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OZET

TiIROZIN SAFLASTIRMASI iGCiIN KOMPOZIT TASIYICILARIN
HAZIRLANMASI

Gizem OZTURK

Doktora, Kimya Bolumii
Tez Danismani: Prof. Dr. Adil DENIZLI

Haziran 2019, 88 sayfa

Tirozin insan vicudu icin esansiyel olmayan ve L-fenilalanin kullanilarak vicut
tarafindan Uretilebilen bir amino asittir. Tirozin, énemli beyin kimyasallarinin
uretimine, ruh halinin duzenlenmesine, stres seviyesinin dusmesine, melanin
pigmentinin Uretimine, tiroid fonksiyonlarinin dizenlenmesine ve bunun gibi vicut
icin kritik metabolik faaliyetlere katki saglar. Bu sebeple yilksek saflikta elde
edilmesi ticari 6Gneme sahiptir.

Molekuler baskilama, istenilen moleklll yliksek saflikla ve 6zglnltkle elde etmek
icin maliyeti duguk, hazirlamasi kolay ve tekrarlanabilirligi yuksek bir yontemdir. Bu
teknoloji gunumizde yapilan saflastirma calismalarinda siklikla ve basari ile
kullaniimaktadir.

Kriyojeller donma sicakliginin altinda radikalik polimerizasyon ile hazirlanan super
makrogozenekli ve yuksek esneklige, dayanikliliga sahip polimerik jellerdir. Bu
sebeple o6zellikle biyomolekillerin saflastirma calismalarinda kullanimi oldukca

fazladir.



Bu galismada, tirozin baskilanmis manyetik silika mikrokureler sentezlenmis ve
SEM, FTIR, ESR ve EDX yontemleriyle karakterize edildikten sonra poli(2-
hidroksietil metakrilat) temelli kriyojele gomulerek tirozin saflagtirmasi icin yuksek
secicilige, kimyasal ve mekanik dayanikliiga sahip bir kompozit tasiyici
hazirlanmistir. Hazirlanan kompozit tagiyicinin ilk olarak SEM, FTIR, ESR ve EDX
yontemleri ile karakterizasyonu yapilmistir. Ardindan tirozin adsorpsiyonu igin
optimum kosullar rotator yardimiyla kesikli sistemde belirlenmistir. Maksimum
tirozin adsorpsiyon kapasitesi sulu ¢ozeltide oda sicakliginda hazirlanan pH 8,0
tampon c¢ozeltisinde 62,27 mg tirozin/g kompozit tasiyici olarak bulunmustur.
Hazirlanan kompozit tasiyiciya adsorbe edilen tirozin her analiz sonrasi 0,1 M
NaCl kullanilarak desorbe edilmig ve kompozit tagiyicinin tekrar kullanilabilirligi
incelenmigtir. Ayrica kompozit tasiyicinin yarismaci ajanlar kullanilarak segiciligi
incelenmigtir. Son olarak yapilan matematiksel hesaplamalarla ile tirozin ile
kompozit tasiyici arasindaki etkilesimin uydugu adsorsiyon izoterm modeli
belirlenmistir. Gelistirilen kompozit tasiyicinin tirozin saflastirmasinda basari ile

kullanilabilecegi gorulmugtur.

Anahtar kelimeler: Manyetik silika mikrokire, molekuler baskilama, kompozit

kriyojel, tirozin.
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PREPARATION OF COMPOSITE CARRIERS FOR TYROSINE
PURIFICATION
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Doctor of Philosophy, Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Adil DENIZLI

June 2019, 88 pages

Tyrosine is an amino acid that is non-essential for the human body and can be
produced by the body using L-phenylalanine. Tyrosine contributes to the
production of important brain chemicals, regulation of mood, reduction of stress
level, production of melanin pigment, regulation of thyroid functions, and other
critical metabolic activities. Therefore, high purity synthesis of it has a commercial
importance.

Molecular printing is a cost effective, easy to prepare and highly reproducible
method for obtaining the desired molecule with high purity and specificity. This
technology is used frequently and successfully in the purification studies carried
out today.

Cryogels are super macroporous polymeric gels which are prepared by radicalic
polymerization below freezing temperature and have high flexibility and durability.

Therefore, the use of biomolecules in purification studies is quite high.



In this study, tyrosine imprinted magnetic silica microspheres were synthesized
and these microspheres were embedded in poly(2-hydroxyethyl methacrylate)
based cryogels to prepare a composite carrier that has high selectivity and high
chemical/mechanical resistance after characterization by SEM, FTIR, ESR and
EDX. The prepared composite carrier was first characterized by SEM, FTIR, ESR
and EDX methods. Then, optimum conditions for tyrosine adsorption were
determined in the batch system by a rotator. Maximum tyrosine adsorption
capacity was found as 62.27 mg/g in pH 8.0 buffer solution prepared at room
temperature in aqueous solution. The tyrosine adsorbed by the prepared
composite carrier was desorbed using 0.1 M NaCl after each analysis and the
usability of the composite carrier was examined. In addition, the selectivity of the
composite carrier aganist the competitive agents was investigated. Finally, with the
mathematical calculations, the adsorption isotherm model which is compatible for
the interaction between tyrosine and composite carrier was determined. It has
been found that the developed composite carrier can be used successfully in

tyrosine purification.

Keywords: Magnetic silica microsphere, molecular imprinting, composite cryogel,

tyrosine.
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1. GIRIS

Tirozin dodada en ¢ok L formunda bulunan esansiyel olmayan bir amino asittir.
Fenilalanin, fenilalanin hidroksilaz enzimi tarafindan tirozine donuasttrular. Tirozin,
vlicutta dopamin, epinefrin ve norepinefrin gibi katekolaminleri Uretmekle
gorevlidir. Ayrica tiroid hormonu ve melanin sentezinde goérev alir. Tirozin,
nerotransmitter drettigi icin ¢cevresel kaynakli stresi azalttigina yonelik ¢alismalar
vardir [1]. Fenilketonuri hastaliginda vicut fenilalanini dizgin metabolize edemez
[2]. Bu durumda tirozin sentezlenemeyecegi icin bu hastalarin katekolamin
Uretebilmeleri ve melanin, tiroid hormonu Uretim mekanizmalarinin zarar
gormemesi icin tirozini disaridan hazir almalar gerekir. Ayrica fenilketonurili
annelerin kanlarindaki disuk tirozin seviyesi fetisun beyinsel gelisimini kotl yonde
etkileyebileceginden tirozin takviyeleri kullanmalari gerekir. Tirozinemi, otozomal
resesif bir metabolizma hastaligidir [3]. Bu hastalarin kaninda ve idrarinda tirozin
amino asidi birikir. Bu durum organ hasarinda ve zeka geriligine neden olur.
Hastaligin tedavisi igin sadece diyet yetersiz kalmaktadir. Bu hastalarin kanindan
tirozin uzaklastirmak igcin kompozit tasiyici kullanilan bir tedavi yontemi gelistirmek

umut vaat etmektedir.

Tirozinin insanlarda soguk kaynakli calisma belledi achgini tersine cevirdigini,
dikkat bozuklugu ve hiperaktivite tedavisinde olumlu sonuglar verdigini dolayisiyla
konsantrasyon ve bellek Uzerinde olumlu etkileri oldugunu gosteren calismalar
bulunmaktadir [4-7]. Dolayisiyla tirozin gida takviyesi olarak c¢ok tercih

edilmektedir.

Son yillarda biyokimya, ilag, ¢cevre alanlarinda yapilan multidisipliner ¢calismalar ve
yasanan gelismeler sonucunda segciciligi ve hassasiyeti yuksek, maliyeti dusuk,
kolay hazirlanabilen analitik c¢alismalar yapilmasi hizla 6nem kazanmistir.
Molekuler baskilama teknolojisi segiciligi, tekrarlanabilirligi ylksek ve maliyeti
disuk bir yontem oldugundan bu alanda umut vaat etmektedir. Bu yontemde
hedef molekll kalip olarak kullanilarak bir polimer sentezlenir. Sentezlenen
polimer hedef molekule 6zgl tanima bdlgelerine sahip olur. Molekiler baskilanmis
polimerler dogal alternatiflerinin sahip oldugu segcicilige sahiptir [8]. Bdylece

antibadi/antijen veya enzim/substrat arasindaki segicilik polimerik bir yapiya



aktarilmis olur. Biyomolekullerin aksine molekuler baskilanmis polimerlerin
kimyasal, mekanik ve termal dayanikliklari yuksek oldugundan molekuler
baskilanmis polimerler arastirmalarda yodun olarak kullaniimaktadir. MIP
adsorbentler; hormon, DNA, protein gibi biyomolekullerin saflagtiriimasinda, ilag,
biyoisaretleyici, sensor tasariminda ve istenmeyen maddelerin uzaklastirimasinda

kullanilabilir.

Makrogozenekli polimerik malzemeler gunumuzde biyokimya ve eczacilik basta
olmak Uzere cgesitli alanlarda yapilan arastirmalarda siklikla kullaniimaktadir. Son
yillarda sifirn altindaki sicakliklarda sentezlenen makrogdzenekli polimerik
malzemeler yani kriyojeller, hidrofilik ve elastik yapilari ayrica gézenek yapilarinin
cesitliligi sayesinde ilgi gormektedir. Kriyojeller mikro veya super makrog6zenekli
olabilirler. Kriyojellerin temel 06zelligi c¢o6zeltinin kristallenmesidir. Cozelti hem
g6zeneklerde hem de polimer yapisinda bulundugundan heterofazlidir. Kovalent,
iyonik veya kovalent olmayan tipleri vardir. Blok, silindir, boncuk veya istenen
herhangi bir tipte Uretilebilir. Kriyojellerin Uretimi, digslUk basingta ¢ozeltinin
uzaklastirilmasi gerekmediginden, daha basittir. Kriyojellerin kimyasal, mekanik,
osmotik kararhliklari oldukga yuksektir. Bu 6zellikleri sayesinde virUsler, organeller,
hicre ve plazmit gibi biyolojik molekll ve nanopartikillerin ayrilmasinda
kullanilabilirler. GUnUmlizde makrogdzenekli polimerik malzemeler eczacilikta,
tipta, biyoteknolojik arastirmalarda; ila¢g salinim mekanizmalarinda, yapay organ
Uretiminde, nem tutucu olarak, kromatografik malzeme olarak, saflastirma amaclh
adsorbent olarak c¢ok cesitli alanlarda kullanilabilmektedir. Kriyojele manyetik
molekuler baskilanmig polimerler gomulip kompozit tagiyici sistemler Uretilerek

ozellikleri gelistirilebilmektedir.

Bu calismada, tirozin saflastirmasi amaciyla molekiler baskilanmis manyetik silika
mikrokureler kriyojele gomulerek yeni bir kompozit tasiyici malzeme
sentezlenmistir. Sunulan ¢alismada, Uretilen yeni nesil kompozit taslyici sistem ile
sulu ¢ozeltiden ve yapay plazma, idrar, tukuruk gibi gercek orneklerden yuksek
secicilik ile tirozin uzaklastinimig, hazirlanan kompozit tasiyicinin tekrar
kullanilabilirlik ¢alismalari yapilmis ve sonuglar rapor edilmistir. Hazirlanan
kompozit tasiyicinin tirozin saflastirmasi icin distik maliyetli, tekrar kullanilabilirligi
fazla ve ylksek secicilige sahip olmasi blylk bir avantaj saglayacagini

gOstermigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tirozin
Tirozin esansiyel olmayan bir amino asittir ve dogada en ¢ok L formunda bulunur.
insan viicudu tirozini, esansiyel bir amino asit olan fenilalaninden Uretir.

Fenilalaninin metabolik patikasi asagidaki gorselde verilmistir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1 Fenilalaninin metabolik patikasi [9].

Tirozin ilk olarak 1846 yilinda Alman kimyager Justus von Liebig tarafindan
peynirde bulunmustur. ‘Tyrosine’ kelimesi Yunanca peynir anlamina gelen
tyrosdan gelir [10]. Dogal olarak peynirde, balikta, tavukta, hindide, yumurtada ve
diger yuksek protein iceren gidalarda bulunur [11]. Tirozin amino asidinin yapisi ve

Ozellikleri gorselde verilmistir (Sekil 2.2).
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Tirozin Amino Asidi
Amin ve karboksilik asit gruplar kismen asidik ve
bazik 6zellige sahip oldugu icin molekiile amfoterik
ozellik katarlar. pH 7,4 ‘te bu gruplar iyonlagarak
molekiiliin net yiikiinii 0 yaparlar.

Sekil 2.2 Tirozin amino asidinin yapisi ve ozellikleri.

Tirozin; nérotransmitter olarak adlandirilan epinefrin, norepinefrin ve dopamin gibi
birkag onemli beyin kimyasalinin uretimi i¢in vazgecilmez bir amino asittir.
Norotransmitterler, sinir  hucrelerinin  iletisim  kurmasina ve ruh halinin
dizenlenmesine yardimci olur [12]. Tirozin ayrica sag¢ ve deri renginden sorumlu
pigment olan melanin Uretimine katki saglar. Adrenal, tiroid ve hipofiz bezleri gibi
hormonlarin yapilmasindan ve duzenlenmesinden sorumlu organlarin iglevine
katki saglar. Tirozin, vlicutta nerdeyse tim proteinlerin yapisinda yer alir. Tirozinin
vlcutta dusuk seviyelerde bulunmasi dusuk kan basinci, dusuk vacut isisi ve

dUsuk aktif tiroid dizeyi ile iligkilendirilmistir [13].

2.2. Tirozin Saflastirmanin Onemi
Fenilketondri, vicutlari fenilalanin amino asidini metabolize edemeyen insanlarda
ortaya cikan kalitsal bir rahatsizliktir [14]. Bu hastalikta fenilalanin hidroksilaz

enziminin ya da kofaktéri olan tetrahidrobiyopterinin yetersiz ¢aligmasi sonucun-



da besinsel proteinlerde yer alan fenilalanin tirozine ¢evrilemez. Dolayisiyla
fenilalanin ve turevleri (fenilketon-fenilamin) vicutta birikir. Enzimi yapan gen 12.
kromozomda yer alir [15]. Bu hastalarin kaninda fenilalanin seviyesi yukselir ve
bu durum merkezi sinir sitemi igin zehirlidir. Basta zihinsel engel olmak Uzere
bircok beyin hasarina yol agabilir [16]. Tedavi amaci ile hastalar diyetlerinde
fenilalaninden kaginmak zorundadir. Tirozin, fenilalaninden Gretildigi igin bu
hastalarda tirozin eksikligi gorulebilir. Tirozin, fenilketonurili hastalar icin protein
takviyelerinde kullanilir. Ayrica fenilketonurili hastalarin, gebelikleri sirasinda fetus

gelisiminde bozukluk olmamasi igin tirozin takviyeleri kullanmalari gerekmektedir.

Tirozinemi, tirozin amino asidinin kanda ve organlarda birikerek basta akciger,
bobrek ve periferal sinir sistemi olmak Uzere organ hasarina neden olan bir
metabolizma hastaligidir [17]. Herediter tirozineminin en sik karsilasilan tara tip 1
herediter tirozinemi diger adiyla hepatorenal tirozinemidir. Bu durum tirozin amino
asidinin yikimindan sorumlu fumaril asetoasetat hidrolaz enziminin eksikliginden
kaynaklanir [18]. Bu hastalikta serum ve idrarda tirozin metabolitlerinin (tiramin,
PHFPA, PHFLA, PHFAA, homojenik asit, suksinil asetoasetik asit, suksinil aseton)
seviyesi yukselir [19]. Sadece diyet tedavisi ile hastalarin %90’1 12 yasindan dnce
kaybedilmektedir [20]. Bu durumda kandan etkin bir sekilde tirozin uzaklastiran bir
kompozit taslyici ile yeni bir tedavi yontemi gelistirmek tirozinemili hastalar igin

umut vaat etmektedir.

Tirozin, stres norotransmitterleri olan epinefrin ve norepinefrin Gretiminde 6nemli
yere sahiptir. Bazi arastirmacilar, stres altinda vicudun fenilalaninden yeterli
miktarda tirozin Uretemedigine inanmaktadir [21]. Yapilan bazi hayvan ve insan
calismalarina gore, tirozin takviyeleri psikolojik stres altinda hafiza ve performansi
iyilestirmeye yardimci olabilmektedir. On arastirmalar, tirozinkinaz inhibitdrlerinin
tiroid kanseri tedavisinde rol oynayabilecegini onermektedir. Diger c¢alismalar,
tirozinkinaz inhibitorlerinin akciger kanseri veya pulmoner fibrozis bulunan kisiler
arasinda akciger fonksiyonlarinin iyilesmesine yardimci olabilecegini dnermektedir
[22].

TUim bu sebeplerle; tirozin, ilag sektoériinde ticari degere sahip bir amino asittir.
Tirozinin hem yuksek saflikta hem de disik maliyette elde edilmesi ekonomik

acidan buyuk dnem tagimaktadir.



2.3. Tirozin Saflagtirma Yontemleri

Tirozin ticari olarak degerli bir amino asit oldugundan saf olarak elde edilmesi
gunumuzde 6nem kazanmigtir. Bu amagla pek ¢ok galisma yapilmaktadir. Tirozin
bir biyomolekul oldugundan yigin igerisinden yapisini bozmadan ayirmak zordur.
Bu yuzden molekuler baskilama teknolojisi tirozin saflastiriimasi icin maliyeti
duguk, tekrarlanabilirligi yluksek, hazirlamasi kolay ve etkinligi yuksek bir
yontemdir. Afinite kromatografisi, kolon kromatografisi, sodyum dodesil sulfat—
poliakrilamid jel elektroforez gibi kromatografik yontemler bu amagla siklikla

kullaniimaktadir.

2.4. Molekiiler Baskilama Teknolojisi

Molekuler baskilama, analizi yapilacak molekul i¢in ylksek segicilige sahip tanima
bdlgeleri olan polimerlerin hazirlanmasini saglayan bir tekniktir [23]. Molekuler
baskilama teknolojisi ile biyolojik reseptorleri taklit edebilen sentetik malzemeler
uretilebilir [24]. Bu sentetik malzemeler, biyolojik benzerlerinin aksine ylksek
kararliliga sahiplerdir. Ayrica 1sil, mekanik ve kimyasal dayanikliliklari daha
yuksektir [25]. Molekuler baskilanmis polimerlerin  maliyeti dusuktar ve

hazirlanmalari kolaydir [26].

Molekuler baskilama yontemi U¢ temel asama ile acgiklanabilir [23]. Birinci
asamada, hedef molekil ile uygun fonksiyonel gruba sahip monomer kovalent
veya kovalent olmayan etkilesimler ile kompleks olusturur. ikinci asamada, olusan
komplekse uygun bir capraz baglayici ve baslatici eklenerek polimerizasyon
saglanir. Uglincii asamada ise hedef molekil uygun bir ¢dziicl ile polimerden
uzaklastirihr (Sekil 2.3). Boylece molekuler baskilanmis polimer Ulzerinde hedef
moleklliin ylzey morfolojisine sahip, ve kimyasal olarak yapi olarak hedef

molekule uygun yuksek segcicilige sahip alanlar olusturulmus olur.
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Sekil 2.3 Molekuler baskilamanin temel basamaklari.

2.4.1. Molekiler Baskilamada Capraz Baglayicilarin Rolli

Capraz bagdlayicilar hedef molekull, hedef molekilin etrafindaki fonksiyonel
monomerleri ve bunlarin fonksiyonel gruplarini bir arada tutan ag yapida ve
g6zenekli  bir polimer olustururlar. Yapidan hedef molekll uzaklastirildiginda,

polimerin icinde olusan bogsluk hedef molekulin tim ytzey ézelliklerine sahiptir.

Hangi capraz baglayicinin ne kadar kullanildigi molekuler baskilanmig polimerin
seciciligini ve baglama kapasitesini etkiler. Kullanilan ¢apraz baglayici miktari az
olursa polimer yeterince sert olmaz ve hedef bosluklarinin seklini koruyamaz.
Diger yandan kullanilan capraz baglayici miktari yuksek olursa baskilanmig

polimerin tanima bolgelerinin sayisi azalir.

En sik kullanilan c¢apraz baglayicilar; etilen glikol dimetakrilat (EGDMA),
trimetilolpropan (TMP), trimetakrilat (TRIM), N,N-metilenbisakrilamid (MBA) ve
divinilbenzen (DVB)'dir.



Capraz bagdlayici turlerini molekuler baskilanmis polimerlerin baskilama faktoru
Uzerine etkisini inceleyen bir galismada, zidovudin isimli bir AIDS tedavisi ilaci
EDGMA, TRIM, DVB c¢apraz baglayicilari kullanilarak molekuler baskilama

yontemi ile saflastirilmigtir [27].

2.4.2. Molekiiler Baskilamada Kullanilan Fonksiyonel Monomerler

Molekuler baskilamada monomerin fonksiyonel gruplart ile kalip molekul
kompleks olusturur. Kompleks olusumunda kovalent ya da kovalent olmayan
etkilesimler ekili olabilir. Monomer ile kalip molekul arasindaki etkilesim ne kadar
guglu ise molekuler baskilanmis polimerin kalip molekull tanimadaki dogrulugu ve
seciciligi o kadar artar. Bu sebeple fonksiyonel monomer segimi dnemlidir. Bir
¢alismada kullanilacak fonksiyonel monomeri segmek icin spektroskopik analizler,

bilgisayarli similasyon gibi 6n galismalar yapillir.

Molekuler baskilamada en yaygin olarak; metakrilik asit (MAA) ve 2-hidroksietil
metakrilat (HEMA) monomerleri kullaniimaktadir [28]. Siklikla kullanilan c¢apraz

baglayici ve monomerlerin yapilari Sekil 2.4 'de verilmistir.
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Sekil 2.4 Siklikla kullanilan ¢apraz baglayici ve baslaticilarin yapilari [29].



Molekuler baskilamada, kullanilan kalip molekul ile fonsiyonel monomerin
arasindaki mol orani da énemlidir. Mol orani dusuk kullanilirsa polimerde daha az
baglama alani olusur. YUksek mol orani kullanilirsa baglanma segiciligi azalir. Bu

sebeple baskilama verimini artirmak i¢in optimum mol orani bulunmalidir.

2.4.3. Molekuler Baskilamada Kullanilan Cozuciuler

Polimerlesme surecinde ¢ozucunun gorevi tum bilesenleri tek fazda birlestirmektir.
Polimerin gbdzeneklerini olusturan da ¢ozucudar. Bu sebeple molekuler
baskilamada kullanilan ¢6ztcunin yapisi da, hacmi de o6nemlidir. Molekuler
baskilama calismalarinda en sik kullanilan c¢ozlculer asetonitril, toluen ve

kloroformdur.

Cozucu, molekuler baskilamada gdzenek olusturucu olarak kullanilabilir. Clnku
kullanilan ¢ézicunin hacmi ylksek tutulursa polimerin gézenek boyutu artar. Bu
da molekuler baskilanmis polimerde akisi sagladidi icin tercih edilen bir 6zelliktir.
Cozucundn polaritesi de ¢dzlcu segiminde 6nemli bir faktordar. Kloroform ve
toluenin polarligi az oldugundan kovalent etkilesimleri artirarak kompleks
olusumunu artirir. Diger yandan daha polar ¢ozlculer kompleks olusumdaki

kovalent olmayan etkilesimleri azaltir.

2.4.4. Molekiiler Baskilamada Kullanilan Baslaticilar

Molekuler baskilama caligsmalarinda polimer sentezi i¢in en ¢ok kullanilan yontem
serbest radikalik polimerizasyondur. Bu yodntemde polimerizasyon c¢ok hizli
gerceklesir. Serbest radikalik polimerizasyonda en ¢ok kullanilan baglaticilar
inorganik veya organik peroksitler, diazo bilesikler veya redoks baslaticilardir. En

sik kullanilan baslatici azo N-N’-bis izobutironitril (AIBN)’ dir.

2.4.5. Kovalent Baskilama

Kovalent baskilamada, hedef molekil ile monomer birbirine kovalent baglar ile
baglanir [30]. Polimerizasyonun tamamlanmasinin ardindan kovalent baglar
kopartilarak hedef molekll ile polimer birbirinden ayrilir. Molekll tekrar
baglanirken yeniden kovalent baglar olugur. Kovalent baskilamanin bazi

avantajlari ve dezavantajlari vardir.

Kovalent baglar daha kararli bir karakteristige sahip oldugu icin monomer-kalip

molekul kompleksi yuksek kararliliktadir ve sitokiyometrik oranda gercgeklesir,
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baglanma bodlgeleri daha homojendir. Yine kovalent baglarin kararli
karakteristiginden 6turu polimerizasyon kosullarinda (sicaklik, pH, ¢dzlcu tura) bir

kisitlama yoktur.

Kovalent baglanmanin dezavantajlari ise, hedef molekulin polimere tersinir
baglanma sayisinin sinirli olmasi, baglanma kinetiginin yavas olmasi, uygun kalip
molekilin sinirli olmasi, hedef molekulld uzaklastirmanin zor olmasidir. Bu
sebeple kovalent baskilamanin fazla esnek olmayan bir ydntem oldugu

soylenebilir. [31].

2.4.6. Kovalent Olmayan Baskilama

Bu tur baskilamada kalip molekul ile monomer arasinda hidrojen badlari,
hidrofobik etkilesmler, Van der Waals kuvvetleri ve iyonik etkilesimler olusur [32].
Hedef molekll uzaklastirildiktan sonra, molekuler baskilanmis polimere yine bu

kovalent olmayan etkilesimler ile baglanir.

Kovalent olmayan baskilamanin avantajlari; kalip molekll sinirlamasi olmamasi,
sentezin basit olmasi, kalip molekilin uzaklastinlmasi igin  ¢dzlcu
ekstraksiyonunun yeterli olmasi, kalip molekulin uzaklastirmasinin kolay olmasi,
hedef molekullin tekrar baglanma kinetiginin hizli olmasi ve kovalent baskilamaya
gbre daha yuksek afinitede baglanma bdlgeleri olusmasidir. Dezavantajlari ise,
polimerizasyon kosullarinin sinirh olmasi, fonksiyonel monomer miktari fazla
tutulmasi gerektiginden non-spesifik baglanma bdlgeleri olugsmasidir. Kovalent
olmayan basilama daha esnek ve daha az kisitlamalari olan bir ydntemdir [33]. Bu

sebeple guinumuzde daha populerdir.

2.4.7. Molekiiler Baskilanmig Polimerlerin Uygulamalari

Sahip olduklari avantajlar sayesinde molekuler baskilanmig polimerler ginUmuzde
oldukga popdler bir calisma alanidir. Biyoayirma, saflastirma, sensor tasarimi,
kataliz, kontrollu ilag salinimi, kirleticilerin uzaklastiriimasi gibi birgok alanda
kendisine yer bulmaktadir [29]. Molekller baskilanmis polimerler en c¢ok
kromatografik ayirmada kullanilirlar. Ayrica ila¢ sentezinde optik acidan saf
bilesiklere ihtiya¢ oldugundan molekiler baskilanmis polimerler kiral ayirmalarda
sikga kullanilirlar. Molekuler baskilama ile iyonlarin, biyomakromolekullerin,

organik molekullerin, hicre ve viruslerin yuksek segcicilik ile analizi yapilabilir [34].
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Bazi galismalarda molekuler baskilanmis polimerler antikorlari taklit eden yapay
baglayici olarak veya enzimleri taklit eden vyapay katalizorler olarak
kullanilmaktadir [35].

2.5. Silika Mikrokiireler ve Kullanim Alanlar

Mikrokurelerin boyutu birka¢c mikrometreden milimetreye kadar degisebilir. Farkh
yapilarda, gézenekli veya gozeneksiz olarak hazirlanabilirler. Silika mikrokurelerin
yuksek performansli sivi kromatografisinin (HPLC) gelisimine katkisi olmustur.
Silika mikrokureler ilk olarak 1968 yilinda Stéber ve Fink’in gelistirdigi bir yontemle
sentezlenmistir. Bu ydntemde silika mikrokureler, silisik asidin tetraesterlerinin
belirli ¢ozeltilerle kimyasal reaksiyona sokulmasi ile elde edilmistir [36]. HPLC
teknigi ile silika kolonlar kullanilarak biyomolekullerin ayriimasi ilk kez 1970°de
yapilmistir. Ters faz yuksek performansli sivi kromatografisinin kullanimi silikanin
ortaya c¢lkmasiyla baslamistir ki bu teknik glinimizde en c¢ok kullanilan
kromatografik yontemdir. Silika mikrokurelerin yuksek sicakliga karsi toleransi

fazladir.

Silika mikrokureler biyoayirmada, biyolojik etkinlige sahip maddelerin
immobilizasyonunda, kolon kromatografisinde, kontrolli ilag saliniminda, biyolojik
molekullerin saflastirlmasinda kullanim alani bulmustur [37-39]. Ayrica seramik

uretiminde ve kozmetik alaninda da kullanimi mevcuttur.

2.6. Manyetik Silika Mikrokureler ve Uygulama Alanlari

Silika mikrokureler biyouyumlu malzemeler oldugundan biyolojik ve biyokimyasal
calismalar icin uygun yapidadirlar. Manyetik silika mikrokureler ise, silika
mikrokurelere yuksek manyetik duyarlilik katarak kullanim alanlarini genigletmis ve
yeni avantajlar eklemistir. Ayrica calismanin tlrline gére fonksiyonel gruplar
eklenerek manyetik silika mikrokUrelerin  ylzeyleri  kolaylikla  modifiye
edilebilmektedir. Boyle essiz Ozelliklere sahip olduklarindan, katalizor olarak,
biyobelirte¢ olarak, biyoayirmada ve o6zellikle kontrollu ila¢ saliniminda oldukga ilgi
gormuslerdir [40, 41]. Ayrica manyetik mikrokurelerin bilesimi degistirilerek
inorganik caligmalarda da kullanilabilir. Manyetik silika mikrokureler manyetik,

termal ve ultaviyole duyarliliga sahiptir ve mikrodalga 1sinlari absorbe edebilirler.
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Manyetik silika mikrokureler, silika mikrokurelerin yuzeyinin manyetit (FesO,) ile
ferrit kaplanmasiyla [42] veya demir pentakarbonilin sonokimyasal yontemle
kaplanmasiyla sentezlenir [43]. Manyetik silika mikrokurelerin en dnemli uygulama
alani molekuler baskilama teknolojisindedir. Manyetik silika mikrokurelerin yuzeyi
modifiye edilip molekuler olarak baskilandiklarinda kompozit malzemeler

hazirlanabilir.

2.7. Kriyojeller

Kriyojeller c¢Ozeltilerinin  kriyojenik islemleri ile sentezlenen jellerdir [44].
Kriyojellesme sifirin altindaki sicakliklarda meydana gelen jellesmedir. Kriyojeller
hem donmus kati faza hem de donmamis sivi mikrofaza sahip olduklarindan
heterofazli sistemlerdir [45]. CozucU kristalleri donmus kati fazi olusturur ve
g6zenek yapici gorevindedir. Donmamig bolgelerde ise jellesme olusur. Kriyojel ilk
olarak 1984 yilinda sentezlenmigtir ama 1980’lerin sonunda populer hale gelmistir.

Kriyo Yunanca’da dondurulmus, buz anlamina gelen kryos’dan gelmektedir.

Kriyojeller =~ makrogbzenekli  olmalari, dokulara  benzer  elastikiyetleri,
biyouyumluluklari, ozmotik, fiziksel ve kimyasal dayanikliliklari, sunger benzeri
yapllari, kolay hazirlanmalari gibi essiz 6zelliklere sahip olmalari ile ginimuizde

populer hale gelmistir [46].

2.7.1. Kriyotropik Jellesmenin Temel Karakteristik Ozellikleri
Kriyojeller, kovalent olarak capraz baglanmis iyonotropik jeller ve hidrofobik
etkilesimler, hidrojen bagdlari ile baglanmis fiziksel jeller olarak ikiye ayrilabilir [47].

Kriyotopik jellesme su sekillerde olugabilir:
e Donma sirasinda [48-51],
e Ornek donmus haldeyken saklama sirasinda [52-54],
e Donmus 6rnegin tavlanmasi sirasinda [55-59].
Kriyojelin tird ne olursa olsun hazirlama basamaklari su sekildedir:

e Polimerizasyon ¢ozeltisinin hazir hale getirilmesi,
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e Polimerizasyon ¢ozeltisinin dondurulmasi,
e Donmus polimerizasyon sisteminin inkubasyonu,
e Donmus polimerizasyon sistemin oda sicakliginda tavlanmasi.

Kriyojel olusum asamalari Sekil 2.5°de gorsel olarak anlatiimistir.

Oda sicakiinda
erime

U

‘

Monomerler

Buz kristalleri

Olusmaya baslayan polimer

Capraz bagh polimer kriyojel

Supermakrogozenekler

CQex 47

Sekil 2.5 Kriyojel olusum semasi [60].

2.7.2. Kriyojellerin Kullanim Alanlari
Kriyojeller gbzenek boyutlari ve sunger benzeri yapilari sayesinde biyomolekul
calismalarinda difiizyon sorunu olmaksizin kullanilabilirler. Kriyojeller hiicre ayrima

ve hlcre kultiri calismalarinda buyuk ilgi gérmektedir [46]. Ayrica biyoafinite
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sorbentlerinde matriks olarak, molekuler ligand ve hucrelerin imobilizasyonunda,

kromatografi caligmalarinda kromatografik malzeme olarak kullanilirlar [61].

Kriyojellerin Ustun Ozellikleri sayesinde doku muhendisligi alaninda destek
malzemesi olarak kullanimlari da mevcuttur. Kan gibi viskoz sivilar bile
kriyojellerde akis sorunu yasanmadan analize imkan verir. Kriyojellere molekuler
baskilanmis polimerler gomulerek 0Ozellikleri gelistirilebilir ve biyoayirma

calismalari igin Ustun segicilige sahip kompozit malzemeler tasarlanabilir.

2.8. Kompozit Sistemlerin Tasarimi

Makrogdzenekli jellerin igerisine molekuler baskilanmis polimerler gdmulmesi yeni
ve basarili sonuglar elde edilen bir yaklasimdir. Bu yaklasimla makrogdzenekli
jellerin hizli ve kolay akis saglamasi, sunger benzeri yapilari, kimyasal ve mekanik
dayanimlari ile molekuler baskilanmis polimerlerin ylksek segicilikleri birleserek

yeni Ustln ozelliklere sahip kompozit sistemler tasarlanmis olur.

Makrogdzenekli jellerin benzersiz yapisiyla molekuler baskilanmis polimerlerin
ustlin 6zelliklerini birlestiren ¢alismalar ginumuzde oldukga populerdir. Literatirde
bu alanda protein saflastirma, bilirubin ayirma, antibadi saflastirma, endokrin
bozucularin izini surme, peptit ayirma, hemoglobin uzaklastirma, 17(3-estradiol

adsorplama ve daha bir ¢cok ¢alisma bulunmaktadir [62-69].

2.9. Afinite Kromatografisi

Afinite kromatografisi bir yigin igerisinden spesifik bir molekuli saflastirmak igin
seciciligi en ylksek ve gulcli kromatografik yontemlerden biridir [70]. Birbiriyle
enzim substrat gibi anahtar kilit iligkisinde olan iki molekulun etkilesimine dayanir
[71]. Bu tersinir bir etkilesimdir. Afinite kromatografisinde sabit faza bagli ve hedef
molekiile biyolojik afinitesi olan bir ligand vardir [72]. Ornek karisimi kolona
verildiginde hedef molekiil yiksek secicilik ile liganda baglanarak kolonda tutulur.
Geri kalan molekdller kolondan ayrilir. Daha sonra ortam kosullari degistirilerek
(pH, iyonik siddet, sicaklik, adsorpsiyon ajani, ligand co6zeltisi) hedef molekil

kolondan desorbe edilir. Afinite kromatografisinin temel prensibi Sekil 2.6'da
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sematize edilmistir. Afinite kromatografisinde en sik kullanilan ligandlar ve hedef

molekuller ise Tablo 2.1°de gOsterilmigtir.

Tablo 2.1 Afinite kromatografisinin en sik kullanilan ligandlari ve hedef molekulleri.

LIGANLAR HEDEF MOLEKULLER

Antikorlar Antijenler, virusler ve hlcreler

Inhibitorler Enzimler

Lektinler Polisakkaritler, glikoproteinler ve yuzey hucre reseptorleri

Nukleik asitler

Nukleik asitleri baglayan proteinler (enzimler veya
histonlar)

Hormonlar, Reseptorler ve tasiyici proteinler
vitaminler
Sekerler Lektinler, enzimler veya diger seker baglayici proteinler

-+

|

P
“3 Adsorpsiyon g_@ 0

Desorpsiyon

l

ey g

y
g coziiniir ligand ile !

deforme edici tampon ile

Sekil 2.6 Afinite kromatografisinin temel ilkesi [73].
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Afinite kromatografisinde ligand ile hedef molekul arasindaki etkilesimin siddeti
onemlidir. Eger hedef molekdl ile ligandin etkilesimi ¢ok zayif olursa adsorpsiyon
islemi gerceklesmez, buna karsin bu etkilesim ¢ok kuvvetli olursa da adsorbe
edilen hedef molekul liganddan desorbe edilemez. Bunun haricinde desorpsiyon
icin kullanilan yontemin hedef molekill pargalamadan liganddan ayirmasi igin

uygun kosullarin tespit edilmesi de 6nemlidir.

Afinite kromatografisinin basarisini belirleyen faktorler; ligand segiciligi, geri
kazanim, tekrar kullanilabilirlik, kararlihk, surdurebilirlik ve disuk maliyet vb.

etkenlerdir.

2.10. immobilize Metal Afinite Kromatografisi (IMAK)

immobilize metal afinite kromatografisi (IMAK) ilk kez 1975 yilinda Porath ve
arkadaglar tarafindan énerilmistir. IMAK, Zn(ll), Cu(ll), Ni(ll), ve Co(ll) gibi gegis
metali iyonlarinin sulu ¢dzeltilerdeki spesifik afinitelerine dayanir [74]. Bu teknikte,
bahsi gecen gecis metali iyonlari bir destege immobilize edilerek proteinler
fraksiyonlara ayrilir ve saflastirilir [75]. Proteinler, ylzeylerinde bulunan sistein,
tirozin, histidin ve triptofan gibi belli amino asit birimlerinin barindirdigi elektron
verici gruplarin immobilize metal iyonu koordinasyon bdlgelerine spesifik olarak
baglanmasi ilkesiyle saflasirlar. Amino asitlerin azot, kikurt ve oksijen gibii
elektron verici atomlari ile metal iyonlar arasinda 2 digliden 5 disliye kadar selat
olusumu gdzlenebilir. Proteinlerin amino uglari disinda yan zincirlerindeki elektron

verici gruplari da metal iyonlari ile selat olusumuna katilabilir.

Destege immobilize edilen metal iyonlarina spesifik etkilesimler ile baglanan hedef
molekuller dusuk pH’li bir tamponla, iyonik siddet degistirilerek, yarismali yer
degistirici bir ajanla veya selatlastirici ajanlar kullanilarak desorbe edilebilir. IMAK;
proteinlerin saflastirilmasi ve izolasyonu, protein ve peptidlerin karakterizasyonu,
fosfopeptidlerin izolasyonu, oligontkleotid, RNA, DNA izolasyonu igin siklikla
kullanilir [76].
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3. DENEYSEL YONTEM VE BULGULAR

Aktarilan tezin igeriginde yapilan deneysel c¢alismalari su ana basliklarda

toplanmak mimkuanddr;

e N-metakriloil-(L)-histidin metil ester fonsiyonel monomerinin sentezlenmesi

ve on-kompleksin hazirlanmasi,

e Tirozin baskilanmig ve baskilanmamigs manyetik silika mikrokurelerin

sentezlenmesi ve karakterizasyonu,

e Tirozin baskilanmig manyetik silika mikrokdrelerin kriyojele gomulmesi ile

kompozit taslyici sentezlenmesi ve karakterizasyonu,
e Sentezlenen kompozit tagiyici ile tirozin adsorpsiyonu,

e Sentezlenen kompozit tasiyicinin  seciciliginin  incelenmesi  ve

baskilanmamis kompozit ile kiyaslanmasi,
e Sentezlenen kompozit tagiyicinin tekrar kullanilabilirliginin incelenmesi,

e Sentezlenen kompozit tasiyici ile gergek drneklerden tirozin saflastiriimasi.

3.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

2-hidroksietil metakrilat (HEMA), N,N-metilen bisakrilamid (MBA) Sigma (ABD)
firmasindan satin alinmistir. Amonyum persulfat (APS), N,N,N’,N’-tetrametiletilen
diamin (TEMED), 3-merkaptopropil trimetoksisilan (3-MPS), sodyum bisdilfit,
tirozin, triptofan ve fenilalanin Sigma (ABD) firmasindan satin alinmigtir. Calisma
kapsaminda kullanilan geri kalan kimyasallar Merck (Almanya) firmasindan satin
alinmistir. Kimyasallar kullanimadiklari surede 4°C’de saklanmigtir. Deneysel
calismalarda kullanilan su, ylksek akisli seliloz asetat membran (Barnstead
D2731) ile ters ozmoz Barnstead (Dubuque, I1A) ROpure LP® birimi ve iyon
degistirici dolgulu kolon sistemi kullanilarak saflastiriimistir. Kullanilan saf suyun
18,25 MQ/cm dirence sahiptir.

3.2. Fonksiyonel Monomer (MAH) Sentezi
Amino asit temelli bir monomer olan N-metakriloil-(L)-histidin metil ester (MAH) su

sekilde sentezlenmigtir:
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Hidrokinon ve L-histidin metil ester, diklorometan ¢ozeltisinde ¢ozulmustiur. Elde
edilen ¢ozelti 0°C’ye kadar sogutulmustur. Sogutulan ¢ozeltiye trietilamin ilave
edilmistir. Daha sonra metakroil klorir yavas yavas bu ¢ozeltinin Uzerine
dokulmustur. Elde edilen ¢ozelti azot atmosferinde manyetik karigtiriciyla iki saat
25°C’de karistinimigtir.  Ardindan, reaksiyona girmeyen metakroil klortrin
ekstraksiyonu NaOH c¢ozeltisi ile yapilmistir. Sulu fazin buharlastiriimasi, déner
buharlastirici ile yapiimigtir. Kalan kisim (fonksiyonel monomer) etanol kullanilarak
cozulmagtur (Sekil 3.1).

CH, o

>~

CHj N

2N o ‘
CHJ-LO-CHE,

C
H

H

OCH,

H
o)
HJL
|

CH, 2C

B & ):\

* N NH

CH; Cl N\/NH = \/

Sekil 3.1 Fonksiyonel monomerin sentez reaksiyonu.

3.3. On-Kompleksin Hazirlanmasi

Sekil 3.2'deki gibi olasi etkilesime giren monomer N-metakriloil-(L)-histidin metil
ester ile Cu®" kaynagi olan Cu(NO3),.2.5H,0 sulu ortamda ¢oziilerek 20 rpm’'de 30
dakika oda sicakliginda karistiriimis ve metal selat olusumu saglanmistir. Daha
sonra hazirlanan metal selat karisimina farkl oranlarda (10:10:1, 10:10:2, 10:10:3)
tirozin kalip molekuli eklenerek yine 20 rpm’de 30 dakika oda sicakliginda
kanistirilmistir. Fonksiyonel monomer ve kalip molekll oranini belirlemek igin her

ornegin ayri ayri UV-gorunur boélge spektrofotometre dlgimleri yapiimistir.
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Sekil 3.2 Fonksiyonel monomer ile metal iyonu arasindaki olasi etkilesim.

3.4. Manyetik Silika Mikrokiirelerin Sentezi

Baslangi¢c malzemesi olarak kullanilan manyetik es boyutlu ve gozenekli silika
mikrokureler literatirdeki prosedurler takip edilerek hazirlanmis ve manyetik 6zellik
kazandirilarak ylzey modifikasyonuna hazir hale getiriimistir. Bu amagcla silika
mikrokureler ¢oklu basamakli mikro-stuspansiyon polimerizasyon protokolu ile
sentezlenmis ve FeCl3;.6H,O ve FeCl,.4H,0 igeren sulu ¢ozelti ile karisitilarak
santrifijlenmistir. Daha sonra saf su ile yikanmis ve ultrasonike edilirek manyetik
silika mikrokUreler 80°C sicaklikta vakum altinda 48 saat boyunca kurutulmustur
[77,78].

3.5. Manyetik Silika Mikrokurelerin Yiizey Modifikasyonu

Manyetik silika mikrokurelerin  ylUzey modifikasyonu igin manyetik silika
mikrokureler, etanolde ¢odzulerek Uzerine (3-merkaptopropil) trimetoksisilana (3-
MPS) eklenmis ve 25 rpm’de 24 saat oda sicakliginda karistinimistir. Daha sonra,
manyetik silika mikrokureler etanol ve saf su ile yikanmistir. Yikanan manyetik
silika mikrokureler liyofilizatorde (Christ Alpha 1-2-LD-plus, Almanya) 24 saat

bekletilerek kurutulmustur.

3.6. Tirozin Baskilanmig Manyetik Silika Mikrokirelerin Hazirlanmasi
Manyetik silika mikrokurelere tirozin baskilanmasi asagida anlatilan sekilde

yapimigtir:
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Saf suda c¢ozulen MBA c¢apraz baglayicisi karisimina HEMA monomeri
eklenmistir. Daha sonra bu ¢ozeltiye MAH:Cu:Tirozin fonksiyonel monomer ve
kalip molekdl karigimi ve modifiye manyetik silika mikrokureler eklenmistir. Son
olarak, ¢ozeltiye NaHSOj3 ve (NH4).S,0s baslatici cifti eklenmis ve 40 C'de 24 saat
boyunca 500 rpm hizda karistirilarak polimerizasyon gergeklestiriimistir (Sekil 3.3-
Sekil 3.4).

Polimerizasyon sonunda tirozin baskilanmis manyetik silika mikrokdreler sirasi ile
etanol ve saf su ile ylkanarak safsizliklardan ve polimerlesmemis monomer
kalintilarindan uzaklastirilmigtir. Baskilanmamig manyetik silika mikrokdrelerin

hazirlanmasi icin kalip molekul tirozin olmadan ayni yontem kullaniimistir.

Polimerizasyon . ‘

— @ 4

HEMA, MBA,
MAH:Cu:Tirozin ’ ’ .

’ Tirozin ‘ MAH:-Cu . Manyetik silika mikrokiire

Sekil 3.3 Tirozin baskilanmis manyetik silika mikrokurelerin hazirlanmasinin

sematik gosterimi.

Sekil 3.4 Polimerizasyon sisteminin optik fotografi.
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3.7. Manyetik Silika Mikroktirelerin Karakterizasyonu

Modifiye olmamis ve modifiye olmus manyetik silika mikrokdreler liyofilizator ile
kurutulduktan sonra, enerji dagilimli X-isini spektroskopisi (EDX), elektron spin
rezonansi (ESR), taramali elektron mikroskobu (SEM), ve Fouirer transform

infrared spektrofotometre (FTIR) kullanilarak karakterize edilmigtir.

3.7.1. Fouirer Transform Infrared Spektrofotometre (FTIR)

Modifiye olmamis ve modifiye olmus manyetik silika mikrokurelerin Fourier
transform infrared (FTIR) spektrumu, FTIR-ATR spektrofotometresi (Thermo
Fisher Scientific, Nicolet iIS10, Waltham, MA, ABD) ile elde edilmistir. Modifiye
olmamis ve modifiye olmus manyetik silika mikrokureler, KBr (IR Grade, Merck,
Almanya) ile homojen bir sekilde karistirilarak tablet formuna doénusturulmustar.
Tabletler, cihazin drnek yuvasina yerlestirimistir. FTIR sonuglari 400-4000 cm'™

dalga boyu degisiminde elde edilmigtir.

3.7.2. Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)

Modifiye olmamis ve modifiye olmus manyetik silika mikrokirelerin ylzey
morfolojileri SEM (QUANTA 400F Field Emission SEM, ABD) kullanilarak tespit
edilmistir. Kuru manyetik silika mikrokureler iletken yapistirici kullanilarak SEM
numune plakasina yapistinlmistir. Bu islem sonrasi numune yuzeyi vakum
sartlarinda metalik altin ile kaplanmis ve ylzeye iletkenlik 6zelligi kazandiriimistir.
Hazirlanan ornekler SEM bdlmesine koyularak farkli blydme oranlarinda

goruntuleri alinmigtir.

3.7.3. Enerji Dagihmh X- Isini Spektroskopisi (EDX)

Modifiye olmamis ve modifiye olmus manyetik silika mikrokurelerin icerigindeki
iyon analizi EDX ile incelenmigtir. Modifiye olmamis ve modifiye olmus manyetik
silika mikrokureler iletken yapistirici kullanilarak numune plakasi Gzerine
yapistiriimistir. Bu islemden sonra 6rneg@in ylzeyi vakum atmosferinde metalik
altin ile kaplanmis ve yiizeye iletkenlik dzelligi kazandinimistir. Ornekler SEM

bdlmesine yerlestiriimis ve SEM goruntuleri ¢ekilirken iyon analizleri yapilmigtir.

3.7.4. Elektron Spin Rezonans Spektroskopisi (ESR)
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Modifiye olmamis ve modifiye olmus manyetik silika mikrokurelerdeki manyetit
varhgi, ESR spektroskopisi (Bruker X bant, ABD) ile 25°C'de 1000-5000 G
manyetik alan araliginda incelenmigtir. ESR spektrumlari manyetik alana bagl

sogurmanin birinci tirevinin degisimi olarak gézlenmistir.

3.8. Kompozit Tasiyicinin Hazirlanmasi
Tirozin baskilanmigs manyetik silika mikrokureler gomulerek hazirlanan yeni

kompozit tasiyici kisaca asagidaki sekilde hazirlanmigtir:

Capraz bagdlayici olarak kullanilan metilen bisakrilamit (MBA) saf su ile
¢ozUnmuastur. Bu c¢ozelti ile yine saf suda ¢6zunen HEMA monomeri
karnistirlmistir. Tirozin baskilanmig manyetik silika mikroktreler bu ¢ozeltiye ilave
edilmis ve amonyum persulfat (APS) ile tetrametil etilendiamin (TEMED) baslatici
cifti de eklenerek sonug¢ ¢ozelti iki cam arasina dokulmustir. -12°C’de 24 saat
boyunca polimerizasyon gergeklestiriimistir. Hazirlanan kompozit tasiyici 24 saat
sonunda oda sicakliginda tavlanmaya birakiimigs ve saf su ile yikanarak
adsorpsiyon deneyleri icin 0,9 cm’lik membran halinde kesilmigstir. Baskilanmamis
kompozit tasiyicinin hazirlanmasi igin baskilanmamis manyetik silika mikrokureler
kullanilmis ve ayni yontem takip edilmistir. Ayrica herhangi bir mikrokire
gomilmeden bos kriyojeller hazirlanmis ve Kkarakterizasyon deneylerinde
kiyaslama yapmak icgin kullanilmigtir. Sekil 3.5'de tirozin baskilanmig manyetik
silika mikrokUrelerin gomulu yeni nesil kompozit tasiyici hazirlanma yonteminin
sematik gosterimi verilmistir. Ayrica Sekil 3.6’da polimerizasyon sonrasi kompozit
tasiyicinin butiin ve 0,9 cm ¢apindaki perfiratér yardimiyla kesilmis kuru hallerinin

optik fotograflari verilmigtir.
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o HEMA

(Monomer)

a MBA

(Capraz baglayicr)
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(Cozucn)

o TEMED-APS
(Aktiflestirici - Baslatici)
o Tirozin baskilanmig
manyetik silika mikrokare

Sekil 3.5 Kompozit taglyici hazirlanmasinin sematik gosterimi.

Sekil 3.6 Kompozit tasiyicinin polimerizasyon sonrasi buttin ve kesilmis hallerinin

optik fotografi.

3.9. Kompozit Tasiyicinin Karakterizasyonu

Tirozin baskilanmis manyetik silika mikrokureleri kriyojele gémerek hazirlanan yeni
kompozit tasiyici es boyutlarda kesildikten sonra liyofilizatérde kurutulmus ve
enerji dagihmh X-igini  spektroskopisi (EDX), elektron spin rezonans (ESR),
taramali elektron mikroskobu (SEM), Fouirer transform infrared spektrofotometre
(FTIR) ve sisme testi ile karakterize edilmistir. Bu karakterizasyon deneylerinin

detaylari agagida anlatilmistir.
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3.9.1. Sigsme Testi
Hazirlanan kompozit tasiyicinin ve bog kriyojelin denge sisme orani agagidaki

yontemle belirlenmigtir:

Kuru kompozit tasiyici tartilarak igerisinde 5 mL saf su olan beherde bekletilmistir.
Farkh surelerde (0-900 saniye) sudan alinan kompozit tasiyici kurutma kagidi
yardimi ile yuzeyindeki sudan arindirilarak tartilmigtir. Asagidaki esitlik yardimi ile

kompozit tastyicinin igerisindeki su miktari belirlenmigtir:

Yuzde sisme orani = [(Ws-W;) / Wj] x 100 (3.2)

W; kompozit taglyicinin sismeden onceki Ws ise sismeden sonraki agirhgini (g)

gOstermektedir.

3.9.2. Fouirer Transform Infrared Spektrofotometre (FTIR)

Hazirlanan kompozit tasiyicinin ve bos kriyojelin Fourier transfer infrared (FTIR)
spektrumu, FTIR-ATR spektrofotometresi (Thermo Fisher Scientific, Nicolet iS10,
Waltham, MA, ABD) cihazi ile elde edilmistir. Hazirlanan kompozit tasiyici ve bos
kriyojel, KBr (IR Grade, Merck, Almanya) kullanilarak homojen bir sekilde
karistirilmis ve tablet formuna dénastlrulmustir. Tabletler, cihazin 6rnek yuvasina
yerlestirilmistir. FTIR sonuglari 400-4000 cm™ dalga boyu degisiminde elde

edilmistir.

3.9.3. Enerji Dagihmhin X-Ray Spektroskopisi (EDX)

Kompozit tasiyicinin igerigindeki iyon analizi EDX ile incelenmistir. Kompozit
tasiyici iletken yapigtirict kullanilarak numune plakasi Uzerine yapistiriimistir.
Ardindan o6rnegin ylizeyi vakum atmosferinde metalik altinla kaplanmis ve yulzeye
iletkenlik 6zelligi kazandiriimistir. Ornekler SEM bdlmesine yerlestirilmis ve SEM

goruntuleri ¢ekilirken iyon analizleri yapiimigtir.

3.9.4. Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)

Kompozit tasiyicinin ve bos kriyojelin ylizey morfolojileri SEM (QUANTA 400F
Field Emission SEM, ABD) kullanilarak tespit edilmistir.. Kuru kompozit tasiyici ve
bos kriyojel iletken yapistirici ile SEM numune plakasina yapistiriimistir. Bu islem
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sonrasi numune yuzeyi vakum sartlarinda metalik altin ile kaplanmis ve ylzeye
iletkenlik 6zelligi kazandiriimistir. Ornekler SEM bdlmesine yerlestirilerek farkli

blyUme oranlarinda goruntuleri alinmistir.

3.9.5. Elektron Spin Rezonans Spektroskopisi (ESR)
Kompozit tagiyicidaki manyetit varligi, ESR spektroskopisi (Bruker X bant, ABD)
ile 25°C'de 1000-5000 G manyetik alan araliginda bakilmigtir. ESR spektrumlari

manyetik alana bagl sogurmanin birinci tirevinin degisimi olarak goézlenmistir.

3.10. Adsorpsiyon Galigmalari

Sulu ¢ozeltiden tirozin adsorpsiyonu deneyleri kesikli sistemde gergeklestirilmistir.
Tirozin adsorpsiyonuna pH (5,0-9,0), tirozin derigsimi (0,01-2,0 mg/mL), sicaklik (4-
45°C), iyonik siddet (0,0-1,0 M NaCl) ve dondurme hizi (5-20 rpm) gibi farkli
parametrelerin etkisi incelenmistir. Bu amacgla tirozin adsorpsiyon c¢alismalari
Jeiotech (Lab Companion, ABD) rotator yardimiyla kesikli sistemde 2 saat sUrede
kompozit tasiyici ile gergeklestiriimistir (Sekil 3.7). Kompozit tasiyicinin
adsorpsiyon kapasitesi 280 nm dalga boyunda UV Spektrofotometresi (Shimadzu
UV-1601, Japonya) kullanilarak bulunmustur. Desorpsiyon islemi 1 saat boyunca
0,1 M NaCl kullanilarak yapilmistir. Sonrasinda kompozit tasiyici saf su ile
yikanarak bir sonraki analize hazir hale getirilmigtir. Tium deneyler 3’er defa

tekrarlanmig ve 3 degerin ortalamasi alinarak hata oranlari eklenmistir.

'\\kulu,)

4 ¢

X2l

Sekil 3.7 Adsorpsiyon deneylerinin gergeklestirildigi rotatdriin optik fotografi.
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Gram kompozit taglyicinin adsorpladigi tirozin miktari (mg tirozin/g kompozit

tasiyici) asagidaki esitlik ile bulunmustur:

Qtirozin = [(CO'CS) . V] / rnkompozit tastyici (32)

Esitlige gore; Qiirozin gram kompozit tagiyicinin adsorpladigi tirozin miktarini (mg/g)
ifade eder. Cy ve Cs ise baslangigtaki ve adsorpsiyodan sonraki ¢dzeltinin tirozin
derisimini (mg/mL) vermektedir. Esitlikteki V, adsorpsiyon g¢ozeltisinin hacmini
(ML), Mkompozit tasiyicr  1S€ Kullanilan kompozit tasiyicinin agirigini (g) ifade

etmektedir.

3.10.1. pH’In Etkisi

Ayni derisimdeki (0,1 mg/mL) tirozin érnekleri, farkli pH tampon ¢ozeltileri (pH 5,0
asetat tamponu ve pH 6,0; 7,0; 7,4; 8,0; 9,0 fosfat tamponu) ile hazirlanmis ve
kompozit tastyicit ile 15 rpm dondirme hizinda 25°C’ de 2 saat sure ile
etkilestirilmistir. Boylelikle pH’in adsorpsiyon kapasitesine etkisi incelenmistir.
Desorpsiyon islemi 1 saat sure ile 0,1 M NaCl kullanilarak yapiimistir. Ardindan
kompozit tasiyici saf su ile yikanarak bir sonraki analize hazir hale getirilmistir.
Adsorplanan tirozin miktari 280 nm’de UV-gorinlr bolge spektrofotometresi ile
Olcllen absorbans dederleri kullanilarak belirlenmistir. Tum deneyler 3’er defa

tekrarlanmig ve 3 degerin ortalamasi alinarak hata oranlari eklenmistir.

3.10.2. Baslangi¢ Derigsiminin Etkisi

Baskilanmis ve baskilanmamis kompozit tasiyicillar, 0,01-2,0 mg/mL
derisimlerinde tirozin iceren pH 8,0 tampon ¢dzeltileri ile 15 rpm déndirme hizinda
25°C’ de 2 saat boyunca etkilestiriimigtir. Tirozin derisiminin adsorpsiyon
kapasitesine etkisi incelenmistir. Desorpsiyon islemi 1 saat sure ile 0,1 M NaCl
kullanilarak yapiimistir. Ardindan kompozit tasiyici saf su ile yikanarak bir sonraki
analize hazir hale getirilmistir. Adsorplanan tirozin miktari 280 nm’'de UV-gorinur

bdlge spektrofotometresi ile dlgllen absorbans degerleri kullanilarak belirlenmistir.
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Tam deneyler 3’er defa tekrarlanmig ve 3 de@erin ortalamasi alinarak hata oranlari

eklenmisgtir.

3.10.3. Sicakhgin Etkisi

Tirozin adsorpsiyonuna sicaklgin etkisini incelemek igin, kompozit tasiyici pH 8,0
fosfat tamponunda ayni tirozin miktari (0,1 mg/mL) ile farkh sicakliklarda (4, 25, 37
ve 45°C) 15 rpm dondurme hizinda 25°C’ de 2 saat sure ile etkilestirilmistir.
Desorpsiyon islemi 1 saat sure ile 0,1 M NaCl kullanilarak yapiimistir. Ardindan
kompozit tasiyici saf su ile yikanarak bir sonraki analize hazir hale getirilmigstir.
Adsorplanan tirozin miktari 280 nm’de UV-goérunur bodlge spektrofotometresi ile
Olcllen absorbans degerleri kullanilarak belirlenmistir. Tum deneyler 3’er defa

tekrarlanmis ve 3 degerin ortalamasi alinarak hata oranlari eklenmistir.

3.10.4. iyonik Siddetin Etkisi

Tirozin adsorpsiyonuna sicakhgin etkisini incelemek igin, kompozit tasiyici pH 8,0
fosfat tamponunda ayni tirozin miktari (0,1 mg/mL) farkli tuz derisimlerinde (0,0;
0,05; 0,1; 0,25; 0,5 ve 1,0 M NaCl) 15 rpm dondurme hizinda 25°C’ de 2 saat sure
ile etkilestiriimigtir. Desorpsiyon iglemi 1 saat sure ile 0,1 M NaCl kullanilarak
yapilmistir. Ardindan kompozit tasiyici saf su ile yikanarak bir sonraki analize
hazir hale getirilmistir. Adsorplanan tirozin miktari 280 nm dalga boyunda UV-
gorunlr bolge spektrofotometresiyle alinan  absorbans degerleriyle tayin
edilmistir. Tum deneyler 3’er defa tekrarlanmis ve 3 degerin ortalamasi alinarak

hata oranlari eklenmistir.

3.10.5. Doéndirme Hizinin Etkisi

Tirozin adsorpsiyonuna dondirme hizinin etkisini incelemek igin, kompozit tasiyici
pH 8,0 fosfat tamponunda ayni tirozin miktari (0,1 mg/mL) farkh déndirme
hizlarinda (5, 10, 15 ve 20 rpm) 25°C’ de 2 saat sure ile etkilestirilmistir.
Desorpsiyon islemi 1 saat stre ile 0,1 M NaCl kullanilarak yapiimistir. Ardindan
kompozit tasiyici saf su ile yikanarak bir sonraki analize hazir hale getirilmistir.
Adsorplanan tirozin miktari 280 nm’'de UV-goérinir bodlge spektrofotometresi ile
Olcllen absorbans degerleri kullanilarak belirlenmistir. Tium deneyler 3’er defa

tekrarlanmisg ve 3 degerin ortalamasi alinarak hata oranlari eklenmistir.
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3.11. Tekrar Kullanilabilirlik Galigmalari

Kompozit tasiyicinin tekrar kullanilabilirligini belirleyebilmek icgin
adsorpsiyon/desorpsiyon igslemleri ayni kompozit tasiyici kullanilarak pH 8,0 fosfat
tamponunda ayni tirozin miktari (0,1 mg/mL) ile 15 rpm dondirme hizinda 25°C’
de 2 saat sure ile etkilestiriimis ve bu dongu 8 kez tekrarlanmistir. Adsorplanan
tirozin miktari 280 nm’de UV-gorinlir bolge spektrofotometresi ile Olgulen
absorbans degerleri kullanilarakbelirlenmigtir. Tium deneyler 3’er defa tekrarlanmis

ve 3 degerin ortalamasi alinarak hata oranlari eklenmigtir.

3.12. Secicilik Caligmalan

Baskilanmis ve baskilanmamis kompozit tasiyicilarin segiciligini gostermek igin
triptofan ve fenilalanin amino asitleri yarismaci amino asitler olarak segilmigtir.
Secilen amino asitlerin 0,1 mg/mL derisiminde pH 8,0 fosfat tamponunda ayri ayri
hazirlanan ornekleri kesikli sistemde 15 rpm déndirme hizinda 25°C’ de 2 saat
sure ile ayri ayri baskilanmigs ve baskilanmamis kompozit tasiyici ile
etkilestirilmistir. Adsorplanan tirozin miktari 280 nm dalga boyunda UV-gorunir
bdlge spektrofotometresiyle alinan absorbans degerleriyle tayin edilmistir. TUm
deneyler 3’er defa tekrarlanmis ve 3 degerin ortalamasi alinarak hata oranlari

eklenmistir.

Fenilalanin ve triptofan igin tirozine goére segicilik (k) ve bagil segicilik (k')

katsayilari agagidaki esitlige gore belirlenmistir:

Yarismaci turlerin oldugu bir ortamda bir amino asitin kompozit tasiyiciya adsorbe
olmasini ifade eden segicilik katsayisi Esitlik 3.3 kullanilarak dengedeki

adsorpsiyon verileriyle hesaplanabilir.

k= khedef amino asit/ kyansmam amino asit (3-3)

Baskilanmis kompozit tasiyici ile diger amino asitlerin k degerleri baskilamanin ne
kadar secici oldugunun anlasiimasini saglar. Bagil secicilik katsayisini ifade eden

k" de@eri Esitlik 3.4 kullanilarak hesaplanir:
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k'= kBasklIanmls / kBaskllanmamls (34)

3.13. Gergek Ornek Caligmalari

Hazirlanan kompozit tasiyicinin gergek orneklerde kullanilabilir oldugunun
anlagilabilmesi igin yapay plazma, tukurik ve idrar ornekleri hazirlanmistir. Yapay
plazma, tukurdk ve idrar orneklerinin her birinden 10 yL alinarak pH 8,0 fosfat
tamponunda ayni tirozin miktari (0,1 mg/mL) ile hazirlanmig érneklere eklenmis ve
kompozit tasiyici ile 15 rpm dondirme hizinda 25°C’ de 2 saat sure ile
etkilestirilmistir. Desorpsiyon iglemi 1 saat sure ile 0,14 M NaCl kullanilarak
yapilmistir. Ardindan kompozit tasiyici saf su ile yikanarak bir sonraki analize
hazir hale getirilmistir. Adsorplanan tirozin miktari 280 nm’de UV-goérundr bdlge
spektrofotometresi ile dlgllen absorbans degerleri kullanilarak belirlenmigtir. Tim
deneyler 3’er defa tekrarlanmis ve 3 degerin ortalamasi alinarak hata oranlari

eklenmistir.
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4. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. On-Kompleksin Karakterizasyonu

N-metakriloil-(L)-histidin  metil ester (MAH) sulu c¢oOzeltiden ayrica gergek
orneklerden tirozinin spesifik olarak saflastinlabilmesi igin fonksiyonel monomer
olarak kullaniimistir. Selat olusturan MAH monomeri Cu? iyonuna  farkli
miktarlarda tirozin eklenerek oOn-kompleksler olusturulmustur. Sadece tirozin,
10:10:1, 10:10:2 ve 10:10:3 oranlarinda olusturulan én-kompleksler ayri ayri UV-
gorunur bodlge spektrofotometresi ile dlgumler yapilmistir (Sekil 4.1). Optimum
tirozin kalip molekult ve MAH:Cu monomer orani 10:10:2 olarak belirlenmigstir. Bu
orandan sonra absorbansda kayda deger bir degisiklik olmadigi géruimistir. On-
kompleks orani 10:10:2 olarak secilmistir. Polimerizasyon bu oran kullanilarak

gerceklestiriimigtir (Sekil 4.2).

Sekil 4.1. UV-gorunur bolge spektrofotometre cihazinin optik fotografi.
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Dalga boyu, nm

Sekil 4.2 MAH:Cu:Tirozin 6n-komplekslerinin spektrofotometrik sonucu.
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4.2. Manyetik Silika Mikrokurelerin Karakterizasyonu
Manyetik silika mikrokurelerin yapisal analizi igin FTIR, EDX, SEM ve ESR

yontemleri kullaniimistir.

4.2.1. Fouirer Transform Infrared Spektrofotometre (FTIR)

Modifiye olmamis ve modifiye olmus manyetik silika mikrokurelerin Fourier
transform infrared (FTIR) spektrumu, FTIR-ATR spektrofotometre cihazi (Thermo
Fisher Scientific, Nicolet iS10, Waltham, MA, ABD) kullanilarak elde edilmigtir
(Sekil 4.3).

Sekil 4.3 FTIR-ATR spektrofotometre cihazinin optik fotografi.

Sekil 4.4 sirasi ile modifiye olmamis ve modifiye olmus manyetik silika
mikrokiirelerin FTIR-ATR analizini gdstermektedir. Buna gére 3398 cm™de
goriilen genis piklerin O-H gerilme bantlarina, 1627 cm™de gériilen piklerin C-C
gerilme bantlarina son olarak 1089 cm™¥de gérillen piklerin Si-O-C gerilme

bantlarina ait oldugu sdylenebilir.
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Sekil 4.4 Modifiye olmamis (a) ve modifiye olmus (b) manyetik silika mikrokureler

ait FTIR-ATR spektra sonucu.

4.2.2. Enerji Dagilimh X-Isin1 Spektroskopisi (EDX)

Modifiye olmamis ile modifiye olmus manyetik silika mikroktrelerin elementel
analizi EDX spektroskopisi kullanilarak yapilmistir. EDX sonuglari modifiye
olmamis ve olmus silika mikrokureler igerisinde sirasiyla kutlece %24,9 ve %25,8
demir bulundugunu gdstermistir. Yine modifiye olmamis ve modifiye silika
mikrokureler igerisindeki silisyum orani ise sirasiyla kutlece %18,9 ve %30,4’tar
(Sekil 4.5-4.6). Bu sonuglar ylizey modifikasyonunun silika mikrokUrelerin demir
tutma kararhliklarini degistirmedigini gostermistir. Bdylece hedef molekullerin
immobilizasyonunda modifiye silika mikroklrelerin manyetik tasiyici olarak basari
ile kullanilabilecekleri gortlmastir. Ayrica her iki 6rnekte de baskin yapinin silika

oldugu belirlenmigtir.
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Sekil 4.5 Modifiye olmamis manyetik silika mikrokurelerin EDX sonucu.
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Sekil 4.6 Modifiye olmus manyetik silika mikrokurelerin EDX sonucu.

4.2.3. Taramal Elektron Mikroskobu (SEM)

Modifiye olmamis ile modifiye olmus manyetik silika mikroklrelerin ylzey
morfolojileri  SEM (QUANTA 400F Field Emission SEM, ABD) kullanilarak
belirlenmistir (Sekil 4.7). Farkli blydtme oranlarinda goérintilenen modifiye
olmamis ve modifiye olmus manyetik silika mikroklrelerin ortalama ¢api 6,3 ym

olan duzgun kuresel, homojen ve es boyutlu bir yapiya sahip oldugu goézlenmigtir.
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Ayrica SEM goriantuleri mikrokure yuzeylerinin gozenekli bir yapiya sahip
oldugunu acikca gostermektedir modifiye olmamis ve modifiye olmus manyetik
silika mikrokurelerin Sem goruntuleri Sekil 4.8’de ve Sekil 4.9’da verilmistir.

Sekil 4.7 Taramali elektron mikroskobu cihazinin optik fotografi.

Sekil 4.8 Modifiye olmamis manyetik silika mikrokirelerin farkh bulyltme

oranlarindaki SEM goruntdleri.
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Sekil 4.9 Modifiye olmus manyetik silika mikrokurelerin farkli  blyutme

oranlarindaki SEM goruntuleri.

4.2.4. Elektron Spin Rezonans Spektrometresi (ESR)

Modifiye olmamig ve modifiye olmus manyetik silika mikrokurelerdeki manyetit
varligi, ESR spektroskopisi (Bruker X bant, ABD) ile belirlenmistir (Sekil 4.10).
Sekil 4.11’deki ESR spektrumlarina goére modifiye olmamis ve modifiye olmus
manyetik silika mikroklrelerde sirasiyla 3065 ve 3084 Gauss (G) manyetik alan
altinda sogurma rezonansi gozlenmistir. Bu degerler literatirde manyetit igin
bilinen degerlerle uyusmaktadir. Ayrica spektrumlardaki en disuk siddet degerine
denk gelen g-faktorleri yine sirasiyla 2,272 ve 2,258 olarak hesaplanmistir. Elde
edilen egrilerin simetrik olmasi modifiye olmamis ve modifiye olmus manyetik silika
mikrokulrelerin kolayca manyetik alani adsorbe edebilecegini ve birakabilecegini

gOstermisgtir.

Sekil 4.10 Elektron spin rezonans cihazinin optik fotografi.
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Sekil 4.11 Modifiye olmamis ve modifiye olmugs manyetik silika mikrokurelerin ESR

spektra sonucu.

4.3. Kompozit Tagiyicinin Karakterizasyonu

Kompozit tasiyicilar, sisme testi, FTIR, EDX, SEM ve ESR ile karakterize

edilmistir.

4.3.1. Sigsme Testi

Sisme testi ile kompozit taglyicinin ve bos kriyojelin su tutabilme performansinin
zamana bagh degisimi belirlenmistir (Sekil 4.12). Sekilden goérulduga gibi
hazirlanan polimerleri yiksek su tutma kapasitesine sahiptir. Bir baska degisle
hidrofilik bir yapidadirlar. Su igerisinde sisme oldukga hizli gerceklesmis ve 5
saniye gibi kisa bir sirede kompozit taglyicinin agirliginin 6 kat arttigi gézlenmistir.
Yaklasik 200 saniye igerisinde denge sisme degerine ulasiimistir. Kompozit
tasiyicinin sisme orani 5,52 g H,O/g kompozit tasiyici olarak bulunmustur. Bu
sonuglar kompozit kriyojelin su tutma performansinin bos kriyojele gére daha

yuksek oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.12 Tirozin baskilanmis kompozit taglyicinin ve bos kriyojelin sisme testi

sonuglari.

4.3.2. Fouirer Transform Infrared Spektrofotometre (FTIR)

Bos kriyojelin ve kompozit taslyicinin Fourier transform infrared (FTIR) spektrumu,
FTIR-ATR spektrofotometre cihazi (Thermo Fisher Scientific, Nicolet iS10,
Waltham, MA, ABD) ile alinmistir. Sekil 4.13'de gosterildigi gibi sirasi ile bos
kriyojel ve kompozit tasiyiciya ait 3992 cm™ dalga boyundaki ve 2944 cm™ dalga
boyunda piklerin N-H, C-H gerilme bantlarindan kaynaklandigi gérimektedir.
Ayrica 1729 cm™, 1657 cm™ ve 1538 cm™ dalga boylarindaki piklerin siddetlenip
kaymasi kompozit tasiyiciya MAHIn girdigini ve polimerizasyonun basariyla

gercgeklestigini gostermigtir.
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Sekil 4.13 Bos kriyojele (a) ve tirozin baskilanmis kompozit tagiyiciya (b) ait FTIR-
ATR spektra sonucu.

4.3.3. Enerji Dagilimh X-Isin1 Spektroskopisi (EDX)

Kompozit tasiyicinin elementel tayini EDX spektroskopisi ile yapilmistir. EDX
sonuglari kompozit taglyicinin yapisinda %5,72 demir ve %7,03 silisyum oldugunu
gostermektedir (Sekil 4.14). Bu sonu¢ kompozit tasiyicininda uzun sire sulu
ortamda saklanmasina karsin modifiye manyetik silika mikroklrelere benzer
sekilde demir tutma kararlihgini korudugunu gdstermistir. Boylece hedef
molekdllerin  immobilizasyonunda  manyetik  tasiyici  olarak  basariyla
kullanilabilecegi  gérulmastir. Ancak EDX sonucu malzeme igerisinde
desorpsiyonda kullanilan tuzun dusUk miktarda safsizlik olarak kaldigini

gOstermistir.
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Sekil 4.14 Kompozit taslyicinin EDX sonucu.

4.3.4. Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)

Kompozit tasiyicinin ve bos kriyojelin ylizey morfolojileri SEM (QUANTA 400F
Field Emission SEM, ABD) cihaziyla belirlenmistir. SEM fotograflarindan
goraldugu gibi her iki polimerde slipermakrogézenekli kesintisiz bir yapiya sahiptir
(Sekil 4.15-4.16). Bu gdzenekler sayesinde viskozitesi yuksek sivilarin polimerden
akigl icin uygun olduklari sonucuna variimistir. Ayrica kompozit tagiyici ile bos
kriyojel arasindaki purtziiluk farki manyetik silika mikrokurelerin basari ile
polimere gomuldigini gdstermistir. Gomualen mikrokurelerin  purtzIGIGgu

arttirmasi1 kompozit tasgtyicinin ylizey alaninin artmasini saglamistir.

Sekil 4.15 Kompozit tagtyicinin farkh bayitme oranlarindaki SEM goéruntuleri.
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Sekil 4.16 Bos kriyojelin farkli buyutme oranlarindaki SEM goéruntuleri.

4.3.5. Elektron Spin Rezonans Spektrometresi (ESR)

Kompozit tagiyicidaki manyetit varligi, ESR spektroskopisi (Bruker X bant, ABD)
ile incelenmistir. Sekil 4.17°deki ESR spektrumunda kompozit tasiycinin 3088
Gauss (G) manyetik alan altinda rezonans sogurmasi goOstermistir. Bu deger
literatirde manyetit icin bilinen degerlerle uyusmaktadir Ayrica spektrumlardaki en
dusuk siddet degerine denk gelen g-faktéri 2,252 olarak olgiimustir. Elde edilen
egrinin simetrik olmasi kompozit tasiyicinin kolayca manyetik alani absorbe
edebilecedini ve birakabilecegini gostermistir. Bu 06zellik, biyomedikal ve
biyokromatografik uygulamalarda manyetik malzemelerin tasarlanmasi ve

kullanilmasi igin ¢ok yararl ve kullanigh oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.17 Baskilanmig kompozit tasiyicinin ESR spektrum sonucu.
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4.4. Adsorpsiyon Galigmalari

Kompozit tasiyicinin optimum adsorpsiyon kosullarinin belirlenmesi igin sulu
¢Ozeltiden yapilan tirozin adsorpsiyonu sonuglari bu kisimda aktariimigtir. Yapilan
deneylerle; ortamin pH’sinin, baslangi¢ tirozin konsantrasyonunun, doéndirme
hizinin, ortam sicakhiginin ve iyonik siddetin adsorpsiyon kapasitesine etkisi
incelenmigtir. Elde edilen veriler kullanilarak kompozit taglyici ile tirozin arasindaki
etkilesimin Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon izotermlerinden hangisine uygun

oldugu incelenmistir.

Kompozit tasiyicinin tekrar kullanilabilirligini belirlemek igin, ayni kompozit tasiyici
ile ard arda 8 kez tirozin adsorspsiyonu ve desorpsiyonu galigsmalari yapilmistir.
Kompozit taslyiciya tirozin baskilanmasinin ne kadar segici oldugunun anlasiimasi
icin yarismaci amino asitlere karsi segicilik ve bagil secicilik kat sayilari

hesaplanmigtir.

Kalibrasyon egrisi derigimi bilinen tirozin ¢ozeltisi kullanilarak ¢ozeltideki tirozin
derisimiyle numunenin derisimini karsilastirabilmek icin elde edilmistir. Sekil 4.18’e
gore farkli derisimlere sahip tirozin 6rnekleri 280 nm’de yaklasik %99 dogrulukla
absorbans yapmaktadir. Tum deneylerde hesaplanan absorplama kapasitesi (Q)
miktarlari kalibrasyon grafigi egrisinden elde edilen y=1.973x-0.0361 esitlik

kullanilarak elde edilmistir.

1.2 7
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[w] o
o ® -

o
IS
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0.2 4
Yy = 1.973x - 0.0361
R?* = 0.9896
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Sekil 4.18 Farkh derisimlere sahip tirozin cozeltileri icin 280 nm’de alinan

spektorofotometre sonuglari ile gizilen kalibrasyon grafigi.
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4.4.1. pHIn Etkisi

pH'in baskilanmis kompozit tagiyiciya tirozin adsorpsiyonunu ne geklide etkiledigi
fakli pH’larda (pH 5,0-9,0) belirlenmistir (Sekil 4.19). Elde edilen verilere gore
baskilanmis kompozit tasiyiciya en yuksek tirozin adsorpsiyonu pH 8,0 fosfat
tamponu varliginda gergeklesmistir. Tirozinin bu pH’daki molekuiler konformasyonu
tirozin baskilanmis kompozit tasiyicilar tarafindan daha iyi tanimig ve tirozin daha
yuksek afinite ile baglanmistir. Tirozin, izoelektrik noktasi 5,7 oldugundan pH 8,0
ortaminda eksi yiiklenerek Cu?* iyonuyla elektrostatik olarak kolayca etkilesmistir.
Buna ek olarak, tirozinin izoelektrik noktasina yakin olan pH 6,0 tampon
cOzeltisinde kismi yuksUz olarak yapisindaki hidroksil gruplari sayesinde hidrojen
baglari yapmigs ve adsorpsiyon kapasitesinde ylkselme gdézlenmistir. Bu

sonugclardan yola ¢ikarak ¢alismalar pH 8,0 fosfat tamponunda yurutulmustar.
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Sekil 4.19 Kompozit tasiyicinin tirozin adsorpsiyonuna pH’in etkisi. Deney
kosullari: Tirozin derisimi: 0,1 mg/mL; Sicaklik: 25°C; Déndurme hizi: 15 rpm.

4.4.2. Sicakhgin Etkisi

Baskilanmis kompozit tasiyicinya tirozin adsorpsiyonunun farklh sicakliklardaki
degisimini belilemek amaciyla tirozin adsorpsiyonu farkh sicakliklar altinda (4-
45°C) gergeklestirilmistir. Sekil 4.20'de gorilece@i gibi maksimum adsorplanan
tirozin miktar1 (16,96 mg tirozin/g kompozit tasiyici) 25°C’de gézlenmistir. Sicaklik
artisi devam ettikge tirozin ile kompozit tasiyici arasindaki etkilesimler zayiflamaya

basladigindan adsorplanan tirozin miktari da azalmistir.
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Sekil 4.20 Kompozit tasiyicinin tirozin adsorpsiyonuna sicakhdin etkisi; Deney

kosullari: pH: 8,0; Tirozin derigimi: 0,1 mg/mL; Dondurme hizi: 15 rpm.

4.4.3. Baslangi¢ Derigsiminin Etkisi

Baslangig tirozin derisiminin baskilanmis ile baskilanmamisg kompozit tasiyicilara
tirozin adsorpsiyonuna etkisini goérmek i¢in pH 8,0 fosfat tamponu igerisinde farkl
derisimlerde (0,01-2,0 mg/mL) tirozin ¢ozeltileri kullanilarak tirozin adsorpsiyon
calismalari yapilmistir. Sekil 4.21’den anlasildigi tzere, ¢ozeltinin tirozin derigimi
arttikgca, birim kompozit tasiyicinin adsorpladi§i tirozin miktari 1,0 mg/mL
baslangi¢ tirozin derisimine ulagilana kadar hizli bir sekilde artis gostermigtir.
Tirozinin adsorplanabilecedi segimli bdélgelerin azalmasiyla 2,0 mg/mL baslangi¢
tirozin degerinde plotaya ulagilmigtir. Bu da molekuler baskilama yontemi ile
tirozin icin olusturulan spesifik tanima bdlgelerinin tirozin molekult ile doldugunu
ve bu derigsimde doygunluga ulastigini gostermigtir. Ayrica baskilanmis kompozit
tasiyicinin maksimum adsorplama kapasitesi 62,27 mg tirozin/g kompozit tasiyici
olarak hesaplanirken tirozin olmadan hazirlanan baskilanmamis kompozit
tasiyicinin maksimum adsorplama kapasitesi sadece 9,05 mg tirozin/g kompozit

tasiyici olarak hesaplanmigtir.
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Sekil 4.21 Baskilanmig ve baskilanmamis kompozit tasiyicilarin tirozin
adsorpsiyonuna tirozin derigiminin etkisi. Deney kosullari: pH: 8,0; Sicaklk: 25°C;

Doénduarme hizi: 15 rpm.

4.4.4. iyonik Siddetin Etkisi

Baskilanmis kompozit tasiyicinin tirozin adsorpsiyonuna farkli iyonik siddetlerin
etkisini arastirmak icgin; adsorpsiyon deneyleri farkl derigsimlerde (0,0-1,0 M) NacCl
varhginda pH 8,0 fosfattamponu iceresinde hazirlanan tirozin drnekleri
kullanilarak gercgeklestiriimistir. NaCl derisiminin artmasinin tirozin adsorpsiyonuna
etkisi Sekil 4.22’de verilmistir. Adsorpsiyon ortamina tuz ilavesi amino asitlerde
hidrofobik etkilesimlerin artmasina sebep olur. Ancak tirozin yapisindaki hidroksil
gruplari nedeniyle godreceli hidrofobik bir amino asit oldugundan yani en az
hidrofobik 6zellik gésteren amino asitlerden biri oldugundan sekilde de gorildigu

gibi NaCl derisimi arttikga tirozin adsorpsiyonu dusmektedir.
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Sekil 4.22 Kompozit taslyicinin tirozin adsorpsiyonuna tuz derisiminin etkisi.
Deney kosullari: pH: 8,0; Tirozin derisimi: 0,1 mg/mL; Sicaklik: 25°C; Déndirme
hizi: 15 rpm.

4.4.5. Déndurme Hizi Etkisi

Ayni derisimdeki (0,1 mg/mL) tirozin érneklerinin farkli dondirme hizlarinda (5-20
rpm) yapilan adsorpsiyon deneylerinde tirozin adsorpsiyon kapasitesinin (16,96
mg tirozin/g kompozit tasiyici) maksimum 15 rpm déndidrme hizi ile elde edildigi
g6zlenmistir. Sekil 4.23'de degisen ddondurme hizi ile adsorpsiyon kapasiteleri
arasindaki iligki gosterilmigtir. Bu iliski su sekilde aciklanabilir. Dondirme hizinin
artmasi kompozit tasiyici ile tirozinin etkilesimini hizlandirmakta dolayisiyla
adsorpsiyonu artirmaktadir. Ama déndidrme hizi gereginden fazla arttiginda tirozin

ile kompozit tagiyici yeterince birbirini yakalayamadigindan etkilesememektedir.
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Sekil 4.23 Kompozit taglyicinin tirozin adsorpsiyonuna dondirme hizinin etkisi.

Deney kosullari: pH: 8,0; Tirozin derisimi: 0,1 mg/mL; Sicaklk: 25°C.

4.5. Segicilik Galigmalan

Baskilanmis ve baskilanmamis kompozit tasiyici ile segicilik ¢alismalari aromatik
amino asitler sinifina giren diger amino asitler (triptofan ve fenilalanin) kullanilarak
yapilmistir. Tirozin amino asitinin izoelektrik noktasi 5,7 ve molekul agirhgr 181,19
Da iken diger yarismaci aminoasitler olan triptofan ve fenilalanin i¢in bu degerler
sirasi ile 5,9 ve 204,23 Da ve 5,5 ve 165,19 Da’dur. Benzer izoelektrik noktalara
ve yakin molekuler agirliklarina sahip olmasina ragmen baskilanmig kompozit
tasiyicinin tirozin adsorplama kapasitesi fenilalanine gore 4,65 kat iken triptofana
gore ise 7,44 kat daha fazladir. Ayrica baskilanmamis kompozit tasiyicinin Gg
amino asite karsi birbirine yakin adsorplama kapasitesine sahip oldugu

gorulmastar.

Buna ek olarak, Sekil 4.24’te goruldigu gibi ayni derisimde (0,1 mg/mL) tirozin
ornekleri ayri ayri baskilanmis ve baskilanmamig kompozit tasiyici ile
etkilestirildiginde adsorplama kapasitesinin 16,96 mg tirozin/g kompozit
tasiyicr'dan 1,81 mg tirozin/g kompozit tasiyicr'ya distigu goézlenmistir. Tablo
4.17°de hesaplanan tum katsayilar detaylari ile goOsterilmistir. Bagil segicilik
katsayilari fenilalanin icin 3,26 iken triptofan icin de 4,48'dir. Bagil secicilik degeri

1’in Uzerindeyse baskilama iglemi etkilidir. Dolayisiyla bu sonuclara gére kompozit

46



tasiyiciya yapilan baskilama islemi etkilidir. Elde edilen tim bu sonuglara gore
sentezlenen kompozit tasiyicinin tanima bolgeleri tirozine karsi oldukga yuksek

segicilik gosterdigi gorulmagtur.
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Sekil 4.24 Baskilanmis ve baskilanmamig kompozit tasiyicilarin farkli amino
asitlere gore adsorplama kapasiteleri. Deney kosullari: pH:8,0; Amino asit

derisimleri: 0,1 mg/mL; Sicaklik: 25°C; Déndtrme hizi: 15 rpm.

Tablo 4.1 Baskilanmig ve baskilanmamis kompozit tasiyicilara ait segicilik (k) ve

bagil segcicilik (k') katsayilari.

Baskilanmig k Baskilanmamig k k'
L-Tirozin 16.96 1.81
L-Fenilalanin 3.65 4.65 1.27 1.43 3.26
L-Triptofan 2.28 7.44 1.09 1.66 4.48

4.6. Tekrar Kullanilabilirlik

Biyomolekull saflastirma calismalarinda Uretilen malzemenin tekrar kullanilabilir
olmasi onemlidir. Malzemin tekrar kullanilabilir olmasi maliyeti onemli ol¢ude
dusureceginden aranan bir ozelliktir.Bu amagla ayni kompozit tagiyici ile ayni
derisimde (0,1 mg/mL) 8 tirozin 6rnegi ayri ayri 2 saat sureyle kesikli sistemde

etkilestirilmis ve her seferinde adsorpsiyon kapasitesinde dugus olup olmadigi
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arastinimistir. Elde edilen sonuglara gére 8 dongu sonunda kompozit tasiyici
adsorpsiyon kapasitesinde sadece 3,1 mg tirozin/g kompozit tasiyicr’lik bir dusus
gerceklesmistir (Sekil 4.25). Bu deger ihmal edilebilir bir dizeydedir ve kompozit
tasiyicinin kapasitesinde 6nemli bir azalma olmadan defalarca kullanilabilecegini

gOstermigtir.
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Sekil 4.25 Kompozit tasiyiciya tirozin adsorpsiyonuna tekrar kullanilabilirlik etkisi.
Deney kosullari: pH:8,0; Tirozin derigsimi: 0,1 mg/mL; Sicakhk: 25°C; Déndirme
hizi: 15 rpm.

4.7. Gergek Ornek Calismalari

Baskilanmis kompozit tasiyici ile yapay idrar, yapay plazma ve yapay tukarik
orneklerinden tirozin adsorpsiyonu gercgeklestiriimistir. Sekil 4.26’da elde edilen
sonuclar kompozit tasiyicinin sadece sulu ortamda degil yapay plazma, yapay
idrar ve yapay tukdrik gibi kompleks ortamlarda da tirozin adsorpsiyonu
yapabildigini gostermistir. Ayni ortamdaki diger molekuller kompozit tasiyicidaki
baglanma bodlgelerini kismi bloke ederek tirozinin baglanmasini guglestirmis ve

adsorplama kapasitelerinde dususler gozlenmistir.
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Sekil 4.26 Kompozit tasiyicinin fosfat tamponu, yapay plazma, idrar ve tukurik

orneklerinde tirozin adsorpsiyonu sonuglari.

4.8. Adsorpsiyon izoterm Modelleri

Adsorpsiyon izoterm modeli, tirozinin kompozit tasiyici ile etkilesiminin alasiimasi
icin belirlenmistir. Bu amagla Langmuir ile Freundlich adsorpsiyon izoterm
modelleri kullaniimistir. Adsorpsiyon izoterm modeli denge aninda tirozin

derisimiyle kati faza adsorplanan tirozin arasindaki iligkiyi tanimlar.

Langmuir adsorpsiyon izoterm modeline gére herbir adsorpsiyon bdlgesi sadece
bir molekile baglanabilir. Baglanma bdlgelerin enerji dizeylerinin esit oldugu ve
yakin baglanma bolgelerine adsorblanan molekullerin birbiri ile etkilesmedigi
varsayilir [79]. Langmuir adsorpsiyon izoterm modeli Esitlik 4.1 ile tanimlanabilir.
Fazlarin dengede oldugu anlardaki veriler esitlige uygulanarak dogrusal bir grafik

elde edilirse Langmuir adsorpsiyon izoterm modelinin uygulanabilir oldugu goéruldr.

1/Qdenge = 1/Qmaksimum + 1/Qmaksimum.b-cdenge (4-1)

Bu esitlikteki; Quenge, kompozit tagiyiciya adsorblanan tirozin miktarini (mg/g) ifade
etmektedir. Cgenge dengeki tirozin derigsimini (mg/mL) verirken b, Langmuir sabitini

(mL/mg) ve qmaksimum, teorik maksimum adsorpsiyon kapasitesini (mg/qg) ifade eder.

49



Tirozin adsorpsiyonunun deneysel verilerinin Langmuir adsorpsiyon izoterm

modelinin uygulanmasi ile gizilen grafik Sekil 4.27°de aktariimistir.

Kompozit tasiyiciyla tirozin arasindaki etkilesimi tanimlayabilecek bagka bir model
ise Freundlich adsorpsiyon izoterm modelidir. Freundlich adsorpsiyon izoterm
modeline goére adsorplanan molekilin adsorbent ylzeyine baglanma ener;jisi
yakindaki baglanma bdlgelerinin dolu olup olmamasina goére degisir. [80].

Freundlich adsorpsiyon izoterm modelini ifade eden esitlik soyledir;

Q= Kf.Cdengelln (4.2)

Yukaridaki esitlikteki; Q, adsorpsiyon miktarini (mg/g), Cdenge iS€ tirozin derigimi
(mg/mL) ifade eder. K; adsorpsiyon kapasitesini gdsterirken 1/n, adsorpsiyon
siddetini gosterir. Bu esitligin logatirmasinin alinmasi esitligi daha kolay kullanilir

hale getirir;

InQ= |an + 1/n. |nCdenge (4.3)

Tirozin adsorpsiyonu icin elde edilen deneysel verilere Freundlich adsorpsiyon
izoterm modeli uygulanarak cizilen grafik Sekil 4.28’de verilmistir. Ayrica deneysel
adsorplama kapasitesi ile adsorpsiyon izoterm modellerinin adsorplama kapasitesi
kiyaslamasi Sekil 4.29’da verilmistir. Tablo 4.2 adsorpsiyon izoterm modellerinin
sabitlerini gostermistir. Tim bu sonuglar géz 6ntine alindiginda deneysel verilere
gore en uygun model Langmuir adsorpsiyon izoterm modelidir (R?> = 0,9866). Elde
edilen sonuca gore; hazirlanan kompozit tasiyicinin ylzeyindeki tirozin baglanma
bolgeleri homojen bir dagilima sahiptir. Ayrica baglanma bodlgeleri tek tabakalidir
ve es enerjiliye sahiptir. Adsorblanan tirozin komsu baglanma bdlgelerindeki

tirozinlerle minimum etkilesimdedir.
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Sekil 4.27 Kompozit tasiyicinin tirozin adsorpsiyonunu deneysel verileri

kullanilarak cizilen Langmuir adsorpsiyon izoterm modeli grafigi.
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Sekil 4.28 Kompozit tasiyicinin tirozin adsorpsiyonunu deneysel verileri

kullanilarak ¢izilen Freundlich adsorpsiyon izoterm modeli grafigi.
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Sekil 4.29 Kompozit tasiyicinin tirozin adsorpsiyonunun deneysel verileri ile

adsorpsiyon izoterm modelleri kiyaslamasi.

Tablo 4.2 Langmuir ile Freundlich adsorpsiyon izoterm modelleri igin hesaplanan
sabitler.

Langmuir Freundlich
Qdenge (mg/g) Qmaks (mg/g) b (mL/mg) R2 Kf 1/” R2
62.27 72.46 0.8 0.987 24.06 0.62 0.964

4.9. Tirozin Saflastiriimasi ile ilgili Literatiir Ozeti

Tablo 4.3 incelendiginde Wang ve arkadaglari yaptiklari ¢alismada midyeden
esinlenerek, acik tubuller kapiler elektroferez igin sabit faz olarak molekuler
baskilamig manyetik polimer sentezlemis ve bu polimeri enantiyomerik ayirma
amach kullanmiglardir. Molekuler baskilanmis polimerler, tek basamakta manyetit
(Fe3O4) nanoparcaciklar ve fonksiyonel monomer olarak dopamin kullanilarak
sentezlenmigstir. L-triptofan, L-tirozin, glisil L-fenilalanin kalip molekll olarak
kullanilmistir. Sentezlenen manyetik polidopamin film miknatislar yardimiyla
mikrokanallar olusturacak sekilde katlanmistir. Sentezlenen baskilanmis
polidopamin filmler SEM ve FTIR ile karakterize edilmistir. 3,5 mM D-tirozin ve 7
mM L-tirozin kullanilarak enantiyomerik ayirma yapilmigtir. Tekrar kullanilabilirlik
icin 6 tekrar yapilmis ve adsorpsiyon kapasitesinin kayda deger bir oranda

diismedigi belirtilmistir [81].
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ikinci calismada Saumya ve arkadaslari bakir oksit modifiye molekiler
baskilanmis polipirol film ile yerinde tirozin teshisi i¢in voltametrik bir sensoér
gelistirmislerdir. 1x10® ve 8x10® M araliinda tirozin derisimlerinde tasarlanan
sensorden cevap alinmistir. Tirozinin elektrokatalitik davraniglarini anlamak igin
voltametrik ve kronoamperometrik deneyler yapilmistir. Sensoérin elektron transfer
katsayisi, difizyon katsayisi ve yuk transfer orani belirlenmigtir. Tasarlanan
sensorin yuksek secicilikle yapay ve gergek idrardan basariyla tirozin tayin
edebildigi gorulmustur. Segicilik ¢alismalari igin yarismaci amino asit olarak D-

tirozin, serin, triptofan, sistein, valin, fenilalanin ve 16sin kullaniimistir [82].

Ferreira ve arkadasglari ise tirozinin tutulmasi ve kontrolli salinimi igin molekuler
baskilanmis polimerler gelistirdikleri bir ¢galisma yapmiglardir. Polimerlerin sentezi
icin monomer olarak metakrilik asit, akrilamid, itakonik asit ve vinil benzoik asit
kullanilmigtir. Polimerizasyon iki farkli organik ¢oztclde gergeklestirilmistir. Bunlar
modifiye etanol ve modifiye dimetil sulfoksittir. Segicilik galismalari 3-nitro-tirozine
karsi yapilmis. Freundlich adsorpsiyon modelinin bu sisteme uygun oldugu
gosterilmistir. Calisma araligi 10-130 mg/L tirozin derisimidir. Segicilik faktora 2,7
ve maksimum tirozin adsropsiyonu ise 253 mg/g olarak bulunmustur. Tasarlanan
kontrolli salinim sisteminin %40-50 arasi verimle calistiyi ve 7 saate kadar

salinim yapabildigi belirtiimistir [83].

Moein ve arkadaglari yuksek verimde biyoanaliz igcin monolitik molekuler
baskilanmis polimer sol jel paketlenmis uglari hazirlamis bunlarla insan plazma ve
idrarindan ekstrakte ettikleri tirozini LC MS/MS kullanarak tayin etmislerdir.
Hazirlanan molekuler baskilanmis polimer sol-jel paketlenmis ugclari ile akciger
kanseri belirteci L-tirozin ekstrakte edilip LC MS/MS ile incelenmigtir. Monomer
olarak trimetoksisilil propil metakrilat, gapraz baglayici olarak da tetraetilortosilikat
kullanilmistir. Calisma araligi 1-1000 nM/L tirozin derisimidir. Segicilik ¢calismalari
hipurik asit, sarkosin ve glisin kullanilarak yapilmistir. Tirozin igin zenginlestirme
faktord 0,91 ona en yakin olan hipurik asit i¢in 0,32 olarak bulunmustur. Baskilama
faktorl ise tirozin icin 4,55 ona en yakin olan hipurik asit icinse 1,83 olarak

bulunmustur [84].

Zheng ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, urik asit ve tirozin tayini icin molekuler
baskilanmis polimer ve grafen oksit kullanilarak kompozit bir elektrokimyasal

sensoOr uretilmistir. Fonksiyonel monomer olarak aminomerkapto tiadiazol
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kullanilmigtir. Calisma arahgi 0,1-400 mM tirozin derisimdir. Segicilik ¢alismalari
icin yarismaci molekuller olarak dopamin, epinefrin, adenin, askorbik asit, glukoz
ve ksantin kullanilmigtir. Gergek 6rnek olaraksa plazma ve idrardan tirozin analizi

yapilmistir [85].

Yapilan bu tez galismasinda ise, tirozin baskilanmis manyetik silika mikrokureler
P(HEMA) kriyojele gomulerek yeni bir kompozit bir tasiyici tasarlanmistir. Segicilik
calismalari benzer amino asitler olan L-fenilalanin ve L-triptofana karsi yapilmis ve
kompozit tasiyicinin tirozine yuksek afinite ve segicilik ile baglandidi gérulmustur.
Yapay idrar, tUkuarik ve plazma gibi karmasik 6rneklerden tirozin basariyla
adsorplanmigtir. Elde edilen veriler hazirlanan kompozit tasiyicinin literatlrdeki
benzerlerinin aksine ekonomik, tekrar kullanilabilirligi, afinitesi ve adsorpsiyon

kapasitesi yuksek bir alternatifi olarak kullanilabilecegini gostermigtir.

Tablo 4.3 Tirozin baskilanmig farkli polimerlerin kiyaslanmasi.

_ 5 Calisma Gergek
Polimer Monomer Capraz Baglayici Segicilik . Kaynak
Aralig Ornek
Manyetik . o ) o o )
. Dopamin Belirtiimemis 3,5-7 mM D-tirozin Belirtiimemis [81]
nanopartukul
Serin,
. " o sistein,
o . Tetrabutil 1x107-8x10 . .
Bakiroksit film Pirol valin, Idrar [82]
amonyumperklorat M . .
fenilalanin,
I6sin
Metakrilik asit,
Gdzenekli itakonik asit, Etilen glikol 3-nitro-L- o )
. o o o 10-130 mg/L o Belirtiimemis [83]
polimer akrilamid, 4-vinil dimetilakrilat tirozin
benzoik asit
. L Hipurik asit,
. ) Trimetoksisilil . » . Plazma ve
Monolitik polimer . . Tetraetil ortosilikat 1-1000 nM/L sarkosin, . [84]
propil metakrilat o idrar
glisin
Dopamin,
. epinefrin,
. 2-amino-5- .
Grafen oksit » . adenin, Plazma ve
merkapto-1,3,4- Belirtiimemis 0.1-400 uM . ) [85]
elektrot o askorbik idrar
tiadiazol
asit, glukoz,
ksantin
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Manyetik silika ) o ) ) ) Plazma,
2-hidroksietil Metilen 0.01-2 Fenilalanin, ) Bu
mikrokiire . . o . idrar,
o metakrilat bisakrilamit mg/mL triptofan L calisma
gomiilii kriyojel tiikdiriik

4.10. Kompozit Kriyojellerle ilgili Literatiir Ozeti

Tablo 4.4 incelendiginde ilk calismada Baydemir ve arkadaslari bilirubin
saflastirmasi igin bilirubin baskilanmis partiktlleri hazirlamiglardir. Daha sonra bu
partikulleri PHEMA kriyojele gomerek kompozit bir kriyojel sentezlemiglerdir. Bu
amacla monomer olarak HEMA c¢apraz baglayici olarak ise EDGMA kullanmiglar
ve 10.3 mg/g adsorplama kapasiteisne sahip oldugunu raporlamiglardir. Segicilik
calismalarinda ise testesteron ve kolesterol kullanarak hazirladiklari kompozit

kriyojelin yuksek segicilikte bilirubin adsorpladigini gézlemiglerdir [86].

ikinci calisma incelendiginde Andac ve arkadaslari ilk olarak albiimin baskilanmis
mikrokureler hazirlamiglardir. Daha sonra bu mikrokureleri PHEMA kriyojele
gomerek albimin saflastirmasi igin bir kompozit kriyojel elde etmiglerdir. Bu
calismada monomer olarak HEMA ve GMA c¢apraz baglayici olarak ise EDGMA
kullanmiglardir. Maksimum adsorplama kapasitesini 722.1 mg/dL olarak bulurken

yarismaci ajan olarak da transferrin ve miyoglobin kullanmiglardir [87].

Asliylce ve arkadaslari ise hazirladiklari Hepatit B antikoru baskilanmis polimeri,
PHEMA kriyojele gdomerek Hepatit B antikoru adsorplayan kompozit kriyojel
sentezlemiglerdir. Bu amacgla foksiyonel monomer olarak HEMA ve amino asit
temelli bir monomer olan MAT monomeri, ¢apraz baglayici olarak ise EDGMA
kullaniimistir. Hazirlanan kompozit kriyojelin Hepatit A antikoru ve immunoglobulin
E yarismaci ajanlarina gore yuksek segicilikte Hepatit B antikoru adsorpladigi

raporlamiglardir [62].

Bir diger calismada Kog¢ ve arkadaslari 178 estradiol baskilanmis partiklleri
PHEMA kriyojele gbmerek kompozit tasiyici ile bir kirletici olan 178 estradiol
uzaklastirma calismasi yapmislardir. Bu amacgla monomer olarak amino asit
temelli bir monomer olan MAT monomeri ve HEMA monomerini kullanmislardir.

Maksimum adsorplama kapasitesi 5.32 mg/g polimer olarak hesaplanmistir [69].

Son calismada ise Tekin ve arkadaslari adir metal uzaklastirma calismalari igin

imidazol iceren baskilanmig partiktlleri PHEMA kriyojele gomerek kompozit
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tasiyici sentezlenmigtir. Bu amacgla monomer olarak amino asit temelli bir

monomer olan VIM ve HEMA monomeri kullanilmigtir. Farkli metal iyonlarinin

(Pb*, Cd?*, Zn**, Cu®*) adsorplama kapasitesileri sirasi ile 7620 pg/g, 5800 ug/g

4340 pg/g ve 2540 ug/g olarak rapor edilmigtir [88].

Tablo 4.4 Farkh kompozit kiyojel ¢alismalari.

Polimer Monomer Capraz Baglayici Hedef Molekiil Kaynak
Bilirubin baskilanmig Hirdoksietil metakrilat Etilen glikol Bilirubin [86]
partikil gémuli / N-metakroil-L- dimetakrilat
kriyojel tirozinmetilester
Alblmin baskilanmis Hidroksietil metakrilat Etilen glikol Alblmin [87]
partikdl gémdli / Glisidil metakrilat dimetakrilat
kriyojel
Hepatit antikoru Hiroksietil metakrilat / Etilen glikol Hepatit B antikoru [62]
baskilanmis partikl N-metakroil-L- dimetakrilat
gomili kriyojel tirozinmetilester
17R-estradiol Hidroksietil metakrilat Etilen glikol 17R-estradiol [69]
baskilanmis partikdl / N-metakroil-L- dimetakrilat
goémula kriyojel tirozinmetilester
Metal baskilanmis Hiroksietil metakrilat / Etilen glikol Pb*" Ccd*, zn** ve CU* [88]
kompozit kriyojel N-vinil imidazol dimetakrilat
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5. SONUGLAR

N-metakriloil-(L)-histidin metil ester (MAH) sulu c¢ozeltiden ve gergek
orneklerden tirozinin segici bir sekilde saflastirilabilmesi icin fonksiyonel

monomer olarak secilmis ve basariyla sentezlenmistir.

Selat olusturan MAH monomeri ve Cu?* farkl miktarlarda tirozin eklenerek
on-kompleksler olusturulmustur. Sadece tirozin, 10:10:1, 10:10:2 ve 10:10:3
oranlarinda olusturulan 6n-kompleksler i¢in ayri ayri UV-gorunur bolge
spektrofotometre  Olgumleri  yapilmigtir  ve  optimum  fonksiyonel

monomer:metal selat:kalip molekul orani 10:10:2 olarak belirlenmistir.

Modifiye olmamis ve modifiye manyetik silika mikrokureler basariyla
sentezlenmigstir. Yuzey modifikasyonu yapilan manyetik silika mikrokurelerin

FTIR ile karakterizasyonu yapilmigtir.

EDX iyon analizleri ile modifiye olmamigs ve modifiye manyetik silika
mikrokurelerin yapilarindaki demir ve silisyum oranlari tespit edilmis ve

safsizlik olmadigi goéralmustar.

SEM yap! analizleri ile modifiye olmamis ve modifiye manyetik silika
mikroklrelerin yapilarinin homojen boyutta ve goézenekli yapida oldugu ve
her iki yapi igin de mikrokurelerin ortalama ¢apinin 6,3 um civarinda oldugu

gOzlenmistir.

ESR analizi ile modifiye olmamis ve modifiye manyetik silika mikrokUrelerin
manyetik alan altinda sogurma rezonans verdigi gorulmustur. Bu sonug
manyetit ile uyumludur. Dolayisiyla ylzey modifikasyonu slresince

mikrokurelerin manyetik 6zelliklerinin degismedigi anlasiimistir.

Yizey modifikasyonlari ve karakterizasyonlari yapilan manyetik silika
mikrokureler P(HEMA) kriyojele gémulerek kompozit tasiyici hazirlanmis ve

karakterizasyon caligsmalari yapiimigtir.

ilk olarak sisme testi ile kompozit tasiyicinin ve bos kriyojelin su tutabilme
performansinin zamana bagli degisimine bakilmis ve iki yapininda ylksek
su tutma kapasitesine sahip oldugu goérulmustir. Kompozit tasiyicinin

sisme orani 5,52 g H,O/g kompozit tasiyici olarak bulunmustur. Bu sonuclar
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kompozit tasiyicinin su tutma performansinin bos kriyojele gore daha

yuksek oldugunu gostermigtir.

Kompozit tasiyicinin FTIR ile yapi analizi yapilmistir. 3992 cm™deki ve
2944 cmdeki pikler N-H ve C-H geriime bantlarindan kaynaklanmustir.
Ayrica 1729 cm™deki, 1657 cm™deki ve 1538 cm™deki piklerin siddetlenip
kaymasi yapiya MAH monomerinin girdigini ve polimerizasyonun basariyla

gerceklestigini gostermigtir.

EDX sonuglari kompozit tasiyicinin yapisinda %5,72 demir ve %7,03
silisyum oldugu bulunmustur. Bu sonug¢ kompozit tasiyicininda uzun sure
sulu ortamda saklanmasina karsin modifiye manyetik silika mikrokurelere

benzer sekilde demir tutma kararhligini korudugunu gostermigtir.

SEM fotograflarindan kompozit tasiyicinin sipermakrogdzenekli, purtzli ve
birbirine bagl bir yapiya sahip oldugu goéruimustir. Gomulen mikrokurelerin
purtzlilugu arttirmasi  kompozit tastyicinin  yuzey alaninin artmasini

saglamigtir.

ESR spektrumunda kompozit tasiyici 3088 Gauss (G) manyetik alan altinda
rezonans sogurmasi gostermistir. Bu deger literatirde manyetit icin bilinen
degerlerle uyusmaktadir. Bu sonuglar kompozit tasiyicinin  manyetik
Ozelligini korudugunu ve biyolojik ¢alismalarda uygun manyetik bir tasiyici

olarak kullanilabilecegini gostermistir.

Kompozit taslyicinin  karakterizasyon ¢alismalarindan sonra tirozin
adsorpsiyonun optimum kosullarini bulmak amaciyla farkli parametrelerin

taramasi yapilmigtir.

Tirozin adsorpsiyonu farkli pH araliklarinda (pH 5,0-9,0) incelenmistir.
Baskilanmis kompozit tasiyiciya maksimum tirozin adsorpsiyonu pH 8,0
fosfat tamponunda g6zlenmis ve bu pH’daki maksimum tirozin adsorpsiyon

miktari 62,27 mg tirozin/g kompozit tasiyici olarak bulunmustur.

Baslangi¢ tirozin derisiminin adsorpsiyon kapasitesine etkisini belirlemek
amacilyla hem baskilanmamis hem de baskilanmig kompozit tasiyicilar
kullanilmistir. Tirozin derisiminin artmasiyla birlikte birim kriyojel basina

adsorplanan tirozin miktari artmakta ve vyaklagtk 2 mg/mL tirozin
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derisiminden sonra denge degerine ulagsmaktadir. Baskilanmis ve
baskilanmamis kompozit tasiyici igin maksimum adsorpsiyon kapasiteleri
siraslyla 62,27 mg tirozin/g kompozit tagiyici ve 9,05 mg tirozin/g kompozit

tasiyici olarak bulunmustur.

Baskilanmis kompozit tasiyiclya tirozin adsorpsiyonuna sicakligin etkisini
belirlemek amaciyla tirozin adsorpsiyon deneyleri farkli sicakliklardaki
ortamlarda (4-45°C) gercgeklestiriimistir. Maksimum adsorplama kapasitesi

25°C’de 16,96 mg tirozin/g kompozit tasiyici olarak bulunmustur.

Baskilanmigs kompozit tasiyiciya tirozin adsorpsiyonuna iyonik siddetin
etkisini belirlemek amaciyla adsorpsiyon deneyleri farkli derisimlerde 0-1,0
M NaCl iceren tirozin c¢oOzeltileri ile gergeklestiriimistir. NaCl varliginin

adsorpsiyon kapasitesini azalttigi gérulmastar.

Baskilanmis kompozit tasiyiciya tirozin adsorpsiyonuna akis hizinin etkisini
belirlemek amaciyla tirozin adsorpsiyon deneyleri farkli akis hizlarinda (5-
20 rpm) gerceklestiriimistir. Maksimum adsorplama kapasitesi 15 rpm’'de

16,96 mg tirozin/g kompozit tasiyici olarak bulunmustur.

Kompozit tasiyicinin tekrar kullanilabilirliginin gosterilmesi igin adsorpsiyon-
desorpsiyon donglisu ayni  kompozit tasiyici kullanilarak 8 kez
tekrarlanmistir. Elde edilen verilere goére kompozit tasiyicin adsorpsiyon
kapasitesinde énemli bir azalma olmaksizin tekrar tekrar kullanilabilecegi

gorulmagtar.

Tirozin baskilanmis ve baskilanmamis kompozit tasiyicilar ile segicilik
calismalar L-fenilalanin ve L-triptofan ile yapilmistir. Sonuglar L-tirozin
baskilanmis kompozit tasiyicinin tirozin molekillerine L-fenilalanin amino
asidine goére 4,65 kat, L-triptofan amino asidine goére 7,44 kat daha segici

oldugunu gostermistir.

Ayrica sonugclara gore baskilanmig kompozit tasiyici maksimum 16,96 mg
tirozin/g kompozit tasiyici tirozin adsorplamisken, baskilanmamis kompozit

tasiyici 1,81 mg tirozin/g kompozit tasiyici tirozin adsorplamistir.

Bagil secicilik katsayisi ise L-fenilalanin icin 3,26 iken L-triptofan igin

4,48'dir. Bu sonuclara gore baskilanmig kompozit tasiyici tirozine kargi
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yuksek secicilik gostermektedir. Ayrica baskilanmamis kompozit tasiyici her

U¢ amino aside karsi birbirine yakin adsorpsiyon kapasitesine sahiptir.

Kompozit tastyicinin dogal ortamdaki adsorsiyon kapasitesini dlgmek igin
yapay tukaruk, plazma ve idrar ornekleri kullanilmigtir. Sonuglara gore
kompozit tasiyicinin sadece sulu ortamdan degdil daha kompleks ortamlar
olan tukuruk, plazma ve idrardan da yuksek segcicilik ile tirozin

adsorplayabilmektedir.

Deneysel verilere gore matematiksel hesaplamalar yapilarak Langmuir ve
Freundlich adsorpsiyon izoterm modellerinin grafikleri gizilmis ve sonugclar
g6z dnlne alinarak en uygun modelin Langmuir adsorpsiyon izoterm modeli
oldugu goérulmastir. Bu sonu¢ kompozit tagiyicinin yuzeyindeki tirozin
baglanma bdlgelerinin homojen dagihmli, tek tabakali, es enerjili ve

minimum yanal etkilesimli oldugunu gostermistir.
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