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Bu calsmada, hiyaluronik asit (HABtreptococcus equi sppakterisinden
fermantasyon tekgi kullanilarak dretilmg, Uretilen sUpernatantin icegdiHA
tayini Reflaktometrik interferans Spektroskopi tekiile gerceklatirilmi stir.
Uretilen HA'nin saflatiriimasi amaciyla biyolojik sistemlerle uyumlu K& igin
yuksek seciciie sahip D-glukoronik asit bellekli polimerler (MIRentezlenip
karakterize edilmtir. D-glukoronik asit bellekli bu polimerlerin HAyirimindaki
etkinligi, HA’'nin sulu ¢ozeltilerinden adsorpsiyon gahalariyla saptanmgiir. Bu
amagla denge adsorpsiyon zamani ve soheriadsorpsiyon kapasitesi skisi
ortaya konulmg ve D-glukoronik asit bellekli yapay ayirma resefatnin HA
molekiline secicifii Scatchard analizi ile ortaya konulgtur. Ayrica bu yapay
reseptorlerin HA ayirmada tekrar tekrar kullaniiabbldugu gosterilmsgtir.
Calismanin son gamasinda HA'nin ¢Ozelti ve nanofiber formlarinimayéedavisi

Uzerindeki etkileri incelenngive tartgiimistir.
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In this study, hyaluronic asid (HA) was producednirStreptococcus equi
spp. by using the fermantation technique and then predusupernatant’'s HA
content was determined by Reflectometry Interfegaspectroscopy. For the
purification of produced HA, D-glucuronic acid inmped polymers, which are
higly selective for HA and cooperative with biologl systems, were synthesized
and characterized. For HA separation, thiéiciency of D-glucuronic acid
imprinted polymers was determined with the adsorpstudies of HA solutions.
For this purpose, the relation between the timeauiilibrium- adsorption and the
capacity of concentration- adsorption was declaaad the D-glucuronic asid
imprinted synthetic receptor’s selectivity to thé kholecule was clarified with
Scatchard analysis. In addition, ability of usingge synthetic receptors again and
again for HA separation was demonstrated. In thal fstep of this study, the
effects of HA solution and the nanofiber forms dre twound healing were

investigated and discussed.
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1. GIRIS

Son yillarda insan ghgini koruma ve hastaliklari 6nleme amaciyla
yapilan buydk yatinmlar, bu alanda gergapli ve disiplinler arasi AR-GE
faaliyetlerinin hizla artmasini gamistir. Ozellikle 21. yiizyilda ortaya ¢ikan ve
oldukca farkhlgan immunolojik hastaliklarin ghisi ve tedavisine yonelik
argtirmalar tum argtirmalara ayrilan kaynaklar icinde blyuk oranlaiamistir.
Sagliga dayali teknolojilerin en 6nemlilerinden olan tedaamach biyo-
kromatografi teknolojisi biyolojik molekullerin yi#ek teknolojiye dayanan akilli
polimerik kati faz sorbentleriyle ultra-yuksek skih saflgtirilarak kullanimina
olanak sglamaktadir.

Bu calsmanin amaci, tibbi alanda artan ilgiyle kullanitayaluronik asit
(HA) biyolojik molekdlinin ayrilmasi ve saffariimasina yonelik, biyolojik
sistemlerle uyumlu ve HA igin yiksek secigéi sahip yeni nesil, molekul bellekli
polimerlerin  (MIP) hazirlanmasi ve biyolojik matatkerden HA'nin
saflgtirilmasinda kullanimiyla HA nanofiberlerin yaral#i amach kullanimidir.

Bu calsma kapsaminda gercekleilecek calgsmalar t¢ ana Bak altinda
toplamak mimkandur:

1. Biyolojik bir materyelden (Streptococcus equi spp. HA Uretimi ve
izolasyonu

2. D-glukoronik asit Bellekli Sentetik ReseptorteriUretimi ve HA
Saflagtiriimasinda Kullanimlari

3. Elektrik alanda nanofiber tGretimi ve yara tedawle kullanimi

1.1.Hiyaluronik asit ve 6nemi

HA, ilk olarak gozdeki retinanin saydam sivisinddayer tarafindan 1934
yilinda izole edilmgtir [1]. HA glikozaminoglikanlar olarak bilinen bipolimer
sinifindandir ve uzun zincirli lineer bir polisakkar. N-asetil-D-glikozamin ve
D-glukoronik asit’in birbiriyle 31-4 glikozidik ba&yla baglanmasiyla olgan
disakkaritin tekrarlarindan ajmaktadir. Disakkaritler birbirleriyle f1-3

baglariyla balanmstir (Sekil 1.1.). Genellikle formuli GH,o0NNaOy; olan ve



kaynaina, izolasyon prosediriune, tanimlama metoduna détsen sodyum
tuzu halinde bulunur. Molekilgaliginin 14x16 civarinda oldgu bildirilen HA
genellikle yuksek molekdl grhkhdir, ancak bazen kicguk fragmentler ve
oligosakkaritler halinde bulunabilir. Doku hidragagunda ve hicresel
fonksiyonlarda gorevlidir. Dgal bircok bilgikten daha fazla su tutma
kapasitesine sahiptir.

tekrarlanan disaldcarit
| o |
T—U =]
/IFIH 00
H 0OH HMN

HO
,-*@'OH o H O-.._

TH gI::H2 OH

?m OoH

CH,

glukuronik asit N-asetilgluk ozamin

Sekil 1.1 Hiyaluronik asit’in yapisi

HA ve tuzu omurgali hayvanlarin palokularindan izole edilebilir. HA
kollajen fiberler arasindaki htcre sdibcsluklara dolar. Bu 6zelfiyle yara
tedavisinde kullaniimaktadir.

HA'nin gorevlerisunlardir:

1. Hucreler arasi ¢cimento: Hucreleri birbirineslaanak,
2. Vurmalaragoklara kagl tampon ve yastik vazifesi gormek,
3. Kaymayl sglamak: Esneme ve kivrilmalarda goalokusundaki tim

hiicrelerin birbirleri Gizerine kaymalarina yardirotur.

Kikirdak htcreleri gibi direk kan temini olmayandnéler icin HA'nin su tutma

kapasitesi bu hicrelerde besinin glsamasi ve atiklarin hicrelerden



uzaklgtiriimasi gibi 6nemli biyolojik fonksiyonlarin gezklesmesine yardimci
olur. Ayni zamanda subkutan dokularin buyimesijsgedsi ve tamirinde rol
oyanayan 6nemli bir bibgktir[2].

HA'nin yapisi doku mihendighnde ve ila¢ tama sistemlerinde
kullaniimak Uzere vyeni, biyo-uyumlu ve biyolojik asbk pargalanabilen
polimerlerin Uretiimesine olanak @amaktadir. Sekil 1.2’de bu alanlarda

kullanilan HA formlari verilmgtir.

Capraz haglanmiy HA hidrojeli
HA-ilag hiokonjuzah
= Fonksiyonel capraz baglanhlar : lekiilii
ACP, direk esterbaglan ® “dlag molekiili
D
C S5
- E&:j o
~ T & =3
:
HA verlegtivilmis kopolimerler Fhm, ]
o~ polimer omurgasi Hiklpoza
o lipozomlar
RSB B 7 HA

S

Sekil 1.2. HA formlari : (A) Capraz hdanmg HA; (B) HA - ila¢ biokonjugati; (C) HA eklenmi
kopolimer; (D) HA -lipozom kompoziti

HA’'nin yapisinda bulunan karboksilik asit ve hidsdkgruplari kimyasal
modifikasyonlar icin hedef bolgelerdfi€kil 1.4.). Bu hedef bdlgeler kullanilarak
HA tdrevli biyomedikal malzemeler dretilebilmektedi Bu malzemelerin

uretiminde kullanilan kimyasal modifikasyonigekil 1.3'de gosterilmtir.



D-Glucuronic acid

N

tdmyasal modifilkasyonlar icin hedef hilgeler

)

-Acetyl D-Glucosamine

Sekil 1.3. HA yapisindaki hedef bdlgeler

HA-COOH

HA-COON(Bu)s —

ilag -hemizikzinat MHS ester
T

ADH/EDC
pH=4.75

pH=8

CH-0OH
CH—OH

CO0OH
O

OH

MaCHBH 3

o CHz0H4 \1 _ D
oA ) (’“W

Peptid NEa

~

| |
— drug-Mi .
CHO gy il GhoH

-lﬂH—O CONH — drug

HA AA

CH=0OH \

o\

HAe J

Y
hHMj

CH20H

Fyas=y)

F‘cphd F"‘%‘F’“"j

Sekil
modifikasyonlar: (A) ester
(D) oksidasyon

1.4. HA'nin karboksilik asit

ve hidroksil gruplarindangerceklgen kimyasal

kene; (B) bihidrazit modifikasyonu; (C) siyanojen-bri aktivasyonu;



HA, 1934'te kefedilmistir ve 1942 yilindan bu yana 6zellikle tipta, erken
yaslanma hastagi olan "acrogeria” tedavilerinde kullaniimaktadBebek cildinin
yumuwakhgi, nemliligi ve gerginlgi, bebgin anne karninda yiz@i amniotik
sivinin HA'dan cok zengin olmasina ghdir. Kozmetikte HA gelegan bir
numaral nemlendiricisi ve ynma kagiti aktif maddesidir. HA dgal olarak
horoz ibginden elde edilir veya biyoteknolojik olarak labtarda tretilir

HA ayrica Grup C Streptekok gibi bazi bakteniekapstl bilgenidir
(Sekil 1.5.). Grup A ve Grup C Streptekoklar glikoasimile ederek ¢li
cevresel kgullar altinda HA'yi ikincil metabolit olarak Ureter. Bu bakterilerin
sahip oldgu kalin HA tabakasi onlara konaklarinin immin sezinden
korunmalarini sgladigl gibi ayni zamanda fagositler ve antibadiler tenrddén da
taninmamalarint ggar [3]. HA'nin non-immunojenik olmasi tipta buyubir
Oneme sahip olmasini @amistir. Ayrica yuksek molekudl @rlikli olmasi ona
visco-elastik bir 6zellik kazandirmaktadir. Bu dikelona klinik alanda yara

tedavisinde, gbz ameliyatlari ve ortopedi amelgmtida kullaniimasini géar.

Sekil 1.5. Grup C Streptokoklarinin HA kapsdill

HA'nin insan kordonundan izolasyon, purifikasyon ka&raktezizasyonu
yapilms, sonu¢ olarak trindn deri hastaliklar tedavisi igsyon ve krem olarak
kullanilabilecegi gosterilmitir [4].

Yine baka bir calsmada HA'nin lamininle modifiye edilrgihidrojelleri
beyin lezyonlarinin tamiri icin implante edilgnve jellerin bir yapi iskelesi

olusturdusu gozlenmgtir [5].



Su anda piyasada ticari olarak satilan HA horozgiiden elde
edilmektedir ancak bu materyalin virls tarafindantminasyon riski vardir. Bu
nedenle de komplex bir purifikasyon metoduna itgiyaardir. Bu ihtiyac,
dolayisiyla Grinun fiyatini arttirmaktadir.

izolasyonda yukarida bahsedilen sorunlardan dola iHetimi igin
fermantasyon prosesleri ggirilmi stir.

HA bircok Streptekok sundan dretilebilmektedirStreptococcus equi,
Streptococcus equisimilis, Streptococcus pyogémaéserilerinden fermantasyon
prosesiyle HA Uretimi yapilngtir.

Streptecoccus equin bir kemostat kaltrda icinde surekli fermantasyyla
blyuk miktarlarda yiuksek molekug@likl toksik ajanlarla kontamine olmagi
HA’nin Uretimi mamkinddr. Bu proses geleneksel Batdiltirlerinden daha
avantajlidir, ¢cuinkt Batch kulturlerinde agnma enzimleri streptekoklarin hicre
duvarlarini parcalayabilir ve hicre B#alerini fermantasyon ortamina salip

purifikasyonda zorluklara neden olabilir.

1.2.Molekiler Baskilama Teknolojisi

Cevre, ilag ve biyoteknoloji alanlarinda hizli verimli yeni yontemlere
surekli ihtiyac duyulmasi, agaricilari, daha iyi, daha secici ve hassas akaliti
calismalarin yapilmasina yoneltgtir. Molekller tanima temeline dayanan ayirma
sistemleri arasinda "Molekuler Baskilama" yonteminazirlanan tayicilar hedef
molekiile olan yiiksek secicilikleri nedeniyle oldakigmit vaadetmektedirletlk
defa 1972’de Gunter Wulff ve caina grubu tarafindan tanimlanan molekuler
baskilama yontemi, sentetik polimerlerde fonksiyomeuplarin ¢ boyutlu
yapilarinin dizenlenmesiyle, olduk¢a seciciglaama bdolgeleri elde etmek
amacityla kullanilnytir [6].

Molekuler baskilama, ilgilenilen analit icin seci@nima bdlgelerine sahip
sentetik polimerlerin  hazirlanmasinda kullanilanr HKiekniktir. Molekuler
baskilama yonteminde fonksiyonel monomerler baskdak molekil veya iyon
ile polimerizasyon bgamadan dnce ve polimerizasyon esnasinda caphayba

varhiginda molekuler etkikgme girerler. Polimerizasyon reaksiyonu sonucunda



yuksek oranda capraz @lapolimer g olusur. Baskilanan molekilin polimerden
uzaklgtirimasi sonucunda polimerde baskilanan molekidgaviyona segici
bellekler elde edilir ve bir kamimda baskilanan molekil veya iyon polimere

secici olarak tekrar [ganabilir.
1.2.1. Sentetik Reseptorler

Son zamanlarda bilim ve teknolojide reseptérleemmwolekiler tanimlamanin
onemi hizli birsekilde gelsmektedir. Molekuler baskilama tenicok yonli
reseptdrleri verimli, hizli ve ekonomik olarakgkamak icin gelgtirilmi stir.

Molekiler tanima yg@amin varlg icin 6nemlidir. Orngin, hicre
membranlarinin ytzeyindeki reseptorlere hormonégtamir ve hiicreden hiicreye
iletisimden  sorumludur. Reseptdr liganta glendiginda, reseptdrlerin
konformasyonu d#sir ve ligantin mesaji (vicutta glikozun eksgiide) bu
konformasyonal d&sim terimi hiicreye gecer. Bu hiicre o anda vicuttgerekli
oldugunu tanir. Hucre karik olan biyoreaksiyonlari cevaplamak igin bu
gereksinimi uygun bigekilde gelgtirir. Bu sistemlerde en dnemjey, bir reseptor
sadece bir spesifik hormonu kabul eder vgederi ile asla 6énemli bigekilde
etkilesmez. Ayrica, reseptdor/hormon etkil®i muazzam olctide kuvvetlidir.
Baska bir deysle, antibadilerle segici konuk panmasi bagisiklik sistemi igin
Oonemlidir. Yabanci madde (antijen) vicuda dindde tutulur ve antijenin yok
edildigi lizozoma alinir. Beklenildi gibi hedef antijen ve d@erleri arasinda (bir
de vicudumuzdaki yabanci maddeler ve asillar mdayiantibadi ile ayirt etme
Ozenli birsekilde olmahdir.

Iyi bilindigi gibi, enzimler yiiksek substrat spesifiligosterir. Enzimlerden
her biri sadece belirli substrati (spesifik suldytssecer ve 6nceden belirlenen
ariine dongtlrdr. Bu substrat spesifilgi, esasen enzimlerin substratstanma
bolumleriyle secici konuk @anmasindan ileri gelir. Substrat molekiline goére
daha buyuk olan bir enzim molekilinin yizeyindessalb molekultndrgeklini
tamamlayan ve bgekle oturan yarik ve cukurlar bulunmaktadir. Bogletbstrat

bir anahtar gibi enzimin aktif konumlariyla etliie



Dogadaki molekuler tanimlama, go bilim adamlarini onlar taklit etmeye
tesvik etmektedir. Yapay reseptorlerin en 6nemli aagatindan biri molekuler
tasarimin serbest gal olusmasidir. Yapilan caimalar sonucunda molekiler
tanimlama icin gagidaki faktorlerin uygun olmasi geregitibelirlenmistir:

1. Reseptor ve hedef molekiliin fonksiyonel gruplarbibini tamamlayici
olmaldir.

2. Her iki bilesimlerin konformasyonal serbegiliminimize edilmelidir.

3. Kimyasal kaullar uygun birsekilde ayarlanmalidir.

Hedef molekulinin kigik olmasi halinde reseptdolgarili bir sekilde
sentezlenebilir. Endustride, reseptorler reaksikansimindan hedef molekilleri
ekonomik olarak ayirmak icin ve atik sudan tehlik@nyasallari uzaklgtirmak
amaciyla kullanilmaktadir. Uriinlerin ayriimasi \aflastiriimasi bunlarin tretim
Ucretlerinin toplaminin yarisindan fazlasinaskde gelmektedir. Bununla birlikte,
endustriyel ve gunlik ywamimizdaki pratik uygulamalara bgkagisiyla bu
sentetik reseptorler bazi sakincalara sahiptir.l@udaha az elde edilebilirlik ve
endustriyel uygulamalar icin daha pahali olmalarigiinci olarak, buyik konuk
molekiiller icin reseptorlerin tasarimi tamamen mordJcunci olarak, kesin
molekiler tanimlama icin bu sentetik reseptorlarkgun reaksiyon ortamini
sglamak zordur.

Molekuler baskilama yontemi bu problemlere en ggkilde cevap
verebilir. Hedef molekil vaginda uygun fonksiyonel monomerlerin basitce
polimerlsstiriimesiyle, arzu edilen reseptorler ucuz bakilde ve fazla miktarda
hazirlanabilir. Uygun monomerlerin, caprazglagici ajanlarin birlgmesiyle
hedef bglanma bdolgelerindeki kimyasahrtlar kolayca dizenlenebilir. Boylece
hedef molekile uygun reseptor kolayca elde edilédail Bu 6zellikler molekdler
baskilama yontemini en cazip yontemlerden birigpaya Buyukliklerine bgi
olarak molekuler baskilangipolimerler binlerce ya da milyonlarca ghanma
bdlgelerine sahip iken biyolojik reseptorler biryaebirka¢c bglanma bdlgesine
sahiptir [7].



1.3. Molekiler Baskilama Y&ntemi

Molekuler baskilama, ilgilenilen analit icin secia@nima bdlgelerine sahip
sentetik polimerlerin  hazirlanmasinda kullanilanr Kiekniktir. Molekuler
baskilama yonteminde fonksiyonel monomerler, baskitak molekdl ile
polimerizasyon bgamadan Once ve polimerizasyon esnasinda caprgayboa
varhiginda molekuler etkigme girerler. Polimerizasyon reaksiyonu sonucunda
yuksek oranda capraz @apolimer g olusur. Baskilanan molekilin polimerden
uzaklgtiriimasi sonucunda polimerde baskilanan molekiitey&sal ve topolojik
(buyudklik, sekil ve t¢ boyutlu yapi) olarak secici bellekledeledilir ve bir
karisimda baskilanan molekil polimere secici olarak daekvalanabilir Sekil
1.6.) [10-15].

Polimerizasyon, baskilanan molekilin uzstidmasi ve baskilanan
molekiliun tekrar blanmasi sirasindaagsida belirtilen olaylar ge§imektedir:

(1) Polimerizasyon sirasinda;
a) Baskilanan molekil ile monomerin baskildrdkimleri arasindaki
stokiyometrik etkilgmler gerceklemelidir,
b) Polimerizasyon siresincesdauvvetli olmalidir,
c) B&in uzayda yonlenmesi sabit olmalidir.
(2) Baskilanan molekulin uzakiailmasi;
a) Baskilanan molekilun ayrilmasi ihgdrtlarda gercekigirilmelidir,
b) Baskilanan molekulin mimkuin ofdukadar hepsi uzakfariimalidir.
(3) Baskilanan molekuliin tekrargh@nmasi;
a) Cok hizh ve tersinir etkienler gereklidir,
b) B&lanma mumkin oldgunca secici olmalidir,

c) B&lanma bolumleri uzayda belirli bir pozisyonda olrdal.
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Sekil 1.6. Molekiler Baskilamanigematik gosterimi a) Fonksiyonel monomer ile basiala
monomer arasinda kompleks glmu, b) capraz tgayici monomer ile kopolimerjee, c)
desorpsiyon/ ekstraksiyon, d) adsorpsiyon// téemma

Capraz bgh polimerlerin baskilanmasinda baskilanacak mdleiarak
metal katyonu kullanilabilir [9-14, 16-24]. Zayifsidik c¢ozeltilerden metal
iyonunu adsorplayan metal iyon baskilagmacineler ilk defa Nishide tarafindan
hazirlanmgtir [9, 14, 15, 18]. Nishide ve arkagdi@r metal iyonlarinin varfinda
cift fonksiyonlu reaktif ile ¢capraz Iga diiz polimer zinciri elde etrglierdir. Metal
iyonunun baskilanmasinda, metal katyonu fonksiyome@homer ile kastirilarak
kompleks olgturulur. Capraz h#ayici ile kopolimerizasyon gercekteilir ve
metal katyonu asidik ¢ozeltilerle yikanarak uzgktdir. Baskilanmg polimerde
baskilanan iyon i¢in oyuklar gdur ve baskilanmipolimer baskilanan iyon igin
secicilik gosterir.  Baskilanmi molekdlin  bglanma bolgeleri  analitin
bolgelerini dgisikli ge uwratmaz [16-22].Iyon baskilamasleminde polimerik
adsorbanin secicfli ligandin spesifikigine, iyonun koordinasyon sayisina ve
geometrisine, iyonun yikine ve bilyukline bglhidir [21, 23]. Metal iyon
baskilanmy polimerler kati faz ekstraksiyonu ile éndérme ve dger iyonlarin
varliginda ayirma slemlerinde kullanilir. Dgisik iyonlarin hangi fonksiyonel

monomerler kullanilarak polimegerildi gi Cizelge 1.1'de verilnytir.
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Cizelge 1.1Iyon baskilama caimalari (DAAB: Diazoaminobenzen, DTPA:Dietilen triam
pentaasetik asit, VP: VinilpndDMG: Dimetilgloksim

Baskilanan ] ]
) Fonksiyonel Monomer Oblan Polimer Kaynak
Iyon
Ccd* 4-Vinil pridin p-Cd*-DAAB-VP 17
. 2-metakroilamidosistein (MAC) .
cd _ o , p-Cd*-HEMA-MAC 18, 15
2-Hidroksietilmetakrilat (HEMA)
Hg™* 4-Vinil pridin p-Hgf -DAAB-VP 19
Gd** p-Vinilanilin p-Gd *-vinilanilin-DTPA 12
_ o _ p-Pd*-HEMA-VP- quinolinin
2-Hidroksietilmetakrilat (HEMA) ) _ )
. S amino, hidroksi ve merkaptp
Pd 4-Vinil pridin _ 4,14
turevleri
Pd* 4-Vinil pridin-stiren p-P&-VP-DMG 8
2-Hidroksietilmetakrilat (HEMA)
- 2-metakriloamidoglutamik asit e
uo, p-UO,"" -MAGA-HEMA 20
(MAGA)
- 2-metakriloamidoglutamik asit ot
uo, p(MAGA- UO,"-co-EDMA) | 6
(MAGA)
Ni%* Metakriloamidohistidin (MAH) p(EDMA-MAH/NFY) 5
2-Hidroksietilmetakrilat (HEMA)
cuw* 2-metakrilamidofenilalenin p-CU*-HEMA-co-MAPA 21
(MAPA)
cu’ Metakroilamidohistidin (MAH) p(EDMA-MAH/CG") 7

Molekuler baskilanmgi polimerler (MIP); molekller tanimlamaya
elverilidir, ucuzdur ve kolayca hazirlanabilir. Ayrica hakiler baskilanni
polimerler yuksek mekanik dayanikliliklari, 1siya \basinca olan direncleri,
fiziksel salamliklari, asitler, bazlar metal iyonlar ve ordangdzictler gibi
ekstrem sartlarin  varlginda yuksek kararliliklari  sebebiyle oldukca
dayaniklidirlar. Birka¢ yil boyunca performansinddegisim olmaksizin
saklanabilirler [15, 25-27]. Buyukluklerine gla olarak molekiler baskilangi
polimerler binlerce ya da milyonlarca g@qanma bdlgelerine sahip iken biyolojik

reseptdrler bir veya birkac¢ glanma bolgesine sahiptir [28].
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Molekuler baskilama teknolojisi ayirma, kataliz igadalari, biyosensor
teknolojisi ve yapay antibadi tretim alanlarindaggaa imkani sunmaktadir [27].
Molektler baskilamada kullanilan baskilanacak miglefonksiyonel monomer,
capraz bglayicl, ¢ozicl ve Btatici etkili bir baskilama elde etmek icgin birbile

uyumlu olmahdir.

1.3.1. Baskilanacak Molekiiliin veylyonun Ozellikleri

Tum molekiler baskilamasleminde baskilanacak molekil veya iyon
fonksiyonel monomerdeki fonksiyonel gruplarla gdedan etkilgecesi icin
baskilanacak molekil cok 6nemlidir. Baskilanan rkidleicin dnemli olan
parametreler; baskilanan molekilin polimgrlglecek grup icerip icermed
serbest radikal polimerizasyonunu engelleyecek weyaglatacak grubun olup
olmadgi (tiyol grubu ya da hidrokinon grubu), yiksek &iddarda baskilanan
molekilin kararli olup olmaghdir (baglatici olarak AIBN kullaniimgsa sicaklik
60 °C dolaylarinda olmali) [29]. Ozellikle eser seviele etkili ayirma ve
zenginlgtirme igin baskilanacak molekuliin kantitatif olarakaklgtiriimasi
gerekmektedir. Etkili bir ekstraksiyon ile baskdaak molekilin % 99'u kadari
uzaklgtirnlabilir. Geriye kalan % 1'i kuvvetli birsekilde ba&lanmstir ve
materyalin ard arda kullaniimasi ile yaga atilir. Bu analizin duyarlgini
sinirlar. Fakat, MIP hedef analit icin yeterli sggyitanima bolgesi oturur [30].
Baskilanacak molekul olarak, ilaclar, aminoasitlegrbohidratlar, proteinler,
nikleotit bazlar, hormonlar, pestisitler, koenzimie iyonlar kullanilabilir.

1.3.2. Fonksiyonel Monomerler

Fonksiyonel monomerler baskilagmbaslanma bdolgelerinde [Eanma
etkilesimlerinden sorumludur. Kovalent olmayan molekileraskilamada
baskilamanin gerceldmesi icin genellikle daha fazla miktarda baskilakac
molekul kullanilir. Kovalent olmayan baskilama icimaskilanacak molekul
fonksiyonel monomer orani 1:4 oraninda yada dah&sekiir. Kompleks

olusumunu ve baskilama etkisini arttirmak icin fonksigb monomerin
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fonksiyonelligi ile baskilanacak molekilinin veya iyonun fonksigiiginin
uyusmasi ¢cok onemlidir. Bununla birlikte, iki ya da dalfiazla monomer ile
kopolimerizasyon gerceldtrilecekse, monomerlerin reaktivite oranlarinin
kopolimerizasyonu gercekirebilecek  6zellikte olmasi  gerekmektedir.
Fonksiyonel monomer ile baskilanacak molekul adein komplekslgme
monomerin sterik ve elektronik etkisine ghair. Asidik, bazik ve notral
Ozelliklere sahip bazi fonksiyonel monomerlerinaaidagida verilmitir. Asidik:
Metakrilik asit (MAA), p-vinilbenzoik asit, akrilikasit (AA), 2-(triflorometil)-
akrilik asit (TFMAA), akriloamido-(2-metil)-proparsilfonik asit (AMPSA),
Bazik: 4-vinil pridin(4-VP), 2-vinil pridin (2-VP),4-(5)-vinilimidazol, 1-vinil
imidazol, allilamin, N,N’-dietil aminoetil metakamit (DEAEM), Notral:
Akrilamit, metakrilamit, 2-hidroksi metakrilat (HER), akrilonitril (AN),
metilmetakrilat (MMA), stiren, etilstiren [29]. Yayn olarak kullanilan
fonksiyonel monomerlegekil 1.7°de gosterilmtir.

_/—OH

@) o)

Metakrilik asit (MAA) 4-Vihpridin 2-Hidroksietil metakrilat (HEMA)
Sekil 1.7. Yaygin olarak kullanilan fonksiyonel monomerler

Sentezin kolay olmasi nedeni ile akrilik ve methkrasidin esterleri ve
amidleri yaygin olarak kullanilir. Ticari olarak lpeok fonksiyonel monomer
bulunur. Bununla birlikte ticari monomerler genldi depolama esnhasinda
istenmeyen polimerkenelerin olmamasi ic¢in inhibitor ve stabilizér (hatkinon ve
fenol gibi) icerirler. Bu nedenle ticari monomerlanolekiler baskilama

deneylerinde kullaniilmadan 6nce damitilmahdir [7].
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1.3.3. Capraz Bglayici

Baskilanmi polimerlerde capraz yicilar dncelikle polimer matriksinin
morfolojisinin (jel tipi, makro gézenekli ya da m jel toz halinde olmasi)
kontrol edilmesini, baskilangmolekiliin veya iyonun kganma boélimlerinin
kararli olmasini ve polimer matriksininde mekandeadiliginin olmasini s&ar.
Kalici gbzenekli (makro gdzenekli) polimer elde leitteek ve polimerin yeteri
kadar mekanik kararlginin olmasi icin genellikle yiksek caprazglaama orani
tercih edilir. Polimerlerde capraz g@lama orani % 80'i smaktadir. Yuksek
oranda capraz Igama, ayni zamanda baskilagmpolimerin c¢o6zlcude
cbzinmesini dnler ve baskilangypolimerlerin kullanimini kolaykdirir. Etkili bir
baskilama icin, capraz @ayicinin reaktiflgi ile fonksiyonel monomerin
reaktifligi uyusmalidir. Aksi takdirde, fonksiyonel monomer ya dap@az
baglayici ajan baskin oldiwnda kopolimerizasyon etkili bgekilde gerceklgmez
[29]. Fonksiyonel monomerden ghn fonksiyonel artiklar polimer genda
dizgun birsekilde dailir. Capraz bglayici ajanin fonksiyonel monomere olan
mol orani 6nemlidir. Eer bu oran cok diilk ise, konuk bganma bolumleri
birbirine ¢ok yakin durumda kurulursa bunlargimasiz olarak ¢cagamazlar. Bir
taraftaki konuk bglanma kongusundaki konuk hianmasini engeller. Son derece
yuksek mol oranlarinda ise 6zellikle caprazlaguicinin fonksiyonel monomer
ve/veya baskilanan molekil ile non-kovalent etkifele baskilama etkisi zarar
gorur. Fazla miktarda capraz gbayici oldigunda polimerizasyon baskilanacak
molekdl etrafinda gercelde [31]. Molekuler baskilama i¢in uygun birka¢ capr
baglayici baskilanacak molekll ile fonksiyonel monomegibi davranarak
kendiliginden komplekslgebilir. Farkli tirde capraz B&kyicl ajaninin
kullaniimasi ile konuk hdanma boélgelerinin yapilarini ve bunlarin etrafikida
cevreyi kontrol edebiliriz. Organik ¢ozlculerde elaller baskilama igin etilen
glikol dimetakrilat (EDMA) ve divinil benzen yaygioelarak kullanilir. Suda
cbzUnUr capraz lgayict ajani ise N, N’-metilenbisakrilamit (MDAA)d p-
divinil benzen(DVB), EDMA, tetrametilen dimetakriléTDMA), trimetilpropan
trimetakrilat (TRIM), MDAA, N, N"-hekzametilen bikalamit, 1,3-diisopropenil
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benzen (DIP) yaygin olarak kullanilan caprazlégcilardir. Yaygin olarak
kullanilan ¢capraz ligayicilarSekil 1.8'de verilmgtir [32].

CHj @)
— >—// /\H/O\/\
/ o]
o] CHj
p-divinilbenzen Etilenglikol dimetakrilat

Sekil 1.8. Yaygin olarak kullanilan capraz @ayicilar

1.3.4. Coziici

Cozuclu polimerizasyonda baskilanacak molekil, fiyokel monomer,
capraz bglayici, balatici gibi tim bilgenlerin tek fazda bulunmasini, gézenekli
polimerde ise gbzeneklerin glmasini sglar. Bu nedenle ¢odziclye genellikle
‘porogen’ denir. Makro gozenekli polimer hazirlafidda, gézeneklerin yapisi ve
seviyesi, morfolojisi ve toplam gbézenek hacmini kohetmek icin kullanilabilir.
COozucundn bu iki gbrevi yaninda kovalet olmayarkbbasa polimerizasyonunda
baskilanacak molekdl ile fonksiyonel monomer amakn kompleks olgumunu
arttirma gibi bir goérevi de vardir. Polimerden k&nbazinin birakilmasini
gozeneklilik kolaylatirir. Polimerizasyonda ¢6zticti molekulleri polineeith icine
dahil edilir ve sonslemle uzaklatirilir. Bu igslemler suresince, Buk ¢ozicu
molekdlleri tarafindan polimerde g6zenek olarakitut [29]. Coziicl bakimindan
az olarak hazirlanan polimer ¢ok sert vy olur ve guclikle baskilanacak
moleklli bglar. Cozucunin ¢er bir roli ise polimerizasyon reaksiyonu
olusurken sicaklii dagitmasidir. Aksi takdirde, reaksiyon kaminin sicakigi
bblgesel olarak cok yiksek olur ve istenmeyen yaaksiyonlar olgur.
Cozucunin secimi baskilamanin tarineglihr. Kovalent baskilamada tim
bilesenleri iyi bir sekilde ¢c6zdglu muddetce bir cok ¢ézucu kullanilabilir. Non-
kovalent baskilamada ise, fonksiyonel monomer ikeskidanacak molekdl

arasindaki kovalent olmayan etkil®@inin olusumunu ve baskilama etkisini
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arttirmak igin ¢Ozucu secimi daha oOnemlidir. Klanoh ¢gu monomer ve
baskilanacak molekalt iyi ¢ozgi icin ve hidrojen bglanmasini guclikle
onlemesi nedeni ile ¢cok yaygin olarak kullanilarziggilerden biridir. Bununla
birlikte, ticari kloroformda depolama siresince ges olgumundan kurtulmak
icin etanolle stabilize edilir. Bu etanol monomde ibaskilanacak molekdl
arasindaki hidrojen [Eanmasini engellemesi nedeni ile ggo molekuiler
baskilama icin (6zellikle kovalent olmayan baskiaigin) uygun dgildir. Iyi bir
sonu¢ elde etmek icin kloroform kullanilmadan 6ndamitilmahdir [7].
Polimerizasyon c¢o6zlcusl, monomerlerle baskilanacaklekil arasindaki
hidrojen b&lar ve elektrostatik etkikgmler gibi polar etkilgimlerin olusmasini
sgilamak icin az polar ve aprotik olmalidir [31]. Naatde toluen gibi protik
olmayan c¢ozuculer hidrojen @@ kararl kildgl icin tercih edilir. Bununla
birlikte, komplekslemede hidrofobik kuvvetler kullaniliyor ise ¢ozlclarak su
secilebilir [29].

1.3.5. Balatici

Komplekslgmenin hidrojen ba ile gergeklgtigi durumlarda dgiik
polimerizasyon sicakl tercih edilir ve busartlarda dguk sicakliklarda etkili
olan fotokimyasal olarak aktif olan daticilar tercih edilir. Azobiisobutironitril
(AIBN), benzoilperoksit (BPO), azobisdimetilvalersit (ABDV), 4,4 -azo-(4-
siyanovalerik asit) yaygin olarak kullanilarstaducilardir §ekil 1.9.) [29].

CN CHs, o
H3C—|—N=N—|—CH3 ©_<o—
CHs CN )_@
o

Azobisisobditironitril Benzoilperoksit

Sekil 1.9. Yaygin olarak kullanilan ¢apraz @ayicilar
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1.4. Molekuler Baskilama Caitleri

Gunumuzde yapilan MIP catnalari iki kategoride siniflandirilabilir
(Sekil 1.10.).
1. Kovalent bglanma
2. Kovalent olmayan danma
Wulff ve ekibinin yapmy oldugu sekerlerin rasemik c¢6zimlemesi
calismalari kovalent etki@mleri icerirken, Mosbach ve ekibinin fonksiyonel
monomer olarak metakrilik asit kullanarak y&ptpolimerler kovalent olmayan
etkilesimleri incelemektedir. Wulff ve arkadari tersinir kovalent b#arla
polimerizasyondan ©6nce c¢ozeltileri bir araya geglendir. Mosbach ve
arkadalari ise kendilginden olan yaklamla fonksiyonel monomer ile
baskilanacak molekil arasinda 6nhazirlganaasinda kovalent olmayan yada
metal koordiyon etkilgmleri gerceklgtirmislerdir. Her iki yontemle de 6nemli
Olciide sglam ve tamamen ¢dzinmeyen polimer yiksek orandeazdpglayici

kullaniimasi ile elde edilir [25].

Ilolekiller Baskilara
Viintet
Kendibanden Oin organzasyonln
Slstertler Histerler
| 1
Hon kovalent Ietal kpordimasyon Kovalent
Etkdleginler Etkilesinlen Etldlesialer

Sekil 1.10.Molekiler Baskilama yonteminin siniflandiriimasi

1.4.1. Kovalent B&lanma

On organizasyonlu molekiiler baskilama yaktanda, polimerizasyondan

once baskilanacak molekiil ile fonksiyonel monomreatasinda kuvvetli, tersinir
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bir kovalent diizenleme gercekile[32]. Wulff ve ¢calsma arkadglari 1977'de ilk
kovalent baskilamayi gercektemislerdir. 2:1 oraninda p-vinilbenzenboronik
asit ile 4-nitrofenile-D-monopyranoside (template)’in kovalent konjugésin
sentezlenglerdir ve bu konjugeyi metilmetakrilat ve etilennitakrilat (capraz
baglayici monomer) ile kopolimerize etgierdir. Benzer olarak, Shea
baskilanacak molekilin karbonil grubu ile fonksigbrmonomerin 1,3-diol
gruplari arasinda ketal konjugesi glurmwtur ve bu kovalent konjugeyi
molekiler baskilama amaciyla kullagtm. Polimerizasyon esnasinda etkiife
saglam ve bozulmamngi olmasina rgmen 1limh sartlarda baskilama etkisini
kaybetmeden kolayca cikarilabilmelidir. Bugksr boronik asit esterleri, asetaller,
ketaller, schiff bazlar, disulfit garinda olgur [7].

1.4.2. Kovalent Olmayan Bglanma

Mosbach ve cajma arkadglari molekiler baskilama igin fonksiyonel
monomer ve baskilanacak molekil arasinda sadecaldwavbglarin gerekli
olmadgini gostermiler. Molekiler baskilamada kovalent olmayan etkitger
dogadaki biyolojik etkilgimleri temel alir. Ustelik spesifik biyolojik tanancoklu
etkilesimlerden olgur. Molekuler baskilamada kalip ve fonksiyonel moeo
arasindaki kovalent olmayan yakia sadece kalibi tanima glleayni zamanda
baskilanmy polimerdeki ligand-secici bélgelerin Gretimini aerir [32].

Baskilanacak molekul ile fonksiyonel monomer ardskn kovalent
olmayan etkilgimler ¢cok yonludur. Bu etkilem tirl zayif olsa da kend#inden
coklu etkilsim bdlumlerin olgmasi ile bunun Ustesinden gelinebilir. Bugba
turlerinin hizh birleme-ayrilma kinetikleri sayesinde kisa zamanda caiaf
kombinasyonlar yapilabilir. Baskilamada kovalentmayan etkilgimlerin
kullaniimasiyla d@adakine benzer tanima bdlgeleri @lu [25]. Kendiliginden
molekiler baskilama yalkjaninda iyonik, hidrofobik etkilgmler, hidrojen bai
ve metal koordinasyonu gibi zayif molekiller aratkilesimler analit ile
monomer kompleksi arasinda gercekleSivi fazdaki kompleks kend@inden
olusur ve capraz kgayici ile polimerlatirilir [32]. Baskilanan molekul basit

ekstraksiyon glemi ile kolayca uzakkirilabilir. Cogu 6nemli molekiller
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(farmasotikler, herbisitler, biyolojik olarak aktthaddeler ve cevresel kirlilikler)
non-kovalent etkilgmler icin gerekli olan hidroksil, karboksil, aminamit gibi
polar gruplara sahiptir. Hidrojen §ia monomer ile baskilanacak molekil arasinda
uzaklik ve yone ylksek orandaghaoldugu icin kesin molekuler tanima icin
hidrojen b& daha ¢cok uygundur. Monomerdeki fonksiyonel gruglarboksil,
amino, piridin, hidroksil ve amit gruplarn) secildpaskilanacak molekdl ile
uyumlu olmalidir. Kovalent olmayan etkglenler her iki bilsenin pK dgerlerinin
kontrol edilmesi ile kontrol altina alinabilir. Asve bazin her ikisi de kuvvetli
oldugunda proton asitten baza tamamen transfer glace etkilesim daha gok
elektrostatik etkilgim olur. Elektrostatik etkilgm uzaklik ve yone daha az #a
oldugundan kesin olarak molekuler tanimlama icin cokrigtez. Asit ve bazin
kuvveti orta seviyede olgunda, proton asit ve bazin arasinda bulunur veco@yl
hidrojen b& daha baskin 6zelliktedir. Bu &dlar altinda etkili bir baskilama
elde edilir. Asit ve bazin her ikisi de zayif olaretkilsim cok zayif olur ve

baskilama icin uygun gédir.

1.4.3. Kovalent ve Kovalent Olmayan Bglanmanin Avantajlari ve

Dezavantajlar

Bu iki metottan herhangi biri, ihtiyaca ve bunlargalsma kgullarinin
durumuna bg olarak secilmelidir. Molekiler baskilama yontemé kovalent ve
kovalent olmayan kganma sekli Sekil 1.11'de, avantaj ve dezavantajlari ise

Cizelge 1.2'de verilnsir.

- e S ——
Bashkilanacak molekiliin .
! l, D1y Hazlarima

Hamtlatimast
,_#r:_“ rﬂ#ﬂm

L Politretizasyon LP olimerizasyon

L Ekstraksivon l Ekstraksiyon
e i S
5"‘5!-.::_ -""'"E.l? =
o - O —a—
S - — R

Sekil 1.11.Kovalent ve kovalent olmayan baskilamagematik gosterimi
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Cizelge 1.2 Kovalent ve kovalent olmayan ganmanin avantajlari ve dezavantajlari

Kovalent Kovalent olmayan
Monomer-baskilanacak _ _
) . o | Gerekli, zor Gereksiz
molekill konjugesinin sentezi
Polimerizasyor§artlari Oldukca serbest Sinirli
Polimerizasyondan sonna
baskilanan molekadlin
Zor Kolay
uzaklatiriimasi
Baskilanacak molekdlin
Yavas Hizl
baglanmasi ve ayrilmasi
Hedef molekullerinin| Fazla miktardaki fonksiyonel
uzaklatiriimasi monomer spesifik olmayan
Baskilama Etkisi sonucunda baskilamabaglanma bdlgeleri olgturur
etkisi azalr ve balanma segicilii azaltir

1.5. Polimerizasyon

Polimerlerin sentezi; zincir ve kondenzasyon polizesyonu olmak Uzere
baslica iki grupta, polimerizasyon sistemleri ise daarup altinda incelenebilir:
Yigin polimerizasyonu, ¢Ozelti polimerizasyonu, sugpgn polimerizasyonu ve
emulsiyon polimerizasyonu. Molekuler baskilama igidm polimerizasyon
yontemleri  (radikal, anyon, katyon, kondenzasyon) ullaailabilir.
Polimerizasyonun Barili bir sekilde gerceklgtirilebilmesi icin gerekli olarsey
tum bileenlerin etkilgim icinde olmalandir. Bununla birlikte, radikal
polimerizasyonu c¢ok yonli uygulanabilglj deneysel kolay@ii nedeni ile

endustride de ekonomik nedenlerle yaygin olaralakulr.
1.5.1. Zincir Polimerizasyonu
Bu yontemde monomerler gadan birbirlerine katilarak makromolekl

zinciri olusturur. Bu tirde, genellikle doymasnbbaslar iceren etilen, stiren, vinil,

klortr vb. dien veya vinil monomerlerinin polimesigzyonu s6z konusudur. Zincir
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polimerizasyonu serbest radikaller, iyonlar (katyoreya anyon) veya
koordinasyon kompleksler tzerinden yurtyebilir. Bintemin en 6nemli 6zef,
polimer zincirinin cok kisa siirede (0.1 sn gibikgék molekil girligina (10-10
gibi) ulasmasidir. Reaksiyonun gamasindan cok kisa bir stre sonra dahi,
ortamda c¢ok az fakat cok yuksek molekidirbkli polimer ve cok sayida
monomer vardir. Zamanin ilerlemesiyle monomer petigcionigimu artar, ancak

olusan polimer zincirinin boyu dgsmez.

1.5.2. Kondenzasyon Polimerizasyonu

“"OH”, "COOH"”, "NH ;" vb. gibi fonksiyonel gruplardan en az iki tane
tastyan monomerler estegime, amitlsme vb. reaksiyonlarda genellikle,®,
NHs3;, CO,, N vb. kucik molekuiller cikararak kondenzasyon potlerei
olustururlar.

Kondenzasyon polimerizasyonu basamakli polimerzasylarak da
adlandirnir. Cnkd bu tdr polimerizasyonda, 6naaomerler birlgir ve dimerler
olusur. Daha sonra monomerler dimerle hidesk trimerleri olgtururlar ve
boylece adim adim adan zincirin boyu uzar. Bu 6zellik kondenzasyon ueiz
polimerizasyonlari arasindaki en énemli farktir. Bede, her uzunluktaki polimer
zinciri, reaksiyon siresince, ayni olasilikla bayunuzatarak baydr.
Polimerizasyonun Béatilmasindan bir sire sonra 6gne ortalama molekil
agirh g yaklasik 10.000’e ulainca, ortamdaki monomerlerin tamamina yakin bir
bolumu reaksiyona girmgtir. Ancak polimerizasyonun sonuna glo polimer

zinciri son boylarina ukalabilir [33].

1.5.3. Polimerizasyon Yontemleri

1.5.3.1. YgIn Polimerizasyonu

Monomerlerin dgrudan dgruya veya pek az katki maddesi ile
polimerizasyonuna dayanir. Kondenzasyon polimeymagna @ratilan

monomerler genellikle bu ydntemle polimatlglir. Yabanci maddelerin
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polimerizasyon ortamina girme olagilidisik olduzundan polimerik Grindn

ayrilmasi kolaydir.

1.5.3.2 Cozelti Polimerizasyonu

Polimerizasyona grayan monomer, reaksiyona katilmayan bir ¢ozlcl
icinde polimerlstirilirse yigin polimerizasyonunun bir ¢ok sakincasi onlenmi
olur. COzicu, polimerizasyon ortamini seyrgiticin viskozite diger, kargtirma
kolaylasir ve daha etkin bir 1s1 transferigganms olur.

1.5.3.3. Suspansiyon Polimerizasyonu

Bu islemde monomer uygun bir gama ortaminda stspansiyon haline
getirilir. Dagitma ortami genellikle sudur. Batici monomer su damlaciklarn
icinde ¢ozulur. Ortam surekli olarak kgmilarak stspansiyonun devamgilive
uygun bir sicaklik programi ile monomer damlaciklar kiresel polimer
partiktlleri  haline doéngmesi sg&lanir. Silspansiyon polimerizasyonuyla
10 um’den 10 mm’ye kadar cok @ik boy aralgi ve da&iliminda polimer
Uretilebilmektedir. Her monomer damlgci balatict icerir ve 1isitilinca
digerlerinden baimsiz  olarak polimerkgr. Reaksiyon hizi @in
polimerizasyonuna gore daha hizlidir. Sonlanma vecirz transferi yava
oldugundan, daha buytk molekugidiklarina ulgilir. Yigin prosesine gore en
onemli avantajl, diik ortam viskozitesi ve iyi kagtirma nedeniyle sicaklik
kontrolinin mukemmel olmasidir. Dahasgiti@ma ortami olarak kullanilan su

ucuzdur ve yanma, patlama ve toksiklik gibi yanletkyoktur.

1.5.3.4. Emulsiyon Polimerizasyonu

Emdulsiyon polimerizasyonu radikal zincir polimexsyonu icin dnemli bir
yontem sglar. Bunun icin suda ¢6zinmeyen bir monomerin 6aogilsiyon
halinde  d&ilmasi gerekir. Bu tar  polimerizasyon  slspansiyon
polimerizasyonundan farkhdir, polimerizasyon mekarasi timiyle d#siktir
[33].
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1.6. Molekiler Baskili Polimerlerin Ozellikleri

MIP’ler, yiksek mekanik dayanilliklari, isiya vadinca olan direncleri,
fiziksel salamhliklar, asitler, bazlar, metal iyonlar ve argk ¢ozuculer gibi
ekstrem sartlarin varlginda kararliliklari nedeniyle olduk¢a dayanikhdrrl
Ayrica polimerlerin depolama dayanilikliklari da k¢oyiiksektir.DOngimIu
derecelerde onlarca yiIl muhafaza edilebilme perémsn gosterir yani polimer
uzun sire o6zelini kaybetmeden tekrar tekrar kullanilabilmekted@izelge
1.3'de polimerlerin 6zellikleri ve karakteristiklererilmistir.

Cizelge 1.3 Polimerlerin 6zellikleri ve karakteristikleri

Ozellikleri Karakteristikleri

Mekanik baskiya,yiiksek basinca ve

Fiziksel Dayaniklilg yiiksek 1siya dayanikl

Kimyasal Dayanikliig Asitlere,bazlara,gtli organik
¢ozuculere ve metal iyonlara direncli.

Depolama Dayanikli Performansi kaybetmeden ¢ok uzun
sure dayanabilir.

Kapasitesi 0.1-1 mg baskilanmmolekil/g
polimer

Geri DOngUMIUILEU >99%
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1.7. Molekuler Baskili Polimerlerin Kullanim Alanlari

Yapilan calmalar sonucunda MIP’lerin tanima olaylar staaolmak
Uzere bgica kullanim alanlari;
1. Molekiler tanimlama camalarinda kullanimi
2 .MIP’lerin ayrilmasi ve izolasyonunda kullami
* Kiral ayirmalar
*Substrat-secici ayirmalar
3. Polimerin antibadi ve reseptor taklidi olatzggisiklik sistemi analizlerinde
kullanimi
* Ligand bgi analizlerde rakip olarak
* Tani kullanimlarinda
4. Polimerlerin katalitikte enzim taklidi ol&&ullanimi
5. Biyosensor olarak kullanimi

1.8. Polimer Karakterizasyonu

Makroskopik &l polimerler zorlu yapilari ve c¢6zlinemedikleri ngi
karakterizasyonu zordur. Fonksiyonel gruplarin eswm ve ulallabilirli gini
belirlemek icin ve bganma bdlgelerinin tanimlanmasi nedeni ile polienl
karakterizasyonu gereklidir. Yapilmasi gereken kimazasyon deneyleri ve
uygulanan yéntemlersagida verilmitir:

= Por sistemi, Ylzey alani

» Porozimetri
» Mikroskopi (SEM)
 Sisme ve ¢ozucl alimi
= Konformasyonal gegler, termo kararlilik
* Termal Analiz (TGA, DSC)
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= Polimer verimi, kompozisyon
» Elementel Analiz
» Katl hal NMR

= Kimyasal ve yapisal bilgi
» Potansiyometrik titrasyonlar
* FTIR
» Kati hal NMR
* Floresans

Zorlu vyapilari ve c¢o6zinemedikleri icin baskilagmipolimerlerin

karakterizasyonunun ¢ozelti halinde yapiimasi uydggidir [7, 29].

1.8.1. Elementel Analiz

Elementel analiz bilinmeyen maddenin elementedsioili hakkinda bilgi
edinmek i¢in kullanilan klasik metodlardan biridilementel analiz, 6érneklerde
bulunan C, H, N ve Cl'un kitle ylzdesi olarak ofp@ksinde kullanilir. Azot,
halojen, sulfur, fosfor gibi elementleri iceren l&im eklenmesi ya da

uzaklgtirimasi kolayca tayin edilebilir [29].

1.8.2. Fourier-Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR)

Cozunmeyen polimerlerin infrared spektrumu poliler@n KBr peletlerinin
hazirlanmasi ile kolayca elde edilir. Monomerlerirbandlari ile
polimerlerinkilerinin kasilastiriimasi ile monomerlerin birfnesinin  boyutu
belirlenebilir. Baskilanngi polimerlerin FTIR spektrumu elementel analiz gibi
polimerin bilgimi hakkinda ve 6rnek, fonksiyonel monomer ve cagralayici
farkl cevrelerde oldgunda dnemli bilgi verir [29].

1.8.3. Nukleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi (MR)

'H-NMR ve *C-NMR c6ziilebilir polimerlerin diizeninin belirlensieicin
kullanigh bir metottur. Coztlemeyen turler kati hal NMR @naliz edilebilir. A&

polimerleri icin Ornekteki farkh kimyasal cevre Kkanda bilgi verir. Capraz
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polarizasyon sihirli ac¢i spin, (cross-polarisatimagic angle spinning, CP-MAS)
ile farkh tirdeki karbon atomlarinin yaptibasil miktarlarinin belirlenmesinde
kullanilir. Bu 6zellikle divinil monomerlerinin poherizasyonundan sonra geriye
kalan reaksiyona girmemiift baglarin miktarini belirlemek icin yaygin olarak
kullanilan tekniktir. Bununla birlikte baskilangrpolimerlere baglanmayi izlemek

icin de kullanihr [29].

1.8.4. Kuru Haldeki Gozenek Yapisi

Gozenekli maddelerin gozenek yapisi spesifik yigdagi, S (mfYg), spesifik
gozenek hacmi, V (ml/g), ortalama go6zenek capf),(Ay6zenek buyukiii
dagihmi ile belirlenebilir. Bu parametreler genelkkhzot ya da civa gegirgenlik

Olctimleri gibi gaz adsorpsiyon-desorpsiyon olcumlerbelirlenebilir [29].

1.8.4.1. Azot Sorpsiyon Porozimetri

Azot sorpsiyon porozimetride belirli basing setilde gaz belirli kiitledeki
kuru polimere uygulanir. Basincin fonksiyonu olamilen gazin miktarinin
Olcilmesi ylzey alani ve gozenek boyutu analizOBET) ve matematik
modellerin uygulanmasi ile sorpsiyon izotermlerimdpesifik yiizey alani (ffg),
spesifik por hacmi (ml/g), ortalama gtzenek capgieenek blyukluk daimi
elde edilebilir. Bu metod orta buyuklukteki ve klc@ozenekli polimerlerin
analizi icin kullanghdir. ITUPAC’In tanimina gére mikrogtzenekli poliner
< 2 nm, orta gbzenekli polimerler 2 nm-50 nm arasakrogdzenekli polimerler
ise > 50 nm olarak belirlengtir. Her bir ekleme sonrasi denge basincinin ve
eklenen gaz miktarinin kaydedilmesi sonucu adsgopsizotermleri adsorplanan
gaz miktarinin O<pigxl aralginda ba&l basincin fonksiyonu olarak cizilir.
(p: denge basincl, op saf sivi emicinin doygunluk buhar basinci). Gaz
adsorpsiyonun mekanizmasi molekiler cap ile gozeyegk arasindaki orana
baghdir [29].
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1.8.4.2. Civa Gegirgengi

Belirli kUtledeki kuru polimere ¢gtli basinglarda civa uygulanmasidir. Bu
metodla makro gozenekli yapilarda daha duyarl glanielde edilmesine kgn
azot sorpsyion porozimetri ile benzer bilgiler eketdlir. Civa gecirgenfii yikici
bir teknik old@gundan dolaylr materyalin mekanik olarak glsan olmasi

gerekmektedir.

1.8.4.3. Yuzey Alanlari

Gozenek buydklginin azalmasi ile yizey alani artar. Mikrogozenekli
adsorbanlar: > 500 7fy, ortagdzenekli adsorbanlar: 10-50&/gn makrogdzenekli
adsorbanlar: < 10 ffy. Adsorbanlarin por bilyikiine ba@l olarak yiizey
alanlarinin hesaplanmasinda farkli modeller uygularta ve makro gézenekli

adsorbanlar izotermin 0.05< p/p 0.35 bolgesinde en iyi BET ile dl¢ulir.

1.8.4.4. Gozenek Hacmi

Makro polimerler kuru haldeyken bile siurekli gozkliair ve gozenek gini
polimerin spesifik por hacmi 6élculebilir (ml/g).

Eger adsorban orta gozenekli ya da mikrogozenekliasat adsorpsiyon
olcuimlerinden spesifik por hacmi 6lcilebilir. Goréncapr 1000 Adan buyiik
olan makrog6zenekli adsorbanlar igin por hacmijrighacim @risinin integre

edilmesi ile civa gecirger@i dlctimleri ile belirlenebilir.

1.8.4.5. Mikroskopi (Taramali Elektron Mikroskobu gibi)

Mikroskopi caitli blyukluk derecelerde baskilangnpolimerlerdeki farki
incelemede kullanilir. Orrgn 151k mikroskopi polimer mikrokirelerinin yapisal
batinlgunu dg@rulamada kullanilirken taramali elektron mikroskolmakro

gozenekleri goruntulemek icin kullanihir.
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1.8.5.Sismis Haldeki G6zenek Yapisi

Gozenekli adsorbanlar genellikle sivi ortaminddakuidiklar icin sisme
oranlart dnemlidir. Adsorbanlar belirli ¢ozucu igoolimerin ilgisine ve capraz
baglayicilarin d&limina ve derecesine gla olarak siserler. Kuru polimer tipe
koyularak yuksekfi olcultr. Ardindan c¢6zicu koyulur ve mikrokireleda
sicaklgindasiserler [7, 29]. Mikrokirelerin ylukselgdi isaretlenereksisme orani
asagidaki ssitlik ile hesaplanir.

Sisme orant (%): [(Bsme — hwry) / heurd X 100 (1.1.)
hgsme: sisen kurelerin yiksekdi, heyr: kuru kirelerin yuksekgi

1.9. Elektrik Alanda Fiber Uretim Ydntemi

Elektrik alanda fiber Uretim yontemi , yuksek elektatik alana maruz
birakilan polimer c¢ozeltisinin benzer yiukler ilekjgénerek aygma ve incelme
gosterip, ¢ok ince fibril yapilar ojturmasidir. Bu yontemde, en bagkliyle bir
polimer ¢ozeltisisiringa icine konur ve bgiringadan belirli bir mesafe uga
toplayici-metal bir plaka yergrilir. Yiksek gerilim sglayacak guc¢ kayr@anin
arti ucusiringanin metal olan ucuna ganirken, toplayici plaka topraklanir.
Bdylecesiringa ve toplayici plaka arasinda yiksek bir elekilan elde edilngi
olur. Gug¢ kayng tarafindan sganan gerilim arttirildik¢ca, yeterince yuksek bir
degere ulgan elektrik alan kuvvetleri ¢ozelti Uzerindeki vistastik ve ylzey
gerilimi kuvvetlerini yener ve polimer molekuillebir jet halinde siringadan
toplayiciya d@ru tasinir. Toplayicida biriken lifler incelenginde, gozle
gorulemeyecek derecede hizli ekilde gerceklgen bu olayla mikron alti
caplara sahip liflerin Uretildi gorilmektedir. Elektrik alanda fiber Uretim olayi
sirasinda ister jet benzer yiklerin etkisiyle giyia gostersin, ister toplamda uzun
bir yéringe takip ederek incelgbir jet olsun, sonucta toplayici plaka Uzerinde

nanoboyutta ¢aplara sahip liflerin glurdugu &g vardir [34].
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1.10. Reflaktometrik interferans Spektroskopisi

Bu optik tayin yontemi ince, gecirgen bir tabakkid beyaz g1gin
yansimasini kullanarak bu tabakanin optik katinh belirlemek igin kullanilr.
Boylece cok dilik miktarlarda sensor ¢ip ytzeyinegtmnan molekullerin duyarli
ve zaman-bamli tayini gerceklgtirilebilir. Sekil 1.12 ydntemin temellerini
Ozetlemektedir. Reflaktometrik interferans spektomssi, hizli ve basit bir
yontemdir ve ylzeye lgganan molekil etkilgmlerini belirlemek icin kullargli
bir tekniktir.

Transmisyon

md = 700nm

Reseptiriin baglanmas

[Eritan 3

;S.\ Interferens Tahakas1

L 300 400 500 G600 700 800 00
1 |t I Dalgzahoyu (nm)

Sekil 1.12. Reflaktometrikinterferans Spektroskopisinin temeli

Reflaktometrik inteferans spektroskopisinde kuliami biyocipler cam
ylzeye sahiptir. Boylelikle ylzeyde fonksiyonel pgjarin olyturulmasi
kolaylasir ve biyouyumlu, spesifik olmayan glanmalarin minimum oldgu
yuzeyler elde edilebilir. Proteinler, peptitler, khgik asitler ve DNA-
oligonukleotitleri, karbonhidratlar, lipitler ve kik ilaglar karboksil, amino veya

tiol gruplar araciigiyla yiizeye kovalent olarak immobilize edilebilir.
1.11. Elektrik Alanda Fiber Uretimi ve Yara Tedavisnde Kullanimi
Elektrik alanda fiber uretim yontemiyle elde edilaanofiberlerin doku

muhendislgi, ila¢ tagima sistemleri, filtrasyon, koruyucu giysiler, sérisr gibi
bircok alanda potansiyel uygulamalari vardir. Hikktalanda fiber Uretim
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yonteminde uygulanan elektrik alani, ¢ozeltininaara verily hizi, ¢ézicunun
ucma kapasitesi, polimer ¢ozeltisinin konsantragyogbzeltinin sicakfii gibi
bircok parametrenin  kontrol altinda tutulma zordmjw yontemi
komplekslgtirmektedir. Ancak ginimuzde bir¢cok polimer bu nudgobaarih bir
sekilde fiber haline getirilmektedir. Bu polimerlend biri de HA'dIr.

HA polianyonik bir asittir ve bu yizden belli fimkimyasal 6zelliklere ve
onemli biyolojik fonksiyonlara sahiptiBag dokusunun ekstraselliler matriksinin
bir bilesenini treten, mikrobiyal biyoteknoloji ile elde éxh bir mukopolisakkarit
olan bu molekulin en dnemli fizyolojik fonksiyonuskoz-elastik bir ¢dzeltinin
olusumuna imkan vererek suyu tutmasidir. Bu ¢Ozeltneklsin daha az veya
daha c¢ok olmasindan sorumlu olan kolajen lifleriarasindaki bgugu doldurur.
Insan cildinin yglanmasi, ayni zamanda su igénde paralel bir azalma anlamina
da gelen, HA icegiinin azalmasi ile birlikte gercekdmektedir. HA, kozmetik
formulasyonlarda ytuzey nemlendirici olarak etki rede anti-ageing preparatlarda
kullanilir. Epidermis icinde nemi tutar, nemlenmeyi dizertiécre kohezyonunu
glclendirir ve cildin cevresel saldirilara fadaha direncli olmasina yardimci
olur. Ozellikle gbz ameliyatlari sirasinda bu biyataryalin kullaniimasiyla g6z
merceginin olasi hasarlari 6nlenebilmektedir [35].

Elektrik alanda fiber dretim metoduyla eturulan HA nanofiberlerin
polimer cozeltilerinin Gstunltkleri, daha fazla yyzalanina sahip olmalari, ¢ok
kicuk por caplarinda ytiksek poroziteye sahip olmaiabu sayede extraselller

matriksi taklit etmeleri ve hiicre goglni vesgbmasini arttirmalaridir [36].
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

D-glukoronik asit ve metakroilklorir Sigma (St Leui MO, USA)
firmasindan elde edilgir. Etilenglikoldimetakrilat Fluka AG (Buchs,

Switzerland) firmasindan alingi ve etilenglikoldimetakrilat hidrokinonin

inhibitdri ile vakum altinda distile edilerek kulldmadan ©Once °€'da

saklanmgtir. Poly (vinyl alkol) (PVAL; MW: 100.000, 98% hidlize) ve
Azobisizobutironitril (AIBN) Aldrich (Milwaukee, W, USA) firmasindan temin
edilmigtir. Tum cam malzemeler kullanimdan o6nce seyreltilmitrik asitle
yikanmstir. Diger butin kimyasallar ve biyokimyasallar analitikiisaa olup,
Merck AG (Darmstadt, Almanya) firmasindan glseomstir. Deneylerde
kullanilan su; yiksek afli seliloz membranli Barnstead (Dubuque, IA) Ropure
LP® ters ozmoz unitesindesleme tabi tutulduktan sonra Barnstead D3804
NANOpure® organik/kolloidal uzakf&irma ve dolgulu iyon dgsim sistemi
kullanilarak saflgtiriimistir. Tampon ve Ornek c¢ozeltileri 0.2 pm membran’dan
(Sartorius, Goéttingen, Germany) gecirilerek filadilmistir. Histidin fonksiyonel
monomeri, Metakrilamidohistidin (MAH) ve metgélat monomeri, MAH-Cu(ll),

yayinlanmg prosedurlere gére sentezlentmi[37, 38].

2.2.Yontem

2.2.1. Metakrilamidohistidin (MAH) monomerinin sentezi

2-metakriloamidohistidin monomerinin sentezi igiygulanan yontemde;
5.0 g histidin ve 0.2 g NaNOQ30 mL K,CO,; (% 5, viv) c¢oOzeltisi igerisinde
cozUlmigtar. Cozelti 0C’a sgutulmus ve 4.0 mL metakroilklorir, yagaa bu
cOzeltiye ilave edilmtir. Karisim azot atmosferi altinda, manyetik lgamici ile 2

saat oda sicalginda kargtiriimistir. Kimyasal reaksiyonun sonunda, ¢ozeltinin
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pH1 7.0’ye ayarlanny ve etilasetat ile ekstrakte ediktir. Sulu faz, doner
buharlgtirici  kullanilarak uzakkginimis ve kalan kisim (MAH), etanol ve

etilasetat ile kristallendirilerek saftariimistir.

2.2.2. Metakrilamidohistidin-Cu(ll) Metal- Selat Monomeri Sentezi

Metakrilamidohistidin-Cu(ll) metaelat monomeri sentezi icin MAH
monomeri (1.0 mmol) 15 mL etanolde ¢ozlktiii. Uzerine 1.0 mmol bakir(ll)
sulfat penta hidrat yagea surekli kastirilarak eklenmitir. Bu c¢ozelti 3 saat
karistirma sonunda berrak mavi renk olur ve doner baktamicida ¢ozicusi

uzaklatirilarak etanol/asetonitril katmindan kristallendirilmtir.

2.2.3. D-glukoronik Asit Baskilanms Polimerik Mikrokurelerin

Hazirlanisi

Metakroil-(L)-histidin-Cu(ll)-D-glukoronik  asit  lignd  ©6n-organize
monomerinin hazirlagt MAH-Cu(ll) ve kalp D-glukoronik asit kullanilaka
gerceklgtirilmi stir. MAH-Cu(ll) (1.0 mmoL) ve D-glukoronik asit (@.mmoL),
3.0 mL etanol'de 20 dakika kamilarak ¢ozulmgtir. Ardindan D-glukoronik asit
baskilanmy mikroklreler sitspansiyon polimerizasyon tgknikullanilarak
hazirlanmgtir. Dispersiyon ortami 60 mL suda 0.2 g poly(viakol) ¢cozulerek
sazlanmstir.  Onorganizasyonu yapilgn MAH-Cu(ll)-  D-glukuronik asit
monomer kompleks (1.0 mmol) c¢ozeltisine 8.0 mL EDMAO mL toluen-
asetonitril ¢ozeltisi eklenmive 0.09 g AIBN monomer karminda ¢ozulmgtar.
Bu c¢Ozelti daha sonra termostatik bir su banyosuiginde bulunan cam bir
polimerizasyon reaktdriinde (100 mL) manyetik fanciyla (strekli kagim
orani 600 rpm) kagtirilir.

Reaktor nitrojen kabarciklarl aftwrur ve daha sonra kararli hale gecer.
Reaktorin sicakyt 6 saat boyunca 75°C’de tutulur. Sonrasinda 3 lsapainca
90°C’de tutularak polimerizasyon tamamlanir.

Polimerizasyon sonunda D-glukoronik asit baskilgnmmikrokireler

polimerizasyon ortamindan ayrilir. Atiklar (g@anmamg monomer, bgatici ve



33

¢obzlcu ) yikanarak ortamdan uzagkialir. Olusan mikroktreler 60/40 (v/v)
etanol/su c¢oOzeltisiyle 24 saat boyunca muameleemskl belleklerden D-
glukoronik asit uzaklgirilir. Su-etanol kasimiyla yikanan mikrokireler 70°C’de
etivde 48 saat boyunca kurutulmaya birakilir. Aydntemle baskilanmami
mikrokireler MAH-Cu(ll) ve EDMA kullanilarak hazanir.

2.2.4. D-glukoronik Asit Baskilanmg Mikrokurelerin Karakterizasyonu

2.2.4.1Sisme Testi

D-glukoronik asit baskilanmmikrokdrelerinin su tutma orani, deiyonize su
kullanilarak volumetrik yontemle belirlengtir. Bu islemde 100 mg kuru polimer
mezure koyulup en Ust noktasi tugaretlenmgtir. Daha sonra tlip deiyonize su
ile doldurularak kurelerin oda sicakinda sismesi her 30 dakikada
mikrokdrelerin yuksekfinin isaretlenmesi ile belirlenrgiir. TUpteki sismis
kiurelerin yiksekli sisme oraninin hesaplanmasinda kullangtmi

Sisme orant (%) = [(fymis-hkuru)/Niurd X 100 (2.1.)

hgismis: sisen kareciklerin yiksekdi, hqry: kuru kireciklerin yiksekgi

2.2.4.2. FTIR Analizi

D-glukoronik Asit baskilanmi ve baskilanmargi mikrokurelerinin FTIR
spektrumlari, FTIR spektrometresi (Perkin Elmer od000) kullanilarak elde
edilmistir. Kuru mikrokureler KBr ile kastirilarak tablet hazirlanmive FTIR
spektrumu cekilnstir.

2.2.4.3. Elementel Analiz
Elementel analiz sonuglarinin belirlenmesindgg@a verilen yontem

izlenmistir. 1 mg monolitik polimer elementel analiz ciham (Leco, CHNS-932,

ABD) aliminyum hucresine yedgrilerek + 0,0001 g duyarhlikla tartilrgtir.
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Polimerik 6rnek cihaza koyularak yakmslemi sonucunda Or@n karbon,
hidrojen, oksijen ve azot analizi yapiktr.

2.2.5. Adsorpsiyon-Desorpsiyon Camalari

2.2.5.1. Polimerik Mikrokurelere HA Adsorpsiyonu

Sulu c¢o6zeltilerden, HA adsorpsiyonu Kkesikli sistemdalsiimistir.
Suspansiyonlar 200 mM NaCl ve 50 mM NaOAc tampoautstenen pH
aralgina (pH=6) 0.1 M NaOH ve 0.1 M HNklenerek hazirlanmve pH £ 0.1
birim aralginda dengede olacajekilde ayarlanngtir. Tium deneylerde polimer
konsantrasyonu 50mg/10 ml olacajekilde sabit tutulmgtur. Sldspansiyon
ortamina belli miktarda Hiyaluronidaz enzimi ilavedilmis ve HA'nin
adsorpsiyonu icin denge adsorpsiyon siresi 1 s@t devir/dakika hizda
karistirilarak elde edilmitir. Bu sure sonunda sulu co6zeltideki polimerik
mikrokilrelerin  santrifij  edilmesiyle sulu c¢ozeltkde HA  derisimi
spektrofotometrik olarak tayin edilgtir (232nm). Cihazin cevabi bilinen
derisimdeki HA standart c¢ozeltileri ile periyodik olarakontrol edilmitir.
Deneyler 3 kez gerceklirilmis ve 6rnekler de 3 kez analiz ediktm. Her bir
veri takimi icin, ortalama ve standart sapmayirteghede standart istatistik metot
kullaniimistir. Hata payini belirlemek icin her bir 6rnek takiicin dezerler % 95
guven araliklarinda hesaplargtm. Birim kitle bgina, mikrokirelere adsorplanan
HA miktarinin hesaplanmasindgagidaki sitlik kullaniimistir.

Q=[(G-C)xV]/m (2.2)

Bu ssitlikte Q, birim polimer mikroklre bana adsorplanan HA miktarini (mg/g),
Co, ve C sulu ¢ozeltideki HA'nin B&angi¢ ve son deyim degerlerini (mg/L), V
sulu cozelti hacmi (mL) ve m ise kullanilan mikro&lerin kitlesini (g)

vermektedir.
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2.2.5.2. Polimerik Mikrokurelerden HA Desorpsiyoru

Adsorplanan HA, 1 M NaOH c¢o6zeltisinin kullaniimasi oda sicakfiinda 2
saat boyunca 600 rpm hizinda karilarak desorbe edilrgtir. Sulu fazda son
kalan HA dergimi spektrofotometrik yontemle tayin edilgtir. Desorpsiyon orani
asagidaki sitlik kullanilarak hesaplanngiir.

Desorpsiyon ortamina salinan HA
Desorpsiyon(%) = x100(2.3.)
Adsorplanan HA

D-glukoronik asit baskilanmimikroktrelerinin tekrar kullanilabiliri,
HA adsorpsiyon-desorpsiyorleminin 20 kez ayni baskilansnmikroktrelerin
kullaniimasi ile belirlennstir.

2.2.6.Streptococcus equi Fermantasyon Ortaminin Hazirlanmasi

2.2.6.1. Mikroorganizma

Streptococcus equiRSSKno: 679, Kaynak: Liverpool) Refik Saydam
Hifsisihha Enstitist Kdaltir Kolleksiyonu'ndan  ( Keara, Turkiye) temin
edilmistir.

2.2.6.2 inokulumun Hazirlanisi ve Fermantasyon Ortami

M17 Broth ( polipepton, fitonpepton, yeast extragitrient broth, askorbik

asit ve sodyum gliserofosfat iceren) icine Litre%g olacaksekilde glikoz ilave

edilip inokulum ortami hazirlanir ve deney tupléenmikroorganizma ekimi
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gerceklgtirilerek 1 gece inkiubasyona birakilir. Fermantasyotami 100 mL
besiyeri icin 2 g glikoz, 1 g yeast extract, 0.25Ng, HPO,12H,0 ,0.05 ¢
MgSO,7H,0 icerir.

Ardindan 250 ml'lik erlenlere fermantasyon ortamatusturan besiyeri konulur
ve inokulumlardan 2er ml aktarilir. 20 saat 37 °C’de calkalamali e&na50

rpm’de inkiibasyon gercelglerilir.

2.2.6.3. Fermantasyon Ortamindan Onsafiairma Islemi

% 10’luk Sodyum dodesil sulfat (SDS) hazirlanir kigttrin 100mL’sine
0,1mL olacaksekilde fremantasyon ortamina eklenerek 15 dakikeamele
edilir. %10’luk Heksadesiltrimetilamonyum bromurzndanir ve kiltire 100’er
pl olacaksekilde titrasyon glemiyle ilave edilir. Dipte beyaz bir tortu clana
kadar titrasyonsiemine devam edilir. 1 saat oda sicgkidaki muameleden sonra
cOkelti santrifiijle toplanir. 2M Caghazirlanir ve kalttrin 1 / 20’si kadar ortama
eklenerek 4 saat 4° C'de muamele edilir. Santrifiggminden sonra supernatant

toplanir.

2.2.7. Reflaktometrik interferans Spektroskopi Tekngi ile Siipernatant
Kaynakli HA Tayini

2.2.7.1. L-Tirozin Molekuliiniin Immobilizasyonu

Karboksimetildekstran (CMD) kapl biyosensér yliney L-Tirozin
molekdlinin immobilizasyonu gerceklgilmistir. Bu amagla L-Tirozin
molekilinin 10 mM HBS (HEPES tampon tuzu) tampoaufics mg/mL’lik
cOzeltisi hazirlanmgtir. CMD biyocipin aktivasyonu icin 0.1 M NHS/EDQN{
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hidroksisuksinimid / 1-etil-3-(dimetilamino)-progarbodimid) (1:1) kagimi
kullaniimistir. L-Tirozin molekulinin immobilizasyonu gercegeldikten sonra
kalibrasyon grafiinin olusturulmasi icin farkli konsantrasyonlarda (10, 29, 5
ppm) HA cozeltileri hazirlanmaive cip ylzeyi ile etkilgtirilmistir. Daha sonra
supernatant érnekleri deimleri kalibrasyon dgrusundan hesaplangtr.

2.2.8. Elektrik Alanda HA Nanofiber Eldesi

0.1 g Hiyaluronik asit 10 mL distile suda manyekdeistiricida karstirilarak
cozulmigtar. Sinngaya cekilen c¢ozelti Sekil 2.1'de gdsterilen sisteme
baglanmstir. Siringa ucunun aliminyum tablaya uzgklP5 cm olacaksekilde
ayarlanmgtir. Yuksek voltaj kayngi'ndan (Model CZE 1000 R, Spellman) cikan
22 kV’lik ve 15 kV’lik 2 farkli pozitif voltaj %01,% 0.5 ve %1 olan 3 farkl
derisimde polimer c¢o6zeltilerine uygulangtr. Polimer c¢ozeltisinin aki hizi
dakikada 30uL olacak sekilde ayarlannsgtir. Olusan fiberler aliminyum tabla
Uzerinde toplanngtir. Aliminyum folyolar temiz bir cam petri icerig alinmg
ve Uzerlerine belli oranlarda hazirlanan Etanolgizeltisi dokulmétir. Etanol-
su ¢ozeltisi capraz Byici olarak kullanilmgtir. 5 dakika bu ¢ozelti ile muamele
olan fiberler aliminyum folyodan ayrilgtir. Oda sicakfiinda petriler etanoliin
uzaklgmasi icin kurutulmaya birakilgtir. Bu sekilde hazirlanan HA fibeleri

cOzelti icerisinde buzdolabinda 1 hafta korunabitedir.
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Polimer
soliisyonu

Fiher elusumu

Yiiksek Voltaj

Aliiminyum folyo

Sekil 2.1. Elektrik Alanda Fiber Uretim Duzepe

2.2.9. Yara Tedavisi Cakmalar

Yara tedavisi cajmasi kapsaminda 180-200 giraginda albino Wistar
sicanlar kullanilmgtir. Hayvanlar tek bgdarina ayr kafeslerde 22 oda
sicaklginda barindiriingtir. Her grupta bger sican bulunacakekilde deney
hayvanlari G¢ gruba ayrilgiir.

Oncelikle hayvanlar Ketamin (45mg/kg) ve Sodyum ntBbarbiital
(30mg/kg) ile anestezi edil;mdaha sonra sirt bélgesindeki tuyleri gieilmistir.
Tiras edilen bolgeler betadin ve %70’lik alkolle temizip sterilize edildikten
sonra yara okturulacak bdlge belirlenipsaretlenmgtir. Isaretlenen bdélgede
bistari ile 2cm uzunlgunda yara olgturulmustur. Grup I'e HA ¢ozeltisi, grup
I'ye HA nanofiber ¢tzeltisi ve grup llI'e ise kamti grubu olarak kullaniimak
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Uzere serum fizyolojik (0.2 mL) uygulanghr. Yaralarin Uzeri piyasada bulunan
sterilize elastik yara bandi ile kapatiym. Olusan yaralar 7. ginin sonunda

kumpas ile dlculmgtir. Yara boyutuna gore yara iyhaesi dgerlendirilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Polimerik Mikrokurelerin Karakterizasyonu

3.1.1.Sisme Testi

Baskilanmany ve baskilanngi mikrokirelerin denggisme deerleri sirasi
ile % 30 ve % 42'dir. D-glukoronik asit baskilanmanmikrokireler ile D-
glukoronik asit baskilanmi mikrokirelerin su tutma oranlarn kiyaslagicida
baskilanmy mikrokirelerin su tutma oranlari arghr. Polimer yapisinda
baskilama ile bguklarin olsumu sayesinde polimer zincirinde daha fazla

hidrodinamik hacim nedeni ile polimer matriksi ddhala su tutmaktadir.

3.1.2.MAH monomerinin karakterizasyonu

Sekil 3.1'de acik vyapisi verilien MAH monomerinin  ysgmin
belirlenmesinde*H-NMR kullaniimstir.

N\ "
HaC C_C\ N ﬁ?
3 \CH—CH

HO—C/ 2
\\o

Sekil 3.1. Metakrilamidohistidin monomerinin molekul formula

Yukarida acik yapisi gorilen MAH monomeringiekil 3.2'de verilen
'H-NMR spektrumunda MAH'da bulunan gruplara ait keedstik pikler
gorulmektedir. Bu karakteristik pikletH-NMR (CDCIg): 1.99 (t; 3H, J=7.08 Hz,
CH3), 1.42 (m; 2H, CH), 3.56 (t; 3H, -OCH), 4.82-4.87 (m; 1H, metin), 5.26 (s;
1H, vinil H), 5.58 (s; 1H, vinil), 6.86 (d; 1H, JZ& Hz, NH), 7.82 (d; 1H, J=8.4
Hz, NH), 6.86-7.52 (m; 5H, aromatik) olarak bulunsum.
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Sekil 3.2. MAH monomerinintH-NMR spektrumu

MAH monomeri FTIR ile de karekterize edilgtir. Sekil 3.3 de FT-IR
spektrumu incelenginde MAH yapisina ait karakteristik karbonil bandl4653

ve 1629 cml'de, amid Il gerilme titrgm bandi ise 1529 crh'de goriimektedir.
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Sekil 3.3. MAH monomerinin FT-IR spektrljnrhu
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3.1.3. MAH-Cu(ll) monomerinin karakterizasyonu

MAH-Cu(ll) metalselat monomerinin karakterizasyonu igin kullanilaf- F
IR analizlerinin karakteristik pikler§dyledir: Bozunmaz= 350 °C; FT-IR (KBr,
cmb): v = 3400 ve 3250 (-CONH-); 3095 (vinyl C-H gerilme)680 (C=0O
karbonil gerilme); 1550 ve 1420 (C== karboksilatilgee, sim. ve antisim.); 1520
(C=N, konjuge siklik sistem); 1250 (C-O gerilme)Q® (Cu-N gerilme, zayif
bant). Elementel analiz sonuclarina balgidda analitik olarak hesaplanan
C10H170sN3Cu yluzdeleri: C, 37.20; H, 5.31; N, 13.02; Cu,19¢&8linde olup
bulunan sonuglar: C, 37.04; H, 5.43; N, 12.86; Tu91seklindedir.

3.1.4. D-glukoronik asit bellekli polimerlerin karakterizasyonu

HA, yuzlerce D-glukoronik asit ve asetilglukozah@m olgan bir yapidir.
Glukoz yapisindaki glukoronik asit molekili hidrdksinden metalselat
etkilesimine girmektedir [24].

Bu bilgi siginda biyo-uyumlulga sahip polimerik mikrokdrelerin
yuzeyinde D-glukoronik asit B&gnma bolgesi ve yuva (D-glukoronik asit
bellekli) hazirlanmasi icin ilk samada D-glukoronik asit Cu(ll) metal iyonlari
iceren histidin monomeri (MAH) iel muamale ediimve D-glukoronik asit
MAH-Cu(ll) monomerine bglanmstir.

Ikinci asamada, D-glukoronik asit hedef belleklegliginde metalselat
monomerleri yuksek oranda caprazglagici etilen dimetakrilat (EDMA)
esliginde 1sI yoluyla polimerigirilerek baskilanny ve D-glukoronik asit bellekli
MIP biyoadsorbentler elde edilgtir. D-glukoronik asit belleklerin okmasi icin
ise elde edilen MIP biyosorbentler metanolik KOHotgsyum hidroksit)
cOzeltisiyle yikanarak D-glukoronik asit tanimlayagigeler bealtiimistir.
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Sekil 3.7. D-glukoronik asit monomeri

D-glukoronik asit bellekler ¢ikarilamadan dncekpiaz ba&li polimerin
FTIR spektrumuSekil 3.4.) ve D-glukoronik asit molekulleri uzaktaildiktan
sonraki MIP’lerin FTIR Spektrumu Sékil 3.6.) kasilastinldiginda ilk
spektrumda gozlenen 1727 Chieki bandin dier spektrumda kayboldu

gozlenmitir. 1727 cmideki bu bant D-glukoronik asit yapisinda bulunan

400.0
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karboksil grubundan kaynaklanmaktadgekil 3.5.). Bu karboksil grubgekil
3.7’de gorulmektedir. Ayrica ilk spektrumda (D-ktwonik asit bellek 6ncesi)
Cu-O titrgimine ait bant ~536 citide gorilmekle birlikte, bellek okwmu
sonrasi yani D-glukoronik asit cikarldiktan sonba titresime ait bant
kaybolmuytur. Bu sonucglar D-glukoronik asit belleklerin KOHe yikama
sonrasinda uzaldagini ve D-glukoronik asit yuvalarinin alwgunu

gostermektedir.

3.1.5. D-glukoronik asit bellekler ¢ikarilmadan oneki ve D- glukoronik
asit molekilleri uzaklastirildiktan sonraki MIP’lerin elementel analiz

sonugclari

Elementel analiz sonuclarina bakgohda analitik olarak hesaplanan D-
glukoronik asit bellekler ¢ikariimadan 6nceki Mtin C, H, ve N yuzdeleri: C,
24,00; H, 6,536; N, 0,031seklinde olup D-glukoronik asit molekulleri
uzaklgtinldiktan sonraki MIP’lerin C, H ve N vyizdeleriC, 41,46; H, 6,680; N,
0,059seklindedir. D-glukoronik asit molekiler belleklergikarilmasi sonrasinda
karbon, hidrojen ve azot yuzdelerindeki adbeklenen bir durumdur ve bellek

olusumunu desteklemektedir.

3.2. D-glukoronik asit-Baskili Mikrokurelere Adsorpsiyon Calsmasi

3.2.1 Adsorpsiyon Denge Zamani

Baskilanmy mikrokurelerine D-glukoronik asit adsorpsiyonundenge
adsorpsiyon zamanini bulmak i¢in; oda sigakbla 10 ppm’lik HA ¢ozeltisi pH:
7'de farkh sureler tutularak (5-75 dakika) polirkeyapi ile muamele edilngiir.
Sekil 3.8.de polimerik mikrokurelere D-glukoroniksiéd adsorpsiyonunun
zamanla dgisim grafigi verilmistir. Mikrokrenin yapisindaki D-glukoronik asit
bosluklari ile D-glukoronik asit molekulinin geometrgkekil bellesi nedeniyle
HA adsorpsiyonu ilk 40 dakikada hizla gercehies ve 50 dakikada doygunta
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ulastigl gozlenmgtir. Polimerin yapisindan D-glukoronik asit moleldtin
uzaklgtirimasi ile D-glukoronik asit'in buylkgiine, sekline ve kimyasal
yapisina uyumlu bduklar olusmaktadir. Bu ¢cagma sonucunda, HA molekdlinin

adsorpsiyonunun ¢ok hizh olgu belirlenmitir.
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Sekil 3.8. D-glukoronik asit baskili mikrokiirede HA molekilin adsorpsiyon hizi

3.2.2. HA Balangi¢ Derisiminin Etkisi

Sekil 3.9'da D-glukoronik asit baskilangnmikrokirelere adsorplanan D-
glukoronik asit molekilinin HA BEngi¢ degimine etkisi verilmgtir. Polimerin
birim kitlesi baina adsorplanan D-glukoronik asit miktari, HA slaagic
derisiminin artmasi ile artmaktadir. D-glukoronik asédkilanmg mikrokdrelerin
aktif baglanma beluklarinin doygunlga ulgmasi, HA degiminin 20000 mg/L
degerine ulgmasina kadar devam etmektedir. Baskili mikrokieleraksimum

adsorpsiyon kapasitesi 810 mg/g olarak bulugtomu
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Sekil 3.9. Polimerik mikrokirelere adsorplanan D-glukoronikitamiktarinin HA balangic

derigimi ile degisimi
3.2.3. Adsorpsiyorizotermleri

Adsorpsiyon izotermi, her bir molekulin adsorbdialaetkilesimlerinin
karakterizasyonu icin kullanilir. Adsorpsiyon izote, iki faz dengede iken kati
faza adsorbe olan iyon miktari ve ¢ozeltideki malkkin dergsimi arasinda ikki
kurulmasini sglar. Langmuir adsorpsiyon modeli, her biri yalniz molekili
tutmaya elvesli belirli sayidaki tanimlanngi bolimlere molekullerin adsorbe
oldugunu varsayar. Bu bolumlerin enerji olarakdeser oldiu ve yakin
bolumlerdeki adsorbe olrgumolekillerle arasinda hicbir etksien olmayacak
kadar birbirinden uzak olgu varsayilir. Langmuir denklemisagidaki gibi

gOsterilebilir.
Q= QnabCeq/ (1+bGC) (3.1.)

Q= Adsorbana adsorplangtlA derisimi (mmol/qg)
Ceq= COzeltideki HA denge defmi (mg/L)
b= Langmuir sabiti (L/mg)

Qmax= Maksimum adsorpsiyon kapasitesi (mmol/g)
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Bu denklem gagidaki gibi lineerlatirilebilir.

1/Q = [1/(Qnab)][1/Ced + [1/Qmax (3.2)

1/Qya kagl 1/ Cq grafige gegirildginde; kesim 1/Qax €gim ise 1/Quab’yi verir
Sekil 3.10'da HA molekulinin adsorpsiyonu ic¢in Langm adsorpsiyon
modelinin grafgi verilmistir.

Adsorpsiyon izotermleri, adsorpsiyon 6zelliklerdegerlendirmek amaciyla
yapilan kesikli deneylerle belirlengtir. Bu sistemler g6z dniune aligdnda, D-
glukoronik asit baskilanmimimik reseptdr kureciklere HA adsorpsiyonu igin
Langmuir modelinin uygulanabilir olgu g6zlenmgtir. Deneysel veriler
sonucunda, HA ‘nin adsorpsiyonu icin maksimum agasigon kapasitesi (&
elde edilmgtir. D-glukoronik asit baskilanmi mikrokireler igin, korelasyon
katsayisi (B 0.958 gibi yilksek bir der, maksimum adsorpsiyon kapasitesi
1250 mg/g ve Langmuir sabiti ise 1,01510mg olarak bulunmstur.

0003 1y =7 9114x% +0,0008
2

0,0025 - GRS
= 0,002 -
00015 1
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Sekil 3.10. HA molekulii icin Langmuir Adsorpsiyon Modeli
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Baskili polimer ve D-glukoronik asit kalip arasikdabaglanma
etkilesimleri ve waitlikleri Scatchard analizi yontemi ile elde edikti. Bu

analizde gagidaki ssitlik kullaniimaktadir.

= = maks _ & (33)

Bu esitlikte;

B : Polimere bglanan D-glukoronik asit miktarini

[F] : Serbest HA degimini

Bmax : Baglanma bdlgelerinin maksimum sayisini

Kp  : Ligand-dgisim temelli metalselat kopolimerinin aygma sabitini

ifade etmektedir.
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Sekil 3.11 D-glukoronik asit baskili polimerin Scatchartgtisi

Sekil 3.11'de gorulecs Uzere iki farkh affinite bolgesi s6z konusudBwunlardan

birisi %=-0,07598 + 0,0949 regrasyonité giyle verilen, Ka’'si 75900M ve

ligand-deisim bdlgelerinin sayisi, Bx 1,250umol/g (2000 mg/g) olan bdlgedir.
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Ikinci bolgenin ise regrasyorsitigi ise; %:-0,42658 + 0,2613, Ka deri

426500 M' ve ligand-dgisim bélgelerinin sayisi, B 0,612 pmol/g (980,25
mg/g) olarak bulunmuur. Bu Ka dgerleri biyolojik reseptorlere (£0-10)
oldukca yakin dgerler olup, HA bglayan yapay reseptorlerin elde edidin bir

gostergesidir.

3.3. Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik

Adsorplanan HA, 1 M NaOH c¢6zeltisinin kullaniimals oda sicakiinda
2 saat boyunca 600 rpm hizinda kanlarak desorbe edilrgtir. Sulu fazda son
kalan HA dergimi spektrofotometrik yontemle tayin edilgtir.
amaclyla ayni adsorbent 20 kez ardarda adsorpsigsorpsiyonsiemine tabi
tutulmustur. Sonug olarak§ekil 3.12 'de goruldgu gibi D-glukoronik asit baskili
mikrokirelerin adsorpsiyon kapasitesinde ¢ok f&awp olmaksizin tekrar tekrar

HA ayrilmasinda kullanilabilir oldiu g6zlenmtir.

=5
=

T2 3 4 5 B 7 8 9 101 12 13 14 15 16 17 18 13 X0
Tekrar kullamm sayis1

Ad=sorplanan
D-glulcoronilc asit (mz )

Sekil 3.12. D-glukoronik asit baskilanmmikrokirelerin tekrar kullanilabilirgi
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3.4. Reflaktometrik interferans Spektroskopi Teknigi Teknigi ile HA Tayini
Karboksimetildekstran (CMD) kapl biyosensor yuzeyi L-Tirozin
molekllintin immobilizasyonu gercekiieilmi stir. Cip ylzeyinin aktivasyonu ve

ligand b&lanma reaksiyon§ekil 3.13 ‘de verilmgtir.

Ii:OH + NHS/EDC _— . I::NHS + HpN-Ligand . N-Ligand

HO
HoN-Ligand = H NH>

Sekil 3.13. Biyocip yilzeyinin aktivasyonu ve ligand (L-Tyrogzimolekilinin immobilizasyonu

L-Tirozin molekaliniin  immobilizasyonu gercektieildikten sonra
kalibrasyon grafiinin olusturulmasi icin farkli konsantrasyonlarda (10, 29, 5
ppm) HA c¢ozeltileri hazirlanmgive c¢ip yuzeyi ile etkilgtirilmistir. Artan HA
konsantrasyonu ile Iganma miktarinin art@n bulunmutur. Sekil 3.14.de
sirasiyla 10, 25 ve 50 ppm konsantrasyonlarind@kicBizeltilerinin spektrumlari

gorilmektedir.
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Sekil 3.14. Farkh konsantrasyonlarda HA c¢ozeltisi spektrumléa) 10 ppm HA c¢ozeltisi
spektrumu, (b) 25 ppm HA ¢ozeltisi spektrumu, @)pm HA c¢ozeltisi spektrumu
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Sekil 3.14. (Devam) Farkll konsantrasyonlarda HA ¢ozeltisikipenlari (a) 10 ppm HA ¢ozeltisi
spektrumu, (b) 25 ppm HA ¢ozeltisi spektrumu, @)ppm HA c¢ozeltisi spektrumu

Elde edilen bu spektrumlar kullanilarak cizilenikedsyon grafii Sekil

3.15'de gorulmektedir.

StandardWalues  Secondary Plot l Evaluation

0.23
0.2
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Sekil 3.15. HA ¢ozeltilerinin kalibrasyon grgfi
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Olusturulan kalibrasyon grafi kullanilarak konsantrasyonu bilinmeyen HA
cOzeltileri (sUpernatant) tcer kez Olgulerek an&dilmis ve o6rngin dersimi
2268 * 33 mg/L olarak belirlenstir.

3.5. Elektrik Alanda Uretilen HA Nanofiberleri

HA nanofiberlerinin morfolojileri taramali elektramikroskobu (SEM) ile
incelenmgtir. 22 kV’lik ve 15 kV’lik 2 farkli pozitif voltg %0.1,% 0.5 ve %1
olan 3 farkli degimde polimer ¢tzeltilerine uygulangtir. Ayrica nanofiberlerin
caplari tzerinde tuz (NaCl) etkisi de incelegtimi Uygulanan voltaj 22 kV
degerine ulatigl zaman elektrik alanda polimer ¢ozeltisinin nabefi yapisina
donsUmU gerceklgmistir. Bu kritik voltaj deseri ¢cozelti degimi ile yakindan
ili skilidir (%1 HA).

Sekil 3.16(a) ve 3.16(b)'ye bakilginda HA fiber caplarinin polimer
derisimi arttikca arttgl gozlenmektedirSekil 3.16(a) ve 3.16(c)’ye bakilginda
nanofiber caplarinin uygulanan voltaj arttikca igrttda godzlenmektedir. Bu
beklenen bir sonuctur; ¢inki artan voltajla bidiktringa ucundan toplayiciya
daha fazla polimer c¢ozeltisi nanofiber formdasulave bu da nanofiberlerin
caplarini arttirir.

%1'lik tuz eklenmesiyle cotzeltinin yluzeyi daha fazhegatif yik ile
yuklendigi icin bu durumunda nanofiber ¢aplarinda bir kiigéye neden oldiu
gorulmistar (Sekil 3.16(d)).
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(b)
Sekil 3.16. Nanofiberlerin SEM goruntileri; (a) %0.5 HA-22k¥h) %1 HA-22kV, (c)
%1 HA-15kV, (d) %1 HA+%1 NaCl-22kV
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(d)
Sekil 3.16. (Devami) Nanofiberlerin SEM goruntuleri; (a) %0.5 HA-22k{h) %1 HA-
22kV, (c) %1 HA-15kV, (d) %1 HA+%1 NaCl-22kV
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3.6. Yara Tedavisi Sonuglari

HA c¢Ozeltisi ve HA nanofiber ¢oOzeltisinin sicanlardara iyilgtirme
Uzerine etkisi ardurilmak tzere her birinde 5 hayvan olmak Uzere r@pg
olusturulmustur. Grup I'e HA ¢o6zeltisi, grup 1I'ye HA nanofibexodzeltisi ve grup
[I’'e ise kontrol grubu olarak kullaniimak Uzererge fizyolojik (0.2 mL)
uygulanmgtir. Uygulamadan sonraki 7. gunin sonunda yaralampasla
Olcilmis ve cizelge 3.1'deki sonuclar elde edigtim. Elde edilen sonuglar kontrol
gruplari ile beraber SPSS programindstudent—t testi kullanilarak
degerlendirilmistir. Yaralarin uzunluklarinin ortalamalari ‘ortalasstandart hata’

seklinde verilmstir.

Cizelge 3.1.HA ¢ozeltisi ve HA nanofiber ¢ozeltisinin sigardaryara iyilgtirme Gzerine etkisi
(7. gin) n=5, *p < 0.05

Kontrol HA c¢Ozeltisi HA nanofiber ¢ozeltisi
( Serum Fizyolojik) (3g/L) (3g/L)
12.2+0.86 mm 7.8+£1.56*mm 11.4+0.87 mm

Cizelge 3.1'de goruldiii gibi HA c¢ozeltisinin yara iyilgtirici etkisi kontrol
grubuna gore anlamli bulungtur. Buna kagilik HA nanofiber ¢6zeltisinin yara
iyilestirici etkisi kontrol grubu ile kanlastirildiginda hemen hemen ayni cilgm.
Sekil 3.17’ye bakildginda da HA ¢o6zeltisinin uygulangliyaranin hemen hemen
kapandgini HA nanofiber ¢ozeltisinin uygulangl yaranin ise kontrol grubuyla
ayni 6zellikte oldgu gorulmektedir. Bunun nedeninin HA nanofiber ctizalin
seyreltik olmasindan kaynaklagd! disundlebilir. HA nanofiber yapilarini
kullanmamizin nedeni HA nanofiberlerin HA polime&izeltilerinden daha fazla
yuzey alanina sahip olmalari, ¢ok kicuk por captiiyiuksek poroziteye sahip
olmalari ki bu sayede extraseliler matriksi taklimeleri ve hiicre gocinu ve
cogalmasini arttirmalariclileriki calismalarda, nanofiber yapinin yara iyiigici
Ozelliginin tespiti acisindan nanofiberlerin bir sivi ontgla desil de dgsrudan
yaraya temas ettirilerek farmokolojik ve histolojikagcidan yeniden
degerlendirilmesi planlanmaktadir.
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Sekil 3.17.7. guin sonundaki yaralarin durumu (a) HA ¢ozeliirsiuygulandgl yara, (b) Serum
fizyolojik (kontrol grubu) uygulanan yara, (c) HAanofiber ¢dzeltisinin uygulangh yara
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4. TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Bu calsmada ilk gaamada, tibbi alanda artan ilgiyle kullanilan HA
Streptococcus equi spakterisinden Uretilngi ve ayrilmasi ve safjiriimasi
gerceklatirilmi stir. Bu amag igin biyolojik sistemlerle uyumlu YA icin yuksek
secicilige sahip yeni nesil, MIP kati destekler kullangnve saflatirilan HA
elektrik alanda nanofiber yapisina détiitilerek bu nanofiberlerin ve HA
cOzeltisinin yara tedavisinde etkileri inceletimi

Oncelikle, HA uretimi fermantasyon tekiyle Streptococcus equi spp.
bakterisi kullanilarak uygun besiyerinde gercgitdmis, ardindan yapilan
onsaflgtirma klemi sonunda elde edilen slpernatanttan Reflakiagknet
Interferans Spektroskopi Telkgile HA tayini yapilmstir. Bu teknikte oncelikle
Karboksimetildekstran (CMD) kapli biyosensor yuzeyl-Tirozin molekulindn
immobilizasyonu gercek$éiriimis, sonra kalibrasyon grafinin olusturulmasi
icin farkli konsantrasyonlarda (10, 25, 50 ppm) ld@zeltileri hazirlanarak cip
yuzeyi ile etkilatirilmistir. Artan HA konsantrasyonu ile pnma miktarinin
arttigi bulunmytur. Daha sonra supernatant Ornekleri giateri kalibrasyon
dogrusundan hesaplangnive orngin dersimi 2268 = 33 mg/L olarak
belirlenmitir.

Polimerik mikrokdrelerin yizeyinde D-glukoronik agigglanma bdlgesi
ve yuva (D-glukoronik asit bellek bolgesi) hazinaasi icin ilk gamada D-
glukoronik asit Cu(ll) metal iyonlari iceren higtid monomeri (MAH) ile
muamele edilngi ve D-glukoronik asit MAH-Cu(ll) monomerine glanmstir.
Ikinci asamada, D-glukoronik asit hedef belleklersliginde metalselat
monomerleri yuksek oranda caprazglagici etilen dimetakrilat (EDMA)
esliginde 1s1 yoluyla polimerigirilerek baskilanny ve D-glukoronik asit bellekli
MIP biyoadsorbentler elde edilgtir. D-glukoronik asit belleklerin ogmasi icin
ise elde edilen MIP biyosorbentler metanolik KOHzellisiyle yikanarak D-
glukoronik asit tanimlayan bolgeler gadtilmistir.

Sentezlenen MAH ve MAH-Cu(ll) monomerleirinin katakizasyonlari

1H-NMR ve FTIR spektrumlariyla desteklenyti.
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Ayrica D-glukoronik asit bellekler c¢ikarilmadan @&hkc capraz bdi
polimerin ve D-glukoronik asit molekulleri uzaktaildiktan sonraki MIP’lerin
FTIR spektrumlar karlastirilarak D-glukoronik asit belleklerin KOH ile yakna
sonrasinda uzakjagl ve HA balanmasina uygun D-glukoronik asit yuvalarinin
olustugu gosterilmgtir.

Sentezlenen D-glukoronik asit bellekli MIP bazlitiksorbentin HA
ayrilmasindaki etkingii adsorpsiyon denge zamani ve giene bal olarak ortaya
konulmustur. Adsorpsiyon-denge zamani gaiasinda mikrokirenin yapisindaki
D-glukoronik asit bgluklari ile D-glukoronik asit molekulunin geometrkekil
bellezgi nedeniyle HA adsorpsiyonu ilk 40 dakikada hizlergeklemis ve 50
dakikada doyguniga ulatigi gozlenmgtir. Bu calsma sonucunda, HA
molekilinin adsorpsiyonunun ¢ok hizli gidibelirlenmitir.

HA balangi¢c degimine etkisinde ise polimerin birim kutlesi dpaa
adsorplanan D-glukoronik asit miktari, HA stengic degiminin artmasi ile
artmakta oldgu bulunmutur. D-glukoronik asit baskilanmmikrokurelerin aktif
baglanma beluklarinin doyguniga ulgamasi, HA degiminin 20000 mg/L
degerine ulgmasina kadar devam etmektedir. Baskili mikrokieleraksimum
adsorpsiyon kapasitesi 810 mg/g olarak bulugtomu

Derisim etkisi calgmalarindan yola c¢ikarak adsorpsiyon izotermleri,
adsorpsiyon 6zelliklerini dgerlendirmek amaciyla kullanilgtir. Bu calsma g6z
onune alindiinda, D-glukoronik asit baskilangnmimik resepttr kireciklere
hiyaluronik asit adsorpsiyonu i¢in Langmuir modelinuygulanabilir oldgu
gozlenmgtir. Deneysel veriler sonucunda, hiyaluronik asitadsorpsiyonu igin
maksimum adsorpsiyon kapasitesi (§) elde edilmgtir. D-glukoronik asit
baskilanmy mikrokureler icin, korelasyon katsayisi?jJR0.958 gibi yiiksek bir
deger, maksimum adsorpsiyon kapasitesi 1250 mg/g veghmair sabiti ise
1,01x10%/mg olarak bulunmstur.

Ayrica baskili polimer ve D-glukoronik asit kalipagindaki bglanma
etkilesimleri ve HA ba&lanma affinite sabiti Scatchard analizi yontemi ile
saptanmytir. D-glukoronik asit baskili polimerde iki farklaffinite bdlgesi
bulunmutur. Bunlardan birisi hdanma sabiti (Ka) 75900Mve ligand-dgisim
bdlgelerinin sayisi, B 1,250umol/g (2000 mg/g) olan bolge, ghiri bgslanma
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sabiti (Ka) 426500 M ve ligand-dgisim bélgelerinin sayisi, R 0,612 umol/g
(980,25 mg/g) olan bolge olarak bulungtwr. Bu Ka dgerleri biyolojik
reseptorlere (10 -10°) oldukca yakin dgerler olup, bu tez kapsaminda
sentezlenen hiyaluronik asit @layan yapay reseptdorlerin literatirlerle wabilir
oldugunu soyleyebiliriz. Orngin Takeuchi ve cajma arkadgari 2005'te
kinkonidin ( sitmaya kar etkili molekil) baskilanmgi polimerler sentezlergier
ve bu polimerler icin banma bélgesi affinite sabitini (Ka) 1.1x1®larak
bulmulardir [39].

Calsmalarin devaminda, D-glukoronik asit baskili mikioderin HA
ayrilmasinda tekrar tekrar kullanilabilgini incelemek amaciyla ayni adsorbent
20 kez ardarda adsorpsiyon-desorpsiydemine tabi tutulmgtur. Sonug olarak
D-glukoronik asit baskili mikrokurelerin adsorpsiykapasitesinde c¢ok fazla
kayip olmaksizin tekrar tekrar HA ayrilmasinda &uilabilir oldygu
gozlenmitir.

Elektrik alanda HA nanofiberleri ofturuimus ve morfolojileri taramall
elektron mikroskobu (SEM) ile incelengtir. 22 kV’lik ve 15 kV’lik 2 farkl
pozitif voltaj %0.1,% 0.5 ve %1 olan 3 farkll démde polimer c¢ozeltilerine
uygulanmgtir. Ayrica nanofiberlerin caplari Uzerinde tuz a etkisi de
incelenmgtir. Sonuc¢ olarak HA fiber caplarinin polimer deni ve uygulanan
voltaj arttikca artgil bulunmutur. %21’lik tuz eklenmesiyle ¢6zeltinin ylizeyi daha
fazla negatif yik ile yuklendi icin bu durumunda nanofiber caplarinda bir
kiculmeye neden olgu goralmigtar.

Uretilen ve saflginlan HA'nin  kullanildgl yara tedavisi amagh
calismalar sonucunda, HA ¢Ozeltisinin yara iytieci etkisi kontrol grubuna gore
anlamh bulunmstur. Buna kagilik HA nanofiber ¢o6zeltisinin yara iyidgrici
etkisi kontrol grubu ile karlastirildiginda hemen hemen ayni cikm. HA
¢cOzeltisinin uygulangs yaranin hemen hemen kapahdi HA nanofiber
cOzeltisinin uygulangn yaranin ise kontrol grubuyla ayni 6zellikte aqidu
gorulmistir. Bunun nedeninin HA nanofiber ¢ozeltisinin stk olmasindan
kaynaklandil distunulmektedir. ileriki calismalarda nanofiber yapinin yara

lyilestirici 6zelliginin tespiti agisindan nanofiberlerin bir sivi onigla desilde
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dogrudan yaraya temas ettirilmesi ve farmokolojik vstdiojik agidan yeniden
degerlendirilmesi planlanmaktadir.
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