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OZET

HUMIK MADDE ESASLI MONOLITiK KRIYOJELLERIN HAZIRLANMASI VE
AYIRMA ISLEMLERINDE KULLANILABILIRLIKLERININ INCELENMESI

OZKAN, Ahmet Eren
Nigde Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dali
Danigsman : Dog. Dr. Orhan GEZICI

Agustos 2016, 75 sayfa

HEMA (2-Hidroksietilmetakrilat) ve MBAAm (N,N’-Metilenbisakrilamit) karigimina
HA’nin (hiimik asit) uygun bilesimlerde katilmasi1 ve radikalik polimerlesme ile -20
°C’de kriyojellesme isleminin gerceklesmesine dayanan basit bir yontemle verimli ve
ucuz bir iyon degistirici monolitik sabit faz (PHEMA-HA) elde edilmistir. Elde edilen
monolitik malzeme elemental analiz,  FTIR spektroskopisi, taramali elektron
mikroskopisi (SEM), civa porozimetresi, hidrolitik stabilite, izolelektrik nokta tayini, su
tutma kapasitesi ve su gecirgenliginin tayini gibi metot ve tekniklerle karakterize
edilmistir. Elemental analiz temelinde yapilan hesaplamalardan, kriyojel yapisina dahil
olan HA miktar1 45 mg HA/g PHEMA-HA olarak bulunmustur. Elde edilen sabit faz
icin calisilan deneysel sartlarda herhangi bir ¢oziinme riskinin olmadig1 anlasilmstir.
Kromatografik ¢alismalarda model proteinler (a-kimotripsorojen a, sitokrom c, lisozim
ve insan serum albiimini) kullanilmistir. Deneysel siirecte, protein iyon-degisim
kromatografisi iizerinde durulmus, hareketli fazin iyonik siddeti, hareketli fazin pH’s1
(5,0 ; 6,0 ; 7,0), hareketli fazin akis hizi gibi deneysel parametrelerle proteinlerin
alikonma davramslar1 arasindaki iliski incelenmistir. Iyonik siddetin ve pH min etkisi
gradyent eliisyon sartlarinda calisilmistir. Sonuclar, HA esaslt monolitik kriyojelin bir

iyon degistiriciden beklenen 6zelliklere uygun bir davranis sergiledigini gostermistir.

Anahtar kelimeler: Frontal analiz, Gradyent eliisyon, HPLC, Hiimik asit, 1y0n—degisim, Kriyojel,

Kromatografi, Monolitik kolon, Protein, Sabit faz
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SUMMARY

PREPARATION OF HUMIC ACID-DERIVED MONOLITHIC CRYOGELS
AND INVESTIGATING THEIR USABILITY IN SEPARATION PROCESSES

OZKAN, Ahmet Eren
Nigde University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor : Associated Professor Dr. Orhan Gezici

August 2016, 75 pages

An efficient and inexpensive monolithic stationary phase (PHEMA-HA) has been
prepared through an easy process comprised of addition of HA (humic acid) to a
mixture of HEMA  (2-Hydroksiethylmethacrilate) and MBAAm (N,N’-
Methylenebisacrylamide), and subsequent radical-polymerization at -20 °C. The
prepared monolithic material was characterized in terms of elemental analysis, FTIR
spectroscopy, Scanning electron microscopy (SEM), mercury porosimetry, hydrolytic
stability tests, pHp,. measurements, water holding capacity and water permeability
techniques/methods. The amount of HA incorporated into the structure was calculated
as 45 mgHA/gPHEMA-HA from the elemental analysis results. It was evidenced that
there was no solubility risk for the prepared stationary phase under the studied
conditions. Some model proteins (i.e. [J-chymotrypsinogen a, cytochrome c, lysozyme
and human serum albumin) were used in the chromatographic experiments. The study
was conceptualized on the basis of protein ion-exchange chromatography, and the effect
of some experimental parameters, such as such as ionic strength, pH (5.0; 6.0; 7.0) and
flow rate of mobile phase, on retention behavior of proteins was investigated. The effect
of ionic strength and pH was studied under the gradient elution conditions. The results

revealed a typical ion exchanger behavior for the prepared HA-derived stationary phase.

Keywords: Chromatography, Cryogel, Frontal analysis, Gradient elution, HPLC, Humic acid, Ion-

exchange, Monolithic column; Protein, Stationary phase



ON SOZ

Kromatografik ayirma yontemlerinde verimliligi etkileyen en Onemli parametre hig
kuskusuz kullanilan kati/sabit fazdir. Bu nedenle alternatif kati/sabit fazlarin elde
edilmesine yonelik ¢aligmalar biiyiik nem arz etmektedir. Bu kapsamda, 6zellikle son
yillarda molekiil agirligr biiyiik tiirlerin (6r. Protein, peptit, monoklonal antikor vs.)
ayirma ve saflastirma islemlerinde monolitik kati/sabit fazlarin partikiil esasli olanlara
kiyasla iistiinliik sagladigr goriilmiistiir. Monolitik kati/sabit fazlardan kriyojellerin ise,
ozelikle hazirlama kolaylig1 ve elde edilen malzemelerin farkli aplikasyonlara uyumu
gibi hususlar goz 6niinde bulunduruldugunda son derece faydali oldugu goriilmiistiir.
Bu nedenle, son yillarda kriyojel esash kati/sabit fazlar ile ilgili caligmalarda da artig

gdzlenmistir.

Bu calismada, hiimik asit-kriyojel esasli yeni tip bir monolitik sabit fazin hazirlanmasi
ve protein ayirma ve saflastirma islemlerinde kullanilabilirliginin incelenmesi
hedeflenmektedir. Calismalarda, dogal makromolekiillerden olan hiimik asidin kriyojel
matriksine katilmasi isleminin uygulanabilirligi incelenmistir. Elde edilen hiimik asit
esasli monolitik sabit fazin verimliligi model proteinler kullanilarak kapsamli bir

sekilde ilk defa incelenmistir.

Calismamin yiiriitiilmesi esnasinda, caligmalarima yon veren, bilgi ve yardimlarim
esirgemeyen ve bana her tiirlii destegi saglayan danisman hocam Sayin Dog. Dr. Orhan

GEZICI' ye en icten tesekkiirlerimi sunarim.

Calismalar siiresince siirekli yardim ve destegini gordiigiim Yiiksek Lisans Ogrencisi

Idris GUVEN’e minnet duygularimi ve tesekkiirlerimi belirtmek isterim.

Bu calismaya FEB 2015/17 numarali proje ile finansal destek saglayan Nigde
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimine ve ¢aliganlarina katkilarindan dolayi

ayrica tesekkiir ederim.

Sadece bu calismam boyunca degil, her zaman yaptiZim tiim islerde destegini
esirgemeyen ve her tiirli fedakarligi gosteren sevgili esim Mirac OZKAN’a

siikranlarimi sunuyor ve bu tezi “Omriimiiziin ilk meyvesine” ithaf ediyorum.
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BOLUM I
GIRIS
Basta proteinler olmak {izere bir¢cok biyofarmasotigin iiretim maliyetlerinin %50-80’lik
kismi dogrudan kullanilan ayirma ve saflastirma iglemleri ile ilgilidir. Bu nedenle,
verimli ayirma ve saflastirma teknikleri, orta ve uzun vadede, daha ucuz ilaglarin
iretilmesi noktasinda kritik 6neme sahiptir. Kromatografi, bu amagla en ¢ok kullanilan
yontemlerden biridir. Son yillarda, kromatografik cihazlarda gozlenen teknolojik
gelismeler, daha verimli ayrma ve saflastirma islemlerine olanak tanimakla birlikte,
kromatografik tekniklerin verimini belirleyen en énemli parametre hala kullanilan sabit
fazdir. Proteinlerin verimli ve ucuz yaklasimlar temelinde saflastirilmasina olanak
taniyan en énemli yontemlerden biri olan iyon-degisim kromatografisinde de kullanilan
sabit faz biiyllk onem arz emektedir. Bu kapsamda, proteinlerin yapi icerisinde
transferine uygun bir morfoloji sergileyen monolitik kriyojeller, uygun fonksiyonel
gruplarla modifiye edildiklerinde verimli yaklasimlar sunmaktadir. Fakat amaca uygun
fonksiyonel monomerlerin her zaman bulunamamasi veya post-immobilizasyon
yontemlerinin diisiik verimle gerceklesmesi gibi nedenler, iyon degistirici kriyojellerin
sentezlenmesinde karsilasilan en biiylik giicliiklerdir. Bu nedenle daha verimli

yaklagimlara gereksinim duyulmaktadir.

Sunulan bu ¢alismada, dogal olarak olusan biyomakromolekiillerden olan hiimik asidin
kriyojellestirilmesi ve sahip oldugu iyon degistirici gruplar sayesinde alternatif bir
monolitik sabit faz olarak kullanilabilirligi incelenmistir. Bdylece, elde edilen yeni-tip
malzemenin protein iyon-degisim kromatografisinde kullanilabilirligi ilk defa kapsamli

bir incelemeye tabi tutulmus olacaktir.



BOLUM I
GENEL BILGILER
2.1 Monolitik Malzemeler

“Monolit” kelimesi, ayirma ve saflastirma islemlerinde tek par¢adan olusan malzemeleri
tanimlamak icin kullanilan bir terimdir. Monolitik kolonlar, tek bir birimden olusan,
gozenekli bir yapiya sahip siirekli sistemler olup, monomerlerin uygun bir kap
icerisinde polimerlestirilmesiyle hazirlanirlar. Icerisinde hazirlandiklar1 kabin seklini
alabilmelerinden dolay1 monolitik yapilar farkli capta ve sekillerde iiretilebilmektedirler
(Sekil 2. 1). Siirekli yataklar olarak da tanmimlanabilen monolitler, silindir veya disk
seklinde de hazirlanabilmektedirler (Josic vd. 2001). Monolit hazirlanmasinda sentetik
organik malzemeler, dogal polimerler veya organik malzemeler kullamilabilmektedir.
Literatiirde akrilamit, silika, stiren ve metakrilat gibi farkli kimyasallar kullanilarak
hazirlanmig farkli 6zellikte monolitik malzemeler mevcuttur (Podgornik vd. 2000; Svec

ve Frechet 1999).

Sekil 2. 1. Farkli sekil ve boyutlarda hazirlanmig monolitik malzemeler

Monolitler biyolojik molekiillerin ayrilmasinda kullanilan énemli araglardir. Monolitler
ile ilgili calismalar 1970’lerin ilk yillarinda yapilmis olmasina ragmen, biiyiik bir bulus
olarak onem kazanmalar1 1990’larda gerceklesmistir. Bu malzemelerin sergiledikleri
diisiik kiitle aktarim direnci, basta kromatografi olmak iizere kati-sivi1 ara-yiizeylerindeki
etkilesmelere dayanan ayirma iglemlerinde yogun bir sekilde kullanim alani bulmalarina
yol agmustir. Ozellikle molekiil agirhigi yiiksek biyolojik tiirlerin (Or. Proteinler ve
monoklonal antikorlar) yer aldig: tiim ¢alismalarda geleneksel kromatografik sistemlere

oranla, monolitlerin ¢cok daha iyi bir performans sergiledikleri goriilmiistiir (Jungbauer



ve Hahn 2004; Uzun vd. 2004; Xie vd. 1999). Monolitlerin geleneksel dolgulu
kolonlardan farki, tek parcal bir polimerik yapinn icerisinde birbirleri ile muntazam bir
sekilde baglantili gdzenekli yapilardan meydana gelmesidir. Monolitin yapisindaki
birbiriyle baglantili goézenekler, kanallar arasi bir ag olusturmaktadir. Kanal i¢i kiitle
aktarimi akisla birlikte olustugundan, hareketli faz ile sabit faz arasindaki aktarim ¢ok
hizli gerceklesmektedir (Courtois vd. 2006). Sonu¢ olarak, proteinler gibi oldukca
biiyiik molekiiller bile ¢ok kisa siirede monolitik kolonlardan ayrilabilmektedirler.
Ayrica, kromatografik sistemlerde sivi akisi sirasinda olusan basincin diisiik olmasi
istenir. Diizgiin akis kanallarina sahip olmalarindan 6tiirii, monolitlerde yiiksek basing
olugsmaz ve boylece kolonda olusabilecek herhangi bir ttkanma 6nlenmis olur (Bencina
vd. 2004). Yani, monolitlerin hidrodinamik ozellikleri sebebiyle sabit faz olarak
kullanim1 giderek yayginlagsmaktadir. Yukarida da belirtildigi gibi, ayirma etkinliginin
iyi olmasi sebebiyle biiyilk molekiillerin ayrimi kisa zamanda gerceklestirilmektedir
(Podgornik vd. 2000). Amaca uygun ligandlarin immobilize edilmesiyle, monolitlerin
fonksiyonel ve dolayisiyla daha secici yapilara doniistiiriilmesi miimkiindiir (Josic vd.

2001).

Sonu¢ olarak; monolitler, biyoteknolojide analitik ve preparatif uygulamalar igin
alternatif ayrrma ortamlarmin hazirlanmasi noktasinda iizerinde calisiimasi gereken
oldukca onemli bir arastirma konusu olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Bereli vd. 2006;

Mayes ve Mosbach 1997; Wulff 1995; Ye ve Mosbach 2001).

2.1.1 Monolitik Kkriyojeller

Monolitik malzemelerin iiretilmesinde en yaygin kullamilan yOntemlerden biri
kriyojellesme islemidir. Kriyojel adi ‘buz’ anlamina gelen Yunanca ‘krios’
kelimesinden tiiretilmistir. Dolayisiyla, sogukta elde edilen jel anlamina gelen
kriyojeller, kismen donmus monomer ya da polimer ¢ozeltileri kullanilarak hazirlanan
jel matriksleridir. Birbirine bagli makro gozeneklerden meydana gelen kriyojeller,
monomer ¢ozeltilerinin donma noktalarinin altinda gerceklestirilen kriyojellesme islemi

ile hazirlanmaktadir (Lozinsky vd. 2003).

Kriyojellerin olusumunda yar1 donmus sulu ortamda buz kristalleri gdzenekli bir yap1
meydana getirir. Kalip gorevi goren buz kristallerinin erimesinden sonra birbiriyle

baglantili gbzenekler agiga cikar. Sistemin biiyiik ¢ogunlugunda gozenekler birbiriyle



baglantili ve yiiksek esneklige sahiptir. Klasik jellerin cozeltileri homofaz sistemler iken
kriyojeller heterofaz sistemde polimerlesirler. Kriyojellerde makro ve mikrogdzenekli

yapilar da olabilir (Sekil 2. 2) (Plieva vd. 2007).

Sekil 2. 2. Kriyojel ve jelin SEM goriintiisi

Kriyojelleri, sulu ortamda uygun monomerler kullanarak radikalik polimerlesme ile
sifirin altindaki sicakliklarda tiretmek miimkiindiir (Plieva vd. 2005). Kriyojellerin
biiyiik bir kisminin poliakrilamit (PAAM), polietilenglikol (PEG), polivinilalkol (PVA),
polihidroksietilmetakrilat (PHEMA) yapisinda olduklar1 goriilmektedir (Plieva vd.
2007). Kriyojeller, sahip olduklar1 elastiki yap1 sayesinde suya birakildiklarinda suyu
cok kisa siirede emer ve sikistirildiklarinda ise kolaylikla gbzeneklerinden disar1 verirler.
Bu islem, (kullanilan polimerin yapisina bagli olarak) genellikle yapida herhangi bir
bozulma meydana gelmeksizin tekrar tekrar uygulanabilir. Kriyojellerin morfolojisi
incelendiginde gozenek boyutlarinin 10-100 pum’ye (ve bazen 200 pm’ye) kadar
degisebilmekte oldugu goriilebilir.

Kriyojeller birbiri ile baglantili makro gozeneklerden meydana geldigi igin
nanopartikiillerin ve mikro partikiillerin geg¢isine dahi olanak taniyan bir dzellik sunar.
Diger taraftan jeller kullanilirken jel icerisinden gecis esnasinda madde kaybi
gerceklesebilir; kriyojellerde boyle bir durum s6z konusu degildir (Lozinsky vd. 2003).
Kriyojellerin temel yapisi, osmotik basinglari, kimyasal ve mekanik dayanikliligiyla

birlestirildiginde, biyolojik nanopartikullerin, mikropartikullerin (plazmidler, viriisler,



hiicre organelleri) ayirma ve saflagtirma islemleri icin bu yapilar uygun kullanim

alanlar1 sunmaktadir (Lozinsky vd. 2003).

Gozenek biiyiikliigii, gozenek duvarlarinin kalinlig: ve gozenek duvarlarinin yogunlugu
kriyojellerin performansini etkileyen parametrelerdendir. Gozenek biiyiikliigi akis
direncini etkilerken; gozenek duvarlarinin kalinhigi ve yogunlugu ise kriyojellerin
makroskobik mekanik ozelliklerini belirler (Plieva vd. 2005). Kromatografik bir
malzemenin gdzenek hacmi ¢ok dnemlidir. Tamamen su ile sismis haldeki bir kriyojelin
toplam agirligimin ortalama olarak yalnmizca %3-4’1i kuru polimer agirhigidir. Agirhiin
yaklasik  %4-5’1 polimere baghh ve fiziksel olarak sikistirilarak yapidan
uzaklagtirillamayan sudan olusur. Boylece geriye kalan kriyojel agirliginin
yaklasik %90’ 11 gozeneklerdeki su olusturur. Kriyojellerin elastikiyeti sayesinde genis
gozeneklerdeki suyun biiyilk bir kismi mekanik olarak sikistirilarak yapidan
uzaklastirilabilir. Bu durum, kriyojel hacminin biiyiik bir kisminin birbiri ile baglantil1

gozeneklerden olustugunu gosterir (Plieva vd. 2004).

Sisme oOzellikleri nedeniyle kriyojeller biyoyteknolojide fazla sayida uygulama alani
bulmustur (Plieva vd. 2008). Degisik monomerlerden hazirlanan kriyojellerin sisme
derecesi ayn1 kosullarda ama yiiksek sicaklikta hazirlanan jellerin sisme derecesinden en

az 3-6 kat daha azdir (Plieva vd. 2007).

Kriyojeller, karyotropik jellesme (kriyojellesme) islemiyle iiretilirler. Bu islem daha ¢ok
dondurma-eritme seklinde gergeklestirilen bir islemdir. Hidrofilik yapidaki kriyojeller
makrogdzeneklere sahiptirler ve sifirin altindaki sicakliklarda gerceklestirilen
polimerizasyon islemi ile olusturulurlar. Kriyojel hazirlama surecinin temel
basamaklarindan bahsetmek gerekirse, kriyojel olusturmak icin ilk 6nce monomer
karisimlart uygun bir ¢oziiciide c¢oziilerek homojen ¢ozeltisi hazirlanir. Bu ¢ozelti
icerisine uygun capraz baglayict ve gerekli tepkime baslatict da eklenerek, hazirlanan
homojen karigim belirli bir surede diisiik sicakliklarda bekletilir ve karigimin donmasi
saglanir. Bu islem esnasinda elde edilen yapi tek tip bir kat1 gibi goriinmesine ragmen
esasinda heterojendir ve donmus ¢oziicii kristalleri icerisinde donmamig s1vi mikro faz
icerir. Donma agamasinda, ¢oziicii molekiilleri donarak birbirine bagl buz kristalleri
olustururken, donmamis kistmda bulunan monomerler ise polimerleserek buz
kristallerinin etrafinda iic boyutlu bir ag yapt meydana getirirler. Daha sonra buz

halindeki karisim oda sicakligina alinarak polimerik ag yapisi igerisinde olusan buz
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kristallerinin erimesi saglanir ve boylece kriyojel olusumu siireci tamamlanmis olur

(Yao vd. 2006).

Kriyojellesme isleminde ¢oziicii kristalleri, gozenek yapici ajan (projen) olarak islev
gormektedir. Gozenek duvarinin etrafindaki ¢oziiciiniin yiizey geriliminden dolayr buz
kristallerinin erimesi, kriyojellerdeki gozeneklerin genellikle dairesel sekle sahip
olmalarim saglar. Gézeneklerin sekil ve boyutlari, bircok faktore baglidir; monomer
derisimi ve polimerizasyonun gerceklestigi sicaklik en onemli etki eden faktorlerdir.
Kriyojellerin  yapisinda makrogdzeneklerin yam1 swra mikrogdzenekler de

bulunabilmektedir (Lozinsky vd. 2003).

Kriyojellerin en o©nemli 6&zelliklerinden biri, deneysel sartlarin ayarlanmasiyla
morfolojinin kolaylikla degistirebilmesidir. Bu anlamda en cok kullanilan deneysel
parametreler monomer ve capraz baglayict konsantrasyonlar1 ile kriyojellesmenin

gerceklestirildigi sicakliktir. Bu parametrelerin etkisi asagida kisaca agiklanmistir:

a) Capraz Baglayici Miktari: Capraz baglayici miktart ile suda sisme miktar1 ters
orantilidir. Yani ¢apraz baglayici oram arttirildik¢a suda sisme ozelligi diiser. Ayrica
capraz baglayic1 miktar1 arttirilarak kriyojelin mekanik dayanmimi arttirilabilir. Diger

taraftan, capraz baglayici oram arttirildik¢a kriyojelin gézenek boyutu genellikle diiser.

b) Monomer konsantrasyonu: Reaksiyon baslangicinda konsantrasyon ne kadar fazla
ise elde edilecek polimerik sebeke daha yogun ve kirilgan olurlar. Konsantrasyon

azaldikca yap1 siingerimsi ve elastik olur (Arvidsson vd. 2003; Arvidsson vd. 2002).

¢) Kiriyojellesme sicakligi: Kriyojellesme sicakligi diisiiriildiikce islemde kullanilan
¢cOziiciiniin katilagsmas1 esnasinda elde edilen kristallerin boyutu kiiciiliir ve bu da
polimerik sebekenin daha kiiciik gozenekli olmasiyla sonuclanir. Kriyojellesme
sicakliginin diger bir etkisi ise gdzenek duvarlarinin kalinlig1 tizerinedir: Kriyojellesme
sicaklig diisiiriildiikce daha ince ve daha yogun duvarlar elde edilir. Son olarak; bazi
sicakliklarda siiper soguk duruma gecme riski oldugundan bu hususta gbz Oniiniinde
bulundurulmalidir. Yani kriyojelin morfolojisini belirleme noktasinda kriyojellesme

sicakligi onemli bir parametre olarak karsimiza ¢ikmaktadir. (Plieva vd. 2004).



Sunu da belirtmek gerekir ki kriyojellesme isleminde kullanilan katalizériinde morfoloji
lizerine etkisi oldugu bilinmektedir. Ornegin kriyojellerde kullanilan TEMED

miktarinin ayarlanmasi ile gézenek ¢aplarinda degisiklikler meydana getirilebilir.
2.1.2 Monolitik kriyojellerin uygulama alanlari

Biyoteknoloji ve biyomedikal amag¢h kullanim i¢in kriyojeller disk, silindir veya tabaka
halinde cok cesitli formlarda iiretilebilirler. Malzemenin gozenekliligi %90’lara kadar
ciktigi icin immobilizasyon ve ayirma tekniklerinde tercih edilmektedir. Bakteri
saflagtirmasi, c¢esitli endotoksinlerin uzaklastirmasi ve protein saflastirmasi gibi farkl

alanlarda kullanilmaktadirlar (Hanora vd. 2005; Kumar vd. 2006; Wang vd. 2008).

Kriyojeller, gozenek yapilar1 ve kullanildiklar1 islemler boyunca sergiledikleri kararlilik
nedeniyle bircok uygulamali bilim ve tip alanlarinda kullanilmaktadirlar. Biyotip
alaninda temel olarak immobilize hiicreler ve enzimlerle yapilan biyokatalizde, hiicre
organellerinin, viriislerin, mikrobiyal ve memeli hiicrelerinin kromatografisinde,
partikiil iceren akigskanlardan hedef molekiillerin ayrilmasi isleminde ve memeli hiicre

kiiltiirleri i¢in ii¢ boyutlu matriks olarak kullanilmaktadirlar (Plieva vd. 2007).

Makrogozenekli kriyojeller biyomedikal, biyoteknoloji ve eczacilik alanlarinda ilgi
gormiislerdir (Chen vd. 1995). Kriyojellerin gézenek boyutlar1 10-200 pm araliginda
degisim gosterebilmektedir. Bu o6zellikleri, biyolojik makromolekiillerle calisilirken
herhangi bir difiizyon sorunu olmaksizin kullanilabilmelerine olanak saglamaktadir

(Arvidsson vd. 2002; Kumar vd. 2003).

Kriyojeller sahip olduklar1 yap1 nedeniyle kan hiicrelerinin ayiriminda afinite matriksi
olarak, memeli hiicrelerinin kiiltiir ortam1 olarak, doku miihendisliginde ve giinlitk

hayatta filtre ve membran olarak kullanimlariyla karsimiza ¢ikmaktadir.

Ayrica; monolitik kriyojellerin basarili bir sekilde kullanildiklar1 alanlardan bir tanesi de
kromatografidir. Ozellikle son yillarda farkli tip ligandlarla fonksiyonlandirilmis
kriyojellerin iyon degisim kromatografisinden afinite kromatografisine kadar genis bir
yelpazede kullanildiklar1 goriilmektedir (Percin vd. 2015). Bu calismalardan elde edilen
sabit fazlar diisiik geri basin¢ sergileyen kolonlarin iiretilmesine olanak tanimis ve
boylece yiiksek akig hizlarinda yiiksek verimle ¢alisabilme olanagi sunmuslardir. Ayrica

monolitik kriyojellerin kromatografik sartlarda molekiil biiyiikligii yiiksek olan tiirlerin
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kolonda herhangi bir tikanmaya yol a¢cmadan gecmesine de olanak tanidiklari

bilinmektedir (Kumar ve Srivastava 2010).

2.2 Proteinler

Tiim canlilarin en belirgin yap: taglar1 olarak karsimiza c¢ikan proteinler hiicrelerde en
cok kullanilan biyolojik makromolekiillerdir. Aminoasitlerin belirli tiirde, belirli sayida
ve belirli dizilis sirasinda birbirlerine kovalent baglanmasiyla (peptid baglar ile)
olusmus polipeptidlerdir. Kisaca, proteinler monomerleri aminoasitler olan
polimerlerdirler. Aminoasitlerde amino grubu, karboksile komsu C atomuna, yani o-C
atomuna baghdir. Her aminoasidin o-C atomunda daima bir hidrojen atomu ve bir yan

zincir (R) de bulunur (Sekil 2. 3)

Degisken grup

:
= o
e I e
e < —I
= =l | \OI-I
H

Amino grubu Karboksil grubu

Sekil 2. 3. Amino asit yapis1

Tiim proteinler, bakterilerden en kompleks canlilara kadar, var olan ayn1 20 standart
aminoasidin karakteristik dogrusal diziler halinde kovalent olarak baglanmasiyla olusur.
Aminoasitlerin yan zincirlerinin belirleyici kimyasal 6zelliklerinden dolayr bu 20

standart aminoasit, protein yapisinin dilinin yazildig: bir alfabe gibi diisiiniilebilir.

Proteinler, biitiin hiicrelerde ve hiicrelerin biitiin kisimlarinda bulunurlar. Tek bir
hiicrede bile binlerce farkli ¢esitte ve biiyiikliigii ufak peptidlerden, milyonlarca molekiil
agirhgina sahip biiyiilk polimerlere degisebilen proteinler bulunur. Bir bakteri

hiicresinde yaklasik 4000 tiir protein bulunmaktadir (Keha ve Kiifrevioglu 2000).

Proteinler, biyolojik islevlerde asir1 cesitlilik gosterir ve bircok islev goriip, yasamsal
biitiin islevler proteinlere baghdir. Enzimler ve polipeptid hormonlar, metabolizmanin
diizenlenmesinde 6nemlidirler. Kastaki kontraktil proteinler hareketi saglarlar. Kemikte
kollajen, kalsiyum fosfat kristallerinin depolanmasim1 saglar. Kanda albiimin ve

hemoglobin tasima gorevi alirken; immiinoglobiilinler bakteri ve viriislerin yikilmasinda



gorev alirlar. Canlilarin yapilarinda bulunan proteinlerin baslica biyolojik fonksiyonlari;
enzimatik katalizleme, tasima ve depolama, mekanik hareket, mekanik destek, sinir
uyarilarinin iiretimi ve iletimi, biiylime ve farklilagmanin kontrolii, hormonlar ve

bagisiklik seklinde siralanabilir (Keha ve Kiifrevioglu 2000).

Proteinlerin %50’si karbon, %7’si hidrojen, %23’ii oksijen, %16’s1 azot ve %0-3’i
kiikiirtten ibarettir. Bunlarin yam sira fosfor, demir, iyot, bakir, ¢cinko ve mangan gibi

bazi elementler de birtakim spesifik proteinlerde bulunur.

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 etkilesimlerine dayanan baglardir (Sekil 2. 4).

Hidrofobik ve

wvan der Waals
etldlesimleri

Polipeptid

omurga

Sekil 2. 4. Bir polipeptidi stabilize eden baglar
(Kaynak: http://alevelnotes.com/protein- structure)

Peptid bagi, bir a-aminoasidin -NH, grubu ile bir bagka a-aminoasidin -COOH grubu
arasindan bir mol H,O agiga cikmasiyla olusan kovalent baga denir. Peptid bag1 bir ¢esit
amit bagidir. Yan gruplar1t R; ve R, olan iki aminoasit arasindaki peptid bagi olusumu

reaksiyonu asagidaki gibidir (Sekil 2. 5).



{ "OH
H et H
(Aminoasit-1) (Aminoasit-2)
T1 T TZ OH
N—Ca /

PEPTID BAGI

Sekil 2. 5. Bir peptid baginin olusumu.

Iki aminoasitten dipeptid, ii¢ aminoasitten tripeptid, 10’a kadar olan aminoasitten
oligopeptid, daha ¢cok aminoasitten ise polipeptid meydana gelir. Proteinler, yiizlerce

aminoasitten olusan polipeptidlerdir. Bir peptid zincirini olusturan aminoasitlerin her

birisine rezidii (kalint1) denir.

Proteinlerin yapisal organizasyonu dort sekilde tanimlanmistir. Bunlar; primer (birincil),
sekonder (ikincil), tersiyer (iiciinciil) ve kuaterner (dordiinciil) yapilaridir (Sekil 2. 6).
Kovalent baglarla (bashca peptid baglar1 ve disiilfit baglar1) bagh polipeptid zinciri
birincil (primer) yapidir. Ikincil (sekonder) yapida ise aminoasit rezidiileri kismen
kararhi diizenlemelerle tekrarlayan yapisal modeller olusturur. Uciinciil (tersiyer) yap1

polipeptidin tiim ii¢ boyutlu katlanmalarinin bir goriintiisiidiir. Bir protein iki veya daha
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cok sayida polipeptid alt birimi icerdiginde uzaysal diizeni dordiinciil (kuaterner) yapi

olarak tanimlanir.

Primer Yapi

Sekonder Yap1

Tersiyer Yap1

Kuaterner Yap1

Sekil 2. 6. Proteinlerin yapisal organizasyonu (Keha ve Kiifrevioglu 2000)

Proteinler, konformasyon (fibroz ve globuler) ve bilesimlerine (basit ve bilesik) gore iki
tirli simiflandirilir. Fibroz proteinler suda ve seyreltik tuz cozeltilerinde ¢éziinmeyen
sert yapida molekiillerdir. Yapilarindaki polipeptid zincirleri tek bir eksen boyu paralel

diizenlenmis ve uzun lifler veya tabakalar olusturmuslardir. Daha cok sert yapiyi
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gerektiren veya koruyuculuk gorevi yapan yerlerde bulunurlar. Mesela deri ve kemik
kollajeni, tiiy, tirnak, boynuz ve sa¢ kreatini ve bag dokusu elastini bu proteinlerdendir.
Globular proteinler ise, polipeptid zincirinin birbiri iizerinde katlanip siki bir yumak
halini almasiyla ortaya cikar. Bu tip proteinlerin ¢ogu sulu ¢ozeltilerde ¢Oziiniir ve
kolayca difiize olurlar. Globular proteinler hiicre icerisinde dinamik fonksiyonlar1 yerine
getirirler. Bugiin bilinen enzimlerin ¢ogu, antikorlar, baz1 hormonlar, serum albiimin ve
hemoglobin gibi tasima gorevi yapan proteinler hep globular yapidadir (Keha ve
Kiifrevioglu, 2000). Baz1 proteinler ise hem fibroz hem de globular 6zelliklere sahiptir.
Bu tip proteinler fibr6z yapilarda oldugu gibi uzun cubugumsu sekillere sahip iken, ayni
globular proteinler gibi tuzlu ¢ozeltilerde ¢oziiniirler. Keza 6nemli bir yap1 elemani olan
miyozin ve kan pihtilagsmasinda fibrinin 6n maddesi olan fibrinojen, bu cesit

proteinlerdir (Keha ve Kiifrevioglu 2000).

Basit proteinler, yapilarinda yalniz a-aminoasitleri bulunduran proteinlerdir. Bilesik
proteinler ise biyolojik fonksiyonlarimi yerine getirirken protein olmayan yapilara

ihtiya¢ gdsteren ve bunlara bagh proteinlerdir.

Bircok protein biyolojik aktivitelerini ve is gorebilme kapasitelerini belirli kimyasal
ortamda, sinirli pH ve sicaklikta siirdiirebilir. Cok asidik ve bazik ortamlarda, yiiksek
sicakliklarda ve bazi kimyasal maddeler karsisinda ii¢ boyutlu yapilarinda, yani
fonksiyon goren tabiatlarinda bir degisme olur. Bu olaya denatiirasyon denir. Denatiire
olan proteinin ¢oziiniirliigiinde belirgin bir azalma ve hatta ¢okelme olur. Bircok protein
50-60 °C’nin yukarisinda, bazilar1 10-15 °C’nin altinda denatiirasyona ugrar. Bazi
proteinler denatiirasyondan sonra, bu olayt1 meydana getiren sartlarin ortadan
kaldirilmasiyla, tekrar eski tabii hallerine kavusabilmekte ve biyolojik aktivitelerini
yeniden kazanabilmektedirler. Bu tip denatiirasyonlar doniisiimlii degisimlerdir (Keha

ve Kiifrevioglu 2000).

Her tiirlii organizma kendisine has proteinlere sahip oldugu gibi, her hiicre tipi de
binlerce degisik protein ihtiva etmektedir. Bunun yaninda proteinler, biyolojik
aktivitelerini ancak belirli bir pH ve sicaklik sinirlarinda gosterebilirler. Bu sebeplerden
dolayr proteinin saf sekilde bir hiicre veya bir dokudan izolasyonu, gii¢ bir istir. Bu
giicliiklere ragmen bir¢cok protein saf olarak elde edilebilmistir. Proteinlerin ¢ozelti

icindeki davranislarindan faydalanarak onlarin saflastirilmasi yapilmaktadir. Bu
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ozellikler; molekiil biiylikliigli, c¢oziiniirlilk, elektriksel yiik, adsorpsiyon

davraniglarindaki farkliliklar ve diger molekiillere kars1 biyolojik afiniteleridir.

Protein ayirma ve saflastirma islemlerinde en yaygin kullamilan ve kati-sivi ara
yiizeylerindeki etkilesmelere dayanan yontem hic¢ kuskusuz kromatografik yontemlerdir.
Bu amagla, monolitik kati/sabit fazlarin yaygmn bir kullanom alam buldugu
goriilmektedir. Ozellikle kriyojel esasli monolitik malzemelerin proteinlerin bu tarz

islemlerinde siklikla kullanildig: bilinmektedir.
2.3 Kromatografi

Kromatografi, karisimlardaki bilesenlerin ayrilmasi, tamnmas1 ve tayini i¢in yaygin
olarak kullanilan bir metottur. Kromatografi yiizyilimizin baslarinda Rus botanikg¢isi
Mikhail Tswett, tarafindan bulunmustur. Tswett, ¢ozeltileri ince boyutta kalsiyum
karbonat iceren bir kolondan gecirerek klorofil ve ksantofil gibi bitki pigmentlerini
ayirmak i¢in bu teknigi kullanmistir. Ayrilmig tiirler kolonda renkli bantlar halinde
goriildiikleri icin, Yunanca renk anlamina gelen ‘chroma’ ve yazmak anlamina gelen
‘graphein’  sozciiklerini  birlestirerek metoda kromatografi adim1  vermistir.
Kromatografik yontemlerde durgun faz ve hareketli faz olmak iizere iki tiir faz vardir.
Karigimdaki bilesenler, akis halindeki gaz veya sivi bir fazla birlikte, durgun faz
izerinden gecirilir; bilesenlerin gé¢ hizlarina baglh olarak ayirma gerceklesir (Skoog vd.

2014).

Kromatografik yontemleri asagidaki sekilde siniflandirmak miimkiindiir (Skoog vd.
2014):

a) Ayirma mekanizmalarina gore

¢ Iyon degisim kromatografisi,
e Jel filtrasyon kromatografisi,
e Adsorpsiyon kromatografisi,
e Partisyon kromatografisi,

e Afinite kromatografisi

b) Ayirici materyale gore
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i) Diizlemsel kromatografi

o Ince tabaka kromatografisi

e Kagit kromatografisi
ii) Kolon kromatografisi

e Gaz kromatografisi (GC)
¢ Sivi kromatografisi (LC)
e Siiperkritik akigkan kromatografisi (SFC)

Kromatografik teknikler arasinda en ¢ok kullanim alan1 bulmus olani hi¢ kuskusuz
yiiksek performansh sivi kromatografisidir (HPLC). Kolon sartlarinda yiiriitiilen klasik
stvi kromatografisinde capi1 ve uzunlugu sirasiyla 1-5 cm ve 50-500 cm araliginda
degisen kolonlar kullanmilmis ve hareketli faz bu kolonlardan yercekiminin etkisiyle
gecirilmigtir. Bu sartlarda uygun akis hizlari saglamak amaciyla sabit fazin tanecik
boyutu gorece biiyiikk (150-200 pwm) tutulmustur. Fakat bu sartlarda bile calisilabilen
akis hizlarinin ¢ok diisiik oldugu goriilmiistiir. Vakum veya basing sistemleri
kullanilarak akis hizlar1 arttirilmistir, fakat bu sefer de yiiksek akis hizlarinda teorik
tabaka sayisinin azalmasi nedeniyle kolon verimliliginde onemli diisiisler gdzlenmistir.
Kromatografiyle ilgilenen arastirmacilar, yiiksek kolon verimliligi elde etmek amaciyla
sabit fazin parcacik ebadinin diisiirlilmesi gerektigini anlamistir. Diisiikk parcacik
ebadina sahip kolonlardan hareketli faz1 yiiksek akis hizlariyla gecirebilmek icin de
yiiksek basinclarda calismayr miimkiin kilan 6zel ekipmanlara ihtiya¢ duyulmustur
(Skoog vd. 2014).

Yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC); sivi haldeki hareketli fazin
kromatografik kolonda yer alan sabit faz lizerinden yiiksek akislarda gegirilebilmesini
miimkiin kilan 6zel techizatlarin bulundugu bir kromatografik teknik olup, giiniimiizde
hem analitik hem de preparatif amaglarla yaygin olarak kullamilmaktadir. HPLC’de
yaygin kullanim alani bulan uygulamalardan bazilar1 dagilma kromatografisi,
adsorpsiyon kromatografisi, iyon-degistirme kromatografisi, ligand degistirme

kromatografisi ve boyut eleme kromatografisidir.

14



Iyon-degistirme; aymi yiike sahip iyonlarm sabit faz ve onunla temas halinde olan
hareketli faz arasinda tersinir bir sekilde yer degistirmesi olarak tammlamir. Iyon
degistiricinin iyonlar1 tutma giicii, bircok parametrenin fonksiyonudur. Bunlar pH, iyon

yiikii, iyon yarigapi, recinenin gdzenekliligi, ¢coziicii ve sicakliktir.

Kimyasal 6zelliklerine gore iyon degistiriciler inorganik ve organik olmak {iizere 2
grupta incelenebilir. Inorganik iyon degistiricilerden en cok bilinenler zeolitlerdir.
Genel olarak NaAlSiO,, formiiliinde gosterilirler. Zeolitler yapilarinda bulunan
sodyum iyonlarini Fe*, Mg+2 gibi iyonlarla degistirme oOzelligine sahip olan
maddelerdir. Organik iyon degistiriciler (recineler) suda ve bircok organik ¢oziiciilerde
hi¢ ¢oziinmeyen, yapilarinda sayllamayacak kadar cok anyon ve katyon tasiyan biiyiik
molekiillii polimer maddelerdir. Bunlar hem anyon, hem de katyon degistirmede ve

hatta secici iyon degistirmede kullanilirlar.

Iyon degisim kromatografisi, HPLC’nin en ¢cok kullanilan sekillerinden biri olup protein
ayirma ve saflastirma islemlerinde sundugu verimli ve ucuz yaklasimlar nedeniyle
tercih edilmektedir. Protein kromatografisinde iyon degisiminin en biiyiik
avantajlarindan biri ise proteinleri denatiire etmeden saflastirabilme olanagi sunmasidir.
Diger HPLC tiirlerinde oldugu gibi iyon degisim kromatografisinde de verimi belirleyen
en onemli parametre kullanilan sabit fazdir. Yiiksek kapasite, secicilik, kimyasal ve
mekanik dayanim ve proteinlerle tersinir bir sekilde etkilesebilme iyon degistirici sabit

fazlarda aranan belli basl 6zelliklerdendir.

Silika esasli materyaller HPLC ile yapilan islemlerde en ¢ok kullanilan sabit faz tipleri
olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Bunun nedeni silikanin yiiksek mekanik dayanimi ve
yiizey modifikasyonlaria uygun bir 6zellik sergilemesidir. Bununla birlikte silika esash
materyallerin pH=8 ‘in iizerinde ve pH=2’nin altinda hidroliz olabilme 06zelligi bu
malzemelerin kimyasal dayanimlarmin diisiik olmasiyla sonuclanmaktadir. Ozellikle
protein saflastirma islemlerinde bazen 1 M NaOH c¢ozeltisi kullanilarak sabit fazin
temizlenmesi gerektiginden silika esash sabit fazlar bu anlamda protein iyon degisim
kromatografisi icin uygun bir yap1 sergilememektedirler. Bu nedenle kimyasal

dayanimlar1 daha yiiksek olan polimerik sabit fazlara olan ilgi giin gectikge artmaktadir.

Protein iyon-degisim kromatografisinde en 6nemli kisitlamalar kiitle transfer direnci ve

yiiksek geri basinctir. Bunlardan ilki diisiik verime ikincisi ise sabit fazin bozulmasina
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yol acar. Diger taraftan monolitik sabit fazlarla calisildiginda bu kisitlamalar biiyiik

oranda bertaraf edilebilir.

Proteinlerin yiiksek molekiil agirliklart ve dolayisiyla yiiksek molekiiler biiytikliikleri
nedeniyle gozenek capt 20 pum veya daha yiiksek olan sabit fazlar ile calismak
gerekmektedir. Bu sartlar1 saglayan monolitik kriyojeller 6zellikle son yillarda hem
afinite kromatografisinde hem de iyon degisim kromatografisinde yaygin bir sekilde
kullanilmistir. Iyon degistirici monolitik sabit fazlar elde etmek icin kullanilabilecek
monomer sayisinin kisitli olmast nedeniyle immobilizasyon, atom transfer radikal
polimerlestirme (ATRP) ve yiizeye asilama (grafting) kullanmilan ydntemlerdendir
(Per¢in vd. 2015). Kullanilan kimyasal miktarinin fazla olmasit ve diger cevresel
nedenlerden dolay1 yiizeyinde iyon degistirici gruplar iceren ve dogal olarak olusmus
biyomakromolekiillerin ~ dogrudan  kriyojellestirilip  monolitik  sabit  fazlara
dontistiiriilmesi fikri ilging bulunmustur. Yeryiiziindeki organik maddelerin biiyiik bir
kismim1 olusturan hiimik maddelerin bu anlamda alternatif ¢oziimler sunabilecegi

diistiniilmektedir.
2.4 Hiimik Maddeler

Hiimik maddeler dogadaki organik maddelerin 6nemli bir kismini teskil eder ve
cogunlukla bitkisel kaynaklidirlar. Toprak ve su kaynakli hiimik maddelerin oldugu
bilinmektedir (Tipping 2004). Hiimik madeler i¢in genel bir tanim vermek giic olmakla

beraber asagidaki siniflandirma temelinde tanimlamalar yapmak miimkiindiir:

a) Fulvik Asit: Tiim pH degerlerinde ¢oziinen fraksiyondur.

b) Hiimik Asit: pH>3te ¢6ziinmeye baslayan ve pH=7"de biiyiik oranda ¢oziinmiis
olan fraksiyondur. Hiimik asit i¢in Onerilen bir molekiiler yap1 Sekil 2. 7‘da
verilmistir.

¢) Hiimin: Tiim pH degerlerinde suda ¢oziinmeyen fraksiyonudur.
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Sekil 2. 7. Hiimik asidin molekiiler yapisi (Stevenson 1994)

Hiimik asit i¢in polimerlerde oldugu gibi kapali bir kimyasal formiilden bahsetmek
miimkiin olamamakla beraber, makromolekiiler yapidaki fonksiyonel gruplarin biiyiik
bir kismi bilinmektedir.  Bu bilgiler, hiimik asidin etkilesme tiplerini yorumlama

noktasinda biiyiik kolaylik saglar.
2.4.1 Kati-sabit faz olarak hiimik asit

HA’nin farkh tip tiirlerle etkilesebilme ozelligi, kati/sabit faz olarak kullanilabilecegi
fikrini dogurmustur. Fakat, HA’nin sulu ortamda ¢6ziinebilme 6zelligi bu noktada engel
teskil etmistir. Buna ilaveten, parcacik ebadmin ayarlanmasinda karsilagilan birtakim

giicliiklerin bulundugu da bilinmektedir (Gezici vd. 2005).

Bu tarz kisitlamalar1 bertaraf edebilmek amaciyla literatiirde asagida belirtilen bazi
yontemler dnerilmistir:

a) Coziiniirsiizlestirme (Insolubilization)

b) Immobilizasyon (Immobilization)

¢) Polikondensasyon (Polycondensation)

Coziiniirsiizlestirmede; kat1 hiimik asit 330 °C’ta 1,0 saat siireyle 1s1l igleme tabi tutulur
ve 1sinin etkisiyle yapida meydana gelen bazi degisikliklerin bir sonucu olarak diisiik

¢Oziinme Ozelligi sergileyen bir sekle doniistiiriiliir (Seki ve Suzuki 1995).
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Immobilizasyonda ise; hiimik asit, uygun bir kat1 destek maddesine fiziksel ve/veya
kimyasal etkilesmelerle tutturulur. Kati destek maddesi olarak genellikle yiizeyi uygun
fonksiyonel gruplarla modifiye edilmis silika ve baz1 polimerik maddeler
kullanilmaktadir. Yapisal 6zelliklerinin iyi bir sekilde kontrol edilebilmesi, sergiledigi
yilksek mekanik dayanim ve kimyasal kararlilik nedeniyle silika, kromatografik

islemlerde tercih edilen bir kat1 destek maddesidir (Gezici ve Kara 2011a).

Hiimik asidin ¢oziinmeyen bir sekle doniistiiriilmesi amaciyla kullanilan diger bir
yontemde ise hiimik asit; formaldehit (ve bazen fenolik bir bilesik) ile etkilestirilerek bir
dizi polikondensasyon reaksiyonuna tabi tutulur ve bdylece ¢oziinmeyen bir yapiya

doniistiiriiliir (Klavins ve Eglte 2002).

Bu calismada; hiimik asidin ¢6ziinme Ozelligi daha diisiik olan yeni bir sekle
doniistiirilmesi ve elde edilen malzemenin ayirma ve saflastirma islemlerinde
kullanilabilirliginin incelenmesi hedeflenmistir. Bu amagla klasik immobilizasyon
yontemlerinden farkli olarak, uygun monomerlerin varliginda hiimik asidin kriyojel ad1
verilen monolitik malzemelerin polimer matriksine hapsedilmesi esasina dayanan bir
yontem Onerilmistir. Elde edilen kompozit monolitik sabit fazin protein iyon degisim

kromatografisinde kullanilabilirligi incelenmistir.
2.5 Literatiir Ozeti

Dogal olarak olusan makromolekiillerden olan hiimik asidin (HA) sahip oldugu
molekiiler yapi, genis bir spektrumda farkli tip kimyasal ve biyolojik Oneme sahip
tirlerle etkilesmesine yol agmaktadir. Bu durum, kati-sivi ara-yiizeylerindeki
etkilesmelere dayanan ayirma ve saflagtirma yontemleri icin alternatif, ucuz ve verimli
sabit fazlarin tasarlanmasi fikrini olusturmustur. Bu kapsamda literatiirde, metal
iyonlarindan proteinlere kadar farkli tip tiirlerin adsorpsiyonunda ve kromatografik
saflagtirmalarinda HA esash gesitli adsorban/sabit fazlarin kullanildigr goriilmektedir

(Bayrakei vd. 2014; Gezici vd. 2007a; Gezici ve Kara 2011a; Gezici ve Kara 2011b).

HA’nin ayirma ortami olarak kullanilmasi fikrinin Oniindeki en biiyiikk engel hig
kuskusuz sulu ortamda 3’ten biiyiik pH degerlerinde c¢6ziinebilme riski olmustur.

Belirtilen kisitlamayr gidermek igin literatiirde cesitli metodolojiler 6nerilmis ve farkl
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ozelliklere sahip HA-esaslt sabit fazlar calisilmistir (Gezici ve Kara 2011a; Gezici ve
Kara 2011b).

Seki ve Suzuki (Seki ve Suzuki 1995), HA’nin ¢6ziinme 6zelligini azaltip metal
iyonlarinin adsorpsiyonunda kullanilabilecek verimli bir malzemeye doniistiirebilmek
amactyla kati HA’nin 330 °C’de 1 saat siireyle 1sitilmasina dayanan bir yontem
Onermistir. Coziiniirsiizlestirme (Insolubilization) adi verilen bu yontemle HA’daki —
COOH gruplariin yaklasik %25°1 1s1l islem neticesinde yapidan uzaklastirilmis ve HA,
sulu ortamda pH 10’a kadar ¢oziinmeyen bir sekle doniistiiriilmiistiir. Elde edilen
materyal, bazi metal iyonlarinin adsorpsiyonunda kullanim alani bulmustur (Baker ve
Khalili 2004; Bigalke vd. 2010; Celebi ve Erten 2010; Gezici vd. 2007a; Gezici vd.
2007b; Gezici vd. 2005).

HA esash adsorban/sabit fazlarin eldesi i¢in Onerilen en etkili yontemlerden bir tanesi
de, HA’nin uygun bir destek katisina baglanmasina dayanan “immobilizasyon”dur
(Immobilization). Bu yontemde, HA reaktif gruplar iceren bir destek katisina giiclii
etkilesmeler iizerinden tutuklamr. Literatiirde, silika esasl destek katilarindan polimerik
destek katilarina kadar farkli Ozelliklerde materyallerin bu amacgla kullanildig:
goriilmektedir (Bulman vd. 1998; Guczi vd. 1992; Koopal vd. 1998; Szabo vd. 1990).
HA immobilize edilmis aminopropil silikanin ise bazi niikleosit ve niikleobazlarin
kromatografik ayrilmalarinda kullanilabilirligi incelenmis ve 6nerilen sabit fazin RPLC
(ters faz sivi kromatografisi), HILIC (hidrofilik etkilesme kromatografisi) ve LEC
(ligand-degisim kromatografisi) olmak iizere 3 farkli HPLC modunda sabit faz olarak
kullanilabildigi goriilmiistiir (Gezici ve Kara 2011a; Gezici ve Kara 2011b).

Bir diger calismada ise, aminopropil silikaya immobilize edilmis HA, normal faz
kromatografik sartlarda, yaglardaki tokoferollerin ayrilmasinda sabit faz olarak

kullanilmig ve basarili sonuclar elde edilmistir (Ayyildiz 2015).

Son zamanlarda HA-esasli materyallerin nanoskopik adsorbanlarin sentezinde de
kullanildigr  anlagilmaktadir.  Ornegin, HA  immobilize edilmis  manyetit
nanopartikiillerin insan serum albiiminini gii¢lii bir sekilde adsorbe ettigi tespit

edilmistir (Bayrakci vd. 2014).
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Kisa bir siire dnce yapilan bir diger calismada ise, HA, poliakrilonitril nanofiberlerine
elektrospining islemi esnasinda basarili bir sekilde immobilize edilmis ve elde edilen
nanofiberlerin katyonik boyaya (kristal viyole) karsi yiiksek diizeyde kapasite
sergiledigi anlasiimistir (Gezici vd. 2016).

HA’nin adsorban/sabit faz olarak kullanildigi calismalarda, elde edilen materyallerin
partikiil esasli oldugu ve dolayisiyla HA-esasli monolitik kati/sabit fazlarla ilgili
calismalarin neredeyse hi¢ bulunmadig1 goriilmektedir. Son zamanlarda yayinlanan bir
calismada (Sargin vd. 2016), HA’nin metakrilat esaslh monolitik malzemeye immobilize
edilmesi calisilmigtir. Belirtilen ¢alismada, HA monolitik polimere Cu(Il) iyonlar1
araciligiyla immobilize edilmis ve BSA (sigir serum albiimini) adsorpsiyonunda
adsorban olarak kullanilmistir. Fakat ad1 gecen calismada, HA kriyojel yapisina Cu(Il))
iyonlart1 yardimiyla immobilize edilmis ve Cu(Il) iyonlar1 olmaksizin hidrolitik

stabilitesi yiiksek bir {iriin elde edilememistir.

Sunulan bu calismada ise, HA’min dogrudan monolitik sebekeye kimyasal bag yoluyla
immobilize edilmesi ve dahasi, immobilizasyon isleminin kriyojellesme asamasinda
gerceklestirilmesi hedeflenmistir. Flde edilen materyalin hem lineer hem de lineer
olmayan kromatografik sartlarda sergiledigi sabit faz ozellikleri kapsamli bir
incelemeye tabi tutulmus ve bu anlamda, HA-esasl bir sabit fazin protein iyon-degisim
kromatografisinde kullanilabilirligi ilk defa kapsaml bir sekilde incelenmistir. Ayrica,
daha onceki ¢aligmalarda (Sargin vd. 2016) elde edilen HA icerikli kriyojellerde
gozlenen ¢oziinme problemi bu calismada tamamen giderilmis ve yiiksek hidrolitik

dayanima sahip bir kriyojel elde edilmistir.
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BOLUM 111

MATERYAL VE METOD
3.1 Kullamlan Kimyasallar ve Cozeltiler

Calismalar siiresince, ticari olarak temin edilebilen Aldrich hiimik asit (Aldrich) 6n-
saflagtirma islemine tabi tutulduktan sonra kullanilmistir. Katt NaOH (Sigma) ve
%37’'lik HCI’den (Merck) hazirlanan sulu cozeltiler kullanilarak hiimik madde
eldesi/saflastirilmas1 ve pH ayarlama islemleri gerceklestirilmistir. Kriyojel eldesinde
monomer olarak HEMA (2-Hidroksietilmetakrilat; Sigma) ve ¢apraz baglayici olarak da
MBAAm (N,N’-Metilenbisakrilamit; Sigma) kullanilmistir. APS (Amonyum persiilfat;
Sigma) ve TEMED (N,N,N',N'-Tetrametiletan-1,2-diamin; Sigma) sirasiyla radikal
baslatict ve katalizor olarak kullamlmistir. %10’luk etil alkol (Sigma) cozeltisi elde
edilen kriyojellerin saflastirilmasinda kullanilmistir. Tiim deneysel islemler siiresince
ultrasaf su kullanilmistir. Kromatografik analizler siiresince kullanilan tamponlari
hazirlamak icin K,HPO,4 (Potasyum monohidrojenfosfat; Sigma) ve KH,PO4 (Potasyum
dihidrojenfosfat; Sigma) kullanilmigtir. Hareketli faz iyon siddetini ayarlamak i¢in ise
NaCl katisindan (Sigma) hazirlanmig 0,5 M veya 1,0 M’lik ¢ozeltiler kullanilmistir.
Tim kimyasallar analitik saflikta olup herhangi bir saflastrma islemi yapilmadan
kullanilmigtir. Cozeltiler kullanilmadan once 0,45 pm’lik seliilloz asetat filtrelerden

(Sartorius) siiziilmiigtiir.
3.2 Protein Ornekleri

Deneysel siirecte kullanilan model proteinler hazir olarak satin alinmis ve herhangi bir
saflagtirma islemine tabi tutulmadan kullanilmistir. Kullanilan proteinler ve elde

edildikleri kaynaklar asagida verilmistir:

e Lisozim: Yumurta aki (Fluka; Tavuk)
e ¢-kimotripsinojen a (S18ir pankreasi; Sigma)
e Sitokrom ¢ (Domuz kalbi; BioChemica)

e Serum albiimin (insan; Sigma)

Protein ¢ozeltilerini hazirlamak i¢in ilgili pH (5,0-7,0) degerindeki 20 mM’ ik fosfat

tamponlar1 ¢oziicii olarak kullanilmigtir. Hazirlanan numuneler (5 mg/mL) 0,2 pm’lik
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siringa ucu filtrelerden (seliiloz asetat; Sartorius™) siiziiliip 4 C’de muhafaza edilerek

kullanilmastir.
3.3 Kullamlan Cihazlar ve Ekipmanlar

Elemental analiz, FTIR spektroskopisi ve civa porozimetresi analizleri Ortadogu Teknik
Universitesi (ODTU) Merkezi Aragtirma Laboratuvari’na yaptirilmis olup; C, H, N ve S
elementlerinin  hazirlanan monolitlerdeki yiizde icerikleri LECO, CHNS-932
marka/model cihaz ile belirlenmistir. Fourier Doniisiimlii Infrared spektroskopisi
analizleri (FTIR), ATR-FTIR teknigi ile elmas kristal kullanilarak gerceklestirilmistir.
Bu amacla Perkin-Elmer 400 marka/model cihaz kullanilmis ve spektrumlar 4 cm lik
coziiniirliikle kaydedilmistir. Sentezlenen monolitik kriyojellerin gozenek boyutlarini
analiz etmek icin c1va porozimetresi teknigi kullanilmistir. Civa porozimetresi ol¢iimleri
diisiik basingta (0-50 psi) gerceklestirilmis ve bu amagla Poremaster 60 (Quantachrome
Corporation) marka/model cihaz kullanilmistir. Monolitlerin mikro yapisint analiz
etmek icin Zeiss Evo Basic model SEM cihazi kullanilmig olup goriintiiler numuneler
platin ile kaplandiktan sonra alinmustir (1,32x10* Pa vakum altinda). pH &lgiimleri,
Mettler-Toledo marka kombine pH elektrotu ve pH metresi ile gerceklestirilmistir.
Monolitik kriyojellerin sentezinde, yerli iiretim polimerik kolonlar kullanilmigtir
(5,0x120 mm; i¢ ¢ap ve uzunluk). Kriyojellesme islemi, Ugur marka derin dondurucu

buzdolab1 kullanilarak yapilmistir.

Kromatografik analizler siiresince Agilent 1260 model 4’lii pompa, degazér, otomatik
enjeksiyon sistemi, numune sogutucu, kolon firin1 ve UV-VIS detektérden olusan bir

HPLC cihaz1 kullanilmistir. Sinyaller Chemstation yazilimi ile kaydedilip islenmistir.

UV-Vis. Spektrofotometrik analizlerde ise PG Instruments T80 marka/model cihaz

kullanilmig ve analizler kuvartz kiivetler ile yiiriitiilmiistiir.
Tiim islemler siiresince Human marka cihazdan elde edilen ultrasaf su kullanilmistir.
3.4 Hiimik Asidin Saflastirilmasi

Ticari olarak temin edilen Aldrich hiimik asit alkalide c¢oziinmeyen safsizliklar
icerebildigi icin alkalide cdzme ve ardindan asitle c¢oktiirme islemi uygulanarak

saflagtirilmistir. Bu amagla yaklasik 2 g hiimik asit 1,0 L 0,1 M NaOH c¢ozeltisine ilave
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edilerek 1,0 saat siireyle bir manyetik karistirict {izerinde oda sicakliginda
karistirllmistir. Elde edilen karisim 4000 dev/dak’da 10 dakika siireyle santrifiijlenerek
coziinmeyen katilar uzaklastirilmistir. Daha sonra siiziintiye pH=2 oluncaya kadar
yavas yavas 1,0 M HCI ¢ozeltisi ilave edilerek (kuvvetli bir sekilde karistirarak) siyah
yumaklar halinde hiimik makromolekiiller ¢oktiiriilmiistiir. Karisim 24 saat siireyle
bekletildikten sonra santrifiijlenerek kati hiimik asit elde edilmis ve berrak cozelti elde
edilene kadar da 0,05 M HCI ¢ozeltisi ile yikama islemi yapilmistir. Kati hiimik asit

kurutulup desikatorde saklanmustir.
3.5 Kriyojel Sentezi

PHEMA-HA sentezinde bir dizi farkli stratejinin uygulanabilirligi incelenmis ve elde
edilen verilerden amaca uygun sentez yontemi belirlenmistir. izlenen yontemleri 2

kategoride siniflandirmak miimkiindiir:

a) HA cozeltisinin monomer karigimina ilavesi,

b) Kati HA’nin monomer karigimina ilavesi.

Birinci yontemde, 0,05 g HA 0,01 M NaOH cozeltisinde ¢oziindiiriilmiis ve ardindan
0,01 M HCl ilavesi ile HA ¢ozeltisinin pH degeri 7’ ye ayarlanmistir. Bu ¢ozelti, HEMA
ve MBAAm igeren karisima APS ve TEMED ilavesinden sonra ilave edilmistir.
Burada, deneysel parametre olarak, a) ortama ilave edilen TEMED miktarinin etkisi ve
b) ortama ilave edilen HA ¢6zeltisinin miktarinin etkisi ¢calisilmistir. Bu amagla, ortama
20, 40 ve 75 pL olacak sekilde farkli oranlarda katalizor ilave edilmistir. Yukarida
belirtilen HA ¢ozeltisinden ise 1,0; 2,5 ve 5,0 mL olacak sekilde monomer karigimina
HA ilaveleri gerceklestirilmistir. Farkli sartlarda ede edilen monolitik malzemelerin
protein tutma 6zellikleri incelendiginde, bu sekilde elde edilen PHEMA-HA’larin ¢cok
biiyiik gozeneklere sahip oldugu goriilmiistiir. Bu durum, proteinlerin gozeneklerden
herhangi bir etkilesmeye ugramadan yol almalariyla sonuclanmistir. Nitekim bu
yontemle elde edilen PHEMA-HA’larin gbzenek biiytikliiklerinin gozle goriiliir diizeyde
biiyiik oldugu tespit edilmistir (Bkz. Sekil 3. 1). Ayrica, bu sekilde elde edilen PHEMA-
HA’larin diisiik hidrolitik dayanim ve ayrica yiiksek diizeyde sisme sergiledikleri de

goriilmiistiir.
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Sekil 3. 1. Yontem-1 ile elde edilen kurutulmus PHEMA-HA’nin fotografi

24



Ikinci yontem ise, katt HA’mn monomer ¢ozeltisine en son ilave edilmesi esasina
dayanmaktadir. Burada, yaklasik 1,0 dakika kadarlik kisa bir siirede ¢oziinebilen hiimik
madde fraksiyonlarinin bir tiir makromolekiiler secicilik temelinde kriyojel yapisina
katilmas1 esas alinmistir. Elde edilen monolitlerin, birinci yontemle elde edilenlere
kiyasla daha uygun bir morfolojiye sahip oldugu goriilmiis ve bu nedenle deneysel
calismalarda ikinci yontemin izlenmesine karar verilmistir. Buna gore; degaze edilmisg
2,0 ml ultrasaf suya monolitik kriyojelin ana iskeletini meydana getirecek monomer
olan HEMA’dan 0,6 mL eklendi ve agz1 kapatilarak manyetik karistiricida ¢oziiniinceye
kadar karistirildi. Bagka bir behere alinan 8,0 mL degaze suya ise capraz baglayici
olarak kullamilan 0,10 g MBAAm eklendi ve agzi kapatilip manyetik karistiricida
¢cOziiniinceye kadar karstirildi. Elde edilen iki karisim birbirine eklenerek buz
banyosunda 10 dakika karistirildi. Karisima, 0,02 g APS (radikal baglatic1) eklendi ve
buz banyosunda coziiniinceye kadar karistirildi. Son olarak, karisima 40 p TEMED
(katalizor) ilave edildi ve 1 dakika buz banyosunda karistirildiktan sonra karisimdan
alman 4 ml’lik kisim buz icerisinde bekletilen kolona ve viallere aktarildi (PHEMA).
Geriye kalan 6 ml’lik karisima 0,06 g saflastirilmis HA eklendi ve 1,0 dakika kadar
karigtirildiktan sonra buzda bekletilen kolon ve viallere aktarildi (PHEMA-HA).
Kolonlar ve vialler hemen -20 °C’de derin dondurucuya alinarak burada 24 saat siireyle
bekletildi. Belirtilen siire sonunda oda sicakligina alinan kolon ve viallerdeki buzun
kendi halinde erimesi saglandi. Su ve etil alkol ile yikanan monolitler daha sonra 1,0 M
NaCl ¢ozeltisinde hazirlanmis 1x10° M NaOH ile yikandi. Son olarak bol miktarda
ultra saf su ile yikanan kolonlar kromatografik islemlerde ve karakterizasyonda
kullanilmak iizere hazirlanmis oldu. PHEMA-HA sentezi i¢in temsili sema Sekil 3.2°de

verilmis olup elde edilen monolitlerin fotograflar1 da Sekil 3. 3’te sunulmustur.
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Sekil 3. 3. PHEMA (sol alt) ve PHEMA-HA (sag iist) i¢in fotograflar
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3.6 Karakterizasyon

Kriyojellesme islemi sonunda elde edilen materyal hakkinda fikir edinmek ve isleminin
verimliligini degerlendirmek amaciyla; elde edilen Kriyojeller asagidaki yontem ve

tekniklerle karakterize edilmistir:

a) Elemental analiz

b)  FTIR spektroskopisi

c) Civa porozimetresi

d) SEM

e)  pHp, tayini

f) Monolit i¢in toplam bos fraksiyon tayini
g)  Hidrolitik dayanim

3.6.1 Elemental analiz

Deneysel siirecte kullanilan saflastirilmis HA, PHEMA ve PHEMA-HA’ nin C, H, N ve
S elementleri bakimindan elemental bilesimleri incelenmistir. Bu amagla kurutulmusg
numuneler kullanilmis olup, sonuglar kuru madde temelinde verilmistir. Elemental
analiz sonuglarindan, kriyojel yapisina dahil olan HA miktar1 da hesaplanmis olup,

veriler, 2 tekrar analizinin ortalamasi olarak verilmistir.
3.6.2 FTIR spektroskopisi

FTIR analizleri Perkin-Elmer® 400 model ATR-FTIR (Attenuated Total Reflectance-
Fourier Transform Infrared Spectroscopy) cihazi ile 4000-400 cm™ araliginda 4 cm’
""lik bir rezoliisyon ile kaydedilmistir. Bu amagla, kurutulmus PHEMA ve PHEMA-HA
ornekleri ATR-FTIR spektroskopisi cihazi ile analiz edilmis ve spektrumlar 4000400
cm” frekans aralifinda kaydedilmistir. Spektrumlarin karsilagtirilmasiyla, PHEMA-HA

eldesine dair islemin verimliligi degerlendirilmistir.
3.6.3 Hidrolitik stabilite testleri

Bir sabit fazda aranan en 6nemli 6zelliklerden bir tanesi, calisilan deneysel sartlarda
herhangi bir ¢oziinme 6zelligi sergilememesidir. Bu amagcla, sulu ortamda pH=11"de 72

saat siireyle bekletilen PHEMA-HA siiziildii ve siiziintii spektrofotometrik olarak analiz
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edildi (410 nm). Belirtilen siire sonunda elde edilen ¢6zelti PG Instrument T80 marka
UV-Vis cihazi ile analiz edilmis ve bdylece HA c¢oziinmesine dair bulgular

degerlendirilmistir.
3.6.4 pH,, (Sifir yiik noktasina karsilik gelen pH) tayini

Kriyojellerin izoelektrik noktasi tayini icin PHEMA ve PHEMA-HA kullamldi. islemler
0,01 M’lik NaCl c¢ozeltisi kullanilarak yiiriitiildii ve boylece veriler iyonik siddetin
sabitlendigi sartlarda elde edilmis oldu. Bu amacla, pH=2,0-7,0 arahginda pH
degerlerine sahip yaklasik 15 mL 0,01 M NaCl ¢ozeltilerine esit miktarlarda PHEMA
veya PHEMA-HA katildi ve 24 saat sonra karistmin pH degeri tekrar olciildii. pH
degerlerindeki farklilasmadan, pHp,. degerleri hem PHEMA hem de PHEMA-HA igin
grafik temelinde hesaplandi. Bunun i¢in, ApH’a (pHson-pHiix) karst pHiy grafige gecirildi
ve veri noktalarinin dagilimi polinomal egri uyumu temelinde analiz edilip ekseni kesim

noktast pHy,. olarak alinda.
3.6.5 Civa porozimetresi

Civali porozimetreler, reaksiyona girmeyen ve 1slatma Ozelligine sahip olmayan bir
stvinin uygun bir basmg¢ altinda kiiciik gozeneklere niifuz etmesi esasina dayanir.
Uygulanan basing ile gozenek capi arasindaki iliski Washburn esitligi ile elde

edilmektedir:
d=(-4vy cosb)/P (3.1

Burada P uygulanan basing, d gbzenek capi, y civanin yiizey gerilimi (480 dyne/cm) ve
0 ise civa ile gozenek duvari arasindaki temas agisimi gostermektedir ki bu deger
genellikle 140° dolaylarindadir. Civa intriizyon verileri, gdzenek boyutu/hacim

dagilimlarinin tahmin edilmesinde kullanilir.

PHEMA-HA’nin gozenek dagilimini analiz etmek amaciyla civa porozimetresi
olciimleri yapilmistir. Olciimler, Poremaster 60 (Quantachrome Corporation) model
cihaz ile diisiik basingta (0-50 psi) gerceklestirilmis ve elde edilen verilerden PHEMA -

HA’nin morfolojisi degerlendirilmistir.
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3.6.6 Monolit icin toplam bos fraksiyon tayini

Sentezlenen PHEMA-HA’nin toplam bos fraksiyonunu (¢7) tayin etmek amaciyla
literatiirde bilinen yontem izlenmistir (Percin vd. 2015; Yao vd. 2006). Bunun icin;
bilinen miktarda kurutulmus monolit tartildi1 (mq4) ve ardindan V; mL saf su igeren bir
meziire daldirildi. Meziirdeki suyun son hacmi V, dl¢iildiikten sonra 1slak monolitin

kiitlesi (m,,) Olciildii ve asagidaki formiilden de monolitin toplam bos fraksiyonu (er)

hesaplandi:
87‘ — mw - md
dyVv,

3.2)
Burada, Vo=(V,- V)) ve dy ise suyun ozkiitlesini gostermektedir.
3.6.7 SEM (Taramal elektron mikroskopisi)

Hazirlanan kriyojellerin morfolojisi ve mikro yapis1 hakkinda daha fazla bilgi
edinebilmek amaciyla taramali elektron mikroskopisi analizleri yiiriitilmiistiir.
Olciimler, platin ile kaplanmis numuneler ile 1,32x10% Pa’llk vakum altinda

gerceklestirilmistir. Numuneler analizden dnce kurutulmustur.
3.7 Kromatografik islemler
3.7.1 Protein numuneleri

Calismalar siiresince, ilgili pH degerine karsilik gelen 20 mM’lik fosfat tamponunda
hazirlanmig protein 6rnekleri kullanilmistir. Bu amacla kullanilan model proteinler Chy
(Sigma), Cyt (BioChemica), Lys (Sigma) ve HSA’dir (Sigma). Tiim 6rnekler, ultrasonik
banyoda (Isolab™) ve orbital calkalayicida (Heidolph™) karistirilarak hazirlanmis ve
kullanilmadan 6nce 0.20 pm’lik seliilloz asetat (Sartorius™) filtrelerden siiziilmiistiir.
Gradyent egimi ile alikonma davraniglari arasindaki iliskinin incelendigi deneylerde, 5
mg/mL’lik protein numuneleri; karigimlarda ise yaklasik 1,5-2,0 mg/L’lik numuneler
kullanilmigtir. Bu numunelerden 10-20 uL’lik enjeksiyonlar yapilmistir. Asir1 yiikleme
(overloading) sartlarinda yiiriitiilen analizlerde ise sadece Lys kullanilmis ve bu amacla

10 mg/mL’lik numuneden 10-500 pL’lik enjeksiyonlar gerceklestirilmistir. Gerek analiz
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siiresince ve gerekse analiz disindaki zaman dilimlerinde tiim protein numuneleri

4°C’de muhafaza edilmistir.

3.7.2 Kromatografik kolon ve kolon performansi

Deneysel siireclerde, 5,0x120 mm (i¢ cap ve uzunluk) ebadinda bos polimerik kolonlar
kullanilmigtir. Kolonlar kullanilmadan 6nce su ve alkol ile temizlenmis ve kolon giris

cikislar1 sentez islemlerinden sonra seliiloz asetat membran filtreleri ile kapatilmistir.

Kolonun performans: teorik tabaka sayisi, N, ve su gecirgenligi, ky, cinsinden test

edilmistir:

Tabaka sayis1 deneylerinde, prob tiir olarak Chy kullanilmis ve deneyler, adsorpsiyonun
olmadigr sartlarda 0,15-1,00 mL/dak akis hizlarinda gerceklestirilmistir. Deneylerde,
hareketli faz olarak 20 mM’lik fosfat tamponunda hazirlanmig 1,0 M’hik NaCl ¢ozeltisi
(pH=7) kullanilmis olup, hesaplamalarda, pik yar1 yiiksekligine dayanan asagidaki
iliskiler esas alinmigtir (van Deemter vd. 1995; Percin vd. 2015):

2
N =5.54>{ d: J 3.3)

Wos

HETP = (3.4)

Burada, fg, alikonma zamanini, wy s, pik yar1 yiiksekligindeki pik genisligini, L, kolonun

uzunlugunu ve HETP ise bir teorik tabakaya esdeger yiiksekligi gostermektedir.

Protein kromatografisinde kullanilan sabit fazin proteinlerle tersinir bir tarzda
etkilesmesi gerekir; aksi takdirde, zaman igerisinde kolonun performansinda belirgin
diisiisler gozlenir. Bu sekilde performans kaybina ugrayan kolonlar zaman zaman clean-
in-place ad1 verilen ve derisik bazik c¢ozeltileri ile kolonun temizlenmesi esasina
dayanan yontemlerle temizlenir (Percin vd. 2015). PHEMA-HA’nin c¢aligilan
proteinlerle tersinmez bir sekilde etkilesip-etkilesmedigini degerlendirebilmek amaciyla
ayn1 protein ornekleri ile bir dizi tekrar analizi gergeklestirilmis ve kaydedilen piklerin
alikonma zamanlar: ile alanlarindan yola ¢ikarak bu tarz istenmeyen bir etkilesmenin

varlig1 irdelenmistir. Veriler, % bagil standart sapma (%RSD; percent relative standard
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deviation) cinsinden, Chy, Cyt ve Lys icin en az 3 tekrar analizi yiiriitiilerek elde

edilmis ve istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

3.7.3 Gradyent eliisyon ve pH etkisi

Gliniimiiziin en verimli protein kromatografisi tiirlerinden olan iyon-degisim
kromatografisi, hareketli fazin iyon siddetinde yapilan degisikliklerle proteinlerin
birbirinde ayrilmasina olanak tanir. Hareketli fazda herhangi bir organik ¢oziiciiniin
veya zararli kimyasalin kullanilmamasi, bu yonteme olan ilginin giin gectikce
artmasiyla neticelenmistir. Ayrica, hareketli fazda proteinleri denatiire edici herhangi bir

tiiriin bulunmamasi da bu yontemi iistiin kilan 6zelliklerdendir.

Protein iyon degisim kromatografisinin en karakteristik Ozelliklerinden bir tanesi,
hareketli fazda uygulanan tuz gradyentinin egimi ile proteinlerin alikonma siireleri
arasinda bir iligkinin bulunmasidir. Sabit fazdaki iyon degistirici gruplara karst hareketli
faz bilesenleri ile proteinler arasinda a¢iga ¢ikan yarismali durum, proteinlerin farkli
hizlarda elue olmasiyla sonuglanmaktadir. Bu nedenle, tuz gradyentinin egimi
arttirildikca, proteinlerin kolondan daha hizli bir sekilde elue olmasi beklenir. Aksi

durum, iyon-degisiminin hakim mekanizma olmadigini gosterir.

PHEMA-HA’nin iyon degistirici karakterini ortaya koymak amaciyla hareketli fazda
farkli egimlerde tuz gradyentleri uygulanmis ve elde edilen piklerden de sabit fazin
karakteri degerlendirilmistir. Bu amagcla; hareketli fazdaki tuz konsantrasyonu 5-30
dak’lik periyotlarda 0,00-0,50 M araliginda tedricen arttirilmistir. 0,50 mL/dak’lik akig
hizinda gergeklestirilen bu deneylerden elde edilen piklere karsilik gelen kapasite
faktorleri ile gradyent egimi arasindaki iliski degerlendirilmistir. Calismalar Chy, Cyt ve
Lys ile pH 5,0; 6,0 ve 7,0’da yiiriitiilmiistiir. Boylece;

a) Farkli izoelektrik noktalara sahip proteinlerin eliisyon davranislari,

b) pH etkisi

¢) Gradyent egiminin etkisi

gibi tic 6nemli deneysel parametrenin etkisi kolektif bir sekilde degerlendirilmistir.

3.7.4 Proteinler icin kromatografik ayirma sartlarinin incelenmesi

Calisilan protein orneklerinden HSA, Chy, Cyt ve Lys’nin karisimlarindan ayrilmasi

icin yiiriitiilen analizlerde, her bir tiiriin konsantrasyonu yaklasik olarak 1,5-2,0 mg/mL
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olacak sekilde ayarlanmistir. Deneyler siiresince 10-20 uL’lik enjeksiyonlar yapilmis ve

kolonun ayirma verimliligi degerlendirilmistir.

3.7.5 Frontal analiz deneyleri

Yukarida belirtilen ve lineer kromatografi sartlarinda yiiriitiillen analizlerden sonra,
lineer olmayan (nonlinear) kromatografi sartlarinda Lys ile baz1 analizler
gerceklestirilmistir. Bu analizlerdeki temel hedef, sabit fazin protein tutma kapasitesini
tespit etmek ve alikonmada rol alan mekanizma hakkinda fikri edinmektir. Asiri
yiikleme sartlarinda (overloading conditions) gerceklestirilen deneylerin ilk boliimiinde,
PHEMA-HA igeren kolona 0,5 mg/mL’lik Lys ¢ozeltisi (pH 7) beslenmis ve cihazdan
kaydedilen breakthrough egrilerinden adsorbe olan protein miktar1 hesaplanmis ve de

birbiriyle karsilastirilmistir.

Lys’nin alikonma mekanizmasini irdelemek amaciyla yiiksek performansl frontal
analiz (high performance frontal analysis, HPFA) sartlarinda yiiriitiilen ikinci kademe
deneylerde ise 600 pL ve 1350 pl’lik 10 mg/mL Lys ¢6zeltisi PHEMA-HAya enjekte

edildi ve elde edilen breakthrough egrilerinden tutulma mekanizmasi1 degerlendirildi.
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BOLUM IV
BULGULAR VE TARTISMA
4.1 Karakterizasyon
4.1.2 Elemental analiz

HA, PHEMA ve PHEMA-HA icin elde edilen elemental analiz sonuglar Cizelge 4. 1°de
verilmistir. Calismalarda kullandigimiz HA icin elde edilen sonuglar, HA i¢in gdzlenen
tipik veriler ile uyumlu olup, yapinin biiyiik oranda C ve O elementlerinden olusan bir
sebekeden meydana geldigi ve daha diisiik diizeylerde ise H, N ve S elementleri icerdigi

anlasilmistir.

Elemental analiz sonuglar1 incelendiginde, HA ile PHEMA arasindaki tek farkli
elementin kiikiirt oldugu anlasilabilir. Bu element sadece HA’da yer almaktadir. Diger
taraftan, S’nin saf HA’daki miktarinin da cok diisiik diizeyde olmasi, kriyojel yapisina
HA’nin ne diizeyde katildiginin bu element temelinde degerlendirilmesini
giiclestirmektedir. Nitekim tablodan, PHEMA-HA’daki S miktarinin tespit edilebilir
diizeyde olmadigr anlasilmaktadir. Kriyojel yapisina HA katildiktan sonra C, H ve N
elementlerinin miktarlarinda gozlenebilir diizeyde farklilagsmalarin meydana geldigi ve
dolayisiyla makul bir matematiksel yaklagimla yapidaki HA  miktarimin
hesaplanabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu amagcla, 100 g materyal temelinde C, H, ve N
elementlerinin HA, PHEMA ve PHEMA-HA’daki miktarlarindan yola ¢ikarak
PHEMA-HA’nin  yapisindaki HA  miktann 45 mgHA/gPHEMA-HA  olarak
hesaplanmigtir. Bulunan bu degerin, HA immobilize edilmis silika esaslt materyaller

icin hesaplanan verilerle (Koopal vd. 1998) uyum icerisinde oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 4. 1. HA, PHEMA ve PHEMA-HA icin elemental analiz sonuglar1 *

C % H % N % S %
HA 44,30 3,51 1,18 0,47
PHEMA 51,97 741 2,64 --
PHEMA-HA 51,50 7,31 2,57 --

* Kuru madde temelinde.
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4.1.3 FTIR analizleri

PHEMA ve PHEMA-HA’ya ait FTIR spektrumlar1 Sekil 4. 1°’de verilmistir. FTIR
spektrumlarindan da goriildiigii izere, yapiya HA katildiktan sonra spektrumda 6nemli
degisimler meydana gelmekte ve Ozellikle PHEMA yapisinda bulunmayan ve fakat
HA’nin yapisina bol miktarda bulunan aromatik yapilara iligkin bantlarin (6r. 966; 1615
cm™) a¢iga ciktign goriilmektedir. Bu durum, HA’nin yapiya katildigin agik bir sekilde
gostermektedir. Bazik sartlarda (pH>10) sergiledigi yiiksek hidrolitik dayanim
nedeniyle, HA’nin yapiya kimyasal bag olusumu iizerinden dahil oldugu
diistiniilmektedir. Nitekim hiimik makromolekiillerin kararli radikaller olusturdugu
bilinmekte ve bu nedenle de radikalik polimerizasyon iizerinden yiiriitiilen
kriyojellesme islemlerinde polimerik yapiya kimyasal bag olusturarak dahil olabilecegi
diisiiniilmektedir. Diger taraftan, HA nin kriyojellesme mekanizmasinin aydinlatilmasi
icin daha kapsamlh calismalarin yiiriitiilmesi gerektigi belirtilmelidir. Spektrumlarda

gozlenen temel bantlar Cizelge 4. 2°de verilmistir.
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Cizelge 4. 2. Monolitlerin FTIR spektrumlarinda gézlenen ana bantlar

Dalga sayisi (cm'l)

Titresim tiirii ve ilgili yap1

3000-3500 -OH ve —NH gerilme titresimleri

2937 ve 2872 Alifatik C-H simetrik ve antisimetrik gerilme titresimleri

1706 Karbonil gruplari icin C=0 gerilme titresimleri

1653 Amid yapilar i¢in C=0 gerilme titresimleri

1615 C=C aromatik yapilardaki gerilme titresimleri

1453 CH3 antisimetrik deformasyon ve CH, makaslama

1390 COQO- gruplari i¢in simetrik titresimler

1295 Alkil aril eterler i¢in C-O titresimleri

1241 ve 1153 Ester yapilar1 i¢in C-O-C antisimetrik gerilme titresimi

1074 Ester ve eter yapilar1 i¢in C-O-C gerilme titresimleri

1023 Primer alkol yapilari i¢in C-O titresimi

966 CH=CH- yapilar1 i¢in diizlem dis1 deformasyon

895 Viniliden (CH,=CRR’) yapilar1 i¢in CH, diizlem dis1 sallanma
ve ayrica alkil yapilari icin gerilme titresimleri

854 Aromatik C-H i¢in diizlem dis1 egilme ayrica alkil yapilar
icin gerilme titresimleri

702 Karboksilik asit gruplari icin O-C=0 egilme
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4.1.4 Hidrolitik stabilite testleri

PHEMA-HA, 72 saat siireyle, pH=11’lik bazik bir ¢ozeltide bekletildikten sonra
siiziilmiis ve sulu faz spektrofotometrik analize tabi tutulmustur (410 nm). Sonuclar,
PHEMA-HA’daki HA miktarinin ancak %5’inin sulu faza gectigini gostermistir. Bu
nedenle, PHEMA-HA nin, c¢alisilan deneysel sartlarda yiiksek bir hidrolitik dayanim
sergiledigi ve dolayisiyla sabit fazin c¢oziinmesi ile ilgili bir riskin bulunmadigi
goriilmiigtiir. Saf HA’min pH>3’te coziinmeye basladigt dikkate alindiginda, HA
makromolekiillerinin kriyojel yapisina kimyasal bag olusumu {izerinden katilmis

olabilecegine dair giiclii bir kanit elde edilmistir.

4.1.5 pH,, tayini

Kromatografik bir sabit fazin tiirlere karst afinitesini belirleyen en Onemli
Ozelliklerinden bir tanesi, sabit fazin yiizey yiik karakteristigidir. Sabit fazin, herhangi
bir pH degerine sahip hareketli faz ile etkilestirildiginde hangi tiir yiik ile yiiklenecegi, o

materyalin yilizeyinde bulunan fonksiyonel gruplar ile yakindan ilgilidir.

Bir sabit fazin yiizey yiik 6zelliklerini tanimlamak ic¢in kullanilan en pratik terimlerden
biri “sifir yiik noktasina karsilik gelen pH” olarak bilinen pHy,.’dir. Bu deger, sabit
fazin lizerindeki (+) ve (-) yiiklerin birbirini dengeledigi noktada, sabit fazin etrafindaki
stvinin sahip oldugu pH degerine karsilik gelir. Yani, sabit faz pHp,.’dan daha diisiik pH
degerine sahip bir sulu cozeltiye daldmildiginda sabit fazin yiizeyi (+) yiik ile
yiiklenecek ve dolayisiyla hareketli fazdaki (-) yiiklii tiirlere kars1 daha yiiksek afinite
sergileyecektir. Benzer sekilde, pHy,.’dan daha yiiksek pH degerine sahip sulu bir
cozeltiye daldirildiginda ise sabit fazin yiizeyi (-) yiik ile yiikleneceginden hareketli
fazdaki (+) yiiklii tiirlere kars1 cekim, (-) yiiklii olanlara karsi ise bir itme sergileyecektir
(Gezici vd. 2006).

PHEMA ve PHEMA-HA icin pH-degisim metoduna (pH-drift method) (Gezici ve Kara
2011a; Gezici ve Kara 2011b) gore yiiriitillen deneylerden elde edilen veriler Sekil 4.
2’te grafiksel olarak verilmigstir. Grafiklerden, PHEMA ve PHEMA-HA icin pHp,.
degerlerinin sirasiyla 6,2 ve 2,4 oldugu goriilebilmektedir. Buradan, PHEMA yapisina
HA katildiktan sonra yiizeyin asidik karakterinde belirgin bir artisin meydana geldigi

sonucuna varilabilir. HA’nin yapisinda bulunan ve asidik 6zellige sahip —COOH
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gruplarinin burada belirleyici bir rol iistlendigi soylenebilir. HA’nin silika destek
katisina immobilize edilmesinden sonra da yiizeyin asidik karakterinde benzer
degisikliklerin meydana geldigi bilinmektedir (Gezici ve Kara 2011a; Gezici ve Kara
2011b; Koopal vd. 1998). Nitekim aminopropil silikanin 9,8 olan pHp,. degerinin HA
immobilizasyonu ve end-capping isleminden sonra 2,7 e diistiigii bildirilmistir (Gezici
ve Kara 2011a; Gezici ve Kara 2011b). PHEMA-HA i¢in bulunan 2,4 degerinin
literatiirdeki verilerle uyumlu oldugu ve genis bir pH aralifinda yiizeyinde (-) yiik
bulundurabilecek bir katyon degistirici ozellik sergileyecegi sonucuna varilmistir. Bu
nedenle, PHEMA-HA’nin protein iyon-degisim kromatografisinde zayif katyon

degistirici 6zellik sergileyen bir sabit faz olarak kullanilabilecegi anlasilmistir.
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Sekil 4. 2. PHEMA ve PHEMA-HA i¢in pH-degisim metoduna gore pH,,. tayini
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4.1.6 Civa porozimetresi

PHEMA-HA’daki gbozenek dagilimi hakkinda bilgi edinmek amaciyla yiiriitiillen civa
porozimetresi deneylerinden elde edilen veriler Sekil 4. 3’te grafik olarak verilmistir.
Grafikten, gozeneklerin biiyiik bir boliimiiniin ¢caplarinin 30 pm’den daha biiyiik oldugu
ve genel anlamda [Takrogdzenekli bir yapinin hdkim oldugu anlagilmaktadir. Bu
sonucun, PHEMA-HA i¢in yiiriitiillen su tutma kapasitesi Olciimlerinden elde edilen
sonuglarla da uyumlu oldugu goriilmiistiir. Nitekim adi gecen analizlerden, PHEMA-
HA’nin %88’e yakin oranda gozenekli bir yapiya sahip oldugu goriilmiistiir. Ayrica
verilerin, SEM analizlerinden elde edilenlerle de uyum icinde oldugu anlagilmistir. Bu
nedenle, PHEMA-HA’nin, proteinler gibi biiylik molekiiler kiitleye sahip tiirlerin

transferine olanak taniyan bir morfoloji sergiledigi sonucuna varilmistir.
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Sekil 4. 3. PHEMA-HA icin gozenek dagilim grafigi
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4.1.7 PHEMA-HA ic¢in toplam bos fraksiyonun tayini

Civa porozimetresi ve SEM analizlerinden elde edilen verileri teyit etmek amaciyla
monolitin su tutma kapasitesinin tayinini kapsayan bazi deneyler yiiriitillmiistiir.
Yiiriitiillen deneylerden elde edilen verilerden monolit icin toplam bos fraksiyon, er, 0,88
olarak hesaplanmistir. Bu degerin, daha 6nce PHEMA esash kriyojeller i¢cin bulunan
degerlerle uyum icinde oldugu goriilmiistiir (Percin vd. 2015). Bu nedenle, PHEMA-
HA’nin yiiksek oranda gozenekli bir yapiya sahip oldugu ve bdylece kromatografik
islemler icin aranan diisikk geri basing ve az diizeyde kiitle transfer direnci gibi

ozellikleri sergileyecegi ongoriilmiistiir.

4.1.8 SEM analizleri

Sekil 4. 4’te verilen imajlardan da goriildiigii iizere, her iki yap1 da makrog6zenekli bir
morfoloji sergilemektedir. Ayrica, monolitik kriyojellerin tipik 6zelliklerinden olan ince
ve siirekli duvarlar da belirgin bir sekilde goriilmektedir. Diger taraftan, PHEMA ile
kiyaslandiginda, PHEMA-HA nin daha biiyiik gézeneklere sahip oldugu ve yer yer 200
um ve daha biiyiik gozeneklerin de yapida bulundugu anlasilmistir. Bu nedenle, hiimik
makromolekiillerin, PHEMA’nin morfolojisi iizerinde o6nemli farklilasmalara yol
actigin1 sOylemek miimkiindiir. Civa porozimetresinden elde edilen verilere benzer
sekilde, SEM imajlarindan, PHEMA-HA’nin protein kromatografisi islemleri igin
yeterli biiylikliikte gozenekli bir yapiya sahip oldugu ve bu anlamda protein transferi

icin uygun bir morfoloji sergiledigi anlagilmistir.
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Sekil 4. 4. PHEMA ve PHEMA-HA i¢in SEM imajlar1
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4.2 Kromatografik islemler

PHEMA-HA’nin sabit faz 0Ozelliklerini incelemek amaciyla Oncelikle kolonun
performanst (a) teorik tabaka sayist ve (b) su gecirgenligi bakimindan
degerlendirilmigtir. Sonraki asamada ise kromatografik verilerin tekrarlanabilirlikleri
incelenmistir. Bu kapsamda, PHEMA-HA’nin proteinler ile tersinmez bir sekilde
etkilesmeye girip-girmedigi de test edilmistir. Bu analizlerin ardindan tek bilesenli
protein numuneleri kullanilarak farkli pH degerlerinde bir dizi gradyent eliisyon
deneyleri yiiriitiilmiistiir. Daha sonra, birden fazla protein iceren karigimlar kullanilarak
kolonun karisimdaki her bir proteini ayirabilme 6zelligi incelenmistir. Son asamada ise,
kolonun Lys’ye kars1 sergiledigi adsorpsiyon kapasitesi incelenmis ve yiiksek
performansh frontal analizler ile de baglanmamin mekanizmas1 hakkinda fikir
yiiriitiilmiistiir. Belirtilen deneysel asamalardan elde edilen veriler asagida sunulmus ve

tartigilmastir.
4.2.1 Kolonun performansi

Kolonun performansi, teorik tabaka sayisi ve su gecirgenligi cinsinden degerlendirilmis

ve ayrica elde edilen verilerin tekrarlanabilirligi de irdelenmistir.

Akis hizi ile tabaka yiiksekligi (HETP) arasindaki iliski van Deemter esitligi (van
Deemter vd. 1995; Per¢in vd. 2015) ile verilir:

HETP = A+§+Csu 4. 1
Burada, A, eddy difiizyonu ile ilgili bir katsayiy1, B, boyuna difiizyon katsayisini, Cs,
kiitle-transfer katsayisint ve u ise hareketli fazin akis hizin1 gostermektedir. Sivi
kromatografisinde, boyuna difiizyon hizi ¢ok Onemli olmadigindan, HETP ile u
arasindaki iliski biiyiik oranda kiitle-transfer ifadesi (C,u) ile iligkilidir (van Deemter vd.
1995; Pergin vd. 2015; Wang ve Sun 2013).

PHEMA-HA kullanilarak 0,15-1,00 mL/dak akig hiz1 aralifinda yiiriitiilen deneylerden,
teorik tabaka sayisinin (N) ve dolayisiyla HETP nin akis hizindan neredeyse bagimsiz
oldugu goriilmiistiir (Sekil 4. 5). Bu, kriyojel esasli monolitik sabit fazlarda gozlenen

tipik bir durum olup, kolon igerisinde kiitle transfer direncinin ¢ok diisiik diizeyde
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oldugu ile iliskilendirilebilir. Ayrica belirtilen bu durum, kriyojel esasli kolonlarda
madde tasiniminin difiizyondan ziyade konveksiyon ile alakali oldugu gercegi ile
uyumludur (Plieva vd. 2004). Sonu¢ olarak, PHEMA-HA nin, kriyojellerde gbzlenen
temel akis Ozelliklerini sergiledigi ve akis hizi ile kromatografik davramislarin

literatiirdeki veriler ile uyumlu oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4. 5. Akis hizi ile teorik tabaka sayis1 arasindaki iliskinin grafiksel gosterimi
Deneysel sartlar: Akis hizi: 0,15-1,00 mL/dak; Sicaklik: 25 °C; Deteksiyon dalga boyu:
UV 280 nm; Kolon: 5,0x120 mm; Analit: Chy (5 mg/mL; pH 7,0)
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Kolonun su gegirgenligi, k,, Darcy kanununa (Per¢in vd. 2015; Yao vd. 2006) gore
asagidaki formiilden hesaplanmistir:
L _onL

AP A

w

4.2)

Burada, Q, #, L ve A sirasiyla dogrusal akig hizi (m?/s), suyun vizkozitesi (1,003x107
Pa s), kolonun uzunlugu (0.110 m) ve monolit kesitinin alanii (1,96x10” m?)
gostermektedir. Deneysel verilerin lineer uyumundan (Sekil 4. 6), PHEMA-HA i¢in &,
degeri 1,12x10™"" m? olarak hesaplanmistir. Hesaplanan bu deger, literatiirde kriyojeller
icin verilen baz1 degerlere gore daha yiiksek olup (Carvalho vd. 2014; Percin vd. 2015;
Yao vd. 2006), baz1 degerlere (Yun vd. 2012) ise yakin bir durum sergilemistir. Elde
edilen bulgular, PHEMA-HA’nin, kriyojellerde gozlenen tipik makrogdzenekli bir
yapinin sonucu olarak yiiksek su gecirgenligi sergiledigini ortaya koymustur. Nitekim,
102210 m? arahginda k,, degerlerine sahip bazi kriyojeller i¢in gdzenekligin %81-90
araliginda degistigi rapor edilmistir (Yun vd. 2016). PHEMA-HA i¢in elde edilen civa
porozimetresi, SEM analizi ve su tutma kapasitesi verilerinden elde edilen sonuglarin su

gecirgenligi sonuclar1 ve de literatiirdeki verilerle uyumlu oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4. 6. PHEMA-HA i¢in basing diisiis grafigi
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PHEMA-HA ile elde edilen verilerin tekrarlanabilirligi sadece analitik verilerin
giivenilirligi acisindan degil, ayn1 zamanda sabit fazin proteinlerle etkilesme tarzini
degerlendirme bakimindan da 6nem arz etmektedir. Calisilan proteinlerin tekrar
deneylerinde sergiledigi alikonma siirelerindeki farklilasma, proteinlerin sabit faz ile
tersinmez bir tarzda etkilestigi noktasinda onemli veriler sunar. Belirtilen hususlar1
incelemek amaciyla, Chy, Cyt ve Lys ile en az 3 tekrar analizi yiiriitiildi ve elde edilen
piklerin (Sekil 4. 7, Sekil 4. 8, Sekil 4. 9) alikonma siireleri istatistiksel olarak analiz
edildi.

HA’nin kompleks yapisina ragmen, ¢alisilan proteinlerin alikonma siirelerindeki bagil
standart sapma diizeyinin Chy, Cyt ve Lys icin swrasiyla %0,32; %0,17 ve %0,05
diizeyinde oldugu goriilmiistiir. Pik alam temelinde yapilan degerlendirmelerden de
benzer sonuglar elde edilmistir. Bu durum, PHEMA-HA’nin calisilan proteinlerle
tersinir bir sekilde etkilestigi ve kolonun tekrar tekrar kullanilabilecegini
gostermektedir. Nitekim PHEMA-HA ile 2 aylik bir siire zarfinda yiiriitiillen onlarca
analizden sonra kolonun performansinda herhangi bir degisiklik gbzlenmemistir. Sonug
olarak; PHEMA-HA’nin protein iyon-degisim kromatografisi i¢in uygun ozellikler

sergiledigi goriilmiistiir.
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Sekil 4. 7. Chy i¢in tekrar analizlerinden elde edilen kromatogramlar
Deneysel sartlar: Akis hizi: 0,50 mL/dak; Sicaklik: 25 °C; Deteksiyon dalga boyu: UV
280 nm; Kolon: 5,0x120 mm; Analit: Chy (5 mg/mL; pH 7,0); Enjeksiyon hacmi: 20
uL; Hareketli faz: 0,25 M NaCl (pH=7; 20 mM fosfat tamponunda)
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Sekil 4. 8. Cyt icin tekrar analizlerinden elde edilen kromatogramlar

Deneysel sartlar: Akis hizi: 0,50 mL/dak; Sicaklik: 25 °C; Deteksiyon dalga boyu: UV-
Vis. 410 nm; Kolon: 5,0x120 mm; Analit: Cyt (5 mg/mL; pH 7,0); Enjeksiyon hacmi:
20 pL; Hareketli faz: 0,25 M NaCl (pH=7; 20 mM fosfat tamponunda)
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Sekil 4. 9. Lys i¢in tekrar analizlerinden elde edilen kromatogramlar
Deneysel sartlar: Akis hizi: 0,50 mL/dak; Sicaklik: 25 °C; Deteksiyon dalga boyu: UV
280 nm; Kolon: 5,0x120 mm; Analit: Lys (5 mg/mL; pH 7,0); Enjeksiyon hacmi: 20
uL; Hareketli faz: 0,25 M NaCl (pH=7; 20 mM fosfat tamponunda)
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4.2.2 Gradyent egimi ve pH etkisi

PHEMA-HA ile farkli gradyent egimlerinde ve farkli pH degerlerinde Chy, Cyt ve Lys
ile yiiriitiilen analizler, sabit fazin bir iyon degistiriciden beklenen tarzda etkilesme
sergiledigini gOstermistir. Hareketli fazdaki tuz konsantrasyonu arttirildikca,
proteinlerin alikonma siirelerinin diistiigii ve dolayisiyla kolondan daha kisa siirede elue
oldugu tespit edilmistir. Sekil 4. 10 (Chy), Sekil 4. 11 (Cyt) ve Sekil 4. 12 (Lys)’de
verilen kaydedilmis pikler ile Sekil 4. 13’te verilen toplu grafikten de goriildiigii iizere,
bu durum c¢alisilan 3 protein icin de soz konusudur. Diger taraftan, gradyent egimindeki
farklilagmalara Lys’nin daha duyarli oldugu gozlenmis ve bu durumun da Lys’nin
izoelektrik noktasinin Chy ve Cyt’den daha yiiksek olmasiyla ilgili oldugu

diistiniilmiistiir.

Gradyent eliisyon denemelerinden varilan bir diger sonug ise, incelenen her 3 protein
icin kapasite faktorlerinin (alikonma faktorii, k[J) hareketli fazin pH degerine bagl
olarak farklilasmasidir. Genel bir egilim olarak, hareketli fazin pH degeri diistiikce k[
degerlerinde belirgin diisiisler gézlenmis ve bu durumun Chy, Cyt ve Lys sirasinda daha
da belirginlestigi goriilmiistiir. Belirtilen bu sira, esasinda, adi1 gecen proteinlerin
izoelektrik noktalar1 ile de uyum sergilemektedir. Nitekim Chy, Cyt ve Lys igin
izoelektrik noktalarimin sirasiyla 8,97; 10,0 ve 11,35 oldugu bilinmektedir. PHEMA-HA
izerinde elde edilen alikonma siirelerinin belirtilen sirada artmasi Chy’den Lys’ye
dogru proteinlerdeki yiik yogunlugunun artmasi ve dolayisiyla sabit faz ile daha giiclii
elektrostatik etkilesmeye girmesiyle sonuclanmis olmalidir. Hareketli fazin pH degeri
diistilkce k[J degerlerinin genel olarak diismesinin ise, PHEMA-HA’daki asidik
fonksiyonel gruplarin kismen protonlanmas1 ve dolayisiyla karboksilat gruplarina karsi
proton ve proteinler arasinda gerceklesen yarismali etkilesmelerle ilgili oldugu
diisiiniilmektedir. Bu durum, PEMA-HA’nin zayif katyon degistirici bir ozellik
sergiledigi gercegi ile uyum igindedir.

Gradyent eliisyon deneylerinden elde edilen bir diger 6nemli sonug ise, pH 5,0; 6,0 ve
7,0 srasinda piklerdeki kuyruklanmanin azalmasi ve dolayisiyla daha simetrik piklerin
elde edilmesidir (Bkz. Sekil 4. 10, Sekil 4. 11 ve Sekil 4. 12). Gozlenen bu durum, iyon-
degisim mekanizmasinin yam sira, H-bagi olusumu gibi etkilesmelerin diisiik pH
degerlerinde daha etkin olmasiyla iligkilendirilmistir. Nitekim pH diistiikce, PHEMA-

HA’daki karboksilat gruplarindan bir kisminin protonlanacagi ve bunun etkisiyle
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PHEMA-HA ile proteinler arasindaki belirtilen etkilesmelerin diizeyinde artis olacagi
diisiiniilmektedir. Bu sonucun, PHEMA-HA’nmin zayif katyon degistirici 6zelliginin

ortaya konmasi bakimindan 6nemli oldugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 4. 10. Chy icin farkli gradyent egimlerinde ve pH’larda kaydedilen pikler.
Gradyent: Hareketli fazdaki NaCl konsantrasyonu 0-5 dak, 0-10 dak, 0-15 dak, 0-20
dak, 0-25 dak ve 0-30 dak zaman araliklarinda tedricen 0,00-0,50 mol/L araliinda
lineer olarak arttirilmistir. Sicaklik: 25 °C; Akis hizi: 0,50 mL/dak; Kolon: 5,0x120
mm; Deteksiyon: UV 280 nm; protein konsantrasyonu: 5 mg/mL (pH 5.0, 6,0 veya 7,0;
20 mM fosfat tamponunda); pH: 5,0; 6,0 ve 7,0 (20 mM fosfat tamponu)
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Sekil 4. 11. Cyt i¢in farkli gradyent egimlerinde ve pH’larda kaydedilen pikler.
Gradyent: Hareketli fazdaki NaCl konsantrasyonu 0-5 dak, 0-10 dak, 0-15 dak, 0-20
dak, 0-25 dak ve 0-30 dak zaman araliklarinda tedricen 0,00-0,50 mol/L araliinda
lineer olarak arttirilmistir.  Sicaklik: 25 °C; Akis hizi: 0,50 mL/dak; Kolon: 5,0x120
mm; Deteksiyon: UV-Vis. 410 nm; protein konsantrasyonu: 5 mg/mL (pH 5,0, 6,0 veya
7,0; 20 mM fosfat tamponunda); pH: 5,0; 6,0 ve 7,0 (20 mM fosfat tamponu)

57



Lys - pH=5,0

25 Cradye,
tegin:
] al Min
520 G, M2 SﬁrEs;n:EmF""
E 157 E "mﬁ?
E
E
L]

0 10 20 30 40 50 60 70
Siire (dak)
Lys - pH=6,0
25 =
Grag,
= 20 19 Yent ags:
2 aly €gimj
ERER k“"masﬁre -ndﬂ'artr?
= T, CINde dijs;;
10 1 08
= e,
n . -
0 o
0 10 20 30 40 50 60 70
Siire (dak)
Lys - pH=7,0
5
=L
£
=
E
[T ]
0 10 20 30 40 50 60 0
Siire (dak)

Sekil 4. 12. Lys i¢in farkli gradyent egimlerinde ve pH’larda kaydedilen pikler.
Gradyent: Hareketli fazdaki NaCl konsantrasyonu 0-5 dak, 0-10 dak, 0-15 dak, 0-20
dak, 0-25 dak ve 0-30 dak zaman araliklarinda tedricen 0,00-0,50 mol/L araliginda
lineer olarak arttirilmistir.  Sicaklik: 25 °C; Akis hizi: 0,50 mL/dak; Kolon: 5,0x120
mm; Deteksiyon: UV 280 nm; protein konsantrasyonu: 5 mg/mL (pH 5.0, 6,0 veya 7,0;
20 mM fosfat tamponunda); pH: 5,0; 6,0 ve 7,0 (20 mM fosfat tamponu)
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Sekil 4. 13. Chy, Cyt ve Lys i¢cin k', pH ve f arasindaki iligki
p= (CrCj)/tc; Ci: Hareketli fazdaki baslangic tuz konsantrasyonu (0,00 mol/L); Cy: Hareketli
fazdaki son tuz konsantrasyonu (0,50 mol/L); 7¢: gradyent siiresi (5; 10; 15; 20; 25 ve 30 dak);
Sicaklik: 25 °C; Akis hizi: 0,50 mL/dak; Deteksiyon: 280 nm (Chy ve Lys), 410 nm (Cyt)
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4.2.3 Kromatografik ayirmanin optimizasyonu

Tek bilesenli numunelerle yiiriitiilen gradyent eliisyon deneylerinden sonra birden fazla
bilesen iceren numunelerdeki tiirlerin ayrilmasi ile ilgili baz1 deneyler yiiriitiilmiistiir.
Deneylerdeki temel beklenti, farkli izoelektrik noktalarina sahip Chy, Cyt ve Lys’nin
PHEMA-HA iizerinde ayrilmasi yoniindeydi. Fakat Chy ve Cyt’nin sergiledigi
alikonma faktorlerinin birbirine ¢ok yakin olmasi nedeniyle, bu iki tiirli birbirinden
ayirmak miimkiin olmamistir. Bu nedenle, karisim analizlerinde Cyt yerine numuneye
HSA eklenerek ayirma islemleri yiiriitiilmiistir. HSA’nin izoelektrik noktasi 4.7
dolaylarinda oldugundan calisilan pH degerlerinde (5,0; 6,0; 7,0) negatif yiikle
yiiklenmis bir formda bulunmasi ve bu nedenle de calisilan sartlarda pozitif yiikle
yiiklenmis Chy ve Lys’den kolayca ayrilmast beklenir. Nitekim sonuglar, HSA’nin,
hareketli fazda sadece fosfat tamponu bulundugu, yani NaCl bulunmadigi, sartlarda bile
kolonda kolaylikla yiiriidiigiinii ve Chy ile Lys’den ayrildigini gostermistir (Sekil 4. 14).
Sekilden de goriildiigii izere, minimum sentetik islem ile elde edilen PHEMA-HA ile 3
farkl1 protein, hareketli fazda sadece sulu ¢ozeltiler kullamlarak birbirinden base-line
ayrilabilmistir. Diger taraftan, PHEMA iceren kolon kullanildiginda, adi gecen 3
proteini birbirinden ayirmak miimkiin olmamistir (Sekil 4. 14). PHEMA ve PHEMA-
HA ile elde edilen kromatogramlar normalize edilmis sinyaler cinsinden verilmis ve
boylece, 6zellikle PHEMA ile elde edilen kromatogramdaki base-line dalgalanmalar ile
proteinlere ait pikler birbirinden ayirt edilebilmistir. Ayrica, her bir pikin ait oldugu
proteinin tekli numuneleri kullanilarak karigimlardan elde edilen kromatogramlardaki

pikler teyit edilmistir.

Elde edilen sonuglar, PHEMA-HA’nin proteinlerle baslica katyon-degisim
mekanizmas: tizerinden etkilestigini teyit etmistir. Bu nedenle, katyonik formdaki Chy,
Cyt ve Lys’nin Langmuir tipi etkilesmeler temelinde PHEMA-HA ile etkilestigi
sonucuna varilmistir. Daha detayh bilgi edinmek amaciyla, yiiksek performansli frontal
analiz (High Performance Frontal Analysis, HPFA) ile farkli enjeksiyon hacimlerinde

lineer olmayan kromatografik sartlarda bazi analizler yiiriitiilmiistiir.
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4.2.4 Frontal analiz

Asir1  yiikleme sartlarinda yiiriitiilen frontal analiz, sabit fazin kapasitesini
belirlenmesinin yan1 sira, analit ile sabit faz arasindaki etkilesme tipinin
degerlendirilmesi noktasinda da Onemli veriler sunar. Fakat bu metodun en biiyiik
dezavantajlarindan biri yliksek miktarda numuneye gereksinim duyulmasi olup,
proteinler gibi pahali tiirlerin adsorpsiyon izoterm verilerinin tiiretilmesi icin tercih
edilmemesine neden olmaktadir. Bu amacla kullanilabilecek karakteristik noktaya gore
frontal analiz (Frontal Analysis by Characteristic Point; FACP) ve karakteristik
noktaya gore eliisyon (Elution by Characteristic Point; ECP) gibi teknikler ise ancak
yiiksek performansl (teorik tabaka sayisi birka¢ bin olan) kolonlarla verimli sonuclar

verebilmektedir.

Caligilan proteinlerin PHEMA-HA iizerinde adsorpsiyon izoterm verilerinin tiiretilmesi
bu caligmanin kapsami disinda oldugundan; alikonma mekanizmasi hakkinda az sayida
deney ile faydali bilgilerin elde edilebildigi yiiksek performansl frontal analiz (High
Perfromance Frontal Analysis, HPFA) teknigi ile bazi veriler elde edilmistir. Bu amagcla,
2 farkli enjeksiyon hacminde (600 ve 1350 uL) asir1 yiikleme deneyleri yiiriitiilmiistiir.
Kaydedilen dikdortgen enjeksiyon profilleri (rectangular profiles) Sekil 4. 15°te erilmis
olup, enjeksiyon hacmi arttikca kaydedilen breakthrough egrilerinin ¢ikis noktalarimn
gittikce sola dogru kaydig1 goriilmektedir. Bu davrams, Langmuir tiirii etkilesmelerde
goriilen tipik bir durum olup (Lee ve Row 2002), etkilesmelerin teorik bir maksimum
kapasiteye sahip bir sabit faz iizerinde gerceklestigini gostermektedir. Yani, ¢alisilan
proteinlerin PHEMA-HA iizerindeki alikonma davramiglarinin, simrli  sayida
fonksiyonel grup ile tek tabakali spesifik etkilesmelere dayanan bir mekanizmaya

dayandig1 sonucuna varilmistir.
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Sekil 4. 15. Farkl enjeksiyon hacimlerinde kaydedilen profiller
Hareketli faz: 20 mM fosfat tamponu (pH=7,0); Sicaklik: 25 °C; Akis hizi: 0,50
mlL/dak; Kolon: 5,0x120 mm; Deteksiyon: UV 280 nm; protein konsantrasyonu: 10
mg/mL (pH 7; 20 mM fosfat tamponunda); Enjeksiyon hacimler grafik tizerinde
gosterilmistir. Her bir enjeksiyondan sonra kolon en az 30 dak siireyle pH=7 1,0 M
NaCl cozeltisi ile temizlenmistir; Analit: Lys; Sabit faz: PHEMA-HA
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HP-FA deneylerinden sonra, PHEMA-HA’nin Lys’ye kars1 sergiledigi gozlenen
adsorpsiyon kapasitesini tayin etmek amaciyla klasik frontal analiz deneyleri
yiiriitilmiistir. Bu amagla, 0,5 mg/mL’lik Lys ¢ozeltisi PHEMA-HA kolonuna 0,5
mlL/dak’lik akis hizinda beslenmis ve detektorden kaydedilen breakthrough egrisi tepe
noktasina ulasinca islem tamamlanmistir. Olii hacim ile ilgili diizeltmeler yapildiktan

sonra, PHEMA-HA’nin Lys’ ye karsi sergiledigi adsorpsiyon kapasitesi hesaplanmigtir.

Sekil 4. 16°da verilen breakthrough egrisinden PHEMA-HA’nin birim hacmi basina Lys
adsorpsiyon kapasitesi 4 mg/mL olarak hesaplanmistir. Hesaplanan bu degerin
polyakrilamit esaslt kriyojeller ile elde edilen kapasitelerden (0,76 mg/mL; (Plieva vd.
2004) ve 2,5 mg/mL; (Chen vd. 2008)) daha yiiksek oldugu, diger taraftan 3-
merkaptosiilfonik asit immobilize edilmis PHEMA esash kriyojelden (8 mg/mL; (Percin
vd. 2015) daha diisiik kapasite sergiledigi goOriilmiistiir. Hazirlama kolaylig1 ve
performans unsurlar1 bir arada degerlendirildiginde, PHEMA-HA nin son derece faydali
bir sabit faz oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica, besleme asamasindan sonra kolon 1,0
M NaCl cozeltisi ile kolayca rejenere edilebilmis ve bir sonraki analizde kapasitede

herhangi bir kayip sergilemeksizin kullanilabilmistir.
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Sekil 4. 16. PHEMA-HA {izerinde kaydedilen breakthrough egrisi
Yiikleme ¢ozeltisi: 0,5 mg/mL; Lys (pH=7,0; 20 mM fosfat tamponunda); Sicaklik: 25
°C; Akis hizi: 0,50 mL/dak; Kolon: PHEMA-HA (5,0x120 mm); Deteksiyon: UV 280
nm; Olii hacim: 1,5 mL
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BOLUM V
SONUC

Protein iyon-degisim kromatografisinde kullanilabilecek, dogal bir biyomakromolekiil
olan hiimik asidin (HA), HEMA ve MBAAm monomerlerinin esliginde kriyojellesmesi
ve boylece PHEMA esasli monolite immobilize edilmesini konu olan bu caligmayla,
elde edilen malzeme (PHEMA-HA) ve bu malzemenin kullanim alanmi bakimindan

orijinal sonuglar elde edilmistir.

Elemental analiz, FTIR spektroskopisi, yilizey yiik dzellikleri gibi yontem ve tekniklerle
elde edilen veriler, HA’nin kriyojel matriksine (45 mgHA/gPHEMA-HA’lik bir
verimle) basarili bir sekilde immobilize edildigini, immobilizasyon isleminden sonra
kriyojelin kimyasal 6zelliklerinin yani sira morfolojisinde de 6nemli degisiklikler
meydana geldigi goriilmiistir. En belirgin degisiklikler hi¢ kuskusuz yiizey yiik
ozelliklerinde gergeklesmis olup, PHEMA’mn 6,2 olan pHy,. degeri HA
immobilizasyonundan sonra 2,4’e inmistir. Bu durum, HA kanaliyla yiizeye immobilize
olan ve asidik karaktere sahip —COOH gruplaryla iliskilendirilmistir. FTIR
spektrumlarinda aciga cikan yeni bantlar, yapiya HA makromolekiillerinin katildigini
gostermistir. PHEMA-HA’nin, metakrilat esash kriyojellerde oldugu gibi esneklik ve
siipermakrogozenekli yap1 gibi tipik 6zellikler sergiledigi goriilmiistiir. Bu husus, SEM
ve civa porozimetresi teknikleriyle gozlenmistir. Buna gére, PHEMA-HA nin genel
olarak 30 pm’den daha biiyiik gozeneklere sahip oldugu ve gozeneklerin iiyiik bir
kisminin 100 pm dolaylarinda oldugu tespit edilmistir. Su tutma kapasitesinden ise,
PHEMA-HA i¢in 0,88’lik bir bos fraksiyon orani bulunmus ve buna gore elde edilen
malzemenin %88’e yakin bir kisminin bosluklardan meydana geldigi anlasilmistir.
HA’nin kriyojel yapisina kimyasal bag olusumu temelinde katildig: ile ilgili en 6nemli
bulgu, pH=11’de yiiriitiilen ¢oziiniirliik testleri olmustur. Bu testlerden, 72 saat siireyle
PHEMA-HA’dan ayrilan HA miktarinin ancak %35 dolaylarinda oldugu goriilmiis ve bu
nedenle PHEMA-HA’nin calisilan deneysel sartlarda yiiksek hidrolitik stabilite
sergiledigi sonucuna varilmistir. Karakterizasyon islemlerinden PHEMA-HA’nin
protein kromatografisi icin uygun fiziksel ve kimyasal Ozelliklere sahip oldugu

anlasilmistir.
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Hazirlanan PHEMA-HA kolonun i¢in yiiriitillen kromatografik islemler, teorik tabaka
yiiksekliginin calisilan aralikta akis hizindan bagimsiz bir ozellik sergiledigini
gostermistir. Bu nedenle, protein kromatografisi icin kiitle transfer direncine yol
acabilecek bir unsur tespit edilmemistir. Kolon performansi ile ilgili bir diger 6nemli
veri ise Darcy kanunu temelinde yiiriitiilen su gecirgenligi deneylerinden elde edilmistir.
PHEMA-HA icin k, degeri 1,12x10"" m’ olarak hesaplanmis olup, literatiirdeki
verilerle uyumlu oldugu goriilmiistiir. En dnemli performans verilerinden biri de onlarca
kromatografik analizden sonra kolonun performansinda herhangi bir diisiisiin
gbdzlenmemis olmasidir. Protein Ornekleri ile yiiriitilen tekrar analizleri, elde edilen
piklerin alikonma siirelerindeki bagil standart sapma diizeyinin %0,35’1 gecmedigini
gostermistir. Bu durum, PHEMA-HA’nin tekrar tekrar kullanilabilecegini ve de

proteinlerle tersinir bir sekilde etkilestigini gostermistir.

Protein iyon-degisim kromatografisi sartlarinda yiiriitiilen analizler, hareketli fazin iyon
siddetine bagli olarak proteinlerin alikonma siirelerinde belirgin farklilasmalarin
meydana geldigini ortaya koymustur. Hareketli fazda uygulanan tuz gradyentinin egimi
arttikca Chy, Cyt ve Lys’nin kolondan daha hizli bir sekilde elue oldugu ve dolayisiyla
kapasite faktorlerinin diistiigii gozlenmistir. pH=5,0; 6,0 ve 7,0’da yiiriitiilen gradyent
eliisyon deneylerinden, pik simetrisi bakimindan en uygun pH degerinin 7,0 oldugu
goriilmiistiir. Bu temelden hareketle pH=7,0’da Chy, Cyt ve Lys igeren bir karisimla
bazi analizler yiiriitilmiis, fakat bu analizlerde Chy ile Cyt’yi birbirinde aymrmak
miimkiin olmamigstir. Diger taraftan, HSA, Chy ve Lys iceren karisimla yapilan
analizlerde ise her bir protein base-line ayrilma ile verilen sirada birbirinden ayrilmistir.
Izoelektrik noktas1 4,7 dolaylarinda olan HSA’mn hareketli fazda hi¢ tuz gradyenti
uygulanmadan elue oldugu, Chy ve Lys’nin ise uygun bir tuz gradyenti ile birbirinden
kolayca ayrilabildigi tespit edilmistir. Aym sartlarda PHEMA ile yiiriitillen kontrol
analizinde, HSA, Chy ve Lys birlikte elue olmus ve dolayisiyla birbirinden
ayrilamamistir. Bu durum HA immobilizasyon islemi ile PHEMA’nin hem kapasite
hem de secicilik Ozelliklerinde meydana gelen ©nemli farklilagmalarla

iliskilendirilmistir.

PHEMA-HA ile yiiriitiilen Frontal analiz (FA) ve Yiiksek Performansli Frontal Analiz
(HP-FA) deneyleri ile kolonun protein adsorpsiyon kapasitesi ve adsorpsiyon

mekanizmas1 degerlendirilmistir. FA deneylerinden elde edilen breakthrough
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egrilerinden, PHEMA-HA’'nin Lys’ye kars1i pH=7,0’daki g6zlenen adsorpsiyon
kapasitesinin 4 mg/mL dolaylarinda oldugu goriilmiistiir. Farkli enjeksiyon
hacimlerinde (600 ve 1350 pL) yiiriitilen HP-FA analizlerinden elde edilen sonuclar,
protein adsorpsiyon mekanizmas1 hakkinda kaba degerlendirme yapmayr miimkiin
kilmistir: Enjeksiyon hacmi arttikca alikonma siiresinin diistiigii goriildiigtinden, Lys
adsorpsiyonunun Langmuir tipi tutulmalara uygun bir davranis sergiledigi (Lee ve Row

2002) sonucuna varilmistir.

Elde edilen tiim veriler, bu ¢alisma ile ilk defa sunulan PHEMA-HA’nin protein iyon-
degisim kromatografisi icin uygun sabit faz Ozellikleri sergiledigi ve sergiledigi
davraniglarin bilinen teoriler 1518inda yorumlanabildigini gostermistir. Karmagik sentez
asamalar1 olmaksizin, dogal bir makromolekiilin HEMA varhginda kriyojellesmesiyle
elde edilen bu verimli ve ucuz malzemenin, basta proteinler olmak iizere, bir¢ok tiiriin
ayirma ve saflastirma islemlerinde kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir. Kromatografik
islemler siiresince sadece sulu tuz cozeltilerinin kullanilmasi, proteinleri denatiire
etmeden saflagtirmayr miimkiin kilmasinin yan1 sira, ¢cevreyle dost yaklasimlar sunmasi
bakimindan da Onemli goriilmiistiir. Sonu¢ olarak; PHEMA-HA’nin protein iyon-
degisim kromatografisi i¢in verimli bir sabit faz oldugu ve farkli caligsmalarla sabit faz

ozelliklerinin daha iyi anlasilabilecegi diisiiniilmektedir.
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