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OZET

KRIYOJEL DESTEK KATISINA KALIKSAREN IMMOBILIZASYONU VE
PROTEIN IYON-DEGISIM KROMATOGRAFISINDE SABIT FAZ OLARAK
KULLANILABILIRLIGININ INCELENMESI

GUVEN, idris
Nigde Omer Halisdemir Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dali

Danigman : Prof. Dr. Orhan GEZICI

Haziran 2019, 76 sayfa

Bu calismada; asidik fonksiyonel gruplar iceren baz1 kaliks[4]aren tiirevleri
(tetrakarboksilato kaliks[4]aren (CLX-COO), tetrasiilfonato kaliks[4]aren (CLX-SO3)
ve tetrafosfonato kaliks[4]aren (CLX-POy)) kriyojel esaslt monolitik bir destek katisina
(poly(2-hidroksietilmetakrilat)-co-glisidilmetakrilat, (PHEMA-GMA)) kimyasal yoldan
immobilize edilmistir. Karakterizasyondan sonra protein iyon-degisim kromatografisi
sartlarindaki sabit faz oOzellikleri kapsamli bir sekilde incelenmistir. Alikonma
Ozellikleri hem lineer hem de non-lineer kromatografi sartlarinda incelenmis ve bu
amacla calismalarda bazi model proteinler kullanilmigtir. Deneysel parametre olarak
hareketli fazin pH degeri ve hareketli fazdaki tuz gradyentinin egimi () calisilmistir.
Asint yiikleme sartlarinda kaydedilen breakthrough egrilerinden ise her bir sabit fazin
Lys’ye kars1 sergiledigi dinamik adsorpsiyon kapasiteleri belirlenmistir. P-CLX-COO,
P-CLX-SO; ve P-CLX-POy sabit fazlariin Lys adsorpsiyon kapasiteleri sirasiyla 130
mg/g, 260 mg/g ve 340 mg/g olarak bulunmustur. Bu ¢alisma ile kaliksaren ve kriyojel
kimyas1 ilk defa bulusturulmus ve elde edilen malzemelerin protein iyon-degisim

kromatografisindeki sabit faz potansiyelleri ilk defa kapsamli bir sekilde incelenmistir.

Anahtar kelimeler: Aymm yontemleri, breakthrough egrisi, frontal analiz, hplc, immobilizasyon, iyon-
degisimi, kaliksaren, kriyojel, kromatografi, monolitik malzemeler, protein
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SUMMARY

CALIXARENE IMMOBILIZATION ON CRYOGEL SOLID SUPPORT AND
INVESTIGATING THE USABILITY OF THE PREPARED STATIONARY PHASES
IN PROTEIN ION-EXCHANGE CHROMATOGRAPHY

GUVEN, idris
Nigde Omer Halisdemir University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor : Prof. Dr. Orhan Gezici

June 2019, 76 pages

In the present study, some calix[4]arene derivatives (i.e. tetracarboxylate
calix[4]arene, CLX-COQ, tetrasulfonate calix[4]arene, CLX-SO3, and tetraphosphonate
calix[4]arene, CLX-PO4) were immobilized onto a monolithic cryogel support (i.e.
poly(2-hydroksyethylmethacrilate-co-glycidyl methacrylate, P). After characterization,
the stationary phase properties were studied in detail. Protein retention behavior was
investigated under both linear and nonlinear chromatography conditions, and for this
purpose, some model proteins were used. pH of the mobile phase and and gradient slope
(B) for the salt concentration in the mobile phase were the experimental parameters
studied. Dynamic adsorption capacities for the adsorption of Lys on each of the
stationary phase was determined from the breakthrough curves recorded under
overloading conditions. Lys adsorption capacities were found as 130 mg/g, 260 mg/g,
and 340 mg/g, for P-CLX-COO, P-CLX-SOs3, and P-CLX-POy, respectively. Hence,
calixarene and cryogel chemistries have been connected to each other for the first time
through the present work, and the potential of the prepared materials as stationary phase

in protein ion-exchange chromatography has been studied in detail for the first time.

Keywords: Breakthrough curves, calixarene, chromatography, cryogel, frontal analysis, hplec,
immobilization, ion-exchange, monolithic materials, protein, separation methods



ON SOz

Glinlimiiziin —belki de— en ¢ok calisilan supramolekiillerinden olan kaliksareneler,
ayirma ve saflastirma yontem/tekniklerinde de yaygin bir kullanim alant bulmus ve
yeni-tip fonksiyonel malzemelerin sentezlenmesinde kilit rol {istlenmistir. Konik
yapilarinin alt ve st bolgelerinin ayr1 ayr1 fonskiyonlandirilabilmesi ve uygun
fonksiyonel gruplar iizerinden destek katilarina bagarili bir sekilde immobilize
edilebilmeleri kaliksarenlerin yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) igin
alternatif ayirma ortamlarinin hazirlanmasinda faydali olmustur. Farkli tip fonksiyonel
gruplarin kaliksaren yapisina dahil edilebilmesinin yani sira konik yapinin boyutunun
ayarlanabilmesi ile iyon-degisim, hidrofobik etkilesimler, hidrojen bagi, =n—=
etkilesimleri ve inkliizyon komplekslesmesi gibi c¢ok farkli etkilesim o6zelliklerini
sergileyebilen kaliksaren esasli multifonksiyonel HPLC sabit fazlarinin hazirlanmasi
miimkiin olmustur. Fonksiyonel kaliksarenlerin graniiler 6zellikteki silika ve polimerik
destek katilarina immobilizasyonu ¢ok kapsamli bir sekilde ¢alisilmis olmakla birlikte;
kriyojeller gibi makro giizenekli monolitik destek katilarina immobilizasyonu {izerinde

yogunlasan ¢alismalarin yok denilecek kadar az oldugu goriilmektedir.

Literatiirdeki bu bosluktan hareketle; Prof. Dr. Orhan Gezici’'nin danismanliginda 24 ay
siireyle yiiriitiilen bir TUBITAK projesi (proje no: 115Z236) ile bu konu ¢ok kapsamli
bir incelemeye tabi tutulmustur. Bu baglamda, hem sundugu finansal destekten dolay1
TUBITAK’a, hem de sundugu tiim laboratuvar ve kiitiiphane alt yapisi nedeniyle
tiniversitemize icgtenlikle tesekkiir etmek isterim. Bursiyer olarak gorev aldigim bu
projeden elde edilen veriler, sundugum bu yliksek lisans tezimin sekillenmesinde de
temel teskil etmistir. Elde ettigimiz verilerin bir kismi etki degeri yiiksek bir dergide

yayimlanmis ve konuyla ilgili arastirmacilardan olumlu tepkiler almistir.

Calismalar siiresince yardimini esirgemeyen, bilgi ve birikimleri ile her tiirlii destegi
veren danigsmanim sayin Prof. Dr. Ohan GEZICI hocama ¢ok tesekkiir eder; sunulan bu

calismanin konuyla ilgilenen arastirmacilara yeni ufuklar agmasini temenni ederim.

Son olarak; desteklerini esirgemeyen aileme ve Sinem Yildirim’a siikranlarimi sunarim.
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BOLUM I

GIRIS

Sundugu verimli ve esnek yonler nedeniyle HPLC, giiniimiiziin en ¢ok basvurulan
analiz tekniklerinden biri olmustur. Diger kromatografik tekniklerde oldugu gibi,
HPLC’de de ayirmada en biiyiik rolii sabit faz iistlenir. Bu nedenle, sabit fazin ayirma
performansin1 gelistirmeye yonelik cabalar dogrudan ayirma verimine yansiyacaktir.
Sabit fazin kimyasal 6zelliklerindeki kiigiik degisiklikler dahi bazen ayirmada c¢ok
biiyiik farklilagmalara yol agabilmektedir. Bu gerceklik, farkli 6zelliklere sahip yiizlerce

sabit fazin kromatografik performanslarinin incelenmesini hakli ve 6nemli kilmaktadir.

Halkal1 oligomerlerden olan kaliksarenler; farkli gruplar ile fonksiyonlandirilabilme ve
bir destek katisina immobilize edilebilme esnekligini sunan bir kimyaya sahip olmalar1
nedeniyle, HPLC sabit fazlarinin tasarlanmasinda kaliksarenlerin destek katisina
immobilizasyonu ¢ok yogun calisilan konulardan biri olmustur (Arduini vd., 1991;

Gezici and Bayrakei, 2015).

Kaliksaren esasli sabit fazlar ¢esitli kromatografik modlarda yaygin bir sekilde
kullanilmis ve olumlu sonuglar elde edilmistir. Uygulamalarin gaz kromatografisinden
HPLC’ye kadar genis bir yelpazede seyrettigi goriilmektedir (Gezici and Bayrakci,
2015; Miuk and Feltl, 1995). Bununla birlikte, kaliksaren-esasli sabit fazlarin en ¢ok
kullanildig1 kromatografi tirii HPLC olmustur. Yapilan c¢alismalarin genel yapisi

hakkinda kisa bir literatiir bilgisi vermek gerekirse:

Bazi monosiibstitiie fenollerin ve bazi aromatik bilesiklerin kromatografik analizlerinde
stilfonat grubu iceren bir kaliks[6]aren tiirevi kullanilmis olup, ¢aligilan tiirlerin genel

olarak birbirinden ayrilabildigi goriilmiistiir (Lee vd., 1997).

Bir diger calismada ise bazi siibstitiite benzoik asitlerin kromatografik ayrilmalart bir
kaliks[4]aren tiirevi immobilize edilmis bir silika sabit faz1 ile gerceklestirilmis olup;
ayirma mekanizmasinda c¢oklu etkilesimlerin rol aldigi tespit edilmistir (Miuk vd.,

1996).



p-tert-biitil-kaliks[4]aren bagli bir silika sabit fazi1 iizerinde bazi disiibstitiie benzenlerin,
polisiklik aromatik hidrokarbonlarin ve bazi niikleositlerin kromatografik davranislar
incelenmis ve caligilan sabit fazin ters-faz davranisinin belirgin oldugu goriilmiistiir. Bu
caligmadaki en onemli bulgulardan bir tanesi, c¢alisilan sabit fazin aminli tiirlere karsi
daha yiiksek secicilik sergilemis olmasidir. Bu seg¢icilik, kaliksaren yapisindaki fenol
gruplarina atfedilmistir. Sabit fazin etkilesim davramisinda =n-m, inkliizyon ve yiik-

transfer etkilesmelerinin rol aldig1 diisiintilmiistiir (Xu vd., 1998).

Kaliksaren-esasli HPLC sabit fazlarimin genel karakterine bakildigi zaman, tiirlerin
alikonma o6zelliklerinin belirlenmesinde tek-tip bir etkilesim mekanizmasindan ziyade
hidrofobik etkilesimler, polar-polar etkilesimleri, iyonik etkilesmeler ve inkliizyon
komplekslesmesi gibi ¢ok farklt mekanizmalarin rol aldiklar1 goriilmiistiir (Xiao vd.,

2002).

Daha once de belirtildigi gibi, farkli molekiiler biiyilikliige sahip kaliksaren tiivelerinin
(or. Kaliks[4]aren, kaliks[6]aren ve kaliks[8]aren) bir destek katisina immobilize
edildikten sonra HPLC’de sabit faz olarak kullanildigt ¢ok sayida ¢alisma
bulunmaktadir (Friebe vd., 1995; Gebauer vd., 1998; Li vd., 2004b, 2004a; Xiao vd.,
1999; Xu vd., 1998). Kaliksaren-esasli HPLC sabit fazlarinin ¢ok c¢esitli kimyasal
tiirlerin analizlerinde kullanildig1 goriilmektedir. Bu kapsamda, calisilan tiirlerden
bazilar1 sunlar olmustur: Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (Deng vd., 2014; Huai vd.,
2004; Sliwka—Kaszyr'lska vd., 2010; Xiao vd., 1999), bazi aromatik karboksilik asitler
(Li vd., 2004b), niikleositler ve niikleobazlar (Gezici vd., 2006b; Li vd., 2004c), bazi
vitaminler (Li vd., 2004c, 2004d), bazi steroidler (Liu vd., 2005), alkali metal katyonlar1
(Arena vd., 2002), bazi siibstitlie benzenler (Deng vd., 2014), fenoller, aromatik aminler

ve benzoik asit tiirevleri (Hu vd., 2011).

Kaliksaren esasli HPLC sabit fazlar ile yapilan c¢alismalara bakildiginda; genis bir
yelpazede ¢ok sayida kimyasal tiirtin ¢alisildig1 ve kaliksaren molekiillerinin biiytikligi
ile konik yapinin alt ve iist bolgelerine baglanan fonksiyonel grubun etkisinin de yogun
bir sekilde calisildig1 goriilmektedir. Bu her iki parametrenin ayirma verimliligi ve
tiirlere kars1t sergiledikleri segicilik iizerinde Onemli etkilere sahip oldugu tespit

edilmistir. Destek katis1 olarak ise c¢ogunlukla graniiler yapidaki silika-esash



malzemeler ve polimerik destek katilarmin kullanildig1r anlasilmaktadir (Chamseddin

and Jira, 2013; Sokolie3 vd., 2000, 2003).

Literatiir arastirmasindan da gorildiigii lizere, kaliksarenlerin immobilizasyonunda en
cok kullanilan destek katilar1 graniiler 6zellikteki malzemeler olmustur. Bu sekilde
hazirlanan malzemeler baglica molekiil agirligit kiicliik tlirlerin  kromatografik
ayirmalarinda kullanilmistir. Diger taraftan; kaliksaren esasli sabit fazlarin proteinler
gibi molekiil agirhigi yiiksek tiirlerin ayirma-saflastirma islemlerinde kullanimina
yonelik caligmalarin  gorece daha diisikk sayida oldugu soOylenebilir. Protein
kromatografisinde kullanilacak destek katisinin yeterince biiyiik gézenek yapisina sahip
bir morfoloji sunmasi hem kaliksaren gibi supramolekiillerin immobilizasyonunda hem
de proteinlerin sabit fazin goézenekli yapisinda etkin bir sekilde transferinde kritik

Ooneme sahiptir.

Ayirma ortami olarak kriyojeller; sunduklart uygun morfoloji ve post-tiirevieme
islemlerine uygun kimyalar1 nedeniyle 6zellikle biyolojik 6neme sahip tiirlerin ayirma-
saflastirma iglemlerinde ¢ok yaygin kullanim alani bulmustur (Kumar vd., 2006;
Lozinsky vd., 2001; Ozkan vd., 2018; Per¢in vd., 2015; Singh vd., 2014). Protein
ayirma-saflastirma islemlerinde kriyojellerin zengin bir literatiir sundugu goriilmektedir.
Kriyojellerin sabit faz olarak kullanildig1 baz1 kromatografik uygulamalara 6rnek olarak
iyon-degisim kromatografisi (Ozkan vd., 2018; Per¢in vd., 2015; Singh vd., 2014),
sterik dislama kromatografisi (Wang vd., 2014), afinite kromatografisi (Asliyuce vd.,
2016; Kumar vd., 2006; Yilmaz vd., 2009) verilebilir.

Bu uygulamalarda genel olarak kriyojel destek katisi 3-Merkaptopropan siilfonik asit
(Per¢in vd., 2015), aminoalkil gruplar1 (Singh vd., 2014), iminodiasetik asit (Kumar vd.,
2006) ve hiimik asit (Ozkan vd., 2018) gibi amaca uygun ligandlarla

fonksiyonlandirilmistir.

Kriyojeller, 0 °C’nin altinda elde edilen hidrojeller olup (Lozinsky vd., 2001), uygun
monomerler kullanilarak hazirlanan kriyojeller, kaliksaren immobilizasyonu i¢in son
derece uygun platformlar olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bununla birlikte literatiirde,
birkag¢ ¢alisma hari¢ (Guven vd., 2018), kaliksarenlerin kriyojellere immobilizasyonu ve

elde edilen malzemelerin protein kromatografisinde sabit faz olarak kullanilabilirliginin



kapsamli bir sekilde incelendigi ¢alismalara rastlanmamaktadir. Literatiirden, kaliksaren
esaslt sabit fazlarin daha ¢ok kiiclik molekiil agirlikli tiirlerin  kromatografik
islemlerinde kullanildig1 (Gezici and Bayrakei, 2015; Ludwig 2000; Sliwka-Kaszynska,
2007), protein kromatografisi alanindaki ¢alismalarin goérece sinirli diizeyde kaldigi
anlasilmaktadir. Destek katis1 olarak kriyojellerin sergiledigi ¢ok diisiik kiitle tranfer
direnci nedeniyle bu malzemeler yiiksek akis hizlarinda calisabilme olanagini da

sunmaktadir (Plieva vd., 2004; Yao vd., 2007).

Iyon-degisim kromatografisi, proteinleri verimli ve ucuz sekilde saflastirmak icin
kullanilan 6nemli bir yontemdir. Kullanilan hareketli fazlarin ¢evre i¢in biiylik bir tehdit
olusturmamasi ve proteinleri denatiire etmeden saflastirabilme imkani sunan bir yontem
olmas1 nedeniyle yaygm bir kullanim alan1 bulmustur (Ozkan vd., 2018; Pergin vd.,
2015). Protein iyon-degisim kromatograifisinde hareketli faz olarak sulu g¢ozeltiler
kullanilmakta ve ayirma, proteinlerin izoelektrik noktalarindaki ve yiik

yogunluklarindaki farklilasmalar temelinde ger¢eklesmektedir.

Sunulan bu ¢alismada; iyon-degistirici  fonksiyonel gruplar igeren bazi
kaliks[4]arenlerin monolitik kriyojel destek katisina kimyasal yoldan immobilize
edilmesi ve elde edilen malzemelerin protein iyon-degisim kromatografisinde sabit faz

olarak kullanilabilirligi incelenmistir.



BOLUM 11

GENEL BIiLGILER

2.1 Kaliksarenler

Makrosiklik bilesenlerin bir smifi olan kaliksarenler, fenolik birimlerin birbirlerine
metilen kopriileri ile baglanmasiyla olusan halkali yapilardir. 1872’de Adolph Von
Baeyer tarafindan kesfedildikten sonra kaliksarenlerin kullanim alanlart ile ilgili ¢cok
sayida c¢alisma yapilmis olup, kaliksarenlerin bu denli farkli alanlarda kullanilmisg
olmasi kaliksaren kimyasinin esnekligine atfedilmektedir (Gezici and Bayrakci, 2015).
Bu halkali yapilar, kuvvetli asitlerin varliginda aldehit ve fenollerin tepkime {iriinleri
olarak ortaya c¢ikmustir. Erken kesiflerine ragmen 1944-1952 yillarinda Zinke ve
arkadaglarinin yaptig1 ¢aligmalara kadar, molekiiler yapilar ile ilgili detayli bilgiler
bulunmamaktaydi (Zinke and Ziegler, 1944). Supramolekiiller olarak isimlendirilen
grubun bir iiyesi olan kaliksarenlerin sentezi i¢in en yaygin 6rneklerden bir tanesi p-tert-
biitilfenol ile formaldehitin tepkimesi sonucu olusan iiriindiir. Bu iiriin i¢in halkali bir
tetrametrik yapt Onerilmistir. 1970’lerin sonlarina dogru Gutsche ve arkadaslarinin
caligmalar1 fenol-formaldehit {iriinleri kimyas1 iizerine biiylik bir etki yaratti (Gutsche

vd., 1981).

Glinlimiizde kaliksarenlerin isimlendirilmesi i¢in kabul gérmiis bir sistematik mevcuttur.
Ornegin, kaliks[n]aren olarak belirtilen bir yapida “n” sayis1 molekiilii meydana getiren
(ve birbirlerine metilen, —CH,—, kopriileri ile baglanmis) fenolik birimlerin sayisini
belirtir. Yapiya bagh fonksiyonel gruplar ayrica belirtilir. Kaliks[4]aren, kaliks[6]aren
ve kaliks[8]aren yapilar1 yiiksek saflikta ve yiiksek verimle sentezlenebilmektedir.
Kaliksarenlerin iskelet yapilarindaki en belrigin 6zellik, metilen kopriileri ile birbirine
baglanmis benzen halkalarinin olusturdugu konik yapidir. Bu yapmin alt ve {ist
bolgelerine farkli fonskiyonel gruplar baglayarak yapiya amaca uygun fonksiyonellik

kazandirmak miimkiindiir (Gezici and Bayrakci, 2015).



Upper rim

Lower rim

Sekil 2.1. Kaliks[4]aren i¢in molekiiler yapinin temsili bir gésterimi (lower rim: fenolik
oksijen bolgesi, upper rim: fenolik halkalarin para pozisyonu)

Kaliksaren  tiirevlerinin  katyonik,  anyonik = ve  ndtral  tiirlerin  ayirt
edilmesinde/taninmasinda kullanimini ele alan ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur (Bayrakci
vd., 2009, 2012; Bayrakci vd., 2009; Gutsche and Nam, 1988; Shinkai, 1993). Farkl
tirlerle tersinir etkilesmeye girebilmeleri ve sergiledikleri esneklik nedeniyle
kaliksarenler adsorpsiyon ve kromatogafi gibi uygulamalarda yaygin bir sekilde

kullanilmistir (SokolieB3 vd., 2000).

Kaliksaren esasli malzemelerin kromatografide sabit faz olarak kullanimima dair
caligmalarin  1990’I1 yillardan itibaren c¢alisilmaya baslandigi goriilmektedir. Bu
caligmalarda alkali metal iyonlarindan amino asit esterlerine, nikleositlerden
dipeptitlere kadar ¢ok farkli tiirlerin kromatografik ayrilmasi incelenmistir (Brindle vd.,
1996; Friebe vd., 1995; Glennon vd., 1993, 1996). Yani, kaliksarenlerin kromatografide
sabit faz olarak kullanimina dair genis bir literatiirtin mevcut oldugunu ve bunun kahir
ekseriyetinin de HPLC ile ilgili oldugunu sdylemek miimkiindiir. Bu calismalarda
kaliksarenlerin genellikle silika destek katisina immobilize edilerek kullanildigi

anlagilmaktadir.
2.2 Kaliksarenlerin Immobilizasyon
Immobilizasyon; ligandin (fonksiyonel gruplara sahip molekiil ya da makromolekiil)

uygun kosullar altinda miimkiin oldugu kadar homojen olarak bir kati yiizeye (silika,

polimer, vb.) sabitlendigi islemlerdir. immobilizasyon islemi ligand ve kati yiizey



arasindaki kimyasal ve fiziksel etkilesimlere dayanir. Fiziksel etkilesmelere dayanan
immobilizasyon islemleri, elde edilen materyallerin zayif meknik ve kimyasal
dayanimlar1 nedeniyle genelde tercih edilmez. Immobilizasyon islemlerinin genel bir
karakteristigi olarak destek katisi, yilizeyine immobilize edilen ligandin etkisiyle
fonksiyonellik kazanirken; immobilize edilen ligand da destek katistnin mekanik
dayanimindan istifade eder. Yani bu islem hem destek katis1 hem de ligand i¢in bir tiir

“kazan-kazan” islemidir (Gezici and Bayrakci, 2015).

Bir immobilizasyon isleminde hedef, kimyasal ve mekanik dayanimi yiiksek bir
malzeme elde etmektir. Ayrica, bu malzemenin kimyasal tiirlerle izah edilir bir
mekanizma {lizerinden etkilesmesi de arzu edilen hedeflerdendir. Tim istenilen
Ozellikleri barindiran bir malzeme elde etmek zor olmakla beraber, dikkatli bir sekilde
tasarlanmis ve deneysel sartlar1 uygun bir sekilde belirlenmis bir immobilizasyon
isleminde hedeflenen malzemeyi biiyiik orranda elde etmek miimkiindiir. Bu noktada;
ligandin ve destek katisinin kimyasi ile izlenen immobilizasyon yonteminin tiiriiniin de
immobilizasyon isleminin veriminde etkili oldugunu belirtmek gerekir (Gezici and

Bayrakci, 2015).

Literatiirde, kaliksarenlerin immobilizasyonuna dair ¢ok sayida metot bulunmaktadir:
Amid-bagi olusumu (Akoz vd., 2012; Deng vd., 2014; Gezici vd., 2006b; Huai vd.,
2004; Tabakci, 2008; Xiao vd., 2002), epoksit-aktivasyon metodu (Hu vd., 2011; Li vd.,
2004b; Sayin vd., 2010; Sayin and Yilmaz, 2011; Xu vd., 1998), niikleofilik
yerdegistirme reaksiyonlar1 (Bhatti vd., 2013; Jain vd., 2004; Liu vd., 2005), imin-bag1
olusumu (de Gaetano vd., 2009), click reaksiyonlar1 (Lakouraj vd., 2014), diazonyum
metodu (Qureshi vd., 2013) ve SiCly aktivasyon metodu (Thompson vd., 2011)

bunlardan bazilaridir.

Ayirma islemlerinde destek katisinin rolii bazen géz ardi edilmesine ragmen aslinda
ligand ve destek katis1i hemen hemen ayni 6neme sahiptir. Destek katisinin mekanik ve
kimyasal dayaniminin yani sira, morfolojisi de ayirma islemlerinde kritik Oneme
sahiptir.  Yiiksek mekanik dayanimi, parcactk boyutunun ayarlanabilmesi,
siispansiyonlarindan kolayca ayrilabilmesi ve ylizey fonksiyonlandirma islemlerine
uyumu gibi nedenlerden dolay1 ayirma islemlerinde (6zellikle kromatografide) en ¢ok

kullanilan destek katist silika ve tiirevleri olmustur. Diger taraftan, silikanin zayif



kimyasal dayanimi, bu destek katistyla yapilacak islemlerin pH 3-8 araligi ile sinirh
kalmasin1 gerektirmektedir (Gezici vd., 2006b; Gezici and Bayrakei, 2015). Bu durum,
protein kromatografisi gibi bazen cok yiiksek ve cok diisilk pH degerlerindeki sulu
cozeltilerin kullanimimin gerekli oldugu aplikasyonlar ic¢in bir kisitlama olarak
karsimiza cikmaktadir. Bu tiir kisitlamalar daha yiiksek kimyasal dayanima sahip

polimerik malzemeler kullanilarak agilabilmektedir.

Kaliksarenlerin immobilizasyonunda son yillarda yaygin bir sekilde kullanilan bir diger
destek katis1 grubu da manyetik nanopartikiiller olmustur. Bu kategoride en ¢ok
caligilan manyetik nanopartikiiller siliperparamanyetik demir oksit nanopartikiillerin

oldugunu s6ylemek miimkiindiir (Gezici and Bayrakci, 2015; Sayin and Yilmaz, 2011).

Genel bir durum olarak; hangi destek katist kullanilirsa kullanilsin, kaliksaren
immobilizasyonundan 6nce destek katisinin yiizeyi once bir aktivasyon islemine tabi
tutulmakta ve ardindan kaliksaren immobilizasyonu gerceklestirilmektedir. Bu konu ile
ilgili kapsamli bilgiyi literatiirde bulmak miimkiindiir (Gezici and Bayrakci, 2015).
Buraya kadar verilen bilgilerden de anlasilacagi tizere, kaliksaren immobilizasyonunda
monolitik kriyojellerin destek katist olarak kullanildigi caligmalarin neredeyse hig

bulunmadig1 anlagilmaktadir (Guven vd., 2018).

2.3 Kriyojeller

Makrogozenekli bir yapiya sahip olan kriyojeller, 0 °C’nin altindaki sicakliklarda elde
edilen hidrojellerdir. Kriyojeller, adsorpsiyon ve kromatografi gibi ayirma-saflastirma
islemlerinde ayirma ortami (ve/veya destek katisi) olarak yaygm kullanim alani
bulmustur. Calismamizin ana iskeletini meydana getiren kromatografi perspektifinden
baktigimizda iyon-degisim kromatografisi (Ozkan vd., 2018; Pergin vd., 2015; Singh
vd., 2014) ve afinite kromatografisi (Asliyuce vd., 2016; Kumar vd., 2006; Yilmaz vd.,

2009) uygulamalarinin 6ne ¢iktigini sdyleyebiliriz.

Bu kapsamdaki c¢aligmalarda, kriyojellerin uygun bir yiizey modifikasyon islemine tabi
tutuldugu ve boylece hem kapasite hem de segicilikte 6nemli diizeyde farklilasma elde
edildigi goriilmektedir. Kriyojel destek katilarina immobilize edilen bazi ligandlar su

sekilde siralamak miimkiindiir: 3-Merkaptopropan siilfonik asit (Per¢in vd., 2015),



hiimik asit (Ozkan vd., 2018), dietilaminoetanol (Singh vd., 2014), iminodiasetik asit
(Kumar vd., 2006) ve protein G (Asliyuce vd., 2016).

Yukarida da belirttildigi gibi, kriyojellerin yiizey modifikasyonu ve hazirlanan
malzemelerin kullanimi ile ilgili ¢alismalarin kapsami ¢ok genis olmakla beraber;
sundugumuz bu c¢alismaya kadar kaliksarenlerin kriyojellere immobilizasyonunu
inceleyen bir ¢alismanin bulunmadigi goriilmektedir. Bu konunun son derece ilging ve
(6zellikle protein kromatografisi ¢ercevesinde) incelenmeye deger bir alan sundugu

distiniilmistiir.

2.4 Protein Kromatografisi

Protein iyon-degisim kromatografisi, iyonik fonksiyonel gruplar i¢eren bir sabit fazin
genel olarak yilik/yarigap oranmna (ve de izoelektrik noktasina) bagli olarak farkli
proteinler ile farkli diizeyde tersinir etkilesme sergilemesine dayanan bir kromatografi
tiiridiir. Nispeten ucuz bir teknik olan iyon degisim kromatografisi, kii¢iik ve orta
biiyiikliikteki proteinlerin ayirma-saflagtirma islemlerinde basvurulan tekniklerden
biridir. Ayrica, viriisler, immunoglobulin ve plasmid DNA’s1 gibi biiylik yapilarin
ayrilmasinda da kullanilmaktadir (Konak vd., 2014).

Protein iyon-degisim kromatografisinde tiirlerin ayrilmasi “izokratik eliisyon” veya
hareketli fazin iyon siddetinin dereceli olarak arttirildigi “gradyent eliisyon” ile
gergeklestirilebilmektedir. Bunula birlikte, gradyent eliisyonun protein iyon-degisim
kromatografisinde ¢ok yaygin kullanildig1 bilinmektedir. Hareketli faz olarak NaCl gibi
tuzlar iceren belirli pH degerlerinde hazirlanmis tampon ¢ozeltiler kullanilir. Ortam pH
degerine bagl olarak, hareketli fazdaki tuz konsantrasyonunun artmasiyla birlikte
proteinlerin kolon boyunca eliisyonu gergeklesir (Guven vd., 2018; Ozkan vd., 2018;
Percin vd., 2015). Esas itibariyle, protein iyon-degisim kromatografisinde protein
eliisyonuna bir¢ok parametre etki etmektedir. Proteinlerin izoelektrik noktasi, boyutu,
sabit fazin morfolojisi ve tasidigi fonksiyonel gruplarin tiirii, kapasitesi, hareketli fazin
fizikokimyasal 6zellikleri (tamponun konsantrasyonu, pH degeri, iyon siddeti, vd.),

hareketli fazin akis hizi ve sicaklik bunlardan bazilaridir (Konak vd., 2014).



Bu kromatografi tiirlinde sentetik ve dogal sabit fazlar kullanilabilmektedir. Sabit faz,
iizerinde bulanan fonksiyonel grubun iyonlasma karakterine gore isimlendirilir: Ornegin,
sabit fazin tasidig1 grup anyonik ise katyon degistirici sabit faz; katyonik ise anyon
degistirici sabit faz olarak isimlendirilir. Anyonik ve katyonik sabit fazlar kendi
iclerinde zayif ve kuvvetli olarakta ikiye ayrilabilir. Zayif degistiriciler pH
degisimlerine ¢cok duyarli ve iizerindeki fonksiyonel gruplarin giiglerinde belirgin bir
degisim gosteren sabit fazlardir. Kuvvetli degistiriciler ise genis pH araliklarinda, yiizey

yiikiinii ve kapasitesini biiyiik oranda koruyabilmektedir (Konak vd., 2014).
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BOLUM 111

MATERYAL VE METOD

3.1 Kimyasallar ve Sulu Cozeltiler

Calismalarda, Dog. Dr. Mevliit Bayrakci (Karamanoglu Mehmetbey Universitesi)
tarafindan  (litaretiire  belirtilen yOntemlere gore) sentezlenen kaliksarenler

kullanilmastir.

Deneysel siirecte kullanilan kimyasallar Tablo 3.1.’de liste halinde verilmistir. Deneysel
asamalarda ticari olarak temin edilebilen model proteinler kullanilmistir. Sulu
¢ozeltilerin hazirlanmasinda ultra saf su kullanilmis ve ¢ozeltiler analizden 6nce 0,45
um’lik filtrelerden siizlilmiistiir. Protein c¢ozeltileri de taze olarak hazirlanmig ve
kullanilmadan 6nce 0,20 um’lik siringa ucu filtrelerden (seliiloz asetat; Sartorius™)
stizilmistiir. Tiim kimyasallar baska bir saflagtirma islemine tabi tutulmadan temin

edildigi sekliyle kullanilmistir.
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Tablo 3.1. Kullanilan kimyasallarin listesi

# | Kimyasal Kaynak | Kullanim amaci

1 | p-tert-biitil fenol Merck | Kaliksaren sentezi

2 | Formaldehit Merck | Kaliksaren sentezi

3 | Sodyum hidroksit (NaOH) Sigma | pH ayarlama, kaliksaren sentezi

4 | Hidroklorik asit (HCI) Merck | pH ayarlama

5 | 2-Hidroksietil metakrilat (CcH;0O3; | Sigma Monolitik destek katisinin
HEMA) sentezi; Monomer

6 | Glisidil metakrilat Sigma | Monolitik  destek  katisinin
(GMA) sentezi; Monomer

7 | N,N'-Metilenbisakrilamit Sigma | Monolitik  destek  katisinin
(C;H19N202; MBAAmM) sentezi; Capraz baglayici

8 | Amonyum persiilfat Sigma | Monolitik  destek  katisinin
[(NH4),S,0g; APS] sentezi; Radikal basglatici

9 | N,N,N',N'-Tetrametiletilendiamin Sigma Monolitik  destek  katisinin
(C¢H6N»; TEMED) sentezi; Katalizor

10 | Etil alkol Sigma | Monolitik  destek  katisinin
(C,HsOH) saflastirilmasi

11 | Potasyum monohidrojen fosfat | Sigma | Tampon ¢6zelti hazirlama
(K,HPO,)

12 | Potasyum dihidrojen fosfat | Sigma | Tampon ¢6zelti hazirlama
(KH,POy4)

13 | Lizozim (Lys) Sigma | Model protein

14 | a-Kimotripsinojen (Chy) Sigma | Model protein

15 | Sitokrom c (Cyt) Sigma | Model protein

16 | Insan serum albiimini (HSA) Sigma | Model protein

17 | Miyoglobin (Mb) Sigma | Model protein

18 | Etilendiamintetraasetik asit | Merck | Kompleksimetrik titrasyonlarda
disodyum tuzu (EDTA) titrant olarak

19 | Eriochrome Black T (ECBT) Merck | Kompleksimetrik titrasyonlarda

indikatOr
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3.2 Kullanmilan Cihazlar ve Ekipmanlar

Sentezlenen malzemelerin sentezi, karakterizasyonu ve kromatografik islemlerin

yiiriitiilmesi asamalarinda asagida belirtilen cihaz ve ekipmanlar kullanilmistir:

e Elemental analiz: Sentezlenen kryojelin i¢cindeki C, N, H ve S elementlerinin
yiizdeleri, LECO™ marka ve CHNS-932 model cihaz ile tayin edilmistir.

e FTIR spektroskopisi: Bruker™ Vertex model FTIR cihaz1 ile yapilan
analizlerde, ATR-FTIR teknigi kullamlmis ve spekturumlar 4 cm™lik
¢Oziintirliikle kaydedilmistir.

e (Civa porozimetresi: Poremaster™ 60 cihaz1 kullanilarak diisiik basingta
gerceklestirilmis ve gdzeneklerin boyutlar1 yorumlanmustir.

e SEM: Zeiss™ Evo Basic model SEM cihazi1 kullanilarak kaydedilmis olup,
goriintiiler alinmadan Once numuneler altin ile kaplanmistir (1,32x10-2 Pa
vakum altinda).

e pH metre: Mettler-Toledo™ Seven-Easy marka/model kombine pH 6lgiim
sistemi kullanilmastir.

e Derin dondurucu: Ugur™ marka derin dondurucu buzdolabi kullanilmig ve
buzdolabinin i¢ sicakligi, harici bir elektronik termometre (Isolab™) ile siirekli
olarak takip edilmistir.

e HPLC: Agilent™ 1260 model 4’lii pompa, degazor, otomatik enjeksiyon sistemi,
numune sogutucu, kolon firini, 6’l1 valf sistemi ve UV-VIS detektdrden olusan
bir HPLC cihaz1 kullanilmistir. Sinyaller Chemstation® yazilimi ile kaydedilip
islenmistir. Agilent™ 1200 model HPLC cihaz1 ise monolitik kriyojellerin in-
situ ylizey modifikasyonlarin1 gergeklestirmek amaciyla kullanilmistir.

e Orbital calkalayici: Heidolph™ marka orbital ¢alkalayici protein numunelerinin
hazirlanmasinda kullanilmistir.

e Su banyosu: Mikrotest™ marka su banyosu monolitik kolonlara immobilizasyon
islemleri sirasinda sicaklik kontrolii i¢in kullanilmistir.

e Ultrasonik banyo: Isolab® marka ultrasonik banyo ¢ozeltilerin banyoda

bekletilmesi i¢in kullanilmistir.
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e Ultra saf su cihazlari: Tiim islemler sirasinda Milipore™ ve Human™ marka
cihazlardan elde edilen ultra saf su (18,2 MQ.cm) kullanilmistir. Vakumlu

stizme iglemleri Milipore® marka vakum pompasi ile gerceklestirilmistir.

3.3 Kaliksaren Tiirevlerinin Sentezi

Caligilan kaliksaren tiirevleri Dog. Dr. Mevliit BAYRAKCI (Karamanoglu Mehmetbey
Universitesi, Biyomiihendislik Boliimii) tarafindan sentezlenmistir. Sentez asamalarinda
oncelikle, baslangic maddesi olan p-tert-biitilkaliks[4]aren, CLX, literatiirdeki bilinen
yonteme gore (Gutsche, 1998) sentezlendi (Sekil 3.1). p-tert-biitilfenol ile formaldehit
arasinda bazik ortamda gerceklesen reaksiyondan (1) numarali ¢ikis maddesi elde
edilmistir. CLX-PO4, CLX-SO; ve CLX-COOH tiirevleri ise literatiirde bilinen

yontemlere gore sentezlenmistir.

OH

formaldehit ve sodyum hidroksit

Sekil 3.1. p-tert-biitilkaliks[4]aren sentezi

Cikis maddesi olan (1) numarali bilesik, Sekil 3.1, Sekil 3.2 ve Sekil 3.3’te verilen
tirevlerin sentezinde kullanilmistir. Sekil 3.2°’de verilen CLX-PO4’iin sentezi yine
literatiirde mevcut olan sentez yolu takip edilerek gerceklestirilmistir (Bayrakci vd.,
2011). CLX-PO, (2)’iin yapisi sirast ile 'H-, °C- ve *'P-NMR spektrumlari alinarak
aydinlatildi.
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Sekil 3.2. CLX-POy sentezi igin genel bir gosterim

Yapist Sekil 3.3’te verilen p-karboksi kaliks[4]aren (3) (CLX-COOH) bilesiginin
sentezi literatiire uygun olarak gergeklestirilmis (Pasquale vd., 2012) ve bilesigin yapisi

'H- ve "C-NMR spektrumlari alnarak aydmlatilmistir. FTIR spektroskopisi ile de
karakterizasyon gergeklestirilmistir.

Sekil 3.3. CLX-COOH sentezi i¢in genel bir gdsterim

Son olarak; suda ¢oziinebilen tetrasiilfonatokaliks[4]aren bilesigi (4) (CLX-SOs; Sekil

3.4) literatiire uygun olarak sentezlenmis ve bilesigin yapisi 'H- ve “C-NMR
spektrumlar ve FTIR ile aydinlatilmigtir.

Sekil 3.4. CLX-SO; sentezi i¢in genel bir gosterim
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3.4 Kriyojel Destek Katisininin Sentezi

Kaliksarenlerin immobilize edilecegi monolitik destek katisin1 hazirlamak i¢in
monomer olarak HEMA ve GMA kullanilmis ve literatiirde bilinen yontem izlenmistir
(Per¢in vd., 2015; Uygun vd., 2013). Bu amagla; 1,6 mL HEMA (2-
hidroksietilmetakrilat) 0,1 mL GMA (glisidilmetakrilat) 5 mL gazi giderilmis saf suda
¢oOziildii ve diger 10 mL saf su iceren bir kapta da ¢apraz baglayici olarak kullanilan
0,28 g MBAAm (N,N’-metilen-bis(akrilamid)) ¢o6ziildii. Her iki ¢ozelti birbirine
eklendikten sonra 10 dak siireyle bir buz banyosunda karigtirildi. Bu karisima radikal
baslatict 0,02 g APS (amonyum persiilfat) ve ardindan son olarak 25 pL. TEMED
(N,N,N’,N’-tetrametilendiamin; katalizor) ilave edildi. Kisa bir siire karistirilan bu
¢Ozelti hizli bir sekilde buz banyosunda bekletilen yerli yapim bos polimerik kolonlara
(5,0x120 mm) alindi. Kolonlar, -20 °C’de 24 saat siireyle bekletildi ve bu siirenin
sonunda oda sicakligina alinarak 2 saat kadar bekletildi. Uygun c¢oziiciilerle (su+alkol
karigimi) yikanan kolon kaliksaren immobilizasyonu i¢in 1slak bir sekilde muhafaza
edildi. Aym yoldan (ve ayni karistm kullanilarak) hazirlanmis diger kolonlar
karakterizasyon islemlerinde kullanilmak iizere saklandi. Hazirlanan monolitler, uzun

stire bekletilmeden kaliksaren immobilizasyonu isleminde kullanilda.

3.5 Kaliksaren immobilizasyonu ve Karakterizasyon

Immobilizasyon isleminde izlenen ydntem, kaliksarenlerin bazik ortamda konik yapinin
alt kisminda yer alan fenolat gruplar1 iizerinden kriyojel destek katisindaki epoksit
gruplar ile reaksiyona girmesi esasina dayanmaktadir. Baz katalizli bu reaksiyonda,
epoksit halkasinin agilmasiyla kaliksarenlerdeki fenolik oksijen ile kriyojeldeki epoksit
karbonu arasinda kovalent bag olusumu temeline gére immobilizasyonun gerceklestigi
Oongorilmiistiir (Guven vd., 2018). Kaliksaren tlirevlerinin destek katisina, P,

immobilizasyonundan elde edilen materyaller Sekil 3.5’te sematik olarak gosterilmistir.
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(a) P-CLX-PO: (b) P-CLX-S0s (c) P-CLX-COOH

Sekil 3.5. Kaliksaren tiirevlerinin monolitik destek katisina (P) immobilizasyonundan
sonra elde edilen monolitik sabit fazlarin molekiiler yapisi i¢in temsili bir gosterim

Hazirlanan destek katisinin fonksiyonlandirilmasi i¢in izlenen immobilizasyon islemi
sulu ortamda baz katalizli bir reaksiyona gore gerceklestirilmistir. Bunun i¢in yaklasik
olarak 5x10° M 40 mL kaliksaren ¢zeltisinin pH’s1 (0,1 M NaOH ¢ozeltisi ile) pH 11-
12’ye ayarlanmistir. Yapidaki fenolik —OH gruplariin dissosyasyonun tamamlanmasi
icin, ¢ozelti 75-80 °C sicaklikta yaklasik 1,0 saat kadar karistirilmistir. Elde edilen
karisim, 5,0x120 mm’lik (i¢ ¢ap ve uzunluk) kolonda sentezlenmis olan monolit
{izerinden 0,25 mL/dak’lik akis hizinda 75-80 °C’de 24 saat siireyle gegirilmistir. Islem
sonunda kolon, su ve 1,0x 10° M NaOH ¢Ozeltisi ve ardindan tekrar bol miktarda su ile
yikandi. Daha sonra kolondan, yaklasik 4 saatlik siire boyunca 0,50 mL/dak’lik akis
hizinda ultra-saf su gecirilerek kolonun sartlandirilmasi tamamlanmistir. Kullanilan

deney diizenegi Sekil3.6’da temsili olarak gosterilmistir (Guven vd., 2018).
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Sekil 3.6. Kaliksaren immobilizasyonunda kullanilan deney diizenegi

3.6 Monolitik Sabit Fazlarin Karakterizasyonu

Hazirlanan monolitik  kriyojellerin  karakterizasyonunu 3 alt baghk altinda

siiflandirmak mimkundir:

a) Morfoloji ve viizey viik 6zelliklerinin analizi (6r. SEM analizleri, civa porozimetrisi

ile gdzenek dagilimi analizi, izoelektrik nokta tayini ve titrimetrik analizler)

Sentezlenen monolitler i¢in en uygun morfolojiye sahip yapiy1 elde edebilmek amaciyla
farkli monomer, ¢apraz baglayict ve katalizor oranlarinda bir seri sentez
gerceklestirilmis ve elde edilen yapilar SEM teknigi ile analiz edilmistir. Boylece,
proteinlerin monolitin gozenekli yapisinda taginimi i¢in en uygun yapiya karsilik gelen
monomer ve diger bilesenlerin oranlari tespit edilmistir. Civa porozimetrisi analizleri ile
kaliksaren immobilize edilmis monolitlerin gézenek dagilimi analizleri gerceklestirilmis

ve boylece morfoloji hakkinda daha kapsamli veriler elde edilmistir.
Izoelektrik nokta analizleri ile hazirlanan sabit fazlarin yiizey yiik 6zellikleri incelenmis

ve kaliksaren immobilizasyon islemi ile iliskilendirilmistir. Kaliksarenlerdeki asidik

fonksiyonel gruplar (siilfoksit, fosfonat ve karboksilat) nedeniyle destek katist P’ye
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kaliksaren immobilizasyonuyla elde edilen sabit fazlarin asidik bolgeye tekabiil eden
izoelektrik noktalar1 sergilemesi beklenmistir. Islemlerde, kaliksaren immobilize
edilmis monolitlerin yaklasik 0,5 mg/mL’lik sulu siispansiyonlar1 hazirlanmis ve ayarh
0,1 M HCl ve 0,1 M NaOH c¢ozeltileri ile cihaz iizerinde otomatik olarak titre edilmistir.

Islemler 25 °C’de gerceklestirilmistir.

Titrimetrik analizler ile de kaliksaren immobilizasyonunun verimi degerlendirilmis ve
her bir monolitik sabit fazdaki asidik fonksiyonel grup sayisi tayin edilmistir. P-CLX-
COOH ve P-CLXPOy i¢in pH titrasyonlari; P-CLX-SOs icin ise EDTA titrasyonlari
temelinde bir yontem gelistirilmistir (Guven vd., 2018). pH titrasyonlar1 i¢in bir
yaklasim olarak, protonlanmis P-CLX-COOH ve PCLX-PO;, sabit fazlari, ayarli ~0,01
M NaOH c¢ozeltisi ile pH=7"ye titre edilmis ve sonuglar pH=7"ye titre edilebilen asidite
olarak rapor edilmistir. Titrasyon iglemleri, (iyon siddetini sabitlemek amaciyla) 30 mL
~0,033 M NaCl c¢ozeltisinde yliriitiilmiis ve bu ¢ozeltiye yaklasik olarak 4 mg
kurutulmus (ve toz haline getirilmis) sabit faz ilave edilmistir. Hazirlanan karisim,
dengeye gelmesi icin oda sicakliginda karistirilmistir. Elde edilen siispansiyon, ayarh
NaOH c¢ozeltisi ile (20 pL’lik ilavelerle) pH=7’ye titre edilmistir. Siilfonik asit
gruplarinin  kuvvetli asidik karakteri nedeniyle fonksiyonel grup sayisinin pH
titrasyonlar1 ~ temelinde  belirlenmesinde  karsilasilan  glicliikler  nedeniyle
kompleksimetrik titrasyonlar temelinde yeni bir yaklasimin uygulanabilirligi test
edilmistir. Bunun i¢in sodyum formundaki P-CLX-SO; katisi gece boyunca 0,1 M Ca*"
cozeltisi ile etkilestirilerek Ca®" formuna déniistiiriilmiis ve ardindan bol miktarda ultra-
saf su ile yitkanmistir. Daha sonra ayni kat1 0,1 M NaCl ¢d6zeltisinde gece boyunca
karstirilmis ve bdylece katidaki Ca”" iyonlarimin sulu faza gecmesi saglanmustir. Sulu
fazdaki Ca”" iyonlarinin miktarini belirlemek amaciyla ayarli EDTA ¢ozeltisi (~0,005
M) ile Eriochrome Black-T indikatorii varliginda itrasyon islemi gergeklestirilmistir
(pH=10’da). DoOniim noktasinin belirlenmesini  kolaylastirmak amaciyla titrant
cozeltisine diisiik miktarda Mg®™ iyonu ilavesi yapilmistir. Renk déniisimil
gerceklestikten sonra harcanan titrant miktarindan yola c¢ikarak c¢ozeltideki Ca*"
konsantrasyonu tespit edilmis ve elektrondtralite nedeniyle Ca*" iyonu miktarmin iki
kat1 siilfonat gruplarinin sayisi olarak alinmistir (elektrondtralite nedeniyle 2 SO5™ grubu
1 tane Ca”" iyonunu baglar). Elde edilen veriler monolitin grami bagina SO; grubu

sayis1 cinsinden rapor edilmistir (Guven vd., 2018).
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Bu islemlerden olumlu sonuclar elde edildikten sonra ileri diizeyde karakterizasyon

islemleri (elemental analiz ve FTIR) uygulanmistir.

b) Molekiiler diizeydeki yapisal analizler (6r. Elemental analiz ve FTIR spektroskopisi)

Elementel analiz ile monolitlerin yapisindaki C, H, N ve S elementlerinin yiizde

icerikleri analiz edilmis ve kaliksaren immobilizasyonu ile iliskilendirilmistir.

FTIR analizleri ile monolitik destek katisina kaliksaren immobilizasyonu,

spektrumlardaki farklilasmalardan yola ¢ikilarak teyit edilmistir.

¢) Kromatografik sartlarda kolon performansinin analizi (6r. Basin¢ diisiisii ve teorik

tabaka analizi)

Basing diislisii analizlerinden kolonun su gegirgenligi, ky, Darcy kanununa gore
hesaplanmistir. Bu amagcla farkli akis hizlarinda (0,15-5,00 mL/dak) kolon basing
diistisi, AP=P,-P,, tespit edilmis ve grafik yontemi ile de k,, asagidaki esitliklere gore

hesaplanmustir.

Darcy kanunu, bir akiskanin goézenekli bir yapidan akisini asagidaki formiile gore
aciklar. Bu formiilden yola ¢ikarak kromatografik kolonun su ge¢irgenligi, k., deneysel

verilerden hesaplanabilir (Per¢in vd., 2015; Yao vd., 2006):

P _2nL 3.1)

Bu esitlikte; Q: Dogrusal akis hizi (m3/s); n: Suyun vizkozitesi (1,003x10” Pa s); L:
Kolonun uzunlugu (0,110 m); A: Monolit kesitinin alan1 (1,96x10° m?); P,: HPLC
sistemine kolon bagliyken 6l¢iilen basing; P;: HPLC sistemine kolon bagli degilken

Olciilen basing.

Q-AP grafiginin lineer uyumundan k,, hesaplanabilmektedir. Islemler, 25 °C sicaklikta
5,0x120 mm ebadindaki kolon ile gerceklestirilmistir. Kriyojel esasli sabit fazlarda

gozlenen Ozelliklerden bir tanesi, teorik tabaka sayisinin akis hizindan bir dereceye
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kadar bagimsiz olmasidir. Bu ¢alismada sentezlenen monolitik sabit fazin bu 6zelligini
test etmek amaciyla 0,15-1,00 mL/dak akis hizlarinda teorik tabaka sayisi pik yari
yiiksekligindeki verilere dayanan asagidaki esitlik ile hesaplanmistir (Per¢in vd., 2015;
van Deemter vd., 1995):

N=5.54><[ d j (3.2)

Burada; tr, alikonma zamanini, wo s, pik yar1 yiiksekligindeki pik genisligini ve N ise

teorik tabaka sayisin1 gostermektedir.

Islemlerde analit olarak Chy kullamlmis ve hareketli faz olarak 1,0 M NaCl (20 mM
fosfat tamponunda; pH=7,0) ¢ozeltisi kullanilmistir. Deneyler, 25 °C’de 5,0x120 mm
ebadindaki kolon ile gerceklestirilmistir.

3.6 Kromatografik Islemler

Kromatografik islemler hem lineer hem de lineer olmayan sartlarda yiirlitilmiistir.
Lineer sartlarda yiiriitiillen islemlerde hareketli faz bilesimi ve pH etkisinin model
proteinlerin caligilan her {i¢ sabit faz iizerinde sergiledikleri kapasite faktorleri {izerine
etkisi incelenmistir. Deneylerde pH ve gradyent egiminin (B) etkisi pH=5,0-7,0 ve
B=33,3-200 mM/dak sartlarinda calisilmistir. Tek bilesenli protein numuneleri ile
yiriitilen bu c¢alismalarda protein konsantrasyonu 1,0-2,0 mg/mL diizeyinde
tutulmustur. Kapasite faktorleri iizerine deneysel parametrelerin etkisi kapsamli bir
sekilde incelendikten sonra model proteinlerin c¢alisilan sabit fazlar {izerinde
kromatografik olarak ayrilabilecekleri sartlar irdelenmistir. Bu amacla tek bilesenli
protein numuneler kullanilarak yiiriitiilen yukarida belirttigimiz ¢aligmalarin 1s1ginda
karigimlar kullanilarak bir dizi analiz yiiriitiilmiis ve proteinlerin karisimlarindan
ayrilabilecegi sartlar belirlenmistir. Numune konsantrasyonlar1 1,0 mg/mL veya daha
diisiik diizeylerde tutulmustur. Lineer olmayan sartlarda yiiriitiillen deneylerde ise her ii¢
sabit fazin Lys’ye karsi pH=7,0’da sergiledikleri dinamik adsorpsiyon kapasitesi

incelenmistir. Bu amagla frontal analiz teknigi kullanilmis ve HPLC cihazindan
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kaydedilen breakthrough egrisinden yola ¢ikarak adsorpsiyon kapasitesi bilinen

yonteme (Guiochon vd., 1994) gore hesaplanmistir.

Calismalar siiresince protein Ornekleri, ilgili pH degerine karsilik gelen 20 mM’lik
fosfat tamponlarinda hazirlanmistir. Hareketli faz olarak 20 mM fosfat tamponu (A) ve
20 mM fosfat tamponunda hazirlanmigs 1,0 M NaCl (hareketli faz modifiyeri, B)
cozeltileri kullanilmistir. Lineer sartlarda yiiriitiilen gradyent eliisyonlarda kolon énce A
ile sartlandirilmis ve daha sonra gradyent egimine bagl olarak B’nin hareketli fazdaki
oran1 dereceli olarak cihaz iizerinde otomatik olarak arttirllmistir. Bdylece, iyon-
degisim mekanizmasina gore tutulan proteinlerin eliisyonu gerceklestirilmistir. Lineer
olmayan kromatografi sartlarinda da kolon, Lys yiiklemesinden 6nce aym pH

degerindeki 20 mM’lik tampon ¢ozelti (eng. running buffer) ile dengeye getirilmistir.
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BOLUM IV

BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Kaliksaren Tiirevlerinin Karakterizasyonu

p-tetrafosfonatokaliks[4]aren; (CLX-POy):

CLX-POy i¢in NMR sonuglar1 Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3’da verilmis olup, yapinin

basaril1 bir sekilde sentezlendigi goriilmiistiir.

CLX-POsiin  '"H-NMR spektrumunda bilesigin sentezinin basarili  bir gsekilde
gerceklestigi goriilmektedir (Sekil 4.1). Baslangic maddesi olarak kullanilan p-tert-
biitilkaliks[4]aren (CLX; (1) nolu bilesik; Sekil 3.1) kloroform gibi organik ¢oziiciilerde
¢Oziinmesine ragmen, polar fosfonat gruplari ile modifiye edilmis bilesik (2) nin (CLX-
PO,) suda ¢6ziindiigii goriilmiis ve bu nedenle NMR datalar1 da deuterium oksitte (D,0)
alimmstir. Bilesigin basarili bir sekilde sentezlendigine dair bu 6nemli bulgunun yan
sira, bazt NMR verileriyle de sentezin basarisi teyit edilmistir. Nitekim bilesik (2)’nin
NMR verilerinden tersiyer biitil yapilarinin 0,9 ile 1,2 civarinda pik vermesi gerekirken
bu gruplarin kaliksaren iskeletinden koptugu ve yerlerine fosfonat gruplarinin geldigi
net olarak goriilmektedir. Yine bilesik (2) i¢in alinan 3'P.NMR spektrumundan yapida
bulunan fosfor atomuna ait ve 21 ppm civarinda ortaya c¢ikan sinyal net olarak
goriilmektedir (Sekil 4.3). CLX-PO4 i¢in kaydedilen FTIR spektrumunda (Sekil 4.4)
aromatik yapilara iliskin bant 1593 cm™ dolaylarinda goriilmektedir. Ayrica 1050 cm™
dolaylarindaki P-O tiresim bandi da belirgin bir sekilde agiga ¢ikmistir. 2320 cm’
dolaylarindaki P-H titresim band da spektrumda meveuttur. 1300 cm™’deki P=0O band:
da CLX-PO4 yapisini dogrulamustir.
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p-tetrakarboksilatokaliks[4]aren; (CLX-COOH):

CLX-COOH’m 'H-NMR spektrumunda (Sekil 4.5) bilesigin sentezinin basarili bir
sekilde gerceklestigi goriilmektedir. CLX-COOH’1n spektrumunda, bilesik (1)’in (Sekil
3.1) yapisinda mevcut olan tersiyer biitil gruplarina ait herhangi bir pik
goriilmemektedir. iki fenil halkasini birbirine baglayan fenil kdpriilerine ait singlet pik
3.8 ppm civarinda ¢ikarken sekiz adet aromatik hidrojene ait pik ise yine singlet olarak
7.6 ppm civarinda goriilmektedir. 'H-NMR verilerine ek olarak alman '*C-NMR
verilerinde karboksilik asit grubuna ait karbonil piki 167 ppm civarinda kendini
gbstermis olup yapinin tam olarak aydinlatilmasini saglamistir. Ciinkii daha 6nce 160

ppm istiinde hi¢bir pik gézlemlenmemistir (Sekil 4.6).

FTIR spektroskopisi de CLX-COOH’1n yapisii dogrulamustir (Sekil 4.7). 1686 cm™
dolaylarindaki bant karbonil gruplarindan kaynaklanan titresimleri gdstermekte ve
ayrica 1612 cm™’deki bant da aromatik yapilarla iliskili titresimlerle iliskilendirilebilir.
Buna ilaveten, 3199 cm™’deki genis bant da kaliksaren yapisindaki hidroksil gruplarina
atfedilmistir. 900 cm™’in altinda gozlenen bazi bantlari da aromatik yapilarla

iligkilendirmek miimkiindiir.
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Sekil 4.5. CLX-COOH i¢in 'H-NMR spektrumu
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p-tetrasiilfonatokaliks[4]aren; (CLX-SOs3):

Cikis maddesi olan p-tert-biitilkaliks[4]aren (CLX; (1) nolu bilesik; Sekil 3.1)
kloroform gibi organik bir ¢oziiciide ¢oziinmesine ragmen CLX-SOs’iin 'H-NMR
spektrumu suda alinmis olup bilesigin sentezinin basarili bir sekilde gerceklestigi bu
basit ¢Ozilinlirliik deneyinden bile acikg¢a goriilmektedir. Yani, CLX-SOj;’iin suda
¢oziinebilmesi, vyapiya siilfonat gruplarinin baglandigim  gostermistir. 'H-NMR
verilerinden, simetrik bir molekiil olan CLX-SOj3;’nin metilen kd&priilerine ait sekiz
proton i¢in sinyal yaklasik olarak 3,84 ppm civarinda net olarak goriilmektedir. Yine
aromatik protonlara ait singlet pik yaklasik olarak 7,3 ppm civarinda ortaya ¢ikmistir
(Sekil 4.8). '"H-NMR verilerine ek olarak aliman *C-NMR verilerinden de molekiiliin
saf olarak elde edildigi goriilmektedir (Sekil 4.9). Ayrica; calisilan tiim kaliksaren
tiirevlerinin koni konformasyonunda oldugu '*C-NMR’larda 31 ppm civarinda ¢ikan

singlet pikten dogrulanmistir (Sekil 4.2, Sekil 4.6 ve Sekil 4.9).

CLX-SO; icin kaydedilen FTIR spektrumunda (Sekil 4.10), siilfonat grubuna ait
titresim bantlar1 1372 ve 1150 cm™ dolaylarinda net bir sekilde goriinmektedir. Ayrica,
aromatik titresimler de 1597, 897, 811, 784, and 736 cm de goriinmektedir. 3149 cm’
de ise fenolik OH gruplariyla iliskili oldugu diisiiniilen genis bant da ac¢iga ¢ikmustir.
Karsilastirma yapmak bakimindan, sentezlenen kaliksaren tlirevleri i¢in toplu FTIR

spektrumlar Sekil 4.11°de sunulmustur.

Sonug olarak; monolitik destek katisina (P) immobilize edilen kaliksaren tiirevlerinin

tamami NMR spektroskopisi ve FTIR spektroskopisi ile karakterize edilmistir.
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Sekil 4.11. Hazirlanan kaliksaren tiirevleri i¢in toplu FTIR spektrumlari

4.2 Kaliksaren-immobilize Edilmis Monolitlerin Karakterizasyonu

4.2.1 SEM analizleri

Kriyojel esasli monolitik sabit fazin kimyasal 6zelliklerinin yani sira morfolojisi de
biiyiilk 6neme sahiptir. Bu husus 6zellikle proteinlerin sabit fazin gozenekli yapisi
icerisine niifuz edebilmesi bakimindan oOnemlidir. Kriyojel esasli monolitik
malzemelerin morfolojisi, kullanilan monomer konsantrasyonu, c¢apraz baglayici
yiizdesi, radikal baslatici oran1 ve katalizor orani ayarlanarak degistirilebilmektedir.

Meydana gelen degisimler ayn1 zamanda monolitik malzemelerin mekanik dayanimini
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da etkileyebilmektedir. Bu amagla; yukarida belirtilen parametrelerin oranlarinin
degisik kombinasyonlarda kullanilmasiyla bir dizi sentez gergeklestirildi ve en uygun
deneysel sartlar belirlendi (HEMA: 1,6 mL; GMA: 0,1 mL; MBAAm: 0,28 g; APS:
0,02 g ve TEMED: 25 pL). Bu deneysel sartlarin, daha Once literatiirdeki bazi
caligsmalarda da kullanildig1 goriilmiistiir (Percin vd., 2015).

Belirlenen deneysel sartlarda hazirlanan monolitik destek katisina incelenen kaliksaren
tiirevleri immobilize edildi ve elde edilen malzemelerin (P-CLX-COOH, P-CLX-SO; ve
P-CLX-PO4) SEM imajlar1 analiz edildi (Sekil 4.12). Sentezlenen her bir sabit fazin
yiiksek gozeneklilik ve ince duvarlarla birbirine muntazam bir sekilde baglanmis stirekli
gozenekler gibi tipik kriyojel 6zelliklerini sergiledikleri goriilmiistiir. Gdzeneklerin
biiytikliikleri incelendiginde, genel anlamda 20-100 um araliginda degistigi goriilebilir.
Bu biiyiiklikte gozeneklere sahip monolitik malzemeler, protein gibi biiyiik
molekiillerin yap1 igerisinde kolayca transfer olabilecegi bir 0Ozellik sergilemesi
bakimindan avantaj saglamaktadir. Kaliksaren immobilizasyon isleminden sonra
monolitin yapisal biitiinliglinii korudugu da gozlenmistir. Ayrica, sentezlenen
kriyojellerin sergiledigi stipermakro-poréz yapi, kromatografik sartlarda diisiik geri

basing sergileme gibi avantajlar1 da sunmaktadir.

P-CLX-COO

Sekil 4.12. P-CLX-COOH, P-CLX-SO; ve P-CLX-POy, i¢in SEM imajlar1
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4.2.2 Gozenek dagilim analizi icin civa porozimetrisi ol¢iimleri

Kaliksaren immobilizasyonu ile elde edilen her {i¢ sabit faz i¢in gézenek dagilimi civa
porozimetrisi ile belirlenmis ve kaydedilen veriler Sekil 4.13‘de grafik halinde toplu
olarak verilmistir. Sabit fazlarmn {igliniin de stipermakro-g6zenekli bir morfolojiye sahip
olduklar1 grafikten acik bir sekilde goriilmektedir. Gozeneklerin biiyiik bir kisminin 10-
100 um araliginda bir biiyiikliige sahip oldugu sekilden goriilebilmektedir. Boylece;
SEM analizlerinden elde edilen verilerle uyumlu olarak, hazirlanan sabit fazlarin
stipermakro-gozenekli bir morfolojiye sahip olduklar1 civa porozimetrisi ile de teyit
edilmis ve gozeneklerin 10-100 pum gibi bir aralikta siirekli bir yap1 arz ettigi
anlagilmistir. Calisilan monolitik sabit fazlarin morfolojileri ile ilgili yiiriitiilen bu
analizlerden, her bir monoltin protein kromatografisi i¢in uygun yapr sergiledigi

sonucuna varilmistir.
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Sekil 4.13. Hazirlanan monolitik sabit fazlar i¢in gézenek dagilimi grafikleri
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4.2.3 Elemental analiz

Destek katis1 P ve kaliksaren immobilize edilmis sabit fazlar i¢in kaydedilen elemental
analiz sonuglar1 Tablo 4.1‘de verilmistir. Tablodaki verilerden, her bir kat1 materyal igin
yogun bir karbon iskeletin oldugu anlagilmaktadir. Polimerlesme isleminde capraz
baglayici olarak kullanilmis MBAAm’den kaynaklanan azot elementi de beklenen
diizeylerde c¢ikmustir. Diger taraftan, P-CLX-SO; i¢in kiikiirt elementi tespit
edilememistir. Bununla birlikte, ilerleyen boliimlerde de goriilecegi iizere siilfonat
grubunun varligr hem FTIR hem de titrimetrik analizlerle teyit edilmistir. Kaliksaren
immobilizasyonundan sonra karbon elementinin diizeyindeki diisiisiin kaliksaren
immobilizasyonu ile ilintili oldugu diisiinilmiistiir. Kaliksaren molekiillerindeki karbon
yiizdesinin, destek katisi i¢in elementel analizden bulanan %51,83 degerinden daha
diisiik (veya yakin) olmasi nedeniyle bu tarz bir diislisiin gdzlendigi diistiniilmiistiir.
Sonu¢ olarak, elementel analiz sonuclarindan, kriyojel yapisinda gozlenen tipik

elementel dagilimlar teyit edilmis oldu.

Tablo 4.1. Destek katis1 P ve hazirlanan sabit fazlar i¢in elementel analiz sonuglari

Sabit faz C (%) H (%) N (%)
P 51,83 7,52 2,39
P-CLX-SO; 50,50 7,26 2,39
P-CLX-COOH | 50,63 7,42 2,36
P-CLX-PO, 51,57 7.35 2,32

4.2.4 FTIR spektroskopisi analizleri

Kriyojel esasli destek katisina (P) kaliksaren immobilizasyonundan sonra molekiiler
diizeyde meydana gelen degisimleri degerlendirebilmek amaciyla FTIR spektroskopisi

analizleri yiiritilmiistiir.

Destek katisinin FTIR spektrumunda (Sekil 4.14), temel bantlardan karbonil gruplari ile
iliskili bant (1718 cm™) ve amit yapilanyla iligkili bant (1666 cm™) belirgin bir sekilde
goriilmektedir. Ayrica, C—O titresim bantlarmi 1300-1000 cm™ araliginda gérmek

miimkiindiir. O-H ve N—H gerilme titresim bantlar1 3370 cm™ dolaylarinda genis bir
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bant olarak agik bir sekilde tespit edilmistir. Aym bolgede 2940 ve 2880 cm™’lerde
ortaya cikan alifatik C—H titresim bantlar1 da spektrumda tespit edilen diger belli bash
bantlardandir. Sonug olarak, bilinen bir metot iizerinden sentezlenen destek katisi, P,

icin molekiiler yap1 FTIR analizlerinden dogrulanmustir.

Destek katis1 P ve hazirlanan sabit fazlar (P-CLX-SO3, P-CLX-PO4 ve P-CLX-COOH)
icin kaydedilen spektrumlar Sekil 4.14’de verilmistir. Kaliksaren tiirevlerine ait bazi
spesifik bantlarin destek katisindan kaynaklanan bazi siddetli bantlarin altinda kalmasi
nedeniyle FTIR spektroskopisi kaliksaren immobilizasyon islemine dair sinirli diizeyde
bilgi sunmustur. Bununla birlikte, spektrumlarda immobilizasyon isleminden sonra bazi
farklilasmalarin meydana geldigi ve bunlarin kaliksaren molekiillerindeki titresim
bantlarindan kaynaklandig1 diisiiniilmiistiir. Ornegin; her ii¢ kaliksaren tiirevinin destek
katisina immobilize olduguna dair en 6nemli bulgu, 1566 cm™ dolaylarinda (1595-1539
cm™ araliginda) gozlenen ve tetra-siibstitiie aren yapilariyla iliskilendirilebilen bandin
immobilizasyon isleminden sonra ortaya c¢ikmasidir. Siibstitiie aren yapisiyla
iliskilendirilen bu bant, saf haldeki kaliksaren tiirevlerinin FTIR spektrumlarinda 1597-
1612 cm™ dolaylarinda net bir sekilde goriilmiistiir (Sekil 4.11). Immobilizasyondan
once bu bandin destek katist P’nin spektrumunda bulunmamasi kaliksaren
immobilizasyonu i¢in Onemli bir bulgu olarak degerlendirilmistir. Kaliksaren
molekiillerindeki fonksiyonel gruplarin aromatik halkalara kovalent baglarla bagl
olmasi nedeniyle (bkz. NMR spektroskopisi sonug¢larina) immobilizasyon isleminden
sonra destek katistnin yiizey asidik Ozelliklerinde bir artisin meydana gelmesini
beklemek makul bir yaklasimdir. Bu nedenle, kaliksarenlerin destek Kkatisina
immobilizasyonunu desteklemek amaciyla, hazirlanan sabit fazlarin vyiizey yiik

Ozelliklerinin incelenmesinin faydali olacagi diistiniilmiistiir.
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Sekil 4.14. P, P-CLX-COOH, P-CLX-SO3 ve P-CLX-POy i¢in toplu FTIR spektrumlari

4.2.5 P-CLX-COOH, P-CLX-S0O; ve P-CLX-POy icin izoelektrik nokta tayini

Sabit fazlarin iyonik/iyonlasabilen tiirlerle etkilesmesini belirleyen en 6nemli
Ozelliklerden bir tanesi de sabit fazin g¢alisilan sartlarda yilizeyinde tasidigi yiiktiir.
pH’nin bir fonksiyonu olarak degerlendirilen bu 6zellik, genellikle izoelektrik noktasi
(iep: isoelectric point) temelinde analiz edilir. izoeletrik noktasi, sabit fazin, net bir
elektriksel yiik tasimadigr pH degeri olarak ifade edilebilir. Bu nedenle, izoeletrik
noktanin belirlenmesi ile iyonik tiirlerin sabit faz ile (pH’ya bagli olarak) etkilesme
diizeyleri hakkinda 6n degerlendirmeler yapmak ve deneysel sartlar1 buna gore
belirlemek miimkiindiir. Bu tarz bir yaklasim, proteinlerin iyon degistirici sabit fazlar
tizerindeki alikonma davranislarinin daha makul bir sekilde incelenmesini de miimkiin

kilmaktadir.

P-CLX-COOH, P-CLX-SO; ve P-CLX-PO4 i¢in yiiriitiilen analizlerden elde edilen
deneysel veriler Sekil 4.15°de grafige gecirilmistir. Sekilden de gorildiigii tizere,
yiizeyinde asidik fonksiyonel grup tasiyan kaliksarenlerin destek katisina immobilize
edilmesiyle izoelektrik noktalar1 (beklendigi iizere) diisiik ¢ikmistir (P-CLX-COOH igin
~1,5 ve P-CLX-SOj3 i¢in ~2,6 ve P-CLX-POy i¢in ~2,5). Bu durum, her ii¢ sabit fazin da
asidik karakterde yiizeye sahip olduklarin1 gostermis olup, calisilan kaliksaren
tirevlerinin monolitik destek katisina (P) basarili bir sekilde immobilize edildigini

gostermektedir. Yapisinda epoksit grubu iceren destek katisi P’nin, asit-bazlarla
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reaksiyona girebilme (epoksit grubunun asidik/bazik ortamda agilmasi) 6zelliginden
dolaytr P i¢in iep Olglimleri ylriitilmemistir. Diger taraftan, kisa bir siire Once
yiiriittiigiimiiz bir diger ¢alismada (Ozkan vd., 2018), GMA monomeri kullanilmadan
hazirlanan poli(2-hidroksietil metakrilat, PHEMA) esasli monolit i¢in izoelektrik
noktast 6,2 olarak hesaplanmistir. Bu durum, metakrilat esasli destek katis1 P’ye
fosfonat, stilfonat ve karboksilat gruplari igeren kaliksarenlerin immobilize edilmesiyle

yiizeyin asidik karakterinde meydana gelen degisimi gostermesi bakimindan 6nemlidir.

Sonu¢ olarak; kaliksaren immobilizasyonundan sonra monolitlerin yiizeylerinin
asitliginde belirgin bir artis meydana gelmis ve calisilan pH degerlerinde (pH>5)
hazirlanan sabit fazlarin negatif yiikle yiiklenmis olacagi belirlenmistir. Bu nedenle;
Chy, Cyt ve Lys gibi iep degeri yiiksek proteinlerle elektrostatik etkilesmeler iizerinden
etkilesebilecegi ve bu proteinleri iyon-degisim mekanizmasina gore baglayabilecegi
diistiniilmiistlir. Diger taraftan, her iki sabit fazin diisiik iep’ye sahip HSA ve Mb’ye
kars1 disiik kapasite sergileyecegi Ongoriilmiistiir. Nitekim sonraki bdliimlerde
sunacagimiz kromatografik veriler bunu dogrulamistir. Tiim bu degerlendirmelerden,
kaliksarenlerin monolitik destek katisina basarili bir sekilde immobilize edildigi

anlagilmistir.
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Sekil 4.15. P-CLX-COOH, P-CLX-SO; ve P-CLX-POy igin zeta potansiyeli ol¢timleri

4.2.6 P-CLX-COOH, P-CLX-SO; ve P-CLX-POy icin titrimetrik analizler

P-CLX-COOH, P-CLX-SO;3 ve P-CLX-PO, sabit fazlar icin ylizeydeki fonksiyonel
grup sayisini belirlemek amaciyla sabit fazin tiiriine bagli olarak pH titrasyonlar1 veya
kompleksimetrik titrasyonlar yiiriitilmiistiir. Genis bir pH araliginda anyonik formda
bulunan siilfonat grubunun sayisini belirlemek i¢in pH titrasyonlarinda karsilasilan
giiclikler nedeniyle, P-CLX-SO3 sabit fazinin ylizeyindeki siilfonat grubunun sayisi
EDTA titrasyonlar1 ile belirlenmistir. P-CLX-COOH ve P-CLX-PO, sabit fazlar1 igin
grup kadar

degerlendirilmistir.

fonksiyonel

sayist pH=7’ye titre edilebilen asidite cinsinden

P-CLX-COOH, P-CLX-SO; ve P-CLX-PO, sabit fazlar1 i¢in hesaplanan fonksiyonel
grup sayilari/pH=7"ye titre edilebilen asidite degerleri Tablo 4.2’de verilmistir. Buradan
elde edilen veriler, karakterizasyon amaciyla yiiriitiilen diger analizler ile uyumlu olarak,
kaliksaren immobilizasyonu ile destek katisinin ylizeyinin asidik bir karakter

kazandigini teyit etmistir. P-CLX-SOj3 i¢in bulunan siilfonat grubu sayisinin, literatiirde
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kriyojel esasli destek katisina 3-merkaptopropan siilfonik asit immobilizasyonundan
elde edilmis siilfonik asit grubu sayisina yakin oldugu goriilmiistiir (0,53 mmol/g)

(Per¢in vd., 2015).

Sonug¢ olarak; genel anlamda, yiizeye immobilize edilmis fonksiyonel grup sayisinin
beklenen diizeylerde oldugu ve daha da oOnemlisi, kaliksaren molekiillerinin destek
katis1 P’ye basarili bir sekilde immobilize edildigi titrimetrik yontemlerle teyit

edilmistir.

Tablo 4.2. Hazirlanan sabit fazlardaki asidik fonksiyonel gruplarin miktari

Sabit faz > P-CLX-SO; P-CLX-POy P-CLX-COOH
immobilize edilmis

CLX-S0;4 CLX-PO4 CLX-COOH
kaliksaren tiirevi ve

(832,67 g/mol) (832,33 g/mol) (600,53 g/mol)
molar kiitlesi (g/mol)
Fonksiyonel grup

0.60 mmol/g 0,20 mmol/g * 0,35 mmol/g *
sayis1 (mmol/g)
Titrasyon tiirii Kompleksimetri Asidimetri Asidimetri

* Kaliksaren tiirevlerinin kompleks yapisi ve asidik 6zellige sahip fonksiyonel gruplarin gesitliligi
nedeniyle bu tiirler i¢in asidik fonksiyonel grup sayis1i pH=7"ye kadar titre edilen asidite cinsinden rapor

edilmistir.

4.3 Kromatografik Islemler

4.3.1 Monolit icin su gecirgenligi analizi

Sabit fazin su gecirgenligi, kromatografik islem siiresince kolonun sergileyecegi geri
basincin diizeyi ile iligkilidir. Bu nedenle; yiiksek su gecirgenligi sergileyen bir sabit
fazin, sulu hareketli fazlarin kullanildig1 sartlarda genellikle diisiik bir geri basing

sergilemesi beklenir.

Bu kapsamda yiiriittiigiimiiz analizlerden elde edilen verilerden (Sekil 4.16), monolitik
kriyojel i¢in ky degeri 6,13x10"2 m* (veya 6,13 d; d=darcy) olarak hesaplanmustir. Bazi
kriyojeller i¢in literatiirdeki degerler Tablo 4.3’te listelenmistir. Sunulan degerlerle

karsilastirildiginda, calismamizda kullandigimiz kriyojel desteginin literatiirdeki
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kriyojellerle uyumlu bir davranis sergiledigini sdylemek miimkiindiir. Ayrica, verilen
caligmalardaki kriyojellerin bir kismima gore yaklasik 10 kat daha yiliksek su
gecirgenligi sergiledigi goriilmektedir. Hesaplanan deger, kriyojel esasli monolitik
malzemenin yiiksek akis hizlarinda dahi ¢ok diisiik diizeyde geri basing sergiledigini
gostermektedir. Bu o6zellik, kromatografik sistemlerin kullanim omrii bakimindan
avantajlidir. Bu ¢aligmada kullandigimiz destek katisinin yiiksek diizeyde gozenekli bir
yapiya sahip oldugu, ¢ok iyi bir su gegirgenligi sergiledigi ve kromatografik sartlarda
ise kiitle transfer direncinin ¢ok diisiik diizeyde olacagi sonucuna varilmistir. Monolitik
destek katisina (P) kaliksaren immobilizasyonu, kriyojel morfolojisini bozucu bir etkiye
sahip olmadigindan, ayn1 sonuglar1 P-CLX-COOH, P-CLX-SO; ve P-CLX-POy i¢in de
genellemek miimkiindiir. Nitekim yukarida sunulan SEM ve civa porozimetrisi
analizlerinden, immobilizasyon isleminin monolitin yapis1 tizerinde bozucu bir etkiye

sahip olmadig1 goriilmiistiir.
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Sekil 4.16. Akis hiz1 ile basing diistisli arasindaki iliski

Akis: 0,15-5,00 mL/dak araliginda degistirilmistir; Sicaklik: 25 °C; Kolon: 5,0x120 mm; AP=P,— P, (P,:
Kolon+sistem basinci; P;: Sistem basinci). Ol¢iimler HPLC cihazinda gergeklestirilmistir.
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Tablo 4.3. Literatiirdeki kriyojel esasli monolitik malzemeler i¢in elde edilmis su

gecirgenligi, ky,, degerleri

Kriyojel tiirii Hesaplanan k,, degeri (m?) Referans
Magnetit nanopartikiil 8,27x10°" (Yao vd., 2006)
icerikli kriyojel

Akrilamid esasl 4,29x107"° (Yun vd., 2012)

Polimer icerikli

0,748x10™"° — 1,59x10°

(Wang and Sun 2013)

kompozit kriyojeller 13

Akrilamid esash 4,71x107" (Carvalho vd., 2014)
Metakrilat esasli 2,66x10™" (Percin vd., 2015)
Metakrilat esash 6,13x10™"* (Guven vd., 2018)

(Bu calisma)

4.3.2 Akis hizi-teorik tabaka iliskisi

Graniiler sabit fazlarla doldurulmus kolonlarda teorik tabaka yiiksekligi birkag¢ yiizden
birka¢ bin gibi yiiksek degerlere kadar cikabildiginden, en yiiksek teorik tabaka
degerine karsilik gelen akis hizinin belirlenmesi biliyiik 6nem arz etmektedir. Diger
taraftan, siipermakropordz yapida bir gézenek dagilimi sergileyen monolitik kriyojeller
kullanilarak hazirlanmis kolonlarda, biiylik gézenekli yapinin bir sonucu olarak teorik
tabaka sayist yukarida belirtilen tip kolonlardaki degerlere gore c¢ok daha diisiik
cikmaktadir. Bu nedenle, monolitik kriyojellerden hazirlanmis kolonlarin performansini
degerlendirirken akis hiz1 ve teorik tabaka arasindaki iligki daha ¢ok kiitle transferine
kars1 sabit fazin ¢ok az direng sergiledigini gostermek amaciyla yiiriitiilmektedir (Per¢in

vd., 2015).

Bu kapsamda ytiriittiiglimiiz deneylerde, analit olarak Chy kullanilmis ve adsorpsiyonun
etkisini minimize etmek amaciyla hareketli faz olarak %100 NaCl c¢ozeltisi
kullanilmistir (1,0 M NaCl; 20 mM fosfat tamponunda pH=7). 0,15-1,00 mL/dak
araliginda degisen farkli akis hizlarinda kaydedilen piklerden teorik tabaka sayilari
hesaplanmistir. P-CLX-COOH, PCLX-SO; ve P-CLX-PO,4 ve sabit fazlarn iizerinde
(5,0x120 mm’lik kolonlar) kaydedilen verilerden hesaplanan degerler Sekil 4.17‘te
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grafiksel olarak verilmistir. Sekil incelendiginde, teorik tabaka sayisinin, c¢alisilan her
iki sabit faz i¢in de akis hizindan neredeyse bagimsiz oldugunu gérmek miimkiindiir. Bu
nedenle, kolonlarda kiitle transfer direncinin diisiik oldugu ve madde tasiniginin
difiizyondan ziyade konveksiyon ile iligkili oldugu sonucuna varilmistir. Elde edilen bu

sonug, kriyojel esasli kolonlarda siklikla karsilagilan bir durumu gostermektedir (Plieva

vd., 2004).
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Sekil 4.17. Teorik tabaka sayisi, N, ile akis hiz1 arasindaki iligki
4.3.3 pH, gradyent egimi ve kapasite faktorleri arasindaki iliskinin incelenmesi

Kromatografide, sabit faz ile analit arasindaki etkilesme diizeylerinin ve alikonma
Ozelliklerinin bir gostergesi olarak en c¢ok kullanilan niceliklerden biri kapasite
faktortidiir (k'). Kapasite faktorii, tiirlerin birbirinden ayrilabilecegi deneysel sartlarin
Ongoriilmesi noktasinda da onemli bilgiler sunmaktadir. Bu amacla pH ve hareketli faz
bilesimi gibi deneysel degiskenlere bagli olarak kapasite faktoriindeki degisimler

incelenir ve buna gore ayirma sartlart aragtirilir.

41



Hazirlanan sabit fazlarin model proteinlerle etkilesme o6zellikleri yogun bir sekilde
incelenmistir. Bu noktada, oncelikle kapasite faktorleri ile pH ve gradyent egimi
arasindaki iliski incelenmistir. Calismalarda, pH aralig1 olarak 5,0-7,0 ve gradyent
egimi (B) aralig1 olarak da 33,3-200 mM/dak g¢alisilmistir. Elde edilen veriler Sekil
4.18, Sekil 4.19 ve Sekil 4.20°de grafiksel olarak verilmistir.

Calisilan her bir model protein i¢in her ii¢ sabit faz iizerinde elde edilen kapasite
faktorlerine bakildiginda, proteinlerin izoelektrik noktalar1 ile uyumlu bir durumun
sergilendigi goriilebilmektedir. iep siralamasi Lys>Cyt>Chy [Lys (iep~11), Cyt
(iep~10), Chy (iep~9)] oldugundan, iyon-degisim kromatografisi sartlarinda proteinlerin
Chy-Cyt-Lys sirasinda kolondan elue olmasi beklenen bir sonuctur. Bu durum,
proteinlerdeki pozitif yliik yogunlugunun izoelektrik noktalarina ve pH’ya bagl olarak

Lys>Cyt>Chy sirasinda azalmasiyla iligkilendirilmistir.

Yapilan deneylerden elde edilen en 6nemli bulgulardan bir tanesi de, incelenen tiim
sabit fazlar iizerinde, pH arttikca (pH 5-7 araliginda) kapasite faktorlerinin genel
anlamda artmis olmasidir. Katyon degistirici sabit fazlarin ¢alisilan model proteinlere
kars1 sergiledigi tipik durumun aksine (pH diistiik¢ce, katyon degistirici sabit fazlar
tizerinde Chy, Cyt ve Lys’nin alikonma faktorleri genellikle artar; ¢iinkii proteinler
tizerindeki pozitif yliik yogunlugu artar) pH artis1 ile kapasite faktorlerinin artmis
olmasi, proteinlerin sabit fazlarla etkilesmesinde baska etkilerin de rol aldigm
diisiindiirmiistiir. Bu husus ilerleyen boliimlerde kapsamli bir sekilde tartisilacaktir.
Diger taraftan, her iic model proteinin her ii¢ sabit faz {izerinde de ancak NaCl etkisiyle
yuridiigi tespit edilmis oldugundan, iyon-degisim mekanizmasinin proteinlerin

alikonmasinda 6nemli bir rol aldigin1 s6ylemek miimkiindiir.

Hazirlanan monolitik sabit fazlar {izerinde elde edilen veriler birbiriyle kiyaslandiginda,
genel olarak tiim pH degerlerinde en yiiksek kapasite faktorlerinin P-CLX-PO; ile
kaydedildigi goriilmiistiir. Caligilan proteinlerin kapasite faktorlerinin Lys>Cyt>Chy
sirasinda azaldig1 ve sabit fazlarin kapasite faktorleri temelindeki verimliliklerinin de P-
CLX-PO4>P-CLX-SO;>P-CLX-COOH sirasinda azaldigini sdylemek miimkiindiir. En
diisiik performansin P-CLX-COOH tarafindan sergilenmis olmasi, zayif katyon
degistirici 6zelligi ile iliskilendirilmistir. Daha kuvvetli katyon degistirici gruplar igeren

diger iki sabit faz iizerinde proteinlerin daha yiliksek diizeyde alikonma sergiledikleri
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goriilmiistiir. Ayrica; P-CLX-COOH sabit fazinda zayif asidik karakterleri nedeniyle —
COOH gruplarindan bir kisminin ¢alisilan pH degerlerinde iyonlasmamis olabilecegi
diistiniilmektedir. Bu da, bu sabit fazin proteinlerle daha disiik kapasiteli bir
etkilesmeye girmesinin altinda yatan bir diger neden olarak degerlendirilebilir. Calisilan
sartlarda, iyonlagan her bir —COOH grubunun bir sonraki —COOH grubunun
iyonlagmasini baskilayacagi gercegi de géz oniinde bulunduruldugunda, P-CLX-COOH
sabit fazi lizerinde kaydedilen kapasite faktorlerinin neden diger sabit fazlara gére daha
diisiik oldugu daha net bir sekilde anlasilabilir. Bu anlamda, calisilan sabit fazlarin
sergiledigi davraniglar, destek katisina immobilize edilmis kaliksaren tiirevlerinin

fizikokimyasal 6zellikleri ile uyumlu bir durum sergilemistir.

Gradyent egiminin alikonma davramiglar1 iizerindeki etkisi de belirgin bir sekilde
grafiklerden goriilebilmektedir. Gradyent egiminin artmasiyla (yani hareketli fazdaki
tuz konsantrasyonunda birim zamanda gerceklestirilen artig, B) calisilan tim
proteinlerin sabit fazlar iizerinde daha hizli bir sekilde elue oldugu tespit edilmistir.
Yani, hareketli fazdaki tuz konsantrasyonu gradyent eliisyonla kademeli bir sekilde
arttirilarak  proteinlerin ~ sergiledikleri alikonma davraniglar1  kolayca kontrol
edilebilmistir. Bu durum, Sekil 4.21°de verilen kromatogramlardan da agik bir sekilde
goriilebilmektedir. Diger model proteinler ve sabit fazlar iizerinde de benzer

kromatogramlar elde edilmistir.

Yukarida kisaca belirtildigi gibi; ¢alismalarimizda elde ettigimiz diger 6nemli bir bulgu
ise; pH 5,0-7,0 araliginda, Chy, Cyt ve Lys’nin hareketli fazda sadece fosfat tamponu
varken (yani hareketli faza heniiz NaCl verilmemisken) calisilan sabit fazlar iizerinde
elue olmadigimin tespit edilmis olmasidir. Bu durum, NaCl’nin, protein-alikonma
davraniglart ve eliisyon lizerindeki etkisini belirgin bir sekilde gostermis ve bu nedenle
alikonma mekanizmasi baslica iyon-degisimine atfedilmistir. Ayrica; iep degerleri Chy,
Cyt ve Lys’ye gore daha diisiik olan Mb (Miyoglobin) ve HSA’ nin (serum albiimin)
[Lys (iep~11), Cyt (iep~10), Chy (iep~9), Mb (iep~7) ve HSA (iep~5)] hareketli fazda
hi¢ tuz olmadan bile kolayca yiirliyebildigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.18. PHEMA-CLX-COOH iizerinde, gradyent egimi (f) ve pH’ya bagl olarak

model proteinlerin kapasite faktorlerindeki (k') farklilasmalar

Deneysel sartlar: Kolon: 5,0x120 mm; Sicaklik: 25 °C; Akis: 0,50 mL/dak; Hareketli faz: Cesitli
oranlarda fosfat tamponu (20 mM; pH 5,0; 6,0 ve 7,0) ve NaCl ¢ozeltisi (1,0 M; 20 mM fosfat

tamponunda, pH 5,0; 6,0 ve 7,0); Protein konsantrasyonlart: 1 mg/mL (20 mM fosfat tamponunda, pH
5,0; 6,0 ve 7,0); Enjeksiyon hacmi: 10 pL.
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Sekil 4.19. PHEMA-CLX-SO;3 iizerinde, gradyent egimi () ve pH’ya bagh olarak
model proteinlerin kapasite faktorlerindeki (k”) farklilasmalar

Deneysel sartlar: Kolon: 5,0x120 mm,; Sicaklik: 25 °C; Akis: 0,50 mL/dak; Hareketli faz: Cesitli
oranlarda fosfat tamponu (20 mM; pH 5,0; 6,0 ve 7,0) ve NaCl ¢ozeltisi (1,0 M; 20 mM fosfat
tamponunda, pH 5,0; 6,0 ve 7,0); Protein konsantrasyonlart: 1 mg/mL (20 mM fosfat tamponunda, pH
5,0; 6,0 ve 7,0); Enjeksiyon hacmi: 10 pL.
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Sekil 4.20. PHEMA-CLX-POy iizerinde, gradyent egimi () ve pH’ya bagh olarak
model proteinlerin kapasite faktorlerindeki (k’) farklilasmalar

Deneysel sartlar: Kolon: 5,0x120 mm; Sicaklik: 25 °C; Akis: 0,50 mL/dak; Hareketli faz: Cesitli
oranlarda fosfat tamponu (20 mM; pH 5,0; 6,0 ve 7,0) ve NaCl ¢ozeltisi (1,0 M; 20 mM fosfat
tamponunda, pH 5,0; 6,0 ve 7,0); Protein konsantrasyonlart: 1 mg/mL (20 mM fosfat tamponunda, pH
5,0; 6,0 ve 7,0); Enjeksiyon hacmi: 10 pL.
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Sekil 4.21. Gradyent egiminin kromatografik bantlar lizerine etkisinin grafiksel
gosterimi

Deneysel sartlar: Kolon: 5,0x120 mm; Sicaklik: 25 °C; Akis: 0,50 mL/dak; Hareketli faz: Cesitli
oranlarda fosfat tamponu (20 mM; pH 5,0; 6,0 ve 7,0) ve NaCl ¢ozeltisi (1,0 M; 20 mM fosfat
tamponunda, pH 5,0; 6,0 ve 7,0); Protein konsantrasyonu: 1 mg/mL (20 mM fosfat tamponunda, pH 5,0;
6,0 ve 7,0); Enjeksiyon hacmi: 10 uL; Deteksiyon: 410 nm.

4.3.4 Kromatografik ayirmalar

Deneysel siirecte, 3 farkli kaliksaren tiirevinin (CLX-COOH, CLX-SO3; ve CLX-POy)
kriyojel esasli destek katisina immobilize edilmesiyle elde edilen sabit fazlarin protein
ayirma islemlerindeki verimliligi de incelenmistir. Bu amagla, farkli pH ve gradyent
egimlerinde yiiriitiilen bir dizi analiz neticesinde kromatografik ayirma optimize edilmis

ve sabit fazlarin performansi birbiriyle karsilastirilmistir.

Incelenen her iic sabit faz {izerinde en iyi ayirma verimi P-CLX-PO, sabit faz1 iizerinde
elde edilmistir. incelenen diger iki sabit faz iizerinde (P-CLX-SO; ve P-CLX-COOH),
farkli deneysel sartlarda, Chy ve Cyt proteinlerini birbirinden ayirmak miimkiin
olmamustir (Sekil 4.22, Sekil 4.23 ve Sekil 4.24). P-CLX-SO; ve P-CLX-COOH ile
yapilan deneylerde Chy ve Cyt birlikte elue oldugundan, Cyt’nin yer aldigi
kromatogramlar1 gostermeye gerek duyulmamistir. Diger taraftan, P-CLX-PO, sabit
faz1 lizerinde Chy, Cyt ve Lys proteinleri birbirinden basarili bir sekilde ayrilabilmistir
(Sekil 4.25). Grafikten de goriildiigii lizere, uygulanan tuz gradyentinde yapilan kiigiik

degisikliklerin dahi ayirma verimi iizerine 6nemli etkilere yol agtig1 da tespit edilmistir.
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Son olarak; HSA, Chy, Cyt ve Lys iceren karisimdaki her bir bilesen P-CLX-POy4
tizerinde, pH=7,5te basaril1 bir sekilde ayrilabilmis ve benzer ayirmalar Mb, Chy, Cyt
ve Lys iceren karigim ile de elde edilmistir (Sekil 4.26). (Not: Diger taraftan Chy ve Cyt
proteinleri P-CLX-SOs; ve P-CLX-COOH sabit fazlar1 {izerinde pH=7,5te de
birbirinden ayrilamamistir). Daha once de belirtildigi tizere; HSA ve Mb’nin diger

model proteinlerden 6nce elue olmalari, proteinlerin sahip olduklari iep ve dolayisiyla

sonu¢ olarak

ilgili pH degerlerindeki yiik yogunluklar1 ile uyumlu bir

degerlendirilmistir. Tim proteinlerin iep degerleri ile uyumlu bir eliisyon sirasi

sergilemis olduklarini da tekrar belirtmek gerekir.
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Sekil 4.22. P-CLX-COOH sabit fazi iizerinde kaydedilen kromatogram

Deneysel sartlar: Hareketli faz pH’s1=7,0; Akig hizi=0,50 mL/dak; Deteksiyon: UV 280 nm; Kolon
firm1=25 °C; Enjeksiyon hacmi: 20 pL; Protein konsantrasyonu: HSA: 0,5 mg/mL; Chy: 1,0 mg/mL; Lys:

1,0 mg/mL (fosfat tamponunda; pH 7,0).
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Sekil 4.23. P-CLX-SOj; iizerinde kaydedilen ve ayirmanin iyilestirilmesine yonelik bazi

kromatogramlar

Deneysel sartlar: Hareketli faz pH’s1=7,0; Akis hizi=0,50 mL/dak; Deteksiyon: UV 280 nm; Kolon
firm1=25 °C; Enjeksiyon hacmi: 20 pL; Protein konsantrasyonu: HSA: 0,5 mg/mL; Chy: 1,0 mg/mL; Lys:
1,0 mg/mL (fosfat tamponunda; pH 7,0).
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Sekil 4.24. P-CLX-SO; iizerinde ¢esitli gradyentlerde kaydedilen kromatogramlar

Deneysel sartlar: Hareketli faz pH’s1i=7,0; Akis hizi=0,50 mL/dak; Deteksiyon: UV 280 nm; Kolon
firm1=25 °C; Enjeksiyon hacmi: 20 pL; Protein konsantrasyonu: HSA: 0,5 mg/mL; Mb: 1,0 mg/mL; Chy:

1,0 mg/mL; Lys: 1,0 mg/mL (fosfat tamponunda; pH 7,0).
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Sekil 4.25. P-CLX-POy iizerinde farkli gradyentlerde kaydedilen ve ayirmanin
optimizasyonuna yonelik bazi kromatogramlar

Deneyel sartlar: Hareketli faz pH’si=7,5; Akis hizi=0,50 mL/dak; Deteksiyon: UV 280 nm; Kolon
firm1=25 °C; Enjeksiyon hacmi: 20 pL; Protein konsantrasyonu: Chy: 0,3 mg/mL; Cyt: 0,3 mg/mL; Lys:
0,3 mg/mL (fosfat tamponunda; pH 7,5).
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Sekil 4.26. P-CLX-POy ile farkli karigimlardan bazi1 model proteinlerin ayrilmasina
iliskin kromatogramlar

Deneyel sartlar: Hareketli faz pH’s1=7,5; Akis hiz1i=0,50 mL/dak; Deteksiyon: UV 280 nm; Kolon
firmi1=25 °C; Enjeksiyon hacmi: 20 puL; Protein konsantrasyonu: HSA: 0,3 mg/mL; Mb: 0,3 mg/mL; Chy:
0,3 mg/mL; Cyt: 0,3 mg/mL; Lys: 0,3 mg/mL (fosfat tamponunda; pH 7,5).

4.3.5 Alikonma mekanizmasinin irdelenmesi

Literatiirde, kaliksaren-protein etkilesimlerinin ¢ozelti ortaminda kapsamli bir sekilde
calisildig goriilmektedir (McGovern vd., 2012, 2014; Memmi vd., 2001; Oshima vd.,
2002). Diger taraftan, kaliksaren esasli sabit fazlarin protein kromatografisinde

uygulanabilirlikleri ile ilgili literatiirde 6nemli bir eksikligin bulundugu anlasilmaktadir.

Molekiil agirhigr diigiik tiirlerin kaliksarenler ile etkilesmelerinde bazen inclusion
complexation adi verilen ve ilgili tiiriin kaliksaren molekiiliiniin bosluguna
baglanmasini temel alan bir mekanizma esas alinmaktadir (Gezici and Bayrakci, 2015).

Protein gibi molekiil agirligr yiliksek tiirlerin kaliksarenler ile etkilesmesini bu
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mekanizma temelinde agiklamak tamamen dogru olmamakla beraber (Ludwig 2005),
proteinlerin yan zincirlerinin kaliksaren boslugu ile etkilestigine dair literatiirde bazi
bulgularin oldugunu belirtmek gerekir (McGovern vd., 2012). Nitekim calistigimiz
kaliksaren tiirevlerinden biri olan p-sulfonatokaliks[4]aren, CLX-SO3, molekiiliiniin
cozelti ortaminda Cyt’nin bir yan zinciri ile inkliizyon kompleklesmesi iizerinden
etkilestigine dair bazi veriler literatiirde mevcuttur (McGovern vd., 2012). Ayrica, ayni
caligmada, ad1 gecen kaliksaren tiirevinin Cyt ile iki veya daha fazla baglanma noktasi
tizerinden etkilestigi de tespit edilmistir. Yani inkliizyon komplekslesmesi ile bir lisin
zincirinin etkilesmesinin yani sira bagka lisin zincirlerinin de kaliksaren baglanmasinda
rol alabildigi gorlilmiistiir. Bu nedenle, kaliksaren-protein etkilesmelerinin basit bir
mekanizmadan ziyade, daha karmasik bir mekanizma {izerinden gerceklestigi
diistiniilmektedir. Bu tarz etkilesmelerin P-CLX-COOH, P-CLX-SO; ve P-CLX-POy4
sabit fazlar1 iizerinde protein etkilesmelerinde de rol alabilecegi diisiiniilmiistiir.
Bununla birlikte; deneysel verilerden, her {i¢ sabit fazin Lys, Cyt ve Chy ile daha baskin

olan iyon-degisim mekanizmasi lizerinden etkilestigi sonucuna varilmastir.

pH denemelerinden elde edilen sonuglar, pH=5,0—7,0 araliginda, hareketli fazin pH’s1
arttikca tlim proteinlerin her ii¢ sabit faz iizerinde sergiledikleri kapasite faktorlerinin
arttig1 gorilmistiir. Diger taraftan, katyon degisim kromatografisi sartlarinda, ¢alisilan
proteinlerin pH diisiist ile kapasite faktorlerinin artmasi beklenmekteydi (pH diisiisii ile
caligilan proteinlerin pozitif yiik yogunluklarimin artmasi nedeniyle). Her ii¢ sabit faz
lizerinde proteinlerin sergiledigi bu davranisin, sabit faza baglanan proteinlerden
kaynaklanan ve ¢oOzelti ortaminda sabit faza baglanmamis proteinlerin itilmesine yol
acan bir tiir perdeleme etkisi ile iliskili oldugu diisiinlilmiistiir. Nitekim literatiirde,
tetrazol gruplariyla modifiye edilmis silika esash sabit faz lizerinde de Cyt’nin pH etkisi
ile benzer bir alikonma davranis1 sergiledigi rapor edilmistir (Lei vd., 2008). Esas
itibariyle, hareketli faz pH’sinin hem protein hem de sabit fazlarin konformasyonu ve
yiik yogunluklar1 {izerinde etkisinin oldugu bilinmektedir. Bu nedenle pH’nin

kromatografik sartlarda 4 ana etkiye neden olabilecegi sdylenebilir:

e Baglanan proteinlerden kaynaklanan ve diisiik pH degerlerinde daha belirgin

hale gelen perdeleme etkisi,
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e Yiiksek pH degerlerinde proteinlerin sabit fazla hidrofobik etkilesme diizeyinin

artmasi,

e pH’nin 6zellikle proteinlerin ve sabit fazin konformasyonunu degistirmesi

e Sabit faz lizerindeki ylik yogunlugunun pH ile degismesi

Sondan baglamak gerekirse; ¢alisilan sabit fazlardan 6zellikle P-CLX-SO5’iin kuvvetli
katyon degistirici 6zelligi nedeniyle calisilan pH degerlerinin tamaminda yiizeydeki
silfonat gruplar1 tamamen iyonlagmis halde bulunacagindan pH’nin bu sabit faz igin
yiizeydeki yiik yogunlugu iizerine herhangi bir etkisi s6z konusu degildir. Benzer bir
durum, calisilan pH aralifinda, P-CLX-PO;, i¢in de s6z konusudur. Diger taraftan, P-
CLX-COOH sabit fazinin zayif katyon degistirici 0zelligi nedeniyle diisik pH
degerlerinde sabit fazin yiizeyindeki negatif yiik yogunlugunun azalmasi ve dolayisiyla
pozitif yiikli model proteinlerle etkilesme diizeyinin azalmasi beklenir. Nitekim
sonuglar bunu dogrular niteliktedir. Ayrica, her ii¢ sabit faz iizerinde P-CLX-COOH’1n
tiim proteinler i¢cin daha diisiik bir kapasite sergilemis olmasiin altinda bu etkinin de

roliiniin oldugu diistintilmektedir.

pH’nin etkisiyle proteinlerin konformasyonlarinda, 6zellikle hidrojen baginin etkisiyle,
farklilasmalar meydana gelebilir ve bu da proteinlerin sabit faz ile etkilesme diizeyini
degistirebilir. Diger taraftan, calisilan satlarda, iyonik siddetin hidrofobik etkilesmeleri
onceleyecek kadar yiiksek diizeyde olmamasi nedeniyle bu etkinin de énemli diizeyde
olmadig1 distliniilmistiir. Nitekim iyonik siddetin yiiksek diizeyde oldugu hidrofobik
etkilesim kromatografisi sartlarinda (2 M (NH4),SO, kullanarak) P-CLX-SO; ile
ylriittiigiimiiz bazi analizlerde proteinlerin ¢ok diisiik diizeylerde -etkilestigi ve
dolayisiyla hidrofobik etkilesim diizeyinin beklendigi kadar da yiiksek olmadig:
goriilmiistiir. Burada, kaliksarenlerdeki dort fenil grubunun neden olacagi hidrofobik
etkilesmelerin kaliksarenlerdeki iyonik-iyonlasabilen fonksiyonel gruplar tarafindan

modiile edilmis olabilecegi diisiinlilmiistiir (Guven vd., 2018).

Yukaridaki olasi etkiler de géz oniinde bulunduruldugunda, pH diisiisii ile calisilan
proteinlerin alikonma faktorlerindeki distisiin altindaki temel faktoriin sabit faza

baglanan proteinlerin olusturdugu bir tiir perdeleme etkisinin oldugu sonucuna
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varitlmigtir. Bu etkiyi, protein konformasyonlarinda pH degisimiyle meydana gelen
degisimlerin de destekledigi diislinilmektedir. Yani, pozitif yiikli proteinin destek
katisina immobilize olmus negatif yiiklii kaliksaren molekiilii ile olusturdugu giiclii
elektrostatik etkilesimin diger proteinlerin ayni kaliksaren bdlgesi ile etkilesme diizeyini
azalttig1 diisiiniilmiistiir. Ayrica; calisilan sartlarda katyonik formda bulunan model
proteinlerin, pH dustiikge, destek katisina immobilize olmus birden fazla kaliksaren ile
de etkilesebilecegi diisliniilmektedir. Literatiirde kaliksaren-protein etkilesimlerinin ¢ok
noktali etkilesmeler tlizerinden gerceklestigine dair veriler bulunmakta ve bizim
cikarsamalarimizla paralellik arz etmektedir. Bu kapsamda yapilan bazi1 galigmalarda
(Ludwig 2005; Oshima vd., 2002), ¢ozelti ortaminda bir Cyt molekiiliiniin 20 kadar
karboksilatokaliks[6]aren molekiiliinii baglayabildigi goriilmiistiir. Sonug¢ olarak;
incelenen model proteinlerin P-CLX-COOH, P-CLX-SO; ve P-CLX-PO, sabit fazlar
ile baslica iyon-degisim mekanizmasi lizerinden etkilestigi ve etkilesmelerde ¢ok

noktali baglanmalarin rol almis olabilecegi diisiiniilmektedir.

4.3.6 Veriler icin istatistiksel degerlendirmeler

Verilerin  tekrarlanabilirligi, alikonma siireleri (ve pik alanlari) temelinde
degerlendirilmistir. Boylece, hem analitik verilerin giivenilirlikleri hem de hazirlanan
yeni sabit fazlarin tekrar tekrar kullanilabilmeleri incelenmis oldu. Tekrarlanabilirlik,
giin-i¢i ve glinlerarasi olmak iizere iki set halinde, alikonma siiresi en yiiksek olan (ve
dolayistyla ikincil etkilesmelerin etkisinin ve deneysel hatalarin etkisinin daha belirgin
olarak goriilebilecegi) Lys kullanilarak incelenmistir. Hem izokratik hem de gradyent
sartlarda, P-CLX-SO; iizerinde elde edilen verilerin istatistik degerlendirmesinden elde
edilen sonuglar Tablo 4.4’te sunulmustur. Izokratik eliisyon su deneysel sartlarda
gerceklestirilmistir: Hareketli faz (50:50, v/v, Solvent-A: Fosfat tamponu (20 mM, pH
7,0) + Solvent-B: 1,0 M NaCl ¢ozeltisi (20 mM fosfat tamponunda, pH 7,0)); Sicaklik:
25 °C; Akis hizi: 0,50 mL/dak; Deteksiyon: UV 280 nm; Kolon: 5,0x120 mm. Gradyent
eliisyon ise su deneysel sartlarda yiiriitiilmiistiir: Hareketli faz (Solvent-A: Fosfat
tamponu (20 mM, pH 7,0) + Solvent-B: 1,0 M NaCl ¢ozeltisi (20 mM fosfat
tamponunda, pH 7,0)); Gradyent egimi: 66,67 mM/dak; Sicaklik: 25 °C; Akis hizi: 0,50
mL/dak; Deteksiyon: UV 280 nm; Kolon: 5,0x120 mm. Calisilan diger sabit fazlar i¢in
de standart sapma diizeylerinin P-CLX-SOs icin elde edilenlere yakin oldugu yiiriitiilen

benzer analizlerden goriilmiistiir. Tablo 4.4’ten goriildigu tizere, izokratik sartlarda
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veriler ¢ok 1iyi diizeyde bir tekrarlanabilirlikle elde edilebilmektedir. Ayrica, gradyent
sartlarda da verilerin makul diizeyde bir tekrarlanabilirlik sergiledigi anlasilmaktadir.
Gradyent sartlarda tekrarlanabilirligin bir miktar diistiigli goriilmekte ve bu durum,
gradyentin  etkisiyle sabit fazda meydana gelebilecek olas1 degisimlerle
iligkilendirilmistir. Sonug olarak; calisilan sabit fazlarin tekrar tekrar kullanima uygun

oldugu sonucuna varilmistir.

Tablo 4.4. izokratik ve gradyent eliisyon sartlarinda kaydedilen veriler i¢in bazi
istatistiksel degerlendirmeler

Giin-igi Giinler-arasi

Standart sapma (%) Standart sapma (%)

[zokratik elisyon 0,4 0,9
sartlarinda
Gradyent eliisyon 3,2 4,1
sartlarinda

4.3.7 Sabit fazlar icin dinamik adsorpsiyon kapasitesinin belirlenmesi

Kromatografi, bazen lineer ve lineer olmayan kromatografi olarak siiflandirilir. Lineer
kromatografide, analit konsantrasyonu, sabit fazin doygunluk kapasitesinin oldukca
altindadir ve bu nedenle, lineer kromatografik sartlarda alikonma siiresi analit
konsantrasyonundan etkilenmez. Diger taraftan, lineer olmayan kromatografide (eng.
nonlinear chromatography), analit konsantrasyonu sabit fazin toplam kapasitesinden
daha fazladir ve bu nedenle alikonma siireleri artik konsantrasyondan bagimsiz olamaz.
Lineer kromatografi daha ¢ok analitik amagclarla kullanilirken, lineer olmayan
kromatografi preparatif amaclarla kullanilmaktadir. Her iki kromatografik sartta sabit
fazin tiirlere kars1 sergiledigi davraniglar, ilgili sabit fazin karakteri hakkinda 6nemli

bilgiler sunar (Guiochon vd., 1994).

Lineer olmayan kromatografik sartlarda yiiriitiillen analizler, sabit fazin adsorpsiyon
kapasitesi ve adsorpsiyon davranislarinin aydinlatilmasinda siklikla kullanilmaktadir.
Bu amacgla en ¢ok kullanilan yontem “frontal analiz” olup, bazen ‘“breakthrough

teknigi” olarak da isimlendirilir (Gezici and Ayar, 2009). Bu yontemde, analit ¢ozeltisi
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sabit fazin yer aldig1 bir kolona stirekli bir sekilde beslenir. Kolonun ¢ikiginda yer alan
detektorden siirekli olarak kaydedilen sinyaller zamana kars1 grafige doniistiiriiliir ve
boylece “S” seklinde egriler elde edilir. Elde edilen bu egriler iizerinde yiiriitiilen uygun
grafiksel ve matematiksel islemlerle, calisilan sartlarda sabit fazin sergiledigi
adsorpsiyon kapasitesi belirlenebilir. Farkli konsantrasyonlarda yliriitiilen analizlerden
elde edilen verilerden de adsorpsiyon izotermleri cizilebilir (Guiochon vd., 1994).
Protein adsorpsiyon kapasitesinin hesaplanmasinda asagidaki formiil kullanilmistir

(Gezici vd., 2006a):

_Cy A,
q I/m Au + Ad

(4.1)

Burada; ¢: Monolit birim hacmi tarafindan adsorplanan protein miktari; Cy: Protein
¢Ozeltisinin konsantrasyonu; V: Kolona beslenen toplam protein ¢ozeltisinin hacmi; V,;:
Monolitik kriyojel hacmi; A4,: Breakthrough egrisinin istiinde kalan alan; 4.

Breakthroguh egrisinin altinda kalan alan.

P, P-CLX-COOH, P-CLX-SO3 ve P-CLX-POy, sabit fazlar1 iizerinde kaydedilen ve 6lii
hacim diizeltmesi yapilmis breakthrough egrileri Sekil 4.27°te verilmistir. Egrilerden
acikeca gorildiigii tlizere, kaliksaren immobilizasyonundan sonra destek katisi P’nin
(6zellikle) toplam dinamik adsorpsiyon kapasitesinde belirgin artis meydana gelmistir.
Kuvvetli katyon degistirici 6zellige sahip P-CLX-SOs’lin sergiledigi breakthrough ve
toplam kapasitelerin P-CLX-COOH’a goére daha fazla oldugu egrilerden agikca
goriilebilmektedir. P-CLX-COOH’in breakthrough kapasitesi destek katis1 P’nin
sergiledigi breakthrough kapasitesine yakin olmakla beraber; ayni sabit fazin sergiledigi
toplam kapasitenin destek katis1 P’ye kiyasla ¢ok daha fazla oldugu tespit edilmistir.
Elde edilen bu veriler, monolitlerin yiizeyine immobilize edilen kaliksaren molekiiliiniin
yapisal Ozelliklerinin protein adsorpsiyon kapasitesi lizerine etkisini acik¢a ortaya
koymaktadir. Breakthrough egrilerinden hesaplanan adsorpsiyon kapasiteleri Tablo
4.5‘te verilmistir. Tablodan goriildiigii tizere, P-CLX-SO;3 sabit fazinin adsorpsiyon
kapasitesi (5,9 mg/mL) P-CLX-COOH iizerinde elde edilenden (2,9 mg/mL) yaklagik 2
kat daha fazladir. Ayrica; P-CLX-SO; sabit fazinin P destek katisina gore sergiledigi

breakthrough ve toplam dinamik adsorpsiyon kapasitelerinin sirasiyla 10 ve 25 kat daha
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fazla oldugu ortaya konulmustur. Buradan da farkli fonksiyonel gruplara sahip
kaliksaren molekiillerinin adsorpsiyon kapasitesi iizerine etkisi anlagilabilmektedir.
Lineer olmayan kromatografik sartlarda elde edilen bu sonuglar, lineer kromatografi
sartlarinda elde edilenlerle uyum arz etmektedir (Bkz. Proteinler i¢in kapasite faktorleri

ile ilgili boliimler).

P-CLX-POy sabit fazinin sergiledigi breakthrough ve toplam kapasitelerin (Sekil 4.27)
calisilan diger iki sabit faza gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir (breakthrough
kapasitesi=2,3 mg/mL ve toplam kapasite=7,7 mg/mL). Hatta P-CLX-PO4’lin
sergiledigi breakthrough kapasitesinin, P-CLX-COOH’1n toplam kapasitesine yakin
olmasi, fosfonat gruplarina sahip kaliksaren tiirevinin verimliligini agik bir sekilde
ortaya koymaktadir. P-CLX-PO,’iin sergiledigi yliksek kapasite, fosfonat grubunun iki
pKa degerine sahip olmasiyla iliskilendirilmis ve ortamin pH ve iyonik siddetine gore
sabit fazin yiik yogunlugunun gorece artmis olmasiyla iligkilendirilmistir. Nitekim
yukarida da agiklandigi iizere, lineer sartlarda, model proteinlerden Chy ve Cyt, P-CLX-
SO; ve P-CLX-COH sabit fazlar1 lizerinde ayrilmamis olmasina ragmen, P-CLX-POg4
sabit fazi lizerinde basarili bir sekilde birbirinden ayrilabilmistir. Yani, lineer ve lineer

olmayan sartlarda elde edilen veriler birbiriyle uyum arz etmistir.

Kriyojellerin yiiksek gozenekli yapisi da dikkate alinarak, dinamik adsorpsiyon
kapasitesi verileri mg/g cinsinden hesaplandiginda, calisilan yeni sabit fazlarin
literatlirdeki bazi sabit fazlara gore cok yiiksek kapasite sergiledigi goriilebilir (Tablo
4.5). Bu nedenle, kaliksaren baglanmis kriyojel esasli bu sabit fazlarin o6zellikle

preparatif kromatografide ¢ok kullanigh olduklar1 goriilmiistiir.
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Sekil 4.27. Destek katis1 (P), P-CLX-COOH, P-CLX-SO; ve P-CLX-POy lizerinde Lys
icin kaydedilen breakthrough yiikleme egrileri

Deneysel sartlar: Besleme ¢ozeltisi: 0,5 mg/mL Lys; pH=7; Akis hizi: 0,50 mL/dak; Deteksiyon: UV 280
nm; Kolon: 5,0x120 mm; Desorpsiyon: 1,0 M NaCl (pH 7,0; 20 mM fosfat tamponunda); Kolon

sartlandirma: 20 mM fosfat tamponu; pH 7,0.

59



Tablo 4.5. Cesitli monolitik kriyojeller kullanilarak Lys i¢in elde edilen adsorpsiyon
kapasiteleri (gézlenen kapasiteler)

# Adsorban Kapasite | Kapasite (mg/g) Yiikleme Referans
(mg/mL) sartlart®
1 P-CLX-PO, 1,7 340 0,5 mg/mL; Sunulan calisma;
pH=7,0 (Guven vd., 2018)
2 P-CLX-SO; 5,9 260 0,5 mg/mL; Sunulan calisma;
pH=7,0 (Guven vd., 2018)
3 P-CLX-COOH 2,9 130 0,5 mg/mL; Sunulan caliyma;
pH=7,0 (Guven vd., 2018)
4 3-Merkaptopropan 8 - 0,5 mg/mL; (Pergin vd., 2015)
stilffonik asit immobilize pH=6,4
edilmis poli(metakrilat)
5 Poly(acrilamide)  afinite - 149.,9 1 mg/mL; (Verissimo vd.,
kriyojel pH=7,2 2017)
6 Poli-(L)-histidin-bagl - 36,4 1 mg/mL; (Cimen vd., 2016)
poli(glsidilmetakrilat) pH=7,0
kriyojel-Cu(II) selath
7 Kompozit kriyojel - 27,6 1 mg/mL; (Baydemir vd.,
pH=16,0 2015)
8 Poli~(L)-histidin-bagl 26,8 1 mg/mL; (Cimen vd., 2016)
poli(glsidilmetakrilat) pH=17,0
kriyojel-Zn(II) selath
9 Poli-(L)-histidin-bagl 17,3 1 mg/mL; (Cimen vd., 2016)
poli(glsidilmetakrilat) pH=17,0
kriyojel-Ni(II) selatl:
10 Yiizeyi imprint edilmis 10,73 0,1 mg/mL; (Erol vd., 2016)
kriyojel pH=46,5
11 1-Propane siilfonik asit 2,5 - 1 mg/mL; (Chen vd., 2008)
graft edilmis pH 7,2
poli(akrilamit)
12 1-Propane siilfonik asit 0,76 - 1 mg/mL; (Plieva vd., 2004)
graft edilmis pH 7,2
poli(akrilamit)
13 Himik asit immobilize 0,5 - 0,5 mg/mL; pH (Ozkan 2016)
edilmis poli(metakrilat) 7,0

*Yiikleme agamasinda kullanlan Lys ¢ozeltisinin konsantrasyonu ve pH degeri
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BOLUM V

SONUCLAR

Kaliksaren-kriyojel ~kimyasimin  protein-kromatografisi  cercevesinde ilk defa
bulusturuldugu bu calismada; karboksilat, siilfonat ve fosfonat gruplari iceren 3 farkl
kaliksaren tiirevi poli(2-hidroksietil metakrilat-co-glisidil metakrilat), P, esash
monolitik kriyojele kimyasal yoldan immobilize edilmis ve elde edilen 3 farkli yeni
sabit fazin model proteinlere karsi sergiledigi sabit faz Ozellikleri kapsamli bir

incelemeye tabi tutulmustur. Elde edilen sonuglari su sekilde 6zetlemek miimkiindiir:

X4

L)

Farkl1 katyon degistirici gruplar iceren kaliksaren tiirevleri epoksit gruplar1 iceren

L)

kriyojel destek katisina, morfolojisini bozmaksizin, basarili bir sekilde kimyasal

yoldan in-situ immobilize edilmistir.

* Hazirlanan sabit fazlar elemental analiz, FTIR spektroskopisi, titrimetrik analiz,
izoelektrik nokta analizi, SEM ve civa porozimetrisi gibi yontem ve tekniklerle
karakterize edilmis ve immobilizasyon isleminin basaris1 dogrulanmastir.

¢ Hazirlanan sabit fazlarin su gegirgenligi 6zellikleri ve akis hizi-teorik tabaka sayisi

Ozelliklerinin literatiirdeki verilerle uyumlu oldugu goriilmiis; monolitik kolonun

diisiik geri basing sergiledigi tespit edilmistir.

¢ Bazi model proteinler (Chy, Cyt ve Lys) kullanilarak pH (5,0; 6,0 ve 7,0
degerlerinde) ve gradyent egiminin (hareketli fazdaki tuz, NaCl, konsantrasyonunun
birim zamandaki degisimi; 33,3-200 mM/dak araliginda) alikonma ozellikleri
tizerine etkisi kapsamli bir sekilde incelenmistir. Calisilan her ti¢ pH degerinde
gradyent egimi arttikca her bir model protein i¢in kapasite faktorlerinde diisilis
gozlenmis ve bu durum tipik bir iyon-degisim mekanizmasi ile iligkilendirilmistir.
Her li¢ model proteinin kapasite faktorlerinin pH diistiikce azalma ydniinde bir
egilim sergilemis olmasi, diisilk pH degerlerinde sabit faza baglanan proteinlerden
kaynaklanan bir tiir maskeleme etkisine atfedilmistir. Tiim durumlarda, her bir
protein i¢in, en yiiksek kapasite faktorleri pH 7,0°da elde edilmistir. Calisilan model

proteinlerin sergiledigi kapasite faktorleri ile proteinlerin izoelektrik noktalar, iep,
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arasinda bir iligkinin oldugu tespit edilmis ve kapasite faktorlerinin genel anlamda
Chy (iep~9), Cyt (iep~10) ve Lys (iep~11) sirasinda arttig1 gorilmiistiir. Daha
diisiik izoelektrik noktaya sahip serum albiimin (HSA; iep~5) ve miyoglobinin (Mb;
iep~T) ise genel olarak her {i¢ sabit fazla ¢ok diislik diizeylerde etkilesebildikleri ve
diisiik tuz konsantrasyonlarinda dahi kolayca elue olabildikleri goriilmistiir. Diger
taraftan Chy, Cyt ve Lys’nin hareketli fazda NaCl olmaksizin kolonlardan elue
olmadiklar1 tespit edilmistir. Bu sonuglar, proteinlerin yeni tip sabit fazlarla

etkilesiminde iyon-degisim mekanizmasinin rol aldigini gostermistir.

Model proteinlerin karigimlarindan ayrilmasi kapsaminda yiiriitiilen analizlerde en
iyi verim P-CLX-PO, ile elde edilmis ve model proteinler (Chy, Cyt, Lys)
pH=7,5"te basaril1 bir sekilde birbirinden ayrilabilmistir. P-CLX-SO;3; ve P-CLX-
COOH sabit fazlar1 iizerinde Chy ve Cyt’nin birbirinden ayrilmasi miimkiin

olmamustir.

Lineer kromatografik sartlarda yiiriitilen analizlerden sonra her bir sabit fazin
Lys’ye kars1t sergiledigi dinamik adsorpsiyon kapasiteleri de lineer olmayan
kromatografik sartlarda (asir1 yiikkleme sartlarinda) incelenmistir. Sonuclar lineer
sartlarda elde edilen verilerle uyumlu olup, Lys icin kaydedilen dinamik
adsorpsiyon kapasitelerinin P-CLX-POy4 (7,7 mg/mL; 340 mg/g), P-CLX-SO; (5,9
mg/mL; 260 mg/g) ve P-CLX-COOH (2,9 mg/mL; 130 mg/g) sirasinda azaldig:
goriilmiistiir. Destek katisinin, P, kaliksaren immobilize edilmeksizin kayda deger
bir adsorpsiyon kapasitesi sergilemedigi tespit edilmistir. Boylece; kaliksaren
immobilizasyonun protein adsorpsiyon kapasitesi ve protein alikonma davraniglar
tizerine etkisi de gozler Oniine serilmistir. Kaydedilen adsorpsiyon kapasitelerinin
literatlirdeki verilere kiyasla oldukca yiiksek oldugu goriilmiis ve bu nedenle,
caligilan sabit fazlarin Ozellikle preparatif protein kromatografisi i¢in faydali

yaklasimlar sunabilecegi diistiniilm{istir.

Sonug olarak; farkli fonksiyonel gruplar iceren kaliksarenlerin kriyojel destek katisina

immobilizasyonu ile elde edilen monolitik sabit fazlarin protein ayirma-saflastirma

islemleri i¢in alternatif materyaller olarak kullanilabilecegi goriilmiistiir. Hazirlanan

sabit fazlarin, proteinler gibi karmasik yapilarla izah edilebilir bir mekanizma iizerinden

etkilesmis olmasi, bu sabit fazlarin endiistriyel dlgekteki olasi uygulamalarinda ayirma-
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saflagtirma sartlarinin kolayca ongoriilebilmesi ve uygun stratejilerin belirlenmesi
noktasinda da 6nem arz etmektedir. Bu ¢alismada incelenen kaliks[4]aren yapilarina
ilaveten iyon degistirici fonksiyonel gruplar tasiyan kaliks[6]aren ve kaliks[8]aren
yapilarinin da kriyojel destek katisina immobilizasyonu ve hazirlanan sabit fazlarin
protein kromatografisinde kullanilabilirlikleri de ilging ve bir o kadar da incelenmeye
deger bir konu olarak durmaktadir. Cok farkli 6zelliklere sahip kaliksaren tilirevlerinin
sentezlenebilmesi nedeniyle, kaliksaren-kriyojel esasli materyallerin ayirma saflastirma
islemlerinde genis bir yelpazede uygulama alani1 bulabilecekleri ve bu anlamda yiiksek
bir uygulanabilirlik potansiyelinin oldugu diisiiniilmektedir. Kaliksarenlerin kriyojellere
immobilizasyonunda bu calismada kullandigimiz in-situ metot yerine, kaliksarenlerle
modifiye edilmis monomerlerin dogrudan kriyojellestirilmesine dayanan alternatif
metotlarin uygulanabilirliklerinin de mutlaka incelenmesi gerektigine inaniyoruz. Son
olarak; kaliksaren-kriyojel kimyasinda dnemli bir boslugu dolduracag: diisiiniilen bu
caligmanin, supramolekiiler kimyanin diger {yelerinin (6r. Siklodekstrinler,
rezorsinarenler) kriyojel kimyasi ile bulusturulup yeni tip ayirma-saflastirma
materyallerinin hazirlanmasi noktasinda da bir sigrama tahtasi gorevi iistlenebilecegi

distiniilmektedir.
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