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MOLEKULER BASKILANMIS NANOPARTIKULLERIN
HAZIRLANMASI, KARAKTERIZASYONU VE LiZOZiM
SAFLASTIRILMASINDA KULLANILMASI

Mehmet Emin CORMAN

Yiiksek Lisans Tezi, Kimya Anabilim Dali
Tez Danigsmant: Prof. Dr. A. Alev KARAGQZLER
Ikinci Damisman: Dog. Dr. Sinan AKGOL

Molekiiler baskilanmis polimerler hazirlanmasi kolay, dayanikli, ucuz ve
molekiiler tanima yetenegi olan polimerlerdir. Molekiiler baskilanmis polimerler
afinite aywrma araglar1 olarak disiiniilebilir. Bu ¢alismanin amaci, sulu
¢ozeltiden lizozim saflastirmak i¢in lizozim-baskilanmis poliHEMA-MATTrp)
nanopartikiillerin hazirlanmasidir. Lizozim MATrp ile komplekslestirilmis ve
miniemiilsiyon polimerizasyon reaksiyonu ile lizozim baskilanmis poliHEMA-
MATrp) nanopartikiilleri sentezlenmistir. Ayrica baskilanmamis nanopartikiiller,
kontrol deneyi icin kalip molekiil lizozim olmadan sentezlenmistir. Lizozim
baskilanmis poliHEMA-MATrp) polimerine lizozim adsorpsiyonu farkli ortam
kosullarinda (pH, iyonik siddet, lizozim derisimi, sicaklik) kesikli sistemde
incelenmistir. Nanopartikiillerin karakterizasyonu FTIR, SEM, AFM, Zeta
boyut analizi ve Elementel analiz ile gerceklestirilmistir. Lizozim-baskilanmis
polimerlerin spesifik yiizey alani 1648,0 m%g; boy dagilimlari 261 nm olarak
bulunmustur. Elementel analiz sonuglarina gore partikiiller 0.85 pmol MATrp/g
polimer i¢ermektedir. Maksimum lizozim adsorpsiyonu 1182,8 mg/g olarak
bulunmustur. Desorpsiyon i¢in etilen glikol kullanilmis ve % 94 geri kazamm
saglanmigtir. Adsorpsiyon—desorpsiyon dongiisii 5 kez tekrarlanmis ve
adsorpsiyon kapasitesinde Onemli bir degisim go6zlenmemistir. Lizozim
baskilanmis poliHEMA-MATrp) nanopartikiillerin segiciligini gostermek igin
lizozim, s1gir serum albiimini (BSA), sitokrom ¢’nin adsorpsiyonu arastirilmustir.
Elde edilen sonuglar, baskilanmis nanopartikiillerin  lizozim i¢in yiiksek
secicilige ve duyarliliga sahip oldugunu gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: Molekiiler baskilanmis polimerler, nanopartikiil, lizozim
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ABSTRACT

MOLECULARLY IMPRINTED NANOPARTICLES PREPARATION,
CHARACTERIZATION AND ITS USAGE FOR LYSOZYME
PURIFICATION

Mehmet Emin CORMAN

M. Sc. Thesis, Department of Chemistry
Supervisor:Prof. Dr. A. Alev KARAGOZLER
Co-supervisor: Assoc. Prof. Dr. Sinan AKGOL

Molecularly imprinted polymers (MIP) are easy to prepare, stable, inexpensive
and capable of molecular recognition. MIPs can be considered as affinity
separation media. The aim of this study was to prepare lysozyme-imprinted
poly(HEMA-MATrp) nanoparticles which can be used for the purification of
lysozyme from aqueous solutions. Lysozyme was complexed with MATrp and the
lysozyme-imprinted poly(HEMA-MATrp) nanoparticles were synthesized by
miniemulsion polymerization reaction. Also, non-imprinted nanoparticles were
synthesized without lysozyme for control experiments. Adsorption of lysozyme
onto lysozyme imprinted poly(HEMA-MATrp) polymer was investigated in batch
system under various medium conditions (i.e. pH, ionic strength, lysozyme
concentration, temperature). Characterization of nanoparticle polymer was
conducted using FTIR, SEM, AFM, Zeta sizer and Elemental analysis. The
specific surface area of the lysozyme imprinted particles was found to be 1648,0
m2/g with a size range of 261 nm in diameter. According to the elemental analysis
results, the particles contained 0,85 pumol MATrp/g polymer. The maximum
lysozyme adsorption capacity was 1182,8 mg/g polymer. Ethylene glycol was
used for desorption of lysozyme. The adsorbed lysozyme was desorbed with 94 %
recovery. It was observed that after 5 adsorption-desorption cycle, there is no
significant loss in adsorption capacity. In order to show the selectivity of the
lysozyme imprinted poly(HEMA-MATrp) nanoparticles, adsorption of lysozyme,
bovine serum albumin (BSA) and cytochrome ¢ were investigated. The results
show that the imprinted nanoparticle has high selectivity and sensitivity for
lysozyme.

Key Words: Molecular imprinting polymers, nanoparticle, lysozyme
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1. GIRIS
1.1. Nanoteknoloji

“Nano” sozciik olarak, bir fiziksel biiyiikliigiin bir milyarda biri anlamina gelir. Bir
nanometre ise, metrenin bir milyarda birine esit bir uzunluk birimidir.
Nanoyapilarin olaganiistii 6zellikleri ¢ok dncelerden tahmin edilmekteydi. Nitekim
1960’11 yillarda, Feynman nanoyapilarin bu yoniini vurgulayarak bilim
insanlarinin  dikkatlerini nanometre boyutlarina ¢ekmek igin ¢aba gosterdi.
Boylece 20. yiizyilin son ¢eyreginde, dogada bulunmayan yeni nanoyapilarin
atomsal diizeyde tasarlanarak sentezlenmesi devri basladi.

Teknolojide ilerlemis iilkeler, nanoteknolojiye odaklanarak, bu devrimin i¢inde
yer almalarim saglayacak programlar iizerinde ciddi ¢alismalar yapmaktadirlar.
Nanoteknoloji, maddenin atom veya molekiilleri lizerinde yapilan uygulamalarla
makinelesmede hassasiyetin teorik sinirlarina ulasmasi nedeniyle, giiniimiiziin en
ileri iiretim teknolojisi olarak kabul edilmektedir (Ciraci, 2005).

Nanoteknoloji kavramini ilk defa dile getiren Amerika Birlesik Devletleri’nden
Eric Drexler (Foresight Enstitiisii’niin kurucusu), {inlii Massachusetts Teknoloji
Enstitiisii (Massachusetts Institute of Technology - MIT) laboratuarindaki egitimi
sirasinda, biyolojik sistemlerden esinlenerek molekiiler makineler yapilabilecegini
Onermis ve nanoteknolojinin ilk tohumlarim serpmistir.

Nanoteknoloji vizyonunun ortaya ¢ikisini, 1959 yilinda fizik¢i Richard
Feynman’in “malzeme ve cihazlarin molekiiler boyutlarda iretilmesi ile
basarilabilecekler” ilizerine yapmis oldugu inli konusmasina kadar
dayandirabiliriz (There is Plenty of Room at the Bottom). Bu konusmasinda
Feynman minyatiirize edilmis enstriimanlar ile nano yapilarin 6lgiilebilecegi ve
yeni amaglar dogrultusunda kullanilabileceginin altin1 ¢izmistir (Hey, 1996).

Unlii fizik¢i Richard Feynman’m, 1959 yilinda yaptigi ve giiniimiizde hizla
gelismekte olan nanoteknolojinin miijdecisi sayilan konusmasinda 6ngordiigii gibi,
kiigiik olgeklerle dogrulanacak uzun yolda bizi hos, sasirtici ve yararhi bulgular
bekliyor (Takayangi vd., 2001; Oshima vd., 2003; Senger, 2004). Nanodl¢ekte
maddelerin ve yapilarm kontrolii, miihendislik yaklasimlari ile miimkiin olur.



Nanobilim ve nanoteknolojinin, biyoloji ve tip arastirmalarmi da tamamen
degistirecegine bilim diinyasmin onemli bir boliimii inanmaktadir (Vogel, 2003).
Her yapinin ve etkinin atomik diizeyde bir duyarlilikla kontrol edilmesi ve belli bir
is i¢in olasi en kii¢iik makinenin yapilmasi nanoteknolojinin biiyiilii noktasini
olusturmaktadir. Bu islemleri gergeklestirecek makine parki, cihazlar, aletler
gelistikge nanoteknolojide yol alinmis olunacaktir. Feynman mevcut durumun,
atom Ustline atom dizilerek yeni bir yap1 olusturulmasina ters diismedigini verdigi
orneklerle ifade etmis ve bu sayede ¢ok hafif, yiiksek mukavemetli, akilli, ¢ok
ucuz, temiz materyaller elde edilecegini ve nanoaletler kullamilarak endiistride ve
hayatimizdaki amaca gore istenilen yere yonlendirilebilecegini ortaya koymustur
(Goodsell, 2000).
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Sekill.1.Nano 6l¢ek gosterimi (Biggs, 2003)

Nanoteknoloji uygulamalarinin temelinde materyal boyutlarinin kiigiiltiilmesi
sonucu fiziksel 6zelliklerin degismesi vardir. Ornegin nanopartikiiller ¢ok biiyiik
yilizey alani/hacim orammna sahiptirler. Buna bagli olarak floresans gibi optik
ozellikler partikiill ¢apinin bir fonksiyonu haline gelirler. Nanopartikiiller
kullanilarak yapilan malzemelerde sertlik ve elastikiyet Ozellikleri degisir.
Geleneksel polimer yapilarin nanopartikiiller kullanilarak —gii¢clendirilmesi
miimkiindiir. Béyle nanoteknolojik olarak giiclendirilmis materyallerin agirlig
azalirken dayaniklilik ve fonksiyon gesitliligi artmaktadir.
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Sekil 1.2. Mikro ve nano bilesenlerin biiyiikliik skalasi ve 6rnekleri (Mamalis,
2007)

1.1.1. Nanoteknolojinin Uygulama Alanlari

Nanoteknoloji uygulamalarinda {iiretilen malzemeler, pargalar ve aletlerin hepsi
atomlardan olugsmaktadir. Nanoteknolojinin gelismekte olan pek ¢ok potansiyel
uygulama alan1 mevcuttur. Nano diizeydeki 6zelliklere bagli olarak hastaliklarin
teshisine, ila¢c etkilesimlerinin belirlenmesine, DNA diizenlenmesine ve
islenmesine olanak saglanmaktadir. Ayrica viicuda alinan gida maddelerinin ve
stvilarin izlenmesi, bitki ve hayvanlardaki saglik takibi, cevresel izleme ve
denetleme gibi konular iizerine uygulamalar da miimkiin olmaktir.



Bununla birlikte; kiiciik, hizli, akilli ve ¢oklu analiz yapabilen sensorler; kiiciik,
yiiksek yogunluklu ve hizli 6zelliklere sahip elektronikler ve optikler; daha iyi
kontrol ve daha iyi salinim yapabilen sistemler; yiiksek dayaniklilik, kararlilik ve
optiklik 6zelliklerinden dolay1 kompozit ve film yapimu; elektrik, yiiksek yogunluk
depolamasi gibi 6zelliklerinden dolayi enerji; yumusak iyilestirme filmleri; oto-
lens gibi sistemlerde kullanilabilen akilli sistemler de uygulama alanlarindandir.
Bu potansiyel uygulama alanlarma sahip nanoteknolojinin alt dallar1 ise;

® Nanomateryaller,
® Nanoelektronikler,
® Nanobiyoteknoloji ve Nanomakinalar olarak sayilabilir (Biggs, 2003).

1.2. Nanobiyoteknoloji

Modern bilim biyolojik olaylar1 (yasami) molekiiler diizeyde inceleyebilmek igin,
Ozellikle ¢ok hizli ve ¢ok sayida paralel ve/veya art arda devam eden biyolojik
reaksiyonlar1 anlamaya ve buradan alacagi bilgiler ile esas olarak yasam kalitesini
artiracak teknolojik gelismeler saglamaya ¢alismaktadir. Siiphesiz bunlarin dogru
ve hizli olarak yapilmasi, birgok bilinmeyenin de ¢O6ziimii demektir.
Nanobiyoteknoloji tanimi, bu g¢alismalar sirasinda ortaya ¢ikan bir konunun
gelisimi  ile bulunmustur. Nanoteknolojinin biyolojik ve biyokimyasal
uygulamalarini i¢eren alt dalina nanobiyoteknoloji ad1 verilir.

Nanoteknolojinin biyoloji i¢in sundugu en Onemli olanak biyomolekiiler yapi,
fonksiyon ve 6zelliklerinin arastirilmasi i¢in yeni araglar olusturmasidir. Bu yeni
araclar kullanildiginda hiicrenin yapisal elemanlarinin ve molekiiler iligkilerinin
dogrudan Ol¢iimii miimkiin olabilmektedir. Nanobiyoteknolojinin gelisiminde
biyolojik mekanizmalar1 taklit ederek nanoboyutlu aygitlarmm yapimi énemli rol
oynamaktadir. Cok biiyiik potansiyele sahip olan bu olayin gelecek yillarda daha
da gelismesi beklenmektedir.

Son yirmi yilda, molekiiler biyoloji ve gen teknolojisi alanlarinda kaydedilen
bliyiik gelismeler, nanobiyoteknolojideki hizli degisim ve ilerleyisin itici gilicii
olmus ve bu teknoloji, giderek ¢ok daha fazla sayida sanayi ve hizmet sektoriini
kapsar ve etkiler hale gelmistir.



Nanobiyoteknoloji ilk olarak taklit edilecek olaganiistii modeller olusturur. Daha
sonra, bize sentetik ve biyolojik nanoteknolojiyi birlestirerek hibrid yapilarin
ortaya ¢cikmasini saglayacak, ¢alisan hazir hiicre bilesenlerini sunarlar (Leggett ve
Jones, 2005). Insan saghgindan tarima, kimya miihendisliginden ¢evre korumaya,
gida iiretiminden enerji tretimine kadar yasamin pek ¢ok alami bu teknolojinin
kapsamina girmistir. Nanobiyotekoloji bitki ve hayvanlar1 gelistirmek, tiriinlerin
kalitesini arttirmak ya da 6zel kullanimlar i¢in mikroorganizmalar1 gelistirmek
amaciyla canli organizmalarin kullanildig1 teknolojileri igeren disiplinler arasi bir
bilim dalidir. Canlilarin iyilestirilmesi ya da endiistriyel kullanimina yonelik
irilinler gelistirilmesini ve modern teknolojinin doga bilimlerine uygulanmasini
kapsar (Leggett ve Jone, 2005).

1.3. Nanopartikiiller

Nanometre boyutlarindaki nesnelere dayali bir teknoloji olan nanoteknoloji
materyaller, cihazlar ve sistemler gibi pek ¢ok dalda gelisimini stirdiirmektedir.
Glinlimiizde nanomateryaller hem bilimsel alanda hem de ticari uygulamalarda
kullanilmaktadir. 10 yil Oncesine kadar, boyuta bagli kimyasal ve fiziksel
Ozelliklerinden dolayr nanopartikiiller ¢alisilmaktaydi.  Giiniimiizde ise,
nanopartikiiller ticari uygulamalarda da kullanilmaya baslanmistir (Sharmaa,
2001). Nanopartikiiller, biyiikliikleri 10-1000 nm arasinda degisen, ¢6ziinmiis,
hapsedilmis veya adsorbe olan etkin maddeyi kontrollii olarak salan kati, kolloidal
partikiillerdir. ~ Nanopartikiiller, nanokiire ve nanokapsiill olarak da
isimlendirilebilir. Nanokiirede etkin madde matriks sistem i¢inde homojen olarak
dagilmistir. Nanokapsiilde ise etkin madde bir polimerik membranla ¢evrilidir.
Nanopartikiillerden istenen 6zellikler, ilacit kontrollii olarak salmasi, tagiyicinin
fizyolojik ortamda pargalanmasi ve pargalanma {iriinlerinin toksik olmamasi gibi
siralanabilir (Ko¢ ve Kocaman, 2004). Es boyutlu olan nanopartikiiller
biyoetiketleme uygulamalarinda uygundurlar. Biyolojik etiketleme, biyolojik veya
molekiiler kaplama, biyoinorganik yiizeye sahip tabaka olusturma nanopartikiillere
baghh olarak yapilmahdir. Biyolojik kaplama; antibadileri, kollajen gibi
biyopolimerleri ve kii¢iik molekiillerin monotabakalarini icermektedir (Salata,
2004).



Nanopartikiiller, kullanilan baslangi¢ malzemesinin karakteristiginden dolay1
fizikokimyasal ve morfolojik oOzellikleri ile farkli {iretim y&ntemlerini
gelistirmistir. Boyutlar1 100 nm ve altinda kalan tozlar olarak tanimlanan
nanopartikiiller, nanoboyutlu malzemelerin dolayisiyla nanoteknolojinin temelini
olusturmaktadir (Miller vd., 2004; Rao vd., 2005). Bu partikiiller diger ticari
malzemelerden genelde farkl ve tistiin kabul edilen 6zellikler géstermektedir.

Sikga belirtilen nanopartikiil &zelliklerinin ¢ekiciliginin giiniimiizde bilinen
nedenleri ise; kuantum boyut etkileri, elektronik yapisinin boyut bagimliligi, yiizey
atomlarimin benzersiz karakterleri ve yiiksek yilizey/hacim oram olarak 6n plana
¢ikmasidir (Liveri, 2006).

Nanopartikiil sentezi bu yapilarin sergiledikleri olagandisi ozellikler sebebiyle
yiliksek aktiviteli katalizorler, optik uygulamalar igin 6zel teknolojik malzemeler
ile birlikte siiper iletkenler, asmmaya karsi katkilar, ylizey aktif maddeler, ilag
tagiyicilar ve Ozel teshis aletleri gibi bir¢ok teknolojik ve farmakolojik iiriinlerin
hazirlanmasinin yolunu agmistir ( Miller vd., 2004; Rao vd., 2005; Liveri, 2006).
Bunlarm yani sira, malzemelerin nanoboyut seviyesinde kontrolii nanotasiyicilar,
sensorler, nanomakinalar ve yiiksek yogunluklu veri depolama hiicreleri gibi
kendine 6zgii islevsellige sahip minyatiirlestirilmis aygitlarmn gergeklestirilmesine
izin vermektedir. Agik¢a goriilmektedir ki, nanoyapili malzemelerin ve cihazlarin
tasarlanmasini, iretimini ve islevsel olarak kullanimini kapsayan nanoteknoloji
alanindaki yeni gelismeler i¢in vazgecilemez ilk adim nanopartikiillerin tiretimidir.
Nanoteknolojik malzemelerin ¢ikis noktasim olusturan nanopartikiiller genis bir
kimyasal aralik ve morfolojide iiretilebilirler (Giirmen ve Erbin 2008).

Enzim tasiyici materyalin boyutundaki azalma genellikle enzimin etkinligini
gelistirir. Yiizeye baglanmalarda, kii¢iik partikiiller enzimi tutabilmesi i¢in daha
genis yiizey alanina sahiptirler, bu sayede partikiiliin birim kiitlesi basina baglanan
enzim miktar1 artar (Jia vd, 2003). Gozenekli materyallere enzim
baglanmalarinda, kii¢iik gozenekli partikiillerin biiyiik godzenekli partikiillere
oranla substrat diflizyonu az oldugundan daha diisiik kiitle transfer direnci
beklenir. Son yillarda, bu alanda destek materyal olarak nanoyapilarm kullanimina
biiyiik ilgi vardir (Daubresse vd., 1996; Martins vd., 1996; Caruso ve Schuler,
2000; Chen ve Su, 2001; Liao ve Chen, 2001; Jia vd., 2003). Nanopartikiillerin
birim kiitlesi basina diisen yiizey alani genis oldugundan, nanopartikiiller lizerine
enzim baglanmasi etkili bir sekilde basarilabilir (Chen and Su, 2001).



Bununla birlikte, nanopartikiiller, enzimin optimizasyon ¢eliskilerine ideal careler
sunar; minimum difiizyonal sinirlilik, birim kiitle bagina maksimum yiizey alani,
yiiksek miktarlarda enzim baglama (Jungbae K. vd., 2006).

Umut verici performans oOzellikleri ile birlikte nanopartikiillerin essiz ¢ozelti
davramslari, heterojen ve homojen kataliz arasinda ilging bir gegis bolgesini isaret
eder. Teorik ve deneysel ¢alismalar, tanecik biiyiikligli ve ¢ozelti viskozitesi ile
belirlenen tanecik hareketliliginin tanecige bagli enzimlerin gergek aktivitesini
etkileyebilecegini gostermistir (Kim vd., 2006).

Nanopartikiiller, hiicreye fagositoz yoluyla girer ve hiicre igindeki lizozomal
enzimler tarafindan pargalanirlar. Nanopartikiiller, pasif hedeflendirme ile en fazla
karaciger ve bobreklerde toplanirlar ve dolayisiyla da karacigerin kanser ve
paraziter hastaliklarinda kullanilirlar. Monoklonal antikorlar nanopartikiillere
antijen baglayan bolgelerinden adsorbe olurlar. Bu 6zel etkilesim, in vivo ilag
hedeflendirilmesinde 6nemli rol oynar. Monoklonal antikorlarla kaplh
nanopartikiiller in vitro kosullarda hedef tiimdr hiicrelerine karsi etkili olmaktadir
(Kog ve Kocaman, 2004).

Son yillarda yapilan ¢alismalar mikropartikiilli ila¢ tasiyici sistemlerin
(mikrokiire, nanopartikiil) veya biyokonjugantlarin hedef hiicreye ulagmasi ve
hiicre igine endositik yollarla alinabilmesinde en 6nemli parametrenin, tasiyici
sistemin hedefle etkilesmesine olanak saglayacak siirede dolasimda kalmasi
oldugunu gostermektedir. Bu nedenle biyolojik sivilarda veya dolasimda kalis
siiresini arttiran, opsonize edici bilesenlerle etkilesmeyi Onleyen sterik
stabilizasyon ve hedeflendirici ligantlarin ilag tasiyici sistem tasariminda birlikte
kullanilarak ligant-reseptor aracili hedeflendirme yapilmasi 6n plana ¢ikmaktadir
(Kog ve Kocaman, 2004).

1.3.1. Nanopartikiillerin Uygulama Alanlari

Glinlimiizde, nanopartikiiller ticari alanda birgok uygulama alanina sahiptir
(Salata, 2004). Asagida, nanoyapilarin tip ve biyolojide kullanilan baz1 uygulama
alanlar1 verilmektedir:

a) Floresan biyolojik etiketler (Bruchez vd., 1998; Wang vd., 2002).
b) Ilag ve gen salimmi (Mah vd., 2000; Panatarotto vd., 2003).



¢) Patojenlerin biyotaninmasi (Edelstein vd. , 2000).

d) Protein analizi (Nam vd., 2003).

¢) DNA yapilarinin saptanmasi (Mahtab vd., 1995).

f) Doku miihendisligi (Ma vd., 2003; de la Isla vd., 2003).

g) Is1 ile tiimor parcalanmasi (Yoshida vd., 1999).

h) Biyolojik molekiillerin ve hiicrelerin saflastiriimasi (Molday vd. , 1982).
1) Fagokinetik ¢aligmalar (Parak vd., 2002).

Yukarida da belirtildigi gibi, nanopartikiiller, proteinlerin nanomateryalleri
biyoetiketlemede kararli kildigir gibi aymi etki alani igerisinde yer almaktadir.
Biyolojik hedefler ile etkilesimde bulunabilmek i¢in nanopartikiillerin,
biyoanorganik ara yiizey olarak baglanmasi gerekir. Ornegin; antibadileri kararl
kilan kiigiik tektabakalar veya kollojen gibi biyopolimerler igeren biyolojik
kaplamalar, nanopartikiilleri biyokararl kilarlar (Sinani vd., 2003).

1.3.2. Nanopartikiil Hazirlama Yo6ntemi

Cizelgel.1. Nanopartikiillerin hazirlanma yontemi

Polimer Tipi Hazirlama yontemi Etkin madde

e Hidrofiilik | ¢ Su/yag emiilsiyonu 1s1 e  Hidrofilik
denaturasyonu ve 1s1 yalititmi

e  Sulu ortamda dsolvasyon ve e Hidrofilik protein
capraz baglanma

e  Sulu ortamda c¢apraz baglanma e Hidrofilik protein
e  Organik ¢oziiciiden polimer e Hidrofilik
¢Oktiirmesi
e Hidrofobik | ¢ Emiilsiyon polimerizasyonu e  Hidrofilik
e  Yiizeyler arasi polimerizasyonu e Hidrofobik
e  Coziich buharlagtirma e  Hidrofilik/Hidrofobik
Polar ¢oziictilerde
e  (Cozici yer degistirme ¢oziinen

e  Tuzla ¢oktiirme




1.4. Polimer Sentezleme Teknikleri

Radikalik polimerizasyonlar gergeklestigi kosullar altinda hem homojen hem de
heterojen tiplerde olabilir. Bu smiflandirma genellikle baslangic reaksiyon
karistminin homojen veya heterojen olup olmamasina dayanir. Bazi homojen
sistemler, reaksiyon ortaminda polimerin ¢6ziinmezliginin bir sonucu olarak
polimerizasyon ilerledik¢e heterojen olabilir. Kiitle ve ¢6zelti polimerizasyonlari
homojen islemler iken, slispansiyon ve emiilsiyon polimerizasyonlar1 heterojen
islemlerdir (Odian, 2004).

1.4.1. Emiilsiyon Polimerizasyonu

Su ortaminda, monomer, yiizey aktif madde ve suda ¢dziinen (potasyum persiilfat,
amonum persiilfat gibi) bir baslatic1 bulunur. Reaksiyon ortam siirekli karistirtlir.
Yiizey aktif ajanlar veya surfaktanlar birbirleriyle miseller olusturmak iizere
iliskiye girerek, kritik degerlerdeki derisimlerde suda ¢oziinebilirler. Bu miseller
icinde surfaktan molekiiller, suda hidrokarbon (veya olefilik veya hidrofobik)
uglar1 ve polar uglarmdan (hidrofilik) ufak ve es boyutlu kiireler olusturmak lizere
diizenlenirler. Emiilsiyon polimerizasyonu, sodyum dodesil siilfat (SDS) veya
benzer anyonik, non-iyonik surfaktan ile baslatilir. Bu surfaktan yilana benzer
sekilde bulunur (Bangs, 1987).

Sekil 1.3. Surfaktan molekiillerinden olusan miseller
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Emiilsiyon polimerizasyonu i¢in gerekli malzemeler 4 bileseni igerir. Bunlar; su
(demineralize), suda c¢ok az ¢Oziinen bir monomer, suda ¢o6ziinen radikal
olusturucu bir baslatici ve bir surfaktandir. Bir emiilsiyon polimerizasyonunun
gidisi ve olusan polimer lateksin oOzellikleri surfaktandan giliclii bir sekilde
etkilenir.

Sekil 1.4. Sismis misel yapis1

Her iki sekilde de kuyruk kismu hidrokarbon ucu, yuvarlak bas kisim ise hidrofilik
ucu, siilfonik asit grubunu temsil eder. Kritik misel derisimlerinin {izerinde,
surfaktan molekiilleri kendilerini kiiresel sekilde diizenlerler, kuyruk kisimlari
merkeze dogru toplanir, bas ve iyonik gruplar kiirenin yilizeyine, suya dogru
yonelir. Bu miseller, aym1 sayida surfaktan molekiilleri igerirler ve bu yiizden
monodispers veya ¢apca es boyutlu egilimdedirler. Daha ¢ok surfaktan eklenirse,
ayn1 boyutlarda daha ¢ok misel olusur. Sigmis bir misel yukarida goriilmektedir.

Sekil 1.5. Es boyutlu polimer partikiilleri (Bangs, 1987)
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Monomer damlaciklarmin daha genis hacimlerine ragmen miseller daha genis
yiizey alani sunarlar. Sulu fazda olusan bir radikal, monomer damlaciklarindan
ziyade daha siklikla monomer dolu miseller ile c¢arpisacaktir. Boylece,
polimerizasyon pratik olarak monomer damlaciklarinda degil sadece misellerde
gergeklesir (Braun, 2005).

Emiilsiyon polimerizasyonu, c¢esitli ayirt edici avantajlara sahiptir. Emiilsiyon
(kolloidal) sisteminin fiziksel durumu islemin kontroliinii kolaylastirir. Emiilsiyon
polimerizasyonu, polimerizasyon hizin1 azaltmaksizin polimerin molekiil kiitlesini
arttirma kabiliyetine sahip olan essiz bir islemdir. Farkli reaksiyon mekanizmasi
nedeni ile emiilsiyon polimerizasyonu, hem yiiksek molekiil kiitlesi hem de yiiksek
reaksiyon hizlarma es zamanli olarak ulagsma kabiliyeti avantajina sahiptir (Odian,
2004).

1.5. Molekiiler Baskilama Teknolojisi

Modern biyoteknoloji alaninda yasa disi ilacglarin ve kimyasal savas ajanlarinin
ortaya ¢ikarilmasi, bununla birlikte klinik teshislerde, ¢evresel analizlerde, gida
analiz ve Uretiminde yeni talepler ve firsatlarin belirlenmesiyle hedef molekiile
spesifik bigimde baglanma yetenegine sahip biyomimetik reseptor sistemlerini
iceren hassas ve segici uygulama alanlar1 ortaya ¢ikmistir (Haupt ve Mosbach,
2000). Inorganik iyonlar gibi kii¢iik hedef molekiillerini ortaya ¢ikarmak oldukga
zor ger¢eklesen bir durumdu. Bu sebepten dolay: farkli yontemler ortaya ¢ikmistir
ve bunlardan biri de molekiiler baskilama yontemidir (Lehn, 1995). Molekiiler
Baskilama yontemi ile hazirlanan tastyicilar, hedef molekiile yiiksek segcicilik
gostermesi nedeniyle umut vaat etmektedir. Molekiiler baskilama yontemi ilk defa
1972°de Giinter Wulff ve c¢alisma grubu tarafindan tamimlanmis ve sentetik
polimerlerde fonksiyonel gruplarin ii¢ boyutlu yapilarinin diizenlenmesiyle
oldukga segici baglanma boélgeleri elde etmek amaciyla kullanilmigtir (Wulff vd.,
1987).
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MIP’LER NASIL YAPILIYOR

Molekiiler baskilanmis polimerler, veya MiPler, ilaglardan safsizliklarin
uzaklastinimasi gibi bircok uygulamaya sahiptir. Bu amagla MIP
yapmak icin takip edilen basamaklar asagidadir.

KT“p Monomer
v' "J/ ’ Kaliplanan
A~ m Pl Uzaklastirilan
Saf kalip ™ krllp
molekulu ile L g
secilen plastigin 2Monomerleri /
yap! taslari kalip etrafinda \
(monomerler) organize olmasi SN /\
kanstirilir saglanir
3 Uygun sekle
st sahip boslugu
e olugturmak tzere
el . + kalio uzaklastirihr
':4 Baski

>
=" Baskilanmis
. kurelerle dolu bir
" kolona karisim
5 " uygulandiginda,
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Sekil 1.6. Molekiiler baskilama yonteminin sematik gosterimi (Denizli ve
Yavuz, 2008)

Molekiiler baskilama yonteminin en ilgi ¢eken yanlarinda biri de gesitli analitlere
uygulanmasidir. Kiigiik organik molekiiller (tibbi ilaglar, pestisitler, aminoasitler
ve peptitler, niikleoid bazlar, steroidler ve sekerler) daha iyi belirlenir (Zhang vd.,
2005; Zhu vd., 2006; Urraca vd., 2006a; Urraca vd., 2006b; Tao et al., 2006; Sun
et al., 2004; Matsunaga vd., 2006; Maier vd., 2004; Huang vd., 2004; Homer vd.,
2004; Hall vd., 2006; Graham vd., 2002; Benito-Pena vd., 2006; Ers6z vd., 2005;
Odabas1, vd., 2007; Ozcan vd., 2006). Benzer yaklasimlarla daha biiyiik organik
molekiillerin  baskilanmasi1 sorunlu olmasma ragmen kismen de olsa
baskilanabilirler. Bunlar proteinler, mineral kristaller ve hiicreler olabilir (Kempe
vd., 1995; Aherne vd., 1996; Hjerten vd., 1997; Shi vd., 1999; D’Souza; 1999).

Molekiiler baskilanmis polimerler hedef molekiilii segici bir sekilde tanirlar.
Bununla birlikte molekiiller baskilanmis polimerler yiiksek mekanik
dayanikliliklari, 1siya ve basinca olan direngleri, fiziksel saglamliklari, asitler,
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bazlar, metal iyonlar1 ve organik coziiciiler gibi ekstrem sartlarin varhiginda
yiiksek kararliliklar1 sebebiyle olduk¢a kullaniglidirlar ve hazirlama prosediir
maliyeti diisiik ve kolaydir. Boylece yillarca uygun kosullarda performansini
korurlar (Ensing vd; 2001; Piletsky vd; 2001; Rao vd., 2004).

Molekiiler baskilama yonteminin karakteristik Ozellikleri yasam, farmasétik ve
cevre bilimleri gibi genis bir alanda tamima ve ayirma amagli olarak kullanilmasina
olanak saglamaktadir (Andersson vd., 1990; Ramstrom vd., 1996; Spivak, 2005;
Yavuz vd., 2006; Odabasi vd., 2007). Baskilanmis polimerlerle molekiiler tanima,
son yillarda yogun bir sekilde ¢alisilmaktadir (Lu vd., 2002; Jiang vd., 2007).

Molekiiler baskilama teknigi, bir kalip molekiili etrafinda fonksiyonel
monomerlerin kovalent veya kovalent olmayan etkilesimlerle diizenlenmesi ve
sonrasinda uygun bir islem siireci ile kimyasal fonksiyona sahip kat1 malzemelerin
olusturulmasin1 ~ amaclamaktadir.  Islem  sonrasinda  kalip  molekiiliin
uzaklastirilmasi ile yapida kalip molekiiliine 6zgii oyuklar olugsmaktadir. Sonug
olarak ayirma, kimyasal tayin ve kataliz gibi islemler i¢in ideal bir malzeme elde
edilmektedir (Wulff, 1995; Mosbach ve Ramstrom, 1996; Lu vd., 2002).
Molekiiler baskilama teknigi, kalip molekiiller yoluyla sentetik polimerlerde
spesifik tanima bolgeleri olusturmaktadir. Fonksiyonel monomer, genellikle iki
fonksiyonel grup igerir. Bunlardan biri, kalipla dogrudan kovalent olmayan
etkilesime veya tersinir kovalent etkilesime girer, digeri ise kalipla etkilesime
girmeyen capraz baglayici ile kovalent bag yapabilir. Molekiiler baskilanmis
polimerlerin hazirlanmasinda monomerin, ¢apraz baglayicinin ve kalip molekiiliin
molar oranlar1 ile polimerizasyon sicakliginin se¢imi olduk¢a 6nemlidir (Karim
vd., 2005).

Bugiin molekiiler baskilama teknolojisini ¢ok ¢esitli uzantilar1 ortaya ¢ikmuistir.
Bunlardan bir tanesi orijinal molekiilii kopyasmni olusturmayi saglayan islem, bu
islemde orijinalle ayn1 ii¢ boyutlu yapiya ve aym isleve sahip bilesikler
olusturulur. Islevsellik, fonksiyonel gruplarm orijinaliyle birebir ayn1 sekilde ve
yonlerde dizilmesinden kaynaklanir. Bu teknolojiye “ikili baskilama” adi verildi.
Diger bir yaklasimdaysa ikili baskilama yonteminde oldugu gibi aktif bolgeye
kiiglik kimyasal maddeler doldurularak buranin seklini almasi saglanabilir. Olusan
yap1 bu bolgeyi tikayacak bir kopyasi olacaktir ve sonrasinda canli bir hiicrede bu
yapinin etkinligi denenebilir.
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MIP’LERIN OTESINDE: NEGATIFTEN POZITIF YAPMAK
Iki yeni teknoloji, MIPlerdeki bosluklari faydali bilesiklerin yapiminda kullanmaktadir. ikili baskilama isleminde, kalip
secilen maddenin plastik taklitidir. Dogrudan kaliplamada bosluk biyolojik bir molekaliin bir kismidir, dogaldir.

Orjinalin
B takliti
IKILI BASKILAMA. Bu yaklagim mevcut bir ilacin Yerlestirilen Birlesen |
Ug boyutlu yapisi ve islevine sahip ama kararliligin  yimyasallar kimyasallar
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| salinir
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baskisi yapilir Potansiyel
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Egrl‘g:;:"ar aktif birlesmesi
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Sekil 1.7. Molekiiler baskilamanin cesitli uzantilars; ikili Baskilama ve
Dogrudan Kaliplama (Denizli ve Yavuz 2008)

1.5.1. Molekiiler Baskilama Teknigi

Molekiiler baskilama yontemi asagida aciklandigi gibi 3 adimda gergeklesir
(Andersson, 2000; Ye ve Mosbach, 2001; Komiyama vd., 2003; Sellergren ve

Allender; 2005):

1. On komplekslesme: Uygun fonksiyonel gruba sahip ve polimerlesebilen
monomer, ilgilenilen analitle (hedef molekiil’kalip) kovalent veya
kovalent olmayan etkilesimlerle kompleks olusturur. Bu etkilesimde hedef
molekiiliin ti¢ boyutlu yapis1 ve kimyasal 6zellikleri 6nemlidir. Monomer-
kalip molekiiliin polimerizasyonu gerceklesir.

2. Polimerizasyon: Polimerizasyon adiminda, monomer-kalip kompleksi,
uygun bir ¢apraz baglayicinin da kullanilmasiyla fonksiyonel monomer
lizerinden polimerlestirilir.

3. Hedef molekiiliin (Analitin) uzaklastirilmasi: Yapida hedef molekiiliin
yerini alacak bosluklarin  olusturulmasi amaciyla, kalip molekiil

polimerden uzaklastirilir.
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Uygun kosullar altinda, bu bosluklar kalip molekiiliin boyutunu, yapisini ve
fizikokimyasal 6zelliklerini tanir; segici ve etkin olarak kalip molekiilii baglar.

1.5.2. Molekiiler Baskilama Yontemleri

Molekiiler baskilama ydntemi hedef molekiil ile monomer arasindaki etkilesim
tiiriine goére kovalent ve kovalent olmayan baskilama olmak {izere iki ana gruba
ayrilir.

1.5.2.1. Kovalent baskilama

Kovalent baskilama yonteminde, hedef molekiil ile monomer kompleksi Schiff
bazi, ketal, esterler, amidler ve boronik asitlerin tersinir kovalent baglanmasi ile
olusur (Wulff ve Sarhan, 1972; Shea ve Doughtery, 1986; Sellergren and
Andersson, 1990).

Polimerizasyon igleminden &nce fonksiyonel monomer ile kalip molekiil
birbirlerine kovalent baglarla baglanir. Polimerizasyon isleminden sonra kovalent
baglar kirilir ve kalip olusturmak amaciyla polimerden uzaklagtirilir. Hedef
molekiil, baskilanmig polimerle etkilestirildiginde ayni kovalent bag yeniden

olusur.

Hedef molekdl

f Baglanma ﬁ Pohmerlzasyon

“‘ ;
. \\%

Baglanmas|
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«

Sekil 1.8. Kovalent baskilamanin sematik goriiniimii (Ellen vd., 2007)
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Avantajlan

1. Kararli kalip-monomer kompleksi olusturuldugundan baglanma
bolgelerinin homojen dagilimi gerceklesir.
2. Konjugatlar kovalent baglarla olusturuldugu ic¢in polimerizasyon kosullari
(yliksek sicaklik, yiiksek veya diisiik pH gibi) istenildigi gibi uygulanabilir.

Dezavantajlari

1. Monomer-kalip molekiil konjugatinin sentezinde sik sik sorunlar ¢ikabilir ve
sentez islemi pek ekonomik degildir.

2. Hedef molekiiliin polimere tersinir olarak baglanma sayis1 sinirlidir.
3. Kovalent bag olusumu nedeniyle baglanma kinetikleri yavastir.

4. Polimerizasyondan sonra hedef molekiilii uzaklastirmak zordur (Takeuchi ve
Haginaka, 1999; Komiyama vd., 2003).

1.5.2.2. Kovalent olmayan baskilama

Mosbach ve arkadaslar1 molekiiler baskilamada kalip molekiil ile fonksiyonel
monomer arasinda kovalent bagm gerekli olmadigmi ve kalip molekiil ile
fonksiyonel monomer arasinda kovalent olmayan etkilesimlerin daha basarili
olacagini vurgulamslardir.

Reaksiyon karisimina eklenildiginde kovalent olmayan etkilesimler kendiliginden
gergeklesir ve basarili bir bigcimde baskilama saglanir. Monomer kalip molekiil
baglanmasi hidrojen baglar1 ve elektrostatik etkilesim yoluyla ger¢eklesmistir. Bu
yontemle ¢esitli ilaglarin, insektisitlerin ve diger pratikte 6nemli kimyasallarin
baskilamasinda basar1 saglanmistir. Birgok bilim adami, baskilama etkisinin bu
kadar ¢ok deger tasirken ¢ok basit bir metotla ger¢eklesmesini beklemiyorlardi.
Bilim adamlari, bu metodun, genis molekiiler alanda uygulanacagi yoniinde ikna
olmuglar ve kendi laboratuarlarinda kullanmaya baslamislardir (Arshady ve
Mosbach, 1981; Vlatakis vd., 1993).
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Fonksiyonel monomer ile kalip molekiiliin baglanmasi1 kovalent olmayan (hidrojen
bagi, elektrostatik etkilesimler ve koordinasyon bag olusumu gibi) etkilesimlerle
gercgeklesir. Polimerizasyondan sonra uygun ¢oziiciilerle kalip molekiil polimerden
uzaklastirilir. Hedef molekiil ile baskilanmis polimerler kovalent olmayan
etkilesimlerle baglanir. Kovalent olmayan baskilama, kalibin uzaklastirma
isleminin basitligi ve polimerde ¢ok sayida afinitesi yiiksek bolgeler olusturmasi
nedeniyle molekiiler baskilanmis polimerlerin hazirlanmasinda glinlimiizde
siklikla tercih edilen bir yontemdir. Bu yaklasim esnasinda kalip ve monomer
arasinda baglanma gercekleserek 6zel baglanma boélgeleri olusur ve ardindan
capraz baglayici ile kopolimerizasyon gergeklesir. Kovalent olmayan etkilesimde
kalip molekiil olarak hidroksil, karboksil, amino ve amit gibi polar gruplar1 olan
bilesikler se¢ilmelidir.

Baskilanmis hedef molekiiller, kovalent olmayan etkilesimler (hidrofobik, hidrojen
bagi ve metal koordinasyonu gibi) yoluyla polimerle hem baskilama islemi hem de
tekrar baglanma ile etkilesmektedir (Wulff ve Knorr, 2002; Marty ve Mauzac,
2005; Yan ve Row, 2006).

Hedef molekil

- ,_— T

Kimyasal ‘:m‘:sal ’ &

% P Sentez \ Polimerizasyon ’ — ‘ ‘ ‘
 —

> Q \\'_,

Sekil 1.9. Kovalent olmayan baskilamanin sematik goriiniimii (Ellen vd.,2007)

Avantajlan
1. Kovalent monomer-kalip konjugatinin sentezine gerek yoktur.
2. Kalip molekiil, polimerizasyondan sonra polimerden kolayca uzaklastirilir;

¢linkii kovalent olmayan etkilesimler kovalent etkilesimlere goére daha
zayiftir.
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3. Hedef molekiiliin tekrar baglanma kinetigi hizlidir.

4. Kovalent olmayan baskilama, kovalent baskilama metoduna gore daha
kolaydir ve kovalent baglanmaya gore daha yiiksek afiniteye sahip baglanma
bolgeleri olusmaktadir (Komiyama vd., 2003).

Dezavantajlari:

1. Kovalent olmayan etkilesimleri arttirmak amaciyla uygulanabilecek

polimerizasyon kosullar1 sinirlidir.

2. Fonksiyonel monomerler, bag olusum dengesini arttirmak amaciyla fazlaca
kullanilir ve non-spesifik baglanma bolgelerinin olusumuna neden olabilir ve
baglanma segiciligini azaltir (Katz vd., 1999; Dong vd., 2002).

Etkili bir molekiiler baskilama elde edebilmek icin baskilama isleminde;
fonksiyonel monomer, analit (baskilanacak molekiil veya iyon), ¢apraz baglayici,

polimerizasyon i¢in ¢oziicii ve baslatic1 kullanilir.

1.5.3. Molekiiler Baskilamada Kullanilan Bilesenler

1.5.3.1. Fonksiyonel monomerler

Baskilama iglemi esnasinda monomer-kalip kompleksinin kararli olmasi ig¢in
fonksiyonel monomer se¢imi ¢ok Gnemlidir. Fonksiyonel monomer igin anahtar
eleman, etkilesimin gergeklesmesi i¢in uygun fonksiyonel baglanma bolgelerinin
sayisidir. Kompleks olusumu ve baskilama etkisini arttirmak i¢in fonksiyonel
monomerlerin ve baskilanacak molekiil veya iyonun fonksiyonel gruplarinin
uyusmasi Onem tagimaktadir. Asidik, bazik ve noétral ozelliklere sahip bazi
fonksiyonel monomerlerin adlar1 asagida verilmistir.

Asidik Monomerler: Metakrilik asit (MAA), p-vinilbenzoik asit, akrilik asit (AA),
2-(triflorometil)-akrilik asit (TFMAA). Bazik Monomerler: 4-vinil pridin(4-VP),
2-vinil pridin (2-VP), N,N"-dietil aminoetil metakrilamit (DEAEM).



19

Notral monomerler: Akrilamit, metakrilamit, 2-hidroksi metakrilat (HEMA),
akrilonitril (AN), metilmetakrilat (MMA), stiren, etilstiren (Cormack ve Elorza,
2004).

OH
HG o—/_

HsC. OH -
) J N\ _/ H
o 0]
Metakrilik asit (MAA) 4-Vinil pridin 2-Hidroksietil metakrilat
(HEMA)

Sekil 1.10. Yaygin olarak kullanilan fonksiyonel monomerler

1.5.3.2. Hedef/Kalip molekiil

Molekiiler baskilama yonteminde baskilanacak molekiil veya iyon, uygun
fonksiyonel gruplara sahip monomerlerle etkilesecegi i¢cin baskilanacak molekiil
¢ok onemlidir. Baskilanacak molekiiliin polimerlesecek grup icermesi, reaksiyonu
engelleyecek veya yavaglatacak grubun olmasi ve yiiksek sicakliklarda baskilanan
molekiiliin kararliligi Onemli parametrelerdir. Kalip molekiilde bag yapan
gruplarm sayisi arttikga baglanma etkilesimi de artmaktadir. Molekiiler baskilama
teknigi kullanilarak yapilan enantiomerik ayrimlarda, kalip molekiil tizerindeki
fonksiyonel gruplar sistematik olarak degistirilerek enantiomerlerin seciciligi
kiyaslanir (Sellergren, 1994). Baskilanacak molekiil olarak ilaglar, aminoasitler,
karbohidratlar, proteinler, niikleotid bazlar, hormonlar, pestisitler, koenzimler ve
iyonlar kullanilabilir (Cormack ve Mosbach, 1999).

1.5.3.3. Capraz baglayicilar

Capraz baglayicilar polimer matriksinin morfolojisinin (jel tipi, makro gézenekli
ya da mikro jel toz halinde olmasi) kontrol edilmesini, baskilanmis molekiiliin
veya iyonun baglanma boliimlerinin kararli olmasimi ve polimer matriksinin de
mekanik kararliliginin olmasim saglar. Etkin bir baskilama islemi i¢in, ¢apraz
baglayicilarla fonksiyonel monomerler uyum iginde olmalidir. Aksi takdirde
fonksiyonel monomerden veya ¢apraz baglayicidan biri, polimerizasyon sirasinda
baskin ¢ikar ve kopolimerizasyon ger¢eklesmez. Capraz baglayici ile fonksiyonel
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monomer arasinda stokiyometrik dengenin olmasi gerekir. Cok biiyiikk mol
oranlarmnda capraz baglayicilar fonksiyonel monomerlerle veya kalip molekiille
kovalent olmayan etkilesimler gostererek baskilamanin etkinligini azaltmaktadir.

Cok kiigiik mol oranlarinda ise, kalip molekiillerin baglanma boélgeleri birbirlerine
cok yaklagir. Hedef molekiiliin baglanma bdlgeleri komsu bdlgeler tarafindan
kapatilir ve yine etkin bir sonu¢ elde edilemez (Chapuis vd., 2004). Etilenglikol
dimetakrilat (EDMA) ve divinil benzen yaygin olarak kullanilan c¢apraz

baglayicilardir.
CH, 0
O~ Ry
/ o} CH,
p-divinilbenzen (DVB) Etilenglikol dimetakrilat (EDMA)

Sekil 1.11. Yaygin olarak kullanilan ¢apraz baglayicilar

1.5.3.4. Coziiciiler

Baskilama yonteminin tiiriine bagli olarak uygun ¢oziiciiler kullanilir. Kovalent
olmayan baskilama polimerizasyonunda, baskilanacak molekiil ile fonksiyonel
monomer arasindaki kompleks olusumunu arttirma gibi bir gorevi de vardir. Ayni
zamanda kalip ve fonksiyonel monomer arasinda kovalent olmayan etkilesim
olusumunu ve baskilama etkisini arttirmak i¢in ¢oziicii se¢imi dnemlidir. Ayrica
polimerizasyon sirasinda reaksiyon 1sisini esit yayarak, istenmeyen yan iriinlerin
olusumunu engellemektedir.

1.5.3.5. Baslaticilar

Farkli kimyasal 0Ozelliklere sahip bir¢ok kimyasal baslatici, serbest radikal
polimerizasyonunda radikal kaynak olarak kullanilmaktadir. Genellikle 2,2-
azobis(izobiitironitril) (AIBN) ve 2,2-azobis(2,4-dimetilvaleronitril) (ADVN)
kullanilir. Monomer ile kalip molekiil arasindaki etkilesimlerin ¢ok zayif oldugu
durumlarda ¢ok yiiksek sicakliklara ¢ikilamaz. Bu kosullarda, 1s1l bozunma yerine
UV bozunma tercih edilmektedir (Cormack ve Elorza, 2004).
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Azobis(izobiitironitril) (AIBN) Benzoilperoksit (BPO)
Sekil 1.12. Yaygin olarak kullanilan baslaticilar

1.5.4. Molekiiler Baskilama Tekniginin Uygulama Alanlari

Molekiiler baskilanmis polimerler asagidaki alanlarda kullanilmaktadirlar:
a) Kati1 faz ekstraksiyonu

b) Sivi kromatografisi

¢) Kapiler elektroforez

d) Kapiler elektrokromatografi

e) Kimyasal sensor gelistirilmesi.

Son zamanlarda molekiiler baskilanmis polimerler, kimyasal sensor sistemlerinde
molekiil tamima membrani veya tabakasi olarak kullanilmaktadirlar (Haginaka ve
Kagawa, 2004). Molekiiler baskilamayla hazirlanan polimerler aminoasit
tiirevlerini, ilaglar1, seker tlirevlerini, steroidleri, proteinleri ve protein analoglarini
basarili bir bigimde ayirma amaciyla kullanilmaktadir (Yu ve Mosbach 1997).

MIP bazlh siral-sabit faz ayirmalarinda saf enantiyomerik kalip molekiil
kullanilarak kovalent ya da kovalent olmayan baskilama teknigi ile segiciligi
oldukca yiiksek polimerler elde edilebilir. Kapiler elektroforez ve Kapiler
elektrokromatografi yontemlerinde baskilanmis polimerlerle kaplanmis kapilerler
kullanilarak, 6zellikle kiral bilesiklerin, aromatik aminoasitlerin ve lokal anestezik
maddelerin ayrilmasi gerceklestirilmektedir. Afinite ortami ig¢in molekiiler
baskilanmis polimerlerin etkinligi, kat1 faz ekstraksiyon (SPE) uygulamalariyla da
saglanmaktadir. Molekiiler baskilamaya dayali SPE sorbentleri, iyi
seciciliklerinden dolayr kromatografide kullanimi gittikce artan sorbentlerdir.
Klinik, ilag, biyokimyasal ve gevre analizlerinde bir¢ok uygulamasi olan bir
yontemdir.
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Ozellikle ilaglarm, plazmanm, idrar ve doku homojenati gibi biyolojik
matrikslerdeki endojen bilesiklerin analizlerinde dnem kazanmaktadir (Takeuchi
ve Haginaka, 1999; Owens vd., 1999).

Bununla birlikte;

o Katalitik aktiviteye sahip polimerler veya yapay enzim olarak,
e Biyolojik reseptorleri taklit eden yapilar olarak,
e Biyolojik sensorler olarak,

e Sec¢imli diflizyonu saglamak iizere tasarlanmis membranlarin yapiminda,

e Agr metal iyonlarinin atik sulardan uzaklagtirilmasi ve asir1 metal
detoksifikasyonunda kullanilmaktadir (Ramstrom ve Ansell, 1998;
Mosbach ve Haupt, 1998; Takeuchi ve Haginaka, 1999; Briiggemann,
2002).

1.6. Lizozim

Enzimlerin antibakteriyel 6zelligine, ilk olarak 1922 yilinda Alexander Fleming
sahit olmustur. O, kendi burun mukozasindaki oOrneklerle petri kiiltiiriindeki
bakteriyi muamele etmis ve bir siire sonra mukusun etrafindaki bakterinin
dagilmaya basladigini gérmiistiir. Bakteri hiicreleri dagilmaya baslamustir ¢ilinkii
hiicrelerde pargalanma ve patlama gozlenmistir. Boylece Alexander Fleming,
enzimi lizozim olarak adlandirmustir. Lizozimin bakteriler, bitkiler ve hayvanlari
iceren ¢ok ¢esitli organizmalarca iiretildigi bulunmustur. Alexander Fleming, 1945
yilinda penisilini kesfinden dolay1 Fizyoloji ve Tip alanminda Nobel 6diili almistir.

Lizozim kii¢iik boyutu nedeniyle, daha ileri analizler i¢in uygun bir molekiil
olarak diisiiniilmiis ve X-1s1n1 kristolografisinin ilk 6rnekleri arasina konulmustur .
Lizozimin aminoasit sekansi belirlenmis ve kristalleri X-1s1m1 difraksiyon
calismalar1 i¢in ¢oOktliriilmistir. 1966 yilinda David Phillips, tavuk yumurta
akindan ekstrakte edilen lizozimin ii¢ boyutlu yapisini tammmlamistir. Lizozim, X
1511 kristolografisi kullanilarak yapisi aydinlatilan lg¢iincii (1962°de won John
Kendrew’in miyoglobin ve Max Perutz’un hemoglobini tanimlayarak Nobel
Odiillerini almasindan sonra) karbohidrat baglayan bir protein ve enzim olmasi
acisindan ilk proteindir.
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1.6.1. Lizozim Enziminin Yapisi

Lizozim (EC 3.2.1.17), bakteri hiicre duvarlarim pargalayan bir enzimdir. N-
asetilmuramik asit (NAM) ile N-asetilglukoz amin (NAG) arasindaki B(1—4)
glikozidik bagini hidrolizleyerek ve hiicre duvari peptidoglikanlarinin NAM-NAG
polisakkarit bilesenini degistirerek hiicre duvarim pargalar (Sekil 1.12). Lizozim,
hiicrelerde ve omurgalilarin salgilarinda yaygmn olarak bulunur. Bakterileri
Oldiirebildiginden dolay1 sik¢a insanin kendi antibiyotigi olarak da adlandirilan bir
enzimdir. Biyolojik sivilarin ve dokularin yaygin bilesenidir ve yumurta akinda,
gbzyasinda, terde, gevis getiren hayvanlarin sindirim sisteminde bulunur (Baker
vd., 2007).

ysoz;
6 CH,OH CH,0H cleavage CH,OH CH,OH

H A5 0 H o, } H o H A—O
“H H N ~H R ~H e
o Ko HA 9 H g OH H © H
H H H H
: A
H NH (o] CHj3 H NH Cc CH 3 H NH—C—CHj,3 H NH—C—CHjg
Il Il Il Il
e o fe) o o L
CH,CHCOO™ CH3CHCOO™
NAG NAM NAG NAM

Sekil 1.13. Bakteri hiicre duvarlarmin NAM-NAG polisakkarit birimleri (Voet ve
Voet, 1990)

Sekil 1.14. Lizozimin primer (a) ve {i¢ boyutlu (b) yapisi (Voet ve Voet, 1990)

Lizozim, mekanistik olarak en iyi anlasilmis enzimlerden biridir. Icte capraz bagh
4 distlfit bagr ve 129 amino asit birimi igeren (Sekil 1.13) tek polipeptid
zincirinden olusmus oldukca kiigiik bir proteindir (14,6 kD).
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2. KAYNAK OZETLERI

Lizozim (E.C. 3.2.1.17) ticari olarak degerli bir enzimdir ve yaygin olarak farkli
uygulamalarda (siit iirlinlerinde gida katki maddesi, bakteriyel hiicre i¢i iiriinlerin
ekstraksiyonunda bir hiicre parcalama ajani, oftalmolojik preperatlarin bileseni ve
iilserler ve enfeksiyonlarin tedavisinde bir ilag olarak) kullamlmaktadir. Bu
uygulamalara ilaveten bliylik miktarlarda saf lizozim, arastirma laboratuarlarindaki
biyokimyasal ve biyofizyolojik ¢alismalarda model protein  olarak
kullanilmaktadir.

Lizozimin bir antikanser ilaci olarak potansiyel kullanimi hayvan ve in vitro hiicre
kiiltiirii deneyleriyle gosterilmistir (Warren vd., 1981; Sava vd., 1989; Das vd.,
1992). Ayrica insan kanseri kemoterapisinde lizozimin kullanimi da rapor
edilmistir (Vacca vd., 1985; Cartei vd., 1991). ilaveten lizozimin in vitro insan-
insan hibridoma HB4C5 hiicrelerinde immunoglobulin M (IgM)’in iiretimini 13
kat arttirdigi rapor edilmistir (Murakami vd., 1997). Bu sonug, lizozimin
hibridoma teknolojisi ile antikor {retimini artirmada bir ajan olarak
kullanilabilecegini gostermektedir. Lizozimin papaya siitii, at, esek ve deve siitii,
bocek larvasi ile diger hayvansal ve bitkisel kaynaklarda varligi bilinmektedir ve
farkli kaynaklardan lizozim saflagtirilmasi ile ilgili literatiirde yapilmis ¢ok sayida
calisma bulunmaktadir (Ghosh ve Cui, 2000).

Molekiiler baskilama bir kalip molekiilii etrafinda fonksiyonel monomerlerin
kovalent veya kovalent olmayan etkilesimlerle organize edilmesi ve sonrasinda
uygun bir islem siireci ile kimyasal fonksiyona sahip kati malzemelerin
olusturulmasimi amaglamaktadir. Sonugta molekiiler baskilanmis polimer igin
secgici bolgeler olusmaktadir. Molekiiler baskilanmis polimerlerin (MIP’ler)
hazirlanmalar1 kolay, kararli ve ucuzdur.

MIP’ler, yiiksek mekanik dayanikliliklari, 1s1ya ve basinca olan direncleri, fiziksel
saglamliliklari, asitler, bazlar, metal iyonlar ve organik ¢oziiciiler gibi ekstrem
sartlarin varliginda kararliliklar1 nedeniyle olduk¢a dayaniklidirlar. Ayrica
polimerlerin depolama dayanikliliklar1 da ¢ok yiiksektir. Doniisiimlii derecelerde
onlarca yil muhafaza edilebilme performansi gosterir yani polimer uzun siire
Ozelligini kaybetmeden tekrar tekrar kullanilabilmektedir.
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Bu bolimde molekiiller baskilama teknigiyle gergeklestirilen ¢aligmalara
deginilmistir.

Odabast vd.,(2007), N-Metakroil-(L)-Histidin metil ester (MAH) fonksiyonel
monomerini Cu®>" ile komplekslestirmis daha sonra bu komplekslestirilmis
monomeri kullanarak yigin polimerizasyonu teknigi ile lizozim baskilanmis
poliHEMA-MAH) [Lys-MIP] polimerini sentezlemis ve bu polimeri yumurta
akindan lizozim saflastirmasinda kullanmislardir. Polimerin maksimum lizozim
adsorpsiyon kapasitesi 12,1 mg/g olarak bulunmustur. Adsorpsiyon 60 dakikada
dengeye ulagmustir.

Yiksek komplekslesme, lizozim molekiilleri ve lizozim bosluguna sahip
partikiiliin arasindaki geometrik afiniteden dolay1 adsorpsiyonun hizla dengeye
geldigi disiinilmistiir. Bagil secicilik katsayisi lizozim baskilanmis taninma
boéliimlerinin adsorpsiyon afinitesini gosterir.

Lizozim/insan serum albumin ve lizozim/sitokrom-c¢ igin baskilanmis polimerin
baskilanmamus polimere gore bagil segicilik katsayisi sirasi ile 3,6 ve 4,1 kat daha
yiiksek bulunmustur. Sentezlenmis olan polimer [Lys-MIP] adsorpsiyon
kapasitesini kaybetmeden tekrar tekrar kullanilmustir.

Sener vd., (2009), lizozim varhiginda MAH ve EDMA’nin miniemiilsiyon
polimerizasyon reaksiyonunda, baskilanmis nanopartikiiller hazirlamiglardir. SPR
biyosensorii, altin yiizeyin lizozim baskilanmis poli(etilen glikol metakrilat-N-
metakriloil-(L)-histidin metil ester) poliEDMAH) nanopartikiilleri ile modifiye
edilmesiyle hazirlanmistir. Nanopartikiiller, gegirgenlik elektron mikroskobu
(TEM) ve zeta boyut analizi ile karakterize edilmistir. Partikiil buytkligi, TEM
goriintiilerine  gore yaklasik 50 nm bulunmustur. Lizozim baskilanmis
poli(EDMAH) nanopartikiillerin segiciligini gostermek icin lizozim, sigir serum
albiimini (BSA) ve sitokrom c¢’nin yarigmaci adsorpsiyonu arastirilmis ve
baskilanmis nanosensériin lizozim i¢in yiiksek segicilige ve duyarliliga sahip
oldugu kanitlanmistir.

Hjerten vd., (1997) ve Huang vd.,(2005), protein aymrma uygulamalarinda
amfoterik baskilanmis polimerler gelistirmislerdir. Capraz baglayici (BisA) ve iki
fonksiyonel monomer (MAA ve N-[3-(dimetiamino)propilmetakrilamit)
varliginda slispansiyon polimerizasyon yontemiyle lizozim ve BSA baskilanmustir.
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Bu polimerler kapasite ve segiciligi belirlemek icin kromatografide durgun faz
olarak kullanilmistir. Coklu elektrostatik etkilesimlerden dolayi lizozim karsilikli
polimerine segici olarak baglanmistir.

Ou vd., (2004), daha ileri bir metot kullanarak lizozim baskilamislardir.
Fonksiyonel monomer olarak MAA ve AAm, capraz baglayici olarak 2-
(dimetilamino)etilmetakrilat kullanilmustir. NaCl ¢ozeltisi ve daha sonra su ile
kalip molekiil uzaklastirilmistir (bu 1limh eliisyon kosulu Hjerten ve Huang’1n asit
yikama adimiyla karsilastirilmistir). Ayrica baskilanmis polimerin baskilanmamig
polimere gore bagil secicilik katsayisi sirasi ile 1,83-3,38 kat daha yiiksek
bulunmustur. Bu sekilde ¢ikmasinin nedeni olarak orijinal hedef molekiiliin %25
inin polimer igerisinde oldugu gibi kaldig1 kaydedilmistir.

Hirayama vd., (2001), lizozim baskilanmis polimer tabaka ile kapl silika kiireler
olusturmuslardir. Bunun i¢in lizozim, yilizeyi modifiye edilmis silika kiireler ve
capraz baglayicilar bulunduran fosfat tamponu iginde akrilamid ve akrilik asit
veya akrilamid ve N,N,-dimetilaminopropil polimerize edilmistir. Sonug¢ olarak
silika Kkiireleri ylizeyinde lizozim tanima bdlgeleri ihtiva eden polimer tabaka
olusturulmustur. Modifiye silika kiirelerin modifiye edilmemis silika kiirelere
kiyasla daha segici bir sekilde lizozimi adsorpladigi gozlenmistir. Lizozim tanima
bolgesi iceren molekiiler baskilanmis polimer tabakasi ile Quartz crystal
microbalance(QCM) sensor yapilmis ve QCM sensorii lizozime karsi yiliksek
secicilik gostermistir.

Lu vd., (2006), manyetik duyarli protein baskilanmis soft-jel kompozit
mikrokiireleri ~ (MS-PIGMs)  siispansiyon  polimerizasyonu  kullanarak
hazirlamislardir. Hedef molekiill olarak lizozim ve BSA kullanilmustir.
Baskilanmis polimerlerin hedef molekiillerine kars1 yiiksek adsorpsiyon segiciligi
ve molekiiler tanima spesifikligi gosterdigi gézlenmis ve baskilamanin polimer jel
mikrokiirelerin adsorpsiyon segiciligini arttiracagi ispatlanmustur.

Lin vd., (2006), molekiiler baskilama ve mikrokontakt baskilama tekniklerinin
kombinasyonu ile yapay antibadi olarak ince film hazirlamay1 amaglamislardir.

Bu c¢alismada, secilen hedef molekiile uygun c¢apraz baglayicinin 6nemi
arastirilmis ve uzatici kollara sahip monomerlerin yiiksek baskilama gosterdigi
rapor edilmistir. Sonu¢ olarak MIP de capraz baglayici monomerlerin segilim
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onemi calisilmustir. Hekzametildisilazan ile Onceden isleme tabi tutulmus cam
yiizeye lizozim, riboniikleaz A ve miyoglobin adsorbe edilmistir. Ayn1 zamanda
lizozim baglamada en segici c¢apraz baglayicinin tetraetilenglikol dimetakrilat
(TEGMA), miyoglobin ve riboniikleaz A i¢in ise polietilenglikol 400 dimetakrilat
(PEG400DMA) oldugu gézlenmistir.

Zhang vd., (2009), Akriloil B-siklodekstrin ve yardimci fonksiyonel monomer
olarak akrilamid kullanilarak baskilanmis polimer hazirlamiglardir. Langmuir
adsorpsiyon modeli ile maksimum adsorpsiyon kapasitesi hesaplanmustir. Sonuglar
lizozim baskilanmis silika kiirelerin karisim igerisinde lizozimi yiiksek secicilikle
ve etkili bigimde ayirdigi gézlenmistir.

Bereli vd., (2008), bu ¢alismada, lizozim baskilanmis siipermakrogdzenekli
kriyojeller sentezleyerek yumurta akindan lizozim enziminin saflagtirilmasini
gergeklestirmislerdir. N-metakriloil-(L)-histidinmetilester(M AH) metal
koordinasyon monomer olarak secilmistir. Cu®” MAH ile komplekslestirilmis ve
lizozim  baskilanmis  poliHEMA-MAH)[Lyz-MIP]  kriyojel ~N,N,N’,N’-
tetrametilen diamin (TEMED) baslatici varliginda serbest radikal polimerizasyonu
ile olusturulmustur.

Lizozimin maksimum adsorpsiyon kapasitesi 22,9 mg/g polimer olarak
bulunmustur. Lizozim/insan serum albumin ve lizozim/sitokrom-c icin
baskilanmis polimerin baskilanmamis polimere gore bagil secicilik katsayisinin
sirasi ile 4,6 ve 3,2 kat daha yiiksek oldugu gbzlenmistir. Sentezlenmis olan Lyz-
MIP kriyojel adsorpsiyon kapasitesini kaybetmeden tekrar tekrar kullanilmustir.

Matsunaga vd., (2007), akrilik asit ve N,N’-metilenbisakrilamidin radikal
kopolimerizasyonu ile yiizey plazmon rezonans (SPR) sensér iizerine lizozim
seciciligi i¢in molekiiler baskilanmis polimerler (MIPs) hazirlamislardir, N,N’,-
bis(akriloil)sistamin ile modifiye edilen altin kapli SPR sensor iizerine MIP ince
filmler kovalent olarak baglanmistir. Polimerizasyon esnasinda ve tekrar baglanma
testlerinde optimum konsantrasyondaki NaCl varliginin hedef proteini belirlemede
seciciligi arttirici etkide oldugu gozlenmistir.

Shi vd., (1999), radyo-frekans akkor bosalma plazma birikimi ile polimerik ince
filmler olusturmuslardir. Disakkaritler polimer filme kovalent olarak baglanmus,
olusan polisakkarit benzeri oyuklar ¢esitli hedef proteinlerin (lizozim,



28

immunoglobiilin G, riboniikleaz ve streptavidin) taninmasinda yiiksek segicilik
sergilemisglerdir. Lizozim baskilanmis polimerde, lizozimin adsorpsiyonun
riboniikleaz’a gore 26 kat daha segici oldugu gozlenmis ve hedef molekiile
spesifikligi dogrulanmustir.

Kii¢iik boyutlardaki biyomolekiillerin baskilanmasina dayali birgok farkli ¢alisma
mevcuttur, ancak nispeten oldukga biiyiik kaliplar olan proteinlerin baskilanmasina
iliskin ¢alismalara daha az rastlanmaktadir. Proteinlerin baskilamasmin giig
olmasmin nedenleri biiyiik kaliplarm diisiik rijiditeleri ve baskilama sirasinda
baglanma kavitelerindeki azalmadir. Dahasi protein gibi biiylik biyomolekiillerin
ikincil ve tgiinciil yapilar1 1s1 veya 1sma maruz kaldiginda etkilenebilmektedir.
(Mahony vd., 2005). Yine de son zamanlarda protein kaliplarinin uzaklastiriimasi
ve yeniden yiliklenmesiyle ilgili baz ileri diizeyde ¢alismalar yapilmistir (Hawkins
vd., 2005).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasal Maddeler

Lizozim, triptofan, poli(vinil alkol) (PVA), sodyum dodesil siilfat (SDS),
amonyum persiilfat (APS), sodyum bikarbonat ve sodyum bisilfit Sigma (St.
Louis, ABD) firmasindan temin edildi. 2-Hidroksietilmetakrilat (HEMA) ve
etilenglikoldimetakrilat (EGDMA) Fluka AG (Isvigre) firmasindan saglandi ve
kullanilmadan o6nce diisik basing altinda damitilarak polimerizasyon
inhibitorlerinden armndirildi. Soyum Kkloriir, amonyum siilfat ve sodyumsiilfat
analitik saflikta olup, Merck AG (Darmstadt, Almanya) firmasindan saglandi.

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Sentezlenen nanopartikiillerin boyut analizi, Nano Zetasizer (NanoS, Malvern
Instruments, Londra, ingiltere) ile belirlenmistir. Monomerlerin FTIR spektrumu,
FTIR spektrofotometresi (FTIR 8000 Series, Shimadzu, Japonya) kullanilarak elde
edilmistir. Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisi-Malzeme Arastirma Merkezi’nde
bulunan taramali elektron mikroskobu (SEM, Phillips XL-30S FEGQG),
kullanilmistir. Lizozim adsorpsiyon kapasitesi verileri Shimadzu UV 1601 UV-
Goriiniir Bolge Taramali Spektrofotometresi ile elde edilmistir. Miniemiilsiyon
olusumu, homojenizatér 1ile (T10, Ika Labortechnik, Almanya) ile
gerceklestirilmistir. Polimeri yikama ve ¢oktiirme islemleri i¢in santriftij (Allegra-
64R Beckman Coulter, ABD) kullanilmustir.

3.2. Yontem

Sunulan ¢alisma kapsaminda yapilan deneysel ¢alismalar1 dort ana grup altinda
toplamak miimkiindiir. Bu ana gruplar:

e Pseudospesifik ligand N-metakriloil-(L)-triptofan (MATrp) sentezi,
e Lizozim baskilanmis poliHEMA-MATrp) ve baskilanmamis poliHEMA-
MATrp) hazirlanmasi
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e Pseudospesifik ligand MATrp ile baskilanmis polimerik nanoyapilarin
karakterizasyonu,

e Lizozim baskilanmis polimerde lizozim adsorpsiyon ve desorpsiyon sartlarinin
optimizasyonunun kesikli sistemde incelenmesidir.

3.2.1. N-Metakriloil-(L)-Triptofan (MATrp) Monomerinin Sentezlenmesi

N-Metakriloil-(L)-triptofan (MATrp) monomerinin sentezi i¢in uygulanan yontem
kisaca sOyledir: 5.0 g L-triptofan ve 0.2 g hidrokinon, 100 mL CH,Cl, ¢ozeltisi
icerisinde ¢Oziilmiistiir. Cozelti 0°C'a sogutulmustur. 14.0 g trietilamin bu
¢ozeltiye ilave edilmistir. 4.0 mL metakroil kloriir yavag¢a bu ¢ozeltinin iistiine
dokiilmistiir. Bu reaksiyon karisimi azot atmosferi altinda manyetik karistirici ile
2 saat oda sicakliginda karigtirilmistir. Bu siirenin sonunda, reaksiyona girmeyen
metakroil kloriir, %10'luk NaOH ¢ozeltisi ile ekstrakte edilmistir. Sulu faz doner
buharlastiricida  uzaklastirilmis ve kalan kisim N-Metakriloil-(L)-triptofan
(MATrp) etanolde ¢ozilmiistir. Bu c¢alisma Hacettepe {iniversitesinde
gerceklesmistir.

3.2.2. Lizozim Baskilanms poli(HEMA-MATrp) Nanopartikiillerin
Hazirlanmasi

Lizozim baskilanmis nanopartikiillerin hazirlanmasinda asagidaki yontem
izlenmistir. Polimerizasyon ikili siv1 faz karisiminda gergeklestirilmistir. Birinci
sivi faz, PVA (0,187 g), SDS (28,9 mg) ve sodyum bikarbonat (23,4 mg)’in sulu
¢ozeltisidir (10 mL). ikinci sivi faz, PVA (0,1 g) ve SDS (0,1 g)’nin sulu
cozeltisidir (200 mL). Monomer fazi ise; MATrp monomeri (1,34 mL), HEMA
(0,7 mL), EGDMA (1,4 mL) kullanilarak hazirlanmistir. Hazirlanan monomer
fazi, birinci s1v1 faza eklenmistir. Karisim, miniemiilsiyon elde etmek i¢in 25.000
rpm’de homojenize (T10, Ika Labortechnik, Almanya) edilmistir. Daha sonra,
kalip protein (lizozim, 0,94 umol) miniemiilsiyona eklenmis ve etkin monomer-
kalip etkilesimini gergeklestirmek i¢in manyetik karistirict ile 2 saat
karigtirlmistir.  Karistirma  islemi  devam ederken kalip molekiilii igeren
miniemiilsiyon yavasca ikinci sivi faza eklenmistir. Daha sonra karigim cam
polimerizasyon reaktoriine aktarilmistir. Reaktér mekanik olarak karistirtlmig (400
rpm) ve 40°C’ta isitilmistir. Son olarak, sodium bisiilfit (0,115 g) ve amonyum
persiilfat (0,126 g) karisima eklenmistir. Polimerizasyon 40°C’ta 24 saat siireyle
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devam ettirilmistir. Elde edilen lizozim baskilanmis nanopartikiiller 5 kez
deiyonize su, 5 kez etil alkol ve tekrar deiyonize su ile yikanarak reaksiyona
girmeyen monomer, yiizey aktif madde ve baslatici uzaklastirilmustir. Her bir
yikama basamagi i¢in ¢ozelti 9000 rpm’de 1 saat siireyle santrifiij edilmis
(Allegra-64R Beckman Coulter, ABD) ve nanopartikiiller yikama ortamindan
ayrilmistir. Yikama isleminden sonra kalip molekiil olan lizozimin polimerik
yapidan uzaklastirilabilmesi amaciyla 1 M Etilen glikol ¢6zeltisi kullanilmustir.
Temizlenen nanopartikiiller, deiyonize su igerisinde tekrar dagitilmis ve 4°C’de
saklanmustir.

Baskilanmamis poliHEMA-MATrp) nanopartikiiller polimerizasyon ortaminda
kalip molekiil (lizozim) olmaksizin ayn1 yontem ile hazirlanmustir.

PVA SDS NaHCO,  MAT HEMA BODMA Lueim  SOS

N N/

30 dakika homojenizatirde homojenize edikir

|

Lzomm

{

2 saat magnetk kanstnicida kanstnkr
1. Basamak 2. Basamak

Sekil 3.1 Nano-p(HEMA-MATrp) polimerinin sentezinin sematik gosterimi



32

-

N&HSOS\;APS
O

@ \

40 Chyre 1attilir

3. Basamak 4. Basamak

Sekil 3.1 Nano-p(HEMA-MATrp) polimerinin sentezinin sematik gésterimi
(devam)

3.2.3. HEMA-MATrp Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

3.2.3.1. Elementel analiz

Sentezlenen p(HEMA-MATrp) nanopartikiillerin, MATrp igeriginin belirlenmesi
icin, elementel analiz cihazi kullanildi. Elementel analizlerin belirlenmesinde
asagida verilen yontem izlendi. Polimerik nanoyapilar (1,0 mg) elementel analiz
cihazinin (Leco, CHNS-932, ABD) aliiminyum 6rnek hiicresine yerlestirilerek +
0,0001 g duyarlilikla tartildi. Polimerik nanoyapilar cihaza konularak yakma
islemi sonucunda % karbon (C), hidrojen (H), oksijen (O) ve azot (N) analizi
yapildi.
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3.2.3.2. FTIR (Fourier Transform Infrared Spektrofotometre) olciimleri

Baskilanmis ve baskilanmamis HEMA-MATrp polimerlerinin FTIR spektrumu,
FTIR spektrofotometresi (FTIR 8000 Series, Shimadzu, Japonya) kullanilarak elde
edilmistir. Bunun i¢in kurutulmus nanopartikiiller (2 mg), KBr (98 mg, IR Grade,
Merck, Almanya) ile homojen olarak karistirilmus, tablet haline getirilmis ve 4000-
450 cm™ dalga sayis1 araliginda FTIR spektrumu ¢ekilmistir.

3.2.3.3. SEM (Taramah Elektron Mikroskobu) ol¢ciimleri

SEM o6lgiimlerinin yapilabilmesi i¢in polimerik nano yapilar c¢oktiiriilerck
kurutuldu. Havanda 6giitiilerek toz haline getirildi. Toz halindeki polimerin SEM
Olgtimleri taramali elektron mikroskobu (Phillips XL-30S FEG) kullanilarak
gerceklestirildi. Olgiimler IYTE’de gerceklestirildi.

3.2.3.4. AFM (Atomik Kuvvet Mikroskobu) ol¢iimleri

Sentezlenen nanopartikiillerin morfolojisi hakkinda bilgi edinmek i¢in AFM
Olgtimleri, Digital Instruments-MMSPM Nanoscope IV atomik kuvvet mikroskobu
kullanilarak gergeklestirildi. Bunun i¢in nanopartikiiller ¢oktiiriilerek 1cm x lcm
boyutlarinda cam yiizey lizerine dagitildi ve kurutuldu. AFM o6l¢iimleri tapping
modu kullanilarak gerceklestirildi. Bu calisma Hacettepe {iniversitesinde
gergeklestirildi.

3.2.3.5. Zeta boyut analizi

Sentezlenen polimerlerin zeta boyut analizi, Nano Zetasizer (NanoS, Malvern
Instruments, Londra, Ingiltere) ile analiz edildi. Bu amagla zeta boyut analizi
cihazinin 6rnek haznesine 1 mL polimer ¢dzeltisi enjekte edilerek ylizey yiikii
olciimii gerceklestirildi. Olgiimler Hacettepe iiniversitesinde gerceklestirildi.

3.2.3.6. Yiizey alaminin hesaplanmasi

Sentezlenen p(HEMA-MATrp) nanopartikiillerinin ylizey alanlarmin bulunmasi
icin 1 ml siispansiyondaki partikiil sayisin1 veren asagidaki esitlikten (Leigh B.
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Bangs, Uniform Latex particles, Seragen Diagnostics Inc., Third Edition, 1987,
Indianapolis) yararlanildi;

N=6x10"xS/nxp;xd’ (3.1

Burada N, 1 ml siispansiyondaki nanopartikiil sayist; S, % kati; d, ¢ap (um); ps,
polimer yogunlugunu (g/ml) gostermektedir.

Nanopartikiillere ait ¢izilen kiitle-hacim standart grafiginden yararlamilarak ml
siispansiyondaki mg nanopartikiil sayisi teorik olarak saptandi. Elde edilen bu
verilerden yararlanarak asagidaki kiirenin yiizey alam esitligi de kullanilip,
sentezlenen p(HEMA-MATrp) nanopartikiillerinin spesifik yiizey alam m*/g
cinsinden hesaplandi.

Kiirenin yiizey alani =4 x t x r° 3.2)

Burada 7, 3.14; r, nanopartikiil yarigapini (m) géstermektedir.

3.2.4. Baskilanmus p(HEMA-MATrp) Polimerine Lizozim Adsorpsiyonu ve

Desorpsiyonu Kosullarimin Incelenmesi

Sentezlenen baskilanmis p(HEMA-MATrp) polimerine lizozim adsorpsiyonu
deneyleri kesikli sistemde incelendi. Bunun igin nano yapilar lizozim ¢ozeltisi ile
denge siiresi boyunca (2 saat) 100 rpm hizda magnetik olarak karigtirildi.
Adsorpsiyona pH, tuz ¢esidi ve iyonik siddet, lizozim baslangi¢ derisimi, sicaklik,
zaman ve adsorpsiyon siiresinin etkisi incelendi. Cozeltilerdeki lizozim derigimi
tayini 280 nm’de spektrofotometrik olarak gergeklestirildi. Polimerik nanoyapilara

lizozim adsorpsiyon kapasitelerinin belirlenmesi i¢in ise Esitlik 3.3 kullanilmistir.
q=[(C,-C)V)/m (3.3)

Burada g, birim nanoyapi lizerine adsorplanan lizozim kiitlesini (mg/g); C, ve C
sirasiyla, nanoyapilar ile lizozimin etkilestirilmeden Onceki ve nanoyapilar ile
lizozimin etkilestirilmeden sonraki derisimlerini (mg/mL); V, hacmi (mL); m,
deneylerde kullanilan nanoyapi kiitlesini (g) gostermektedir.
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3.2.5. Secicilik Deneyleri

Secicilik denemelerinde BSA ve sitokrom-c¢ molekiilleri kullanilmis ve BSA ve
sitokrom-c  i¢in lizozim molekiilerine gore dagilma ve segicilik katsayilari
asagidaki esitlige gore belirlenmistir:

Kq = [(Ci— C)/C{ x V/m (3.4)

Esitlikte Ky dagilma katsayisini; C; ve C; biyomolekiillerin baslangic ve sonug
derisimlerini, V kullanilan ¢6zelti hacmini (mL) ve m polimerin agirhigini (g) ifade
etmektedir.

Yarismaci tiirler varliginda biyomolekiiliin baglanmasi igin segicilik katsayisi
Esitlik 3.5’e gore denge baglanma verilerinden elde edilebilir.

K= Kkahp /Kgirisimci (3 5)

Baskilanmis polimerik nanoyapilar diger biyomolekiillerin k degerleri baskilama
seciciligi hakkinda yorum yapilmasina olanak verir. Bagil secicilik katsayisi
asagidaki esitlik ile tanimlanr:

k'= kbaskllanmls/k kontrol (3 . 6)

3.2.6. Desorpsiyon ve Tekrar Kullamlabilirlik

Lizozim desorpsiyonu i¢in desorpsiyon ajani olarak 1.0 M Etilenglikol kullanildi.
Desorpsiyon deneyleri, adsorpsiyon amaciyla da kullamilan kesikli sistemde
incelendi. Lizozim adsorplanmis polimerik nanoyapilar, desorpsiyon ortaminda
oda sicakliginda, 1 saat 600 rpm hizda siirekli karigtirildi. Desorpsiyon
ortamindaki lizozim miktar1 280 nm’de spektrofotometrik yontem ile belirlendi.
Desorpsiyon oram Esitlik 3.7 kullanilarak hesaplandi.

Dasorpsiyon ortamma salman lizezim

Desorpsiyon (%) = X100 (3.7)

Adsorplanan lizozim
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Baskilanmis p(HEMA-MATrp) nanoyapilarinin tekrar kullanilabilirliginin
belirlenebilmesi i¢in aymi nanopartikiiller kullanilarak adsorpsiyon-desorpsiyon
dongiisii 5 kez tekrarlandi. Her desorpsiyon islemi sonrasinda, p(HEMA-MATrp)
nanoyapilari, rejenerasyon ve sterilizasyon i¢cin 50 mM NaOH ile yikandu.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. MATrp Monomerinin Sentezi ve Karakterizasyonu

MATrp monomeri L-triptofan ve metakroil kloriiriin reaksiyonu sonucu elde
edilmigtir (Sekil 4.1).

H3C—C—CH,
c
N
r r
OH
OH — c—c~
H—C—C\/ CHy H—C c\o
| ) % |
CH, + H,C=C—C —_—> CH,
cl
c—cH G=cH
\H NH

Sekil 4.1. MATrp monomerinin elde edilmesi

Elde edilen MATrp monomerinin 'H-NMR spektrumu Sekil 4.2> de verilmistir.
Ilgili protonlara ait karakteristik pikler sekil {izerinde isaretlenmistir. Bu
karakteristik pikler sunlardir: 3H, '"CH; 1.80(s), 2H, 'CH, 3.42-3.36(q); 1H, ''CH
4.50-4.51(m); 1H, "°CH, 5.33(s); 1H, '°CH, 5.64(s); 1H, “NH(amid) 7.15(d); 5H,
“367%indol 7.15-7.57(m); 1H, 'NH(indol) 8.25(d); 1H, “OH(asit) 11.1(s). MATrp
monomerinin FTIR spektrumu Sekil 4.3’de gosterilmistir. MATrp’nin FTIR
spektrumunda sirastyla 1533 cm™ (NH egilme), 1454-1391 cm™ (CN aromatik),
and 1657 cm™ (C=0 amid) pikleri goriilmektedir.
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Sekil 4.2. MATrp monomerinin NMR spektrum
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Sekil 4.3. MATrp monomerinin FTIR spektrum
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4.2. Nanopartikiillerin Karakterizasyonu
4.2.1. FTIR (Fourier Transform Infrared Spektrofotometre) Olgiimleri

Baskilanmamis ve Lizozim baskilanmig partikiiller FTIR spektroskopisi ile
incelenmistir. N-metakriloil-L-triptofan metil ester (MATrp) komonomer ve kalip
molekiil Lizozim’in non-kovalent baglanmasi i¢in ligand kompleksleyici ajan
olarak secilmistir. ilk basamakta, triptofan ve metakroil kloriirden MATrp
sentezlenmistir. Daha sonra MATrp molekiilleri ve lizozim ile 6n kompleks
olusturulmustur. Sonraki basamakta, MATrp/Lizozim 6n kompleksi HEMA-
EGDMA monomerleri varliginda polimerlestirilmistir. Baskilanmamis partikiiller
de kalip molekiil Lizozim olmaksizin benzer sekilde hazirlanmustir.

Sekil 4.4’de gorildigi gibi hem p(HEMA) hem de p(HEMA-MATrp)
nanopartikiillerinin -OH gruplarinin gerilme titresimi sirasiyla yaklasik 3432 cm™
ve 3503 cm™ civarinda gozlenmistir. p(HEMA-MATrp) nanoyapilarinim 3503 cm’™
civarinda yaptig1 pik p(HEMA) nanoyapilarinin 3432 cm™ civarindaki pikten daha
genis olmasinin nedeni p(HEMA-MATrp) nanoyapilarinin yapisindaki —NH
gerilme titresimlerinin de bu pikin i¢inde yer almasindan kaynaklanabilir.

Proteinlerin FTIR spektrumu bu tiir molekiillerin tiimiinde goriildiigi lzere
karakteristik amid absorpsiyon bantlar1 gosterirler (CONH). Protein zincirlerinin
amid gruplarmin karakteristik bantlar1 sekonder amidlerin absorpsiyon bantlari ile
benzerdir. Proteinlerin ikincil yapisinin analizinde en kullanish infrared bandi
yaklasik 1700 cm™ civarinda gozlenen amid I bandidir. Bu titresimin tam frekansi
C=0 ve N-H gruplarinin hidrojen bag dogasma ve bu da proteinin ikincil yapisina
baghidir. MIP ve NIP partikiilleri sekil 4.5’de benzer pikler gosterdiler. Bunun
nedeni ayni kosullarda sentezlenmeleri ve ayni fonksiyonel gruplara sahip
olmalaridir.



T14676 1.0
750.295 7567

1076468 38.165

2950.301 133619

7.238 0020

1160.823 &
1252.042 0.10
1667 216 62.307
1722185 63.435

3432319 42.005
%T

HEMA-MATrp

1022.397 90.6834

2989.194 40.070 1075.280 B9.426

3603526 160.757
11563.412 0.000

1734394 985303

3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 Boo BO0 4
Wavenumhber
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4.2.2. Elementel Analiz

PoliHEMA-MATrp) partikiillerin yapisina ilave edilen MATrp miktarmi
belirlemek {izere elementel analiz Ol¢limleri yapilmigtir. Yapiya ilave edilen
MATrp miktar1 azot sitokiyometrisinden faydalanilarak bulunmustur. HEMA’nin
yapisinda azot bulunmadigina dikkat edilmelidir. Polimerik yapiya ilave edilen
azotun kaynagi sadece MATrp’dir. Lizozim baskilanmis ve baskilanmamis
nanokiirelerin elementel analiz sonuglar1 sirasiyla 0.85 pmol/g nanokiire ve 0.87
pmol/g nanokiire olarak bulunmustur.

4.2.3. SEM (Taramal Elektron Mikroskobu) Ol¢iimleri

Sekil 4.6’da Baskilanmis p(HEMA-MATrp) nanopartikiillerinin SEM fotografi
goriilmektedir. Emiilsiyon polimerizasyonu sonucunda elde edilen nanopartikiiller
yaklasik 260 nm boyutunda ve gdzeneksiz yiizeye sahiptirler.

AccV SpotMagn Det WD ———{ 200am
200KV 20 100000xTLD 42 IYTEMAM

Sekil 4.6. Lizozim baskilanmis p(HEMA-MATrp) nanopartikiillerin SEM
fotograflar
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4.2.4. AFM (Atomik Kuvvet Mikroskobu) Ol¢iimleri

AFM ile biiyiikliik ve yiizey morfolojileri incelenir (Kumar ve Lehr, 2004). Sekil
4.7°de sentezlenen polimerik nanoyapilarm ¢ boyutlu AFM fotografi
goriilmektedir. Fotograflara bakildiginda, sentezlenen nanopartikiiller boy ve boy
dagilimlarinin oldukga dar ve kiiresel oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.7. Lizozim baskilanmis p(HEMA-MATrp) nanopartikiillerin AFM
fotograflari
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4.2.5. Zeta Boyut Analizi

Sekil 4.8’de lizozim baskilanmis nanopartikiillerin zeta boyut analizi sonuglari
goriilmektedir. Lizozim baskilanmis partikiillerin ortalama boyutu 261 nm’dir ve
partikiillerin polidispersitesi 1,203 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.8. Nanopartikiillerin zeta boyut analizleri
4.2.6. Yiizey Alaminin Hesaplanmasi

p(HEMA-MATrp) nanopartikiilleri emiilsiyon polimerizasyonu ile 261 nm
boyutunda iretilmistir. p(HEMA-MATrp) nanopartikiillerin yiizey alani 1648
m’/g  olarak hesaplanmistir. Bu  deger literatirdeki calismalar ile
karsilastirildiginda oldukga genis bir yilizey alam saglanabildigini ifade etmektedir.
Odabasi ve Denizli (2007), lizozim adsorpsiyonu i¢in 22.9 m*/g yiizey alanina
sahip lizozim baskilanmis p(HEMA-MAH-Cu(Il)) partikiillerini sentezlemislerdir.
Yilmaz (2009), lizozim adsorpsiyonu i¢in 50.0 m*/g spesifik yiizey alanina sahip
hidrofobik kriyojel sentezlemislerdir. Oncel (2005), 19.1 m*/g spesifik yiizey
alanina  sahip lizozim adsorpsiyonu i¢in p(HEMA-MAPA) kiireleri
sentezlemislerdir. Ruckenstein ve Zeng (1997), lizozim adsorpsiyonu i¢in 1,6 m*/g
ylizey alanina sahip makrogézenekli kitin membranlarim sentezlemislerdir.
Uygun (2008), lizozim adsorpsiyonu i¢in 580,0 m*/g spesifik yiizey alanina sahip
mag-nano-p(HEMA-MAPA) polimerini sentezlemistir.
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Bulunan bu oldukga genis yiizey alan1 degeri, diisiik kiitle transfer sinirlamalari
olusturdugundan  dolay1  olduk¢a  yiliksek  adsorpsiyon  kapasitelerine
ulasilabilmesini saglamaktadir (Kim vd., 2006; Jia, vd., 2003).

Nanopartikiillerin birim kiitlesi basmna diisen yiizey alan1 genis oldugundan dolayz,
nanopartikiiller lizerine enzim baglanmasi etkili bir sekilde basarilabilir. Dahasi,
nanopartikiiller, enzim adsorpsiyonunda optimizasyon ¢eliskilerine minimum
diifizyonal sinirlilik, birim kiitle bagina maksimum yiizey alani, yiiksek
miktarlarda enzim baglama gibi ideal gareler de sunar.

4.3. Baskilanmms p(HEMA-MATrp) Polimerine Lizozim Adsorpsiyonu
ve Desorpsiyonu Kosullarinin Incelenmesi

4.3.1. Lizozim Adsorpsiyonuna pH Etkisinin incelenmesi

Sekil 4.9’da  farkli pH degerlerinde lizozim adsorpsiyon kapasitesi
gosterilmektedir. Adsorpsiyon kapasitesine pH etkisini gostermek icin farkli
tampon sistemleri kullanilmig ve pH 4.0-11.0 arasinda c¢alisilmistir (pH 4.0-6.0
icin 0.1 M CH3COONa-CH;COOH, pH 7.0-9.0 i¢in 0.1 M Na,HPO4-NaH,PO,
pH 10.0-11.0 Na,COs-NaHCO; ). p(HEMA-MATrp) nanoyapilarin maksimum
lizozim baglama kapasitesi pH 10.0°da, 1182,8 mg lizozim/g polimer olarak
bulunmustur. pH 10,0°dan yiiksek ve diisiik pH degerlerinde lizozim adsorpsiyonu
azalmistir. Lizozimin izoelektrik noktasi 11,2 dir. Izoelektrik noktada proteinler
yliksiiz olduklarindan izoelektrik noktaya yakin pH’larda elektrostatik etkilesimler
minimum, hidrofobik etkilesimler ise maksimumdur. pH 10,0’da maksimum
adsorpsiyonun gozlenmesi sentezlenen nanopartikiile protein molekiillerinin
baglanmasinda  hidrofobik  etkilesimlerin  oraninin  yiiksek  oldugunu
gostermektedir.
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Sekil 4.9. Lizozim baskilanmis p(HEMA-MATTrp) nanopartikiillerine lizozim
adsorpsiyonu tizerine pH’ 1n etkisi. Baslangi¢ lizozim derigimi: 1,0
mg/mL; inkiibasyon siiresi: 2 saat; sicaklik: 25 °C

4.3.2. Lizozim Adsorpsiyonuna Tuz Tiiriiniin ve Derisiminin Etkisinin

Incelenmesi

Calismanin bu bdliimiinde lizozim adsorpsiyonuna tuz tiirliniin ve derigiminin
etkisi incelenmistir. bu baglamda hazirlanan lizozim ¢ozeltilerine sodyum klort,
sodyum siilfat ve amonyum siilfat eklenmistir. Hidrofobik adsorpsiyonda
kullanilan tuz tipi, hidrofobik etkilesim ile protein adsorpsiyonunun
optimizasyonunda  6nemli  bir  parametredir.  Hidrofobik  etkilesim
kromatografisinde farkli tuzlarin etkisi Hofmeister serisi ve suyun molal yiizey
gerilimi iizerindeki etkileri ile incelenir ve asagidaki gibidir (Pahlman vd., 1977
Roe, 1989).
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Proteinlerin ¢okelmesinde bazi anyon ve katyonlarin Hofmeister serisi.

<+——  Artan cokelme (“Salting out”) etkisi
Anyonlar: PO, SO,>, CH;COO, CI, Br, NO5, ClO,, I', SCN’

Katyonlar: NH;", Rb", K*, Na*, Cs", Li", Mg*", Ca*", Ba*"

Artan kaotropik (“salting in”) etki ——»

Suyun molal yiizey gerilimi iizerinde bazi tuzlarin bagil etkileri asagidaki siray1
takip eder.

NaZSO4> KQSO4 > (NH4)ZSO4 > NaHPO4 > NaCl > LiCl....> KSCN

Sekil 4.10°da goriildiigii iizere, adsorpsiyon kapasitesindeki bu degisimler tuzlarin
varliginda su molekiillerinin yapisinin bozulmasi ve ylizey gerilmesinin azalmasi
nedeniyle agiklanabilir. Siilfat iyonlarmmin varliginda adsorpsiyon kapasitesi
artarken sodyum kloriir varliginda azalmaktadir. Bu durum tek degerlikli iyonlarin
molekiiller arast koprii kurma oOzelliklerinin az olmasina ve iyonik itme
kuvvetlerine baghdir, siilfat iyonlar1 ise molekiiller arasi kopriiler kurarak hem
hidrofobik etkilesimleri hem de adsorpsiyonu artirmaktadirlar.
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Sekil 4.10. Lizozim baskilanmig p(HEMA-MATTrp) polimerinin lizozim
adsorpsiyonuna farkli tuzlarin ve iyonik siddetin etkisi. Baslangi¢
lizozim derigimi: 0,5 mg/mL; inkiibasyon siiresi: 2 saat; sicaklik:
25°C; pH: 10,0

4.3.3. Adsorpsiyona Lizozim Baslangi¢c Derisiminin Etkisinin Incelenmesi

Sekil 4.11’de lizozim baslangic derisiminin adsorpsiyona olan etkisi
goriilmektedir. Cozeltideki lizozim derisiminin artmasiyla gram nano partikiil
basimna adsorplanan lizozim miktar1 artmakta ve 2 mg/mL lizozim derisiminde
doygunluga ulagsmaktadir. Baskilanmis p(HEMA-MATrp) nanopartikiilleri igin
gbzlenen egrinin baslangi¢ dogrusal kismi, MATrp gruplar1 iceren Baskilanmis
p(HEMA-MATrp) nano partikiilleri ile lizozim arasmdaki yiiksek afiniteyi
gostermektedir. Baskilanmis p(HEMA-MATrp) nanopartikiillerinin maksimum
adsorpsiyon kapasitesi 25 °C’de 1514,6 mg/g polimer olarak bulunurken
baskilanmamis p(HEMA-MATrp) lizerine maksimum adsorpsiyon 856,3 mg/g
nanopartikiil olarak bulunmustur.
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Sekil 4.11. Lizozim baskilanmig p(HEMA-MATTp) polimerinin lizozim
adsorpsiyonuna farkli derisimlerin etkisi. Inkiibasyon siiresi: 2
saat; sicaklik: 25 °C; pH: 10,0

4.3.4. Lizozim Adsorpsiyonuna Sicakhgin Etkisinin Incelenmesi

Sekil 4.12’de gorildiigi gibi sicaklik artisina bagl olarak gram nanopartikiil
basma adsorplanan lizozim miktarmda 6nemli bir artis oldugu goriilmektedir. 25
°C’de adsorplanan lizozim miktar1 385 mg/g iken 45 °C’de bu deger 583 mg/g
olarak bulunmustur. Hjertan er al. (1974) tarafindan hidrofobik etkilesimde
sicaklik artisginin protein alikonmasimi artirdigi ve sicaklik azalmasinin protein
eliisyonunu tesvik ettigi rapor edilmistir.

Proteinler, yiiksek sicakliklarda gerceklesen agilma ile gomiilmiis hidrofobik
amino asit birimlerini yiizeye ¢ikarirlar (Arica et al., 2001). Boylece protein ve
polimer matriksin hidrofobik gruplar1 arasindaki temas alani artar ve yiliksek
sicakliklarda hidrofobik etkilesimler tesvik edilir.
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Altintas vd., (2007), hidrofobik bir destek olan mag-poli(GMA)-L-triptofan
mikrokiirelerine lizozim adsorpsiyonunu gergeklestirerek sicakligin adsorpsiyona
olan etkisini incelemislerdir. Sicakliga bagli olarak adsorplanan lizozim miktarmin
onemli oranda arttigin1 gézlemlemislerdir. Queiroz vd., (2001) ve Lienqueo vd.,
(2007) tarafindan yayinlanan derleme makalelerinde de sicakligin Gnemli bir
parametre oldugu ve sicaklik ile protein baglanmasinin arttigi rapor edilmistir.
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Sekil 4.12. Lizozim baskilanmis p(HEMA-MATTrp) polimerinin lizozim
adsorpsiyonuna sicakligin etkisi. Baslangi¢ lizozim derisimi: 0,5
mg/mL; inkiibasyon siiresi: 2 saat; pH: 10,0
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4.3.5. Adsorpsiyon izotermleri

Langmuir modeli, esit ulasilabilir adsorspsiyon boélgeleri, tek tabakali yiizey
kaplama ve adsorplanan tiirler arasinda etkilesim olmamasi gibi homojenite
varsayimi temeline dayanir (Mohann ef al., 2006). Langmuir modeli, molekiiler
baskilanmis polimerlerin kullanildigi baglanma izotermlerine yaygin olarak
kullanilmustir (Li ve Husson, 2006). Bu model asagidaki esitlikle tanimlanir.

Ced/9e = 1/Qmax + 1/qmax.b.Ceq

Burada g, denge aninda adsorbana bagli lizozim derisimi (mg/g); Ceq, ¢6zeltideki
denge lizozim derisimi (mg/mL); b, Langmuir sabiti (mL/mg, adsorpsiyonun
serbest enerjisi veya net entalpisi ile ilgili bir sabittir) ve qma., maksimum lizozim
adsorpsiyon kapasitesidir (mg/g). Bu esitlik asagidaki gibi lineerlestirilebilir:

Ceq’a karst Ceg/qeq grafige gegirildiginde olusan dogrunun kesimi 1/qmax.b’yi, egimi
is€ 1/qmax 1 Verir.

Sekil 4.13°de baskilanms ve baskilanmamis p(HEMA-MATrp) nanopartikiillerine
lizozim adsorpsiyonunun Langmuir adsorpsiyon izotermi goriilmektedir. Grafigin
egim ve kesiminden maksimum lizozim adsorpsiyon kapasitesi baskilanmis ve
baskilanmamis igin sirasiyla (qmay) 1.67 x 10°mg/g, 1.00 x 10° mg/g Langmuir
sabiti (b) 2.994 mL/mg, 3.333 mL/mg olarak bulunmustur.

Freundlich izoterm modeli, genellikle heterojen adsorpsiyon sistemlerine
uygulanir. Adsorplanan maddenin miktari, tim bolgelerdeki adsorpsiyonun
toplamidir. Freundlich izotermi geri doniisiimlii adsorpsiyonu tanimlar ve tek
tabakanin olusumu ile smirlandirilamaz (Proctor ve Toro-Vazquez, 1996). Bu
esitlik asagidaki gibi lineerlestirilebilir.

Inge = InK¢ + 1/n InCeq

Burada q., denge aninda adsorpsiyonun birim kiitlesi basina adsorplanan lizozim
miktar1 (mg/g); Ceq, ¢Ozeltideki lizozimin denge derisimi (mg/mL); Ky, adsorbanin
bagil adsorpsiyon kapasitesi sabiti (mg/g); 1/n, adsorpsiyon siddeti sabitidir.
InCy’e karst Inqeq grafige gecirildiginde olusan dogrunun egimi 1/n’i, kesimi
InK¢’yi verir.
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Sekil 4.14’de baskilanmis ve baskilanmamis p(HEMA-MATrp) nanopartikiillerine
lizozim adsorpsiyonunun Freundlich adsorpsiyon izotermi goriilmektedir. Grafigin
egim ve kesiminden maksimum lizozim adsorpsiyon kapasitesi baskilanmis ve
baskilanmamis igin sirasiyla grafigin egiminden 1/n degerleri 1.4546, 1.6476
kesiminden ise K, degerleri 2.86 x 10°mg/g, 2.41 x 10’mg/g olarak bulunmustur.

Molekiiler baskilanmis polimerlerin heterojen baglanma bolgeleri de icerdigi son
zamanlarda rapor edilmistir (Umpleby vd., 2001; Wei vd., 2005). Lizozim
adsorpsiyon verileri Langmuir (Sekil 4.13) ve Freundlich (Sekil 4.14) adsorpsiyon
izotermlerine uygulanmis ve elde edilen grafiklerin R* degerlerine bakilarak
lizozim adsorpsiyonunun Langmuir izotermine uydugu bulunmustur. Bu sonug;
hazirlanan baskilanmis nanopartikiillerin  ylizeyindeki lizozim baglanma
bolgelerinin homojen dagilimli, tek tabakali, es enerjili ve minimum yanal
etkilesimli oldugunu gostermektedir. Her iki izoterm modelinden elde edilen
sonuglar Cizelge 4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.13. Lizozim baskilanmis ve baskilanmamis p(HEMA-MATrp)
nanopartikiillerin Langmuir adsorpsiyon izotermleri
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Sekil 4.14. Lizozim baskilanmis ve baskilanmamis p(HEMA-MATrp)
nanopartikiillerin Freundlich adsorpsiyon izotermleri

Cizelge 4.1. Lizozim baskilanmis ve baskilanmamis p(HEMA-MATrp)
nanopartikiillerin Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon

parametreleri
Langmuir Freundlich

Qmax b R2 KF 1/n R2

(mg/g) (ml/mg)
MIP 1.67 x 10° 2.994  0.9796 2.86x 10° 1.4546  0.9095
NIP 1.00x 10° 3.333  0.9699 2.41x10° 1.6476  0.9455
4.3.6. Kinetik Analiz
p(HEMA-MATrp) nanopartikiillerine  lizozim  adsorpsiyonunun zamana

bagimliligi incelenmis ve adsorpsiyon kapasitesinin zamanla arttigt ve 60.

dakikada doygunluga ulastigi gézlenmistir (Sekil 4.15). Deneysel verilere pseudo-
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birinci ve pseudo-ikinci derece kinetik modelleri uygulanmis. Adsorpsiyonun hizli
gergeklesmesi, nanopartikiil geometrisi ve baskilanmis bolgelerin yiizeyde ve/veya
yiizeye yakin bolgede olmasi ile iliskilidir. Etkilesim bdlgelerinin yiizeyde olmasi
diflizyon kisitlamalarmi ortadan kaldirmakta ve hizli bir desorpsiyon kinetigine
olanak saglamaktadir. Sekil 4.16 (A) ve (B)’de baskilanmis ve baskilanmamis
p(HEMA-MATrp) nanopartikiillerinin lizozim adsorpsiyonunun pseudo-birinci ve
pseudo-ikinci dereceden kinetik grafikleri goriilmektedir. Cizelge 4.2°de ise bu
grafiklerden elde edilen hiz sabitleri ile deneysel ve denge anindaki adsorplanan
protein miktarlar1 goriilmektedir. Cizelge 4.2°ye bakildiginda pseudo-ikinci
dereceden kinetik i¢in bulunan korelasyon katsayilarinin, pseudo-birinci dereceden
kinetik i¢in bulunanlardan daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Ayrica deneysel qeq
degerlerinin, pseudo-ikinci dereceden kinetik i¢in bulunan q., degerlerine daha
yakin bulunmasi p(HEMA-MATrp) nanopartikiillerine lizozim adsorpsiyonunun
pseudo-ikinci dereceden kinetige uygun oldugunu gostermektedir. Bu durum,
adsorpsiyon islemi sirasinda hiz belirleyen basamagin lizozim  baskilanmis
partikiillerin adsorpsiyonunun kimyasal kontrollii ger¢eklestigini géstermektedir.
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Sekil 4.15.Lizozim baskilanmis ve baskilanmamis p(HEMA-MATTrp)
nanopartikiillerinin lizozim adsorpsiyonuna zamanin etkisi.
Baslangig lizozim derisimi: 0,5 mg/mL; pH: 10,0 sicaklik: 25°C
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Sekil 4.16. Lizozim baskilanmis ve baskilanmamis p(HEMA-MATrp)
nanopartikiillerinin pseudo-birinci (A) ve pseudo-ikinci (B)
dereceden incelenmesi
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Cizelge 4.2. Lizozim baskilanmis ve baskilanmamis p(HEMA-MATrp)
nanopartikiillerin pseudo-birinci ve pseudo-ikinci dereceden

kinetik sabitleri
Birinci Derece Ikinci Derece
ky Ceq R2 ka Qeq Rz
(1/min)  (mg/g) (1/min) (mg/g)

MIP 0.0951 1.42x10° 09775 5.82x10° 1.43x10° 0.9899

NIP 0.0829 1.06x10° 09338 3.69x10° 1.00x10° 0.9404

4.3.7. Secicilik Deneyleri

Hazirlanan lizozim baskilanmis nanopartikiillerin lizozime kars1 segiciliginin
gostermek  lizere yarismali  adsorpsiyon  deneyleri  siirekli  sistemde
gergeklestirilmistir. Segicilik deneyleri sigir serum albiimini (BSA) ve sitokrom ¢
(cyt-c) varhiginda gergeklestirilmistir. Sitokrom c, lizozime yakin molekiil agirlig:
ve izoelektrik noktasmin olmasindan, BSA ise boyut, molekiil agirligi ve yiik
bakimindan lizozimden oldukga farkli olmasindan dolayir yarigmaci proteinler
olarak sec¢ilmislerdir.

Lizozim, BSA ve Cyt-c’nin her {i¢ii de globiiler yapidadir. Cyt-c, 104 aminoasit
iceren 12,0 kDa agirliginda tek polipeptid zinciri igeren ve hem grubuna sahip
proteindir. Cyt-c’nin {i¢ boyutlu yapis1 asagida gosterilmistir.

Sekil 4.17. Cyt-c’nin {i¢ boyutlu yapis1
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BSA, 607 aminoasit i¢eren 66.4 kDa agirliginda molekiiler boyutu 40x40x140
kiibik angstrom yapisinda olan tek polpeptid zinciri igeren proteindir.

Sekil 4.18. BSA’nin {i¢ boyutlu yapis1

Lizozim ¢apraz bagh 4 disiilfit bag1 ve 129 amino asit birimi igeren tek polipeptid
zincirinden olusmus oldukga kiigiik bir proteindir (14,6 kD). Bu protein molekiilii
30 x 30 x 45 A’luk boyutlari ile kabaca elipsoidal bir sekildedir.

Sekil 4.19. Lizozimin ii¢ boyutlu yapisi

Esitlik 3.2, 3.3 ve 3.4 kullanilarak hesaplanan segicilik katsayilari, BSA i¢in 13,1
(baskilanmis) ve 1,79 (baskilanmamis); sitokrom ¢ i¢in 33,2 (baskilanmis) ve 1,73
(baskilanmamis) olarak bulunmustur. Baskilama segiciligini gosteren bagil
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secicilik katsayisi ise 19,2 (lizozim/sitokrom c) ve 7,3 (lizozim/BSA) olarak
hesaplanmigtir. Bir baska tamimla; lizozim baskilanmig polimerler, lizozimi
sitokrom c’ye gore 19,2 kat; BSA’ya gore 7,3 kat segicilikte tanimaktadir. Bagil
secicilik degeri, 1’in ne kadar ilizerinde ise baskilama isleminin o kadar etkin
oldugu bilinmektedir (Zhang vd., 2002). Hem molekiil agirligi ve boyutu hem de
izoelektrik noktasi birbirine ¢ok yakin olan iki molekiil arasinda 19,2 katlik
ayirma faktoriiniin oldukga basarili bir sonug oldugu belirtilmelidir.

Cizelge 4.3. Lizozime gore BSA ve Cyt-c i¢in segicilik ve bagil segicilik kat

sayilari.
MIP NIP
Protein Ky k Ky k kK’
(ml/g) (ml/g)
Lizozim 432,2 - 142,4 - -
BSA 32,9 13,1 79,4 1,79 7,3
Sitokromc¢ 13,0 33,2 82,2 1,73 19,2
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Sekil 4.20. Lizozim baskilanmig ve baskilanmamigs p(HEMA-MATrp)
nanopartikiillerin lizozim, Albiimin ve sitokrom-c adsorpsiyon
miktar1. Baglangi¢ derisimleri: 0,5 mg/mL; pH: 10,0 sicaklik: 25°C
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4.3.8. Baskilanmis p(HEMA-MATrp) Polimerinden Lizozimin
Desorpsiyonu ve Polimerin Tekrar Kullamlabilirliginin incelenmesi

Bir destek materyalinin en 6nemli 6zelliklerinden biri defalarca kullanilabilmeye
olanak vermesidir. Lizozim enziminin p(HEMA-MATrp) nano partikiillerine
adsorpsiyonu ve desorpsiyonu islemleri aymi nanopartikiiller kullanilarak 5 dongii
boyunca tekrar edilmistir. Desorpsiyon orant % 94 olarak bulunmustur. Sekil
4.21°de goruldigi gibi 5 dongili boyunca adsorplanan lizozim miktarinda 6nemli
bir azalma gézlenmemistir.
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Sekil 4.21. Lizozim baskilanmis p(HEMA-MATrp) nanopartikiillerin tekrar
kullanilabilirligi. Baslangi¢ lizozim derisimi: 0,5 mg/mL; pH: 10,0;
sicaklik: 25° C
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5. SONUC

MATrp monomeri, L-triptofan metil esterin metakriloil kloriir ile reaksiyonu
sonucu elde edilmistir. Elde edilen monomer NMR ve FTIR calismalar1 ile
karakterize edilmistir.

MATrp monomerinin 'H-NMR spektrumunda MATrp monomerine ait
karakteristik pikler sunlardir: 3H, "CH; 1.80(s), 2H, '°CH, 3.42-3.36(q); 1H, '"CH
4.50-4.51(m); 1H, "*CH, 5.33(s); 1H, '°CH, 5.64(s); 1H, “NH(amid) 7.15(d); 5H,
#3672indol 7.15-7.57(m); 1H, '"NH(indol) 8.25(d); 1H, OH(asit) 11.1(s).

MATrp monomerinin FTIR spektrumunda MATrp monomerine ait karakteristik
MATrp’mn FTIR spektrumunda sirastyla 1533 cm™ (NH egilme), 1454-1391 cm™
(CN aromatik), and 1657 cm™ (C=0 amid) pikleri goriilmektedir.

Lizozim baskilanmis p(HEMA-MATrp) nanopartikiillerin boyutlari, zeta boyut
analizori ile belirlenmistir. Lizozim baskilanmus partikiillerin ortalama boyutu 261
nm ve polidispersitesinin 1,203 olarak bulunmustur.

Lizozim baskilanmis p(HEMA-MATrp) nanopartikiillerin spesifik yiizey alani
1648 m*/g olarak bulunmustur.

Lizozim baskilanmis ve baskilanmamis p(HEMA-MATrp) nanopartikiillerin
clementel analiz sonuglar1 sirasiyla 0.85 pmol/g nanokiire ve 0.87 pmol/g
nanokiire olarak bulunmustur.

Lizozim baskilanmis p(HEMA-MATrp) nanopartikiillerinin Taramali elektron
mikroskop (SEM) incelemeleri ile nanopartikiillerin yaklasik 260 nm boyutunda
ve gozeneksiz ylizeye sahip oldugu gozlenmistir.

Lizozim baskilanmis p(HEMA-MATrp) nanoyapilarin maksimum lizozim
baglama kapasitesi pH 10.0°da, 1182,8 mg lizozim/g polimer olarak bulunmustur.
Bu degerin altindaki ve tstiindeki pH degerlerinde adsorpsiyon kapasitesi 6nemli
miktarda azalmustir.
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Lizozim baskilanmis p(HEMA-MATrp) nanopartikiillerine lizozim adsorpsiyonu
farkli pH c¢ozeltilerinde (pH 4,0-5,0 asetat tamponu; 6,0—8,0 fosfat tamponu;
9,0-11,0 karbonat tamponu; 100 mM) incelenmis ve maksimum lizozim
adsorpsiyonunun pH 10,0 karbonat tamponunda gergeklestigi bulunmustur.

Lizozim baskilanmis ve baskilanmamis p(HEMA-MATrp) nanopartikiillerin
maksimum lizozim adsorpsiyonu 2 mg/mL lizozim derisiminde sirasiyla
1514,6mg/g, 856,3mg/g nanopartikiil olarak bulunmustur.

Lizozim  baskilanmis  p(HEMA-MATrp)  nanopartikiillerine  lizozim
adsorpsiyonuna sicakligin etkisi 4-45 °C araliginda incelenmis ve sicaklik artist
ile adsorplanan lizozim miktarmin énemli miktarda arttigi bulunmustur.

Lizozim baskilanmis p(HEMA-MATrp) partikiillerine lizozim adsorpsiyonuna
iyonik siddetin etkisi farkli derigimlerdeki tuzlar [NaCl, (NH4),SO4, Na,SO,]
kullanilarak incelenmis ve 1,0 M Na,SO, derisiminde adsorpsiyonun maksimum
oldugu saptanmustir.

Lizozim baskilanmig p(HEMA-MATrp) nanopartikiillerin tekrar
kullamlabilirliginin incelenmesi ile desorpsiyon oram % 94 olarak bulunmus ve
5 adsorpsiyon-desorpsiyon adimindan sonra adsorplanan lizozim miktarinda
Oonemli bir azalma gézlenmemistir.

Lizozim baskilanms ve baskilanmamis p(HEMA-MATrp) nanopartikiillerine
lizozim adsorpsiyonunun Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon izotermi
goriilmektedir. Langmuir denkleminden hesaplanan maksimum lizozim
adsorpsiyon kapasitesi baskilanmis ve baskilanmamuis i¢in sirasiyla (qmax) 1.67 x
10°mg/g, 1.00 x 10° mg/g olarak bulunmustur. Korelasyon katsayilar1 ise
sirastyla 0.9796, 0.969°dir.

Lizozim baskilanms ve baskilanmamis p(HEMA-MATrp)nanopartikiillerine
lizozim adsorpsiyonuna iligskin adsorpsiyon kinetikleri (pseudo birinci dereceden
ve pseudo ikinci dereceden) arastirildiginda adsorpsiyonun pseudo ikinci
dereceden kinetik yaklagima uygunlugu goriilmiistiir.
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Elde edilen Q. degerleri incelendiginde lizozim baskilanmis sistemde
adsorpsiyonun kimyasal kontrollii gerceklestigini gostermektedir.

Segicilik denemelerinde Baskilanmis ve baskilanmamis p(HEMA-MATTrp)
nanopartikiillerine BSA ve sitokrom-c¢ molekiilleri kullanilmis ve BSA ve
sitokrom-c¢ i¢in lizozim molekiilerine gore dagilma ve segicilik katsayilari
hesaplanmustir. Segicilik katsayilari, BSA igin 13,1 (baskilanmis) ve 1,79
(baskilanmamus); sitokrom c¢ i¢in 33,2 (baskilanmis) ve 1,73 (baskilanmamus)
olarak bulunmustur.

Baskilama segiciligini gosteren bagil secicilik katsayisi ise 19,2 (lizozim/sitokrom
¢) ve 7,3 (lizozim/BSA) olarak hesaplanmistir. Bir bagka tamimla; lizozim
baskilanmis polimerler, lizozimi sitokrom ¢’ye gore 19,2 kat; BSA’ya gore 7,3 kat
secicilikte tanimaktadir. Bagil segicilik katsayilari lizozim baskilanmis tanima
bolgelerinin afinitesini gostermektedir.

Sonug olarak; lizozim baskilanmis nanopartikiiller, sulu ¢ozeltilerden lizozimin
tayininde basari ile kullamilabilmektedir.
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