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Bu tezin tasarimi, hazirlanmasi, yiiriitiillmesi, arastirmalarimin yapilmasi ve
bulgularimin analizlerinde bilimsel etige ve akademik kurallara 6zenle riayet
edildigini; bu calismanin dogrudan birincil iiriinii olmayan bulgularin,
verilerin ve materyallerin bilimsel etige uygun olarak kaynak gosterildigini ve
alint1 yapilan ¢cahsmalara atfedildigine beyan ederim.
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OZET

BiYOTEKNOLOJiK UYGULAMALARA YONELIK
KRiYOJELLERIN HAZIRLANMASI
YUKSEK LiSANS TEZi
MESBAHULDIN MESBAH
PAMUKKALE UNIiVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
KiMYA ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI:DR. OGR. UYESi KORAY SARKAYA)

DENIZLi, AGUSTOS - 2024

Sunulan bu tez calismasinda metal selatlastirici ligand immobilize
edilmis kriyojeller hazirlands, fiziksel ve kimyasal olarak karakterize edildikten
sonra ¢esitli uygulamalardaki performansi incelendi. Bu amag¢ dogrultusunda
ilk olarak poliHEMA-GMA) kriyojelleri sentezlendi. Sonrasinda ise bu
kriyojeller metal selatlastirict o6zellikli N-Vinil formamit ligandi ile
fonksiyonlandirilarak, metal iyonlar1 ile koordinasyona uygun hale getirildi.
Bu asamadan sonra polimerik kriyojeller ilk olarak bakir ve ¢inko iyonlari ile
yiiklendi. Immobilize metal afinite temelli kriyojel kolonlarm
(poliHEMA-GMA)-NVF-Cu?* ve poliHEMA-GMA)-NVF-Zn*")
kromatografik performanst BSA proteini adsorpsiyonu ve sonrasinda sulu
¢cOzeltisinden saflastirilmasi seklinde incelendi. Saflik testinde SDS-PAGE
analizi gerceklestirildi. Bir diger uygulamada ise bu kez kriyojellerin igerisinde
farkli yontemler ile giimiis partikiilleri biiyiitiilmesi yontemi ile kriyojellere
antibakteriyel 6zelliklerinin gelistirilmesi amaclandi. Giimiis partikiil icerikli
kompozit poliHEMA-GMA)-NVF kriyojelleri E.Coli ve B.Subtilis karsisinda
antibakteriyel teste tabi tutuldu. Sonug¢ olarak giimiis partikiil iceren
kriyojellerin  antibakteriyel = performansinin, poli(HEMA-GMA)-NVF
kriyojellerine gore gelistirildigi tespit edildi. Bu sonuclar dogrultusunda tez
calismast kapsaminda hazirlanan kriyojellerin bdylece ¢esitli biyoteknolojik
yonleri degerlendirilmis oldu.

ANAHTAR KELIMELER: Kriyojel, N-Vinil formamit, Sigir Serum
Albumin, Adsorpsiyon, Antibakteriyel,



ABSTRACT

CRYOGELS FOR BIOTECHNOLOGICAL APPLICATIONS
MSC THESIS
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PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

CHEMISTRY
(SUPERVISOR:ASST. PROF. KORAY SARKAYA)

DENIZLi, AUGUST 2024

In this thesis, metal chelating ligand immobilized cryogels were
prepared, physically and chemically characterized, and their performance in
various applications was examined. For this purpose, poly(HEMA-GMA)
cryogels were synthesized, firstly. Then, these cryogels were functionalized
with metal chelating N-Vinyl formamide ligand and made suitable for
coordination with metal ions. After this stage, polymeric cryogels were first
loaded with copper and zinc ions. The chromatographic performance of
immobilized metal affinity-based cryogel columns (poly(HEMA-GMA)-NVF-
Cu?** and poly(HEMA-GMA)-NVF-Zn?") was examined as BSA protein
adsorption and then purification from aqueous solution. SDS-PAGE analysis
was performed using a purity test. Another application, this time, was aimed at
developing the antibacterial properties of cryogels by growing silver particles
in cryogels with different methods. Composite poly(HEMA-GMA)-NVF
cryogels containing silver particles were subjected to antibacterial tests against
E.Coli and B.Subtilis. As a result, it was determined that the antibacterial
performance of cryogels containing silver particles was improved compared to
poly(HEMA-GMA)-NVF cryogels. In line with these results, various
biotechnological aspects of the cryogels prepared within the scope of the thesis
study were thus evaluated.

KEYWORDS: Hydrogels, Cryogels, Hemoglobin, Adsorption, Affinity
Chromatography
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1. GIRIS

Kriyojeller, ¢oziicliniin donma noktasi altindaki sicakliklarda gerceklestirilen
cesitli polimerizasyon yoOntemleriyle suda ¢oziinen monomerler ve capraz
baglayicilarin sentezlenmesiyle olusturulan gézenekli ti¢ boyutlu (3D) malzemelerdir.
Kriyojellerin yapisal ozellikleri, malzeme se¢imi ve kullanilan 6zel polimerizasyon
tekniginden biliyiik Olgiide etkilenir. Bununla birlikte, kriyojellerin ayirt edici
stipergdzenekli ve siingerimsi morfolojisi, polimerizasyon islemi sirasinda su
molekiillerinin kristal diziliminden kaynaklanir [1]. Siipergézeneklilik, genis yiizey
alan1 ve mekanik kararlilik gibi yapisal ve islevsel 0zellikleri nedeniyle kriyojeller,
yalnizca yliksek verimli adsorbanlar olarak degil, ayn1 zamanda nanopartikiiller [2],
karbon temelli malzemeler [3] ve metal-organik kafesler [4] gibi ¢esitli malzemeleri
matrisleri icinde hapsetmek i¢in polimerik destekler olarak da ortaya ¢cikmis ve istenen
ozelliklere sahip kompozit kriyojeller olusturulabilmektedir. Kriyojel matrislerinin
adsorban malzemelerle bu sinerjik kombinasyonu, iyilestirilmis sorpsiyon kapasitesi,
kolay kullanim ve antimikrobial 6zellikler gibi avantajlar sunar [5]. Uygulamalar
noktasinda gida analizi, biyolojik arastirma ve ¢evre ¢alismalar1 gibi konularda sahip
olduklar1 ayirt edici yapisal 6zelliklerine ek olarak, dis degisikliklere hizli tepki verme,
minimum basing diisiisii ve hizli diflizyon siireleri gibi 6zellikler sayesinde,
kriyojelleri ¢esitli uygulamalarda (6zellikle geleneksel hidrojellere kiyasla) adsorban

malzemeler olarak oldukga etkili hale getirir [6].

Afinite kromatografisi, sabit faz olarak biyolojik olarak iligkili bir dolgu
malzemesi niteliginde kullanan bir s1vi kromatografisi bi¢cimidir [7]. Bu teknik, secici
ve geri donilisiimlii baglanmanin bir¢ok biyolojik etkilesimde meydana gelmesinden
yararlanilarak belirli hedeflerin ayrimi ve saflastirilmasi i¢in uzun bir siiredir
kullanilmaktadir [8]. Bu etkilesimlere 6rnek olarak bir antikor ve antijen, enzim ve
substrat veya hormon ve reseptdr arasinda meydana gelenler verilebilir [9]. Afinite
kromatografisi, bir ¢ift etkilesimli maddeyi bir kromatografik destek iizerine
hareketsizlestirerek bu sistemleri kullanir. Destek iizerine hareketsizlestirilen maddeye
"afinite ligandi" denir ve bu bilesik karmasik bir karisgimda mevcut oldugunda bile

tamamlayici hedefi segici bir sekilde tutma yetenegine sahip bir kolon saglar [10].
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Son yillarda afinite kromatografisinde gelismisligin bir Sl¢lisii de monolit
desteklerin olusturulmasi ve kullanimi olmustur [11]. 90'li yillarin basinda diger
kromatografi bigimleri i¢in gelistirilen monolit destek malzmeleri, geleneksel partikiil
muadillerine gore cesitli avantajlar sunmaktadir [12]. Bu avantajlar arasinda diisiik
geri basinglary, yiiksek gecirgenlikleri, iy1 ayirma verimlilikleri ve ¢esitli boyut ve
sekillerde hazirlanabilmeleri yer alir [13]. Organik polimerlerden silika, agaroz ve
kriyojellere kadar cesitli monolit tiirleri afinite kromatografisinde kullanilmistir [14].
Afinite kromatografisinde kullanilan bir¢gok monolit, antikorlar, enzimler ve peptitler
iceren immobilize ajanlarla kullanilan glisidil metakrilat (GMA) ve etilen glikol
dimetakrilat (EGDMA) bazli polimerlerdir [15]. Bunlara, biiyiik biyolojik etkenlerin
(6rnegin DNA, proteinler ve viriisler) saflastirilmasindan antikor bazli ayirmalara ve
immobilize metal-iyon afinite kromatografisine (IMAK) kadar uzanan uygulamalarda
kullanilan konvektif etkilesim ortami olarak bilinen polimetakrilat monolitler de

dahildir [16,17].

Afinite kromatografisinde uygun immobilizasyon yontemlerinin gelistirilmesi,
yeni uygulamalarin gelistirilmesiyle iligkilidir. Bir afinite kolonu hazirlanirken
immobilizasyon siirecinin dogru taarlanabilmesi, afinite ligandinin nihai aktivitesi
iizerinde dnemli bir faktoriidiir. Ik olarak 1936'da Landsteiner ve van der Scheer ve
1951'de Campbell ve arkadaslari tarafindan kullanilan kovalent immobilizasyon [18],
bir afinite ligandini1 bir destege yerlestirmek i¢cin en sik kullanilan yontem olmaya
devam etmektedir. Destegin ve/veya ligandin aktivasyonu, genellikle bu yaklagim i¢in
bir 6n kosuldur [10]. Bununla beraber, afinite ligandlari, kovalent baglanma disindaki

yontemlerle de bir destege yerlestirilebilir.

Metal selatlastirict 6zellige sahip ligandlar, afinite kromatografisinde
kullanilabilen biyolojik olmayan baglayici reaktiflerin dnemli bir ornegidir. Bu
yaklasim, ayni zamanda IMAK ydnteminin de temelini olusturur. 1975'te Porath ve
digerleri, IMAK'n ilk uygulamasini yaymlayarak bu yOntemi albiiminin
saflagtirilmasinda kullanimiyla gdstermistir [19]. IMAK genellikle, sistein, histidin
veya triptofan kalmtilar1 gibi elektron verici gruplar olarak hareket edebilen hedef
analit lizerindeki immobilize metal iyonlar1 ve amino asitler arasindaki etkilesime
dayanir [20]. Bu selat olusturan ligandlar, silika, agaroz ve kriyojeller dahil olmak

tizere c¢esitli destek tiplerine immobilize edilerek uygulanabilmektedir [21]. IMAK



yonteminde cesitli metal iyonlar1 da kullanilmaktadir. Cu®, Ag", Pd*", Pt**, Cd*" ve
Hg?* gibi metal iyonlar1 kiikiirt iceren hedeflere baglanma egilimindeyken, Ni**, Cu**
ve Zn?" gibi metal iyonlar1 azot, kiikiirt veya oksijen iceren erisilebilir gruplara sahip

hedeflerle koordine olma egilimindedir [22].

N-vinil formamid (NVF), Metil vinil amit smifinin bir monomer tiirevi olup
ayn1 zamanda akrilamid (Aam) ile bir izomerdir. NVF'nin molekiil agirlig1 71.08 g
mol"'dir. NVF'nin normal sicaklik ve basing altinda kaynama noktas1 210 °C'dir.
Basing 5.5 mmHg'ye diisiirtildiigiinde kaynama noktas1 82.5 °C olur. NVF'nin 25
°C'deki buhar basinci 27 Pa'dwr. 25 °C'deki polimerizasyonun molar 1s1s1 82 kJ mol-
1'dir. 20 °C'deki yiizey gerilimi 37.1 mN m™'dir [23]. Vinil ve amit gibi olduk¢a reaktif
fonksiyonel gruplar iceren NVF, yeni bir fonksiyonel monomer tiiriidiir [24]. Amid
sirastyla sekonder amino gruplart ve aldehit gruplari igerir. Diger amid ve ester
monomerleriyle karsilastirildiginda NVF daha iyi polimerizasyon derecesine sahiptir.
Akrilonitril asetat, akrilamid, stiren, vinil asetat ve akrilat gibi gesitli kimyasal
monomerlerle kopolimerize edilebilir [25]. NVF ayrica amino ve metakrilat gruplar1
iceren bazi fonksiyonel organik monomerler ve polimerler hazirlamak i¢in bir 6nciil
olarak da kullanilabilir [26,27]. Bununla beraber yain donemde yapilan ¢alismalarda
ise kriyojel olusumunda NVF katilimimin antimikrobial etkinligi de mayalanma

mekanizmasi iizerinden incelenmistir [28].

Antibakteriyel jeller, bakteri ve mantar gibi mikroorganizmalar1 6ldiiren
polimerik jellerdir. Bu polimerler, bagisiklik sistemi tarafindan bakterileri 61diirmek
ve onlarla savagmak i¢in kullanilan antibakteriyel peptitlere benzer sekilde davranacak
sekilde tasarlanmistir [29]. Antibakteriyel polimerler, genellikle alkil veya asetil
baglayicilar kullanilarak polimerik malzemenin ana zincirine bir antibakteriyel madde
eklenerek veya yerlestirilerek iiretilir [30]. Antibakteriyel polimerler, uygulanan
antimikrobiyal maddelerin etkinligini ve ozgiilliigiinii artirrken iliskili ¢evresel
riskleri azaltabilir ¢linkii bu polimerler gegirgen olmayan o6zelliklere sahiptir ve
kimyasal olarak kararlidir [31]. Bununla beraber nu malzemeler, enfeksiyonla
savagsmak i¢in ilag liretimi veya bakteriyel kontaminasyonu ve suda biiylimelerini
onlemek icin suyu dezenfekte etmek i¢in gida endiistrisi i¢in oldukc¢a kullanish

malzemelerdir [32].



2. POLIMERIK JELLER

2.1 Jeller

Jeller, polimer ve immobilize edilmis ¢6ziicliden olusan ve makromolekiiler
zincirlerin kimyasal veya fiziksel baglar araciligiyla birbirine baglantili, 3 boyutlu bir
ag olusturan sistemlerdir [33]. Jeller, icerdikleri siviya gore genellikle iki simnifa
ayrilmaktadir. Organik ¢o6ziicliler igeren jellere "organojel" denirken, su i¢inde
bulunanlara ise "hidrojel" adi1 verilir [34]. Gozenek boyutlarma gore, jeller genellikle
gbzeneksiz, mikro gozenekli, mezogdzenekli ve makrogdzenekli olarak
smiflandmrilabilir [35]. Jeller kimyasal olarak iki veya daha fazla bilesenden
olugmaktadir. Jeller kat1 ve s1v1 faz arasinda dururlar, yani hem kat1 hem siv1 6zelligi
sahiptir. Bu 0zellik nedenyle elastik ve viskoz o6zelligi bulundururlar. Jellerin
olusumunda, bilesenler arasinda cesitli bag tiirleri kurulabilir. Ornegin, kimyasal
baglar (kovalent), iyonik baglar ve kovalent olmayan (fiziksel) baglar seklinde
siralanabilirler [33]. Jelin genel morfolojisi, bilesen polimerlerin (homofaz veya
heterofaz) kimyasal yapisi ve jel hazirlama yontemi tarafindan belirlenir. Bu
baglamda, kriyojeller, jel olusturabilme potansiyeline sahip Onciillerin orta derecede

donmus ¢ozeltilerinde veya kolloidal dispersiyonlarinda olusan jel sistemleridir [36].
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2.2 Hidrojeller

Hidrojeller, kuru agirliklarinin yaklagik %10'un ¢ok daha fazlasina kadar
yapilarma su alip sisebilen hidrofilik polimerik aglardir. Kovalent olarak ¢apraz bagl
aglar olduklarinda "kalic1" veya "kimyasal" jeller olarak adlandirilirlar. Polimer-su
etkilesim parametresine ve g¢apraz bag yogunluguna bagl olan bir denge sisme
durumuna ulasirlar. Buna gore, aglar iyonik, H-bag1 veya hidrofobik etkilesimler dahil
olmak iizere molekiiler etkiesimler ve/veya ikincil kuvvetler tarafindan bir arada
tutuldugunda "geri doniisimli" veya "fiziksel" jeller olarak adlandirilirlar. Bu
etkilesimlerin tiimii geri dontistimliidiir ve fiziksel kosullardaki degisiklikler veya stres
uygulanmastyla bozulabilir [37]. Yillar boyunca arastirmacilar hidrojelleri bir¢ok
farkli sekilde tanimladilar. En yaygin olani, hidrojelin bir veya daha fazla monomerin
basit reaksiyonuyla iiretilen suyla sismis ve ¢apraz bagl polimerik bir ag olmasidir.
Baska bir tanim ise dogal veya sentetik polimerlerden olusturulabilir, genellikle suyun
biiyiik bir kismimi i¢ginde tutma 6zelligine sahiptirler, ancak suda ¢oziinmezler [38].
"Hidrojel" terimi ilk kez 90’11 yillarda literatiirde adlandirild1 ve bu terim, anorganik
tuzlarm kolloidal jelini tanimlamak i¢in kullanildi. 1960 yilinda, ilk 6nce Wichterle ve
Lim tarafindan bugiin bildigimiz hidrojeller hakkinda bir ¢alisma yapilmis. Bu
calismada, ilk kez sentetik hidrojel sentezlenmis ve poli(2-hidroksietil metakrilat)
(pHEMA) jeller, yumusak kontakt lens iiretiminde kullanilmistir [39].

2.2.1 Hidrojellerin Siniflandirilmasi

Hidrojeller, benzersiz 6zellikleri sayesinde genis bir uygulama yelpazesine
sahip polimerik malzemelerdir. Cesitli parametrelere gore smniflandirilmalari, onlarin
ozelliklerini ve uygulama potansiyellerini daha fazla ortaya ¢ikarmaktadir. Hidrojeller
en genis smiflandirma bagliklar1 altinda; kaynaklarma, polimerik bilesimlerine,
yapilandirmalarma, fiziksel goriinlimlerine, ¢apraz baglama tiirlerine ve ag elektrik

yiikiine gore degerlendirilebilir [40].

Kaynaklarma gore, hidrojeller dogal, sentetik ve hibrit (dogal-sentetik) olmak
iizere li¢ bashk altinda smiflandirilabilir. Dogal hidrojeller, biyouyumluluk ve
biyobozunurluk gibi avantajlara sahiptir ancak mekanik 6zellikleri yetersizdir. Bunlara
ornek olarak kollajen, jelatinin yan1 sira aljinat, kitosan ve agaroz gibi polisakkaritler
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de 6rnek verilebilir [41]. Yaklasik son yirmi yilda, dogal hidrojeller yavag yavas yerini
uzun raf dmriine, yiiksek su tutma kapasitesine, yiiksek jel mukavemetine ve genis
cesitlilikte ham kimyasal kaynaklara sahip sentetik hidrojellere birakt1 [38]. Sentetik
hidrojeller, kimyasal polimerizasyon yoluyla hazirlanir ve yeterli mekanik 6zelliklere
sahip olmalari, dogal biyoaktif 6zellikler icermemeleri gibi avantajlara sahiptir.
Akrilik asit (AA), akrilamid (AAm) ve 2-hidroksietil metakrilat (HEMA), polietilen
gikol (PEG), polivinil alkol (PVA) bu gruba 6rneklerdendir [42]. Sentetik temelli
hidrojellerin dezavantajlar1 arasinda gelistirilmesi gereken biyouyumluluk eksikligi ve
dogal muadillerine gore daha yavas biyobozunma oranlar1 yer alir. Fiziksel 6zelliklerin
kontrolii ve uygun biyolojik uyum gerektiginde yalnizca dogal veya sentetik
hidrojellerin uygulanmasi uygulanabilirliklerini sinirlayabilir [40]. Nanokompozit
biyomalzemeler olarak da bilinen hibrit hidrojeller, iki geleneksel hidrojelin avantajli
ozelliklerinden yararlanmak i¢in ortaya c¢ikmigtir. Buna gore, gelistirilmis
biyouyumluluk hedefli kimyasal ve mekanik 6zelliklerin ayarlanabilirligini koruma

ihtiyacina yanit olarak tasarlanmaktadir [43].

Polimerik kompozisyona gore hidrojeller, homopolimerik, kopolimerik ve
multipolimerik olmak iizere ii¢ gruba ayrilir. Homopolimerik hidrojeller, tek bir
monomer tiirlinden olusurken, kopolimerik hidrojeller iki veya daha fazla farkh
monomer tiirlinden olusur ve multipolimerik hidrojeller, iki bagimsiz sentetik ve/veya
dogal bilesenden olusur ve ag formunda bulunur. Yar1 IPN (i¢ ice gecmis)
hidrojellerde, bir bilesen capraz bagli bir polimerken, diger bilesen capraz bagl

olmayan bir polimerdir [44].

Hidrojeller, yapilandirmalarina gére amorf, kristalin veya yar1 kristalin olabilir.
Amorf hidrojeller, molekiiler diizeyde rastgele ag yapilaridir. Kristalin hidrojeller,
kristallesme sirasina sahip siki bir sekilde paketlenmis polimer ag yapisindan olusur.
Amorf ve kristalin bdlgeler igeren yar1 kristalin hidrojeller, 1994 yilinda kimyasal
capraz baglama ile gelistirilmistir [45]. Bu tarihten sonra, toplu ve misel
polimerizasyonu ile fiziksel ¢apraz baglanmis yar1 kristalin hidrojeller hazirlanmigtir
[46]. Yar kristalin fiziksel hidrojeller, enjekte edilebilir hidrojeller ve sekil hafizali
hidrojeller hazirlamada yaygin olarak kullanilan yar1 kristalin kimyasal hidrojellere
kiyasla hizla kati benzeri bir durumdan sivi benzeri bir duruma geger ve geri

dontistimlidiir [47]. Bu siniflandirma disinda, hidrojeller monomerlerin yiik tipine,



capraz baglanma tipine ve gozenek boyutlarma gore de ayrilabilirler [48]. Iyonik
olmayan, anyonik, katyonik ve zwetter iyonik gibi farkl yiik tiplerine; kimyasal veya
fiziksel capraz baglayici tiirlerine; ve mikrogdzenekli, makrogdzenekli, hem mikro
hem makrogdzenekli ve siipermakrogdzenekli gibi farkli gozenek boyutlarma gore

siniflandirilirlar [49].
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2.2.2 Hidrojellerin Uygulama Alanlarn

Hidrojeller, nispeten biiyiik miktarlarda siv1 hapsedebilen ii¢ boyutlu polimerik
ag yapilarina sahip ¢apraz bagl polimer zincirleridir [50]. Hidrojellerin yiiksek su
icerigi, yumusak yapisi ve gézenekliligi nedeniyle canli dokulara ¢ok benzerler. Son
yillarda yapilan arastirmalar, hidrojellerin tarim, biyomalzemeler, gida endiistrisi, ilag
dagitimi, doku miihendisligi ve rejeneratif tip gibi ¢esitli alanlarda uygulandigini
gostermektedir [51]. Hidrojellerin biyomateryal 0&zelligi; biyotip, eczacilik,
veterinerlik gibi alanlarda ¢esitli uygulamalarda etkin bir sekilde kullanilmasini saglar.
Bu uygulamalar arasinda kontrollii ila¢g salim sistemleri, yapay organlar, kontak
lenslerin {iretimi, enzim tutuklama sistemleri, ilag¢ tastyici sistemler, kulak ici
uygulamalar ve ameliyat iplikleri, kemik hastaliklarmnimn tedavisi i¢gin malzeme olarak
kullanim ve benzeri bircok uygulama bulunmaktadir [52,53]. Ayrica, yiiksek su tutma
kapasitesi sayesinde adsorpsiyon, su aritma, endiistriyel atik sulardan agir metallerin
ve boyar maddelerin uzaklastirilmasi, sensor teknolojileri igin uyari-cevap
malzemeleri olarak, iyon degisim ve kromatografik uygulamalarda yaygin olarak

kullanilmaktadir [54,55].



2.3  Kiriyojeller

'Kryojeller' veya 'kriyoyapilar' kelimelerinin anlami, 'kriyo' hecesini (Yunanca
k$voc¢ (kryos) don anlamina gelir) igeren, kriyojenik islem yoluyla olusan polimer
jeller ve 3 boyutlu yapilar olarak agiklanir. Bu baglamda, kriyojeller, termal olarak
indiiklenen faz ayrimi ile jellesme potansiyeline sahip Onciil varliklarin orta derecede
donmus ¢ozeltilerinde gelisen jel sistemleridir [56]. Bu terim ilk kez 1980 yilinda
kullanilmistir ve temel olarak sogukta olusturulan bir jel anlamma gelmektedir.
Kriyojeller (kriyo-hidrojeller), hidrojeller smifinin bir baska hidrofilik o6zellikli
polimerik aglar liyesidir. Ancak, tipik olarak, ¢oziiciiniin donma sicakliginin altinda
bir hidrojel oOnciil ¢6zeltisini polimerize ederek (kriyojelasyon/kopolimerizasyon)
olusturulan birbirine bagli (agik hiicreli) bir makro gdzenekli yapi sergilerler. Gozenek
olusturucu gorevi goren buz kristallerinin olusumu, 6nciil ¢zeltiyi ¢apraz baglamanin
gergeklestigi yogun bir monomer, ¢apraz baglayici ve baslatict agisindan zengin faza
(donmamus s1vi mikrofaz) yogunlastirir. Capraz baglamadan sonra, ¢oziilme sirasinda
biiyiik, heterojen ve birbirine bagl gozenekler olusur ve dondurma islemi sirasinda
olusan bagli buz kristallerinin bir benzeri gergeklesir [57]. Kriyojellerin
fizikokimyasal ve mekanik 6zellikleri, kriyojelasyon sicakliginin, sogutma hizinin ve

monomer/¢dziicii tipi ve derisiminin optimize edilerek kontrol edilebilir [58].

Kriyojellerle karsilastirildiginda, hidrojeller bazi uygulamalar i¢cin dogal
dezavantajlar sergiler. Hidrojellerin jellesme siireci tamamlandiktan sonra kurutma
asamasinda gozenekler olusurken, kriyojellerde gozenekler jellesme siirecinden
hemen oOnce olusur. Bu farklilik, kriyojellerin daha homojen ve diizenli gézenek
yapisina sahip olmalarmi saglar. Ayrica, kriyojellerin gézenek duvarlari, hidrojellerin
gozenek duvarlarmdan daha yiiksek bir polimer derisimine sahiptir [59]. Bu durum,
kriyojellerin daha siki ve saglam bir yapiya sahip olmalarmi saglar. Hidrojeller,
icerdigi suyu cok hizl kaybederken, susuz ortamda sekil-boyutlarini yine ¢ok hizli
kaybedebilirler ve kriyojellere gore geg siserler [60]. Ayrica, mekanik kararhliklar1 ve
biitiinliikleri genellikle diigiiktiir (6rnegin, mikro hidrojeller (alt mikron veya mikro
mithendislikli (0,1-100 pum) hidrojel, mekanik kirilmadan 6nce yalnizca %20
gerilmeye dayanabilirken, mikro kristaller yikim olmadan %70 gerilme sergilemistir)
[61]. Dahasi, su igerigi de mekanik kararlilig1 biiyiik 6l¢iide etkileyerek hidrojellerin

taginmasini/hareket ettirilmesini zorlastirir [62].



Hidrojelleri, metakrilatlanmis aljinat bazli kriyojellerle karsilastirdigimizda,
hidrojeller kriyojellerden (4 + 2 kPa) daha yiiksek bir Young modiiliine (42 + 2 kPa)
sahiptir [63]. Kriyojellerin daha diisiik Young modiilii, onlar1 yumusak doku iceren
uygulamalar i¢in daha uygun hale getirir. Ek olarak, bu, dnceden olusturulmus, ¢apraz
bagl hidrojellerin ince bir igne araciligiyla uygulanmasimi olanaksiz hale getirir,
¢linkii enjeksiyondan sonra yapilarimi kaybederler [64]. Ayrica, hidrojeller gozenekli
olsa da makro gozenekleri olmamasma ragmen, hiicre penetrasyonunu veya
molekiillerin (oksijen, besin maddeleri veya atik) iskele yapis1 boyunca difiizyonunu
engelleyebilirler [65]. Kriyojellerin, hidrojellere gore istiin yonleri genel olarak;
1) mekanik saglamliklar1 ve siingerimsi yapilar1 nedeniyle gelistirilmis kullanici dostu
kullanim, i1) kullanimdan 6nce saklama kolaylig1 ve iii) otoklavlanabilir sterilizasyon
miimkiindiir [66]. Ozellikle, susuz hallerinde otoklavlanabilen kriyojellerin aksine,
geleneksel hidrojeller ag kararliligini korumak icin siirekli nemlendirmeye ihtiyag
duyar ve termal sterilizasyon islemi geri dondiiriilemez ve yikici bir ag bliziilmesine

neden oldugundan otoklavlamayi stirdiiremezler [67].

Kriyojeller genellikle birbirine baglh makrogodzenikli veya
stipermakrogozenikli yapida olup, siinger morfolojiye sahiptirler, Bu siinger yapidaki
gozenek sistemi, ¢Ozlinen maddelerin kriyojellerin i¢inden madde kaybi olmadan

gecisini saglar [68].

2.3.1 Kiriyojellerin Hazirlanmasi

Kriyojeller, kriyopolimerizasyon veya kriyojellesme (kriyojelasyon) olarak
bilinen bir islemle tiretilirler [69]. Bu siire¢, kullanilan monomerin/polimerin tiirii ve
icerigi veya capraz baglayicinin varlhigi gibi faktorlere gore diizenlenebilmektedir,
ancak temel adimlar genellikle benzerdir. ilk olarak, monomerlerin/polimerlerin
onctilleri ve ¢capraz baglayicilar bir ¢oziiclide (genellikle suda) ¢oziiliir. Kriyojellesme
stirecinde, reaktifler genellikle reaksiyon karigiminin sadece %5 ila %20'sini olusturur
[70]. Buna ek olarak, bu ¢ozeltiye polimerizasyonu baslatmak icin monomerlerin yant
stra bazi diger kiiclik onciilleri de bir baslatici ve aktivator olarak eklenir. Daha sonra
¢ozelti, suyun donma noktasinin altina (genellikle -5 ile -20 arasi) sogutularak buz

kristallerinin olusumu baslatilir. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra, donmus



karigim oda sicakligina getirilir. Daha sonra, buz kristalleri erir ve "kriyojel" olarak
adlandirilan gézenekli polimer ag1 elde edilir. Buz kristalleri gozenek olusturan ajanlar

olarak gorev yaparlar [71].

Polimerizasyon asamasinda olusturulmus gozeneklerin sekli ve boyutu,
monomerlerin derisimi ve polimerizasyonun gergeklestigi sicaklik gibi bir¢ok faktore
baghdir. Kriyojellerin yapisindaki siipermakrogézeneklerin boyutlar1 10 ile 200
mikrometre arasinda degisir. Ayrica, kriyojellerin gbzenek boyutu, goézenek
duvarlarmin  kalinligir  ve yogunlugu, kriyojellerin performansmi etkileyen
parametrelerdir. Gozenek boyutu akis direncini etkiler. Gozenek duvarlarmin kalinhigi
ve yogunlugu ise, kriyojellerin makroskobik mekanik ozelliklerini belirler [72].
Kriyojellerde 6nemli bir nokta, toksik veya uzaklastirilmasi zor olan porojenler yerine
dogrudan buz kristallerinin kullanilmasidir [70]. Polimer ag1 bu kristaller etrafinda
olusturuldugu i¢in buz kristalleri, kriyojelin makrogdzeneklerinin bir kalib1 olarak
gorev yaparlar. Kimyasal olarak ¢apraz bagh kriyojellerde, monomerler polimerlesir
ve ¢apraz baglayict mevcut oldugunda buz kristallerinin etrafinda ¢apraz baglanarak

bir ag olusturulur [73].

y
T< 0°C A
)
donma
ﬁ
Monomer/baslatict kriyojelasyon Aralarinda baglantili makrogdzenikli

Sekil 2.3: Kriyojellerin Hazirlanma Asamalari

2.3.2 Kriyojellerin Hazirlanmasinda Kullamlan Onciiller ve Islevleri

Kriyojellerin hazirlanmasinda dort temel bilesen (monomer/polimer, capraz
baglayici,  reksiyon  baslaticvhizlandirict  ve  ¢oziicli)  kullanilmaktadir.
Monomerler/polimerler, kriyojellerin polimer matriksinin olusumunu baglatan ana
bilesenlerdir. Polimer =zincirlerinin olusumu icin baslangic malzemesi olarak

kullanilirlar. Dogal kaynakli monomerler/polimerler (seliiloz, aljinat, kitosan, agaroz
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vb.), sentetik monomerler/polimerler; Aam, N,N -dietilakrilamid (DEM),
akrilikasit(AAc), HEMA, N-izopropil akrilamid (NIPAM) vb. Monomerler yaygin

olarak kriyojellerin hazirlanmasida kullanilmaktadir [74].

Capraz baglaycilar kriyojellerin hazirlanmasinda degir 6nemli bilesenlerdir.
Capraz baglaycilar polimer zincirlerini birbirine baglayarak ag yapisinin olugmasini
saglar ve kriyojelin mekanik dayanikliligmi artirir. Metilenbisakrilamid (MBA),
Tetraetilen glikol dimetakrilat (TEGDMA), Glutaraldehit, Etilenglikol Dimetakrilat
(EGDMA) vb. kriyojellerin hazirlanmasinda kullanim1 yaygin ¢apraz baglayicilardir
[74].

APS (Amonyum persiilfat) ve TEMED (kombinasyonu, kriyojel olusumunda
sik¢a tercih edilen bir baslatici/hizlandirict sistemdir. Bununla birlikte, kullanilacak
baslatici ve hizlandiricilarin - se¢imi, kullanilan monomerlerin  6zelliklerine,
polimerizasyon sartlarina ve hedeflenen kriyojel 6zelliklerine bagh olarak degisebilir

[75].

Kriyojellerin hazirlanmasinda kullanilan degir 6nemli kimyasal ¢6zlicii olarak
sudur. Suyun diginda bazi organik ¢oziiciiler de kullanilabilir; orne§in, Etanol,
Metanol, dimetilsafoksid (DMSO), dioksan, formamid, nitrobenzen vb. ve organik
¢oziicii ile hazirlanan kriyojellere “organojeller” denilmektedir. Su, kriyojel hazirlama
stirecinde en yaygin kullanilan ¢oziiciidiir. Su, monomerlerin ve ¢apraz baglayicilarin
cOziinmesini ve polimerizasyonun gerceklesmesi icin gerekli ortami saglar [33].
Coziicii olarak kullanilan su ile beraber donan buzun erimesi ile olusan i¢ ige gecmis

polimerik aglar, kriyojellerin kristalizasyonunu teskil eder.

2.3.3 Kriyojellerin Fiziksel Ozellikleri

Kriyojeller, diisiik sicakliklarda polimerizasyonun gerceklestigi hidrojel
materyalleridir. Bu materyaller; makrogdzenekli yapisi, biiyiik bir yiizey alani, elastik
ve esneklik, biiylik miktar su tutma kapasetesi, kimyasal dayanikliliklar1 ve degir
bir¢cok 6nemli 6zelliklere sahiptirler [76]. Diger hidrojellere kiyasla, kriyojellerin bu
istiinliikleri onlarin, biyomedikal, biyoteknoloji, ila¢ salim sistemleri ve biyoayirma

teknolojisinde genis bir kullanim potansiyeline sahip olmasmi saglar [65].
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Kriyojellerin 06zellikleri, gozenek yapisina (gbzenek boyutu, gozenek boyutu
dagilimi), gézenek duvari kalinlig1 ve sismis, gozenek duvarlarinda polimer derigimi
gibi faktorlere baghdir. Gozenek boyutu, gdzenek toplam hacmini tanimlar ve
gozenekler arasinda baglanti ile birlikte, jel icindeki kiitle tasinimi kontrol eder.
Gozenek duvart kalmhigi ve yogunlugu ise, kriyojellerin makroskopik mekanik

ozelliklerini belirler [77].
Kriyojellerin fiziksel 6zellikleri genel olarak asagaki gibi aciklanabilir;

1. Mekanik Dayaniklilik: Kriyojellerin mekanik dayanikliligi, duvar
kalinlig1, duvar yogunlugu ve gdzenek boyutu gibi cesitli faktorlerden etkilenir. Genel
olarak, duvar kalinligini ve yogunlugunu artirmak, kriyojellerin mekanik 6zelliklerinin

gelismesini saglamaktadir [78].

il Gozenek Boyutu ve Morfolojisi: Kriyojellerin gdzenek boyutu,
monomer/polimer Onciillerinin derisimi ve ¢apraz baglama tiirii ve miktar1 gibi
faktorlere baglidir. Bu parametreleri kontrol ederek, kriyojellerin gozenek boyutunu
belirli uygulamalara uygun hale getirmek miimkiindiir. Ayrica, kriyojellerin
morfolojisi, donma hiz1 ve jellesme sicakligi gibi kriyopolimerizasyon kosullarindan
etkilenir. Hizli donma ve az miktarda kristal biiyiimesi, daha kiigiik gdzenek

boyutlara ve daha homojen bir gdzenek yapisina yol acabilir [79].

1il. Su Igerigi ve Sisme Davranist: Kriyojeller genellikle bir ¢6ziicii olan su
nedeniyle yiiksek bir su i¢erigine sahiptir. Bu su igerigi, kriyojellerin biiyiik miktarda
stv1 veya ¢oziicli emebilme ve tutabilme yetenegine katkida bulunur. Sigsme davranigini
kontrol etmek, ila¢ tasima sistemleri veya doku miihendisligi iskeleleri gibi

uygulamalarda énemlidir [80].

iv. Yiizey Alan1 ve Biyolojik Uyumluluk: Kriyojeller, yiiksek gozenekli
yapist nedeniyle genis bir yiizey alanina sahiptir. Bu 6zellik, adsorpsiyon, ayirma veya
kataliz gibi yliksek yiizey-hacim oran1 gerektiren uygulamalar i¢in kriyojellerin tercih
edilmesini saglar. Ayrica, kriyojeller biyolojik olarak uyumlu 6zelliklere sahip olacak

sekilde tasarlanabilir [73].
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V. Termal ve Kimyasal Dayaniklhilik: Kriyojeller genellikle diisiik
sicakliklarda olusturuldugu i¢in iyi bir termal dayanikliliga sahiptir. Y apisal bozunma
olmadan genis bir sicaklik araligmma dayanabilirler. Ayrica, kriyojellerin kimyasal
dayanikliligi, monomer/polimer onciillerinin ve ¢apraz baglayici maddelerin se¢imine

baghdir ve istenen kimyasal dirence gore 6zellestirilebilir [81].

Genel olarak, kriyojellerin mekanik dayanikliligi, gézenek boyutu, su icerigi
ve biyolojik uyumluluk gibi ayarlanabilir 6zellikleri, biyoteknoloji, ¢evre bilimi, enerji
depolama ve biyomedikal miihendislik gibi ¢esitli alanlarda kullanilan ¢ok yonli

malzemeler oldugunu gostermektedir [82].

2.3.4 Kriyojellerin Fiziksel Yapisim1 Etkileyen Faktorler

Kriyojeller, genellikle yiiksek derecede su tutma (sisme) derecesine sahip,
elastikiyet ve birbirine baghi makrogdzenekli yapilariyla dikkat c¢ekmektedir.
Kriyojelasyon sirasinda, belirli 6zelliklere sahip kriyojeller iiretmek i¢in optimize
edilebilecek bir¢ok kritik parametreler (6rnegin, polimerizasyon sicakligi, sogutma
hizi, polimer igerigi ve c¢oziicii icerigi) bulunmaktadir [83]. Bu parametrelerin
degistirilmesiyle kriyojellerin esnekligi, géozenek boyutu ve dagilimi, duvar kalinhgi,
mekanik ve termal 6zellikleri, biyobozunurlugu ve biyouyumlulugu gibi 6zellikleri

ayarlanabilir [79].

Kriyojellerin mekanik dayanimini etkileyen 6zellikler arasinda duvar kalinligs,
duvar yogunlugu ve gézenek boyutu gibi parametreler yer almaktadir. Duvar kalinlhigi
ve yogunlugu artirmak, kriyojellerin mekanik 6zelliklerinin gelismesi saglamaktadir.
Monomer/polimer dnciillerin derigim, ¢apraz baglam tipi ve miktarinde degiskenlik,
kriyojellerin duvar kalnlig1 ve yogunlugu etkilenebilmektedir. Ayrica kriyojellerin
morfolojisi, kriyojellerin sentezlenma kosullarma da baghdir. Ornegin, donma hizinim
artmas1 veya jellesme sicakliginin diismesi, ¢oziicliniin hizli donmasina ve az miktarda
kristal biiytimesine yol agar. Bu da kriyojelin daha kii¢iik gozenek olmasma neden olur

[33].

Kriyojellerin  yapisma  etkileyen  faktorler su  bashiklar  altinda

degerlendirilebilir:
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2.3.4.1 Polimer Derisimi

Kriyojellerin yapisina etkileyen bircok faktorlerden bulunmaktadir. Onlardan
bir tanesi, kriyojellerin sentezleme esnasinda kullanilan monomer/polimer DERISIMI
ve polimerin molekiil agirligidir. Daha diisiik molekiiler agirlikli monomerlerin, daha
biiyiik molekiiler agirlikli monomerlerle karsilastirildiginda daha biiyiik gozenekler
olusturmas1 beklenmektedir. Ayrica, reaksiyon bilesenlerinin miktarmin artmasi,
kriyojellerin rijjitligini, kriyojel duvarlarinin kalinligimi ve elastikiyetini artirir. Polimer

derisiminin azalmastyle kriyojellerin yumusakligim artmasina sebep olur [84].

Ayni kiitle derisimine sahip olan yiliksek molekiil agirlikli polimer ¢ozeltileri
ile diisiik molekiil agirlikli polimer ¢ozeltileri karsilastirildiginda, genellikle daha
kii¢iik gozenek boyutuna sahip kriyojellerin olusumu gézlenmektedir. Bu durumun
temel nedeni, diisiik molekiil agirlikli polimer ¢ozeltilerinin, ¢ozeltide kristallesebilen,

nispeten daha yiiksek bir serbest su hacmi tagimasidir [85].

2.3.4.2 Polimerizasyon Sicakhg

Polimerizasyonun gergeklestigi sicaklik, kriyojellerin Ozellikleri {lizerinde
onemli bir etkiye sahiptir. Farkli polimerizasyon sicakliklari kullanarak, gozenek
boyutu, dagilimi ve baglantililik ile polimer duvar kalinlig1 kontrol edilebilir. Daha
spesifik olarak, sicaklik, kriyojelasyon sirasinda faz ayrilmasinin nasil gergeklestigini
etkiler, bu da dogrudan kriyojellerin fiziksel 6zelliklerini belirler. Ornegin, genellikle
daha diisiik sicakliklar daha biiytik buz kristalleri olustururken, daha ytiksek sicakliklar
daha kii¢iik buz kristalleri olusturur. Buz kristallerinin boyutu ve sayisi, kriyojellerin
gozenek boyutu, gézenek dagilimi, yiizey alani ve mekanik 6zelliklerini etkiler

[86,87].

2.3.4.3 Sogutma Hiz1

Kriyojellerin yapisi lizerinde etkileyen degir faktdr sogutma hizidir. Sogutma
hiz1 arttikga, ¢ozeltideki su molekiilleri daha hizli kristallesir ve daha kiiciik kristallerin

olusmasina sebep olur. Bu durum, kriyojellerin daha kiigiik gozenek boyutlarina ve
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daha homojen bir yapiya sahip olmasma neden olabilir. Ote yandan, daha yavas bir
ogutma hiziyla, genellikle daha biiylik gdzenek boyutlarina ve daha heterojen bir

yaptya sahip kriyojellerin olugsmasina neden olabilmektedir [73].

Diger bir acidan bakildiginda, eger ¢Oziicliniin kristallenme hizi,
polimerizasyon/capraz baglanma hizindan diisiikse, polimerizasyon ortaminda
istenilen biiytlikliikte porojen yani ¢oziicii kristalleri olusmayabilir. Bu durumda,
kriyojeller istenilen makrogdzeneklere sahip olmayacaktir. Dolayisiyla, homojen bir
makrogozenekli kriyojel elde etmek ig¢in, ¢apraz baglanma hizinin ¢6ziicliniin

kristallesme hizindan daha diisiik olmas1 gerekmektedir [84].

———» Buz cgekirdikleri

Hizli sogutma/yiiksek sicaklik
Yavas sogutma/duisik sicaklik

——— BUz kristalleri

Sekil 2.4: Sicaklik ve sogutma hizinmn buz kristallerinin boyutuna ve sayisina etkisi

Capraz baglayicinin kriyojellerin yapisina 6nemli etkisi vardir. Capraz
baglayicilar, polimer zincirlerini birbirine baglayarak ag yapisinin olugmasini
saglamaktadir. Bu baglayicilar, kriyojelin gozenekli yapisini krarli kilar ve mekanik
dayanikliligin artirir. Ayrica, ¢apraz baglayict miktari, kriyojelin gézenek boyutunu
ve dagilimimi da etkileyebilir. Ornegin, daha fazla gapraz baglayic1 kullanildiginda,
gozenek boyutu genellikle kiigiiltebilir ve daha homojen bir yap1 elde edilir.
Dolayisiyla, uygun capraz baglayici se¢ilmesi, istenilen kriyojel elde edilmesinde

kritik bir rol oynamaktadir [88].

2.3.5 Kiriyojellerin Kullanim Alanlan

Kriyojeller, biyoteknoloji alaninda 6nemli bir yer edinmis yiiksek performansli

malzemelerdir. Bu 06zel yapilar, g¢esitli biyolojik molekiillerin saflastirilmasi,
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depolanmas1 ve tagmmas1 gibi g¢esitli biyoteknolojik uygulamalarda kritik bir rol
oynamaktadir [89]. Ozellikle proteinler, niikleik asitler ve polisakkaritler gibi biyolojik
bilesenlerin ayrilmasi, saflagtirilmasi, immobilizasyonu ve analizi gibi siireglerde
kullanilmaktadir [90]. Kriyojellerin benzersiz yapisi, yiiksek porozite oranlar1 ve
milkemmel mekanik dayanikliligi, biyoteknolojik uygulamalar icin ideal 6zellikler
sunar. Bu Ozellikler, hiicre kiiltiirti, doku miihendisligi, ilag salim sistemleri ve
biyosensorler gibi cesitli alanlarda kriyojellerin basarili bir sekilde kullanilmasini
saglamaktadir [91]. Bu nedenle, kriyojeller biyoteknolojik arastirma ve endiistriyel

uygulamalarda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

2.3.5.1 Kriyojellerin Biyomedikal Uygulamalari

Memeli hiicrelerinin biiylimesi ve ¢ogalmasi i¢cin destek malzemesi olarak
hidrojellerin kullanimi, herhangi bir biyolojik dokunun hiicrelerini dogal olarak
cevreleyen ekstraseliiler matrisin (ECM) jel benzeri 6zelliklerini ve bazi durumlarda
kimyasal 6zelliklerini taklit edebildikleri i¢in i¢in karakterize edilebilmektedir [92].
Coziicliniin donma noktasmin altina yerlestirilen makro gdzenekli hidrojeller, yani
'kriyojeller', diger makro gozenek olusturma tekniklerine kiyasla i¢sel olarak birbirine
bagli makro gbzenekli yapilar1 ve olusumlarinin kolaylig1 sayesinde son zamanlarda

doku miihendisligi ve in vitro hiicre kiiltiirii alanlarinda 6nemli ilgi gérmiistiir,

2.3.5.2 Doku Miihendisligi ve Hiicre Kiiltiirii

Kriyojeller, hiicre kiiltiirii ve doku miihendisligi uygulamalari i¢in umut verici
malzemelerdir. Kriyojeller, polimer ¢ozeltilerinin veya slispansiyonlarinin kriyojenik
dondurulmasiyla olusan {i¢ boyutlu gézenekli yapilaridir. Bu malzemeler, birbirine
bagli gozeneklerle karakterize edilir ve hiicre infiltrasyonuna, besin diflizyonuna ve

atik uzaklastirmaya olanak saglar [92].

Hiicre kiiltiirii i¢in kriyojellerin birgok avantaji vardir. Yiiksek gozeneklilikleri
ve genis ylizey alanlari, hiicre tutunmasi, ¢ogalmasi ve farklilagsmasi i¢in uygun bir
ortam saglar. kriyojellerin birbirine bagh gozenekli yapisi, hiicrelerin materyal i¢inde

yayilmasimi ve go¢ etmesini saglar, bdylece dogal hiicre dis1 matriks ortamii taklit
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eder. Ayrica, kriyojeller belirli gozenek boyutlar1 ve geometrilerine gore tasarlanabilir,
bu da hiicre davranmigini kontrol etmek ve doku olusumunu yonlendirmek icin

kullanilabilir [93].

Kriyojellerin ~ bir  bagka  avantaji da  biyoaktif  molekiillerle
islevlendirilebilmesidir. Biiyiime faktorleri, peptidler veya proteinler gibi biyoaktif
molekiiller kriyojel matrisine veya ylizeyine immobilize edilebilir. Bu, hiicre
davranigin1 yonlendiren sinyallerin saglanmasina ve doku regenerasyonunu tesvik

etmeye yardimci olur [94].

Ayrica, kriyojellerin mekanik ozellikleri ayarlanabilir. Sertlik ve elastikiyet
gibi mekanik 6zellikler, farkli dokularin veya organlarin gereksinimlerine uyacak
sekilde ayarlanabilir. Bu, hiicrelerin dogru sekilde islev gérmesi ve farklilagsmasi igin
onemlidir, ¢linkii mekanik ipuglar1t doku miihendisligi uygulamalarinda kritik bir rol

oynamaktadir [95].

Kriyojeller biyouyumluluk ve diistik toksisite sahiptir. Bu, kriyojellerin hiicre
kapsiilleme ve nakliyat i¢in uygun olmasimi saglar. kriyojeller, hiicre biiyiimesini
desteklemek ve fonksiyonel dokularm olusumunu kolaylastirmak i¢in bir iskele gorevi
gorebilir. Cesitli formlarda sekillendirilebilirler, bu da farkli doku miihendisligi
yaklagimlarina uyum saglar [96].

Sonug olarak, kriyojeller yliksek gdzeneklilik, ayarlanabilir mekanik 6zellikler
ve biyoaktif molekiillerin immobilizasyonu gibi 6zellikleri nedeniyle hiicre kiiltiirii ve
doku miihendisligi alaninda biiyiik potansiyele sahiptir. Bu alandaki ileri aragtirmalar

ve gelismeler, rejeneratif tip uygulamalari i¢in gelecek vaad etmektedir [97].

2.3.5.3 Salim Sistemleri

Polymerik tastyicilar kullanilarak ilag tasima sistemleri, ¢esitli ilaclarin belirli
ve Ozel bolgelere teslim edilmesi i¢in tasarlanmistir [98]. Supermakrogdzenikli
kriyojeller, ilaglarm insan viicuduna iletilmesi i¢in gelistirilen stipermakrogdzenekli
malzemelerden bir tanesidir. Kriyojellerin biyouyumlulugu ve kontrol edilebilir

gecirgenligi, son birka¢ on yilda biyoaktif bilesikler (protein, ila¢ vb.) i¢in ilag tasima
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sistemlerinde yaygin olarak kullanilmasini saglamaktadir [99]. Uyariya duyarh
kriyojeller, cesitli fiziksel ve kimyasal degisikliklere hassas tepki vermesi nedeniyle
aragtirmacilarin biiylik ilgisini ¢cekmektedir. Kriyojellerin yapisi, istenen ila¢ salinim
profillerini gerceklestirmek i¢in kontrollii ilag tasima sistemleri olarak tanimlanmastir
[100]. Supermakrogdzenikli polimerik yapilar, yliksek su igerigi, toksik olmamasi,
kullanict dostu, hafif ve verimli dogasi gibi 6nemli avantajlara sahiptir. Tekrar
kullanilabilirlik ve kolay depolama da ek avantajlar sunar. Bu nedenle, bu malzemeler,
mekanik ve kimyasal dayanikliliklari, kolay tiretilmesi, mekanik dayanikliliklar1 ve
diisiik maliyetleri nedeniyle ilag tasima sistemlerinde kullanilabilir [100]. Kriyojeller,
terapotik ilaclarin lokal teslimi i¢in de uygun yap1 sunar. Yiiksek kan uyumlulugu ve
bozunmaya kars1 direng, bu malzemelerin miikemmel 6zellikleridir. Bu malzemeleri,
stirekli ilag tasima i¢in tiimore yakin biiyiik bir ila¢ dozu teslim etmek i¢in implant
sistemlerine iyi bir alternatif sunar. Ayrica, bu malzemeler ilacin toksik etkilerini

biiyiik 6l¢iide azaltir ve kemoterapinin terapotik etkisini artirr [101].

2.3.5.4 Biyoayirma ve Saflastirma

Biyoteknolojik uygulamalarin en 6nemli unsuru, fermantasyon karigimindan
veya hiicre pargalanma siipernatantindan hedef {iriiniin ayrilmasi ve saflastirilmasidir
[102]. Peptitler, biiyliik proteinler, membran parcaciklari, viriisler veya hiicre
organellesi gibi biyomolekiillerin etkili bir sekilde ayrilmasi i¢cin afinite temelli
adsorbentlerin belirli gereksinimleri karsilamasi gerekmektedir [103]. Ornegin,
pargaciklarin engelsiz taginimi igin biiyilk makro gozeneklere sahip olmalari
gerekmektedir. Islem sirasinda uzun siireli fiziksel ve kimyasal stabiliteye sahip olmali

ve temizlik ve arindirma siireglerinde zorlu kosullara dayanikli olmalidirlar [1].

Kriyojellerin benzersiz yapisal Ozellikleri, adsorpsiyon yetenekleri, hizli
diflizyon siireleri, ince yiizey filmleri ve diislik geri basinci gibi 6zelliklerinin sonucu
olarak kriyojeller, kromatografik adsorbent malzemeleri olarak biyoteknolojideki en
onemli uygulamalarindan biri olan ham ekstraktlardan ve fermentasyon karigimindan
proteinlerin ve peptitlerin ayrilmasi ve saflastirilmasi ¢alismalarinda tercih edilebilir
[104]. Kriyojel kromatografik malzemesi olarak, peptitlerin, proteinlerin,

niikleotidlerin, virlislerin, mikrobiyal hiicrelerin ve hatta memeli hiicrelerin
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kromatografik yontemlerle izolasyonu ve ayrilmasi gibi biyoayirma ve saflagtirmanin

neredeyse tiim alanlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir [105].

Sonug¢ olarak, kriyojellerin biyoteknolojik uygulamalari, biyomolekiillerin
ayrilmasi, saflastirilmasi, immobilizasyonu ve biyokataliz gibi bir dizi islemde 6nemli
avantajlar sunar. Bu malzemeler, biyoteknoloji alaninda daha etkili ve verimli
calismalar1 tesvik ederek ilag kesfi, biyofarmasotik iiretim ve gen terapisi gibi

alanlarda biiylik potansiyele sahiptir.

Kriyojellerin uygulama alanlar1

N

\ (
[ Doku miihendisligi Biyokatalizor ]
J |\
[ Hiicre kiilttra Kromatografi ]
N ( )
[ Ila¢ salim sistemleri Biyoayirma
J ve saflastirma
\

Sekil 2.5 Kriyojellerin Biyoteknolojik Uygulamalar1
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3. KROMATOGRAFiI

Kromatografi, analitik bir yontemi olup, bir karisim icindeki bilesenlerin
ayrilmasi ve tanimlanmasi i¢in kullanilan bir tekniktir. Bu teknik, bir mobil faz ve bir
sabit fazin etkilesimine dayanir. Mobil faz, 6rnekteki bilesenleri tasiyan bir akiskan
veya gazdir; sabit faz ise, Ornekteki bilesenlerin hareketini yavaslatan ve ayirma
stirecini saglayan bir materyaldir. Kromatografik ayrisma stireci, analitlerin mobil faz
icindeki hareketleri ve sabit faz ile etkilesimleri {izerine dayanir. Analitler, mobil faz
tarafindan tasinirken sabit fazla etkilesime girer ve bu etkilesimlerin giiciine bagh
olarak farkli hizlarda hareket eder. Analitlerin farkli hizlarda hareket etmesi, onlarin
ayrismasimi ve bu sekilde karigimdaki bilesiklerin tanimlanmasini ve miktarlarinin

belirlenmesini saglar [106].

Kromatografi terimi, Yunanca kokenli "chroma" (renk) ve "graphein"
(yazmak) kelimelerinden tiiretilmistir, Bu terim, ilk olarak Mikhail Tsvet tarafindan
1906'da, bitkilerdeki pigmentleri ayirmak i¢in kullanilan bir yontemi tanimlamak igin
kullanilmistir. Tsvet'in caligmalari, kromatografinin temel prensiplerini olusturmus ve

modern kromatografi tekniklerinin gelisimine Onciiliikk etmistir [107].

Giiniimiizde ise kromatografi, analitik kimyanimn temel bir arac1 olarak kabul
edilmektedir. Bilimsel ve endiistriyel alanlarda genis bir uygulama yelpazesine
sahiptir. {lag kesfi, kimyasal analiz, gida ve icecek endiistrisi, cevre analizi, biyokimya,

biyoteknoloji gibi bir¢ok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir [108].

3.1 Kromatografi Yontemlerinin Siniflandirilmasi

Kromatografi yontemleri farkli sekillerde siniflandirilabilir. Genellikle sivi
kromatografisi (LC), gaz kromatografisi (GC), iyon degisim kromatografisi (IEC),
boyut dislama kromatografisi (SEC) ve afiniti kromatografisi olmak {izere bes temel

kategoriye ayrilir [109].

Stv1 kromatografisi, bir siv1 fazin kullanildig1 bir yontemdir. Yiiksek basingl
stvi kromatografisi (HPLC) ve ince tabaka kromatografisi (TLC) gibi alt kategorilere

ayrilir. HPLC, yiiksek ¢oziliniirliik ve hassasiyet gerektiren analizlerde tercih edilirken,
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ince tabaka kromatografisi daha hizli ve basit analizlerde kullanilmaktadir. Gaz
kromatografisi ise, gaz fazinin mobil faz olarak kullanilmaktadir. Gaz halindeki
analitler, bir kolon i¢inde sabit faz olarak kullanilan bir matris iizerinde ayrigir. Gaz
kromatografisi, ugucu veya gaz fazinda olan bilesiklerin analizinde yaygin olarak

kullanilmaktadir [110].

Kromatografi diger bir yontem, iyon degisim kromatografisidir. Iyon degisim
kromatografisinde sabit faz olarak iyonik yiiklii gruplar i¢eren bir materyal kullanilir.
Bu yontemde, analitlerin iyonik yiiklere bagli olarak ayrilmasi saglanir. Pozitif veya
negatif yiikli iyonlar, sabit fazdaki iyonik gruplarla etkilesime girer ve birbirden

ayrilirlar [111].

Boyut dislama kromatografisi, bir jel matrisi veya gozenekli bir malzeme
kullanir. Analitler, molekiiler boyutlarina bagl olarak ayrisirlar. Biiylik molekiiller, jel
matrisinde daha hizli hareket ederken kiiciik molekiiller matris i¢cinde daha fazla

hapsedilir [112].

Biyomolekiillerin ayrilmas1 ve saflastirimasi i¢in uygulanan afiniti
kromatografisi onemli bir tekniktir. Afiniti kromatografide, analitlerin hedeflenen bir
hedef molekiile spesifik olarak baglanmasini saglayan bir ligand iceren sabit faz
kullanilmaktadir. Bu yontem, spesifik baglanma etkilesimi sayesinde analitin
ayrilmasimi saglar. Proteinlerin, enzimlerin ve biyolojik bilesiklerin saflastiriimast i¢in

yaygin olarak kullanilmaktadir [10].

Bu sekilde kromatografi yontemleri, analitlerin farkl 6zelliklerine ve hedeflere
bagl olarak kullanilan ¢esitli teknikleri icerir. Her yontem, belirli bir ayristirma veya

saflastirma ihtiyacini karsilamak i¢in benzersiz 6zelliklere sahiptir.

3.1.1 Afinite Kromatografisi

Uluslararasi Saf ve Uygulamali Kimya Birligine gore, afinite kromatografisi,
ornek icinde belirli analitlerin ayirilmas: ve analiz edilmesi i¢cin bir "biyolojik
etkilesim" kullanan bir s1vi kromatografisi teknigi olarak tanimlanmaktadir. Afinite

kromatografisi, iki molekiil arasindaki yiiksek derecede spesifik biyolojik etkilesime
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dayali olarak c¢ok sayida tiir iceren bir karisimdan bir molekiiliin veya molekiil
grubunun sec¢ici olarak saflastirilmasi icin kullanilan bir yontemdir [113]. Bu
yontemde, analit karigimi mobil faz olarak kullanilir ve sabit faz tizerindeki ligand ile
etkilesime girer. Ligand, hedef molekiille spesifik bir baglanma etkilesimi saglar, diger
bilesikler ise zayif veya hicbir etkilesim gostermezler. Bu etkilesim sayesinde, hedef
molekiil immobilize edilmis ligand iizerinde tutulurken diger bilesikler gecici olarak

gecerler [114].

Afiniti kromatografisi, proteinler, enzimler, DNA ve RNA gibi biyolojik
molekiillerin saflastirilmasi i¢in sik¢a kullanilan bir tekniktir. Proteinler, dogal olarak
bircok baska bilesikle hiicre sivisi ya da farkli bir ortam igerisinde bulunabilir. Afinite
kromatografisi, bir proteinin spesifik bir antikor veya diger molekiiler ligandla
etkilesimine dayanarak, proteinin diger bilesiklerden ayristirilmasini saglar [115]. Bu
yontem, yiiksek saflikta ve yiiksek verimlilikte protein eldesi saglayarak biyokimyasal

ve biyoteknolojik ¢alismalarda 6nemli bir ara¢ haline gelmistir.

3.1.1.1 Afinite Kromatografisinin Uygulanisi

Afiniti kromatografisinin uygulanmasi asagidaki énemli adimlari igerir:

1. Ligand Se¢imi: Hedef molekiil ile spesifik bir etkilesime girebilecek bir
ligandin seg¢ilmesi gerekmektedir. Ligand, hedef molekiiliin tantyici bolgeleriyle
uyumlu olmali ve giiclii bir baglanma saglamalidir. Ligand genellikle antikor, reseptor

veya baglanma proteininden olusur.

il. Sabit Faz Hazirlama: Secilen ligand, sabit faz olarak kullanilmak {izere
bir tasiyict matris veya ylizeye immobilize edilmelidir. Bu immobilizasyon, ligandin

hedef molekiilii secici olarak tutmasini saglar.

1il. Numune Hazirlama: Karmasik bir karisimdan hedef molekiil igeren
numune hazirlanir. Numune genellikle bir ¢6zelti i¢ginde bulunur ve mobil faz olarak

kullanilir.
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1v. Numunenin Uygulanmasi: Numune, immobilize edilmis ligand ile
temas ettirilir. Hedef molekiil, ligand ile spesifik bir etkilesim kurar ve immobilize

edilmis ligand tizerinde tutulurken diger bilesikler geger.

V. Yikama: Ilk adimda hedef molekiil disindaki diger baglanmayan
bilesiklerin uzaklastirilmasi i¢in bir yitkama adimi gerceklestirilir. Bu adim, spesifik
olmayan baglanma veya zayif etkilesim gosteren bilesiklerin sabit fazdan

uzaklastirilmasini saglar.

Vi. Eliisyon: Hedef molekiiliin immobilize edilmis ligand ile olan bagmin
kirilmasi ve saflastirilmis hedef molekiiliin elde edilmesi i¢cin bir eliisyon adimi

gergeklestirilir [10,116].

3.1.2 Afinite Kromatografisi Yontem Cesitleri

Afinite kromatografi, ¢esitli alt tiirleriyle bilinir. Bunlar arasmda Immobilize
Metal Afinite Kromatografisi (IMAC), Metal Oksit Afinite Kromatografisi (MOAC),
Boronat Afinite Kromatografisi (BAC), Protein A Afinite Kromatografisi (PAAC),
Boya-Ligand Afinite Kromatografisi (DLAC), Hiicre Yakalama Afinite
Kromatografisi (CAC) ve Pseudospecifik Ligand Afinite Kromatografisi (PLAC)
bulunmaktadir. Son zamanlarda, toplu uygulamalarda ve kolonlarda kullanilan sabit
fazlar ile ilgili 6nemli gelismeler kaydedilmistir. Bu gelismeler, analitik amaclarla
numunelerin  hazirlanmast  ve  karmasik numunelerden  biyomolekiillerin

saflastirilmasini hedefleyerek 6zel olarak tasarlanmigtir [117].

3.1.2.1 immobilize Metal Afinite Kromatografisi

Immobilize meta afinite kromatografi ydnteminde, proteinlerin adsorpsiyonu,
immobilize edilmis bir metal iyonu ile proteinlerin yiizeyinde bulunan elektron verici
gruplar arasindaki etkilesime dayanir. Elektron vericileri (ligantlar) Lewis bazlar1 ve
elektron alicilar1 (metal iyonlar1) Lewis asitleridir. Bir elektron vericisi ¢ok sayida
elektrona sahip oldugunda ve bir metale baglandiginda, gii¢lii bir selat bagi olusturur.

Proteinlerin yiizeyinde histidin, triptofan ve sistein olarak bilinen ve IMAC
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kolonundaki metal iyonuna karst bir afinitesi olan birka¢c molekiil bulunur. Her
proteinin farkli sayida baglanma birimi oldugundan ve baglanma birimleri molekiiliin
yiizeyinde esit araliklarla olmadigindan, uygun kosullarin secilmesi baglanma
afinitesinin optimize edilmesini saglar ve aywrma saglanabilir. IMAC nin ayirma
prensibi, proteinlerin veya diger biyomolekiillerin immobilize edilmis metal iyonlarma
olan farkli baglanma affinitelerini kullanarak ayirma islemi gergeklesir [118].
Kromatografik destek lizerine baglanmis olan selatlastirici bilesiklerindeki elektron
verici atomlar (N, S ve O), metal iyonlarmi koordine ederek metal selatlar
olusturabilir. Genellikle, metal koordinasyon bolgelerindeki yer alan su veya tampon
molekiilleri, protein ylizeyindeki elektron verici gruplarla yer degistirebilir [119]. Bu
immobilize metal iyonlari, 6rnek i¢indeki hedef molekiillerle secici olarak etkilesime
girer ve diger bilesenlerin uzaklastirilmasini saglar. Ardindan hedef molekiiller, uygun

kosullar altinda immobilize metal iyonlarindan ayristirilir ve toplanir [120].

IMAC, protein saflastirma, analiz ve biyomolekiiler arastirmalarda yaygin
olarak kullanilan bir tekniktir. Metal iyonlarinin immobilize edildigi matris, baglanma
ve eliisyon kosullari, analiz edilen hedef molekiil ve kullanilan metal iyonuna bagl
olarak optimize edilir. Bu yontem, biyolojik 6rneklerin karmasikligini azaltarak, hedef
molekiillerin yiiksek saflikta saflastirilmasini saglar ve biyokimyasal ¢aligmalarda

onemli bir arag olarak degerlendirilir [121].

1.E Ba{{lanma
Yikama

gsb’ 3.E Eliisyon
n tﬁ
%F’ S¢
m:.:’u
) Terget Hedef Protein ngand < &

\ffini
%o‘h“‘ Spesifpik ‘.n;‘ Ligand immobilize edilmis

olmayan kromatografi dolgu madesi
protein

Hedef protein alinmasi

Sekil 3.1: Afinite Kromatografisi Genel prensibi
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IMAC yonteminde, ligand olarak nitrilotriasetik asit (NTA) ve immobilize
metal olarak Ni** iyonlar1 kullanmak yaygmdir [122]. Iminodiasetik asit (IDA) veya
1,4,7-triazasiklononan (TACN) gibi diger ligandlar kimyasal olarak benzerdir, ancak
komplekslesme bolgelerinde farklilik gosterir [123]. Sonug¢ olarak bu reaksiyon,
immobilize metal iyonlariyla baglanmayi ve etkilesimi etkiler. Cu?’, Zn*" ve Co*" gibi
diger metal iyonlari, farkli baglanma kuvvetleri ve segicilik sunabilir. Ozellikle Cu**
ve Zn*", Ni** ve Co?"dan daha diisiik toksisiteleri nedeniyle Ni'ye degerli

alternatifler olacaktir [124]. tris(karboksimetil) etilendiamin (TED) en yaygin metal

selatlayici ajanlardan bir tanesidir [125].

IMAC, Histidince zengin proteinleri saflastrmak icin de olduka etkili
kullanilan bir yontemdir. Histidin, igerdigi imidazol halkasindaki elektron verici
gruplar nedeniyle immobilize metal iyon igeren matrislerle (6rn. Co>", Ni**, Cu*" ve
Zn*") giiclii etkilesimlere sahiptir. Sonunda, histidin-etiketli proteinler, eliisyon
tamponunun pH'm1 veya imidazol derisimini degistirerek ayrilabilir [126].Bunlarin
yani sira, amino asit temelli monomerler, 6rnegin N-Metakriloil Histidin gibi
monomer, i¢erdigi histidin sayesinde pseudo-spesifik ligand olaraka ffinite 6zelligi
gosterebildigi hibi, sahip oldugu imidazol halkasi sayesinde metal iyonlariyla oldukga
giiclii koordine kovalent baglar yaparak metal iyonlarinin kuvvetli bir sekilde
immobilizasyonuna olanak saglar, boylece bir¢ok biyolojik molekiiliin ayrim ve

saflastirma calismalarinda uygulanmaktadir [127,128].
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4. SIGIR SERUM ALBUMIN

Serum albiiminlar kan plazmasindaki proteinlerin en bol olanlaridir ve
albiimin, serum albiimin ailesinde en ¢ok ¢alisilan proteinlerden biridir [129]. Serum
alblimin, viicutta karaciger tarafindan iiretilen ana plazma proteinlerinden biridir. Kan
dolasimindaki en bol bulunan ¢oziiniir protein olmasi nedeniyle, ozmotik basincin ve
kan pH'sinin diizenlenmesinde ¢ok énemli bir rol oynar. Homeostazin (i¢ dengenin)
korunmasinda kritik rol oynar ve viicutta pek ¢ok islevleri bulunmaktadir [130]. Serum
albliminin hiicre kiiltlirii, bloklama ajanlar1 ve protein baglanmasi yani siria,
farmasotik ilaglarm tasinmasinda da kullanilir. Albiiminler metal iyonlari, toksinler ve
metabolitlerin baglanip tasinmasi, kan damarlarinin ozmotik basimcinin diizenlenmesi
gibi kritik fonksiyonlarina da sorumludur [131]. Serum albiimini, sadece biyokimyasal
testlerde standart protein, hiicre kiiltiirii ortamlarinda besin kaynag1 ve biyoanalizlerde
bloklama ajani olarak degil, ayn1 zamanda ilag tasima uygulamalarinda da dnemli bir
rol oynar. Ilaglarm hedef dokulara etkin bir sekilde ulastiriimasinda serum albiimini
kullaniglt bir tasiyic1 molekiil olarak hizmet vermektedir [132]. Serum albiimin, diger
proteinleri ¢ozeltide stabilize edebilme yetenegi nedeniyle siklikla farmasotik
iirlinlerin yardimci bileseni olarak kullanilir. Ayrica serum albiimin yanik hastalarinda,
kanama, yetersiz beslenme bozukluklar1 ve organ yetmezligi gibi durumlarda terapotik
amacli kullanilabilmektedir [130,133]. Serum albiimin bir ka¢ ¢esidi vardir. Insan
serum albiimin (HSA), sigir serum albiimin (BSA), kdpek serum albiimin (DSA) ve

rat serum alblimin (RSA) en yaygin kullanilan tiirlerdir.

4.1 Sigir Serum Albuminin Yapisal Ozellikleri

Sigir serum albiimin (BSA) ve insan serum albliimin amino asit dizilimleri
arasinda yaklasik %76 oraninda benzerlik vardir [134]. BSA, tek bir polipeptid zinciri
olan asidik bir proteindir ve memelilerin viicut sivilar1 ve dokularinda bol miktarda
bulunur. BSA, olduk¢a uzun bir yar1 émre sahip olan globiiler bir proteindir ve yar1
omrii 19 giindiir [135]. BSA molekiilii 583 amino asitten olusur, tek bir zincir halinde
baglanmis ve 17 sistein kaltilar1 (sekiz disiilfiir bag1 ve bir serbest siilfit grubu) ile
capraz baglanmistir, ve molekiiler agirligi 66400 Dalton'dur. Amino asit zinciri,

disiilfiir baglar1 tarafindan dokuz loba boliinmiis {i¢ benzer ama yapisal olarak farkl
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domain (I, II ve IIT)'den olusur ve kalp seklindeki bir molekiil olusturur. Her domain,
A ve B olmak iizere iki alt-domainden meydana gelir. Proteinin ikincil yapist agirlhikl
olarak (%74) a-heliks yapisindadir, geri kalan polipeptit zinciri ise doniigler, uzatilmig

veya alt-domainleri arasindaki esnek bolgelerde yer alirlar [136].

BSA'nm karakteristik yapisal 6zelliklerinden biri, triptofan, metiyonin, glisin
ve izoldsin igeriginin diisiik olmasi, buna karsm glutamik asit ve lizin gibi 1yonik
amino asitlerin bol miktarda bulunmasidir. Iyonlagms bu kalntilari, proteinin ndtr
pH'da molekiil bagina 185 iyon yilike sahip olmasmna ve dolayisiyla yiiksek
¢cOziiniirligline katkida bulunur. BSA, bir globiiler glikozilasyonu olmayip;
karbonhidrat gruplarini eksik olan nadir kan plazmasi1 proteinlerinden biridir, ¢linkii

karacigerde protez gruplari veya diger katki maddeleri olmadan sentezlenir [137].

Sekil 4.1: BSA’nin {i¢ boyutlu yapis1 [130]

4.2  Sigir Serum Albuminin Biyolojik Fonksiyonlar

Sigir serum albiimin (BSA), birgok biyolojik fonksiyona sahip olup, ¢cok yonlii
bir proteindir. Birgok endojen ve eksojen bilesik (ilaglar, hormonlar, yabanci maddeler
ve yag asitleri dahil olmak iizere), kan dolagimina girdikten sonra, serum albiiminleri
ile kompleks olusturarak tasirlar. Bu protein sinifi, ayn1 zamanda kolloid osmotik kan
basincina ve kan pH'sinin korunmasma da katkida bulunur, ancak albiiminlerin en

onemli Ozelligi, farkli bilesiklere geri doniisiimlii olarak baglanabilmeleridir [138].
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Serum albiimin, plazma igindeki hidrofobik ilaglarin ¢éziiniirliigiinii artirir ve ilaglarin
dolagimini, metabolizmasini ve etkinligini de etkiler [139]. Serum albiiminleri ayrica,
memelilerdeki Ca™ ve Mg iyonlasmis veya biyolojik olarak aktif derisimlerinin

kontroliinde de rol oynamaktadir [140].

Ilaglarin  plazma proteinlerine olan baglanma affinitesi, ilacin kan
dolasimindaki derisiminin ve biyolojik etkisini dogrudan etkilemesi bilinmektedir.
Genellikle, zayif protein baglanmasinin etkisi kisa omiir veya zayif dagilim ile
sonuglanirken, giiclii baglanma ise ilag derisiminde azalmaya neden olur; c¢iinkii

farmakolojik aktivite gosteren ilacin baglanmamis kismidir [141].

BSA ayrica antioksidan etkiye sahiptir. Oksidatif stres ile iliskili serbest
radikalleri notiirlestirerek hiicrelere koruma saglar. Bu, hiicre hasarmin 6nlenmesine
yardimc1 olur ve genel saglik durumunu destekler. Bagisiklik sistemi destegi de
BSA'nin 6nemli bir islevidir. BSA, bagisiklik sistemi hiicrelerinin uygun fonksiyon
gosterebilmesi i¢in gerekli olan besinleri ve sinyal molekiillerini tasir. Bu, bagisiklik
tepkilerinin etkinligini artirir ve enfeksiyonlara kars1 koruyucu bir rol oynar [142].
BSA, amino asit kaynagi olarak da gorev yapar. Hiicre biiyliimesi, onarimi ve yeniden

yapilanmasi i¢in gerekli olan amino asitlerin saglanmasinda 6nemli bir rol oynar [143].

Bu sekilde, BSA'nin ¢cok yonlii biyolojik fonksiyonlari, viicutta ¢esitli stireclere
katkida bulundugunu ve farmasotik arastirmalarda ilag tasima ve etkilesim

calismalarinda siklikla kullanilan bir protein oldugunu gostermektedir [144].

4.3  Sigir Serum Albumin ile Metal Komplekslerin Etkilesimi

Metal komplekslerinin BSA ile etkilesimi, biyolojik sistemlerde 6nemli bir
konudur. BSA, c¢ok c¢esitli endojen ve ekzojen bilesikleri tasiyabilen ve farkli
fonksiyonlara sahip bir proteindir. Metal gruplariyla kompleks yapmis BSA’nin,
dagilimi, tasimnmasi, metabolizmas: ve biyolojik aktivitelerini 6nemli 6lgiide
etkileyebilir. Bu etkilesimler, metal komplekslerinin yapisal o6zellikleri, yiikleri,
lipofilisiteleri ve koordinasyon dzellikleri gibi faktérlere baghdir. Ornegin, pozitif

yiiklii metal kompleksleri, negatif yiiklii aminoasit kalmtilarina (aspartat ve glutamat)

28



giiclii elektrostatik etkilesimler kurarken, hidrofobik metal kompleksleri de BSA'nin
hidrofobik bolgelerine baglanabilir [145].

Metal komplekslerin BSA'ya baglanmasi, komplekslerin ¢oziiniirliiglin,
stabilitesini, hiicre i¢i tasinmasini1 ve hedef bdlgelere ulagsmasini etkileyebilir. Bu
etkilesimler, metal komplekslerinin biyolojik sistemlerdeki dagilimi, metabolizmasi
ve toksisitesi tizerinde kritik rol oynar. Ayrica, metal komplekslerinin BSA ile
etkilesimi, bu proteinlerin yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerinde de degisikliklere
neden olabilir. Ornegin, metal baglanmasi, BSA'nin ikincil ve iigiinciil yapisini, enzim
aktivitesini veya antioksidan ozelliklerini etkileyebilir [146]. Bu nedenle, metal
kompleksleri ile BSA arasindaki etkilesimlerin anlasilmasi, metal komplekslerinin
biyolojik sistemlerdeki davranislarin1 anlamamiz ve ilag gelistirme calismalarinda
kullanilmalar1 i¢in 6nemlidir. Bu tiir ¢aligmalar, metal komplekslerinin terapotik
potansiyellerinin daha iyi degerlendirilmesine ve Ongoriilebilirliginin artirilmasina

katki saglamaktadir [147].

4.4 Sigir Serum Albuminin Kullanim

BSA, kiiclik, kararli ve nispeten reaktif olmayan bir plazma proteindir.
BSA'nin benzersiz fizikokimyasal 6zellikleri, onu cesitli biyokimyasal ve tibbi
uygulamalarda yaygm olarak kullanilan 6nemli bir molekiil haline getirmektedir.
ELISA (Enzime Bagl Immiinosorbent Analiz), immiinoblot ve immiinohistokimya
gibi cesitli biyokimyasal uygulamalarda mevcuttur [148—150]. Immiinohistokimya
(antijenlerin hiicrelerde taninmasi i¢in antikorlarin kullanildig: siire¢) sirasinda, doku
kesiti tipik olarak spesifik olmayan baglanma bélgelerini bloke etmek i¢in BSA
bloklayicilar ile inkiibe edilir. Bu islem, antikor-antijen baglanmasmin spesifitesini
ve duyarliligin artirir. BSA, hiicre kiiltiirii ortamlarina eklenerek hiicre biiyiimesi ve
cogalmasini destekler [150-152]. Enzimleri stabilize etmek, protein miktarini
belirlemek ve ilag dagitimi i¢in nanopartikiil tagiyicilar sentezlemek i¢in yaygin olarak

kullanilmaktadir [153,154].
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5. ANTIMIKROBIAL JELLER

Tibbi uygulamalar i¢cin yeni biyomalzeme gelistirme ihtiyac1 giderek
artmaktadir. Uygun yapisal 6zelliklere sahip modifiye biyomateryallerin kesfi, farkl

biyomedikal disiplinlerde kullanim i¢in 6nem kazanmaktadir.

Antimikrobiyal ajanlar arasinda, polimerik jeller antibiyotiklere iyi bir
alternatif olabilir. Bunun nedeni, polimer jellerin ¢coklu biyolojik islevlere sahip olmas1
ve biyolojik uyumluluk gdstermesidir. Boylece polimer jeller, antimikrobiyal
aktivitelerinin yani sira vicut ile uyumlu olma 06zelligi sergileyebilmektedir.
Hidrojellerin yapis1 gozenekli, olduk¢a esnektir ve belirli miktarda su tutar. Bu
ozellikler nemli ve canli bir viicut dokusu benzeri ortam saglar ve dolayisiyla onu
biyomedikal uygulamalarda kullanilmak iizere uygun bir biyomalzeme haline getirir

[155].

Antimikrobiyal 6zellikler gosteren hidrojeller modifiye edilmis tiiriine
antimikrobiyal hidrojel denir. Antimikrobiyal kriyojelin antimikrobiyal 6zellikleri,
antimikrobiyal monomerlerin/polimerlerin kalitimindan veya metal nanopartikiil,
metal oksit, antibiyotikler ve diger sentetik ilag molekiilleri gibi antimikrobiyal

ajanlarm dahil edilmesiyle olusur [156].

Antimikrobiyal hidrojeller, ¢esitli biyomedikal uygulamalar i¢in énemli bir
biyomalzemedir. Antibiyotiklerin asir1 kullanim1 nedeniyle bakteriler antibiyotiklere
kars1 savunmak igin alternatif bir mekanizma gelistirir. Ila¢ ve biyomedikal alanlar ilag
direnci sorunuyla karsi karsiya kaldikca antimikrobiyal hidrojele daha fazla ilgi
gosterilmistir. Bu nedenle antibiyotik direnci, farmasdtik ve biyomedikal bilim i¢in
ciddi bir sorun haline gelir. Son birkag yildir biyomedikal arastirmacilar,
antibiyotiklere uygun bir alternatif sagladig1 ve hidrojelin antimikrobiyal malzemesi
esas olarak mikroplarin hiicre zarna etki ederek onlar1 yok ettigi i¢cin mikroplara kars1
diren¢ gelistirme sansi sagladigi i¢in antimikrobiyal hidrojele daha fazla dikkat
etmektedir. Bdylece, insan viicudunda ciddi yan etkilere neden olan bir¢ok
antibiyotigin yerini basariyla alir. Antimikrobiyal hidrojel, mikroorganizmanin hiicre
zarin1 hedef alir ve onu yok eder. Bu benzersiz hiicre lizis mekanizmasi nedeniyle,

mikroplar nadiren antimikrobiyal hidrojele kars1 direng gelistirebilirler [157].
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Nisasta, seliilloz, kitosan ve peptitler gibi dogal polimer bazli hidrojellerin
antimikrobiyal 6zelliklerinin kesfi ile bu tiir malzemelere giderek artan bir ilgi vardir.
Ayrica, dogal polimerler, kitosan, modifiye edilmis katyonik veya anyonik nisasta,
seliloz ve peptit gibi antimikrobiyal oOzellikleri devamini getirmis olarak ve

antimikrobiyal ozellikler sergiler [158].

pH, sicaklik, 151k vb. gibi dis uyarimlara verilen tepkiler lizerine ¢aligilan ve
biyomedikal uygulamalarda yaygin olarak kullanilan c¢esitli akilli antimikrobiyal
hidrojeller sentezlenmistir. pH'a duyarl hidrojeller, biiyiik 6l¢iide ila¢ dagitiminin
kontroliinde kullanilir ¢linkii dis pH'a yanit olarak suyu emer ve yutar, hidrojelin ilac1

belirli bir alanda salmasini kolaylastirir [159].

Fotoaktif hidrojeller, antimikrobiyal aktivitelerini 151k varliginda gosterir ve
antimikrobiyal pansuman, yara iyilestirme ve antimikrobiyal gida kaplamasi hazirlama

gibi ¢esitli uygulamalarda kullanilir [160].

Ayrica, milkemmel su emme ve sisme Ozelliklerine sahip antimikrobiyal

hidrojeller, tarimsal kullanim i¢in ortaya ¢ikan yumusak malzemelerdir [161,162].

5.1 Hidrojellerin Antibakteriyel Mekanizmasi

Antibakteriyel ajanlar, hedef aldiklar1 bakteri tiiriine gore farkli mekanizmalar
araciligiyla bakterileri dldiirebilirler. Ornegin, hiicre duvar1 veya zarmin bozulmasi,
oksidatif stres olusturulmasi, besin kaynaklarmin engellenmesi gibi ¢esitli yollarla
bakterilerin eliminasyonu saglanabilir. Ayrica, 151k destekli antibakteriyel 6zellikler de
polimer jellerde goriilebilir. Bu durumda, jel matrisine eklenen fotoaktif bilesikler, 151k

uygulamasi ile reaktif oksijen tiirevleri tiretebilir ve bakterileri 6ldiirebilir [163].

Cogu dezenfektan ve antibakteriyel ajan, temas yoluyla veya bakteriyel
hiicrenin gismesi sonucu patojenleri d1diiriir. Ayrica, bakterilerin besin kaynaklarini da
yok ederek ¢ogalmalarini dnleyebilirler [164]. Antibakteriyel polimerler tipik olarak
ilk yontemle, yani ¢oklu adimlar iceren bir mekanizma ile bakterileri oldiiriir. Ilk
asamada, polimerik malzeme bakteriyel hiicre duvarina yapigsmalidir. Cogu bakteri

yiizeyinin negatif yiiklii olmasi nedeniyle, polimerik katyonlarin adsorpsiyonu,
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polimerik anyonlara gore daha etkili olabilir. Daha sonra, antibakteriyel ajanlar hiicre
duvarma difiize olmal1 ve sitoplazma membrani tarafindan emilmelidir. Daha diistik
molekiil agirligina sahip bazi kiiglik antibakteriyel molekiiller, diflizyon asamasinda
daha hizli ilerler, ancak antibakteriyel polimerler tarafindan adsorpsiyon daha
verimlidir. Son olarak, sitoplazma membranmnin bozulmasi ve sitoplazma

bilesenlerinin disar1 sizmasi hiicre 6liimiine yol acar [165,166].

Ozetle, antibakteriyel polimerler, hiicre duvarma adsorpsiyon, antibakteriyel
ajanlarin diflizyonu ve sitoplazma membraninin bozulmasi gibi ¢oklu adimlar iceren

bir mekanizma araciliiyla bakterileri oldiiriirler.

5.2  Kiriyojellerin Antibakteriyel Aktivitesi

Daha 6nce de bahsedildigi gibi, dogal olarak antimikrobiyal 6zelliklere sahip
hidrojeller, bakterilerle fiziksel temas halinde bakterileri 6ldiirmek i¢in 6nemli bir
potansiyel gostermektedir. Bu polimerler, katyonik yapilar1 nedeniyle bakteriyel hiicre
duvarina niifuz edebilir ve hiicre Oliimiine yol agabilirler. Bununla birlikte, bu

polimerik jellerin sert yapis1 nedeniyle, uygulama alanlar1 smirhdir [167].

Kriyojellerin, geleneksel hidrojellere gére onemli avantajlar sunar. Yiiksek
derecede birbirine bagli gozenekli yapilar1 sayesinde, kriyojeller yiliksek sigme
kapatesi ve iistiin mekanik 6zelliklere sahiptir. Kriojellerin antimikrobiyal 6zellikleri
lizerine yapilan ¢aligmalar, bu jellerin antimikrobiyal aktivitesinin, polimerin metal,
iyonik sivilar veya ilaglar gibi diger bakterisidal maddelerle kombinasyonundan
kaynaklandigmni gostermektedir [168,169]. Bu platformlarin  antimikrobiyal
aktivitesine ragmen, salinan metal ve ilaglar gibi maddelerin biyolojik ve cevresel
kontaminasyon riski bulunmaktadir. Kryojel temelli antibakteriyel platformlar, yeterli
antibakteriyel etkinlik i¢in ek antibakteriyel ajanlarla (6r. Antibiyotikler)
modifikasyona ihtiyag duymaktadir [170]. Ancak, antibiyotiklerin kullanilarak
antimikrobiyal aktivitenin artirilmasi, ilag direnci gibi 6nemli bir dezavantaja sahiptir.
Bu nedenle, biyomedikal uygulamalarda, antibiyotik olmayan bir yonteme acilen

ihtiya¢ duyulmaktadir [29].
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6. DENEYSEL BOLUM

6.1 Kimyasal Reaktifler

BSA ve kriyojellerin hazirlanmasi i¢in kullanilan kimyasallar; ana monomer
(2-Hidroksietil metakrilat, HEMA), fonksiyonel monomer (glisidil metakrilat, GMA)
ve capraz baglayici (etilen glikol dimetakrilat, EGDMA), baslatici, amonyum persiilfat
(APS), redoks cifti, N, N, N’, N'-tetrametilen diamin (TEMED) ve yiizey aktif madde
(sodyum dodesil stilfat, SLS) Sigma-Aldrich'ten (St. Louis, ABD) temin edildi. Tiim

kullanilan kimyasallar analitik safliktadir. Tiim deneylerde, distillenmis su kullanildi.

6.2  Kriyojellerin Hazirlanmasi

poliHEMA-GMA) kriyojellerinin hazirlamasinda literatiirde yer alan sentez
prosediirii uygulanmistir [171]. Buna gore, HEMA ve GMA'dan olusan
stipermakrogdzenekli poliHEMA-GMA) kriyojeli kismen dondurulmus kosullar
altinda c¢apraz baglayict EGDMA varliginda kopolimerize edilerek olusturuldu. Bu
amaca ulasmak i¢in, 2,25 mL HEMA ve 0,50 mL GMA'y1 3,25 mL deiyonize suda
cozerek bir monomer fazi hazirlandi. Es zamanh olarak, EGDMA (1,2 mL) ve SDS
(0,5 g), 12,8 mL suda c¢oziilerek hazirland1 ve ¢apraz baglayici fazi olusturuldu.
Ardindan, her iki faz birlestirildi ve bellli bir siire karistirilmaya birakildi. Elde edilen
karigim belli bir siire +4°C’de sogumaya birakildi. Daha sonra, reaksiyon baslaticisi
olarak 20 mg APS ve reaksiyon hizlandirics: olarak 30 uL TEMED ¢ozeltiye ilave
edlip, reaksiyon karigimi yaklasik 1 dakika boyunca karistirildiktan sonra hizlica 5 mL
hacimli ve 0,8 cm i¢ capli, plastik siringaya aktarildi. Swringada bulunan
polimerizasyon ¢ozeltisi ise 24 saat boyunca buzlukta dondurulmaya tabi tutuldu. 24
saatin ardindan buzluktan ¢ikarilan kriyojeller oda kosullarina getirilerek once, freeze-
thawing islemine tabi tutuldu. Daha sonra ise herhangi bir safsizlik ya da reaksiyona
dail olmamis polimer Onciillerinin reaksiyon ortamindan uzaklastirilmas: amaciyla
kriyojeller distillenmis su ile birka¢ kez yikandiktan sonra kullanilmaya hazir olana

kadar deney kosullarina uygun tampon ¢ozelti ile sisirilmis halde tutuldular.
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6.3  Metlal Selatlastirici Ligand Immobilizasyonu ve Metal Iyonu

Yiiklemesi

Kriyojellerin immobilize metal affinite kromatografisinde kullanim
Ozglinliiglini arttirabilmek icin, GMA monomerinin epoksi gruplar1 bazik ortamda
NVF molekiillerinin fonksiyonel amino grubuyla reaksiyona sokularak metal affinite
ligandi, kimyasal olarak polimerik kriyojel matriksine tutturulmus oldu (poliHEMA-
GMA)-NVF). Kriyojeller bu asamada 2 saat boyunca 1 M sodyum hidroksit ¢ozeltisi
ile 6n isleme tabi tutuldu. Ardindan, kriyojel, 1 saat boyunca secilen pH tamponu
iceren ¢ozelti kriyojel kolonlardan gecirilerek polimerlerin dengeye gelmesi saglandi.
Immobilizasyon amactyla derisimi 10 mg/mL olan NVF'Nin sulu ¢dzeltisi, 24 saat
boyunca peristaltik bir pompa (Watson Marlow, 400B Serisi, Falmouth, Ingiltere)
kullanilarak 6 saat boyunca kriyojel kolondan gecirildi. Bu islemin sonrasinda ise
hazirlanan 1000 ppm derisimli metal iyonu ¢ozeltileri kriyojel kolondan gegirilerek

metal iyonu yiiklemesi tamamlanmis oldu.

6.4  Kiriyojellerin Karakterizasyonu

6.4.1 Kiriyojellerin Fiziksel Krakterizasyonu

6.4.1.1 Jellesme Verimi

Kriyojellerin jellesme verimliligi (G) Esitlik 5.1°deki bagmntiya gore
hesaplanmistir. Buna gore, kriyojeller ilk olarak kurutulmus ve tartimi alimmustir (Wp).
Ardindan ise polimerizasyona dahil olan monomerlerin toplam Kkiitlesine (Wt )

oranlanarak G degeri hesaplanmustir.

G=22 %100 (5.1)
W.

t
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6.4.1.2 Su Tutma Davramslan

Kriyojellerin su tutma davraniglari ayn1 zamanda su igerisinde bekletilerek
yapilan sisme testi sonucunda hesaplanmistir. Sisme derecesi (S.D.), sisme orani
(S.R.), makrogozeneklilik (M), gbzeneklilik (P), gozeneklilik hacmi (P.V.) asagidaki

esitlikler araciligiyla hesaplanmistir.

S.D.= va—D (5.2)
S.R.="""2 100 (5.3)
Wp
M%) = 22 % 100 (5.4)
W,
_W-wp
P (%) = r— (5.5)
P.V. (%) = "2 (5.6)
Wp

Iki saat siire boyunca su igerisinde bekletilen kriyojelin kiitlesi (W), suda
bekletildikten sonra mekanik sikistrma yontemi ile gozeneklerindeki su
uzaklastirilmig kriyojelin kiitlesi (W2), kurutulmus kriyojelin N-Hekzan icerisinde

bekletildikten sonraki kiitlesi ise (W3) olarak sembolize edilmistir.

6.4.1.3 Kriyojellerin Mekanik Dayamkhhk Testi

Kriyojellerin mekanik dayanikliligini test etmek amaciyla gerceklestirilen
deneyde, kriyojeller ilk olarak kurutularak tartilmistir (Wp ). Buna karsilik, distillenmis
su icerisinde sismeye birakilan kriyojeller, 24 saat boyunca dakikada 250 rpm hizda
karistirilmaya birakildi. Bu islem sonucunda kriyojeller sulu ortamdan c¢ikarilarak
tekrar kurutulmus ve kuru haliyle tekrar tartim alinmistir (Ws). Bu islemlere bagl
olarak kriyojellerin mekanik dayaniklilik testi sonucu (ST) asagidaki esitlik yardimi
ile hesaplanmustir.

_Ws
= .

ST (5.7)
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6.4.1.4 Kriyojellerin Yogunluklarinin Tespiti

Kriyojellerin yogunluklarmin tespitinde ilk olarak numunelerin boyutlari,
hacimlerinin belirlenebilmesi amaciyla kullanildi. Elde edilen veriler ile birlikte
silindirik boyutlardaki kriyojellerin hacimlerine gore 1slak-kuru agirlik orani sayesinde
kriyojel numunelerin 1slak ve kuru yogunluklar1 ayr1 ayr1 elde etmek icin Esitlik 5.8
araciligiyla hesaplandi.

_ w
p= (mr2H)

(5.8)

Bu esitlikte, “p” yogunluktur (g/cm3), “W” kriyojel numunesinin agirhgidir

(g). Bununla birlikte “r” kriyojelin yar1 ¢ap1 (cm) ve “H” numunenin kalinligidir (cm).

6.5  Kiriyojellerin Kimyasal Karakterizasyonu

6.5.1 FTIR-ATR Analizi

Fonksiyonel grup analizi amaciyla kriyojeller FTIR analizine tabi tutulmustur.
Kurutulmus kriyojeller ATR (Nicolet iIS10 ATR-FTIR, Thermo Scientific, Madison,
WI, ABD) probu iizerine yerlestirilerek 500-4500 cm™ frekans araligmda FTIR
spektrumlar1 elde edildi.

6.5.2 Yiizey ve Gozenek Morfolojisi

Kriyojellerin yiizey ve gozenek morfolojisi Alan Taramali- Elektron
Mikroskopisi(FE-SEM) (ZEISS GeminiSEM 500) ile analiz edildi. Kurutulan
kriyojeller, FESEM numune tutucusu iizerinde molekiiler altin-paladyum karigimi ile
15 dakika siireyle kaplandi ve ardindan kriyojellerin ¢esitli biiylitmelerde FESEM

goriintiileri elde edildi.

6.5.3 Elementel Analiz
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Kriyojellerin element i¢eriklerinin belirlenmesi amactyla EDX analizi yapilmis
olup, 6zellikle metal iyonlarinin immobilize oldugunu desteklemek amaciyla bu teste
bagvurulmustur. Kriyojellerin (poliHEMA-GMA) ve poliHEMA-GMA)-NVF)
yapisinda yer alan komonomerlerin yiizdece karbon ©, oksijen (O) ve (N) i¢eriklerinin
yanisira Cu ve Zn elementlerinin varligi belirlenmistir. Bu amagcla kriyojellerin EDX

analizleri (Quorum, Q150R) cihaziyla gergeklestirilmistir.

6.5.4 Termogravimetrik Analiz

Artan sicaklik ve zamana bagh olarak kriyojellerin kiitle degisimleri
termogravimetrik analiz (TGA) yontemiyle arastirildi. Yaklagik 10 mg kurutularak toz
haline gelen kriyojel numunelerinin artan sicaklik derecelerine karsi stabilitesi
Termogravimetrik Analizor cihaz1 (DTG 60 H — DSC 60, Shimadzu, Japonya) ile azot
gaz1 atmosferinde 25-800°C sicaklik araliginda, 100 mL/dak akis hizinda, 1sitma hiz1
10°C/dk olarak tayin edildi.

6.6  Kiriyojellerin Adsorpsiyon Performansi

Model protein olarak BSA’nin tercih edildigi tiim adsorpsiyon caligmalari
peristaltik pompa (Pumpdrive 5201, Heidolph) araciligiyla siirekli sistemde ($ekil 5.1)
polimerik kriyojel kolonlarla gergeklestirilmistir. Cu®* ve Zn** iyonlarmin immobilize
edildigi kriyojeller icin BSA adsorpsiyonu i¢in en uygun ve maksimum performans
gosterecegi ¢alisma kosullar1 pH, akis hizi, baslangic derisimi taramasi, sicaklik, akis
hizi, iyonik siddet etkisi ve sicaklik ¢aligmalari ile belirlendi. Bradford yontemini
kullanarak 595 nm dalga boyunda absorbans degerleri 6l¢iilerek BSA konsantrasyonu
belirlendi. (Denklem 5.7) adsorbe edilmis BSA derisiminin hesaplanmasi i¢in
kullanildi.

Q:%xv (5.8)

Q, kriyojelin birim kiitlesi (mg/g) lizerinde adsorbe edilen BSA miktaridir; c;

ve cr, sirastyla baslangic ¢ozeltisindeki ve belirli bir siire sonraki sulu fazdaki BSA
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derisimleridir (mg/mL). Ayrica V, sulu fazin hacmidir (mL); ve m, kullanilan
kriyojelin kiitlesidir (g).

Sekil 6.1: Adsorpsiyon ¢alismalarinin yiiriitiildigii peristaltik pompali siirekli sitem

6.7  Desorpsiyon- Tekrar Kullanilabilir Calismalar:

Oda sicakliginda 1,0 mL/dakika akis hizinda BSA adsorbe edilmis
kriyojellerden sodyum kloriir ¢ozeltisi (0,5 M) gecirilerek 595 nm'de gerceklestirilen
spektrofotometrik Olglimler ile BSA desorpsiyonu gercgeklestirildi. Esitlik 5.9
kullanilarak desorbe edilmis BSA miktarini hesaplamak i¢in kullanildi.

Desorpsiyon (%) = g—; x 100 (5.8)

Esitlige gore, Qr; salinan BSA miktarini, Q, ise adsorbe edilmis BSA miktarmi

sembollestirmektedir.

38



Kriyojellerin yeniden kullanilabilirligini degerlendirmek i¢in ayni kosullar

altinda ardisik adsorpsiyon-desorpsiyon dongiisii i¢in ayni kriyojel bes kez kullanild1.

6.8 Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel elektroforezi
(SDS-PAGE) Goriintiileme

Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) % 8.5
akrilamid jeli (1.5 M Tris-HCI pH 8.8 i¢inde) ile hazirlandi. i1k, son ve desorbe edilen
numuneler (15 pL) alindi ve 15 pL bromofenol (%1 sulu metaminoetanol iceren %50
sulu gliserol iginde %0.002 bromofenol mavisi) ile karistirildi. Her bir kuyucuga 15’ar
uL hazirlanan ¢ozeltilerden yiiklendi. Protein standardi olarak, genis spektrumlu
Ladders protein marker (isaretleyici referans) (10- 70 kDa) kullanildi. Elektroforez jeli
% 0.1 SDS igeren yliriitme tamponu (Tris-glisin, pH 6.8) varliginda yaklasik 3.5 saat
boyunca 120 V gii¢ uygulanarak yiirtitiildii.

Yiirlitme isleminin ardindan Coomassie Blue G-250 i¢eren ¢dzeltiye sirasiyla
hacimce (%0.2 Coomassie Blue G-250, %40 metanol, %10 asetik asit ve % 50 su)
almarak bu ¢6zelti icerisinde 1 giin boyunca bekletildi. Ardindan ise, Coomassie Blue
G icermeyen sirasiyla 10-40 ve 50'lik hacimlerce asetik asit, metanol ve su iceren
yikama ¢ozeltisi ile her 30 dakikada bir ¢ozelti degistirilerek, reaktif boyanin ortmanda

uzaklastirilmasi sagland.

6.9 Antibakteriyel Calismasi

6.9.1 Antibakteriyel Kriyojellerin Hazirlanmasi

Bu tez c¢alismasinin sirasiyla 6.2 ve 6.3 kisimlarinda poliHEMA-GMA) ve
poliHEMA-GMA)-NVF kriyojellerinin elde edilisi anlatilmaktadr.  Giimiis
nanopartikiillerin elde edilmesi i¢in 4 farkli yontem kullanilmistir. Bu ydntemler

strastyla su sekildedir:
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I: 490 mL 0,3 mM trisodyum sitrat ve 1 mM sodyum bor hidriir ¢ozeltisi
hazirlandi ve bir buz banyosuna yerlestirildi. 10 mL 10 mM giimiis nitrat ¢dzeltisi buz

banyosundaki ¢ozeltiye eklendi ve 1 saat karistirildi [172].

II: 50 mL 1 x 10~3 M giimiis nitrat ¢dzeltisi kaynama noktasina kadar 1sit1lds.
S mL %] trisodyum sitrat ¢ozeltisi damla damla eklendi. Isitma, ¢dzeltinin rengi soluk

sar1 olana kadar devam etti [173].

III: 200 mL 1 mM giimiis nitrat ¢ozeltisi kaynama noktasina kadar 1sitildi.
8 mL trisodyum sitrat ¢ozeltisi hizlica eklendi. Cozeltinin rengi yesil-sar1 renge

donmesinin sonrasinda 1 saat daha kaynatildi ve ¢6zeltinin rengi soluk sar1 oldu [174].

IV: 450 mL 0,3 mM askorbik asit ve 1 mM sodyum bor hidriir ¢ézeltisi buz
banyosunda hazirlandi. Bu karigimin iizerine 10 mL 10 mM glimiis nitrat ¢ozeltisi
eklendi. Soluk sar1 bir renk goriiliirken, ¢ozelti yaklagik 1 saat daha karistirilmaya

devam edildi [168].

Yukarida bahsedilen 4 farkli sentez yontemi ile elde edilen giimis
nanopartikiillerin yer aldig1 ¢ozeltilerin igerisine, kurutulmus haldeki poli(HEMA-
GMA)-NVF kriyojelleri atild1 ve 1 glin boyunca ¢ozeltilerde bekletildi. Bu igslem
sirasinda kriyojeller, belirli zama araliklarinda ultrasonik su banyosunda sonikasyona
tabi tutularak giimiis nanopartikiillerin kriyojellere gomme yontemiyle difiizlenmesi
sagland1. Sentezlenen glimiis nanopartikiil igeri gdmiilii kriyojeller, yukarida belirtilen

sentez yontemleri sirasina gore I, 11, Il ve IV olarak adlandirildi.

6.9.2 Antibakteriyel Calisma Yontemi

Kriyojellerin antibakteriyel aktivitesi, Gram-negatif Escherichia coli (DH5a)
ve Gram-pozitif Bacillus subtilis strain ESUI181 kullanilarak test edilmistir.
Inhibisyon zonlarin belirlenmesi amaciyla agar difiizyon yontemi uygulanmugtir. Test
mikroorganizmalarinin taze kiltiirleri, Luria Bertani besiyerinde 37°C'de gece
boyunca inkiibe edilmistir. Kiiltiirlere ait siispansiyonlar yaklasik olarak 1 x 108
CFU/mL'ye seyreltilmis ve ardindan seyreltilmis bakteri siispansiyonlar1 LB agar

plakalarmma esit sekilde yayilmistir. Farkli tipte nanopargaciklar iceren mikro-
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kriyojeller ile negatif kontrol olarak sade kriyojeller LB plakalarina yerlestirilmistir.
Ayrica, mikro-kriyojellerin siispansiyon halinde bulundugu 10 pl ¢ozeltiler, kagit
diskler (¢ap1 0.6 cm) iizerinde emdirilmiglerdir. Plakalar 37°C'de 18 saat inkiibe
edilmis ve mikro-kriyojellerin ve ¢ozeltilerin antimikrobiyal performansi, inhibisyon
bolgelerinin  ve wuygulanan Orneklerin alanlarinin  Fiji  yazilimi kullanilarak
Olciilmesiyle degerlendirilmistir. Hesaplamalar Esitlik 5.9’daki yaklasim kullanilarak
yapilmistir:

inhibisyon Alant

Zon Indeksi = (5.9)

Uygulama Alant

Toplam canlilik sayilary, kriyojellerin siispansiyon halinde bulundugu
cozeltilerin etkilerini degerlendirmek i¢in test edilmistir. Kriyogellerin kalintilarini
iceren ¢ozeltiler, yaklasik olarak 1.0 x 108 bakteri hiicresi ile 1:1 oraninda
karistirilmis ve karisimlar 37°C'de 4 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin
sonunda, bakteriyel hiicrelerin koloni olusturma birimi (CFU) degerleri, karisimlarin
100 pl'si LB agar plakalarina dokiilerek belirlenmistir. Plakalar 37°C'de 24 saat inkiibe
edilmistir. Daha sonra koloni sayimlar1 Fiji yazilimi kullanilarak yapilmis ve CFU/ml

degerleri belirlenmistir.

6.10 Iistatiksel Analiz

Antibakteriyel aktivite testleri alt1 tekrar, toplam canlilik sayilari ise ¢ tekrar
olarak gerceklestirilmistir. Kontrol ve ornekler arasindaki farklarin 6nemi, tek yonlii
ANOVA ve Dunnet yontemi kullanilarak yapilan post hoc analizi ile ¢oklu

karsilastirmali varyans analizi ile analiz edilmistir.
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7. BULGULAR

7.1  Kriyojellerin Hazirlanmasi

Bu tez c¢alismasinda, biyoteknolojik uygulamalara yonelik kriyojellerin
hazirlanmasinda immobilize metal afinite kromatografisi yaklagimi tercih edildi. Bu
kapsamda, ilk olarak protein adsorpsiyonu i¢in Glisidil metakrilat (GMA) igeren 2-
hidroksietil metakrilat (HEMA) temelli kriyojel hazirlandi. Polimerik iskelete glisidil
gruplarinin dahil edilmesinde ama¢ metal selatlastirict 6zelligine sahip N-Vinil
formamit (NVF) ligand: ile bazik ortamda gerceklestirilen reaksiyonda GMA'ya ait
epoksi halkasinimn acilip, NVF'nin amino gruplari ile niikleofilik katilma tepkimesinin
ardindan NVF grubunun polimere immobilizasyonunun saglanmasiydi (Sekil 7.1). Bu
islemin ardindan ise Cu®* ve Zn?>* iyonlarmin yiiklenmesi sagland1. Serbest radikalik
polimerizasyon tepkimesi i¢in amonyum persiilfat (APS) ve TEMED'den olusan
redoks baglatma sistemi kullanild1 ve monomerlerin serbest radikal polimerizasyonu -

16 °C'de gergeklestirildi.

Glisidil metakrilat 2- hidrol k ietil metakrilat polif HEMA,GMN
&/ \/<1 % /\/ - HO/\/ N
pOl{HEMA-GMA) Nevinil formamit poli(HEMA-GMA-NVF)

0 o) OH
/\/OW\D /V i /K‘H S U - BT OWD/J— 1\_\\
o

poli(HEMA-GMA-NVF) poli(HEMA-GMA-NVF-Zn ™)

Ho/\/owff_l\_\ +ZR(ND), ———= HON\’M&TJ_[\

Sekil 7.1: poliHEMA-GMA)-NVF-Zn?" kriyojelin sentez mekanizmasinin sematik gosterimi
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7.2 Kiriyojellerin Karakterizasyon Calismalar

Protein adsorpsiyonuna yonelik hazirlanan kriyojeller kolon tipi-silindirik
sekillidir. {1k olarak elde edilen poli HEMA-GMA) kriyojelleri (Sekil 7.2.a.) opak ve
siingerimsi bir yapiya sahiptir. Immobilizasyon islemi sonrasi elde edilen poli HEMA-
GMA)-NVF kriyojeli ise, NVF ligandnin orjinal rengi olan agik sar1 renge biirtindiigii
gozlemlendi (Sekil 7.2.b.). Metal iyonlar1 yliklemesi sonrasinda ise bakirla yiiklenen
kriyojellerin sar1 renk sonrasinda mavi rengin etkisi ile agik yesil renge (Sekil 7.2.b)
ve cinko yiiklii kriyojellerin ise koyu byeaz renge biiriindiigii gozlemlendi (Sekil

7.2.c.).

Sekil 7.2: BSA adsorpsiunaullamlmak tizere hazirlanmis kriyojellerin optik goriintiisii: a)
poli(HEMA-GMAY), b) poli(HEMA-GMA)-NVF, ¢) poli( HEMA-GMA)-NVF-Cu?*,
d) poli(HEMA-GMA)-NVF-Zn?*

Kriyojellerin karakterizasyon ¢alismalari fiziksel ve kimyasal olmak {izere iki
farkli baslhik altinda gerceklestirildi. Fiziksel karakterizasyon c¢aligmalarinda
kriyojellerin su tutma davranislarinin yani swra mekanik kararhliklar1 ve goriiniir
yogunluklar1 Olglimlendi. Kriyojellerin en tipik 6zelliklerinden biri, makro
gozeneklerin ve siingerimsi morfolojik yapilarin birbirine bagl olmasidir. Stingerimsi
kriyojellerde bulunan suyun ¢ogu makro gozeneklerdedir ve mekanik sikistirma ile
makro gozeneklerden uzaklastirilabilir. Su kaybederek biiziilen kriyojeller tekrar su
icinde tutuldugunda, kisa siirede orijinal boyutlarma ve goriiniimlerine kavusurlar.
Kurutma ve yeniden sisirme, kriyojellerin makro gézenekli yapilarina zarar vermeden
tekrarlanabilir. Bu nedenle, bu oOzellikler bu makro gozenekli polimerlerin

kromatografik uygulamalari i¢in iyi bir avantaj saglar [68].

Kriyojellerin gézenek hacmi, 6zgiil yiizey alani, gézenek boyutu dagilima,
yapisal Ozellikleri deneysel kosullar1 optimize etmek agisindan Onemlidir.

PoliHEMA-GMA) ve poliHEMA-GMA)-NVF kriyojellerinin sisme davranigini
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gostermek icin polar (su) ve polar olmayan (hekzan) ¢oziiciilerin emilimi-birakma
deneyleri  gerceklestirildi.  Kriyojellere ait sisme derecesi, gozeneklilik,
makrogdzeneklilik, gdzenek hacmi sonuglar1 Tablo 7.1.'de gosterilmektedir. Bu
sonuclar neticesinde kriyojellerin biiylik miktarda suyu hizli bir sekilde emebildigi ve
kendi agirliklarindan ¢ok daha fazlasini sivi tiirler olarak adsorplayarak sisebildikleri
anlagilabilmektedir. Bununla birlikte poliHEMA-GMA) kriyojellerine hidrofilik
karakterli NVF monomer-ligandin kimyasal immobilizasyonu sonrast HEMA-temelli

kriyojellerin su tutma davranislarina iliskin paramterelerinde artig gozlemlenmistir.

Tablo 7.1: Kriyojellerin Fiziksel Karakterizasyon Sonuglari

Kriyojel G  SD.(mglg) SR M P PV.
(%) (%) (%) (%) (%)

poli( HEMA-GMA) 922 541 44115 17372 12844 84.79

poli(HEMA-GMA)-NVE 937  6.47 547.93 19473 127.94 187.41

poliHEMA-GMA) ve poliHEMA-GMA)-NVF kriyojellerinin mekanik
dayanim ve yogunluk 6l¢iim testleri sonrasinda elde edilen veriler, NVF molekiiliiniin
polimerik yapiya dahil olmasiyla poli HEMA-GMA) kriyojeline kiyasla poli(HEMA -
GMA)-NVF kriyojellerinin stabilitesi ve elastikiyetinin daha yiiksek, goriiniir
yogunlugunun ise artmis oldugunu isaret etmektedir. Buna gore kriyjellerin
karsilastirmali  mekanik dayanim tes sonuglarmma goére poliHEMA-GMA)
kriyojellerinin > ST’ deger1 0.966 iken bu deger poli HEMA-GMA)-NVF kriyojelleri
icin ise 0.968’dir. Kriyojellerin kuru ve suda sismis hallerine gore goriiniir
yogunluklari kiyaslandiginda ise sonuclar sekildedir: poli(HEMA-GMA) kriyojeli i¢in
kuru polimerin yogunlugu 0.202 g/ cm?® ve aym polimerin suda sismis haldeki

yogunlugu ise 0.868 g/cm3. Buna karsilik, poli HEMA-GMA)-NVF kriyojelleri i¢in

ise kuru ve suda sigmis haldeki yogunluklar1 sirasiyla 0.1931 ve 0.908 g/ cm3'tiir.

Kriyojellerin FT-IR spektrumlar1 karsilastrmali olarak Sekil 7.3’de
gosterilmektedir. Buna gore, poliHEMA-GMA) temelli kriyojeller i¢in O-H gerilme
pikleri 3300 cm™ civarinda, alifatik C-H gerilmeleri 2946 cm™ ve 2850 cm’
civarlarinda, karbonil grubuna ait (C=0) gerilme 1715-1720 cm™ civarinda
gbzlemlenirken, bu bantlara ek olarak, NVF immobilize edilmis kriyojel i¢in, N-Vinil
formamitde bulunan amid baglarmdan kaynaklanan yaklasik 1596 cm™! civarinda
ekstra gerilme piklerine sahiptir.
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Sekil 7.3: Kriyojellerin FT-IR Spektrumlart

Kriyojellerin ylizey morfolojisinin incelenebilmesi ve elementel igeriginin
belirlenebilmesi i¢in sirasiyla FE-SEM ve EDS analizleri gerceklestirildi.
Makrogozenekli malzemeler olarak bilinen kriyojeller, yalnizca diisiik molekiillii
¢Ozlinen maddelerin degil ayn1 zamanda makromolekiillerin ve hiicrelerin de engelsiz
difiizyonuna izin verdikleri i¢in gerek doku iskelesi i¢in matris olarak, gerekse
kromatografik amagli biyomolekiillerin ayrma ve saflastirmasinda kromatografik
dolgu malzemeleri (adsorbam) olarak ilgi ¢ekici malzemelerdir [175]. Bu ayricalik,
makrog6zeneklerin birbirine bagli sisteminden ve kriyojellerin bir biitliin olarak
stingerimsi ve elastik morfolojisinden kaynaklanmaktadir [176]. Kriyojeller, belirli
uygulamalar i¢in uyarlanabilen genis bir morfoloji ve dzellik yelpazesiyle iiretilir.
Bunlar, makro gozenekler (1 ila yaklasik 200 pm) gosteren heterofazli, homojen
olmayan malzemelerdir. Ozellikleri, gdzenek yapisina (boyut, dagilim ve birbirine
baglilik) ve gdzenek duvarinm kalinhigma ve sismis gézenek duvarlarindaki polimer
derisimi olarak ifade edilen yogunluga baghdir. Matris i¢indeki kiitle aktarmmu,
gdzenek boyutu ve birbirine baglilik tarafindan kontrol edilir. Ote yandan, kriyojel

duvarmnimn kalinlig1 ve yogunlugu, mekanik 6zelliklerini belirler [177].

BSA adsorpsiyonu ¢alismasinda kullanilan kriyojellerin FE-SEM gdriiniitleri
ve EDS analiz sonuclar1 sirasiyla Figiir 7°de gosterilmektedir. Goriintiilerden
anlagilacagi lizere kriyojellerin, literatiir icinde bahsi gegen birbiri ile i¢ ice gecmis ag

gbzenekli morfolojisini korudugu, bu sayede biyolojk molekiillerin taginimi ve kiitle
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aktarimi swrasinda herhangi bir diren¢ ile karsilagmasinin  beklenmemesi
ongoriilebilmektedir. Bununla birlikte, kriyojellere uygulanan immobilizasyon ve
metal iyonu yiiklemesi iglemlerinin de kriyojellerin yiizey morfolojisinde dramatik bir
degisiklik meydana getirmedigi anlasilabildigi gibi, NVF ligandinin immobilizasyonu
sonrasi gozene boyutunun arttig1 tahmin edilmektedir. Bu sonuglar, sisme testlerindeki
su tutma kapasitesi sonuglariyla desteklenir niteliktedir. Ayrica, EDS analizlerinde
Cu** ve Zn*' iyonlarmin varligi, metal immobilizasyonu sonrasi kriyojellerin

fonksiyonlandirilmasini basariyla sagladigi anlasilmaktadir.

Sekil 7.4: Kriyojellerin FE-SEM Goriintiileri ve EDS Analizleri: (A-B: poly(HEMA-GMA),
(C-D: poly(HEMA-GMA-NVF), (E-F: poly(HEMA-GMA)-NVF-Cu?",
(G-H: poly(HEMA-GMA)-NVF-Zn?*
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Kriyojellere iliskin TGA-DSC diagramlar1 sirasiyla Sekil 7.5-7.9°da
sunulmaktadir. Elde edilen sonuglar neticesinde ilk olarak TGA diagramina
baktigimizda kriyojellerin sicakliga karsi kiitle kaybi1 davranismin belli bir sicaklik
noktasma kadar benzer devam ettigini sdyleyebiliriz. poliHEMA-GMA) kriyojelinin
icerdigi organik kiitle bakimindan en kiigiik kiitleli polimer numunesi olmasidan
dolay1 termal 6mrii en kisa olan bu serirdeki kriyojeldir. Kriyojellerin madde kaybmin
biiyiik bir kismi 240-380°C araliginda, kendi kiitlesinin yaklasik %90lik bir kismina
yakm bir degerde gergeklesmistir. Yaklasik 430°C civarinda poliHEMA-GMA)
kriyojelinin tiikkendigi anlasilmaktadwr. Buna karsilik, NVF immobilize edilmis
polilHEMA-GMA)-NVF kriyojellerinin ise poliHEMA-GMA)’ya kiyasla bir miktar
daha oganik kalint1 fazlalig1 sebebiyle kriyojelin termal 6mriiniin yaklagik 470°C’ye
uzadig1 gozlenmektedir. Tim bunlarin karsisinda ise metal yiikli kriyojeller
poliHEMA-GMA)-NVF-Cu?>" ve polilHEMA-GMA)-NVF-Zn*" i¢in igerdikleri
inorganik kalintilar olan metal iyonlarinin varligi sebebi ile daha yiiksek sicakliklara

kadar (800°C) seviyesinde heniiz termogravimetrik ag¢idan tiikenmedikleri

gozlenmektedir.
% 100
100 poly(HEMA-GMA)
— poly(HEMA-GMA)-NVF
- poly(HEMA-GMA)-NVF-Cu
1 poly(HEMA-GMA)-NVF-Zn
°:°, 60 -
K Y
h (- %89-90)
g 404 A
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0- —y
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Sekil 7.5: Kriyojellere ait TGA profilleri
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Kriyojellere iliskin DSC profilleri, her bir termal ayrisma asamasma 6zgii
toplam dort endotermik-ekzotermik islemler sergilemistir. Tiim kriyojellerin DSC
pikleri birbiri ile uyumludur. Bunlar igerisinde metal ytikli kriyojellerin DSC egrileri

en yuksek sicakliklara ulastig1 gozlemlenmektedir.
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Sekil 7.6: poliHEMA-GMA) kriyojelinin DSC diagrami
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Sekil 7.7: poliHEMA-GMA)-NVF kriyojelinin DSC diagram1
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Sekil 7.8: poli HEMA-GMA)-NVF-Cu?* Kriyojellerinin DSC Diagrami
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Sekil 7.9: poliHEMA-GMA)-NVF-Zn?" Kriyojellerinin DSC Diagrami

7.3 Kriyojellerin Adsorpsiyon Sonuclari

Kromatografi  bilimi, biyoayrim c¢aligmalarinda, diizenli gdzenekli
pargaciklardan (yani boncuklardan) olusan sabit bir faz kullanimli 6nemli bir tekniktir.
Molekiillerin boncuk goézeneklerine difiize oldugu mekanizma nedeniyle, bu ortam
onemli bir difiizyon direncine sahiptir ve bu da aywrma hizin1 sinirlar. Bir diger

sinirlama, bant genislemesi nedeniyle ayirma verimliligini diistiren siki istifli
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diizenlenmis pargaciklar aras1 bosluk hacmidir [178]. Ote yandan, bu smirlamalara
bertaraf edebilecek malzemeler olarak kriyojel monolitleri, pargaciklar aras1 bosluklar
olmadan tamamen konvektif tasima saglayan tek, biiylik bir pargacik olarak bulunur
[179]. Kriyojeller, diger jellerdekilere kiyasla 100 ila 1000 kat daha biiylik olan 10—

100 pm arahiginda gozenek boyutlarina ulasan en yeni nesil monolitleri temsil eder

[7].

Bu tez calismasinda, sulu bir ¢ozeltiden BSA adsorpsiyonu i¢in bir metal
selatlastirict immobiize edilmis kriyojel hazirlandi. Bu amagla, metaller ile kompleks
yapma 6zelligine sahip N-Vinil formamit (NVF) molekiillerini glisidil metakrilat bazl
kriyojellere bazik kosullarda ilk olarak immobilize edildi. Daha sonra ise bakir ve
¢inko iyonlarinin yiiklemesi kriyojel kolona gergeklestirilerek immobiize metal afinite
kromatografisinin uygulamasi ile poliHEMA-GMA) temelli kriyojellerin BSA
adsorpsiyonu karsilastrmali olarak gerceklestirmeye hazir hale geldi. Kimyasal
immobilizasyon ve karakterizasyon calismalarindan sonra, pH, BSA derigimi, akis
hizi, tuz derisimi (iyonik siddet) ve sicaklik gibi etkili faktorleri goz Oniinde
bulundurarak BSA adsorpsiyon kosullar1 optimize edildi. Bundan sonra, metal iyonu
immobilize edilmis kriyojellerinin yeniden kullanilabilirligi, BSA molekiillerinin

kriyojellerden desorpsiyonundan elde edilen veriler 1s1ginda incelendi.

7.3.1 BSA Kalibrasyon Egrileri

Absorbans degerleri ile BSA proteininin farkli derisimlerdeki ¢ozeltileri
arasinda bir lineer bir iliski kurabilmek i¢in kalibrasyon egrileri olusturuldu (Sekil
7.10). Elde edilen kalibrason egrisi neticesinde BSA adsorpsiyonu ¢alismalarindaki
derisimler hesaplanmistir. Adsorpsiyon ¢aligmalar1 neticesinde protein derigimlerinin
spektrofotometrik olarak tayin edilebilmesi i¢in Bradord yontemi (595 nm) kullanildi.
UV-Vis spektrofotometresi kullanilarak her bir BSA c¢d6zeltisinin absorbansi,
595 nm'lik spesifik bir dalga boyunda o6lgiildii. Absorbans degerlerinin BSA
cozeltilerinin karsilik gelen derisimlerine (mg/ml) kars1 grafiginin ¢izilmesiyle bir
kalibrasyon egrisi olusturuldu. Bu kalibrasyon egrileri, absorbans degerleri ile BSA

cozeltilerinin konsantrasyonu arasinda niceliksel bir iligki kuran referans araglari
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olarak degerlendirilmektedir. Bu asamadan itibaren BSA derisimi tayinleri ve

spektrofotometrik analiz i¢in giivenilir bir referans niteligindedir.

Kalibrasyon Grafigi
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R?=0.9975
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Sekil 7.10: Bradfort Testi i¢in Uygulanan BSA Kalibrasyon Egrisi

7.3.2 pH Etkisi

pH'm, NVF araciligryla Cu?>" ve Zn>" immobilize edilmis poli HEMA-GMA)
kriyojellerine BSA adsorpsiyonu iizerindeki etkisi Sekil 7.11°de gosterilmektedir.
BSA (66 430 Da, Sigma) pH 5,1 ile 5,5 arasinda degisen bir izoelektrik noktaya (pI)
sahiptir. pH taramasi sonuglarma baktigimizda ise BSA proteininin maksimum
adsorpsiyonu, BSA'nin izoelektrik noktasina yakin degerler olan pH 5.0 ve pH 6.0'da
srrastyla Zn*" ve Cu?" yiiklii poliHEMA-GMA) kriyjeller igin gézlemlenmektedir.
Bununla birlikte, NVF'nin katyonik (protonlanabilen) bir monomer-ligand olusu, bu
sonuglar1 tesvik eder niteliktedir. Buna karsilik, BSA adsorpsiyon kapasitesi, grafikte
gozlemlenen diger pH 6.0 degerleri i¢in elektrostatik etkilesim parametrelerine gore
artig gosterdigi noktalar gdzlemlense de, BSA proteinin izoelektrik noktasmna yakin

olan pH degerlerindeki adsorpsiyon kapasitesi sonuclarmin altinda kalmaktadir.

Bu sebeple, sulu ¢ozeltiden maksimum BSA adsorpsiyonu genellikle bu
izoelektrik noktaya yakin degerlerde gozlemlenmistir. Ayrica, NVF ile
fonskyionlandirilmayip metal iyonlar1 (Cu ve Zn) icermeyen saf poliHEMA-GMA)
kriyojelinin BSA adsorpsiyonunun pH etkisi de incelenmistir. Sonuglardan goriildiigii

iizere, asidik ve bazik bolgelerde GMA monomerinin icerdigi epoksi halkasinin

51



acilmasiyla olusacak -elektrostatik etkilesimler sebebi ile bu noktalarda BSA
adosprisyon kapasitesi artig goziikse de, metal iyonu iceren diger kriyojel 6rneklerinin
adsorpsiyon kapasiteleri ile kiyaslandiginda ise daha az oldugu saptanmistir. Bundan
sonraki calismalar i¢in poli HEMA-GMA)-NVF-Cu** igin pH 6.0 (20 Mm fosfat
tamponu), poliHEMA-GMA)-NVF-Zn?" kriyojeli i¢in ise pH 5.0 (20 Mm asetat

tamponu) tercih edilmistir.

pH Taramasi
15
L0 10
[=T]
E
o ° . _
(= . R
0
4 5 6 7 8 9 10
pH

——— poli(HEMA-GMA)-NVF-Cu = poli(HEMA-GMA)_NVF-Zn
poly(HEMA-GMA)

Sekil 7.11: poliHEMA-GMA) kriyojellerinin BSA Adsorpsiyonuna pH’1n Etkisi (T: 25°C, BSA
derisimi: 1.0 mg/ml, t: 2 saat)

7.3.3 Akis Hiz1 Etkisi

Bu caligmada kullanilan poliHEMA-GMA)-NVF-Cu*"ve
poliHEMA-GMA)-NVF-Zn*" kriyojel kolonlarin farkli akis hizlarmdaki BSA
adsorpsiyon miktar1 Seki 7.12'de verilmistir. Akis hiz1 arttik¢a, kromatografide sabit
faz ile hareket faz arasindaki etkilesimin azalacag1 6ngoriisiiyle kolonlarin adsorpsiyon
kapasitesi miktarlarinin azalacagi Ongoriilebilmektedir. Bunun tersi olarak ise,
kolonda akis hizinin azalmasiyla afinite temelli kromatografi kolonu ile analit
arasindaki etkilesim, artan temas siiresi ile daha yiliksek olur. Bdylece hedef
molekiillerinin kriyojelin gézenek duvarlarma difiizyonu ve molekiiler bosluklara
baglanmas1 daha genis ve ayrintili bir sekilde ger¢ekleserek, dolayisiyla daha iyi bir

adsorpsiyon kapasitesi elde edilir. Bu tez ¢alismasindaki deneysel ¢alismalar da bu
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fikri desteklemektedir. Sonuglar, kolondaki akis hizi arttiginda metal iyonlari
immobilize edilmis kriyojel kolonlarin BSA adsorpsiyon kapasitelerinin azaldigini
gostermektedir. Akis hizmin 1.0 ml/dakikadan 3,0 ml/dak'ya arttirilmastyla
adsorpsiyon kapasitesi Cu?>" immobilize edilis poli HEMA-GMA) temelli kriyojel
kolon i¢in 11.2 mg/g polimerden 9.25 mg/g olarak azalmistir. poliHEMA-GMA)-
NVF-Zn** kolonunda ise adsorpsiyon kapasitesindeki azalmanin akis hizinin

artmasiyla yaklasik %15-20 arasinda bir seviyede gerceklestigi gozlenmistir.

Akis Hizi
12
10
g 8
€ 6
o
2
0
1.0 2.0 4.0

Akis Hizi (mg/ml)

® poli(HEMA-GMA)-NVF-Cu ™ poli(HEMA-GMA)-NVF-Zn

Sekil 7.12: Farkli akig hizlarimin BSA adsorpsiyonuna etkisi: BSA derigimi: 1.0 mg/ml,
pH: (pH:5 (poli(HEMA)-NVF-Cu?* igin, (pH 6 (poli(HEMA-GMA)-NVF-Cu?"), v: 10 ml t: 2 saat,
T: 25°C

7.3.4 Baslangic Derisimi EtKisi

BSA'min baslangi¢c derisiminin poliHEMA-GMA)-NVF-Cu ve poli(HEMA-
GMA)-NVF-Zn kriyojellerinin adsorpsiyon kapasitesi iizerindeki etkisi Sekil 7.13'de
gosterilmektedir. Adsorbe edilen BSA miktarmin, BSA derisiminin artmasiyla
yiikseldigi goriilmektedir. Yiirtlicli kuvvet olarak protein ile kriyojelin temelini
olusturan ligandlarin arasindaki etkilesimin de artmis olmasi buna sebep oldugu
diisiiniilmektedir. Buna karsilik 1.0 mg/ml derisiminin ardindan incelenen 1.5 ve 2.0
mg/ml BSA derisimlerine karsilik kriyojellerin BSA adsorpsiyon kapasitelerinin

birbirine yakin olusu, kriyojellerin adsorpsiyon asamasinda dengeye geldigini (doyum
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noktasma ulasildigl) seklinde yorumlanabilir. Diger bir deyisle, bu degerde
poliHEMA-GMA)-NVF-Cu®"  ve  poli(HEMA-GMA)-NVF-Zn?"  kriyojelleri
iizerindeki metal iyonlarmin proteinler ile immobilize metal afinitesi prensipleri
dogrultusunda karsilikli baglanma bdlgelerinin doygunluga ulastigi soylenebilir.
poliHEMA-GMA)-NVF-Cu?" kriyojeli i¢in i¢in maksimum BSA adsorpsiyon
kapasitesi 14.76 mg/g polimer olarak bulunurken, poliHEM-GMA)-NVF-Zn*" i¢cin

ise mg/g olarak hesaplanmistir.

Baslangi¢ Derigimi

0 0.5 1 15 2 2.5

¢ (mg/ml)

—o— poli(HEMA-GMA)-NVF-Cu —®— poli(HEMA-GMA)-NVF-Zn

Sekil 7.13: poli(HEMA-GMA)-NVF-Cu?* ve poli(HEMA-GMA)-NVF-Zn?* kriyojellerinin BSA
Adsorpsiyonuna Baslangi¢ Derigsiminin Etkisi: v: 10 mL, T:25°C, BSA derisimi: 1.0 mg/mL

7.3.5 [lyonik Siddet (Tuz ) Etkisi

Iyonik siddet etkisinin poliHEMA-GMA)-NVF-Cu ve poliHEMA-GMA)-
NVF-Zn kriyojel kolonlarinda BSA adsorpsiyonuna BSA adsorpsiyon kapasitesi
tizerindeki etkisi incelendi (Sekil 7.14). Bu kapsamda 1.0 mg/ml BSA derisimine sahip
pH 5 ve pH 6 tamponlarinda hazirlamis igerdikleri derigimleri sirastyla 0.1-0.2-0.5
ve 1.0 M NaCl derisimi araligindaki dort farkli konsantrasyonda tuz iyonlar1 igerikli
BSA c¢ozeltisi immobilize metala finite temelli kriyojel kolonlarindan iki saat
stiresince gecirildi. Tuz derisiminin artmasi, diger bir deyisle iyonik siddeti arttirmig
ve iyonik kuvvetin artmasi ise protein molekiillerinin kolona tutunma-baglanma

egilimini azaltmistir (tuzdan kacis etkisi-salting out). Bu durum, adsorpsiyon
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kapasitesine etki ederek poliHEMA-GMA)-NVF-Cu?** kolonunda tuz derisiminin
artmastyla BSA adsorpsiyon miktar1 yaklasik 11.00 mg/g'dan 2.66 mg/g'a dlismiistiir.
Diger yandan, benzer sekilde tuz derisiminin artmasima paralel olarak poliHEMA-
GMA)-NVF-Zn*" kolonunda ise BSA adsorpsiyon kapasitesi yaklasik 9.99 mg/g’dan
2.29 mg/g’a azalmistir. Boylece iyonik etkilesimler, proteinler ile metal ligandinin
birbirilerine taninma ve baglanma siirecine azaltici etki gostermistir. Buna sebep
olarak, elektrostatik ve hidrofobik etkilesimlerin ayni anda meydana gelmesi
durumunda, ¢ozeltinin iyonik kuvvetinin artmasi 6nceki tiirdeki etkilesimi azaltmasi
ile agiklanabilir. Netice itibari ile tuz c¢ozeltisi derisiminin artmasi ile protein

¢Ozlinlirliigiliniin azaldig1 bilinen bir gergektir [180].

Tuz Etkisi
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% 6
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0.0 0.1 0.2 0.5 1.0
NaCl (M)

® poli(HEMA-GMA)-NVF-Cu ™ poli(HEMA-GMA)-NVF-Zn

Sekil 7.14: Iyonik siddet etkisinin BSA adsorpsiyonuna etkisi: pH 6 (poli(HEMA-GMA)-NVF-Cu ve
pH 5 (poliHEMA-GMA)-NVF-Zn, v: 10.0 ml, t: 2 saat, T: 25°C, akis hiz1: 0.5 ml/ dk

7.4  Adsorpsiyon izotermleri

"Adsorpsiyon izotermi" terimi tipik olarak adsorpsiyon verilerini tanimlamak
icin kullanilir. "Adsorpsiyon izotermi", sabit sicaklikta bir birim adsorban miktar1
tarafindan adsorbe edilen adsorban miktari ile denge ¢ozeltisi derisimi (veya basinci)
arasinda var olan iligkidir. Uygulamalar agisindan Langmuir ve Freundlich izotermleri,
adsorpsiyon izotermlerinin hesaplanabilmesi agisindan en yaygin olarak kullanilan

baslica iki matematiksel modellemedir.
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Langmuir izotermine gore, yiizeyde adsorplanan molekiillerin tek tabaka
halinde adsorplandigi, yani yiizeyi homojen oldugu ve adsorplanan komsu
molekiillerle olan etkilesimin ihmal edildigi i¢in enerji dagiliminin her noktada ayni

oldugu kabul edilir. Langmuir izotermi asagidaki denklemle (Esitlik 6.1) ifade edilir;

_QmXKLXCe

=———— (Esitlik7.1
*=1TK xc, (Esitlik 7.1)

Esitlik 6.1°deki denkleme gore " q,,, "', adsorbentin maksimum adsorplama
kapasitesi, Langmuir adsorpsiyon sabiti > "’ K;" olarak tanimlanir. Esitlik 6.1’in

lineerlestirilmesi sonrasinda asagidaki bagint1 (Esitlik 6.2) elde edilmistir.

Ce __ 1 i cq-
% = ik + o X c,  (Esitlik 7.2)

Esitlik 6.2°deki bagintiya gore c,’ye ye karst ;—e grafige gecirilmesi ile

dogrunun egiminden 1/(q,, X K}) degerini, y ekseninin kesim noktasi ise qi degerini

Vertr.

Cu-Langmuir

0.05
0.045
0.04
0.035
0.03
0.025
0.02
0.015
0.01
0.005

y = 0.1149x + 0.0016
R? = 0.9927

Ce/Qe (g/ml)

Ce

Sekil 7.15: poli(HEMA-GMA)-NVF-Cu**Kriyojeli ile BSA Adsorpsiyonu Langmuir Izoterm Modeli
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Zn-Langmuir

0.06 y = 0.1313x + 0.0018
2
0.05 R?=0.9918

0.04

0.03

0.02

Ce/Qe (mg/ml)

0.01

Ce

Sekil 7.16: poliHEMA-GMA)-NVF-Zn?'Kriyojeli ile BSA Adsorpsiyonu Langmuir izoterm
Modeli

Langmuir izoterm modelinde ayirma faktorii olarak bilinen denge parametresi

R; cinsinden Esitlik 6.3’deki bagmtiyla hesaplanar.

_ 1
1+KLXCO

R, (Esitlik 7.3)

Esitlik 7.3’e gore ¢y, baslangic BSA derisimini (mg/mL) ve K;, Langmuir
adsorpsiyon denge sabitini (mL/mg) sembollendirir. R; degerleri elverissiz olarak
kabul edilirse (R, > 1), eger dogrusal ise (R, = 1), elverisli olarak kabul edilebilecegi
deger aralig1 (0 <R, < 1) ve tersinmez ise (R, = 0) durumlara gore izoterm seklini

gosterir.

Freundlich izoterm modeli (Esitlik 7.4), adsorpsiyonun ¢ok tabakali oldugunu
kabul ederken. Langmuir modelinin aksine adsorbent yilizeyinin, adsorpsiyon alanlar1
ve enerjisi bakimindan ayni olmadigini, diger bir deyisle heterojen oldugunu kabul
eder.

1
n

Q. =KrxC™  (Esitlik 7.4)

Esitlik 6.4’te ©° Kp’ adsorpsiyon kapasitesini ifade ederken, (1/n) ise
Freundlich iissii olarak kabul edilir ve sistemin homojen olmayigmin bir temsil eder.

K degerinin artmasi, adsorpsiyon kapasitesinin artigi olarak tanimlanabilirken, (1/n)
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degerinin azaliyor olmasi ise adsorpsiyona karsi olan direncin azalmasi olarak
degerlendirilir. Esitlik 7.4’te bagntidaki esitligin her iki tarafinin logaritmasinin
alinmasi ile Esitlik 7.5’deki baginti elde edilir. Buradan, InC.’ye kars1 InQ. grafiginin
cizilmesiyle dogrunun egiminden (1/n) degerini, dogrunun y eksenini kesim noktasi

ise InKr degerini verir.

InQ, = InKy + ~ InC,  (Esitlik 7.5)

Cu-Freundlich

y =0.2242x + 2.3851
R2=0.9145 »®
@ 2
e 15
[]
(o}
£ .
* 1
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0.5
-7 -5 -3 -1 1 3 5
InCe

Sekil 7.17: poliHEMA-GMA)-NVF-Cu?'Kriyojeli ile BSA Adsorpsiyonu Freundlich izoterm Modeli

Zn-Freundlich
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Sekil 7.18: poli(HEMA-GMA)-NVF-Zn*'Kriyojeli ile BSA Adsorpsiyonu Freundlich izoterm
Modeli
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Langmuir ve Freundlich izoterm modellerinin uygulanmasi ile elde edilen
veriler sonrasinda regresyon (R?) degerleri karsilastirildginda gerek poli( HEMA-
GMA)-NVF-Cu?** ve gerekse poli HEMA-GMA)-NVF-Zn** kriyojelleri ile yapilan
BSA adsorpsiyonunun Langmuir izoterm modeli ile uyumlu oldgu anlagilmaktadir
(poliHEMA-GMA)-NVF-Cu?":  0.9927 > 0.9145) ve (poliHEMA-GMA)-NVF-
Zn*": 0.9918 > 0.8804).

Tablo 7.3: poli(HEMA-GMA)-NVF-Cu?* kriyojeli ile BSA adsorpsiyonuna gére Langmuir ve

Freundlich izotermleri

Langmuir Freundlich
Qmax Ky Ry R2 Kr n Rz

(mg/g) | (ml/mg)

625.0 | 0.0139 0.986 0.9927 | 86.83 | 4.46 | 0.9145

Tablo 7.4: poli(HEMA-GMA)-NVF-Zn?" kriyojeli ile BSA adsorpsiyonuna gére Langmuir ve

Freundlich Izotermleri

Langmuir Freundlich
Qmax KL RL I{2 KF n R2

(mg/g) | (ml/mg)

555.55| 0.013 0.987 0.9918 2.37 | 4.866 | 0.8804

7.5  SDS-PAGE Analizi

Sulu ¢ozeltiden ekstrakte edilen BSA'nin safligin1 ve molekiil agirligni kontrol
edebilmek i¢in SDS-PAGE islemi uygulandi. Bakir ve ¢inko yiiklii kolonlardaki
adsorpsiyon-desorpsiyon-eliisyon islemleri sonrasi elde edilen Orneklerden alinan
cozeltiler kuyucuklara yerlestirildi. Protein ayiraci bilesigi referans olarak kabul
edildigi islemde kolona verilmeden onceki ¢ozeltiye ait bandin, dengedeki ¢ozelti ve
desorbe edilen ¢ozeltiye dogru gegiste gozlemlenen bantlarin yogunlugunun

(kalinhiginin) azaldigr goriildii. Sekil 7.19°da gozlenen bantlarda Cu (i), BSA'nin
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baslangi¢ ¢ozeltisine, Cu(F), adsorpsiyon islemi sonrasi dengede kalan ¢ozeltiye ve
Cu (D) ise 0.5 M NaCl ¢ozeltisi ile desorbe edilen BSA ¢dzeltisine aittir. Benzer
kodlama Cinko yiikli poliHEMA-GMA) temelli afinite kolonu ic¢inde gegerlidir.
Uygulanan elektrik akimi sonrasi yiiriitiilen protein ¢ozeltilerinin ayni seviyede pik
vermis olmasi, protein ayirma-saflastirma igleminin poliHEMA-GMA)-NVF-Cu ve
poliHEMA-GMA)-NVF-Zn afinite  kolonlar1 ile basarili  bir  sekilde

gercgeklestirilebildiginin kanit1 olmustur.

Sekil 7.19: Kriyojel kolonlarda saflastirilan BSA ¢ozeltisi icin SDS-PAGE Analizi

7.6  Desorpsiyon-Tekrar Kullanilabilirlik

Kriyojellerin adsorban olarak kullanilmasmin en énemli 6n kosullarindan bir
tanesi tekrar kullanilabilirliginin incelenmesi, bunlarm farkli dlgeklerde ve farkl
alanlarda kullanilmalarinda fikir vermesi agisindan onemli bir adimdir. Bu amag
dogrultusunda bu tez kapsaminda immobilize metal afinite temelli poliHEMA-GMA)
kriyojel kolonlar tekrar kullanilabilirlik amaciyla BSA adsorpsiyon-desorpsiyon
islemi ayni polimer kolonu kullanilarak 10 kez tekrar edilmistir ve sonuglar
Sekil 7.20°de verilmistir. Kriyojellerinin adsorplama kapasitelerinin hesaplanmasinda
kaydadeger bir azalma gozlenmemistir. Kriyojellerin birbiri ile i¢ ice gegmis genis
yiizey alanma sahip ag orgiili gozenekli yapida olmalar1 kiitle-aktarim direncinin
thmal edilerek adsorpsiyon-desorpsiyon dogiisiiniin ¢ok hizla ger¢eklesmesine olanak

saglamustir.

60



Tekrar Kullanilabilirlik
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Sekil 7.20: Kriyojelinin tekrar kullanilabilirligi: BSA derisimi: 1.0 mg/ml, pH: 5.0 ve 6.0, t: 2 saat,
T: 25°C, desorpsiyon ajani: 0.5 M NaCl ¢ozeltisi

7.7  Antibakteriyel Test Sonuclar

Tez c¢alismasmm bu boliiminde poly(HEMA-GMA) kriyojellerinin
antibakteriyel ozelliklerinin gelistirilebilmesi amaciyla NVF ligandinin, metal
selatlastiric1 6zelliginden faydalanilarak ve literatiirde antibakteriyel 6zelligi bilinen
giimiis partikiillerinin olusturulmasina dayanilan bir uygulama gercgeklestirildi. Bu
kapsamda, 4 farkli sentez yontemi ile kriyojel icerisinde biiyiitiilen glimiis partikiiller
ile fonksiyonlandirilmis poly(HEMA-GMA) kriyojellerinin (Ag(1), Ag(2), Ag(3) ve
Ag(4) antibakteriyel 6zellikleri karsilastirmali olarak incelenmistir (Kriyojellerin
kisaltmalar1 bu paralellikte yapildi)). Caligmalarda kriyojellerin antibakteriyel

performansi1 Escherichia coli ve Bacillus Subtilis bakterileri kullanilmustir.

7.7.1 poli(HEMA-GMA)-NVF-Ag NP Kriyojellerin Karakterizasyonu

Sentezlenen disk boyutundaki kompozit kriyojellerin optik resimleri ve elde
edildikleri ¢ozelti ortam1 Sekil 7.21°de sunulmustur. Glimiis metalinin karakteristik

rengini andiran tiirlerinin yani sira, elde edildikleri ortam neticesinde, kontrol grubu
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olarak se¢ilmis poly(HEMA-GMA)-NVF (Ag(0) kriyojellerinin goriiniir farkliliklar1

net bi¢imde gozlenebilmektedir.

Sekil 7.21: Glimiis partikiil igeren poly(HEMA-GMA)-NVF-Ag(n) kriyojellerinin optik resimleri ve
bulunduklar1 ¢ézelti ortami (n = (1,2,3,4)

Antibakteriyel uygulamalar i¢in hazirlanmis Ag(n) serisi kriyojellerin FTIR
spektrumlar1 Sekil 7°de gosterilmektedir. Sekil 7.22°deki FTIR spektrumundan
goriilecegi iizere giimiis partikiil ile fonksiyonlandirilmis her bir kriyojelin ve kontrol
grubu olan poly(HEMA-GMA)-NVF kriyojelinin (Ag0)’dan elde edilen pikler ile bu
tez c¢alismasinin 7.2 kisminda yer alan FTIR sonuclarinin uyumlu oldugu

anlagilmaktadir.
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Sekil 7.22: Ag serisi kriyojellerin FTIR spektrumlari

Sekil 7.23°de kriyojellerin SEM goriintiileri gosterilmektedir. Baslangicta
sentezlenen disk boyutlarindaki Ag(0) kriyojelinin gézenekli morfolojisinin, bu tez
calismasindaki kolon tipi formuyla karsilastirildiginda da cok fazla degisiklik

gostermedigi anlasilmaktadir.
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cps/eV

Sekil 7.23: Antibakteriyel 6zellikleri incelenen kriyojellerin FE-SEM Goriintiileri ve EDS Analizleri:
(A-B): Ag (1) kriyojeli, (C-D): Ag (2) kriyojeli, (E-F): Ag (3) kriyojeli, (G-H): Ag (4) kriyojeli
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Antibakteriyel testler icin hazirlanmis Ag-serisi kriyojellerin SEM ve EDS
goriintiileri agagida yer almaktadir. SEM goriintiileri, glimiis partikiilerin polimerik
yapiya dahil olmasiyla kriyojelleri morfolojik yapisinin degismedigini ve gozenekli
yapimnin sivi ortamimi hapsetmeye uygun oldugunu gostermekte iken, EDS

sonuclarindaki Ag elementinin varligi ise yapida Ag iyonlarmin bulundugunu

isptlamaktadir.
Tablo 7.2: Ag-Serisi Kriyojellerin Elementel Analiz Ierigi Sonuglar1
Kriyojel C (%) N (%) O (%) Ag (%)
Ag(0) 55.45 11.82 32.73 -
Ag(1) 51.44 4.09 37.91 6.56
Ag(2) 60.75 10.65 17.78 10.82
Ag(3) 51.58 9.44 36.89 2.08
Ag(4) 40.11 36.38 16.56 6.94

7.7.2 poli(HEMA-GMA-NVF-Ag-Serisi Kkriyojellerin Antibakteriyel

Performansi

Bu calismada kriyojellerin antibakteriyel etkinlikleri agar diflizyon ve toplam
canlilik sayilara bakilarak incelenmistir. Elde edilen sonuglarin verileri Tablo 7°de

sunulmustur.

Caligmada kriyojellerin kullanildig1 agar diflizyon ¢alismalarinda hem E. coli
hem de B. subtilis i¢in farkli kriyojel 6rnekleri igin benzer inhibisyon profilleri elde
edilmistir (Sekil 7.24 - Sekil 7.30). Yapilan analizlerde kullanilan test edilen tiim
kriyojellerin E. coli ve B. subtilis i¢cin kontrole gore anlaml bir farklilik yarattigi
gozlenmistir. Kriyojellerin siispansiyon halinde bulundugu ¢ozeltilerin kagit diskler
tizerinde emdirilmesiyle yapilmis ¢alismalarda ise E. coli lizerinde tiim derisimler i¢in
anlamli bir fark gozlemlenmis olsa da bu ¢dzeltilerin B. subtilis susu tizerine herhangi
bir etkisi gozlenmemistir (Tablo 7.5). Ancak bu ¢ozeltilere 4 saat maruz birakilan
bakteriler ile yapilmis ¢aliymalarda gerek E. coli gerek ise B. subtilis bakterilerinde
antimikrobiyal etkilerin olustugu goézlenmistir. Calismada E. coli i¢in sadece 1
numarali kriyojel CFU degerlerinde kontrole karst anlamli bir fark yaratirken, B.

subtilis tizerinde 4 numarali kriyojel digsindaki tiim kriyojellerde kontrole karsi anlaml1
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bir fark gozlemlenmistir (Sekil 7.24- 7.30). Toplam canlilik sayilarina iliskin veriler
Tablo 7.5 ve Tablo 7.6’da sunulmustur. Bu sonuclara gore, glimiis partikiil
olusturulmus poly(HEMA-GMA)-NVF kriyojellerinin yapilan testler sonucunda

antibakteriyel 6zelliklerinin arttirldigi gozlemlenmistir.
Control 1

2 3
Y

Sekil 7.24: Kriyojel kullanilan ¢alismalarda agar tizerinde bakteriyel inhibisyon zonlarmin goriiniimi

Control 1 2 3 4

E. coli

Sekil 7.25: Kriyojelleri igeren ¢ozeltilerin kullanildigi ¢alismalardaki agar tizerinde bakteriyel
inhibisyon zonlarmin gortiiniimi
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Sekil 7.26: Farkli kriyojellerin E. coli {izerindeki zon indeks degerlerinin karsilagtirilmasi. P value:
.012 (ns), .033 (¥), .002 (**), <.001(***)

ns

Zone indeces

1 i
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Sekil 7.27: Farkli kriyojellerin B. subtilis tizerindeki zon indeks degerlerinin karsilastirilmasi. P value:
.012 (ns), .033 (*), .002 (**), <.001(***)
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Sekil 7.28: Kriyojellerin bulundugu ¢6zeltilerin E. coli tizerindeki zon indeks degerlerinin
karsilastirilmasi. P value: .012 (ns), .033 (¥), .002 (**), <.001(**%*)
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Sekil 7.29: Kriyojellerin bulundugu ¢ozeltilerin E. coli hiiclerinin toplam canlilik sayilari tizerine
etkilerinin karsilastirilmasi. P value: .012 (ns), .033 (*), .002 (**), <.001(***)
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Sekil 7.30: Kriyojellerin bulundugu ¢ozeltilerin B. subtilis hiiclerinin toplam canlilik sayilar1 tizerine
etkilerinin karsilastirilmasi. P value: .012 (ns), .033 (¥), .002 (**), <.001(***)

Tablo 7.5: Disk difiizyon verilerine iligkin 6zet tablo

Bakteri Ornek tipi Zon indeksleri

Kontrol 1 2 3 4
E. coli Kriyojel 0.000+0 9.704+£2.269 4.475+0.552 4.07+0.794  1.405+0.144
E. coli Soliisyon 0.000+0 2.462+0.632 2.994+0.845 1.988+0.582 1.492+0.211
B. subtilis  Kriyojel 1.755+0.074 9.333+0.804 3.675+0.578 4.497+2.062 1.383+0.062

B. subtilis  Soliisyon 0.000+0 0.000+0 0.000+0 0.000+0 0.000+0

Tablo 7.6: Toplam canlilik sayilarina iligskin 6zet tablo

Bakteri CFU/ml

Control 1 2 3 4
E. coli 110+0.12 67+1.52 91+2.70 121£8.19 99+0.58
B. subtilis 108+1.87 61+2.51 83+5.68 844+2.29 107+4.67
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8. SONUC VE ONERILER

Sunulan bu tez calismasi kapsaminda metal selatlastiric1 6zelligi bilinen N-
Vinil formamit ile fonksiyonlandirilmis polil HEMA-GMA) kriyojellerin

kromatografik ve antibakteriyel performansi incelenmistir. .

[Ik olarak 2-Hidroksietil metakrilat ile Glisidil metakilat monomerlerinin
capraz baglayici olarak Etilen glikol dimetakrilat varliginda kriyojelasyon yontemi ile
polilHEMA-GMA) kriyojeli elde edilmistir. Bu kriyojel, sonrasinda bazik ortamda
glisidil metakrilat monomerinin sahip oldugu epoksi halkasmin ag¢ilmasiyla N-Vinil
formamit monomerinin niikleofilik katilma reaksiyonu ile fonksiyonaldirilarak
poliHEMA-GMA)-NVF kriyojeli elde edilmistir. Asidik ortamda protonlanabilme
ozelligine de sahip N-Vinil formamit ligandi, icerdigi azot atomu iizerinden bakir ve
c¢inko iyonlar1 ile koordine kovalent bag yapma yetenegi Ongoriiliip,

komplekslestirilerek, boylece immobilize metal afinite kolonuna doniistiirtildii.

Protein saflastirma c¢aligmalarinda etkili yOntemlerden bir tanesi olan
immobilize metal afinite kromatografisinin bir uygulamasi olarak bakir ve ¢inko yiiklii
kriyojeller ayr1 ayr1 elde edilerek oncelikle fiziksel ve kimyasal olarak karakterize

edildi.

Karakterizasyon c¢alismalar1 kapsaminda su tutma (sisme), mekanik
dayaniklilik, FTIR, FESEM, elementel analiz, TGA ve DTA analizleri gerceklestirildi.
Sonuglarm fiziksel karakteristiklerinin karsilastirilabilir olmasi agisindan bu testler

tiim kriyojeller i¢in uygulandi.

Sisme testleri sonucunda sentezlenen poli(HEMA-GMA) temelli tiim
kriyojellerinin jellesme verimleri, sisme derecesi-oranlari, makrogdzeneklilik,

porozite ve gdzenek hacmi gibi paramtereler hesaplanabilmistir.
FTIR analizi neticesinde kriyojellere ait fonksiyonel gruplar teyit edilmistir.

FESEM analizleri neticesinde kriyojellerin makrogdzenekli morofolojik yapisi
aydinlastilmis olup, elementel analiz ile de kriyojellerin sahip oldugu element igerigi

de belirlenebilmistir.
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Kriyojellere ait sicaklik arttik¢a kiitle degisiminin incelenebilmesi amaciyla
TGA ve DSC analizleri gercgeklestirildi. Metal iyonu yiiklii kriyojellerin termal

Omriiniin daha yiliksek oldugu anlasildi.

poliHEMA-GMA)-NVF-Cu?* ve poliHEMA-GMA)-NVF-Zn?*"
kriyojellerinin kromatografik performansi i¢cin en yaygm olarak bulunan serim
proteinlerinden olan BSA model protein olarak secilerek adsorpsiyon caligmalari
yapildi. Adsorpsiyon c¢alismalar1 peristaltik pompa yardimci ile stirekli sistemde
incelenmistir. Optimum kosullarin belirlenmesinde ilk olarak calisma pH’s1 belirlendi.
NVF ligandinin katyonik bir monomer olusunun da etkisiyle asidi ortamda ¢alismalar
yiriitiildii. Adsorpsiyon kapasitelerinin belirlenmesi sonucunda Zn yiiklii kriyojel i¢in
calisma kosullarinda pH 5.0 asetat tamponu tercih edilirken, Cu yiiklii kriyojeller i¢in
ise phH 6.0 fosfat tamponu sistemi kullanildi.

Optimum kosullarin belirlenmesinde diger parametreler olan baslangig
derisimi etkisi, iyonik siddet (tuz etkisi), ve kolonun akis hiz1 gibi etkenlerde ayr1 ayri
incelenmistir. Bu sonuglarin ardindan adsorpsiyon izotermleri incelendiginde
Langmuir izoterm modelinin, Freundlich izoterm modeline gore bu ¢alismaya daha

uyumlu oldugu hesaplanmistir.

poliHEMA-GMA) temelli metal iyonu immobilize edilmis kriyojellerin BSA
saflagtirmasina yonelik uygulamasinda en 6nemli asamalardan bir tanesi SDS-PAGE
analizi olmustur. SDS-PAGE ile gerceklestirilen elektroforetik ayrimlarda kriyojel
kolonlarm BSA’nin sulu c¢ozeltiden ekstrakte edilmesinde etkili bir sekilde

kullanilabilecegi teyit edilmistir.

poli HEMA-GMA)-NVF-Cu** ve poli(HEMA-GMA)-NVF-Zn**
kriyojellerinin tekrar kullanilabilirliklerinin incelenmesi i¢in adsorpsiyon-desorpsiyon
calismalar1 10 tekrar-dongii seklinde gergeklestirildi. 1k adsorpsiyon sonucu ile 10.

tekrar sonucu arasinda dramatik bir azalma gozlenmedigi tespit edildi.

N-Vinil formamit ligand1 iizerinden poliHEMA-GMA) kriyojellerinin
fonksiyonlandirilmasi islemi sonrasi bu kez glimiis iyonlar1 ile reaktive edilerek glimiis

parcgaciklarin kriyojel igerisinde biiyiitiilerek antibakteriyel 6zellikleri incelendi.
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4 farkl yontem ile hazirlanan glimiis parcacik iceren kompozit poli HEMA-
GMA) kriyojellerin yan1 sira poliHEMA-GMA)-NVF kriyojelinin de antibakteriyel
testlere tabi tutulmasi ardindan, giimiis pargacik igeren kriyojellerin E.Coli ve

B.Subtilis karsisinda antibakteriyel 6zelliginin gelistirimis oldugu tespit edildi.

Bu c¢aligmalar sonucunda bu tez kapsaminda sentezlenen kriyojellerin
kromatografi temelli Kati-Faz Ekstraksiyonu (SPE) seklinde kullanilabilecegi gibi
antibakteriyel 6zellikleri ile de biyoteknolojik amacgl ¢caligmalarda uygulanabilecegi

ongoriilmektedir.
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