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ONSOZ

Protein, peptit ve niikleik asitler gibi biyolojik molekiillerin yiliksek miktarda ve
yiiksek saflikta iiretilebilmesi terapétik, endiistriyel ve analitik agidan Onem arz
etmektedir. Bu amag¢ dogrultusunda, gelisen teknoloji ve bilim dallar1 ile biiyiik
Olgekte enzimlerin ve proteinlerin tiretilmesi ve kaynagindan (biyolojik sivilar ya da
dokular) verimli bir sekilde elde edilme ¢alismalar1 hiz kazanmistir. Bu protein ve
enzimlerin yliksek oranda sivi kiiltiir ortamlar1 ve serum gibi biyolojik akiskanlardan
toplanmasi, basit kromatografik ayirma teknikleri ile miimkiin olmaktadir.
Ayrigtirma  adimlarinda  proteinlerdeki  biiytikliik, fizikokimyasal 6zellikler,
baglanma afinitesi ve biyolojik etkinlik gibi unsurlardaki farkliliklardan yararlanilir.
Kromatografi ile yapilan ayrimlar, molekiillerin yiik, biiyiiklik, sekil ve ylizey
karakteristigi gibi Ozelliklerine dayanir (Porath vd., 1975; Davankov vd., 1977).
Kromatografik uygulamalarda, membran yapidaki afinite desteklerinin adsorpsiyon
ozelliklerinin gelistirilmesi ve daha etkili ayirmanin yapilmasi i¢in farkli yontemler
benimsenmistir. Bu yOntemler arasinda en yaygin kullanima sahip olan afinite
kromatografisi, yiiksek secicilikte molekiiler diizeyde tanimaya dayali olan bir
ayirma teknigidir. Afinite kromatografisi, molekiiler bi¢ime (konformasyona) bagh
olan bir ayristirma yontemidir, genelde her protein i¢in farkli bir kromatografi
reginesi  kullanilir. Bu  reginelerin  yiizeyinde ayrnstirilacak  proteinlere
ozgil ligandlar baghdir. Kati destek malzemesine kovalent olarak baglanan metal
iyonlari, hedef molekiille etkileserek molekiiliin adsorbente baglanmasini
saglamaktadir. Afinite membran teknikleri arasinda en aygin olarak; yilizeyde agiga
c¢ikan histidin, sistein, triptofan ve tirozin ya da polihistidin kuyruklu biyomolekiilleri
iceren proteinlerin saflastirilmasinda ¢ogunlukla uygulanan, 'Immobilize metal
afinite membranlari'dir IMAM). Bu yéntemin iistiinliigii, immobilize metal iyonu ile
biyomolekiillerin yiizeyinde yer alan bu aminoasitler arasindaki segici etkilesimden
kaynaklanmaktadir. Ayrica, afinite membranina immobilize edilen metal iyonlarinin
ancak EDTA (etilendiamintetraasetikasit) gibi cok giiclii selatorlerle yiizeyden
uzaklastirilabilmesi ve immobilize metal afinite membraninin kolay rejenerasyonlari
dolayist ile protein ayrigtirilmasi ve saflastirilmasi isleminde defalarca kapasitesinde
onemli bir degisme olmaksizin kullanima olanak tanimasi bu ydntemin sundugu

diger avantajlardir.
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OZET

Cu** TAKILI O-KARBOKSIMETIL KiTOSAN SCHIiFF BAZI
KOMPLEKSLERI GOMULU KOMPOZIT MEMBRANLARIN
HAZIRLANMASI VE PROTEIN ADSORPSIYON DAVRANISLARININ
INCELENMESI

Bu calisma kapsaminda, lizozimin etkin bir sekilde ayrilmasi i¢in afinite
kromatografisi yontemleri arasinda, son yillarda yogun bir uygulama alani bulan,
Immobilize Metal Afinite Kromatografisi (IMAK) kullanilmistir. Bu amagla, suda
cozlinebilir O-karboksimetil kitosan Schiff bazi-4a kompleksleri sentezlenmistir ve
Cu®" iyonu takilmistir. Monomer olarak poli(2-hidroksietil metakrilat), capraz
baglayict olarak N,N’'-metilen-bis-akrilamid, baslatici/aktivatér olarak N,N,N’,N’-
tetrametilen diamin (TEMED)/amonyum persiilfat (APS) kullanilmis ve radikal
kriyo-kopolimerizasyon yontemiyle 5 mL'lik plastik tliplerde sentezlenmistir.
Hazirlanan Cu®’ takili O-karboksimetil kitosan Schiff bazi kompleksleri gomiilii
kompozit kriyojel sisme testleri, taramali elektron mikroskobu (SEM), FT-IR ile
karakterize edilmistir. Sulu ¢ozeltiden lizozim adsorpsiyonuna pH'nin, baslangic
protein derisiminin, akis hizinin, iyonik siddetin ve sicakligin etkisi incelenmistir.
Maksimum adsorpsiyon pH 8 fosfat tamponunda, 3 mg/mL baslangi¢c lizozim
derisiminde, 0,5 mL/dak akis hizinda ve 25°C ortam sicakliginda 103,3 mg/g partikiil
olarak gerceklesmistir. Ayrica, siipermakro-gozenekli kriyojellere proteinin defelarca
adsorplanip desorplanabildigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Afinite, Lizozim, Kriyojel, IMAK, Karboksimetil Kitosan,
Adsorpsiyon
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ABSTRACT

PREPARATION OF COMPOSITE MEMBRANE EMBEDDED WITH Cu®**-
ATTACHED O-CARBOXYMETHLY CHITOSAN SCHIFF BASE
COMPLEXES AND INVESTIGATION FOR PROTEIN ADSORPTION
PERFORMANCE

In this study, Immobilized Metal Affinity Chromatograph (IMAC) finding a wide
application area among affinity chromatography methods was used for removal of
lysozyme efficiently from aqueous solutions. For this purpose, water soluble O-
carboxymethyl chitosan complexes was synthesised, Cu®" ions was attached onto
them. The composite cryogels were prepared by free radical polymerization using
N,N,N’,N -tetramethylene diamine (TEMED) and ammonium persulfate (APS) as
initiator/activator pair, N,N -methylene-bis-acrylamide (MBAAm) as cross-linker in
a plastic syringe of 5 mL. Prepared composit cryogel embedded with Cu*"-attached
O-carboxymethyl chitosan Schiff base complexes was characterized by FT-IR,
SEM, swelling tests measurements. The effect of pH, ionic strength, initial lysozyme
concentration, temparature and flow rate on adsorption were investigated. The
maximum amount of lysozyme adsorption from aqueous solution was at 103,3 mg/g
particles in phosphate buffer at pH 8 with initial lysozyme concentration of 3
mg/mL. On the other hand, the most efficent adsorption was carried out at 0,5
mL/min, at 25°C temparature. It was also observed that enzyme could be repeatedly
adsorbed and desorbed on the Cu*" attached O-carboxymethyl chitosan Schiff base
complexes croygels.

Keywords: Lysozyme, Cryogel, Affinity, IMAC, Carboxymethyl Chitosan,
Adsorption
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1. GIRIS
1.1 Kromatografi ve Kromatografinin Prensipleri

1.1.1 Kromatografi nedir ?

Kromatografi, bir karisimda bulunan bilesenlerin birbirinden ayrilmasini saglayan,
kalitatif ve kantitatif analizlerinin yapildig1 yontemlere verilen addir. Kromatografik
yontemler genel olarak iki prensibe dayanir. Bu bilesenlerden ilki sabit faz
(stationary phase) ve ikincisi hareketli faz ya da mobil faz (mobile phase) olarak
adlandirilir. Mobil fazda yer alan bilesenler, sabit faza ait dolgu maddesiyle
etkilesmeleri sebebiyle bir miktar tutulurlar. Bu tutulma, 6érnekteki farkli bilesenler
icin farkli miktarlarda olur. Bu sekilde bilesenler sabit fazin sonlarina dogru, farkl
hizlarda ilerlemelerinden dolayi, birbirinden ayrilmis sekilde sabit fazdan farkl
zamanlarda ayrilirlar. Boylece sabit fazdan ¢ikan bilesenlerin derisimleri uygun bir
bicimde Ol¢iiliir. Zamana veya mobil fazin kullanilan hacmine karsi y-ekseninde
isaretlenerek “kromatogram” denilen grafikler elde edilir. Kromatografik yontemler

birgok temel prensipten olusur ve sdyledir :

a. Mobil faz (mobile phase): Ornekteki bilesenleri, sabit faz (kolon) boyunca
tastyan, cesitli fiziksel ve kimyasal Ozelliklere sahip olan ¢ozelti veya ¢oziicii
karisimlarina mobil faz denir. Kullanilacak mobil fazin se¢iminde, analizi yapilacak
ornek madde bilesenlerinin o&zellikleri, kullanilacak sabit faz ve dedektoriin

ozellikleri vb. birgok parametreye dikkat edilmelidir.

b. Sabit faz (stationary phase): Mobil faza gelen 6rnege ait bilesenlerin etkilesime
girdikleri ve alikonulduklar1 fazdir. Kromatografi tekniginin modeline gore dizayn
edilip ve cok degisik materyallerden ¢ok farkli dlgiilerde imal edilmis ve “kolon”
olarak adlandirilmus sabit fazlar mevcuttur. Ozellikle gaz ve s1vi kromatografileri igin

ticari amagla olduk¢a fazla marka ve boyutta kolon iiretimi yapilmaktadir. Sivi



kromatografisi olarak nitelendirilen yiiksek performans sivi kromatografisi (HPLC)
uygulamalarinda kullanilan kolonlar daha ¢ok 30-300 mm uzunlugunda yaklasik 5
pm i¢ capinda metalik boru seklinde olup i¢ yiizeyleri ¢ok degisik ozelliklerde
kaplama materyalleri ile kaplanarak, analizi yapilacak madde gruplar1 i¢in modifiye

edilebilmektedir.

c. Allkonma (retention): Analizi yapilacak maddeye ait bilesenlerin mobil faza
ulagmasi ile belirli bir etkilesim olusur ve boylece sabit faz ile belirli oranda tutulma
meydana gelir ve bununla birlikte alikonan madde daha gec olarak sabit fazi1 terk
etmesi gerceklesir. Bu 0zellikten yola cikilarak, belirli analitik kosullar altinda, her
kimyasal madde i¢in parmak izi niteligi tasiyan alikonma zamani (retention time-tR)
tanim1 vardir. Bu tanim belirli deneysel kosullarda analizi yapilan maddenin sabit

faz1 terketmesi igin gegen siireyi gostermektedir.

t0 = kolona ait 6lii zaman (column dead time)

tR = alikonma zamani (retention time)

t'R = net alikonma zamani (net retention time) tR =t0 + t'R

1.1.2 Kromatografik yontemler

Kromatografik yontemler kullanilan mobil faza gore degisiklik gdsterebilir.Siv1 veya
gaz olmasina gore; Sivi Kromatografisi ve Gaz Kromatografisi olmak iizere ikiye
ayrilir.Bunun diginda kromatografik yontemler, alikonulma mekanizmasi ve galisma

metoduna gore de iki sekilde siniflandirilabilir:

A. Alikonma sistemlerine gore;

- Adsorpsiyon Kromatografisi (Analize girecek madde hem mobil faz hem de sabit
faz1 olusturan molekiillerle etkilesim icerisindedir. Polarite 6nemli etkendir.)

- Partisyon (Dagilim) Kromatografisi (Adsorpsiyon kromatografisinden farklilik
gosterdigi nokta sabit fazin da sivi olmasidir. Sabit fazin sivi olmasinin yaratacagi
sorunlar nedeni ile pek ilgi duyulmamaktadir.)

- Size Exclusion Kromatografisi (Analize girecek maddenin molekiilleri
boyutlarina gore ayirilmaktadir. Bu islem i¢in ¢ok degisik por caplart igeren dolgu
maddesiyle doldurulmus kolonlar kullanilmaktadir. Bdylece degisik ¢aplardaki

porlar elek gibi davranarak maddeleri boyutlatina gére alikoymaktadir.)



- Afinite Kromatografisi (Anahtar-kilit modeline uygun biyolojik materyaller dolgu
malzemesi olarak kullanilabilmekle birlikte alikonma mekanizmast maddeye
Ozglindiir. )

- Tyon Degisim Kromatografisi (Yiiklii bir maddenin ters yiikle yiiklenmis kat1 bir

sabit fazla tutulmasi prensibine dayanir. )

B. Calisma sistemlerine gore;
(Daha az kullanilan, 6rnegin kolondan uzaklastirilma mekanizmasina gore yapilmis

bir siniflandirmadir.)
-Eliisyon Olustumu Kromatografisi (Elution development chromatography)

-Yerdegistirme Olusumu  Kromatografisi  (Displacement  Development
Chromatography)
- Frontal Analiz Kromatografisi (Frontal Analysis Chromatography)

1.1.3 Enzimlerin saflastirilmasi

Biyoteknoloji ve biyokimya alanindaki gelismelerin etkisi ile enzimlerin
saflagtirilmasi i¢in 6nemli ¢aligmalar yapilmis ve yeni uygulama alanlarinin da
ortaya ¢ikmasi ile enzimlerin saf olarak elde edilmesi daha biiyiik 6nem kazanmistir
(Erarslan vd., 2001). Proteinleri saflastirmak her daim son basamak olmayabilir.
Saflastirilacak protein daha sonraki ¢aligmalara da 151k tutabilir. Saflagtirma
asamasindan sonra proteinin aktivitesi, yapist ya da islev iligkileri iizerinde
caligmalar yapilabilmektedir. Proteinlerin saflagtirilmasi proteinlerin yapisini
aydinlatarak kullanim kolaylig1 saglayacaktir. Proteinlerin saflagtirilmasiyla
proteinlerin, aminoasit dizilerini, proteinler arasindaki evrimsel iligkilerini
belirleyebilir ve farkli organizmalardaki bir proteinin biyokimyasal fonksiyonlarini
inceleyebilmekteyiz. Bu prosesle amag; model proteini en diigiik maliyet, yliksek
derecede saflik ve verimle elde etmek olmalidir. Saflagtirma agamalarini diistirmek
hem verimi hem de biiyiik 6l¢eklerde zaman kazanci saglayabilir. Hedef protein i¢in
saflagtirma yontemi ve izlenecek yol, deneysel yontem her protein icin degisebilir.
Saflastirilacak protein, molekiil biiytlikliigli esasina gore saflastirilacaksa jel
filtrasyonu kromatografisi, elektriksel yiik esasina gore saflastirma yapilacaksa iyon
degisimi kromatografisine gore saflastirma yapilmalidir. Ayrica saflastirilacak

enzim ya da reseptor ise bunun aktivitesini bir substrati, calismamizda oldugu gibi
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ligand1 ya da bir substrat analogu tizerinde yonlendirerek kromatografik saflastirma
teknigi olan afinite kromatografisi ile saflagtirma saglanabilir. Uygulanan yontem
icin uygun destek maddesi ayn1 zamanda sartlarin belirlenmesiyle hedef proteinimiz

karisimdan saflastirilabilir.
1.2 Afinite Kromatografisi

Afinite kromatografisi, spesifik makromolekiillerin veya hiicre bilesenlerinin ham
biyolojik numunelerden se¢imli ekstraksiyonunda, ayriminda, saflastirilmasinda,
analizinde veya etiketlenmesinde kullanilan biyolojik olarak aktif ya da yapisal
olarak ozgiin ve tamamlayict molekiiller arasinda biyospesifik ve tersinir
reaksiyonlart kapsayan farkli bir sivi kromatografisidir. Bu yontem, 30 yil 6nce
enzimleri ve proteinleri saflagtirma prosediirii olarak kullanilmistir. Afinite
kromatografisi , molekiiler tanimaya dayanir ve bugiin fizyolojik ve yapisal olarak
etkilesen proteinleri saflagtirmak icin kullanilan en giiclii tekniklerdendir. Afinite
kromatografisi ile saflastirilan proteinler ayrica genetik miihendisliginde karsilagilan
enzim ve hormonlarin c¢alisma mekanizmasi, protein—protein veya hiicre-hiicre
etkilesimleri ve diger etkilesimler gibi bircok biyolojik prosesde kacinilmaz bir arag
olmusgtur. Molekiiler tanimaya (veya biyotanimaya) dayali bir¢ok ilgili metodun

ortaya ¢ikmasi, biyolojik bilimlerin neredeyse biitiin arastima alanlarini etkilemistir.

Cizelge 1.1: Afinite kromatografisinde kullanilan biyolojik etkilesimler.

Ligand Ligandla Etkilesen Protein
Antikor Antijen, viriis, hiicre
Inhibitor Enzim (ligandlar genellikle substrat veya

kofaktor cesitleridir)

Lektin Polisakkarit, glikoprotein, hiicre ylizey
reseptorleri, zar proteini, hiicre
Niikleik asit Niikleik asite bagli protein (enzim veya
histon)
Hormon, Vitamin Reseptor, Tastyict protein
Seker Lektin, enzim veya diger seker bagh
proteinler




Afinite kromatografisinin genis alanda degisik uygulamalari nedeniyle alt afinite
teknikleri ortaya ¢ikmis ve bazilar1 kendilerine 6zel isimler almislardir. Sekil 1.1'de

bu tekniklerden bazilar1 verilmistir.

1.Hidrofobik Kromatografi
2.Immunoafinite Kromatografisi
3.Kovalent Afinite Kromatografisi
4.Metal-Selat Afinite Kromatografisi

|

5.Molekiiler Baskilama Kromatografisi
6.Membran bazli Afinite Kromatografisi
7.Afinite Kuyruk Kromatografisi
8.Lektin Afinitesi

9.Boya Ligand Afinite Kromatografisi
10.Reseptor Afinitesi

Afinite Kromatografisi

11.Zay1f Afinite Kromatografisi

12.Perflizyon Afinite Kromatografisi
13.Tiyofilik Kromatografi

[

14.Yiiksek Performans Afinite Kromatografisi
15.Afinite Densite Pertubasyon

16.Kiitiiphane tiirevli Afinite

17.Afinite Coktiirme

18.Afinite Elektroforezi

19.Afinite Kapiler Elektroforezi

Sekil 1.1: Afinite kromatografisinin alt baghklari.
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Sekil 1.2: Biyoafinite kromatografisinin sematik gosterim.

1.2.1 immobilize metal iyon afinite kromatografisi

1960'larin baglarinda aminoasitler, niikleik asitler, peptitler ve proteinlerin ayrilmasi
icin immobilize metal-selat kompleksleri kullanma fikri ortaya ¢ikmistir (Goldstein
vd., 1967). 1975 yilinda Porath ve arkadaslar1 biyomolekiiller i¢in bir saflagtirma
yontemi olarak metal iyon afinite kromatografisini (IMAK) sunmuslardir (Porath vd.,
1975). IMAK biyolojik molekiiller ve proteinler ile selatlanmis metal iyonlarinin
etkilesimlerine dayanmaktadir. Bir bagka deyisle metal-selat kromatografi veya

metal-iyon etkilesim kromatografisidir.

IMAK'da immobilizasyon islemi; metal iyonlarmmn, hidrofilik destege kovalent
olarak baglanan, metal selatlayici bilesiklerle komplekslestirilmesi ile elde edilir.
Protein karisimi IMAK kolonundan gecerken, dis yiizeyinde elektron verici
aminoasit kalintilar1 igeren bazi proteinler, selatlanmis metallere koordinasyon
baglariyla baglanarak tutulur. Tutulmayanlar ise kolondan disar1 ¢ikar. IMAK
uygulamalari aminoasit (Hemdan vd., 1985), niikleotidler (Hubert vd., 1981,



Fanovayi vd., 1983) ve aminler gibi (Liv vd., 1990) kii¢iik molekiillerin ayrilmas1 ve
membran  glikoproteinleri gibi (Carrodini vd., 1988) c¢esitli proteinlerin
saflagtirilmasina kadar uzanir (Sulkowski vd., 1985). Metal temelli afinite
saflagtirllmasimin yiiksek ¢oOziiniirlik potansiyeli; tek bir seferde aminoasit
konfiglirasyonundaki D-L farklilig1 ile birbirinden ayrilan 19 peptid hormonunu
ayirmastyla gosterilmistir (Nakagawa vd., 1988).

1.2.2 IMAK'in kimyasal prensipleri
1.2.2.1 immobilize metal afinite kromatografisinin temel ilkeleri

Aminoasitler, peptitler, proteinler, rekombinant proteinler ve hatta hiicrelerin
ayrilmast i¢in immobilize metal afinite kromatografisi gelistirilmistir (Goubran-
Botros vd., 1989, Mrabet vd., 1992, Laboureau vd., 1997). Rekombinant yontemlerle
histidin ile birlikte iiretilen proteinlerin saflastirilmasinda IMAK en yaygin
yontemdir (Hochuli vd., 1988). Saflastirma basamaklarindan sonra histidin enzimatik
olarak uzaklastirilarak saf protein elde edilmektedir. Proteinlerin yiizey
topografyasinin belirlenmesi icin de IMAK'dan yararlanilmaktadir (Berna vd., 1997,
Boden vd., 1998). IMAK'da ayirma igin birincil temel, immobilize-metal afinitesi
(IMA) olarak bilinen etkidir. Bu etki proteinlerde bulunan bazi aminoasitlerin veya
niikleik asitlerin piirin ve pirimidin bazlarmin selatlanmis metal iyonlarina baglanma
ozelliginden kaynaklanir (Sekil 1.3). IMAK'da bu etkilesimden faydalanmak icin,
metal iyonlar1 ¢oziinmez bir matrikse kovalent olarak bagli metal selatore
koordinasyon baglar1 ile immobilize edilir. Prensip olarak, IMAK'da kullanilabilecek
cok sayida metal iyonu bulunmakla birlikte protein-metal etkilesim ¢alismalarinda
siklikla kullanilanlar, bakir (Cu(Il)), ¢inko(Zn(Il)), nikel (Ni(Il)) ve kobalt (Co(II))
gibi sinir gecis metalleridir (Porath vd., 1975, Lonerdal vd., 1982, Porath vd., 1983).
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Sekil 1.3: immobilize metal afinite kromatografisinin temel prensibi.

Cizelge 1.2: IMAK'da proteinlerin baglanmasina histidin topografisinin etkisi.

Metal Iyon Tipi
Ligand Cudl) | Ni(l) | Zndl | Co ()

Histidin (His) yokken veya Histidinsiz - - - -

Tek Histidin + - - -
His-(X)n-His ++ 3 - -
His-(X)n-His (n: 2,3 ile a-heliks) +++ - - -
---His...His--- ++ - - -

(proteinin 3-D yapisina benzer konumda)

Metal afinite kromatografisinde; belirli bir metal katyonu i¢in belirli bir segicilik ile
ayr1 biyopolimerler kullanilarak ligand degisim kromatografisi kullanilmaktadir.
Genellikle bakir (II), ¢inko (II) ve demir (II) gibi 6zel metal katyonlar: i¢cin metal
afinite kromatografisi kullanilmaktadir (Majors vd., 2001). Bir proteinde elektron
verme Ozelligi ile ulagilabilir yiizey aminoasit kalintis1 varsa IMAK kolonunda
uygulandiginda muhafaza edilmektedir. Porath'in igliisii olarak adlandirilan
“triptofan, histidin ve sistein” bu tiir kalint1 6rnekleridir. Bu yontem a-amin grubu ile
iligkilidir (Andersson vd., 1992). Bu kalintilar, histidin incelemelerinde muhtemel
aminoasitler; nétral pH'ya yakin ve yliksek iyonik siddet veya gecis metal selatinin

proteine baglanmasinda yol gosterici olmaktadir (Elektrostatik etkilesimleri



bastirmak icin IMAK kullanilmaktadir.) (Sulkowski vd., 1987). Bir proteinde histidin
kalintilar1 sayis1, onlarin yiizey erisilebilirliligi ve bunlarin mikro yapist biitiin metal
selatll bir proteini alikoymanin belirlenmesinde 6nemlidir. Birden c¢ok proteinle
calismasinda, Sulkowski iminodiasetik asit, IMAK kolonlarinda kullanilan ortak bir
ajan selatlanmalar1 gecis metal iyonlari ile protein taninmasi i¢in temel kurallar
belirlemistir (Sulkowski vd., 1989). Niikleotid-gecis metal etkilesimleri de IMAK ile
incelenmistir. Ornegin, pirimidin ve piirin mono- ve di- niikleotid grup fraksiyonlar
agaroz veya silika bazli bakir gelat adsorbant kullanilarak elde edilmistir (Hubert vd.,
1980, Willson vd., 2001). Bu elektron verici-alic1 etkilesim gibi hidrofobik ve
elektrostatik etkilesimi de igermektedir. Ancak bakir iyonlar1 pirimidin i¢in daha
fazladir. Piirin i¢in segiciligi bulunmaktadir (adenin > guanin ile ve kabaca timin ve

urasil ayni olan sitozin).
1.2.2.2 IMAK nasil yapilir?

Adsorpsiyon, desorpsiyon ve rejenerasyon gibi iic parametre dikkate alinarak
adsorpsiyon temelli afinite kromatografisi uygulanir..

Bu li¢ parametre;

- Ligand yapisina,

- Kromatografi i¢in ¢6ziinmiis madde olan protein / polipeptid yapisina,

- Psikokimyasal etkilesime,

- Ligand-protein, birlesme - ayrismanin termodinamik ve kinetik parametrelerine,

- Adsorbent ve ligandin dayaniklilik ve sabitligine baghdir.
1.2.2.3 Protein-metal iyon afinitesindeki kullanim farkhhklar:

Metal iyonlarina proteinlerin (ya da peptitlerin) baglanmasi, protein yiizeyi tizerinde
bulunan elektron-veren bir grup ile bir ya da daha fazla erisilebilir koordinasyon
bolgesi sunan bir metal iyonu arasindaki etkilesime dayanmaktadir. IMAK'da
uygulanmasi, metal baglayici gruplara esdegerli bir sekilde eklenen bir sorbent ya da
matriksten yapilmaktadir. Metal iyonlar eklendiginde (yliklendiginde), multidental
baglayicilar ve metal iyonlar, ¢oziilecek bilesimlerle daha sonraki etkilesimi igin
korunan metal iyonlar igeren kompleksler olusturmaktadir. Bunun ig¢in
komplekslerdeki metal iyonlar solvent ya da ¢ozlinen molekiillerin onlara

baglanabilmesi i¢in bagimsiz koordinasyon bolgelerine sahip olmalidirlar. Protein ve



metal iyonlarin etkilesiminin ardindan bagli proteinler bir yerdegistirici (or.
imidazol) kullanilarak serbest birakilabilir. Metal-protein baginin giicii proteinden
proteine farklilik gdstermektedir ve bircok durumda bu farklilik belirli proteinlerin

etkili bigimde ayrilmasi ve izolasyonunu saglamak i¢in kullanilabilir (L. Kagedal vd.,
1998).
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Sekil 1.4: IMAK uygulamalarinda yer alan protein adsorpsiyon ve desorpsiyonunu
iceren mekanizmalarin diyagrami.
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1.2.2.4 IMAK uygulamalarinin avantaj ve dezavantajlar

IMAK uygulamalar1 benzerlik olarak yiizey tutunmasina dayanir ve bdylece bu tarz

ayirma teknolojileriyle ilgili dezavantaja oldugu kadar avantaja da sahiptir.

(i) IMAK cogunlukla tek kademeli saflastirmaya izin vermektedir.

(i1) Protein yiikleme kapasitesi diger kromatografik teknikler ile karsilastirildiginda
oldukea yiiksektir (0.1-10 pM/ml jel).

(ii1) Metal iyonlar EDTA ya da EGTA gibi gii¢lii bir selatl madde ile re¢ineden
kolaylikla alinabilir. Bu nedenle, ilgili proteinin ayrilmasi i¢in uygun olan en iyi
liganda karar vermek amaciyla farkli metal iyonlar ayni selath regine kullanilarak
test edilebilir.

(iv) IMAK up-scaling endiistriyel uygulamalar igin de olduk¢a kolay ve
tekrarlanabilirdir.

(v) IMAK seyreltik protein ¢dzeltilerini konsantre etmek icin faydalidir.

(vi) IMAK, vyiiksek iyonik gii¢ ya da kaotropik bilesenler igeren birkag tamponla
uyumludur.

(vii) IMAK genelde proteinlerin yapismi olumsuz ydnde etkilememektedir.
Metaloenzimlerin 6nemli metal iyonlarini ¢ikardig1 birka¢ durum bildirilmistir. Bir
Cu(ID)-IDA kolonu tizerindeki IMAK ile tahrip edilen bir protein oldugu durum da
bildirilmigtir ancak buradaki tahribat Cu(Il) ile katalizlenmis oksidatif proteolize
neden olan rediiktor tarafindan tetiklenmistir.

(viii) Yiiklii olmayan bir IMAK kolonundan gegcis iizerine ¢ozeltiler kisa siirede
arinik hale gelirler ¢ilinkii bakteriyel biiylime igin gerekli olan biitiin metal iyonlar
selatlasma ile hareket ettirilir.

(ix) Bir IMAK reginesi kromatografik &zelliklerde kayip yasanmadan yiizlerce kez
yenilenebilmektedir. Ayn1 zamanda IMAK jelleri, 4'iin altindaki pH degerlerinde
kullanilmadig taktirde oldukca dayaniklidir .

Bazi olasi IMAK dezavantajlari ise sunlardir:

(1) Bu konudaki tek problem protein kaybina ve diisiik protein verimine neden olan
metal iyon transferi (MIT) olay1 degildir. Hedef protein yakaladigi metal iyonunu
yapist icerisinde tutarsa soruna neden olabilir. Bu durumda tutulmus iyon proteinin
bioaktivitesini engelleyebilir hatta durdurabilir; ancak MIT belirli bir proteini

istenilen bir metal ile doldurmak i¢in de uygulanabilir. Protein tedavi amach
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secildiyse, protein ile ayrilan metal iyonu tehlike olusturabilmektedir. Ciinkii
IMAK'da ¢ogunlukla kullanilan bazi metallerin kanserojen oldugu diisiiniilmektedir.
Arsenik ya da hekzavalan krom ile karsilastirildiginda zayif mutajenler olarak
diisiiniilselerde IMAK'da genellikle kullanilan Co(II) ya da Ni(Il) metal iyonlari
kanserojen madde olarak bilinmektedirler. Nikel kanserin baslangi¢ asamasinda pek
¢ok sayida genin hatali ekspresyonuna baglanmaktadir. Orn; istenilmeyen metali
TED [tri(karboksilmetil)etilendiamin) gibi gii¢lii bir selatli adsorban ile doldurulmus
metalsiz bir selatli kolon kullanarak proteinden ayirabilir.

(i1) Son iirliniin metal iyon kontaminasyonuna neden olan ve destek matriksinde
gerceklesen metal iyon sizintis;, Ozellikle tedavi hazirhginda IMAK'in
kullanilmasinda 6nemli olabilecek bir problemdir. Nihai iriiniin metal
kontaminasyonuna dair agik tehdit disinda temel bir problem de tedavi edici
proteinin raf dmrii olacaktir ¢linkii metal iyonlarn yalnizca katalizor olarak oksidatif
reaksiyonlar1 tetiklemedigi, ayni zamanda, metalik iyonlarin sekerler ile birlikte
liyofilizasyon iizerinde protein stabilitesini arttirmak i¢in katki maddesi olarak
kullanilmasina ragmen, liyofilize protein preparatlarinin stabilizasyonunu engelledigi
bilinmektedir. Metal iyonlarin proteinler iizerindeki stabilize edici etkilerinin
farkinda olan bazi yazarlar onlarin protein stabilitesini arttirmak i¢in kullanilmasinm
onermislerdir. Metalin destabilize edici etken oldugu durumlarda stabilite gelisimi
icin selathh maddeler eklenebilir . Metaller ile bozulan protein O6rnekleri de bazi
kaygilar ortaya cikaracaktir ¢iinkii metal yerdegistirmesi bir IMAK asamasi sirasinda
gerceklesebilir ve terapotik proteinler s6z konusu oldugunda metal toksisitesi
istenilemez; ancak saflastirma protokollerinin genellikle IMAK'dan sonra cesitli
asamalar1 vardir ve takip eden proses cogunlukla metal icermez. Biitiin eser
metallerin gonderildiginden emin olmasi istenmesi durumunda, MIT protein
ornekleri i¢in Onerilen ayni tedavi sonras1 duruma giivenmeli ve protein karigimindan
kontamine edilen metal iyonlarin1 yakalamak i¢in doldurulmamis bir TED kolonu
olan bir IMAK uygulanmalidir. Metal 6ziitleme problemini engellemek icin diger yol
da selatlamay1 ya da bu gibi metal kaybin1 6nleyen giiclii iyon baglayici stabil metal
immobilize edici destekleri kullanmaktir (E.K.M Ueda vd., 2003).
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1.2.3 Kitosan

Kitosan; 6zellikle deniz kabuklularinin yapisinda yer alan ve kitin ad1 verilen dogal
polimerin deasetile edilmesiyle elde edilmektedir. Yap1 itibariyla kitin dogada en ¢ok
seliiloz olarak bulunur ve dogal polimerler i¢cinde dogada en ¢ok bulunan ikinci dogal
polimer ya da biyopolimerdir (Shahidi vd., 1999). Bu nedenle ekonomik olarak son
derece ucuz ve yenilenebilir kaynaklardan elde edilebilmesi nedeniyle oldukga tercih
edilen bir biyopolimerdir. Benzer sekilde kitosan da sahip oldugu bir¢ok emsalsiz
fizikokimyasal 6zellikten dolay1 6zellikle biyomedikal uygulamalarda son yillarda

iizerine odaklanilan 6nemli alternatiflerden biri olmustur (Kumar vd., 2000).

- H20H CH>OH

H
- H NHCOCH H NHCOCH3

Chatin

Chitosan

Sekil 1.5: Kitosanin kimyasal yapisi.
Kitosan diger polisakkaritlere gore farklidir. Kitosanin metallerle bag yapip selatlama
ozelligi vardir.Ayrica dogada bulunan diger polisakkaritler asidik karakterde iken

kitosan bazik karakter gostermektedir (Sudheesh vd., 2013).
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Kitosanin biyomedikal uygulamalara uygun bir polimerik yapi olmasini saglayan
biyolojik 6zellikler sirasiyla;

-biyolojik uyumlulugunun yiiksek olmasi

-biyolojik olarak bozunabilmesi

-antifungal ve antibakteriyel etkisinin olmast

-yag tutucu ozelliginden dolayi kolesterol diisiiriicli ajan olmasi

-hemostatik 6zellige sahip olmast olarak siralanabilir (Papadimitriou vd., 2008).
1.2.3.1 Karboksimetil kitosan

Kitosanin sudaki simirli ¢oziiniirligi kimyasal modifikasyon ile giderilebilen bir
problemdir (Jayakumar vd., 2007). Kitosanin kimyasal yapisi ¢esitli yollarla modifiye
edilebilir. Kimyasal modifikasyon ; kimyasal, radyasyon, fotokimyasal, plazma kaynakl
ve enzimatik agilama ile olur.Kimyasal modifikasyonun c¢alismasi yogun sekilde
nitrasyon, alkilasyon siilfanasyon, fosforilasyon, ksantasyonun, Schiff bazformasyonu ve
alkilasyon, asilasyon, hidroksilasyon, ve asi kopolimerizasyonu ile olur (Sudheesh vd.,
2013).

Kitosanin modifikasyonlar1 ¢oziiniirlik, antimikrobiyal aktivite ve diger maddelerle
etkilesim ozelliklerini degistirmek amaciyla gergeklestirilmektedir (Singh vd., 2008).

Ornegin, karboksimetilleme énemli bir kimyasal modifikasyon ydntemidir.

H O-CH,COOH

H H
H NHCOCH, i H NH-CH,COOH
HO o5 HO 7L—7\
-~ .O HO &O H.O ~
H ouH \H

NH, H O-CH,COOH

Sekil 1.6: Karboksimetil kitosanin kimyasal yapisi1 (Singh vd., 2008).

Sekil 1.6 Karboksimetil kitosan (O-CMCS)nin kimyasal yapisi Karboksimetil
kitinve kitosanin N-asetil glukozamin igeren orijinal yapilari, biyouyumluluk,
hidrofilisite, biyobozunurluk ve farkli formlar alabilme o6zelliklerini arttirmaktadir
(Muzzarelli, 1988). Bu karboksimetillenmis tiirevlerin nanopartikiilleri, ila¢ taginimi
gibi cesitli uygulamalarda kullanilmak {izere sentezlenmektedir (Shi vd., 2005).

Baran ve arkadaslar tarafindan O-karboksimetil kitosan Schiff bazi sentezlenmis ve
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karakterizasyonu yapilmigtir. Sentezlenen polimer kullanilarak metal kompleksleri

elde edilmistir (Baran vd., 2015).
1.2.3.2 Destek matriksleri

Her afinite kromatografi metodunda destek matriksi se¢ciminde temelde;

- Mekanik, fiziksel ve kimyasal dayaniklilik,

- Ligand baglantis1 i¢in basit tiirevlendirme,

- Birlesmis ligandin yiiksek kapasitesinde iyi gozeneklilik (Bu temelde matriksin
gozeneklilik ve polimer yogunlugu arasinda degisimi gdsterir.),

- Sabit hacimli yatak,

- Basit yenilenme ve yikama olanaklar1

1.2.3.3 Metal selatlayicilarin secimi

Metaller, selat gruplarin koordinasyonuyla immobilize olurlar. Metaller mevcut
protein peptid baginin serbest koordinasyon gruplarin kontrol altinda tutulmasina
ragmen kararlilik i¢in en az IDA tipi 3 disli ligand gerekmektedir. En ¢ok kullanilan
gecis metal iyonlarinin bag enerjisi 15-25 kcal/mol'diir.

Genel olarak N, O ve S gibi koordine atomlar, degisen oranlar1 ve selatlarin ayrintili
yapilar1 IMA adsorbent icin karboksimetilat alifatik amin ile farkli numaraya sahip
NH2 ve -COOH gruplar1 rapor edilerek iiretilmistir (Porath,1992). Adsorbent
merkezli IDA en ¢ok kullanilmaktadir. IMAK'da metal iyonlar1 immobilizasyonu
icin baska yaygin selat tris(karboksimetri)etilendiamin (TED)'dir. TED-Me(Il)'de
ligand koordinasyonu icin solda kalan tek liganddan dolayr tek koordinasyon
kompleks olugsmustur. Buna karsilik 3 koordinasyon merkezine kadar yapilan mevcut
(IDA-Me) gercek selat yapisi bu ligand ile protein baginda olusmustur. Ayrica TED
temelli jeldeki proteinlerin zayif birakimma bu metal IDA-Me(1l)'den TEDMe(II)
daha fazla katkida bulunmaktadir. Diger farkli selatlar arasinda genel tris-amin
bagimlihg gerekmektedir. Teorik olarak da bu selatorler 4 disli fakat IMAK
adsorbentlerin 3 ya da 4'lii olup olmadigina belli degildir (Porath vd., 1983).
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1.2.3.4 Hareketli faz se¢cimi

IMAK'da hareketli faz icin ¢dziicii se¢imi, protein veya molekiil ayrilmasinda
onemlidir.Hedef protein i¢in kismen protonlanmamis ve onun yiizeyinde bir elektron
verici grup bulunmaktadir. Protein iceren bu yéntemde; ndtr pH'ya yakin veya IMAK
kolonda uygulanmasi gerekmektedir. Fakat bazi proteinler de diisiik pH degerlerinde
muhafaza edilmektedir (Krishnan vd., 1986). Histidinin ¢dziinen yan zinciri pKa:
6'dir. Boylece, pH: 6'ya yakin protein iizerinde yiizey histidinlerin yarisi
protonlanmamis ve selatli metallere koordinasyon baglar: ile kurulabilecektir. Buna
karsilik, elektron verici gruplari iceren diger aminoasitlerin ¢ok yiliksek pKa degerleri
vardir. Ornegin, sistein tiyol grup hakkinda pKa: 9 ve triptofanin yan zincir azot igin
pKa: 15'dir (Mrabet vd., 1992). Notr pH'ya yakin, histidin baskin aminoasit oldugu
ve IMAK'da bir proteinin birikimine neden olmaktadir. Bu nedenle, yiizey
histidinleri, bir protein iizerinde varsa IDA ve selatli +2 metal iyonu iceren tipik bir
IMAK kolon igin baglamak gerekmektedir.

IMAK'da hareketli faz i¢in baska gereksinim; bir tuz icermektir (genellikle >0.5 M
NaCl). Bu sadece ornek bilesenleri ve kolon arasinda elektrostatik etkilesimleri
gidermek i¢in yardimci olmaktadir. Ama o da seciciligi arttirmaktadir. Proteinin
ylizeyinde metal selat ve aminoasitler arasinda olusan elektron verici ve alici
kompleksin kararlilgini artirmaktadir (Sulkowski vd., 1985). IMAK'da basit
adsorpsiyon i¢in kullanilan hareketli faz; fosfat tuzlar1 ya da asetat MOPS, MES,
HEPES iceren sulu tampondur. Tris tamponu, IMAK kolonunda metal koordinasyon
merkezinde zayif yarismaci olarak hareket etmektedir (Berna vd., 1997). IMAK
kolonunda proteinlerin desorpsiyonu, hareketli fazin pH azaltilmasi ile elde
edilmektedir. Histidin azalan pH ile protonlandirilmis oldugundan dolay1 bu grubun
bir metal selat baglayic1 olarak proteinin sabit faz ¢ikisi serbest birakilana kadar
zayiflatilmaktadir. MOPS, MES ve asetik asit (20 mM) i¢eren tampon karisimlarinin
hazirlanmas1 pH: 4-8 araligin1 kapsayacak sekilde kullanilmaktadir (Mrabet vd.,
1992, Krishnan vd., 1986).

IMAK'da tutulan maddelerin desorpsiyonun da immobilize metal selat igin bir
rekabet araci olarak imidazol kullanilmaktadir. Bu durumda imidazol ve aktif tiirler
protonlanmamis seklindedir. Dolayisiyla, desorpsiyon tamponu bir yarigmaci ajan

olarak imidazol kullaniminda pH alkali olmaktadir.
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1.2.3.5 Coziicii karisimin etkisi

IMAK'da protein adsorpsiyon ve desorsiyonu pH ve iyonik siddete bagli olmaktadur.
Proteinlerin ylizeyinde elektron verici gruplara mevcut olan alkali pH'da selat jel
proton eklenmemis olmas1 istenmektedir. Literatiirde peptid veya protein
adsorpsiyonu pH: 5'den daha azdir. Yan yiiz zinciri histidin olan imidazol solventi
pKa: 6 civaridir ve bu pH'da yar1 protonlanmamistir. Bu ylizden selat koordinasyon
bagimi kurabilmektedir. Selat matrikslerin baglanmasindan dolayi, protonlanmamis
tiirlerin olusuna dogru denge yon degistirmektedir.

IMAK'da bagli proteinleri yikamada geleneksel olarak; ya pH'da azaltma ya da
imidazol gibi yarismali ligand uygulamalar1 gerekmektedir. imidazol kullanildig
zaman Onerilen tekrarlanabilirlik amaciyla benzer ¢oziicii kullanilmaktadir. Ilk
protein numunesinin kolonda ilerlemesi uygulanmadan 6nce metal selat ile imidazol
iceren tampon c¢oOzelti dengelenmektedir. Eger metal koordinasyon geometrisi
oktohedral ise, imidazol molekiillerine katilan kompleks olusumunda say1 IDA-
Me(Il)' de 0'dan 3'e kadar ayrilarak yapilmaktadir. Kompleks olusumu yaygin hale
gelirken reaksiyon dengelenmeli ve tam karsiti degerler 0 ile 3 arasinda takip
edilmektedir. Proteinin desorpsiyon kontroliinii yapabilmek i¢in ¢ok kuvvetli
baglanma olmamaktadir. Onun yerine denge tamponunda imidazol ve tris gibi
yarismali  ligand  derisimi  arttirllarak  ve uygun pH  indirgeyicilerle
ayarlanabilmektedir. Proton, ¢ok kiicliktiir ve bu yiizden belki en iyi kimyasal
yarismaci ajandir. Coziicide 6rnegin; amonyak ve imidazol gibi diger uzaklastirici

gibi 6nemli etkiye sahiptir.
1.2.3.6 Yarismaci ajanlarin eklenmesi

Nétr pH veya IMAK kolonunda proteinlerin desorpsiyonu elektron vericiler gibi
yarismaci ajanlar kullanilarak gerceklestirilebilmektedir. Imidazol (Im) genellikle bu
amag icin kullanilmaktadir. Ancak, imidazol formlar1 bir IDA destegi ile nispeten
kararli bir metal komplekslerinde 6rnegin ilk doyurma kolonu ile imidazol ¢ozeltisi
(100 mM Im) ve tampon igeren (1mM Im) bir kolon ile dengelemek gerekmektedir
(Sulkowski vd., 1985). Son zamanlarda IDA-Me(II) metal selat kolonu ile imidazol
komplekslesme hareketli fazin asitlenmesiyle sonuglanmaktadir (Sulkowski vd.,
1996a, Sulkowski vd., 1996b). 8-8.5'den daha diisiik pH'da imidazolun protonlanmis

sekli proton ve bir selatl metal ile birlesmektedir.
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ImH +M —» ImM+H

Bu IDA-Me(Il) imidazol “proton pompasi” IMAK icinde desorpsiyonu profillerin
yorumlanmasinda hatalara neden olmaktadir. Adsorbe protein desorpsiyonu imidazol
tarafindan yarigsmaci yerdegisimi yerine protonasyon degisiklikleri olmaktadir. Bu
nedenle, bu etkiyi en aza indirmek i¢in 1 mM Im siitun dengeleme tampon ilave
edilmesi tavsiye edilmektedir.

Olin ve Porath tarafindan insan serum proteinleri ayristirmak icin yarigmaci ajan
olarak amonyak tuzu kullanilmaktadir (Porath vd., 1983). Glisin, histidin ve histamin
IMAK'da yarismaci ajan olarak kullanilmaktadir. Ancak bir yarismaci ajan olarak
histidin kullanimi gibi kolonlardan metal iyonlarmin azalmasina neden olabilecegi

unutulmamalidir.

1.3 Metal fyonlar: ile Adsorpsiyon Merkezleri ve IMAK'da Segiciligin ipuclar

Pearson'a gore metaller sert, yumusak ve orta olarak siniflandirilmistir. Her bir grup
biyomolekiillerde O, N ve S ortamlarin1 daha segici olarak tanimaktadir. Porath'in
calismalarinda IDA selat: igin belirtilen gecis metal iyonlar1 Cu(Il), Ni (II), Zn(II) ve
Co(Il)'dir. Yiiksek biyolojik ilgisi olan Co(II), Mg(Il) gibi sert metallere kadar
uzayabilir. Yumusak metaller 6zellikle Au ve Pd'un elde edilmesi dnemlidir. Siilfiir
iceren protein, polipeptid ve aromatik aminoasit kalmtilarinin segici olarak
tanimlanmasinda Au ve Pd Onemlidir. Metallerin gegis serisinde Cu(Il), Ni(Il),
Zn(1II), Co(II) ve bir dlgiide Fe(IIT) biyolojik bilesimde segici peptid dizileri enzimde
ya gecis merkezli ya da sabit merkezli oldugu bilinmektedir. 3 peptidli Gly-Gly-His,
N metilamid tiirevi ve Gly-His-Lys oldugu bakir bagli kisimlara sahip ve insan
serum alblimin Cu(Il) tasima baglanma yapmaktadir. Zn i¢in; koordinasyon

kompleksleri onun stereokimyasal uyumluluguna karakterize edilmistir.

Genelde, 3 aminoasit kalint1 kombinasyonu vardir.
1; His, Glu, Asp'den secilen kalintidir.
2; Cys 3'li Zn baglama igeren histidinli Zn enzim/proteinidir.

3; Yapisal bolgede histidinli Zn igeren 6nemli koordinasyon kalintis1 olan Cys'dir.
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IMAK, metallerin immobilizasyonunda matriks ile selat arasinda kullanilmaktadur.

Bu yiizden; karsilikli etkilesen metal ligand, selat formda adsorsiyon merkezi olarak

adlandirilmaktadir. Tanima mekanizmasinda ayni tip His, Asp, Glu gibi aminoasit

kalintilar1 proteinde ortaya ¢ikmaktadir. Buna ragmen daha ¢ok metalloproteinde

serbest metallerin etkilesimleri karsilagtirildiginda peptid-protein molekiilleriyle olan

etkilesimleri dikkate alinmasi gerekmektedir.

Ik &nce yapilarin;

1) Metal iyonlarin dogasi ve selat fonksiyonlari,

2) Tampon ve faz kullanilmig ¢oziicii sartlarina bagli olmasi istenmektedir.
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Cizelge 1.3: Metallerin ve ligandlarin siniflandirilmasi.

Sinif Metal lyonu (Lewis Asit)  Baslica Ligandlar

Sert H°, Li*, Na', Mg”, Ca”, H;0, OH, OH, RO", NHs
Mn™, Nd*, Cr", Co™, RNH, COs*, FCOO
AI** Ga*, La™, Eu™ (oksijen ligandlari)

Yumusak Cu’, Ag", Au", Ti", Pd’, PSH, PS, R;S, CN, H, |
Pt”, Cd”’, Hg", Hg”' (stlfur ligand)

Sinir Zn®, Cu®”, Fe”, Fe™, Imidazol pridin, Ns, Ny ,

Ni* Co* Sn?* Pb?* N7, Br (azot ligandlar)
Rh*, 1r*, In**, Ru™

-IMAK'da proteinin dzel durumunu 6nceden bildiren ipuglari; ilk grup gecis metal
iyon kompleksleri ile immino asedik asit kullanilarak,

-Protein bagli immobilize metal selat kompleks elektron verici grubun ulagilabilirlik
ve bulunmasi,

-Protein yiizeyi bir¢ok elektron verici grubu, immobilize metal selat kompleksin
saflagtirilmasini arttirmak istenmesi,

-Elektron verici mikro c¢evre igerisinde protein pKa ve bundan dolayr biiyiik
belirleyiciler elektron verici kuvvet ve baglanma istegini etkilemesi,

-Protein ylizeyin ligand kiireleri, selat etkisinden dolay1 selat metal iyonlar1 giiclii
baglanma olmasi,

-IDA-Cu(Il) selat metal kompleksin toplam net yiikii negatiftir. Bu elektrostatik ve

metalik koordinasyon etkilesimlerin etkisi altinda ligand baglanmasini 6nermektedir.
1.3.1 Uygulamalar

IMAK igin cesitli uygulamalar vardir. Vijayalakshmi tarafindan; immobilize
metaller, boyalar ve pseodobiyoafinite kromatografisinde histidinler ile protein
arasinda etkilesimde mekanik ve pratik sonuclar incelenmistir (Vijayalakshmi vd.,
1989). Winzerling ve Porath protein aywrma ile ilgili IMAK temel ilkelerini
tartismustir. Chaga, IMAK tarihsel gelismeler ve genomik ve postgenomik

caligmalarda bazi1 yeni uygulamalar1 anlatmaktadir.
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Sekil 1.7: Biyoteknolojide immobilize metal iyon afinite kullanima.
1.3.1.1 Yiizey histidinleri ile proteinler

Proteinlerin aminoasit dizilimlerinde histidin gruplar1 bulunur.Histidin ¢ok yaygin bir
aminoasit olmadigi halde biyolojik aktivite ¢cok Onemli rol oynar. Proteinlerin
histidin kalintis1 ile proteinlerin ii¢ boyutlu yapisi daha da iyi anlagilmistir.1985
yilinda Sulkowski bilinen yapmin model proteinleri (sigir pankreas RNaz A,
sitokrom ¢, lizozimler, albliminleri ve interferonlar gibi) ile ¢alismig ve protetin-
metal-selat taninmasi i¢in onemli kurallar belirlenmistir (Sulkowski vd., 1985).
Sulkowski'nin yaptigi ¢alisma histidin kalintilarinin diizenlenmesi veya proteinlerin
biyolojik aktivitesinde kalintilar1 {izerine bilgi vermektedir (Sulkowski vd., 1989,
Berna vd., 1996, Krishnan vd., 1986).

1.3.1.2 His etiketli proteinler

IMAK'da protein saflastirilmasi; histidinli, karboksi terminal uglu veya onlarin
amino grup iceren histidin kiimelere baglanmasi1 genis popiilarite kazanmaktadir. Bu
proteinler genellikle; His etiketli proteinler olarak adlandirilmaktadir. Boyle bir
protein yapiminda, proteinin ylizeyinde histidin etiketine erisilebilirlik ve onun

verimli bir metal selat baglamasi i¢in dnemlidir.
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1.4 Kriyojeller

Makrogdzenekli polimerik malzemeler; biyoteknolojik ve biyotip alaninda biiytik ilgi
gormektedir. Makrogozenekli materyalleri hazirlamak i¢in; donma-kurutma, mikro
emiilsiyon olusumu, gaz iifleme teknigi ve faz ayrismasi gibi farkli yaklagimlar
vardir. Agik gbdzenekli yap1 ve kontrollii gézenekler ile makrogdzenekli polimerik
malzemeler kriyojellesme teknolojisi ile tiretilmektedir. Kriyojellesme, hemen hemen
her tiirlii jel sekillendirme sistemleri ile gergeklesen genis capli gézenekli formlar ile
makrogozenekli hidrojeller hazirlamak miimkiindiir. Makrogdzenekli hidrojeller;
sulu ortamda sentezlenen buz kristalleri ve erime sonras1t makro yapi i¢in bir kalip
uygulanarak sentezlenir. Geleneksel jellerin aksine, kriyojeller, icte birbirine bagl
makrogdzenekigeren ¢oziicli ve polimer aga bagl heterofaz sistemlerdir. 0.1 ile 200
um ile gdzenek boyutlari ile kriyojel kullanilan jel dnciileri ve kimyasal reaksiyona
bagli olarak olusabilir (Lozinsky vd., 2002, Plieva vd., 2007). Kriyojellerin en
onemli Ozelliklerinden biri; viriis ve hiicre siispansiyonlarinin, ham hiicre
homojenatlarinda, atik su olmakiizere sivi igeren partikiil islemleri icin yeterli
makrog6zenekleri olmasidir. (Lozinsky vd., 2003, Noppe vd., 2007) .
Makrogozenekli kriyojel; cap1 uygun kosullarda olan genis sulu ortamda tipik olarak
vinil ve divinil monomerlerin serbest radikal kopolimerizasyonu ile iiretilmistir.
Kullanilan monomerlerin esas akrilamid gibi akrilik asit, N-izopropilakrilamid,
dimetilakrilamid ve metakrilik asit tiirevleri vardir. Makrogdzenekli kriyojellerin
ozellikleri, reaksiyon karisimlar1 ve kriyojellesme kosullart bircok parametreye
baglidir ve serbest radikal capraz baglanma polimerizasyonu ile hazirlanmistir.
Yararli segici ligandlarla makrogdzenekli kriyojel hazirlanmasi iki sekilde elde
edilebilir.

Fonksiyonel gruplar hazir kriyojel modifikasyonu ile eklenebilir (polimerizasyon
sonra degisiklik) veya uygun monomerlerin kriyojel sentezi sirasinda diger
monomerlerle kopolimerizasyon olabilir.

Kriyojellerin avantajlari; hidrofobik ortamda genis ve biiyiik 6l¢iide birbirine bagh
gozeneklere sahip olmasidir. Bu, onlarin gozeneklerine mikrop veya hayvan
hiicrelerinin, protein iceren ve cesitli boyutlarda maddeye ulasilabilirliligini gosterir
(Arvidsson vd., 2003, Arvidsson vd., 2002). Kriyojelde gdzenekler; genellikle diger
jellere gore 100'den 1000 kat kadar daha genistir (Diger jeller i¢in gdzeneklilik 0.03 -
0.4 pm araligindadir). Bununla beraber; kriyojeller diisiik geri basing ile diger
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kromatografik desteklere gore ylizey alanini azaltmay1 saglamaktadir. Bu degisim,
afinite ayrigmalarda kriyojel kullanildiginda diisiik toplam kapasite ve immobilize
ligandlarin kii¢iik miktariyla meydana gelmektedir (Arvidsson vd., 2003, Arvidsson
vd., 2002).

1.4.1 Kriyojel olusumu

Kriyojel prosesi; Coziinmiis maddelerin kimyasal reaksiyonu ve jel olusumu devam
ederken kiiciik donmamis bolgelerde yogunlasan kriyojel ve donmus ¢oziiciiniin
sifirin altindaki sicakliklarda jellesmesi seklinde gerceklesmektedir. Tiim reaktifler
donmamis sivi mikrofazda yogunlagmis iken, ¢oziiclinlin bir kism1 donmadan kalir
ve reaksiyonlar1 gerceklestirmek icin yeterli molekiiler veya segmental hareketlilik
ile donmamis par¢a halinde birikmis ¢Oziinen bulunmaktadir. Donmamis sivi
mikrofazda yapilan kimyasal reaksiyonlarin hizlandirilmasinda; genellikle negatif bir

sicaklikta tanimlanmis aralik goriilmektedir.

Donma Donma agsamasinda Erime
polimerizasyon

Monomerler ve basglaticilar

<A Buz kristalleri

& Polimerizasyonun basglangic agamasi

Q Polimer jel
() Supermakroporlar

Sekil 1.8: Kriyojel olusum semasi.

Buz kristallerinin erime sonrasi (sulu ortamda buz); siirekli birbirine bagh gézenek
sistemleri olugsmaktadir. Sekil ve kristallerin biiyiikliigii buz ¢oziildiikten sonra
olusan gozeneklerin sekil ve biiyilikliigii ile belirlenmektedir. Gézenek donma orani,
donma sicakligr ve cozeltide monomer/makromerler, ¢apraz baglayici, reaksiyon

karisiminin 1s1 6n tarihi, Ornek biiyiikligl, ¢ekirdeklesme ajanlarin varligr gibi
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icerigin ilk yogunluguna baglidir (Plieva vd., 2005, Ozmen vd., 2005, Plieva vd.,
2004, Lozinsky vd., 2002). Tekrarlanabilir bir donma kalip elde etmek i¢in tiim
deneysel kosullarda dikkatli bir kontrol gerekmektedir.

1.4.2 Donma hizi ve donma sicakhigi

Donma hizi, kriyojel hazirlanmast sirasinda  kontrol edilecek  Onemli
parametrelerinden biridir. Yavas dondurma hizi, biiyliyen buz kristallerinin daha
biiylik boyutu ve bunun sonucu olarak, kriyojeller daha biiyiik gdozenek boyutu ile
hazirlanmistir (Plieva vd., 2006, Ozmen vd., 2005, Plieva vd., 2004, Lozinsky vd.,
2002). Ayn1 zamanda, donma sicaklig1 yeterince donma iizerindeki sorunlart asmak
icin diisilk olmaktadir. Asir1 donma, buz kristalleri olusturarak suyun ilk donma

noktasinin altinda sogutma olarak tanimlanmaktadir.
1.4.3 Kriyojel gozenekli yapisi iizerindeki baslatici igcerigin etkisi

Serbest radikal polimerizasyon reaksiyonlar1 olarak, baslatict amonyum persiilfat ve
aktivator, N,N,N’,N’;-tetrametiletilendiamin konsantrasyonlar1 molekiiler agirliginin
yani sira polimerizasyon orami ilizerinde biiylik bir etkiye sahiptir. Polimerizasyon
orani;reaksiyon karisiminda baglatict  sistem miktar1 ile kontrol edilmistir.
Polimerizasyon reaksiyonu baslamasi ile APS ve TEMED arasindaki reaksiyon vinil
ve divinil monomerlerin polimerizasyon reaksiyonu serbest radikalleri olusturur.
APS/TEMED sistemi baslatirken sifirin altindaki sicakliklarda serbest radikal
polimerizasyonu gerceklestirmek i¢in ¢ok etkin bir baslatict sistemidir. Diger
baslatic1 sistemlerin kullanilma girisimleri sifirin altindaki sicakliklarda serbest
radikal polimerizasyonu tetiklemeleri basarili olamamistir. Sifirin  altindaki
sicakliklarda serbest radikal polimerizasyonu ile makrogdzenekli kriyojel hazirlarken
cozeltinin donarak jellesmesi gerceklesmeden oOnce jellesmis karisim oOnceden

dondurulmalidir.
1.4.4 Kriyojel ve gozenek yapisi iizerindeki c¢oziicii etkisi

Sifirin altindaki sicakliklarda jel hazirlama durumunda donmus ¢oziiciiniin kristalleri
gozenek olusturucu olarak rol oynar. BoOylece sudan bagka diger ¢doziiciilerin
varligi,hem polimer ve monomer ¢oziiniirliigiinii yar1 donmus sistemlerde ¢oziicii

kristallerinin biiyiikliik ve sekillerini etkiledigi gibi donmamis bolgelerin hacmini de
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etkiler. Kriyojel hazirlanmast i¢in ¢oziicli se¢imi esas ¢oziiclilerin erime noktasi
tarafindan belirlenir (Coziiciiler; orta derecede diisiik sicaklikta dondurulabilir
olmalidir.). Coziiciiler iki kategoriye ayrilabilir; ¢oziiciiler polimerik agda meydana
gelen ve polimerizasyon iglemi sirasindan faz ayrilmasia sebep olan ¢oziiciiler ile
karigabilir. Polimerizasyona bagli faz ayrilmasinda; hangi monomerin baglangigta
homojen ¢ozelti oldugu ve polimerizasyonun ¢dziicii halinde faz ayrilmasi sirasinda
izlendigi bir siireci gostermektedir.

Organik ¢oziiciilerin kullanim1 ya da organik ¢oziicii karisimi ile kriyojelin sentezi
icinsu, suda ¢ozliinmeyen monomerler veya capraz baglayici durumunda gereklidir.
Formamid gibi saf organik ¢oziiciiler, 1,4-dioksan ve dimetil siilfoksit veya bunlarin

su ile karigimlar1 kriyojel sentezi i¢in kullanilmistir (Plieva vd., 2006).
1.4.5 Sifirin altindaki sicakhiklarda polimerizasyon iizerindeki kontrolii

Polimerizasyon reaksiyonu iizerinden zaman Kkontrolii; jellesme verimi veya
doniisiim degerlendirilmesi yapilabilmektedir (Lozinsky, 2002). Dekstran tabanl
kriyojel i¢in jellesme verimi; reaksiyon karigimi 20°C'de tutulmus ve 5-6 saat sonra

%92-96 kadar ulastig1 zaman bagli oldugu goriilmiistiir. (Plieva vd., 2006).

Zamanla monomerlerin reaksiyon kontrolii i¢in etkili yol; H-NMR analizi
uygulamaktir. Su; iyi yapilandirilmis kriyojel olusumu i¢in ¢ok 6nem tagimaktadir.

H-NMR; su ve donmamis su fazinda ¢6ziinen ¢alisma i¢in ideal bir tekniktir.
1.4.6 Serbest radikal polimerizasyonu ile kriyojel hazirlanmasi

Fonksiyonel komonomer ile dogrudan kopolimerizasyon iizerinde en basit
yaklasimlardan birisi makrogdzenekli kriyojel sentezlemektir. Bodylece, donma
coziinme dongiisii kriyojel sentezi sirasinda kurulmustur. Genellikle fonksiyonel
komonomer, bir reaksiyon karisimi ic¢in toplam monomerlerin %5-10 mol
derisimindedir (Arvidsson vd., 2002, Ceylan vd., 2005, Plieva vd., 2006, Plieva vd.,
2004, Plieva vd., 2008). Alternatif fonksiyonel komonomer, kriyojel hazirlanmasi
icin monomer temel olarak kullanilir (Ozmen vd., 2005). Boylece, %29 0-5 mol
kadar baslangic reaksiyon karigimimnda iyonik komonomerin (2-akrilamido-2-
metilpropanol siilfonik asit) konsantrasyon o6zellikleri ¢cok daha hizli biiylime - sisme
ozellikleri ile iyonik kriyojellerin hazirlamasina neden olur (Ceylan vd., 2005). Hem

piyasada satilan (Arvidsson vd., 2002, Ozmen vd., 2005, Ceylan vd., 2005, Plieva
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vd., 2004, Plieva vd., 2008) hem de sentezlenen fonksiyonel komonomerler

fonksiyonlu makrogé6zenekli kriyojel hazirlanmasi i¢in kullanilmigtir.

Cizelge 1.4: Serbest radikal polimerizasyonu ile hazirlanan makrogdzenekli

fonksiyonlu kriyojel.
Kriyojellerin
Hazirlanmasi i¢in Fonksiyonel Islevsellik Referans
Etkin Monomer Komonomer
Kullanimi1
Akrilamid 2-dimetilaminoetil Zay1f anyon 12,53
metakrilat degisimi
2-akrilamido-2- Katyon 58
metilpropanol Akrilik asit degisimi
Akrilamid I-(N,N bis(karboksimetil) | Metal selat 55
amino-3-alil gliserol
2-akrilamid-2- Kuvvetli 23
Akrilamid metilpropanolsiilfonikasit katyon
sodyum tuzu degisimi

1.4.6.1 Kriyojellerin hazirlamis1 ve karakterizasyonu

(Coziicliniin kristallenme hiz1 ve kimyasal reaksiyon (kriyojellesme) hizinin uygun bir
sekilde kontrol edilmesi uygun 6zelliklere sahip kriyojellerin hazirlanmasina olanak
saglar. Kriyojel sistemde, biiyiiyen buz kristalleri porojen olarak ve erimesinden
sonra birbirine bagli gozenekler i¢in kalip olarak davrandiklarindan dolay1 tipik
olarak kriyojeller, -10 ile -20°C gibi diisiik sicakliklarda sulu ortamda iiretilir.
Reaksiyon karigimi sogutuldugunda donmus monolitik blok iki ana parcadan olusur.
Kimyasal reaksiyon donmamis sivi mikrofaz i¢inde gerceklesir. Reaktif icermeyen
¢oziiclinilin kristalleri donma sirasinda biiyiir, donmus ¢er¢evenin siirekli bir sistemi
olusana kadar diger kristallerle birlesir. Kimyasal reaksiyonlar bittikten sonra erime

ile birlikte sistem sivi ¢oziicii ile dondurulmus siirekli makrogézenekli kanallar

26



iceren bir matriksten olusur (Sekil 1.9) (Plieva vd., 2007). Yar1 donmus reaksiyon
ortaminda ¢ozlinmiis reaktifler (jel Onciilleri) kimyasal reaksiyonun gerceklestigi
donmamis s1vi mikrofaz i¢inde yogunlasir. Boylece polimer zincirleri gdzeneklerden
gozenek duvarlarma tasmarak kriyojeller olusturulur. Klasik bir jel i¢cindeki polimer
derisimi ile karsilastirlldiginda goézenek duvarlar1 daha yiliksek bir polimer
konsantrasyonuna sahip olur. Gozenek duvarlar1 igindeki artan polimer
konsantrasyonu kriyojelin mekanik sertliginin yeterli olmasin1 saglar (Plieva vd.,

2005; Arvidsson vd., 2003).

(a) Baglangs; (b) Dondurumug ¢ozet (€) Entimig kryojel
. \ G . TSR, ST S,
1 > e
2—i> R ¥ Donduma ¥ g | Enime <r—6
> v »
¥ 9 v ‘)‘ « 7
3 'S v A ¥
TE \\ »
. J = ~: a1
5 8

Sekil 1.9: Kriyojel iiretiminin sematik gosterimi: 1; ¢ozeltideki makromolekiil, 2;
¢oziicli, 3; diisiik molekiil agirlikli ¢dziinen molekiilleri, 4; dondurulmus ¢6ziiciiniin
polikristalleri, 5; donmamis sivi mikrofaz, 6; polimerik kriyojel, 7; makrogdzenekler;
8; ¢oziicil.

Kriyotropik jellesme isleminin temel karakteristik 6zellikleri;
1) Jel olusum ajanlarini igeren reaksiyon karigimi, ¢oziicliniin donma noktasinin bir
ka¢ derece altinda dondurulur. Donmus haldeki sistem, tek parca kati blok gibi

goriinmesine ragmen donmamis sivi mikrofaz (UFLMP) iceren heterojen bir

karigimdir.

2) UFLMP igerisindeki jel olusum ajanlarinin derigsimi ¢oziicliniin donmasinin
etkisiyle yiikselmistir. Kriyoderisme olarak adlandirlan bu olay, donmus sistemlerde
jel olusumunun hizlanmasina sebep olmaktadir. Ayn1 derisime sahip sivi monomer

cozeltilerine gore jellesme oldukea hizli bir sekilde gerceklesmektedir.

3) Coziicli kristalleri, gdzenek olusturucu ajan olarak islev gormektedir. Coziicii
eritildiginde, bosluklar olugmakta, makrogdzenekler ¢oziicii ile dolmaktadir. Coziicii
ve jel faz arasindaki ylizey gerilimi, gozeneklerin yapisinin yuvarlaklagmasina ve
gbzenek yiizeylerinin daha diizenli olmasina sebep olmaktadir. Donma islemi

gerceklestiginde, c¢oziicli kristalleri diger kristallerle birlesene kadar biiyiimektedir.
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Eritme islemindensonra jel icerisinde birbirine bagh gozeneklerden olusan bir ag
sistemi olusmaktadir. Gozeneklerin sekil ve boyutlari, bircok faktdre baghdir;
monomer derigimi ve kriyotropik uygulama sicakligi basta gelen faktorlerdir.

4) Kriyojellerin polimerik fazinda mikrogézenek olusumlar1 gozlenmektedir. Bundan
dolay1, kriyojeller hem heterofaz hem de heterogdzenekli bir yapiya sahiptirler.
-20°C'de sulu ortamda serbest radikal polimerlesmesi ile hazirlanan kriyojel
monolitlerinin tipik gozenekli yapilar1 ve ayni yolla ama atmosfer sicakliginda
(20°C) hazirlanan klasik bir jelin yapist Sekil 1.10'da gosterilmistir (Plieva vd.,
2007).

Sekil 1.10:Kriyojel ve jelin SEM fotografi.

Kriyojelin gozenek yapist 100 um'ye kadar biiyiikliigii olan genis, birbirine bagh
makrogozeneklerden olusurken, klasik jel homojen ve mikrogozeneklidir. Degisik jel
onciillerinden hazirlanan kriyojellerin sisme derecesi ayni kosullarda ama yiiksek
sicaklikta hazirlanan jellerin sisme derecesinden en az 3 - 6 kez daha azdir (Sekil
1.11) (Plieva vd., 2007). Hazirlanan kriyojellerin ¢ogu esnektir, siingersi yapidadir ve
sifirin altindaki sicakliklarda sulu ortamda serbest radikal polimerizasyonuyla uygun
bir sekilde kontrol altinda tutularak istenen 6zellikte kriyojeller iiretilebilirler (Plieva
vd., 2006; Plieva vd., 2004). Biiyiik (kapiler boyutta) ve birbirine olduk¢a baglh
gozeneklerin varligindan dolayi kriyojellerin ¢ogu gozenekli yapiya zarar vermeden
kurutulabilir ve sonra hizla tekrar sisirilebilirler. Kriyojellerin kurutularak

saklanabilmesi en 6nemli 6zelliklerini olusturur (Plieva vd., 2007).
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Sekil 1. 11:Kriyojeller ve jellerin sigme dereceleri.

Kriyojeller elastik 6zellikli maddelerdir. Esnek ve silingerimsi yapilarindan dolay1
pAAm kriyojellerin avantaji biiyiik deformasyonlara dayanabilirler ve mekanik
olarak zarar gormeden yiiksek oranda (%80'e kadar) kolayca sikistirilabilir
olmalaridir. Ancak klasik pAA jeller %30'dan az sikistirildiklarinda kolayca tahrip
olurlar. Sikistirilma kalktiginda kriyojeller hemen eski sekline geri donerler (Plieva

vd., 2007; Plieva vd., 2004).
1.4.6.2 Kriyojel uygulamalari

Temel olarak immobilize hiicreler ve enzimlerle yapilan biyokatalizde, partikiil
iceren akigkanlardan hedef molekiillerin ayrilmasinda, hiicre organellerinin,
viriislerin, mikrobiyal ve memeli hiicrelerinin kromatografisinde ve memeli hiicre
kiiltiirleri i¢in {i¢ boyutlu matriks olarak biyomedikal uygulamalar1 bulunmaktadir.
Mikrokiire formunda hazirlanan kriyojeller ise 6zellikle mikrobiyal hiicrelerin ve
enzimlerin immobilizasyonu i¢in kullanilmaktadir. Makrogdzenekli monolitler (1 -
100pum'lik gozenekli) wvirislerin, hiicre organellerinin, mikrobiyal ve memeli

hiicrelerinin ayrilmasinda kalip olarak kullanilmaktadir (Plieva vd., 2007).
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1.5 Lizozim

Lizozim, ilk olarak Londra'da Bakteriyolog Alexander Fleming tarafindan 1922'de
kesfedilen bir hidroliz enzimidir. Fleming soguk aldiginda, mukus salgisindan birkag
damlay1r bakteriyel kiiltiire yerlestirmis ve bakterilerin bir siire sonunda
parcalandigin1 kesfetmistir. Bakterileri pargalayan, mukustaki bu antibakteriyel
madde lizozimdi (Freeman ve Stryer 1995). Daha sonraki calismalarda, lizozim
viicut salgilarinda, gdzyasinda, tiikriikkte, rahim boynunda, bitkilerde ve yumurta
beyazinda bulundugu tespit edilmistir. Gézdeki enfeksiyonlara karst gozyasindaki
lizozim savunma gorevi yapar. Sindirim 6zelligi sayesinde mide salgilarinda koruma
gorevi yapar. Yumurta beyazindaki lizozim ise antibakteriyel 6zelliginden dolay1
embriyoyu ve besin maddelerini bakteriyel etkilere karsi korur. Tavuk, hindi,
orangutan ve keseli sicanlarda bulunan lizozim, amino asit dizisinde benzerlikler
gosterir (Matsushima vd., 1969).

Enzimin yapisi, X 1sinlart kullanilarak 1965 yilinda David Phillips tarafindan
aciklanmistir. Tavuk yumurtasindan elde edilen lizozim, elipsoidal yapidadir.
Boyutlar yaklasik olarak 45%30x30 Angstrom olan ve 129 aminoasit kalintisindan
olusan kiigiik bir proteindir. Lizozimin bir birim agirhig1 yaklasik 14600 daltondur.
Ug kisa zinciri mevcuttur ve 4 disiilfit bag: igermektedir (Blake vd., 1965). Proteinin
haritasindaki, alfa heliks yapis1 129 aminoasit kalintisindan 52'si tarafindan (%42)
olusturulmustur. 41 ve 45 ile 50 ve 54 amimo asitleri,  tabakasini olusturur ve 46 ile

49 amino asitleri sa¢ tokas1 meydana getirirler (Diamond vd., 1965).

Sekil 1.12: Lizozimin ii¢ boyutlu yapisi.
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1.5.1 Lizozimin kullanim alanlari

Ticari degeri olan lizozimin kullanim alanlari, gida alaninda oldugu kadar eczacilikta
da fazladir. Lizozimin gii¢lii bir antibakteriyel etkiye sahip olmas1 eczacilikdaki ticari
onemini artiran 6dnemli bir 6zelligidir. Bu enzim, klinik uygulamalarda hastaliklar ve
yaralanmalarin tedavisinde, iilser, enfeksiyonlar, yaniklarin tedavisinde ve bazi
antibiyotiklerin bir destekleyicisi olarak, muazzam bir potansiyele sahiptir (Alderton
vd., 1964, Arica vd., 2004). Gida endiistrisinde ise, paketleme filmlerinin antiseptik
duruma getirilmesi i¢in kullanilir. Sosis, sucuk, diger etler ve siit tozu gibi
yiyeceklere, koruyucu olarak eklenebilir (Reid 1987). Lizozim, gidalarin konserve
yapilmas1 sirasindaki sterilizasyon icin gerekli olan sicaklia diislirmekte ve
immobilize edilerek otosterilizasyonunda da kullanilmaktadir (Procton ve
Cunningham 1988). Lizozim, peynir olgunlastirilmasi, mayalanmasi sirasida biitirik
asit fermantasyonuna sebep olan bakteriyel tiirlerin, bir inhibitdrii olarak mandira
teknolojisinde kullanilmaktadir. Lizozimin pihtilagma siiresini kisaltmak ve iriinii

miktarini artirmak i¢in kullanilmasi da miimkiindiir (Giangicomo vd., 1992).
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2. LITERATUR OZETLERI

Baydemir ve arkadaglar1 (2012); poli (hidroksietilmetakrilat-metaakriloil-L-triptofan)
(PHEMATrp) nanopartikiilleri ylizey aktif madde serbest emiilsiyon
polimerizasyonu ile hazirlanmistir. Daha sonra, Cu (II) iyonlar1 lizozim adsorpsiyon
caligmalarinda kullanilmak iizere PHEMA Trp nano partikiillere selatlanmistir. pH
7,0'da 326,9 mg/g polimer adsorpsiyon kapasitesi olarak dl¢iilmiistiir.

Cimen ve arkadaglar1 (2012); sigan karaciger homojenatindan sitokrom ¢
saflagtirmak icin  kriyojel kolonu hazirlamiglardir. Baslatici/aktivatdr olarak
N,N,N,N-tetrametilen diamin (TEMED)/amonyum persiilfat (APS) kullanilmis ve
serbest radikal kriyo-kopolimerizasyon yontemiyle Poli (hidroksietil metakrilat- N-
methacryloyl-(I)-histidine metil ester, [PHEMAH] kriyojel dretilmistir. N-
Methacryloyl-(I)-histidine metil ester (MAH) metal selatlayici ligand olarak
kullanilmistir.  PHEMAH  kriyojele Cu™ iyonlar1 selatlanmistir. Maksimum
adsorpsiyon kapasitesi 20,8 mg/g polimer olarak bulmuslardir.

Basar ve arkadaslar1 (2007); manyetik kosullar altinda boya afinite kiireleri olusturup
lizozim saflagtirmislardir. Nano boyutta Fe;O4 mevcudiyetinde Cibacron blue F3GA
tastyan manyetik poli (2 -hidroksietil metakrilat) mPHEMA kiireler siispansiyon
polimerizasyonu yardimi ile kriyojel hazirlamislardir. Maksimum adsorpsiyon
kapasitesini 342 mg/g polimer olarak bulmuslardir.

Andag¢ ve arkadaglar1 (2013); insan serumuda alblimin azaltimi igin molekiiler
baskilanmis poli (hidroksietil metakrilat) bazli kriyojeller tasarlamiglardir.Burada
HSA baskilanmis kriyojellerde %90'a varan bir basar1 elde edilmistir.

Wang ve arkadaslar1 (2008); Cam kolonunun i¢inde iminodiasetik asit (IDA) bagh
poliakrilamid kriyojeller hazirlamislardir (~16 mm ¢apinda). Bu kriyojelleri Zn™* ve
Ni'? ile yiklemisler ve Zn*'-IDA-kriyojeller ve Ni*'-IDA-kriyojeller elde
etmislerdir. Bu kriyojellerin c¢esitli kosullar altinda adsorpsiyon ve desorpsiyon

davraniglarini agiklamak i¢in model protein olarak albiimini se¢miglerdir. Yapilan



¢alismalar sonucunda Zn*'-IDA ve Ni*"-IDA-kriyojellerin birbirine bagli
siipermakrogozeneklere ve yiiksek su gecirgenliklerine sahip olduklarim
gbzlemlemislerdir.

Erzengin ve arkadaslar1 (2010); Yiiksek protein adsorpsiyon kapasitesi i¢in genis
yiizey alamna sahip olan Cu** bagh sporopolen partikiilleri gomiilii siiper
makrogozenekli kriyojelleri serbest radikal polimerizasyonu ile hazirlamiglardir. Bu
kriyojelleri HSA (human serum albiimin)'in saflastirilmasinda kullanmiglardir.
HSA'nin maksimum adsorpsiyonunu pH 8 fosfat tamponunda 676,6 mg/g sporo
polen olarak bulmuslardir.

Alkan ve arkadaglar1 (2009); Romatoid artrit tedavisine yonelik protein A takili-
Poli(2-hidroksietil metakrilat) kriyojel hazirlamislardir. Protein A takili-poli
(HEMA) kriyojelinde maksimum immiinoglobiilin G (IgG) adsorpsiyonu pH 7,4'te
83,2 mg/g olarak bulmuslardir. insan plazmasindan adsorpsiyon incelendiginde ise

daha da yiiksek adsorpsiyon kapasitesi elde etmiglerdir (98,7 mg/g).
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3. MALZEME VE YONTEM
3.1 Malzemeler
3.1.1 Kullamlan kimyasal malzemeler

Deneyde kullanilan ligand O-CMCS-4a ligand1 'Suda Coziinebilen O-Karboksimetil
Kitosan Schiff Bazi Partikiilleri' TUBITAK, KBAG-113Z296 projesi kapsaminda
sentezlenmis ve temin edilmistir. 2-Hidroksietil metakrilat (HEMA) monomeri Fluka
A.G'den alind1 (Buchs,Switzerland) ve hidrokinon inhibitorii varliginda indirgenmis
basingta damitilarak  kullanilincaya kadar 4°C'de saklanmistir. N’-metilen-bis-
akrilamid, N,N,N’,N -tetrametilen daimin (TEMED) ve amonyum persiilfat (APS)
Sigma'dan saglanmistir (St. Louis, USA). Lizozim Aldrich (Munich, Germany)'den
satin alinmustir. Deneyde kullanilan su, Barnstead (Dubuque.IA) RO pure LP® yiiksek
akis selilloz membranla ters osmos iinitesi (Barnstead D2731) Barnstead 3804
NANOPURE® organik kolloid uzaklastirilmasi ve iyon degisim dolgu yatak
sistemiyle devam eden aletinden kullanildi. Polimerizasyon deneylerinde organik faz
olarak toluen (Merck, Germany) se¢ilmistir. Dagitma ortami ise damitik sudur.

Asagida verildigi gibi siispansiyon kopolimerizasyonu teknigiyle hazirlanmistir.
3.2 Yontem

3.2.1 O-karboksimetil Kkitosan Schiff baz1 (O-CMCS-4a) kompleks

partikiillerinin sentezi

O-CMCS-4a partikiiller TUBITAK projemiz kapsaminda hazirlandi ve literatiire
verildi (Baran ve ark, 2015). 0.50 g CS (kitosan) 40 mL asetik asit (%2) ¢ozeltisinde
¢dziinmesinin ardindan, 20 mL etanol ilave edilerek karisima devam edildi. Onceden
sentezlenmis olan monoimin bilesiginin fazlasinin (yaklasik CS'min 3 kat1) 50 mL
etanolde hazirlanmig ¢ozeltisi reaksiyon ortamina ilave edilerek, 80°C de 12 saat

reflaks edildikten monoiminin-kitosan kodenzasyonu gerceklestirildi. 10 mL



etanolde hazirlanmis 2.50 g monokloroasetik asidin ¢ozeltisi reaksiyon ortamina
damla damla ilave edildi ve 60°C'de 5 giin karistirma islemine devam edildi. Islem
sonunda, reaksiyonda ¢oken kat1 (kahverengi-turuncu) siiziildiikten sonra reaksiyona
fazlas1 (monoimin) sicak alkol ile birka¢ kez yikanarak ortamdan uzaklastirildi ve 6
saat siireyle 50°C'de etiivde kurutuldu. Suda ¢oziinebilen O-karboksimetil kitosan

Schiff bazi (O-CMCS-4a) %52 verimle elde edilmis olundu.

3.2.2 O-karboksimetil kitosan Schiff bazi komplekslerine Cu’" iyonlarmnmn

takilmasi

Cu*" takili O-karboksimetil kitosan Schiff bazi kompleksleri, Cu** iyonlarmin
selatlanmasi icin su islemler yapildi; oda sicakliginda Cu®"1n selatlanmasi icin pH
4,1'de (HCI veya NaOH ile ayarlanir), 30 ppm Cu®" iyonlari igeren 50 mL sulu
¢ozeltiye karistirildi. Cu®'iyonlar1 kaynagi olarak 1000 ppm atomik absorbsiyon
standart ¢ozeltisi (%10 HNOj igeren) kullanildi. Beher 100 rpm'de 1 saat manyetik
karistiricida karnistirildi (dengeye gelmesi icin yeterli bir siiredir). Sonucta olusan
¢ozeltideki Cu®" iyonlarimin konsantrasyonu grafit firmli atomik absorbsiyon
spektrofotometresi (AA800, Perkin Emler, Bodenseewerk, Germany) yardimi ile
bulundu. Adsorblanan Cu®" iyonlari, baslangi¢ ¢ozeltideki Cu®" iyonlar1 ve denge

¢ozeltideki Cu®" iyonlari kullamlarak bulundu (Esitlik 3.1).
Q=[(Co-C)V])/m (3.1)

Burada, Q; 1 g O-karboksimetil kitosan Schiff bazi kompleksi adsorblanan metal
iyon miktarini (mg/g); C, ve C sirasiyla sulu ¢ozeltideki metal iyonunun baslangi¢ ve
son derisim degerini (mg/mL); V sulu fazin hacmi (mL); m ise kullanilan kompleks
miktarini (g) vermektedir.

Cu*" selath O-karboksimetil kitosan Schiff bazi komplekslerinden Cu*" sizmasi 1,0
M NaSCN iceren ve pH 4-8 arasinda olan ortamda incelendi. O-karboksimetil
kitosan Schiff baz1 kompleksleri slispansiyonu 24 saat oda sicakliginda karigtirildi.
Cu®" iyon derisimi AAS kullanilarak siipernatanttan hesaplandi. Suna da dikkat
edilmelidir ki immobilize metal iceren kompleksler, 10 mM Tris-HCl (pH 7.4)
tamponuyla %0,02 sodyum azid igeren ¢ozeltide mikrobiyal kontaminasyonu

onlemek icin 4°C saklandi.
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3.2.3 Cu** bagh O-karboksimetil kitosan Schiff baz1 kompleksleri gomiilii Poli

(2-Hidroksietil metakrilat) kriyojellerin hazirlanmasi

Cu*"-takili O-karboksimetil kitosan Schiff baz1 (Cu®"-O-CMCS-4a) partikiil gomiilii
kompozit kriyojelin hazirlanmasi asagida agiklanmaktadir: 2-Hidroksietil metakrilat
(HEMA, 1.75 mL) monomer olarak ve N, N’-metilen-bisakrilamid (MBAAm, 40 mg)
capraz baglayict olarak deiyonize suda (2.2 mL) ¢o6ziindii. Coziinmiis oksijeni
elimine etmek i¢in bu karisim 5 dakika azot atmosferinde bekletildi. 65 mg Cu*"-O-
CMCS kompleksleri polimerizasyon karigimina eklendi. Karigima %10'Tuk
amonyum persiilfat (APS, 0,1 mL) c¢ozeltisi eklendikten sonra ¢ozelti bir buz
banyosunda 4-5 dakika sogutuldu ve daha sonra karisim alt ¢ikis kapali olan plastik
siringaya (5 mL, i¢ capt 0,8 cm) dokiildii. Tetraetilmetilendiamin (TEMED, 0,01
mL) eklenerek serbest radikal polimerizasyonu baslamadan siringalar, 24 saat
stireyle -12°C'de bekletildi. Daha sonra polimerizasyon ¢ozeltisi oda sicakligina
getirilerek reaksiyonun tamamlanmasi saglandi. Reaksiyona girmeyen monomer ve
baslaticinin uzaklastirilmast i¢in uzun bir yikama islemi uygulandi. Yikama ¢ozeltisi
olarak seyreltik HCI c¢ozeltisi ve su-etanol karisimi, monolitik kriyojel kolondan
gecirildi. Hazirlanan kompozit kriyojelin taramali elektron mikroskobu (SEM) ile
yiizey morfolojisi incelendi. Kompozit kriyojele karsi, model protein olarak secilen
lizozimin adsorpsiyonuna pH, derisim ve sicakligin etkisi incelendi. Kullanilmadig:

zamanlarda kriyojel, %0,02 sodyumazid iceren ¢6zeltide +4°C'de korunmustur.
3.2.4 Sulu ortamdan lizozim adsorpsiyonu

Lizozim adsorpsiyonuna; pH, tampon, sicaklik, baslangi¢ lizozim konsantrasyonu,
akis hizi ve iyonik siddetin etkisi arastirildi. Sulu ortamdan lizozim adsorpsiyon
davranisi incelenirken, sicaklik kontrolii i¢in su ceketli cam kolon igeren bir siirekli
sistem kullanildi. Kriyojel 30 mL su ile yikandiktan sonra 30 mL fosfat tamponuyla
(pH: 9) 1,0 ml/dk akis hizinda 30 dakika etkilestirildi. Tiim adsorpsiyon deneyleri,
1,0 mL/dk akis hizi, 25°C, 0,5 mg/mL baslangi¢ konsantrasyonunda 30 mL lizozim
cozeltisinin 30 dk siire ile kolondan gegirilmesiyle gergeklestirildi.

IMAM iizerine adsorplanan protein miktar1 adsorpsiyon &ncesi ve sonrasinda
adsorpsiyon ortamindan alinan ¢ozeltilerin 280 nm'de UV-VIS spektrofotometresi

(Shimadzu, Tokyo, Japonya, Model 1601) kullanilarak degerlendirildi. Lizozimin
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0,1-3,0 mg/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan ¢ozeltiler ile kalibrasyon egrisi

elde edildi ve 3.2 Esitligi kullanilarak protein miktar1 hesaplandi.
Q=[(Co-C)V]/m (3.2)

Bu esitlikte: Q; IMAM iizerinde adsorblanan lizozim miktarin1 (mg/g), Co; lizozimin
cozeltideki baslangi¢ derisimini (mg/mL), C; adsorpsiyon sonrasi sulu fazin lizozim
derisimini (mg/mL), V; ¢ozeltinin hacmini (mL) ve m ise kullanilan Cu®" takili O-
karboksimetil kitosan Schiff bazi kompleksleri gomiilii kriyojellerin ortalama
kiitlesidir (g). Adsorpsiyon ortaminin pH'sinin, lizozim adsorpsiyonuna etkisi, pH 6,0
ile 10,0 arasinda, galisildi. Fosfat, tamponu ile tampon etkisi incelendi. Sulu
ortamdan Lizozim adsorpsiyonu davraniginin sicaklikla degisimi 5°C, 15°C, 25°C ve
35 °C sicakliklarinda arastirildi. Iyonik siddetin etkisi tampon icerisinde farkli
konsantrasyonlarda NaCl igeren (0,025-0,2 M) cozeltileri ile 25 °C ortam
sicakliginda gerceklestirildi. Akis hizinin etkisi 0,5-3 mL/dk arasinda degistirilerek
incelendi. Sulu ortamdan lizozim adsorpsiyonuna adsorbent dozunun etkisi
adsorpsiyon ortaminda c¢ozelti hacmi sabit tutularak farkli miktarlarda kat1 faz
kullanilarak — gerceklestirildi. Deneysel adsorpsiyon izotermi ve maksimum
adsorpsiyon kapasitesinin  belirlenebilmesi i¢in  0,1-3,0 mg/mL baslangi¢

konsantrasyonuna sahip lizozim ile ¢aligildi.
3.2.5 Desorpsiyon ve tekrar kullanilabilirlik

Lizozim desorpsiyonu i¢in 1 M NaCl desorpsiyon ajani olarak kullanildi. Lizozim
adsorplanmis Cu”" takili O-karboksimetil kitosan Schiff bazi-4a gomiilii
kriyojellerden desorpsiyon ajani 1 mL/dk akis hizinda 30 dakika siireyle kolondan
gecirildi. Desorpsiyon ortamindaki lizozim miktar1 280 nm'de spektrofotometrik
yontem ile belirlendi. Desorpsiyon ortamindaki lizozim konsantrasyonu ile
kriyojeldeki adsorbe olmus lizozim miktarindan desorpsiyon orani Esitlik 3.3'deki

gibi hesaplandi.

% Desorpsiyon = Desorpsiyon ortamina salinan lizozim x 100 (3.3)
Adsorblanan lizozim

Cu*" takilh O-karboksimetil kitosan Schiff bazi-4a gomiilii kriyojelin tekrar
kullanilabilirliginin belirlenebilmesi i¢in ayni adsorbentle adsorpsiyon-desorpsiyon

dongiisii 35 kez tekrarlanmistir. Her desorpsiyon islemi sonrasinda, Cu®" takili
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O-karboksimetil kitosan Schiff bazi-4a gomiilii kriyojel, rejenerasyon ve
sterilizasyon i¢in 50 mM NaOH ¢dzeltisi ile yikanmig 0.05 M fosfat tamponu (pH: 9)

ile dengeye getirilmistir.
3.2.6 Kriyojelin karakterizasyonu

3.2.6.1 Cu**-O-CMCS-4a Schiff baz1 partikiillerin ve kompozit kriyojelin sisme

testleri

Cu*"-O-CMCS-4a Schiff bazi partikiil ve kompozit kriyojelin sisme davranislari,
deiyonize su igerisindeki denge sisme oranlarinin belirlenmesi ile hesaplanmistir.
Denge sisme oraninin belirlenmesinde uygulanan yontem kisaca su sekildedir: 60°C'
da vakum etiiviinde kurutulan Cu®"-O-CMCS-4a partikiil ve kompozit kriyojeller
dikkatlice tartildiktan sonra, 20 mL damitik su igeren bir beherlere konulmustur.
Sabit sicaklikta 25+0.5°C'de 2 saat bekletildikten sonra, Cu*-O-CMCS-4a partikiil
ve kompozit kriyojel ortamdan alinmis ve SCALTEC marka terazi (Germany) ile (1x
10" hassasiyetli) tartilmistir. Kuru ve sismis Cu®"-O-CMCS-4a partikiil ve kompozit
kriyojel agirliklar1 kaydedilmistir. Her bir yapimin su igerigi Esitlik 3.4'de verilen

denklem ile ayr1 ayr1 hesaplanmistir:
Sisme oran1 = (Ws-Wo)/Wo x100 (3.4)

Burada; Wo: kuru agirlik (g) Ws: sistikten sonraki agirligi (g) gostermektedir.

Ayrica kompozit kriyojelin makrogdzeneklilik yiizdesinin belirlenmesi i¢in
uygulanan yontem kisaca su sekildedir:

Denge sisme oranina ulagsmis olan kriyojel ornekleri (W) tartilmistir. Daha sonra
sismis  kriyojel Orne8i  bir  enjektor igerisine  alinmistir.  Kriyojelin
makrogdzeneklerinde bulunan suyun uzaklastirilmas: icin kriyojel enjektor
yardimiyla sikilmig ve kriyojeller (W;) tartilmistir. Kriyojellerin sahip oldugu
makrogozeneklilik ytlizdesi Esitlik 3.5 kullanilarak hesaplanmaistir.

Makrogozenek miktari (%) = [(W1-W2)/W;] x 100 (3.5)

3.2.6.2 Cu’-O-CMCS-4a Schiff bazi partikiillerin ve kompozit kriyojel

yapilarimin SEM analizleri
Cu*"-0-CMC(CS-4a partikiiller ve kompozit kriyojel polimerik yapilarin yiizey
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morfolojisi taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak incelenmistir. Bu
amagla Ornekler, sisirildikten sonra %98'lik etanonlde bekletilmis bdylece
gozeneklerdeki suyun alkol ile yer degistirmesi saglanmistir. Daha sonra, etanol
difiize olmug polimerik yapilar 50°C'da vakum etiiviinde kurutulmustur. Kurutulmus
yapilar altin kaplama cihaz haznesine yerlestirilmis ve vakumda ¢ok ince bir altin
tabaka ile kaplandiktan sonra taramali elektron mikroskop kullanilarak (EVO LS 10
ZEISS, Japonya) goriintiileri alinmisgtir.

3.2.6.3 Cu’*-O-CM(CS-4a partikiillerin ve kompozit kriyojel yapilarinin FT-IR

analizleri

Cu”" takili O-karboksimetil kitosan Schiff bazi-4a gomiilii kriyojellerin yap: analizi
FT-IR-ATR spektrofotometresi (Perkin Elmer, Spectrum 100, USA) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu amagla, kriyojel ornekleri oda sicakliginda kurutulmustur.
Daha sonra, kriyojel drnekleri havanda doviilerek toz haline getirilmistir. Toz haline
getirilen Ornek FT-IR-ATR cihazinin Ornek haznesinde preslenmis, bdylece
yiizeyden gelen toplam 151k yansimasi 625-4000 cm™ dalga boyu araliginda ve 2 cm™

¢oziiniirliikle 6l¢iilmiistiir.

3.2.6.4 Cu**-O-CMCS partikiil gomiilii kompozit kriyojeller ile sulu ¢ozeltiden

lizozim adsorpsiyon ve desorpsiyon ¢calismalari

Lizozim adsorpsiyonuna; pH, baslangi¢ lizozim konsantrasyonu, sicaklik, akis hizi
ve iyonik siddetin etkisi arastirildi. Sulu ortamdan lizozim adsorpsiyon davranisi
incelenirken, sicaklik kontrolii i¢in su ceketli cam kolon igeren bir siirekli sistem
kullanildi. Kriyojel 30 mL deiyonize su ile yikandiktan sonra 30 mL calisma
tamponuyla 1,0 ml/dk akis hizinda 30 dakika siireyle etkilestirildi. IMAK {izerine
adsorplanan protein miktar1 adsorpsiyon Oncesi ve sonrasinda adsorpsiyon
ortamindan alinan ¢ozeltilerin 280 nm'de UV-VIS spektrofotometresi (Shimadzu,
Tokyo, Japonya, Model 1601) kullanilarak degerlendirildi. Lizozimin 0,1-3,0 mg/mL
konsantrasyon araliginda hazirlanan ¢ozeltiler ile kalibrasyon egrisi elde edildi ve 3.2

Esitligi kullanilarak protein miktar1 hesaplandi.

Q=[(Co-C)V]/m (3.2)
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Bu esitlikte: Q; IMAK iizerinde adsorblanan lizozim miktarmi (mg/g), Co; lizozimin
cozeltideki baslangi¢ derisimini (mg/mL), C; adsorpsiyon sonrasi sulu fazin lizozim
derisimini (mg/mL), V; ¢6zeltinin hacmini (mL) ve m ise kriyojele gomiilen Cu*'-
O-CMCS-4a partikiillerin miktarim (g) gostermektedir. Adsorpsiyon ortaminin
pH'sinin, lizozim adsorpsiyonuna etkisi, fosfat tamponunda pH 6,0 ile 10,0 arasinda
calisildi. Sulu ortamdan Lizozim adsorpsiyonu davraniginin sicaklikla degisimi
5-25°C sicakliklarinda arastirildi. Iyonik siddetin etkisi tampon icerisinde farkli
konsantrasyonlarda NaCl igeren (0,025-0,2M) ¢dzeltileri ile 25°C ortam sicakliginda
gerceklestirildi. Akis hizinin etkisi 0,5-3 mL/dk arasinda degistirilerek incelendi.
Sulu ortamdan lizozim adsorpsiyonuna adsorbent dozunun etkisi adsorpsiyon
ortaminda ¢dzelti hacmi sabit tutularak farkli miktarlarda kati faz kullanilarak
gerceklestirildi. Deneysel adsorpsiyon izotermi ve maksimum adsorpsiyon
kapasitesinin belirlenebilmesi i¢in 0,1-3,0 mg/mL baslangi¢ konsantrasyonlarindaki

lizozim ¢ozeltileri ile ¢alisildi.
3.2.6.5 Desorpsiyon ve tekrar kullamilabilirlik

Cu*"-0-CMCS-4a partikiil goémiilii kompozit kriyojellere adsorbe olan lizozimin
desorpsiyonu i¢in, 1 M NaCl desorpsiyon ajan1 olarak kullanildi. Desorpsiyon
cozeltisi 1 mL/dk akis hizinda 30 dakika siireyle kolondan gecirildi. Desorpsiyon
ortamindaki lizozim miktart 280 nm'de spektrofotometrik olarak belirlendi.
Desorpsiyon ortamindaki lizozim konsantrasyonu ile adsorbe olmus lizozim

miktarindan desorpsiyon orani Esitlik 3.3'deki gibi hesaplandi.

% Desorpsiyon - Desorpsiyon ortamina salinan lizozim x 100  (3.3)
Adsorplanan lizozim

Cu*'-O-CMCS-4a partikiil gomiilii kompozit kriyojeller, rejenerasyon ve
sterilizasyon amaciyla 50 mM NaOH c¢ozeltisi ile muamele edilmis ve g¢alisma
tamponlariyla dengeye getirilmistir.

Tiim adsorpsiyon deneyleri, 1,0 mL/dk akis hizi, 25°C, 0,5 mg/mL baslangic
konsantrasyonunda 30 mL lizozim ¢ozeltisinin 30 dk siire ile kolondan

gecirilmesiyle gerceklestirildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Cu**-0-CMCS Partikiil ve Kompozit Kriyojelin Karakterizasyonu
4.1.1 Cu**-O-CMCS partikiil ve kompozit kriyojelin sisme testleri

Cu*" takili O-karboksimetil kitosan Schiff bazi-4a gomiilii kriyojeller, capraz bagli
ve hidrofilik yapida matrikslerdir. Ayrica bu kriyojeller, opak, slingerimsi ve
elastiktir. Capraz-bag derecesine ve matriksin hidrofilitesine bagli olarak yapilarina
su alarak siserler. Bu kriyojellerin goézenekleri igerisindeki su elle kolaylikla
sikilabilmektedir. Sikilan kriyojel parcasi suya daldirildigi zaman 1-2 saniye
icerisinde orijinal boyut ve sekline tekrar dénebilmektedir. Cu**-O-CMCS partikiil
ve kompozit kriyojelin sisme davranislari, deiyonize su igerisindeki denge sisme
oranlarinin belirlenmesi ile hesaplanmistir ve sirasiyla %717 ve %91,7 olarak
bulunmustur. Cu**-O-CMCS-4a partikiillerin, kompozit kriyojel olusturduktan sonra
denge sigmelerindeki bu diisiis, kompozit kriyojelde kullanilan ¢apraz baglayicidan
dolayidir. Denge sisme kompozit kriyojellerin sisme degeri kompozit kriyojelin
makrogézenek miktar1 ise  %72,2 olarak bulunmustur. Yukaridaki denge ve
makrogozeneklilik yiizde degerleri arasindaki farkdan mikrogdézenek degerini %19,5

olarak hesaplayabiliriz.



Sekil 4.1: Kurutulmus ve sismis Cu”>"-O-CMCS-4a kompozit kriyojel.
4.1.2 Cu**-0-CMCS-4a partikiil ve kompozit kriyojelin FT-IR analizleri

Cu*"-0-CMCS-4a partikiil ve kompozit kriyojelin FT-IR spektrumlart sirasi ile
Sekil 4.2 A ve B'de verilmistir. Sekil 4.1 A ve B'de 1717 cm™'de gbriilen pikler
karboksimetil gruplarindaki C=0O gruplarma aittir. 3300 cm™ ve 3350 cm™ dalga
boylarindaki pikler, yapilardaki O-H ve N-H gruplarindan gelmektedir. 1378 cm™
1386 cm™ partikiil ve kompozitteki C-N gerilme bantlarin1 gdstermektedir. Spektrum
verilerinden, Cu”’-O-CMCS-4a partikiillerinin, kriyojeller ile kompozit bir yap:
olusturdugu goriilmektedir.
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Sekil 4.2: Cu”"-O-CMCS-4a partikiil ve kompozit kriyojelin FT-IR spektrumlart.
4.1.3 Cu**-0-CMCS-4a partikiil ve kompozit kriyojelin SEM Kkarakterizasyonu

Cu*" takili O-karboksimetil kitosan Schiff bazi gomiilii partikiiller ve kompozit
kriyojeller yiizey morfolojilerini incelemek amaciyla taramali elektron mikroskobu
(SEM) ile incelenmis ve Sekil 4.3 A ve B'de verilmistir. Sekilden, Cu*"-O-CMCS-4a
partikiillerinin yaklagik 500 nm lik bloklarin biraraya gelmesiyle olustugu
goriilmektedir. Partikiiller icindeki bu blok yapilar partikiillere dolayisiyla kriyojele
genis bir yiizey alan1 ve yiiksek bir adsorpsiyon kapasitesi sunmaktadir. Sekil 4.2
B'de goriilmektedir ki, Cu®" takili O-karboksimetil kitosan Schiff bazi gomiilii
partikiiller, kriyojelin ince duvarlarina diizenli dagilarak, bosa gore daha genis bir

ylizey alanm1 saglamigtir. Hareketli fazin gozeneklerde konvektif akisi nedeniyle kiitle
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aktarim direnci pratik olarak ihmal edilebilir derecededir. Bu durum adsorplanan

protein miktarini artmasiyla sonuglanmistir.

det vac mode WD mag [ HV pressure spot = lim-—
ETD | High vacuum | 11.7 mm | 410x | 1.20kV | 2.12e-3Pa | 2.0 DICLE DUBTAM

Sekil 4.3: B. Cu®"-O-CMCS-4a partikiiller gomiilii kompozit kriyojelin SEM
mikrofotografi.
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42 Cu**-0-CMCS-4a Partikiil Gomiili Poli(2-hidroksietil metakrilat)

Kriyojellere Lizozim Adsorpsiyon Calismalar:

4.2.1 pH'nin etkisi

Sekil 4.4'te Cu>"-O-CMCS-4a gomiilii kompozit kriyojele lizozim adsorpsiyonuna
pH'nin etkisi verilmistir. Sekilden de goriilecegi gibi lizozim adsorpsiyonu pH 8'de
maksimuma ulagmaktayken, bunun altinda ve iizerindeki pH’ larda adsorpsiyon
diismektedir. IMAK®> da protein adsorpsiyonu immobilize metal ile protein
ylizeyindeki aminoasit rezidiileri arasinda gerceklesmektedir. Bu pH'da deprotone
olan sistin, histidin, aspartat ve glutamat gibi aminoasitlerin fonksiyonel gruplari ile
ligant olarak kullanilan metal iyonu arasinda elektrostatik etkilesimler, yiiksek bir

adsorpsiyon ile sonuglanmaktadir.

Adsorplanan lizozim (mg/g
partikual)
!

5 6 s 9 10

pH

Sekil 4.4: Lizozim adsorpsiyonuna pH'nin etkisi (pH 6-8: Fosfat tamponu; pH 9-10:
Karbonat tamponu. Co: 1 mg/mL, akis hizi: 1 mL/dk, T: 25°C.

4.2.2 Lizozim baslangi¢ derisiminin etkisi

Cu*"-0-CMCS-4a gomiilii kompozit kriyojellere lizozim adsorpsiyonuna lizozim
baslangi¢ derisiminin etkisi Sekil 4.5'te verilmistir. Referans (metal ligant
bulunmayan) kriyojellere lizozim adsorpsiyonu diisiik olmasina ragmen (4,3 mg/g

partikiil), Cu’"-O-CMCS-4a gomiilii kriyojellere lizozim adsorpsiyonu oldukgca
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yliksektir (103.3 mg/g partikiil). Sekilde goriildiigii gibi baglanma aktif bolgelerinin
doygunlugundan dolayi, 3 mg/mL'lik baslangi¢ lizozim derisiminde adsorpsiyon
dengesine ulasiimustir. Belirli bir konsantrasyondan sonra Cu*"-O-CMCS-4a gomiilii
kriyojelin spesifik etkilesim gruplarinin, lizozim molekiilleri ile doygun hale gelmesi

ile adsorpsiyon hizinda yavaslama oldugu goriilmiistiir.

120
~#—Cu*>0CMCS

100
~#=0CMCS

80

60

Adsorplanan lizozim (mg/g
partikiil)

A &
FN -

35

ro
wn
w

0 0,5 1 1,5 2
Co (mg/mL)

Sekil 4.5: Lizozim adsorpsiyonuna baslangi¢ derisimin etkisi; pH 8.0 fosfat
tamponu; akis hizt: 1 mL/dk; T: 25°C .

4.2.3 Adsorpsiyon izotermleri

Bazi arastirmacilar protein ve protein baglayici bolgeler arasindaki etkilesimin
Langmuir tipi izoterm ile tanimlanabilecegini gdstermislerdir (Langmuir, 1918).
Chase (Chase, 1984), Langmuir izotermi ile uyumlu asagidaki kiitle-transfer hiz

esitligi tanimlanmustir (Esitlik 4.1).
dq/dt = ki Ce(Qm-Qe)-k2Qe 4.1

Esitlikte Ce serbest molekiil, Qe baglanan molekiil derigimi, ¢, molekiilin
maksimum baglanma kapasitesi ve ¢ zamandir. Hiz sabitleri k; ve k; kiitle transfer
kisitlamalarim1 da g6z Oniinde bulundurarak molekiiliin baglanma bdlgelerine
adsorpsiyon ve desorpsiyonu yansitan “toplu” parametrelerdir. Tiim baglanma
bolgelerinin ayni enerjiye sahip ve bagimsiz oldugu ve dengede etkilesimin tek
noktadan gergeklestigi varsayilirsa, Esitlik 4.1, Esitlik 4.2'de verilen adsorpsiyon

izotermine doniistiiriilebilir (Labrou vd., 1995).
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Qe = 0OmCe/(K+Ce) (4.2)

Kqayrigsma sabitidir [(k2/k;); ileri ve geri reaksiyon hizlarinin orani]. K, derisimin bir
boyutudur ve kiigiikk oldugunda molekiiliin baglanmasi kuvvetlidir. Polimer
ylizeyinde bagimsiz etkilesim bolgelerinin varliginin gegerliligini gostermek Esitlik
4.3 teki i¢in semireciprocal (yarim-tarafli diizenleme) (Hanes, 1932) denklemi

calisilmistir ve elde edilen grafik Sekil 4.6'da verilmistir.

+
O* om o 4.3)

C.: Adsorpsiyon sonrasi dengede kalan maddenin derisimi (mg/mL)
Q.: Birim adsorbent iizerine tutunan madde miktar1 (mg/g adsrobent)
On: Adsorbentin maksimum tutma kapasitesi

K, : Ayrigsma sabitidir

D007 3x + 0.0048 W

R*=098739

0o0ls

0008

Ce

Sekil 4.6: Cu?"-0-CM(CS-4a gomiilii kompozit kriyojellerin lizozim i¢in Langmuir
adsorpsiyon izotermi.
Grafikteki egim 1/0,,'"yi dogrunun y eksenini kestigi nokta ise K/Q,'yi vermektedir.
Adsorpsiyon davraniglarini tanimlamak i¢in kullanilan diger en ¢ok bilinen izoterm
ise Freundlich adsorpsiyon izotermidir. Langmuir adsorpsiyon izotermi tek tabaka
adsorpsiyona dayali iken, Freundlich adsorpsiyon izotermi tek tabaka ile sinirh

degildir. Freundlich ¢ozeltilerin adsopsiyon davranisini agiklamak i¢in Esitlik 4.4
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tiiretmistir. Bu esitlik, Esitlik 4.4.1'deki gibi diizenlenmis elde edilen grafik Sekil

4.5'te verilmistir
Q.=K;. C" (4.4)
InQe = 1/n. InC. + InK¢ (4.4.1)

C.: Adsorpsiyon sonrasi dengede kalan maddenin derisimi (mg/mL)

Q.: Birim adsorbent iizerine tutunan madde miktar1 (mg/g adsrobent)
K. Freundlich adsorpsiyon sabiti (mg/g)
n : Adsorpsiyon yogunlugu

- -
(1 SUS3x 0
R 0.9473 s
> o
B B
_—"-‘_‘
" 4
) —
Q‘ = 3
= "
S
0
4: 5 : < | _“.i ) ||.R I 1.5
InCe

Sekil 4.7: Cu”"-O-CMCS-4a gomiilii kompozit kriyojellerin lizozim igin Freundlich
adsorpsiyon izotermi.

Sekil 4.7'de dogrunun y eksenini kestigi nokta Ky degrini verirken, egim 1/n'yi

vermektedir. n>1 degeri adsorpsiyon isleminin elverigli oldugunu gostermektedir

(Chiou vd., 2002).

Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon izotermlerinden elde edilen sonuglar Cizelge

4.1'de o6zetlenmistir.
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Cizelge 4.1: Cu*"-O-CMCS-4a gomiilii kompozit kriyojellerin lizozim i¢in Langmuir
ve Freundlich adsorpsiyon sabitleri ve korelasyon katsayilari.

b R! R!

Om Ky n
136,98 1,52 0.9874 77.63 1.67 0.9473

Sekil 4.5'deki korelasyon katsayilarini dikkate aldigimizda, Langmuir adsorpsiyon
modelinin bu ¢alisma i¢in daha uygun oldugunu gérmekteyiz.

Izoterm seklinin adsorpsiyon sisteminin “tercihli” veya “tercihsiz” oldugunu tahmin
etmenin de bir 6l¢iisii olabilecegi rapor edilmistir (Mayanar vd., 2002).

Langmuir izoterminin 6nemli 6zellikleri boyutsuz bir sabit olan ayirma faktorii veya

denge parametresi, Esitlik 4.5'deki gibi R; cinsinden belirtilebilir:

R.=1/(1+bCo) (4.5)

Co: Baslangig lizozim derigimi (mg/mL)
b: (1/K;) Langmuir adsorpsiyon denge sabitidir (mL/mg)

Cizelge 4.2 Ayirma faktoriiniin izoterm sekline etkisi.

R: Degeri izoterm Tiirii
Ri>1 Istemsiz

R. =1 Lineer

0< R.<1 Istemli

R. =0 Tersinmez

Cu*"-0-CMC(CS-4a gémiilii kompozit kriyojellerin lizozim adsorpsiyonuna, protein
y p

baslangi¢ derigimleri i¢in hesaplanan R; degerleri Cizelge 4.3'de verilmistir.
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Cizelge 4.3: Langmuir esitligine dayali R; degerleri.

| Lizozim Derisimi (mg\mL) RL

0.1 0,763366
10.25 0,654107
0.5 0,566299
10 | 0,435796
16 0,291954
2.0 0,244999
3.0 0,175862

Cizelge 4.3'de goriildiigii gibi R, degerlerinin 0 ile 1 arasinda olusu Cu®"-O-CMCS-
4a gomiilii kompozit kriyojellerin lizozim adsorpsiyonununa karsi istemli oldugunu

gostermektedir.
4.2.4. Tyonik siddetin etkisi

Cu*"-O-CMCS-4a gdmiilii kriyojellere lizozim adsorpsiyonuna tuz derisiminin
(NaCl) etkisi de incelenmis ve yiiksek tuz derisiminde baglanmanin zayifladig:
gorlilmiistiir (Sekil 4.8). Bu durum iki seklide aciklanabilir:

1. Tuz iyonlarimin yiik-yiik etkilesimine girerek baglanma bolgelerini maskelemeri;
2. Iyonik siddet arttikca Cu*"-O-CMCS-4a gomiilii kriyojeller ve lizozim arasinda
elektrostatik itismeler nedeniyle adsorpsiyon kapasitesi azalmaktadir. Adsorpsiyon
ortaminda tuz derisiminin artmasi tuzdaki klor iyonlar1 ile bakirin koordinasyonuna

neden olmakta bu da diisiik protein adsorpsiyonuna yol agmaktadir.
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\dsorplanan lizozim (mg/g
partikiil)

{) 005 0.1 .15 0.2 025

NaCl (M)

Sekil 4.8: Lizozim adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisi. Lizozim derisimi:
1 mg/mL; pH 8 fosfat tamponu; akis hizi: 1 mL/dk; T: 25°C.

4.2.5. Akis hizimin etkisi

Cu*"-0-CMCS-4a gomiilii kriyojellere adsorplanan lizozim miktarna akis hizinin
etkisi Sekil 4.9'da verilmistir. Akis hizinin 0,5 mL/dk'dan 3 mL/dk'ya artmasiyla
lizozim adsorpsiyon kapasitesi 38,36 mg/g'dan 14,6 mg/g'a diismektedir. Akis hizinin
artmasi ile birim zamanda kolondan gegen protein ¢ozelti hacmi artmakta ve bundan
dolay1 proteinin kriyojel kolonundan alikonma zamani azalmaktadir. Akis hizi
azalmasiyla kolon i¢inde protein ile ligand arasindaki etkilesim siiresi uzar. Boylece
lizozim molekiillerinin kriyojel gézenek duvarlarina yayilmas: ve Cu”>"-O-CMCS-4a
gomiilii kriyojellere baglanmasi i¢in yeterli siire alacagindan daha iyi bir lizozim
adsorpsiyon kapasitesi elde edilir. Ayrica kolonun g¢alismasi igin kriyojel siirekli
olarak taze bir lizozim ¢ozeltisiyle etkilestirilmektedir. Sonug olarak kolon ic¢indeki
Cu*"-0-CMCS-4a gomiilii kriyojel tabakasiyla temasta olan ¢ozelti i¢indeki lizozim
derisimi nispeten sabittir. Ayrica kriyojel yapist icindeki makrogdzenekler agik,
birbirine bagli ve genis bir kanal olusturacak sekildedir. Hareketli lizozim fazi, bu
kanallardan gecerek lizozim molekiillerini konveksiyon yoluyla aktif baglanma
merkezlerine (Cu”" iyonlarina) tasir. Bu olay, hareketli lizozim fazi ile sabit Cu**-O-
CMCS-4a gomiilii kriyojellere fazi arasinda hizli bir sekilde kiitle aktarilmasini

saglar.
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Sekil 4.9: Lizozim adsorpsiyonuna akis hizinin etkisi, lizozim derigimi: 1 mg/mL;
pH: 8 Fosfat tamponu; T: 25°C.

4.2.6. Sicakhigin etkisi

Lizozim adsorpsiyonuna sicakhigin etkisi 5°C-25°C arasinda cahisild. Cu®*-O-
CMCS-4a gomiilii kriyojellere lizozim adsorpsiyonu denge adsorpsiyonu sicakligin
artmasiyla Onemli derecede azalmistir ve maksimum adsorpsiyon 25°C'de
gerceklesmistir  (Sekil 4.10). Sicakligin artmasiyla adsorpsiyon kapasitesinde
%78,8'lik bir artig goriilmistiir. Adsorpsiyon genelde ekzotermik bir prosestir. Bu
caligmada, sicakliin artmasiyla adsorpsiyon kapasitesinin artmasinin muhtemel
nedeni, hidrate protein molekiilleri ile yiizey arasindaki adsorpsiyon siiresince agiga
c¢ikan 1sinin, adsorpsiyon icin gerekli olan hidrate sularin yer degistirmesi i¢in ihtiyag

duyulan 1s1min karsilanamamasindan dolay1 ek 1siya ihtiya¢ duyulmasi olabilir.
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Sekil 4.10: Lizozim adsorpsiyonuna sicakligin etkisi, lizozim derisimi: 1 mg/mL, pH
8 fosfat tamponu; akis hizi: 1mL/dk; T: °C.

4.2.7 Desorpsiyon ve tekrar kullanilabilirlik

Afinite kromatografisindeki hedeflerden birtanesi, adsorplanan proteinin en kisa
stirede ve miimkiin olan en yliksek oranda geri kazanimidir. Bu, her dongiiden sonra
afinite adsorbentlerinin rejenerasyon veriminin belirlenmesi i¢in gereklidir. Bu
calismada, adsorplanan lizozimin %95'inden fazlasi, desorpsiyon ajani olarak 1 M
NaCl kullanilarak 30 dakikada desorbe edilmistir. Sonuglar, NaCl'nin lizozim i¢in
uygun bir desorpsiyon ajan1 oldugunu gostermistir Kriyojel kolonlariin tekrar
kullanilabilirliginin gosterilmesi i¢in, adsorpsiyon-desopsiyon dongiisii, ayni sorbent
ile 35 kez tekrarlanmistir. Bu dongiilerden sonra, kapasite %5 oraninda azalmistir.
Adsorpsiyon-desorpsiyon c¢alismalarindan sonra ise kriyojellerin seklinde agik bir

degisim gdzlenmemistir.
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5. SONUCLAR

Gergeklestirilen bu tez calismasi kapsaminda, lizozim enziminin sulu ortamdan
adsorpsiyonu igin, yeni bir immobilize metal afinite matriksi olan Cu*'-takili
O-karboksimetil kitosan Schiff bazi-4a (Cu*’-O-CMCS-4a) partikiil gomiilii
kompozit kriyojeller tasarlanmustir. Cu**-O-CMCS-4a partikiill ve kompozit
kriyojellerin denge sisme oranlari, makrogézenek miktart ve mikrogézenek
miktarlar sirastyla %717, %91,7 ve %72,2 olarak bulunmustur. Kriyojelin taramali
elektron mikroskop (SEM) goriintiilerinden yapiin, genis akis kanallari, siiper
makrogozenekler gibi ozelliklere sahip oldugu gériilmiistir. Cu®*"-O-CMCS-4a
partikiil gomiilii kompozit kriyojeller ile sulu ortamdan lizozim adsorpsiyon
caligmalar1 gerceklestirilmistir. Maksimum adsorpsiyon pH 8 fosfat tamponunda, 3
mg/mL baslangi¢ lizozim derisiminde, 0,5 mL/dak akis hizinda ve 25°C ortam
sicakliginda 103,3 mg/g partikiill olarak gergeklesmistir. Adsorpsiyon modelini
incelemek i¢in Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon izotermleri incelenmis ve
0,9874 korelasyon katsayisiyla Langmuir modelinin bu ¢alisma i¢in adsorpsiyon
modeli oldugu goriilmiistir. Cu*"-O-CMCS-4a partikiil gomiilii kompozit
kriyojellere lizozim adsorpsiyonunda ortamin tuz derisimin etkisi incelendiginde, tuz
derisiminin artmasiyla adsorpsiyon kapasitesinin arttigi gézlenmis; ayrica sicaklik
etkisinin adsoprsiyona etkisi incelendiginde prosesin endotermik oldugu,
adsopsiyonun sicaklikla artti§i gozlenmistir. Lizozimin %95'inden fazlasi,
desorpsiyon ajant olarak 1 M NaCl kullanildiginda 30 dakikada desorbe edilmistir.
Desorpsiyon sonuglari, NaCl'nin, lizozim i¢in uygun bir desorpsiyon ajant oldugunu
gostermistir. Yapilan calismalar sonucu, elde edilen Cu®"-0-CM(CS-4a partikiil
gomiilii kompozit kriyojellerin, literatiirde yer alan immobilize metal afinite
caligmalariyla kiyaslanabilecek Olciide, protein adsorpsiyon performansina ulastigi
goriilmis, ilaveten spesifik olmayan adsorpsiyonun ise diisiik oldugu bulunmustur.

Sonug olarak, bu calismada sentezlenen yeni Cu*'-O-CMCS-4a partikiil gomiilii
kompozit kriyojellerin, sulu ¢ozeltiden lizozim adsorpsiyonunda etkin bir sekilde

kullanilabilirligi gosterilmistir.



KAYNAKLAR

Andersson, L., Sulkowski, E., 1992. Evaluation of the interaction of protein groups
with M(II) by immobilized metal ion affinity chromatography, J. Chromatogr., 604,
13-17.

Alkan H., Bereli N., Baysal Z., Denizli A., 2009. Antibody purification with protein
A attached supermacroporous poly(hydroxyethyl methacrylate) cryogel, J. Biochem.
Microbol.,45,201-208.

Anda¢ M., Galaev Y. I, Denizli A., 2013. Molecularly imprinted poly(hydroxyethyl
methacrylate) based cryogel for albumin depletion from human serum, Colloids
Surfaces B: Biointerfaces.

Arica, M.Y., G. Bayramoglu, N. Bigcak., 2004. Characterization of tyrosinase
immobilised onto spacer-arm attached glycidyl methacrylate-based reactive
microbeads. Process biochemistry, 39, 2007-2017.

Arvidsson, P., Plieva, F. M., Savina, I. N., Lozinsky, V. L., Fexby, S., Biilow, L.,
Galaev, 1. Yu., Mattiasson, B., 2002. Chromatography of microbial cells using

continuous supermacroporous affinity and ion-exchange columns. J. Chromatogr. A,
977, 27-38.

Arvidsson P., Plieva, F. M. , Lozinsky, V. L. , Galaev, [.Yu., Mattiasson, B., 2003.
Direct chromatographic capture of enzyme from crude homogenate using

immobilized metal affinity chromatography on a continuous supermacroporous
adsorbent. J. Chromatogr. A, 986, 275-90.

Baran T., Mentes A., Arslan H., 2015. 12. Synthesis and characterization of water
soluble O-carboxymethyl Chitosan Schiff bases and Cu(Il) complexes.J.
Biol.Macromol, 72, 94-103.

Basar N., Uzun L., Giiner A, Denizli A., 2007. Lysozyme purification with dye-
affinity beads under magnetic field. Int. J Biol Macromol, 41, 234-242.

Baydemir G., Anda¢ M., Derazshamshir A., Aktas U. D., Ozcaliskan E., Akgél S.,
Denizli A., 2013. Synthesis and characterization of amino acid containing Cu(II)
chelated nanoparticles for lysozyme adsorption. J. Mat Sc1, 33,532-536.

Berna, P.P., Moraes, F.F., Barbotin, J.N., Thomas, D., Vijayalakshmi, M.A., 1996.
One step affinity purification of a recombinant cyclodextrin glycosyl transferase by
Cu(Il), Zn(II) tandem coloumn)immobilized metal ion affinity chromatography. Adv.
Mol. Cell Biol, 15, 523-537.

Berna, P.P., Mrabet, N.T., Van Beumen, J., Devreese, B., Porath, J., Vijayalakshmi,
M. A., 1997. Residue accessibility, hydrogen bonding, and molecular recognition:
metal-chelate probing of active site histidines in chrymotrypsins. Biochemistry, 3.

55



Berna, P.P., Mrabet, N.T., Van Beumen, J., Devreese, B., Porath, J., Vijayalakshmi,
M. A., 1997. Residue accessibility, hydrogen bonding, and molecular recognition:
metal-chelate probing of active site histidines in chrymotrypsins. Biochemistry,

36,6896—6905.

Blake, C.C.F., D.F. Koenig, G.A. Mair, A.C.T. North, D.C. Phillips, V.R.
Sarma.1965. Nature.Structure of Hen Egg White Lysozyme,May.

Cimen D., Denizli A., 2012. Immobilized metal affinity monolithic cryogels for
cytochrome c purification Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 2012—Elsevier.

Cimen, D., 2011.,Sitokrom c saflastirilmasi i¢in siipermakrogézenekli immobilize
metal afinite kromatografi adsorbentler Yiiksek Lisans Tezi Hacettepe Universitesi,
Fen Bilimleri Enstitiisii, Ankara.

Diamond, R., D.C. Phillips, C.C.F. Blake, A.C. North.1975. Protein Data
StructureExplorer-6LYZ,Real- Space Refinement of the Structure of Hen Egg
WHDTE Lysozyme. February.

Erarslan, A., Kazan,B., Denizci,A. A., Karahan, N., 2001, “Enzim Saflastirilmasinda
Temel Yontemler”, Tiibitak Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji Arastirma Ens.,
Kocaeli.

Erzengin, M., Unlii, N., Odabasi, M., 2011. A Novel Adsorbent for Protein
Chromatography: Supermacroporous Monolithic Cryogel Embedded with Cu*'-
Attached Sporopollenin Particles, J. Chromatogr. A, 1218, 484-490.

Fanou-Ayi, L., Vijayalakshmi, M.A., 1983. Metal-chelate affinity chromatography
as a separation tool. Ann.N.Y. Acad. Sci., 413, 300-306.

Freman,W.H. ve L.Stryer.1995. L.Biochemistry.Co.New York.
Gianglacomo, R., F.N1gro,G. Messina, T.M.P. Cattaneo.1992. Food.

Goubran-Botros, H.G., Vijayalaksmi, M., 1989. Cell surface interactions with metal
chelates. J. Chromatogr., 495, 113-122.

Goldstein,G., 1967. Ligand exchange chromatography of nucleotides, nucleosides
and nucleic acid bases, Anal. Biochem., 20, 477-483.

Hemdan, E.S., Porath, J., 1985. Development of immobilized metal affinity
chromatography II. Interaction of aminoacids with immobilized nickel imino
diacetate. J. Chromatogr., 323, 255-264.

Hochuli, E., Bannwarth, W., Dobeli, H., Gentz, R., Stuber, D., 1988. Genetic
approach to facilitate purification of recombinant proteins with a novel metal chelate
adsorbent, Bio-Technology, 6, 1321-1325.

Hubert P., Porath, J., 1980. Metal chelate affinity chromatography, I: Influence of

various parameters on the retention of nucleotides and related compounds,
J.Chromatogr., 198, 247-255.

56



Jayakumar, R., Nwe, N., Tokura, S., & Tamura, H. ,2007. Sulfated chitin and
chitosan as novel biomaterials, Int. J Biol. Macromol., 40, 175-181.

Krishnan S., Vijayalakshmi, M.A., 1986. Purification and some properties of three
serine carboxy peptidases from Aspergillus niger. J. Chromatogr, 370,315-326.

Laboureau, E., Vijayalakshmi, M.A., 1997. Concerning the separation of mammalian
cells in immobilized metal ion partitioning systems: A matter of selectivity, J.
Mol.Recogn., 10, 262-268.

Liu, Y., Yu, S., 1990. Copper(Il)-iminodiacetic acid chelating resin as a stationary
phase in the immobilized metal ion affinity chromatography of some aromatic
amines.J. Chromatogr., 515, 169-173.

Lozinsky, V.L, Galaev, I.Yu., Plieva, F. M., Savina, 1. N., Jungvid, H., Mattiasson,
B., 2003. Polymeric cryogels as promising materials of biotechnological interest.
Trends Biotechnol., 21,445-51.

Lozinsky, V.L, Plieva, F. M. , Galaev [.Yu., Mattiasson B., 2002. The potential of
polymeric cryogels in bioseparation. Bioseparation,10, 163—88.

Lonerdal, B., Keen, C.L., 1982. Metal chelate affinity chromatography of proteins, J.
Appl.Biochem., 4, 203-208.

Matsushima,Y., T. Mdyazaki, S.Kasad. 1969. Chemical Evidence for the Phillips
Model of the Action of Hen Egg White Lysozyme, July.

Majors, E., Carr, P.W., 2001. Glossary of liquid-phase separation terms, LC GC,
19,125-162.

Muzzarelli, R. A. A., 1988. Carboxymethylated chitin and chitosans, Carbohydrate
Polymers, 8, 1-21.

Ozmen, M.M, Okay, O., 2005. Superfast responsive ionic hydrogels with
controllable pore size. Polymer, 46, 8119-27.

Plieva, F.M, Savina, I.N., Deraz, S., Andersson, J., Galaev, I.Yu., Mattiasson, B.,
2004, Characterization of supermacroporous monolithic polyacrylamide based
matrices designed for chromatography of bioparticles.J.Chromatogr.B,807, 129-37.

Plieva, F.M, Karlsson, M., Aguilar, M.-R., Gomez, D., Mikhalovsky, S., Galaev, I.
Yu., 2005. Pore structure in supermacroporous polyacrylamide based cryogels. Soft
Matter, 1, 303-9.

Plieva, F.M., Karlsson, M., Aquilar, M.R., Gomez, D., Mikhalovsky, S., Galaev,
[.Yu., Mattiasson, B., 2006. Porous structure of macroporous agarose gels prepared
at subzero temperatures. Macromol. Biosci.

Plieva, F.M, Seta, E.D., Galaev, 1.Yu., Mattiasson, B., 2008. Macroporous elastic
polyacrylamide monolith columns: Processing under compression and scale-up. Sep.
Purific. Technol., 65, 110-16.

57



Porath, J., Carlsson, J., Olsson, 1., Belfrage, B., 1975. Metal chelate affinity
chromatography, a new approach to protein fraction, Nature, 258, 598-599.6896—
6905.

Porath, J., Olin, B., 1983. Immobilized metal ion affinity adsorption and immobilized
metal ion affinity chromatography of biomaterials: Serum protein affinities for
gelimmobilized iron and nickel ions, Biochemistry, 22, 1621-1630.

Porath, J., Carlsson, J., Olsson, 1., Belfrage, B., 1975. Metal chelate affinity
chromatography, a new approach to protein fraction, Nature, 258, 598-599.

Porath, J., 1992. Immobilized metal ion affinity chromatography. Protein Expr.
Purif., 3, 263-281.

Porath, J., Olin, B., 1983. Immobilized metal ion affinity adsorption and immobilized
metal ion affinity chromatography of biomaterials: Serum protein affinities for
gelimmobilized iron and nickel ions, Biochemistry, 22, 1621-1630.

Shi, X., Du, Y., Yang, J., Zhang, B., & Sun, L. ,2005. Effect of degree of substitution
and molecular weight of carboxymethyl chitosan nanoparticles on doxorubicin
Delivery, Journal of Applied Polymer Science, 100, 4689—4696.

Singh, J., Dutta, P. K., Dutta, J., Hunt, A. J., Macqarrie, D. J., & Clark, J. H. ,2008.
Smeaton William A., 1986. Carl Wilhelm Scheele (1742—1786), Endeavour, 1.

Smith, M., Furman, T.C., Ingolia, T.D., Pidgeon, C., 1988. Chelating peptide
immobilized metal ion affinity chromatography. A new concept in affinity
chromatography for recombinant proteins. J. Biol Chem., 263, 7211-7215.

Sulkowski, E., 1987. Protein Purification-Micro to Macro(UCLA Symposia o
Molecular and Cellular Biology, New Series (R.Burgess, ed.) vol. 68, pp.149-162,
Alan R.Liss, New York.

Sulkowski, E., 1989. Application of metal- chelate affinity chromatography to the
study of the phosphoproteome, BioEssays, 10, 170-175.

Wang, L., Shen, S., He, X., Yun, J., Yao, K., Yao, S.- J., 2008. Adsorption and
elution behaviors of bovine serum albumin in metal-chelated affinity cryogel beds,
Biochem. Eng. J., 42, 237-242.

Willson, R.C., Murphy, J.C., Jewell, D., 2001. Immobilized-metal affinity separation
of nucleicacids, in Proceedings of 14th Symposium on Affinity Technology and
Biorecognition, Cancun, Mexico, p. 218.

Chiou, M.S., Li, H.Y., 2002. Equilibrium and Kinetic Modeling of Adsorption of
Reactive Dye on Cros Linked Chitosan Beads. Chemosphere, 50: 1095-1105.

58



OZGECMIS

Ad1 ve Soyadi : Omiir ACET
Dogum Tarihi ve Yeri: 19.06.1990 - MERSIN

E-posta adresi : omuracetbio@gmail.com

EGITIiM BILGILERI (Kurum ve Yil)
Lisans : Aksaray Universitesi, 2009-2013
Yiiksek Lisans : Aksaray Universitesi, 2013-

MESLEKI DENEYIM VE ODULLERI
1. Petrolyum Petrol Uriinleri Paz. Dag. San.Tic. Ltd. Sti/ Yaz Staji

TEZDEN URETILEN YAYINLAR, SUNUMLAR VE PATENTLER

1. Acet, O., Comert, C.S., Yiiksel, G., Arslan, O., Baran, T., Mentes, A., Odabast,
M., “Synthesis of PHEMA-Water Soluble Imine-Chitosan-Cu*" Composites and
Its Use for Lysozyme Adsorption “Pittcon 2015, 8-12 March 2015 New Orleans,
LA, USA.

2. Acet, O., Comert, C.S., Yiksel, G., Arslan, O., Baran, T., Mentes, A., Odabast,
M., ‘Suda Coziinebilir imin-Kitosan- Cu>" Komplekslerinin Protein Adsorpsiyon
Performanslar1’, 2. Biyomalzeme Giinii, 30 Nisan 2014, Hacettepe Universitesi,
Fen-Fakiiltesi, Kimya Boliimii, Ankara/Tiirkiye.

59



