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RNA saflastirma, yasam bilimlerini konu alan bir¢ok ¢calismada, 6zellikle viral, bakteriyel
ve parazitik hastaliklarin teshisinde, kalitsal bozukluklarin diagnozunda, bir dizi
hazirlayici ve analitik yontemin kritik bir ilk agamasini olusturmaktadir. Bu baglamda
molekiiler biyoloji teknikleri uygulamalariyla hassas ve giivenilir sonuglar elde etmek
igin saf ve bozulmamis halde saflagtirllmis RNA molekiilleri gerekmektedir. Afinite
kromatografisi, iyonik/hidrofobik etkilesimler, hidrojen bagi, disiilfiir kopriisii gibi
molekiiler etkilesimler kullanilarak bir karisimdaki belirli bir molekiiliin veya bir grup
molekiiliin ayrilmasi, uzaklastirilmasi ve saflastirilmasi i¢in kullanilan bir yontemdir.
Afinite kromatografisi; antikorlar, enzimler, hormonlar, DNA, reseptorler ve vitaminler
dahil olmak tizere birgok biyomolekiiliin ayrilmasi ve saflastirilmasi gibi biyokimyasal
ve biyoteknolojik siireclerde siklikla kullanilmaktadir. Boronat afinite kromatografisi,
cis-diol igeren biyomolekiillerin izolasyonu ve saflastirilmasi i¢in kullanilan yaygin bir
saflastirma yontemidir. Son donemlerde spesifik afinite etkilesimlerinden yararlanan

kromatografik stratejileri giderek gelistirilmektedir. RNA'nin ayrilmasi igin gelistirilen



etkili tekniklerden yararlanarak boronat afinite kromatografisi, cis-diol gruplari igeren
cok ¢esitli biyomolekiillerin biyosegici ayrimi ve zenginlestirilmesi i¢in umut verici bir
yaklasimdir. Geleneksel partikiil bazli adsorbanlar farkli O6lgeklerde kolonlara
eklenebilmeleri sebebiyle kromatografide siklikla kullanilmaktadir. Bununla birlikte,
genellikle nispeten kiigiik gozenek boyutlarina sahiptirler ve yavas difiizyonlu kiitle
transferi, diisiik akis hizlar1 ve yiliksek basing diisiisii gibi baz1 dezavantajlara neden
olurlar. Bu nedenle, bu smirlamalarin istesinden gelmek igin farkli adsorbanlar
gelistirilmistir. En 1iyi bilinen alternatiflerden biri kriyojel bazli adsorbanlardir.
Kriyojeller, sifir alt1 sicakliklarda jellesme yoluyla iiretilen makro gézenekli polimerik
malzemelerdir. Ek olarak, kriyojeller, orijinal kalibi &lgiilerinde monolitik formda
hazirlanir ve genellikle sadece kendi sekline uygun olan belirli bir kolonda kullanilir.
Sunulan tez kapsaminda, istenen Olgek ve sekilde sentezlenebilen mikron boyutlu
kriyojeller, mikrokriyojeller olarak adlandirilmistir, boronat afinite adsorbani olarak imal
edilmistir. Iki farkl tiirde sentezlenen PHEMA ve poli(HEMA-VPBA) mikrokriyojeller,
SEM, FT-IR, pCT gibi gesitli yontemlerle karakterize edildikten sonra kesikli sistemde
optimum adsorpsiyon kosullar belirlenmistir. Yapilan tez c¢aligmasinda, uygun
karakterizasyona sahip olmasi nedeniyle Poli(HEMA-VPBA) mikrokriyojeller
kullanilarak optimum kosullar pH 8.5 etilenamin tamponu 0.1 M CaCl; tuz varlig1 37 °C
olarak elde edilmistir. Sulu ¢ozeltiden RNA adsorpsiyonu deneyleri sonucunda 50.
dakikadan sonra adsorpsiyon doygunluguna ulasildigi, 0.5 mg/ml RNA derisiminde
maksimum adsorpsiyon kapasitesinin 303 mg/g polimer oldugu bulgusuna erisilmistir.
Adsorpsiyon izotermi inceleme galismalarinda Langmuir izotermine uygunluk gosterdigi
ve ikinci dereceden izoterm kinetigi ile ortiistiigii belirlenmistir. Mikrokriyojellerin tekrar
kullanilabilirlik incelemeleri 8 kez yapilarak sonucunda 223.4 mg/g adsorpsiyon
kapasitesi degerine ulagilmistir. Tezde, deney ve kontrol kolaylig: sagladigindan dolay1
biyokimyasal siireglerde siklikla tercih edilen E. coli hiicreleri kullanilmis ve E. coli
hiicrelerinden inkiibasyon ve santrifiij islemleri sonucunda RNA 6ziitii elde edilmistir.
RNA 6ziit, desorpsiyon ajani olarak 0.1 M borat tamponu 0.5 M CaCl. vasitasiyla
yikanmistir. Yikama sonucu agaroz jel elektoforez analizi sonucunda RNA’nin yiiksek

oranda basarili sekilde saflastirildigi kanitlanmastir.
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RNA purification is a critical first step in many life science studies, particularly in the
diagnosis of viral, bacterial and parasitic diseases, in the diagnosis of hereditary disorders,
tumors and in a number of preparatory and analytical methods. In this context, pure and
pristine RNA molecules are required in order to obtain sensitive and reliable results with
the applications of molecular biology techniques. Affinity chromatography is a method
for separation, removal and purification of a particular molecule or group of molecules in
a mixture using molecular interactions such as ionic/hydrophobic interactions, hydrogen
bonding, disulfide bridge. Affinity chromatography; It is frequently used in biochemical
and biotechnological processes such as the separation and purification of many
biomolecules, including antibodies, enzymes, hormones, DNA, receptors and vitamins.
Boronate affinity chromatography is a common purification method used for the isolation

and purification of cis-diol containing biomolecules. Recently, chromatographic



strategies utilizing specific affinity interactions have been increasingly developed.
Leveraging effective techniques developed for RNA separation, boronate affinity
chromatography is a promising approach for bioselective separation and enrichment of a
wide variety of biomolecules containing cis-diol groups. Conventional particle-based
adsorbents are frequently used in chromatography because they can be added to columns
at different scales. However, they usually have relatively small pore sizes and cause some
disadvantages such as slow diffusion mass transfer, low flow rates and high pressure drop.
Therefore, different adsorbents have been developed to overcome these limitations. One
of the best-known alternatives is cryogel-based adsorbents. Cryogels are macroporous
polymeric materials produced by gelation at subzero temperatures. In addition, cryogels
are prepared in monolithic form in the original mold dimensions and are usually only used
in a particular column that conforms to its shape. Within the scope of the presented thesis,
micron-sized cryogels that can be synthesized in the desired scale and shape were named
as microcryogels, and were manufactured as boronate affinity adsorbent. PHEMA and
poly(HEMA-VPBA) microcryogels synthesized in two different types were characterized
by various methods such as SEM, FT-IR, uCT, and optimum adsorption conditions were
determined in the batch system. In the thesis study, optimum conditions were obtained by
using poly(HEMA-VPBA) microcryogels due to its suitable characterization, pH 8.5
ethyleneamine buffer 0.1 M CaCl: salt presence at 37°C. As a result of RNA adsorption
experiments from aqueous solution, it was found that adsorption saturation was reached
after 50 minutes, and the maximum adsorption capacity was 303 mg/g polymer at 0.5
mg/ml RNA concentration. In the adsorption isotherm studies, it was determined that it
conforms to the Langmuir isotherm and overlaps with the second-order isotherm Kinetics.
The reusability examinations of the microcryogels were performed 8 times and the
adsorption capacity value of 223.4 mg/g was reached. In the thesis, Escherichia coli cells
(E. coli), which are frequently preferred in biochemical processes due to their ease of
experimentation and control, were used and RNA extract was obtained from E. coli cells
as a result of incubation and centrifugation. The RNA extract was washed with 0.1 M
borate buffer 0.5 M CaCl> as desorption agent. As a result of washing and agarose gel
electrophoresis analysis, it was proved that RNA was purified with a high degree of

SUCCeSS.
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1. GIRIS

Riboniikleik asit (RNA) canli yasami i¢in vazgeg¢ilmez bir molekiildiir. RNA; gen
kodlama, kod ¢oziimleme ve gen ekspresyonu gorevlerini gerceklestirerek
deoksiriboniikleik asit (DNA) ile beraber dogada yasam formlarint diizenlemektedir.
Ozellikle giiniimiizde giderek dnemi artan RNA bazli tedavi siiregleri de géz oniine
alindiginda; RNA barindiran terapotik ajanlarin gelistirilmesi onem arz etmektedir.
RNA’nin gen diizenleme fonksiyonun islevselligi sayesinde kanser gibi ciddi kayiplara
sahip olan hastaliklarin tan1 ve tedavisinde RNA odakli yeni stratejiler gelistirilmesi
lizerine ¢aligmalar yapilmaktadir. Bu hususta, biyokimyasal ve biyofarmasétik siireglerin
tyilestirilebilmesi adina RNA’nin saf ve denatiire olmayan halde elde edilmesi
gerekmektedir. Bu da yliksek oranda RN A ’nin kaliteli bir sekilde saflagtirilmas1 demektir
[1,2]. Klasik RNA aymrma yontemlerinin uzun siireli olmasi, istenilen safliga
ulagilamamasi ve bozunmus halde RNA eldesine sebep olmasi saflastirma islemi igin
dezavantaj olusturmaktadir. Bu dezavantajlarin {stesinden gelmek icin afinite
etkilesimlerine dayanan kromatografik yontemler gelistirilmistir. Afinite kromatografisi;
ilgili bilesene yonelik spesifik ayirim saglayan yiiksek segicilige sahip bir tekniktir.
Afinite kromatografi yonteminin bir alt sinifi olan boronat afinite kromatografisi, cis-diol
gruplar1 iceren RNA gibi biyomolekiiller ile boronat gruplari arasinda etkilesimlere
dayanarak saflastirma saglayan giiclii bir yontemdir. Alkali kosullar altinda (genellikle
pH: 8.0 ve lizeri) kovalent baglar {izerinden gergeklestirilen baglanmalar ile ilgili RNA
adsorbe edilmektedir. Sonrasinda gergeklestirilen desorpsiyon islemi ile de RNA yiiksek
kalitede saflastiriimaktadir [3,4].

Enzim, polisakkarit, antikor gibi protein temelli biyomolekiillerin ayrimi s6z konusu
oldugunda verimliligi arttirmak i¢in kromatografik yontemlere ek olarak kriyojel olarak
adlandirilan biyopolimerler kullanilmaktadir. Kriyojeller, donma noktas: altindaki
sicakliklarda sentezlenen yiiksek gozenek boyutu ve mekanik o6zelliklere sahip
biyopolimerlerdir. Coziicii olarak genellikle su kullanilmasindan dolayr maliyeti diisiik
ve biyouyumluga sahip alternatif bir ayirma materyalleri olarak goze carpmaktadir.
Cesitli boyut ve sekillere sahip olan kriyojeller, mikron boyutlarda da sentezlenmektedir
[5,6]. Mikrokriyojel olarak adlandirilan mikron boyutlu kriyojeller minyatiir boyutlart,
yiiksek oranda esneklikleri, hiicre korunuma elverigli yapilar1 sayesinde doku

miihendisligi caligmalarinda 6n plana ¢ikmaktadir [7].
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Sunulan tez calismasinda, E. coli hiicrelerinden polimerik mikrokriyojeller ile RNA
saflagtirllmas1 amaciyla PHEMA ve tg¢ farkli poli(HEMA-VPBA) mikrokriyojelleri
hazirlanmistir. Hazirlanan mikrokriyojellerin karakterizasyonu incelemeleri yapilmais,
RNA adsorpsiyon ¢alismalari analiz edilmistir. Analizler sonucunda optimum kosullar
belirlenerek Kinetik veriler hesaplanmistir. Mikrokriyojellerin tekrar kullanilabilirlik
calismalar gergeklestirilmistir. ATCC 25922 kodlu E. coli hiicreleri kullanilarak RNA

oziitii elde edilmistir. Bu 6ziit kullanilarak RNA eldesi gergeklestirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. RNA molekiilii ve yapisi

RNA (riboniikleik asit), kodlama, kod ¢6zme, diizenleme ve gen ekspresyonu gibi dogada
yasamin tanimlandig1 her kisminda ¢ok biiyiik bir role sahiptir. DNA (deoksiribo niikleik
asit) ile birlikte her bir yasam formu igin gereken niikleik asitleri biinyesinde
barindirmaktadir [1]. Riboniikleik asit (RNA), canli yapilarin bircogunun barindirdigi
hayatsal fonksiyonlar1 yerine getiren birbilesendir. RNA molekiiliiniin yapisal olarak
riboz sekerlerinin baglandig1 azotlu bazlar ve fosfat gruplarindan meydana gelmektedir.
Azotlu bazlar arasinda adenin, guanin, urasil ve sitozin icermektedir. RNA ¢ogunlukla
tek sarmall1 bigimde bulunmaktadir [2]. Gegmis yillarda yapilan bir ¢alisma sayesinde
RNA’nin tek sarmalli yapisina ek olarak tek RNA iplik¢iklerinin melezlesebilecegi ve bir
cift olusturmak {izere birbirine yapisabilecegi kesfedilmistir [8]. RNA, ¢esitli uzunluklara
ve yapilara sahip olabilen bir molekiildiir. Dolayisiyla, RNA sentezinin araclari ve
calisma sekli Okaryotlar ve prokaryotlar arasinda farklilik gostermektedir. Spesifik RNA
molekiilleri gen ekspresyonu islemini saglayarak tedavi siireglerinde terapdtik ajanlar
gorevini yerine getirecek potansiyele sahiptir [9]. RNA’nin bu denli ¢oklu yapisi ve hiicre
icerisinde yer aldig1 gorevler, lizerinde calisma yapilan 6ncelikli molekiillerin baginda
olmasini saglarken elde edilen her bir bulgu ile de biyolojik siireglerde bir gelisme

kaydedilmektedir.

2.2. RNA Saflastirma

RNA saflastirma, 6zellikle birgok viral, bakteriyel ve parazitik hastaliklarin teshisinde,
kalitsal bozukluklarin diagnozunda, tiimérlerde ve ayrica temel aragtirmalarda onemli
olan bir dizi hazirlayici ve analitik yontemin kritik bir dnceki adimidir [10]. Yasam
bilimlerini esas alan laboratuvar 6lgekli calismalar icin RNA'nin saflastirilmasi ve analiz
edilmesi son derece elzemdir; ancak, RNA ile calismak ic¢in gereken hassasiyet ve

tekniklerin yoksunlugu bu alandaki ¢aligmalar1 kisitlamaktadir [11].

Bununla beraber, RNA’nin donmus veya taze dokulardan, hiicre duvarlarindan, PCR
tirlinlerinden ya da uzun miadli kimyasalda korunmus 6rneklerden efektif olarak ve
tekrarlanabilir bir sekilde saflastirilmasi gerekmektedir. Prensip olarak, RNA saflastirma

yontemleri iic gruba ayrilmaktadir. ilk ydéntem grubu, organik fenol:kloroform
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oziitlemesine dayanmaktadir. Ikinci grup, spesifik yiizeyleri baglama yetenegi
araciligiyla kaotropik tuz varliginda RNA saflastirma yontemlerini kapsamaktadir.
Ucgiincii grup, es yogunluklu gradyanlar iizerinde RNA izolasyonunu kullanan ydntemleri

icermektedir [12].

Son yillarda, RNA saflastirmasinda artan zorluklarin istesinden gelmek i¢in
kromatografik tekniklerin kullanildig1 ¢esitli stratejiler arastirilmistir. Yapay RNA
caligmalarinda yasanan gelismeler, ¢ok miktarlt RNA iiretimi i¢in verimi yiiksek ve ucuz
yontemleri giindeme getirmistir. Bunlara 6rnek olarak; Ters fazli (RP) ve iyon degisim
(IE) [14-16] ve anyon degisim kromatografisi (AEC), RNA saflastirmasi i¢in kapsamli
yontemler olarak tanimlanmaktadir [40]. Bu kapsamda, sentetik tekniklerin
uygulanmasiyla kimyasal modifikasyon olasilig1 azaltilarak kararsiz ve bozunmus RNA

eldesi oran1 azaltilmaktadir [13].

2.3. Kromatografi

Rus botanist M.S.Tswett, ylizyilin baslarinda kromatografinin kesfine genel olarak
katkilarda bulunmustur. Yesil yaprak pigmentlerini ayristirmak icin renklendirilmis
bantlara kolon boyunca siiziilmesine izin veren toz kalsiyum karbonat kolonlarmi
kullanmistir. Tswett’in yapmis oldugu c¢aligmalar1 da dahil ederek, literatiire bakacak
olursak birgok bilim insan1 kromatografi siirecinin gelismesine adina 6nemli katkilarda
bulunmustur [17,18]. Bunlarin arasinda, 1952'de bolme kromatografisinin (R.L.K. Synge
ile) icadr igin nobel odiili alan A.J.P. Martin yer almaktadir. A.T. James ile gaz-sivi
kromatografisi literatiire kazandirilmistir. Bu bilim insanlarinin deneysel ¢alismalarinin
sonucu olarak kromatografi, temel aragtirmalar ve yasam bilimlerinde kullanilan 6nemli

bir teknik haline gelmistir.

Kromatografi esasen, ayrilacak bilesenler bir sabit ve bir hareketli faz olmak tizere belirli
bir yonde siiziilerek iki faz arasinda dagitildig:r fiziksel bir ayirma ydntemidir.
Kromatografik islem, ornek bilesenlerin sabit bir yiizey dogrultusunda ilerlerken
gerceklesen adsorpsiyon/desporsiyon islemlerini kapsamaktadir. Bu ilerleyis sonucu
olarak gergeklesen ayirma olayi, ornek bilesenlerin dagilim sabitlerinin farkli olmasindan

kaynaklanmaktadir.

Kromatografik yontemler arasindaki baslica farklar hareketli faz 06zelliklerinden

kaynaklanmaktadir. Gaz kromatografi i¢in hareketli faz gaz, inert durumdaki gazdan
4



olusmaktadir. Siiperkritik sivi kromatografisinde hareketli faz kritik sicaklik ve basimcin
tizerinde olan yogun bir gazdir (s1v1). Stvi kromatografisinde ise hareketli faz, vizkositesi
diisiik bir sividan olusmaktadir. Sabit faz genellikle gozenekli yogun homojen bir yatakl
tip (kolon) igerisine doldurulmus isletme basinglarinda c¢alisabilen, graniiler toz

formundadir.

Gozenekli kati yapisina sahip olan sorbentler yiiksek yilizey alani i¢ermektedir.
Sorbentler, benzer bir kat1 bir ligandin ylizeyine baglanmasiyla modifiye edilebilmektedir
veya ince bir sivi filmi i¢in destek olarak kullanilmaktadir. Alternatif olarak, sabit faz,
kolonun merkezinden agik bir gecit birakarak kilcal boyutlarda acik bir borunun ¢eperi

tizerinde ince bir film veya tabaka olarak dagitilmaktadir.

Ince tabaka kromatografisi icin; sorbent, diiz bir cam veya benzeri atil bir arka plaka
lizerine ince, homojen bir tabaka halinde yayilmaktadir. Bu durumda hareketli faz, kilcal
kuvvetlerin etkisiyle veya 6zel cihaz kullaniliyorsa, zorlanmis akis islemiyle katman

boyunca hareket etmektedir.

Giinlimiizde eliisyon islemindeki gelisimler ile kromatografi teknigine katki
saglanmaktadir. Bu yontem, hareketli faz (eliient) igerisinde analiz edilecek numunenin
kiigiik bir hacminin girigi ve numunenin ¢esitli bilesenlerinin kolon yatagin1 terk ederken

zamanla ayrilan derisim bantlarinin seklini igermektedir [3].

Yer degistirme kromatografisi, giiglii bir sekilde tutulan ¢6ziinen maddelere
uygulanabilen eliisyon kromatografisinin bir tiirlidiir. Numune bilesenlerinin, duragan faz

ile etkilesme yeteneklerine gore kolon tizerinde bolgelere dagildig: varsayilmaktadir.

Kromatografik bir deneyden elde edilen bulgular, derisimin bir kaydi veya hareketli fazin
hareketinin bir fonksiyonu olarak 6rnek bilesenlerinin kiitle profilini olusturmaktadir.
Gozlenen piklerin sayisina dayali olarak numunenin ne kadar ¢ok bilesene sahip oldugu;
pik pozisyonun dogru tanimlamasina bagl olarak numune bilesenlerinin kalitatif tanimu,
kantitatif degerlendirme ile géreceli derigsimi ya da her pikin miktar1 ve kolon performansi

hakkinda bulgular kromatogramdan kolayca elde edilen bilgilerdir [3].

2.3.1. Afinite Kromatografisi

Afinite kromatografisi, biyomolekiilleri iceren biyolojik o6rneklerin ve farmasotik

ajanlarin dahil oldugu ¢alismalarda ayirma islemi i¢in 6nemli bir teknik haline gelmistir.
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Belirli bir molekiiliin ¢ok bilesenli bir karisimdan (hareketsizlestirilmis) bir ligand ve
¢oziinenin spesifik etkilesimi sayesinde saflastirilmasi ig¢in en g¢esitli ve giiclii
kromatografik yontemdir. Afinite kromatografisi, son derece genis bir baglanma afinite
uygulamalan tarafindan olusturulan etkilesimi karakterize etmek i¢in bir arag gorevi
gormektedir. Afinite kromatografisi, ¢6ziinen madde hazirlama ve saflastirma adimlarina
ek olarak reaktanlarin fonksiyonel rollerini arastirmak i¢in &nemli bir potansiyel

sunmaktadir.

Ek olarak, biyoafinite ve kromatografinin birlesimi, afinite kromatografisinin dogusunu
saglamistir [4]. Afinite kromatografisi numune bilesenlerinin ayrilmasi ve spesifik analizi
i¢in biyolojik benzeri etkilesimlerden yararlanan bir tiir sivi koromatografisidir [19,20].
Teknik, yiiksek secicilik, dolayistyla yiiksek ¢oziiniirliik ve genellikle ilgili protein i¢in
yiiksek kapasite olanagi sunmaktadir. Saflastirma islemi birka¢ bin kat civarinda

gerceklesmebilmektedir ve geri kazanim genellikle ¢ok yiiksektir [21].

Afinite kromatografisi (afinite saflastirmasi olarak da adlandirilir), molekiiller arasindaki
spesifik baglanma etkilesimlerini kullanmaktadir. Yo6ntem, hedef molekiile 6zel bir
ligandin kimyasal olarak etkisizlestirilmesini veya kati bir destek vasitasiyla
"tutunmasin1” kapsamaktadir. Boylelikle kolona ¢ok bilesenli bir 6rnek verildiginde,
ligand ile 6zel etkilesimlere sahip olan molekiiller bag yapmaktadir. Sonrasinda 6rnekteki
baglanmayan bilesenler yikanarak uzaklastirilmaktadir. Bagli haldeki hedef molekiiliin,
destekten ayrilmasi saglanarak orijinal 6rnekten saflagtirillmaktadir. Boylelikle ¢ok gesitli
biyolojik makromolekiillerin ayrilmasi ve saflastirilmasi icin giiglii bir ara¢ olarak
kullanilmaktadir. Afinite saflastirmasi, kat1 polimerik matris {izerinde belirli bir ligandin
kovalent immobilizasyonuyla hazirlanan bir afinite adsorban {izerinde biyolojik bir
makromolekiiliin  etkilesiminin ve dolayisiyla adsorpsiyonunun segiciligine

dayanmaktadir [22].

Enzimlerin ve biyolojik olarak 6nemli diger makromolekiillerin afinite kromatografisi ile
secici izolasyonu ve saflastirilmasinda, ligandlar1 spesifik ve geri doniisiimlii olarak
baglamak i¢in proteinlerin benzersiz biyolojik 6zelliklerinden yararlanmaktadir [23]. Bir
ham hiicre lizat1 veya bagka bir numunedeki diger proteinlerden ve bilesenlerden ilgili bir

proteini zenginlestirmek veya saflastirmak i¢in ¢esitli yontemler kullanilmaktadir [24].

Giliniimiizde, pH, iyonik gii¢ veya sicakliga dayali geleneksel saflagtirma tekniklerine

kiyasla afinite kromatografisine giderek 6nem verilmektedir. Bununla beraber, tiim

6



saflagtirma  tekniklerinin  %60°dan fazlasinin afinite kromatografisi icerdigi
belirtilmektedir [25,26]. Afinite kromatografisi molekiiler tanima stratejisini temel alan
matris ve ligand arasindaki etkilesimlere bagli bir yontemdir. Dolayisiyla da genis

uygulanabilirlige sahiptir [29].
Afinite kromatografisi asagida yer alan asamalar1 igermektedir:

A.Ornekteki hedef molekiiliin sabitlestirilmis haldeki ligand ile bag yapmasi

amaciyla ornegi afinite destegi ile inkiibe etme.

B. Afinite desteginden bagli halde bulunmayan 6rnek bilesenlerinin yikanarak

uzaklastirilmasi.

C. Ortam kosullarinin degistirilmesi ile hedef molekiiliin sabitlestirilmis haldeki
ligand molekiiliinden eliie edilmesi (saflagtirilmasi). (Baglanma etkilesimi artik

olusmamaktadir [27].)

Afinite saflastirmasi 6nemli 6l¢lide zaman tasarrufu ve birkag yiiz kat veya daha yiiksek
saflagtirma olanag1 saglamaktadir, ancak basar1 kullanilan yonteme gore degismektedir.
Bu nedenle, verimli yakalama ve hedef molekiiliin geri kazaniminda maksimum seviyeye

ulagmak i¢in saflastirma protokoliinii optimize etmek 6nemlidir [28].

2.3.2. Afinite Kromatografisinin Metodolojisi

Hedef proteinin ornek bilesenleri igerisinden ayrilmasi amaciyla kullanilan Afinite
kromatografisi tekniginde hedef protein ve ligand arasinda tersinir etkilesimler
gerceklesmektedir. Proteinlerde ligand ile spesifik baglanmay1 saglayan yapisal olarak

tanima bolgeleri bulunmaktadir.



ilgili proteinin absorbansi

Eliizyon

tamponun
Numune degizini
uygulamazinin
ba-@l?

Eolon hacmi
Denge Ornek Vikama D2 Elﬂlﬂﬂn . Telrar denge
haglanmasa proteinleri

i eliiesi

Baglanmavan
matervallerin
elilzyvonu

Sekil 1. Geleneksel afinite kromatografi saflastirma grafigi [29].

Geleneksel bir afinite saflastirmas: teknigi yukarida Sekil 1°de verilmistir. Ilk olarak,
numune afinite ligand1 ile maximum baglamay1 destekleyen kosullar altinda
islenmektedir. Numune islenmesinden sonra, baglanmayan maddeleri uzaklastirmak i¢in
yikama islemi gerceklestirilmektedir, istenen (baglanmig) molekiil afinite destegine
tutunmus halde bulunmaktadir. Bagli molekiilii serbest birakmak ve uzaklastirmak i¢in
bir desorpsiyon adimi ya (1) spesifik yarisg1 bir ligand veya (2) ortam kosullarini
degistirerek spesifik olmayan bir sekilde uygulanmaktadir. (Ornegin iyonik kuvveti, pH’1
veya polariyeti degistirerek) [30] Eliisyon adimi1 gergeklestirilirken, saflagtirilmis protein
derisik sekilde toplanmaktadir.

2.3.3.Afinite Kromatografisi ile Biyomolekiillerin Saflastirilmasi

Antikorlar ilk olarak tavsan anti-sigir serum albiimin antikorlarini izole etmek amaciyla
afinite kromatografisinden yararlanilarak saflagtirilmistir. Saflastirilmalar i¢in sigir
serum albiimini seliilloz destegi lizerine afinite ligand olarak kullanilmistir. Sonrasinda,
bu teknik genisletilerek enzimin immobilize edilmis bir inhibitoriinii kullanilmasiyla

mantar tirosinaz saflagtirllmas1 gergeklestirilmistir. O zamandan beri, afinite
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kromatografisi enzimler, rekombinant proteinler, antikorlar ve diger biyomolekiiller gibi

biyomolekiilleri saflagtirmak igin yaygin olarak Kullanilan bir teknik haline gelmistir.
[29].

Afinite kromatografisi yiiksek ozgiilliige sahip, kolay isletilebilen, yiiksek verimde
biyomolekiil saflastirma imkani sunmasiyla ¢alismalarda ¢okg¢a yer almaktadir. Ek
olarak, afinite kromatografisi saflastirilacak  biyomolekiillerdeki  patojenlerin
uzaklastirilmasi kabiliyetine sahip bir yontemdir. Genel olarak, biyomolekiil saflastirma
i¢in kullanilan afinite ligandlarmin iliski sabitleri 10° — 10 M araligindadir [31]. Bu tiir
saflagtirmalarda kullanilan yaygin bir afinite ligand1 bir antikordur, ancak biyomimetik
boya ligandlari, DNA, proteinler ve kiiciik peptitler gibi diger afinite ligandlar1 da
kullanilmaktadir. Sekil 2’de afinite kromatografisi araciligiyla ayristirilabilen
molekiillerin polarite ve uguculuk 6zelliklerine ait sema yer almaktadir. Makromolekiil
ve ligand etkilesimlerinin kendi aralarindaki biyospesifikligi, afinite kromatografisinin

gelistirilmesinde bir kilit tag1 gérevi gormektedir. [32].

~
-

Hidrofobik NS Aminoasitler inorganik fenols
Ugucu N = Sentetik Sekerler
Karboksilik asit S Glifosat gida boyalari seker
Aldehit alkolleri
Ket Enzimler
- " - \ PG.DG,0G
Siilfonamid Glikols SRR Aflatoksinler
2 Yag asitleri SIS
Nitriller BHT,BHA,THBQ Antiayotiies
N ficaniin antioksidanlar Flavonoidier
Polarlik Organofosforik Alkol S
peitaisitler e AMPO likler  Dogal gida boyalan
™S Aromatik aminler S e —
turevi Yagda ¢ozinen
sekerler PCB vitaminler
. . ; Trigliseritler Fosfolipidler
Epoksities Esansiyel yaglar Polimer monomerler g ¥ P
C2-C6 hidrokarbonlar Yag asidi Aromatik esterler N <
. .pe esterleri
Hidrofilik Wi
Gaz faz Ucguculuk Sivi faz

Sekil 2. Afinite kromatografisi araciligiyla ayristirilabilen molekiillerin polarite

ucuculuk 6zelliklerine ait sema [29].
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2.3.3.1. Afinite Destegi (Matrix)

Afinite kromatografisinde kullanilan destek materyalleri, belirli 6zelliklere sahip
olmalidir. Ligand eklentisi i¢in matrisin kimyasal ve fiziksel olarak inert yapida olmasi
gerekmektedir. Bir afinite kromatografik ydntemin se¢imi ve tasarimi, destek
malzemenin se¢iminden kaynaklanmaktadir. Bir destegin ucuz olmasi ve c¢oziinen
maddelerin hareketsizlestirilmis afinite ligandina hizli, engelsiz bir sekilde erisime izin
vermesi idealdir. Bununla beraber destek, ayrilma sirasinda tamamen pasif bir rol

oynamali ve ayn1 zamanda istenen afinite ligandini baglayabilmelidir [33].

2.3.3.2. Aralayic1 Kol

Aralayict kol, sterik engellemenin herhangi bir olumsuz etkisini engellemek amaciyla
ligand ve hedef molekiil arasindaki baglanmay1 gelistirmek igin kullanilmaktadir [35].
Hedef molekiiliin baglanma bdlgelerinin bazi durumlarda daha derinde konumlanmakta
ve dolayistyla erisimi zorlastirmaktadir. Bu gibi durumlarda aralayici kol bir kdprii gorevi
gorerek baglanma verimliligini arttirmakta ve etkilesime dahil olmaktadir. Bu aralayici
kollarin uzunlugu 6nem arz etmektedir. Cok kisa veya ¢ok uzun kollar, baglanmanin
basarisiz olmasina ve hatta spesifik olmayan baglanmaya neden olmaktadir. Genellikle,

aralayici kollar 1000 Da'dan kiigiik molekiilleri birlestirirken kullanilmaktadir [27-34].
Ideal ara kol 6zellikleri asagida siralanmistir:

1. Maddeyi uygun bir mesafede tutacak kadar uzun (en az 3 atom) olmalidur.

2. Spesifik olmayan bir baglanmaya neden olmamak i¢in inaktif olmalidir.

3. Hem destek hem de numune ile tepkime igin iki fonksiyonel gruba sahip
olmalidir [36].
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Matrix

Aralayici kol
Azso / Az
’ Biyomolekdil
{a) {b)
Verimli baglanma Verimli baglanma
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Ligand matrixe dogrudan ilismistir. Ligand matrixe aralayici kol ile iligmistir.

Sekil 3. Ligand ve matrixin (a) aralayici kolsuz ve (b) aralayici kol varliginda

baglanmasi [29].

2.3.3.3. Ligand

Ligandlar, belirli bir hedef molekiile veya hedef molekiiller grubuna geri doniisiimlii
olarak baglanan molekiillerdir [16]. Afinite ligandi olarak ¢esitli sayida materyaller
kullanilmaktadir. Yiiksek molekiil agirlikli biyomolekiillere ek olarak geligsmis yapiya

sahip olmayan molekiillerin de kullanim1 mevcuttur.

Antikorlar, yliksek 6zgiilliikleri ve nispeten biiylik baglanma sabitleri dahil olmak {izere
cesitli avantajlara sahiptir. Bu avantajlar sayesinde biyosegici afinite ligandlar olarak
caligmalarda yer almaktadir. Sekil 4’te bir antikorun yapisi gorselde sunulmustur. Afinite
kromatografisinde  poliklonal antikorlar ~ (Farkli  hiicre  gruplar1  tarafindan
sentezlenmektedir) monoklonal antikorlara (Bir hiicre kiiltiiriinde biiyiitiillebilen bir
hibridom olusturmak i¢in bir karsinom hiicresi ile birlestirildiginde sentezlenmektedir.)
kiyasla daha az tercih edilmektedir. Ciinkii antijen dzelliklerinin korunarak daha yiiksek

oranda adsorpsiyon kapasitesi elde edilmektedir [27-34].
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Baglanma Balgesi

N

Fe Botims

Fab Bstims

Sekil 4. Bir antikorun tipik yapis1 [29].

Cok bilesenli karigimlardan biyomolekiilleri saflastirmak icin kullanilabilecek baska bir
afinite ligand1 tiiri, boya ligandidir. Boya ligand kromatografisi, jel filtrasyon
kromatografisi yardimiyla piruvat kinazi saflagtirmak igin kullanilmistir ve Blue
Dextran'in (kiiglik bir boya molekiilii) protein ile eliie oldugunu bulgusuna erisilmistir

[37].

2.3.3.4. Afinite Kromatografisi i¢in Temel Bilgiler

Klasik afinite kromatografisi ve HPLC'de bir saflastirma yapmak igin izlenen siireg  Sekil
5’te gosterilmistir. Oncelikle, ayristirilacak molekiil veya analit aracihigiyla
sabitlestirilmis ligand ile etkilesimin gerceklesecegi ortam kosullarinda kolona bir 6rnek
ilave edilmektedir. Bu uygulama kosullari, tipik olarak, ligandin ve hedefinin dogal
ortamin1 taklit eden bir pH ve iyonik gilice sahip sulu bir tamponun kullanimini
igermektedir. Ornekte yer alan ligand ile bag yapmayan molekiiller uzaklastirilarak
tutulmayan bir pik noktasi gostermektedir. Sonraki adimda, hedef molekiilii afinite
ligandindan ayirmak i¢in bir eliisyon tamponu kullanilmaktadir. Bu eliisyon adimi, pH"
degistirerek veya hedef molekiilii kolondan ¢ikarmak i¢in rakip bir ajan ekleyerek
gerceklestirilebilecegi gibi, hedef molekiiliin eliisyonunu desteklemek igin siklikla
hareketli faz bilesiminin degistirilmesini gerektirmektedir. Bu eliisyon asamasinda, bagl
halde bulunmayan hedef molekiil sonrasinda analiz edilmek iizere toplanmaktadir. Hedef
molekiil ayristirildiktan sonra, kolon bir sonraki ornek uygulamadan 6nce orijinal

uygulama tamponundan gegirilerek yeniden olusturulmaktadir [41,42].
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[29].

2.4.RNA Saflastirma Yontemleri
2.4.1. Ters Faz (RP) ve iyon Degisim (IE) Kromatografisi

Ters faz kromatografisi, hidrofobik etkilesimlere dayali bir ayirma yontemidir. Buna ek
olarak, iyon eslestirme kromatografisi bir iyon eslestirme reaktifi varliginda isletilen,
yiksek ¢oziiniirliklii ters faz kromatografinin gelistirilmis bir tlirli olarak
tanimlanmaktadir [41]. Aslinda, her iki yontem de yapay oligoriboniikleotitler veya
biyolojik RNA ile ilgili yapilan ¢alismalarda, RN A molekiiliiniin izolasyonu s6z konusu

oldugunda HPLC’nin ¢ok iglevli yapisina katkida bulunmaktadir [40].

RNA saflagtirilmasina yonelik olarak kullanilan bu yontemlerde, reginelerin belirli bir
doldurma limitinin bulunmasi ve hareketli faz bilesenlerinin ucuz fiyatlara sahip
olmamas1 bu yontemlerin islevselligini sinirlandirmaktadir. Bununla beraber, bir takim
organik ¢dziicii ve iyon degisim ajanlarinin kullanimi1 hedef molekiiliin yiiksek saflikta

eldesini zorlagtirmaktadir [42].

Saflastirilmak istenen RNA’nin kararligini ve biyolojik etkinligini slirdiirmek amaciyla
HPLC ters faz kolonlar1 60°C'de bir kolon firinina yerlestirilmektedir. Boylelikle islem
sirasinda olusabilecek yan {riinler imha edilmektedir [41]. Son zamanlarda yapilan
caligmalarda, daha hassas bir ayrim saglanabilmesi i¢in iyon degisim ve ters faz HPLC
yontemi siklikla kullanilmaktadir. Yapilan ¢alismalar sonucu terapotik mRNA bu teknik

yardimiyla belirli bir oranda saflastirilmistir [43,44].
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Bu kromatografik teknikler, basarili sonuglar elde edilmesine olanak verse de islem
sirasinda kullanilan toksik kimyasallar dezavantajdir. Bu durum biyoteknoloji sektorii
diisiintildiiglinde hem ¢evre hem de maliyet acisindan organik bilesiklerin kullanimi
olumsuz etkiler dogurmaktadir. Bunun yani sira geri kazanilan RNA {iriinlerinin,

terapotik amaglarda kullanilabilmesi igin birgok isleme tabi tutulmasi gerekmektedir [45].

2.4.2. Boyut Dislama Kromatografisi (SEC)

Boyut dislama kromatografisi, RNA izolasyonundaki gelismelere ayak uyduran bir
tekniktir. RNA iceren bir numunedeki bilesenleri molekiil boyutlar1 farkina bagli olarak
ayrimini gergeklestirmektedir. Bunun yani sira oligoniikleotit saflagtirilmasi islemi i¢in

kullanilan en kolay yontemdir.

SEC, HPLC ile saflastirilmis kisa oligoriboniikleotitlerden tuzlarin ¢ikarilmasinda bir
cilalama adim1 olarak katkida bulunmustur. Bu ekstra tuz giderme bi¢imi, saflastirmadan
taginabilecek eser sentez yan tirlinlerinden veya eser ¢oziiciilerden kaynaklanan sitotoksik
etkileri onlemektedir [46]. Ek olarak, bu teknik, in vitro transkripsiyon ile elde edilen
homojen uzunluktaki RNA'nin saflastirilmasinda hazirlayict denatiire edici PAGE'ye
alternatif bir yontem olarak arastirilmistir [47-49]. Reaksiyona girmemis niikleotidlerin,
enzimlerin, kisa abortif transkriptlerin ve istenen RNA {iriiniinden yiliksek molekiiler
agirlikli pDNA sablonunun verimli bir sekilde ortadan kaldirilmasina izin veren hizl
performansli sivi kromatografisi (FPLC) sistemleri kullanan SEC tabanli saflagtirma
semalar1 gelistirilmistir. Bu yaklagimlar, monomerik RNA'nin oligomerize RNA'dan 6zel
olarak ayrilmasina izin veren ve RNA toplanmasina ve bozulmasina neden olabilecek sert
¢Okelme adimlarindan kaginan denatiire olmayan kosullar altinda gergeklestirilmistir
[46]. Bununla birlikte, SEC bazli teknikler, proteinlerin uzaklastirmanda fenol/kloroform
oziitlenme, tuzun giderilmesi ve 6rnek derigimi gibi birkag¢ siire dezavantaji bulunan

hazirlik asamalar1 gerektirmektedir [50].

2.4.3. Anyon Degisim Kromatografisi (AEC)

RNA’nin polianyonik yapis1 sebebiyle anyon degisim matrislerine dayanan
kromatografik c¢alismalar on plana c¢ikmaktadir. Anyon degisim kromatografisi
tekniginde, hareketli faz bilesenlerinin elektrostatik etkilesimleri yardimiyla tuz ve

tamponlarin varliginda ayirma gerceklestirilmektedir. Bu ayirma isleminde baz ¢iftlerinin
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hidrofobik karakterinden yararlanilmaktadir [51]. Ek olarak, AEC’de eliisyon islemi igin
su kullanilmas1 ve daha kolay isletilmesi sebebiyle oligoniikleotit molekiillerinin

ayiriminda RP’den daha ¢ok tercih edilmektedir [52].

Bununla birlikte, baz1 AEC stratejilerinde, yiiksek ¢oziiniirliige sahip molekiil eldesi igin
yiiksek isletim sicakliklar1 ve sert alkali kosullarinin gerekliligi molekiil bozunmalarina
yol agmaktadir. Bu durum, saflastirma islemi i¢in hem maliyet hem siire¢ uzunlugu hem
de is yiikii agisindan dezavantaj olusturmaktadir [53-56]. Bununla beraber, endiistriyel
alanda yapilan ¢alismalarda anyon degisim stratejisinin kullanildigi monolitik kolonlar
yardimiyla gergeklestirilen saflagtirma islemleri kisa siireli ve genis ¢oziiniirliige sahip

olmasi nedeniyle tercih edilmektedir [57].

RNA ayirim islemlerinde yapay RNA’larin kimyasal modifiye islemine tabi tutulmasi
sebebiyle istenmeyen safsizliklar ortaya g¢ikmaktadir. Bu baglamda, kromatografik
fonksiyonelligi arttirmak amaciyla cesitli anyon degistirici regineler arastirilmistir
[58,77,78]. Bu yeni regineler, laboratuvar kosullarinda anyon degisim kromatografisi ile
monolitlerin secicilik ve kiitle transferi 6zellikleri ile kombinlenmektedir. Bunun sonucu

olarak hedef molekiiliin analiz ¢alismalar1 daha kolay hale getirilmektedir [23].

Anyon degisim kromatografisi zayif ve giiglii anyon degistiriciler varliginda stabilitesi
korunmus yapida RNA eldesine olanak vermektedir. Fakat bu asamada yavas kiitle
transferi ve diisiik baglama kapasitesi, biiylikk biyomolekiillerin endiistriyel
saflagtirllmasinda engeller olusturmaktadir. Bu olumsuzluklar1 giderebilmek adina RNA

saflagtirilmast i¢cin yeni kosullarin ve yeni teknolojilerin gelistirilmesi gerekmektedir
[59,60].

2.4.4. RNA Afinite Kromatografisi

Afinite kromatografisinin kullanimi, hedef molekiiliin segici saflastirilmasi igin
molekiiler tanima gibi dogal biyolojik siiregleri simiile etme ve bunlardan yararlanma
benzersiz 6zelligi nedeniyle terapdtik agidan faydali tirtinlerin gelistirilmesinde yararli bir
platform haline gelmistir [61]. Genel kapsamda, proteinlerin ayrimi, protein
etkilesimlerinin analizi, biyofarmasotik ve teshislerin iyilestirilmesi siiregleriyle beraber
biyoteknolojik uygulamalarda afinite yontem ve kavramlari galismalarda ¢okga yer
almaktadir [62].
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Afinite kromatografisinin en goze ¢arpan Ozelligi, cesitli fiziksel etkilesimlerle

(elektrostatik veya hidrofobik etkilesimler, van der Waals kuvvetleri) hedef

biyomolekiiliin spesifik ligand tarafindan biyolojik olarak taninarak ayirim
gerceklestirilmesidir. Buna bagli olarak teknik, yiiksek bir segicilik ve ¢oziiniirliige sahip
olmaktadir. Béylece hedef biyomolekiil, saflikta binlerce kat artis ve yiiksek geri kazanim
ile bir adimda ham bir numuneden ayrilmaktadir [63]. Eliisyon asamasi, 6zel olarak
rekabet¢i bir ligand kullanilarak veya 6zel olmayan sekilde, kullanilan matrise ve
biyomolekiillerin kimyasal 6zelliklerine bagli olarak pH, iyonik kuvvet veya polarite
degistirilerek gerceklestirilmektedir [64]. Genel olarak, afinite yontemleri ek adimlari
ortadan kaldirma, verimi artirma ve proses ekonomisini iyilestirme avantajlarina sahip bir

tekniktir.

Afinite kromatografisinde her zaman mevcut olan bir egilim, daha secici, saglam ve/veya
tekrarlanabilir ligandlarin arastirilmasi olmustur. Biyomolekiillerin saflastirilmasi igin
secici ligandlarin tasarimi karmasik, zaman alic1 ve pahali olmasina ragmen, bunlarin
afinite kromatografi siire¢lerine uygulanmasi, akis adimlarmin azaltilmasi ve {iriin
kalitesinin iyilestirilmesi gibi 6nemli ekonomik avantajlar [65] ile sonu¢lanmaktadir.
Biyomolekiillerin terapi amacgli imalatinda secicilik, gilivenilirlik, uygun maliyet
gereksinimleri afinite kromatografi teknikleri araciligiyla karsilanmaktadir [66,67].
Bununla birlikte RNA'ya 6zgii kimyasal yapt ve hiicredeki birgok molekiille etkilesimi
igeren biyolojik islevdeki ¢ok yonliiliigiin yani sira, RNA'nin tek iplikli dogas1 goz dniine
alindiginda RNA tanima islevi sirasinda yiiksek baz maruziyeti ve etkilesimler i¢in
uygunlugu [68], afinite kromatografisini RNA hazirlanmasinda yaygin bir uygulama
haline getirmektedir. (Cizelge 1)

Cizelge 1. RNA Saflagtirma i¢in afinite kromatografi yontemleri (cGMP, mevcut iyi
iretim uygulamalari; PAGE, poliakrilamid jel elektroforezi; SRP, sinyal tanima
partikiilii; ncRNA, kodlamayan RNA; rRNA, ribozomal RNA; SPE, kat1 faz 6ziitlenmesi)
[13].

AFINITE TURU |PRENSIP AVANTAJLAR KISITLAMALAR

BAZ MRNA molekilleri | Yiksek mRNA Poliadenil mMRNA

ESLESTIRME {izerinde bulunan verimi izole etmez.
poli(A)kuyruklar
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ozellikle
hareketsizlestirilmis
oligo(dT) ile
etkilesime girer.

cGMP kalitesi

Toplam RNA’nin
ara izolasyonu

olmadan
kullanilabilir.
AFINITE flgili RNA, RNA'nm hiicre Yiiksek geri
ETIKETLERI Sephadex veya lizatlarindan kazanimlar i¢in sirali
streptavidin izolasyonuna izin aritma
recinelerine sikica | verir.
baglanmasi i¢in Iyilestirmede
tasarlanmis Dogal biyolojik denatiire edici
oligoriboniikleotid | etkilesimlere dayali |kosulun kullanilmasi
sekanslari afinite etiketi
(aptamerler) ile kullanan giiglii Afinite etiketinin
etiketlenir. metodolojiler RNA'ya
eklenmesiyle ilgili
Afinite etiketlerinin | sorunlar
kararlilig1
Bir matris tizerinde | In vitro Tasarim
hareketsizlestirilmis | transkripsiyon ile degerlendirmelerinde
Tetrahymena hazirlanan RNA'nin | zaman alic1.
termofili M4 veya | saflagtirilmasinda
ticari Ni®* -afinite preparatif PAGE'ye
siitunu, sirasiyla etkili bir alternatif.
ilgili RNA'ya dahil
edilen SRP RNA Dogal biyolojik
veya MS2 kaplama | etkilesimlere dayali
proteini baglama yakinlik etiketleri
kok dongiilerini kullanan saglam
spesifik olarak tanir. | metodolojiler.
Yiiksek geri
kazanimlar.
AMINOASITLER- | Hareketsizlestirilmis | Tek bir RNA tipini | Yiiksek tuz
RNA aminoasitler, izole eder. derisimlerinin
histidin veya gerekliligi
arginin, ve RNA (histidin i¢in)

molekiilleri arasinda
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birden fazla Tek bir islemde es
etkilesim olusur. zamanli ncRNA ve
rRNA izolasyonu

Biyolojik toplam
RNA'nin fenol /
kloroform ve SPE
saflastirmalarina
etkili bir alternatif

RNA
saflastirmasinda ¢ok
yonliilik

Kararl ligandlar

Yiiksek geri
kazanim verimi

2.4.4.1. Oligo(dT) Kromatografisi

Gliniimiizde, mMRNA saflastirmasi igin tercih edilen ve efektif sekilde kullanilan afinite
kromatografi stratejisi olup, neredeyse tiim dkaryotik mRNA molekiillerinde bir poli(A)
kuyrugu bulunmasi dolayisiyla, A ile T'nin niikleotid baz eslestirme oOzgilliigline
dayanmaktadir. Bu stratejiler, dogrudan biyolojik bir numuneden veya onceden izole
edilmis biitiin haldeki RNA'dan mRNA saflastirmasina izin vermektedir. mRNA
zenginlestirme tipik olarak oligo(dT)-seliiloz igeren kitler kullanilarak elde edilmektedir
[69], ancak biyotinlenmis oligo(dT), streptavidin kapli lateks veya silika gibi diger
oligo(dT)-tiiretilmis ortamlar da kullanilmaktadir [70,71]. Bu yontemler, yiiksek
verimlilik ve saflikta mRNA molekiillerinin saflagtirilmasini saglamaktadir. Ayriyaten,
kolay isletilebilir ve giivenilir olmas1 nedeniyle diger izolasyon prosediirleri arasinda
yaygin olarak tercih edilmektedir [72]. Bununla birlikte, bu afinite tekniklerinde
gerceklesen belirli etkilesimlerin varligi, bazi 6n isleme tabi tutulmayan mRNA’nin

saflagtirilmasina olanak vermemektedir [73].

2.4.4.2. RNA Afinite Etiketleri

RNA afinite etiketleri de son yillarda hiicre 6ziitlerinden RNA'larin izolasyonu i¢in etkili

tirtinler olarak rapor edilmektedir [74,75]. Bu etiketler, ligandlarin iistel zenginlestirme
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(SELEX) yontemiyle sistematik evrimi kullanilarak belirli bir liganda kars1 afinite i¢in
secilen RNA aptamerlerine (hedef molekiile baglanabilen peptit molekiilleri)
dayanmaktadir. Bu kapsamda yeni stratejilerin gelistirilmesi ile, hiicresel 6ziitlerden
RNA'larin saflastirilmasi i¢in birgok RNA aptameri kullanilmaktadir. [76,77]. SELEX,
spesifik bir molekiile baglanmak i¢in istenen o6zelliklere sahip hemen hemen tiim
oligoriboniikleotid dizilerinin se¢ilmesine olanak veren bir yontem olmasinin yani sira bu
aptamerlere spesifik afinite reginelerinin gerekliligi ve bu reginelerin maliyeti bir
dezavantaj olusturmaktadir. Bununla beraber, hedef RNA molekiilii eldesi i¢in katlama,
sterik blokaj ve RNA tutulumu gibi bircok 6n agama gerektirmektedir. Bu nedenle, daha
yiiksek RNA zenginlestirmeleri s6z konusu oldugunda denatiirasyon kosullarinin varligi
ve birkag On saflastirma prosediirii uygulamalar1 bu yontem icin simirlama

olusturmaktadir [74-78].

Buna paralel olarak, daha sonra yapilan aragtirmalarda, afinite siire¢lerinin iyilestirilmesi
adina hizli, biiytik 6lgekli ve dogal RNA saflagtirmasi saglanmistir. Bu yeni siiregler ile,
afinite kolonlar1 vasitasiyla spesifik olarak protein- RNA saflastirilmasi basarilmaktadir.
Yontem olarak afinite etiketleri; spesifik bir RNA baglayict protein immobilize
edilmesini kapsamaktadir [79,80]. Afinite saflastirma metodolojileri kristalografik
uygulamakr i¢in gerekli RN A’nin miktar tayinine ve saflastirilmasina olanak vermektedir
[54]. Hedef RNA’ya genis alanda uygulanabilir olmasi bu sistemlerin en biiyiik avantaji
olmakla beraber uzun optimizasyon siireglerine yol agabilecek birkag tasarim sorunu ve
etiketleri baglama gerekliligi dezavantajlarin1 olusturmaktadir [78]. Afinite etiketleri,
makromolekiiler hedeflerin incelenmesi i¢in faydali araglardir. Polipeptit afinite
etiketleri, protein komplekslerinin saflagtirllmas1 ve saptanmasinda rutin olarak
kullanilmaktadir [74]. Bununla beraber, istenilen proteine bagli olarak farkli 6zelliklere
sahip, ilgili proteine kaynasabilen g¢esitli popiiler protein afinite etiketleri de
bulunmaktadir. Bunlardan bazilar1 glutatyon S-transferaz (GST) [83] ve protein A [84]
gibi tam uzunlukta bulunan proteinlerden olusmaktadir; digerleri polihistidin [85,86]

veya FLAG [87] gibi kisa polipeptitlerden olusmaktadir.

Bu etiketlerin tiimii, bir liganda yiiksek afinite ile baglanmakta ya da saflagtirma amaciyla
bir kromatografi re¢inesi lizerinde hareketsiz hale getirilebilmektedir [88]. Saflastirma
islemi sonucunda hedef makromolekiil bir yarisc1 ajan vasitasiyla ortamdan

uzaklastirilmaktadir [74].
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2.4.4.3. Amino Asit Bazh Afinite Kromatografi

Son zamanlarda, afinite kromatografisi i¢in hareketsizlestirilmis ligandlar olarak amino
asitlerin kullanimi, RNA molekiillerinin saflastirilmasi igin etkili bir metodoloji olarak
kullanilmis ve uygulanmistir [89,90]. Bu uygulamalar, protein ve niikleik asitler arasinda
histidin, arginin v.b. amino asitlerin bulundugu farkli spesifik etkilesimlerin ger¢eklestigi
varsayimini ~ yansitmaktadir  [91]. Ayrica, RNA-protein arayiizleri tizerinde
gerceklestirilen birka¢ atomik ve molekiiler tanima c¢alismasi, belirli amino asitler ve

niikleotit bazlar1 arasinda meydana gelen se¢imli etkilesimleri 6ngormektedir [92-94].

Amino asit bazli afinite kromatografisi yardimiyla, yapay oligoriboniikleotitlerin yani sira
prokaryot veya Okaryot hiicrelerden toplanan ¢esitli biyolojik RNA molekiillerinden
dogal kosullar altinda yiiksek biitiinliik ve saflikla RNA preparatlar1 hazirlanabilecegi
bulgusu yapilan c¢aligmalar ile kanitlanmistir. Biyolojik RNA'larin  kullanimi,
oligoriboniikleotid sentezindeki gelismeler nedeniyle birgok uygulamada eskisi kadar
popiiler olmasa da, dogal RNA'larin ¢ogu, kimyasal veya enzimatik sentez altinda
yeniden {retilemeyen post-transkripsiyonel modifikasyonlara sahiptir [95] ve
modifikasyonlarin bazilar1 oldukca yiiksektir. Bu nedenle, hiicresel mekanizmalarin
calisilmasinin yan1 sira, diizenleyici kodlamayan RNA'min farmakokinetik ve
farmakodinamik analizleri ve biyobelirte¢ degerlendirmelerinde biyolojik matrislerden
RNA molekiillerinin ¢ikarilmas1 ve saflastirilmasi i¢in etkili yOntemlere ihtiyag

duyulmaktadir [96].

2.4.4.4. Boronat Afinite Kromatografi

Yeni yiizyilin bagindan beri, - omikler”in cesitliligi artmakta, 6zellikle proteomik,
metabolomik ve glikomik, gibi terimler daha fazla ilgi gérmektedir. Glikoproteinler ve
glikopeptidler iceren proteomik, niikleositler ve modifiye edilmis metabolomikte
niikleositler ve glikomiklerde sakkaritler dahil- omik ¢alismalarinda birkag biiyiik alan

kaplayan biyomolekiiller cis-diol barindiran bilesenleri kapsamaktadir.

Karbonhidratlar, glikoproteinler, RNA ve niikleositleri barindan cis-diol igeren
biyomolekiiller onemli bilesenlerdir. Bu molekiiller, yasam bilimlerini baz alan
uygulamalarda temel analitler olarak yer almaktadir. (Ornegin, proteomik, metabolomik
ve glikomik). Biyolojik 6neme sahip birgok cis-diol molekiilii 6rneklerde ¢ok diisiik

miktarda bulunurken girisim yapan maddeler yiiksek miktarda bulunur. Boylelikle -omik
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analizlerinde zorlu adimlara karsilik spesifik yakalama ve hedef cis-diol biyomolekiillerin

efektik zenginlestirilmesi anahtar bir adim haline gelmektedir.

Boronat-afinite kromatografisi (BAC), cis-diol i¢ceren molekiillerin spesifik izolasyonu
ve kazanimi i¢in bir aractir. Bu kapsam dahilinde igerisinde boronik asit fonksiyonel
grubu igeren kromatografi islemleri ‘’Boronat Afinite Kromatografisi’® ¢ercevesi
etrafinda birlesmektedir. Bu cergeve, hedef bilesenin diol gruplari ile boronat gruplari
arasindaki etkilesimler sayesinde sekillenmektedir. 1,2 diol; 1,3 diol bilesiklerinin
yanisira 1,2 hidroksi asit ve 1,2 hidroksilamin igeren bilesikler de boronatlarla kompleks
olusturmaya elverislidir [97]. Karbonhidrat, niikleozid ve niikleik asit grubu bir¢ok sayida
molekiil boronat afinite kromatografisi yOntemi adi altinda boronat gruplarinin
hareketsizlestirilerek afinite ligandi olarak isletilmesi sonucu ayristirilmaktadir [98]. Bu
ayrigmada, hidroksil gruplari ve boronat ligandi arasindaki birincil etkilesimler yiiriitiicii
kuvvet gorevi gormektedir. Olusacak komplekste hidroksil gruplarin dizilimi ve boronat
ligandinin yonelimi mithimdir. Boronat gruplarindan gelecek anyonun hidroksil
molekiilleri ayni diizlemsel dizilimde veya bitisik C atomlarinda etkilesmesi
gerekmektedir. Bazi monosakkaritler i¢in uyumlu cis-dioller ile kuvvetli baglanmalar
gozlemlenmektedir. Spektrofotometre, NMR, kromatografi, X-iginlar1 kirinimi v.b.
yontemler ile bu kompleksler analiz edilmektedir [99].

Biyomolekiiller pH’1n 7.0’dan yiiksek oldugu durumlarda kararsizlik gostermektedir. Bu
engeli agabilmek adina bazik sartlarda iyonlasan fenil boronik asit tiirevi yapilara baska
elektron  baglayict  molekiiller —eklenerek bu engel azaltilmaktadir  (Or:

venilfenilboronikasit).

Son yapilan ¢aligmalarda, monolitik kolon tabanli BAC yontemi daha fazla ilgi
gormektedir. RNA, niikleotid, niikleosit, glikoenzim, glikopeptitspesifik ayrimi
kapsaminda cesitli BAK monolitik kolonlar1 gelistirilmistir ve etkileyici uygulamalar
gosterilmistir. Poliakrilamid, agaroz ve poliakrilat temali jeller destek malzemeleri
(monomer) olarak islev géormektedir. Ayristirilmak istenen biyomolekiilii iceren numune
kolondan gegirilerek spesifik olarak destek materyaline adsorblanmakta ve sonrasinda
etkilesime uyumlu desorpsiyon ajanin1 barindiran hareketli faz yardimiyla eliisyon

ger¢eklesmektedir.

Boronik asit iceren polimerik temelli tasiyicilar biyomolekiillerin ayrilmasi-

saflastirilmasi ve immobilizasyonunda biiyiik neme sahiptir. Boronat molekiilleri ile cis
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diol gruplar1 arasindaki 6zel etkilesimler bu 6nemi kanitlamaktadir. Aktif gruplarin
derisimi ve kimyasal tepkimenin verimliligine bagli olarak jel matrise boronik asit
barindiran ligand baglanmaktadir. Boronik asit i¢eren polimelerde en ¢ok rastlanilan
monomerlere seliiloz, agaroz ve 2-hidroksietil metakrilat (HEMA) oOrnek olarak
verilmektedir. Literatiirde m-aminofenil boronik asit en ¢ok tercih edilen ligand molekiilii
olarak calismalarda kullanilmistir. Ayriyaten, boronik asit iceren polimerin (jelin)
boronik asit miktar1 ile ayrigtirilmak istenen molekiil miktar1 arasinda oranti
bulunmaktadir. Polimerdeki (jel) boronat fonksiyonel grubu kimyasal etkinlestirme ile
artirtlmaktadir fakat bu kisimda yiiksek toksiteye sahip kimyasallarin kullanimi, biyolojik

uygulamalar i¢in sorun teskil etmektedir.

Bir¢ok biyolojik siirecte ve hastalik teshisinde cis-diol igeren biyomolekiiller 6nemli
gorev iistlenmektedir. Ornegin molekiiler tamima, hiicreler arasi ve hiicre igi
sinyalizasyon, bagisiklik tepkisi ve sperm-yumurta etkilesimlerinde glikoproteinler kilit
noktalarda yer almaktadir. Klinik kanser arastirmalarinda Afetoprotein (AFP) ve
karsinoembriyonik  antijen (CEA) gibi glikoproteinler  biyobelirteg olarak
kullanilmaktadir [100].

Boronat-afinite kromatografisi (BAC), glikoproteinler [101], [102], niikleositler [103],
[104] ve sakkaritler [105] gibi cis-diol igeren molekiillerin segici izolasyonu ve kazanimi
icin giiclii bir metottur. Prensip, alkali kosullar altinda (genellikle pH 8.5 veya daha
yiiksek) boronik asit ligandlar1 ve analitlerin cis-diol kismi arasinda siklik esterlerin
olusumuna ve ¢evresel kosul asidik olarak degistirildiginde siklik esterlerin ayrismasina
dayanmaktadir. Boronik asitler ve cis-diol igeren bilesikler arasindaki tepkimenin genel
formiili Sekil 6'da gosterilmistir. Bu pH'a bagl kimya, boronik asitleri molekiiler tanima
icin miikkemmel ligandlar yapar, bu da sakkaritler i¢in boronik asit bazli kimyasal

algilamanin olusmasina ve 1970'lerde BAK"in icadina [106] yol agmustir [107].
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Sekil 6. Boronik asit ve cis-diol gruplar1 arasindaki etkilesim [105].

BAC c¢esitli 6zellikler sergilemektedir. Birincisi, genis spektrumlu afiniteye sahiptir, bu
nedenle bir boronik asit ligandi, hepsini olmasa da cis-diol biyomolekiillerinin ¢ogunu
yakalayabilmekte, bu da onu kiiresel- omik analizler i¢in ¢ok faydali hale getirmektedir.
Ikinci olarak kovalent tepkimeler iizerinden yiiriimektedir. Bu sebeple, spesifik olmayan
etkilesimlerle gerceklesen adsorpsiyon, uygun kosullarda altinda etkisizlestirilmektedir.
Boylelikle yiiksek dzgiilliik saglamaktadir. Ugiinciisii, yakalama/birakma asamasi ortam
kosullar1 degistirilerek kolaylikla yonlendirilebilmektedir. Dordiincii olarak, desorpsiyon
hizli  bir sekilde gerceklesmektedir, dolayisiyla bu da analit taginmasini
sinirlandirmaktadir. Son olarak, eliisyon orta asidik kosullarda gerceklestirildiginden, bu
yaklasim kiitle spektrometrisi (MS) ile ¢ok uyumludur ve - omik analizlerdeki
uygulamalar1 kolaylastirmaktadir. Bu durumlar géz oniine alindiginda, boronik asit-
islevsellestirilmis malzemeler, 6zellikle proteomik [109-112] ve metabolomiklere
[113,114] olan ilgi giderek artmaktadir.

Boronat afinite matrisleri daha 6nce yapilan calismalarda sekerlerin ve niikleik asitlerin
ayrilmas1 amaciyla gelistirilmistir [115]. Ayrica bu matrisler, lektinler [116] ve
neoglikorpteinler [111]; katekol sideroforlar [112], timin glikol DNA ve niikleotidler
[119]; serin proteazlar [120] gibi ¢esitli cis-diol igeren bilesik tiirlerinin ayrilmasi igin
arastirmalarda kullanilmistir. Boronat afinite kromatografisi de niikleositler, niikleotidler
ve 2°3’diol etkilesim grubuna sahip oldugu i¢in riboz niikleik asidin ayrilmasinda basarili
bir etkinlik gdstermektedir. DNA ve RNA iceren 6rnekten RNA’nin ayrilmasi boronat
etkilesimlerindan kaynaklanmaktadir. Ciinkiit DNA molekiiliinde 2’hidroksil grubunun
olmamas1 ve boronat ligandlari ile esterlesmeye izin vermemesi onu etkilesime girmekten

alikoymaktadir [121-123]. Bu alanda yapilan ¢alismalarda ilk olarak adenozin, sistidin
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gibi farkli riboniikleositlerin ayrimi i¢in pH 8.0 noktasinda dextran ve seliiloz
tirevlendirilmis bipolar 2-[(4-boromofenil)-metil]-ctilamonyum] etil ¢6zelti polimer
sistemi kullanilmistir [124]. Sonrasinda ise 1s1 yanith poly(N-isopropilakrilamit)-ko-
(vinilfenilboronikasit) [poly(NiPAAmM-coVPBA)] latez partikiiller [125], poly(stiren-co-
vinilfenilboronikasit-ko-divinilbenzen]terpolimer bazli mikropartikiiller [126] ve
aminofenil boronik asit (APBA) modifiyeli hidrojel boncuklar [127] niikleotit
adsorpsiyon-desorpsiyon davranish ¢alismalarda dolgulu kolon sistemi i¢in yeni bir

sorbent olarak isletilmistir.

Gelistirilen bu stratejilerle beraber yapilan calismalarda biyomolekiillerin ayriminda

monolotik matrislerin birgok avantajinin oldugu belirtilmistir [128,129].

Monolitik siitunlar herhangi bir i¢ partikiil boslugu icermeyen, siirekli entegre gézenekli
ayristirma ortami saglamaktadirlar [130]. Hareketli faz, dolgulu gozenekli boncuk
kolonlarina kiyasla daha hizli konvektif kiitle aktarimini gergeklestirmek amaciyla basing
altinda agik kanal aglarindan kolaylikla akmaktadir. Bu boronat fonksiyonellestirilmis
kolonlar cis-diol igeren biyomolekiillerin [131,132] 6zellikle niiklosit ve flavin adenin

diniikleotidlerin ayrimi i¢in sentezlenmektedir [133-135].

Sekil 7. Boronat gruplarinin asidik ve bazik kosullar altinda degisimi.

Bazik kosullar altinda, boronat gruplar1 hidroksillenir ve trigonal es diizlemli yapisindan
bir tetrahedral boronat anyonu olusmaktadir. Etkilesimler asidik kosullar altinda tersine

cevrilebilir hale gelir [108].

2.5. Biyopolimerler

Diinyada her y1l yaklasik 140 milyon ton sentetik polimer iiretilmektedir. Polimerler son
derece kararl1 olduklarindan biyosferdeki bozunma dongiileri sinirsizdir. Atik plastiklerin

ve sentetik polimerlerin neden oldugu ¢evre kirliligi sebebiyle biyopolimerler giderek
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artan bir popiilariteye sahip olmaktadir. Ayriyaten plastikler ve polimerler bozulmaya
kars1 gosterdikleri direng ve sahip olduklari kararli yapilart nedeniyle diizenli depolama
sahalarinin agirlikga yaklasik %8'i ve hacimce %20'si oraninda ¢evrede birikmektedir
[136].

Polimerler, uzun zincirler olusturmak iizere birbirine baglanan ayr1 yapi taslarindan
olusan bir "dev" molekiiller siifidir. Basit yap1 taslarina monomer adi1 verilmektedir.
Biyopolimerler, tiim organizmalarin biiyiime dongiileri sirasinda dogal kosullar altinda
olusan dogal polimerler olarak tanimlanmaktadir. Bu dogal polimerler, hiicreler i¢inde
karmasik metabolik siireclerle olusturulmaktadir. Malzeme uygulamalar1 igin en ilgi
cekici olan biyopolimerlere seliiloz ve nisasta 6rnek olarak verilmektedir. Bununla
beraber biyopolimer ile yapilan ¢alismalarda bakteri ve mantarlar tarafindan tiretilen daha
karmasik hidrokarbon yapidaki polimerlere nazaran, 6zellikle ksantan, curdlan, pullulan,
kitin, kitosan ve hyaluronik asit gibi polisakkaritler daha ¢ok tercih edilmektedir [137].
Biyobozunur polimerlerin 6nemi her gegen giin artmaktadir ve mevcut aragtirmalar daha
yeni biyolojik olarak pargalanabilen polimerler iiretme konusuna odaklanmaktadir. Tiim
organizmalarin biliylime dongiileri sirasinda dogada c¢ok sayida biyobozunur polimer
sentezlenmekte veya olusturulmaktadir. Bunlar1 pargalayabilen bazi mikroorganizmalar

ve enzimler literatiirde tanimlanmaktadir [138].

2.5.1. Biyopolimerlerin Sentezi ve Fonksiyonlari

Canli madde ¢ok cesitli ve farkli yapidaki polimerleri sentezleyebilmektedir ve ¢ogu
organizmada bu biyopolimerler hiicresel kuru maddenin biiyiik bir kismina katkida
bulunmaktadir. Bu biyopolimerler, organizmalar i¢in asagidakiler gibi oldukca farkli

temel islevleri yerine getirmektedir:

e Genetik bilginin korunumu ve tanimlanmasi.

e Tepkimelerin katalizi, karbon, enerji veya diger besinlerin depolanmasi.

e Diger hiicrelerin saldirilarina, zararli gevresel faktorlere, biyotik ve abiyotik
faktorlerin algilanmasina karst savunma ve koruma.

e (evre ve diger organizmalar ile iletigim.

Tiim biyopolimerler, sitoplazmada, hiicrelerin ¢esitli kompartimanlarinda veya

organellerinde, sitoplazmik membranda veya hiicre duvari bilesenlerinde, hiicre
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ylizeyinde veya hatta hiicre dis1 olarak enzimatik islemlerle sentezlenmektedir, bir
biyopolimerin sentezi bir kisimda baslatilabilir, bir hiicrenin ve meydana geldigi gibi

baska bir boliimde devam ettirilebilmektedir [139-141].

2.6. Kriyojeller

Kriyojelasyon (Yunanca don veya buz anlamina gelen krios [kryos], kriyojeller olarak
adlandirilan belirli bir hidrojel alt kiimesi popiilasyonu iiretmek i¢in gelistirilen nispeten
yeni bir biyosentetik islemdir. Bu islem sirasinda , yiiksek diizeyde birbirine bagli makro
gbzenekli aglara sahip 3D hidrofilik, hidrofobik veya amfipatik yapili kriyojeller
sentezlenmektedir [142-143]. Kriyojelasyonda, ¢oziiciiniin donma noktasindan diisiik
kosullarda diisiik veya yiiksek molekiiler agirlikli 6nctilerin bekletilmesi sonucu jellesme
ve ardindan buz ¢ozme asamalar1 ger¢eklesmektedir [142]. Genel olarak, toksik organik
c¢oziiciilerin kullanimina kesin bir ihtiya¢ olmaksizin hemen hemen her tiirlii sulu veya
susuz, organik veya inorganik bilesik kullanilabilmektedir [143-146]. Bu teknikte, buz
kristalleri porojenler (nidus i¢in gdzenek olusumu) ve dongiiniin erime asamasi sirasinda
makro gozenekler olusturarak gdzeneklerin boyutunun kontrol edilmesini saglanmaktadir
[147]. Diger bir deyisle, monomerik ya da polimerik Onciilerin, bir ¢oziicii igerisinde
¢oOziindiiriilmesi ve daha sonra kristallenmeye neden olmasi i¢in dondurulmasi, donmamis
bir s1v1 fazda onciillerin dondurularak derigik hale getirilmesi kriyojellerin olusumu ile

sonuglanmaktadir [148].

Geleneksel ayirma ortamimim daha az verimli oldugu durumlarda, kriyojeller ilging
ayirma materyalleri olarak gorev yapmaktadir. Biyoayirma ve saflastirma alaninda
literatiirde yapilmis ¢ok sayida kriyojel uygulamasi vardir [149-152]. Bu alandaki
uygulamalara; enzimler, polisakaritler, proteinler, antikorlar gibi biyomolekiillerin
immobilizasyonu; viriislerin, mikrobiyal ve memeli hiicrelerinin kromatografik ayrimz;
hedef molekiillerin kompleks medyadan yakalanmasi ve ¢evresel siirecler i¢in ayristirma

ornek olarak verilebilmektedir [153].

Kriyojellerin hazirlanmasinda en ¢ok kullanilan ¢oziicii hem ¢evresel hem de giivenlik

acisindan cazip bir se¢im olan sudur. Bununla birlikte, suyun kullanilmasi baglangic

maddesinin segilmesini suda ¢oziiniir bilesiklerle sinirlar ve boylece islem hidrofilik

kriyojellerin olusumu ile sonug¢lanir. Dimetilsiilfoksid, dioksan, formamid, nitrobenzen,

benzen ve sikloheksan gibi organik ¢dziiciilerin hidrofobik kriyojellerin hazirlanmasi igin
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kullanilabilecegi gosterilmistir [154-156]. Hem sulu hem de organik ¢oziiciiler igin,
onciillerin yogunlastig1 dondurulmamis bir s1vi fazin olusumu, kriyojellerin olusturulmasi
i¢in bir 6n kosuldur. Bu nedenle, belirli sicaklik gereksinimleri mevcuttur. Bunlar, sistemi
dondurmak i¢in yeterince diisiik sicakliklar ve sistemin otektik noktasinin altinda
olmayan sicakliklardir. Bu sartlarin her ikisini de yerine getiren 1limli donma sicakliklar
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bir karisimin dondurulmasi, bagkalartyla temasa
gecinceye kadar biiyliyen buz kristallerinin olusumuna yol a¢maktadir. Bu buz
kristallerinin birbirine baglanmasi daha sonra jel yapisindaki birbirine bagli gozeneklerin
olusumuna neden olmaktadir [142-144]. Numunelerin ¢0ziilmesi, ¢Oziicii kristallerinin
kopyasi olan, birbirine bagl gézenekli, ince ve yogun duvarli bir ag1 olusturmaktadir.
Buz kristallerinin sonucu olarak olusan gozenekler genellikle 1-200 pm araligindadir.
Polimerik agm ylizey gerilimi ve go6zeneklerdeki ¢oziicii sonucunda gozenekleri
cevreleyen duvarlar biikiilmekte, boylelikle gdzeneklerin yuvarlak sekilleri olugsmaktadir.
Bununla birlikte, kriyojelin duvarindaki gdzenek agi, numune donduruldugunda olusan
donmamis fazin kopyasidir [158,159]. Olusan ¢oziicii kristalleri kriyojellerin son yapisini
diizenlemektedir; boylece donma sicakliklari, buz kristallesmesini kontrol etmede 6nemli
bir rol almaktadir. Diisik donma sicakliklari, daha fazla buz c¢ekirdeklenme alani
olusturmakta, boylece daha kii¢iik gézeneklerle sonuglanacak gok sayida buz kristali elde
edilmektedir [160].

Geleneksel kovalent jellerin olusumuna benzer sekilde, kovalent kriyojeller, ya
monomerik Onciillerin ¢apraz baglama polimerizasyonu veya yliksek molekiil agirlikl
bilesiklerin ¢capraz baglanmasiyla (kimyasal olarak ya da 1s1ma ile) hazirlanmaktadir. Bu
polimerizasyon tiirlerinin tamaminda kriyojelasyon basamaklar1 temelde ayni sekilde

gerceklesmektedir. Kriyojelasyon basamaklari agagida siralanmstir:
1. Polimer Onciillerinin dondurulmasi,
2. Donmus sistemin inkiibasyonu,

3. Donmus sistemin ¢oziinmesidir.
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Sekil 8. Kriyotropik jellesmenin sematik gosterimi [194].

Kriyojeller, makromolekiiler ¢dziinenlerin etkin kiitle tasinmasina, hiicresel tohumlama
ve go¢ icin erisim kolayligina, esnek mekanik ozelliklere, yiiksek mikro-¢evresel
biyouyumluluga izin veren makro gbézenekli yapisal aglara sahip olmalar1 nedeniyle
geleneksel hidrojellere kiyasla daha genis bir uygulama potansiyeline sahiptir [146].
Kriyojellerin mekanik o&zellikleri, polimerlerin veya capraz baglayicilarin derigimi,
donma siiresi, sicaklik ve sogutma hizi degistirilerek farkli gereksinimlerine gore farkli

kriyojel uygulamalar1 uyarlanabilmektedir [161,162].

Kriyojeller kolon, disk ve kiire gibi ¢esitli sekillerde hazirlanabilmektedir [5] (Sekil 9).
Kriyojellerin, biyomolekiillerin ayriminda kullanilmasi i¢in monolitik kolonlar seklinde
tiretimi, siringalarin ¢ikist kapatilarak tepkime ¢ozeltisini siringalarin igine doldurduktan
sonra jellesme sicakligina getirilen kriyostatin igine daldirilmasiyla hazirlanmaktadir [6].
Dondurulmus desenin aynisinit yeniden iiretebilmek icin her sentezde ayni hacimde
tepkime ¢o6zeltisi ve ayni1 boyutta siringa kullanilmalidir [163]. Kriyojellesme tepkimesi
tamamlandiktan sonra, kriyojel kolonlar oda sicakligina getirilmekte ve tepkimeye
girmeyen maddelerin uzaklastirilmasi i¢in iyi bir ¢oziicii ile yikanmaktadir. Kriyojeller
iki cam tabaka arasina ¢ozeltisinin enjektor ile ilave edilmesiyle disk seklinde de

hazirlanabilmektedir.
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Sekil 9. Farkli sekillerde hazirlanmis kriyojeller [194].

Kriyojellerin sahip oldugu siinger benzeri makro gozenekli sistem, daha hizli bir sisme
kinetik profiline ve fiziksel deformasyonu onleyen 6nemli 6l¢iide gelistirilmis visko-
elastik 6zelliklere izin vermektedir. Ek olarak, makro gozenekli kriyojeller, geleneksel
homofaz nano gozenekli hidrojellerin daha sinirli difiizyon kabiliyetinin aksine, hiicresel
sizma ve gecisin kolaylastirilmasi dahil olmak iizere ¢dziinen maddelerin engellenmemis
konveksiyonel kiitle tasinimina izin verimektedir [164]. Bu 6zellikler ile makro gozenekli
yapist, kriyojelleri doku miithendisligi uygulamalari i¢in uygun bir biyo-iskele platformu

yapmaktadir.

Hidrojellere gbére bu Onemli faydalar g6z Oniine alindiinda, kriyojeller doku
miihendisligi ve hiicresel terapilerdeki uygulamalar i¢in teknolojik bir gelismeye sahiptir
[5,142]. Bu nedenle, yeni kriyojellerin tasarimi ve olusumu artik doku rejenerasyonu igin
geleneksel biyomiihendislik yaklagimlarina énemli ve umut verici bir alternatif olarak

ortaya ¢ikmaktadir [165].

2.6.1. Kriyojellerin Sentezi

Monomerlerden ve/veya polimerlerden kriyojellerin dogrudan sentezi, kriyojel
olusumundan sonra fonksiyonel gruplarin eklenmesi, sentezlenen kriyojellerin diger
polimerlerle birlestirilmesi sonucu kopolimer ya da nano dolgu maddeleri,
kompozitlerinin olusturulmas1 gibi birgok kriyojel hazirlama teknigi mevcuttur.
Kriyojeller biyobozunur, iyonik ya da biyopolimerlerden elde edilebilmektedir. Bu
tirlinlerin her biri spesifik kavite uygulamalar1 i¢in benzersiz 6zelliklere sahip ve
uyaranlara kars1 duyarli malzemelerdir [146]. Kriyojelasyon islemi sirasinda, polimerler,

saf ¢coziiciiniin kristallesme noktasindan 10°C'den daha diisiik olmayan bir sicakliga kadar
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dondurma islemine tabi tutulurken, tamamen kati olmayan, ayni zamanda bir miktar
donmamus s1v1 halde bir ¢oziicii elde edilmektedir. Bu, "donmamis s1vi mikrofaz" olarak
isimlendirilmekte ve ¢6ziinmiis polimerlerin yogunlukta oldugu ve ¢apraz baglanma
tepkimelerine katildig1 alan1 olusturmaktadir [147]. “Donmamis sivi mikrofaz”daki bu
kimyasal tepkimeler, porojenler olarak hareket eden donmus ¢oziicti kristalleri (yani,
gozenek olusumu igin nidus; [147]) ile kriyojel olusum siirecini kolaylastirmaktadir.
Kriyojelasyonda buz ¢dzme asamasi sirasinda, ¢oziicii kristalleri ¢oziiliirken, yeni

sentezlenen kriyojel ornegi icinde birbirine bagl biiyiik gozenekli sistem elde

edilmektedir.
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Sekil 10. Kriyojelasyon isleminin sematik gosterimi (a) bir c¢apraz baglayicinin
bulundugu veya bulunmadigi bir monomer ve/veya polimer ¢ozeltisi; (b) dondurma
islemi; (c) kriyojel duvar sentezi, sifirin altindaki sicakliklarda "donmamis sivi
mikrofaz"da gergeklesir; (d) tavlama islemi; (e) dogal hidrasyon durumunda makro

gozenekli ag ile olgun kriyojel olusumu [4].

2.6.2. Kriyojel Biyometaryelleri

2.6.2.1. Jelatin bazh kriyojeller

Jelatin, hidrolitik bozunmasinin ardindan kollajenden tiiretilen bir biyopolimerdir [5].
Hidrojel sentezi sirasinda jelatinin metaktrilat gruplari ile modifiye edilmesi ile ¢apraz
baglanmaya olanak saglanarak polimerizasyon gerceklesmektedir (Gel-MA) [168,169].
Son on yilda yapilan ¢alismalarda Kriyojel sentez protokolii degistirilerek, kriyo-
GelMA’nin yiiksek oranda gozenekli bir yiizey ve i¢c mikromimariye sahip biyoiskeleler

tiretiminde kriyo-polimerazyon olusumu gergeklestirilmistir [170].
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2.6.2.2. Kolajen bazh kriyojeller

Kolajen, memeli bag dokularinin hiicre digi matrisinin (ECM) birincil bileseni olan
kolajen, toksik olmayan ve kolaylikla temin edilebilen bir materyaldir [171]. Yiiksek
derecedeki biyouyumlulugu, yiiksek emilim kapasitesi gibi 6zellikleri sayesinde doku
miihendisligi ¢caligmalarinda ilgi ¢eken bir biyomateryal olarak kullanilmaktadir [172].
Yapilan ¢alismalarda Kriyojelasyon yoluyla, farkl: kiitle oranlarina sahip kollajen-nano-
hidroksiapatit kompozit biyo-iskeleler iiretilmektedir [173]. Bu kolajen kriyojeller, genis
gozeneklilige sahip hiicre transferi lizerindeki tasinimlara ve kontrole olanak saglayan
stinger karakteristiginde bir yap1 sergilemektedir. Ek olarak, insan osteoblast benzeri
hiicrelerinin hem homopolimerik kolajen hem de heteropolimerik kompozit biyo-
iskelelere baglanabildigini ve yayabildigini gosteren caligmalarla birlikte, kok hiicre

tedavisi uygulamalari igin kolajen bazli kriyojeller de sentezlenmektedir [173,174].

2.6.2.3.Kitosan bazh kriyojeller

Kitosan, kitinden elde edilen dogrusal bir polisakkarittir [175]. Ozellikle doku
miithendisligi alaninda Kitosanin inflomasyona maruz kalmis hiicreleri uyararak yara
iyilesmesini destekledigi belirlenmistir [176]. Yapilan ¢alismalarda makro goézeneklilik,
elastik fizikler 6zellikler hiicre ve biyomateryal arasinda etkilesimler sayesinde kitosan
bazli kriyojeller kikirdak rejenerasyonu gibi doku miihendisligi teknolojilerinde islevsel
bir kdprii gorevi gormektedir. Ayriyaten kitosanin jelatin ile kombinasyonu sonucu elde
edilen kriyojeller (kitosan, jelatin kriyojeller) hiicre tutunmasi ve hiicre ¢ogalmasina

elverigli bir ortam olusturdugundan literatiirde yer almaktadir [147].
2.6.2.4.Polivinil alkol bazh kriyojeller

Poli-vinil alkol (PVA), donma ve ardindan ¢6ziinme asamalar1 kapsayan klasik
kriyojelasyon siireciyle elde edilmektedir. Non-kovalent fiziksel baglar yardimiyla
karakterize edilmektedir [144]. PVA basit bir kimyasal yapiya sahiptir ve vinil asetatin
poli-vinil asetata polimerizasyonunu takiben poli-vinil asetatin hidrolizi yoluyla
tiretilmektedir. PVA kriyojelleri esneklilige sahiptir ve hem su gibi hidrofilik ¢oziiciiler
hem de dimetilsiilfoksit gibi hidrofobik ¢oziiciiler kullanilarak sentezlenebilmektedir

[144,149,151,177].

31



2.6.2.5. Poli(hidroksietil metakrilat) bazh kriyojeller

Hidrofilik polimerler, bir¢gok olumlu fiziksel 6zelliklerinden dolay1 geleneksel tirlinlerin
yerini almasi beklenen doku miihendisligi alaninda gelismekte olan bir biyomalzeme
smifidir. Bir 6rnek olarak, biyouyumlu bir hidrofilik polimer olan poli(2-hidroksietil
metakrilat) (PHEMA) verilmektedir ve diger polimerlerle kombinasyonunda, doku
miithendisligi de dahil olmak iizere cesitli biyomedikal uygulamalarda, yaygin olarak

kullanilmaktadir [143,178].

PHEMA kendi basina hiicre adezyonu gerceklesmesine olanak saglayan bir materyal
degildir. Hiicre baglanmasini ve c¢ogalmasini aktiflestirmek amaciyla, bir PHEMA
hidrofilik biyo-iskele, kolajen gibi dogal olarak olusan polimerlerin yiizey 6zelliklerine
benzer Ozellikte bir proteinin kaplanmasi ile gelistirilmektedir. Yapilan arastirmalarda
PHEMA-poli(etilen glikol) diakrilat-jelatin makrogtzenekli heteropolimerik biyo-
iskelelerin kriyojelasyon islemi yoluyla sentezlenerek hiicre etkilesimleri i¢in uygun
kosullar olusturulmustur. Sentezlenen bu hidrofilik kriyojeller, iyi kontrol edilen
gbzenekli bir yapiya ve iyi mekanik dayanikliliga sahip olmalari ile karakterize edilmistir.
Bu matrislerin gdzenek boyutlari, ortalama 80 pm capinda ve altta birbirine bagli makro
gbzenekli bir yap1 ile 30 ila 100 um arasinda degismektedir. Bu optimize edilmis
hidrofilik kriyojeller ayrica birincil kondrositler (kikirdak yapisini olusturan destek
dokular) arasindaki hiicre etkilegimini ve bunlarin hiicre genisleme potansiyeli lizerindeki

etkilerini degerlendirmek igin kullanilmistir [179].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Poli(HEMA-VPBA) Mikrokriyojellerin Sentezi
3.1.1. Kimyasal Malzemeler

Vinil fenil boronik asit (VPBA), 2-hidroksietil metakrilat (HEMA), amonyum persiilfat
(APS), N,N,N,N tetrametiletilendiamin (TEMED), metilen bisakrilamit (MBAAM), 4-
(2-hidroksietil)-1-piperazin etan siilfonik asit acid (HEPES), sodyum dodesil siilfat
(SDS), glikoz, Tris HCI, etilen diamin tetraasetik asit (EDTA), NaOH, etil alkol (%95),
NaH2PO4 monosodyum fosfat, C2H7NO etanol-amin, HCO3*-COs% karbonat-bikarbonat,
RNA-Saccharomyces cerevisiae, Sigma-Aldrich (ABD) firmasindan tedarik edilmistir.
Su, Barnstead (Dubuque, I1A) ROpure LP® ters 0ozmos birimi ile saflastirilarak deneylerde
kullanilmistir. Cam malzemelerin tiimii kullanimdan 6nce etil alkol ve saf su ile 3’er kez

yikanmustir.

3.1.2. Poli(HEMA-VPBA) Mikrokriyojeller

Tez kapsaminda, mikrokriyojellerin sentezlenmesi bu boliimde kisaca 6zetlenmistir:
Mikrokriyojel monomer ¢ozeltisi 10 mL toplam hacimde olacak sekilde 1.21 mL
hacmindeki HEMA’ya VPBA yiizdesi %2.5 (w/v) olacak sekilde VPBA eklenmistir. Elde
edilen karisim 4 saat manyetik karistiricida karistirilmistir. Daha sonra ¢apraz baglayici
olarak 0.26 g MBAAM 8.8 mL deiyonize suda ¢dziilmiistiir. Iki karisimin birbirine ilave
edilmesiyle toplam 10 mL hacme sahip olan polimer ¢ozeltisi bir siire daha manyetik
ortamda karigtirtlmigtir. Ardindan polimerizasyonu baslatmak i¢in 25 mg APS ve 25 uL
TEMED eklenmistir. Bu ¢ozelti mikron ¢apta kuyucuklara sahip kaliba hizli bir sekilde
dokiilerek bu kalibin her iki yiizeyi 10 cmx10 cm ebatlarindaki camlar levhalarla
kapatilmistir. Polimerizasyon -12°C’da 24 saat siireyle gergeklestirilmistir. Tepkimeye
girmemis monomerlerin ve diger safsizlik kaynagi kimyasallarin polimerik yapidan
uzaklastirilmast i¢in  polimerik mikrokriyojeller deiyonize su ile yikanmistir.

Mikrokriyojel sentezinin sematik gosterimi Sekil 11°de verilmistir.
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Kriyojelasyon Liyofilizasyon
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¢ozeltisi yuzey gipi

Mikrokriyojel

Sekil 11. Mikrokriyojel sentezinin sematik gosterimi.

3.2. Poli(HEMA-VPBA) Mikrokriyojellerin Karakterizasyonu

Karakterize edilen tiim mikrokriyojeller, karakterizasyondan once liyofilizatérde (Christ

Alpha LD1-2 plus, Almanya) 24 saat dondurularak kurutulmustur.

3.2.1. Poli(HEMA-VPBA) Mikrokriyojellerin Optik Goriintiileri

Poli(HEMA-VPBA) mikrokriyojellerin optik mikroskop goriintiileri, Olympos BX51
Optik Mikroskop ile 4X biiylitme objektifi kullanilarak elde edilmistir. Ayrica
poli(HEMA-VPBA) mikrokriyojeller biiyiitme faktorii olmadan da fotograflanmistir.

3.2.2. Poli(HEMA-VPBA) Mikrokriyojellerin SEM-EDX Analizi

Poli(HEMA-VPBA) Mikrokriyojellerin yiizey morfolojisi taramali elektron mikroskobu
(SEM) (Tescan, GAIA3+ Oxford XMax 150 EDS) kullanarak incelenmistir. Kurutulmus
mikrokriyojeller, SEM analizi i¢in uygun hale getirilip Ornek tutucusu iizerine
tutturulduktan sonra ince bir altin tabakasi ile vakum altinda kaplanmistir. Daha sonra
elde edilen numune cihaza yerlestirilerek 100-5000 X biiyiitme araliginda farkl

biiylitmelerde goriintiiler alinmistir.

3.2.3. Bilgisayarh Mikrotomografi (0nCT) Analizi

Mikrokriyollerin icerdigi gozenekleri, bu gozeneklerin dagilimini ve akis kanallarin {i¢

boyutlu goriintiilemek amaciyla bilgisayarli mikrotomografi (uCT) (Bruker, Skyscan
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1272) cihazi kullanilmistir. Bunun i¢in numunelere 360° agiyla 0.4° araliklarla X-1ginlar1
gonderilmistir. Gorlintii kalitesini arttirmak i¢in 0.5 mm aliiminyum filtre kullanilmistir.
X-1sinlarmin giicti 50 kV olup her 500 ms’de bir, piksel bagina 10 um ¢oziiniirliige sahip

goriintiiler elde edilmistir

3.2.4. Fourier Doniisiimlii Infrared Spektoskopisi (FT-IR) Analizi

Poli(HEMA-VPBA) mikrokriyojellerin ~ karakteristik ~ fonksiyonel  gruplarinin
belirlenmesinde Fourier doniisiimlii infrared spektroskopisi (FT-IR) kullanilmistir.
Numuneler elmas u¢lu ATR probu kullanilarak incelenmistir. Kuru mikrokriyojeller FT-

IR spekturumu 400-4000 cm dalga sayis1 araliginda elde edilmistir.

3.3. Sulu ¢ozeltiden RNA Adsorpsiyon Calismalar

Mikrokriyojellerin RNA baglama kapasitesini belirlemek i¢in deneyler kesikli sistemde
gergeklestirilmistir. Sekil 12’de deneylerde kullanilan kesikli sistemin fotografi yer
almaktadir. Kesikli sistem deneylerinde Shcheer MX-RD-Pro (Cin) cihazi kullanilmistir.
Ik basamakta 1.5 mL’lik eppendorflara 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 mg agirhginda RNA
tartilmistir. Sonrasinda esit miktarda mikrokriyojeller eppendorflara eklenmis ve 1:10
oraninda seyreltme yapilarak RNA adsorpsiyon kalibrasyon grafigi elde edilmistir. Daha
sonra farkli pH, sicaklik, tuz tiirleri ve derisimi, RNA baslangi¢ derisimi gibi farkli deney
kosullarinin RNA adsorpsiyonu iizerindeki etkileri incelenmistir. Deney sonrasinda
ornekler 1:10 oraninda seyreltilerek UV spektrometrede 260 nm’de adsorbans degerleri
Olctilmiistiir. RNA adsorpsiyon ¢alismalari i¢in kullanilan UV spektrofotometre cihazinin
gorseli Sekil 13’de yer almaktadir. Mikrokriyojellere adsorplanan RNA miktar1 Esitlik

3.1. kullanilarak hesaplanmustir:

Q =[( Co-Co)/ M] X VV (3.1)

Q: adsorplanan RNA miktari; Co: baslangic RNA derisimi; C: adsorpsiyon sonrast RNA

derisimi; V: ¢dzelti hacmi’dir.
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Sekil 12. Adsorpsiyon ¢aligmalari i¢in kullanilan kesikli sistem diizenegi.

Sekil 13. UV spektrofotometre cihazinin gorseli (Thermo Scientific Genesys 10S UV-
VIS spektrofotometre, Cin).
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3.3.1. Farkh pH’larda RNA Adsorpsiyon Calismalar:

Farkli pH kosullarinda organik ve inorganik tamponlarin RNA adsorpsiyonuna etkisini
incelemek amaciyla fosfat tuzu pH 7.0, pH 7.4, pH 8.0 ve pH 8.5; Hepes pH 7.0, pH 7.4,
pH 8.0 ve pH 8.5; etanolamin pH 8.5, pH 9.0 ve pH 9.5 karbonat-bikarbonat tamponlari
20 mM olacak sekilde 500 mL deiyonize suda ¢6ziilerek hazirlanmistir. Sonrasinda 1.5
mL hacmindeki eppendorflara hazirlanan tampon ¢ozeltiler 0.1 mg/ mL RNA olacak
sekilde eklenmistir. 1.0 mL’lik dolu hacme sahip eppendorflar rotatérde 25 rpmde 2 saat

karistirilarak adsorpsiyon islemi etkinlestirilmistir.

3.3.2. Farkhh Tuz Derisimlerinde RNA Adsorpsiyon Calismalari

Sentezlenen poli(HEMA-VPBA) kriyojellerine RNA’nin baglanma calismalar1 farkli
tuzlar kullanilarak incelenmistir. Yapilan deneylerde NaCl ve CaCl; tuzlar1 0.01 M, 0.05
M ve 0.1 M olacak sekilde hazirlanmistir. 1.5 mL’lik ependorflara 0.5 mg/mL derisimde
olacak sekilde RNA tartilarak ii¢ farkli derisim ve tiirdeki tuzlar eklenmistir. Eppendorflar
2 saat 25 rpm’de 2 saat dondirilerek 37°C‘de adsorpsiyonun etkinlestirilmesi

saglanmistir.

3.3.3. Farkh Sicakliklarda Adsorpsiyon Calismalari

RNA adsorpsiyonunun sicaklik ile olan iliskisini incelemek amaciyla sentezlenen
mikrokriyojeller ile 4-37°C derece arasi degisen 4 farkli sicaklikta deneyler yapilmistir.
Yapilan deneyler; pH 8.5 20 mM etanolamin tamponu, toplam hacim 0.6 mL olacak

sekilde 0.5 mg/mL baslangic RNA derisiminde gergeklestirilmistir.

3.3.4. Farkh Baslangi¢ Derisimlerinde Adsorpsiyon Calismalar

1,5 mL eppendorflara 0.1-1.0 mg degerleri arasinda degisen miktarda RNA tartilmustir.
VPBA icermeyen PHEMA mikrokriyojeller ve poli(HEMA-VPBA) mikrokriyojellere
0.1-1.0 mg/mL arasinda degisen derisimde RNA adsorpsiyonu incelenmistir. Deneyler
pH 8.5 ve 20 mM etanolamin tamponunda, 0.1 M CaCl, tuzu varliginda, 37°C’de
gerceklestirilmistir.
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3.3.5. Zamana Bagh Adsorpsiyon Degisiminin incelenmesi

Mikrokriyojellerin RNA adsorpsiyonun zamana bagli etkisini gozlemek i¢in pH 8.5 20
mM etanolamin tamponu, 0.1 M CaCl; tuzu varliginda, 37°C’de ve 0.5 mg/mL baslangig¢
RNA derisiminde deneyler gergeklestirilmistir. Poli(HEMA-VPBA) mikrokriyojeller
kullanilarak 120 dk boyunca RNA adsorpsiyonu goézlenmistir. Elde edilen veriler

yardimiyla adsorpsiyonun zamana bagli degisimini gosteren grafik olusturulmustur.

3.4. Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik Calismalar:

RNA’nin poli(HEMA-VPBA) kriyojellerden desorpsiyonu i¢in 0.5 M NaCl i¢eren 0.1 M
pH 8.5 borat tamponu kullanilmistir. Bu ajan ile desorbe edilen RNA eliisyon yiizdesi
Esitlik 3.2 kullanilarak hesaplanmistir. Tekrar kullanilabilirlik ise ayn1 mikrokriyojeller

kullanilarak 8 adsorpsiyon-desorpsiyon islemleri gerg¢eklestirilerek incelenmistir.

Eliisyon (%) = Desorbe Edilen RNA / Baglanan RNA x 100 (3.2)

3.5. E. coli’den RNA Oziitlenmesi ve Saflastirilmasi

ATCC 25922 kodlu E. coli hiicreleri 200 rpm’de bir gece boyunca sonikatdre konularak
37°C sicaklikta Lura Bertani besiyeri igerisinde inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
isleminden sonra hiicreler 5 dakika boyunca 1300 rpm’de santrifiij edilmistir.
Santrifiijden sonra toplanan hiicreler kullanilarak RNA o6ziitlenmesi gerceklestirilmistir.
RNA oziitlenme asamalar1 su sekildedir: Birinci asamada, bakteri peleti 50 mM glikoz,
25 mM Tris HCl ve 10 mM EDTA’nin bulundugu soguk ¢ozelti ile karigtirilarak vortekse
tabii tutulmustur. ikinci asamada, 0.2 M NaOH ve %1 SDS igeren soliisyon eklenerek
kanigtinnlmistir. Elde edilen karisim 10 dakika boyunca buzda bekletilerek tigiinci
asamaya gecilmistir. Ugiincii asamada ise, 5 M potasyum asetat, asetik asit ve su ilave
edilmistir. Diizgiin bir sekilde karistirildiktan sonra 15 dakika buz lizerinde bekletilmistir.
Sonrasinda 13000 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edilerek siipernatanlar toplanmustir.
Stipernatanlara %95°lik etil alkol eklenerek tekrardan 15 dakika boyunca buz iizerinde
bekletilmistir. Dordiincii asamada ise stipernatanlar 13000 rpm’de 5 dk boyunca santrifiij

edilmis ve ardindan suda ¢oziilerek RNA 6ziitii elde edilmistir.
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RNA o6ziitii 10, 20, 50 kez seyreltilerek saflagtirilmak i¢in hazirlanmistir. Saflagtirma
islemi iki saat siire ile 37°C’de gergeklestirilmistir. Adsorpsiyon sonrasi poli(HEMA-
VPBA) mikrokriyojellerden RNA 0.5 M NaCl iceren 0.1 M borat tamponu (pH 8.5)
kullanilarak uzaklastirilmistir. Saflastirilan RNA’nin safligini ifade edebilmek amaciyla

UV spektrometere ile Azso/Azgo oran dlgtimii yapilmustir.

3.6. Agaroz Jel Elektroforezi

Elde dilen RNA fraksiyonlari agaroz jel elektroforezi ile incelenmistir. inceleme
amaciyla Tris Borat EDTA (TBE) tampon (1X) hazirlamak i¢in 10.8 g Tris ve 5.5 g Borik
asit 900 mL distile su i¢erisinde manyetik karistirici yardimiyla ¢ozdiiriilmistiir. Ayri bir
yerde 0.5 M EDTA 4 mL distile su igerisine eklenerek bu iki ayr1 ¢ozelti birbirine
karistirilmistir. Toplam ¢ozelti hacmi 1 L’ye tamamlanmustir. Jel elektroforezi igin %1 ‘lik
agaroz jel kullanilmistir. Agaroz jel 1X TBE tampon bulunan elektroforez tankina
yerlestirilmistir. RNA 6rnekleri 10 X yilikleme tamponu ile kuyucaklara yiiklenerek 30
dakika boyunca 100 V’de yiiriitilmistiir. Elektroforez sirasinda dérnekler UV 1s1k altinda
incelenmistir ve jel dokiimantasyon sisteminde degerlendirilip goriintii alinmigtir. RNA

bantlarinin UV 151k altinda jel goriintiileme yontemiyle goriintiileri alinmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu yiiksek lisans tez c¢alismast kapsaminda elde edilen deneysel verilerin

degerlendirilmesi ile ulasilan sonuglar dort temel baslik altinda 6zetlenebilir.
(i) Poli(HEMA-VPBA) mikrokriyojellerin hazirlanmasi ve karakterizasyonu;

(ii) Poli(HEMA-VPBA) mikrokriyojellere farkli deneysel kosullarda RNA adsorpsiyonu

ve kinetik analizleri;
(iii) Poli(HEMA-VPBA) mikrokriyojellerin tekrar kullanilabilirliklerinin incelenmesi;

(iv) Escherichia coli hiicre 6ziitiinden RNA saflastirilmasi.

4.1. Poli(HEMA-VPBA) Mikrokriyojellerin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Sunulan tezin ilk basamaginda poli(HEMA-VPBA) mikrokriyojeller -12°C’da 24 saatte
yigin  polimerizasyonu ile sentezlenmislerdir. Sentezlenen poli(HEMA-VPBA)
mikrokriyojellerin yiizey ve y1gin yapilar1 optik mikroskop, taramali elektron mikroskobu
(SEM) ve bilgisayarli mikrotomografi (uCT) ile incelenmistir. Polimerik yapidaki
boronat gruplarinin varligin1 géstermek i¢in Fourier doniisiimlii infrared spektroskopisi

kullanilmistir.

4.1.1. Mikrokriyojellerin Optik Mikroskop ile incelenmesi

Sekil 14 ve Sekil 15’de poli(HEMA-VPBA) mikrokriyojellerin optik goriintiileri yer
almaktadir. Polimer ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda JeoTech Multi-Channel Stirrer MS-
23M (Giiney Kore) cihazi kullanilmistir. Polimerik mikrokriyojeller olduk¢a yumusak,
esnek ve opak yapidadirlar. Sekil 15°den de goriildigii gibi poli(HEMA-VPBA)
mikrokriyojeller silindirik geometridedir ve partikiil boyutu yaklasik 0.502x0.463 pm

civarindadir.
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Sekil 14. Poli(HEMA-VPBA) mikrokriyojelerin optik mikroskop goriintiisii (4x).

Sekil 15. Poli(HEMA-VPBA) mikrokriyojellerin optik fotografi.
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4.1.2. Poli(HEMA-VPBA) Mikrokriyojellerin SEM-EDX Analizi

Poli(HEMA-VPBA) mikrokriyojellerin hem partikiil hem de yigin yapilarinin taramali
elektron mikroskop goriintiileri (SEM) Sekil 16°‘da verilmistir. Poli(HEMA-VPBA)
mikrokriyojeller olduk¢a gozenekli bir yilizey ve yigin yapisina sahiptir. Birbirleriyle
baglantili gbzeneklerin boyutlar1 olduke¢a biiyiiktiir. Biyomolekiillerin adsorpsiyonunda
kiitle aktarim1 acisindan oldukc¢a 6nemli olan mikrogézenek caplari 10-25 um arasinda

degismektedir.

4 A +
SEM HV: 3.0 kV Det: SE GAIA3 TESCAN  SEM HV: 3.0 kV Det: SE L1l GAIA3 TESCAN

SEM MAG: 100 x  View field: 2.08 mm | 500 pm SEM MAG: 500 x View field: 415 pm | 100 pm
View field: 2.08 mm Scan speed: 4 HUNITEK View field: 415 ym Scan speed: 4 HUNITEK

»re

A 3 A v
SEM HV: 3.0 KV Det: SE Ll GAIA3 TESCAN  SEM HV: 3.0 kV Det: SE W W GAIA3 TESCAN

SEM MAG: 1.50kx  View field: 138 pm 20 ym SEM MAG: 500 kx  View field: 41.5um 10 ym
View field: 138 ym Scan speed: 4 HUNITEK View field: 41.5 pm Scan speed: 4 HUNITEK

Sekil 16. Poli(HEMA-VPBA) mikrokriyojellerin SEM goriintiileri.
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Poli(HEMA-VPBA) mikrokriyojellerin Energy-Dispersive Spektroskopi analizi sonucu
elde edilen goriintiiler Sekil 17A ve B’de verilmistir. Sekil 17A’da verilen fotograftaki
yesil renkli noktalar polimerik yapida bulunan boronat gruplarinin varhigini
gostermektedir. Bu sonuca gore RNA baglanmasi i¢in ligand-komonomer olarak
kullanilan olan “Boronat” gruplari polimerik yapiya basarili bir sekilde katilmigtir.
Boronat gruplarinin polimerik yapida ana zincirde bulunmasi bu mikrokriyojellerin
“Afinite Kromatografisinde” en 6nemli avantajidir. Boronat gruplar1 dogrudan polimer
hazirlanirken ana yapiya girdigi i¢in “Ligand Immobilizasyonu” basamagi bu ¢alismada
ortadan kaldirilmistir. Buna bagli olarak ta “Ligand Si1zmas1” problemi bu mikrokriyojel
yapilar i¢in s6z konusu olmaktan c¢ikarilmistir. Dolayisiyla hazirlanan poli(HEMA-
VPBA) mikrokriyojellerin RNA saflastirilmasi i¢in dogrudan kullanimi hem ekonomik
boyutuyla hem de deneysel zaman agisindan olduk¢a 6nemli avantajlar sunmaktadir.
Ligand sizmasinin s6z konusu olmamasi da “Saflagtirilan Biyomolekiiliin” kirlenme

sorununu ortadan kaldirmistir.

2,5_eds layer

2 5Electron

! 250pm !

Sekil 17A. Poli(HEMA-VPBA) mikrokriyojellerin energy-dispersive spektroskopisi

goruntusu.
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Sekil 17B. Poli(HEMA-VPBA) mikrokriyojellerin energy-dispersive spektroskopisi

spetrumu.

4.1.3. Bilgisayarh Mikrotomografi (uCT) Analizi

Poli(HEMA-VPBA) mikrokiyojellerin bilgisayarli mikrotomografi (uCT) analiz
goriintiisii Sekil 18°de verilmistir. Fotograf incelendiginde polimerik mikrokriyojellerin
olduk¢a homojen bir gbzenek dagilimina sahip oldugu goriilmektedir. Ayrica polimerik

yapidaki bu gozeneklerin birbirleriyle baglantili olduklari da tespit edilmistir.
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Cizelge 2. Boyut araliina karsilik gézeneklilik ytizdeleri

Gozenek Boyut Araligi Gozeneklilik Yiizdesi (%)

2-6 um arasi % 3.03

6-10 pum arasi % 10.69
10-14 pm arasi % 19.02
14-18 um arasi % 36.50
18-22 um arasi % 23.04
22-26 um arast % 6.60
26-30 um arast % 1.00

Poli(HEMA-VPBA) ikrokriyojellerin sahip oldugu farkli boyutlardaki gézeneklerin
yiizdeleri Cizelge 2‘de verilmistir. Bu ¢izelge incelendiginde pCT 6l¢iimleri sonucunda
mikrokriyojellerin sahip oldugu gézeneklerin biiyiik boliimiiniin (%95) 6-25 um arasinda
belirlenmistir. Bu genis gézenek ¢ap degerlerinin RNA adsorpsiyon ¢aligmalarinda kiitle

aktarim direnglerinin bertaraf edilmesi agisindan olduk¢a 6nemli bir avantaj oldugu

sOylenebilir.
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Sekil 18. Poli(HEMA-VPBA) mikrokriyojellerin bilgisayarli mikrotomografi (uCT)

goruntusul.

4.1.4. Fourier Doniisiimlii Infrared Spektroskopisi (FTIR) Analizi

Vinilfenil boronik asit (VPBA) fonksiyonel monomerinin polimerik mikrokriyojel
yapisina girdigini gostermek i¢in hem poli(HEMA-VPBA) mikrokriyojelin hem de
PHEMA mikrokriyojelin FTIR analizleri yapilmistir. Analiz sonucu elde edilen FTIR
spektrumlart Sekil 19°da birlikte verilmistir. VPBA monomerinin yapisinda bulunan
aromatik halka nedeniyle C=C gerilme bantlar1 1650 cm™ gerilme piki ve 1500
cm? civarinda aromatik C-H biikiilme piki olarak gozlenmistir. Polimerik yapidaki

boronik asit gruplarmin varligi, 1155 cm™ civaridaki B-C gerilme band: ile belirgindir.
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Ayrica yaklasik 1000 cm™‘de ise BO-H deformasyonlari net olarak gériilmektedir. FTIR
analizinden elde edilen sonuglara gére PHEMA spektrumu ile karsilastirildiginda
poli(HEMA-VPBA) mikrokriyojelin yapisindaki vinilfenil boronik asitin varhigi

dogrulanmaktadir.
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Sekil 19. PHEMA ve poli(HEMA-VPBA) mikrokriyojellerin FTIR spektrumlari.
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4.2. PoliHEMA-VPBA) Mikrokriyojellerin RNA Adsorpsiyon Calismalari
4.2.1. Sulu Cozeltilerden RNA Adsorpsiyon Calismalar:

Bu boliimde; sentezlenen poli(HEMA-VPBA) mikrokriyojellerin optimum adsorpsiyon
kosullar1 incelenerek sulu ¢o6zeltilerden RNA adsorpsiyonuna ait sonuglara yer
verilmigtir. Bu asamada; RNA derisiminin, ortam sicakliginin, ortam pH’inin, tuz
derisiminin RNA adsorpsiyonuna etkileri incelenmistir. Ayrica mikrokriyojel yapida
RNA adsorpsiyonunu kontrol eden basamagi belirlemek i¢in birincil ve ikincil derece
kinetik analiz ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. PoliHEMA-VPBA) mikrokriyojellerin
tekrar kullanilabilirlik ¢aligmalar1 tekrarlanan adsorpsiyon-desorpsiyon calismalar ile

belirlenmistir.

4.2.1.1. pH’1n RNA Adsorpsiyonuna Etkisi

Poli(HEMA-VPBA) mikrokriyojellerde RNA adsorpsiyonuna pH’in etkisi Sekil 20’de
gosterilmistir. Poli(HEMA-VPBA) mikrokriyojellere RNA adsorpsiyonu pH 7.0-9.5
arasinda degisen farkli degerlerde; inorganik ve organik tamponlarin varliginda
incelenmistir. Sentezlenen poli(HEMA-VPBA) mikrokriyojellere maksimum RNA
adsorpsiyon miktarinin pH 8.5 20 mM organik etanol-amin tamponunda 104.30 mg/g
polimer, inorganik fosfat tamponu varliginda ise 69.25 mg/g polimer degerinde oldugu
bulunmustur. Bu durum s6yle aciklanabilir, HEPES benzeri icerisinde amin grubu
barindiran tamponlar kompleks olusumunu tesvik etmektedirler. Protonlanmamis aminler
elektron vererek nétral durumdaki boronat gruplarma elektron tedarik etmekte ve
boylelikle molekiiller arasinda kompleks olusumunu arttirmaktadirlar. Literatiirde
boronat i¢in biyomolekiillerle (DNA, RNA gibi) kompleks olusumunun pH 8.0’in
tizerinde oldugu rapor edilmistir [ 126]. Ayrica boronik asitin pKa degeri pH 8.5 civarinda
oldugundan [126] RNA adsorpsiyonunun bu degerin iizerinde calisildigi ortamlarda

artmasi beklenen bir durumdur.
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Sekil 20. RNA adsorpsiyonuna pH’m etkisi; RNA derisimi: 0.5 mg/mL; Adsorpsiyon
siiresi: 120 dk, sicaklik: 25°C.

4.2.1.2. Farkl iyon Derisimlerinin RNA Adsorpsiyonuna Etkisi

Sentezlenen poli(HEMA-VPBA) mikrokriyojellere RNA adsorpsiyona tuz derisiminin
etkisini incelemek amaciyla CaCl, ve NaCl tuzlar1 kullanilarak iki farkli tuz iizerinden
deneyler gerceklestirilmistir. Deneyler adsorpsiyonun maksimum oldugu 37°C ve pH 8.5
kosullarinda 0.0-0.1 mg/mL araliginda degisen tuz derisimlerinde yapilmistir. Sekil 21°de
goriildiigii gibi maksimum RNA adsorpsiyon miktari CaCl, tuzu varliginda 0.1 mg/mL
tuz derisiminde 253.33 mg/g olarak elde edilmistir. Bu sonug, CI" anyonlarinin olusan
kompleksleri daha kararli hale getirdigini [192] destekler niteliktedir. Ayrica grafikten de
anlasilacag1 gibi NaCl tuzuna gore CaClz tuzunun RNA adsorpsiyon kapasitesine etkisi
daha fazladir. Ciinkii CaClz tuzu yigin halde bulunan RNA bazlarinin iyonlasmasini
saglayarak adsorpsiyon kapasitesini arttirmaktadir [189]. Bu durum da RNA

molekiiliinde bulunan bazlarin boronik asit molekiilii ile etkilesimine katki saglamaktadir.
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Sekil 21. RNA adsorpsiyonuna iyon tiirii ve derisiminin etkisi; Sicaklik: 37°C, pH: 8.5;
Zaman: 120 dk, RNA derisimi: 0.5 mg/mL.

4.2.1.3. Sicakhgin RNA Adsorpsiyonuna Etkisi

Poli(HEMA-VPBA) mikrokriyojellere RNA adsorpsiyonuna sicakliga etkisini incelemek
amactyla 4-37°C arasinda degisen sicakliklarda pH 8.5 etanol-amin tampon ¢ozeltisi
icerisinde deneyler yapilmistir. Sekil 22°de goriildiigii lizere en yiiksek adsorpsiyon
kapasitesi 37°C’da 109.25 mg/g polimer oldugu bulgusuna erisilmistir. Adsorpsiyon
kapasitesinde sicakligin artmasina bagli olarak artis gézlenmektedir. Oda kosullart olan
25°C’den sonra adsorpsiyon degerleri birbirine yakinlik gostermektedir. Adsorplanan
RNA miktar1 4°C’da 39.14 mg/g polimer, 15°C’da 64.73 mg/g polimer, 25°C’da 104.30
mg/g polimer olarak tespit edilmistir. RNA adsorpsiyonun sicaklikla iligkisi, temel
etkilesimler hakkinda veriler sunmasindan dolay1 6nem arz etmektedir. van der Waals ve
hidrofobik etkilesimlerin daha sik gerceklestigi durumlarda adsorpsiyon miktari sicaklik
artis1 ile dogru orant1 sergilemektedir. Entropi artis1 ile hidrofobik etkilesimler sicaklik

artis1 ile paralel yonde ilerlemektedir.
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Sekil 22. RNA adsorpsiyonuna sicakligin etkisi. RNA derigimi: 0.5 mg/mL; adsorpsiyon
stiresi: 120 dk; pH: 8.5.

4.2.1.4. Baslangi¢ Derisiminin RNA Adsorpsiyonuna Etkisi

RNA adsorpsiyonu, 0.1 M CaCl; varhiginda PHEMA ve poli(HEMA-VPBA)
mikrokriyojeller ve farkli derisimlerdeki (0.1-1.0 mg/mL) RNA ¢ozeltileri ile
incelenmistir. Baslangi¢ derisiminin adsorpsiyon iizerine etkisi Sekil 23’de verilmistir.
Sekilden goriildiigii gibi RNA derisimi arttikga polimerik mikrokriyojellere adsorplanan
RNA miktar1 da artmaktadir. Adsorpsiyonun gergeklesmesi igin siiriicii kuvvet olan
derisim farkinin artmasi adsorpsiyon kapasitesini de arttirmaktadir. Bununla beraber
RNA miktarinin artmasiyla adsorplanma orani baslarda hizli artmakta sonrasinda ise
yaklasik olarak 0.5 mg/mL derisimdeki RNA’nin spesifik etkilesim bdlgelerinde
baglanma doygunluguna erismesi sebebiyle bir dengeye ulastigi gézlenmektedir. Bu
degerden sonra kayda deger bir artis gdzlenmemesi adsorpsiyon davranisinda beklenen
bir durumdur. Maksimum adsorpsiyon kapasitesi yaklasik olarak 303 mg/g degerindedir.
PHEMA mikrokriyojellere non-spesifik RNA adsorpsiyonu oldukg¢a diisilk degerde
gozlenmistir. PHEMA mikrokriyojellerde boronat gruplarinin mevcut olmamasi

nedeniyle RNA sadece non-spesifik etkilesimlerle polimere adsorplanmustir.
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Sekil 23. Baslangi¢ derisimin adsorpsiyon kapasitesine etkisi; 0.1 M CaCly, asorpsiyon
stiresi: 120 dk; pH: 8.5, Sicaklik: 37°C.

4.2.1.5. Adsorpsiyon Siiresinin RNA Adsorpsiyonuna Etkisi

Sentezlenen PHEMA ve poli(HEMA-VPBA) mikrokriyojellere RNA adsorpsiyonun
zamana baglh grafigi Sekil 24’te sunulmustur. Yaklasik ilk 30 dakika boyunca RNA
molekiilleri hizli bir sekilde yilizeye adsorbe olmaktadir. Mikrokriyojeller RNA’nin
baglanabilecegi boronat gruplarinin sayisinin azalmasi ile adsorpsiyon 30. dakikadan
sonra yavaslamaktadir. RNA’nin baglanabilecegi aktif bolgelerin dolmasindan sonra ise
(vaklasik 50. dakika) adsorpsiyon denge konumuna ulasmaktadir. Yaklasik 50. dakikadan
sonra adsorpsiyon miktarinda bir artis gériillmemektedir. PHEMA mikrokriyojellere RNA
adsorpsiyonu olduk¢a diisiiktiir. Bu sonuclar birlikte degerlendirildiginde, RNA
molekiiliindeki cis-diol gruplari ile boronik asit gruplari arasindaki spesifik etkilesimlerin
gerceklestigini  kanitlar niteliktedir. Sentezlenen PHEMA mikrokriyojellere  RNA
adsorpsiyonu ikincil etkilesimler neticesinde ger¢eklesmektedir, spesifik baglanma

degildir [189]. Elde edilen maksimum RNA adsorpsiyonu 253.3 mg/g degerindedir.
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Sekil 24. RNA Adsorpsiyonunun zamana bagli degisimi; 0.1 M CaCl., pH: 8.5,
Sicaklik: 25°C.

4.2.1.6. Adsorpsiyon Izotermleri

Her bir RNA molekiiliiniin polimerik tastyici ile etkilesimini ve baglanma davranisini
inceleyebilmek i¢in literatiirde ¢ok sayida adsorpsiyon izotermleri kullanilmaktadir. Bu
tezde etkilesimleri karakterize etmek i¢in Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon modelleri
uygulanmustir. Iki fazin (kat1 polimerik faz — polimerik mikrokriyojel ve sivi faz — RNA
¢ozeltisi) dengede oldugu durumda, ¢ozeltideki RNA derisimi ile polimerik yapiya
adsorplanan RNA miktar1 arasindaki iliski ve baglanma davranigi adsorpsiyon izotermleri

ile agiklanmaktadir.

Adsorpsiyon izotermlerine gore etkilesimler sirasinda gozlenen adsorpsiyon davranisi
degismektedir. Soyle ki, Langmuir adsorpsiyon modeli; her biri yalnizca bir molekiil
baglayacabilecek kapasitede olan belli sayida tanmimlanmis bolgeye adsorpsiyonun
gerceklestigi varsayimini benimsemektedir. Bu bolgelerin esdeger enerji diizeyine sahip
oldugu ve komsu baglanma bdlgelerinde herhangi bir etkilesimin gerceklesmedigi

varsayilir. Asagidaki esitlikte Lagmuir adsorpsiyon izotermi yer verilmistir.

1/Qe = 1/Qmax + 1/Qmax.b.Ceq (41)
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Bu esitlikte; Q mikrokriyojele baglanan RNA miktari, Ceq ¢Ozeltideki denge RNA
derisimi, b Langmuir sabiti ve Qmax teorik maksimum RNA adsorpsiyon kapasitesini
simgelemektedir. Langmuir izoterm modelinin uygulanmasi sonucu elde edilen grafik
Sekil 25’de sunulmustur. Elde edilen dogrusal grafik, bu izoterm modelinin bu sisteme
uygulanabilirligini gdstermektedir. Ayrica korelasyon katsayisininda (R?: 0.9533) yiiksek

oldugu not edilmelidir.

0012

y =0,0008x + 0,0014

041 R?=0,9533

0,008

1/Qe

0,006
0,004

0,002

0 2 4 6 8 10 12
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Sekil 25. Poli(HEMA-VPBA) mikrokriyojeller i¢in Langmuir adsorpsiyon izoterm

modeli.

Bir diger adsorpsiyon izoterm modeli olan Freundlich izoterm modeline ait esitlik asagida
yer almaktadir [195]. Bu izoterm modeli, adsorbente biyomolekiil adsorpsiyon enerjisinin

yakin baglanma bolgelerinin doluluguna bagl olarak degistigi varsayimina sahiptir [196].
Qe: Kf-Ceql/n (4-2)

Esitlikte; Qe RNA adsorpsiyon miktarint (mg/g), Ce c¢ozeltideki RNA derisimi
(mg/mL)’dir. K¢ ve 1/n sirasiyla adsorpsiyon kapasitesini ve adsorpsiyon siddetini
gosteren Freundlich sabitleridir. Asagidaki esitlikte goriildiigii gibi denklemdeki her iki

tarafin logaritmasi alinarak Sekil 25°de yer alan grafik elde edilmistir.

INQe = InKs + 1/n InCeq 4.3)
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Cizilen grafikteki dogrusallik Freundlich adsorpsiyon izoterminin uygulanabilirligini
gostermektedir. K¢ ve 1/n ¢evresel faktorlere baglh olarak degisen ve grafik iizerinde
kesim noktas1 ile egimden hesaplanabilen adsorpsiyon sabitleridir. 1/n 0-1.0 arasinda

degisen degerlere sahiptir.

y =0,7457x + 6,2592
R2=10,7671

InQe

InCe

Sekil 26. Poli(HEMA-VPBA) mikrokriyojeller i¢in Freundlich adsorpsiyon izoterm

modeli.

Yapilan deneyler sonucunda maksimum adsorpsiyon kapasitesi degerleri 303.23
mg/g’dir. Langmuir izoterminden hesaplanan teorik maksimum adsoprsiyon kapasitesi

ise 1250 mg/g olarak bulunmustur.

Freundlich izoterminden hesaplanan teorik maksimum adsoprsiyon kapasite degeri ise
522 mg/g olarak elde edilmistir. Langmuir ve Freundlich izotermleri i¢in hesaplanan
katsayilar asagidaki c¢izelgede yer almaktadir. Adsorpsiyon kapasite degerlerine
bakildiginda teorik degerler deneysel degerlerden daha fazladir. Langmuir izotermi igin
hesaplanan b katsayisi degeri 0.57’dir. Freundlich izotermi i¢in hesaplanan Krve 1/n sabit
degerleri 522 ve 0.75 olarak bulunmustur. Elde edilen verilerden korelasyon Katsayilari
g6z Online alindiginda Langmuir izoterminin daha uygun oldugu izoterm grafigi
gosterdigi sonucuna ulasilmistir. Mikrokriyojellerin RNA ile adsorpsiyon sonucu tek
katmanli bir baglanma gerceklestirdigi Langmuir izoterminde R? degerlerinin daha
yiiksek olmasi ile kanmitlanmaktadir. Freundlich denkleminde yer alan Ky sabiti

adsorpsiyon kapasitesinin adsorbente bagl bir Ol¢iisiidiir. Bununla birlikte 1/n sabiti
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grafik iizerinde egim alinarak hesaplanir ve adsorpsiyon kapasitesinin derisme bagliligin

ifade eder. Cizelgeden anlasilabilecegi gibi 1/n sabiti adsorpsiyon islemi i¢in biiyiiktiir.

Cizelge 3. PoliHEMA-VPBA) mikrokriyojeller i¢in Langmuir ve Freundlich izoterm

degerleri.
Izoterm Langmuir
Denklem 1/Qe = 1/Qmax + 1/Qmax.b.Ceq
Qmax 1250
b 0,7143
R? 0,9533
Izoterm Freundlich
Denklem INQe = InK¢ + 1/n INCeq
K 522
1/n 0,746
R? 0,7671

4.2.1.7. Adsorpsiyon Kinetigi

Birinci ve ikinci dereceden adsorpsiyon kinetikleri adsorpsiyonun gergeklesmesini
saglayan mekanizmay1 incelemek adina deneysel veriler ile birlestirilmistir. Bu kinetik
modeller, adsorpsiyonun kiitle aktarimi, kimyasal veya fizikler tepkimeler gibi
mekanizmalarla gergeklestigini anlamamiz igin bize 1g1k tutmaktadir. Deneysel verilerin
degerlendirilmesinde derisim ve adsorbent yiizey derisiminin esit oldugu kabul edilmistir.
Birinci dereceden adsorpsiyon kinetik modeli asagidaki esitlikte yer almaktadir. Bu
esitlik cozeltideki c¢oziinenin adsorpsiyonun ifade etmek i¢in yaygin olarak

kullanilmaktadir.

dQv/dr=k1(Qeq-Qy) (4.4)
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Burada, ki: adsorpsiyon hiz sabiti (dk?), Qeq: denge zamaninda adsorplanan RNA
miktarin1 (mg/g); Qt: herhangibir t zamaninda adsorplanan RNA miktarin1 (mg/g) ifade

etmektedir.

Sinir kosullart; t=0; Q=0 ve t=t; Q=Q: degerleri ile integral alindiginda Esitlik 4.5 elde
edilmektedir. Sonrasinda diizenlenerek son esitlik elde edilir. Elde edilen son ifade
Esitlik 4.6’da verilmistir. Esitlik yardimiyla c¢izilen grafikte y ekseninin kesistigi
noktadan log(Qeq) ve egimden k1/2.303 degeri hesaplanmaktadir.

log[(Qeq/(Qeq-Qt)]=(k1t)/2.303 (4.5)
109(Qeq-Q1)=10g(Qeq)-(Kat)/2.303 (4.6)
Adsorpsiyonun denge kapasitesine dayanan ikinci kerede kinetik model asagida yer
almaktadir.

Qu/di=k2(Qeq-Qr)? (4.7)

Ko: hiz sabiti(g/mg.dk) degeridir. t=0; Q=0 ve t=t; Q=Q: sinir degerleri altinda integral
aliip esitlik dogrusallagtirilir:

(U/Qe)=(L/k2Qeq”)+(1/Qeq)t (4.8)

Cizilen grafigin dogrusal olmasi bu modelin uygun oldugunu gostermektedir. Grafik
lizerinden egim almarak Qeq, y eksenini kestigi nokta belirlenerek k. degerleri
bulunmaktadir. Birinci ve ikinci dereceden kinetik modellerin uygunlugunu incelemek
amaciyla elde edilen grafikler Sekil 26 ve Sekil 27°de verilmistir. Mikrokriyojellere ait
analizler sonucu elde edilen izoterm kinetigi parametreleri Cizelge 4’de yer almaktadir.
Grafikler ve cizelgede yer alan korelasyon sayilar1 géz ontline alindiginda adsorpsiyonun
ikinci dereceden kinetik modele daha uygun oldugu sonucuna erisilmektedir. Hesaplanan

Qeq degeri 1050 mg/g olarak bulunmugtur.
Adsorpsiyon gergeklesirken, adsorpsiyon hizi1 {i¢ asamaya gore farklilik gostermektedir:

1) Dus yiizey kiitle gegisi veya film difiizyon basamagi
2) Olusan tepkimeler veya sabit hiz basamagi
3) Gozenek ici diflizyon basamagi
3. asamada adsorpsiyon giderek azalmaktadir. Adsorpsiyon hizi yukarida maddeler

halinde sunulan asamalar gozlenerek belirlenmektedir. Elde edilen gozlemler sonucu ile
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birinci derece (diflizyon mekanizmasi) veya ikinci derece (kimyasal tepkime
mekanizmasi) kinetik modelin uygunlugu tespit edilmektedir. Hiz1 belirleyen asamaya
gore adsorpsiyon izoterm kinetigi modeli belirlenmektedir. Ornegin, adsorpsiyon hizi,
analit ve adsorbent arasindaki etkilesimlerin oldugu basamakta tespit ediliyorsa;
adsorpsiyonun ikinci derece kinetik modele uygunlugu bulgusuna erisilmektedir. Ilk
asamada adsorpsiyon difiizyon mekanizmasi, ikinci asamada kimyasal tepkime
mekanizmasi ile gergeklesmektedir. Bu bulgular sonucunda, RNA adsorpsiyonu i¢in
sentezlenen poli(HEMA-VPBA) mikrokriyojeller ile yapilan ¢alismalarda adsorpsiyonun
difizyon limiti bulunmadan kimyasal tepkime mekanizmasi ile gerceklestigi elde

edilmistir.
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Sekil 27. Poli(HEMA-VPBA) mikrokriyojellerin RNA adsorpsiyonu igin birinci derece
adsorpsiyon kinetigi grafigi.
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Sekil 28. Poli(HEMA-VPBA) mikrokriyojellerin RNA adsorpsiyonu i¢in ikinci derece
adsorpsiyon kinetigi grafigi

Cizelge 4. Izoterm kinetigi katsayilari.

1. Derece kinetik katsayilari

k1 0,024
Qe 1112
R? 0.6877

2. Derece kinetik katsayilari

K2 0,23
Qeq 1050
R? 0,9161

Tim kinetik veriler g6z Oniine alindiginda; sentezlenen poli(HEMA-VPBA)
mikrokriyojellere RNA adsorpsiyonunda bir difiizyon engeli bulunmamaktadir. Bu
sonug, mikrokriyojellerin yiiksek ylizey alanina sahip olmasindan kaynaklanmaktadir.

RNA molekiiliiniin igerisinde barindirdig: cis diol gruplari iizerinden mikrokriyojellere
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baglanmasi; boronat afinite kromatografi yontemi adina adsorpsiyonun Kkinetik

karakterini olusturmaktadir.

4.3. Tekrar Kullamlabilirlik ve Desorpsiyon

Poli(HEMA-VPBA) mikrokriyojellerinin adim adim tekrar kullanilabilirlik ve eliisyon
oranlarina ait gorsel Sekil 28’de verilmistir. Poli(HEMA-VPBA) mikrokriyojellerin
eliisyon yiizdesi yaklasik olarak %90 degerindedir. Desorpsiyon ajani olarak 0.5 M CaCl»
iceren 0.1 M borat tamponu pH 8.5 olarak literatiirden faydalanilarak belirlenmistir.
Vinilfenilborat fonksiyonel grubu ile RNA {izerindeki amino grubu arasindaki
elektrostatik ¢cekime bagli olarak, olusan komplekste niikleotit (riboz) duyarliliginda
artma gozlenmesi borat tamponunun uygun bir desorpsiyon ajani olmasini saglamaktadir
[193]. 8 kez tekrarlanan deneyler sonucunda %81 oraninda eliisyon performansi
gozlenmistir.  Adsorpsiyon-desorpsiyon isleminden sonra RNA’nin baglanma

kapasitesinde herhangi bir bir azalma goriilmemistir.

Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde poli(HEMA-VPBA) mikrokriyojellerin RNA
adsorpsiyonu i¢in tekrar-tekrar kullanilabilecegi sOylenebilir. Boylelikle, RNA
saflagtirma caligmalar1 i¢in halihazirda kullanilan kit v.b. {iriinlere nazaran ekonomik

avantajlara sahip bi tasiyici gelistirildigi sGylenebilir.
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Sekil 29. Poli(HEMA-VPBA) mikrokriyojellerinin tekrar kullanim grafigi; 0.5 mg/mL
ornek, 0.5 M CaCly, pH:8.5 T: 25°C, 0.1 M borat tamponu.

4.4. E.coli RNA Oziitiinden RNA Saflastiriimasi

E. coli’den elde edilen RNA 6ziitiinden poli(HEMA-VPBA) mikrokriyojellere adsorbe
edilen Orneklerin 260 ve 280 nm’de spektrofotometrik olarak RNA fraksiyonlar
belirlenmistir. A260/A280 nm oranina bakilarak desorpsiyon islemi sonucu elde edilen
RNA molekiiliiniin safligimin bir belirteci olarak 1.81 degerine ulasilmistir. Seyreltme
oranlarina gore RNA molekiiliiniin baglanma kapasitesindeki degiskenlik Sekil 30’da yer
almaktadir. Asagidaki ¢izelgede her bir oran igin A2eo/A2g0 orani verilmistir. Seyreltme
oraninin artmasina bagl olarak saflastirillan RNA miktarinda azalma gozlenirken, tim
seyrelme oranlart igin Aoeo/Azg0 orani stabil durumdadir. Poli(HEMA-VPBA)

mikrokriyojellerinin her bir seyreltme orani i¢in verimliligi ve 6zellikleri benzerdir.

Poli(HEMA-VPBA) mikrokriyojeller ile E. coli hiicre 6ziitinden RNA saflastirilmasi
sonucu elde edilen fraksiyonlar agaroz jel elektroforezi ile belirlenmistir. Birinci
kuyucukta poli(HEMA-VPBA) mikrokriyojeller ile 120 dakika adsorpsiyonun sonunda
elde edilen numune, ikinci kuyucukta oziitlenen RNA’nin deney Oncesi numunesi,
i¢tincii kuyucuka ise desorpsiyon sonunda elde edilen numune yer almaktadir. Sekil

30’dan anlasilacag tizere birinci kuyucukta bulunan adsorpsiyon sonrasi drnek deney
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Oncesine gore daha az yogunlukta RNA gostermektedir. Ayrica {igiincii kuyucukta RNA
tek bant halinde goriilmekte ve saf halde elde edildigi sdylenebilir.

Buradan yola ¢ikarak poli(HEMA-VPBA) mikrokriyojeller yiizeyinde bulunan boronik
asit gruplar1 ile RNA etkilesim agik bir sekilde goriilmektedir. Bu da RNA molekiillerinin
yiiksek diizeyde saflastirildigini gostermektedir. Bu da RNA molekiillerinin baglanma ve

elisyon islemlerinin basarildigini kanitlamaktadir.

Sekil 30. E. coli hiicre oziitinden elde edilen RNA fraksiyonlarinin agaroz jel
elektroforez goriintiisii (Kodak Gel Logic 200 sistem, Rochester NY, ABD cihaz ile

goriintli alinmistir.)
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Sekil 31. Seyreltme katsayisina bagli olarak RNA adsorpsiyonu; Sicaklik: 37°C

Cizelge 5. Seyreltme oranlarina karsilik Azso/Azso ve Q degerleri.

Seyreltme Azcol Aaso Q (mg/g)
Oram
1/5 1.96 200.00
1/10 1.83 194.01
1/20 1.82 164.00
1/30 181 94.00
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4.5. Literatiir Ozeti

RNA saflastirilmasina yonelik yapilan ¢alismalarin literatiir 6zeti incelenmis olup asagida

yer alan Cizelge 6’da sunulmustur.
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Cizelge 6. Literatiir 6zeti

RNA
Adsorpsiyonu

PHEMA
nanopartikiiller

Plazmid DNA
saflastirmasi

Afinite
kromatografi
Ligand: Histidin
Tastyici: Monolit

RNA Boronat afinite

izolasyonu kromatografisi
p(HEMA VPBA)
kriyojel

RNA Kitosan bazli

izolasyonu tastyicilar

Hiicre ve RNA Boronat afinite
ayristirilmas:  kromatografisi
Tastyict:
Poli(HEMA-
VPBA) kriyojel
Protein Afinite
saflagtirmas1 ~ kromatografi
(insan 2\?513;?1: IE’?_Am
serumundan ‘ g- 'DI(- T
e riyoje
saflagtirilmast)
Influenza PHEMA kriyojel

hemagglutinin
genini eksprese
eden
NTC7482-
41H-VA2 HA
plazmitini
saflagtirmak
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RNA adsorpsiyon
miktarnin 56.07 mg/g
nanopartikiil degerinde
oldugu bilgisine
erisilmistir.

plazmik DNA %97 ve %79 [181]
oranlarinda (sirasiyla %99

ve %92 saflik dereceleri
ile) saflagtirilmigtir.

[180]

[182]

Yiiksek pH kosullarinda
RNA &ziitleme veriminin
artt1g1 sonucuna
ulasilmistir.

RNA baglanma orani 1.13 [184]
mg/ml kolon olarak
belirlenmistir.

[183]

PAAmM-AIg-Bix-P-Tyr
kriyojel i¢in insan serumu
10 mmol/L NaP pH 6.0
tamponunda
seyreltildiginde %94 IgG
safligina sahip 9.2 mg
IgG/mL'lik bir dinamik
kapasite elde edilmistir.

[185]

0.1 mg/ml Derigsimindeki
pDNA’nin 0.36 mg/mi
degerinde dinamik
baglanma kapasitesine
sahip oldugu ve % 98.1
saflikta %69.19 geri
kazanim verimi gozlendigi
belirlenmistir.

[186]



RNA
saflastirma

Yiiksek
verimde
RNA
saflastirma

E. coli’den
RNA
saflagtirmasi

DNA
saflastirilmasi

Bakteri
ayristirilmasi

Poli(HEMA-UraM) Poli(HEMA-UraM)

membranlar

Poly(HEMA-
GuaM)

Poli(HEMA.-
VPBA)
nanopartikiiller

Co(Il) immobilize

[187]
membranin maksimum

RNA adsorpsiyonu 25.0°C,

pH 7.0, 0.5 mg/mL RNA
baslangi¢ derisiminde 15.5

mg/g oldugu bulunmustur.

Poli(HEMA-GuaM)
kriyojel ile maksimum
RNA adsorpsiyon
kapasitesi 11.9
mg RNA/ g polimer olarak
bulunmustur.

[188]

Maxiumum RNA
kapasitesi 1.0 mg/mL
baslangic RNA
derigiminde 172 mg/g
olarak belirlenmistir.

[189]

Kriyojellerin adsorpsiyon  [190]

poliHEMA-GMA) kapasitesi 33.8 mg DNA/g

kriyojeller

Boronik asit ligand
iceren kompozit

kriyojeller

kriyojel olarak ve
kriyojellerin DNA
adsorpsiyon kapasitesi 10.1
mg DNA/g kriyojel olarak
bulunmustur.

Escherichia coli ve
Staphylococcus
epidermidis i¢in kompozit
kriyojelin baglama
kapasiteleri sirastyla
2.15x10° ve 3.36x10° cfulg
olarak bulunmustur.

[191]

Toprak ve ark. yapmis olduklar1 ¢aligmada boronik asit varliginda poliHEMA) bazli

nanopartikiiller sayesinde RNA adsorpsiyonunu gergeklestirmislerdir. Yiizey emisyon

polimerazyonu teknigi ile elde edilen nanopartikiiller 3-(-2-imidiazol-1-il) proril

(trietoksisilan) ile gelistirilmistir. Farkli pH, sicaklik ve RNA derisimi ile yapilan

deneylerde nanopartikiillerin 5 kez tekrarlanabilirlige sahip oldugu ve maksimum RNA

adsorpsiyon miktarinin 56.1 mg/g nanopartikiil degerinde oldugu bilgisine erisilmistir

[180].
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Sousa ve ark. plazmid DNA saflastirilmasi amaciyla yapmis olduklari ¢alismada
Escherria coli bakterilerinin lizatlarin1 kullanmislardir. Deneyler, ligand olarak secilen
histaminin monolit ile modifiye edilmis hali kullanilarak, hidrofobik eliisyon kosullarinda
gergeklestirilmistir. Farkli saflastirma stratejilerin uygulandigi ¢calismada plazmik DNA
%97 ve %79 oranlarinda (sirastyla %99 ve %92 saflik dereceleri ile) saflastirilmistir.
Ayrica ¢aligmada lizat 6rneginin 6n(hazirlik) yiiklemesi agsamasinda RNA %89 oraninda

saflagtirilmistir [181].

Shakya ve ark. boronat afinite kromatografisi yontemi ile kriyojel matris kullanarak RNA
izolasyonunu gerceklestirmislerdir. Calismada bakteri 6zlerinden faydalanan ekip,
poli(2-hidroksimetil metakrilat)-vinilfenilboronikasit, poli(HEMA-VPBA) kriyojel
matriksini kullanmiglardir. Yaptiklar1 deneyler sonucunda 35-40 dk’lik zaman diliminde
260 nm’de eliisyon incelemeleri sonucu RNA saflagtirmasini gerceklestirmeyi

basarmigladir [182].

Farrag ve ark. yaptiklar1 calismada kitosan bazli biyomateryaller sentezlemislerdir.
Sentezlenen malzemelere hiicreleri kapsiilleyerek RNA izolasyonu gergeklestirmeyi
hedeflemislerdir. pH ayarlt RNA izolasyonu yaptiklar1 deneylerde genel olarak verim
diisiik olsa da yiiksek pH’larda yiiksek verim ve iyi kalite ile RNA saflastirmayi
basarmiglardir [183].

Srivastava ve ark. 2012 yilinda yapmuis olduklar1 ¢alismada boronat afinitesi bazli kriyojel
kromatografi matrisleri gelistirmis ve ligandlar iki yontemle, yani boronat ligandinin
matris lizerine asilanmasi ve boronat igceren monomerin diger komonomerlerle
kopolimerizasyonu yoluyla immobilize etmislerdir. Boronat agilanmis kriyojel kolonu,
yapisik ve yapismayan hiicreleri yakalamak icin kullanildi ve yakalanan hiicreler,
kromatografi modunda bir yikama maddesi olarak farkli fruktoz derisimlerinde geri
kazanildi. Yapigskan hiicrelerin, diisiik fruktoz derisimi (0.1 M) kullanilarak geri
kazanilabilen yapismayan hiicrelere gore nispeten daha yiiksek fruktoz derisiminde (0.5
M) geri kazanilabilecegi bulunmustur. Bagka bir ¢alismada, herhangi bir 6n isleme tabi
tutulmadan bakteriyel ham 6ziitten RNA'nin ayrilmasi i¢in kopolimerize bir boronat
kriyojel kolonu gelistirmislerdir. RNA molekiilleri, RNA'daki 2,3' diol riboz sekeri grubu
ile boronatin hidroksil grubu arasindaki etkilesim nedeniyle kriyojel kolonunda spesifik
olarak tutulmustur. DNA molekiilleri, 2'-hidroksil grubunun olmamasi nedeniyle
etkilesime girmeden kolondan geg¢irilmistir. Daha sonra bagli RNA molekiilleri, boronat

afinite kriyojel kolonundan geri kazanilmistir [184].
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Mourao ve ark. yapmis olduklar1 caligmada, proteinlerin saflastirilmasi i¢in afinite
kromatografisinde matris olarak kullanilmak iizere, akrilamid ve aljinat monomerlerinin
ve metilen-bisakrilamidin ¢apraz baglayict olarak kriyo-kopolimerizasyonu ile
poliakrilamid-aljinat (PAAmM-Alg) monolitik kriyojeller hazirlanmistir. Orto-fosfo-L-
tirozin (P-Tyr), bisoksiran aktivasyonu (PAAm-AIlg-Bix-P-Tyr) yoluyla PAAmM-Alg
kriyojellerine kovalent olarak baglanmis ve G (IgG) insan serumundan immiino-
globulinin saflastirilmasi i¢cin hem tiirevlendirilmis hem de tiirevlendirilmemis kriyojeller
kullanilmistir. Egri analizi yoluyla, PAAm-AIlg-Bix-P-Tyr kriyojel i¢in insan serumu 10
mmol/L NaP pH 6.0 tamponunda seyreltildiginde %94 IgG safligina sahip 9.2mg
IgG/mL'lik bir dinamik kapasite elde edilmistir. (IgG ve albiiminin ELISA analizine
gore). Adsorpsiyon izoterm verileri, PAAm-AIg-Bix-P-Tyr i¢in 36.12+3.63mg 1gG/g
maksimum adsorpsiyon kapasitesi degeriyle Langmuir modeli tarafindan iyi
tanimlanmistir. PAAm-AIlg-Bix-P-Tyr kriyojel, insan serumundan IgG adsorpsiyonu igin

cekici bir alternatif sagladigi bulgusuna erisilmistir [185].

2018 yilinda Santoz ve arkadaslarinin yapmis olduklari ¢alismada, Influenza
hemagglutinin genini eksprese eden NTC7482-41H-VA2 HA plazmitini saflastirmak i¢in
poli(2-hidroksietil metakrilat) kriyojel bazli bir yontem kullanilmistir. Bu amagla,
kriyojel, 2-hidroksietil metakrilatin kriyo-polimerizasyonu ile sentezlenmis ve taramali
elektron mikroskobu ile karakterize edilmistir. Plazmit NTC7482-41H-VA2 HA'nin
siiper sarmal izoformunun berraklastirilmis bir lizat numunesinden saflastirilmasi, NaCl
kullanilarak iki asamali bir deneyde gergeklestirilmis ve pHEMA kriyojelinin dinamik
baglama kapasitesi belirlenmistir. DNA asisinin degerlendirilmesi, proteinler, genomik
DNA, RNA ve endotoksinler gibi kirleticilerin seviyesinin FDA ajansina uygun oldugu

sonucuna varilmasina izin verilmistir [186].

Armutgunun yapmis oldugu calismada RNA saflastirmak i¢in niikleotid bazli ligand
kullanilarak gozenekli membranlar tasarlanmistir. Bu ¢alismada, polimerize edilebilir
urasil monomeri urasil metakrilat (UraM) olarak sentezlenmis, 2-hidroksietil metakrilat
(HEMA) bazli membranlar [poli(HEMA-UraM)] UraM ve HEMA monomerlerinin
kopolimerizasyonu ile kismen dondurulmus kosullar altinda yigin polimerizasyonu ile
hazirlanmistir. Bu membranlar sisme ¢alismasi, Fourier doniisiimli kizilotesi
spektroskopisi (FTIR) ve taramali elektron mikroskobu (SEM) ile karakterize edilmistir.
Ayirma kosullarini optimize etmek icin, pH, baglangi¢ RNA derigimi, siire ve sicakligin
RNA adsorpsiyon kapasitesi iizerindeki etkileri incelenmistir. Poli(HEMA-UraM)
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membranin maksimum RNA adsorpsiyonu 25.0°C, pH 7.0, 0.5 mg/mL RNA baslangic
derisiminde 15.52 mg/g oldugu bulunmustur. On tekrarli adsorpsiyon-desorpsiyon
dongiisiinden sonra, RNA adsorpsiyon kapasitesi yalnizca %3.68 oraninda azaldig:

gbzlenmistir [187].

Kose ve ark. yapmis olduklari ¢alismada yiiksek oranda saflagtirilmig riboniikleik asit
elde etmek icin guanin iceren polimerik kriyojeller gelistirilmistir. Tatmin edici
saflagtirma performansi, guanin igeren poli (2-hidroksietil metakrilat-guanin metakrilat)
kriyojelleri ile elde edilmistir. Kriyojellerin karakterizasyonu, sentezin basarisini ve
ligand (guanin metakrilat) ile riboniikleik asit molekiillerindeki sitozin arasinda
gerceklesecek miikemmel dogal etkilesimi kanitlamistir. Kriyojellerin yapisindaki
gozenekler kiiciik olmasina ragmen verimli ve hizli adsorpsiyon saglanmistir.
Kromatografik ayirma performansi farkli kosullar (pH, sicaklik vb.) i¢in incelenmistir.
Desorpsiyon orani ve yeniden kullanilabilirlik, dnemli bir degisiklik olmaksizin bes

adsorpsiyon-desorpsiyon dongiisiiniin sonunda da analiz edilmistir [188].

Pergin ve ark. 2018 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada poli(2-hidroksietil metakrilat-ko-
vinil fenil boronik asit) [poliHEMA-VPBA)] nanoparcaciklari, RNA saflastirma
yontemlerinde kullanilmak tizere miniemiilsiyon polimerizasyonu ile hazirlamiglardir.
Sicaklik, pH, RNA derisimi ve farkli tuz tiirlerinin poli(HEMA-VPBA) nanopargaciklari
tizerindeki RNA baglanmasimna etkileri incelenmistir. pH'!n artmasiyla RNA
baglanmasinin arttifi ve pH 9.0'da maksimum RNA baglanmasimnin elde edildigi
gozlenmistir. Poli(HEMA-VPBA) nanopartikiillerinin RNA baglama kapasitesi, baglama
ortamina BaCly eklenmesiyle 167 mg/g'dan 601 mg/g'ye yiikselmistir. Poli(HEMA.-
VPBA) nanopargcaciklarinin maksimum RNA baglama kapasitesi, 1.0 mg/mL baslangi¢
RNA derisiminde 172 mg/g idi. RNA ayrica Escherichia coli hiicrelerinden 6ziitlenerek
ve poli(HEMA-VPBA) nanopargaciklari kullanilarak basariyla saflagtirilmigtir [189].

Erol, DNA saflastirmak amaciyla yapmis oldugu calismada adsorpsiyon teknigi, biiyiik
gozenekler ve iligkili akis kanallari nedeniyle adsorban kriyojeller kullanmistir. Bu
calismada, Co(I[) immobilize poli(2-hidroksietil metakrilat-glisidil metakrilat)
[poli(HEMA-GMA)] kriyojeller gesitli pH, etkilesim siiresi, baglangic DNA derigimi,
sicaklik, ve iyonik gii¢ kosullarinda DNA adsorpsiyonu i¢in isletilmistir. Kriyojellerin
karakterizasyonu igin; sigsme testi, Fourier transform kizilétesi (FT-IR) spektroskopisi,
taramali elektron mikroskobu (SEM), yiizey alami (BET), elemental ve ICP-OES

analizleri yapilmistir. Co(ll)-selatlayic1 ajan olarak L-lisin amino asit secilmis ve
69



kriyojellerin adsorpsiyon kapasitesi 33.81 mg DNA/g kriyojel olarak belirlenmistir.
Bezelye DNA'sinin adsorpsiyonu optimum adsorpsiyon kosullar1 altinda calisilmis ve
kriyojellerin DNA adsorpsiyon kapasitesi 10.14 mg DNA/g kriyojel olarak bulunmustur.
Adsorpsiyon islemi Langmuir ve Freundlich izoterm modelleri ile incelenmis ve
Langmuir adsorpsiyon modelinin kriyojellere DNA adsorpsiyonu i¢in daha uygun oldugu
belirlenmistir [190].

Zheng ve arkadaslar1 boronik asit ligandlar1 igeren kompozit kriyojeller bakterilerin etkin
bir sekilde ayristirilmasi ve izolasyonu igin sentezlemislerdir. Kriyojellerdeki biiyiik ve
birbirine bagli goézenekler, mikrobiyal hiicrelerin hizli baglanmasini ve salinmasini
saglamaktadir. Bakteriyel baglanmay1 kontrol etmek igin, bir alkin-etiketli boronik asit
ligandi, Cu(I)-katalizli azid-alkin siklo katilma tepkimesi Yyoluyla azid-
fonksiyonellestirilmis kriyojele konjuge edilmistir. Boronik asit ile islevsellestirilmis
kriyojel, pH ve basit monosakkaritlerle kontrol edilebilen tersinir boronat ester baglari
yoluyla Gram pozitif ve Gram negatif bakterileri baglamaktadir. Afinite ayirma
kapasitesini arttirmak i¢in, alkin etiketli fenilboronik asidi, ¢oklu immobilizasyon
bolgeleri saglayan bir ara polimer tabakasi yoluyla kriyojele baglamak i¢in yeni bir
yaklagim kullanilmistir. Kompozit kriyojelin Gram pozitif ve Gram negatif bakterileri
ayirma kapasitesi arastirilmistir. Escherichia coli ve Staphylococcus epidermidis igin
kompozit kriyojelin baglama kapasiteleri sirastyla 2.15x10° ve 3.36x10° cfu/g olarak
bulunmustur. Kompozit kriyojelin bakteriyel baglanmasi pH ayarlanarak kontrol
edilebilmektedir. Sonuglar, kompozit kriyojelin, karmasik numunelerden bakterilerin

hizl1 ayrilmasi ve izolasyonu i¢in afinite ortami olarak kullanilabilecegini gostermektedir
[191].
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5. YORUM

E. coli hiicrelerinden polimerik mikrokriyojeller ile RNA saflastirilmasi konulu sunulan
tez kapsaminda RNA saflagtirllmasi bagarilmigtir. RNA saflastirilmasi amaciyla
biyomolekiiller ve boronat gruplari arasindaki spesifik etkilesimlere dayanarak boronat
afinite kromatografisi teknigi kullanilmistir. Bu kapsamda, poli(HEMA\) ve poli(HEMA-
VPBA) mikrokriyojeller hazirlanmistir.  Mikrokriyojellerin minyatiir boyut, genis
gozeneklilik ve biyofaktorler gibi biyomolekiillerin tasinima olanak veren yapilari
sayesinde RNA adsorpsiyonu etkili bir sekilde gergeklestirilmistir. Hazirlanan
mikrokriyojellerin optik goriintileme, SEM-EDX, pCT ve FT-IR analizleri ile
karakterizasyonu incelenmistir. RNA adsorpsiyonu kapsaminda sulu ¢ozelti adsorpsiyon
deneyleri yapilmistir. Bu deneyler sonucunda optimum pH, tuz, sicaklik, derigim, zaman
kosullar1 belirlenmigtir. Mikrokriyojellerin desorpsiyon ve tekrar kullanilabilirlik
calismalar1 gozlemlenmistir. E. coli hiicrelerinden RNA o6ziiti elde edilerek
mikrokriyojeller ile saflastirma saglanmistir. Ardindan agaroz jel elektroforez ile

saflastirilan RNA analiz edilmistir.

Mikrokriyojel sentezinde poli(HEMA) ve poli(HEMA-VPBA) olmak iizere iki farkli
materyal elde edilmistir. Sentezlenen poli(HEMA-VPBA) mikrokriyojellerin
karakterizasyonu sonucu 0.5x0.5 mm ebatlarda ve 10-25 pm capinda birbirlerine bagl
gozeneklerden olustugu bulgusuna erisilmistir. Yapilan unCT analizleri sonucu toplam

gozeneklilik % 65.52 oraninda bulunmustur.

Poli(HEMA) ve poli(HEMA-VPBA) mikrokriyojellerinin karsilastirilmali olarak
kullanildig1 sulu ¢ozeltiden adsorpsiyon deneyleri gerceklestirilmistir.1,5 mL hacimli
eppendorflara 0.1-1.0 mg aras1 degisen miktarda RNA ve esit miktarda mikrokriyojeller
eklenerek kesikli sistemde 25 rpm hizda ve 120 dk siire ile ¢alisilmistir. 1:10 oraninda
seyreltme sonucu adsorbans alinarak kalibrasyon grafigi olusturulmustur. Optimum
kosullar1 belirlemek adina yapilan ¢alismalarda poli(HEMA-VPBA) mikrokriyo-
jellerinden yararlanilmistir. Bu ¢alismalar sonucu etilenamin tamponu kullanilarak pH:
8.5, 0.1 M CaCl; tuzu varhiginda sicaklik 37°C olarak belirlenmistir. Fenilboronik asitin
pKa degerinin 8.0 iizeri olmasi, amin i¢eren tamponlarin etkilesimleri gliglendirmesi ve
CaCl; tuzunun baglanma kapasitesini arttirmasi sebebiyle elde edilen optimum kosullar

beklenen degerlerdedir.
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RNA adsorpsiyonuna baslangi¢ ve zamanin etkisinin incelenmesi sonucu yapilan
deneylerde 0.5 mg/mL derisimindeki RNA miktar1 ve yaklasik 50.dakikadan sonra
spesifik etkilesimlerde doygunluga ulasildig:r her iki mikrokriyojel i¢in belirlenmistir.
Bununla beraber poli(HEMA-VPBA) mikrokriyojeller i¢in maksimum adsorpsiyon
kapasitesi degeri pH 8.5 etilenamin tamponunda 104.30 mg/g, 0.1 M CaCl; tuz varliginda
253.33 mg/g, 37°C sicaklikta 109.25 mg/g, 0.5 mg/mL RNA derisiminde 303 mg/g, 50.
dakikaya kadar 253.30 mg/g olarak belirlenmistir. Adsorpsiyon izoterm modelleri ve
Kinetigi analiz edilmistir. Bu analizler sonucunda RNA adsorpsiyonun ikinci dereceden
izoterm kinetigine ve Langmuir izoterm modeline uygunlugu tespit edilmistir. Tekrar
kullanilabilirlik ve desorpsiyon galismalarina bakilarak sentezlenen mikrokriyojellerin
bir¢ok defa kullanima uygun oldugu ve ticari {iriinlere nazaran maliyet avantajina sahip

oldugu yorumu yapilabilmektedir.

E.coli hiicrelerinden RNA o6ziitii eldesinde bir dizi inkiibasyon ve santrifiijleme
islemlerinin gerceklestigi li¢ asamali prosediir izlenmistir. Bu prosediir sonucunda jel
elektroforez deneyleri yapilarak goriintiiler incelenmistir. Elde edilen RNA fraksiyon
goriintiiler ele alindiginda poli(HEMA-VPBA) ile mikrokriyojel baglanmalari agikca
goriilmekte ve RNA molekiiliiniin yiliksek oranda saflastirildigr agik¢a sdylenmektedir.

72



6. KAYNAKLAR

[1] Bastard, J.P., Chambert, S., Ceppa, F., Coude, M., Grapez, E., Loric, S., Muzeau, F.,
Spyratos, F., Poirier, K., Copois V., Tse, C., Bienvenu, C., RNA isolation and purification
methods, Ann. Biol. Clin., 60(5) 513-523, 2002.

[2] Wang, D., Farhana, A., Biochemistry, RNA Structure, StatPearls Publication, 2020.

[3] Poole, C.F., Poole, S.K., Chromatography Today. Elsevier, Amsterdam, The
Netherlands, 2012,

[4] Wilchek, M., Chaiken, I., An overview of affinity chromatography. in: Affinity
Chromatography Methods and Protocols, Bailon, P., Ehrlich, G.K., Fung, W.J., Berthold,
W., eds., pp. 1-6, Humana Press, New York, 2000.

[5] Tripathi, A., Kumar, A., Multi-featured macroporous agarose—alginate cryogel:
synthesis and characterization for bioengineering applications, Macromolecular
Bioscience, 11, 22-35, 2011.

[6] Plieva, F.M., Andersson, J., Galaev, LY., Mattiasson, B., Characterization of
polyacrylamide based monolithic columns, Journal of Separation Science, 27, 828-836,
2004.

[7] Rich, A., Davies, D.R., A new two stranded helical structure: polyadenylic acid and
polyuridylic acid. Journal of the American Chemical Society, 78(14) 3548-3549,1956.

[8] Sharp, P.A., The centrality of RNA. Cell, 136(4) 577-580, 20009.

[9] Liu, Wei, Li, Y., Zeng, Y., Zhang, X., Wang, J., Xie, L., Li, X, Du, Y., Microcryogels
as injectable 3-D cellular microniches for site-directed and augmented cell delivery. Acta
Biomaterialia, 10(5) 1864-1875, 2014.

[10] Bajan, S., Hutvagner, G., RNA-based therapeutics: from antisense oligonucleotides
to miRNAs. Cells, 9(1) 137, doi: 10.3390/cells9010137, 1-27, 2020.

[11] Nilsen, T.W., The fundamentals of RNA purification. Cold Spring Harbor
Protocols, doi: 10.1101/pdb.top075838, 2013.

[12] Vomelova, 1., Vani¢kova, Z., Sedo, A., Technical note methods of RNA purification.
All ways (should) lead to Rome. Folia Biologica (Praha), 55, 243-251, 20009.

73



[13] Martins, R., Queiroz, J.A., Sousa, F., Ribonucleic acid purification. Journal of
Chromatography A, 1355, 1-14, 2014.

[14] EI-Sagheer, A.H., Brown, T., New strategy for the synthesis of chemically modified
RNA constructs exemplified by hairpin and hammerhead ribozymes. Proceedings of the
National Academy of Sciences, 107(35) 15329-15334, 2010.

[15] Maina, A., Blackman, B.A., Parronchi, C.J., Morozko, E., Bender, M.E., Blake, A.
D., Sabatino, D., Solid-phase synthesis, characterization and RNAI activity of branch and
hyperbranch siRNAs. Bioorganic and Medicinal Chemistry Letters, 23(19) 5270-5274,
2013.

[16] Maroney, P.A., Chamnongpol, S., Souret, F., Nilsen, T.W., A rapid, quantitative
assay for direct detection of microRNAs and other small RNAs using splinted
ligation. RNA, 13(6) 930-936, 2007.

[17] Gochman, N., Bowie, L.J., Bailey, D.N., Specialized gas chromatography-mass
spectrometry systems for clinical chemistry, Analytical Chemistry, 51(4), 525A-528A,
1979.

[18] McFadden, W.H., Techniques of Combined Gas Chromatography-Mass
Spectrometry: Applications in Organic Analysis, Wiley, New York, NY, 1973.

[19] Lowe, C.R., Affinity chromatography and related techniques: Perspectives and
trends. Advances in Molecular and Cell Biology, 15, 513-522, 1996.

[20] Hage, D.S., Cazes, J. Handbook of Affinity Chromatography. CRC Press., Boca
Raton, FL, 2005.

[21] Wilchek, M., Miron, T., Kohn, J., Affinity Chromatography. Methods in
Enzymology, 104, Elsevier, Amsterdam, The Netherlands, 1984.

[22] Wilchek, M., Miron, T., Activation of Sepharose with N, N’-disuccinimidyl
carbonate. Appl. Biochem. Biotechnol, 11(4) 191-193, 1985.

[23] Wilchek, M., Knudsen, K.L., Miron, T., Improved method for preparing N-
hydroxysuccinimide ester-containing polymers for affinity chromatography.
Bioconjugate Chemistry, 5(5) 491-492, 1994.

74



[24] Dunn, B.M., Chaiken, I. M., Quantitative affinity chromatography. Determination of
binding constants by elution with competitive inhibitors. Proceedings of the National
Academy of Sciences, 71(6) 2382-2385, 1974.

[25] Cuatrecasas, P., Wilchek, M., Anfinsen, C.B., Selective enzyme purification by
affinity chromatography. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America, 61(2) 636-643, 1968.

[26] Bereli, N., Tirkmen, D., Yavuz, H., Galaev, 1.Y., Denizli, A., Cryogels for affinity
chromatography, in: Advanced Separations by Specialized Sorbents, E.S. Dragan, ed.,

Chromatographic Science Series, pp. 39-67, CRC Press, Boca Raton, Florida, 2015.

[27] Swaisgood H.E., Chaiken .M., Analytical Affinity Chromatography, Chaiken, I.M.,
ed., CRC Press, Boca Raton, FL, pp. 65-115, 1985.

[28] Fassina, G., Chaiken, I.M., Analytical high-performance affinity chromatography.
Advances in Chromatography, 27, 247-297, 1987.

[29] Vijayalakshmi Ayyar, B., Arora, S., eds., Affinity Chromatography Methods and
Protocols, vol. 2466, Humana Press, New York, 2022.

[30] Zachariou, M., ed., Affinity Chromatography: Methods and Protocols, vol. 421, New
York, Humana Press, New York, 2008.

[31] Janson, J.C., Large-scale affinity purification-state of the art and future
prospects. Trends in Biotechnology, 2(2) 31-38, 1984.

[32] Johnsson, B., Lofas, S., Lindquist, G., Immobilization of proteins to a carboxy-
methyldextran-modified gold surface for biospecific interaction analysis in surface
plasmon resonance sensors. Analytical Biochemistry, 198(2) 268-277, 1991.

[33] Cush, R., Cronin, J.M., Stewart, W.J., Maule, C.H., Molloy, J., Goddard, N.J. The
resonant mirror: a novel optical biosensor for direct sensing of biomolecular interactions
Part 1. Principle of operation and associated instrumentation. Biosensors and
Bioelectronics, 8(7-8) 347-354, 1993.

[34] Buckle, P.E., Davies, R.J., Kinning, T., Yeung, D., Edwards, P.R., Pollard-Knight,
D., Lowe, C.R. The resonant mirror. a novel optical sensor for direct sensing of
biomolecular interactions part Il: applications. Biosensors and Bioelectronics, 8(7-8)
355-363, 1993.

75



[35] Johnsson, U., Real-time biospecific interaction analysis using surface plasmon
resonance and a sensor chip technology. BioTechniques, 11, 620-627, 1991.

[36] Hage, D.S., Anguizola, J.A., Bi, C., Li, R., Matsuda, R., Papastavros, E., Zheng, X.,
Pharmaceutical and biomedical applications of affinity chromatography: recent trends
and developments. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 69, 93-105,
2012.

[37] Haeckel, R., Hess, B., Lauterborn, W., Wiister, K.H., Purification and allosteric
properities of yeast pyruvate kinase., Biological Chemistry, doi.org/10.1515/ bchmz2.
1968.349.1.699, 1968.

[38] Salvatore, F., Paul R.H., Colin, F.P., Peter, J.S., Liquid Chromatography,
Applications,1st Edition, Elsevier, Amsterdam, The Netherlands, 2013.

[39] Turkova, J., Affinity Chromatography, Elsevier, Amsterdam, The Netherlands,
1978.

[40] McGinnis, A.C., Chen, B., Bartlett, M.G., Chromatographic methods for the
determination of therapeutic oligonucleotides. Journal of Chromatography B, 883, 76-
94, 2012.

[41] Mayr, B., Holzl, G., Eder, K., Buchmeiser, M.R., Huber, C.G., Hydrophobic,
pellicular, monolithic capillary columns based on cross-linked polynorbornene for
biopolymer separations. Analytical Chemistry, 74(23) 6080-6087, 2002.

[42] Arora, V., Devi, G.R., Iversen, P.L., Neutrally charged phosphorodiamidate
morpholino antisense oligomers: uptake, efficacy and pharmacokinetics. Current
Pharmaceutical Biotechnology, 5(5) 431-439, 2004.

[43] Easter, R.N., Kroning, K.K., Caruso, J.A., Limbach, P.A., Separation and
identification of oligonucleotides by hydrophilic interaction liquid chromatography
(HILIC)-inductively coupled plasma mass spectrometry (ICPMS). Analyst, 135(10)
2560-2565, 2010.

[44] Kariko, K., Muramatsu, H., Ludwig, J., Weissman, D., Generating the optimal
MRNA for therapy: HPLC purification eliminates immune activation and improves
translation of nucleoside-modified, protein-encoding mRNA. Nucleic Acids Research,
39(21) 142, 2011.

76



[45] Kreiter, S., Diken, M., Selmi, A., Tiireci, O., Sahin, U., Tumor vaccination using
messenger RNA: prospects of a future therapy. Current Opinion in Immunology, 23(3)
399-406, 2011.

[46] Conn, G.L., ed., Recombinant and In Vitro RNA Synthesis: Methods and Protocols.
Humana Press, New York, 2012.

[47] Lukavsky, P.J., Puglisi, J.D., Large-scale preparation and purification of
polyacrylamide-free RNA oligonucleotides. RNA, 10(5) 889-893, 2004.

[48] Kim, I., Mckenna, S.A., Puglisi, E.V., Puglisi, J.D., Rapid purification of RNAs
using fast performance liquid chromatography (FPLC). RNA, 13(2) 289-294, 2007.

[49] McKenna, S.A., Kim, I, Puglisi, E.V., Lindhout, D.A., Aitken, C.E., Marshall, R.A.,
Puglisi, J.D., Purification and characterization of transcribed RNAs using gel filtration
chromatography. Nature Protocols, 2(12) 3270-3277, 2007.

[50] Easton, L.E., Shibata, Y., Lukavsky, P.J. Rapid, nondenaturing RNA purification
using weak anion-exchange fast performance liquid chromatography. RNA, 16(3), 647-
653., 2010.

[51] Gjerde, D.T., Hoang, L., Hornby, D., RNA Purification and Analysis: Sample
Preparation, Extraction, Chromatography. John Wiley & Sons, 2009.

[52] Shanagar, J. Purification of a synthetic oligonucleotide by anion exchange
chromatography: method optimisation and scale-up. Journal of Biochemical and
Biophysical Methods, 64(3) 216-225, 2005.

[53] Dickman, M.J., Effects of sequence and structure in the separation of nucleic acids
using ion pair reverse phase liquid chromatography. Journal of Chromatography
A, 1076(1-2) 83-89, 2005.

[54] Thayer, J., Murugaiah, V., Wu, Y., Bonilla, J.V., Srivatsa, G.S., in: Handbook of
Analysis of Oligonucleotides and Related Products. CRC Press, Boca Raton, FL, 2011.

[55] Ge, Q., McManus, M.T., Nguyen, T., Shen, C.H., Sharp, P.A., Eisen, H.N., Chen, J.,
RNA interference of influenza virus production by directly targeting mRNA for
degradation and indirectly inhibiting all viral RNA transcription. Proceedings of the
National Academy of Sciences, 100(5) 2718-2723, 2003.

77



[56] Bonilla, J.V., Srivatsa, G.S., in: Handbook of Analysis of Oligonucleotides and
Related Products. CRC Press, Boca Raton, FL, 2011.

[57] Romanovskaya, A., Sarin, L.P., Bamford, D.H., Poranen, M.M., High-throughput
purification of double-stranded RNA molecules using convective interaction media

monolithic anion exchange columns. Journal of Chromatography A, 1278, 54-60, 2013.

[58] Martins, A.R.N. Biorecognition by amino acid-based affinity chromatography for

RNA purification, Doctoral Dissertation, Universidade da Beira Interior, Portugal, 2013.

[59] Diego, M.M., Queiroz, J.A., Prazeres, D.M.F., Chromatography of plasmid
DNA. Journal of Chromatography A, 1069(1) 3-22, 2005.

[60] Sousa, A., Sousa, F., Queiroz, J.A., Advances in chromatographic supports for
pharmaceutical grade plasmid DNA purification. Journal of Separation Science, 35(22)
3046-3058, 2012.

[61] Lowe, C.R., Lowe, A.R., Gupta, G., New developments in affinity chromatography
with potential application in the production of biopharmaceuticals. Journal of
Biochemical and Biophysical Methods, 49(1-3) 561-574, 2001.

[62] Uhlén, M., Affinity as a tool in life science. Biotechniques, 44(5) 649-654, 2008.

[63] Roque, A.C.A., Lowe, C.R., History, perspectives, limitations and prospects, in:
Affinity Chromatography Methods and Protocols, Zachariou, M., ed., pp. 1-23, Humana
Press, New York, 2008.

[64] Magdeldin, S., Affinity Chromatography, InTech, Rijeka, Crotia, 2012.

[65] Labrou, N.E., Design and selection of ligands for affinity chromatography. Journal
of Chromatography B, 790(1-2) 67-78, 2003.

[66] Sousa, F., Prazeres, D.M., Queiroz, J.A., Affinity chromatography approaches to
overcome the challenges of purifying plasmid DNA. Trends in biotechnology, 26(9) 518-
525, 2008.

[67] Ayyar, B.V., Arora, S., Murphy, C., O’Kennedy, R., Affinity chromatography as a
tool for antibody purification. Methods, 56(2) 116-129, 2012.

[68] Moore, P.B., Structural motifs in RNA. Annual Review of Biochemistry, 68(1) 287-
300, 1999.

78



[69] Aviv, H., Leder, P., Purification of biologically active globin messenger RNA by
chromatography on oligothymidylic acid-cellulose. Proceedings of the National Academy
of Sciences, 69(6) 1408-1412, 1972.

[70] Ruby, S.W., Goelz, S.E., Hostomsky, Z., Abelson, J.N. Affinity chromatography
with biotinylated RNAs. in: Methods in Enzymology, Vol. 181, pp. 97-121. Academic
Press, New York, 1990.

[71] Kyte, J.A., Kvalheim, G., Aamdal, S., Sabee-Larssen, S., Gaudernack, G.,
Preclinical full-scale evaluation of dendritic cells transfected with autologous tumor-
mMRNA for melanoma vaccination. Cancer Gene Therapy, 12(6) 579-591, 2005.

[72] Medzhitov, R., Toll-like receptors and innate immunity. Nature Reviews
Immunology, 1(2) 135-145, 2001.

[73] Wendisch, V.F., Zimmer, D.P., Khodursky, A., Peter, B., Cozzarelli, N., Kustu, S.
Isolation of Escherichia coli mRNA and comparison of expression using mRNA and total
RNA on DNA microarrays. Analytical Biochemistry, 290(2) 205-213, 2001.

[74] Srisawat, C., Engelke, D.R., RNA affinity tags for purification of RNAs and
ribonucleoprotein complexes. Methods, 26(2) 156-161, 2002.

[75] Ponchon, L., Dardel, F., Large scale expression and purification of recombinant
RNA in Escherichia coli. Methods, 54(2) 267-273, 2011.

[76] Srisawat, C., Goldstein, 1.J., Engelke, D.R., Sephadex-binding RNA ligands: rapid
affinity purification of RNA from complex RNA mixtures. Nucleic Acids Research,
29(2), e4-e4, 2001.

[77] Srisawat, C., Engelke, D.R., Streptavidin aptamers: affinity tags for the study of
RNAs and ribonucleoproteins. RNA, 7(4) 632-641, 2001.

[78] Walker, S.C., Scott, F.H., Srisawat, C., Engelke, D.R., RNA affinity tags for the
rapid purification and investigation of RNAs and RNA-protein complexes. in: RNA-

Protein Interactions Protocols, pp. 23-40, Humana Press, New York, 2008.

[79] Kieft, J.S., Batey, R.T., A general method for rapid and nondenaturing purification
of RNAs. RNA, 10(6) 988-995, 2004.

[80] Batey, R.T., Kieft, J.S., Improved native affinity purification of RNA. RNA, 13(8)
1384-1389, 2007

79



[81] Sherlin, L.D., Bullock, T.L., Nissan, T.A., Perona, J.J., Lariviere, F.J., Uhlenbeck,
O.C., Scaringe, S.A. Chemical and enzymatic synthesis of tRNAs for high-throughput
crystallization. RNA, 7(11) 1671-1678, 2001.

[82] Srisawat, C., Engelke, D.R., RNA affinity tags for purification of RNAs and
ribonucleoprotein complexes. Methods, 26(2) 156-161, 2002.

[83] Simons, P.C., Vander Jagt, D.L. Purification of glutathione S-transferases by
glutathione-affinity chromatography. in: Methods in Enzymology, Vol. 77, pp. 235-237,
Academic Press, 1981.

[84] Stahl, S., Nygren, P.A., The use of gene fusions to protein A and protein G in
immunology and biotechnology. Pathologie-Biologie, 45(1) 66-76, 1997.

[85] Porath, J., Carlsson, J.A.N., Olsson, I., Belfrage, G., Metal chelate affinity
chromatography, a new approach to protein fractionation. Nature, 258, 598-599, 1975.

[86] Porath, J.,Immobilized metal ion affinity chromatography. Protein expression and
purification, 3(4) 263-281, 1992.

[87] Prickett, K.S., Amberg, D.C., Hopp, T.P., A calcium-dependent antibody for
identification and purification of recombinant proteins. Biotechniques, 7(6) 580-589,
1989.

[88] Rodgers, N.D., Jiao, X., Kiledjian, M., Identifying mRNAs bound by RNA-binding
proteins using affinity purification and differential display. Methods, 26(2) 115-122,
2002.

[89] Martins, R., Queiroz, J.A., Sousa, F., A new affinity approach to isolate Escherichia
coli 6S RNA with histidine-chromatography. Journal of Molecular Recognition, 23(6)
519-524, 2010.

[90] Martins, R., Queiroz, J.A., Sousa, F., Histidine affinity chromatography-based
methodology for the simultaneous isolation of Escherichia coli small and ribosomal
RNA. Biomedical Chromatography, 26(7) 781-788, 2012.

[91] Sousa, F., Cruz, C., Queiroz, J.A., Amino acids—nucleotides biomolecular
recognition: from biological occurrence to affinity chromatography. Journal of
Molecular Recognition, 23(6) 505-518, 2010).

80



[92] Treger, M., Westhof, E., Statistical analysis of atomic contacts at RNA-protein
interfaces. Journal of Molecular Recognition, 14(4) 199-214, 2001.

[93] Yarus, M., Widmann, J.J., Knight, R., RNA-amino acid binding: a stereochemical
era for the genetic code. Journal of Molecular Evolution, 69(5) 406-429, 2009.

[94] Jeong, E., Kim, H., Lee, S.W., Han, K., Discovering the interaction propensities of
amino acids and nucleotides from protein-RNA complexes. Molecules and Cells, 16(2)
161-167, 2003.

[95] Czerwoniec, A., Dunin-Horkawicz, S., Purta, E., Kaminska, K.H., Kasprzak, J.M.,
Bujnicki, J.M., Rother, K., Modomics: a database of RNA modification pathways. 2008
update. Nucleic Acids Research, 37(suppl-1), D118-D121, 2009.

[96] Wang, W.X., Wilfred, B.R., Baldwin, D.A., Isett, R.B., Ren, N., Stromberg, A.,
Nelson, P.T., Focus on RNA isolation: obtaining RNA for microRNA (miRNA)
expression profiling analyses of neural tissue. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-
Gene Regulatory Mechanisms, 1779(11) 749-757, 2008.

[97] Turkova, J., Bioaffinity Chromatography, Elsevier, The Netherlands, 1993.

[98] Adamek, V., Liu, X.C., Zhang, Y.A., Adamkova, K., Scouten,W.H., New aliphatic
boronate ligands for affinity chromatography, J. Chromatography A, 625(2) 91-99, 1992.

[99] Denizli, A., Kiifrevioglu, O., Protein Kromatografisi ve Yeni Nesil Polimerik
Sistemler, Pozitif Matbaacilik, Ankara, 2010.

[100] Gabius, H.J., Glycobiomarkers by glycoproteomics and glycan profiling
(glycomics): emergence of functionality, Biochemical Society Transactions, 39(1) 399-
405, 2011.

[101] Williams, G.T., Johnsyone, A.P., Bouriotis, V., Dean, P.D., Affinity
chromatography of membrane proteins on dihydroxyboryl-matrix gel, Biochemical
Society Transactions, 9, 137-139, 1981.

[102] Middle, F.A., Bannister, A., Bellingham, A.J., Dean, P.D., Separation of
glycosylated haemoglobins using immobilized phenylboronic acid. Effect of ligand
concentration, column operating conditions, and comparison with ion-exchange and
isoelectric-focusing. Biochemical Journal, 209(3) 771-779, 1983.

81



[103] Tuytten, R., Lemiere, F., Van Dongen, W., Witters, E., Esmans, E.L., Newton, R.P.,
Dudley, E., Development of an on-line SPE-LC—ESI-MS method for urinary nucleosides:
hyphenation of aprotic boronic acid chromatography with hydrophilic interaction LC—
ESI-MS. Analytical Chemistry, 80(4) 1263-1271, 2008.

[104] Li, F., Zhao, X., Wang, W., Xu, G., Synthesis of silica-based benzeneboronic acid
affinity materials and application as pre-column in coupled-column high-performance
liquid chromatography. Analytica Chimica Acta, 580(2) 181-187, 2006.

[105] Boeseken, J., The use of boric acid for the determination of the configuration of
carbohydrates. in: Advances in Carbohydrate Chemistry, vol. 4, pp. 189-210, Academic
Press, 1949.

[106] Weith, H.L., Wiebers, J.L., Gilham, P.T., Synthesis of cellulose derivatives
containing the dihydroxyboryl group and a study of their capacity to form specific
complexes with sugars and nucleic acid components. Biochemistry, 9(22) 4396-4401,
1970.

[107] James, T.D., Sandanayake, K.S., Shinkai, S., Saccharide sensing with molecular
receptors based on boronic acid. Angewandte Chemie International Edition in
English, 35(17) 1910-1922, 1996.

[108] Li, H., Liu, Z., Recent advances in monolithic column-based boronate-affinity
chromatography. TrAC Trends in Analytical Chemistry, 37, 148-161, 2012.

[109] Lee, J.H.,, Kim, Y. Ha, M.Y., Lee, E.K. Choo, J., Immobilization of
aminophenylboronic acid on magnetic beads for the direct determination of glycoproteins
by matrix assisted laser desorption ionization mass spectrometry. Journal of the American
Society for Mass Spectrometry, 16(9) 1456-1460, 2005.

[110] Xu, Y., Wu, Z., Zhang, L., Lu, H., Yang, P., Webley, P.A., Zhao, D., Highly
specific enrichment of glycopeptides using boronic acid-functionalized mesoporous
silica. Analytical Chemistry, 81(1) 503-508, 2009.

[111] Tang, J., Liu, Y., Qi, D., Yao, G., Deng, C., Zhang, X., On-plate-selective
enrichment of glycopeptides using boronic acid-modified gold nanoparticles for direct
MALDI-QIT-TOF MS analysis. Proteomics, 9(22) 5046-5055, 2009.

[112] Zhang, L., Xu, Y., Yao, H., Xie, L., Yao, J., Lu, H., Yang, P., Boronic acid
functionalized core—satellite composite nanoparticles for advanced enrichment of
82



glycopeptides and glycoproteins. Chemistry—A European Journal, 15(39) 10158-10166,
2009.

[113] Jiang, Y., Ma, Y., A fast capillary electrophoresis method for separation and
quantification of modified nucleosides in urinary samples. Analytical Chemistry, 81(15)
6474-6480, 2009.

[1114] Wang, W., Feng, B., Li, X., Yin, P., Gao, P., Zhao, X., Xu, G.,Urinary metabolic
profiling of colorectal carcinoma based on online affinity solid phase extraction-high
performance liquid chromatography and ultra performance liquid chromatography-mass
spectrometry. Molecular BioSystems, 6(10) 1947-1955, 2010.

[115] Weith, H.L., Wiebers, J.L., Gilham, P.T., Synthesis of cellulose derivatives
containing the dihydroxyboryl group and a study of their capacity to form specific
complexes with sugars and nucleic acid components. Biochemistry, 9(22) 4396-4401,
1970.

[116] Li, Y., Pfiiller, U., Larsson, E.L., Jungvid, H., Galaev, 1.Y., Mattiasson, B.,
Separation of mistletoe lectins based on the degree of glycosylation using boronate
affinity chromatography. Journal of Chromatography A, 925(1-2) 115-121, 2001.

[117] Li, Y.C., Larsson, E., Jungvid, H., Galaev, 1.Y., Mattiasson, B., Separation of
neoglycoproteins with different degrees of glycosylation by boronate chromatography.
Chromatographia, 54(3) 213-217, 2001.

[118] Barnes, H.H., Ishimaru, C.A., Purification of catechol siderophores by boronate
affinity chromatography: identification of chrysobactin from Erwinia carotovora subsp.
carotovora. BioMetals, 12(1) 83-87, 1999.

[119] Jerkovic, B., Kung, H.C., Bolton, P.H., Purification of thymine glycol DNA and
nucleosides by use of boronate chromatography. Analytical Biochemistry, 255(1) 90-
94,1998).

[120] Zembower, D.E., Neudauer, C.L., Wick, M.J., Ames, M.M., Peptide boronic acids
Versatile synthetic ligands for affinity chromatography of serine proteinases.
International Journal of Peptide and Protein Research, 47(5) 405-413, 1996.

[121] Schott, H., Rudloff, E., Schmidt, P., Roychoudhury, R., Koessel, H., Dihydroxy-

boryl-substituted methacrylic polymer for the column chromatographic separation of

83



mononucleotides, oligonucleotides, and transfer ribonucleic acid. Biochemistry, 12(5)
932-938, 1973.

[122] Ackerman, S., Cool, B., Furth, JJ., Removal of DNA from RNA by
chromatography on acetylated N-[N’-(m-dihydroxylborylphenyl)  succinamyl]
aminoethyl cellulose. Analytical Biochemistry, 100(1) 174-178, 1979.

[123] Rosenberg, M., Gilham, P.T., The isolation of 3'-terminal polynucleotides from
RNA molecules. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Nucleic Acids and Protein
Synthesis, 246(2) 337-340, 1971.

[124] Yurkevich, A.M., Kolodkina, I.I., Ivanova, E.A., Pichuzhkina, E.l., Study of the
interaction of polyols with polymers containing n-substituted [(4-boronophenyl) methyl]-
ammonio groups. Carbohydrate Research, 43(2) 215-224, 1975.

[125] Elmas, B., Onur, M.A., Senel, S., Tuncel, A., Thermosensitive N-isopropyl-
acrylamide-vinylphenyl boronic acid copolymer latex particles for nucleotide
isolation. Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects, 232(2-3)
253-259, 2004.

[126] Senel, S., Camli, S.T., Tuncel, M., Tuncel, A., Nucleotide adsorption—desorption
behaviour of boronic acid functionalized uniform-porous particles. Journal of
Chromatography B, 769(2) 283-295, 2002.

[127] Cigek, H., Nucleotide isolation by boronic acid functionalized hydrogel
beads. Journal of Bioactive and Compatible Polymers, 20(3) 245-257, 2005.

[128] Tanaka, N., Kobayashi, H., Ishizuka, N., Minakuchi, H., Nakanishi, K., Hosoya,
K., lkegami, T., Monolithic silica columns for high-efficiency chromatographic
separations. Journal of Chromatography A, 965(1-2) 35-49, 2002.

[129] Guiochon, G., Monolithic columns in high-performance liquid chromatography.
Journal of Chromatography A, 1168(1-2) 101-168, 2007.

[130] Minakuchi, H., Nakanishi, K., Soga, N., Ishizuka, N., Tanaka, N., Octadecyl-
silylated porous silica rods as separation media for reversed-phase liquid
chromatography. Analytical Chemistry, 68(19) 3498-3501, 1996.

[131] Ren, L., Liu, Z., Liu, Y., Dou, P., Chen, H.Y., Ring-opening polymerization with

synergistic co-monomers: access to a boronate functionalized polymeric monolith for the

84



specific  capture of cis-diol  containing  biomolecules under  neutral
conditions. Angewandte Chemie, 121(36) 6832-6835, 2009.

[132] Yang, F., Lin, Z., He, X., Chen, L., Zhang, Y., Synthesis and application of a
macroporous boronate affinity monolithic column using a metal-organic gel as a
porogenic template for the specific capture of glycoproteins. Journal of Chromatography
A, 1218(51) 9194-9201, 2011.

[133] Potter, O.G., Breadmore, M.C., Hilder, E., Boronate functionalised polymer
monoliths for microscale affinity chromatography. Analyst, 131(10) 1094-1096, 2006.

[134] Chen, M., Lu, Y., Ma, Q., Guo, L., Feng, Y.Q., Boronate affinity monolith for
highly selective enrichment of glycopeptides and glycoproteins. Analyst, 134(10) 2158-
2164, 2009.

[135] Ren, L., Liu, Z., Dong, M., Ye, M., Zou, H., Synthesis and characterization of a
new boronate affinity monolithic capillary for specific capture of cis-diol-containing
compounds. Journal of Chromatography A, 1216(23) 4768-4774, 2009.

[136] Premraj, R., Doble, M., Biodegradation of polymers, Indian J. Biotechnol., 4, 186-
193, 2005.

[137] Thermoplastic Starch, P.B. Leon, M. Janssen and L. Moscicki, eds., Wiley-VCH
Verlag GmbH & Co. KGa A, Weinheim, ISBN: 978-3-527-32528-3, 20009.

[138] Dauvis, L., Clements, U.S. Department of Agriculture, Cooperative State Research

Service, Office of Agricultural Materials, Personal Communication, July 27, 1993.

[139] Madigan, M.T. Martinko, J.M., Parker, J., Biology of Microorganisms, Ninth
Edition, PrenticeHall, Upper Saddle Riverzoo, 2001.

[140] Asada, Y., Miyake, M., Miyake, J., Kurane, R., Tokiwa, Y., Photosynthetic
accumulation of poly-(hycroxybutyrate) by cyanobacteria-the metabolism and potential
for CO2 recycling, Int. J. Biol. Macromol., 25(1-3) 37-42, 19909.

[141] Rao, M.G., Bharathi, P., Akila, R.M., A comprehensive review on
biopolymers. Sci. Revs. Chem. Commun, 4(2) 61-68, 2014.

[142] Lozinsky, V.1., Galaev, 1.Y., Plieva, F.M., Savina, I.N., Jungvid, H., Mattiasson,
B., Polymeric cryogels as promising materials of biotechnological interest. Trends in
Biotechnology, 21(10) 445-451, 2003.

85



[143] Lozinsky, V.I., A brief history of polymeric cryogels. in: Polymeric Cryogels,
Okay, O., ed., pp.1-48, Springer, 2014.

[144] Lozinsky, V.l., Cryogels on the basis of natural and synthetic polymers:
preparation, properties and application. Russian Chemical Reviews, 71(6) 489-511, 2002.

[145] Van Vlierberghe, S., Cnudde, V., Dubruel, P., Masschaele, B., Cosijns, A., De
Paepe, 1., Schacht, E., Porous gelatin hydrogels: 1. Cryogenic formation and structure
analysis. Biomacromolecules, 8(2) 331-337, 2007.

[146] Gun'ko, V.M., Savina, I.N., Mikhalovsky, S.V., Cryogels: Morphological,
structural and adsorption characterisation. Advances in Colloid and Interface
Science, 187, 1-46, 2013.

[147] Kathuria, N., Tripathi, A., Kar, K.K., Kumar, A., Synthesis and characterization of
elastic and macroporous chitosan-gelatin cryogels for tissue engineering. Acta
Biomaterialia, 5(1) 406-418, 2009.

[148] Yavuz, H., Denizli, A., A New Affinity separation medium: supermacroporous
cryogels, Reference Module in Chemistry, Molecular Sciences and Chemical
Engineering, doi:10.1016/B978-0-12-409547-2.10733-4, 1-12, 2015.

[149] Lozinsky, V.1., Plieva, F.M., Poly(vinyl alcohol) cryogels employed as matrices
for cell immobilization 3. Overview of recent research and developments. Enzyme and
microbial technology, 23(3) 227-242, 1998.

[150] Surry, K.J.M., Austin, H.J.B., Fenster, A., Peters, T.M., Poly(vinyl alcohol) cryogel
phantoms for use in ultrasound and MR imaging, Physics in Medicine and Biology,
49(24) 5529, 2004.

[151] Plieva, F.M., Kochetkov, K.A., Singh, I., Parmar, V.S., Belokon, Y.N., Lozinsky,
V.1., Immobilization of hog pancreas lipase in macroporous poly(vinyl alcohol)-cryogel
carrier for the biocatalysis in water-poor media. Biotechnology Letters, 22(7) 551-554,
2000.

[152] Hedstrom, M., Plieva, F., Galaev, 1.Y., Mattiasson, B., Monolithic macroporous
albumin/chitosan cryogel structure: a new matrix for enzyme immobilization. Analytical
and Bioanalytical Chemistry, 390(3) 907-912, 2008.

[153] Cetin, K., Denizli, A., 5-Fluorouracil delivery from metal-ion mediated molecularly

imprinted cryogel discs. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 126, 401-406, 2015.
86



[154] Cetin, K., Per¢in, 1., Denizli, F., Denizli, A.,Tentacle-type immobilized metal
affinity cryogel for invertase purification from Saccharomyces cerevisiae. Artificial
Cells, Nanomedicine, and Biotechnology, 45(7) 1431-1439, 2016.

[155] Ceylen, D., Okay O., Macroporous polyisobutylene gels: A novel tough organogel
with superfast responsivity. Macromolecules, 40(24) 87428749, 2007.

[156] Tuncaboylu, D.C., Okay, O., Hierarchically macroporous cryogels of polyiso-
butylene and silica nanoparticles. Langmuir, 26(10) 7574-7581, 2010.

[157] Lozinsky, V.1, Vainerman, E.S., Titova, E.F., Belavtseva, E.M., Rogozhin, S.V.,
Study of cryostructurization of polymer systems. Colloid and Polymer Science, 262(10)
769-774, 1984,

[158] Plieva, F., Huiting, X., Galaev, 1.Y., Bergenstahl, B., Mattiasson, B., Macroporous
elastic polyacrylamide gels prepared at subzero temperatures: control of porous structure.
Journal of Materials Chemistry, 16(41) 4065-4073, 2006.

[159] Lozinsky, V.I., Vainerman, E.S., Ivanova, S.A., Titova, E.F., Shtil'man, M.I.,
Belavtseva, E.M., Rogozhin, S.V., Study of cryostructurization of polymer systems. VI.
The influence of the process temperature on the dynamics of formation and structure of

cross-linked polyacrylamide cryogels. Acta Polymerica, 37(3) 142-146, 1986.

[160] Ivanov, R.V., Lozinsky, V.I., Noh, S.K., Han, S.S., Lyoo, W.S., Preparation and
characterization of polyacrylamide cryogels produced from a high molecular weight
precursor. . Influence of the reaction temperature and concentration of the crosslinking
agent. Journal of Applied Polymer Science, 106(3) 1470-1475, 2007.

[161] Dainiak, M.B., Allan, I1.U., Savina, I.N., Cornelio, L., James, E.S., James, S.L.,
Galaev, LY., Gelatin—fibrinogen cryogel dermal matrices for wound repair: preparation,

optimisation and in vitro study. Biomaterials, 31(1) 67-76, 2010.

[162] Sharma, A., Bhat, S., Vishnoi, T., Nayak, V., Kumar, A. Three-dimensional
supermacroporous carrageenan-gelatin - cryogel matrix for tissue engineering
applications. BioMed Research International, ID 478279, 1-15, 2013.

[163] Plieva, F.M., Savina, I.N., Deraz, S., Andersson, J., Galaev, 1.Y., Mattiasson, B.,
Characterization of supermacroporous monolithic polyacrylamide based matrices
designed for chromatography of bioparticles, Journal of Chromatography B, 807, 129-
137, 2004.

87



[164] Bencherif, S.A., Sands, R.W., Bhatta, D., Arany, P., Verbeke, C.S., Edwards, D.A.,
Mooney, D.J. Injectable preformed scaffolds with shape-memory properties. Proceedings
of the National Academy of Sciences, 109(48) 19590-19595, 2012.

[165] Jain, E., Karande, A.A., Kumar, A., Supermacroporous polymer based cryogel
bioreactor for monoclonal antibody production in continuous culture using hybridoma
cells. Biotechnology progress, 27(1) 170-180, 2011.

[166] Razavi, M., Qiao, Y., Thakor, A.S. Three dimensional cryogels for biomedical
applications. Journal of Biomedical Materials Research Part A, 107(12) 2736-2755,
2019.

[167] Tosh, S.M., Marangoni, A.G., Hallett, F.R., Britt, 1.J. Aging dynamics in gelatin
gel microstructure. Food Hydrocolloids, 17, 503-513, 2003.

[168] Nichol, J.W., Koshy, S.T., Bae, H., Hwang, C.M., Yamanlar, S., Khademhosseini,
A., Cell-laden microengineered gelatin methacrylate hydrogels. Biomaterials, 31, 5536-
5544, 2010.

[169] Chen, Y.C., Lin, R.Z., Qi, H., Yang, Y., Bae, H., Melero-Martin, J.M.,
Khademhosseini, A., Functional human vascular network generated in photocross-
linkable gelatin methacrylate hydrogels. Advanced Functional Materials, 22, 2027-2039,
2012.

[170] Koshy, S.T., Ferrante, T.C., Lewin, S.A., Mooney, D.J. Injectable, porous, and cell-
responsive gelatin cryogels. Biomaterials, 35, 2477-2487, 2014.

[171] Sionkowska, A., Koztowska, J. Characterization of collagen/hydroxyapatite
composite sponges as a potential bone substitute. International Journal of Biological
Macromolecules, 47, 483-487, 2010.

[172] Lee, C.H., Singla, A., Lee, Y. Biomedical applications of collagen. International
Journal of Pharmaceutics, 221, 1-22, 2001.

[173] Rodrigues, S.C., Salgado, C.L., Sahu, A., Garcia, M.P., Fernandes, M.H., Monteiro,
F.J., Preparation and characterization of collagen nanohydroxyapatite biocomposite
scaffolds by cryogelation method for bone tissue engineering applications. Journal of
Biomedical Materials Research Part A, 101(A) 1080-1094, 2013.

88



[174] Razavi, M., Hu, S., Thakor, A.S., A collagen based cryogel bioscaffold coated with
nanostructured polydopamine as a platform for mesenchymal stem cell therapy. Journal
of Biomedical Materials Research Part A, 106, 2213-2228, 2018.

[175] Di Martino, A., Sittinger, M., Risbud, M. Chitosan: A versatile biopolymer for
orthopaedic tissue-engineering. Biomaterials, 26, 5983-5990, 2005.

[176] Ueno, H., Mori, T., Fujinaga, T., Topical formulations and wound healing

applications of chitosan. Advanced Drug Delivery Reviews, 52, 105-115, 2001.

[177] Damshkaln, L.G., Simenel, I.A., Lozinsky, V.I., Study of cryostructuration of
polymer systems. XV. Freeze-thaw-induced formation of cryoprecipitate matter from
low-concentrated aqueous solutions of poly(vinyl alcohol). Journal of Applied Polymer
Science, 74, 1978-1986, 1999.

[178] Dainiak, M.B., Kumar, A., Plieva, F.M., Galaev, l.Y., Mattiasson, B., Integrated
isolation of antibody fragments from microbial cell culture fluids using
supermacroporous cryogels. Journal of Chromatography. A, 1045, 93-98, 2004).

[179] Singh, D., Tripathi, A., Nayak, V., Kumar, A., Proliferation of chondrocytes on a
3-D Modelled macroporous poly(Hydroxyethyl methacrylate)-gelatin Cryogel. Journal
of Biomaterials Science, 22, 1733-1751, 2011.

[180] Toprak, A., Gorgun, C., Kuru, C.i., Turkcan, C., Uygun, M., Akgsl, S., Borronate
affinity based nanoparticles for RNA isolation, Materials Science and Engineering C, 50,
251-256, 2015.

[181] Sousa, A., Almeida, A.M., Cernigoj, U., Sousa, F., Queiroz, J.A. Histamine
monolith versatility to purify supercoiled plasmid deoxyribonucleic acid from
Escherichia coli lysate Journal of Chromatography A., 1355, 125-133, 2014.

[182] Shakya, A.K., Srivastava, A., Kumar, A., Polymeric cryogel-based boronate
affinity chromatography for separation of ribonucleic acid from bacterial extracts, Curr.
Protoc. Nucleic Acid Chem., 63,10.16.1-10, 2015.

[183] Farrag, M., Abri, S., Leipzig, N.D., pH-dependent RNA isolation from cells
encapsulated in chitosan-based biomaterials, International journal of biological
macromolecules, 146, 422-430, 2020.

89



[184] Srivastava, A., Shakya, A.K., Kumar, A., Boronate affinity chromatography of cells
and  biomacromolecules using cryogel matrices. Enzyme and  Microbial
Technology, 51(6-7) 373-381, 2012.

[185] Mourao, C.A., Marcuz, C., Haupt, K., Bueno, S.M.A., Polyacrylamide-alginate
(PAAmM-Alg) and phospho-L-tyrosine-linked PAAm-Alg monolithic cryogels:
Purification of IgG from human serum. Journal of Chromatography B, 1129, 121783,
2019).

[186] Santos, T., Brito, A., Boto, R., Sousa, P., Almeida, P., Cruz, C., Tomaz, C.,
Influenza DNA vaccine purification using pHEMA cryogel support. Separation and
Purification Technology, 206, 192-198, 2018.

[187] Armutcu, C., Poliurasil membranlar ile hizli ve spesifik RNA Saflastirilmasi,
Adiyaman University Journal of Science, 10(2) 466-482, 2020.

[188] Kose, K., Uzun, L., PolyGuanine methacrylate cryogels for ribonucleic acid
purification. Journal of Separation Science, 39(10) 1998-2005, 2016.

[189] Perg¢in, ., Idil, N., Denizli, A., RNA purification from Escherichia coli cells using
boronated nanoparticles. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 162, 146-153, 2018.

[190] Erol, K. DNA adsorption via Co(ll) immobilized cryogels. Journal of
Macromolecular Science, Part A, 53(10) 629-635, 2016.

[191] Zheng, H., Hajizadeh, S., Gong, H., Lin, H., Ye, L. Preparation of boronic acid-
functionalized cryogels using modular and clickable building blocks for bacterial
separation. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 69(1) 135-145, 2020.

[192] Lui, X.C., Boronic acids as ligands for affinity chromatography, Chinese J.
Chromatography, 24(1) 73-80, 2006.

[193] Maestas, R.R., Prieto, J.R., Kuehn, G.D., Hageman, J.H., Polyacrylamide-boronate
beads saturated with biomolecules: a new general support for affinity chromatography of
enzymes, Journal of Chromatography A, 189(2) 225-231, 1980.

[194] Coban, S.A., Protein A baskilanmis siipermakrogozenekli poli(hidroksietil-
metakrilat) kriyojeller. Doktora Tezi, Hacettepe Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii,
Ankara, 2015.

90



[195] Kerrigan, L.A., Tunel-positive ganglion cells in human primary open-angle
glaucoma. Archives of Ophthalmology, 115(8) 1031-1035, 1997.

[196] Donmez, G. Cetinkaya, A comparative study on heavy metal biosorption

characteristics of some algae. Process Biochemistry, 34(9) 885-892, 1999.

91



