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ONSOZ
Organizmada en yiikksek oranda bulunan makromolekiiller proteinlerdir. Mikrobiyal
hiicre yaklagik 10.000 farkli protein icerir. Bunlarin igerisinden saf olarak sadece bir
protein gerekli olabilir. Gerekli olan proteini elde edebilmek icin kromatografi gibi
cozinlrligi yiksek bir teknik gereklidir. Proteinlerin saflastiriimasi hem bazi
fonksiyonlar1 yapan molekiiliin belirlenmesi ve olayin mekanizmasinin aydmlatilmasi
hem de in vitro kosullarda endiistriyel veya analitik amagla kullanilma olanaginin
aragtirtlmasi acisindan biliyllk onem tasir. Ayrilacak molekiillerin biri sabit digeri
hareketli iki faz arasinda dagilmasiyla karakterize edilen bir grup aymrma yontemidir.
Sabit fazlar hareketli fazdan kromatografik kolon kullanilarak ayrilirlar. Enzim,
hormon, vb spesifik proteinlerin saflastirilmasinda kullanilir. Kolonun dolgu maddesine,
(dekstran, poliakrilamid, selilloz vb) spesifik protein ile kompleks yapabilen bir ligand
baglanir. Ligand ile kompleks yapan spesifik protein, kat1 destege baglanarak kolonda
tutulurken; serbest proteinler kolonu terk ederler. Bagli protein, daha sonra, pH
degisikligi/tuz ¢ozeltileri veya ligand ilavesiyle kolondan eliie edilir. Saflastirmanin
verimi protein tayini ile kag¢ kat saflastirma gerceklestirildigi ise birim proteinin kiitlesi
basina fonksiyonel aktivitenin dl¢iilmesi ile bulunur. Protein saflik testi ve kag¢ yabanci
protein icerdigi jel elektroforezi ile belirlenir. Safsizliklarin molekiil kiitleleri SDS-

PAGE ile tayin edilir ve safsizliklar jel gegirgenlik kromatografisi ile uzaklastirilir.
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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Cu?* - TAKILI SPOROPOLLENIN GOMULU SUPERMAKROGOZENEKLI
MONOLITIK PHEMA KRiYOJEL AFINITE MEMBRANLAR iLE SITOKROM C
ADSORPSIYONU

Mehmet GEDIKLI

T.C
Aksaray Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dal1

Danisman: Yrd. Dog. Dr. Mahmut ERZENGIN

Bu calismada Cu?* - takili sporopollenin gdmiilii siipermakrogdzenekli monolitik
PHEMA kriyojel afinite membranlar ile sitokrom ¢ adsorpsiyonu incelenmistir. Bu
amagla, ilk olarak 20 um capindaki sporopollenin partikiilleri, 150 ppm Cu?* ¢ozeltisi
(pH 5) ile muamele edilmistir. Daha sonra, 15 mg Cu®*- takili sporopollenin gomiilii
PHEMA bazli monolitik kriyojeller, monomer olarak 2-hidroksietil metakrilat (HEMA)
ve ¢apraz baglayict olarak N,N’-metilen-bis-akrilamid’in (MBAAm) radikal kriyo-
kopolimerizasyonu yontemiyle 5 mL’lik plastik siringalarda sentezlenmistir. Cu?*-takili
sporopollenin gomiilii kriyojel afinite sorbentler farkli kosullarda (pH, baslangi¢
sitokrom c¢ konsantrasyonu, sicaklik, akis hizi ve iyonik siddet) adsorpsiyon
calismalarinda kullanilmistir. Hazirlanan kriyojeller, sisme testleri ve taramali elektron
mikroskopu (SEM) ile karakterize edilmistir. Sulu ¢6zeltiden maksimum sitokrom ¢
adsorpsiyonu pH 7,0'de goézlenmistir. Yapilan derisim taramasinda yaklasik 3,0 mg/mL
konsantrasyonda dengeye ulasilmistir. Ayrica, sitokrom c adsorpsiyonunun artan akis
hiz1 ve sicaklik ile ters orantili oldugu gézlenmistir. Cu?*-takili olmayan sporopollenin
gomiilii kriyojel afinite sorbentlere non-spesifik sitokrom c adsorpsiyonu ihmal
edilebilir diizeydedir. Kriyojel afinite sorbentlere, adsorpsiyon kapasitesinde 6nemli bir
azalma olmaksizin 30 defa adsorpsiyon/desorpsiyon islemi uygulanmstir.

2012,80 Sayfa

Anahtar Sézciikler: Kriyojel, PHEMA, Sporopollenin, Sitokrom ¢, IMAK,
Adsorpsiyon
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ABSTRACT
Master of Science

CYTOCHROME C ADSORPTION BY SUPERMACROPOROUS MONOLITHIC
PHEMA AFFINITY CRYOGEL MEMBRANES EMBEDDED WITH Cu?* -
ATTACHED SPOROPOLLENIN PARTICLES

Mehmet GEDIKLI

T.R.
Aksaray University Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Mahmut ERZENGIN

In this study, adsorption of cytochrome ¢ onto supermacroporous monolithic PHEMA
affinity cryogels embedded with Cu®* - attached sporopollenin was investigated. For
this purpose, firstly, sporopollenin particles, with size of 20 um, were treated with 150
ppm Cu? solution at pH 5,0 to bond Cu®* ions to the structure. Then, PHEMA based
monolithic affinity cryogels containing 15 mg of embedded Cu?*- sporopollenin were
synthesized by free radical polymerization using, 2-hydroxyethyl methacrylate (HEMA)
as a monomer and N,N’-methylene-bis-acrylamide (MBAAm) as a cross-linker in a
plastic syringe of 5 mL. Monolithic affinity cryogel sorbents embedded with Cu®'-
sporopollenin were used in adsorption studies by changing the conditions (pH, initial
cytochrome ¢ concentration, temperature, flow rate and ionic strength). The prepared
cryogels were characterized by swelling tests and scanning electron microscopy (SEM).
The maximum amount of cytochrome ¢ adsorption from aqueous solution was observed
at pH 7,0. In concentration studies, the equilibrium was established about 3,0 mg/mL of
cytochrome ¢ concentration. In addition, it was observed that cytochrome ¢ adsorption
was inversely proportional to flow rate and temperature. It was also observed that non-
specific adsorption of cytochrome c¢ onto affinity cryogel membranes containing
sporopollenin  particles, without atteched Cu®*, was ignoreable degree.
Adsorption/desorption processes were applied 30 times with these affinity cryogel
sorbents without noticeable loss in their adsorption capacity.

2012,80 Pages
Keywords: Cryogel, PHEMA, Sporopollenin, Cytochrome ¢, IMAC, Adsorption.
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1. GIRIS

1.1. Proteinler

Protein ismi Yunanca proteo (anlam olarak ‘ilk> veya ‘bastaki’) kelimesinden
tiretilmistir (Telefoncu, 1998). Proteinler biitiin hiicrelerde ve hiicrelerinde tiim
boliimlerinde en ¢ok bulunan biyolojik makro molekiillerdir. Proteinler, amino asit
(a.a)’lerin belirli tiirde, belirli sayida ve belirli dizilis sirasinda birbirlerine kovalent
baglanmasiyla (peptid baglar1 ile) olusmus polipeptidlerdir. Kisaca, proteinler
monomeri a.a olan polimerleridirler.

Proteinler, genetik bilginin ifadelendigi molekiiler araglardir. Tiim proteinler,
bakterilerden en kompleks canlilara kadar, var olan ayn1 20 standart a.a’in karakteristik
dogrusal diziler halinde kovalent olarak baglanmasiyla olusur. Amino asitlerin yan
zincirlerinin belirleyici kimyasal 6zelliklerinden dolayr bu 20 standart a.a, protein
yapismin dilinin yazildig bir alfabe gibi diisiiniilebilir.

Proteinler, bitiin hiicrelerde ve hiicrelerin biitin kisimlarinda bulunurlar. Tek bir
hiicrede bile binlerce farkl ¢esitte ve biiyiikliigii ufak peptidlerden, milyonlarca molekiil
agirhgma sahip biiyiik polimerlere degisebilen proteinler bulunur. Bir bakteri
hiicresinde yaklasik 4000 tir protein bulunmaktadir. Bazi proteinlerin molekiil
agirliklar;; insulin 5.500, riboniikleaz 13.700, tripsin 23800, hemoglobin 68000,
fibrinojen 450000, tiroglobin 630000 ve viriisler birka¢ milyon oldugu tespit edilmistir
(Keha ve Kiifrevioglu, 1997).

Proteinler, biyolojik islevlerde asir1 ¢esitlilik gosterir ve inanilmaz derecede birgok islev
goriirler; yasamsal biitiin iglevler proteinlere baghdir. Enzimler ve polipeptid hormonlar,
metabolizmanin diizenlenmesinde 6nemlidirler. Kastaki kontraktil proteinler hareketi
saglarlar. Kemikte kollagen, kalsiyum fosfat kristallerinin depolanmasini saglar. Kanda
albiimin ve hemoglobin tasima gdrevi alirken; immiinoglobiilinler bakteri ve viriislerin
yikilmasinda goérev alirlar. Canlilarin yapilarinda bulunan proteinlerin baglica biyolojik
fonksiyonlar1; enzimatik katalizleme, tasima ve depolama, mekanik hareket, mekanik
destek, sinir uyarilarmin iiretimi ve iletimi, biiylime ve farklilasmanin kontroli,
hormonlar ve bagisiklik seklinde siralanabilir (Keha ve Kiifrevioglu, 1997).

Proteinlerin % 50’si karbon, % 7’si hidrojen, % 23’1 oksijen, % 16’s1 azot ve % 0-3’i
kiikiirtten ibarettir. Bunlarin yani sira fosfor, demir, iyot, bakir, ¢inko ve mangan gibi
bazi elementler de birtakim spesifik proteinlerde bulunur. Proteinler, konformasyon
(fibroz ve globiiler) ve bilesimlerine (basit ve bilesik) gore iki tiirlii siniflandirilir (Keha
ve Kiifrevioglu, 1997).



Proteinlerin yapilarinda kovalent ve kovalent olmayan baglar vardir. Proteinlerin
yapilarindaki kovalent baglar, peptid baglar1 ve disiilfid baglaridir; kovalent olmayan
baglar ise hidrojen baglari, iyon baglari, dipol-dipol baglari, hidrofobik baglar (apolar
baglar) ve van der Waals etkilesimleridir. (Sekil 1.1)

Hidrofobik ve
van der Waals
etkilesimleri

i

,|?| Polipeptid
‘i’: 5:' omurga
o\

:
§
&

Disiilfid bag:

(o)

——
CH, 'T!.‘ﬂa‘_'@f —CH,

Iyonik bag

Sekil 1.1. Bir polipeptidi stabilize eden baglar (http://alevelnotes.com/protein-
structure).

Peptid bag , bir a-amino asidin —NH; grubu ile bir bagka a-amino asidin —COOH
grubu arasindan bir mol H;O agiga c¢ikmasiyla olusan kovalent baga denir. Peptid
bag1 bir ¢esit amid bagidir. Yan gruplar1 R; ve Rz olan iki a.a arasindaki peptid bagi
olusumu reaksiyonu asagidaki gibidir (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2. Bir peptid baginin olusumu.


http://alevelnotes.com/protein-

Bir C-N tek baginm uzunlugu 1,49 A° (149 pm) ve bir C=N ¢ift baginin uzunlugu 1,27
A° (127 pm) oldugu halde peptid bagmin uzunlugu 1,32 A° (132 pm) kadardir. Peptid
bagmin uzunlugunun C=N c¢ift baginin uzunlugundan biiyiikk C-N tek bagmmin
uzunlugundan kiigiik olmasi bu bagin karbonil grubundaki rezonans kararhiligindan
dolay1 kismi ¢ift bag 6zelligi tasimasindandir. Bundan dolay1, peptid bagindaki karbonil
karbon atomuyla azot atomu arasindaki bagmn serbestligi yoktur. iki amino asitten
dipeptid, ic amino asitten tripeptid, 10’a kadar olan amino asitten oligopeptid, daha ¢ok
amino asitten ise polipeptid meydana gelir. Proteinler, yiizlerce amino asitten olusan
polipeptidlerdir. Bir peptid zincirini olusturan amino asidlerin her birisine rezidi
(kalintr) denir. Bir protein zinciri lizerinde a.a’ler arasinda peptid ve disiilfit baglarindan
baska kovalent baglanma yoktur. Peptidin bir ucunda serbest a-amino grubuna sahip
amino asit kalintis1 bulunur ki bu uca amino-terminal u¢ veya N-terminal u¢ denir.
Peptidin diger ucunda ise serbest a-karboksil grubuna sahip amino asit kalintis1 bulunur

Ki bu uca da karboksil-terminal u¢ veya C-terminal ug denir.

Disiilfid baglar, iki sistein kalmtisi arasinda, siilthidril (tiyol, —SH) gruplarmm H
kaybetmeleri sonucu olusan S—S baglaridir (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3. Bir disiilfid bagmin olusumu.

Disiilfid baglarmin bir protein molekiiliiniin seklinin olusmasinda ve korunmasinda
onemli etkisi vardwr. Disiilfid baglari, bir polipeptid zinciri icerisinde kurulabilir veya
cesitli polipeptid zincirlerinin birbirine baglanmasini saglayabilir.

Hidrojen baglan, polipeptid zinciri olusturan peptid baglarindaki rezonans veya
mezomeri durumundan dolayi, oksijenlerin bilinen keto gruplarindan daha negatif,
azotlarin ise pozitif 6zellik tagimasmin sonucu olarak, bir polipeptid zincirdeki bir
peptid diizleminde bulunan oksijen atomu ile bir bagka peptid bagi veya diizlemindeki

azot atomu arasinda, aradaki uzaklik yaklasik 2,7 A° oldugunda, hidrojen kopriisii



seklinde (C=0---H--N) olusan baglardir (Sekil 1.4) (http://www.mustafaaltinisik.org.
uk/89-1-07.pdf).
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Sekil 1.4. o-sarmal yapidaki H baglar.

Iyonik baglar, polipeptid zincirlerindeki asidik ve bazik amino asit kalintilarinmn
fonksiyonel gruplarinin fizyolojik pH’da tamamen veya kismen iyonlasmis halde
bulunmalarmin sonucu olarak, elektronegatif ve elektropozitif gruplar arasinda gelisen
elektrostatik ¢ekim kuvveti ile (COO™----H3N") olusan baglardir (http://www
mustafaaltinisik org. uk/89-1-07.pdf).

Hidrofobik etkilesimler (Apolar baglar): Polipeptid zincirindeki amino asit
kalmtilarmin metil grubu, alifatik grup, siklik grup gibi apolar kisimlarinin birbirlerine
yeter derecede yakin olmalar1 halinde gecici bir polarite gostermelerinin sonucu ortaya
cikan ve van der Waals-London ¢ekme kuvveti diye bilinen zayif ¢ekme kuvveti ile
(CHj3---+-CHj3) olusan baglardir. Hidrofobik etkilesimler gergek bag degildirler; elektron
paylasimi yoktur. Hidrofobik etkilesimler, proteinlerin i¢ kisimlarinin kararli olarak
devamliliginin  saglanmasinda rol oynar (http://www.mustafaaltinisik.org.uk/89-1-
07.pdf).

Proteinlerin yapisal organizasyonu dort sekilde tanimlanmistir. Bunlar; primer (birincil),
sekonder (ikincil), tersiyer (ligiinciil) ve kuaterner (dordiinciil) yapilaridir (Sekil 1.5).
Kovalent baglarla (baslica peptid baglar1 ve disiifit baglar1) polipeptid zinciri birincil
(primer) yapidir. ikincil (sekonder) yapida ise amino asit rezidiileri kismen kararh
diizenlemelerle tekrarlayan yapisal modeller olusturur. Uciinciil (tersiyer) yapi
polipeptidin tiim {i¢ boyutlu katlanmalarinin bir goriintiistidiir. Bir protein iki veya daha
cok sayida polipeptid altbirimi icerdiginde uzaysal diizeni dérdiinciil (kuaterner) yapi

olarak tanimlanir.


http://www.mustafaaltinisik.org.uk/89-1-07.pdf
http://www.mustafaaltinisik.org.uk/89-1-07.pdf

Primer yapiy1 sadece a.a’lerin peptid bag1 olusturmasi sonucu olusan yapidir. Buna ek
olarak eger polipeptid zinciri sistein a.a rezidiileri ihtiva ediyor ise distilfid baglar1 da
olusur. Primer yap1 bir li¢ boyutlu yap1 degildir, dolayisi ile bu yapiya sahip olan bir
proteinin biyololjik bir aktivite géstermesi s6z konusu degildir. Proteinler, vazifelerini
yani biyolojik aktivitelerini yerine getirebilmeleri i¢in kendilerine 6zgiin iic boyutlu
yaptya sahip olmalar1 gerekir. Bir proteinin fonksiyonel karakterini onun ii¢ boyutlu
yapisi belirlemektedir. Sekonder yapi ii¢ boyutlu yapinin ilkidir. Bu yap1 lineer diziliste
birbirine yakin a.a rezidiileri arasindaki sterik etkilesmeler sonucu meydana gelir. Bu
etkilesimlerin bazilar1 periyodik ve diizenli bir 6zelliktedir. a-sarmal, B-kirmali tabaka
ve kollagen sarmal proteinlerde siklikla karsilagilan sekonder yapilara ornektir. Sterik
etkilesimlerin cogunlugunu H baglar1 olusturur.

Bir proteinin tersiyer yapisinin olugmasina ve bu yapmin siirdiiriilmesine, primer ve
sekonder yapmin olusmasma katilan baglara ek olarak van der Waals ¢ekimleri ve
iyonik baglar da katilir. Boylece, ii¢ boyutlu ve tam konformasyonlu globiiler protein
molekiilii meydana gelir. Tersiyer yapida belli bir diizenlilik ve periyodik sekil géze
carpmaz.

Bir proteinin kuaterner yapisi, primer, sekonder ve tersiyer yapiya sahip polipeptid
zincirlerinin daha biiyiik yapili agregatlar halinde biraraya gelmesiyle olusan yapidir.
Proteinlerin kuarterner yapisini olusturan polipeptid zincirlerinin her birine alt birim
veya monomer denir; bu monomerler, hidrojen baglari, Van der Waals ¢cekmeleri ve
iyon baglari etkisiyle polimerize olmuslardir. Bir proteinin kuarterner yapisini olusturan
monomerlerin reverzibl diizlesmeleri veya ayrilmalari, konformasyon degisikligine yol
acar. Proteinlerin spesifik biyolojik fonksiyonlar1 bunlarin konformasyonlarma baglh
oldugundan, konformasyonda meydana gelen degisiklik, proteinin biyolojik

aktivitesinin kaybolmasina neden olabilir.



Primer Yap1

Sekonder Yap1
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1
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Sekil 1.5. Proteinlerin yapisal organizasyonu (http: //school workhelper .net / 2010

/11/ protein-structures-primary-secondary-tertiary-quaternaryy/).

1.2. Oksidatif Fosforilasyon ve Sitokrom c

Metabolizma, katabolizma ve anabolizma olarak ikiye ayrilir. Katabolizma, hiicreninin
cevresinden aldig1 veyahut kendi depolarindan kullandig1 biiyiik besin molekiillerini
(karbonhidratlar, lipidler ve proteinler) ¢ogunlugu oksidatif mahiyetteki enzimatik
reaksiyonlarla, laktik asit, asetik asit, CO,, amonyak veya iire gibi bir seri daha kiigiik
molekiillere parcalanmasi olayidir. Bu esnada da biiylik organik bilesiklerin yapisinda

bulunan serbest enerjinin agiga ¢ikmasiyla yiiksek enerjili fosfat baglar1 (ATP) olusur.
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Hans Krebs, besin maddelerinin oksidasyonundan enerji {retiminin, Yyani
katabolizmanin {i¢ sathada gergeklestigini ileri siirmiistiir. Birinci sathada besin
maddelerindeki biiyiik molekiiller daha kiigiik birimlere pargalanir. Proteinler yirmi
cesit amino asitlere, polisakkaritler glukoz gibi basit sekerlere ve yaglar da gliserol ve
yag asitlerine hidrolizlenirler. Bu sathada is gorecek enerji iiretilmez. ikinci safhada ise,
bu ¢ok sayidaki kiigiik molekiiller, metabolizmada merkezi rolleri olan birka¢ basit
birimlere doniistiiriiliirler. Gergekten sekerler, yag asitleri, gliserol ve bazi amino asitler
asetil CoA’nin asetil grubuna cevrilirler. Bu basamakta birkag ATP sentezlenir, fakat
asetil CoA’nin tiimiiniin oksidasyonundan elde edilecek ATP miktarinin yaninda ¢ok az
kalir. Ugiincii safhada, sitrik asit devri ve oksidatif fosforilasyondan ibarettir ve yakit
molekiillerinin yikimindaki son ortak yolu teskil ederler. Bu devire asetil CoA seklinde
getirilen asetil birimleri, tamamen CO;’ye yiikseltgenir ve bu arada beher asetil basina
dort cift elektron, NAD" ve FAD’ye transfer edilir. Daha sonra da bu elektronlarin
NADH ve FADH,’dan O;’ye kadar akis1 sonucu oksidatif fosforilasyon adi verilen
prosesle ATP sentezlenir. Besin maddelerinin yakilmasiyla meydana gelen ATP’nin

biiyiik bir boliimii bu tiglincii sathada olusur (Sekil 1.6) (Keha ve Kiifrevioglu, 1997)

YAGLAR POLISAKKARITLER PROTEINLER
l l l Safha |
Yag asitleri Glukoz ve diger Amino asitler
Ve gliserol sekerler 4
- Safha Il
Aseti CoA
v
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Oksidatif Safha 11
0O, « e
fosforilasyon
v

2C0O,
Sekil 1.6. Besin maddelerinin katabolizma sathalar1 (Keha ve Kiifrevioglu, 1997).



Glikoliz, yag asitleri oksidasyonu ve sitrik asit devrinde olusan NADH ve FADHj,
enerjice zengin molekiillerdir. Ciinkii her biri yliksek bir transfer potansiyeline sahip bir
elektron gifti ihtiva eder. Bu elektronlar O,’ye aktarildigi zaman biiyiik miktarda enerji
salmir. Bu enerji de ATP sentezinde kullanilabilir. Iste NADH ve FADH,den
elektronlarin bir seri elektron tasiyicilar1 vasitasiyla Oz’ye transferi beraberliginde
ATP’nin sentezlendigi olaya oksidatif fosforilasyon adi verilir. Aerobik organizmlarda
ATP’nin en 6nemli kaynagi budur. Mesela glukozun CO;, ve H,O’ya oksidasyonunda
elde edilen 36 ATP’den 32’si oksidatif fosforilasyonla saglanir (Keha ve Kiifrevioglu,
1997).

Elektronlar NADH’tan O;’ye flavinlerden, Fe-S protein komplekslerinden, kinonlardan
ve hem gruplarindan ibaret elektron tasiyicilart tarafindan aktarilir. (Sekil 1.7)
Kinonlarin diginda bu elektron tasiyicilarinin tamami proteinlerin prostetik gruplaridir.
Ik reaksiyon NADH’in NADH dehidrogenaz multienzim kompleksi tarafindan
yiikseltgenmesidir. Bu kompleks en az 16 polipeptit zincirinden ibarettir. NADH dan iki
elektron enzimin prostetik grubu olan flavin mononiikleotid (FMN)’e aktarilarak
FMNH;’ye indirgenir. Flavin niikleotidler (FMN ve FAD), flavoproteinler veya
flavoenzimler olarak bilinen redoks enzimlerinin prostetik gruplaridir (Keha ve
Kiifrevioglu, 1997).

NADH —> NAD® + H" + 2¢
NADH + H* + FMN — FMNH, + NAD"

Daha sonra elektronlar FMNH;’den NADH dehidrogenaz kompleksinin bir baska
prostetik grubunu teskil eden bir seri demir-kiikiirt (FeS olarak gdsterilir)

komplekslerine aktarilir. Burada demir atomlar1 “hem” grubuna ait degildir (Keha ve

Kiifrevioglu, 1997).

Ubikinon- Sitokrom
NADH —» NADH —»CoQ—»| sitokrom ¢ —»Sit.c—»| oksidaz | » O
dehidrogenaz T oksidorediiktaz

Flavoproteinlerde
FADH,

Sekil 1.7. Solunum zincirinde yer alan elektron tasiyicilart (Keha ve Kiifrevioglu,
1997).



Son yillarda yapilan aragtirmalar demir-kiikiirt proteinlerinin biyolojik sistemlerdeki
birgok redoks reaksiyonlarmda ¢ok &nemli roller oynadigini ortaya koymustur. Ug tip
FeS merkezi bilinmektedir. Bunlarin en basitinde, tek bir Fe atomu, protein yapisindaki
sisteinlerin —SH gruplarina tetrahedral koordinasyon baglari ile baglanmis halidir. Fe,S;
ile gosterilen ikinci tipte; iki Fe atomu, iki inorganik kiikiirt ve dort sistein —SH grubu
vardrr. Ugiincii tip merkez Fe;S; seklinde gosterilir ve dort Fe atomu dort inorganik
kiikiirt ve dort de sistein —SH grubu ihtiva eder. Bu komplekslerde demir atomu, Fe*? ve
Fe*® yiikseltgenme basamaklarmdadir. NADH dehidrogenaz sisteminde hem Fe;S;hem
de FesS, tipindeki merkezler vardir (Keha ve Kiifrevioglu, 1997).

NADH dehidrogenaz enzimindeki demir-kiikiirt merkezlerinden elektronlar, koenzim
Q’ya transfer edilir. Koenzim Q (CoQ) uzun bir izopren zinciri takili bir kinon tiirevi
olup, ubikinon adi da verilir. Izopren birimlerinin sayis1 tiirden tiire degisir.
Memelilerde en bol bulunan 10 izopren birimine sahiptir ve CoQio olarak gosterilir
(Keha ve Kiifrevioglu, 1997).

NADH ( FMN FeS(+2) CoQ

NAD FMNHZ FeS(+3)) CCOQHZ
Stiksinat dehidrogenaz enzimi tarafindan sitrik asit devrinde, siiksinatin fumarata
yiikseltgenmesiyle, FADH; nin olustugunu biliyoruz.Bu enzim siiksinat-CoQ rediiktaz
enzim kompleksinin bir bileseni olup, diger bileseni de bir FeS proteinidir. Bu
kompleks de NADH dehidrogenaz gibi i¢ mitokondri membranmin integral proteinidir.
FADH,’deki yiiksek potansiyele sahip elektronlar kompleksteki FeS merkezlerine ve
oradan da solunum zincirindeki CoQ’ya aktarilir. Ayni1 sekilde glikoliz olayinda
meydana gelen NADH elektronlarin1 devralan gliserol fosfat dehidrogenaz ve yag
asitlerinin oksidasyonunda gorev alan yag acil CoQ dehidrogenaz enzimleri de, FADH;
prostetik gruplarindaki elektronlarmi farkli yollarla CoQ’ya aktararak CoQH2’yi
olustururlar (Keha ve Kiifrevioglu, 1997).
CoQHj; ile O, arasindaki elektron tastyicilarinin bir tane FeS proteinin diginda, hepsi
sitokromlardir. Sitokromlarin solunum olayindaki énemi rolii 1925 yilinda David Keilin
tarafindan kesfedilmistir. Sitokromlar prostetik grup olarak “hem” grubu ihtiva eden
elektron tastyici proteinlerdir. Sitokromlardaki Fe atomlar1 indirgenmis Fe*? hali ile,

yitkseltgenmis Fe*® hali arasinda mekik dokur. Hem grubu bir FeS merkezi gibi tek
elektron tasiyabilir. Fakat NADH, flavinler ve CoQ iki elektron transfer edebilir.



Nitekim bir CoQH, molekiilii yiiksek potansiyelli iki elektronunu solunum zincirinin
daha sonraki {iyesi olan iki adet sitokrom b’ye aktarir (Keha ve Kiifrevioglu, 1997).

CoQHp; ile H; arasinda bes sitokrom vardir. Sitokrom b ve c1, bir tane FeS proteini ile
beraber ubikinon-sitokrom ¢ oksidorediiktaz multienzim kompleksinin bilesenleridir.
Sitokrom c, elektronlar1 bu kompleksten, bilesen olarak sitokrom a ve as ihtiva eden,
sitokrom oksidaz kompleksine transfer ederler. Bu sitokromlarin redoks potansiyelleri

sirasiyla ytikselir:
QH, —» Sit.b —» FeS —» Sit.c; —» Sit.c —» Sit.a —» Sit.a3 —» O,

Bu sitokromlarin birbirinden farkli yapi1 6zellikleri vardir. Sitokrom b, ¢; ve ¢ de
prostetik grup “hem” adi verilen bir demir-protoporfirin IX’dur. Bu, hemoglobin ve
miyoglobindeki hem grubu ile aynidir. Ubikinon-sitokrom ¢ oksidorediiktaz kompleksi
elektronlar1 CoQHz’den, suda ¢oziinebilen bir periferik membran proteini olan sitokrom

c’ye transfer eder.

CoQH; Sit.b (+3) FeS (+ZQ Sit.c; (+3)> Sit.c (+2)
CoQ ) ( Sit.b (+2)'> (Fes (+3 C Sit.cy (+2) Sit.c (+3)
\_ — )

Ubikinon-sitokrom ¢ oksidorediiktaz

Daha sonra indirgenmis sitokrom c, sitokrom oksidaz kompleksine aktarir. Sitokrom
c¢’nin rolii CoQ’ya benzemektedir ve solunum zincirindeki kompleksler arasinda

hareketli bir elektron tastyicis1 gorevini goriir (Keha ve Kiifrevioglu, 1997).

Sit.c (+2) > <ASit.a (+3) Sit.az(+2) ) Cu (+2)v> H,0
Sit.c (+2) Sit.a (+2)> <' Sit.a3(+3) <4 Cu (+1) 0O,
Elektronlar once kompleksin sitokrom a bilesenine, oradan da bakir ihtiva eden
sitokrom az’e aktarilir. Bu bakir atomu sit.az’den O;’ye elektronu transfer ederken +2 ve
+1 yiikseltgenme basamaklar1 arasinda mekik dokur. Bir O, molekiiliinden iki H,O

molekiiliiniin olusumu dort elektron gerektiren bir olaydir, fakat hem gruplar1 birer

elektron aktarabilmektedir (Keha ve Kiifrevioglu, 1997).
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O; + 4H" + 40 —> 2H,0

Dort elektronun bir O, molekiiliinii indirgemek iizere bir araya nasil geldigi heniiz tam
aydinlanmis olmamakla birlikte, ¢ok diisiik sicakliklarda spektroskopik arastirmalara
gore sitokrom oksidaz tamamen indirgenmis durumda iki degerlikli (Fe*?) olarak
bulunur, bakir da bir degerliklidir. Oksijen baglandiginda bakirdan ve sitokrom
oksidazdan birer elektron aktarilarak peroksit iyonu(O?) olusur. iki elektron ve iki
H"”nm ek transferiyle 20H  olusur. Bunlar da tekrar 2H" ile birleserek 2H,0
molekiiliinii olusturur (Keha ve Kiifrevioglu, 1997).

1.3. Stikrom c ve yapisi

Aerobik organizmalar i¢in ¢ok 6nemli bir madde olan sitokrom c, fotosentez veya
solunumun elektron transfer zincirinde bir elektron transferi ile gorevlidir. Sitokrom c,
oksijenli solunum yapan hiicrelerin metabolizmasinda énemli rol oynayan bir enzimdir.
Insandan kiif mantarma kadar, birbirinden son derece farkli organizmalarda bulunur

(Sekil 1.8).

Sekil 1.8. At kalbi sitokrom c’nin yapis1 (http: //school workhelper .net / 2010/ 11/
protein-structures-primary-secondary- Tertiary-quaternary/).

Sitokrom c (mol kiitlesi 12400 Da) 104 aminoasit uzantisindan olusan tekli polipeptip
zincirine sahiptir ve hem grubuna kovalent olarak baglanir. Sitokromlar kendilerine has
goriinlir bolge spektrumlarma sahip kirmizi  kahverengi hem proteinleridir.
Hemoglobinin hem halkasina benzer sekilde porfirin halkasma bagli demir atomu igerir.
Cap1 yaklasik 34 A° olan piiriizlii ve kiiresel bir molekiil olup yapisindaki hem grubu
hidrofobik yan zincirler tarafindan sikica sarilmistir. Sitokrom c¢’nin hem grubu
hemoglobin ve myoglobinin hem grubundan 2 vinil grubu yerine tiyometil gruplarmin

girmesiyle farklilik kazanir. Sitokrom c¢ ’de hem, proteine tiyoeter baglariyla
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baglanmistir. Bu baglar, protein yapisinda bulunan iki sisteinin —SH gruplarinin hem’in

vinil gruplarina katilmasiyla olusur (Sekil 1.9.).

R-CH=CH; + HS-CH,-R' —* R-CH-S-CH; - R}

Hem’in vinil Protein CH:
grubu sisteini Tivoeter bag:
CH, )
| /CH2<‘ Cys P
H,C  CH—§"
/ R
I.".i_‘:" e 0
N T
H -_;{: Au N | _,.z"- H a3 % E
j\ ___N IIII i
H, C K‘ _l N
~CH Cys |
c H,
= C \
D{PC H,C H,
| X
HE{I“
Sooc

Sekil 1.9. Sitokrom c’de hem grubu. Protein yapisinda bulunan iki sisteinin —SH
grublarinin hem’in vinil gruplarma katilmasiyla ile olusan tiyoeter baglar1
hem’i proteine baglar (Keha ve Kiifrevioglu, 1997).

Sitokromlar Fe™ii Fe*?ye geri doniisiimlii olarak degistirebilen mitokondrideki tek
elektron tasiyict proteinlerdir. Sitokromlar igerdikleri metal iyonu {izerinden
yiikseltgenme indirgenme reaksiyonlarina ugrarlar. Sitokrom c elektron transferini
sitokrom rediiktaz kompleksinden sitokrom oksidaz’a elektron tasiyarak gergeklestirir.
Sitokrom c bu elektron transferini tizerindeki demir iyonu sayesinde yiiriitiir. Sitokrom ¢
yiizeyi pozitif yiklii gruplara sahiptir. Sitokrom rediiktaz ve sitokrom oksidazin ise
negatif yliklii gruplar1 vardir. Boylece elektrostatik etkilesimler sayesinde sitokrom c

elektron transferini ger¢eklestirir (Sekil 1.7).

1.4. Sporopolleninin Yapisi ve Kimyasi

Yosun, egrelti otu sporlari ve birgok polen tanecikleri bir biyopolimer olan
sporopollenini de igeren bir tabakaya sahiptir (Unlii, 2004). Bu tabakaya sporoderm,
exine denir. Sporopollenin enzimatik par¢alanmalara ve kuvvetli asidik veya bazik

ortamlardaki hidrolitik bozunmalara karsi olduk¢a dayaniklidir (Martin ve Juniper,
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1970). Sporopollenini tek tip bir makromolekiil olarak tanimlamak miimkiin degildir.
Pteridophyta ve spermatophyta’dan tiiretilen sporopollenin {izerine yapilan Infrared
spektroskopi ve **C NMR spektroskopisi ¢alismalari, sporopolleninin yapisinda alifatik,
aromatik, hidroksil, karbonil/karboksil ve eter fonksiyonel gruplarmnin degisik oranlarda
var oldugunu gostermistir (Wilmesmeier vd., 1993). Sporopollenin biiyiik 6l¢iide agil
lipit ve fenilpropanoid prekiirsorlerden (yapilardan) olusur (Piffanelli vd., 1998; Ahlers
vd., 2000). Sporopolleninin polimerik yapisi igerdigi ¢apraz baglar da dahil olmak iizere

belirsizligini hala korumaktadir.

Sporopolleninin sentez mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte bilesimlerindeki
benzerlik dolayisiyla suberine benzer bir biyosentetik orijine sahip oldugu
diistiniilmektedir (Kroken vd., 1996). Fakat Suberinin aksine sporopollenindeki exine
yap1 genellikle seliiloz/pektin yapida olan intine yapmin {izerinde yer alir. Exine yapi
kismen veya tamamen aminoetanol ile ¢oziinilirlestirilebilmektedir (Southworth, 1974).
Spor ve polenleri saran ¢ok tabakali sporopollenin, yapisal olarak ¢ok cesitlilik gosterir.
Ayrica gbzenekli yapisi simetriktir (Bohne, G. vd., 2003).

Polen ve sporlardan clde edilen sporopolleninler yiiksek pH degerlerine dayanikli
olmalar1, nispeten esboyutlu yapilar1 ve mekanik dayanikliliklar1 dolayisiyla bir
adsorban olarak avantajlara sahiptir. Sporopollenin yliksek hidrofilik grup igerigiyle
primer guruplarin takilmasma ve katifaz biyopolimerlerin sentezine imkan tanir
(Mackenzie ve Shaw 1980; Adamson vd. 1983). Ayrica sporopollenin yapisina
kromatografik uygulamalara uygun ligand immobilizasyonu da miimkiin olmaktadir

(Ersoz vd., 1995; Vural vd., 1995; Cengeloglu vd., 1998).

Yapilan bir ¢alismada saccinin dis yiizeyinde yer alan sexine yapmin olduk¢a gecirgen,
biiyilk molekiillerin gecisine miisaade eden bir mikrofiltre oldugu belirtilmistir.
Kromotografik uygulamalar ve immobilizasyon i¢in sacci yapisinda bulunan i¢
spropollenin yiizeyinin genis ve kolay erisilebilir oldugu tespit edilmistir. Ayrica
saccinin mekanik olarak saglam oldugu goézlemlenmistir. Nexine, yapisinin ise
ultrafiltre membran 6zellikte oldugu belirtilmistir (Bohne, G., 2003).

Spor biyiikligiiniin tanecikten tanecige degismedigi bilinmektedir. Lycopodium
Clavatum sporlar1 20 mikronluk es boyutlu tanecikli yapiya sahiptir (Pehlivan, 1991).
Lycopodium Clavatum yapisinda bulunan sporopolleninin CgoH144027 seklinde bir
stokiyometriye sahiptir. Sporopolleninin karotenoidlerden tiiretilen yapisi asagida Sekil

1.10°da verilmistir (Pehlivan, 1991).
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Sekil 1.10. Sporopolleninin karotenoidlerden tiiretilen yapis1 (Pehlivan,1991).

Sporopollenin hem hidrofobik hem de hidrofilik fonksiyonlar gosterir. Suda kolaylikla
1islanabilir olmasma ragmen sisme 6zelligi azdir. Alkoller ve aminler gibi amfifilik
sivilarda ¢ok iyi siser. Amfifilik molekiiller arasinda alkolleri, fenolik bilesikleri, asit ve
alkali aromatik molekiilleri, proteinleri sayabiliriz. Bu molekiiller sporopollenin iizerine
sulu ¢ozeltilerden tersinir bir baglanma ile immobilize edilebilir (Woehlecke vd., 2002).
Exine yapida genelde iki hava kesecigi ve bir merkez mikro kapsiil yap1 bulunur (Sekil
1.11). Yapilan bir caligmada floresan bir madde ile muamele edilen ¢am polenlerinden
elde edilmis exine yapidaki hava kesecikleri herhangi bir lag faz bile tespit edilemeden
floresan maddeyi yapisina almistr. Bu da oldukca gegirgen yapisindan
kaynaklanmaktadir (Sekil 1.12). Merkezi mikro kapsiil yap1 i¢in gegirgenlik katsayisi
genis bir aralikta yer alir. Gegirgenlik katsayis1 ¢ogunlukla Stokes yar1 capmna baglidir
(Ehwald vd., 2002).
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Sekil 1.11. Cam polenlerinden elde edilmis exine yapmin SEM fotografi
(Ehwald vd., 2002).

Sekil 1.12. Cam poleninden saflastirilmis exine yapinin Floresan ¢ozelti
icerisindeki goriinimii (Ehwald vd., 2002).

Sekil 1.13°de cam exininde bulunan sporopollenin yapisi sematik olarak gosterilmistir

(Bohne vd., 2003).

] seksin
ectexmc{ —" — S, okt -
tabaka kolumella }-sekan
Merkezi
kapsiil
endelczin A

Sekil 1.13. Cam exininde bulunan sporopollenin sematik yapist (Unlii, 2004).
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Sekil 1.14°’de ¢am polenlerinden elde edilen exine yapiya ait Taramali Elektron
Mikroskopu (SEM) goriintiileri goriilmektedir (Bohne vd., 2003). Sekil 1.14 (A)’da
merkez kapsiile ait bir par¢adan ¢ekilmis, merkez kapsiil tabakasina ait tek tarafi sacci’li
gorlintiisii goriilmektedir. Sekil 1.14 (B) saccus’a ait bal petegi seklinde ki destek
yapisinida gosteren yakin plan yilizey goriintiisiidiir. Sekil 1.14 (C) saccus’ u ¢evreleyen
sexine yapinin yiizey gorintiisiidiir. Sekil 1.14 (D)’de merkez kapsiiliin yogun yapisi
olan nexine yapt ve dis yiizeydeki gozenekli sexine yapmin birlikte goriintiisii

gorilmektedir.

16



Sekil 1.14. Cam polenlerinden elde edilen exine yapiya ait Taramal Elektron
Mikroskopu (SEM) goriintiileri (Unlii, 2004).
1.5. Kromatografi ve Kromatografik Teknikler
Kromatografi kelimesi Yunanca “chroma” renk ve “Graphein” yazmak kelimelerinden
kaynaklanmistir. i1k defa yirminci yiizyihn baslarinda goriiniir renkli bitki pigmentlerin
ayrilmasinda kullanilmis bir tekniktir. genel anlamda bir karisimi olusturan bilesiklerin
veya maddelerin iki ayr1 faz arasinda ve bu fazlardaki hareket hizlarmm farkliliklarina

dayanarak hem nitelik hem de nicelik olarak ayristirilmast islemidir. Modern
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kromatografide karigimin ayristirilmasinda iki farkli faz kullanilir, bunlar sabit faz ve
hareketli fazlardir. Sabit faz siv1 da olabilir kat1 faz da olabilir. Hareketli veya tastyict
denilen faz ise hem sivi hem de gaz fazinda olabilir. Hareketli fazin gaz olmasi
durumunda sistem Gaz Kromatografisi (GC) diye tanimlanmaktadir. Tastyic1 ya da
hareketli kismin sivi olmasi durumunda ise Sivi Kromatografisinden (LC) s6z etmek
mimkiindiir. Hedef molekiillerin, ¢oklu bir karigimdan ayristirilmas: ve/veya
saflagtirilmasinda etkili bir sekilde kullanilabilmektedir. Maddelerin dagilma oranlar1
degisiktir. Yeni gelistirilen yOntemlerle, molekiillerin izomerleri gibi ¢ok kiiglik
farkliliklara dayanan aywrmalar gerceklestirilebilmektedir (Porath vd., 1975; Otto vd.,
1993). Bu ayrimlarda oOlclimler, mikrogram seviyesindedir ve ¢ok hassastir.
Kromatografik aymrma teknikleri 6zellikle klinik kimya, biyokimya ve farmasotik
kimya, molekiiler biyoloji ve biyoteknoloji alanlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Kromatografik tekniklerle iiriin ayrimi ve iriin elde edilmesi, kompleks biyolojik
orneklerden basarili sekilde, endiistriyel boyutlarda gergeklestirilebilmektedir (Yilmaz,
2009; Ohkubo vd., 1980).

Kromatografik ayirim farkli maddelerin, destek materyali tarafindan alikonma
derecesine bagl olarak, farkli derecelerde dagilmasi prensibine dayanir. Molekiillerin
cesitli karigimlardan yiiksek saflikta ve tek basamakta ayristirilabilmesi i¢in klasik
ayirma tekniklerine alternatif yeni yOntemler arayis1 halen devam etmektedir.
Kromatografinin ilk kez kullanimindan (1906) itibaren ayirim 6zelliklerine bagli olarak
farkli yontemler gelistirilmistir. Jel filtrasyonu ya da molekiiler dislama (size exclusion)
kromatografisi, proteinlerin sekil ve biyiikliik 6zelliklerine gore ayirim prensibine
dayanmaktadir. Bu sistemde farkli gozenek boyutuna sahip destek materyalleri
kullanilmaktadir. Gozeneklerin bliyiikliigli protein ayrimmin esasini olusturmaktadir.
Iyon degisim kromatografisi (IEC), yiiklii molekiillerin yiiklii destek materyalleriyle
etkilesimine dayanmaktadir. Hidrofobik etkilesim kromatografisi ise (HIC) hedef
molekiil ile destek materyalin sahip oldugu hidrofobik gruplarin etkilesimini
icermektedir. Genis bir kullanim alanmna sahip bir diger kromatografik teknik ise,
protein ve afinite destek materyalinin yiizey Ozelliklerine dayanan ayirim seklidir.
Afinite kromatografisi olarak isimlendirilen bu yontemde, birbirine yiiksek afinite
sergileyen matriks ve hedef molekiil, anahtar-kilit modeline uygun olarak
etkilesmektedir (Ghosh, 2004; Lonnerdal, 1982).
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1.6. Biyoafinite Kromatografisi
Biyoafinite kromatografisi biyolojik olarak aktif maddelerin komplementer bilesenlerini
cok segici ve tersinir olarak baglama yeteneklerine dayali bir ¢esit adsorpsiyon

kromatografisidir.

Proteinler biyilikliik ve sekil, toplam yiik, yiizeyde bulunan hidrofobik gruplar,
kullanilan duragan faz ile baglanma kapasitesi gibi farkli Ozelliklere sahip
olduklarindan, bu karakteristik 06zelliklerden biri temel alinarak gerceklestirilen
kromatografik yontemlerle saflastirilabilirler. Iyon degisim kromatografisi protein
yiikiine dayanir. Jel gecirgenlik kromatografisi veya molekiiler elek kromatografisi adi
ile de bilinen ancak genelde jel filtrasyonu terimi kullanilan kromatografi tekniginde ise
proteinleri ayirmak icin sekil ve boyutlarini kullanir. Hidrofobik uzantilar gibi protein
ylizey Ozellikleri, hidrofobik etkilesim kromatografisinin temelini olusturur. Afinite
kromatografi proteinlerin ylizey 6zelliklerine baglidir. Afinite kromatografi bir biyolojik
ligand (O6rnegin: substrat, enzim ya da hormon) ya da onun sentetik bir analogu ile
protein molekiilii lizerindeki komplementer baglanma bdlgesi arasinda olan 6zgiin
etkilesimi esas alan gii¢lii bir protein saflastrma yOntemidir. Burada s6z konusu
etkilesim antikorlar1 antijenlerle, enzimlerin substrat anologlariyla ve de hormonlarin
reseptorleri ile olan etkilesimleri tiirlindendir. Afinite kromatografisinde kullanilan

biyolojik etkilesimler Cizelge 1.1’ de verilmistir.

Cizelge 1.1. Afinite kromatografisinde kullanilan biyolojik etkilesimler (Ceylan, 2011).

Ligand Ligandla Etkilesen Protein

Antikor Antijen, viriis, hiicre

Inhibitor Enzim (ligandlar genellikle substrat veya kofaktor cesitleridir)

Lektin Polisakkarit, glikoprotein, hiicre yiizey reseptorleri, zar proteini,
hiicre

Niikleik asit Niikleik asite bagli protein (enzim veya histon)

Hormon, Reseptor, Tastyici protein

Vitamin

Seker Lektin, enzim veya diger seker bagh proteinler

Afinitenin genis alanda degisik uygulamalar1 nedeniyle alt afinite teknikleri ortaya
¢ikmis ve bazilar1 kendilerine 6zel isimler almislardir. Sekil 1.15 ‘de bu tekniklerden

bazilar1 verilmistir.
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1.Hidrofobik Kromatografi
/jmmunoafinite 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
Afinite / 10.Reseptdr Afinitesi
Kromatografisi / 11.Zayif Afinite Kromatografisi
12.Perfiizyon Afinite Kromatografisi
13.Tiyofilik Kromatografi
14.Yiiksek Performans Afinite Kromatografisi
15.Afinite Densite Pertubasyon
16.Kiitliphane tiirevli Afinite
17.Afinite Coktiirme
18.Afinite Elektroforezi
19.Afinite Kapiler Elektroforezi
0.Santriflij Afinite Kromatografisi
21.Afinite Repulsion Kromatografisi
Sekil 1.15. Afinite kromatografisinin alt baghklari1 (Ceylan, 2011).

Biyoafinite kromatografisinin sematik gosterimi Sekil 1.16’de verilmistir. Ligandin kovalent
olarak baglandig1 kat1 destek, kromatografik kolonda sabit faz olarak kullanilir. Ayrilacak
olan biyomolekiilii iceren ham karisim kolondan gegirilir, belirlenen deneysel kosullarda
immobilize olan afinite ligand ile etkilesime girecek uygun gruplar1 bulunmayan molekiiller
kolondan alikonmadan ¢ikarlar, afinitesi olanlar ise kolonda adsorplanirlar. Daha sonra
adsorplanan biyomolekiil ortam kosullar1 degistirilerek (pH, iyonik siddet, sicaklik degisimi
veya iire, guanidin gibi ayristirict ajanlar ile) veya ligandin ¢ozeltisi kullanilarak kolondan
ayrilirlar. Ligand ile saflastirilan biyomolekiil arasinda kompleks olusumu iyonik etkilesim,
hidrofobik kuvvetler, London dispersiyon kuvveti, dipol dipol etkilesimi veya yiik-transfer
etkilesimleri gibi genel molekiiler kuvvetler ile gergeklesir. Bu kuvvetlerden birkac¢inin ayni
zamanda gerceklesmesi biyospesifik bagin seciciligi ve etkinligini olusturan en temel

etmendir.
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Sekil 1.16. Biyoafinite kromatografisinin sematik gosterimi (Ceylan, 2011).

1.5.1. immobilize metal iyon afinite kromatografisi

Sabit bir destek iizerine kovalent olarak baglanmis selat olusturucu bir grup tarafindan
tutulan bir metal iyonuna, sistein, histidin ve triptofan gibi disar1 ulasabilir ve elektron
verebilen amino asitlere sahip proteinleri baglamak suretiyle fonksiyon goriir. Genel
olarak kullamlan iyonlar Cu?*, Zn*, Ni**, Co?" gibi smirdaki hafif metallerdir.
Immobilize metal iyon afinite kromatografisi (IMAK)’ nin baslangici, Helfferich’ in
kiigtik molekiillerin “ligand degisim kromatografisi” ni One siirdiigii 1961°e kadar
uzanabilmektedir (Porath vd., 1975). Bu teknigin temeli ve uygulamalari, Davankov ve
Semechkin tarafindan etraflica gézden gecirilmistir (Davankov ve Semechkin, 1977).
Daha sonra Porath, ligand degisimini de i¢ine alan metal selat etkilesim
kromatografisinin biitiin sekillerini kapsayan “immobilize metal iyon afinitesi” terimini
ortaya koymustur. Porath, bir protein molekiiliiniin, metal iyon afinite etkilesimleri ile
metal iyonlarma baglanarak, saflastirilabildigini gdzlemlemistir (Porath vd., 1983).
Cogu protein, metal iyonlariyla kompleks olusturabilir. Bunlardan bir ¢ogu ¢ok disli
kompleksler olup, IMAK’la proteinlerin saflastiriimasini saglarlar. Bircok durumda

IMAK’n yiiksek spesifikligini arttiran, olusan kompleksin kuvvetidir ve proteinden
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proteine degismektedir. Proteinlerin (veya peptitlerin), metal iyonlara baglanmasi,
protein yiizeyindeki elektron verici gruplar ile bir veya daha ¢ok koordinasyon merkezi
olan metal iyonlar1 arasdaki etkilesime dayanir. IMAK ta, metal selatlayic1 grubun
kovalent baglandig1 matriks veya sorbent kullanilir.Bir IMAK kolonu, Cu?*, Zn*", Ni%",
Co? gibi herhangi bir iyon ¢ozeltisinin kolondan gecirilmesiyle yiiklenebilir. Cozeltiyi
kolondan gecirme islemine, ¢ozeltideki metal iyonu ile sabit fazda selat olusturan metal
iyonu arasinda bir denge olusuncaya kadar devam edilir. iminodiasetikasit (IDA) gibi
bir ligand, silika veya polimer bazli olan kat1 destek materyale baglanir. Kolon birkag
kez asir1 metal ¢ozeltisiyle doldurulur ve uygun bir tampon ile dengeye getirilir.
Ilgilenilen biyolojik olarak aktif iiriinleri ihtiva eden bir karisim, kolondan gegirilir.
Karisimda bulunan bilesiklerden, liganda eslenik olmayan molekiiller kolondan gecer.
Immobilize metal-ligand kompleksi i¢in afinite gdsteren iiriinler kolonda tutunur.

Bir IMAK kolonu, Cu?**, Zn*, Ni**, Co®* gibi herhangi bir iyon ¢ozeltisinin kolondan
gecirilmesiyle yiiklenebilir. Cozeltiyl kolondan geg¢irme islemine, ¢dzeltideki metal
iyonu ile sabit fazda selat olusturan metal iyonu arasinda bir denge olusuncaya kadar
devam edilir. Iminodiasetikasit (IDA) gibi bir ligand, silika veya polimer bazl olan kat1
destek materyale baglanir. Kolon birkag kez asir1 metal ¢6zeltisiyle doldurulur ve uygun
bir tampon ile dengeye getirilir. {lgilenilen biyolojik olarak aktif iiriinleri ihtiva eden bir
karisim, kolondan gecirilir. Karigimda bulunan bilesiklerden, liganda eslenik olmayan
molekiiller kolondan gecer. immobilize metal-ligand kompleksi igin afinite gdsteren
iriinler kolonda tutunur. Metal afinite ile protein adsorpsiyonunda triptofanin indol,
sisteinin tiyol ve histidinin imidazol grubu gibi elektron verici amino asit rezidiileri,
immobilize metalin baglanmasma katkida bulunurlar. Biyopolimerlere ligandin
baglanmasi, metal selasyonunun yanisira elektrostatik, hidrofobik ve van der Wall’s
etkilesimlerini de igermektedir. Proteinler, immobilize metal ile aralarindaki afinite
sabitini azaltan bazi sartlarda, komplekslerinden ayrilabilirler. Tuz derisiminin ve
pH’nin degisimi veya baglanmada gdrev alan amino asit rezidiilerine benzerligi bulunan
yarigmali bir ajanin ortama eklenmesi, proteini bagli bulundugu kompleksten
uzaklastirabilir. Imidazol ve histidin, IMAK’ de bagh proteinleri uzaklastirmak icin
yaygin olarak kullanilan iki yarigmali ajandir.

IMAK’ de proteinlerin adsorpsiyonu, protein yiizeyindeki elektron verici gruplar1 ile
immobilize bir metal iyonu arasindaki koordinasyon olusumuna dayanir. Cogunlukla
kullanilan metaller, Lewis asitleri olarak diisiiniilebilen ve elektron cifti kabul edilen
Cu(II), Ni(II), Zn(IT), Co(II), Fe(II) gibi gecis metal iyonlaridir. Kromatografik destege

baglanan selat olusturucu bilesiklerde bulunan (N, S, O) gibi elektron verici gruplar,
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ortamda bulunan koordinasyon baglarmim sayisina bagl olarak, iki disli, ii¢ disli vb.
olabilen metal selatlar1 olusturarak, metal iyonlar1 ile koordinasyon bag1 yapabilirler.
Geride kalan metal koordinasyon bdlgeleri normalde su molekiilleri tarafindan isgal
edilir. Daha sonra proteinden gelen uygun elektron verici gruplar ile yer degistirebilir.
Bazi amino asitler, 6zellikle yan zincirlerindeki elektron verici atomlarindan dolay1
baglanma i¢in uygundurlar. Glu, His, Arg, Lys, Asp, Tyr, Cys ve Met gibi ¢cogu
artiklarin baglanmaya katilabilmesine ragmen, IMAK’ de proteinin ger¢ekte alitkonmasi
histidil kalintilarmin varligi temeline dayanir. Trp, Phe, ve Tyr gibi aromatik yan
zincire sahip amino asitlerde, eger disar1 uzanabilen histidil artiklarina yakin iseler
onlarda baglanmaya katkida bulunabilir (Porath vd., 1983; Sulkowski, 1985). Sekil 1.17
Afinite destege selatlanmis bir metale proteinin baglanmasini gostermektedir (Ueda vd.,

2003).

L

Sekil 1.17. Metal selat afinite desteklerine protein baglanmasinin gosterimi
(Denizli, 2009).
a. Protein yiizeyindeki histidin gruplari ile metal-selat etkilesimi
b. Proteinin C veya N terminaline ilave edilen His-etiketi ile metal-selat
etkilesimi
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IMAK desteklerine protein adsorpsiyonu, histidil artiklarindaki imidazol azotunun,
ndtral veya hafif bazik ortamlarda protone olmadigi pH’larda gergeklesir. Genellikle
relativ olarak spesifik olmayan elektrostatik etkilesimleri indirgemek i¢in 0,1-1,0 M
NaCl iceren yiiksek iyonik siddetli tamponlar kullanilir. Hedef proteinin desorpsiyonu
ortamin protonlanmasi, ligand degisimi veya EDTA gibi gii¢lii bir selat olusturucu ile
metal iyonunun uzaklastirilmasi yontemleri ile yapilir. Hedef protein desorpsiyonu igin
diistiriilen pH gradientleri veya diisiik pH’I1 desorpsiyon tamponlar1 kullanilir. Diistik
pH’a hassas proteinler i¢in ndtral pH civarinda imidazol ile ligand degisimi daha
uygundur. Bu durumda imidazolun protonlanarak meydana getirdigi pH diismesinden
sakinmak i¢cin IMAK kolonlar1 kromatografik ayirmalarda énce imidazol ile doyurulur
ve dengeye getirilir (Sulkowski, 1996). EDTA gibi giiglii selat olusturucu ajanlarin
kullanilmas1 da bagl proteinlerin desorpsiyonunu saglar; fakat bu durumda sorbentin
baglama etkisi tahrip edildigi i¢in, bir daha ki aymrmadan 6nce matriks tekrar selat
olusturucu iyon ile yiiklenmelidir. Protein aymrmadaki secicilik, uzatict kolla, ligand
yogunlugu, tuz derisimi ve yarismaci ajanlarin degismesi ile veya selat olusturucu
ajanlarin degisimi ve metal ligandlarin se¢imi gibi degisik yaklagimlardan etkilenebilir.
Mesela, insan bilyiime hormonunun ayiriminda, sorbent iizerindeki IDA, Cu(Il) ligand
yogunlugunun disiiriilmesi, daha ytliksek protein saflig1 ve artan bir iirlin ile sonuglanir
(Liesiene vd., 1997). Bir metal selat i¢in proteinin goriinen afinitesi koordinasyonda
gorev alan metal iyonlarma bagldir. IDA selatlayici ajan kullanildiginda, alikonan
proteinlerin ¢ogunun afinitesi ve alikonma stireleri genellikle
Cu(Il)>Ni(I1)>Zn(I1)>Co(1II) seklindedir. Ekstra azot ihtiva eden amino asitler i¢in bir
onceligi olan gilincel olarak ¢ogunlukla kullanilan bu metallerin aksine, Al(IIT), Ca(II),
Fe(IlI), Yb(IIT) gibi giiclii Lewis asidi metal iyonlar1 aspartat ve glutamik asit gibi
oksijence zengin gruplar1 veya fosfat gruplarini tercih edeler (Liesiene vd., 1997).
Afinite kromatografisinde, geleneksel metotlarla karsilastirildiginda, IMAK pek cok
avantaja sahiptir (Porath ve Olin, 1983; Sulkowski, 1985). Farkli metal iyonlari, selat
olusturucu ligand iizerine immobilize edilebilir ve daha gii¢lii selat yapan baska bir ajan
ile ortamdan uzaklastirilabilir. Metal baglama 6zellik kaybini minimum diizeyde tutmak
icin, selat olusturucu jel sabitlestirilmelidir. Ozel ayirma metotlar1, uygun metal segimi
ile c¢alisilabilir ve protein ile ligand arasmnda farkli adsorpsiyon Ozellikleri, selat
olusturucu liganda farkli metal iyonlarinin immobilize edilmesiyle basarilabilir. Cogu
durumda proteinler, IMAK kolonlarindan desorbe edildikten sonra bile hala

aktivitelerine sahiptirler.
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Bir ¢dzelti ayn1 zamanda, icinde metal iyonlar: olmayan bir IMAK kolonundan
gecirildiginde ¢ozelti, icindeki metal iyonlarinin uzaklastirilmasiyla sterilize edilebilir.
Bu basamak, bakterilerce ihtiyagc duyulan metal besinlerinin uzaklastirilmasiyla

bakteriyel kontaminasyon riskini dnler (Porath ve Olin, 1983; Sulkowski, 1985).

IMAK calismalarinmn biiyiik bir cogunlugu Porath vd. tarafindan yaymlandi. Porath’m
calismasi, destek materyali olarak agaroz veya dekstran c¢apraz bagli polimerik
matrikslerin kullanimi, Cu2+, Zn2+, Ni2+, Co?* ve Fe? imobilizasyon i¢in kullanilan
metal iyonlarmin se¢imi (Porath ve Olin, 1983; Sulkowski, 1985), selat yapan ajanlarin
secimi ve IMAK adsorpsiyon/desorpsiyon kimyasi gibi IMAK temelleri iizerine
odaklanmustir. Porath’m, protein aymrmalarmda IMAK iizerine c¢alismalari, serum
proteinlerinin  saflastirilmasi, metalloproteinlerin ~ karakterizasyonu ve serbest
formlarmin hazirlanmasi, fosfoproteinlerin ayrilmasi, yiiksek performans immobilize
metal iyon afinite kromatografisi (HP-IMAK) ve bir protein molekiilii iizerindeki
histidin rezidiilerinin topografyasindaki IMAK’ nin bir prob olarak kullanilmas: gibi
uygulamalar1 igermektedir.

IMAK uygulamalarmin sundugu avantajlar; diger afinite sorbentlerine gore ligand
kararhiligi, yiiksek oranda protein yiikleme kapasitesi, yikama sartlarmin uygunlugu,
rejenerasyonu, diisiik maliyetli olmasi, endiistriyel uygulamalara agik olmasi, genis
Olcekli saflastirmalar i¢in kullanilabilmesi olarak siralanabilir (Cizelge 1.2) (Chaga,

2001; Comiskey vd., 1998).

Cizelge 1.2. Farklh kromatografik tekniklerin karsilagtirilmasi (Chaga, 2001).

Ozellik Kromatografik Teknikler
IMAK Afinite IEC HIC
Kapasite Yiiksek Diisiik Yiiksek Yiiksek-Orta
Yeniden Yiiksek Orta Yiiksek Orta
Kullanim
Yiikleme Yiiksek-Orta Orta Orta Orta
Desorpsiyon Yiiksek Zor Yiiksek Yiiksek
Segicilik Yiiksek Yiiksek Diisiik-Orta Diisiik-Orta
Maliyet Diisiik Yiiksek- Orta Diisiik Diisiik
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1.5.2. IMAK’ mn kimyasal prensipleri

1.5.2.1. IMAK i¢in kromatografik destekler (matriksler)

Destek matriksinin se¢imi afinite sistemlerindeki ilk dikkat edilecek noktadir. Matriks,
yiizeyinde ligandlarin tutuklanmasi i¢in hidroksil, karboksil, amino gibi fonksiyonel
gruplara sahip olmalidir. Matriks, hidrofilik ve notral davranmig, iyi bir kimyasal,
mekanik, biyolojik kararlilik ve sicakliga karsi dayaniklilik gostermeli ve kimyasal
reaksiyonlarla tiirevlendirilmeye izin vermelidir.

Afinite ortamimdaki tutuklanmig ligand ile hedef molekiil arasinda spesifik etkilesim
gerceklesebilmelidir. Bir kromatografik destek iyi bir kolon dolgusu i¢in ayni form
biiyiiklik ve sekle sahip olmali, yiiksek kapasite i¢in etkili ylizey alam1 ve mekanik
dayaniklilig1 olmalidir. Kiiclik partikiillii destekler, akis hizina kars1 biiyiik bir direng
gosterirler ve kolon tikanabilir. Genis partikiiller, akis rezistansini diisiirlirler fakat
kolon etkinligini (ayirma kapasitesini) azaltirlar.

Farkli formdaki partikiiller, diizensiz bir dolgu olusturabilirler ve bu da kanallagsmaya
neden olabilir. Kolon dolgu maddelerinin bakterilere kars1 gosterecegi direng de dnemli
bir ozelliktir. Destek matriksi kiiresel, cubuk veya membran formunda hazirlanabilir.
Kolon kromatografisinde kullanilan kii¢iik kiireler ve sikistirilmigs yumusak jeller, kolon
icerisinde yiiksek basinca ve akis hizinin azalmasma neden olur. Membran tipi destek
malzemeleri ile diisiik basing, yiliksek akis hizi ve yiiksek verimlilik gibi sonuglar elde
edilir. Bunlarin yaninda kolay paketleme imkani, biliyiikk 6lgege uygulanabilirligi,
tikanma sorunun olmamasi gibi iistiinliikler de sayilabilir. Bu ylizden membran yapida
hazirlanabilen kromatografi matriksi protein ve enzimlerin geri kazanilmasi,
saflastirilmasi, izolasyonu i¢in biiyiik 6lgekli saflagtirma islemlerinde dikkat ¢ekicidir.
Afinite matriksinin hazirlanmasi;

1) membranlarin sentezlenmesi,

i1) sentezlenen membranlarin aktivasyonu ve/veya

ii1) aktive edilen membrana ligandin baglanmasi islem basamaklarindan olusur.

1.5.2.2. IMAK’de selat olusturucu ligandlar

Bir kromotografik teknik olarak IMAK’1n calisma prensibi selat olusturucu bir liganda
takili olan metal iyonu ile bir proteinin dig yiizeyine yonlenmis olan amino asitlerin
spesifik bdlgeleri arasinda meydana gelen koordinasyon etkilesimlerine dayanir.
Selatlayic1 ajanlar olarak ¢ok disli ligandlar, ticari olarak bulunabilen ve bilimsel
calismalarda en fazla kullanilan molekiillerdir. Dort farkli tiirden disli ligand genel

olarak kullanilmaktadir. Bunlardan iki disli (8-hidroksiquinolin (8-HQ) vb.), ¢ disli
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(imminodiasetik asit (IDA)), dort disli (nitrilotriasetik asit (NTA)), karboksimetil
aspartic asit (CM-Asp vb.) ve bes disli (N,N,N’-tris-karboksimetil etilen diimin (TED)
vb.) yaygin olarak kullanilanlaridir. Bu giine kadar pek ¢ok selat olusturucu ligand
sentezlenmis ve basarili bir sekilde kullanilmistir (Akgol ve Denizli, 2004; Odabasi vd.,
2007) (Cizelge 1.3).

Cok diglilerin molekiiler yap1 ve selat olusturma mekanizmasma gore metal iyonu ile
giiclii bag olusturma sirasi bes disli>dort digli>ti¢ disli>iki disli olarak diizenlenebilir
(Porath ve Olin, 1983). Bu baglanma davranisi metal ile selat olusturucu ligand
arasindaki saglamlilig1 arttirr (metal iyon sizmasi onlenmis olur). Fakat diger yandan
metal ile selat olusturucu ligand arasindaki etkilesim siddeti arttikga metal ile protein
arasindaki etkilesim zayiflar (Porath ve Olin, 1983). Bundan dolay1r biyomolekiil
adsorpsiyonu i¢in kullanilacak disli ligandlar i¢in ii¢ disli> dort disli> bes disli gibi bir
siralama yapabiliriz (Porath ve Olin, 1983).

Sulu bir ortamda metal iyonlari, su molekiilleri tarafindan cevrilerek ¢oziiniir. Metal
iyonu bir Lewis asiti, su ise Lewis bazi gibi davranir. Su daha giiglii bir baz ile yer
degistirdigi zaman, bir koordinasyon kompleksi olusur. Azotdaki elektronlardan dolay1
amonyak gibi bir baz, bir metal kompleks ile sonuglanan tek disli bir ligand

olusturabilir.
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Cizelge 1.3. IMAK’de immobilizasyon i¢in selat olusturucu baz1 bilesikler (Ceylan,

2011).
Selatlayici Bilesik Koordinasyon Metal Iyonu
Salisilaldehit iki disli cu®
8-Hidroksikinolin iki disli AP* ca**, Fe**, Yb**

N-Metakriloil (L) histidin

metil ester (MAH) iki digli Fe*

Dipikolamin (DPA) Ug disli Ni**, Zn**
Iminodiasetik asit (IDA) Ug disli cu™, Ni¥¥, Zn™, Ga™
o-Fosfoserin (im-OPS) Ug disli APF* ca™, Fe**, Yb*

Tris (2-aminoetil) amin

(TREN) Ug disli cu®*
1,4,7 Trisiklononan Ug disli cu®, cr¥*, Mn*, Co**
Nitrilotriasetik asit Dért disli Cu®*, Ni**, Zn**

Karboksi metakrilat

aspartik asit (CM-Asp) Dort disli Ca’*, Co**
N-Metakriloil (L) sistein
metil ester Fe*

Bir liganda metal iyonunun baglanmasi, bir metal komplekse nazaran metal selatla daha
giicliidiir. Bir metal selatin daha biiyiik olan dayanikliligi, ¢ok disli ligandtan halka
olusumu ile tiretilen serbest enerjinin kaybi ile artar. Bu termodinamik dayaniklilik selat
etkisi olarak adlandirilir. Aynmi tek disli ligandlarla olusan benzer metal komplekslere
kiyasla, selatin daha diislik serbest enerji kapasitesi, AG = AH - TAS i¢in hem entalpi
hem de entropideki degisimlerden artar. Bes veya alt1 iiyeli kii¢iik halka olusumu i¢in,
uygun metal kompleksinden gelen metal selat olusumundan dolay1r entropideki artma,
daha diisiik enerji kapasitesi i¢in baskin bir sekilde yardim eder. Biiyiik halka olusumu
icin entropideki artmadan gelen kiigiik yardim ile kompleks iizerindeki metal selatin
entalpisindeki artma, biiyiik itici giigtiir. Entalpi degisimine neden olan kuvvetlerin
bazilar1 orbital ¢akismasi, ligand alan etkileri, kompleksteki ligandlar arasinda statik ve
elektrostatik itmeler ve selattaki halka olusumundan ortaya ¢ikan kulomb

etkilesimleridir. Halka olusumu ile koordine olmus metal iyonlar1 ve ligandlardan
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salinan ¢oziicii molekiillerinin say1 ve biiylikliigii ile kombinasyondaki selat halkasinin
sayl, dagilim ve biiyiikliigii, selat enerjisi i¢in entropik katkida bulunur. IMAK’da
bugiine kadar en fazla kullanilan selat olusturucu ligandlar arasinda IDA giincelligini
korumaktadir. Porath ve Olin, agaroz bazli bir sabit faz {izerine tris (karboksi metil)
etilen diamin (TED) gibi diger bir selatlayici da sentezlediler. Ramadan ve Porath,
Fe***ii immobilize edebilen mono-, di-, tri- ve hegzahidroksamat gibi selat olusturucu
ligandlar ile baglanan agaroz tipini ve sentezlerini tanimlayan bir dizi c¢alisma
yapmislardir (Ramadan ve Porath, 1985). IMAK da selat olusturucu ligandlarin bazilar:
Sekil 1.18’de gosterilmektedir.IMAK’da kullanilan etkili ligandlar olmasina ragmen
(Sekil 1.14), IMAK uygulamalar1 igin yeni lignadlar gelistirilebilir. Hancock ve Martel,
cozeltideki metal iyonlarinin segici komplekslesmesini saglayacak ligand tasarimi i¢in
mantikli bir yaklasima ihtiyag duyuldugunu belirttiler (Martell ve Hancock, 1996).
Secicilik prensiplerinin anlagilmasi, biyolojik katyon tasinma sistemlerindeki metal iyon
seciciligini anlamada 6nemli olabilir. Ca®", Mgz+, Na®, ve K* gibi gecis metallerinden
baska metal iyonlarini iceren IMAK’m yayilmasi, IMAK uygulamalarina daha fazla

ozellik getirebilir.

Hz? 0——CHz
o |

LT

|-|26 DA-Me @

Sekil 1.18. IMAK” deki selatlayici ligandlar (Ceylan 2011).
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Cibacron Blue (CB), Cibacron Red (CR), Procion Brown (PB) gibi triazin boyalar
IMAK’da uygulanabilen diger selat olusturucu ajanlardandir (Sekil 1.19) (Arica vd.,
1998; Denizli ve Piskin, 2001). Fakat metal iyonlarini immobilize etmek i¢in kullanilan
boya selatlayicilar, disli selatlayici ligandlar kadar kararli degildirler (Suen vd, 2003).
Triazin boyalarin selatér etkinlik yiizdesi (Immobilize metal iyon kapasitesi/selator
kapasitesi) diisiiktiir. Bununla birlikte CR 3BA kullanilmasi durumunda %100’den daha
yiiksek bir etkinlik yiizdesine ulasilabilir; ¢iinkii bir CR 3BA molekiilii izerinde metal
iyonu baglanmasi i¢in iki aktif bélge vardir (Wu vd., 2003).

Dikkate alinmasi gereken diger oOnemli bir nokta boyalarin yalniz metal iyonu
olmaksizin kendi baslarma da biyolojik molekiillerin saflagtirilmasinda biyoafinite
ligand olarak kullanilmalaridir. Boylesine yiiksek bir etkinligin sadece immobilize
metalden kaynaklanmayacagi vurgulanmalidir (Arica vd., 1998; Denizli ve Piskin,

2001).
CR 3GA

CR 3BA

Sekil 1.19. IMAK de kullanilan bazi boyalarin metal iyonlart ile yaptiklar:
kompleksler (Ceylan, 2011).
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1.5.2.3. Serbest cozeltide ve immobilize formdaki amino asit metal etkilesimleri
Amino asitler ¢ozeltideki pek ¢ok metal iyonu ile dayanikh siirekli selat halkalarmi
olustururlar (Hansen ve Linberg 1995). Amino asitlerin genel yapisi o amino ve
karboksil grubundan ibaret olan NH,CHRCOO" yapisinda olup, her iki grup da selat
olusumuna katilir.
Bazi amino asitler yan R zincirinde bulunan ve kompleks olusturmada a-amino ve
karboksil gruplariyla yarisan, etkili verici atomlara sahiptir. Amino asitlerin NH, ve
COO ~ olmak tizere iki verici atom grubu vardir. Amino asitler hem metal-karboksilat
tuzu hem de amin-metal gruplariyla kompleks olustururlar veya her ikisiyle birlikte bes
iiyeli halka olustururlar. Co®, Ni**, Cu?* ve Zn** gibi iyonlar amino asitlerin imidazol,
tiyol ve indol fonksiyonel gruplarini hedef alir. Bu sinir metal iyonlar1 selat halkasi
olusturmay1 tercih ederken, Mg2+ ve Ca®* gibi daha kuvvetli metal iyonlar1 karboksilat
anyonlariyla tuz olustururlar. Eger amino asitin R yan grubu arjinin ve glutamin gibi
pozitif yikli ise, olusacak kompleks, pozitif yiiklii metal ile itici etkilesimden dolay1
daha az dayanikli olur. Eger yan grup aspartat ve glutamat gibi negatif yiiklii olursa,
ekstra yiik, metal ile gliclii dayanikli bir kompleks vermek tizere dimerizasyon yapar.
Histidin ve sistein, reaktif yan gruplara sahiptirler ve giiclii kompleks ajanlari
olustururlar. Histidin, 5, 6 ve 7 iiyeli halkalar1 da kapsayan dort farkl yolla kompleks
olusturabilir. Histidin, karboksilat ve a-amino gruplarini i¢ine alan 5 iiyeli halka, -
amino ve imidazol gruplarmi igine alan 6 tiyeli halka veya karboksilat ve imidazol
gruplar1 7 iyeli bir halka araciligiyla bir metal iyonuyla birlesebilir ayrica, bir metal
iyonu ile histidinin biitiin verici gruplarmnin birlestigi bir yapiyr da olusturabilirler.
Olusan yap1 pH’nin bir fonksiyonudur (Hansen ve Linberg 1995). Sistein, yan
grubundaki bir siilfiir atomundan dolay1 diger, amino asitlerden daha kuvvetli bir
sekilde asitlerle birlesir. Bakir iyonu ile olusan bir redoks tepkimesi, Esitlik 1.1°deki
gibi kolaylikla sisteini sistine yiikseltger.

4RS +2Cu”* —  2RSCu + RSSR (1.2)
IMAK kolonlar1 iizerinde amino asit adsorpsiyonu ile ilgili calismalar yapilmustir.
Notral pH’da yiiklenen Ni?*-IDA-Sephadex G-250 kolonlarinda nétral amino asitlerden
olan L-histidin ve L-triptofanin tutundugu gézlenir. Ayrica L-aspartat hi¢ tutunmazken,
L-sistein gii¢lii bir sekilde tutunur. Ayni1 zamanda L-arjinin ve L-lisin bu kolon dolgusu
iizerinde bagil olarak yiiksek bir tutunma gosterir. Iyonik siddet ve NaCl derisimindeki
artis, amino asitlerin tutunmasini arttirir. a-amino asitlerin tutunma davranisi silika bazl
jele baglanmug metal yiikli IDA ve ¢iplak IDA ile karsilagtirildiginda, Cu®**-iDA-

silikanin biitlin a-amino asitleri tuttugunu ve tutunmanin pH 6’da daha yiiksek oldugunu
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bulunmug ve Cu?*-IDA kolonlarindaki a-amino asitlerin tutunma siireleri ve serbest
¢ozeltideki Cu®* ile amino asitten elde edilen komplekslerin denge sabitleri
karsilastirilmistir. Serbest ¢ozeltide en gii¢lii kompleksleri olusturan, o-amino asitlerden
olan histidin ve sistein, Cu?*-IDA kolonlarinda daha giiclii bir sekilde tutunmaktadir.

1.5.2.4. Serbest ¢ozeltide ve immobilize formdaki protein-metal etkilesmeleri
Serbest ¢ozeltideki protein-metal iyonu etkilesimlerinde gbz Oniinde bulundurulacak
olan birkag faktor vardir. Karboksil, imidazol ve siilfhidril gibi yan zincir gruplari,
terminal amino ve karboksil gruplarina metal iyonu baglamada daha etkindir. Ligand
gruplar1 iizerindeki yiikler, metal iyonu ile baglanma afinitesine etki eder. Metal iyonlar1
icin baglanma sabitleri pH’nin diismesiyle azalir, ¢iinkii: -NH,, -S” ve -COOQO" gibi
ligandlara baglanmak i¢in protonlar, metal iyonlariyla yarigmaya baglarlar.
Protonlanmis amino gruplar1 lizerindeki pozitif yiik, pozitif yiikli metal iyonlarmi
uzaklastirir, ayrica karboksilat ve siilfir gruplarinin protonlanmasi, metal iyonlarma
olan ¢ekici giicii yok eder.Cozeltideki dogal bir proteinin iiciinciil yapisi, protein
iizerindeki fonksiyonel ligandlarin bir metal iyonuna yaklagmasini engeller. Proteinler
pek cok ligand gruplarina sahip olmasina ragmen, ancak bir veya iki metal iyonu onlara
baglanabilir. Bazen bir metal iyonu sadece bir grup tarafindan tutulabilir. Belirli
proteinlerde aktif merkez olarak isimlendirilen bazi ligand gruplari, bir metal iyonu ile
yapilan selat olusturmada diizenleyici rol oynar. Diger proteinlerde ligand vericiler, o
kadar iyi diizenlenmeyebilir ve metal iyonu iki farkli grup arasinda tutunabilir. Bir
metal iyonuna elektronlarini verebilen herhangi bir grup, bunu bir proteine de yapabilir;
bundan dolayi, metal iyonlariyla proteinler arasindaki yarisma ¢ok Onemlidir. Sonug
olarak, immobilize bir metale protein baglanmasi pH ve iyonik siddete baghidir.

IMAK kolonlarma protein baglanmasi, degisik tuz derisimlerinde Ni** yiiklii kolonlar
kullanilmasiyla nitel olarak da calisilmis ve peptid baglanmasmin pH yiikselmesiyle

arttig1 bulunmustur (Hemdan ve Porath, 1985).

Metalin aminoasite baglanma giicii, ligand ile metalin orbital ¢akigsmasina baghdir.
Metal iyonu ile protein arasinda koordinatif kovalent olusturarak meydana gelen
etkilesimleri, Porath ve Belew, {i¢ grupta karakterize etmislerdir; bunlar: Yiik kontrollii
iyonik adsorpsiyon (iyon paylagma), koordine bag olusumu (elektronca zengin ligand
ile metalin koordinasyonu) ve kovalent bag olusumudur (iki siilthidril grubunun

baglanmasi).
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1.5.3. IMAK’de peptid ve proteinlerin adsorbsiyon-desorbsiyon mekanizmalar
Afinite kromotografisinde, proteinlerin ayrilmasi nicel olarak, proteinlerin sivi afinite
ekstraksiyonuna benzer sekilde, Esitlik 1.2°deki gibi ¢esitli katkilarin toplami olarak
tanimlanabilir;

|n(K) = |n(KeIektrostatik) + Ir](Khidrofilik) + |n(Kkonformasyon) + In(Kligand) (1-2)

Burada indisler, elektrostatik, hidrofilik/hidrofobik yiizey etkilesimleri ve protein ligand
etkilesimleriyle olusan konformasyon degisimlerini gosterir.

IMAK’ de proteinlerin metal iyonlarmna baglanmasinin elektronca zengin ligandlarm,
metal komplekslerindeki, su gibi zayif bagh ligandlarla yer degistirmesiyle
gerceklestigine inanilmaktadir. Portah vd. , IMAK’ de alikonma davranisinin agikta
olan histidin, triptofan ve sistein merkezlerinin ylizey yogunluguyla kontrol edildigini
one stirmiglerdir (Porath ve Olin, 1983). Spesifik metal iyon-protein koordinasyon
kompleksleri olusumunda, elektrostatik, hidrofobik ve yiik-transfer etkilerinin yaninda,
metal-iyon protein etkilesimleri de etkin olabilir. Proteinlerin baglanmasi, bu elektronca
zengin amino asitlerin, metal komplekslerindeki zayif koordine olmus su ile yer
degistirmesi sonucu gergeklesir. Metal, bu amino asitlere elektron verebilir veya
bunlardan elektron alabilir. Bir protein, sabit bir matriks ile selat olusturmus bir metalle
etkilestirildiginde, koordinasyon baglar1 ve ¢ok noktali baglanma yapabilir. Bu
baglanma, yiiksek tuz derisimlerinde se¢imlidir. Ciinkii yliksek iyonik gii¢, elektrostatik
etkilesimlerin olasiligini azaltir (Simith vd., 1988).

Adsorpsiyon-desorpsiyon islemleri, protonlama, iyonik siddet degisimi, ligand degisimi
veya selat olusumunu engelleyerek gergeklestirilebilir. Protonlama, desorpsiyon i¢in
yaygm bir prosediirdiir. Protein ylizeyindeki elektron verici grubun protonlanmasi,
koordinasyonu tersine gevirerek proteinin ayrilmasimni saglar.

Bakir, c¢inko, kobalt veya nikel gibi sinir Lewis asitleri kullanildiginda, adsorpsiyon,
yiiksek tuz derisiminde gergeklesir. Adsorpsiyon kapasitesi ve se¢imliligi tampondaki
tuz derisimi arttik¢a artar. Tuz derisimini azaltmak, bazi proteinler i¢in desorpsiyona
neden olabilir (Ljungquist vd., 1989; Grisshammer ve Tucker, 1997). Elektrolitlerin
tutunma tizerindeki etkisi, metal iyonlarinin solvate olmus su molekiillerine ilgisiyle
baglantilidir. Metal iyonlariyla su molekiilleri arasindaki ¢ekim giiciiniin, tuz tarafindan
zayiflatilmasi, adsorpsiyon prosesini kolaylastirir. Iyonik siddet arttikga adsorpsiyon
seciciligi arttigina gore, proteinlerin kismi ve se¢imli desorpsiyonu, eliientteki tuz
derisimini azaltarak gerceklestirilebilmelidir. Bununla birlikte c¢esitli proteinlerin

adsorpsiyonu ve desorpsiyonu Fe** gibi kuvvetli bir Lewis asidinin, bir IDA kolonuna
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immobilizasyonu ve NaCl derisiminin 0’ dan 1 M’a kadar arttirilmastyla gergeklestirilir

(Grisshammer ve Tucker, 1997).

1.6.3.1 pH etkisi

Proteinlerin IMAK jeline adsorpsiyonu, protein yiizeyindeki elektron verici gruplarin,
protonlarmi kismen kaybettikleri bir pH” da gergeklesir. Protein adsorpsiyonu genellikle
zayif bazik bir pH’ da yapilir. Spesifik olmayan elektrostatik etkilesimleri azaltmak igin,
pH tamponuna bir tuz katilir. Fosfat ve asetat tamponlar1 yaygin olarak kullanilir.

“Tepkime” Esitlik 1.3’deki gibi gosterilebilir:

yiiksek pH (~7 - 8)
D-L-Me™ + XP < > D-L-Me™-XP (1.3)
diisiik pH (~4 - 6)

Burada D destegi, L ligandi, Me™ immobilize metal iyonu ve X, P proteininin aktif yan
gurubunu gosterir.pH, alikonma ve desorpsiyon proseslerinde karigik bir rol oynar, g¢linkii
tampon bilesenlerinin niikleofilik davranigini, ¢oziiciilerin elektron alici-verici dzelliklerini ve
metallerin kararliligini etkiler. Histidin veya sistein segiciliginin pH 6 - 8 araliginda yiiksek
olmasindan dolayi, bu gruplar1 tasiyan proteinlerin adsorpsiyonu bu pH araliginda gergeklesir.
Bazik bir pH degerinde, amino gruplariyla koordinasyon gerceklesir; boylece adsorpsiyon daha
etkin fakat daha az se¢imli olur (Wong vd., 1991).

Sulkowski, 20 mM sodyum fosfat, 1,0 M sodyum kloriir i¢inde, IDA-Ni**-Sepharose
matriksi lizerinde sigir serum albumin (BSA) adsorpsiyonunu ¢esitli pH’ larda
calismistir (Sulkowski vd., 1996). BSA alikonmasi pH 7,0’de en yiiksek iken, pH 6,0’da
thmal edilebilir diizeydedir ki bu, erken desorpsiyona neden olabilir. pH 7,0’den pH
6,0’ya dogru olan adsorbsiyondaki azalma pH 6,5’ta ani bir ge¢is gostermistir. BSA’ nin
IDA-Ni?*-Sefaroz’daki bu davranisi, pKa degeri 6,5 olan histidinin etkisini gostermistir.

1.6.3.2. Tuz etKisi

Proteinlerin yiiksek pH (7 veya 8) ve yiiksek tuz derisiminde koordine veya kovalent
baglanmaya dayali adsorpsiyonunun karakteristikleri IMAK’ yi iyon degisim
kromatografisinden farkli kilar. IMAK bazi ydnlerden hidrofobik etkilesim
kromatografisine benzer, c¢iinkii: Sinir metalleriyle protein adsorpsiyonu, ortama tuz

katilmasiyla artar.
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IMAK’ de tutunma, elektron verici amino asitin, sabit faza bagli metalle yakin temasa
gegmesi durumunda gergeklesir. Bu temasi saglamak i¢in protein hareketli fazin disina
zorlanir; bunun i¢in, kendisi metalle kompleks olusturmayan kosmotropik tuzlar
kullanilir. Pek cok arastirmaci, yiiksek kosmotropik tuz derisiminde, ¢iplak IDA
kolonlarinda protein alikonmasinin, spesifik olmayan etkilesimlerin (kismen hidrofobik
etkilesmeler) roliinii gosterdigini gozlemistir (Sulkowski vd., 1996). Tuzlar, proteinleri
sulu ¢ozeltilerinden ¢oktiirme yeteneklerine gore bir Lyotropic veya Hofmeister serisi
seklinde diizenlenebilir.

fosfatlar < siilfatlar < asetatlar, florlirler< kloriirler<bromiirler, perkloriirler, nitratlar <

tiyosiyaniirler

v

kosmotropik notral kaotropik

sodyum< magnezyum< kalsiyum, baryum< manganez, nikel

Kosmotropik tuzlar, denature proteinlerin yeniden dogal yapilarma dénme oranini
arttirir ve protein denatiirasyonunun hassasiyetini azaltir. Bu tuzlar proteinin yiikli
gruplariyla direk etkilesmezler ve protein yiizeyinden ayr1 dururlar. Coziiciiye
kosmotropik tuzlarmm katilmasi proteinin hidrofobik etkilesmelerini arttirir. Polar
olmayan gruplarin, bir proteinin sulu ¢ozeltisine etkimesi su molekiillerinin bu gruplar
etrafinda dilizenli bir yap1 almasmna ve bdylece istenmeyen bir sekilde, sistemin
entropisinin diismesine neden olur. Kosmotropik tuzun eklenmesi suyun daha da farkl
bir yap1 almasina neden olabilir. Su molekiilleri bu tuzlarin etrafinda siki bir hidratasyon
kiiresi olusturur ve proteinin apolar gruplar1 ¢evresinde daha fazla su toplanir.
Hidrofobik etkilesmeler, yalnizca proteinin kararhligina katkida bulunmaz, ayni
zamanda kromatografik matriks yilizeyine adsorpsiyonu destekler.

Kozmotropik tuz-destekli adsorpsiyon; proteinin, ¢ozeltilerinden matrix yiizeyine dogru
hareket ettirilmeye zorlanmasiyla meydana gelir. IMAK de, sivi faz ¢ok hidrofilik
tuzlarla yiiklendiginde, immobilize metal iyonlar1 ile kaplanmis hidrofobik 6zellikli
polimerik veya silika matrikslerine yakin bolgeler, proteinlerce zenginlesir. Eger
tutturulmus ligandlar yeterince esnek ise, o0 zaman bunlar protein molekiiliinde bulunan
catlak ve yariklara girebilirler. Sonug olarak kisa diizeyli ¢ekici kuvvetler etkili olur.
Adsorpsiyon, proteinin elektron verici amino asit gruplarinin, metalin koordinasyon
kiiresinin dis tarafina yaklagsmasiyla olusur. Bu olusum yiik transferini ve metalin bag

kuvvetlerinin etkinlik kazanmasin1 saglar.
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1.6.3.3. Yarnismah ajanlar

Secici desorpsiyon yapmanin diger yaygin bir metodu, protein iizerindeki adsorpsiyon
bdlgelerine, immobilize edilmis metalden daha yiiksek afiniteye sahip bazi maddeleri,
yiiriitiicii faza ilave etmek veya adsorpsiyon bdlgelerine proteinler ile yarigmali bir
sekilde baglanan maddeler kullanmaktir. Nétral pH ve diisiikk derisimlerde (50 mM)
imidozol veya histidin igeren segici gradientin kullanilmasi, baglanmis proteinleri
yerinden ¢ikarmak i¢in etkin bir metottur.

Immobilize proteinlerin desorpsiyonundaki son ¢are, immobilize selat olusturmus metal
komplekslerini diisiik pH larda bozmak yada histidin veya EDTA gibi giiglii bir
selatlayici ajan eklemektir.

Selatlar olusturmus metalin ortama salinmasi proteinleri desorbe eder, fakat kolon

subsratmin etkinligini tahrip eder ve eluentdeki proteini denature edebilir.

1.6.4. IMAK’de proteinlerin alikonma davramslar

Proteinlerin tutunma davraniglar1 eluentin degisen pH degerine ve sabit fazdaki
metallerin selatlasmasina baglh olarak degismektedir (Hemdan vd., 1989; El-Rassi vd.,
1986). IMAK deki tutunma prosesinin fizikokimyasal 6zellikleri tam olarak anlasilmis
degildir. immobilize metal iyonuna protein baglanmasmin, elektron verici atomlar1
vasitasi ile bu metallere koordine olabilen triptofan, sistein ve histidin yan zincirlerinden
dolay1 arttigma dair giiglii kanitlar vardir. Immobilize bir metal ile bir protein icindeki
amino asit rezidiisii arasindaki etkilesim, sadece bu amino asitin durgun fazdaki metal
selatin fonksiyonel gruplarina ulasabilmesi ile miimkiindiir. Bu konu, degisik histidin,
triptofan ve sistein igerigine sahip birka¢ proteinin alikonma davraniglarmi inceleyen

Sulkowski tarafindan tartigilmistir.

Bir dizi homolog proteinin gozlenen alikonma davranislarinin, yiizey ile temasta
bulunan histidin sayisinin artmasi ile arttigi belirlenmistir. Bir proteindeki histidin
merkezlerinin sayisi ile proteinlerin kolon alitkonma davraniglar1 tahmin edilebilir.
Yiizeyde bulunan bir veya daha fazla sayidaki histidin merkezleri genellikle

alikonmanin artmasma neden oldugu halde, protein yiizeyindeki histidin merkezlerinin
yetersizligi genellikle alikonmanin yetersizligi ile iliskilendirilir. Sulkowski IMAK ile
0zel bir proteini ayirmak istendiginde hangi metallerin kullanilacagini da tanimlamigtir.
Kabaca, bir protein Ni**-iDA kolonunda tutunmasi icin en az iki histidin merkezine
ihtiyag duyar. Oysa Cu®* selatlanmis metal kullamldiginda sadece bir merkezin olmas1

yeterlidir.
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Protein veya peptitin amino asit komposizyonu bilindiginde, hangi ¢esit metal
iyonlarmin IMAK’ta alikonmaya neden olacag: ¢izelge 1.4’de ki kurallar kullanilarak
bulunabilir. IMAK ’ta protein adsorpsiyonunda yer alan baslica amino asitlerin alikonma

kuvveti ¢izelge 1.5°de gosterilmistir (Ueda vd., 2003).

Cizelge 1.4. Protein ylizeyindeki uygun histidin ve triptofan uzantilarina dayanan

protein metal afinite tahminler (Ceylan, 2011).

Protein yiizeyindeki Histidin ve

Triptofan uzantilan

Adsorbsiyona Neden Olan Metal

fyonu

His/Trp yoksa

Bir His

Birden fazla His

Cu®*(kuvvetli ads.), Ni**

Bir kiime His

Cu2+ Ni2+ Zn2+ C02+

Birkag¢ Trp varsa, His yoksa

Cu2+

Cizelge 1.5. Protein alikonmasinda yer alan amino asitlerin bireysel dagilimu.

Fonksiyonel Grup Alhkonma Kuvveti
Histidin ++++
Sistein ® ++++
Aspartik asit, Glutamik asit
Lizin,Arjinin +
Triptofan, trozin, fenilalanin +
N-Terminal +

%isteinn indirgenmis formda (Ceylan, 2011).

Hemdan vd., IMAK in bir protein molekiiliindeki histidin kalmntismn topografyasi igin
bir prob olarak kullanilabilecegini gdstermislerdir. Tiredoksin, ubiquitin, kalmodulin,
lizozim, sitokrom c¢ ve miyoglobin gibi model proteinlerin immobilize gecis metal
matriksleri ile etkilesiminin degerlendirilmesi, proteinlerdeki histidin merkezlerinin
yogunlugunun yiizey lokalizasyonunun ve coklulugunun alikonmaya nasil etki ettigi

konusunda bilgi saglamaktadir.
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Bir proteindeki tiim histidin merkezleri ayni1 degildir. Tek bir histidin kalintis1 igeren
model proteinlerin afinitelerini iceren ¢alismalar, IMAK adsorbentlerine ulasabilirligin
alikonma icin 6nemli bir kriter oldugunu géstermistir. Cu®*-IDA sefaroz kolonunda
desorpsiyon siralamasi, tek histidin tasiyan protein serileri igin, tiredoksin (E.Coli),
sitokrom c (at), kalmodulin (s181r), ubiquitin (s1g1r) ve lizozim (tavuk) seklindedir.
Lizozim gibi daha giiglii bagl proteinlerin desorpsiyonu i¢in, 7,0 den 6,0 ve 5,0 e dogru
azalan bir pH gradienti gerekir. IMAK kolonunun lizozime daha giiclii afinite
gostermesi yapidaki His-15 ilaveten 62. ve 123’iincii pozisyonlarda bulunan triptofanin
varligt ile aciklanir. Diger proteinler, baglanmalarma katkida bulunan, dis ortamla
etkilesebilen histidin rezidiilerine sahiptir. Bu proteinlerdeki tutunma sirasi ise histidin
gruplarimin  pK degerlerindeki farklara dayandirilmaktadir. Histidin gruplarmin
baglanma potansiyeli, sitokrom ¢ ( His-33, pK 6,5), kalmodolin (His-107, pK 6,1), ve
lizozim (His-15, pK 5,2) siralamasinda belirtildigi gibi pK degerinin azalmasi ile artar.
Bu model, histidin gruplarmin protonlanmamis Me™-IDA ile, daha gii¢lii koordine
oldugu teorisinden hareketle uygulanir. Bir protein molekiilii i¢inde uygun bir sekilde
konumlanmig bir histidin grubunun alikonmada daha basarili oldugu goriiniir.

Simith vd., his-trp, his-tyr-NH, ve his-gly-his dizinlerine sahip olan peptitlerin Co*",
Ni** ve Cu** immobilize IDA-sefadeks kolonlar i¢in yiiksek afiniteye sahip olduklarini
gostermislerdir. His-trp dizinlerden birini i¢eren selath peptit ve genetik olarak
diizenlenmis proinsiilin, Ni**-IDA sefadex kolonunda onemli derecede tutunma
gostermektir (Ljungquist vd., 1989; Grisshammer ve Tucker, 1997). Hochuli vd.,
(1988), fare dihidrofolat rediiktaz ile muamele edilmis polihistidin ile selat olusturucu

bir peptidin, Ni®*-NTA sefaroz iizerinde alikondugunu gosterdiler.

1.6.5.  Protein saflastirnlmasinda IMAK uygulamalari

IMAK genetik olarak diizenlenmis proteinlerin saflastiriimasinda etkindir. Rekombinant
peptit zinciri sonunda bulunacak olan ve baglanma igin immobilize metal iyonu tercih
edecek olan spesifik metal selath peptit kabulii temeline dayanan selathh peptid-
immobilize metal iyonu afinite kromatografisi gelistirilmisdir (SP-IMAK).
Rekombinant peptitlerin Co**, Ni** ve Cu®* yiiklii IDA-IMAK kolonlarina kars1 yiiksek
afinite gosterdiklerini saptanmistir. Selat olusturucu peptit, ilgili proteini selat
olusturucu peptidi igeren, birbirinin i¢ine dagilmig bir proteinin, NH, terminal ucuna
klonlanabilir. Daha sonra selat olusturucu peptit, aymrma teknikleri kullanilarak

ortamdan uzaklastirilabilir. Bu ¢alismanin 6nemi, tercih edilen baglanma bdlgesinin,
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saflastirmay1  kolaylastrmak igin Dbirbirinin iginde bulunan bir protein ile
birlesebilirligini gosterebilmektir (Ceylan, 2011).

Bir peptit olan insiilinin 6n maddesi, bu teknik kullanilarak saflastirilmaktadir. Bu 6n
madde, diger histidin rezidiilerini de icerir fakat, onlar peptitin primer yapist i¢cindeki
konumlar1 dolayisiyla, immobilize metale baglanmada kiiciik bir paya sahiptirler (Smith
vd., 1998).

Hochuli vd., (1988), polihistidin selatli peptit ve fare dihidrofolat rediiktaz dan olusan
bir protein karisimi ve Ni?*-NTA adsorobent ile benzer yaklagimi arastirdilar.
Polihistidin  peptidi, amino veya karboksil terminaline bagh {i¢ ile alt1 arasinda ki
histidin kalintilarmdan olusmaktadir. Onlar bu yaklasim ile, Ni*-NTA dolgulu
kolonunda, birbiri i¢inde bulunan proteinler igin etkili bir saflastirma elde etmislerdir.
Bu sonuglar, karboksil ucuna bagli iki histidin ve karboksil veya amino ucuna baglh alt1
histidinin, tercihli selat olusturucu peptitler oldugunu gostermektedir. Karboksipeptidaz
A, protein uglarindan selat olusturucu peptidi uzaklastirmak i¢in kullaniliyordu.
Al-Mashiki ve Nakali, (1988) kan serumundan ve kan plazmasindan proteinleri ayirmak
igin Cu®*, Zn®*, Ni** ve Co? yiikli IDA-BGE sefaroz 613/sefakril S-300 kolonlarini
kullanmiglardir. Farkli metalleri tasiyan dolgular, immunoglobulin ve transferin
saflastirilmasinda karsilastirilmiglardir. Ayrilan proteinlerin immunokimyasal analizleri,
biyolojik aktivitelerinde kayip olmadigin1 gdstermistir. Cu®" yiiklii kolonlar, en yiiksek
IgG aktivitesi (>%95) veren ve en 1liml1 kosullarda kullanilan kolonlardir.

Histidin aminoasiti modifiye proteinler ile, metal iyonu arasindaki baglanmanin
azalmasi, IMAK’ daki protein baglanmasimda histidinin énemli roliinii gdsteriyor. Bu
sonuglar, protein ile metal arasindaki etkilesimde, histidinin baskin bir rol oynadigina

dair Porath’ 1n yaptig1 ilk gozlemleri desteklemektedir (Ceylan, 2011).

Al-Mashiki vd., (1988), peynir suyundan gelen immunoglobulin ve laktoferrinin
ayrilmasinda benzer sekilde modifiye edilmis histidin guruplarmi IMAK’ a uyguladilar.
Histidinin, immobilize metal i¢in onemli bir baglanma bdlgesi olarak bulunmasina
ragmen, DEP-Ig’ nin kii¢iik bir miktarinin kolona adsorbe oldugu bulundu. Bu sonug,
immobilize metal ile diger aminoasitlerin (biiyiik olasilikla sistein) etkilesimi ileri
stirmektedir.

Zawitowski vd., filizlenmis bugdaydan o-amilazlar1 saflastirmak igin Cu®*-IDA
Sepharose 6B kolonunu kullandilar. Allen vd., kontrollii gozenekli cam (KGC)
kromatografisi ile kismi bir saflastirma takip ederek, ¢inko selat afinitesi ile sigir

fibroblast (kok hiicre) interferonunun (SF-IFN) saflastirmay1 denediler. insan fibroblast
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interferonlarmnmn, Zn**-yiiklii IMAK kolonlariyla uygun ve nitel olarak uzaklastirilmas:
islemi bagarilmasina ragmen, Zn*-IDA yiiklii IMAK kolonlariyla daha fazla saflastirma
yapilamamustir. SI-IFN’nin birincil yapisinda histidin rezidiileri bulunmasma ragmen,
saflastirma isleminde IMAK’ 1 basarisiz olmasi konusunda olasi nedenler vardir.
Bunlardan biri: Immobilize Zn** ile etkilesen histidin rezidiilerinin yeterince agikta
bulunmamasidir. Insan fibroblast interferon ve sigir fibroblast interferonlarm
karsilastirilmasi, her bir protein yapisinda farkli histidin say1 ve dagilimmi
gostermektedir. Sulkowski, interferonlarin evrimsel Orneklerinin, metal baglamalar1

arasindaki farklar1 IMAK’ la agiklamistir (Ceylan, 2011).

Wunderwald vd., aktif endoproteinazlari, biyolojik sivilardan uzaklastirmak igin, o-
makroglobulinin, Zn* -bis-karboksimetil-amino sefaroza immobilize edilmesini iceren
yeni bir yontem tanimlamislardir (1982). El-Rassi vd., concanavalin A’ y1 (Con-A)
Cu®*-IDA ile silika destek iizerine immobilize etmislerdir (1986). Con A’ nin IMAK
kolonuna kuvvetli bir sekilde baglandig1 ve ancak pH y1 diisiirerek veya nétral pH da
EDTA eklenmesiyle uzaklastirilabildigi gozlenmistir. Con A-Cu?*-IDA kolonlart, cesitli
proteinlerin saflagtirilmasi ve ayrilmasi i¢in, ayrica ¢esitli glikoproteinlerin ve
karbonatlarin uzaklastirilmas: amaciyla kullanilmistir. IMAK’de halen, cevap bekleyen
can alict sorular vardir. Belew vd., Hutchens, Yip, Porath ve Wang tarafindan c¢alisilan
bir konu, proteinlerin kiigiik veya biiyiik 6lgekte saflastirilmasinda hayati olabilecek
kromatografik parametrelerin, nicel olarak saptanmasi {izerinedir. Nicel veriler, kiigiik

Olcek ayirma sistemlerinin dizayninda 6nemlidir (Ceylan, 2011).

Belew vd., bes model proteinin, Chelating Sepharose Fast Flow ve TSK-gel Chelate
SPW sorbentleri iizerindeki etkilesimlerini incelemisler, adsorpsiyon izotermleri
kullanarak, bu sorbentler icin, sorbentlerin afinite sabitlerini ve kapasitelerini
saptamiglardir. Sorbentlerin, protein icin afinitesi arttik¢a, adsorpsiyon kapasitelerinin
diistiiglinii gozlediler. Bu olay, proteinlerin adsorpsiyon yiizeyine ¢ok noktadan
baglanmasi ve adsorpsiyon sonucu proteinlerin konformasyonunda meydana gelen

degismelerden kaynaklaniyor olabilir (Ceylan, 2011).

IMAK adsorbentlerinin protein adsorplama kapasiteleri genellikle, kiigiik iyon
adsorplama kapasitelerinden olduk¢a diistiktiir. Bu durumun, adsorpsiyon merkezleri
ile, proteinler arasindaki sterik etkilerden kaynaklandigi goriilmektedir. Hutchens vd.,

sonu¢ olarak bazi ligandlarin, proteinlerin biyiikliigiinden dolayr kullanilamaz
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olabilecegini gdstermektedir. Wang, en yiiksek yiikkleme oraninda, her bir lizozim,
miyoglobin ve kimotripsinojen molekiillerinin sirastyla 5, 9 ve 11 merkezini kapladigini
bulmustur.IMAK’in diger bazi uygulamalar1 ise, laboratuvar diizeyinde &zellikle
bilimsel veya arastirma ¢alismalar1 igin giin gectikge daha popiiler olmakta. Piyasada
histidin kodlayan baz dizilimleri ihtiva eden ticari klonlama vektorleri elde edilebildigi
gibi, histidin isaretli proteinlerin spesifik belirlenmesi icin antibadiler de elde
edilebilmektedir (Lindner vd., 1997).

IMAK, Ni-NTA selat recinesi ile segici adsorpsiyona aracilik eden 6 tane ardarda gelen
6-histaminil purinli bir afinite etiketini kullanarak DNA gibi protein i¢cermeyen
molekiillerin de saflastirilmasinda kullanilabilir. Bazlar iizerindeki girisim yapabilen
azotlardan dolayr RNA ve oligoniikleotidler, IMAK matriksine sikica baglanirken,
dogal DNA, IMAK matriksine zayifca baglanir (Murphy vd., 2000).

IMAK 1n fosfoproteinlerin tanimlanmasi igin, fosfopeptitlerin metal afinitesine dayanan
spesifik metod gelistirilmis ve Fe(II)-IMAK kismen, fosforlanmis protein ve peptitlerin

degistirilmesi ve segici olarak saflastirilmasinda kullanilmistir (Ceylan, 2011).

1.6.6. IMAK’ in baz1 avantajlar

IMAK, asagidaki bazi1 5nemli dzelliklere sahiptir (Ueda vd., 2003):

1. IMAK tek basamakli saflastirma saglar.

2. Diger afinite kromatografik tekniklere kiyasla protein doldurma kapasitesi oldukca
yiiksektir (0,1 - 10 uM/mL jel).

3. EDTA veya EDTA gibi kuvvetli selatlayici ajanlarla, metal iyonlar1 regineden
kolaylikla uzaklastirilabilir. Boylece, ayni selatlayict regineyi kullanarak, ilgili
proteinin ayrilmasinda en iyi ligandi saptamak i¢in farkli metal iyonlar1 test
edilebilir.

4. IMAK up-scaling oldukca kolaydir ve endiistriyel uygulamada tekrar iiretilebilir.

5. IMAK, seyreltik protein ¢dzeltilerinin deristirilmesinde kullanilir.

6. IMAK, karisik bilesenler veya yiiksek iyonik kuvvet iceren bircok sayida tampona
uygundur.

7. IMAK, genelde protein yapismi tersi ydnde etkilemez. Birkag durumda
metalloenzimlerin kendi asil metal iyon styirmasina sahip oldugu rapor edilmistir.
Cu(l)-IDA kolonunda IMAK’ta proteinin zarara ugradigi &nceki caligmalarda
gosterilmistir, fakat bu zarar; Cu(Il) tarafindan katalizlenen oksidatif proteolizin

sebep oldugu indirgeyici ajanlar tarafindan baslatilir.
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8. Yiikli olmayan kolon boyunca ¢ozeltiler gecici olarak sterile edilir, bakteriyel
gelismeye hazir biitiin metal iyonlar1 selatlamayla uzaklastirilir.

9. Bir IMAK reginesi, kromatografik 6zelligini kaybetmeden birkag yiiz kere rejenere
edilebilir. IMAK jelleri pH 4’iin altinda kullamlmayacak sekilde oldukca

kuvvetlidir.

1.6.7. Denatiirasyon ve renatiirasyon durumunda IMAK kullanim

Bugiin pek ¢ok rekombinant proteinler, E. Coli de genetik olarak iiretilen heterolog
genlerin hiicre i¢i ekspresyonu ile iiretilir. Hiicre i¢inde toplanan rekombinant proteinler
sik sik hatali katlanmis proteinlerin ¢ozlinmez agregatlar1 formunda depolanirlar. Saf,
biyolojik olarak aktif proteinlerin tiretimi, klasik olarak diyaliz veya dillisyon gibi kiigiik
etkinligi olan teknikleri birlestiren denatlirasyon ve renatiirasyon islemlerini
icermektedir. IMAK guanidin-HCI veya denature edici iire konsantrasyonlar1 varhginda
histidin isaretli proteinleri etkili olarak ayirabilme avantajma sahiptir. Ilaveten ardi
ardina gelen histidinler ile afinite olusturma, tek IMAK basamagmda etkin bir
saflagtirma ve renatiirasyonu miimkiin kilar (Ceylan, 2011).

Gata-1 protein (Apezteguia, 1994), Mycobacterium tuberculosus antijenleri (Collangeli,
1998) ve iki farkli membran proteini denature edici sartlar altinda saflastirilan histidin
isaretli proteinlere 6rneklerdir. Bu proteinler halen kat1 destege bagliyken katropik ajan
konsantrasyonu diisiiriilmesiyle, biyolojik olarak aktif formu olan renature formlarinda

IMAK kolonlarindan elue edilmistir.

1.6.8. IMAK’ m baz1 dezavantajlar

1.6.8.1. Kolon icinde olmasi muhtemel redoks tepkimeleri

Ozellikle His, Lys, Cys, Pro, Arg ve Met gibi amino asitler, cesitli proteinlere zarar
verebilen yliksek oranda reaktif radikal molekiiller iireten metal-katalizli oksidasyon
tepkimelerine kars1 hassastirlar. Dikkat edilmelidir ki, Cu(II) iyonlar1 gibi metal selatlar,
proteinlerin belirli bolgelerinin ayrilmast i¢in kullanilabilir. Proteinlerin temel
yapilariin bozulmasi ve amino asit yan zincirlerinin tahribi ¢ok da siirpriz degildir ve
kromatografi siiresince provoke edilir. Boyle bir durumda, Zn(I) gibi daha az aktif bir
metal iyonunun, Cu(Il) gibi yiiksek redoks-aktif bir iyon ile yer degistirmesi protein
tahribatin1 6nleyebilir veya en azindan minimize edebilir. Rutin IMAK ayirmalarmin
cogu, ornek veya tamponda ¢6ziinen oksijenden dolay1 aerobik ortamda yani hafifce
oksidatif sartlarda yiiriitiiliir. IMAK kolonunda metal katalizli tepkimeler veya reaktif

oksijen tiirevinin proteinler iizerindeki potansiyel tahribati bugiline kadar yeterince
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calisiimamistir. Hidrojen peroksit veya askorbat veya 0zellikle bu kombinasyonun ikisi
birlikte desorpsiyon tamponuna ilave edildigi zaman, Cu(Il) -IDA kolonlarinda protein
aktivitesinde onemli bir kayip gozlenir (Krishnamurthy vd., 1995). Bu olay, Fenton
tepkimesi (Mn* + H,0, > OH + OH + Mn™%*) ile iiretilen hidroksil radikalleri
tepkimelerine atfedildi. Kisa model peptidler ile yapilan deneyler, histidinin bu tiir
tepkime tipleri ile cabucak etkilestigini gdstermistir. Bundan dolayi, gercek IMAK
kolonlarinda oksidatif radikallerin olusturdugu bir potansiyel zarar mevcuttur. Ozellikle
hidroperoksi bilesikler ile kontamine olan Tween 80 veya Triton X-100 gibi ¢cogunlukla
kullanilan deterjanlar ile yapilan desorpsiyonlarda, protein tahrip olur. Diisiik kolon
temas siiresi ve siiper akis matrikslerinin kullanilmasi boyle durumlarda tercih edilir.
IMAK denatiire edici sartlarda kullanildiginda, viriis ile enfekte edilen bir hayvan
hiicresi i¢cindeki virlis partikiillerini ¢6zmek icin kullanilan tamponlara ve ayn1 zamanda
distilfid bagli agregatlarin olusumunu 6nlemek i¢in kromatografi siiresince genellikle -
merkaptoethanol (B-ME) veya dithiotreitol (DTT) gibi indirgeyici ajanlar ilave edilir
(Leo vd., 1996).

1.6.8.2. Metal toksisitesi

Her IMAK kolonunda metal iyonlar1 sizmasi, desorpsiyonunun tarzma ve selatlayici
ajanin tiirtine bagh olarak meydana gelir. Ni-NTA gibi dort digli selatlayict ajanlar, ii¢
dislilere nazaran daha tstiindiir. Ni-NTA sizmas1 1 ppm gibi ¢ok kiigiik bir degerdedir
(Schafer vd., 2000). Bunun yaninda Ni-NTA agarozu kullanma, His 6-isaretli
restriiksiyon endoniikleaz Eco-RV’in 1 molii bagina 2 mol Ni(Il) kontaminasyonunu
gostermektedir (Ball vd., 2000).

Ni(Il) bilesiklerinin  kanserojen oldugu disiiniilmektedir. Bu etki heniiz
kesinlesmemesine ragmen, bazi molekiiler modeller Ni(Il)’ nin, hiicre ¢ekirdegindeki
histonlar ile etkilestigini ve DNA tahribatina neden oldugunu ileri siirmekte. Insan H4
histonlarinin N-terminal bolgesini taklit eden sentetik oligopeptitlerin analizi, histidinin
bir metal baglayic1 bdlge olarak hareket ettigini teyit etmekte ve buda Ni(I)

toksisitesinden sorumludur (Zoroddu vd., 2000).

1.7. Kriyojeller

Makrogdzenekli polimerik materyaller biyoteknolojide, biyomedikalde ve eczacilik
biliminde biiyiik ilgi gérmektedir (Chen vd., 1995; Hentze vd., 2002). Makrogdzenekli
polimerik materyallerin sentezine klasik yaklasimlar, indiiklenmis faz dagilmasini, gaz

veya sivi porojenlerin kullanimi, siiper kritik uygulamalar veya kalip sentezlerini igerir
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(Chen vd., 1995; Kabiri vd., 2003). Son zamanlarda kriyotropik jellesme teknigi negatif
sicakliklarda hidrofilik makrogdzenekli materyallerin hazirlanmasinda kullanilir
(Hentze vd., 2002; Plieva vd., 2006). Bu polimerik gézenekli materyaller kriyojeller
olarak bilinirler. Kriyojeller pratik olarak bir jel olusturan dnciillerden iretilir ve bircok
degisik morfoloji ve gdzeneklere sahiptirler (Ceylan, 2011).

Kritropik jellesme (kriyoyapilanma) potansiyel olarak jellesme kapasitesi olan
sistemlerin kriyojenik isleme sokulmasiyla meydana gelen spesifik tiirdeki jel
olusumudur. Kriyojelin temel 6zelligi; sicakligin diisiiriilmesiyle jellesme meydana
geldiginde, kriyojellesmeyi sofutmayla olusan jellesmeden ayirt eden c¢oziiciiniin
zorunlu kristallenmesidir (6rnegin ¢6ziiciiniin herhangi bir faz ge¢isi olmadan meydana

gelen agaroz ya da jelatin ¢ozeltisinin jellesmesi) (Ceylan, 2011).

Kriyojellerin (makrogdzenekli jeller olarak tanimlanabilir) olusumunda yar1 donmus
sulu ortamda buz kristalleri gozenekli bir yapi olusturur. Kalip buz kristallerin
erimesinden sonra gozenekler birbiriyle baglanmis olur. Sistemin biiyiik ¢ogunlugunda
gozenekler birbiriyle baglantili ve yiiksek esneklige sahiptir (Ceylan, 2011).

Klasik jellerin (¢cozeltileri homofaz sistemler iken) aksine kriyojeller heterofaz sistemde
polimerlesir. Kriyojellerde makro ve mikrogdzenekli yapilar da olabilir (Plieva vd.,
2007). Kriyojeller yiiksek esneklik ve siingersi morfolojisiyle, yiiksek ve diisiik molekiil
agirlikli onciillerle hazirlanir ve sulu ortamda serbest radikal polimerizasyon ile negatif
sicaklikta tretilir (Plieva vd., 2005). Kriyojellerin siingersi yapilar1 poliakrilamid
(PAAm), polihidroksimetakrilat (pHEMA), polietilenglikol (PEG), dextranmetakrilat,
polivinilalkol (PVA) temeline dayanir (Cizelge 1.7) (Arvidsson vd., 2003). 1980’ li
yillarda bilinmesine ragmen biyoayirma oOzellikleri son zamanlarda fark edilen

kriyojeller disk, monolitik kolon ve tabaka seklinde dizayn edilir (Lozinsky vd., 2003).
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Cizelge 1.6. Polimerik jellerin smiflandirilmasi ve tiretim islemleri (Ceylan, 2011).

Polimerik Jeller

Tiir Jel Olusumu Ornekler Yorumlar
Kemotropik | Molekiiller aras1 | Poliakrilamit jeller Biiyiik bir jel grubudur.
Jeller kimyasal baglar | Polistiren temelli iyon | Monomerik 6nciillerin
sonucu olusan 3 | degisim regineleri dallanmis
boyutlu veya poliakrilat polimerizasyonu
kovalent orgii matriksler sirasinda ya da
Sephadexler olarak polimerik onciillerin
bilinen ¢apraz bagh capraz baglanmasiyla
dekstran olusur. Biyoteknoloji
alaninda yaygin
kullanilir.
Iyonotropik | Molekiiller aras1 | Aljinat-polilisin veya | Bu jeller belli
Jeller iyonik baglara kitosan-polifosfat kompozisyona sahip
(tuzlar) karigimi matriksler ortamda kararliyken
kararlilik veren | gibi polielektrolit stvi ortamin pH veya
iyon degisim kompleksler iyonik bileseni
tepkimeleri degistirildiginde
kolaylikla ¢oziintirler.
Immobilize
mikrobiyel, bitki veya
hayvan hiicresi
tastyicilar1 olarak
kullanilirlar.
Selatotopik | Molekiiller aras1 | Jel olusumu ¢ok disli | Ca-aljinat jeller hiicre
Jeller koordinasyon giiclii koordinasyon immobilizasyonu igin
baglarina yapan metal kullanilirlar. Diger
kararlhilik veren | iyonlarmin selatotropik jeller i¢in
selatlanma eklenmesiyle saglanir. | heniiz biyoteknolojik
tepkimeleri Cu(Il) veya Co(ll) ile | uygulamalar
kitosan ¢ozeltileri, bulunamamastir.
Cr(l11) ile
karboksimetil seliiloz
¢ozeltileri veya Ca
iyonlar1 ile ¢capraz
baglanmis aljinat
jelleri.
Solvatotropi | Coziicii Koaservasyon olgusu | Coziicli olmayan bir
k jeller bileseninin diye bilinen olay madde polimer
degistirilmesiyle | sonucu olusur. Bu tiir | ¢0zeltisi ortamina
olusan jeller jellesme filmlerin eklendiginde ortama

veya fiberlerin 1slak
olusumu sirasinda bir
ara basamaktir. Orn;
seliiloz nitratlardan ve

olan afinitesini
distiriilerek ve
kovalent olmayan
polimer- polimer
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seliiloz asetatlardan.

etkilesimleri
olusturarak jel
olusumunu saglar.

Termotropik | Baslangig Hidrofobik olarak Molekdiller arast
Jeller polimer modifiye edilmig hidrofobik etkilesimler
sisteminin hidroksietil seliiloz, jel olusumunda 6nemli
1sitilmasiyla ovalblimin ve yere sahiptir.
elde edilirler. yumurta beyazi
jelleri, Jelatin jeller,
Nisasta jelleri, Agaroz
ve agar agar jelleri,
Carrageenan jelleri
Psikrotropik | Jellesme Biyoteknolojide
jeller baslangi¢ kromotografik
polimer malzemeler ve
sisteminin elektroforez matriksleri
sogutulmasiyla olaak kullanildig1 gibi
elde edilir hiicre kiiltiirlemesi igin
kat1 ortam olarak da
sik¢a kullanilir.
Kryotropik | Baslangi¢ Bu ¢alismanin
jeller sisteminin icerigini
dondurulmasiyl | olusturmaktadir.
a elde edilir.
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Cizelge 1.7. Kriyojel sistemlerin potansiyel uygulamalarina bakis (Plieva vd., 2007).

Monomer/ Por Boyutu Kullanim islemleri
Polimer Onciilleri | Gésterim | (um) Morfoloji
Akrilamid pAAmM 1-200 Stingerimsi Kiigiik pargacik
ve elastik iceren sivilarin
kromotografisi; hiicre
kiiltiirii igin kaliplar
Akrilamid Asi- 1-100 Stingerimsi Kigiik pargacik
pAAmM ve elastik iceren sivilarin
kromotografisi
Dimetilakrilamid Pdmaa 1-120 Stingerimsi Kigiik pargacik
ve elastik iceren sivilarin
kromotografisi; hiicre
kiiltiirii igin kaliplar
Polivinilalkol m-PVA 1-80 Siingerimsi Hiicre kiiltiirii i¢in
ve elastik bozulmayan veya
monolitik
kromotografi ortami
icin kaliplar
Polivinilalkol b-PVA 0,1-1 Elastik Mekanik olarak
kafesleme yoluyla
hiicrenin
immobilizasyonu.
Enzimlerin kimyasal
olarak
immobilizasyonu
Hidroksietilmetakri | HEMA 1-200 Stingerimsi Hiicre kiiltiirii i¢in
lat ve elastik kaliplar
Dekstran metakrilat | Dex-MA | 1-100 Stingerimsi Hiicre kiiltiirii i¢in
ve elastik kaliplar
Hidroksietilmetakri | HEMA- 1-100 Stingerimsi Hiicre kiiltiirii i¢in
lat ve elastik bozulanbilen kaliplar
LL-asetat-Dekstran | LLA-D
Dekstran Agaroz Ags-MG | 1-100 Siingerimsi Hiicre kiiltiirt igin
ve elastik kaliplar
Polietilenglikol PEG 1-100 Stingerimsi Hiicre kiiltiir i¢in
ve elastik kaliplar
N-izoproppil NIPAAM | 1-100 Stingerimsi Hiicre kiiltiirii i¢in
akrilamid ve elastik kaliplar

1.7.1. Kriyojellerin hazirlamisi ve karakterizasyonu

Coziiciiniin kristallenme hizi ve kimyasal reaksiyon (kriyojellesme) hizinin uygun bir
sekilde kontrol edilmesi uygun 6zelliklere sahip kriyojellerin hazirlanmasina olanak
saglar. Kriyojel sistemde, biiyliyen buz kristalleri porojen olarak ve erimesinden sonra
birbirine bagli gozenekler i¢cin kalip olarak davrandiklarindan dolay1 tipik olarak
kriyojeller, -10 ile -20 °C gibi diisiik sicakliklarda sulu ortamda iretilir. Reaksiyon
karisimi sogutuldugunda donmus monolitik blok iki ana par¢adan olusur. Kimyasal

reaksiyon donmamis sivi mikrofaz iginde gerceklesir. Reaktif icermeyen ¢oziicliniin
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kristalleri donma sirasinda biiyiir, donmus g¢ercevenin siirekli bir sistemi olusana kadar
diger kristallerle birlesir. Kimyasal reaksiyonlar bittikten sonra erime ile birlikte sistem
stvi ¢Oziici ile dondurulmus siirekli makrogdzenekli kanallar iceren bir matriksten
olusur (Sekil 1.20) (Plieva vd., 2007). Yaridonmus reaksiyon ortaminda ¢0zlinmiis
reaktifler (jel Onciilleri) kimyasal reaksiyonun gerceklestigi donmamis sivi mikrofaz
icinde yogunlasir. Boylece polimer zincirleri gozeneklerden gozenek duvarlarina
taginarak kriyojeller olusturulur. Klasik bir jel igindeki polimer derisimi ile
karsilastirildiginda gozenek duvarlar1 daha yiiksek bir polimer konsantrasyonuna sahip
olur. Gozenek duvarlar1 i¢indeki artan polimer konsantrasyonu kriyojelin mekanik

sertliginin yeterli olmasimi saglar (Plieva vd., 2005; Arvidsson vd., 2003).

(a) Baglangig (b) Donduruimug ¢ozeti (c) Eritimi kriyojel
=
{—-f v =
 J— LA ) Dondurma ¥ Eritme "}ﬁﬁ
¥ % » © . ¥ »
¥ o : — <7
< 4%
5 \8

Sekil 1.20. Kriyojel liretiminin sematik gosterimi: 1, ¢ozeltideki makromolekiil; 2,
¢oziicii; 3, disiik molekiil agirlikli ¢béziinen molekiilleri; 4,
dondurulmus ¢oziiciiniin polikristalleri; 5, donmamis sivi mikrofaz; 6,

polimerik kriyojel; 7, makrog6zenekler; 8, ¢oziicii (Ceylan, 2011).

Kriyotropik jellesme isleminin temel karakteristik 6zellikleri;

1) Jel olusum ajanlarini igeren reaksiyon karisimi, ¢6ziicliniin donma noktasinin bir kag
derece altinda dondurulur. Donmus haldeki sistem, tek parca kati blok gibi gériinmesine
ragmen donmamis sivi mikrofaz (UFLMP) iceren heterojen bir karigimdir.

2) UFLMP igerisindeki jel olusum ajanlariin derisimi ¢oziicliniin donmasimnin etkisiyle
yiikselmistir. Kriyoderisme olarak adlandirlan bu olay, donmus sistemlerde jel
olusumunun hizlanmasina sebep olmaktadwr. Ayni derisime sahip sivi monomer
cozeltilerine gore jellesme oldukca hizli bir sekilde gerceklesmektedir.

3) Coziicii kristalleri, gdzenek olusturucu ajan olarak islev gormektedir. Coziicii
eritildiginde, bosluklar olusmakta, makrogdzenekler ¢oziicii ile dolmaktadir. Coziicii ve
jel faz arasindaki yiizey gerilimi, gdzeneklerin yapisinin yuvarlaklagsmasma ve gézenek

yiizeylerinin daha diizenli olmasma sebep olmaktadir. Donma islemi gerceklestiginde,
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¢oziicli kristalleri diger kristallerle birlesene kadar biiylimektedir. Eritme isleminden
sonra jel igerisinde birbirine bagl gozeneklerden olusan bir ag sistemi olusmaktadir.
Gozeneklerin sekil ve boyutlary, birgok faktore baglidir; monomer derisimi ve
kriyotropik uygulama sicakligi en 6nemli etki eden faktorlerdir.

4) Kriyojellerin polimerik fazinda mikrogézenek olusumlar1 gozlenmektedir. Bundan
dolay1, kriyojeller hem heterofaz hem de heterogdzenekli bir yapiya sahiptirler (Sekil
1.21).

-20 °C’ de sulu ortamda serbest radikal polimerlesmesi ile hazirlanan kriyojel
monolitlerinin tipik gozenekli yapilar1 ve ayn1 yolla ama atmosfer sicakliginda (20 °C)

hazirlanan klasik bir jelin yapisi Sekil 1.21 *de gosterilmistir (Plieva vd., 2007).

Sekil 1.21. Kriyojel ve jelin SEM fotografi (Plieva vd., 2007).

Kriyojelin gézenek yapist 100 um’ ye kadar biiyiikliigii olan genis, birbirine bagl
makrogo6zeneklerden olusurken, klasik jel homojen ve mikrogdzeneklidir.

Degisik jel onciillerinden hazirlanan kriyojellerin sisme derecesi ayni kosullarda ama
yiiksek sicaklikta hazirlanan jellerin sisme derecesinden en az 3 - 6 kez daha azdir
(Sekil 1.22) (Plieva vd., 2007). Negatif sicakliklarda jellesmeyle hazirlanan degisik
kriyojeller Cizelge 1.7°de verilmistir. Hazirlanan kriyojellerin ¢ogu esnektir, siingersi
yapidadir ve negatif sicakliklarda sulu ortamda serbest radikal polimerlesme
reaksiyonuyla uygun bir sekilde kontrol altinda tutularak kriyojeller istenen Ozellikte
uretilebilir (Plieva vd., 2006; Plieva vd., 2004). Biiyiik (kapiler boyutta) ve birbirine
olduk¢a bagli gbzeneklerin varligindan dolay1 kriyojellerin cogu gozenekli yapiya zarar
vermeden kurutulabilir ve sonra hizla tekrar sisirilebilirler. Kriyojellerin kurutularak
saklanabilmesi en dnemli 6zelliklerini olusturur (Plieva vd., 2007).
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Sekil 1.22. Kriyojeller ve jellerin sisme dereceleri (Plieva vd., 2007).

Kriyojeller oldukca elastik maddelerdir. Esnek ve siingersi yapilarindan dolayr pAAm
kriyojeller biiyiik deformasyonlara dayanabilirler ve mekanik olarak zarar gérmeden %
80’e kadar kolayca sikistirilabilirler. 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).

1.7.2. Kriyojellerin uygulamalar

Temel olarak immobilize hiicreler ve enzimlerle yapilan biyokatalizde, partikiil igeren
akigskanlardan hedef molekiillerin ayrilmasinda, hiicre organellerinin, virlislerin,
mikrobiyal ve memeli hiicrelerinin kromatografisinde ve memeli hiicre kiiltiirleri i¢in li¢
boyutlu matriks olarak biyomedikal uygulamalar1 bulunmaktadir. Mikrokiire formunda
hazirlanan  kriyojeller ise Ozellikle mikrobiyal hiicrelerin ve enzimlerin
immobilizasyonu i¢in kullanilmaktadir. Makrogézenekli monolitler (I — 100 pm’lik
gbzenekli) viriislerin, hiicre organellerinin, mikrobiyal ve memeli hiicrelerinin

ayrilmasinda kalip olarak kullanilmaktadir (Plieva vd., 2007).
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2. LITERATUR OZETI

Emir vd., (2004), makalelerinde 2-hidroksietilmetakrilat (HEMA) ve
metakriloamidohistidin (MAH) monomerlerini kullanarak, slispansiyon
polimerizasyonu teknigi ile, ortalama ¢ap1 75-125 um olan poli(2-hidroksietilmetakrilat-
co-metakriloamidohistidin) [p(HEMA-co-MAH)] mikrokiirelerini sentezlemislerdir.
Daha sonra, MAH’m yapisinda bulunan histidinin imidazol halkasi vasitasiyla Cu?
iyonlar1 ile selat olusturularak hazirlananan p(HEMA-co-MAH)-Cu?* mikrokiireler
(658,2 umoL Cu?*/g polimer) ile sulu ¢ozeltiden sitokrom c adsorpsiyonunu
calisiimistir. Elde edilen mikrokiireler ile yapilan caligmalar sonucunda maksimum
sitokrom ¢ adsorpsiyonu, pH 10°da, 31,7 mg/g olarak tespit edilmistir.

Tiirkmen vd., (2006), makalelerinde siispansiyon polimerizasyonu ile ortalama ¢ap1 100-
140 pm, ortalama gdzenek boyutu 819 nm ve spesifik yiizey alani 50 m?/g olan
magnetik poli(2-hidroksietilmetakrilat) [m-pHEMA] mikrokiireler sentezlemislerdir.
Daha sonra, m-PHEMA yapisindaki ester gruplari, NaH varhiginda, poli(etilenimin)
(PE]) ile reaksiyona sokularak imin gruplarma doniistiiriilmiistiir. PEI takili m-pHEMA
mikro kiirelerin amino (-NH>) igerigi 120 mgPEl/g olarak tespit edilmistir. Son olarak,
cu®* iyonlar1 ile magnetik kiirelerin selat olusturmasi sonucu sentezlenen matriksin (m-
PHEMA-PEI-Cu?") sulu ortamdan maksimum sitokrom c¢ adsorpsiyonu, pH 10.6’da,
40,1 mg/g olarak bulunmustur.

Akkaya vd., (2007), makalelerinde siispansiyon polimerizasyonu ile, ortalama ¢ap1 50-
100 pum ve spesifik yiizey alan1 80 m?/g olan, magnetik poli(etilenglikoldimetakrilat-co-
metakrilamidohistidin) [m-p(EGDMA-MAH)] mikrokiireler sentezledikten sonra,
MAH’1n yapisinda bulunan histidinin imidazol halkasi vasitastyla Cu®* iyonlari ile selat
olusturularak hazirlananan m-p(EGDMA-MAH)-Cu®* mikrokiireler (68 pmoL Cu?®*/g
polimer) ile sulu ¢6zeltiden sitokrom c¢ adsorpsiyonunu calismislardir. Maksimum
sitokrom ¢ adsorpsiyonunun, pH 8.0’de, 222 mg/g oldugunu bildirmislerdir.
Bayramoglu vd., (2007), makalelerinde glutamik asit immobilize edilmis magnetik
poli(metilmetakrilat-co-glisidilmetakrilat)-A-GA [Mm-p(MMA-co-GMA)-A-GA]
mikrokiireler ile sulu ¢6zeltiden sitokrom c’nin adsorpsiyon davranigini incelemislerdir
ve maksimum sitokrom c¢ adsorpsiyonunu, pH 7.0 fosfat tamponunda, 140,3 mg/g
olarak bulmuslardir.

Cimen ve Denizli (2012), makalelerinde fare karaciger homojenatindan sitokrom c
adsorpsiyonunu ¢alismak amaciyla, 113.7 pmol MAH/g ve 58,7 pmol Cu*?/g igeren
poli(2-hidroksietilmetakrilat -N- metakriloamidohistidin metil ester) [p(HEMAH)-Cu*?]

monolitik  kriyojeller hazirlamiglardir. Sulu ¢6zeltiden maksimum sitokrom ¢
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adsorpsiyonunu, pH 8,0 fosfat tamponunda, 20,8 mg/g olarak bulmuslardir. Fare
karaciger homojenati ile yapilan ¢aligmalarda ise sitokrom ¢ adsorpsiyonun, 93,8 %
saflikta, 37,7 mg/g oldugunu bildirmislerdir.

Erzengin vd., (2010), makalelerinde yiiksek protein adsorpsiyon kapasitesi i¢in genis
yiizey alanma sahip olan Cu®* takili sporopollenin partikiilleri gdmiilii
stipermakrogdzenekli afinite kriyojellerini serbest radikal polimerizasyonu ile
hazirlamiglardir. Bu kriyojelleri HSA (insan serum albiimin)‘nin saflastirilmasinda
kullanmiglardir. HSA’nin maksimum adsorpsiyonunu, pH 8 fosfat tamponunda, 677,4
mg/g polimer olarak bulmuslardir. IMAK kullanilarak, sitokrom c¢ disinda ¢alisilan
proteinlerle ilgili belli basli makeleler ise asagidaki gibidir.

Bereli vd., (2009), serum proteinlerinin analizinde faydali olabilecek albiimin ve
immunoglobulin (IgG) saflastirilmasi i¢in Cibacron Blue F3GA ve iminodiasetik asit
(1DA)-CU2+ iceren poli(glisidil metakrilat) (PGMA) mikrokiireler (yaklasik 1,6 pm
capinda) gomiili PHEMA kriyojelleri serbest radikal polimerizasyonu ile
sentezlemislerdir. Albuminin maksimum adsorpsiyon kapasitesini 342 mg/g polimer ve
IgG’in maksimum adsorpsiyon kapasitesini 257 mg/g polimer olarak bulmuslardir.
Baydemir ve vd., (2008), insan plazmasindan bilirubinin segici olarak ayrilmasi igin
bilirubin  baskilanmig  partikiiller = gomiilii ~ slipermakrogdzenekli  kriyojeller
hazirlamislardir. Bilirubinin maksimum adsorpsiyon kapasitesini 10,3 mg/g polimer
olarak bulmuslardir.

Wang vd., (2008), cam kolonunun i¢inde iminodiasetik asit (IDA) bagli poliakrilamid
kriyojeller hazirlamislardir (~16 mm capinda). Bu kriyojelleri Zn™ ve Ni*? ile
yiiklemisler ve Zn?*-IDA-kriyojeller ve Ni*-IDA-kriyojeller elde etmislerdir. Bu
kriyojellerin ¢esitli kosullar altinda adsorpsiyon ve desorpsiyon davraniglarini
aciklamak i¢cin model protein olarak alblimini se¢miglerdir. Yapilan calismalar
sonucunda Zn**-IDA ve Ni**-IDA-kriyojellerin birbirine bagh siipermakrogozeneklere
ve yiiksek su gecgirgenliklerine sahip olduklarini gézlemlemislerdir.

Alkan vd., (2009), romatoid artrit tedavisine yonelik protein A takili-poli(2-hidroksietil
metakrilat) kriyojeller hazirlamiglardir. 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 edildigini bildirmislerdir (98,7 mg/g).

Panping vd., (2010), SiO; nanopartikiilleri gomiilii siipermakrogdzenekli kriyojelleri,
akrilamid (AAm) ve N,N-metilen-bis-akrilamid (MBA Am) reaktif monomer karigimimin

radikal kriyojenik kopolimerizasyonu ile hazirlamislardir. Model protein olarak lizozim
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ile calismiglardir. 2-akrilamido-2-metil-1-puropansiilfonik asit ile asilanan kompozit
kriyojelde lizozimin kromotografik prosesini protein atilim ve desorpsiyon 6zelliklerini
degerlendirmek icin ger¢eklestirmislerdir. Kromotografi, gomiilii nanopartikiillerinden
dolay1 yeterli mekanik gili¢ gosteren yiiksek ylizeysel hizda gergeklestirebilecegini

gostermislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Malzeme

3.1.1. Kullamlan kimyasal maddeler

Sitokrom c, 2-Hidroksietil metakrilat (HEMA) monomeri Fluka A.G’den alindi (Buchs,
Switzerland) ve kullanilincaya kadar 4 °C de muhafaza edilmistir. N’-metilen-bis-
akrilamid (MBAAmM), N,N,N’,N -tetrametilen daimin (TEMED) ve amonyum persiilfat
(APS) Sigma’dan saglandi (St. Louis, USA). Lycopodium Clavatum sporlar1 Fluka
A.G’den (Buchs, Switzerland) temin edildi. Calismada kullanilan diger kimyasallarin
hepsi Merck (Darmstadt, Almanya) firmasindan temin edilmistir ve analitik safliktadir.
Deneyde kullanilan su, Barnstead (Dubuque.lA) RO pure LP® yiiksek akis seliiloz
membranla ters osmos initesi (Barnstead D2731) Barnstead 3804 NANOPURE"
organik kolloid uzaklastirilmasi ve iyon degisim dolgu yatak sistemiyle devam eden

aletinden kullanildi. Deneylerde kullanilacak cam malzemeler bir gece boyunca 4 M

nitrik asitte bekletilmistir.

3.1.2. Kullanilan cihazlar
Taramali Elektron Mikroskobu
UV-VIS Spektrofotometresi
Ultrasonik Banyo
pH metre
Otomatik Pipetler
Vakum Etiivii
Peristaltik Pompa
Classic VVortex Mixer
Analitik Terazi
Manyetik Karistirict
Derin Dondorucu
Atomik Absorbsiyon Spektrofo-

tometresi

: JEOL JSM-5600 SEM, Tokyo, Japan

: Shimadzu corporation UV- mini-1240

: Bandelin electronic RK 100H

: J.P. SELECTA, s.a PH-2006 pH METER
: Eppendorf research

: Memmert D06836

: TETRA 210A20020 TRIS MODEL

: VELP SCIENTICIFA

: METTLER TOLEDO AB204S

: IKA RT 5P

: GTP 455A Vestel

:AA800, Perkin Emler, Bodenseewerk,
Germany
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3.2. Yontem

3.2.1. Monolitik afinite adsorbentin hazirlanmasi

3.2.1.1. Sporopollenin hazirlanmasi

Lycopodium Clavatum sporlarindan sporopolleninin hazirlanmasi literatiirde belirtildigi
sekilde yapilmistir (Erzengin vd., 2010). Lycopodium Clavatum (10 gr), 75 mL asetonla
birlikte 4 saat kadar kaynatilmaya birakildi. Yagi ¢ikarilan sporlar filtrasyonla
biriktirildi. Yagi ¢ikarilan Lycopodium Clavatum 2 M’ lik 100 mL potasyum hidroksitle
24 saat siireyle oda sicakliginda karistirilarak muamele edildi. Sporlar su (5x50 mL),
etanolle ve son olarak 50 mL eter ile yikandi. Sporlar filtrasyonla toplandi ve 60 °C’de
vakum etiiviinde kurutuldu. Elde edilen son iiriin kahverengi toz halinde sporexine (dis

kabuklar) olan sporopollenindir.

3.2.1.2. Cu? - takih sporopollenin hazirlanmas

Sporpollenin yiizeyine Cu? iyonlarinin optimum adsorpsiyon sartlar1 daha Once
calistimistir (Unlii ve Ersdz, 2006). 0,150 gr sporopollenin pH’s1 5 (HCI veya NaOH ile
ayarlanmis) olan 150 mg/L Cu?* ¢ozeltisi ile 1 saat oda sicakliginda manyetik karistiric
ile karistirildr. Cu?* iyonlar1 kaynagi olarak 1000 ppm’lik atomik absorbsiyon standart
cozeltisi kullanildi. Siipernatandaki Ccu® iyonlarinin derigimi grafit firmli atomik
absorbsiyon spektrofotometresi (AA800, Perkin Emler, Bodenseewerk, Germany)
yardimi ile bulundu. Cihazin hassasiyeti derisimi bilinenen standart g¢ozeltiler ile
periyodik olarak test edildi. Deneyler {i¢ kez tekrar edildi. Adsorblanan Cu® iyonlari,
baslangic c¢ozeltideki Cu?* iyonlar1 ve denge ¢ozeltideki Cu?* iyonlar1 kullamlarak
bulundu (Esitlik 3.1).

Q =[(Co-C)V]/m (3.1)
Burada, Q; 1 g sporopollenine adsorblanan metal iyon miktarmi (mg/g); C, ve C
strastyla sulu ¢ozeltideki metal iyonunun baglangi¢ ve son derisim degerini (mg/mL); V
sulu fazin hacmi (mL); m ise kullanilan sporopollenin miktarmni (g) vermektedir. Cu®" -
takili sporopolleninden Cu®* sizmasi 1,0 M NaSCN igeren bir ortamda ve ayrica pH 4 -
8 arasmda degisen tampon ¢ozeltiler ile incelendi. Cu?*- takili sporopollenin
siispansiyonu 24 saat oda sicakliginda karistirildi.  Cu®*- takili sporopollenin, 10 mM
Tris-HCI (pH 7,4) tamponuyla % 0,02 sodyum azid i¢eren ¢ozeltide mikrobiyal

kontaminasyonu dnlemek i¢in 4 °C sakland:.
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3.2.1.3. Cu®- takih sporopollenin gémiilii poli(2-hidroksietil metakrilat) monolitik
kriyojellerin hazirlanmasi
Monomer 2-hidroksietil metakrilat (0,3 mL HEMA) ve c¢apraz baglayict N,N -metilen-
bisakrilamid (50 mg (MBAAm)) deiyonize suda (5 mL) ¢oziinmiistiir. Coziinmiis
oksijeni elimine etmek i¢in bu karisim 5 dakika vakuma maruz birakilmistir. Serbest
radikal polimerlesmesi amonyum persiilfat APS-TEMED cifti ile olusturulmustur. APS
(100 uL) (% 10 (w/v)) eklendikten sonra ¢ozelti bir buz banyosunda 4 - 5 dakika
sogutulmustur. TEMED (20 pL) eklenip reaksiyon karigimi 1 dakika siire vorteks
edilmistir. Bu adimda, 15 mg Cu?*- takili sporopollenin polimerizasyon karigimina
eklenmistir. Daha sonra, reaksiyon karigimi, altinda kapali bir ¢ikis olan plastik
siringaya (5 mL, i¢ cap1 0,8 cm) dokiilmiistiir. Polimerlesme ¢ozeltisi 24 saat -12 °C’ de
dondurulup sonra oda sicakligma getirilmistir. Reaksiyona girmeyen monomer ve
baglaticinin uzaklastirilmas1 i¢in uzun bir yikama islemi uygulanmistir. Yikama
cozeltileri olan seyreltik HCl c¢ozeltisi ve su-etanol karisimi, monolitik kriyojel
kolondan gecirilmistir. Kriyojelin temiz oldugu tesbit edilene kadar yikama islemi
devam ettirilmistir. Yikama isleminden sonra monolitik kriyojel % 0,02 sodyum azid
iceren ¢Ozelti igerisinde +4 °C’da saklanmustir. Sekil 3.1°de Cu?*- takili sporopollenin

gomiilii siipermakrogdzenekli kriyojel gosterilmektedir.

OH

\‘\\\
on b

Cu*- takili sporopollenin gomili PHEMA krivojel Sitokrom ¢

Sekil 3.1. Cu?" - takili sporopollenin gomiilii stipermakrogdzenekli PHEMA
kriyojel ile sitokrom ¢ molekiilii arasindaki etkilesimin sematik
gosterimi.

3.2.2.  Sulu ortamdan sitokrom c adsorpsiyonu

Sitokrom ¢ adsorpsiyonuna; pH, tampon, sicaklik, baslangi¢ sitokrom c derigimi, akis
hiz1 ve iyonik siddetin etkisi aragtirildi. Sulu ortamdan sitokrom ¢ adsorpsiyon davranisi
incelenirken, sicaklik kontrolii i¢in su ceketli cam kolon igeren bir siirekli sistem
kullanildi. Yukarida anlatildig1 sekilde hazirlanan monolitik kriyojel 30 mL deiyonize

su ile yikandiktan sonra 30 mL ilgili calisma tamponu ile 1,0 ml/dk akis hizinda 30
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dakika etkilestirildi. Tiim adsorpsiyon deneyleri (sicaklik ¢aligmalar1 harig), 1,0 mL/dk
akis hizi, 25 °C, 0,04 mg/mL baslangi¢ konsantrasyonunda 40 mL sitokrom c¢
¢ozeltisinin 40 dk siire ile kolondan gecirilmesiyle gerceklestirildi. IMAK iizerine
adsorplanan protein miktar1 adsorpsiyon dncesi ve sonrasinda adsorpsiyon ortamindan
alinan ¢ozeltilerin 280 nm’de UV-VIS spektrofotometresi (Shimadzu corporation UV-
mini-1240) kullanilarak degerlendirildi. 0,025 - 1,0 mg/mL konsantrasyon araliginda
hazirlanan sitokrom c c¢ozeltileri ile kalibrasyon egrisi elde edildi ve 3.2 Esitligi
kullanilarak protein miktar1 hesaplandi.

Q=[(Co-C)V]/m (3.2)
Bu esitlikte: Q; IMAK iizerinde adsorblanan sitokrom ¢ miktarmi (mg/g), Co; sitokrom
c’nin ¢ozeltideki baslangic derisimini (mg/mL), C; adsorpsiyon sonrasi sulu fazin
sitokrom ¢ derisimini (mg/mL), V; ¢Ozeltinin hacmini (mL) ve m ise kullanilan
poli(HEMA) kriyojellerin ortalama kiitlesidir (g). Adsorpsiyon ortamimin pH’sinin,
sitokrom c adsorpsiyonuna etkisi, pH 6,0 ile 11,0 arasinda, calisildi. Sulu ortamdan
sitokrom ¢ adsorpsiyonu davramiginin sicaklikla degisimi 5 °C, 15 °C, 25 °C ve 35 °C
sicakliklarmda  arastirildi.  Iyonik siddetin  etkisi tampon igerisinde farkli
konsantrasyonlarda NaCl iceren (0,025 - 0,3 M) ¢ozeltileri ile 25 °C ortam sicakliginda
gergeklestirildi. Akis hizinin etkisi 0,5 - 3 mL/dk arasinda degistirilerek incelendi. Sulu
ortamdan sitokrom ¢ adsorpsiyonuna adsorbent dozunun etkisi adsorpsiyon ortaminda
cOzelti hacmi sabit tutularak farkli miktarlarda kati1 faz kullanilarak gergeklestirildi.
Deneysel adsorpsiyon izotermi ve maksimum adsorpsiyon  kapasitesinin
belirlenebilmesi i¢in 0,1 - 3,0 mg/mL baslangi¢ konsantrasyonuna sahip sitokrom c ile

caligild1.

3.2.3. Desorpsiyon ve tekrar kullanilabilirlik

Sitokrom ¢ desorpsiyonu i¢in 0,5 M NaSCN desorpsiyon ajani olarak kullanilmustir.
Sitokrom ¢ adsorplanmis Cu®* - takili sporopollenin gémiilii stipermakrogdzenekli
PHEMA kriyojellerden desorpsiyon ajant 1 mL/dk akis hizinda 30 dakika siireyle
kolondan geg¢irilmistir. Desorpsiyon ortamindaki sitokrom c¢ miktar1 280 nm’ de
spektrofotometrik yontem ile belirlenmistir. Desorpsiyon ortamindaki sitokrom c
konsantrasyonu ile kriyojeldeki adsorbe olmus sitokrom c miktarindan desorpsiyon

orani Esitlik 3.3°den yararlanilarak hesaplanmigtir.

Desorpsiyon ortamina salinan sitokrom ¢
% Desorpsiyon = (3.3)
Adsorblanan sitokrom ¢
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Cu® - takili sporopollenin gémiilii siipermakrogdzenekli PHEMA kriyojelin tekrar
kullanilabilirliginin belirlenebilmesi i¢in ayni adsorbentle adsorpsiyon-desorpsiyon
dongiisii 35 kez tekrarlanmustir. Her desorpsiyon islemi sonrasinda, Cu®* - takili
sporopollenin  gomiilii siipermakrogdzenekli PHEMA kriyojel, rejenerasyon ve
sterilizasyon i¢in 50 mM NaOH ¢ozeltisi ile yikanmis 0,05 M fosfat tamponu (pH 7) ile

dengeye getirilmistir.

3.2.4. Kiriyojelin karakterizasyonu
3.2.4.1. Sisme deneyi
Cu® - takili sporopollenin gomiilii stipermakrogdzenekli PHEMA kriyojellerin sisme
davraniglari, deiyonize su icerisindeki denge sisme oranlarmin belirlenmesi ile
hesaplanmistir. Denge sisme oranmin belirlenmesinde uygulanan yontem kisaca su
sekildedir; baslangicta kuru olan kriyojel dikkatlice tartildiktan sonra, 50 mL damitik su
iceren bir behere konulmustur. Sabit sicaklikta 25+0.5 °C"de 2 saat bekletildikten sonra,
kriyojeller ortamdan almmis ve METTLER TOLEDO AB204S marka terazi ile (1x10™
hassasiyetli) tartilmistir. Kuru ve sismis kriyojellerin agirliklar1 kaydedilmistir.
Polimerik kriyojellerin su igerigi Esitlik 3.4’de verilen denklem ile hesaplanmistir:
Sisme oran1 = (Ws-Wo0)/Wo (3.4)
Burada; Wo: kriyojelin kuru agirligi (g) Ws: kriyojelin sistikten sonraki agirligi (g).
Kriyojellerin makrog6zeneklilik yiizdesinin belirlenmesi i¢in uygulanan yontem kisaca
su sekildedir; denge sisme oranma ulasmis olan kriyojel 6rnekleri (W3) tartilmistir ve
daha sonra sismis kriyojel Ornegi bir enjektor igerisine alinmustir. Kriyojellerin
makrogozeneklerinde bulunan suyun uzaklastirilmasi i¢in kriyojel enjektér yardimiyla
sikilmis ve kriyojeller (W) tartilmistir. Esitlik 3.5’de verilen esitlik kullanilarak
kriyojellerin sahip oldugu makrogdzeneklerin yiizdesi hesaplanmistir.

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

3.2.4.2. Yiizey morfolojisi

Cu®" - takili sporopollenin gémiilii siipermakrogdzenekli PHEMA kriyojellerin kesit
yapisi taramali elektron mikroskobu (SEM) (JEOL, JSM 5600, Tokyo, Japonya)
kullanilarak incelenmistir. Ik olarak, kriyojellerin gdzenek yapismin korunmasi igin
kriyojeller kararli hale getirilmistir. Bu amag i¢in, kriyojel 6rnekleri gece boyu 0,15 M
sodyum kokadilat ¢ozeltisi igerisinde (% 2,5 glutaraldehit iceren) bekletilmistir. % 1’lik
osmiyum tetraoksit icerisinde 1 saat bekletildikten sonra, kriyojel 6rnekleri kademeli

olarak etanol igerisinde dehidrate edilmis ve kritik sicaklik kurutucusunda +10 °C’de
58



isitilmigtir. Bu asama, gecis sivist olan etanoliin sivi karbondioksit ile degisimi i¢in
yapilmistir. Sicaklik daha sonra, +40 °C’ ye (100 atm basing altinda) yiikseltilmistir. Bu
islem swrasinda; sivi karbondioksit dogrudan gaz formuna gegirilmis ve Ornegin
buharlagsma 1s1s1 veya ylizey gerilim kuvvetleri dolayisiyla zarar gormesi Onlenmistir.
Basincin 1 atm’ye yiikseltilmesi ile birlikte kuru kriyojel drnekleri elde edilmistir. Son
asama olarak, kriyojel Ornekleri ince altin tabaka ile kaplanmig ve SEM goriintiileri

almmustir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Cu?* - takah sporopollenin gomiilii siipermakrogozenekli PHEMA kriyojellerin
karakterizasyonu

4.1.1. Sisme deneyi

Cu® - takili sporopollenin gomiilii siipermakrogézenekli PHEMA kriyojeller, ¢apraz

baglt ve hidrofilik yapida matrikslerdir. Ayrica bu kriyojeller, opak, siingerimsi ve

elastiktir. Capraz-bag derecesine ve matriksin hidrofilitesine bagl olarak yapilara su

alarak siserler. Bu kriyojellerin gozenekleri icerisindeki su elle kolaylikla

sikilabilmektedir. Sikilan kriyojel parcasi suya daldirildig1 zaman 1 - 2 saniye icerisinde

orijinal boyut ve sekline tekrar donebilmektedir (Sekil 4.1).

Cu®* - takili sporopollenin gdmiilii siipermakrogdzenekli PHEMA kriyojelin denge

sisme oranm1 5,5 g HO/g kuru kriyojel makrogdzenek miktar1 ise % 63,28 olarak

bulunmustur. Kriyojelimizin Cu?* takili olmadan sisme testi yaptigimizda denge sisme

oraninin 5,71 g HyO/g kuru kriyojel makrogdzenek miktarinin ise % 58 oldugu

hesaplanmastir.

|
/7

Sekil 4.1. Sismis ve kurutulmus Siipermakrogézenekli Cu?* - takili sporopollenin
gomiili PHEMA kriyojeller.

4.1.2. Yiizey morfolojisi

Sporopollenin yapisinda bulunan aromatik, fenolik, hidroksil, karboksil/karbonil
gruplarmin metal iyonlarinin baglama baslica rol aldig1 diisiiniilmektedir (Unlii, 2004).
Sporopollene  selatlanmis Cu®* miktar1 14,1 mg/g SP olarak Slgiilmiistiir.
Sporopollenden Cu**  sizmasi higbir adsorpsiyon/desorpsiyon deneyinde tespit
edilmemistir, bu da yikama isleminin Cu®* - takili sporopolleninden nonspesifik Cu®*
iyonlarmi uzaklastirmada yeterli oldugunu goéstermistir. Cu®* - takili sporopollenin

gomiilii siipermakrogdzenekli PHEMA kriyojeller gozenekli ve ince polimerik
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duvarlara ve hareketli fazin kolaylikla akabildigi baglantili genis gozeneklere (10 - 50
um ¢ap arahgmnda) sahiptirler (Sekil 4.2). SEM fotograflar1 gosteriyor ki, Cu®" - takili
sporopollenin gomiilii siipermakrogdzenekli PHEMA kriyojel ylizeyine diizenli bir
sekilde dagilmistir. Matriksin gdzenek boyutu, sitokrom ¢ molekiillerinin boyutundan
biiyiiktiir ve bdylece molekiiller kolaylikla gozeneklerden gecebilmektedir. Ayrica, Cu?*
- takili sporopollenin gomiilii slipermakrogdzenekli PHEMA kriyojeller protein
adsorpsiyonu i¢in genig ylizey alani saglamaktadir ve gozenekliligi artirmaktadir.
Hareketli fazin gozeneklerde konvektif akisi nedeniyle kiitle aktarim direnci pratik

olarak ihmal edilebilir derecededir.

A-Nsneed oge

' B-SP Embedded Cryogel
Sekil 4.2. Cu?* - takil sporopollenin gomiilii siipermakrogdzenekli kriyojelin (A) ve
bos kriyojelin (B) SEM fotografi.
4.2. Cu*"takih sporopollenin gomiilii siipermakrogozenekli PHEMA Kkriyojellerle
sulu ¢ozeltiden sitokrom c adsorpsiyonu
4.2.1. pH etkisi
pH ve iyonik siddet, araylizeyde bulunan kovalent olmayan etkilesimlerle yonetilen
afinite kromatografi sisteminde 6nemli bir rol oynamaktadir. Hedef molekiil ylizeyinde
iyonize olabilen gruplar dolayis1 ile olusan yilizey yiik dagilimi, afinite destek
materyalindeki baglanma bolgeleri ile spesifik afinite etkilesimlerinde pH’in oldukga
onemli bir faktér olmasma yol agmaktadir. Sekil 4.3‘de Cu®*'-takili sporopollenin
gomiilii siipermakrogézenekli kriyojellere sitokrom c adsorpsiyonuna pH’nin etkisi
verilmistir. ~ Sekilden de goriilecegi gibi Cu**-takili  sporopollenin  gdmiilii

stipermakrogdzenekli kriyojellere sitokrom c¢ adsorpsiyonu pH 7’de maksimuma
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ulagsmaktayken (6,65 mg/g SP), bunun altinda ve iizerinde pH larda adsorpsiyon
diismektedir (sitokrom c’nin izoelektrik noktas: 10,2 dir). IMAK’ de protein
adsorpsiyonu immobilize metal ile protein ylizeyindeki aminoasit rezidiileri arasinda

gerceklesmektedir.

—e— Cu(II) takil: Sporopollenin gémiilii PHEMA kniyojel

Adsoprlanan Sitokrom-c¢ (mg/g SP)

1 - —a— Bos PHEMA krniyojel
0 . : —= 5
5 6 7 8 9 10 11 12

Sekil 4.3. Sitokrom ¢ adsorpsiyonuna pH’nin etkisi. Sitokrom c baslangi¢ derisimi:
0,04 mg/mL, akis hizt: 1 mL/dk, T: 25 °C

Protein molekiilleri ile immobilize metal iyonu arasindaki etkilesim, zayif bazik
ortamda protein ylizeyindeki iyonlasabilen aminoasit rezidiilerinden dolay1 artmaktadir
(Wong vd., 1991). Sitokrom ¢ yiizeyinde bulunan histidin rezidiisii IMAK’ de etkin rol
oynamaktadir ve histidinin pKa degeri ¢ogu proteinde 6 - 7 araligindadir (Porath vd.,
1983; Arnold 1991). pH 7 civarinda histidin aminoasidinin imidazol grubunun
deprotone olmasmdan dolay1 metal iyonu ile protein arasinda elektrostatik etkilesimler
olmakta ve bu da yiiksek protein adsorpsiyonu ile sonuglanmaktadir. pH 7’den sonra ise
protein molekiilleri arasindaki lateral elektrostatik itmelerden dolayr adsorpsiyon

kapasitesinde diisiis meydana gelmektedir.

4.2.2. Sitokrom c baslangic derisiminin etkisi

Cu®*-takili sporopollenin gomiilii siipermakrogozenekli kriyojellere sitokrom ¢
adsorpsiyonuna sitokrom c baslangi¢c derisiminin etkisi Sekil 4.4’de verilmistir. Bos
PHEMA kriyojellere sitokrom ¢ adsorpsiyonu diisik olmasma ragmen, Cu?*-takili
sporopollenin goémiilii slipermakrogdzenekli kriyojellere sitokrom c adsorpsiyonu
oldukga yiiksektir (64,16 mg/g SP). Sekilde goriildiigii gibi baglanma aktif bolgelerinin

doygunlugundan dolayi, 3 mg/mL lik baslangi¢ sitokrom c derisiminde adsorpsiyon
62



dengesine ulagilmistir. Belirli bir konsantrasyondan sonra Cu?®*-takili sporopollenin
spesifik etkilesim gruplarmin, sitokrom c molekiilleri ile doygun hale gelmesi ile

adsorpsiyon hizinda yavaslama oldugu diistiniilmektedir.
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Sekil 4.4. Sitokrom ¢ adsorpsiyonuna sitokrom ¢ baslangi¢ derisiminin etkisi. pH 7
fosfat tamponu, akis hizi: 1 mL/dk, T: 25 °C

4.2.3. Adsorpsiyon izotermleri
Baz1 arastrmacilar protein ve protein baglayict bolgeler arasindaki etkilesimin
Langmuir tipi izoterm ile tanimlanabilecegini gostermislerdir (Langmuir, 1918). Chase,
Langmuir izotermi ile uyumlu asagidaki kiitle-transfer hiz esitligini tanimlamistir
(Esitlik 4.1).

da/dt = kiC'(dm—0 )—keq* (4.1)
Esitlikte C* serbest molekiil, g* baglanan molekiil derisimi, gy molekiiliin maksimum

baglanma kapasitesi, ve t zamandir. Hiz sabitleri k1 ve k2 kiitle transfer kisitlamalarini da

gdz Oniinde bulundurarak molekiiliin baglanma bdlgelerine adsorpsiyon ve
desorpsiyonu yansitan “toplu” parametrelerdir. Tiim baglanma bdlgelerinin ayni
enerjiye sahip ve bagimsiz oldugu ve dengede etkilesimin tek noktadan gerceklestigi
varsayilirsa, Esitlik 4.1, Esitlik 4.2°de verilen adsorpsiyon izotermine doniistiiriilebilir
(Labrou vd., 1995).

q° = anC /(Ks+C) (4.2)
Kg ayrisma sabitidir [(Kz2/K1); ileri ve geri reaksiyon hizlarinm orani]. Ky derigimin bir
boyutudur ve kiiciik oldugunda molekiiliin baglanmasi kuvvetlidir. * indisi denge
degerini ifade etmektedir. Polimer yilizeyinde bagimsiz etkilesim bolgelerinin varliginin
gecerliligini gostermek esitlik 4.3 teki i¢in semireciprocal (Hanes, 1932) denklemi

calisilmastir.
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¢ _K + & 4.3)
qa* qm  gn
Esitlik 4.3” ten elde edilen grafik Sekil 4.5°de verilmistir. Burada gosterildigi gibi lineer
grafik Cu?*-takili sporopollenin gémiilii siipermakrogdzenekli kriyojellere sitokrom c
adsorpsiyonunun Lagmuir modeli ile uyumunu gostermektedir. Dogrunun kesim noktasi
ve egiminden Ky Ve On (maksimum adsorpsiyon kapasitesi) degerleri sirasi ile 45,3
mg/mL ve 107,5 mg/g olarak belirlenmistir, R? degeri 0,9968dir. ideal bir adsorbentte

Kq degerinin kiiglik olmasi kuvvetli baglanmay1 ifade etmektedir.

1,2

0,2 1 y=0,0093x +0,4336
R%=0,9968
O T T T

0 20 40 60 80
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Sekil 4.5. Sitokrom c’nin Langmuir adsorpsiyon izotermi.

Izoterm seklinin adsorpsiyon sisteminin “tercihli” veya “tercihsiz” oldugunu tahmin
etmenin de bir Ol¢iisii olabilecegi rapor edilmistir. Langmuir izoterminin 6nemli
Ozellikleri boyutsuz bir sabit olan aymrma faktorii veya denge parametresi, Esitlik
4.4°deki gibi R, cinsinden belirtilebilir:

RL=1/(1+bCo) (4.4)
Co: Baslangig sitokrom ¢ derisimi (M) ve b (1/Kq) Langmuir adsorpsiyon denge sabitidir

(M™). Parametre Cizelge 4.1’ gore izoterm seklini gostermektedir.

Cizelge 4.1. Ayirma faktoriiniin izoterm sekline etkisi.

R, Degeri [zoterm Tiirii
Ri>1 Istemsiz
R.=1 Lineer
0<R<1 istemli
R.=0 Tersinmez
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Cu®™* - takili sporopollenin gomiilii siipermakrogdzenekli kriyojellere sitokrom c
adsorpsiyonuna, protein baslangi¢c derisimleri i¢in hesaplanan R, degerleri ¢izelge
4.2°de verilmistir. Cizelge 4.2°de goriildiigi gibi R degerlerinin 0 ile 1 arasinda olusu,
Cu”*-takili PHEMA partikiil gomiilii kriyojellere sitokrom ¢ adsorpsiyonunun istemli

oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.2. Langmuir esitligine dayali R. degerleri.

Sitokrom ¢ derigimi (mg/mL) R.
0,1 0,9979
0,2 0,9958
0,3 0,9937
0,5 0,9896
1 0,9794
1,5 0,9694
2 0,9596
2,5 0,9501
3 0,9407

Freundlich adsorpsiyon izoterm modeline gore ¢izilen grafik sekil 4.6’de gosterilmistir.
Ancak Langmuir adsorpsiyon izoterm modeline gore yapilan hesaplamalarda R?
degerinin daha biiyiik (0,9968) olmasi, adsorpsiyonun Langmuir adsorpsiyon izotermine

uydugu seklinde yorumlanabilir.

Langmuir izotermleri i¢in hesaplanan denge parametresinin (R.) uyumlu oldugunu
goriilmektedir. Buradan sitokrom ¢ molekiillerinin Cu®* - takili sporopollenin gomiilii
PHEMA bazli kriyojel membranlarin homojen yiizeyine tek tabakali olarak
adsorplandiklari, adsorban {izerindeki adsorpsiyon aktif noktalarmin homojen ve esit

enerjili olduklar1 sonucuna ulasilabilir.
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Sekil 4.6. Freundlich adsorpsiyon izotermi.

4.2.4. Sitokrom c adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisi

Cu®*-takili sporopollenin  gomiilii kriyojellere sitokrom ¢ adsorpsiyonuna tuz
derisiminin (NaCl) etkisi de incelenmistir. Sekilden de goriildiigii gibi, tuz derisimi
artikca sitokrom c adsorpsiyon kapasitesi 0,05 M NaCl tuz derisimine kadar biraz artis
gostermis, bu degerden sonra ise adsorpsiyon kapasitesi dnemli oranda azalmistir. Tuz
derisimi 0,05 M degerinde iken sitokrom c adsorpsiyonu 28,77 mg/g SP olarak
bulunmustur. Yiiksek iyonik siddet ile baglanma zayiflamaktadir (Sekil 4.7). Bu durum
iki seklide agiklanabilir:

1. Tuz iyonlar1 yiik-yiik etkilesimine girerek baglanma bdlgelerini maskelemektedirler.
2. Iyonik siddet arttik¢a Cu?*-takil sporopollenin gomiilii kriyojeller ve sitokrom c
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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Sekil 4.7. Sitokrom ¢ adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisi. Sitokrom c derigimi:
0,04 mg/mL, pH 7 fosfat tamponu, akis hizi: 1 mL/dk, T: 25 °C

4.2.5. Sitokrom c adsorpsiyonuna akis hizinin etkisi

Cu®*-takili sporopollenin gémiili PHEMA kriyojellere adsorplanan sitokrom ¢
miktarina akis hizinin etkisi Sekil 4.8’de verilmistir. Akis hizinin 0,5 mL/dk’ dan 3
mL/dk’ ya artmasiyla sitokrom c adsorpsiyon kapasitesi 10,69 mg/g‘den 2,94 mg/g’ a
diismektedir. Akis hizinin artmasi ile birim zamanda kolondan gecen protein ¢ozelti
hacmi artmakta ve bundan dolay1 proteinin kriyojel kolonundan alikonma zamani
azalmaktadir. Akis hiz1 azalmasiyla kolon iginde protein ile ligand arasindaki etkilesim
stiresi uzar. Boylece sitokrom ¢ molekiillerinin kriyojel gézenek duvarlarma yayilmasi
ve Cu?*-takili sporopollenin baglanmas1 i¢in yeterli siire alacagindan daha iyi bir
sitokrom ¢ adsorpsiyon kapasitesi elde edilir. Ayrica kolonun ¢alismasi i¢in kriyojel
stirekli olarak taze bir sitokrom c ¢ozeltisiyle etkilestirilmektedir. Sonug olarak kolon
icindeki Cu**-takili sporopollenin gomiilii kriyojel tabakasiyla temasta olan ¢ozelti
icindeki sitokrom c¢ derisimi nispeten sabittir. Ayrica kriyojel yapisi i¢indeki
makrogézenekler agik, birbirine bagli ve genis bir kanal olusturacak sekildedir.
Hareketli sitokrom c fazi, bu kanallardan gegerek sitokrom ¢ molekiillerini konveksiyon
yoluyla aktif baglanma merkezlerine (Cu®" iyonlarina) tasir. Bu olay, hareketli sitokrom
¢ faz1 ile sabit Cu®*-takili sporopollenin gomiilii kriyojel fazi arasinda hizh bir sekilde

kiitle aktarilmasini saglar.
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Sekil 4.8. Sitokrom ¢ adsorpsiyonuna akis hizinin etkisi. Sitokrom ¢ derigimi: 0,04
mg/mL, pH 7 fosfat tamponu, T: 25 °C

4.2.6. Sitokrom c adsorpsiyonuna sicakhgin etkisi

Sitokrom ¢ adsorpsiyonuna sicakligm etkisi 5 °C — 35 °C arasinda caligildi. Cu?*-takili
sporopollenin gémiilii kriyojellere denge adsorpsiyonu sicakligm artmasiyla 6nemli
derecede azalmistir ve maksimum adsorpsiyona 5 °C’de ulasilmistir (Sekil 4.9).
Sicakligm artmasiyla adsorpsiyon kapasitesinde % 33 civarinda azalma goriilmiistiir.
Bunun olas1 nedeni ise adsorpsiyon prosesinin ekzotermik olmasi seklinde agiklanabilir

(Sarikaya, 2000).
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Sekil 4.9. Sitokrom ¢ adsorpsiyonuna sicakligin etkisi. Sitokrom c derisimi: 0,04
mg/mL, pH 7 fosfat tamponu, akis hizi: 1mL/dk.
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4.2.7. Desorpsiyon ve tekrar kullanilabilirlik

Biyoafinite ayirmasinin son basamaginda amag, adsorplanan proteinin en kisa siirede ve
miimkiin olan en yiiksek derisimde desorplanmasidir. Bu, her dongiiden sonra afinite
adsorbentlerinin rejenerasyon veriminin belirlenmesi i¢in gereklidir. Bu caligmada,
adsorblanan sitokrom c’nin % 95’inden fazlasi, desorpsiyon ajani olarak 1 M NaCl
kullanilarak 35 dakikada desorbe edildi. Desorpsiyon sonuglari, NaCl’iin, sitokrom c
icin uygun bir desorpsiyon ajani oldugunu gosterdi. Kriyojel kolonlarmimn tekrar
kullanilabilirliginin gosterilmesi i¢in, adsorpsiyon-desopsiyon dongiisii, ayni kriyojeller
kullanilarak 30 kez ardarda uygulanmistir. Bu dongiilerden sonra, kapasite % 7 oraninda
azalmistir. Adsorpsiyon-desorpsiyon ¢alismalarindan sonra ise kriyojellerin seklinde
acik bir degisim gozlenmedi. Bu sonuglar ise bize var olan metal selat afinite

sorbentlerin kararliligimi gosterir.
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Sitokromlar elektron tasiyan proteinler olup, hemeglobin ve miyoglobindeki hem
grubuna benzer sekilde porfirin halkasina bagli demir atomu igerir. Mitokondri solunum
zinciri bir¢ok degisik tip sitokrom (a, as, C, C1, b) icerir. Stokrom c¢ mitokondri i¢
zarindan kolaylikla izole edilebilen tek elektron tasiyici proteindir. Stikrom ¢ molekiil
kiitlesi 12,4 kda olup, 104 amino asitten olusan bir polipeptit zinciri ve proteine tiyoeter
baglariyla kovalent olarak baglanmis bir hem grubu igerir.

Yosun, egrelti otu sporlar1 ve birgok polen tanecikleri bir biyopolimer olan
sporopollenini de igceren bir tabakaya sahiptir. Bu tabakaya sporoderm, exine denir.
Sporopollenin enzimatik parcalanmalara ve kuvvetli asidik veya bazik ortamlardaki
hidrolitik bozunmalara karsi olduk¢a dayaniklidir. Sporopollenini tek tip bir
makromolekiil olarak tanimlamak miimkiin degildir. Pteridophyta ve spermatophyta’dan
tiretilen sporopollenin {izerine yapilan infrared spektroskopisi ve ¥C NMR
spektroskopisi ¢alismalari, sporopolleninin yapisinda alifatik, aromatik, hidroksil,
karbonil/karboksil ve eter fonksiyonel gruplarmin degisik oranlarda var oldugunu
gostermistir.

Metal gelat afinite kromatografisinin temel aymrma 0Ozelligi, proteinlerin ge¢is metal
iyonlarma olan yiiksek ilgisidir. Cok sayida ge¢is metal iyonu (6zellikle Ni¥*, Zn** ve
Cu®*) protein zincirinde bulunan histidin, sistein ve triptofan gibi aminoasitlere
baglanabilirler. Gergeklestirilen bu tez galigmasi kapsaminda;

e Sitokrom c proteininin sulu ¢ozeltiden adsorpsiyonu igin, immobilize metal
afinite membranlar1 (IMAM) sentezlenmistir.

e Bunun icin sporopolleninin taneciklerine Cu?* metal iyonunu iceren ¢ozelti ile
etkilestirilmesiyle, sporopollenin ve Cu®" arasinda, koordinasyon kompleksi
olusumu saglandi ve hazirlanan Cu?* takili sporopolleninin kriyojele
gomiilmesiyle sitokrom c’ye spesifik, Cu**-takili sporopollenin  gomiilii
stipermakrogdzenekli PHEMA monolitik afinite kriyojeller hazirlanmistir.

e Sporopollenin yapisinda bulunan aromatik, fenolik, hidroksil, karboksil/karbonil
gruplarmin metal iyonlarinin baglanmasinda baslica rol aldig1 diistintilmektedir.

e Sporopollenine selatlanmis Cu?* miktar1 14,1 mg/g SP olarak dlgiilmiistiir.

e Sporopolleninden Cu®* sizmasi higbir adsorpsiyon/desorpsiyon deneyinde tespit
edilmemistir, bu da yikama isleminin Cu®" - takili sporopolleninden nonspesifik

Cu®" iyonlarmi uzaklastirmada yeterli oldugunu gostermistir.
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Cu* takili sporopollenin gémiilii siipermakrogdzenekli monolitik PHEMA
afinite kriyojeller hidrofilik yapida matrikslerdir.

Cu?* takili sporopollenin gémiilii PHEMA kriyojeli i¢in makrogozenek miktar
% 63,28 olarak bulunmustur. Cu®*- takili sporopollenin gémiili PHEMA
kriyojellerin denge sisme orani ise 5,5g H,O/g polimer olarak bulunmustur.
PHEMA kriyojeller, genis akis kanallarina, siipermakrogodzeneklere, diisiik
basing diismesi ve kisa diiflizyon yolu gibi 6zelliklere sahiptir. Ancak diistik
adsorpsiyon kapasitesine sahiptirler. Cu**- takil sporopollenin gomiilerek yiizey
alaninin ve dolayisi ile adsorpsiyon kapasitesinin artirilmasi saglanmaigtir.

Kriyojelin i¢yapisinin taramali elektron mikroskop (SEM) goriintiileri alimmastir.
Cu®* - takili sporopollenin gomiilii siipermakrogézenekli PHEMA kriyojeller;
gbzenekli ve ince polimerik duvarlara ve hareketli fazin kolaylikla akabildigi
baglantili genis gozeneklere (10 - 50 pm cap araliginda) sahiptirler. SEM
fotograflar1  gosteriyor ki,  Cu®*-  takii  sporopollenin  gomiilii
stipermakrogdzenekli PHEMA kriyojel yiizeyine diizenli bir sekilde dagilmastir.
Matriksin gézenek boyutu, sitokrom ¢ molekiillerinin boyutundan biiyiiktiir ve
boylece molekiiller kolaylikla gozeneklerden gecgebilmektedir. Hareketli fazin
gozeneklerde konvektif akisi nedeniyle kiitle aktarim direnci pratik olarak ithmal
edilebilir derecededir.

Kriyojellerin karakterizasyonu tamamlandiktan sonra sulu ortamdan sitokrom c
adsorpsiyonu ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Sitokrom ¢ adsorpsiyonuna pH‘nin
etkisi arastirilmis ve maksimum sitokrom c¢ adsorpsiyonu pH 7 fosfat
tamponunda 6,65 mg/g SP olarak bulunmustur.

Cu?*-takal1 sporopollenin gémiilii siipermakrogozenekli kriyojellere sitokrom ¢
adsorpsiyonuna sitokrom c¢ baslangic derisiminin etkisi incelenmis ve
maksimum sitokrom c¢ adsorpsiyonu 3 mg/mL’de 64,16 mg/g SP olarak
bulunmustur.

Langmuir adsorpsiyon modeli ile qm, Kq ve R? degerleri sirastyla 107,5 mg/g ve
45,3 mg/mL, 0,9968 olarak bulunmustur. Korelasyon katsayisi Langmuir
adsorpsiyon modelinin bu sisteme uygun oldugunu gostermektedir.

Cu®*- takili farkli miktarlarda sporopollenin gémiilii (5 mg, 10 mg ve 15 mg)
kriyojellere sitokrom ¢ adsorpsiyon miktarlari incelenmistir. Sulu ortamdan
uzaklastirilan sitokrom ¢ miktari, kriyojellerdeki Cu®*- takili sporopollenin artan

miktar1 ile artmus ve 15 mg Cu®" - takili sporopollenin varliginda en yiiksek
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degerine ulasmusti. Bu yiizden biitin deneylerde, 15 mg Cu®*-takili
sporopollenin gomiilii PHEMA kriyojeller kullanilmistir.

Cu?*-takili sporopollenin gémiilii kriyojellere sitokrom ¢ adsorpsiyonuna tuz
derisiminin (NaCl) etkisi de incelenmistir. Yiiksek iyonik siddet ile baglanmanin
zayifladig1 gdzlenmistir.

Cu®*-takili sporopollenin gémiilii PHEMA kriyojellere adsorplanan sitokrom ¢
miktarma akis hizinin etkisi incelenmistir ve akis hizinin 0,5 mL/dk’ dan 3
mL/dk’ ya artmasiyla sitokrom ¢ adsorpsiyon kapasitesinin 10,69 mg/g’dan 2,94
mg/g’a distiigi tespit edilmistir.

Sitokrom ¢ adsorpsiyonuna sicakligin etkisi 5 °C - 35 °C arasinda incelenmistir.
Cu®*-takili sporopollenin gomiilii kriyojellere denge adsorpsiyonu sicakhigmn
artmastyla onemli derecede azalmistir ve maksimum adsorpsiyona 5 °C’de
ulagilmistir.

Sitokrom c¢’nin % 95’inden fazlasi, desorpsiyon ajani olarak 1 M NaCl
kullanilarak 35 dakikada desorbe edilmistir. Desorpsiyon sonuglari, NaCl’iin,
sitokrom c i¢in uygun bir desorpsiyon ajani oldugunu gostermistir.

Yapilan ¢alismalar sonucunda; sentezlenen Cu® -takili sporopollenin gémiilii

PHEMA kriyojellerin, literatiirde yer alan immobilize metal afinite
calismalariyla kiyaslanabilecek 0Olgiide, protein adsorpsiyon performansina
ulagtig1 goriilmiistiir. Buna ilaveten, spesifik olmayan adsorpsiyonun ise diisiik
oldugu bulunmustur.

Sitokrom c¢’nin, kriyojellerden desorpsiyonunun yiiksek oranda olmasi ve
kriyojellerin tekrar kullanilabilirliginin yiiksek olmasi, dnemli bir avantaj olarak
tespit edilmistir.

Sonu¢ olarak, bu calismada kullanilan, Cu?*-takili sporopollenin gdmiilii
stipermakrogdzenekli monolitik PHEMA afinite kriyojeller ile sulu ¢ozeltiden

sitokrom ¢ adsorpsiyonu etkin bir sekilde gergeklestirilmistir.

72



KAYNAKLAR

Adamson, R., Gregson, S., Shaw, G., 1983. New application of sporopollenin as a solid
phase support for peptide synthesis and the use of sonic agitation, Int. J. Peptide
and Protein Research, 22, 560.

Ahlers, F., Bubert, H., Stevernagel, S., Wiermann, K., 2000. The nature of oxygen in
sporopollenin  from the polen of typha angustifalia, Zeitschrift fiir
Naturforschung, 55C, 129.

Akkaya, B., Uzun, L., Candan, F, Denizli, A., 2007. N-methacryloyl-(L)-histidine
methyl ester carrying porous magnetic beads for metal chelate adsorption of
cytochrome c, Materials Science and Engineering C 27, 180-187.

Akgol, S., Denizli, A., 2004. Novel metal-chelate affinity sorbents for reversible use in
catalase adsorption, J. Mol. Catal. B-Enzym, 28, 7-14.

Alkan, M.H., 2009. Romatoid artrit tedavisine yonelik protein-A takili poli(HEMA)
kriyojellerin hazirlanmasi, Doktora Tezi, Dicle Universitesi, Fen Bilimleri
Enstitiisii, Diyarbakir.

Al-Mashiki SA, Nakai S., Separation of immunoglobulins and lactoferrin from cheese
whey by chelating chromatography. J. Dairy Sci. 1988;71:174

Apezteguia I, Calligaris R, Bottardi S, Santoro C., Protein expression Purif 1994; 5:541-6.

Arnold, F.H., 1991. Metal-affinity separations - a new dimension in protein processing,
Bio. Technol., 9, 151.

Arica, M.Y., Testereci H.N., ve Denizli, A., 1998. Dye-ligand and metal chelate poly(2-
hydroxyethylmethacrylate) membranes for affinity separation of proteins, J.
Chromatogr. A, 799, 83-91.

Arvidsson, P., Plieva, F.M., Lozinsky, V.I., Galaev, 1.Y., 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, 275-290.

Ball, W., Kozlowski, H., Kasprzak, K.S., 2000. Molecular models in nickel
carcinogenesis, J. Inorg. Biochem., 79, 213-218.

Baydemir, G., Bereli, N., Andag, M., Say, R., Galaev., I. Y., Denizli, A., 2008.
Supermacroporous poly(hydroxyethyl methacrylate) based cryogel with
embedded bilirubin imprinted particles, React. Funct. Polym., 69, 36-42.

Bayramoglu, G., Logoglu, E., Arica, M.Y., 2007. Cytochrome ¢ adsorption on glutamic
acid ligand immobilized magnetic poly(methylmethacrylate-co-
glycidylmethacrylate) beads, Colloids and Surfaces A: Physicochem. Eng.
Aspects, 297, 55-62.

73



Bereli, N., Sener, G., Altintas, E.B., Yavuz, H., Denizli, A., 2010. Poly(glycidyl
methacrylate) beads embedded cryogels for pseudo-specific affinity depletion of
albumin and immunoglobulin G, Mater. Sci. Eng. C, 30, 323-329.

Bohne, G., Richter, E., Woehlecke, E.R., 2003. Exchange of submicrometer particles,
polymers and low-molecular-weight solutes with tripartite sporopollenin
microcapsules prepared from pine polen, Annals of Botany, 92, 289.

Ceylan, S., 2011. PHEMA mikrokiire gomiilii siipemakrogdzenekli kriyojel kompozit
membranlarin iiretilmesi ve protein adsorpsiyon kapasitelerinin incelenmesi,
Yiiksek Lisans Tezi, Aksaray Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Aksaray.

Chaga, G.S., 2001. Twenty-five years of immobilized metal ion affinity
chromatography, past, present and future, J. Biochem. Biophys. Methods, 49,
313-334.

Chen, J.,, Jo, S., Park, K., 1995. Polysaccharide hydrogels for protein drug delivery,
Carboh. Polym., 28, 69-76.

Collangeli, R., Heijbel, A., Williams, A.M., Manca, C., Chan, J., Lyashchenko, K.,
1998. Three-step purification of lipopolysaccaride-free, polyhistidine-tagged
recombinat antigens of mycobacterium tuberculosis, J. Chromatogr. B: Biomed.
Sci. Appl., 714, 223-235.

Comiskey, B., Albert, J.D., Yoshizawa, H., Jacobsan, J., 1998. An electrophoretic ink
for all-printed reflective electronic displays, Nature, 394, 53.

Cengeloglu, Y., Mecimek, B., Kara, H., Ersoz, M., 1998. Sorption of target anions by
ligand exchange, J.Appl. Polym. Sci., 69, 771.

Cimen, D., Denizli, A., 2012. Immobilized metal affinity monolithic cryogels for
cytochrome c purification, Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 93, 29-35.

Davankov, V.A., Semechkin, A.V., 1977. Ligand-exchange chromatography, J.
Chromatogr., 141, 313-353.

Denizli, A., Piskin, E., 2001. Dye-ligand affinity systems, J. Biochem. Bioph. Meth.,
49, 391-416.

Denizli, A., Kiifrevioglu, 1.0., 2010. Protein kromatografisi ve yeni nesil polimerik
sistemler, Pozitif Matbaacilik, Ankara.

Ehwald, R., Bohne, G., Richter, E., Woehlecke, H., Lerche, D., Permeability of
sporopollenin capsules prepared from birch and pine pollen, Proceedings of the X.
Intermational BRG Workshop on Bioencapsulation “Cell Physiology and
Interactions of Biomaterials and Matrices”, pp 123-126, 26-28 April 2002,
Prague, Czech Republic.

El-Rassi, Z., Horvath, C.,1986. Metal chelate-interaction chromatography of proteins

with iminodiacetic acid-bonded stationary phases on silica support, J.
Chromatogr., 6, 360.

74


http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/0021967386800784
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/0021967386800784

Emir, S., Say, R., Yavuz, H., Denizli., 2004. A new metal chelate affinity adsorbent for
cytochrome c, Biotechnol. Prog., 20, 223-228.

Ersoz, M., Pehlivan, E., Yildiz, S., 1989. Ligand-exchange chromotography of
nucleosides, nucleic acid bases and amines on capper (1) glyoximated-
lycopodium clavatum with refractive index detection, Anal. Lett., 22(7), 1829.

Erzengin, M., Unlii, N., Odabasi, M., 2010. A novel adsorbent for protein
chromatography: supermacroporous monolithic cryogel embedded with cu?*-
attached sporopollenin particles, J. Chromatogr. A, 1218, 484-490.

Ghosh, R., 2004. Separation of human albumin and 1gG by a membrane-based
integrated  bioseparation technique involving simultaneous precipitation,
microfiltration and membrane adsorption, J. Membr. Sci., 237, 109-117.

Grisshammer, R., Tucker, J., 1997. Quantitative evaluation of neurotensin receptor
purification by immobilized metal affinity chromatography, Protein Expres. Purif.
11, 53-60.

Hanes, C.S., 1932. Studies on plant amylases: The effect of starch concentration upon
the velocity of hydrolysis by the amylase of germinated barley, J. Biochem., 26,
1406-1421.

Hansen, P., Lindeberg, G., Andersson, L., 1995. Immobilized metal ion affinity
chromatography of synthetic peptides. Binding via the alpha-amino group, J.
Chromatogr., 627, 125-135.

Helfferich, F., 1961. Ligand exchange: a novel separation technique, Nature, 189, 1001-
1002.

Hemdan, E.S., Porath, J., 1985. Development of immobilized metal affinity
chromatography, 1. comparison of 2 iminodiacetate gels, J. Chromatogr., 323,
247-254.

Hemdan, E.S., Zhao, Y.J., Sulkowski, E., Porath, J., 1989. Surface topography of
histidine residues: a facile probe by immobilized metal ion affinity
chromatography, Proc. Natl. Acad. Sci., 86, 1811-1815.

Hentze, H.P., Antonietti, M., 2002. Porous polymers and resins for biotechnological and
biomedical applications, Rev. Mol. Biotechnol., 90, 27-53.

Hochuli, E., Bannwarth, W., Doebeli, H., Gentz, R., Stueber, D., Bior Technologi,
1988, 1321-1325.

Kabiri, K., Omidian, H., Zohuriaan-Mehr, M., 2003. Novel approach to highly porous
superabsorbent hydrogels: synergistic effect of porogens on porosity and swelling,
J. Polymer Int., 52, 1158- 1164.

Keha, E., Kiifrevioglu, 1., Biyokimya, 1997. Sekizici Bask1, Aktif Yaymevi, Erzurum.

75



Krishnamurthy, R., Madurawe, R.D., Bush, K.D., Lumpkin, J.A., 1995. Conditions
promoting metal-catalyzed oxidations during immobilized Cu-iminodiacetic acid
metal affinity chromatography, Biotechnol. Prog., 11, 643-650.

Kroken, S.B., Ctraham, L.E., Cook, M.E., 1996. Occurence and evolutionary
significance of resistant cell walls in charophytes and bryophytes, American J.
Botany., 83, 1241.

Labrou, N. E., Karagouni, A., Clonis, Y. D., 1995. Biomimetic-dye affinity adsorbents
for enzyme purification: application to the one-step purification of candida
boidinii formate dehydrogenase, Biotechnol. Bioeng., 48, 278.

Langmuir, I., 1918. The adsorption of gases on plane surfaces of glass, mica and
platinum, J. Am. Chem. Soc., 40, 1361-1403.

Leo, C., Nelson, P., Kain, S., Yang, T., 1996. Talon resin offers 6xhis protein
purification under native conditions using f-mercaptoethanol as a reducing agent,
Clontechniques, 19.

Liesiene, J., Racaityte, K., Morkeviciene, M.P., Bumelis, V., 1997. Immobilized metal
affinity chromatography of human growth hormone effect of ligand density, J.
Chromatogr. A., 764, 27-33.

Lindner, P., Bauer, K., Krebber, A., Nieba, L., Kremmer, E., Krebber, C., 1997.
Specific detection of his-tagged proteins with recombinant anti-His tag scFv-
phosphatase or scFv-phage fusions, Biotech., 22, 140-149.

Ljungquist, C., Breitholtz, A., Brink-Nilsson, H., Moks, T., Uhlen, M., Nilsson, B.,
1989. Immobilization and affinity purification of recombinant proteins using
histidine peptide fusions, Eur. J. Biochem., 18, 563-569.

Lozinsky, V.l., Galaev, L.Y., Plieva, F.M., Savina, I.N., Jungvid, H., Mattiasson, B.,
2003. Polymeric cryogels as promising materials of biotechnological interest,
Trends Biotechnol., 10, 445-451.

Lonnerdal, B.O., Keen, C., 1982. Metal chelate afinity chromatography of proteins, J.
Appl. Biochem., 4, 203-208.

Mackenzie, C.T., Shaw. G., 1980. Sporopollenin, Int. J. Peptide and Protein Research,
15, 298.

Martell, A.E., Hancock, R.D., 1996. Metal complexes in aqueous solutions, Chapter 5,
160, Springer, Netherland.

Martin, J.T., Juniper, B.E., 1970. The cuticles of plants, R. and R. Clark Ltd.,
Edinburgh.

Murphy, J.C., White, K.., Willson, R.C., 2000. Nucleic acid separation using

immobilized metal affinity chromatography, ACS national meeting in San
Francisco, 26-30.

76



Odabasi, M., Uzun, L., Denizli, A., 2004. Porous magnetic chelator support for albumin
adsorption by immobilized metal affinity separation, J. Appl. Poly. Sci., 93, 2501-
2510.

Odabasi, M., Say, R., Denizli, A., 2007. Molecular imprinted particles for lysozyme
purification, Mat. Sci. Eng. C, 27, 90-99.

Ohkubo, I., Kondo, T., Taniguchi, N., 1980. Purification of nucleoside diposphatese of
rat liver by metal-chelate affinity chromatography, Biochim. Biophys. Acta., 616,
89-93.

Otto, A., Birkenmeier, G., 1993. Recognition and separation of isoenzymes by metal
chelates, immobilized metal ion affinity partitioning of lactate dehydrogenase
isoenzymes, J. Chromatogr., 644, 25-33.

Panping, X., Yuchen, Y., Shaochuan, S., Junxian, Y., Kejan, Y., 2010. Preparation of
supermacroporous composite cryogel embedded with SiO;, nanoparticles, Chinese
J. Chem. Eng., 18, 667-671.

Pehlivan, E., 1991. Lycopodium clavatum’dan elde edilen ligand degistirici re¢inelerin
hazirlanmas1 ve s1vi kolon kromatografisinde kullanilarak niikleosid, niikleik asit
bazlari, aminlerin ayrilmasi ve kinetiginin incelenmesi, Doktora Tezi, Selguk
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Konya.

Piffanelli, P., Ross, J.H.E., Murply, D.J., 1998. Biogenesis and function of lipidic
structures of polen grains, Sex Plant Report, 11, 65.

Plieva, F., Andersson, J., Galaev, |. Y., Mattiasson, B., 2004. A novel design of BOD
biosensor for easy renewal of bio-receptor, J. Sep. Sci., 27, 828-836.

Plieva, F. M., Karlsson, M., Aguilar, M.R., Gomez, D., Mikhalovsky, S., Galaev, I. Y.,
2005. Pore structure in supermacroporous polyacrylamide based cryogels, Soft
Matter, 1, 303-3009.

Plieva, F., Huiting, X., Galaev, 1. Y., Bergensthl, B., Mattiasson, B., 2006. Macroporous
elastic polyacrylamide gels prepared at subzero temperatures: control of porous
structure, J. Mater. Chem., 16, 4065-4073.

Plieva, F.M., Galaev, 1.Y., Mattiasson, B., 2007. Macroporous gels prepared at subzero
temperatures as novel materials for chromatography of particulate-containing
fluids and cell culture applications, J. Sep. Sci., 30, 1657- 1671.

Porath, J., Carlsson, J., Olsson, I., Belfrage, G., 1975. Metal chelate affinity
chromatography, a new approach to protein fractionation, Nature, 258, 598-599.

Porath, J., Olin, B., 1983. Immobilized metal ion affinity adsorption and immobilized
metal ion affinity chromatography of biometarials, serum protein affinities for gel-
immobilized iron and nickel ions, Biochem., 22, 1621-1630.

Ramadan, N., Porath, J., 1985. Fe*'-hydroxamate as immobilized metal affinity-
adsorbent for protein chromatography, J. Chromatogr. A., 321, 93-104.

77



Sarikaya E., 2000. Determination of Starch Hydrolysis Splits by Bacillus a-Amylase
Enzyme Depend on Time. Biyoteknoloji, 24(2):15-19.

Schafer, F., Bliimer, J., Romer, U., Steinert, K., 2000. Ni-NTA for large-scale IMAC
processes systematic investigation of separation characteristics, storage and CIP
conditions, and leaching, Qiagen News, 11-15.

Smith, M.C., Furman, T.C., Ingolia, T.D., Pidgeon, C., 1998. Chelating peptide-
immobilized metal ion affinity chromatography, a new concept in affinity
chromatography for recombinat proteins, J. Biol. Chem., 263, 7211-7215.

Southworth, D., 1974. Solubility of polen, exines, American J. Botany, 61, 36.

Suen, S.Y., Liu, Y.C., Chang, C.S., 2003. Exploiting immobilized metal affinity
membranes for the isolation or purification of therapeutically relevant species, J.
Chromatogr. B., 797, 305-319.

Sulkowski, E., 1985. Purification of proteins by IMAC, Trends Biotechnol., 3, 1-7.

Sulkowski, E., 1996. Immobilized metal-ion affinity chromatography, imidazole proton
pump and chromatographic sequelae, 1. Proton pump, J. Mol. Recognit., 9, 389-
393.

Sulkowski, E., 1996. Immobilized metal-ion affinity chromatography, imidazole proton
pump and chromatographic sequelae, Il. Chromatographic sequelae, J. Mol.
Recognit., 9, 494-498.

Telefoncu, A., Enzimoloji, 1998. Ege Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi Basimevi,
[zmir.

Tirkmen, D., Yavuz, H., Denizli, A., 2006. Synthesis of tentacle type magnetic beads as
immobilized metal chelate affinity support for cytochrome c adsorption,
International Journal of Biological Macromolecules, 38, 126-133.

Ueda, E.K.M., Gout, P.W., Morganti, L., 2003. Current and prospective applications of
metal ion-protein binding, J. Chromatogr. A, 988, 1-23.

URL-1, http://alevelnotes.com/Protein-Structure/61
URL-2, http://www.mustafaaltinisik.org.uk/89-1-07.pdf

URL-3,http: //school workhelper .net / 2010 / 11/ protein-structures-primary-secondary-
Tertiary-quaternary/

Uzun, L., Yavuz, H., Say, R., Ersoz, A., Denizli, A., 2004. Poly(ethylene dimethacrylate
glycidyl methacrylate) monolith as a stationary phase in dye-
affinity chromatography, Ind. Eng. Chem. Res., 43, 6507-6513.

Unlii, N., 2004. Baz1 toksik metallerin fonksiyonel gurup baglanmis  sporopollenin

iizerine adsorpsiyonlarmin optimizasyonu ve termodinamik &zelliklerinin
incelenmesi, Doktora Tezi, Selcuk Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Konya.

78


http://alevelnotes.com/Protein-Structure/61
http://www.mustafaaltinisik.org.uk/89-1-07.pdf

Unlii, N., Ersdz, M., 2006. Adsorption characteristics of heavy metal ions onto a low
cost biopolymeric sorbent from aqueous solutions, J. Hazard. Mater., 136, 272-
280.

Vural, U.S., Ersoz, M., Pehlivan, M., 1995. Ligand sorption kinetics of aromatic amines
on new ligand-exchanger sporopollenin in cobalt form, J. Appl. Poly. Sci., 58,
2423.

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.

Wilmesmeier, S., Steuernagel, S., Wiermann, R., 1993. Comperative FTIR and **C
CP/MAS NMR spectroscopic investigations on sporopollenin for different
systematic origins, Zeitschrift fiir Naturforschung, 48, 697.

Woehlecke, H., Lerche, D., Ehwald, R., 2002. Sporopollenin microcapsules-application
for chromatography and encapsulation, Proceedings of the X. International BRG
Workshop on Bioencapsulation “Cell Physiology and Interactions of Biomaterials
and Matrices”, pp 183-186, 26-28 April, Prague, Czech Republic Poster P-19,
183-186.

Wong, JW., Albright, R.L., Wang, N.H., 1991. Immobilized metal-ion affinity
chromatography: chemistry and bioseparation applications, Sep. Purif. Meth., 20,
325-330.

Wu, C.Y., Suen, S.Y., Chen, S.C., Tzeng, J.H., 2003. Analysis of protein adsorption on
regenerated cellulose-based immobilized copper ion affinity membranes, J.
Chromatogr. A., 996, 53-70.

Yilmaz, F., Bereli, N., Yavuz, H., Denizli, A., 2009. Supermacroporous hydrophobic
affinity cryogels for protein chromatography, Biochem. Eng. J., 43, 272-279.

Zoroddu, M. A., Kowalik, J. T., Kozlowski, H., Molinari, H., Salnikow, K., Broday, L.,

2000. Interaction of Ni(ll) and Cu(ll) with a metal binding sequence of histone
H4: akhrk, a model of the H4 tail, Biochim. Biophys. Acta, 1475, 163-168.

79


javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Biochim%20Biophys%20Acta.');

OZGECMIS
Ad1 Soyadi : Mehmet GEDIKLI

Dogum Yih : 26.01.1974

Egitim Durumu (Kurum ve Yil)
Lisans . Selguk Universitesi; 1993-1997
Yiiksek Lisans : Aksaray Universitesi; 2009-2012

Tletisim Bilgileri

Adres . Pasacik mah. Atatiirk Bulvar1 Birlik apt. Kat:4 No:14
Aksaray

Telefon . 05057888276

E-posta : mehmetgedikli@mynet.com

80



Mehmet GEDIKLI YUKSEK LISANS TEZI 2012

81




