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Aerobik ve gram-negatif bir basil olup fermente-edici Ozellige sahip olmayan
Pseudomonas, toprakta, suda ve ¢esitli nemli ortamlarda yaygin olarak bulunmaktadir.
Insanlarda en sik hastalikla iliskilendirilen tiirii, dzellikle baska bir hastaligi1 olan ya da
immiin sistemi baskilamis hastalarin hemen her organ ya da dokusunda enfeksiyona
sebep olabilen firsat¢1 patojen ozelligiyle Pseudomonas aeruginosa’dir. P. aeuginosa,
diger su kaynakli patojenlerden farkli olarak ¢evrede cesitli sicaklik araliklarina ve zayif
besin varligina bile adaptasyon gosterebilir. Polisakkarit yapidaki kapsiilii sayesinde
yiizeylere tutunarak su sistemlerinde hizla sayisini arttirarak biyofilm olusturur. Ozellikle
hastaneler gibi biiylik binalarda su sistemlerine yerleserek hastane i¢inde bulaglara sebep
olabilmektedir. Insan faaliyetlerinin yaygm oldugu cevrelerde yaygin olarak
bulunmaktadir. Ayrica igme suyu iiretimi i¢in yapilan saflastirma islemlerinden sonra bile

aritilan suda P. aeruginosa bulunmasi nedeniyle indikatér bakteriler arasinda



smiflandirilmaktadir. Tiim bu &zellikleri nedeniyle su kaynaklarindan P. aeruginosa’nin

ayristirilmasi halk sagliginin korunmasi agisindan olduk¢a énemlidir.

Yapay molekiiler tanima 6zelliklerine sahip materyallerin tasarlanmasi ve gelistirilmesi
tip, cevresel izleme, gida glivenligi ve ulusal giivenlik gibi ¢ok farkli alanlarda uygulama
alanina sahip, aktif bir alandir. Kriyojeller, 1-100 pm arasinda makro-gozenekliligi
kontrol edilerek ¢apraz-bagli hidrofilik polimer agdan olusan materyallerdir. Kriyojel
elde etmek icin polimerizasyon sonucunda, biiylik gézenekler ve birbirine bagh kriyojel
kanallar olusur. Yiiksek akis hiz1 ve hizl kiitle transferi, karmasik biyolojik drneklerden
bile hiicrelerin karmasik On uygulama siiregleri olmaksizin dogrudan ayrilmasini
mimkiin kilar. Kriyojeller, slipermakrogdzenekleri nedeniyle bakteri hiicrelerinin

baskilanmas1 ve dolayisiyla uzaklastirilmasi i¢in en uygun yapilardir.

Bu ¢alismada farkli derisimlerde P. aeruginosa i¢eren ¢ozeltiler kriyojellerden gegirilerek
uzaklastirilmigtir. Fourier doniistimli kizilotesi spektroskopisi (FTIR), taramali elektron
mikroskobu (SEM) ve sisme deneyleri ile kriyojellerin yap1 ve yilizey morfolojisi

karakterize edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Pseudomonas aeruginosa, bakteri baskilama, molekiiler baskilama,

adsorpsiyon, PHEMA-temelli kriyojel membran.
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Pseudomonas, an aerobic and gram-negative bacillus without fermenting properties, is
widely found in soil, water and various moist environments. The type most commonly
associated with disease in humans is Pseudomonas aeruginosa, with its opportunistic
pathogen feature that can cause infection in almost any organ or tissue, especially in
patients with another disease or immunocompromised. Unlike other aquatic pathogens,
P. aeuginosa can even adapt to various temperature ranges and poor nutrient availability
in the environment. Thanks to its polysaccharide capsule, it attaches to surfaces and
rapidly increases its number in aquatic systems and forms a biofilm. Especially in large
buildings such as hospitals, it can settle in water systems and cause contamination within
the hospital. It is commonly found in environments where human activities are common.
In addition, P. aeruginosa is found in the treated water, even after the purification

processes for the production of drinking water, it is classified among the indicator



bacteria. Due to all these features, the separation of P. aeruginosa from water sources is

very important for the protection of public health.

The design and development of materials with artificial molecular recognition properties
is an active field with applications in fields as diverse as medicine, environmental
monitoring, food safety and national security. Cryogels are materials consisting of a
cross-linked hydrophilic polymer network with controlled macroporosity between 1-100
um. As a result of polymerization to obtain cryogel, large pores and interconnected
cryogel channels are formed. The high flow rate and fast mass transfer enable direct
separation of cells without complex pretreatment processes, even from complex
biological samples. Cryogels are the most suitable structures for the suppression and

therefore removal of bacterial cells due to their supermacropores.

In this study, solutions containing P. aeruginosa at different concentrations were removed
by passing through cryogels. The structure and surface morphology of the cryogels were
characterized by Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), scanning electron

microscopy (SEM) and swelling experiments.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, bacteria imprinting, molecular imprinting,
adsorption, PHEMA-based cryogel membrane.
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1. GIRIS

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan belirlenip listelenmis bazi1 bakteriler i¢in, bilim
insanlarindan acil olarak yeni antibiyotiklerin arastirilmasi ve gelistirilmesi talep
edilmistir. Bu bakteriler, yiiksek énem diizeyine gére ii¢ kategoriye ayrilmustir. Ugiincii
onem (orta) diizeyde Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Shigella spp.
yer alirken, ikinci 6nem (yiiksek) diizeyde Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Helicobacter pylori, Campylobacter spp., Salmonellae, ve Neisseria gonorrhoeae
bulunmaktadir.  Acinetobacter ~ baumannii, = Pseudomonas  aeruginosa  ve
Enterobacteriaceae ise en yiiksek (kritik) diizey kategorisi igerisindedir. Listede yer alan
bakteriler, mevcut en iyi antibiyotiklerden olan karbapenemler ve 3. kusak sefalosporinler

dahil ¢ok sayida antibiyotige direng kazanmislardir ve ¢ogu gram-negatiftir [1].

Bu tez i¢in, kan dolasimi1 enfeksiyonlarina ve zatiirre gibi ciddi ve 6liimciil enfeksiyonlara
da neden olabilen Pseudomonas aeruginosa gram-negatif bakterisi segilmistir. Hastalik
yapict etmen ile konake¢r hiicrenin karsilagsmasi sonucu antibiyotige ihtiyag
duyulmaktadir. Tezde amaglanan konu ise, ilk olarak hi¢ maruz kalmadan Pseudomonas
aeruginosa'yt ortamdan uzaklastirmak veya Pseudomonas aeruginosa'ya maruz

kalmanin olabildigince azaltilmasini saglamaktir.

1972 yilinda Gilinter Wuff ve arkadaslar1 tarafindan ilk kez tanimlanan Molekiiler
Baskilama Teknolojisi, giiniimiizde de bir arastirma yontemi olarak kullanilmaya devam
etmektedir. Molekiiler tanima olay1, iki veya daha fazla molekiiliin kovalent-olmayan
etkilesimler ile bir araya gelerek aralarinda spesifik etkilesimlere sahip olmasidir.
Molekiiler baskilanmis polimerler (MIP) i¢in, fonksiyonel monomerlerin varliginda kalip
molekiile ¢apraz baglanarak sentetik yapi elde edilir. Baslangigta, fonksiyonel
monomerlerin ve baski molekiiliiniin 6n-polimerizasyon kompleksi, yani kalip, kovalent
olmayan etkilesimler (kendiliginden-birlesme) veya kovalent baglanma yoluyla
olusturulur. Fonksiyonel monomerlerin ve ¢apraz baglayicilarin ko-polimerizasyonu,
fonksiyonel monomerlerin kalip molekiile gore uzamsal diizenlemesini sabitlemek igin

gerceklestirilmistir. Polimerizasyon sonrast kalip uzaklastirilir ve hedef molekiile



kimyasal ve mekansal olarak spesifik bosluklar olusturulur. Boylelikle, hedef molekiiller

bosluklara spesifik ve secici olarak baglanabilir [2].

Bu tez kapsaminda Molekiiler Baskilama yonteminden yararlanarak, Pseudomonas
aeruginosa-baskilanmis PHEMA kriyojel membran hazirlanmistir. Pseudomonas
aeruginosa-baskilanmis polimer (MIP) ve Pseudomonas aeruginosa-baskilanmamis
polimer (NIP) i¢in FTIR ile yap1 analizi, taramal1 elektron mikroskobu (SEM) ile yiizey
morfolojisi ve sisme deneyleri karakterizasyon calismalart yapilmistir. Tezin son
bolimiinde ise Pseudomonas aeruginosa-baskilanmis PHEMA kriyojelleri ile

adsorpsiyon ¢alismalar1 gergeklestirilip, kinetik ve segicilik caligmalari tartigilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Pseudomonas aeruginosa

Aerobik ve gubuksu yapiya sahip Pseudomonas aeruginosa, gram-negatif olarak
tanimlanan bir bakteri irkidir. Toprak, bitki ve memeli dokusu dahil olmak {izere
ortamdan izole edilebilmektedir [3]. Bu gram negatif bakteri, kamg¢1 ve biyofilmler gibi
baglayic1 faktorlere sahiptirler, bu 6zelliklerini kullanarak suda ve farkli ortamlarda
yasamsal faaliyet gosterebilirler. Bu sebeple P. aeruginosa, dogal ve yapay ortam tiirleri

olan goller, hastaneler gibi ortamlarda bol miktarda bulunan bir bakteri tiirtidiir [4].

Pseudomonas aeruginosa insanlarda gesitli hastalik ve enfeksiyonlara karsi viicut
direncini degistiren ve neden olan firsat¢1 patojen tiirlerinden biridir (Sekil 1). Bu bakteri
tirli enfeksiyonlara kars1 ve antibiyotik direnci gibi faktor i¢in 6nemli bir yere sahip
olmustur [5,6]. Pseudomonas aeruginosa, yogun bakim tinitesi enfeksiyonlari, kan
enfeksiyonlari, cerrahi islem enfeksiyonlari, idrar yolu enfeksiyonlari, yanik yarasi
enfeksiyonlari, keratit ve orta kulak iltthabi dahil olmak iizere saglik bakimi
enfeksiyonlart ile ilgili firsatgr bakterilerden biri olarak belirtilebilir [7-10].
Pseudomonas aeruginosa ayni zamanda antibiyotiklere kars1 hizli direng gosterebilen ve
ortam kosullarina kars1 olan degisikliklere uyum saglayabilen ¢esitli viriilans faktorleri

tiretebilme yetenegine sahip bir organizma tiiridiir [11].

P. aeruginosa, farkli filumlar ile etkilesime girebilir ancak daha ¢ok ¢esitli mikroplarla
ayni1 anda etkilesime girebilir ve ayn1 anda birlikte var olabilir. Sekil 2.1°de, P. aeruginosa
icin bakteriler (Burkholderia cepacia, Staphylococcus aureus, Prevotella spp.,
Enterococcus faecalis, Streptococcus spp., Acinetobacter baumannii, Stenotrophomonas
maltophilia, Veillonella spp., Actinomyces spp., ve Propionibacterium spp.), mantarlar
(Aspergillus fumigatus ve Candida albicans) ve viriisler (solunum sinsityal viriisii (RSV),
insan rinovirisi, siddetli akut solunum sendromu koronaviriis 2 (SARS-CoV-2) ve grip)

ile aciklanan ana etkilesimleri gostermektedir [12].
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Sekil 2.1. P. aeruginosa'min klinik incelemeleri sonucunda mikrobiyal biyofilm

etkilesimleri [12].

P. aeruginosa, bir enfeksiyon olusturmak i¢in konakgi savunmasindaki zayifliklardan
yararlanir. P. aeruginosa, antibiyotiklere direng gosteren ve insanlara yonelik firsat¢i bir
patojendir. Bakteri, bozulmamis dokular1 neredeyse hi¢ enfekte etmez, ancak bagisiklik
yetmezligi ile kusatilmis herhangi bir dokuyu istila edebilir. P. aeruginosa, 6zellikle
siddetli yanik, tiiberkiiloz, kanser ve AIDS hastalarinda idrar yolu, solunum sistemi,
dermis, yumusak doku, bakteriyemi, kemik ve eklem, sindirim sistemi ve kanda
enfeksiyona neden olur. Daha da 6nemlisi, P. aeruginosa kanser, kistik fibroz (KF) ve
yaniklarla hastaneye yatirilan hastalarda %50 6liimle 6nemli bir soruna neden olur [13].
Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri (CDC) uyarinca, ABD hastanelerindeki P.
aeruginosa enfeksiyonlarinin genel insidansi ortalama %0,4'tiir (1000 taburcu edilen
hastada 4) ve bakteri dordiincii en yaygin izole hastane kaynakli patojendir ve tiim hastane
kaynakli enfeksiyonlarin %10'unu olusturur. P. aeruginosa, 0.5-0.8 pm x 1.5-3.0 um

cubuk sekli gosterir. Bakteri irklari, tek bir polar kamgi ile hareketlidir. Metabolizma,



oksijen-temelli solunumdur, ancak bu her yerde bulunan bakteri, Oz yoklugunda, NOs

varhiginda biiyiiyecektir [14,15].

Dogadaki tipik Pseudomonas, bir yiizeye veya substrata bagli olarak biyofilm
bicimlerinde veya kamgisini kullanarak aktif olarak yiizen tek hiicreli bir organizma
olarak planktonik bir formda bulunabilir. Ger¢ekten de Pseudomonas, vahsi yasamdan
veya hastalardan alinan 6rneklerde goriildiigii gibi kuvvetli, hizli-yiizen bir bakteridir

[16].

P. aeruginosa, dogal ortamlarda tipik bir psdédomonad olmayabilir. P. aeruginosa'nin
basit bir besin kaynagina ihtiyaci vardir ve damitilmis suda bile ayn1 zamanda
biiyliyebilir. P. aeruginosa ayrica asetat (karbon kaynagi) ve amonyum siilfat (azot
kaynagi) igeren bir ortamda da iyi biiyliyebilir. Biiyiimeleri i¢in optimum ortam sicakligi
37°C'dir. Fakat P. aeruginosa 42°C'ye kadar cikabilen sicakliklarda da biiyiime
gosterebilmektedir [17]. P. aeruginosa, yiiksek derisimlerde tuzlara ve boyalara ve birgok

antibiyotige kars1 direng gostermektedir [14].

P. aeruginosa izolatlari {ig tiir koloni gosterir. Toprak ve sudan elde edilen dogal izolatlar
genellikle kiigiik ve piiriizlii bir koloni sahip iken, Kklinik izolatlar ise diizgiin koloni
tirleridir v nu izolatlar bazen biiyiik, piiriizsiiz, diiz kenarli bir goriinime sahip
olabilmektedir. Solunum ve idrar yolu salgilari, mukoid tiir olarak da gosterebilir. P.
aeruginosa'nin iki farkli ¢éziinebilir pigmente sahiptir, floresan pigment piyoverdin ve
mavi piyosiyanin. P. aeruginosa'nin neden oldugu iltihap olusturan enfeksiyonlar tipik
bir mavi renkte iltihaba neden olur ve bu iltihaba piyosiyanin olarak adlandirilmaktadir.
Piyoselin (piyosiyaninin bir tiirevi) bir siderofor (demir tastyici) olur. Ayn1 zamanda bu
patojenin biiyiimesini stirdiirmek i¢in konak¢idan ortamdan ve diisiik-demirli ortamlarda
demir alabilir. Piyosiyanin, insan burun kirpikleri ve solunum epitelinin normal islevini
bozarak pro-inflamatuar cevaplarini atesleyebilir [18]. Floresan pigmentler i¢in higbir

virlilans kanit1 agiklanmamustir.



2.1.1. Biyofilm Olusumu

Antibiyotiklere ve bagisiklik sistemlerine karst duyarlilik gosteren biyofilmler; P.
aeruginosa i¢in, KF akcigerinde olusan biyofilmler antibiyotik direnci gostermektedir ve
ayni zamanda baglican 6liim nedenlerinden biri sayilmaktadir. Asir1 aljinat iireten P.
aeruginosa iwrklar1 tarafindan olusturulan biyofilmler, antimikrobiyallere ve konakg1
bagisiklik sistemlerine karsi direncin tesvik edilmesi yoluyla KF hastalarinda P.
aeruginosa'nin kaliciligia neden oldugu diisiiniilen yiiksek diizeyde yapilandirilmis bir
mimari gosterir [19]. P. aeruginosa biyofilmlerinin neden oldugu baslica enfeksiyonlari
gostermektedir: kistik fibroz, yaralar, tibbi cihazlar {izerinde biyofilm biiyiimesine bagl
enfeksiyonlar ve 6zelikleri (Sekil 2.2). Sema, biyofilmlerde P. aeruginosa biiyiimesine
yol acan baglica nedenleri gostermektedir. Asirt mukusla dolu olan bir akcigerin
alveolleri, kistik fibroz (KF) enfeksiyonlar1 ve tibbi cihazlar sonucunda olusan
enfeksiyonlar, yara enfeksiyonu i¢in cilt yaralar1 6rnek olarak gosterilir ve son olarak ise

keratit enfeksiyonlarina géz de olusan enfeksiyonlar da dahil edilebilir [12].
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Sekil 2.2. P. aeruginosa bakterisi i¢in biyofilmlerinin temel 6zellikleri ve enfeksiyon

sonuglari [12].



Bazi P. aeruginosa irklart aljinat tiretemezler fakat biyofilm olusturabilir. Bu tiirlerin
olusturdugu biyofilmler, psl ve pel lokuslar1 tarafindan kodlanan bir polisakarit
matrisinden olusur. Psl lokusu, hiicre-yiizey ve hiicre-hiicre etkilesimlerinin yani sira
biyofilm olusumunda 6nemli bir rol oynayan mannoz agisindan zengin polisakaritleri
kodlar [20]. P. aeruginosa ayrica zar adi verilen sivi-hava yiizeyinde biyofilm
olusturabilir. Zar, glikoz agisindan zengin bir polisakkarittir ve pel lokusu, mukoid
olmayan P. aeruginosa biyofilm matrisinin glikoz agisindan zengin bileseninin sentezi
icin genler igerir. DNA ayrica P. aeruginosa biyofilminin ana matris bilesenidir.
Arastirmacilar, DNaz uygulamasinin P. aeruginosa'da biyofilm olusumunu
engelleyebilecegini ve hatta tamamlanmis biyofilmlerin dagilmasini baglatabilecegini
bulmustur. ilerleyen caligmalar ile birlikte, biyofilmlerdeki DNA'min P. aeruginosa
genomik DNA'sina karsi benzerlik gos, bu da bu DNA'nin biitlin-hiicre lizizinin sonucu

olabilecegini diisiindiirmektedir [19].

2.2. Molekiiler Baskilama Yaklasimi

Molekiiler tanima yonteminin dogada sonsuz sayida uygulamasi vardir; enzimatik kataliz,
antikor-antijen tanima, hiicre iletisimi ve diger biyolojik islemlerde kullanilir [21].
Molekiiler baskili polimerlerin (MIP'ler), yliksek kararliliga, hazirlanma kolayligina ve
diisiik maliyete sahipken biyomolekiiler tanima mekanizmasini taklit ettikleri i¢in segici
molekiiler tanima bolgeleri tasiyan en umut verici sentetik malzemeler oldugu
gosterilmigtir [22]. 1970'lerde Wulff ve ark. sentetik bir polimer matriste 'substrat’
molekiiliinii islevsel ve yapisal olarak tamamlayict olan baglanma bdlgelerinin
olusturulmasint iceren Molekiiler Baskilama Teknolojisini (MIT) uygulamak i¢in
kovalent bir yaklagim kullandi. Analitler (veya kaliplar) 6nce monomerlerle birlestirildi
ve bunlar daha sonra polimerlestirildi [23]. Polimerler, kaliplar1 sterik ve kimyasal olarak
tamamlayict olan bosluklar olusturmak i¢in oyulmustur. Kaliplar ¢ikarildiginda, kesin

baglama bosluklari, kaliplar ve analoglari arasindaki farki anlatacaktir [24,25].
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Sekil 2.3. Molekiiler baskilamada uygulama adimlarinin sematize edilmesi.

Molekiiler baskilama yaklasiminda, fonksiyonel ve ¢apraz baglanan monomerler, bir
kalip molekiil (analit) varliginda kopolimerize edilir ve li¢ boyutlu bir polimer ag1
olusturulur. Molekiiler baskilama yaklasiminda oOncelikle fonksiyonel monomer
baskilanir daha sonra polimerize edilecek molekiil ile kompleks olusturulur. Fonksiyonel
monomerlerin, ¢apraz bagli yapilar tarafindan belirli bir pozisyonda tutulurlar. Daha
sonraki asamada kalip molekiil ortadan kaldirilir ardindan kalip boyut ve sekil
bakimindan tamamlayici bdlgelerin tanimlanmasini ve belirlenmesini agiklar. Boylece,
polimer matrisinde artik kalib1 yiiksek 6zgiilliikkle yeniden baglayabilen bir molekiiler
bellek kalir. Molekiiler baskilama yontemine yaklasim prosediiriiniin sematik gdsterimi

Sekil 2.3’te gosterilmektedir.

Molekiiler baskilanmis polimer (MIP), polimerizasyon isleminin ardindan bir
ekstraksiyon islemi uygulanmaktadir. Bu islem ile polimer kalibin g¢ikarilmasiyla
bosluklar ve gozenekler olusur, bu yapilar polimerin sec¢ici baglanma bolgeleri olarak
nitelendirilmektedir. Polimerin segici baglanma bdlgeleri, yapida hedef molekiillerin
tanimlanmasi1 kolaylastir. Bu bolgeler yapinin islevini, boyutunu, seklini ve 6zelliklerini
tanimlamaktadir [26,27]. MIP’ler genellikle yiiksek afinite ve secicilige sahiptirler,
fiziksel ve kimyasal kararliliklar1 yiiksektir. Hazirlama maliyeti, dayanikliliklar ve diisiik
maliyetleri gibi bir¢ok avantaja sahiptirler [28]. Bunlarin neticesinde molekiiler
baskilama yontemi son zamanlarda bilim insanlari tarafindan biiyiik ilgi gérmekte olup,
kimyasal ve ilaglar gibi ¢esitli hedef molekiiller i¢in oldukca sik kullanilmaya devam

edilmektedir.



Molekiiler baskilanmis polimer (MIP) bilesenlerinin olusumu igin; bir kalip molekiil, bir
capraz baglayici, bir c¢oziicli, fonksiyonel monomer ve polimerizasyon igleminin
baslamasi i¢in gerekli olan baglatici igerir. Bu bilesenler MIP’1n olusum siireci, polimerik
yap1 elde edilebilmesinde 6nemli bir yere sahiptir [26]. MIP’lerde molekiil tespitin
gerceklesmesi i¢in dncelikle kalip molekiil ve fonksiyonel monomer arasindaki etkilesim
sonucunda uygun bir kavite olusumu saglanarak olusmaktadir. Uygun fonksiyonel
gruplariyla, kalip [27] ve fonksiyonel monomer arasinda kararli bir kompleks olusumu
saglanir. Capraz baglayicilar bu siiregte kalip molekiil etrafindaki fonksiyonel guruplara
ait monomerin baglarini sabitler. Clinkii kalip molekiil ¢ikarilmasi sonunda MIP’ nin sert
yapist korunmus olarak kalir. Baska bir deyisle, capraz baglayici, polimerin seklini
sabitlemek ve stabilitesini korumak icin bir yapistirici/yapistirict islevi goriir [28].
Polimerizasyon isleminde gozenek olusturucu olarak kullanilan ¢dziiciiler porojenler

olarak adlandirilir. Bir dispersiyon ajani olarak da kullanilabilmektedir [26].

Son zamanlarda, molekiiler baskilanmis polimerler (MIP), antibiyotikler, sentetik
hormonlar ve organik boyalar gibi kirleticilerin secici ekstraksiyon analizlerinde tercih
edilmistir. MIP ile kullanilan farkl tekniklerin sematik bir diyagrami saglanmistir (Sekil
2.4). Dort ana molekiiler baskilama teknigi tiirii vardir: DMIP: Model molekiiler
baskilama polimer-bazli ekstraksiyon; MIP-SPE: Molekiiler baskilama polimer-bazli
kati-faz  ekstraksiyonu; MMIP: Manyetik molekiiler baskilama polimer-bazli

ekstraksiyon; MIP sensorii: Molekiiler baskilama polimer-bazli sensorler [29].
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Sekil 2.4. Molekiiler baskilama temelli farkl: tekniklerin sematik diyagrami [29].

2.2.1. Molekiiler Baskilama Yapilmis Polimerler

Molekiiler baskilanmis polimerler (MIP'ler), antijen-antikor eslesmesinin sentetik
analoglar1 olarak da iyi bilinir. "Anahtar-kilit" uyumu ile kalibi ¢ikarmak istenilen
molekiiliin secici sekilde baglanmasi sonucu {iretilir. Cevre kosullarma uyum, diistik
maaliyet ve dayaniklilik gibi konularda MIP'ler avantaj saglar. Kullanim igin sicaklik
aralig1 genistir. Bu gézden ge¢irmenin sonraki bir boliimiinde ayrintili olarak agiklanacak

olan birden ¢ok {iretim yontemi vardir, ancak tiim yontemler ayn1 temel taslag: takip eder:

(1) kovalent olarak bagli kalip veya hedef molekiilii iceren bir polimer {iretilir

veya kovalent olmayan bir sekilde, konak¢inin fonksiyonel bir grubuna,

(2) kalip molekiil, polimer konakg¢idan ¢ikarilir ve yeniden baglanma i¢in hedefe

0zgl bir bosluk birakilir ve

(3) MIP, hedef igeren numuneye maruz birakilir ve kavite, karmasik bir

numuneden hedef molekiilii segici olarak alir.
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Sentetik reseptdrlerin ek bir avantaji, 6zellikle kiiciik molekiiller s6z konusu oldugunda
evrensellige yakin olmasidir. MIP'ler, hedeflenen her molekiil i¢in elde edilebilirdir.
Antikorlar makromolekiiller oldugu i¢in diger kiigiik molekiillere gore daha kolay tiretilir.
Bu MIP'ler dogal antikor maliyetlerine gore daha ucuzdur [30]. Yiizey molekiiler
baskilanmis polimerler (SMIP'ler), kalip ile fonksiyonel monomerlerin bir kompleks
olusturdugu polimerizasyon dncesi adim, monomerlerin kalip ve ¢apraz baglama maddesi
varliginda polimerlestigi polimerizasyon adimi ve son adim olarak kalip uzaklagtirmayla

ti¢ hazirlik siireci igerir [31].

2.2.2. Molekiiler Baskilanmis Polimerlerin Hazirlanmasi

2.2.2.1. Kaliplar ile Monomerler Arasinda Yer Alan Etkilesimler

Kaliplar ile fonksiyonel monomerler arasinda kovalent etkilesim, kovalent olmayan
etkilesim ve yari-kovalent etkilesim olmak iizere {li¢ farkli etkilesim baskilama isleminde
yer almaktadir. Ancak kolay olmasina dayanarak, en ¢ok kullanilan kovalent-olmayan

bagdir.

A) Kovalent monomerler

OH = HoN 0 /©/\
Q\/ Hor®-on /\©vo @\/ >Lo)Lo

4-vinil benzen borik asit 4-vinil benzaldehit 4-vinil anilin tert-butil p-vinilfenilkarbonat

B) Kovalent olmayan monomerler

o]
0 F O 0
0 F OH
0/
s, \HLOH F%OH YL N

akrilik asit (AA)  metakrilik asit (MAA) triflorometil akrilik asit (TFMAA) metil metakrilat (MMA) p-vinilbenzoik asit

(0]
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= = 2 = 2 = NN

itakonik asit 4-etilstiren stiren 4-vinilpiridin (4-VP)  2-vinilpiridin (2-VP)  1-vinilimidazol

Sekil 2.5. MIP’de yaygin olarak kullanilan monomerler. (A) Kovalent monomerler (B)

Kovalent olmayan monomerler.
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2.2.2.2. Kovalent Etkilesimler

Bu etkilesimler, kalip molekiiller ile fonksiyonel monomerlerin arasinda bulunan tersinir
kovalent baglarla ilgilidir ve bu baglarin polimerizasyon sonrasi kalibin kimyasal
boliinmesiyle polimer matrisinden ayrilir [31-33]. Kovalent etkilesimlerin giiciinde,
tanima bolgelerinin tek tiir dagilimini belirlemek ve 6zel-olmayan etkilesimleri azaltmak
kovalent etkilesimlerin avantajlarindan olsa da bu yaklagimin sinirlari, kovalent baglarin
giicli nedeniyle termodinamik dengeye gelmenin zorlugunu [29] ve sonucunda birkag
hedef molekiilii [34] tanimasim igerir [31]. Genel olarak, tiim hedefler, baskilama
islemine katilmak i¢in bir veya daha fazla polimerize edilebilir grup ile tiirevlendirme
yetenegine sahip degildir, bu da kovalentin uygulama kapsamini biiyilik Ol¢lide azaltir

[35].

2.2.2.3. Kovalent-Olmayan Etkilesimler

Kovalent olmayan yaklagimin, kovalent etkilesime kiyasla tercih edilen birgok avantaji
bulunur. Ciinkii van der Waals kuvvetleri, hidrojen baglar1 ve iyonik etkilesimler gibi
fonksiyonel monomer ile kalip arasindaki etkilesimlerin olusumunu esas alir [29].
Ayrintili olarak, kovalent olmayan baskilama, prosediiriin basitligi ve ¢esitli monomerleri
(metakrilik asit [36], 4-vinil benzoik asit [37], akrilamid [38], vinil pirolidon [39], 2-
hidroksietil metakrilat [40], vb.) kullanma ve genis bir molekiil spektrumunu hedefleme
olasihig: ile karakterize edilir [31,41-43]. Kovalent-olmayan baskilama, fonksiyonel
monomerlerin ve kaliplarin, kalip-monomer kompleksleri olusturmak i¢in kovalent-
olmayan etkilesimler (hidrojen bagi, elektrostatik etkilesim, hidrofobik etkilesim, metal
selatlamasi, koordinasyon, vb. gibi [29]) yoluyla kendiliginden bir araya gelerek dnceden

diizenlendigi anlamina gelir.

2.2.2.4. Yan-Kovalent Etkilesimler

Yari-kovalent etkilesim, kovalent ve kovalent-olmayan etkilesimlerin birlestirilmesiyle
elde edilir. Kalip ve fonksiyonel monomerler arasindaki ©&n polimerizasyon
etkilesimlerinin kovalent oldugu, yeniden baglanma asamasinin ise kovalent olmayan
etkilesimlerle karakterize edildigi ara yar1 kovalent etkilesimlerdir. Bu etkilesim tiiri,
yeniden baglanma fazindaki hizli baglanma kinetigi ile 6n-polimerizasyon kompleksinin

olusumundaki yiiksek afinite ile birlesimini miimkiin kilmaktadir. Bununla beraber,
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kovalent yontemde hem bazi sinirlandirmalar ¢oziilememektedir hem de agir kimyasal

sentez ve ayirma gelisimini engellemistir [29,35].

2.2.3. Molekiiler Baskilanmis Polimerlerin Bilesenleri

2.2.3.1. Kalip Molekiil

Kalip molekiil, polimer matrisinden uzaklastirildiginda seklini ve fonksiyonel grubunu
tamamlayict bosluklar birakan molekiiler baskilamada monomere bagli olan ilgili
molekiildiir [44]. Kalip molekiil, benzen gibi kiiciikk molekiilleri ve peptitler gibi daha
biiylik molekiilleri igerir. Fonksiyonel monomer ve kalip molekiiliin arasinda, kimyasal
ve fiziksel etkilesimler beklenmektedir. Iyi bir 6n-polimerizasyon kompleksi icin érnek
olarak, kalip molekiil hidroksil grubuna sahip aramotik bir yap1 ve fonksiyonel grup
karbonil verilebilir. Bu durum, fonksiyonel monomer ile kalip molekiiliin arasindaki n-nt
etkilesimi ve hidrojen bagindan kaynaklanmaktadir. Dikkate deger, yliksek sicakliklarda
kararsizlik, polimerize olabilen gruplarin varligi ve polimerizasyon siirecini inhibe
edebilen gruplar gibi nedenlerle molekiiler baskilamada tiim kiiglik veya biiyiik
molekiiller bir kalip molekiil olarak islev géremez [44]. Hem polimerizasyon kosulunda
uygun ¢oziinilirlik hem de diisiik maliyet bir kalibin kalip molekiil seciminde énemli
olmaktadir. Kalibin varlig1 ¢ok 6nemli olmasina ragmen, bu MIP'lerin sentezinde ciddi
bir zorluk olmayabilir. Ciinkii yap1 ve 6zelligine gore gercek kalip molekiile benzer olan
bir model kalibin kullanilmasi, kalip molekiilin yerine kullanilmasii saglar [45].
Tamoksifen ve metabolitlerinin uzaklastirilmasi i¢in kalip olarak klorlu bir taksimofen-
benzeri yap1 olan klomifen 6rnek olarak verilebilir [46]. Hem benzer 6zellige sahip olan
daha kii¢iik molekiillerin kullanim1 hem de yiiksek molekiil agirlikli biyomolekiillerin
baskilanmasi agisindan bu yaklagim kullanilmistir [25]. Kullanilabilirligin 6tesinde,
polimerizasyon kosulu altinda kalip molekiiliin kararsizlig1 ve zayif ¢oziintirliigli, model
bir kalibin kullanilmasini1 gerektirebilir [44]. Literatiirde iyi bir secicilige sahip ikili ve
coklu kalip baskilama yer aldig1 icin, kalip molekiiliin kesinlikle tekli bilesik olmasi

gerekmedigi 6nemli bir sonugtur [47].
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2.2.3.2. Fonksiyonel Monomer

Polimerizasyon iglemi sonrasi iig-boyutlu ¢apraz baga sahip yapinin iskeletini molekiiler
baskilamada olusturan fonksiyonel monomerdir. Kalip molekiil ile molekiiller arasi
etkilesimi artirabilen islevsel monomer, yeniden-baglanma sirasinda kendini tekrar
edebilmesiyle bir On-polimerizasyon kompleksini olusturur. Ortaya ¢ikan MIP'ler
iizerinde aktif bellek bolgeleri elde edilir [45]. Ozel olarak kendiliginden-birleserek
sentezlenen MIP'ler igin, en az 1:4'liikk bir kalip-monomer oranina gerek duyulur [44]. Bu,
fonksiyonel monomerin kalip molekiile gore fazla olmasinin beklendigini ve boylece
sentezlenen MIP'lerin miktarini arttirdigini gosterir. Diger tiim polimerlerin sentezinde
oldugu gibi, fonksiyonel monomer, ko-polimerizasyona girebilen iki veya daha fazla
monomerin bir kombinasyonu olabilir [45]. Kopolimerizasyon ihtimali haricinde, MIP'ler
icin bir destek olarak da matrisler kullanilabilir. Bunun ¢ok iyi bir 6rnegi Qu ve ark. [48]
tarafindan, destek olarak silika jele bagli modifiye edilmis B-siklodekstrin ile akrilamid
bazli MIP'nin sentezinde gosterilmistir. Molekiiler Baskilanmis Polimer i¢in 6zgiilliik, bir
analit (kalip) ve yapisal analoglardaki fonksiyonel gruplarin ayrimi ile arttirihir [49].
Ayrica, bazi fonksiyonel monomerler, sahip olduklar ¢ok sayida islevsellik ile ¢apraz-
bag olusturma kabiliyetlerinin bir sonucu olarak ¢apraz baglanan monomerler olarak
adlandirtlir  [50]. Molekiiler baskilamanin maliyetini azaltmanin yani sira, bu
monomerlerin seti, ¢apraz baglayict kullanimi agamali olarak kaldirildigindan yeniden
baglanma siirecini iyilestirme sansina sahiptir. Kayda deger, diisiik bir monomer-gapraz

baglayici orani, yeniden baglanma siirecini engeller [47,51].

2.2.3.3. Capraz Baglayici

Polimerlerdeki c¢apraz-bagin derecesi, elde edilen MIP'nin mekanik kararliligi,
morfolojisi ve baglanma bolgesinin kararlilig1 i¢in temeldir. Bu nedenle, ¢apraz baglama
ajani, fonksiyonel monomere kiyasla ¢ogu zaman cok fazladir. Bu, kismen makro
gbzenekli bir morfoloji elde etmektir. Tiim capraz baglayicilardan EGDMA, bir dizi
monomer ile uyumlulugu ve bulunabilirligi nedeniyle rutin MIP'ler sentezi i¢in en yaygin
olarak kullanilan ¢apraz-baglayicilardan biri olmustur. Polimerizasyondan sonra kararli
bir ag eldesi i¢in, fonksiyonel monomer ve ¢apraz baglayici arasinda iyi bir kimyasal
etkilesim bulunmalidir. Bu, fonksiyonel monomerler olarak akrilamid [48] 4-vinilpiridin,

ve metakrilik asit [46] ile ¢apraz baglayici olarak etilen glikol dimetakrilik asit (EGDMA)
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kullanan bazi yayinlarda agikca goriilmektedir; ¢apraz-baglayici olarak tris (2,2'-
bitiyofen-5-i) metan ve monomer olarak 2,2" (bitienil) metan [52]; ¢apraz baglayici
olarak divinil benzen ve monomer olarak 4-vinil piridin [53], sadece birkaginin ismidir.
Ilging bir sekilde, bir ¢apraz baglayict bazen fonksiyonel monomer olarak da islev
gorebilir. Bu konuda ¢ok iyi bir 6rnek, Fatma ve ark. [54] burada akriyollenmis-grafen
oksit/karbon siyahi kompozit, ¢apraz baglayici ve fonksiyonel monomer olarak islev

gormiistiir [47].

2.2.3.4. Porojenik Coziicii

Porojenik ¢oziicii olarak adlandirilan, MIP'nin diger tiim bilesenlerini tek bir faza getiren
¢oziicli, MIP i¢in hem gézenek olusumunda hem de morfolojisini kontrol etmede 6nemli
bir rol oynar [55]. lyi porojenik ¢oziiciiler, MIP'lere uygun gozenek yapisi ve boyutu ve
ayrica yiizey alan1 saglarken, MIP sentezinde kalip-monomer On-polimerizasyon
kompleksi olusumunu destekleyen bir ¢oziicii tercih edilir. Polar-olmayan bir aprotik
¢oziicii toluen ve tetraklorometan gibi, hidrofilik kuvvetler ile kalip-monomer kompleksi
olusumunu yonlendirmesi beklendiginde iyi ¢oziiciiler kullanilir. Hidrofobik kuvvetlerin
onemli oldugu durumlarda da su tercih edilir [44]. Bu mantik yiiriitme bi¢imi, klomifen
ve metakrilik asidin (MAA) sirasiyla kalip molekiil ve monomer olarak kullanildig1
tamoksifen baskilanmis polimerin sentezinde gergeklestirilmistir ve ikisi arasinda H-
baginin ortaya ¢ikma olasiligt vardi [46]. Orta polariteye sahip aprotik bir ¢oziicii olan
asetonitril, polar ¢dziicli olarak se¢ilmistir ¢iinkii asetonitrilin MAA ve klomifen ile
hidrojen bag1 i¢in rekabet etme olasiligimin diisik olmasi beklenmektedir

Enantiyomerlerin molekiiler tanimasi, bu ¢oziiciilerin se¢iminin de 6nemli etkendir

[45,47].

2.2.3.5. Baslatici

MIP'lerin temel bilesenlerinden biri baslaticilardir. Ozellikle de serbest radikal
polimerizasyonununda, termal veya fotokimyasal yol ile serbest radikaller elde edilir.
Termal ve fotokimyasal olarak kararli olmayan taslak molekiil, sirasiyla termal ve
fotokimyasal olarak aktive edilmis baslaticilar kullanilarak polimerize edilmeyecektir.

Polimerizasyon i¢in diisiik sicaklik kullanilmas1 gerektiginde, fotokimyasal olarak aktif
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baslaticilar uygulanir [44]. MIP'lerin temel bilesenleri, Cizelge 2.1'de daha net olarak

verilmisgtir.

Cizelge 2.1. Molekiiler baskilamada kullanilan bazi fonksiyonel monomerlerin, bazi

capraz baglayicilarin ve bazi baslaticilarin yapilart [47].

MIP Isim Yap
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= | NH,
NS
N
3-aminofenil boronik asit (3-
APB) _OH
HoN I?
OH
N-(3-hidroksi fenil) maleimid 0]
(NHPM) /

16



Capraz
baglayicilar

Pirol

Anilin

Z
I
N

o-fenilen diamin (0-PD)

N

Etilen  glikol  dimetakrilat
(EGDMA)

<. 0 Q4
2015
if

@)

Divinil benzen (DVB)

:

Trimetilolpropan  dimetakrilat 0]
HO
TMPD
" Aoty
@)
1,3-diizopropenil benzen
(DIPB)

P

N,N'-1,3-fenilenbis(2-metil-2-
propenamid) (PBMP)

2
:gzo

1,4-diakriloil piperazin (DAP)

-
-
D

O

17



Tris(2,2'-bitiyofen-5-il) metan

Azo bis izobiitironitril (AIBN) N <
A +N
Baslaticilar N Ny N

Benzoil peroksit (BPO) 0
.0
O
O
2,2'-Azobis(2,4-
dimetilvaleronitril) (ABDV) |
N N
Il
N
4,4'-azobis(4-siyanovalerik asit)
(ACVA) | O
HO N
N* OH

2.3. Kriyojeller

Ug-boyutlu yaprya sahip olan yapi iskeletleri ve matrisler, biyomedikal alanda sik¢a
kullanilmaktadir. Hidrojeller de bu alanda yaygin kullanilmasina ragmen, gozenek
boyutunun kiiclik, mekanik ozelliklerin zayif olmasi ve smrli difiizyon sebebiyle
uygulamay1 zorlastirir [56]. Alternatif matris olarak kriyojeller, biyomedikal alanda
vazgecilmezdir. Bir ¢oziicli i¢inde ¢Oziinmiis polimerik/monomerik baslaticilarin

kontrollii bir kriyotropik jel olusumunu iceren kriyojelasyon islemi ile olusturulurlar ve
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bdylece "kriyojeller" adimi verirler. Kriyojeller, kirk ila elli y1ldir tanimlanmis teknoloji
olmasmma ragmen, son on yilda biyomedikal ve endiistriyel gibi alanlarda
kullanilmaktadir. Ciinkii yeni bir translasyonel platform, gelisen gozenekli yapi
iskeletlerinin sayesindedir [57-59]. Cok yonlii kullanilabilen Kriyo-yapilandirma ile
gbzenek yapisi ayarlanabilir. Bu sayede yeni yapilar elde edilip olusturulabilir. Yiizey
alan1 ile adsorpsiyon kapasitesinin yiiksek olmasinin yani sira siinger dokuya da sahip
kriyojeller, uygulama alanina gore sentezlenir. Cesitli 6zellikleri ile istenilen ihtiyaglari

karsilamak icin 6zel olarak hazirlanir.

Kriyojeller, farkli gozenek yapisi, degisen gbézenek boyutlari, degistirilen sisme
kapasitesi, kilcal hareket, yiiksek sikistirilabilirlik ve ayarlanabilir mekanik 6zelliklere
sahip elastikiyet ile tiretilebilir. Kriyojellerin kendi dogasi geregi sahip oldugu 6zelliklere,
farkl1 6zellikler de katilabilir. Bu tiir 6zelliklerin adaptasyonu dncelikle polimer/monomer
tiirtine ve derisimine, ¢apraz baglayici derisimine, donma sicakligina ve donma yolunun
kontrolilne baghdir. Baslangicta, kriyojeller iiretilmistir ve karakterize edilmistir,
ozellikle biyomedikal uygulamalar i¢in kriyo kosullarinin jel yapist lizerindeki etkisi
incelenmistir [60-64]. Ardindan, g¢esitli biyoiiretimler saglamak icin kriyojellerin

gozenekli yapisina hapsederek ve hareketsizlestirilerek uygulanir [65,66].

Ayrica, kriyojeller biyo-ayirma ve saflastirma uygulamalarinda kromatografi teknikleri
icin kullanilmistir [67-69]. Kriyojellerde dogal polimerlerin kullanimi ve karakterize
etme yontemlerinin gelistirilmesine iligkin farkli arastirmalar ve artan ¢alisma alanlari
olmustur. Son yirmi yilda, kriyojeller, hiicre ayirma, kromatografi, ¢evresel iyilestirme,
biyomedikal miihendislik, doku miihendisligi ve rejeneratif tip ve daha 6nceki raporlarda
kapsamli bir sekilde tartisilan diger bircok uygulama dahil olmak {izere c¢esitli
uygulamalar igin yaygin olarak kullanilmistir [66,70-72].

2.3.1. Kriyojelin Elde Edilmesi

Pasif bir matris olarak kullanilan kriyojeller, gelecekte daha da degerlenecek bir yapi
iskelesine doniismiistiir. Sifirn-altindaki sicakliklarda elde edilen polimerlerin essiz

ozellikleri ile bu kriyoyapinin anlasilmasi 1980 yillarinin sonuna dogru olmustur [62,73].
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Kriyojellerin birbirine bagli makro-gdzenekleri, besinlerin ve oksijenin hiicrelere
tasinmasini ve metabolik atiklarin hiicrelerden kolayca uzaklastirilmasini saglar [74,75].
Hidrofilik ve ag yapidaki siiper-makro gozenekli yapiya sahip jeller, kriyojel olarak
tamimlanir [76]. Serbest radikal polimerizasyon iiriinii olan kriyojeller, suyun donma
noktasi altinda monomer ve baslaticilar ortama katilarak elde edilir [67,77]. Donmus
asamada polimerdeki buz kristalleri, birbirine bagl siiper makro-gdzenekli yapi1 olusturur

[78,79]. Kriyojelin elde edilme siireci, Sekil 2.6'da dzetlenmistir.
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sulu ¢ozeltileri |Y Monomer @ Capraz baglayier N Polimer |

Birbirine bagh gizeneklilik

Sekil 2.6. Kriyojelin elde edilme siirecinin sematik gosterimi. Ilk olarak uygun
monomerler, ¢apraz baglayicilar ve baslaticilar ile polimer ¢ozeltisi hazirlanmistir. Sifirin
altinda 17-24 saat boyunca polimerizasyon islemi gergeklesmis ve kriyojellerin

¢Ozdiiriilmesi oda sicakliginda gergeklestirilmistir.

Kriyojelasyon i¢in baslatici ¢ozelti, bagli ¢oziicii ve serbest ¢oziicii olarak siniflandirilan
polimer/monomer/¢apraz baglayici ve c¢oziiciiden (6rnegin su) olusur [80]. Giicli
etkilesim, ¢ozlinen ile suyun arasindaki bagdan kaynaklidir. Serbest halde bulunan su,
¢ozilinenin molekiillerinden bagimsiz haldedir [57,81]. Bunun sonucunda bagli halde
bulunan su, yiiksek derisimde baslatic1 ¢dziinen molekiiller igerir. Istenilen donma

kosullarinda, kriyo-derisime baglatict molekiiller neden olur [82].
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Kriyo-derisim, donmamis bir sivi mikrofazin (ULMP), sicakliga-bagli yiiksek derisimde
¢Oziinen, yani minimum miktarda ¢oziicii i¢inde baslaticilarin olusumunu igeren bir
olgudur. Bununla birlikte, bagh fazdaki baslatict molekiillerin tepkimesini hizlandirarak,
giiclii bir polimerik ag olusumuna ve polimerizasyona yol agmustir [81]. Baslatici
¢ozeltisinin igerisinde, dagilmis halde baslaticilar ve ¢oziicii bulunur. Bu ¢6zeltinin,
¢oziicli donma noktasina kriyojenik maruz kalmasi ile buz kristal olusumu ve baslatici
polimerizasyonu goriiliir. Polimerizasyondan daha 6nce buz kristal olusumu baglar.

Kriyo-derisimin iyi bir sekilde gerceklestigi teknik olarak anlasilir.

Ayrica, bu siire¢, basarili kriyojellerin olusumuna yol agan uygun kriyoyapilarin
gelistirilmesi  icin gereklidir. Eger buz kristali olusumundan O©nce baslatict
polimerizasyonu gerceklesirse, kriyo-derisim elde edilemeyecektir. Bunun sonucunda
kriyojel yerine hidrojel olusur. Son adim ise, donmus fazin ¢dziicii buz kristallerinden ve
donmamig fazdan olusan, capraz-baglama ve polimerizasyonun yani jellesmenin
meydana geldigi iki fazin olusumudur. Sifirin-altindaki kriyo-kosullarr saglansa da bagl
fazin donmadig1 ve polimerizasyon ile sonuclandigim1 da ilgingtir. Serbest ¢oziicii
molekiili hemen donar. Ardindan biiyiiyiip ¢evreleyen buz kristalleri ile birlesir.
Boylelikle, birbirine bagli ag yapida buz kristalleri elde edilir (Sekil 2.6).
Polimerizasyondan sonra, sonraki ¢6ziilme, kriyojel adi verilen birbirine bagli makro
gozenekli capraz bagl yapiyr geride birakarak buz kristallerini eritir. Kriyojellerdeki
gozenekli ag sekli ve boyutu, ¢esitli faktorler araciligi ile degistirilebilir. Bu faktorler igin,
buz kristali agi, donma sicakli§i ve yonii, polimerin ve c¢apraz-baglayicinin derisimi,
kullanilan ¢oziici tiirii ornek verilebilir. Bu faktorlerin kontrolii saglandiginda

biyomedikal alanda umut verici materyaldir [76].

Sentetik polimer, dogal polimer ve sentetik ile dogal polimerin kombinasyonu ile ¢esitli
kriyojeller elde edilebilir [83]. Biyouyumlu, esnek, dayanikli ve kararli bir yapiya sahip
olan PHEMA, hem toksik degildir hem de adsorpsiyon kapasitesi yiiksektir [84,85].
Histidin amino asit igeren MAH monomerinin, hidrofilikligi, ucuzlugu ve
biyouyumlulugunun yani1 sira psodospesifik bir ligand ve ko-monomer olarak
kullanilabilir [86,87].
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*+ Dogal (Kolajen, Kitosan, Jelatin, Aljinat, * Ayarlanabilir mekanik 6zellikler

Agaroz, Ipek, Seliiloz vb.) ¢ Yiiksek sisme ve adsorpsiyon kapasitesi

* Sentetik (Politiretan, Polietilen glikol ¢ Sekil hafizast
y (PEG), poliNIPAAM,  2-Hidroksietil « Siiper makro gézenekli ve birbirine bagl
metakrilat (HEMA), vb. gdzeneklilik

¢ Yiiksek basing dayanimi ve esnekligi

* Hiicresizlestirilmig hiicre dig1 matris

» Monolitler (Hiicre kiiltiirii, flag taramasr) * Biyoayirma ve terapotik tiretim (Protein ayrimi,

+ Kolonlar (Biyoayirma, Kromatografi) hiicre ayrimi vb.)
*  Mikropartikiiller (flag salinimi, Hiicre salinimu, * Biyosensorler
Asilar vb.) *  Doku miihendisligi
~ * Partikiiller (Hiicre kapsiilleme Kromatografisi, ¢ Cip tizerinde laboratuvar (LoC), 3D baskilt
. Molekiiler baskilama) kriyojeller

* lag, hiicre salmimi ve asilar

Sekil 2.7. Kriyojelin ¢esitli parametrelerine genel bakis.

Gliniimiizdeki ilerlemelerde gesitli materyaller, polimerler ve yapilar ile sentezlenen
cesitli kriyojeller bulunmaktadir. Kontrollii kriyo-kosullar ile kriyojeller, farkli gézenek
boyutlarinda, geometrilerde ve bi¢imlerde elde edilmistir (Sekil 2.7). Kriyojellerin
ozellikleri, yiiksek oranda gozenekli yapi, ayarlanabilir mekanik 6zellikler, birbirine bagh
gozenekler vb. gibi doku miihendisligi i¢in yap1 iskelelerinin gereklilikleriyle
ortismektedir ve dogal dokuyu taklit etmektedir. Bahsedilen bu ozelliklerle, gesitli

alanlarda kriyojel matrislerin onii agilmistir [76].

2.4. Kromatografik Yontemler

Aktif bilesiklerin kesfedilmesine, sentezlenmesine, kesin bir sekilde analiz edilmesine ve
uygulanmasina yonelik tekniklerin arastirilmasi, kanserlerin teshis edilmesinde,
Oonlenmesinde ve tedavi edilmesinde ¢ok etkili bulunmustur. Bir karisim bilesenlerinin iki
faz arasinda siirekli dagilimlar ile ayrilmasi igin kullanilan teknikler grubu, kromatografi
olarak tanimlanabilir. Kromatografinin temeli, yiizey lizerinde veya kat1 i¢inde kullanilan
karisimdaki molekiiller ile akiskan duragan fazin (kararli faz) hareketli faz1 kullanarak

hareket ettiklerinde birbirlerinden ayrilmasi kavramidir. Bu nedenle, ayirma teknigi
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tizerindeki etkili parametreler, dagilma (sivi-kati), adsorpsiyon (sivi-kati), afinite veya
ilgili molekiiler agirlik arasindaki fark ile iligkili molekiiler 6zellikleri igerir [88]. Karisim
icerisinde bazi bilesenler sabit fazda daha uzun siire kalip sistemde yavas hareket ederken,
bilesenlerin bazilar1 da hareketli faza hizlica ge¢ip sistemden de hizlica ¢ikmasi bu

farkliliktan kaynaklidir [89].

Yukaridaki strateji ile ilgili olarak, kromatografi {ic unsura dayanmaktadir:
» Sabit faz: Bu faz siirekli olarak bir "kat1" faz veya "ylizeyde kati bir destek
tizerine adsorbe edilen bir s1v1 tabakas1" icermektedir.
* Mobil faz: "Siv1" veya "gaz halinde bilesen" igeren fazdir.

* Ayrilmis molekiiller.

Molekiillerin ayrilmasini saglayan etken bilesenler, sabit ve hareketli fazin yani sira
karisimin igerisindeki maddelerin birbiriyle etkilesim tiiriidiir. Kii¢iik molekiillerin
ayrilmasinda ve tanimlanmasinda cok etkili olan, ayirmaya dayali kromatografi
teknikleridir. Ancak afinite kromatografileri (yani iyon-degisim kromatografisi),
makromolekiillerin niikleik asitler ve proteinler olarak ayrilmasinda daha etkilidir.
Proteinlerin ayrilmasinda ve sentezinde kagit kromatografisi; alkol, ester, lipit ve amino
gruplarinin ayrilmasinda ve enzimatik etkilesimlerin goézlemlenmesinde gaz-sivi
kromatografisi, 6zellikle proteinlerin molekiil agirliklarinin belirlenmesinde molekiiler-
elek kromatografisi tercih edilirken, agaroz-jel kromatografisi de RNA, DNA pargaciklari

ve viriislerin saflastirilmasinda kullanilir [90].

Kromatografide bir kat1 fazin ylizeyine, kaplanan bir kat1 faz veya si1v1 faz sabit faz olarak
bilinmektedir. Sabit fazin lizerinden akan hareketli faz, gaz veya siv1 fazdir. Hareketli
faza gore kromatografi teknikleri isimlendirilir. Faz, sivi oldugunda sivi kromatografisi
(LC), gaz oldugunda da gaz kromatografisi (GC) olarak tanimlanir. Gazlar ve kati
materyaller ve ugucu sivilarin karigimlar icin gaz kromatografisi segilirken, termal

kararsiz ve ugucu-olmayan 6rnekler i¢in sivi kromatografisi segilir [91].
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Belirli bir zaman igerisinde iyi ayirim saglayan ve nicel analiz yOntemi olarak
kromatografi uygulanmaktadir. Bu amagla gelistirilen bazi1 kromatografi yontemleri
sunlardir: kolon kromatografisi, ince-tabaka kromatografisi (TLC), kagit kromatografisi,
gaz kromatografisi, iyon degisim kromatografisi, jel gecirgenlik kromatografisi, ytliksek-

basingli sivi kromatografisi ve afinite kromatografisi [92].

Biyolojik numuneler ve uygulanan analitik kosullar1 gésteren formiilasyonlar gibi ¢esitli
matrislerde en biiyiik kullanimlar1 olan analitik teknikleri ele almaktadir. Bu analitik

tekniklerin basamaklar1 Sekil 2.8'de 6zetlenmistir.

!

Ornek Toplama

l Protein Coktiirme

Analitik Siireg

Ornek Kat1 Faz
Hazirlama Ekstraksiyonu

Yiiksek Performansh Sivi

Sivi-sivi Kromatografisi (IIPLC)

Ekstraksiyonu

Sm1 Ultra Performansh Sivi

[P ——— Kromatografisi Kromatografisi (UPLC)
Yontemle Iay 2
O Gaz Ultra Yiiksek Performansh Sivi

IR L Kromatografisi Kromatografisi (UHPL.C)

Kapiler
Elektroforez

Ultraviyole/Gériiniir Spektroskopi
Spektroskopi

Tespit Teknikleri

Kiitle Spektroskopisi

Floresans ve Raman Spektroskopisi

Sekil 2.8. Kromatografik yontemlerin analitik siiregleri [89].

2.4.1. Membran Bazh Ayirma Teknikleri ve Membran Ozellikleri

Membran ayirma, su aritimi (0r. tuzdan arindirma ve atik su aritimi), degerli metallerin
geri kazanimi, farmasotiklerin ve diger endiistriyel {irlinlerin saflastirilmasi gibi cesitli
teknik islemlerde ve ayrica tibbi uygulamada, yani hemodiyalizde énemli bir rol oynar.
IUPAC [93] tarafindan membran-bazli ayirma tekniklerinin terminolojisi heniiz uyumlu
hale getirilemedigi i¢in literatiirde ayni teknigin farkli terimler i¢in veya ayni terimin

farkl1 teknikler i¢in kullanildig goriilmektedir [94].
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Sivilardan pargaciklarin ve koloidal maddelerin ayrilmasi, yiiksek-molekiil agirlikligina
sahip bilesiklerin uzaklagtirilmasi, ugucu bilesiklerin ayrilmasi veya zit yiiklii iyonlarin
ayrilmasi gibi verilen bu 6rneklerde membranlarla verim saglanmaktadir. Membranlarin
tiirline gore, gozenek boyutuna, mikro yapiya (homojen, mikro gozenekli, fibroz),
fizikokimyasal 6zelliklere (hidrofilik, hidrofobik), reaktiviteye (6rn. apolar, polar ve iyon

degisimi membranlar) ve sekle (diiz ve bos-fiber membranlar) gore ayrimlar yapilir [94].

Farkli gozenek boyutuna sahip oldugu i¢in hidrofilik fibr6z ve mikro gdézenekli
membranlara, genellikle kaba veya mikrofiltrasyonda yer verilir. Hidrofilik homojen
polimer membranlar ise ultrafiltrasyonda ve pasif diyalizde 6ne ¢ikar. Cizelge 2.2.’de
tayin metodunda kullanilan yontemleri siniflandirmayi, ilgili temel ilkeleri ve tipik

membran tirleri ile verilmektedir.

Cizelge 2.2. Cesitli tayin yontemleri ve uygulama amacina gore kullanilan membran

ozellikleri [94].

Tayin itici Giic Ayrilan Uygulama amaci Membran
ozellikleri
Mikro/Ultra-  Basing gradyani, Cozinmis Parcaciklarin, Hidrofilik (veya
Filtrasyon (pozitif veya analitler koloidal maddenin  yas) mikro- ve
negatif) ve yliksek molekiil  nano gozenekli

agirlikli bilesiklerin ~ polimerler

uzaklastirilmasi
Pasif diyaliz Derigim Coziinmiis Pargaciklarin, Hidrofilik nano
gradyani; diisiik koloidal maddenin  gbzenekli veya
difiizyon molekiil- ve yiiksek molekiil- homojen
kontrollii agirlikli agirlikli bilesiklerin ~ polimerler
bilesikler uzaklastirilmasi
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Donnan Iyon degisimi; Membrana zit ~ Membrana zit Pozitif veya
diyaliz derigim yiiklii iyonik yiiklii iyonlarin negatif yiiklii
gradyani, tiirler uzaklastirilmasi, gruplara sahip
difiizyon (giiclii) asit ve iyon degisim
kontrollii bazlarin membranlari
nétralizasyonu
Elektrodiyaliz Iyon degisimi; Membrana zit ~ Membrana zit Pozitif veya
elektriksel alan,  yiikli iyonik yiiklii iyonlarin negatif yiiklii
go¢ tiirler uzaklastirilmasi, gruplara sahip
(giiclii) asit ve iyon degigim
bazlarin membranlari
nétralizasyonu
Gaz Buhar basinci ve  Coziinmiis Parcaciklarin, Hidrofobik
difiizyonu ¢oziiniirlik gazlar ve kolloidal maddenin, mikro gézenekli
(Pervaporasy  farkliliklari; ugucu ugucu-olmayan veya homojen
on) diftizyon bilesikler bilesiklerin polimerler
kontrollii uzaklastirilmasi

2.4.1.1. Membran Ayirma Siirecini Etkileyen Parametreler

Kesikli ve siirekli akis konfiglirasyonlarinda uygulama olarak kabul edilen membran
teknigi tiirlinden bagimsiz olarak ayirt edilebilir. Bu iki sistem igerisinde yari-gecirgen
membran, bir itici gii¢ ile analitleri veya istenmeyen matris bilesenlerini ¢dzeltiden
ayirmayi saglar. Basing diismesi, derisim gradyani, elektrostatik etkilesimler, elektro-go¢
veya ¢Oziinilirliik farkliliklar: bu itici gii¢ arasinda sayilabilir. Birkag durumda, iki veya

daha fazla ayirma mekanizmasi ayni anda hareket edebilir.

Siirekli-akis olarak bu membran ayirma tekniklerinin uygulanmasi, teknik olarak kaygi
sebebidir [94,95]. Optimal verimlilik ge¢gmis zamanda hedeflenip konfigiirasyonlar
gelistirilerek, siirekli akis ile membran ayrilmasi teoride gelisim saglamistir. Donanimin
geometrik boyutlart kiigiiltiillerek ve parametrelerde minyatiir format kullanilarak
uygulamalar ayn1 sekilde devam etmistir. Siirekli akis sistemlerinde membran ayirma

icin, ¢ozeltileri, valfleri ve itici gii¢ i¢in gerekli donanimlar1 gerektirir. Kilcal borular ile
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bilesenler ¢ozeltiye aktarilir. Akis sistemi konfigiire ve optimize edildikten sonra bir¢ok
numunenin otomatik islenmesi icin uygulanabilir. Ornek girisi, alic1 ¢dzeltinin aktarimi
ve akis kanallarinin durulanmasi gibi ¢esitli prosesler sivi uygulamanin kolay yol

oldugunu gosterir.

2.4.2. Filtrasyon ve Ultrafiltrasyon

Numune hazirlama asamasi olarak filtrasyonun amaci, sivi numuneden iri pargacikli
maddeyi uzaklastirmaktir. Ciinkii bu parcaciklar, akis sistemindeki kilcal borular1 tikayip
artan geri basinca sebep olabilir veya kolonun kullanim dmriinii azaltabilir. 0.2 ila 0.45
um araligindaki gozenek boyutlari, 6rnek hazirlama i¢in filtrasyon membranlarinda
uygundur. Uygun filtre ortam (ticari olarak ¢ok ¢esitlidir) ile ilgili olarak se¢im, ¢oziicii
ile uyumluluk, bosluklarin serbestligi, analitlerin filtre ylizeyinde olas1 adsorpsiyon riski,

uygulanabilirlik ve maliyetler tarafindan yonlendirilir [94].

Kategori olarak spesifik molekiil agirlik sinirma (MWCO) gore yer alsa da yaklasik
0.001-0.1 pm gozenek boyutuna sahip olan mikrofiltrasyondan daha kiiciik gézenek
boyutlarina sahiptir. Bu, membrandan gegebilen veya gecemeyen bir bilesigin molekiiler
agirhgina (sirastyla molekiiler boyutla iligkilidir) atifta bulunan bir degerdir. Seliiloz
asetat, rejenere seliiloz, seliiloz ester, polikarbonat, polisiilfon ve polietersiilfon, UF i¢in
yaygin kullanilan membran materyalleridir ve ayn1 zamanda ticari UF membran sinir

degerleri 1-1000 kDa araliginda yer almaktadir [94].

2.4.3. Biyootografi

Biyootografi, antimikrobiyal aktivitenin tespiti i¢in yaygin olarak kullanilan
mikrobiyolojik tarama yontemlerine aittir (Sekil 2.9). Tarama, verilen analitlerin varligini
veya yoklugunu belirlemek icin analiz edilen bir numuneye uygulanan ilk prosediir olarak
tanimlanabilir [96]. Temel olarak, “evet/hayir” yaniti veren basit bir 6l¢limdiir [97].
Oldukga sik, tarama yontemleri diger yontemlerden daha yliksek hassasiyet verir. Ayrica,
basit, ucuz, zaman-kazandirandir ve karmasik ekipman gerektirmezler. Biyootografi
tarama yontemleri biyolojik aktivitelere dayanmaktadir, 6rn. test edilen maddelerin

antibakteriyel, antifungal, antitiimor ve antiprotozoalari [98]. Bu saptama yontemi, ince-
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tabaka kromatografisi (TLC), yiiksek-performansli ince-tabaka kromatografisi (HPTLC),
asir1 basingli-tabaka kromatografisi (OPLC) ve diizlemsel elektrokromatografi (PEC)
gibi tabaka sivi kromatografisi teknikleriyle basarili bir sekilde birlestirilebilir. TLC-
biyootografi adi, biyootografi ile baglantili herhangi bir diizlemsel teknikle ilgili olarak
cogunlukla genis-kapsamli anlaminda kullanilmaktadir. Dogrudan biyootografi olarak
adlandirilan, yani dogrudan ince-tabaka kromatografisi (TLC-DB) ile tirelenen
biyootografi, ayn1 TLC plakasi iizerinde hem ayirma hem de mikrobiyal algilama

gerceklestirilir.

Genel olarak yontem, analiz edilen maddelerin antibakteriyel 6zelliklerini, yani bakteri
tiremesindeki degisiklikleri 6lger. Bununla birlikte, diger etki mekanizmalari, 6rn. TLC-
biyolliiminesans yontemi olarak adlandirilan, liminesans-yapan bakteriler kullanilarak
biyootografi yapildiginda meydana geldigi i¢in rahatsiz edici canli hiicre siiregleri
[99,100]. Hem TLC-DB hem de TLC-biyoliiminesans, biyolojik aktif maddelerin
karmasik karigimlarda ve matrislerde aranmasini saglar ve biyolojik yanita dayali
cevresel ve tehlike yonetiminde yeni bir yaklasim olan etkiye-yonelik analize (EDA)
dahil edilebilir [101-103].

Disk

Diflizyon Y dntemleri Silindir

Delikli Plaka Testi

Agar Seyreltme

Biyolojik Tespit i¢in

Mikrobiyolojik Y 6ntemlerin Seyreltme Yodntemleri

Simiflandirilmas:

Tiip Testi

Temas

Biyootografi Daldirma

Direkt

Sekil 2.9. Mikrobiyolojik yontemlerin biyolojik olarak belirlenmesi igin simiflandiriima
semasi [103].
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Pseudomonas aeruginosa‘nin bakteri/mantar {izerindeki antibakteriyel ve antifungal

biyolojik aktive bagligina dahil oldugu 6rnegi ve kromatografi teknik ile incelenmesi

Cizelge 2.3'de verilmistir.

Cizelge 2.3. Cesitli bakterilerin/mantarlarin, TLC kromatografi teknigi kullanarak sadece

antibakteriyel, sadece antifungal ve antibakteriyel ve antifungal analiz 6rneklerinin TLC

kromatografi tekniginin incelenmesi [103].

Biyolojik Madde
Aktivite

Antibakteriyel Ozler: Rhododendron

ve antifungal  (Ericaceae), Leonurus
(Lamiaceae), Phlomis
(Lamiaceae), Morina
(Morinaceae), Asperula
(Rubiaceae), Putoria
(Rubiaceae), Wendlandia
(Rubiaceae), Scrophularia
(Scrophulariaceae), Urtica
(Urticaceae)

Antibakteriyel Siprofloksasin,

enrofloksasin
Sefasetril

Su

Su

Antifungal Tropik bitkiler

Bakteri/Mantar Kromatografi

Teknigi

Bakteriler: Micrococcus TLC
luteus, Bacillus subtilis,

Bacillus cereus,

Staphylococcus aureus,
Staphylococcus

epidermidis, Escherichia

coli, Pseudomonas

aeruginosa; ve maya:

Candida albicans

Bacillus subtilis TLC
Bacillus subtilis TLC
Vibrio fischeri HPTLC
Vibrio fischeri HPTLC
Candida albicans, TLC

Cladosporium

cucumerinum
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Deneyde PHEMA-temelli kriyojelin yani1 sira Pseudomonas aeruginosa -baskilanmis
PHEMA temelli kriyojel hazirlanmistir. Ardindan karakterizasyon calismalari her iki
kriyojel i¢in de gergeklestirilmistir. Laboratuvar ortaminda in vitro olarak yetistirilmis
Pseudomonas aeruginosa bakterisi baskilanmis olan kriyojelde adsorpsiyon g¢alismalari

yapilmistir.

Kriyojel kolon <€

— Peristaltik pompa

—

\—W Test Cozeltisi

Sekil 3.1. Pseudomonas aeruginosa adsorpsiyonu i¢in kullanilan sistemin diyagrami.

3.1. Mikroorganizmalar

Pseudomonas aeruginosa (ATCC ® 39327), Staphylococcus aureus (ATCC ® 12600),
Salmonella paratyphi (ATCC ® 9150) ve Escherichia coli (ATCC ® 11775) saf
kiltiirleri, Amerika, Amerikan tipi kiltir koleksiyonundan (ABD, American Type
Culture Collection, ATCC) elde edilmistir. Mikroorganizmalarin saf kiiltiirleri
dondurularak kurutulmus halleri kullanimina kadar 2-8°C sicaklik araliginda sogutucuda

saklanmustir.
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3.2. Kimyasal Malzemeler

N-Metakriloil-(L)-Histidin metil ester (MAH) monomeri laboratuvarda literatiirde
verilen yonteme gore sentezlenmistir. 2-hidroksetil metakrilat (HEMA), metilen
bisakrilamid (MBAAm), amonyum persiilfat (APS), N,N,N',N'-tetrametil etilen diamin
(TEMED) Sigma Chemical Co.'dan (St. Louis, MO, ABD) tedarik edilmistir. Direng
degeri 18 MQ/cm olan deiyonize su, deneysel ¢alisma siirecinde kullanilmigtir. Ultra saf
su, yuksek akish seliiloz asetat membran (Barnstead D2731) ile ters ozmoz Barnstead
(Dubuque, IA) ROpure LP® birimi ve ardindan Barnstead D3804 NANOpure®
organik/kolloid uzaklastirma birimi ve iyon degistirici dolgulu kolon sistemi kullanilarak

saflastirilmistir.

3.3. Deneysel Yontemler
3.3.1. Pseudomonas aeruginosa'min Kiiltiirlenmesi

Biiylime ortam1 olarak Luria Bertani (LB) suyu kullanilmigtir. Bakteri irklart 10 mL LB
suyuna asilandiktan sonra, 6rnekle bir inkiibator-calkalayicida 37°C'de 18 saat siireyle
inkiibe edilmistir. Daha sonra pelet elde etmek icgin bakteriler 3000 rpm'de 15 dakika
santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasi iistte kalan ¢6zlinmemis kisim uzaklastirilmistir ve
pelet i¢in PBS tamponu ile siispansiyon iglemi yeniden ger¢eklestirilmistir. Bakterilerin
yikama islemi ii¢ kez tekrarlanmistir. Bakteri derisimini belirlemek i¢in plaka sayimi
yontemi kullanilmistir. Bu amagla, steril PBS tamponunda bakterilerin 10 kat seri
diliisyonlart hazirlanmistir ve 100 pL drnek, besleyici agar plakalarina inokiile edilmistir.
37°C'de 24 saat inkiibasyondan sonra olusan koloniler sayilmistir ve derisimler mililitre

(CFU/mL) cinsinden koloni olusturan birimler olarak ifade edilmistir [104].

3.3.2. Fonksiyonel Monomer Sentezi ve Karakterizasyonu

Deneyde kullanilmis olan fonksiyonel monomerin sentezlenmesi icin literatiirde verilen
deney asamalari izlenmistir. N-metakriloil (L) histidinmetilester (MAH) monomeri ve
Cu(Il) iyonlarinin etkilesimleri ile gerceklestirilmistir. 100 mL CH2Cl> (diklorometan)
cozeltisi icinde L-Histidin metil ester (5.0 g) ve 0.2 g hidrokinon ¢6ziindiiriildiikten sonra
0°C'ye kadar sogutulup igerisine trietilamin (12.7 g) ilave edilmistir. Azot atmosferi

altinda bu ¢ozelti icerisine 5.0 mL Metakriloil kloriir yavas¢a dokiilmiistiir. Daha sonra
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bu ¢ozelti, oda sicakliginda 2 saat manyetik olarak karistirilmigtir. Hidrokinon ve
tepkimeye girmemis metakriloil kloriir %10 NaOH ile kimyasal tepkime siiresinin
sonunda Oziitlenmistir. Bir doner buharlastirict ig¢erisinde sulu faz buharlastirilmistir ve
bir eter-sikloheksan karisimi i¢inde kalint1 (yani MAH) kristallestirilmistir. Ardindan etil
alkol icerisinde c¢oziindiiriilmiistiir. Sentezlenmis olan fonksiyonel monomer, FTIR
spektrometre cihazi kullanilarak karakterize edilmistir. Karakterizasyon islemi sirasinda

fonksiyonel monomer, KBr ile hazir hale getirilerek 6lgtimler yapilmistir [105].

3.3.3. On Kompleks Hazirlanmasi

Pseudomonas aeruginosa bakterisine segici kavitelerin olusumu igin uygun fonksiyonel
monomer olarak MAH tercih edilmistir. MAH amino asit temelli fonksiyonel monomeri
ile Cu(Il) iyonlar1 arasinda metal selat koordinasyonu gergeklesir. Pseudomonas
aeruginosa bakterisi, olusan metal-selat koordinasyonuna spesifik olarak baglanir. MAH
monomeri ve Cu (II) iyonlarinda hazirlanan siispansiyon 6n-kompleks karigimi 1:1 molar
orani olarak segilmistir. Bu 6n-kompleks karisimi rotatorda 20 rpm hizda 30 dakika

karistirilarak hazirlanmistir.

3.3.4. Pseudomonas aeruginosa-Baskilanmis Kriyojellerin Hazirlanmasi

1.3 mL HEMA monomeri, 1.7 mL saf suyun oldugu bir beher icerisine ve ikinci bir
behere ise 0.283 g N,N’-metilen-bis(akrilamit) (MBAAmM) ¢apraz baglayicisi, 10 mL saf
suya eklenip yaklasik 30 dakika manyetik karistiricida karistirilmistir. On-kompleks
olusturmak i¢in igerisine 14 uL MAH ve 2.4 mg Cu*? konulan iigiincii behere 10 dakika
boyunca karistirildiktan sonra 1 mL Pseudomonas aeruginosa bakterisi ilave edilmistir.
Ik olarak birinci ve ikinci beher kendi aralarinda karistirilip, ardindan {iciincii beher
igerisine eklenmistir. Amonyum persiilfat (APS) ve N,N,N’,N'-tetrametilendiamin
(TEMED) serbest radikal baslaticilari, son olarak karisim igerisine eklenmistir.
Polimerizasyon islemimin baslamasi ile Tek kullanimlik siringalar igerisine hizlica
aktarilarak +4 °C su banyosu igerisine yerlestirilmistir. Bir giin siiren kriyojelasyon islemi
sonrast, olusan buz kristallerinin oda sicakliginda ¢oziinmesi i¢in bekletilmistir. Ardindan
tizerinden saf su gecirilerek, Pseudomonas aeruginosa -baskilanmis kriyojelleri (MIP)
hazir hale gelmistir. Pseudomonas aeruginosa -baskilanmamuis kriyojeller (NIP) i¢in ise,

ticiincii beher igerisine bakteri eklenmemis olarak prosediiriin aynisi izlenmistir.
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3.4. Kriyojellerin Karakterizasyonu
3.4.1. Yap1 Analizi i¢cin FTIR

Fourier doniisiimii kizil6tesi spektroskopi (FTIR) (Thermo Fisher Scientific, Nicolet is50,
Waltham, MA, ABD) kullanilarak P(HEMA-MAH)-Pseudomonas aeruginosa-NIP ve
P(HEMA-MAH)-Pseudomonas aeruginosa-MIP kriyojel membranlarin kimyasal yapist
analiz edilmistir. Kurutulmus NIP (molekiiler baskilama yapilmamis) ve kurutulmus MIP
(molekiiler baskilama yapilmis) kriyojeller i¢in FTIR spektrumlar;, 4000-400 cm™

araliginda alinmastir.

3.4.2. Yiizey Morfolojisi

NIP (molekiiler baskilama yapilmamis polimer) ve MIP (molekiiler baskilama yapilmis
polimer), yiizey ve yigin yapisi taramali elektron mikroskobu (SEM) ile karakterize
edilmis. Bir ornek plaka iizerine iletken bir yapistirict malzeme ile tutturulan polimer
membran kesiti SEM cihaz1 karakterizasyonuna hazir hale getirilmistir. Ornek
yiizeylerinin iletken hale getirilmesi i¢in, vakum altinda 200 A kalinliginda metalik altin
ile kaplanmistir. Hazirlanan 6rnekler SEM gortintiileri, GAIA3 TESCAN cihazi ile gesitli

biiylitme oranlarinda alinmistir.

3.4.3. Sisme Davranislari

MIP (molekiiler baskilama yapilmis polimer) kolonu sisme oranlarinin belirlenmesi i¢in
sabit tartima getirilmek iizere kurutulmustur. Ug farkli sicaklikta ayni siire igerisinde
tartimlar1 gerceklestirilmistir. Polimer membran sisme orant ve makro-gozenekliligi

sirastyla Esitlik (3.1) ve Esitlik (3.2) kullanilarak asagidaki denklemler kullanilarak

hesaplanmuistir.
sisme orant (%) = [ X100 (3.1)
Wo
. iy Wsismis_WSLklstlTlels
Makrogozeneklilik (%) = [ " X100 (3.2)
stkistirilmis
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Sisme deneyi ii¢ farkli sicakli kosulunda (buz igerisinde, oda sicakliginda ve yaklagik
37°C de) gergeklestirilmistir. ilk olarak MIP kolon kurutularak kuru agirhg (Wo) not
edilmistir. Ayn1 MIP kolon, farkli sicaklik kosullarinda sabit hacim saf suyun igerisinde
2 saat bekletilmistir. 2 saatin sonunda silizge¢ kagidi ile dis ylizeyinde kalan fazla sular
aliarak, sismis MIP kolon (Wgismis) degeri hassas terazi kullanilarak bulunmustur. Son
asama olarak, MIP kolon sikistirilarak (Wiiasunimis) degeri elde edilerek hesaplamalar

verilen denklemler ile % makrogozeneklilik ve %sisme orani1 hesaplanmustir.

3.5. MIP Kriyojellerin Adsorpsiyon Calismalari
3.5.1. Farkh Derisimlerde Adsorpsiyon Calismalar:

Ayni hacimde farkli derisimlerde PBS tamponu igerisinde Pseudomonas aeruginosa
hazirlanmistir. Siringa igerisinde yer alan MIP kolondan 2 saat boyunca peristaltik pompa
kullanilarak oda sicakliginda gecirilmistir. Bu siirenin sonunda MIP kolonda alikonulmusg
bakteriler, ayn1 hacimde 0.1 M NaOH gegirilerek MIP kolondan ayrilmasi saglanmistir.
Derisim arttikga ayn1 hacimde saf su farkli siirelerde gegirilmistir. 1 OD = 1 x 108
CFU/mL’ye esdegerdir.

3.6.Tekrar Kullanilabilirlik Calismalar:

Ayni hacimde ayni derisimlerde PBS tamponu igerisinde 0.150 OD Pseudomonas
aeruginosa hazirlanmigtir. Siringa igerisinde yer alan MIP kolondan 2 saat boyunca
peristaltik pompa kullanilarak oda sicakliginda gegirilmistir. Bu siirenin sonunda MIP
kolonda alikonulmus bakteriler, ayni hacimde 0.1 M NaOH ve ayni hacimde saf su

gecirilerek MIP kolondan ayrilmasi saglanmistir. 1 OD = 1 x 108 CFU/mL’ye esdegerdir.

3.7. Secicilik Calismalar

Ayn1 hacimde ayn1 derisimde PBS tamponu igerisinde Pseudomonas aeruginosa dahil
dort bakteri kullanilmistir. Diger ti¢ bakteri ise, Salmonella paratyphi, Bacillus subtilis,
staphylococcus aureus’dur Siringa igerisinde yer alan MIP kolondan 2 saat boyunca

peristaltik pompa kullanilarak oda sicakliginda gegirilmistir. Bu siirenin sonunda MIP
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kolonda alikonulmus bakteriler, ayn1 hacimde 0.1 M NaOH ve ayni hacimde saf su

gegirilerek MIP kolondan ayrilmasi saglanmistir.

3.8. Mevcut Adsorpsiyon izoterm Modelleri

Adsorpsiyon izotermi, adsorban iizerindeki adsorbe edilen sorbat miktarini, sabit bir
sicaklikta ¢Oziinen maddenin denge derisimi ile iliskilendirir. Adsorpsiyon izoterm
modelleri de bu iligkiyi anlatan modellerdir [106]. Bazi varsayimlara dayanarak

modellerin ¢ogu elde edilir [107].

3.8.1. Langmuir izoterm Modeli

Adsorpsiyonun belirli homojen adsorbent yiizeyinde meydana geldigini varsayarak, en
yaygin olarak bilinen izotermdir. Adsorbe edilmis bir molekiil bir bolgeye girerse, daha
fazla adsorpsiyon meydana gelmez [108]. Boylece bir denge kalitesine ulasilmasi ve
doymus tek-tabaka egrisi tek-tabaka adsorpsiyonu i¢in etkili olan asagidaki esitlikle ifade

edilir ve Langmuir modelinin lineer yapisi su sekildedir [109].

Ce Ce 1
Co_fe, 1 3.3
de Qo bQo ( )

Burada Ce dengedeki derisim (mg/l), Qe dengede sogurulan miktar (mg/g) ve Qo ve b

sirastyla adsorpsiyon verimlilik sabiti ve adsorpsiyon enerji sabitidir.

3.8.2. Freundlich izoterm Modeli

Freundlich izoterm modeli, adsorpsiyonu, ¢ok-katmanli bir adsorpsiyon mekanizmasiyla
heterojen yiizey boyunca meydana gelen olgular olarak tanimlar. Freundlich modeli

lineer formu [110] olarak ifade edilir.

logq., = logKr + %logce (3.4)
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burada Qe, adsorplanan adsorbat miktaridir (mg/g), Ce, dengede ¢ozeltideki adsorbat
derisimidir (mg/l), Kr ve n, sirasiyla adsorpsiyon kapasitesini ve adsorpsiyon

yogunlugunu etkileyen tiim faktorleri entegre eden sabitlerdir.

3.8.3. Langmuir ile Freundlich Izoterm Modeli

Adsorbatin diisik derisiminde model olarak Freundlich izoterm kullanilirken, yiiksek
derisiminde Langmuir izotermine doniismesi bu izoterm ile agiklanir. Burada tanimlanan
ise, adsorbanin heterojen yiizeyine adsorpsiyon enerjisi dagilimidir [111,112]. Langmuir-

Freundlich izoterm denklemi, [113,114] su sekilde yazilabilir:

_ Qurm(Kppce)MLF
Qe = = (koo ™ir (3.5)

QLrm'nin maksimum adsorpsiyon kapasitesi (mgg™?) oldugu yerde, Kir, dengedeki

heterojen kat1 sabitidir ve Mcr, heterojenlik parametresini temsil eder.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Sunulan tez ¢aligmasi dort temel baglikta 6zetlemistir, bu kapsamda

1) Pseudomonas aeruginosa ve MAH amino asit temelli fonksiyonel monomer ile
Cu (I1) iyonlar1 metal selat koordinasyonu yaparak on kompleks olusumunun

saglanmustir.

2) Baskilanmis ve baskilama verimliliginin ve segiciliginin belirlenmesi i¢in ayni

kosullarda baskilanmamis kriyojel membranlar hazirlanmistir.

3) SEM, FTIR, goézeneklilik, sisme davranist gibi ¢alismalarla hazirlanan kriyojel

membranlar karakterize edilmistir.

4) Bakteri baglanma davranisgi, adsorpsiyon kinetikleri ve segicilik ¢alismalari bu

asamada gercgeklestirilmistir.

4.1. Kriyojellerin Karakterizasyonu
4.1.1. FTIR ile Yap1 Analizi

P(HEMA-MAH) Pseudomonas aeruginosa-NIP ve MIP kriyojel kolonlarin FTIR
spektrumu, 1719, 1649 cm™? ve 1711, 1641 cm™'de amid bantlari gosterir. Sekil 4.1 'de
goriildiigii gibi, 2991-2939 ve 2913-2849 cm™ degeri sirastyla NIP ve MIP kriyojel
membranlarindaki aromatik ve alifatik C—H gerilme bantlarina karsilik gelir. 3376 ve
3372 cm bolgesinde bulunan genis bantlar, P(HEMA-MAH) Pseudomonas aeruginosa-
NIP ve MIP kriyojel membranlarindaki HEMA'nin O—H gerilme bantlarina karsilik gelir.
Spektrumdaki amid bantlari, metal-selatlayict fonksiyonel monomerlerin P(HEMA-
MAH) Pseudomonas aeruginosa -NIP ve MIP kriyojel membranlariin yapisina dahil

edildigini gostermektedir.
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Sekil 4.1. a) Pseudomonas aeruginosa-baskilanmis kriyojel (MIP),

aeruginosa-baskilanmamis kriyojel (NIP).

4.1.2. Yiizey Morfolojisi

b) Pseudomonas

SEM ile kriyojellerin yiizey oOzellikleri incelenmistir SEM analizi, GAIA3 Tescan

cithaziyla gerceklestirilmistir. NIP ve MIP kriyojelinin farkli kisimlarindan ve farkli um

olgeklendirmesi ile goriintiiler elde edilmistir. NIP kriyojellerin SEM goriintiileri (Sekil
4.2) ve MIP kriyojellerin SEM goriintiileri (Sekil 4.3) arasinda morfolojik olarak asirt

farklilik bulunmamaktadir. Ancak MIP {izerinde baskilanmis bakteri bosluklar1 gozle

goriilebilmektedir. Bu bosluklara tutunan Pseudomonas aeruginosa'min varligi ve

baskilanmis yiizeylere tutundugu dikkat ¢cekmektedir.
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\ < "
4 A
SEM HV: 5.0 kV Det: SE GAIA3 TESCAN| SEM HV: 4.0 kV Det: SE | | GAIA3 TESCAN|
SEM MAG: 2.50 kx | View field: 83.0 ym 20 pm SEM MAG: 5.00kx View field: 41.5uym 10 ym
View field: 83.0 ym Scan speed: 6 HUNITEK View field: 41.5 ym Scan speed: 6 HUNITEK

3 . v ’
SEM HV: 3.0 kV z | | SEM HV: 5.0 kV Det: SE GAIA3 TESCAN|
SEM MAG: 1000 x | View field: 208 pm SEMMAG: 1.00kx = View field: 208 ym | 50 ym
View field: 208 ym Scan speed: 6 HUNITEK View field: 208 ym Scan speed: 6 HUNITEK

Sekil 4.2. Pseudomonas aeruginosa-baskilanmamis kriyojel (NIP) SEM goriintiileri.

39



e

SEM HV: 8.0 kV Det: SE | GAIA3 TESCAN

SEM MAG: 2.50 kx | View field: 83.0 ym | 20 ym
View field: 83.0 ym Scan speed: 6 HUNITEK

SEM HV: 8.0 kV Det: SE GAIA3 TESCAN
SEMMAG: 5.00 kx = View field: 41.5pym | 10 ym
View field: 41.5 pym Scan speed: 6 HUNITEK

- -
SEM HV: 5.0 kV Det: SE | GAIA3 TESCAN
SEMMAG: 250 kx | View field: 83.0 ym 20 pm
View field: 83.0 pym Scan speed: 6 HUNITEK

1571 nm

SEM HV: 4.0 kV Det: SE GAIA3 TESCAN

SEM MAG: 30.0 kx = View field: 6.92 ym | 2 ym
View field: 6.92 ym Scan speed: 4 HUNITEK

Sekil 4.3. Pseudomonas aeruginosa-baskilanmis kriyojel (MIP) SEM goriintiileri.

40



4.1.3. Sisme Davramslar

Cizelge 4.1°de goriildigii tlizere farkli ortam kosullarinda gergeklestirilmis olan
Pseudomonas  aeruginosa-baskilanmig  kriyojel ~(MIP) igin  %sisme  ve
%makrogozeneklilik sonuclar sirastyla, 4 °C’de %383 ve %51, oda kosullarinda %324
ve %21, yaklagik 37°C’de %280 ve %0 sonuglar1 elde edilmistir. Saf su ortaminda
gerceklestirilen bu sisme ve makrogozeneklilik testi i¢in en verimli sonug, donma

noktasinda oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 4.1. MIP ile farkli sicakliklar igin % Makrogozeneklilik ve % Sisme sonuglari.

((Wiismis~Wsikatmis )/ Wikaimis) * 100 ((Wrsismis-W0)/W0)*100
Ortam kosulu % Makrogozeneklilik % Sisme
4°C 50,9 382,6
25°C 20,8 324,5
37°C 0,1 279,7

4.2. MIP Kriyojellerin Adsorpsiyon Cahsmalar
4.2.1. Farkh Derisimlerde Adsorpsiyon Calismalari

Sekil 4.5’te toplam bakteri sayimi birimi CFU/mL olan MIP kriyojeli lizerine adsorbe
edilen bakteri miktarina kars1 derisimler goriilmektedir. pH 7.4 degerinde PBS tamponu
ile  hazirlanmis  farkli  derisimlerdeki  ¢ozeltilerle  adsorpsiyon  galigmasi
gerceklestirilmistir. Pseudomonas aeruginosa-baskilanmis kriyojel (MIP) ile yapilan bu
adsorpsiyon ¢aligmasinda baskilanmis-bolgeler ile etkilesime gecen bakteri miktart arttig1
icin adsorpsiyon kapasitesi artmis ve Pseudomonas aeruginosa bakterisinin
baglanabilecegi  baskilanmis-bolgelerinin ~ (Pseudomonas  aeruginosa'ya  6zgi

bosluklarin) dolmastyla dengeye ulasmustir. 1 OD = 1 x 108 CFU/mL’ye esdegerdir.
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Sekil 4.4. Pseudomonas aeruginosa i¢in UV — 600 nm 6l¢timiindeki kalibrasyon grafigi.
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Sekil 4.5. Pseudomonas aeruginosa baskilanmis (MIP) kriyojelde Pseudomonas

aeruginosa nin CFU/mL birim derisime kars1 adsorplanan bakteri miktari.
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4.2.2. Adsorpsiyon Kinetik Modellerinin incelenmesi

Pseudomonas aeruginosa adsorpsiyonu igin elde edilen deneysel veriler Langmuir ve

Freundlich izoterm modelleri ile incelenmis ve sonuglar Cizelge 4.2°de verilmistir.

Adsorpsiyon izoterm verileri bir adsorpsiyonun “tercihli” veya “tercihsiz” olmasi
konusunda bilgi vermektedir. Langmuir adsorpsiyon izotermi boyutsuz ayirma faktori

veya denge parametresi, Ry, degeri ile ifade edilebilir;

RL=1/(1+b.Co) (4.1)

Esitlikte Co baslangic derisimi, b Langmuir adsorpsiyon denge sabitidir. R degerinin
1'den biiylik olmas1 adsorpsiyonun tercihsiz, 1'e esit olmasi ile dogrusal, 0 ila 1 arasinda
olmasi ise tercihli oldugu bilinmektedir. Cizelgede goriildiigii tizere Ri. degeri Langmuir

izotermine gore adsorpsiyonun tercihli oldugunu géstermektedir.

Cizelge 4.2. Pseudomonas aeruginosa-baskilanmis kriyojel kolon igin Langmuir ve

Freundlich izotermleri.

Pseudomonas aeruginosa —baskilanmig kriyojel

Deneysel Q (mg/g) 61.45

Langmuir Qmax (Mg /9) 52.79
b (mL/mg) 40.68
Rc 0.04
R? 0.952

Freundlich Kr 70.14
1/n 0.69
R? 0.927
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Bir diger adsorpsiyon izotermi Freundlich izotermidir. Izotermde 1/n degeri sistemin
heterojenligini ifade etmektedir. Langmuir izoterminin aksine Freundlich izotermi tek
tabaka adsorpsiyonu ile sinirli degildir. n degerinin bire yaklasmasi daha homojen bir

sistemi, sifira yaklagmasi ise heterojen bir sistemi ifade etmektedir.

Elde edilen Langmuir izoterm grafigi ile Freundlich izoterm grafigi karsilastirildiginda
R? degeri 1’e yakin olan Langmuir Modeline daha uymus oldugu gériilmiistiir. Cizelge
4.2°de gorillen egim 1/n degeri, 0.69 olarak bulunmustur. Bu sonuglara gore

adsorpsiyonun tek tabakali oldugu yorumu yapilabilir.

0,003

0,0025

0,002
y=0,0141x + 0,0004
R?=0,9526

W

0,0015

Ceq/Qeq (g/L)

0,001

0,0005

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16
Ceq (mg/L)

Sekil 4.6. Langmuir Izoterm grafigi.
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y=0,691x + 4,2505 2,5
R*=0,927

LnQeq
©

1,5

0,5

-3,5 -3 -2,5 -2 -1,5 -1 -0,5 0
LnCeq

Sekil 4.7. Freundlich izoterm grafigi.

4.3.Tekrar Kullanilabilirlik Calismalari

Bakteri baskilanmis ayni kriyojel kullanilarak 10 defa adsorpsiyon-desorpsiyon yapilarak
tekrar kullanilabilirlik testi gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.8 de
goriilmektedir. Tekrarlanan bu calismada, kriyojelin adsorpsiyon kapasitesinin halen

%90"'n lizerinde olmasi ile kapasitede dnemli bir azalma olmadig1 anlagilmigtir.
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Sekil 4.8. Bakteri baskilanmis kriyojellerin tekrar kullanilabilirligi.

4.4, Segicilik Calismalar

Segicilik ¢alismasi igin Pseudomonas aeruginosa dahil dort bakteri kullanilmigtir. Diger
iic bakteri ise, Salmonella paratyphi, Bacillus subtilis, staphylococcus aureus’dur.
Pseudomonas aeruginosa-baskilanmis kriyojel kolonda en fazla Pseudomonas
aeruginosa bakterisi alikonulmustur. Diger bakteriler arasinda ise alikonma sirast,
staphylococcus aureus, Salmonella paratyphi ve en az alikonulabilen Bacillus subtilis
olmustur. Gram-negatif ve ¢ubuksu bir bakteri olan Pseudomonas aeruginosa, kriyojel
ylizeyine yan tarafindan veya u¢ kismindan da baglanabilmesi ile verimli sonug elde
edilmistir. Gram-pozitif bakteri olan Staphylococcus aureus ise yuvarlak sekli ile
gozeneklere tutundugu 6ngoriilmektedir. Salmonella paratyphi bakterisi gram-negatiftir,
sekil olarak biiyiik yapiya sahip oldugundan hazirlamis oldugumuz kriyojel tarafindan
cok fazla alikonulamamustir. Bacillus subtilis ise gram-pozitif bakteridir, sekil olarak

biiyiik oldugundan bizim baskilanmis kriyojelin gdzeneklere tutunamamugtir.
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Adsorplanan bakteri miktari, OD
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Sekil 4.9. MIP secicilik grafigi (Oda sicakliginda, 2 saat, pH 7.4 PBS igerisinde).
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Sekil 4.10. NIP segicilik grafigi (Oda sicakliginda, 2 saat, pH 7.4 PBS igerisinde).
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Cizelge 4.3 te verilen secicilik katsayisi (k) sonuclarina gore,

MIP kriyojel kolonun Pseudomonas aeruginosa bakterisine segiciligi
e Staphylococcus aureus bakterisine gore yaklasik 3 kat (k= 2,6)
e Salmonella paratyphi bakterisine gore yaklasik 3 kat (k=2,6)

e Bacillus subtilis bakterilerine gore yaklasik 6 kat (k=5,6) daha fazladir.

Bagil secicilik katsayisi (k) verilere gore;
e Staphylococcus aureus bakterisi i¢in k’= 2,0
e Salmonella paratyphi bakterisi i¢in k’= 1,7

e Bacillus subtilis bakterisi i¢in k’= 2.3 tiir.

Cizelge 4.3. MIP ve NIP kriyojel kolonun Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis ve Salmonella paratyphi bakterileri igin segicilik (k) ve bagil

secicilik (k) katsayilart.

Q (mgr) Q (mgr)
k k k
MIP NIP
Pseudomonas aeruginosa 2,4 0 0,4 0
Staphylococcus aureus 0,9 2,6 0,3 1,3 2,0
Bacillus subtilis 0,4 5,6 0,2 2,4 2,3
Salmonella paratyphi 0,9 2,6 0,2 1,6 1,7
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4.5. Literatiir Ozeti

Bakteri ayrilmasi i¢in molekiiler baskilama temelli kriyojel membranlar gelistirilmesi ile
yapilan ¢alismalar ile tez kapsaminda alinan sonuglar degerlendirilmistir. Gelistirilen
tayin yontemleri ile karsilagtirildiginda tez kapsaminda elde edilen sonuglarin uyumlu
oldugu ve diisiik bir tayin smir1 elde edildigi bir adsorpsiyon yaklasimi gelistirildigi
goriilmektedir (Cizelge 4.4).

Zhao ve arkadaslari, 1-20 pm boyutunda, ¢ogunlukla 2—20 nm goézeneklilige sahip ¢ok-
islevsel silika ve monomer olarak hidroksietil metakrilat ve dialildimetilamonyum
kloriirii donma noktasinin altindaki suda yerinde kopolimerizasyon ile iireterek organik-
inorganik kriyojel kompozit sunmustur. Bu kompozit ile 17 kat spesifik yiizey alani
artirlmigtir.  Yiksek basingli sivi  kromotografisi cihazi ile kriyojel kompozit
biitiinlestirildiginde niikleosidlerde iyi secicilik, 0.9-1.3 ng/mL alt tespit sinirlar1 elde

edilmistir ve eklenmis insan serumundan %80 tizerinde geri kazanim saglanmstir [115].

Bakhshpour ve arkadaslari, calismasinda Tirozinin (Tyr) segici bir sekilde taninmasi igin
baskilama etkinligini karsilagtirmak iizere birbirinden farkl: iki fonksiyonel monomer ile
spesifik molekiil baskilanmis kriyojel kartuslar1 sentezlemislerdir. Tyr-baskilanmig
kriyojel kartus (MIP1) i¢in baskilamayir metal-selat koordinasyonu kullanarak, Tyr-
baskilanmuis kriyojel kartus (MIP2) i¢in ise baskilamay1 hidrofobik etkiler kullanarak ayn1
sekilde donmus kosullar altinda serbest radikal yigin polimerizasyonu ile
hazirlamiglardir. Kriyojel kartuslarmin karakterizasyonu sonrasi, akis hizi, ortamin pH
degeri, baslangi¢ derisimleri ve sicaklik gibi optimum kosullar1 belirlemislerdir. MIP1 ve
MIP2 kriyojel kartusunun maksimum adsorpsiyon kapasitesinin pH 7.0 fosfat tamponda
sirastyla 10.6 ve 7,7 mg/g olarak hesaplanmistir. MIP1 ve MIP2 kullanilarak eliie edilmis
Tyr i¢in FLPC sisteminde ayrica test etmislerdir. Tekrarlanabilirlik deneyleri sonucu

adsorpsiyon kapasitesinde dnemli bir azalma gézlemlememislerdir [116].
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Bakhshpour ve arkadaglarinin bagka bir ¢alismasinda ise, poli(hidroksietil metakrilat)
temelli bir immiinoafinite p(HEMA-I) kriyojel kolonu sentezlemek igin, siyanamid
kullanrak insan immiinoglobulin M (hIgM) antikorlarini saflastirmislardir. Elde ettikleri
sonuca gore, hazirlanan bu kolonun 6nemli derecede kayip olmadan 10 defadan fazla
kullanilabilecegini gostermistir. pH 5.75 [morfolino etansiilfonik asit (MES tamponu)]

icinde, 11.1 mg/g'ye karsilik gelen en fazla adsorbe edilmis hIgM miktar1 olmustur [117].

Kose ve arkadaslari, adenin metakrilat (AdeM) adi verilen adenin polimerize olabilen
tirevini, adenin ve metakriloil kloriir arasindaki yer degistirme tepkimesi ile
sentezlemislerdir. 2-hidroksietil metakrilat (HEMA) temelli kriyojeller, monomerler,
AdeM ve HEMA'nin kopolimerizasyonu ile kismen donmus sulu bir ortamda
hazirlanmig, ardindan bu kriyojeller ¢esitli karakterize edilmistir. RNA adsorpsiyon
deneylerini, kesikli sistemde farkli kosullarda gergeklestirmislerdir. Kriyojellerin yiiksek
RNA adsorpsiyon kapasitesini 11.86 mg/g olarak elde edip sisme oranini da yaklasik
%3510 bulmuslardir. Adsorpsiyon kapasitesinde anlamli bir azalma olmadan bes defadan

fazla kriyojeller tekrar kullanilabilirdir [118].

Fariasab ve arkadaslari, cisplatin yakalama i¢in makro gozenekli kriyojelleri, metakrilik
asit ve 2-hidroksietil metakrilat ile polimerizasyon sonucu elde etmislerdir. Bir gram
kriyojel basina 150 mg'a kadar cisplatin adsorpsiyon kapasitesi ile kriyojelin cesitli
ozellikleri incelenmistir. Yapmis olduklar1 bu calismada, monomer bilesimi ile kriyojelin
kapasitesi arasindaki iligkiyi gbz oniine almiglardir. Optimum kriyojel, kapasitede gozle
goriiliir bir azalma olmaksizin sudan cisplatini uzaklastirmak icin en az 14 kez tekrar

kullanilabilirdir [119].
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Cizelge 4.4. Molekiiler baskilama yontemlerinin karsilastirilmasi.
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Adsorpsiyon
Kapasiteleri
0.9-1.3 ng/mL

(Alt tespit

sinir1)

10.6 mg/g
(MIP1)

7.7 mg/g
(MIP2)
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Zheng ve arkadaslari, bakterilerin saflastirma ve izolasyonu i¢in boronik asit ligandlarina
sahip kompozit kriyojeller sentezlemislerdir. Mikrobiyal hiicrelerin hizli bir sekilde
baglanmasini ve salinmasini, kriyojellerin biiyiikk ve birbirine bagl go6zenekleri
saglamistir. Bakteriyel baglanma kontrolii i¢in, alkin-etiketli bir boronik asit ligandi,
Cu(l)-katalizli azid-alkin siklokatilma tepkimesi yoluyla azit-islevli kriyojele konjuge
edilmistir. Boronik asit Ozellikli kriyojel, bakterileri pH ve basit monosakkaritler
tarafindan tersinir boronat ester baglariyla baglamistir. Afinite ayirma kapasitesini
artirmak icin, alkin-etiketli fenilboronik asidi, ¢coklu immobilizasyon bolgeleri saglayan
bir ara polimer tabakasi yoluyla kriyojele baglamak i¢in yeni bir yaklasim
uygulamiglardir. Kompozit kriyojelin baglanma kapasiteleri, Escherichia coli i¢in 2.15 x

109 cfu/g ve Staphylococcus epidermidis i¢in 3.36 x 109 cfu/g olarak bulunmustur [120].

Bu tez kapsaminda, ucuz maliyet ve spesifik baglanma g6z Oniine alinarak molekiiler
baskilama temelli bir yaklasim kullanilmistir. Secilen bakteri, Pseudomonas
aeruginosa’dir.  Hazirlanmis olan Pseudomonas aeruginosa-baskili kriyojel ile
adsorpsiyon ¢alismalari gergeklestirilmistir. Derisim taramasi gergeklestirilirken, derisim
arttikca Pseudomonas aeruginosa-baskili kriyojelde Pseudomonas aeruginosa igin
alikonmanin arttigi gézlemlenmistir. Bunun sonucunda 61.45 mg/g adsorpsiyon
kapasitesi hesaplanmustir. Segicilik deneyleri igin, en yiiksek Pseudomonas aeruginosa

kriyojelde alikonmustur. Tekrar kullanilabilirlik agisindan 10 defa test tekrarlanmaigtir.
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5. YORUM

Bu ¢alismada, ilk asgamada MAH amino asit temelli fonksiyonel monomer, metal-
selat koordinasyonunun saglanmasi i¢in Cu (II) iyonu ve Pseudomonas
aeruginosa ayni ortamda karigtirilarak 6n-kompleks olusumu saglanmustir.
Ardindan bu 6n-kompleks igerisine, HEMA monomeri ile MBAAm capraz
baglayicist katilmistir. APS ve TEMED serbest radikal baslaticilar1 da ilave
edilerek bir giin boyunca suyun donma sicakligi altinda Pseudomonas
aeruginosa-baskilanmis kriyojel kolon, segici adsorpsiyon c¢alismalari igin

sentezlenmistir.

P(HEMA-MAH) Pseudomonas aeruginosa-NIP (a) ve P(HEMA-MAH)
Pseudomonas aeruginosa-MIP (b) kriyojel membranlarinin FTIR spektrumu
karakterize edilmistir. Her iki spektrum da incelendiginde Pseudomonas
aeruginosa-NIP i¢in 1719, 1649 cm™Y'de ve Pseudomonas aeruginosa-MIP icin
1711, 1641 cm™'de amit bantlar1 goriilmiistiir. 29091-2939 ve 2913-2849 cm
degeri sirasiyla (a) ve (b) kriyojel membranlarindaki aromatik ve alifatik C—H
germe bantlaria karsilik gelir. 3376 ve 3372 cm™ bélgesinde bulunan genis
bantlar, (a) ve (b) kriyojel membranlarindaki HEMA'min O—-H germe bantlarina
karsilik gelir. Spektrumdaki amit bantlari, metal-selatlayict fonksiyonel
monomerlerin (a) ve (b) kriyojel membranlarinin yapisina dahil edildigini

gostermektedir.

SEM ile karakterizyon saglanmistir. NIP ve MIP kriyojelinin farkli kisimlarindan
ve farkli pm 6lceklendirmesi ile elde edilen goriintiilere gore, iki kriyojel kolon
arasinda morfolojik olarak fazla farklilik bulunmamaktadir. MIP {izerinde
baskilanmis bakteri bosluklarina tutunan Pseudomonas aeruginosa'nin varligi da

acikca goriilmektedir.
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Pseudomonas aeruginosa-baskilanmis kriyojel (MIP) i¢in sicaklik azaldik¢a
makrogozeneklilik ve sisme yiizde degerinin arttigt verisi elde edilmistir.
Makrogozeneklilik ve sisme icin yiizde degerlerinin dogru orantili olarak
degistigi, sirasiyla, 4 °C’de %383 ve %51, oda kosullarinda %324 ve %21,
yaklagik 37°C’de %280 ve %0 sonuglari ile desteklenmistir. Bu {i¢ sicaklik
arasinda en yiiksek degerin, donma noktasinda bulundugu goriilmiistiir. Bunun

sebebinin sicaklik arttikca, yapi ile bakteri arasindaki etkilesimin azalmasidir.

Pseudomonas aeruginosa-baskilanmis kriyojel (MIP) ile farkli derisimler igin
adsorpsiyon ¢alismasi yapilmistir. UV-Vis (ultraviyole-goriiniir bolge) cihazi ile
600 nm'de alinan Ol¢iimler sonucu, Pseudomonas aeruginosa bakterisi igin
derisimin artmasiyla absorbans degerinin arttig1 cihazdan okunmustur. Ancak
Pseudomonas aeruginosa'nin kriyojel {izerinde baglanabilecegi bosluklar
doldurmasi nedeniyle, yiiksek derisimlerde absorbans degerlerinin birbirine

yakinlastig1 ve grafik iizerinde platoya ulasip dengelendigi goriilmiistiir.

Adsorpsiyon izoterm verileri bir adsorpsiyonun “tercihli” veya “tercihsiz” olmasi
konusunda bilgi vermektedir. Izoterm modellerinden, Langmuir ve Freundlich
izotermleri kullanilmigtir. Langmuir adsorpsiyon izotermi boyutsuz ayirma
faktorii veya denge parametresi olan Ry degerinin, 0 <Rp <I olarak bulunmasiyla,
Langmuir izotermine gore adsorpsiyonun tercihli oldugu goriilmiistiir. Bir diger
kullanilan adsorpsiyon izotermi, Freundlich izotermidir. Izotermde 1/n degeri
sistemin heterojenligini ifade etmektedir. Langmuir izoterminin aksine
Freundlich izotermi tek tabaka adsorpsiyonu ile sinirli degildir. n degerinin bire
yaklasmas1 daha homojen bir sistemi, sifira yaklagsmasi ise heterojen bir sistemi

ifade etmektedir. Egim 1/n degeri, 0.69 olarak bulunmustur.
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Pseudomonas aeruginosa-baskilanmis kriyojelde, aym1 derisimde hazirlanmis
Pseudomonas aeruginosa bakterisi i¢in yeniden kullanilabilirlik deneyi
yapilmistir. Adsorpsiyon ve desorpsiyon deneyleri 10 kez gergeklestirilmistir.
Sonuglar, kullanilmis olan ayn1 kriyojel kolonun %90 iizerinde verimli bir sekilde

kullanabildigini gdstermektedir.

Secicilik calismasi i¢in kullanilmis olan baskilanmis kriyojel kolon, basillus
formundaki gram-negatif bakteri Pseudomonas aeruginosa igindir. Calisma i¢in
secilmis olan diger ii¢ bakteri ise gram-negatif Salmonella paratyphi, gram-pozitif
Bacillus subtilis ve gram-pozitif staphylococcus aureus'dur. Elde edilen sonuglara
gore, Pseudomonas aeruginosa'dan sonra ikinci en fazla tutulan yuvarlak sekle
sahip olmasi nedeniyle staphylococcus aureus; tigiincii sirada, biiylik yapiya sahip
oldugu i¢in ¢ok fazla gozeneklere tutunamayan Salmonella paratyphi ve en az
tutunmus olan Bacillus subtilis olmustur. Tim bakterilerin sekilleri ve

boyutlarinin bu deneyde 6nemli oldugu goriilmiistiir.
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