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OZET

IMMOBILIZE METAL AFINITE KROMATOGRAFISI ICIN TiO, BAZLI
SABIT FAZLARIN SENTEZi VE BIYOMOLEKUL iZOLASYONUNDA
KULLANIMI

Sezgi ALPASLAN
Yiiksek Lisans, Kimya Muhendisligi Anabilim Dali
Tez Danigmani: Prof. Dr. S. ALi TUNCEL
Haziran 2018, 70 sayfa

immobilize metal afinite kromatografisi (IMAC) ile histidin etiketli protein saflastiriimasi
icin titanyum dioksit bazli yeni bir sorbent gelistiriimistir. Monodispers gézenekli formda,
5 um boyutundaki titanyum dioksit mikrokurelerinin sentezi, kalip malzemesi olarak poli
(3-kloro-2-hidroksipropil metakrilat-ko-etilen glikol dimetakrilat) (poli (HPMA-CI-co-
EDMA)) mikrokureleri kullanilarak, sol-jel kaliplama yontemi ile gerceklestirilmistir.
Silanizasyon reaksiyonu ile, iminodiasetik asit-3-glisidoksipropil trimetoksisilan
kompleksi (IDA-GLYMO) titanyum dioksit mikrokurelerinin Uzerine kovalent olarak
baglanmistir. Bu mikrokUreler Gzerinde bulunan karboksil gruplari Gzerinden metal-

selat kompleksi olusumu ile Ni?* iyonlari mikrokiirelere baglanmistir. Gelistirilen



sorbent, histidin agisindan zengin proteinlerin kesikli sistemde immobilize metal afinite
kromatografisi (IMAC) yontemiyle izolasyonu icin kullaniimigtir. Bu amagla, histidin
agisindan zengin bir protein olan bovin hemoglobinin (BHb) ve referans protein olarak
secilen bovin serum albimin (BSA)'in izolasyonu, Ni** bagli-monodispers goézenekli
titanyum mikrokirelerin  (Ni?+-IDA-GLYMO@TiO2) sorbent olarak kullaniimasiyla
kesikli sistemde karsilastirmali olarak incelenmigtir. Maksimum denge BHb
adsorpsiyon kapasitesi, 140 mg BHb/g mikrokire olarak belirlenmistir. BHb, sulu
tampon ortaminda kantitatif desorpsiyon verimi ile izole edilmistir. Referans olarak
secilen BSA, sinirli bir denge adsorpsiyonu gostermis olmasina ragmen, sorbentten
yuksek verimle desorplanmamistir. Geligtirilen sorbent ayni zamanda kesikli ve surekli
formdaki mikro-immobilize metal affinite kromatografisi (MIMAC) sistemlerinde insan

kanindan hemoglobin izolasyonu igin kullaniimig, kesikli ve MIMAC sistemlerde
siraslyla 295 ve %85 saflik oraninda Hb izole edilmistir. Sonuglar, gelistirilen sorbentin

histidin agisindan zengin protein olarak segilen BHb igin ylUksek segicilik ve yuksek

verimle izolasyona imkan verdigini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Monodispers-gozenekli titanyum, immobilize metal afinite

kromatografisi, sorbent, histidin agisindan zengin protein, hemoglobin, albumin



ABSTRACT

SYNTHESIS OF TiO2 BASED STATIONARY PHASES FOR
IMMOBILIZED METAL AFFINITY CHROMATOGRAPHY AND THEIR
USAGE FOR ISOLATION OF BIOMOLECULES

Sezgi ALPASLAN
Graduate Degree, Department of Chemical Engineering
Supervisor: Prof. Dr. S. AL TUNCEL
June 2018, 70 pages

A titania based sorbent was developed for His-tagged protein purification by
immobilized metal affinity chromatography (IMAC). The synthesis of monodisperse
porous titania microbeads ca 5 um in size was performed by a staged shape template
sol-gel method using poly(3-chloro-2-hydroxypropyl methacrylate-co-ethylene glycol
dimethacrylate) poly(HPMA-CI-co-EDMA) microbeads as the template material.
Iminodiacetic acid-3-glycidoxypropyl trimethoxysilane complex (IDA-GLYMO) was

covalently attached onto the titania microbeads via silanization reaction. Ni?* ions were



then attached to the derivatized microbeads via metal-chelate complex formation with
the carboxyl groups on the microbeads. The developed sorbent was used for the
isolation of histidine-rich proteins in batch affinity system. For this purpose, the isolation
of bovin hemoglobin (BHb) as a histidine-rich protein and bovine serum albumin (BSA)
as a reference protein were comparatively investigated using Ni?* attached-
monodisperse-porous titania microbeads as the sorbent in batch fashion. The
maximum equilibrium BHb adsorption was determined as 140 mg BHb per g sorbent.
BHb could be isolated with quantitative desorption yield in the aqueous buffer medium.
Although the selected reference, BSA exhibited a limited equilibrium adsorption, it could
not be eluted from the sorbent with high yield. The developed sorbent was also used
for isolation of hemoglobin from human blood in micro-immobilized metal affinity
chromatography (MIMAC) systems in batch and continuous system, and Hb was
isolated with 295 and 85% purity, respectively, in batch and MIMAC systems. The
results show that the developed sorbent allows isolation with high selectivity and high

efficiency for histidine-rich protein BHb.

Keywords: Monodisperse-porous titania, immobilized metal affinity chromatography,
sorbent, histidine-rich protein, hemoglobin, albumin
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1.GIRIS

Proteinler, hucrede yuzlerce amino asitin dehidrasyon reaksiyonu yoluyla meydana
getirdigi makromolekullerdir. Amino asitler, proteinlerin yapitasi olup, hicre tarafindan
sentezlenen ve disaridan alinan 20 farkl tirt bulunmaktadir. Bunlar, alanin, asparajin,
aspartik asit, glutamik asit, glisin, histidin, izolGsin, arjinin, 16sin, lizin, glutamin,
methionin, fenilalanin, prolin, serin, sistein, threonin, triptofan, tirozin ve valin’dir. Amino
asitler, kondenzasyon polimerazyonu sonucu peptid baglar ile c¢esitli formlarda
birleserek enzimsel, hormonal, yapisal ve savunma gorevleri olan farkli proteinlerin
olusmasini saglamaktadir. Amino asitler Sekil 1.1’de goérildiugu gibi yapilarinda amino
(-NH2) ve karboksil (-COOH) gruplari bulundurmaktadir [1]. Sekil 1.2.'ye bakildiginda
ise, bir amino asidin amino grubu ile diger amino asidin karboksil grubu arasindan su
cikmasiyla peptit baginin olustugu, dehidrasyon sentez tepkimesi yolu ile peptitlerin
meydana geldigi gorulmektedir [2].

H
I

R - C - COOH

NH,

Sekil 1.1. Aminoasitin yapisal formula [1]

H H H H npﬂnlémH H
] | | |
R, C-COOH+H-N-C-R, — R C-CO=N-C-R,+HO
| |
NH, COOH NH, COOH

Sekil 1.2. Peptid Bagi Olusumu [1]

Amino asit izi, peptidin yapisinda bulunmakla birlikte, amino grubundan bir hidrojen
atomunu ve karboksil grubundan ise bir hidroksil molekulini kaybetmis olan kisimdir.

Bunlardan, ugta serbest bir a-amino grubu tasiyan amino asit izine amino terminali veya



N-terminali, serbest bir a-karboksil grubu tagiyan amino asit izine ise karboksil terminali

veya C-terminali denmektedir [3].

Proteinler; birincil (primer), ikincil (sekonder), Gglncll (tersiyer) ve dérdincul (kuarter)
yapilari meydana getirdikten sonra, kararl yapiya ulagsmaktadir. Birincil yapi, polipeptid
seridir. Bu seri, amino asitlerin dizilimiyle olusmaktadir. Amino asitler geligiguzel
baglanmayip, genetik bilgiye gore baglanmaktadir. Tum proteinler i¢in karakteristik bir
dizi bulunmaktadir. Aminoasitlerin R gruplarinin etkisi dikkate alinmadan, polipeptid
yapinin farkli kisimlarinda yer alan -H ve -O atomlari arasindaki ana zincir atomlarinin
hidrojen bagi etkilesimleriyle olugan yapi ise ikincil yapiyi meydana getirmektedir.
Bunlarin arasinda, a-heliks ve B-katman modelleri, en sik goértlenlerdir. Diger bir yapi
olan Uguncul yapida ise, R gruplari arasindaki etkilesimler G¢ boyutlu sekilde rol
oynamaktadir ve genel itibariyle proteinin yapisini yansitmaktadir. Hidrofobik R
gruplarina sahip amino asitler, proteinin katlanmasi esnasinda, hidrofobik
olduklarindan dolayi sulu ortamdan kacar ve merkezde toplanirlar. Mevcut zincirler
birbirlerine yaklastiklarinda, Van Der Waals etkilesimi ile bir arada tutulurlar. Uglnciil
yapinin kararlihgini etkileyen bir durum olarak, hidrofilik R gruplari arasindaki hidrojen
bagdlar ve yukllu R gruplari arasindaki iyonik baglar gosterilebilir. Ayrica, aminoasitlerin
birbirine yaklasmasiyla olusan disulfid kovalent baglari da ayni sekilde mevcut yapiyi
gucli hale getirmektedir. Dordlncul yapi ise, biutlin proteinlerde bulunmasi zorunlu
olmamakla birlikte, fonksiyonel tek bir makromolekil meydana getirebilmek adina
birden ¢ok polipeptit zinciri iceren proteinlerin yapisinda bulunan bu zincirlerin
birbirleriyle olan etkilesimlerinin, daha etkili bir sekilde calismaya imkan saglamasiyla

olusmaktadir [4,5].

Pek ¢ok hastaligin teghisi ve tedavisi igin kullaniimakta olan proteinler, ayni zamanda
yeni ilaglarin hazirlanmasi igcin de oldukga 6nem arz etmektedir. Proteinlerin bu
amaglarla kullanilabilmesi i¢in de yapisinda bulunan aminoasit miktari ve diziliginin,
molekul agirhdr ve diger fiziksel 6zelliklerinin bilinmesi, baska bir deyisle yapisinin
aydinlatiimasi gerekmektedir. Bu sekildeki yapi aydinlatiimasi igin ise, proteinlerin
saflastirilmasi gerekmektedir. Bir proteinin, bir hicre ve dokudan saf bir sekilde
izolasyonu oldukga zordur. Proteinin derigimi az ise, binlerce degisik protein arasindan
istenilen proteinin ayrilarak saf halde elde edilmesi i¢in, bahse konu proteine uygun
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saflastirma tekniklerinin ¢ok iyi bir sekilde belirlenmesi gerekmektedir [6]. Bu tekniklere
karar vermek ic¢in proteinlerin denaturasyonuna yol acan pH, sicaklik, inhibitorler,
organik solventler, kaotropik tuzlar ve protein yapisindaki hidrojen baglarini inaktive
ederek birincil yapiya ddénmesine neden olan diger faktérler énemli bir rol
oynamaktadir. Protein molekullerinin sahip olduklari elektrik yukleri, afinite 6zellikleri,
molekul boyutlari, ¢ozunurltkleri, polar 6zellikleri gibi fiziksel ve kimyasal 6zellikler
bulunduklari ortamdan izolasyonlari sirasinda buyuk dnem tasimaktadir. Her protein
icin bahsedilen parametrelerde inaktif olunan aralik farklidir ve bu farkhlik

dogrultusunda saflastirma yontemleri degismektedir [7,8].

Proteinlerin ayristiriimasi ve saflastirimasi igin kullanilan immobilize Metal Afinite
Kromatografisi (IMAC) ile rekombinant proteinlerin saflastiriimasi, serum proteinlerin
izolasyonu ve saflastirimasi, birgok proteinin ve peptitin karakterizasyonu,
fosfopeptidlerin ayrilmasi, c¢esitli enzimlerin biyosivilardan tecrit edilmesi, vicutta
gerceklesen pek c¢ok biyolojik olayin anlasiimasi icin yarar saglayan ve protein
barindirmayan nikleotid, oligonikleotid, RNA, DNA gibi makromolekullerin izolasyonu

gergeklestiriimektedir [9,10].

Bununla birlikte, geleneksel IMAC sistemi uzun ayirma suresi, ¢ozucu tiketimi ve
yuksek maliyet gibi bazi sinirlamalara sahiptir [11]. Bu problemlerin Gstesinden gelmek
ve histidin etiketli proteinlerin etkili saflastirmasi i¢cin daha hizli ve uygun yéntemler
gelistirmek icin birkac alternatif materyal vardir. Wang ve arkadaslari, bovin hemoglobin
(BHDb) ve diger proteinlerin [serum albimin (BSA) , miyoglobin, lizozim ve peroksidazi]
segcici olarak yakalanmasi igin bir adsorban olarak Cu?* ile dekore edilmis, fonksiyonel
mezo-gozenekli materyali (PPOSS-IDA-Cu?*) sentezlemistir [12]. Salimi ve
arkadaslari, IMAC yoéntemini kullanarak, histidin etiketli protein saflastirmasi igin 6 um
buayukligunde manyetik, monodispers ve gozenekli silika mikroklreleri
sentezlemislerdir [13]. Rashid ve arkadaslari, 6xhis-etiketli rekombinant proteinin
saflagtirimasi icin MnFe204@SiO2Ni-Salen kompleksinin manganez ferrit manyetik
nanopartikullerini sentezlemistir [14].

Bu tezde amag, monodispers, gézenekli TiO2 mikrokire bazli immobilize metal affinite

kromatografisi sorbentlerinin geligtiriimesi ve kromatografik performanslarinin



incelenmesidir. Bu amag¢ dogrultusunda, sol-jel yontemi (hidroliz ve kondenzasyon
basamaklari) ile TiO2 mikrokUrelerin sentezi gerceklestiriimigtir. TiO2 Uzerine uygun
aktivasyon yontemleri ile organik ligand ve metal iyonu baglanmasi ile sorbent sentezi
gerceklestiriimistir. Tez kapsaminda metal iyonu olarak bir gecgis metali olan Ni%*
kullanimi hedeflenmigtir. Yapilan ¢alismada elde edilen metal iyonu bagh TiO2 bazli

mikrokurelerin, Bovin Hemoglobin (BHDb) izolasyonunda kullanilabilirligi incelenmistir.



2. LITERATUR OZETI

2.1. Proteinlerin Saflagtirma Yontemleri

Biyoteknoloji alaninda buyuk atilimlar gozlemlendigi ginimuzde, gereken protein
miktari kullanig amaci itibariyle belirli araliklarda degdiskenlik gostermektedir. Bu
degerin genelde klonlama c¢alismalarinda mikrogram birimiyle, endustriyel ve
farmasoétik uygulamalarda kilogram birimi olgutlerinde oldugu goérulmektedir. Maliyet
degerinin ve zamanin proteinlerin Uretiminde oldukga buyuk bir 6neme sahip oldugu
unutulmamahdir. Ne sekilde kullanilacagina bagl olarak ihtiyag duyulan protein miktari
ve saflik seviyesi degisebilmektedir. Az miktarda protein bulunmasi bilimsel
arastirmalarin yapilabilmesi igin yeterli dizeyi saglamakla birlikte, preperatin kesinlikle
zararl yabanci aktiviteleri barindirmamasi sarttir. Endustride ise bu durum biraz daha
farkli olmakla birlikte, blyuk olceklerde Uretim olmakta, saflik ikinci planda 6nem arz
etmektedir. Protein preparatlari, tedavi amacli uygulamalarda kullanilacaksa bu

preparatlarin yiksek saflik degerlerinde olmasi gerekmektedir [15].

Klinik tani ve tibbi arastirmalarda, kan indekslerindeki degisiklikler fizyolojik durumu
yansitan veya patolojiyi gosteren kritik parametrelerdir. Bununla birlikte, DNA, RNA ve
bircok protein de dahil olmak Uzere, kandaki bazi biyobelirtegler, genellikle gok dusuk
konsantrasyonlarda bulunurlar ve hemoglobin gibi yliksek oranda bulunan proteinlerin
ciddi girisimlerinden dolay! tespit edilmeleri zordur. Sonug olarak, bu tir yiksek oranda
bulunan proteinlerin azaltilmasi énemli bir dnkosuldur. Su anda mevcut olan birgok
metot arasinda afinite bazh teknikler en etkili olanlardan bazilaridir ve rutin hale

gelmistir [16].

ik olarak 1789 yilinda, ¢dktirme metodu ile albumine benzeyen bir maddenin
bitkilerden elde edilmesi ile protein saflastiriimasi ¢alismalari yapiimaya baglanmistir.
20. yuzyila kadar ¢okturme ydntemine ek olarak kullanilan diger teknikler ise filtrasyon
ve kristalizasyondur. ilk kromatografik yéntemler, 1906 yilinda Michail Tswett'in
kromatografi terimini tanimlanmasi ile ortaya c¢ikmistir. Protein saflastirmasinda
santrifijleme ve elektroforez gibi teknikler de kullaniimigtir. Yillar itibariyle protein

saflagstirmada kullanilan yontemler Cizelge 2.1’ de yer almaktadir [17].



Cizelge 2.1. Yillar itibariyle protein saflagtirmada kullanilan yontemler [17]

KULLANILAN YONTEM YIL
Coktlirme 1789
Yumurta Albumin Kristalizasyonu 1889
Kromatografi 1903
Ultrasantrifujleme 1924
Serbest Cozelti Elektroforezi 1937
lyon Degisim Kromatografisi 1940’lar
Yuksek Performanlis Sivi Kromatografisi 1941
Blyukllikce Ayirma Kromatografisi 1955
Hidroksiapatit Kromatografisi 1956
Sefadeks (jel filtrasyon ortami) 1959
Poliakrilamid Jel Elektroforez 1959
Izoelektrik Odaklama 1959
Sefaroz 1967
Afinite Kromatografisi 1968
Ters-Faz Kromatografisi 1970’ler
Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi 1973
iki-Boyutlu Kromatografi 1975
Immobilize Metal iyon Afinite K. 1975
Kapiler Elektroforez 1981
Hizli Protein Sivi Kromatografisi 1982
Histidin Afinite Tag 1988




2.2. Afinite Kromatografisi

Afinite kromatografisi, adsorpsiyon kromatografisi yonteminin bir ¢esidi olarak
tanimlanmaktadir. Fiziksel bir ydntem olmakla birlikte, saflastirma igleminin yapilacagi
molekulin, matriks olarak adlandirilan bir kolon maddesine baglanmasiyla
gerceklestirilir. Bu yontemde molekul, kovalent olarak immobilize edilen liganda segici
ve tersinir olarak baglanmaktadir. Diger yontemler ile birgcok biyolojik materyalin
saflastirimasi ¢ok gugctar. Afinite kromatografisi digindaki ydontemlerde saflastirma
islemi ¢ok fazla sayida asama gerektirmekte olup, yine bu slre¢ daha uzun
surmektedir. Ancak, ayrilmasi mumkun goérulmeyen birgok biyolojik materyal afinite
kromatografisi yontemi ile tek bir asamada ve ¢ok daha yuksek bir saflastirma
katsayisiyla saflastirilabilmektedir. Afinite kromatografisinin genel prensibi Sekil 2.1’de

sematik olarak gosterilmistir [17].

1 + L > —_—> L >
Matriks Ligand
Safsizliklar
2 L >+ E{> —_ L » r\> +
Ornek

3 L >N —_— L >+E{>

Sekil 2.1. Afinite Kromatografisinin Genel Prensibi [17]




Sekil 2.1 incelendiginde; 1. durumda ligand (L), matrikse (M) kovalent olarak
baglanmakta, 2. durumda saflastirilacak olan ornek (N) yani biyomolekul, kolona
adsorbe olmakta ve safsizliklar kolondan uzaklagsmaktadir, 3. durumda ise 6rnek

desorpsiyon yoluyla izole edilmektedir.

Bu yontemde verimli bir ayrim yapabilmenin yolu ilk olarak biyospesifik 6zelliklere sahip
ve matrikse kovalent baglanabilen bir liganddan ge¢gmektedir. Ayrica bu islem igin en
basta gelen gerekliliklerden biri, immobilize edilmis olan ligandin 6rnek acisindan
spesifik baglama afinitesini haiz olmasi ve safsizliklarin uzaklagmasinin ardindan
badlanmis olan 0Ornegin secimli desorpsiyonu icin kullanilabilecek bir ydntem
bulunmasidir. Afinite kromatografisinin glcu spesifik etkilesmelere baghdir ve bu
sebeple kullanilan jel (matriks) cok ylksek spesifik adsorpsiyon gdstermelidir. Bu jel,
degisik sartlara da dayanir 6zellikte olmalidir. Bahsedilen yontemde, secilen ligand
saflastirilacak olan madde igin tersinir ve spesifik baglama afinitesi gostermeliyken,
ayni zamanda ligandin baglama afinitesini bozmayip, matrikse tutunmasini saglayan
kimyasal acidan modifiye edilebilen gruplari bulundurmasi da gerekmektedir. Bu
Ozellikler, ligandta olmasi gereken ve dnem arz eden iki 6zelliktir. Ayni zamanda bu
yontemde kullanilacak olan ligand, degdisik fonksiyonel gruplara sahipse, kullanilan bu
ligand agisindan matrikse baglanmis oldugu bolge de 6nem arz etmektedir. Dolayisiyla
bu baglanma, saflastirilacak olan molekdl ile 6zel bir etkilesme vermesi olasilii en az

olan ligand grubu ile matriks arasinda olmalidir. [18].

Afinite kromatografisinde ¢cogu zaman fazlardan bir tanesi sabit faz iken, diger faz
hareketli faz olarak isimlendirilmektedir [8, 19]. Ayristirilacak olan homojen karisimdaki
asil bilesik ile sabit faz arasinda yuzeye tutunma etkilesimi olan kromatografi,
adsorpsiyon kromatografisidir [20]. Bu tutunma sonrasinda ortamda yer alan
tutunamayan hedef bilesik molekdilleri ile safsizliklarin ortamdan uzaklastiriimasi
gerekmektedir. Daha sonra desorpsiyon iglemi ile elde edilmeye caligilan bilegik, sabit
faz Uzerinden geri kazanilmaktadir [8, 19]. Kromatografik yontemlere bakildiginda,
adsorpsiyon ve desorpsiyon mekanizmalarindaki farkhliklar neticesinde alt gruplarin
bulundugu gorulmektedir. Bu cesitliligi ortaya c¢ikaran durum, ayristirilacak olan
biyomolekullerin boyut, ylk, polarite gibi biyofiziksel 6zelliklerindeki farkliliktir [6]. Bu



baglamda, ayristirilacak olan 6rnegin Ozelliklerine gore secilebilecek kromatografik

metotlar Cizelge 2.2’de siralanmigtir [21].

Gizelge 2.2. Fizikokimyasal Ozelliklere Gére Uygulanan Kromatografik Yéntemler

[21]
- ; o ; KROMATOGRAFIK
FIZIKOKIMYASAL OZELLIKLER YONTEMLER
Elektriksel Yuk lyon Degisim Kromatografisi

Hidrofobik Etkilesim

Hidrofobisite Kromatografisi

Ters Faz Kromatografisi

Spesifik Baglanma Afinite Kromatografisi
Molekuler Boyut Jel Filtrasyon Kromatografisi
Elektriksel Mobilite Elektroforez Kromatografisi
Sedimentasyon Hizi Santrifuj Kromatografisi

Bircok alanda (Enzim, protein, hormon, vitamin, reseptor, antijen, antikor, karbonhidrat,
bakteri, virls ve hicre) etkili bir sekilde kullanilabiliyor olmasina ragmen, ligand olarak
kullanilan molekullerin galisma kosullarinda kararsiz olmalari, afinite kromatografisinin
endustriyel anlamda kullanimini engellemektedir. Afinite kromatografisinin endustriyel
amagclh kullanimi, son zamanlarda uretilen yapay ligandlar sayesinde daha kararl

yaplilar elde edilmesiyle giderek yayginlastiriimigtir [22].
2.3. immobilize Metal Afinite Kromatografisi (IMAC)

Immobilize Metal Afinite Kromatografisi (IMAC) ilk olarak Porath ve arkadaglari
tarafindan 1975 yilinda geligtirilmistir [23]. 1975 yilinin baglangicindan bu yana, yluksek
histidin i¢erigine sahip ya da histidin yontinden zengin kisimlar ile etiketlenen proteinleri
yakalamasi ve saflastirmasi yetenegi sebebiyle, protein saflastirmasi alaninda ¢ok

onemli bir teknik haline gelmistir [24]. Bir ayirma teknigi olarak IMAC, immobilize metal



iyonlari ile hedef protein ylzeyindeki fonksiyonel gruplar arasindaki koordine baglarin

olusumuna dayanmaktadir [25].

IMAC teknigi, hizh ve guavenilirdir [23]. Yapilan bir ¢calismada, agaroz matriksinin
uzerine iminodiasetik asit (IDA) ligandi kaplanmis olup, ¢inko, bakir, nikel, kobalt gibi
gecis metallerinin mevcut ligand Uzerine immobilizasyonu saglanmistir. Hazirlanan
kromatografik sorbent ile birlikte; immobilize metallerin, insan serumu igerisindeki

sistein, histidin ve triptofan amino asitlerine gosterdikleri afinite incelenmistir [22].

Bu teknik, Hellferich tarafindan ‘Ligand Degdisim Kromatografisi’ adi altinda 1961 yilinda
ortaya atilmig olup, yapilan calismada yalnizca kuguk molekdller icin ayristirma
gerceklestiriimistir. Yani, ilk kez Porath ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada ligand
degisim kromatografisi tirevlendirilerek, olusturulan sistem ile proteinlerin ayristirildigi
ve ayni zamanda saflastirildigi gdzlenmis olup, bu teknik ‘immobilize Metal iyon
Afinitesi’ seklinde isimlendirilmistir. Bu yontem, daha sonraki yillarda gerek laboratuvar
Olcekli gerekse endsutriyel Olgekli ok sayida proteinin karmasik biyolojik sistemlerden,
yuksek segcicilik ile saflastiriimasinda ve izolasyonunda dnemli bir teknik haline gelmistir
[26].

Protein saflastirmasinin ana yontemlerinden biri olan immobilize metal afinite
kromatografisi, histidin etiketli rekombinant proteinleri segici olarak ayirabilmektedir.
Analiz oncesinde, oOrneklerin karmagsikligini azaltmak ve dusuk miktardaki
biyobelirteglerin tanimlanmasini kolaylastirmak igin gergcek biyolojik orneklerden
yuksek derigsimdeki histidin icerigi yuksek proteinleri uzaklastirmakta kullaniimaktadir.
Ornegin, histidin bakimindan zengin bir protein olan hemoglobin (Hb) insan ve
hayvanlardaki kirmizi kan hicrelerinde bulunan yiksek derisimdeki proteinlerden biri
olarak bilinmektedir ve orak hicre hastaligi gibi bazi hastaliklarda, plazmada serbest
hemoglobin 0.9 mg/ml kadar yiksek bulunur. Serbest hemoglobinin baskinligi, disik
derisimdeki proteinler Uzerindeki bilgilerin baskilanmasi nedeniyle proteom arastirmasi
icin dezavantaj olusturmaktadir. Bununla birlikte, bu dislUk derisimdeki proteinler
hastaliklar i¢in potansiyel biyobelirtegler olabilir. IMAC ydntemi, bazi hastaliklarda
hayati rol oynayan dusUk derisimdeki histidin yoninden zengin proteinlerin

zenginlestirimesinde de kullanilabilir. Ornegin, prion proteini, néronlarda histidin

10



yonunden zengin bir proteindir ve prion patojenezi igin ¢gok onemlidir. Plasmodium

falciparum His-rich protein 2'nin ise sitma ile iligkili oldugu kanitlanmigtir [12].

IMAC yodnteminde, proteinlerin kromatografik sorbent (zerinde adsorplanmasi igin,
protein yuzeylerinde histidin, sistein, triptofan gibi spesifik aminoasit kalintilarinin
bulunmasi gerekmektedir [26]. Baska bir deyisle IMAC, histidin kalintisi igeren
proteinlerdeki elektron verici gruplar ile immobilize metal iyonlari arasindaki segici
etkilesime dayanarak, histidin agisindan zengin proteinleri ayirmaktadir [27]. Bundan
dolayi, histidin isaretli kullanilan proteinlerde, IMAC performansi artmakta ve
saflastirma ¢ok daha yuksek oranda gergeklesmektedir. Cizelge 2.3.te IMAC’de
proteinlerin adsorpsiyonunda aminoasitlerin yakalanmasinda histidinin etkin oldugu

goOrulmektedir [28].

Bununla birlikte, proteinlerin yapisal konfigirasyonlari da (ikincil, Ggtincul, dérdincul
yapilari) bulunduklari ortamdan ayristiriimalarinda biiyiik dnem tasimaktadir. Ornegin,
elektriksel yukleri, molekuler boyutlari, aminoasit i¢erikleri birbiri ile ayni olan iki protein
yapisal  konfigurasyonlarindaki  farkliliklardan  dolayr  basit  bir  sekilde

ayristirilabilmektedir [26].

Cizelge 2.3. IMAC’de proteinlerin adsorpsiyonunda aminoasitlerin yakalanma egilimi

[28]
Fonksiyonel Grup Yakalanma egilimi
Histidin ++++
Sistein* ++++
Aspartik asit, glutamik asit -
Lisin, arginine +
Triptofan, tirosin, fenilalanin | +
N-terminali ++

Bir IMAC reginesi, destek (6rn:Agaroz), baglayici, selatlama (kenetleme) bilesigi

(iminodiasetik asit, nitrilotriasetik asit, tris'karboksimetil ‘etilendiamin gibi) ve iki
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degerlikli gegis metali iyonundan (Zn?*, Cu?*, Ni?*, Co?* gibi) olusmaktadir. Bir baglayici
ile agaroza baglanan gelatlama bilesikleri, metal iyonlarini hareketsiz kilar ve koordine
eder. Bu metal iyonlari, peptidlere ve protein ylzeylerine yerlesmis olan histidin (His)

amino asitlerinin imidazol halkalari Uzerindeki azot ile etkilesir [23].

2.3.1. Kati Destek Olarak Kullanilan Matriksler

Farkli organik ve inorganik matrisler, immobilize metal afinite kromatografisinde kati
destek olarak kullaniimaktadir. Proteinlere afinite gdsteren metalin immobilize oldugu
son yapinin verimli olabilmesi igin, matrisin belirli 6zelliklere sahip olmasi
gerekmektedir. Butin kosullarda fiziksel, kimyasal, ve mekanik olarak kararli olan,
ayrica solvent ortaminda kesinlikle ¢ozinmeyen bir kati destek kullaniimalidir. Kolon
kromatografilerinde hareketli fazin akis hizinin yiksek oldugu durumlarda ve
kullanimindan sonraki rejenerasyon islemlerinde deforme olmamasi gerekmektedir.
Matris, spesifik ligand disindaki maddelerle etkilesime girmemelidir. Kromatografik
proses esnasinda sisme veya buzilmeye maruz kalmamaldir. Hidrofilik yapida ve
basit bir sekilde tiireviendirilebilir olmalidir. immobilize olacak ligandin yiksek
verimlilikte baglanabilmesi i¢in matris yuksek ylzey alanina sahip gdzenekli yapiya ve
bu liganda uygun karboksil, amid, hidroksil gibi fonksiyonel gruplara sahip olmalidir [26,
28].

IMAC uygulamalarinda kati destek malzemesi olarak kullanilan ilk yapi, bir
karbonhidrat olan, belli sicakliklarda suda ¢Ozunebilen, agarozdur. Agaroz ayni
zamanda, hidrofilik karakterde, c¢esitli ortam kosullarina dayanim gosteren ve
etrafindaki diger malzemeler ile tepkimeye girmeyen bir maddedir [10]. Ayrica, dekstran
ve sellloz gibi yapilar yaygin kullanilan organik matrislerden bazilaridir. Polimerik
matrisler arasinda polistiren, poliakrilamid, poli(hidroksietil metakrilat), gézenekli cam,
demir oksit ve silika sayilabilir [29]. Silika temelli ve sentetik formdaki matrisler
sayesinde organik polimerlerin yapisal zayifliklari giderilebilmektedir. Bu matrisler az
deforme olurlar, ¢inki mekanik dayanimlari yiksektir ve buna bagli olarak da yapisal
olarak daha gugcludurler. Silanol agiga ¢ikmasini engellemek ve matriste olumsuz
sonuglarla karsilasmamak igin silika kullanilan IMAC uygulamalarinda duasuk veya

yuksek pH degerleri ile ¢alisiimamasi gerekmektedir [10].
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2.3.2. Ligandlar

Ligandlar, kati matris Uzerine immobilize edilir ve kati matris ylzeyinin kaplanmasini,
ayrica metal iyonlarinin immobilizasyonu i¢in sahip oldugu oksijen, azot ve kukurt gibi
elektron vericiler ile koordinasyon komplekslerinin olusumunu saglar [9]. IMAC
ligandlari, uygulamada istenilen segiciligi elde etmek ve metal iyon kagagini azaltmak
icin geligtirilmigtir. Geligtirilen bu ligandlar dort tare ayrilabilir:

(1) iki uclu ligandlar (salisilaldehit, aminohidroksamik asit veya 8-hidroksikinolin (8-
HQ));

(2) Ug¢ wuglu ligandlar, (iminodiasetik asit (IDA), ortofosfoserin, dipikolilamin,
karboksimetilprolin ve N-(2-piridilmetil) aminoasetat);

(3) Dort uclu ligandlar (nitrilotriasetik asit (NTA) ve karboksimetillenmis aspartik asit
(CM-Asp)),

(4) Bes uclu ligandlar (N’,N’,N’-tris(carboksimethil)etilendiamin (TED) ve tetraetilen
pentamin gibi) [30].

Sekil 2.2.’de Ug uclu IDA, dort uglu nitrilotriasetik asit (NTA) ve karboksimetil aspartik
asit (CM-Asp), ve bes uclu N,N,N’-tris-karboksimetil etilen diamin (TED) ligandlarin
yapisi gosterilmektedir [10].
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Sekil 2.2. Cesitli Ligandlarin Yapisal Gosterimi [9]

icerdigi aktif grup sayisi bes olan, bes uclu bir selatin (TED gibi) bir gegis metali olan
nikeli baglama kapasitesinin, disik aktif grup iceren selatlara goére daha yuksek

oldugu, fakat bu durumun avantajli olmadigi gérilmektedir. Sekil 2.3.’te de goérilecegi
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Uzere, alti adet koordinasyon noktasi bulunan Ni?* iyonunun bu noktalarindan besi TED
ile baglandidi icin bir ucu protein adsorpsiyonuna agik kalabilmektedir. Bundan dolayi
ise, kromatografik sorbentin protein adsorplama veriminin azaldigi goériimektedir. Ayni
dogrultuda dort uglu olan NTA, protein adsorpsiyonu ig¢in uygun iki koordinasyon
icermektedir [31]. Ug uclu selatdrlerinin bir temsilcisi olan IDA, IMAC'te standart,

kapsamli olarak arastirilan bir metal-selat ligandidir [30].
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Sekil 2.3. Ni?* iyonu immobilize edilmis IDA, NTA ve TED ligandlarinin histidin
gruplari ile etkilegimi [31]

Proteinlere baglanma kapasitesi, ligandin koordinasyon sayisi ile azalirken, metal iyon
afinitesi genellikle artar [30]. Bagka bir deyisle, koordinasyon noktasi (u¢ sayisi) ile
ligandlarin metallerle olusturduklari bag kuvveti dogru orantilidir. Dolayisiyla metal
iyonu, bes uclu bir ligandta iki uclu bir liganda kiyasla daha iyi immobilize edilmektedir.
Ancak cok uclu ligand kullanilan protein adsorpsiyonunda, metal iyonu ile protein
arasindaki tutunma kapasitesi, ligand ile metal arasindaki bagin guclenmesiyle azalir.

IMAC proseslerinde en sik kullanilan ligand, ¢ uclu yapiya sahip olan IDA’dir [10].
2.3.3. Ligandlar Uzerine immobilize Olan Metal iyonlari

Bir ayirma ve saflastirma metodu olan IMAC, proteinlerin immobilize metal iyonlarina
kargi gosterdikleri afinite farkiyla ve proteinlerin Gzerlerindeki elektron verici gruplari ile
metal iyonlari arasinda olusan etkilesime dayanmaktadir. Bundan dolayr immobilize
olan miktar ve kullanilan metal iyonunun cesidi 6nem arz etmektedir. Kromatografik
sorbentin kapasitesi ve segiciliginde, immobilize metal iyonlarinin yogunlugu etkili bir

rol Ustlenmistir [9].

Pearson tarafindan, IMAC proseslerinde kullanilan metaller 3 gruba ayriimaktadir. Bu
ayrim, metallerin nikleofillere karsi gosterdikleri ilgiye goére yapilmaktadir. Birinci
gruplandirma, metallerin ligandta bulunan oksijen iyonlarina ilgisi baz alinarak yapiimig
olup, bunlar Fe3*, Ca2*, AIR* gibi sert metal iyonlaridir. ikinci gruplandirmada ise,
metallerin kikart iyonlarina ilgisi baz alinmis olup, bu metal iyonlar Hg?* ve Ag* gibi

yumusak metal iyonlaridir. Uglincli gruplandirmada gecis metalleri olarak belirtilen ve

16



elektron cifti afinitesi olan Cu?*, Ni?*, Zn?*, Co?* ve Fe?* iyonlari bulunmaktadir. Bu
metal iyonlari, farkli ligandlardan birinin veya birkac tanesinin birlikte yer aldigi azot,
kukurt ve oksijen iyonlarinin hepsine ilgi gosterme yetisine sahip olduklari igin
immobilize metal iyonu anlaminda en sik kullanilan metallerdir [9]. Ayrica, IMAC
yontemi uygulama alaninin ne oldugu veya saflastirilacak olan protein gesidine gore
immobilize metal iyonu olarak segilecek olan metal degisebilir. Fosfoprotein
saflastiriima proseslerinde li¢ degerlikli AI3*, Ga3*, Fe3* ve dort degerlikli Zr** gibi iyonlar
tercih edilmekte, Cu?*, Ni?*, Zn?*, Co?* gibi iki degerlikli iyonlar genel olarak histidin-
isaretli proteinlerin saflastirilmasinda kullaniimaktadir [32]. Bir galismada, IDA ligandi
ile selat olusturan metal iyonlarinin, proteinlere karsi gosterdigi afinite ve alikonma

sUreleri agisindan siralamasi Cu?* > Ni2* > Zn2* 2 Co?* seklinde gosterilmektedir [10].
2.3.4. Kromatografik Sorbentler ile Adsorpsiyon-Desorpsiyon Mekanizmasi

Matris ile kovalent bagli ligand Uzerinde immobilize olmus metal iyonu ile proteinlerin
yuzeylerine ulasan aminoasitlerdeki 6zel tanimlanmis kisimlarin aralarindaki afinite
IMAC icgin temel prensiptir. Spesifik kisimlar elektron verici (imidazol, tiyol ve indol
gruplan gibi) kisimlardir. Bunlar aspartik asit, glutamik asit, tirozin, histidin, triptofan,
sistein, arjinin, lizin, metionin gibi aminoasit segmentlerinin yuzeylerinde yer alirlar [10,
33, 34].

Proteinlerde bulunan histidin gruplari, metal iyonlarina karsi en yuksek afiniteyi
gOsteren ve protein adsorpsiyonlarinda bulunmasi gerekli olan ana aminoasit
grubudur. Bunun yanisira imidazol, tiyol ve indol gruplari igeren amino asitlerin birgogu
da yine IMAC proseslerine uygundur, ancak higbiri histidin kadar metal iyonlarina kargi
yuksek afinite gostermemektedir. Aromatik zincirleri bulunan triptofan, tirozin ve
fenilalanin aminoasitleri ise ancak cevrelerinde histidin varsa adsorpsiyona yardimci
olurlar. Sisteinler, yluksek kararsiz yapidadirlar ve bundan 6tlrd immobilize metal

iyonlariyla bag olusturma islemini ender olarak gergeklestirirler [33].

Histidin etiketi, rekombinant bir proteinin saflastirimasi icin segicilik ve afinite
bakimindan en iyi olarak kabul edilmektedir. Bir Escherichia coli lizatindan, bir

rekombinant etiketli protein % 80-90'a kadar izole edilebilmektedir. Adsorpsiyon
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asamasinda, selat ve/veya katyondan elektrostatik etkilesimlerin payini ortadan

kaldirmak icin genellikle yuksek iyonik guce sahip tamponlar kullanilir [35].

Histidin zincirlerindeki imidazol nitrojenlerinin protonlanmamis formda oldugu nétr veya
hafif bazik pH degerlerinde, proteinler kromatografik destek Uzerine adsorbe olurlar.
lyonik gligleri yiiksek olan tamponlar, asetat veya fosfat tamponlari gibi, adsorpsiyon
tamponu olarak, protein ve metal iyonu arasindaki spesifik etkilesim disindaki spesifik
olmayan etkilesimleri engellemek veya azaltmak igin kullanilirlar [34]. Ortama eklenen
elektrolitler, metal iyonlarina ait koordinasyon noktalarindaki su molekulleriyle iyonlar
arasindaki c¢ekim kuvvetinin dusmesini saglayarak bu noktalara proteinlerin

adsorpsiyonunu gergeklestirirler [10].

Adsorpsiyonun arkasindan desorpsiyonun yapilabilmesi, aminoasit yan zincirleri ile
metal iyonlarinin arasindaki etkilesimin tersinir olmasi ve aralarindaki afiniteyi azaltan
kosullarin olusmasina baghdir. Bu kosullardan biri pH degerinin, hidrojen derigiminin
yukselmesi ile dusurulmesidir. Hidrojen iyonlarinin, immobilize metal iyonlar: ile
proteinler Uzerindeki baglanti bolgeleri igin rekabet etmesiyle birlikte protonasyonun
gergeklestigi histidin Gzerinde bulunan nitrojenlerde protein ile immobilize metal iyonu
arasinda olugsan bag zayiflamaktadir. Bu durum ise, proteinin desorpsiyonuna neden
olmaktadir [9, 33]. Protein elliisyonu icin protein ile metal iyonlari arasindaki bag yuksek
tuz derisimi zayiflatilmahdir [10]. Bunun disinda, desorpsiyon isleminde uygulanan
bagka bir yontem ise ortama bazi ajanlarin eklenmesidir. Bu ajanlar dusuk pH
degerinde denatlire olabilecek proteinin baglanmasinda goérev alan aminoasit
gruplarinin benzeri olan yarismaci ajanlardir. Bir bagka deyimle, duguk konsantrasyon
veya notr pH dederinde histidin veya imidazol bulunduran yapilardir. Bu sekildeki
ortamda olusan rekabet, immobilize metal iyonlarini hedefler. Metal iyonuna
baglanabilmek igin ortama eklenen histidin veya imidazol gruplari ile proteinlerin
uzerindeki imidazol gruplari yarigmaktadir. Meydana gelen bu yarig neticesinde protein
ve immobilize metal iyonu arasindaki bag zayiflamaktadir [10, 33]. Etilendiamin
tetraasetik asit (EDTA) guclu bir selat bilesigidir. Bu bilesik, disuk pH degerlerine karsi
duyarli olan ve immobilize metal iyonlar ile bagi kuvvetli olan proteinler igin
kullaniimaktadir. Fakat bu yontem ile her ne kadar proteinler sorbent Gzerinden alinsa

da, bunun yaninda metal iyonlarinin ligand Uzerindeki baglantisi da zarar gdérmekte ve
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bir sonraki kullanimda metal immobilizasyonunun tekrarlanarak ligandin immobilize

metal iyonu ile doyurulmasina ihtiya¢ duyulmaktadir [33, 34].
2.3.5. immobilize Metal Afinite Kromatografisinin Avantajlari ve Dezavantajlan

Rekombinant proteinlerin etkili bir sekilde saflastirilabilmesi i¢in gelisen tekniklere
paralel olarak, proteinlerin hucre lizatindan dogrudan izolasyonuna izin veren basit,
hizli ve uygun protein saflastirma yontemleri icin giderek artan bir ihtiya¢ soz
konusudur. Rekombinant proteinlerin saflastiriimasi, proteinlerin yapisini ve islevini
incelemek, iyilestirici ve tanisal uygulamalar icin énemli bir adimdir. immobilize metal
afinite kromatografisi (IMAC), rekombinant proteinlerin ayristirilmasi ve saflastiriimasi

icin en etkili yaklagimlardan biri olarak kabul edilmektedir [14].

IMAC, diger protein saflastirma metotlarina kiyasla ¢ok sayida avantaja sahiptir. En
blylk avantajlarindan bir tanesi, histidin-isaretli proteinleri yuksek verimlilikte
ayristirmasi olarak sayilabilir [34]. Ayni zamanda, imidazol ile yikama kolayligi ve tek
adimda 6nemli dl¢lide saflastirma teknidin yayginlasmasini saglayan avantajlar

arasinda yer almaktadir [36].

IMAC metodu ile pH 5.0 - 8.5 araliginda g¢alisilabilmekte olup, ligand Gzerine immobilize
olan metal iyonlarinin baglantisinin sonlandirilimasiyla, ayni selatin Uzerinde farkli
metal iyonlari, pek ¢ok kez denenebilmektedir. Kromatografik sorbentler kullanilarak,
yuksek spesifiklikte adsorpsiyon gerceklestiriimektedir. IMAC sayesinde ¢ok kuglk
boyutlu proteinler dahi saflastirilabilmektedir. Bazi proteinler orjinal haliyle
ayristirlamazken, Uzerlerine yapilan histidin takviyesi ile saflastirilabilirler. Bunun
sebebi ise, histidin-isaretli proteinlerin hepsinin IMAC ydntemi ile saflastirilabiliyor
olmasidir [32, 34].

IMAC yonteminin sahip oldugu avantajlara ilaveten, bazi dezavantajlari da
bulunmaktadir. Bu dezavantajlara ornek olarak, immobilize metal iyonlarinin sebep
oldugu toksiklik érnek verilebilir. insan viicudunda kanserojen etkiye sebep oldugu
bilinen metallerden Ni?* ve Co?*iyonlari ile yapilan bazi arastirmalarda, Ni2* iyonunun
hicre ¢ekirdegi Uzerinde bulunan histidin yapilariyla baglanarak DNA molekultne zarar
verdigi gorulmustir. Bu sebeplerden oturl, tedavi amacl kullanilmasi dustnulen

proteinlerin saflastirimasinda, IMAC uygulamasi sirasinda Ni?* iyonlarinin ayristirilan
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protein ile birlikte bulunmamasina 6zen gosterilmelidir. Bunun i¢in protein desorpsiyonu
esnasinda uygulanan elisyon yontemleri, immobilize durumdaki metal iyonlarini selat

uzerinden koparmayacak sekilde tasarlanmalidir [32, 34].

Katalizéri metal olan oksidasyon tepkimelerine sistein, histidin, lizin, arginin, prolin ve
methionin gibi aminoasitler girebilmektedir. Bunun neticesinde, protein iskeletini
parcalayan ve proteine zarari olan reaktif radikal ara Grunler olusmaktadir. IMAC
proseslerinde kullanildiginda, aminoasitlerin ve proteinlerin yapisinin bozulmasina yol
acan, ylksek redoks aktivitesine sahip gecis metallerinden biri olan Cu?* iyonunun
getirdigi bu dezavantaji dnlemek veya en aza indirmek igin, daha az aktif olan Zn?* gibi

bir iyon kullanmak faydali olacaktir [34].

Proteinlerin tedavi amagli uygulamalarda kullanima uygun saflikta elde edilebilmesi
icin, IMAC prosesi icin sonradan takviye edilen histidin-isaretli kisimlarinin
uzaklastiriimasi ve boylelikle proteinin kendi orjinal haline gelmesi saglanmalidir. Bu
sebeple proteinlerin kromatografi islemiyle saflastirrimasindan sonra, histidin
uzantilarinin da kirilmasi gergeklegtiriimektedir. Bu islem kimyasal yontemler ve
enzimatik yollarla uygulanabilmektedir. Gerek toksisitesi gerekse protein yapisina zarar
verme riskinden dolayi kimyasal ajan kullanimindan ziyade, enzimatik iglemler tercih
edilmelidir. Ancak enzimlerin kullanildigi islemlerde de Uran Kirliliginin 6nune
gecebilmek maksadiyla ara madde olarak kullanilan enzimin o ortamdan

uzaklastiriimasi gerekir [32, 34].
2.4, Titanyum dioksit

Titanyum dioksit, toksik olmayan yari iletken bir metal oksittir ve boya, plastik, ila¢ ve
gida gibi birgok endustriyel alanda pigment veya dolgu maddesi olarak kullaniimaktadir.
Zehirli bir etkiye sahip olmayigi nedeniyle, 6zellikle ilag saliminda ¢ok kullaniglidir. Ayni
zamanda, UV emici olarak kozmetik ve cilt uygulamalarinda kullaniimaktadir. Bu
alanlara ilaveten, son yillarda titanyum dioksit sudaki organik ve inorganik kirleticilerin
giderilmesinde, endokrin bozucular, tekstil boyalari, N2 veya CO2'nin fotokimyasal
indirgenmesi, bakterilerin 6lduruimesi, gunes enerjisinin toplanmasi ve pestisitler gibi
zararli organik kirleticilerin degradasyonunda gerekli olan essiz fotokatalitik 6zellikleri

nedeniyle dnemli ilgi cekmigstir [37, 38].
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1790'lerde TiO2, ingiltere'nin Cornwall sahilinde siyah kum seklinde kesfedilmistir.
William Gregor, siyah tanelerin silika kumundan bir miknatisla ayrildigini 6grenmis ve
bu siyah taneleri hidroklorik asitle islediginde beyaz bir kalinti olustugunu gormustur.
Bu tortuyu sulflrik asit ve soda ile islemden gecirdikten sonra ise kalsinasyon

uygulamig ve sonunda beyaz bir toz elde etmistir. Bu meydana gelen toz, TiO2'dir [39].

Gunumuizde, TiO2 sulfat veya klor prosesleri ile Uretilmektedir. Sulfat igleminde,
metamorfik kayaclarda bulunan ilmenit, sulflrik asit ile islenerek demir ve titanyum
sulfat haline getiriimektedir. Daha sonra, titanyum hidroksit hidroliz ile gokeltiimekte ve
yuksek sicaklikta kalsine edilmektedir. Klor isleminde, tohum kristalleri alkali hidroliziyle
uretilmekte ve titanyum tetraklorur Uretmek igin klor ile reaksiyona sokulmaktadir. Daha
sonra titanyum tetraklorlr saflastirimakta ve ¢cok saf TiO2 elde etmek icin yeniden
oksitlenmektedir [39].

2.4.1. TiO2 Sentez Yontemleri

TiO2; toz, kristal veya ince filmler seklinde olmak tzere farkli formlarda Uretilebilmekte
olup, her bir form, birkagc nanometre ila birkac mikrometre gibi genis bir aralikta
sentezlenebilmektedir. Burada onemli olan o6zellik, TiOz2'nin fiziksel ve kimyasal
Ozelliklerinin hazirlik yontemine bagli olmasidir. Genel olarak hazirlik yontemleri gaz

faz yontemleri ve ¢ozelti yontemleri olmak Uzere iki gruba ayrilmaktadir.

ince TiO2 filmlerinin hazirlanmasi igin genellikle gaz faz yéntemleri tercih edilmektedir.
Gaz faz yontemlerinin baglica turleri ise, kimyasal buhar biriktirme (CVD) ve fiziksel
buhar biriktirmedir (PVD) [40, 41]. Son zamanlarda, gaz fazi ydntemlerine dayanan
bazi karmasik teknikler kullaniimis olmakla birlikte bunlar, iyon implantasyonu,
molekuler demet epitaksi ve dinamik iyon demeti olusturulmasi seklinde sayilabilir [42].
Bu teknikler, yuksek saflikta ve kontrol edilebilir film buylimesi olan malzemelerin
uretimini saglamistir. Ancak, yuksek enerji tuketimi diger teknikler ile karsilastirildiginda

bir dezavantaj olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Cozelti yontemleri, cogunlukla tozlarin sentezi igin kullaniimaktadir. Bu ydntemin birkag
avantaji bulunmakta olup, bunlar, stokiyometrinin kontrol edilebilmesi, homojen
materyal Uretimi, karmasik sekillerin olusma olasihgr ve kompozit materyallerin

hazirlanmasi seklinde siralanabilir. Ancak, bu ydntemlerin dezavantajlari ise uzun
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islem sareleri ve pahali dnculerin kullanimidir. Cozelti yontemlerinin igerisinde; ¢okelme
ve birlikte c¢oktirme [43, 44], solvotermal ve hidrotermal yontemler [45, 46],
mikroemuilsiyon [47], yanma ve elektrokimyasal sentez [48, 49] ile sol-jel yontemi [50]
yer almaktadir. Sol-jel yontemi, diger tekniklere nispeten sahip oldugu avantajlari
nedeniyle farkli formlarda titanyum sentezi i¢in en populer yontemdir. Bu proses ile

birlikte, TiO2 kompozit ve TiO2 katkili malzemelere giris yapiimasi saglanmistir [51].

2.4.2. Sol-Jel Yontemi

Sol-Jel ydonteminde; kati Grln, kristalizasyon veya ¢okeltmeden farkli olarak jel olusumu
ile elde edilmektedir. Sol yoluyla materyallerin olusumu, daha sonra sol’in jellegsmesi
ve son olarak ise ¢o6zucunun uzaklastirimasi geklindeki proses olarak
tanimlanmaktadir. "Sol", bir sivi igindeki kolloidal kati parcaciklarin sabit bir
suspansiyonu olup, “jel” ise, kolloidal kati pargaciklarin yigini ile olusturulan bir kati agd

olarak tanimlanmaktadir [52, 53].

Sol-jel metodunun secilmesinin sebepleri arasinda; cok gézenekli malzemeler ve kristal
malzemelerin sentezlenebilmesi, son malzemenin pargacik boyutunun gdézenek boyutu
ve gozenekliliginin, hidroliz ve yogunlagsma oranlarinin kontrol edilmesiyle
ayarlanabilmesi ile kurutma ve kalsinasyon kosullarinin kontrol edilerek gbézenek

boyutu, gozeneklilik ve mekanik 6zelliklerin kontrol edilebilmesi sayilabilir.

TiO2, kullanilan baglaticlya bagh olarak alkoksit (organik) veya alkoksit olmayan
(inorganik) sol-jel yontemleri ile Uretilebilir. Alkoksit olmayan (inorganik) sol-jel
metodunda; nitratlar, klorurler, asetatlar gibi inorganik tuzlar baslatici olarak kullanilir
ve ek bir inorganik anyonun uzaklastiriimasini gerektirir. Alkoksit (organik) sol-jel
yolunda, kullanilan baslaticilar titanyum etoksit, titanyum izopropoksit (TIP) ve titanyum
n-butoksit gibi metal alkoksitlerdir. Titanyum dioksit igcin 6ncu olarak TiCla, Ti(SOa4)2 gibi
inorganik bilesikler kolayca elde edilebilir ve alkoksitlerden daha ekonomiktir. Sol-jel
islemi, sicakliga gore yUksek sicaklikta hazirlama (kalsinasyon muamelesi kullanilarak)
ve dusuk sicakhkta hazirlama (kristallesme, kalsinasyon muamelesi olmadan yapilir)

olmak uzere iki farkl kategoriye ayrilabilir [54].
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2.4.2.1 Dusuk-Sicaklik Sol-Jel Prosesi

Cozucu karigimlarinda, normal sol-jel kimyasi ile sadece amorf titanyum
sentezlenebilir. Calismalarin bircogunda anataz formunda titanyum dioksit elde etmek
icin, amorf titanyum dioksit kalsinasyonu 300-400 °C civarinda gercgeklestirilmistir.
Kalsinasyonu daha yuksek sicakliklarda gergeklestirerek, yuksek kristal yapilari elde
edilebilir, ancak daha yuksek termal enerji, mezo gdzenekli gergevelerin gokmesine yol
acar ki bu da daha dusuk yuzey alanlarinin olugmasina sebep olur. Dusuk sicakliklarda
(<100 °C) TiOz2 partikullerinin hazirlanmasinin, (1) tekdlze pargacik boyutu dagilimina
sahip TiO2 partikulleri (2) yuksek araylzey adsorpsiyon yetenegi, (3) cesitli destekleyici
malzemeler Uzerinde kolay kaplama gibi ¢esitli avantajlara sahip oldugu belirlenmistir.
Ayni zamanda, TiOz partikullerinin fotokatalitik aktivitesinin kristal yapi, pargacik boyutu
ve yuzey alani gibi bazi parametrelere bagl oldugu da bildirilmigtir. Lee ve Liu, yuksek
sicakliklarda kalsinasyonu 6nlemek igin, dusuk sicakliklarda TiO2 Sol'unun sentezi igin
bir asit - hidroliz yontemini rapor etmistir. TiCla baglatici olarak ve hidroklorik asit (HCI)
ise peptitleyici ajan olarak olarak kullanilmis olup, pH, HCI konsantrasyonu ve
depolama sicakhdi gibi bazi parametrelerin etkileri arastirilmistir. Addamo ve digerleri
tarafindan, kalsinasyon olmadan TiCls'Un hidrolizi kontrol edilerek nanometre
boyutunda TiO2 partikulleri hazirlanmistir. Calismada, TiCla konsantrasyonunun,
hazirlik prosedirid ve kaynama suresinin TiO2 Ozelliklerine etkisi arastiriimistir. TiO2
orneklerinin fotokatalitik aktivitesinin kristalinite ve partiktl buyukltgtne bagh oldugu
gosterilmigtir [55, 56]. Hidratlanmigs titanyum dioksit, Randorn ve digerleri tarafindan,
kalsinasyon olmadan TiCls ve konsantre NH4OH ¢o6zeltisi kullanilarak hazirlanmistir.
Hazirlanan tozlarin kristal yapisi, az miktarda anataz fazi ile amorf fazdan olusmustur.
Metilen mavisi boyasinin fotokatalitik bozunmasi hazirlanan tozlarla arastiriimistir [57].
Ancak dusuk sicakhktaki sol-jel sentezinin (<100 °C) kalsinasyon adimini ortadan
kaldirmasina ragmen, dusik kristalinite’ye neden oldugu ve dolayisiyla titanyum
partikullerinin dusuk fotokatalitik aktivite ile elde edilmesine neden oldugu gosterilmistir
[58].
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2.4.2.2. Sol-Jel Kaliplama Yontemi

Sol-jel templasyon yontemi, titanyum pargaciklarinin morfolojisini kontrol etmek igin
kalip kullanan alternatif bir yaklasimdir. Genel olarak, kaliplar yumusak ve sert olmak
uzere iki gruba ayrilabilir. Yumusak kaliplar esnektir ve genellikle bu amagla
mikroemulsiyonlar, miseller veya proteinler gibi organik veya biyolojik molekuller
kullanilir. Yumusak kaliplardan farkh olarak, sert kaliplar inorganik kolloidler veya
polimerik tanecikler gibi sert yapilara sahiptir. Gozenek boyutu, dis sekil ve boyut gibi
morfolojik o6zellikleri kontrol eden polimerik kaliplarin kullanilmasi, monodispers
gOzenekli titanyum partikllerinin  sentezi i¢in buylk onem tasimaktadir. Sol-jel
kaliplama, kontrolli morfoloji ve yapiya sahip titanyum dioksit partikillerinin
hazirlanmasi igin uygun bir ydntemdir. Bu yontem, gézenekli polimerik kalip i¢inde, saf
metal alkoksitlerin sol-jel kimyasini icerir. Kalip, kompozit yapidan kalsinasyon veya
ekstraksiyon yoluyla ¢ikarilir [58, 59]. Bu yontem kullanilarak, Caruso ve arkadasglari,
titanyum dioksit mikrokurelerin Uretiminde kalip olarak gdzenekli poli (S-co-DVB)
mikrokurelerin ve oncll olarak ise TiCls'Un kullanimini géstermis olup, kalip materyalin
uzaklastirimasinin sonucu olarak goézenekli yapida, homojen metal oksit partikillerin

elde edilmesi saglanmistir [60].

2.5. Polimerizasyon Yontemleri

Kromatografik yodntemlerde kullanilan polimerik partikiller, farkli polimerlesme
teknikleriyle elde edilmektedir. Bu polimerik partikuller, biyoteknoloji ve biyomedikal
alanlarinda tanimlama, dolgu malzemesi, izleme, hicre analizi, mikroskoplarda
kalibrasyon gibi pek c¢ok farkli amag¢ dogrultusunda kullanilirlar. Kullanilan
polimerlesme teknikleri emulsiyon, dispersiyon, ¢ok basamakli mikrosuspansiyon
polimerizasyonu gibi farkli ydntemlerdir. Monodispers yapida olan, 10 nm ve 10000 nm
boy araligina sahip kuresel partikullerin istenen boyut ve yapisal 6zellikte dretilebilirligi,
kuvvetli asidik veya bazik ortamlarda ve genis sicaklik araliklarinda stabil olmasi bu
partiktllerin birgok alanda kullanimini mumkuan hale getirmektedir [61, 62].

2.5.1. Dispersiyon Polimerizasyonu

Dispersiyon polimerizasyon iglemi, polimerizasyonun temel bilegenleri olan monomer,

baslatici ve stabilizoriin homojen bir faz haline geldigi ve dagitma fazi igerisine eklenen,
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genelde 1-10 ym boyutundaki es-boyutlu partikullerin olustugu polimerizasyon iglemi
olup, bir serbest radikal polimerizasyon teknigidir. Dispersiyon polimerizasyonunu diger
tekniklerden ayiran en dnemli 6zellik, monodispers partikullerin sentezidir. Dispersiyon
polimerizasyonu; endustride, saglik alaninda ve gesitli arastirma alanlarinda kullanilan
monodispers polimerik partikillerin sentezi agisindan buyuk ilgi toplamigtir [61].
Literatlrde, dispersiyon polimerizasyonu 6nce Osmond ve arkadaglari tarafindan
geligtiriimigtir [63]. Polimerik partiklllerin su bazli olmayan dispersiyonlarinin Gretimi
igin, akrilik ve vinil monomerler, polimerik stabilizorlerle hidrokarbonlar igcinde polimerize
edilmistir. Almog ve digerleri, kolloidal stabilizor olarak hidrolize edilmis polivinil alkol
(PVA) ve elektrostatik stabilizator olarak bir kuaterner amonyum tuzu kullanilarak, polar
¢Ozucu ortaminda polimerik mikrokireler sentezlemislerdir. Bu ¢alismalar dispersiyon
polimerizasyonun farkli 6zelliklere sahip polimerik partiklllerin  sentezinde

kullanilabilecegini ortaya koymustur [64, 65].

Dispersiyon polimerizasyonunda, monomer reaksiyon ortami olan alkol (metanol,
etanol, iso-propanol, n-propanol, n-butanol) veya alkol-su karisimi iginde ¢dztinebilir
haldedir ve uygun bir stabilizor varliginda polimerize edilir. Poliakrilik asit,
polivinilpirolidon, polietilenimin, polivinil alkol gibi polar yapidaki maddeler de stabilize
edici kimyasallardir [60]. C6zicunudn secimi, ¢6zicinin hem monomeri hem de
stabilizori ¢cézmesi gerektiginden dolayr énem tasimaktadir, fakat olusan polimeri
¢o6zmemelidir. Bu nedenle, dispersiyon polimerizasyonunun erken asamalarinda
polimerizasyon ¢ozeltisi homojendir. Polimerizasyon devam ettikge ve monomer

donusumu arttikca, stabilize edilmig polimerik pargaciklar ¢okturme ile olusturulur.

Dispersiyon polimerizasyonunun mekanizmasi karmasiktir, sistem polimerizasyonun
baglangicinda ¢ozelti polimerizasyonu gibiyken, kisa bir slrede heterojen
polimerizasyonuna doénusur. Dispersiyon polimerizasyonu ile olusturulan polimerik
parcaciklarin boyutu ve molekul agirhgi; polimerizasyon kinetigine, pargacik buyume
prosesine ve diger reaksiyon parametrelerine baghdir [66, 67].

Literatlrde verilen galismalara gore, dispersiyon polimerizasyonu mekanizmasi dort
adimda 6zetlenebilir [68, 69, 70].
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1) Baglangigta, monomer, baslatici ve polimerik stabilizor ¢dzucu iginde ¢ozultr
ve ¢ozelti homojendir.

2) Cozelti 1sitildiktan sonra, baslatici serbest radikaller olusturmak tzere ayrigir
ve bu serbest radikaller, hala ¢ozucu iginde ¢ozunur olan oligomerleri olusturmak igin
monomer ile reaksiyona girer.

3) Kritik zincir uzunluguna ulasilarak, polimer zincirleri, polimerik stabilizor
tarafindan stabilize edilen gekirdeklerin olusmasini ve ¢okmesini saglar. Daha sonra
cekirdek, stabil parcaciklar olusana kadar, stabilizér ve ko-stabilizérin ortamdan
adsorpsiyonu yoluyla daha buyuk pargaciklar halinde toplanir.

4) Polimerizasyon, monomer ile sismis pargaciklar iginde gergeklesir. Bu islem,
reaksiyon ortamindaki tim oligomerler tuketilene kadar devam eder.

Farkh c¢alismalarda gosterildigi Uzere, c¢ekirdekler, dispersiyon polimerizasyonu
suresince olusur ve bdylece partikll sayisi, ilk agsamada belirlenir. Pargacik olusumu
asamasi tamamlandiktan sonra, polimerizasyon ilerledikce sadece pargacik boyutu
artar [67, 69]. Ayrica, reaksiyonun sonraki asamalarinda olusan c¢ekirdekler,
reaksiyonda mevcut olan daha buylk pargaciklara dahil olur. Stabilizér, polimerizasyon
sirasinda partikil olusumunda 6nemli bir role sahiptir ve stabilizor yoklugunda kararl
partiktller olusamaz [67]. Bu nedenle, stabilizor parcacik buyukligunua ve boyut
dagilimini kontrol eder. Ayni zamanda eklenen baslaticinin yogunlugu ve cesidi,
dagitma fazinin c¢esidi ile polimerlesmede kullanilan sicaklik ve karistirma da pargacik

bayUkligunu ve boyut dagilimini etkileyen faktorler arasindadir [61].

Polimerizasvon Oncesi Polimerizasyon Sonrasi
Gozenekli
A T 1 Dispersiyon 1 yizey
; MY n | Polimerizasyonu
- —}
A | A —
I M | —
f A —
I M
A | A
Homojen Cdzelti Kararh, monodispers partikiiller
(M: Monomer, I: Baglatmh_fl': Dagrtict) Boyut (0.1-15 pm)

Sekil 2.4. Dispersiyon Polimerizasyonu $Sematik Gosterimi [62]
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2.5.2. Cok Basamakli Mikrosuispansion Polimerizasyonu

Cok basamakli polimerizasyon protokolleri, fonksiyonel polimerik pargaciklar elde etme
imkani tanimaktadir. Fonksiyonel gruplarin hidrofobik polimerik pargaciklarin yapisina
girmesi icin hidrofilik akrilat veya metakrilat bazli monomerler daha c¢ok tercih
edilmektedir [71].

ik agama. Cikig ikinci asama: Sigirme, gapraz bajlama ve gozenekli yapi olugumu
latekslerin eldesi
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Sekil 2.5. Cok Basamakl Mikrostispansiyon Polimerizasyonu [62]

ilk asama, emiilsiyon veya dispersiyon polimerizasyonu ile monomerlerden ¢ikis lateksi
hazirlanmasidir. ikinci asamada, cikis lateksi bir aktivatér (etilbenzen gibi) tarafindan
sisirilir. Sismis olan bu ¢ikis lateksi; fonksiyonel monomer, capraz baglayici ve baslatici
iceren organik bir karisim ile yeniden sisirilir ve son asamada ise, sismis ¢ikis lateksi
parcaciklari icindeki monomer fazinin polimerizasyonu gergeklestirilir. Yani, isiyla
aktiflesen bir baslaticinin  varliginda, karisim sicakliginin  yeterli miktarda
yukseltiimesinden sonra sismis lateks partikuller igcerisinde polimerizasyon gergeklesir
Cok adimli mikrosuspansiyon polimerizasyonu buyuk, gézenekli ve tek parca polimerik

parcaciklarla sonuglanir [71].

Frechet ve arkadaslan tarafindan yapilan c¢alisma, ¢ok adimli mikrostispansiyon
polimerizasyonu igin tipik bir érnektir [72]. Bu ¢alismada, polistiren ¢ikis lateksi ilk

olarak emulsiyon polimerizasyonu ile hazirlanmistir, propargil akrilat ve EDMA
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monomerleri ile sisirme asamasindan once ¢ikis lateksi aktive etmek igin dibutilftalat
ile sisirilmigtir. Polimerizasyonun sonunda, 5 pm boyutunda monodispers fonksiyonel
mikrokureler elde edilmistir. Benzer bir polimerizasyon proseduru ile, farkl islevlere
sahip polistiren pargaciklari da (karboksil, amin, amid, hidroksil, aldehit) elde edilmistir
[73].

Cok adimli mikro-sUispansiyonlu polimerizasyon bantlari, farkli boyutlarda fonksiyonel
monodispers godzenekli polimerik partikiller olusturmak igin emdilsiyon/dispersiyon
polimerizasyonlarinin ve suspansiyon polimerizasyonunun avantajlarini bir araya

getirmektedir [74].

2.6. Adsorpsiyon izotermi

Adsorpsiyon sayesinde biyomolekullerin yakalanmasi IMAC sorbentleri ile
yapilmaktadir. Adsorpsiyon, kati veya sivi formda kullanilabilen adsorplayan maddenin
(adsorban, sorbent veya adsorbent), sinir ylizeyinde gerceklesen derisim degisimi

olarak tanimlanir [75].

Adsorpsiyon izotermleri, adsorpsiyon mekanizmasinin optimizasyonu ve adsorbent
maddenin yuzey Ozellikleri ile farkli adsorbatlara karsi adsorplama kapasitesinin
aciklanmasini saglar [76, 77]. Adsorpsiyon izotermleri, sabit sicaklk altinda,
adsorplanan madde konsantrasyonu dengeye ulastiginda, birim adsorbanin
adsorpladigr miktar (ge) ile adsorbat maddenin denge konsantrasyonu (Ce) (ya da
basinci) arasindaki iligkiyi belirtmektedir [76]. Qe degerini hesaplamak i¢in 2.1 denklemi
kullanilir [77].

(Co—Ce).V
Qe = ——— (2.1)

m

Bu denklikte; ge, denge konsantrasyonunda birim adsorbanin adsorpladigi miktar
(mg/g); Co, adsorbatin baslangic konsantrasyonu (mg/L); Ce, adsorbatin denge
konsantrasyonu (mg/L); V, adsorbat ¢ozeltisinin hacmi (L) ve m ise adsorbent miktarini
belirtmektedir (g).
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Tez kapsaminda immobilize Metal Afinite Kromatografisi (IMAC) uygulamalarinda
kullanilmak Gzere monodispers-gozenekli TiO2 mikroklre bazli sorbent uUretimi
gerceklestiriimis ve protein adsorbsiyonu ig¢in kullanilabilirligi deneysel calismalarla
incelenmistir. ilk basamakta monodispers-gézenekli TiO> mikrokirelerin sentezi
gerceklestiriimistir. Bunun ic¢in dncelikle kalip materyal olarak kullanilacak poli(HPMA-
Cl-co-EDMA) mikrokureler sentezlenmistir. Sol—-jel kaliplama yontemiyle de (6ncul
olarak TiCls kullaniimig) TiO2z mikrokureler elde edilmigtir. Daha sonra TiO2 mikrokureler
uzerine (3-glisidoksipropil)trimetoksisilan (GLYMO) ve iminodiasetikasit (IDA)
baglanmistir. Son basamakta ise IDA-GLYMO bagh TiO2 mikrokiireler izerine Ni%*
iyonlari immobilize edilmistir. Elde edilen partiklllerin (Ni2*-IDA-GLYMO@TiOz2)
karakterizasyonu icin Taramali Elektron Mikroskobu (SEM); ortalama boyut dagilimini
ve yuzey morfolojisini belirlemede, Yiizey Alani ve Gézenek Boyutu Olglim Cihazi;
Ozgul ylzey alaninin belirlenmesinde, X-Isini Fotoelektron Spektroskopisi (XPS) ise
yapidaki elementellerin tayininde kullaniimistir. Sonraki asamada ise gelistirilen Ni?*-
IDA-GLYMO@TiO2 mikrokure bazli sorbentin protein izolasyonunda performansi,
baglangi¢c protein konsantrasyonu ve sorbent miktari degistirilerek incelenmistir.
Calismanin son kisminda ise uygun kosullar belirlenerek insan tam kanindan histidin
icerigi yUksek protein izolasyonu sirekli mikroakis sisteminde yapiimistir. izole edilen
proteinin goruntlilenmesi amaciyla da Sodyum Dodesil Suilfat Poliakrilamid Jel
Elektroforezi (SDS-PAGE) kullaniimistir.

3.1. Materyal

Cikis lateksinin (poli(glisidil metakrilat(GMA)) sentezi igcin monomer olarak kullanilan
glisidil metakrilat ve stabilizér olarak kullanilan poli(vinil pirolidon) (PVP K-30) Sigma-
Aldrich Co., A.B.D. firmasindan, metanolden kristalize edilen ve baslatici olarak
kullanilan 2,2-azobisizobutironitril (AIBN) Across Organics, A.B.D. firmasindan,
dagitma ortami olarak kullanilan etanol ise Merck A.G. Darmstadt, Almanya
firmasindan temin edilmistir. Cok basamakl mikrostispansiyon polimerizasyonu

yontemi ile sentezlenen monodispers-gozenekli yapidaki poli(3-kloro-2-hidroksipropil
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metakrilat-ko-etilen glikol dimetakrilat) (poli(HPMA-Cl-co-EDMA)) mikrokurelerin
sentezinde monomer olarak kullanilan 3-kloro-2-hidroksipropil metakrilat (HPMA-CI),
capraz baglayici olarak kullanilan etilen glikol dimetakrilat (EDMA), sisirme isleminde
organik ajan olarak kullanilan etil benzen (EB), baslatici olarak kullanilan benzoil
peroksit (BPO), stabilizor olarak kullanilan polivinil alkol (PVA), yuzey aktif madde
olarak kullanilan sodyum dodesil sulfat (SDS) Sigma-Aldrich Co., A.B.D. firmasindan
temin edilmistir. Partiklllerin yikamasi esnasinda etanol (Et-OH) ve tetrahidrofuran
(THF) (Merck A.G. Darmstadt, Almanya) kullaniimistir. TiO2 mikrokirelerin sentezi igin
titanyum tetraklorur (TiCla), setiltrimetilamonyum bromar (CTAB) ve amonyum hidroksit
cOzeltisi (NH4OH) (Sigma-Aldrich Co., A.B.D.) kullanimistir. TiO2 mikrokureleri
tirevlendirmek icin kullanilan iminodiasetik asit (IDA), (3-glisidoksipropil)trimetoksisilan
(GLYMO) Sigma-Aldrich Co.,USA firmasindan, nikel(ll) klorir (NiCl2) ise Sigma
Chemical Co., St.Louis, MO, A.B.D. firmasindan temin edilmigtir. Sentez ve yikama
asamalarinda kullanilan deiyonize su Direct-Q®3 UV System (Millipore S.A.S,

Molsheim, Fransa) cihazindan alinmistir.

3.2. immobilize Metal Afinite Kromatografi (IMAC) Uygulamalari igin
Monodispers-Gozenekli TiO2 Mikrokiire Bazli Sorbent Sentezi

3.2.1. Dispersiyon Polimerizasyonu Yéntemi ile Cikis Lateksinin (poli(GMA))

Sentezi

Monomer olarak GMA kullaniimis ve dispersiyon polimerizasyonu ile poli(GMA) lateks
elde edilmigtir. ilk olarak cam pyrex T reaktor icerisine 30 ml saf etanol eklenmis ve
0.45 g PVP K-30'un sonikasyon yardimiyla etanol igerisinde c¢ozundurulmesiyle
dagitma ortami hazirlanmistir. Daha sonra sirasiyla ortama 3 ml GMA ve 0.24 g AIBN
eklenmistir. Homojenizasyonu saglamak igin her adimda sonikasyon yapilmistir. Agzi
sizdirmayacak sekilde kapatilan reaktor sicaklik kontrolli ¢alkalamali su banyosunda
(NUVE ST 402) 120 cpm calkalama hizinda, 70 °C’de 24 saat sire ile karigtiriimigtir.

Polimerizasyon sonunda reaktor sicakliginin oda kosullarina gelmesi beklenmis ve
ardindan Urun santrifdj islemiyle (Hettich Universal 320 R, Germany) c¢okturilerek
(2000 rpm, 3 dk) ortamdan dagitici ortam ve diger girdiler uzaklastirilmigtir. Sonug
polimer lateks 2 kez etanol, 2 kez de distile suyla yikanmis ve santrifijlenmistir (2000
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rom 3 dk). Yikanan polimerik lateks saf su icerisinde dagitilmis ve partikillerin kati
icerigi (g partikal/ ml su) gravimetrik olarak tayin edilmigtir. Elde edilen ¢ikis lateksi

gbzeneksiz, es boyutlu ve ortalama 2 ym boyutundadir.

3.2.2. Gok Basamakh Mikrosiispansiyon Polimerizasyonu Yéntemi ile Kalip
Materyalinin (poli(HPMA-Cl-co-EDMA)) Sentezi

Cok basamakli mikrosiispansyion polimerizasyonu 3 asamadan olusmaktadir. ilk
asamada poli(GMA) lateksinin sisirilme islemi yapilmistir. Bunun igin dncelikle 0.125 g
SDS 50 ml saf su igerisinde sonikasyon yardimiyla ¢ozulmustar. Sonrasinda 2.5 ml EB
(sisirme islemi igin) eklenmis ve buz banyosunda 8 dk boyunca prob sonikatorde
soniklenmistir. Ortama 0.3 g poli(GMA) lateksi ilave edilmis ve 4 dk daha prob
sonikatdrde tutulmustur. Hazirlanan ¢ozelti 350 rpm’de 24 saat boyunca manyetik

karigtiricida oda sicakliginda karigsmaya birakilmigtir.

ikinci asamada ilk olarak 0.125 g SDS 50 ml saf su icerisinde sonikasyon yardimiyla
¢OzUlmustlr. Ayri bir sisede ise monomer faz hazirlamak igin 0.3 g BPO 3.5 ml HPMA-
Cl iginde sonikasyon yardimiyla ¢dzulmustir. Daha sonra ise 1.5 ml EDMA eklenmis
ve yine soniklenmigstir. Hazirlanan monomer faz SDS’li su ortamina eklenmis ve yine
buz banyosunda prob sonikatorde 12 dk boyunca soniklenmistir. Elde edilen homojen
cozelti ilk basamakta sisirilen poli(GMA) ¢ozeltisine eklenmis ve 24 saat boyunca

manyetik karismaya devam edilmigtir.

Uclincli agsamada ise 48 saat boyunca manyetik karistiricida karisan 0.8 g PVA 10 ml
su ¢oOzeltisi 1. ve 2. basamaklarin karisimi olan dispersiyon fazina eklenmis ve
sonrasinda 80 °C’de 24 saat boyunca calkalamali su banyosunda 120 rpm karigsma

hizinda karistirilmistir.

Polimerizasyon sonunda reaktdr sicakliginin oda kosullarina gelmesi beklenmis ve
safziliklardan arindiriimasi igin polimer 2 defa etanol, 2 defa THF, 2 kez etanol, 2 defa
da distile su ile yikanmis ve santifij yardimiyla (4000 rpm, 4 dk) c¢Okturlimustar.
Monodispersitenin saglanmasi igin ise ortamda istenmeyen ¢ok buyuk ve ¢ok kuguk
partiktllerin ayrimi SDS-distile su kullanilarak farkl stre ve rpm degerlerinde (kuguk

partiktllerin ayrimi icin 1000 rpm 3 dk, bayuk partikdllerin ayrimi i¢in ise 750 rpm 10
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sn) santriftj yardimiyla yapilmigtir. Ayrim isleminden sonra elde edilen partikuller 3-4
kez distile su ile yikanir ve kurumasi igin ettve kaldirilir. Elde edilen poli(HPMA-CI-co-
EDMA) partiktlleri ortalama 5 ym boyutundadir. Polimerizasyon basamaklari Sekil

3.1.'de gdsterilmistir.
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Sekil 3.1. Cok basamakli mikrostspansiyon polimerizasyonu yontemiyle poli(HPMA-
Cl-co EDMA) mikrokurelerin sentezi [43].

3.2.3. Sol-Jel Kaliplama Yoéntemi ile TiO2 Mikrokiirelerin Sentezi

Elde edilen monodispers poli(HPMA-CIl-co-EDMA) mikrokureler TiO2 mikroktre
sentezinde kalip materyali olarak kullaniimistir. ik olarak hidroliz basamagi
gergeklestiriimistir. Bunun igin 60 ml, 0.1 M TiCls 59.34 | distile su igerisinde sonikasyon
yardimiyla dagitiimis ve TiO2.nH20 nanopartikullerin olusumu saglanmigtir. Ardindan
0.4 g poli(HPMA-CI-co-EDMA) partiklll ortama eklenerek nanopartikillerin polimerik
mikrokurelere adsorbe olabilmesi igin ortam oda sicakhginda 24 saat boyunca
manyetik karistiricida karistiriimistir. ikinci asamaya gegcmeden once partikiiller 2 kez
distile su ile yikanip santriflj yardimiyla ¢oktartlmuastir. Kondenzasyon basamaginda
ise 0.3 g CTAB 55.65 ml distile su igerisinde sonikasyon yardimiyla ¢ézdurtlmus, ve
ortama 4,35 ml NHs ¢ozeltisi eklenmistir. ilk asamadan alinan partikiller kondenzasyon
basamagina eklenerek 6 saat boyunca oda sicakliginda manyetik karistiricida
karistinimistir. 6 saatlik stire sonunda partikuller 2-3 kez distile su ile yikanip santrifQj
yardimiyla ¢okturalir. Poli(HPMA-CI-co-EDMA) mikrokurelerin TiO2.nH20’u tam olarak
adsorplayabilmesi icin hidroliz ve kondenzasyon basamaklari tekrarlanmistir. ikinci

kondenzsayon basamagi sonrasi yikanan partikuller krozeye alinarak 70 °C’de etlve
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alinmigtir. Ortamdaki suyun tam olarak uzaklastirimasindan sonra partikuller 450
°C’de 4.5 saat boyunca kalsinasyon iglemine tabi tutulmustur. Buradaki amag polimerik
zinciri kirarak ortamda sadece elde edilmek istenen TiO2 mikrokurelerin kalmasini
saglamaktir. Elde edilen TiO2 mikrokireler ortalama 3-5 pym boyut dagilimina

sahiptirler. Sentez asamalari Sekil 3.2.'de gosterilmistir.
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Sekil 3.2. Sol-Jel kaliplama yontemiyle TiO2 mikrokurelerin sentezi [43]

3.2.4. TiO2 Mikrokiureler lizerine IDA-GLYMO Baglanmasi

Kalsinasyondan c¢ikan TiOz mikrokureler tzerine IDA-GLYMO ligandi agagdidaki
yontemle baglanmistir. Oncelikle 0.53 g IDA 10 ml distile su igerisinde ¢dzdurilmis ve
10 M’'ik NaOH ¢ozeltisi yardimiyla pH’1 11 olacak sekilde ayarlanmistir. Pyrex® reaktor
icerisindeki ¢ozelti buz banyosuna alinarak sicakliginin 0°C’ye gelmesi beklenmis ve
ardindan damla damla 0.4 ml GLYMO eklenerek, ortam manyetik karistiricida
karistinlmistir. Cozelti yag banyosuna alinarak 65 °C'de 6 saat manyetik olarak
karismasi saglanmistir. Reaktoriin oda sicakligina gelmesi beklenmis ve ardindan
tekrar buz banyosuna oturtularak sicakligin 0°C’ye dismesi saglanmigtir. Tekrar 0.4
ml GLYMO eklenmis ve yine 65°C’de 6 saat manyetik karigtiriimistir. Sogumasi
saglanan ¢ozelti safsizliklarindan arindiriimasi igin stizge¢ kagidindan gegirilmistir.
Ardindan derisik HCl ile pH 3’e dusirtulmastir. Ortama 0.2 g TiO2 mikrokureler eklenip
dispers edilmis ve dispersiyon 95 °C’de 2 saat manyetik karistiriimistir. Elde edilen IDA-
GLYMO@TIiO2 mikrokureler santriflj yardimiyla ¢oktlrtlip 3-4 kez distile su ile
yikanmistir.
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Sekil 3.3. Titanyum mikrokureler Gzerine IDA-GLYMO baglanmasi [78]

3.2.5. IDA-GLYMO Bagh TiO2 Mikrokiireler Uzerine Ni2* iyonlarinin immobilize
Edilmesi

IDA-GLYMO@TiO2 mikrokireler Gizerine Ni* immobilizasyonu yapilmistir. Bunun igin
100 mL 0.25 M NiClz ¢dzeltisi hazirlanmigtir ve ¢ozelti igcine 200 mg IDA-GLYMO@TiO2
mikrokure eklenmistir. Karisim 2 saat sireyle manyetik karistiricida karistirilmisgtir. Elde
edilen Ni?*-IDA-GLYMO@TiO2 mikrokiireler santriflij yardimiyla ¢okturilmis ve 3-4
kez distile su ile yikanarak ortamdan serbest haldeki Ni?* iyonlarinin uzaklastiriimasi
saglanmistir.
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Sekil 3.4. Protein adsorpsiyonu icin IDA-GLYMO Bagh TiO2 Mikrokiireler Uzerine Ni2*

iyonlarinin immobilizasyonu [78]

3.3. Monodispers-Gozenekli TiO2 Mikrokiire Bazli Sorbentlerin Karakterizasyonu
3.3.1. Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)

Monodispers-gézenekli TiO2 mikrokure bazli sorbentlerin ortalama boyut dagilimini ve
ylzey morfolojisini belirlemede Taramali Elektron Mikroskobu (SEM, FEI, Quanta 200
FEG, ABD) kullaniimistir. Analiz i¢in su igerisinde dagitilan mikrokUreler drnek disk
uzerine damlatiimis ve oda sicakliginda kurumasi saglanmigtir. Goruntl alma
esnasinda iletkenligin saglanmasi igin, goruntuleme isleminden once kuruyan ornekler
uzerine vakum ortaminda ince bir tabaka halinde altin kaplamasi yapiimistir.
Partikuller, 22300-25700X buyutme orani ile Sem cihazinda fotograflanmistir. SEM
cihazindan gérunta alimi, Bilkent Universitesi UNAM’da Thermo Fisher Scientific, FEI,
Quanta 200 FEG, A.B.D. cihazinda gergeklestirilmistir. Goruntisi alinan
mikrokurelerin ortalama boyut dagilimlari 3.1 ve 3.2’de gdsterilen formdiller kullanilarak

hesaplanmigtir.
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Dn = > NiDi/3 Ni (3.2)
CV = [(3Ni(Di-Dn)?/[N7-1])*?/Dn]x100 (3.2)

Dn : Sayica ortalama ¢ap degeri (um),
Ni : Di (um) ¢ap degerine sahip mikrokurelerin sayisi

Nt :Toplam mikroklre sayisi
3.3.2. Yiizey Alani Olgiimii (BET)

Monodispers-gozenekli TiO2 mikroklre bazli sorbentlerin 6zgul yuzey alaninin
belirlenmesindeki yontem, gézenekli mikrokureler Uzerinden azot (N2) gazi gecirilerek
adsorplanmasi ve adsorplanan miktarin azot gaz basinci kullanilarak hesaplanmasina
dayanmaktadir. Bunun icin dncelikle 0.1 g mikrokure 6rnek hticrelere yerlestirilmistir ve
sonrasinda 90 °C’de 6 saat vakumlandiktan sonra azot gazi gegirilmigtir. Ylzey alani
Olcuimd, Brunauer-Emmet-Teller, BET, Quantochrome, Nova 2200e cihazi kullanilarak

gergeklestiriimistir.
3.3.3. X-ray Fotoelektron Spektroskopisi (XPS)

XPS odlcumlerinde, malzemenin yuzeyi X-1ginlarinin etkisi altinda kalarak, bu malzeme
yluzeyindeki  atomlardan  elektron  sékilmesi  sonucunda  fotoelektronlar
olusturulmaktadir. Bu fotoelektronlarin elektron baglanma enerijilerinin belirlenmesi igin,
elektron analizériinde 6l¢im yapilir. Yapilan bu 6lgim sonucu ortaya ¢ikan baglanma
enerjileri; element turu, elektronun sokuldugu orbital, elementin kimyasal durumu gibi
parametrelere bagli olarak degisiklik arz etmektedir. Bahsedilen bu sistem sayesinde;
metallere ait olan oksidasyon duzeyleri belirlenebilmekte, ayrica polimerlere ait
organik, inorganik Ozellikler ile malzemenin fiziksel ve kimyasal 0Ozelligi tayin
edilebilmektedir. XPS yontemi ile ayni zamanda ince filmlerin gerek nitelik gerekse
nicelik agisindan tayininin gerceklesmesi saglanabilmektedir [79]. XPS o&l¢umleri,
Bilkent Universitesi UNAM’da Thermo Scientific™ K-Alpha™ XPS spectrometer cihazi

kullanilarak gergeklestiriimistir.

3.4. Kesikli Sistemde Protein izolasyonu

Bovin hemoglobin (BHb) ve bovin serum albumin (BSA) proteinlerinin izolasyonu, elde

edilen Ni2*-IDA-GLYMO@TiO2 mikrokiirenin adsorpsiyon ve desorpsiyon deneylerinde
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kullaniimasiyla yapilmigtir. Geligtirilen sorbent, ayni zamanda kesikli ve surekli
formdaki mikro-immobilize metal afinite kromatografisi sistemlerinde insan tam

kanindan hemoglobin izolasyonu igin kullaniimigtir.

3.4.1. Materyal

Adsorpsiyon ve desorpsiyon deneylerinde kullanilan bovin hemoglobin (BHb) ve bovin
serum albumin (BSA) proteinleri, adsorpsiyon tampon ¢dzeltisi (25mM) hazirlanirken
kullanilan fosfat tampon tuzu (PBS, pH 7.4), tris-HCI tampon c¢o6zeltisi (pH 8.5) igin
kullanilan hidroklorik asit (HCI) ve tris(hidroksimetil)Jaminometan Sigma-Aldrich Co.,
A.B.D. firmasindan temin edilmistir. Desorpsiyon tampon ¢ozeltisi (100 mM, pH 7)
hazirlanirken kullanilan disodyum fosfat (Na2HPO4.12H20) Merck,
Darmstadt, Almanya firmasindan, monosodyum fosfat (NaH2PO4) ve sodyum klorur
(NaCl) Riedel-de Haen, Almanya firmasindan, imidazol (1,3-diaza-2,4-siklopentadien)
ise Sigma-Aldrich Co., A.B.D. firmasindan temin edilmistir. insan tam kani érnegi ise
European Commision Community Bureau of Reference’den BCR Reference Material
N0.634 olarak temin edilmistir. SDS-PAGE Elektroforezi icin ise Image Lab. 5.1 Biorad

cihazi kullaniimistir.

3.4.2. Kesikli Sistemde Sorbent Miktari Degisiminin Protein izolasyonuna Etkisi

Sentezi yapilan Ni?*-IDA-GLYMO@TiO2 mikrokirenin protein izolasyon kapasitesini
belirlemek amaciyla ilk olarak sorbent miktari degdisiminin etkisi incelenmistir.
Adsorpsiyon tampon ¢ozeltisi olarak pH 7.4 degerinde 25 mM’lik PBS kullaniimigtir.
Oncelikle 5 farkl sorbent miktari (1, 2, 5, 10 ve 20 mg) secilerek, sorbent ependorf
tiplere alinmis ve safsizliklardan arindirmak amaciyla 5 kez adsorbsiyon tampon
cOzeltisiyle yikanip santrifuj yardimiyla ¢okturulmustar (14000 rpm, 8 dk). 2 mg/ml’lik
baslangi¢ protein konsantrasyonunda (Ao) 8 ml'lik mobil faz hazirlanmistir. Bunun igin
16 mg BHb/BSA tartiimig ve 8 ml adsorpsiyon tampon ¢ozeltisi i¢erisinde sonikasyon
yardimiyla ¢ozulmustur. Adsorpsiyon hacmi 1 ml olarak belirlenmistir ve adsorpsiyon
tamponundan 1’er ml sorbentlerin Gzerine pipet yardimiyla eklenmigtir. Dispersiyonlar
vorteks cihazi yardimiyla iyice karistirildiktan sonra rotatorda 2 saat boyunca 40
rom’de dondurilmeye birakiimis ve BHb/BSA’nin sorbent Uzerine adsorpsiyonu
saglanmistir. 2 saatlik sure sonunda partikuller ¢okturulmus ve supernatantlar (Ai
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degerleri) ultraviyole/goriniir spektrofotometre cihazinda (Biodrop Duo, Ingiltere)
Olcim yapilmak Uzere ayri ependorflara alinmistir. BHb igin Biodrop cihazinda
absorbans o¢limleri 406 nm’de, BSA icin ise 280 nm’de yapilmigtir. Adsorpsiyon
kapasitesi degeri Q (mg adsorplanan protein/g partikil) hesaplanmig ve Q dederlerine
karsi sorbent miktari degerleri grafigi cizilmistir. Q degerleri 3.3'de gosterilen

formulasyona gore hesaplanmistir.

Q=—A4—— (3.3)
Q : Denge adsorpsiyon kapasitesi (mg protein g partikil)

Ao : Protein ¢dzeltisinin ilk (adsorpsiyon dncesi) absorbans degeri

A1 : Protein ¢dzeltisinin sonraki (adsorpsiyon sonrasi) absorbans degeri

C : Protein baslangi¢ konsantrasyonu (mg/ml)

V : Protein ¢ozeltisi hacmi (ml)

m : Sorbent miktari (mg)

Desorpsiyon islemiigin ise pH 7 degerinde 100 mM’lik tampon ¢ozeltisi disodyum fosfat
(NazHPO4.12H20), monosodyum fosfat (NaH2POa4), sodyum klorir (NaCl) ve imidazol
kullanilarak hazirlanmigtir. Adsorpsiyon igleminden sonra alinan 5 farkli miktardaki
sorbentin Uzerlerine yine 1’er ml desorpsiyon tampon c¢ozeltisinden eklenmis ve
rotatorda 1 saat sureyle donmeye birakilmistir. 1 saatlik sure sonunda partikuller
¢okturulmus ve supernatant 6lgum yapilmak Gzere ayri ependorfa alinmigtir. Ayniiglem
bir kez daha tekrarlanmis ve yine supernatant dlgim yapilmak tUzere ayri ependorfa
alinmistir. Ardindan iki desorpsiyon ¢dzeltisi igin biodrop cihazinda gerekli absorbans
Olcimi yapilmistir. Okunan absorbans degerleri kullanilarak desorbe olan protein
miktari kalibrasyon egrisi yardimiyla belirlenmistir. Desorpsiyon verimini bulmak igin ise

3.4 .’teki formulasyon kullaniimistir.

Desorplanan protein kapasitesi (Qdes.)

% Desorpsiyon = x 100 (3.4)

Adsorplanan protein kapasitesi (Qads.)
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3.4.3. Kesikli Sistemde Baslangi¢ Protein Konsantrasyonu Degigiminin Protein

izolasyonuna Etkisi

ikinci asamada ise protein konsantrasyonu degisiminin sentezlenen NiZ*-IDA-
GLYMO@TIiO2 mikrokurenin protein izolasyon kapasitesine etkisi incelenmigtir.
Kullanilan adsorpsiyon ve desorpsiyon tampon ¢ozeltileri ilk asamadakiyle aynidir.
Burada ise 10 mg sabit sorbent miktari belirlenmis ve 6 farkli protein konsantrasyon
degeri (0.1, 0.25, 0.5, 1, 1.5 ve 2 mg/ml) kullaniimigtir. Ependorf tlplere 10’ar mg
sorbent ve farkli protein konsantrasyonlarda adsorpsiyon ortami pipet yardimyla 1’er
ml eklenmistir. Yine 2 saatlik adsorbsiyon asamasindan sonra partikuller ¢oktartlip
supernatantlar ayri ependorf tlplere alinmistir. Sonrasinda 2 kez desorpsiyon iglemi
yapilmistir. Biodrop cihazinda gerekli dlgimler yapilarak denge protein adsorpsiyon
degerlerine karsilik protein konsantrasyon degerleri grafigi cizilmis ve ylzde

desorpsiyon verimleri hesaplanmistir.

3.4.4. Tekrar Kullanilabilirlik

Yapilan ¢aligsma sonucunda elde edilen sorbentin tekrar tekrar kullanilabilirliginin
OlcimU agisindan, arka arkaya 5 kez adsorpsiyon ve 5 kez desorpsiyon deneyi
yapilmistir. Geligtirilen sorbentin rejenerasyonu igin, sorbent ilk olarak 50 mM EDTA
coOzeltisi ile 30 dakika boyunca yikanarak vyapidan Ni?*’nin uzaklastiriimasi
saglanmistir. Ardindan sorbent su ile yikanmis ve daha sonra yapiya tekrar Ni%*’nin
immobilize edilmesi gergeklestiriimistir. Son asamada sorbent, adsorpsiyon ortami ile
5 kez yikanmis ve adsorpsiyon deneyleri yapiimistir. Deneyler neticesinde yine Biodrop
cihazinda o6lgcim yapilmis olup, bu dlgcime gbére denge protein adsorpsiyonu (mg

hemoglobin/g sorbent) degerleri hesaplanmistir.

3.5. Kesikli ve Siirekli Mikroakis Sisteminde insan Tam Kan Orneginden Hb

izolasyonu
3.5.1 Kesikli Sistemde insan Tam Kan Orneginden Hb izolasyonu

10 mg Ni?*-IDA-GLYMO@TiO2 mikrokiire ependorf tipe konulmus olup, 5 kez pH 8.5
10 mM Tris-HCI tampon c¢oézeltisiyle safsizliklarindan arinmasi igin yikanmis ve

santrifijde ¢okturalmustir (14000 rpm 8 dk). Ayni zamanda, 100 pl insan tam kan
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ornegine karsilik 9900 ml Tris HCI tampon ¢ozelti eklenerek insan tam kan 6rnegi 1:100
oraninda seyreltilmistir. Hazirlanmig olan bu c¢oézeltiden 1 ml alinarak, mikrokure
uzerine eklenmis ve 2 saat rotatorda adsorpsiyon iglemine tabi tutulmustur. 2 saatlik
adsorpsiyon isleminden sonra yine santrifijde ¢okturulip, Ust sivi faz kismi ayri bir
ependorf tupe alinmistir. Mikrokure Gzerine, hazirlanmig olan 50 mM fosfat tamponu,
0.5 M NaCl, 100 Mm imidazol desorpsiyon tampon ¢ozeltisi eklenmis ve benzer sekilde
1 saat boyunca desorpsiyon islemine tabi tutulmustur. Daha sonra, yine santrifiijle
¢cOktlralmus ve Ust faz ayn bir ependorfa alinmistir. Adsorpsiyon ve desorpsiyon Ust

fazlar biodrop cihazinda okunmustur.

3.5.2 Siirekli Sistemde insan Tam Kan Orneginden Hb izolasyonu

Bu asamada ise sentezlenen Ni?*-IDA-GLYMO@TiO2 mikroklrenin kapiler silika
kolona doldurulmasi (300 um id x 50 mm) ve insan tam kan 6rnegdindeni hemoglobin

izolasyonu amaglanmistir.

3.5.2.1. Siirekli Mikroakis Sistemi Ozellikleri ve TiO> Bazli Mikrokiirelerle

Dolgulanmasi

Sentezlenen Ni?*-IDA-GLYMO@TiO2 partikilinin silika kapiler kolona doldurulmasi
islemi silika kapiler kolonun (500 mm uzunluk, 300 um i¢ ¢ap, 460 um dis ¢ap) HPLC
pompasina monte edilmesi ile yapiimistir. Silika kapilere distile su i¢erisinde dagitiimis
partiktller siringa yardimiyla doldurulmus ve kapiler kolon mikro-HPLC pompasina
(DioneUltimate3000, ABD) baglanmistir. Mikro-HPLC pompasi yardimiyla 1 gin
boyunca partikullerin silika kapiler igerisinde iyice sikismasi saglanmistir. Dolum
isleminden sonra kapiler kolondan 50’er mm’lik kesitler alinarak surekli mikroakis

sisteminde (Sekil 3.3) adsorpsiyon ve desorpsiyon deneylerinde kullaniimigtir.
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Sekil 3.5. insan tam kan érneginden Hb izolasyonu yapilan siirekli mikroakis sistemi

Sistem, enjeksiyon pompasi, adsorpsiyon ve desorpsiyon ¢oOzeltilerini kolona
gondermek amaciyla kullanilan insdlin  enjektdort ve enjektor ucuna bagh
mikrokolondan olugmaktadir. Ayrica adsorpsiyon ve desorpsiyon ¢ozeltilerinin kolon
icerisinden gecgerken sistemin sabit kalabilmesi amaciyla ortalama 0.5 mm g¢apinda

paslanmaz celik frit uclar kullanilmistir.

3.5.2.2. Siirekli Mikroakis Sisteminde Hb izolasyonu

Ni2*-IDA-GLYMO@TiO2 partikiler ile doldurulan kapiler kolon, protein izolasyonu islemi
oncesinde pH 8.5 degerindeki Tris-HCI tampon ¢ozeltisi ile 3 ul/dk akis hiziyla 2 saat
sureyle yikanmistir. Bu esnada 100 pl insan tam kan 6rneg@i 100 kat Tris-HCI tampon
cozeltisi ile seyreltilmis ve bir stok ¢ozelti hazirlanmigtir. Hazirlanan stok ¢ozeltiden
belirli bir hacimde insulin enjektora yardimiyla alinarak, enjeksiyon pompasi ile kolona
akisi (3 pl/dk akis hiziyla) saglanmig ve boylelikle insan tam kan 6rnedinden Hb
adsorpsiyon islemi gerceklestirilmistir. Akis suresince frit ucunda damlalar halinde
akmaya baslayan ¢ozelti ependorf tlplere pipet yardimiyla toplanmistir. Adsorbsiyon
isleminden sonra desorpsiyon asamasina gegcilmistir. Bu kez insilin enjektora ile
desorpsiyon tampon ¢ozeltisi alinmig ve yine kolona akisi enjeksiyon pompasi ile
saglanmistir. Benzer sekilde frit ucunda biriken damlalar halindeki ¢ézelti ependorf

tiplere toplanmis ve Biodrop cihazinda gerekli absorbans dlgimleri yapiimistir.
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3.5.3. Sodyum Dodesil Sulfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Elektroforez teknigi, yukli olan molekullerin, elektriksel alandaki ayrilmasina
dayanmaktadir. Bu teknik, gerek proteinlerin analizi gerekse proteinlerin ayriimasinda
sikga kullaniimaktadir. Sodyum dodesil sulfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-
PAGE) sayesinde, protein buyukligu ve proteine ait alt birimlerin nitelikleri teshis
edilebilmektedir. Bir protein, icerigindeki amino asitler baz alindiginda genel olarak net
bir arti veya net bir eksi yuke haizdir. Dolayisiyla, elektriksel alan protein molekulinu
ihtiva eden bir ¢ozeltiya uygulandiginda, bu proteinin hareket etmesi saglanmis olur.
Bu hareket, o proteine ait olan net yuke, buyukluge ve bigcime gore degismekte olup,
sayllan bu parametrelere bagli olarak protein belli bir hiz ile hareket etmis olmaktadir.
Bu acidan, SDS-PAGE tekniginin gelistiriimesi rutin protein analizinde olduk¢ga énem
arz etmektedir [80].

Bu teknikte, proteinler gugll eksi yuk tasiyan SDS ihtiva eden bir ¢ozelti igerisinde
bulunmaktadir. Cozelti icerisinde bulunan SDS, proteinlere ait hidrofobik olan kisimlara
baglanir. Bu durum; proteine ait yapinin agilmasi, bagli olan proteinlerin birbirlerinden
veya lipid molekullerinden ayrilmasi ve ¢ozelti igerisinde serbest halde ylzer halde
kalmasi gibi durumlara sebep olmaktadir. Ayni zamanda, proteinlerde bulunan S-S
baglarini kirmak amaci ile beta-merkaptoetanol gseklinde bir indirgeyici ajan
kullanildiginda, polipeptitlerin ayri ayri sekilde analizi de mumkuin olmaktadir. Bu
durum, her bir protein molekulinin ¢ok fazla sayida eksi yukli SDS molekdlinu
baglamasi ile olmaktadir. Bu gekildeki baglanma ile, SDS’in gergek yuku ortilmus
olmakta ve voltaj uygulandiginda ise arti elektroda dogru ilerlemesi saglanmaktadir.
Buyuklugu ayni olan protein molekulleri, mevcut jel icerisinde egit hizla hareket eder.
Bu durumun sebepleri, dogal yapilari SDS yuzunden bozulup agildigindan hepsinin
ayni sekilde olmasi ve SDS baglamalarinin esit olmasindan dolayi, hepsinin ayni eksi
yuke sahip olmasidir. Daha fazla yik bulunduran buyuk proteinler, elektriksel kuvvet
agisindan da daha buyuk etkide kalirlar ve boylelikle bu proteinlerin daha hizli
ilerlemeleri gerekir. Yukarida bahsedilen ¢ozeltideki bu etki birbirini dengelemektedir.
Poliakrilamit jel icerisinde buyuUk proteinler ilerlerken, kiguk proteinlere gore ¢ok daha
fazla zorlanmakta olup, bu durum proteinlerin molekul agirliklarina gdére protein

bantlarina ayrilmasini saglamakta ya da bagka bir deyigle proteinlerin kompleks bir
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protein karisimindan molekudl agirliklarindaki farkhliklara gore ayrilmasina yardimci
olmaktadir [80].

Yapilan calismada, jel elektroforezi, insan tam kanindaki proteinin tanilanmasi ve
ayrilmasi icin kullaniimistir. Proteinlerin, gok sayida gapraz bag iceren poliakrilamid jel
icerisinde hareket etmesi saglanmistir. Bu jel, monomerin polimerlesmesi ile
hazirlanmis olup, istenen proteinin ilerlemesini geciktirecek oOlgide kuguk gozenek
boyutu seklinde ayarlamasi yapilmistir. Yukleme kuyularinin olugmasi igin uygun tarak
yerlestiriimis ve jelin katilasmasi beklenmistir. Katilasan jel, tarak ¢ikarildiktan sonra,
elektroforez haznesine yerlestiriimistir (Bio-Rad Mini Protean 3 System). Hazirlanan
ornekler ise, 95°C’de kaynatimis olup, 10 pg'i gecmeyecek sekilde kuyulara
yuklenmistir. Jel Uzerinde, 100 Voltda 100 dk yuritme islemi gerceklestiriimistir.
Yurutme islemini takiben, jel aparattan ayrilarak, Coomassie Blue boyasi ile
boyanmistir. Boyama islemi tamamlandiktan sonra, protein bantlari net bir sekilde
gorununcuye kadar su ile ylkamaya devam edilmigtir. Bu islemden sonra goruntileme

cihazi (Bio-Rad Gel Doc EZ Imager) ile jel goruntisui elde edilmistir.
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4, SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Monodispers-Goézenekli TiO2 Mikrokurelerin Karakterizasyonu

Poli(HPMA-CI-co-EDMA) mikrokureler kullanilarak sol-jel kaliplama yontemiyle
sentezlenen monodispers-gozenekli TiO2 mikrokurelerin ortalama boyut dagihmini ve

yuzey morfolojisini gosteren SEM fotograflari Sekil 4.1‘de verilmistir.

(A) (B)

HV  [spot| mag O | det| WD
15.00 kV| 3.0 |22 300 x |[ETD |10.8 mm -0 ° UNAM

Sekil 4.1. TiO2 mikrokurelerinin SEM fotograflari. Bayutme Orani: (A) 2000 X, (B)
22300 X

Monodispers-gézenekli TiO2 mikrokirelerin  Uzerine IDA-GLYMO ligandinin
baglanmasi ile elde edilen IDA-GLYMO@TiO2 mikrokurelerin ortalama boyut

dagihmini ve yuzey morfolojisini gosteren SEM fotograflari Sekil 4.2.°de verilmigtir.
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(©) (D)

— — spot| mag [OJ | det WD L — A V101
15.00kV| 3.0 | 2000x ETD|10.9 mm -0 NAN 15.00 kV 3.0 |25 750 x| ETD[10.8 mm|-0 UNAM

Sekil 4.2. IDA-GLYMO@TiO2 mikrokurelerinin SEM fotograflari. Buytutme Orani: (C)
2000 X, (D) 25750 X

IDA-GLYMO baglanmis TiO2 mikropartikillerinin Gzerine Ni2* iyonlarinin immobilize
edilmesiyle elde edilen Ni?*-IDA-GLYMO@TiO2 mikrokirelerin ortalama boyut

dagilimini ve yuzey morfolojisini gdsteren SEM fotograflar ise Sekil 4.3.te verilmigtir.

(E) (F)

Sekil 4.3. Ni?*-IDA-GLYMO@TiO2 mikrokirelerinin SEM fotograflari. Bliylitme Orani:
(E) 2000 X, (F) 25750 X
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Sekil 4.1, Sekil 4.2 ve Sekil 4.3'te SEM fotograflari verilen TiO2 bazli mikrokurelerin
yuzey morfolojileri benzerdir. Partikillere ait ortalama ¢ap (Dp), degisim katsayisi (Cv)
ve 0Ozgll ylzey alani (SSA) degerleri hesaplanmis ve sonuglar Cizelge 4.1.de
verilmistir. Buna gore sirasiyla IDA-GLYMO ligandi ve Ni?* iyonlari, TiO2 mikrokireler
Uzerine baglandik¢a 6zgul yuzey alani degerinde azalma gozlenmigtir. Monodispersite
icin ideal Cv degeri %5’ten kuguk olmalidir [81]. Buna gore sentezlenen mikrokurelerin
dar boyut dagilimina sahip, es boyutlu ve monodispersiteye uygun oldugu gorulmustur.
Mikrokurelerin BET analiz sonuglarindan elde edilen ortalama ¢ap degerlerinden ise

mezogobzenekli yapida olduklari anlagiimaktadir.

Cizelge 4.1. Sentezlenen TiO2 bazli mikrokurelere ait morfolojik 6zellikler

Partikiil Dp (um) Cv (%) SSA (m2/g)
TiO2 4.14 4.25 31.81
IDA-GLYMO@TIO2 4.23 4.20 25.33
NiZ*-IDA-GLYMO@TIO> 4.18 4.29 24.69

Sekil 4.4’ te TiO2, IDA-GLYMO@TiO2 ve Ni?*-IDA-GLYMO@TiO2 mikrokdrelerin
g6zenek boy dagilim egrisi gosterilmektedir. Sekil 4.4’ te sentezlenen mikrokurelerde
mezogozenek ve makrogozenek yapilarinin varligi gérulmektedir. Bu mikrokureler igin

elde edilen ylzey alani de@erleri de elde edilen gézenek dagilim egrileri ile uyumludur.
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Sekil 4.4. TiO2, IDA-GLYMO@TIiO2 ve Ni**-IDA-GLYMO@TiO2 mikrokiirelerin azot

adsorpsiyon/desorpsiyon yontemi ile elde edilen gdézenek boy dagilim egrileri.

TiO2, IDA-GLYMO@TiO2 ve Ni2*-IDA-GLYMO@TiO2 mikrokureler ile elde edilen X-
iIsin1 fotoelektron spektroskopisi (XPS) sonuclari, Cizelge 4.2'de verilmigtir. Bu
sonuglar, IDA-GLYMO@TiO2 ve Ni?*-IDA-GLYMO@TiO2 mikrokirelerin ylzeyinde

siraslyla azotun ve nikelin varligini gostermistir.

Cizelge 4.2. Sentezlenen TiO2, IDA-GLYMO@TiO2 ve Ni2+-IDA-GLYMO@TiOz2

mikrokurelere ait XPS sonugclari

% Atom
Mikrokiire Si C N T O Ni
no, | .. 2124 eoeee 2580 5297 -
IDA- 192 2718 185 1933 4972 e
GLYMO@TiO2
Ni’"IDA- 111 1992 122 1882 5363 529
GLYMO@TIO,
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4.2. Monodispers-Gozenekli TiO2 Mikrokiureler Yardimiyla Kesikli Sistemde

Protein izolasyonu
4.2.1. Sorbent Miktari Degisiminin Protein izolasyonuna Etkisi

Sorbent olarak sentezlenen Ni2*-IDA-GLYMO@TiO2 mikrokUirelerden farkli miktarlarda
alinarak, baslangi¢ protein konsantrasyonu sabit tutulmus ve adsorpsiyon-desorpsiyon
deneyleri gerceklestiriimigtir. Bu dedgerlerin protein izolasyonu Uzerindeki etkisi
incelenmis ve Sekil 4.5.'te sonuglar verilmistir. Bu deneylerde BHb ve BSA baslangic
konsantrasyon deg@erleri 2 mg/ml, adsorpsiyon hacmi 1 ml olarak belirlenmis ve 1, 2, 5,

10 ve 20 mg sorbent miktarlari adsorbsiyon ortamina eklenmisgtir.

400 -
_t -+ BHb
238 300 4 =BSA
229
Elgg 200 -
© 0=
-J- 50
So0 100 -
a 4
m o -
E ﬂ L] L] L
0 10 20 30
Sorbent Miktan (mg)

Sekil 4.5. Kesikli sistemde Ni?*-IDA-GLYMO@TiO2 mikrokirelerin sorbent olarak
kullanildigi durumda sorbent miktarinin protein izolasyonuna etkisi (Adsorpsiyon
ortami: 25 mM PBS tamponu, pH=7.4; Adsorpsiyon hacmi: 1 ml; Protein

konsantrasyonu: 2 mg/ml; Sicaklik: oda sicakhdi ; Zaman: 2 saat)

Sekil 4.5.'te sorbent miktarinin artmasi ile azalan bir denge adsorpsiyon davranisi
gOzlenmektedir. Artan sorbent miktari ile birim sorbentin dengede adsorpladigi protein
miktari ters orantili olarak azalmigtir. Maksimum denge adsorpsiyonuna 1 mg sorbent

ortaminda ulasilirken, minimum denge adsorpsiyonu 20 mg sorbent ile elde edilmistir.
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Protein izolasyonunun verimli olabilmesi i¢in adsorplanan proteinin ne kadarinin
desorplandigi 6nemlidir. Sekil 4.6’da ise farkli miktarlardaki Ni>*-IDA-GLYMO@TiO2

mikroklrelerinin desorpsiyon verimine etkisi verilmistir.

8 ]
- 100 1 mBHDL
E 80 1 mpsa
c 60 -
S
..E' 40-
£ 20 l
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1 2 5 10

Sorbent Miktan (mg)

Sekil 4.6. Kesikli sistemde Ni?*-IDA-GLYMO@TiO2 mikrokirelerin sorbent olarak
kullanildigi durumda sorbent miktarinin desorpsiyon verimine etkisi (Desorpsiyon
ortami: 50 mM fosfat tamponu, 0.5 M NaCl, 100 Mm imidazol, pH=7; Desorpsiyon

hacmi: 1 ml; Protein konsantrasyonu: 2 mg/ml; Sicaklik: oda sicakhgi ; Zaman: 1 saat).

Sekil 4.6’da desorpsiyon verimlerinin sorbent miktari ile arttigr géralmustur. Sorbent
miktarinin artigi ile dengede adsorplanan protein miktari azalmaktadir. Adsorplanan
protein miktarindaki azalma, desorpsiyon verimi ile denge protein adsorpsiyonunun
ters orantili oldugunu gostermektedir. Dusuk miktarlarda sorbent ile elde edilen dusuk
desorpsiyon verimleri, protein/sorbent agirlik orani arttiginda protein ve sorbent
arasinda tersinir ve spesifik olmayan etkilesimlerin olusmasina baglanabilir. Ozellikle
BSA ile elde edilen bagil olarak disuk adsorpsiyon verimleri, bu protein igin bu tur
etkilesimlerin daha baskin oldugunu dusindurmektedir. BHb adsorpsiyonunun agirhkli
olarak Ni?*-histidin gruplari arasindaki tersinir etkilesime dayali olarak gergeklesmesi,
BHb ile elde edilen daha yuksek desorpsiyon verimlerini agiklayabilen en onemli
faktordar.
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4.2.2. Baslangic Protein Konsantrasyonu Degisiminin Protein izolasyonuna
Etkisi

Sorbent olarak sentezlenen Ni2*-IDA-GLYMO@TiO2 mikrokirelerinden sabit miktarda
alinarak, baslangi¢ protein konsantrasyonu farkli degerlerde hazirlanmis ve
adsorpsiyon-desorpsiyon deneyleri gerceklestiriimigtir. Bu degerlerin  protein
izolasyonu Uzerindeki etkisi incelenmis ve $ekil 4.7°de sonuglar verilmigtir. Sorbent
miktari 10 mg, BHb ve BSA protein konsantrasyon degerleri 0.1, 0.25, 0.5, 1, 1.5 ve 2

mg/ml, adsorpsiyon hacmi ise 1 ml olarak belirlenmistir.

0 05 1 1.5 2
Baslangi¢c BHb/BSA derigimi(mg/ml)
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Sekil 4.7. Kesikli sistemde Ni?*-IDA-GLYMO@TiO2 mikrokirelerin sorbent olarak
kullanildigi durumda baslangic protein konsantrasyonundaki degisimin protein
izolasyonuna etkisi (Adsorpsiyon ortami: 25 mM PBS tamponu, pH=7.4; Adsorpsiyon

hacmi: 1 ml; Sorbent miktari: 10 mg; Sicaklik: oda sicakligi ; Zaman: 2 saat)

Sekil 4.7°de de goruldugu gibi BHb ve BSA baslangi¢ protein konsantrasyonu arttikga
birim sorbent miktari basina denge protein adsorpsiyonu artmakta ve belli bir degerden
sonra platoya ulagmaktadir. Sekil 4.7°de her iki protein igin elde edilen plato denge
adsorpsiyonu degerinin histidin icerigi ylksek olan BHb lehine ylksek oldugu

gorilmektedir. Bu durum Ni?*-IDA-GLYMO@TiO2 mikrokireler (zerine protein
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adsorpsiyonunun agirlikli olarak metal iyonlari ile histidin arasindaki tersinir etkilesimle

gerceklestigini dusundurmektedir.

Sekil 4.8’de sabit sorbent miktarinda degisen baslangi¢ protein konsantrasyonu

miktarinin desorpsiyon verimine etkisi incelenmigtir.

100 - L BHb
e uBSA
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Sekil 4.8. Kesikli sistemde Ni>*-IDA-GLYMO@TiO2 mikropartikdllerin sorbent olarak
kullanildigi durumda baslangi¢ protein konsantrasyonundaki degisimin desorpsiyon
verimine etkisi (Desorpsiyon ortami: 50 mM fosfat tamponu, 0.5 M NaCl, 100 Mm

imidazol, pH=7; Desorpsiyon hacmi: 1 ml; Sicaklik: oda sicakli§i ; Zaman: 1 saat)

Sekil 4.8'de goéruldigu gibi maksimum desorpsiyon verimi 2 mg/mL protein
konsantrasyonu ile saglanmistir. 2 mg/ml konsantrasyonunda mikrokureler daha fazla
protein adsorpladigi i¢cin daha fazla da desorplama 6zelligi gostermiglerdir. Proteinler
kendi aralarinda Kkarsilastirildiginda ise 2 mg/ml protein konsantrasyonu igin
adsorplama ve desorplama kapasitesi BHb > BSA seklindedir. Bu durum proteinlerin
Ozellikleri agisindan beklenen bir durumdur. Adsorplama kapasitesinin BHb’de daha
yuksek olmasi daha 6nce de belirtildigi gibi bu proteinin histidin icerigi ile ilgilidir.

Desorpsiyon veriminin artan baslangi¢ protein konsantrasyonu ile artmasi ise
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adsorpsiyon baslangicinda ortamdaki protein derisiminin daha fazla olmasi sebebiyle
birim sorbent Uzerinde daha fazla proteinin tutunmasi ve buna bagli olarak daha fazla

proteinin desorbe olmasi ile agiklanabilir.

4.2.3. Mikrokiire Tiiriiniin Baslangig Protein Konsantrasyonu Degisimi ile Protein

izolasyonu Uzerindeki Etkisi

Ni2*-IDA-GLYMO@TiO2 mikroklrelerin sentezi 6nce TiO2 ve sonrasinda IDA-
GLYMO@TiO2 mikrokurelerin eldesini gerektirmektedir. Bu deney grubunda farkh
ylzey kimyasina sahip mikrokurelerin degisen baslangi¢ protein konsantrasyonunda
adsorbsiyon ve desorpsiyon verimleri incelenmistir. Ni?* iyonu immobilize edilmemis
mikrokdreler ile, Ni?* immobilize edilmis mikrokiireler ayni galisma kosullarinda
denenmistir. Burada amag Ni?* iyonlarinin proteinlerin (BHb, BSA) adsorpsiyonundaki
rolini tespit etmektir. Bu deney setinde; sorbent olarak 10 mg TiO2, IDA-
GLYMO@TIiO2 ve Ni?*-IDA-GLYMO@TiO2 mikrokireler kullaniimistir. Sabit sorbent
miktari ile farkli baslangi¢ protein konsantrasyonlarinda (0.1, 0.25, 0.5, 1, 1.5 ve 2
mg/ml) protein-sorbent etkilesimi incelenmistir. Sonuglar, Ni?* immobilize olmus
sorbentlere ait sonuglar ile karsilastiriimis ve Ni?* iyonlarinin protein izolasyonu
uzerindeki etkinligi belirlenmistir. Sekil 4.9’”da her bir asamada sentezlenen
mikrokurelerin  sorbent olarak kullanildigi durumda baglangic BHb protein

konsantrasyonundaki degisimin protein izolasyonuna etkisi verilmistir.
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Sekil 4.9. Sentezlenen mikrokurelerin sorbent olarak kullanildigi durumda baslangi¢
BHb protein konsantrasyonundaki degisimin protein izolasyonuna etkisi (Adsorpsiyon
ortami: 25 mM PBS tamponu, pH=7.4; Adsorpsiyon hacmi: 1 ml; Sorbent miktari: 10

mg; Sicaklik: oda sicakhgi ; Zaman: 2 saat).

Bu sonucglar BHb’nin TiO2 ve IDA-GLYMO@TIiOz sorbentlerine sinirli bir afinite
gosterdigini, ve TiO2 bazl sorbent Uzerine denge BHb adsorpsiyonun agirlikh olarak
Ni2* iyonlarinin varliginda ve histidin-Ni2+ etkilesimi ile gergeklestirdigini ortaya

koymaktadir.

Sekil 4.10°da her bir asamada sentezlenen mikrokurelerin sorbent olarak kullanildigi
durumda baslangic BSA konsantrasyonundaki degisimin protein izolasyonuna etkisi

verilmigtir.

53



140 7  —-Ni2+IDA-GLYMO@TIO2

120 4 “=IDA-GLYMO@TIOZ
TIO2

100 -

80 -

60 -

|

!
.

Denge Protein Adsorpsivonu (Q)
(mg BSA/g sorbent)

y

0 0.5 1 1.5 2
Baslangic BSA derisimi (mg/ml)

Sekil 4.10. Sentezlenen mikrokurelerin sorbent olarak kullanildigi durumda baslangi¢
BSA protein konsantrasyonundaki degisimin protein izolasyonuna etkisi (Adsorpsiyon
ortami: 25 mM PBS tamponu, pH=7.4; Adsorpsiyon hacmi: 1 ml; Sorbent miktari: 10

mg; Sicaklik: oda sicakhdi ; Zaman: 2 saat)

Sekil 4.10'da goriilecegi lizere Ni>* immobilize edilmemis mikrokireler ile immobilize
edilmis mikroklre arasindaki iligski Sekil 4.9’dakine benzer bir egilimdedir. Burada
BSA’nin BHb’e goére hem IDA-GLYMO hem de Ni?*-IDA-GLYMO vyapilarina karsi
afinitesinin gok daha disik oldugunu gériimektedir. Ozellikle Ni2+ igeren sorbent
formu ile elde edilen disik denge adsorpsiyonu, BSA’nin BHb’'ne kiyasla ¢ok daha

dusuk histidin icerigi ile aciklanabilir.

Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de ise sentezlenen mikroklrelerin sorbent olarak kullanildigi
durumda baslangic BHb ve BSA konsantrasyonlarindaki degisimin desorpsiyon

verimine etkisi incelenmistir.
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Sekil 4.11. Sentezlenen mikrokUlrelerin sorbent olarak kullanildigi durumda baslangi¢
BHb protein konsantrasyonundaki degisimin desorpsiyon verimine etkisi (Desorpsiyon
ortami: 50 mM fosfat tamponu, 0.5 M NaCl, 100 Mm imidazol, pH=7; Desorpsiyon

hacmi: 1 ml; Sicaklik: oda sicakhdi ; Zaman: 1 saat)
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Sekil 4.12. Sentezlenen mikrokurelerin sorbent olarak kullanildigi durumda baslangi¢
BSA protein konsantrasyonundaki degisimin desorpsiyon verimine etkisi (Desorpsiyon
ortami: 50 mM fosfat tamponu, 0.5 M NaCl, 100 Mm imidazol, pH=7; Desorpsiyon

hacmi: 1 ml; Sicaklik: oda sicakhdi ; Zaman: 1 saat)

Sekil 4.11. ve Sekil 4.12. ile verilen grafiklerde degisen baslangi¢ protein (BHb, BSA)
konsantrasyonlarina karsi Ni?* iyonu immobilize edilmis ve Ni?* iyonu immobilize
edilmemis mikrokUrelerin desorpsiyon verimleri karsilastirimigtir. Desorpsiyon
ortaminda kullanilan imidazol molekulleri yarigmaci ajan olarak gorev yapmakta ve
histidin gruplarinda yer alan imidazol ile yer degistirmektedir. Béylelikle Ni?* iyonlari ve
proteinler arasindaki elektrostatik etkilesim, kullanilan desorpsiyon tamponu ile
sonlandiriimakta ve protein sorbent (izerinden desorbe edilmektedir. Ancak Ni%*
immobilize edilmemis mikroklreler ile proteinler arasinda spesifik bir baglanma
gerceklesmedigi igin kullanilan desorpsiyon tamponu ile proteinlerin desorpsiyonu
yiksek verimle yapilamamistir. iki grafikte de gérildigiu gibi, baslangic protein
konsantrasyonlarinin herbiri igin immobilize Ni?* iyonu igeren mikrokirelerin

desorpsiyon verimleri beklendigi gibi daha yuksektir.

4.2.4. Ni>*-IDA-GLYMO@TiO2  Mikrokiirelerin  Tekrar  Kullanilabirliginin

incelenmesi

Adsorbsiyon-desorpsiyon deney sonuglarina gore kesikli sistemde BHb izolasyonu en
iyi kromatografik performansin  Ni?*-IDA-GLYMO@TiO2 mikrokireler ile elde edildigi
gOrulmustir. Bu mikrokurelerin tekrar kullanilabilirligi yapilan 5 adsorpsiyon ve 5
desorpsiyon deneyi ile élgtlmustur (Sekil 4.13). Bu deneylerde sorbent miktari 10 mg,

baslangic BHb konsantrasyonu 2 mg/ml olarak belirlenmigtir.
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Sekil 4.13. Ni?*-IDA-GLYMO@TiO2 mikrokiresinin tekrar kullaniminin adsorbsiyon
verimine etkisi (Adsorpsiyon ortami: 25 mM PBS tamponu, pH=7.4; Adsorpsiyon
hacmi: 1 ml; Sorbent miktari: 10 mg; BHb protein konsantrasyonu: 2 mg/ml; Sicaklik:
oda sicakligi ; Zaman: 2 saat) (Desorpsiyon ortami: 50 mM fosfat tamponu, 0.5 M NaCl,

100 Mm imidazol, pH=7; Desorpsiyon hacmi: 1 ml; Sicaklik: oda sicakligi ; Zaman: 1
saat)

Sekil 4.13'de gorildigi gibi Ni?*-IDA-GLYMO@TiO2 mikrokirelerin ilk kullanimdan
sonraki denge adsorbsiyonu 150 mg BHb/g sorbent iken besinci kullanimdan sonra 110
mg BHb/g sorbent degerine ulagsmaktadir. Bu davranis tekrarl kullanimda s6zkonusu

sorbentin denge protein adsorpsiyonu degerinin sinirli bir azalma gosterdigini ortaya
koymaktadir.

4.3. Monodispers-Gozenekli TiO2 Bazli Mikrokiireler Yardimiyla Kesikli Sistem ve
Siirekli Mikroakis Sisteminde insan Tam Kan Orneginden Hb izolasyonu

Monodispers-gézenekli Ni?*-IDA-GLYMO@TiO2 mikrokireler ile insan tam kan
orneginden Hb izolasyonu kesikli sistem ve surekli mikroakis sistemi ile

gerceklestiriimis ve izole edilen Hb’nin butinltiga ve safliginin belilenmesi amaciyla jel
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elektroforez (SDS-PAGE) teknigi uygulanmigtir. Kesikli sistem ve surekli sistemdeki
izolasyon igin adsorbsiyon ortami olarak 10 mM pH 8.5 Tris-HCI tamponu, desorpsiyon
ortami olarak ise 50 mM fosfat tamponu, 0.5 M NaCl, 100 mM imidazol veya 50 mM
fosfat tamponu, 0.5 M NaCl, 50 mM imidazol igeren ¢ozeltiler kullaniimigtir. Kesikli ve
surekli sistemde elde edilen jel elektroforez goruntuleri sirasiyla Sekil 4.14. ve Sekil
4.15.’te verilmigtir. Hb adsorpsiyon ve desorpsiyon verimleri ve Hb saflik de@erleri de

Cizelge 4.3’te verilmistir.

L B Af1 Df1 Df2

Alb

—e
e
| —
—

Hb

Sekil 4.14. SDS-PAGE teknigi kullanilarak kesikli sistemde insan tam kan érneginden
Hb izolasyonu gorintiisi. Mikrokiire: Ni?*-IDA-GLYMO@TiO2, mikrokiire miktari: 10
mg, desorpsiyon ortami: 50 mM fosfat tamponu, 0.5 M NaCl, 100 mM imidazol. (L:
Basamak (ladder); B: insan tam kan érnegi; Afl: Adsorbsiyon sonucunda toplanan

ornek; Df 1, 2: Desorpsiyon sonucunda toplanan ornekler)
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Sekil 4.15. SDS-PAGE teknigi kullanilarak surekli mikroakis sisteminde insan tam kan
orneginden Hb izolasyonu gorintlsi. Mikrokire: Ni2*-IDA-GLYMO@TiOz, kolon: 300
um id x 50 mm, desorpsiyon ortami: 50 mM fosfat tamponu, 0.5 M NaCl, 50 mM
imidazol. (L: Basamak (ladder); B: insan tam kan 6rnegi; Af1, 2,3 .4 ,5 ,6 : Adsorbsiyon

sonucunda toplanan érnekler; Df 1, 2: Desorpsiyon sonucunda toplanan érnekler)

Sekil 4.14 ve Sekil 4.15’e bakildiginda kesikli ve slrekli mikroakis sistemlerindeki jel
elektroforez goruntilerinin uyumlu oldugu disintlmektedir. Hem stirekli sistemde hem

de kesikli sistemde beklenildigi gibi Hb ortamdan tatminkar sekilde izole edilmistir.

Cizelge 4.3. Kesikli sistem ve slrekli mikroakis sisteminde jel elektroforez teknigine

dayanarak hesaplanan Hb saflik ve Hb adsorpsiyon ve Hb desorpsiyon verimi degerleri

% Adsorpsiyon %Desorpsiyon
% Saflik .p. Y .p-y
verimi verimi
Kesikli sistem =95 55 29
Sirekli sistem 25 36
85
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Kesikli sistem icin Hb saflik degeri, SDS PAGE yazilim programindan (Image Lab. 5.1
Biorad ) tayin edilmis ve bu degerin % 95'ten ylksek oldugu goérulmustiur. Biodrop
cihazindan adsorpsiyon ve desorpsiyon i¢in okunan degerlere gore yapilan hesaplama
sonucunda ise, adsorpsiyon veriminin % 55, desorpsiyon veriminin % 29 oldugu tespit
edilmigtir. Surekli sistem igin saflik degeri ayni yontemle % 85 olarak hesaplanmistir.
Biodrop cihazindan adsorpsiyon ve desorpsiyon i¢in okunan degerlere gore yapilan
hesaplama sonucunda ise, adsorpsiyon veriminin % 25, desorpsiyon veriminin % 36
oldugu tespit edilmistir. ikici desorpsiyon (Df2) degerlerine gore hesaplanan % saflik
degerleri her iki sistem i¢in olduk¢a yuksektir. Adsorpsiyon verimi kesikli sistemde daha
yuksek iken, desorpsiyon veriminde ise surekli sistem daha olumlu sonu¢ vermistir.
insan tam kan érnegi gibi karmasik bir sistemden elde edilen bu sonuglar sentezlenen
monodispers-gozenekli Ni?*-IDA-GLYMO@TiO2 mikrokirelerin tam-kan’dan Hb
izolasyonu igin son derece uygun, hem kesikli, hem de surekli formda calisan
immobilize metal affinite kromatografisi sistemleri icin yeni bir alternatif sorbent

oldugunu ortaya koymustur.
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5. SONUGLAR

Yapilan tez galismasinda;

Poli(HPMA-CI-co-EDMA) kureleri kullanilarak sol-jel yontemiyle monodispers-
g6zenekli TiO2 mikrokureleri sentezlenmistir. Daha sonra, TiO2 klreleri Gzerine
IDA-GLYMO baglanmis olup, son basamakta ise, immobilize metal afinite
kromatografi uygulamalarinda kullaniimak (zere Ni?* iyonlari immobilize
edilmistir. Monodispers-gézenekli formda Ni?*-IDA-GLYMO@TiO2 olarak
adlandirilan mikrokurelerin ortalama boyu 4 um olarak saptanmistir.

SEM goruntuleri ¢ekilen mikrokurelerin dar bir boyut dagilimina ve goézenekli
yapliya sahip olduklari gdézlemlenmigtir.

Ni>*-IDA-GLYMO@TiO2 mikrokiireler, 24.69 m?/g ylizey alanina sahiptir.
Mikroklrelerin  IMAC  sorbent formuna dondstirilmesi  Ni?*  iyonu
immobilizasyonu ile tamamlanmigtir. IMAC icin kromatografik performansin
belirlenmesi amaciyla, hedef protein olarak histidin icerigi yuksek Hb ve referans
protein olarak da hisitidin igerigi dusuk albumin segilmistir.

Kesikli sistemde gercgeklestirilen adsorpsiyon-desorpsiyon uygulamalari ile
oncelikli olarak en uygun sorbent miktari belirlenmig, artan sorbent miktari ile
birim sorbentin dengede adsorpladidi protein miktarinin ters orantili olarak
degistigi gorllmustir. Gerek izolasyon verimi gerekse desorpsiyon verimi
dikkate alindiginda, sorbent miktarina ait uygun degerin 1 mL adsorsiyonortami
icin, 10 mg oldugu gorulmastar.

Ni2*-IDA-GLYMO@TiO2 mikrokireler ile baslangi¢ protein konsantrasyonunun
etkisini belirlemek igin; degisen protein konsantrasyonlarinda pH=7.4'de 25 mM
fosfat tamponu ile adsorpsiyon islemi gergeklestirilmistir. BHb ve BSA baslangi¢
konsantrasyonu arttikga birim sorbent kutlesi basina dengede adsorplanan
protein miktarinin da arttigi, belli bir degerden sonra ise sabitlendigi gorulmustar.
En ylksek denge protein adsorpsiyonu 2 mg/mL baslangi¢c protein
konsantrasyonunda BHb ile 140 mg/g olarak elde edilmigtir. BSA igin ise bu
deger yaklasik 40 mg/g olarak bulunmustur.
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Baslangi¢c protein derisiminin artmasinin desorpsiyon verimi Uzerine etkisi
incelendiginde, protein derigimi arttiginda desorpsiyon verimi BHb igin artis
goOstermis ve cgalisilan kosullarda maksimum desorpsiyon verimi, % 80 olarak
bulunmustur. Ancak BSA ayni deger yaklasik % 40 olarak tayin edilmigtir.

Ni2* iyonlarinin protein izolasyonu Uzerindeki etkisinin arastirilmasi igin, Ni%*-
IDA-GLYMO@TIiOz2, TiO2 ve IDA-GLYMO@TiO2 mikrokurelerin adsorpsiyon ve
desorpsiyon verimleri incelenmistir. Hb konsantrasyonunun artmasi ile TiO2 ve
IDA-GLYMO@TIiO2 mikrokurelerin adsorplama kapasitelerinin yetersiz kaldigi
gorulmastir. Bu durum, TiO2 ve IDA-GLYMO@TIiO2 sorbentlerinin BHb’ye karsi
ylksek afinite gostermedigini ortaya koymaktadir. Ni?* iyonlarinin IDA-
GLYMO@TIiO2 yapisina baglandiktan sonra daha etkin bir denge adsorpsiyonu
gercgeklesmistir. BSA'nin ise, BHb’'ye gore hem IDA-GLYMO hem de Ni?*-IDA-
GLYMO yapllarina karsi afinitesinin ¢cok daha dusuk oldugu goralmustar.

TiO2, IDA-GLYMO@TiO2 ve Ni?*-IDA-GLYMO@TiO2 mikrokirelerin sorbent
olarak kullanildi§gi durumda, baslangic BHb ve BSA konsantrasyonlarindaki
degisimin desorpsiyon verimine etkisi incelenmistir. Ozellikle BHb igin
immobilize Ni%* iyonu igeren mikrokirelerin desorpsiyon verimlerinin daha
yuksek oldugu goralmustar.

Calismada, BHb igin en iyi izolasyon veriminin Ni?*-IDA-GLYMO@TiO2
mikrokureler ile elde edildigi gorulmugtur. Bu sorbentin tekrar kullanilabilirligini
O0lcmek amaciyla, yapilan deneylerde ilk kullanimdaki denge BHb adsorpsiyon
degeri 150 mg BHb/g sorbent iken, besinci kullanimda ayni deger 110 mg BHb/g
sorbent olarak bulunmustur. Bu da sentezlenen mikrokurelerin tekrarh
kullaniminin mumkun oldugunu gostermektedir.

Ni2*-IDA-GLYMO@TiO2 mikrokirelerin izolasyon performansi, insan tam kan
orneginden Hb saflastiriimasi yapilarak incelenmistir. Kesikli IMAC ve surekli
IMAC sistemleri icin Hb saflik degeri, SDS-PAGE yazilimi ile sirasiyla 295 ve
% 85 olarak bulunmustur. Mikrospektrofotometre ile adsorpsiyon ve desorpsiyon
basamaklarinda yapilan absorbans olgumlerine gore adsorpsiyon verimi kesikli

IMAC sistemi igin % 55, surekli IMAC sistemi icin ise % 25 olarak tespit edilmigtir.
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Desorpsiyon verimi ise kesikli ve surekli sistemlerde sirasiyla % 29 ve % 36

olarak hesaplanmigtir.

63



[1]
[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

KAYNAKLAR
http://biyolojik.org/genelbilgiler/78-proteinler (Mayis, 2018).

http://80.251.40.59/veterinary.ankara.edu.tr/fidanci/Ders_Notlari/Ders_Notlari/
Aminoasitler.pdf (Mayis, 2018).

http://eczacilik.anadolu.edu.tr/bolumSayfalari/belgeler/03%20Amino%?20asitler
,%20Peptitler%20ve%20Proteinler%201l_20140404062844.pdf (Mayis, 2018).

Jackson R.B., Minorsky P. V., Wasserman S.A., Cain U. M., Urry L, Reece J.B,
Campbell Biyoloji, (cev: Gunduz E., Turkan I.), 9. Baski, Palme Yayincilik, 2017.

Nelson D., Cox M. M., Lehninger Biyokimyanin ilkeleri, (gcev: Elgin M. Y.), 5.
Baski, Palme Yayincilik, 2007.

Prof. Dr. Sule Pekyardimci, “Protein Saflastirmasinin Genel Ozellikleri”
https://acikders.ankara.edu.tr/pluginfile.php/4434/mod_resource/content/0/1.%
20hafta.pdf (Mayis, 2018).

Tuncer, M., Protein Saflastirma-1 Kromatografik Yéntemler, Can Matbaacilik,
Mersin, 2008.

Konak, U.i., Turhan, i., Certel, M., Proteinlerin Kromatografik Yéntemlerle
Saflastiriimasi (Antalya, Turkiye), Akademik Gida, 12 (2), 79-87, 2014.

Chaga, G.S., Twenty-Five Years of Immobilized Metal lon Affinity
Chromatography: Past, Present and Future (Palo Alto, USA), Biochemical and
Biophysical Methods, 49, 313-334, 2001.

Odabasi, M., immobilize Metal Iyon Afinite Kromatografisi. Protein
Kromatografisi ve Yeni Nesil Polimerik Sistemler, (editor: Denizli, A.), Detay
Copy Matbaa Yayincilik, Bursa, 243-267, 2014.

X. He, B. Yuan, Y. Feng, Facial Synthesis of Nickel(ll)-immobilized Carboxyl
Cotton Chelator for Purification of Histidine-tagged Proteins, Journal of
Hromatography B, 1043 122-127, 2017.

J. Wang, R. Zhang, X. Yang, X. Liu, H. Zhang, Facile Snthesis of Copper(ll)-
Decorated Functional Mesoporous Material for Specific Adsorption of Histidine-
rich Proteins,Talanta 176, 308-317, 2018.

Salimi K., Usta D., Koger i., Celik E., Tuncel A, Highly Selective Magnetic Affinity
Purification of Histidine-tagged Proteins by Ni2* Carrying Monodisperse
Composite Microspheres, RSC Adv., 7, 8718 2017.

64


http://biyolojik.org/genelbilgiler/78-proteinler
http://80.251.40.59/veterinary.ankara.edu.tr/fidanci/Ders_Notlari/Ders_Notlari/Aminoasitler.pdf%2024.05.2018
http://80.251.40.59/veterinary.ankara.edu.tr/fidanci/Ders_Notlari/Ders_Notlari/Aminoasitler.pdf%2024.05.2018
https://acikders.ankara.edu.tr/pluginfile.php/4434/mod_resource/content/0/1.%20hafta.pdf
https://acikders.ankara.edu.tr/pluginfile.php/4434/mod_resource/content/0/1.%20hafta.pdf

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

Rashid Z., Ghahremanzadeh R., Nejadmoghaddam M. R. , Nazari M, Shokri M.
R., Naeimi H., Zarnani A., Nickel-Salen Supported Paramagnetic Nanoparticles
For 6-His-Targetrecombinant Protein Affinity Purification, Journal of
Chromatography A, 1490, 47-53, 2017.

Dalkavriyan S., “Spirulina platensis’ten Slperoksit Dismlitaz(SOD) Enziminin
Saflagtirlmasi ve Karakterizasyonu”, YuUksek Lisans Tezi, Cukurova
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Adana, 2011.

Liu Y., Yan M, Huang J., Selective Removal of Hemoglobin from Blood Using
Hierarchical Copper Shells Anchored to Magnetic Nanoparticles, School of
Basic Medical Sciences, Xinxiang Medical University, 2017

GE Healthcare, Strategies for Protein Purification Handbook, Sweden, 2010.

Cuatrecasas, P., Fuchs S. and Anfinsen C.B., 1968. The effect of a competitive
Inhibitor on the acetylation of tyrosyl and lysyl residues of staphylococcal
nuclease. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) — Enzymology, 159, 417-419,
1968

Hedhammar, M., Karlstrom, A.E., Hober, S., Chromatographic Methods for
Protein Purification, Stockholm, 2006.

Milli Egitim Bakanhgi, Kimya Teknolojisi, Kromatografik Analizler, Ankara, 2013.

Balci, O., Affinity Chromatographic Purification of Recombinant Human Growth
Hormone, Thesis to the Graduate School, Natural and Applied Sciences of
Middle East Technical University, Ankara, 2008

Celikkaya B., Protein izolasyonu igin Immobilize Metal Afinite Kromatografisi
Bazli Mikroakis Sistemlerinin Gelistiriimesi., Hacettepe Universitesi, Fen
Bilimleri Enstitist, Ankara, 2017

Karakus C., Uslu M., Yazici D., Salih B. A., Evaluation of immobilized metal
affinity chromatography kits for thepurification of histidine-tagged recombinant
CagA protein, Journal of Chromatography B, 1021, 182-187, 2016.

Bauer, W. S., Richardson, K. A., Adams, N. M., Ricks, K. M., Gasperino, D. J.,
Ghionea, S. J., ... & Wright, D. W., Rapid concentration and elution of malarial
antigen histidine-rich protein Il using solid phase Zn (Il) resin in a simple flow-
through pipette tip format. Biomicrofluidics, 11(3), 034115, 2017

Mooney, J. T., Fredericks, D., Christensen, T., & Hearn, M. T., Removal Of
Cleavage Slow Points From Affinity Tags Used In The IMAC Purification Of
Recombinant Proteins. Biotechnology journal, 9(8), 1023-1032, 2014.

65



[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

Kagedal, L., Immobilized Metal lon Affinity Chromatography. Protein
Purification: Principles, High Resolution Methods, and Applications, Third
Edition, (ed: Jonson, J.C.), John Wiley & Sons Inc, Sweden, 183-201, 2011.

Liu, Y., Wang, Y., Yan, M., & Huang, J., Selective Removal of Hemoglobin from
Blood Using Hierarchical Copper Shells Anchored to Magnetic
Nanoparticles. BioMed research international, 2017.

Ueda, E. K. M., Gout, P. W., & Morganti, L., Current And Prospective
Applications Of Metal lon—Protein Binding. Journal of chromatography
A, 988(1), 1-23, 2003.

Uzun, L., Yavuz, H., Denizli A., Protein kromatografisi, genel prensipler.  Protein
Kromatografisi ve Yeni Nesil Polimerik Sistemler, (editor: Denizli, A.), Detay
Copy Matbaa Yayincilik, Bursa, 7-25, 2014.

Bo, C., Wang, C., & Wei, Y., Novel bis (5-methyltetrazolium) amine ligand-bonded
stationary phase with reduced leakage of metal ions in immobilized metal affinity
chromatography of proteins. Analytical and bioanalytical chemistry, 408(27),
7595-7605., 2016.

Block, H., Maertens, B., Spriestersbach, A., Brinker, N., Kubicek, J., Fabis, R.,
Labahn, J., Schafer, F., Immobilized-Metal Affinity Chromatography (IMAC): A
Review (Jilich, Germany), Methods in Enzymology, 463, 439-473, 2009.

Cheung, R. C. F., Wong, J. H.,, Ng, T. B., Immobilized Metal lon Affinity
Chromatography: a Review on Its Applications (Heidelberg, Germany), Appl
Microbiol Biotechnol, 96, 1411-1420, 2012.

Jiang, C., Immobilized Cobalt Affinty Purification for HSV-1 Based Gene Therapy
Vectors, Degree of Doctor of Philosophy, University of Pittsburgh, Pittsburgh,
2006.

Porekar, V. G., Menart, V., Perspectives of Immobilized-Metal Affinity
Chromatography (Ljubljana, Slovenia), Biochemical and Biophysical Methods,
49, 335-360, 2001.

Kikot, P., Polat, A., Achilli, E., Fernandez Lahore, M., Grasselli, M., Immobilized
Palladium (1) lon Affinity Chromatography For Recovery Of Recombinant
Proteins With Peptide Tags Containing Histidine And Cysteine. Journal of
Molecular Recognition, 27(11), 659-668, 2014.

Hoffmann, K. M., Wood, K. M., Labrum, A. D., Lee, D. K., Bolinger, I. M., Konis,

M. E., Watson, J. M., Surface histidine mutations for the metal affinity purification
of a B-carbonic anhydrase. Analytical biochemistry, 458, 66-68, 2014.

66



[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

Kohler, K., Simmendinger, P., Roelle, W., Scholz, W., Valet A., Slongo, M. ,
Paints and Coatings, Pigments, Extenders, and Additives, Ullmann's
Encyclopedia of Industrial Chemistry, Wiley-VCH, 2010.

Fu, W., Yang, H., Changa, L., Bala, H., Li, M., Zou, G., Anatase TiO2 nanolayer
coating on strontium ferrite nanoparticles for magnetic photocatalyst ,Colloids
and Surfaces A, 289, 47-52, 2006.

Carp, O., Huisman, C.L., Reller, A., Photoinduced reactivity of titanium dioxide,
Progress in Solid State Chemistry, 32, 33-177, 2004.

Sun, H., Wang, C., Pang, S., Li, X, Tao, Y., Tang, H., Liu, M., Photocatalytic
TiO2 films prepared by chemical vapor deposition at atmosphere pressure,
Journal of Non-Crystalline Solids, 354, 1440-1443, 2008.

Giolli, C., Borgioli, F., Credi, A., Fabio, A.D., Fossati, A., Miranda, M.M.,
Parmeggiani, S., Rizzi, G., Scrivani, A., Troglio, S., Tolstoguzov, A., Zoppi, A.,
Bardi, U., Characterization of TiO> coatings prepared by a modified electric arc-
physical vapour deposition system, Surface and Coatings Technology, 202, 13-
22, 2007.

Hamaloglu, K.O., Celebi, B., Sagd, E.,Tuncel, A., A New Method For The
Synthesis Of Monodisperse-Porus  Titania  Microbeads By Using
Polymethacrylate Microbeads As Template, Microporous And Mesoporous
Materials, 207, 17-26, 2015.

Lee, J.H., Yang, Y.S., Effect Of Hydrolysis Conditions On Morphology And
Phase Content In The Crystalline Tio2 Nanoparticles Synthesized From Aqueous
Ticls Solution By Precipitation, Materials Chemistry and Physics, 93, 237-242,
2005.

Bellardita, M., Addamo, M., Di Paola, A., Palmisano, L., Photocatalytic
Behaviour Of Metal-Loaded Tio> Aqueous Dispersions And Films, Chemical
Physics, 339, 94-103, 2007.

Hidalgo, M.C., Aguilar, M., Maicu, M., Navio, J.A., Colén, G., Hydrothermal
Preparation Of Highly Photoactive Tio> Nanoparticles, Catalysis Today, 129 50-
58, 2007.

Xie, R.C., Shang, J.K., Morphological Control In Solvothermal Synthesis Of
Titanium Oxide, Journal of Materials Science, 42, 6583-6589, 2007.

Andersson, M., Kiselev, A., Osterlund, L., Palmgvist, A.E.C., Microemulsion
Mediated Room-Temperature Synthesis Of High-Surface-Area Rutile And Its

67



[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

Photocatalytic Performance, Journal of Physical Chemistry C, 111 6789-6797,
2007.

Kitamura, Y., Okinaka, N., Shibayama, T., Mahaney, O.O.P., Kusano, D.,
Ohtani, B., Akiyama, T., Combustion Synthesis Of Tio. Nanoparticles As
Photocatalyst, Powder Technology, 176, 93-98, 2007.

Sankapal, B.R., Sartale, S.D., Lux-Steiner, M.C., Ennaoui, A., Chemical And
Electrochemical Synthesis Of Nanosized Tio2 Anatase For Large-Area Photon
Conversion, Comptes Rendus Chimie, 9, 702-707, 2006.

Kolen'ko, Y.V., Garshev, A.V., Churagulov, B.R., Boujday, S., Portes, P.,
Colbeau-Justin, C., Photocatalytic Activity Of Sol-Gel Derived Titania Converted
Into Nanocrystalline Powders By Supercritical Drying, Journal of Photochemistry
and Photobiology A: Chemistry, 172, 19-26, 2005.

Tong, T., Zhang, J., Tian, B., Chen, F., He, D., Preparation Of Fe3*-Doped Tio2
Catalysts By Controlled Hydrolysis of Titanium Alkoxide And Study on Their
Photocatalytic Activity For Methyl Orange Degradation, Journal of Hazardous
Materials, 155, 572-579, 2008.

Schubert, U., Hiusing, N., Synthesis of Inorganic Materials, Wiley—Vch Verlag
GmbH & Co, 2005.

Brinker, C. J., Scherer, G.W., Sol-gel science, Academic Press, 1990.

Sivakumar, S., Sibu, C.P., Mukundan, P., Pillai, P.K., Warrier, K.G.K,,
Nanoporous titania-alumina mixed oxides - an alkoxide free sol-gel synthesis,
Materials Letters, 58, 2664-2669, 2004.

Kanna, M., Wongnawa, S., Mixed amorphous and nanocrystalline TiO2 powders
prepared by sol-gel method: characterization and photocatalytic study,
Materials Chemistry and Physics, 110: 166-175, 2008.

Addamo, M., Augugliaro, V., Di Paola, A., Garcia—Lopez, E., Loddo, V., Marc,
G., Palmisano, L., Preparation and photoactivity of nanostructured TiO2
particles obtained by hydrolysis of TiCls, Colloids and Surfaces A:
Physicochemical and Engineering Aspects, 265, 23— 31, 2005.

Randorn, C., Wongnawa, S., Boonsin, P., Bleaching of methylene blue by
hydrated titanium dioxide, Science Asia, 30,149-156, 2004.

Deshpande, A. S., Niederberger, M., Synthesis of mesoporous ceria zirconia
beads, Microporous Mesoporous Materials, 101, 413-418, 2007.

68



[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

Naydenov, V., Tosheva, L., Sterte, J., Vanadium modified AIPO-5 spheres
through resin macrotemplating, Microporous Mesoporous Materials, 66, 321-
329, 2003.

Shchukin, D.G., Caruso, R.A., Template Synthesis and Photocatalytic
Properties of Porous Metal Oxide Spheres Formed by Nanoparticle Infiltration,
Chemistry of Materials, 16, 2287-2292, 2004.

Tuncel, A., Es-boyutlu partikdl dretimi igin polimerizasyon ydntemleri, Protein
Kromatografisi ve Yeni Nesil Polimerik Sistemler, (editdér: Denizli, A.), Detay
Copy Matbaa Yayincilik, Bursa, 91-102, 2014.

Usta, D. D., Afinite Kromatografisiyle Desteklenmis Sers Tabanli Biyosensérler
Araciligiyla Diol Gruplu Biyomolekiil Tayini, Yuksek Lisans Tezi, Gazi
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitlisti, Ankara, 2016.

Barrett, K.E.J., Dispersion Polymerization in Organic Media, John Wiley & Sons,
London, 1975.

Almog, Y., Reich, S., Levy, M., Monodisperse Polymeric Spheres In The Micron
Size Range By A Single Step Process, British Polymer Journal, 14, 131-136,
1982.

Bromberg, L., Polyether-Modified Poly(acrylic acid): Synthesis and Applications,
Industrial and Engineering Chemistry Research, 37, 4267-4274, 1998.

Kawaguchi, H., Functional polymer microspheres, Progress in Polymer Science,
25,1171-1210, 2000.

Paine, A.J., Dispersion polymerization of styrene in polar solvents. 7. A simple
mechanistic model to predict particle size, Macromolecules, 23, 3109-3117,
1990.

Shen, S., Sudol, E.D., El-Aasser, M.S., Dispersion polymerization of methyl
methacrylate: Mechanism of particle formation, Journal of Polymer Science, Part
A: Polymer Chemistry, 32, 1087-1100, 1994.

Tseng, C.M., Lu, Y.Y., El-Aasser, M.S., Vanderhoff, J.W., Uniform polymer
particles by dispersion polymerization in alcohol, Journal of Polymer Science,
Part A: Polymer Chemistry, 24, 2995-3007, 1986.

Barrett, K.E.J., Thomas, H.R., Kinetics of dispersion polymerization of soluble
monomers. |. Methyl methacrylate, Journal of Polymer Science Part A-1,
Polymer Chemistry, 7, 2621-2650, 1969.

69



[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

[80]

[81]

Gokmen, M.T., Du Prez, F.E., Porous polymer particles—A comprehensive
guide to synthesis,characterization, functionalization and applications, Progress
in Polymer Science, 37, 365— 405, 2012.

Slater, M., Snauko, M., Svec, F., Fréchet, J.M.J., “Click chemistry” in the
preparation of porous polymer-based particulate stationary phases for y-HPLC
separation of peptides and proteins, Analytical Chemistry, 78, 4969-4975,
2006.

Wang, Q. C., Svec, F., Fréchet, J. M. J., Fine Control of the Porous Structure
and Chromatographic Properties of Monodisperse Macroporous Poly(styrene-
co-divinylbenzene) Beads Prepared Using Polymer Porogens, Journal of
Polymer Science Part A: Polymer Chemistry, 32, 2577- 2588, 1994.

Caglayan, B., Unsal, E., Camli, S.T., Tuncel, M., Tuncel, A., Monodisperse
Porous Poly(vinylacetate-co-divinylbenzene) Particles by Single-Stage Seeded
Polymerization: A Packing Material for Reversed Phase HPLC, Seperation
Science, 29, 936-944, 2006.

Ayar, A., Fonksiyonel Gruplar Baglanmis  Sporopolleninin  Ligand
Adsorpsiyonunun Incelenmesi, Doktora Tezi, Selguk Universitesi Fen Bilimleri
Enstitisu, Konya, 1997.

Dada, A.O., Olalekan, A.P., Olatunya, A. M., Dada, O., Langmuir, Freundlich,
Temkin and Dubinin-Radushkevich Isotherms Studies of Equilibrium Sorption of
Zn?* Unto Phosphoric Acid Modified Rice Husk (Kwara State, Nigeria), Journal
of Applied Chemistry, 3, 38-45, 2012.

Kyzas, G. Z., Matis, K. A., Nanoadsorbents for Pollutants Removal: A Review
(Thessaloniki, Greece), Journal of Molecular Liquids, 203, 159-168, 2015.

Ma, Z., Guan, Y., & Liu, H., Superparamagnetic silica nanoparticles with

immobilized metal affinity ligands for protein adsorption. Journal of Magnetism
and Magnetic Materials, 301(2), 469-477, 2006.

[http://daytam.atauni.edu.tr/cihaz/] (Mayis, 2018).

http://anibal.gyte.edu.tr/hebe/AbIDrive/71167157/w/Storage/217 2011 1 113
71167157/Downloads/sds-lisans-lab.pdf (Mayis, 2018).

Ponhl, L., Marquard, K., Waitl, G., Reeh, U., & Wipfelder, E., Inorganic fillers and
organic matrix materials whose refractive index is adapted. WO, 93, 025611,
1993.

70


http://pubs.acs.org/action/doSearch?ContribStored=Fr%C3%A9chet%2C+J+M+J
http://pubs.acs.org/action/doSearch?ContribStored=Fr%C3%A9chet%2C+J+M+J
http://anibal.gyte.edu.tr/hebe/AblDrive/71167157/w/Storage/217_2011_1_113_71167157/Downloads/sds-lisans-lab.pdf
http://anibal.gyte.edu.tr/hebe/AblDrive/71167157/w/Storage/217_2011_1_113_71167157/Downloads/sds-lisans-lab.pdf

Kimlik Bilgileri
Adi Soyadi
Dogum Yeri
Medeni Hali
E-posta

Adresi

Egitim
Lise
Lisans
Erasmus

Yandal

Yiksek Lisans

OZGEGMIS

Sezgi Alpaslan
istanbul
Bekar

sezgialpasin@gmail.com

Hacettepe Universitesi Beytepe Kamplsi Kimya
Muhendisligi Bolumu Arastirma Laboratuvari 12
Cankaya/ANKARA

Ozel Ari Okullari, Tam Burslu, Ankara

Ankara Universitesi, Muhendislik Fakiltesi, Kimya

Muhendisligi Bolima

Institute Technology of Carlow, Analytical & Forensic
Science, Carlow, Ireland

Ankara Universitesi, Siyasal Bilgiler Fakiiltesi, isletme
Bolumu

Hacettepe Universitesi, Kimya Mihendisligi, Ankara

Yabanci Dil ve Diizeyi

ingilizce

Is Deneyimi

09.2016- devam ediyor:

lleri Diizey

Yetkili Miifettis Yardimcisi, Gida, Tarim ve Hayvancilik

Bakanhgi Rehberlik ve Teftis Bagkanligi

06.2014-09.2016 :

12.2013-06.2014

Miifettis Yardimcisi, Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanhgi
Rehberlik ve Teftis Bagkanhgi

Stajyer Hava Trafik Kontroléri, Devlet Hava Meydanlari
isletmesi (DHMI)

71



05.2013-11.2013 Kalite Kontrol Sorumlusu, iba.Valresa Boya ve Kimya
San. Tic. A.S., Ankara

01.2013-05.2013 Ar-Ge Miihendisi, iba.Valresa Boya ve Kimya San. Tic.
A.S., Ankara

06.2010-07.2010 : Stajyer, Ankara Seker Fabrikasi

08.2009-09.2009 Stajyer, Iba.Valresa Boya ve Kimya San. Tic. A.S., Ankara

Deneyim Alanlari
Mikrokure Sentezi

immobilize Metal Afinite Kromatografisi

Tezden Uretilmis Projeler ve Biitcesi

Tezden Uretilmis Yayinlar
Alpaslan S., Tosun B. R., Kip C., Tuncel A., Synthesis Of TiO2 Based Stationary Phases
For Immobilized Metal Affinity Chromatography and Their Usage For Isolation Of

Biomolecules (Yazim agamasinda)

Tezden Uretilmis Teblig ve/veya Poster Sunumu ile Katildigi Toplantilar
Tosun B. R., Alpaslan S., Kip C., Tuncel A., Titania based immobilized metal affininity
sorbent for the purification of histidine-rich proteins, ISC 2018, 32" International

Symposium on Chromatography, Cannes, Mandelieu, Fransa, 23-27 Eylul, 2018.

72



HACETTEPE UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
YUKSEK LISANS TEZ CALISMASI ORJINALLiK RAPORU

HACETTEPE UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLER ENSTITUSU
KiMYA MUHENDISLiGI ANABILIM DALI BASKANLIGI'NA

Tarih: 06/07/2018

Tez Baghg / Konusu: IMMOBILIZE METAL AFINITE KROMATOGRAFISI ICIN TiO: BAZLI SABIT FAZLARIN
SENTEZi VE BIYOMOLEKUL iZOLASYONUNDA KULLANIMI

Yukarida bashigi/konusu gosterilen tez calismamin a) Kapak sayfasi, b) Giris, ¢) Ana bsliimler d) Sonug kisimlarindan
olusan toplam 70 sayfalik kismina iligkin, 06/07 /2018 tarihinde tez damismamim tarafindan Turnitin adli intihal tespit
programimdan asagida belirtilen filtrelemeler uygulanarak alinmis olan orijinallik raporuna gére, tezimin benzerlik
oram % 5 ‘tir.

Uygulanan filtrelemeler:
1- Kaynakga harig
2-  Almtlar-harte/dahil
3- 5 kelimeden daha az ¢rtiisme iceren metin kisumlar harig

Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Tez Calismas: Orjinallik Raporu Alinmasi ve Kullamlmasi Uygulama
Esaslar’ni inceledim ve bu Uygulama Esaslari’'nda belirtilen azami benzerlik oranlarina gore tez ¢alismamin herhangi
bir intihal icermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlii hukuki sorumlulugu kabul
ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

06.0%.201&

Chotpst7

Tarih ve imza

Geregini saygilarimla arz ederim.

Adi Soyadi: Sezgi ALPASLAN
Ogrenci No: N14128549
Anabilim Dali:  Kimya Miithendisligi
Programi: Yiksek Lisans (Tezli)
Statiisii: [X] Y.Lisans [ ] Doktora [ Bittiinlesik Dr.
DANISMAN ONAYI
UYGUNDUR.

d\\NM‘ 7? .

Prof. Dr. S. Ali TUNCEL
(Unvan, Ad Soyad, imza)




