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Proteinlerin saflagtirilmasi igin giiniimiizde birgok yontem kullanilmaktadir. Saflastirma
isleminin miimkiin oldugu kadar az kademede, yiiksek verimlilikle ve kisa siirede
gergeklestirilmesi 6nemlidir. Bu yiizden izolasyon islemi ile saflastirilacak olan proteinin
Ozellikleri (amino asit kalintist - histidin, triptofan veya sistein gibi) goéz Oniinde

bulundurularak en verimli ve etkili ayirma yontemini segmek gerekmektedir.

Tez kapsaminda immobilize metal afinite kromatografisi (IMAC) kullanilarak, histidin-
isaretli proteinlerin segici ve giivenilir bir sekilde ayrilmasi igin histidin ve geg¢is metali
iyonlart arasindaki metal koordinasyon etkilesimi kullanilmigtir. Histidin gruplari iki
degerlikli metal iyonu olan Ni?* ile koordinasyon kompleksi olusturmaktadir. I¢ ¢ap1 300
um olan kapiler kolonda hidrofilik ligand olarak MSA, ana monomer ve ¢apraz baglayici
olarak POSS-MA ve termal baslatici olarak AIBN kullanilarak tek basamakta tiyol-
metakrilat polimerizasyonu ile monolitik dolgu materyali sentezlenmistir. NiCl, ¢ozeltisi
kolon igerisinden gegirilerek Ni% iyonlarinin monolit yiizeyine immobilize olmasi

saglanmistir. Ni* iyonu immobilize edilmis MSA-(POSS-MA) kapiler monolitik kolon



(IMAC sorbenti) histidin isaretli protein olan yesil floresan proteinin (green fluorescent

protein, GFP), E. coli bakteri lizatindan segici bir sekilde ayrimi i¢in kullanilmistir.

SEM goriintiileri, monolit yiizeyinin kolon i¢ ¢eperine basarili bir sekilde tutundugunu ve
gozenekli yapida oldugunu gostermistir. Mikro ve makro gozenek yapici ajanlarin (n-
biitanol ve etilen glikol) kullanilmas1 nedeniyle monolit dolgu materyali énemli bir ylizey
alanma sahiptir. BET analizi sonucuna gére MSA-(POSS-MA) monolitinin yiizey alani
143 m%g, Ni**-MSA-(POSS-MA) monolitinin yiizey alan1 ise 116 m?g olarak
bulunmustur. Sentezlenen Ni**-MSA-(POSS-MA) kapiler monolitik kolonda 4 pL/dk akis
hizinda, 3.5 mg/mL baslangi¢ protein konsantrasyonunda farkli desorpsiyon kosullarinda
calisilarak imidazol konsantrasyondaki degisimin protein izolasyonu iizerinde etkisi
incelenmistir. SDS-PAGE analiz sonuglarina, gére uygun c¢alisma kosullarinda monolitik
kolona 25.55 pg GFP adsorplanmis ve 18.74 ug GFP desorplanmistir. Monolitik sistemde
ayni protein konsantrasyonuna (2.1 mg/mL) sahip lizat ile akis hizi taramasi yapilarak akis
hizinin protein izolasyonuna etkisi incelenmistir. Akis hiz1 2 uL/dk iken adsorpsiyon
verimi %61.9, desorpsiyon verimi %100 olarak tayin edilmistir. Baslangi¢ protein
konsantrasyonu degisiminin protein izolasyonuna etkisini belirleyebilmek i¢in sentezlenen
standart monolitik kapiler kolonlarda 0.4 uL/dk akis hizinda, farkli protein konsantrasyonu
iceren lizatlar ile c¢alisilmistir. Baslangig protein konsantrasyonu 1.2 mg/mL iken
adsorpsiyon verimi %87.6, desorpsiyon verimi %100, izolasyon verimi ise %89.3’tiir.
Baslangig protein konsantrasyonu 2.1 mg/mL iken adsorpsiyon verimi %77.6, desorpsiyon
verimi %73.9, izolasyon verimi ise %57.3 olarak tayin edilmistir. Ni** iyonunun protein
izolasyonuna etkisini belirleyebilmek icin Ni%* icermeyen Ve Ni** ve MSA icermeyen
kolonlar sentezlenmistir. Adsorpsiyon verimleri Ni®* iyonu ve MSA icermeyen kolon i¢in
%9, Ni?* icermeyen kolon i¢in % 45.8 ve Ni?*-MSA-(POSS-MA) kolon igin ise %77.6
olarak bulunmustur. Ni** iyonu igermeyen kolonun desorpsiyon verimi %19.8, izolasyon
verimi ise %9’dur. Ni*-MSA-(POSS-MA) kolonun da desorpsiyon verimi 9%73.9,

izolasyon verimi ise %57.3 olarak tayin edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Immobilize metal afinite kromatografisi, His-isaretli protein, GFP,

protein izolasyonu, IMAC sorbentleri.
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There are many methods currently available for the purification of proteins. It is important
that the purification process is carried out in as little steps as possible, with high purity and
in a short time. Therefore, it is necessary to choose the most efficient and effective
separation method by taking into consideration the properties of the protein to be purified
by isolations (such as amino acid residue - histidine, tryptophan or cysteine).

Within the scope of this thesis, metal coordination interaction between histidine and
transition metal ions is used to selectively and reliably separate histidine-labeled proteins
using immobilized metal affinity chromatography (IMAC). Histidine groups form
coordination complex with divalent metal ion Ni?*. Column packing material was
synthesized in a capillary column with internal diameter of 300 um with thiol-methacrylate
polymerization using MSA as hydrophilic ligand, POSS-MA as main monomer and

crosslinker and AIBN as thermal initiator. NiCl, solution was passed through the column



so that Ni** ions were immobilized on the monolith surface. Ni** ion-immobilized MSA-
(POSS-MA) capillary monolithic column (IMAC sorbent) was used for the selective
separation of green fluorescent protein (GFP), a histidine-labeled protein, from E. coli

bacteria lysate.

SEM images showed that the monolithic surface was porous and it successfully adhered to
the inner wall of the column. Due to the use of micro and macro porosity agent (n-butanol
and ethylene glycol), the monolith packing material has a very large surface area.
According to the results of BET analysis, the surface area of MSA-(POSS-MA) monolith
was 143 m?/g and the surface area of Ni**-MSA-(POSS-MA) monolith was 116 m?/g.
Effect of change in imidazole concentration on protein isolation was investigated in the
synthesized Ni?*-MSA-(POSS-MA) cappilary column at 4 pL/min flow rate and 3.52
mg/mL initial protein concentration at different desorption conditions. According to SDS-
PAGE analysis, 25.55 pg GFP was adsorbed and 18.74 pg GFP was desorbed under

suitable experiment conditions.

Adsorption efficiency was determined as 61.9% and desorption efficiency as 100%, while
the flow rate was 2 pL/min. In order to determine the effect of the initial protein
concentration change on protein isolation, lysates containing different protein
concentrations were studied in synthesized standard monolithic capillary columns at 0.4
uL/min flow rate. When the initial protein concentration was 1.2 mg/mL; adsorption
efficiency was found 87.6%, desorption efficiency was found 100% and isolation
efficiency was found 89.3%. When the initial protein concentration was 2.1 mg/mL;
adsorption efficiency was found 77.6%, desorption efficiency was found 73.9% and
isolation efficiency was found 57.3%. In order to determine the effect of Ni** ion on
protein isolation, both nickel-free and nickel-MSA-free columns were synthesized.
Adsorpsion efficiency was found 9% for nickel-MSA-free column, 45.8% for nickel-free
column and 77.6% for Ni2+-MSA-(POSS-MA) column. For nickel- free column,
desorption efficiency was found 19.8% and the isolation efficiency was found 9%. For
standard Ni**-MSA-(POSS-MA) column, desorption efficiency was found 73.9% and the

isolation efficiency was found 57.3%.

Keywords: Immobilized metal affinity chromatography (IMAC), His-tagged protein, GFP,
Protein isolation, IMAC sorbent.
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1.  GIRIS

Kompleks biyolojik karisimlardan 6zgiil bir biyomolekiiliin saflastirilmasi her zaman tek bir
kromatografik yontem kullanilarak istenilen saflikta basarilamamaktadir. Istenilen safliktaki
proteinlerin elde edilmesi i¢in genellikle kromatagrafik yontemler birbiri ardina kullanilir.
Kullanilan kromatografik sistemler biyomolekiillerin farkli 6zelliklerinden yararlanilarak
secilmelidir. Ornegin, biyomolekiillerin saflastirilmasinda molekiil biiyiikliigiinden
yararlanilacaksa jel filtrasyon yontemi, hidrofobisitelerinden yararlanilacaksa ters faz
kromatografisi veya hidrofobik etkilesim kromatografisi, molekiillerin net elektriksel
yiiklerinden yararlanilacaksa iyon degisim kromatografisi veya biyomolekiillerin spesifik

etkilesimlerinden yararlanilacaksa afinite kromatografisi kullanilabilir [1].

Kromatografik tekniklerinin ¢ogunun temeli ayristirilacak olan molekiillerin fiziksel
ozelliklerine dayanmaktadir ancak afinite kromatografisinde, saflastirilacak olan
biyomolekiillerin kendilerine 6zgii kimyasal yapilarindan veya biyolojik fonksiyonlarindan
yararlanilmaktadir. Bu farkliligindan dolayr kompleks biyolojik karisimlardan tek bir
kromatografik yontem kullanilarak yiliksek saflikta biyomolekiillerin elde edilmesi igin
afinite kromatografisi essiz bir konuma sahiptir. Immobilize metal afinite kromatografisi
(Immobilized metal affinity chromatography, IMAC), rekombinant proteinlerin
saflagtirllmasi igin en popiiler yontemlerden biridir [2]. IMAC proteinlerin, kat1 bir sorbent
tizerine immobilize edilmis metal iyonlarina gosterdikleri afinite farkliliklar1 prensibine
dayanir. Proteinlerin gosterdikleri bu afinite farkliligi, metal iyonlar1 ve protein
molekiillerinin yilizeyinde agiga ¢ikan bazi aminoasit yan zincirleri arasinda olusan
koordinasyon baglarindan kaynaklanmaktadir [3, 4]. Proteinler ve metal iyonlari arasindaki
etkilesim tersinirdir, boylelikle kolayca adsorpsiyon-desorpsiyon islemi yapilarak sonug

alinabilir.

Metal iyonlar1 i¢in proteinlerin afinitesindeki farkliliklar, sert ve yumusak asit-baz ¢iftleri
(HSAB) ile agiklanabilir. Pearson teorisinde iki atom bir bag olusturdugunda atomlardan biri
Lewis asiti, digerinin ise Lewis bazi gibi davrandigini belirtmektedir. Atomlar arasinda
olusan bagin giicii, bag yapisina katilan atomlarin 6z “sertlik” veya “yumusaklik” derecesine
gore etkilenmektedir. HSAB teorisine gore benzer derecedeki atomlar arasindaki baglarin

(sert bir asit ile birlesen sert bir baz gibi) en giiclii oldugunu belirtir. Bu teoriye gore tek
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degerli metal iyonlar1 (Ag*, Cu® vb.) yumusak Lewis asitleri olarak kategorize edilirken, K™,
Fe3*, Mg?* ve Ca?* gibi metal iyonlar1 sert Lewis asitleri olarak siniflandiriimaktadir. Ni?*,
Co?*, Cu?* ve Zn?* gecis metal iyonlar1 ise “siirdaki asitler” olarak tanimlanmaktadir [5].
IMAC yonteminde genellikle Ni?* iyonu kullanilir, ¢iinkii nikelin 6 sayilik koordinasyon
bagi, kromatografik ayrimda elektrokimyasal sabitlik, redoks sabitligi ve simnirda
kutuplanabilirlik saglamaktadir.

Proteinlerde {ii¢ temel ligand tiirliniin oldugu kabul edilmektedir. Bunlar; oksijen
(karboksilat), fosfor (fosforlanmis amino asitler) ve alifatik nitrojen (glutamin ve aspargin)
iceren ligandlar sert Lewis bazlari olarak, siilfiir i¢ceren ligandlar (sistein) yumusak bazlar,
aromatik nitrojen (triptofan ve histidin) iceren ligandlar ise siirdaki bazlar olarak
smiflandirilmaktadir. Ni%*, Co?*, Cu?* ve Zn?" gegis metal iyonlar1 (smirdaki asitler) siilfiir
(yumusak bazlar) ve aromatik nitrojen atomlar1 (sinirdaki bazlar) igeren ligandlar ile uygun

olarak koordine olmaktadir [5].

Yapilan tez ¢alismasinda; ana monomer ve ¢apraz baglayici olarak POSS-MA ve hidrofilik
ligand olarak MSA kullanilarak tek basamakta tiyol-metakrilat polimerizasyonu yontemi ile
kapiler monolit sentezi gergeklestirilmistir. Sentezlenen bu kapiler monolit yiizeyine Ni?*
iyonu immobilize edilerek histidin isaretli olan GFP’nin protein matriksinden izolasyonu
amaglanmistir. Gelistirilen bu IMAC sorbenti ile kapiler monolitin adsorpsiyon kapasitesi,

desorpsiyon ve izolasyon verimleri 6l¢iilmiistiir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Monolitler

50 yildan uzun siiredir bilimsel literatiirde tek bir malzeme pargasindan olusan ayirma
medyas1 girisimlerine ait ¢alismalar 6n plandadir. Ilk olarak Synge, Martin ve Tiselius'un
Nobel odiillii ¢aligmasindan sonra 1950'lerin basinda teorik olarak ortaya atilan fikir
dogrultusunda monolit ¢aligmalar1 baslamistir [6]. Ancak jel benzeri malzemeler uygun
akisa ulagmak icin gereken hidrostatik basinca dayanamadigi igin kisa bir siire igerisinde
literatiirden kalkmustir. Daha sonra sentetik hidrojellerle daha az basarili deneyler yapilmistir
[7]. Daha sert agik gézenekli poliiiretan kopiikler, hem LC (liquid chromatography) hem de
GC (gas chromatography) ayirmalarinda basarili potansiyel sergilemistir [8-10]. Ancak bu
calismalar kromatografik topluluk iginde herhangi etkili bir yanki bulmamistir. Boylece,

“monolitik cag” 1990'larin esiginde baslamistir.

Hjertén, sulu bir ortamda, amonyum siilfat tuzu varliginda, N,N-metilenbisakrilamid ve
akrilik asidin sulu ¢ozeltilerinin polimerizasyonuyla yiiksek oranda sismis ¢apraz bagl bir
jel hazirlamistir. Bir sonraki agsama bu polimerin orijinal hacminin kii¢iik bir kismi
kullanilarak, kolon kesitini tamamen doldurabilmek i¢in kolon igerisine sikistirilmasidir.
Sasirtici bir sekilde bu kolon akis igin ¢ok iyi bir gecirgenlik sergilemistir [11]. Hazirladig1
bu ayirma ortamini siirekli yatak (continuous bed) olarak adlandirmasina ragmen aslinda,
test tliblinde tek parca olarak sentezlenen bu polimer, kolon i¢inde sentezlenmedigi igin
monolit olarak adlandirilmamaktadir. Hjertén sentezledigi bu polimeri su ile sisirdikten
sonra kolon i¢ine sikistirarak doldurmustur [12]. Bu jel yapi siirekli bir sivi iginde
dagitilamayacagindan partikiil bazli bir yap1 sadece sikistirma islemi ile istenen monolit

benzeri yapiy1 olusturabilmistir.

Ayn1 zaman zarfinda, porojenik coziiciilerle karistirilmis glisidil metakrilat ve etilen
dimetakrilat bir kalip igerisinde kopolimerize edilmis ve gozenekli yapiya sahip yiiksek
capraz baglanmis polimerlerin monolitik bloklari elde edilmistir. Bu monolitik bloklardan
kesilen ve dietilamin ile modifiye edilmis gegirden diskler, proteinlerin ¢ok hizli ayrilmasina
olanak saglamistir [13]. Bu teknoloji daha sonra, paslanmaz ¢elik kolonlarda monolit

sentezine uygulanmistir [14].



Farkli monolitik teknolojilerin gelismesine yapilan son katki, 1990'larin ortalarinda Tanaka
tarafindan yapilmistir [15]. Sivi kromatografide yaygin olarak kullanilan en popiiler
inorganik malzeme olan silika bazli monolitler bu proses ile elde edilmistir. Tipik analitik
bliytikliikteki kolonlarin hazirlanmasi, silikanin polikondensasyon reaksiyonu, yaslanma ve
1s1l iglem sirasinda meydana gelen biiziilmesinden 6tiirti zordur. Bu nedenle kromatografik
kolon elde etmek icin, dnceden sentezlenen monolit bir plastik tutucuya yerlestirilmistir.
Fields, potasyum silikatin formamid ¢ozeltisinin hidroliz-kondenzasyonu yoluyla silika

bazl1 bir kapiler kolon hazirlayan ilk kisi olmustur [16].

Anlatilan ii¢ yaklasimin tiimii daha sonra endiistri tarafindan benimsenmistir ve monolitik
kolonlar artik ticari olarak temin edilebilmektedir. Daha da 6nemlisi, bu ¢abalar ayni
zamanda diinya ¢apinda ¢ok sayida gruba yenilik¢i arastirmalar i¢in ilham vermis, bdylece
kromatografi alanini hizla ileriye tasimistir. Giliniimiizde yiiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC) kolon teknolojisi 6nemli olgiide gelismistir ve HPLC ¢ok ¢esitli
bilesiklerin kalitatif ve kantitatif analizi igin en popiiler teknik haline gelmistir. Monolitik
kolonlarin, HPLC'deki yiiksek verimli ayirmalar igin par¢acik dolgulu kolonlara iyi bir
alternatif oldugu kanitlanmistir. Pargacik dolgulu kolonlar ile karsilastirildiginda benzer bir
basing diisiisii ile; kiigiik boyutlu iskeletleri, genis gozenekleri ve iyi gecirgenlik 6zellikleri
nedeniyle daha yiiksek ayirma verimliligi elde edilebilir [17]. Bu kombinasyon, daha kiigiik
capli monolitik kolonlarin daha yiiksek akis hizlarinda calistirilmasina ve ayni anda hem
safligin hem de verimi artirilmasina izin verir [18]. Bu nedenlerden dolayr monolitler
proteinler, peptitler ve niikleik asitler gibi biiyilk molekiillerin ayristirilmast ve

saflagtirilmasi igin kolon i¢i duragan fazlar olarak yiiksek potansiyel sunmaktadir [19].

2.1.1.Sentez Yontemleri

Monolitik polimerler, 1990'larin baslarinda, biyomolekiillerin hizl1 bir sekilde ayrilmasi igin
uygulanan yeni bir kolon teknolojisi olarak tanitilmistir [14, 20]. Bu malzemelerin ana
ozelligi, diisiik geri basinglarda yliksek akis hizlarinin kullanilmasina izin veren biiyiik
gbzeneklerin varligidir. Bu desteklerin liretimi nispeten basittir. Monomerleri (fonksiyonel
ve ¢apraz baglayict monomerler), radikal baglaticiy1 ve gozenek yapici ¢oziiciileri igeren
homojen bir polimerizasyon karistmindan hazirlanirlar. Polimerizasyon karigiminda

monomer olarak, ¢apraz baglayicilarin kullanilmasi, hem mekanik hem de gozenekli



ozelliklerin kontrol edilmesini saglayan iyi bir yontemdir [21]. Polimerizasyon reaksiyonu,
destegin seklini belirleyen bir kalip iginde (in situ olarak) gerceklesir ve monolitik kolonlar,
farkli polimerizasyon yontemleri kullanilarak iiretilebilir; termal ve foto baslatmali radikal

polimerizasyonlar1 en yaygin kullanilan yaklasimlardir.

Serbest radikal polimerizasyonu (FRP — free radical polymerization); ¢6ziicii, safsizliklar ve
atmosferik kosullara daha az duyarli oldugu i¢in en yaygin kullanilan radikal polimerizasyon
yontemidir. Radikal polimerizasyon bir zincir reaksiyonudur ve ii¢ temel adimi igerir:
baslatma (initiation), cogaltma (propagation) ve sonlandirma (termination). Polimerizasyon
reaksiyonlari, 1s1 veya 151K etkisiyle meydana gelebilir, ancak reaksiyon igin genellikle
ortama bir baslatici eklenir. Baslatici, termal olarak veya 1s1ma yoluyla ayrisabilen ve bu
ayrisma sonucu serbest radikaller iireten (eslenmemis elektronlar1 bulunan molekiil
atomlar1) zayif bir organik bilesiktir. Bu serbest radikalin bir ¢ift olusturmak icin ek bir
elektron kazanma egilimi, bir elektronun ¢alinmasiyla bir bagka molekiil tizerindeki bagi
kirmaya ve bu molekiilii eslenmemis bir elektronla (baska bir serbest radikal olan) koparacak
kadar reaktif hale getirir. Serbest radikaller genellikle bir molekiiliin (bir baslatict olarak
bilinir) tek bir bag boyunca iki parg¢aya boliinmesiyle olusur [22].

Bir radikalin stabilitesi, molekiiliin diger bilesiklerle reaksiyona girme egilimini ifade eder.
Kararsiz bir radikal bir¢cok farkli molekiille kolayca birlesebilir. Ancak kararli bir radikal,
diger kimyasal maddelerle kolayca etkilesime girmeyecektir. Serbest radikallerin stabilitesi,
molekiiliin 6zelliklerine bagl olarak biiyiik 6lclide degisebilir. Aktif merkez, eslesmemis
elektronun radikal iizerindeki yeridir, reaksiyon burada gergeklesir. Serbest radikal
polimerizasyonunda, radikal bir monomere saldirir ve elektron molekiilin baska bir
boliimiine go¢ eder. Bu yeni olusan radikal baska bir monomere saldirir ve siire¢ tekrarlanir.
Boylece aktif merkez polimerizasyon gerceklestikge zincirin asagisina dogru hareket eder

[23].

Polimer yiizeyinde bulunan fonksiyonel gruplar kullanilan monomere veya monomerlere
bagli olacaktir. Alternatif olarak, monolit yiizeyi farkli sekilde fonksiyonlandirilabilir. Bu
polimerler bir kalip iginde hazirlandiklarindan standart HPLC kolonlari, kilcal kolonlar,

monolitik  diskler, silindirler ve mikroakiskan kanallar gibi farkli formatlarda
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sentezlenebilirler [19]. Sekil 2.1’de monolitik kapiler kolonlarin hazirlanis semasi

verilmektedir.

ic Duvar Modifikasyonu

|
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Monolitik Kapiler Kolon

Sekil 2.1. Monolitik kapiler kolonlarin hazirlanis semasi

2.1.1.1. Termal Olarak Baslatilan Polimerizasyon

Termal olarak baglatilan serbest radikal polimerizasyonu sert, polimer bazli monolitin
hazirlanmasinda kullanilan ilk yontem olmustur. Bu tip polimerizasyon monomeri igeren
fazin y1gin polimerizasyonu olarak diisiiniilebilir. Polimerizasyon sicakligi, polimerizasyon
Kinetigi tizerindeki etkisi sayesinde, tek bir polimerizasyon karigimindan farkli gdzenek
dagilimlarina sahip makrogdzenekli polimerlerin hazirlanmasina izin veren etkili bir kontrol
aracidir. 2,2-azobisizobiitironitril (AIBN) gibi dinitril ya da azo baslaticilari, serbest
radikallerin olusumu ile 60-80°C'lik sicakliklarda polimerizasyonu saglar. AIBN'nin yari
omrii 55°C'de 37 saat, ancak 70°C'de sadece 6 saattir [24]. Svec yaptigi ¢alismada 70°C’de
hazirlanan monolit i¢in maksimum 1000 nm'ye yakin goézenek boyutu elde ederken
130°C’de aym1 karisimdan hazirlanan monolit i¢in 10 ila 1000 nm arasinda ¢ok genis bir
gozenek boyutu dagilimina sahip bir yapi elde etmistir [25]. Gozenek biytkligi

dagilimindaki degisim, polimerizasyon sicakligindaki degisimin yol agtig1 ¢ekirdeklenme
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(niikleasyon) hizindaki degisim ile agiklanabilir [26]. Sicaklik, c¢ogunlukla kiigiik
gozeneklerle ilgili olan spesifik ylizey alanini etkiler. Monomerler gozenek yapici
¢oziiciilere gore, polimerler igin termodinamik olarak daha iyi ¢oziicii maddelerdir.
Polimerizasyon sirasinda ¢oken ¢oziinmez jel benzeri cekirdekler, ¢evredeki sivida hala
mevcut olan monomer ile siserler. Niikleasyon adimini takiben, polimerizasyon, hem
monomer sismis cekirdeklerin ayrilmis fazinda hem de kalan sivi polimerizasyon

karisiminda devam eder.

Polimerizasyon diisiik sicaklikta gergeklesir ise, reaksiyon hizi yavas olacaktir ve bu sebeple
polimerizasyon basamagi niikleasyon adimi sirasinda olusmus sismis ¢ekirdekler iizerinden
gerceklesecektir. Cekirdek igindeki polimerizasyon kinetik olarak tercih edilir, clinkii
monomerlerin ¢ekirdek icerisindeki konsantrasyonu, c¢ekirdegi ¢evreleyen ¢ozeltiden daha
yiiksektir. Bu, polimerizasyon sonucunda olusan monolit yapisinin daha diizenli olmasin1
saglar. Sicaklik arttikga, orijinal niikleasyondan sonra soliisyonda olusan polimer
molekiillerin sayis1 artar. Bunlar biiyiiyen g¢ekirdekler tarafindan yakalanir ve daha az
bireysellestirilmis yap: ile daha biiylik kiimeler olustururlar. Olusan bu kiimelerin ylizey

alan1 kiigtiktiir [25].

2.1.1.2. UV Isik ile Baslatilan Polimerizasyon

Fotopolimerizasyon 1997 yilinda monolit sentezi i¢in ilk kez kullanilmistir [27]. Termal
olarak baglatilan polimerizasyon iglemi i¢in diger polimerizasyon yontemlerinde kullanilan
benzer bir karigim, kalip i¢ine doldurulur ve polimerizasyonu baglatmak i¢in UV 15181
kullanilir. Termal olarak baslatilan polimerizasyona kiyasla, fotopolimerizasyon oda
sicakliginda bile ¢ok daha hizlidir ve saatler yerine dakikalar i¢inde tamamlanabilir. Oda
sicakliginda ¢alistig1 igin, diisiikk kaynama noktali, 6rnegin; metanol, etanol, kloroform, etil
asetat ve heksan icerenler de dahil olmak {izere daha az yaygin olan gozenek yapicilar
polimerizasyonda kullanilabilir. Bu teknigin tek kisitliligi, kiigiik boyutlu UV gecirgen

kaliplarin ve UV gecirgen monomerlerin kullanimidir.

Birinci kisitlama; Teflon kapli kilcallar ve cam g¢ipleri kullanilarak kolayca iistesinden

gelinebilir. Tkinci ksitlama i¢in ise; stiren ve divinilbenzen gibi aromatik monomerler yerine,



farkli monomer ve capraz baglayicilar kullanimi ile asilabilir. Bunlar arasinda ¢esitli

akrilatlar ve glisidil metakrilat, biitil akrilat/ metakrilat gibi monomerler bulunur.

Fotopolimerizasyonu etkileyen ana faktorler 151k yogunlugu ve baslaticinin dogasi ve
konsantrasyonudur [28]. Polimerizasyon karigiminin 6nemli bir bileseni foto baslaticidir.
AIBN oldukc¢a popiiler bir foto baglaticidir. Bu baglatici, termal olarak baslatilan
polimerizasyon i¢in de kullanilabileceginden, bu iki yaklagimin literatiirde karsilastirmali
calismalar1 gergeklestirilmistir [25]. Bernabé-Zafon yaptigi ¢alismada iki monolitik kilcal
kolon tipinin kromatografik performansinda sadece kiiciik farkliliklar bulmustur. Bununla
birlikte, foto-baslatmali olarak polimerize edilmis monolitler, iki kat yiiksek geri basing
sergilemis ve boylece bu basing farklilig iki polimerizasyondaki gozenekli yapidaki farki

gostermistir [29].

2.1.1.3. Radyasyon ile Baslatilan Polimerizasyon

y-1s1m1 veya elektron 1smn1 gibi yiliksek enerjili radyasyon kullanilarak baglatilan
polimerizasyonlar, monolitler i¢in “alisilmisn disinda” yaklasimlar olup, kullanimi diger
polimerizasyon islemlerine gore daha az yaygindir. Bu yontemin baslica avantajlari, bir
baslatictya ve dolayisiyla zincir uglarinda herhangi bir fonksiyonel grubun bulunmasina
gerek olmamasi ve polimerizasyon isleminin herhangi bir sicaklikta, ve paslanmaz gelik bir
kapta gergeklestirilebilmesidir. y-1sinlarina erisimin siirli olmasi ve bu 1sinlar ile galigirken
yiiksek derecede giivenlik dnlemlerine ihtiya¢ duyulmasi bu yontemin dezavantajlaridir. Bu
polimerizasyon tekniginde de reaksiyon mekanizmasi serbest radikal polimerizasyonudur.
Polimerizasyonun ekzotermik bir reaksiyon olusu ve radyasyonun bir kisminin emilip 1siya
doniismesi sebebiyle polimerizasyon sirasinda sicakligin sabit tutulmasi biiyiik bir sorun
olusturmaktadir [25].

2.1.2. Monolit Tiirleri

Monolitler iki genel kategoriye ayrilabilir: (i) ilki, genellikle sol-gel teknolojisi kullanilarak
hazirlanan silika bazli monolitik kolonlardir. Bu teknoloji, kapiler kolon i¢indeki bir sol
¢ozeltisinin jellesmesi ile olusturulan kolon boyunca kesintisiz bir sol-jel ag1 olusturmak igin

uygulanmaktadir. Alternatif olarak, kapiler kolon geleneksel bicimde doldurulduktan sonra,



silika bazli pargaciklar birbirine baglanabilir. (ii) Ikinci kategori sert organik polimer bazli
monolitik kolonlardir ve bunlar akrilamid bazli, akrilat veya metakrilat bazli ve stiren bazl

polimerleri igerir [30].

2.1.2.1. Silika Bazh Monolitler

Silika monolitler, katalizér ve katki maddelerinin varliginda, hidroliz ve alkoksisilanlarin
polikondensasyonunu igeren bir sol-jel prosesi ile hazirlanir. Boylece olusturulan monolitin
kompozisyonu ve morfolojisi kontrol edilebilir [31]. Silika esasli monolitlerin hazirlanmasi
i¢in faz ayrimu ile ilk sol-jel reaksiyonu, 1990'larin baslarinda Nakanishi ve Soga tarafindan
rapor edilmistir [32]. Calismada, bir polimer bileseni olarak poliakrilik asit secilmis ve

bilesim 6zelliklerinin jel morfolojisi tizerindeki etkileri aragtirilmistir.

Temel sol-jel prosesi, siloksan agmin (Si-O-Si) sirali hidroliz ve bir silan bilesiginin
polikondensasyonu ile hazirlanmasi islemidir. Polikondensasyon, polietilenglikol (PEG)
gibi bir gbzenek yapici ajanin varliginda asidik (asetik asit) veya bazik (iire) kosullar altinda
tetrametoksisilan (TMOS), tetraetoksisilan (TEOS) veya metiltrimetoksisilan (MTSM) gibi
bilesiklerin bir karigimini igerir [31]. Sekil 2.2, karigik alkoksisilanlar (TMOS ve MTSM)

kullanilarak bir sol-jel islemi yoluyla elde edilen bir sol-jel silika aginin kimyasal yapisini

gostermektedir.
AT AT
OH—?FO—Sli— S|i—0—?i —OH
Y T2 .1
OMe CH, ‘ ; . .
| | Polietilenglikol CH;—Si-0— Si-0—Si—0—-Si—OH
MeO—SIi—OMe + MeO—&l‘n—OMe —
Ure
OMe OMe Asetik Asit

Tetrametoksisilan Metiltrimetoksisilan HO- Si-0— Si—0O— Si—0—Si— CH
|

Sekil 2.2. Sol-jel yontemi ile karisik monomer kullanilarak monolit hazirlanisi [33]

Polikondensasyon islemi sirasinda reaksiyon {iriinii ortamda ¢oziinmez. Porojen ve katki

maddelerinin yer aldigi makro gozeneklere sahip bir monolitik kiitle halinde ¢oker. Faz
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ayrilmasindan sonra, elde edilen jel mezo gozenekli yapinin olusturulmasi i¢in amonyakla
islemden gegirilir. Kurutma isleminin ardindan 6ngoriilen uygulamalara gore, kimyasal
modifikasyon veya yiizey baslatmali polimerizasyon yoluyla fonksiyonel gruplarla gozenek
yiizeyinin tiirevlendirilmesi islemi yapilir [34]. Geleneksel silan kimyas: kullanilarak
siloksan bag baglantisinin olusumu yoluyla alkil-, amino-, siyano- veya hidroksil
fonksiyonel gruplar1 igeren segicilerin asilanmasi kolaylikla yapilabilir [35]. Ters faz
kromatografisinde kullanilmak tizere hidrofobik sabit faz elde etmek igin literatiirde en
yaygin olarak kullanilan fonksiyonellestirmelerden biri oktadesildimetil- (N, N-dietilamino)

silanin yiizey asilanmasidir [36].

2.1.2.2. Polimer Bazlh Monolitler

Polimer bazli monolitler; monomer, gozenek yapici ajanlar ve bir baglatici igeren karisimi
kullanilarak, kapiler i¢inde in situ (yerinde) polimerizasyon ile hazirlanir. Kapiler daha
sonra termal veya UV ile baglatilan polimerizasyona tabi tutulur. Radikaller, monomerlerin
polimerizasyonunu baslatan baslaticidan olusturulur. Biiyiiyen polimerler monomerlerin
dagildig1 ¢ozelti igerisinde ¢oken ¢ekirdekler olustururlar. Devam eden polimerizasyon
cekirdek boyutunu artirir, bu da birlesmeye ve kiimelenmeye sebep olur. Boylelikle homojen
biitiinlesik bir yap1 olusur. Homojen jellerden olusan biitiinlesik yap1 monoliti meydana
getirir. Genel olarak polimer bazli monolitler i¢ ¢ap1 8 mm olan HPLC kolonlar1 veya 20 ila
500 um i¢ ¢apl kapiler kolonlarda ¢ogunlukla proteinlerin ayrilmasi igin kullanilir. Ancak,
genomik ve proteomik gibi alanlarin hizli bir sekilde gelismesi ile daha da kiiciik drneklerle
caligilmasi gerektigi igin, ¢ok daha dar g6zenek yapis1 ve monolitlerle dolu kapiler kolonlar
gelistirilmesi ¢aligmalari literatiirde daha yaygindir. Polimer bazli monolitik kolonlarda

cesitli monomerler kullanilmaktadir [37].

Polimer agi genellikle kapiler kolon igerisinde, kademeli bir zincir polimerizasyon
reaksiyonu ile olusturulur. Polimerizasyon reaksiyon karisimlar1 genellikle monomerlerin ve
capraz baglayicilarin, baslaticinin ve bir gozenek yapicinin kombinasyonundan olusur.
Monolitin {iretilmesi i¢in ¢esitli monomerler kullanilabilir; elektro-osmotik akis i¢in hem
yiiklii hem de hidrofilik veya ters faz etkilesimlerine izin vermek i¢in yiiksiiz ve hidrofobik
monomerler kullanilabilir. Capraz baglayici konsantrasyonu, genel gézenekliligi etkileyen

capraz baglama derecesini degistirmek iizere mikro veya makrogézenek yapici ajanlar
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vasitasi ile ayarlanabilir. Kademeli zincir reaksiyonu baglatmak i¢in bir baslaticiya ihtiyag
vardir ve genellikle UV 15181 veya 1s1l islem kullanilarak baslatilabilen AIBN’dir. Polimerin
olusumu, capraz baglanma ve c¢ogunlukla alkollerin bir karisimi olan gdzenek yapici
se¢iminin bir sonucu olarak reaksiyon ortaminda ¢dziinmez hale gelmesiyle meydana gelir.
Kapiler kolonun 6n islemi genellikle, monolitin yiiksek basin¢lara dayanmasi gereken HPLC
uygulamasi i¢in, monolitin kolon g¢eperine kovalent baglanmasina izin veren ve ¢ift-bag
igeren bir fonksiyonel grubun baglanmasini igerir. Polimerik monolitler ile iiretilen kapiler
kolonlar son yillarda kapsamli bir arastirma alan1 olmustur. Kati1 faz ekstraksiyonu [38, 39],
ornek on saflastirilmasi [39, 40], farmasdtik [41], cevre [42] ve biyomolekiillerin ayrilmasi

[43-45] gibi farkli uygulamalarda kullanilmistir.

2.1.2.2.1. Akrilat, Metakrilat Esash Monolitler

Metakrilat bazli monomerlerden iiretilen monolitik kolonlar, aslen 1990'larin basinda Svec
ve Fréchet tarafindan HPLC analizi igin sentezlenip kullanilmasina ragmen, metakrilik
asidin glisidil esterlerinden elde edilen polimerlerin kromatografik o6zellikleri, 1978'de
Svecet tarafindan degerlendirilmistir [46]. Bu calismada, polimerizasyon karigimindaki
capraz baglayici etilendimetakrilat'in (EDMA) yiizdesinin arttiritlmasinin, ayrica polimerin
spesifik yiizey alanmi arttirdigi, dolayisiyla adsorpsiyon Ozelliklerini gelistirdigi
gosterilmistir. Metakrilat bazli polimerler, tipik silika bazli dolgu malzemeleri tarafindan
tolere edilemeyen asir1 pH kosullar altinda (pH 2-12) bile kararlidir. Reaktif epoksi grubuna
sahip olduklar i¢in glisidil metakrilat kullanilirken kolayca fonksiyonellestirilebilir. Ayrica
bu monomer ile makrogézenekli monolitik kapiler kolonlarin hazirlanmasi da oldukga

basittir.

Metakrilat esasli monolitik kolonlarin ve polimerizasyon karisiminin iiretimi, 6n isleme tabi
tutulmamis silika kapiler kolonlarda yapilabilecegi gibi 6n isleme tabi tutulmus kapiler
kolonlarda da yapilabilir. Polimerizasyon karigsimi genellikle, glisidil metakrilat (GMA), 2-
hidroksietil metakrilat, ¢apraz baglayici olarak islev géren EDMA ve diger metakrilat
esterleri igerebilen bir monomer karisimindan olusur. Gozeneklestirici genellikle
sikloheksanol, dodekanol, propanol, metanol veya asetonitril karisimi ile elde edilir. Ayrica
karisimda 1s1 veya UV 1sik ile aktive edilen bir radikal baslatici, genellikle AIBN,

bulunmalidir. Glisidil metakrilat genellikle, polimerizasyon karisiminda ana monomer
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olarak kullanilir, ¢iinkii kolonun kolayca fonksiyonellestirilmesini saglayan reaktif bir
epoksi grubu igerir. Polimerizasyon karisimi kapiler kolon igerisine basilarak genellikle
polimerizasyon termal olarak bagslatilir. Reaksiyon daha sonra serbest radikal
polimerizasyonu ile ilerleyerek makrogozenekli sert monolitik bir polimer olusturur.

Reaksiyona girmemis bilesenler daha sonra yikanir [30].

2.1.2.2.2. Polistiren Bazli Monolitler

Polistiren bazli kapiler kolonlarin kullanildigi kromatografik ayirmalarin ¢ogu poli(stiren-
co-divinil-benzen) monolitleri  ile  gergeklestirilmektedir. Makrogbzenekli  stiren-
divinilbenzen kopolimer aglari, polimer destekli katalizorler, iyon degistirici reginelerin
sentezi i¢in baslangic maddesi ve biiyiikliikge ayirma kromatografisi i¢in sabit faz olarak,
bir dizi farkli uygulamada kullanilmaktadir. 1990'larin basinda, Svec ve Fréchet gozenekli
polimerleri, proteinlerin ters faz kromatografisi ile ayrilmasi igin monolitik ayirma ortami
olarak kullanmigtir [14, 20, 24]. Gozenek yapicit olarak toluen, monomer olarak stiren ve
divinilbenzen ve baslatici olarak ise AIBN kullanilmistir. Polimerizasyon karigimi, kalip
iginde 70°C'de 24 saat isitilmistir. Poli(stiren-co-divinilbenzen) polimerleri, geleneksel sivi
kromatografisinde kullanilan dolgu malzemelerinin dayanamadigi genis bir pH araliginda
(1-14) kararhdir. Yiiksek hidrofobik dogasi nedeniyle, bazi durumlarda bu sentetik polimer,
daha fazla tiirevlendirme gerekmeden dogrudan bir ters faz sabit faz olarak kullanilabilir.
Kiiciik molekiilleri analiz etmek i¢in, ylizey ayrica kromatografik etkilesimleri arttirmak igin
kolayca tiirevlendirilebilir. Polimer yiizeyine alkil gruplarini eklemenin iki yontemi vardir.
[k olarak, bir alkilstiren gibi bir monomer polimerizasyon karisimma dahil edilebilir.
Bununla birlikte, gézenek yapici ¢ozelti iginde ¢oziinlir olmasi ve polimer olustugunda
cokeltilmesi gerekir. Ikincisi, polimerin yiizeyi, drnegin giiclii bir Friedel-Crafts katalizorii
(organik ¢oziicii icinde alkil halojeniir) kullanilarak sentez sonrasi alkillenebilir.
Polimerizasyon karigimi  kapiler kolon igerisine basilarak baglatict  vasitast ile
polimerizasyon baslatilir ve polimerizasyon sonrasinda, monolit reaksiyona girmemis

bilesenlerin uzaklastirilmasi i¢in yikanir.

Monolitler genellikle sabit faza bagli iyonlasabilir fonksiyonel gruplarla sentezlenir.

Boylece fonksiyonel protein ve peptid gruplarinin, monolitik malzemenin yiiklii yiizeyi ile
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etkilesime girebilmesi ve bu etkilesimlerin, proteinlerin/peptitlerin sabit faza adsorpsiyonu

ile sonuglanmasi saglanir [46].

2.1.2.2.3. Poliakrilamid Bazh Monolitler

Poliakrilamid jeller, elektroforez i¢in bir ayirma ortami olarak uzun yillardir yaygin olarak
kullanilmaktadir ancak suyun i¢inden ge¢mesine izin vermediklerinden, sivi kromatografi
teknikleri i¢in uzun zaman boyunca kullanilamamislardir. Giiniimiizde gdzenekli

poliakrilamid monolitlerin gelisimi, sivi kromatografisi i¢in kullanilabilmelerini saglamistir.

Akrilamid bazli monolitik kolonlar, ilk olarak Hjertén’in aragtirma grubu tarafindan 30 yil
oncesinde poliakrilamid jelin dogrudan bir cam tiipte tretilmesi sonucu 1980’lerin
sonlarinda gelistirildi [47]. Ancak bu kolonlarin basar1 oran1 diisiiktii, monolit birka¢ yerde
kirilmis ve monolitin kirilan pargalar1 arasindaki bosluklar ayirma verimini diistirmiistiir.
1996'da Hjertén ve arkadaslari, CEC i¢in monolitik bir kolon tretmislerdir [47]. Bu
akrilamid bazli monolit, sulu akrilamid ¢ozeltisi, piperazin diakrilamid (PDA) ve vinil
stilfonik asit ¢ozeltisi kullanilarak tiretilmistir. Ayrica sentezde 16 karbonlu bir hidrofobik
ligand da kullanilmistir. Persiilfat radikalleri olusturmak {izere amonyum siilfat -N,N,N,N’-
tetrametiletilendiamin (TEMED) katalizatér baslatici sistemi ile kullanilmistir. Kapiler
kolon igine doldurulduktan sonra, polimerizasyon gece boyunca oda sicakliginda

yapilmistir.

Poliakrilamid bazli monolitik kolonlar, ¢esitli yiizey fonksiyonel gruplar igerecek sekilde
yiiksek bir basar1 oraniyla kolayca iiretilebilirler. Iyon degisimi, hidrofobik etkilesim, ters
faz, normal faz ve genis bir pH araliginda kararli olan kiral kromatografi i¢in uygun fazlar
eldesi i¢in kullanilabilirler. Akrilamid esasli monolitik kapiler kolonlar 6zellikleri geregi
asir1  polar olduklarindan, bu kolonlart son donemde normal faz kromatografi

uygulamalarinda da kullanilmaya baslanmistir [48].

Makrogozenekli poliakrilamid/ PEG matrisleri, alkil gruplu bilesenlerin etkili bir sekilde
ayrilmasi i¢in kullanilmaktadir. Peptitlerin ve karbonhidratlarin bu matrisler ile ayrilmasi da
miimkiindiir [49]. Bunun ig¢in, hidrofobik ligandlar (C4, C6 veya C12) ve PEG dahil
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monomerler (akrilamid, bisakrilamid ve akrilik veya vinilsiilfonik asit), kapiler kolon
icindeki sulu formamid ¢6zeltisi iginde polimerize edilmektedir. Katyonik C17 monolitleri
(stearil-akrilat), proteinler dahil olmak tizere gesitli yiiksiiz ve yiikli ¢dziinenlerin ayrimi

i¢in uygundur [50].

2.1.3.Monolitlerin Kullanim Alanlari
2.1.3.1. Ters Faz Kromatografisi

Ters faz kromatografisinde sabit faz, mobil fazdan daha az polardir. Iki temel tipte sabit faz
kullanilir, en yaygin olanlar silika tizerine baglanmis polar olmayan gruplardir. Bunlardan
en sik kullanilan organik gruplar —-CHs, —CgH17, ve —C1gH37’dir. Bunlardan 18 karbon zinciri
(oktadesil grubu) en yaygin olanidir. Bu tip sabit faz i¢cin ODS ve C18 kisaltmalar1 kullanilir.
Karbon zinciri uzunlugu ne kadar uzun olursa, sabit faz o kadar organik olur. Daha iyi ayirma
Ozelligine sahip bir ters faz yiizeyi yapmak igin, silika ylizeyinde spesifik olmayan etkilesim
tiretebilecek bolgeler sonlandirilir. Sonlandirma (end-capped), ikinci bir reaksiyon iglemi ile
uzun zincirli gruplarin baglanmadigi ylizeye kisa bir organik grubun (genellikle —CHz)
bagli olmasidir. Sekil 2.3’te farkli organik gruplar igeren kolonlarin ayni deneysel sartlar
altinda ayirma gii¢lerinin farkli oldugu gézlenmektedir [51].

14



Oktadesil -C18H37
1

a1

I\

I |

Oktil -C8H17

!

10 R Ak

Dakika

L

|

0 2 4 6

8
Dakika

Metil -CH3

N

(

S U \

4 6 8
Dakika

Sekil 2.3. Farkli karbon zincir uzunluklarina sahip ters fazli kromatografik malzemelerin

karsilastiriimas1 Ug kolonda silika yiizeyine baglanmis bir 18 (oktadesil), 8 (oktil) veya 1

(metil) karbon zincirine sahip olmas1 haricinde aynidir. Pik tanimlama: (1) urasil; (2) fenol,

(3) asetofenon; (4) nitrobenzen; (5) metil benzoat; (6) toluen. Deney sartlar1 - Kolonlar: IBM
stitunlar1 4.5x250 mm. Mobil faz: 50/50 metanol/su (V/V) isokratik eliisyon, Akis hizi: 1.0
ml/dk. Dalgaboyu: 254 nm [51].
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Ters faz kromatografisi icin kullanilan ikinci tip duragan faz, organik polimer bazli
monolitlerdir. Tipik bir polimer, polistiren ve divinilbenzenden olusan bir reginedir.
Divinilbenzen bileseni, polistiren polimer zincirleri ¢apraz baglari arasindaki baglar
olusturur. Capraz baglar, polimerin fiziksel olarak sertlesmesini saglar. Daha biiyiik bir
capraz bag yogunlugu daha sert bir malzeme anlamina gelmektedir. Yiiksek basing altinda
deforme olmaya karsi, monolitte sert ve saglam yapi istenilen bir unsurdur. Monolitler;
proteinler, viriisler ve DNA gibi biiyiik biyo molekiillerin etkili bir sekilde aritilmasi igin
0zel olarak tasarlanmis kromatografik duragan fazlardir. Ters faz kromatografisi olduk¢a
popiilerdir ¢iinkii ters faz ile yapilan kromatografik ayrimlarda pikler dar ve simetrik olma
egilimindedir. Ayrica adsorpsiyon/desorpsiyon denge reaksiyonlarinin hizli olma egiliminde
olmasi kolon i¢i denge siiresinin kisa olmasini saglamaktadir [51]. Barut ve arkadaslarinin
yaptig1 c¢alismada, kiiciik 6l¢ekli monolitik biitil (C4) ve stiren-divinil benzen (SDVB)

kolonlart gesitli grip viriislerinin ters faz analizleri i¢in uygulamistir [52].

2.2. Polihedral Oligomerik Siloksan (POSS)
2.2.1. Yapis1 ve Ozellikleri

Ampirik formiilii (RSiO15)2n 0lan POSS, silikon ve oksijenden olusan inorgonik bir i¢ kafes
yapisl igeren ve tamamen inorganik-organik hibrid yapidaki silseskuioksan tiiriidiir [31, 53].
(RSiO15)2n formiilii her bir silikon atomunun bir R grubuna [ n=4 ve R=H, alkil, aril, halojen
vb., sirasiyla hidridosilseskioksanlar, alkilsilseskioksanlar, arilsilseskioksanlar ve
haloilsilskitosanlar] ve ii¢ oksijen atomuna bagli oldugunu temsil eder. Literatiire ilk kez
silseskuioksan terimi 1946 yilinda Scott tarafindan kazandirilmistir [54, 55]. POSS
molekiillerinin hem inorganik-organik hibrid yapida olmasi hem de yaklagik 3-5 nm
araliginda olmast POSS’un en onemli iki ozelligidir. Bu biiyiikliikteki POSS, polimer
yapilarinin zincirlerine katilarak polimer matrisini giliglendirir. POSS molekiilleri, POSS
monomerlerini polimer zincirlerine polimerize etmek veya asilamak i¢in uygun kovalent
olarak baglanmis reaktif islevsellikler i¢erir. Bunun yani sira POSS yapisi, ¢esitli polimer
sistemleri ile ¢oziiniirliigl ve uyumlulugu i¢in reaktif olmayan organik fonksiyonellikler de

icerir. Sekil 2.4’te POSS molekiiliine ait kafes yapist gosterilmektedir.
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| reaktif olmayan organik grup
i veya polimerler

i Polimerizasyon ve islevsellestirme gibi islemler E
i icin fonksiyonel veya reaktif grup !

Sekil 2.4. POSS’un {i¢ boyutlu organik-inorganik hibrit yapisi [56]

2.2.2.Kullanim Alanlar

Mekanik ve termal stabiliteyi gelistirmek i¢in organik polimerlere dahil edilebilecek silikon
ve oksijenden olusan bir inorganik ¢erceve igeren POSS, gergek bir inorganik-organik hibrid
mimariyi temsil etmektedir [57]. Yiiksek mekanik ve termal stabilite saglamasi, genis pH
araliginda calisma imkani sunmasi, kolay ulasilabilir ve ucuz olmasi, kullanimi en yaygin
olan ¢oziiciilerde ¢oziintirligiiniin yiiksek olmasi, bagl gruplarinin kolaylikla modifiye
edilebilmesi, kolay polimerize olmasi ve iyi bir gecirgenlige sahip olmasi agisindan

POSS’un kullanim alanlar1 genistir [54, 56, 58].

POSS’un polimer ve kopolimer yapilarinda kullanilmasi, son yillarda muazzam bir
popiilerlik kazanmis bir arastirma alanidir. Blanski ve ark. polistiren iginde POSS'un
dagilmasin1 arastirdi [59]. POSS molekiillerinin yiiksek molekiil agirlikli polistiren
icerisinde tamamen dagilabildigini ve stirenil POSS/polistiren filmin yiizey sertliginin %30
yiiksek oldugunu buldular. Molekiiler olarak dagilmis POSS, polimer erimelerinde zayif bir

capraz baglayici olarak davrandigini ve konak¢1 polimerin kristallesme hizint hizlandirdigim
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gozlemlediler [60]. Baska bir ¢alismada ise poliiiretanli POSS kopolimerlerinin mekanik
[61], termal [62] ve biyouyumluluk o&zellikleri [63, 64] arastirilmistir. POSS, yaygin
miihendislik termosetleri olan epoksi regineleri i¢in nano dlgekte dayanikliligr arttirici ajan

olarak calisilmistir [65-67]. Cesitli mono ve poliepoksi POSS monomerleri arastirilmustir.

POSS molekiiliiniin kontrollii tiirevlendirilebilirliginin kolay olmasi nedeni ile literatiirde
yiizlerce farkli POSS molekiilii tiirii bildirilmistir ve bu tiirlerinin her birinin kendine 6zgi
Ozellikleri vardir. POSS hammaddeleri hemen hemen tiim polimer tiplerine (camsi,
elastomerik, kaucuklu, yar1 kristalli ve kristalli) ve kompozisyonlara eklenebilir. POSS
molekiillerinin  plastik alaninda kullanilmasi, bilesimlerin  fiziksel 6zelliklerinin
arttirtlmasina neden olur. Plastiklerde kullanilan katki maddeleri polimerde kolayca
¢oziinebilme avantajina sahip olan diisiik molekiiler agirlikli bilesiklerdir. Diisiik molekiiler
agirlikta olmalari; yiiksek sicaklikta polimer isleme sirasinda katki maddesinin ugmasina,
katki maddelerinin yiyecek veya su kaynaklarina ekstrakte olmasina ve malzemede
istenmeyen modiil kaybina gibi dezavantajlara neden olabilmektedir. POSS kullanimi ile
mekanik 6zellikler olan gerilme ve stres 6zelliklerini korunurken malzemenin modulii ve

sertligi arttirtlir [54].

POSS’un zincir hareketini kontrol etme yetene8i, diger polimerler ile birlikte
kullanildiginda hemen hemen tiim termoplastik ve termoset polimer tiirlerinin kullanim
sicakliginin artmasina neden olur. Yaygin olarak kullanilan yangina dayanikli plastiklerle
karsilagtirildiginda POSS igeren polimerler, sert ve hacimli POSS kafeslerinin zincir
hareketliligini kisitladigindan malzemenin 1s1l bozunmalarinin 6niine gecerek camsi gecis

sicakligr yiikseltir [54].

POSS havacilik ve medikal sektoriinde de oldukca yaygin olarak kullanilan bir kimyasaldir
[68, 69]. POSS bilesikleri katildiklar1 polimer yapisinda yiiksek derecede uyumluluga sahip
olabilmektedirler ve kolayca bir polimer yapisina kovalent olarak baglanabilirler [70].
POSS'un polimerlere katilmas: sonucunda genellikle daha yiiksek cam gecis sicakligi,
mekanik mukavemet, termal ve kimyasal direng ve isleme kolaylig1 gibi daha fazla istenen
ozelliklere sahip nanokompozitler iiretilir. POSS ¢esitli elektronik, optik ve enerji ile ilgili

uygulamalarda performansi arttirmak i¢in kullanilir. POSS; elektronik ve optik cihazlarin
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imalati, farkli sensor sistemleri, yakit hiicresi membranlari, akii elektrolitleri ve
kayganlastiricilar gibi bircok alanda kullanilmaktadir. Ayrica uzay fotovoltaik gilines
pillerinde kaplama ve yapistirict olarak da basariyla kullanilmustir [54].

2.2.3.POSS Kullanimiyla Sentezlenen Monolitler ve Kromatografik Kullanim

Literatiir incelendiginde monolitik malzemelerin sentezi son zamanlarda oldukg¢a dikkat
¢eken bir arastirma alan1 olmustur. Hibrid monolitik malzemeler, son yap1 i¢inde hem vinil
hem de silan gruplart igeren inorganik/organik hibrid monomerlerden hazirlanir. Hibrid
monolitik kolonlar; kolay hazirlanabilmesi, iyi mekanik 6zelliklere sahip olmasi, yiiksek pH
toleransinin olmasi ve yliksek yiizey alanina sahip olabilmesi i¢in silika bazli ve polimer
bazli materyallerde bulunan avantajlarin birlestirilmesiyle olusturulmalidir [19]. POSS
reaktifleri, ¢esitli hibrid malzemeler i¢in polimerde rijit yap1 taglar1 olarak kullanilabilmesi
ve malzemede molekiiler olarak dagilmis nanokompozitler hazirlamak icin essiz bir firsat
sunar [71]. Bu sebep ile POSS’un bir monomer/capraz baglayici olarak kullanimi
kromatografik ayirmada kullanilmasi oldukg¢a yaygindir. Literatiire POSS’un bu amagla
nano-sivi kromatografisinde kullanilmasi ilk defa 2010 yilinda Zou ve ark. tarafindan
girmistir. Zou ve ark. ¢apraz baglayici olarak POSS-metakril ikameli (POSS-MA) bir POSS
reaktifi kullanarak toluen-dodekanol pirojen sisteminde fonksiyonel bir monomer ile
kopolimerizasyon yoluyla bir inorganik-organik hibrid monolitik kolon sentezlemislerdir.
Elde edilen inorganik-organik hibrid monolitik kilcal kolon yiiksek mekanik kararliliga
sahip ve iyi bir pH stabilitesi gostermistir. Bu hibrid kolon CEC ve p-HPLC'de
degerlendirilmis; sonug olarak peptitlerin ve proteinlerin basarili bir sekilde CEC ve p-

HPLC ile ayrildigin1 gostermislerdir [57].

Literatiirde POSS’un kromatografik alaninda kullanimi ile ilgili farkli bir¢cok calisma
mevcuttur. POSS-MA c¢apraz baglayict olarak hidrofilik bir ajan varliginda yerinde
polimerizasyon yontemi ile hazirlanmig ve ¢ok yonlii hibrid monolit gelistirilmistir. Elde
edilen monolitin karakterizasyonu detayli bir sekilde incelenmis ve monolitik kolon
hidrofilik etkilesim kromatografisi modu kullanilarak analiz edilmistir [58]. Baska bir
caligmada ise hidrofobik organik-inorganik hibrit monolitik kolonlar ¢capraz baglayici olarak

sekiz veya daha fazla metakrilat grubu iceren POSS reaktifi kullanilarak termal olarak
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baslatilmis serbest radikal polimerizasyonu ile sentezlenmistir. Elde edilen kolonlarlarin

CEC ile polar bilesikleri ayirmada iyi segicilik gosterdigi gosterilmistir [72].

Tez kapsaminda ise oligomerik siloksan bazli, kapiler formda affinite monolitinin tiyol-
metakrilat polimerizasyonu ile sentezi ve elde edilen monolitlerin histidin isaretli protein
izolayonu i¢in kullanilabilirliginin belirlenmesidir. Tiyol-metakrilat polimerizasyon
yonteminde polihedral oligomerik silseskuioksan POSS bazli, 10 metakrilat birimi igeren
POSS-metakrilat ana monomer ve ¢apraz baglayici olarak merkaptosiiksinik asit (MSA) ise
hidrofilik tiyol ligandi olarak kullanilarak, immobilize metal affinite kromatografisinde sabit
faz olarak kullanilacak kapiler monolitler, tek basamakli bir iiretim yontemi ile

sentezlenecektir.

2.3. Immobilize Metal Afinite Kromatografisi (IMAC)
2.3.1.Genel Prensipler

Rekombinant protein teknolojisi, proteinlerin yapisini ve fonksiyonlarini iyice anlamak i¢in
molekiiler biyoloji alaninda 6nemli bir rol oynar. Protein miihendisliginde heksa-histidin
etiketi (6xHis-etiketi), rekombinant protein saflastirmasi i¢in kullanilan en yaygin afinite
etiketidir [73]. IMAC terimi literatiire ilk kez 1975 yilinda Porath ve arkadaslar1 tarafindan
kazandirilmistir [5]. Cesitli saflastirma teknikleri arasinda immobilize metal afinite
kromatografisi (IMAC) ham 6ziitlerden rekombinant proteinleri saflagtirmak ve tanimlamak
icin kullanilan en yaygin yontemlerden biridir. Bir ayirma teknolojisi olan IMAC, hedef
protein yiizeyindeki fonksiyonel gruplar (genellikle 6xHis-etketli) ile bir kat1 destek tizerine
immobilize edilmis metal iyonlar1 arasindaki bag etkilesimin olusumuna dayanmaktadir

[74].

IMAC His-isaretli proteinlerin segici ve giivenilir bir sekilde ayrilmasi i¢in, histidin ve gegis
metali iyonlar1 arasindaki metal koordinasyon etkilesimi sayesinde yaygin olarak
kullanilmustir [73, 75, 76]. IMAC sorbentleri, iki degerli metal iyonlar1, biyospesifik afinite
ligandlarina kiyasla daha yiiksek ligand kararliligina sahiptir. Bu nedenle ¢alismalarda daha
cok Ni?*, Co?*, Cu?* veya Zn?* katyonlar1 kullanilmaktadir [5]. IMAC’de metal iyonlar1, katt

destege kovalent olarak baglanan metal selatlayict (kenetleme) bilesiklerle
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komplekslestirilerek immobilize edilir. Histidin gruplari iki degerlikli metal iyonlarma (Ni%*,
Co?*, Cu?* veya Zn?*) yonelen bir ligand gibi davranarak proteinlerin ve metal iyonlarmimn
kovalent baglanmasini saglar. Bu mekanizmada etkili bir ayrimin temel prensibi, protein ve

metal iyonu arasindaki bagin kuvvetine dayanmaktadir.

Protein karigimi igeren lizat ¢ozeltisi IMAC kolonundan gecerken dis yiizeyinde elektron
verici (His-isaretli grup) spesifik aminoasit kalintilar1 (histidin, triptofan, sistein) igeren
proteinler, selatlanmis gecis metalleri ile koordinasyon baglariyla baglanarak tutulurlar.
Tutulmayan proteinler ise kolondan disar1 ¢ikar. Protein ve metal iyonlarin etkilesiminin
ardindan kolon igerisinde bagli olan proteinler bir yer degistirici (imidazol, EDTA vb.) ile
eliisyon yoluyla kolayca serbest birakilabilir. Sekil 2.5°te IMAC’de protein adsorpsiyonunu

ve desorpsiyonunu gosteren mekanizma diyagrami gosterilmektedir.

% Y 9 @
@ . gﬁ’(y mg‘ Secici Etkilesim § 6;‘ 6;‘ Yikama ﬁ f. ﬁ Eltisyon 8’8‘
s &9" 000 i ©0o0 & &
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' P0|Ih-ISt'|dln. IMAC sorbent v Qx’ His-isaretli
isaretli protein : ; ;
( Ni ) protein
(Ow) o

Sekil 2.5. IMAC uygulamalarinda yer alan protein adsorpsiyon ve desorpsiyonunu igeren

mekanizmalarin diyagrami [77].

IMAC’de hareketli fazin se¢imi de protein saflastirilmasinda 6nemlidir. Hedef proteinin
tizerinde bulunan elektron verici gruplar ile metal iyonlar1 arasindaki bagin saglanabilmesi
icin uygun pH degerine sahip bir hareketli faz kullanilmalidir. Proteinlerin kendine 6zgii pH
degerlerinde (Histidin pH:6, sistein pH:9, triptofan pH:15 vb.) adsorpsiyon ve desorpsiyon
islemlerinin yapilmasi segici bir ayrimin saglanabilmesi i¢in olduk¢a Onemlidir [78].
Histidin pH:6’da kat1 destek lizerine immobilize edilmis metal iyonlari ile koordinasyon bagi
kurabilmektedir. Hareketli faz i¢in bagka bir gereksinim de fazin tuz (genellikle >0.5M
NaCl) icermesidir. Kolon dolgu materyali ile 6rnek bilesen arasindaki elektrostatik
etkilesimi azaltmaya yonelik tuz kullanilarak, se¢iciligin arttirilmasi saglanir [79]. IMAC’de

adsorpsiyon i¢in kullanilan en yaygin hareketli fazlara; fosfat tuzlarimi iceren fosfat
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tamponlar, asetat tamponlar, HEPES, MES vb. igeren sulu tamponlar 6érnek verilebilir.
Adsorplanan proteinlerin desorpsiyonu, hareketli fazin pH’inin diisiiriilmesi ya da yer
degistirici bir ajan (imidazol, EDTA vb.) kullanilarak kolayca saglanabilir. Hareketli fazin
pH’min diisiiriilmesi kolon igerisinde ¢ok kuvvetli baglanma saglamadigi i¢in genellikle
tercih edilen bir yontem degildir. Bunun yerine daha yaygin kullanilan yontem, daha iyi bir
ayrimin saglanabilmesi igin desorpsiyon tamponunda imidazol gibi (elektron verici) daha

giiclii yer degistirici bir ajanin derisiminin arttirilmasidir [80].

2.3.2.IMAC Sorbentleri

Kromatografik teknolojide IMAC proteinlerin tanimlanmasi, saflastirilmasi, izolasyonu gibi
bir¢ok alanda 6nemli bir yontem haline gelmistir. Son yillarda bu ydntemin uygulama
alanlar1 yapilan arastirma c¢alismalari ile birlikte oldukca genislemistir. IMAC kolonlarinin
en onemli dezavantajlari; proses siiresince énemli dl¢lide dolgu materyalinin zayiflamast,
kisa kolon 6dmriine sahip olmasi, diisiik tekrarlanabilirlik verimlerine sahip olmasidir. Uygun
destek materyalleri secgilerek bu dezavantajlarin {istesinden gelinebilir. IMAC destek

materyalleri [81, 82];

e lyi bir fiziksel, mekanik ve kimyasal dayaniklilik saglamast,

e Sorbent ylizeyinin kolay tiirevlendirilebilir olmasi (karboksil, hidroksil, amid vb.)

e Yiiksek gozenek miktarina sahip olmasi,

e Kromatografik ayrim sirasinda monolit yapisinin bozulmamasi (sabit hacimli yatak),
e Yiiksek oranda ligand yiiklemesinin yapilabilmesi,

e Yiksek akis hizlarinda galisabilme imkéan1 saglar.

Bunun yani sira metal iyonlart EDTA ya da EGTA gibi giiglii bir selatli madde ile kati destek
tizerinden kolaylikla alinabilir. Bu nedenle, hedef proteinin ayrilmas: i¢in farkli metal
iyonlart ayn1 kati1 destek iizerinde test edilerek uygun olan en iyi metal iyonuna gore

calismalar stirdiiriilebilir.

IMAC’de kullanilan ilk kat1 destek materyali bir karbonhidrat olan agarozdur. Hidrofilik
ozellige sahip olan agaroz, yiiksek mekanik dayamiklilik gosterir ve farkli ¢oziiciilerle
tepkimeye girmeden ¢alisma imkan1 saglar [81]. Porath ve grubunun yaptigi ¢alismada

agaroz destek materyaline iminodiasetik asit (IDA) ligand olarak baglanmis ve ligand
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lizerine geg¢is matelleri olan nikel, ¢inko, bakir ve kobaltin immobilizasyonunu saglamistir.
Hazirlanan sorbent ile insan serumu igerisindeki histidin, triptofan ve sistein aminoasitlerine
gecis metaryallerin affiniteleri incelenmistir [5]. Yaygmn olarak kullanilan destek
materyallerine dekstran ve seliiloz 6rnek olarak verilebilir. Poliakrilamid, polistiren ve silika
ise yaygin olarak kullanilan polimerik matrislerdir. Silika bazli polimerik destek materyalleri
yiiksek mekanik dayaniklilig1 sebebi ile diger polimerik matrislere gore daha az deforme

olurlar.

2.3.3.IMAC Metal Iyonlar

IMAC’de daha secici bir ayrim saglanabilmesi i¢in proteinlerin, immobilize edilmis metal
iyonlarma karsi gostermis olduklari afinite eglimine gore metal iyonlarinin tercihi
yapilmaktadir. IMAC teknolojisinde metaller niikleofillere karsi gosterdikleri ilgiye gore 3

gruba ayrilmistir.

e Birinci grupta AI¥*, Ca?*, Fe** gibi sert metal iyonlar1 (oksijen iyonlarina ilgisine
gore)

e Ikinci grupta Hg?* ve Ag* gibi yumusak metal iyonlar: (kiikiirt iyonlarina ilgisine
gore)

e Ucgiincii grupta Fe?", Cu?*, Ni?*, Co?*, Zn?" gibi gecis metalleri (azot, oksijen ve

kiikiirt iyonlarina ilgisine gore)

Ucgiincii grupta bulunan gegis metalleri azot, oksijen ve kiikiirt iyonlarinin hepsine afinite

gosterir [2].

2.3.4.IMAC Yontemi ile Histidin Isaretli Proteinlerin Izolasyonu

Kromatografik sorbent iizerinde proteinlerin adsorplanabilmesi icin protein yiizeylerinde
histidin, triptofan veya sistein gibi spesifik aminoasit kalintisinin bulunmasi gerekmektedir.
Cok sayida protein, aminoasit dizilerinde histidin kalintilar1 igerir. Histidin isaretli
rekombinant proteinlerin saflagtirilmasinda ve segici olarak ayrilmasinda, IMAC kullanilan
en yaygin yontemdir ve histidin igeren proteinleri diisiik miktardaki numunelerden
tanimlanmasin1 ~ kolaylastirabilmek  i¢in  kullanilmaktadir.  Proteinlerin  yapisal
fonksiyonlarindaki farkliliklar da (ikincil, liglinciil, dordiinciil yapilari) etkin bir ayrimin

saglanabilmesi icin biiyiikk bir onem teskil etmektedir. Yapisal konfigiirasyonundaki
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farkliliklardan dolay1; molekiiler boyutlari, aminoasit kompozisyonlar1 ve elektriksel yiikleri

birbiri ile ayni iki protein kolay bir sekilde ayristirilabilmektedir [83].

Karboksi terminal uglu veya histidin kalintilar1 igeren proteinlerin saflagtirilmasinda protein
yiizeyindeki histidin etiketine kolay ulasilabilirlik ve histidinin metal iyonuna selatlanmasi
kromatografik ayrimin temel prensibidir. Immobilize Ni?* ve Co?*, histidin gruplarma sahip
kuyruklar igeren rekombinant proteinlerin tek asamali saflastirilmasinda kullanilan en
yaygin gecis metalleridir. Sinirdaki baz olarak kabul edilen ve aromatik nitrojen igeren
histidin, simirdaki asitler olan Co*? ve Ni*? ile uygun olarak koordine olmaktadir [5, 83].
Kromatografik sorbent iizerine immobilize edilmis metal iyonlar1 ile, histidin isaretli

proteinleri spesifik olarak baglayan afinite yilizeyi elde edilir.

Metal iyonlarinin (6rn: Ni?* iyonu), ligand yapilarindaki elektron donor gruplari (azot,
oksijen, kiikiirt) izerinden immobilizasyonu sonrasinda bag yapmamis olan koordinasyon
noktalar1 normalde su molekiilleriyle bag yapmaktadir. IMAC sorbentlerinin bulundugu
ortama histidin kalintilar1 igeren bir protein karisimi dahil edildiginde, metal iyonlarinin
acikta kalan koordinasyon noktalarina baglanan su molekiilleri histidin etiketli protein
tizerindeki elektron donor gruplar ile yer degistirir. Saflastirilacak olan histidin etiketli
protein kolon igerisinde tutunur ve karigimdaki diger proteinler sorbent yiizeyine
baglanmadan kolondan disar1 ¢ikar. Kolon igerisindeki tutunan histidin etiketli proteinin
yikama iglemi (eliisyon) ile kolondan ¢ikmasi saglanir. Histidin etiketli proteinin eliisyonu
i¢in imidazol kullanilir. Imidazol proteinlerin denturasyonundan kaginmak igin iyi bir
secenektir. Ayrica imidazolun halka yapisi histidine benzer ve ortam pH’in1 yaklasik olarak
4.5’e diistirtir. Azalan pH ile histidin etiketin metal iyonuna olan afinitesi azalir ve imidazol
Ni?* iyonlarina baglamak icin yarismaci ajan gibi davranarak histidin etiketli protein ile yer

degistirir [83].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Tez kapsaminda, mikroakiskan tabanli sistemlerde histidin isaretli proteinlerinin ayrimi igin
affinite. monoliti kullanilarak histidin isaretli protein izolasyonunun gerceklestirilmesi

amaglanmstir.

Silanlama islemi ile 300 pum capinda kapiler kolonlarin yiizeyi modifiye edilmistir.
Silanlama, monolitin yiizeye tutunma davranisini etkileyen bir 6n islemdir. Histidin isaretli
proteinlerin ayrimi i¢in kullanilacak olan monolitte; fonksiyonel grup i¢eren ligand olarak
merkaptosiiksinik asit (MSA), monomer ve ¢apraz baglayici olarak POSS-MA, mikro ve
makro gozenek yapici olarak sirasiyla n-biitanol ve etilen glikol, termal baslatici olarak ise
2,2'-azobis(2-metilpropiyonitril) (AIBN) kullanilmistir. Hidrofilik ligand olan MSA, ¢apraz
baglayict ve ana monomer olan POSS-MA yapisina tiyol grubu iizerinden tek basamakta
baglanmistir. Polimerizasyon sonrast yikama islemi ile tiim safsizliklar uzaklastirilmistir.
Kolon ig¢in farkli akis hizlarinda mikroenjeksiyon pompasi kullanilarak basing testleri
yapilmustir. Uygun geri basing degerlerine ve ylizey alanina sahip monolit yapisina
ulagabilmek i¢in, monolit kompozisyonundaki toplam porojen miktar1 sabit kalacak sekilde
mikro/makro gbzenek yapici kimyasallarin oranlar1 degistirilmistir. Daha sonrasinda kapiler
kolonlarin icerisindeki monolit yapis1 Ni?* ¢ozeltisi ile etkilestirilerek nikelin monolit yap1
{izerine baglanmasi1 gerceklestirilmistir. Monolit yiizeyine baglanamayan Ni?* iyonlarini

uzaklastirmak i¢in kolon fosfat tampon ¢ozeltisi (pH=7) ile yikanmustir.

Uygun akis hizinda histidin isaretli protein olan GFP iceren bakteri lizat1 mikroenjeksiyon
pompasi kullamlarak Ni?* bagli monolitik kolondan gecirilerek GFP’nin nikel {izerine
adsorpsiyonu gerceklestirilmistir. Daha sonrasinda uygun desorpsiyon ortami belirlenerek
adsorbe olan GFP’nin desorpsiyonu saglanmistir. Ni?* iyonlar1 igeren kapiler monolitler ile
IMAC yoOntemiyle histidin isaretli proteinlerin, bakteri lizatindan izolasyonu
gerceklestirilmistir. Kapiler kolonda protein adsorpsiyon/desorpsiyon verimini tayin etmek
icin sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ve Bradford

yontemleri kullanilmistir.
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3.1. Materyal

Monolit sentezinden Once yapilan ve monolitin kapiler kolon i¢ ylizeyine daha iyi
tutunmasini saglayan silanlama isleminde kullanilan; sodyum hidroksit (NaOH) Riedel de
Haen, Almanya, 3-trimetoksisililpropil metakrilat (TMSPM), metanol (MetOH), toluen ve
hidroklorik asit (HCI) Sigma-Aldrich, ABD firmasindan temin edilmistir. i¢ cap1 300 pm
olan ve termal polimerizasyonda kullanilan kapiler kolonlar ise Polymicro-Technologies-

Molex, ABD firmasindan temin edilmistir.

Histidin isaretli proteinlerin ayrimi i¢in kapiler kolonda sentezlenen affinite monolitinin bir
bileseni olan POSS-MA hem ana monomer hem de ¢apraz baglayici olarak kullanilmistir ve
Hybrid Plastics, ABD firmasindan tarafindan temin edilmistir. Hidrofilik fonksiyonel grup
igeren ligand olan MSA ve monolitte gozenek yapisini saglayan mikro-gozenek yapici ajan
olarak kullanilan n-biitanol ve makro-gozenek yapici ajan olarak kullanilan etilen glikol
Sigma-Aldrich firmasindan temin edilmistir. Polimerizasyonda termal baslatict olarak gorev
alan AIBN ise Glentham LSL, Ingiltere firmasindan temin edilmistir. Polimerizasyon
sonrast kapiler kolon igerisindeki safsizliklart uzaklastirmak igin kullanilan saf etanol
(EtOH) Merck A.G. Darmstadt, Almanya’dan temin edilmistir. Monolitik yap1 tizerine
immobilizasyonu saglanan nikel(IT) kloriir (NiCl2) ise Sigma Chemical Co., ABD

firmasindan temin edilmistir.

Adsorpsiyon ve desorpsiyon tampon ¢Ozeltisinde kullanilan disodyum fosfat
(Na2HPO4.12H20) Merck, Almanya firmasindan, monosodyum fosfat (NaH2POa) ve
sodyum kloriir (NaCl) Riedel-de Haen, Almanya firmasindan, imidazol (1,3-diaza-2,4-
siklopentadien) ise Sigma-Aldrich, ABD firmasindan temin edilmistir.

3.2. Kapiler Kolonda Silanlama islemi

Kapiler monolitik kolonlar, sentezlenen polimerik monolit yapisinin kolon i¢ yiizeyine daha
1yl tutunmasi ve kolon geri basinct i¢in olduk¢a onemli bir 6n adimdir. Yiiksek akis
hizlarinda ¢alisirken monolit yapisinin zarar gormemesi ve kolon i¢ yilizeyinden ayrilmamasi
i¢in silanlama islemi gereklidir. Ilk olarak istenilen uzunlukta kapiler kolon kesilir ve kolon

baglant1 ara pargalar1 ile mikroenjeksiyon pompasina baglanir. 1M NaOH c¢ozeltisi bir
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siringaya alinarak 25 pl/dk akis hizinda 120 dk stiresince kolon igerisinden gegirilir. Kolon
icerisinde NaOH c¢ozeltisi kalacak sekilde kolonun iki ucu septum ile kapatilir ve 1 saat
kolon bekletilir. Kolon igerisindeki NaOH’1n giderilmesi i¢in kolon ayn1 akis hizinda distile-
deiyonize su ile 30 dk yikanir. Ardindan 30 dk boyunca igerisinden azot gazi gegirilerek
kolonun kurmasi saglanir. Bu islemler ayni sira ile tekrarlanir. Sonrasinda kolon igerisinden
sirastyla 1M HCI ¢ozeltisi 30 dk, azot gazi ise 20 dk siiresince gegirilir. Bu islemlerin amaci,
kolon i¢ ylizeyinde hidroksil (-OH) gruplarinin olusmasini saglamaktir. Son olarak ayn akis
hizinda hacimce %40 TMSPM ve %60 toluen karisimi igeren homojen ¢ozelti siringaya
alinarak kolon igerisinden 10 dk boyunca gecirilir. Bu karisim kolon igerisinde kalacak
sekilde kolonun iki ucu septum ile kapatilir ve 20 ila 24 saat boyunca 60°C sicaklikta kolon
su banyosunda bekletilir. Bu siire boyunca kolon i¢ yiizeyindeki —OH gruplari ile
TMSPM’nin 3-trimetoksisil gruplar1 reaksiyona girerek kolon i¢ ylizeyinde metakrilat
gruplarinin olugmasi saglanir. Sekil 3.1°de hidroksil gruplari (-OH) ile trimetoksisilil
gruplar1 arasinda olan reaksiyon gosterilmektedir. Kolon i¢ yiizeyinde kovalent bagli olan
metakrilat gruplari, polimerizasyona katilarak monolitin kolon duvarina baglanmasini
saglayacaktir. Sicak su banyosundan almman kolon oda sicakligina geldikten sonra
safsizliklar1 uzaklastirmak amaciyla 25 plL/dk akis hizinda toluen ile 10 dk yikanir. Daha
sonrasinda azot gazi kolon igerisinden 5 dk gegirilerek kolon kurutulur. Kapiler kolon tiim

bu islemlerden sonra bir sonraki adim olan monolit sentezi i¢in hazir duruma gelmis olur.

S

i—OH . 0
i—OH . B
i—OH s‘__§./v\o/\rcm

TMSPM (3-Trimetoksisililpropilmetakrilat) 60°C

+
H,C=C(CH;)CO,(CH,);Si(OCHs); 20 saat

)
5\%)

Sekil 3.1. Kapiler kolon i¢ ¢eperindeki hidroksil gruplari (-OH) ile TMSPM ’nin metoksisilil
gruplar1 (Si-OCHz) arasindaki baglanma
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3.3. Histidin isaretli Proteinlerin Saflastirilmasinda Kullanilan Kapiler Monolit

Kolonun Sentezi

3.3.1.Hidrofilik Ligand (MSA) Bagh POSS-MA Bazh Kapiler Monolit Kolonun

Sentezlenmesi

Tiyol-metakrilat polimerizasyon yonteminde polihedral oligomerik silseskuioksan (POSS)
bazli 10 metakrilat birimi iceren POSS-MA, ana monomer ve ¢apraz baglayict olarak
kullanilmistir. Merkaptosiiksinik asit (MSA) ise bir tiyol fonksiyonel grubu igeren ligand
olarak kullamilmistir. Immobilize metal affinite kromatografisinde sabit faz olarak
kullanilacak kapiler monolitler, tek basamakli tiyol-metakrilat polimerizasyonu ile
sentezlenmistir. Monolit karisiminin hazirlanmasi isleminde ilk olarak cam deney tiipii
icerisine mikro gbzenek yapici ajan olan n-ButOH ve makro gézenek yapici ajan olan etilen
glikol alinarak homojen hale gelinceye kadar karisim vortekslenir. Karigim tizerine hem ana
monomer hem de capraz baglayici olan POSS-MA eklenir ve tiipiin agiz kismi sikica
kapatilarak karisim tekrar vortekslenir. Daha sonrasinda termal baslatici olan AIBN karisima
eklenerek ultrasonik banyoda ¢6ziinmesi saglanir. Son olarak fonksiyonel grup igeren
hidrofilik ligand MSA eklenerek vortekslenir. Elde edilen karisim insiilin siringasina alinir.
Silanlama iglemi sonrasinda monolit sentezine hazir olan kolon, Sekil 3.2’de gosterildigi
sekilde ara baglanti pargalar ile insiilin siringasina baglanarak polimerizasyon karigimi
kolon igerisinden gegirilir. Kolonun igerisi karisgim ile doldurulup kolonun iki ucu septum
ile kapatilir. Hazirlanan kolon 60°C, 24 saat siiresince su banyosunda polimerizasyon i¢in

tutulur.

28



Sekil 3.2. (A) Silanlama islemi i¢in kurulan diizenek (B) MSA bagli-poli(POSS-MA) kapiler

monolitlerin hazirlanmasi

Cizelge 3.1. Farkli miktarlarda ligand ve farkli oranlarda mikro/makro gozenek yapici
ajanlar kullanilarak termal polimerizasyon yontemiyle sentezlenen kapiler monolitlerin

sentez kosullart (polimerizasyon sicakligi: 60 °C, polimerizasyon siiresi: 24 saat)

Kolon MSA POSS-MA n-ButOH  Etilen Glikol Toplam Porojen AIBN

Kodu (mg) (mg) (uL) (ut) (ut) (mg)
MSA40 40 150 889 361 1250 10
MSA50-1 50 150 1111 451 1562 10
MSA75-1 75 150 1111 451 1562 10
MSAS50-2 50 150 934 625 1559 10
MSA75-2 75 150 934 625 1559 10

Cizelge 3.1°de goriildiigii tizere hacimce toplam porojen miktar1 ayni kalacak sekilde farkli
oranlarda mikro ve makro gozenek yapici ajanlarin ve farkli miktarlarda hidrofilik ligand

olan MSA kullanilarak bu degisimlerin kolona etkisi incelenmistir.
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Sentezlenen kolonlar 24 saat sonra su banyosundan ¢ikarilir ve oda sicakliina gelmesi igin
bekletilir. Kolon i¢erisinde polimerlesmenin her yerde homojen oldugundan emin olmak i¢in
151k mikroskobu ile kolon incelenir. MSA’nin POSS-MA yapisina katilmast Sekil 3.3’de
gosterilmektedir. Uygun polimerlesmeye sahip kolon igerisindeki kirlilikleri uzaklastirmak

icin kolon saf etanol ile 5 pLL/dk akis hizinda 6 saat yikanir.
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Sekil 3.3. (A) Ana monomer ve ¢apraz baglayici olarak kullanilan POSS-MA'nin molekiiler
yapist (B) kromatografik hidrofilik ligand olarak MSA’nin yapisi (C) MSA bagh

organosilikon ag1 [84].

3.3.2.Ni?*’nin MSA-POSS Yapisina Baglanmasi

Sentezlenen ve safsizliklardan uzaklastirilmis olan kapiler monolit kolon NiCl, ¢ozeltisi ile
etkilestirilerek, Ni?* iyonlarinin MSA birimlerinin karboksil gruplari ile etkilesimi sonucu

monolitik yap1 tizerine immobilizasyonu gergeklestirilmistir. Bu amagla 10 mL 0.1 M NiCl;
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¢Ozeltisi hazirlanir ve kolon igerisinden 5 pL/dk akis hizinda 2 saat NiCl, ¢ozeltisi gegirilir.
Kolonun igerisi NiClz ¢ozeltisi ile dolu iken kolonun iki ucu septumla kapatilir ve 1 gece
bekletilir. 2 saat adsorpsiyon tamponu (0.5 M NaCl igeren 20 mM pH 7 fosfat tampon
¢ozeltisi) ile yikanarak kolon igerisinden serbest haldeki Ni?* iyonlar1 uzaklastirilir. Azot
gaz1 kolon igerisinden gegirilerek adsorpsiyon tampon ¢ozeltisi kolondan ¢ikartilir ve kolon
icerisinin kurmas1 saglanir. Elde edilen kromatografik sistem (Ni?* immobilize edilmis
kapiler monolit kolon) ile siirekli sistemde protein adsorpsiyon-desorpsiyonu igin kullanilir.
Monolitik kolonun histidin isaretli protein olan GFP’ye kars1 afinitesini inceleyebilmek igin
kolonlarin adsorpsiyon kapasiteleri, desorpsiyon ve izolasyon verimleri, tekrar
kullanilabilirligi 6l¢iilmiistiir. Baslangi¢ protein derisimi ve desorpsiyon ajani derisiminin
protein izolasyonuna etkisi de incelenmistir. Ayrica Ni?* iyonu immobilize edilmemis
kapiler monolit kolon ile ¢alisma tekrarlanarak Ni?* iyonunun protein izolasyonu iizerindeki

etkisi belirlenmistir.

3.4.Ni#* Immobilize Edilmis MSA&POSS-MA Kapiler Monolit Kolonun

Karakterizasyonu
3.4.1. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Taramali elektron mikroskobu, SEM (scanning electron microscope), odaklanmis elektron
demetinin 6rnek yiizeyini tarayarak, yilizeyin morfolojisi ve kompozisyonu hakkinda bilgi
veren bir elektron mikroskopi tiiriidiir. Sentezlenen monolitik kapiler kolon 2 cm kesilerek
bir destege dik konumda yerlestirilmistir. Alinan goriintiiniin kalitesini arttirmak igin
hazirlanan 6rnekler vakumda 150 A kalinhginda altin tabakasi ile kaplanmustir. Ornek
tizerinde farkli biiylitme oranlar1 kullanilarak istenilen kesit goriintii SEM cihazindan (FEI,

Quanta 200 FEG, ABD) alinmistir.

3.4.2.Brunauer-Emmett-Teller (BET) ile Yiizey Alam Ol¢iimii

Kat1 veya toz numunelerde BET metoduyla azot gazi (N2) adsorpsiyonu teknigine dayali
olarak yiizey alan1 6lgtimii ve gbzenek boyut dagilimi diisiik basinglarda (yiiksek vakumda)
ve yiiksek ¢oziiniirliikte tespit edilebilmektedir. Monolit sentezi sirasinda, kolon igerisinden
gecirilen ¢ozeltinin fazlasi cam deney tiipii igerisinde 60°C, 24 saat siiresince su banyosunda

polimerlesme i¢in birakilmaktadir. Polimerlesme sonrasi kat1 bir yapiya sahip olan monolit
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dikkatlice kirilarak petri kabina alinir ve toz haline getirilir. Saf etanol ile birkag kez yikanir
ve daha sonrasinda kurumasi i¢in 24 saat siireyle 60°C’de etiive alinir. Kuruma sonrasi toz
halindeki monolitten yaklasik 0.1 g alinarak ornek kabina konulur ve 6rnek bdlmesine
yerlestirilir. Vakum altinda 80°C’de 6 saat boyunca gaz uzaklastitrma islemi gergeklestirilir,
sonrasinda uygun analiz protokolii segilerek 77 K’deki sivi azot ortaminda yiizey alan1 ve

gozenek dagilimi 6lgtimii BET cihazinda (Quantachrome Nova 2200, ABD) gergeklestirilir.

3.4.3. Enerji Dagilmh X-151m1 Spektroskopisi (EDX) ile Monolit Analizi

Enerji Dagilim X-Isim1 Analizi (EDX), malzemelerin temel bilesimini tanimlamak ig¢in
kullanilan bir X-1s11 teknigidir. EDX sistemleri elektron mikroskopi enstriimanlarina (SEM
ve TEM) baghdir. EDX analizi ile iretilen veriler, analiz edilen numunenin gergek
kompozisyonunu olusturan elementlere karsilik gelen pikleri gosteren spektrumlardan
olusur. EDX, bir numunenin elementel analizi veya kimyasal karakterizasyonu i¢in
kullanilan analitik bir tekniktir. Tiyol-metakrilat polimerizasyonu ile termal etki kullanilarak
sentezlenen hidrofilik &zellikteki tiyol fonsiyonel grubuna sahip ligandin yapiya
baglanmasini tespit edebilmek ve monolit yapisindaki atomik bilesim hakkinda bilgi

edinebilmek i¢cin EDX (FEI, Quanta 200 FEG, ABD) dl¢limleri yapilmaistir.

3.5. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Karigimlardaki yiiklii molekiillerin elektrik alani igerisinde yiiriitiilerek onlar1 molekiiler
kiitlelerine gore ayristirilmasini saglayan teknige elektroforez denir. Elektroforezin ¢alisma
prensibi; molekiildeki elektrik enerjisinin jel i¢erisinden anottan katoda dogru giderken yol
aldigi mesafe farkliligina dayanmaktadir ve bu ilerleme molekiillerin biyiikligi ile
degismektedir. Elektroforezde katedilen yol, molekiil net yiikii ile dogru orantili olup
molekiil kiitlesi ve jel ortaminin viskozitesi ile ters orantilidir. Bu teknik, molekiil kiitlesi 5
ila 250 kDa arasindaki proteinlerin hassas ayrimina olanak saglamaktadir. GFP, 27 kDa'lik
bir molekiiler kiitleye sahip ve 238 amino asitten olusan bir proteindir. SDS-PAGE teknigi

ile toplanan numunelerdeki GFP analizi yapilmistir.

SDS, oligomerik proteinleri alt birimlerine ayiran bir ylizey aktif maddedir. Bu yiizey aktif
madde polipeptid yapisina baglanarak bir kompleks olusturur ve bu kompleks yapinin

negatif yiiklii kalmasini saglar. PAGE, proteinleri boyutlarina gére ayirmak i¢in kullanilan
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elektriksel ¢cekim kuvvetinin oldugu ortama denir. Hareket ortami olarak kullanilan ¢ok
sayida ¢apraz bag igeren poliakrilamid jel kullanilir. Akrilamid ve bir akrilamid tiirevi olan
N-N’-metilenbisakrilamid’in polimerlesmesiyle gozenekli yapida bir jel olusturulur.
Polimerlesme islemi ger¢eklesmeden hemen dnce uygun bir tarak segilerek 6rnek ylikleme
kuyularinin olugsmasi saglanir. Bu tarak polimerlesme sonrasinda katilasan jelden dikkatlice
cikartilir. Elde edilen jel elektroforez haznesine (Bio-Rad Mini Protean 3 System)
yerlestirilir. Adsorpsiyon/desorpsiyon islemi sonrasinda kapiler monolit kolon igerisinden
¢ikan ve ependorflara alinan numuneler jeldeki yiikleme kuyularma konur. Elektroforez
haznesinde bulunan jelde 100 volt uygulanarak, 100 dk boyunca protein karisiminin jel
icerisinde katottan anota hareketi saglanir. Bdylelikle bir protein karisimi molekiil
agirliklarina goére belirli protein bantlarmma ayrilir. Yiirlitme islemi sonrasinda jel
desteklerden dikkatlice ayrilir ve protein bantlarinin saptanabilmesi i¢in Coomassie mavisi
ile boyanir. Protein bantlarinin net bir sekilde goriilmesi i¢in distile saf su ile jel birkag kez
yikanir. Daha sonrasinda Bio-Rad Gel Doc EZ Imager cihazi kullanilarak jel goriintiileri

alimmustir. Sekil 3.4’te poliakrilamit jel elektroforezi (PAGE) sistemi gosterilmektedir.

Ornek yiikleme
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Sekil 3.4. Poliakrilamit jel elektroforezi (PAGE) sistemi [85]
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3.6. Immobilize Metal Afinite Kromatografisi ile Histidin Isaretli Protein izolasyonu

E. coli kiltir ortaminda rekombinant olarak histidin isaretli protein (green fluorescent
protein, GFP) liretimi yapilmistir ve elde edilen bakteri lizat1 uygun saflagtirma basamaklari
sonrast mikroenjeksiyon pompasi araciligi ile monolitik sabit faz iizerine yiiklenerek
GFP’nin Ni?* iyonu immobilize edilmis kapiler monolit iizerine adsorpsiyonu ve
desorpsiyonu saglanmistur. Esitlik (3.1), (3.2), (3.3) ve (3.4) kullanilarak kolonun

adsorpsiyon-desorpsiyon ve izolasyon verimleri hesaplanmistir.

Qa=Qy-Qv (3.1)
% Ad ) Adsorplanan Analit Miktart (Qa) 100
= k
0 Adsorpstyon Kolona Yiiklenen Analit Miktart (Qy)
3.2)
% D ) Desorplanan Protein Kapasitesi (Qdes) 100
= *
o Lesorpstyon Adsorplanan Protein Kapasitesi (Qads)
(3.3)
% izol _ Desorplanan Protein Kapasitesi
0lzotasyon = Kolona Yiiklenen Analit Miktar:
(3.4)

Qa: adsorplanan analit miktar1 (pg), Qy: kolona yiiklenen analit miktar1 (ug), Qu:
adsorplanmayan analit miktari (ug), Qdes: desorplanan analit miktari (pg)/adsorplanamayan
analit miktar1 (ug) olarak verilmektedir.

3.6.1.Ni?* Iyonunun Protein izolasyonu Uzerindeki Fonksiyonu

Proteinlerdeki histidin gruplari (e” verici grup), gegis metallerine kars1 en yiiksek afiniteyi
gdsteren aminoasit grubudur. Ni** iyonu ve MSA’nin protein izolasyonuna etkisini
belirleyebilmek amaciyla analitik kolonla yapilan deney ayni akis hizinda, ayni baslangi¢
protein konsantrasyonu derisimi ve ayni desorpsiyon tampon ¢ozeltisi derisimi kullanilarak
gerceklestirilmigtir. Analitik kolon sentezi tezin daha onceki kisimlarinda anlatilmistir.
Bunun yaninda hem nikelsiz hem de nikel ve MSA igermeyen kolonlar da sentezlenmistir.

Kolonlarda baslangi¢ protein konsantrasyonu 2.1 mg/mL olan protein karigimi
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kullanilmistir. Insiilin siringasi ile kolon igerisinden protein karisimi gegirilerek, 4 pL/dk
akis hizinda her bir ependorfta 12 uL numune olacak sekilde 9 adet adsorpsiyon drnegi alinir.
Daha sonrasinda kolonlar adsorpsiyon tampon ¢ozeltisi ile yikanir. Ardindan 3 kademeli
desorpsiyon islemi, sirasi ile 10 mM, 25 mM ve 100 mM imidazol igeren desorpsiyon
tampon ¢ozeltisi (0.5 M NaCl iceren 50 mM pH 7 fosfat tampon ¢ozeltisi) ile yapilmistir.
Her bir kademede 12 pL 6rnegi olacak sekilde 3 adetten toplam 9 adet desorpsiyon 6rnegi
alinmistir. SDS-PAGE yontemi ile kolonlarin adsorpsiyon, desorpsiyon ve izolasyon

verimleri hesaplanmaistir.

3.6.2. Akis Hiz1 Degisiminin Protein izolasyonuna Etkisi

Monolitik kapiler sistemde akis hiz1 taramasi yapilarak akis hizinin protein izolasyonuna
etkisi incelenmistir. Sentezlenen standart kolon ile ayni protein konsantrasyonuna (2.1
mg/mL) sahip lizat 2 uL/dk, 4 uL/dk ve 6 uL/dk akis hizinda kolon igerisinden gegirilmistir.
Calisilan her akis hizinda, her ependorfta 12 pL numune olacak sekilde 9 adet adsorpsiyon
numunesi alinir. Adsorpsiyon islemi sonrast kolonlar adsorpsiyon tampon ¢ozeltisi ile
yikanir. Sirasi ile 10 mM, 25 mM ve 100 mM imidazol igeren desorpsiyon tampon ¢ozeltisi
kolon igerisinden gegirilerek desorpsiyon islemi gergeklestirilir. Her ependorfta 12 uL
numune olacak sekilde toplam 9 adet desorpsiyon numunesi alinmigtir. SDS-PAGE yontemi

ile kolonlarin adsorpsiyon, desorpsiyon ve izolasyon verimleri hesaplanmstir.

3.6.3. Baslangi¢ Protein Konsantrasyonu Degisiminin Protein izolasyonuna Etkisi

Monolitik sistemde baslangic protein konsantrasyonu degisiminin protein izolasyonuna
etkisi incelenmistir. Sentezlenen analitik kolonlarda 0.4 pL/dk akis hizinda, 1.2, 2.1 ve 3.5
mg/mL protein Kkonsantrasyonu iceren lizat ile ¢alisilmistir. Calisilan her protein
konsantrasyonunda, her ependorfta 12 pL 6rnek olacak sekilde 9 adet adsorpsiyon 6rnegi
aliir. Adsorpsiyon islemi sonrasi kolonlar adsorpsiyon tampon ¢ozeltisi ile yikanir. Sirasi
ile 10, 25 ve 100 mM imidazol i¢eren desorpsiyon tampon ¢ozeltisi ile desorpsiyon islemi
gerceklestirilir. Her ependorfta 12 puL 6rnek olacak sekilde toplam 9 adet desorpsiyon drnegi
alinir. SDS-PAGE yontemi ile kolonlarin adsorpsiyon, desorpsiyon ve izolasyon verimleri

hesaplanmustir.

35



3.6.4.imidazol Konsantrasyonu Degisiminin Protein izolasyonuna Etkisi

Desorpsiyon isleminde protein ile Ni?* iyonlar1 arasindaki etkilesimin zayiflatilmasi
gerekmektedir. Bu ekilesim, nétr veya diisik pH degerinde proteinler lizerindeki imidazol
halkalarindan daha etkin olan baska bir imidazol yapisi bulundaran ajanlar ile
gergeklestirilir. Protein lizerindeki imidazol yapisi ile metal iyonu arasindaki afiniteyi
azaltan kosullarin olusmasi saglanir. Boylelikle ortama sonradan eklenen imidazol ile
histidin bagli protein iizerindeki imidazol gruplari arasinda bir yaris olur. Sentezlenen
analitik kolonlarda ayni akis hizinda, aym1 baslangic protein konsantrasyonunda farkli

desorpsiyon kosullarinda ¢alisilmistir. Cizelge 3.2°de deney parametreleri verilmektedir.

Cizelge 3.2. Standart kapiler monolit kolonda imidazol konsantrasyonunun protein

izolasyonuna etkisini gézlemlemek amaciyla olusturulan deney parametreleri

. I. Kademe Il. Kademe lll. Kademe
Dene Lizat Galistlan Desorpsiyon Desorpsiyon Desorpsiyon
v Konsantrasyonu Akis Hizi psly psly psly
Numarasi (mg/mL) (L/dk) Tampon Tampon Tampon
& (mM imidazol) (mM imidazol) (mM imidazol)
1 3.5 4 10 100 -
2 3.5 4 25 100 -
3 3.5 4 50 100 -
4 3.5 4 10 25 100
5 35 4 10 50 100

Desorpsiyon tampon ¢dzeltisi ile hazirlanan imidazol ¢ozeltisi, Ni?* iyonlarina baglanarak
GFP’nin kolonu terk etmesi saglanmistir. Farkli imidazol konsantrasyonlar1 kullanilarak E.
coli lizatindan saflastirilmis histidin isaretli proteinin SDS-PAGE analizleri yapilmistir.

Kolonlarin adsorpsiyon, desorpsiyon ve izolasyon verimleri hesaplanmstir.

3.6.5.Histidin  Isaretli Proteinlerin Saflastirilmasinda  Kullamilan  Analitik

Tekrarlanabilirlik Calismasi

Kolonun tekrarli kullanimi  kromatografik calismalarda aranan bir Ozelliktir.
Tekrarlanabilirlik ¢alismalar1 ayn1 sabit faz ile ayni1 kosullar altinda ayni giin veya giinden
giine tekrarlanabilirligi kapsamaktadir. Deneylerde baslangi¢ protein konsantrasyonu 1.44

mg/mL olan protein karisimi kullamlmustir. insiilin siringasi ile kolon igerisinden protein
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karigimi gegirilir. 4 pnL/dk akis hizinda her bir ependorfta 12 pulL 6rnegi olacak sekilde 9 adet
adsorpsiyon ornegi alinir. Ardindan kolonlar adsorpsiyon tampon ¢ozeltisi ile yikanr.
Desorpsiyon islemi tek kademede yiiksek imidazol igeren (500 mM imidazol igeren 50 mM
pH 7 fosfat tampon) tampon ¢6zeltisi ile gergeklestirilir. Her ependorfta 12 uL. numune
olacak sekilde 5 adet desorpsiyon 6rnegi alinmistir. Daha sonrasinda 30 dk EDTA ¢ozeltisi
(50 mM pH 4.5) ile kolon igerisindeki histidin isaretli proteinlerin bagl oldugu Ni%*
iyonlarmin monolitik yapidan ayrilmasi saglanir. Immobilize metal iyonlar ile kuvvetli
etkilesim yapan proteinler i¢in giiglii selat bilesigi olan EDTA, histidin isaretli proteinlerin
monolitik yapidan uzaklastirilmasint saglar. EDTA, metal iyonlar1 ile ligand iizerindeki
baglantiya da zarar vermektedir bu yilizden kolonun immobilize metal afinite
kromatografisinde tekrar kullanilabilmesi i¢in monolit yapisiin tekrardan Ni?* iyonlarina
doyurulmasi gerekmektedir. EDTA c¢ozeltisi gegen kolon 15 dk distile saf su ile yikanir. 10
mL 0.1M NiCl; ¢ozeltisi hazirlanir ve kolon igerisinden 5 plL/dk akis hizinda 1.5 saat NiCl»
cozeltisi gecirilir. Daha sonrasinda kolon 1 saat adsorpsiyon tampon ¢ozeltisi ile yikanarak
kolon igerisinden serbest haldeki Ni?* iyonlar1 uzaklastirilir. Kolon igerisinden azot gazi
gegirilerek adsorpsiyon tampon ¢ozeltisi kolondan ¢ikartilir ve kolon igerisinin kurmasi
saglanir. Monolitlerin tekrar kullanilabilirligini belirlemek i¢in adsorpsiyon/desorpsiyon
dongiisti, standart monolitik kapiler kolon kullanilarak bes kez tekrar edilmistir.

Adsorpsiyon kapasitesindeki degisimler SDS-PAGE yontemi ile gozlemlenmistir.
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4.  SONUCLAR ve TARTISMA

Tez kapsaminda kapiler monolit formunda oligomerik silseskuioksan bazli affinite dolgu
materyali gelistirilmistir. Monolitler polihedral oligomerik silseskuioksan makromonomer
ve tiyol gruplu bir ajanin termal baslaticili tiyol-metakrilat polimerizasyonu ile tek
basamakta elde edilmistir. Yontemde, tiyol gruplu ajan olarak MSA kullanilmustir;
boylelikle, ¢ift karboksil grubunun polimerizasyon sirasinda monolite kovalent olarak
baglanmasi saglanmistir. Karboksil gruplar1 kullanilarak Ni?* iyonlari selat olusumu yoluyla
monolit iizerinde immobilize edilmistir. Ni?* iyonlar1 igeren kapiler monolit kolon,
mikroakis tabanli sistemler ile immobilize metal affinite kromatografisi yontemiyle histidin
isaretli protein olan GFP’nin, E. coli bakteri lizatindan izole edilmesi i¢in kullanilmistir.
Sentezlenen kapiler monolitik kolonlarin adsorpsiyon kapasiteleri, desorpsiyon ve izolasyon

verimleri hesaplanmuistir.

Oligomerik siloksan bazli, kapiler formda affinite monolitinin tiyol-metakrilat
polimerizasyonu ile sentezi ve elde edilen monolitlerin histidin isaretli protein izolayonu i¢in

kullanilabilirliginin belirlenmesi iki asamada gerceklestirilmistir.

1. Termal polimerizasyon ile sentezlenen kapiler monolit yapisi karakterizasyonu igin;
% Mikro/nano siv1 kromatografisi sisteminde geri basing deneyleri
% Taramal elektron mikroskobu (SEM) ile monolit yiizey morfolojisi incelemesi
¢ Brunauer-Emmett-Teller (BET) ile sentezlenen kapiler monolitin yiizey alani ve
gozenek boyut dagilimi tayini
¢ Enerji Dagilimli X-151mm1 Spektroskopisi (EDX) ile monolit yapisindaki atomik
bilesimin saptanmasi
2. Sentezlenen kapiler monolit kolonda SDS-PAGE ile histidin isaretli protein olan GFP’nin
adsorpsiyon, desorpsiyon ve izolasyon verimi tayini ile asagidaki etkiler incelenmistir.
< Ni?* iyonunun protein izolasyonu iizerindeki etkisi
s Akis hiz1 degisiminin etkisi
¢ Baslangi¢ protein konsantrasyonu degisiminin etkisi

% Imidazol konsantrasyonu degisiminin etkisi

>

¢ Tekrarl kullanim etkisi
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4.1. Termal Polimerizasyon ile Kapiler Monolit Sentezi ve Karakterizasyonu

4.1.1. Tiyol-metakrilat Yontemi ile Sentezlenen MSA Bagh poli(POSS-MA)
Monolitlerin SEM, BET, Geri-Basin¢ ve EDX Sonuglari

Immobilize metal affinite kromatografisinde sabit faz olarak kullanilacak kapiler monolitler,
tek basamakli bir tiyol-metakrilat iiretim yontemi ile basit bir sekilde Sentezlenmistir. Sekil
4.1’te verilen SEM goriintiilerinde i¢ ¢apt 300 um olan kapiler kolon igerisinde tiyol-
metakrilat polimerizasyonu ile sentezlenen MSA bagl poli(POSS-MA) monolitik kapiler
kolonun ve Ni?* iyonlar1 immobilize edilmis; Ni?*-MSA-(POSS-MA) monolitinin monolitik
yapisinin homojen oldugu ve kolon ceperine tutundugu gortilmektedir. Kapiler yiizeyine
tutunma basarili bir silanlama isleminin sonucudur. Taramali elektron mikroskop
goriintlileri, monolit yiizeyinin gozenekli yapida oldugunu gostermistir. Mikro ve makro
gbzenek yapict ajanlarin (etilen glikol ve n-biitanol) kullanilmasi nedeniyle monolit dolgu

materyali onemli bir yiizey alanina sahiptir.
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Sekil 4.1. Tiyol-metakrilat polimerizasyonu ile sentezlenen (A) MSA-(POSS-MA) monoliti
ve (B) Ni?*-MSA-(POSS-MA) monolitinin SEM fotograflari

40 mg MSA kullanimiyla sentezlenen MSA40 kodlu MSA-(POSS-MA) monolitinin yiizey
alan1 Cizelge 4.1’de goriildiigii gibi 143 m?/g, Ni>*-MSA-(POSS-MA) monolitinin yiizey
alan1 ise 116 m?%g’dir. Ni%* iyonlar;, MSA-(POSS-MA) monolit yapisina baglandikea,
monolit 6zgiil yiizey alaninda azalma gdzlenmistir. Bu da Ni?* iyonlarinin MSA-(POSS-
MA\) yapisina immobilize oldugunu gostermektedir. MSA miktar1 75 mg degerinde tutularak
sentezlenen MSA75-2 kodlu monolit i¢in yiizey alan1 16.80 m?/g, MSA miktar1 50 mg olan
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MSA50-2 kodlu monolit igin ise 194 m?/g olarak bulunmustur. Yiizey alan1 monolitik kolon
teknolojisinde iyi bir kromatografik ayrim eldesi i¢in énem teskil etmektedir. MSA50-2
deney kodlu kolonun yiizey alaninin MSA40 kodlu kolondan yiiksek olmasina ragmen, geri
basing degerinin diisiik olmasi farkli akis hizlarinda ¢alisildiginda kromatografik ayrimin

verimini 6dnemli Ol¢iide etkileyecegi i¢in MSA miktar1 40 mg olan formiilasyon ile tiim

caligmalar ylriitilmiistiir.

Cizelge 4.1. MSA bagli POSS-MA monoliti ile Ni?* iyonlar1 immobilize edilmis MSA bagh
POSS-MA monolitin BET sonuglar1

Monolit SSA (m?/g)
MSA-(POSS-MA) 143
Ni2*-MSA-(POSS-MA) 116

Sekil 4.2°de de goriildiigii tizere elde edilen ylizey alani degerleri ile gozenek dagilim egrileri
uyumludur. Gozenek dagilim egrisi sentezlenen monolitteki makro- ve mezo-gbzenek
yapilarmin varligin1  gostermektedir. Uygun goriilen monolitler, mikro/nano sivi
kromatografisi sistemine baglanarak geri basing ve akis hizi davraniglar1 incelenmistir.

Farkl1 akis hizlarina karsilik geri basing degerleri grafigi ¢izilmistir.

0,4 r

| ]

0,2

dV(logd) (cc/g)

01

1 10 100 1000

Gozenek Capi (nm)

«@=MSA-(POSS-MA)  =fll=Ni+2-MSA-(POSS-MA)

Sekil 4.2. MSA-(POSS-MA) ve Ni?*-MSA-(POSS-MA) monolitlerinin BET analizleri
sonucu elde edilen gozenek boy dagilim grafigi (MSA: 40 mg, n-ButOH: 889 uL, EG:361
L)
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Ligand miktart ve mikro/makro go6zenek yapici ajanlarin oranlarmin degistirilmesi
sonucunda sentezlenen monolitlerin akis davranislarinin incelenmesi sonucunda; azalan
gbzenek boyutu ile 6zgiil ylizey alaninin artmasi sonucunda Sekil 4.3’te de goriildiigii lizere
geri basing degerlerinin artmasi1 beklenen bir durumdur. Bu durum yiliksek verimde

kromatografik ayrimin yapilabilecegini gosterir.

15 -

Geri Basing (bar)

Akis Hizi (pL/dk)

A MSA40 e MSA50-2 MSA75-2

Sekil 4.3. Farkli miktarlarda hidrofilik ligand ve farkli oranlarda mikro/makro gozenek
yapicl ajan igeren termal polimerizasyon ile sentezlenen MSA bagli poli(POSS-MSA)
kapiler monolit kolonlarmin geri basing degerleri (polimerizasyon sicakligi: 60°C,

polimerizasyon stiresi: 24 saat)

EDX analizi ile MSA-(POSS-MA) ve Ni?* iyonu immobilize edilmis MSA-(POSS-MA)
monolitik yapisindaki monomer ve ligandin yiizde atom igerigi saptanmig ve sonuglar
Cizelge 4.2°de verilmistir. Monolitik yap1 igerisindeki POSS-MA ig¢in silisyum (Si) tayini,
MSA igin kiikiirt tayini yapilmistir. Monolitik yapidaki immobilize edilmis Ni?* iyonlar1 i¢in
ise nikel tayini yapilmigtir. POSS-MA ve MSA’nin molekiiler yapilart incelendiginde EDX
sonuglarinin monolitik yap1 bilesenleriyle ortiistiigii goriilmektedir. Ni?*-MSA-(POSS-MA)

monolitinde ise nikelin monolitik yapiya baglandig1 saptanmustir.
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Cizelge 4.2. MSA bagli POSS-MA monoliti ile Ni?* iyonlar1 immobilize edilmis MSA bagl
POSS-MA monolitin EDX sonuglari

Monolit % Atom Icerigi
C O Si S Ni
MSA-(POSS-MA) 54.31 34.98 9.83 0.88 -
Ni2*-MSA-(POSS-MA) 36.66 38.25 13.11 0.44 11.55

4.2. immobilize Metal Afinite Kromatografisi ile Histidin Isaretli Protein izolasyonu

Sonuclari
4.2.1.imidazol Konsantrasyonu Degisiminin Protein izolasyonuna Etkisi

Sentezlenen standart Ni**-MSA-(POSS-MA) kapiler monolitik kolonda 4 pL/dk akis
hizinda, 3.5 mg/mL baslangi¢ protein konsantrasyonunda farkli desorpsiyon kosullarinda

caligilmistir. Yapilan ¢alismanin sonuglar Cizelge 4.3’te verilmektedir.

Cizelge 4.3. Sentezlenen standart Ni>*-MSA-(POSS-MA) kapiler kolonda farkli imidazol
konsantrasyonlari kullanilarak E. coli lizatindan saflagtirilmis His-isaretli proteininin SDS-

PAGE analizi

. % %
Deney q Desorpsiyon . : % Kuyu
Imidazol Konsantrasyonu Desorpsiyon | Izolasyon
Numarasi (ng) . . .. | Saflik No
verimi verimi
1 10 mM + 100 mM 20.58 83.86 45.16 92 3
2 25 mM + 100 mM 14.67 59.75 32.18 80 3
3 50 mM + 100 mM 7.59 30.92 16.65 76 2
q 10 mM + 25 mM + 100 mM 18.74 76.34 41.11 85 5
5 10 mM + 50 mM + 100 mM 10.61 43.24 23.29 85 2
Toplam Adsorplanan (pg) 25.55
Toplam Yiiklenen GFP (ug) 45.58

E. coli lizatindan saflastirilmis His-isaretli proteinin, farkli imidazol konsantrasyonlari
kullanilarak SDS-PAGE analiz sonuglar1 Sekil 4.4'de verilmistir. SDS-PAGE goriintiileri
incelendiginde eliisyon bantlarindaki hedef proteinin safligi, imidazol konsantrasyonunun
azalmasi ile artmistir. Cizelge 4.3’te eliisyon kuyularindan elde edilen GFP bantlarinin
safliklar1 incelendiginde, en yiiksek saflikta olan deney kodlar1 1, 4 ve 5’tir. Oncelikli olarak

bu kisitlamanin yapilmasinin nedeni, asil 6nemli olanin bir protein karisimi olan lizattan His-
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isaretli protein olan GFP’nin saf olarak izole edilmesidir. Bu deney kodlarina sahip
parametreler incelendiginde en yiiksek desorpsiyon verimi, izolasyon verimi ve desorplanan
GFP miktar1 kodlar1 1 ve 4 olan deneylere aittir. Sonug olarak 10 mM + 100 mM imidazol
yada 10 mM + 25 mM + 100 mM imidazol ile yapilan kademeli desorpsiyon islemi GFP’yi
secici olarak ayirmada basarili olmustur. Boylece GFP’nin kolonda izolasyonu imidazol ile

saglanmistir [73, 83].

L E1 E2 E3 E4 ES5 E6 E7 E8 E9

L E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9

kDa

Sekil 4.4. Farkli imidazol konsantrasyonlari kullanilarak E. coli lizatindan saflagtirilmig His-
isaretli proteinin SDS-PAGE analizi: (A) 10 mM + 100 mM imidazol, (B) 25 mM + 100
mM imidazol, (C) 50 mM + 100 mM imidazol, (D) 10 mM + 25 mM + 100 mM imidazol,
(E) 10 mM + 50 mM + 100 mM imidazol.
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4.2.2. Akis Hiz1 Degisiminin Protein Izolasyonuna Etkisi

Monolitik kapiler sistemde ayn1 protein konsantrasyonuna (2.1 mg/mL) sahip lizat ile akis
hizi taramasi yapilarak akis hizinin (2, 4 ve 6 pl/dk) protein izolasyonuna etkisi
incelenmistir. Akis hizinin artmasi ile birlikte adsorplanan GFP miktar1 Sekil 4.5°te de
goriildiigii tizere 6nemli Olglide azalmaktadir. Akis hizi 2 uL/dk iken adsorpsiyon verimi
%61.9, akis hiz1 4 uL/dk iken adsorpsiyon verimi %77.6, akis hiz1 6 uL/dk iken adsorpsiyon
verimi %54.9’tir. Kolon igerisindeki Ni?* iyonlarinin, protein yiizeyinde bulunan His-isaretli
amino asitlerin imidazol halkalar1 tizerindeki azot ile etkilesimi sonucu kolon doygunlugu
akis hiz1 azaldikca maksimuma ulasir. Akis hizi azaldikga IMAC sorbenti ile GFP’nin
etkilesim siiresi artar ve GFP’nin sorbent yilizeyine tutunma olasilig artar. Ancak 2 pL/dk
akis hizinda ¢alisilmasi, kolonun doygunluga ulasma siiresini ¢ok uzamasina neden
olmaktadir; bu nedenle ilgili akis hizinda kolonun doygunluga ulagmadiginin beklenilmedigi
de not edilmelidir. Akis hizinin artis1 ile beklenildigi gibi kolondaki adsorpsiyon verimi
diismektedir.

100 -
X
E 801
2 60 -
S
> 40 -
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o 20 -
2
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Akis Hizi (ul/dk)
B Adsorpsiyon

Sekil 4.5. Sentezlenen standart Ni*>-MSA-(POSS-MA) kapiler kolonda adsorpsiyon
kapasitesine akis hizinin etkisi (Adsorpsiyon ortami: 20 mM PB pH: 7, 0.5 M NacCl,
Adsorpsiyon siiresi sirasiyla: 54 dk, 27dk, 18dk).

Akis hiz1 arttikga desorpsiyon ve izolasyon veriminin diistiigii Sekil 4.6°te goriilmektedir.

Akis hiz1 2 pL/dk iken desorpsiyon verimi %100, izolasyon verimi %71.8, akis hiz1 4 pL/dk
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iken desorpsiyon verimi %73.8, izolasyon verimi %57.3, akis hiz1 6 pL/dk iken desorpsiyon
verimi %52.5, izolasyon verimi %28.9’dir. Akis hiz1 arttik¢a desorpsiyon ve izolasyon
veriminin diismesi beklenen bir durumdur. Akis hiz1 diistiikge etkilesim siiresi arttigi igin
Ni2* iyonlarina bagli olan His-isaretli protein GFP, yarismaci ajan olan imidazol ile yer

degistirerek kolonu terk eder. Boylece GFP’nin izolasyonu saglanir.
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Sekil 4.6. Sentezlenen standart Ni>*-MSA-(POSS-MA) kapiler kolonda desorpsiyon ve
izolasyon kapasitesine akis hizinin etkisi (Desorpsiyon ortami: 50 mM PB pH: 7, 0.5 M

NaCl, I.Kademe Desorpsiyon Tampon: 10 mM imidazol, 1l.Kademe Desorpsiyon Tampon:

25 mM imidazol, 111.Kademe Desorpsiyon Tampon: 100 mM imidazol) (A) akis hizi: 2
ul/dk (B) akis hizi: 4 uL/dk (C) akis hizi: 6 pl/dk SDS-PAGE analiz sonuglar1 (D)

desorpsiyon/izolasyon yiizde verim grafigi
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4.2.3. Baslangi¢ Protein Konsantrasyonu Degisiminin Protein izolasyonuna Etkisi

Monolitik kapiler sistemde baslangi¢ protein konsantrasyonu degisiminin (0.4 pL/dk akis
hizinda, 1.2, 2.1 ve 3.5 mg/mL) GFP adsorpsiyon ve izolasyonuna etkisi incelenmistir. Sekil
4.7°te baslangi¢ protein konsantrasyonu arttikca kolonda adsorpsiyon veriminin hafifce
distigii gorilmektedir. Protein konsantrasyonu sirasiyla 1.2, 2.1 ve 3.5 mg/mL iken
adsorpsiyon verimleri sirasiyla  %87.6, %77.6 ve %69.6’dir. Baslangi¢ protein
konsantrasyonu arttik¢a lizatin viskozitesi de artmaktadir, bu da kolon igerisinde kiitle
transferini zorlagtirmakta ve kolonun doygunluga ulasmasini zorlagtirmaktadir. Diisiik
protein konsantrasyonunda ise ¢ozelti viskozitesi diistiigii i¢in kolon igerisinde sorbent-
protein etkilesimin daha gii¢lii olmakta ve bdylece kolonda yiiksek adsorpsiyon verimi elde

edilmektedir.
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Sekil 4.7. Sentezlenen standart NiZ*-MSA-(POSS-MA) kapiler kolonda baslangig protein
konsantrasyonunun protein adsorpsiyonuna etkisi (Adsorpsiyon ortami: 20 mM PB pH: 7,

0.5 M NaCl). (Akis hizi: 4 pL/dk, Adsorpsiyon siiresi: 30 dKk)

Bagslangi¢ protein konsantrasyonunun GFP desorpsiyon ve izolasyonuna etkisi Sekil 4.8’te
verilmektedir. Kademeli desorpsiyon teknigi ile kolon igerisinde zayif etkilesimlerle tutunan
safsizliklar kolondan uzaklastirilmistir. Boylece SDS-PAGE ile GFP bandi daha saf
edilebilmistir. Baslangi¢ protein konsantrasyonu 1.2 mg/mL iken desorpsiyon verimi %100,

izolasyon verimi ise %~89.3’tiir. Baslangi¢ protein konsantrasyonu 2.1 mg/mL iken
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desorpsiyon verimi %73.9, izolasyon verimi ise %57.3’tlir. Baslangi¢ protein
konsantrasyonu 3.5 mg/mL iken desorpsiyon verimi %59, izolasyon verimi ise %41.1 tiir.
Baslangic protein konsantrasyonu arttikca, kolonda adsorpsiyon veriminin diismesiyle
birlikte GFP desorpsiyon ve izolasyon veriminin de diismesi de beklenen bir durumdur.
Adsorpsiyon diisiisiine temel etken olan viskozite artis1 desopsiyon ve izolasyon verimini de

ayn1 sekilde etkilemistir.
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Sekil 4.8. Sentezlenen standart Ni>*-MSA-(POSS-MA) kapiler kolonda baslangi¢ protein
konsantrasyonunun protein desorpsiyonuna ve izolasyonuna etkisi (Desorpsiyon ortami: 50
mM PB pH: 7, 0.5 M NaCl, I.Kademe Desorpsiyon Tampon: 10 mM imidazol, 1l.Kademe
Desorpsiyon Tampon: 25 mM imidazol, Il1l.Kademe Desorpsiyon Tampon: 100 mM
imidazol) (A) protein konsantrasyonu: 1.2 mg/mL (B) protein konsantrasyonu: 2.1 mg/mL
(C) protein konsantrasyonu: 3.5 mg/mL SDS-PAGE analiz sonuglar1 (D)
desorpsiyon/izolasyon yiizde verim grafigi.
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4.2.4.Ni?* Iyonunun Protein izolasyonu Uzerindeki Fonksiyonu

Ni*? iyonu ve MSA’nin protein izolasyonuna etkisini belirleyebilmek amaciyla standart
kolon ile yapilan deney, ayni akis hizinda, ayni baslangi¢ protein konsantrasyonu derisimi
ve ayn1 desorpsiyon tampon ¢dzeltisi derisimi kullanilarak gergeklestirilmistir. Ni%* iyonu
ve MSA igermeyen kolon, Ni?* iyonu igermeyen kolon ve standart analitik Ni?*-MSA-
(POSS-MA\) kolonlar sentezlenerek Ni?* iyonu ve MSA ’nin adsorpsiyon kapasitesine etkisi
incelenmistir. Bu etki Sekil 4.9°de gosterilmektedir. Adsorpsiyon verimi, Ni?* iyonu ve
MSA igermeyen kolon igin %9, Ni?* iyonu igermeyen kolon igin %45.8 ve standart analitik
Ni?*-MSA-(POSS-MA) kolon icin ise %77.6’dr. His-isaretli protein olan GFP, immobilize
edilmis Ni?* iyonu ile segici etkilesime girerek nikel iyonlar iizerinden sorbente adsorbe
olmaktadir. Ni®* iyonu ve MSA icermeyen kolonda fonksiyonel gruba sahip bir ligand
olmadig1 i¢in kolon icerisinde sadece yiiksek ¢apraz bag oranina sahip bir hidrofobik
monolitin varligi s6z konusudur. Ni?* iyonu icermeyen kolonda adsorpsiyonun
gerceklesmesinin nedeni, MSA ile bakteri lizat1 igerisindeki proteinlerin spesifik olmayan
etkilesimin sonucudur. Sentezlenen standart Ni?*-MSA-(POSS-MA) kolonunda Ni%

iyonunun His-isaretli protein olan GFP’ye se¢ici bir sekilde baglandig1 anlagilmaktadir.
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Sekil 4.9. Ni?* iyonu ve MSA’nin adsorpsiyon kapasitesi iizerindeki etkisi (Adsorpsiyon
ortami: 20 mM PB pH: 7, 0.5 M NaCl). (Akis hizt: 4 uL/dk, Adsorpsiyon siiresi: 30 dKk)
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Ni%* iyonu ve MSA icermeyen kolon Sekil 4.10’dan da gériildiigii {izere herhangi bir
desorpsiyon sonucu vermemistir; bu nedenle izolasyon sonucu da hesaplanamamistir.
Adsorpsiyon kapasitesi sonucu %9 iken desorpsiyon verisi olmamasi, desorpsiyon tampon
¢Ozeltisi olarak imidazolun tercih edilmesi ile aciklanabilir. Kolon igerisinden imidazol
gecirildiginde histidin isaretli protein olan GFP nin Ni?* iyonuna afinitesi azalir ve imidazol
yarismaci ajan gibi davranir, GFP ile yer degistirerek Ni?* iyonlarina baglanir. Ni?* iyonu ve
MSA igcermeyen kolonda herhangi bir his-isaretli protein sorbente adsorbe olmadigi i¢in
desorpsiyon verisi ve buna bagli olarak da izolasyon verisi bulunmamaktadir. Ni* iyonu
icermeyen kolonun desorpsiyon verimi %19.8, izolasyon verimi ise %9°dur. Ni?* iyonu ve
MSA igermeyen kolon i¢in yapilan yorum Ni%* iyonu igermeyen kolon i¢in de yapilabilir;
burada da kolon igerisinde herhangi bir segici kromatografik ayrimin yapilmadigi SDS-
PAGE analizlerinden de anlagildig1 iizere sdylenebilir. Sentezlenen standart NiZ*-MSA-
(POSS-MA) kolonunda desorpsiyon verimi %73.9, izolasyon verimi ise %57.3tlir. Yapilan
calisma ile SDS-PAGE analizi sonucunda da goriildiigii iizere Ni?*-MSA-(POSS-MA)
kolonunda GFP bandi saf bir sekilde elde edilmistir. Bu da Ni?* iyonunun His-isaretli protein

olan GFP’ye segici bir etkilesim ile tersinir bir sekilde baglanmis oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.10. Ni%* iyonu ve MSA’nin desorpsiyon ve izolasyon kapasitesi iizerindeki etkisi
(Desorpsiyon ortami: 50 mM PB pH: 7, 0.5 M NaCl, |.Kademe Desorpsiyon Tampon: 10
mM imidazol, I1.Kademe Desorpsiyon Tampon: 25 mM imidazol, I11.Kademe Desorpsiyon
Tampon: 100 mM imidazol) (A) Nikel ve MSA icermeyen kolon (B) Nikel igermeyen kolon
(C) Ni?*-MSA-(POSS-MA) standart kolon SDS-PAGE analiz sonuglar1 (D)
desorpsiyon/izolasyon yiizde verim grafigi
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4.2.5.Histidin Isaretli Proteinlerin Saflastirilmasinda Kullamlan Monolitik Kolonda

Tekrarlanabilirlik Calismasi

Yapilan adsorpsiyon/desorpsiyon ¢aligmalari sonucunda standart kolon Ni?*-MSA-(POSS-
MA) ve baslangi¢ protein konsantrasyonu 1.44 mg/mL olan lizat ile tekrarlanabilirlik
calismas1 yapilmistir. Kolonun tekrarlanabilirlik dongii sonucu 5 adsorpsiyon ve 5
desorpsiyon deneyi yapilarak belirlenmistir. Sekil 4.11°den de goriildiigii lizere, standart
Ni%*-MSA-(POSS-MA) kolununun ilk kullanimindan sonra elde edilen denge adsorpsiyon
GFP miktar1 19.7 pg iken ikinci kullanimdan sonra 17.1 pg, besinci kullanimindan sonra ise
adsorplanan GFP miktar1 9.9 pg’dir. Bu durum 5 dongii sonunda His-isaretli GFP
adsorpsiyonunda %49.8'lik bir azalma demektir. Adsorpsiyon kapasitesindeki bu azalma,
immobilize metal iyonlari ile kuvvetli etkilesim yapan proteinler icin giiglii selat bilesigi
olan EDTA’nin metal iyonlar1 ile ligand tizerindeki baglantiya zarar vermesi ile
aciklanabilir. EDTA’nin kolon igerisinden gegirilmesi sonucunda kolonun immobilize metal
afinite kromatografisinde tekrar kullanilabilmesi igin monolit yapisinin tekrardan Ni?*
iyonlarina doyurulmasi gerekmektedir. Deneyin ayni kosullarda yapilabilmesi i¢in tiim
tekrarlanabilirlik caligmasi ayn1 giin i¢erisinde yapilmistir ve kolondan her dongii sonrasinda
sadece 1.5 saat NiCl, ¢ozeltisinden gegirilmistir. Kolonun her dongiiden sonra Ni?* iyonlar1

ile ayn1 oranda doyurulamamasi sonucu %49.8'lik bir azalma ile tekrarlanabilirlik ¢aligmasi

sonuglandirmstir.
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Sekil 4.11. ilk kullanimda elde edilen denge adsorpsiyonuna (g sorbent basina mg GFP) gére
verilen Ni?*-MSA-(POSS-MA) kolonu icin denge GFP adsorpsiyonunun degisimi
(Desorpsiyon ortami: 500 mM imidazol igeren 50 mM PB pH 7 ve 50 mM EDTA ¢6zeltisi
pH 4.53) (A) Adsorplanan GFP miktar1 dongii grafigi (B) Adsorplanan verimindeki degisim
yiizdesi.
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5. YORUM

Yapilan tez caligmasinda,

Tiyol-metakrilat polimerizasyonu ile tek basamakta MSA-(POSS-MA) kapiler
monolitik kolon sentezlenmistir. Farkli ligand miktar1 ve mikro-makro gozenek
yapict ajan miktart kullanilarak farkli sorbentler sentezlenmistir. Uygun yiizey
alanina ve geri basing degerine sahip monolitik yap1 segilerek daha sonrasinda his-
isaretli protein olan GFP’nin secici ayrimi igin monolitik yapiya Ni?* iyonu
immobilize edilmistir. Boylelikle monolitik yapiya 6zgiinliik kazandirilmastir.
Sentezlenen MSA-(POSS-MA) kapiler monolitik kolonun SEM analizi ile yiizey
morfolojisi, BET analizi ile 6zgiil ylizey alan1 ve gézenek boy dagilimi analizi, EDX
analizi ile monolit yapisindaki atomik bilesimin % dagilimi yapilmistir. SEM
goriintiileri monolit yilizeyinin gézenekli yapida oldugunu, monolitik yapinin kapiler
kolon i¢ ¢eperine tutundugunu ve yapmin kendi igerisinde homojen dagilim
gosterdigini ispatlamaktadir. BET analizi sonucunda MSA-(POSS-MA) monolitik
yapinin 6zgiil yiizey alanmin 143 m?/g, Ni?*-MSA-(POSS-MA) monolitik yapisinin
ise 116 m?/g’dir. Mikro ve makro gbzenek yapici ajanlarin (n-biitanol ve etilen
glikol) kullanilmast nedeniyle monolit dolgu materyali olduk¢a biiylik bir yiizey
alanina sahiptir.

Ni* iyonu immobilize edilmis MSA-(POSS-MA) kapiler monolitik kolonun,
histidin isaretli protein olan GFP’nin E. coli bakteri lizatindan segici bir sekilde
ayrimini saglayabilmesi i¢in farkli deney prosediirleri uygulanmistir.

Ni%* iyonunun protein izolasyonuna etkisini belirleyebilmek icin hem nikel
icermeyen hem de nikel ve MSA igermeyen kolonlar sentezlenmistir. Ni?* iyonu ve
MSA igermeyen kolonun adsorpsiyon kapasitesi %9, Ni?* iyonu igermeyen kolonun
%45.8 ve standart Ni?*-MSA-(POSS-MA) kolonun ise %77.6’dir. Ni* iyonu ve
MSA igermeyen kolonda herhangi bir His-isaretli protein sorbente adsorbe olmadigi
i¢in desorpsiyon verisi ve buna bagli olarak da izolasyon verisi bulunmamaktadir.
Ni%* iyonu icermeyen kolonun desorpsiyon verimi %19.8, izolasyon verimi ise
%9’dur. Sentezlenen standart Ni%*-MSA-(POSS-MA) kolonunda desorpsiyon verimi
%73.9, izolasyon verimi ise %57.3’tiir. SDS-PAGE gbriintiileri de Ni**-MSA-
(POSS-MA) kolonunda GFP bandinin saf bir sekilde lizattan ayrildigini

gostermektedir.
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Akis hiz1 degisiminin protein izolasyonuna etkisini belirleyebilmek i¢in ayn1 protein
konsantrasyonuna (2.1 mg/mL) sahip lizat 2 pL/dk, 4 uL/dk ve 6 uL/dk akis hizinda
kolon igerisinden gegirilmistir. Akis hiz1 2 pL/dk iken adsorpsiyon verimi %61.9,
akis hiz1 4 uL/dk iken adsorpsiyon verimi %77.6, akis hiz1 6 pL/dk iken adsorpsiyon
verimi %54.9’tir. Akis hiz1 2 pL/dk iken desorpsiyon verimi %100, izolasyon verimi
%71.8, akis hiz1 4 pL/dk iken desorpsiyon verimi %73.8, izolasyon verimi %57.3,
akis hiz1 6 pL/dk iken desorpsiyon verimi %52.5, izolasyon verimi %28.9°dir. Akis
hiz1 arttik¢a kolon igerisindeki etkilesim sliresini azaldigi i¢in desorpsiyon ve
izolasyon veriminin diismesi beklenen bir durumdur.

Baslangi¢c protein konsantrasyonu degisiminin protein izolasyonuna etkisini
belirleyebilmek i¢in sentezlenen standart monolitik kapiler kolonlarda 4 pL/dk akis
hizinda, 1.2 mg/mL, 2.1 mg/mL ve 3.5 mg/mL protein konsantrasyonu iceren lizat
ile galisilmistir. Baslangi¢ protein konsantrasyonu 1.2 mg/mL iken adsorpsiyon
verimi %87.6, desorpsiyon verimi %100, izolasyon verimi ise %89.3’tiir. Baslangig¢
protein konsantrasyonu 2.1 mg/mL iken adsorpsiyon verimi %77.6, desorpsiyon
verimi %73.9, izolasyon verimi ise %57.3 tiir. Baslangi¢ protein konsantrasyonu 3.5
mg/mL iken adsorpsiyon verimi %69.6, desorpsiyon verimi %59, izolasyon verimi
ise %41.1 tiir.

Sentezlenen standart Ni?*-MSA-(POSS-MA) kapiler monolitik kolonda 4 puL/dk akis
hizinda, 3.5 mg/mL baglangic protein konsantrasyonunda farkli desorpsiyon
kosullarinda  ¢alisitlmistir. SDS-PAGE  goriintiileri  incelendiginde, eliisyon
bantlarindaki hedef proteinin safligi, imidazol konsantrasyonunun azalmasi ile
artmigtir. Sonug olarak 10 mM + 25 mM + 100 mM imidazol ile yapilan kademeli
desorpsiyon islemi GFP’yi secici olarak ayirmada daha basarili olmustur.
Histidin-isaretli protein olan GFP’nin saflastirilmasinda kullanilan Ni?*-MSA-
(POSS-MA) kapiler monolitik kolonda tekrarlanabilirlik caligmasi, baslangig protein
konsantrasyonu 1.44 mg/mL olan lizat ile 4 uL/dk akis hizinda 5 adsorpsiyon ve 5
desorpsiyon  deneyi  yapilmistir.  Ni?*-MSA-(POSS-MA)  kolununun ilk
kullanimindan sonra elde edilen denge adsorpsiyon GFP miktar1 19.7 ug iken ikinci
kullanimdan sonra 17.1 pg, besinci kullanimindan sonra ise adsorplanan GFP miktar1
9.9 pg’dir. 5 dongii sonunda denge His-isaretli GFP adsorpsiyonunda %49.8'lik bir

azalma gortlmustiir.
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Gelistirilen sorbent ile;

Kati destek materyali (baz malzeme, MSA-(POSS-MA) monoliti), c¢esitli
sorbentlerin ve duragan fazlarin sentezi igin farkli afinite kromatografisi modlarinda
baslangi¢c materyali olarak kullanilabilir.

Sorbentin yiizey alani biyiikligli, gozeneklilik o6zelligi o6zellikle mikroakiskan
sistemlerde siirekli afinite kromatografisi uygulamalari i¢in de uygundur.

Hem geleneksel hem de mikro-sivi kromatografi uygulamalarinda, diger His-etiketli

proteinlerin ¢esitli biyolojik kaynaklardan saflastirilmasina da uygulanabilir.
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