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Penisilin G agilaz (EC 3.5.1.11), endiistriyel siire¢lerde yar1 sentetik
penisilinlerin  {iretiminde  kullanilmaktadir.  Penisilin  agilaz ~ enziminin
saflastirilmasi, yar1 sentetik penisilinlerin ve sefalosporinlerin iiretimine imkan
saglar. Sunulan ¢aligmada, penisilin acgilaz saflagtirilmasi i¢in tekrar kullanilabilir
makrogozenekli kriyojel biyoafinite kromatografi adsorbenti hazirlanmistir.
Kriyojeller makrogdzeneklere sahiptir. Bu ozellikler, kriyojellerin nano-mikro
Olcek araliginda herhangi bir diflizyon sorunu olmaksizin kullanimima olanak
saglamaktadir. Calismada; ilk olarak, 4-aminoantipirin, metakroil kloriir ile
reaksiyona sokularak metakroil amidoantipirin (MAAP) monomeri sentezlenmis
ve elde edilen yap1 FTIR ile karakterize edilmistir. Daha sonra; MAAP ve 2-
hidroksietilmetakrilat (HEMA) komonomerleri polimerlestirilerek poli HEMA-
co-MAAP) kriyojel kolon sentezlenmistir. Hazirlanan kriyojellerin spesifik yiizey
alan1 25.8 ng'l, sisme degeri % 1463.97 olarak bulunmustur. Calismanin ikinci
asamasinda ise MAAP igeren Kriyojel kolonlara sulu ¢o6zeltilerden ve dogal
kaynaklardan penisilin agilaz adsorpsiyonu incelenmistir. Poli(HEMA-co-MAAP)
kriyojellerin maksimum adsorpsiyon kapasitesi 190.2 mgg™ (pH 5.0 ve 2 saat)
olarak bulunmustur. Dogal kaynaklardan penisilin acgilaz saflastiriimasi hizli
protein sivi  kromatografisi (FPLC) ile gergeklestirilmistir.  Penicillium
chrysogenum NRRL 1951, Penicillium crysogenum 807 ve Penicillium
purpurogenum 455 ham ekstraktlarindan penisilin agilaz saflastirma faktorii sirasi
ile 17.89, 54.9 ve 10.0 olarak bulunmustur. Kriyojellerden penisilin agilaz
desorpsiyonu, 1 M NaOH kullanilarak gerceklestirilmistir. Tekrarlanan 6
adsorpsiyon-desorpsiyon  dongiisi  sonucunda  kriyojellerin  adsorpsiyon
kapasitesinde Onemli bir azalma olmadig1 belirlenmistir. Sonuc¢ olarak;
poli(HEMA-co-MAAP) kriyojel, penisilin agilazin hizli, ucuz ve spesifik
saflagtirilmasi i¢in uygun kullanim potansiyeline sahiptir.

Anahtar Kelimeler: Penisilin Agilaz, Afinite Kromatografisi, Enzim
Saflastirmasi, Metakroil amidoantipirin (MAAP),
Kriyojel.
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Penicillin G acylase (EC 3.5.1.11) has been used in the production of
semi-synthetic penicillins in industrial processes. Purification of penicillin acylase
enzyme enables the production of semi-synthetic penicillins and cephalosporins.
In the present study, bioaffinity chromatography adsorbent has prepared for the
purification of penicillin acylase in the form of reusable cryogel which has macro
pores. These characteristics have enabled cryogels to be used in nano-micro scale
range without any diffusion problem. In this study, firstly, methacryloyl
amidoantipyrine (MAAP) monomer has synthesized reacting 4-aminoantipyrine
with methacryloyl chloride and the obtained structure has characterized by FTIR.
Then, poly(HEMA-co-MAAP) cryogel column has synthesized by the
polymerization of MAAP and 2-hydoxyethylmethacrylate (HEMA) comonomers.
The specific surface area and swelling value of prepared cryogels have found to
be 25.8 m’g™ and 1463.97 %, respectively. In the second stage of the study, the
adsorption of penicillin acylase has investigated from aqueous solutions and
natural sources on cryogel columns containing MAAP. The maximum adsorption
capacity of poly(HEMA-co-MAAP) cryogels has calculated as 190.2 mgg™ (pH
5.0 and 2h). The purification of Penicillin acylase from natural sources has
achieved by fast protein liquid chromatography (FPLC). Penicillin acylase
purification factor from the extract of Penicillium chrysogenum NRRL 1951,
Penicillium crysogenum 807 and Penicillium purpurogenum 455 has found to be
17.89, 54.9 and 10.0, respectively. Desorption of penicillin acylase from cryogels
has achieved by using 1 M NaOH. It has been determined that there was no
significant decrease in adsorption capacity of cryogels after 6 adsorption-
desorption cycles. As a result, poly(HEMA-co-MAAP) cryogels have a suitable
utilization potential for fast, cheap and specific purification of penicillin acylase.

Keywords: Penicillin Acylase, Affinity Chromatography, Enzyme Purification,
Methacrloyl amidoantipyrine (MAAP), Cryogel.
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1. GIRIS

Modern Dbiyoteknolojide karsilasilan en Onemli sorunlardan biri
biyomolekiillerin (proteinler, enzimler, hormonlar, antibadiler, antijenler vb),
bulunduklar1 ¢ok bilesenli ortamlardan (kan, viicut sivilari, biyolojik ortamlar vb)
secici olarak kazanilmasi ve saflastirilmasidir. Bu molekiillerin elde edilmesinde
tim maliyetin % 50-80’ini ayirma ve saflastirma islemleri olusturmaktadir
(Denizli 2002).

Biyomolekiillerin saflastirilmasinda, iirin sagliginin yani sira saflastirilan
drliniin  kararliligmi ve aktivitesini uygulanan islemler ile kaybetmemesi
onemlidir.  Son  yillarda  kromatografik  teknikler = biyomolekiillerin
saflastirilmasinda etkili bir bigimde kullanilmaktadir. Bu teknikler arasinda yer
alan afinite kromatografisi yontemi ile biyomolekiiller bulunduklar1 ortamdan
yiiksek saflikta tek basamakta elde edilebilmektedir.

Ticari ve klinik 6nemi olan penisilin agilazlar (EC.3.5.1.11) endiistriyel
proseslerde yari sentetik penisilinlerin iiretiminde kullanilan 6-aminopenisilanik
asit lretiminde kullanilmaktadir. Bakteriyel hiicre duvari {lizerindeki inhibit6r
etkileri, genis antibakteriyel spektrumlar1 ve diisiik toksisiteye sahip olmalar1
nedeniyle penisilinler, diinyada en yaygm sckilde kullanilan p-laktam
antibiyotikleridir (Parmar ve ark 2000). Bu antibiyotiklerin gereginden fazla
kullanim1 direngli patojenlerin gelismesine yol agmaktadir. Giiniimiizde penisilin
gibi antibiyotiklere karsi kazanilan bu direng probleminin iizerinden gelen tek
yontem yar1 sentetik penisilinlerin kullanimidir. Yar1 sentetik penisilinlerin
iiretimindeki kilit nokta, iiretim proseslerinde genellikle penisilin agilaz enzimi
kullanilmas1 nedeniyle enzim saflagtirma basamagidir. Penisilin a¢ilaz’n ticari ve
Klinik biiylik 6neme sahip olmasi enzim saflastirma proseslerinin ticarilesmesine
ve adsorbent gelistirme caligmalarmin artmasina yol a¢gmustir. Penisilin agilaz
saflastirmak amaciyla geleneksel olarak hidrofobik indiiksiyon kromatografisi
(Coulon 2004), immobilize metal afinite kromatografisi (IMAK) (Fitton 2001),
ikili-faz sistemler (Marcos 1999) gibi yontemler ¢alisilmistr.

Bu calismada, penisilin acilaz saflastirilmas1 i¢in tekrar tekrar
kullanilabilir ~ kriyojel formunda biyoafinite kromatografi —adsorbentleri

hazirlanmigtir. Son zamanlarda kriyojeller makro gozeneklere sahip olmalars,
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FPLC sistemlerinde geri basing problemini elimine etmeleri, ucuz ve dayanikli
olmalar1 nedeniyle saflastirma calismalarinda ¢ok Onemli kullanim alani
bulmaktadirlar.

Kriyojeller biyoteknolojideki kullanim potansiyeli nedeniyle polimerik
hidrojellerin yeni bir tiirii olarak kabul edilmektedir. Yiiksek fiziksel ve kimyasal
kararlilik, kolay protein adsorpsiyonu ve desorpsiyonu, diisiik tiretim maliyeti ve
tekrar kullanilabilirlik gibi genel avantajlar1 yaninda genis gozenek boyutu, kisa
difiizyon yolu ve kiiciik basing diismesi gibi ilave avantajlariyla kriyojeller,
protein saflagtirilmasi i¢in oldukga iyi alternatiflerdir. Kriyojellerin osmatik,
kimyasal ve mekanik kararliligi yaninda essiz yapisal Ozellikleri sayesinde,
biyolojik nanopartikiillerin (plasmidler, viriisler, hiicre organelleri) ve hatta tam
hiicrelerin (E. coli) kromatografik ayrilmasinda kullanilmasi miimkiindiir (Dogan
2012).

Biyomolekiillerin saflastirilmasinda biyoligandlarin yerine pseudospesifik
ligandlar kullanilmaya baslanmistir. Pseudospesifik ligandlarin biyoligandlara
gdre bazi avantajlart mevcuttur. Pseudospesifik ligandlarmn afinite sabitleri (10™-
10° M™) disiiktir ve zayif afinite ligand ailesine aittirler. Buna ragmen
elektrostatik, hidrofobik, hidrojen baglar1 ve Van der Waals kuvvetleri gibi
etkilesimlerin toplam etkileri diisiiniildiigiinde secici ve kuvvetli bir etkilesim
gerceklesmektedir. Ayrica bu ligandlar biyoligandlara gore daha kararli olup
yiiksek miktarda ve diisiik maliyette iiretilebilmektedir (Ozkara 2004).

Son zamanlarda penisilin agilaz saflastrmak amaciyla sefaleksin ve
sefahidroksin gibi spesifik ligandlar yerine daha ucuz olmalar1 ve ¢ézlinmemeleri
nedeniyle pseudospesifik ligandlar kullanilmaktadir. Bu tez g¢aligmasinda, 4-
amino antipirin, metakriloil kloriir ile reaksiyona sokularak pseudospesifik MAAP
ligand1 sentezlenmistir. Sentezlenen bu ligand dayanikli olmasi, kolay
coziinmemesi, Ucuz olmasi ve etkili bir eliisyona imkan vermesi gibi avantajlara
sahiptir. Pseudospesifik ligand MAAP, polimerizasyon sirasinda komonomer
olarak kriyojel yapisna sokuldugundan ligand immobilizasyonuna ihtiyag
duyulmamistir. Dolayist ile immobilize ligandlarda goriilen ligand sizmasi

problemi ile karsilagilmamastir.
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Bu c¢aligmanin amaci; pseudospesifik poli(HEMA-co-MAAP) kriyojel
kolonlar1 sentezleyerek sulu ¢ozeltilerden ve ham ekstraktlardan penisilin agilaz
saflastirma etkinliklerinin incelenmesi ve ham ekstrakttan saflastirilan penisilin
acilazin aktivitesinin belirlenmesidir. Kullanilan ligandin penisilin agilazda
bulunan tirozin gibi aminoasitlerle n-n yiik transferi yoluyla etkileserek (Kegili
2006) etkili bir saflastirmaya neden oldugu gosterilmistir. Sentezlenen saflastirma
adsorbentinin yiiksek adsorpsiyon desorpsiyon sonuglariyla tek basamakta etkili

saflastirmaya imkan verdigi gosterilmistir.
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2. GENEL BIiLGILER

2.1. Proteinler

Proteinler, biitiin canli varliklarm en Onemli ve hiicrelerinde en bol
bulunan organik bilesiklerdir. Biitiin biyolojik olaylarda Onemli gorevler
iistlenmiglerdir. Bu fonksiyonlardan en 6nemlileri soyle siralanabilir:

Enzimatik katalizleme: Biyolojik sistemlerdeki kimyasal reaksiyonlarin
hemen hemen tamami enzimlerin olaganiistii katalizleme giicleri sayesinde yiiriir.
Bugiin 2000 civarinda enzim tanimlanmis olup bazi katalitik RNA molekiilleri
hari¢ hepsinin protein yapisinda oldugu ortaya konmustur.

Tasima ve depolama: Bir¢ok kiicliik molekiil ve iyon spesifik proteinler
tarafindan tasmmakta ve depolanmaktadir. Ornegin, oksijen kanda hemoglobinle
taginir, kaslarda ise miyoglobin sayesinde depolanir. Demir kan dolagiminda,
transferrin proteini ile tasmirken, karacigerde ferritin adli baska bir proteinle
kompleks olusturarak depolanir.

Mekanik hareket: Proteinler, kaslarin en basta gelen bilesenidir. Kas
kasilmas1 iki ¢esit lif yapisindaki proteinin kayma hareketleriyle ortaya
¢ikmaktadir.

Mekanik destek: Deri ve kemik dokularinin gerilmeye dayaniklilig1 fibroz
bir bag dokusu proteini olan kollagen tarafindan saglanmaktadir. Yine sag, kil,
tirnak ve penge gibi destek ve koruyucu yapilar a-keratin grubu proteinlerden
olusur.

Koruma: Antikorlar, viicuttaki viriis, bakteri ve diger organizma hiicreleri
gibi  yabanci maddeleri taniyan ve onlara baglanarak dolasimdan
uzaklastirilmalarini saglayan cok spesifik proteinlerdir. Ayrica, kanama aninda
pihtilasmay1 saglayan koagiilasyon faktorlerinin tamami protein yapisindadir.

Sinir iletimi: Spesifik uyarilara karsi sinir hiicrelerinin cevabi reseptor
proteinler aracilifi ile olmaktadir. Mesela, rodopsin, retinal ¢ubuk hiicrelerinin
fotoreseptor (151k algilayici) proteinidir.

Hormonlar: Metabolizma olaylarmin koordineli bi¢imde yiirlimesini
saglayan hormonlarin biiylik boliimii protein yapisindadir. Bunun yani sira biitiin
hormonlar, hedef hiicrelerinde protein yapisinda olan reseptdr molekiillere

baglanarak etkilerini gosterirler.
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Proteinlerin % 50’si karbon, % 7’si hidrojen, % 23’1 oksijen, % 16’s1 azot ve %
4’1 de kiikiirtten ibarettir ve bu maddeler proteinlerin yap1 tagi olan amino asitleri
olustururlar. Bunlarin yanisira fosfor, demir, iyod, bakir ve mangan gibi bazi
elementlerde bir takim spesifik proteinlerde bulunabilirler (Keha ve ark. 2000).
Proteinler, amino asitlerin birbirine baglanmasi sonucu olusur. Bu
baglanma ise bir amino asidin a-karboksil grubu ile bir diger amino asidin o-
amino grubu arasinda bir H,O molekiiliiniin agiga ¢ikmasiyla olusan bir kovalent
bagla gergeklesir. Bu baga peptid bagi adi verilir. Peptid bagi bir ¢esit amid
bagidir. Yan gruplar1 R; ve R, olan iki amino asit arasindaki peptid bagi olusumu

reaksiyonu sdyle gosterilebilir (Ozcan 2007).

Amid (peptid) bag

O (@] /
(@] R
H ‘?‘iOH H 4?;@* | ,/ :
\ N HoN C. OH
N + N - ~N
/ / - H,O \l/ |
H R, H Ra R, H o
Amino asid; Amino asid,

Sekil 2.1. Amid (peptid) bagi genel gosterimi

Peptid bagi rezonans hibridleri arasinda olusan denge nedeni ile kismi ¢ift
bag karakteri tasimaktadir ve herhangi bir kovalent tekli bagdan daha kuvvetlidir.

Her protein molekiiliiniin dogal durumda iken sahip oldugu karakteristik
iic boyutlu formuna konformasyonu denir. Proteinlerin konformasyonu,

aminoasidlerin karsilikl iliskilerine gore dort farkli sekilde ifade edilir.

o (‘r

]
—
c* m _—
R N7 2 - > Rj

T
| H
H

Sekil 2.2. Amid (peptid) baginin kismen kazandig ¢ift bag karakteri

Bunlar; Birincil (primer), ikincil (sekonder), tgiinciil (tersiyer), dordiinciil

(quarterner) yapilaridir (Bahgeci 2002). Peptid ve proteinlerin birincil yapilari,
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birbirlerine peptid baglar1 ile bagli aminoasidlerin olusturdugu diiz zincirden
meydana gelmektedir. Sekonder yap1 lineer diziliste birbirine yakin amino asit
yan zincirleri arasindaki etkilesmeler sonucu meydana gelir. Bu etkilesimlerin
bazilar1 periyodik ve diizenli bir O6zelliktedir. Bir protein zincirinin bazi
bolgelerinin maruz kaldig1r bu yapilanmay1 hidrojen baglari1 olustururken, amino
asitlerinin R gruplarindan kaynaklanan etkilesmeler de bu yapinin proteinin hangi
bolgelerinde olacagint belirler (Keha ve ark. 2000). Hidrojen baglari; ayni
polipeptid zinciri tizerinde gergeklesir ise o heliks, farkli polipeptid zincirleri
arasinda meydana gelir ise p katlanms yap1 olusur (Acar 2006). Tersiyer yapi,
lineer diziliste birbirinden uzak noktalardaki amino asitler arasindaki sterik
etkilesmelerle ortaya ¢ikar. Bir protein zinciri igindeki kararli katlanmalar sonucu,
lineer diziliste birbirlerinden uzakta olan amino asit yan zincirleri bir araya gelir
ve proteinin aktif bolgesini de olusturur. Tersiyer yapida belli bir diizenlilik ve
periyodik sekil goze carpmaz. Disiilfid bagi bu yapiyr daha kararhh hale getirir
(Keha ve ark. 2000). Kuaterner yapiya ise, birden fazla polipeptid zincirine sahip
oligomerik proteinlerde rastlanir. Polipeptid alt birimleri, sekonder ve tersiyer
yapilar1 meydana getiren sterik etkilesmelerle olusan baglar vasitasiyla bir arada

tutulur (Keha ve ark. 2000).

p Katlanmus

(¢) Polipeptid zincirinin 3
katlanmasi

Iki yada daha
(d) fazla polipeptid

Zincirl

Dordiuncil Yap:

Sekil 2.3. Proteinlerin birincil, ikincil, tigtinciil ve dordiinciil yapilarin toplu gosterimi
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2.1.1. Proteinlerin yapisindaki kovalent olmayan baglar
2.1.1.1. Hidrojen baglar

Polipeptidler ana zincirlerini olusturan aminoasidlerin R gruplarinda
birgok proton alicisi (acceptor) ve vericilerine (donor) sahiptir. Ayrica proteinin
bulundugu sulu ¢6zelti ortaminda da oldukc¢a fazla miktarda hidrojen bagi alic1 ve
vericisi bulunmaktadir. Buna bagli olarak hidrojen baglar1 hem polipeptid
zincirlerinin kendi arasinda hem de sulu ¢ozelti ortaminda bulunan elektron alici

ve vericileri ile polipeptid zinciri arasinda hidrojen baglari olugsmaktadir.

Sekil 2.4. Hidrojen bag1 olusumu

2.1.1.2. Hidrofobik etkilesimler

Proteinlerin yapisindaki amino asit yan zincirleri hidrofilik ya da
hidrofobik 06zellikte olabilmektedir. Farkli R gruplarinin sulu ortamdaki
etkilesimleri, proteinin yapisinda ve baglanmasinda olduk¢a Onemli role
sahiptirler. Globular proteinlerdeki kendiliginden katlanma durumu; hidrofilik R
gruplari ile sulu ortam arasindaki Hidrojen bag1 olusturma giicii ile Hidrofobik R

gruplarinin sulu ortamdan itilmesi arasinda olusan dengenin yansimasidir.

Ilolekiller:

Sekil 2.5. Hidrofobik etkilesimler
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2.1.1.3. Elektrostatik kuvvetler

Elektrostatik kuvvetlerden olusan etkilesimler; yiiklii gruplar arasinda ya
da dipol momente sahip gruplar arasinda meydana gelmektedir. Yikli gruplar
arasindaki etkilesim tipik olarak pozitif yiiklii Aspartik asid ya da Glutamik asid

ile Histidin, Lizin ya da Arginin arasinda goriilmektedir.

Sekil 2.6. Elektrostatik kuvvetler sonucu olusan etkilesimler

2.1.1.4. Van der waals kuvvetleri

Van der Waals kuvvetlerinin itme ve c¢ekme kuvvetleri protein
katlanmalar1 ve proteinlerin diger molekiiller ile etkilesimlerinde etkilidir. Van der
Waals ¢cekme kuvveti, yiiksiiz ve baglanmamis durumdaki yakin atomlar arasinda
olusan yiik yogunlugundaki dalgalanma sonucu meydana gelen kisa siireli kismi
kutuplagsma ile olugsmaktadir. Van der Waals kuvveti ¢ok zayif olmasina karsin
etkilesimin ¢ok biiyiik protein molekiillerinde olmasindan dolay1 katlanmalarda ve
diger molekiiller ile etkilesimlerde Van der Waals kuvvetlerinin 6nemi

artmaktadir (Acar 2006).

- + - +
T wF. w7
-+ -+

Sekil 2.7. Van der Waals kuvvetleri sonucu olusan etkilesimler
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2.1.2. Proteinlerin denatiirasyonu ve renatiirasyonu

Proteinin tiglinciil yapisi, ¢evrenin etkisi (sicaklik, ¢esitli ajanlar, yabanci
yiizeyle temas vb.) ile tersinir veya tersinmez olarak degisebilir. Bu degisiklik
“denatiirasyon” olarak adlandirilir. Ugiinciil yapiy1 olusturan bazi ikincil baglarin
kirilmast sonucu tersinir degisimler gdzlenir. Bu tiir degisimde protein
fonksiyonunu kaybeder fakat ¢evrenin etkisi ortadan kalkinca yeniden orijinal ti¢
boyutlu yapiya doner (renatiirasyon) ve fonksiyon gostermeye baslar. Cevrenin
etkisi siddetli ise polipeptit zinciri ikincil diizenini kaybederek katlanmamis
duruma ulasir. Ornegin yumurtanm pisirilmesinde albiiminin denatiirasyonu ile
kat1 hale geg¢mesi tersinmezdir. Ancak, bazi proteinlerin (enzimlerin) bu
durumdan renatiirasyon ile orijinal hallerine donebildikleri belirlenmistir. iki veya
daha fazla polipeptit zincirinin yine ¢ok spesifik bir diizen i¢cinde bir araya
geldikleri durumlarda bu hal s6z konusudur. Eger protein dordiinciil yapiya
sahipse, denatiirasyon sonucu protein alt birimleri birbirlerinden ayrilir ve
kuaterner yapi1 bozulur. Denatiirasyon eger ilimli kosullarda gerceklesmis ise
renatiirasyon ile fonksiyonlarmi geri kazanabilir. Ornegin, hemoglobin tuz
cozeltisi ile etkilestirilirse molekiil iki ayr1 alt birime ayrilir (denatiirasyon).
Diyaliz ile tuz ortamdan ¢ekildiginde ise iki alt birim bir araya gelir ve protein

tekrar fonksiyonel hale gelir (renatiirasyon) (Goziikara 2000).

2.1.3. Proteinlerin siniflandirilmasi

Proteinler farkli sekillerde siniflandirilabilir. Bu siniflandirmalardan biri
yapilarina gore smiflandirmadir (Cizelge 2.1). Yapilarina gore proteinler iki grup

altinda incelenir:

1. Basit Proteinler: Yapilar1 yalnizca proteinlerden olugsmustur.
2. Konjuge Proteinler: Baska molekiillerle kompleks yapmis proteinlerdir
(Keha ve ark. 2000).
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Cizelge 2.1. Yapilarina gore proteinlerin smiflandirilmasi

Protein Yapisal Bilesenleri ve Ozellikleri Ornek

Basit Proteinler
Albuminler Suda ¢6ziniir Serum albumin
Globulinler Suda ¢6ziinmez, HCI'de ¢6ziiniir Serum globulini

Konjuge Proteinler
Niikleik asitlerle kompleks yapmis pyoteinler

Niikleoproteinler kromozomlar

Glikoproteinler Karbohidratlarla kompleks yapmis ) )
proteinler Mukopolisakkaritler

Lipoproteinler Lipidlerle ester yapmis proteinler Serum Lipoprotein

Fosfoproteinler Fosfatlarla ester yapmis proteinler Kazein

Fe-porfirin ile kompleks yapmis gjtokrom-c

Kromoproteinler proteinler

Metalloproteinler Fe, Cu ve Zn ile kompleks yapmis Transferin Seruloplazmin

proteinler

2.2. Enzimler

Enzimler doganin katalizorleri olarak diistiniilmektedir. Giliniimiizde
bircok enzim biyolojik malzemelerin fermantasyonu ile {iretilip farkli substrat
0zgiilliigii olan binlerce enzim bilinmektedir; fakat bunlardan ¢ok azi saf halde
elde edilip kristalize edilmistir.

Enzimlerin sagladigi yararlar, substrat 6zgiilliigii, 1liml reaksiyon kosullari
ve diisiik proses atigidir. Bu, dogru enzimin secilmesiyle hangi iirlinlerin
iiretilecegini kontrol ederek ve istenmeyen yan reaksiyonlari en aza indirerek
miimkiin olabilir. Mikroorganizma kaynakli enzimler, uygulama alanlari, yiiksek
verimlilikleri, genetik degisime gosterdikleri uyum ve mikroorganizmalarmn ucuz
besi ortamlarinda hizli biiylimesi gibi 6zelliklerinden dolay: bitkisel ve hayvansal
kaynakli enzimlerden daha kullanighdir.

Diinyadaki mikroorganizmalarin sadece yaklasik % 2’si enzim kaynagi

olarak degerlendirilmektedir. Bakteri tiirleri, yiiksek aktivite sergilemeleri, notiir

10
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veya alkali pH’larda iiremeleri ve sicakliga dayanikli olmalar1 nedeniyle daha ¢ok
tercih edilmektedir (Hasan ve ark. 2006).

Enzimler giinliik yasantimizda 6nemli rolii olan maddeler haline gelmistir.
Bugiin enzimlerden; gida, ila¢ ve kimya endiistrisinde, dericilik, boya ve temizlik
maddeleri tiretimi gibi 6zel konularda, biyoloji ve biyoteknoloji bilim dallarinda,

tip, tarim ve veterinerlik alanlarinda yaygin olarak yararlanilmaktadir.

2.2.1. Enzimlerin genel 6zellikleri ve molekiiler yapilar

Enzimler ¢ok etkili ve spesifik katalizorlerdir. Enzimlerin, diger kimyasal
katalizorlere gore birgok {stiinliikleri bulunmaktadir. Enzimlerin kimyasal
katalizorlerden en 6dnemli farki spesifik olmalaridir. Genel olarak enzimler belirli
maddeler arasindaki Dbelirli reaksiyonlar1 katalize ederler. Biyokimyasal
katalizorler, reaksiyon hizini 1020’ye kadar artirirken, diger katalizorler 10%--10%e
kadar arttirabilmektedir.

Enzimler yalnizca canli hiicreler tarafindan sentezlenir. Bu enzimlerin bir
kismi hiicre iginde kalir ve burada fonksiyon gosterir. Bu tip enzimlere
“intraseliiler’” (hiicre i¢i) enzimler denir. Bazi enzimler ise hiicre iginde
sentezlendikten sonra hiicre digina salinir ve burada fonksiyon gosterir. Bunlara
da “‘ekstraseliiler’’ (hiicre dis1) enzimler denir.

Bazi1 enzimler benzer yapida bir grup substrata etki ederken bazilari tek
molekiil tiirii tizerine etki eder.

Birbirine ¢ok benzeyen maddeleri, hatta ayn1 maddenin stereoizomerlerini

bile donilistime ugratmazlar. Bu yiiksek segicilik sayesinde en basit bir hiicrede
bile ayni1 anda binlerce biyokimyasal reaksiyon meydana gelmektedir.
Enzim tarafindan degisiklige ugratilan maddelere ‘‘substrat’ denir. Substratlar
enzimde ‘‘aktif merkez’> denilen 6zel bir bolgeye baglanirlar. Polipeptit zincirinin
belirli kisimlarmnin 6zel katmanlari ile olusan bu aktif merkez, katalitik aktiviteden
sorumludur.

Enzimlerin tiimii protein yapisindadir. Enzimler yapisinda protein diginda

yabanct madde igerip icermemesine gore gruplandirilabilmektedir:

11
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- Baz1 enzimler yalnizca proteinden yani aminoasitlerden olusmuslardir.
Bu tip enzimlerde protein yap1 hem spesifiklikten hem de katalitik aktiviteden
sorumludur. Ornek olarak; amilazlar, pepsin, tripsin, iireaz verilebilir.

- Baz1 enzimlerin yapisinda proteinin yanisira organik veya inorganik
maddeler yer almaktadir. Protein yapisinda olmayan bu maddelere ‘‘kofaktor’” adi
verilmektedir.

- Kofaktori ile birlesmis ve aktif halde bulunan enzimlere ‘‘haloenzim’’
ad1 verilmektedir. Haloenzimin protein kismina ise ‘‘apoenzim’’ denilir.
Apoenzimlerin protein yapisindaki aminoasit tiirleri ve dizilisleri her enzimde
farklilik gostermektedir. Bu nedenle enzimin 6zelligini ve 6zgiilliinii belirleyen
kisim apoenzimdir. Apoenzimler tek baglarma aktivite gosteremezler, ancak
koenzimle birlikteyken katalitik aktivite kazanirlar.

Kofaktorler; inorganik iyonlar ve koenzimler olarak gruplandirilabilirler.

Koenzimler; Bazi enzimler tek baglarina da aktivite gosterebilirken biiyiik
bir ¢ogunlugunun aktivite gosterebilmesi icin baska molekiillerle kompleks
olusturmas1 gerekmektedir. Bu maddelere ‘‘koenzim’’denir. Koenzimler metal
iyonlar1 veya vitamin yapisinda veya bu yapiya benzeyen organik molekiiller
olabilir. Koenzimler; reaksiyon sirasinda enzimin aktif merkezine gevsek olarak
baglanirlar ve aktivite sonunda enzim molekiiliinden ayrilirlar. Ornegin;
Nikotinamid adenin diniikleotid (NAD"), bircok yiikseltgenme-indirgenme
tepkimesinde yer alan bir koenzimdir.

Asagidaki tepkimeye gore koenzim kinetik olarak ikinci bir substrat gibi
davranmakta ve indirgenerek reaksiyondan NADH seklinde farkli bir {iriin olarak

ortaya ¢ikmaktadir.

Alkol dehidrogenaz

CH3CH,0OH + NAD® <(——> CH3CHO + NADH + H*

Alkol Aldehit

12
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inorganik iyonlar ise; kofaktdr olarak gérev iistlenen katyonlar (Ca*?,
Mg*?, Zn*?, Fe*?, Cu*?, Co*? Ni*?, Na*, K* vb.) ve anyonlar (CI', Br, F, I" vb.)
dir.

Alman Kimyact Emil Fischer 1894 yilinda Anahtar-Kilit ve Enzim-
Substrat iligkisini ortaya koymustur.

Enzimler genellikle sustratlardan daha biiyilk molekiillerdir. Enzim
molekiili tizerindeki kofaktér ve koenzimlerin yer aldigi, enzim-substrat
kompleksinin sekillendigi dar bir bolge aktif merkezi teskil eder.

Enzim molekiilii 6zel bir cep igerir; bu aktif bdlge olarak tanimlanir. Aktif
taraf substrati baglayarak enzim-substrat kompleksi olusturur. Enzim iirin
yapisina ¢evrilir ve sonra liriinden enzim ayrilir.

Bir enzimatik reaksiyon su sekilde ger¢eklesmektedir:
E+S - SE—>E+P
Bu tepkimeye gore enzim substrati ile birleserek bir ES kompleksi

olusturmakta, daha sonra da bu ES kompleksinden {iriin olugsmakta, enzim ise

reaksiyon ortaminda tekrar serbest hale gegmektedir.

O em e

Enzim Substrat Enzim-Substrat Kompleksi

Sekil 2.8. Anahtar-Kilit modeli

Aktif merkezin bazi 6zelikleri

- Aktif merkez enzimin protein kisminda yer alir.

- Aktif merkez belirli ¢esit, say1 ve diziliste aminoasitlerden olusmustur.

- Substrat aktif merkeze H-baglari, Van-der Waals ve elektrostatik
giiclerle ¢ok zayif olarak baglamaktadir.

- Bazi1 enzimlerin birden fazla aktif merkezi olabilmektedir.

13



@ ANADOLU UNIVERSITESI

- Aktif merkez enzimin toplam hacminin ¢ok kiigiik bir bolimiinii

olusturmaktadir.

2.2.2. Enzim aktiflik birimleri

Enzimler, biyolojik ortamda c¢ok az miktarda bulunduklar1 ic¢in
miktarlariin 6l¢iimii ¢ok zordur. Ancak aktiviteleri 6l¢iilebilir.

Bir enzimin aktivitesini ¢esitli yollardan ifade etmek olasidir. Ornegin, 1
mg enzim proteini tarafindan birim zamanda meydana getirilen absorbans
degisikligi bir birim olarak ifade edilebilir. Fakat diinya genelinde, elde edilen
sonuglar1  karsilastirabilmek i¢in daha standart bir birim tanimlamasi
gelistirilmistir. Bu uluslarasi iinite (International Unit; [U) veya enzim {initesi
olarak ifade edilmektedir.

Enzim iinitesi: Optimum sartlarda, bir iinite enzim, bir dakikada 1pmol iirliniin
olusumunu (veya 1umol substratin doniistimiinii) katalizleyen enzim miktaridir.
Spesifik aktivite: Bir enzimin aktivitesini tanimlamak i¢in kullanilan diger bir
birim de spesifik aktivitedir. Bir enziminin spesifik aktivitesi, 1 miligram protein
basina diisen enzim initesinin sayisidir. Spesifik aktivite, enzim iinitesi/mg
protein olarak hesaplanmaktadir.

Saf bir enzimin spesifik aktivitesi sabittir ve o enzime 6zgii bir degerdir.
Spesifik aktiviteden yola ¢ikarak enzim {initesini miligram olarak tanimlamak da

miimkiindiir (Esitlik 2.1).

tinite/spesifik aktivite( tinite/mg) = miligram enzim (2.1)

Spesifik aktivite kavrami 6zellikle bir enzimin safligini kabaca tanimlamak
icin kullanilan bir dlgiittiir. Ornegin, ham 6ziitlerdeki yiiksek protein derigiminin
ancak kiiciik bir kismm ilgilendigimiz enzime ait protein olusturmaktadir.

Bu nedenle 6l¢ctim yapildiginda oldukca yiliksek bir enzim iinitesi elde
etmek olasidir, fakat bu durumda enzimin spesifik aktivitesi diisiik olacaktir.
Enzimi saflastirdik¢a soliisyondaki enzim {initesi sabit kalirken, protein derisimi
diisecegi icin spesifik aktivite yiikselecektir. Enzim en yiiksek safliga eristiginde

spesifik aktivite sabit bir degere ulasacaktir.
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Katal: Enzim aktivitesi birimi olarak iinite terimi gliniimiizde yaygin olarak
kullanilmakla beraber, Uluslararasi Biyokimya Birligi, Enzim Alt Komisyonu
tarafindan Onerilmis bir birim de katal (Kat)’dir. Optimum sartlarda 1 katal, 1
saniyede 1 mol substrati iirline doniistiiren enzim miktaridir. Katal, tanimindan da
anlagilacagi gibi, biiyiik 6lgekli bir birimdir ve bu nedenle aktiviteleri tanimlamak

icin nanokatal ve pikokatal birimleri ¢cok daha kullanighdir.

2.2.3. Enzim aktivitesini etkileyen faktorler

Enzim aktivitesini ortamin pH’1, sicaklik, enzim derisimi, substrat

derisimi, zaman, inhibitor, ¢esitli iyonlarin derisimi ve 6zellikleri, 151k ve diger
fiziksel faktorlerin etkisi gibi etkenler etkiler.
Ortam pH’1: Enzimler katalitik etki gosterirken ortamin hidrojen iyonu
derisimine bagli olarak aktiviteleri degismektedir. Bazi enzimler diisiik pH
seviyelerinde (asit ortamda) daha aktif olmakla beraber, bazilar1 ise yiiksek pH’I1
ortamlarda (bazik ortamda) aktiftirler. Fakat ¢ogunlukla enzim aktivitesi notral
ortamlarda en fazla olmaktadir.

Enzimin maksimum aktivite gosterdigi pH’a o enzimin optimum pH’1 ad1
verilir. Enzimatik calismalarda pH’1 optimumda sabit tutmak veya en azindan
hidrojen iyonu derisimini elverisli durumda tutmak igin tamponlar kullanilir.
Optimum pH, kullanilan tamponun cinsine, 6zel substratin yapisina ve enzimin
elde edildigi kaynaga baghdir.

Sicakhk: Sicaklik enzimatik reaksiyonlar1 da diger reaksiyonlarda oldugu gibi
hizlandirir. Her 10°C sicaklik artmasina karsilik enzimatik reaksiyonun hizi 2 kat
kadar artmaktadir. Ancak enzimler protein yapili olduklarindan belli bir sicakligin
iizerinde dayanikliligini yitirerek denatiire olurlar. Enzimin maksimum aktivite
gosterdigi sicakliga optimum sicaklik adi verilir.

Enzim derisimi: Enzimatik reaksiyonun hizi, enzimin substratina doygun oldugu
kosullarda enzim derigimine bagl olarak artmaktadir. Ortamdaki enzim molekiilii
ne kadar ¢oksa reaksiyon o kadar hizli yiiriir. Enzimin hiicrede lokalize oldugu
yerde yeterince substrat bulunmadigi i¢in reaksiyon o derece yiiksek diizeyde
meydana gelmez. Substratin bol oldugu kosullarda enzim derisimi reaksiyon hizi

ile dogru orantilidir.
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Substrat derisimi: Substrat derisimi reaksiyon hizini belli bir siire lineer olarak
artirmaktadir. Enzim substratina karst doygunluga ulastifinda reaksiyon hizi
degismeden devam eder (Sekil 2.9). Bu durumda enzim maksimum hiz ile
calistyor demektir. Maksimum hiz Vmax ile gosterilir. Enzim maksimum hiz ile
calisirken enzim molekiillerinin yarisma bagli substrat derisimine Michaelis-
Menten sabiti (Km) denilmektedir. Enzimin substratina ilgisi ne kadar fazla ise
Km degeri o kadar kiigiiktiir.

Vmax/2 |-—- -4 WV =Vmax/2

Km [S] (Substrat derisimi)

Sekil 2.9. Enzimatik reaksiyonun hizi {izerine substrat derisiminin etkisi

Zamanin etkisi: Bir enzim reaksiyonun hizi belirli bir zamanda {iretilen {irtiniin
miktar1 ile belirlenmektedir. Bir enzim tarafindan katalize edilen bir reaksiyon
stirerken reaksiyonun hizi giderek diiser. Bunun nedeni reaksiyon devam ederken
olugan iirlinlerin aralarinda birleserek aksi yonde bir reaksiyon olusturmalari,
enzimin zamanla inaktive olmasi, reaksiyonu onleyen maddelerin tesekkiil etmesi
ve substratin tiikenmesi gibi faktorlerdir. Bu faktorlerin etkilerinin ortadan
kaldirilmast i¢in enzim g¢aligmalar1 ¢ogunlukla substratin yaklasik % 10'unun
sarfedildigi reaksiyonun baslangic asamasinda gerceklestirilir.

Inhibitér: Inhibitorler, enzimatik tepkimelerin hizin1 azaltan maddelerdir.
Inhibitdrler, substratin enzimin aktif merkezine baglanip, enzim-substrat

kompleksinin olusumunu dnlerler (Oztan 2007).
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2.2.4. Enzimlerin siiflandirilmasi

Enzimler kullanildiklar: substratin veya katalizledikleri reaksiyon tipine
gore adlandirilmaktadir. Enzimin etkiledigi substrat ve reaksiyon tipi —az eki
getirilerek adlandirilmistir. Ancak son zamanlarda bu sekilde adlandirilmalari
onemini kaybetmistir. Yeni kesfedilen ve sayilari giinden giine artan enzimler
Uluslar arast Biyokimya Birligi tarafindan yeni bir adlandirilmaya ve

smiflandirilmaya tabi tutulmustur. Buna gore enzim smaiflar1 asagidaki gibidir.

1- Oksidorediiktazlar
2- Transferazlar

3- Hidrolazlar

4- Liyazlar

5- Izomerazlar

6- Ligazlar (Sentetazlar)

Yeni siniflamada enzimlere 4 numara verilmektedir. ik numara enzimin
alt1 smiftan hangisine ait oldugunu, ikinci numara etki ettigi kimyasal yapiy1 veya
fonksiyonel grubu, li¢ilincli numara akseptorii, dordiincii numara ise belli bir
smifta enzimin aldigi sira numarasini gostermektedir. Sekil 2.10°da penisilin

acilaz (PA) enziminin kodlandirilmasi gosterilmistir.

I
L Enzim sira numarasi
Liner amidler
Alt sinifi ve etkiledigi bag tord

Sinifi

Siniflamasi
Enzim

Sekil 2.10. Penisilin acilaz enziminin kodlandirilmasi

Oksidorediiktazlar: Redoks reaksiyonlarimi katalizler. Bu smif enzimlerin

substratlar1 genellikle elektron ve hidrojen vericidir. Dehidrojenazlar ve
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rediiktazlar bu gruptandir. Oksijen, elektron veya hidrojen alicist ise bu durumda
oksidazlar olarak isimlendirilirler. Alkol- dehidrojenaz, rediiktaz, tirosinaz bu
grubun ornekleridir.

Transferazlar: Verici iizerindeki bir fonksiyonel grubun alici substrat
molekiiliine taginmasini katalizleyen enzimlerdir. Amino-transferazlar, CoA-
transferazlar bu grubun 6rnekleridir.

Hidrolazlar: Ester, glikozid, peptid, C-N, C-C, C-X, P-N, asit anhidrit baglarin
hidrolizini katalizleyen enzimlerdir. Lipazlar, fosfatazlar, penisilin agilazlar bu
grubun ornekleridir.

Liyazlar: Cift bag olusumunu ve ¢ift baga katilma reaksiyonlarmi katalizleyen
enzimlerdir. Dekarboksilazlar, aldolazlar, dehidratazlar bu grubun 6rnekleridir.
Izomerazlar: Molekiilin geometrik veya yapisal cevrilmesini katalizleyen
enzimlerdir. Aminoasit rasemazlar, glukozfosfat-izomerazlar, yag asidi cis-trans
izomerazlar, fosfogluktomutazlar bu grubun 6rnekleridir.

Ligazlar: ATP’nin AMP ve PPi’ye pargalanmasindan agiga ¢ikan enerjiden
yaralanarak iki molekiilii birbirine baglayan enzimlerdir. Aminoasitleri aktive
eden enzimler, a¢ilCoA — sentetazlar bu grubun Ornekleridir. (Whitaker 1994,
Wong-Dominic 1995)

2.3. Penisilin G Agilaz Enzimi (PA)

B-laktam antibiyotiklerde bulunan p-laktam c¢ekirdegi ile bir karboksil
grubu arasindaki amit bagmi kesebilen ilk enzim 1950’lerde tanimlanmustir.
Penisilin G agilaz olarak adlandirilan bu enzimin, on yil sonra, ters reaksiyon
(kondensasyon)  yoluyla  PB-laktam  antibiyotiklerini  sentezleyebilecegi
belirlenmistir. Gegen siiregte, ¢esitli prokaryotlarda benzer aktivite gosteren ve

farkli substrat 6zgilliigiine sahip bir¢ok enzim bulunmustur (Polderman-Tijmes,
2004)

Penisilin agilaz ilag endiistrisi i¢in olduk¢a Onemlidir (Jaiprakash ve
ark.1997). Penisilin G agilaz (EC 3.5.1.11) endiistriyel siireglerde yari sentetik
penisilinlerden olan, 6-aminopenisilanik asit (6-APA) ve 7-amino-3-deasetoksi
sefalosporanik asit (7-ADCA) iiretiminde kullanilmaktadir. 6-APA ve 7-ADCA
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alkalin pH (7.5-8.5) degerlerinde {iiretilirken yar1 sentetik penisilinler asidik veya
notral pH (4.0-7.0) degerlerinde tiretilir. Penisilin G agilaz degisik metotlarla; bira
mayasi, bakteri ve kiif mikroorganizmalar1 kullanilarak iiretilmekle birlikte
cogunlukla Escherichia coli bakterisinden iiretilmektedir. Rekombinant E.coli
kullanmak penisilin iiretiminde karsilasilan glukoz, fruktoz, laktoz ve diger
karbon kaynaklarmim katabolik baskilamasi gibi degisik problemleri elimine eder
(Kheirolomoom 2001). ilk olarak Penicillum chrysogenum Q176°dan izole edilen
penisilin acilazlar, cesitli Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler, aktinomiset,
filament6z fungi ve mayalarin da dahil oldugu bir¢ok mikroorganizma tarafindan
iretilmektedir. 1950’lerde kesfedilislerinden bu yana, cok biiylik miktarlarda
iretilen penisilin agilazlar, ilag endiistrisinde yaygm olarak kullanilmaktadir

(Vandamme ve Voets 1974).

Ticari ve klinik biiylik 6nemi olan Penisilin acilazlarin saflastirilabilir
olmas1 yar1 sentetik penisilinlerin ve sefelosporin iiretimi icin kullanilan
proseslerin ticarilesmesine imkan vermistir. Bu teknolojlerdeki anahtar nokta, -
laktam amid bagmi kirmadan muhafaza ederek yan zincirdeki amid bagini segici
olarak hidroliz eden penisilin agilazin bulunabilmesidir. Yar1 sentetik penisilinler
cephalosporinler 2000 yilinda 45000 tonu asan ve diinya ¢apinda giderek artan
antibiyotik lretiminin % 65’ine karsilik gelmektedir (Kasche ve ark.1990).
Penisilin agilazin adlandirma terminolojisi substrat spesifitesine dayanir. Penisilin
acilazin kesfinden 40 yil gegmesine ragmen 6-APA {iretim teknolojisi rekabet
giiciinden dolay1 degerini biiyiik oranda korumaktadir. 6-APA iiretiminde basarili
olmak icin penisilin acgilaz ve penisilin {retimindeki gelismeler birlikte
diigiiniilmek zorundadir. PenG/PGA kombinasyonunun iretimi ve uzun tarihi

bugiin onu PenV/PVA ikilisinden {istiin yapar (Jaiprakash ve ark. 1997).

Escherichia coli, Kluyvera citrophila, Providencia rettgeri ve Alcaligenes
faecalis gibi gram-negatif bakterilerin PA’1 periplazma ¢evresinde birikir.
Bakteride PA’mn rolii henliz net olmamasmna ragmen, bakteri serbest yasama
modunda iken karbon kaynagi olarak kullanilabilen fenil asetik asit (PAA)’nin
jenerasyonu i¢in PA’m zorunlu oldugu 6nerilmistir. E.coli iginde PA’1 kodlayan

genin 4-hidroksifenil asetik asit’in bozunma yolunu kodlayan bir gen dizisinin
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yanma yerlesmis oldugu bilinmektedir. Bundan dolay1 PA’m bozunma yolunda
reaktant olan fenil asetilat bilesiginin saglanmasinda zorunlu oldugu

diistiniilmektedir (Rajendhran ve Gunasekaran 2004).
2.3.1. PA’min molekiiler ozellikleri

Heterodimerik bir protein olan E. coli penisilin agilazi 209 amino asitlik a-
alt birimi ve 557 amino asitlik B- alt biriminden olusur. Aktif bolge bu iki alt
birimin rezidiilerinin birbirine gecerek olusturduklar1 konik bir ¢ukurun dibine
yerlesmistir. E. coli olgun PA’s1 86 kDa biiyiikliigiinde olup, periplazmik alana
yerlesmistir (Mclanahan 2003).

Bu enzim, penisilin G’nin p-laktam g¢ekirdeginin birincil amino grubu ile
fenilasetik asidin (PAA) yan zincirinin karboksil grubu arasindaki amit bagimni
hidrolize eder. Ayni sekilde, sefalosporin agilazlar da sefalosporinlerin (3-laktam
cekirdegi ile alifatik yan zincirleri arasindaki amit bagini hidrolize ederler (Sio ve

Quax 2004).
Penisilin G acgilaz kesim bolgesi

R s

OO/—\N
COOH

beta - laktamaz kesim bdlgesi
Sekil 2.11. Penisilin G agilaz molekiilii tizerinde penisilin agilaz ve beta-laktamaz kesim bolgeleri

Penisilin agilazin katalize ettigi hidroliz reaksiyonunun {iriinii 6-APA ve
PAA dir (Sekil 2.12). 6-APA biitiin dogal penisilinlerin yapisinda bulunan
cekirdegi olusturur. Hidroliz reaksiyonu sonucu olusan bu c¢ekirdek endiistriyel

slirecte, yar1 sentetik penisilinlerin baslangic bilesigidir.
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Penisilin G =
o =

COOH
1 Penisilin G Acilaz

Al |
i =

Fenilasetik asit (PAA)

6-APA

Sekil 2.12. Penisilin G substratinin, penisilin G agilaz enzimi araciligiyla, 6-APA ve PAA’ya
hidrolizi (McLanahan 2003)

Penisilin acgilaz amit ya da ester baglarinin karbonil karbonlarma
niikleofilik atak gergeklestirmesi yoniinden serin proteazlara benzemekle birlikte,
katalitik merkezinde, serin proteazlarda bulunan katalitik t¢lii yerine, tek bir
amino asitin yer almasiyla farklilik gosterir. Bu amino asit, B alt biriminin N-
ucunda bulunan Serin Bl rezidiisiidiir. Bu 6zelligi nedeniyle penisilin agilaz, “N-
ucu niikleofil hidrolazlar” (Ntn-hidrolazlar) tist ailesine dahil edilir (Giordano ve
ark. 2006; Arroyo ve ark. 2000)

Hidrolitik enzimlerin yeni bir yapisal iist sinifin1 olusturan Ntn hidrolazlar,
otokatalitik olarak aktive edilmis enzimi olusturmak {izere, translasyon sonrasi
islemlere ugrarlar. Ntn-hidrolazlar, aktif bolge etrafinda ortak bir katlanma seklini
paylasan ve N-ucunda katalitik bir serin, sistein ya da treonin rezidiisiinii iceren
enzimleri kapsar. Bu N-ucundaki rezidii bir niikleofil ve katalitik baz olarak islev
gorlir. Bu niikleofilin reaktifligi, hemen yakininda bulunan amino asit
rezidiilerinden etkilenir. Enzimlerin bu {ist ailesinin iiyeleri yalnizca benzer bir
olusum siirecini degil ayn1 zamanda benzer bir tiglinciil yap1y1 da paylasirlar. Ntn-

hidrolazlarin karakteristik katlanmasi, dort tabakali katalitik olarak aktif affa
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cekirdeginden olusur. Bu ¢ekirdek yapist birbirinin karsisina paketlenmis iki
antiparalel B tabakasit ve bunlarin her birinin antiparalel o heliks tabakalariyla
ortiilmesinden olusur. Bu ailenin bilinen iiyeleri; penisilin G agilaz, penisilin V
acilaz, II. Siif glutamin amidotransferazlar, proteozom [ alt birimi ve
glikozilasparajinazdir. Sefalosporin agilazlarin da bu Ntn-hidrolaz siiper ailesinin

bir tiyesi oldugu diistiniilmektedir (Oinonen ve Rouvinen 2000; Oh ve ark. 2004).

Sekil 2.13. Karakteristik Ntn-katlanmasi ve aktif bolgedeki serin rezidiisiiniin yapist (McLanahan
2003)

PA, Ntn-hidrolazlarda tanimlandig1 sekilde, E. coli sitoplazmasinda tek
zincirli bir onciil molekiil olarak sentezlenir. Bu onciil 26 amino asitlik bir sinyal
dizi ile 54 amino asitlik baglayic1 bir peptit igerir. Sinyal dizi, preproenzimi
periplazmaya yonlendirir. a ve B zincirleri arasindaki ara peptit ise aktif bolgeyi
bloke eder. Ara peptitin, ayn1 zamanda, proteinin son katlanmasini etkiledigi de
disiiniilmektedir. Sinyal peptit ve ara peptitin otokatalitik olarak uzaklastirilmasi
sonucunda E. coli periplazmasinda enzimin olgun/aktif sekli olusur (Mclanahan
2003; Mcvey ve Walsh 2001).

2.3.2. PA’nin siniflandirilmasi ve mikrobiyal kaynaklari

PA’lar; penisilin amidaz, penisilin agilaz, penisilin amidohidrolaz,
penisilin agiltransferaz, penisilin deagilaz ve penamidaz gibi farkli isimlerle
adlandirilirlar.  Penisilin  agilaz (E.C.3.5.1.11) penisilin agilazlara Enzim

Komisyonu tarafindan verilen resmi ad olmakla birlikte, resmi olmayan isimleri,
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“penisilin agilaz ve penisilin amidaz”, yaygin olarak kullanilmaktadir (Parmar ve
ark. 2000).

Penisilin agilazlar substrat tercihlerine gore simiflandirilirlar.

I. smif penisilin agilazlar (Penisilin V agilazlar); fenoksimetil penisilin
(penisilin V)’1i hidrolize ederler.

II. siif penisilin agilazlar (Penisilin G agilazlar); benzil penisilin (penisilin
G)’1 hidrolize ederler.

III. smif penisilin agilazlar (Ampisilin acilazlar); ampisiline karsi
etkilidirler. ~ Giinlimiizde, ampisilin agilazlar, a-amino asit ester hidrolazlar
(AEH’ler, EC 3.1.1.43) olarak siniflandirilmaktadir (Skrob ve ark. 2003).

Penisilin G acilazlar; secici olarak fenilasetil yan zincirine sahip
penisilinleri (penisilin G) hidrolize ederler ve genis bir substrat 6zgiilliigiine
sahiptirler. Penisilin G agilazlar; Alcaligenes faecalis, Arthrobacter viscosus,
Bacillus megaterium, Escherichia coli, Kluyvera citrophila ve Providencia
rettgeri gibi birgok bakteride bulunur. f-laktam agilazlarin en ¢ok bilinen ve
endiistride yaygim olarak kullanilan tiyesi E. coli ATCC 11105 penisilin agilazidir.

24 ve 64 kDa agirliginda iki farkl alt birimden (heteromer) olusan E. coli
penisilin agilaz1 periplazmik bir proteindir (Skrob ve ark. 2003).
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Sekil 2.14. a) PA onciiliiniin ikincil yapisi. Sinyal dizi mavi, ara/baglayict peptit yesil (aktif
bolgeyi bloke etmis), o ve B alt birimlerini olusturacak amino asit dizileri sirasiyla
kirmiz1 ve sar1 renkler ile gosterilmistir. b) Olgun/aktif PA’nin ikincil yapist. o zinciri:
kirmuzi. B zinciri: sar1. Aktif bolge rezidiisii Ser B1 ise her iki sekilde de mor renk ile

gosterilmistir (McLanahan 2003)

Penisilin V agilazlar; secici olarak penisilin V’yi hidrolize eder ve
Achromobacter sp. NCIB 9424, Actinoplanes sp., B. megaterium, B. sphaericus,
Cryptococcus sp., Erwinia aroideae, Fusarium sp., Micrococcus ureae,
Penicillium chrysogenum, Pleurotus ostreatus, Pseudomonas acidovorans,
Rhodotorula glutinis ve Streptomyces lavendulae gibi bakteri, maya ve mantarlar
da dahil birgok mikroorganizmada bulunur.Bu tip agilazlarin molekiiler agirlig1
83.2 kDa’dan (Fusarium sp. SKF 235), 140 kDa’a (Bacillus sphaericus) kadar
degismekte olup Fusarium sp. SKF 235 penisilin agilazi monomer iken, Bacillus
sphaericus agilazi tetramerdir. Optimum pH degerleri 5.6 ile 8.5 arasinda degisir.
Penisilin V acilazlar bir¢ok mikroorganizmada hiicre i¢i enzim olarak {retilir
(Polderman ve Tijmes 2004).

Ampisilin acilazlar; a-amino asit ester hidrolazlar (AEH); yalnizca
ampisilin ve sefaleksin gibi a¢il grubunun a-karbon atomunda serbest bir amino

grubu iceren P-laktam antibiyotikleri hidrolize edebilir. AEH’ler; Pseudomonas
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elanogenum IFO 12020, Acetobacter turbidans ATCC 9325 ve Xanthomonas citri
IFO 3835 de bulunur (Skrob ve ark. 2003).

Penisilin agilaz; Escherichia coli, Kluyvera citrophila, Alcaligenes
faecalis, Providencia rettgeri gibi Gram negatif bakterilerde periplazmik alanda
birikirken, Arthrobacter viscous, Bacillus megaterium gibi Gram pozitif
bakterilerde hiicre disina salgilanmaktadir. Bununla birlikte, bir Bacillus sp.
soyunda hiicre i¢i penisilin agilazin varhigi da rapor edilmistir (Rajendhran ve
Gunasekaran 2004).

Cizelge 2.2. Penisilin G agilazin mikrobiyal kaynaklar1 (Rajendhran ve Gunasekaran 2004)

Organizma Enzim yerlesimi Protein alt birimleri

a (kDa) B (kDa)
Escherichia coli periplazmik alan 23.8 63.4
Kluyvera citrophila periplazmik alan 23.6 61.7
Providencia rettgeri periplazmik alan 23.7 62.2
Alcaligenes faecalis periplazmik alan 23 62.7
Arthrobacter viscous hiicre dis1 24.3 61.4
Bacillus megaterium hiicre dis1 24.2 61.4
Bacillus sp. hiicre igi belirlenmedi

2.3.3. PA’nin biyoteknolojideki uygulama alanlan

Cesitli farmasotik tiriinlerin sentezinde enzimatik doniisiimlerden uzunca
bir zamandir yararlanilmakta, mikrobiyal doniisiimler Ozellikle steroid ve

antibiyotiklerin liretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir.

2.3.3.1. 6-APA ve yan sentetik penisilinlerin iiretimi

Bakteriyel hiicre duvari sentezi {lizerindeki iistiin inhibitor etkileri, genis
antibakteriyel spektrumlar1 ve diisiik toksisiteye sahip olmalar1 nedeniyle
penisilinler, diinyada en yaygin sekilde kullanilan B-laktam antibiyotikleridir
Parmar ve ark 2000). Bu antibiyotiklerin gereginden fazla kullanimi direngli

patojenlerin gelisimine yol agmaktadir. Birgok mikroorganizmanin sahip oldugu
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dogal diren¢ mekanizmalar1 ya da mutasyon yoluyla kazanilan dayaniklilik
nedeniyle penisilinler etkisiz kalabilmektedir. Ote yandan penisilin G midede
kararl degildir ve bu nedenle igne yoluyla verilmesi gerekmektedir. Gliniimiizde,
penisilin gibi antibiyotiklere karsi kazanilan bu diren¢ probleminin {iistesinden
gelen tek yontem; yeni yari sentetik penisilinlerin kullanimidir. Yari sentetik
penisilinler, penisilin V ve penisilin G’ye gore; kararlilik, daha kolay emilim,
daha az yan etki, azaltilmis toksisite, patojenler karsisinda miitkemmel segicilik,
genis antimikrobiyal etki ve iyilestirilmis farmakolojik 6zelliklere sahip olacak
sekilde gelistirilebilir (Arroyo ve ark. 2000; Parmar ve ark. 2000). Giiniimiizde
antibiyotik pazarmda % 65’lik satislar1 ile diinyanin en 6nemli biyoteknoloji
triinlerini olusturan penisilinler; Penisilin G ve V, Penicillium soylarindan
fermentatif olarak her yil 33.000 ton civarinda iiretilmekte ve bunun 10.000 tonu
yar1 sentetik B-laktam antibiyotiklerinin iiretilmesinde baslangi¢ maddesi olarak
kullanilmaktadir (Elander 2003). Yar1 sentetik f-laktam antibiyotiklerinin iiretimi
iki asamada gerceklesmektedir; fermentatif olarak tretilmis B-laktam
antibiyotiklerinin (Penisilin G ve V) hidrolizi ve hidroliz iiriinlerinden biri olan -
laktam g¢ekirdeginin (6-APA ya da 7-ADCA) yeni bir yan zincirle birlestirilmesi.
Yar1 sentetik penisilinlerin iiretiminde katalizor olarak kullanilan penisilin
G agilazin verimli bir sekilde iiretilebilmesi i¢in siklikla rekombinant E. coli
soylar1 kullanilirken, penisilin V acilazin yiiksek verimde iiretilmesi ig¢in

rekombinant Fusarium oxysporum kullanilmaktadir (Elander 2003).
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Sekil 2.15. Penisilinin, 6-APA ve yar1 sentetik penisilinlere enzimatik modifikasyonu (Parmar ve
ark. 2000)

Penisilin agilazin da dahil oldugu B-laktam agilaz enzimleri; geleneksel
olarak, B-laktam bilesikleri penisilin G ve glutaril-7-aminosefalosporanik asitin
(glutaril-7-ACA), srasiyla, 6-APA ve 7- ACA’ya deagilasyonunu
gerceklestirirler. Reaksiyon sonucunda olusan bu p-laktam halkasi ise yari
sentetik B-laktam antibiyotiklerinin {iretiminde 6nciil molekiil olarak kullanilirlar.
Bu 6nciil molekiile uygun yan zincirlerin eklenmesiyle yari sentetik penisilinler
olusturulur.

Yar1 sentetik penisilinlerin liretimi asidik veya noétral pH degerlerinde
gerceklesirken, 6-APA ve 7-ADCA, alkalin pH (7.5-8.5) degerlerinde {iretilir.
Penisilin agilazlar maya, bakteri ya da aktinomisette Tlretilmekle birlikte,
endiistriyel siire¢lerde kullanilan penisilin agilazlarin ¢ogu Escherichia coli’den
tiretilir. Rekombinant E. coli soylarinin (6rnegin; ATCC 31052, 11105, 21285 ve
14595 kokenli) kullanimi penisilin agilaz iiretiminde karsilagilan bazi problemleri
(seker ya da diger karbon kaynaklariyla katabolit represyon gibi) ortadan kaldirir.
Cogu endiistriyel siiregte; kismen saflastirilmig enzim, farkl desteklere baglanan
tim hiicre ya da enzimin immobilize edilmis sekilleri kullanilir. Hiicrenin
biitlinliniin immobilize edilmis halde biyokatalizér olarak kullanilmasi, iiretimin
daha diisiik maliyette olmasi nedeniyle daha ¢ok ilgi uyandirir (Kheirolomoom ve
ark. 2001).
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Sekil 2.16. Bazi 6nemli B-laktam antibiyotiklerin penisilin agilazla katalize edilen sentezi (Arroyo
ve ark. 2003)

Yar1 sentetik penisilinler enfeksiyon hastaliklarmin tedavisinde yogun
olarak kullanilan antibiyotiklerdir. Dolayisiyla bunlarm iiretimi ve tiiketimi i¢in
diinyada biiylik bir pazar olusmustur. Yar1 sentetik penisilinler, antibakteriyel
aktiviteden sorumlu B-laktam halkasi igeren ve ana penisilin ¢ekirdegi olarak
adlandirilan 6-APA’ya amino grubundan farkli yan zincirler baglanmasiyla elde
edilirler. Bu nedenle yar1 sentetik penisilinlerin iiretiminde 6ncelikle 6-APA’nin
elde edilmesi zorunludur. 6-APA giiniimiizde ti¢ yolla tiretilir; penisilin G ya da
penisilin V’den kimyasal (organik sentez), fermantasyon ve enzimatik teknoloji.
Ozellikle 1960’11 yillardan beri enzim immobilizasyon ve biyoreaktdr
teknolojilerindeki gelismelerle birlikte 6-APA iretimi agirlikli olarak enzimatik

teknolojilere baglidir.
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Sekil 2.17. Penisilinin, 6-APA’ya kimyasal ve enzimatik deagilasyonu (Parmar ve ark. 2000)

Sekil 2.17°de goriildiigii gibi 6-APA’nin kimyasal yolla iiretiminde 2
ardigik reaksiyonun gercgeklestirilmesi gerekir. Bu reaksiyonlarda bir¢ok karmasik
ya da basit organik ya da inorganik katalizore ihtiya¢ vardir. Ayrica -40 °C, 0 °C
gibi diisiik sicakliklarda ¢alisma zorunlulugu vardir ve bu sicakliklarin saglandigi
Ozel reaksiyon tasarmmlar1 gerekir. Bunlarin yami sira her reaksiyon igin bir
saflastirma siirecinin gelistirilmesi ve kullanilmasi zorunlulugu vardir.

Enzimatik siirecte ise penisilin molekiilii 37 °C gibi iliml1 kosullarda ve
sulu ortamda enzimatik kataliz ile tek kademeli bir reaksiyon ile elde
edilmektedir. Diger taraftan kimyasal siire¢ her biri ciddi ¢evre kirliligine neden
olan toksisitesi yiiksek kimyasallarin kullanimini zorunlu kilarken, enzimatik
siire¢ i¢cin gerekli kimyasallar ¢cok daha az cevre kirliligi yaratmaktadir ve
kimyasal siire¢ten daha az sayida kimyasala ihtiya¢ vardir. Biitlin bu hususlar géz

Online alindiginda enzimatik siirecle 6-APA {iretiminin kimyasal siiregle olan
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iiretimden daha kolay, daha ekonomik ve daha ¢evre dostu oldugu goriilmektedir.
Bu nedenle bugiin biitiin diinyada 6-APA yalniz enzimatik siiregle iiretilmektedir.

6-APA’nin ticari {iiretiminde penisilin agilaz (PA) katalizér olarak
kullanilmaktadir. Bu endiistriyel uygulama kismen saflagtirilmis enzimatik
cozeltiden farkli enzim immobilizasyon tenikleri uygulanarak
gergeklestirilmektedir (Kegili 2006).

6-APA’nin  kimyasal ve enzimatik doniisim yoluyla iretilmesi
durumundaki maliyetleri karsilastirildiginda, enzimatik islemlerin digerine gore
en az % 9 daha diisik oldugu goriilmiistiir. Enzimatik yolla 6-APA {iretimi,
fermentasyon yoluyla penisilin G iiretimi ile birlestirildiginde bu oran % 20’ye
cikar (Arroyo ve ark. 2000; Parmar ve ark. 2000).

B-laktam antibiyotiklerin enzimatik sentez basamagi (Onciil molekiile
uygun yan zincirin eklenmesi), kinetik ya da termodinamik olarak kontrol edilen
kosullar altinda gergeklestirilebilir. Ilk yaklasimda; aktive edilmis bir agil verici
oncliliine (6rnegin; ilgili antibiyotigin D-acil yan zincirinin ester ya da amidi)
gereksinim duyulur. Bu agil verici, B-laktam ¢ekirdegi (6-APA) ile birlestirilir. Bu
reaksiyonun iirlinii istenilen antibiyotige ek olarak, alkol ya da amonyumdur. Agcil
vericinin degistirilmesi farkli bir antibiyotigin olusmasini saglar. Ancak, bu sentez
reaksiyonu, aktive edilmis agil verici ve olusan antibiyotik iiriiniiniin her ikisinin
hidroliz reaksiyonlariyla yaris halindedir (Giordano ve Ribeiro 2006). Reaksiyon
ortamindaki suyun azaltilmasi1 hidrolitik reaksiyonlar1  bastiracagindan,
reaksiyonun sentez basamagma dogru kaymasmi saglar. Su aktivitesinin
azaltilmasi, uygun kosolventlerin kullanilmasi ya da substrat derisiminin
arttirilmasiyla baskilanabilir. immobolize edilmis penisilin agilazlarla B-laktam
antibiyotiklerin sentezi i¢in, suda ¢dziinen organik coziiciiler (6zellikle polioller)
uygun bir ortam saglar. Boyle bir ortam tamamen sulu bir reaksiyon ortamina
gore daha yiiksek verim elde edilmesine olanak verir. Bununla birlikte, kosolvente
bagli olarak enzim bdyle bir reaksiyon ortaminda daha kararsiz olabilir. Bu tiir
problemler, immobilizasyon yontemleri, mutagenez teknikleri ya da protein
miithendisligi gibi ¢aligmalarla asilabilir. CLEA’lar yani ¢apraz baglanmis enzim

agregatlar1 da organiklerin sentezindeki yeni biyokatalizorlerdendir (lllanes ve
ark. 2007).
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Kinetik olarak kontrol edilen antibiyotik sentezinde iiriin verimi ytiksektir.
Ancak aktive edilmis agil verici antibiyotik c¢ekirdegi ile birlesemeden hidroliz
olabilir. Ag¢il vericinin tekrar kazanilip aktive edilmesi gereklidir. Bu durum ekstra
islemlerin olmasi ve maliyetin artmast demektir. B-laktam antibiyotiklerin
sentezinde daha basit bir yaklasim olan termodinamik olarak kontrol edilen
sentezde, aktive edilmemis acil vericiler, antibiyotik cekirdegi ile dogrudan
birlestirilirler. Yani agil vericinin aktivasyonuna gereksinim yoktur ve iiretim daha
az sikintiyla gerceklesir. Eger sentez reaksiyonu, etkili bir {iriin kaldirma
basamagi ile birlestirilebilirse yararhidir. Termodinamik olarak kontrol edilen
sentezdeki problem, reaksiyon dengesini, lriinlere dogru kaydirma gerekliligidir.
Bu islem kesinlikle milkemmel bir ¢ozeltide gergeklestirilmelidir. Bu islemde, E.
coli PA’s1 kullanildigi zaman, yan zincirin karboksil grubu, enzimin niikleofilik
atagia uygun ve mutlaka noétral olmalidir. Ayn1 zamanda, B-laktam ¢ekirdeginin
amino grubu da, niikleofilik etkilesimlerin gergeklesebilmesi i¢in notraldir.
Termodinamik olarak kontrol edilen siireglerde enzim aktivitesinin organik
kosolventler varhigindaki kaybi1 bir engel olusturur. Bu yaklasimda ozellikle,
organik c¢oziciilere karsi kararli enzimlere gereksinim duyulur. Enzimin
immobilizasyon desteklerine kovalent olarak baglanmasi, kararliligini arttirabilir.
Bu yaklasim, uygun denge pozisyonunun saglanabildigi kosullarda basarili bir
sekilde uygulanir (Diender ve ark. 1998; Schoren ve ark. 1999; Yang ve ark.
2002)

2.3.3.2. Peptitlerin sentezi

Biyolojik olarak aktif bilesiklerin ilging bir grubunu olusturan peptitler ve
tiirevleri, endiistride besin katki maddeleri ve antibiyotik olarak kullanilirlar.
Besin katki maddelerinden birisi olan aspartam (tatlandirici), endiistriyel bir {iriin
haline gelmistir (Khimiuk ev ark. 2003). Dipeptitlerin kimyasal sentezi genellikle
koruma ve etkinlestirme basamaklarina gereksinim duyar; bu da uzun ve masrafli
bir siireg demektir. Ornegin; aspartanun endiistriyel sentezi siirecinde, enzimatik
peptit sentezi kimyasal senteze gore daha etkili ve verimlidir. Penisilin agilazlar
peptitler ve tiirevlerinin sentezinde, amino asitlerin amino gruplariin korunmasi

(protection) ve korumanm kaldirilmasinda (deprotection) dogrudan enzimatik
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sentez ve agil grup transfer reaksiyonlar1 araciligiyla kullanilabilirler (Arroyo ve
ark. 2000; Khimiuk ve ark. 2003)

Proteazlar da peptit sentezinde siklikla kullanilan enzimlerdir, ancak L-
amino asit tiirevleri ile sinirhidirlar ve fenilglisin gibi dogal olmayan amino asitleri
doniigtiremezler. E. coli penisilin agilazi, D-(-)-fenilglisil rezidiilerini de i¢eren
dogal olmayan fenilglisin dipeptitlerinin sentezinde kullanilirlar. Penisilin agilazin
acil baglama bolgesi fenilasetik asit ve tiirevleri i¢in yliksek secicilige sahiptir ve
acil verici olarak D-(-)-fenilglisin tiirevlerini de kabul edebilir. Aksine, penisilin
acilazin niikleofil baglama bdlgesi amino asitlerin biiylik bir kismmin L-
enantiyomerleri i¢in son derece secicidir. Bu nedenle, penisilin agilaz peptit
sentezinde katalizor olarak proteazlarla birlikte kullanilir. Ek olarak, penisilin
acilaz farkli amino asit iceren D-(-)-fenilglisin dipeptitlerinin biiyiik bir kisminin
sentezinde tek segenektir (Langen ve ark. 2000; Khimiuk ve ark. 2003; Arroyo ve
ark. 2000)

2.3.3.3. Rasemik karisimlarin ayrilmasi

Rasemik karigim; optik olarak aktif bilesiklerin D- ve L- formlarini esit
miktarda iceren karigim demektir. Bir rasemik karigim optik olarak aktif degildir.
Biyokatalizorler, rasemik karigimlarin tek enantiyomerlerinin iiretim ve
biyotransformasyonunu saglarlar. Genellikle biyolojik olarak aktif kiral
molekiillerin farkli enantiyomerleri farkli biyolojik aktiviteye sahiptir. Siklikla,
enantiyomerlerden yalnizca birisi istenilen aktiviteye sahiptir ve digeri
muhtemelen zararlidir. Bu nedenle, farmasotik endiistrisi bir ilacin rasemik
karigimint degil de sadece farmakolojik olarak aktif enantiyomerini igcerdigini
garanti etmek zorundadir. Penisilin acgilazlar bu rasemik karisimlardan istenilen
enantiyomerin ayrilmasinda katalizor olarak kullanilirlar. Penisilin agilazlarin,
sulu cozeltilerde oldugu kadar su-¢oziicii karigimlarmda ve susuz organik
ortamlarda, ¢Oziinmiis amino asitlerin, a-amino esterlerin, aminlerin ve ikincil
alkollerin rasemik karisimlarmin birbirinden ayrilmasinda etkili oldugu
gosterilmigstir. Elde edilen saf enantiyomerler, biyolojik olarak aktif bilesiklerin
iiretilmesinde ara iiriin olarak kullanilabilirler. Ornegin; etil-3-amino-4-

pentinoat’in rasemat karigimi E. coli penisilin G agilaz1 ile katalizlenmis bir
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enantiyoselektif agilasyon araciligiyla ayristirilabilir. Bu reaksiyon sonucunda
olusan S-izomer; anti-platelet ajan Xemilofiban sentezi igin kiral sinton olarak
kullanilabilir (Gavrilescu ve Chisti 2004; Sio ve Quax 2004; Arroyo ve ark.
2000).

2.4. Proteinlerin Saflastirilmasi

Her tiirlii organizma kendisine has proteinlere sahiptir ve proteinler
biyolojik aktivitelerini ancak belirli pH ve sicaklik sinirlarinda gdsterebilirler. Bu
sebeplerden dolay1 bir proteinin saf bir sekilde bir hiicre veya dokudan izolasyonu
gii¢ bir istir. Bu gii¢liiklere ragmen bir ¢cok protein saf olarak elde edilmistir. Binin
iizerinde enzim kismen saflastirilmis ve iki yilizden fazlasi saf kristal halde elde
edilmistir. Izolasyon islemleri olduk¢a yiiksek dikkat ve gayret gerektirir.
Globular proteinlerin ¢ozelti i¢cindeki davraniglarindan faydalanilarak, onlarin
saflastirilmast yapilmaktadir. Bu ozellikler sunlardir: molekiil biytikligii,
coziiniirliikk, elektriksel yilik, adsorbsiyon davramislarindaki farkhiliklar ve diger
molekiillere kars1 biyolojik afinite.

Molekiil biiyiikliigii esasina dayanarak protein ayirma metotlari; diyaliz ve
ultrafiltrasyon, yogunluk gradienti santrifiigasyonu ve jel gegirgenlik
kromatografisidir. Coziiniirlik farklhiliklar1 esasma dayanarak proteinlerin
ayrilmasinda ise ¢Oziiniirliigiin pH, iyonik siddet ve sicakliga bagli olmasindan
yararlanilir. Izoelektrik ¢okelme, notral tuzlarla ¢oktiirme ve c¢oziiciilerle
fraksiyonlama bu grupta yer alan saflastirma teknikleridir. Elektriksel yiik esasina
dayanarak proteinleri ayirmada kullanilan metotlar, elektroforez ve iyon degisim
kromatografisidir. ~ Se¢imli  adsorbsiyon esasma dayanarak proteinlerin
ayrilmasinda kizelgur, aliiminyum oksit ve hidroksilapatit gibi adsorban maddeler
kullanilir. Afinite kromatografisiyle saflastrma da yine bir ¢esit adsorbsiyon
kromatografisi olup, saflastirilmasi istenen molekiiliin, matriks adi verilen bir
kolon dolgu maddesine kovalent olarak immobilize edilmis bir baglanma
bilesigine (ligand) spesifik ve tersinir olarak baglandigi bir tekniktir. Matriks
olarak sephadex, sepharose ve biogel kullanilabilir. Bu teknikte 6nemli olan
saflastirilacak maddeye spesifik ve tersinir affinite gosteren ligandin se¢ilmesidir.

Bazi durumlarda matrikse baglanan kiiclik bir ligand biiyiik enzim yapilarmi
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saflastirmada, sterik engeller dolayisiyla, yeterince etkin olmayabilir. Bu
durumlarda uzanti kollari, etkili baglanmay1 saglamak i¢in matriksle ligand

arasma sokulurlar (Keha ve ark. 2000).

2.4.1. Afinite kromatografisi

Afinite kromatografisi bir c¢esit adsorpsiyon kromatografisi olup,
saflagtirilmasi istenen molekiiliin, matriks adi verilen bir kat1 destek materyaline
kovalent olarak immobilize edilmis bir komplementer baglanma bilesigine
(ligand) spesifik ve tersinir baglandig1 bir tekniktir (Keha ve Kiifrevioglu 2000).
Kullanilacak ligandin saflastirilacak madde icin spesifik ve tersinir baglanma
afinitesi olmalidir. Ligand olarak enzimler, koenzimler, kofaktorler, antibadiler,
aminoasitler, oligopeptidler, oligoniikleikasitler ve niikleik asitlerin de (DNA,
RNA) bulundugu ¢ok sayida biyofonksiyonel molekiil kullanilabilir (Denizli ve
Piskin 1995). Afinite kromatografisinin sematik gosterimi Sekil 2.18’de
verilmistir.

Kat1 fazdaki baglama 6zelliginin 6zgilliigii se¢ici baglama maddesinin
(ligand) destek matriksine kovalent bagla baglanmasiyla saglanir. Kati1 fazda

ornekten istenen madde sec¢imli olarak tutulur.
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Sekil 2.18. Afinite kromatografisinin sematik gosterimi

34



@ ANADOLU UNIVERSITESI

Baglanmayan maddelerin yikanarak kolondan uzaklastirilmasindan sonra
ayrilan, tutunan (veya saflastirilan) madde sivi (mobil) fazin iyonik kuvveti veya
pH’1 degistirilerek kolondan eliie edilir. Destek matriksine kovalent bagla
baglanmis ligantin kolona bagl kalabilme ve hedef molekiil serbest birakildiktan
sonra da biyolojik olarak aktif olabilme kabiliyeti istenen anahtar 6zelliktir.

Afinite kromatografisi enzim, antibadi gibi biiyiikk molekiillerin
saflagtirilmasinda  veya  kiiciik  bilesiklerin  aragtrmadan  6nce  segilip
cikartilmasinda kullanilir. Ayrica hiicre ayirma iglemleri de afinite kromatografisi
teknikleri kullanilarak gerceklestirilebilir.

Kiiciik ligandlar1 (enzim inhibitorleri) dogrudan matrikse baglamak
suretiyle hazirlanan adsorbanlar, matriks ile liganda baglanan maddeler arasinda
sterik engellemelerden dolay:1 kiiciik ayirma kapasitesi gosterebilirler. Cizelge
2.3’de afinite kromatografisinin en c¢ok kullanildig1 biyolojik sistemler

gosterilmistir.

Cizelge 2.3. Afinite kromatografisinin kullanildig: biyolojik sistemler

Saflastirilacak Madde Ligand

Enzim Substrat, inhibitor, kofaktor

Antikor Antijen,viriis, hiicre

Lektin Polisakkarit, glikoprotein

Niikleik asit Komplimenter baz dizisi, niikleik asit polimeraz,
baglayici protein

Hormon Reseptor protein

Vitamin Tas1yic1 protein

Hiicre Hiicre yiizeyi proteini, lektin

2.4.1.1. Destek (Matriks)

Matriks, biospesifik ligandin {iizerine kovalent olarak baglandig:
materyaldir. Matrik se¢iminde dikkat edilmesi gereken ilk husus matriksin fiziksel
ve kimyasal olarak kararli olmasidir. Bunun yam sira yiiksek akis hizlarmda rjit

olmas1 gerekir. Matriks tek basmma ayrilmasi istenen biyomolekiille higbir
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etkilesime girmeyecek sekilde inert ve saf olmalidir. Matriksin gzenek yapisinin
biyomolekiiliin gozeneklere girmesine ve liganda baglanmasina olanak saglayacak
sekilde biliylik olmasi gerekir. Ayrica matriks ucuz olmali ve tekrar
kullanilabilmelidir. Destek materyali olarak agaroz, seliilloz, silika ve degisik

organik polimerler kullanilabilir.

2.4.1.2. Ligand

Matrikse kovalent olarak baglanan ve ayrilmasi veya saflastirilmasi istenen
biyomolekiile 6zel, se¢imli afinite gdsteren ve onu spesifik olarak taniyip
baglayan maddelerdir. Ligandi matrikse baglamak i¢in genelde kimyasal
immobilizasyon yOntemleri kullanilir. Bircok durumda ligandin matrikse
baglanmasi i¢in baglayici materyaller kullanilir. En ¢ok kulanilan grup metilen
grubudur. Matriksleri kimyasal olarak kararsiz duruma getirmek ve ligand ile
baglanmasini saglamak icin bir¢ok aktivasyon yontemi kullanilir. En ¢ok
kullanilan aktivasyon yontemi siyanojen bromiir aktivasyonudur. Ligandin amino
grubu icermedigi, matriks ve ligand arasina degisen uzunlukta hidrokarbon zinciri
konmasi gerektigi durumlarda siyanojen bromiir ile aktive edilmis tasiyici alifatik
diamin bilesikleri ile reaksiyona girerek ®-alkil tiirevleri elde edilir. lyi bir ligand
ilk olarak saflastirilacak madde icin Ozgiin ve doniistiiriilebilir baglanma
Ozelliklerine sahip olmalidir. Ayrica matrikse, baglama aktivitesini bozmayacak
sekilde tutunmasini saglayacak kimyasal olarak modifiye edilebilir gruplara sahip
olmalidir.

Biyomolekiillerin saflastirilmasinda bir¢ok ligand kullanilmaktadir.
Immobilize edilmis lektin bir¢ok glikoproteinin saflastiriimasinda kullanilir.

Hormon  reseptorler  hormonlarin, hormonlar da  reseptorlerin
saflastirilmasinda  kullamlir.  Immiinoafinite ile antibadiler antijenlerin
saflagtirilmasinda kullanilir. Afinite kromatografisinde kullanilacak ligandin
sentezi ii¢ adimda incelenebilir.

1. Kullanilacak ligandin se¢imi

2. Kullanilacak destek matriksinin se¢imi

3. Uygulanacak kimyasal yontemin se¢imi
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Kullanilacak ligandin se¢iminde dikkat edilmesi gereken en 6nemli nokta
ligandin proteine karsi spesifikliginin fazla olmasi ve baglanmanin geri
doniisimlii olmasidir. Kromatografi sirasinda uygulanacak kimyasal iglemlere
kars1 ligandin kararli olmasi da gerekir. Birgok biyomolekiiliin ligand olarak
kullanilmas1 diisiiniilse de ¢ok pahali olmalar1 ve kararliliklarinin diisiik olmasi
sebebi ile tercih edilmezler. Pseudo-spesifik (biyomimetik) ligandlarin

gelistirilmesi ile bu tip dezavantajlar biiyiik olciide giderilmistir.

2.4.1.3. Uzaticx kollar (Spacer arms)

Ligandla matriks arasindaki karbon zincirleridir. Biyolojik maddelerin
aktif bolgelerinin molekiiliin derin kisimlarinda olmasi durumlarinda destek
matriksiyle liganda tutunan maddeler arasindaki istenmeyen etkilesimleri 6nlemek
amactyla matriksle ligand arasma bir kol yerlestirilir. Bu arakolun uzunlugu
kritiktir. Eger ¢ok kisa olursa beklenen etkiyi gosteremez ve ligand 6rnek i¢indeki
hedef maddeleri baglayamaz. Cok uzun olursa ayirma isleminin segiciligi azalir ve

ara kol ile 6rnekteki maddeler hidrofobik etkilesime girerler.

2.4.2. Afinite kromatografisi tiirleri
2.4.2.1. Pseudo-spesifik afinite kromatografisi

1987°de Cram, Lehn ve Pederson’un Nobel Odiilii almasindan giiniimiize
kadar molekiiler tanima ifadesi bliyiik ilgi gérmeye baslamistir. Molekiillerin,
biyolojik ve kimyasal 6zelliklerinden yararlanarak ayrilma ve saflastirilmasinda
“Afinite Kromatografisi” se¢imliligi ve duyarlilig1 ile essiz bir yer tutmaktadir.
Afinite kromatografisinde klasik ayirma yontemlerinden farkli olarak molekiilleri
secici olarak tanmma yetenegine sahip ligandlar kullanilmaktadir. Afinite
kromatografisi ile proteinler, enzimler, hormonlar, antibadiler ve antijenler gibi
biyolojik molekiillerin saflastirilmas1 basar1 ile gerceklestirilmistir. Ancak
endiistriyel boyutta diisiiniildiiglinde yontemin en onemli dezavantaji kullanilan
ligandlarin oldukca pahali olmasidir. Ayrica biyolojik ligandlar (proteinler, enzim

substratlar1 ve inhibitorleri, niikleik asitler ve hormon reseptorleri v.s) oldukga
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biiylik molekiillerdir. Bu ve bunun gibi problemler segiciligi yiiksek ve daha ucuz
yontemlerin gelistirilmesine yol agmustir.

Son yillarda biyomolekiillerin saflastiriimasinda biyoligandlarin yerine
pseudospesifik (biyomimetik) ligandlar kullanilmaya baslanmistir. Biyomimetik
ligandlarin temelini molekiiler tamma olusturur. Ozellikle biyolojik tanima
ozelligine sahip yapilarin kesfi ve bu etkilesimlerin mekanistik olarak
aydinlatilmas1 ile molekiiler tanima yetenegi olan yapay molekiillerin
gelistirilmesi  bilyllk 6nem kazanmistir. Biyomimetik ligandlar biyolojik
molekiilleri taklit ederek saflastirilmasi istenen hedef molekiil ile molekiiler
tanima temeline gore etkilesebilen yapay molekiillerdir. Bu tiir ligandlarin
kullanildig: afinite kromatografisi tiiriine “Pseudo-afinite kromatografisi” denir.

Psedo-spesifik molekiiller ayirma ve saflagtirmanin yani sira biyoteknoloji,
tip ve biyoanalitik alanlarinda da kullamilmaktadir. Pseudospesifik ligandlar
biyoligandlara gore O6nemli avantajlara sahiptirler (Bueno ve ark. 1996). Bu
avantajlar arasinda ucuz, kii¢iik molekiiller, sterillenebilme kolayliklar1 ve tekrar
tekrar kullanilabilir olmalarin1 sayabiliriz. Ayn1  zamanda psedospesifik
ligandlarin afinite sabitleri (10'4—10'6 M™) diisiiktiir ve zayif afinite ligand ailesine
aittirler. Buna ragmen elektrostatik, hidrofobik, hidrojen baglar1 ve Van der Waals
kuvvetleri gibi etkilesimlerin toplam etkileri secici ve kuvvetli bir etkilesime
neden olmaktadir. Pseudo-spesifik ligandlarin (6rnegin aminoasit bazlilar)
uygulama esnasinda matriksten sizma durumunda herhangi bir immiin cevaba
neden olmamalar1 biyoligandlara gére 6nemli avantajlar1 arasindadir (Huang ve
Carbonell 1999; Baumbach ve Hammond 1992). Ayrica bu ligandlar
biyoligandlara gore daha kararli olup yiiksek miktarlarda ve diisiik maliyette
iiretilebilmektedirler.

Psedo-spesifik ligandlarla ilgili ilk caligmalar ligand olarak tekstil
boyalarinin kullanilmasiyla gercgeklestirilmistir. Tekstil boyalarinin en biiyilik
ozelligi, protein yapisindaki dipeptit baglarmi taklit edebilmeleridir. Tekstil
boyalarmin hedef molekiile spesifitesini arttirmak i¢in u¢ gruplar takilabilir ya da
molekiiller yeniden dizayn edilebilirler. Bu yeni tip boyalara “Biyomimetik

boyalar” ad1 verilir. ilk biyomimetik boya tripsin saflastirilmasi igin diaminometil
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benzen grubu araciligryla klorotriazin halkasini reaktive etmek i¢in benzamidin

kullanilmasiyla hazirlanmigtir.

2.4.2.2. Metal selat afinite kromatografisi

Bircok protein ve peptidin agir metal iyonlarma afinitesi oldugu uzun
zamandir bilinmektedir. Immobilize metal iyon afinite kromatografisi (IMAK) nin
baglangici, Helfferich’in kii¢iilk molekiillerin “ligand degisim kromatografisi’ni
one siirdiigii 1961°e kadar uzanabilmektedir. Bu teknigin temeli ve uygulamalari,
Davankov ve Semechkin tarafindan detaylica gbzden gecirilmistir (Davankov ve
Semechkm 1977). Makromolekiiller i¢in bir afinite ligand olan iminodiasetatin
kullanim1 Porath ve arkadaglar1 tarafindan 1975°den sonra gelistirildi. Daha sonra
Porath, ligand degisimini de i¢ine alan metal selat etkilesim kromatografisinin
biitiin sekillerini kapsayan “immobilize metal iyon afinitesi” terimini ortaya
koydu (Porath 1988). Porath, bir protein molekiiliiniin, metal iyon afinite
etkilesimleri ile metal iyonlarina baglanarak saflastirilabildigini gozlemledi. Kat1
bir destek iizerine metal iyonunu immobilize etmek i¢in selatlayict bir ajanin
kullanimi, protein metal etkilesimlerinin serbestlik derecesini azaltir. Bu
kisitlama, proteinlerin zengin saflastirilmasi ve ayrilmasina olanak sagladigi gibi,
denatiirasyonu azaltabilir ve aktivitesini devam ettirebilir.

Metal afinitesi ile protein adsorpsiyonunda triptofanin indol, sisteinin tiyol
ve histidinin imidazol grubu gibi ortaya ¢ikan elektron verici aminoasit kalintilari,
immobilize metalin baglanmasina katkida bulunurlar. Biyopolimerlere ligandin
baglanmasi, metal selasyonunun yanisira elektrostatik, hidrofobik ve Van Der
Walls etkilesimlerini de igermektedir. Sekil 2.19 afinite destege selatlanmis bir
metale  proteinin  baglanmasini  gostermektedir. IMAK’da  proteinlerin
adsorpsiyonu, protein ylizeyindeki elektron verici gruplar1 ile immobilize metal
iyonu arasindaki koordinasyon olusumuna dayanir. Cogunlukla kullanilan
metaller, Lewis asitleri olarak diisiiniilebilen ve elektron ¢ifti kabul eden Cu(II),
Ni(IT), Zn(II), Co(II), Fe(Il) gibi gecis metal iyonlaridir. Kromatografik destege
baglanan selat olusturucu bilesiklerde bulunan N, S, O gibi elektron verici gruplar,
ortamda bulunan koordinasyon baglarinin sayisina bagh olarak, iki disli, ti¢ disli

vb. olabilen metal selatlar1 olusturarak metal iyonlar1 ile koordinasyon bagi
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yapabilirler. Geride kalan metal koordinasyon bdlgeleri normalde su molekiilleri
tarafindan isgal edilir. Daha sonra proteinden gelen uygun elektron verici gruplar
ile yer degistirebilir. Bazi aminoasitler, 6zellikle yan zincirlerindeki elektron
verici atomlarindan dolay1 baglanma i¢in uygundurlar. Glu, His, Arg, Lys, Asp,
Tyr, Cys ve Met gibi ¢ogu kalintilarin baglanmaya katilabilmesine ragmen,
IMAK’de proteinin gercekte alikonmasi histidin kalmtilarmin varligi temeline
dayanir. Trp, Phe ve Tyr gibi aromatik yan zincire sahip aminoasitler de, eger
disar1 uzanabilen histidin kalintilarina yakin iseler onlarda baglanmaya katkida

bulunabilir (Arnold 1991 ve Sulkowski 1989).

Sekil 2.19. immobilize bir metal iyonuna bagli proteinin sematik gosterimi

IMAK desteklerine protein adsorpsiyonu, histidin kalmtilarmdaki imidazol
azotunun, notral veya hafif bazik ortamlarda protone olmadigi pH’larda
gerceklesir. Genellikle relativ olarak spesifik olmayan elektrostatik etkilesimleri
indirgemek i¢cin 0.1-1.0 M NaCl iceren yiiksek iyonik siddetli tamponlar
kullanilir. Hedef proteinin eliisyonu i¢in diisiiriilen pH gradientleri veya diisiik
pH’11 eliisyon tamponlar1 kullanilir. Diisiik pH’ya hassas proteinler i¢cin nétral pH
civarinda imidazol ile ligand degisimi daha uygundur. Bu durumda imidazoliin
protonlanarak meydana getirdigi pH diismesinden sakinmak igin IMAK kolonlar1
kromatografik aymrmalarda Once imidazol ile doyurulur ve dengeye getirilir.

EDTA gibi giiclii selat olusturucu ajanlarin kullanilmas1 da bagli proteinlerin
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eliisyonunu saglar; fakat bu durumda sorbentin baglama etkisi tahrip edildigi i¢in,
bir daha ki ayirmadan once matriks tekrar selat olusturucu iyon ile yliklenmelidir

(Diltemiz 2002).

2.4.2.3. Kovalent afinite kromatografisi

Bu teknik, ligand ile aymrimi yapilacak biyomolekiiller arasinda kovalent
bag olusumu esasina dayanir (Ghadge 2000).

Proteinlerde kimyasal reaksiyonlar i¢in potansiyel bdlgeler baslica ¢esitli
fonksiyonel gruplara sahip aminoasit yan zincirleridir. Ozellikle amino ve
karboksil ~ fonksiyonel  gruplar1  proteinlerin  ¢6zlinmez  polimerlere
immobilizasyonu i¢in kullanilirlar. Bu fonksiyonel gruplarla elde edilen kovalent
baglar, kimyasal olarak ¢ok kararli baglardir ve bu baglarla immobilize olan
proteinleri par¢alamadan serbest birakmak pratikte ¢ok zordur.

Kararli ve yumusak kosullarda da kirilabilen bir kovalent bag olusturan tek
fonksiyonel grup tiyol grubudur. Tiyol gruplar1 proteinlerde siklikla bulunurlar ve
cogunlukla proteinlerin  enzimler, hormonlar, reseptorler v.b olarak
fonksiyonlarma dogrudan katilirlar.

Adsorpsiyon asamasinda, ayirimi yapilacak biyomolekiil tiyol-disiilfiir
degisim reaksiyonu ile aktive edilmis destek materyali iizerine kovalent olarak
baglanir. Destege baglanmamis ve spesifik olmayan protein adsorpsiyonunu
Onlemek i¢in yikama iglemi yapilmalidir. Yikama tamponlarmin se¢imi kovalent
olarak baglanmig biyomolekiiliin kullanilma amacina ve kararliligina baglidir.
Uygun bir yikama isleminden sonra bagh protein diisiik molekiil agirlikli tiyoliin
(SH) fazlas1 ile disiilfiir baglarmin indirgenmesi yoluyla eliie edilir. Kovalent
kromatografi ilk baglarda kompleks protein karisgimlarindan tiyol icermeyen
molekiillerden tiyol iceren molekiillerin ayrilmasi i¢in kullanilmistir. Tiyol reaktif
adsorbanlarin diger dnemli uygulamasi ise enzimlerin disiilfiir baglar1 ile tersinir
immobilizasyonlaridir.

Kovalent kromatografi teknigi uygulanarak literatiire gecmis ¢alismalar
arasinda, Jack Bean’den iireazin izolasyonu, papainin saflastiriimasi, tiyol
peptitlerinin  saflastirilmasi, betagalaktosidazin tersinir immobilizasyonu ve

protein altbirimlerinin karakterizasyonu bulunmaktadir.
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2.4.2.4. Hidrofobik etkilesim kromatografisi

Hidrofobik etkilesim kromatografisi, proteinleri yiizeyindeki non-polar
bolgelerle immobilize hidrofobik ligandlar arasindaki hidrofobik etkilesimlerin
temelinde, proteinlerin hidrofobisitesine dayanarak aymrimini saglar. Hareketli
fazda yiiksek tuz derisiminde adsorpsiyon artar ve eliientin tuz derisiminin
azaltilmasiyla eliisyon saglanir. Bu nedenle tuz-destekli adsorpsiyon terimi
kromatografinin bu tiirii i¢in kullanilabilir.

Elisyon sartlarmmn farkli tipleri, diger kromatografik tekniklerin
kullanilmasiyla aywrmanin zor oldugu proteinlerin kompleks karigimlarinin
saflagtirilmasi i¢in kullanilabilir. Aslinda diger protein kromatografik tekniklerini
tamamlayan baglanma karakterleri rol oynadigi zaman hidrofobik etkilesim
kromatografisi, aywrma amaglar1 i¢in basarili sekilde kullanilmaktadir.
Arastirmacilar kompleks mekanizma icermesine ragmen, hidrofobik etkilesimlere
en biiyik katkida bulunan faktériin Van der Waals kuvvetleri oldugunu
belirtmislerdir. Boylelikle, biyolojik molekiillerde yapisal hasarlar minimum
diizeyde olur ve onun biyolojik aktivitesi, hidrofobik etkilesim kromatografisinin
kullanilmasiyla ayarlanabilir. Hidrofobik etkilesim kromatografisi, adsorbana
kuvvetli baglanmalardan dolay1 protein eliisyonu igin non-polar ¢dziiciileri
gerektiren, daha az denatiirasyon yapan ortamlarda ¢alisilan ve proteinlerin
hidrofobik 6zelliklerinin kullanildig: alternatif bir tekniktir.

Son yillarda, hidrofobik etkilesim kromatografisi bir¢ok arastirmaci
tarafindan gelistirilmis ve bugiin endiistriyel Olgekli protein saflastirmanin
yanisira laboratuar 6lgekli giiglii bir ayirma teknigi olusturulmustur. Hidrofobik
etkilesim kromatografisi i¢in sabit fazin ¢esitliliginin gelisimi ile serum proteinler,
niikleer proteinler, hormonlar, rekombinant proteinler ve enzimler gibi
biyomolekiillerin ~ saflastirilmasinda  hidrofobik  etkilesim  kromatografisi
uygulamalarmnin kapsami artmustir.

Her protein i¢in hidrofobik aminoasitlerin sayisi, onlarin farkli dagilimlar1
ve hidrofobisiteleri karakteristiktir. Bundan dolayi, hidrofobik desteklerle veya
matrikslerle  spesifik aywrma  yapilabilir. Bu  yiizden, proteinlerin
hidrofobisitesindeki farklar, biyomolekiillerin hidrofobik etkilesim kromatografisi

kullanilmasiyla fraksiyonlanabilmesini saglar. Bu kromatografik metodun
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termodinamik analizleri hidrofobik etkilesimlere dayanan diger yontemlerle elde
edilenlerle temelde ayn1 sonuglar1 vermistir.

Spesifik uygulamalar i¢in kromatografik yontemin basarisini saglamak
icin iki temel unsur dikkate alinir. Bunlar sabit faz ve akiskan mobil fazdir.

Sabit fazin gesitli tiirleri ligandmn tipi, ligand zincirinin uzunlugu, ligand
yogunlugu ve matriksin veya destegin tiiriine gore ayrilabilir.

Hidrofobik etkilesim kromatografisi i¢in en ¢ok kullanilan ligandlar ug
amino gruplu veya grupsuz lineer zincir alkanlardir. Fenil (ve diger aromatik
gruplar) hidrofobik ve aromatik (II-IT) etkilesimleri karigimindan dolayr iyi
sonuglarla ligand olarak kullanilirlar. Matriks {izerinde siibstitiisyon derecesinde,
n-alkan ligandlar hidrofobisite 6l¢eginde bir seri olusturur.

Metil<etil<propil<butil<pentil<hekzil<heptil<oktil

Hidrofobisite ve etkilesim kuvveti n-alkil zincir uzunlugunun artmasiyla
artar fakat adsorpsiyon se¢iciligi azalabilir.

Hidrofobik etkilesim kromatografisinde en c¢ok kullanilan destekler
hidrofilik karbonhidratlar (¢capraz bagli agaroz), silika veya sentetik kopolimer
malzemelerdir. Aymi tiir ligand kullanarak sabit fazin seciciligi farkli tip
desteklerle degistirilebilir (Ozkara 2010).

Hidrofobik etkilesim kromatografisinde alikonma zamani sadece sabit faza
degil tuz derisimi ve tirii, pH, sicaklik ve katki maddeleri gibi hareketli fazin

Ozelliklerine de baglidir.

2.4.2.5. Yiik transfer adsorpsiyon kromatografisi

Yiik transfer adsorpsiyon kromatografisi, ligand ve biyomolekiil {izerinde
bulunan elektron alici ve elektron verici gruplarm etkilesimi esasina dayanir.
Aminoasitler, peptitler ve niikleotitler bu yontemle saflastirilabilirler. Dekstran ve
agaroz bu yontemde kullanilan en yaygin desteklerdir. Siklikla kullanilan
ligandlar ise akriflavin akridin sarisi, tritil grubu ve pentaklorofenoldiir. Bu
ligandlardan immobilize akriflavin  arastrmacilar  tarafindan  niikleotit,
oligoniikleotit ve ¢esitli aromatik bilesiklerin aymrimda kullanilmistir (Ghadge
2000).
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2.4.2.6. Boya-ligand afinite kromatografisi

Boya-ligand afinite kromatografisi protein ve enzimlerin saflastirilmasinda
oldukca onemli avantajlara sahiptir. immobilize triazin boyalar, boya-ligand
afinite kromatografisinde biyolojik makromolekiillerin saflastirilmasinda afinite
ligandlar1 olarak kullanilmaktadir. Triazin boyalar proteinlerle etkilesime girecek
aromatik halkalara, negatif ve pozitif yik iceren gruplara sahip kompleks
molekiillerdir. Boyalar ¢ogu polimerle niikleofilik siibstitiisyon reaksiyonlarina
izin verecek derecede yiiksek reaktivitede oldugu igin biyolojik ligandlarla
karsilastirildiginda polimerik destek materyal tizerine immobilize edilmeleri daha
kolaydir. Kompleks bir karigimdan hedef molekiiliin ytliksek saflikta elde edilmesi

hazirlanan destek materyalin spesifikligi ile yakindan iliskilidir.

2.5. Biyoafinite Kromatografisi’nin Uygulama Alanlar

Biyoafinite =~ kromatografisinin  baslica  amaci  biyomolekiillerin
saflastirilmast ve ayrilmasidir. Son yillarda biyoafinite kromatografisi sadece
proteinlerin degil, aynt zamanda niikleik asit ve hiicrelerinde ayrilmasinda

basariyla uygulanmustir.

2.5.1. Protein saflastirma

Proteinlerin saflastirilmasi afinite kromatografisinin ana amacidir. Bu
teknigin gelistirilmesi (matriks se¢imi, metod gelistirilmesi) gercekte protein
saflastirmanin bir fonksiyonu olarak yapilmustir.

Bu alanda, proteinlerin saflastirilmasi ya gergek biyospesifik afinite ya da
psedo-biyospesifik afinite kromatografisi ile yapilir. ilk durumda ligand, bir
substrat, kofaktdr, reseptdr veya antibadi olabilir. Ikinci durumda ligand, basit
(aromatik, hidrofobik...) ya da kompleks etkilesimde bulunan sentetik ya da dogal
bir molekiildiir. Ornek olarak albiimin, dehidrojenazlar, kinaz gibi pek g¢ok

proteine afinite gosteren immobilize edilmis Cibacron Blue verilebilir.
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2.5.2. Niikleik asit ayirma

Niikleik asitler, diger biyomolekiillerle ¢ok sayida afinite etkilesimlerine
sahiptirler. Cift sarmalli DNA olusumu, piirin ve pirimidin bazlar1 arasindaki (H
baglari, hidrofobik, yiik-transfer etkilesimleri gibi) baz c¢iftlenme etkilesimleri
sonucudur. Kromozomlarm olusumunda, histonlarla DNA’nin birlesmesi, DNA
zincirinde ¢ok sayida enzimin davranisi bu etkilesimlere birkag 6rnektir. Niikleik
asitler ii¢ farkl tiir etkilesimi igerir;

- Baz etkilesimlerini tamamlayici

- Proteinlerle etkilesim

- Belirli aromatik molekiillerle etkilesim

Protein ve enzimlerle biyoafinite genellikle niikleik asitlerin
immobilizasyonunu igerir. Bu afinite tamamlayic1 sistem, immobilize DNA
iizerine proteinlerin etkilesimiyle DNA’nin saflastirilmasini agiklar. Yine de bazi
durumlarda histonlar DNA’nimn ayrilmasi i¢in ligand olarak kullanilirlar.

Niikleik asitler ve baz1 araomatik molekiiller arasindaki afinite
mekanizmalari, piirin ve pirimidin bazlar1 ve DNA sarmali ve disindaki
elektrostatik etkilesim prosesleri arasindaki etkilesim nedeniyledir. Bu olusum,

yiik-transfer etkilesimlerini, hidrofobik ve tamamlayic1 iyonik yiikleri igerir.

2.5.3. Hiicre saflastirma

Hiicre ayrimlari i¢in afinite kromatografisi, glutaraldehit, aktiflenmis AcA
ve Mersalil-Trisakril C {izerine immobilize edilmis antibadilerin kullanimiyla
basarili bir sekilde uygulanmistir. Avidin-Ultragel A4R de hiicre ayrimi i¢in ilging
ve ¢ok yonlii bir aractir.

Eliisyon, hiicre uygulamasmna etki edebilecek iyonik kuvvet veya pH
degisimlerinin olmadig1 fizyolojik kosullarda gergeklestirilir. 3 tiir eliisyon
s6zkonusudur.

- Rekabete dayali eliisyon

- Mekanik eliisyon

- Cift adsorpsiyon-desorpsiyon mekanizmasi
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Rekabete dayali eliisyon genellikle ligand lektin oldugunda sekerlerle
gerceklestirilir. Mekanik eliisyon cam ¢ubuk kullanilarak yumusak bir
hizlandirmayla siispansiyonda gergeklestirilir.

Cift adsorpsiyon mekanizmasi ligand ve jel arasinda ayrilabilir baglar

icerir (Kegili 2006).

2.6. PA Saflastirmak i¢in Yeni Bir Materyal; Kriyojel Kolonlar
2.6.1. Kriyojel

Kriyojel, monomerik ve polimerik onciilerin uygun ¢oziiciilerdeki
cozeltilerinin dondurulmasi sirasinda sekillenen jel matrisidir. Kriyojel sozciigii
Yunanca kokenli olup, -kryos- (buz, soguk) ve —gel- (jel) sozciiklerinin bir araya
getirilmesinden meydana gelmistir. Dolayisiyla sogukta yapilan jel anlamina
gelmektedir.

Kriyojeller birbirine baglantili biiyiik gdozeneklere sahiptir. Bu gozenekler
pratik olarak, herhangi bir biiyiikliikteki ¢oziinenlerin diflizyonuna, ayni zamanda
nano partiikiillerin, mikropartikiillerin kiitle geg¢islerine izin verirler. Kriyojellerin
yap1 iskeletine bakildiginda siinger morfolojisine sahip oldugu goriilmektedir.
Yani birbirine baglantili gozenekli siirekli bir yap1 kriyojellerin temel yapisini
olusturur. Bu siinger seklindeki gdzenek sistemi ¢dziinenlerin kriyojellerin i¢cinden
madde kaybi1 olmadan gegislerini saglar. Kriyojellerin temel yapisi, osmotik
basinglari, kimyasal ve mekanik dayaniklhilifiyla birlestirildiginde, biyolojik
nanopartikiillerin, mikropartikiillerin (plazmidler, virlisler, hiicre organelleri) ve
hatta biitiin hiicrelerin kromatogrofisi i¢in bu yapilar1 ilgi ¢ekici parcaciklar haline
getirir (Lozinsky ve ark. 2003).

Kriyojeller, karyotropik jelasyon islemiyle iiretilirler. Karyotropik jelasyon
islemi daha ¢ok dondurma-eritme seklinde gerceklestirilen bir iglemdir. Kriyojel
hazirlama surecinin temel basamaklarindan bahsetmek gerekirse, kriyojel
olusturmak i¢in ilk dnce monomer, monomer karigimlar1 veya polimer uygun bir
¢oziiciide ¢oziilerek homojen ¢ozeltisi seklinde hazirlanir. Bu ¢ozelti igerisine
uygun capraz baglayici ve gerekli tepkime baslatici da eklenerek, hazirlanan

homojen karigim belirli bir siire dondurucuda bekletilir, karisimin donmasi
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saglanir. Daha sonra buz halindeki karigim oda sicakligina alinarak polimer i¢inde
olusan buz kristallerinin erimesi ve bir yandan da kriyojel olusumu baslar.
Polimer icerisindeki buz kristalleri iyice eridiginde, madde oda sicakligina
geldiginde, elde edilen birbirine baglantili gozeneklerden olusan iiriin, kriyojeldir
(Yao ve ark. 2006). Kriyojel hazirlama sirasinda oncii olacak maddeler segilirken
onemli bir nokta; termotropik jellerin kriyojel hazirlanmasinda oncii olarak

kullanilamayacagidir.

2.6.2. Karyotropik jelasyon isleminin temel karakteristik ézellikleri

_ Jel formasyon ajanlar1 (monomer veya polimer) iceren ¢ozelti ¢oziicii
kristalizasyon noktasinin birka¢ santigrat derece alt sicaklifinda dondurulur.
Burada donmus sistem tek bir kati halinde goériinmesine ragmen aslinda
heterojendir ve donmus c¢oziicii kristalleri igerisinde donmamis sivi mikro faz
icerir.

_ Jel olusturma ajanlar1 donmus ¢oziicii kristalleri ig¢erisindeki donmamisg
sivi mikrofaz igerisinde yogunlagir. Burada donmamis sivi mikrofaz baslangig
toplam hacmin sadece kiiglik bir kismini icermesine ragmen, jel Onciilerinin
derisimi jel olusumunu ilerleterek yavas yavas artmaktadir.

_ Donmus ¢oziicii kristalleri gézenek olusturucu ajan gorevini tstlenir.
Eritildiginde bosluklar1 terk ederler ve biiylik gézenekler ¢oziicii ile dolar. Coziici
ve jel faz1 arasindaki yiizey tansiyonu gozeneklerin seklini belirler, gbzenek
ylizeyini piirtizsiizlestirir.

_ Donduruldugunda, ¢oziicii kristalleri diger kristallerle karsilasincaya
kadar biiylirler ve bu yiizden erime sonrasinda birbirine baglanmig gozenekler
sistemi jel icerisinde artar.

_ Kiriyojelin polimer fazi, polimer zincirleri arasinda olusmus mikro
gozenekler icerir. Boylelikle, kriyojeller hem heterofaz hem de hetero gézenekler
icerirler (Sekil 2.20).
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Donmus halde _
polimerlesme | Erime
—— —-
Jel 6nciileri Q Polimer Jel
<\ Buz Kiistalleri (_) Siipermakroporéz yapi (Buz

kristallerinin eritilmesi sonrasi
karojelde olusan poréz yapi)

Sekil 2.20. Kriyojel olusum siireci

2.6.3. Jel ve kriyojel arasindaki farkhihklar

Jel adi altma birlesen polimerik materyaller, makromolekiilleri genis
mesafeli bag yolu ile baglanmis ve zaman i¢inde degisime ugramayan polimer
hareketsiz ¢oziicli sistemleridir. Polimer aglarinin baglant1  yerlerindeki
intermolekiiler baglarin yapisina gore jeller iki gruba ayrilabilir: Kimyasal ve
fiziksel jeller.

Kriyojeller herhangi bir kimyasal sekilde olabilirler: Kovalent, iyonik ya
da non kovalent kriyojeller. Dondurma — kurutma polimerik materyalleri seklinde
diisiiniilerek hazirlanan jeller de kriyojellere benzer olarak makro ve mikro yapida
gbzenekler igerirler. Coziicli kristallerinin (genellikle sulu sistemler i¢in buz)
stiblimlesmesi sonucu elde edilen dondurulmus c¢oziicli, polimerik materyalde
yani olusan jelde birbirine bagli gdzenekler sistemi olusturur.

Fakat bunlar sadece ince objeler (filmler, ince tabakalar) seklinde iiretilebilirler.
Bu jellerin silindirler halinde iiretilmesi teknik a¢idan pek pratik degildir. Diger
taraftan kriyojeller, bloklar, silindirler, tiipler, graniiller ve diskler olmak {izere

istenilen her sekilde tiretilebilirler (Sekil 2.21).
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Sekil 2.21. Cesitli sekillerde tiretilen kriyojellerlerin optik fotografi

Ayrica bunlara ek olarak, kriyojellerin {iretimi diger dondurma- kurutma
ile tretilen jellerin tiretiminden daha basittir. Ciinkii ¢6ziicti hareketi i¢in Kriyojel
iiretiminde indirgenmis basing gerekli degil iken, diger jel iiretiminde ¢oziicli
hareketi i¢in indirgenmis basing gereklidir.

Birbirine bagli genis gbézeneklerden olusan bir sistem kriyojellerin temel
karakteristik  6zelligidir. Coziinenlerin  bilinen homofaz jellerin i¢indeki
diftizyonunun aksine, siinger seklindeki gdzenek yapisina sahip kriyojeller (Sekil
2.22), ¢oziinenlerin kriyojel iginden madde kaybi olmadan gegislerine olanak
verir. Diger tiir jellerde, ¢6ziinen, jel igerisinden gecerken madde kaybina ugrar

(Lozinsky ve ark. 2003).
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Sekil 2.22. Kriyojelin stingerimsi gézenek yapisinin SEM goriintiisii

2.6.4. Kriyojel hazirlanmasi

Bir kriyojel elde etmenin genel prosediirii su sekildedir:

1. Makromolekiiller, diisik molekiiler ¢o6ziinenler (monomer, monomer
karisim1 veya polimer) ile ¢6ziicii igceren homojen karigim dondurulur.

2. Dondurulmus sistemde donmus ¢ozeltinin polikristalleri olusur. Ancak,
ortamda ayn1 zamanda donmamis bir mikrofaz da bulunur.

3. Bu sistem kontrollii olarak erimeye birakilir. Bu sirada kriyojellerin
polimerik iskeleti olusur, fakat ayni zamanda ¢ok ¢ok az miktarda ¢oziicii de
sistemde bulunmaktadir. Yani kriyojellerin polimer fazi, polimer zincirleri
arasinda olusmus mikrog6zenekler igerir. Boylece kriyojeller hem heterofaz hem

de hetero gozenekli bir yapiya sahip olurlar.

_ Kriyojel sentezleme igleminde dncii molekiil bir polimer ise;
Ik basamakta polimer iyi ¢dziindiigii bir ¢oziiciide ¢oziiliir. Icerisine
katalizor gorevi yapacak reaktif ya da dondurma isleminden &nce polimer

olusumunu engelleyen reaktif hizli bir sekilde iyice karistirilarak eklenir. Bu
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reaktifin de ¢oziicii igerisinde iyi bir sekilde ¢oziiniir olmasma dikkat edilmelidir.
Elde edilen ¢ozelti dondurulur. Buradaki donma sicakliginin da ¢oziici
kristalizasyon noktasinin birka¢ santigrat derece alt sicakliginda olmasma 6zen
gosterilmelidir.

_ Kriyojel sentez isleminde dncii molekiil bir monomer ise;

Oncii  molekiilin ~ monomer  oldugu  kriyojel  sentezlerinde
karyokopolimerizasyon yontemi kullanilmaktadir. Bu yontemde monomer
onceden polimer haline getirilmez. Direkt olarak kriyojel sentezlenmesi
prosesinde ¢ozeltinin igerisinde, hem monomerden polimer olusumu hem de
coziicii kristallenmesi olusur. Karyokopolimerizasyon ydnteminin donma
asamasinda, monomerler sulu ¢ozeltilerinde donmus halde bulunurken, ayni
sicaklikta ¢oziicii kristalizasyonu da goriiliir. Bunun sonucunda buz kristalleri ya
da buz bloklar1 gozlenir. Dolayisiyla bu asamada segilecek olan sicaklik degeri,
monomerlerin donma noktasmin altinda ve ayn1 zamanda ¢6ziicii kristalizasyonu
icin de yeterli bir deger olmalidir. Eritme asamasinda ise, kristal haldeki ¢ozelti
birbirine baglanmis siiper makro gozenekleri olustururken, erimis monomer
¢ozeltisi ise bu kristallerin etrafinda kopolimerizasyonu ve jel matriksini
olustururlar. Bu yontemde ilk 6nce monomerler ve ¢apraz baglayici bunlar1 iyi
¢ozen bir ¢oziiciide c¢oziiliir ve hazirlanan c¢ozelti icerisine katalizOr gorevi
yapacak olan reaktif eklenir. Hazirlanan homojen karisim dondurulur ve donma
isleminin ardindan kontrollii bir sekilde oda sicakliginda eritilir. Elde edilen iiriin,
oncii molekiiliin monomer oldugu kriyojeldir (Galaev 2002).

Kriyojeller sentezlenirken baslangi¢ oncii madde akrilamit, polivinil alkol,
karbon, metilmetakrilat gibi sentetik kimyasallar olabildigi gibi, kitosan, jelatin
gibi dogal polimerler de olabilir (Sekil 2.23). Ayrica; sentetik maddelerle dogal
polimerlerin kopolimerizasyonu olusturularak Oncii madde olarak; poli (vinil
kloriir- ko- jelatin, poli(akrilamit kitosan) gibi polimerler de olabilmektedir (Sekil
2.24)
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(1) ) ®3)

Sekil. 2.23. Farkli monomerlerden hazirlanan kriyojellerin SEM goriintiileri
1) Poli(N-izopropilakrilamit) kriyojeli, 2) Kitosan-jelatin kriyojeli,
3) Poli(Akrilonitril) kriyojeli

(@) (b) (©)

Sekil 2.24. Farkli kopolimerlerden hazirlanan kriyojellerin SEM goriintiileri
a) Poli(dimetilakrilamit- ko- polivinilalkol), b) Poli(vinil klorur- ko- jelatin),

c) Poli(akrilamit kitosan)

Kriyojellerin yapisindaki goézeneklerin biiyiikligii, gozenek dagilimu,
yapmin elastikligi sentez asamasinda kullanilan ¢apraz baglayict ve baslatici
miktarlartyla ve donma isleminin siiresiyle degigmektedir. Kullanilan capraz
baglayict ve reaksiyon baslatici orani arttirildiginda daha sert ve siki yapida

gozenekler olusmaktadir.
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2.6.5. Kriyojellerin uygulama alanlar

Kriyojeller sahip olduklar1 essiz yapisiyla kan hiicrelerinin ayiriminda
afinite  matriksi olarak, memeli hiicrelerinin kiiltiir ortamu olarak, doku
miithendisliginde ve giinlik hayatta filtre ve membran olarak kullanimlariyla
karsimiza ¢ikmaktadir. Ayrica kromatografik alanda kolon dolgu maddesi olarak
kullanildiklarinda kolonda geri basing olusturmadiklarindan verimli ayirimlar elde
etmede kromatografi malzemesi olarak kullanilmaktadirlar.

Kan hiicrelerinin ayiriminda afinite matriksi olarak kullanimlaria
bakildiginda; dimetil akrilamit, N-izopropil akrilamitten sentezlenen kriyojellere
protein-A, antibody yada metal ligandlar gibi spesifik ligandlar immobilize
edildiginde secici baglanmayla ayrilmasi istenen hedef hiicrelerin (kok hiicre,
kanser hiicreleri, makrofajlar) kromatografisi i¢in kullanim alanmin oldugu

goriilmektedir (Sekil 2.25)

Sekil 2.25. Kan hiicrelerinin kromatografik olarak kriyojel kolondan gegirilmesi

Doku miihendisliginde kriyojellerin kullaniminda; polivinil kaprolaktam,
dextran, jelatin ve aljinat igceren akrilamit, dimetil akrilamit, poli vinil alkol tabanl
kriyojeller jelatin veya kollojenlerle modifiye edilerek, doku hasarinin

giderilmesinde ya da rejenerasyonunda kullanilabilecek yiizey olusturmaktadirlar.
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Sekil 2.26. Kitosan-jelatin kriyojeli

Kriyojellerin  kromatografik alanda kolon dolgu maddesi olarak
kullanimlari, diger bir kolon dolgu maddesi olan Sepharose CL-4B kolon ile
karsilastirildiginda kriyojel kolonlarin akisa karsi direncinin diger Sepharose
kolonlara gore ¢ok daha az, hatta ihmal edilebilir diizeyde oldugu ve bu
Ozelliginin de onlar1 kromatografide kolon dolgu maddesi olarak ilgi g¢ekKici
materyaller yaptig1 bilinmektedir (Sekil 2.27).

Kriyojellerle Vladimir 1. Lozinsky ve ark. (Lozinsky ve ark. 2003)
tarafindan yapilan calismada; kriyojellerin biyo ayirmada kullanilmasindan
faydalanarak, kriyojelde Escherichia coli hiicrelerinin tutunmasini incelemislerdir.
Bunun i¢in akrilamit kriyojeli hazirlamislardir. Hazirlanan kriyojelde kapiler
gbzenek boyutu 10-100 um araligindadir. E.coli hiicrelerinin biiytikligi ise 1x3
um dir ve kriyojelin gozeneklerinden kolayca gegebilecegi diisiiniilmiistiir. E.coli
hiicrelerinin kriyojele tutunmasini saglamak icin kriyojel sentez asamasinda
gozeneklerine bir ko-monomer tutturularak kriyojelin pozitif yiiklenmesi
saglanmustir.

E.coli hiicrelerinin yiizeyi de negatif yiiklenerek, hiicrelerin kriyojelde

stiriiklenmesi sirasinda tutunmalar1 saglanmustir.

54



@ ANADOLU UNIVERSITESI
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Sekil 2.27. Kriyojel kolon ile Sepharose kolonun geri basing 6zelliklerinin karsilastiriimasi

Gergekte E.coli hiicreleri herhangi bir ligand igermeyen saf kriyojel
yiizeyine tutunmaz. Bu nedenle hiicrelerin tutunmasmi saglamak i¢in boyle bir
islem yapilmistir. Kriyojele tutulan hiicreler sodyum klorur soliisyonu ile eliie
edilmistir. Ard arda yapilan islemlerle E.coli hiicrelerinin en fazla miktarda
ayrilabilecegi kriyojel kolonu 6zellikleri tespit edilmistir.

Diger bir ¢alismada ise kriyojellerin adsorpsiyon ¢alismalarinda kullanimi1
incelenmistir (Kim ve ark. 2006). Karbon kriyojellerinin fenol ve reaktif boyalari
adsorpsiyonunu incelemislerdir. Bunun igin; aktive edilmis karbon kullanarak
hazirlanan kriyojelin temsil ettigi aktive edilmis karbon mikrosferi ve karbon
kriyojelinin temsil ettigi karbon mikrosferi olmak iizere iki ayr1 adsorban ylizey
kullanilmistir. Reaktif boya olarak da Black 5 ve Red E kullanilmugtir. Aktive
edilmis karbonlarm ¢ogu gelismis mikroporoziteye ve yiiksek yiizey alanina
sahiptir. Bu nedenle diisiik molekiiler agirlikli bilesikler i¢in yliksek adsorpsiyon
kapasitesine sahiptir. Bununla birlikte, yiiksek molekiiler agirliklt biiyiik
molekiillerin uzaklastirilmasi i¢in uygun degildir. Karbon kriyojelleri formaldehit
(HCOH) ile resorsinoliin [CgHa(OH)2] inert atmosferde piroliz ve dondurma-
kurutma islemleri takip edilerek ¢ok zayif bazik sulu ¢ozeltideki sol jel
polikondenzasyonundan sentezlenebilir. Karbon karyojelleri yiiksek BET ylizey
alanmna ve genis mezopor hacimlere sahiptir. Ayrica mezoporoziteleri
reaktantlarin miktarlar1 degistirilerek, katalizorle ve sol jel polikondenzasyonu ile

Kontrol edilebilir. Yapilan ¢alismada, karbon kriyojellerinin sivi faz adsorpsiyonu
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icin adsorban olarak  kullanimlar1  iizerine odaklanilmistir.  Fenoliin
adsorplanmasinda, aktive edilmis karbondan olusan aktive edilmis karbon
karyojellerinin, karbon kriyojellerine gore daha fazla miktarda fenol adsorpladigi
gorilmiistiir. Ayrica fenoliin adsorplanmasina bakildiginda, test edilen drneklerin
adsorpsiyon kapasitelerinin Oncelikli olarak BET yiizey alanlarma ve mikro
gbzenek hacmine bagli oldugu goriilmiistiir. Karbon kriyojellerinde Black 5 ve
Red E adsorplanmasinda ise, adsorplanan Black 5 ve Red E miktarlarmin aktive
edilmis karbon kriyojellerinde adsorplanan miktarlarindan daha fazla oldugu
gorilmiistiir.

Ceyhun Babac ve ark. Poli(akrilamit allil glisidil eter) [poli(Aam — AGE)]
monolitik kriyojeline tutturulmus immobilize konkanavalin A’ya (con A) sulu
¢ozeltiden ve insan plazmasindan insan immunoglobulin — G (IgG) baglanmasi
tizerine c¢aligmiglardir (Babac ve ark. 2006). Poli(akrilamit allil glisidil eter)
kriyojeli, monomerlerin donmus ¢ozeltilerinden karyokopolimerizasyon islemiyle
hazirlanmistir. Elde edilen monolitik kriyojel 10 — 100 um boyutunda birbiriyle
baglantil1 siirekli bir polimerik matriks icermektedir. Con A epoksi gruplariyla
poli (Aam — AGE) Kkaryojeline kovalent baglarla tutturularak immobilize
edilmistir. Con A - poli(Aam — AGE) kriyojelinin maksimum IgG baglama
kapasitesi pH 7.4’te goriilmiistiir. Daha sonra % 90 dan fazla adsorplanmis 1gG
sodyum kloriir ¢ozeltisi kullanilarak eliie edilmistir. Diger kan proteinleri i¢in
saptanan adsorpsiyon kapasiteleri ise fibrinojen icin 1.0 mgg™ ve albiimin i¢in 1.7
mgg™” olarak bulunmustur. Con A - poli(Aam — AGE) kriyojelleriyle 10 tekrar
yapildiginda, IgG molekiillerinin adsorpsiyon kapasitesinde kayip goriilmeden

adsorpsiyon/desorpsiyon i¢in kullanilabilir oldugu saptanmustir.

2.6.6. Kriyojellerin karakterizasyonu

Farkli monomerler, monomer karigimlar1 veya polimer ya da polimer
karigimlar1 kullanilarak sentezlenen kriyojellerin, taramali elektron mikroskobuyla
(SEM), Fourier doniisiimlii infrared spektroskopisiyle (FTIR), azot adsorpsiyon
porozimetri (BET) yoOntemiyle ve sisme testlerinin uygulanmasiyla

karakterizasyonu yapilmaktadir.
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SEM ile goriintiilemeyle kriyojel yapisindaki gézenek dagilimi, gdzenek
boyutlari, yapiyt meydana getiren gézenek Orgiisii gibi bilgiler elde edilmektedir.
SEM ile goriintiileme yapmak i¢in ilk dnce 6rnekler kurutulur ve ardindan altin ile
kaplama yapilir.

FTIR analizi ile sentezlenen kriyojeldeki fonksiyonel gruplar aydinlatilir
ve buna gore, kriyojel gozeneklerinin amaca yonelik bir madde igin
modifikasyonunun gergeklestirilip gergeklestirilemeyecegi  belirlenmektedir.
Kriyojellerin FTIR spektrumlar1 kat: halde, IR spektroskopi cihazinin ATR
modunda caligilarak alinmaktadir. Bu yontemde kuru haldeki kriyojeller kristal
tizerine konulur ve iizerine infrared 15181 gonderilerek maddenin spektrumu
almmaktadir.

Azot adsorpsiyon porozimetri yontemiyle, kriyojelin yiizey alani, gézenek
boyutu, gézenek hacmi, parcacik boyutu ve gozenek dagilimi gibi 6zellikleri
belirlenmektedir. BET metoduna gore yapilan analizlerle —198 °C deki sivi azot
ortaminda azot (N2) gazi adsorpsiyonu teknigine dayali olarak katilarin ng'l
olarak yuzey alanlar1 dlgiilebilmektedir.

Sisme testiyle de kriyojellerin hidrofilik karakterde olmalar1 ve
hacimlerinin % 150 sine kadar su tutma kapasiteleri bulundugundan, sentezlenen
kriyojele 0zgii blinyesindeki su tutma kapasitesi ve su tuttugunda hacmindeki
esneme miktar1 belirlenebilmektedir. Kriyojellerin sisme orani asagidaki esitlik

2.1 ile bulunabilir.

Sigme orani (%): [(Wsismis — Wkuru) / Wkuru] x 100 (2.1)

Wsismis: sisen kriyojellerin agirligi, Wkuru: kuru kriyojellerin agirligt

2.6.7. FPLC cihaz bilesenlerinin oézellikleri

FPLC cihazinda asagida belirtilen tiirden dedektorler kullanilabilir;

UV-Vis dedektor; Ksenon flas lambasi hem UV hem goriiniir bolge
araliginda calisir (190-700nm). Cift yollu akis hiicresi dinamik absorbans araligini
10-5'den 40 AU'nin lizerine kadar genisletir.
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Floresans dedektoriiyle liminesans, fosforesans, kemiliiminesans ve
bioliiminesans dlgiimleri miimkiindiir.

Kirilma indisi Dedektorii; polimerler, hidrokarbonlar, karbonhidratlar,
alkoller ve yag asitleri gibi absorbans yapamayan bilesiklerin analizleri igin
idealdir.

FPLC cihazinda kullanilan pompa, gii¢lii mekanik motoru sayesinde 4000
psi (275 bar) geri-basinglarma kadar dakikada 50 ml s1vi pompalayabilir.

FPLC cihazindaki fraksiyon toplayicisinda 18 mm ¢apindaki tiipler igin
144 parca kapasitesi vardir.

FPLC cihazinda farkl analiz metotlar1 i¢in farkli kolonlar kullanilabilir:

Iyon-degistirme metodu icin; Hiprep 16/10 Q sefaroz XL ve Hiprep 16/10

SP sefaroz XL kolonlar1 bulunur. Sefarozla 6nceden paketlenmis Q XL or SP XL
ortami, 20 ml preparatif anyon ve katyon-degisim kolonlar1 yiiksek yiikleme
kapasitesi ve hizli eliisyon saglar.
Jel filtrasyon metodu igin; Hiload 16/60 siiperdex 200pg ve Hiload 26/60
superdex 75 pg kolonlar1 bulunur. Siiperdex 75 kolonu prep peptidler, daha biiylik
proteinler, oligosakkaritler yani Mr 3000-70000, igin uygundur; Superdex 200
kolonu ise prep antikorlar ve Mr 10000-600000 proteinler icin uygundur.

FPLC’de hazirlanan 6rneklerin 6zelliklerine bakildiginda, 100uL-5mL
arasinda berrak ve safsizliklardan arindirilmis sivi 6rnegin FPLC sistemine
enjeksiyonu yapilabilir. Biliniyorsa Ornek igerisindeki protein miktar1 veya
derisimi de verilmelidir. Analizi yapilacak 6rnek, FPLC cihazmna enjeksiyonla

verilir ve hareketli faz sayesinde ayirimin yapilacagi kolona tasmnir (Bigen 2009).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan kimyasallar

Bu tez c¢alismasinda kullanilan saf penisilin agilaz, 6-nitro-3-
fenilasetamidobenzoik asit (NIPAB), 2-Hidroksietilmetakrilat (HEMA),
Amonyum per siilfat (APS), 4-aminoantipirin ve metakroilkloriir Sigma (St Louis,
USA) firmasindan temin edilmis ve metakroilkloriir diisiik basing altinda
damitilarak polimerizasyon inhibitérlerinden armdirilmistir. N, N'- Metilen
bisakrilamit (MBAAmM) Fluka, Chemica ve N, N, N', N'- Tetrametiletilendiamin
(TEMED) Fluka, BioChemica firmalarindan temin edilmistir. Diger ¢o6zelti
hazirlamada kullanilan kimyasallar analitik saflikta olup Sigma-Aldrich
firmasindan temin edilmistir. Kimyasallar kullanilincaya kadar +4 °C’de muhafaza

edilmistir.

3.1.2. Kullanmilan cihazlar

Monomer ve polimerlerin karakterizasyon ¢alismalarinda Shimadzu 8000
model FTIR, JEOL- JEM 1220EX model (Tokyo, Japan) taramali elektron
mikroskobu (SEM), Quontachrome, Nova 2200e model spesifik yiizey alani
olciim (BET) cihazi ve AKTA, UPC-900, P 920 model FPLC cihazi
kullanilmistir.  Adsorpsiyon-desorpsiyon ¢alismalar1  ve enzim aktivitesi

calismalarinda ise Shimadzu 1601 model spektrofotometre kullanilmistir.
3.2. Yontem
3.2.1. Kriyojel kolonun hazirlanmasi

3.2.1.1. Metakroil amidoantipirin (MAAP) monomerinin sentezi

Metakroil amidoantipirin monomerinin sentezi i¢in uygulanan yontemde;
0.5 g (2.463 mmol) antipirin ve 0.2 mL (2.46 mmol) piridin, kuru kloroform (100
mL) ¢oOziiciisii icerisinde ¢ozllmistiir. Cozelti 0 °C’a sogutulmus ve 0.26 mL

(2.46 mmol) metakroilkloriir yavasga ¢ozeltiye ilave edilmistir. Bu ¢ozelti azot
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atmosferi altinda manyetik karistirici ile oda sicakliginda 2 saat karistirilmistir.
Kimyasal reaksiyon sonunda ¢6zelti 6nce 50 mL seyreltik HCI ve sonra 50 mL
seyreltik NaOH ile yikanmistir. Daha sonra organik faz doner buharlastirici
kullanilarak uzaklagtirilmig ve kalan kisim (MAAP), petrolbenzini ve etil asetat

ile kristallendirilerek saflastirilmistir. Ilgili sentez Sekil 3.1°de verilmistir.

Erime Noktasi: 132-133 °C, Verim: % 70

CH
HoC—0 c/ 2
HaC \\
NH2 //C—NH CHs
P— HaC. e /,CH3 (o) —
.
N
HaC™ -
\N Q + \\ o - N —ch
N N 3
o cl
Aminoantipirin Metakroil kloriir Metakroil amidoantipirin

Sekil 3.1. Metakroil amidoantipirin (MAAP) monomerinin sentez reaksiyonu

3.2.1.2. Poli(HEMA-co-MAAP) kolon materyalinin sentezi

Bu c¢alismada; metakroil amidoantipirin tutturulmus 2-hidroksi etil
metakrilat (HEMA) tabanli siiper makro gozenekli kriyojeller serbest radikal
karyokopolimerizasyonu yontemiyle sentezlenmistir. Bu amagla 56 mg N,N’-
Metilen bis akrilamit 1 mL deiyonize suda ¢oziilmiistiir. Bu ¢6zeltiye 260 pL
HEMA monomeri ve 740 uL deiyonize su eklenerek monomer-g¢apraz baglayici
karisimi olusturulmustur. Hazirlanan karisima 6 mg metakroil amidoantipirin
(MAAP) ve 3 mL deiyonize su eklenerek 10 dak. siireyle manyetik karigtiricida
karistirilip 5 dak. ultrasonik banyoda bekletilmistir. Hazirlanan karisim 20 dak. -4
°C *de tutulmustur. Polimerizasyonun baslamasi i¢in gerekli olan 4 mg amonyum
per siilfat ve 5 uL TEMED eklenerek, alt ucu parafinle kapatilmis olan 5 mL’lik

0.8 cm ¢apli enjektore doldurularak dnce 2 saat siireyle  -12 °C’de daha sonra da
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16 saat siireyle -20 °C’de dondurulmustur. Bu siirenin sonunda kriyojel matriksi
oda sicakligina alinmig ve 4 saat bekletilmistir. Olusan polimer ag1 arasindaki buz
kristallerinin ¢oziilmesi sonucunda birbirine baglantili makro gozenekli ve bu
gozeneklere MAAP tutturulmus HEMA tabanli kriyojel olusturulmustur.
Sentezlenen kriyojel, once % 75°lik, % 50°1lik ve % 25°lik etanol ¢ozeltisinin 5
mL’siyle daha sonra da 10 mL deiyonize suyla yikanarak, reaksiyona girmemis
safsizliklardan armndirilmistir. Daha sonra kullanilincaya kadar % 0.02’lik sodyum

azid ¢oOzeltisi igerisinde bekletilmistir.
3.2.2. Karakterizasyon ¢calismasi
3.2.2.1. Yiizey morfolojisi

Poli(HEMA-co-MAAP) kolon materyalinin yapisi ve ylizey morfolojisi
SEM kullanilarak belirlenmistir. Kriyojelden alinan 6rnek, analiz edilmeden 6nce
oda sicakliginda kurutulmus ve Ornek haznesine yerlestirildikten sonra vakum
altinda yaklasik 100 A kalmlhiginda altin tabakasiyla kaplanmistir. Daha sonra

taramali elektron mikroskobu ile goriintiileri alinmustir.

3.2.2.2. Yiizey alam ol¢iimii

Poli(HEMA-co-MAAP) kriyojel kolonu tartilarak BET yontemiyle ylizey
analizi yapilmistir. Analizde kriyojellerin g6zeneklerine azot adsorpsiyonu
yapilarak, polimerin yiizey alani belirlenmistir. Cihazda 10 noktaya gore analiz

yapilarak Kriyojelin gram basmna diisen yiizey alan1 bulunmustur.

3.2.2.3. Sisme Testi

Poli(HEMA-co-MAAP) kolon materyalinin ve poli(HEMA) kriyojelinin
denge sisme oraninin belirlenmesinde asagida verilen yontem izlenmistir. Kuru
kriyojel + 0.0001 duyarlikla tartilmis ve 50 mL saf su i¢eren kaba konulmustur.
Daha sonra kriyojenik polimer sudan alinmis, siizge¢ kagidi yardimi ile yiizeydeki
su uzaklagtirilarak tartilmistir. Kuru ve 1slak agirliklar kaydedilmis ve esitlik 3.1
ile  poli(HEMA-co-MAAP) kriyojel kolon materyalinin ve poli(HEMA)

kriyojelinin su tutma miktar1 belirlenmistir.
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Sisme orani (%) = [(Ws-W;)/Wy] x 100 (3.1)

Wy ve Ws sirast ile kriyojelin sismeden Onceki ve sonraki agirliklarini

ifade etmektedir.

3.2.2.4. FTIR analizi

MAAP monomerinin FTIR spektrumu, yaklagik 0.1 g MAAP’m KBr ile
karigtirarak tablet hazirlanmis ve FTIR spektrumu alinmistir. Poli(HEMA) ve
poli(HEMA-co-MAAP) kriyojellerinin FTIR spektrumlar1 ise ATR modunda

alinmustir.
3.2.3. Hiicre Kkiiltiirleri ve ham ekstraktlarin hazirlanmasi

3.2.3.1. Mikroorganizmalar

Penicillium chrysogenum NRRL 1951, Penicillium chrysogenum 807
Amerika Birlesik Devletleri Tarimsal Arastirma Merkezi’nden temin edilmistir.

Penicillium purpurogenum 455 ise topraktan izole edilmistir.

3.2.3.2. Inokulum (kiiltiir) hazirlanmasi

Fungal suslar, sporlarin patates dekstroz agar besi ortamina aktarilip, 7—10
giin siiresince oda sicakliginda inkiibe edilmesiyle hazirlanmigtir. Daha sonra
sporlar almarak % 0.5 Tween—80 soliisyonuna toplanmis ve Thoma lam’inda

sayilmistir.

3.2.3.3. Enzim iiretimi

Enzim iiretimi, 4x10° spor mL™ spor siispansiyonu ile inokiile edilmis 100
mL siv1 besi ortami igeren 250 mL erlenmayerde gergeklestirilmistir. Besi
ortaminin bilesimi ise; 24 g patates dextroz, 3 g KHyPO4, 7 g KoHPO4, 1 g
(NH);SO4, 0.2 g, MgSO.7H,0 ve 2 g fenilasetik asitL™ seklindedir.
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Mikroorganizma biiyiimesi ve enzim iiretimi 2 giin igerisinde 25 °C ve 120

rpm’de baglamustir.

3.2.3.4. Ham ekstraktin hazirlanmasi

Misel kiitlesi 8000 g’de 20 dakika santrifiij islemiyle hasat edilmis, 50 mM
sodyumfosfat, 2 M sodyumsiilfat iceren pH 7 fosfat tamponunda yeniden
stispanse edilerek 10 dak. buz banyosu i¢cinde homojenize edilmistir. Numuneler 4
°C’de 23500 g hizinda 30 dak. santrifiij edilmistir. Daha sonra supernatant

toplanmig ve enzim ¢aligsmalarinda kullanilmistir.

3.2.4. Adsorpsiyon-desorpsiyon ¢alismalar
3.2.4.1. Kriyojel kolona PA adsorpsiyonu

Poli(HEMA-co-MAAP) kriyojel kolonuna sulu ¢ozeltilerden PA
adsorpsiyonu siirekli sistemde calisilmistir. Adsorpsiyon kapasitesine; baslangi¢
penisilin a¢ilaz derisimi, pH, iyonik siddet ve akis hizi etkisi incelenmistir.

Adsorpsiyon islemlerinden once kriyojel, 30 mL deiyonize su ile yikanmig
ve daha sonra 0.1 M NaCl igeren adsorpsiyon tamponu ile dengeye getirilmistir.
Penisilin agilaz ¢ozeltisi kriyojel kolondan gegirilmis, kolondan ¢ikan ¢ozelti ise
ayr1 bir beher i¢cinde toplanmistir. Toplanan ¢ozeltideki PA miktar1 Bradford
metoduyla spektrofotometrik olarak tayin edilmistir (595 nm) (Bradford 1976).

Kriyojel kolona adsoplanan penisilin agilaz miktarinin hesaplanmasmda

asagidaki esitlik kullanilmustir.
Q=[(Co-C)xV]/m (3.2)
Bu esitlikte; Q, birim kriyojel polimer basina adsorplanan penisilin agilaz
miktarmi (mgg'l), Co ve C sulu ¢ozeltideki penisilin agilaz’in baslangig ve son

derisim degerlerini (rngmL'l), V sulu ¢ozelti hacmi (mL) ve m ise kullanilan

kriyojel kolonun kiitlesini (g) vermektedir.
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3.2.4.2. Kriyojel kolondan PA desorpsiyonu

Penisilin agilaz desorpsiyonu igin 1 M NaOH desorpsiyon ajani olarak
kullamlmustir. Desorpsiyon ¢alismalarinda, 30 mL desorpsiyon ajani 1.0 mldk™
akis hizinda 1 saat siiresince kolondan gegirilmistir. Desorpsiyon ortamindaki son
penisilin agilaz derisimi Bradford yontemiyle (Bradford 1976) spektrofotometrik
olarak tayin edilmistir. Desorpsiyon orani asagidaki esitlik (Esitlik 3.3)

kullanilarak hesaplanmastir.

Desorpsiyon % = Desorpsiyon ortamina salinan penisilin agilaz % 100 (33)

Adsorplanan penisilin agilaz

3.2.5. Enzim aktivitesi calismalar

Penisilin agilaz aktivite galismalari, Kutzbach ve arkadaslari’nin literatiirde
rapor ettikleri prosediir ile gerceklestirilmistir. Bu prosediire gore; pH 7.2’de 10
mM fosfat tamponu i¢inde 250 uM 6-nitro-3-fenilasetamidobenzoik asit (NIPAB)
substrat olarak kullanilmis ve kriyojel kolona adsoplanan penisilin agilaz ile 37
°C’de etkilestirilmistir. Sonugta iiriin olarak olusan 6-nitro-3- aminobenzoik asit
miktarindaki zamana baglh degisimin 405 nm’de spektrofotometrik olarak
tayiniyle penisilin agilaz aktivitesi hesaplanmuistir.

Bir enzim aktivitesi (IU) dakikada 1 pumol 6-nitro-3-aminobenzoik asit
olusumunu katalizleyen enzim miktar1 olarak tanimlanmistir. Enzim aktivitesi ise

asagidaki esitlige gore (Esitlik 3.4) hesaplanmustir.

Enzim Aktivitesi (IUmL™) = AAbs/AT.V.4.49 (3.4)

Bu esitlikte; AAbs, absorbanstaki degisimi, AT, zaman degisimini ve V,

numune hacmini ifade etmektedir.
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4. BULGULAR
4.1. Poli(HEMA-co-MAAP) Kriyojel Kolon Materyalinin Karakterizasyonu
4.1.1. Yiizey morfolojisi

Poli(HEMA-co-MAAP) kriyojel kolon materyalinin yiizey morfolojisi
taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak incelenmistir. Sekil 4.1°de
gorildiigli gibi sentezlenen kriyojelin gozenek boyutu enzim saflastirmasina

imkan verecek kadar biiyiiktiir ve heterojen bir gézenek dagilimina sahiptir.

Sekil 4.1. Poli(HEMA-co-MAAP) kriyojelin SEM goriintiisii

IVERSITESI

4.1.2. Yiizey alam ol¢iimii

MAAP ligand1 iceren kriyojel kolonun spesifik ylizey alani BET

yontemiyle 25.8 m?g™ olarak bulunmustur.
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4.1.3. Sisme testi

Poli(HEMA-co-MAAP) kriyojenik kolon polimerik yapida, biiyiik
gbzenek boyutuna sahip, ¢apraz bagli, hidrofilik bir matrikstir. Sulu ortamda
coziinmez, fakat bag derecesine ve hidrofilitesine bagli olarak yiiksek oranda
sisme Ozelligi gosterirler. Bu g¢alismada sentezlenen poli(HEMA-co-MAAP)
kriyojelin denge sisme oram1 % 1463,97 olarak bulunmus ve poli(HEMA)

kriyojelin denge sisme orant ise % 1500 olarak bulunmustur.
4.1.4. FTIR analizi

MAAP monomerinin karakterizasyonu i¢in kullanilan FTIR analizlerinin
(Sekil 4.2) karakteristik pikleri soyledir: FTIR (KBr, cm™): 770-710 cm™
(monosubstitiiye benzen halkasi), 1580 ve 1500 cm™ (aromatik halkadaki
konjugasyon, kuvvetli iki veya ii¢ band), 1600 cm™ (metakril ¢ift bag), 1642 cm™
(amid karbonil bandi), 1730 cm™ (siklik keton pozisyonunda karbonil bandi),
2975 ve 2925 cm™ (C-H band1), 3260 cm™ ( N-H bandy).

PoliHEMA) kriyojeline ait FTIR spektrumlarit ATR modunda alinmistir.
Elde edilen pikler sekil 4.3’te goriilmektedir. 3400 cm™de OH band,
3000 cm™*de N-H bandi, 2400 cm™de C-H gerilmesine ait pik, 1700 cm™de
C=0 piki, 1190-1280 cm™*de C-O pikleri goriilmektedir.

Poli(HEMA-co-MAAP) kriyojelinin FTIR piklerinde (Sekil 4.4) 3275
cm™'de OH bandi, 1630 cm™de C-N bandi, 1161 cm™de siklik halkaya ait pik,
1088 cm™’de ise aromatik halkaya ait pik goriilmektedir.
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Sekil 4.4. Poli(HEMA-co-MAAP) kriyojeline ait FTIR spektrumu

4.2. Sulu Cozeltilerden PA Adsorpsiyonu
4.2.1. PA baslangic derisimi etkisi

Sekil 4.5’te PA’nin basglangi¢ derisiminin adsorpsiyona etkisi verilmistir.
Sekilden de goriildiigii gibi PA derisiminin artmasiyla, kriyojelin birim kiitlesi
iizerine adsorplanan PA miktari, 12 mgrnL'l’den diistik derisimlerde artmis, daha
sonra dengeye ulagsmistir. Bu durum adsorpsiyon i¢in siiriicii kuvvet olan derisim
farkinin (AC) artmasiyla artmaktadir. Siirlicii kuvvetin artmasiyla adsorpsiyon
kapasitesinde artis gozlenmektedir. Bu artis kriyojel yiizeyinde spesifik protein-
ligand etkilesimi dengeye gelinceye kadar devam etmektedir. Denge durumundan
sonra adsorpsiyon kapasitesinde onemli bir degisim gézlenmemistir. Bos kriyojel
kolonun penisilin agilaz adsorplama miktar1 ise enzime afinite gosteren bir ligand

olmadig1 i¢in oldukca diistiktiir.
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Sekil 4.5. Poli(HEMA-co-MAAP) kriyojel kolona ve poli (HEMA) kriyojel kolona adsorplanan
penisilin acilaz miktarinin penisilin agilaz baglangi¢ derisimi ile degisimi

T: 25°C; Akis hizt: ImLdk; Adsorpsiyon siiresi: 2 saat

4.2.2. pH Etkisi

Poli(HEMA-co-MAAP) kriyojele PA adsorpsiyonunun pH etkisini(Sekil
4.6) incelemek i¢in ¢Ozelti pH’s1 3.0-7.0 araliginda degistirilmistir. PA’nin
maksimum adsorplandigi pH degeri pH = 5 olarak belirlenmistir. Bu pH’da
adsorplanan PA miktar1 190.2 mgg” olarak bulunmustur. Penisilin agilaz’in
izoelektrik pH degeri 6.7-6.8 civarindadir. Fakat; maksimum adsorpsiyona pH
5’te  ulasilmistr.  Bu  durum  poli(HEMA-co-MAAP)  kriyojeline PA
baglanmasinda diger zayif etkilesimlerin yami swra biiyiik oranda hidrofobik
etkilesimlerin de etkin oldugunu ortaya koymaktadir. Gergekte bir proteinin
izoelektrik noktasinda net yiikiin sifir olmasi, proteinin yiikli gruplardan yoksun
oldugu anlamina gelmemektedir. Aminoasit bilesimine bagli olarak, bir proteinin
izoelektrik pH (pl) noktasinda ¢esitli yiiklii gruplara sahip olabilir. Bu ylizden
proteinin bir afinite sistemiyle etkilesimi pI degerinde olmayabilir.

Penisilin agilaz’in aminoasit bilesimi incelendiginde triptofan, fenilalanin
ve tirozin gibi enzimin hidrofobik gruplarla etkilesimini kolaylastiracak elektron
verici gruplarin oldugu goriilmiistiir. izoelektronik nokta disinda PA’nin elektron

verici gruplart MAAP ligandiyla spesifik etkilesime girdigi diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.6. Penisilin agilaz adsorpsiyonuna ortam pH’1nin etkisi
T: 25°C; Akas hizt: 1mldk™; Adsorpsiyon siiresi: 2 saat

4.2.3. Iyonik siddet etKisi

Dengeleme tamponuna ve ornek ¢ozeltisine yiiksek derisimlerde cesitli
tuzlarin ilavesi (salting-out) adsorpsiyonda hidrofobik etkilesimlerin oldugu
sistemlerde ligand-protein etkilesmesini baglatir. Tuzun derisimi arttikga baglanan
proteinlerin orani da neredeyse dogrusal olarak belli bir tuz derisimine kadar artar
ve daha yliksek derisimlerde eksponansiyel bir sekilde hala artmaya devam eder.
Bunun nedeni tuzlarin varliginda proteinlerin serbest enerjisi artar ve bu serbest
enerji artis1 protein molekiillerinin hidrofobik yiizey alani ile orantilidir. Cilinkii
tuz ¢oziicli ortamiyla proteinin ylizey temas alanin1 miimkiin oldugunca azaltir ve
serbest enerjide minimum artis olusturur. Bu nedenle, yiiksek tuz derisimli
ortamda proteine baglanan formlar, baglanmamis proteinlerden termodinamik
olarak daha kararhdir. Hidrofobik etkilesim kromatografisinde dengeleme
cozeltisinde yiiksek tuz derisiminin kullanilmasi ligand-protein etkilesimlerini ve
sonug¢ olarak da protein alikonmasimni artirir. Sekil 4.7°de tuz derisiminin PA
adsorpsiyonuna etkisi verilmistir. Sekilden goriildiigii gibi tuz derigimi artikga PA
adsorpsiyon kapasitesinde 6nemli derecede artma goézlenmis, 1 M’dan sonra

denge durumu olusmustur.
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Sekil 4.7. Penisilin agilaz adsorpsiyonuna iyonik siddet etkisi
T: 25°C; Akis hizt: 1mldk™; Adsorpsiyon siiresi: 2 saat

4.2.4. Akis iz etkisi

PA adsorpsiyonuna iliskin akis hizi ¢aligmalar1 poli(HEMA-co-MAAP)
kriyojelinin FPLC cihazinda kolon olarak kullanilmasi ve 10 mgmL™ PA’nmn
farkli akis hizlarinda gegirilmesiyle elde edilen pik alanlarmin karsilastirilmasiyla
yapilmistir. FPLC cihazinda 0.5; 0.8; 1; 1.5 mldk™ akig hizlarinda calisilmus ve

maksimum adsorpsiyonun 1 mldk™**da oldugu saptanmustur.

4.3. Adsorpsiyon izotermleri

Adsorpsiyon izotermi, her bir molekiiliin adsorbanlarla etkilesimlerinin
karakterizasyonu i¢in kullanilir. Adsorpsiyon izotermi, iki faz dengede iken kati
faza adsorbe olan iyon miktar1 ve ¢ozeltideki molekiillerin derisimi arasinda iliski
kurulmasini saglar. Langmuir adsorpsiyon modeli, her biri yalniz bir molekiili
tutmaya elverisli belirli sayidaki tanimlanmis boliimlere molekiillerin adsorbe
oldugunu var sayar. Bu boliimlerin enerji olarak es deger oldugu ve yakin
boliimlerdeki adsorbe olmus molekiillerle arasinda higbir etkilesim olmayacak
kadar birbirinden uzak oldugu varsayilir. Langmuir denklemi esitlik 4.1 ile

asagidaki gibi gosterilebilir.
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Q = Qmax-D.Ceg/ (1+hCeq) (4.2)
Q = Adsorbana adsorplanmis PA derisimi (mgg™)

Ceq= Cozeltideki PA denge derigsimi (mgmL™)

b = Langmuir sabiti (Lmg™)

Qmax = Maksimum adsorpsiyon kapasitesi (mgg™)

Bu denklem esitlik 4.2 ile asagidaki gibi lineerlestirilebilir.

1/Q = [1/(Qmaxb)].[1/Ceq] + [1/Qrmax] (4.2)

1/Q’ya kars1 1/Ceq grafige gecirildiginde; kesim 1/Qmax, €gim ise; 1/Qmaxb’yi Verir.
Sekil 4.8’de PA adsorpsiyonu i¢in Langmuir adsorpsiyon modelinin grafigi
verilmistir.

Adsorpsiyon izotermleri, adsorpsiyon o&zelliklerini  degerlendirmek
amaciyla yapilan kesikli deneylerle belirlenmistir. Deneysel veriler sonucunda,
PA’nin adsorpsiyonu igin maksimum adsorpsiyon kapasitesi (Qmax) elde
edilmistir. PoliHEMA-co-MAAP) kriyojeli i¢in, korelasyon katsayisi (RZ) 0.9636
gibi yiiksek bir deger, maksimum adsorpsiyon kapasitesi (Qmax) 188.68 mgg™ ve
Langmuir sabiti (b) 0.0964 Lmg™ olarak bulunmustur.

0,014

0,012 -

bo1 /
o 0008 | y = 0,0555x + 0,0053
= 0,006 R2=10,9636

0,004 -

0,002 -

0

0 0,02 004 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14
1/Ceq

Sekil 4.8. Penisilin agilaz i¢in Langmuir adsorpsiyon izotermi

Sisteme uygulanan diger bir adsorpsiyon modeli ise Freundlich

izotermidir. Freundlich denklemi ideal olarak temiz ve homojen olmayan kati
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yiizeylerdeki adsorpsiyonlar igin Alman fizikokimyact Herbert Max Finlay
Freundlich tarafindan deneysel caligmalara bagli olarak tiiretilmistir. (Sarikaya

1993) Freundlich denklemi asagida verilen esitlikle gosterilmektedir.

INQ = InKs+ nInCqq (4.3)
Bu esitlikte;

Q = Adsorplanan PA miktar1 (mgg™)

Ceq = Cozeltideki PA denge derisimi (mgmL™)

n = Freundlich sabiti

K¢ = Freundlich sabiti

InQ’ya karsi InCeq grafige gegirildiginde dogrunun y eksenini kestigi
noktadan K; ve egimden de n sabitleri bulunabilir. Sekil 4.9’da poli(HEMA-co-
MAAP) kriyojeline PA adsorpsiyonu i¢in Freundlich adsorpsiyon modelinin
grafigi verilmistir. PA adsorpsiyonu icin elde edilen veriler, sirasiyla Langmuir ve
Freundlich adsorpsiyon izotermine uygulanmistir. Sekil 4.8 ve Sekil 4.9°da
goriildiigii gibi PA adsorpsiyonunun Langmuir izotermine uydugu bulunmustur.
Ciinkii elde edilen grafiklerin korelasyon sabitlerine (Rz) bakildiginda Langmuir
icin hesaplanan deger (0.9636), Freundlich i¢in hesaplanan degerden (0.8905)

daha yiiksek ¢ikmaistir.
5
45 L e
4
3,5 1
3 _
225
2 y = 0,4341x + 3,5109
15 1 R2=0,8905
1 4
0,5 1
0 ' r :
0 0,5 1 15 2 2,5 3
In Ceq

Sekil 4.9. Penisilin agilaz i¢in Freundlich izotermi

73



@ ANADOLU UNIVERSITESI

Dolayisiyla siirli sayida baglanma bdlgesi iceren bir ylizey iizerine tek
basamakli bir adsorpsiyon gergeklestigi soylenebilir.
Poli(HEMA-co-MAAP) kriyojeli {izerine PA adsorpsiyonuna iligkin

deneysel veriler ¢izelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Poli(HEMA-co-MAAP) kriyojel kolonuna PA adsorpsiyonuna iligkin Langmuir ve

Freundlich izotermlerinin karsilastirilmasi

Deneysel | Langmuir Freundlich

Q (Mg.g™) | Qmax (Mg.g™) | b (Lmg™) | R? K n R?
ff‘f‘AP’ I 107.60 188.68 0.0964 09636 |33.49 |043 |0.8905
riyojel

4.4. PoliHEMA-co-MAAP) Kiriyojel Kolonunun PA Adsorpsiyonunda
Tekrar Kullanilabilirligi

Bir afinite adsorbaninda aranilan Onemli Ozelliklerden biri de, bu
malzemenin aymrma igleminde defalarca kullanilabilmesidir. Rejenerasyon veya
tekrar kullanilabilirlik olarak tanimlanan bu 6zellik sonucunda ayni adsorbent
defalarca kullanilarak ayirma isleminin maliyeti Onemli 0Olgiide azaltilir.
Poli(HEMA-co-MAAP) kriyojel kolonunun tekrar kullanilabilirligini incelemek
amaciyla ayni adsorbent 6 kez adsorpsiyon-desorpsiyon isleminde kullanilmistir
(Sekil 4.10). Sterlizasyon amaciyla her adsorpsiyon-desorpsiyon islemi sonrasi
kriyojel distile su ve daha sonra dengeleme i¢in sodyum fosfat tamponu (pH 5.0)
ile yikanmgstir. 6 kez tekrarlanan adsorpsiyon desorpsiyon islemleri sonrasinda

adsorpsiyon kapasitesinde kayda deger bir azalma gézlenmemistir.
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Sekil 4.10. Poli(HEMA-co-MAARP) kriyojel kolonunun tekrar kullanilabilirligi

4.5. Poli(HEMA-co-MAAP) Kriyojel Kolonuna Ham Ekstrattan PA

Adsorpsiyonu

Ham ekstrakt ile gergeklestirilen adsorpsiyon-desorpsiyon ¢alismalari
Amerika Birlesik Devletleri Tarimsal Arastrma Merkezi’inden temin edilen ve
fakiiltemiz Biyoloji Boliimii’'nde iiretilen Penicillium chryosogenum (NRRL
1951), Penicillium chryosogenum 807 ve Penicillium purpurogenum
mikroorganizmalar1 kullanilarak gergeklestirilmistir.

Poli(HEMA-co-MAAP) kriyojel FPLC’de kolon materyali olarak
kullanilmistir. Hazirlanan ham ekstraktlar FPLC kolonuna verilmistir.
Desorpsiyon ajani olarak 1 M NaOH kullanilmistir. Desorpsiyon ajani ile birlikte
gelen pik toplanmis ve saflastirma gergeklestirilmistir. Saflastirilan ¢ozeltide
bulunan protein derisimi Bradford metoduyla (Bradford 1976) spektrometrik
olarak tayin edilerek poli(HEMA-co-MAAP) kriyojeline adsorplanan enzim
miktar1 bulunmustur. FPLC’de gozlenen pikler sekil 4.11 ve sekil 4.12°de
goriilmektedir. Sekilden goriildiigii gibi ham ekstraktta bulunan ve pseudospesifik
poli(HEMA-co-MAAP) kriyojeline afinite gosteren penisilin agilaz desorpsiyon

ajani ile birlikte gelmistir.
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Sekil 4.11. Ticari penisilin agilazin sulu ¢6zeltisine ait FPLC kromatogrami
A: 0.1M NaCl; B: 1M NaOH T: 25 °C; Akis hizi: Imldk™; Adsorpsiyon siiresi: 1 saat

Sekil 4.12. Biyolojik numuneden elde edilen PA’a ait FPLC kromatogrami1
A: 0.1M NaCl; B: 1M NaOH T: 25 °C; Akis huzi: Imldk™; Adsorpsiyon siiresi: 1 saat

Sekil 4.12°deki kromatogramda alikonma zamanlar1 (tg) PA igin 21,
baglanmayan tiirler i¢in 4 dak. olarak goriilmektedir. Bu degerlerden
yararlanilarak kriyojel kolonun aywrma kapasitesi belirlenmistir. Buna gore;
ayiricilik sabitleri (Rs), kapasite faktorleri (k'), segicilik faktorleri (o) ve teorik
plaka sayilar1 (N) asagida verilen denklemler kullanilarak hesaplanmistir (Esitlik
44,45, 4.6,4.7).
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Rs = 2(t2 — tl)/((Dz - (Dl) (4-4)

kK= (tR — to)/to (4-5)
o= ka/k (4.6)
N = 5-54(tR/W0_5)2 (4.7)

Bu esitliklerde t;, PA icin alikonma zamani, t;, baglanmayan proteinler
icin alikonma zamani, ty kolonda enjeksiyona kadar gecen 6lii zaman, m;, ikinci
pikin taban genisligi, @1 ise ilk pikin taban genisligidir. Teorik tabaka sayisini
hesaplarken kullanilan wps degeri ise pik maksimum yiiksekliginin yar1
yiiksekligindeki pik genisligine karsilik gelmektedir (Ozcan 2007).

Bu esitliklerden yola ¢ikilarak protein ayirimi i¢in bulunan Rs, k’, a ve N
degerleri Cizelge 4.2°de verilmistir. Bu ¢izelgede goriildiigii gibi protein ayirimi
icin bulunanan Rs ve o degerlerinin (6.8 ve 9.5) birden biiyiik olmasi, hazirlanan
kriyojel kolonun iyi bir segicilik faktoriine ve iyi bir ayiriciliga sahip oldugunu

gostermektedir.

Cizelge 4.2. FPLC’den elde edilen kromatografik ayirma verileri

tr N Kk’ a Rs
Ham Ekstrakttan
Saflastirilan PA 21 4343 9.5 9.5 6.8
Ticari PA 21 4343 9.5

Geleneksel penisilin agilaz saflastirma teknikleri ¢oktiirme, santrifiij ve
adsorpsiyon gibi birbirini izleyen ¢ok basamakli islemler gerektirmektedir. Tez
kapsaminda sunulan bu c¢alismada ise tek basamakta penisilin agilaz
saflastirilmas1 gergeklestirilmistir. Penicillium chryosogenum (NRRL 1951),
Penicillium chryosogenum 807 ve Penicillium purpurogenum
mikroorganizmalarindan penisilin agilaz saflastirmasi calismalarindan elde edilen
sonuglar ¢izelge 4.3’de verilmistir. Bu tez kapsaminda, Penicillium chryosogenum

(NRRL 1951), Penicillium chryosogenum 807 ve Penicillium purpurogenum
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bakteri tiirlerinden penisilin agilaz saflagtirilmasina yonelik olarak yeni bir destek

materyali gelistirilmistir. Pseudospesifik MAAP ligandi komonomer olarak

kullanilarak y1gm polimerizasyonu yontemiyle poli(HEMA-co-MAAP) kriyojel

afinite kolonu sentezlenmistir.

Cizelge 4.3. Penicillium chryosogenum (NRRL 1951), Penicillium chryosogenum 807 ve

Penicillium  purpurogenum 455 mikroorganizmalarindan  penisilin  agilaz
saflastirilmasi
- . Spesifik -
NUMune Aktivite Protein Akty Saflagtirma | Desorpsiyon
-1 -1 . P 0
(IlUmL™) | (mgmL™) (1Umg-1) Faktorii Yo
Penicillium chrysogenum (NRRL 1951)
Ham
Ekstrakt 0.205 4.8802 0.0419
1 M NaOH
ile 0.018 0.024 0.75 17.89 95.6
Eliisyon
Penicillium crysogenum 807
Ham
Ekstrakt 0.195 8.9166 0.019
1 M NaOH
ile 0.096 0.092 1.043 54.9 92.3
Eliisyon
Penicillium purpurogenum 455
Ham
Ekstrakt 0.005 2.8489 0.0018
1 M NaOH
ile 0.001 0.056 0.018 10.0 86
Eliisyon
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5. TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Sentezlenen kriyojel kolon konvansiyonel saflagtirma materyallerine kars1
bazi iistiinliiklere sahiptir. Makro gozenekli yapisindan dolay1 bir 6n saflagtirma
islemi gerektirmeden ham eksrakttan dogrudan saflastirma
gerceklestirilebilmektedir.  Kriyojelin  siingerimsi  yapisi  sayesinde FPLC
sistemlerde karsilasilan geri basing probleminin Oniine gecilmektedir. Ligand,
kriyojel yapisna monomer olarak dahil edildiginden geleneksel yontemlerdeki
ligand immobilizasyonu ve matriks aktivasyonu gibi toksik kimyasallarin
kullanildig1 islemlere gerek kalmamaktadir. Geleneksel olarak penisilin agilaz
saflagtirmak i¢in kullanilan matrikslerde karsilasilan ligand sizmasi probleminin
de bu sayede oniine geg¢ilmistir.

Literatiirde rapor edilen ¢aligmalarda Kegili ve ark. (2006) pseudospesifik
MAAP ligandin1 etilenglikoldimetakrilat (EGDMA) ile polimerlestirerek poli
(EGDMA-MAAP) monolitik kolonu sentezlemis ve penisilin agilaz
adsorpsiyonunda kullanmistir. Yapilan caligmada, % 89 desorpsiyon orani ile 35.5
saflagtirma faktorii elde etmistir. Santarelli ve ark. (2000) epoksi ile
aktiflestirilmis sepharose jel lizerine immobilize edilmis pseudospesifik ligand 4-
aminoantipirin,  2-amino-3-benziloksipiridin,  3-amino-5-fenil  pirazol, 4-
hidroksibenzaldehit gibi ligandlar ile calismislar ve % 85 desorpsiyon ile 1.5-2.2
arasinda saflastirma faktorii degerlerine ulagsmislardir. Fitton ve Santarelli (2001)
penisilin acgilaz saflastirilmas: i¢in immobilize metal afinite kromatografisi
kullanmiglar ve % 73 desorpsiyon ile 3.18 saflastirma faktorii, % 97 desorpsiyon
ile 12.34 saflastrma faktorii elde etmislerdir. Marcos ve ark. (1999) Escherica
coli’den penisilin agilaz saflastirmak amaciyla 2 fazli poli(etilen glikol)-sodyum
sitrat sistemi kullanmislar ve 5.7 saflastirma faktorii ile % 85 desorpsiyon
degerine ulagsmislardir.

Bu tez kapsaminda poli(HEMA-co-MAAP) kriyojel afinite kolonuna sulu
cozeltilerden penisilin agilaz adsorpsiyonu derisim, pH, iyonik siddet ve akis

hizina bagli olarak ¢alisilmistir.
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Sentezlenen kriyojellerin yiizey morfolojisi elektron mikroskobu (SEM)
ile incelenmis ve sekil 4.1°de goriildiigli gibi gézenek boyutu biiyiik, heterojen
dagilima sahip kriyojeller elde edilmistir.

Poli(HEMA-co-MAAP) kriyojelin spesifik ylizey alan1t BET yontemiyle
25.8 m?g™ olarak bulunmustur.

Kriyojellerin gozenekleri igerisindeki su elle kolaylikla sikilabilmektedir.
Sikilan kriyojel parcasi suya daldirildiginda 1-2 saniye icerisinde orijinal boyut ve
sekline tekrar donebilmektedir. Sentezlenen poliHEMA-co-MAAP) kriyojellerin
denge sisme oranm1 % 1463.97 olarak, poli(HEMA) kriyojellerin denge sigme orani
ise % 1300 olarak bulunmustur.

Sentezlenen poli(HEMA-co-MAAP) kriyojel kolonun adsorpsiyon
kapasitesi pH 5°te (akis hizt: Imldk™, T: 25 °C, adsorpsiyon siiresi: 2 saat) 190.2
mgg*’lara kadar ¢ikmaktadir.

Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon izotermlerinden hesaplanan
korelasyon katsayilar1 (R?) sirasiyla 0.9636 ve 0.8905 olarak bulunmustur.
Langmuir i¢in hesaplanan korelasyon katsayismin (0.9636) daha yiiksek
¢ikmasina bakilarak adsorpsiyon modelinin Langmuir adsorpsiyon modeline
uydugu gosterilmistir. Langmuir izoterminden maksimum adsorpsiyon kapasitesi
188.68 mgg ™ olarak hesaplanmustir.

Poli(HEMA-co-MAAP) kriyojel kolonuna Penicillium chryosogenum
(NRRL 1951), Penicillium chryosogenum 807 ve Penicillium purpurogenum
mikroorganizmalarindan elde edilen ham ekstraktlardan penisilin agilaz
adsorpsiyon caligmalar1 FPLC’de gergeklestirilmistir. FPLC kromatogramindan
yararlanarak hesaplanan Rs ve o degerlerinin (6.8 ve 9.5) 1’den biiyiik olmasi,
hazirlanan kriyojel kolonun yiiksek secicilige ve iyi bir ayiriciliga sahip oldugunu
gostermektedir.

Desorpsiyon ajant olarak 1 M NaOH kullanilmistir. Penicillium
chryosogenum (NRRL 1951) ile yapilan galismalarda 1 M NaOH ile % 95.6
desorpsiyon ve 17.89 saflagtirma faktori, Penicillium chryosogenum 807 ile
gerceklestirilen ¢alismalarda % 92.3 desorpsiyon ve 54.9 saflastirma faktori,
Penicillium purpurogenum 455 ile yapilan ¢aligmalarda ise 1 M NaOH ile % 86

desorpsiyon ve 10.0 saflastirma faktorii degerlerine ulasiimustir.
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Elde edilen sonuglardan goriildiigii gibi pseudospesifik poli(HEMA-co-
MAAP) kriyojel kolonu kullanilarak literatiirde rapor edilen sonuglarla
kiyaslanabilecek saflagtrma faktorleri ile mikroorganizma ekstraktlarindan

penisilin agilaz saflastirilma islemi gergeklestirilmistir.
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EK: Kalibrasyon Grafigi
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