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Protein saflagtirma alani, proteinlerin yapisal ve islevsel 6zelliklerini anlamak ve hiicre
ve doku igerisindeki rollerini agiklayabilmek i¢in ¢ok gerekli bir yontem olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Giinlimiizde yasam bilimlerindeki gelismelerle birlikte protein
saflagtirilmasi, biyoteknoloji endiistrisinde temel basamak olan protein {iretimi gibi
belirli uygulamalarda 6nemli rol oynamaktadir. Dolayisiyla protein saflagtirma alaninda
diisiik maliyetli, kolay ve verimli saflagtirma yoOntemlerine olan ihtiya¢ giderek

artmaktadir.

Sunulan tez c¢aligmasinda, saglik alaninda 6nemli bir yere sahip trombinin yiiksek
saflikta, tek basamakta ve diigiik maliyetli bir sekilde elde edilmesi i¢in uygun polimerik
malzemeler hazirlanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda c¢alismada, seciciligi yiiksek ve
tekrar kullanima imkan saglayan, bir¢ok alanda bu iistiin 6zellikleri dolayisiyla tercih
edilen molekiiler baskilama yontemi kullanilmistir. Ayrica biiyiik gozenek boyutlarina
sahip, esneklik, kisa difiizyon yolu, iyi biyouyumluluk ve yiiksek mekanik dayaniklilik

gibi egsiz Ozellikleri olan mikro Olgeginde mikrokriyojeller sentezlenmistir. Tez



caligmas1 kapsaminda, hazirlanan bu polimerik malzemelerin s6z konusu protein olan

trombinin biyoayirma ve saflastirma islemlerindeki etkinligi arastirilmistir.

Tez calismasinin ilk basamaginda, lazer wuygulamasi ile mikrokriyojellerin
sentezlenecegi 400-650 pm araliginda farkli boyutlara sahip mikrostensil kaliplar
olusturulmustur. Aminoasit temelli fonksiyonel monomer olan N-Metakriloil-(L)-
glutamik asit sentezlenmistir. Daha sonraki adimlarda, mikrostensil kaliplar kullanilarak
farkli oranda igeriklere sahip trombin baskilanmis ve baskilanmamis mikrokriyojeller
sentezlenmistir. Mikrokriyojellerin karakterizasyon ¢aligmalar1 mikro bilgisayarl
tomografi (WCT), taramali elektron mikroskobu (SEM), optik mikroskop, ylizey alani
Ol¢iimleri (BET analizleri) ve sisme testi Ol¢limleri ile gerceklestirilmistir. Trombin
adsorpsiyonuna etki eden pH, sicaklik, baslangi¢ derisimi, iyonik siddet, adsorpsiyon
stiresi gibi ¢esitli parametreler taranarak adsoprsiyon-desorpsiyon ve tekrar
kullanilabilirlik ¢alismalar1 gerceklestirilmis olup ayrica belirlenen yarigmaci ajanlar ile
mikrokriyojellerin seciciligi incelenmistir. Trombinin safligt hizli protein sivi

kromatografisi (FPLC) yontemi ile degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Mikrokriyojeller, Afinite kromatografisi, Molekiiler baskilama,

Trombin, Protein saflagtirma.
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The field of protein purification appears as a very necessary method to understand the
structural and functional properties of proteins and to explain their roles in cells and
tissues. Nowadays, with the developments in life sciences, protein purification plays an
important role in certain applications such as protein production, which is a basic step in
the biotechnology industry. Therefore, the need for low-cost, easy and efficient

purification methods in the field of protein purification is increasing.

In the presented thesis study, suitable polymeric materials were prepared to obtain high
purity, single-step and low-cost thrombin, which has an important place in the field of
health. For this purpose, the molecular imprinting method, which is highly selective and
allows reuse and is preferred in many areas due to its superior properties, was used in
the study. Additionally, micro-scale microcryogels with large pore sizes and unique

properties such as flexibility, short diffusion path, good biocompatibility and high
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mechanical strength have been synthesized. Within the scope of the thesis study, the
effectiveness of these prepared polymeric materials in the bioseparation and purification

processes of the protein in question, thrombin, was investigated.

In the first step of the thesis, microstencil array chips with different sizes in the range of
400-650 pm were created with laser application, from which microcryogels would be
synthesized. N-Methacryloyl-(L)-glutamic acid, an amino acid-based functional
monomer, was synthesized. In the next steps, thrombin imprinted and non-imprinted
microcryogels with different contents were synthesized using microstencil array chips.
Characterization studies of microcryogels were accomplished with micro-computed
tomography (uCT), scanning electron microscope (SEM), optical microscope, surface
area measurements (BET analyses) and swelling test measurements. Adsorption,
desorption and reusability studies were carried out by scanning various parameters
affecting thrombin adsorption such as pH, temperature, initial concentration, ionic
strength, adsorption time, and the selectivity of microcryogels was also examined with
the determined competitive agents. The purity of thrombin was evaluated by fast protein

liquid chromatography (FPLC).

Keywords: Microcryogels, Affinity chromatography, Molecular imprinting, Thrombin,

Protein purification.
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1. GIRIS

Yara iyilesme ve kan pihtilagmasi siireclerinde kritik bir enzim olan thrombin, allosterik
bir serin proteazdir. Zimojen durumdaki protrombinin proteolitik aktivasyonu ile
trombin liretimi gergeklesmektedir. Coziiniir bir plazma proteini olan fibrinojenin, uzun,
yapigkan fibrin iplik¢iklerine doniismesini ve diger bir¢cok pihtilagsma ile iliskili tepkime
thrombin tarafindan katalize edilmektedir. Basta hemofili, iltihaplanma, tromboz ve
ateroskleroz (damar sertligi) olmak {izere cesitli hastaliklar, trombinin anormal

aktivitesi veya asir1 ekspresyonu ile baglantilidir [1,2].

Molekiiler baskilama teknolojisi, spesifik tanima bdlgelerine sahip yapay reseptor
olarak islev goren sentetik malzemelerin sentezine yonelik etkin bir yontemdir. Bu
tanima bolgeleri, hedef molekiiliin boyut ve sekli bakimindan tamamlayicidir, bu da
hedef molekiiliin yiliksek afinite ve secicilikle yeniden baglanmasin1 kolaylastirir.
Molekiiler — baskilanmis  polimerler (MIP’ler), diger tamima  sistemleriyle
karsilagtirildiginda spesifik tanima iistiinliigii sergilemektedir. Ek olarak fiziksel/termal
kararlilig1 ve tekrar kullanilabilirligi ytliksek, hazirlanmasi kolay ve maliyeti diisiik
malzemeler olmasi gibi bir¢cok baska avantaja da sahiptir. Ayirma ve saflastirma bilimi,
tibbi teshis, enzimatik kataliz, biyo/kemoalgilama ve afinite kromatografisi
uygulamalar1 dahil olmak tiizere bir¢cok farkli alanda MIP’ler sahip oldugu {istiin

ozellikler ile oldukca dikkat cekmektedir [3].

Kriyojeller, monomerik veya polimerik onciillerin dondurulmus c¢ozeltilerinde
olusturulan jel matrisleridir. Sifirin alt1 sicakliklarda gergeklesen kriyojelasyon
stiresince reaktantlar capraz bagli agi olusturan donmamig/yari donmus fazlarda
yogunlagmaktadir. Bu siiregte sulu fazdan ¢ekirdeklenmis buz kristalleri ise porojen
olarak 6nemli bir role sahiptir. Kriyojeller sergiledikleri birbirine bagli makro gézenekli
yapilar sayesinde parcaciklarin, molekiillerin ve hiicrelerin difiizyonunun sorunsuz bir
sekilde gerceklesmesine olanak saglamaktadir. Ayrica sahip olduklari olaganiistii
elastikiyet, deformasyon sonucunda sekillerinin geri kazanimina izin vermektedir.

Gozenek boyutlarinin optimum sekilde ayarlanabilmesine ek olarak essiz ozellikleri,



kriyojelleri biyo ayirma sistemleri dahil olmak {izere multidisipliner alanlarda ilgi ¢ekici

bir yaklasim haline gelmistir [4].

Son zamanlarda, kriyojellerin hazirlanma siirecinde oldugu gibi bir jel olusturucu
onciilden mikro boyutlarda sentezlenen farkli morfolojiler ve gozeneklilik sergileyen
mikrokriyojeller olduk¢a dikkat ¢cekmektedir. Mikrokriyojeller sekil hafiza 6zellikleri,
yiiksek mekanik dayanimlari, esneklikleri ve siingerimsi yapisal Ozellikleri ile

potansiyel matrisler haline gelmislerdir [5,6].

Sunulan tez calismasinda, molekiiler baskilama teknigine dayali farkli iceriklere sahip
trombin baskilanmig mikrokriyojeller, mikrostensil kaliplar kullanilarak sentezlenmis ve
trombin saflastirma islemleri icin uygulanmustir. ilk asamada, bilgisayarh
mikrotomografi (uCT), taramali elektron mikroskobu (SEM), ylizey alani ol¢limleri
(BET analizleri), sisme testi dlgiimleri ve optik mikroskop gibi detayli karakterizasyon
islemleri gerceklestirilmistir. Sonraki adimlarda adsorpsiyon kapasitesini etkileyen bir
dizi parametre taranmistir. Tekrar kullanilabilirlik ¢aligmalarina ek olarak belirlenen
rekabetci ajanlar ile sentezlenen mikrokriyojellerin seciciligi degerlendirilmistir. Hizli
protein sivi kromatografisi (FPLC) kullanilarak sulu ¢o6zeltiden trombinin safligi

incelenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Trombin

Normal hemostazin siirdiiriilmesi, prokoagiilan ve antikoagiilan yollarin dengesiyle
kontrol edilmekte ve bu siireglerin bozulmasi, asir1 kanama gibi hemostatik kontroliin
kaybina veya tromboz potansiyeline yol ag¢maktadir. Geleneksel olarak kanama
bozukluklari, pihtilagma faktorlerinin aktivitesini 6lgmeye yonelik gergeklestirilen
laboratuvar deneyleri ile degerlendirilmektedir. Bu kapsamdaki testler pihtilasma
sistemindeki olumsuzluklar1 tespit ederek taniya karar verilmesinde etkin rol
almaktadir. Ancak dogal smirlamalar sebebiyle hemostatik fonksiyonun tam olarak
aciklanabilmesinde yetersiz kalinan durumlar olabilmektedir. Trombin aktivitesinin
daha iyi aydinlatilabilmesi ve kanama bozukluklarindaki kritik roliiniin agiklanabilmesi
amaciyla tedaviye verilen tepkilerin de takip edilebildigi kiiresel tahlillerin

gelistirilmesinin yolu agilmistir [7].

Trombin (E.C 3.4.21.5) bir serin proteaz olup a-zinciri ve B-zinciri olarak adlandirilan
iki polipeptit zincirinden olusmaktadir [8]. Tipik trombin, molekiiler agirligi 36 kDa
olan dort disiilfid bag ile capraz baglanmis 36 amino asit kalintis1 ile A zinciri (hafif
zincir) ve 259 amino asit kalintis1 ile B zincirinden (agir zincir) olusmaktadir [9].
Bununla birlikte, trombinin neredeyse notr bir izoelektrik noktasi vardir, goriinen
elektrostatik alan molekiiler yiizeyin 6tesine dnemli bir mesafe kadar uzanir. Trombinin
genel yapisi ele alindiginda aktif bolge, sodyum iyonu baglanma bolgesi ve iki pozitif
yiiklii anyon baglanma bolgesi (ekzosit 1 ve ekzosit 2) icerdigi bilinmektedir (Sekil 2.1)
[10].



Aktif bolge

ve'®

Sekil 2.1. Trombinin iki ekzositinin (turuncu renkli) ve aktif bolgesinin (mavi renkli)

gosterildigi ylizey temsili [11].

19. yiizyilda kesfedilen a-trombin, anti-pthtilastirict ve pro-pihtilastirict faktdr olarak
paradoksal olarak hareket etmektedir ve giiniimiize kadar bu yapisal ve islevsel
karmasgikliktan dolay1 derinlemesine arastirilmistir [12]. a-trombin, proteolitik ayrigsma
ile pasif 6gelerin aktivasyonunun saglandigi enzimatik amplifikasyon agmin {iriini
olarak ortaya c¢ikmaktadir [13—15]. a-trombinin ana gorevi, ¢Oziiniir fibrinojenin
¢coziinmeyen fibrin pihtisina doniistiiriilmesini saglamaktir [16]. Ayrica trombositleri

yara bolgesine sabitler ve onarim siireci baslatilmis olur [17].

Trombin hemostatik dengenin korunmasinda dnemli bir enzim olup birbiriyle iligkili ve
es zamanli gerceklesen hiicresel ve proteolitik tepkimelerin merkezinde yer almaktadir
[18]. Yaralanma sonrasinda hemostaz aktivasyonu saglanarak trombosit tikaci
olusturulmakta ve bunu kararli fibrin pihtis1 takip etmektedir. Birincil hemostaz
siiresince yaralanma bdlgesinde hiicre dist matriks bilesenlerine ve birbirlerine tutunan
trombositler kanamanin durdurulmasina yardimei olmaktadirlar. ikincil hemostaz ise
baslama, biiylime ve ¢ogalma evrelerindeki pithtilasma faktorlerinin (faktor [F]V, FVIIL,
FVII, FIX, FX ve FXI vb.) enzimler sayesinde aktivasyonlarinin kazanildig
adimlardan olugmaktadir. Hemostazin bu agamalari, pihtilagma siirecini kontrol eden ve
trombin olusumunun yerini, miktarini ve zamanlamasini diizenleyen iki ana hiicre tiiri,

doku faktorii (TF) iceren hiicreler ve trombositler ile gerceklesmektedir [19]. Siirecte,



olusan trombosit tikacimi kararli bir fibrin dokusuyla desteklemek ve bu amacla
fibrinojenden fibrin olugmasi igin gerekli trombinin saglanmasi ulasilmak istenen

noktadir.

Trombin, ikincil hemostaz sirasinda fibrin piht1 olusumunun yani sira birden fazla rol
oynamaktadir. Pthtilasmanin baglama asamasinda, dokuda TF-igeren hiicrelerde kiigiik
miktarlarda trombin tretilmektedir. Burada gergeklesen ilk trombin {iretimi ile kritik
adim, bitisik trombositleri olduk¢a yiiksek bir oran ile prokoagiilan duruma aktive
etmektir. Trombin biiyiime faz1 basamaginda, FXI, FV ve FVIII aktivasyonunu iceren
cesitli pozitif geri besleme dongiisiinde gorev almaktadir. Bu ana kadar gergeklesen tiim
olgular sonucunda, fibrin pitht1 olusumundan sorumlu ve aktivasyonu gerceklestirilmis

trombosit yiizeylerinde olduk¢a biiyiik trombin kiimelerinin iiretilmesi saglanmaktadir
(Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Pihtilasma kademesine genel bakis. Cok adimli intrinsik (sol) ve extrinsik
yolagin (sag) diyagrami. Sekil, hemostatik ajanlarin, mekanik ve yapiskan hemostatlarin

pihtilasma kademesinde rollerini nerede sergiledigini gostermektedir [20].



Trombin olusum miktar1 ve modelinin tanimlanmasindaki etkenler, pthtilasma boyunca
sergilenen cesitli dzelliklere baghdir. Uretilen trombinin aktivite miktarinin tayininde
antitrombin ve protrombin miktarlarinin 6énemli bir etken olduguna dair kanitlar varken
trombosit bilesenleri i¢in ayni durum s6z konusu degildir. Trombosit bilesenlerinin de
bahsedilen olguda gorev aldig1 bilinmekte fakat katkisi esnasindaki mekanizmasi tam

anlamiyla ¢oziilememistir.

Tim bu bulgular ele alindiginda trombinin diizenlenme mekanizmasimin oldukca
karmagik ve bir¢cok faktore bagli oldugu sonucuna ulagilmaktadir. Olduk¢a hassas bir
dengeye sahip olan prokoagiilan ve antikoagiilan siire¢lerde beklenmeyen bir aksaklik
olmasi durumunda, hemostatik kontroliin saglanamamasi sonucu, kiside asir1 kanama

veya trombozun patolojik sonuglar1 gozlenebilmektedir [7].

2.2. Proteinlerin Saflastirilmasi

Biyoteknolojide saflagtirma ve karakterizasyon yontemleri ile yiiksek kaliteli iirlin
iiretimi onemlidir. Ozellikle kritik olan bir adim da saflastirma islemidir. Canl
organizmalarda kritik 6neme sahip olan proteinler, biyolojik makromolekiillerin en
temel parcalaridir. Bu baglamda, proteinlerin incelenmesine yonelik gergeklestirilen
calismalarda ayirma ve saflastirma adimlari son derece 6nemlidir. insan kanindaki eser
miktarda bulunan proteinlerin ayrilmasi ve analizlerinin yiiriitiilmesi birgok hastaligin

erken teshisine katki saglayabilmektedir [21].

Glinlimiizde, proteomik c¢alismalar yalnizca belirli bir numunede c¢ok proteini
tanimlamaktan  ziyade bu proteinlerin  kesin  miktarlarinin  belirlenmesine
odaklanmaktadir. Degisken protein ekspresyon profillerinin detayli bir sekilde
aragtirtlmasi, klinik proteomikte biyobelirtecler, patolojik yollar ve ilaglarin hedef
bolgeleri hakkinda aydinlatici bilgiler elde etmeye yardimci olmaktadir. Son
zamanlarda proteomik alaninda c¢alisan aragtirmacilarin basvurabilecegi farkl

metodolojilerden olusan ¢ok sayida proteomik yaklasim gelistirilmistir [22].



Proteinlerin yapisini, oOzellikle translasyon modifikasyonlarini ve fonksiyonunu
belirlemenin yani sira peptit ve protein dizilerini tespit etmek igin proteomik caligmalar
onem arz etmektedir. Bu asamada tekrar kullanilabilir malzemeler sayesinde yliksek
dereceli proteolizin maliyetini azaltilmasina yonelik verimli, hizli ve kolay
prosediirlerin gelistirilmesine duyulan ihtiya¢ giderek artmaktadir. Son yillarda polimer
[23], membran [24], jel boncuklar [25], cam [26], sol-jel destekleri [27], gdzenekli
silikon matrisi [28] ve gdzenekli monolitik malzemeler [29,30] gibi farkli substratlar

iizerine proteolitik enzimler immobilize edilmistir.

Proteomik, biyoakiskanlarin, hiicrelerin, dokularin ve organizmalarin igerdigi tim
proteinlerin genis kapsaml analizidir [31]. Ozellikle klinik proteomik, hasta iyilesme
stirecini agiklayabilmek amaciyla proteinlerin ekspresyonu ve lokalizasyonunun yani
sira molekiiler etkilesimleri ve post-translasyonel modifikasyonlar1 arastirir [32].
Proteomiklerin bu yaygin uygulanabilirligi, bilimsel sorunun kendisine, incelenen
proteom tiirline (0rnegin, ¢Oziiniir veya zar proteinleri, translasyon sonrasit modifiye
edilmig proteinler, protein izoformlari) ve ayrica analiz edilecek numune tiirlerine
(6rnegin, doku, kiiltiirlenmis hiicreler, viicut sivilari, bitkiler, bakteriler) bagl olarak,
ozellestirilmis teknikler ve is akiglari ihtiyacinin gereklilikleri anlamina gelmektedir.
Tiim bu talepleri karsilamak i¢in, izolasyon, ayirma, sindirme, zenginlestirme, tiiketme,
tanimlama ve ayrica proteinlerin mutlak ve nispi miktar tayini i¢in kapsamli bir
deneysel teknikler repertuar1 yillar i¢inde gelistirilmistir ve daha fazla iyilestirmeler
halen devam eden arastirmalarin bir parcasidir. Nicel klinik proteomik g¢aligmalarin
basariyla yiiriitiilmesi i¢in etiketsiz proteomik, yliksek verim saglayan bir strateji olarak

karsimiza ¢ikmaktadir [22].

Proteomik stratejik olarak biyolojik bir sistemin proteomunun tam ve kapsamli
niceliksel ve niteliksel tanimlanmasimi hedeflemektedir. Ancak biyolojik sistemin
karmagik diizeni nedeniyle belirlenen hedefe ulasmak giiclesmektedir. Proteinler
hiicresel fonksiyonlarda kritik bilgiler saglarken sahip olduklar1
hidrofiliklik/hidrofobiklik, post-translasyonel —modifikasyonlar ve boyut gibi
karakteristik 6zelliklerinin ¢ok c¢esitli olmasindan dolay1 biiyiik 6lcekte tespit edilmesi

en zor hiicresel bilesenlerdir. Proteomik yaklasimlar tipik olarak hiicresel materyal



icindeki proteinlerin ayrilmasin1  ve tamimlanmasini igeren ortak bir teknik
kullanmaktadir. Burada sinirlayict durum proteinlerin aydinlatilmasindan ziyade dogru
bir sekilde ayrilmasini saglamaktir. Karmagik biyolojik numunelerden proteinleri analiz
etmek amaciyla yaygin olarak basvurulan Iki boyutlu (2D) elektroforez teknigi ile
proteomik yaklagimlardaki kisitlamalar ortadan kalkmaktadir [33]. Klose ve O’Farrell
[34] tarafindan bagimsiz olarak gelistirilen bu teknik, proteinlerin bir yonde izoelektrik
odaklama ile net yiiklere gore ve diger yonde sodyum dodesil siilfat varliginda
elektroforez ile goriiniir molekiiler kiitleleri temelinde proteinlerin ortogonal olarak
ayrilmasini saglar. 2D elektroforez metodolojisinin en biiyiilk avantaji, farkli
modifikasyon durumlarinda binlerce proteinin ayni anda ayrilmasi, gorsellestirilmesi ve
nicellestirilmesi yetenegi ile baglantilidir. Bununla birlikte, 2D elektroforezin
otomasyonu belirli asamalar i¢in zordur. Bu baglamda, afinite kromatografisi giiclii bir
proteomik ara¢ olarak literatiirde 6nemli bir yere sahiptir. Kisaca immobilize ligandlar
ve hedef proteinleri arasindaki 0Ozgiin etkilesimi temel alan ¢ok yonli afinite

kromatografisi tekniginin farkl ihtiyaglara yonelik uygulamalar1 mevcuttur [35].

Cesitli protein tiirlerinin izolasyonu ve saflastirilmasina yonelik ¢alismalarda antikorlar
ve antijenler arasindaki etkilesimler basta olmak {izere elektrostatik adsorpsiyon,
hidrofobik ve hidrofilik etkilesimler, metal selasyon gibi farkli yaklagimlar ©ne
stiriilmektedir. Ayrica belirtilen tekniklerde, karmasik biyolojik makromolekiillerin
saflagtirllmas1 ve/veya zenginlestirilmesi i¢in ihtiyaca yonelik farkli 6zelliklere sahip

malzemeler s6z konusudur [36].

Hiicresel ve kolloidal malzemelerden olusan safsizliklar, biyo {iriinleri saflagtirmada
sinirlayict bir durumdur ve bir dizi farkli teknoloji sayesinde bu durumun iistesinden
gelinebilmektedir. Bu baglamda hizli protein sivi kromatografisi, yliksek performansli
stvi  kromatografisi, c¢okeltme, elektroforez, santrifiij, ultrafiltrasyon sivi-sivi
ekstraksiyonu ve adsorpsiyon islemleri etkili araclar olarak degerlendirilmektedir. Bu
siireglerde yer alan cihazlar 6zel adimlar olarak diizenlenmistir ancak her adimda
onemli miktarda {riin kayb1 olabilmektedir. Bu analitik ayirma ve saflastirma
yontemleri ¢ok pahali, zahmetli ve zaman alicidir ve bu yontemlerin dezavantaji

sistematik ve bireysel hata olasiliginin yiiksek olmasidir [36].



2.3. Protein Saflastirma Teknikleri
2.3.1. Tuz Coktiirmesi

Hedef proteinin bulundugu ¢ozeltiye yiiksek derisimde tuz ilavesiyle gerceklestirilen tuz
coktiirme yontemi, proteinler arasindaki elektrostatik etkilesimi etkilemekte ve

proteinlerin kiimelenmesine neden olmaktadir.

Proteinlerin ¢dziiniirligliniin en aza indirgenmesine sebep olan tuz derisimi, her bir
protein i¢in farklilik gostermektedir. Ayrica bu teknik ile elde edilen protein safligi
cogunlukla istenilen diizeye ulasamamaktadir. Buradan yola c¢ikarak, ek saflagtirma
teknikleri ile bir arada uygulanmasi gerektigi ve proteinlerin kisimlara ayrilma

siirecinde tuz ¢oktiirmesi teknigine bagvurulabilecegi bildirilmektedir [37,38].

2.3.2. Diyaliz

Diyaliz, yar1 ge¢irgen bir membranin kullanildig1 ve itici gli¢ olarak derisim gradyaninm
temel alan bir ayirma teknigidir. Burada, yar1 gecirgen membranla birbirinden ayrilmis
cozeltiler arasindaki derisim farki sayesinde uzaklastirilmak istenen maddelerin
tasinmast hedeflenmektedir. Makromolekiiler yapidaki proteinler s6z konusu

membrandan gecememektedir.

Bununla birlikte diyaliz teknigi tek basma kullanildiginda ayirma ve saflagtirma
caligmalar1 i¢in yetersiz olmaktadir. Genellikle tuz ya da diger kiigiik molekiillerin
hiicre kisimlarindan uzaklastirilmasi veya protein safligini iyilestirme ve gelistirme
amaciyla diger saflastirma teknikleri ile beraber basvurulan bir uygulama olarak

literatiirde yer almaktadir [37,39].

2.3.3. Elektroforez

Elektroforez, bir elektriksel alan etkisi altinda yiiklii par¢aciklarin farkli hizlarda hareket
ederek go¢ ettigi ve boylelikle ayirmanin gergeklestigi bir teknik olarak ifade
edilmektedir. DNA, RNA ve proteinler basta olmak iizere makromolekiillerin

ayrilmasina yonelik yapilan calismalarda siklikla uygulanan bu teknik, hedeflenen



biyomolekiillerin tuzdan arindirilmasinin yani sira zenginlestirme, ayirma ve saflagtirma
islemleri icin de kullanilabilmektedir. Proteinler goéz oOniinde bulunduruldugunda
herhangi bir proteinin elektriksel alanda go¢ etme hizi, proteinin net yiiki, elektriksel

alanin giicii ve siirtiinme katsayisina bagli olarak degiskenlik gostermektedir [37,40].

Kullanilan araglara, destekleyici ortama ve ayirma mekanizmasina gore farklh
elektroforez yaklagimlar1 bulunmaktadir. Elektroforez ile ayirma islemleri ¢ogunlukla
gozenekli jeller ile gerceklestirilmektedir. Poliakrilamid jel elektroforezi ile protein ve
polipeptidlere ait saflik, boyut, izoelektrik nokta ve miktar gibi karakteristik 6zelliklerin
tayin edilmesi miimkiindiir. Ayrica, anyonik bir deterjan olan sodyum dodesil siilfat ile

muamele edilerek proteinlerin molekiiler kiitlesi belirlenebilmektedir [41,42].

Bir diger yaklasim ise izoelektrik noktalarmin farkliligindan faydalanarak proteinleri
ayirma islemini gergeklestiren izoelektrik odaklama teknigidir. Burada, oncelikle jelde
farkl1 izoelektrik noktalarina sahip amfolitler sayesinde kararli bir pH gradienti
olusturulmaktadir. Daha sonra uygulanan elektriksel alan ile beraber proteinler, net
yiiklerinin sifir oldugu kendi izoelektrik pH’larina ulagsana kadar jelde go¢ etmeye

devam etmektedirler [40,43].

Karmagsik protein karisimlarmin ayrilmasina yonelik yapilan c¢aligmalarda farklh
elektroforetik teknikler bir arada kullanilabilmektedir. Plazma gibi ¢esitli derisimlerde
cok farkli proteinlerin bulundugu ortamlarda, izoelektrik odaklama ve sodyum dodesil
stilfat-poliakrilamid jel elektroforezi tekniklerinin kombinasyonu sonucu ortaya ¢ikan
iki boyutlu jel elektroforezi teknigi sayesinde etkin bir ayirma siirecine olumlu katkilar

saglanmaktadir [43,44].

2.3.4. Jel Filtrasyon Kromatografisi

Biyomolekiillerin ayrilmasina yonelik yasam bilimlerinde en Onemli analitik
yontemlerden biri olan jel filtrasyon kromatografisinden siklikla faydalanilmaktadir.
Tipik bir jel filtrasyon kromatografisi isleminde, agaroz, dekstran ya da poliakrilamit

gibi ¢ozlinmeyen ancak yiiksek oranda sismis ve iyi tanimlanmis bir gézenek boyutu
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araligina sahip gozenekli jel mikrokiireler ile hazirlanmig bir kolon bulunmaktadir. Sabit
faz olarak da adlandirilan bu kolon molekiiler bir elek gorevi gormektedir. Daha sonra
hareketli faz kolona yiiklenerek ayirma siireci baslatilmaktadir. Bu asamada, kolon
boyunca hareket devam ederken gozenekli jel mikrokiirelerin gozenek boyutundan daha
kiigiik boyuta sahip biyomolekiiller, mikrokiirelerin goézenekli yapisina niifuz
etmektedir. Daha biiylik boyutlara sahip biyomolekiiller ise mikrokiireler arasindaki
bosluklardan gecerek kolonda daha hizli yol almaktadir. Dolayisiyla biiyilik

biyomolekiiller kii¢iik biyomolekiillere gore kolonu dnce terk etmektedir.

Jel filtrasyon kromatografisinde ayirma islemi, biyomolekiillerin boyut farkliliklarina
gore kolonda tutulma siirelerinin degismesi ve dolayisiyla eliisyon siirelerinin

farklilagmasi prensibine dayanmaktadir [45,46].

2.3.5. Iyon Degisim Kromatografisi

Iyon degistirme kromatografisi, biyolojik makromolekiillerin sahip oldugu net yiiklere
gore ayrilmasini saglayan bir sivi kromatografi teknigidir. Yaygin olarak protein ve
peptidlerin ayrilmasinda kullanilan bu teknigin en onemli istiinliiklerinden biri,
denatiirasyona sebebiyet vermeden saflastirma isleminin gergeklestirilebilmesidir. Iyon
degisim kromatografisi, iyon degistiricinin ylikiine bagli olarak katyon degisim ve

anyon degisim kromatografisi olmak iizere alt bagliklara ayrilmaktadir.

Pek ¢ok sayida amino asitten olugan proteinler yiikleri bakimindan farklilik gostermekte
ve dolayisiyla yiklii kromatografik matriksler ile farkli sekilde etkilesime
girmektedirler. Iyon degisim kromatografisinin temelinde, verilen bir pH’da proteinlerin
net elektrik yiikiiniin isareti ve biiyiikliigline gore ayirma s6z konusudur. Bu teknik ile
bir tuz veya pH gradyani olusturularak iyon degistiricideki yiiklii gruplarin saflastirmak

istenilen karisimda bulunan zit yiiklii proteinleri adsorbe etmesi saglanmaktadir [47,48].
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2.4. Afinite Kromatografisi

Nicel ve nitel proteomik yaklasimlar ic¢in gereken sartlar biyolojik &rnegin
fraksiyonlanmasina bagli olarak karmasikligin azaltilmasidir. Afinite kromatografisinin
temelinde hedeflenen makromolekiiller ve uygun immobilize ligandlar arasinda
gerceklesen etkilesimler yer almaktadir. Kullanilan ligandlarin ¢esitliligi, translasyon
sonras1 modifiye edilmis proteinler dahil olmak iizere karmasik biyolojik drneklerin
etkin bir sekilde ayrilmasina katki saglamaktadir. S6z konusu metodoloji, izotop kodlu
afinite etiketlerine bagvurarak protein ekspresyonunun nicellestirilmesine ve protein-

protein etkilesim aglarinin agiga kavusturulmasina da yardimer olmaktadir [35].

S1vi kromatografisi tiirlerinden biri olan afinite kromatografisi, sabit faz olarak biyolojik
olarak iliskili bir baglayici ajandan faydalanmaktadir. Uzun yillardir kullanilan teknik,
biyolojik etkilesimlerde gerceklesen spesifik ve geri doniisiimli baglanmalari
kullanarak belirlenmis hedeflerin saflagtirllmasina yonelik yaygin olarak tercih
edilmektedir [49—-51]. Bahsi gecen etkilesimlere 6rnek olarak enzim-substrat, antikor-
antijen ve hormon-reseptdr etkilesimleri verilebilmektedir. Bu kromatografik sistemde
“afinite ligand1” olarak adlandirilan ajan kromatografik destek lizerine immobilize edilir
ve afinite ligandi, hedeflenen biyomolekiiliin bulundugu karmasik ortamdan secici
sekilde tutulmasini saglayan kolon sistemlerinin gelistirilmesine olanak saglamaktadir

[52,53].

Afinite kromatografisine yonelik siklikla kullanilan ve en temel format acik/kapali
modu olarak bildirilmistir (Sekil 2.3). Bu formatta, afinite ligandinin aktif oldugu ve
hedefin kuvvetle baglanmasini saglayacak pH ve iyonik giice sahip yiikleme tamponu
ile ornek, hedeflenen biyomolekiilii yakalayip tutabilen bir kolondan gegirilmektedir.
Stire¢ boyunca ornekte bulunan diger bilesenlerin baglanma dereceleri ¢ok diistiktiir
veya baglanma gdstermezler. Ayristirma siiresince hedef biyomolekiil korunurken
eliisyon tamponu veya giiclii bir mobil fazin kolondan gecirilmesiyle hedefin serbest
birakilmasi saglanmaktadir. Eliisyon icin spesik olmayan, biyospesifik ve izokratik
elisyon olmak tizere {i¢ farkli yaklagim s6z konusudur. Spesik olmayan eliisyonda
hedef biyomolekiil, mobil faz bilesimi, iyonik kuvvet veya pH degeri degistirilerek
serbest birakilmaktadir. Diger bir yaklasim olan biyospesifik eliisyonda hedef
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biyomolekiiliin serbest birakilmasi i¢in uygun bir rakip ajan belirlenmektedir. Sonraki
adimlarda sistemin dengeye getirilmesi i¢in ylikleme tamponu kullanilmaktadir ve siireg
tekrar edilmektedir [54,55]. Alternatif olarak izokratik eliisyonda yiikleme tamponu ve
elisyon tamponu ayni ama¢ icin kullanilabilmektedir. Bu yaklagim, hedef
biyomolekiiller i¢in zayif veya orta derecede baglanma sergileyen afinite ligandlarinin

kullaniminda 6ne ¢ikmaktadir [56,57].

(a) Afinite Kolonuna Hedef ve Ornegin Uygulanmasi

Ornek
° m® .. Kromatografik destek =~ ° ! f Alll{?nml?yan
orne!
° [ .-. .- é é é é ‘ ‘ ‘ ‘ bilesenleri
. - ST ¢ o] L4
S Afinite ligand: Alikonan hedef e s
Yiikleme tamponu )

oo & o ®0 0 ¢

b) Alikonan Hedefin Eliisyonu i¢in Yontemler

Spesifik Olmayan Eliisyon izokratik Eliisyon

oAb b A'A.A_o;

| m N
Eliisyon tamponu (pH Y.l'.ikleme tamponu I
veya bilesimdeki ? ? 9 Q (Eliisyon tamponu da 9 9 9

degisiklik) olarak kullanilir)

Biyospesifik Eliisyon Biyospesifik Eliisyon
Ogﬂ , A
o . .
am O & & o " o 6 6 o
| | |
o [a) | L
— > .
XX ' .
Yarigmaci ajan Q q Q ’ Yarigmaci ajan 2l
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icin) baglanmak i¢in)

Sekil 2.3. Afinite kromatografisinin agik/kapali modunda bagvurulan (a) Ornek

uygulama/yikama adimlari ve (b) eliisyon yontemleri [57].
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Afinite kromatografisi tekniginin basit ve olduk¢a secici olmasindan dolay1
biyomolekiil, biyofarmasotik gibi bir¢ok farkli ajanin saflagtirilmasinda uygulamalari
mevcuttur. Afinite kromatografisi hem numune hazirlama hem de biyolojik, klinik ve
cevresel numunelerdeki belirli hedeflerin izolasyonu veya 6l¢iimii i¢in analitik bir arag
olarak kullanilmistir. Dahas afinite kromatografisi yaklagimi ile biyolojik etkilesimleri

degerlendirmek ve karakterize etmek miimkiin olmaktadir [58,59].

2.4.1. Afinite Kromatografisinin Giincel Uygulamalar:

Saflastirma, karakterizasyon, kimyasal veya biyokimyasal ayirmalar ve cesitli analiz
stirecleri basta olmak iizere afinite kromatografisi yaklasiminin uygulanabilecegi bir¢cok
farkli alan s6z konusudur. Sekil 2.4, bu yontemi kullanan arastirma yayinlarina dayali
olarak, afinite kromatografisinin siklikla kullanildig1 bazi alanlar1 gdstermektedir. Bu
uygulamalarin ¢ogunlugunu (toplamda %49,2’dir) biyokimya, biyokimyasal aragtirma
ve molekiiler biyoloji olusturmaktadir. Biyoteknoloji, immiinoloji, mikrobiyoloji ve
hiicre biyolojisi de s6z konusu yaklasima siklikla basvuran alanlar olarak karsimiza
cikmaktadir (toplamda %22,7°dir). Analitik kimya ve kimyanin diger alanlar1 (6rnegin,
cevre kimyasi, klinik kimya, ¢ok disiplinli kimya, %17,7) ile birlikte farmakoloji ve
farmasoétik bilim (%4,2) afinite kromatografisi i¢in bir bagka 6nemli uygulama grubunu
olusturmaktadir. Biyolojik sistemlerin biyofiziksel ¢alismalart da bu kapsamda
degerlendirmeye almmistir (%6,2). 1970 ila 1980 yillar1 arasim1 kapsayan siirecte
yiiksek performanshi afinite yontemlerinin gelistirilmesini takiben farkli alanlardaki

uygulamalarin artig1 géze carpmaktadir [60,61].
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Sekil 2.4. Afinite kromatografisinin rutin olarak uygulandig: alanlar [57].

Belirlenen hedefin karmagik bir matriste dahi bir veya birka¢ adimda ayrilmasim
saglayan afinite kromatografisi teknigi, yiiksek seciciligin yam sira giiglii baglanma
basta olmak lizere Onemli avantajlara sahiptir. Enzimlerin, dogal ve rekombinant
proteinlerin kiiglik ve biiyiik 6lgekli saflastirma islemleri biyomimetik veya boya ligand

afinite kromatografisi uygulamalarina 6rnek olarak gosterilebilmektedir [62,63].

2.4.2. Afinite Kromatografisinde immobilizasyon Teknikleri

Immobilizasyon tekniklerinin uygunlugu ile afinite kromatografisinin kullanildig1
uygulama alanlar1 dogru orantili olarak gelismektedir. Afinite kromatografisinde
kullanilabilecek ¢esitli immobilizasyon teknikleri Sekil 2.5’te verilmistir. Bir afinite
kolonu hazirlanmas1 asamasinda afinite ligandinin aktivitesi tizerindeki kritik etkisinden
dolayr immobilizasyon tekniginin dogru sec¢imi titizlik ve hassasiyet gerektiren bir
faktordiir. Aksi halde sterik engelleme veya yanlis oryantasyon gibi durumlar sonucu
baglayic1 ajanin aktivitesinde azalma gozlenebilmektedir. Benzer sekilde, afinite
ligandinin kat1 destege c¢ok bolgeli baglanma gergeklestirmesi, baglayici ajanin

aktivitesinde degisiklik olmasina neden olabilmektedir.
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v ikincil ligand

Sekil 2.5. Afinite kromatografisinde immobilizasyon teknikleri [57].

Gilinlimiizde kat1 destege bir afinite ligandinin baglanmasini saglamak amaciyla siklikla
basvurulan kovalent immobilizasyon teknigi, ilk olarak 1936 yilinda Landsteiner ve van
der Scheer [64] ve 1951 yilinda Campbell ve digerleri [65] tarafindan kullanilmistir.
Kovalent immobilizasyon tekniginde kati destegin ve/veya ligandin aktivasyonu
saglanmasi gerekmektedir. Cautrecasas ve digerleri [66] siyanojen bromiir (CNBr)
yontemine bagvurmuslardir. Burada kati destek iizerinde bulunan hidroksil gruplar: aktif
bir siyanat esteri veya imidokarbonat grubu olusturmast amaciyla modifiye
edilmektedir. Bdylece afinite ligandi iizerinde bulunan birincil aminlerle tepkime
gergeklestirilebilmektedir. Ek olarak baglayici ajanlar, karbonildiimidazol veya N-

hidroksisiiksinimit ile aktive edilen yiizeylerdeki aminler sayesinde immobilize
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edilebilmektedirler [67]. Schiff baz1 ydontemi ve indirgeyici animasyon ydntemi ile amin
iceren maddelerin kullanimin yani sira karboksil veya hidroksil gruplari iceren baglayici

maddeler de kovalent immobilizasyonda tercih edilebilmektedirler.

Kovalent immobilizasyon tekniginden farkli olarak afinite kromatografisi ile ilgili
yapilan erken c¢aligmalarda, kati destege bir afinite ligandi baglanmasi amaciyla
kovalent olmayan immobilizasyon yaklasimi kullanilmigtir. Burada, fiziksel
adsorpsiyon kapsaminda kati1 destek ve afinite ligandina gore degiskenlik gosterebilecek
etkin etkilesimler hidrojen bagi, elektrostatik ve hidrofobik etkilesimlerdir. Bu
yaklasimda yararlanilan kat1 desteklere karbohidratlar, silika ve aliimina basta olmak
iizere inorganik destekler 6rnek gosterilmektedir. Uygulanmasi basit olmasina ragmen
bu yontem ile hazirlanan afinite destegi i¢in kararliligin sinirli olmasi ve rastgele
yonlendirme nedeniyle baglayici ajan aktivitesinde azalmalar gerceklesmesi, yontemin

siirlayici etkenleri arasinda yer almaktadir.

Birincil afinite ligandin1 immobilize etmek i¢in kati destege baglanan ikincil bir
liganddan faydalanan teknige biyospesifik adsorpsiyon adi verilmektedir. Kovalent
olmayan immobilizasyonun bir 6rnegi olan bu yaklasim ile ilgili 1976 yilinda peptitler
ve proteinler biyotin etiketleri ile modifiye edilmis ve immobilize edilmis avidin i¢eren
desteklere baglanmigtir. Benzer sekilde bu teknigin biotin etiketleri ve streptavidin
iceren desteklerle uygulamalar1 da miimkiindiir. Protein G veya protein A’nin
antikorlar1 baglamak ve immobilize etmek amaciyla bir kat1 destek iizerinde kullanildig:

uygulamalar biyospesifik adsorpsiyon kapsaminda degerlendirilmektedir.

Hapsetme veya kapsiilleme temelli yontemler konusundaki ilk c¢aligmalarda, afinite
ligand: etrafinda bir organik polimer olusturarak immobilizasyon saglanmis olup bu
yontemler kovalent olmayan immobilizasyon bashigi altinda yer almaktadir.
Proteinlerin, enzimlerin ve diger afinite ligandlarinin alikonmasinda silikat bazli sol
jeller ile tasarlanan inorganik materyallerin kullanimi uzun yillardir dikkat ¢eken bir
alan olarak karsimiza ¢ikmaktadir [68]. Baska bir yol olarak afinite ligand1 kat1 destegin
icine veya iizerine yerlestirilebilmekte ve capraz baglanma veya ligandin s6z konusu

materyali terk edebilme yetisini farklilagtirma ile yakalanabilmesi saglanmaktadir.
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Ornegin, s1gir serum albiimin (BSA) proteini, glutaraldehit ile bu proteini ¢apraz
baglama yoluyla yakalanmigtir. Literatiirdeki mevcut diger calismalarda, os-asit
glikoprotein (AGP), insan serum albiimin (HSA), immiinoglobulin G (IgG) ve diger
ajanlar, yakalama ajani olarak oksitlenmis glikojen ve hidrazid ile aktive edilmis

destekler sayesinde silika i¢inde hapsedilmistir [69-71].

Immobilizasyon tekniklerine alternatif olarak molekiiler baskilama, 1970’lerin basinda
kiral ayirma uygulamalar ile afinite kromatografisi kapsaminda yer almistir. Burada
temel prensip, hedef biyomolekiile uygun afinite ligandlar1 olarak faaliyet gdsteren
baglayict bolgeler igeren bir kat1 destek olusturmaktir. Molekiiler baskilanmig polimer
(MIP) sentez prosediiriinde, hedef molekiil ve hedef molekiil ile etkilesime girebilecek
fonksiyonel gruplar iceren monomerler varliginda bir polimerizasyon ¢dozeltisi
hazirlanmaktadir. Daha sonraki adimda hedef molekiill polimerik yapidan
uzaklastirilmakta ve yapilacak uygulamalarda hedef molekiilin baglanmasini
saglayacak 0zgilin bolgeler veya bosluklara sahip bir kat1 destek elde edilmektedir.
Onceki calismalarda diisiik kiitleli hedef analitlerin yakalanmasi ve ayrilmasi igin
bagvurulan molekiiler baskilama yaklagiminda MIP’lerin sahip oldugu etkilesimler,
biyolojik sistemlerdeki etkilesimlere oldukca benzerlik gostermektedirler [72—74]. Son
zamanlarda, MIP’lerin proteinler gibi makromolekiiller ile gerceklestirilen ¢aligmalarda
uygulamalart mevcuttur [75,76]. Kati faz ekstraksiyonunun yani1 sira afinite
kromatografisinde secici baglanma i¢in monolitler ve partikiillii kat1 destekler

hazirlanarak farkli uygulamalarda MIP’lerden yararlanilmigtir [77,78].

2.5. Molekiiler Baskilama Teknolojisi

Gectigimiz yirmi yilda, molekiiler baskilanmis polimerlerin (MIP’ler) hazirlanmasi ve
bunlarin uygulamalar1 biiyiik ilgi gérmiistiir. MIP’ler molekiilii, antikorlara ve biyolojik
reseptorlere benzer afinite ve 6zgiillik agisindan baglamak i¢in bir “kilit ve anahtar”
mekanizmasiyla ¢alismaktadir [79]. Molekiiler baskilanmis polimerler su anda sentetik
molekiiler reseptorler olusturmak icin en genel, ¢cok yonlii, dl¢eklenebilir ve uygun

maliyetli yaklagimdir [80].
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Biyomiihendislik, malzeme bilimi ve yasam bilimi basta olmak iizere bircok
multidisipliner alanda proteinlerin taninmast ve izolasyonuna yonelik gergeklestirilen
caligmalar giinimiizde oldukca dikkat ¢ekmektedir. Kararliligi ve seciciligi yiiksek,
diisitk maliyetli ve kolay hazirlanabilen protein baskilanmis polimerler, bu kapsamda
ideal tanima malzemeleri amaciyla kullanilabilecek potansiyel adaylar olarak

distintilmektedir [3].

2.5.1. Molekiiler Baskilama Teknigi

Hedef molekiile yonelik yiiksek segicilik sergileyen MIP’ler plastik antikorlar olarak
ifade edilebilmektedir. Ayrica MIP’ler sayesinde farkli analitler i¢in uyarlanabilir ve

kimyasal olarak dayanikli sentetik molekiiler tanima sistemleri gelistirmek miimkiindiir.

MIP’lerin sentez prosediirii temel olarak bir fonksiyonel monomer, bir ¢capraz baglayici

ve hedef analit olan bir kalip molekiilii varliginda ger¢eklesen kopolimerizasyondan

olusmaktadir (Sekil 2.6) [81].
i @ + *

Baskilanmis materyal

Polimer matriksi

Fonksiyonel
monomer

Polimerizasyon

._.———%

'

Kalip molekiil

Sekil 2.6. Molekiiler baskilanmis polimer hazirlama prosediiriiniin sematik gdsterimi

[82].

MIP sentezi polimerizasyon siirecinde indiiksiyon, siklikla bir baglaticinin UV veya
termal aktivasyonu sayesinde ger¢eklestirilmektedir. Polimerizasyonun tamamlanmasini
takiben kalip molekiil polimerik yapidan uzaklastirildiktan sonra hedef analite boyut,

sekil acisindan uyumlu ve secici baglanma i¢in fonksiyonel gruplar kapsaminda
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tamamlayict bosluklara sahip bir polimer elde edilmektedir [83]. On polimerizasyon
kompleksindeki fonksiyonel monomer ile kalip molekiill arasinda gerceklesen
etkilesimler, MIP’lere baskilanmamig polimerlere (NIP’ler) gore olaganiistii tanima
kabiliyeti saglamaktadir. Diger geleneksel sorbentlere gore MIP’lerin avantaji,
numunenin bulundugu matriste analite maruz kalmasi durumunda s6z konusu
etkilesimlerin kolay bir sekilde tekrar kurulabilmesinden kaynaklanmaktadir [73].
Kromatografi [84,85], sensorler [86,87], ila¢ tasinimi [88,89] ve kataliz [90,91] dahil
olmak {izere ¢ok cesitli uygulamalarda kullanilan MIP’ler, numune 6n isleme ve On-

derisim i¢in segici ekstraksiyon asamalari olarak uygulanabilir.

2.5.2. Molekiiler Baskilama Tekniginin Temel Bilesenleri

2.5.2.1. Kalip Molekiil

Etkin ve verimli bir MIP sentezi ger¢eklestirmek i¢in kimyasal reaktiflerin uygun bir
sekilde amaca yonelik segilmesi &nem arz etmektedir. Ilaclar, amino asitler,
karbonhidratlar, proteinler, niikleotid bazlar, hormonlar ve koenzimler gibi ¢ok gesitli

kalip biyomolekiiller basariyla kullanilmigtir.

Cift kalipli yaklagimda sentez siirecinin bir veya daha fazla kalip biyomolekiil ile
gerceklestirilmesi, es zamanli daha fazla hedef molekiilii baglanmasina olanak
saglamaktadir. Bu yaklasim sayesinde, uzun zaman gerektiren ekstraksiyon iglemlerinde
karmagik Orneklerin islenmesine yonelik gelistirilen tek kalip biyomolekiiliin
kullanildigi MIP sistemlerinin getirdigi dezavantajlarin iistesinden gelinebilmektedir

[92].

2.5.2.2. Fonksiyonel Monomerler

Fonksiyonel monomerler yalnizca kalip molekiile 6zgli bosluklarin olusturulmasinda
kritik role sahiptir. Heteroaromatik bazlar, karboksilik ve siilfonik asitler olmak tizere
MIP sentez siirecinde siklikla bagvurulan fonksiyonel monomerler Cizelge 2.1°de
verilmistir. Baskilanmis materyalleri sentezlemek i¢in en iyi monomerler, kalip

molekiil-monomer etkilesimlerinin giicii ve dogas1 dikkate alinarak secilmektedir [93].
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Cizelge 2.1. Molekiiler baskilamada kullanilan monomerlerin yapisal formiilleri [93].

Asidik kalint1 tagiyan Bazik kalint1 tasiyan Notral monomerler
monomerler monomerler
(0] \ (0]
/N
OH / / NH,
Metakrilik asit 4-Vinilpiridin Akrilamid
(0] (0]
X
N
/ // \7 N
OH NH,
Akrilik asit 1-Vinilimidazol Metakrilamid

o}

2-Akrilamido-2-metil-1-

propan siilfonik asit

NH,

p-Aminostiren

2-Hidroksietil metakrilat

2.5.2.3. Capraz Baglayicilar

Capraz baglayicit ajanlar, molekiiler baskilanmig bolgelerin kararlilifina ek olarak
polimerik yapinin morfolojik yapisinin kontrolii ve mekanik kararlilik hususunda MIP
sentez stirecine onemli katkilar saglamaktadir. Bu kapsamda basvurulan tipik capraz

baglayici ajanlar Cizelge 2.2°de verilmistir.
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Mekanik kararliligi yliksek makro gozenekli yapilarin sentez siirecinde uygulanan
capraz baglama oranlar1 genellikle yliksek olmaktadir. Trimetilol propan trimetakrilat
(TRIM) ile etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) karsilastirmasinda, TRIM’in tercih
edildigi uygulamalarda polimerik yapinin daha sert bir yapisal diizen ve daha etkili

baglanma bolgeleri ile sonuglandigi belirtilmistir [94].

Cizelge 2.2. Molekiiler baskilamada kullanilan ¢apraz baglayicilarin yapisal formiilleri

[73].

" \
N AN

Etilen glikol dimetakrilat Divinilbenzen

o?ﬁ\o \)kN/\N)k/

[0)

Trimetilolpropan trimetakrilat N,N’-Metilenbisakrilamid

Tipik olarak capraz baglayici, polimerlerin fiziksel 6zellikleri iizerinde biiyiik bir etkiye
sahiptir; kalip molekiil ile fonksiyonel monomerler arasindaki spesifik etkilesimler
iizerinde ise ¢cok daha az etkiye sahip oldugu bulunmustur [95]. MIP sentez siirecinde
capraz baglayici se¢iminin verim ve pargaciklarin nihai boyutu hususunda giiclii etkileri
s0z konusudur. Capraz baglayict ajan olarak divinilbenzen (DVB) tercih edilen
caligmalarda MIP parcaciklarinin diisiik verimle elde edildigi, aksine TRIM’in
uygulandigi calismalarda yiiksek verim (%90) ve tek tip parcaciklarin elde edildigi
bildirilmistir [96,97].
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2.5.2.4. Coziiciiler

MIP sentez siirecinde kullanilan ¢oziiciilerin polimer matriksindeki gézenekli yapinin
olusmasina katkida bulunmalarindan dolay1 c¢oziiciiniin “porojen” seklinde ifade
edilmesi, siklikla karsilagilan bir durumdur. Ayrica porojenler, kalip molekiil ile
fonksiyonel monomer arasinda ger¢eklesen kompleksin olugmasinda Onemli rol
oynamaktadirlar. Genellikle tercih edilen porojenlere kloroform, asetonitril, toluen ve
diklorometan 6rnek gosterilebilir. Kovalent olmayan baskilama yaklasiminda, toluen
veya kloroform gibi daha az polar olarak ifade edilen ¢oziiciiler hidrojen baglar1 gibi
polar kovalent olmayan etkilesimleri kolaylastirmakta ve bdylelikle kompleks
olusumunun artmasi yoniinde etki etmektedirler. Bagka bir ifadeyle, metanol, asetonitril
veya su gibi daha polar olarak tanimlanan ¢oziiciiler 6n polimer kompleksindeki
kovalent olmayan etkilesimleri ayirma yoniinde egilim gdstermektedirler [94]. Etkin bir
MIP hazirlanirken kalip molekiil-monomer etkilesimleri gili¢lii bir sekilde elde
edildiginde polar porojenler uygulamalarda herhangi bir problem olmaksizin tercih

edilebilmektedir [98].

2.5.3. MIP’ler i¢in Sentez Stratejileri

Polimerik yapida bulunan kalip molekiil ve fonksiyonel monomer arasinda gerceklesen

etkilesimler asagida verildigi iizere ii¢ baslik altinda incelenmektedir.

2.5.3.1. Kovalent Baskilama

Bu yaklasimda, polimerizasyon i¢in gerekli 6n polimerizasyon kompleksini elde etmek
amaciyla kalip molekiil ile fonksiyonel monomer arasinda kovalent baglar
olusturulmaktadir. Daha sonra kimyasal bir tepkime sayesinde kalip molekiil
uzaklastirilmakta ve sonraki analizlerde elde edilen MIP’ler, kovalent baglar1 kullanarak

kalip molekiilii yeniden baglamaktadir [99].

Kalip molekiil ile fonksiyonel monomer arasindaki sabit sitokiyometrik oran sayesinde
MIP’lerde homojen bosluklar ve 6zgiil baglanma bolgeleri elde edilmektedir [100].
Yiiksek kararlilik saglamasinin yani sira kalip molekiiliin salinmasi ve baglanmasinin

yavashigr ve zorlugu, bu yontemin dezavantajlar1 arasindadir. Ek olarak, tersinir
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kovalent etkilesimler gergeklestirebilecek uygunluga sahip kalip molekill ve
fonksiyonel monomerlerin sinirli olusu bu yaklagim ile ilgili bir diger olumsuzluktur

[101].

2.5.3.2. Kovalent Olmayan Baskilama

Kalip molekiil ve monomer arasindaki kovalent olmayan etkilesimler (6rnegin, hidrojen
bagi, iyon ¢ifti veya dipol etkilesimleri) tarafindan olusturulan MIP’ler, monomer-kalip
molekiil kompleksinin olusumunu tesvik etmek icin siklikla fazla miktarda monomer
kullanmaktadir [100]. Kullanilan monomer miktarinin fazla olmasi sonucunda spesik
olmayan baglanma boélgeleri olusabilmektedir. Siirecin hizli olusu, kalip molekiiliin
kolaylikla uzaklastirilabilmesi ve ¢ok cesitli hedef molekiillere uygulanabilmesi bu

yaklagimin avantajlari arasinda yer almaktadir [81,102].

2.5.3.2. Yari1 Kovalent Baskilama

Kovalent ve kovalent olmayan baskilama yaklasimlarinin kombinasyonu sonucu ortaya
cikan yar1 kovalent baskilama yaklasiminda kalip molekiiller, fonksiyonel monomerlere
kovalent baglanarak seg¢iciligin artmasi saglanmaktadir. Kovalent baskilamanin bir
dezavantaji olan uzun denge siiresinin olumsuz etkisi, analiz boyunca hedef analitin
kovalent olmayan etkilesimler ile yeniden baglanmasi sayesinde ortadan
kaldirilmaktadir [103]. Ayrica bu yaklasimla elde edilmis MIP’ler organik ve inorganik
olmak tiizere polimerik aglara hizli kiitle aktarimi gerceklestirmeye ek olarak daha

homojen baglanma bdlgeleri sergilemektedirler.

2.5.4. MIP’lerin Performanslarinin Degerlendirilmesi

Elde edilen MIP’lerin performansini belirlemek hususunda denge adsorpsiyon
kapasitesi basta olmak T{izere adsorpsiyonun karakteristik ozelliklerine dikkat
edilmelidir. Bu amagla denge adsorpsiyon kapasitesinin saglanabilmesi i¢in sentezlenen
MIP’ler sulu matrislerde [104] veya asetonitril (ACN) [105], metanol (MeOH) [106],
diklorometan (DCM) [107] gibi organik ¢oziiclilerde veya su ile karistirilmig bir organik

coziicii ile [108] yeterli siire boyunca hedef molekiil ile etkilestirilmektedir.

24



So6zii edilen denge kapasitesi (Q,) , asagida verilen esitlik (1) aracilifiyla
hesaplanmaktadir [109]:

Qe = (Co = C) xV/m 2.1)

Bu esitlik kapsaminda, ¢ozeltideki hedef molekiiliin baglangic derisimi Co, denge
derisimi ise Ce olarak tanimlanmaktadir. Adsorpsiyonda kullanilan polimerin kiitlesi m,
numune hacmi V ile ifade edilmektedir. Hazirlanan MIP’lerin adsorpsiyon siirecindeki

secicilik 6zellikleri baskilama faktorii (IF) ile degerlendirilmektedir (esitlik (2)):

IF = QMIP/QNIP (2.2)

Bu esitlik kapsaminda, hedef molekiilin MIP’ler iizerindeki denge adsorpsiyon
kapasitesi Qwmip, NIP’ler {lizerindeki denge adsorpsiyon kapasitesi Qwip olarak
tanimlanmaktadir [110]. Yiiksek bir IF, NIP’lerin performansi tarafindan tahmin edilen
secici olmayan baglanma icin bolgelerin ¢ok fazlasinda analitleri segici olarak baglayan

bolgelerle baskilamanin basarili oldugunu gostermektedir.

Sentezlenen MIP’lerin secicilik agisindan degerlendirilmesi amaciyla hedef molekiile
benzer bagka bilesiklerin adsorpsiyon deneyleri gergeklestirilebilmektedir. Asagida
verilen esitlikler ile s6z konusu yarismaci molekiiller ve hedef molekiiliin afinitesi
degerlendirilebilmekte ve kg dagilim katsayisini, k segicilik katsayisini ve k' bagil

secicilik katsayisini ifade etmektedir [81]:

kd = Qe/Ce (23)
k = kd(hedef molekﬁl)/kd(yarlsmaa molekil) (24)
k" = kump/knip (2.5)
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2.6. Kriyojeller

Poli(vinil alkol) (PVA) temelli olmak {izere kriyojeller ilk olarak Japonya’da ve ayrica
bagimsiz olarak 1970’lerin ilk zamanlarinda Sovyet Sosyalist Cumhuriyetler Birligi’nde
sentezlendigi bilinmektedir. PVA’nin sahip oldugu viskoelastik 6zelliklerin bazi insan
dokularina benzemesinden yola ¢ikilarak koroner arter ve iiretra olmak iizere i¢
dokularin modellenmesi ve i¢ hastaliklarin teshisi amaciyla invaziv olmayan teknikler

gelistirilmesi s6z konusudur [111].

Kriyojeller hedef biyomolekiillerin kimyasal olarak baglanmasini ve segici bir sekilde
taninmasini saglayan spesifik ligandlara sahiptir. Bu nedenle spesifik adsorpsiyon, doku
miihendisligi i¢in iskeleler, biyokataliz ve biyoayirma basta olmak tizere biyomedikal
ve biyoteknoloji uygulamalar1 acisindan kriyojeller Onemli malzemelerdir.
Biyoligandlar ~ ile  kriyojellerin ~ kopolimerizasyonu  iki  farkli  sekilde
gerceklestirilebilmektedir. Bunlardan ilki hidroksietilmetakrilat (HEMA) ve akrilamid
gibi yapisal monomerlerin, kimyasal olarak reaktif fonksiyonel grup tasiyan alil glisidil
eter gibi fonksiyonel monomerler ile kopolimerizasyonu saglandiktan sonra arzu edilen
modifikasyon islemlerinin gerceklestirilmesidir. Ikinci yaklasimda ise amaca yonelik

liganda sahip monomerler ile dogrudan kopolimerizasyon gerceklestirilmektedir [112].

Kriyojel hazirlama, buz kristallerinin olusumu tamamlandiktan sonra kopolimerizasyon
ve ii¢ boyutlu capraz baglh polimerik ag olusumunun gerceklesmesini saglamak igin
dikkatlice ayarlanmalidir. Sicaklik, capraz baglayici ve monomer derisimi ayni olsa
dahi kat1 fazda bulunan ¢o6ziicii kristallerinin kafes yapilarinin farkli olmasindan dolay1
farkli  gozeneklilige sahip kriyojel yapilar1 elde edilebilmektedir. Sentezin
gerceklesecegi sicaklik ¢oziicii seg¢imine baglilik gostermektedir. Kriyojelin sentez
asamasinda arzu edilen sicaklik —6 ila +10 °C gibi yiiksek bir sicaklik ise burada ¢oziicii
olarak su yerine dimetil siilfoksit veya 1,4-dioksan tercih edilebilmektedir. Son asamada
radikal polimerizasyon basariyla tamamlandiktan sonra kriyojel yapisindan ¢oziicliniin
uzaklastirilmas: saglanmaktadir. Sentez agamasi yiiksek oranda ¢apraz bagli polimer ag

icerisinde oldukca gozenekli bir kriyojel yapist ile sonuglanmaktadir.
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Kriyojel sentez yontemleri ele alindiginda serbest radikal polimerizasyon [113,114],
isinlama (UV 1s1mast, elektron 1s1n1, gama 1ginlar1) [115], kendi kendine toplanma bazli
jel olusumu [116], kriyo-kosullar altinda polikondenzasyon tepkimesi [117-119],
enzimatik kataliz [120], iyonik etkilesimler veya metal-polimer koordineli baglar

[119,121] gibi bir¢ok yontem ile kriyojel sentez uygulamalari literatiirde bildirilmistir.

2.6.1. Kriyojellerin Sentezi ve Fiziksel Ozellikleri

Sifirm altindaki sicakliklarda gergeklesen kriyojelasyon siirecinde porojen gorevini
yerine getirecek ¢oziicii kristallerine basvurulmaktadir. Kriyojelasyon isleminde ¢6ziicii
kristallerinin erimesiyle birbirine bagli makro gézenekli yapilar elde edilmektedir (Sekil
2.7). S6z konusu teknik, kaynak kullanim1 ve zaman yOnetimi kapsaminda sergiledigi
iistiinliikler sayesinde diger teknikler arasinda one c¢ikmaktadir [122,123]. Coziicii
gorevinde siklikla suyun kullanilmasindan dolay1 ¢evre dostu ve maliyeti diisiik olan bir
yontem olmasina ek olarak uygulama amacina yonelik sentez parametrelerinin kolay bir
sekilde ayarlanabilir olmasi1 kriyojelasyon isleminin sagladigi diger avantajlar arasinda

yer almaktadir [124].

Makromolekiiller/ Dondurulmams Buz kristalleri Bosluklar
Coziinen maddeler sivi mikrofaz ’ \ Polimer duvarlar

. . Kansmmn sifir alti sicakhkta Céziildiikten sonra birbirine bagh
Polimer /mo_nome_r cozeltisi dondurulmas: makro gozenekli kriyojel
(baslangic sistemi) (kriyojelasyon) (cbziilmiis kriyojel)

Sekil 2.7. Kriyojelasyon siirecinin sematik gosterimi [125].

Ozetle kriyojelasyon isleminde, su igeren bir ¢dziicii igerisinde monomer ve/veya
polimerler karigtirildiktan sonra jellesme ve/veya kriyopolimerizasyon siirecinin
baglatilmasi i¢in elde edilen karisimin sifirin altindaki sicakliklarda inkiibasyon islemi

gerceklestirilmektedir. Bu asamada, buz kristalleri olusumu goézlenmekte ve bu buz

27



kristalleri polimerik yapida porojen gorevini iistlenmektedir. Jellesme tamamlandiktan
sonra polimer karisimi oda sicakligina getirildiginde olusan buz kristalleri erimekte ve
sonugta birbirine baghh makro gdzenekli kriyojel yapisi elde edilmektedir. Ayrica
kriyojeller, polimerik yapidaki safsizliklar1 ve tepkimeye girmemis monomer ve

polimer onciilerini uzaklagtirmak amaciyla bir¢ok kez saf su ile yikanmaktadir [125].

Kriyojeller biyomedikal aragtirma alaninda devrim yaratmistir. Yiiksek su igerigi,
onemli gozenek boyutu ve goézeneklilife ek olarak yiiksek gozenek baglantisi dahil
olmak {tizere bir dizi benzersiz kriyojel 6zelligi, onlar1 dogal yumusak dokulara ¢ok
benzetmektedir. Makro gozenekli kriyojellerin genis gozenekli yapilari, diisiik geri
basinca neden olmakta ve bdylece yiiksek viskoziteye sahip ortamlarda galisma
problemini ortadan kaldirmaktadir. Kriyojellerdeki birbiri ile baglantili makro
gozenekler difiizyonun etkin bir sekilde gerceklesmesine, nano veya makro boyuttaki

partikiillerin kiitle transferine katkida bulunmaktalardir [126,127].

Gergeklestirilecek uygulamanin amacina yonelik olacak sekilde kriyojellerin 6zellikleri
ayarlanabilmekte = ve  birbirinden  farkli  morfolojilere  sahip  kriyojeller
sentezlenebilmektedir. Gozenek duvar kalinligi, sismis gézenek duvarlarindaki polimer
derisimine karsilik gelen gozenek yogunluguna ek olarak temelinde birbirine
baglanabilirlik, gozenek boyutu ve gozenek boyutu dagilimi olan gozenek yapilar
kriyojel ozellikleri ile dogrudan iligkilidir. Jel yapisindaki kiitle aktariminin kontrolii,
toplam gozenek hacmi olarak ifade edilen gozenek boyutu ve gozenek ara
baglantilarinin  koordinasyonu ile saglanmaktadir. Sentezlenen kriyojelin mekanik
ozellikleri ise gozenek yogunlugu ve gozenek duvar kalinlig: ile baglantili olmaktadir

[128,129].

Kriyojellerin ciddi deformasyon kosullart altinda dahi oldukg¢a giiclii bir yap1
sergilemeleri ve ¢ok elastik malzemeler olmalari, onlar1 diger makro gozenekli yapilara
sahip malzemelerden lstiin hale getirmektedir. Ayrica, sergiledikleri mekanik kararlilik
sayesinde gozenekli yapilar1 kayda deger sekilde zarar gérmeden sahip olduklar ilk

hacmin en az %50°’si kadar tekrar tekrar sikistirilmalart miimkiin olmaktadir [130,131].
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2.6.2. Kriyojellerin Fiziksel Ozelliklerine Etki Eden Parametreler

Cok ¢esitli ozellikler sergileyen kriyojeller elde edebilmek amaciyla sogutma hiz1 ve
polimerizasyon sicakligma ek olarak ¢oziicii ve polimer igerigi gibi parametrelerin
optimizasyonu yapilarak kriyojelasyon islemi gergeklestirilmektedir. Ornek olarak bu
parametreler arasinda ¢oziicii secimi ele alindiginda, kriyojelasyon siirecinde donma
noktasinin etkilenmesi iizerine gozeneklilik ve polimer duvar kalinligimin da
etkilenebildigi diisiiniilmektedir. Bir bagka benzer durum ise tuz varligidir. Ortamdaki
tuz varhiginin buz kristali ¢ekirdeklenmesinin azalmasi yoniinde etkiledigi veya

degisimine yol agtig1 belirtilmektedir [132].

2.6.2.1. Sicakhgin Etkisi

Farkli polimerizasyon sicakliklar1 kullanilarak, polimer duvar kalinliginin yani sira
gozenek boyutu, dagilimi, yonelimi ve baglantisi kontrol edilebilmektedir.
Kriyojelasyon siirecindeki faz ayriminda ve dolayisiyla fiziksel o6zelliklerin
tanimlanmasinda kritik rol oynayan sicaklik etkisidir. Bu kapsamda, polimerik yapida
biiyiik gozenekler amaclandiginda olabilecek en diisiik sogutma hizi ve en yiiksek
donma sicaklig1 gdz 6niine alinarak sentez siireci tasarlanmalidir. Ote yandan, kriyojel
icinde kiiciik gozenekler olusturmak i¢in dondurmanin yiiksek bir sogutma hizinda ve
miimkiin olan en diisiik donma sicakliginda gergeklesmesi gerekmektedir. S6z konusu
etkiler donmamis sivi faz ile buz kristalleri arasinda bulunan tabaka kalinligi ile
aciklanmaktadir [133-135]. Klasik c¢ekirdeklenme teorisi kapsaminda, diisiik
kriyojelasyon sicakliklarinda kristallesme hizi artmasindan dolayr ¢ok sayida daha
kiigiik ¢oziicii kristallerinin ¢ekirdeklenmesi gdzlenmektedir. Sentez siireci tasarlanirken
gozenek boyutunun maksimum olacagi optimum donma sicakligi hususunda &zen

gosterilmelidir [136,137].

2.6.2.2. Sogutma Hizinin Etkisi

Kriyojel sentez siirecinde, polimer ¢ozeltisinde buz kristallerinin olugsmasini saglayan
faz ayriminin yani sira suyun donma sicakligini diistirebilen monomerlerin bulunmasi,
yiiksek diizeyde birbirine bagli makro gozenekli yapt olusumunu kisitlayabilmektedir.

Benzer sekilde, polimerik yapida porojen olarak goérev yapan buz kristallerinin
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olusumundan ¢ok daha hizli gergeklesen capraz baglanmadan kaynakli hedeflenen
makro gozenekli yapr elde edilemeyip siire¢ nano gdzenekli yapilar ile
sonuglanabilmektedir. Bu asamada, capraz baglanma hiz1 yavaslatilarak buz

kristallerinin olugmasina ve biiyiimesine imkan saglanmalidir [138].

Kriyojel yapisindaki gdzenek dagilimi ve gdzenek boyutuna etki eden polimer
cozeltisinin baslangic sicakligi ile sogutma hizinin dogrudan iligkili oldugu

unutulmamalidir [139].

Kisaca, polimer c¢ozeltisinin baslangic sicakligi artirildigt zaman bu sicaklik ile
kriyojelasyon sicakligi arasindaki fark artmaktadir. Bu durum daha ¢ok buz
kristallerinin olugsmasina dolayisiyla da kriyojel yapisindaki gézenek boyutunun daha
kiigiik olmasi ile sonuglanmaktadir. Bagka sekilde ifade etmek gerekirse, kriyojel sentez
stirecinde sogutma hizinin daha diisiik olmas1 durumunda, daha biiylik buz kristalleri
olusumuyla beraber yiiksek oranda birbirine bagli makro gozenekli yapilar elde etmek

miimkiin hale gelmektedir [132].

2.6.2.3. On Polimer Cozeltisinin Etkisi

(Coziicti bilesenleri ve polimer tiirli baglaminda 6n polimer ¢dzeltisinin sentezlenen
kriyojellerin fiziksel 6zellikleri iizerindeki etkisi olduk¢a dnem tasimaktadir. Ornegin,
iyonik polimerler nétr olanlardan farkli davranirlar, polimerin molekiiler agirliginin

yant sira derigimi de viskoziteyi etkileyebilmektedir [138].

Kriyojel sentez siirecinde polimer derisiminin sabit oldugu diisiiniildiigiinde genellikle
daha diisiik molekiiler agirlikli polimerlerin daha biiyiik gézenekli yapiya sahip oldugu
gozlenmektedir [140]. Elde edilen bu sonuglar, polimerin molekiiler agirliginin artmasi
durumunda ortamdaki serbest su miktarinin azalmasi prensibine dayanan Mark-Kuhn-
Houwink denklemi ile desteklenebilmektedir. Sonucta daha kalin polimer duvarlarina
ve daha kiicliik gozenekli yapiya sahip kriyojeller elde edilmektedir [141]. Dahasi,
kriyojelin sahip oldugu gozenek boyutlarinin azalmasinda bir diger etken, molekiiler

agirhigr sabit olan bir polimer ele alindiginda polimer derisiminde gergeklesen artis ile
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beraber capraz baglanabilen gruplarin artmasi ve dolayisiyla serbest su miktarinda

azalma gozlenmesidir [142].

Siklikla kullanilan suyun yami sira baska (ko-)¢oziiclilerin 6n polimer c¢ozeltisine
eklenmesi durumunda c¢ozeltinin donma noktas1 etkilenecek ve buna bagli olarak
donmamis sivi faz kalinligi degiskenlik gosterecektir. Bu parametreler baglaminda
sentezlenen kriyojellerin ¢apraz baglama yogunlugu, polimer duvar kalinlig1 ve gdzenek
boyutu acgisindan birbirinden farkli, adapte edilebilir fiziksel ozellikleri oldugu
gozlemlenecektir [140]. Bir baska etken de kiigiik derisimlerde tuz ilavesi olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Bu gibi durumlarda donma noktasinin diismesine bagli olarak
buz kristalleri ¢ekirdeklenmesi de azalmakta ve sonucgta baglanabilirlik ve kriyojel

yapisinin sahip oldugu goézenek boyutu da farklilik gostermektedir [138].
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Cizelge 2.3. Cesitli parametrelerin kriyojel 6zellikleri tizerindeki etkisi [132].

Parametreler Etkileri
Fiziksel ¢apraz baglar: Mukavemeti
¢ozlilme hiziyla ters orantili olan yeterince
bliyiik gbdzeneklere sahip jeller ile
sonuglanir.

Capraz bag tiirii
Kimyasal ¢apraz baglar: Sahip olduklari
potansiyel  sitotoksisitelerine  ragmen
yeterli diizeyde biiyiik gozenekli jeller ile
sonuglanir.

Kriyojellesme sicaklig1 Artirnldiginda: Gozenek yogunlugu ve
duvar kalinhigmma ek olarak gdzenek
boyutunun artisi ile sonuglanir.

Polimer molekiil agirligi Artirlldiginda: Jel yapisindaki sertligin
artis1 ile sonuglanir.

Azaltildiginda: Artan gbzenek boyutu ile
sonuglanir.

Kriyo-konsantrasyon Artirlldiginda:  Artan  esneklik  ile
sonuglanir.

Azaltildiginda: Artan jellesme siiresi ile
sonuglanir.

Sogutma hiz1 Artirildiginda: Azalan gézenek boyutu ile
sonuglanir.

2.6.3. Mikrokriyojeller

Stingerimsi yapilar1 ve ylizey alanlari, kriyojellerin kromatografi matrisleri, yap1
iskeleleri, ila¢ tasinimi ve kontrollii salim sistemleri, yapay antikorlar ve biyoreaktorler
olarak kullanimina uygun oldugunu kanitlamigtir [143]. Kriyojeller yiiksek kiitle
aktarimi yapabilme 6zelliginden dolay1 kromatografik kolonlarda yiiksek saflik ve hizla

ayirma islemlerini gerceklestirmek icin uygun malzemelerdir [144,145]. Kriyojeller
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disk, monolitik kolon, c¢ubuk, toz ve kiire seklinde tasarlanabilen gozenek boyutu

uygulamaya gore ayarlanabilen yapilardir (Sekil 2.8) [146,147].
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Sekil 2.8. Kriyojeller gesitli sekil, boyut ve formatlarda iiretilebilir. (A) Kiire, disk,
levha, monolit ve enjekte edilebilir olmak tizere farkli sekil ve boyutlardaki kriyojellerin

sematik gosterimi. (B) Monolit, disk, levha ve farkli boyutlardaki kiireler seklinde

sentezlenen kriyojellerin dijital goriintiileri [ 148].
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Kriyojeller tipik olarak birbirine bagli makro gbzenekli yapilar sergilerler, molekiillerin,
parcaciklarin ve hatta hiicrelerin engelsiz difiizyonuna izin vermelerinin yani sira, sahip
olduklar1 olaganiistii elastikiyet ile birlikte deformasyondan sonra sekil iyilesmesine

olanak saglamaktadirlar [4].

Bu avantajlara ragmen makroskopik boyutlu yapiya sahip kriyojellerin invazif olmayan
cerrahi islemlerine uygulanamamasi, bu malzemelerin islevselligini kisitlamaktadir. Bu
durumun tistesinden gelmek amaciyla hazirlanan ve hasta ile uyumu oldukga yiiksek
olan enjekte edilebilir kriyojeller sayesinde enfeksiyon riski ve iyilesme siiresi en aza
indirgenerek maliyeti diisiik tedavi hizmeti saglanabilmektedir. Ek olarak, bu
kriyojellerin bir igne yoluyla enjekte edilebilmesi ve enjeksiyondan sonra sekillerini
geri kazanabilmesi, cerrahi implantasyon veya yerinde jellesme ihtiyacini ortadan

kaldirdig i¢in avantajlidir [146].

Son yillarda, alternatif olarak siingerimsi kriyojeller, biyomedikal uygulamalar i¢in
yetkin bir enjekte edilebilir sistem olarak ortaya ¢ikmistir. Bu tiir sistemleri olusturmak
icin kullanilan malzemelerin uymas1 gereken bazi standartlar s6z konusudur. Biyolojik
olarak parcalanabilir, biyouyumlu, implante edilebilir, biyomimetik olmali, hiicre
cogalmasini artirmali, siirekli ve uzun siireli ilag salim kapasitesine, yiiksek sivi emme
yetenegine ve engelsiz besin akisi veya toksinlerin uzaklastirilmasimi saglamalidir.
Kriyojeller, esnekligi, siingerimsi yapisi, mekanik stabilitesi ve saglamliginin yani sira
sekil hafizas1 6zellikleri nedeniyle enjekte edilebilir sistem olarak umut verici adaylardir

[148].

Kriyojellere benzer oOzelliklere sahip enjekte edilebilir kriyojeller, sekil hafizas
ozellikleri ve siinger benzeri makro gdzenekli yapisal 6zellikleri ile hiicre ve amaca
yonelik ligandlarin immobilizasyonu ile kolaylikla taninarak viicut tarafindan kabul
edilebilmektedir. Bundan dolay1, biyomedikal alaninda ¢ok c¢esitli uygulamalarda ideal
biyomateryaller olarak kriyojellere bagvurulmaktadir [149].
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Mikro boyutlu kriyojeller olan mikrokriyojellerin gilinlimiizde giderek artan
uygulamalarindan bazilar1 manyetik olarak kontrol edilebilir 3D mikro dokular, ilag
taramasi, rejeneratif tedavi, immiinoafinite adsorban ve enjekte edilebilir hiicre

tagiyicilart basta olmak tizere literatlirde yerini almistir (Sekil 2.9) [146].
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Sekil 2.9. Mikrokriyojellerin iiretim asamalarinin gosterimi. (a) Polimer c¢ozeltisi
karigtirildiktan sonra mikro oyuklara sahip kaliba aktarilir, (b) Kriyojelasyon iglemi
yapilir, (c) Liyofilize islemi gergeklestirilir, (d) Birbirine baglanmis {ic boyutlu makro
gbzenekli aga sahip mikrokriyojeller toplanir [150].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Sunulan tez kapsaminda gergeklestirilen deneysel calismalar i¢in asagidaki adimlar

takip edilmistir:

e N-Metakriloil-(L)-glutamik  asit (MAGA)  fonsiyonel = monomerinin

sentezlenmesi, karakterizasyonu ve 6n kompleksin hazirlanmasi,
e Mikrokriyojellerin sentezlenecegi mikrostensil kaliplarin hazirlanmasi,

e Trombin baskilanmis ve baskilanmamis mikrokriyojellerin sentezlenmesi ve

karakterizasyon ¢aligmalari,

e Hazirlanan mikrokriyojeller ile trombin adsorpsiyon c¢aligmalari ve kinetik

analizleri,

e Hazirlanan mikrokriyojellerin = se¢iciliginin ve tekrar kullanilabilirliginin

arastirilmasi,

e Hazirlanan mikrokriyojeller ile sulu ¢ozeltiden trombin saflastirilmasina yonelik

FPLC ¢alismalart.

3.1. Kimyasal Malzemeler

Trombin, 2-hidroksietil metakrilat (HEMA), N,N’-metilen bisakrilamid (MBAAm),
amonyum persiilfat (APS) ve N,N,N’,N’-tetrametiletilen diamin (TEMED), lizozim
(LYS), hemoglobin (Hb), sigir serum albumin (BSA) ve trietanolamin Sigma (St. Louis,
ABD) firmasindan temin edilmistir. Diger tiim kimyasallar Merck (Darmstadt,
Almanya) firmasindan tedarik edilmistir. Deneylerde kullanilan su, bir Barnstead

(Dubuque, Iowa, ABD) ROpure LP® ters osmoz linitesi ile saflastirilmustir.

3.2. Molekiiler Baskilanmis Mikrokriyojellerin Sentezi
3.2.1. Mikrostensil Kaliplarin Tasarimi ve Uretimi

Trombin baskilanmis ve baskilanmamis mikrokriyojellerin sentezi i¢in mikrostensil

kaliplar kullanilmigtir. Bunun i¢in mikrokriyojellerin hazirlanmasinda kullanilmak
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iizere optimum kalinlikta malzemeler denenmistir. Mikrostensil kaliplar (7,4 cm x 2,4
cm) AutoCAD 2018 yazilimi araciligiyla tasarlanmis ve BY Laser lazer sistemi (arayiiz

programi1 RDWorks8, BYLaser, EBY1610/2, Cin) kullanilarak iiretilmislerdir.

Mikrostensil kaliplar farkli boyutlarda ve farkli geometrilerde hazirlanabilmektedir. Tez
caligmas1 kapsaminda, mikrokriyojellerin sentezlenecegi bu malzemelerin yiizeylerine
dairesel geometrilere sahip 400-650 pm araliginda mikro kuyucuklar olusturulmus
oldugu SEM o&l¢limleri ile belirlenmis ve farkli boyutlarda mikrostensil kaliplar elde
edilmigtir (Sekil 4.3). Ayrica elde edilen mikrostensil kaliplardaki kuyucuklarin ¢ap1
Image J programi kullanarak hesaplanmistir. Elde edilen veriler biiylik mikrostensil,

orta mikrostensil ve kii¢clik mikrostensildeki kuyucuklar icin sirasiyla 647+14,18 pum;

504+20,66 um ve 428+18,14 um olarak bulunmustur.

Sekil 3.1. Lazer ile farkli boyutlarda hazirlanmis mikrostensil kaliplar.

3.2.2. N-Metakriloil-(L)-glutamik asit (MAGA) monomerinin sentezi

MAGA monomerinin sentezi i¢in belirtilen deneysel adimlar uygulanmistir: Ik adimda

5,0 g L-glutamik asit ve 0,2 g hidrokinon, 100 mL diklorometan ¢ozeltisi iginde
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cozlilmiistiir. Elde edilen ¢ozeltinin 0°C’ye kadar sogutulmasi saglanmistir. Bir sonraki
adimda ¢ozeltiye ilk olarak 13,0 g trietilamin ilavesi ve ardindan nitrojen atmosferi
altinda 4,0 mL metakriloil kloriir ilavesi yavasca gerceklestirilmistir. Hazirlanan ¢ozelti,
2 saat boyunca oda sicakliginda karigsmaya birakilmistir. Kimyasal tepkime
tamamlandiktan sonra tepkimeye girmemis metakriloil kloriiriin, %10 NaOH ile
ekstraksiyonu saglanmistir. Son adimda sulu faz, bir doner buharlastirici kullanilarak

buharlastirilmis ve ¢okelti etanol i¢inde ¢oziilmiistiir [151].

MAGA monomerine ait molekiiler formiiliin gésterimi Sekil 3.2.’de, p(HEMA-MAGA)

mikrokriyojellere ait molekiiler formiiliin gdsterimi Sekil 3.3.te sunulmustur.

H,C 0
COOH
HaC HN——C——H
CH,
CH,
COOH

Sekil 3.2. N-Metakriloil-(L)-glutamik asit (MAGA) monomeri.
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OH CH, OH
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HEMA N-Metakriloil-(L)-glutamik asit HEMA

Sekil 3.3. p(HEMA-MAGA) mikrokriyojeller [151].

3.2.3. On Polimerizasyon Kompleksinin Hazirlanmasi

Trombin (Trb) baskilanmis mikrokriyojellerin sentezi i¢in Oncelikle fizyolojik serumda
cozlilmiis farkli oranlarda Trb ve MAGA monomeri iceren On polimerizasyon
kompleksleri 2 saat boyunca karistirilarak hazir hale getirilmistir (Cizelge 3.1).
Hazirlanan 6n polimerizasyon komplekslerinin bilgisayar kontrolli UV-VIS
spektrofotometresinde 200-800 nm dalga boyu araliginda absorbans dlglimleri alinarak
optimum oran belirlenmis ve sentezlenen tiim mikrokriyojellerde belirlenen oranda 6n

polimerizasyon kompleksi kullanilmigtir.
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Cizelge 3.1. Kalip molekiil Trb ve fonksiyonel monomer MAGA ile hazirlanan 6n

polimerizasyon kompleksi oranlari.

Kompleks No Trb:MAGA Orani Trb (uM) MAGA (uM)
1 1:1 30 30
2 1:2 30 60
3 1:3 30 90
4 1:5 30 150
5 1:10 30 300
6 1:15 30 450

3.2.3. Trombin Baskilanmis Mikrokriyojellerin Hazirlanmasi

Ik olarak, trombin ve MAGA (1:5 mol/mol), bir én-kompleks olusturmak i¢in 2 saat
karistirilmistir.  Trombin baskilanmig mikrokriyojeller su sekilde sentezlenmistir;
HEMA monomeri ve ¢apraz baglayici olarak MBAAm, deiyonize suda (DI) ayr ayri
¢cOziilmiistiir. 2 saat sonra, 6n-kompleks karigimi HEMA ¢ozeltisine eklenmistir. Daha
sonra bu karistm MBAAm ¢ozeltisine ilave edilerek karigmasi saglanmistir. 0,5 mL DI
icinde ¢oziilmiis APS, baslatict olarak polimerizasyon karisimina ilave edilmistir. Son
asamada ise katalizor olarak kullanilan TEMED ilave edilerek saglanan polimer
karisimi, cam levha iizerine yerlestirilmis mikrostensil kaliplara dokiilmiistiir. ki cam
plaka arasindaki mikrostensil kaliplarda kriyojelasyon islemi —16 °C’de 24 saat
boyunca gerceklestirilmistir. Kriyojelasyon islemi tamamlandiktan sonra, cam plakalar
cikartlmis ve mikrostensil kaliplar —56 °C’de 6 saat silireyle liyofilizatore
yerlestirilmistir. Son adimda, trombin baskilanmis mikrokriyojeller toplanmigtir. Capraz
baglayict miktarinin optimizasyonu i¢in polimerizasyon karisimi, farkli mol oranlarinda
HEMA monomer ve MBAAm c¢apraz baglayict kullanilarak ayni prosediirle
hazirlanmistir (Cizelge 3.2). Ayrica NIP-HEMA (NIP 1) ve NIP-HEMA/MAGA (NIP
2) olmak iizere baskilanmamis mikrokriyojeller, molekiiler baskilama etkinligini
incelemek i¢in kalip molekiill olan trombin kullanilmadan ayni1 prosediir ile
sentezlenmistir. Farkli iceriklerde sentezlenen mikrokriyojellerin tamaminda

safsizliklar1 ve tepkimeye girmemis monomer yapilarint polimerik yapidan
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uzaklastirmak amactyla ¢ok tekrarli olacak sekilde deiyonize su ile yikama islemleri

gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.2. Trombin baskilanmis mikrokriyojellerin bilesen oranlari.

Mikrostensil HEMA/
Polimer ad1  kaliplarin Trb/MAGA MBAAm APS (mg) TEMED

boyutu (mol/mol) (nL)

(mol/mol)
MIP 1 600-650 um 1/5 5 10 12,5
MIP 2 600-650 um 1/5 6 10 12,5
MIP 3 600-650 um 1/5 8 10 12,5
MIP 4 600-650 um 1/5 10 10 12,5
MIP 5 600-650 um 1/5 15 10 12,5
MIP 6 500-550 pm 1/5 10 10 12,5
MIP 7 400-500 um 1/5 10 10 12,5
NIP 1 600-650 um - 10 10 12,5

3.2.4. Karakterizasyon Calismalari

Karakterizasyon ¢aligmalart hem farkli capraz baglayici oranlarma sahip trombin
baskilanmis mikrokriyojeller (MIP 1-7) hem de NIP 1 mikrokriyojeller igin
gerceklestirilmistir.

3.2.4.1. Yiizey Morfolojisi

Hazirlanan mikrokriyojellerin ylizey ve yigin yapist taramali elektron mikroskobu
(SEM) (GAIA3, Tescan, Cek Cumhuriyeti) kullanilarak incelenmistir. ilk olarak
kurutulan mikrokriyojel 6rnekleri SEM 6rnek plakasi iizerine tutturulmus, daha sonra
ince bir altin tabakasi ile vakum altinda kaplanarak yiizeyleri iletken hale getirilmistir.
Son adimda elde edilen 6rneklerin cesitli biiylitme oranlarinda goriintiileri alinmstir.
Ayrica mikrokriyojellerin boyutu ve genel sekli, optik mikroskop (Olympus CH40,

Japonya) yardimu ile goriintiilenmistir.
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3.2.4.2. Bilgisayarh Mikrotomografi (nCT) Analizi

Mikrokriyojellerin gézenekli yapisin1 gdstermek ve bu gozeneklerin dagilimini ve akis
kanallarin1 ti¢ boyutlu goriintiilemek iizere bilgisayarli mikrotomografi (uCT) (Skyscan

1272, Bruker, ABD) kullanilmistir.

3.2.4.3. Yiizey Alam Olciimleri

Kuru hale getirilen mikrokriyojellerin spesifik yiizey alani Olg¢iimleri, Brunauer-
Emmett-Teller (BET) cihazi (Tristar II, Micromeritics, ABD) ile saglanmistir. Bu
amacla, mikrokriyojel 6rnekleri dikkatlice tartilmis ve 6rnek haznesine yerlestirilmistir.
Daha sonra, Orneklerin azot atmosferinde 150 °C’de 1 saat gazi alinmistir. Gaz
adsorpsiyonu 210 °C’de ve desorpsiyonu oda sicakliginda gergeklestirilmis ve spesifik
yiizey alanit hesaplamalarinda mikrokriyojellerin desorpsiyon asamasinda ulasilan

sonuglarindan faydalanilmistir.

3.2.4.4. Mikrokriyojellerin Sisme Davranmislar:

Mikrokriyojellerin sisme davranislarinin belirlenebilmesi i¢in farkli igerige sahip kuru
mikrokriyojeller dikkatlice tartilmistir. Daha sonra DI iceren behere konulup 25+0,5
°C’de 2 saat siireyle bekletilen mikrokriyojeller tekrar tartilmis ve kuru ve sismis
mikrokriyojellerin agirliklar1 kaydedilmistir. Mikrokriyojellerin denge sisme ylizde

oranlar (S) asagidaki esitlik ile belirlenmistir:

W1-Wp
Wo

S (%) = x 100 3.1)

Burada Wy (mg), kurutulmus mikrokriyojellerin agirligini, Wi (mg), DI ile tamamen

sismis mikrokriyojellerin agirligini ifade etmektedir.
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3.2.4.5. Mikrokriyojellerin Jellesme Verimleri

Mikrokriyojellerin jellesme verimlerinin belirlenebilmesi i¢in farkli igerige sahip
mikrokriyojeller kurutularak agirliklart kaydedilmistir. Mikrokriyojellerin jellesme
verimi (G) asagidaki esitlik ile degerlendirilmistir:

G (%) = =2 x 100 (3.2)

Bu esitlikte Wo kuru jelin agirhigr (g), Wm ise polimer karisimindaki monomerlerin

toplam agirligidir (g).

3.3. Adsorpsiyon Calismalari

Mikrokriyojellerin tiim adsorpsiyon islemleri kesikli sistemde bir rotatdr kullanilarak
gerceklestirilmigtir. Adsorpsiyon isleminin ilk adimi, mikrokriyojellerin 30 dakika
stireyle DI ile yikanmasini ve ardindan 30 dakika siireyle adsorpsiyon tamponu ile
dengelenmesini igermektedir. Yapilan adsorpsiyon calismast sonucunda UV-VIS
spektrofotometre (Shimadzu UV-1601, Japonya) ile 280 nm’de [152] adsorbe edilen

trombin miktar1 bulunmustur.
Adsorbe edilen trombin miktar1 asagidaki esitlige gére hesaplanmistir:
Q=(Co—C)x V/m (3.3)

Q, mikrokriyojellerin birim kiitlesi bagina adsorbe edilen trombin miktarin1 (mg/g); Co
ve C., sirasiyla adsorpsiyon isleminden onceki ve sonraki trombin c¢ozeltilerinin
derisimlerini  (mg/mL); V, trombin ¢ozeltisinin toplam hacmini (mL); m,

mikrokriyojellerin agirhigini (g) ifade etmektedir.
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Gergeklestirilen tez ¢caligmasi kapsaminda trombinin adsorpsiyon kapasitesini etkileyen
sicaklik (4-45°C), pH (5,0-8,0), adsorpsiyon siiresi (0-180 dk), derisim (0,18-10,8
mg/mL) ve iyonik siddet (0,001-0,3 M NaCl) gibi parametreler aragtirilmigtir. Ayrica
trombin baskilanmis mikrokriyojellerin tekrar kullanilabilirligini test etmek i¢in 10 kez
adsorpsiyon ve desorpsiyon deneyleri yapilmistir. Trombinin mikrokriyojellerden
desorpsiyonu 1,0 M NaCl c¢ozeltisi kullanilarak bir rotator yardimiyla 2 saat siireyle
gerceklestirilmistir. Tiim deneyler ii¢ kez gergeklestirilerek hazirlanan tez ¢aligmasinda

tiim deneylerin ortalama degerlerine yer verilmistir.

3.4. Matematiksel Analizler

Adsorpsiyon izoterm modellemesi, adsorpsiyon siirecinin kendine 6zgii 6zelliklerini,
adsorpsiyon denge mekanizmasini ve adsorpsiyon kapasitesini Ongdrmek i¢in uzun
yillardir kullanilmaktadir. Bu parametrelerin her biri, adsorbanlarin etkinligini

belirlemede biiyiik 6nem tasimaktadir.

Langmuir adsorpsiyon izotermi, ¢esitli biyosorbentlerin performansini karsilagtirmak ve
degerlendirmek i¢in siklikla bagvurulan modellerden biridir. Bu model, adsorpsiyonun
belirli bolgelerde ve esdeger sekilde olmasinin yani sira komsu bolgelerde dahi adsorbe
edilen biyomolekiiller arasinda higbir sterik engel ve yanal etkilesim olmaksizin tek

katmanli adsorpsiyonun gergeklesme stirecini ifade etmektedir [153,154].

Langmuir izoterm modeli asagidaki esitlik ile belirlenmektedir:

Langmuir: Q, = (Qmars X C)/(Kp + C) (3.4

Bir diger model Freundlich adsorpsiyon izoterminde, adsorban farkli adsorpsiyon
bolgelerinden meydana gelen heterojen bir yiizey sergilemektedir. Bu yaklagim,
adsorpsiyon siirecinin basartyla tamamlanmasi sonucu adsorplanan miktarin,
adsorpsiyon enerjisi lstel olarak azalincaya kadar tiim bolgelerde gergeklesen

adsorpsiyonun toplami oldugu fikrine dayanmaktadir. Ayrica, tek katmanl
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adsorpsiyonla sinirli olan Langmuir adsorpsiyon izoterm modelinin aksine, Freundlich
adsorpsiyon izoterm modeli ¢ok katmanli adsorpsiyon i¢in kullanilabilmektedir

[153,155].

Freundlich izoterm modeli asagidaki esitlik ile degerlendirilmektedir:

Freundlich: Q, = Q ks X CY/™ (3.5)

Langmuir-Freundlich adsorpsiyon modeli, genis bir derisim aralig1 i¢in adsorpsiyon

davranigini agiklamakta ve heterojenlik hakkinda bilgi saglamaktadir [153].

Langmuir-Freundlich izoterm modeli asagidaki esitlik ile hesaplanmaktadir:

Langmuir- Freundlich: Q, = (Qmaks X Cl/”)/(KD + Cl/") (3.6)

Adsorpsiyon siirecinde adsorban etkinligini karakterize etmek ve deneysel adsorpsiyon
verilerini degerlendirmek amaciyla adsorpsiyon kinetik modellerine basvurulmaktadir.
Kinetik modeller sayesinde adsorbat aliminin ne derece hizli olduguna bagli olarak
adsorpsiyon hizi hakkinda 6ngoriilerde bulunmak miimkiin hale gelmektedir. Ayrica bu
modeller, adsorpsiyonu kontrol eden mekanizma ile ilgili fikirler edinilmesi hususunda
aragtirmacilara yardimci olmaktadir. Bu kinetik modeller arasinda en yaygin kullanilan
modeller, pseudo birinci derece ve pseudo ikinci derece olarak literatiirde yerini almistir

[154,156].

3.5. Secicilik Cahismalar:

Trombin baskilanmis mikrokriyojellerin 6zgiilliigiinii gostermek igin sigir serum
albiimini (BSA, MW: 66,5 kDa, pl: 4,9), hemoglobin (Hb, MW: 64,5 kDa, pl: 6,8-7,2)
ve lizozim (LYS, MW: 15,0 kDa, pl: 11,0) yarismaci proteinler olarak secilmistir. 10

UM derisime sahip (pH: 7,4 fosfat tamponu) yarigsmaci proteinlerin ¢ozeltileri ayr1 ayri
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hazirlanmis ve her biri i¢in aymi prosediir izlenerek trombin baskilanmig
mikrokriyojeller ile trombin baskilanmamis mikrokriyojeller NIP 1 ve NIP 2 dahil
olmak {izere adsorpsiyon deneyleri yapilmistir. Adsorpsiyon siireci tamamlandiktan
sonra gerceklestirilen protein derisimi Ol¢imleri UV-VIS spektrofotometre ile elde

edilmistir. Mikrokriyojellerin trombin icin segiciligi, asagida verilen esitlikler ile

degerlendirilmistir:
k = Q(Trb)/Q(Yarlsmaa protein) (37)
k' = kbaskllanml§/kbaskllanmamls (38)

Burada k segicilik katsayisi, k' ise bagil secicilik katsayisidir.

3.6. Hizh Performans Sivi Kromatografisi (FPLC) Analizi

Mevcut tez calismasinda, trombinin sulu ¢ozeltiden segici olarak saflastirildigini
gostermek icin FPLC analizi gerceklestirilmisgtir. Bu amagla trombin baskilanmig
mikrokriyojeller trombin ¢ozeltisi ile 1 saat inkiibe edilmistir. UV dedektdrii, monitdr,
INV-907 enjeksiyon valfi ve Frac920 fraksiyon toplayici ile donatilmis bir AKTA-
FPLC (Amersham Bioscience, Uppsala, Isve¢) sisteminden olusan FPLC cihaz1 ile
saflagtirma basamagindaki deneysel caligmalar yiiriitiilmiistiir. Trombin baskilanmig
mikrokriyojellerle trombin saflastirma ¢alismalarinda anyon degistirme kolonu
(HiTrapVR Q HP, Cytiva 29-0513-25) kullanmilmigtir. Bu asamada, trombin
orneklerinden 0,1 mL enjeksiyon hacmi uygulanmistir. FPLC’de mobil faz A ve mobil
faz B, swrastyla 10 mM trietanolamin tamponu (pH 9,0) ve 10 mM trietanolamin
tamponu (pH 9,0) icinde 1,0 M NaCl kullanilarak hazirlanmistir.  FPLC ile
kromatografik saflastirma siirecinde 1,0 mL/dk akis hizi ile dogrusal gradyan
uygulanmigtir. Ayrica, %100 mobil faz A ile gergeklestirilen 1 dakikalik baslangic
periyodunu takiben 2 dakikada %0 B’den %100 B’ye dogrusal gradyana gecis
saglanmigtir. Daha sonra 6 dakika %100 mobil faz B ile devam edilmis ve kolondan 6
dakika %100 mobil faz A gegirilerek siire¢ sonlandirilmistir. Cozeltiler ve tamponlar

kullanilmadan once filtre edilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. On Polimerizasyon Kompleksinin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Molekiiler baskilama tekniginde, kalip molekiil ve fonksiyonel monomeri i¢eren 6n
polimerizasyon kompleksinin mol orant polimerlerin performansini 6nemli dlgiide
etkileyen bir parametredir. Bunun i¢in en uygun kalip molekiil:monomer oraninin
belirlenmesi amaciyla Trb:MAGA oran1 degistirilerek hazirlanan numuneler UV-VIS
spektrofotometresi ile karakterize edilmistir. Yapilan 6l¢iimler sonucunda 1:5 mol
oranina sahip kompleksin daha kararli oldugu belirlenmis (Sekil 4.1) ve sonraki

caligmalarda bu mol oranina sahip 4 no’lu kompleks molekiiler baskilama islemlerinde

kullanilmistir.
2,5 -
2
Kompleks 1
E 1,5 1 Kompleks 2
§ \ Kompleks 3
2 1- |
Kompleks 4
Kompleks 5
\
0,5 i Kompleks 6
v
0 T T - L]
0 200 400 600 800

Dalga boyu (nm)

Sekil 4.1. On polimerizasyon komplekslerinin spektrofotometre sonuglarr. Kompleks 1:
Trb:MAGA, 1:1; Kompleks 2: Trb:MAGA, 1:2; Kompleks 3: Trb:MAGA, 1:3;
Kompleks 4: Trb:MAGA, 1:5; Kompleks 5: Trb:MAGA, 1:10; Kompleks 6:
Trb:MAGA, 1:15.
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4.2. Mikrokriyojellerin Karakterizasyon Calismalari
4.2.1. Yiizey Morfolojisi

Farkli capraz baglayic1 oranlarina sahip trombin baskilanmis mikrokriyojellerin ve
p(HEMA) mikrokriyojellerin yiizey morfolojisi SEM analizi goriintiileri ile
gosterilmistir. Trombin baskilanmis mikrokriyojellerin birbirine bagli ve siiper
makrogozenekli yapilart sayesinde trombin gibi makromolekiillerin polimerlerin
gozeneklerinden herhangi bir tikanma sorunu yasamadan ge¢gmesi miimkiindiir (Sekil

4.2).

Ayrica farkli boyutlardaki mikrostensil kaliplar iizerinde sentezlenen trombin
baskilanmis mikrokriyojellerin SEM goriintiileri Sekil 4.3’te ve optik mikroskop
goriintlileri Sekil 4.4’te verilmistir. Sekil 4.3 incelendiginde trombin baskilanmig

PR

mikrokriyojellerin ¢apinin 400 um ile 650 um arasinda degistigi goriilmektedir.

Trombin baskilanmis ve baskilanmamis mikrokriyojellerin i¢ yapist bilgisayarl
mikrotomografi ile tahribatsiz olarak incelenmistir. Monomer/¢apraz baglayici oraninin
gozenek dagilimi iizerindeki etkisi Sekil 4.5°te kolayca goriilebilmektedir. Toplam

gozeneklilik, artan ¢apraz baglayici miktari ile azalmaktadir (Cizelge 4.1).
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Sekil 4.2. Trombin baskilanmis ve baskilanmamis mikrokriyojellerin SEM goriintiileri.

(A-G) MIP 1-7, (H) NIP 1 (Biiyiitme orani: 2000x).
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Sekil 4.2. (devami).
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Sekil 4.2. (devami).
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Sekil 4.2. (devami).
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Sekil 4.3. Trombin baskilanmis mikrokriyojellerin SEM goriintiileri. (A) MIP 7, (B)
MIP 6, (C) MIP 4. (Biiyiitme orant: 45x)
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Sekil 4.4. Trombin baskilanmig mikrokriyojellerin optik mikroskop goriintiileri. (A)
MIP 7, (B) MIP 6, (C) MIP 4.
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Sekil 4.5. Trombin baskilanmis ve baskilanmamis mikrokriyojellerin Micro-CT

goriintiileri. (A-G) MIP 1-7, (H) NIP 1.
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Sekil 4.5. (devami).
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Sekil 4.5. (devami).
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Sekil 4.5. (devami).
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4.2.2. Mikrokriyojellerin Fiziksel Karakterizasyon Calismalari

Mikrokriyojeller i¢in 6nem arz eden sisme orani, gozeneklilik, jellesme verimi ve
spesifik yiizey alan1 gibi karakterizasyon islemlerinin sonuglar1 Cizelge 4.1°de
verilmistir. Polimerizasyon sirasinda farkli ¢apraz baglayici oranlarinin kullanilmasi,
sentezlenen mikrokriyojellerin fiziksel Ozelliklerini farklilagtirmaktadir. Daha diisiik
capraz baglayici dereceleri ve daha diisik duvar kalinliklarinin, ag genislemesini
kolaylastiran ve dolayisiyla daha yiiksek sisme oranlar sergileyen esnek gozeneklerle
sonuclandigi  belirtilmistir  [157-159].  Biyomakromolekiillerin ~ adsorpsiyon
kapasitelerini artirmak i¢in 6zgiil yiizey alanlarinin artirilmasi gerektigi bilinmektedir.
Bu amagla molekiiler baskilamanin giiclii bir yaklagim oldugunu ve azalan c¢apraz
baglayici orani ile 6zgiil yiizey alaninin azaldigin1 gosteren ¢aligmalar mevcuttur [160—
162]. Bu calismada, baskilanmis mikrokriyojellerde trombine &zgii bosluklarin
varligindan dolay1 trombin baskilanmig mikrokriyojellerin yilizey alaninin NIP 1’den
daha yiiksek oldugu goézlemlenmistir [163,164]. Ayrica farkli boyutlarda sentezlenen
mikrokriyojellerin  6zgiil yiizey alani, partikiil boyutu kiiclildiik¢e artmaktadir.
Gozeneklilik ve capraz baglayict oranmi karsilastirlldiginda, capraz baglayici

miktarindaki azalma gézenekliligin artmasina neden olmustur [165,166].

Elde edilen verilere gore farkli oranlarda hazirlanan mikrokriyojellerin performanslari
degerlendirilmistir. Mikrokriyojellerin ~ genel  performanst  géz  Oniinde
bulunduruldugunda ileri ¢alismalar MIP 4 adi verilen mikrokriyojellerle

gerceklestirilmistir.
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Cizelge 4.1. Mikrokriyojellerin fiziksel karakterizasyon sonuglari.

0
MIP 1 92,40 7,79 622,22 62,31
MIP 2 91,32 7,36 778,94 64,99
MIP 3 92,55 6,02 1000 65,60
MIP 4 94,61 5,45 1052,94 66,63
MIP 5 93,77 4,01 1317,85 67,13
MIP 6 95,68 5,82 1093,33 67,84
MIP 7 91,38 6,40 1158,97 68,25
NIP 1 92,33 4,68 1025,92 65,90

Sisme orani i¢in standart sapma degeri (SD) %5 tir.

4.3. Adsorpsiyon Calismalari
4.3.1. pH Etkisi

pH degeri adsorpsiyon isleminin hassasiyetini etkilediginden optimizasyon kosullari
icin Onemli bir rol oynamaktadir. pH’in trombin baskilanmig mikrokriyojeller
aracilifiyla trombin adsorpsiyonu iizerindeki etkisini tanimlamak i¢in farkli pH
degerlerine sahip asetat ve fosfat tampon ¢ozeltileri ile trombin adsorpsiyon deneyleri
gerceklestirilmistir. Sekil 4.6’da goriildiigii lizere maksimum adsorpsiyon kapasitesi
(Qmaks) pH 7.4’te elde edilmistir. pH 7,4’lin iizerindeki ve altindaki pH degerlerinde
adsorpsiyonda dikkate deger bir azalma oldugu tespit edilmistir. izoelektrik noktada
trombinin net yiikii sifira yakin oldugundan, genellikle bu noktada Qmaks degeri izlenir.
Trombinin izoelektrik noktasi dikkate alindiginda (pl: 7,0-7,6), bu pH degeri beklenen
bir sonugtur [1,167,168]. Elde edilen veriler sonucunda sonraki parametreler pH 7,4

fosfat tampon ¢ozeltisi varliginda incelenmistir.
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Sekil 4.6. pH’1in trombin adsorpsiyon kapasitesi lizerindeki etkisi (Ciombin: 0,36 mg/mL,
T: 25°C)

4.3.2. Sicaklik Etkisi

Adsorpsiyon siirecini optimum sartlarda gergeklestirebilmek icin sicakligin bu siireci
nasil etkiledigi arastirilmistir. Bu amacla 4,0, 25,0, 37,0, 40,0 ve 45,0°C olmak {izere
cesitli sicaklik degerlerinde trombin adsorpsiyon deneyleri yapilmistir. Sekil 4.7’ye
gore, trombin adsorpsiyon kapasitesi artan sicaklikla birlikte azalmistir. Bu davranisin
adsorpsiyonun ekzotermik yapisindan kaynaklandigi, ayrica baskin etkilesimlerin
hidrojen baglar1 ve iyonik etkilesimler oldugu literatiirdeki c¢esitli ¢alismalarda
belirtilmektedir [169,170]. Ek olarak, Flory-Huggins izoterm modeli trombin
adsorpsiyon siirecinin kendiligindenligini agiklamaktadir [171]. Buradan yola ¢ikarak
Flory-Huggins denge sabiti Krn kullanilmis ve Gibbs serbest enerjisi — 17,09 kJ/mol
olarak hesaplanmigtir. Bu sonug, trombin adsorpsiyonunun daha diisiik bir enerji

gereksinimi ile kendiliginden gergeklestigini gostermektedir.
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Sekil 4.7. Sicakligin trombin adsorpsiyon kapasitesi tizerindeki etkisi (Ciombin: 0,36
mg/mL, pH: 7,4)

4.3.3. Iyonik Siddet Etkisi

Iyonik kuvvetin etkisini aciklamak igin farkli derisimlerde (0,001-0,3 M) NaCl iceren
pH 7,4 fosfat tamponu ile trombin ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Artan NaCl derisimi ile
trombin adsorpsiyon kapasitesinde 6nemli bir azalma oldugu gozlenmistir (Sekil 4.8).
Bu durum, artan tuz derisimi ile trombin ¢dziniirliigliniin azalmasi ve bu nedenle
trombin baskilanmig mikrokriyojeller ile olan etkilesimin azalmasi seklinde
aciklanabilir. Bir baska bakis agisiyla s6z konusu davranisin, trombin molekiilleri ve
trombin baskilanmis mikrokriyojeller arasinda bulunan itici elektrostatik kuvvetler

kaynakli olmasi diisiiniilmektedir [172].
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Sekil 4.8. Iyonik siddetin trombin adsorpsiyon kapasitesi iizerindeki etkisi (Combin: 0,36
mg/mL, pH: 7,4, T: 25°C).

4.3.4. Etkilesim Siiresinin Etkisi

Trombin baskilanmis mikrokriyojeller ile denge adsorpsiyon stiresi degerlendirilmistir
(0-180 dk). Sekil 4.9’da, adsorpsiyon hizinin siirecin ilk asamalarinda hizla yiikseldigi
ve ¢esitli trombin derisimleri i¢in doygunluk seviyesine yaklasik 60 dakikada ulagildig:
goriilmektedir. S0z konusu davranig, molekiiler baskilama yaklasiminin istiinliikleri
sayesinde trombinin mikrokriyojellere olan afinitesinin = yiiksek olmasi ve
mikrokriyojellerin genis gozenek yapisindan dolayr ilk asamada adsorpsiyon hizinin

arttig1 daha sonra denge derecesine ulasildig1 seklinde yorumlanabilir.
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Sekil 4.9. Etkilesim siiresinin trombin adsorpsiyon kapasitesi tizerindeki etkisi (pH: 7,4,
T: 25°C).

4.3.5. Derisim Etkisi

Sekil 4.10A’da, trombin baskilanmis mikrokriyojeller (0,18-10,8 mg/mL) igin
trombinin baslangi¢ derigiminin etkisi sunulmustur. Artan trombin derisimi ile trombin
adsorpsiyonunun Onemli Olg¢lide arttigi, yaklagik 3,6 mg/mL derisimde doygunluk
degerine ulasildigi sonucuna varilmistir. Bu noktada trombin adsorpsiyonu igin
ulagilabilen tiim baglanma yerlerinin trombin molekiilleri tarafindan isgal edildigi
diistintilebilir. Trombin baskilanmis mikrokriyojeller i¢in Qmas degeri 55,86 mg/g
polimer olarak bulunmustur. Ayn1 kosullar altinda yapilan deneyler sonucunda, trombin
baskilanmis mikrokriyojellerin, sirasiyla NIP 1 (1,28 mg/g) ve NIP 2’ye (2,57 mg/g)
gore daha yiliksek trombin baglama kapasitesine sahip oldugu gozlenmistir (Sekil

4.10B).
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Sekil 4.10. (A) Baslangi¢ derisiminin trombin adsorpsiyon kapasitesi iizerindeki etkisi
(pH: 7,4, stire: 60 dakika, T: 25°C). (B) NIP 1, NIP 2 ve trombin baskilanmisg
mikrokriyojellerin trombin adsorpsiyon kapasitesi lizerindeki etkisi (Ciombin: 0,36

mg/mL, pH: 7,4, stire: 60 dakika, T: 25°C).
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4.3.6. Tekrarlanabilirlik Calismalar:

Tekrarlanabilirlik ¢aligmasi, tasarlanan adsorbentin stabilitesini ve maliyetini etkilemesi
nedeniyle adsorpsiyon g¢alismalarinda kritik 6neme sahiptir. Buradan yola ¢ikarak 10
defa olmak f{izere aym1 trombin baskilanmis mikrokriyojeller ile adsorpsiyon-
desorpsiyon deneyleri yiiriitiilmiistiir. Sekil 4.11°de gosterildigi gibi, 10 kez
adsorpsiyon-desorpsiyon dongiisii sonrasinda Qmaks degeri yaklasik %90 oraninda
korunmus, adsorpsiyon kapasitesinde dnemli bir azalma gozlenmemistir. Bu sonuglar
gdz Oniine alindiginda, trombin baskilanmis mikrokriyojeller, uygun maliyetli ve

verimli adsorbanlar olarak degerlendirilebilmektedir.

10 -

Q (mg/g)

0 2 4 6 8 10 12
Dongii sayisi

Sekil 4.11. Trombin baskilanmis mikrokriyojellerin tekrarlanabilirligi (Ciombin: 0,36
mg/mL, pH: 7,4, T: 25°C).
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4.4. Adsorpsiyon izotermleri ve Kinetik Analizler

Adsorpsiyon izoterm modelleri, hedeflenen biyomolekiiliin adsorbent ile nasil etkilesim
kurdugu ile ilgili bilgiler sunmaktadir. Tez calismast kapsaminda etkilesimleri
karakterize edebilmek amaciyla Langmuir (esitlik 4.1), Freundlich (esitlik 4.2) ve
Langmuir-Freundlich (esitlik 4.3) adsorpsiyon modelleri uygulanmistir. Langmuir
adsorpsiyon modeli, etkilesim bdlgelerinin esdeger enerjiye sahip oldugunu ve yanal
etkilesimler olmadan homojen olarak dagildigimi ifade etmektedir. Freundlich

adsorpsiyon modeli ise heterojen ylizeylere uymaktadir [153].

Baskilanmis biyomalzemelerin homojenligi hakkinda bilgi sahibi olmak amaciyla

Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich adsorpsiyon modelleri incelenmistir.

1, [ Kp 1 1
Langmulr' /Qe - < /Qmaks X /C> + /Qmaks (4'1)
Freundlich: InQ, = IQpaks + (1/n x InC) (4.2)
. . K
Langmuir- Freundlich: 1/Qe = ( D/Qmaks X 1/Cl/n) + 1/Qmaks (4.3)

Burada Q. (mg/g), bir gram adsorbent basina adsorbe edilen protein miktari; C
(mg/mL), cozeltideki denge protein derisimi; K, (mg/mL), baglanma sabiti; Kp

(mg/mL), ayrisma sabiti; 1/n, Freundlich katsayis1 olarak ifade edilir.
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Sekil 4.12. Adsorpsiyon izoterm modelleri. Trombin baskilanmis mikrokriyojellerin

Langmuir (A), Freundlich (B) ve Langmuir-Freundlich (C) modelleri.
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Sekil 4.12. (devamu).

Cizelge 4.2. Trombin baskilanmig mikrokriyojeller i¢in Langmuir, Freundlich ve

Langmuir-Freundlich izoterm parametreleri.

Langmuir Freundlich Langmuir-Freundlich

Qmaks (Mg/g): 55,86 Qmaks (Mg/g): 13,23 Qmaks (Mg/g): 105,26

Kp (mg/mL): 5,01 1/n: 0,99 1/n: 0,99

Ka (mg/mL): 0,19 R2: 0,9725 Kp(mg/mL): 8,22

R?: 0,9505 Ka (mg/mL): 0,12
R2: 0,9583

Ayrica, protein adsorpsiyonu i¢in en ¢ok kullanilan adsorpsiyon kinetik parametreleri
olan pseudo birinci derece (esitlik 4.5) ve pseudo ikinci derece (esitlik 4.6) kinetik

modelleri ii¢ farkli trombin derisiminde uygulanmigtir [171].
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log(Qe — Q¢) = log Q. — (k1/2,303) x ¢t (4.5)

(t/Q0) = (1/ky x Q) + (1/Qe) X ¢ (4.6)

Bu denklemlerde, Q: (mg/g), zamana karsilik aktif adsorpsiyon kapasitesi; t (dk), siire;

ki (1/dk), pseudo birinci dereceden hiz sabiti; ve k, (g/mg.dk), pseudo ikinci dereceden
hiz sabitidir.

0,8
A
06 1 *
*
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S y =-0,0079x + 0,4529
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Sekil 4.13. Farkli derisim degerlerine sahip trombin baskilanmis mikrokriyojeller i¢in
kinetik modellerin parametreleri. 0,36 mg/mL i¢in birinci derece (A) ve ikinci derece
(B); 1,8 mg/mL i¢in birinci derece (C) ve ikinci derece (D); 3,6 mg/mL i¢in birinci

derece (E) ve ikinci derece (F) kinetik modelleri.
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Sekil 4.13. (devamu).
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Sekil 4.13. (devamu).

t (dK)
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Cizelge 4.3. Farkl1 derisim degerlerine sahip kinetik modellerin parametreleri.

Derisim

0,36 mg/mL

1,8 mg/mL

3,6 mg/mL

Birinci derece

Qe (mg/g): 2,83
ki (1/min): 0,01
R2:0,6932

Q. (mg/g): 3,58
ki (1/min): 0,01
R?: 0,828

Q< (mg/g): 11,05
ki (1/min): 0,02
R2:0,8123

ikinci derece

Q. (mg/g): 6,98
ko (g/mg.min): 0,01
R2:0,9978

Qe (mg/g): 22,22
ko (g/mg.min): 0,01
R2:0,9998

Q. (mg/g): 54,64

k> (g/mg.min): 6,27x1073

R?: 0,9999

Trombin baskilanmis mikrokriyojeller i¢in adsorpsiyon izotermleri ve Kkinetik

parametreler, sirastyla Sekil 4.12 ve 4.13 ile Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3’te verilmistir.

En yiiksek korelasyon katsayisi Freundlich izoterm modelinde (R*: 0,9725) elde

edilmesine ragmen deneysel sonuglarin Langmuir izoterm modelinde hesaplanan Qmaxs
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degerine (Qmaks: 55,86 mg/g) ¢ok yakin oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.3). Dolayisiyla
trombin adsorpsiyon siirecini daha dogru bir sekilde agikladig1 i¢in Langmuir izoterm
modelinin en uygun model oldugu sonucuna varilmigtir. Bu, gelistirilen adsorban
yiizeyinin homojen ve tek tabakali oldugunu, etkilesim bdlgelerinin esdeger enerjiye
sahip oldugunu ve yanal etkilesimlerin ihmal edilebilir diizeyde oldugunu gosterir
[173]. Cizelge 4.4’e bakildiginda, ikinci dereceden kinetik modelin, {i¢ farkli trombin
derisimi i¢in hem Q. hem de R? degerleri agisindan deneysel verilere uydugu
anlasilmaktadir. Elde edilen sonuglar, trombin adsorpsiyon igleminin kimyasal siire¢

tarafindan kontrol edildigini gostermektedir.

4.5. Secicilik Cahismalar:

Sulu ¢ozeltide trombin baskilanmis mikrokriyojellerin segiciligini test etmek igin
yapilan deneyler sonucunda segicilik katsayilar1 Cizelge 4.4’te 6zetlenmistir. Trombin
baskilanmis mikrokriyojellerin BSA, Hb ve LYS i¢in adsorpsiyon kapasitesi sirasiyla
3,97, 1,87 ve 3,18 mg/g olarak bulunmustur. Trombin baskilanmis mikrokriyojellerin
NIP 1’e karst secicilik katsayilart BSA, Hb ve LYS icin sirasiyla 3,75, 6,22 ve 3,13
olarak hesaplanmistir. Ayrica bu degerler NIP 2’ye gore hesaplanmis ve BSA, Hb ve
LYS igin sirasiyla 2,46, 1,76 ve 2,31 olarak bulunmustur. Elde edilen verilerden de
anlasilacag1 iizere trombin baskilanmig mikrokriyojellerin spesifik olarak trombin

molekiillerini tanidig1 sonucuna varmak miimkiindiir.

Cizelge 4.4. Trombin baskilanmis mikrokriyojellerin segicilik sonuglari.

MIP NIP 1 NIP 2

Q K Q K K’ Q K K

Trb 6,75 1,28 2,57
LYS 3,18 2,12 1,89 0,68 3,13 2,80 0,92 2,31
BSA 3,97 1,70 2,84 0,45 3,75 3,72 0,69 2,46

Hb 1,87 3,61 2,21 0,58 6,22 1,25 2,05 1,76
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4.6. Kromatografik Analizler

Sulu ¢ozeltiden trombin baskilanmis mikrokriyojeller ile saflastirilan trombinin safligi
FPLC analizleri ile kontrol edilmistir. FPLC ile gergeklestirilen kromatografik
calisgmanin ilk adiminda, baska bir ¢alismada prosediirii verilen PD-10 Desalting
Columns (Sephadex™ G-25M, GE Healthcare, UK) kullanilmistir [52]. Bu islemde
kisaca, kolonun kapag1 ¢ikarilip saklama ¢ozeltisi bosaltildiktan sonra iist filtre alinarak
kolonun alt ucu isaretli bolgeden kesilmistir. Kolon, 50 mL’lik bir toplama tiipiine
yerlestirilmis ve 3 kez dengeleme tamponu ile yikanmistir. Bir sonraki asamada denge
tamponu ile santrifiij islemi (1000 x g, 2 dakika) gergeklestirilmis ve numune uygulama
asamasina gecilmistir. Bunun icin iki kez olmak iizere 2,5 mL desorpsiyon ¢ozeltisi
alinmig ve santrifiij yapilmistir (1000 x g, 2 dk). Eliiat her seferinde ayr1 bir kaba

alinarak islem tamamlanmaistir.

Sekil 4.14’te gosterildigi gibi, sulu c¢ozeltiden trombin saflastirilmast trombin
baskilanmis mikrokriyojeller ile etkin bir sekilde gerceklestirilmistir. Deneysel
caligmalar sonucunda, trombinin temas siiresinin 4,5 dk civarinda oldugu bilgisine
ulagilmaktadir. Tiim veriler dikkate alindiginda hazirlanan adsorbanlarin yiiksek
secicilik ve yliksek adsorpsiyon kapasitesi saglayarak trombinin basarili bir sekilde

saflagtirllmasina katki sagladig1 anlasilmaktadir.
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Sekil 4.14. Trombin numunelerinin 1,0 mL/dk akis hizinda FPLC kromatogrami; A: 280
nm; T: 25°C.
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5. YORUM

Sunulan tez ¢alismasi, trombin saflastirilmasina ydnelik alternatif bir yol olarak
geligtirilen trombin baskilanmis mikrokriyojellerin sentezlenmesi, karakterizasyon

caligmalarina ek olarak sulu ¢6zelti uygulamalarini icermektedir.

Bu amag¢ dogrultusunda, ilk olarak lazer uygulamasi ile mikrokriyojellerin
sentezlenecegi 400-650 pm araliginda farkli boyutlara sahip mikrostensil kaliplar

olusturulmustur.

Bir aminoasit olan glutamik asidin polimerlesebilen tiirevi N-Metakriloil-(L)-glutamik

asit sentezlenmistir.

Molekiiler baskilanmis polimerlerde kalip molekiil ile fonksiyonel monomer arasindaki
oran biiylik 6nem tasgimaktadir. Bu nedenle MAGA igeriginin trombin adsorpsiyon
kapasitesi lizerindeki etkisi belirlenmistir. Trombin baskilanmis mikrokriyojeller igin
farkli oranlarda trombin ve MAGA oranlar1 denenerek optimum 6n polimerizasyon
kompleks orant 1:5 mol/mol olarak belirlenmis ve ilerleyen calismalarda bu oranda

sentezlenen mikrokriyojeller kullanilmistir.

Capraz baglayict miktarinin etkisini agiklayabilmek icin polimerizasyon karisiminda
farkl1 mol oranlarinda HEMA monomer ve MBAAm ¢apraz baglayict kullanilarak ayni
boyuttaki mikrostensil kalipta sentezlenen farkli iceriklere sahip MIP (1-5) olmak {izere

trombin baskilanmig mikrokriyojeller hazirlanmistir.

Mikrostensil kalip boyutlarinin trombin adsorpsiyon kapasitesine olan etkisini
aciklayabilmek adma farkli boyuttaki mikrostensil kaliplarda sentezlenen ayni c¢apraz
baglayici oranina sahip MIP (4, 6, 7) olmak iizere trombin baskilanmis mikrokriyojeller

hazirlanmistir.
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Ek olarak, molekiiler baskilama etkinligini incelemek i¢in NIP 1 ve NIP 2 olmak {izere
baskilanmamis mikrokriyojeller, kalip molekiil olan trombin kullanilmadan ayni

prosediir ile sentezlenmistir.

Farkli ¢apraz baglayict oranlarina sahip farkli boyutlardaki mikrostensil kaliplar ile
hazirlanmis trombin baskilanmig mikrokriyojeller (MIP 1-7) ile trombin baskilanmamis

mikrokriyojellerin (NIP 1) detayl karakterizasyon c¢aligsmalar1 gergeklestirilmistir.

Mikrokriyojellerin genel performansi géz dniinde bulundurularak trombin adsorpsiyonu
icin ileri calismalara MIP 4 ad1 verilen, HEMA monomer ve MBAAm ¢apraz baglayici
orant 1:10 mol/mol olan ve boyutu 600-650 um araligindaki mikrostensil kaliplarda

sentezlenen mikrokriyojeller ile devam edilmistir.

Tekrarlanabilirligin test edilmesi amaciyla ayni trombin baskilanmis mikrokriyojeller
kullanilarak 10 kez adsorpsiyon-desorpsiyon dongiisii gerceklestirilmistir. Sentezlenen
trombin baskilanmis mikrokriyojellerin trombin adsorpsiyon veriminde Onemli bir
azalma olmadan defalarca kullanilabilir oldugu, tasarlanan adsorbentin yliksek

kararlilig1 ve diisiik maliyetli oldugu 6zellikle vurgulanmalidir.

Trombin baskilanmis mikrokriyojellerin 6zgiilliigiinii gostermek igin sigir serum
albiimini (BSA), hemoglobin (Hb) ve lizozim (LYS) yarismaci proteinler olarak
secilmistir. Ek olarak molekiiler baskilamanin etkinligini vurgulamak amaciyla NIP 1
ve NIP 2 mikrokriyojellerin de belirlenen yarigsmaci proteinler ve trombin ile
adsorpsiyon deneyleri gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler, trombin baskilanmig

mikrokriyojellerin spesifik olarak trombin molekiillerini tanidigin1 géstermektedir.

Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich modelleri olmak iizere ii¢ farkl
adsorpsiyon modeli uygulanmistir. Trombin baskilanmis mikrokriyojeller ile trombin
molekiilleri arasindaki etkilesimi agiklamak icin korelasyon katsayist ve maksimum
adsorpsiyon kapasitesi degerleri dikkate alindiginda en uygun modelin Langmuir

izotermi oldugu bulunmustur (R?: 0,9725, Qmaks: 55,86 mg/g).
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Trombin adsorpsiyon siirecinin kontrol mekanizmasinin kiitle transferi veya kimyasal
tepkime olup olmadigini incelemek icin deneysel verilere kinetik modeller
uygulanmistir.  Gelistirilen adsorpsiyon siirecinin elde edilen deneysel sonuglar
dogrultusunda pseudo ikinci dereceden kinetik ile daha uyumlu oldugu goriilmiistiir. Bu
durum trombin adsorpsiyon sisteminin kontrol basamaginin kimyasal siire¢ oldugunu

gostermektedir.

Sulu ¢ozeltiden trombin baskilanmis mikrokriyojeller ile saflastirilan trombinin safligi
FPLC analizleri ile gerceklestirilmistir. Kromatografik analiz sonuglar1 dikkate
alindiginda  sentezlenen  trombin  baskilanmis  mikrokriyojellerin,  trombin

saflastirilmasini etkin bir sekilde gergeklestirdigi goriilmektedir.

Gergeklestirilen tez ¢caligmasi kapsaminda, trombinin sulu ¢dzeltiden saflastirilmasi igin
trombin baskilanmig mikrokriyojellerin kullanim1 basariyla gosterilmistir. Elde edilen
sonuglar, sentezlenen mikrokriyojellerin trombini yiiksek 6zgiillilkle yakalama ve izole
etmede oldukga etkili oldugunu gdstermektedir. Ayrica, gelistirilen mikrokriyojeller ile
saflagtirma siireci 0zel ekipman gerektirmediginden sinirli  kaynaklara sahip

arastirmacilar icin erisilebilir olma 6zelligine sahiptir.

Sonu¢ olarak, deneysel bulgular molekiiller baskilanmis mikrokriyojellerin
biyomolekiillerin saflagtirilmasi i¢in bir ara¢ olarak biiyliik bir potansiyele sahip
oldugunu gostermektedir. Ileri calismalarda, gelistirilen mikrokriyojeller enjekte
edilebilir sistemlere doniistiiriilebilir ve bu amagla hazirlanan mikrokriyojellerin mikro
tastyict olarak hiicre calismalari, doku miihendisligi, rejeneratif tip ve ilag salimi

alanlarinda fayda saglayabilecegi ongoriilmektedir.
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