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Protein A bazi immunglobulinlerin  (IgGi1, 19G,, 19Gs) Fc reseptorleri ile
birlesebilmekte, bdylelikle  antifagositer ve  antikomplementer etkinlik
gOsterebilmektedir. Ayrica bu protein S. aureus’un nonspesifik taslyici olarak
kullanildigi koaglutinasyon testlerinin esasini olusturmaktadir. Protein A IgG’ye
spesifik olarak baglanmasi nedeniyle IgG saflastiriimasinda kullanilan en dnemli

liganttir. Bu nedenle protein A ticari olarak blyuk bir 6neme sahiptir.

Molekuler baskilama, molekiler tanima temelinde ¢ok cgesitli maddelerin segici
olarak baglanmasi temeline dayanan bir yontemdir. Molekuler baskilanmig
polimerler hazirlanmasi kolay, dayanikli, ucuz ve molekiler tanima yetenegi olan
malzemelerdir. Molekuller baskilanmis polimerler afinite ayirma araglari olarak

dusunulebilir.

Kriyojeller, kismen donmus ortamda radikalik polimerizasyon ile hazirlanmaktadir.

Kriyojellerin ozmotik, kimyasal ve mekanik kararlilik ile egsiz yapilari birlegtiginde



biyolojik nanopartikiller (plazmidler, virisler, hucre organelleri) ve hatta tum

hacreler i¢in cazip kromatografi matrisleri yapar.

Bu calismada Protein A saflastinlmasi icin Protein A baskilanmis
supermakrogdzenekli  poli(2-hidroksietil metakrilat) kriyojeller hazirlanmistir.
Hazirlanan kriyojellerin karakterizasyonunun ardindan, Protein A adsorpsiyonunun
optimum kosullari kesikli sistemde belirlenmigtir. Maksimum Protein A
adsorpsiyonu sulu ¢oézeltiden 18.1 mg/g olarak bulunmustur. Baskilanmis kriyojelin
Protein A bagil secicilik katsayilari Fc ve Protein G igin sirasiyla 5.44 ve 12.56 kat
daha buyuk olarak bulunmustur. Ardindan bakteri hucre duvarindan Protein A,
FPLC (Hizh Performans Sivi Kromatografisi) kullanilarak ayrilmistir. Son agamada

kriyojelin tekrar kullanilabilirligi incelenmistir.

Anahtar Sozcikler: Protein A, Kriyojel, Radikalik Polimerizasyon, Molekuler

Baskilama, Adsorpsiyon, Staphylococcus aureus, FPLC, Saflastirma.



ABSTRACT

PROTEIN A IMPRINTED SUPERMACROPOROUS
POLY(HYDROXYETHYL-METACRYLATE) BASED
CRYOGELS
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Doctor of Philosophy, Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Adil DENiZLi

March 2015, 95 Pages

Protein A can be combined with Fc receptors of certain immunoglobulin (IgG4,
19G,, 1gG4), and thus can be antifagositer and anticomplementer activity. In
addition, this protein was used as a nonspecific carrier with S. aureus
coaglutination constitutes the basis of tests. Protein A is the most important ligand
of 1gG purification, due to the connection of specific IgG. Therefore Protein A is

great importance commercially.

Molecular imprinting is a technology to create recognition sites in a
macromolecular matrix using a template molecule. 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 gel matrices that are formed in moderately frozen solutions with
radicalic polymerization. The unique structure of cryogels, in combination with their

osmotic, chemical and mechanical stability, makes them attractive matrices for



chromatography of biological nanoparticles (plasmids, viruses, cell organelles) and

even whole cells.

In this study, Protein A imprinted supermacroporous poly(2-hydroxietil metacrilat)
cryogel was prepared to Protein A purification. The optimum conditions of protein
A adsorption determined with batch system after characterization of the prepared
cryogels. The maximum Protein A adsorption capacity was 18.1 mg/g from aquatic
solution. The relative selectivity coefficients of imprinted particles for Protein A
were 7.6 and 3.3 times greater than Fc and Protein G respectively. Then Protein A
was separated from bacterial cell wall to using FPLC (Fast Performance Liquid
Chromatography). The Protein A imprinted cryogels could be used many times

without decreasing their adsorption capacities significantly.

Keywords: Protein A, Cryogel, Radicalic Polymerization, Molecular imprinting,
Adsorption, Staphylococcus aureus, FPLC, Purification.
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1. GIRIS

Stafilokokal protein A (SpA) gram pozitif bakteri olan Staphylococcus aureus’un
hidcre duvarinda bulunan, alt birimlerden olusmus bir proteindir. SpA’nin insan,
tavsan gibi cesitli tlrlere ait IgG’ye ylksek afinitesi vardir [1]. SpA’nin gen dizilimi
Uhlean ve arkadaslan tarafindan 1984 yilinda yapimistir [2]. SpA ¢ farkh
bdlgeden olusur. Bunlar; salgilama sirasinda sinyal sekansi olarak islenen S [3],
bes homolog IgG baglama alani olan E, D, A, B ve C ve SpA’'nin hucre duvarina

baglandigi bdlge olan XM'dir.

IgG baglama bdlgesinin her bes alt birim 58 amino asit iceren 3 antiparalel alfa-
helikal yapidan olusur ve Ug¢ boyutlu yapisini hidrofobik ¢ekirdek sayesinde korur.
Ayrica her alan belirli antikorlarin Fab kisimlarina karsi yuksek afinite gosterir [4].
IgG molekulinin Fc kisminin baglanma merkezi B alani ile ilgili bir ¢alismada
belirlenmis ve sarmal 1 ve sarmal 2’ nin 11 artik icerdikleri gésterilmistir [5]. Ayrica
D alani Uzerinde yapilan bagka bir caligmada Fab baglanma kisminin Fc

baglanma kismindan farkli bir yerde oldugu gosterilmistir.

Bu bakteriyel protein 1gG’ye segici olarak baglanma 6zelligine sahip olmasindan
dolayi, birgok otoimmun hastaligin tedavisinde bagisiklik sistemini guglendirmek
icin kullanilan IgG’nin saflastirimasinda ticari kolonlarda kullanilan en 6nemli
liganttir. SpA’'nin saf bir halde eldesinin zahmetli olmasi ve birgok basamaktan
olusmasi bu proteini pahali bir hale getirmistir. Bu ¢alismada pahali bir protein
olan SpA’'nin, molekiler baskilanmis kriyojellerle disik maliyette elde edilmesi

hedeflenmisgtir.

Cevre, ilag ve biyoteknoloji alanlarinda hizli ve verimli yeni yontemlere surekli
intiyag duyulmasi, arastiricilari, daha iyi, daha secici ve hassas analitik
calismalarin yapilmasina yoneltmistir. Molekller tanima temeline dayanan ayirma
sistemleri arasinda "Molekiler Baskilama" yontemi ile hazirlanan tasiyicilar hedef
molekiile olan yiiksek secicilikleri nedeniyle oldukca Umit vaat etmektedirler. ilk
defa 1972’de Gunter Wulff ve calisma grubu tarafindan tanimlanan molekuler
baskilama yontemi, sentetik polimerlerde fonksiyonel gruplarin G¢ boyutlu
yapilarinin duzenlenmesiyle, olduk¢ca secici baglanma bolgeleri elde etmek



amaciyla kullanilmigtir. Antibadi gibi biyoreseptorler, yuksek secicilikleri nedeniyle
Ozgul antijenlerini saflastirmada populer ligandlardir. Fakat yuksek segiciligi olan
bu biyolojik molekuller ortam sartlarindan kolay etkilenir ve protein yapilari asidik
sartlarda, yuksek sicakliklarda ya da proteolitik aktivite sonucunda denature olur.
Antibadi/antien ya da enzim/substrat gibi biyolojik sistemlerin tanima

mekanizmasini polimerik yapilara aktaran teknik “Molekuler Baskilama”dir [6].

Molekuler baskilanmis polimerler (MIP) G¢ 6nemli 6zellikleri nedeniyle yogun
olarak arasgtirmalara konu olmaktadir. Bunlardan birincisi, dogal reseptorlere yakin
Olcude segcicilik ve afiniteleri; ikincisi, dogal molekullere gore kararlihklarinin
yuksek olmasi; dguncusu ise hazirlanmalarinin ve birgok farkli uygulamaya

uyarlanmalarinin kolay olmasidir.

MIP adsorbentler ilaglarin kati faz ekstraksiyonunda, proteinlerin, aminoasitlerin,
DNA ve RNA’nin, peptidlerin, hormonlarin ayrilmasi ve saflastirimasinda
kullaniimaktadir. MIP’lerin bir diger potansiyel kullanim alani ilag tasarimi, optik

gibi alanlarda 6nemli olan kiral bilegiklerin ayrilmasidir.

Molekiiler baskilama yontemi temel olarak iic basamaktan olusmaktadir. ilk
basamak o6n-komplekslesme basamagidir. Fonksiyonel gruplar iceren
polimerlesebilen uygun monomerler, kalip ya da bagka bir ifadeyle hedef molekile
kovalent veya non-kovalent etkilesimlerle baglanarak kompleks olustururlar. Bu
basamakta kalip etrafinda fonksiyonel monomerin baglandidi bir yapi olusumu s6z
konusudur. Bu etkilesimde hedef molekdlin U¢ boyutlu vyapisi ve
kimyasal 6zellikleri nemli bir yer tutar. ikinci basamak polimerlesme basamagdir.
Monomer-kalip kompleksi, uygun bir c¢apraz baglayicinin da kullaniimasiyla
fonksiyonel monomer (zerinden polimerlestirilir. Uglincl basamak kalip molekdliin
yapidan uzaklastirimasidir. Yapida hedef molekulin yerini alacak bosluklarin
olusturulmasi amaciyla, kalip molekdl polimerden uzaklastirilir. Uygun kosullar
altinda, bu bosluklar kalip molekulin boyutunu, yapisini ve fizikokimyasal

Ozelliklerini tanir, segici ve etkin olarak kalip molekulu baglar.

Makrogozenekli polimerik malzemeler biyoteknolojide, biyotipta ve eczacilik
biliminde buylk ilgi goérmektedir. Makrog6zenekli polimerik malzemelerin

sentezine klasik yaklagimlar, induklenmis faz dagilmasini, gaz veya sivi gdozenek



olusturucularin kullanimini, stper kritik uygulamalari veya kalip sentezlerini icerir
[7]. Son zamanlarda kriyotropik jellesme teknigi negatif sicakliklarda hidrofilik
makrogozenekli malzemelerin hazirlanmasinda kullanilir. Bu polimerik gozenekli
malzemeler kriyojeller olarak bilinirler. Kriyojeller pratik olarak bir jel olusturan

oncullerden uretilirler ve birgok degisik morfoloji ve gbzeneklere sahiptirler.

Kriyojeller, kismen donmus monomer veya polimer c¢ozeltileri kullanilarak
hazirlanan jel matrisleridir. Genel olarak kriyojeller  birbirine  bagl
makrogozeneklere (veya supermakrogdzeneklere) sahiplerdir. Bu ozellikleri
kriyojellerin nano-mikro Olgcek araliginda herhangi bir difizyon sorunu olmaksizin
kullanimina olanak saglamaktir. Kriyojellerin osmotik, kimyasal ve mekanik
kararliginin yaninda essiz yapisal ozellikleri sayesinde, biyolojik nanopartikullerin
(plazmitler, virlsler, hicre organelleri) ve hatta tam hicrelerin kromatografik
ayriimasinda  kullaniimasi  mumkdandur.  Polimerik  jeller,  biyoteknolojide
kromatografik malzeme, molekull ve hicrelerin immolibilizasyonu igin tasiyici, kati
kaltar ortami ve elektroforez icin matris olarak kullaniimaktadir. Polimerik jellerin
genis spektrumda kullanim olanagi bazi gereksinimlere sebep olmaktadir. Bu
gereksinimler, biyolojik uygulamalar igin yeni nesil jel malzemelerin gelistiriimesini
ve uretimini tetiklemektedir. Biyoteknolojide uygulanma potansiyeli olan polimerik
jellerden biri de kriyojellerdir. Kriyojeller, dislk veya ylksek molekul agirligina
sahip monomer ¢ozeltilerinin donma noktalarinin altinda gerceklestirilen kriyojenik
uygulama yontemi ile hazirlanmaktadir. Kriyojeller, ilk olarak 1960’ yillarda rapor

edilmig ve buyuk ilgi gérmustar.

Kriyotropik jellesme, potansiyel olarak jellesme kapasitesi olan sistemlerin
kriyojenik isleme sokulmasiyla meydana gelen spesifik tlrdeki jel olusumudur.
Kriyojelin temel ozelligi; sicakhgin duasurulmesiyle jellesme meydana geldiginde,
kriyojellesmeyi sogutmayla olusan jellesmeden ayirt eden ¢dzucunun zorunlu

kristallenmesidir.

Kriyojellerin olusumunda yari donmus sulu ortamda buz kristalleri gozenekli bir
yap! olusturur. Kalip buz kristallerin erimesinden sonra gdzenekler birbiriyle
baglanmis olur. Sistemin buyuk ¢odunlugunda gbzenekler birbiriyle baglantili ve

yuksek esneklige sahiptir. Klasik jellerin (¢ozeltileri homofaz sistemler iken) aksine



kriyojeller, heterofaz sistemde polimerlesir. Kriyojellerde makro ve mikrogozenekli

yapilar da olabilir.

Kriyojellerin diger 6zelligi, yiksek esnekligi ve stingersi morfolojisidir. Kriyojeller bu
Ozellikleriyle, yuksek ve duguk molekul agirlikli dncullerle ve sulu ortamda serbest
radikal polimerizasyon ile negatif sicaklikta [8] hazirlanirlar. Kriyojellerin stingersi
yapilari poliakrilamid (pAAM), polihidroksimetakrilat (pHEMA), polietilenglikol
(PEG), dekstranmetakrilat, polivinilalkol (PVA) temeline dayanir. 1980’li yillarda
bilinmesine ragmen biyoayirma 6zellikleri son yillarda fark edilen kriyojeller; disk,
monolitik kolon ve kure seklinde tasarlanabilmektedir. Molekuler baskilanmis
kriyojeller antibadi, metal iyonlar ve proteinlerin etkili ve secici bir sekilde

saflastirlldidi ¢esitli calismalar mevcuttur.

Sunulan c¢alismanin amaci; protein A baskilanmis kriyojeller ile ticari dederi
yuksek, pahali bir protein olan SpA’'nin ylksek saflikla, tek basamakta
Staphylococcus aureus hirce lizatindan elde etmektir. Molekiler baskilama teknigi
ile SpA segici bir sekilde saflastirimasini saglarken, genis gbzeneklere sahip
kriyojel sayesinde tum lizat akig problemi yasanmaksizin adsorbentten
gegirilebilecektir. Hazirlanan polimerlerin SpA ayirimi i¢in tekrar tekrar kullanilabilir
olmasi, ligant olarak baska bir pahali protein kullanilmamasi ve iglemin tek
basamakta gerceklesmesi, distik maliyette SpA eldesi icin buylk bir avantaj

saglayacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus, katalaz-negatif, sporsuz, 0.5-1.5 ym c¢apinda, Gram (+)
bir bakteri olup, Staphylococcaceae ailesinin Uyesidir. ilk olarak 1978 yilinda
Robert Koch tarafindan tanimlanmig, 1880 yilinda Pasteur tarafindan iltihapli
yaradan izole edilmis, 1881 yilinda Alexander Ogdson tarafindan patojen oldugu
belirtiimis ve Urediginde olusturdugu tUzum salkimi goruntisunden dolayi yunanca
uzum salkimi anlamina gelen “staphyle” terimi ilk kez kullanilmigtir. 1884 yilinda
ise Stafilokoklarin olusturdugu sari kolonilerde altin anlamina gele “aureus”
kelimesi kullanilarak Staphylococcus aureus olarak adlandirilmigtir. Yine bu yilda
stafilokoklar ~ Micrococcaceae familyasi igerisinde tanimlanmistir.  Yeni

siniflandirma ile de Staphylococcaceae familyasi igine dahil edilmistir.

2.1.1. Staphylococcus aureus’un Ureme Kosullari

Staphylococcus aureus, fakultatif anaerob bir bakteridir. Oksijenli ortamda
uredikleri gibi ortam kosullarina gore oksijensiz de ureyebilirler. Optimum Greme
sicakliklari 35-40 °C arasinda olmasina karsin 7-48 °C arasinda Uremeleri
muamkundir. 10-46 °C arasinda ise toksin Uretebilirler. Optimum 7.0-7.5 pH
araliginda gelisen bu bakteriler 4.0-9.3 pH arahdinda Ureyebilirler. Toksin
olusturabilmeleri i¢cin gereken pH ise en az 4.9-5.1'dir. Yuksek tuz derisimlerine
karsi oldukga direnglidir. Yaklasik % 10’luk tuz igerikli ortamlarda rahatlikla
gelisebilir.

2.1.2. Staphylococcus aureus virulans ve patojenitesi

Staphylococcus aureus tim stafilokoklar arasinda insan ve hayvanlarda en
patojen tlr olarak kabul edilir. S.aureus konakta infeksiyon olustururken yapisinda
bulunan birgok yapisal elemanlardan, enzimlerinden ve toksinlerinden yararlanir.
Bu patojenite faktorleri sayesinde fagositozdan kagabilir, deri ve deri altina kolayca
yayllabilir ve tipik apse formunu olusturabilirler. Ayrica toksinleri araciligi ile farkl

infeksiyonlara da neden olurlarlar ve antibiyotiklere kargi direnglidirler.



S. aureus oncelikle saglikli ¢ocuklarda ve erigkinlerde burun deliklerinin 6n
mukoza ve vucudun diger nemli alanlarinin yani sira kasik, perine ve perianal
bdlgede asemptomatik kolonizasyon yoluyla tutulur. Bebeklerde, dogduklari hafta
icinde annelerinden aldiklari suglari kolonize hale gelir. Tasima oranlari
yetiskinlere oranla gocuklarda daha yuksektir. S. aureus tasiyicihgi oranlari atopik
dermatit, egzama, kronik deri Ulserleri, ve diger akut ve kronik deri kosullari ile
iliskili olan; inslline bagiml diyabet; diyaliz; insan bagisiklik eksikligi virtist (HIV)
enfeksiyonu bulunan kisiserde daha yuksektir. Tastyicilar normal bireyler ile
karsilastirildiginda bir sonraki asamada S. aureus enfeksiyonu gelismesi igin bir

kag kat daha ylUksek riske sahiptir.

Cilt enfeksiyonlarinin gogundan S. aureus sorumludur. S. aureus enfeksiyonlarinin
yaklasik % 5-10 invaziftir ve sik sik bakteremi ile iligkilidir. S. aureus metisiline
direncli suglari vardir ve her yil saglik hizmeti ile iligkili enfeksiyonlarin (hastane
enfeksiyonu) % 50 ila 60’ina neden olur. 1990'larin édncesinde, metisilin direngli S.
aureus (MRSA) suslari neredeyse sadece hastane veya saglik hizmetlerinde

caligsan kisilerde gorulurken simdi toplumda yaygin hale gelmigtir.

S. aureus, adhesinler, toksinler, enzimler, yuzey bagli proteinler, kapsul
polisakaritler dahil olmak Uzere 50’den fazla hastalik olusturma faktoru Gretilebilir.
Bu faktorlerin kodlayan genler kromozom Uzerinde, ya temel genomunun bir
parcasi olarak ya da bakteriyofajlarin, patojenite adalari ve plazmidler dahil olmak
uzere, mobil genetik elementlerin (artiklarindan) icinde yer alabilir. Biyofilm
olusumu, vaskuler kateterler veya implant cihazlari gibi yabanci bir madde
varhginda meydana gelir. Biyofilm bakteri hicrelerinin gémula hale geldigi
polisakkarit, DNA, protein gibi karmagsik bir agdir ve konak savunma
mekanizmalari tarafindan temizlenmesi igin bakterileri ulasilmaz hale getirir.
Biyofilm igindeki organizmalar antimikrobiyal ajanlar tarafindan olduralmesi igin

metabolik olarak inaktif olma egilimindedirler.

Virulans faktorleri, S. aureus’u dokularda barindirmak igin, konak bagisiklik
yanitlarini bozmak i¢in ve hucre hasari ve doku invazyonunu kolaylastirmak igin

etki eder.



2.1.3. Staphylococcus aureus Hiicre Duvari Yapisi

Staphylococcus aureus hicre duvarinin % 50’sini peptidoglikan tabaka olusturur.
Bu tabaka, N-asetilmuramik asit ve N-asetilglukozamin’den olusan polisakkarit
yapidadir. Peptidoglikan tabaka insan monositlerinden polimorfonikleer I6kositleri
aktive eden interlokin-1 salinimini uyararak antikorlarin uUretimini indukler ve

inflamasyon olugmasina neden olur.

Staphylococcus aureus hucre duvarinin % 40’1 ise ribitol fosfat iceren polimer olan
teikoik asitten olusur. Teikoik asit hucre duvarina ya da membrana bagl olabilir.

Ozgll reseptorleri ile birleserek bakterinin konaga tutunmasini saglar.

Ayrica Staphylococcus aureus’un peptidoglikan tabakasinda bulunan fibronektin
baglayan proteinler, clumping faktor, kollajen ve elastin baglayan proteinler gibi
buyuk adhezinler de bulunur. Bunlar da bakterinin konak hucreye tutunmasina ve

dokulara yayillmasina yardimci olurlar.

Staphylococcus aureus’a 6zgu bir protein olan protein A, 42 000 Da agirliginda,
cogunlukla peptidoglikan yapiya kovalent olarak badli olsa da hilcre disina da
salinabilen bir proteindir. En 6nemli 6zelligi immuin sistemde insan IgG’lerinin
(IgG3 hari¢) Fc kismina baglanmasidir. Ekstrasellller olarak salgilanan protein A
antikorlara baglanarak immun kompleks olusturur. Stafilokokal protein A’nin
antifagositik, kemotaktik ve mitojenik etkilerinin yani sira bakterinin koagulaz ve
nikleaz aktiviteleri ile korelasyon gostermesi, antibiyotik etkinligini azaltmasi gibi
Ozelliklerinin olmasi bu proteinin patojenite kriteri olduguna isaret etmektedir.

Staphylococcus aureus’un hiicre duvar yapilari Sekil 2.1 ’de gosterilmistir.
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Sekil 2.1. Staphylococcus aureus’un virulans faktoérleri [9]

2.2. Protein A

Staphylococcal protein A (SpA) Gram (+) bakteri olan Staphylococcus aureus’un
hiicre duvarinda yodun olarak bulunan yilizey proteinidir. Ik olarak
Immunoglobulinleri  ¢oktiren bakteriyel 6zelligi kesfedilmistir [10]. Sonraki
calismalarda ise SpA’nin IgG’nin Fc kismina sikica baglandi§i [11], B lenfosit
proliferasyonunu uyardidi [12], kendi klonal gelisimlerini uyararak htcre olimuana

tetikledigi gosterilmistir [13].

Stafilokoklardan izole edilen SpA molekuli 56-61 rezidulik dort ila bes
immunoglobulin baglama bélgesi icerir [14]. Bu immunoglobulin baglama bdlgesini
C-terminal ucunda cok tekrarli degisken oktapeptit dizisi iceren Xr ve 6zgul
sekansa sahip hucre duvari baglanti bolgesi iceren Xc alt birimlerinin olusturdugu
X bolgesi takip etmektedir (Sekil 2.2) [15],[16].



lgG baglayici alt birimler X bolgesi

Sekil 2.2. Bes homolog immunoglobulin baglayici alt birim, ardindan stafilokok
genomunun en degisken bolimu olan bdlge, X ve C-terminal ucunda bir sinyal
ayirma motifinden olusan Protein A'nin sematik goruntusu [17].

Protein A'nin 42 kDa’lik yapisi, aspartik ve glutamik asitler bakimindan zengin
ancak sistein yoksunu dort tekrar alani igeren tek bir polipeptid zincirinden olusur.
Bu yapida neredeyse hi¢ karbonhidrat bulunmazken sadece 4 dizi tirozin bulunur

ve yap! triptofan icermez [18]. (Cizelge 2.1)

Cizelge 2.1. Stafilokokal protein A’'nin amino asit igerigi.

Amino asit Amino asit sayisi
Lizin 52
Histidin 4
Arjinin 4
Aspartik asit 80
Treonin 6
Serin 14
Glutamik asit 60
Prolin 28
Glisin 28
Alanin 36
Valin 8
Metionin 3
izolésin 11
Ldsin 28
Tirozin 4
Fenilalanin 12




SpA’nin, immunoglobulin  baglama bodlgelerinden birine ait ko-kristal yapi
sayesinde, bu bodlgelerin iki adet immunoglobuluni, Fc ve Fab kisimlarindan es
zamanli olarak baglayabilecegi gosterilmigtir [19]. Fcg'nin Stafilokoklarin hticre
yluzeyine baglanmasi, yuzey antijenlerini maskeleyerek stafilokoklarin
Polimorfonukleer I0kositler (PMNs) tarafindan olduralmesini engelleyen bir strateji
olarak kabul edilmistir [13]. Fab, alt biriminin haritalanmasi ile yapilan agiklamalar,
SpA’nin VH3 tip3 B hicre reseptori ile etkilesiminin agiklandigi onceki
calismalarla uyum igindedir [20]. Ayni zamanda SpA’'nin, von Willebrand faktori
(VWF) [21], gC1gR/p33 [22] ve tumor nekroz faktoru1 (TNFR1) ile etkilesiminin
oldugu gosterilmistir [23]. Ayni SpA dizisi, VWF ile baglanabilmek icin gerekli Fcg
bdlgesi ile de etkilesime girmektedir [16]. VWF, endovaskuler hasarlardan sonra
trombosit yapismasina aracilik eden blyulk bir multimerik glikoproteindir [21].
gC1qR/p33, B hucreleri ve platelletler Gzerinde yaygin bir sekilde ifade edilen
yuzey proteinidir [22]. Platellet etkilesimi ya da aktivasyonu, stafilokokal endokardit
sirasinda virulansin belirlenmesinde 6nemli bir faktordir [24]. SpA ayrica EGFR ile
etkilesime girerek, bir metalloproteaz olan ve soluk borusu epitelyum hucre
yuzeyinden TNFR7T’i ayiran TACE ile etkilesime girebilir [25]. Serbest TNFR1’in,
TNF-a icin hicre yuzeyine bagh olan TNFR1'i yarigmaya sokarak enflamatuar

cevabi azalttigi dusunulmektedir.

2.2.1. Monoklonal Antikorlarin Saflagtiriimasinda Protein A

Monoklonal antikorlarin ilag olarak kullanimi gin gectikge artmaktadir. 2008
yilinda monoklonal antikorlarin 15 milyar dolari agan gelirleri, onlar biyoterapotik
ajanlar icinde en ylksek kazang getiren ajan yapmistir [26]. Dlinya monoklonal
antikor pazarinda 2011 Eylul ve Kasim aylarinda 2.3 milyar dolari bulan yeni nesil
terapotik antikorlarin gelirleri, Gnla arastirma sirketi Visiongain’in raporlarina gore

2015 yilinda 62.3 milyar dolara ulasacagi tahmin edilmistir.

ilag antikorlar en ¢ok kanser, otoimmiin hastaliklar ve enfeksiyonlarin tedavisinde
kullaniimaktadir. Fakat tedavi gereksinimini karsilamak icin kullanilan antikorlar,

saflastiriimalari ve karakterizasyonlari zor olan karmasik proteinlerdir.

Yakin zamanda antikor uretiminde fabrika haline gelen Protein A kromatografisinin

basarisi kanitlanmigtir. Bununla birlikte, Protein A’nin maliyeti klasik kromatografi
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recginelerine gore ¢ok daha pahalidir. Bazi Protein A reginelerin fiyati litre basina
15 000 dolara kadar ulasmaktadir. Protein A kromatografisine alternatif olabilecek
farkh antikor saflastirma teknikleri Gzerinde ¢alismalar yapilmis olmasina ragmen,
sirketler ticari 6lgekli monoklonal antikor saflastiriimasi igin Protein A’yi halen
kullanmakta ve oOngorulur gelecekte de kullanmaya devam edecekleri tahmin
edilmektedir. Bu durumda uretim maliyetlerini dusurerek hastalar i¢in ilaglari daha
uygun hale getirmek gerekmektedir. Alternatif ydntemler yerine ticari olarak en
etkin performansi veren Protein A kromatografisinin tercih edilmesinden dolayi bu
yontemin temel ligandi olan Protein A’'nin maliyetini disirmeye yonelik ¢alismalar

artmaktadir.

Protein A segici olarak IgG’ler ile etkilesebilen, yaklasik 42 kDa’lik Staphylococcus
aureus hucre duvari proteinidir [27]. 1gG3 harig insan IgG’lerinin tamamina kuvvetli
bir sekilde baglanir [28]. Tam boyda bir SpA, N-terminal ucundan sirasi ile E,D,A,B
ve C olmak uzere 5 homolog alt birimden ve bir hucre duvari baglanma
bdlgesinden olusur [29]. SpA’'nin bes alt biriminden her biri yaklasik 58 amino asit
iceren U¢ a-heliks demeti halinde dizenlenmis, hidrofobik c¢ekirdek ile stabilize
edilmis bir yapidir. Bu alt birimlerin hepsi I1gG ile baglanabilir. Bu etkilesimler
Stafilokokal enfeksiyon olustugunda yangi derecesinin artmasindan sorumludur.
Alt birimler 1gG1, 1gG- ve 1gG.'lin Fc kismina yaklasik 108 (M™) afinite sabiti (K,) ile
gucll, IgGs ile zayif etkilesim gdsterir [30]. Ayrica her bir alt birim belirli antikorlarin
Fab kismi ile de ylUksek afinite gosterir [5]. Bu alt birimlerden B’nin IgG ile
etkilesimi en ilgi gekici olanidir. Ugli helikal yapidaki B alt birimi, Fc’deki 9 amino
asit ve B alt birimindeki 11 amino asit ile IgG’ye baglanir. IgG’nin Fc baglama
bolgesi B alt biriminin birinci ve ikinci heiksteki 11 amino asit dizisi oldugu bir
calismalarda gosterilmistir [31]. Buna ek olarak baska bir calismada D alt birimi
kullanilarak Fab baglayici kismin Fc baglayici kisimdan farkl oldugu gosterilmistir.
Fab etkilesiminde yer alan 11 amino asitlik dizi ikinci ve Uguncu helikslerde yer
almaktadir. Protein A ilk olarak Staphylococcus aureus hicre duvarindan ekstrakte
edilmistir [18]. Daha sonraki calismalarda protein A’nin S. aureus kultlr
supernatanina salgilandigi kesfedilmistir [32]. ilerleyen yillarda rekombinant DNA
teknolojisindeki gelismelerle birlikte Protein A, hicre duvari alt birimi icermeden E.

coli hicreleri kullanilarak sentezlenmistir [33], [34].
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Cizelge 2.3. Farkli turlere ait immunoglobulinler ile Protein A’'nin baglanmasi.

Tar Altsiniflar Protein A
insan 19G, ++

19G» ++

19G3 -

19G4 ++

IgA Degisken

IgD -

IgM Degisken
Tavsan Tamami ++
Kobay 19G, ++

19G, ++
Sigir +
Fare 19G; +

19Goa ++

19gG2b +

19G3 +

IgGM Degisken
Tavuk IgY -

Gulglu baglanma ++, orta etkilesim +, zayif veya etkilesim yok -.

IgG, Protein A’yi Fc boélgesi ile baglar [35]. Bu etkilesim dogada cok o6zel ve
hidrofobiktir olmakla birlikte birka¢ hidrojen bagi ve iki tuz kdprusu igerir. YUksek
seciciligi sayesinde Protein A afinite kromatografisi ile % 98 saflikta tek basamakta
kompleks c¢ozeltilerden ayirim gergeklestirmek mumkindir [36]. Protein A’nin
IgG’ler ile bilinen etkilesim 6zgulliguinin dezavantaji elisyon igin disuk pH gibi
sert kosullarin kullaniminin zorunlu olmasidir. DUsuk pH seviyesindeki kararsizlik
ve topaklanma egilimi bazi antikorlar i¢cin sorun yaratabilmektedir. Fakat genel

olarak sadece klguk miktarda topaklanmis DNA iceren safsizliklar bulunur.

2.2.1.1. Afinite Destek Malzemelerine Ligand Olarak Protein A

immobilizasyonu

Protein A, protein sivi kromatografisi igin uygun tium destek malzemelerine

immobilize edilmigtir. ik olarak en popiler iriin isveg'te Amersham (GE
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Healthcare) firmasi tarafindan siyanojen bromur (CNBr) ile aktive edilmis Sefaroz
CL 4B uzerine Protein A immobilize edilmis kolonlardir. Bu kolonlarda yuksek
secicilik, dusuk nonspesifik adsorpsiyon goézlenmis olmasina ragmen agaroz
yapidan dolayi yuksek akis hizi igin ¢ok yumusak kalmistir. Bu nedenle buyuk
Olcekli uygulamalar igin daha fazla oranda c¢apraz baglayici igeren Sefaroz
kolonlar kullaniimistir. Modern Protein A sorbentler; gozenekli cam, gbézenekli
polimer jeller ile dolduruimus mineral malzemeler ve diger destek malzemelere
dayanmaktadir [37]. Bu malzemeler ylksek akis hizinda Kkolonun etkin
calismasina izin verecek kadar dayanikli malzemelerdir. Ticari olarak kullanilan bu

artnler Cizelge 2.4’te gosterilmistir.

40 yih askin sure 6nce antikor saflastirmak icin sabit faz olarak Protein A'nin
kullanimini gésteren ilk raporlarin yayinlanmasindan bu yana [38], [39] Protein A,
klinik kullanim icin monoklonal antikor saflastirlmasinda endustriyel standart
haline gelmigtir. Janssen Biotech firmasina ait Muronomab isimli Grun, akut
transplant reddinin tedavisinde kullaniimak Gzere 1986 yilinda ABD Gida ve ilag
Dairesi (FDA) tarafindan onaylanan bir CD3 spesifik monoklonal antikordur. Bu,

uretim surecinin saflagtirma basamaginda Protein A kullanilan ilk Granddr.

Protein A afinite kromatografisinin saflastirma basamaklari basittir: noétral pH'da
baglanma, asidik pH’da ellisyon gerceklesir. Protein A afinite kromatografisinin
endustriyel o6lcekte monoklonal antikor saflastirimasinda evrensel kabulinln

temel nedeni yontem gelistirmenin kolayhgidir.

Protein A afinite kromatografisinin dezavantaj ve kisittamalarini ortadan
kaldirmakla birlikte maliyetini de dusurebilmek igin ¢ok sayida calisma vardir. En
¢cok caba matrise ligandin kemosecici immobilizasyonunu saglamak ve kolon
temizliginde kullanilan NaOH téleransini artirmak igin rekombinant DNA

tekniklerinin kullaniimasiyla gergeklestirilmistir.
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Cizelge 2.4. Protein A temelli bazi ticari afinite matrisler.

Sorbent Firma Matriks Ligand

Protein A-Sepharose 6 FF GE Healthcare Capraz bagl agaroz  nProtein

Protein A-Sepharose 4 FF AlrProtein A

Protein A-Sepharose FF

MabSelect GE Healthcare Capraz bagli agaroz  rProtein A

MabSelect Xtra

MabSelect SuRe

ProSep A Bioprocessing/Millipore Gozenekli cam nProteinA

ProSep rA High capacity /rProtein A

ProSep A High capacity

ProSep-vA Ultra

ProSep-vA High capacity

Protein A-Sepharose CL-4B  Fermentech Sefaroz nProtein A

Affi-gel-Protein-A gel Bio-Rad Capraz bagl agaroz  nProtein A

Affi-gel-Protein-A gel Select

Eupergit C-Protein A Rohn Pharma N-Metilen-bis- nProtein A
metakrilamid

POROS 50 A PerSeptive Biosystem Polistiren/divinil rProtein A

POROS 50 LP benzen

POROS 50 A High Capacity

Rekombinant Protein A (rProtein A), dogal Protein A (nProtein A)

2.2.2. Rekombinant Protein A

Rekombinant DNA teknolojisi, genetik rekombinasyon olaylarinin yapay yollarla
gerceklestiriimesine dayanan, istenen DNA bolgesinin gogaltilarak baska canlilara
aktarildigi genetik muhendisligi yaklasimidir. Rekombinant DNA teknolojisinin ilk
calismalari 1971’de DNA'yi, 6zgul nukleotit dizilerinden kesmek igin kullanilan

“restriksiyon enzimleri” kesfi ile baslamis ve 1970’lerin ortalarindan sonra da
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gelistiriimigtir. Yontem temelde g farkh amag igin kullaniimaktadir. Bunlar; genetik

hastaliklarin tanisi, mikrobiyolojik tani ve endustriyel protein Gretimidir.

"mavi" gen kaynak canlinin :
DNAsmdan restriksiyon Uretici bakterinin halkasal

enzimleri kullanilarak kesilir. plazmid DNA's1 kesilir.

!

—\/
_——\__/

DNA ligaz kullanarak "mavi" gen
] { plazmid ile birlegtirilir

Restriksiyon enzimi

2 2.2

"Mavi" gen —__ \

Plazmid

Konakg1 bakteri

Rekombinant DNA
konakg1 bakteriye
sokulur.

Bakteri sahip
oldugu rekombinant

DNA ile "mavi" .
protein Uretir. ~
Sekil 2.3. Bakteriler tarafindan rekombinant protein Gretiminin sematik gosterimi.

Bu ydntemin endustriyel amagh kullaniminda ilk olarak hedef canlinin DNA’s1 izole
edilir. Hedef hicreden izole edilen DNA’nin klonlanacak bdlgesi restriksiyon
enzimleri ile kesilerek, bu bolgeyi konakgl hucreye aktaracak vektor olarak
kullanilan plasmidlere aktarilir. Rekombinant DNA molekdlleri (plasmid) konakgi
hicreye transfer edilir ve konakgi istenen proteini Uretmeye baglar. Bu teknikle
rekombinant DNA tarafindan konakgi canliya urettirilen proteine rekombinant
protein adi verilir. Bu sekilde gesitli amaclar igin istenen proteinlerin bagka bir

canli tarafindan Uretilmesi mumkun olmaktadir (Sekil 2.3).
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Rekombinant Protein A, stafilokokal Protein A’'nin B alt biriminin, hidroksilamin
kullanilarak fizyon proteinlerinin 6zel bolgelerdeki kimyasal par¢calanmalara karsi
direncini arttirmak igin, 28 ve 29. dizideki hassas asparajin-glisin (Asn-Gly)
dipeptitleri mutajen asparajin-alanin (Asn-Ala) dipeptitleri ile protein muhendislik
teknikleri kullanilarak degistirilmesi sonucu Z alt birimi olusturulmasi ile elde edilir
[3] (Sekil 2.4). Alaninin iki molekul arasindaki etkilesimden rahatsiz olmasi
nedeniyle, G29A ile ifade edilen tek mutasyonla B alt biriminin Fab ile etkilesimi
azalmistir [5]. 1gG saflastirmak icin afinite ligandlarin kullanimi ile ilgili yapilan
calismalarda Z alt biriminin 1gG baglama kapasitesi, dogal SpA ile mol olarak ayni

baglama kapasitesine sahip oldugu gdsterilmigtir [40].

Ig baglama bélgesi

| -
S| E D & B c X M

Sekil 2.4. Stafilokokal protein A [salgilama sirasinda islenen sinyal dizisi, (S), bes
homolog IgG baglama bodlgesi (E, D, A, C) ve bir hdcre duvari baglama
bolgesinden olusan ve hucre zari ile baglantili bir protein olan XM]. B alt biriminin
muhendislik Urinune kargilik gelen, yaygin olarak kullanilan Z alt biriminin sematik
gOsterimi [41].

2.3. Molekiiler Baskilama Teknolojisi

Molekuler baskilama teknolojisi (MIT) giinimuzde, antikor ve biyolojik reseptorler
gibi dogal taniyicilar taklit edebilen saglam molekuler tanima merkezleri

tasarlamak icin kullanilan sentetik bir yaklagimdir [6], [42].

Dogada bulunan tanima sureclerini taklit edebilen sentetik malzemelerin tasarimi,
dogal sistemlere benzer tanima yetenegine sahip malzeme olusturmak igin
molekuler baskilama Uzerine yapilan arastirmalar son yillarda énemli ve aktif bir
alan haline gelmistir. MIT; amino asitler ve proteinler [43], nUkleotid turevleri,

kirleticiler [44], uyusturucu ve gida maddeleri [45] dahil olmak Uzere hem biyolojik
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hem de kimyasal molekulleri taniyabilen, ¢ok yonlu ve gelecek vaat eden teknik
olarak kabul edilmektedir. Ayrica saflagtirma [46], kimyasal sensorler, kataliz, ilag
salinimi [47], biyolojik antikorlar ve reseptoér sistemleri gibi uygulama alanlari

bulunmaktadir.

MIT bir kalip molekul ve bir fonksiyonel monomer arasindaki kompleks olusumuna
dayanir. Bir gapraz baglayicinin yeteri miktarda varhiginda, ¢ boyutlu bir polimer
agl olusturulur [48]. Polimerizasyon isleminden sonra, kalip molekullin
cikariimasiyla sekil, boyut ve kimyasal islevleri acisindan tamamlayici spesifik
tanima bolgeleri olusur. Genel olarak kalip molekil ve fonksiyonel gruplar
arasindaki, hidrojen baglari, dipol-dipol ve iyonik etkilesimler gibi molekuller arasi
etkilesimlerin polimer matrisi icinde mevcut molekuler tanima alanlarini olusturur.
Bu durumda, elde edilen polimer, sadece hedef molekulleri tanir ve onlara segici

olarak baglanir.

Molekuler baskilanmis polimerlerin (MIPs) baslica avantajlari baskilama igleminde
kullanilan hedef molekdl igin yiksek segicilik ve afiniteye sahip olmasidir. Bu tir
baskilanmis polimerler protein ve nukleik asit gibi biyolojik sistemler ile
kargilastirildiginda yuksek sicakliga ve basinca, asitlere, bazlara, metal iyonlarina
ve organik c¢ozlculere karsi daha yuUksek fiziksel saglamlik ve dayanikliliga
sahiptir. Buna ek olarak, sentezlenmesinin daha az maliyetli olmasi ve polimerlerin
oda sicakhginda birkac¢ yil depolanabilmesi, ayrica tanima bdlgelerinin ve tutma

kapasitesinin ¢ok daha yuksek olmasi diger avantajlaridir.

2.3.1. Molekiiler Baskilama Teknolojisinin Temel Prensipleri

Yukarida belirtildigi gibi molekuler baskilama, yuksek ¢apraz bagli segici molekuler
tanima yetenegine sahip polimerler sentezlemek igin kullanilan bir tekniktir.
Molekuler baskilamanin temel prensipleri Sekil 2.5'de 6zetlenmistir. Buna gore,
monomerin polimerizasyonu, polimer matrisin igine dahil olan hedef molekul (kalip)
varliginda gerceklesir. islem, gézenek olusturucu bir ¢dziicl icinde ¢dzinmis
kalip molekil, fonksiyonel monomer, ¢apraz baglayici ve basglatici ile baslatilir.
Kararli bir kalip-monomer kompleksi olusumu, molekiler tanima basarisi
agisindan onemli oldugu igin bu islemde kalip molekulu ile etkilesme girebilecek

fonksiyonel monomer segilir. Monomerler, kalip etrafinda uzamsal sekilde
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konumlandirilir ve konumu gapraz baglayicilarin kopolimerizasyonu ile sabitlenir.
Elde edilen polimer, kalip molekilu tamamlayici U¢ boyutlu yapi ile mikro
bosluklara sahip olan makrogozenekli bir matristir.  Kalip molekulin seklini
tamamlayici olan baglanma yerlerinin olusturulmasi icin, ¢ozucu ile yikayarak kalip
molekulin polimerden uzaklastiriimasi saglanir. Sonug olarak, elde edilen polimer

kalip molekulu tanir ve kalip molekule segici olarak baglanir [49].

1

kovalent oImayan yaklagim j} C 4)
B

@ o

d kovalent yaklaslm

kalip m

ligand degigimi

capraz baglayicilar ile
D  polimerizasyon

etkilegimlerin bozulmasi

polimer-kalip arasindaki * é

baglanma
[E— ———
kalbin uzaklastinimasi e )
ayriima

_.p@

Sekil 2.5. Molekuler baskilama igleminin sematik gosterimi: kalip molekul ve
polimerlesebilen fonksiyonel grup arasindaki tersinir etkilesimlerin olusumunun
ardindan etkilesimlerin bir ya da daha fazlasini igerebilir. (A) tersine cevrilebilir
kovalent baglar, (B) kovalent olarak bagli polimerlesebilen baglayici gruplar, bu
molekulin ayriimasiyla kovalent olmayan etkilesimler igin etkinlestirilir, (C)
elektrostatik etkilegsimler, (D) hidrofobik veya van der Waals etkilesimleri, (E) metal
koordinoli etkilesimler [50].

Baglanma bodlgeleri, polimerizasyon esnasinda olusturulan etkilesimlere bagh
olarak farkli o6zellikler gosterir. Genellikle molekiler baskilama teknigi,
polimerizasyon sirasinda monomer ve kalip molekul arasindaki etkilesimlerin

niteligine gore siniflandirilir.
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Gunumuzde, MIP teknolojisinde kalip molekul ve monomer arasinda On-
polimerizasyon etkilesimine bagli olarak kullanilan iki temel strateji vardir.
Bunlardan ilki Wulff [51] tarafindan tanitilan kovalent etkilesimlere, ikincisi ise
Mosbach [52] tarafindan o&nerilen kalip molekll ile fonksiyonel monomer

arasindaki kovalent olmayan etkilesimlere dayanan yaklagimdir.

2.3.1.1. Kovalent Baskilama

Kovalent baskilamada genel olarak kalip molekuller, 4-vinilfenilboronik asit ve 4-
vinilbenzilamin  gibi uygun monomerlere kovalent baglarla baglanirlar.
Polimerizasyondan sonra kovalent baglar koparilarak kalip molekul polimerden
uzaklastiriir. Molekuliin tekrar baglanmasi i¢in de kovalent baglar tekrar kurulur.
Kovalent baglarin daha karali olmasi nedeniyle, kovalent baskilamanin
uygulandidi protokollerde daha homojen baglanma bdlgesi dagilimi elde edilir.
Ancak, kovalent baskilama daha az esnek bir yontem olarak kabul edilir. Kalip
molekuller ve fonksiyonel monomerler arasindaki badlar yeni baglanmalarin
olusabilmesi i¢in hizli geri dénisimli kovalent etkilesimler olmalidir. Bu nedenle,
kovalent baskilama igin uygun olan kalip molekuller sinirhdir. Ayrica, guglu
kovalent etkilesimlerin dogasi geredi termodinamik dengeye ulagsmalari ¢ok zor

oldugu igin bu tip etkilesimlerde baglanma ve ayrilma yavas olur.

2.3.1.2. Kovalent Olmayan Baskilama

Kovalent olmayan baskilamada ise kovalent baskilamada bulunan kisitlamalar
yoktur. Kovalent olmayan baskilama uygun bir ¢ozucu iginde kalipp molekul-
monomer kompleksleri arasindaki hidrojen badlari, iyonik etkilesimler, Van der
Waals kuvvetleri, metal koordineli etkilesimler ve hidrofobik etkilesimler gibi gesitli
etkilesimlere dayanarak olusturulmaktadir. Polimerizasyon ve kalip molekulin
uzaklastirimasindan sonra iglevsellik kazanmig polimer matris ayni kovalent
olmayan etkilesimler araciligi ile hedef molekllu tekrar baglayabilir. Bdylece
baskilamada kullanilabilecek molekullerin gesitliligi artar. Yukarida sozu edilen
avantajlarin yani sira bir baska avantaj da, sadece gerekli olan uygun bir ¢dzlcu

icinde kalip molekul ve monomerin karismasiyla uygulanan islemin basitligidir.
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Gunumuzde, kovalent olmayan baskilama molekuler baskilama teknolojisi i¢in en

populer ve genel sentez stratejisi haline gelmistir.

2.3.2. Molekiiler Baskilamada Kullanilan Ajanlar

Polimerlesme reaksiyonu, tipi ve monomer derigsimi, ¢gapraz baglayici ve baslatici,
sicaklik ve polimerizasyon, bir manyetik alanin varligi veya yoklugu, zaman ve ses
gibi bircok faktor tarafindan etkilenebilen, ¢ok karmasik bir islem olarak bilinir.
ideal baskilanmis polimeri elde etmek icin gesitli faktorleri optimize etmek gerekir.
Bu nedenle molekller baskilanmis polimerlerin sentezi zaman alici bir sireg
gerektirir. MUkemmel Ozelliklere sahip molekuler baskilanmis polimerlerin
hazirlanmasi igin, polimerik maddelerin baglanma 06zellikleri Uzerindeki bazi
etkilerini arastirmak amaciyla cesitli denemeler yapilmigtir. Molekuler baskilama

surecindeki en dnemli adim uygun reaktif segimidir.

2.3.2.1. Fonksiyonel Monomerler

Monomerin rolu, kovalent veya kovalent olmayan etkilesimler araciligiyla kalip
molekul ile kompleks olusturabilecek iglevsel gruplar saglamaktir. Kalip molekdl
ve monomer arasindaki etkilesimlerin gucli molekuler baskilanmis polimerlerin
afinitesini etkileyerek tanima bolgelerinin dogrulugunu ve segiciligini belirler. Daha
guclu etkilesim ve daha kararl bir kompleks, molekuler baskilanmig polimerlerin
yuksek baglanma kapasitesine sahip olmasini saglar ve bu nedenle fonksiyonel
monomerin dogru sec¢imi ¢ok ©onemlidir. Zahmetli deneme-yaniima testleri
genellikle uygun monomer se¢mek icin gerekmektedir. Molekuler baskilanmis
polimerlerin tasarimini ve sentezini gergeklestirmek icin spektroskopik olguimler,
bilgisayar simulasyonu, izotermal titrasyon gibi yontemler kalip molekul ile daha
kararli kompleksler olusturabilen optimum fonksiyonel monomerler segmek

amaciyla kullaniimaktadir.

Molekuler baskilama icin yaygin olarak kullanilan monomerler, metakrilik asit
(MAA), akrilik asit (AA), 2- ya da 4-vinilpiridin (2- veya 4-VP), akrilamid,
trifluorometakrilik asit ve 2-hidroksietil metakrilat (HEMA) ‘dir. MAA bir hidrojen

bag vericisi ve alicisi olarak hareket etme yetenegine sahip oldugu ve iyonik
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etkilesimler icin iyi uygunluk gosterdigi icin 'evrensel' fonksiyonel monomer olarak

kullaniimaktadir.

Genellikle, sentez surecinde kalip molekil ve monomer arasindaki molar oranlari
molekuler baskilanmis polimerlerin afinitesini ve baski verimliligini etkiler. Dagslk
molar oranlari nedeniyle daha az kalip-monomer komplekslerine ve polimerlerde
daha az bagdlayici alanlara neden olurken, asiri yuksek mol oranlarina sahip
olanlar azalan baglanma seciciligine, daha az spesifik baglanma alanlarina
sahiptir. Bu nedenle, yliksek baski verimi elde etmek igin, monomerlerin kalip

molekullere orani (mol) optimize edilmelidir.

2.3.2.2. Capraz Baglayicilar

Capraz baglayicinin roll, baskilanmis molekillerin etrafindaki fonksiyonel
monomerlerin fonksiyonel gruplarini sabit tutabilmek igin yiksek diuzeyde ¢apraz
baglayici iceren sert polimerler olusturmaktir. Kalip molekul uzaklastirildiktan
sonra olusan bosluklar, tam sekil ve fonksiyonel gruplar olarak molekiler hedefi
tamamlamalidir. Capraz badlayicilarin tlrlerinin ve miktarlarinin, molekuler
baskilanmis polimerlerin segicilik ve baglama kapasiteleri Uzerinde yuksek etkisi
vardir. Capraz bagdlayicilarin seviyesi ¢ok dusuk oldugunda, molekuler
baskilanmis polimerler sabit bogluklarin seklini koruyamazlar. Bununla birlikte
capraz baglayicilarin  yuksek miktarlarda kullanimi  molekuler baskilanmig
polimerlerin birim kutlesi basina diusen tanima bdlgelerinin sayisini azaltacaktir.
Yaygin olarak kullanilan c¢apraz baglayici maddeler, etilen glikol dimetakrilat
(EGDMA), trimetilolpropan trimetakrilat (TRIM), N, N-metilenbisakrilamid (MBAA)
ve divinilbenzen (DVB) ‘dir.

Hidrofobik kuvvetler kompleks olusum strecine dahil oldugu takdirde, su ya da
diger protik ¢odzlculer de secilebilirken genellikle, tolien veya kloroform gibi
apolar, non-protik ¢dziculer molekller baskilanmig polimerlerin sentezinde tercih

edilir.
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2.3.2.3. Bagslaticilar

Gunumuzde molekuler baskilanmis polimerleri sentezlemek igin kullanilan en
yaygin yontem serbest radikalik polimerizasyondur. Genel olarak, sentez islemi
toplu olarak veya ¢ozelti icinde hafif reaksiyon kosullari altinda gercgeklestirilir ve
fonksiyonel gruplarin ile kalip molekulun yapilari genis bir aralik igin tolerans
gOsterir. Polimerizasyon reaksiyonu c¢ok hizlidir. Genellikle azo N-N'-bis
izobutironitril (AIBN) gibi bir azo-baslatici ile termal veya fotokimyasal olarak

baslatilir.

2.3.2.4. Gozuciiler

Ayrica, ¢ozucunun yapisi ve hacmi de molekuler baskilama surecinde 6nemli bir
rol oynamaktadir. Molekuler baskilanmig polimerlerin sentezi igin en yaygin olarak
kullanilan ¢ozlculer toluen, kloroform, diklorometan ya da asetonitril'dir.
Cozuculer, polimerlesme surecinde tum bilesenleri (monomer, sablon, baslatici,
capraz bagdlayici) bir faza getirmekten ve gobzenekli polimerlerde gobzenekleri
olusturmaktan sorumludur. Codzlcilerin hacminin arttinimasi ile molekiler
baskilanmis polimerlerin iyi bir akis saglamak icin gerekli 6zelligi olan buyuk
gOzenekleri Ureterek polimerin gbzenek hacmi genigletilebilir. Bu nedenle
"gozenek olusturucu" olarak ¢ozucu kullanmak olduk¢ca yaygindir. Kovalent
olmayan baskilama ydénteminin kullanildi§i polimerlesme reaksiyonunlarinda
g6zenek yapicilar, kalip molekul ile fonksiyonel monomer kompleks olusumunu
nasil etkiledigini g6z dnunde bulundurarak secilmelidir: kloroform veya toluen gibi
daha az polar ¢ozuculer, hidrojen baglari gibi polar kovalent olmayan etkilesimleri
kolaylastirarak kompleks olusumunu arttirirken; daha fazla polar ¢ozuculer, 6n-
polimer kompleksindeki hidrojen baglarin bozulmasini saglayarak kovalent

olmayan etkilegimleri ayrima egilimindedir.

2.3.3. Molekiuler Baskilanmig Polimerlerin Karakterizasyonu

Molekuler baskilanmig polimerleri, ¢ozunmeyen yapilarindan dolayi karakterize
etmek zordur. Bununla birlikte, bazi analitik teknikler, kati faz nikleer manyetik
rezonans (NMR) teknikleri [53], element mikro analizi ve Fourier Donusumli

Kizildtesi Spektroskopisi (FT-IR) [54] dahil olmak Uzere polimer bilesiminin

22



kimyasal yapisi hakkinda bilgi elde etmek igin uygulanan yontemler, molekuiler
baskilanmis polimerlerin kimyasal ve morfolojik 6zelliklerini belirlemek icin de
kullanilabilir. Kati faz NMR, c¢6zinmeyen polimerlerin kimyasal bilesiminin
belirlenmesi icin yararl bir ydntem olsa da CP-MAS (¢apraz polarizasyon sihirli agi
spini) NMR spektrumu, molekuler baskilanmig polimerlerin karakterizasyonu igin
bir ka¢ calismada rapor edilmigtir [53]. Daha sik olarak FT-IR, fonksiyonel
gruplarin degerlendiriimesi amaciyla polimere ilave edilmeden ve polimer ile
fonksiyonel monomer arasindaki azalan veya yok olan spektrumlari karsilastirma

yoluyla molekuler baskilanmis polimerlerin karakterizasyonu igin kullanilimistir.

Molekuler baskilanmis polimerlerin morfolojik 6zellikleri, polimer kirelerin dogal
yapisini dogrulamak igin 11k mikroskobu, polimerin makrogdzenekli yapisini
goOrintilemek icin taramali elektron mikroskobu (SEM) gibi mikroskopik yontemler
kullanilarak incelenebilir. Ayrica daha blUyuk gbdzenekler igin uygun olan civa
porozimetresinin de kullaniliyor olmasina ragmen, azot porozimetresinin
kullanildigi BET (Brunauer, Emmett ve Teller) analiz yontemi ylzey alani, gézenek
hacmi, gbzenek boyut dagilimi ve ortalama gozenek c¢apinin belirlenmesinde

kullanilan ana tekniktir.

Ancak, molekuler baskilanmis polimerlerin en énemli karakterizasyon basamagi,
baglama kapasitesi ve segicilik gibi faktorlerin degerlendirildigi molekuler tanima
davraniglarinin imcelenmesine dayanir. Genellikle daha hizli ve daha kolay bir
yontem olan kromatografik sabit faz molekuler baskilanmis polimerlerin baglanma
Ozelliklerinin analizinde dogrudan kullanilabilir. Scatchard analizi, kesikli tekrar
baglama deneylerinde molekuler baskilanmis polimerlerin baglanma davraniglarini
degerlendirmek icin kullanilan ortak bir modeldir. Ote yandan Freundlich ve
Langmuir-Freundlich izotermleri molekiler baskilanmis kolon kromatografisinin
Ozelliklerini anlamak icin kullanilabilecek en uygun teorik modeldir. Ayrica surekli
heterojen baglama modeli olarak adlandirilan bu yéntem, molekuler baskilanmig
polimerlerin toplam baglama bolgesini, heterojenlik indeksini yani baglanma
afinitesini iyi bir sekilde karakterize eder.

Molekuler baskilanmis polimerlerin degerlendiriimesinde farkli molekillere karsi
seciciligin belirlenmesi 6nemlidir. Genellikle kalip molekulin yapisina badli olarak,

polimerizasyon esnasinda kalip molekulin varhgr yuzey alani ve goézeneklilik gibi
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polimerin morfolojisinde genel degisimlere neden oldugundan, baskilanmis
bdlgeler kaliba 6zel olmayabilir. Diger taraftan baskilama faktoru segicilik sonugclari
ile birlikte ele alinmalidir. Clnkl belirli baskilanmis alanlardan ziyade kendi 6zel
fizikokimyasal 6zellikleri nedeniyle bagka bir yere bilesigin daha iyi tutunmasi

gerceklesebilir.

2.3.4. Molekiiler Baskilanmig Polimerlerin Uygulamalari

Molekuler baskilanmis polimerlerin kendine has ozellikleri, onlari ayirma ve
saflastirma alanlarinda, sensorler ve biyosensorlerde, kataliz ve ilag dagitimi gibi
farkli uygulama alanlarinda son derece ilging bir ara¢ haline getirmistir. Molekuler
baskilama kromatografisi, dnceden belirlenmis segcicilik ile 6zel tasarlanmis
desteklerin hazirlanmasini saglayarak kromatografik ayirma icin olduk¢a uygun
olan molekuler baskilanmis polimerlerin en yaygin uygulama alanlarindandir.
Optik acidan saf olan bilesiklere olan talebin artmasi ile, 6zellikle ilaglarin rasemik
¢Ozeltilerinin elde edildigi kiral ayirmalar, molekuler baskilanmis polimerlerin bir
baska onemli uygulama alani haline gelmigtir. Molekuler baskilanmig polimerlerde
kati faz ekstraksiyonu sadece oOrneklerin on deristiriimesi ve temizlenmesi igin
degil ayni zamanda hedefin segici bir sekilde analiz edilmesini saglayan kompleks

matrislerin segici sorbentler olarak ortaya ¢cikmasini saglamistir.

Son zamanlarda bazi calismalar molekiler baskilanmis polimerlerin, immino
analizlerde kullanilan ve dogal antikorlari taklit eden yapay badlayicilar olarak

kullanildigini gostermigtir.

Dikkate deger arastirmalarda, ayni zamanda, bazi tepkimeleri katalizlemek igin de
etken malzemeler olarak molekuler baskilanmig polimerlerin  kullanildigi
gosterilmigtir. Katalitik 6zelliklere sahip molekuler baskilanmis polimerlerin dogal

enzimleri taklit ettigi kabul edilerek enzim benzeri katalizlerde uygulanabilir.

Son olarak medikal tedavi edici alanlarda, belirli kosullarda molekuler baskilanmis
polimerlerin biyoaktif moleklleri baglayabilmesi, molekiler baskilama teknolojisini

uygun dozaj formlari olugsturmak igin blyUk bir potansiyel yapmistir.
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2.4. Kriyojeller

Polimerik kriyojeller, uygun oncullere ait ¢ozeltilerin ya da kolloidal dagilimlarin
kriyojenik islemleri ile (donma - dondurarak saklama - ¢6zinme) olusturulan jel
sistemleridir [55]. Kriyojeller mikroskopik dizeyde incelendiginde, dondurulmus
molekuller veya kolloid ¢ozeltiler hem kati madde (yani dondurulmus g¢ozeltideki
kristal yapilar) hem de “donmamig sivi mikrofaz” olarak adlandirilan bazi
donmamis ¢ozinenlerin bulundugu heterofaz sistemlerden olustugu goérulir [56].
Bu durumda donmus ¢ozucu kristalleri gozenek olugturucu olarak gorev yaparken,
jellesme sadece sistemin ikincil donmamis bdlgelerinde olusur. Boyle 6zel kosullar
sonucunda jel olusumu ile ortaya g¢ikan polimer malzemenin oldukc¢a sira digi
makrogozenekli morfolojileri ve iglenebilirlikleri sayesinde fizikokimyasal

Ozelliklerinin belirlenmesinde 6nemli rol oynar.

Kriyojel terimi ilk olarak 1984 yilinda dondurulmug organik ortam icinde
makromolekuller oncullerin kimyasal ¢apraz baglayicilar ile hazirlanan polimerik
malzemeleri tanimlamak i¢in kullaniimigtir. Bu terim, jel ailesinin 6zel olusum
kosullarini vurgulayarak “kriyo” (yunanca don ya da buz anlamina gelen kryos’dan
gelir) ve “jel” kelimelerinin birlestiriimesiyle olusturulmustur. Bunun yani sira farkli
kosullarda dondurulmus jeller icin: kriyokoaservat [57], kriyokoagulat, kriyo-
konsantre jeller, anormal jeller, donma ¢ozunme jelleri gibi isimler kullanilmistir.
Ancak 1980’lerin sonunda kriyojel teriminin kullanimi daha popduler ve yaygin hale

gelmisgtir.

2.4.1. Kriyotropik Jellesmenin Temel Prensipleri

Geleneksel kovalent jellerle ayni sekilde kovalent kriyojeller, ya kovalent gapraz
baglanma polimerizasyonu ya da monomer on-polikondensasyonu ile veya yuksek
molekudl agirhkh bilesiklerin gapraz baglanmasi yolu ile (kimyasal ya da radyasyon
ile), ikinci olarak ya molekuler-¢ozinmus ya da koloidal dispersiyon formlarinda
hazirlanir. Kovalent olmayan (fiziksel) kriyojellerde ise baslangi¢ ¢ozeltilerinde
genellikle su/jelatin ve poli(akrilonitril)/N,N-dimetilformamid gibi ¢dzeltileri belli bir
sicakligin altinda kendi kendine jellesebilecek sistemler ya da jelatinize nigasta
macunu gibi koloidal dagilimlar ya da “buza duyarl” lateksler kullanilir. iyonik

kriyojeller temelde, bazi makromolekuler oncullerin yukla gruplar ile iyonik
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bagdlarla ¢apraz baglanti kurabilen polielektrolit gozeltilerinden olusturulabilir. Batun

bu durumlarda kriyojel hazirlama islemi asagidaki temel asamalari igerir.

e Besleme sisteminin hazirlanmasi
¢ Besleme sisteminin dondurulmasi
e Donmus sistemin inkibasyonu

e Donmus sistemin ¢ozulmesi

Onciillerin  6zelliklerini de iceren her basamak dahil olmak (zere kriyojel

olusumunun her agamasi jel olusumunun etkinligini ve dolayisiyla yapisini etkiler.

24.1.1. Besleme Sisteminin Hazirlanmasi

ik bakista, kriyojel énciillerini iceren beslemenin hazirlanmasi oldukga basit ve
rutin bir islemdir. Bu, hem pozitif hem de negatif sicakliklarda herhangi bir jel
malzemenin hazirlanmasi i¢in gerekli bir basamaktir. Bununla birlikte, kriyotropik
jel olusumunun gerekli olan 6zeliklerini genellikle ilk sistemin hazirlanmasindaki
bazi sartlar belirler. Ornegin, besleme sistemini dondurmadan énce jel éncuillerinin
jele donusumunu en aza indirmek gerekir. Aksi taktirde, eger ¢ozucunun
kristallesmesinden 6nce jellesme olursa, agin U¢ boyutlu yapisinda bozulmalar
olabilir. Boyle hizli bir sekilde kemotropik jellerin olusturulmasi sakincalidir ginku
kovalent baglar, polimerik zincirlerin biylyen ¢ozlcu kristalleri tarafindan kolayca

kaydirilarak ayrilmasina izin vermez.

Hala donmamis olan besleme sisteminin jellesmesini ertelemek icin iki yontem
vardir. ilk yontem jellesme reaksiyonlari baglamadan énce mimkin oldugunca
cabuk besleme sistemini dondurmaktir. Diger yontem ise, baslatici
(polimerizasyon ile hazirlanan kriyojellerde) ya da c¢apraz baglayicilari
(makromolekuler o6nclllerin  gapraz baglanmasi ile hazirlanan kovalent
kriyojellerde) eklemeden 6nce sistemi donma noktasinin Uzerinde bir sicakliga

getirerek sogutmaktir.

2.4.1.2. Besleme Sisteminin Dondurulmasi

Baslangic oncullerini igeren sistemin dondurulmasi, hem sonraki adimda

kendiliginden jel olusumu icin hem de elde edilen kriyojellerin oOzelliklerinin
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belirlenmesi agisindan oOnemli bir basamaktir. Bunun nedeni, sivi besleme
sisteminin buza bagimli kati sistem i¢cinde dOonusumu sirasindaki bir arada
gerceklesen cesitli islemlerdir. Bu iglemler c¢6zinmug/dagiimis jellesme
bilesenlerin termal hareketliligini, donmamis sivi fraksiyonun hacmini, viskozitesini
ve polaritesini degistirebilir. Ayrica, dondurucu kosullara bagli olarak, bu sekilde
elde edilen kriyojellerin makro-gézenekli morfolojisini kutuplagma, boyut ve artan
¢ozucu kristalleri seklinde etkilemektedir. Diger bir deyisle, oncul maddelerin
baglangictaki molekuler ya da koloidal ¢ozeltilerinin donma oOzellikleri sadece
jellesme verimliligini deg@il ayni zamanda olusan kriyojelin yapisal 6zelligini de

belirler.

Dondurma igleminin anahtar parametreleri; sicaklik, sogutma hizi ve eger ozel
islemler kullanilirsa yonlendirilen 1s1 emici, baglangi¢ sivi sistemin 0Ozelligi,
kristallesmeye 6zel olarak eklenmis (6rnegin, toz pargalarl) ya da istemsiz olarak
ortamda bulunan mikroplar, malzemenin termal iletkenligi, agiri sogutulmusg olan
ve dondurulacak besleme c¢ozeltisini iceren kabin i¢ yuzeyinin ozellikleridir. Bu
durumda, ¢ok duguk olmayan ortam sicakliginda ayni anlama gelmeyen iki kelime
olan sogutma hizi ve dondurma hizini tanimlamak gerekir. Ornegin sogutma hizi,
hassas programlanabilir kriyostatlar kullanilarak, oldukg¢a siki bir sekilde kontrol
edilebilirken, ¢ozucu kristallesme hizina karsilik gelen dondurma hizi ise basta
asirt sogutmanin yogunlugu olmak Uzere birgcok faktére baglidir. Ornegin,
¢b6zunmuUs polimer onculerini iceren tozsuz besleme c¢ozeltileri yavas sogutma
durumunda, asiri sogutma etkisi “cok” olarak ifade edilebilir. Bu etki, daha sonra
yuksek baslangi¢ kristalizasyon hizina ve yuksek kristalizasyon hizi da kuguk

boyutlu ¢ézlcu kristallerinin sekillendiriimesine neden olur.

2.4.1.3. Donmus Sistemin inkiibasyonu

Jellesme icin 6nde gelen kimyasal reaksiyonlar esas olarak bu sire iginde ortaya
ciktigr igin, kovalent kriyojellerin sentezindeki temel basamak negatif sicaklikta
donmus halde jellesme sisteminin bekletiimesidir. Fiziksel kriyojellerde ise
g6zenek kaliplarinin olusumu kolay anlasilir degildir. Bununla birlikte her iki
durumda da polimerik kriyojeller, oncullerin  yogunlasarak ¢6ztcinin

kristallenmeye bagsladigi yer olan “donmamis sivi mikrofaz” iginde gergeklesir.

27



Donmamig sivi mikrofaz teriminden yola ¢ikarak, kriyotropik jellesme sureglerinin
batin ozelliklerini yansitan semasi Sekil 2.6'da verilmigtir. Monomerik veya
polimerik onciullerini iceren besleme sistemi uygun negatif sicaklikta donarken,
dondurulmus sistem en az iki fazdan, yani ¢ézlcu kristalleri ve ¢dzicunin
yogunlastigi sivi mikrofazdan olusur. Bu sebeplerden dolay jellesme guglenerek
sivl benzeri yaplilarin igcinde kati derigsiminin dnemli dlgide artmasina ve bu fazin
icinde Ugboyutlu polimerik bir agin olusumuna neden olur. Bu durumda, bir kriyojel
onculleri iceren ilk ¢ozeltiye gore daha yogun bir ¢ozeltiden olusturulur.
Dondurulmus sistem ¢ozundukten sonra, erimis ¢ozucu kristallerin yerine ¢ok

saylda makrogdzenek ortaya gikar.

Donma Donma asamasinda Erime
polimerizasyon
/.-""'_'_"‘-s.\_\ /_f""'_‘_"‘-u.‘\
\\"""'—._-.—"""/I
 ——
_l - P

Monomerler ve baglaticilar

<A Buzkristalleri

& FPolimerizasyonun basglangic agamasi

Q Paolimer jel
(‘) Siipermakroporiar

Sekil 2.6. Kriyotropik jellesmenin sematik gosterimi.
2.4.1.4. Donmus Sistemin Coézulmesi

Belirli bir sire donmus haldeki inkiibasyondan sonra jellesme sisteminin ¢dzilmesi

kriyotropik jellesme islemlerinin son temel asamasidir. En az enerji tuketen
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yontem, uygun bir pozitif sicaklikta donmus sistemin basit bir sekilde kendiliginden
¢Ozundugu yontemdir. Reaksiyonlari durdurularak jel fraksiyon veriminin mamkuin
olan maksimum degere ulastigi durumda belirli bir kovalent kriyojel olusumu esas
olarak bu asamada daha Once tamamlanir ve eritme kosullari genellikle
onemsizdir. Fakat reaksiyon suresi ile jel fraksiyon veriminin degisikliginin
incelendigi bazi calismalari igin jellesmeyi durdurmak bazen gerekli olabilir. Bu
durumda, asiri iIsinma olmadan hizli buz ¢ozme teknikleri mimkun oldugunca
¢cabuk sistemi ¢ozmek icin kullaniimalidir. Reaksiyonlar, ya yogun seyreltme ile ya
da ilgili kimyasalin inhibitora, ornegin, radikalik reaksiyonlarda serbest radikal
surukleyici ilave edilerek durdurulabilir. Bazi durumlarda kisa sureli programlanmis
mikrodalga [58], hizli buz ¢dzme ya da dondurulmus sistemin hizla isitilmasi igin

kullanilabilir.

2.4.2. Kriyojellerin Sentezi ve Karakterizasyonu

Polimerik jeller sivi icerisinde sisen capraz baglanmis polimerlerdir. icindeki sivi ile
birlikte matris gdérevi géren polimer jel ¢éztinen molekillerin serbest diflizyonuna
izin verir. Polimerik jeller ¢ézucu iginde polimerik ya da monomerik ¢ézinmelerle
hazirlanabilir. Bununla birlikte en yaygin olarak kullanilan yontem, bir monovinil
monomer ile divinii monomerin (capraz badlayici) serbest radikalik
kopolimerizasyonu ile ¢apraz baglandigi yontemdir. Hidrojel olarak adlandirilan
hidrofilik jellerde, iyonik bir ko-monomer, sulu ortam iginde sisme kapasitesini
arttirmak igin monomer ¢ozeltisine eklenir. Jellerin sisme kapasitesi, esneklik
katsayisi ve heterojenite katsayisi gibi istenen oOzellikleri, reaksiyon bilesiklerinin
derisimleri ayarlanarak elde edilebilir [59]. iyonik hidrojeller su ile temas halinde
kendi kuru hacimlerinin 1000 kati kadar sisebilirler. Bu jeller ayrica sicaklik, pH,
elektrik alani gibi belirli dis uyaricilara yanit olarak da hacim degisikligi gosterir
[60]. Hidrojel matrislerin tasarimina bagh olarak bu hacim degisikligi genis bir
araliktaki uyarici seviyesinde surekli ya da kritik bir uyarici seviyesinde kesintili
olusabilir. Hidrojellerin bu 6zelliklerinin biyolojik sistemlere benzerligi son yillarda
bayuk ilgi gérmektedir. GUnimuzde bu yumusak ve akilli polimerler modern
biyoteknolojide kullanilan fonksiyonel polimerlerden en énemlisidir. Bunlar; ilag
salinim sistemlerinde, yapay organlarda, biyoteknolojik ayirma sistemlerinde, tarim

urtnlerinin iglenmesi gibi birgok alanda kullaniimaktadir.
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Bu alanda yapilan onemli arastirmalara ragmen jel bazli cihazlarin tasarimi ve
kontroliinde hala bazi sorunlar vardir. Ornegin, ag gézenek boyutunu arttirmak igin
jelin gapraz baglayici derecesi duguruldigunde, jelin kendi kendine bozunmasi
hizlanir. Ayrica, gevsek capraz bagl jeller sismis halde kirilgandirlar; genellikle
jelin ag vyapisinda verimli enerji dagiiminin eksikligi nedeniyle kuguk
zorlanmalarda bile kirilabilirler. Ayrica jellerin dig uyaranlara kargi yaniti birgok
uygulamada gerekli oldugu kadar hizli degildir. Bu nedenle hizli yanit orani ile
birlikte iyi mekanik performans gdsteren jellerin tasarimi, yumusak malzemelerin

bircok mevcut ve potansiyel uygulama alanlari igin son derece 6nemlidir.

Son donemlerde jelleri daha dayanikli hale getirebilmek igin, ¢ift ag yapisi iceren
jeller [61], topolojik jeller [62], hidrofobik yapilardan olusturulan jeller [63] ve Kil
nanopartikual gibi mobil gapraz baglayicilar ile hazirlanan nanokompozit hidrojeller
[64] gibi bazi teknikler 6ne surtulmugstir. Bu tekniklerle enerji dagihm mekanizmasi
duzenlenerek catlak yayillimi yavaglatilabilir ve jellerin mekanik o6zellikleri
gelistirilirken, dis uyarilara olusan tepki yavaslar. Jel hacminin hizli degisimi igin
uygulanan ortak strateji, jel agi iginde birbirine bagl gozenek yapisini
olusturmaktir. Birbirine bagli gdézenek vyapisina sahip polimer aglar igin,
¢bzucUnun adsorpsiyon veya porlara desorpsiyonu konveksiyoneldir ve
g6zeneksiz polimer aglara hakim difiuzyona gore daha hizlidir. Makrog6zenekli
yapiya sahip polimer jelleri elde etmek igin uygulanacak temel teknikler 1950’lerin
sonunda kesfedilmistir [8]. Bu teknik, monomer karisiminin iginde ¢dézinmus olan
kararli bir maddenin varlidinda (tepkimeye girmeyen seyreltici ya da gozenek
olusturucu) monomer-capraz  baglayici  karisiminin  serbest  radikalik
kopolimerizasyonunu icerir.  Polimerizasyondan sonra, kararli madde yuksek
oranda polimer agi icindeki yerini gézenekli yapiya birakir. “Reaksiyon kaynakl faz
ayrilmas!” olarak bilinen bu gbézenek olusum mekanizmasi, topaklanmig polimer
parcalari iceren makrogdzenekli jellerin olugsmasina yol agar. Faz ayrima
yontemiyle hazirlanan makrogozenekli jeller dig uyaranlara hizli tepki vermesine
ragmen, topaklanma benzeri yap1 mekanik dayanikhlikta kaginilmaz bir azalmaya
neden olmustur. Ayrica jellesme sirasinda faz uyariimasi igin yuksek miktarda
kullanilan gapraz baglayici nedeniyle ag yapi dig uyaranlara duyarli esnek polimer

zinciri gibi davranmaz.
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Kriyojellesme, uyaricilara hizli cevap veren dayanikli makrogozenekli jellerin
hazirlanmasini saglayan basit bir yontemdir. Kriyojeller 30 yil 6nce kesfedilmis
olmalarina ragmen olaganustu oOzellikleri nedeniyle sadece son 10 yilda buyuk
dikkat cekmislerdir. Ornegin faz ayrilma polimerizasyonu ile hazirlanan
makrogozenekli jellerde olusan kirilganlik gibi istenmeyen 6zellikler kriyojellerde
gOzlenmez. Kriyojeller oldukca saglamdirlar ve yuksek deformasyon
olusturabilecek dizeyde uzama, burulma gibi etkilere dayanabilirler; herhangi bir
catlak olugsmadan neredeyse tamamen sikigtirilabilirler. Kriyojellesme tekniginin
dogal ilkesi deniz buzunun deniz suyundan daha az tuzlu olusuna dayanir. Bu
durumda tuzlu ¢dzelti dondugunda tuzu reddeder. Sonug olarak tuz, su iginde
mukemmel ¢ozunurligune ragmen buz iginde ¢6zUnmez. Kriyojellesme
reaksiyonlarinda genel olarak monomerler ve basglatici iceren reaksiyon ¢ozeltisi
sistemin donma noktasi altinda sogutulur; ¢inki donmamis alan monomer ve
baglatici agisindan zengin olacagi icin, polimerizasyon reaksiyonlari sadece
yuksek derisimde monomer igeren donmamig bolgelerde gerceklesecektir.
Donmamig tepkime bolgelerinde artmis monomer derisimi, kriyojellerin olaganustu
Ozelliklere sahip olmalarini saglayan kriyojellesme reaksiyonlarina 6zgu bir
Ozelliktir. Elde edilen son malzemedeki gozenekli yapi, gdzeneklerin olugmasi igin
bir kalip (gézenek yapici) olarak hareket eden ¢odzliclu kristallerinin varligini
gOsterir. Sadece ¢6zici donma noktasinin Uzerindeki sicakliklara cikarilarak
kalibin (6rnegdin, buz) yapidan uzaklastiriimasiyla kriyojel elde edilir. Kriyojellesme
tekniginin faz ayirma teknigine gore diger bir avantaji, gdzenek yapici maddeleri
uzaklastirmak icin ikinci bir isleme gerek duyulmamasidir. Faz ayrilma teknigi ile
hazirlanan jellerdeki topaklanmis yapilarin aksine kriyojeller, birkag mikrometre
kalinliginda duvarlarla ayrilmis duzenli dagihm gosteren yaklasik 100 mikrometre

genisliginde gdzeneklere sahiptir.

Temelde monomerlerin ya da dogrusal polimerlerin donmus ¢dzlcu iginde ¢apraz
baglanma polimerizasyonu ile hazirlanan kriyojellerde kullanilan monomerler,
capraz baglayicilar, kriyojellerin hazirlanma teknikleri ve karakterizasyonlarindan

asagida bahsedilecektir.
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2.4.2.1. Monomerik ve Polimerik Onciiller, Capraz Baglayicilar

Cesitli mmonovinil-divinil komonomer ciftleri serbest radikalik ¢apraz baglanma
polimerizasyonu ile kriyojellerin hazirlanmasinda kullaniimigtir.  Bunlardan
baslicalari akrilamid (AAm) [8], N,N, dietilakrilamid (DMA) [65], akrilik asit (AAC)
[66], N,izopropilakrlamit (NIPA) [67], 2-hidroksietil metakrilat (HEMA) [68] gibi
suda ¢ozunen monomerler ile N,N-metilen(bis)akrilamid (BAAm), poli(etilen glikol
diakrilat) ya da biyobozunur ¢apraz baglayicilardir. Nano boyutlu kil pargaciklar da
(laponit) yuksek esneklige sahip kriyojellerin hazirlanmasinda c¢ok fonksiyonlu
capraz baglayici olarak kullanilabilir. Amonyum persulfat (APS) ve N,N,N',N’,
tetrametilendiamin (TEMED) redoks c¢ifti genellikle polimerizasyon reaksiyonlarini
baglatmak igin kullanilir. Radikalik basglaticilarin bozunmalari sicakliga bagl
oldugu igin reaksiyon cozeltileri baglatici eklemeden once sogutulmalidir. Aksi
taktirde polimerlesme geleneksel jellerde oldugu gibi reaksiyon sistemi donmadan
baslar. Tercihen hidrokinon gibi polimerizasyon inhibitorleri, reaksiyon baglangicini
¢Ozeltinin  donma noktasinin Otesine kaydirmak icin reaksiyon sistemine
eklenebilir. Kriyojellesme reaksiyonlari da ultraviyole (UV) ya da elektron bombasi
radyasyonu ile baslatilabilir, bdylece baglatma asamasindan 6nce reaksiyon Isisi
kontrol edilebilir. Ekleme-gikarma zincir transferi (RAFT) gibi kontrolli radikalik
polimerizasyon teknikleri, hem sulu hem de organik ortamda bulunan kriyojellerin

hazirlanmasi igin kullaniimigtir.

Kriyojeller sulu ya da organik ¢ézuculer igcinde kimyasal ¢apraz baglayicilarin
varliginda dogrusal polimerlerin baslatici olarak kullanimi ile hazirlanabilirler.
Cesitli dogal ve sentetik polimerler kriyojellerin hazirlanmasinda kullaniimistir.
Proteinler i¢cin en vyaygin c¢apraz baglayici, sulu c¢ozeltiler iginde peptit
zincirlerindeki amin gruplarina kargi yuksek Olglide aktif olan gluteraldehittir.
Proteinler (6rnegin; jelatin, fibrinojen, kollajen ve albimin), polisakkaritler (6rnegin;
kitosan ve hiyalunorikasit), birer sentetik polimer olan poliakrilamid (AAm) ve poli
(vinil alkol) (PVA) de donmus ¢dzlculeri iginde gluteraldehit ile gapraz baglanabilir.
Kriyojeller ayrica, sulu ¢ozelti icinde poli (etilen glikol)in son amino grubuna
fonksiyonellik kazandirilarak heparin ile c¢apraz baglanmasiyla hazirlanabilir.
Bununla birlikte polimerik 6n malzemelerden kriyojellerin hazirlanmasi igin her

zaman capraz baglayiciya gerek yoktur. Ornegin; donmamig reaksiyon fazindaki
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PVA zincirleri ile mikrokristalin alt birimleri arasinda olusan hidrojen baglari

sayesinde PVA capraz baglayici gibi davranir [69].

2.4.2.2. Coziciiler ve Kriyojellegsme Isisi

Su, biyolojik sistemlere uyumlu ve ucuz oldugu icin kriyojellesme reaksiyonlarinda
en ¢ok kullanilan ¢ozucudur. Dimetil sulfoksit (DMSO) [67], dioksan [70], formamid
[8], nitrobenzen [71], benzen [72], siklohekzan [73] gibi organik ¢ézlculer nispeten
daha yuksek donma noktasina sahiptir ve hidrofobik kriyojellerin hazirlanmasinda

kullaniimaktadir.

Donmamig alanlardaki reaksiyon bilegenlerinin  kriyo-derigimi  kriyojellerin
hazirlanmasinda énemli oldugu icin jellesme sicakhgi (Tprep) €n Onemli deneysel
parametrelerden biridir. Ihmli sicaklik olarak adlandirilan ve kriyojellesme
reaksiyonlarinda yaygin olarak kullanilan terim, sistemin donma noktasinin birkag
derece altinda olan sicaklik i¢in kullanilir. Tyep genellikle ¢ozlcUnin donma
noktasi 2-20 °C altinda olacak sekilde ayarlanir. Buna ek olarak reaksiyon
¢Ozeltisinin jellesme Isisina ulagmasi i¢in uygulanan sogutma yontemi de kriyojel
dzelliklerini etkiler. Ornegin sivi araciligi ile sogutma, hava araciligi ile sogutmaya
gore reaksiyon ¢ozeltisini daha hizli dondurarak kiguk gdzenek olusumuna neden

olur.

2.4.2.3. Monomer ya da Polimer Derigimi

Monomerik ya da polimerik ¢dzeltilerin baslangi¢ derisimi kriyojel hazirlanmasinin
onemli bir parametresidir. Buz derisiminin etkisinden dolayi kriyojeller geleneksel
jellere gore daha dusuk derigimlerde hazirlanabilirler. Bu nedenle kriyojeller diger
jellere oranla daha genis bir yogunluk seviyesi araliginda uretilebilir; ancak ¢ok
dusuk baslangi¢ derisimi ile hazirlanan kriyojellerin mekanik direngleri zayiftir,
normal derisim araligi % 2-20°dir (agirhk/hacim). Cunku artan baslangic derisimi
ve azalan jellesme sicakhg! kriyojellerin gbézenek boyutunu azaltir ve ayni
zamanda mekanik kararhligini arttinr ve boylece bu sentez parametreleri

kriyojellerin 6zelliklerini belirlemek i¢in kullanilabilir.
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2.4.2.4. Kriyojellerin Geometrisi

Kriyojeller kolon, disk ve kure gibi cesitli sekillerde hazirlanabilirler [74] (Sekil 2.7).
Kriyojellerin, biyomolekillerin ayriminda kullaniimasi igin monolitik kolonlar
seklinde uretimi, siringalarin gikigi kapatilarak reaksiyon ¢ozeltisini siringalarin
icine doldurduktan sonra jellesme sicakhigina getirilen kriyostatin igine
daldiriimasiyla hazirlanir [75]. Dondurulmus desenin aynisini yeniden Uretebilmek
icin her sentezde ayni hacimde reaksiyon c¢oOzeltisi ve ayni boyutta siringa
kullaniimahdir [76]. Kriyojellesme reaksiyonu tamamlandiktan sonra, kriyojel
kolonlar oda sicakhigina getirilir ve reaksiyona girmeyen maddelerin
uzaklastiriimasi icin iyi bir ¢ézucu ile yikanir. Kriyojeller ayrica iki cam levha
arasina reaksiyon c¢oOzeltisinin enjekte edilmesiyle membran seklinde de

hazirlanabilir.

KRIYOJELLER

Kolon

Sekil 2.7. Farkh sekillerde hazirlanmig kriyojeller.

Gozenekli malzemelerin tek par¢adan olusan bloklarinin aksine, kire seklinde
hazirlanan kriyojeller farkh boyutlardaki kolonlara doldurulabilirler. Bununla birlikte,
kriyojel kurelerin hazirlanmasindaki zorluklar nedeniyle bu konuda az sayida yayin
bulunmaktadir. Ornegin  kriyojellesme reaksiyonlari normal siispansiyon
polimerizasyon teknigi kosullari altinda gergeklestirilirse, dondurulmus damlaciklar

arasindaki carpigsmalar nedeniyle genis bir boyut dagiiminda ayni sekilli jel
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parcalari elde edilir [77]. Kriyojel pargaciklari yogun karigtirmaya karsi direngli hale
getirmek igin, ici bos plastik bir tasiyici duvar iginde hazirlanabildigi gosterilmistir.
Yun ve arkadasglari, su ile karismayan organik faz iginde sulu jellesme ¢dzeltisinin
suspansiyonunu saglayarak, mikroakigkan akis odaklama teknigini kullanmiglardir
[78]. Damlaciklar sifirin altindaki sicaklikta bekletildikten sonra ¢apt 1 mm olan
PAAm kriyojel kurelerin elde edilmesi amaclanmigtir. Aljinatagaroz, PAAm ve DNA
kriyojel kireler -15 ila -20 °C arasindaki sicakliklarda surekli faz olarak kullanilan
parafin yagi icine sulu reaksiyon c¢o6zeltisinin damla damla eklenmesiyle
hazirlanmistir [79]. Kriyojel kirelerin ¢api, sulu fazi yag fazina eklemek igin

kullanilan pipetin ug capi degistirilerek ayarlanabilir. Sekil 2.8.a’”da -18 °C’de

hazirlanan PAAm kriyojel kureler goriimektedir.

Sekil 2.8. Kriyojel kurelerin optik mikroskop goéruntusu. (a) -18 °C’de hazirlanan
iyonik PAAc kriyojel kireler [80], (b) sivi azot icinde dondurulmus cozelti
damlaciklari, (c) hazirlanmis PIB kriyojel kureler [77].

Hidrofobik kriyojel kirelerin hazirlanmasi da son yapilan ¢alismalarda bildirilmistir.
Kriyojellesme reaksiyonlari dondurulmus benzen c¢ozeltisi iginde PIB ve kukurt
monokloririn ¢apraz baglayici olarak kullaniimasiyla gergeklestiriimistir. % 10’dan
daha az boyut dagihmi gosteren kuresel milimetrik boyutlu PIB kriyojel kureler iki
farkli teknikle hazirlanmistir. ilk olarak reaksiyon ¢ozeltisi donmus organik
damlaciklar olusturmak icin -196 °C’deki sivi azot icine damlatihr. Daha sonra,
dondurulmus damlaciklar -18 °C’deki etanol igine aktariir ve kriyojellesme
reaksiyonu karistiriimadan gergeklestirilir. Sekil 2.8.b’de sivi azot iginde
dondurulmus ¢ozelti damlaciklari ve Sekil 2.8.c’de hazirlanmig PIB kriyojel kureler
goriilmektedir. ikinci teknikte, -18 °C’deki siirekli sistem icine karistirilmadan
organik ¢ozelti damla damla ilave edilir. Burada, slrekli fazin yogunlugu
damlaciklarin  ¢Ozeltiye yavasga dusecek sekilde ayarlanmigtir. Organik

damlaciklarin yogunluguna yakin olan etilen glikol-etanol karisimi (hacimce 1/4)
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bu reaksiyonda surekli faz olarak kullaniimistir. Kurelerin yuzeyindeki tek bir buyuk
deligin olusum mekanizmasi hala tam olarak bilinmemesine ragmen, dondurma ve
daha sonra serbest yuzey enerjisinin en aza indirilmesi sirasindaki polimer-¢ézucu

faz ayriminin bu durumdan sorumlu olabilecegi disunilmektedir.

2.4.2.5. Morfolojik ve Mekanik Karakterizasyon

Jellerin makrogozenekli yapisi Uzerinde ¢aligmak, bu tur yumusak malzemelerin
gbzenek yapisi tayininde standart bir yontem olmadidi igin zordur. Cevresel
taramali elektron mikroskopu (ESEM), optik mikroskop, konfokal lazer taramal
mikroskop (CLSM) gibi teknikler sismis haldeki kriyojellerin karakterizasyonu icin
kullanilabilecek olsa da, kriyojellerin ince yapilarini ortaya ¢ikarmak igin yeterli
¢ozunurlige sahip degillerdir. Yuksek basing altinda jellerin sikistirilabilirligi
nedeniyle civa porozimetresi ve gaz adsorpsiyon/desorpsiyon’u gibi teknikler
karakterizasyon igin uygun degildir ve sadece kuru malzemelere uygulanabilir.
Taramali elektron mikroskobu (SEM), kriyojellerin ince yapisinin karakterizasyonu
igin uygun bir yontem olurken, ayni zamanda jel 6rneklerinde yapisal degisikliklere
neden olabilecek kurutma iglemi gerektirir. Bununla birlikte, dondurarak kurutma
yontemi ile numune hazirlamak gb6zenek yapilarinda dedisiklige neden
olmamaktadir. Bu nedenle SEM, genellikle kriyojellerin  morfolojisini
gorsellestirmek ve ortalama gozenek boyutunu hesaplamak igin kullanilir. Ayrica
kolon ya da kure seklindeki kriyojellerin gdozenek boyutlari ve morfolojileri, akis

Ozelliklerini tahmin etmek icin de kullanilabilir.

2.4.3. Sentez Parametrelerinin Etkisi

Kriyojellerin ozellikleri, kriyojellesme kosullari ve reaksiyon bilesenlerinin bilesimi
de dahil olmak Uzere bir ¢cok parametreye baghdir. Bu bdlumde gbézenekli bir
yapinin kontrolu gibi zorluklardan ve kriyojel sentez parametrelerinin kriyojel

morfolojisi Uzerine etkilerinden bahsedilecektir.

2.4.3.1. Sicaklik ve Donma Hizinin Etkisi

Buz kristallerinin boyutunun, donma sicakhdina bagh olarak donma hizinin

degistiriimesiyle kontrol edilebildigi bilinmektedir. Ornegin, blylk buz kristallerinin
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olusmasi igin dondurma sicakligi mumkun oldugu kadar yuksek olmali ve
kristallesme zamani uzatilmahdir. Kaguk kristalleri olusturmak icin dondurma, ¢ok
dusuk bir sicaklikta olmali ve donma hizi buz kristallerinin buylyecegi zamani
azaltmak icin yuksek olmalidir. Kriyojellesme sistemlerinde ¢ozucu kristalleri
gOzeneklerin olusmasi igin kalip gorevi gordugu igin, kriyojellerin gézenek boyutu
ve jellesme sicakligl arasinda ayni iliski bulunmaktadir. DUsuk jellesme sicakligi,
reaksiyon ¢ozeltisini soguttugu ve bundan dolayi reaksiyon ¢ozeltisinin donma
sicakligina kisa surede ulagsmasini sagladigi igin, jellesme sicakhgl ve sogutma

hizi (veya her ikisi birden) kriyojellerin 6zelliklerini etkiler.

Ivanov ve arkadaglart PAAm kriyojellerin gbzenek capinin sicakliga bagli
degisimini incelemislerdir [81]. Kriyojeller, ¢apraz baglayici olarak gluteraldehitin
kullanildigi sulu ¢ozeltiler iginde dogrusal PAAm zincirlerinin gapraz baglanmasi ile
hazirlanmistir. Kriyojellesme sicakligi -5 °C’den -20 °C’ye dusurulduginde
g6zenek gapinin 30-60 ym’den 10-20 um’ye dustugu gosterilmigstir [81]. Akrilamid
ve BAAm monomerlerinden hazirlanan PAAm kriyojellerin jellesme sicakhg -24
°C’ye kadar dusurdlmus ve en buyuk gozenek boyutu jellesme sicakligi -18 °C’de
iken elde edilmistir. Jellesme sicakligi -18, -20, -22 °C’lerde gbdzenek caplari
sirasiyla 22, 32, 60 ym bulunmustur. Benzer sonuglar, ayrica, fibroin zincirlerinin
veya DMA monomerinin sulu ¢ozeltilerinden elde edilen kriyojeller igin de rapor
edilmistir (Sekil 2.9). PSA (poli sodyum akrilat) kriyojellerde jellesme sicakhgi -9
°C’den -20 °C’ye cikarildiginda gdézenek ¢api 25 pm’den 11 um’ye dusmustar [82].
Dusuk jellesme sicakligl reaksiyon ¢ozeltisinin hizli donmasi anlamina geldigi icin,

donma hizi arttikga ¢ok sayida ¢ozucu kristallerinin olugsmasina ragmen, jellesme

sicakliginin azalmasi ile gdzenek boyutunun azalmasi uyumludur.

Sekil 2.9. Cesitli sicakliklarda hazirlanan fibroin kriyojellerin SEM gorantileri [83].
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Hidrofilik kriyojeller icinde polihedral gozeneklerin olusumu asagidaki gibi
aciklanabilir [84]: capraz bagh hidrofilik polimerlerde su molekullerinin U¢ sekilde
bulundugu bilinmektedir: (1) agin ortasindaki gézlerde bulunan serbest su, (2) ag
zincirlerine bitisik baglh su ve (3) bagh su Uzerine adsorbe edilmis film tabakasi
seklinde bulunan sudur. Serbest suyun donmasi ve bu sekilde olusturulan buz
kristallerinin blyumesi, buz kristallerinin ¢evresindeki hidratlanmis ag zincirlerini
gererek polimer aginin deformasyonuna neden olabilir. Polimer elastikiyeti ag
zincirlerinin kolay deformasyonuna izin verse de, sistemin ylksek viskozitesi
kristallerin blyumesini yavaglatabilir. Bunun bir sonucu olarak, tek bir sis polimer
zincirleri tarafindan ayrilan polimer agi 6rgu icindeki buz kristallerinin olugsmasini

saglayacaktir.

Ayrica donma hizinin, kriyojellerin morfolojisi Uzerine etkilerini incelemek tzere de
deneyler yapiimistir. Bu amagla, reaksiyon ¢oOzeltisinin bir kismi hava ile temas
halinde bir dondurucuda yavasc¢a dondurulurken diger kismi, sivi ile temas halinde
bir kriyostatta hizli bir sekilde dondurulmustur. Sogutma sivisi yerine -18 °C’de
hava yolu ile sogutma kullanildiginda baslangic sogutma hizi 54 °C/dk’dan 4
°C/dk’ya dusmustar [73]. Sekil 2.10'da, hizli ve yavas dondurma kosullari altinda
jellesme sicakhgi -10 °C'de sikloheksanda hazirlanan PIB jel aginin SEM
goruntuleri verilmistir. Burada gozenek buyukligunun donma hizi azaldik¢a arttigi
gorulmektedir. Reaksiyon ¢ozeltisinin donma hizini artirmak, buyuk kristallerin
olusumunu engelleyerek ¢oézicu kristallerinin blyumesi igin gerekli olan sureyi
azaltir. Boylece, ¢odzlldukten sonra kuguk gdzeneklere yol agan kuguk ¢ozlcu

kristalleri, hizli dondurma kogullari altinda olusturulur.

Sekil 2.10. -10 ° C'de hazirlanan PIB kriyojellerin (a) hizh ve (b) yavas dondurma
kosullari altindaki SEM goruntaleri [73].
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2.4.3.2. Monomer ve Polimer Derigsiminin Etkisi

Kriyojel ag mimarisi ve morfolojisi esasen monomer derigimine bagl degisim
gOstermezken, yapi boyutunda hassas degisimler gozlenir. PAAm kriyojellerde
monomer derisimi % 3’ten % 10’a c¢ikarildijinda ortalama gézenek ¢apinin 55 pm
ile 10 ym arasinda azaldigi tespit edilmistir. Ayni zamanda gozenek duvarinin
ortalama kalinhgr 3 ile 15 ym arasinda artmistir. Plieva ve arkadaslar tarafindan
yapilan calismada fonksiyonel epoksi grubu iceren kriyojellerde -12 °C’de
monomer derisimi % 6'dan % 22’'ye cikarildiginda gbézenek c¢apinin kuguldigu
ancak duvar kalinhginin arttigr bildirilmigtir [8]. Kirsebom ve arkadaglari monomer
derigimi agirhkga % 3 olan poli(DMA) kriyojelleri % 12 olan poli(DMA) kriyojeller ile
karsilastirdiklarinda daha buyluk gozenek capina ve daha ince duvar kalinligina
sahip olduklarini gézlemlemislerdir. Buna karsin -22 °C’de hazirlanan PAMP
hidrojellerde artan derisim ile gdzenek boyutunun da arttigi bildirilmistir. Bu durum,
dusuk monomer derigsimlerinde hazirlanan bu tip polielektrolit jellerdeki genis
g6zeneklerin ¢okmesine baglanmaktadir [85]. Kriyojellersme reaksiyonlarinda
polimer On bilesiklerinden baslayarak, artan polimer derisimi kalin gozenek
duvarlarina fakat daha kigik gdzeneklere neden olur. Ornegin; -18 °C'de
hazirlanan fibroin kriyojellerde, fibroin derigsimi % 4.2'den % 12.6’ya c¢ikarildiginda
g6zenek caplarinin 33210 ym’den 10£3 um’ye dustigu goézlenmistir (Sekil 2.11).
Boylece, yuksek monomer ya da polimer derigsimi daha kuguk gozenek capi ve
daha kalin gdzenek duvari demektir. Baglangi¢ derisimi ve gbzenek boyutu

arasindaki ters iliski, ¢c6zinen madde miktarinin artmasiyla jellesme esnasinda

donmayan mikroyapi miktarinin artmasindan kaynaklanmaktadir.

Sekil 2.11. Cesitli fibroin derisimlerinde hazirlanan kriyojellerin SEM goruntuleri
[83].
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2.4.3.3. Yuk Yogunlugunun Etkisi

lyonik olmayan PAAM ve iyonik PAMP -22 °C'de ayni sartlar altinda olusturulan
kriyojellerin gézenek c¢aplar sirasiyla 100-150 ve 30-50 um olarak gdézlenmistir.
Boylece, gobzenek boyutu ag zincirlerinin yuk yogunlugunun artmasi ile
azalmaktadir. Ayrica hesaplamalar sonucunda ag zincirlerinin yik yogunlugunda
bir artig, reaksiyon sisteminde buz hacim oranini azalttigi boylece hazirlanan

jellerdeki gézeneklerin daha kiglk olacagi tahmin edilmektedir [85].

2.4.3.4. Gapraz Baglayici Derisiminin Etkisi

Capraz baglayici olarak BAAm kullanilarak hazirlanan PAAm ve PSA kriyojellerin
farkh capraz bagdlayici seviyelerinde gdzenek boyutlarinin kayda deger bir
degisime ugramadi§i gozlenmistir. Bununla birlikte, -18 °C’de capraz baglayici
olarak EGDE kullanilarak hazirlanmis fibroin kriyojeller, EGDE miktari 10
mmol/g’dan 30 mmol/g’a ylkseltildiginde gbézenek ¢aplarinin 55+10 ym’den 2317
pm’ye dastigu ve gobzenek dagiiminin azaldigi goésterilmistir. Benzer sekilde
capraz baglayici olarak S,Cl’nin kullanildigi kauguk kriyojellerde S,Cl, derigimi
arttikga hem godzenek dagiliminin hem de ortalama gbézenek c¢apinin azaldigi
yapilan ¢alismada bildirilmigtir [72]. Bu durumun, ¢apraz baglayici miktari arttikca
jelin  donmamis bdlgelerindeki sertligin artmasindan dolayr gergeklestigi

dusunulmektedir.

2.4.3.5. Katki Maddeleri ve Coziiculerin Etkisi

Dagsuk molekdl agirlikli tuzlarin varligi, sulu cozeltiler iginde meydana gelen
kriyojellerin mikro yapilarini etkiler. Ornegin, sulu bir kriyojellesme ¢dzeltisine NaCl
veya CaCl, eklendiginde kalin gozenek duvarlari ve kuguk gozenek capli
malzemeler meydana gelir [86]. Reaksiyon karigsimi igcinde NaCl icerigi % 0’dan %
10’a c¢ikarildiginda PAMPS kriyojellerin gdézenek ¢api 30-50 ym’den 10-20 um’ye
dusmektedir. Bu olay, reaksiyon ¢oOzeltisini tuzlarin eklenmesiyle donma
sicakhginin azalmasindan kaynaklanmaktadir. Boylece dondurulmus c¢ozeltinin
hacmi artar ve daha kuglk gdzeneklerin olusmasina neden olur. Reaksiyon
¢Ozeltisi icindeki NaCl derisimi O'dan % 10’a c¢ikarildiginda, AMPS-BAAmM

reaksiyon ¢ozeltisinin -22 °C’deki donma suresi 5 dakikadan 35 dakikaya ¢gikmistir.
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Ayrica bu tur reaksiyon ¢ozeltileri icine hidrokinon gibi bir polimerizasyon inhibitoru
eklendiginde, yuksek gozenek dagiliminda daha kiguk gozenekli PAAm kriyojeller
elde edilir. Hidrokinon, reaksiyon ¢ozeltisinin jellesme noktasini donma noktasinin
disina kaydirdigi i¢in, buz kristallerinin sayisi artarken boyutlari kigulur ve genis

dagilima sahip kuguk gozenekli PAAm kriyojellerin olugsmasina neden olur.

Kriyojellesme sisteminde mikro veya nano-taneciklerinin eklenmesi ile artan
esneklik katsayisina sahip hibrid kriyojeller Uretilir [87]. Buna 6rnek olarak, PVA
sulu c¢ozeltisinin icine donma-¢ozinme islemlerinden ©Once tetrametoksisilan
eklenmesi ile bazi kriyojeller hazirlanmigtir [88]. Ayrica sikloheksan igeren silika
nanopartikiller PIB ile ¢apraz baglanarak hazirlanmis ve gapraz baglayici olarak
S,Cl, kullanilmigtir. Hibrid PIB kriyojellerin mikroyapisi iki tip gézenekten olusur:
Jellesme sirasinda gozenek olusumu icin kalip gibi davranan sikloheksan
kristalleri nedeniyle 10* mp’lik genis gdzenekler ve topaklanmis nanopartikiillerin
arasindaki 10*-10° my’lik kiiciik gdzenekler olusur. Aslinda sikloheksan kristalleri
arasinda bulunan nanopartikuller, hibrid kriyojellerde buyuk gbzeneklerin iginde
birikir. Bu jeller nanopartikil icermeyen jellere gore 300 kat daha fazla esneklik

katsayisina sahiptir.

Kriyojellerin i¢ morfolojisi, kriyojellesme reaksiyonlarinda kullanilan ¢dzlculerin
Ozelliklerine de baghdir. Bu etki, ¢dzlicu kristallerinin farkh sekilde olusmasinin
yani sira polimer ve ¢ozucu arasindaki etkilesimlerin sicakliga bagli degisimlerini
de igermektedir. Ornegin, -20 °C'de formamit iginde hazirlanan PAAm kriyojellerde
igne benzeri formamid kristallerinin olugsumunun bir sonucu olarak uzun gézenekli
bir yap! elde edilir. Ayrica, suda hazirlanan PNIPA kriyojellerin birbirine bagl
ucboyutlu gézenek yapisinin aksine, dioksan/su ortaminda hazirlanan kriyojellerin
kapali bir gézenek yapisina sahip kalin duvarh gézenekleri (10-40 ym) bulunur.
Polimer-¢dzicu etkilesimlerinin kriyojel morfolojisi Uzerine etkisi, ayni sartlar
altinda sikloheksan iginde ve benzen iginde olusturulmusg PIB kriyojel kullanilarak
gosterilebilir. Benzen ve sikloheksan benzer molekuler boyutlarinin yani sira
benzer dondurma ve eritme Ozelliklerine sahiptir; ikisi de ylksek sicaklik dlizensiz
kristaller olustururlar ve erime sicakliklari yakindir (sirasiyla, benzen ve
sikloheksan igin 5.5 ve 6.5 °C) [89]. Sikloheksanin kimyasal yapisi poliizobutilen’in
tekrar birimlerinin birbirine ¢ok yakin olmasindan dolayi PIB igin iyi bir gozucudur.
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Sikloheksanin aksine, benzen PIB igin zayif bir ¢ozlUcudur ve sicaklik azaldikga
daha zayif hale gelir. Benzen ve sikloheksan iginde hazirlanan PIB kriyojellerin
SEM goruntdileri, farkli ag yapisina sahip morfolojileri gdéstermektedir. Sikloheksan
icinde hazirlanan kriyojeller normal morfolojilerinin  aksine, benzen iginde
olusturulanlarin gbézenek boyutlari milimetre ile mikrometre arasinda genis bir
boyut dagilimina sahiptir. Bundan bagka, dusuk sicaklikta sikloheksan iginde
olusturulan ve tum goézenek hacmi 2.5 ml/g olan PIB jellerin aksine benzen iginde
olusturulan PIB jellerin jellesme sicakhgl -2 °C'den 18 °C'ye dusuruldiginde
g6zenek toplam hacminin 6 ml/g 'dan 9 ml/g ’a yukseldigi bulunmustur. Jellerin
morfolojisinde gobzlenen farkhliklar benzen iginde PIB zincirlerinin sogutma

esnasindaki faz ayrilmasina baghdir.

Kriyojellesme reaksiyonlari gugli  ¢ozlclU/zayif ¢dzicu karisimi  icinde
gerceklestirildigi takdirde, kriyojellesmedeki gézenek yapisi olusum mekanizmasi
reaksiyona bagh bir faz ayrilmasi ile birlikte uygulanabilir. Ornegin, -12 °C'de
aseton-su karisimi i¢cinde hazirlanan PAAm kriyojellerde iki tip gbzenek olusumu
gozlenmistir. 10-80 um buyuklugundeki gozenekler jellesme esnasinda bir kalip
olarak gorev yapan buz kristalleri nedeniyle olusurken, duvar igindeki
mikrometreden daha kugUk boyutlu gdzenekler ise aseton ile zenginlestiriimis
donmamis fazdaki faz ayrilmasindan dolayi olusur (aseton PAAm icin zayif bir
¢bzucudur). DMSO-su karisimlari belirgin bir donma noktasi algcalmasi sergiler ve
DMSO igerigi, hacimce yaklasik % 30'dan daha az ise, reaksiyon sistemi -18 °C'de
donacaktir. Gergekten de, hacimce en az % 30 DMSO igeren ¢dzicu karigimi
icinde kriyojellesme teknigi ile olusturulan hidrojellerdeki aglarin capi yaklasik 10*
mikron olan duzensiz blyuk gbézeneklerdir. Gézenekli olmayan hidrojeller, % 25

DMSO iceren ¢ozeltiler kullanilarak elde edilmistir [85].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Sunulan tez kapsaminda yapilan deneysel galismalar asagidaki ana basliklar

altinda toplanmistir. Bu ana bagliklar:

e Fonksiyonel monomer N-metakriloil-(L)-triptofan metil ester (MATrp)
sentezi,

e Protein A baskilanmis poliHEMA-MATrp) (MIP), baskilanmamis
poli(HEMA-MATTrp) (NIP) ve poli(HEMA) kriyojellerin hazirlanmasi,

e MATrp ve polimerik kriyojellerin karakterizasyonu,

e Protein A baskilanmis poli(HEMA-MATrp) kriyojellerin  Protein A
adsorpsiyonu,

e Protein A baskilanmis poliHEMA-MATrp) kriyojel kirelerin segiciliginin
incelenmesi,

e Protein karisimindan Protein A ayriminin FPLC (Hizlh Performans Sivi
Kromatografisi) ile incelenmesi,

e Protein A’'nin safiginin Sodyum Dodesil Silfat Poliakrilamid Jel Elektroforez
(SDS-PAGE) ile belirlenmesi,

e Protein A desorpsiyonu ve kriyojel kurelerin tekrar kullanilabilirliginin
incelenmesidir,

e Protein A baskilanmis poli(HEMA-MATrp)  kriyojel  kureler ile

Staphylococcus aureus tanima galismalarinin yapilmasi.

3.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Poli(HEMA-MATTrp) kriyojellerin hazirlanmasinda temel bilesen olarak kullanilan 2-
hidroksietil metakrilat (HEMA), N,N-metilen bisakrilamid (MBAAM) ve L-triptofan
metil ester Sigma (Sigma Chemical Co., ABD) firmasindan temin edilmistir.
Reaktifler kullanilana kadar 4 °C’de saklanmigstir. Kullanilan staphylococcal protein
A ve streptococcal protein G Sigma (Sigma Chemical Co., ABD) firmasindan temin
edilmistir ve kullaniimadigi zamanlar -20 °C’de muhafaza edilmistir. Calismada
kullanilan diger kimyasallarin tamami Merck (Darmstadt, Almanya) firmasindan

temin edilmistir ve analitik safliktadir.
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Deneylerde kullanilan su, yuksek akigl selluloz asetat membran (Barnstead
D2731) ile ters ozmoz Barnstead (Dubuque, I1A) 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 kullanilacak cam malzemeler 12 saat 4 M nitrik asitte bekletilerek

temizlenmis ve etuvde kurutulmustur.

3.2. N-Metakriloil-(L)-Triptofan (MATrp) Monomerinin Sentezlenmesi

N-Metakroil-L-triptofan metilester (MATrp) komonomeri agsagida anlatilan sekilde
sentezlenmistir. ilk basamakta 5.0 g L-triptofan metilester ve 0.2 g hidrokinon 100
ml diklorometan (CH,Cl,) ¢dzeltisi icinde ¢dzulmustir. Hazirlanan ¢ozelti 0 °C'ye
sogutulduktan sonra igcine 12.74 g trietilamin eklenmigtir. 5.0 ml metakroil klortr
yavas bir sekilde bu ¢ozeltiye azot gazi atmosferinde eklenmistir. Hazirlanan bu
karisim manyetik ortamda 2 saat kanistirilmistir. islem sonunda reaksiyona
girmeden kalan metakroil klorir ¢ozeltisi % 10’luk NaOH ile ekstrakte edilmistir.
Daha sonra donen evaporator araciligiyla sulu faz buharlastiriimistir. Elde edilen

kati (MATrp) etanol icinde ¢ozulerek kullanima hazir hale getirilmigtir.

3.3. Protein A Baskilanmig (MIP) ve Baskilanmamis (NIP) Poli(HEMA-

MATrp) Kriyojel Kiirelerin Hazirlanmasi

Poli(HEMA-MATTp) kriyojellerin hazirlanmasinda izlenen yol su sekildedir: MATrp
(10 umol) ve SpA (1 umol) 10 mM pH 7 fosfat tamponu (2 ml) icerisinde manyetik
karistiricida 2 saat karistiriimistir. Daha sonra HEMA (1.30 ml) bu karisima
eklenerek karigtirimaya devam edilmistir. Ayri bir beherde MBAAM (0.283 Q),
suda (4.20 ml) ¢6zulerek karismaya devam eden monomer ¢ozeltisine eklenmistir.
Bdylece ilk c¢ozelti karisimi  hazirlanmistir.  ikinci ¢ozelti karnisimi ise
baslatici/aktiflestirici ¢iftinden olusmaktadir. Bunun i¢in APS (0.02 g) ve TEMED
(25 pl) suda (7.50 ml) ¢ozilmistiir. iki peristaltik pompa “T sistem” olusturacak
sekilde birbirine esit uzunlukta ve esit ¢aptaki borularla baglanmistir (Sekil 3.1).

Pompalardan  birinden monomer/gapraz  baglayici  ¢ozeltisi  digerinden
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baglatici/aktiflestirici ¢Ozeltisi egit akis hizlarinda (0.5 ml/dk) gegirilmistir. T
sistemin ucunda birlesen ¢ozelti damlaciklar seklinde -196 °C’da sivi azot iginde
polimerlesmeye birakilmigtir. Tum ¢ozelti bittikten 15 dakika sonra damlaciklar
polimerlesmenin tamamlanmasi igin parafin yagina alinarak -12 °C'da 24 saat
bekletilmistir. Bu sure sonunda hazirlanan polimer oda sicakligina geldikten sonra
reaksiyona girmemis monomerlerin ve diger atiklarin polimerik yapidan
uzaklastiriimasi igin kriyojeller surekli olarak su ile yikanmistir. Baskilanmamis
Poli(HEMA-MATTrp) kriyojel kireler ayni yontemle, kalip molekidl olan protein A

kullaniimadan sentezlenmistir.

gt =
y -196 °C . -
Capraz baglayici/monomer Baslatici/aktiflestirici

Sekil 3.1. Klre kriyojel sentez sisteminin sematik gosterimi.

3.4. Kalip Molekiliin (Protein A) Uzaklastiriimasi

Hazirlanan kriyojellerden kalip molekil olan Protein A’nin uzaklastirilmasi igin 0.1
M NaOH+0.1 M Na,COg ¢ozeltisi kullaniimigtir. Protein baskilanmig kriyojeller oda
sicakliginda 48 saat sure ile 0.1 M NaOH+0.1 M Na,COj3; ¢ozeltisi ile yikanmistir.
Bu islem kalip molekl protein A molekulleri 224 nm’de UV spektrofotometresi ile

tayin edilemeyene kadar birkag kez tekrarlanmistir.

3.5. Protein A Baskilanmis ve Baskilanmamig Poli(HEMA-MATrp) Kriyojel

Kiirelerin Karakterizasyonu

Protein A baskilanmis ve baskilanmamis kriyojel kurelerin gesitli 6zelliklerinin
belirlenmesi icin FTIR, elementel analiz, sisme testi, yuzey alani dlgimleri gibi
cesitli karakterizasyon deneyleri yapilmistir. Bu deneylerin detaylari asagida

anlatilmistir.
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3.5.1. FTIR ile Yapi1 Analizi

Poli(HEMA-MATTrp) kriyojellerin yigin yapisit FTIR (FTIR 8000 Series, Shimadzu,
Japan) ile incelenmigstir. Analizden o6nce kriyojeller vakum etivinde 24 saat
bekletilerek kurutulmustur. FTIR spektrumlarinin elde edilmesi i¢in 2 mg érnek 98
mg KBr ile karistirilarak havanda déviilmistiir. Ardindan hidrolik preste 600 kg/cm?
basingta 10 dakika bekletilerek ince bir tablet haline getirilmistir. Hazirlanan
orneklerin spektrumlari 4600-400 cm™ dalga boyu araliginda FTIR cihazinda

Olculmustar.

3.5.2. Yiizey Alani Olgiimleri

Baskilanmis ve baskilanmamis Poli(HEMA-MATrp) kriyojellerin spesifik ylzey
alani BET cihazi (Quantochrome SI, Automated Surface Area and Pore Size
Analyzer, Quantochrome, ABD) kullanilarak belirlenmistir. Kriyojel ornekleri
dikkatlice tartiimis ve 6rnek haznesine yerlestirilmistir. Daha sonra, érneklerin azot
atmosferinde 150 °C’de 1 saat gazi alinmistir. Gaz adsorpsiyonu -210 °C’ de ve
desorpsiyonu oda sicakliginda gergeklestirilmigtir. Desorpsiyon basamaginda elde

edilen sonuglar, ylzey alani hesaplamalarinda kullaniimistir.

3.5.3. Denge Sisme Oraninin Belirlenmesi

Poli(HEMA-MATTrp) kriyojellerin denge sisme oraninin belirlenmesinde asagida
verilen yontem izlenmistir. Kuru kriyojeller £ 0.0001 duyarlikla tartiimis ve 50 mi
saf su iceren behere konulmustur. Farkli zaman araliklarinda (1-120 dakika) ve 24
saat sonunda kriyojeller sudan alinmig ve suzgec¢ kagidi yardimi ile yuzeydeki su
uzaklastirilarak tartilmistir. Asagidaki esitlik yardimi ile poli(HEMA-MATrp)

kriyojellerin su igerigi belirlenmigtir.
Sisme orani (%) = [(Ws-Wg)/Wg] x 100 (3.1)

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

etmektedir.

Poli(HEMA-MATTrp) kriyojel kurelere ait makrogézenek miktarinin belirlenmesi igin

ise asagidaki ydntem uygulanmstir. ilk olarak denge sisme oranina ulasmis olan
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kriyojel kureler tartilmistir. Daha sonra sismis kriyojel kureler, kriyojellerin
makrogozeneklerinde bulunan suyun uzaklastirilmasi igin sikilarak tartiimigtir.
Kriyojel klrelere ait makrogdzenek miktari asagidaki esitlik kullanilarak

hesaplanmigtir.

Makrogozenek miktari (%) = [(W,-W,)/W,] x 100 (3.2)

Bu esitlikte W, denge sisme oranina ulagmis kriyojellerin agirhgini (9) ifade
ederken, W, denge sisme oranina ulagmis kriyojellerin sikildiktan sonraki agirhigini

(9) ifade etmektedir.

3.5.4. Poli(HEMA-MATrp ) Kriyojellerin Yiizey Morfolojisi

Poli(HEMA-MATTrp) kriyojellerin ylzey ve yidin yapisi, yuksek blyltme saglamasi
nedeniyle yuksek cozunurliklu taramali elektron mikroskobu (SEM) (QUANTA
400F Field Emission SEM, Hollanda) ile incelenmigtir. Bu amagla ilk basamakta
kriyojel kureler butin halde iletken bir yapistiriciyla SEM 6rnek plakasi Uzerine
tutturulmustur. Daha sonra érnek yiizeyi vakum altinda 200 A kaliniginda metalik
altin ile kaplanmis ve bu sayede yuzey iletken hale getirilmistir. Hazirlanan
ornekler SEM 0Ornek yuvasina yerlestirilerek ¢esitli blyutme oranlarinda goéruntuler

alinmistir.

3.5.5. Elementel Analiz

Sentezlenen poli(HEMA), baskilanmis poli(HEMA-MATrp) ve baskilanmamis
poli(HEMA-MATrp) kriyojeller, yapidaki MATrp miktarinin belirlenmesi igin,
elementel analiz cihazi kullanilmistir. Ornekler + 0.1 mg duyarllikla tartilarak
elementel analiz cihazinin (Thermo Scientific FLASH 2000 Serisi CHNS/O
Analyzer, Cambridge, UK) aliminyum hucresine yerlestirilmigtir. Tartilan ornekler
cihaza konularak yanma iglemine tabi tutulmus ve bu yanma reaksiyonu
sonucunda ornegin karbon, hidrojen, oksijen, azot ve kukurt igerigi belirlenmistir.

Kriyojel yapisindaki MATrp icerigi azot (N) sitokiyometresinden hesaplanmistir.
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3.6. Adsorpsiyon Galigsmalari

3.6.1. Sulu Cozeltiden Protein A Adsorpsiyonu

Sulu ¢oOzeltiden protein A adsorpsiyonu deneyleri kesikli  sistemde
gerceklestiriimistir. Protein A baskilanmis kriyojeller, 2 ml protein A ¢dzeltisi ile 2
saat rotatdorde 15 rpm karistirma hizinda etkilestiriimistir. Baslangi¢ protein A
derigiminin (0.1-2.0 mg/ml), pH’nin (4.0-8.0), sicakhgin (4-45 °C) ve iyonik siddetin
(0.1-1.0 M NaCl) adsorpsiyon hizina ve kapasitesine etkisi incelenmistir. Sekil

3.2'de deneylerde kullanilan kesikli sistemin optik fotografi gdsterilmistir.

Sekil 3.2. Protein A baskilanmis poli(HEMA-MATrp) kriyojel kurelere sulu
¢ozeltiden protein A adsorpsiyonu gercgeklestirmek icgin kullanilan kesikli sistem
dizeneginin optik goéruntusu.

Cozeltideki protein A derigsimleri, 224 nm’de spektrofotometrik (Shimadzu UV-

1601, Japonya) olarak belirlenmistir. Cihazin duyarlihdi periyodik olarak standart
protein A ¢ozeltisi ile kontrol edilmistir. Deneyler ve dlgumler 3 kez tekrarlanmis ve
sonuglarin ortalamasi alinmigtir. Gram polimer basina adsorplanan protein A

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

Mg=Co.q.t (3.3)

M,=C.V (3.4)
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Bu esitliklerde; Mg: kirelerle etkilesime giren protein A miktari (mg); Co: protein A
baslangi¢ derisimi (mg/ml); q: akis hizi (ml/dKk); t: zaman (dk); Mc: kolondan ¢ikan
protein A miktari (mg); C: adsorpsiyon sonrasi protein A derigimi (mg/ml); V: kolon

cikisinda toplanan ¢dzelti hacmi (ml)'dir.
Polimerlerin protein A adsorpsiyon kapasitesi ise;
Q=[Mg-Mc]/m (3.5)

esitligi kullanilarak belirlenmistir. Burada; m: kullanilan kriyojel agirhdi (g)'dir.

3.6.2. Segicilik Caligmalari

Protein A baskilanmis P(HEMA-MATrp) kriyojellerin segiciligini gostermek icin
baska bir bakteriyel protein olan Protein G ve IgG Fc fragmenti yarismaci
proteinler olarak segcilmistir. Secilen proteinlerin 0.5 mg/ml derisimindeki sulu
¢Ozeltileri ayri ayri hazirlanmis ve kesikli sistemde 2 saat boyunca 15 rpm hizda
Protein A baskilanmig ve baskilanmamis P(HEMA-MATrp) kriyojel kurelerle
etkilestirilmistir. Adsorplanan protein miktarlari 280 nm’de UV spektrofotometrede

Olculen absorbans degerleri ile belirlenmistir.

Protein G ve Fc fragmenti icin Protein A’'ya gore dagilma ve segicilik katsayilari

asagidaki esitlige gore belirlenmistir:
Kq = [(Ci — Cf)/Cf] x VIm (3.6)

Esitlikte Ky dagiima katsayisini (ml/g); C; ve C; protein baglangic ve sonug¢
derigimlerini (mg/ml), V kullanilan sulu ¢oézelti hacmini (ml) ve m kriyojelin agirligini

(g) ifade etmektedir.

Yarigmaci turler varhginda bir proteinin baglanmasi igin segicilik katsayisi Esitlik
3.7’ye gore denge baglanma verilerinden elde edilebilir.

K= Kkallp protein/Kgirig,imci protein (37)

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

asagidaki egitlik ile tanimlanir;
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K'= Kpaskilanmis/Kkontrol (3.8)

3.7. Dogal Kaynaklardan Protein A Saflastiriimasi

Protein A, Staphylococcus aureus hucre duvari ve rekombinant Escherichia coli

(E. coli) hicre digi salgisi olmak Uzere iki farkli dogal kaynaktan saflastiriimistir.

S. aureus kaynagi olarak Staphylococcus aureus subsp. aureus (ATCC® 29213 ™)
ticari susu kullaniimistir. Bakteriler mannitol salt agar (MSA)'da 48 saat 37 °C’'de
uremeye birakilmigtir. Ardindan hucre pargalama c¢aligmalari igin sivi besiyeri olan
Nutrient Broth’a alinmigtir. S. aureus hlcre duvarini pargalamak igin Gram (+)
bakteri htcre duvari pargalama yontemi kullaniimistir. Bunun igin ilk olarak 500
IlU/ml lizozim 10 mM pH 8 Tris-HCI tamponu igerisinde ¢oOzllerek stok
hazirlanmistir. Hazirlanan stoktan 25 ul, 1 ml bakteri hicre peletine eklenir ve
ardindan 350 pyl 10 mM pH 8 Tris-HCI tamponu igerisinde 0.1 M NaCl, 1 mM
EDTA, % 5 Triton X 100 (agirlik/hacim) igeren ¢ozeltiyle sispanse edilir. 30 dakika
37 °C’de inkube edilmistir. Ardindan elde edilen lizat 5 L deiyonize su igerisinde

karistirilarak ve su sik sik degistirilerek diyaliz edilmigtir.

Protein A Uretmek icin genetik yapisi degistirilien rekombinant E.coli’'nin besi
ortamina salgiladigi hicre digi salgisi kullanilmistir. E. coli hicrelerinin Grettigi
Protein A N-terminal kisminda saflastiriimasini kolaylastirmak amaciyla 6-Histidin
isaret bolgesi icerir. Ayrica rekombinant Protein A, B alt birimi yerine daha

dayanikli olan Z alt birimini icermektedir.

3.7.1. Hizh Performans Sivi Kromatografisi (FPLC) Analizi

Protein A baskilanmis poli(HEMA-MATrp) kriyojel kireler ile dogal ortamdan
kromatografik olarak ayrim FPLC ile gergeklestiriimistir. Ayirma iglemi
sentezlenmis olan Protein A baskilanmis poliHEMA-MATrp) kriyojel kurelerin GE
Healthcare (Amersham Bioscience, Uppsala, Sweden) kolonuna (10/10, 19-5001-
01) doldurulmasi ile yapilmistir. FPLC'de ayirma UV dedektdr sistemi igeren
AKTA-FPLC (Amersham Bioscience, Uppsala, Sweden) ile gergeklestiriimigstir.
Kullanilan FPLC cihazi M-925 karistiricisi, P-920 pompasi, UPC-900 monitoru,
INV-907 enjeksiyon valfl ve Frac920 fraksiyon kolektorl icermektedir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. FPLC sistemi ve kullanilan kolonun optik gérantusu.

Protein A adsorpsiyonu MIP kriyojellerle gergeklestiriimis, dogal Protein A kaynagi
kolona uygulanmistir. FPLC’nin A ve B hareketli fazlari sirasiyla 0.1 M NaCl iceren
10 mM Fosfat tamponu (pH 7.0) ve 0.1M Na,COs3 ve 0.1 M NaOH igeren elisyon
cOzeltisidir. Kromatografik ayirma dogrusal gradiyenti 2 mL/dk akis hizinda
gerceklestiriimistir. % 100’lUk A hareketli fazi ile 5 dakikalik baslangi¢ periyodunun
ardindan, B hareketli fazinin miktari % 0’dan % 100’e kadar 2 dakika igerisinde
dogrusal gradiyentli olarak artirilmigtir. % 100’lik B hareketli fazi 5 dakika sureyle
uygulandiktan sonra kolondan 2 dakika boyunca % 100'lik A hareketli fazi
gegirilmigtir. Tim tamponlar ve karigimlar kullanilmadan 6nce filtre edilmis ve hava
kabarciklar uzaklastiriimistir. 100 ul S. aureus hucre lizati kolona uygulanarak
sistemin absorbansi 256 nm’de kaydedilmistir. Ayirma islemi ise oda sicakliginda
yapilmistir. to, belirleyici olarak KBr kullaniimistir. Kapasite (k') ve ayirma (a)

faktorleri

K' = (trto)/to, a=k'/ky' (3.10)

esitlikleri kullanilarak hesaplanmigtir. Bu esitliklerde tr proteinin allkkonma zamani
to ise belirtecin (KBr) alikkonma zamani, ky' Protein A igin kapasite faktoéri ve ki'
ise ortamda bulunan diger proteinlerin kapasite faktorinu belirtmektedir. Rs ayirim

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

51



Wos karsilik gelen pikin taban yar uzakligi, tr1 ve tro bitisik iki yakin pikin
allkonma zamanlari, wi ve w, ise bitigikteki iki yakin pikin taban cgizgisindeki

genigligidir.

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

Elektriksel bir alanda SDS varliginda jel Uzerinde proteinlerin elektrik yuklerine
gbre yulruatulmesine dayanan bu ydntemde, her bir protein ve proteinlerin alt
unitelerini jel Gzerinde tek bant olusturacak sekilde ayirt etmek mumkindir. Bu
yontem proteinlerin molekuler agirliklarini belirlemede kullanildigi gibi saflagtiriimig
proteinlerin saflik derecelerinin tayininde de sikg¢a kullanilr.

Protein A baskilanmis poli(HEMA-MATrp) kriyojel kureler ile Staphylococcus
aureus hucre duvarindan ve rekombinant E. coli hdcre digi salgisindan
saflastirilan protein A’nin safliginin kontrol edilmesi igin SDS-PAGE kullaniimistir.
SDS-PAGE % 12'lik akrilamid jel ile yaratalmustar. Her iki dogal protein A kaynagi
icin adsorpsiyon oncesi, sonrasi, desorpsiyon ornekleri ve islem gérmemis ticari
protein A 6rnedi (1 mg/ml) ayni oranda numune tamponuyla karistirilarak jele
yuklenmistir. Her numune ve standart % 20 gliserol, % 20 merkaptoetanol, % 4
sodyum dodesil sulfat (SDS), % 0.02 bromfenol blue (BPB) igeren numune
yUukleme tamponu ile karistiriimigtir. Jel, yiklenen érneklerle ve % 0.1 SDS igeren
yuritme tamponu (Tris-glisin, pH 8.3) varliginda 2 saat 100 V’ta yurutilmuastur.
Yuratme islemi tamamlandiktan sonra jel gumus boyama yontemi ile boyanmistir.
Bu ydntem, renksiz olan giimiisiin (Ag*') proteinlerdeki karboksil ve siilfidril
gruplarina baglanarak (Ag®) proteinleri kahverengine donistiiriip, onlarin gorinir
hale getiriimesine dayanir. Boyama iglemi igin ilk olarak jel, metanol : asetik asit :
su (50:5:45) karisimina alinarak en az bir saat bu ¢ozeltide bekletilmistir.
Fiksasyon ¢ozeltisi olarak adlandirilan bu ¢dzeltide gece boyu bekletiimesinde bir
sakinca yoktur. Ardindan ortamdaki metanolun uzaklastiriimasi i¢in 1 saat
deiyonize su ile yikanmistir. Daha sonra 1-2 dakika % 0.02 sodyum tiyosulfat
cOzeltisinde bekletildikten sonra tekrar deiyonize su ile yikanarak % 0.1’lik gimus
nitrat (AgNO3) ¢ozeltisine alinmis ve 30 dakika bekletilmistir. Son olarak % 0.004
formaldehit ve % 2 sodyum karbonat (Na,COs3) ¢ozeltisi ile reaksiyon bagslatiimistir.

istenen renkler goriildilkten sonra reaksiyon % 1lik asetik asit gozeltisi ile
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durdurulmustur. Elektroforez uygulamasinda protein standardi olarak, genis
spektrumlu Prestained protein marker (10- 170 kDa) kullaniimigtir.

3.8. Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik Caligmalari

Protein A desorpsiyonu 0.1 M NaOH+0.1 M NayCO3z c¢ozeltisi ile
gerceklestiriimistir. Protein A adsorplamis olan baskilanmig kriyojeller oda
sicakhginda 2 saat desorpsiyon c¢ozeltisi (2 ml) ile muamele edilmistir.
Desorpsiyon ortamindaki protein A derisimi 224 nm’de UV spektrofotometresi ile
belirlenmistir. Desorpsiyon orani kriyojellere adsorplanan ve kriyojellerden desorbe

olan protein A miktarindan asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmigtir.

Desorpsiyon ortamina salinan Protein A
Desorpsiyon orani (%)= x 100 (3.9)
Krivoijele adsorplanan Protein A miktari

Protein A baskilanmis poli(HEMA-MATrp) kriyojelin tekrar kullanilabilirligini
belirlemek Uzere adsorpsiyon-desorpsiyon iglemi ayni kriyojeller kullanilarak 10
kez tekrar edilmistir. Rejenerasyon ve sterilizasyon amaci ile kriyojel kireler,
desorpsiyon igleminin ardindan 50 mM NaOH c¢odzeltisi ve deiyonize su ile

yikanmistir.

3.9. Protein A ile Staphylococcus aureus Tanima Caligmalari

S. aureus kaynagi olarak Staphylococcus aureus subsp. aureus (ATCC® 29213 ™)
ticari susu kullaniimistir. Bakteriler mannitol salt agar (MSA)'da 48 saat 37 °C’'de
uremeye birakilmistir. Ardindan hucre ayirma deneylerinin yapilabilmesi igin sivi
besiyeri olan Nutrient Broth’a alinmistir. Burada formaldehit ile bakteriler inaktif
hale getirilerek Uremeleri durdurulmustur. 1 ml’lik bakteri ornekleri Protein A
baskilanmis (MIP) ve baskilanmamis (NIP) poli(HEMA-MATrp) kriyojel kirelerle
37 °C’de calkalamal etlivde 2 saat etkilestiriimis ve ardindan Plate count agar ile
bakteri koloni sayimi yapilmistir. Sayim igin baslangi¢ ve iglem sonrasi bakteri
ornekleri Plate count agar’a ekilip 48 saat sonunda koloni sayimlari yapiimistir.

Protein A baskilanmig poli(HEMA-MATrp) kriyojel kurelerin ylzeyine tutunan

Staphylococcus aureus hucrelerinin SEM ile gorintilenebilmesi igin tutunan
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bakteriler kriyojel yuzeyine fiske edilmigtir. Fiksasyon iglemi icin Staphylococcus
aureus hacreleri ile etkilestirilen kriyojel kiureler etkilesimin ardindan pH 7.4 PBS
tamponu ile 10 dakika yikandiktan sonra % 2.5'luk gluteraldehit ¢ézeltisinde oda
sicakliginda gece boyu bekletilmistir. Ardindan % 20’den % 100’e kadar 10’ar
birim arttirarak etanol c¢ozeltisinde her basamakta 10 dakika olmak Uzere
bekletilmistir. % 100’luk etanol ¢ozeltisinde gece boyu bekletilen kriyojeller
kurutulup SEM icin hazir hale getirilmigtir.
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4. DENEYSEL SONUCLAR ve TARTISMA

4.1. MATrp Monomerinin Sentezi ve Karakterizasyonu

N-metakriloil-(L)-triptofan (MATrp) sulu ¢ozeltiden ve dogal kaynaklardan Protein
A’nin segici bir sekilde saflastirilabilmesi igin fonksiyonel komonomer olarak
secilmistir. MATrp komonomeri L-Triptofan ve Metakroil klorlr molekullerinden
sentezlenmis daha sonra Protein A ile 1/10 pymol oraninda komplekslestirildikten
sonra, kompleks HEMA monomeri ile polimerlestirilerek poli(HEMA-MATIp)
polimeri elde edilmistir. Sekil 4.1 MATrp komonomerinin, Sekil 4.2, poli(HEMA-

MATTp) polimerinin molekul seklini gostermektedir.

o T
A COOH 2 y \ . 2
— I vl cH TS T - eOoH
N H2N * I CH
H H3 HN1 HII"éJ\ / 3
/7“- |3\\.\\\
0 CHs

Sekil 4.1. MATrp komonomerinin molekul formalu.
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Sekil 4.2. poli(HEMA-MATTrp) molekil formala.
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Sekil 4.3 MATrp komonomerine ait FTIR spektrumunu gdstermektedir. 3379 cm™
deki adsorpsiyon bandi NH geriime bandina aitken aromatik CH gerilme bandlari
3100-3000 cm™ arasinda gériilmektedir. 2978 cm™ deki absorpsiyon bandi alkil
grubundaki CH gerilme bandina aittir. C=C gerilme bandi 1621 cm™ de, NH egilme
bandi 1522 cm™® de, C-N aromatik gerime bandi 1458-1374 cm™ de
gorilmektedir. 1347-1198 cm™ deki egilme bandi asidin C=0 grubunun egilme

bandina aittir.
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Sekil 4.3. MATrp komonomerinin FTIR spektrumu.

4.2. Protein A Baskilanmis ve Baskilanmamis Poli(HEMA-MATrp) Kriyojel

Kurelerin Karakterizasyonu

Protein A baskilanmis Poli(HEMA-MATrp) kriyojel kureler, kriyopolimerizasyon
yontemi ile hazirlanmistir. Sentezlenen kriyojeller, sisme o6zellikleri, ylzey alani

Olgimleri, boyut dagilimi, FTIR ve SEM ile karakterize edilmigtir.

4.2.1. FTIR ile Yapi Analizi

Sekil 4.4’ de HEMA monomeri ve poli(HEMA-MATrp) NIP ve MIP kriyojellere ait
FTIR analizini gostermektedir. Sekil 4. 4’ de goruldigu gibi HEMA monomeri 3420
cm™ de (OH- geriime), 2954 cm™ de (CH gerilme), 1718 cm™ de (C=0 gerilme),
1633 cm™ de (C=C gerilme ) bandlarina sahiptir. MATrp monomerine ait 1533 cm-1
de (NH egilme), 1454-1391 cm™ de (CN aromatik) ve 1657 cm™ de (C=O amit
bandlari) bandlart MATrp monomerinin  HEMA’'nin  yapisina katildigini
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gostermektedir. HEMA monomeri 2954 cm™ de (CH egilme), 1716 cm™ de (C=0
gerilme), 1633 cm-1de (C=C gerilme bandi) bandlar gostermektedir.
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Sekil 4.4. PHEMA, poli(HEMA-MATrp) MIP ve poli(HEMA-MATrp) NIP kriyojellerin
FTIR spektrumlari.

PHEMA ve poli(HEMA-MATrp) MIP kriyojeller arasinda alinan fark spektrumu
yapliya triptofan amino asitinin katildigini daha net gostermektedir (Sekil 4.5). Bu
durumda poli(HEMA-MATrp) MIP kriyojelin verilerinden PHEMA kriyojelin verileri
cikarilarak geriye sadece MATrp’ye ait bantlar elde edilmistir. Sekil 4.5 'de de
gorildigi gibi MATrp monomerinin 1533 cm™ de (NH egilme), 1449-1391 cm™
(CN aromatik) ve 1657 cm™ (C=0 amit) deki bandlari yapiya MATrp monomerinin
katildigini gostermektedir.
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Sekil 4.5. Poli(HEMA) ve poli(HEMA-MATrp) MIP kriyojeller arasinda alinan fark
spektrumu.

4.2.2. Yuzey Alani olgumleri

Yuzey alani ve gozenek boyutu dagilimi molekuler baskilanmis polimerlerde
onemli ozelliklerdir. Bu ozellikler  sivi azot  sicakliginda azot
adsorpsiyon/desorpsiyon izotermleri ve 0.05-1.00 arasi bagil basinglari (P/Py) ile

OlcUlmasgtar.

Protein A baskilanmig ve baskilanmamis kriyojellerin spesifik yuzey alanlari
siraslyla 9.91 m?/g ve 6.18 m?/g olarak bulunmustur. Baskilama islemi, spesifik
yuzey alaninin artmasina sebep olmustur. Bu durumun temel sebebi;
kriyopolimerizasyon sirasinda Protein A molekullerinin varligidir. Baskilanmis
kriyojelde Protein A’ya ait spesifik kavitelerin olusumu gézenek alaninin artmasina

neden olmustur.

Ayrica kriyojeller, Protein A ve diger bakteri hucre duvari proteinlerinin kolaylikla
difize olabilecegi kadar genis gozeneklere sahiptir.
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4.2.3. Sisme Ozellikleri

Poli(HEMA) kriyojel kureler capraz bagli hidrofilik yapiya sahipken, Protein A
baskilanmis poli(HEMA-MATTrp) kriyojel kureler icerdikleri triptofan aminoasitinden
dolay! hidrofobik yapidadir.

Bu calismada hazirlanmis poli(HEMA), baskilanmamig poli(HEMA-MATrp) ve
Protein A baskilanmis poli(HEMA-MATrp) kriyojellerin denge sisme oranlari
sirasiyla % 905, % 570 ve % 760°dir (Sekil 4.6). Makrogdzenek oranlari ise
sirasiyla % 73, % 70 ve % 74°dur. Poli(HEMA) kriyojellerle karsilastinldiginda
yaplya MATrp girmesi ile denge sisme oraninin her iki durumda da azaldigi
g6zlenmektedir. Bu sonuca hidrofobik yapida bir aminoasit olan triptofanin yapiya
girmesi neden olmustur. Baskilanmig ve baskilanmamig  kriyojeller
karsilastirildiginda ise baskilama igleminin kriyojellerin sisme oranini arttirdigi
gOrulmektedir. Her iki yapinin da hidrofobik olmasina kargin baskilanmis kriyojelde
olusan kavitelerden kaynakli olarak artan spesifik yuzey alani ile agiklanabilir. Yani
Protein A’nin olusturdugu spesifik bosluklar sisme oraninin artmasina sebep

olmustur.
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Sekil 4.6. PHEMA, Protein A baskilanmamis poli(HEMA-MATrp) (NIP) ve Protein
A baskilanmis poli(HEMA-MATrp) (MIP) kriyojellerin sisme oranlari.
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4.2.4. Yuzey Morfolojisi

Protein A baskilanmis poli(HEMA-MATrp) kriyojel kurelerin ylizey morfolojisi ve
icyapisi optik, elektron mikroskop fotograflari ve boyut dadilm analizi ile

incelenmigtir.

4.2.4.1. Boyut Dagilimi

Sentezlenen Protein A baskilanmis poli(HEMA-MATrp) kriyojel klrelerin boyut
dagihmi incelenmis ve kriyojel kirelerin 1000 um ile 3000 um araliginda caplara
sahip oldugu gozlemlenmigtir (Sekil 4.7). Kriyojel kurelerin boyut dagilimi; % 5.5
oraninda 3000 um, % 27 oraninda 2000 um, % 67.5 oraninda 1000 um’dir.

Sekil 4.7. Protein A baskilanmis poli(HEMA-MATrp) kriyojel kurelerin optik
goruntuleri.
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Sekil 4.8. Protein A baskilanmis poliHEMA-MATrp) kriyojel kurelerin boyut
dagihmi.
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4.2.4.2. Taramal Elektron Mikroskop (SEM) incelemeleri

Baskilanmis ve baskilanmamis poli(HEMA-MATrp) kriyojel kurelerin  SEM
fotograflari sirasi ile Sekil 4.9 ve Sekil 4.10°da verilmistir. Sekilden goéruldaga gibi,
kriyojeller birbiriyle baglantih supermakrogozenekli akis kanallarina sahiptir.
Gozeneklerin boyutu 50 pm’ye kadar ulagsmaktadir. Bu godzenekli yapi, kalip
molekul Protein A’nin kriyojel icerisine kolayca difuze olmasina olanak

saglamaktadir.

\ il
det | spot 1mm / 200 pm
mm ETD| 3.0 METU CENTRAL LAB 3 AM |30 /1500 » 3 METU CENTRAL LAB_

|

HV ‘ mag | ) det | spot 2/ Vv ma ND det | spot|—— 30 ym
11:46:54 AM |30.00 kV[2 000 x| 9.3 mm |ETD| 3.0 METU CENTRAL LAB M | 31 <\ x|9.3 3 METU CENTRAL LAB

Sekil 4.9. Protein A baskilanmamig (NIP) poli(HEMA-MATrp) kriyojel kurelerin
SEM goéruntuleri.
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Sekil 4.10. Protein A baskilanmis (MIP) poli(HEMA-MATTp) kriyojel kirelerin SEM
gorantdleri.

4.2.5. Elementel Analiz

Elementel analiz ile azot sitokiyometrisinden faydalanilarak poli(HEMA-MATTIp)
kriyojellerin yapisina katilan MATrp miktari belirlenmigtir. Protein A baskilanmig ve
baskilanmamis kriyojellerin MATrp miktari sirasiyla, 82.5 ymol/g ve 71.5 pmol/g
polimer olarak bulunmustur. HEMA ve diger polimerizasyon bilesenlerinin azot
icermedigi not edilmelidir. Elementel analizle belirlenen azot miktari polimer

yapisina katilan MATrp gruplarindan kaynaklanmaktadir.
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4.3. Adsorpsiyon Calismalari
4.3.1. Sulu GCozeltiden Adsorpsiyon Caligmalari

Bu bolumde; kriyojellerin optimum adsorpsiyon kosullari incelenmis ve sulu
¢cOzeltiden Protein A adsorpsiyonuna ait sonuglara yer verilmistir. Bu agsamada;
ortam pH’sinin, Protein A derigiminin, adsorpsiyon hizinin, sicakhgin, tuz
derisiminin  etkisi  incelenmis ve yarismali  adsorpsiyon  c¢alismalari
gerceklestiriimistir. Elde edilen verilere, Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon
izotermleri uygulanarak uygun adsorpsiyon modeli belirlenmistir. Protein A
molekullerinin adsorpsiyon islemini kontrol eden mekanizmanin belirlenmesi igin
deneysel verilere yalanci birinci ve ikinci derece kinetik denklemler uygulanmigtir.
Kriyojellerin tekrar tekrar kullanim olanagi, ayni kriyojelin 10 kez tekrarlanan
adsorpsiyon-desorpsiyon igslemi ile gosterilmistir. Baskilama isleminin segiciliginin
belirlenmesi icin yarismaci proteinlere kargi dagilma ve segicilik kat sayilari

hesaplanmigtir.

4.3.1.1. pH’nin Etkisi

Protein A baskilanmis poliHEMA-MATrp) kriyojel kuarelerin  Protein A
adsorpsiyonuna pH’nin etkisi Sekil 4.11°’de verilmigtir. Protein A adsorpsiyonu
farkh pH araliklarinda (pH 5.0-8.0) incelenmigtir. MIP kriyojellere maksimum
Protein A adsorpsiyonu pH 7.0 fosfat tamponunda gézlenmis ve bu pH’daki
maksimum adsorpsiyon miktari 3.8 mg/g polimer olarak bulunmustur. Bu durum
soyle agiklanabilir; molekuler baskilama islemi i¢in kalip molekul olan Protein A ile
komonomer olan MATrp'in 6n komplekslesmesi notral pH'da gercgeklestiriimistir.
Protein A'nin bu pH’daki molekller konformasyonu Protein A baskilanmis
poli(HEMA-MATTrp) kriyojel kureler tarafindan daha iyi taninmakta ve daha yuksek
afinite ile baglanmaktadir. Bu verilerden yola ¢ikarak ¢alisma ortami olarak pH 7.0

fosfat tamponu segilmigtir.
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Sekil 4.11. Protein A adsorpsiyonuna pH etkisi; Protein A derigimi: 0.5 mg/mL;
zaman: 120 dk; T: 25 °C.

4.3.1.2. liyonik Siddetin Etkisi

Protein A baskilanmis Poli(HEMA-MATrp) kriyojel klrelere Protein A
adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisini belilemek amaciyla; adsorpsiyon deneyleri
farkli derisimlerde (0-1.0 M araliginda) sodyum klortr (NaCl) iceren 10 mM pH 7
fosfat tamponunda hazirlanan Protein A c¢ozeltileri ile gerceklestiriimistir. Sekil
4.12'de goruldugu gibi, Protein A adsorpsiyon kapasitesi Protein A’nin
¢6zUunarlGgunun en iyi oldugu 0.1 M tuz derisiminde en ylksek seviyededir. Tuz
derisimi 0.1 M’in Uzerine ¢iktiginda ise adsorpsiyon kapasitesinde tekrar azalma
gOzlenmektedir. Bu olay ylksek tuz derigsiminin baskilanmig bolgeleri
maskeleyerek Protein A ile etkilesime girmesini azaltmasi ve adsorpsiyonun

duismesi olarak acgiklanabilir.
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Sekil 4.12. Protein A adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisi; Protein A derigimi: 0.5
mg/mL; pH: 7.0; zaman: 120 dk; T: 25 °C.

4.3.1.3. Sicakhgin Etkisi

Protein A baskilanmig poli(HEMA-MATrp) kriyojel kurelere Protein A
adsorpsiyonuna sicakhgin etkisini belilemek amaciyla Protein A adsorpsiyon
deneyleri farkh sicakliklardaki ortamlarda (4-45 °C) gergeklestirilmistir. Sekil
4.13'de goriuldiigu gibi en yiksek adsorpsiyon kapasitesi 25 °C’de gozlenmistir.
Adsorpsiyon kapasitesinde 45 °C’de bir miktar azalma olmasina karsin 25 °C’de
gbzlemlenen adsorbans degerlerine yakindir. Protein A baskilanmis kriyojel
kirelerde 4 °C’de 5.64 mg/g, 25 °C’'de 9.29 mg/g ve 45 °C’de 8.84 mg/g Protein A
adsorpsiyonu saglanmistir. Sicaklik ile Protein A adsorpsiyon iliskisi, adsorpsiyon
isleminde etkin olan temel etkilesimlerin belirlenmesi igin 6nemli veriler
sunmaktadir. Hidrojen bagdlar ve iyonik etkilesimlerin baskin oldugu durumlarda
adsorpsiyon kapasitesindeki degisimler sicaklikla ters orantili iken Van der Waals
ve hidrofobik etkilesimlerinin baskin oldugu durumlarda ise adsorpsiyon kapasitesi
sicaklikla dogru orantil olarak degismektedir. Hidrofobik etkilesimler, entropi
artigtyla yuruyen etkilesimlerdir ve sicaklik bu etkilesimleri arttirmaya yonelik

etkide bulunur.
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Sekil 4.13. Protein A adsorpsiyon kapasitesine sicakhigin etkisi; Protein A derigimi:
0.5 mg/mL; pH: 7.0; zaman: 120 dk.

4.3.1.4. Baslangi¢ Derigiminin Etkisi

Baskilanmis ve baskilanmamis kriyojellere Protein A adsorpsiyonu, 0.1 M NaCl
iceren 10 mM pH 7 fosfat tamponunda hazirlanan farkli derisimlerde (0-2 mg/ml)
Protein A c¢oOzeltileri ile gerceklestiriimigtir. Baskilanmig ve baskilanmamig
kriyojellerin adsorpsiyon kapasitesinin, ¢ozeltide bulunan Protein A derisimi ile
degisimi Sekil 4.14’te verilmigtir. Sekilden goéruldugu gibi, ¢ozeltideki Protein A
derisiminin artmasiyla, birim kriyojel basina adsorplanan Protein A miktari,
baslangicta hizli artmakta ve vyaklasik 18 mg/ml degerinde Protein A’nin
baglanabilecegi spesifik etkilesim bdlgelerinin dolmasina bagli olarak denge
degerine ulasmaktadir. Bu derisim degerinden sonra o6nemli bir artis
g6zlenmemigtir. Bu adsorpsiyon davraniginda beklenen bir durumdur. Derigimin
artmasi ile adsorpsiyon ic¢in suricu kuvvet olan derisim farki (AC) artmaktadir.
Sdruclt kuvvetin artmasi ile adsorpsiyon kapasitesinde de artis gdézlenmektedir.
Ozellikle baskilanmis kriyojelin adsorpsiyon izoterminin baglangicindaki keskin

egim, baskilama yontemiyle MIP kriyojelik yapida olusturulan Protein A igin
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spesifik bogluklarla agiklanabilir. Baskilanmis ve baskilanmamis kriyojeller igin

maksimum adsorpsiyon kapasiteleri sirasiyla yaklasik 18 mg/g ve 5 mg/g’dir.

T

e = S
o N b O

——MIP

—=—NIP

Adsorplanan Protein A (mg/g polimer)

o N b~ OO

0 0,5 1 15 2 2,5
Baslangi¢ Protein A derisimi mg/ml

Sekil 4.14. Protein A derisiminin adsorpsiyon kapasitesine etkisi; pH: 7.0; zaman:
120 dk; T: 25 °C.

4.3.1.5. Adsorpsiyon Hizi

Protein A molekillerinin Protein A baskilanmis poliHEMA-MATrp) kriyojellere
adsorpsiyonunun zamana bagh fonksiyonu Sekil 4.15’te verilmistir. Adsorpsiyon ilk
20 dakikada oldukga hizli gergeklesmektedir. Spesifik bogluklarin azalmasi ile 20
ile 60. dakikalar arasinda adsorpsiyon yavaglamaktadir. Protein A molekdllerinin
polimer ylzeyindeki baglanabilecegi tim aktif bolgelere baglanmasi nedeni ile
yaklasik 60. dakikadan sonra adsorpsiyon kapasitesi denge degerine
ulasmaktadir. Bu sureden sonra adsorpsiyon kapasitesinde 6énemli bir degisim
gorulmemektedir. Artan Protein A miktariyla birlikte adsorpsiyon kapasitesinin

arttigi belirlenmisgtir.
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Sekil 4.15. Protein A adsorpsiyonunun zamanla degisimi; pH: 7.0; T: 25°C.

4.3.1.6. Adsorpsiyon izotermleri

Adsorpsiyon izotermi, her bir protein molekulinin adsorbentle etkilesimini
karakterize etmek igin kullaniimaktadir. Molekullerin adsorbentle etkilesimini
karakterize etmek icin Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon modelleri
uygulanmistir. 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 tanimlanmig bolgeye adsorpsiyon oldugunu varsayar.
Bu bolgelerin enerji dlzeyi olarak esdeger oldugu ve komsu bodlgelerde
adsorplanan molekuller arasinda etkilesim olmadidi kabul edilir. Langmuir
adsorpsiyon izotermi Egitlik 4.1 ile tanimlanir. Denge verilerinin egitlige
uygulanmasiyla dogrusal bir grafik elde edilmesi, asagidaki esitlikle tanimlanan

Langmuir modelinin bu sistemlere uygulanabilecegini gostermektedir:
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1/0e = 1/0max + 1/0max.0.Ceq 4.1)

Bu esitlikte; q, kriyojele baglanan Fe(lll) miktari (ug/g), Ceq ¢Ozeltideki denge
Fe(lll) derisimi (ug/ml), b, Langmuir sabiti (ml/ug) ve gmax, teorik maksimum
adsorpsiyon kapasitesini (ug/g) gostermektedir. Fe(lll) adsorpsiyonu igin deneysel
verilere Langmuir izoterminin uygulanmasi ile elde edilen grafik Sekil 4.16’da

verilmigtir.

Freundlich izotermi adsorpsiyon dengesini tanimlayan esitliklerdendir (Kerrigan et
al., 1997). Freundlich esitligi adsorbente metal adsorpsiyon enerjisinin komsu
baglanma bdlgelerinin dolu olup olmadigina bagh olarak degistigini varsayar (Aksu

et al., 1999). Deneysel esitlik asagidaki sekildedir;
Je= KFCeqlln (4.2)

Bu esitlikte; ge, adsorpsiyon miktari (ug/g), Ceq, ¢Ozeltideki adsorbent derigimi
(ug/mL)’dir. Kg ve 1/n, sirasiyla adsorpsiyon kapasitesini ve adsorpsiyon siddetini
gOsteren Freundlich sabitleridir. Bu esitlik her iki tarafin logaritmasi alinarak daha

kullanigl hale getirilebilir:
INge = InKs + 1/n InCgq (4.3)

Deneysel verilerin Freundlich modeline uygunlugu da incelenmistir. Bu amacla
INCeq'nin INQeq'ye karsi grafigi cizilmistir (Sekil 4.17). Grafigin dogrusal gikmasi
Freundlich adsorpsiyon izoterminin uygulanabilirligini gosterir. Adsorpsiyon
sabitleri kesim noktasi ve egimden hesaplanabilir. Kg ve 1/n cesitli cevresel
faktorlere baglh olarak degisen deneysel sabitlerdir ve 1/n, 0 ile 1 araliginda

degismektedir.
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1,2
y =0,1382x + 0,1817

R?=0,8987 NIP

y =0,0212x + 0,0482
R?=0,9693

1/Ceq

Sekil 4.16. Protein A baskilanmis ve baskilanmamis poli(HEMA-MATTrp) kriyojeller
icin Langmuir adsorpsiyon izotermleri.

y =0,6007x - 1,0958

. NIP
0 R?=09464 g

y =0,5252x - 2,64
R?=0,8999

-1,2 -0,7 -0,2 0,3 0,8 1,3 1,8 2,3 2,8
InCeq

Sekil 4.17. Protein A baskilanmis ve baskilanmamig poli(HEMA-MATrp) kriyojeller
icin Freundlich adsorpsiyon izotermleri.

70



Deneysel olarak belirlenen maksimum adsorpsiyon kapasitesi degerleri,
baskilanmis poliHEMA-MATrp) kriyojel i¢cin 18.1 mg/g ve baskilanmamis
poli(HEMA-MATTrp) kriyojel icin 4.9 mg/g’dir. Langmuir izoterminden hesaplanan
teorik maksimum adsorpsiyon kapasitesi degerleri ise; baskilanmis poli(HEMA-
MATTrp) kriyojel icin 47.1 mg/g ve baskilanmamis poli(HEMA-MATrp) kriyojel icin
7.2 mg/g’dir. Teorik olarak hesaplanan maksimum adsorpsiyon kapasitesi
degerleri, deneysel olarak belirlenen degerlerden yuUksektir. Langmuir
izoterminden hesaplanan Langmuir sabitleri ve korelasyon katsayilari sirasiyla;
baskilanmis poli(HEMA-MATrp) kriyojel icin  0.4398 ml/mg ve 0.9693,;
baskilanmamis poli(HEMA-MATrp) kriyojel icin 0.7606 ml/mg ve 0.8987dir.
Protein A baskilanmis poli(HEMA-MATrp) kriyojellerin korelasyon katsayisi
Langmuir adsorpsiyon modelinin bu sisteme uygun oldugunu gostermektedir.
Langmuir ve Freundlich izotermleri igin hesaplanan degerler Cizelge 4.1'de
verilmigtir. Korelasyon katsayilarindan adsorpsiyon igleminin Langmuir modeli ile
tanimlanabilecedi gorulmektedir. Langmuir sabiti degeri (Qmax) deneysel verilerle
uyusmaktadir. Diger taraftan Kg ve 1/n degerleri, Fe(lll) iyonlarinin kolayca
ayrilabildigini ve dolayisiyla tercihli adsorpsiyonu gosterir. Ke degeri adsorbentin
adsorpsiyon kapasitesinin bir gostergesidir; egim, 1/n, adsorpsiyon kapasitesine
derisimin etkisini gdstermektedir ve adsorpsiyon siddetini ifade eder. Cizelgede

goraldugu gibi 1/n degerleri adsorpsiyon islemi igin yeterince dusuktur.

Cizelge 4.1. MIP ve NIP kriyojel kureler icin Langmuir ve Freundlich izotermleri.

Polimer | Deneysel Langmuir sabitleri Freundlich sabitleri
Q (Mg/g) | Qma(mg/g) b (miimg) R? Ke 1/n R?

MIP 18.1 47.1 0.4398 0.9693 | 8.465 0.9775 0.8999

NIP 4.9 7.2 0.7606 0.8987 | 2.231 0.2794 0.9464

4.3.1.7. 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 derigimlerin adsorbentin yiizey derisimine esit
oldugu varsayiimistir. Lagergren’in birinci derece hiz esitligi ¢cozeltiden ¢dzinenin
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adsorpsiyonunda en ¢ok kullanilan esitliktir. Birinci dereceden hiz esitligi asagidaki

sekilde tanimlanir:

dQy/di=K1(Qeq-Qv) (4.4)

Esitlikte; ki: yalanci-birinci derece adsorpsiyon hiz sabiti (dk™), Qeq Ve Q;sirasiyla:
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;

10g[Qeq/(Qeq-a)]=(K1t)/2.303 (4.5)

esitligini vermektedir. Esitlik 4.5’in tekrar dizenlenmesiyle,

109(Qeq-Q1)=10g(Qeq)-(k11)/2.303 (4.6)

esitlik 4.6 elde edilir. log(Qeq-Q:)'ye karsilik t grafige gegirildiginde elde edilen
dogrunun y eksenini kesim noktasindan log(Qeq) ve egdiminden ki/2.303 degeri

hesaplanabilmektedir.

Adsorpsiyon denge kapasitesine dayali yalanci-ikinci derece denklem ise

asagidaki sekilde tanimlanir:

Qi/di=k2(Qeq-Qy)° (4.7)

Bu esitlikte, k, yalanci-ikinci derece hiz sabitidir (g/mg.dakika). Esitlik 4.7°nin sinir
kosullarda integrali alinarak (t = 0‘da Q; = 0 ve t =t aninda Q; = Qy),

[1/(Qeq-Qu)]=(1/Qeq)+kot (4.8)

esitligi elde edilir. Bu esitligin dogrusal hali,

(Q)=(1/k2Q q)+(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 (Qeq) Y
eksenini kesim noktasindan ve egimden hesaplanabilmektedir. Deneysel verilerin

kinetik analizi sonucunda elde edilen veriler Sekil 4.18 ve $ekil 4.19’da verilmistir.

72



Protein A baskilanmig poli(HEMA-MATTp) kriyojellere ait kinetik analiz verilerinden
hesaplanan birinci ve ikinci derece kinetik parametreleri Cizelge 4.2’de verilmistir.
Cizelgedeki korelasyon katsayilari incelendiginde; protein baskilanmis kriyojellere
ikinci derece kinetik modelinin daha uygun oldugu gorulmektedir. Elde edilen teorik

Qeq degerleri de deneysel degerlere oldukga yakindir.

Hiz kontrol mekanizmasi, adsorpsiyon islemi sirasinda Ug¢ olasi mekanizmaya gore
degisebilmektedir (1) Adsorpsiyon isleminin ilk asamalarinda disg ylzey kutle
transferi veya film diflzyon iglemi. (2) Bu asamaya reaksiyon veya sabit hiz
basamagi takip etmektedir. (3) Son agsamada ise adsorpsiyon igleminin dnemli bir
miktarda azaldigi gozenek ici difuzyon basamagi gerceklesmektedir. Bu hiz
kontrol mekanizmalari, yalanci birinci derece kinetik model (difizyon kontrolli) ve
yalanci ikinci derece kinetik model (kimyasal kontrolli) ile acgiklanmaktadir.
Adsorpsiyon hizini belirleyen basamak analitin adsorbent ylzeyine diflizyonu ise;
adsorpsiyon iglemi yalanci birinci derece adsorpsiyon modeli ile uyumluluk
gOstermektedir. Adsorpsiyon hizini belirleyen basamak analit ile adsorbent
arasindaki etkilesim oldugu kosullarda ise; adsorpsiyon islemi yalanci ikinci derece
kinetik model ile uyumluluk gostermektedir. Birinci durumda adsorpsiyon islemi
difuzyon kontrolll; ikinci durumda ise kimyasal kontrolli olarak adlandiriimaktadir.
Sonu¢ olarak; Protein A baskilanmis poli(HEMA-MATrp) kriyojellere Protein A
adsorpsiyonun herhangi bir difizyon kisitlamasi olmaksizin; adsorpsiyon islemi

kimyasal kontrollu olarak gergeklestigi belirlenmistir.
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y =-0,9069x + 0,601
R2=0,6321
y =-0,9452x + 0,3524
R2=0,7566
y =-1,6596x + 0,2563
Rz = 10,7601
y =-1,7473x - 0,229
R?=0,9318
y =-4,2833x - 0,2587
Rz =0,7362

¢ 1 mg/ml

log(Qeq-Qt)

® 0,8 mg/ml

A 0,5 mg/ml

A 0,2 mg/ml

® 0,1 mg/ml

Sekil 4.18. Protein A baskilanmis poli(HEMA-MATrp) kriyojel igin yalanci-birinci
derece adsorpsiyon kinetigi.

400 ®0,1 mg/ml y = 2,3057x + 68,557

R2=0,9614
350 A0,2 mg/ml o

y = 1,5547x + 40,779

A 0,5 mg/mi R2 = 09774
300 |

m0,8 mg/ml y =0,8949x + 17,28

¢ 1 mg/ml R*=0,9877

250

y = 0,6411x + 9,4469
R? = 0,9938

y = 0,5042x + 5,3754
R? = 0,9966

0 50 100 150

Sekil 4.19. Protein A baskilanmis poli(HEMA-MATrp) kriyojel igin yalanci-ikinci
derece adsorpsiyon kinetigi.
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Cizelge 4.2. Protein A baskilanmis poli(HEMA-MATTrp) kriyojel i¢in yalanci-birinci

ve ikinci derece kinetik verileri.

Fe(lll) Yalanci-birinci derece Yalanci-ikinci derece
derisimi Kk k

™ emyg | R 2 R?
(mg/ml) (1/dk) (mg/g) (g/mg.dk)
0.1 1.81 0.96 x 10" [ 0.7362 | 0.43 0.0789 0.9966
0.2 1.69 0.40 x 10" | 0.9318 | 0.64 0.0598 0.9938
0.5 1.80 0.38x 10" [ 0.7601 |1.11 0.0469 0.9877
0.8 2.25 0.22 x 10 | 0.7566 | 1.55 0.0440 0.9774
1 3.99 0.20 x 10* | 0.6321 | 1.98 0.0474 0.9614

4.3.2. Segicilik Caligsmalari

Protein A baskilanmis ve baskilanmamis poli(HEMA-MATrp) kriyojel kureler ile
secicilik deneyleri baska bir Gram (+) bakteri Streptococcus hlicre duvari proteini
olan Protein G (63 kD) ve Protein A ile spesifik etkilesime giren ve molekil agirhgi
Protein A’ya yakin olan IgG’nin Fc fragmenti (50 kD) ile yapilmistir. Her bir protein
MIP ve NIP kriyojel kurelerle kesikli sistemde etkilestiriimis ve alinan baslangig¢ ve
sonug¢ c¢ozeltileri ile adsorplanan derisim miktarlari belirlenmistir. Her Gg¢ proteinin
de 0.5 mg/mL derisiminde ¢ozeltileri hazirlanmis ve deneyler 25 °C’de 2 saat
sureyle gercgeklestiriimistir. Sekil 4.20'de yarismali adsorpsiyon sonuglari
goOrulmektedir. Protein A'ya gore Protein G ve Fc fragmenti i¢in Ky ve k degerleri,
Cizelge 4.3'de verilmigtir. Protein A baskilanmig poli(HEMA-MATTrp) kriyojellerin Kqy
degerleri, kontrol (baskilanmamig) 6rnekleri ile karsilastirildiinda her durumda
Protein A icin yarismaci protein molekillerine gore daha ylksek oldugu
gozlenmistir. Bagil secicilik katsayisi Protein A baskilanmis tanima bdlgelerinin
afinitesini gostermektedir. Sonuglar, Protein A baskilanmis polimerin Protein A
molekullerine Protein G molekullerine gore 3.3 kat, Fc molekullerine gore 7.6 kat
daha segici oldugunu gostermektedir. Sonuglardan goéruldigu gibi baskilanmis
kriyojelin segiciligi molekul agirligr olarak Protein A molekuline en yakin olan Fc
icin en dusuktlr. Bu sonug; kriyojel ile molekul etkilesiminde, baskilama yontemi

ile olusturulan molekuiler bosluklarin buyukligunuan énemli etkisini gostermektedir.
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Adsorplanan Protein (mg/g polimer)

Protein A

Protein G

Fc Fragmenti

Sekil 4.20. Sulu ¢bzeltiden yarigsmali adsorpsiyon. Protejn A derigimi: 0.5 mg/mL;
Fc derigimi: 0.5 mg/mL; ProG: 0.5 mg/mL; pH: 7.0; T: 25 C.
Cizelge 4.3. Protein A’ya gore Fc ve ProG igin Kqve k degerleri.
NIP MIP
Protein Kq (mi/g) K Ks K K
ProA (42000 Da) 4.120 - 20.78 - -
Fc (50000 Da) 6.527 0.356 9.838 2.720 7.633
ProG (63000 Da) 11.56 0.631 7.638 2.112 3.345

4.3.3. Dogal Kaynaklardan Protein A adsorpsiyonu

4.3.3.1. Hizh Performans Sivi Kromatografisi (FPLC) Analizi

Protein A baskilanmis poli(HEMA-MATrp) kriyojellerin dogal ortamda bulunan

yarismall proteinlere karsi segiciligi FPLC ile test edilmigtir. Ayirma iglemi

sentezlenen Protein A baskilanmisg poli(HEMA-MATrp) kriyojel kurelerin GE

Healthcare kolonuna (10/10, 19-5001-01) doldurulmasi ile yapilmigtir. Protein A

adsorpsiyonu MIP kriyojellerle gergeklestiriimis, pargalanmis bakteri hucre lizati
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kolona enjekte edilmigtir. Dogal kaynaktan protein A’'nin ayrilmasina ait
kromatografik veriler Sekil 4.21°de verilmistir. Sekilden de goruldugu gibi protein
karisimindan Protein A'nin ayrilmasi 8.7 dk olarak bulunmustur. tg, N, k', o, Rs
degerleri Cizelge 4.4’de verilmistir. Protein karisimlari i¢in hesaplanan Rs degerleri
4.4 olarak hesaplanmistir. Bir kromatografi sistemindeki iki pikin birbirinden iyice
ayrilmasi igin Rs degerinin 1'den yuksek olmasi gerektiginden Protein A ayirma

degerlerinin iyi oldugu kabul edilebilir.

30,00
25,00
S. aureus hicre lizati

20,00

15,00

mAU

10,00
Protein A
5,00

0,00 T /N

hitg s SO PSNTIERDY of

0,00 5,00 10,00 15,00 20,00
-5,00 ml

Sekil 4.21. S. aureus hicre lizatindan Protein A’nin FPLC ile ayrilmasi. Akis hiz:
2.0 mL/dk; Dalga boyu: 254 nm

Cizelge 4.4. Kromatografik ayirma verileri

tr N k' a Rs
(dakika)  (plaka)
Protein A 8.7 9.84 28 12.01 4.4
Diger 3 3.54 2.33 - -
bakteriyel
proteinler
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4.3.3.2. Sodyum Dodesil Sulfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Protein A baskilanmis poli(HEMA-MATrp) kriyojel kurelerin, Staphylococcus
aureus hucre lizatt ve rekombinant E. coli hucre digi salgisindan saflagtirilan
Protein A’'nin molekuler agirhgr ve safligi SDS-PAGE ile kontrol edilmistir (Sekil
4.22). Sekilde her iki desorpsiyon oOrneginde de Protein A'ya ait bantlar
goOrulmektedir. Sekilden de goraldugu gibi, Protein A molekullerine ait bantlarin

siddetleri adsorpsiyon islemi sonrasinda 6énemli miktarda azalmaktadir.

!
!

170 kDa
130 kDa

]

]

100 kDa
~ 70 kDa
~ 55 kDa
~ 40 kDa

~ 35 kDa

~ 25 kDa

Sekil 4.22. SDS-PAGE goruntusu, Sira 1. Ticari Protein A, Sira 2. Desorbe edilen
ornek (Staphylococcus aureus hucre lizatl), Sira 3. Protein A saflastiriidiktan
sonraki ¢Ozelti (Staphylococcus aureus hicre lizati), Sira 4. Protein A
saflagtinimadan onceki ¢ozelti (Staphylococcus aureus hucre lizati), Sira 5.
Biomarker (Fermentas), Sira 6. Desorbe edilen 6rnek (rekombinant E. coli hicre
digi salgisi), Sira 7. Protein A saflastirildiktan sonraki ¢ozelti (rekombinant E. coli
hicre disi salgisi), Sira 8. Protein A saflastirimadan onceki ¢ozelti (rekombinant
E. coli hucre disi salgisi).

4.3.4. Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik

Bir biyoafinite adsorbentinde aranilan dnemli 6zelliklerden biri de, bu malzemelerin
defalarca tekrar tekrar kullanilabilmesidir. Rejenerasyon veya tekrar kullanilabilirlik
olarak tanimlanan bu 6zellik ayirma isleminin maliyetini dnemli dlgide azaltan bir
etmendir. Bu amagla desorpsiyon deneyleri adsorpsiyon amaciyla kullanilan
kriyojel kolon sisteminde incelenmigtir. Protein A adsorplanmig MIP kriyojel kureler

2 saat sureyle desorpsiyon c¢ozeltisi ile kesikli sistemde muamele edilmigstir.
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Desorpsiyon 0.1 M Na,CO3 ve 0.1 M NaOH c¢ozeltisi ile gergeklestirilmistir. Protein
A baskilanmig poli(HEMA-MATrp) kriyojel kurelerin tekrar kullanilabilirligini
belirlemek Uzere adsorpsiyon-desorpsiyon dongusu ayni kriyojel kureler
kullanilarak on kez tekrarlanmigtir. Desorpsiyon orani Protein A baskilanmis
kriyojeller icin % 89.2 olup, oldukga ylUksektir. Bu verilere dayanarak tekrarlanan
adsorpsiyon-desorpsiyon dongusu sonucunda kriyojelin adsropsiyon
kapasitesinde Onemli bir azalma olmaksizin tekrar tekrar kullanilabilecegi
soylenebilir (Sekil 4.23). Bu sonuglara goére 0.1 M Na,CO3; ve 0.1 M NaOH
¢Ozeltisinin uygun bir desorpsiyon ajani oldugu ve kriyojelin adsorpsiyon

kapasitesinde onemli bir azalma olmaksizin tekrar tekrar kullanilabilecegi

soylenebilir.
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Sekil 4.23. Protein A baskilanmig poli(HEMA-MATrp) kriyojellerin  tekrar
kullanilabilirligi. Protein derisimi: 0.5 mg/mL; pH: 7.0; T: 25°C, desorpsiyon ajani:
0.1 M NayCOs3 ve 0.1 M NaOH.

4.4. Protein Aile Staphylococcus aureus Tanima Galigmalari

Protein A baskilanmig (MIP) ve baskilanmamis (NIP) poliHEMA-MATrIp)
kriyojellerin Staphylococcus aureus tutma kapasiteleri sirasi ile 122 x 10° kob/ml
ve 95 x 10° kob/ml olarak bulunmustur. Protein A baskilanmis poli(HEMA-MATrp)
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kriyojel karelerin baskilanmamis poliHEMA-MATrp) kriyojeller ile
kargilastirildiginda baskilama islemi ile Staphylococcus aureus hucrelerinin
kriyojellere tutunmasi artmistir. Bu da tutunmanin, hicre ylzeyinde bulunan
Protein A’nin polimer ylzeyinde bulunan Protein A’ya 6zgu kaviteler araciligiyla

oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.24. Protein A baskilanmis (MIP) ve baskilanmamis (NIP) poli(HEMA-
MATrp) kriyojellerin Staphylococcus aureus tutma kapasiteleri. Staphylococcus
aureus: 6 x 10° kob/mL T: 37°C.
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Sekil 4. 25. . Protein A baskilanmig (MIP) poli(HEMA-MATrp) kriyojellerin
Staphylococcus aureus tutunmasindan sonra SEM gérantleri.
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5. SONUGLAR

MATrp monomeri, L-triptofan ester ile metakroil klortr arasindaki tepkime
ile sentezlenmigtir. Elde edilen monomer FTIR calismalari ile karakterize
edilmistir. FTIR spektrumunda 3379 cm™ deki adsorpsiyon bandi NH
geriime bandina aitken aromatik CH geriime bandlari 3100-3000 cm™
arasinda gériilmektedir. 2978 cm™ deki absorpsiyon band: alkil grubundaki
CH gerilme bandina aittir. C=C geriime bandi 1621 cm™ de, NH egilme
bandi 1522 cm™ de, C-N aromatik gerilme bandi 1458-1374 cm™ de
gorilmektedir. 1347-1198 cm™ deki egilme bandi asidin C=0O grubunun

egilme bandina aittir.

MATrp komonomerinin sentezlenen poli(HEMA-MATrp) NIP ve MIP
kriyojellerin yapisina katihmini karakterize etmek icin HEMA monomeri ve
poli(HEMA-MATrp) NIP ve MIP kriyojellere ait FTIR analizini yapilmistir.
Elde edilen sonuglara gére HEMA monomeri 3420 cm™ de (OH- gerilme),
2954 cm™ de (CH gerilme), 1718 cm™ de (C=0 gerilme), 1633 cm™ de
(C=C gerilme ) bandlarina sahiptir. MATrp monomerine ait 1533 cm-1 de
(NH egilme), 1454-1391 cm™ de (CN aromatik) ve 1657 cm™ de (C=0 amit
bandlar) bandlari MATrp monomerinin HEMA'nin yapisina katildigini
gostermektedir. HEMA monomeri 2954 cm™ de (CH egilme), 1716 cm™ de
(C=0 gerilme), 1633 cm-1de (C=C gerilme bandi) bandlar gostermektedir.

HEMA ve MATrp’in gapraz baglayici ve kalip molekul Protein A varliginda
kriyopolimerizasyonu yontemi ile elde edilen poli(HEMA-MATrp) kriyojeller
kiirelerin spesifik yiizey alani 9.91 m?/g olarak bulunmustur. Baskilanmamis
kriyojellerin spesifik yiizey alani ise 6.18 m?/g olarak bulunmustur. Yiizey

alani baskilama islemi ile olusan bogluklar nedeniyle artmistir.

poli(HEMA) kriyojeller capraz bagh hidrofilik yapida matriksler olmalarina
karsin yapiyahidrofobik bir amino asit olan triptofanin katildigr Protein A
baskilanmis poliHEMA-MATrp) kriyojeller, c¢apraz bagh hidrofobik
yapidadirlar. Bu c¢alismada hazirlanmis poli(HEMA), baskilanmamig
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poli(HEMA-MATrp) ve Protein A baskilanmis poli(HEMA-MATrp)
kriyojellerin denge sisme oranlari sirasiyla % 905, % 570 ve % 760’dir.
Makrog6zenek oranlari ise sirasiyla % 73, % 70 ve % 74’dir. PHEMA
kriyojellerle karsilastirildiginda yapiya MATrp girmesi ile denge sisme

oraninin azaldigi gorulmektedir.

Protein A baskilanmig poli(HEMA-MATTrp) kriiyojel kurelerin boyut dagilimi
incelenmis ve 1000 pym ile 3000 pm araliginda c¢aplara sahip oldugu
gozlemlenmistir. Kriyojel karelerin boyut dagilimi; % 5.5 oraninda 3000 pm,
% 27 oraninda 2000 uym, % 67.5 oraninda 1000 pym’dir.

Protein A baskilanmis (MIP) ve baskilanmamis (NIP) poliHEMA-MATrp)
kriyojel kolonlarin ytizey morfolojisi ve igyapisi taramali elektron mikroskobu
(SEM) ile incelenmigtir. Taramali elektron mikroskop (SEM) incelemeleri ile
kriyojellerin birbiriyle baglantili genis akis kanallarina sahip oldugu ve

g6zenek boyutlarinin 30 ym’ye kadar ulastigi gézlenmistir.

Protein A adsorpsiyonu farkli pH araliklarinda (pH5.0-8.0) incelenmisgtir.
MIP kriyojellere maksimum Protein A adsorpsiyonu 10 mM pH 7.0 fosfat
tamponunda gozlenmis ve bu pH’daki maksimum adsorpsiyon miktari 3.81
mg Protein A/g polimer olarak bulunmustur. Bu verilere gore ¢alisma ortami

olarak 10 mM pH 7.0 fosfat tamponu segilmigtir.

Protein A baskilanmig poli(HEMA-MATrp) kriyojel kurelere Protein A
adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisini belirlemek amaciyla; adsorpsiyon
deneyleri farkli derisimlerde (0-1.0 M arahginda) sodyum klorir (NaCl)
iceren Protein A ¢ozeltileri ile gergeklestiriimistir. En ylksek Protein A
adsorpsiyon kapasitesi 0.1 M tuz derisiminde gozlenmigstir. Sonraki artan
tuz derigsimlerinde Protein A adsorpsiyon kapasitesi azalmaktadir. Bu
sonuglara gore calisma ortami 0.1 M NaCl iceren pH 7 fosfat tamponu

olarak segcilmistir.
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Protein A baskilanmis poliHEMA-MATrp) kriyojel kurelere Protein A
adsorpsiyonuna sicakligin etkisini belilemek amaciyla Protein A
adsorpsiyon deneyleri farkh  sicakliklardaki ortamlarda  (4-45°C)
gergeklestirilmigtir. Sicakligin 25 °C’ye gikariimasi ile Protein A baskilanmig
kriyojel kurelerde Protein A adsorpsiyon kapasitesi 6nemli oranlarda
artmistir. 45 °C’ye cikarildiginda gézlenen azalma ise 25 °C’ye gore dnemli
Olglide degildir. Protein A baskilanmis kriyojel kiirelerde 4 °C’de 5.64 mg/g,
25 °C'de 9.29 mg/g ve 45 °C'de 8.84 mg/g Protein A adsorpsiyonu
saglanmistir. Sicaklik artisi ile birlikte adsorpsiyon kapasitesindeki artis;
Protein A ile kriyojeller arasindaki baskin etkilesim tirintn hidrofobik

etkilesimler oldugunu gostermektedir.

Baslangic¢ Protein A derisiminin adsorpsiyon kapasitesine etkisini belirlemek
amaciyla hem baskilanmamis hem de baskilanmis kriyojeller kullaniimistir.
Protein A derisiminin artmasiyla birlikte birim kriyojel basina adsorplanan
Protein A miktari artmakta ve yaklasik 1.0 mg/mL Protein A derisiminden
sonra denge degerine ulagsmaktadir. Bu derisim degerinden sonra onemli
bir artis go6zlenmemigtir. Baskilanmis ve baskilanmamig kriyojeller igin

maksimum adsorpsiyon kapasiteleri sirasiyla 18.1 mg/g ve 4.9 mg/g’dir.

Protein A baskilanmig poli(HEMA-MATrp) kriyojel kurelere Protein A
adsorpsiyonunun zamana bagli degisimini beliremek araciligiyla 0-120
dakika araliklarindaki Protein A adsorpsiyonu incelenmistir. Adsorpsiyon
baglangicta oldukga hizli gerceklesmektedir. Protein A molekullerinin
polimer ylzeyindeki baglanabilecegi tim aktif bolgelere baglanmasi nedeni
ile vyaklasik 60 dakikada adsorpsiyon kapasitesi denge degerine
ulasmaktadir. Bu sureden sonra adsorpsiyon kapasitesinde onemli bir
degisim gorulmemektedir.

Maksimum adsorpsiyon kapasitesi (Qmax) deneysel verilerden Protein A

baskilanmis poli(HEMA-MATrp) kriyojeller i¢cin 18.1 mg Protein A/g kriyojel

bulunmustur. Teorik adsorpsiyon kapasitesi baskilanmis poli(HEMA-MATp)

kriyojel igin 47.16 mg Protein A/g kriyojel bulunmustur. Langmuir sabiti

0,439 mL/mg, korelasyon katsayisi (R?) 0.9693'diir. Korelasyon katsayisi
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Langmuir adsorpsiyon modelinin  bu sisteme uygun oldugunu

gOstermektedir.

Protein baskilanmig kriyojellere ikinci derece kinetik modelinin daha uygun
oldugu gorilmektedir. Elde edilen teorik Q¢ degerleri de deneysel
degerlere oldukga vyakindir. Sonug¢ olarak; Protein A baskilanmis
poli(HEMA-MATrp) kriyojellere Protein A adsorpsiyonunda herhangi bir
difuzyon kisitlamasi olmaksizin; adsorpsiyon iglemi kimyasal kontrollu

olarak gerceklestigi belirlenmistir.

Protein A baskilanmis ve baskilanmamis poli(HEMA-MATrp) kriyojel kureler
ile secicilik deneyleri bakteriyel protein olan Protein G (ProG) ve Fc
fragmenti ile yapilmistir. Sonuglar Protein A baskilanmis polimerin Protein A
molekullerine Protein G molekullerine goére 3.3 kat, Fc fragmentine gore 7.6
kat daha secici oldugunu gostermektedir. Sonuglardan goruldugu gibi
baskilanmis kriyojelin segiciligi molekul agirligi olarak Protein A molekuline
en yakin olan Fc fragmenti igin en disuUktir. Bu sonug; kriyojel ile molekdl
etkilesiminde, baskilama yontemi ile olusturulan molekuler bosluklarin

bayUkligunun dnemli etkisini gostermektedir.

Protein A baskilanmis poliHEMA-MATrp) kriyojellerin dogal ortamda
bulunan yarigsmali proteinlere karsi segiciligi FPLC ile test edilmistir. Ayirma
islemi sentezlenen Protein A baskilanmisg poli(HEMA-MATrp) kriyojel
kUrelerin GE Healthcare kolonuna (10/10, 19-5001-01) doldurulmasi ile
yapilmistir. Protein A adsorpsiyonu MIP kriyojellerle gercgeklestiriimis,
parcalanmis bakteri hlcre lizati kolona enjekte edilmistir. Protein
karisimindan Protein A'nin ayrilmasi 8.7 dk olarak bulunmustur. Protein
karigimlari igcin hesaplanan Rs degerleri 4.4 olarak hesaplanmigtir. Bir
kromatografi sistemindeki iki pikin birbirinden iyice ayrimasi igin Rs
degerinin 1'den yuksek olmasi gerektiginden Protein A ayirma degerlerinin
iyi oldugu kabul edilebilir.
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Protein A baskilanmis poliHEMA-MATrp) kriyojellerle, dogal kaynaklardan
saflastirilan Protein A’nin molekuler agirhgr ve safligi SDS-PAGE ile kontrol
edilmigtir. SDS-PAGE, % 12’lik akrilamid ayirma jeli ile gergeklestirilmistir.

P[HEMA-MAH/Cu(Il)] kriyojellerin tekrar kullanilabilirliginin gésterilmesi igin,
adsorpsiyon-desorpsiyon dongusu, ayni kriyojeller kullanilarak 10 kez
tekrarlanmigtir. Desorpsiyon orani Protein A baskilanmig igin % 89.2 olup,
oldukga yuksektir. Bu verilere dayanarak tekrarlanan adsorpsiyon-
desorpsiyon dongusu sonucunda kriyojelin adsorpsiyon kapasitesinde

onemli bir azalma olmaksizin tekrar tekrar kullanilabilecegi sdylenebilir.
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