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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

Protein G Saflastirilmasi icin Biyokromatografi Materyali Gelistirilmesi

Umut CELIKOGLU

Anadolu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Arzu ERSOZ
2015, 51 sayfa

Bu calismada Streptekokal Protein G saflastirilmasina yonelik I1gG bagh
makro gdzenekli kriyojel kolon dolgu materyali gelistirilmis ve bu kolon dolgu
materyalinin Protein G saflastirilmasindaki etkinligi arastirilmistir. Bu amagla;
calismanin ilk asamasinda fotosensitif rutenyum tabanli aminoasit monomeri,
bis(2,2’-bipiridi)MATrp-MATrp-rutenyum(Il)  kullanmilarak ~ ANADOLUCA
metoduna gore poli(HEMA-ko-IgG) makro gozenekli kriyojel sentezlenmistir.
Sentezlenen kolon dolgu materyali, sisme testi, SEM ve FT-IR analizleri ile
karakterize edilmistir. Poli(HEMA-ko-IgG) nin baglama kapasitesi calismalar
rekombinat Protein G kullanilarak gergeklestirilmistir.

Calismanin ikinci asamasinda; gercek numune ile kolonun -etkinligi
incelenmistir. Bu amagla Streptococcus equi bakterisi kiiltiire edilmis, hiicre
duvarn parcalanmis ve uygun 6n deristirme islemlerinden sonra poli(HEMA-ko-
IgG) kriyojeli kullanilarak Protein G saflastirilmistir.

Calismanin son asamasinda ise saflastirllmis Protein G’nin SDS-PAGE

yontemi kullanilarak molekiil agirligi ve saflig1 kontrol edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Protein G, Fotosensitif Amino Asit Monomeri, Kriyojel,

Protein Saflastirma



ABSTRACT
Master of Science Thesis

Development of Biochromatography Material for Protein G Purification

Umut CELIKOGLU

Anadolu University
Graduate School of Sciences
Chemistry Program

Supervisor: Prof. Dr. Arzu ERSOZ
2015, 51 pages

In this study, IgG-bound macroporous cryogel column packing material
has been developed and the effectiveness of this column packing material has
been evaluated for Protein G purification from Streptococcus. For this purpose, in
the first phase of the study, macroporous poly(HEMA-co-IgG) cryogel have been
synthesized by using photosensitive ruthenium-based amino acid monomer,
bis(2,2’-bipyridil)MATrp-MATrp-ruthenium(Il), according to ANADOLUCA
method. Characterization of the prepared cryogel columns has been carried out by
swelling tests, SEM and FT-IR analyses. The binding capacity studies for
poly(HEMA-co-IgG) have been performed using recombinant Protein G.

In the second step of the study, the efficacy of colon has been investigated
for real samples. For this purpose, Streptococcus equi bacteria has been cultured,
the cell wall has been broken and then, Protein G has been purified using
poly(HEMA-co-1gG) cryogel after the appropriate pre-concentration process.

In the final step of the study, the molecular weight and purity of purified
Protein G have been determined using SDS-PAGE method.

Keywords: Protein G, Photosensitive Amino Acid Monomer, Cryogel, Protein

Purification
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1. GIRIS

Protein G, immiinohistokimyasal c¢alismalarda yaygin olarak kullanilan
proteinlerden biridir. Immiinoglobulin G (IgG)’lerin Fc bélgesine segici olarak
baglanmasinin yani sira IgG’nin ¢ok sayida alt sinifina afinite gostermesi bu
proteinin 6nemini ortaya ¢ikarmaktadir. Cok sayida arastirmaci Protein G ile Ig
arasinda giiclii bir afinite oldugunu bildirmistir (Bjorck ve Kronvall. 1984;
Akerstrom ve ark. 1985; Akerstrom ve Bjorck. 1986; Guss ve ark. 1986; Eliasson
ve ark. 1988; Eliasson ve ark. 1989)

Gilinimiizde biyoteknoloji ve biyofarmakoloji endiistrisi, immiinoterapi
ve immiinodiagnostik alandaki bilimsel aragtirmalarda kullanilmak {izere ¢ok
yiiksek saflikta antikorlara ihtiya¢ duymaktadir (Glassy ve Dilmann, 1988; Siegel,
2002). Antikorlarin saflastirilmasi i¢in geleneksel kromatografik teknikler (jel
filtrasyon kromatografisi, iyon degisim kromatografisi) yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ancak; yliksek saflikta antikorlar bu geleneksel yontemler ile
elde edilememektedir. Bu nedenle giiniimiizde yiiksek saflikta antikor eldesinde
en ¢ok kullanilan yontem afinite kromatografisidir. Afinite kromatografisinde
ilgili antikoru saflastirmak i¢in en ¢ok kullanilan molekiiller Protein A ve Protein
G’dir (Ma ve Ramakrishna, 2008). Bu molekiillerin saflig1 ne kadar yiiksek olursa
saflagtirilan antikorun saflig1 da o kadar yiiksek olmaktadir. Protein G’nin yiiksek
saflikta elde edilmesi ¢alismamizin temel amaglarindan biridir.

Protein G, immunoglobuliinlerin Fc bolgesine segici olarak baglandig:
icin ELISA tani kitlerinde ve nanopartikiillerde antikor yonlendiricisi olarak
kullanilmaktadir (Sheiban ve Gershon, 1990). Antikorlarin kontrolsiiz
baglanmasini engelledigi i¢in daha fazla antikorun antijen baglama bolgesi agikta
kalmakta ve kullanilan tani kitindeki tayin smirlarini disiirerek c¢ok kiigiik
derisimlerdeki antijenlerin saptanmasina olanak saglamaktadir.

Bu c¢alismamizda; immiinohistokimyasal ¢alismalarda biiyilk Oneme
sahip Protein G’nin saflastirilmasi icin fotosensitif amino asit monomerleri
kullanilarak tamamen yeni makro gozenekli kriyojel destek materyali
gelistirilmesi hedeflenmistir. Fotosensitif amino asit monomerleri ile hazirlanan

destek materyallerinin yiiksek stabiliteye sahip olmalari, tekrarlanabilirliklerinin



fazla olmasi ve calismalar esnasinda toksititesi fazla olan kimyasallarin

kullanilmamasi bu monomerlerin se¢imi i¢in en biiylik etkendir.

1.1. Bakteriyel Membran Proteinleri

Gram pozitif bakterilerin hiicre membraninda (Sekil 1.1) yer alan
proteinler hiicre biiylimesi ve boliinmesinde onemli rol oynar. Literatiirde ilk
olarak tanimlanan hiicre ylizey proteini A grubu Streptokoklardan izole edilen M
antijenidir (Lancefield, 1928). M antijeni, Streptococcus pyogenes’ten sicak asit
muamelesi ile ekstrakte edilmis ve 1920’lerin baslarinda serolojik c¢alismalarda
kullanilmaya baslanmistir.

Gram pozitif bakterilerin hiicre membran proteinleri hakkindaki son
calismalar Ozellikle Staphylococcus ve Streptococcus gibi patojenik bakteriler
tizerinde yogunlagmistir. Bu proteinler kollajen, antikorlar, fibrinojen, fibronektin,
laminin, plazmin ve protrombin gibi memeli proteinleriyle etkileserek enfeksiyona

sebep olmaktadir.

A Lipoteikcoil asit
Teikoile asit

Peptidoglikan

[sacessennsasasaer R COOCOOOOOOOEOEE XX
Stoplazmilke membran e

{D1s membran :

!
&
Lipoprotein
Peptidoglikan tabaka
Periplazma
@eeeeasesss et stseRReanataeitsnssdosssesanss s
Stoplazmilc membran

DOOOOODOD2ODDOOOOCOCOOCACCOOOIOOIIOTIDDDIDDITITO

Sekil 1.1. Gram pozitif ve Gram negatif hiicre duvar1 (Cabeen ve Jacobs-Wagner, 2005)



1.2. Immiinglobulinlerin F¢ Bolgesine Baglanan Proteinler

1966 yilinda Forsgren ve Sjoquist, S. aureus’dan izole edilen Protein
A’nin  gamma immunglobulinlere Fc domaini araciliiyla baglandigim
gostermislerdir. Birka¢ yil boyunca Protein A’nin immunglobulinlerin Fc
bolgesine baglanan tek protein oldugu diislintilmiis, 1970’lerde A, C ve G grubu
Streptococ’lardan izole edilen Protein G’nin de Ig Fc bolgesine baglandigi

bulunmustur (Sekil 1.2).

Sekil 1.2. IgG yapist

Fc reseptorlerinin  hiicredeki konumu ile ilgili immunoelektron
mikroskobu teknikleri reseptdrlerin sadece dis membranin hiicre yiizeyinde (Sekil

1.3) oldugunu gostermektedir (Boyle, 1990).

Sekil 1.3. Streptoccus sp. hiicre yilizeyinde altin isaretli insan serum alblimin elektron mikroskobu

gorintiisi



IgG’nin Fc bdlgesine baglanan bakteriyel proteinler, insan IgG altsiniflar
ve cesitli hayvan IgG’lerine olan afinitelerine gore bes simifta (tip I[-V)
toplanmaktadir. Cizelge 1.1°de IgG’nin Fc bolgesine baglanan bakteriyel
proteinler siniflandirilmustir. S. aureus’dan izole edilen Protein A Tip I IgG Fc
baglanma proteinidir. Protein A S. aureus’un biitiin suslar1 arasinda korunmustur
ve diger IgG, Fc baglanma proteinleri ¢ok az homoloji gdstermektedir. Tip III IgG
Fc baglanma proteinleri S. equisimilis, S. dysgalactiae ve insanlardan izole edilen
G grubu Streptococcus’dan izole edilen Protein G’dir. Farkli suslardaki tekrar
sekanslart hem Protein G’nin biiylikligiinde hem de baglanma bolgesinde

degisiklige sebep olabilmektedir (Neuberger ve Deenen, 1994).

Cizelge 1.1. IgG'nin Fc baglanan bakteriyel protein siniflar

Protein Tipleri Bakteri Cinsleri

Tip I (Protein A) S. aureus

Tip II (Protein H) S. pyogenes

Tip III (Protein G) S. equisimilis, S. dysgalactiae, G grubu
Streptokoklar

Tip IV S. zooepidemicus

TipV S. zooepidemicus

1.3. Streptokoklar ve Streptokokkal Protein G

Streptokoklar yuvarlak veya oval sekilli, uzun ve kisa zincirler yaparak
iireyen, sporsuz, fakiiltatif anaerob, hareketsiz, katalaz negatif, gram pozitif kok ve
ciftler halinde bulunan zincir olusturmaya egilimli mikroorganizmalardir.
Morfolojik olarak kendilerine ¢cok benzeyen ve insan infeksiyonlarindan siklikla
izole edilen stafilokoklardan ayiran en O©nemli oOzellikleri katalaz enzimi

tiretmemeleridir (Cengiz, 1999; Mandell ve ark. 2005).



Sekil 1.4. Streptococcus sp. mikroskobik goriiniis

Streptokoklarin siniflandirilmasinda ii¢ temel Olgiit kullanilmaktadir.
Bunlar kanli agar plak kiiltiirlerinde olusturulan hemoliz, biyokimyasal 6zellikler
ve immiinolojik karekterlerdir. 1933'de Rebecca Lancefield tarafindan yapilan ve
B hemolitikleri ig¢ine alan gruplandirma Streptokoklarin hiicre duvarinda bulunan
C polisakkarit maddesi ile bu maddeye karsi tavsanlardan elde edilen bagisik
serum arasindaki presipitasyon reaksiyonuna dayanmaktadir. Bu reaksiyonlara
gore streptokoklar A'dan V'ye kadar harfler ile gosterilen serolojik gruplara
ayrilmistir. A, B, C, D, F ve G gruplar1 genellikle insanlarda sik enfeksiyon
etkenidirler (Cengiz, 1999; Forbes ve ark. 2002; Ruoff ve ark. 2003).

Hastalik yapici birgok mikroorganizma hiicre ylizeyinde memeli
immiinoglobulinlerine  baglanan hiicre ylizey proteinleri igermektedir.
Staphylococcus aureus’dan izole edilen Protein A ve grup C ve G Streptococcus
tirlerinden izole edilen Protein G bu proteinlere ornek olarak verilebilir.
Streptococcal Protein G birgok memeli IgG nin Fc bolgesine baglanan iki ya da ii¢
domainden olugsmaktadir. Protein G yaklasik 600 aminoasit igermekte (Kato ve
ark. 1995) ve Protein A’dan daha yiiksek bir afinite ile IgG’nin dort alt sinifina
baglanmaktadir. Protein A ve G’nin farkl tiirlere ait baglanma kuvvetleri
birbirinden farklidir; Protein G fare ve rat monoklonal antikorlarina
baglanabilirken Protein A insan IgG; ve rat IgG’ye baglanamaz (Cizelge 1.2)
(Sauer-Eriksson ve ark. 1995).
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Cizelge 1.2. Protein A ve Protein G’nin farkl tiirlere ait [gG molekiillerini baglama kuvvetleri

Tiir Protein A Protein G
Tavuk - -
Inek + ++
Kopek ++ +
Keci + ++
Gine Domuzu ++ +
At - ++
insan
IgG, ++ ++
IgG, ++ ++
IgG; - ++
IgG, ++ ++
Fare + +
Tavsan ++ ++
Rat - +
Koyun - T+
Al A2 B1 B2
Protein G £ g7z, 7777
E D A B C X  Xe .
Protein A ARz ZZZ AL LT T T T !
= Al A2 A3 A4
FcrA76
> 98 %—
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. 2
- 8 > 98 %
cl c2 ¢ -
Arp4
- = g > 98 %
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Sekil 1.5. Protein G ve Protein A'nin yapisi




Protein G ve Protein A’nin her ikisi de IgG’ye baglanmasina ragmen ii¢
boyutlu yapilari birbirinden oldukga farklidir (Kato ve ark. 1995; Graille ve ark.
2000). Bunun yanisira Protein G Protein A’ya gdére immiinoglobulinlerin Fc
bolgesine daha yiiksek bir ilgi ile baglanmaktadir (Frick ve ark. 1992).

C grubu Streptecoccus sp. tarafindan iiretilen Protein G, C40 olarak ve G
grubu Streptecoccus sp. tarafindan {iretilen Protein G, G148 ve G43 olarak
tanimlanmaktadir. G148, G43 ve C40 kodlu Protein G’ nin molekiil agirlig1 ve IgG
afinitesi birbirinden farklhidir (Cizelge 1.3). G148, G43 ve C40 kodlu Protein G
tiretiminden sorumlu gen bolgesi incelendiginde, G43 ve C40 kodlu Protein G igin
IgG baglanmasindan sorumlu gen bolgesinde 210 baz ¢ifti eksikligi
bulunmaktadir. Bu durum G43 ve C40 icin IgG baglanmasindaki afinite
diistikliiglinii agiklamaktadir. G43 kodlu Protein G iiretiminden sorumlu gen
bolgesinin 5 ucunda 450 baz cifti eksikligi mevcuttur. Bu durum G43 kodlu
Protein G’nin insan serum albiiminine afinitesinin olmamasini ag¢iklamaktadir

(Sjobring ve ark. 1991).

Cizelge 1.3. C40, G148 ve G43 Protein G molekiil agirligi ve 1gG afinitesi

Protein G C40 G148 G43
MolekiilAgriig 58 kDa 65 kDa 40 kDa
IgG Afinitesi + ++++++++++ +

Insan Serum

Albumin Afinitesi

Streptokokkal Protein G, monoklonal antikorlarin saflastirilmasinda,
immiin  komplekslerin  izolasyonunda, serumdan  immiinoglobulinlerin
izolasyonunda, uzaklastirilmasinda, saflastirilmasinda, antikorlarin

yonlendirilmesinde ve Protein G konjugatlarinin eldesinde kullanilmaktadir.



1.4. Protein Saflastirilmasinda Kullanilan Yontemler

Protein saflastirilmasinda kullanilan yontemler gesitlilik gostermektedir.
Bu nedenle; saflastirilacak proteine uygun saflastirma stratejisinin se¢ilmesi hem
saflastirma verimi hem de saflasmis proteinin calismast i¢in hayati Onem
tasimaktadir.

Saflastirilacak hedef protein saflagtirma islemlerinin ilk asamasinda
genelde seyreltik olarak bulunmaktadir. Cok fazla miktarda 6rnekle ¢calismak ¢ogu
zaman miimkiin olmadigi i¢in 6rneklerin deristirilmesi gerekmektedir.

Protein Oziitlerinin yogunlastirilmasinda kullanilan en yaygin metotlar
asagidaki sekilde siralanabilir:

1.  Coktirme

it.  Ultrafiltrasyon

iii.  Iyon degis-tokus kromatografisi

iv.  Diafiltrasyon

v.  Liyofilizasyon

vi.  Kuru formdaki Sephadex G-25 ilavesi

1.4.1. Coktiirme

Ham protein oOziitlerinden hedef proteinin ¢okelmesi saglanarak
fraksiyonlanmasi, notral tuzlar, organik coziiciiler ve yiiksek molekiiler kiitleli
polimerler gibi ajanlar kullanilarak veya protein soliisyonunun pH’sinin ya da
sicakliginin belirli bir degere ayarlanmasi ile basarilabilir (Tuncer, 2008).
Coktiirme yontemleri igerisinde ucuz ve uygulamasinin kolay olmasindan dolay1
tuz ile ¢oktlirme en ¢ok tercih edilenidir. (NH4),SO4 protein ¢oktiirmesinde yaygin
olarak kullanilan tuzlardandir. Yiiksek ¢oziiniirliigi, saflig1 yiiksek olarak kolay
temin edilmesi, yiiksek iyonik giic olusturarak salting out etkisi yaratmasi ve
coktiirmeden sonra proteinlerin geri kazaniminin fazla olmasindan dolay1
(NH4),SO4 pek c¢ok saflastirma isleminde ©n deristirme yontemi olarak

kullanilmaktadir (Burgess, 2009).



1.4.2. Ultrafiltrasyon

Hem laboratuvar hem de endiistriyel Olgekli uygulamalarda, protein
cozeltilerinin hizli ve giivenli bir sekilde yogunlagtirilmasinda kullanilan diger bir
metot ise ultrafiltrasyondur. Fermentasyon sivilarindan veya hiicre kiiltiir
stvilarindan, hiicrelerin ve hiicre kalintilarinin filtrasyonunda kullanilan filtrelerin
gozenek caplari, genellikle 1-10 um araligindadir. Bu tipteki filtreler, hiicre ve
biiyiikk kat1 materyallerin sivilardan ayrilmasini sagladiklar1 halde, protein gibi
makro molekiillerin ayrilmasinda yetersiz kalmaktadirlar. Bu nedenle,
ultrafiltrasyonda kullanilan ultrafiltrelerin gézenek c¢aplari genellikle 1-20 nm
arasinda degismektedir. Bu tipteki ultrafiltreler ise kii¢iik molekiiler kiitleli protein
molekiillerini dahi sivilardan ayristirma kapasitesine sahiptirler. Ticari olarak
bulunan ultrafiltrelerin gozenek caplart ise 1-300 kDa arasindaki molekiilleri
tutma kapasitesindedirler. Protein oOziitlerinin yogunlastirilmasinda ve 6ziit
igindeki kiigiik kirleticilerin uzaklastirilarak kismen saflastirilmasinda kullanilan
ultrafiltrelerin molekiiler kiitle segicilikleri ise genellikle 3, 10, 30, 50 ve 100
kDa’dur (Tuncer, 2008).

1.4.3. iyon degis-tokus kromatografisi

Iyon degisim kromatografisi zit yiiklii molekiillerin ¢ekilmesini temel
almaktadir. Proteinlerin tasidig1 yiikler ortamin pH ve pl degerine baghdir. Iyon
degistirici destek materyali genellikle porlu ve proteinin adsorbsiyonu i¢in yeterli
yiizey alanina sahiptir. Bu destek materyaline pozitif veya negatif ytiklii bir ligand
immobilize edilmektedir. Katyon degistiriciler negatif yiiklii anyon degistiriciler
ise pozitif yiikliidiir. Protein saflastirilmas1 ve deristirilmesinde proteinin yiikiine

gore iyon degistirici materyal se¢ilmektedir (Jungbauer ve Hahn, 2009).



1.4.4. Kuru formda Sephadex G-25 ilavesi

Seyreltik protein Oziitleri tizerine kuru formdaki Sephadex G-25’in (veya
anologu) eklenmesi, jel partikiillerinin sismesine yol ag¢maktadir. Jel
partikiillerinin hidrasyonu esnasinda, protein Oziitlindeki su molekiilleri jel
partikiillerinin i¢ kisimlarima girmektedir. Fakat protein molekiilleri, jel
matriksinin i¢ine giremeyecek kadar biiyiik olduklarindan, jeli saran fakat hacmi
orijinal soliisyona oranla azalmis olan sivi igerisinde kalacaklar i¢in etkili bir
sekilde yogunlastirilmig olmaktadirlar. Diger tekniklerin aksine, protein dzlitlerine
kuru formdaki Sephadex G-25’in eklenerek yogunlastirilmasi, 6zellikle
endiistriyel  uygulamalar i¢in  uygun olmamaktadirlar.  Biiylik-6lcekli
uygulamalarda, protein Oziitlerinin yogunlastirilmasinda ¢okeltme, iyon degis-

tokus kromatografisi veya ultrafiltrasyon daha uygun olmaktadir (Tuncer, 2008).

1.4.5. Diyaliz ve liyofilizasyon

Diyaliz, ¢ozelti ortaminda yar1 gecirgen bir membran vasitasiyla
molekiillerin segici difiizyonla ayrilmalarini saglamaktadir. Bu ydntem protein
cozeltilerinden diisiik molekiil agirlikli ¢dziinenleri ayirmada kullanilan en
popiiler yontemdir. Ozellikle denatiire edici tuzlarin uzaklastirilmasinda ve
tampon ¢oOzeltinin degistirilmesinde kullanilmaktadir. Diyalizin mekanizmasinin
degismemesine ragmen son on yil iginde uygulamasinda degisiklikler olmustur.
Membranlarin daha esnek hale gelmesi, kii¢iik hacimlerde g¢alisma ve en az
protein kaybiyla islemin tamamlanmasi bu degisikliklere 6rnek olarak verilebilir
(Burgess ve Deutscher, 2009).

(Cozeltilerde bir bilesenin derisiminin arttirilmasi amaciyla buharlastirma,
kaynatma gibi yontemler uygulanabilir. Protein ¢ozeltilerinde ¢oziiciiyii 1s1 temelli
yontemlerle uzaklastirmak proteini hizli bir sekilde denatiire etmektedir.
Liyofilizasyon yonteminde ortamin atmosfer basinci gii¢lii bir vakum yardimiyla
diisiiriilecegi  i¢in  dondurulmus Ornekteki ¢oziicii sivi  hale gegmeden
buharlagsmaktadir. Sicaklikta herhangi bir yilikselme olmayacag i¢in proteinlerin
deristirilmesi denatiirasyon meydana gelmeden tamamlanmaktadir (Jennings,

1999; Costantino ve Pikal, 2004; Przic ve ark. 2004).
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1.4.6. Jel filtrasyon kromatografisi

Jel filtrasyon kromatografisi veya jel gecirgenlik (Moore, 1964)
kromatografisi, ¢oziiniir biyolojik kokenli, yiiksek molekiil agirlikli bilesenlerin ve
polimerik materyallerin etkili bir sekilde ayrilmasinda kullanilan genel bir teknik
olarak bilinmektedir (Porath ve Flodin, 1959).

Bu metot genel olarak sisirilmis bir jel igerisinde biyolojik Ornekteki
¢oziinmiis olan her bir numunenin boyutlarinin farkindan yararlanilarak her bir
¢ozlinenin ayrilmasini saglamaktadir (Porath ve Flodin, 1963).

Bu yontemde secilen jel ortami ve kolon boyutlar1 ¢ok Snemlidir. Jel
filtrasyon kromatografisinde, oOncelikle saflastirilacak proteinin  molekiil
biiyiikliigiine uygun gdzenek biiyiikliigiine sahip polimerik materyal se¢imi
yapilmaktadir. Cizelge 1.4.’de jel filtrasyon kromatografisinde kullanilan jellerin

ozellikleri gosterilmektedir.

Cizelge 1.4. Jel filtrasyon kromatografisinde kullanilan ticari jel materyalleri

Jel Su tutma kapasitesi Dislama limiti
(mL g™) (Dalton)
Sephadex G-10 1 700
Sephadex G-25 2,5 5000
Sephadex G-50 5 30000
Sephadex G-75 7,5 70000
Sephadex G-100 10 150000
Sephadex G-150 15 300000
Sephadex G-200 20 600000
Bio-Gel P-2 1,5 1800
Bio-Gel P-4 2.4 4000
Bio-Gel P-6 3,7 6000
Bio-Gel P-10 4,5 20000
Bio-Gel P-30 5,7 40000
Bio-Gel P-60 7,2 60000
Bio-Gel P-100 7,5 100000
Bio-Gel P-150 9,2 150000
Bio-Gel P-200 14,7 200000
Bio-Gel P-300 18,0 400000
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Jel materyalinin se¢iminden sonra bu materyalin kolona paketlenmesi
diizgiin bi¢imde yapilmalhidir. Bu amacla Oncelikle jel materyali kolonu
dengelemek i¢in kullanilan tampon ¢o6zelti icerisine aktarilir ve burada
sisirilmektedir. Sigirilmis materyal kolona aktarildiktan sonra dengeleme tamponu
ile kolon dengelenmektedir. Dengeleme isleminin tamamlanip tamamlanmadigi
kolona verilen tampon ¢ozelti ile kolondan ¢ikan ¢dzeltinin absorbans, iletkenlik
ve pH 6l¢iim degerlerinin ayn1 olmasi ile kontrol edilmektedir.

Saflastirilacak proteini iceren homojen karisim kolona tatbik edildikten
sonra biiyiik molekiil agirligina sahip proteinler jel materyalinin gézeneklerine
girmeden ilerleyecegi i¢in kolondan once ¢ikmakta ve daha kiiciik molekiiller

gozeneklere gireceginden daha sonra ¢ikmaktadir (Sekil 1.6).

Sekil 1.6. Jel filtrasyon Kromatografisi

Jel filtrasyon kromatografisinde protein saflastirmasi i¢in genellikle boyu
uzun, ¢ap1 dar olan kolonlar tercih edilmekteyken tuz uzaklastirma islemleri i¢in

kisa ve genis kolonlar segilir.

1.4.7. Afinite kromatografisi

Afinite kromatografisi, hedef proteinler ile immobilize ligandlar
arasindaki spesifik etkilesimleri temel alan c¢ok giiclii bir protein saflastirma

metodudur (Lee ve Lee, 2003). Cok seyreltik c¢ozeltilerde bile hedef proteinin
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saflastirilmast i¢in kullanilacak en uygun metotdur (Narayanan ve Crane, 1990).
Tek bir adimda 3000 kat gibi yiiksek bir saflastirma kapasitesine sahip olmasina
ragmen preparatif Olgekte bu ydntemin kullanimi yiiksek maliyeti yiiziinden
oldukca zordur (Knight, 1990). Bu nedenle bu alanda verimi yiliksek ve maliyeti
diisiikk materyallerin gelistirilmesi ¢ok 6nemlidir.
Afinite kromatografisi ile saflagtirilma uygulandiginda bu yontemin en

1yi sekilde gergeklesebilmesi i¢in dort 6nemli faktor vardir. Bunlar;

a. Baslangi¢ materyalindeki hedeflenen 6rnegin derisimi,

b. Baglangic materyalinde bulunan hedef protein disindaki

molekiillerin kompozisyonu,

c. Bumolekiillerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri,

d. Uriin i¢in hedeflenen saflik
olarak siralanabilir (Soffer ve Nystrom, 1989). Bu siralanan faktdrlerden sonra
amaca uygun destek materyali secilmekte ve modifiye edilmektedir. Secilen
destek materyali inert, hidrofilik, kimyasal ve fiziksel olarak direncli, kolon igine
kolayca paketlenebilen, makro gozenekli ve kolayca tiirevlendirilen 6zellige sahip
olmalidir (Cabrera ve Wilcbek, 1988). Yaygin olarak kullanilan ¢ok sayida ticari
destek materyali mevcuttur. Calismamiz kapsaminda afinite teknigine dayali
kriyojel tabanli destek materyali gelistirilmis ve fotosensitif amino asit monomeri

kullanarak destek materyali modifiye edilmistir.

1.4.8. ANADOLUCA metodu

“ANADOLUCA” AmiNoAsit Dekore Edilmis Isik  Destekli
Konjugasyon yaklasimi (AmiNoAcid Decorated and Light Underpinning
Conjugation Approach)'nin kisaltmasidir ve yeni nesil sentetik malzemeler ve
uygulamalarini igeren bir konsepttir. Bu konsept ile Nano-enzim ve Nano-protein
gibi tekrar kullanilabilen, tampon ve su ortaminda c¢oziinmeyen maddeler
sentezlenebilmektedir.

ANADOLUCA konseptince poli(HEMA-ko-IgG) gibi yeni nesil
polimerik malzeme gelistirilirken ek bir basamaga ihtiyac duymadan
immiinglobulin G kolon materyaline baglanmaktadir. Sentez esnasinda kullanilan

triptofan igeren Rutenyum bazli metal selat kompleksi ([Ru(bipyr),(MA-Trp):])
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vasitastyla immiinoglobulin G, fotosensitif ve kovalent olarak kolon materyaline
capraz baglanmaktadir. Bu baglanma esnasinda immiinoglobulin G konformasyon
ve Ozelliklerini kaybetmemektedir.

ANADOLUCA konsepti ile hazirlanan nano-proteinler, nano-enzimler ve
nano-antikorlar herhangi bir platform kullanmadan dogrudan monomer olarak
kullanilabilmekte ya da ilaglar ve biyomolekiiller bu nano-protein yapilarina

konjuge olabilmektedir (Say, 2011).

1.5. Kriyojel

Kriyojeller, dondurulmus ¢ozeltilerden olusan monomerik ve polimerik
jel matrikslerinden olugsmaktadir. Kriyojellerin essiz yapilari, ozmotik, kimyasal
ve mekanik stabiliteleri ile uyum halindedir. Bu da onlar1 biyolojik
nanopartikiiller ve tiim hiicreler icin cazip hale getirmektedir. Polimer kriyojeller,
biyolojik molekiillerin ve hiicrelerin immobilizasyonu i¢in 6énemli tastyicilardir.
Kriyojeller, biyoteknolojide 6nemli bir yere sahip polimer jellerdir. Anlami1 buz ve
don olan Yunanca Krios (kryos)’dan gelmektedir. Kriyojeller, diisiik ya da yiiksek
molekiil agirlikli maddelerden olusmaktadir. Kriyojellerin 6zellikleri, ilk rapor
edildiginde diger polimer jellerden farkli olarak alisik olunmayan yanlar1 dikkat
cekmistir (Lozinsky, 2002). Polimerik malzemeler jel ad1 altinda birlestirilmistir.
Yani; makro molekiillerin baglanmasiyla olusturulan hareketsizlestirilmis
coziiclilerdir. Jeller onemli oOlciide tahribe ve deformasyona dayaniklidirlar.
Polimerdeki baglarin 6zelligine gore kimyasal ve fiziksel jeller olmak iizere iki
gruba ayrilmaktadir. Kriyojeller biyoteknolojik uygulamalarda 6zellikle diger jel
tirlerinden daha fazla kullanilmaktadir. Kriyojeller, kovalent, iyonik ve kovalent
olmayan tipte olabilmektedir. Dondurma ve kurutma islemiyle bu polimerik
malzemeler makro veya mikro yapida gozenekler igermektedirler. Coziicli kismin
stiblimlesmesi ile elde edilen dondurulmus jel, yani polimerik malzeme
birbirlerine bagl gdzenekler ile olusturulmustur. Ayrica; kriyojellerin olusturulma
prosediirii (dondurma-kurutma asamasi) diger yontemlerden daha basit ve

kolaydir.
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1.5.1. Biyoayirma i¢in Kkriyojeller

Ayirma ve saflagtirma biyoteknolojide ¢cok 6nemli bir islem stirecidir.
Kromatografi, analitik ve biiyilk 6lgekli ayirimlar ig¢in gelistirilmistir. Ancak;
yiiksek bir ¢dzme giicii olmasina ragmen siirlayici yanlar1 vardir. Ornegin, hiicre
siispansiyonlar1 ya da ham hiicre homojenatlar1 gibi.

Kriyojellerin siiper makro gozenekliligi, kromatografik malzemeler i¢in
onlar1 uygun aday yapmaktadirlar (Kumakura, 2001). Siiper makro pordz ve
birbirine bagli gdzenek yapisi sayesinde kromatografik matriks ¢ok diisiik akis
hizina sahiptir. Kriyojellerin biiylik gozenek boyutuyla, ham homojenatlar
dogrudan islenebilecektirler.

Hiicre immobilizasyonu, biyopolimerlerin immobilizasyonu ile benzer
sekilde kriyojel tipi tasiyicilar kullanilarak bagarili olabilmektedir (6rnegin;
kovalent ya da adsorpsiyon seklinde). Hiicrelerin immobilizasyonu, siiper makro
pordz kriyojellerin i¢inde ince hiicre tutuklanmasi ve makropordz kriyojellerin
i¢indeki hiicre tutuklanmasi olarak iki sekilde gerceklesir. Siingerimsi kriyojellere
hiicre tutuklanmasi amaciyla bir biyokiitle (mikroplar, sporlar, organeller) jel 6ncii
cozeltileri icinde siispanse edilmektedir (Sutani ve ark. 2001; Kumakura, 2001).
Biyokiitle igeren malzemeler sadece organik maddelerden iiretilmemektedirler.
Inorganik polimerlerden 6rnegin; kriyo-silika jellerden de iiretilebilmektedirler.

Stiper makro pordz jeller biyoteknoloji icin bir¢ok ilging olanaklar
sunmaktadir. Partikiil-madde ayrilmasi, ¢oziinmiis ortam i¢inde parcacik yakalama
ve ayrica biyokatalizlerin etkin immobizasyonlar1 gibi uygulama alanlar1 vardir
(Lozinsky, 2003). Polimer kriyojeller makrogdzenekli yapist nedeniyle
biyomolekiillerin immobilizasyonu i¢in benzersiz tasiyicilardir. Mekanik
stabiliteleri saglamdir ve farkli kimyasal fonksiyonlar:1 bulunmaktadir. Biyolojik
olarak kriyojellere epoksi ve hidroksi islevselligi ile aktif maddesinin kullanimi1
daha yaygin bir yaklagimdir. Antijen antibadi iyilestirilmelerinde, antikorun
immobilizasyonu ile antijen yakalanmasi optimize edilmistir (Ehrhart ve ark.
2008; Nagare ve Mukherji, 2009). Immobilize edilmis antikorlar iizerinde antijen-
antibadi baglama 6zgiilliigli kullanilmaktadir. Ancak antijen adsorpsiyon aktivitesi
ve baglayici verimliligi dnceden immobilize edilmis antikorlarla saglanmaktadir.

Burada biyo ligand baglanma stratejisine dikkat edilmesi gerekmektedir.
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Optimum immobilizasyon gereksinimi, ¢ogunlukla polimerin yilizey aktif
antikorlarinin yiliksek yogunlukta olmasiyla saglanmaktadir (Blagoi ve ark. 2008).
Antikorlarin  immobilizasyonlarinda basit fiziksel adsorpsiyon sorunlari
olusabilmektedir (Tedeschi ve ark. 2003; Oura ve ark. 2004). Bu nedenle,
antikorun immobilizasyonu i¢in kovalent bag yontemi tercih edilmektedir
(Gebbert ve ark. 1992; Koyama ve ark. 1994). Bu da genellikle antikorlarin uygun
fonksiyonel gruplarla  yiizeylere kovalent baglarla  baglanmasi1 ile
gerceklestirilmektedir. Monoklonal antikorlar, ¢cok cesitli metodlar kullanilarak
kat1 destek iizerine immobilize edilerek kullanilmaktadirlar (Hermanson, 1992).
Antikor, antijen ile etkilesimi i¢in aktif alanlar1 koruyan bir sekilde
baglanmaktadir. Bu nedenle, destek iizerine immobilize olmus antikorlarin
yogunlugu ve antikorlarin aktivitesi kontrollii olmak zorundadir. Hem ¢oklu

baglanma hem de rastgele egilimlerden kaginilmalidir (Rao ve ark. 1998).

1.5.2. Kriyojellerin karakterizasyonlari

Farkli monomerler kullanilarak sentezlenen kriyojellerin, taramali
elektron mikroskobuyla (SEM), Fourier doniisiimlii infrared spektroskopisi (FT-
IR)’nin azaltilmis toplam yansima (ATR) moduyla, azot adsorpsiyon porozimetri
(BET) yontemiyle ve sisme testlerinin uygulanmasiyla karakterizasyonlar
gergeklestirilmektedir.

SEM cihaz1 ile analiz sonucu elde edilen goriintiilerle kriyojel
yapisindaki gozenek dagilimi, gézenek boyutlari, yapiyr meydana getiren gozenek
orglisii gibi bilgiler elde edilmektedir. SEM ile goriintiileme yapmak i¢in ilk dnce
ornekler kurutulmakta ve ardindan altin ile kaplama yapilmaktadir. FT-IR analizi
ile sentezlenen kriyojeldeki fonksiyonel gruplar aydinlatilir ve buna gore, kriyojel
gozeneklerinin amaca yonelik bir madde i¢in modifikasyonunun gergeklestirilip
gerceklestirilemeyecegi belirlenmektedir. Kriyojellerin FT-IR spektrumlar1 kati
halde, IR spektroskopi cihazinin ATR modunda calisilarak alinmaktadir. Bu
yontemde kuru haldeki kriyojeller kristal {izerine konulmakta ve iizerine infrared
15181 gonderilerek maddenin spektrumu alinmaktadir. BET yontemiyle, kriyojelin
ylizey alani, gozenek boyutu, goézenek hacmi, parcacik boyutu ve goézenek

dagilimi gibi 6zellikleri belirlenmektedir. BET metoduna gore yapilan analizlerle -
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198 °C deki siv1 azot ortaminda azot (N;) gazi adsorpsiyonu teknigine dayali
olarak katilarin m?g™ olarak yiizey alanlar1 Olgiilebilmektedir. Sigsme testiyle,
kriyojellerin hidrofilik karakter gdstermeleri nedeniyle hacimlerinin % 150 sine
kadar su tutma kapasiteleri bulundugundan, sentezlenen kriyojele 0Ozgii
bilinyesinde su tutma kapasitesi ve su tuttugunda hacmindeki esneme miktari
belirlenebilmektedir.

Bir kriyojel kolonda su tutma kapasitesinin fazla olmasi kolonun istenilen
stingerimsi gozenek yapisina sahip oldugunu gostermektedir. Esneme orani fazla
oldugunda ise kriyojel kolonun gézenek boyutu kolondan gegecek her molekiiliin
boyutuna uyum saglayabilecegi ve hedef molekiil kolondan gecerken gdzenekli
yapinin herhangi bir zarar gérmeyecegi anlamina gelmektedir. Boylece; kriyojel
kolonlar tekrar tekrar kullanilarak diisiik maliyette ve yliksek saflikta tiriinler elde

edilmis olacaktir.

1.6. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS PAGE)

Poliakrilamid jel elektroforezi protein karigimini biiytlikliiklerine gore
ayirmak icin kullanilan analitik bir metoddur. Teknik elektriksel bir alanda yiikli
molekiillerin zit yiikke dogru gociine dayanmaktadir. Genel elektroforez teknikleri
ile proteinlerin molekiil agirligr belirlenememektedir. Ciinkii jeldeki gd¢ hem
molekiil biiytlikliigline hem de molekiiliin yiikiine baglidir. Bu durumun iistesinden
gelmek icin protein molekiillerine tek tip yiik kazandirilir. Bu amacla sodyum
dodesil siilfat kullanilmaktadir. SDS hem hidrofobik u¢ (dodesil grubu), hem de
hidrofilik u¢ (stilfat grubu) barindiran bir deterjandir. SDS molekiilleri siilfat
grubu sayesinde proteinleri negatif yiikle kusatmaktadir. Farkli biiytikliikteki
protein molekiilleri SDS ve B-mercaptoethanol kullanilarak denatiire edilerek
ikincil, Uglinclil ve dordiinciil yapilarimi kaybetmektedirler. Birincil yapilarina
donen ve negatif yiiklenen proteinler poliakrilamid jelde pozitif yiike dogru go¢
etmekte ve boyutlarina gore ayrilmaktadirlar. Proteinin molekiil agirligini
belirleyebilmek i¢in molekiil agirligi bilinen markerlar kullanilmaktadir. Jelde

proteinleri goriiniir hale getirmek ic¢in ise protein spesifik boyama ydntemleri
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(Coomassie brilliant blue G/R-250, glimiis boyama vb.) kullanilmaktadir
(Anonim, 2011; Anonim 2012).
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Materyal

Bu ¢alismada Protein G kaynag olarak kullanilacak Streptococcus equi
Ankara Tiirk Halk Sagligi merkezinden, S. equi’nin kiiltiire edilmesinde kullanilan
Columbia broth besiyeri Acumedia Neogen firmasindan, standart olarak
kullanilan rekombinat Protein G ve IgG (Human serum) Sigma Aldrich’den temin
edilmistir. Orneklerin protein igeriginin belirlenmesinde faydalanilan Bovine
Serum Albumin (BSA), Folin Ciocalteau Reagent, Na-K Tartarat Sigma’dan
alimmigtir. Denatlire Dikey jel -elektroforezi islemlerinde ve kriyojelllerin
sentezlenmesinde kullanilan Sodyum dodesilstilfat (SDS) Alfa Aesar’dan, N,N’-
Metilenbisakrilamit (MBAAm) Sigma Aldrich’ den, 2-Hidroksi etilmetakrilat
(HEMA) Acros’dan, Amonyum persiilfat (APS) ve Tetraetilmetilendiamin
(TEMED) Sigma’dan, Coomassie Brilliant Blue Appli Chem’den, Akrilamid
Merck’den temin edilmistir. Saflagtirma islemlerinde kullanilan Sephadex G-25
ve Sephadex G-100 Sigma-Aldrich’den temin edilmistir. Caligmalarin diger
kisminda kullanilan kimyasallardan olan Potasyum bromiir (KBr) ve Sodyum
hidroksit (NaOH) Riedel-de Haen firmasindan, Metanol (CH3;OH), Etanol
(C,HsOH), Potasyum fosfat monobasic (KH,;PO4), Potasyum fosfat dibasic
(K;HPO,4) Sigma’dan, Amonyum siilfat (NH4),SO,4) Panreac’dan, Sodyum kloriir
(NaCl) Kimetsan’dan, Tris(hidroksimetil)aminometan ve Hidroklorik asit (HCI)
Merck’den, Metakriloil kloriir, L-Triptofan, Sodyum nitrit (NaNO;), Potasyum
karbonat (K,CO3) Sigma-Aldrich’den alinarak uygun kosullarda saklanmistir.

Bu ¢alismada sentezlenen monomer ve polimerlerin karakterizasyonunda
Perkin Elmer Spektrum 100 FT-IR spektrometresi, yiizey morfolojisinin
incelenmesinde Zeiss Ultra Plus SEM (Taramali Elektron Mikroskobu) cihazi ve
polimerlerin yiizey alaninin belirlenmesinde Quantachrome Nova 2200E model
spesifik yiizey alanit Olgiim (BET) cihazi kullamilmigtir. S. equi’nin kiiltiire
edilmesi icin besiyerinin sterilizasyonunda JSR JSAC-40 model otoklav ve
kiiltiirin inkiibasyonunda Thermo Forma Orbital Shaker kullanilmistir. Bandelin
Sonopuls HD2070 sonikatoér kullanilarak bakteriler parcalanmistir. Adsorbsiyon

caligmalar1 sirasinda Heidolph Pumpdrive 5101 ile istenilen akis hizi saglanmustir.
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Standart grafiklerin olusturulmasinda ve Ornek c¢ozeltilerinin absorbanslarinin
Olciilmesinde Shimadzu (UV-3500) UV-VIS-NIR spektrofotmetre kullanilmigtir.
Ornegin karakterizasyon islemleri icin SDS PAGE analizi Thermo Scientific
PIDS dikey elektroforez sistemi ile gergeklestirilmistir. ilgili ¢alismalar esnasinda
tiim tartimlar Ohaus Pioneer analitik terazi, tiim pH dl¢timleri HANNA H1 2211
pH/ORP metre, karistirma iglemleri Jeiotech Multi-Channel manyetik karistiric
ile yapilmistir. Saf su Thermo Scientific Smart Pure saf su cihazindan

saglanmistir.

2.2. Poli(HEMA-ko-IgG) Sentezi

Protein G’nin saflagtirilmasi amaciyla caligmamizin ilk asamasinda
poli(HEMA-ko-IgG) kriyojeli sentezlenmistir. Bu kriyojelin sentezlenmesinde
kullanilan  fotosensitif rutenyum tabanli bis(2,2’-bipiridi)MATrp-MATrp-

rutenyum (II) aminoasit monomeri Ridvan Say ve ekibinden temin edilmistir.

2.2.1. N-metakriloil-L-triptofan sentezi (MA-Trp)

Uygun miktarda L-triptofan 1 M NaOH igerisinde c¢oziinerek balon
icerisine alinmistir. 25 mL 1,4-dioksan icerisindeki 1 esdeger metakroil
benzotriazol (MA-Bt) aminoasit ¢ozeltisine yavasga ilave edilmis ve reaksiyon
karisimi oda sicakliginda 10-20 dak karistirilmistir. Reaksiyon tamamlandiktan
sonra elde edilen rezidii su ile seyreltilmis ve 1H-benzotriazolu ortamdan
uzaklagtirmak i¢in etil asetat ile (3x50 mL) ekstrakte edilmistir. Toplanan sulu
fazlar % 10’luk HCI kullanilarak pH 6-7’ye nétralize edilmistir. Su doéner
buharlastiric1 kullanilarak uzaklastirilmistir (Say 2011).

2.2.2. Fotosensitif rutenyum tabanli aminoasit monomeri bis(2,2’-
bipiridil) MATrp-MATrp-rutenyum (II) sentezi

1 esdeger RuCly(bipyr), su igerisinde ¢oziilmiis ve ¢ozelti 0 °C’ye
sogutularak tizerine NEt; ilave edilmistir. Daha sonra iizerine damla damla 2
esdeger MATrp eklenmis ve ¢oOzelti oda sicakliinda 30 dak boyunca
karigtirtlmistir. Karisgim 80 °C sicaklikta yaklasik 24 s siireyle refliiks edilmistir.
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Kahverengi bis(2,2’-bipiridil) MATrp-MATrp-rutenyum (II) kompleksi siiziilerek

ortamdan ayrilmis ve eter ile yikanarak vakum altinda kurutulmustur (Say 2011).

2.2.3. Kriyojelin hazirlanmasi

Kriyojel kolon sentezi ANADOLUCA metoduna gore sentezlenmistir.
Bu amagcla; 1185 pL deiyonize su igerisinde monomer olarak 75 puL. HEMA
¢Oziilmiistlir. Karisim {izerine capraz baglayict olarak 14,15 mg MBAAm ilave
edilerek coziiniinceye kadar karistirilmistir. Sonra karigima 10 ul. MATrp-Ru-
MATrp, 5 mg IgG (Human serum) eklenmis ve azot atmosferi altinda 2 saat
karistirilmistir. Serbest radikal polimerizasyonunun baglamast i¢in 1,3 mg APS,
1,25 uL TEMED 0 °C’de bir buz banyosu lizerindeki karisima eklenmis ve 1
dakika karistirtlmistir. Reaksiyon karisimi plastik bir enjektore dokiilmiis ve -16
°C’de 18 s siiren dondurma igleminden sonra oda sicakligina alinan IgG bagh
kriyojel kolonun buzu ¢oéziindiiriilmiistiir. Sekil 2.1.’de sentezlenen poli(HEMA)
ve poli (HEMA-ko-IgG) kolon gosterilmistir. Baglanmayan monomerleri ve
safsizliklar1 uzaklastirmak i¢in kriyojel 50 mL deiyonize su ile yikanmistir (Say

2011; Percin ve ark. 2013).

Sekil 2.1.Poli(HEMA) ve poli(HEMA-ko-IgG) kriyojel kolon
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2.3. Kriyojelin Karakterizasyonu

Bolim 2.2.3.°de anlatildig1 gibi poliHEMA) ve poli(HEMA-ko-IgQG)
kriyojelleri sentezlenmis ve karakterizasyon islemlerinde sirasiyla sisme testi
(Sekil 2.2), SEM analizi ile yiizey morfolojisinin incelenmesi, BET ile yiizey alani
Ol¢iimii ve FT-IR spektroskopisi uygulanmaistir.

2.3.1. Sisme testi

Hazirlanan kriyojel kolonlar agirliklar1 sabit oluncaya kadar oda
sicakliginda bir hafta boyunca kurutulup tartilmigtir. Kuru haldeki kriyojeller bir
kap igerisinde 15 dak suya maruz birakilmis ve yas agirligi ile tekrar tartilmastir.
Sisme derecesi esitlik (2.1)’de verilen formiil kullanilarak hesaplanmistir (Uzun
ve ark. 2011).

SD=(Wi=Wp)/ Wp i (2.1)

W= Kuru polimerin agirlig

Wi Sisirilmis polimerin agirhig

SD: Sigsme Derecesi

Sekil 2.2. Kriyojel sisme testi
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2.3.2. Elektron mikroskobu ile yiizey morfolojisinin incelenmesi

Numuneler, SEM analizi i¢in altin kaplamadan 6nce sicakligi 50 °C’ye
ayarlanmig etiivde bir gece boyunca kurutulmustur. Capt 5 mm ve yiiksekligi 10
mm olan silindirik numune dikkatli bir sekilde kesilmistir. SEM ile goézlem
yapabilmek i¢in numunenin lizeri 2 dak sitireyle 50 mA’lik bir akimla vakum
altinda altin kaplanmistir (Kudaibergenov ve ark. 2012). Altin kaplanmis
numuneler Sekil 2.3.°deki Zeiss Ultra Plus taramali elektron mikroskobu

kullanilarak analiz edilmistir.

Sekil 2.3. Zeiss Ultra Plus taramali elektron mikroskobu
2.3.3. FT-IR spektroskopisi

Poli(HEMA) ve poli(HEMA-ko-IgG) numunelerinden bir miktar alinarak
etlivde bir gece boyunca kurutulmus ve daha sonra nemi uzaklastirilmis KBr ile
pellet olusturulmustur. FT-IR cihazi kullanilarak her bir numunenin spektrumu

alinmistir.

2.3.4. Yiizey alam ol¢iimii

PolilHEMA-ko-IgG) kriyojelinin spesifik yiizey alam1 BET cihazi
kullanilarak o6l¢iilmiistiir. Bu amagla yaklasik 1 g kriyojel tartilmis ve cihaza
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yerlestirilmistir. Kriyojelin gézeneklerinde bulunan suyu uzaklastirmak amaciyla
stv1 azot ile muamele edilmis ve 10 noktada analiz yapilarak 1 g kriyojelin yiizey

alan1 hesaplanmistir.

2.4. Adsorbsiyon Calismalar:

Adsorbsiyon ¢alismalar1 Bolim 2.2.3.°de anlatildig1 gibi hazirlanan
poli(HEMA-ko-IgG) kriyojelinin grami basina ne kadar Protein G tuttugunu
belirlemek icin yapilmistir. Karsilastirma yapmak amaciyla kontrol polimeri

olarak poli(HEMA) kriyojeli kullanilmistir

2.4.1. Protein G standart grafiginin hazirlanmasi

Standart grafigi hazirlamak amaciyla 1000; 500; 250; 100; 50 pg mL!
derisimlerinde Protein G ¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan bu ¢ozeltilerin 280

nm’de absorbansi dlgiilerek absorbansa kars1 derisim grafigi cizilmistir.

2.4.2. Poli(HEMA-ko-IgG) kriyojel kolonun Protein G baglama
kapasitesi iizerine derisim etkisi

Baglama kapasitesi ¢alismasinda standart Protein G’nin farkli derisimleri
(65, 125, 265, 525, 1025 ng mL'l) kullanilmistir. Bu ¢alismada kolona verilmeden
once 2 mL 6rnegin 280 nm’deki absorbansi (OD1) dlgiilmiis ve peristaltik pompa
yardimuyla (Sekil 2.4) akis hiz1 1 mL dak™ olacak sekilde siirekli sistemde islem
30 dak devam ettirilmistir. Bu siire sonunda kolondan ¢ikan 6rnegin 280 nm’deki

absorbansi (ODf) dl¢iilerek islem sonlandirilmstir.

Sekil 2.4. Peristaltik pompa ile siirekli sistem
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2.4.3. Poli(HEMA-ko-IgG) kriyojel kolonun Protein G baglama

kapasitesi iizerine pH etkisi

Baglama kapasitesi iizerine pH etkisi caligmalarinda standart Protein
G’nin 525 mg L derisimi kullanilmustir. Bu ¢alismada 2 mL 6rnegin kolona
verilmeden Once 280 nm’deki absorbansi (ODi) 6l¢iilmiis ve peristaltik pompa
yardimiyla akig hizi 1 mL dak olacak sekilde siirekli sistemde islem 30 dak
devam ettirilmistir. Bu siire sonunda kolondan c¢ikan o6rnegin 280 nm’deki
absorbansi (ODf) dlgiilerek islem sonlandirilmistir. Bu ¢alismada, tampon ¢ozelti
olarak 50 mM Glisin-HCI (pH 3); 50 mM Sitrat (pH 4-5); 50 mM fosfat (pH 6-7)
ve 50 mM Tris-HCI (pH 8-9) tamponlar1 tampon ¢6zelti olarak kullanilmistir.

2.4.4. PoliHEMA-ko-IgG) kriyojel kolonun tekrar kullanabilirlik
calismasi

Tekrarlanabilirlik calismasinda 125 mg L™ derisiminde standart Protein
G ¢ozeltisi kullanilmistir. 2 mL 6rnek kolona verildikten sonra sirasiyla 6rnegin
30 dak siire ile kolonda bekletilmesi, baglanmayan maddelerin uzaklastirilmasz,

ellisyon islemi ve kolonun rejenerasyonu islemleri yapilmigtir.

2.5. Poli(HEMA-ko-IgG) ile S. equi’den Protein G saflastirilmasi

Ger¢cek numuneden Protein G saflastirilmasi isleminde sirasiyla
bakterinin kiiltiire edilmesi, par¢alanmasi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, Sephadex
G-25 jel filtrasyon kromatografisi, Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisi
ve poli(HEMA-ko-IgQ) afinite kromatografisi yontemleri uygulanmstir.

2.5.1. S. equi’nin Kkiiltiire edilmesi

S. equi’nin Kkiiltire edilmesi amaciyla Columbia Broth (Sekil 2.5)
(Tripton 5 g L™'; Pepton 23 g L'; Sodyum kloriir 5 g L™'; Dekstroz 2,5 g L'; L-
sistin 0,1 g L'; Magnezyum siilfat 0,1 g L™; Demir (II) siilfat 0,02 g L'; Tris
(hidroksimetil) aminometan 0,83 g L™'; Tris (hidroksimetil) aminometan-HCI 2,86
g L'; Sodyum karbonat 0,6 g L") kullamlmustir. Besiyeri 121 °C sicaklikta 15 dak
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stire ile otoklavlanarak sterillenmesi saglanmis ve daha sonra S. equi besiyeri
ortamina ekilerek 37 °C sicaklikta 120 rpm ¢alkalama hizinda 24 s siire ile inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon islemi tamamlandiktan sonra bu ortam 14000 rpm devir
hizinda 15 dak santrifiij edilmis ve ¢Oken bakteri peleti ortamdan alinarak bir

sonraki caligma i¢in saklanmustir.

Sekil 2.5. Columbia broth kiiltiir ortami

2.5.2. S. equi’nin par¢alanmasi

Bakteriler pargalanmadan once bakteri peleti once ii¢ kez 50 mM fosfat
tamponu (pH 7,0) ile sonra igerisinde 1 M NaCl iceren 50 mM fosfat tamponu
(pH 7,0) ile iki kez ve son olarak tekrar 50 mM fosfat tamponu (pH 7,0) ile bir kez
yikanmistir. Bakteri peleti 30 mL fosfat tamponunda siispanse edilerek sonikator
yardimiyla parcalanmistir. islem 60 W giic uygulamasi ve 50 sn’lik 5 déngii

seklinde buz-su banyosunda yapilmaistir.

2.5.3. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi

Amonyum siilfat yontemi proteinlerin farkli iyonik siddette c¢okme
Ozelliginden yararlanilarak yapilan bir ayirma islemidir. Proteinler ¢ok degerlikli
elektrolitler oldugundan iyonlara benzer sekilde hareket ederler. Yiiksek tuz

derigimlerinde, protein molekiillerini ¢evreleyen ve c¢oziiniir halde tutan su
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molekiilleri, tuzdaki iyonlar tarafindan g¢ekilir ve proteinler ¢oker. Bu ¢okmede
molekiil agirligr ve iyonik siddet etkilidir. Dolayistyla farkli tuz derisimlerinde
farkli proteinler ¢oker (Lehninger ve ark. 1993).

Bu yontemde dnce % 0-30 aras1 doyurma icin gereken (NH4)>SO4 miktari
hesaplanmis ve siipernatant icerisine yavas yavas ilave edilerek manyetik
karigtirict lizerinde buz-su banyosunda karistirllmigtir. Karistirma isleminden
sonra 14000 rpm devir hizinda 30 dak siire ile santrifiij edilerek siipernatant
alinmis ve ¢okelek kismi atilmistir. Daha sonra % 30-70 aras1 doyurma yapmak
amaci ile (NH4),SO4 miktar1 hesaplanmis ve (NH4),SO4 elde edilen supernatant
kismin lizerine manyetik karistirict lizerinde diisiik sicaklikta karistirilarak ilave
edilmistir. 14000 rpm devir hizinda 30 dak siire ile santrifiij edilmistir. Elde edilen
cokelek kismi denatiire proteinlerden uzaklastirildiktan sonra kolon uygulamasi
icin en az miktardaki 50 mM fosfat tamponu (pH: 7,0) i¢inde ¢oziilerek -20 °C
sicaklikta saklanmigtir. Kullanilan amonyum siilfat miktar1 esitlik (2.2)’ye gore

hesaplanmistir (Ninfali ve ark. 1990).

Amonyum siilfat miktar1 (g) = [1.77xVx(S,-S1)]/(3.54-S2)  eoiiiial. (2.2)

V: Cozelti hacmi
S»: Son tuz ylizdesi
Si: Ilk tuz yiizdesi

2.5.4. Sephadex G-25 kromatografisi

Bir miktar Sephadex G-25 alinarak hacminin 20 kati1 tamponun igerisine
koyulmus ve 90 °C sicaklikta 3 s bekletildikten sonra oda sicakligina gelmesi
saglanmistir. Daha sonra vakum altinda gazi alinarak kolona doldurulmustur.
(NH4),SO4 basamaginda ortamda fazlaca kalan tuzlarin uzaklastirilmasi i¢in en
ucuz ve kullanigh olan bu yontem secilmistir. (NH4),SO4 basamagindan elde
edilen 2 mL 6rnek 50 mM fosfat tamponu (pH 7,0) ile dengelenmis Sephadex G-
25 (7 cm x 1 cm) kolona (Sekil 2.6) yiikklenmis ve 1 mL dak-' akis hiz1 ile

kolondan gecirilerek aktif fraksiyonlar toplanmuistir.
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Sekil 2.6. Sephadex G-25 kolon sistemi

2.5.5. Sephadex G-100 kromatografisi

Jel filtrasyon kromotografisinde molekiillerin  biiytikliiklerinden
yararlanilarak ayirma islemi gergeklestirilir. Bu ¢alismada kolon dolgu maddesi
olarak Sephadex G-100, kolon olarak ise 40 cm x 1,5 cm boyutlarinda ceketli cam
kolon sec¢ilmistir. Bir miktar Sephadex G-100 havasi alinmis deiyonize su i¢inde 6
s bekletilerek bu maddenin sismesi saglanmistir. Bu islemden sonra tekrar havasi
alinarak i¢inde deiyonize su bulunan kolona yavas bir sekilde tatbik edilmis ve
dolgu maddesinin kolona yerlestirilmesinden sonra kolon (Sekil 2.7) 50 mM
fosfat tamponu (pH 7,0) ile dengelenmistir. En az miktardaki ¢oziiclide ¢ozlilmiis
olan protein ¢okelegi kolona enjekte edilmis ve akis hiz1 30 mL s olacak sekilde
ayarlandiktan sonra eliiatlar toplanmistir. Her bir tlipteki ¢ozeltinin absorbansi

Olciilerek derisime kars1 grafigi cizilmistir (Akel ve ark. 2009).
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Sekil 2.7. Sephadex G-100 kolon sistemi

2.5.6. Poli(HEMA-ko-IgG) afinite kromatografisi

Saflagtirma islemine gecilmeden daha 6nceden hazirlanmis olan kriyojel
kolon 50 mM fosfat tamponu (pH 7,0) ile dengelenmistir. Sephadex G-100
basamagindan elde edilen fraksiyonun 2 mL’si kriyojel kolona yiiklendikten sonra
peristaltik pompa yardimiyla akis hizi1 1 mL dak™ olacak sekilde 30 dak boyunca
stirekli olarak kolondan geg¢irilmistir. Daha sonra kolon 30 mL fosfat tamponu ile
yikanmig ve 50 mM Glisin-HCI tamponu (pH 2,5) ile kriyojele tutunan madde

eliie edilmistir. Eliiant toplanarak daha sonraki islem i¢in kullanilmistir.

2.5.7. Protein tayini

Orneklerin toplam protein igerigi Lowry (1951) metoduna gore
belirlenmistir. Bu amagla ilk 6nce sigir serum albiimin kullanilarak standart

protein grafigi hazirlanmistir.
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Standart grafik olusturmak amaci ile 1000 ug mL™" derigsiminde sigir
serum albumin ¢6zeltisi hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiden sirasiyla 0, 25, 75, 125, 175,
250, 300 puL aliarak deney tiiplerinin igerisine koyulmustur. Daha sonra her bir
tiip lizerine sirastyla 500, 475, 425, 375, 250, 200 uL 50 mM K,;HPO, tamponu
(pH 8,4) eklenmistir. Seyreltmeleri yapilmis orneklerin tizerine 5 mL % 2’lik
Na,COs igerisinde % 1 Na-K tartarat ve % 0,5 CuSO,4 iceren c¢ozeltiden
eklenmistir. Oda sicakliginda 10 dak bekletilmistir. Vorteks iizerinde karistirilan
her bir tiip tlizerine 500 uL 0,5 N Folin belirteci ilave edilmistir. 30 dak oda
sicakliginda karanlik ortamda bekletildikten sonra 660 nm’de kor ¢ozeltisine karsi
absorbans degeri ol¢iilmiistiir (Temizkan ve Arda, 2008).

Orneklerin protein igerigi belirlenirken &rnek ¢dzeltisinden 500 pL
alinarak deney tiipiiniin igerisine koyulmus ve lizerine 5 mL % 2’lik Na,CO;
igerisinde % 1 Na-K tartarat ve % 0,5 CuSOy iceren ¢ozeltiden eklendikten sonra
10 dak oda sicakliginda bekletilmistir. Bu islemden sonra 500 pL 0,5 N Folin
belirteci vorteks iizerinde karistirilarak ilave edilmis ve 30 dak oda sicakliginda
karanlik ortamda bekletildikten sonra 660 nm’de kor ¢ozeltisine kars1 absorbans
degeri Olglilmiistiir. Standart grafikten yararlanilarak Ornegin protein miktari

hesaplanmistir (Temizkan ve Arda, 2008).

2.5.8. Sodyumdodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-
PAGE)

SDS-PAGE analizi Laemmli (1970) metoduna gore yapilmistir. Bu
amagla % 15°lik ayirma jeli ve % 5°lik yiikleme jeli kullanilmistir. Ornekler ve
standart protein karigimi yiikleme jeline uygulandiktan sonra sistemden 16 mA
akim gececek sekilde gii¢ kaynagina baglanarak boya, ayirma jeline geldiginde
akim 30 mA olacak sekilde ayarlanmistir. Yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra
jel tank icerisinden c¢ikarilarak fiksatif icinde 2 s boyunca 20 rpm hizinda
calkalanmistir. Bu islemden sonra fiksatif dokiilmiis ve Coomassie boyama
amaciyla boya ¢ozeltisi eklenmistir. 30 dak beklendikten sonra boya ¢ozeltisi
dokiilmiis ve fiksatif ile kisa bir silire calkalanmistir. Fiksatif dokiilerek yerine
yikama ¢ozeltisi koyulmus ve 2 s siireyle hafif bir sekilde ¢alkalandiktan sonra

elde edilen bantlarin fotograflar1 ¢ekilmistir.
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2.5.9. Agliitinasyon testi

Uygun miktardaki 6rnek ve fosfat tamponu, IgG (human serum) ile dis
ortamda karistirilmis ve 30 dak 37 °C sicaklikta inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonucunda her iki tiipteki ¢dzeltinin bulaniklig1 karsilastirilmustir.
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3. BULGULAR

3.1. Poli(HEMA-ko-IgG) Sentezi

Poli(HEMA-ko-IgG) Bolim 2.2.3.°de anlatildigi gibi sentezlenmistir.
Adsorbsiyon testlerinde kontrol olarak kullanilmak iizere poli(HEMA) kriyojel

kolonun sentezi de ayn1 yontemle gerceklestirilmistir.

3.1.1. N-metakriloil-L-triptofan karakterizasyonu

Sentezlenen monomore ait verim yiizdesi % 85 olup 'H-NMR ve "C-
NMR sonuglart asagidaki gibi bulunmustur.

'H NMR (500 MHz, DMSO- d6), &: 10.7 (s, 1H), 7.45 (d, 1H, J= 7.89
Hz), 7.22-7.38 (m, 2H), 6.96-7.1 (m, 2H), 6.87 (t, 1H, J=7.40, 14.86Hz), 5.48 (s,
1H), 5.21 (s, 1H), 4.05 (dd, 1H, J= 4.80, 9.70Hz), 3.28 (dd, 1H, J= 4.60,
14.16Hz), 3.09 (dd, 1H, J=4.60, 14.16Hz), 1.78 (s, 3H) ppm.

C (125 MHz, DMSO-d6), & 19.0, 27.5, 55.5, 111.5, 112.0, 118.5,
119.0, 119.5, 121.0, 124.0, 129.0, 136.0, 141.0, 166.0, 173.5 ppm (Say 2011).

3.1.2. Fotosensitif rutenyum tabanhh aminoasit monomeri bis(2,2’-

bipiridil)MATrp-MATrp-ruthenium (II) karakterizasyonu

Bis(2,2’-bipiridi)MATrp-MATrp-rutenyum (II) aminoasit monomeri
sentezlendikten sonra karakterizasyon islemlerinde erime noktasi tayini, elementel
analiz, IH-NMR ve MALDI-TOF-MS kullanilmstir.

Bis(2,2’-bipiridil)MATrp-MATrp-rutenyum (II) aminoasit monomerine
ait erime noktasi 200 °C iizerinde bulunmustur.

C35H31CINgO3Ru i¢in elementel analiz sonuglari; % 61,97 (C), % 4,3 (H),
% 10,8 (N) seklinde olup hesaplanan degerler % 62,82 (C), % 4,85 (H), % 11,72
(N) seklindedir.

'H NMR (500 MHz, CDCls), ppm: 10.74 (d, 2H,J= 14.9 Hz), 9.76 (s,
1H), 7.99 (d, 1H, J=7.68 Hz), 7.91 (d, 1H, J=7.57 Hz), 7.54 (d, 2H, J= 7.94 Hz),
7.46 (d, 1H, J= 8.2 Hz), 7.31 (t, 4H, J=6.76 Hz), 7.16 (s, 1H), 7.1 (d, 2H, J=11.7
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Hz), 7.07-7.00 (q, 5H, J= 8.0 Hz), 5.6(d, 2H, J= 6.6 Hz), 5.3 (s, 2H), 4.57(m, 1H,
4.39(m, 2H), 1.24 (s, 3H).

MALDI-TOF-MS: 79 ve 155 m/e degerlerindeki iyon pikleri bipridil,
272, 373, 413, 529 ve 685’teki pikler sirasiyla RuCl, RubpyCl, Ru(bpy),, ve
Ru(bpy),Cl’e aittir. 272, 408, 529 ve 564 degerleri ise yapida sirasiyla MATrp,
Ru-MATrp, Ru(bpy),, Ru(bpy)-MATrp ve Ru(bpy). MATrp varligina isarettir
(Say 2011).

3.2. Kriyojelin karakterizasyonu

Kriyojellerin karakterizasyon islemleri Boliim 2.3.’de anlatildigi gibi
gerceklestirilmistir.

3.2.1. Sisme testi

Saflagtirma ve karakterizasyon i¢in hazirlanmis olan poli(HEMA) ve
poliHEMA-ko-IgG) kriyojel kolonlardan kiigiik birer parca alinmis ve
kurutulmustur. Kuru agirhiklar sirastyla, Woppoliciema)) V& WopoliHEMA-ko-1gG)}> 0,103
g ve 0,117 g olarak bulunmustur. Kriyojeller bir miktar saf suya maruz
birakildiktan sonra emilmeyen suyun fazlasi ortamdan uzaklastirilmis ve tekrar
tartilmigtir. Sismis kriyojellerin agirliklar sirastyla, Wippoliemay ve WippoliHEMA-
ko-lgG)}s 1,19 g ve 1,12 g olarak bulunmustur. Esitlik (2.1) kullanilarak hesaplanan

sisme dereceleri sirasiyla 10,6 ve 8,57 dir.

3.2.2. Elektron mikroskobu ile yiizey morfolojisinin incelenmesi

Poli(HEMA) (Sekil 3.1) ve poli(HEMA-ko-IgG) (Sekil 3.2) kriyojel
numunelerine ait SEM goriintiileri asagidadir. Kriyojel morfolojisine ait gézenek
yapist her iki numune i¢in de beklenen gibidir. Gozenek biiyiikliigii ortalama 10-
200 um arasindadir. Dainiak ve ark. (2005)’nin yaptig1 calismada kriyojeller i¢in
gozenek biiyiikligli ortalama 10-200 um’dir. Bu degerler bizim verilerimizle

uyumluluk gostermektedir. Fotosensitif amino asit monomeri bis(2,2’-
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bipiridi)MATrp-MATrp-rutenyum (II) ile hazirlanan poli(HEMA-ko-IgQG)

kriyojelinin gozenek biiyiikliiglinde herhangi bir azalma goriilmemistir.

Sekil 3.1. (A) ve (B) Poli(HEMA) kriyojeline ait SEM goriintiileri

Sekil 3.2. (A) ve (B) Poli( HEMA-ko-IgG) kriyojeline ait SEM goriintiisii

3.2.3. FT-IR spektroskopisi

Bolim 2.3.3. igerisinde anlatildigi iizere FT-IR ile karakterize edilen
poliHEMA) ve poli(HEMA-ko-IgG) kriyojeline ait spektrumlar Sekil 3.3°te
verilmistir. Sekil 3.3.’de goriilecegi gibi poli(HEMA)’ya ait karakteristik bantlar
3411 em™’de (-OH gerilme), 1728 cm™’de (C=0 gerilme), 2948 cm™’de (CH,
gerilme) ve 1248-850 cm” (C-O ve C-O-C gerilme frekanslar1) araliginda
gozlenmistir. Poli(HEMA) nin yapisinda amid grubu bulunmamaktadir. Bununla
birlikte 1658 cm™’da goriilen zayif amid-I bandi (-CONH), Poli (HEMA) nin

polimerizasyonunda kullanilan metilen bisakrilamite aittir. Poli(HEMA-ko-
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IgG)’nin yapisinda bulunan antikora ait amino asitlere ait karboksilik asitlerin

hidroksil band1 3300 cm™ civarindaki genislemeden anlagilmaktadir.

101-

1004
98

961

94-

92-

%T

904

88

861

84-

3049 3500 3000 2500 2000 1500 1000 511
cm-1
Name Description
Analyst 157 Sample 157 By Analyst Date Thursday, November 06 2014
Analyst 158 Sample 158 By Analyst Date Thursday, November 06 2014

Sekil 3.3. Poli(HEMA) ve poli(HEMA -ko-IgG) kriyojel numunesine ait FT-IR spektrumu

3.2.4. Poli(HEMA-co-IgG) kriyojelinin yiizey alan1 6l¢iimii

Poli(HEMA-ko-IgG) kriyojel kolonunun BET cihazi ile yapilan spesifik

yiizey alani1 dl¢timii sonucu spesifik yiizey alan1 94 m*g” polimer bulunmustur.

3.3. Adsorbsiyon Calismalar:

Adsorbsiyon caligmalar1 kapsaminda once Protein G standart grafigi
cizilmis daha sonra sentezlenen poli(HEMA), poli(HEMA-ko-IgG) kriyojelleri
icin Protein G’nin farkli derisim ve pH degerlerinde adsorbsiyon ¢aligmasi

yapilmustir.

3.3.1. Protein G standart grafigi

Bolim 2.4.1. igerisinde anlatildigi gibi Olglilen absorbans degerleri

derisime kars1 grafige gecirilmis ve Sekil 3.4°de verilen grafik elde edilmistir.
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Grafikten goziikmekle birlikte R’= 0,9986 olup asagidaki esitlik (3.1) elde

edilmistir.
y=0,0011x ..o (3.1)
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Sekil 3.4. Protein G standart grafigi

3.3.2. Poli(HEMA-ko-IgG) kriyojel kolonun Protein G baglama

kapasitesi iizerine derisim etkisi

Sekil 3.5.°te goriildiigi tizere Poli(HEMA) kriyojel kolonun baglama
kapasitesi Protein G’nin derisimi arttikga herhangi bir degisiklik gdstermeksizin
poli(HEMA-ko-IgG) kriyojel kolonun baglama kapasitesi maksimum noktasina
kadar artis gostermis ve bu noktadan sonra sabit kalmistir. Hazirlanan bu
poli(HEMA-ko-IgG) kriyojelinin Quax (maksimum baglama kapasitesi) degeri
2,78 MEprotein Gy E(polimer) 0larak bulunmustur. Kolon ortamina gonderilen standart
Protein G molekiiliiniin % 33’iinii baglamis olup 1 g’lik bir kolon dolgu materyali

ile 2,78 mg Protein G molekiilii saflagtirilabilir.
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Sekil 3.5. Derisim-Protein G baglama kapasitesi iliskisi

3.3.3. Poli(HEMA-ko-IgG) kriyojel kolonun Protein G baglama

kapasitesi iizerine pH etkisi

Poli(HEMA-ko-IgG) kriyojel kolonun baglama kapasitesi pH ile olduk¢a
degisim gostermektedir. Sekil 3.6.’da goriildiigii lizere en yliksek baglama yiizdesi
pH 7-8 araliginda olmustur. En diisiik baglanma pH 3 civarinda gerceklesmistir.
Bu nedenle S. equi’den Protein G saflastirma islemlerinde baglama tamponu
olarak 50 mM fosfat tamponu (pH 7,0) ve eliisyon ¢ozeltisi olarak 50 mM Glisin-
HCI tamponu (pH 2,5) secilmistir.
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Sekil 3.6. pH-Baglama kapasitesi (%) iligkisi

3.3.4. PoliHEMA-ko-IgG) kriyojel kolonun tekrar kullanabilirlik

calismasi

Poli(HEMA-ko-IgG) kriyojel kolonun standart Protein G ile yapilan
tekrarlanabilirlik ¢alismasi 10 kez denenmistir. Sekil 3.7.’den acik¢a goriildiigi
gibi bu denemeler sonunda kolonun baglama kapasitesinde 6nemli bir degisiklik
olmamigstir.  Tekrarlanabilirlik  c¢aligmalar1  sirasinda  kolonun  baglama
kapasitesindeki degisiklik ilk Ol¢iime gore +% 1,4 ve -% 14,3 arasinda
degismektedir.
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Sekil 3.7. Tekrarlanabilirlik-Baglama kapasitesi iliskisi

3.4. Poli(HEMA-ko-IgG) ile S. equi’den Protein G saflastirilmasi

Protein G saflagtirilmast i¢in Oncelikle Tirkiye Halk Saghig
Kurumundan temin edilen Streptococcus equi Columbia broth ortaminda
gelistirilmis daha sonra hiicreler pargalanarak ylizey proteinleri agiga ¢ikarilmis ve
sirastyla (NH4),SO4 c¢oktiirmesi, Sephadex G-25 jel filtrasyon kromatografisi,
Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisi ve poli(HEMA-ko-IgG) afinite
Kromatografisi yapilmistir.

3.4.1. S. equi’nin Kiiltiire edilmesi

S. equi’nin liremesi uygun bir sekilde gergeklesmis olup iireme zaman

iliskisi Sekil 3.8.’deki grafikte gosterilmistir. Bu grafige gore 0-20 saatler arasinda

tireme hizli bir sekilde gerceklesmis olup bu saatten sonra duragan faza ge¢mistir.
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Sekil 3.8. Bakteri iireme grafigi

3.4.2. S. equi’nin parcalanmasi

Bolim 2.5.2. igerisinde anlatildigi iizere bakteri pargalanmistir. Bu
islemden sonra elde edilen siipernatant icerisindeki protein derisimi Lowry
metoduna gére hesaplanmis olup 1,2 g L civarindadir. Elde edilen bu deger

bakterinin par¢alanmasindan sonra ortamdaki protein miktarini ifade etmektedir.

3.4.3. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi

Pargalanmadan sonraki ¢6zelti icerisindeki protein (NHy4),SO4 ¢Oktiirmesi
ile deristirilmistir. Minimum miktardaki tampon ¢o6zelti igerisinde ¢oziilen
numunedeki denatiire olmus proteinler santrifiij yontemiyle ortamdan
uzaklastirilmistir. Elde edilen ¢6zeltideki protein miktar1 3,4 g L' civarindadr.
Bakterinin parcalanmasindan sonra L basina diisen protein miktar1 yaklasik 2,8

kat arttirtlmistir.
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3.4.4. Sephadex G-25 kromatografisi

(NH4),SO4 ¢oOktiirmesi basamagindan kalan fazla tuzlar ve kiigiik
yapidaki proteinler 6rnegin bu kolondan gecirilmesi ile uzaklastirilmistir. Bu
amacla 6rnegin kolona verilmeden 6nceki ve kolondan ¢iktiktan sonraki absorbans
ve iletkenlik degerleri Gl¢iilmiis olup bu degerlerde baslangi¢ 6l¢limlerine oranla

azalma gozlenmistir.

3.4.5. Sephadex G-100 kromatografisi

Sephadex G-25 kromatografisinden sonra liyofilize edilmis 6rnek en az
miktardaki pH’s1 7,5 fosfat tamponunda c¢oziilerek Sephadex G-100 kolona
yiiklenmis ve Sekil 3.9.°da verilen kromatogram elde edilmistir. Fraksiyonlar 9-
18, 19-22 ve 23-32 olmak {izere 3 ana grupta toplanmis ve her bir grup i¢in
agliitinasyon testi uygulanmistir. 19-22 arasi fraksiyonlar IgG ile reaksiyon
verdigi icin afinite kromatografisi basamaginda bu grup ile ¢alistmaya devam

edilmistir.

1,2 -

Abs (280 nm)

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Fraksiyon numarasi

Sekil 3.9. Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatogrami
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3.4.6. Poli(HEMA-ko-IgG) afinite Kromatografisi

Bolim 2.5.6.°da anlatildigi gibi afinite kromatografisi islemi
gergeklestirilmistir. Kolona baglanan Protein G 50 mM Glisin-HCI (pH 2,5)

tamponu ile eliie edilmis ve SDS-PAGE ile analiz edilmistir.
3.4.7. Protein tayini

Lowry yontemine gore sigir serum albiiminin standart olarak
kullanilmastyla elde edilen grafige ait denklem esitlik (3.2)’de gdsterilmis olup bu
grafige ait R>= 0,99 olarak bulunmustur. Toplam proteinin kantitatif miktar1 esitlik
(3.2)’ye gore hesaplanmistir

Y =0,00212X ooiriiiii (3.2)

Sekil 3.10. Bovine serum albiimin standart grafigi

3.4.8. Sodyumdodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-
PAGE)

% 15°1ik ayirma jeli lizerinde yapilan SDS-PAGE isleminde asagidaki

bantlar elde edilmistir. Sekil 3.11-A iizerinde sigir serum albiimin (~66 kDa),
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karbonik anhidraz (~29 kDa) ve saflastirilmis Protein G (~58 kDa) gosterilmistir.
Sekil 3.11-B tlizerinde 1 numarali hat bakterinin par¢alanmasindan sonra protein

profilini gosterirken 2 numarali hat saflastirilmis protein G’yi gostermektedir.

Sekil 3.11. SDS-PAGE analizi ile 6rneklerin goriintiilenmesi

3.4.9. Agliitinasyon testi

Saflagtirma iglemi sonucunda elde edilen Protein G 0,5 mL’lik tiip
igerisinde IgG ¢ozeltisiyle etkilestirilmis ve IgG ile reaksiyon verdigi ig¢in
bulaniklik olusturdugu gozlenmistir. Sekil 3.12.°de 1. tiip igerisinde fosfat

tamponu+IgG ve 2. tiip icerisinde saflagtirilmig 6rnek+IgG bulunmaktadir.

Sekil 3.12. Saflagtirilan 6rnegin IgG ile agliitinasyonu
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4. TARTISMA, SONUC ve ONERILER

Protein G, saflastirilmasi oldukg¢a zor olan hiicre duvari proteinidir. Kalin
peptidoglikan tabakasina gomiilii olmas1 bu proteinin serbest kalmasini oldukga
zorlagtirmaktadir. Proteinin ¢6ziiniir hale getirilmesinde kullanilan yontemler bu
proteinin denatlire olmasina neden oldugu igin saflagtirma sonunda verimi
diisirmektedir (Guss ve ark., 1986). Literatiirde bu proteinin saflastirilmasi igin
izlenen stratejiler ¢cok ¢esitlilik gostermemektedir.

Protein G saflastirilmasi i¢in kullanilan ticari materyal g¢esitlerinin az ve
pahali ve tekrar kullanilabilirliklerinin diisiik olmasi, yurtdigindan tilkemize nakil
esnasinda uygun kosullarda tasinamamalari, viskozitesi yliksek ortamlarda bu
kolon dolgu maddelerinin performansli calismamasi bizleri yeni materyal
sentezlemeye tesvik etmigtir.

Bu calismada, oncelikle Protein G’nin afinitesinin yiiksek oldugu IgG
(human serum) secilmistir (Akerstrom ve Bjorck, 1984). Say ve ark. (2011)
tarafindan sentezlenen, bir fotosensitif aminoasit monomeri olan bis(2,2’-
bipiridi)MATrp-MATrp-rutenyum(Il) kompleksi, yeni kolon sentezlememiz
esnasinda hem momomer hem de c¢apraz baglayict olarak kullaniimistir.
Sentezlenen poli(HEMA-ko-IgG) yapisal olarak elektron mikroskobu, sisme testi
ve FT-IR spektroskopisi kullanilarak karakterize edilmistir. SEM ile yiizey
morfolojisi incelemeleri sonucunda kriyojelin makro gozenekleri acgikca
goriilmistiir. Yapilan 6l¢timler sonucunda gozenek biiytlikliigii ortalama olarak 10-
200 pm arasinda bulunmustur. Bu gozenek biiyiikliigli Dainiak ve ark. (2005)
yaptig1 ¢alisma ile uyumluluk gostermektedir ve bu sayede kolon igerisindeki akis
cok rahat bir sekilde gerceklesmistir. Kontrol grubu olarak sentezlenen
poli(HEMA) ve saflagtirma materyali olarak sentezlenen polilHEMA-ko-I1gG) nin
sisme testleri sonucunda sisme dereceleri sirasiyla 10,6 ve 8,57 gmo) g'](polimer)
olarak bulunmus olup hidrofilitelerinin yiiksek oldugu goriilmektedir. Tamahkar
ve ark. (2014) politHEMA) kriyojelleri ile yaptig1 ¢caligmada poliHEMA-MAH)
kriyojeline ait sisme derecesini 6,97 g0, g'l(poﬁmer) olarak bulmuslardir. Bu deger
bizim poliHEMA) ve poli(HEMA-ko-IgG) i¢in buldugumuz degerler ile
uyumluluk  gostermektedir. Poli(HEMA-ko-IgG)’nin  yapisinda kullanilan
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fotosensitif amino asit monomeri aynit zamanda c¢apraz baglayict olarak gorev
yaptig1 icin kriyojel iskeletini sikilastirmis ve sisme derecesini bir miktar
azaltmistir. Kolonun baglama kapasitesi c¢alismalari rekombinat Protein G
kullanilarak yapilmistir. Derisimin baglama kapasitesi lizerine etkisi incelenmis ve
poliHEMA) kriyojel ile kiyaslanmistir. Poli(HEMA-ko-IgG)’ye ait baglama
kapasitesi 2,78 mgproein Gy E(polimery Olarak bulunmustur. Literatiirde kolon
maddesinin baglama kapasitesine iliskin bir caligmaya rastlanmadigi igin
kiyaslama yapilamamistir. Antikor yonlendirmesi yapildig1 taktirde baglama
kapasitesinin artacagi diisiiniilmektedir. Protein G’nin IgG (human serum) ile
optimum olarak pH 3-10 arasinda baglanacagi bilinmektedir (Akerstrom ve
Bjorck, 1986). Yaptigimiz pH-baglama kapasitesi ¢aligmasinda baglanma i¢in en
uygun pH’nin 7-8 araliginda oldugu bulunmustur. Bu deger, literatiir bilgileriyle
uyumluluk gostermektedir. Tekrarlanabilirlik calismasinda kolon 10 kez ayni
kosullarda kullanilmistir. Yapilan tekrarlar arasinda ilk Ol¢lime gore baglama
kapasitesinde sadece +% 1,4 ve -% 14,3’liikk bir fark gézlenmistir. Bu durum
kolonun baglama kapasitesinde onemli bir azalmanin olmadigim1 ve tutarh
calistigini agikga gostermistir.

Gergek numune calismamizda, S. Equi, Columbia Broth besiyerinde
kiiltiire edilmis, hiicre duvari sonikator ile parcalanmis, ortamdaki proteinler
amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile ¢oktiiriilmiis, kiigiik proteinler ve ortamdaki fazla
tuz Sephadex G-25 ile uzaklastirilmis, en son Sephadex G-100 kullanilarak 6n
saflastirma islemi gergeklestirilmistir. On saflastirmadan sonra elde edilen
numune fotosensitif monomerler kullanilarak ANADOLUCA yontemiyle
sentezlenmis poli(HEMA-ko-IgG) kriyojel kolondan geg¢irilmis ve Protein G
saflastirmistir.  Saflastirilimis Protein G’nin safligt SDS-PAGE yontemiyle
belirlenmigtir. Sekil 3.11-A’daki Protein G’ye ait tek bant molekiiliin yiiksek
saflikta oldugunu agikca gostermistir. Buradan 6rnegin molekiil agirlig1 yaklasik
olarak 58 kDa olarak bulunmustur. Sekil 3.11-B’de 1. hattaki ham numuneye ait
profil ile 2. hatta saflagtirdigimiz numuneye ait profil saflastirmada kullandigimiz
yontemin ve materyalin dogru oldugunun bir kanitidir. Calismamizda

kullandigimiz politHEMA-ko-1gG) kriyojel kolon gercek numuneden Protein G
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saflagtirmasinda defalarca kullanilmis ve analizler i¢in yeterli numuneyi bize
saglamistir.

Gergek numuneden Protein G saflastirilmasima iliskin literatiir bilgileri
mevcuttur. Sjobring ve ark. (1990), Protein G saflastirilmasi caligmasinda
oncelikle insan bademciklerinden G ve C grubu Streptokoklar izole etmislerdir.
Elde ettikleri izolatlar1 Todd-Hewitt broth besiyerinde kiiltiire etmisler, bakterileri
1s1 miidahalesi ile parcalamislardir. Sephadex G-200 ve IgG-Sepharose ticari
kolon dolgu materyallerini kullanarak Protein G’yi saflastirmislardir. 31 izolat
tizerinde yaptiklari ¢aligmada 40, 58 ve 65 kDa agirliklarinda {i¢ farkli Protein G
molekiili elde etmiglerdir. Bizim ¢alismamizda elde ettigimiz 58 kDa’luk Protein
G Sjobring ve ark. (1990) C grubu Streptekoklardan elde ettigi Protein G ile
uyumluluk gdstermektedir.

Guss ve ark. (1986), G grubu Streptokoklardan Protein G saflagtiriimasi
yapmiglardir. Bu amagla biliylik miktarlarda bakteri kiiltiir etmislerdir. Hiicre
duvarini papain enzimiyle pargalayarak polipeptidleri aciga ¢ikarmislar ve IgG-
Sepharose 4B ticari kolon materyali kullanarak Protein G’yi saflastirmiglardir. Bu
calismada elde ettikleri eliiatlardaki proteinlerin molekiil agirligi ~12-30 kDa
olarak bulunmustur. Yaptiklar1 bu c¢alismada kullandiklart yontemlerin,
tirlinlerinin heterojen olmasina ve verimlerinin diismesine neden oldugunu ifade
etmislerdir. Bizim c¢aligmamizda elde edilen iiriin homojen olarak tek bir bant
halinde elde edilmistir. Kullandigimiz saflagtirma adimlar1 sonucunda elde edilen
iriin IgG (human serum) ile etkilestirilmis ve ¢okme reaksiyonu vermis olup
saflastirdigimiz Protein G nin ¢alistigini géstermektedir.

Tez kapsaminda yaptiZimiz bu calisma; kullandigimiz fotosensitif
monomer ve ¢apraz baglayicinin bundan sonraki diger Protein G saflagtirmalar
icin yeni bir materyal olarak kullanilabilecegini gostermistir. Daha fazla serbest
antijen baglama bolgesi agikta birakmak amaciyla antikor yonlendirmesi yapilarak

saflastirma veriminin arttirilabilecegini diistinmekteyiz.
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