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Protein C (PC), K vitaminine bagimh bir plazma proteinidir. Aktive Protein C
(APC) protein C’den tureyen bir glikoproteindir. Trombin bagli trombomodulin (T-
TM) kompleksi tarafindan bir aktivasyon peptitinin kirilmasiyla olugur. Aktive
Protein C gug¢lu bir antikoagulanttir ve kan pihtisinin pargalanmasini kolaylagtirir.
Aktive Protein C pihtilagsma kaskadinda kofaktorlerini (FVa ve FVllla) inhibe
ederek antikoagulant 6zelligi gosterir. PC kanda 4 ug/mL derigsime sahip eser bir
proteindir. Kandaki PC seviyesi azaldiginda ciddi problemler gozlenir. Protein C
eksikligi hastalart DVT (derin damar trombozu) riskine ve hayati tehdit
olusturabilecek doku oksijeninde azalmaya neden olan pihtilasma
komplikasyonlari riski altindadir. Bu kan pihtilari kan akisina karisirsa kalp krizi,
inme ve pulmoner emboliyi tetikler. Protein C'nin etkin ve ekonomik bir yontemle
saflastirlmasi son derece Onemlidir. Kriyojeller, monomer veya polimer
baglaticilarin kismi olarak dondurulmus ¢ozeltilerde hazirlanmis jel matrisleridir.

Birbirleri ile baglantih makro gozeneklerden olugurlar ve ozmotik, kimyasal ve



mekanik Ozellikleri sayesinde bircok biyolojik uygulamada kullanilirlar.
Kriyojellerin uygulama alanlari; doku iskelesi olarak, biyomolekullerin, hucrelerin
vb. immobilizasyonunda tasiyici olarak, proteinlerin, mikroorganizmalarin,

hdcrelerin vb. kromatografik ayirma iglemlerinde kullanilir.

Bu tez calismasinda, afinite tekniginden faydalanarak farkli oranlarda Aktive
Protein C (APC) spesifik DNA aptamer temelli kriyojel membranlar
sentezlenmigtir. Aptamer temelli kriyojeller protein C saflagtirma ve ayirma
islemleri igin uygulanmistir. Ug farkli oranda DNA aptamer takili kriyojel
membranlar hazirlanmistir. Sentezlenen APC spesifik DNA aptamer kriyojeller
Fourier donusumu kizilotesi spektroskopisi (FTIR), tarama elektron mikroskobu
(SEM), sisme testi ve yuzey alani analizi ile karakterize edilmistir. Kriyojellerin
makrogozenekli yapilart SEM analizi goruntuleri ile verilmigtir. Protein C
adsorpsiyonuna pH’nin, Protein C derigiminin, sicakligin, iyonik siddetin etkileri
ve tekrar kullanilabilirlikleri incelenmigtir. Maksimum PC adsorpsiyonu en yuksek
oranda DNA aptamer takili kriyojel membran ile 89.02 g/mg olarak bulunmustur.
Kriyojellere ardarda on defa adsorpsiyon-desorpsiyon galismasi uygulandiginda
adsorpsiyon kapasitesindeki kararhlik %96.11 olarak hesaplanmigtir. Ayrica
aptamer temelli kriyojel membranlarin farkli proteinlere karsi olan segiciligi
arastiniimistir. Sonug olarak PC’ye karsi yuksek segicilik gosterdigi belirlenmigtir.
Tez ¢galigmasinin son kisminda yapay plazma ortamindan Protein C
saflastirlmasi sodyum-dodesil sulfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)

kullanilarak saflagtirlldigi analiz edilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Aptamer Ligand, Afinite Kromatografisi, Kriyojel, Aktive
Protein C, Protein Saflastirmasi.
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Protein C (PC) is a vitamin K-dependent plasma protein. Activated Protein C
(APC) is a glycoprotein derived from protein C. It is formed by cleavage of an
activation peptide by the thrombin-linked thrombomodulin (T-TM) complex.
Activated Protein C (APC) is a powerful anticoagulant and facilitates the
breakdown of blood clots. Activated Protein C (APC) shows anticoagulant
properties by inhibiting cofactors (FVa and FVIllla) in the coagulation cascade.
PC is a trace protein with a concentration of 4 uyg/mL in blood. Serious problems
are observed when the PC level in the blood decreases. Patients with protein C
deficiency are at risk of DVT (deep vein thrombosis) and clotting complications
that cause a life-threatening decrease in tissue oxygen. If these blood clots get

into the bloodstream, they trigger a heart attack, stroke, and pulmonary
i



embolism. The purification of protein C by an effective and economical method is
highly important. Cryogels, are gel matrices of monomer or polymer initiators
prepared in partially frozen solutions. They consist of interconnected macropores
and are used in many biological applications thanks to their osmotic, chemical
and mechanical properties. Application areas of cryogenic; As a tissue scaffold,
biomolecules, cells, etc. As a carrier in the immobilization of proteins,

microorganisms, cells and so on. Used in chromatographic separation processes.

In this thesis, Activated Protein C (APC) specific DNA aptamer-based cryogels at
different rates were synthesized using the affinity technique and applied for
Protein C purification and separation processes. Cryogel membranes with DNA
aptamer in three different ratios were prepared. The synthesized APC-specific
DNA aptamer cryogels were characterized by Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR), scanning electron microscopy (SEM), swelling test, surface
area, and contact angle analysis. The macroporous structures of the cryogels are
given by SEM analysis images. The effects of pH, protein C concentration,
temperature, ionic strength on Protein C adsorption and their reusability were
investigated. Maximum PC adsorption was found to be 89.02 mg/g with the DNA
aptamer attached cryogel membrane at the highest rate. When adsorption-
desorption studies were applied to cryogels ten times in succession, the stability
in adsorption capacity was calculated as 96.11%. In addition, the selectivity of
aptamer-based cryogel membranes against different proteins was investigated.
As a result, it was determined that it showed high selectivity against PC. In the
last part of the thesis, Protein C purification from an artificial plasma medium was
analyzed using sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE).

Keywords: Aptamer Ligand, Affinity Chromatography, Cryogel, Activated Protein
C, Protein Purification.
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1. GIRIS

Serin proteazin K vitaminine bagimli bir proenzimi olan Protein C (PC) seviyesi
birgok saglik sorunlarinin teghisi icin énemli bir unsur olmak ile eksikligi veya
fazlah@r bulunmasi durumlarinda birgok tedavi yontemlerinde kullaniimaktadir.
Bu proteinin oldukca yuksek saflikta elde edilmesi bilimsel ¢alismalar agisindan
olduk¢a 6nemlidir. Aktive Protein C (APC) spesifik DNA aptameri kriyojellerin
hazirlanarak Protein C aptamerlerinin belirlenen yontemler dogrultusunda afinite-
aptamer iligkisiyle yuksek saflik ve segicilikte ayrilmasi amaclarimizdandir.
Ayrica polimerizasyonun optimum sartlarda hazirlanarak hedef molekullerin
yuksek afiniteyle baglanmasi ve en saf gekilde ayirma saglanmasi ve yuksek
miktarda Protein C makromolekulinin elde edilmesi hedeflerimizdir. Sonug¢
olarak bu cesit benzersiz amino asit dizilerine 6zgun olarak baglanabilen
tamamlayici bilesenler bulmak ve olusan kompleks yapisi bozulmadan (denature
olmadan) dogal ortamindan saflastirmak oldukga 6nemlidir [1].

Biyokimyasal arastirma, proteomiks ve biyoteknolojideki nemli bir adimlardan
birisi de proteinler i¢in saflastirma teknoloji yontemlerinin buyuk olgude gelismig
olmasidir. Gen urunleri, ilgili proteinlerin genellikle gok karmagsik ortamlarin bir
parcasi oldugu bilindigi gibi karmasik bir alan olan lokalizasyonlari, yapilari ve
fonksiyonlari ile ilgili cok sayida arastirmanin da ilk amacidir. Proteinler kuresel
ve makroskopik olarak birbirine benzerler ve iki diizine amino asitten olusurlar.
Dahasi, amino asitlerin sayisina ve bunlarin dizisine gore iglevleri de ¢ok farkhdir.
Amino asitlerin sahip olduklari hidrofilik, hidrofobik, alkalin veya asidik yan grup
yapisindan dolay! proteinler iyon degisim etkisi veya hidrofobik birlesmelerle
pargalanabilir.Bu ilgicekici 6zelliklerden en ¢ok sivi kromatografisi (LC) tekniginde
faydalanilir, ancak bununla birlikte tek adimda ¢ok nadir yuksek oranda saf
proteinler saflastirilir. Afinite kromatografisinin protein saflastiriimasi gergek
prensibi bu sekildedir. Bu teknigin c¢esitleri mevcut olsa bile ana konu
saflastiriimak istenen (hedef) proteini karmasik bir ham ekstraktan ayristiriimasi
icin olaganustu bir spesifik ligandin nasil tasarlanmasi gerektigidir. Dogada
bilinen etkilesimlerden esinlenen molekuler tanimaya dayali olarak birgok
deneme deneysel olarak gercgeklestiriimistir. Protein etkilesimi igin antibadi-
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antijen baglanmasi en 6nemlilerinden biridir. Proteinlerin kiigiik molekullerinin lipit
veya hormon gibi gesitli rolleri vardir. Etkilesim analogunun kimyasal olarak bir
kromatografik destege baglandigi afinite kromatografisinde ayristirilan
substratlarin ¢ok spesifik enzimatik modifikasyonlari da yapilabilir. Bu dikkate
deger yaklagsimlar olmasina ragmen, protein saflastiriimasi spesifik afinite

ligandlarinin gok nadir bulunabilirligi nedeniyle gok sinirlidir.

Protein C amonyum sulfat ¢okeltme, iyon degisim kromatografisi, baryum sitrat
adsorpsiyonu ve elusyonu, preparatif elektroforez ve dekstran sulfat agaroz
kromatografisi gibi geleneksel analitik yontemlerle sitratlanmis kan plazmasindan
saflastirilabilir. Monoklonal antibadiler (Mab), immunoafinite kromatografisiyle
(IAC) kolay saflastirmaya izin vermistir. Rekombinant Protein C, hucre soylarinda
ve ayrica transgenik hayvanlarda duretilmigtir. Hem plazmadan hem de
rekombinant olarak turetilmis APC’nin ayirt edilemez katalitik aktiviteleri vardir.
Bu tez calismasinda, henuz sistemde ¢ok aktif olmayan Aptamer-afinite
etkilesimiyle kriyojeller yardimiyla Protein C’nin kromatografik olarak saf bir
sekilde saflastiriimasini 6nermektedir [2].

Kan pihtilagma faktort olan PC’nin insan kan plazmasindaki derigimi 3.9 pg/mL
-5.9 pg/mL arah@indadir ve in vivo yari émrii ise 6 saat kadardir [3-5]. insan
kaninda PC derigimi 4 pug/mL’nin altinda oldugu zaman asiri pihtilagsma ve
tromboz gibi ¢ok ciddi sorunlarla kargilagilabilir. PC eksikligi bulunan kritik
hastalar, klinik olarak soguk donmus plazma, protrombin kompleks konsantresi,
heparin veya oral antikoagulanlar ile tedavi edilir. Bu ilaglarin kullanimi agiri i¢
kanama, cilt nekrozu, felg (inme) veya organ yetmezligine sebebiyet verebilir.
Buna kargilik, PC’nin bilinen herhangi bir yan etkisinin bulunmamasi terapotik

kullanimi i¢cin umut vaad etmektedir.

Bu proteinin oldukca yuksek saflikta elde edilmesi bilimsel ¢alismalar agisindan
oldukgca onemlidir. Bu sebeple tez basariyla gergeklestiginde APC spesifik DNA
aptamer immobilize kriyojeller hazirlanarak APC aptamerlerinin belirlenen
yontemler dogrultusunda afinite-aptamer iligkisiyle yuksek saflik ve segicilikte
ayriilmasinda model bir galigma olacagr O6ngorulmektedir. Yapilan son

calismalarda aptamerlerin ve fajlarin monolitler Uzerinde ligand olarak
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uygulanmasi gorulmektedir [6]. Aptamerler kisa, tek sarmalli yapay oligonukleotit
DNA veya RNA'dir. Aptamerler, monoklonal antibadilere rakip olan hedef
molekulllere spesifik baglanma yetenekleri olan, vyaklasik 25-80 baz
uzunlugundaki tek iplikli oligonukleotit dizileridir [7]. Sarmallar ve tek iplikli
ilmekler olusturma egilimleri nedeniyle cesitli sekiller alirlar. Bir DNA-
aptamer/hedef kompleksinin ayrisma sabiti (Kq), yuksek oranda hedef analite
bagimli olan pikomolar seviyeden mikromolar seviyeye kadar degisir. Aptamerler,
antibadilere rakip olan afinitelere ek olarak, in vitro seg¢im mekanizmalari
nedeniyle antibadileri elde edilmesi zor olan (metal iyonlari ve 6lumcul toksinler
gibi) maddeler icin emsalsiz reseptorlerdir. Ayrica, oligonukleotidler olarak
aptamerlerin sentezlenmesi, sirali olarak tasarlanmasi, bodlgeye yonelik
etiketlenmesi ve uzun sureli depolanmasi kolaydir [8] Analitik tespit ve teshis
uygulamalari i¢in aptamer gelisimi, Tuerk ve Gold, 1990, Ellington ve Szostak,
1990 tarafindan bagimsiz olarak ilk kez tanitilmasindan bu yana son birkag yilda
artmigtir. Cok yuksek afinite ve segicilik ile bir hedef bilesene/analite baglanabilir
veya reaksiyona girebililer. SELEX (Ussel zenginlestirme ile Ligandlarin
Sistematik Evrimi) adi verilen yinelemeli bir se¢im islemiyle in vitro olarak
tanimlanirlar. Aptamerler ayrica tibbi teshis, ¢cevresel izleme ve biyolojik analizde
kullanim i¢in uygun hale getiren mukemmel kararlilik ve genis uygulanabilirlik

sergilerler [9].

Monolitik sabit fazlar, suphesiz bu alanda hem temel hem de uygulamali olarak
daha zorlu arastirmalar tesvik edebilmektedir. Bir tur hidrojel olan kriyojeller,
biyomedikal uygulamalar i¢in vazgecilmez alternatif matrisler olarak ortaya
cikmaktadir. Bir ¢ozucu iginde ¢ozulmus polimerik/monomerik dncullerin kontrollt
bir kriyotropik jel olusumunu igeren kriyojelasyon islemiyle olusturulurlar ve
boylece "kriyojeller" adini verirler [10]. Geleneksel kromatografi matrislerine iyi bir
alternatif sunarak makro gozenekli yapilara sahip kriyojeller ¢ok dusuk akis
direnci sergilerler. Makro-molekuler baski durumunda, sifirn altindaki
sicakliklarda  polimerizasyon  proteinleri  sicakliklarda  konformasyonel
degisikliklerden korur ve yuksek secicilige sahip bosluklara yeniden baglamaya
yol acar. Bu yapilar saf polimerik malzemeler olarak kullanilabilir. Kati
mikro/nanopartikuller gdmulmus veya spesifik fonksiyonel gruplar elde etmek icin
3



tasarlanabilirler. Buna ek olarak, kriyojellerin hazirlanmasi icin uygun maliyetli

adsorbanlar olarak gorulebilir [11].

Sunulan bu tez galismasinda, afinite tekniginden faydalanarak farkl oranlarda
Aktive Protein C (APC) spesifik DNA aptamer temelli kriyojeller sentezlenmistir.
Protein C saflastirma ve ayirma iglemleri gergeklestiriimigtir. Sentezlenen Aktive
Protein C (APC) spesifik DNA aptamer kriyojeller Fourier donisumu kizilGtesi
spektroskopisi (FTIR), tarama elektron mikroskobu, sisme testi ve kriyojel yuzey
alani analizi ile Karakterizasyon c¢alismalari yapilmigtir. Protein C
adsorpsiyonuna pH’nin, Protein C derisiminin, akis hizinin, sicakhgin, iyonik
siddetin etkileri ve tekrar kullanilabilirlikleri incelenmistir. 0.1 M NaCl desorpsiyon
ajani olarak kullaniimigtir. Sigir serum albumin, lizozim ve Immunoglobulin G
kullanilarak segicilik galigsmalari gergeklestirilmistir. Saflastirilan Protein C’nin
saflik kontroli sodyum-dodesil sulfat poliakrilamid jel elektroforezi kullanilarak
gercgeklestiriimigtir. Poli(HEMA-GMA/DNA-Apt) kriyojel membran ile yapilan PC
adsorpsiyon kapasitesi 89.02 mg/g bulunmustur.



2. GENEL BILGILER

2.1. Aptamerler

1990'da piyasaya surulduklerinden beri, tek sarmalli DNA'nin kullanimi ve RNA
aptamerleri biyoanalitik uygulamalarda surekli olarak bayumustur [12]. Aptamer
sentezi, ligandlarin ustel zenginlestirme (SELEX) yoluyla sistematik evrimi olarak
bilinen ve birkag tekrarlanan baglanma, bélme ve amplifikasyon (zenginlegtirme)
adimlarindan olusan bir in vitro iglemle yapilir [12,13]. Aptamerlerin, antibadilere
gore (i) daha yuksek kararlilik, (ii) uygun maliyetli tretim ve (iii) cok ¢esitli hedefler
gibi cesitli faydalar gostermelerine ragmen, monoklonal antibadilere (mAb)
benzer bir afinite ve 6zgulluk sergiledikleri kanitlanmigtir [14,15]. Aptamerlerin
molekul agirliklari 3 ile 20 Kda’dur. Bu immobilizasyon islemi sirasinda olugan
sterik engellerin azalmasina ve yuzey alaninin artmasina neden olur. Su anda,
terminal biyotin, amin ve tiyol gruplari ile islevsellestirilmis aptamerler ticari olarak
mevcuttur. Aptamerler, adenozin gibi kuguk molekulleri veya peptitler ve
proteinler gibi diger makro biyomolekulleri izole edebildikleri i¢cin buylk olgude
tercih edilmektedirler. Aptamerlerin testlerinden, trombin baglanmasi, bu
ligandlarin yuksek potansiyelini gostermek icin kullanilan model sistem olarak
yaygin olarak kullanilmigtir [16-19].
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Sekil 2.1. Aptamerin hedefe baglanmasi [20].



Aptamerlerin benzersiz 6zelliklerinden yararlanan bu molekuller, afinite monolitik
kromatografisinde kullanimlari ve mikro ekstraksiyon tekniklerinde ayirma,
saflagtirma vel/veya On-deristirme amaglari icin monolitik desteklere dahil
edilmistir [21-22]. Aptamerler, glisidil metakrilat (GMA) temelli polimerlerin epoksi
gruplarinin reaksiyonlari, fonksiyonellestiriimis silika monolitleri ile tiyol-en
tiklama (thiol-ene click) reaksiyonlari ve hibrit organik-inorganik silikanin terminal
aminiyle reaksiyon yoluyla monolitik kolonlar Gzerinde immobilize edilmistir [15].
Bu nedenle, proteinlerin ayrilmasi igin ilk aptamer takili monolitik kolon, 2008'de
Le's grubu tarafindan kapiler formatta (85 mm 100 mm i.d.) hazirlanmigtir [21-
22]. Bu calismada bir Poli(GMA-kotrimetilolpropan trimetakrilat (TRIM)) monolit
sentezlendi ve streptavidin ile iglevsellestiriimigtir. Streptavidin ve biotin
arasindaki yuksek afinite kullanilarak sitokrom C'yi hedefleyen biyotinlenmis bir
DNA aptameri immobilize edilmistir. Bu kolon, Sitokrom C ve Trombin’i guglu bir
sekilde baglayarak, karsilikli ayriimalarini da saglamigtir. Kolonda segici olarak
yakalanan ve konsantre edilen proteinler, mobil fazin iyonik kuvveti artirilarak

kolayca ayrigtiriimigtir.

Bagka bir galismada, Han ve ark. [23] bir poli(glisidil metakrilat-co-etilen
dimetakrilat) HPLC monolitik kolon, termal olarak baslatilan radikal
polimerizasyon ile sentezlediler. Etilendiamin ve glutaraldehit ile modifiye edilen
monolitik kolona 50-NH. etiketli anti-lizozim aptamere kovalent olarak
baglanmasini aldehit gruplari saglamistir [24]. Gelistirilen destek materyal, iyi bir
secicilik ve kararllik ile yumurta beyazindan lizozim ekstrakte edilmistir. Yine
bagka bir calismada, tiyol (-SH) grubu ve altin nanopartikuller (AuNP) arasindaki
yuksek afinite Chen ve arkadaslari tarafindan kullaniimigtir [25]. Burada, insan a-
trombinin insan plazmasindan spesifik olarak zenginlestiriimesi ve saptanmasi
icin aptamer islevsellestiriimis hidrofilik polimer monolitin yeni bir tard
geligtiriimigtir. 5' terminalinde modifiye edilmis tiyol grubu ile insan a-trombin
aptameri, altin nanopartikuller (AuNP'ler) ile modifiye edilmis poli(glisidil
metakrilat-ko-poli(etilen glikol) diakrilat) monolitik kolon uzerinde immobilize
edilmistir. Baglama kapasitesi 277.1 ymol/L olarak rapor edilmigtir. Elde edilen
afinite monolitik kapiler kolon, énemli bir verimlilik kaybi olmaksizin 100 defa

yeniden kullanilabilmektedir.



Organik polimerlere ek olarak, silika monolitleri aptamerlerle (genellikle "tiyol-en"
tiklama kimyasi yoluyla) fonksiyonellestiriimistir ve okratoksin A (OTA) veya
trombin gibi farkl analitleri segici olarak ekstrakte etmek igin kullaniimistir.
Ornegin, Marechal ve ark. [26] bir silika monolitinin ylizeyine viniltrimetoksisilan
ile  modifikasyonu sonrasi tiyol gruplari ile modifiye edilmig bir aptamer
tutturulmustur. Aptamer-fotoklikli silika monolitten olusan kapiler, OTA'nin
ayrilmasi igin kullaniimigtir. Bira ve beyaz sarap numunelerinde 2.0 mg/L kadar
dusuk OTA derisim seviyelerinde yuksek geri kazanim ve hassasiyetle tespit
edilebilecegini gostermistir

Onceki paragraflarda agiklanan aptamerlerle modifiye edilmis monolitlerin
hazirlanmasi, bazilari aptamer immobilizasyonundan 6nce ana monolitin
kimyasal modifikasyonlarini gerektiren birgok agsamay igeriyordu. Aptamer bazli
hibrit monolitlerin hazirlanmasini basitlestirmek igin “tek kap (onu-pot)” stratejisi
onerilmis ve hibrit afinite monolitlerinin hizli hazirlanmasina iyi bir erigim
saglanmistir. Bu amagla Chen ve ark. [27] yeni bir aptamer temelli polihedral
oligomerik silseskioksan (POSS) iceren hibrit afinite monoliti, serbest radikal
polimerizasyon ve tiyol-en tiklama reaksiyonu yoluyla ayni anda kolay bir “tek
kap” yontemi ile hazirlanmis ve OTA'y1 es zamanl izlemek igin kullaniimigtir.
Aptamer ile modifiye edilmis monolitlerde segcici tanimayi arttirmak igin, ayni
yazarlar yakin zamanda, gelismis hidrofilik ozelliklerin veya aptamer
baglanmasini tegvik etmek igin etkili baglanti reaktifleri (2,4,6-trikloro-1,3,5-
triazin, TCT gibi) kullanmiglardir [28]. Tum bu destekler, spesifik OTA ayrimi igin
uygulanmig olup, son iki yaklasimin bu mikotoksine kargi daha Oonce
bildirilenlerden [27, 29, 30] daha iyi bir spesifik tanima oldugunu gostermistir [31].

2.1.1. SELEX Teknigi

Systematic evolution of ligands by exponential enrichment (SELEX Ussel
zenginlegtirme ile Ligandlarin Sistematik Evrimi) Ellington&Szostak (1990) ve
Tuerk&Gold (1990) iki arastirma grup tarafindan bagimsiz olarak ortaya ¢ikmistir.
O zamandan beri ¢ok sayida degisiklik ve iyilestirme gecirmigtir. Geleneksel
SELEX, iyi tanimlanmig bir teknolojidir [32]. Bu yontemi kullanarak “Aptamer”
uretimi birkag haftadan bir aya kadar surer. Spesifik olarak aptamer segimi igin



genellikle kimyasal olarak sentezlenmis bir oligonukleotid kutuphanesi
kullanilmaktadir. Bu katuphane, genellikle polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
sirasinda primerleri yakalamak igin kullanilan, kisa sabit bolgelerle gevrili rastgele
bdlgede 60'a kadar oligoniikleotit igerir. istenen aptamerin tipine gére geleneksel
SELEX sirasinda birka¢ se¢cim adimi uygulanir. Kimyasal olarak sentezlenmis
DNA kituphanesi ile hedef analitler bir araya getirilerek Spesifik DNA aptamerleri
secimi gergeklestirilir. Daha sonra baglanmamis bilesikler ortamdan uzaklastirilir.
Hedef analit/DNA kompleksi ayrilir. PCR ile serbest birakilan DNA dizileri
cogaltilir ve ek-segim turu gercgeklestirilir. Spesifik RNA aptamer segiminde ise in
vitro transkripsiyon ve ters transkripsiyon adimlari dahil edilerek gerceklestirilir.
Boylece, kimyasal olarak sentezlenmis bir DNA kutuphanesi, DNA aptamerlerine
benzer bir segime tabi tutulan bir RNA kutiphanesine kopyalanir. Cogaltiimig
DNA molekulleri, RNA'ya geri kopyalanir ve yeni bir segim turu bastan baslar.
Spesifik aptamerlerin yuksek afinitiye sahip olmalari icin genellikle 20'ye kadar
secim turu gergeklestiriimektedir [32-33].

Bir laboratuvar c¢alismasinda kurulacak bir SELEX protokoll segilirken,
asagidakiler gibi cesitli faktorler dikkate alinmalidir: RNA ile galismak igin
tasarlanmig alanin mevcudiyeti (genellikle RNA aptamerleri tercih edilir), aptamer
hazirligi icin mevcut ekipman, test ve arzu edilen SELEX modifikasyonlarina,
elde edilen aptamerlerin tercih edilen Kq'sine, hedefin dogasina, secgilen SELEX
protokolunun zaman ve maliyet verimliligine, segilen aptamerlerin SELEX sonrasi
modifikasyon ve saflastirma vb. ihtiyacina gore degisir. Boylece, bir se¢im
surecini baslatmak i¢in, arastirmacilar yaklasik 1015 diziden olugsan devasa bir
DNA oligonukleotit kitiphanesini sentezlemek zorundadir [34]. Cogu zaman,
spesifik RNA aptamerleri, daha karmasik U¢ boyutlu yapilara katlanabilme
yetenekleri nedeniyle DNA'lara gore daha fazla tercih edilmektedir. Bu durumda,
ilk DNA kutuphanesi, yalnizca Uretim maliyetini degil, ayni zamanda uzunlugunu

da artiran in vitro transkripsiyon yoluyla RNA'ya donusturulmelidir.

Aptamerlerin tasariminda seg¢im suresini en aza indirmek igin, arastirmacilar
SELEX igleminin otomasyonunu bile sunan birka¢ SELEX modifikasyon yontemi
geligtiriimigtir [35-36]. Otomatizasyon teknigi ile aptamer segimi 6nemli avantajlar
saglayabilir ve buyuk olgekli yeni aptamerlerin Uretimini mumkun kilar dahasi
segim suresini kisaltabilir. Ancak bu tur otomatik secimi saglayan esnek cihazlar



henuz ticari olarak uretilmemigtir, dolayisiyla her arastirma grubunun bu tar

cihazlari kendi bagina uretmesi gerekir ki bu da zahmetli ve pahali bir islemdir.

SELEX tekniginin bir diger onemli roll, segilen aptamerlerin sahip oldugu
afinitesidir. SELEX protokolinun c¢esitli modifikasyonlari, pM ila mM derigimleri
arasinda degisen Kq degerlerine sahiptir ve elde edilen aptamerlerin farkli
afiniteleri saglar [37-39]. Aptamerlere pM ve nM derisimlerinde Ky saglayan
SELEX modifikasyonlari genellikle tercih edilse de, mM Kd'li aptamerler Ureten
SELEX protokolu, aptamer segimi i¢cin zaman ve maliyet verimliligi sinirlayici
faktorler oldugunda bir segim yontemi olabilir. Aptamer ve SELEX'in Andrew
Ellington ve Larry Gold tarafindan bagimsiz olarak tanimlanmasindan bu yana
neredeyse 30 yil gecti. Aptamerlerin blyuk avantajlarina dayanarak, terapotik ve
analitik araglar olarak aktif olarak uygulanan gesitli hedefler i¢in ¢ok sayida izole
aptamer olmustur. Aptamerler veya SELEX ile ilgili 2.000'den fazla makale
yayinlanmig olup, aptamerlerin genis kullanighhigint ve uygulanabilirligini
dogrulamaktadir. SELEX yontemleri, otomasyon dahil olmak Uzere emek ve
zaman agisindan daha verimli yontemlerle daha yuksek afinite ve segicilige sahip
aptamer izolasyonunu saglamak icin yillar igcinde degistirilmis veya yeniden
olusturulmustur. Baslangigta aptamerlerle ilgili calismalarin g¢ogu, vicutta
fizyolojik islevleri olan protein hedeflerine ve bunlarin terapotik ajanlar veya teshis
igin reseptorler olarak uygulamalarina odaklanmigtir [38].

Bir hedefin turla ve safligi da aptamer segimi igin kritik Gneme sahiptir. Genellikle,
SELEX hedefleri, prokaryotik veya 6karyotik hicrelerde ekspresyon ve ardindan
kromatografi saflastirmasiyla elde edilir. Bu, ikinci hiicrelerde translasyon sonrasi
modifikasyonlarin olmamasi nedeniyle ortaya cikabilir [40]. Ornegin, aptamer
aretimi i¢in kullanilan bir suspansiyonda olu hucrelerin varligi, bu huacreler
tarafindan oligonukleotitlerin spesifik olmayan alimina veya baglanmasina yol
acarak tim secim surecini olumsuz yonde etkilemektedir [41]. Cansiz hucrelerin
uzaklastiriimasi igin mikro/nanopartukuller olasi bir ¢ézum yolu olmaktadir. Bu
uzaklastirma yontemi ile hucre-SELEX vyoluyla Uretilen spesifik olmayan
aptamerlerin sayisinl azaltmaya yardimci olabilir. Sonug olarak uygun maliyetli
alternatif yontemlerin geligtiriimesi spesifik olmayan aptamerlerin sayisini
azaltmak igin gereklidir.
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Sekil 2.2. Genel SELEX yonteminin sematik gosterimi [42].

2.1.2. Aptamer ve Antibadi Arasindaki Farkliliklar

Aptamerler genellikle protein hedeflerini tanimak igin olaganustu segici molekul
olarak antibadilerle karsilastirilir. Bu nedenle, bu iki 6zel afinite ligandinin sahip
olduklari 6zellikleri analiz etmek ve daha sonra performanslarini degerlendirmek
afinite adsorbentleri olarak karsilastirmayi saglar. Fonksiyonel bir bakig agisiyla,
DNA veya RNA aptamerleri, disuk nanomolardan pikomolar araliga ayrisma
sabitleri ile antibadilere kiyasla nispeten benzer ligandlar olarak tanimlanir veya
daha yuksek proteinleri hedeflemek icin afiniteler sergiler [14]. Antibadiler
proteinlerdir; ham ekstraktlarda siklikla bulunan proteazlara duyarldirlar. Asidik
kosullar, pH'ya bagh olarak ¢ogu zaman geri donigumli olan kismi
denaturasyona neden olabilir, ayni zamanda antibadi agregasyonuna da katkida
bulunabilir. Ayrica antibadiler, agir ve hafif zincirlerden olusan yapilardir.

Bagka bir karsilastirma, antibadilerin ve aptamerlerin Gretim seklidir. Bir antibadi
ligandinin secimi, en uygun antibadisi Uretebilen hibridoma hicre taramasi ile

gerceklestirilir. SELEX metodu ile bu se¢im iglemi dogrudan kargilastirilabilir.
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Molekiler tanima islemi, antibadi taramasi ile fizyolojik kosullar altinda
gerceklestirilirken, aptamerlerin segimi, organik ¢ozuculerin varligi da dahil olmak
uzere gesitli fizikokimyasal kosullar altinda gergeklesebilir [43]. SELEX protokolu
¢ok yonludur. Bu sayede, antibadi temelli ligandlarla protein-aptamer
ayrismasinin durumunun belirlenmesine de izin verir. Aksine, immunoaffinite
kromatografisindeki elisyon ¢cogu zaman asidik sulu tamponlar kullanilarak elde
edilir. Hiicre kiltiri ile bir antibadi Gretimi son derece karmasgiktir. izole edildikten
sonra bir dizi kromatografik islemle ekstrakte edilmesi ve saflagtiriimasi gerekir.
Kuresel olarak, hucre taramasi, antibadi Uretimi ve kati bir destege baglanmadan
once saflastirma, belirli bir immunoadsorbentin hazirlanmasi igin gok zahmetli
adimlardir [44,45]. Bu iglemler, aptamer ligandlari igin bir avantadir ve genel nihai
ligand maliyetlerini etkiler.

Song tarafindan aptamerlerin antibadilere kargi diger avantajlar tartismistir [46].
Arastirmacilar tarafindan uretilen aptamerler icin 6nemli bir diger 6zellik, antibadi
denatlrasyonunun geri donulemez oldugu gergegine karsi, tekrarlanan
denatlrasyon-renaturasyon dongusunden sonra yapilarini koruduklari igin
kararlihklandir. Ayrica, bozunma enzimlerine (O6rnegin; nukleazlara) kargi
kararliliklari, cesitli kimyasal reaksiyonlarla ve kimyasal modifikasyonlarla
arttirilabilir [47].

Antibadilere gore yukarida tarif edilen tim avantajlardan dolayi, aptamerler afinite
kromatografisi uygulamalari igin olduk¢a iyi uyarlanmis ligandlar olarak
gorunmektedir. Antibadilerden daha kiguk yapilarda olsalar bile oligonukleotitler
nispeten buyuktlr ve proteinler i¢cin yuksek baglanma kapasitelerine uygun
degillerdir. Kiguk molekul yapisinda aptamerlerin secilmesi gerekir. Antibadiler
150-160 kDa ve 10-40 kDa kadar aptamerlerden ¢ok daha buyuktur ve
proteinlerin etkilesimi igin buyuk baglanma kapasitesine sahip degildir [48-50].

Afinite kromatografi adsorbentlerinin hazirlanmasina iligkin 6nemli bir konudur.
Hedef protein ile optimize edilmig bir kenetlenme igin ligandin dogru yonelimi
onemlidir. Bu baglamda, en yuksek antibadi tanima kapasitesini korumak igin,
antibadinin dogru yonlendirilmis bir hareketsizlestiriimesi onerilmistir. Yaklagim,
gecgici aldehit gruplari olusturan, Fc fragmaninin glikaninin ilk hafif
oksidasyonunun ve ardindan birincil aminden taretilmis kati bir destek [51]
Uzerinde bir reaksiyonun gerekli oldugu karmasik bir kimyasal iglemi igermektedir
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[52]. Antibadinin dogru oryantasyonunu korumak icin bagka girisimlerde
bulunulmustur. Ornegin, kati ylizeyler Uzerinde antibadilerin bolgeye 6zgii
hareketsizlestiriimesine yardimci olmak igin Protein A'nin kullaniimasi verilebilir
[53-55]. Aksine, iki terminal ucundan birine yerlestiriimis bir araci igeren aptamer,
tanima odakhdir ve proteinler igin afinite kromatografisinde rekabetgi bir avantaj

saglamaktadir.

Kromatografi yonteminde yukleme, elisyon ve yikama/rejenerasyon agsamalari
kritik noktalardir. Yuklenen ham protein 6zutunde, olasi bozunma enzimlerinin
(nUkleazlar veya proteazlar) varligi, sirasiyla aptameri veya antibadi ligandlarini
asamall olarak hidrolize edebilir. immiinoadsorbentler séz konusu oldugunda,
ham ozutlerde proteazlarin potansiyel varligi, bunun sonucunda performansin

bozulmasiyla birlikte antibadinin butunluglne zarar verir.

Protein-ligand kompleksi elusyon adiminda hafif fizikokimyasal kosullarin
kullaniimasini gerekir. immiinosorbentler icin gogunlukla asidik pH tamponlari
kullanihir; bu elisyon adimi, antibadi ligandinin ¢ok az geri donusumlu
denaturasyona ugramasina neden olur. Aptamerler igin en yaygin elisyon adimi
selatlama ajanlarini iceren tamponlarla yikamaktir ve bu yontem ile aptamer-
protein kompleksini kararh kilan kalsiyum uzaklastirilir. Bu desorpsiyon ajani,
hem spesifik afinite ligandi hem de hedef proteinigin zararli olmayan ¢ok hafif bir
yontemdir [56-57].

Diger bir kritik agsama, temizleme amaglari igin ayirma dongusunun sonunda ve
spesifik olmayan tum adsorbe olmayan materyalleri ortadan kaldirmak igin gerekli
olan temizleme -afinite adsorbentin rejenerasyonudur. Sivi kromatografide bu
islem icin en populer kimyasal madde, 0.1 M ila 1.0 M arasinda degisen bir
derisimde sodyum hidroksittir (NaOH). Cok sayida safsizligi gidermek igin ¢ok
etkili olmasina ragmen, kostik ¢ozeltiler, afinite ligandlarina karsi ¢ok agresiftir.
Antibadiler bu tedavilere kargi dayanikli degildir ve temizlenmesi sorunludur.
Bununla birlikte, RNA aptamerleri alkali kosullara duyarhdir, ancak farkl kimyasal
yollarla stabilize edilebilirler [58]. Cizelge 2.1'de aptamer ve antibadi ligand ve
afinite  kromatografisinin ayirma araci olarak karsilastirmali  6zellikleri
verilmektedir [59].
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Cizelge 2.1. Aptamer ve antibadi ligand ve afinite kromatografisinin ayirma araci

olarak kargilastirmali 6zellikleri [59].
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2.1.3. Aptamer Ligand

“Aptamerler” terimi oligonukleotitlere dayanan protein olmayan ve ¢ok umut verici
bir afinite ligand kutuphanesidir. Bunlar ¢esitli yapilara kendiliginden katlanan
kisa tek sarmalli RNA veya DNA oligonukleotitleridir, bOylece protein hedefleri
icin yuksek afinite ve spesifiklige sahip alanlar yaratan benzersiz U¢ boyutlu
sekillere sahiptir. Elektrostatik etkilesimleri, hidrofobik etkilesimleri, hidrojen bagi,
Van der Waals kuvveti ile yuksek duzeyde afinite ile secilen hedef protein
epitoplarina kenetlenebilirler. ikincil ve tglincil yapilari olan aptamer drnekleri,
Aptamer afinite ligandlari, tuzlar, kiigik molekuller, proteinler, karbonhidratlar,
hacreler ve virusler gibi her turld hedef igin buyuk rastgele kutuphanelerden
alinabilir. Teshis, terapotik uygulamalar, proteomik, biyosensorler ve
kromatografik uygulamalar gibi cesitli molekuler tanima alanlarinda, yuksek
segicilik dereceleri ve ayarlanabilir ayrilma sabitleri gibi diger ligandlara gore
avantajlari sayesinde kolay uygulanirlar. Aptamer temelli afinite ligandlari, ¢ok
bayuk oligonukleotit kutuphanelerinden tanimlanir ve sekans belirlendikten

sonra, dogrudan kimyasal sentez ile dusuk bir maliyetle Uretilirler.

Aptamerler genellikle daha kuguk bir molekuler boyutuna sahip olsada yuksek
segiciliklerinden dolayi asiri kromatografik kosullarda iyi bir kararlilik gosterirler,
tersinir denaturasyon gibi diger bazi avantajlara sahip antibadilerle
kargilastinldiginda, proteazlarin varliginda da kararlidir ve daha fazla kimyasal
modifikasyona uyarlanabilir. Aptamerler toksik dedgildirler, nispeten dusuk
maliyetle Uretilebilirler ve antibadi ligandlarinda oldugu gibi immunojenisite
problemleri gostermezler. Ayrica, kati destekler Uzerinde yonlendiriimis bir
sekilde hareketsiz hale getirilebilirler. Birgok 6zelliklerine ragmen, bugune kadar
sadece aptamer ligandlarini iceren sinirli sayida protein afinite kromatografisi
yayinlanmigtir. Bununla birlikte, yayinlanan makalelerden ve arastirma
laboratuvarindan elde edilen sonuglar oldukga iyidir [60]. Sekil 2.3'de aptamer

temelli afinite kromatografisi yontemlerinin sematik gosterimi verilmigtir.
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Sekil 2.3. Aptamer temelli afinite kromatografisi yontemleri [59].

2.2 Protein Saflastiriimasi

Proteinler, besleyici iglevleri ve insan sagligina faydalari nedeniyle ilgi ¢ekicidir.
Proteinlerin ayirma ve saflastirma yontemi, biyokimya, tip ve gida sektorinde
oldukga ilgi gormektedir. Protein saflastirmasi igin yaygin olarak kullanilan
teknikler ultrafiltrasyon, c¢oktirme, santrifujleme kromatografi, ve diyaliz olup,
zaman alici on iglemler gerektiren, pahali enstrimantasyon veya yetenekli
operatorler gibi bazi sinirlamalari vardir. Manyetik ayirma, geleneksel olanlarla
karsilastinldiginda manyetik nanopartikulleri kullanarak gesitli avantajlara sahip
olan eski ama ayni zamanda gelismekte olan bir tekniktir. Zaman kazandiran,
Olceklenebilir, hassas, kolay otomatiklestiriimis ve ham numunelerden hedef
bilesikleri uzaklastirmak i¢in dogrudan kullanilabilir. Protein saflagtiriimasi igin
manyetik nanopartikuller genellikle hedef proteine afinitesi oldugu kanitlanmig
ligandlarla (6rnegin afinite veya yapay afinite ligandi, iyon degisim grubu)
hareketsizlestirilir [61]. Monolitik kolonlar bir tur kriyojeldir ve stupermakropor
turleri, kisa kalma suresi, kisa difUzyon yolu ve duguk basing dugusu gibi birgok
avantajl ile protein saflastirmasi igin 6zel bir adsorban grubu olugturur [62].
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2.3. Aktive Protein C

Aktive Protein C (APC), aktive olmayan oncusu Protein C (PC) 'den tureyen bir
serin proteaz olup, Va ve Vllla faktorlerini inaktif ederek gug¢lu bir dogal
antikoagulan gorevi gorur [63]. Normal Aktive PC dretimi, trombin,
trombomodulin, PC ve endotelyal hicre PC reseptorinin (EPCR) endotelyal
hdcrelerin yuzeyinde hassas bir sekilde toplanmasina baghdir. PC ve Aktive
PC'nin obezite, pndmoni, yayllmis intravaskuler pihtilasma, sepsis, kutandz yara
iyilesmesi, preeklampsi veya kronik bobrek yetmezligi gibi diger klinik durumlarla
iligkili oldugunu gostermigtir [1]. Ayrica Aktive PC, pihtilagsma sistemi iginde bir
geri besleme inhibisyonu saglayan bir plazma serin proteazdir. Diyabetik
hastalarda dusuk APC duzeyleri, varisler ve karotis aterosklerozu gibi vaskuler
komplikasyonlarla iligkilidir [64]. APC'nin sitoprotektif ve antikoagulan
Ozelliklerinin fonksiyonel olarak ayriimasi, APC bazl terapotik yaklasimlarin
kronik hastaliklarda adaptasyonuna yonelik onemli bir adimdir. PC yolunun
genetik modulasyonunun pihti olusumu, fibrinoliz ve fibrinojenoliz Gzerindeki
etkilerini anlamak i¢cin murin travma kanama modelinde APC'nin roluni mekanik
olarak dogrulamalarin amag¢lanmasi gibi ¢calismalarda da kullaniimaktadir [65].
Protein C vicudun ev sahibi savunma sistemlerinin, doku homeostazini korumak
ve hem yabanci cisimlerden hem de konakg¢idan gelen hasari en aza indirmek
igin gelisen onemli bir makromolekuldur. Protein C'nin insandaki fonksiyonlari
hakkindaki ilk temel bulgular insan kalitsal eksikliklerinin oldugu 6zellikle siddetli
Protein C eksikligi, agresif olarak tedavi edilmedikge o6lumcul olan yenidogan
purpura fulminansina neden olmaktadir. Ayrica, perinatal olumcullige neden
olur. Kisacasi, klinik ve murin galigmalarindan elde edilen sonuglar, protein C’nin
temel fizyolojik rollerini antitrombotik ve antienflamatuar bir faktor olarak
belgelemektedir. inme néronal hasar APC tarafindan biiyiik 8lgiide azaltilir. APC
travmatik beyin hasarini takiben beyin hasarini azaltir. Hucre sinyal
mekanizmalari APC’nin noroprotektif aktivitelerine aracilik eder. Tum bunlardan
anlagilacagi Uzere Protein C saf bir sekilde dogal yoldan eldesi insan sagligi i¢in
onemli olmakla birlikte terdpotik ilaglarda ve analizlerde bir etmendir. Protein C,
birden fazla alandan olusan serin proteazin K vitaminine bagimli bir proenzimidir.
Amino asit dizisi ve etki alani yapisi, diger K vitaminine bagimli serin proteaz
oncullerine, faktor VII'ye (kimlik% 41), faktor IX'a (kimlik% 38) ve faktor X’e (kimlik
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% 39) benzerdir. Faktor VII, plazmada 50 kDa’'lik tek zincirli bir glikoproteindir.
Faktor 1X, 55 kDa'lik tek zincirli bir glikoproteindir. Faktor X, hafif zincir (16.2 kDa)
ve agir zincir (42 kDa) iceren 58 kDa'lik iki zincirli bir proteindir. indirgeyici
kosullar altinda Protein C, SDS-PAG’deki faktor VIl ve IX’dan kolayca ayirt edilir,
cunku iki zincir halinde go¢ eder. Protein C’ye karsi monoklonal ve poliklonal
antibadiler, Protein C’yi faktor X ve diger K vitaminine bagimlh proteinlerden ayirir.
insan Protein C’sine karsi tavsan poliklonal antibadilerden edilebilir ve
monoklonal antibadiler gesitli ticari kaynaklardan elde edilebilir [66].

Bir pihtilagsma inhibitori olan Protein C (PC), insan pihtilagsma mekanizmasinin
en onemli antikoagllan ve antitrombotik ajanidir (insan kaninda 4 pg/mL
konsantrasyonda). insan PC'si plazmada (zimojen olarak) dolagir. Endotel
hdcrelerinin zarlarinda trombomoduline bagli trombin tarafindan spesifik bolinme
ile aktive edilmig PC'ye donusturulur. Aktive protein C (APC), PC yolunun anahtar
enzimidir [67-70]. Bu nedenle, PC yolundaki dikkat ve gergcek zamanli, hizli,
dusuk tespit limiti, uygun maliyetli ve givenilir bir yaklasimla izlenmesi nedeniyle
APC'nin tanimlanmasi i¢in olduk¢ca hassas ve segici tespit yontemleri
geligtiriimektedir [71].

PC'nin kan pihtilagsmasinin dizenlenmesindeki fizyolojik 6nemi, hem kalitsal PC
eksikligi hem de dusuk dolagimdaki APC seviyeleri ile iligkili vendz
tromboembolizm (VTE) riskindeki artisin tanimlanmasindan kaynaklanmaktadir.
Kofaktoru Protein S (PS) tarafindan aktive edilen PC, kanin pihtilagsmasini

duzenlemekte ve trombosit olusumu engellenmektedir [72].

Protein C, genetik hafif veya siddetli eksiklikleri sirasiyla ven6z tromboz veya
neonatal purpura fulminans riski ile baglantili olan K vitaminine bagl bir plazmap
rotein zimojendir. Gegmis on yillardaki ¢alismalar, aktive protein C'nin (APC),
trombin olusumunu azaltmak igin faktorleri (F) Va ve Vllla'yi etkisiz hale getirdigini
gostermigtir. APC ile ilgili daha yeni temel ve klinik 6ncesi arastirmalar, APC'nin
gen ekspresyon profili degisiklikleri, anti-inflamatuar ve anti-apoptotik aktiviteler
ve endotel bariyer stabilizasyonunu igceren dogrudan sitoprotektif etkilerini
karakterize etmistir. Bu eylemler genellikle endotelyal hicre proteini C reseptoru
(EPCR) ve proteaz aktive reseptor-1 gerektirir. Bu dogrudan sitoprotektif etkiler
nedeniyle, APC, murin endotoksemisi ve siddetli sepsis modellerinde o6lum

oranini (mortalite) azaltir ve murin iskemik inme modellerinde noroprotektif
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faydalar saglar. Dahasi, APC siddetli sepsisli hastalarda 6lum oranini azaltir.
APC'nin cesitli hucre tipleri Uzerindeki dogrudan etkilerine iliskin mekanizmalar
hakkinda acikliga kavusturulmasi gereken ¢ok sey olmasina ragmen, APC'nin
antitrombotik etkisini belirleyen molekuler 6zelliklerinin, sitoprotektif eylemler
saglayanlardan kismen farkli oldugu agiktir. Clnku biz, antikoagulan veya
sitoprotektif aktiviteleri segici olarak azaltan veya koruyan rekombinant APC
varyantlari tasarladik. Cesitli terapotik uygulamalar igin bu tur APC varyantlari
nispeten gelismis seviyelerde sitoprotektif veya antikoagulan aktivite saglayabilir.
Antikoagulan etkisi azaltilmig ancak normal sitoprotektif etkileri olan APC
varyantlarinin, hucreler Uzerindeki dogrudan sitoprotektif etkilere dayali
mortaliteyi azaltirken, zayiflatiimis antikoagulan aktivite nedeniyle kanama riskini
azaltma vaadini tagidigint tahmin ediyoruz [73]. Stenflo protein C'yi sigir
plazmasindan saflastirmistir. Aktive protein C trombin tarafindan proteolitik
aktivasyon ile protein C zimojeninden Uretilir. Plazmadaki protein C derigimi 70
nM'dir, aktive formu APC ise 40 pM'dir [74-75].

2.4, Kriyojeller

Cesitli polimerik, protein ve kompleks polimer/protein sistemleri, dogal
malzemelerdeki yuksek su igerigi nedeniyle “hidrojel” olarak adlandirilir.
Hidrojeller sifirn alti sicakliklarda sentezlenirse, bunlara “kriyojel” denebilir.
Kriyojel yunancada “krio” kelimesinden gelmektedir. Anlami soguk veya buzdur.
Bunlarin en tipik 6zellikleri birbiri ile baglantili makro gozenekleri ve sungerimsi
morfolojiye sahip olmasidir. Bu malzemeler, yuksek biyouyumluluklari ve dogal
yumusak dokulara benzer kauguksu yapilari nedeniyle ¢ok sayida biyomedikal,
doku muhendisligi, biyoreaktor, kozmetik ve farmasotik uygulamada
kullaniimaktadir. Genel olarak kriyojellerin sentezlenmesinde ¢6zlicu madde
olarak su kullanilir. Monomerler suda ¢Ozunerek kriyojenik formlara donugurler.
Kriyojenik formlara donligme sebebi buz kristallerinin yapisal oOzellikleri
yuzundendir. Bunun disinda kriyojelleri olugturmak igin dioksan ve formamid gibi
sistemler de kullanilabilir. Kriyojeller, yari dondurulmug kosullar altinda
sentezlenir, burada buz kristalleri, porojenler olarak islev gorir ve buz
kristallerinin eriyiklerinde birbirine baglh gozenekler agi olusturulur. Hidrojellerin

aksine, kriyojeller blyuk gozeneklere (d > 1 mm), kisa difizyon yollarina,
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genellikle iyi biyouyumluluga ve ylUksek mekanik mukavemete ve ig
kisimlarindaki su tutma kapasitesine izin veren makro gozenekli yapilari ile
tanimlanir [76-77].

Geleneksel kromatografi adsorbentlerine iyi bir alternatif olan makro gozenekli
yapilara sahip kriyojeller, cok dusuk akig direnci sergilerler. Makro-molekuler
baskilama durumunda, sifirin altindaki sicakliklarda polimerizasyon proteinleri
konformasyonel degisikliklerden korur ve yuksek segicilige sahip bosluklara
yeniden baglanmasina yol acar. Bu saf polimerik malzemelere kati
mikro/nanopargaciklarla doldurulabilir veya fonksiyonel gruplar elde etmek icin
modifiye edilebilir. Buna ek olarak, kriyojellerin hazirlanmasi uygun maliyetli

adsorbanlar olarak gorulebilir [78].

T (TRLAID
O Gieaton W
2 3 tw;‘“::,-;.:ﬁ"‘.' '7
] - P PR O
e M 1
ARANPL oS 0
RaEEYal
\_‘/
Monomer Donma Kriyojelasyon ~ Buz kristallerinin Kriyojel
¢ozeltisi islemi erimesi

Sekil 2.4. Kriyojel hazirlama asamalari: (i) bir ¢apraz baglayiciya sahip
monomerlerin veya polimerlerin bir ¢ozeltisi, (i) donma, (iii) sifir alti sicakhkta
kriyojelasyonu ve (iv) dogal hidrasyon durumunda (v) makro gozenekli kriyojel

olusturmak Uzere ¢ézunmesi [76].

Kriyojeller genellikle -5 ve —20°C arasindaki sicakliklarda hazirlanir (Sekil 2.4).
Monomerler, c¢apraz baglayicilar, baglaticilar igceren ¢o6zelti dondurulur.
Reaksiyon karisimi donarken, karisim iki ana kisimdan olusur; buz kristalleri ve
buz kristalleri arasinda dondurulmamis bir sivi mikrofaz bulunur. Donmusg
olmayan bu sivi mikrofazda teknik bir reaksiyon gergeklesir. Buz kristalleri donma
sirasinda artmaya devam eder ve birbirine bagli buz kristallerinin tamamen

donmus bir gergevesi olusana kadar diger kristallerle birlegirler. Uygun bir
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kiriyojelasyon suresinin sonunda, donmus kriyojel oda sicakligina getirilir. Buz
kristalleri oda sicakliginda erimesinden sonra, surekli birbirine bagh makro
gOzenekli polimer agi iceren bir matris elde edilir. Olusan gozeneklerin seklini ve
boyutunu, buz kristallerinin sekli ve boyutu belirler. Capraz baglayicinin tipi ve
derecesi, jel olusturucu ¢ozeltinin birlesimi, jellesme sicakligi ve donma orani gibi
cesitli parametreler olusan kriyojellerin fiziksel oOzelliklerini etkiler. Gozenek
boyutu bu degisikliklerden en fazla etkilenen parametredir. Capraz baglama
sadece kriyojellerin sertligini etkilemez, bu malzemelerin sisme derecesini de
etkiler [77].

2.4.1 Biyomolekiillerin Saflagtirmasinda ve Ayrilmasinda Kriyojeller

Biyomolekullerin afinite kromatografisi ile saflastirmasi ve ayrilmasinda, tipik
olarak spesifik tanima 6zelligine sahip bir molekul, destek matrisi olarak makro
gOzenekli bir kriyojele immobilize edilir. Saflastirilacak hedef analiti iceren ¢ozelti
karisimi uygun sartlarda kriyojel kolonundan basitce gecirerek tamamlayici
ligand tarafindan secici olarak yakalanir. Daha sonra hedef analitler 6zellikle
yarigsmaci bir ligand kullanilarak veya iyonik siddet pH veya sicaklik ayarlanarak
spesifik olmayan bir sekilde elde edilir ve hedef analit saflastirilarak elde edilir.
Afinitenin tanima alanlari daha sonra daha fazla kullanim igin denge tamponu ile
yeniden dengelenebilir. Afinite saflagtirma teknikleri gok ¢esitli olarak gunumuizde
mevcuttur. Bunlar arasinda, hidrofobik etkilesim kromatografisi (HIC), immobilize
metal afinite kromatografisi (IMAC), boronat afinite kromatografisi ve boya afinite
kromatografisi protein saflagtirmasinda en ¢ok kullanilan yontemlerdir. Bir
proteinin saflagtirlmasi tekniginde: molekuler boyutu, hidrofobiklik, net yuk,
biyospesifik 0zellikler gibi biyolojik ve fizikokimyasal Ozellikleri onemli
parametrelerdir [78].

2.5. Afinite Kromatografisi

Afinite kromatografisi, molekuller ile ligandlarin arasindaki 6zel etkilesimlere
dayanmaktadir. “Afinite” terimi “yakin iligkili” anlamina gelen Latince “afinitas”
kelimesinden gelmektedir [79]. Afinite kromatografisinde aptamer-protein
etkilesimleri ile ilgili literatur neredeyse yoktur. Afinite ligandi olarak kullanilan bir
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spesifik aptamer tanima islevselligi, nukleer bazlarin lineer dizisine yalnizca
marjinal olarak baghdir, fakat daha da onemlisi c¢ift sarmal bdlgelerin
organizasyonunun yani sira yuksek oranda katlanmis tek sarmalli uzantilara da
baghdir. Bu karmasik konfigurasyon, afinite kromatografisinin temeli olan
molekller tanima, belirli protein epitoplari Uzerindeki tamamlayici molekuler
etkilesimlerin Uzerinden gergeklesir. Bir niukleik asit ve bir protein arasinda
ucuncul bir yapinin olusmasini saglayan sureg karsilastirildiginda, tek ortak itici

gucun suya maruz kalmayi en aza indirmek oldugu soylenebilir [59].

Bir DNA veya RNA molekull sadece basit bir lineer primer yapisi degildir, ayni
zamanda ikincil ve Uguncul konfigurasyonlara sahip makromolekullerdir. Hedef
proteinler icin spesifik tanima elemani aptamer ligandlarinin tgtncul yapisidir.
Spesifik DNA-Aptamerler ve proteinler arasindaki etkilesim, birkag eszamanli
temel etkilesim ile gelismektedir. Ornegin proteinlerde, peptit zincirini olugturan
amino asitler arasindaki ikincil amid baglari hidrojen bagina katkida bulunur.
Amino asitlerin yan zincir gruplari, gesitlilik ve gug agisindan gesitli etkilesimleri
gelistirmek igin Ozellikle aktiftr. Bu nedenle, hedef proteinin uzaysal
konfigurasyonundan sorumlu olan molekuler etkilesimlerin aptamer ile tanima
asamasl boyunca bozulmadan kalmasi 6nemlidir. Aptamer ve hedef protein
arasindaki baglar zayif etkilesimler olarak kabul edilir. Bunlar iyon-iyon, hidrojen
bagi, hidrofobik birlesmeler ve dipol-dipol olarak gruplandirilabilir, bunlar
genellikle van der Waals etkilesimleri adi altinda gruplandirilir. Tum bu molekuler
etkilesimler birlikte ele alindigi zaman kompleksin konformasyon enerjisini en aza
indirmek icin atomlarin veya atom gruplarinin birbirlerine nasil ¢ekildigini veya
itildigini aciklamaktadir. Spesifik bir aptamer ve karsilik gelen afinite proteini
arasindaki etkilesimin ozgullugunu agiklamaya c¢alismak igin, ¢ogu zaman
mevcut olan Ug¢ ana etkilesim kuvvetini, yani elektrostatik etkilesimleri, hidrojen
bagini ve hidrofobik iligkileri goéz o6nunde bulundurulur [60]. Sekil 2.5°de
immobilize aptamer ve protein arasindaki molekller kenetlenmenin sematik

gOsterimi verilmektedir.
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Protein

Sekil 2.5. immobilize aptamer ligand ve protein molekiilii arasindaki molekiiler
baglanmanin sematik gosterimi [59].

Afinite kromatografisi teknigi bir proteinin dogal veya yapay ligandlari tanima
yetenegini kullanmaktadir. Bu 0zellik, saflastirilacak proteine 6zgu ligandin
kimyasal olarak dogrudan veya bir aralayici vasitasiyla baglandigi afinite
sorbentlerinin hazirlanmasindan vyararlanir. Proteinin ligand ile etkilesimi;
Ozgullugu, molekuler eslesmeler (ayrilacak protein ve ligand) arasindaki
etkilesimin her birinin derigiminin artmasiyla ne kadar hizli gerceklestigini
gOsteren afinite ayrilma sabitine baglhdir. Boyle bir protein saflagtirma sisteminde
birlesme orani (ayrilma sabitinin tersi) sadece yukleme asamasinda kompleks
protein ligandini hizli bir sekilde elde etmek igin degil, ayni zamanda derigimi
ortamdaki hedef proteini de sifira yakin azalir. Bununla birlikte, kompleks
yakalanan proteini geri kazanmak igin ayristinlabilir olmahdir; bu genellikle
deforme edici ajanlar ve cgesitli fizikokimyasal kosullar (pH, iyonik gug, sicaklik)
kullanilarak elde edilir. Bu temel zorunluluklardan, en kritik noktanin, her afinite
kromatografisi durumu igin spesifik olan uygun ligandin se¢imi oldugu agiktir.
Aslinda iyon degisim kromatografisinin veya hidrofobik  etkilesim
kromatografisinin aksine, afinite sistemleri, lektin ligandlari olan glikoproteinler,
fosfoproteinler veya immobilize metal iyonu afinite ligandlari olan fosfopeptitler
gibi grup ayrimi haricinde genel uygulamalar degildir. Diger birgok durumda, 6zel
ligandlar 6zel olarak secilmelidir. Afinite kromatografi sistemlerinin 6zgulligu goz
onune alindiginda, ¢ok sayida farkli proteinin ayrilmasini tatmin etmek igin ¢ok

blayuk bir ligand panelinin mevcut olmasi gerektigi hemen anlasiimaktadir. Hali
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hazirda mevcut olan spesifik ligandlarin varligi azdir. Biyokimyasal ve terapotik
uygulamalar igin 0zellestiriimis proteinler Uretebilen protein ekspresyon
sistemlerinin ortaya ¢ikmasiyla, karmasik ortamlardan etkili saflagtirma iglemleri
kacginilmaz islemler haline gelmigtir [60].

Afinite kromatografisi birgok biyolojik etkilesimde meydana gelen segici ve geri
donusumlu  baglanmadan yararlanarak belirli hedeflerin izolasyonu ve
saflagtiriimasi i¢in onlarca yildir kullaniimaktadir. Bu spesifik etkilesimlerin en
bilinen ornekleri, bir enzim ve substrat, bir antibadi ve antijen, bir hormon ve
reseptor arasinda meydana gelenlerdir. Afinite kromatografisi, etkilesen ciftlerden
birini bir kromatografik kati destek malzemesi Uzerinde hareketsiz hale getiriimesi
ile tasarlanmaktadir. Destek malzeme Uzerine immobilize edilen spesifik ajan
“afinite ligand1” olarak adlandirilir. Karmasik bir matris ortaminda bu spesifik
ligand tamamlayici hedef analiti segici olarak baglama/yakalama kabiliyetine
sahiptir [81-87].

Sekil 2.6'da afinite kromatografisi i¢in en basit ve en yaygin tasarim formayi
gosterilmektedir. Bu format agma/kapama modu olarak adlandiriimaktadir [84].
Bu teknikde, dncelikle spesifik lagandi hedefi yakalayip tutabilmesi igin bir situna
gecirmek gerekmektedir, burada bu islem igin uygulama tamponu kullanilir.
Uygulama tamponu genellikle afinite ligandinin tamamen aktif oldugu ve hedefe
en gucli baglanmasina sahip oldugu pH ve iyonik gucu taklit eder [86,88].
Uygulama tamponunun varliginda, diger numune bilesenleri ¢cok az veya hig
baglanma ile ayrigtirilirken hedef korunur. Guglu bir mobil faz veya elisyon
tamponu daha sonra toplama veya analiz i¢in hedefi serbest birakmak Uzere
kolondan gegirilir. Elusyon tamponu, bir adim degisikligi veya gradyan
kullanilarak uygulanabilir. pH, iyonik kuvvet veya mobil faz bilegimini degistirerek
hedefin serbest birakilmasi, spesifik olmayan elusyon olarak bilinir [84]. Elusyon
icin alternatif bir yaklasim, hedefin yerini kitle hareketi yoluyla degigtiren rakip bir
ajan kullanmaktir. Hedef sutundan serbest birakildiginda, sistem uygulama
arabellegi ile yeniden dengelenebilir ve islem tekrarlanir. Bazi durumlarda,
uygulama ve eltiisyon tamponlari ayni ¢ozum olabilir ve izokratik kosullar altinda
yurutulen bir yontem saglar. Bu son durum, hedefleri igin zayif ila orta derecede
baglanma gucine sahip afinite ligandlarini kullanan zayif afinite kromatografisi
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(WAC) yonteminde ortaya gikar (yani, 105-108 M-"'den daha az birlesim denge
sabitleri) [84-90].
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Sekil 2.6. Afinite kromatografisi temel prensibi.

Afinite kromatografisinin segiciligi ve basitligi, bu yontemi bircok biyomolekul,
biyo-eczacilik ve diger ajanlarin saflastiriilmasinda faydali kilmigtir [81-86]. Afinite
kromatografisi hem numune hazirlama hem de biyolojik, klinik ve cevresel
numunelerdeki belirli hedeflerin izolasyonu veya 6lgumu igin analitik bir arag
olarak kullanilmigtir [81-85]. Ek olarak, bu yontem biyolojik etkilesimleri
incelemek ve karakterize etmek icin bir arag olarak kullaniimigtir [81,91-105].

Belirli hedefleri izole etmek icin hareketsiz biyolojik ajanlarin kullaniimasi
kavrami, 20. ylzyilin baglarina kadar uzanmaktadir [87,96,97]. Bu yaklagimin ilk
bildirilen kullanimi 1910'da Emil Starkenstein [96,98] tarafindan, Michael Tswett
[99] tarafindan kolon sivi kromatografisinin gelistirimesinden sadece birkag yil

sonra olmustur. Starkenstein, ¢ozinmeyen nisastayr hem duragan faz hem de
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ayrilmasi icin destek olarak kullanarak a-amilazi saflastirdiginda bir enzim ile
onun substrati arasinda olusan baglanmadan yararlanmistir [87,96,98]. Amilaz
ve ilgili enzimleri izole etmek icin bu genel yaklasimi kullanarak 1920'lerden
1940'lara kadar birkag ek calisma yapilmigtir [56,100-103]. Toz haline getirilmis
stearik asit kullanilarak lipazin zenginlestiriimesi i¢cin enzim saflagtirmasi igin

hareketsizlestiriimig bir substrat kullanma ilkesi benimsenmigstir [104-107].

Ayni zaman diliminde, biyolojik etkilesimlere dayali kromatografik ayrimlar,
antibadilerin saflagtiriimasina kadar genigletilmistir [96]. 1930'larin ortalarindaki
ilk caligmalar, antibadi saflagtirmasi igin adsorbe edilmig antijenlere sahip kdmur
ve kaolin gibi destekler kullaniimistir [108,109]. Diazo birlestirme yontemi,
1936'da Landsteiner ve van der Scheer tarafindan haptenleri tavuk eritrosit
stromasina baglamak igin kullanildi, daha sonra bu haptenlere baglanabilen
antibadiler izole etmek i¢in kullaniimistir [110]. 1951'de; ¢alismalarinda, diazotize
p-aminobenzil-seluloza birlestiriimis BSA'y1 kullanarak sigir serum albiminine
(BSA) tavsan antibadileri izole etmislerdir [111]. Bu teknigin varyasyonlari,
antibadilerin saflastirmasi igin hareketsizlestiriimis haptenlerle veya enzim
saflastirmasi icin hareketsizlestiriimis substrat analoglari veya inhibitorleri ile
yapilmistir [99]. ikinci uygulamanin érnekleri arasinda, p-azofenol ile sibstitiie
edilmis seluloz Uzerinde mantar tirozinazinin saflastirilmasi ve flavin ile substitie
edilmig  selulozlar Uzerinde karaciger flavokinaz veya diger flavin
mononukleotidine (FMN) bagimli enzimlerin izolasyonu yer almigtir [112,113].
Seluloz turevleri ayrica nukleik asitlerin, transfer RNA'nin ve nukleotitlerin spesifik
zincirlerinin  saflagtirilmasina da uygulandi. Destekler ve immobilizasyon
yontemlerinde bir sonraki buyuk ilerlemeler 1960'larda meydana geldi. Bu
gelismelerden biri, bir destek olarak boncuklu agarozun gelistiriimesiydi [87,96].
Bu destek, sivi kromatografisinde sellloz bazli desteklerle meydana gelen
mekanik stabilite sorunlarinin gogunu onlemistir [114]. Siyanojen bromur (CNBr)
immobilizasyon yontemi ikinci buyuk ilerlemedir [115]. Bu yontem, peptitlerin ve
proteinlerin protonlanmamis amin gruplari araciligiyla CNBr ile aktive edilmig
agaroza baglanmasi igin nispeten kolay bir yol sundu [97]. Bu iki ilerleme 1968’de
Cuatrecasas, Anfinsen ve Wilchek tarafindan nukleaz inhibitorlerinin boncuklu
agaroza immobilizasyonu igin birlestirildi ve daha sonra nukleaz saflagtirmasi igin

kullanilmigtir. Ortaya gikan kagit, hedef ayirma veya izolasyon igin spesifik bir
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ara¢ olarak bir kolonda biyolojik bir ajan kullanan bu yontem “afinite

kromatografisi” adinin verildigi ilk calismadir [116].

2.5.1. Afinite Kromatografisinde Aptamer Ligandlarinin Ortaya Cikigi

Oligonukleotitlerin afinite kromatografisi ligandlari olarak ortaya cikisi, bu ayirma
teknolojisinin teknolojik gelismelerinde tekil bir momentumu isaret eder. Aptamer
terimi iki farkli kelimeden turetilmistir: birincisi Latince “aptus” dan uygun bir sey
ifade eder ve ikincisi Yunanca “mearos” kelimesinden bir pargacik anlamina gelir
[33]. Boylece uyan parcacik “aptamer” oldu. Bu makromolekullerin afinite
ozellikleri, kesiflerinin baglangicindan itibaren ilgi c¢ekici gorinse de afinite
kromatografisine uygulamalari daha sonra geldi [33,117]. Bu Romig ve ark. [118]
yazarlar, bir rekombinant hlcre kulturu supernatanindan bir L-selektin-Ig fuzyon
proteininin saflastiriimasi icin kullanilan insan L-selektine karsi bir aptamer
kullanimini yayinlamistir. Bu ¢alismada bir aptamer temelli afinite kromatografi
kolonunun, %83'luk bir verim ile yaklasik 1.500 kat saflastirma derecesini
artirabildigi gosterilmistir. Daha sonra, bu teknoloji, protein saflastirmasinin
aptamerlerin kullanimi ile etkili bir sekilde kolaylastirildiginin altini gizen son
makalelere kadar yavas yavas gelisti [119.120]. Aptamer ligandlarina olan ilgiyi
gOstermek icin, yillar boyunca olaganustu bir ilerlemeyi temsil eder. Bu veriler

dogal olarak hepsini igerir.

Cizelge 2.2. Teshis ve afinite kromatografisinde kullanilabilen aptamerler

arasindaki temel farklar [59].

_ Afinite Kromatografisi
Teshis Uygulamalari
Uygulamalari

Kostik iglemler altinda Co )

llgisiz Tekrarlanan iglemlerle kararli
karalihk
Aptamer boyutu Cogunlukla ilgisiz Olabildigince kuguk
Tekrarlanan yeniden

Gerekli degil Gerekli
katlamalar
Spesifiklik Yiksek Yiksek
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Afinite baglanma sabiti

Yuksek

Orta ile yiiksek (107 ve 10°

mol/ml)

Uzatma kolu uygulamasi

Gerekli degil

Kimyasal asilama i¢in zorunlu

27




3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kimyasal Malzemeler

Etilen glikol dimetakrilat (EGDMA), glycidyl methacrylate (GMA), 2-hidroksietil
metakrilat (HEMA), Protein C ve segicilik ¢alismalarinda kullanilan kullanilan
proteinler sigir serum albumin (BSA), lizozim (LYZ) ve immunglobulin G (IgG)
Sigma firmasindan temin edilmistir (St. Louis, ABD). Aktive protein C (APC)
spesifik DNA aptameri Ella Biotech (Berlin, Almanya) firmasindan temin
edilmigtir. Amonyum persulfat (APS, %98), sodyum klorir (NaCl) ve
Tetrametilendiamin (TEMED) Merck (Darmstadt, Almanya) firmasindan temin
edilmigtir. Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,) ve disodyum hidrojen fosfat

(Na,PO,), Merck firmasindan temin edilmistir (Darmstadt, Almanya).

Caligmada kullanilan diger kimyasallar analitik safliktadir ve Merck (Darmstadt,
Almanya) firmasindan temin edilmistir. Deneysel ¢alismalar icin kullanilan saf su,
ters ozmoz Barnstead (Dubuque, 1A) ROpure LP® unitesi ve ardindan Barnstead
D3804 NANOpure® organik/kolloid uzaklastirma Unitesi ve iyon degisimi dolgulu
kolon sistemi ile yuksek akigli selliloz asetat membran (Barnstead D2731) ile

antildi. Saf suyun iletkenligi 18.2 MQ/cm olarak kullaniimigtir.

3.2. Poli(HEMA-GMA) Kriyojellerin Sentezi
3.2.1. Spesifik DNA Aptamer Temelli Kriyojellerin Hazirlanmasi

Aktive PC spesifik aptamer kriyojellere immobilizasyonu oncesinde PHEMA-
GMA kriyojeller su sekilde hazirlanmistir; 0.283 g metilenbisakrilamid 10 ml su
icerinden ¢ozunmusgtir. 1.3 ml 2-hidroksietil metakrilat (HEMA) ve 382.25 pl
glycidyl methacrylate (GMA) monomer karisimi hazirlanmistir. Daha sonra
capraz baglayici/monomer karisimina 25 pyL Tetrametilendiamin (TEMED) ve 20
mg amonyum persulfat (APS) ilave edilmigtir. Hazirlanan karigim iki cam arasina
dokulmustar ve polimerizasyon -14°C donma noktasi altinda 24 saat boyunca
gerceklesmesi saglanmistir. Polimerizasyon tamamlanma saati sonunda oda
sicakligina getirildikten sonra membranlari hazirlamak i¢in sentezlenen kriyojel
disk seklinde esit boyutlarda kesilmigtir. Kesilen disk seklindeki membranlar saf

su ile gun boyu yikanmistir.
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PHEMA-GMA kriyojel membranlar hazirlandiktan sonra Aktive protein C (APC)
spesifik DNA aptameri immobilize caligmalarina gegilmistir. Ug farkli DNA
aptamer derigiminde kriyojellere baglanma islemi yapilmistir. 10-50-100 mg/mL
derigsiminde spesifik DNA-Apt ¢ozeltileri hazirlanmistir. Poli(HEMA-GMA) kriyojel
membranlari U¢ derigim i¢in ayri ayri pH 9.8'de oda sicakhgdinda kriyojel diskler
ile spesifik DNA-Apt immobilize galismalar yuaratulmustar. Aptamer temelli
kriyojeller [poli(HEMA-GMA/DNA-Apt)] basaril bir sekilde hazirlanmistir.

3.3. Karakterizasyon Calismalari
3.3.1. FTIR Analizi

Poli(HEMA), Poli(HEMA-GMA) ve Aptamer temelli PoliHEMA-GMA/DNA-Apt)
kriyojel membranlari zayiflatiimig toplam yansimali Fourier Donusumliu Kizilotesi
Spektroskopi (ATR-FTIR) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, ABD) cihazi
ile karakterize edilmigtir. KBr ile hazirlanan peletler cihaz o6rnek yerine
yerlestirilerek 400 cm™ — 4000 cm”’ dalga boyu araliginda spektrumlar

kaydedilmistir.

3.3.2. Sisme Testi

Sentezlenen kriyojellerin sisme derecesinin tayini igin kriyojeller oncelikle
dondurulmustur ve daha sonra liyofilizator cihazi kullanilarak 24 saat boyunca
kurutulma islemi uygulanmistir. Kurumus kriyojellerin tartimi yapilip, ardindan saf
su igerisinde bekletilmistir (25°C’de) ve belirli zaman araliklarinda absorpladiklari
su miktarlari Olgulup kriyojelin sisme karakteri ve makrogozeneklilik oranlari
incelenmigtir. Kriyojelin sisme derecesi ve makrogozeneklilik derecezi asagidaki
esitlikler kullanilarak hesaplanmigtir;

$i$m9 derecesi (%) = (msismi§ polimer — Miyuru polimer)/mkuru polimer) 3.1

. iy Wsismis polimer—Wsikilmis polimer
Makrogozeneklilik (%) = =222 ald 3.2

Wsikilmis polimer
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3.3.3. Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)

Poli(HEMA-GMA) kriyojel membranlarin yuzey morfolojisi ve makrogozenek
boyut yapisi taramali elektron mikroskobu (SEM) cihazi kullanilarak karakterize
edilmistir. Kuru form halindeki polimerin SEM &lgiimleri Odaklanmis iyon Demeti
— Taramali Elektron Mikroskop Sistemi (FIB-SEM) TESCAN marka GAIA3 model
kullanilarak karakterize edilmigtir.

3.3.4. Yiizey Alani Olgiimleri (BET)

Poli(HEMA-GMA) kriyojel membranlarin Brunauer, Emmet ve Teller (BET)

yontemi ile yuzey alani karakterize edilmistir (Quantochrome, Nova 2200e, USA).

3.4. Protein C Adsorpsiyon Calismalari

Oncelikle Protein C adsorpsiyonuna pH’nin etkisi incelenmistir. Bu amag igin 4.0-
8.0 araliginda genis bir pH taramasi yapilmistir. Protein C olgumleri UV-
spektrofotometre ile analiz edilmigtir. Adsorpsiyon deneylerinde ug¢ farkli oranda
spesifik DNA-Apt iceren Poli(HEMA-GMA) kriyojel membranlar kullanarak 0.5
mg/mL- 4 mg/mL araliginda baslangi¢ derigimlerinin adsorpsiyon kapasitesine
etkisi incelenmistir. Daha sonra en yuksek adsorpsiyon kapasitesine sahip
kriyojel ile sicaklik degisiminin etkisi (4°C - 45°C), zamana bagli degisimin etkisi
ve iyonik siddet degisiminin etkisinin adsorpsiyon kapasitesine etkisi
incelenmigtir. Her bir adsorpsiyon calismalarda Poli(HEMA-GMA/DNA-Apt) 4

adet membran disk kullaniimigtir.

3.5. Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik

1.0 M NaCl ¢ozeltisi Protein C’nin desorpsiyonu igin kullaniimistir. Poli(HEMA-
GMA/DNA-Apt) kriyojel membranlarin desorpsiyon islemleri kesikli sistemde
incelenmigtir. Protein C 1.0 M NaCl desorpsiyon ¢alismasi 25°C sicaklikda 2 saat
boyunca 90 rpom hizinda galkalamali inkubatorde gergeklestirilmigtir. Desorpsiyon

orani hesaplamasi igin Esitlik 3.3 kullaniimigtir:
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desoprbe edilen PC

Desorpsiyon orant = x100 Esitlik 3.3

adsroplanan PC

Poli(HEMA-GMA/DNA-Apt) kriyojel membranlarin adsorpsiyon-desorpsiyon
islemi, tekrar kullanilabilirligin belirlenmesi i¢in art arda on kez tekrarlanmigtir.
Her bir islem sonrasi baglangi¢ ve sonug ornekleri 280 nm dalga boyunda UV-
spektrofotometre ile Olgulmustir. Daha sonra adsorpsiyon kapasitesindeki

degisim hesaplanmigtir.

3.6. Secicilik Deneyleri

Aptamer temelli PoliHEMA-GMA/DNA-Apt) kriyojel membranlarin PC’ye karsi
seciciligini incelemek amaciyla yarismaci proteinler varhiginda segicilik deneyleri
1.0 mg/mL derisiminde pH 7.4 fosfat tamponunda gergeklestirilmistir.
Adsorpsiyon 2 saat boyunca surmustur. Baslangi¢ ve sonug ornekleri toplanarak
adsorplanmig protein derisim miktarlari (mg/g) belirlenmigtir. Yarigmaci protein
ajanlari olarak molekul yapilari ve molekuler kutleleri birbirine yakin oldugundan
sigir serum albumin (BSA), lizozim (LYZ) ve Immunoglobulin G (IgG) proteinleri
kullaniimigtir. Elde edilen sonuglar Protein C igin tanima mekanizmasinin hem

kimyasal hem de fiziksel etkilesimlere dayandigini gostermektedir.

3.7. Yapay Plazma Ortaminda Protein C Saflagtirma ve SDS-PAGE Analizi

Poli(HEMA-GMA/DNA-Apt) kriyojel membranlar kullanilarak Protein C
saflagtirimasi yapay plazma ortaminda gergeklestiriimistir. Yapay plazma
kimyasali Tokra Medical (Ankara, Turkiye) firmasindan temin edilmigtir. Toplam
protein derisimi 1.0 mg/mL olacak sekilde yapay plazma c¢ozeltisi igerisine
proteinler eklenmigtir. Protein C’nin saflastirlmasi sodyum dodesil sulfat-
poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) kullanilarak incelenmistir. SDS-PAGE
jel olarak mini-protein TGX Stain-Free Precast Gels (Bio-Rad Laboratories -
Dubai Branch) kullaniimistir. 3 mL protein iceren yapay plazma ¢ozeltisi
hazirlanmistir. PoliHEMA-GMA/DNA-Apt-1) kriyojel membranlar ile 2 saat

boyunca adsorpsiyon islemi yurutulmuastur. Baslangi¢ derisimleri ve adsropsiyon
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sonrasi final ¢ozelti plazma 6rnekleri toplanmigtir. Desorpsiyon islemi sonrasi
drneklerde ayrica toplanmistir. Orneklerden 10 pL kuyucuklara yerlestirilerek
SDS-PAGE elektroforezde yuritiimustar.

Sekil 3.1. Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)
deney dizenegi.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Sunulan tez calismasi bes temel basglikta Ozetlemigtir, bu kapsamda (i)
Poli(HEMA-GMA) makrogozenekli kriyojel membranlarin sentezlenmesi (ii)
Aktive Protein C spesifik DNA takili Poli(HEMA-GMA/DNA-Apt) kriyojellerin
hazirlanmasi (iii) Aktive Protein C adsorpsiyon kapasitesinin belirlenmesi ve (iv)
Segicilik ve tekrar kullanilabilirlik c¢aligmalarinin arastiriimasi (v) Protein C
saflagtiriimasinin SDS-PAGE ile incelenmesidir.

4.1. Poli(HEMA) Kriyojellerin Sentezi

Sadece HEMA monomeri kullanilarak hazirlanan Poli(HEMA) kriyojeller
Karakterizasyon c¢alismalarin kontrol grup olarak kullaniimigtir. Protein C

adsorpsiyon ¢alismalarinda yer almamisgtir.

4.2. Aptamer Temelli Poli(HEMA-GMA/DNA-Apt) Kriyojellerin Sentezi

Poli(HEMA), Poli(HEMA-GMA) kriyojeller sentezlendikten sonra spesifik DNA
Aptamer takil kriyojeller U¢ farkh derigsim oraninda aptamerin immobilizasyonu ile
hazirlanmistir. Hazirlanan kriyojellerin karakterizasyon g¢aligmalari yapilmigtir ve
sonuglar ayrintill bir gekilde incelenmigtir. Sekil 4.1°de sentez agsamasinin
sematik bir gosterimi sunulmaktadir. Protein C spesifik DNA-Apt tarafindan
yuksek afinite ile baglanmaktadir.

O
Y& o~ OH
N
HEMA % %
o K”yojel DNAAptamer Protem C
Adsorpsiyonu

YL Sentezi immobilizasyonu
O/\7

Poli(HEMA-GMA)
kriyojel membranlar

GMA

Sekil 4.1. Poli(HEMA-GMA) kriyojel sentezi goruntusu.
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4.3. Poli(HEMA-GMA/DNA-Apt) Kriyojellerin Karakterizasyonu

Poli(HEMA-GMA/DNA-Apt) kriyojel membranlar kriyopolimerizasyon yontemi ile
hazirlanmigtir. Sentezlenen kriyojellerin FTIR-ATR ve SEM analizi, sisme

Ozellikleri ve ylzey alani 6lgumleri incelenerek karakterize edilmigtir.

4.3.1. FTIR-ATR Analizi

Tez kapsaminda sentezlenen kriyojel membranlarin karakterize etmek i¢in FTIR-
ATR cihazi kullaniimigtir.  Poli(HEMA-GMA) vyapisini aydinlatmak igin
PoliHEMA), Poli(HEMA-GMA) ve Poli(HEMA-GMA/DNA-Apt)  kriyojel
membranlar karsilastiriimisgtir. Sekil 4.2’de Poli(HEMA) FTIR-ATR spektrumu
verilmistir. FTIR-ATR verileri incelendiginde 3366 cm™' -OH gerilme bandi agik
sekilde gorilmektedir. 1724 cm™de karbonil grubuna (C=0) ait band
gorilmektedir. 2948 cm™"de alifatik zincire ait C-H bandi, 1631 cm™ ve 1534
cm™de amid-1 ve amid-IlI bantlar yer almaktadir. Genis hidroksil grubu bandi
Poli(HEMA) kriyojelin basarili bir sekilde sentezlendigini gostermektedir. Sekil 4.3
ve 4.4'de Poli(HEMA-GMA) kriyojel membranin FTIR-ATR spektrum sonucu
verilmigtir. Sentezlenen kriyojel membranlarin FTIR spektrumlari incelendiginde
Poli(HEMA-GMA) kriyojel yapisinda bulunan bantlarin monomerde ve
kompleksde bulunan piklere gore siddetli oldugu gorulmektedir.
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Sekil 4.2. Poli(HEMA) kriyojelin FTIR-ATR spekturumu.
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Sekil 4.3. Poli(HEMA-GMA) kriyojelin FTIR-ATR spekturumu.
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Sekil 4.4. Aptamer temelli PoliHEMA-GMA/DNA-Apt) kriyojelin FTIR-ATR

spektrumu.

4.3.2. Taramali Elektron Mikroskobu Analizi

Makrogozenek boyutu ve ylzey morfoloji bilgilerinin detayh olarak goruldugu
analizlerden biri olan taramali elektron mikroskobu ile incelenen kriyojel
membranlarin  farkh  buyutmelerdeki SEM fotograflari  Sekil 4.5-7’te
gosterilmiektedir. Sekil 4.5de Poli(HEMA) kriyojel yapisinin fotograflari
incelendiginde genis gbzenek yapisina sahip oldugu gorulmektedir. Sekil 4.6'da
Poli(HEMA-GMA) krijojel yapisi incelendiginde yapida biraz degisiklikler
farkedilmektedir. GMA’'nin kriyojel yapisina daha puruzli bir Ozellik kattig
gorulmektedir. Bunun kriyojelde yuzey alaninin artmasina sebep olacagi
sOylenebilir. Sekil 4.7°'de is spesifik DNA Aptamer takili kriyojel membranlarin
yapisi verilmigtir. Yapi butinlugu ve oOzelliklerinde bakildiginda herhangi bir
degisim olmadigi sdylenebilir. SEM goéruntuler Gg farkli kriyojel yapisi olarak

incelendiginde polimerlerin basaril bir sekilde sentezlendigi gorulmektedir.
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LR e
Date(m/dly): 06/29/21 Det: SE
View field: 415 pm BI: 3.00 100 pm
SEM MAG: 500 x WD: 4.04 mm

Date(m/dly): 06/29/21 Det: SE
View field: 852 pm BI: 3.00 200 pm
SEM MAG: 244 x WD: 4.56 mm

Sekil 4.5. Poli(HEMA) kriyojel membranlarin SEM analiz goérintuleri.
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Date(m/dly): 06/29/21 GAIA3 TESCAN
View field: 83.0 ym

WD: 4.39 mm

Sekil 4.6. Poli(HEMA-GMA) kriyojel membranlarin SEM analiz géruntuleri.
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Date(m/d/y): 06/29/21 Det: SE AIA3 TESCAN

View field: 82.9 ym BI: 5.00
HUNITEK

Date(m/dly): 06/29/21
SEM MAG: 2.50 kx WD: 3.46 mm
Sekil 4.7. Aptamer temelli Poli(HEMA-GMA/DNA-Apt) kriyojel membranlarin
SEM analiz géruntuleri.
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4.3.3. Yuzey Alani Analizi

Poli(HEMA-GMA) ve P(HEMA) temelli kriyojel membranlarin ylzey alani
sonuglari Cizelge 4.1’de sunulmaktadir. Poli(HEMA) ve Poli(HEMA-GMA)
kriyojellerin ¢ok genig bir yuzey alanina sahip olduklari gorulmustar.
Kromatografik saflagtirma veya uzaklastirma calismalarinda, yuzey alaninin
genis olmasi etkilesim yuzeyini onemli dlglide artirir ve dusuk kutle transfer
sinirlamasi meydana getirir. Kriyojellerin sahip olduklari dikkate deger yukse
yuzey alani baglanma yuzeyinin artmasini saglamaktadir ve verimli sekilde
uzaklastirma igleminin gergeklesmesi ile sonuglanir. Cok noktali BET yontemi ile
Poli(HEMA-GMA) ve P(HEMA) kriyojel membranin spesifik ylzey alani ortalama

sirasiyla 9.87 m?/g ve 6.45 m?/g olarak bulunmustur.

Cizelge 4.1. Poli(HEMA-GMA) ve P(HEMA) kriyojel membranlarin yuzey alani

sonuglart.

Kriyojel Yiizey alani (m?/g)
Poli(HEMA) 6.45
Poli(HEMA-GMA) 9.87

4.3.4. Sisme Testi Analizi

Poli(HEMA) ve Poli(HEMA-GMA) kriyojel membranlarin sisme testi analizinde
membranlarin sisme oranlari ve % makrogozeneklilik sonuglari incelenmigtir.
Kuru polimer agirliklari Poli(HEMA) ve Poli(HEMA-GMA) kriyojel membranlar igin
sirasiyla 20.4 mg ve 19.0 mg'dir. Sismis polimer agirigi ise Poli(HEMA) ve
Poli(HEMA-GMA) kriyojel membranlar igin sirasiyla 166 mg ve 171.2 mg olarak
tartilmistir. Esitlik 3.1 ve 3.2 kullanilarak sisme orani ve makrogozeneklilik
dereceleri hesaplanmigtir. Cizelge 4.2'de goruldugu gibi polimerizasyon
cOzeltisinde aptamer miktarinin artmasi suyun difUzyonunu kolaylastiriimasi
nedeniyle elde edilen kriyojel membanlarin gsisme oraninda ve
makrogozenekliliginde artmistir. Ayrica, spesifik DNA Aptamer oraninin kriyojel

yapisinda artmasi yapinin hidrofilikliginin artmasina neden oldugu goérulmektedir.
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Cizelge 4.2. Poli(HEMA) kriyojel membranlarin gsisme ve makrogozeneklilik

oranlari.
Kriyojel Ornegi Sisme Orani % Makrogozeneklilik (%)
Poli(HEMA) 707.42 94.98
Poli(HEMA-GMA) 768.93 98.51

e g ™ A S8

Sekil 4.8. (a) Kriyojel membranlar; (b) Sismis polimer; (c) Polimerin sikiimasi; (d)

sikilmis polimer.
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4.4. Protein C Adsorpsiyon Caligsmalari

4.4.1 pH’nin Etkisi

Poli(HEMA-GMA/DNA-Apt-1) kriyojel membranlarin Protein C adsorpsiyonuna
pH degisiminin etkisi Sekil 4.9’de gorulmektedir. pH 4-9 arasi asetat ve fosfat
tampon c¢ozeltileri kullanilarak yapilan galismalarda kriyojel membranlarin PC
adsorpsiyonu icin her bir pH degerinde farkli baglanma gostermektedir.
Maksimum adsorpsiyon gosterdigi pH degeri optimum pH olarak secilmistir.
Poli(HEMA-GMA/DNa-Apt-2) kriyojeli pH 7 ve 8 arahdinda iyi ¢calismaktadir ve
pH 7.4° de ise maksimum adsorpsiyona ulastigi hesaplanmigtir. Adsorpsiyon
calismalarina pH 7.4 fosfat tamponu ile devam edilecektir.
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Sekil 4.9. Poli(HEMA-GMA/DNA-Apt-2) kriyojellerin Protein C adsorpsiyonuna
pH'nin etkisi. T: 25°C, PC derisimi: 1.0 mg/mL: Mkuru kriyojer: 19.0 mg.

4.4.2. Akis Hizi

Aptamer temelli Poli(HEMA-GMA) kriyojel membranlarla protein C
adsorpsiyonuna akis hizinin etkisini incelemek igin 90-250 rpm de farkli akig
hizlarinda deneyler vyuratilmagtir ve $Sekil 4.10'da PC adsorpsiyon
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kapasitesindeki degisim grafigi gosterilmistir. Deneyler 1.0 mg/mL PC
derigsiminde incelenmigtir. Sekilde goruldugu gibi akis hizinin artmasi ile
Poli(HEMA-GMA/DNA-Apt-2) kriyojel membranlarla adsorbe olan PC miktar
azalmigtir. 95 rpm akis hizinda PC miktari 75.14 mg/g bulunmustir. Bu deger 250
rom akis hizin da 58.49 mg/g degerine dusmektedir. Bu sonuglara gore akis
hizinin artmasi PC molekullerinin kriyojel membran ylzeyiyle olan baglanma
suresini azalttigi icin maksimum adsorpsiyon kapasitesinde dugsmeye neden
olmaktadir. Bu sonuglara gore, 95 rpm akis hizi optimum g¢alisma hizi olarak
secilmistir.

90 -
80 -

60 -
> 50 -

30 -
20 -

0 50 100 150 200 250 300
Akis hizi, rpm

Sekil 4.10. Akis hizinin adsorpsiyon kapasitesine etkisi. Calisma tamponu: pH
7.4; PC derigimi: 1.0 mg/mL; T: 25°C; Mkuru kriyojel: 19 mg.

4.4.3. Baslangi¢ Derisiminin Adsorpsiyona Etkisi

Aptamer temelli Poli(HEMA-GMA) kriyojel membranlar tg¢ farkli Aptamer orani
icermektedir. Bu oranlarin PC adsorpsiyon kapasitesine etkisini arastirmak her
bir kriyojel membran igin baglangi¢ derisimi ¢alismalari yapilmigtir. Sirasiyla 150,
100 ve 50 ppm DNA Aptamer immobilize edilen kriyojel memranlar 1 nolu, 2 nolu
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ve 3 nolu olarak kodlanmistir. Aptamer igermeyen Poli(HEMA-GMA) kriyojel
membran kontrol grubu olarak secilmistir. Protein C baslangi¢ derisim ¢ozeltileri
0 ile 4.0 mg/mL araliginda pH 7.4 tampon c¢oOzeltisi kullanilarak hazirlanmistir.
Sekil 4.11°de grafigi inceledigimizde Protein C adsorpsiyon kapasite verimi 2.0
mg/mL’ye kadar artmakta ve bir sire sonra 4.0 mg/mL’de sabitlendigi Sekil

4.10’da gorulmektedir.

100 -
90 - T T
L L
80 -
70 1 1 nolu
gGO .
£ —+4$ —o—2nolu
50
(e
40 —eo—3 nolu
30
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20
10
@ ®
0 T T T 1
0 1 2 C mg/mL 3 4 5

Sekil 4.11. Poli(HEMA-GMA/DNA-Apt) kriyojel membranlarin Protein C
adsorpsiyonuna baslangi¢ derisiminin etkisi; Calisma tamponu: pH 7.4, T: 25°C,

Mkuru kriyojel: 19 MQ.

1 numarall kriyojel membran incelendiginde, 1.0 mg/mL PC baslangi¢ derigim
cOzeltisi PC maksimum adsorpsiyon kapasitesi 72.92 mg/g, 2.0 mg/mL igin 89.02
ve 4.0 mg/mL igin 89.02 mg/g olarak hesaplanmistir. 2 ve 3 numarali Aptamer
temelli kriyojellerde maksimum adsorpsiyon kapasitesi sirasiyla 75.14 mg/g ve
52.94 mg/g olarak bulunmustur. Kontrol grup olarak secilen aptamersiz P(HEMA-
GMA) kriyojel membranlarinin adsorpsiyon kapasitesindeki dusuk verim gozle
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gorulmektedir. Diger parametreler 1 numara kodlu en yuksek Aptamer igeren
kriyojel membranlar Poli(HEMA-GMA/DNA-Apt-1 ile yurutulecektir.

4.4.4. Zamanin Adsorpsiyona Etkisi

Zaman gore adsropsiyon kapasitesinin degisimini gosteren grafik Sekil 4.12
verilmektedir. Poli(HEMA-GMA/DNA-Apt-1) kriyojelin Protein C adsorpsiyon
kapasitesinin ilk 60 dakika boyunca hizli bir sekilde arttigi gériilmektedir. ilk on
dakikada adsorpsiyon kapasitesi 16.64 mg/qg, ilk 45 dakikada 83.24 mg/g ve ilk
90 dakikada 86.02 mg/g’dir.

100 -

Q, mg/g

100 150 200
Zaman, dak

Sekil 4.12. Adsorpsiyon zamaninin PC adsorpsiyon kapasitesine etkisi. Calisma

tamponu: pH 7.4; PC derigimi: 1.5 mg/mL; T: 25°C; Mkuru kriyojel: 19 mg.

Bu sonuglara gore ilk 90 dakika icinde Protein C’nin kriyojel membran
matrisindeki etkilesebilecegi tim aktif bolgelere baglanmasi nedeniyle doygunluk
degerlerine ulagildigi soylenebilir. Beklendigi gibi, hareketli fazda (protein
cOzeltisi) Potein C derisimi dustuk¢e durgun fazda (kriyojel) artisa karsilik
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geldiginden, itici gu¢ azalir ve bu da adsorpsiyon kapasitesi hizinda azalisa

neden olur.

4.4.5. Sicakhgin Etkisi

Sicaklik  degigiminin  Poli(HEMA-GMA/DNA-Apt-1)  kriyojelin  Protein C
adsorpsiyonu degisimine etkisi 4°C - 37°C farkli sicaklik araliginda incelenmigtir.
Sicaklik 4°C'den 50°C'ye yukseldigi zaman Protein C adsorpsiyonu 4°C’de
adsorpsiyon kapasitesi 11.87 mg/g ve 50°C’de adsorpsiyon kapasitesi 5.54 mg/g
olarak hesaplanmigtir. Sekil 4.13'de goruldugu Uzere, Poli(HEMA-GMA/DNA-
Apt) kriyojelin Protein C adsorpsiyon kapasitesi sicaklik arttikga ve azaldikca
belirgin sekilde adsorpsiyon kapasitesi diismustiir. ideal calisma sicakligi en
yuksek adsorpsiyon kapasitesine ulasilan 25°C olarak bulunmustur. Bu sicaklikta
adsorpsiyon kapasitesi 1.5 mg/mL protein C i¢in 46.28 mg/g’dir.

60

50

40 -

30 -

Q, mg/g

10 -

0- 1

4°C 25°C 37°C 50°C
Sicaklik, °C

Sekil 4.13. Poli(HEMA-GMA/DNA-Apt-1) kriyojelin Protein C adsorpsiyonuna
sicakhgin etkisi. Calisma tamponu: 0.1 M pH: 7.4; APC derigimi: 1.5 mg/mL, mguru

mikrokriyojel- 19 mg.
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4.4.6. iyonik Siddetin Etkisi

Poli(HEMA-GMA/DNA-Apt-1) kriyojellerin Protein C adsorpsiyonuna iyonik
siddetin etkisi; 0.01 M ve 1.0 M farkh derigim araliginda NaCl ¢ozeltisi igeren 0.1
M pH 7.4 PBS tamponunda hazirlanan ¢ozeltilerle incelenmigtir. Proteinlerin
serbest enerjisi, iyonik siddet ortaminda artmaktadir ve bu ters serbest enerji,
¢ozucuyle etkilestikleri bolgelerin daha dugsuk olmasi nedeniyle adsorbent ile
etkilesen proteinler i¢in ¢ok daha dusuktur. Bu nedenle proteinlerin adsorbente
baglanmalari serbest olmalarindan termodinamik olarak daha kararlidir [121].
Ayrica hedef analitin ve polimerin apolar gruplari etrafindaki su molekullerinin
yonelimleri tuz iyonlari tarafindan bozulur ve bdylece apolar gruplarin tercihen
etkilesime girmesine izin verilmis olur [122]. Sekil 4.14'de iyonik siddet

degisiminin adsorpsiyon kapasitesine etkisi sonuglari verilmigtir.

Q, mg/g

30 -

20 -
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; I

0.5M 0.1 M 0.01M
iyonik Siddet Derigimi (M)

Sekil 4.14. Poli(HEMA-GMA/DNA-Apt-1) kriyojelin Protein C adsorpsiyonuna
iyonik siddetin etkisi. Calisma tamponu: 0.1 M pH: 7.4; T: 25°C; APC derigimi:
1.5 mg/mL, Mmooz 19.0 MQ.
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1.0 M NaCl igeren PC ¢Ozeltisi adsropsiyon kapasitesi 9.98 mg/g, 0.5 M NaCl igin
19.97 mg/g, 0.1 M NaCl c¢ozeltisi i¢cin 21.08 mg/g ve 0.01 M NaCl iceren PC
¢Ozeltisi icin 33.29 mg/g’dir. Tuz icermeyen ornek i¢in adsorpsiyon kapasitesi
72.92 mg/g’'dir.

4.5. Adsorpsiyon izoterm Sonuglari

Proteinlerin absorbentlerle etkilesimlerini incelemek igin adsorpsiyon izoterm
modellerini kullaniimigtir. Bunun i¢in Langmuir izoterm ve Freundlich izoterm

modelleri kullaniimigtir.

Langmuir modeli adsorpsiyon izoterm modeli es/benzer enerjilere sahip
baglanma bolgeleriyle etkilesime giren molekullerin yalnizca bir tanesine
baglandigi bir modeldir. Bu nedenle homojen bir dagilima sahip oldugu
varsayllmaktadir. Molekullerin diger bolgelerle olasi etkilesimleri buraya dahil
edilmemigtir. Esitlik 4.2°de verildigi gibi Langmuir yaklasimi kullanilir [123-125].

Ced/Q = 1/(Qmaks X b) + Ceq/Qrmaks (4.2)

Esitlik 4.2°de Ceq, ¢Ozeltideki PC’nin denge derigimidir (mg/mL), Q, adsorbe
edilen PC miktaridir (mg/g), Qmaks (mg/g) maksimum PC adsorpsiyon kapasitesini
temsil etmektedir ve Langmuir sabiti b (mL/mg) ile temsil edilmistir. Qmax degerine
Ced/Q-Ceq grafiginin egiminden Qmax degerine ve y-ekseni ile kesistigi noktadan
ulasilabilir [123].

Langmuir izoterm modeli gosteren grafik Sekil 4.15’de goOsterilmektedir, ayrica
grafik yardimiyla teorik olarak hesaplanabilen maksimum adsorpsiyon katsayisi
Qmaks degeri 91.74 mg/g ve Langmuir sabiti ise 1.46 mL/mg olarak bulunmustur.
Korelasyon katsayisi (R?) 0.9231'dir.

Esitlik 4.3'de Freundlich adsorpsiyon yaklasiminda kullanilan matematiksel ifade

verilmistir.
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Qeq = Kf Ceq" (4.3)

Esitlikte Ceq, c¢ozeltideki PC’nin denge derisimidir (mg/mL), Kr adsorpsiyon
kapasitesinin bir dl¢gtsudur; 1/n adsorpsiyon yogunlugunun gostergesidir ve Qeq
dengedeki absorban derigimidir (mg/g). Esitligin her iki tarafini da logaritmik

olarak duzenledigimizde Esitlik 4.4’de verilen sekli alir.

INQeq = INKs + 1/n INCeq (4.4)

Bu esitlige gore, Sekil 4.15'de verilen InCeq'nin INQeq’ye karsi grafigini belirliyoruz.
Bu dogrunun y eksenini kestigi noktadan dogrunun egimi ve 1/n degeri bulunarak
Kr degerine ulasilabilir.

Cizelge 4.3'de Langmuir ve Freundlich izoterm modeli sonuglari gosterilmektedir.
Degerlere bakildiginda korelasyon katsayilari bakimindan karsilastirdigimizda
bu calisma Sekil 4.15den de goriulecegi gibi Langmuir izoterm modeli
yaklagimina daha fazla uygun oldugu soylenebilir. Maksimum PC adsorpsiyon
degeri deneysel olarak elde edilen maksimum PC adsorpsiyon degerlerine daha

yakindir.

Hesaplanan sonuglara gore sistemin homojen, es enerjili ve tek tabakali oldugu
Poli(HEMA-GMA/DNA-Apt-1) kriyojel membran yuzeyi ile tim Protein C
molekullerinin baglandigi ve adsorplanan Protein C molekulleri arasinda bir

etkilesim olmadigl sonucuna varilabilir [123].
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Sekil 0.15. Poli(HEMA-GMA/DNA-Apt-1) kriyojel membranlari i¢in Langmuir

adsorpsiyon izoterm dogrusal grafigi.
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Sekil 4.16. Poli(HEMA-GMA/DNA-Apt-1) kriyojel membranlari icin Freundlich

adsorpsiyon izoterm dogrusal grafigi.
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Cizelge 4.3. Langmuir ve Freundlich izoterm modeli sabitleri.

Deneysel Langmuir Sabitleri Freundlich Sabitleri
Kriyojel
ex Q b Q
Membran 9 - R? F 0 R
mg/g mg/g mL/mg mg/g
Poli(HEMA-
GMA/DNA- 89.02 91.74 1.36 0.9231 49.40 1.52 0.8877
Apt-1)
120 -
100 -
O)
e —
E 80
- 1
&
o L
= 60 —e—Deneysel
c
o
g' 40 Langmuir
[7)
©
< 20 —eo—Freundlich

0 1 2 3 4 5
PC denge derigimi, mg/mL

Sekil 4.17. Deneysel verilerin izotermler ile karsilastiriimasi.

4.6. Adsorpsiyon Kinetigi Sonuglari

Adsorpsiyon kinetik modelleri hesaplanmasi kimyasal reaksiyonlar ile kutle
transferi gibi degerlerin birinci ve ikinci dereceden olmak Uzere iki farkl sekilde
adsropsiyon c¢aligmalari igin belirlenmesinde onemli bir dlgumddr. Bu amagla
pseudo (yalanci) birinci ve ikinci derece modeller yararlaniimistir. Lagergren’in
birinci dereceden hiz denklemi herhangi bir ¢ozeltide ¢ozunen maddeler igin
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adsorpsiyonun incelenmesinde kullanilan en uygun yaklagimdir. Egitlik 4.5’de bu

yaklasimin matematiksel modeli verilmistir.

qv/di=Kk1 (Qeq'Qt) (45)

Esitlikteki Qeq-qt degerleri, dengede ve bir t zamaninda mg/g cinsinden adsorbe
edilen madde miktarini ve k1 degeri ise 1/dk-da (gt = 0, t = 0’da) yalanci birinci
dereceden adsorpsiyon hiz sabitini gostermektedir.

t=0aninda q:= 0 ve t =t zamaninda gt = qt limit degerleri altinda integral alinarak
ve esitligk logaritmik olarak yeniden duzenlenerek agsagidaki denklem elde edilir.

IN(Qeq-qt)= IN(Qeq) - (k1t)/2.303 (4.6)

Esitlik 4.6’'nin t - In(Qeq-qt) grafigine baktigimizda egim bize k1/2.303 miktarini
verir, y eksenini kestigi yerde InQeq miktarina ulasilir. Denklem 4.6’nin grafigi
Sekil 4.18’de verilmektedir.

Yalanci ikinci dereceden denklem su sekilde ifade edilir:

dCIt/dt = k2 (Qeq'qt)2 (47)

Esitlikte verilen k2 dederi g.mg'.min"! cinsinden hiz sabitini verir. Benzer sekilde
t = 0 zamaninda gt = 0 ve t = t aninda qt = qt limit degerleri uygulanir ve esgitlik
yeniden duzenlenirse asagidaki sekle ulasilabilir.

(tar)= (1/k2Qeq?) + (1/Qeq)t (4.8)
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t - t/qt grafigine bakarsak y eksenini kestigi noktadaki deger 1/k2Qeq? degerini,
edim degeri ise 1/Qeq miktarini verecektir. Egitlik 4.8’in grafigi Sekil 4.19'da
verilmigtir [123].

Cizelge 4.4'de yalanci birinci ve ikinci derece kinetiklerden elde edilen tum

degerler sunulmustur.
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Sekil 4.18. Poli(HEMA-GMA/DNA-Apt-1) kriyojel membranlarin birinci dereceden
kinetigi.
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Sekil 4.19. Poli(HEMA-GMA/DNA-Apt-1) kriyojel membranlarin ikinci dereceden
kinetigi.

Cizelge 4.4. DNA-Aptamer temelli kriyojel membranlar igin yalanci birinci
dereceden ve yalanci ikinci dereceden kinetik denge sabitleri sonuglarn (PC
derigimi: 4.0 mg/mL).

Deneysel 1. Derece Kinetik 2. Derece Kinetik
Kriyojel
Membran Qe k1 Qe k2 Qe

R? R?

mg/g (1/dk) mg/g g/mg.dk mg/g
Poli(HEMA-
GMA/DNA- 89.02 3.59x102 5.31 0.8901 1.29x10° 93.45 0.9914
Apt-1)

Cizelge 4.3'de gosterilen hesaplanan degerler goz 6nune alindiginda, sistemimiz
igin ikinci dereceden kinetik yaklagsimin elde edilen deneysel veriler ile uyumlu
oldugu gorulmektedir. Dolayisiyla protein adsorpsiyonunun kimyasal olarak
kontrol edildiginin bir gostergesidir.
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4.7. Segicilik Caligmalari

Molekuler tanima segiciligi, DNA-spesifik aptamer temelli malzemelerin en dnemli
parametrelerinden biridir. Spesifik molekuler tanima, aptamerlerin en temel
karakteristik 6zelliginden biridir. Poli(HEMA-GMA/DNA-Apt-1) kriyojelin Protein C
baglanmasina yonelik seciciligi, pH 7.4 PBS tamponunda yarismaci protein
ajanlar olarak HSA, 1gG ve LYZ kullanilarak incelenmigtir. Yarigmacilarin ayri
ayri uygulandigi galismada ¢ozeltilerin derigimleri UV spektrofotometrede 280 nm
dalga boyunda olgulmustar. BSA, IgG ve LYZ boyutlar ve yuk 6zelliklerinden
dolay! yarismaci ajanlar olarak secilmistir. IgG’nin molekul agriligi 150.0 kDa,
HSA’nin molekudl agirhgr 67.0 kDa'dur. Protein C 62.0 kDa ve LYZ 14.0 kDa
molekul agirligina sahiptir. Aptamer temelli kriyojeller icin adsorpsiyon kapasitesi
degerleri kargilastirildiginda, Aptamer temelli kriyojelin hedef protein molekulu
icin daha yuksek adsorpsiyon kapasitesi gosterirken yarigmaci proteinler igin
daha dusuk olarak bulunmustur.
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Sekil 4.20. Poli(HEMA-GMA/DNA-Apt-1) kriyojelin kalip (Protein C) ve yarigmaci
(BSA ve LYZ) proteinleri adsorpsiyonu. Calisma tamponu: pH 7.4, T: 37°C,

protein derisimleri: 1.5 mg/mL, Mkuru kriyojel: 19 Mg.
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4.8. Yapay Plazmadan Protein C Saflastirma Galismalari ve SDS-PAGE ile

Goriintiileme

PoliHEMA-GMA/DNA-Apt-1) kriyojel ile yapay plazmadan saflastiriimis olan
Protein C'nin molekdl agirligi ve safligi SDS-PAGE ile analiz edildi Sekil 4.21'de
desorpsion sonrasi elde edilen bantta Protein C’nin yogun bandi agikca
gorulmektedir. Ancak bu banda ek olarak, daha dusuk molekuler agirliklardaki
tipik bant seklinden de gdérulecegi gibi albimin banti da goérilebilir. BSA ve LYZ

proteinlerinin plazma derigimleri arasindaki ylksek fark bu durumua neden

olmaktadir.

Sekil 4.21. Poli(HEMA-GMA/DNA-Apt-1) kriyojel yapay plazmanin SDS-PAGE
analizii. Sira 1. Standart Protein C solisyonu, Sira 1. Protein C
saflastirlmasindan 6énce plazma, Sira 2. Protein C saflastinimasindan sonra

plazma, Sira 3. desorpsiyon numunesi. Sira 4. Biobelirte¢ (Fermentas).
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4.9. Tekrar Kullanilabilirlik Calismasi

Genel olarak, kriyojellerin yeniden kullanilabilirlik etkinliginin artirilmasi bu
malzemelerin hem laboratuvar ¢alismalari hem de ticari uygulamalari igin daha
uygun hale getiriimesinde ¢ok 6nemli bir adimdir. Poli(HEMA-GMA/DNA-Apt-1)
kriyojel membranlar ile %96.11 oraninda yuksek desorpsiyon degeri elde
edilmistir ve tekrarli on adsorpsiyon- desorpsiyon dongusu ardindan kriyojel
membranlar ile baglama kapasitesinin yaklasik %96.11'unu korumustur. Dahasi,
Poli(HEMA) temelli kriyojeller uygun maliyetli destek malzemelerdir. Bu avantajlar
sayesinde Aptamer bazli kriyojel membranlar PC igin immunoafiniteye alternatif
bir materyal olarak kullanilabilir. Aptamer temelli kriyojel membranlarin tekrar
kullanilabilirligi Sekil 4.22°de verilmigtir.
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Sekil 4.22. PoliHEMA-GMA/DNA-Apt-1) kriyojelin tekrar kullanilabilirligi. Aktive
Protein C derisimi: 1.5 mg/mL; Adsorpsiyon pH: 7.4; Desorpsiyon ajani: 0.1 M
NaCl; T: 25°C.

4.10. Literatur Karsilastirmasi

Protein C saflastirilmasi i¢in yapilmis c¢alismalarin bir 6zeti Cizelge 4.5°de

sunulmaktadir. Burada verilen galigmalari inceledigimiz de literatire aptamer
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temelli kriyojel membranlar ile hazirladigimiz tez galismamizin yeni bir galisma
oldugunu gormekteyiz. Binnaz ve ark. PC saflastirilmasi igin molekuler
baskilanmis monolitik kolon sentezlemiglerdir. 0.5 mg/mL ve 3.0 mg/mL derigim
araliginda PC adsorpsiyonu incelenmis ve maksimum adsorpsiyon kapasitesi
30.4 mg/g olarak bulunmustur [126]. Bir diger g¢alisma da Cimen ve ark.
immobilize metal afinite  kromatografisi teknigini kullanarak manyetik
nanopartikuller sentezlemisler. Bu ¢alismada ug farkli metal iyonu kullanilmig ve
PC adsorpsiyon kapasitesine etkisi incelenmigtir. PC igin derisim arahgi 0.1
mg/mL ve 2.0 mg/mL secilmigtir. PC maksimum adsropsiyon kapasitesi farkl
metal immobilize Ni(ll), C(Il) ve Z(Il) nanopartikuller icin sirasiyla 589.22 mg/g,
436.33 mg/g ve 388.15 mg/g bulunmustur [127]. Orther ve ark. PC
saflastiriimasi igin immunoafinite kolon performansini degerlendirmislerdir. PC
karg! spesifik monokolnal antibadiler kullaniimigtir. Adsorpsiyon kapasitesi 15.0

pMg/mL olarak rapor edilmigtir [128].

Cizelge 4.5. Protein C saflagtinimasi igin yapilan c¢aligsmalarin literatar
kargilastiriimasi gizelgesi.
Deri§im Adsorpsiyon
Malzeme Yontem aralgi kapasitesi Kaynaklar
mg/mL mg/g
Kriyojel Molekuler
monolitik kolon  baskilama teknigi 0.5-3.0 304 [126]
Manvetik immobilize metal 589.22 Ni(ll)
y - selat afinite 0.1-2.0 436.33 Cu(ll)  [127]
nanopartikuller K ¢ fisi
romatografisi 388.15 Zn(ll)
immunoafinite
Gel kolonu 0.25 0.015 [128]
Kriyogel Spesifik QNA 0.1-4.0 8902 Bu tez
membranlar Aptamer ligand calismasi
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5. YORUM

Gergeklestirilen ylksek lisans tez galigmasi kapsaminda, Aktive Protein C
saflagtirimasi igin APC spesifik DNA aptameri immobilize edilmis
PHEMA-GMA kriyojel membranlar sentezlenmigtir.

PHEMA, PHEMA-GMA ve Poli(HEMA-GMA/DNA-Apt)  kriyojel
mebranlarin yapisi FTIR, ylzey alani dlgumleri ve SEM yontemleri ile
karakterize edilerek PHEMA, PHEMA-GMA kriyojel membranlarin

basariyla sentezlendigi sonucuna variimigtir.

Yuzey alani BET yontemi ile hesaplanarak sirasiyla Poli(HEMA-GMA)
kriyojellerin ylzey alani 6.45 m?/g, Poli(HEMA-GMA/DNA-Apt) ise 9.87

m?/g oldugu bulunmustur.

FTIR ile elde edilen fark spektrumlari incelenmistir. 1258 ile 1143 cm-"'deki
pikler C-O gerilme titresimlerini gostermektedir. FTIR sonuglari PHEMA
kriyojellerin sentezlendigini gostermektedir.

Taramali elektron mikroskop (SEM) incelemelerinde, kriyojellerin
makrogozenekli yapilara sahip oldugu gorulmektedir. Bu makrogozenekli
yapilar dusuk akis direnci saglarken sahip olduklari kararli yapilar

sayesinde tekrar tekrar kullanim saglamaktadir.

Adsorpsiyon kapasitesi degisimine pH etkisi incelenmigtir. APC
adsorpsiyonuna etkisi arastirilmig, maksimum APC adsorpsiyon
kapasitesi pH 7.4 fosfat tamponunda elde edilmigtir. pH 7.4 fosfat tamponu
APC adsorpsiyon c¢alisma ortami olarak secilmistir. Tez g¢alismasi
kapsaminda yapilan adsorpsiyon islemlerinin tamami pH 7.4 PBS
tamponu kullanilarak gercgeklestiriimigtir. PC desorpsiyon ajani olarak 1.0
M NaCl ¢ozeltisi kullaniimigtir.
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APC 0Ol¢gim analizleri UV-spektrofotometre kullanilarak 280 nm dalga
boyunda gercgeklestirilmigtir.

Akis hizinin adsorpsiyon kapasitesine etkisi 95 rpm ve 250 rpm hizlari
arasinda incelenmistir. 95 rpom hizda adsorpsiyon kapasitesi 75.14 mg/g
250 rpm hizda adsorpsiyon kapasitesi 58.49 mg/g olarak bulunmustur.
Akis hizinin artmasi adsorpsiyon kapasitesini dusurmuastur. Bunun nedeni
ise su sekilde aciklanabilir; Protein C molekullerinin aptamer temelli
kriyojel membran ile etkilesim suresi ve olasiigi azalacagindan

adsorpsiyon kapasitesinde bir dugus gozlenir.

DNA Aptamer immobilize kriyojel membranlar ile APC baglanma
kapasitesini belirlemek amaciyla adsorpsiyon calismalari
gerceklestiriimigtir. Baglanan APC miktarinin  ¢ozeltideki protein
derigiminin dogrusal bir sekilde artmasiyla doygunluk egrisinin egiminde
artis oldugu gorulmastur. Belli bir derisim (1.0 mg/ml) sonrasinda
adsorpsiyon kapasitesinde kararlilik gozlenmigtir. Maksimum APC
adsorpsiyonu sirasiyla 89.02 mg/g polimer olarak bulunmustur. Elde
edilen veriler ile PoliHEMA-GMA/DNA-Apt) kriyojel membraninin yuzey
alaninin ve adsorpsiyon kapasitesinin arttigini gézlenmistir.

Zamanin adsorpsiyon kapasitesi etkisi analizi incelendiginde, APC
adsorpsiyonun hizli bir sekilde ilerledigi yaklasik 90 dakika iginde optimum
doygunluk seviyesine ulastigi gorulmustur. Bu dakikada APC igin 89.02
mg/g kriyojel polimer degerlerine ulasildigi rapor edilmigtir.

Deneysel verilere gore Aptamer immobilize PHEMA-GMA kriyojel
membranlari i¢in maksimum adsorpsiyon kapasitesi 89.02 mg/g'dir.
Langmuir adsorpsiyon izotermi ile hesaplanan maksimum adsorpsiyon
kapasitesi 91.74 mg/g ve Freundlich adsorpsiyon izotermi igin 49.40
mg/g“dir. Sonuglar degerlendirildiginde sentezlenen kriyojel membran
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malzemesinin Langmuir izotermine daha uygun oldugu gorulmus ve Aktive
PC adsorpsiyonunun tek tabakali (mono-layer) adsorpsiyon sistemi
oldugu tespit edilmistir.

Adsorpsiyon kinetigini analiz edilebilmek igin deneysel verilere yalanci-
birinci derece ve yalanci-ikinci derece kinetik modelleri uygulandi.
Deneysel ve kinetik hesaplamalardan elde edilen Qe degerlerinin birbirine
yakin oldugu bulunmustur. Aptamer immobilize adsorban sisteminin,
maksimum adsorpsiyon kapasitesi 93.45 mg/g olan yalanci ikinci derece
kinetik model igin uygun oldugu gosterilmigtir. Sonuglar, APC’nin
Poli(HEMA-GMA/DNA-Apt-1) kriyojel membranlari ile adsorpsiyonunun
kimyasal kontrollu gergeklestigini gostermistir.

Poli(HEMA-GMA/DNA-Apt-1) kriyojel membranin APC adsorpsiyonuna
sicaklik degisiminin etkisi 4°C-40°C arasinda denenmigtir. En yUksek
adsorpsiyon degeri 25°C’de goOzlemlenmigtir ve kriyojelin denge
adsorpsiyonu sicakhgin bu sicakliktan itibaren artmasi ve azalmasi ile
azalma gostermistir. Bu sonu¢ Aptamer temelli polimerinin oda

sicakliginda etkin bir sekilde kullanilabilecegini gostermigtir.

Tuz derigimi ile iyonik etkileri belirlemek amaciyla farkli derisimde NaCl
iceren ¢ozeltiler ile gergeklestirilen adsorpsiyon ¢alismalari sonucunda tuz
derigimi arttikga adsorpsiyon kapasitesinin azaldig1 goralmustar. Ortamda
tuz olmadiginda adsorpsiyon kapasitesi 72.92 mg/g'dir. 1.0 M NacCl
derigsiminde adsorpsiyon kapasitesi 9.98 mg/g bulunmustur. Bu azalmanin
nedeni artan tuz derigimi Protein C ile Aptamer etkilesiminin zayiflamasina
sebep olmustur.

Spesifik DNA Aptameri immobilize edilen kriyojel membranlarin Aktive
PC’ye kargli secici oldugunu ispatlamak igin farkli proteinler ile
kargilastiriimali adsorpsiyon galismalar yuratulmustir. Bu amag igin BSA,
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LYZ ve IgG proteinleri kullaniimigtir. Adsorpsiyon kapasitesi BSA, LYZ ve
IgG igin sirasiyla 2.98 mg/g, 5.96 mg/g ve 116.87 mg/g olarak
bulunmustur. Sonugclar degerlendirildiginde Aptamer temelli kriyojel
memebranin 72.92 mg/g adsorpsiyon kapasitesi ile PC’ye karsi ylksek

adsorpsiyon kapasitesine sahip oldugu gorulmektedir.

Tekrar kullanilabilirik c¢alismalari 10 defa ardarda adsorpsiyon-
desorpsiyon ¢aligsmasi ile ayni kriyojel membranlar kullanilarak
gerceklestiriimigtir. APC desorpsiyonun yuksek oranda (%96.11) olmasi
Poli(HEMA-GMA/DNA-Apt-1) kriyojel memranlarin adsorpsiyon
kapasitesinde o©Onemli oOlgude dusis olmaksizin kullanilabilirligini
gostermigtir.

Son olarak Protein C saflastirnimasi SDS-PAGE kullanilarak kontrol
edilmistir. Yapay plazmada yapilan c¢alismalar sonucunda Protein C
saflastiriimasi basariyla gergeklestirilmigtir.

Yuksek Lisans tez calismalari boyunca spesifik APC-DNA aptameri
immobilize kriyojel membranlar hazirlanmis ve aktive protein C
saflastirimasinda  kullanilmigtir.  Deneysel sonuglara bakildiginda
hazirlanan kriyojel membranlarin, yapay plazma APC segici olarak etkin

bir sekilde saflastiriimasi isleminde kullanilacagini gosterilmistir.
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