PROTEIN C SAFLASTIRILMASI iGCIN MOLEKULER
BASKILANMIS ADSORBENTLER

MOLECULAR IMPRINTED ADSORBENTS FOR PROTEIN
C PURIFICATION

BINNAZ DEMIRCI

Prof. Dr. ADIL DENiZLIi

Tez Danigmani

Hacettepe Universitesi
Lisanssti Egitim-Ogretim Sinav Yénetmeliginin
Kimya Anabilim Dali igin Ongérdiigu
YUKSEK LISANS TEZi

olarak hazirlanmistir.

2013



ETIK

Hacettepe Universitesi Fen bilimleri Enstitiisii, tez yazim kurallarina uygun olarak
hazirladigim bu tez ¢calismasinda,

tez igindeki butun bilgi ve belgeleri akademik kurallar ¢ergcevesinde
elde ettigimi,

gorsel, igitsel ve yazih tum bilgi ve sonuglarn bilimsel ahlak
kurallarina uygun olarak sundugumu,

baskalarinin eserlerinden yararlanilmasi durumunda ilgili eserlere
bilimsel normlara uygun olarak atifta bulundugumu,

atifta bulundugum eserlerin timunU kaynak olarak gésterdigimi,
kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi,

ve bu tezin herhangi bir boluminu bu uUniversite veya baska bir
universitede baska bir tez galismasi olarak sunmadigimi

beyan ederim.

------/2013

Binnaz Demirci



OZET

PROTEIN C SAFLASTIRILMASI iCiN MOLEKULER BASKILANMIS
ADSORBENTLER

BINNAZ DEMIRCiI
Yiiksek Lisans, Kimya Bolumii
Tez Danismani: Prof. Dr. ADIL DENiZLIi
Haziran 2013, 92 sayfa

Protein C (PC), insan pihtilasma sistemi icin d6nemli bir antikoagulant ve
antitrombotiktir. Protein C, pihtilasma 6nleyici etkisini protein S (PS) ile birlikte FVa
ve FVIlIa'yr inaktive ederek gosterir. Protein C, insan kaninda 4 pg/mL derisiminde
bulunur. Eksikliginde damarlarda tromboz olusma riski yuksektir. Bu kan pihtilari
(trombositler) damar ylzeyinden kopup kan akimina karistiginda felg, kalp krizi ve
pulmoner emboli’'ye neden olabilmektedir. Kan pihtilagsmasi erken fark edilip tedavi
edilmezse hayati tehdit edici olabilir. Protein C eksikligi olan hastalarin tedavisi igin
yaygin olarak heparin ve coumadin kullaniimaktadir. Ancak bu ilaglar asir i¢
kanama, felg, organ yetmezligi gibi tehlikeli yan etkilere sahiptir. Buna karsilik,
Protein C'nin herhangi bilinen bir yan etkisi yoktur; bu yizden, protein C'nin tedavi
olarak yerini almasi ¢ok Umit vericidir. Molekuler baskilama, molekuler kalip
kullanilarak polimerik matriksde tanima bdolgeleri olusturan bir teknolojidir.
Molekuler baskilanmig polimerler hazirlanmasi kolay, dayanikli, ucuz ve molekuler
tanima yetenegi olan polimerlerdir. MIP'ler yapay bir afinite ortami olarak kabul
edilebilir. Kriyojeller sifirn altindaki sicakliklarda dretilen makrogdzenekli
polimerlerdir. Gozenekli kriyojeller genis gozenekler, kisa difizyon yolu ve dusuk
basin¢ dismesi ve hem adsorpsiyon hem de ellusyon igin ¢ok kisa direng zamani
gibi birgok avantajiyla geleneksel protein baglama matrikslerine ¢ok iyi bir

alternatiftir.



Bu calismanin amaci, sulu g¢ozeltiden Protein C saflastiriimasi i¢in kullanilacak
Protein C baskilanmig poli(hidroksietilmetakrilat) stipermakrogdzenekli kriyojeller
hazirlamaktir. MIP kriyojeli hazirlamak icin Cu®* iyonlari varliginda kalip Protein C
ile kompleks olusturan metal selat monomeri [N-metakriloil-(L)-histidinmetilester
(MAH)], capraz Dbaglayici olarak metilen-bis(akrilamid) (MBAAmM) ve
baslatici/aktivator cifti olarak amonyum persulfat (APS)/N,N,N’,N’-tetrametilen
diamin (TEMED) kullanilarak hidroksietii metakrilat (HEMA) ile kopolimerize
olmustur. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra, kalip protein C molekdlleri 1.0 M
NaCl ¢ozeltisi kullanilarak MIP kriyojelden uzaklastirilmistir. Protein C baskilanmis
P[HEMA-MAH/Cu(Il)] kriyojele sulu ¢ozeltiden Protein C adsorpsiyonu surekli
sistemde calisiimistir. Hazirlanan Protein C baskilanmis [P(HEMA-MAH/Cu(ll)]
kriyojeller spesifik ylizey alani 31.5 m%g, sisme orani ise % 88.4’diir. Maksimum
Protein C adsorpsiyon kapasitesi 30.4 mg Protein C/g kriyojel’dir. Segici baglama
¢alismalari hemoglobin ve insan serum albumini varliginda yapilmigtir. Protein
C/hemoglobin ve Protein C/insan serum albumini icin MIP kriyojelin bagil secicilik
katsayisi baskilanmamis PHEMA kriyojelinkine gore sirasiyla 2.37 ve 8.89 kat
daha fazla gorulmagstir. Protein C igcin MIP kriyojelinin segiciligi protein sivi
kromatografisi ile dogrulanmigtir. MIP kriyojel, protein C baglama kapasitesinde

azalma olmaksizin bir¢gok kez kullaniimistir.

Anahtar Sozciikler: Kriyojeller, Molekuler baskilama, Molekuller tanima, Protein

C, Protein adsorpsiyonu, Afinite baglanma.
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Protein C (PC) is the pivotal anticoagulant and antithrombotic in the human
coagulation cascade. Protein C is showed its anticoagulant effect with Protein S
(PS) by inactivating FVa and FVllla. PC is at a concentration of 4 yg/mL in human
blood. In the absence of Protein C (Protein C deficiency) increases risk of
generation thrombosis. When these blood clots break away from the surface of the
vein and enter the blood stream, they will induce strokes, heart attacks and
pulmonary embolisms. Blood clotting can be life threatening if it is not recognized
early and treated. Heparin and coumadin are commonly used to the treatment for
protein C deficient patients. However, these therapeutics have dangerous side
effects as excessive bleeding, stroke, organ failure. In contrast, protein C has no
known side effects; therefore, therapeutic replacement of protein C appears very
promising. Molecular imprinting is a technology to create recognition sites in a
polymeric matrix using a molecular template. Molecularly imprinted polymers (MIP)
are easy to prepare, stable, inexpensive and capable of molecular recognition.
MIPs can be considered as affinity separation media. Cryogels are macroporous
polymer materials produced at sub-zero temperatures. Porous cryogels are a very
good alternative to traditional protein-binding matrices many advantages like large
pores, short diffusion path and low pressure drop, and very short residence times

for both adsorption and elution.



The aim of this study is to prepare Protein C-imprinted poly(hydroxy
ethylmethacrylate) based supermacroporous cryogels which can be used for the
purification of Protein C from aqueous solution. A metal chelate monomer [N-
methacryloyl-(L)-histidinemethylester (MAH)] forming coordination complex with
the template Protein C in the presence of Cu®" ions copolymerized with
hydroxyethyl ~methacrylate (HEMA), using N,N’-methylene-bis(acrylamide)
(MBAAmM) as the cross-linker and ammonium persulfate (APS)/N,N,N’,N’-
tetramethylene diamine (TEMED) as initiator/activator pair to prepare the MIP
cryogel. After polymerization is completed, the template Protein C molecules were
removed from the MIP cryogel using 1.0 M NaCl solution. Adsorption of Protein C
was performed from aqueous solution by Protein C imprinted P[HEMA-
MAH/Cu(ll)] cryogel in continuous system. The specific surface area of the Protein
C imprinted cryogel was found to be 31.5 m?g, swelling ratio was % 88.4. The
maximum Protein C adsorption capacity was 30.4 mg Protein C/g cryogel.
Selective binding studies were performed in the presence of hemoglobin and
human serum albumin. The relative selectivity coefficients of MIP cryogel for
Protein C/hemoglobin and Protein C/human serum albumin were 2.37 and 8.89
times greater than those of the non-imprinted PHEMA cryogel, respectively. The
selectivity of MIP cryogel for Protein C was also confirmed with fast protein liquid
chromatography. The MIP cryogel could be used many times with no remarkable

decrease in Protein C binding capacity.

Key Words: Cryogels, Molecular imprinting, Molecular recognition, Protein C,

Protein adsorption, Affinity binding.
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1. GIRIS

Protein C (PC), insan kan pihtilasma sisteminin énemli bir dogal inhibitériadur.
Protein C, molekldl agirhgr 62.000 Dalton olan vitamin K'ya bagimh bir
glikoproteindir. Protein C, hem antikoagilan hem de kan pihtilagsma
basamaklarinda antitrombotik fonksiyonlari olan ézel bir proteindir. insan Protein
C’si karacigerde tek zincirli protein dncull olarak sentezlenir ve proteolitik olarak

parcalanip aktiflesene kadar kanda inaktif zimojen olarak bulunur [1].

Protein C, sadece gerektigi yerde ve gerektigi zamanda aktive olmaktadir. Protein
C’nin aktive olabilmesi igin, trombinin endotel hicre vylzeyinde yer alan
trombomodulin (TM) reseptoru ile birlesmesi gerekir. Endotel hicre yuzeyinde
olusan trombin-trombomodulin kompleksi inaktif haldeki Protein C’ye baglanir.
Trombin-Protein C etkilesimi sonucu Protein C aktif hale gelir. Aktive protein C
daha sonra vitamin K’ya bagimh bir kofaktor olan protein S ile kompleks olusturur.
Bu kompleks Faktor Va ve Vllla‘yl inaktive ederek kanin pihtilagsmasini dizene

sokar, boylece enzim faktorleri Xa ve trombin dretimi dnlenir.

Yarilanma omru 6 saat olan Protein C kanda 4 pg/mL seviyesinde bulunur. Kanda
Protein C seviyesi azaldiginda ciddi problemler ortaya c¢ikabilmektedir.
Eksikliginde damarlarda tromboz olusma riski yuksektir. Bu kan pihtilari
(trombositler) damar ylzeyinden kopup kan akimina karistiginda felg, kalp krizi ve
pulmoner emboli’'ye neden olabilir. Kan pihtilagsmasi erken fark edilip tedavi

edilmezse hayati tehlikeye sebep olabilir [2].

Protein C eksikliginin (kalitsal ya da sonradan kazanilan/edinsel) genel dunya
nifusu icindeki vaka orani oldukga yuksektir. Yillardir protein C eksikligi olan
hastalar, hepsinin klinik olarak dezavantajlari olan sodguk donmus plazma,
protrombin kompleks konsantresi, heparin ya da oral pihti dnleyicilerle tedavi
edilmistir [3]. BUyuk bir problem olan asiri i kanamaya, deri nekrozuna inme (felg)
ya da organ yetmezliklerine bu ilaglarin kullanimi neden olabilir. Buna karsilik,
Protein C'nin herhangi bilinen bir yan etkisinin olmamasi bu proteinin tedavi edici

olarak kullanilmasinda umit vericidir [1].

Yapilan bu g¢alisma Protein C’'nin ortamdan ayrilmasi ve saflastirimasina yonelik,

biyolojik sistemlerle uyumlu, ilgili molekul i¢in ylUksek segicilige sahip ve dusuk

1



maliyetli, yeni nesil molekul bellekli polimerlerin (MIP) hazirlanmasi ve

biyokromatografik amagli kullaniimasini icermektedir.

Molekuler baskilama yontemi, gesitli ortamlardan cgesitli iyonlarin ve molekullerin
yuksek secicilikle ayrilmalari icin akilli polimerler elde edilmesi ve bunun farkli
uygulamalarda kullaniimasini yayginlastiran yeni bir kromatografik malzeme
gelistirme metodudur. Molekuler baskilamada, hedef molekdl, ¢evresi ile etkilesen
bir kalip olarak davranir, ¢capraz bagli monomerler hedef molekul gevresinde
duzenlenir ve kalip benzeri bir tabaka olusturmak Uzere birlikte polimerlesirler.
Polimerizasyondan sonra hedef molekil uzaklastirilir ve hedef molekule buayUklik,
sekil ve fonksiyonel gruplarin yerlesimi olarak tamamlayici baglanma bodlgeleri
olusur. Bu yontemde, hedef molekul ve fonksiyonel monomerler arasinda kovalent
[4,5,6], kovalent olmayan [7,8] veya metal-selat etkilesimleri [9,10,11] s6z
konusudur. Bu tez kapsaminda metal-selat etkilesimlerinin gercgeklestigi tirden
MIP’ler sentezlenmigtir. Metal-selat etkilesimleri, baglanma glicl, segiciligi ve
yonlenme acgisindan sulu c¢ozeltilerdeki elektrostatik etkilesimler ve hidrojen
badlariyla kiyaslandiginda kovalent etkilesimlere daha c¢ok benzemektedir.
Bununla birlikte hedef molekllin yapidan uzaklastirilmasi kovalent baskilamada

oldugu kadar gug¢ dedgildir [9].

Molekuler baskilanmis polimerler (MIP) hazirlanmasi kolay, kararli, ucuz ve
molekuler tanima yetenegine sahiptir. Bu nedenle, MIP'ler yapay afinite ortami
olarak kabul edilebilir. Molekuler tanima temelli ayirma teknikleri, hedef
molekullere karsi yuksek seciciliginden dolayi cesitli alanlarda ¢cok fazla dikkat

cekmistir [12].

Kriyojeller, kismen donmus monomer veya polimer c¢ozeltileri kullanilarak
hazirlanan  jel matrikslerdir.  Kriyojellerin  yuksek  gozenekliligi  onlari
supermakrogodzenekli kromatografik materyal olarak uygun hale getirmektedir.
Supermakrogozeneklilige ve baglantii gbézenek yapisina sahip olan bu tir
kromatografik matriks gok dusuk akis direncine sahiptir [13]. Stpermakrogdzenekli
kriyojeller esneklik, biyouyumluluk, fiziksel ve kimyasal kararliik ve kolay
hazirlanma gibi bircok avantajla protein saflastirmak igin iyi bir alternatiftir.

Polimerik jeller, biyoteknolojide kromatografik malzeme, molekil ve hicrelerin



immolibilizasyonu igin tasiyici, kati kultir ortami ve elektroforez igin matriks olarak

kullaniimaktadir.

Sunulan tezin amaci, sulu ¢ozeltiden Protein C saflastirimasi igin kullanilacak
Protein C baskilanmig poli(hidroksietilmetakrilat) sipermakrogézenekli kriyojellerin
hazirlanmasi ve surekli sistemde bu kriyojellerin Protein C saflastirimasinda
kullanilabilirliginin arastiriimasidir. Bu galisma kapsaminda fonksiyonel monomer
olarak N-metakriloil-(L)-histidin (MAH) ve kalip molekidl olarak Protein C
kullanilmis ve molekuller baskilama teknigi kullanilarak Protein C taninmasi igin
Protein C baskilanmis kriyojeller hazirlanmigtir. Sentezlenen bu adsorbentin
optimum adsorpsiyon kosullarinin belirlenmesi amaciyla baslangi¢ Protein C
derigiminin, pH’nin, sicakligin, akis hizinin, zamanin ve iyonik siddetin
adsorpsiyon hizi ve kapasitesine etkisi slrekli sistemde incelenmistir. Son olarak
Protein C baskilanmis P[HEMA-MAH/Cu(Il)] (MIP) kriyojellerin Protein C’'ye karsi
seciciliginin gostermek Uzere insan serum albumin (HSA) ve hemoglobin ile

adsorpsiyon deneyleri yapilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Protein C

Ik kez 1960’'da antikoagiilan etkisi tanimlanan Protein C (PC), insan kan
pihtilasma sisteminin 6nemli bir dogal inhibitoradur [14]. Protein C, normal
biyosentezi icin Vitamin K gerektiren bir serin proteazdir. Pihtilagsma protein
faktorleri VII, IX, X, S ve Z proteinleri ve protrombinin de yer aldigi Vitamin K'ya
bagimli bir ailenin Uyesidir [15,2]. Bu protein grubu kanin pihtilagsmasinda énemli

bir rol oynamaktadir [16].

Cizelge 2.1. Vitamin K’'ya bagimli proteinler

Protein Molekdl Polipeptit Gla- Karbohidrat  Plazma
agirhgi (Da) zincir sayisi  boélgelerinin  igerigi (%) derigimi
sayisi (Mg/mL)
Faktor Il 72 000 1 10 8 80-90
Faktor VII - 50 000 1 10 9-10 0.47
Faktor IX 57 000 1 12 17 4
Faktor X 59 000 2 11 15 6.4
Protein C 62 000 2 9 23 4
ProteinS 71 000 1 11 7-8 25-35

Protein C, 1976 yilinda Johan Stenflo tarafindan sigir plazmasindan izole
edilmistir ve DEAE-Sepharose ile saflagtirilan tglnca protein oldugu igin “Protein
C” adini almistir. Ancak pihtilasmanin fizyolojik dizenlemesinde Protein C'nin
fonksiyonu bundan sonraki birka¢ yil boyunca acgikhiga kavusturulamamistir. insan
plazma Protein C’si ise 1979'da Kisiel tarafindan saflastirlmistir. Duslk
miktarlardaki plazma Protein C'si ilk 1982'de Griffin ve arkadaslari tarafindan bir
aile Uzerinde galigilarak vendz tromboz ile iligkili bulunmustur. Homozigot Protein
C eksikligi ve buna bagh olarak yenidodanlarda dogum saatleri igerisinde ortaya
¢itkan ciddi saglik sorunlari (purpura fulminans, yaygin damar igi pihtilagsma) 1984
yiinda birgok bilim adami tarafindan tanimlanmigtir. Bu yenidoganlarin ve
sonradan tanimlananlarin, saptanamayan Protein C miktar ile iligkili olarak

koagulasyon sisteminde bozukluga sahip oldugu belirlenmigtir. Etkilenen bebekler



surekli plazma enfuzyonuna (asilama) ragmen genellikle 6lmuagtur. Protein C'nin
molekuler biyolojisi ve hucre biyolojisi ile ilgili bilgiler sonraki yillarda ortaya
konulmustur [17,18].

insan Protein C'si plazmada zimojen olarak dolasir ve endotel hiicrelerin
membranlari Gzerindeki trombin bagl trombomodulin tarafindan spesifik kiriimayla
aktive Protein C'ye (APC) donusturulur [16] ve trombinin igleyisini dizenlemede
kritik bir rol oynar [17].

2.1.1. Protein C’nin Sentezi

Protein C, pihtilasma basamaklarinda rol oynayan Vitamin K'ya bagimli tim
proteinler gibi karacigerde sentezlenir [16,19]. Bu protein 461 amino asitten olusan
uzun tek zincirli protein onculu olarak sentezlenir [20] ve proteolitik olarak

parcalanip aktiflesene kadar kanda iki zincirli inaktif zimojen olarak bulunur [2].

2.1.2. Protein C’nin Yapisal Ozellikleri

insan Protein C’si (hPC) igin cDNA, 46lamino asitten olusan bir protein
kodlamaktadir [21]. Gen yapisina ve diger proteinlerle homolog olan amino asit
dizisine dayanan bilgiye gore Protein C'nin farkli yapisal ve fonksiyonel 6zelliklere
sahip c¢esitli bolgeler igerdigi agiktir [20,18]. Protein C’nin birincil dizisi ya dogrudan

tespit edilmektedir ya da cDNAs siralamasindan anlasiimaktadir [14].

Protein C, molekil agirhd 62000 Da olan bir glikoproteindir [1,22]. Protein C % 23
oraninda karbonhidrat icerir ve birbirine disulfit bagiyla bagli biri hafif (21 kDa) ve
digeri agir zincir (41 kDa) olmak Uzere 2 zincirden olugmaktadir. Hafif zincir (155
amino asit) Ala-Asn-Ser-Phe-Leu- ve agir zincir (262 amino asit) Asp-Pro-Glu-Asp-
GIn amino asit dizisine sahiptir [23,24].
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Sekil 2.1. Protein C yapisi. GLA: karboksi-glutamik asit bakimindan zengin bélge;
EGF. epidermal buyime faktoru-benzeri kisim; S-S: disdlfit bagdi. Kizil kisim
aktivasyon peptidini temsil etmektedir. Cizgi tahmini amino asit dizilis sirasini

gOstermektedir.

Protein C, birden fazla bolimden olusmaktadir; hafif zincir, y-karboksiglutamik asit
(Gla) bolumleri igeren Vitamin K'ya bagimli bir kisimdan ve 2 epidermal bliyume
faktori (EGF)-benzeri kisimdan olusurken, agir zincir kisa aktivasyon peptidi ve
histidin, aspartik asit ve serinden olusan katalitik Gglliyesahip bir serin proteaz
bolumu icerir (Sekil 2.2) [25,18].

Protein C, hafif zincirde 2 degerlikli metal iyonlarinin gogunu baglayabilen 9 Gla
bolgesine sahiptir. Biyolojik aktivitesi olan y-karboksiglutamik asit (Gla) bolgeleri
Ca?" iyonu baglamaya yiksek afinite gosterir. Ayrica Protein C 6énemli metal
baglayici gruplar olan yuzeyde ulagilabilir 12 histidine sahiptir [1]. Protein C’nin
sahip oldugu bu yapilar Protein C’nin saflastiriimasi ve uzaklastirimasinda énemli
rol oynamaktadir.
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Sekil 2.2. insan Protein C yapisi. Semboller: Y=Gla-bélgeleri, Hya=erito-B-
hidroksiaspartik asit, O=katalitik bolgeler, A= N-bagh glikosilasyon/glikolizienme

bolgeleri

APC'nin Gla yapisi, Ca®"'ya bagimli membran yiizeyindeki kofaktdr Protein S ve
endotel hucre Protein C reseptori (EPCR) ile proteazin etkilesimini icermektedir
[26]. Glutamik asit, Vitamin K'ya bagl olarak karacigerde reaksiyona girerek
karboksillenir. Bu bdlge kalsiyum iyonlari varlidinda negatif yukli fosfolipit ile
etkilesime girer ve bu, APC’nin antikoagllan etkisi igin gereken 6n kosuldur
[20,18].

Gla-bolgesini EGF benzeri 2 yapi/bdlgetakip eder. Bu bolgeler Protein S ile
etkilesime girer. Gla-bolgesiyle birlikte bu bolgeler, Protein C’nin trombin-

trombomodulin kompleksine baglanmasi igin dnemlidir [20].

APC'nin katalitik fonksiyonunda EGF bdlgesinin rolu iyi bilinmemektedir. Ancak N-
terminal EGF bolgesinin APC'nin Protein S'e bagimli antikoaguilan fonksiyonu igin
gerekli olduguna inanilir. Protein S kofaktor olarak, APC'nin antikoagulan

fonksiyonunu duzenleme iglevi gorur [26].

2.1.3. Protein C Aktivasyonu

Protein C, kanda zimojen (inaktif) olarak dolasmakta ve sadece gerektigi yerde ve
gerektigi zamanda aktive olmaktadir [2]. Protein C’nin fizyolojik olarak islevsel
olabilmesi icin aktif bir serin proteaza dénustirilmesi gerekmektedir. insan Protein



C aktivasyonu agir zincirdeki amino asit ucundan kuguk bir aktivasyon peptitinin

(dodecapeptidinin) enzimatik uzaklastirimasiyla meydana gelmektedir [23].

Protein C’nin aktive olabilmesi icin, trombinin endotel hucre ylzeyinde yer alan
trombomodulin (TM) reseptort ile birlesmesi gerekir [2]. Trombomodulin (TM),
trombine yuUksek afinite gdsteren multi-modiler membran proteinidir. Bagl
trombin, Protein C'yi aktive etmede baglanmayan trombinden en az 20.000 kat
daha etkilidir [14,27].

Kilcal damarlarda birim kan hacmi basina dusen endotel hicre ylzey alani bayuk
damarlardakine gore daha genistir, mikrosirktlasyondaki (ki¢ik kan dolagimi) TM
derisimi buylk damarlarinkinden 1000 kat daha fazladir. Blyik damarlarda
trombin baglanmamis durumda serbest bulunur. Fakat Trombin mikrosirktlasyona
(kicuk kan dolasimina) girer girmez TM'e maruz kalir ve baglanir [27]. TM’e

baglanan trombinde konformasyonel degisiklik meydana gelir [28].

Normalde trombinin Protein C’ye etkisi sinirhdir. Trombin-trombomodulin
kompleksinin ise Protein C'yi aktifleme glicl, tek olarak trombinin etkisinden 1000
kat ylUksektir. Trombomodulinin yakininda yer alan endotel hicre Protein C
reseptori (EPCR), inaktif haldeki Protein C’ye baglanir. Trombin-Protein C
etkilesimi sonucu Protein C aktif hale gelir (Sekil 2.3). Aktiflesme agir zincirdeki

169. pozisyondaki arjininin kopariimasiyla saglanir.

Trombin-TM kompleksi ile Protein C aktivasyonu Ca*"

ya bagimli bir reaksiyondur.
Bu reaksiyon endotelyum vyizeyindeki endotel hlicre Protein C reseptoru ile
zimojenin kompleks olusturmasiyla uyarilir. Ca®* Protein C'nin  zimojenik
ézelliklerinde 6nemli rol oynamaktadir, ¢iinkii Ca®* sadece TM varliginda trombin
ile zimojen aktivasyonunu uyarmaz ayni zamanda potansiyel olarak TM

yoklugunda da trombin ile aktivasyonunu inhibe eder [29].
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Sekil 2.3. Aktive Protein C’nin olusumu ve islevi

Aktive Protein C (APC) gugclu bir serin proteazdir. Aktive Protein C daha sonra
endotel hticre ylzeyinden salinir ve K vitaminine bagli diger bir faktér olan Protein
S’ye baglanir. Protein S, endotel hiicresi veya trombositlerin fosfolipid ylzeyinde
bulunur. Protein C, pihtilagma 6nleyici etkisini Protein S (PS) ile birlikte Faktor Va
(FVa) ve Faktor Vlla'yr (FVIlla) inaktive ederek gosterir. Kofaktori Protein S
tarafindan aktive edilmis Protein C, kanin pihtilasmasini diizenler ve bdylece daha

fazla trombosit olusumu engellenmis olur [30,28].

2.1.4. Protein C’nin Fizyolojik Rolli

Vitamin K'ya badiml tum proteinlerin simdiye kadar pihtilagmayla ilgili bir
aktiviteye sahip oldugu ifade edilmigtir. Bunun aksine, Protein C pihtilagsma
inhibitoridir [16] ve trombinin igleyisini dizenlemede kritik bir rol oynamaktadir
[31,17].

Pihtilasma surecinin yayilmasini engelleyen birgok mekanizma endotel hicre
yuzeyinde betimlenmistir. Pihti 6nleyici mekanizmalardan biri olan antikoaguilan
Protein C kaskadi, Faktor Vllla ve Va'nin inaktivasyonuyla ve fibrinolitik aktivitenin

artmasiyla kan pihtilagmasini duzenler [32,33].
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Sekil 2.4. Protein C ve enflamasyon kaskadi.

Onun antikoagulan fonksiyonuna ek olarak aktive Protein C (APC) guglu
profibrinolitik ve anti-inflamatuar 6zelliklere sahiptir [26]. Protein C’'nin pihtilagsmayi
Onleyici ve hicre koruyucu etkileri gibi farkli biyolojik etkilerinin olmasi nedeniyle,

gunumuzde Uzerinde ¢ok g¢aligilan bir protein haline gelmisgtir.

2.1.5. Protein C Eksikligi

Yarilanma 6mru 6 saat olan Protein C insan kaninda 4 ug/mL derigsiminde bulunan
bir iz proteindir [1,2]. Kandaki Protein C miktari distigu zaman ciddi problemler
ortaya cikar. Protein C eksikligi olan hastalarda doku oksijeni yoksunlugu
sonucunda derin ven trombozu (DVT) ve diger pihtilagsma komplikasyonlari riski

vardir; bazilari hayati tehdit edici olabilir.

Bu kan pihtilari (trombositler) damar (ven) yuzeyinden kopup kan dolasimina
karistiginda felg, kalp krizi ve pulmoner emboli’'ye (akciger embolisine) neden
olmaktadir [2]. Kan pihtilagsmasi erken fark edilip tedavi edilmezse hayati tehdit

edici sonuglar ortaya ¢ikabilir.
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Protein C eksikligi kalitsal veya edinsel nedenlere bagli olarak gelisebilmektedir
[34].

Protein C Eksikligi

Kalitsal Protein C Edinsel Protein C
Eksikligi Eksikligi
{ Tip | H Tip Il \

Sekil 2.5. Protein C Eksikliginin siniflandiriimasi.

2.1.5.1. Kalitsal Protein C Eksikligi

Kalitsal Protein C eksikligi otozomal dominant bir 6zellik olarak aktarlir [35].
Medikal ve farmakolojik nedenler dislandiktan sonra, Protein C dizeyi, normal
degerlerin % 55’inin altinda bulunan kisilerde kalitsal Protein C eksikligi
dusunulmelidir. % 55-65 arasindaki degerler kalitsal eksikligi gosterebilecedi gibi

normalin alt siniri da olabilir [36].

Homozigot Protein C ve Heterozigot Protein C bilesenleri dogumdan sonra
neonatal purpura fulminansla ya da birgok tromboembolik komplikasyonlarla
iliskilendirilir. Nadir olarak trombotik ataklar gocuklukta ya da yetiskinlikte geligir
[35].

Birgok kusura neden olan homozigot Protein C eksikligi (veya bilesik heterozigot)
%1'in altindaki miktarlara sahipken, heterozigot Protein C eksikligi, % 30 ile % 70
normal Protein C aktivitesine ya da antijen miktarlarina sahiptir. Hafif kusura sahip
homozigot Protein C eksikligi % 10-24 Protein C miktarlariyla bilinir. Yetiskinlerdeki
Protein C'nin normal araligi normal bir plazma kaynadinin (% 100 olarak
adlandirilir) % 70’i ile % 130'udur [25].

Heterozigot Protein C eksikliginin imunolojik ve fonksiyonel dlgimlerle tespit edilen
iki tipi vardir: Tip | ve Tip Il [17]. Bu 2 tip Protein C eksikligi arasinda tromboz riski
acisindan hig bir fark yoktur [37].
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2.1.5.1.1. Tip | Protein C Eksikligi (Klasik Tip)

Tip | Protein C eksikligi, Protein C miktarinin yetersiz olmasindan kaynaklanir.
Protein C'nin fonksiyonu normaldir, fakat Protein C miktari pihtilasma

basamaklarini dizenlemek igin yeterli degildir. Hastalarin ¢cogu Tip I'dir [33].
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Sekil 2.6. Tip | Protein C Eksikligi. Ortamda yeterince Protein C bulunmamaktadir,
bu yuzden APC miktar yetersizdir. Bunun sonucunda, kanda bulunan Faktor Va

ve Faktor Vllla miktar artmaktadir.

2.1.5.1.2. Tip Il Protein C Eksikligi

Tip Il Protein C eksikligi hatali Protein C molekulu ile tanimlanir. Mevcut Protein C
miktari normaldir, fakat Protein C islevini yerine getirmek igin koagulasyonda

bulunan diger molekullerle genellikle etkilesime giremez.

Protein C molekullindeki bircok kusurun digerlerinin yani sira trombomodulinle,
fosfolipitlerle, Faktor Va ve Faktor Vllla ile etkilesimini degistirdigi ifade edilmistir.
% 65 ve % 150 arasindaki konsantrasyonlar normal araliga karsilik gelirken, % 20
ve % 70 arasindaki konsantrasyonlar artan tromboemboli riski anlamina
gelmektedir [33].
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Sekil 2.7. Tip 1l Protein C Eksikligi. Yeterli miktarda Protein C bulunmaktadir, fakat

islevini yerine getirememektedir (APC, Protein S ile etkilesime giremez).

2.1.5.2. Edinsel Protein C Eksikligi

Sentezi karacigerde K vitaminine bagh oldugu icin, K vitamini eksikliginde,
karaciger hastaliginda edinsel Protein C eksikligi ortaya ¢ikar. Akut yaygin damar
ici pihtilasma, yaygin derin ven trombozu, agir enfeksiyonlar, sepsis ve kronik

bdbrek yetmezligi de Protein C eksikligine neden olur.

Protein C degerlerinin azalmasi tromboz, derin ven trombozu (DVT), pulmoner
emboli, tromboflebit, neonatal purpura fulminans (homozigot temelli) ve yaygin
damar ici pihtilasmasi (DIC) ile iligkilidir. Protein C eksikligi, dogustan biyokimyasal
bozukluklarin sonucunda olabilen ya da diger trombotik hastaliklarla iligkili olan
pretrombotik bir hastaliktir. Dogustan olan biyokimyasal bozukluklar, vakalarin %
35-60"'Indan sorumludur ve DVT'ye, pulmoner emboliye (Akciger embolisi, akciger
atardamari veya onun dallarindan bir ya da birkaginin kan pihtisi ile tikanmasi
sonucu ortaya c¢ikan klinik tablo) ya da tromboflebite (toplardamarlarin

iltihaplanmasi) neden olabilir.

Protein C eksikliginin diger nedenleri siroz gibi hastaliklar, varfarin tirevi ilaglarin
kullanimi ve Vitamin K eksikligidir. Risk faktorleri obezite, dogum kontrol hapi
kullanimi, varisli damarlar, enfeksiyon, travma, ameliyat, hareketsizlik ve konjestif

kalp yetmezligini icerir. Protein C eksikligi olan hastalarin aile Gyelerinde genetik
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bozuklugun varligi arastinimahdir. Bu sekilde onlarin artan tromboz riski fark

edilebilir ve buna gore Protein C eksikligi izlenebilir [33].

Plazma miktariyla tanimlanan Protein C eksikliginin yayginhigr saghkh nafusun %
0,2’si ile % 0,57 arasindadir. Etkilenen bireylerin ¢ogu hayatlari boyunca
asemptomatik kalabilir ve klinik olarak % 2-5 olan semptomatik Protein C eksikligi,
Protein C eksikliginin sadece tromboz i¢in duguk bir risk faktorl oldugunu gdsterir
[35].

Kalitsal ya da sonradan kazanilan (edinsel) Protein C eksikliginin genel dinya
nufusu icindeki vaka orani yuksektir. Yillardir Protein C eksikligi olan hastalar
soguk donmus plazma, protrombin kompleks konsantresi, heparin ya da oral pihti

Onleyicilerle tedavi edilmistir [3].

Protein C eksikligi olan hastalarin tedavisi icin yaygin olarak heparin ve kumadin
kullaniimaktadir. Ancak bu ilaglarin her ikisi de tehlikeli yan etkilere sahiptir. Bu
ilaglarin kullanimi asiri i¢ kanamaya, felg ya da organ yetmezliklerine de neden
olabilir. Ayrica, kumadin ile uyarilmis cilt nekrozu ve heparin ile indiklenmis cilt
nekrozu kol ve bacaklarin kesilmesine ya da olume yol acgabilir. Ayrica hamile

kadinlar kumadin kullanamazlar.

Buna karsilik, Protein C'nin herhangi bilinen bir yan etkisi yoktur. Onceki hayvan
testleri ve klinik denemeler; yan etkisi olmaksizin Protein C’nin birgok medikal
endikasyonlar icin etkili bir antikoagulan/antitrombotik oldugunu gostermektedir.
Bu essiz oOzellik, vicut icindeki Protein C’nin mekanik davranisinin bir
fonksiyonudur. Diger tim antikoagulanlardan farkli olarak, Protein C inaktif formda
(zimojen) kanda dolasir ve sadece gerektigi yer ve zamanda aktive olmaktadir.
Ayni zamanda, Protein C herhangi bir kanama komplikasyonuna neden
olmaksizin kanda normalden daha fazla bulunabilmektedir [2]. Bu 6zelliklerinden

dolayi, Protein C kullaniminin tedavi olarak yerini almasi umit vericidir [1].

Protein C, insan kan plazmasindan, hicre kiltirinden ve transgenik hayvan

sutunden elde edilebilir [2].
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2.1.6. Protein C’nin Klinik Uygulamalari

Protein C’nin bir¢ok klinik uygulamasi vardir. Sadece genetik olarak eksikligi olan
hastalari tedavi etmek igin kullaniilmaz, ayni zamanda septik sok, kalga ve diz
protezi takilan hastalarda, kumadin indiklenmis deri nekroz hastalarinda, heparin
indUklenmis trombositopeni hastalarinda, fibrinolitik terapi géren hastalarda ve
kararsiz anginadan muzdarip hastalarda da kullanilabilir. Buna ek olarak; gtincel
arastirmalar, guvenli antikagulantlarin kullaniminin ABD’deki felg oranlarini yilda
80.000’den 40.000’e dusurebilecedini ve medikal sektoriinden yilda tahminen 600

milyon dolar tasarruf edilebilecegini gostermistir.

Protein C konsantresinin, kalitsal ve edinsel Protein C eksikligi olan kisilerdeki
trombozun 6nlenmesi ve tedavisi i¢in basariyla kullanildigi ve taze donmus plazma
yontemiyle birlikte ortaya ¢ikan problemleri engelledigi gosterilmistir. Ancak ticari
olarak satilan Protein C konsantresinin ¢ok kui¢clik miktarlari bile olduk¢a yuksek bir
fiyata sahiptir (100 ug Protein C konsantresi yaklasik 2500 TL’dir). Protein C
eksikligi 300 kiside bir goruldugunden, medikal hastalar icin kullanilabilir ucuz

Protein C olmasinin faydasi ¢ok buyuktir [2].

2.2. Molekiiler Baskilama Teknolojisi

“Molekuler baskilama” antibadi/antijen veya enzim/substrat gibi biyolojik

sistemlerin tanima mekanizmasini polimerik yapilara aktaran yontemdir [38].

Molekuler tanima, dodada her yerde var olan temel biyolojik bir mekanizmadir. Bu
mikemmel fakat basit olan mekanizma bagdisiklik sisteminde antibadi/antijen
tanimasini, enzimatik katalizi, sinyal iletimini ve replikasyon, transkripsiyon ve
translasyon gibi nukleik asit etkilesimlerini iceren cesitli biyolojik surecglerde
bulunmaktadir. Molekller tanima, reseptdr ve substrat arasindaki komplekse
dayanmaktadir. Emil Fischer bunu ilk kez yuz yil kadar 6nce “anahtar-kilit modeli”
olarak tanimlamigtir. Bu mukemmel kavram kompleks olusumunun Kkilit veya
reseptor (protein/enzim) ve istenen anahtar veya substrat (analit) Uzerindeki
tamamlayici fonksiyonel gruplar arasindaki molekuller arasi etkilesimler sonucu
oldugunu savunmaktadir. Diger bir deyisle, iki molekil hem boyut hem de
kimyasal olarak uygun olmalidir. Dogada spesifik tanimadan sorumlu asil
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reseptorler antibadiler (immunoglobulinler), enzimler, nukleik asitler ve hucrelerdir.
En cok calisilan antikorlar 10-40 nm ¢apinda buyuk Y-seklindeki glikoproteinlerdir
[39].

Baskilanmisg molekullerin  olusumunu agiklayan ilk makale 1931 yilinda
yayinlanmasina ragmen, molekuler baskilama ile ilgili arastirmalar 1980’lere kadar
olduk¢a azdir. Bu alanda yapilan ¢alismalar son yirmi yildir giderek artmaktadir
[40].

Ik defa 1972'de Glinter Wulff ve galisma grubu tarafindan tanimlanan molekuler
baskilama yontemi, sentetik polimerlerde fonksiyonel gruplarin U¢ boyutlu
yapilarinin duzenlenmesiyle, oldukga segici baglanma bolgeleri elde etmek
amaciyla kullaniimistir [41]. Antikor gibi biyoreseptorler, ylksek secicilikleri
nedeniyle 6zgul antijenlerini saflastirmada populer ligandlardir. Fakat yUksek
seciciligi olan bu biyolojik molekuller ortam sartlarindan kolay etkilenirler ve protein
yapilari asidik sartlarda, yuksek sicakliklarda ya da proteolitik aktivite sonucunda
denatlre olur[38].Molekiler baskilanmis malzemeler “antikor taklitcileri” olarak
adlandirlmigtir, gunkt bu sistemler onlarin dogal karsitlariyla etkilesimlerini taklit
etmektedir [39].

Molekuler baskilama, bir polimerizasyon islemi igerir ve bu teknikle yapay ligand
bolgeleri islevi géren son derece spesifik bogsluklar Uretilir. Molekller baskilanmis
polimerler (MIP’ler), kalip molekul varliginda hazirlanan malzemelerdir. Molekuler
baskilama sirasinda fonksiyonel monomerlerin kalip molekulle etkilesime
girmesine izin verilir. MIP'lerin 6zel tanima bdlgeleri, analitler (kalip) ve fonsiyonel

monomerlerin kombinasyonuna dayanmaktadir [42,43].

MIP'lerin olusumu tipik olarak birbiriyle kovalent veya kovalent olmayan
etkilesimlerle kalip molekul ve fonksiyonel monomerin olusturdugu kompleks ile
uygun porojenik  ¢bzuclnin varhiginda  capraz  baglayici ajanin
kopolimerizasyonunu igerir [43]. Kalip molekul elde edilen polimer matriksten
uzaklastirildiktan sonra kalip molekulu tamamlayici boyut ve sekle sahip olan
baglanma bolgeleri elde edilir [44]. Boylece molekuler baskilanmis polimerler
biyolojik reseptorlerin en énemli 6zelligine yani tanima yetenegi ve spesifik hedef

molekulleri baglama yetenegine sahip olurlar.
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Fakat molekuler baskilanmis polimerler biyolojik reseptorlerden su acgilardan
farkhdir.

e Molekuler baskilanmis polimerler cok buyuk, kati ve ¢dézUnmezdir. Buna
karsin bunlarin dogal kargitlari daha kuguk, esnek ve ¢ogu durumlarda

¢ozunurdurler.

e Bulyukliklerine bagh olarak molekuler baskilanmig polimerler binlerce veya
milyonlarca baglanma bolgelerine sahiptirler. Buna karsin biyolojik
reseptorler cok az veya sadece bir tane baglanma bolgesine sahiptirler
[45]. Bu yuzden, MIP'ler ¢ok gesitli kalip molekulleri tanimak i¢in poliklonal
ve monoklonal antikorlara gore genellikle daha yuksek afinite ve segicilikle

olusturulabilmektedir [43].

Baglanma bolgeleri 6zellikle kalip molekull ve hidrojen baglariyla, iyon degisimiyle
ve elektrostatik etkilesimlerle onun yapisal analoglarini taniyabilir. Bu yuzden,
cogu MIP vyaygin olarak kromatografide, kati faz ekstraksiyonunda ve
mikroekstrakside, kirleticilerin adsorpsiyon uzaklagtirilmasinda ayirma amaci ile
kullanilmigtir [44].

Sentetik  polimerlerin  molekuler  baskilanmasi, yapay makromolekuler
reseptorlerinin olugsumu igin kabul edilen bir tekniktir [42]. Bu teknik ayirma
alanindaki kuguk kalip molekuller i¢in, yapay enzimlerde, kimyasal sensorler ve
tibbi ilaclarda basariyla uygulanmigtir. Kiguk molekullerin baskilanmasi iyi bir
sekilde gelistirimektedir ve 6zel olarak yapilmis molekuler baskilama su an ticari

olarak mevcuttur [39].

Dogal reseptorlere benzer nitelikte ylksek afinite ve segicilik, dogal
biyomolekullere nazaran gosterdikleri Ustun kararhlik, disuk maliyet, kolay
hazirlanma ve farkli pratik uygulamalara kolay adaptasyon gibi &zellikleri
molekuler baskilanmis polimerlere olan ilgiyi artirmigtir [46,47]. Ayrica molekuler
baskilanmis polimerler, yiuksek mekanik oOzellikleri, i1siya ve basinca olan
direncleri, fiziksel dayanikliklari, asitler, bazlar, metal iyonlari ve organik ¢ozuculer
gibi ortamlardaki yuksek kararhliklari sebebiyle tercih edilmektedirler. Birkag yil
boyunca performansinda bir azalma olmaksizin saklanabilirler [46,48,49].
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Bu avantajlarindan dolayr MIP'ler yaygin bir sekilde molekuler tanima ve ayirma
malzemeleri olarak farkli alanlarda (6rnegin; sensorler, ilag salinimi, kromatografi,

protein tanima, kiral ayirma vs.) kullaniimaktadir [43].

2.2.1. Makromolekiuler Kaliplar ile Baskilanmig Polimerler

Makromolekuller kaliplarin (>1500 Da) varliginda sentezlenen makromolekiler
baskilanmis polimerler, MIP'ler, son birka¢ yilda 6zellikle 2005'den bu yana bilim
dunyasi tarafindan oldukga ilgi gormektedir (Sekil 2.8). Tagidiklari Gnemden dolayi

proteinler makromolekuler baskilamada en ¢ok c¢aligilan kaliptir [39].

Molekuler baskilamanin oOzellikle dusuk molekul agirhikh bilegikler icin basaril
oldugu kanitlanmistir [40]. Geleneksel baskilama ydntemi kolay olmasina ve metal
iyonlari, ilaglar ya da peptitler gibi kiigik molekullerin basari ile baskilanmasina
ragmen, bu uygulama proteinlerin baskilanmasinda bazi kisitlamalara sahiptir [50].
Bu kisitlamalar proteinlerin esnek yapisi, kolay denaturasyonu, buyuk boyutlarinin
onlara ulagsmada ve baglanma bodlgelerinden ayrilmada engel olmasi ve
molekullerin karmasikh@idir [47,51]. Buna ragmen, DNA ve proteinler gibi
makromolekillerin taninmasi igin talepler son yillarda surekli olarak artmaktadir
[51]. Bu malzemelerin (makromolekdllerin) ilk uygulamasi afinite kromatografisi

alanindadir ve bunlar kiral sabit faz olarak yaygin olarak incelenmistir [42].

Makromolekuler MIP'ler biyosensorlerde, vucuttaki toksik biyomakromolekullerin
uzaklastirimasi veya noétralizasyonunda uygulanmaktadir. Protein  MIP'lerin
Ozellikle gelismekte olan Ulkelerde ya da dogal afet sonrasi bulagici hastaliklarin
belirlenmesi gibi tibbi altyapinin yetersiz oldugu yerlerde tani araglari olarak

kullaniimasi uygundur [39].

Protein baskilama islemi sirasinda, genellikle metakrilik asit (MAA) ve akrilamid
(AAM) fonksiyonel monomer olarak kullanilir, ¢iinki bunlarin 'yumusak' karakteri
baskilanmis hidrojel matrikslerin proteine konformasyon uyumunu saglamaktadir
[51].
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Sekil 2.8. 1994-2010 yillari arasinda yayinlanan makromolekiler baskilama ile ilgili

yil ve uygulamalarina gore makalelerin sayisi.

2.2.2. Molekuler Baskilama Teknigi

Molekuler baskilama ydntemi temel olarak U¢ basamaktan olugsmaktadir (Sekil

2.9):

On komplekslesme

Fonksiyonel gruplar igeren polimerlesebilen uygun monomerler, kalip ya da
baska bir deyisle hedef molekile kovalent veya kovalent olmayan

etkilesimlerle baglanarak kompleks olusturur.

On-polimer karigiminda hidrofobik etkilesimler, hidrojen baglari, Van der
Waals kuvvetleri ve elektrostatik etkilesimler gibi c¢esitli olasi etkilesimler

kalip etrafinda monomerlerin uzaysal dizilisini belirler [40].

Bu basamakta kalip etrafinda fonksiyonel monomerin baglandigi bir yapi
olusumu sb6z konusudur. Bu etkilesimde hedef molekulin G¢ boyutlu yapisi

ve kimyasal Ozellikleri Gnemli bir yer tutar.

Polimerizasyon

Fonksiyonel monomer-kalip kompleksi, uygun bir gapraz baglayicinin da

kullaniimasiyla fonksiyonel monomer Gzerinden polimerlegtirilir.
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Polimerizasyon gozenek olusumunu saglayan ¢ozucu varliginda
gerceklestirilir, boylece analitlerin baskilanmis bolgelere daha iyi ulagmasi

saglanir [42].

Kalip (hedef) molekiliin uzaklastirilmasi

Yapida hedef molekilin yerini alacak bogluklarin olusturulmasi amaciyla,
kalip molekul polimerden uzaklastirilir. Uygun kosullar altinda, bu bosluklar
kalip molekulin boyutunu, yapisini ve fizikokimyasal Ozelliklerini tanir,

segici ve etkin olarak kalip molekult baglar.

B2

Fonksiyonel monomerler

1 ~
—
Kalip ﬁ’ Qv‘ Polimerizasyon
e On-polimerizasyon Capraz bagl
Capraz baglayiel kompleksi polimer
Yeniden

haglanma

H1|I|]llll
uzaklastinlmasi

C-€&

Molekiler baskilanmig
polimer

Sekil 2.9. Molekiler baskilanmis polimerlerin hazirlanmasi.

Etkin bir molekiler baskilama

igin;

(1) Kalip molekualun,

(2) fonksiyonel

monomerin, (3) ¢apraz baglayicinin, (4) polimerizasyon igin ¢oztcunin ve (5)

baglaticinin segimi 6nemlidir.
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2.2.2.1. Kalip (Hedef) Molekiil

Baskilanan kalip molekulun fonksiyonel monomerle kompleks yapacak fonksiyonel
gruplari icermesi en dnemli parametrelerden biridir. Kalip molekulin hidrojen bagi
ve elektrostatik etkilesim (karboksil, amino, hidroksil ve amid gruplari) yapabilecek
bolgeleri kompleks olugumu icin en ¢ok tercih edilen bolgeleridir. Kalip molekul
kimyasal reaksiyonun gerceklestigi kosullar altinda kararli kalmahdir [52].
Baskilanacak molekul olarak ilaglar, amino asitler, karbonhidratlar, proteinler,

nikleotid bazlar, hormonlar, pestisitler, koenzimler ve iyonlar kullanilabilir [53].

2.2.2.2. Fonksiyonel Monomerler

Monomerler, MIP igleminin gerceklesmesi igin anahtar bilesiklerdir. Fonksiyonel
monomerler baskilanmig baglanma bdlgelerinde meydana gelecek baglanma
etkilesimlerinden sorumludur. Baskilama islemi esnasinda monomer-kalip
kompleksinin kararli olmasi icin fonksiyonel monomer secimi ve ayrica kalip
molekulin ve fonksiyonel monomerin fonksiyonel gruplari da oldukga 6nemlidir.
Fonksiyonel monomerin ve kalip molekulin fonksiyonel gruplarinin uyusmasi
baskilama etkinliginin artiriimasi ve kompleks olusumu i¢in dnem tasimaktadir.
Genellikle molekiler baskilama c¢alismalarinda tek fonksiyonel monomer
secilmesine ragmen iki veya daha fazla fonksiyonel monomerin ayni anda
kullanimi da tanima kapasitesinin gelistirilmesi igin kullaniimaktadir. iki veya daha
fazla fonksiyonel monomerin bir arada kullanildigi c¢alismalarda, monomer-
monomer etkilegsimini minimuma indirmek igin akrilamit ve polihidroksietil
metakrilat (PHEMA) gibi nétral fonksiyonel komonomerler kullaniimaktadir [54].
Polihidroksietil metakrilat (PHEMA), hidrofilik karakterde, minimum duzeyde
spesifik olmayan protein etkilesimleri saglayan, yuksek kimyasal ve mekanik
kararlihgl ve mikrobiyal ve enzimatik saldirilara karsi dayanikli olan bir polimerdir
[55,56,57]. Asidik, bazik ve nétral 6zelliklere sahip yaygin olarak kullanilan bazi
fonksiyonel monomerlerin yaninda metal-selat etkilesimini 6n plana c¢ikaran
monomerler de kullaniimaktadir. Asidik yaplya sahip olan fonksiyonel
monomerlere Ornek olarak metakrilik asit (MAA), p-vinilbenzoik asit, akrilik asit
(AA), 2-(triflorometil)-akrilik asit (TFMAA), akriloamido-(2-metil)-propan sulfonik
asit (AMPSA) verilebilir. Bazik monomerlere 4-vinil piridin (4-VP), 2-vinil piridin (2-
VP), 4-(5)-vinil imidazol, allilamin, N,N’-dietil aminoetil metakrilamit (DEAEM)
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verilirken; akrilamit, metakrilamit, 2-hidroksietil metakrilat (HEMA), akrilonitril (AN),
metilmetakrilat (MMA), stiren, etilstiren ise notral Ozellige sahip fonksiyonel
monomerlerdir. Metal-selat iceren monomerler ise metakroilamidohistidin-Cu®*
(MAH-Cu®"), metakroilamidosistein-Hg** (MAC-Hg*"), metakroilamidoglutamik asit-
Th* (MAGA- Th*"), MAH-Ni?"dir [58].

2.2.2.3. Capraz Baglayicilar

Capraz baglayicilarin temel goérevi kalip molekul etrafinda sabit bir yapi
olusturmaktir. Ayrica yapinin morfolojisini kontrol etmek, baskilanmis kalip
moleklle 06zgu baglanma bodlgelerinin kararli olmasinin saglamak, polimer
matrikse mekanik kararlilik kazandirmak icin kullaniimaktadir [58]. Bunlara ek
olarak c¢apraz baglayicilar, baskilanmig polimerlerin ¢dzUucllerde ¢ozunmesini
engellemektedirler. Degisik capraz baglayicilarin  kullanilmasi, hem kalip
molekulin baglanma bdlgelerinin yapisinin  korunmasini hem de kimyasal
cevreden korunmasini saglamaktadir. Etkin bir baskilama islemi igin, capraz
baglayicilarla fonksiyonel monomerler uyum iginde olmalidir. Aksi takdirde
fonksiyonel monomerden veya capraz baglayicidan biri polimerizasyon sirasinda
baskin ¢ikar ve homojen kopolimerizasyon gerceklesmez. Capraz baglayici ajanin
fonksiyonel monomere orani da énemlidir. Capraz baglayici/fonksiyonel monomer
derisim oranlari molekuler baskilanmis polimerlerdeki farkli sayida baglanma
bdlgelerinin olusumuna neden olur ve bu da seciciligi etkiler [59]. EGer capraz
baglayici/fonksiyonel monomer mol oranlari ¢ok klgukse, kalip molekillerin
baglanma bdlgeleri birbirlerine ¢gok yaklasir, hedef molekilin baglanma bdlgeleri
komsu bolgeler tarafindan kapatilir ve etkin bir sonug elde edilemez. Cok buyuk
mol oranlarinda da, capraz baglayicilar fonksiyonel monomerlere veya kalip
molekulle kovalent olmayan etkilesimler gostermesi sonucu baskilamanin etkinligi
yine azalmaktadir [53,58]. Etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) ve divinilbenzen
(DVB) en sik kullanilan ¢capraz baglayicilardir.

2.2.2.4. Cozuciiler

Cozuculer, polimerizasyonda baskilanacak molekil, fonksiyonel monomer, ¢capraz

baglayici, bagslatici gibi tim bilesenlerin tek fazda bulunmasini ve polimerde
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gozeneklerin olugmasini saglar. Bu nedenle ¢o6zlicuye genellikle “gbzenek
olusturucu” da denir. Cozuculer, ayrica hedef molekdlin baglanma hizini
arttirmasini da saglar. Bagdlanan hedef molekulin polimerden salinmasini da
yapinin gozenekliligi saglar. Makrogozenekli polimerin hazirlanmasi asamasinda;
¢Ozucu, gozeneklerin yapisi ve seviyesi, morfolojisi ve toplam gbézenek hacmini
kontrol etmek icin onemli bir unsurdur. Polimerizasyonda ¢o6zicu molekulleri
polimerin igine dahil edilir ve son bir islemle uzaklastirilir [60]. Polimerde gézenek
olusturucu ¢ozucunun miktarinin artmasi, gdozenek hacmini artirir. Polimerizasyon
sirasinda reaksiyon sicakligi artar ve istenmeyen yan drunlerin olusumuna neden
olur. Cozucunun diger bir rolu ise, polimerizasyon sirasinda artan reaksiyon
sicakhgini esit olarak dagitmaktir. Cézlcunin segimi baskilamanin tirine baghdir.
Kovalent baskilamada tum bilegenleri iyi bir sekilde ¢co6zdugu surece birgok ¢ozucu
kullanilabilir. Kovalent olmayan baskilamada ise, fonksiyonel monomer ile
baskilanacak molekul arasindaki kovalent olmayan etkilesimin olugsumunu ve

baskilama etkisini attirmak igin ¢ézticl sec¢imi daha énemlidir [58].

2.2.2.5. Baslaticilar

Radikal polimerizasyon, radikal baglaticilarin 1sil bozunmasiyla baglatilabilir.
Baglaticilar, monomerlere goére oldukga az miktarlarda (yaklasik olarak % 1)
kullanilirlar [61]. Genellikle 2,2’-azobis(izobutironitril) (AIBN) ve 2,2’-azobis(2,4-
dimetilvaleronitril) (ADVN) kullanilir. Monomer ile kalip molekul arasindaki kovalent
olmayan etkilesimlerin ¢ok zayif oldugu durumlarda c¢ok ylksek sicakliklara

¢ikilamaz. Bu kosullarda, 1sil bozunma yerine UV bozunma tercih edilmektedir.

2.2.3. Molekiiler Baskilama Yontemleri

Molekuler baskilama yontemi temel olarak, fonksiyonel monomer ile kalip molekl
arasinda olusan bagin ¢esidine gore iki ana gruba ayrilir: Kovalent baskilama ve

kovalent olmayan baskilama.

2.2.3.1. Kovalent Baskilama

Kovalent baskilama ilk olarak Wulff ve Sarhan tarafindan gelistiriimistir [42]. Bu

yaklasimda, polimerizasyon igsleminden Once kalip molekil ve fonksiyonel
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monomer birbirine kovalent baglarla baglanir. Polimerizasyon isleminden sonra
kovalent baglar kirilir ve kalip molekul polimerik yapi igerisinde segici bosluklar
olusturmak amaciyla polimerden uzaklastirilir. Hedef molekial, baskilanmis

polimerle etkilestirildiginde ayni kovalent baglar yeniden olusur (Sekil 2.10) [62].

Pl
’_.

j f Polimerlesebilen Polimerizasyon Molekdiler Baskilanmig
Kalip Sentezi Polimer

‘._//

Sekil 2.10. Kovalent Baskilama

Fonksiyonel monomer ve kalip molekul polimerizasyondan dnce kovalent bag ile
birbirine baglanmistir. Bu yontemde, monomer-kalip konjugatlar (ciftleri) o kadar
kararhdir ki ¢cok gesitli polimerizasyon sartlarinda (6rnegin; yuksek sicaklik, dusuk
veya yuksek pH) uygulanabilir. Fakat sadece birka¢ tersinir kovalent bag

mevcuttur ve sentezi genellikle zahmetli ve daha az ekonomiktir [43].

Kovalent bag olusumu nedeniyle baglanma kinetiginin yavas olmasi bu yontemin
bir dezavantajidir. Diger taraftan bu kovalent baglarin kararliigi polimerdeki
baglanma bolgelerinin daha homojen dagilmasini saglamaktadir. Ayrica kullanilan
kalip molekulun miktarina bagh olarak baglanma bdlgelerindeki verim, kovalent

olmayan baskilamaya gére bu uygulamada daha yuksektir [42].

2.2.3.2. Kovalent Olmayan Baskilama

Kovalent olmayan baskilamada fonksiyonel monomer ile kalhp molekilin
baglanmasi kovalent olmayan etkilesimlerle (hidrojen bagi, -1 etkilesimleri,

hidrofobik etkilesimler ve van der Waals kuvvetleri) gergeklesir [63].

Arshady ve Mosbach'in 6nculuk ettigi kovalent olmayan uygulama fonksiyonel
monomerlerin, hedef molekulllerin seg¢imi ve baskilanacak malzemenin

kullaniminda daha esnektir.
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Bu yontemle gerceklesen polimerizasyondan sonra baskilanan molekll basit
cozucl ekstraksiyonuyla uzaklastinlabilir.  Ancak, bu uygulamada 6n
polimerizasyon kompleksinin kalip molekill ve fonksiyonel monomerler arasinda
olusan afiniteye bagli olan kararlilikla dengedeki tersinir bir sistem oldugu
belirtiimelidir. Bu baskilanmis baglanma bdlgelerinde bazi heterojenliklere neden
olabilir ve bu da 6zgul olmayan baglanmalara ve kalip molekulin zayif molekuler

taninmasina neden olur [42].

Polimerizasyondan sonra uygun c¢ozuculerle kalip molekdl polimerden
uzaklastiriir. Hedef molekll ile baskilanmis polimerler kovalent olmayan

etkilesimlerle baglanir [63].

j Jf Kompleks Olugumu Polimerizasyon Molekliler Baskilanmig
Polimer

Sekil 2.11. Kovalent Olmayan Baskilama

Hedef molekllin baglanma kinetigi kovalent baskilamaya kiyasla daha hizlidir
[42]. Bu yontem kolay hazirlanmasi ve fonksiyonel monomerlerin segimindeki

esneklikten dolay! yaygin olarak kullaniimaktadir [43].

Goruldagu gibi her iki yonteminde birbirlerine gore UstlnlUkleri vardir. Yontemin
secimi hedef molekulin gesidine, yapisina, segiciligin derecesine, zamanina ve

maliyetine gore degismektedir.

2.2.3.3. Metal-Selat Etkilesimlerine Dayali Molekuler Baskilama

Diger iki yodnteme alternatif olarak karsimiza c¢ikan teknik metal-selat
etkilesimlerine dayali molekller baskilama teknigidir. Metal selat etkilesimleri,
baglanma gucu ve segiciligi agisindan sulu ¢ozeltilerdeki elektrostatik etkilesimler

ve hidrojen baglariyla karsilastirildiginda kovalent etkilesimlere daha ¢ok
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benzemektedir. Bununla birlikte hedef molekllin yapidan uzaklastiriimasi
kovalent baskilamada oldugu kadar glg degildir. Ozellikle hidrojen baglarinin etkin
oldugu baskilama sistemlerine gore c¢ozuculerin su da dahil olmak Uzere genis
sinirlarda kullanilabilmesi ve baskilanacak tamamlayici ligandin geometrik
yonelmesinin secicilige getirdigi avantaj nedeniyle metal-gelat etkilesimlerine

dayanan bu teknik daha ¢ok tercih edilmektedir [64].

Bu teknikte kullanilan metal iyonlari ve biyolojik ligandlar arasindaki etkilegimler
oldukga spesifiktir. Elektrostatik ve hidrojen baglanma etkilesimleri sulu ortamda
zayiftir ancak metal koordinasyon etkilesimi ¢ézticli ortamindan etkilenmez. Metal
selat etkilesimli baskilamada ortama fazla monomer eklenmesi tercih
edilmemektedir, bdylece spesifik olmayan baglanma bdlgelerinin olusumunun en
aza inmesi saglanir. Baglanma kinetikleri ise kovalent baskilamaya gore daha
hizlidir [9].

Molekuler baskilamanin her U¢ tipinde de kalip molekul uzaklagtirildiktan sonra
kalip molekulli boyut, buyudklik ve fonksiyonel grubuyla taniyan ¢ boyutlu bir

malzeme olusur.

2.3. Kriyojeller
2.3.1. Kriyojel ve Kriyojellesme

Kriyojeller, kismen donma kosullarinda monomerik ya da polimerik oncullerin
bulundugu ¢ozeltilerin dondurulmasiyla hazirlanan jel matrikslerdir [65]. Kriyojel

yunanca kp1oo (kryos) kelimesinden gelir ve anlami buz veya don'dur [66].

Kriyojelleri Gretmek igin, birbirine bagli buylk gdzeneklere sahip makrogdzenekli
polimer yapiyi olusturan polimerizasyon dusuk sicakliklarda baslatilir. Kriyojeller
sulu ¢ozelti igerisinde bulunan digsuk derisimli monomerlerin (<%10 (w/v))
polimerizasyonuyla olusturulmaktadir [67]. Bu kriyojellesme polimerizasyonun
sonucunda surekli birbirine baglh gbézenekler ile U¢ boyutlu polimerik ag olusur
[68,69].

Sulu ortamda (ya da bagka bir sivi ortaminda) saf bir sivinin donma noktasindan
daha dusuk sicakliklarda organik ya da inorganik maddelerin sentezinde kullanilan
bu teknik “kriyojellesme” veya “kriyotropik jellesme” olarak adlandiriimistir. Yigin
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¢Ozeltinin donma noktasinin altindaki sicakliklarda kriyojel sentezi igin kullanilan
kriyojellesme buyuk ilgi gormustur; ¢unku kriyojellesme, toksik organik ¢ozeltiler
kullanmaksizin neredeyse her organik ya da inorganik onculden kontrolli dokusal,
yapisal ve adsorpsiyon Ozellikleri ile mikro- ve makrogozenekli maddelerin

uretimine izin vermektedir [70].

Kriyotropik jellesme tekniklerinin ve jel malzemelerinin uygulama alanlari oldukga
genistir. Polimer jellerin genis bir alanda kullaniimasi gesitli problemler ile birlikte
bazi gereksinimlere neden olmaktadir. Bu gereksinimler, biyolojik uygulamalar igin

yeni nesil jel malzemelerin geligtiriimesini ve Uretimini tesvik etmektedir.

1980’li yillarda birgok 6zelligi bilinmesine ragmen biyoayirma 6zellikleri son yillarda
fark edilen kriyojeller; disk, monolitik kolon ve tabaka seklinde tasarlanabilmektedir
[65].

2.3.2. Kriyojellerin Olusumu ve Ozellikleri

Kriyojel olusturmak icin sadece sulu sistemler degil dioksan, formamid gibi organik

¢Ozucu iceren sistemler de kullanilabilir [71].

Baslangi¢ sisteminde monomerler veya polimerik dnculler ve ¢apraz baglayicilar
¢bzucu iginde karistirilir (genellikle sivi ortamda) ve iliman donma kosullarinda
bekletilir. Jellesme hizinin ¢ok yuksek olmamasi 6nemlidir, aksi takdirde sivi ornek
(¢dzlici) donmadan o6nce jellesme gerceklesecektir [72]. Polimerlesme hizi
reaksiyon karigsimindaki baglatici sistemin miktari tarafindan kontrol edilir. Boylece
reaksiyon karigimindaki baslatici, sistemin miktari degistirilerek buyuk ve birbirine
oldukga bagh gbézenekli kriyojeller ve birbirine az baglanmis (kapali) ve buyuk
g6zenekli kriyojeller hazirlanir [73]. Cézicu madde donarken ¢ézlinmis maddeler
“sivi mikrofaz” olarak adlandirilan donmamis mikrobdlgelerde toplanir ve kimyasal
reaksiyon (polimerizasyon) bu donmamis mikrobolgelerde ilerlerken buz kristalleri
olusur. Dondurulmus sistem heterojendir, kati faz (donmus ¢dziclnin kristalleri)
ve donmamis sivi mikrofazdan olusur. Mikrofaz hacmi ¢dzicunin yapisina,
¢6zunmUs maddelerin ilk derisimine, donma sirasinda 6rnegin termal gegmisine,
¢Ozunur ve ¢ozunmez karigimin varligina vb. baghdir. Donmamis kisim genellikle
toplam 6rnegin % 0.1-10'unu olusturur. Cézicliden olusan buz kristalleri gézenek

olusturucu olarak davranir. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra erime ile
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kolaylikla polimerik agdan ayrilabilir ve gozenekli yapiya neden olan bosluklari
olusturur. Bu sekilde, surekli birbirine bagl buyuk gbézeneklere sahip kriyojeller

aretilir [72,74]. Kriyojel tretimi Sekil 2.12°de sematik olarak gdsterilmistir.

1 6——'%—, g )
2 <—Ju .—\E
3 <3 . _CSJ
~ — x — . )

Baslangic ¢ozeltisi Donma Kriyojellesme

Kriyojel

Sekil 2.12. Kriyojel hazirlama asamalari (1) Polimer onculleri, (2) Cozelti, (3)

Dusuk molekul agirlikli ¢ozinen molekuller veya monomer 6nculleri.

Genis birbirine baglh gbézenekli ag yapisi kriyojellerin temel karakteristik 6zelligidir.
Kriyojel icerisindeki ~makrogdzeneklerin boyutu onlarca hatta ylzlerce

mikrometreden birkag mikrometreye kadar degisir [65].

Genellikle kriyojeller birkagc mikrometre kalinhigindaki goézenek duvarlari ile
mikro/makrogdzenekli maddelerdir (ortalama goézenek c¢api 1<d<300 um). Canli
bilimi siniflamasina goére olan bilgide, dnano<0.1 pm, 0.1<dnik<100 pm ve
dmako>100 pm c¢apindaki gobzenek boyutlari sirasiyla nano- mikro-, ve
makrog6zeneklere karsilik gelir. Ikincisindeki d>50 nm capindaki tiim gézenekler
makrogozenekler olarak tanimlandigi i¢in bu gézenek siniflamasi IUPAC g6zenek

siniflamasina gére makrogdzenekli kriyojeller i¢in daha ¢ok uygundur.
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Buz kristallerinin buyuklugu, gézenek duvarlarinin olusumunda onemli bir basinca
neden olabilir. Bu yuzden bu makropor duvarlari genellikle azdir ve dusuk
nano/mikrogdzeneklilige sahiptir. Su miktari diger o6ncullerin miktarindan daha
fazlaysa, elde edilen kriyojel makrogdzenekli ya da sUpermakrogdzenekli (%
99'dan fazla) olabilir. Bu, goézenek olusturan mikropartikiller gibi buyuk buz

kristallerinin ve nispeten ince gozenek duvarlarinin olugsumuna baghdir.

Su ve organik es-¢ozuculerin miktarlarindaki degisimler, iyonik gu¢, pH, sogutma
hizi, sicaklik degisimi, ¢ozunen derigimleri, oncu karigim, diger monomer ya da
oligomer polimerizasyon sartlari veya polimerin g¢apraz baglayicisi kriyojellerin
diger Ozelliklerinin yani sira gozenek dagilimlari ve gozenek duvar kalinhigi gibi

yapisal 6zelliklerinde 6nemli farkliliklara neden olmaktadir [70].

Kriyojeller sungerimsi morfolojiye sahiptir [65]. Kriyojellerin sungersi yapilari
poliakrilamid (pAAM), polihidroksimetakrilat (pHEMA), polietilenglikol (PEG),
dekstranmetakrilat, polivinilalkol (PVA) temeline dayanmaktadir [75]. Kriyojeller
sungersi morfolojisi ve makrogdzenekli yapisindan dolay! ¢ok disuk akis direnci
gOsterir ve pratik olarak her boyutta ¢6zinen maddenin difizyonuna

engellemeden izin verir [76].

Son zamanlarda kriyojeller ayirma tekniginde yeni nesil sabit faz olarak kabul
edilmektedir [77,78]. Makrogdzenekli maddeler olarak kriyojeller, sadece klguk
molekul agirlikl ¢ézlinenlerin degil ayni zamanda makromolekullerin ve hucrelerin
de difuzyonuna engellemeden izin verdigi igin matriks olarak kullanilir. Bu,
makrogOzeneklerin birbirine bagli yapisina ve bir butin olarak kriyojellerin
sungerimsi ve elastik morfolojisine baglidir. Molekuler baskilanmis polimerler
(MIP) ile kombinasyonunda bu ozellikler, cesitli biyoteknolojik ve c¢evresel
uygulamalar icin yeni bir yaklasim saglar [70]. Ayrica bircok avantaja sahip olan

kriyojeller protein saflastirma igin de ¢ok iyi bir secenektir [47,78].

MIP teknigi, spesifik bilesikler icin adsorban olarak kullanilan kriyojellerin
seciciligini 6nemli derecede arttirmak icin basit bir yol saglar. Molekuler
baskilanmis polimerler kriyojel sentezinin ¢apraz baglama asamasi sirasinda
uzaklastiriir. Birgok uygulamada kriyojeller, jel materyalleri islevsellestirmek igin
alternatif olarak kullanilabilir. Buna ek olarak, kriyojeller onlarin yapisal, mekanik,

dokusal ve adsorpsiyon ozelliklerini degistirmek icin kati gézenekli mikro- ya da
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nanopartikuller ile doldurulabilir. Tam kriyojel partikulleri, onlarin ¢bzunen
maddeler ile etkilesimlerini kontrol etmek igin fonksiyonellestirilebilir. Organik
kriyojellerin yani sira inorganik kriyojeller de oksitler, karbonlar ve diger maddelerle

sentezlenebilir [70].

Ucuz malzemeler olan kriyojeller genis gézenekli yapisi, kisa diftizyon yolu, distk
basing¢ algalmasi ve hem baglanma hem de ellUsyon igin ¢ok kisa alikonma suresi

gibi bircok avantajla geleneksel matrikslere iyi bir alternatiftir [47,79,80].

2.3.3. Kriyojellerin Uygulamalari

Kriyotropik jellesme tekniklerinin ve jel malzemelerinin uygulama alanlari oldukca
genistir [81]. Bio(ayirma), (bio)kataliz ve afinite kromatografisi kriyojellerin en

yaygin uygulama alanlaridir [69].

1990’larda monolitik kolonlar (yani tek pargca olarak hazirlanan kolonlar) blyuk

molekuller i¢cin uygun ayirma ortami olarak kullaniimaya baslanmistir [82].

Kriyojellerin ozmotik, kimyasal ve mekanik kararlligi ile birlesen benzersiz yapisi
kriyojelleri biyolojik nanopartikullerin (plazmidler, virusler, hucre organeller) ve
hatta tam hdcrelerin kromatografisi i¢cin matriks olarak kullaniimasini mimkuin
kilmaktadir.

Polimerik jellerin, biyoteknolojinin birgok farkli alaninda kromatografik malzeme,
molekul ve hicrelerin  immobilizasyonu igin  tasiyici, elektroforez ve
immunodifizyon igin matriks ve kati kultir ortami igin jel kaynagi olarak
kullaniimaktadir [65].

Supermakrogbzenekli  kriyojeller insan kan lenfositlerinin fraksiyonu igin,
mikrobiyal hucrelerin kromatografisi ve ham hicre homojenatlarindan dogrudan

artnd ayirmak i¢in basariyla kullanilmigtir [76].

Kriyojeller biyoayirma tekniklerindeki gibi c¢esitli biyoteknoloji ve biyotip
uygulamalarinda dogrudan fermantasyon ortamindan Urdn kazaniminda, insan
kan lenfositlerinin ve insan tumoér hdcrelerinin - ayriimasinda ve hicre

immobilizasyonunda kullaniimaktadir [83].

30



Kriyojeller, yuksek biyolojik uyumlulugu ve dogal yumusak dokulara benzer lastiksi
yapisindan dolayl birgok biyomedikal, kozmetik ve farmasétik (eczacilik)

uygulamalarda kullanilir [70].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Sunulan tez kapsaminda yapilan deneysel galismalari asagidaki basliklar altinda

toplamak mumkundur:

¢ Fonksiyonel monomer N-metakriloil-(L)-histidin metil ester (MAH) sentezi,

e MAH-Cu(ll) 6nkompleksinin hazirlanmasi,

e Protein C baskilanmig P[HEMA-MAH/Cu(ll)] (MIP), baskilanmamis
PI(HEMA-MAH/Cu(ll)] (NIP) ve PHEMA kriyojellerin hazirlanmasi,

e MAH, MAH-Cu(ll)  énkompleksinin ve polimerik kriyojellerin

karakterizasyonu,

e Protein C baskilanmis P[HEMA-MAH/Cu(ll)] kriyojellerin Protein C
adsorpsiyonu,

e Protein C baskilanmigs P[HEMA-MAH/Cu(ll)] kriyojel kolonlarda segiciligin
incelenmesi,

e Protein karisimindan protein C ayriminin FPLC (Hizh Performans Sivi
Kromatografisi) ile incelenmesi,

e Protein C’nin safliginin Sodyum Dodesil Sulfat Poliakrilamid Jel Elektroforez
(SDS-PAGE) ile belirlenmesi.

e Protein C desorpsiyonu ve kriyojel kolonun tekrar kullanilabilirliginin

incelenmesi,

3.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

P[HEMA-MAH/Cu(Il)]  kriyojellerin  hazirlanmasinda temel bilesen  2-
hidroksietilmetakrilat (HEMA), N,N-metilen bisakrilamid (MBAAM), N,N,N’,N’-
tetrametiletilendiamin (TEMED), amonyum persulfat (APS) ve N-metakriloil-(L)-
histidin metil ester (MAH) sentezinde kullanilan L-histidin metilester ve metakroll
klortr, kalip molekul olarak kullanilan Protein C ve secicilik calismalarinda
kullanilan insan serum albumini ve hemoglobin Sigma-Aldrich (Sigma Chemical
Co., ABD) firmasindan temin edilmistir. Reaktifler kullanilana kadar 4°C’de
muhafaza edilmigtir. Calismada kullanilan diger kimyasallarin hepsi Merck AG

(Darmstadt, Almanya) firmasindan temin edilmigstir ve analitik safliktadir.
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Deneylerde kullanilan su, yuksek akigl selluloz asetat membran (Barnstead
D2731) ile ters ozmoz Barnstead (Dubuque, 1A) ROpure LP® birimi ve ardindan
Barnstead D3804 NANOpure® organik/kolloid uzaklastirma birimi ve iyon
degistirici dolgulu kolon sistemi kullanilarak saflastiriimistir. Elde edilen saf suyun
(deiyonize su) direnci 18 MQ/cm’dir. Deneylerde kullanilan cam malzemeler bir

gece boyunca 4.0 M nitrik asitte bekletilerek temizlenmisgtir.

3.2. N-metakriloil-(L)-Histidin Metil Ester (MAH) Monomerinin Sentezi

N-metakriloil-(L)-histidin metil ester (MAH) monomerinin sentezi i¢in uygulanan
yontem kisaca soyledir: L-histidin metil ester (5.0 g) ve hidrokinon (0.2 Q)
diklorometan (CH,Cl,) (100 mL) ¢ozeltisi igerisinde ¢ozlimistir. Cozelti 0°C’a
sogutulmustur. Trietilamin (12.7 g) bu ¢ozeltiye ilave edilmigtir. Metakroil klorar
(5.0 mL) yavasca bu c¢ozeltinin Gzerine dékulmustir. Reaksiyon karisimi azot
atmosferi altinda manyetik karistirici ile 2 saat oda sicakhginda karistiriimistir. Bu
surenin sonunda, reaksiyona girmeyen metakroil klorur, %10’luk NaOH ¢ozeltisi ile
ekstrakte edilmigtir. Sulu faz doner buharlastiricida uzaklastiriimis ve kalan kisim
(MAH) etanolde ¢ozilmustir [84].

H,C 8
ey 0 HN O “}—/<
H + H(T“JJ—D—CHE — MO gy 0
H,C Zl |
3 CH, Hlf|3 O—CH,
M =\
Mo M
etakroil klorir L-Histidin metil ester M-Metakriloil-L-Histidin
(MAH)

Sekil 3.1. N-metakriloil-(L)-histidin (MAH) monomerinin sentezi

3.3. MAH-Cu(ll) Kompleksinin Hazirlanmasi

MAH-Cu(ll) kompleksinin hazirlanmasi igin ilk olarak MAH monomeri (1.0 mmol,
0.223 g) etanol (15 mL) icine yavas yavas ilave edilmigtir ve daha sonra oda
sicakliginda bakir nitrat (Cu(NO3)2.2.5H,0) (1.0 mmol, 0.232 g) ile muamele
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edilmistir. Cozelti, agcik maviye donlinceye kadar 3 saat boyunca surekli olarak
manyetik karistiricida karnigtinlmigtir. Etanol daha sonra, mavi renkte bir kat
vermesi igin doéner buharlastirici Uzerinden uzaklastinimistir.  MAH-Cu(ll)
kompleksi (0.276 g, % 68.4) mavi kristal katiy1 vermesi icin etanol/asetonitrilden

yeniden kristalize edilmistir.

Kalip molekiil olan protein C (15.0 mg) MAH-Cu?* (5.0 mg) iceren distile su (1 mL)
ile ¢ozlilmis ve Protein C-MAH-Cu®* kompleksinin én-organizasyonu manyetik

karigtiricida 4 saat boyunca karistirilarak gergeklestirilmistir.

3.4. Protein C Baskilanmig P[HEMA-MAH/Cu(ll)] Supermakrogozenekli

Kriyojellerin Hazirlanmasi

Protein C baskilanmis P[HEMA-MAH/Cu(Il)] kriyojellerin hazirlanmasinda izlenen
yol su sekildedir: Polimerizasyon sistemi iki fazin karistirimasiyla hazirlanmigtir.
Faz I'de N,N-Metilen bisakrilamid (0.1425 g), 5 mL suda ¢dzulmustur. Faz II'de ise
650 yL HEMA, MAH-Cu(ll)-Protein C kompleksi (1 mL) ile manyetik karistiricida
karistinimistir. Olusan karisim (faz 1l) 1.85 mL suda ¢ozulerek MBAAM c¢ozeltisine
(faz 1) eklenmistir. Polimerlesme igin serbest radikal olusumuna sebep olan
amonyum persulfat (APS) reaksiyon basglatici olarak, N,N,N’,N’-tetra-
metiletilendiamin (TEMED) ise katalizor olarak kullaniimistir. Homojen ¢ozeltiye
0.01 g APS ve 12.5 uyL TEMED eklenmistir. Buz kalibi igerisine yerlestirilen
siringalara egit oranlarda polimer karisimi aktarildiktan sonra agizlari sikica
kapatilarak -12°C’da 24 saat siire ile polimerizasyon gergeklestirilmistir. Bu slre
sonunda olusan kriyojeller oda sicakhgina getirilmistir. Reaksiyona girmemis
monomerlerin ve diger artiklarin polimerik yapidan uzaklastirilmasi igin surekli
olarak su ile ykanarak Protein C baskilanmis P[HEMA-MAH/Cu(ll)]
supermakrogdzenekli kriyojeller (MIP) sentezlenmigtir. Baskilanmamis (NIP)
supermakrogdzenekli P[HEMA-MAH/Cu(Il)] kriyojeller ise ortama kalip molekdl
olan Protein C eklenmeksizin ayni yéntemle sentezlenmistir. Kullaniimadiginda
kriyojeller mikrobiyal kirlenmeyi dnlemek icin % 0.02 sodyum azlr igeren ¢ozeltide

buzdolabinda saklanmisgtir.
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Sekil 3.2. Protein C kalip olusumunun sematik gosterimi

3.5. Kalip Molekiliin (Protein C) Uzaklastiriimasi

Olusan kriyojellerden kalip Protein C molekulinin uzaklastiriimasi i¢cin 1.0 M NaCl
¢Ozeltisi kullanilmistir. Protein baskilanmig kriyojeller oda sicakhginda 48 saat
sure ile 1.0 M NaCl c¢ozeltisi ile yikanmistir. Bu islem kalip molekul Protein C
molekulleri 280 nm’de UV spektrofotometresi ile tayin edilmeyene kadar birkag kez

tekrarlanmigtir.

3.6. Protein C Baskilanmig Kriyojellerin Karakterizasyonu

3.6.1. FTIR Calismalari

MAH-Cu(ll) 6n kompleksi ile MIP ve NIP kriyojellerin yigin yapisi FTIR (FTIR 8000
Series, Shimadzu, Japonya) ile incelenmistir. Analizden 6nce kriyojeller vakum
etlvinde 24 saat kurutulmustur. FTIR spektrumlarinin elde edilmesi amaciyla 2
mg polimer 6rnegi 98 mg KBr ile karistirilarak havanda dovulmus ve hidrolik preste
600 kg/cm? basincta 10 dakika bekletilerek ince bir tablet haline getirilmistir.
Hazirlanan tabletin 4600-400 cm™ dalga sayisi araliginda spektrumu FTIR

cihazinda alinmigtir.
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3.6.2. NMR Galigmalari

MAH monomerinin proton NMR spektrumu, CDCl; icerisinde JEOL GX-400 300
MHz (Japonya) NMR cihazi kullanilarak alinmistir. Kimyasal kaymalar (d) ppm

cinsinden CHCI; referans alinarak rapor edilmigtir.

3.6.3. Yiizey Alani Olgiimleri

MIP ve NIP kriyojellerin gbzenek hacmi ve ortalama gb6zenek c¢api civa
porozimetresi ile belirlenmistir. MIP ve NIP kriyojellerin spesifik ylizey alani BET
cihazi (Quantochrome SI, Automated Surface Area and Pore Size Analyzer,
Quantochrome, ABD) kullanilarak belirlenmigtir. Kriyojel &rnekleri dikkatlice
tartilmis ve ornek haznesine vyerlestiriimistir. Daha sonra, orneklerin azot
atmosferinde 150°C’de 1 saat gazi alinmistir. Gaz adsorpsiyonu -210°C’de ve
desorpsiyonu oda sicaklhiginda gercgeklestiriimistir. Desorpsiyon basamaginda elde

edilen sonuglar, spesifik ylizey alani hesaplamalarinda kullaniimigtir.

3.6.4. Sisme Deneyi

MIP ve NIP kriyojellerin denge sisme oraninin belirlenmesinde asagida verilen
yontem izlenmistir. Kuru kriyojeller £ 0.0001 duyarlkla tartiimig ve 50 mL saf su
iceren behere konulmustur. Farkli zaman aralidinda (1-120 dakika) ve 24 saat
sonunda kriyojeller sudan alinmis ve suzge¢ kagidi yardimi ile ylUzeydeki su
uzaklastirilarak tartilmistir. Asagidaki esitlik yardimi ile MIP ve NIP kriyojellerin su

icerigi belirlenmisgtir.
Sisme orani (%) = [(Ws-Wg)/Wg] x 100 (3.1)

Wy ve Wq sirasi ile kriyojellerin sismeden dnceki ve sonraki agirliklarini (g) ifade

etmektedir.

MIP ve NIP kriyojellerin makrogozeneklerinin miktarinin belirlenmesi igin ise
asagida verilen ydéntem uygulanmistir. ilk olarak denge sisme oranina ulagmis
olan kriyojel ornekleri tartiimistir. Daha sonra sismis kriyojel 6rnegi bir enjektor
icerisine  alinarak,  kriyojellerin  makrogdzeneklerinde  bulunan  suyun

uzaklastirimasi igin kriyojel enjektor yardimiyla sikistinimis ve tartiimistir.
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Kriyojellerin sahip oldugu makrogbzenek miktari asagidaki esitlik kullanilarak

hesaplanmigtir.

Makrog6zenek miktari (%) = [(W1-W3)/W,] x 100 (3.2)

Bu egsitlikte W; denge sisme oranina ulasmig kriyojellerin agirhdini (g) ifade
ederken, W, denge sisme oranina ulagsmis kriyojellerin sikildiktan sonraki agirhgini

(g) ifade etmektedir.

3.6.5. Yuzey Morfolojisi

MIP ve NIP kriyojellerin yuzey ve yigin yapisi taramali elektron mikroskobu (SEM)
(JEOL, JEM 1200EX, Tokyo, Japonya) ile incelenmigtir. Bu amagla ilk basamakta
kriyojel kesitleri iletken bir yapistiriciyla SEM 6rnek plakasi Gzerine tutturulmustur.
Daha sonra ornek yuzeyi vakum altinda 200 A kalinhginda metalik altin ile
kaplanarak yuzey iletken hale getirilmigtir. Hazirlanan ornekler SEM 6rnek

yuvasina yerlestirilerek gesitli blyltme oranlarinda fotograflari ¢ekilmigtir.

3.7. Adsorpsiyon-Desorpsiyon Caligsmalari

3.7.1. Protein C Adsorpsiyonu

Sulu ¢dzeltiden Protein C adsorpsiyonu deneyleri surekli sistemde
gerceklestiriimistir. Protein C baskilanmis kriyojeller (MIP), 5 mL Protein C ¢ozeltisi
ile 2 saat 130 rpm karistirma hizinda etkilestiriimistir. Baslangic Protein C
derigiminin (0.1-4.0 mg/mL), pH’'nin (4.0-8.0), sicakligin (4°C-45°C), akis hizinin
(0.5-2.0 mL/dk) ve iyonik siddetin (0.1-1.0 M NaCl) adsorpsiyon hizi ve
kapasitesine etkisi incelenmistir. Sekil 3.1’de deneylerde kullanilan surekli sistem

sematik olarak gosterilmigtir.
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Sekil 3.3. Surekli sistem diuzenegi. a: peristaltik pompa, b: kolon, c: ¢ozelti, d:

manyetik karistirici, e: silikon boru.

Cozeltideki Protein C derisimleri, 280 nm’de spektrofotometrik (Shimadzu UV-
1601, Japonya) olarak belirlenmistir. Cihazin duyarlihdi periyodik olarak standart
Protein C ¢ozeltisi ile kontrol edilmistir. Deneyler ve dlgumler 3 kez tekrarlanmis ve
sonuglarin ortalamasi alinmigtir. Gram polimer basina adsorplanan Protein C

miktari (mg/g polimer) asagidaki esitlikler kullanilarak hesaplanmigtir.

Mg =Co .q .1(3.3)
M;=C.V (3.4)

Bu esitliklerde; My: kolona giren Protein C miktari (mg); Co: Protein C baslangic
derisimi (mg/mL); q: akis hizi (mL/dk); t: zaman (dk); M: kolondan ¢ikan Protein C
miktari (mg); C: adsorpsiyon sonrasi Protein C derisimi (mg/mL); V: kolon

¢ikiginda toplanan ¢ozelti hacmi (mL)'dir.

Polimerlerin Protein C adsorpsiyon kapasitesi ise;
Q=[Mg-Mc/m (3.5)

esitligi kullanilarak belirlenmistir. Burada; m: Kolondaki kriyojel agirligi (g)’dir.
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3.7.2. Segicilik Deneyleri

Protein C baskilanmig P[HEMA-MAH/Cu(ll)] kriyojellerin segiciligini gdstermek igin
albumin ve hemoglobin yarismaci proteinler olarak secilmistir. Segilen proteinlerin
0.5 mg/mL derisimindeki sulu ¢dzeltileri ayri ayri hazirlanmig ve surekli sistemde 2
saat boyunca 1 mL/dk akis hiziyla Protein C baskilanmig (MIP) ve baskilanmamig
(NIP) kriyojel kolonlardan gegirilmigtir. Adsorplanan protein miktarlari 280 nm’de

UV spektrofotometrede dlgulen absorbans degerleri ile belirlenmistir.

Albumin ve hemoglobin i¢in Protein C'ye gore dagilma ve segicilik katsayilari

asagidaki esitlige gore belirlenmistir:

Ka = [(Ci— Cy)/Cq] x VIm (3.6)

Esitlikte Kyq dagilma katsayisini (mL/g); C; veC; protein baslangi¢ ve sonug¢
derisimlerini (mg/mL), V kullanilan sulu ¢dézelti hacmini (mL) ve m kriyojelin

agirhigini (g) ifade etmektedir.

Yarigmaci turler varhiginda bir proteinin baglanmasi icin segcicilik katsayisi Esitlik

3.7’ya gore denge baglanma verilerinden elde edilebilir.

K= Kkallp protein/Kgirisimci protein (37)

Baskilanmis adsorbentle diger protein molekullerinin k degerleri baskilama
seciciligi hakkinda yorum yapilmasina olanak verir. Bagil secicilik katsayisi (k)

asagidaki esitlik ile tanimlanir;

k'= Kpaskilanmis/Kkontrol (3.8)

3.7.3. Desorpsiyon Calismalari

Protein C desorpsiyonu 1.0 M NaCl desorsiyon ajani ile gergeklestirilmistir. Protein
C adsorplanmig MIP kriyojelden 1 mL/dk akis hizinda oda sicakliginda 2 saat slre
ile desorpsiyon ¢ozeltisi (10 mL) gecirilmistir. Desorpsiyon ortamindaki Protein C

derisimi 280 nm’de UV spektrofotometresi ile belirlenmigtir. Desorpsiyon orani
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kriyojellere adsorplanan ve kriyojelden desorbe olan Protein C miktarindan

asagidaki esitlik kullanilarak belirlenmigtir.

Desorpsiyon ortamina salinan Protein C miktari
Desorpsiyon orani (%) = X100  (3.9)

Kriyojele adsorplanan Protein C miktari

Protein C baskilanmis P[HEMA-MAH/Cu(ll)] kriyojelin tekrar kullanilabilirligini
belirlemek Uzere adsorpsiyon-desorpsiyon islemi ayni kolon kullanilarak on kez
tekrar edilmigtir. Rejenerasyon ve sterilizasyon amaci ile kolon, desorpsiyon

isleminin ardindan 50 mM NaOH c¢ozeltisi ve deiyonize su ile yikanmigtir.

3.8. Hizli Performans Sivi Kromatografisi (FPLC) Analizi

Protein C baskilanmis P[HEMA-MAH/Cu(ll)] kriyojelin (yarigap:1.0 cm, uzunluk:
5.0 cm) yarismali proteinlere karsi seciciligi FPLC ile test edilmistir.Ayirma islemi
Protein C baskilanmis P[HEMA-MAH/Cu(ll)] kriyojel sentezlenmis GE Healthcare
(Amersham Bioscience, Uppsala, Sweden) kolonu (10/10, 19-5001-01) ile
yapilmistir. FPLC’de ayirma UV dedektor sistemi iceren AKTA-FPLC (Amersham
Bioscience, Uppsala, Sweden) ile gergeklestirilmistir. Kullanilan FPLC cihazi M-
925 karistiricisi, P-920 pompasi, UPC-900 monitora, INV-907 enjeksiyon valfi ve
Frac920 fraksiyon kolektoru icermektedir (Sekil 3.4).

— -
hw! e

AN

Sekil 3.4. FPLC sisteminin ve uygulanan kolonun fotografi.
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Protein C adsorpsiyonu MIP kriyojellerle gerceklestirilen, farkli derigsimlerde
hazirlanan ornekler kolona uygulanmigtir. FPLC’'nin A ve B hareketli fazlar
siraslyla Asetat tamponu (pH 5.0) ve 1M NaCl igeren elusyon ¢ozeltisidir (pH 5.0).
Kromatografik ayirma dogrusal gradiyenti 3 mL/dk akis hizinda gerceklestiriimistir.
% 100°'luk A hareketli fazi ile 5 dakikallk baslangi¢ periyodunun ardindan, B
hareketli fazinin miktari % 0'dan % 100’e kadar 2 dakika igerisinde dogrusal
gradiyentli olarak artinimistir. % 100°luk B hareketli fazi 5 dakika sureyle
uygulandiktan sonra kolondan 6 dakika boyunca % 100’luk A hareketli fazi
gegirilmigtir. TUm tamponlar ve karigimlar kullanilmadan once filtre edilmistir. 2 mL
protein karisimi kolona uygulanarak sistemin absorbansi 280 nm’de kaydedilmistir.
Ayirma islemi ise oda sicakhginda vyapilmistir. to, belirleyici olarak KBr

kullaniimistir. Kapasite (k') ve ayirma (a) faktorleri

K' = (tr-to)/to, a=ka'/K1’ (3.10)

esitlikleri kullanilarak hesaplanmistir. Bu esitliklerde tr proteinin alikkonma zamani
to ise belirleyicinin (KBr) alikonma zamani, ky" Protein C igin kapasite faktoru ve ki'
ise Albumin gibi bir yarismali proteinin kapasite faktorint belirtmektedir. Rs ayirim

gucu ve teorik plaka sayisi (N) asagidaki esitlik kullanarak hesaplanmistir.
N = 5.54 (tg / Wos)? (3.11)
Rs =2 (tr2 - tr1) / (W2 + W3) (3.12)

Wos karsilik gelen pikin taban yari uzakhgi, tr: ve tr, bitisik iki yakin pikin
allkonma zamanlari, w; ve wsise bitisikteki iki yakin pikin taban cizgisindeki

genigligidir.

3.9. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel elektroforezi (SDS-PAGE)

Bu yontemde proteinler SDS varliginda jel Uzerinde yarutultrler. Her bir proteini ve
proteinlerin alt birimlerini jel Uzerinde tek bant olusturacak sekilde ayirt etmek
mumkundur. Bu yontem proteinlerin molekuler agirliklarini belirlemede kullanildigi
gibi saflagtinimig proteinlerin  saflik  derecelerinin  tayininde de sikga

kullaniimaktadir.

41



Sulu ¢Ozeltiden saflastirilan Protein C ve desorplanan Protein C’nin safligini
kontrol etmek amaciyla SDS-PAGE kullaniimigtir. SDS-PAGE, % 10’luk akrilamid
ayirma jeli (1.0 mm) ile gergeklestiriimistir. Protein C ¢o6zeltisinin adsorpsiyon
oncesi, sonrasi ve desorpsiyon ornekleri yine ayni oranda numune % 20 gliserol,
% 20 merkaptoetanol, % 4 sodyum dodesil sulfat (SDS), % 0.02 bromfenol blue
(BPB) iceren tamponuyla karistirilarak jele yuklenmigtir. Jel, numune yukleme
tamponu ile karigtirimis ve her bir érnek icin protein derisimleri 20 pg/mL’ye
ayarlanmigtir. Jel, yuklenen érneklerle ve % 0.1 SDS igeren yuritme tamponu
(Tris-glisin, pH 8.3) varhiginda 5 saat 120 V’ta yuriumeye birakilmigtir. Yartutme
isleminden sonra Coomassie Blue G-250 boyasina alinarak ¢ozeltiyle birlikte gece
boyunca bekletilmistir. Calismada kullanilan Coomassie Brillant Blue G-250
boyasinin aktif grubu olan SOszH asidik ortamda proteinlerin serbest amino
grubuna baglanir. Jeldeki fazla boya, % 20 metanol ve % 10 asetik asit igceren
cOzelti ile her 20 dakikada bir ¢ozelti degistiriimek suretiyle, iki saat boyunca
yikanarak ortamdan uzaklastirlmistir. Elektroforez uygulamasinda protein
standardi olarak, genis spektrumlu Prestained protein marker (10-170 kDa)

kullaniimistir.
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4. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Protein C Baskilanmig P[HEMA-MAH/Cu(ll)] Kriyojeller

4.1.1. MAH ve MAH-Cu(ll) Onkompleksinin Karakterizasyonu

N-metakriloil-(L)-histidin metil ester (MAH), Protein C molekullerinin ortamdan
secimli uzaklastirilmasi igin fonksiyonel komonomer olarak segilmistir. MAH-Cu(ll)
hazirlanmasinin ilk basamaginda histidin ve metakroil klorur kullanilarak MAH
monomeri sentezlenmistir. Daha sora sentezlenen fonksiyonel MAH monomeri
Cu(ll) ile 1:1 mol oraninda komplekslestiriimistir. Sekil 4.1°de agik yapisi verilen

MAH monomerinin yapisinin belilenmesinde *H-NMR kullaniimistir.

N/ |
C——C\HN &?
3 \CH—CH
H C—C/ |
—

Sekil 4.1. MAH monomerinin molekul formulu.

MAH monomerinin kimyasal yapisinin karakterizasyonu icin FTIR spektrumu
alinmigtir. Sekil 4.2'de verilen FTIR spektrumunda MAH monomerine ait
karakteristik 1651 cm™ karbonil ve 1558 cm™ amid Il gerilme titresim bantlari, 1724
cm’'de ester banti gorilmektedir. MAH monomerinin kimyasal yapisinin
belirlenmesinde *H-NMR kullanilmistir. *H-NMR spektrumunda MAH'da bulunan
gruplara ait karakteristik pikler goriilmektedir (Sekil 4.3). Bu karakteristik pikler: *H-
NMR (CDCl3): 1.99 (t; 3H, J=7.08 Hz, CH3), 1.42 (m; 2H, CH,), 3.56 (t; 3H, -
OCHg), 4.82-4.87 (m; 1H, metin), 5.26 (s; 1H, vinil H), 5.58 (s; 1H, vinil), 6.86 (J;
1H, J=7.4 Hz, NH), 7.82 (5; 1H, J=8.4 Hz, NH), 6.86-7.52 (m; 5H, aromatik) olarak

bulunmustur.
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Sekil 4.2. MAH monomerinin FTIR spektrumu.
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Sekil 4.3. MAH monomerinin 1H-NMR spektrumu.

MAH-Cu(ll) monomeri FTIR ile karakterize edilmigtir. Sekil 4.4’de FTIR spektrumu
incelendiginde MAH yapisina ait karakteristik karbonil bandlari 1733 ve 1624 cm”
Y'de, amid Il gerilme titresim bandi ise 1525 cm™'de goériilmektedir. Ayrica Cu-N
titresimine ait bandlar 510 ve 460 cm™de gorilmektedir ki bu Cu(ll)

44



iyonlarininMAH yapisina koordine oldugunu gostermektedir. Bu spektrum hedef

metal-selat monomer yapisinin basariyla sentezlendigini gostermektedir.

9.6 4

4000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 450.0
cm-1

Sekil 4.4. MAH-Cu(Il) monomerinin FTIR spektrumu.

41.2. Protein C Baskilanmig P[HEMA-MAH/Cu(ll)] Kriyojellerin

Karakterizasyonu

Protein C baskilanmis P[HEMA-MAH/Cu(ll)] kriyojeller, kriyopolimerizasyon
yontemi ile hazirlanmistir. Sentezlenen kriyojeller, sisme o6zellikleri, ylzey alani

Olcimleri, FTIR ve SEM ile karakterize edilmigtir.

4.1.2.1. Sisme Ozellikleri

Protein C baskilanmig P[HEMA-MAH/Cu(ll)] kriyojeller, ¢capraz bagl hidrofilik
yapida matrikslerdir. Suda ¢6zinmez fakat capraz-bag derecesine ve matriksin
hidrofilik 6zelligine bagh olarak yapilarina su alarak siserler. Bu c¢alismada
hazirlanmis poli(HEMA), baskilanmamis P[HEMA-MAH/Cu(ll)] ve Protein C
baskilanmis P[HEMA-MAH/Cu(ll)] kriyojellerin denge sisme oranlari sirasiyla %
79.6, % 85.0 ve % 88.4'dur (Cizelge 4.1). MakrogOzenek oranlari ise sirasiyla %
69.5, % 73.1 ve % 74.8dir.PHEMA kriyojellerle karsilastirildiginda yapiya
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MAHgirmesi ile denge sisme oraninin arttigi goérulmektedir. Bu sonug iki sekilde
yorumlanabilir. Birincisi, MAH’In polimerik yapiya ilavesiyle polimer zincirindeki
hidrofilik fonksiyonel grup sayisinin artmasi, matriksin daha fazla su molekula ile
etkilesmesine neden olmaktadir. Ikincisi ise, MAHIn HEMA ile reaksiyonu
polimerin molekul agirhginin azalmasina, bu da su molekullerinin polimer zincirleri

icerisine daha kolay girmesi ve daha fazla sismesine yol acar.

Baskilanmis ve baskilanmamig kriyojellerin sisme oranlari karsilastirildiginda;
baskilama igleminin sisme oranini arttirdigi gorulmektedir. Bu durum; baskilama

ile birlikte artan spesifik ylzey alani ile aciklanabilir.

Cizelge 4.1. Poli(HEMA), NIP ve MIP igin denge sisme ve makrog6zenek oranlari.

Polimer kodu

Sisme orani %

Makrogo6zenek orani %

MIP 88.4 74.8
NIP 85.0 73.1
poli(HEMA) 79.6 69.5

4.1.2.2. Yuzey Morfolojisi

Protein C baskilanmig (MIP) ve baskilanmamis (NIP) P[HEMA-MAH/Cu(Il)] kriyojel
kolonlarin yuzey morfolojisi ve i¢ yapisi taramali elektron mikroskobu (SEM) ile
incelenmigtir. Baskilanmis ve baskilanmamig kriyojellerin SEM fotograflari Sekil
4.5de verilmigtir. Sekilden goéraldugu gibi, kriyojeller birbiriyle baglantili
supermakrogdzenekli akis kanallarina sahiptir. Gézeneklerin boyutu 40 pm'’ye
kadar ulasmaktadir. Bu gozenekli yapi, kalip molekul Protein C’nin kriyojel

icerisine kolayca diflize olmasina olanak saglamaktadir.

4.1.2.3. Yiizey Alani Olgiimleri

Yuzey alani ve gbozenek boyutu dagilimi molekuler baskilanmis polimerlerde
onemli Ozelliklerdir. Bu Ozellikler  sivi azot  sicakliginda azot
adsorpsiyon/desorpsiyon izotermleri ve 0.05-1.0 arasi bagil basinglari (P/Py) ile

OlgUlmastar.

46



Protein C baskilanmis ve baskilanmamis kriyojellerin spesifik ylzey alanlan
siraslyla 31.5 m?/g ve 28.6 m?g olarak bulunmustur. Baskilama islemi, spesifik
yuzey alaninin artmasina sebep olmustur. Bu durumun temel sebebi;
kriyopolimerizasyon sirasinda Protein C molekullerinin varhdidir. Baskilanmis
kriyojelde Protein C’ye spesifik kavitelerin olusumu gdzenek alaninin artmasina

neden olmustur.
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Sekil 4.5. P[HEMA-MAH/Cu(ll)] kriyojellerin SEM fotograflari. (A) Protein C
baskilanmis kriyojel (MIP); (B) Protein C baskilanmamis kriyojel (NIP).
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4.1.2.4. FTIR Galhigmalari

Protein C baskilanmig P[HEMA-MAH/Cu(ll)] kriyojellerin karakterizasyonu igin
FTIR spektrofotometresi kullaniimistir. Kriyojeller, kurutulduktan sonra KBr ile pelet
haline getirilerek 450 cm™-4000 cm™ dalga sayisi araliginda FTIR spektrumlari
alinmistir. Baskilanmis kriyojel (MIP), MAH-Cu(ll)-Protein C kompleksi;
baskilanmamis kriyojel (NIP) ise sadece MAH-Cu(ll) kompleksi kullanilarak
sentezlenmistir. Hazirlanan kriyojellerin fonksiyonel gruplari ayni oldugu igin elde

edilen FTIR spektrumlarinin da benzer oldugu goralmustar (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Protein C baskilanmig (MIP) ve baskilanmamis (NIP) P[HEMA-
MAH/Cu(Il)] kriyojellerinin FTIR spektrumlari.
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Kriyojellerin FTIR spektrumlarinda, -OH bandi 3424 cm™ civarinda (genis band),
alifatik CH gerilme bandi 2951 cm™ civarinda, karbonil bandi 1729 cm™de, amid
bandlari 1658 cm™ ve 1534 cm™ civarinda gérilmustiir. FTIR spektrumlarindan
goraldugu gibi, polimerik kriyojel hem temel monomer bileseni olan HEMA’ya hem
de fonksiyonel monomer MAH’a ait gruplari igermektedir. Ayrica MIP kriyojelde
1658 cm™deki amid | gerilme titresim bandinin siddetinin NIP kriyojelden daha
yuksek oldugu gorulmustar. Sonug olarak; P[HEMA-MAH/Cu(ll)] kriyojellerinin

basari ile sentezlendigi belirlenmistir.

4.2. Sulu Cozeltilerden Protein C Adsorpsiyonu

Bu bolimde; kriyojellerin optimum adsorpsiyon kosullari incelenmis ve sulu
cOzeltiden Protein C adsorpsiyonuna ait sonuglara yer verilmistir. Bu asamada;
ortam pH’sinin, Protein C derisiminin, akis hizinin, adsorpsiyon hizinin, sicakhgin,
tuz derigsiminin etkisi incelenmis ve yarismali adsorpsiyon c¢alismalari
gerceklestiriimigtir. Elde edilen verilere, Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon
izotermleri uygulanarak uygun adsorpsiyon modeli belirlenmistir. Protein C
molekullerinin adsorpsiyon iglemini kontrol eden mekanizmanin belirlenmesi igin
deneysel verilere yalanci birinci ve ikinci derece kinetik denklemler uygulanmistir.
Kriyojellerin tekrar tekrar kullanim olanagi, ayni kriyojelin 10 kez tekrarlanan
adsorpsiyon-desorpsiyon iglemi ile gosterilmistir. Baskilama igleminin segiciliginin
belirlenmesi icin yarismaci proteinlere kargi dagiima ve segicilik kat sayilar
hesaplanmigtir. Ayrica Protein C baskilanmis P[HEMA-MAH/Cu(ll)] kriyojelin
yarismall proteinlere karsi segiciligi FPLC ile test edilmistir. Son olarak sulu
¢Ozeltiden saflastirilan Protein C ve desorplanan Protein C’nin safligini kontrol

etmek amaciyla SDS-PAGE kullaniimigtir.

4.2.1. pH Etkisi

Protein C baskilanmis P[HEMA-MAH/Cu(Il)] kriyojellerin Protein C adsorpsiyonuna
pH’nin etkisi Sekil 4.7°de verilmistir. Protein C adsorpsiyonu farkli pH araliklarinda
(pH 4.0-8.0) incelenmigtir. MIP kriyojellere maksimum Protein C adsorpsiyonu pH
5.0 asetat tamponunda gozlenmis ve bu pH’daki maksimum adsorpsiyon miktari
7.75 mg Protein C/g olarak bulunmustur. Bu verilere gére ¢alisma ortami olarak

pH 5.0 asetat tamponu segilmistir.
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Adsorplanan Protein C (mg/g polimer)

pH

Sekil 4.7. Protein C adsorpsiyonuna pH etkisi; Protein C derisimi: 0.5 mg/mL; akis
hiz1:1.0 mL/dk; zaman: 120 dk; T: 25°C.

4.2.2. Derigim Etkisi

Protein C derisiminin adsorpsiyon kapasitesine etkisini belirlemek amaciyla hem
baskilanmamis hem de baskilanmis kriyojeller kullaniimistir. Farkl derigimlerde
(0.1-4.0 mg/mL) hazirlanan Protein C ¢ozeltisi 1.0 mL/dk akis hizinda kriyojel
kolondan gegirilmistir. Sekil 4.8’de Protein C derigsiminin Protein C adsorpsiyonuna
etkisi gosterilmektedir. Sekilde goruldigu gibi Protein C derigiminin artmasiyla
birlikte birim kriyojel basina adsorplanan Protein C miktari artmakta ve yaklasik 3.0
mg/mL Protein C derisiminden sonra denge degerine ulagsmaktadir. Bu derisim
degerinden sonra énemli bir artis gézlenmemistir. Ozellikle baskilanmis kriyojelin
adsorpsiyon izoterminin baglangicindaki keskin egdim, baskilama yontemiyle MIP
kriyojelik yapida olusturulan Protein C icin spesifik bosluklarla agiklanabilir.
Baskilanmis ve baskilanmamis kriyojeller icin maksimum adsorpsiyon kapasiteleri

sirasiyla 30.4 mg/g ve17.7 mg/g’dir.
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Sekil 4.8. Protein C derisiminin adsorpsiyon kapasitesine etkisi; pH: 5.0; akis hizi:
1.0 mL/dk; zaman: 120 dk; T: 25°C.

4.2.3. Akis Hizinin Etkisi

Bu grup deneylerde, Protein C c¢ozeltisinin Protein C baskilanmis P[HEMA-
MAH/Cu(Il)] kriyojelden hacimsel akis hizi 0.5-2.0 mL/dk arasinda degistirilmis,
diger deneysel parametreler sabit tutulmustur. Protein C adsorpsiyon kapasitesine
akis hizinin etkisi Sekil 4.9'da verilmistir. Sekilden de goruldigu gibi akis hizinin
artmasi ile adsorplanan Protein C miktari azalmistir. Calisilan en dusuk akis hizi
degeri olan 0.5 mL/dk’da 9.1 mg Protein C/g kriyojel kapasitesi gozlenirken; akis
hizinin 2.0 mL/dk akis hizina ylkselmesi ile adsorpsiyon kapasitesi % 45azalarak
5.0 mg Protein C/gdegerine dustigdu go6zlenmistir. Bu durum su sekilde
aciklanabilir: akis hizinin artmasi ile Protein C molekullerinin kolondaki alikonma
zamani azalir. Bunun sonucunda Protein C molekullerinin MIP kriyojel ile etkilesim

suresi ve olasiligi azalacagindan adsorpsiyon kapasitesinde bir dusme gozlenir.
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Sekil 4.9. Protein C adsorpsiyon kapasitesine akis hizi etkisi; Protein C derisimi:
0.5 mg/mL; pH: 5.0; zaman: 120 dk; T: 25°C.

4.2.4. Sicakhgin Etkisi

Kriyojel kolonda Protein C adsorpsiyonuna sicakhgin etkisini belirlemek amaciyla
Protein C adsorpsiyon deneyleri farkli sicakliklardaki ortamlarda (4-45°C)
gerceklestiriimistir. Sekil 4.10’da goruldigu gibi artan sicaklikla beraber Protein C
baskilanmis kriyojel kolonda Protein C adsorpsiyon kapasitesi 6nemli oranlarda
azalmistir. Protein C baskilanmis kriyojel kolonda 4°C’de 10.72 mg/g, 25°C’de
7.74 mg/g ve 45°C’de 6.05 mg/g Protein C adsorpsiyonu saglanmistir. Sicaklik ile
Protein C adsorpsiyon iliskisi, adsorpsiyon isleminde etkin olan temel etkilesimlerin
belirlenmesi i¢cin onemli veriler sunmaktadir. Hidrojen baglarn ve iyonik
etkilesimlerinin baskin oldugu durumlarda adsorpsiyon kapasitesindeki degisimler
sicaklikla ters orantilidir [85,86]. Van der Waals ve hidrofobik etkilesimlerinin
baskin oldugu durumlarda ise adsorpsiyon kapasitesi sicaklikla dogru orantili
olarak degismektedir [87]. Sicaklik artisi ile birlikte adsorpsiyon kapasitesindeki
azalmalar; Protein C ile kolon arasindaki baskin etkilesim turlerinin H-baglari ve

elektrostatik (iyonik) etkilesimler oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.10. Protein C adsorpsiyon kapasitesine sicakhgin etkisi; Protein C derigimi:
0.5 mg/mL; akis hizi: 1.0 mL/dk; pH: 5.0; zaman: 120 dk.

4.2.5. iyonik Siddet Etkisi

Protein C baskilanmis P[HEMA-MAH/Cu(ll)] kriyojel kolonlara Protein C
adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisini belirlemek amaciyla; adsorpsiyon deneyleri
farkh derigsimlerde (0-1.0 M araliginda) sodyum klortr (NaCl) iceren Protein C
cOzeltileri ile gerceklestiriimigtir. Sekil 4.11’de goéruldugu gibi, Protein C
adsorpsiyon kapasitesi artan tuz derisimiyle azalmaktadir. iyonik siddetin
artmaslyla adsorpsiyon kapasitesindeki azalma, kriyojel kolon ve protein
molekulleri arasindaki elektrostatik itme kuvvetleriyle agiklanabilir. Adsorpsiyon
ortaminda tuz derigimi artmasi, deprotone olmus histidinin amino grubunun tuzun
katyonu tarafindan koordine edilmesine sebep olur. Bu durumda disuk protein
adsorpsiyonu elde edilir [88,89]. Tuz varli§inda protein molekilii ile MAH-Cu?*
molekulleri arasindamevcut olan tuz kopruleri tahrip olmaktadir. Tuz kdprulerinin

bozulmasi yuksek iyonik siddette duslk protein adsorpsiyonuna sebep olmaktadir.

53



Adsorplanan Protein C (mg/g polimer)

0 T T T T T
0 0,1 0,2 0,3 0.4 0,5 0,6

iyonik siddet

Sekil 4.11. Protein C adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisi; Protein C derigimi: 0.5
mg/mL; akig hizi: 1.0 mL/dk; pH: 5.0; zaman: 120 dk; T: 25°C.

4.2.6. Adsorpsiyon Hizinin Etkisi

Protein C molekullerinin Protein C baskilanmigs P[HEMA-MAH/Cu(ll)] kriyojele
adsorpsiyonunun zamana bagh fonksiyonu Sekil 4.12’de verilmistir. Adsorpsiyon
baslangicta olduk¢ca hizli gerceklesmektedir. Protein C molekdllerinin polimer
yuzeyindeki baglanabilecedi tUm aktif bolgelere baglanmasi nedeni ile yaklasik 60
dakikada adsorpsiyon kapasitesi denge degerine ulagmaktadir. Bu streden sonra
adsorpsiyon kapasitesinde 6nemli bir degisim gorilmemektedir. Artan Protein C

miktariyla birlikte adsorpsiyon kapasitesinin arttig1 belirlenmisgtir.
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Sekil 4.12. Sulu ¢ozeltiden Protein C adsorpsiyonunun zamanla dedisimi; akis
hizi: 1.0 mL/dk; pH: 5.0; T: 25°C.

4.2.7. Adsorpsiyon izotermleri

Adsorpsiyon izotermi, her bir protein molekllinin adsorbentle etkilesimini
karakterize etmek icin kullaniimaktadir. Molekullerin adsorbentle etkilegimini
karakterize etmek icin Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon modelleri
uygulanmigtir. Adsorpsiyon izotermi iki faz dengede oldugu zaman c¢ozeltilerdeki
protein derisimi ile kati fazda adsorplanan protein miktari arasinda bir iliski

kurulmasini saglar.

Langmuir adsorpsiyon modeli, her biri yalnizca bir molekul baglayabilecek
kapasitede olan belli sayida tanimlanmis bdlgeye adsorpsiyon oldugunu varsayar.
Bu bolgelerin enerji dlzeyi olarak esdeger oldugu ve komsu bolgelerde
adsorplanan molekuller arasinda etkilesim olmadidi kabul edilir. Langmuir
adsorpsiyon izotermi Egitlik 4.1 ile tammlanir. Denge verilerinin esitlige
uygulanmasiyla dogrusal bir grafik elde edilmesi, asagidaki esitlikle tanimlanan

Langmuir modelinin bu sistemlere uygulanabilecegini gostermektedir:

1/Qe = 1/Qmax + 1/Qmax-b.Ceq (4.1)

55



Bu esitlikte; Qe: kriyojele baglanan protein miktari (mg/g), Ceq: gOzeltideki denge
protein derisimi (mg/mL), b: Langmuir sabiti (mL/g) ve Qmax: maksimum protein

adsorpsiyon kapasitesini (mg/g) géstermektedir.

(1/Ceq)’ya karsilik (1/Q) grafige gegirildiginde dogrunun y eksenini kesim noktasi
(1/Qmax) degerini, dogrunun egimi ise 1/Qmax.b dederini vermektedir. Protein C
adsorpsiyonu icin deneysel verilere Langmuir izotermini uygulanmasi ile elde

edilen grafik Sekil 4.13’de verilmigtir.

Freundlich adsorpsiyon modeli, adsorbente metal adsorpsiyon enerjisinin komsu
baglanma bdlgelerinin dolu olup olmadigina bagh olarak degistigini varsayar.

Freundlich adsorpsiyon modeli asagidaki egitlikle tanimlanmaktadir:

Qe = KF-Ceq(l/n) (4.2)

Bu esitlikte; Qe: adsorpsiyon miktari (mg/g), Ceq: ¢Ozeltideki adsorbent derigimi
(mg/mL)dir. K ve 1/n, sirasiyla adsorpsiyon kapasitesini ve adsorpsiyon siddetini
goOsteren Freundlich sabitleridir. Bu esitlik her iki tarafin logaritmasi alinarak daha

kullanigli hale getirilebilir:

INQe = INKg + (1/n) INCegq (4.3)

Deneysel verilerinFreundlich modeline uygunlugu da incelenmistir. Bu amacgla
INCe'nin InQ¢'ye kargi grafigi cizilmigtir (Sekil 4.14). Grafigin dogrusal ¢ikmasi
Freundlich adsorpsiyon izoterminin uygulanabilirligini g0dsterir. Adsorpsiyon
sabitleri kesim noktasi ve egimden hesaplanabilir. K ve 1/n cesitli cevresel
faktorlere bagl olarak degisen deneysel sabitlerdir ve 1/n, sifir ile 1 araliginda

degismektedir.
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Sekil 4.13. Protein C baskilanmis kriyojeller icin Langmuir adsorpsiyon izotermi.

y = 0,6637x + 3,0347
R? = 0,9347

In Ceq

Sekil 4.14. Protein C baskilanmis kriyojeller igin Freunlich adsorpsiyon izotermi.

Langmuir ve Freundlich izotermleri icin hesaplanan degerler Cizelge 4.2'de
verilmistir. Korelasyon katsayilarindan adsorpsiyon sisteminin Langmuir modeline
(R% 0.9813) Freundlich modelinden (R?* 0.9347) daha fazla uydugunu
gOstermektedir. Langmuir sabiti dederi (Qmax) deneysel verilerle uyusmaktadir.
Diger taraftan Kg ve 1/n degerleri, sulu ortamdan Protein C’nin kolayca
ayrilabildigini ve dolayisiyla tercihli adsorpsiyonu gosterir. Kg degeri adsorbentin

adsorpsiyon kapasitesinin bir gostergesidir; edim, 1/n, adsorpsiyon kapasitesine
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derisimin etkisini gostermektedir ve adsorpsiyon siddetini ifade eder. Cizelgeden

goruldugu uzere 1/n deg@erleri adsorpsiyon iglemi igin yeterince dusuktur.

Cizelge 4.2. MIP kriyojel i¢cin Langmuir ve Freundlich izotermleri.

Polimer | Deneysel Langmuir sabitleri Freundlich sabitleri
Q (Mg/g) | Qmax(Mg/g) | b (ML/mg) R® | Ke | ln R
MIP 30.4 37,878 0,009 0,981 | 20,73 | 0,663 | 0,934

4.2.8. Adsorpsiyon Kinetigi

Kltle transferi ve kimyasal reaksiyon gibi adsorpsiyon islemini kontrol eden
mekanizmalarin belirlenmesi igin deneysel verilere birinci ve ikinci derece kinetik
modeller uygulanmistir. Olgllen derisimlerin adsorbentin yiizey derisimine esit
oldugu varsayilmistir. Lagergren’in birinci derece hiz esitligi ¢dzeltiden ¢dziinenin
adsorpsiyonunda en ¢ok kullanilan esitliktir. Birinci dereceden hiz esitligi asagidaki

sekilde tanimlanir:

dq/d = k1(CGeq-alt) (4.4)

Esitlikte; ki: pseudo-birinci derece adsorpsiyon hiz sabiti (dk™), Jeq V€ 0 SIrastyla:
denge zamaninda ve herhangi bir t aninda adsorplanan protein miktari (mg/g)
gOstermektedir. t = 0'da q; = 0 ve t = t aninda q; = q; sinir kosullarin uygulanip

integralinin alinmasi;

l0g[eq/(deq-ar)] = (Kat) / 2.303 (4.5)

esitligini vermektedir. Esitlik 4.5’in tekrar diizenlenmesiyle,

l0g(deq -lt) = 10g(deg) - (Kat)/2.303 (4.6)
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esitik 4.6 elde edilir. log(geqQr)'ye karsilik t grafige gecirildiginde elde edilen
dogrunun y eksenini kesim noktasindan log(qeq) ve egiminden ki/2.303 degeri

hesaplanabilmektedir.

Adsorpsiyon denge kapasitesine dayali pseudo-ikinci derece denklem ise

asagidaki sekilde tanimlanir:

Qi/di = kZ(qeq'qt)2 (4.7)

Bu esitlikte, k, pseudo-ikinci derece hiz sabitidir (g/mg.dakika). Esitlik 4.7’nin sinir

kosullarda integrali alinarak (t = 0‘da g; = 0 ve t = t aninda q; = qy),

[1/(deq-Ar)] = (1/0eq) + kot (4.8)

esitligi elde edilir. Bu esitligin dogrusal hali,

(t/a) = (L/keGeq) + (1/Qeq)t (4.9)

seklindedir. ikinci derece kinetigin uygulanabilir olmasi igin t/q;'ye karsi t grafiginin
dogrusal olmasi gereklidir. Hiz sabiti (k) ve denge adsorpsiyon miktari (deq) Y
eksenini kesim noktasindan ve egimden hesaplanabilmektedir. Deneysel verilerin

kinetik analizi sonucunda elde edilen veriler Sekil 4.15 ve Sekil 4.16’da verilmistir.

Protein C baskilanmis P[HEMA-MAH/Cu(ll)] kriyojellere ait kinetik analiz
verilerinden hesaplanan birinci ve ikinci derece kinetik parametreleri Cizelge 4.3’de
verilmigtir. Cizelgedeki korelasyon katsayilari incelendiginde; protein baskilanmig
kriyojellere ikinci derece kinetik modelinin daha uygun oldugu gorulmektedir. Elde

edilen teorik geq degerleri de deneysel degerlere oldukga yakindir.

Hiz kontrol mekanizmasi, adsorpsiyon islemi sirasinda ug olasi mekanizmaya gore
degisebilmektedir (1) Adsorpsiyon isleminin ilk asamalarinda dis ylzey kutle
transferi veya film diflzyon iglemi. (2) Bu asamaya reaksiyon veya sabit hiz
basamagi takip etmektedir. (3) Son asamada ise adsorpsiyon igleminin dnemli bir

miktarda azaldigi gézenek ici diflizyon basamagi gerceklesmektedir [90]. Bu hiz
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kontrol mekanizmalari, pseudo birinci derece kinetik model (difuzyon kontrolld) ve
pseudo ikinci derece kinetik model (kimyasal kontrollu) ile agiklanmaktadir.
Adsorpsiyon hizini belirleyen basamak analitin adsorbent ylzeyine diflizyonu ise;
adsorpsiyon islemi pseudo birinci derece adsorpsiyon modeli ile uyumluluk
gOstermektedir. Adsorpsiyon hizini belirleyen basamak analit ile adsorbent
arasindaki etkilesim oldugu kosullarda ise; adsorpsiyon islemi pseudo ikinci
derece kinetik model ile uyumluluk gostermektedir. Birinci durumda adsorpsiyon
islemi difuzyon kontrolll; ikinci durumda ise kimyasal kontrolli olarak
adlandiriimaktadir. Sonug¢ olarak; Protein C baskilanmig P[HEMA-MAH/Cu(ll)]
kriyojellere Protein C adsorpsiyonunda herhangi bir difuzyon kisitlamasi
olmaksizin; adsorpsiyon iglemi kimyasal kontrolli olarak gerceklestigi

belirlenmistir.

1.4
1.2

y = -0.0141x + 1.1696
R?=0.7532

0.8
0.6
0.4
0.2

log (Qe-Qt)

-0.2
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Sekil 4.15. Protein C baskilanmig P[HEMA-MAH/Cu(Il)] kriyojel i¢in birinci derece

adsorpsiyon Kinetigi.
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Sekil 4.16. Protein C baskilanmis P[HEMA-MAH/Cu(ll)] kriyojel icin ikinci derece

adsorpsiyon kinetigi.

Cizelge 4.3. Protein C baskilanmis P[HEMA-MAH/Cu(ll)] kriyojel i¢in birinci ve

ikinci derece kinetik verileri.

Deneysel | Birinci Derece Kinetik ikinci Derece Kinetik
Baslangig
Polimer Der.
(mg/mL) Qeq 1 Jeq R? Kz Jeq R2
(mg/g) | (1/dk) | (mg/g) (9/mg.dk) | (mg/g)
MIP 1.0 14.3 0.032 | 14.78 | 0.75 | 1.37x10* | 41.84 | 0.93

4.2.9. Segicilik Deneyleri

Protein C baskilanmis ve baskilanmamis kriyojel kolonlar ile segicilik deneyleri

insan serum albumini (HSA) ve hemoglobin (Hb) ile yapiimistir. Her bir protein MIP

ve NIP kriyojel kolonlarla surekli sistemde etkilestiriimis ve alinan baslangi¢c ve

sonug¢ c¢ozeltileri ile adsorplanan derisim miktarlari belirlenmistir. Her G¢ proteinin

de 0.5 mg/mL derigsiminde ¢ozeltileri hazirlanmig ve yarismali adsorpsiyon

deneyleri 25°C’de 2 saat slireyle gergeklestiriimistir. Sekil 4.17°'de yarigmali

adsorpsiyon sonuclari gorulmektedir. Protein C'ye gore albumin ve hemoglobin




icin Ky ve k degerleri, Cizelge 4.4’de verilmistir. Protein C baskilanmis P[HEMA-

MAH/Cu(ll)] kriyojellerin Kq degerleri, kontrol (baskilanmamis) ornekleri ile
karsilastirildiginda her durumda Protein C igin yarismaci protein molekillerine
Protein C

baskilanmis tanima bdlgelerinin afinitesini gdstermektedir. Sonuglar, Protein C

gbore daha yuksek oldugu gozlenmistir. Bagil segicilik katsayisi
baskilanmis polimerin Protein C molekullerine albumin molekullerine gore 8.89
kat, hemoglobin molekullerine gore 2.37 kat daha secici oldugunu gostermektedir.
Sonuglardan gorualdigu gibi baskilanmis kriyojelin segiciligi molekal agirligr olarak
Protein C molekuline en yakin olan hemoglobin igin en dusuktur. Bu sonug;
kriyojel ile molekul etkilesiminde, baskilama yontemi ile olugturulan molekuiler

bosluklarin bayuklagunun onemli etkisini gostermektedir.
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Sekil 4.17. Sulu ¢ozeltiden yarismali adsorpsiyon. Protein C derisimi: 0.5 mg/mL,;
HSA derisimi: 0.5 mg/mL; Hb derisimi: 0.5 mg/mL; pH: 5.0; Akis hizi: 1mL/dk; T:
25°C.

Cizelge 4.4. Protein C'ye 1g6re HSA ve Hb icin Kd ve k degerleri.

NIP MIP
Protein Kq (ML/Q) K Ky K K
PC (62000 Da) 20,251 - 33,368 - -
HSA (67000 Da) 5,049 4,011 0,936 35,656 8,8905
Hb (64500 Da) 31,035 0,653 21,535 1,550 2,3747
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4.3. Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik

Bir biyoafinite adsorbentinde aranilan énemli 6zelliklerden biri de, bu malzemelerin
defalarca tekrar tekrar kullanilabilmesidir. Rejenerasyon veya tekrar kullanilabilirlik
olarak tanimlanan bu 0Ozellik ayirma isleminin maliyetini onemli dlgude azaltan bir
etmendir. Bu amacla desorpsiyon deneyleri adsorpsiyon amaciyla kullanilan
kriyojel kolon sisteminde incelenmistir. Protein C adsorplanmis MIP kriyojellerin
bulundugu kolondan desorpsiyon ¢ozeltisi 1.0 mL/dk akis hizinda 2 saat sureyle
gegcirilmigtir. Desorpsiyon 1.0 M NaCl c¢ozeltisi ile gergeklestiriimistir. P[HEMA-
MAH/Cu(Il)] kriyojellerintekrar kullanilabilirligini belirlemek (zere adsorpsiyon-
desorpsiyon dongusu ayni kriyojel kolonlar kullanilarak on kez tekrarlanmigtir.
Desorpsiyon orani Protein C baskilanmis i¢cin% 91.6 olup, oldukga yuksektir. Bu
verilere dayanarak tekrarlanan adsorpsiyon-desorpsiyon donglsi sonucunda
kriyojelin adsropsiyon kapasitesinde onemli bir azalma olmaksizin tekrar tekrar
kullanilabilecedi soylenebilir (Sekil 4.18). Bu sonuglara gore 1.0 M NaCl
¢Ozeltisinin uygun bir desorpsiyon ajani oldugu ve kriyojelin adsorpsiyon
kapasitesinde onemli bir azalma olmaksizin tekrar tekrar kullanilabilecegi

soylenebilir.

Adsorplanan Protein C (mg/g polimer)

2 T T T T T
0 2 4 6 8 10 12

Kullanim sayisi

Sekil 4.18. Protein C baskillanmig P[HEMA-MAH/Cu(ll)] kriyojelinin tekrar
kullanilabilirligi. Protein derigimi: 0.5 mg/mL; pH: 5.0; Akis hizi: 1 mL/dk; T: 25°C,
desorpsiyon ajani: 1M NaCl.
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4.4. Hizh Performans Sivi Kromatografisi (FPLC) Analizi

Protein C baskilanmis P[HEMA-MAH/Cu(ll)] kriyojelin yarigmali proteinlere karsi
seciciligi FPLC ile test edilmigtir. Ayirma iglemi Protein C baskilanmig P[HEMA-
MAH/Cu(ll)] kriyojel sentezlenmis GE Healthcare kolonu (10/10, 19-5001-01) ile
yapilmigtir. Protein C adsorpsiyonu MIP kriyojellerle gergeklestirilen, farkl
derigsimlerde hazirlanan oOrnekler kolona uygulanmistir. Protein karigimindan
HSA/Protein C ve Hb/Protein C ayrilmasina ait kromatogramlar sirasi ile Sekil 4.19
ve Sekil 4.20’de verilmigtir. Sekil 4.19'da goéruldagu gibi protein karisimindan
HSA/Protein C ayrilmasi sirasiyla 0.31 dk ve 4.97 dk olarak bulunmustur. Sekil
4.20°de goruldugu gibi protein karisimindan Hb/Protein C ayirmasi ise sirasiyla
0.30 dk ve 5.06 dk olarak bulunmustur. tgr, N, k', o, Rs dederleri Cizelge 4.5'de
verilmistir. Ikili protein karigimlari igin hesaplanan Rs degerleri sirasiyla 2.34 ve
2.17 olarak hesaplanmigtir. Bir kromatografi sistemindeki iki pikin birbirinden iyice
ayrilmasi icin Rs degerinin 1’den ylksek olmasi gerektiginden HSA/Protein C ve

Hb/Protein C ayirma degerleri sonuglarinin iyi oldugu kabul edilebilir.

24,00 -

Protein C

19,00 A

14,00 A

mAU

9,00 -

4,00 A

-1 ,00 T T T T T T T T T 1
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00 9,00 10,00
dak

Sekil 4.19. HSA ve Protein C’nin Protein C baskilanmis P[HEMA-MAH/Cu(ll)]
kriyojelinde FPLC ile ayrilmasi. Akis hizi: 3.0 mL/dk; Protein derisimi: 0.5 mg/mL,;
Dalga boyu: 280 nm.
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=T

49,00 -

39,00 A

mAU

29,00 A

19,00 -

9,00 A

Protein C

‘1,00 T T T
0,00 1,00 2,00 3,00

4,00

5,00
dak

6,00

T

7,00

T 1

8,00 9,00 10,00

Sekil 4.20. Hemoglobin (Hb) ve Protein C’nin Protein C baskilanmigs P[HEMA-
MAH/Cu(ll)] kriyojelinde FPLC ile ayriimasi. Akis hizi: 3.0 mL/dk; Protein derigimi:

0.5 mg/mL; Dalga boyu: 280 nm.

Cizelge 4.5. Kromatografik ayirma verileri

R N k’ o R,
(dak) (plaka)
Protein C 4.97 131.53 40.42 - -
Albumin 0.31 0.57 1.58 25.58 2.34
Protein C 5.06 125.06 41.17 ’ i}
Hemoglobin 0.30 0.40 1.50 27.44 217

4.5. Sodyum Dodesil Sulfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Protein C baskilanmis P[HEMA-MAH/Cu(ll)]

kriyojellerle,

sulu ¢ozeltiden

saflagtirlan Protein C’nin molekuler agirhgi ve safligi SDS-PAGE ile kontrol

edilmistir (Sekil 4.21). Sekilden de goéruldagua gibi, Protein C molekullerine ait

bantlarin siddetleri adsorpsiyon islemi sonrasinda onemli miktarda azalmaktadir

65



(62 kDa, Sira3). Sira 4'te ise saflastirilan Protein C goériimektedir. Saflastirilan
Protein C’nin safligi % 95.3 olarak bulunmustur.

Siral Smwra2 Smwra3 Smrad

220—>

170 —»

130 —

100 —

70—

33—

40—

35—

Sekil 4.21. SDS-PAGE goruntusu, Sira 1. Biomarker (Fermentas), Sira 2. Protein

C saflastirimadan énceki ¢ozelti (0.5 mg/mL), Sira 3. Protein C saflastiriidiktan
sonraki ¢ozelti, Sira 4. Desorbe edilen 6rnek.
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5. YORUM

MAH monomeri, L-histidin metil ester ile metakroil klorlr arasindaki tepkime
ile sentezlenmistir. Elde edilen monomer NMR ve FTIR c¢alismalar ile

karakterize edilmisgtir.

MAH monomerinin yapisinin belilenmesinde '*H-NMR kullanilmistir. ‘H-
NMR spektrumunda MAH'da bulunan gruplara ait karakteristik pikler
sunlardir: 'H-NMR (CDCl3): 1.99 (t; 3H, J=7.08 Hz, CH3), 1.42 (m; 2H,
CHy), 3.56 (t; 3H, -OCHz3), 4.82-4.87 (m; 1H, metin), 5.26 (s; 1H, vinil H),
5.58 (s; 1H, vinil), 6.86 (5; 1H, J=7.4 Hz, NH), 7.82 (5; 1H, J=8.4 Hz, NH),
6.86-7.52 (m; 5H, aromatik).

MAH ve MAH-Cu(ll) monomerinin kimyasal yapisinin karakterizasyonu igin
FTIR spektrumu alinmistir. FTIR spektrumunda MAH monomerine ait
karakteristik 1651 cm™ karbonil ve 1558 cm™ amid Il gerilme titresim
bantlari, 1724 cm™de ester banti gériilmektedir. MAH-Cu(ll) monomeri igin
FTIR spektrumu incelendiginde MAH vyapisina ait karakteristik karbonil
bandlari 1733 ve 1624 cm™'de, amid Il gerilme titresim band ise 1525 cm’
b'de goriilmektedir. Ayrica Cu-N titresimine ait bandlar 510 ve 460 cm™'de
goOrulmektedir. Bu spektrum hedef metal-selat monomer yapisinin basariyla

sentezlendigini gostermektedir.

Protein C baskilanmigs P[HEMA-MAH/Cu(ll)] kriyojeller, c¢apraz bagl
hidrofilik yapida matrikslerdir. Bu calismada hazirlanmis poli(HEMA),
baskilanmamis P[HEMA-MAH/Cu(ll)] ve Protein C baskilanmis P[HEMA-
MAH/Cu(ll)] kriyojellerin denge sisme oranlari sirasiyla % 79.6, % 85.0 ve
% 88.4‘'dur. Makrogbdzenek oranlari ise sirasiyla % 69.5, % 73.1 ve %
74.8'dir. PHEMA kriyojellerle karsilastirildiginda yapiya MAH girmesi ile

denge sisme oraninin arttigi gérilmektedir.

Protein C baskilanmis (MIP) ve baskilanmamis (NIP) P[HEMA-MAH/Cu(ll)]
kriyojel kolonlarin yuzey morfolojisi ve i¢c yapisi taramali elektron

mikroskobu (SEM) ile incelenmistir. Taramali elektron mikroskop (SEM)
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incelemeleri ile kriyojellerin birbiriyle baglantili genis akis kanallariyla sahip

oldugu ve gozenek boyutlarinin 40 ym’ye kadar ulastigi gozlenmistir.

HEMA ve MAH-Cu(ll)in capraz baglayici ve kalip molekil Protein C
varhiginda kriyopolimerizasyonu yontemi ile elde edilen P[HEMA-
MAH/Cu(ll)] kriyojellerin spesifik yiizey alani 31.5 m?/g olarak bulunmustur.
Baskilanmamis kriyojellerin spesifik yiizey alani ise 28.6 m?%g olarak
bulunmustur. Yuzey alani baskilama iglemi ile olusan bogluklar nedeniyle

artmistir.

Protein C baskilanmis P[HEMA-MAH/Cu(ll)] kriyojellerin karakterizasyonu
icin FTIR spektrofotometresi kullaniimistir. Kriyojeller, kurutulduktan sonra
KBr ile pelet haline getirilerek 450 cm™-4000 cm™ dalga sayisi arali§inda
FTIR spektrumlari alinmistir. Baskilanmis kriyojel (MIP), MAH-Cu(ll)-
Protein C kompleksi; baskilanmamis kriyojel (NIP) ise sadece MAH-Cu(ll)
kompleksi kullanilarak sentezlenmistir. Hazirlanan kriyojellerin fonksiyonel
gruplari ayni oldugu i¢in elde edilen FTIR spektrumlarinin da benzer oldugu
gOrulmustir (Sekil 4.6). Kriyojellerin FTIR spektrumlarinda, -OH bandi 3424
cm™ civarinda (genis band), alifatik CH gerilme bandi 2951 cm™ civarinda,
karbonil bandi 1729 cm™de, amid bandlari 1658 cm™ ve 1534 cm™
civarinda gorulmustir. FTIR spektrumlarindan goérildigu gibi, polimerik
kriyojel hem temel monomer bileseni olan HEMA’ya hem de fonksiyonel
monomer MAH’a ait gruplari icermektedir. Ayrica MIP kriyojelde 1658 cm”
Ydeki amid | gerilme titresim bandinin intensitesinin NIP kriyojelden daha
yuksek oldugu goérulmustir. Sonu¢ olarak; P[HEMA-MAH/Cu(ll)]

kriyojellerinin basari ile sentezlendigi belirlenmigtir.

Protein C adsorpsiyonu farkli pH araliklarinda (pH 4.0-8.0) incelenmisgtir.
MIP kriyojellere maksimum Protein C adsorpsiyonu pH 5.0 asetat
tamponunda gdézlenmis ve bu pH’daki maksimum adsorpsiyon miktari 7.75
mg Protein C/g olarak bulunmustur. Bu verilere gére ¢alisma ortami olarak

pH 5.0 asetat tamponu segilmistir.
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Protein C derisiminin adsorpsiyon kapasitesine etkisini belirlemek amaciyla
hem baskilanmamis hem de baskilanmis kriyojeller kullaniimistir. Protein C
derisiminin artmasiyla birlikte birim kriyojel basina adsorplanan Protein C
miktari artmakta ve yaklasik 3.0 mg/mL Protein C derisiminden sonra
denge degerine ulasmaktadir. Bu derisim degerinden sonra dnemli bir artig
gozlenmemigtir. Baskilanmis ve baskilanmamig kriyojeller igin maksimum

adsorpsiyon kapasiteleri sirasiyla 30.4 mg/g ve 17.7 mg/g’dir.

Protein C c¢ozeltisinin  Protein C baskilanmis P[HEMA-MAH/Cu(ll)]
kriyojelden hacimsel akis hizi 0.5-2.0 mL/dk arasinda degistiriimis, diger
deneysel parametreler sabit tutulmustur. Caligilan en dusuk akis hizi degeri
olan 0.5 mL/dk’da 9.1 mg Protein C/g kriyojel kapasitesi gozlenirken; akis
hizinin 2.0 mL/dk akis hizina ylkselmesi ile adsorpsiyon kapasitesi % 45
azalarak 5.0 mg Protein C/g kriyojel degerine dustigu goézlenmistir. Bu
durum, akis hizinin artmasi ile Protein C molekullerinin kolondaki alikonma
zamaninin azalmasiyla agiklanabilir. Bunun sonucunda Protein C
molekullerinin MIP kriyojel ile etkilesim suresi ve olasiliginin azalacagindan

adsorpsiyon kapasitesinde bir dugme gozlenir.

Kriyojel kolonda Protein C adsorpsiyonuna sicakligin etkisini belirlemek
amaciyla Protein C adsorpsiyon deneyleri farkli sicakliklardaki ortamlarda
(4-45°C) gergeklestiriimistir. Artan sicaklikla beraber Protein C baskilanmig
kriyojel kolonda Protein C adsorpsiyon kapasitesi onemli oranlarda
azalmistir. Protein C baskilanmis kriyojel kolonda 4°C’de 10.72 mg/g,
25°C'de 7.74 mg/g ve 45°C'de 6.05 mg/g Protein C adsorpsiyonu
saglanmistir.  Sicaklik artisi ile birlikte adsorpsiyon kapasitesindeki
azalmalar; Protein C ile kolon arasindaki baskin etkilesim tarlerinin H-

baglar ve elektrostatik (iyonik) etkilesimler oldugunu géstermektedir.

Protein C baskilanmig P[HEMA-MAH/Cu(ll)] kriyojel kolonlara Protein C
adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisini belirlemek amaciyla; adsorpsiyon
deneyleri farkl derisimlerde (0-1.0 M araliginda) sodyum klortr (NaCl)

iceren Protein C c¢ozeltileri ile gergeklestirilmistir. Protein C adsorpsiyon
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kapasitesi artan tuz derisimiyle azalmaktadir. Protein C adsorpsiyon

kapasitesi artan tuz derigimiyle azalmaktadir.

Adsorpsiyon baslangigta oldukga hizli gergeklesmektedir. Protein C
molekullerinin polimer yuzeyindeki baglanabilecegi tum aktif bdlgelere
baglanmasi nedeni ile yaklasik 60 dakikada adsorpsiyon kapasitesi denge
degerine ulagsmaktadir. Bu sUreden sonra adsorpsiyon kapasitesinde
onemli bir degisim gorulmemektedir. Artan Protein C miktariyla birlikte

adsorpsiyon kapasitesinin arttigi belirlenmisgtir.

Maksimum adsorpsiyon kapasitesi (Qmax) deneysel verilerden Protein C
baskilanmis P[HEMA-MAH/Cu(ll)] kriyojel i¢cin 30.4 mg Protein C/g kriyojel
bulunmustur. Teorik adsorpsiyon kapasitesi baskilanmis P[HEMA-
MAH/Cu(ll)] kriyojel icin 37,8788 mg Protein C/g kriyojel bulunmustur.
Langmuir sabiti 0,00874 mL/mg, korelasyon katsayisi (R?) 0.9813'd(ir.
Korelasyon katsayisi Langmuir adsorpsiyon modelinin bu sisteme uygun

oldugunu gostermektedir.

Protein baskilanmis kriyojellere ikinci derece kinetik modelinin daha uygun
oldugu gorulmektedir. Elde edilen teorik qeq degerleri de deneysel degerlere
oldukga vyakindir. Sonug¢ olarak; Protein C baskilanmis P[HEMA-
MAH/Cu(Il)] kriyojellere Protein C adsorpsiyonunda herhangi bir diflizyon
kisittamasi olmaksizin; adsorpsiyon iglemi kimyasal kontrolli olarak

gerceklestigi belirlenmistir.

Protein C baskilanmig ve baskilanmamig kriyojel kolonlar ile segicilik
deneyleri insan serum albumini (HSA) ve hemoglobin (Hb) ile yapilmigtir.
Sonuglar Protein C baskilanmis polimerin Protein C molekullerine albumin
molekullerine gore 8.89 kat, hemoglobin molekullerine gore 2.37 kat daha
secici oldugunu godstermektedir. Sonuglardan goruldigu gibi baskilanmis
kriyojelin seciciligi molekul agirhgr olarak Protein C molekuline en yakin
olan hemoglobin igin en duguktur. Bu sonug; kriyojel ile molekul
etkilesiminde, baskilama yontemi ile olusturulan molekuler bosluklarin

bayUkligunun énemli etkisini gostermektedir.
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P[HEMA-MAH/Cu(I)] kriyojellerin tekrar kullanilabilirliginin gdsterilmesi igin,
adsorpsiyon-desorpsiyon dongusu, ayni kriyojeller kullanilarak 10 kez
tekrarlanmigtir. Desorpsiyon orani Protein C baskilanmis igin % 91.6 olup,
oldukga yuksektir. Bu verilere dayanarak tekrarlanan adsorpsiyon-
desorpsiyon donglsu sonucunda kriyojelin adsorpsiyon kapasitesinde

onemli bir azalma olmaksizin tekrar tekrar kullanilabilecegi sOylenebilir.

Protein C baskilanmig P[HEMA-MAH/Cu(ll)] kriyojelin yarismali proteinlere
karsi seciciligi FPLC ile test edilmistir. Ayirma islemi Protein C baskilanmig
P[HEMA-MAH/Cu(ll)] kriyojel sentezlenmis GE Healthcare kolonu (10/10,
19-5001-01) ile yapilmistir. Protein C adsorpsiyonu MIP kriyojellerle
gerceklestirilen,  farkli  derisimlerde  hazirlanan  6rnekler  kolona
uygulanmustir. Ikili protein karisimlari icin hesaplanan Rs degerleri sirasiyla
2.34 ve 2.17 olarak hesaplanmigtir. Ikili protein karigimlari icin hesaplanan
Rs degerleri sirasiyla 2.34 ve 2.17 olarak hesaplanmistir. Bir kromatografi
sistemindeki iki pikin birbirinden iyice ayrilmasi icin Rs degerinin 1’den
yuksek olmasi gerektiginden HSA/Protein C ve Hb/Protein C ayirma

degerleri sonuclarinin iyi oldugu kabul edilebilir.

Protein C baskilanmig P[HEMA-MAH/Cu(ll)] kriyojellerle, sulu ¢ozeltiden
saflastirilan Protein C’nin molekuler agirligi ve safligi SDS-PAGE ile kontrol
edilmistir. SDS-PAGE, % 12’lik akrilamid ayirma jeli ile gercgeklestiriimistir.

Saflastirilan Protein C'nin safligi % 95.3 olarak bulunmustur.
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