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OZET

INSAN SERUM ALBUMIN BASKILANMIS ES BOYUTLU
MANYETIK POLI(GLISIDIL METAKRILAT) PARTIKULLER

FATMA KARTAL
Yiiksek Lisans, Kimya Bolumii
Tez Danigmani: Prof. Dr. Adil DENIZLi
Agustos 2013, 72 sayfa

Bu tez calismasinda, protein-afinite malzemeler hazirlamak igin metal-
koordinasyon ile molekuler baskilama teknolojisinin birlestiriimesiyle yeni bir
yaklagim gelistirildi. Es boyutlu manyetik poli(glisidilmetakrilat) (m-PGMA) (1.7
Mm boyutunda) klreleri hedef proteini spesifik tanima igin kullanildi. m-PGMA
kireleri Fe3O4 nano pargacik varliginda dispersiyon polimerizasyon yontemiyle
hazirlandi. Metal koordinasyona dayali yuzey baskili m-PGMA hazirlandi ve
insan serum albuminin (HSA) spesifik taninmasi igin kullanildi. iminodiasetik
asit (IDA) metal koordinasyon monomeri olarak kullanildi ve HSA molekiili
metal koordinasyonu yoluyla m-PGMA ylzeyine bakir iyonlari yardimiyla
tutturuldu. m-PGMA, tetraetilortosilikat (TEOS) ve aminopropiltrimetoksisilan (3-
APTMS) arasindaki kondenzasyon reaksiyonuyla olusturulan polimerle
kaplanmistir. Elde edilen HSA baskili mikrokureler taramali elektron mikroskopu
(SEM), enerji dagihmli x-1s1n1 spektroskopisi (EDX), termal gravimetrik analiz
(TGA), diferansiyel termal analiz (DTA), fourier dontsimli kizil Otesi
spektroskopisi (FTIR-ATR) ve zeta potansiyel analizi ile karakterize edilmigtir.
m-PGMA kurelerinin sisme orani % 34 olarak hesaplanmistir. Maksimum HSA
adsorpsiyon kapasitesi pH 6’da 37.64 mg/g polimerdir. Bagil segicilik
katsayilarini (K’) hesaplamak igin farklh derisimlerde hazirlanmis MIP’in segicilik
deneyleri lizozim, sigir serum albumini ve sitokrom C proteinlerinin varliginda
gerceklestiriimisti. HSA baskili m-PGMA mikrokureleri tekrarlanabilirlik
deneyleri igin birden fazla kullaniimis ve sonuglar adsorpsiyon kapasitesinde
ihmal edilebilecek bir azalma oldugunu gostermigtir.

Anahtar Kelimeler: HSA, molekiler baskilama, karakterizasyon, secicilik,
mikrokdure.



ABSTRACT

HUMAN SERUM ALBUMIN IMPRINTED MONODISPERSE
MAGNETIC POLY(GLYCIDYL METHACRYLATE) BEADS

FATMA KARTAL
Master of Science, Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Adil DENIZLi

August 2013, 72 pages

In this thesis, a new approach, combining metal-coordination with molecular
imprinting technology, was developed to prepare protein affinity materials.
Magnetic poly(glycidylmethacrylate) (m-PGMA) beads in monosize form (1.7
pm in diameter) were used for specific recognition towards the target protein.
The m-PGMA beads were prepared by dispersion polymerization in the
presence of Fe3zO4 nano-powder. Surface imprinted m-PGMA based on metal
coordination was prepared and used for the selective recognition of human
serum albumin (HSA). Iminodiaceticacid (IDA) was used as metal coordinating
monomer and HSA molecule was anchored by Cu?* on the surface of m-PGMA
by metal coordination. The m-PGMA was coated with a polymer formed by
condensation of tetraethylorthosilicate (TEOS) and aminopropyltrimethoxysilane
(3-APTMS). The obtained HSA imprinted microspheres were characterized by
scanning electron microscope (SEM), energy dispersive X-ray spectroscopy
(EDX), thermal gravimetric analysis (TGA), differential thermal analysis (DTA),
fourier transform infrared spectroscopy (FTIR-ATR) and zeta potential analysis.
The swelling ratio of m-PGMA microspheres was calculated as 34%. The
maximum HSA adsorption capacity of MIP was 37.64 mg/g polymer at pH 6.0.
The selectivity experiments of MIP prepared with different concentrations in the
presence of lyzozym, bovin serum albimin and cytocrom C proteins were
performed in order to determine the relative selectivity coefficients (K’). HSA
imprinted m-PGMA microspheres were used many times for the reusability
experiments and the findings showed that there was a negligible decrease in
adsorption capacity.

Keywords: HSA, molecular imprinting, characterization, selectivity,
microsphere.
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1. GIiRIS

insan serumu, enfeksiyon, inflamasyon, kanser, diyabet, malnitrisyon,
kardiyovaskuler hastaliklar, Alzheimer ve diger otoimmun hastaliklar gibi birgok
hastaligin belirteclerinin tanimlanmasi ile fizyolojik durumlarin izlenmesi ve

teshisi icin bir aracgtir [1].

Bu nedenle plazma proteinin belirlenmesi ilgili hastaliklarin erken tanisinda
dénemli bilgiler saglar. insan serumunun karmasik yapisindan dolayi olagan
laboratuvar Olgumlerinin gogundan farkll olarak serum proteinlerinin analizi
oldukca zordur. Plazma proteomlari yaklasik bir milyondan fazla farkh protein
icerir. Plazmadaki toplam katlenin %99'u en bol bulunan 30 proteinden
olusmaktadir. Serum albumin ylksek miktarda bulunan proteinlerin %55-60'ini
olusturmaktadir. 1gG, IgA, transferrin, haptoglobulin ve antitripsin yuksek

miktardaki diger bes proteindir [2].

Alblimin 585 amino asit kalintisindan olusmaktadir ve agirlikli olarak 17 disulfit
koprisuyle bir arada tutulan a-heliks igine dizenlenmistir. HSA ¢ bdlgeden
olusur. Yapisinin digi bir silindire benzer ve polardir, orta kismi ise apolardir ve

hidrofobik substratlarin baglanmasini saglar [3].

insan serum albumini (HSA), bircok endojen ve eksojen ligandlarin tasinmasi
ve dizenlemesi icin oldukca 6nemli bir proteindir. HSA ilaclar, yagd asitleri,
bilirubin, triptofan ve hormonlar olmak Uzere birgok kimyasala tersinir olarak
baglanabilir ve onlar tagiyabilir ayrica organik / dolasim ara yuzeyleri boyunca

ligandlarin transferini kolaylastirir [4].

Plazmada yuksek miktarda bulunan proteinlerin uzaklagtiriimasi ile serum
karmasikligi azaltilarak onlarin biyobelirtecler Uzerindeki maskeleme etkisi en
aza indirilebilir [5]. Bu nedenle, yuksek miktarda proteinlerin uzaklastiriimasi igin

ucuz ve son derece etkili teknikleri kullanmak énemlidir [6].

Albumin uzaklagtiriimasi igin cesitli stratejiler vardir. Genel olarak albimin
¢O6zlcu ekstraksiyonu ile ya da sulu ¢ozeltiden ¢okeltme ile hayvan dokusundan
izole edilir. Bununla birlikte albiminin ¢ok saf olmasi isteniyorsa, izole edilmis
tek bir proteinin ekstraksiyonu zordur ve jel filtrasyonu, preparatif elektroforez ve

preparatif kromatografi gibi 6zel yontemler gerekir. Gunumuzde proteinlerin



ayrilmasi gesitli kromatografik yontemlerle, se¢imli adsorpsiyonla ve soft gels

uygulamalari ile gercgeklestirilir [7].

Molekuler baskilama kalip molekul varliginda monomerlerin polimerizasyonuyla
kalip molekul igin spesifik baglanma bolgelerine sahip polimerlerin sentezi igin

kullanilan modern bir tekniktir [8].

Molekuler baskilanmis polimerler molekuler tanima 6zelliklerinin bir sonucu
olarak arastirma odagi olmustur ve spesifik molekuler tlrlerin baglanmasi ve
ayrilmasini gerektiren uygulamalar igin oldukga ilgi gekmektedir. Bu polimerler
kismi olarak kolay hazirlanabilir, kimyasal bilesenlerin buyuk bir kismi
baskilanabilir ve bu polimerlerin mekanik ve kimyasal kararllig
kromatografiden, tahliller, sensér teknolojisi, kataliz ve kontrolli salinim

sistemlerine kadar uzanan birgok alanda onlari son derece énemli kilmistir [9].

Simdiye kadar kalip molekul olarak polipeptitler, proteinler, bakteriler ve 6zellikle
dusuk molekdl agirlikh bilesikler kullaniimigtir. Fakat molekiler baskilama
alaninda, suda c¢ozulebilir biyolojik makromolekulerin baskilanmasi oldukga
zordur c¢lUnkl onlarin konformasyonel buatunligunidn saglanmasi icin dogal
ortamlarina uygun sartlarda baskilanmalari gerekir. Ayrica proteinlerin oldukg¢a
esnek konformasyonu, yuzey yapilarinin karmasikhdr ve protein dizilerinin
cesitliligi gibi baglica problemler nedeniyle proteinlerin bu tlr baskilanmasinda
sinirl bir basarn elde edilmistir. Bunun diginda, biyolojik makromolekullerin
blayUk yapilari gapraz bagh polimer ag igerisinde hareket kisitlamasi ve yeniden

baglanma veriminin azalmasina neden olur [8].

Biyolojik makromolekul baskilanmis polimerleri hazirlamak icin ylzey
baskilama, epitop aracih baskilama, mikrokontak baskilama, metal
koordinasyon yontemi ve protein baskilanmis hidrojel gibi 6zellikle protein
baskilanmis polimerleri hazirlamak igin birgok strateji ileri surtlmastur. Protein
baskilama igin kullanilan bu teknikler arasindan yuzey baskilama su anda
proteinin buyudk bir molekll olmasindan kaynaklanan difizyon kisitlamasi

sorununu ¢ozmek i¢in en populer ve genel bir yontemdir [10].

Manyetik ayirma santrifuj ve filtrasyon gibi herhangi bir 6n islem gerektirmeden
bir karigimdan urinin dogrudan saflagtirimasinda kullanilan kolay, yuksek

verimli ve dusuk maliyetli bir yontem oldugu i¢in son zamanlarda biyolojik



uygulamalarda oldukga ilgi uyandirmistir. Manyetik ayirma baskilanmig polimer
ile birlegtirildiginde manyetik baskilanmis polimerler sadece hedef proteinleri
secimli olarak tanimayi saglamaz ayni zamanda dig manyetik alan ile kolay bir

sekilde toplanip ayirilabilir [11].

Bu calismada metal koordinasyon ve ylzey molekuler baskilama tekniginin
birlegtiriimesi ile HSA'nin spesifik taninmasi i¢in yeni tir manyetik afinite

malzemeler sentezlendi.

Protein afinite malzemesi hazirlamak igin metal koordinasyonuna dayali ylzey
baskilanmis manyetik poli(glisidilmetakrilat) (m-PGMA) mikrokureleri hazirlandi.
Calismanin ilk asamasinda, epoksi grubu tasiyan m-PGMA mikrokureleri
dispersiyon polimerizasyon ydntemi ile sentezlendi. ikinci asamada, ii¢ disli bir
selatér olan iminodiasetikasit (IDA) mikrokiire yiizeyindeki erisilebilir reaktif
epoksi gruplarina kovalent olarak baglandi ve sonrasinda Cu?" metal iyonu
yiklenerek mikrokiireye bagh olan ligand (IDA) ile gegis metal iyonu Cu®
arasindaki etkilesim sonucunda koordinasyon kompleksi olusumu saglandi.
Son asamada m-PGMA-IDA-Cu®" destek malzemesine insan serum albimin
(HSA) immobilize edildi ve ylzey silan polimerizasyonuyla da HSA'ya spesifik
metal koordinasyonuna dayali yuzey baskilanmis m-PGMA biyomalzemesi

hazirlandi.

Elde edilen HSA baskilanmis (MIP) ve baskilanmamis m-PGMA (NIP)
mikrokureler FTIR, SEM, EDX, DTA, TGA, boyut dagilim analizi ve zeta
potansiyeli ile karakterize edildi. MIP ve NIP’nin kesikli sistemde adsorpsiyon
kapasitesine pH, sicaklik, derisim ve zaman faktorlerinin etkisi ayrintili olarak
incelenerek adsorpsiyon calismalari optimize edilmistir ve farkli derisimlerde
HSA baskilanmis mikrokurelerin sigir serum albimin (BSA), lizozim (Liz),

sitokrom C’ye (Cyt C) karsi segicilik calismalari gerceklestiriimistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Molekiiler Baskilama Teknolojisi

Molekuler baskilama, umut verici ve hizla gelisen bir teknolojidir [12]. Molekuler
baskilama teknolojisi (MIT) dogal molekuler tanimayi taklit etmek igin dikkat
ceken sentetik bir yaklasimdir [13]. Hedef molekile benzer molekiller
oldugunda, hedef moleklll sec¢imli tanima yetenegi, biyolojik ve kimyasal
islemler icin gereklidir. Molekuler tanima, dogada her yerde meydana gelen bir
olaydir. Molekuler tanima, iki molekul hem kimyasal hem geometrik olarak
birbirini tamamladigi zaman yani iki molekul birbirine hidrojen baglari,
elektrostatik etkilesimler, hidrofobik etkilesimler, zayif metal koordinasyonu gibi
kovalent olmayan baglarla baglandiginda ya da uzaysal olarak birbirine uygun
oldugu zaman meydana gelir. Bu slrece, bir enzimin bir substrata, bir ilacin
biyolojik bir hedefe baglanmasini, immun sistemdeki antijen/antibadi tanimasini,
DNA kalip molekillerinden haberci RNA'nin olusumunu 6rnek olarak verebiliriz.
Bu nedenle molekiler tanima tim yasam sureclerinde itici guc¢ olarak
dusUndlebilir [14].

Ligand

Molekiiler Tanima

e

Baglanma
Bolgesi

Sekil 2.1. Molekuler tanima surecinin sematik gosterimi [15]

Molekuler baskilama teknolojisi (MIT) bir kalibin bellegine sahip bir polimer
matrikste segici bolgelerin olusumuna dayanir [10]. Molekuler baskilama
Ozellikle MIP denilen 'Molekul Baskilanmis Polimer' i¢in bir polimerik malzeme
icinde, kalip denilen bir hedef moleklll, spesifik olarak baglamak igin

bosluklarin olasi seklini olusturan bir teknolojidir. Bu bosluklar hedef molekdl
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cevresinde, capraz baglayici ve fonksiyonel monomerin polimerizasyonu ile
olusur. Elde edilen polimerden hedef molekul uzaklastirilir [16] ve baglanma
bdlgeleri hedef molekile buyuklik, sekil ve fonksiyonel gruplarin yerlesimi
olarak tamamlayicidir. Bdylece hedef moleklli secimli olarak tekrar
baglayabilen polimer Uzerine, bir molekuler ‘bellek’ baskilanmis olur (Sekil 2.1)
[17].

MIP’ler, diger tanima sistemleri ile karsilastirildiginda, disik maliyet, kolay
sentez, sert kimyasal ve fiziksel kosullar icin ylksek kararlihk ve tekrar
kullanilabilirlik gibi 6zelliklere sahip olduklari igin MIP’ler 6zellikle kati faz
ekstraksiyonu igin secici adsorban (SPE), kromatografik ayirma ve kimyasal

sensorler gibi birgok alanda giderek daha cazip hale gelmistir [10].
MIP’ler dort farkh yaklasimla baskilanabilir;
1. Kovalent Olmayan Baskilama

Deneysel olarak nispeten basit oldugu icin en yaygin kullanilan prosedurddr.
Sentez sirasinda komplekslesme basamaginda uygun bir porojende (¢6zlcl)
uygun bir monomerin ya da monomerlerin kalip molekdl ile karistiriimasiyla
gergeklesir. Sentez sonrasinda kalip molekul, bir ¢ézucu ya da ¢6zicu karigimi
ile yikanarak basit bir sekilde elde edilen polimerden uzaklastirilir. Daha sonra
MIP ile kalip molekulin yeniden baglanmasi kovalent olmayan etkilesimlerle

gerceklesir [18].

Baskilanmis molekuller hem baskilama slreci hem de yeniden baglanma
sirasinda iyonik, hidrofobik ve hidrojen baglar gibi kovalent olmayan
etkilesimler araciligiyla polimerle etkilesir. Hidrojen bagi molekuler baskilanmig
polimerin molekuler tanima etkilesimi olarak sikga kullanilir. Bu agidan akrilik
asit ve metakrilik asit genellikle, karboksil grubunun ayni anda bir hidrojen verici
ve bir hidrojen alicisi olarak iglev géormesinden dolayi fonksiyonel monomerler
olarak kabul edilirler. Kovalent olmayan etkilesimler, asit ve bazlarin sulu
cOzeltileri ya da metanolle muamele ile kolay bir sekilde ortadan kaldirilir.
Boylece polimerizasyon sonrasinda agdan kalip molekul uzaklastirilabilir.
Ayrica kovalent olmayan yaklasim kalip molekidlin hizli ve tersinir olarak

baglanmasini saglar [19].



2. Kovalent Baskilama

Polimerizasyon igleminden once kalip molekual ve fonksiyonel monomer
arasinda kovalent baglarin olusumuyla gergeklesir. Sentez sonrasinda kalip
molekullin polimer matriksinden uzaklastiriimasi icin kovalent baglar kirilir [18].
Bu yontemde boronik asit esterleri, ketaller, disulfit baglari, asetaller ve shiff

bazlari monomer olarak kullaniimaktadir [14].

Kovalent baskilama yonteminde, kovalent baglarin yuksek kararliligi, baglanma
bolgelerinin daha homojen bir sekilde dagilimini saglar. Ozdes yeniden
baglanma bdlgelerinin olusumu fonksiyonel monomer ve kalip molekul arasinda
hizli ve tersinir kovalent baglar gerektirdiginden kovalent baskilama igin uygun
kalip molekal sinirhdir. Ayrica kuvvetli kovalent baglardan dolayr yavas

baglanma ve ayrilma termodinamik dengeye ulasmayi zorlastirir [18].
3. Yari-Kovalent Baskilama

Kovalent ve kovalent olmayan baskilama yontemlerinin birlestiriimesi ile ortaya
cikmistir. Polimerizasyondan 6nce kalip molekil ve fonksiyonel monomerler
arasinda kovelent bag olugsurken polimer matriksinden kalip molekul
uzaklastirildiktan sonra analitin MIP'e yeniden baglanmasi kovalent olmayan

baskilama protokoliinde oldugu gibi kovalent olmayan etkilesimlerle olur [18].

Yari-kovalent yaklagim, kovalent baskilama ile homojen baglanma bdlgeleri
olusumu ve kovalent olmayan baskilama ile de hizli yeniden baglanma kinetigi

gibi avantajlar saglar [20].
4. Metal-Selat Etkilegsimli Baskilama

Yuksek segicilikle tanima 6zelliklere sahip 6zel tasarlanmis sentetik bir polimer
olan molekuler baskilanmis polimerler, bugune kadar daha ¢ok kalip molekul ve
fonksiyonel monomer arasinda baglayici kuvvet olarak tanimlanan kovalent
olmayan etkilesimler (elektrostatik etkilesimler, hidrojen baglari, hidrofobik

etkilesimler, van der Waals kuvvetleri gibi) kullanilarak hazirlandi.

Kovalent olmayan etkilesimler, polimerlere hizli ve tekrarlanabilir baglanma
kinetikleri saglamasina ragmen tanima yetenegi, her bir etkilesimin zayif dogasi

ile sinirhdir.



Molekuler tanima igin oldukga uygun olan metal koordinasyon-gelatlagsma
etkilesimleri molekuler baskilama igin diger etkilesimlere gore daha onemli
avantajlar saglar: 1) Metal selat etkilesimleri genellikle hidrojen baglari ve van
der Waals etkilesimlerinden daha kuvvetli oldugu icgin fonksiyonel monomerlerin
gelisiglzel birlesmesini 6nemli olgude azaltir; 2) Bu etkilesim su-alkol

sisteminde kararlidir; 3) Kovalent olmayan bir glice sahiptir [12].

Ozellikle hidrojen baglarinin etkin oldugu baskilama sistemlerine gére, ¢dzici
profilinin su da dahil olmak Uzere genis sinirlarda kullanilabilmesi ve
baskilanacak tamamlayici ligandin geometrik yonelmesinin segicilige getirdigi
avantaj nedeniyle metal-selat etkilesimlerine dayanan baskilama sistemlerinin
daha cok tercih edilmesiyle birlikte, baglanma kuvveti ve baglanma kinetigi

metal iyonu secimiyle ayarlanabilir [11].

Metal-kompleks yapici baskilanmis polimerin kalip moleklli tanimasinda
onemli bir rol oynayan metal koordinasyon-selatlasma etkilesimleri iki kisimdan

olusur:

1- Baskilama etkisi ile Uretilen baskilama boslugu ve substrat arasindaki

spesifik metal koordinasyon-selatlasma etkilesimleri
2- Spesifik olmayan metal koordinasyon-selatlasma etkilesimleri

Metal-kompleks yapici baskilanmis polimerin substrati tanimasi spesifik metal
koordinasyon-selatlagsma etkilesimlerine ve baskilama etkisi ile Uretilen
baskilama boslugu ve substrat arasindaki spesifik hidrofobik etkilesimlere
dayanir. Spesifik olmayan metal koordinasyon-selatlasma etkilesimlerinin
secimli tanimaya katkisi yoktur. Spesifik olmayan metal koordinasyon-
selatlagsma etkilesimleri ve spesifik olmayan hidrofobik etkilesimleri sadece
metal-kompleks yapici baskilanmis polimerde substratin daha iyi tutunmasini

sagdlar [12].
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Sekil 2.2. Molekuler baskilanmig polimer (MIP) i¢in hazirlama ve tanima

sureci [21]

Molekuler baskilanmis polimerler ylksek fiziksel dayanikhlik, yiksek sicakliga
ve basinca karsi direnglilik, asitlere, bazlara, metal iyonlarina ve organik
¢bzucullere karsi kararlihk, dusik maliyetle, kolay bir sekilde hazirlanabilme gibi
avantajlara sahipken geleneksel yontemlerle hazirlanan MIP’lerin  bazi
uygulamalarda dusuk verimli katle aktarimi, hedef molekulin ulasabilecegi zayif
bolgeler ve baglanma bolgelerinin  heterojen dagilimi gibi bir takim
dezavantajlari vardir. Ayrica polimerizasyon sistemlerinin ¢gogu suyla uyumlu
degildir. Bu problemler igin ideal bir ¢ézim sol-jel yontemi ile molekdler ylzey

baskilama tekniginin gelismesidir [20, 22].



2.1.1. Molekiiler Baskilama Reaktifleri

Polimerizasyon tepkimesi, monomer, c¢apraz baglayici ve baslaticinin
konsantrasyonu ve turl, polimerizasyon sicakligi ve suresi, manyetik alan
polimerizasyon karisiminin  hacmi gibi bazi faktorlerin etkiledigi oldukga
kompleks bir siregtir. ideal bir baskilanmis polimer elde etmek igin cesgitli
faktorler optimize edilmelidir. Bu nedenle MIP'lerin sentezi zaman alici bir
surectir.  Mukemmel Ozelliklere sahip MIP'ler hazirlamak i¢in polimerik
materyallerin tanima Ozelliklerinin Uzerine bazi etkileri incelemek icin sayisiz
girisimler olmustur. Molekuler baskilama surecinde, uygun reaktiflerin segimi

onemli bir adimdir.

Genel olarak analitik islemlerde, kalip molekiiller hedef bilesikleridir. ideal bir

kalip molekuliin asagidaki u¢ gereksinimi kargilamasi gerekir.
1. Kalip molekul polimerizasyon tepkimesini engelleyecek gruplar igermemelidir.

2. Kalip molekull polimerizasyon tepkimesi sirasinda mukemmel bir kimyasal

kararlihk gostermelidir

3. Kalip molekilt, fonksiyonel monemerlerle birlestirmek icin  uyumlu

fonksiyonel gruplari icermelidir.

Molekuler baskilamada kullanilan gogu kalip molekuller ¢evre Kkirleticilerden
turetilen, endokrin bozucu kimyasallar (EDCs), ilag (farmasoétikler) ve toksik

metal iyonlar olmak Uzere U¢ genis kategoride gruplandiriliriar.

Monomerin roliinu, kovalent ya da kovalent olmayan etkilesimlerle kalip
molekulle bir kompleks olusturabilen fonksiyonel gruplar saglamaktadir [23, 24].
Kalip molekul ve monomer arasindaki etkilesimlerin gticti, MIP'lerin afinitesini ve
tanima bodlgelerinin dogrulugunu ve segciciligini etkiler [25]. Daha gucli bir
etkilesim ile daha kararli kompleks elde edilir ve MIP'lerin daha yuksek baglama
kapasitesiyle sonuglanir. Bu nedenle, fonksiyonel monomerlerin dogru secimi
oldukga o6nemlidir. Uygun bir monomerin sec¢imi igin genellikle ugrastiric
deneme - yanilma testleri kullanilir. MIP'leri uygun bir sekilde sentezlemek ve
rasyonel tasarimini gergeklestirmek igin spektroskopik o&lguimler (nlkleer
manyetik rezonans, UV-vis, Fourier-transform infrared spektroskopisi v.b.),

bilgisayar simulasyonu ve izotermal titrasyon kalorimetrisi gibi ¢esitli stratejiler



kalip molekule daha kararli bir kompleks olusturabilecek en uygun fonksiyonel

monomeri se¢mek igin kullanilimistir.

Molekuler baskilama igin metakrilik asit (MAA), glisidilmetakrilat (GMA), akrilik
asit (AA), 2- ya da 4 vinilpiridin (2- ya da 4-VP), akrilamid, triflorometakrilik asit
(TFM) ve 2-hidroksietilmetakrilat (HEMA) monomerleri yaygin bir sekilde
kullaniimaktadir. Sekil 2.3’te ¢esitli monomerlerin yapilari gosteriimektedir.
MAA’nin bir hidrojen bagi vericisi ve alicisi olarak hareket etme yetenegine
sahip olmasi ve iyonik etkilesimler i¢cin uygunlugunu gosteren, kendine 6zgu
Ozellikleri nedeniyle "evrensel" fonksiyonel monomer olarak kullaniimaktadir
[26].

Genellikle sentez asamasinda, monomer ve kalip molekll arasindaki molar
oran MIP'lerin baskilama verimini ve afinitesini etkiler. Disik molar oranlari,
daha az miktarda kalip-monomer kompleksinden dolay! polimerde daha az
baglanma bolgesi olusturur ama olduk¢a ylksek molar oranlar daha fazla
spesifik olmayan baglanma kapasitesi olusturmasina ragmen baglanma
seciciligi azalir. Bu nedenle ylksek verimlilikte baskilama verimi elde etmek igin,

kalibin monomere molar orani optimize edilmelidir.

Capraz baglayici, baskilanmis molekullerin  ¢evresindeki fonksiyonel
monomerlerin fonksiyonel gruplarini sabitler ve bodylece ylksek derecede
capraz bagh rijit polimer olusur. Kalip molekullerin uzaklagtirilmasindan sonra
olusan bosluklar tamamen hedef molekulun seklini ve fonksiyonel gruplarini
tamamlayici sekilde olmalidir. Capraz baglayici turleri ve miktarlari, MIP'lerin
baglama kapasitesi ve seciciligi Uzerinde oldukca etkilidir. Capraz baglayicilar
oldukca dusUk miktarda oldugunda, MIP’ler duguk capraz baglanma
derecesinden dolayl kararli bosluk konfigirasyonlarini koruyamaz. Ancak
oldukga yuksek miktardaki capraz baglayicilar, MIP'lerin kutle birimi basina
tanima bdlgelerinin sayisini azaltacaktir. Sekil 2.3'te etilenglikoldimetakrilat
(EGDMA), trimetilolpropantrimetakrilat (TRIM), N,N-metilenbisakrilamit (MBAA)
ve divinilbenzen (DVB) gibi yaygin olarak kullanilan ¢apraz baglayicilarin

yapilari gosterilmektedir.

Porojenik ¢oziicu, polimerizasyonda oldukga 6nemlidir. Porojenik ¢ozlcu

sadece porojen gibi degil ayni zamanda hazirlama surecinde ¢ozucudur. Ayrica
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porojenik ¢ozucu ozellikle kovalent olmayan etkilesim sistemi iginde fonksiyonel
monomer ve kalip molekul arasindaki baglanma kuvvetini, polimerin 6zelligini
ve morfolojisini etkiler. Toluen, asetonitril ve kloroform gibi aprotik ve dusuk
polar organik c¢ozuculer, iyi bir baskilama verimi elde etmek igin, genellikle
kovalent olmayan polimerizasyon iglemlerinde kullanilir. Bu MIP'lerin "¢6zucu
belledi" nedeniyle sulu ortamda zayif organik ¢ézucu ¢alismalariyla hazirlanmis
olmasi dikkat ¢ekicidir. Son zamanlarda su uyumlu MIP'lerin gelisimi oldukga ilgi
¢ekici bir alandir [10].
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Sekil 2.3. Molekuler baskilamada sikg¢a kullanilan fonksiyonel monomer ve

capraz baglayicilarin yapilari [10]
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MIP hazirlama yontemleri

Molekul baskilanmis polimer hazirlama yontemi olarak asagidaki yontemler

verilebilir:

1. Yigin (Bulk) polimerizasyonu

2. Suspansiyon polimerizasyonu

3. Dispersiyon polimerizasyonu

4. Kimyasal baglanma

5. Yumusak litografi

6. Molekuler kendiliginden olusum yaklasimi
7. Elektropolimerizasyon

Molekller baskilamada genel olarak yigin polimerizasyonu yontemi
kullanilmasina ragmen bu yontem elde edilen kati polimerin pargalanip uygun
boyutlara 6gutilmesiyle kullanildigi igin ekstra bir islem gerektiren zaman alici
bir yontemdir [27].

Sekil 2.4’te farkl yontemlerle molekuler baskilama sureci goésterilmektedir.
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Sekil 2.4.

A - MIP'lerdeki kahp molekdller

A - Kalip molekiller uzaklastiktan sonra olugan tanima bélgeleri

A : Tamma balgelerine yeniden baglanan kalip molekiller

Yigin polimerizasyonu igin molekuler baskilama surecinin gsematik
diyagrami (1); sUspansiyon polimerizasyon ya da emdilsiyon
polimerizasyon (2a); ylzey baskilama (3); hollow baskilanmis
polimerler (4a). Kati kiresel MIP’lerde kalip molekilin
uzaklagtiriimasi ve yeniden baglanmasi, ¢gekirdek-kabuk yapisindaki

MIP’ler ve hollow MIP’ler sirasiyla 2b, 3 ve 4b’de gosterilmigtir [10].

2.1.2. Molekuler Baskilama Teknolojisinin Zorluklari

Yukarida belirtildigi gibi, MIP’lerin ozellikleri daha kararli, Uretimi kolay ve daha

dusuk maliyetli olma gibi bazi yararlar saglarken, antibadilerin, enzimlerin ya da

biyolojik reseptorlerin secgimliligini ve afinitesini korur [28]. Bu arada ginumuzde

MIT hala biyolojik makromolekullerin baskilamasi, kalip molekul sizmasi, duguk

baglama kapasitesi ve sulu ortamla uyumsuzluk gibi ciddi zorluklarla karsi

kargiyadir.

MIP’lerin mevcut problemleri icin muhtemel ¢ézim yollar Cizelge

2.1’de Ozetlenmistir. MIT’de mevcut sorunlardan bahsetmek ve MIP’lerin

performanslarini arttirmak igin son yillarda énemli girisimler yapilmistir [10].

13



Cizelge 2.1: MIP’lerin sorunlarina olasi ¢bzum yollari [10]

Problem Cozum

Protein baskilama (1) Yuzey baskilama

(2) Epitop aracili baskilama

(3) Metal koordinasyon yontemi
(4) Poliakrilamid soft jel baskilama

Sulu ortam ile uyumsuzluk (1) iki basamakli ekstraksiyon

(2) Sulu fazda hidrofilik monomer
kullanilan ya da hidrojen bagi
etkilesimi igcermeyen (metal-
selat ya da  hidrofobik
etkilesimler) polimerizasyon

(3) MIP’lerin ylzey
modifikasyonlari (RAM-MIP)

Kalip molekilin sizmasi (1) Dummy molekuler baskilama
(2) Nano yapl baskilanmis
polimer

(3) Gozenekli baskilanmis polimer

Heterojen baglanma bdlgeleri (1) Yan kovalent baskilama ya da
kovalent baskilama

(2) Dusuk  afiniteli  bdlgelerin
secimli kimyasal
modifikasyonu

Hidrofilik bilesik baskilama (1) Dummy molekiler baskilama
(Kalip olarak iyon gifti)
(2) Sulu ortamda baskilama

2.2. Protein Baskilama Yontemi

Molekuler baskilama teknolojisinde 40 yil boyunca kalip molekul olarak en
onemli biyolojik makromolekullerden biri olan proteinlerin baskilanmasi Uzerine
yogun bir sekilde arastirmalar yapilmis fakat bu konudaki ilerleme yavas
olmustur [29, 30]. 2007'den Once protein baskilamada elde edilen ilerleme
Bossi [30], Janiak [31], Turner [32], ve Hansen [18] tarafindan 6zetlenmistir [10,
33].

Molekuler baskilamada, kuglk molekullerin baskilanmasi basitken, proteinler
gibi biyomakromolekullere dayali MIP'nin hazirlanmasi bir sorun olmaya devam

etmektedir.
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Molekuler baskilama alaninda, suda ¢ozulebilir biyolojik makromolekulerin
baskilanmasi oldukga zordur. Cunki onlarin konformasyonel butunlGgunin
saglanmasi igin dogal ortamlarina uygun sartlarda baskilanmalari gerekir.
Bunun disinda, proteinlere 06zgu Ozellikler bu teknoloji i¢in engel
olusturmaktadir. Proteinler, molekul agirliklari 6000 Da’'dan birka¢ milyon Da
arasinda degisen biyomakramolekullerdir. Proteinlerin buyuk boyutlarda olmasi,
yuksek derecede c¢apraz bagl polimer aglarinin igerisine proteinlerin sinirli
transferi ve proteinlerin yapay baglanma bdolgelerine ulasmasini ve ayrilmasini
engelleyerek yeniden baglanma veriminin azalmasina neden olabilir [10, 33,
34].

Proteinlerin ylzeyinde ¢ok sayida fonksiyonel grup ve potansiyel baglanma
bolgeleri vardir ve bu karmasiklik, MIP’ler ve proteinler arasinda olusacak
spesifik olmayan etkilesimlerle artar. Bu durum kotu segimlilige ve capraz

reaktiviteye neden olur.

Daha da 6nemlisi, proteinler genellikle MIP’lerin sentezinde kullanilan organik
¢ozuculer ile uyumlu degildir. Molekuler baskilama islemi igin sulu ¢ozelli
kullanimi, buydk Olgcide reaktif fonksiyonel monomerlerin ve c¢apraz

bagdlayicilarin segimini buyuk ol¢tde kisitlar.

Ayrica su yarismaci molekll olarak davranir ve kalip molekille fonksiyonel
monomerler arasindaki herhangi bir hidrojen bagini bozabilir. En ¢ok kullanilan
ve pratik bir yaklasim olan kovalent olmayan molekuler baskilamada hidrojen
baglarinin énemli bir rol oynadigini géz 6nune alindiginda, su ideal bir ¢ozicu
degildir. Cozuculer ile uyumsuz olmasina ek olarak, proteinler sicaklik, pH ve
iyonik kuvvetlere duyarlidir ve bunlarin asirisi denatliirasyona, konformasyonel
degisikliklere ya da agregasyona neden olabilir. Yukaridaki tium faktorlerle
birlikte bazi saf proteinlerin sentezlenmesindeki yuksek maliyet, pratik ve etkili
bir protein baskilamayi zorlastirir. Protein baskilama yaklagimlari genel olarak
yigin baskilama, ylzey baskilama ve epitop baskilama olmak Uuzere Ug
katagoride siniflandinilabilir. Bu baskilanmig protein kalibinin baskilanmis
kismina ya da pargasina baghdir (yani proteinin tamami, proteinin bir kismi

veya proteinin kigUk bir epitop pargasi) [33].
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Protein baskilama icin kullanilan bu teknikler arasindan yuzey baskilama su
anda proteinin buyuk bir molekul olmasindan kaynaklanan difizyon kisitlamasi
sorununu ¢ozmek icin en populer ve genel bir yontemdir. Kalip molekullerin,
baskilanmis proteinlerin, yuzeydeki yerlegimlerinin kontroli kati substratlarin
ylzeyine kalip molekullerin kovalent immobilizasyonu ile gergeklesir. Ornegin;
kalip molekullerin agregasyonu (kimelesmesi) azaltilarak baglanma bdolgeleri
daha homojen olur ve boylece 6n polimerizasyon karigimindaki ¢gozunmez kalip

molekdlleri bu yontemle kolayca baskilanabilir.

Sekil 2.5'te gosterildigi gibi genellikle protein immobilize baskilama iglemi
ardistk bes asamada gergeklesir. ik olarak destek ylzeyindeki amino
gruplarindaki, amino ve glutaraldehidin tepkimesi ile aldehid gruplari olusur ve
kovalent bagla kalip molekilin destek ylzeyine immobilizasyonundan sonra
polimerizasyon gergeklesir. Kalip molekulin uzaklastirlmasindan sonra ise
yuzey baskilanmig materyallerde protein igin spesifik baglanma bdlgeleri olusur
[10].

Amit gruplan
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l Aldehit modifikasyonu
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-
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Yeniden baglanmasi

Sekil 2.5. Protein immobilize edilmis yuzey baskilama ydnteminin sematik

gOsterimi [10].
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2.3. Yuzey Baskilama

Molekuler baskilanmig polimerler genellikle bir organik ¢ozlicu igerisinde
hazirlanir. Bu nedenle molekuler baskilanmis polimerler, geleneksel molekuler
baskilama teknikleriyle (peptitler, oligonukleotitler gibi biyomolekiller) metal
iyonlari gibi suda-¢ozunur hedef molekiller i¢cin dogrudan uygulanamazlar. Bu
sorunu asmak icin, "yuzeyde molekuler baskilama" olarak adlandirilan gelismis

bir molekuler baskilama teknigi gelistirildi [35]

Yuzey baskilama tekniginin temeli, baskilanan molekulin tanima bdlgelerinin
polimerin ylzeyine ya da polimer yuzeyinin ¢ok yakinina yerlestirmeye
dayanmaktadir [36]. Yuzey baskilama yaklagsimi kullaniimasindaki en 6nemli
etken, MIP'lerin yUksek capraz baglh dogalarindan dolayi bulk materyallerinin i¢
kisminda bulunan orijinal kaliplarin ekstraksiyonun olduk¢a zor olmasi ve bu
durumun kalip molekilin tamamen uzaklastirilamamasina, dusik baglanma
kapasitesine ve yavas kutle aktarimina neden olmasidir. Neyse ki bu problemler
MIP’lerin performansini gelistirmek icin yaygin bir sekilde calisilan ylzey
baskilama ile ¢ozulebilir [10]. Ylzey baskilamada baskilanmis kalip molekdl
malzemenin ylzeyine ya da yuzeyine yakin yerde yer alir ve bdylece hedef
molekule erisim ¢ok daha kolay olur [37]. Geleneksel MiIP’lerle
karsilastirildiginda, yuzey baskilanmis polimerler sadece yuksek baglanma
kapasitesine degil ayni zamanda daha hizli kutle aktarimi ve baglanma

kinetigine sahiptir [10].

En yaygin protein MIP stratejisi olan yuzey baskilamada baglanma bdlgeleri,
polimer yuzeyinde veya polimer yuzeyinin ¢ok yakininda bulunur. Bu yigin
baskilama ince bir polimer filmi sentezleyerek ya da polimerizasyonla meydana
gelen bir substratin ylzeyine (diz ya da kuresel) kalip proteini tutturarak
gerceklestirilir. Bu yontem buyuk molekillerin ag icine ya da digina difizyonunu
kolaylastirir [36]. Makromolekullerin baskilanmasinda difuzyon kisitlamasi
oldukga 6nemli bir konu oldugu igin, makromolekullerin baskilanmasinda bu
gelisme oldukga onemlidir. Yuzey baskilama igin, altin ve karbon gibi uygun
malzemelerin Uzerine ince MIP filmlerin yaratiimasi da olduk¢a yaygin bir
yaklagimdir ve bu yaklasimin kuartz kristal mikroterazi (QCM), yuzey plasmon
rezonans (SPR) gibi tekniklerle sensoér elektrotlarda dogrudan olusturulan bu
ince filme uygulanabilmesi olduk¢a avantaj saglar.
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Yuzey baskilama oOzellikle biyoanalitik kimya alaninda olmak Uzere uygulama
alanini genisletmekteyken, morfolojisi kontrol edilebilen MIP’lerin endustriyel
seri Uretim icin kullanilma olasiligini ve ayirma i¢in molekuler baskilamanin
uygulanabilirligini arttinir. Bu nedenle yuzey baskilanmis MIP Kkuarelerini

gelistirmek icin iki yaklagsimin avantajlari birlestirilmistir [20].
2.4. Manyetik Polimer Kireler

Yeni gelisen bir teknoloji olan manyetik ayirma ¢ogunlukla biyoayirma alaninda
kullaniimaktadir [38]. Manyetik ayirma tekniklerinde ylksek manyetik
cevaplihda, cesitli aktif fonksiyonel gruplara, kararl fiziksel ve kimyasal
Ozelliklere sahip iyi dagimis manyetik ortamin hazirlanmasi 6nemlidir [39].
Manyetik ayirma teknikleri ile kire sekilli fonksiyonel manyetik adsorbentlerin
uygulamalari son yillarda dikkat cekici hale gelmistir [40, 41]. Bu ydntem
manyetik alan gradyaniyla bulk ¢odzeltisinden kompleks olusturmak igin ligand
vasitasiyla hedef molekdlleri baglamada manyetik partikilleri kullanmaya
dayanmaktadir [38].

Manyetik polimer klreler, manyetik nano ya da mikro partikillerin polimer
matrikse gomulmesi ile olusur. Kirelerin boyutu 100 nm’den birkag milimetreye
kadar degisebilir. Manyetik polimer kirelerin sentezi U¢ genel yolla

gerceklestirilir;

i) Manyetik partiktller polimer matriks icinde sentezlenir.
i) Polimer, manyetik partikullerin varliginda sentezlenir.
iii) Klreler onceden olusturulmus polimer ve manyetik partikillerden

hazirlanabilir.

Kareler farkh yapilara sahip olabilir (Sekil 2.6). Kirelerin bazilarinda manyetik
partikiller polimer matrikste homojen bir sekilde dagilir (Sekil 2.6.(c)). Bazi
kUrelerde de c¢ekirdek-kabuk yapisindadir (polimer g¢ekirdek, manyetik kabuk)
(Sekil 2.6.(a)) ya da manyetik cekirdek, polimer kabuk (Sekil 2.6.(b))
yapisindadir.
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(a) (b) (c)

Sekil 2.6. Manyetik polimer karelerin farkh yapilarinin sematik gosterimi:
(a).polimer c¢ekirdek-manyetik kabuk, (b) manyetik ¢ekirdek-
polimer kabuk, (c) polimer kiredeki manyetik partikillerin

homojen olarak dagilimi [42].

Ayrica ¢ekirdek-kabuk partikullerin, polimer matrikste homojen olarak dagildigi

karma sistemlerde hazirlanabilir.

Manyetik polimer kureler, dogrudan polimer matrikste demir tuzlarinin birlikte
cOkturtlmesiyle elde edilebilir. Bu durumda polimer matriks manyetik
partiktllerin bUydmesini sinirlar ve sonu¢ olarak onlarin boyutu polimerin
olmadigi durumdaki boyutundan daha kuguk olur. Demir tuzlarinin birlikte
cOktiralmesiyle polistiren (PS), poliakrilamid, dekstran, aljinat, poli(vinilalkol)
(PVA), asetoasetoksietiimetakrilat, N-vinilkaprolaktam, izopropilakrilamid (NIPA)
ve (glisidilmetakrilat kopolimerleri gibi polimerler esash manyetik kureler

hazirlanir.

Bu sekilde hazirlanan manyetik kireler Sekil 2.6'da gdsterilen tim olasi yapilara
sahip olabilir. Gozenekli polimer kureler (6rnegin PS kireler) manyetik
partikillerin olugsumu icin matriks olarak kullanildiginda Sekil 2.6.(c) tipinde
yapilar olusur. Demir tuzlarinin kurelerin yuzeyine birlikte ¢oktugu ve i¢ kismina
nufus etmedigi durumda polimer gekirdek manyetik kabuk yapisi olusur ($ekil
2.6.(a)). Manyetik partikuller polimer ¢ozeltisinde sentezlendiginde manyetik
cekirdek polimer kabuk turindeki yapilari (Sekil 2.6.(b)) olusturur ki manyetik

partikuller sentezlendikten sonra polimerle kaplanir [42].
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Manyetik polimer mikrokureler polimer kapli manyetik bir gekirdekten olugur. Bu
mikrokureler ¢ozucu buharlagmasi yoluyla magnemit (y -Fe,O3) ya da magnetit
(Fes0,) partikillerin kaplanmasi [43], polimer mikrokUrelerin Gzerine demir oksit
¢okturulmesi veya kolloid demir oksit varliginda emdulsiyon, miniemulsiyon,
dispersiyon, suspansiyon polimerizasyonunu igeren heterojen polimerizasyon
yontemleri gibi c¢esitli teknikler kullanilarak elde edilirler. Polimer kabuk,
partiktllerin kimelenmesini 6nler ve hedef molekdllerin (ilag, protein, antibadi

v.b.) kovalent baglanmasini saglar [44].

Polimer kurelerin manyetik ozellikleri gomuli manyetik partiktller kullanilarak
belirlenir. Bu partikullerin iginde, Fe, Ni, Co gibi saf metallerin oksitleri
yukseltgenmeye karsi kararli olduklari igin daha fazla tercih edilmektedir. Metal
oksitlerin manyetik Ozellikleri bunlarin kimyasal bilesenlerine, c¢aplarina,

sekillerine, kristal yapilarina ve kristallenme derecelerine baghdir [42].

Manyetik tasiyicilar inorganik malzemelerden ya da birgok dogal ve sentetik
polimerden elde edilirler. inorganik malzemelerle karsilastirildiginda manyetik
polimer mikrokUreler spesifik uygulamalara ve kovalent immobilizasyon igin

yuzey fonksiyonel gruplarina sahiptir [45].

Manyetik polimer mikrokureler, gevre korunmasi (toksit ve radyoaktif atiklarin
uzaklastiriimasi), hem iyilestirici (kontrolli ilag salinimi, hipertermi) hem de
teshis edici (ELISA, NMR gorintilenmesi) biyomedikal uygulamalar ve
biyomuhendislik uygulamalar gibi gesitli alanlarda yaygin olarak kullaniimaktadir
[46, 47]. Manyetik polimer mikroklreler, kompleks biyolojik malzemelerden
biyomolekdllerin (enzimler, antibadiler, peptitler ve nukleik asitler), hucrelerin,
bakteri ve virUslerin izolasyonu ve saflastiriimasi, kuifteki patojen tayini ve

mikrogip DNA hazirlanmasinda énemli bir role sahiptir [44].

Geleneksel ayirma yontemleri ile karsilastirildiginda manyetik ayirmanin
avantajlari hizli, kesin ve kullanish olmasidir [38]. Manyetiklik ile drnek alma ve
toplama daha kolay ve hizlidir ama manyetik alan kaldinldiginda onlarin
manyetizasyonu kaybolur. Ayrica manyetik kureler, dolgulu ya da akigkan
yatakli sistemlerde kromatografik ayirma ile ilgili birgok problemi ortadan
kaldirmaktadir [48].

20



2.5. Albumin

Insan kan plazmasinin en bol proteini olan albumin serum proteinlerinin %55-
60’n1 olusturur [49]. Kandaki derisimi 5g/100mL’dir [50]. HSA, 17 disulfit kbprisu
ve bir serbest sistein iceren 585 aminoasit kalintisindan olusan bir
makromolekuldur [4, 49]. Tek zincirli bir protein olan ve molekul agirhg: 66 500
Da olan insan serum albumini (HSA) karaciger hucrelerinden sentezlenir ve

salgilanir [51].

Son 20-30 yildir HSA'nin fizyolojik ve farmakolojik 6zellikleri incelenmektedir
[50]. insan albimin, kristal tgtncll yapisi x-igini kristalografisi ile izole edilmistir
[49] ve yaklasik olarak 80x80x%30 A boyutlari ile kalp sekline benzer bir molekiil
olarak gorulmektedir (Sekil2.7) [50]. Albuminin ¢dzeltideki sekli oldukga farkli
olup molekille dusuk viskozite sadlayan, elips seklinde dizenlenmis oldugu
gorulmektedir (Sekil 2.8) [52].

Sekil 2.7. Albuminin kalp seklindeki U¢ boyutlu yapisi [52].
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40 A

-+ 140 A

Sekil.2.8. Cozeltideki albuminin elipsoid yapisi [49].

HSA U¢ homolog sarmal bdlgeden olusur; bolge |, bdlge Il, bélge Il ve bunlarin
her biri iki alt bélgeden (A ve B) olusur [17]. Yapisinin digi bir silindire benzer ve
polardir, orta kismi ise apolardir ve hidrofobik substratlarin baglanmasini saglar
[3].

Bu bolgeler topolojik olarak 6zdes ve ug¢ boyutlu yapisi da oldukga benzerdir.
HSA moleklll her G¢ bdlgede de benzer ¢ boyutlu yapilara sahip olmasina
ragmen bu U¢ bodlge oldukca asimetriktir (Sekil 2.9). Bolge | ve 1l T sekli
olusturur ve birbirine gore hemen hemen diktir. lla alt bdlgesinin ug kismi,
hidrofobik etkilesimler ve hidrojen badlariyla la ve Ib alt bolgeleri arasindaki ara
bdlgeye baglidir. Buna karsilik yaklasik 45°'lik agiyla bolge Il ve bolge I, Y
seklini olusturur. Bolge 1l sadece alt bdlge lIb ile etkilesimdedir. Bu ozellikler
HSA molekuline kalp seklini kazandirir. Alt bdlgeler Ib, llla ve lllb'nin
olusturdugu genis bir kanaldan dolay! bolge | ve lll arasindaki etkilesim c¢ok

azdir.
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Sekil 2.9. HSA'nin Ug boyutlu yapisi [53].

Fizikokimyasal calismalar esnek bir protein olan HSA'nin kolayca sekil
degistirebildigi gostermektedir [50]. Molekil oldukga esnektir ve ligandlarin
baglanmasi ile ve cevre kosullarindaki degismelerle sekli hizli bir sekilde
degisir. Fizyolojik kosullar altinda yapiya dayaniklilik saglayan disulfit kopruleri
sayesinde seklini kolayca geri kazanir. Denatlrasyon sadece sicaklik, pH,
iyonik veya kimyasal ortamdaki fizyolojik olmayan degisikliklerle meydana gelir
[49].

insan serum albumini (HSA), bircok endojen ve eksojen ligandlarin taginmasi
ve dlizenlemesi icin oldukca 6nemli bir proteindir. HSA ilaclar, yagd asitleri,
bilirubin, triptofan ve hormonlar olmak Uzere birgok kimyasala tersinir olarak
baglanabilir ve onlari tagiyabilir. Ayrica organik/dolasim ara yuzeyleri arasinda

ligandlarin transferini kolaylastirir [4].

Albuminin onkotik basinci koruma ve ¢esitli molekulleri baglama gibi vucut igin
onemli birgok rolu vardir. Albumin ayrica protein sentezi i¢in kullanilacak amino
asitleri bir araya getirir, ekstravaskuller sivilari korur (tamponlar), patalojik
trombUs olusumunu Onler ve normal mikrovaskuler gecirgenligini korumaya

yardimci olur.
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Kolloid onkotik basing makromolekiller tarafindan olugturulan bir gugtur.
Makromolekuller damar bosluklarinda bulunarak damar i¢i bogluklardan suyun
kagmasini 6nlerler (Sekil 2.10) [54].

L
® interstisyum
L
@
o
Kilcal damar
o
@

Sekil 2.10. Onkotik basing [54].

Saglikh kisilerde normal kolloid onkotik basincin (COP) korunmasindaki
albuminin rolu bilinmektedir ama agir hastalardaki kolloid onkotik basing ve
albumin arasinda ¢ok az bir iliski oldugu goértulmustir. Saglikli durumlardaki
albuminin plazmadaki derisiminin ve molekul agirhginin yuksek olmasindan

dolayi albumin normal COP' nin %80'ne katki saglar.

Plazmada albumin diger plazma proteinlerinden daha ylksek derisimde
bulunur. 66.5 kDa molekuler agirhgr serum globulinler (yaklasik 147 kDa) icin
ortalama molekul agirligindan daha az olmasina ragmen, albumin en buyuk
ozmotik dneme sahiptir. Bu dogrudan ozmotik etki albuminin onkotik basincinin
%60'n1 saglar. Kalan %40 pozitif olarak yukli ¢oézinebilen partikillerin
intravaskuler tutulmasi igin gekici bir gic saglayan albuminin negatif yikanan bir
sonucudur. (Gibbs-Donnan etkisi) Ayrica blyUk ekstravaskuler albumin
havuzu, suda ¢6zunebilirligi ve onun negatif yukinden dolayi albumin dokular

arasi sivi dagiliminin duzenlenmesinde énemli bir rol oynar [49].

HSA, kanser, romatoid artrit (romatizmal eklem iltihabi), iskemi, menopoz
sonrasi obezite, akut Graft-versus-Host Hastaligi (GVHH) ve glisemik kontrolin
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izlenmesi gereken hastaliklar dahil birgok hastalik igin degerli bir biyobelirtectir.
HSA hipovolemi, sok, vyanik, cerrahi kan kaybi, travma, kanama,
kardiyopulmoner baypas, akut solunum sikintisi sendromu, hemodiyaliz, akut
karaciger yetmezlIigi, kronik karaciger hastaligi, beslenme destegi, resusitasyon
ve hipoalbuminemi dahil olmak Uzere gesitli hastaliklari tedavi etmek igin yaygin
bir sekilde klinik agidan kullanilir. Son zamanlarda vicuda yerlestirilebilir
biyomalzemeler, cerrahi yapistiricilar ve sizdirmazlik trlnleri, biyokromatografi,
ligand yakalama ve flzyon proteinlerini iceren HSA'nin biyoteknolojik

uygulamalari bulunmaktadir [53].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kimyasal maddeler

Insan serum alblimin (HSA), lizozim (Liz), sigir serum albimin (BSA), sitokrom
C (Cyt C), poli(vinilpirolidon) (PVP K-30), Fe(ll,lll) oksit nanopowder, 4-(2-
hidroksietil)-1-piperazinetansulfonik asit (HEPES), Morfolinpropanstlfonik asit
(MOPS), etilenglikoldimetakrilat (EGDMA), 3-Aminopropiltrimetoksisilan (3-
APTMS), tetraetilortosilikat (TEOS) Sigma firmasindan (St. Louis, ABD), toluen
Fluka firmasindan (Riedel-de Haen, Almanya) ve a,a’-a,a'-azoisobutironitril
(AIBN), glisidilmetakrilat (GMA) Fluka A. G. Firmasindan (Buchs, Isvigre) temin

edilmistir.

Deneysel calismalarda kullanilan diger kimyasal maddeler analitik safliktadir ve
Merck (Darmstadt, Almanya) firmasindan temin edilmistir. Deneysel
calismalarda kullanilan su, yluksek akisli seltiloz 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 saflastinimistir. Elde edilen

deiyonize suyun iletkenligi 18.2 MQ/cm’dir.
3.2. Mikrokiurelerin Hazirlanmasi
3.2.1. Manyetik Poli(Glisidil Metakrilat) [m-PGMA] Mikrokiirelerinin Sentezi

m-PGMA mikrokurelerinin sentezi igin 0.2 g AIBN, 0.025 g Fe(ll,IIl) oksit nano
parcaciklar, 9.0 mL toluen, 0.1 mL EGDMA ve 9.5 mL GMA c¢ozeltisi ile
karistinlarak monomer faz elde edilir. Bununla birlikte 4.0 g PVP-K30
stabilizatorl 84 mL etil alkol ¢ozeltisi icerisinde ¢ozullir ve yavasga monomer
faza ilave edilir. Karigimdaki fazlarin birbiri igerisinde iyi bir sekilde dagiimasi
saglanarak elde edilen karisim 10 dakika azot gazindan gegirilir.
Polimerizasyon c¢alkalamali su banyosunda 70°C’da, 4 saat surede gerceklesir.
Tepkime tamamlandiginda polimer partikiller santrifijle ayiriir ve toluen

uzaklasincaya kadar % 20 etil alkol-su karigimiyla yikanir.
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3.2.2. iminodiasetik Asit (iDA) Ligandinin m-PGMA Mikrokiirelerin

Yiizeyine immobilizasyonu

m-PGMA mikrokirelere protein baskilama igin ylzey modifikasyonu isleminde
oncelikle m-PGMA mikrokureleri 0.6 M sodyum hidroksit (NaOH) ¢ozeltisi ile
oda sicakliginda, 210 rpm karistirma hizinda, 24 saat etkilestirilir. Daha sonra
NaOH cozeltisi ile epoksi gruplari agilan mikrokurelerin yuzeyine ug¢ disli bir
ligand olan IDA’nin kovalent olarak baglanmasi icin tepkime karisimi (12.5 g
IDA/100 g polimer + 100 mL pH 11.0, 2.0 M Na,COs) ve m-PGMA mikrokiireler
calkalamali su banyosunda 70°C’da 24 saat boyunca etkilegtirilir. Tepkime
sonunda m-PGMA mikrokurelere spesifik olmayan etkilesimlerle baglanmis IDA
molekullerini uzaklastirmak igin mikrokureler birka¢ kez saf su ile yikanmigtir.
Boylece mikrokurelerin Gzerindeki epoksi grubu acilarak amin grubunun (-NH>)

yerlestiriimesi saglanmistir.
3.2.3. Cu® iyonlarinin m-PGMA-IDA Mikrokiirelerine Baglanmasi

Selatlayici grup olan IDA'nin yapisindaki karboksil gruplari ile gecis metal iyonu
olan Cu(ll) iyonu arasinda koordinasyon bilesigi olusumuyla manyetik destek

malzemesi hazirlandi.

Bakir iyonlari immobilizasyonu igin selatlayici ajan bagli m-PGMA-IDA
mikrokureleri, 50.0 mM NaCl igeren 10.0 mM, pH 7.5 HEPES tampon ¢ozeltisi
(Tampon A) ile sartlandiriimistir. Daha sonra tampon A ¢dzeltisinde hazirlanan
1.0 mg/mL CuCl,.2H,0 c¢ozeltisi ile oda sicakliginda 6 saat sureyle 190 rpm
karistirma hizinda etkilestirildi. inkiilbasyon sonrasinda selatlanmamis metali

uzaklastirmak i¢in mikrokureler birkag kez distile su ile yikandi.

3.2.4. HSA baskilanmis (MIP) ve baskilanmamis (NIP) manyetik

mikrokiirelerin hazirlanmasi

m-PGMA-IDA-Cu®" mikrokireleri (0.36 g) 5.0 mM fosfat tamponunda (pH 6.0)
sartlandirildiktan sonra 20.0 mL fosfat tamponunda hazirlanmis (5.0 mM, pH
6.0) 0.1, 0.3, 0.5, 1.0 mg/mL derisimlerindeki HSA ¢o6zeltileri ile 4°C’da 2 saat
sureyle etkilestirildi ve ylzey silan polimerizasyonu icin hedef molekul olarak
HSA immobilize edilmis m-PGMA-IDA-Cu®* mikrokiireler 10.0 mM MOPS
tamponuyla (pH 7.0) dengeye getirildikten sonra 3-APTMS ve TEOS (1:1) ilave
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edilerek 16 saat boyunca oda sicakliginda polimerizasyon gergeklestirilerek
MIP’ler hazirlandi.

m-PGMA-IDA-Cu®" mikrokiireler 10.0 mM MOPS tamponuyla (pH 7.0) dengeye
getirildikten sonra 3-APTMS ve TEOS (1:1) ilave edilerek 16 saat boyunca oda

sicakhgdinda polimerizasyon gergeklestirilerek NIP’ler hazirlandi.

Sentezlenen mikrokureler %0.02’lik sodyum azid (NaNs3) c¢oOzeltisi icerisinde

4°C’da muhafaza edilmistir.
3.2.5. MIP’den HSA’nin Uzaklastiriimasi

HSA baskilanmig mikrokureler (MIP) 1.0 M NaCl igceren 10.0 mM, pH 4.0 asetat
tamponu ile muamele edilerek mikroklreden HSA uzaklastirilir. Bdylece HSA'ya
0zgu molekuler tanima bosluklari elde edilir. Sentezlenen mikrokureler %0.02’lik

NaNs ¢ozeltisi igerisinde 4°C’da muhafaza edilir.

HSA’ya spesifik metal koordinasyonuna dayali ylzey baskilanmis m-PGMA

mikrokdrelerin hazirlanmasi Sekil 3.1’de gosterilmigtir.
3.2.6. Karakterizasyon Calismalari
3.2.6.1. FTIR-ATR ile Yapi Analizi

Saf IDA, m-PGMA ve IDA bagli m-PGMA mikrokiirelerin FTIR-ATR spektrumlari
Sekil 4.3'te gosterilmistir. m-PGMA mikrokirelere IDA'nin  baglandigini
dogrulamak icin m-PGMA ve IDA bagh m-PGMA mikrokiirelere ait fark

spektrumlari Sekil 4.4’te verilmigtir.
3.2.6.2. SEM ile Yiizey Analizi

HSA baskilanmis ve baskilanmamigs manyetik mikrokurelerin ylizey morfolojileri
ve yapisi taramali elektron mikroskobu (SEM) (JEOL, JEM 1200 EX, Tokyo,
Japonya) kullanilarak incelenmistir. Bu amacla mikrokureler iletken bir
yapistiriclyla aliminyumdan yapilmis SEM numune plakasi Uzerine
tutturulmustur. Daha sonra 6rnek ylizeyleri vakum altinda 200 A kalinhiginda
metalik altin ile kaplanarak yuzey iletken hale getirilmistir. Hazirlanan
numuneler SEM numune yuvasina yerlestirilerek c¢esitli blylitme oranlarinda
fotograflari cekilmistir. Ayni cihazda enerji dagihimh x-iginlari spektroskopisi
(EDX) yontemi kullanilarak yuzeyinde silan polimerizasyonu gercgeklestirilen

manyetik mikrokurelerin ylzeyindeki silisyum (Si) orani belirlenmistir.
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Sekil 3.1. Metal koordinasyonuyla yluzey baskilanmis MIP’nin hazirlanmasi

3.2.6.3. Termogravimetrik Analiz (TGA-DTA)

Farkli miktarlarda manyetit iceren m-PGMA mikrokurelerin termogravimetrik
analizleri (Diferansiyel Termal Analiz (DTA)-Termogravimetrik analiz (TGA))
Shimadzu DTG-60H cihazi ile (sicaklik artigi: 20 °C/dak) azot atmosferi altinda
gerceklestirilmistir. Orneklerin 0-1000°C sicaklik aralijinda termal bozunma ve
kutle kaybi degerleri termogravimetri (TG), ekzotermik ya da endotermik
reaksiyonlar sonucu meydana gelen sicaklik degisimleri diferansiyel termal

analiz (DTA) cihazi ile tespit edilmigtir.
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3.2.6.4. Sisme Testi

m-PGMA mikrokurelerin sisme orani saf su igerisinde gravimetrik yontem
kullanilarak belirlendi. Bunun igin kuru kareler (0.1 g) silindirik bir cam tlpe
(uzunluk: 30 cm; ¢ap: 6.0 mm) konuldu. Sismemis klrelerin yuksekligi élguldi.
Daha sonra tupe 0.5 mL deiyonize su eklenerek 2 saat boyunca oda
sicakhginda sismesi saglandi ve sismis kurelerin yuksekligi olguldi. Denge

sisme orani Esitlik 3.1 kullanilarak hesaplandi.

% Sisme orani = [(Hs-Ho)/Ho] x 100 (3.1)
Hs: Sismis karelerin yuksekligi (mm) ve Ho: Kuru kirelerin yuksekligi (mm).
3.2.6.5. Zeta Boyut ve Yuk Analizi

Zeta Potansiyeli (0), bir sivi ¢ozelti igerisindeki mineral parcaciklarin dlgulebilen
ylzey potansiyelidir. Cozelti icerisinde adsorplayici ile adsorplanan madde
arasindaki elektrostatik etkilesimlerin belirlenmesi kati parcaciklarin zeta

potansiyel dlgumleri ile gergeklesmektedir.

Sentezlenen m-PGMA mikrokurelerin boyut ve ylzey yUk analizi Nano Zeta
sizer (NanoS, Malvern Instruments, Londra, ingiltere) cihazi ile elde edilmistir.
Zeta boyut olgumleri cihazin hicresine 1.5 mL sUspansiyon halindeki m-PGMA
mikrokureler konularak gerceklestiriimigtir. Zeta potansiyel olgimleri ise farkl
pH’lardaki (3.0-8.0) su ¢ozeltilerine m-PGMA kurelerin (Islak agirligi: 11.0 mg)
ilavesiyle gerceklestirimis ve analiz sonrasinda elde edilen veriler

degerlendirilmigtir.
3.2.6.6. immobilize Bakir iyonu Miktarinin Belirlenmesi

Cu?* iyonlarinin m-PGMA-IDA mikrokireleriyle tepkimesi icin dncelikle 50.0 mM
NaCl iceren 10.0 mM HEPES (pH 7.5) ¢ozeltisinde (Tampon A) ¢ozeltisinde
hazirlanan 1.0 mg/mL CuCl,.2H,O c¢ozeltileri mikrokureler ile etkilestirildi.
Etkilesim 6ncesi ve sonrasinda alinan drneklerdeki Cu®* iyonlari derisimi atomik
absorpsiyon spektroskopisi (AAS) (Analyst 800/Perkin EImer ABD) kullanilarak
belirlendi. Olgiim icin tampon A’da farkli derisimlerde bakir cozeltileri
hazirlanarak kalibrasyon egrisi olusturuldu. immobilize olan bakir iyonu miktari
tepkime Oncesi ve sonrasinda alinan érnek ¢ozeltideki bakir iyonlarinin derigimi

kullanilarak belirlendi.
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3.2.7. Adsorpsiyon Deneyleri

Manyetik MIP ve NIP mikrokureleri Uzerine sulu ¢oOzeltilerden HSA
adsorpsiyonu calismalari  kesikli sistemde gergeklestiriimistir. Deneysel
calismalardan énce mikrokureler 5.0 mM’lik fosfat tamponu (pH 6.0) ile 1 saat
boyunca sartlandiriimig ve c¢alisma boyunca mikrokureler bulunduklar
cozeltilerden 8000 rpm hizinda (25°C, 30 dakika) santrifij edilerek ayrilmistir.
TUum adsorpsiyon deneyleri sartlandirilmis mikrokureler (Islak agirigi 0.1 g)
kullanilarak 5.0 mM’lik fosfat tamponunda (pH 6.0) hazirlanmis farkli
derigsimlerdeki HSA ¢ozeltileri (5.0 mL) ile gergeklestirilmistir (2 saat, 4°C, 190
rom). Bu sure sonrasinda mikrokureler adsorpsiyon  ortamindan

uzaklagtiriimigtir.

MIP ve NIP mikrokureleri tGzerine adsorplanan proteinin absorbans degerleri,
adsorpsiyon oncesi ve sonrasinda alinan ¢ozeltilerin 595 nm’de Bradford
yontemiyle UV-VIS spektrofotometresi (Shimadzu, Tokyo, Japonya, Model
1601) kullanilarak o6lgtlmuUstir. Daha sonra HSA’nin 0.1-1.0 mg/mL derigim
araliginda hazirlanan cozeltilerinin adsorpsiyon miktari ile kalibrasyon edgrisi

olusturularak protein miktari hesaplandi (Esitlik 3.2).
Q=[(Co-C)V]/m (3.2)

Burada, Q mikroklrelerin birim miktari basina adsorplanan madde miktar
(mg/g); Co, ve C, adsorpsiyon 6éncesi ve sonrasi HSA ¢ozeltisinin derigimi

(mg/L); V ¢Ozelti hacmi (mL) ve m ise kullanilan mikrokurenin agirhgidir (g).

Adsorpsiyon kapasitesine baslangi¢ HSA derisiminin, ortam pH’sinin, sicakligin
ve adsorpsiyon suresinin etkisi incelenmistir. Baslangic HSA derisiminin
adsorpsiyon kapasitesi Uzerine etkisi, HSA derisimi 0.05-1 mg/mL arasinda
degistirilerek, pH’nin adsorpsiyon kapasitesi Uzerine etkisi, pH 4.0-8.0 arasinda
degistirilerek, sicakh@in adsorpsiyon kapasitesi lizerine etkisi sicakligin 4-45 °C

arasinda degistirilerek incelenmisgtir.

Zamanin adsorpsiyon kapasitesi Uzerine etkisi 120 dakika boyunca belli
araliklarla alinan protein ¢ozeltilerindeki adsorplanan HSA miktarlari
hesaplanarak incelenmistir. Bu verilerden yararlanilarak mikrokdrelerin HSA
adsorpsiyonunun birinci ve ikinci dereceden kinetik bagintilar turetilerek

grafikleri gizilmigtir.
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3.2.8. Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik

HSA baskilanmig mikrokurelerden HSA’nin desorpsiyonu 1.0 M NaCl igeren
10.0 mM asetat tamponu (pH 4.0) ile gerceklestiriimistir. HSA desorpsiyon orani

asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmistir.
Desorpsiyon orani (%) = [salinan HSA miktarix100] / [adsorplanan HSA miktari]

Hazirlanan mikrokudrelerin tekrar kullanilabilirligini belirlemek icin adsorpsiyon-

desorpsiyon donguleri ayni mikrokureler kullanilarak 10 kez tekrar edilmigtir.
3.2.9. Secicilik Caligmalari

HSA baskilanmigs m-PGMA mikrokurelerin segiciligini gostermek icin yarismali
adsorpsiyon deneyleri 5.0 mM fosfat tamponunda (pH 6.0) ve kesikli sistemde
gerceklestirilmistir. Yarismaci protein olarak olarak lizozim, sigir serum albimin
(BSA) ve sitokrom C kullaniimigtir. Secicilik deneyleri Ug farkli derisimde HSA
baskilanmis ve HSA baskilanmamig mikrokureler i¢in gerceklestiriimistir (2 saat,
4°C, 190rpm).

HSA baskilanmis ve baskilanmamis m-PGMA mikrokirelere adsorplanan
protein miktari adsorpsiyon 6ncesi ve sonrasinda alinan ¢ozeltilerin 595 nm’de
Bradford yontemiyle UV-VIS spektrofotometresi (Shimadzu, Tokyo, Japonya,
Model 1601) kullanilarak tayin edilmistir.

HSA’nin yarismaci proteinlere gore dagiima ve secicilik katsayilari Esitlik 3.3’e

gore belirlenmigtir:

Kq = [(Ci— C) / C{. VIm (3.3)

Yukaridaki esitlikte, Kq dagilma katsayisini; C; ve C; protein c¢ozeltilerinin
baslangi¢ ve son derisimlerini (mg/L), V kullanilan ¢dzelti hacmini (mL) ve m ise

kullanilan mikroklrenin islak agirhgini (g) ifade etmektedir.

Yarismaci proteinler varlidinda HSA’nin baglanmasi igin segicilik katsayisi

Esitlik 3.4’e gore denge baglanma verilerinden elde edilir.
k= kkallp/ kyarlsmam (34)

HSA baskilanmis m-PGMA ile yapilan adsorpsiyon c¢alismalarinin, kontrol

olarak ifade edilen NIP adsorpsiyon c¢alismalarina orani HSA baskilanmig m-
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PGMA’nin bagil segicilik katsayisi hakkinda yorum yapilmasina olanak saglar.

Bagil secicilik katsayisi ise Esgitlik 3.5;
k'= kbaskllanm|§/ Kkontrol (3.5)

ile ifade edilir.
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4. SONUGLAR VE DEGERLENDIRME

4.1. Albumin Baskilanmig Manyetik Poli(Glisidil Metakrilat)

Mikrokiirelerinin Hazirlanmasi

Manyetik partikullerin polimer matrikste homojen bir sekilde dagilmasiyla elde
edilen m-PGMA mikrokiirelerin yiizey modifikasyonu selatlayici grup olan iDA
ve gecis metal iyonu olan Cu(ll) iyonu arasinda koordinasyon bilesigi
olusumuyla saglandi. Metal koordinasyonuna dayali yuzey baskilanmig
mikrokurenin eldesi igin hedef molekidl olarak HSA immobilize edildi ve
mikrokurenin yuzeyi silan polimerizasyonuyla kaplandi. Sonrasinda desorpsiyon
ajani kullanilarak mikrokirenin ylzeyinde HSA’ya spesifik tanima bosluklari
olusturulmasiyla HSA’ya ylksek secicilikte metal koordinasyonuna dayali ylzey

baskilanmis mikrokureler elde edildi (Sekil 4.1).

HSA baskilanmis ve baskilanmamis mikrokurelerin ylzeyine HSA’nin

adsorpsiyonu Sekil 4.2’de gosteriimektedir.
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Sekil 4.1. Metal koordinasyonu ile desteklenmis ylzey protein baskilanmis

m-PGMA mikrokurelerinin hazirlanmasi [55]
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Sekil 4.2. (a) MIP ve (b) NIP Gzerine kalip proteinin adsorpsiyonun

sematik gosterimi [55]
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4.2. Karakterizasyon Caligsmalari
4.2.1. FTIR-ATR ile Yapi Analizi

Saf IDA, m-PGMA, m-PGMA-IDA mikrokiireleri icin elde edilen FTIR-ATR
spektrumlari ile m-PGMA, m-PGMA-IDA mikrokiirelerine ait fark spektrumlari
Sekil 4.3 ve Sekil 4.4'te gosterilmistir. Spektrumdan gériildigi gibi 3441 cm™de
genis bir bant seklinde gorilen -OH gerilim ve titresim bantlarina ait piklerdir. ~
2933-3005 cm™de gorilen metilen titresimleri glisidilmetakrilatin karakteristik
titresimleridir. ~3342, 1702 cm™deki absorpsiyon bantlari -C=0 piki ve ~1150
cm™deki -C-O- karakteristik piki glisidilmetakrilatin ~1730 cm™de gériilen —
COO- ester grubuna ait karakteristik piki dogrulamaktadir. ~2933 ve 1438 cm’
bdeki C-H gerilim ve titresim bantlarina ait piklerdir. Epoksi grubuna ait ~847 ve
907 cmdeki absorpsiyon bantlari  yapidaki oksiran  grubundan
kaynaklanmaktadir. ~1070 cm™de bulunan C-N gerilme bandinin Sekil 4.4'te

de bulunmasi IDA’nin m-PGMA’nIn yapisina girdigini géstermektedir.
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Sekil 4.3. (a) Saf IDA (b) m-PGMA, (c) m-PGMA-IDA mikrokiirelerine ait FTIR-

ATR spektrumlari
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Sekil 4.4. m-PGMA ve m-PGMA-IDA mikrokirelerine ait FTIR-ATR fark
spektrumliari
4.2.2. SEM ile Ylizey Analizi

HSA baskilanmis ve baskilanmamis m-PGMA mikrokulreler dispersiyon
polimerizasyonu yontemiyle elde edildi. Sentezlenen mikrokurelerin ylzey
morfolojileri ve yapisi SEM ile aydinlatiimistir (Sekil 4.5). HSA baskilanmig m-
PGMA mikroklrelerin SEM gorintilerinde goraldugu gibi partikdller 1-4 ym
boyutlarinda kiresel bir sekle sahiptirler. SEM goruntileri ile mikrokdrelerin hem
kiresel hem de yuksek monodispersiteye sahip oldugu goérulmastir. Bu
goéruntulerde kurelerin ylzeyindeki gozenekler agik bir sekilde gortlmektedir ve
HSA baskilanmis mikrokurelerin i¢ kismindaki gézenekler purizli bir ylzey ile
cevrilmistir. Ylzeyin purtzIGluga yizey alanini arttirici bir faktor olmakla birlikte
gbzenekler i¢ ylzey alaninin yuksek olmasindan dolayi difuzyon direncini
azaltarak kutle transferini kolaylastirir. Bu ayni zamanda daha yuUksek protein

adsorpsiyon kapasitesini saglar.

Silisyum varhginin tespiti icin EDX analizi yapiimistir. EDX spekrumlarindan
elde edilen verilere gore silan polimerizasyonu yapilmamis mikrokurelerin (m-
PGMA) yapisinda silisyum bulunmazken MIP ve NIP igin kitlece silisyum orani
sirasiyla %24.21 ve %32.79’dir. m-PGMA kirelerinin yapisindaki silisyum, silan
polimerizasyonuyla kaplanan m-PGMA kirelerinin basariyla sentezlendigini
gOstermektedir. Sekil 4.7 ve 4.8’de gosterilmis olan EDX spektrumunda silisyum

varliginin yaninda bakirda yapida gorulmektedir.
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Sekil 4.5. (a) MIP ve (b) NIP mikrokurelerinin SEM goéruntuleri
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Cizelge 4.1: m-PGMA, MIP ve NIP’nin EDX spektrumlarindan elde edilen kitle
degerleri.

Azot GUmus  Altin  Oksijen Silisyum  Klorlr Bakir

SPIUM oy o ) o ) ) (%
m-PGMA 9.38 21.23 42.09
MIP 7.19 2.79 13.59 17.88 24.21 2.13 39.40
NIP 21.86 32.79 2.82 35.34

4.2.3. TGA-DTA Termal Analiz GCaligsmalari

Farkli miktarlarda Fe igerigine sahip m-PGMA mikroklrelere ait TGA
termogramlarn Sekil 4.9'da verilmektedir. Mikrokurelerin TGA’st 10-1000°C
sicaklik araliginda gergeklestiriimis ve Fe oksidasyonu ile meydana gelebilecek
kitle artisini azaltmak icin azot atmosferi altinda gercgeklestirilen TGA ile m-
PGMA mikrokurelerin FeO igerigi belirlenmistir. Polimerler 450°C’in tGzerindeki
sicakliklarda tamamen bozunmustur. 0.025, 0.050 ve 0.010 g Fe(ll,lll) oksit
nano pargacik ile hazirlanan m-PGMA mikrokurelerin sirasiyla manyetit icerigi
toplam katlenin % 0.125, % 0.173, % 1.041’i olarak bulunmustur.

Mikrokirelere ait herbir termogram incelendiginde 4 tane endotermik pik
gorulmektedir (Sekil 4.9). Bu piklerde dusik sicaklikta gorulen pik yapida
absorplanmis nemin uzaklasmasina, daha yuksek sicaklikta gorilen pikler ise

yapida olusan bozunmalari gostermektedir.
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Sekil 4.9. (a) 0.025 ve (b) 0.050 (c) 0.010 g Fe(ll,IIl) oksit nano pargaciklar ile

hazirlanan m-PGMA’nin TGA-DTA egrisi
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Sekil 4.10. Farkh miktarlardaki Fe’'nin polimerdeki manyetit igerigine etkisi
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4.2.4. Zeta Boyut ve Yuk Analizi

Sekil 4.11de m-PGMA mikrokurelerin  zeta boyut analizi sonugclari
gorilmektedir. m-PGMA mikrokUrelerin ortalama boyutu 1,7 ym ve es boyut

dagilim araligina sahiptir.

Yodunluk Dadilimi

Bail miktar

— ———— ——
003 Llins )

Partikill boyutu (nm)

Sekil 4.11. m-PGMA kurelerin boyut dagilimi

Zeta potansiyeli sispansiyondaki herhangi bir parcacigin gosterdigi fiziksel bir
Ozelliktir. Sulu ortamlarda pH, zeta potansiyelini etkileyen en dnemli faktordar.
pH degisimi kararli ya da kararsiz sistemlere neden olur. Zeta potansiyel
deg@erinin buyukligu kolloidal sistemin kararlihigini gosterir. Zeta potansiyel
degeri negatif/pozitif gok buylkse partikuller birbirini iter. Zeta potansiyel degeri
-30 ve +30 arasinda ise parcgaciklar bir araya gelme egilimi gosterirler ve bu

durum parcaciklarin topaklagsmasina neden olur.

Zeta potansiyel olgumleri parcacigin yuzey Ozelligini ve yuzeyinde meydana
gelen surecleri (adsorpsiyon, iyon degisimi, modifikasyon) tahmin etmemizi

sagdlar.

Zeta potansiyel Olgumler igin mikrokurelerin degisen pH’larda c¢oOzetileri
hazirlanmistir. Sekil 4.12°de géruldugu gibi parcaciklarin yizey yukinin notr
oldugu pH 3.83 mikrokurelerin sifir yik noktasidir. pH 3.0-3.83 arasinda
ortamdaki H* iyonlarinin artmasi ile zeta potansiyel degeri +2.45 mV’a kadar
artmaktadir. pH 4.0'dan pH 10.0’a negatif potansiyel degeri artmaktadir. pH 9.0-
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10.0 arasinda zeta potansiyel degeri -30mV’un Ustunde negatif potansiyele
sahip oldugu igin sistemdeki pargaciklarin kararli oldugu pH 3.0 ve pH 8.0

arasinda ise pargaciklarin kararsiz oldugu soylenebilir.

10 -

12

=
o
1

Zeta Potansiyel (mV)
. o .
o

w
o
1

40 -

-50 -

Sekil 4.12. m-PGMA kurelerin zeta potansiyel grafigi

4.2.5. immobilize Bakir iyonunun Miktarinin Belirlenmesi

Manyetik PGMA-IDA mikrokiirelerine baglanan Cu(ll) iyonu miktarinin
belirlenmesi igcin immobilizasyon iglemi dncesi ve sonrasinda ortamdan alinan
cozelti drnekleri, AAS ile analiz edildi. IDA selatéri igin 23.46 pmol/g bakir iyon

kapasitesine ulasildigi bulunmustur.
4.2.6. Mikrokiirenin Sigme Ozelliklerinin incelenmesi

m-PGMA mikrokulrelerin denge sisme orani, gravimetrik yontem kullanilarak, %

34 olarak bulunmustur.
4.2.7. HSA Yukleme Miktarinin Uzaklagtirma Oranina Etkisi

Sekil 4.13’te farkh derisimlerde HSA yuklenmis m-PGMA mikrokurelerine ait
uzaklastirma oranlari goérulmektedir. Bu verilere gore en yuksek uzaklagtirma

degeri 0.1 mg/mL HSA yuklenmis mikrokirelerinde %96.93 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.13. m-PGMA kurelere HSA ylUklenmesi ve uzaklastiriima orani

4.3. ADSORPSIYON CALISMALARI
4.3.1. pH’nin Etkisi

HSA baskilanmis m-PGMA mikrokureleri Uzerine protein adsorpsiyonu igin farkh
pH degerlerinde kesikli sistemde 5.0 mM’lik 0.3 mg/mL’hk HSA c¢ozeltileri
hazirlanarak MIP ile etkilestiriimistir. Yapilan tim adsorpsiyon islemlerinde

adsorplanan madde miktarlari Esitlik 4.1 kullanilarak hesaplanmigtir:

Q=[(Co-C) VI / m (4.1)

Bu esitlikte Q mikroklrelerin birim miktari basina adsorplanan madde miktarini
(mg/g); C, ve C sirasiyla adsorpsiyon éncesi ve sonrasinda HSA ¢o6zeltisinin
derisimi (mg/L); V sulu faz hacmi (mL) ve m’de kullanilan MIP agirligini (g)

gOstermektedir.
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Sulu ¢Ozeltilerden HSA adsorpsiyonu kesikli sistemde gergeklestirilmistir.
Deneyler en az U¢ kez tekrar edilmistir. Her bir veri seti igin ortalama degerler
kullaniimistir. Sonug olarak Sekil 4.14’te géruldagu gibi en ylksek adsorpsiyon
kapasitesinin, pH 6.0’da fosfat tamponuyla saglandidi bulunmustur. HSA
molekuld pH 6.0’da negatif yukludur (pl 4.7). HSA molekulu ile MIP arasindaki

etkilesimler HSA’nin konformasyonundan kaynaklanmaktadir.

Adsorplanan HSA (mg/g polimer)
N

pH

Sekil 4.14. HSA adsorpsiyonuna pH’nin etkisi

Deneysel kosullar: HSA derisimi: 0.3 mg/mL, ¢ozelti: 5.0 mM, 5.0 mL,

adsorpsiyon suresi: 2 saat, 1slak mikrokurenin agirligi: 0.10 g.

4.3.2. Sicakhgin Etkisi

HSA adsorpsiyonuna 4-45°C araliginda sicakligin etkisi incelenmistir. HSA
baskilanmis mikrokurelere HSA adsorpsiyonunun, farkli sicakliklardaki etkisi
Sekil 4.15'te verilmigtir. HSA’nin MIP Uzerine denge adsorpsiyonu sicakligin
artmasiyla azalmigtir ve maksimum adsorpsiyon miktari 4°C’da gergeklesmistir
(Sekil 4.15). HSA baskilanmis manyetik mikrokurelerin adsorpsiyon surecinin
ekzotermik olmasindan dolayl 4°C’'tan 45°C’a adsorpsiyon kapasiteleri %30.5

azalmistir. Sicaklik artisi ile birlikte adsorpsiyon kapasitesindeki azalmalar
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baskin etkilegim turlerinin hidrojen baglari ve elektrostatik (iyonik) etkilesimler

oldugunu gostermektedir.
4.3.3. Baslangi¢ Derisimlerinin Etkisi

HSA baslangic derisimlerinin adsorpsiyon kapasitesine etkisini go6zlemek
amaciyla 5.0 mM pH 6 fosfat tamponu kullanarak 0.01 ile 1.0 mM arasinda
cesitli derigsimlerde HSA c¢ozeltileri hazirlanmig ve bu ¢ozeltilerden 5.0 mL
alinarak 0.10 g HSA baskilanmis ve baskilanmamis mikrokUrelerin Gzerine
4°C’da ilave edilmistir. 2 saat sonra suzlntilerdeki madde miktarlari HSA igin

UV-Vis cihazi kullanilarak 595 nm’de bradford yontemiyle tayin edilmigtir.

Baglangic HSA derigsiminin, HSA adsorpsiyonuna etkisi Sekil 4.16’da
gorilmektedir. Sekil 4.16’dan gordldiugu gibi birim manyetik mikroklre basina
disen HSA adsorpsiyon miktari dustik derisimlerden HSA derisimi arttikca
dogrusal olarak hizla artmaktadir ve oldukg¢a gabuk doygunluga ulagsmaktadir.
HSA baskilanmis mikrokurelerin HSA i¢in maksimum adsorpsiyon kapasitesi
37.65 mg/g olarak bulunmustur. Bu degere 1 mg/mL HSA baslangi¢ derisimi

kullanilarak ulagiimistir.

Elde edilen adsorpsiyon izotermindeki bu dik e§im HSA ile Cu®*- selat gruplari

arasindaki yuksek afinitenin bir gostergesidir.
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Sekil 4.15. HSA'nin adsorpsiyonuna sicakligin etkisi
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Deneysel kogullar: HSA derisimi: 0.3mg/mL, ¢ozelti: 5.0 mM, pH: 6.0, 5.0 mL,

fosfat tamponu, adsorpsiyon suresi: 2 saat, 1slak mikrokurenin agirligi: 0.10 g

40 -
35 -
30 -
25 -
20 -
15 ——MIP
—=m=-NIP

10 -

5 4

Adsorplanan HSA (mg/g polimer)

m
0 E-E-E—— : L .
0 0.2 0,4 0.6 0.8 1 1,2

HSA'nin baslangi¢ derigimi (mg/mL)

Sekil 4.16. HSA baslangi¢ derisiminin adsorpsiyon kapasitesine etkisi

Deneysel kosullar: Cozelti: 5.0 mM, pH 6.0, 5.0 mL fosfat tamponu,

adsorpsiyon suresi: 2 saat, 1slak mikrokurenin agirligi: 0.10 g.

4.3.4. Adsorpsiyona Zamanin Etkisi

Sekil 4.177de  HSA adsorpsiyonunun zamana bagli olarak degisimi
g6zlenmektedir. Adsorpsiyon oldukga hizli gerceklesmektedir. Beklendigi gibi
HSA’'nin adsorbent ylzeyinde baglanabilecegdi kendine 6zglu molekuler olarak
kaliplanmis bosluklarin dolmasi nedeni ile 45 dakikada adsorpsiyon doygunluga
erigmistir. Bu surede, HSA icin maksimum adsorpsiyon miktari 37.65 mg/g
polimerdir. Baskilama iglemi ile m-PGMA mikroklre yapisinda HSA molekulleri
icin spesifik molekuler bosluklar olusmustur. m-PGMA mikroklredeki bu HSA
bosluklari, ¢dzeltideki HSA igin ylksek geometrik afiniteye sahiptir.
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Sekil 4.17. Zamanin HSA adsorpsiyon kapasitesine etkisi

Deneysel kosullar: Cozelti: 5.0 mM, pH 6.0, 5.0 mL fosfat tamponu, islak

mikrokurenin agirhgi: 0.10 g.

4.4. HSA Baskili Mikrokiirelerin HSA Adsorpsiyonuna iliskin Adsorpsiyon

izotermleri

Adsorpsiyon izotermi, her bir molekllin adsorbanlarla etkilesimlerinin
karakterizasyonu icin kullanilir. Adsorpsiyon izotermi, iki faz dengede iken kati
faza adsorbe olan iyon miktari ve ¢ozeltideki molekillerin derisimi arasinda iligki
kurulmasini saglar. Langmuir adsorpsiyon modeli, her biri yalniz bir molekulu
tutmaya elverigli belirli sayidaki tanimlanmis boélimlere molekullerin adsorbe
oldugunu varsayar. Bu bodlumlerin enerji olarak esdeger oldugu ve yakin
bolumlerdeki adsorbe olmus molekullerle arasinda higbir etkilesim olmayacak
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kadar birbirinden uzak oldugu varsayilir. Langmuir denklemi asagidaki gibi

gOsterilebilir.

Q=QmaxbCe¢/(1 + b Ceq) (4.2)

Bu esitlikte;

Q= Adsorbana adsorplanmig HSA derigimi (mg/g)

Ceq= COzeltideki HSA denge derigimi (mg/L)

b= Langmuir sabiti (L/mg)

Qmax= Maksimum adsorpsiyon kapasitesi (mmol/g) dir.

Bu denklem asagidaki gibi lineerlestirilebilir.

1/Q = [1/(Qmaxb)][1/Ce] + [1/Qmax] (4.3)
1/Q’ya karsi 1/C. grafige gecirildiginde; kesim 1/Qmax, €Jim ise 1/Qmaxb’yi verir.

Sekil 4.18'de HSA adsorpsiyonu igin Langmuir adsorpsiyon modelinin grafigi

verilmigtir.

Sisteme uygulanan diger bir adsorpsiyon modeli ise Freundlich izotermidir.
Freundlich denklemi ideal olarak temiz ve homojen olmayan kati ylUzeylerdeki
adsorpsiyonlar igin Alman fizikokimyaci Herbert Max Finlay Freundlich

tarafindan deneysel galismalara bagli olarak turetilmistir [56].

INQ = In K+ nInCe (4.4)
Bu esitlikte;

Q = Adsorbana adsorplanmig HSA derisimi (mg/g)

Ce= CoOzeltideki HSA denge derigsimi (mg/L)

n= Freundlich sabiti

Ki=Freundlich sabiti

InNQ’ya kargi InCeq grafige gegcirildiginde kesimden K: ve egimden n sabitleri
bulunabilir. Sekil 4.19°da HSA adsorpsiyonu igin Freundlich adsorpsiyon

modelinin grafigi verilmistir.

HSA adsorpsiyon verileri sirasiyla Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon

izotermlerine uygulandiginda HSA adsorpsiyonunun Langmuir izotermine
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uydugu bulunmustur. Ciinkii elde edilen grafiklerin regresyon sabitlerine (R?)
bakildiginda Langmuir i¢in hesaplanan deger (0.9930), Freundlich igin
hesaplanan dederden (0.9507) daha yuksek ¢cikmistir. Dolayisiyla sinirli sayida
baglanma bolgesi iceren bir ylUzey Uzerine tek tabakali bir adsorpsiyon
gergeklestigi sdylenebilir. Bu izotermler ile ilgili elde edilen tim sonuglar Cizelge

4.2’de verilmistir.
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Sekil 4.18. HSA baskilanmis mikrokurelerin HSA adsorpsiyonu igin Langmuir

adsorpsiyon izotermi
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Sekil 4.19. HSA baskilanmis mikrokurelerin HSA adsorpsiyonu i¢in Freundlich

adsorpsiyon izotermi
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Sekil 4.20. HSA baskilanmis mikrokurelerin deneysel adsorpsiyon kapasitesi
(mg/g) ile Langmuir ve Freundlich ile modellenen adsorpsiyon

kapasitesi
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Cizelge 4.2: HSA baskili mikrokureler igin Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon

modellerinin karsilastiriimasi

Deneysel L;;g?eﬂiir Freundlich Sabitleri
Qdeneysel QL b R? Qr n R?
(mg/g) | (mg/g) |(mL/mg) (mg/g)

MIP | 37.64 46.95 6.26 |0.993 54.66 1.79 |0.9507

4.5. Adsorpsiyon Kinetigi

Adsorpsiyon kinetigi ile etkin adsorbent-¢oziinen temas suresi yani alikonma

suresi  bulunur. Adsorpsiyon igleminin hizina etki eden adsorpsiyon

basamaklarinin anlasiimasi i¢in 6nemli bir adimdir. Kutle aktarimi ve kimyasal
tepkime gibi adsorpsiyon islemini kontrol eden mekanizmalarin belirlenmesi igin
deneysel verilere birinci ve ikinci derece kinetik modeller uygulanmistir. Olglilen
derigsimlerin  adsorbentin ylUzey derisimine esit oldugu varsayilmistir.
Lagergren’in birinci derece hiz esitligi ¢cozeltiden ¢dzunenin adsorpsiyonunda en

cok kullanilan esitliktir [57]. Esitlik 4.5 ile gosterilir;
AQy/dt = k1(Qe-Qy)

Esitlikte, k; yalanci birinci derece adsorpsiyon hiz sabitini (di?), Qe ve Q

(4.5)

siraslyla denge zamaninda ve herhangi bir t aninda adsorplanan HSA miktarini
(mg/g) ifade etmektedir. t=0'da Q=0 ve t=t aninda Q=Q:; sinir kosullarin

uygulanip integralinin alinmasi;

log[Qe/(Qe-Qy)] = (k1t)/2.303

esitligini vermektedir. Esitlik 4.6 tekrar duzenlenerek dogrusallastirilirsa:

(4.6)

l0g(Qe-Qy) = 109(Qe) - (kat)/2.303 (4.7)

log(Qe)ye karsi t grafiginin dogrusalligi kinetik modelin uygulanabilirligini
gOstermektedir. Gergek birinci-derece islemde log(Qe), 109(Qe-Q:)'ye karsi t
Sekil 4.21 HSA baskilanmig

mikrokUrelerine ait yalanci birinci derece lineer grafikleri gdstermektedir.

grafiginin kesim noktasina esit olmalidir.
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Sekil 4.21. HSA baskilanmis mikrokurelerin yalanci birinci derece grafikleri

Buna ek olarak, adsorpsiyon denge kapasitesine dayali yalanci ikinci derece
esitlik asagidaki sekilde verilebilir:

AQ{/dt = ka(Qe-Qy)° (4.8)

Esitlikte k. pseudo-ikinci derece hiz sabitidir (g.mg™.dak™). Esitlik 4.8’e t=0 da
Q=0 ve t=t'de qi=q; sinir kosullarinin uygulanmasi ile;

1/(Qe-Qy)] = (1/Qe) + kot 4.9

esitligi elde edilir. Bu esitligin dogrusal hali:

(U/Qy) = (1/k2Qe?) + (1/Qe) t (4.10)

ile ifade edilir. ikinci derece kinetigin uygulanabilir olmasi igin t/q/ye karsi t
grafiginin dogrusal olmasi gereklidir. Hiz sabiti (k2) ve denge adsorpsiyonu (Qe)
siraslyla kesim noktasi ve egimden elde edilebilir. $Sekil 4.22 HSA baskilanmig

mikrokulrelere ait yalanci ikinci derece lineer grafikleri géstermektedir.
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Sekil 4.22. HSA baskilanmig mikrokurelerin yalanci ikinci derece grafikleri

Cizelge 4.3: HSA baskilanmis mikrokurelerin igin yalanci birinci ve ikinci derece
kinetik sabitleri

Yalanci birinci derece Yalanci ikinci

Denge Deneysel L

g y kinetik derece kinetik

Qe Qe Qe
Derisim Ky R? ko R?
mg/mL 1/dak /mg.dak
(MAML) | (mgig) | 14K | (mgyg) (@/mg.dak) | (mgrg)
MIP 1.0 37.6 6'3)2(10_ 2,99 | 0.893 7.3x10°3 39.21 | 0.998

HSA baskilanmis mikrokurelerin yalanci birinci ve ikinci derece kinetik sabitleri

Cizelge 4.3'te verilmistir. Hesaplamalar sonucunda, HSA baskilanmig
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mikrokdrelerinin sulu ¢ozeltilerde HSA igin ikinci derece kinetik modelin daha
uygun oldugu goriimektedir. Ikinci derece kinetik hesaplamalarda elde edilen
teorik Qe degerleri, deneysel Q. dederlerine oldukca yakindir. Bu sonuglar HSA
baskilanmis mikroklrelerinde sulu ¢ozeltlerde HSA igin, adsorpsiyonun
kimyasal kontrolli gerceklestigini gostermektedir. Yani, yalanci ikinci derece
kinetik modele uyan adsorpsiyon davranigi difuzyon kisitlamalarinin ihmal
edilebilir duzeyde oldugunu, dolayisiyla kimyasal adsorpsiyonun yani HSA
baskilanmis mikrokureler ile HSA arasindaki spesifik baglanma tepkimesinin

kinetik davranisi kontrol ettigini gostermektedir.
4.6. Segicilik Deneyleri

HSA baskilanmis m-PGMA mikrokirelerin  segiciligini gostermek Uzere
yarismali adsorpsiyon deneyleri 5.0 mM, pH 6.0 fosfat tamponunda ve kesikli
sistemde gergeklestiriimistir. Yarismaci protein olarak lizozim, sigir serum
albumin (BSA) ve sitokrom C (Cyt C) kullaniimigtir. Cizelge 4.4’te kullanilan

proteinlerin molekul kutleleri ve izoelektrik noktalari verilmistir.

Yapilan analizler sonucunda, HSA baskilanmis mikrokUrelerin, tekli yarismaci
protein ¢ozeltisindeki K degerlerinin, NIP mikrokurelerin K degerlerinden daha
yuksek oldugu hesaplanmigtir. Bagil secicilik katsayisi (K' degeri) HSA
baskilanmis mikrokurelerin aktif baglanma bdlgelerinin HSA baskilanmamis
mikrokurelere gore seciciligini gostermektedir. Cizelge 4.5’te 0.1 ve 0.5 mg/mL
HSA baskilanmig mikrokurelerin K’ degerleri incelendiginde, baslangi¢
derigsimleri 0.1 ve 0.5 mg/mL olan protein ¢ozeltileri icin HSA'nin yarigmaci

proteinlere gore daha segcici oldugu gorulmektedir.

HSA baskilanmis manyetik mikrokurelerin segicilik calismalarinda, HSA ve
yarismaci proteinlerin baslangi¢ derisimleri 0.1 ve 0.5 mg/mL’dir. Tekli protein
¢Ozeltileri varhiginda adsorplanan protein miktarlari Sekil 4.23’te gérulmektedir.
Bu sonuglar incelendiginde, HSA baskilanmis mikrokureler, HSA'ya yuksek
secicilik gosterirken, NIP manyetik mikrokireler HSA’ya belirgin bir segicilik
gostermemektedir. Bu sonuglar, HSA baskilanmis mikrokurelerin diger
yarismaci proteinlere gére HSA icin daha yuksek segicilik gdstermesinden
dolayr HSA icin olusturulan aktif tanima bodlgelerinin basariyla sentezlendigini

gOstermektedir.
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Cizelge 4.4: Proteinlerin molekul agirligi ve izoelektrik noktalari

Protein Molekul Agirligr (kDa) izoelektrik nokta
HSA 67 4.7

BSA 67 4.7

Lizozim 14.6 10.8

Sitokrom C 12.3 10.2

=0.1 MIP
=0.5 MIP
=0.1 NIP
m0.5NIP

0.5 NIP
2 - 0.1NIP

Adsorplanan protein miktari (mg/g
polimer)

CytC

Sekil 4.23. 0.1 ve 0.5 mg/mL HSA baskilanmis ve baskilanmamis
mikrokurelere farkl derisimlerdeki yarismaci proteinlerin adsorplanan madde
miktarlari (mg/g). Baslangi¢ derisimleri: 0.1 ve 0.5 mg/mL. Adsorpsiyon
kosullari; pH: 6.0 ¢ozelti hacmi: 5.0 mL, 4°C, adsorpsiyon suresi: 2 saat,
mikrokurenin i1slak agirhgi: 0.10 g.
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Cizelge 4.5: HSA baskilanmis ve baskilanmamis manyetik mikrokdreler igin
secicilik ve bagil segcicilik katsayilari

MIP NIP

Kqg k Kqg k k’
0.1 mg/mL | 15.62 1.63
HSA
0.1 mg/mL | 10.59 1.47 14.68 0.11 13.31
BSA
0.1 mg/mL | 13.86 1.13 11.43 0.14 7.92
Lizozim
0.1 mg/mL | 37.95 0.41 38.26 0.043 9.68
CytC

MIP NIP

Kqg k Kqg k k’
0.5 mg/mL | 5.08 0.59
HSA
0.5 mg/mL | 8.97 0.57 6.18 0.0961 5.90
BSA
0.5 mg/mL | 2.74 1.86 5.90 0.101 18.43
Lizozim
0.5 mg/mL | 11.30 0.45 9.57 0.062 7.24
CytC

4.7. Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik

HSA baskilanmis mikrokurelere adsorplanan HSA’nin desorpsiyonu igin 10.0
mM asetat tamponunda hazirlanmis 1.0 M NaCl (pH 4.0) ¢dzeltisi desorpsiyon
ajani  olarak  kullanilmigtir.  HSA  baskilanmis  mikrokdrelerin  tekrar
kullanilabilirliginin belirlenmesi amaciyla adsorpsiyon-desorpsiyon iglemi ayni

mikrokureler kullanilarak 10 kez tekrar edilmistir. Toplanan desorpsiyon
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ornekleri bolum 3.2.7°de verilen analiz yontemiyle tayin edilmistir. HSA
baskilanmis mikrokdrelerin tekrar kullanilabilirligini gosteren adsorpsiyon-
desorpsiyon dongusu Sekil 4.24’te verilmistir. HSA baskilanmis mikrokurelerin
10 kez tekrarlanan adsorpsiyon galismasinda desorpsiyon orani %95 olarak
kaydedilmistir. Desorpsiyon orani, bu mikrokureler i¢in oldukga yuksektir ve

HSA adsorpsiyon kapasitesinde 6nemli bir azalma gorulmemistir.

14 A

12

T ——————

10

Adsorplanan HSA (mg/g polimer)

0 2 4 6 8 10
Dongii Sayisi

Sekil 4.24. HSA baskilanmis mikrokurelerin adsorpsiyon-desorpsiyon déngusu

4.8. Literatiir ile Kargilagtirma

Asagida HSA'nin spesifik olarak taninmasi igin protein afinite malzemelerin

kullanimi ile ilgili yapilan ¢aligmalar 6zetlenmigtir:

= Bonini ve arkadaslarn protein HSA’nin uzaklastiriimasi igin poli-
aminofenilboronik asit (ABPA) baskill kureler sentezlemigler. Ticari olarak
gecerli afinite malzemelerle karsilastirma yapilarak HSA baglanma
kapasitesini 1.4 mg/g olarak bulmuslardir [58].

= Okutucu ve arkadaslan albimin baskilanmig kitosan kurelerinin
adsorpsiyon kapasitesini incelemisler ve adsorpsiyon kapasitesini 0.4
mg/g olarak bulmuslardir [59].

» Anda¢ ve arkadaglari poli(hidroksietiimetakrilat) temelli molekuler

baskilanmis kriyojeller hazirlamiglar. Segici baglama deneylerini insan
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transferrin (HTR) ve miyoglobin (MYB) yarismaci proteinleri varliginda
gerceklestirerek MIP kompozit kriyojelin HSA icin baglanma kapasitesi
722,1 mg/dL olarak bulmuslardir [60].

Garipcan ve arkadaslari poli(hidroksietil metakrilat- metakriloamidosistein
[poli-(HEMA-MAC)] kurelerini sentezleyerek sulu c¢ozeltilerden HSA
adsorpsiyonu g¢alismalarini yapmislardir. Cu selatlanmis kuarelerin HSA
icin maksimum adsorpsiyon kapasitesini (193 mg/g) [poli-(HEMA-MAC)]
kirelerin adsorpsiyon kapasitesinden (37 mg/g) daha ylksek oldugunu
bulmusglardir [61].

Ma ve arkadaslar dispersiyon polimerizasyonu yodntemiyle ortalama
boyutu 2.2 um olan monodispers capraz bagli poliglisidilmetakrilat
(PGMA\) partiklllerini sentezlemislerdir [62].

Shiomi ve arkadaglari molekuler baskilama teknigini kullanarak silika
uzerinde hemoglobine 6zgu tanima bosluklari olusturmak i¢in poruz silika
ylzeyinde iki organik silanin [3-aminopropiltrimetoksisilan (APTMS) ve
trimetoksipropilsilan  (TMPS)] polimerizasyonunu saglayarak silan
miktarinin protein baskilama tzerinde dnemli rol oynadigini bulmusglardir
[63].

Lin ve arkadaslari 3-dimetilaminopropilmetakrilamid-akrilat ile alblGminin
baskilanmasiyla albumin derigimini hassas bir sekilde belirleyebilen MIP-
QCM sensor hazirlamiglardir. QCM’in altin elektrodu albimin MIP ile
kaplanarak hazirlanan sensoru klinik drneklere uygulamiglardir [64].

Hu ve arkadaslari 3-dimetilaminopropilmetakrilat ve tetraetilen
glikoldimetakrilatin molce 1:8 oraninda kullanilarak ¢ozelti ortaminda
albuminin proteinlerden ayrilmasi i¢in bu albimin baskilanmis polimeri
sentezlemiglerdir.  Albumin  baskilanmig  polimerin  adsorpsiyon
kapasitesini ve segiciligini sirasiyla 6.02x10™ g g~ * polimer ve %98.7
olarak bulmuslardir [7].

Hu ve arkadaslari 3-dimetilaminopropilmetakrilat ve
pentaeritritoltetraakrilati  molce 1:11 oraninda kullanarak albimin
baskilanmis polimer sentezlemigler. Sentezledikleri albimin baskilanmig
polimerler igcin monomerin, ¢apraz baglayiclya mol oraninin etkisi ile

polimerizasyon sicakliginin ve zamaninin etkisini incelemiglerdir. Elde
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ettikleri verilere gére MIP igin polimerizasyon sicakliginin ve zamaninin
oldukca onemli oldugunu bulmuslardir [65].

Ghasemzadeh ve arkadaslari molekuler baskilama teknigini kullanarak
klinik orneklerdeki albuminin derigiminin kolay ve hizli bir gekilde
belirlenmesi icin albumine karsi yapay jel antibadileri sentezlerek
serebrospinai sivi (CSF) ve insan plazmasindaki albuminin kantitatif
analizi i¢in kullanmiglardir. Bu teknigin bu vicut sivilarindaki albumini

yuksek kesinlikle belirledigini gostermiglerdir [66].
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5. YORUMLAR

Gergeklestirilen bu tez calismasi kapsaminda, metal koordinasyon ve
yuzey molekuler baskilama tekniginin birlestiriimesiyle insan serum
albuminin (HSA) spesifik taninmasi i¢in yeni manyetik afinite malzeme

sentezlenmistir.

Bunun icin manyetik PGMA mikrokurelerin reaktif epoksi gruplari
kullanilarak, ¢ disli bir ligand olan iminodiasetikasit (IDA) ile metal
iyonunun selatlanmasinin saglanmasi igin kovalent olarak baglandi ve
sonrasinda Cu?* metal iyonunu iceren cozelti ile etkilestiriimesiyle, IDA
ve Cu®*" arasinda koordinasyon kompleksi olusumu saglandi ve
hazirlanan Cu®" takili m-PGMA mikrokiirelere HSA immobilize edilerek
yuzey silan polimerizasyonu vyoluyla HSA'ya spesifik metal
koordinasyonuna dayali ylzey baskilanmis m-PGMA biyomalzemesi

hazirlanmistir.

Metal iyonlari polimerizasyon  sonrasinda kalip  molekulun
uzaklastiriimasini saglayan ¢apraz bagl baskilanmis tabakanin olusumu
sirasinda HSA’nin immobilizasyonu igin baglanma noktalarini olusturur
ve baskilama bosluklari ile birlikte hedef proteinlerin tekrar baglanmasi
icin tanima elementleri olarak davranir. Baglanma noktalari olarak metal
iyonlari kullaniimasi sadece kalip proteinin uzaklastirilmasi ve tekrar
badlanma kapasitesini onemli Olgude arttirmaz ayni zamanda kalip
proteinler icin molekller baskilanmis proteinin afinitesini giclendirmek
icin ek bir mekanizma saglar. Boylece metal koordinasyonu ve yuzey
molekuler baskilama teknolojisinin birlestiriimesi tek bir mekanizmayla

hedef protein i¢in secimliligin artmasini saglar.

Yaklasik 1,7 ym boyutlarinda duzenli kuresel sekilli mikrokureler elde

edilmistir.
m-PGMA mikrokurelerin sisme orani % 34 olarak bulunmustur.

Elde edilen mikrokireler FTIR-ATR analizi ile karakterize edilmigtir. m-
PGMA mikrokiirelere IDA’nin baglandigi saf iDA, m-PGMA ve IDA bagli
m-PGMA mikrokurelerin FTIR-ATR spektrumlari ile dogrulanmigtir.
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Hazirlanan m-PGMA, MIP ve NIP mikrokurelerin yapisi FTIR-ATR, zeta
boyut ve yuk analizi, SEM, EDX, DTA ve TGA gibi gesitli yontemlerle
karakterize edilerek m-PGMA, MIP ve NIP mikrokirelerin basariyla

sentezlendigi sonucuna varilmistir.

HSA baskilanmis ve baskilanmamig manyetik PGMA mikrokurelerin
karakterizasyonu tamamlandiktan sonra HSA adsorpsiyonu ¢alismalari
gerceklestirilmistir ve adsorpsiyon ortaminin pH’nin HSA adsorpsiyonuna
etkisi arastirilmig olup, maksimum HSA adsorpsiyonu pH 6.0 fosfat

tamponunda elde edilmistir.

MIP ve NIP mikroklrelere HSA baglanma kapasitesini incelemek igin
MIP’nin doygunluk adsorpsiyon calismalari gercgeklestirildi. Baglanan
kalip proteinin miktarinin ¢ozeltideki protein derigsiminin dogrusal olarak
artmasiyla baslangigta doygunluk egrisinin egimi hizh bir sekilde
artmigtir. Daha sonra baskilanmis partikuller yluksek derisimde HSA
cOzeltisi ile inkUbe ettiginde baskilanmisg bolgelerin  doygunluga
ulasmasiyla doygunluk egrisi kararli hale ge¢gmistir. MIP ve NIP icgin 1.0
mg/mL’de maksimum HSA adsorpsiyonu sirasiyla 37.64 ve 1.26 mg/g
polimer olarak bulunmustur. Metal koordinasyonunun yanisira MIP
uzerindeki baskilama bosluklari NIP’nin  MIP’den oldukga dusuk
baglanma kapasitesi gostermesine neden olmaktadir. Elde edilen veriler
yuzey baskilama teknigi ile mikrokurelerin yuzey alaninin ve dolayisi ile

adsorpsiyon kapasitesinin arttigini gostermektedir.

Langmuir adsorpsiyon modeli ile teorik adsorpsiyon kapasitesi 46.95 mg
HSA/g polimer olarak hesaplanmistir ve deneysel verilerle uyusmaktadir.
Langmuir korelasyon katsayisi (0.99) Freundlich korelasyon katsayisina
gbre daha yuksek olmasi Langmuir adsorpsiyon modelinin bu sisteme
daha (0.95) uygun oldugunu gostermektedir. Ayrica doygunluk egrisi de
Langmuir adsorpsiyon modeline uyar. Boylece hazirlanan MIP’'de sinirli
saylda baglanma bolgesi iceren bir yluzey uzerine tek tabakali bir

adsorpsiyon gergeklestigi sonucuna varilmistir.

HSA baskilanmis mikrokureler i¢in yalanci birinci derece ve yalanci ikinci

derece R? degerleri sirasiyla 0.893, 0.998dir. ikinci derece kinetik
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hesaplamalarda elde edilen teorik Qe degerleri, deneysel Qe degerlerine
oldukga yakin olmasi ve R? degerleri dikkate alindiginda, yalanci ikinci
derece reaksiyonlarin baskin oldugu gértlmektedir. Bu da adsorpsiyon
surecini kontrol eden hiz sinirlayici basamagin kimyasal adsorpsiyon
olabilecegini onermektedir. Bu da MIP ile HSA arasindaki spesifik

baglanma tepkimesinin kinetik davranigi kontrol ettigini gostermektedir.

MIP’lerin HSA adsorpsiyonuna sicakhdin etkisi 4-50°C arasinda
incelenmigtir. MIP’lerin denge adsorpsiyonu sicaklhigin artmasiyla énemli

derecede azalmistir ve maksimum adsorpsiyona 4°C’da ulasiimistir.

HSA baskilanmis mikrokurelerin 10 kez tekrarlanan adsorpsiyon
calismasinda tekrar kullanabilirliginin ylksek olmasi ve HSA’nin
desorpsiyonun yuksek oranda (%95) olmasi mikrokurelerin adsorpsiyon

kapasitesinde dnemli bir azalma olmadigini gostermektedir.

HSA’nin sahip oldugu imidazol halkasi, gegis metalleriyle selat olusturma
Ozelligine sahiptir ve metal-selat etkilesimleriyle hazirlanan MIP’ler
kovalent ya da kovalent olmayan etkilesimlere dayali MIP’lere goére bir
takim avantajlara sahiptir. Bu avantajlardan biri; kullanilan metal iyonu,
HSA ile selat olusturduktan sonra bir Lewis asidi gibi davranarak hedef
molekllde vyer alan elektron verici bir grupla koordinasyonunu
tamamlamaktadir. Bu nedenle olusan baglanma oldukga segici ve

kovalent olmayan etkilesimlere gore ¢ok daha gugluddr.

Yapilan analizler sonucunda, tekli yarismaci protein ¢ozeltisindeki HSA
baskilanmis mikrokurelerin, K degerlerinin, NIP mikrokurelerin K
degerlerinden daha yuksek oldugu ve NIP manyetik mikrokurelerin
HSA’ya belirgin bir segicilik gdstermedigi halde HSA baskilanmis m-
PGMA mikrokurelerin HSA’ya yuksek segicilik gosterdigi bulunmustur.

0.1 ve 0.5 mg/mL HSA baskilanmigs m-PGMA mikrokurelerin K' degerleri
incelendiginde, baslangi¢c derisimleri 0.1 ve 0.5 mg/mL olan protein
cOzeltileri icin model protein HSA'nin yarismaci proteinlere goére daha
segici oldugu gorulmektedir. Bu sonuglar, HSA baskilanmis m-PGMA

mikrokurelerin diger yarismaci proteinlere gore HSA igin daha yuksek
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secicilik gostermesinden dolayr HSA igin olusturulan aktif tanima

bolgelerinin basariyla sentezlendigini gostermektedir.

= NIP icin m-PGMA Uzerinde tanima bosluklari olmayan bir polimer tabaka
olusturulmasi metal iyonlari ve proteinler arasindaki etkilesimin
zayiflamasina ve dolayisiyla da baglanan HSA miktarinin azalarak hedef

proteine segicilik gostermemesine neden oldu.

Sonu¢ olarak, bu calismada metal koordinasyon ve ylzey molekuler
baskilama tekniginin birlegtiriimesiyle sentezlenen HSA baskilanmig
manyetik mikrokureler HSA'nin yuksek segcicilikle taninmasi igin oldukca

etkin bir manyetik afinite malzeme olarak basariyla sentezlenmistir.
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