimerik bir
destek (matriks veya tasiyici) materyalinin (zerine tutuklanir. Afinite
kromatografisinde yalanci spesifik ligand olarak tekstil boyalari, amino asitler
ve metal selat olusturabilen molekuller ¢cok sayidaki avantajlarindan dolayi,
biyospesifik ligandlarin yerine kullaniimaktadir. Kullanilan ligand, tutuklama
ve elusyon sartlar altinda kararli olmali, uygun fonksiyonel gruplar icermeli
ve maliyeti duistk olmalidir. Oldukga spesifik olan biyolojik ligandlarin matriks
Gzerine tutuklama islemi sirasinda kararsiz olmasi, yapidan sizmasi ve

yiiksek Uretim maliyeti gibi dezavantajlarindan dolayi kullanimi sinirlidir @),

Destek materyallerine baglanan ligandlarin segiciligini artirmak igin
metal iyonlarn ile selatlari olusturulur ve bu yolla hedef proteine karsi daha
secici olmalar saglanabilir. Bilindigi gibi farkh proteinler farkh metal
iyonlarina ilgi gostermektedir. Metal iyonlar, proteinlerin UG¢ boyutlu
yapilarinda yizeyde agida ¢tkan bazi amino asitlerin yan gruplart ile (6rnek
olarak, histidinin imidazol grubu, sisteinin tiyol grubu, tiriptofanin indol grubu,
tirozinin hidroksil grubu gibi) koordinasyon kompleksi olustururlar’®. Bu
yéntem kromatografik alanda Imobilize Metal Afinite Kromatografisi (IMAC)

r (3 Metal-protein etkilesimleri biyokimyada

olarak adlandirilmaktadi
proteinlerin biyolojik aktivitelerini géstermeleri agisindan oldukca énemlidir.
immobilize metal afinite kromatografisi, immobilize metal iyonu ile protein

ylizeyindeki elektron verici grup arasindaki koordinasyona dayanir.



Bir protein karigimindan hedeflenen proteini ayrigstirma ve saflagtirma
islemini amaglayan afinite kromatografi sistemlerinde en 6nemli parametre
kullanilacak destek materyalinin segimidir’. Afinite kromatografi ayirma
yénteminde, kullanilacak destek materyali, kiiresel, gubuk veya membran
yapida hazirlanabilir ®%'9 Kure yapida kullanilan destek materyalleri
genellikle 50-400 um boyut dagilimina sahiptir. Bu materyaller, 6zellikle kolon
uygulamalarinda en az difuzyon sinirlamasi ile mikemmel akig 6zelligi
saglar. Ayrica hedef molekillerin kaynadindan dogrudan saflagtiriimasini
saglamasinin yani sira iglem zamanini da énemli dlgtide kisaltir °. Bunun
yani sira gozenekli mikrokirelerden olusan matriksin saglayacagi genis
ylzey alani destek malzemesi ve protein arasinda daha fazla etkilegim

bélgesi olusturacad! icin dnemli bir avantaj olusturur.

Monoklonal antikorlar, cesitli hastaliklarin tedavisinde
kullanildiklarindan 6nemli terapétik ajan grubunu olustururlar. Endustriyel
oneme sahip farkli antikorlarin %30’'unu biyoteknolojik kdkenli antikorlar
olusturmaktadir. Bunlar arasinda insan immunoglobulin G (IgG) énemli bir
yere sahiptir. Insan plazmasindan IgG elde edilmesi, alloimminizasyon, SLE,
immunolojik tayin kitlerinde ve immiin bozukluklarda, kanser gibi &nemli
hastalikiarin teshis ve tedavisinde kullaniimasinin yani sira alternatif bir
tedavi sistemi olusturdugu icin IgG saflastinimasi biyoteknoloji ve eczacilik

alaninda énemlidir 112,

Bu calismada insan serumundan tek basamakta IgG uzaklagtiriimasi
ve saflastirimasi igin afinite kromatografisi alaninda kullanilabilecek, kure

yapida destek malzemesi geligtirimesi dustnildi. Bu dogrultuda, uzatma



kolu takil p(glisidilmetakrilat-metilmetakrilat), p(GMA-MMA), mikrokurelere,
tabii bir amino asit olan L-Histidin ligandi immobilize edildi ve sulu
¢Ozeltilerden IgG aynistiriimasi ve insan serumundan IgG saflastirimasinda
kullanilmasi amagclandi. Metakrilat kékenli ve kopolimer yapida olan bu
destek malzemesinin yapisinda bulunan reaktif epoksi grubu uzatma kolu
olarak kullanilmasi: amaglanan hekzametilendiaminin kolayca baglanmasina
imkan verir. Ayrica, hazirlanan kirelerin gbézenekli ylizey yapisi ve elde
edilen genis ylzey alani istenilen miktarda ligand ve protein molekullerin

immobilizasyonu igin olanak saglar.

Bu amagla ¢alismamizda, metil metakrilat (MMA), glisidil metakrilat
(GMA) ve etilenglikoldimetakrilat (EGDMA) monomerleri kullanilarak
slispansiyon polimerizasyonu yéntemi ile p(GMA-MMA) mikrokureleri
hazirlandr ve 75-150 um boy ve boyut dagilimina sahip olan mikrokureler
arastirmamizda kullanildi. Sentezlenen mikrokurelerin bir bélimunin epoksi
gruplart H,SO,4 (0.1 M) varliginda hidroliz edilerek ylzeylerinde hidroksil
gruplarn olusturuldu ve ligand bagh karsitlarina karst adsorpsiyon igsleminde
protein ile sorbent arasindaki non-spasifik etkilesimlerin incelenmesinde
kontrol amagli kullanildi. L-Histidin ligandi, p(GMA-MMA) mikrokirelerine iki
yolla baglandi; (1) mikrokurelerin ylizeylerinde amonyak varliina amin
gruplan olusturuldu ve glutarikdialdehit ile aktive edildikten sonra L-Histidin
amino asidi kovalent olarak baglandi, p(GMA-MMA)-L-Histidin, (2)
mikrokirelerin ylzeyine uzatma kolu takilarak ligand baglanmasinin sulu
ortamlardan 1gG ayristiriimasi ve saflastirmasina etkisini aragtirmak amaci
ile, mikroklrelere hekzametilendaimin (HMD) uzatma kolu takilarak ylzey

aktivasyonu yapildi ve IgG'ye karsi spesifik olan L-Histidin amino asidi ligand



olarak baglanarak p(GMA-MMA)-uzatma kolu-L-Histidin afinite mikrokireleri
haziriandi. Ayrica, uzatma kolu takili ve L-Histidin ligandi bagdli p(GMA-MMA)
afinite mikroktreleri ile Cu(ll) metal iyonlar arasinda selat olusturuldu,
p(GMA-MMA)-uzatma kolu-L-Histidin-Cu(ll), ve IgG ayrnistirimasinda ve
saflagtinimasinda kullanildi. Hazirlanan ¢ farkli afinite mikrokirelerin
karakterizasyon c¢alismalarn (ylizey alani, partikiil boyu ve boyut dagilimi,
yogunlugu, sisme orani, SEM mikrografi, FTIR spektrumu, yluzeydeki aktif
gruplarin tayini) tamamlanarak sulu c¢dézeltilerden ticari agidan blyik bir
6neme sahip olan IgG proteininin adsorpsiyon davranigi ve insan
serumundan IgG saflastinimasi ¢alismalarinda kullanildi. Adsorpsiyon
kosullarinin (pH, adsorpsiyon denge siresi, iyonik siddet, smakhk, baglangic
protein derigimi gibi) mikrokirelerin IgG adsorpsiyon performansina etkileri
incelendi. Yapiya metal iyonlarinin eklenmesi sonucunda elde edilen p(GMA-
MMA)-uzatma kolu-L-Histidin-Cu(ll) mikrokurelerinin 1gG’ye kargi goésterdigi
afinite arastirildi. Adsorpsiyon ve desorpsiyon kinetigi, adsorpsiyon izoterm
modeli ve afinite mikrokirelerin yeniden kullanilabilirligi gibi parametreler de
belirlendi. Adsorpsiyon izotermi ve kinetik esitlikler, belirlenen teorik denge
kapasitesi ile deneysel veriler arasindaki farki degerlendirmek icin kullanildi.
Gelistirilen afinite sorbentlerin IgG'ye karsi gosterdigi segicilik HPLC yardimi

ile belirlendi.



2. KURAMSAL BILGILER

Yirminci ylzyilin ortalarina kadar analitik ayirmalar; ¢oktlirme,
damitma ve ekstraksiyon gibi klasik ydntemler ile yapiliyordu. Glnimizde
ise, analitik ayirimlar numunenin ¢ok bilesenli ve karmasik olmasi nedeni ile,

kromatografi ve elektroforez teknikleri kullanilarak yapilmaktadir.

2.1. Kromatografi

Kromatografi, bilimin tim dallarinda uygulama alani olan gug¢la bir
ayirma yontemidir. Bu ydéntem, yirminci ylzyilin basinda Rus botanikgi
Mikhail Tswett tarafindan bulunmus ve isimlendirilmisgtir. Son bes yilda, hem
bir cok yeni kromatografik teknik gelistiginden, hem de bilim adamlarinin
karigimiari ayirmak icin daha iyi tekniklere gereksinimleri oldudundan,

kromatografik uygulamalar énem kazanmistir.

Kromatografi, kompleks karigimlarda bulunan birbirine yakin 6zellikteki
maddeleri dier ayirma y&ntemleri ile yapilamayan ayinmiar igin kullanilan
farkl teknikleri igerir. Batiin kromatografik ayirma igslemlerinde numune gaz,
sivi veya bir stper kritik akigskani olan, hareketli faz ile taginir. Bu hareketli
faz, bir kolonda ya da bir kat1 ylizeyde sabitlenmis, kendisi ile karigmayan bir
durgun faz icinden gegcirilir. Bu iki faz, numune bilesenlerinin, hareketli ve
durgun fazlarda farkli oranlarda dagilmasini saglayacak sekilde segilir.
Durgun faz bilesenleri tarafindan kuvvetle tutulan numune bilegenleri,

hareketli fazin akigiyla, gok yavas hareket ederler. Buna karsilik, durgun faz



tarafindan zayifga tutulan bilesenler, hizli hareket ederler. Bu hareket

hizlarinin farkliig: sayesinde, numune bilesenleri birbirinden ayrilir °.

Yeni gelistirilen kromatografik yéntemlerle, molekdillerin izomerleri gibi
cok kucglk farkliiklara dayanan ayrimlar gergeklestirilebilmektedir. Bu
aynmiarda 6lgimler, mikrogram seviyesindedir ve ¢ok hassastir. Bu yéntem

ile Grtin elde edilmesi ve ayrimi endustriyel digekte gerceklestirilebilmektedir
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Kromatografik tekniklerin siniflandiriimasi, hareketli ve duradan
fazlarin yapisi ve ayirma prensipleri dikkate alinarak cesitli sekillerde yapilir.
Bu tekniklerin arasinda yer alan afinite kromatografisi ayinmlan, protein

molekllerinin spesifik baglanmasi gibi ylzey 6zelliklerine dayanir 3,

2.2. Adsorpsiyon

Gaz, sivi ya da bir gézeltiden ¢éziinen molekil ya da iyonlarin kat
ylizeyinde tutunmasina “adsorpsiyon”, tutunan taneciklerin ylizeyden
ayriimasina “desorpsiyon”, ylizeyde tutunan maddeye “adsorplanan’,
adsorplayan destek malzemesine ise “adsorbent” veya “sorbent” adi verilir.
Adsorpsiyon, fiziksel ve kimyasal olarak gerceklesebilen bir ara ylzey
olayidir ve adsorplanan ile sorbent arasindaki baglar van der Waals
kuvvetlerine, dipol-dipol etkilegimine ve hidrojen baglarina ve/veya kimyasal
bag olusumuna dayanan kompleks bir ayirma iglemidir. Tersinir veya
tersinmez olarak yirilyebilen adsorpsiyon iglemi, cok tabakali yani

multimolekiler veya tek tabakall yani monomolekuler olarak gergeklesebilir



(7-20) " Gunumiizde adsorpsiyon, gok sayida fiziksel, kimyasal ve biyolojik

ayirma iglemlerinde kullaniimaktadir.

2.2.1. Adsorpsiyon izoterm Modelleri

Cozelti fazinda adsorpsiyon, sorbent, adsorplanan ve ortam sicakligi
sabit tutuldugunda derisime bagli olarak degismektedir. Gaz fazinda
meydana gelen adsorpsiyon ise, ayni kosullarda basinca baghdir. Ylzeye
adsorplanan madde miktarinin basingla ya da derisimle degisimini veren

egrilere “adsorpsiyon izotermi” adi verilmektedir.

Deneysel olarak elde edilen adsorpsiyon izotermlerini
degerlendirebilmek igcin ¢ok sayida teorik adsorpsiyon izoterm model
geligtirilmistir. Adsorplanan ve adsorplayici maddelerin &zelliklerine gére, bir

adsorpsiyon icin bu esitliklerden biri veya birkagt uygun olmaktadir '72Y,

2.2.1.1. Langmiur Adsorpsiyon izoterm Modeli

Bu izoterm modeli ylizey kimyas! alanindaki ¢alismalarindan dolayt
1932 yilinda Nobel Odiila alan Amerikali Bilim Adami Irving Langmiur (1881-
1957) tarafindan 1916 vyilinda kimyasal adsorpsiyon igin tlretiimistir.
Langmiur adsorpsiyon kurami, kati yUzeyin hér noktasinin ayni &zellikte
oldugu, adsorbe olan molekillerin kati yuzeyini monomolekiiler olarak (tek
molekil kalinhdinda) o6rttiigti, homojen adsorpsiyon modelini ifade eder.
Ayrica, kati yUzeyin her boélgesinin esdeger enerjili oldugu ve komsu

baglanma bélgelerine adsorplanan molekilierin birbiri ile etkilesmeyecek



kadar uzak oldugu duastnulir. Langmiur adsorpsiyon izoterm modeli

asagidaki esitlikle veriimektedir.

dq/dt = k1 Caen (G~ Gaen) — K2q (2.1)

Bu esitlik denge aninda (2.2) esitlidiyle verilir.

Qaen= Qm Coen / (Kd + Cden) (22)

Bu esitlikte, qm, sorbentin maksimum adsorpsiyon kapasitesini (mg/g);
Caen, SUlu cOzeltideki proteinin denge konsantrasyonunu (mg/ml); Qeen,
sorbentin dengedeki adsorpsiyon kapasitesini (mg/g); ve Ky (K4 = ka/k4) ise

sistemin ayrisma sabitini (mg/ml) géstermektedir ¥22%,

2.2.1.2. Freundlich Adsorpsiyon izoterm Modeli

Heterojen adsorpsiyonlar icin, Alman Fizikokimyaci Herberty Max
Finlay Freundlich (1880-1941) tarafindan Langmiur izoterm modelinden

turetilen Freundlich adsorpsiyon modeli kullanilir.

qden= KF (Cden)n (23)

Bu esitlikte, K ve n, sistem karakteristigi olan Freundlich sabitleridir.

Ke, adsorpsiyon kapasite parametresi; n, adsorpsiyon yogunlugunu gdsteren

Ussel parametrelerdir.



Freundlich esitlidi, proteinin bir adsorbent Uzerindeki bir yere
badlanma adsorpsiyon enerjisinin, komsu bélgelerin diger protein molekilleri
tarafindan iggal edilip edilmemesine bagl oldujunu gdsteren deneysel bir

bagintidir ¢4,

2.2.2. Proteinlerin Adsorpsiyonu

Protein adsorpsiyonu, cesitli fizikokimyasal faktérlere bagli olarak
belirlenebilen ¢ok karmasik bir igslemdir. Bunlar arasinda en énemli olan
faktorler, ylizeyin kimyasal yapisi, pUrlzIGliga ve hidrofilisite derecesi,
protein molekiillerinin birbirleriyle ve yiizeyle elektrostatik etkilesimleri ve
protein molekiillerinin yapisal kararlihgidir. Proteinlerin adsorpsiyonu spesifik

ve non-spesifik etkilesimlerin ikisini birden icerebilir .

2.3. Afinite Kromatografisi

Kromatografi, biyoteknoloji alaninda yiksek performansli saflastirma
yontemi olarak kullaniimaktadir. Kromatografik teknikler arasinda en énemili
yeri afinite kromatografisi almaktadir. Anilan yoéntem, proteinler gibi
makromolekiillerin saflagtinimasi igin yeterli, yiiksek segicilige sahip ve iyi bir
ayirma ydntemi oldugu gok sayida arastirici tarafindan rapor edilmistir 3%,
Afinite kromatografi yéntemi, 1968’de Cuetracasas ve arkadaslari tarafindan
ilk kez galisildigindan beri, binlerce farkli molekuliin (enzimlerin, antikorlarin,

hormonlarin, vitaminlerin, reseptorlerin, cok sayida farkli glikoproteinlerin,
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Freundlich esitlii, proteinin bir adsorbent (zerindeki bir yere
baglanma adsorpsiyon enerjisinin, komsu bélgelerin diger protein molekdilleri
tarafindan isgal edilip ediimemesine bagl oldugunu godsteren deneysel bir

bagintidir @428,

2.2.2. Proteinlerin Adsorpsiyonu

Protein adsorpsiyonu, cesitli fizikokimyasal faktdrlere bagli olarak
belirlenebilen ¢ok karmasik bir iglemdir. Bunlar arasinda en énemli olan
faktorler, ylizeyin kimyasal yapisi, purizlolga ve hidrofilisite derecesi,
protein molekillerinin birbirleriyle ve yiizeyle elektrostatik etkilesimleri ve
protein molekiillerinin yapisal kararliigidir. Proteinlerin adsorpsiyonu spesifik

ve non-spesifik etkilesimlerin ikisini birden icerebilir .

2.3. Afinite Kromatografisi

Kromatografi, biyoteknoloji alaninda yiiksek performansli saflagtirma
yéntemi olarak kullaniimaktadir. Kromatografik teknikler arasinda en énemli
yeri afinite kromatografisi almaktadir. Anilan yéntem, proteinler gibi
makromolekilierin saflastiriimasi icin yeterli, yiksek segicilige sahip ve iyi bir
ayirma yéntemi oldugu cok sayida arastirici tarafindan rapor edilmigtir %22,
Afinite kromatografi yéntemi, 1968’de Cuetracasas ve arkadaglar tarafindan
ilk kez calisildigindan beri, binlerce farkli molekuliin (enzimlerin, antikorlarn,

hormonlarin, vitaminlerin, reseptérlerin, gok sayida farkh glikoproteinlerin,
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RNA’nin, DNA'nin), hatta bakterilerin, virislerin ve hicrelerin, ayrigtinimasi

ve saflastinimasinda kullaniimistir 437,

Makromolekiillerin teghisi ve saflastiriimasi igin énemli bir metot olan
afinite kromatografisinin temel prensibini, Sekil 2.1’de gdsterildigi gibi 6zgin
tanima yetenegine sahip olan bir molekilin (ligand ya da baglayici) uygun,
¢oziinmeyen, genellikle polimerik bir destek materyalinin  Uzerine
tutuklanmasi olusturmaktadir. Hedef molekile 6zgin baglanma yetenegi
gosteren molekil ligand olarak isimlendirilir. Hedef molekdl uygun sartlar
altinda segici olarak matriks {izerine tutuklanmig ligand ile kovalent olmayan
spesifik etkilesime dayanan adsorpsiyon iglemi ile ayrigtirilir. Bu iglem, strekli
veya kesikli sistemlerde, hedef molekil iceren ortamin, matrikse tutuklanmis
ligandla temasi ile saglanir. Daha sonra adsorplanan hedef molekil, farkh
pH, iyonik siddet veya uygun eltentler kullanilarak, molekil ile ligand
arasindaki kovalent olmayan iligkinin bozulmasi sonucu (desorpsiyonu)

hedef molekiil saf olarak elde edilir 59

Afinite kromatografi alaninda; kullanilan ligandin segiciligi, adsorplanan
proteinin kolay eltisyonu, ligand molekilin Uretimi, tekrar kullanilabilirligi,
yapisal kararliigi ve kararliligini koruma ve ekonomik olmasi gibi unsurlar
dikkat edilmesi gerekilen faktorlerdir. Bu parametreler arasinda en énemlisi

ligand molekiiliiniin hedef molekiile karsi gosterdigi seciciliktir %.

Afinite kromatografisi alaninda kullanilan destek malzemeleri genel
olarak {i¢ asamada hazirlanmaktadir: i) destek materyalinin hazirlanmasi, ii)

materyalin aktivasyonu ve iii) materyale ligandin badlanmasi
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Sekil2.1. Afinite kromatografisinin sematik gésterimi

2.3.1. Afinite Kromatografisinde Kullanilan Destek Materyalleri

Afinite kromatografisinde performansi belirleyen en énemli parametre
lerden birisi destek materyalinin segimidir. Destek materyali, ylizeyinde
ligandlarnin tutuklanmasi icin hidroksil, karboksil, amino gibi fonksiyonel
gruplara sahip olmalidir. Bunun yanisira hidrofiik ve nétral davranis,
kimyasal, mekanik ve biyolojik kararliik ve sicakiiga karsi dayaniklilik
gostermeli ve kimyasal reaksiyonlarla tlreviendiriimeye izin vermelidir.
Protein saflagtirmasi igin, gézenekli destek materyalleri yiksek miktarda
ligand tutuklanmasina olanak saglayacadi ve boylece hedef molekil igin
daha fazla adsorpsiyon kapasitesine ulagilacagi icin tercih edilir. Bununla

birlikte, matriks ylzeyindeki yuklli veya hidrofobik gruplar ile proteinler
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arasinda meydana gelebilecek non-spesifik adsorpsiyonun mimkin

oldugunca disik olmasi beklenir.

Matriks bu 6zelliklerinin yani sira, yiksek ve disik pH degerlerine,
sicakliga, organik ¢oézuculerin, deterjan ve guadinhidroklorlir gibi zarar verici
eltuentlerin kullanildigi zor elisyon sartlarina dayanikli olmali ve rejenerasyon
esnasinda da fiziksel ve kimyasal olarak kararlihgini korumalidir. Ayrica, bu
materyaller kontrol edilebilir boyut dagilimina ve gézenek ¢apina sahip olarak

uretilebilmelidir %9,

Biyolojik  sivilardan hedeflenen proteinin  saflagtinimasi  ve
ayristirimasinda, dogal veya sentetik kdkenli polimerler (polisakkaritler,
poliakrilamitler, polivinil polimerler ve poliakrilatiar) destek materyalleri olarak
kulaniimaktadir. Akrilat kékenli polimerler uzun &murii sentetik
polimerlerdir. Bu grupta yer alan poli(metilmetakrilat), p(MMA), biyouyumiu
sentetik bir polimer olmasindan dolay! biyomedikal ve biyoteknolojik alanda
cok sayida uygulamada kullaniimaktadir. Ayrica, akrilik ve metakrilik
polimerler yapay damar, kontakt lens, ilag salinim sistemleri gibi uygulama
alanlarina sahiptir. Bu tir materyallerin uzun sureli biyouyumiulugu ve
fonksiyonelligi canh dokulardaki in vivo etkilesimleri ile kontrol edilmektedir.
Bu materyal mekanik olarak glgli olmasindan dolayi, enzim
immobilizasyonu ve protein saflagtinimasinda da yaygin olarak

kullaniimaktadir °.

Bu dogrultuda, arastirmacilarin protein saflastiriimasi icin yeni destek
malzemeleri elde etme c¢abalar sonucu, gézenekli yapilarinda epoksi grubu

tasiyan glisidil metakrilat bazh polimerler kullaniimaya baslanmigtir “!. Epoksi
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grubu tasiyan destek materyalleri, enzim ve proteinlerin laboratuvar ve
endustriyel 6lgekte immobilizasyonu icin elveriglidir. Aktive edilebilen bu
materyaller, depolama esnasinda ve ¢ézelti ortaminda kararlidir. Bununla
birlikte, bu materyaller farkli protein gruplar ile (amino, tiyol, fenolik tirler)
kararli O-C ve N-C kovalent baglar olustururlar “?*®. Bu &zelliklerinden
dolayi, epoksi iceren destek materyalleri 1.0-12.0 gibi genis pH araliginda
biyomolekillerin ayrnistrma ve saflagtirma igleminde etkili olarak
kullaniimaktadir “2. Pali(glisidilmetakrilat), pGMA, polimerlerindeki epoksi
gruplarn kolaylikla diol gruplari meydana getirmek (izere hidroliz edilebilirler.
Epoksi gruplar ayrica, iyon deg@isim mekanizmalarinda kullanilmak Gzere

tireviendirilebilir 4442

Afinite kromatografisinde kullanilan destek materyalleri, kire, gubuk
veya membran yapida hazirlanabilir. Codu ayirma ortamlarinda, kire

yapidaki destek materyalleri sagladigi avantajlardan dolay: tercih edilir 547,

Afinite kromatografisinde kullanilan kiire yapidaki materyallerin boyutu
50-400 pm araligindadir °. Kire yapidaki destek malzemelerinin kullaniimasi
hedef molekiillerin karigimdan direkt olarak izole edilmesi ve saflagtiriimasini
saglamasinin yaninda, islem zamanini da énemli éiglide kisaltmis olur #4849,
Adsorpsiyon igleminde kullanilan kiire yapidaki sorbentin partikil boyutu ve
gozenekliligi daha fazla ylzey alani sagladigindan 6nemli bir kriterdir.
Kurelerin gézenek buyukiugu, saflagtinimak istenen hedef molekil veya
immoabilize edilecek biiytk molekullt ligandlarin  badlanmasina izin verecek

boyutta olmalidir °.
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Mikroktre halinde hazirlanan polimerik yapilar genis 6lgekli
uretilebilmesi ve farkli aktivasyon yoéntemleri ile aktive edilebilir olmasi

nedeniyle ilgi gekicidir 02

Goézenekli veya gdzeneksiz polimerik
mikrokireler, genellikle siispansiyon polimerizasyonu ile Uretilir. Bu islemler,
kiireler icin genis aralikli partikil blyUklGgih saglamakla birlikte,

polimerizasyon sartlarinda yapilan uygun degisiklikler, yapisal ézelliklerinde

de degisiklik saglayabilir > .

2.3.1.1. Siispansiyon Polimerizasyonu

Siispansiyon polimerizasyonu, giinimizde bir ¢cok énemli polimerin,
yUksek kapasitelerde tretiminde kullaniimaktadir. Bugtin, akrilik ve metakrilik
asitler, stiren ve kopolimerleri, vinil asetat, vinil klortr, vinilidin klorir,
tetrafloroetilen, klorotrifloroetilen ve daha bir gok doymamis monomerin

polimerizasyonu bu ydntemle gergeklestiriimektedir.

Bu yéntemde, monomer uygun bir dagitma ortaminda sispansiyon
haline getirilir. Dagitma ortami olarak genellikle su kullanilir. Baglatici suda
dagilmis halde bulunan monomer damlaciklan iginde ¢éztinmustir. Ortam
strekli karistirilarak monomer sitspansiyonunun devamliigi  saglanir.
Dagitma ortaminda ¢6zlnen slspansiyon stabilizatorleri ve emilsifiye
ediciler eklenerek siispansiyon sisteminin kararlili§: saglanir. Sisteme uygun
bir 1sitma programi uygulanarak, monomer damlaciklarin kiresel tanecikler
haline dénismesi saglanir. Bu islemde, sistem parametrelerinin ayarlanmasi
ile, 10 ym’den 10 nm'ye kadar istenilen boyda polimer tanecikleri elde

edilebilir. Surekli karigtirma gerektirmesi, stizme, yikama, kurutma gibi yan
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islemler icermesi ve ylzeyinde adsorbe olan stabilizatérler ve diger katki
maddeleri nedeniyle Uriin  kilenmesi bu sistemin dezavantajini

olusturmaktadir >,

2.3.2. Uzatma Kolu

Destek materyalindeki ligand kiigik bir molekil oldugunda (6rnegin;
reseptdr ya da bir kimyasal antijen), hedef molekil ile destek materyali
arasinda sterik engelleme meydana gelir. Bu olay bir indirgenme ya da
spesifik bagdlanma eksikligine sebep olur. Bu problemi gidermek igin
coguniukla ya farkh bir destek materyali secilir ya da ligand baglanmadan
once destek materyaline bir uzatici molekil baglanir. Bir uzatma kolunun
kullanimi  ligandin destek materyali ylizeyinden uygun bir uzakliga
yerlesmesini saglar. Uzatma kolu, matriks ile ligand arasinda etkin

baglanmayi saglayan ara maddelerdir *.

Bu materyaller, matriksin reaktif bélgesine dogrudan baglanabilir. Bu
agsamadan sonra ikinci bir reaksiyon ile uzatma kolu takili destek
malzemesine ligand baglanir. [deal bir uzatma kolu; uygun uzuniukta olmal:
(en az (¢ atomlu), destek materyali ile 6rnek arasinda non-spesifik
adsorpsiyona sebep olmamali ve bifonksiyonel gruplari hem substrat hem de
ligand ile etkilesime girebiimelidir *. Hekzametilendiamin, propandiamin ve
etilendiamin gibi yapisinda diamin gruplan bulunan bilesikler afinite
kromatografisinde yaygin olarak kullanilan uzatma kollaridir 57 Aktivasyon
isleminde kullanilan aktivasyon ajani da uzatma kolu gibi davranabilir.

Ornegin glutarikdialdehit, bes karbonlu bir uzatma kolu gérevi yapar 40,
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2.3.3. Aktivasyon Ajanlari

Afinite kromatografisinde, destek malzemelerinin hazirlanmasinin
ikinci agsamasini olusturan, aktivasyon iglemi; destek materyaline ligand
baglanmasi igin gerekli olan reaktif gruplari elde etmek igin uygulanan cesitli
yéntemleri icerir. Bu dogrultuda siyanojen bromur, epoksit, peroksit, triazin
aktivasyonu gibi destek materyalindeki fonksiyonel gruplarin varligina gére
farkli aktivasyon yontemleri gelistiriimigtir. Diger o©nemli aktivasyon
y6éntemleri, karbonilasyon, 2,2 ,2-trifluoroethanesulfonil klorid, diglikolik

anhidrat, sulfonik asit klorid ve Woodward K yéntemi sayilabilir %,

2.3.4. Ligand

Biyomolekdllerin ayrimi igin kullanilan ligandlar, biyolojik, pseudo-
spesifik ve metal iyonlan gibi ¢ok cesitli olabilir. Ligand, hedef molekile
spesifik ve tersinir olarak baglanmali ve destek materyaline baglanmaya
olanak verecek gruplar icermelidir. Ancak, uygulanacak aktivasyon iglemi,
ligandin  spesifik baglanma aktivitesini zayiflatmamali ve zarar
vermemelidir®. Bu 6zelliklere sahip afinite ligandi olarak kullanilan
materyaller monospesifik ya da grup-spesifik ligandlar olarak iki gruba

aynlabilirier.

Monospesifik ligandlar, genel olarak proteinlere grup spesifik
ligandlara gére daha guglu bir sekilde baglanir. Bu tar ligandlarin ayrisma
sabitleri genel olarak 10° - 108 M araligindadir. Bu grupta yer alan biyolojik

ligandlar arasinda reseptér, antikor, protein A, lektin, niikleik asitler yaygin
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olarak kullanilanlardir ©%-6%

. Ancak bu ligandlarin yliksek maliyetli oimalari,
ylkama ve elUsyon kosullarindaki kararsizliklarl, yapidan sizmasi gibi

dezavantajlarindan dolayi uygulanmalar giigtiir %°.

Bu olumsuzluklari gidermek igin, biyolojik ligandlarin yerine distk
molekl kitleli ligandlar kullaniimaya baglanmistir. Vijayalokshmi bu terimleri
“pseudobioafinity” adi altinda toplamistir 20 pseudobiyospesifik ligandlar,
glcll kimyasal sartlara ve yiksek sicakliklara (sterilizasyon sartlari)
direnglidir. Bununla birlikte dusik maliyete ve baglanma sabitlerine
(10 - 10 M) sahiptirler ®®". Bu ligandlar arasinda diisiik molekiil kitleli
bilesikler, boyalar, metal selat, tiofilik bilesikler ve boronik asit tlrevlerini

iceren maddeler yer alir €72,

Afinite kromatografisinde, enzimler, koenzimler, kofaktérler, antikorlar,
aminoasitler, oligopeptitler, proteinier, niikleik asitler ve oligonikleotitleri
iceren fonksiyonel molekillerin genig bir bélimi yeni sorbentlerin dizayninda

ligand olarak kullanilabilmektedir &

2.3.4.1. Histidin

Pseudobiyospesifik ligandlar arasinda yer alan L- histidin aminoasiti,
biyomolekullerin saflastiriimasi i¢in oldukga segici ve etkin bir ligand olarak
kullaniimaktadir 7. Histidin amino asiti, zayif hidrofobisite ve yik transfer
kabiliyetine, genis pKa araligina sahip olmasi nedeniyle diger amino

asitlerden farklidir %79,
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Histidin, protein ligandlara gore daha ekonomiktir. Destek materyaline
kolay tutuklanan bu amino asit ligandi, yilksek adsorpsiyon kapasitesine
sahiptir '?. Bu ligand, cesitli proteinlerle izoelektrik noktalari yakinlarinda
karboksil, amino ve imidazol gruplar sayesinde etkilesir (Sekil 2.2).
Yapisindaki bu imidazol grubu, elektrostatik, hidrofobik ve iyonik
etkilesimlerde bulunur 27778 Bu &zellikleri sayesinde biyolojik stvilardan
lgG'lerin saflagtinimasinda basar ile kullanilmisdir %77 Ancak, Histidindeki
katyonik a-NHs;" grubu serumdaki diger proteinlerin de adsorplanmasina
neden oldugu rapor edilmistir. Ozellikle, ilag, aminoasitler (sistein, triptofan),
metaller ve steroid hormonlarindan dolayr serumda varolan HSA (Human

Serum Albumin) adsorplanabilir.”

= CH-{HCOoH
N,

Sekil 2.2. L-Histidin amino asitinin kimyasal yapisi

Bazen biyolojik molekilin aktif bdigesi, U¢ boyutlu yapisinin ig¢
kisminda bulunmaktadir. Bu durum, hedef molekdl ve ligand arasinda, sterik
engellemeye sebep olur. Béyle durumlarda, matriks ile ligand arasina
genellikle kisa alkil gruplarindan olugan uzatma kollart yerlestirilir. Bunun igin

kullanilan iki alternatif yéntem sematik olarak Sekil 2.3’de gésterilmektedir; (1)
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matriks aktivasyon ajani ile aktive edilir ve daha sonra uzatma kolu, aktif
bélgeler Gzerinden matrikse kovalent olarak baglanir, (ii) ligand-uzatma kolu

birlikte sentezlenerek tasiyiciya tek adimda baglanir.

i)
'
Aktivasyon |
Az '
i,
Matriks
i
Ligd © Ligandiezaten kol Bilegiad

zatma *—f"ﬁg

Eohs

#

akibeaymn
Ajam

)

Sekil 2.3. Ligandin destek malzemesine i) ylizey aktivasyonu ile ii) direkt

baglanmasi

2.4. Iimmobilize Metal Afinite Kromatografisi

immobilize metal afinite kromatografisi (IMAC) gesitli proteinler igin

yiizeyde aciga ¢ikan amino asit artiklarinin, metal iyonu ile koordinasyon
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kompleksi olusumuna dayanan bir ayirma teknigidir. IMAC dider afinite
sorbentlerine gére ligand kararlihigi, yUksek oranda protein ylkleme
kapasitesi, ylkama sartlaninin uygunlugu, rejenerasyonu, dusik maliyetli
olmasi, endustriyel uygulamalara agtk olmasi, genis 6lgekli saflagtirmalar igin
kullanilabilmesi gibi bazi avantajlara sahiptir. Selat yapma 6zelligine sahip
immobilize ligand Uzerine farkll metal iyonlarinin baglanabilmesi ve bagh
metal iyonlarinin uzaklastirilabilmesi igcin EDTA kullaniimast IMAC’in diger
yontemlere gore tstunlugunt olusturur 37982 IMAC yénteminde destek
materyallerinin seg¢imi ve kompozisyonu kromatografik performansi etkileyen
6nemli faktérlerden biridir. Metal iyonlari; sert metaller (Fe(lll), Al(lll) gibi),
yumusak metaller (Cu(l), Hg(ll) gibi) ve sinir metaller (Cu(ll), Zn(ll) gibi)

olmak Gzere Ug sinifa ayrilirlar.

2.5. immiinoglobulinler

immunoglobulinler, plazma hiicrelerinde yabanci maddelerin varligina
cevap Ureten aktif bir biyolojik protein grubudur. Tim immunogiobulinler, Ig
ile ifade edilen protein ailesine aittir 2. Bu protein grubu insan hicrelerinde
12.5 kg m™ miktarinda bulunur. Immunoglobulinler her biri birbirinden farkli
cesitli siniflari igerirler. Her bir sinifta yer alan proteinler, yapisal ve molekdl
agirhgr agisindan farkhliklar gésterir. Bu siniflar arasinda konsantrasyonu en
yiksek olan G sinifi immunoglobulinlerdir. Bu sinifin  plazmadaki

konsantrasyonu 10 kg m™ ‘e kadar ulasabilmektedir 8,

Immunoglobulinler, adir ve hafif zincirlerden olusurlar. Bu protein

siniflaninin yapisinda, (IgG, IgA, igM, IgD ve IgE) bes farkli adir zincir
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(y,0.1,8,e,) ve iki farkl hafif zincir (K ve A) bulunmaktadir®. Bu zincirler,
dimerlere bagl disulfit bag ciftleri ile degisken ve sabit bélgeler igerirler.
Degisebilen bu boigeler, antijen ile etkilesim igin baglanma bédlgeleri

olusturur. Bunun yani sira, agir zincirin sabit bdlgeleri, antikora cesitli

biyolojik fonksiyon saglar (Sekil 2.4)%°.
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Sekil 2.4. A) IgG’nin Ug¢ boyutlu yapisi

B) IgG molekdlinin islevsel semasi
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Son yillarda, kimyasal ve biyolojik anlamda spesifik antikorlarin tGretimi
icin yeni tekniklerin geligtiriimesi ve kanser tedavi stratejileri icin yol gésterici
olmustur®. IgG’ler teshis kitlerinde, immiinokromatografi, immuno terapi ve
eczacilik alaninda énemi olan degerli proteinlerin endistriyel &lgekte
saflastirimasinda afinite ligand olarak kullaniimaktadir. Bunlar arasinda,
stokinler, kan pihtilasma fakiorleri ve heparin gibi biyolojik molekiller yer

12,85

almaktadir . Modern teshis ve tedavideki bu &nemlerinden dolayi,

antikorlarin saflasgtirimasi énemilidir.

IgG’ler, teshis ve Ozellikle medikal uygulamalar igin fizikokimyasal
metodlarin bilesimi kullanilarak saflastiriimaktadir. IgG lerin kan serumundan
saflagtinimasinda kullanilan en basit yontem etanol ile c¢okturlimesi ile
saflastinimasidir . Saflastirma iglemi igin kullanilan kromatografik teknikler
arasinda size-exclusion, iyon degisimi, hidroksi apatit ve afinite

kromatografisi gelmektedir &

Bu teknikler arasinda en sik kullanilan size-exclusion metodudur.
Ancak, bu yéntem yeterli segicilik géstermez. Protein A ve G gibi biyolojik
ligandlarin kullanildig: afinite sistemler yliksek segicilik gosterirler. Ancak
biyolojik ligand olmalarindan dolayr ekonomik olmadiklari ¢ok sayida
arastirici tarafindan rapor edilmistir. Bu nedenlerden dolay: son yillarda, igG
saflagtinimasi igin pseudobiyospesifik ligandiar kullaniimaktadir 8 Bu
ligandlar arasinda yer alan histidin IgG'ye Kkargl ylksek segicilik

g6stermektedir .
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyaller
3.1.1. Kimyasal Malzemeler

Insan immunoglobulin G, (insan Serumundan, cohn fraction i, 1),
baglatici olarak kullanilan o0 azobisizobutirilonitril (AIBN) Sigma Chem.
Co.(St. Louis. MO, ABD) firmasindan temin edildi. Glisidil metkrilat, metil
metakrilat Merck AG (Darmstadt, Almanya), etilenglikoldimetakrilat ise
Aldrich Chemical Campany (USA) firmasindan alindi. Diger tim kimyasallar
analitik saflikta olup, Merck AG (Darmstadt, Almanya) firmasindan temin

edildi.

3.1.2. Cihazlar
3.1.2.1. UV-VIS Spektrofotometre

Sulu crtamdan IgG adsorsiyon calismalarinda deney ortamindaki
baglangic ve bakiye protein miktarlar, UV-VIS spektrofotometre ile
(Shimadzu, Tokyo, Japonya, Model 1601) 280 nm dalga boyunda

spektrofotometrik yéntem kullanilarak belirlendi.
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3.1.2.2. FTIR Spektrofotometre

p(GMA-MMA) mikrokirelerinin FTIR spektrumlan (Mattson 1000 FTIR,
Ingiltere) kullanilarak elde edildi. Tabletler 0.1 g kuru mikrokiire ve 0.1 g KBr

karistirilarak elde edildi ve spektrumlan alindi.

3.1.2.3. Taramali Elektron Mikroskobu

75-150 uym boyut dagiimina sahip vakum etlvinde kurutulmus
p(GMA-MMA) mikrokireleri, azaltilmig basing altinda altin ile kaplandi ve
elektron mikrograflart JEOL (JSM 5600) taramali elektron mikroskobu

kullanilarak elde edildi.

3.1.2.4. Elemental Analiz

Aminlenen ve uzatma kolu takili afinite p(GMA-MMA) mikrokurelere
bagh L-Histidin ligandi miktari element analiz cihazi (Leco, CHNS-932, ABD)

ile, azot miktarlarn dikkate alinarak tayin edildi.

3.1.2.5. Yiiksek Basing Sivi Kromatografisi (HPLC)

Kromatografik c¢alismalarda Dionex HPLC sistemi (Dionex Co.,
Germering, Germany) kullanildi. HPLC sistemi, on-line vakumlu gaz giderici
gradiyent pompa (Model P580 A), 1'den 250 ul enjeksiyon kapasitesine sahip

otomatik érnek enjeksiyon Unitesi (Model ASI-100), kolon firini (Model STH
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585) ve UV-VIS diyot dizi dedektéri (Model 340 S) (nitelerinden
olugmaktadir. Protein karigiminin ayrigtiriimasinda VYDAC 259 VHP 5415 (i¢
capt 4.6 mm, uzunlugu 150 mm) polimer polipeptit kolonu kullamidi.
Kromatografik ¢alismalarda kullanilan bitlin protein ¢ézeltileri membran filtre

(0.2 um, Millipore) ile filtre edildi.

Batiin sistem CHROMELLEON veri programi ile Windows igletim

sistemi altinda otomatik olarak kontrol edildi.

3.1.2.6. Kullanilan Diger Cihazlar

pH metre (NEL Elektronik, Turkiye), manyetik kanstirici (Velp
Scientifica, ltalya), vakum etivi (Nive EV018, Turkiye), santriftj (Nuve,
Turkiye), su banyosu (Nive ST402, Turkiye), sirktilatérlu siticili sogutuculu

su banyosu (Labcon CPE20, Labcon LTB12140, Glney Afrika).

3.2. Yontem
3.2.1. p(GMA-MMA) Mikrokiirelerinin Sentezi

Kiure yapidaki poli(glisidiimetakrilat-metiimetakrilat), p(GMA-MMA),
kopolimeri  slispansiyon  polimerizasyon  yéntemi ile  hazirlandi.
Glisidilmetakrilat (5.0 mi), metilmetakrilat (7.5 ml) monomerleri, oo
azobisizobtironitril baglaticisi (200 mg) varlidinda ¢apraz baglayici olarak

etilen glikoldimetakrilat (7.5 ml) monomerinin ve stabilizatér olarak da,
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polivinil alkol, PVA, ¢dzeltisi (%5 w/v) kullanilarak sentezlendi. Dagitict ortam

olarak toluen ve su, elektrolit olarak da NaCl ¢ézeltisi (0.5 M) kullanildi.

Polimerizasyon igleminden &nce, monomer c¢o6zeltileri igindeki
inhibitérier, NaOH-NaCl ¢ozeltisi (20 ml, %5-%20, w/v) ile ekstrakte edilerek
uzaklastirildi. Ekstrakt icinde kalabilecek muhtemel ¢ozelti CaCl, (0.5 g)
kullanilarak uzaklastiriidi. Bu iglemin ardindan, baslatici monomer
karisiminda ¢ozillerek polimerizasyon ortamina aktarildi. Polimerizasyon
islemi, 250 rpm karistirma hizinda 70 °C’de 2 saat, 80 °C’'de 1 saat mekanik

kanigtirici ile strekli karistinilarak gergeklestirildi.

Reaksiyon tamamlandiktan sonra, suzilen mikrokireler sirasi ile,
distile su ve etanol ile yikandi. Vakum etiiviinde kurutulan p(GMA-MMA)
destek materyali molekiiler elek ile elenerek boyut dagilimi belirlendi ve

polimerizasyon verimi hesaplandi.

3.2.2. p(GMA-MMA) Mikrokiirelerinin Aktivasyonu

3.2.2.1. p(GMA-MMA) Mikrokiirelerine Uzatma Kolu Takilmasi

p(GMA-MMA) mikrokirelerinin yapisinda bulunan epoksi gruplarina
uzatma kolu olarak alti karbonlu hekzametilendiamin kareler Gzerine
kovalent olarak baglandi. Bu amagla reaktérdeki HMD ¢ozeltisi (%1 w/v, pH
10.0) icerisine 75-150 pym boyut dagihimina sahip olan p(GMA-MMA)
mikrokireleri (5 g) aktarilarak, 65 °C’ de 5 saat sire ile manyetik olarak
karistirmali ortamda reaksiyonu saglandi. Islem sonunda stzilen

mikrokureler distile su ile yikand.
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3.2.2.2. p(GMA-MMA) Mikrokiirelerinin Aminlenmesi

Uzatma kolu tagimayan p(GMA-MMA) afinite sorbenti hazirlamak igin,
75-150 ym boyut dagilimina sahip olan p(GMA-MMA) mikrokireler (5 g)
amonyak c¢ozeltisi (%25 viv) ile 50 °C'de 5 saat slresince sirekli
kanstinlarak inkiibe edildi ve yiizeyde amin gruplart tagiyan mikrokureler elde
edildi. Reaksiyon sonunda siiziilerek ortamdan alinan mikrokireler, distile su

ile yikandu.

3.2.2.3. Mikrokiirelerin Glutarikdialdehit ile Aktivasyonu

Uzatma kolu takili ve/veya aminlenen p(GMA-MMA) mikrokureleri (~
5.0 g), fosfat tamponu igcersinde (50 mM, pH 7.4) dengeye getirildi ve
reaktérde ayni tampon sisteminde hazirlanan glutarikdialdehit ¢ézeltisi (%
0.25 v/v, 100 ml) ortamina aktarilarak, 12 saat boyunca manyetik karistiricili
ortamda oda sicakhiginda inkiibe edildi. Aktivasyon reaksiyonu
tamamlandiktan sonra mikroktreler sirasi ile distile su, asetik asit ¢ozeltisi
(100 mM, 100 ml) ve fosfat tamponu (100 mM, pH 7.0) ile yikanarak
gulutarikdialdehitin fazlasi uzaklastirildi. Aktive edilen p(GMA-MMA)

mikrokreleri 40 °C’da vakum etiviinde kurutuldu.

3.2.2.4. Mikrokiirelerine L-Histidin Ligandinin Baglanmasi

Glutarikdialdehit ile aktive edilen uzatma kolu takili ve/veya aminlenen

p(GMA-MMA) mikrokureleri (~ 5 g), pH’si 10.0 olan, 40 ml L-Histidin ligand!
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iceren c¢o6zelti (4 mg L-Histidin/ml c¢oézelt) ortamina aktarilarak oda
sicakliinda manyetik karigtirmali sistemde inkiibasyonu saglandi. Bu yolla
hazirlanmis olan p(GMA-MMA)-L-Histidin ve p(GMA-MMA)-uzatma kolu-L-
Histidin afinite mikrokureleri distile su ve tampon ile yikanarak vakum

etlvinde kurutuldu.

3.2.2.5. L-Histidin Ligandi Bagli Mikrokiirelere Metal lyonu Baglanmasi

Uzatma kolu takili ve L-Histidin ligandi bagh p(GMA-MMA) afinite
sorbentine sinir metal iyonu Cu(llynin baglanmasi, mikrokureler tzerine
bagli L-Hisitidin ligandin yapisindaki imidazol gruplar ile metal iyonlarinin
arasindaki koordinasyon kompleksleri olusumuna dayanir. Bu dogrultuda,
pH’si 4.1 olan 50, 100, 200 ve 300 ppm’lik nitrat tuzlarini iceren metal iyonu
¢Ozeltileri hazirlandi. Ortamin pH’si deneyin baslangicinda 0.1 Molar
hidroklorik asit (HCI) ile ayarlandi ve daha sonra kontrolii yapiimadi. Ligand
bagll mikrokreler metal ¢ozeltisi igeren ortama aktarildi, 25°C’de 4 saat
slreyle 100 rpm’'de karistinldi. Bu sire sonunda uide edilen p(GMA-MMA)-
uzatma kolu-L-histidin-Cu(ll) afinite mikrokireleri fosfat tamponu (60 mM pH

7.0) ile birkag kez yikand!.

Metal iyonu bagh mikrokurelerden metal iyonunun desorpsiyonu pH’si
4.9 olan 25 mM EDTA iceren tampon cozeltisi ile gergekiestirildi. Uzerinde
metal iyonlan bagll olan mikrokiireler tampon igine yerlestirildi ve 25°C’da
100 rpm’de 60 dakika slresince kanstirildi. Ortamdaki bakiye metal iyonlari

konsantrasyonu Sodyumdietilditiyokarbamat (Na-DDTC) ile verdidi renkli
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kompleks olugsumundan faydalanarak, 436 nm de spektrofotometrik olarak

tayin edildi %.

3.2.3. Kiirelerin Karekterizasyonu
3.2.3.1. Mikrokiirelerin Sisme Orani

p(GMA-MMA) mikroklrelerinin sisme orani, distile su iginde tayin
edildi. Distile su bulunan volumetrik kap (10 ml) icerisine ~ 1g kire
aktarilarak 24 saat sonundaki yukseklik okundu ve mikrokirelerin sisme

orant, (3.1) esitligi kullanilarak hesaplandi.

Sisme Orani = ilk yiikseklik / son yikseklik (3.1)

3.2.3.2. Mikrokiirelerin Yogunlugu

p(GMA-MMA) mikrokirelerin  yoguniugu piknometre yardimiyla,

mikrokiireler igin ¢6zicl olmayan bir sivi (n-Dekan) kullanilarak belirlendi.

3.2.3.3. Mikrokiirelerin Yiizey Morfolojileri

Vakum etlvinde kurutulmus 75-150 um boyut dagiimina sahip
p(GMA-MMA) mikrokireleri, azaltiimis basing altinda altin ile kaplandi ve
kirelerin elektron mikrograflari, JEOL (JSM 5600) taramali elektron

mikroskobu kullanilarak elde edildi.
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3.2.3.4. Mikrokiirelerin Yiizey Alani

p(GMA-MMA) mikrokirelerin ylizey alani, BET (Brunauner-Emmett-
Teller) metodu kullanilarak ytizey analizi cihazi ile &lgtldid. Cok tabakal
fiziksel adsorpsiyonu ifade eden teorik BET denklemi asagidaki esitlik ile

ifade edilir ¥,

qden :BQO Cden/(Cv"Cden)[] + (B"I)(Cden/cv] (32)

Burada, C; adsorplanan bilesenin doygunluk konsantrasyonu, B ve Q° ise
sirasiyla adsorplayici yuzeyi ile ¢ozelti arasindaki etkilesim enerjisini

gbsteren ve tek tabaka adsorpsiyon kapasitesini ifade eden bir sabittir.

3.2.3.5. Mikrokiirelerin FTIR Spektrumu

p(GMA-MMA) mikrokirelerine ait FTIR spektrumu, FTIR spektrometre
(Mattson 1000 FTIR, ingiltere) kullanilarak elde edildi. 0.1 g kuru kire ve 0.1

g KBr kanstirilarak tablet haline getirildikten sonra spektrumu alindi.

3.2.3.6. Epoksi Grubu Tayini

p(GMA-MMA) mikrokirelerin ylzeyde ulasilabilir epoksi grubu icerigi
literatirde verilen piridin-HCI yéntemi ile tayin edildi ®. Bu amagla, 0.5 g

mikrokire piridin-HCI ¢ozeltisi (50 ml) ile 20 dakika geri sogutucu altinda
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etkilestirildi. Reaksiyon sonunda 6érnek ayarli NaOH ¢ozeltisi (0.1 M) ile titre

edildi.

3.2.3.7 Amin Grubu Tayini

Uzatma kolu takili olan p(GMA-MMA) mikrokirelere baglanan amin
grubu miktari, baslangi¢ ve reaksiyon sonundaki bakiye hekzametilendiamin
konsantrasyonunun spektrofotometrik yéntem kullanilarak 211 nm dalga
boyunda spektrofotometre ile ve amin gruplarinin titirasyona dayanan 8lgim
yéntemleri ile belirlendi. Aminlenen p(GMA-MMA) mikrokireleri Uzerine
baglanan amin gruplari da yukarida ifade edildigi gibi literatlirde verilen

titrasyon yontemi ile tayin edildi 8.

Hazirlanan sorbentlerin tasidiklari amin gruplart miktarinin titrasyon ile
belirlenebilmesi icin, aminlenen velveya uzatma kolu takili olan p(GMA-
MMA) mikrokureleri (0.2 g), distile su igerisinde 24 saat bekletildi. Bu sire
sonunda stizlilen mikrokireler 1 saat siresince HCI ¢ézeltisi (2.0 M, 10 ml)

ile muamele edilerek ayarli NaOH ¢ozeltisine (2.0 M) kars! titre edildi.

3.2.3.8. Afinite Mikrokiirelere Baglanan Ligand Miktarinin Belirlenmesi

p(GMA-MMA)-L-Histidin ve p(GMA-MMA)-uzatma kolu-L-Histidin
afinite sorbentlerinin yapisindaki histidin ligandr miktari, ¢ézeltinin baglangig
ve reaksiyon sonundaki bakiye konsantrasyonlarinin spektrofotometrik olarak

dlcimiyle belirlendi.
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3.2.4. Protein Adsorpsiyon Galismalari

Uzatma kolu takili L-Histidin ligandi bagh p(GMA-MMA) ve L-Histidin
bagh p(GMA-MMA) mikrokurelerin sulu ortamdan 1gG adsorpsiyon
davraniglari  kesikli sistemde incelendi. Afinite sorbentlerin protein
adsorpsiyonuna pH, sorbent dozu, sicaklik, baglangi¢ protein
konsantrasyonu ve iyonik siddet gibi parametrelerin etkisi arastirild.
Deneyler, 1.0 mg mi” baglangig protein konsantrasyonu igeren, 50 mM, 7.5
ml tampon iginde, 50.0 mg afinite sorbentin bulunduu adsorpsiyon
ortaminda, 25 °C sicaklkta, 100 rpm karnigtirma hizinda 4 saat sireyle

gerceklestirildi.

3.2.4.1. pH Etkisi

Adsorpsiyon ortam pH'sinin, IgG aynistirimasi ve saflastirimasina
etkisi pH 4.0 - 8.0 araliginda farkli tampon sistemleri kullanilarak aragtinid.
pH 4.0-5.0 araliginda asetat tamponu (50 mM CHzCOONa/CH;COOH) ve pH
6.0-8.0 araliginda fosfat tamponu (50 mM K;HPO4/KH2PO4) kullanildi.
Deneyler 1.0 mg ml™ baslangig protein konsantrasyonu iceren, 50 mM, 7.5
ml tampon icinde, 50 mg afinite sorbenti iceren ortamda 25 °C sicaklikta, 100

rom karigtirma hizinda 4 saat siireyle gergeklestirildi.

Afinite mikrokiirelere adsorplanan IgG miktar, baglangic ve 4 saat
sonunda adsorpsiyon ortaminda kalan protein derigiminin 280 nm dalga
boyunda ¢ift istk demetli UV-VIS spektrofotometresi kullanilarak

absorbanslarinin élgulmesiyle tayin edildi. Sulu ortamdaki protein miktarinin
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belirlenebilmesi i¢in, baglangi¢ protein konsantrasyonu 0.125-3.0 mg/ml
araliginda tutularak kalibrasyon grafidi elde edildi. Deney sonucunda
mikrokireler adsorpsiyon ortamindan uzaklastirildi ve adsorplanan protein

miktar agsagidaki formil yardimiyla hesaplandi.

q=[(Co-C) Vs]/m (3.3

Yukaridaki esitlikte g; kiireler lizerine adsorplanan IgG miktarini (mg g™, Co;
proteinin baslangi¢ konsantrasyonunu (mg ml"'), C; adsorpsiyon sonrasi
¢bzelti ortamindaki proteinin denge konsantrasyonunu (mg ml™), Vs; gozelti
hacmini (ml) ve m; adsorpsiyon ortamindaki sorbent miktarini (mg)

gbstermektedir.

3.2.4.2. Zamanin Etkisi

Hazirlanan her bir yapidaki afinite mikrokirelerle sulu ortamdan
protein aynigtiriimasi igleminin  zamana baghhgini belirlemek, sorbentin
sirekli sistemde kullaniima asamasinda 6nemlidir. p(GMA-MMA)-L-Histidin
ve p(GMA-MMA)-uzatma kolu-L-Histidin afinite mikrokirelerin
adsorpsiyonunun zamanla degisimi tampon ¢6zeltisi icinde protein baglangic
konsantrasyonu 1.0 mg ml' ve 25 mg ml baglangic protein
konsantrasyonunda 6 saat slresi boyunca kesikli sistemde c¢aligildi ve (3.3)

esitligi kullanilarak adsorpsiyon hiz ve kapasitesi belirlendi.

35



3.2.4.3. iyonik Siddet Etkisi

Protein adsorpsiyonu Uzerine iyonik siddetin etkisi, adsorpsiyon
kosullart 7.5 ml, 1.0 mg 1gG/ml olan fosfat tamponu icerisinde NaCl igerigi
0.0M 01M, 05Mve 1.0 M olacak sekilde degistirilerek gergeklestirildi.

Adsorpsiyon deneyleri 25°C’de gergeklestirildi.

3.2.4.4. Afinite Sorbent Dozunun Etkisi

Destek materyali miktarinin protein adsorpsiyonuna etkisi, sorbent
miktar 12.5 -150 mg araliginda degistirilerek incelendi. Bu sekilde kati/sivi

oraninin adsorpsiyon kapasitesine etkisi belirlendi.

3.2.4.5. Adsorpsiyon izotermleri

Uzatma kolu takili L-Histidin ligandi bagli p(GMA-MMA) ve L-Histidin
ligandi bagl p(GMA-MMA) mikrokirelerin adsorpsiyon kapasiteleri, 0.125-3.0
mg ml™" IgG konsantrasyonunda arastirilarak deneysel adsorpsiyon izotermi
elde edildi. Adsorpsiyon deneyleri 7.5 ml, 50 mM, pH 7.0 fosfat tamponunda,
25 °C'de, 4 saat siireyle, 100 rpm hizla devaml kansgtirilarak yapildi. Deney
sonunda mikrokireler, protein c¢oézeltisinden uzaklastirildi ve adsorplanan

protein miktari (3.3) esitligi kullanilarak hesaplandi.

p(GMA-MMA)-L-Histidin ve p(GMA-MMA)-uzatma kolu-L-Histidin

afinite mikrokireleri ile sulu ortamdan IgG adsorpsiyonunda belirlenen
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deneysel verilerin teorik olarak tiretilen Langmiur ve Freundlich izoterm

modellerine uygunlugu arastirildi.

Deneysel verilerden elde edilen Cyn Ve qgen degerleri kullanilarak
Langmuir esitlijine goére, Cgen / Ggen'YE Karst quen grafidi cizildi. Bu grafigin
kaymasindan K4 ve egimden de qn degerleri belirlendi. Freundlich modelini
ifade eden (2.3) esitligi kullanilarak In q* — In Cg, grafigi elde edildi ve

egdimden n ve kaymadan da Ky parametreleri belirlendi.

3.2.4.6. Sicaklik Etkisi

Protein adsorpsiyonuna sicakhgin etkisi dért farkii sicaklikta (4, 15, 25
ve 37 °C), fosfat tamponunda (7.5 ml 50mM, pH 7.0) ve 1.0 mg/ml baslangi¢

protein konsantrasyonu kosullarinda arastirildi.

3.2.4.7. Adsorpsiyon Kinetikleri

Yeni geligtirilen afinite mikroktreler ile sulu ortamdan IgG
adsorpsiyonundan elde edilen deney sonuglar birinci ve ikinci dereceden
kinetik modellere uygulanarak adsorpsiyon sisteminin kinetigi arastinldi. Sulu
ortamdan adsorpsiyon davranigi igin kullanilan birinci dereceden kinetik

esitlik modeli asagidaki formul ile ifade edilir #%°7.

dq:/ dt = k1 (Qaen - Gt ) (3.4)
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Bu esitlikte ki, birinci dereceden adsorpsiyon hiz sabiti (dak™), Qaen V€ Qt
siras! ile denge ve t zamaninda adsorplanan protein miktarini géstermektedir
(mg g™).

Esitligin integralinin alinmasi ile (t=0 aninda ve t=t oldugunda q; =q;)

asagidaki esitlik elde edilir.

10g (quen - Gt ) = 10g Gaen - (k1.t )/ 2,303 (3.5)

Elde edilen deneysel verilerin birinci dereceden kinetik modeline
uygulanmast ile log (quen - Q1) - t grafige gecirildiginde bir dogru elde edildi. Bu
dogrunun egiminden k¢ sabiti ve kaymasindan ise qqen degeri belirlendi.

Ritchie, kati Gzerine gazlarin adsorpsiyonunun kinetigi igin, bir ikinci

9

derece hiz esitligi 6nermistir ®. lkinci derece esitlik, sorbentler iizerine,

solutlarin adsorpsiyonu igin uygulanabilir °'. Ikinci derece esitligi, adsorpsiyon

kapasitesine dayanir ve su sekilde ifade edilebilir:

qm/ (Gm - Q) = k2 t + 1 (3.6)

Bu esitligin dogrusal sekli (3.7) esitligi ile verilir.

1/Ge =1/ kaGmt + 1/ Qnm (3.7)

Afinite mikrokireler ile elde edilen deneysel veriler, ikinci dereceden
kinetik denklemine uygulanarak, hiz kinetigi belirlendi. Bu dogrultuda, esitlik

(3.7) kullanilarak 1/q; ‘ye karsi 1/t grafige gegcirildi, elde edilen dogrunun
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kayma ve egiminden sirasiyla, adsorpsiyon kapasitesi q, ve hiz sabiti k»

hesaplandi.

3.2.4.8. Protein Desorpsiyonu ve Tekrar Kullanilabilirlik

Destek materyaline adsorplanan 1gG desorpsiyonu glisin-HC! (pH,2.6)
gozeltisi ile gergeklestiriidi. immiinoglobulin G adsorplanmig mikrokireler
desorpsiyon ortamina yerlestirilerek 100 rpm karistirma hizinda 25 °C’de 4
saat slire boyunca devamli karistirilarak gergeklestirildi. Bu sirenin sonunda
mikrokdreler gézelti ortamindan uzaklastirildi ve 280 nm dalga boyunda UV-
VIS spektrofotometre ile absorbansi él¢tldi. Desorpsiyon ortamina gegen

protein miktari asagidaki esitlik yardimiyla belirlendi.

Desorpsiyon orani=[Desorbe edilen protein miktari x 100}/ Mikrokdre (zerine

adsorplanan protein miktari] (3.8)

Afinite  mikrokUrelerin  tekrar kullanilabilirlikleri adsorpsiyon ve

desorpsiyon iglemi ayni sorbentin 10 kez kullaniimasi ile test edildi.

3.2.5. HPLC Calisma Kosullan

Proteinlerin ayristirimasinda tasiyici faz olarak A hattinda; ultra saf su
icerisinde % 0,1 trifluoroasetik asit (TFA) ve B hattinda ise % 95 asetonitril
(AcN) ve % 5 ultra saf su icerisinde % 0,1 oraninda TFA kullanildi. Mobil

fazlar kullanilmadan énca filtre edildi. B hatti tagiyici fazi, A fazina oranla 20
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dakika igerisinde % 25'ten % 60’a ¢ikarildi. 4,5 dakika sonunda ise % 60’'tan
% 25'e indirildi. Hareketli fazin akis hizi 1 ml dakika™ olarak secildi. Kolon
firin sicakligi 25 °C’'ye UV-VIS dedektdril ise 220 nm'ye ayarlandi. Her bir

ornekten 20 yl enjekte edildi.

3.25.1. Kesikli Sistemde Kan Serumundan IgG Adsorpsiyon

Davranisinin incelenmesi

insan serumundan IgG saflastirma c¢aligmalan igin, Kirikkale
Univeristesi Tip Fakiltesinden alinan insan serumu 50 mM, pH 7.0 fosfat
tamponu ile 1:5 oraninda seyreltildi. Adorpsiyon iglemi, toplam 7.5 ml hacim
icerisinde, 50 mg sorbent miktari kullanilarak 25 °C’de, 4 saat sure ile 100
rpm karistirma hizinda gergeklestirildi. Kullanilan proteinin kalibrasyonu ve
alikonma zamani yukarida verilen gradiyent programi kullanilarak ve en az
tic deney sonucunun ortalamasi alinarak belirlendi. Baglangi¢ ve adsorpsiyon

sonunda bakiye serum ¢ozeltisindeki IgG miktari HPLC ile belirlendi.
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4. SONUGLAR VE DEGERLENDIRME

4.1. Sonuglar

Gunumuzde, diinyada yilda 27 ton kadar IgG tedavi amagl olarak
kullaniimaktadir. Ayrica, IgG’ler sitokinler ve kan pihtilagtinci faktérler gibi
farmasotik dneme sahip proteinlerin saflastiriimasinda biyoafinite ligandi

olarak kullaniimaktadir.

Bu calismada, afinite kromatografisi alaninda kullaniimak tzere, insan
serumundan tek basamakta immunoglobulin G uzaklastirilmasi ve
saflastiriimasi igsleminde, uygulanabilecek yeni bir destek materyali gelistirildi.
Bu amagla, p(GMA-MMA) polimerik destek materyali slspansiyon
polimerizasyonu ile kiiresel yapida sentezlendi. Bu mikroktrelerin yizeyi
aktive edilerek p(GMA-MMA)-uzatma kolu-L-histidin ve p(GMA-MMA)-
uzatma kolu-L-histidin-Cu(ll) afinite mikrokiireleri pseudospesifik afinite

sorbenti olarak hazirlandi.

4.1.1. Karakterizasyon Galismalar

Sentezlenen p(GMA-MMA) mikrokurelerinin, 425-300-212-75-150 um
gbzenek capli molekiiler elekler kullanilarak boy ve boyut dagilimi belirlendi
(Sekil 4.1). Polimerizasyon verimi %65 olarak belirlenen 75-150 pm boyut

dagilimina sahip olan mikrokireler, deneyde kullanilmak Gzere aynldi (Sekil

4.2).
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Protein adsorpsiyonu caligmalarinda, destek materyalinin su igerigi
snemlidir '2. Metakrilat kokenli olan p(GMA-MMA) kiirelerinin sisme orani 1.3

olarak bulundu. Afinite mikrokirelerin yogunlugu 1.11 g cm™ olarak belirlendi.

Kitle (g)

0 I 1 1 1
50 150 250 350 450

Boyut (um)

Sekil 4.1. p(GMA-MMA) mikrokurelerinin boyut dagilimi

60 -

45 -
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3
u»
2
5 30 -
©
R

15

O T T T - -
0-75 75-150 150-212  212-300 300425
partikiil boyutu

Sekil 4.2. p(GMA-MMA) mikrokiirelerine ait boyut dagihmi
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Taramali elektron mikroskobu ile elde edilen p(GMA-MMA)
mikrokdrelerinin ytizey morfolojisi gérantilerinden, gézenekli bir yapiya sahip
oldugu goézlendi (Sekil 4.3). Kromatografik amagla kullanilacak
mikrokirelerin gbézenekli ylizey yapisi, genis bir ylizey alani sagladigindan
yuksek ligand immobilizasyonu ve ylksek protein adsorblama kapasitesine
ulasiimasini saglar. Bu sayede destek materyalinde disik difiizyon direnci
elde edilir. 75-150 um boy ve boyut dagiimina sahip mikrokirelerin spesifik

yiizey alani 19.74 m?/g olarak bulundu.

ideal bir destek malzemesinin, protein saflagtirma c¢alismalarinda
kullanilmasi igin kimyasal ve mekanik dirence, zerinde tasididi yeterli
fonksiyonel grup sayisina, gdzenekli ve hidrofilik bir yapiya sahip olmasi
gerekmektedir. Calismamizda destek malzemesi olarak hazirlanan p(GMA-

MMA) mikrokdreleri, bu kosullar saglayabilecek dzeliikleri tagimaktadir.
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Sekil 4.3. p(GMA-MMA) mikrokirelerinin SEM mikrografi

p(GMA-MMA) mikrokirelerin  FT-IR spektrumu, Sekil 4.4'de verildi.
Spektrumdan goérulduga gibi,~ 2951 cm’de gorilen metilen ve 2994
cm™"deki metil titresimleri glisidil metakrilat ve metil metakrilat'in karakteristik
titresimleridir. 1730 cm™de gorilen titresim glisidil metakrilat ve metil

metakrilat'in ester konfigiirasyonuna aittir. Epoksi grubu, 910 cm™de bant

verir.
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Sekil 4.4. p(GMA-MMA) mikrokirelerinin FT-IR spektrumu
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4.1.1.1. Mikrokiirelerin Aktivasyonu

p(GMA-MMA) mikrokirelerin (75-150 ym boyut dagiliminda olan)
epoksi gruplar hidroliz edilerek ylizeyinde hidroksil grubu bulunan p(GMA-
MMA) mikrokirelere déntstirtlda ve adsorpsiyon igleminde IgG proteini ile
ylzeyinden ligand takil karsitlarina karsi kontrol amagl kullanildi.

Calismalarimizda 1gG saflastirnimasinda kullanilmak tzere dg¢ farkli
yéntemle hazirlanan afinite sorbentleri kullanildi; (1) epoksi grubu tasiyan
p(GMA-MMA) mikrokireleri amonyak varliginda aminlenerek yuzeylerinde
amin gruplari olusturuldu ve glutarikdialdehit aktivasyonundan (Sekil 4.5a)
sonra ligand olarak L-Histidin amino asidi kovalent olarak bagiandi ve
p(GMA-MMA)-L-Histidin afinite sorbenti olarak isimlendirildi, (2) sorbent
ylzeyine alti-karbonlu-uzatma kolu takilmasinin protein adsorpsiyonuna olan
etkisini arastirmak amaci ile, mikroklrelere hekzametilendiamin uzatma kolu
takilarak ylzey aktivasyonu glutarikdialdehid ile yapildi (Sekil 4.5b) ve L-
Histidin amino asidi polimer yiizeyine baglanarak p(GMA-MMA)-uzatma kolu-
L-Histidin afinite mikrokireleri hazirlandi, (3) uzatma kolu takili ve L-Histidin
ligandi bagh p(GMA-MMA) afinite mikrokureleri ile Cu(ll) metal iyonlar
arasinda selat olusturularak immobilize metal selat afinite sorbenti
olusturuldu. Gelistirilen t¢ farkh afinite sorbenti kullanilarak sulu ortamdan
IgG adsorpsiyonu ve ayrica, p(GMA-MMA)-uzatma kolu-L-Histidin afinite
sorbenti islemde kan serumundan IgG nin saflagtinimasinda kullanildi.

Hazirlanan afinite mikrokirelerle kesikli sistemde, sulu ortamdan 1gG
uzaklastinimasi ve saflastirimasi igleminde optimum parametreler

belirlenerek insan serumundan IgG saflastiriimasinda kullaniidt.
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a) . OH
PN NHa
Matriks — CH — CH, ——> Matriks — CH —— CH, —— NH2
OH

CHO(CH2)3CHO
(CH2)sCHO 1 triks— CH - CH, NH=—= CH(CHy)3CHO

b) OH

o)
. TN NH2(CH;)gNH,
Matriks — CH — CH, ———> Matriks CH CH> NH(CH2)sNH3

OH

CHO(CH2)3CHO
> Matriks CH — CHy—— NH(CH,)gNH == CH(CH,)3CHO

Sekil 4.5. p(GMA-MMA) mikrokirelerinin a) aminlenerek b) uzatma kolu

takilarak gergeklestirilen aktivasyonu
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4.1.1.2. Afinite Sorbentlerin Karakterizasyonu

p(GMA-MMA) mikrokurelerinin ylzeyde ulagilabilir epoksi grubu
icerigi, pridin-HCI yéntemi kullanilarak 1.27 mmol/g olarak bulundu.
Elementel analiz cihazi kullanildiinda aminlenen ve uzatma kolu takili
p(GMA-MMA) mikrokirelerindeki amino gruplarinin miktari literatirde verilen

titrasyon yéntemi ile sirasi ile 10.4 ve 16.4 mmol/g olarak hesapland:.

Aminlenen ve uzatma kolu takih p(GMA-MMA) mikroklreleri
aktivasyonunda aktivasyon ajani olarak kullanilan glutarikdialdehit'in %31

mertebesine kadar kireler tizerine baglandidi belirlendi.
p(GMA-MMA)-L-Histidin ve p(GMA-MMA)-uzatma kolu-L-Histidin

afinite mikroklrelerinin elementel analizi yapildi. L-histidin icerigi

spektrofotometrik yéntem ile gram polimer basina 3.27 ve 4.46 umol olarak

bulundu. L-Histidin bagli afinite mikrokirelerin yapilarindaki ligandin polimerik

yapidan ayrilmasinin s6z konusu olmadigi belirlendi.

En yiksek etkinligin saglandi§i 100 ppm baglangigc metal iyonu igeren
ortamdan p(GMA-MMA)-uzatma kolu-L-Histidin afinite sorbentine baglanan

Cu(ll) metal iyonu miktari gram mikrokiire basina 1.250 pmol olarak bulundu.

4.1.2. Sulu Cozeltiden IgG Adsorpsiyonu Caligmalan
4.1.2.1. pH’In Etkisi

Protein ylizeyindeki amino asitlerin yiik dagilimi, matrikse bagli ligand

ile protein arasindaki iyon degisimi etkilesimlerinde énemli bir faktérdir. Sulu
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ortamda, polar yada yuklti amino asit kalintilan ylizeyde olma egilimindedir.
Bununla birlikte, amino asit kalintilar proteinin birincil yapisindan dolayi
birbirinden bagimsiz olarak dagilamaz ¢inki dagilim, bir proteinden digerine

farklilik gosterir 12,

Afinite miroklrelerin adsorpsiyon kapasitesine pHnin  etkisini
incelemek icin adsorpsiyon ¢ozelti pH'si 4.0-8.0 aralijinda degistirildi ve
sonuglar Sekil 4.6'da verildi. Kontrol amaci ile kullanilan p(GMA-MMA)
mikrokirelere non-spesifik adsorpsiyonun ihmal edilebilir derecede oldugu
belirlendi (9.4 mg/g). Diusik pH degerlerinde 6nemli derecede dusik
adsorpsiyon kapasitesi goézlendi. p(GMA-MMA)-L-Histidin, p(GMA-MMA)-
uzatma Kolu-L-Histidin ve p(GMA-MMA)-uzatma kolu-L-Histidin-Cu(ll) afinite
mikrokureleri ile maksimum IgG adsorpsiyonu pH 7.0'de sirasiyla 56.0, 93.9
ve 142.2 mg/g olarak bulundu. Destek malzemesine alti-karbonlu-uzatma
kolunun takilmasi, aminlenen mikrokure ile kiyaslandiginda adsorpsiyon

kapasitesini 1.7 kat arttirmigtir.

L-Histidin molektltnin karboksil gruplarinin pKa degeri 1.8'dir ve pH
7.0'de L-Histidin molekullerinin %90’dan fazlas! imidazol yapidayken sadece
%10’u imidazoliyum seklinde pozitif ylkli kaimaktadir. Bu sebeple L-Histidin
molekult pH 7.0’de negatif yuklidar. 1gG’nin izoelekirik noktasi 6.95'tir ve pH
7.0de net elekirik yukd sifirdir. IgG ve L-Histidin molekilii arasindaki
spesifik etkilesimler (elektrostatik, hidrofobik ve hidrojen baglan) pH 7.0’de
afinite mikrokurelerin iyonize olan gruplan (karboksil, imidazol, imidazolium,
karbonil ve hidroksil) ve IgG molekliniin yan zincir aminoasitleri arasinda

gerceklesmektedir.
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Cu(ll) metal iyonu bagli afinite mikrokiire ile IgG uzaklastiriimasinda
50-300 ppm baslangi¢ konsantrasyonunda Cu(ll) metal iyonu igeren deney
ortaminin adsorpsiyon kapasitesine etkisi arastiriidi (Sekil 4.7). 100 ppm
baslangic metal iyonu konsantrasyonunda maksimum uzaklastirma
saglandigindan, g¢alismamizin  bundan sonraki bd&limlerinde  bu

konsantrasyonda ¢alisildl.

Hedef proteine karsi daha segici bir yapt elde etmek amaciyla L-
histidin ligandinin imidazol halkasindan Cu*? iyonu ile metal selat
olusturulmasi ile adsorpsiyon kapasitelerinde, p(GMA-MMA)-L-Histidin ve
p(GMA-MMA)-uzatma kolu-L-Histidin afinite mikrokirelere gore sirasi ile 2.54

ve 1.5 kat artig saglanmistir.

200 7 —0—p(GMA-MMA)

—8— p(GMA-MMA)-L-Histidin
—— p(GMA-MMA)-uzatma kolu-L-Histidin
160 —e— p(GMA-MMA)-uzatma kolu-L-Histidin-Cu(ll)
C) 120 -
o))
E
o 80 4
40 -
0 ; ,

pH

Sekil 4.6. Afinite mikrokiirelere IgG adsorpsiyonuna pH etkisi
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Sekil 4.7. Baslangic Cu(ll) kosantrasyonunun. adsorpsiyon

kapasitesine etkisi

4.1.2.2. Sorbent Dozunun Etkisi

2.0 mg/ml IgG baslangi¢c konsantrasyonunda, 7.5 ml toplam deney
hacminde 12.5-150 mg kati (afinite mikrokire) bilesiminde kati/sivi oraninin
adsorpsiyon kapasitesine etkisi aragtirnldi. Adsorbent duzunun 50 mg’'a kadar
arttirimasi ile IgG adsorpsiyon kapasitesinde maksimum bir artig gézlenirken
kati/sivi oraninin artmasi ile azaldig: belirlendi (Sekil 4.8). Bu nedenle

calismamizda 50 mg sorbent dozu kulianildi.

51



180 -
150 -

120 -

N /\‘\-
60 A

q (mg/g)

30 _j —m— p(GMA-MMA)-L-Histidin
—a— p(GMA-MMA)-uzatma kolu-L-Histidin
0 T T 1 I
0 5 10 15 20
Katy/'sivi orani (w/v)
Sekil 4.8. Afinite mikrokareler ile sulu ortamdan IgG

uzaklastiriimasinda sorbent dozunun etkisi

4.1.2.3. Adsorpsiyon Hiz

Uzatma kolu takili p(GMA-MMA) mikrokdrelerine L-Histidin ligandinin
kovalent olarak baglanmasi ve Cu(ll) metal iyonu ile selat olugturulmasinin
sulu ortamdan IgG adsorpsiyonu énemli dlgude arttigr belirlendi (Sekil 4.9).
Sekilden de géruldugu gibi, adsorpsiyon isleminin baglangicinda hizli bir
adsorpsiyon gozlendi ve 130 dakikanin sonunda dengeye ulaghidi ve 240
dakika boyunca sabit kaldi§i belirlendi. Diger bir taraftan elde edilen deneysel
verilerden adsorpsiyon ortamindaki IgG konsantrasyonundaki artisin

adsorpsiyon hizinda da artiga neden cldugu belirlendi.
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Sekil 4.9. Afinite mikrokirelerin IgG  adsorpsiyonunda

adsorpsiyon siresinin etkisi

4.1.2.4. iyonik Siddetin Etkisi

Aminlenen, uzatma kolu takili ve uzatma kolu-Cu(ll) immobilize edilmis
L-Histidin bagl p(GMA-MMA) mikrokirelerin, adsorpsiyon ortaminda 0.1 M
NaCl konsantrasyonu oldugunda adsorpsiyon kapasitelerinde onemli bir
azalma goézlendi (Sekil 4.10). Bununla birlikte, daha yiksek elektrolit

konsantrasyonlarinda adsorpsiyon kapasitesinde degisiklik gézlenmedi.

Debye-Huckele goére, adsorpsiyon ortamindaki  elektrolitin

konsantrasyonu arttiriidiginda, molekillerin gevresindeki elektriksel gift
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tabaka kalinligi azalir. Van Oss ise, adsorpsiyon ortaminda elektrolit
konsantrasyonu arttikga, protein ylizey yukinin perdelendidini belirtmistir.

Bu etkiler, molekiller arasindaki elektrostatik etkilesimin azalmasina sebep

91

olur *'. Bu nedenle, adsorpsiyon kapasitesinde azalma gérilmis ancak

IgG'nin  konformasyonal vyapisi nedeniyle daha yiksek elektrolit

derigimlerinde bir degisim gézlenmemisgtir.

—e— p(GMA-MMA)-L-Histidin
—m— p(GMA-MMA)}-uzatma kolu-L-Histidin
120 4 \ —*— p(GMA-MMA)-uzatma kolu-L-Histidin-Cu(ll)

q (mg/g)

0 0,25 0,5 0,75 1
NaCl (M)

Sekil 4.10. Afinite sorbentlerle IgG adsorpsiyonunda iyonik siddetin

etkisi

4.1.2.5. IlgG Baslangi¢ Konsantrasyonunun Etkisi

Afinite mikrokirelerin adsorpsiyon hiz ve kapasitesine baglangi¢ 1gG
konsantrasyonunun etkisi 0.125 - 3.0 mg/ml araliginda caligilarak belirlendi.

Adsorpsiyon kapasitesinin, 2 mg/ml IgG konsantrasyonuna kadar arttigi, bu
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dederden sonra sabit kaldi§i gézlendi. Bu, afinite mikrokurelerin etkilesim
gruplarinin, adsorbe olmus IgG molekilleri ile doygun hale gelmis olmasiyla
aciklanabilir. p(GMA-MMA), p(GMA-MMA)-L-Histidin, p(GMA-MMA)-uzatma
kolu-L-Histidin ve p(GMA-MMA)-uzatma kolu-L-Histidin-Cu(ll) mikrokreleri
ile elde edilen maksimum adsorpsiyon kapasitesi sirasi ile, 12.1, 96.2 158.0
ve 282.7 mg/g olarak bulundu (Sekil 4.11). Bu sonuglar literattr ile uyum

halindedir.

Grafikden de géruldigu gibi, yapiya Cu(ll) metal iyonu baglanmasi ile
IgG adsorpsiyonundaki bu artis; 1gG, metal iyonu, ligand ve mikrokire
arasindaki doértli kompleks olusturma mekanizmasi ile agiklanabilir (Sekil
4.12). IgG yizeyinde bir histidin dizisine sahiptir, bu agiga vurulan histidinin
yan imidazol halkasi, immobilize Cu(ll) iyonlan ile 1gG arasinda baskin
afinite bdlgelerini olusturur. Adsorbsiyon iglemi sirasinda, 1gG ve sorbentler
arasinda farkli etkilesimler olabilir; metal iyonlari ve proteinler arasinda
koordinasyon ve/veya elektrostatik iligki, ligand ve protein arasinda
biyomimetik iligki, protein ve destek materyalinin fonksiyonel gruplari

arasinda non-spesifik baglanma, protein-protein etkilesimleri %92
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400 7 —o—p(GMA-MMA)

—u— p(GMA-MMA)-L-Histidin

—a— P(GMA-MMA)-uzatma kolu-L-Histidin

—e— p(GMA-MMA)-uzatma kolu-L-Histidin-Cu(ll)

T T

0 1 2 3

Baslangi¢ IgG konsantrasyonu (mg/mi)

Sekil 4.11. Baslangi¢ IgG konsantrasyonun adsorpsiyon kapasitesine

etkisi

-
1

S

HO

Sekil 4.12. Cu(ll) metal iyonu bagli olan p(GMA-MMA)-uzatma kolu- L-
Histidin afinite mikrokUrelerle sulu ortamdan protein adsorpsiyonunun

sematik gésterimi
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4.1.2.6. Sicakligin Etkisi

Sicakligin artmasi ile protein ve ligandin fonksiyonel gruplari
arasindaki etkilesim alani artacagi i¢in, L-Histidin ligandi takili afinite
mikrokurelerle 1gG aynistiriimasinda adsorpsiyon kapasitesinin - arttidi
g6zlendi (Sekil 4.13). L-histidin ligandi bagli mikrokirelerle IgG adsorpsiyon
kapasitesinin sicaklikla artmasi, IgG molekdlinin ¢ boyutlu konformasyonu
ile ilgili oldugu disantidi. Sicakhgin artmasi ile, proteinin hidrofobik amino
asitlerinin molekidl ylzeyine ¢iktidi ve histidin ligandi ile IgG arasindaki

etkilesim alaninin arttig1 disunulda.

Sicaklidin, 4 °C'den 37 °C’e kadar ylkseltilmesi ile L-histidin ligandi
bagll p(GMA-MMA)-L-Histidin, p(GMA-MMA)-uzatma kolu-L-Histidin ve
p(GMA-MMA)-uzatma kolu-L-Histidin-Cu(ll) afinite mikrokurelerin, 1gG
adsorpsiyon kapasitesindeki artis sirasiyla %33, %51 ve %54 olarak

bulundu.
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200 1 _g p(GMA-MMA)-L-Histidin
—A— ngMA-MMA -uzatma kolu-L-Histidin
—e— p(GMA-MMA )-uzatma kolu-L-Histidin-Cu(ll)
160 -
—~ 120 -
o
>
£
~ 80 A
. ./l/
O T 1 T T 1
270 280 290 300 310 320
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Sekil 4.13. Afinite mikrokirelerin IgG adsorpsiyon kapasitesine

sicakhgin etkisi

4.1.2.7. Adsorpsiyon izotermleri

Adsorpsiyon izotermi, her bir protein molekuliniin  matriksle
etkilesimini karakterize etmek igin kullaniir. Bununla birlikte, ¢dzeltideki
protein derigsimi ile matrikse adsorplanmig protein arasindaki iligkiyi de
aciklar. Sulu ¢ozeltiden IgG adsorpsiyonu caligmalarinda, bu proteinin
matriksle iligkisini agciklamak amaciyla kesikli sistem deneyleri sirasinda elde
edilen verilerin, izoterm modellerine uygunlugu arastiriidi.

Langmiur adosrpsiyon izoterm modelinden elde edilen dogrusal grafik
(Sekil 4.14), yiksek korelasyon katsayisi (R? ve teorik olarak belirlenen

maksimum  adsorpsiyon  kapasitelerinin,gn, deneysel adsorpsiyon
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kapasitelerine, Qmeneysen, €$it olmasi, afinite mikrokireler ile sulu ¢ézeltiden
IgG adsorpsiyonunun Langmiur lzoterm modeli ile agiklanabilecegini gosterdi
(Cizelge 4.1). Langmuir modelinde Kq4 degeri protein vé sorbentten olugan
kompleksin kararlihi§inin gostergesidir. Genis bir Ky dederi proteinin sorbente

karsi yiksek baglanma afinitesi oldugunu géstermektedir.

—m— p(GMA-MMA)-L-Histidin
—A— p%GMA-MMA%—uzatma kolu-L-Histidin
—e— p(GMA-MMA )J-uzatma kotu-L-Histidin-Cu(Il)
0,025 -
0,02 -
$ 0,015 -
g
S 001 -
0,005
0 1 1 1
0 1 2 3
Cden

Sekil 4.14. Afinite mikrokirelerle 1gG adsorpsiyonunda belirlenen

deneysel verilerin Langmiur izoterm modeline uygulanmasi

Sulu ¢dzeltiden afinite mikrokirelere IgG adsorpsiyonundan elde edilen
deneysel veriler Freundlich izoterm modeline uyguland: (Sekil 4.15) ve
belirlenen karakteristikler Cizelge 4.2'de verildi. Kr ve n degerlerinin ylksek

olmasi L-Histidin ligandi takih afinite mikrokirelerin yuksek adsorpsiyon
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kapasitesi ile sulu ortamdan IgG uzaklastirmanin kolay oldugunu
gostermektedir. Afinite mikroklrelere baglanmanin n degerinin 1’den buyuk
olmasi adsorpsiyonun kolay ve dogasinin heterojen oldugunu

gostermektedir.

GCizelge 4.1. Afinite mikrokireler ile sulu ortamdan IgG uzaklastiriimasinda

elde edilen Langmuir adsorpsiyon izoterm modeline ait sabitler ve korelasyon

katsayilari

Afinite Sorbent Omgeney ~ Kax10° Om R?
(mg/g) (M) (mg/g)

p(GMA-MMA) 12.10 9.80 19.49 0.945

p(GMA-MMA)-L-Histidin 96.18 5.71 136.99 0.986

p(GMA—MMA)-uzatma kolu-L-Histidin 158.20 1.87 185.19 0.989

p(GMA-MMA)-uzatma-L-Histidin-Cu(ll) 282.70 0.06 312.5 0.995
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—m— p(GMA-MMA)-L-Histidin
14 —a— p(GMA-MMA)-uzatma kolu-L-Histidin
—eo— p(GMA-MMA)-uzatma kolu-L-Histidin-Cu(ll)
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Sekil 4.15. Afinite mikrokiirelerle IgG adsorpsiyonunda elde edilen

deneysel verilerin Feundlich izoterm modeline uygulanmasi

Cizelge 4.2. Afinite mikrokireler ile sulu ortamdan IgG
uzaklastirimasinda elde edilen Freundlich adsorpsiyon izoterm

modeline ait sabitler ve korelasyon katsayilari

Afinite Sorbent Ke n R2
P(GMA-MMA) 7.38 1.45 0.932
P(GMA-MMA)-L-Histidin 68.15 1.41 0.979

P(GMA-MMA)-uzatma kolu-L-Histidin 141.46 206 0.985

P(GMA-MMA)-uzatma-L-Histidin-Cu(ll) 361.95 2.37 0.929
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4.1.2.8. Adsorpsiyon Kinetigi

Afinite mikrokirelerin sentezinde ylzeyde c¢esitli gruplar (amin,
karboksil, karbonil, hidroksil ve hidrofobik gruplar) olugsmaktadir. Bu gruplar
ligand molekilleri ve IgG ile &6nemli derecede etkilesim bolgeleri
olusturmaktadir.  Afinite mikrokirelerle IgG aynstinlmasi isleminde
adsorpsiyon kinetigi, deneysel verilerin birinci ve ikinci dereceden kinetik
modellere uygulanmasi ile belirlendi. Deney sonuglari, birinci dereceden

kinetik modeline uygulandi ve elde edilen sabitler Cizelge 4.3'de gdsterildi.

Deney sonuglarindan elde edilen adsorpsiyon kapasitelerinin, ikinci
dereceden kinetik modeline uygulanmasi ile Sekil 4.16'de verilen grafik elde
edildi. Deneysel verilerdén hesaplanan maksimum adsorpsiyon kapasitesi
,Jden(deney), il birinci ve ikinci dereceden kinetik modelin uygulanmasi ile elde
edilen teorik denge adsorpsiyon kapasiteleri, dgen, karsilastiriidiginda
sonugclarin ikinci derece kinetik modelinden elde edilen degerlere ¢ok yakin
oldugu gézlendi (Cizelge 4.3). Yiksek korrelasyon katsayilari ve maksimum
adorpsiyon kapasitelerindeki uyumiu bu sonuglar afinite mikrokirelerin IgG
adsorpsiyonunun ikinci dereceden kinetik modeli ile uyumlu oldugunu

gosterdi.
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0.03 - —m— p(GMA-MMA)-L-Histidin
’ —a— p(GMA-MMA)-uzatma kolu-L-Histidin
—e— p(GMA-MMA)-uzatma kolu-L-Histidin-Cu(il)
0,02 -
&
0,01 A M‘/‘/t
0 T T I 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08
1M
Sekil 4.16. Afinite mikrokirelerin sulu ortamdan

adsorpsiyonunun ikinci derece kinetik modeline uygulanmasi
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Cizelge 4.3. Afinite sorbentlerin sulu ortamdan IgG adsorpsiyon kinetik

sabitleri
Birinci derece hiz sabitleri ikinci derece hiz sabitleri
kqx 102 Ggen R? kox10? Qden R?
Afinite Matriks (dak"y  (mglg) (gmg’'dak™) ~ (mglg)
P(GMA-MMA)-L-Histidin 3.31 131.89 0.947 4.03 110.39 0.997

p(GMA-MMA)-uzatma
3.36 123.03 0.948 9.22 166.67 0.997
kolu-L-Histidin

p(GMA-MMA)-uzatma-L-
428 411.15 0.920 7.44 303.03 0.998
Histidin-Cu(ll)

4.1.2.9. Desorpsiyon

Afinite mikroktreler Gizerine adsorplanan IgG molekdlleri glisin-HCI (pH
2.60) cozeltisi kullanilarak %63 oraninda desorbe edildi. Desorpsiyon
isleminde, yapisinda karboksil ve amin gruplari bulunan, hem hidrofobik hem
de hidrofilik karaktere sahip olan glisinin IgG molekulleri ile histidin ligandt
arasindaki etkilesimleri  zayiflatarak  protein  molekullerinin  afinite
mikroklrelerden ayriimasini sagladigi distnulda. Afinite  mikrokurelerin
tekrar kullanilabilirliyi, ayni sorbentle adsorpsiyon-desorpsiyon caligmalari

tekrarlandiginda, her bir afinite mikroktrenin IgG adsorpsiyon kapasitesini
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korududu gézlendi. Afinite mikrokirelerin rejenerasyonu 1 M NaOH ¢ozeltisi

ile gerceklestirildi.

4.1.2.10. insan Serumundan IgG Saflagtiriimasi

Insan serumundan IgG saflastiriimasi caligmalari kesikli sistemde
gerceklestirildi. Bu islem i¢in, daha yiiksek adsorpsiyon kapasitesinin elde
edildigi uzatma kolu takili L-Histidin ligandi baglh p(GMA-MMA) mikrokureleri
model olarak segildi. 50 mM pH 7.0 fosfat tamponu ile 1.5 oraninda
seyreltilen 7.5 ml serum 6rmegi, 50 mg p(GMA-MMA)-uzatma kolu-L-Histidin
afinite mikrokireleri ile 25 °C’de 4 saat boyunca inkiibe edildi. Adsorpsiyon
Oncesi ve sonrasinda alinan 6rnekler, HPLC'ye yiklendi. Elde edilen
kromatogramiar, Sekil 4.17'de gosterilmistir. Bélum 3.2.5’de verilen gradyent
program kullanilarak elde edilen kromatogramdan , igG alikonma zamani
15.1 dakika olarak bulundu. Bu yéntem ile serum ve adsorpsiyon sonucunda
serum ornedinde kalan bakiye IgG miktari belirlendi. p(GMA-MMA)-uzatma
kolu-L-Histidin afinite mikroktreler ile serum &érnegindeki IgG'nin % G4.2
oraninda uzaklastiriimasinin miimukin oldugu ve g mikrokire bagina 290.4
mg IgG’nin saflastirma kapasitesine sahip oldugu gériildd. Insan serumundan
tek basamakta IgG saflastinimasinda p(GMA-MMA)-uzatma kolu-L-Histidin
afinite mikrokurelerin yiksek baglanma kapasitesi ve 1gG icin yiiksek segicilik

gosterdigi bulundu.
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Sekil 4.17. A) Standart HSA ve IgG karigimi B) Adsorpsiyon oncesi
C)Adsorpsiyon sonrasinda p(GMA-MMA)-uzatma kolu-L-Histidin

mikrokureleri ile insan serumundan elde edilen HPLC kromatogramlari
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4.2. Degerlendirme

Biyoteknoloji alanindaki hizli gelisme, protein saflastinimasinda
verimliligi yuksek yeni ydntemlerin arastinimasim ve gelistiriimesini
saglamistir. Afinite kromatografisi segici bir saflagtirma y&ntemidir. Durgun
faza baglanan ligandlaringesitliligindeki artis, afinite kromatografisinde dnemili
Ustinlikler saglamistir. Bu konudaki ¢aligmalarin ¢gogu, yeni afinite destekleri
tasarlamak Uzerine odaklanmistir. Gelistirilen afinite desteklerinin bazi
6zelliklere sahip olmasi istenmektedir. Kire yapidaki destek materyalleri,
ornekten proteinin direkt olarak ayrstirimas: ve saflastirimasini
saglamasinin yani sira, kolon uygulamalarinda en az diflizyon sinirlamasi ile

iyi bir akis 6zelligi saglar.

Kullanilan afinite desteklerinin ¢ézlinmezligi dnemli bir parametredir.
Adsorpsiyon, desorpsiyon ve rejenerasyon asamalarinda, kullanilan gesitli
kimyasal ajanlara karsi kararlihik ve dayanikhlik, desteklerin endustriyel
uygulama alanlarini genigleten dnemli faktérlerdir. Bu dogrultuda, capraz
bagli polimerik destek materyallerinin kullanimi dikkat cekmektedir'. Biyolojik
olarak uyumlu olan akrilik ve metakrilik polimerler kontakt lens, ila¢ salinim
sistemleri ve yapay damar olarak gesitli tibbi uygulamalarda genis olgekli

olarak kullaniimaktadir.

Immunoglobulinier énemli tedavi ajanlaridir ve diinyada yilda 27 ton
kadari tedavi amagch kullaniimaktadir. Insan Immunoglobulin G'lerin
uygulamalannin en belirgin 6zellikleri, hastalarin enfeksiyonlara karsi olan
direnclerinin artmasidir. Ayrica, lgG'ler sitokinler ve kan pihtilagtirici faktérler

gibi farmasotik 6neme sahip proteinlerin saflastirimasinda biyoafinite ligandi
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olarak kullaniimaktadir. IgG’lerin kromatografik yéntemle saflastinimasinda
kullanilan en etkin ydntem afinite kromatografisidir. Bu yéntemde, ayrimi

etkileyen faktorler destek materyalinin yapisi ve ligandin segiciligidir.

Protein A afinite kromatografisi, IgG saflagtinimasinda yaygin olarak
kullaniimasina ragmen, kolay bozunmasi, immobilize edildikleri matriks
yapisindan sizmasi ve yiksek maliyeti nedeniyle yerini pseudo-spesifik
ligandlara birakmigtir. Afinite kromatografisinde, biyospesifik ligandiarin
yerine, amino asitler ve selatlanmis metal iyonlart gibi pseudospesifik
ligandlarin kullanimi énem kazanmstir ""®. Histidin, 1gG uzaklastiriimasi ve
saflastinimasinda kullanilan etkili bir pseudo-spesifik liganddir. Destek
materyaline kolay baglanan bu amino asit, ekonomik olmasinin yan! sira,

yiksek adsorpsiyon kapasitesine sahiptir.

Calismamizda, p(GMA-MMA) mikrokireleri, glisidil metakrilat ve
metilmetakrilat monomerlerinin siispansiyon polimerizasyonu ile hazirlandi.
Bu materyal, yapisindaki epoksi grubu sayesinde enzim ve proteinlerin
immobilizasyonu ve saflastiriimas! igin elveriglidir. Ayrica, p(GMA-MMA)
mikrokirelerinin yapisindaki epoksi gruplar, kolaylikla hidrolize edilerek
hidrofilik karakterde olan diol gruplarina déndstirtlebilir. Bu sayede

proteinlerin non-spesifik adsorpsiyonundan kagtnilabilir.

Sentezienen p(GMA-MMA)  mikrokureleri, 1gG  adsorpsiyon
kapasitesini arttirmak amaciyla aktive edildi. llk olarak, protein molekiilleri ve
ligand arasindaki spesifik etkilesimi arttirmak  icin  matrikse,
hekzametilendiamin baglandi. Bu sayede, protein ile ligand arasindaki

spesifik etkilegsim arttiriirken matriks ile protein molekulleri arasinda
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meydana gelebilecek non-spesifik etkilegsimler 6nlenmis oldu. Destek
materyaline uzatma kolunun takilmasi ile protein adsorpsiyon kapasitesine
etkisi, aminlenen matriks ile mukayeselendirilerek yapildi. Aminlenen ve
uzatma kolu baglanan mikrokireler glutarikdialdehit ile aktive edildi ve L-
Histidin ligandi ylizeye kovalent olarak baglandi. Glutarikdialdehit, uzatma
kolu ve ligand arasinda bir kdpru olugturmasinin yani sira 5 karbonlu yapisi
sayesinde uzatma kolu gibi gérev yapmaktadir. Caligmalar sonucunda, 1gG
icin adsorpsiyon kapasitesinin hekzametilendiamin uzatma kolunun takili

oldugu matriks i¢in daha yuksek oldugu bulundu.

Proteinlerin farkli metal iyonlarina ilgi gésterdikleri bilinmektedir. Metal
iyonlari, proteinlerin ic boyutlu yapilarinda yiizeyde agida ¢ikan bazi amino
asitlerin yan gruplari ile (6rnegin, histidinin imidazol) koordinasyon kompleksi
olustururlar. Bu dogrultuda, 1gG molekulinin yeni gelistirilen kire yapidaki
marikse ilgisinin arttirimasi amaciyla, Cu(ll) iyonu koordinasyon kompleksi

ile histidin ligandina baglandi.

Adsorpsiyon c¢alismalarindan énce p(GMA-MMA) mikrokirelerinin
karakterizasyon calismalari yapildi. SEM mikrografi ¢ekilen mikrokirelerin,
ylzeyinin pariazli oldugunu ve polimerizasyon ortamina konulan toluen
sayesinde, gézenekli bir yapiya sahip oldugu gérilmektedir. ikinci agamada,
kromatografik alanda kullaniimak (lzere hazirlanan p(GMA-MMA) afinite
mikrokireler ile sulu ¢dzeltiden IgG adsorpsiyon galigmalarn yapildi. IgG
adsorpsiyonunda, herbir mikrokure i¢in optimum pH 7.0 olarak tespit edildi.
Bu pH degerinde, non- spesifik adsorpsiyonunun ihmal edilebilir dizeyde

oldugu (9.4 mg/g) gértldu. Bu pH degerinde, L- histidin molekdillerinin
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karboksil gruplarinin  ve L- histidin ile etkilesecek ligand baglh destek
malzemesinin uygun konformasyonal yapida oldugu dustntldt 2. p(GMA-
MMA)-uzatma kolu-L-Histidin-Cu(ll) afinite mikrokurelerinin daha fazla
adsorpsiyon kapasitesine sahip oldudu belirlendi. Divalent metal iyonu olan
(stnir metal iyonu) Cu(ll) ile yumusak Lewis bazlari olan azot ve kikirt
(histidin amino asit yan gruplarinda bulunan) etkilesirler. Cu(ll) iyonu &zellikle
IgG'nin disa vuran yapisinda bulunan histidin amino asitinin imidazol grubuna

karg! ylksek afinite gésterir.

Afinite mikrokirelerle sulu ¢dzeltiden IgG adsorpsiyonunda, protein
icin denge adsorpsiyonuna 130 dakikada ulasildigi ve 240 dakika boyunca
dengede kaldigi gézlendi. Sulu ortamdan protein uzaklastiriimasi igsleminde
sicakliin artmasi ile afinite mikrokirelerin adsorpsiyon kapasitesinin de
artigr belirlendi. Adosrpsiyon ortamindaki elektrolit konsantrasyonunun
artmasi ile elekirostatik etkilesimlerin azalmasi sonucunda, afinite
mikrokirelerin adsorpsiyon kapasiteleri de azaldi. Afinite mikrokurelere
adsorplanan IgG'nin desorpsiyonu glisin-HCI (pH 2.6) ile gergeklestirildi.
Adsorbe olan IgG'lerin % 63'U desorbe edildi. Afinite mikrokirelerle serum
proteini ayrigtirma igleminin Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon izoterm
modeli ile uyumlu oldugu ve adsorpsiyon hizinin ikinci dereceden kinetik

esitlik ile ifade edilebilecegi bulundu.

Afinite mikroktreler ile, sulu ortamda yapilan IgG adsorpsiyon
caligmalarinin 1sidinda insan serumundan IgG uzaklagtiriimas: ve
saflastiriimasi, uzatma kolu takili L-Histidin ligandi bagli p(GMA-MMA) afinite

mikrokireler model alinarak kesikli sistemde gerceklestirildi. p(GMA-MMA) -
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uzatma kolu-L-Histidin afinite mikrokirelerle insan serumundan IgG'nin

%84.2 ‘sinin saflastinidigi belirlendi.

Literatirde de insan serumundan IgG saflastirimasi (zerine
calismalar yapilmigtir. Yapilan g¢alismalarda, Arica ve arkadasglan p(HEMA-
MAH) membranlarint kullanarak kesikli sistemde sulu ortamdaki IgG
cozeltisinden 13.06 mg/ml adsorpsiyon kapasitesine ve slrekli sistemde
yaptiklari calismada %93 saflikta IgG elde etmislerdir'?. Arica ve arkadaslar
bir bagka ¢alismada p(HEMA-MAPA) membranlari kullanarak sulu ¢ézeltiden
IgG adsorpsiyonu calismiglar ve maksimum adsorpsiyon kapasitesinin 2.37

% Denizli ve arkadaslari, protein A

mg/g oldudunu rapor etmiglerdir
tutuklanan p(HEMA) mikrokireleri ile insan serumundan IgG adsorpsiyonu
lizerine ¢alismig, maksimum adsorpsiyon kapasitesini 24.0 mg/g oldudunu
rapor etmiglerdir®®. Denizli ve Pigskin, DNA tutuklanan p(HEMA) mikrokreler

% Denizli ve

ile 7.5 mg/g IgG adsorpsiyon kapasitesine ulasmislardir
arkadaslari, Cu(ll) selatlanmis p(MMA-MAH) kireleri ile 12.2 mg/g

adsorpsiyon kapasitesine ulagmislardir.

Literatrde yer alan sonuglar ile calismamizda elde edilen sonuglar
karsilastinldiginda, oldukga yiiksek bir adsorpsiyon kapasitesine ulagiidigi
gorilmektedir. Aminlenen veya uzatma kolu takili ve Cu(ll) immobilize
edilmig L-Histidin bagh p(GMA-MMA) afinite mikrokireleri ile, sulu ortamdan
ve insan serumundan gerceklestirien uzaklagtirma ve saflagtirma
calismalarinda oldukga yiksek dederler elde edilmistir. Diger ¢alismalardan

farkli olarak, p(GMA-MMA) mikrokiirelerine takilan uzatma kolu, ligand ile
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protein molekdllerinin etkilesim alanini arttirmak suretiyle, adsorpsiyon

kapasitesinin oldukga arttirmistir.

Sonu¢ olarak, immunolojik hastaliklarin teshis ve tedavisinde
kullanilan IgG’nin, kire yapidaki p(GMA-MMA) destek materyali modifiye
edilerek insan serumundan tek basamakta ve ylksek Kkapasitede

ayristiriimasi saglandi.
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