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OZET

Interferonlar, l6kositler, lenfoblastoid ve miyeloblastoid hiicre hatlar
tarafindan {iretilen biyolojik aktif proteinlerdir. Ozellikle bobrek kanseri, malignant
melanom, multiple myeloma, karsinoid tiimor, lenfoma ve 16seminin bazi tiplerini
iceren hastalilarin tedavisinde kullanilmaktadir. Rekombinant interferon-o ayni
zamanda AIDS, kronik hepatit B ve C tedavisinde de kullanilir. Kriyojeller, kismen
donmus monomer veya polimer ¢dzeltileri kullanilarak hazirlanan jel matrisleridir.
Genel olarak kriyojeller birbirine bagli makrogdzeneklere sahiptir. Bu o6zellikleri
kriyojellerin nano-mikro 6lgek araliginda herhangi bir difiizyon sorunu olmaksizin

kullanimina olanak saglamaktadir.

Sunulan ¢alismada, interferon-a saflastirilmast amaci ile boya bagli monolitik
kriyojel formunda biyoafinite kromatografi adsorbentleri hazirlanmistir. ilk
asamasinda; poli(2-hidroksietil metakrilat) kriyojeller hazirlanmistir. Daha sonra,
boya ligand Cibacron Blue F3GA immobilizasyonu gerceklestirilmistir. Kriyojeller,
sisme testi, SEM, elementel analiz, yilizey alan1 dlgtimleri ve FTIR ile karakterize
edilmistir. Daha sonra, sulu c¢ozeltiden ve dogal interferon kaynagindan (insan
gingival fibroblast) interferon adsorpsiyonu incelenmistir. Optimum adsorpsiyon
kosullariin belirlenmesi i¢in pH, derisim, etkilesim siiresi, iyonik siddetin etkileri
incelenmigstir. Cibacron Blue F3GA takili poli(HEMA) kriyojellerin maksimum
adsorpsiyon kapasitesi 38.2 mg/g (pH 6.0 ve 2 saat) olarak bulunmustur. Dogal
kaynaktan interferon saflastirilmasi hizli protein sivi kromatografisi sisteminde
gerceklestirilmistir. Kromatografi parametreleri (kapasite ve ayirma faktorii, ayirim
gicii ve teorik plaka sayis1) 7.79, 9.62, 4.23 ve 554 olarak bulunmustur.
Kriyojellerden interferon desorpsiyonu, 1M NaCl kullanilarak gergeklestirilmistir.
Tekrarlanan 10 adsorpsiyon-desorpsiyon dongiisii  sonucunda  kriyojellerin
adsorpsiyon kapasitesinde dnemli bir azalma olmadig1 belirlenmistir. Sonug¢ olarak;
Cibacron Blue F3GA takili poliHEMA) kriyojellerin interferonun hizl, ucuz ve
spesifik saflastirilmasi i¢in uygun kullanim potansiyeline sahiptir.

Anahtar Kelimeler: Cibacron Blue F3GA, poli(HEMA), kriyojel, interferon,

saflastirma.
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ABSTRACT

Interferons are biological active proteins which are synthesized by
leukocytes, lenfoblastoid and myeloblastoid cell lines. Especially, they have been
used in treatments of kidney cancer, malignant melonoma, multiple myeloma,
carsinoid, lymphoma and leukemia. In addition, they are also used in treatment
AIDS, chronic hepatitis B and C. Cryogels are gel matrix which are prepared by
using partially frozen monomer and polymer solutions. Generally, cryogels have
interconnected macropores. Therefore, cryogels can be used in wide scale range from
nano to micro without any diffusion problem.

In present study, dye attached monolithic cryogels, potential adsorbent for
bioaffinity chromatography, were prepared for interferon-o purification, then,
optimal purification conditions and interferon purification performance of the
adsorbent were investigated. At first, poly(2-hydroxyethyl methacrylate) cryogels
were prepared. Then, Cibacron Blue F3GA, dye ligand, was attached onto cryogels.
Cryogels were characterized by swelling test, scanning electron microscopy,
elemental analysis, surface area measurements and FTIR. After that, interferon
adsorption studies were carried out from aqueous solutions and natural interferon
source, human gingival fibroblast. In order to determine the optimal adsorption
conditions, pH, concentration, interaction time, and ionic strength were investigated.
The maximum adsorption capacity of Cibacron Blue F3GA attached poly(HEMA)
cryogels was obtained as 38.2 mg/g at pH 6.0 and 2 h incubation. Interferon
purification from natural source was carried out by using fast protein liquid
chromatography system. The chromatography parameters, capacity and selectiviy
factors, resolution and theoritical plate number were found as 7.79, 9.62, 4.23 and
554, respectively. Interferon desorption from Cibacron Blue F3GA attached
poly(HEMA) cryogels was done by using 1M NaCl solution. After ten times
repeated adsorption-desorption cycles, no significant decrease could not be
determined in adsorption capacity of cryogel. In result, Cibacron Blue F3GA
attached poly(HEMA) cryogels have an application potential for rapid, cheap and
specific purification of interferon.

Keywords: Cibacron Blue F3GA, poly (HEMA), cryogel, interferon, purification.
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1. GIRIS

Biyoafinite kromatografisi biyomolekiillerin ayrilmasi, arindirilmast ve
tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Bu yontem, spesifik
molekiiler tanimlama veya biyotanimlama temeline dayanmaktadir. Yontemde
spesifik molekiiler tanimlama yeteneginde olan molekiil (ligand), genellikle
membran veya kiire formunda bir polimerik malzeme olan uygun ¢6ziinmeyen bir
destege immobilize edilir. Oligoniikleotidler, oligopeptidler, niikleik asitler,
aminoasitler, antijenler, hormonlar, enzimler gibi proteinleri kapsayan
biyofonksiyonel molekiiller, yeni biyosorbentlerin tasariminda ligand olarak
kullanilabilmektedir. Bu ligandlar olduk¢a yiiksek secicilige sahiptirler. Bununla
beraber tdretimleri yiiksek maliyetli ve/veya genis arindirma basamaklarindan
olugsmaktadir. Buna bagl olarak oldukg¢a pahalidirlar. Biyospesifik sorbent hazirlama
isleminde, biyomolekiilleri biyolojik aktivitelerini koruyarak destek matriksine
immobilize etmek zordur. Ayrica bu molekiillerin kullanimi ve depolanmasi

esnasinda genis tedbirlerin alinmasi gereklidir.

Boya ligandlar, yukarida dezavantajlar1 sayilan biyoligandlarin dogal
biyolojik esdegerlerinin 6nemli alternatiflerinden biri olarak diisiiniilmektedir. Boya
ligandlari, proteinlerin birgok tiiriine spesifik olarak baglanabilmektedir. Bunlar ticari
olarak elde edilebilir ve ucuzdurlar. Ozellikle hidroksil grubu iceren matrikslere
kolayca immobilize olabilirler. Boyalarin ¢ogu sentetik olarak iretilir. Ancak,
biyomolekiilleri, kofaktorleri ya da substratlari taklit etmekte; enzimlerin ve gogu
proteinlerin aktif kisimlariyla spesifik etkilesime girebildikleri i¢cin hala afinite

ligandlar1 olarak siiflandirilirlar.

Kriyojeller, kismen donmus monomer veya polimer ¢ozeltileri kullanilarak
hazirlanan  jel matriksleridir. Genel olarak kriyojeller Dbirbirine bagh
makrogozeneklere (veya siipermakrogdzeneklere) sahiptir. Bu  ozellikleri
kriyojellerin nano-mikro 6lgek araliginda herhangi bir difiizyon sorunu olmaksizin
kullanimina olanak saglamaktir. Kriyojellerin osmotik, kimyasal ve mekanik
kararliginin yaninda essiz yapisal 6zellikleri sayesinde, biyolojik nanopartikiillerin

(plasmidler, viriisler, hiicre organelleri) ve hatta tam hiicrelerin (E. coli)



kromatografik  ayrilmasinda  kullanilmasi  miimkiindiir. ~ Polimerik jeller,
biyoteknolojide kromatografik malzeme, molekiil ve hiicrelerin immolibilizasyonu

igin tastyici, kati kiiltiir ortami ve elektroforez i¢in matriks olarak kullanilmaktadir.

Interferonlar, tim memeli tiirlerinin somatik hiicrelerince sentezlenip
salgilanan biyolojik aktif proteinlerdir. Interferon proteinleri, antijenik ve yapisal
farkliliklar1 temel aliarak alfa (a), beta (B) ve gamma (y) olarak smiflandirilir. Insan
interferon-a (INF-a), antiviral, antiproliferatif ve immiin-diizenleyici aktiviteli hiicre
dis1 sinyal proteinlerinin bir ailesini kapsar. Bu proteinler, viriis ya da baska bir
yabanci madde tarafindan uyarilmasi sonucu l6kositler, lenfoblastoid ve
miyeloblastoid hiicre hatlar tarafindan tiretilir. Baz1 kanser tiplerine kars1 toropatik
etkisi bu proteine ilgiyi son yillarda artirmistir. Ozellikle bobrek kanseri, malignant
melanom, multipl miyeloma, karsinoid tiiméor, lenfoma ve 16seminin bazi tiplerini
iceren hastalilarin tedavisinde kullanilmaktadir. Rekombinant IFN-o ayn1 zamanda
AIDS'le ilgili hastaliklardan Kaposis Sarcoma (KS) ve kronik hepatit B ve C
tedavisinde de kullanilir. Interferonlar yillarca cesitli kaynaklardan, metal-selat,
coktiirme, katyon-degistirme, anyon-degistirme, jel filtrasyonu, hidrofobik ve
imminoafinite kromatografiyi igeren gesitli yontemler ile saflastirilmis ve homojen
protein eldesine imkan veren bazi yontemler sunulmustur. Etkin ayirma ve
saflastirma teknikleri tibbi saflikta iirlinlerin elde edilmesi i¢in gereklidir. Tibbi
teshis ve tedavi amaciyla kullanilan iiriinlerin istenilen saflik derecesi % 99.99°dur
ve bu amagla iiretilen proteinlerin hazirlanmasinda toplam maliyetin 6nemli bir
kismini saflagtirma iglemleri olusturur. Tibbi amagla kullanilacak protein i¢in islem

siiresinin ve maliyetinin azaltilmasi1 6nemlidir.

Bu c¢aligmada rekombinant insan interferon-a i¢in Cibacron Blue F3GA baglh
poli(HEMA) temelli kriyojellerin hazirlanmasi ve hazirlanan adsorbentin interferon
saflastirilmasinda kullanim potansiyeli incelenmistir. Bir boya ligandi olan Cibacron
Blue F3GA poli(HEMA) temelli kriyojellere kovalent olarak baglanmis ve
rekombinant insan interferon-alfanin  adsorpsiyon-desorpsiyon davranislar

incelenmistir. Poli(HEMA) temelli kriyojellerin performansima olan etkilerinin



arastirtlmasi i¢in adsorpsiyon sartlari (rekombinant interferon alfa derisimi, ortam

pH’s1, iyonik gii¢ ve sicaklik) gibi sistem parametreleri degistirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Afinite Kromatografisi

Biyoafinite kromatografisi biyolojik olarak aktif maddelerin eslenik bilesenlerini
cok secici ve tersinir olarak baglama yeteneklerine dayali bir c¢esit adsorpsiyon
kromatografisidir. Bu maddeler genellikle ligand, afinite ligandi veya afinant olarak
adlandirilir. Enzimlerin, inhibit6rleri, substratlari, kofaktorleri veya efektorleri ile aktif
veya diizenleyici bolgeleri ile yaptigi kompleksler; antikorlarin, antijen veya haptenlerle
yaptigi kompleksler; lektinlerin, karbonhidratlar ile yaptigi1 kompleksler; niikleik asitlerin
niikleotidlerle yaptigi kompleksler; hormon ve toksinlerin; reseptorlerle olusturdugu
kompleksler; tastyici proteinlerin, vitaminler ve sekerlerle yaptigi kompleksler biyoafinite

kromatografisine 6rnek olarak gosterilebilir.
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Sekil 2.1. Biyoafinite kromatografisinin sematik gdsterimi.



Ligandin kovalent olarak baglandigi kat1 destek, kromatografik kolonda sabit faz
olarak kullanilir. Biyoafinite kromatografisinin sematik gosterimi Sekil 2.1°de verilmistir.
Ayrilacak olan biyomolekiilii igeren ham karisim kolondan gegirilir, belirlenen deneysel
kosullarda immobilize olan afinite ligand1 ile etkilesime girecek uygun gruplar
bulunmayan molekiiller kolondan alikonmadan c¢ikarken, afinitesi olanlar, kolonda
adsorplanirlar. Daha sonra adsorplanan biyomolekiil ortam kosullar1 degistirilerek (pH,
iyonik siddet, sicaklik degisimi veya iire, guanidin gibi ayristirici ajanlar ile) veya ligandin
cozeltisi kullanilarak kolondan ayrilirlar. Ligand ile saflastirilan biyomolekiil arasinda
kompleks olusumu iyonik etkilesim, hidrofobik kuvvetler, London dispersiyon kuvveti,
dipol-dipol etkilesimi veya yiik-transfer etkilesimleri gibi genel molekiiler kuvvetler ile
gergeklesir. Bu kuvvetlerden birkaginin ayn1 zamanda gerceklesmesi biyospesifik bagin

segiciligi ve etkinligini olusturan en temel etmendir (1,2).

Afinite kromatografisi, enzim ve antikor gibi biiyilk molekiillerin
saflastirilmasinda  veya kiiglik molekiillerin  aragtirllmadan 6nce  seg¢ilip
¢ikarilmasinda kullanilir. Ayrica hiicre ayirma islemi de afinite kromatografisi
kullanilarak gergeklestirilebilir. Tablo 2.1°de afinite kromatografisinin en ¢ok
kullanildig1 biyolojik sistemler gosterilmistir (3).

Tablo 2.1. Afinite kromatografisinde en ¢ok kullanilan biyolojik sistemler.

Saflastirllacak madde Ligand

Enzim Substrat, inhibitor, kofaktor
Antikor Antijen, viriis, hiicre
Lektin Polisakkaritler, glikoproteinler, hiicre

yiizey reseptorleri, hiicre

Niikleik asit Komplementer baz dizisi, niikleik asit
polimeraz, baglayici protein

Hormon Reseptor protein

Vitamin Tastyici protein

Hiicre Hiicre yiizeyi spesifik protein, lektin




2.1.1. Afinite Kromatografi Tiirleri

Orijinal ““afinite kromatografisi” terimi, farkli spesifik etkilesim ve islemlerinin
cesitlerini igeren genis bir anlama sahiptir. Afinite uygulamalarinin bu genis
kapsamin ¢ogu kendi sahip oldugu isimlendirme teknikleri ile tanimlandig1 birgok alt
dallarin gelismesini saglamistir. Bu alt dallardan bazilar1 Tablo 2.2°de verilmistir.
Tabloda goriilen bu alt dallardan bazilar1 yararli teknikler olarak kabul

gormektedirler (4).

Tablo 2.2. Afinite kromatografisinin alt dallari.
[ Hidrofobik Kromatografi

Immiinoafinite Kromatografisi
Kovalent Afinite Kromatografisi
Metal Selat Afinite Kromatografisi
Molekiiler Baskilanmis Polimerler
Membran Afinite Kromatografisi
Afinite Kuyruk Kromatografisi
Lektin Afinite Kromatografisi

Boya-Ligand Afinite Kromatografisi

Reseptor Afinite Kromatografisi
Zay1f Afinite Kromatografisi
Perflizyon Afinite Kromatografisi
Tiyofilik Afinite Kromatografisi

Yiiksek Performans Afinite Kromatografisi

Afinite Kromatografisi

Afinite Yogunluk Kromatografisi
Kiitliphane Tiirevli Afinite Kromatografisi
Afinite Coktiirme

Afinite Kapiler Elektroforez

Afinite Elektroforez

\ Santrifiij Afinite Kromatografisi

Afinite itme Kromatografisi



2.1.2. Afinite Kromatografisi Uygulama Alanlari

Biyoafinite kromatografisinin baslica amaci biyomolekiillerin saflastirilmasi ve
ayristirilmasidir. Son yillarda biyoafinite kromatografisi sadece proteinlerin degil,
aynt zamanda niikleik asitler ve hiicrelerin de ayrilmasinda basarili bir sekilde

uygulanmistir.

Protein saflastirilmasi afinite kromatografisinin ana amacidir. Bu teknigin
gelistirilmesi (matriks se¢imi, yontem gelistirilmesi) gercekte protein saflagtirmanin
bir fonksiyonu olarak yapilmistir. Bu alanda, proteinlerin saflagtirilmasi ya gercek
afinite ya da yalanci spesifik afinite kromatografisi ile yapilir. ilk durumda ligand,
bir substrat, kofaktdr, veya antikor olabilir. Ikinci durumda ligand, basit (aromatik,
hidrofobik vb.) ya da kompleks etkilesimde bulunan sentetik ya da dogal bir
molekiildiir. Orek olarak albiimin, dehidrojenazlar, kinaz gibi pek ¢ok proteine

afinite gosteren Cibacron Blue F3GA verilebilir.

2.1.3. Destek (Matriks)

Matriks, biyospesifik ligandin iizerine kovalent olarak baglandigi malzemedir.
Matriks se¢iminde dikkat edilmesi gereken ilk husus matriksin fiziksel ve kimyasal
olarak kararli olmasidir. Bunun yani sira yiiksek akis hizina da dayanikli olmalidir.
Matriks tek basina ayrilmasi istenen biyomolekiil ile hi¢bir etkilesime girmeyecek
sekilde inert ve saf olmalidir. Matriksin gbdzenek yapisinin biyomolekiiliin
gozeneklere girmesine ve liganda baglanmasina olanak saglayacak sekilde biiyiik

olmasi gerekir. Ayrica matriks ucuz olmali ve tekrar kullanilabilmelidir.

Destek malzemesi olarak agaroz, seliiloz, silika ve degisik organik polimerler
kullanilabilirler. Afinite kromatografi ayirimi i¢in kullanilan bazi ticari polimerik

destek malzemeleri Tablo 2.3’de verilmistir (5).

Yiiksek biouyumlulugu olan hidroksialkilmetakrilatlar, medikal uygulamalarda
en uygun biyomalzemelerden biri olarak diistiniilmiistiir. Bu tiir matrikslerin en iyi

bilineni Spheron ve Separon ticari adiyla satilmaktadir. Hidroksietilmetakrilat ve



etilendimetakrilatlarin inert solventler varliginda sulu ¢ozeltilerde heterojen siispansiyon
kopolimerizasyonu ile sentezlenirler. Bu islem sonucu nétral, mikrog6zenekli ve yiiksek
derecede c¢apraz baglanmis makropartikiiller elde edilir. I¢ yapi, gozenek boyutu ve
dagilim, yiizey 6zellikleri, reaktif -OH gruplarmin sayis1 ve molekiiler agirlik gegirgenlik

limiti 20.000°den 20.000.000’a kadar degisebilir.

Tablo 2.3. Ticari olarak bulunan bazi afinite destek malzemeleri.

Destek Malzemesi Uretici Ticari Marka
Geleneksel Afinite Kromatografisi
Agaroz Pharmacia LKB, Isveg Sepharose
Bio-Rad, ABD Bio-gel
Bio-Rad Affi-gel blue
Seliiloz Amicon, ABD Matrex Cellufine
Dekstran Pharmacia LKB Sephadex
Agaroz/Poliakrilamid IBF, Fransa Ultrogel
Poliakrilamid/Dekstran Pharmacia LKB Sephacryl
Poliakrilamid Rohm Pharma, Almanya Eupergit C
IBF Trisacryl
Bio-Rad Affi-gel
PHEMA Tessek, Cek Cumhuriyeti Separon H 1000
Metakrilat Merck, Almanya TSK-Gel Toyopearl
Alltech, ABD Separon
Kontrollii Gozenekli Cam Pierce, ABD CPG
Yiiksek Performans Sivi Afinite Kromatografisi
Polimer Kapl: Silika J.T. Baker, ABD Prepscale
Silika Dupont, ABD Zorbax
Shandon, Ingiltere Hypersil WP300
Merck Lichrosphere
Beckman, ABD Ultrasphere
Waters, ABD Spheron
Metakrilat Alltech Eupergit
Sentetik Polimer Dyno Particles, Norveg Dynospheres
Vinil Polimer Merck Toyopearl
Polistiren PerSeptivebiosyztems, ABD Poros-50
Membran Afinite Kromatografisi
Silika-PVA FMC, ABD Acti-Disk
Cam Schott Glass, Almanya Bioran-M




Diger hidrofilik matriks tiirlerinin aksine, makrog6zenekli yap1 kuru halde de korunur.
Jel hacmi pH degisimiyle veya organik ¢oziiciilerde degismez ve diger sentetik polimerler
gibi mikrobiyal ataklara dayaniklidir. Organik ¢oziiciilerden etkilenmemesi matriksin
modifikasyonu i¢in 6nemli bir avantajdir. Akrilik asit ve tiirevi olan matrikslere gore
mekanik ve kimyasal kararliligi daha yiiksektir. Yiiksek yapisal kararlilik nedeniyle
matriks milkkemmel akis karakteristikleri gosterir. Isisal bozunma sadece 250°C iizerinde
gozlenir. a-Atomuna bagli CHs grubu, sterik faktdrler nedeniyle ester grubunu hidrolize

kars1 korur.

Ligand baglanmast i¢in gerekli reaktif grup yan zincirlerdeki —OH’lardir. Agaroz ile
karsilastirildiginda non-spesifik adsorpsiyon ¢ogunlukla hidrofobik etkilesimler nedeniyle
hidroksietilmetakrilatlarda daha biiyiiktiir. Bu hidrofobik ozellik protein ve peptidlerin
hidrofobik etkilesim kromatografisinde kullanilabilir (6- 11).

2.1.4. Ligand

Matrikse kovalent olarak baglanan ve ayrilmasi veya saflastirilmasi istenen
biyomolekiile 6zel, se¢cimli afinite gosteren ve onu spesifik olarak taniyip baglayan

maddelerdir.

Ligandi matrikse baglamak icin genelde kimyasal immobilizasyon yontemleri
kullanilmaktadir. Bircok durumda ligandin matrikse baglanmasi igin baglayici
malzemeler kullanilir. En ¢ok kullanilan grup metil (CH3z) grubudur. Matriksleri
kimyasal olarak kararsiz duruma getirmek ve ligand ile baglanmasini saglamak i¢in
bir¢cok aktivasyon yontemi kullanilmaktadir. En ¢ok kullanilan aktivasyon yontemi
siyanojen bromiir (CNBr) aktivasyonudur. Ligandin amino grubu i¢ermedigi, matriks
ve ligand arasina degisen uzunlukta hidrokarbon zincir konmasi gerektigi durumlarda
siyanojen bromiir ile aktive edilmis tasiyict alifatik diamin bilesikleri reaksiyona
girerek m-alkil tiirevleri elde edilir. Iyi bir ligand ilk olarak saflastirilacak madde i¢in
0zgliin ve donlislimli baglanma ozelliklerine sahip olmalidir. Ayrica matrikse
baglama aktivitesini bozmayacak sekilde tutunmasimi saglayacak kimyasal olarak

modifiye edilebilir gruplara sahip olmalidir.
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Biyomolekiillerin saflastiriimasinda birgok ligand kullanilmaktadir. immobilize
edilmis lektin bircok glikoproteinin saflastirilmasinda kullanilir. Hormon-reseptor
kompleksinde reseptorler hormonlarin, hormonlar da reseptorlerin saflastirilmasinda

kullaniir.

Afinite kromatografisi temelde ii¢c adimda incelenebilir.
1. Kullanilacak ligandin se¢imi
2. Kullanilacak destek matriksinin se¢imi

3. Uygulanacak kimyasal yontemin segimi

Kullanilacak ligandin se¢iminde dikkat edilmesi gereken en Onemli nokta
ligandin proteine karsi spesifikliginin fazla olmasi ve baglanmanin geri doniistimlii
olmasidir. Kromatografi sirasinda uygulanacak kimyasal islemlere karsi ligandin

kararli olmas1 da gerekir.

2.2. Boya Ligand Afinite Kromatografisi

Oligoniikleotidleri, niikleik asitleri, proteinleri, oligopeptidleri, aminoasitleri,
antijenleri, kofaktorleri, koenzimleri ve enzimleri igeren fonksiyonel molekiillerin
genis bir c¢esidi yeni afinite sorbentlerinin tasariminda ligand olarak
kullanilabilmektedir. Bu ligandlar ¢ogu durumda asir1 derece spesifiktirler. Bununla
beraber hem yiiksek iiretim maliyetinden hem de genis saflastirma basamaklarindan
dolay1 pahalidirlar. Spesifik adsorbentlerin hazirlanma siirecinde bu biyoligandlari
destek matriksinde orjinal biyolojik aktivitesinde immobilize etmek zordur. Bir de
kullanim1 (adsorpsiyon ve eliisyon basamaklarinda) ve depolanmasi sirasinda genis

onlemler alinmalhidir (12-14).

Boya ligandlar, yukarida dezavantajlarin1 verilen biyoligandlarin dogal
biyolojik esdegerlerinin 6nemli alternatiflerinden biri olarak diisiiniilmektedir. Boya
ligandlar, yiiksek spesifite ile birgok protein tipine baglanabilmektedir. Bunlar ticari
olarak elde edilebilir, ucuz ve o6zellikle hidroksil grubu igeren matrikslere kolayca

immobilize olabilirler. Kullanilan boya molekiillerinin hemen hepsi sentetiktir.
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Ancak; biyomolekiilleri, kofaktorleri ya da substratlar: taklit ettikleri; enzimlerin ve
cogu proteinlerin aktif kisimlariyla spesifik ve tersinir etkilesimlere girebildikleri igin

hala afinite ligandlar1 olarak siniflandirilirlar.

Boya afinite kromatografisi, kinazlar ve Blue dekstran (biiyiikligiine gore
ayirma kromatografisinde bir bosluk isaretleyicisi olarak kullanilan Cibacron Blue ve
Dekstran karigimi) arasindaki beklenmeyen iliskilerin gézlemlenmesi ile baslamistir
(15). i1k ¢alismalarda, eritrosit piruvat kinaz, fosfofruktokinaz, glutatyon rediiktaz ve
bazi pihtilagma faktor proteinleri gibi birka¢ protein Blue Dextran’li molekiil
biiytikliigiine gére ayirma kromatografisi ile saflagtirilmistir (16-18). Bu ¢alismalar,
reaktif boyalarin ligand olarak davrandigini ve Cibacron Blue F3GA’nin proteinlerin
baglanmasindan sorumlu oldugunu gostermistir. Roschlau ve Hess ilk olarak maya
piruvat kinazi1 saflastirmak ic¢in Cibacron Blue F3GA boyasini kovalent olarak
Sephadex G-200 iizerine dogrudan immobilize etmistir (19). Bu ¢alisma Cibacron
Blue F3GA immobilize edilmis farkli adsorbentlerin birgok proteinin

saflastirilmasinda kullaniminin yolunu agmistir (20-22).

2.2.1. Boya Ligandlarimin Kimyasal Yapisi

Reaktif boyalar olarak bilinen tekstil boyalarinin bir grubu, se¢ici ve tersinir
bir sekilde ¢esitli proteinlere baglanabildiginin belirlenmesinden sonra afinite
kromatografisinde protein saflagtirma i¢in kullanilmaya baslanmistir. Boya afinite
sistemlerinde kullanilan boyalarin ¢ogu, bir reaktif gruba (genelde mono veya
diklorotriazin halkasi) baglanan bir kromofor (azo boyalar, antrakuinon veya
fitalosiyanin) grubundan olusmaktadir. Bu gruplara ek olarak, sulu ortamlarda
molekiiliin iyi ¢oziinelebilirliginin saglanmasi igin siilfonik asit gruplart vardir. Bu
gruplar biitiin pH degerlerinde negatif olarak yiiklenmistir. Baz1 boyalar karboksil,
amino, Kloriir, veya metal karisimi gruplardan olusmaktadirlar. Boyalarin ¢ogu

aromatik halka iizerinde molekiiliin i¢inde veya disinda azot grubu icermektedir.

Bugiin triazinil bazli reaktif boyalar, yaygin olarak protein saflagtirmasinda

kullanilmaktadir. ~ Siyanurik  kloriir  (1,3,5-trikloro-sym-triazin) bu boyalarin
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sentezinde kullanilan temel bilesiktir (Sekil 2.2a). Elektronegatif atomlarinin varligi,
yiiksek Olgilide {i¢ karbon atomunu pozitif yapar ve niikleofilik saldirilara karsi bu
yiizden ¢ok hassasdirlar. Kromofor molekiilleri diklorotriazin boyalarindaki sekliyle
bu molekiillere kolayca baglanmaktadirlar. Procion serisi (Imperial kimya
sanayisinden elde edilen) boyalarin bu tiirlerine tipik bir 6rnektir (Sekil 2.2b). Bu
molekiillerle anilin ve stlfanilitler gibi diger niikleofilik yapilarin yapiya
eklenmesiyle ile monoklorotriazinil boyalar sentezlenmektedirler. Sekil 2.2c¢’de
gosterilen Cibacron (Ciba-Geigy) ve Procion H monoklorotriazinil boyalarina iki
ornektir. Cibacron ve Procion H serileri arasindaki tek fark, Procion H serisinde
meta- ve para- konumda; Cibacron serisinde orto- konumunda bulunan siilfonat

gruplariin konumlaridir.

Iki diklorotriazinil molekiilleri bifonksiyonel triazinil boyalar1 seklinde bir
fonksiyonel molekiil (diaminobenzen gibi) birlestirilebilir. Bu tiir boyalarin bir
ornegi Sekil 2.2d’de verilmis olan Procion H-E’dir. Triazinil boyalarinin diger
ornekleri Sekil 2.2e-g seklinde siralanmig olarak gosterilen trikloroprimidinil
(Drimarene, Sandoz), diflorokloroprimidinil (Lavafix, Bayer ve Drimarene, Sandoz)
ve monoflorotrazinil (Cibacron, Ciba-Geigy)’dir. Trazinil halkas1 tizerindeki kloriir
atomlarmin diger gruplarla yer degistirdiginde boyanin reaktifliginin ¢ok fazla
miktarda azalmakta oldugu belirtilmelidir. Birkag kloriir veya floriir gruplarina sahip
olan boya molekiilleri, ligand baglanma basamaginda matriks iizerindeki niikleofilik
gruplarla kolayca reaksiyona girebilmektedir. Hoechst firmasinin Remazol serisinden
olan ve matrikse vinilsiilfon aktif grubu ile baglanan, triazinil gruplar iizerinden
baglanmayan boyalarin bir ilging grubu protein saflastirmada boya ligandlar1 olarak

kullanimin1 bulmustur.

Hedef proteinler i¢in tekstil boyalarinin spesifitesini artirmak i¢in 6nemli
stratejilerden biri, boya yapisinin yeniden diizenlenmesi veya yeni bir bigim
verilmesidir. Ligandlarin bu yeni diizenlenmis hali “biyomimetik boyalar” olarak
adlandirilmaktadir. Bunlar yiiksek spesifikligi de iceren temel (modifiye edilmemis)
boyalarin biitiin avantajlarin1 tagimaktadir. Bu sekilde iiretilen biyomimetik boyalar

ilk olarak Lowe ve arkadaslari tarafindan 1980’lerin baslarinda kullanilmistir. Daha
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sonra bir¢ok arastirmaci tarafindan spesifik enzim saflastirilmasi igin basarili bir

sekilde kullanilmistir (23- 25).

Ik biyomimetik boya, bir diaminometiloenzen grubu yoluyla reaktif
klorotriazin halkasina benzamidin baglanmasi ile hazirlanmigtir. Bu boya,
kemotripsinden tripsinin spesifik saflagtirllmasi i¢in kullanilmistir (26). Triazin
halkasinda iki taninma bdlgelerine sahip boya ligandlari, ham pankreasa ait bir
parcadan kallikreini izole etmek igin tasarlanmistir (25). p-Aminobenzenil
halkasindan fosfatlanmis olan biyomimetik Cibacron Blue boyasi, inorganik fosfatl:
spesifik eliisyondan sonra bir kromatografi basamagi ile buzagi bagirsak atiklarindan
alkalen fosfatazlar1 280-330 kat fazla saflastirmayr miimkiin hale getirilmistir (27).
Diaminohekzan uzatict kolu kullanilarak hazirlanan benzer bir biyomimetik boya,
ayni enzimi ayni kaynaktan 120-140 kat fazla saflagtirmak i¢in kullanilmistir (28).
Benzer bir basari, u¢ halka yapisi olarak trimetil amonyum, amido, alkol, fosfanat,
karboksilat, siilfonat gruplarindan baglanilarak modifiye edilen Cibacron Blue F3GA
ile at karacigerinden alkol dehidrojenazin biyomimetik boya ligand afinite sisteminde
ayrilabildigi rapor edilmistir (29).

Olgiimleme teknolojisindeki gelismeler, &zellikle cagdas molekiiler
modelleme ve biyoinformatikte, c¢okg¢a biyomimetik boya ligandlarinin yeni
dizilerinin tasariminda kullanilmaktadir. Birkag proteinin niikleotid baglayan kismina
spesifik olarak baglanmayi ve anyonik koenzimlerde (NADH, FAD gibi) dogal
olarak meydana gelen baglanmay: taklit etmeyi basaran Cibacron Blue F3GA,
Procion Blue H-B ve MX-R ve Vilmafix Blue A-R gibi boya ligandlarda, bu
baglanmadan sorumlu olan gruplarin aromatik siilfonat ve antrakinon gruplarinin
oldugu belirlenmistir (30,31). LDH’nin 3-boyutlu (3B) yapisinin taslak olarak
kullanilmasiyla L-LDH’nin afinite saflagtirilmasi i¢in biyomimetik boyalar
sentezlenmistir (32). Bu boya ligandi kullanilarak L-LDH’nin kiral ayrilmasi
gerceklestirilmistir. Biyomimetik yapinin ugtaki bolimii, bir ketoasit veya bir
karboksi grubu tagimaktadir. Bu sayede L-LDH’in dogal ligandlarini taklit eder ve
enzimin afinite saflastirmasinda yiiksek spesifiteye sahiptirler (33,34).
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Sekil 2.2. Bazi reaktif boya molekiillerinin yapisi (a) siyaniirik kloriir, (b) Procion
MX serisi, (c) Cibacron ve Procion H, (d) Procion H-E, (¢) Monoflorotriazinil,
Cibacron, (f) Trikloroprimidinil, Drimarene, (g) Difloro-kloro primidinil, Levafix,
(h) Siilfatoetil siilfan, Remazol.

Ketoasit gruplu bilinen enzimler (format dehidrojenaz, oksaloasetat
dekarboksilaz ve okzalat oksidaz gibi), biyomimetik ligandlar (merkaptopriviik, m-

aminobenzoik, aminoetiloksamik gibi biyomimetik boya ligandlar) kullanilarak
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saflastirilmistir (35,36). Molekiiler modelleme, insan IgG, insiilin dnciileri ve protein

A i¢in boya ligand1 olmayan triazinin tasarimi i¢in ¢alismalar devam etmektedir (37).

2.2.2. Kromatografik Matrikse Ligand immobilizasyonu

Destek matriksinde ligand immobilizasyonu i¢in genellikle takip edilen

birka¢ ara adim ve yontem vardir (38-40). Basarili bir ligand immobilizasyonu igin

ana noktalar asagida verilmistir. Hem matrikse hem de ligand’a bagli olan kosullar

ve immobilizasyon yonteminin dogru sec¢ilmesine dikkat edilmelidir.

Aktlvasyon
Ajani Uzaticr Kol ngand [O]
—_— > e
Matriks
(a)
Ligand @)
+ —_— e \
Uzatic1 Kol -~ Ligand/Uzatici
Kol Birlesimi
%: |
Aktlvasyon
Ajani
J
(b)

Sekil 2.3. Destek matriksine ligandin baglanma teknikleri.

baglanma, (b) uzatici kol-ligand birlesimi ile baglanma.

(@) wuzatic1 kolla

Her seyden dnce immobilizasyon, immobilize ligand ve hedef molekiillerini

arasindaki ozel etkilesimi garanti etmek icin, ligand molekiiliiniin aktif bolgesinin
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uzaginda bulunan en az kritik bolge boyunca calisiilmalidir. Kimyasallarin ve
uygulanan deneysel kosullarin aktivasyon ve baglanma basamaklar1 sirasinda ligand
molekiillerine zarar vermemesine (aktivitesini ve fonksiyonunu kaybetmek
anlaminda) dikkat edilmelidir. Bu ylizden en uygun kosullar belirlenmeli ve

uygulanmalidir.

Biyolojik molekiillerin aktif bolgeleri ¢ogunlukla molekiiliin ii¢c boyutlu
yapisinin i¢inde yer almaktadir. Bu bolgeler ligand ve hedef molekiilleri arasindaki
tamamlayiciliga 6nemli bir sterik engellemeye sebep olabilen derin bdlgelerdedir. Bu
durumlarda genellikle kisa alkil zincirlerinden olusan uzatici kollar sik sik matriks ve
ligandin arasinda hedefe erisilebilirligini garanti etmek icin kullanilmaktadir. Sekil
2.3’te gosterildigi gibi, iki alternatif islem izlenebilir. Matriks, bir aktive edici ajanla
muamele edilerek aktiflestirilir. Daha sonra uzatict kolu, aktif noktalar boyunca
matrikse kovalent olarak baglanir. Bu asamadan sonra ligand, uzatict kolun diger
ucuna baglanir. Ikinci yontemde; once ligand-uzatici kol birlesimi sentezle

birlestirilir ve sonra bir aktive edilmis tastyiciya baglanir.

Matriks ve ligand arasindaki baglanti, adsorpsiyon ve eliisyon adimlari
esnasinda adsorbentin beklenen tekrar kullanimi i¢in kararli olmalidir. Reaktif
boyalarin birgogu, boya molekiillerinin triazinil gruplarindan (kloriir ve floriir
atomlar1) matriks tizerindeki reaktif gruplar (genellikle hidroksil grubu) arasindaki
dogrudan etkilesimle matriks iizerine immobilize edilmektedir. Reaktif olmayan

boyalar, genel aktif hale getirme islemleri ile matriksle birlestirilebilir (41).

Hidroksil gruplarimin  modifikasyonu ile reaktif triazinil boyalarinin
matrikslere dogrudan baglanmasi basit, ucuz ve giivenilir bir yontemdir (42,43).
Baglanma islemi, boya molekiilii tizerindeki reaktif kloriir ile hidroksil gruplarinin
niikleofilik yer degistirmesiyle bazik sartlarda gergeklesmektir (Sekil 2.4).
Niikleofiller matriks hidroksil gruplarinin iyonizasyonunu arttiran yiiksek pH'da
tretilmektedirler. Yiksek pH'min (genellikle 12°nin  {stii) sulu ortamda
klorotriazinlerin hidrolizine sebep olabilecegine dikkat edilmelidir. Bu yilizden ¢ok

yiiksek pH degerinden kagimilmalidir. Matriks hidroksil gruplar1 ve reaktif boyalarin



17

birlesmesi i¢in matriks, pH 10-11’de yaklasik % 0.2 boya igeren sulu ortamda (0.1 M
NaHCO3, % 1 Na,CO3 veya 0.1 M NaOH eklenmesiyle) bekletilmektedir. Bir tuz
(%2'lik NaCl gibi), hem matriks yiizeyine boya molekiillerinin adsorbe olmasini ve
tuzu disart atan bekleme ortaminda eklenmektedir. Boylelikle hidroliz ve
immobilizasyon kolaylikla gergeklesebilmektedir. Birlesme monoklorotriazinil
(Cibacron ve Procion H gibi) boyalar ile yaklasik 2 veya 3 giinde 10-12 pH'ta oda
sicakliginda basarilabilmektedir. Bununla beraber yiiksek reaktifliklerinden dolayi 1-
2 saat aym sartlarda diklorotriazinil boyalar1 (Procion MX gibi) icin yeterli
olabilmektedir. Monoklorotriazinil boyalarda benzer yer degistirme reaksiyon
hizlarina ulasabilmek igin daha yiiksek sicakliklarin (80-90 gibi) uygulanmasi

gerekir.

pH ~12

N

Sekil 2.4. Hidroksil gruplar1 lizerinden matrikse triazinil boyalarmin baglanmasi.

Immobilizasyondan sonra fiziksel olarak baglanmis boya molekiillerinin
uzaklastirilmas1 ve/veya adsorpsiyon islemi sonrasinda baglanan biitiin protein
molekiillerinin desorpsiyonu igin adsorbentler, ilk 6nce su ve daha sonra farkl
tuz/deforme edici ajan c¢ozeltileriyle yikanmalidir. Desorpsiyon ajani olarak Ssu
igerisinde 1-2 M tuz, 0.5 M NaOH’de 6 M iire, 8 M iire, dimetilsiilfoksit, 1-10 mg/ml
BSA, etilen glikol ve % 20'lik etanol kullanilabilir. Boya immobilize adsorbentler,
pH 8-9'da seyreltilmis bakteriyel hiicrelerin gelisimini 6nlemek amaciyla uygun bir

tampon ¢dzeltisinde (% 25 etanol veya % 0.02 sodyum aziir gibi) saklanmalidir.
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Triazinil boyalar, siilfidril veya amino gruplari igeren adsorbentlere daha hizli
immobilize edilebilmektedir. Ornegin epiklorohidrin ile aktive edilmis olan agaroz
yiizeyinde amino grubu olusturmak i¢in amonyakla muamele edilebilmektedir.
Amonyak yerine sodyum siilfit kulanilarak tiyol grubu igeren matrikse
doniistiiriilebilmektedir. Azot bagli boyalar geleneksel boyalardan daha kararlidir.
Bununla beraber; bu adsorbentlerden proteinleri eliie etmek zordur. Sunu not etmek

gerekir: kiikiirt bagli boyalarin NaOH'le yikanamayacagina dikkat edilmelidir.

Daha 6nce yukarida bahsedildigi gibi; hedef protein molekiilii ve immobilize
ligand arasindaki etkilesimlerde olasi sterik engellemeleri azaltmak igin uzatici
kollar, immobilizasyon asamasinda ligand ve matriks yiizeyindeki fonksiyonel
gruplar arasina eklenmektedir. Poli(etilenimin), dekstran ve diaminoalkan uzatici

kollar kullanilarak segiciligin arttirilmast miimkiindiir (44,45).

Alternatif olarak triazinil boyalar1 farkli aktiflestirici ajanlar ve uzatict kol
molekiilleri kullanilarak antrakuinonun amino gruplaridan agaroz adsorbentlere
immobilize edilmistir. Bu adsorbente Cibacron Blue ve Procion H-B immobilize
edilmis ve at karaciger alkol dehidrojenazin saflastirilmasinda kullanilmistir (46).
Boya-ligand immobilizasyonunda dikkate alinmasi gereken 6nemli noktalardan biri
de kullanilan boyanin safligidir. Tekstil boyalar1 ¢ogunlukla stabilize edici ajanlar
(fosfat tamponu gibi), diliientler (NaCl gibi) ve boyalarin tutunma o6zelliklerini
artiran toz uzaklastirici ajanlar1 (dodesilbenzen gibi) ve bir de ana komponentin
izomerleri gibi tiirli kiigiik bilesenler icerir. Bu kontaminantlar, afinite ligandlar
olarak kulaniminda boyalarin ozelliklerine ters etki yapmakta ve bu yiizden

kullanimdan 6nce uygun teknikler uygulanarak uzaklastirilmalidir (47).

2.2.3. Boya Ligandlar ve Proteinler Arasindaki Etkilesimler

Bir proteinin aktif baglanma bdolgesi, iyonik, polar ve hidrofobik gruplarin ¢
boyutlu yap1 i¢inde yalnmiz bir stereokimyasal diizenlenmenin oldugu ve belki de
polipeptid zincirlerinin en genis esneklik gostermekte oldugu kismidir. Boya ligand

molekiiller, proteinlerle kuvvetli ve spesifik baglanmayr saglamak igin bu
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bolgelerden kovalent olmayan etkilesimlere girmektedirler.

Bazi kinetik galismalar, triazinil boyalarinin dogal ligandlar baglanmasin diye
enzimlerin dogal biyolojik ligandlar1 (NADH, NADPH, NAD", NADP*, GTP, IMP,
ATP, HMG-KOo0A, folat v.b.) igin sahip olduklar1 spesifik baglanma bolgelerinden
(substrat veya koenzim baglanan bolge, veya enzimin aktif bolgesi) enzimlerle
etkilesmekte oldugunu gostermektedir (48,49). Bu etkilesimlerde yarigmali,

yarigmasiz ve karisik inhibisyonun bazi ¢esitleri gdzlemlenmektedir.

Triazinil boyalar1 (aromatik kromoforla siilfatlanmigs olan) mono, di, ve
trifosfathi niikleotidler, NAD, NADH, flavinler, asetil KoA ve folik asit gibi
heterosiklik molekiilleri dogal olarak taklit etmekte ve tipik niikleotid baglayan
enzimleri farkli etkilerle inaktive etmektedirler (50). Bdylece bu boyalar

glikoziltransferazlar i¢in afinite ligandlari olarak kullanilabilmektedirler.

UV-goriiniir, FTIR, NMR, ESR ve yuvarlak dikroizm’i (polarize 15181 saga
veya sola gevirmesine gore ¢alisan spektrofotometre) igeren birkag spektrofotometrik
teknikler, yarigmali ligandlarin (substrat, koenzim gibi) ve tuz ve organik ¢oziiciiler
varliginda boya-protein etkilesimlerini agiklamak i¢in kullanilmaktadir (51,52). Bu
caligmalar boyanin ve enzimin her ikisinin de birlikte 6nemli oldugunun ve bu
etkilesimlerin elektrostatik ve hidrofobik etkilerin bir karisimi olabilecegi ve

diistiniilenin aksine rastgele olmadigini agiga ¢ikarmistir.

Temel boyalarin (6zellikle Cibacron Blue F3GA), ATPaz, fosfokinaz ve
oksidorediiktaz ile etkilesimleri incelenmektedir (53,54). Bu c¢alismalar boyalar
tizerindeki antrakinon ve komsu benzen siilfonat halkalarinin her ikisinin de
enzimleri baglamada 6nemli olduklarini gostermistir. Ayrica, koenzimin AMP
pargasina benzer bir yoldan ve benzer bir pozisyonda enzim molekiillerine
baglandiklar1 belirlenmistir. Molekiiler modeller, Cibacron Blue F3GA ve NAD*
arasinda siki bir benzerlik oldugunu gostermektedir. En 6nemli benzerlikler negatif
yikli gruplar ve diiz halka yapisidir. Bu mavi boyanmn karaciger alkol

dehidrojenaz’a NAD" kisminda nikotinamidin degil de adenin ve riboz halkalari
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uyusmasi ile baglandigr X 1sin kristalografisi ile belirlenmistir. Boylece boyalarin
ADP-riboz analogu oldugu tahmin edilmekte ve uygun enzimlerin baglanan
kismindaki CTP, NADP*, NAD®, ATP, IMP ve AMP’lerdeki niikleotid kisimlar1 ile
etkilestigi diistintilmektedir. Cibacron Blue F3GA 6zellikle niikleotid baglayan

enzimler i¢in ideal bir boya ligandi olmustur.

Monoklorotriazinil boyalar1 (Cibacron Blue F3GA, Procion Blue H-B)
tersinmez inaktive etmek igin yeterince reaktif degillerdir. Fakat bazi istisnalar vardir
(55). Divalent metal (Zn**, Mg?*, Ca** gibi) iyonlarmin bu boyalarin hem substrat
hem de koenzim baglanan kismina birlikte baglandigi; enzimlerin inhibisyonunu
onemli Olgiide artirabilmekte oldugu goézlemlenmistir. Diklorotriazinil boyalar
(Procion Blue MX-R gibi) daha fazla reaktiviteye sahiptir ve koenzim baglanan
kisimdaki enzimleri (alkol dehidrojenaz gibi) geri doniisiimsiiz olarak inaktive
etmektedir (56).

Boya ligandlar1 ve proteinler arasindaki etkilesimler kisaca soyle
Ozetlenebilmektedir: Boya molekiilleri dogal ligandlart taklit eder ve bazi protein
molekiillerinin aktif merkezlerine ¢ok spesifik olarak baglanirlar. Bununla beraber
bazi kosullar altinda biitiin proteinler boya ligand afinite adsorbentlerine
adsorplanabilirler. Bir baska deyisle, proteinlerin diger kisimlari i¢in bu ligandlarin
biiyiilk avantaj sagladigi anlamina gelmektedir. Cogu proteinler elektrostatik,
hidrofobik ve hidrojen baglanma ve yiik transfer etkilerinin karmagik bir
kombinasyonu ile baglanirlar ve bu baglanmalarin hepsi de boyalarin dogal yapisi

dikkate alindiginda miimkiin olmaktadir.

2.3. Makrogozenekli Kriyojeller

“Jel” ad1 altinda toplanan polimerik malzemeler polimer-immobilize ¢dziicii
sistemleridir. Bu malzemelerde makromolekiiller 3B ag yapisi olusturacak sekilde
birbirine baglanmis durumdadir. Jel morfolojisi (homo- veya heterofaz) jel hazirlama
yontemine; baglarin yapisi ise polimerlerin kimyasal 6zelligine baghdir. 3B-ag yapisi

icerisinde immobilize olan ¢dziiciiniin rolii cok dnemlidir.
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Tablo 2.4. Polimerik jellerin siniflandirilmasi ve iiretim islemleri.

Polimerik jeller

e olusan jeller

veya fiberlerin 1slak olusumu
sirasinda bir ara basamaktir.
Orn seliiloz nitratlardan ve
seliiloz asetatlardan

Tiir Jel olusumu | Ornekler Yorumlar
Kemotropik Molekiiller Poliakrilamit jeller Biiyiik bir jel grubudur.
jeller arasi kimyasal Polistiren temelli iyon Monomerik onciillerin
baglar sonucu degisim regineleri veya dallanmig polimerizasyonu
olusan 3 poliakrilat matriksler sirasinda ya da polimerik
boyutlu Sephadexler olarak bilinen onciillerin ¢apraz baglanmasiyla
kovalent orgii capraz bagl dekstran olusur. Biyoteknoloji alaninda
yaygin kullanilir.
Iyonotropik Molekiiller Aljinat-polilisin veya Bu jeller belli kompozisyona
jeller arasi iyonik kitosan-polifosfat karisimi sahip ortamda kararliyken sivi
baglara (tuzlar) | matriksler gibi polielektrolit | ortamin pH veya iyonik bileseni
kararlilik veren | kompleksler degistirildiginde kolaylikla
iyon degisim ¢oziiniirler. Immobilize
tepkimeleri mikrobiyel, bitki veya hayvan
hiicresi tasiyicilart olarak
kullanilirlar
Selatotopik Molekiiller Jel olusumu ¢ok disli giiglii Ca-aljinat jeller hiicre
jeller arasi koordinasyon yapan metal immobilizasyonu i¢in
koordinasyon iyonlarmin eklenmesiyle kullanilirlar diger selatotropik
baglarina saglanir. Cu(Il) veya Co(II) jeller i¢in hentiiz biyoteknolojik
kararlilik veren | ile kitosan ¢ozeltileri, Cr(II) | uygulamalar bulunamamuistir.
selatlanma ile karboksimetil seliiloz
tepkimeleri ¢ozeltileri veya Ca iyonlar
ile ¢apraz baglanmus aljinat
jelleri,
Solvatotropik | Coziicii Koaservasyon olgusu diye Coziicii olmayan bir madde
jeller bileseninin bilinen olay sonucu olusur. polimer ¢ozeltisi ortamina
degistirilmesiyl | Bu tiir jellesme filmlerin eklendiginde ortama olan

polimer afinitesini diistirtilerek
ve kovalent olmayan polimer-
polimer etkilesimleri
olusturularak jel olusumunu
saglarlar.

styla elde edilir.

Termotropik | Baslangi¢ Hidrofobik olarak modifiye Molekiiller aras1 hidrofobik
jeller polimer edilmis hidroksietil seliiloz etkilesimler jel olusumunda
sisteminin Ovalbilimin ve yumurta onemli yere sahiptir.
1sitilmastyla beyazi1 jelleri
elde edilirler Jelatin jeller
Nisasta jelleri
Agaroz ve agar agar jelleri
Carrageenan jelleri
Psikrotropik Jellesme Biyoteknolojide kromatografik
jeller baslangig malzemeler ve elektroforez
polimer matriks leri olarak kullanildig:
sisteminin gibi hiicre kiiltlirlemesi igin kat1
sogutulmasiyla ortam olarak da sik¢a kullanilir.
elde edilir
Kryotropik Baglangig Bu ¢aligmanin igerigini
jeller sisteminin olusturmaktadir.
dondurulma-
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Coziicii siki polimer yapisinin olusmasina izin vermemekte ve sistemin
¢Okmesini onlemektedir. Jeller, akis ve yikilma olmaksizin tersinir deformasyonlara
dayanabilen fiziksel malzemelerdir. Polimerik ag yapisinda bulunan molekiillerarasi
baglarin yapisina gore jeller iki gruba ayrilir: kimyasal ve fiziksel jeller. Tablo 2.4’de

jellerin daha detayl1 bir siniflandirilmasi 6zetlenmistir.

Kriyojeller, kismen donmus monomer veya polimer ¢ozeltileri kullanilarak
hazirlanan  jel matriksleridir. Genel olarak kriyojeller  birbirine  bagh
makrogozeneklere (veya slipermakrogdzeneklere) sahiptir. Bu  0Ozellikleri
kriyojellerin nano-mikro 6lgek araliginda herhangi bir difiizyon sorunu olmaksizin
kullanimina olanak saglamaktadir. Kriyojellerin osmotik, kimyasal ve mekanik
kararliliginin yaninda essiz yapisal 6zellikleri sayesinde, biyolojik nanopartikiillerin
(plasmidler, virlisler, hiicre organelleri) ve hatta tam hiicrelerin (E. coli)
kromatografik  ayrilmasinda  kullanilmast1  miimkiindiir. ~ Polimerik  jeller,
biyoteknolojide kromatografik malzeme, molekiil ve hiicrelerin immolibilizasyonu
igin tasiyici, kati kiiltiir ortamu1 ve elektroforez i¢in matriks olarak kullanilmaktadir.
Polimerik jellerin genis spektrumda kullanim olanagi bazi gereksinimlere sebep
olmaktadir. Bu gereksinimler, biyolojik uygulamalar i¢in yeni nesil jel malzemelerin
gelistirilmesini ve tlretimini tetiklemektedir. Biyoteknolojide uygulanma potansiyeli
olan polimerik jellerden biri de kriyojellerdir. Kriyojeller, diisiik veya yiiksek
molekiil agirhigina sahip monomer ¢ozeltilerinin  donma noktalar1 altinda
gerceklestirilen kriyojenik uygulama yontemi ile hazirlanmaktadir. Kriyojeller, ilk
olarak 1960’11 yillarda rapor edilmis ve biyiik ilgi gormiistiir. Bu malzemelerin
biyomedikal ve biyoteknoloji potansiyelleri ise yeni kesfedilmistir (57).

Sekil 2.5’de kriyojellerin {iretiminin sematik gdsterimi  verilmistir.
Kriyotropik jellesme ile elde edilen polimerik malzemelerin morfolojisi donmamis
sistemde iiretilen jellere gore onemli farkliliklar gostermektedir. Kriyojeller, diger
kimyasal jeller siniflarina (kovalent, iyonik, non-kovalent) gére farklidir. Ozellikle
1s1sal baglaticili jeller (termotropik) kriyojel hazirlanmasinda kullanilamazlar. Bazi
istinalar diginda, donma-kurutma yontemiyle hazirlanan polimerik malzemeler,

kriyojellerle benzer 6zellik gostermektedir. Coziiciiniin dondurulmasi ve ¢oziicii
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kristallerinin siiblimlestirilmesiyle hazirlanan polimerik malzemelerde birbirine bagl
gozenekler iceren bir ag sistemi elde edilmektedir. Fakat, donmamis sivi fazda
herhangi bir jel olusumu gozlenmemektedir. Donma-kurutma yontemiyle sadece ince
filmler, plakalar veya kiiciik partikiiller hazirlanabilmektedir. Donma-kurutma
yontemiyle silindir veya ince bloklarin hazirlanmasi teknik olarak miimkiin degildir.
Fakat, kriyojeller istenilen sekil ve boyutta bloklar, silindirler, graniiller ve diskler
halinde hazirlanabilmektedir. Ayrica, kriyojellerin iiretiminde ¢oziicliniin diisiik
basingta uzaklastirilmasina gerek olmadigi i¢in donma-kurutma yonteminden daha
kolaydir. Genis birbirine bagli gdzenekli ag yapisi, kriyojellerin temel yapisal
karakteridir. Siingerimsi yap1 igerisindeki gozenek sistemi analit molekiillerinin
aktinmla tasinmasini  kisitlamamaktadir.  Kriyojel igerisinde  olusturulan
makrogozeneklerin boyutlar1 10-250 um araliginda degisim gostermektedir. Genis
gozeneklerin olusturdugu ag yapisi kriyojeller nano-mikro araliginda 6lgege sahip

bircok biyomolekiiliin ayrilmasinda destek malzemesi olma potansiyeli

kazandirmaktadir.
(a) Basglangig (b) Donduruimus ¢ozetti (c) Eritiimig kriyojel
\ — Y
p J— Lol Donduma |- ¥ Eritme ~<—6
. — : | 2
3 T»—' . 4—5 i& ’ — =7 _]
5 8

Sekil 2.5. Kriyojel iiretiminin sematik gosterimi:1,¢ozeltideki makromolekiil; 2,
¢oziicli; 3, diisiik molekiil agirlikli ¢éziinen molekiilleri; 4, dondurulmus ¢6ziiciiniin
polikristalleri; 5, donmamis s1vi mikrofaz; 6, polimerik kriyojel; 7, makrogdzenekler;

8, ¢coziicl.

Kriyotropik jellesme isleminin temel karakteristik 6zellikleri;

1) Jel olusum ajanlarinmi igeren reaksiyon karisimi, ¢oziiciiniin donma noktasinin bir
ka¢ derece altinda dondurulur. Donmus haldeki sistem, tek parca kati blok gibi
goriinmesine ragmen donmamis sivi mikrofaz (UFLMP) iceren heterojen bir

karigimdir.
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2) UFLMP igerisindeki jel olusum ajanlarinin derisimi ¢6ziiciiniin donmasinin
etkisiyle yiikselmistir. Kriyoderisme olarak adlandirlan bu olay, donmus sistemlerde
jel olusumunun hizlanmasina sebep olmaktadir. Ayni1 derisime sahip sivi monomer

cozeltilerine gore jellesme oldukea hizli bir sekilde gerceklesmektedir.

3) Coziicli kristalleri, gézenek olusturucu ajan olarak islev gérmektedir. Coziici
eritildiginde, bosluklar olugsmakta, makrogozenekler ¢oziicii ile dolmaktadir. Coziicii
ve jel faz arasindaki ylizey gerilimi, gdzeneklerin yapisinin yuvarlaklasmasina ve
gbzenek yiizeylerinin daha diizenli olmasina sebep olmaktadir. Donma islemi
gerceklestiginde, c¢oziicli kristalleri diger kristallerle birlesene kadar biiylimektedir.
Eritme isleminden sonra jel igerisinde birbirine bagh gozeneklerden olusan bir ag
sistemi olusmaktadir. GoOzeneklerin sekil ve boyutlari, bircok faktdre baghdir;
monomer derisimi ve kriyotropik uygulama sicakligi en Onemli etki eden

faktorlerdir.

4) Kriyojellerin polimerik fazinda mikrogdzenek olusumlari gézlenmektedir. Bundan
dolay1, kriyojeller hem heterofaz hem de heterogdzenekli bir yapiya sahiptirler (Sekil
2.5).

2.4. interferonlar ve Bagisikhk Sistemindeki Rolii

Bagisiklik sistemimizin en Onemli gorevi, viicudumuzca “yabanci” olarak
tanimlanan maddelere kars1 dogal denetleme ve tepki etkilesimlerini stirdiirmektir.
Bu yabanci maddeler, disaridan viicudumuza giren istilact mikroorganizmalar ya da
kimyasallar olabilecegi gibi, viicudun hasar gérmiis ya da aksaklik gdsteren kendi
hiicreleri de olabilir. Bunlarin basinda da viriis etkisiyle enfeksiyon kapmis hiicreler

ve olagan hiicre dongiileri bozulmus olan kanserli hiicreler gelmektedir.

Viicutta bu gibi "yabancilasmis" hiicreler, bagisiklik sisteminin belirli
elemanlarinca tespit edilir ve bir dizi etkilesim sonucunda yok edilirler. Bagisiklik

sistemi, enfeksiyonu yok etmek icin isbirligi i¢inde ¢alisan organlarin, dokularin ve
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hiicrelerin karmasik bir agindan meydana gelmektedir. Interferonlar, yabanci
patojenlerin saldirisina karsi bagisiklik sistemini baslatabilen ¢esitli ve etkili
kimyasal mesajc1 proteinler olan sitokinlerin bir tiiriidiir. interferon, etkilesimde olan
komsu hiicrelere sinyal vermekte ve yabanci hiicrelerin biiyiimesini ve ¢ogalmasini
engellemektir (58). Interferon ayrica yabanci ajanlari tamimlamada bagisiklik
sistemin yeteneklerini artirabilmektedir. Bundan dolayi, saglikli bir yasam igin temel
unsurlardan biri olarak degerlendirilmektedir. Interferonun, birgok farkli hastaliklarin
tedavisinde antiviral ajan olarak ila¢ seklinde kullanilabilirligi, bu 6zel roliine
dayanmaktadir. Ayrica, arastirmacilar giinliik dozda burun spreyi olarak verilen
interferonun, hastaliklardan ve enfeksiyondan koruyabilecegini gostermistir. Fakat,
interferonun farmakolojik sekli burun kanamasi, yorgunluk, agrilara ve bas agrisi
gibi yan etkilere sebep olmakta ve sadece belirlenmis olan soguk alginliginin
tedavisinde kullanimi tavsiye edilmektedir (58).

Sekil 2.6. interferon Beta’nin 3 boyutlu molekiiler yapist.

2.4.1. Interferonun Tarihcesi

Viriislerin sebep oldugu bulasici hastaliklarin yarisindan fazlasi insanlara

zarar vermeye basladigindan beri bilim adamlar1 1950’lerde viriislere karsi viicudun



26

nasil savundugunun ipuglarini (interferonun kesfine yol agan) aragtirmaya
baglamistir. Viral replikasyon ftizerindeki c¢alismalar esnasinda, diinyanin farkl
bolgesinden iki arastirmaci ayr1 ayr1 olarak interferonu kesfetmistir. Birinci kesfe
1954’te Tokyo Universitesindeki arastirmacilarin tavsanlarda viriislerin etkileri
lizerinde yaptiklar1 calismada ulasilmistir. ilk enfeksiyon sonrasinda gerceklesen
viral enfeksiyona tavsanlarda direnci saglayan dogal bir protein belirlenmistir.
Bundan sonra 1957°de Iskogyal1 virolog Alick Issaacs ve Isvigreli bilim adami Jean
Lindenmann, tavuk embriyolarini influenza viriisii ile enfekte ettikleri zaman,
virtisleri yok eden hiicreler tarafindan fiiretilen ve embriyolarda herhangi bir diger
virlisiin biiylimesini yavaslatan proteinlerin oldugunu bulmuslardir. Issaacs ve
Lindenmann bu proteini virlis replikasyonunu oOnleme kabiliyetinden dolay1

interferon olarak adlandirmiglardir (59).

Daha sonraki arastirmalarda interferonun viral enfeksiyonlarda saatler
icerisinde iiretilmekte oldugu (antikorlar sekillenmek icin birka¢ giin alirken) ve
bitkileri de i¢ine alan canlilarin ¢ogunlugunda koruyucu protein olarak gorev aldigini
belirlenmistir. Interferon viral enfeksiyona karsi hiicrenin birinci savunma hattinda
gorev alirlar. Vicut interferonu az miktarda iretildiginden dolayi; bu proteinin
spesifik oldugu (yani insan interferonunun sadece insanlarda ise yaracagi)

distintilmiistiir.

Daha sonra 1960’larin sonunda Ion Gresser, Paris’te c¢alisan bir Amerikali
arastirmacit ve Finli virolog Kari Cantell, insan kan hiicrelerinden kullanilabilir
miktarda interferon yapmak icin yeni bir yontem gelistirmistir. Monoklonal
antikorlar, ilk olarak 1975’te iiretilmis ve interferon saflastirilmasi daha biiyiik
miktar araligina gelmistir. Daha sonraki yillarda (1980’in ortalarinda) genetik olarak
diizenlenen interferonu iiretimi baslamigtir. Ayni periyotta bilim adamlari
interferonun 3 siif oldugunu gostermis ve bu spesifik olmayan interferonlarin diger

tiirlerde de bir yanit iiretebildigi belirlenmistir.

Bu gelismeler meydana gelirken Japon arastirmacilar, Cin bitkisel tibbinda

kullanilan interferon {iretimini arttiran bitkiler {izerine c¢aligmalar yapmaktaydilar.
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Calisma kapsaminda interferon iiretimi hizlandiran 200’den fazla bitki incelenmis ve
uygun kombinasyonlarda interferon iiretimi hizlandiran dort farkli bitkiden etkin

maddeler izole edilmistir.

Bu genis arastirmanin sonucu olarak interferon bugiin ila¢ seklinde kuduz,
herpes enfeksiyonu ve hepatit gibi viral hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir.
Saglikli yetiskinlerde de bagisiklik sistemini giiclendirmek amaciyla interferon
tiretimini artirmak i¢in dogal tedavi destek yontemleri konusunda arastirmalar devam

etmektedir (60).

2.4.2. interferon Tipleri

Interferonlar genellikle tiir spesifiktir ve ¢ogu omurgali tiirii en az 3 tip
interferon iretmektedir. Bunlar; interferon-a, interferon-f ve interferon-y’dir.
Insanlar interferon-o’nin 16 tane yakin iligkili tipini iiretirken, interferon-p ve y’nin

sadece bir tipini liretmektedir.

Interferon-a. ve interferon-B, ayni hiicre yiizey reseptorlerine baglanirlar ve
aside dayaniklidirlar. Bunlar tip I interferonlar olarak smiflandirilirlar. interferon-y
ise aside dayaniksizdir ve farkli reseptorlere baglanir. Bundan dolayz, tip Il interferon
olarak smiflandirilmaktadir. Asagidaki tabloda interferonlarin biyolojisinin bir 6zeti

sunulmaktadir.

Tablo 2.5. Geleneksel insan interferonlart ve ilk olarak elde edildikleri hiicre

kaynaklari.
Interferon tipleri  Diger ismi IIk izole edildigi hiicre tipi
Interferon-a Lokosit interferon veya Lokosit, lenfoblastoid hiicreler
lenfoblastoid interferon
Interferon-p Fibroblast interferonu Fibroblast hiicreler
Interferon-y Bagisiklik interferonu Aktive olmus T

lenfositlerinden
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2.4.2.1. interferon-o

Interferon-a. baslangigta bu hiicre tiplerinden elde edildiklerinden dolay
l6kosit interferonu veya lenfoblastoid interferon olarak adlandirilmaktadir.
Insanlarda interferon-a’nin en az 16 farkli ¢esidi bilinmektedir. Bunlarm amino asit
dizisi mitkemmel bir sekilde benzemesine ragmen; birincil yapilari farklidir ve
birbiriyle iliskili genlerin bir ailesi tarafindan kodlanmustir. Insan interferon-a’larmn
¢ogu 165-166 amino asitten olusan ve 16zin, glutamik asit ve glutamince zengin tek
zincir polipeptidlerdir. Bunlarin genellikle pl degerleri 5.5-6.5 arasinda
degismektedir. Interferon-a’larin ¢ogu karbonhidrat yan zincirlerinden yoksun
olmasina ragmen sadece birkag tanesi glikoproteindirler ve cesitli derecede
glikoksilasyon gosteritler. interferon-o’larin molekiiler kiitlesi 16 kDa’dur. Ancak,
molekiiliin karbonhidrat icerigine baghh olarak 26 kDa’dan c¢ok daha fazla
olabilmektedir. Karbonhidrat bilesimlerinin enzimatik veya kimyasal olarak yerini

degistirmek bunlarin biyoaktivitesi iizerinde kii¢iik yan etkiler gostermektedir.

Interferon-o’lar antiviral, antiproliferal, agr1 kesici ve bagisiklik sistem
diizenleyici etkilerini spesifik ylizey reseptorlerine baglanarak baslatirlar. Bu
ozelliklere sahip iki tane reseptdr izole edilmis ve klonlanmstir. Interferon-aB
reseptOrleri sadece bir tane spesifik (interferon-oB veya interferon-a8 diye
adlandirilan) interferon-o tiiriinii bagladig1 goriilmektedir. Interferon-a/B reseptorleri
diye siniflandirilan diger reseptorler ise tip I interferonlarin hemen hemen biitiin
cesitlerinin biyolojik etkilerinde gdrev almaktadir. Interferon-a reseptérleri ¢ogu
hiicre tipinde hazir olarak bulunmaktadir. Bu reseptorlerin sayis1 genelde oldukca

azdir; fakat, ligandlarina kars1 yiiksek oranda baglanma afinitesi gosterirler (65-67).

2.4.2.2. Interferon-p

Insan interferon-B veya fibroblast interferonu, baslangigta ilk olarak viral
partikiillerin veya poliniikleotidlerin ortaya ¢ikardigi fibroblastlardan elde edilmistir.
Insan interferon-p homojen olarak saflastirilmis ilk interferon molekiiliidiir. 166
aminoasitten olusan glikoprotein yapisinda ve yaklasik 20 kDa molekiiler kiitleye

sahiptir. Yaklasik olarak pl degeri 8’dir. Molekiiller aras1 disiilfit bagi icermektedir.
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Insan genomu, bir tek interferon-p genine sahiptir. Gen iiriinleri interferon-o’larin
amino asit sirasinda yaklasik % 30 benzerlik gostermektedir. Dogal interferon-,
cesitli kromatografik tekniklerin bir karistimi kullanilarak saflagtirilmaktadir. Tek
basamakli saflagtirma yontemi, boya afinite kromatografisi kullanilarak
gelistirilmistir. Interferon ailesinin diger iiyeleriyle benzer biyolojik etkisini tip I

interferon hiicre ylizey reseptorlerine baglanarak gosternektedir.

2.4.2.3. Interferon-y

Interferon-y, bagisiklik interferonu da denmektedir, genis miktarda aktive
edilmis T lenfositleri ve dogal 6ldiiriicii (NK) hiicreler tarafindan iiretilmektedir.
Insan interferon-y, 143 amino asit iceren tek zincir glikoprotein yapidadir. Molekiiler
kiitlesi 15-25 kDa arasinda glikoksilasyonun derecesine bagli olarak degisir.
Molekiiler yapisi iki tane potansiyel glikoksilasyon kisimlarina sahiptir. interferon-y
fizikokimyasal Ozellikleri ve biyolojik aktivitelerine gore tip I interferonlardan
onemli Ol¢lide farklilik gostermektedirler. Bu interferonlar, makrofaj ve NK
hiicreleri, B ve T lenfositlerin aktivasyonu ve farklilasmasini iceren bagisiklik ve agri
kesici yanitlarin hemen hemen hepsini diizenlemektedirler. Ayrica, endotelyal hiicre
ve fibroblastlar gibi 16kosit olmayan hiicrelerin aktivasyonunu ve biiyiimesini kontrol
etmektedir. Tip I interferonlara gére dezavantaji ise; interferon-y’nin en zayif

antiviral ve antiproliferatif aktivite géstermesidir.

Biyolojik olarak aktif interferon-y, iki interferon-y monomerinin antiparalel
ve non-kovalent baglanmasiyla ile sekillenmis bir homodimerdir. Her bir alt birim 6
biiyiik alfa heliks bolgeden olusmaktadir ve toplam olarak B konformasyonu
icermemektedir. Birgok 16kosit tiiriinde interferon-y reseptorleri bulunmaktadir.

Eritrositlerde bu reseptorler yoktur.

2.4.3. interferonlarin Etki Mekanizmalari

Interferonlar etkilerini gdsterebilmeleri igin spesifik reseptorler ile birlesmek

zorundadirlar. Viicutta yaygin sekilde birbirinden farkl iki tip interferon reseptorii
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vardir. Interferon-o ve interferon-p reseptorleri aynidir. Interferon-y ise farkl
reseptorlere baglanmaktadir. Reseptore baglandiktan sonraki olaylar asagidaki

sekilde 6zetlenmistir.

1G

Sekil 2.7. Interferonlarin etki mekanizmasinin sematik gosterimi. (i) Viriis konakg1
hedef hiicreye gelerek genetik maddesiyle hiicreyi enfekte eder. (ii)Enfeksiyon
sonrasinda, viriis konak¢i hiicrenin iginde cogalir. (iii) Hicrede virlis varlig
nedeniyle, hiicrenin kendi DNA'st uyarilir ve interferon sentezinden sorumlu
bolgeden mRNA olusturulur. (iv) mRNA araciligiyla sentezlenen interferon, hiicre
disina salgilanmir ve kan yoluyla tasinarak diger hiicreleri etkiler. (v) Etkilenen saglikli
hiicreler “viicutta virlis oldugu” uyarisini alarak, antiviral proteinleri sentezler (ya da
benzeri korunma-savunma mekanizmalarini harekete gegirir). (vi) Boylece saglikli

hiicreler kendilerini korumay1 basarir (58).

Interferonlarin biyolojik etkileri bes grupta incelenebilir: 1. Antiviral etkiler;
2. Antiproliferatif etkiler; 3. Immunmodiilator etkiler; 4. Onkogen ekspresyonu

tizerine etkileri; 5. Fenotipik ekspresyon iizerine etkilerdir.
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2.4.3.1. Antiviral Etkiler

Yapilan caligmalarda daha once infekte olmamis bir hiicrenin, interferon
varliginda, viriislere maruz kaldiginda asla infekte olmayacagi gosterilmistir. Hiicre
infekte oldugunda bir takim interferon genleri aktive olur. interferon iiretimi yapilir
ve interferon komsu hiicredeki reseptore baglanir. Bdylece bu hiicrelerde viriis

proteinlerinin ve genetik malzemesinin sentezi dnlenir (61,62).

2.4.3.2. Antiproliferatif Etkiler

Interferonlar hem normal, hem de malign hiicrelerde antiproliferatif etki
gosterirler. Gl fazinda RNA sentezini baskilarlar. Antiproliferatif etkileri interferon

kullanimi kesilince ortadan kalkar (63,64).

2.4.3.3. Bagisiklik Diizenleyici Etkiler

Interferonlarin bagisiklik sisteminin fonksiyonunu degistirmede 6nemli rolleri
vardir. Interferonlar, NK hiicrelerinin sitotoksik aktivitelerini arttirirlar. Sitotoksik
olmayan 6n-NK hiicreleri interferon araciligi ile aktive olur ve sitotoksik hale geger.
Bu etki interferon kesilince ortadan kalkar. Interferonun bu etkisi NK hiicrelerince

salinan interferon ve interlokin I-I11 ile de artis gosterir (65,66).

Sonucta antikora bagimli hiicresel sitotoksite (ADCC) artmis olur.
Interferonlar uygun sartlar altinda antikor yapan hiicrelerin olusumunu ve
immunglobulin yapimini arttirirlar.  Ancak tiimor rejeksiyonunda antikorlarin

dogrudan etkisi 6nemsiz oldugundan bu konu iizerinde fazla durulmamaktadir (67).

Ayrica interferonlar tiimor hiicresi membran antijenlerinin ve/veya HLA'min
ekspresyonunu artirirlar. Bdylece yabanci hiicrenin tanimmasi ve Yok edilmesi

kolaylasir (68,69).
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2.4.4. interferonlarmn Klinik Kullanim Dozlar1 ve Toksisiteleri

Interferon, 1957 yilinda bulunmasina karsin iiretimi ile ilgili sorunlar 1980'li
yillarin basinda asildigindan, faz I ve II c¢alismalar1 da ancak 80’li yillarda
baslamistir. Baslangicta dogal bir molekiil olmasi nedeniyle toksik olmadigi
diisiiniilmistiir. Ancak bugiin tedavi edici dozlarda verilen interferon molekiiliiniin
toksik oldugu bilinmektedir. Bir interferon preparatinm 867 hastada ¢esitli siirelerde
kullanilmas: sonucunda goriilen yan etkiler Tablo 2.6'da gosterilmistir. Gergekte
interferon-a.  verilen hastalarin hemen tamaminda degisik siddette, degisik
zamanlarda bazi yan etkiler olusmaktadir. Bu yan etkiler, ¢ogunlukla doza baglidir.
Kolaylikla ortadan kaybolan ve takiflaksi nedeniyle tolere edilebilen yan etkilerdir.
Ates, titreme, halsizlik, bulanti, kusma gibi belirtilerin oldugu "grip benzeri
sendrom" doza bagli, 4-12 saat siireli erken donemde goriilen bir yan etkidir.
Semptomlar asetaminofen tedavisi ile kolaylikla kontrol altina alabilir. Geg
donemde (tedavinin 2-6. haftalar1 aras1) goriilen yan etkiler ise halsizlik, yorgunluk,

anoreksi, kas agrilari, bas agirisi ve alopesidir.

Tablo 2.6. interferona bagl yan etkiler ve goriilme siklig1.

Yan Etkiler Siklik (%)
Grip benzeri semptomlar 98
Bulant1 46
Kusma 29
Merkezi periferik sinir sistemi bozukluklari 34
Gastrointestinal belirtiler 27
Kardiyovaskiiler bozukluklar 14
Deri belirtileri 12

Enfeksiyonlar

Alopesi

Solunum sistemi bozukluklari
Kilo kayb1

Pihtilasma bozukluklari

w w b N BN

Slomatit
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Ayrica interferon-o’nin hafif miyelobaskilama etkisi vardir. Nadir olmakla
beraber notrofil 1okositlerdeki azalmaya bagl olarak bakteriyel infeksiyonlar
artabilir. Interferon-a tedavisi sirasinda otoantikorlar ortaya ¢ikabilir. Fakat rapor
edilen otoimmun hastaliklarin sayist olduk¢a azidir. Otoimmun hastaliklar arasinda
en sik olarak tiroidit goriiliir. interferon tedavisi sirasinda diisiik doz kullananlarin %
2-5'inde, yiikksek doz kullananlarin % 10-20'sinde karaciger enzimleri yiikselir.
Interferon-a tedavisinde goriilebilen psikiyatrik yan etkiler ise irritabilite, anksiyete,
depresyon ve deliryumdur. Yan etkilerin ¢ogunda tedavinin kesilme indikasyonu

yoktur. Doz azaltilmasi cogunlukla yeterlidir (70,71).

2.4.5. Ila¢ Tipleri

Interferon ilaglarmi birkag farkli tipi giiniimiizde insanlarda kullanilmak igin

onaylanmistir. Baz1 6rnekleri asagida verilmistir.

Yakin zamanda piyasaya verilen yeni bir tip interferon da, P.E.G. (poli-etilen
glikol) olarak bilinen jelatinimsi bir molekiiliin eklenmis oldugu interferon alfa-2a
ve-2b tirevleri de vardir. PEG eklenmis interferon, viicutta daha uzun siire
dayanmakta ve haftada bir kullanimi yeterli olmaktadir. Bu yeni tiirevin viriislere

kars1 etkinligi de daha yiiksektir.

Oniimiizdeki yillarda yan etkisi neredeyse hi¢ olmayan, en kisa zamanda en
etkili tedaviyi olasi hale getirebilen yeni interferon tilirevlerinin gelistirilmesi
konusunda g¢alismalar yogun bir sekilde devam etmektedir. Gen miihendisleri, kanser
tirlerinin tedavisinde de kullanilabilecek olan interferonlarin gelistirilmesi
konusunda c¢aligsmaktadir (58). Sonug olarak interferonlar 1980’lerde rekombinant
DNA teknolojisi ile fliretilene kadar ¢ok zor bulunan ve pahali ilaglar olarak
degerlendirilmekteydiler. Giiniimiizde ise; kiiresel satis pazari yaklasik olarak 5

milyar dolar1 bulan yaygin bir ilag olmustur.
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Tablo 2.7. Rekombinant interferon-a ilag gesitleri.
Tiir Ilac Ad

Rekombinant Interferon-a

Alfa-2a Roferon
Alfa-2b Intron A
Alfa-nl Wellferon
Alfa-n3 AlferonN
Alfa-com Infergen

Rekombinant Interferon-f

Beta-la Avonex
Beta-1b Betaseron

Rekombinant Interferon-y

Gama-1b Acimmune

2.4.6. interferonlarm Uretimi

Interferonlar yillarca ¢esitli kaynaklardan, metal-selat, ¢oktiirme, katyon-
degistirme, anyon-degistirme, jel filtrasyonu, hidrofobik ve imminoafinite
kromatografiyi i¢eren gesitli yontemler ile saflastirilmis ve homojen protein eldesine

imkan veren bazi yontemler sunulmustur (72-77).

Interferonlar, insan kani lenfositlerinden elde edilen iki litre kandan
1/1000000 gram kadar interferon elde edilirken; giiniimiizde klonlanmis

bakterilerden ¢ok daha fazla miktarda elde edilir.

Interferon geni, diger birgok genin klonlanmasinda kullanilan cDNA yontemi
ile cogaltilmistir. cDNA, dG/dC kuyruklama yontemi ile pBR322 ‘nin pst I noktasina

klonlanmuistir.
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Klonlanan interferon geninin ifadesinde triptofan (Trp) operonundan bir
serbest baslatict gen kullanilmaktadir. Klonlanmis triptofan operonu EcoRI ile
kesildiginde 300 bp’lik bir DNA parcas1 elde edilmekte ve bu parga iizerinde
baslatict gen, operatdr ve Shine-Dalgarno ribozom baglanma bolgesi bulunmaktadir.
Bazi islemlerden daha gegirilen bu DNA pargasi, ifade vektorii haline doniistiiriilmek
icin pBR322 plasmidi, EcoRI + pst I ile kesilmis ve E. coli’ye sokulabilecek duruma

getirilmistir.

Ifade vektoriinii alan E. coli hiicrelerinin seciminden sonra; hiicre
tiretildiginde 1 litre kiiltiirden yaklasik olarak 2.5 X 10°® iinite kadar interferon elde
edilmektedir (78).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kimyasal Maddeler

2-Hidroksietilmetakrilat (HEMA), N,N’-metilen bisakrilamid (MBAAmM) ve
amonyum persiilfat (APS) Sigma (St Louis, ABD) firmasindan temin edilmistir.
Baslatict N,N,N,N’-tetrametilen etilendaimin (TEMED) Fluka AG (Buch, Isvicre)
firmasindan temin edilmistir. Cibacron Blue F3GA Polyscience (Warrington, ABD)
firmasindan temin edilmistir ve herhangi bir saflastirma islemi olmadan
kullanilmistir. Diger kimyasallar analitik kalitede olup Merck AG (Darmstadt,
Almanya) firmasindan temin edilmistir. Deneylerde kullanilan su, yiiksek akish
seliiloz asetat membran (Barnstead D2731) ile ters osmoz Barnstead (Dubugue, 1A)
ROpureLP@ birimi ve ardindan Barnstead D3804 NANOpure organik/kolloid
uzaklagtirma birimi ve iyon degistiricili dolgu sistemi kullanilarak saflastirilmistir.

Elde edilen saf suyun direnci 18 mS’dir.

3.2. Poli(2-Hidroksietil Metakrilat) [poli(HEMA)] Kriyojellerin Hazirlanmasi

Poli(HEMA) kriyojel hazirlanmasinda uygulanan yontem kisaca su
sekildedir: monomerler (10 mL HEMA) deiyonize su igerisinde ¢Oziilmiistiir ve
¢ozelti icerisinde ¢Oziinmiis haldeki oksijenin uzaklastirilmasi i¢in vakum altinda
(100 mmHg) 5 dakika azot gazi gecirilmistir. Toplam monomer derisimi %6
(w/v)dir. Kriyojel, TEMED (120 pL) ve APS (100 mg) baslatici sisteminin
kullanildig1 serbet radikal polimerizasyon ile iiretilmistir. APS’nin eklenmesinden
(toplam monomer miktarinin % 1 (w/v)) sonra ¢dzelti buz banyosu icerisinde 2-3
dakika sogutulmustur. TEMED ilave edilmis (toplam monomer miktarinin % 1
(w/v)) ve reaksiyon karisimi 1 dakika karistirilmistir. Daha sonra, reaksiyon karigimi,
alt cikis1 iyice kapatilmig plastik bir enjektoriin (5 mL, 0.8 cm i.¢.) igerisine
doldurulmustur.  Enjektor icerisindeki  polimerizasyon ¢ozeltisi -12°C’da
dondurulmus ve 24 saat bu sicaklikta bekletilmistir. Daha sonra, donmus haldeki
polimerik kriyojel oda sicakliginda eritilmistir. Reaksiyona girmeyen monomer ve
baglaticinin uzaklastirilmasi i¢in uzun bir yikama islemi uygulanmistir. Yikama

cozeltisi olarak seyreltik HCI ¢ozeltisi ve su-etanol karisimi, monolitik kriyojel
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kolondan gegirilmistir. Kriyojelin temiz oldugu tesbit edilene kadar yikama islemi
devam ettirilmistir. Yikama isleminden sonra monolitik kriyojel %0.02 sodyum aziir

igeren ¢oOzelti igerisinde +4°C’da saklanmustir.

3.3. Poli(HEMA) Kriyojellere Cibacron Blue F3GA Baglanmasi

Boya afinite ligand1 Cibacron Blue F3GA (Sekil 3.1a), poli(HEMA)
kriyojellerin yapisindaki -OH gruplar1 ile boya molekiillerin triazin gruplari
arasindaki niikleofilik yer degistirme reaksiyonu ile immobilize edilmistir (Sekil
3.1b). Ligand immobilizasyonu i¢in uygulanan yontem kisaca su sekildedir:
Cibacron Blue F3GA immobilizasyonu ¢aligmalari, sicaklik kontrollii su banyosunda
gerceklestirilmistir. ilk 6nce kriyojeller distile su (30 mL) ile birkag defa yikanmustir.
Daha sonra, kriyojeller NaOH (5 g) iceren 100 mL Cibacron Blue F3GA ¢ozeltisinde
(5 mg/mL) 6 saat kanstirilmistir (80°C). Uygulanan deney kosullarinda,
immobilizasyon 630 nm dalga boyundaki (Cibacron Blue F3GA’nin en yiiksek
absorbans verdigi dalga boyu) absorbans diisiisii ile takip edilmistir. Boyama
isleminden sonra, Cibacron Blue F3GA takili poli(HEMA) kriyojel fiziksel olarak
adsorbe olmus Cibacron Blue F3GA’ nin uzaklastirilmasi i¢in damitik su ve metanol
ile yikanmigtir. Modifiye edilmis kriyojel mikrobiyal kontaminasyonu onlemek i¢in

% 0.02 sodyum aziir iceren ¢ozelti igerisinde +4°C’da saklanmistir.

3.4. Poli(HEMA) Kriyojellerin Karakterizasyonu

3.4.1. Denge Sisme Oraninin Belirlenmesi

Poli(HEMA) kriyojelin denge sisme oraninin (S) belirlenmesinde asagida
verilen yontem izlenmistir. Kriyojel gozenekli filtre iizerinde temizlenene kadar
yikanmigtir. Daha sonra vakum da havasi alinmis ve darasi alinan tartim kabina
yerlestirilmistir. Sismis kriyojelin kiitlesi tartilmistir (m). Daha sonra kriyojel
60°C’da sabit tartima gelene kadar kurutulmus ve kuru 6rnegin kiitlesi belirlenmistir

(Miur). Denge sisme orani asagidaki esitlikle belirlenmistir:

S=(Mistak—"Mkuruy/ Miuru (3.1
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Sekil 3.1. Cibacron Blue F3GA nin kimyasal yapis1 (a) ve poli(HEMA) kriyojellere

immobilizasyonu (b).

3.4.2. Yiizey Morfolojisi

Poli(HEMA) kriyojelin kesit alaninin yiizey ve y1gin yapilar1 yliksek biiyiitme
saglamalar1 nedeniyle taramali elektron mikroskobu (JEOL, JSM 5600, Tokyo,

Japonya) ile incelenmistir. Ornek % 2.5 gluteraldehit iceren 0.15 M sodyum
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kakodilat tamponunda gece boyu bekletilerek yapisi sabitlenmistir. Daha sonra %
I’lik osmiyum tetraoksit ile 1 saat muamele edilerek ileri sabitleme yapilmistir. Daha
sonra Ornek, basamak basamak etanol i¢erisinde dehidrate edilmis ve etanoliin sivi
karbon dioksitle degistirilecegi sicaklik olan kritik nokta sicakligina (+10°C) transfer
edilmistir. Daha sonra sicaklik +40°C’a ¢ikarilmis ve basing 100 bara yiikseltilmistir.
Bu sicaklik degisimi sonucunda sivi karbondioksit dogrudan gaz formuna
gecmektedir. Bu faz degisimi sirasinda buharlasma 1sis1 ve yiizey gerilim kuvvetleri
olmadigindan monolitik kriyojelin yapisinda herhangi bir hasar olugsmamaktadir.
Sabit sicaklikta (+40°C) basincin diisiirilmesiyle kuru kriyojel oOrnekleri elde
edilmektedir. Elde edilen kriyojel drnekleri altin:paladyum (40:60) ile kaplanmis ve

SEM ornek yuvasina yerlestirilmis ve fotograflari ¢ekilmistir.

3.4.3. FTIR Cahismalar

Cibacron Blue F3GA, poli(HEMA) kriyojel ve Cibacron Blue F3GA takili-
poli(HEMA) kriyojelin FTIR spektrumlart Shimadzu marka FTIR spektrofotometre
ile alinmigtir (FTIR 8000 Series, Tokyo, Japonya). Analizden 6nce 6rnekler 48 saat
kurutulmustur. Kurutulan monolitik kriyojeller 6giitiilmiistiir. FTIR spektrumlarinin
elde edilmesi amaciyla 2 mg ogiitiilmiis kriyojel 6rnegi 98 mg KBr ile karistirilarak
havanda déviilmiis ve hidrolik preste 600 kg/cm? basingta 10 dakika bekletilerek ince
bir tablet haline getirilmistir. Hazirlanan tabletin 4000-500 cm™ dalga sayisi
araliginda spektrumu alinmistir. Alinan biitiin spektrumlara 5 noktali temel c¢izgi

diizeltmesi uygulanmigtir.

3.4.4. Elementel Analiz

Poli(HEMA) kriyojele immobilize edilen Cibacron Blue F3GA miktar
elementel analiz ile belirlenmistir. Elementel analiz deneylerinde asagida verilen
yontem izlenmistir. Ornek (1.0 mg) elementel analiz cihazinin (Leco, CHNS-932,
ABD) aliiminyum hiicresine yerlestirilerek + 0.0001 g duyarlilikla tartilmistir. Ornek

igeren bu hiicre cihaza yerlestirilmis ve yakma igslemi sonucunda 6rnegin karbon (C),
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hidrojen (H), azot (N) ve kiikiirt (S) miktarlar1 belirlenmistir. Ornegin oksijen (O)

miktari ise farktan bulunmustur.

3.4.5. Yiizey alam Olciimleri

Poli(HEMA) kriyojellerin  gozenekliligi azot adsorpsiyon teknigi ile
Olciilmistiir (Flowsorb II, Micromeritics Insrument Corporation, Norcross, ABD).
Kriyojellerin spesifik ylizey alam1 ¢ok noktali Brunauer-Emmett-Teller (BET)
yontemi ile belirlenmistir (Quantachrome, Nova 2200E, ABD). Uygulanan yontem
kisaca su sekildedir: 0.5 g kurutulmus kriyojel 6rnek haznesine yerlestirilmis ve azot
atmosferinde 150°C’da 1 saat gazi alinmistir. Gaz adsorpsiyonu -210°C’da ve
desorpsiyonu oda sicakliginda gecgeklestirilmistir. Desorpsiyon basamaginda elde
edilen sonuglar, spesifik yiizey alani hesaplamalarinda kullanilmistir. Kriyojelin
sahip oldugu gozenek hacmi ve ortalama gozenek capr Barrett, Joyner, Halenda

(BJH) modeli uygulanarak belirlenmistir.

3.5. Rekombinant interferon-e’min Adsorpsiyon Cahismalari

Rekombinant interferon-o. adsorpsiyon c¢alismalari i¢in bir model protein
olarak secilmistir. Cibacron Blue F3GA baglanmis olan kriyojellerin rekombinant
interferon-o. adsorpsiyonlar1 ¢esitli pH’larda caligilmigtir. Adsorpsiyon ortaminin
pH’s1 farkli tampon sistemleri (pH 4.0-6.0 igin asetat ve pH 7.0-8.0 igin fosfat
tamponlari) kullanilarak 4.0-8.0 arasinda degistirilmistir. Biitiin pH o6l¢timler bir
dijital pH/mV metre (Fischer Scientific model 15, Almanya) ile yapilmistir.
Rekombinant interferon-a’nin baslangig¢ derisimi  0.25-2.0 mg/ml arasinda
degistirilmistir. Tipik bir adsorpsiyon deneyinde rekombinant interferon-o tampon
¢ozeltisinde 30 rpm sabit hizli bir karistiricida berrak ¢ozelti olana kadar
kanstinlmistir (yaklasik 5 dakika). Elde edilen ¢ozeltiden baslangi¢ derisiminin
belirlenmesi amaciyla 0.5 ml’lik 6rnek alimmistir. Daha sonra poli(HEMA)
kriyojeller ortama birakilmis ve 30 rpm 2 saat boyunca karigtiritlmistir. Adsorpsiyon
siiresi sonunda; kriyojelle ¢ozeltiden uzaklastirilmis ve sonug ¢ozeltiden 0.5 ml’lik
ornek alinarak son derisim belirlenmistir. Kriyojellerin adsorbe ettigi rekombinant

interferon-o. miktart adsorpsiyon ortamindaki interferon-o derisimindeki azalmanin
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spektrofotometrik (Shimadzu 1601, Tokyo, Japonya) olarak 280 nm’de &lgiimiiyle
tespit edilmistir. Adsorbe edilen rekombinant interferon-a miktar1 asagidaki denklem
kullanilarak hesaplanmustir:

Q=[(C,-C) .Vlim 3.2)

Burada; Q, poli(HEMA) kriyojellerin adsorbe ettigi rekombinant interferon-o
miktar1 (mg/g); C, ve C ise sirasiyla adsorpsiyon ortamindaki baslangi¢ ve son
rekombinant interferon-a derisimleri (mg/ml); V, ¢6zelti hacmi (ml) ve m ise

kullanilan poli(HEMA) kriyojellerin ortalama kiitlesidir (g).

3.6. Rekombinant Interferon-o’nin Desorpsiyon Calismalar:

Rekombinant interferon-a desorpsiyon deneyleri 1,0 M NaCl igeren tampon
¢ozeltileri kullanilarak gergeklestirilmistir. Rekombinant interferon-o adsorplanmis
olan kriyojeller desorpsiyon ortamina birakilmis ve yaklasik 30 rpm sabit bir
karistirict da 25°C’de 2 saat boyunca karistirilmistir. Desorpsiyon ortamindaki son
rekombinant interferon-o derisimi spektrofotometrik belirlenmistir. Cibacron Blue
F3GA takili-kriyojelin tekrar kullanilabilirligini gostermek igin adsorpsiyon-

desorpsiyon dongiisii ayn1 kriyojel kullanilarak 10 kere tekrarlanmustir.

3.7. Dogal Kaynaktan interferon Saflastiriimasi

Calismanin bu asamasinda; dogal kaynaktan (insan gingival fibroblast
kiiltiirii) interferon saflastirilmasi gerceklestirilmistir. Bu amacla dogal kaynak olarak
insan gingival fibroblast hiicre kiiltlirlerinden ekstrakte edilen interferon Ornegi
kullanilmistir. Insan gingival fibroblast kiiltiirii, Hacettepe Universitesi, Fen
Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Fizyoloji Anabilim Dalindan temin edilmistir. Hiicre
kiiltiirii icin uygulanan yontem kisaca su sekildedir: gingival hiicre ¢izgisi (GV1) T-
150 kaplarda (2.3 x 10° hiicre/kap) tripsinle muamele edilmistir. Daha sonra yaklagik
107 hiicre, y1gin besi ortamina alinmis ve 7 giin boyunca 37°C’da kiiltiir edilmistir.
Besi ortami olarak 50 RU/ml interferon primeri, 50 pg/ml poliriboinosik-

poliribositidilik asit, 10 ug/ml siklohekzan igermektedir. Hiicre kiiltiir ortaminda
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yetistirilen insan gingival fibroblast hiicreler, kiiltiir isleminden sonra 2 M NaCl (100
ml) iceriSine eklenmis ve 2 saat oda sicakliginda karistirilarak par¢alanmistir. Hiicre
parcalarinin uzaklastirilmas1 amaciyla karisim 4000 rpm’de 10 dakika santrifiyj
edilmigtir. Siipernatan ¢6zelti ayrilmis ve 24 saat Servapor® diyaliz tiipii (¢ap: 29
mm; gozenek boyutu: 12,000 kDa) diyaliz edilmistir (Serva Electrophoresis GmbH,
Heideiberg, Almanya). Daha sonra, diyalizata sodyum aziir eklenmis (% 0.02) ve

kullanilana kadar +4°C’da saklanmustir.

Cibacron Blue F3GA takili poli(HEMA) kriyojelin (yarigap: 1.0 cm, uzunluk:
5.0 cm) dogal kaynaktan interferon saflastirma performansi UV dedektor sistemi ile
donatilmis AKTA-FPLC (Amersham Bioscience, Uppsala, Isvec) ile test edilmistir.
FPLC(Hizl1 Protein Sivi Kromatografi) cihazi M-925 karistiricisi, P-920 pompasi,
UPC-900 monitorii, INV-907 enjeksiyon valfi ve Frac920 fraksiyon kolektorii
icermektedir. Ayirma islemi GE Healthcare (Amersham Bioscience, Uppsala,
Sweden) kolonda (10/10, 19-5001-01) sentezlenen Cibacron Blue F3GA takili
poli(HEMA) kriyojel konularak yapilmistir. FPLC’nin A ve B hareketli fazlari
sirastyla, 20 mM fosfat tamponu (pH 6.0) ve 1 M NacCl iceren 20 mM fosfat
tamponu (pH 6.0) ile hazirlanmistir. Kromatografik ayirma dogrusal gradiyenti 2
mL/dak akis hiz1 ile gerceklestirilmistir. % 100’ liik A hareketli faz1 ile 6 dak’lik
baglama siiresinden sonra, B hareketli fazinin miktar1 % 0’dan % 100’e kadar 1 dak
icerisinde dogrusal gradiyentli olarak artirllmistir. % 100°liikk B hareketli faz1 7 dak
siireyle uyguladiktan sonra kolondan 8 dak boyunca % 100’liikk A hareketli fazi
gecirilmistir. Tim tamponlar ve karisimlar kullanilmadan once 0.45 pm caph
membrandan filtre edilmistir. 2 mL fibroblast eksrakti kolona uygulanarak sistemin
absorbansi 280 nm’de kaydedilmistir. Ayirma islemi ise oda sicakliginda yapilmistir.

to, belirleyici olarak KBr kullanilmistir. Kapasite (k') ve ayirma (o) faktorleri
K'= (tg-t ), a=k, /K, (3.3)
denklemi kullanilarak hesaplanmistir. Bu denklemende tg, fibroblast

interferonu alikonma zamani; t,, KBr in alikonma zamani; k,-, fibroblast interferonu

i¢in kapasite faktorii ve k;' ise fibroblast ekstraktindaki diger molekiiller gibi bir
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yarismali proteinin kapasite faktoriinii belirtmektedir. Rs ayirim giici ve teorik plaka

sayis1 (N) asagidaki esitlik kullanarak hesaplanmustir.

N = 5.54 (t / Wy ) (3.4)
Rs =2 (try - ty) / (Wy + Wy) (3.5)

Wy s karsilik gelen pikin taban yari uzakligi, tr; Ve 1, bitisik iki yakin pikin
alikonma zamanlari, w, ve w, iki bitisikteki iki yakin pikin taban ¢izgisindeki

genisligidir.

Saflastirilan interferonun yapisal analizi ve denatiire olup/olmadiginin
belirlenmesi amaciyla spektroflorimetre 6lgtimleri (Shimadzu RF 5301 PC, Tokyo,
Japonya) ile gergeklestirilmistir. Uygulanan 6l¢iim parametreleri sunlardir: Uyarma
dalga boyu: 350 nm; slit genisligi: 5 nm; spektrum tiirli: emisyon; tarama hiz1: siiper;
duyarlilik: yiiksek; cevap siiresi: otomatik’tir. Florimetre 6l¢limii i¢in alinan 6rnekler,

ornek yuvasina konulmus ve 350-550 nm dalga boyu araliginda 6lgtimler alinmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Kriyojellerin Sentezi ve Karakterizasyonu

Stiper makrogézenekli monolitik poli(HEMA) kriyojeller, 2-hidroksietil
metakrilat (HEMA) monomerinin donmus fazda Kriyo-polimerizasyonu ile
hazirlanmigtir. N,N’-metilen bis(akrilamid) (MBAAm) capraz baglayict olarak
kullanilmistir. Amonyum persiilfat/N,N,N,N’-tetrametilen diamin baglatici/aktive
edici ¢ift olarak kullanilmistir. Monolitik kriyojellerde fonksiyonel olarak bulunan
hidroksil (-OH) gruplar1, ligand modifikasyonuna (Cibacron Blue F3GA
immobilizasyonuna) izin vermektedir. Monolitik kriyojelin igyapisinin taramali

elektron mikroskop goriintiileri "Sekil 4.1'de verilmistir".

Poli(HEMA) kriyojelin denge sisme orami 7.14 g H,O/g kuru kriyojeldir.
Poli(HEMA) kriyojel, opak, siingerimsi ve elastiktir. Bu kriyojellerin gozenekleri
icerisindeki su elle kolaylikla sikilabilmektedir. Sikilan kriyojel pargasi suya
daldirildigi zaman 1-2 saniye igerisinde orijinal boyut ve sekline tekrar
donebilmektedir.

Poli(HEMA) kriyojellerin karakterizasyonu i¢in uygulanan bir diger yontem
yiizey alani Ol¢limiidiir. Yiizey alan1 ve gozenek boyutu dagilimi kromatografik
destek malzemeleri i¢in 6nemli parametrelerdir. Bu 6zellikler siv1 azot sicakliginda
azot absorpsiyon/desorpsiyon izotermleri ve 0.05-1.0 aras1 bagil basinglar1 (P/Py) ile
Sl¢iilmiistiir. PolitHEMA) kriyojellerin spesifik yiizey alam 37.4 m%g olarak

bulunmustur.



Sekil 4.1. Poli(H

EMA) kriyojellerin SEM fotograflari.
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4.2. Cibacron Blue F3GA immobilizasyonu

Cibacron Blue F3GA rekombinant interferon-a’nin spesifik baglanmasi igin
boya ligandi olarak kullanilmistir (Sekil 3.1). Sekilden goriildiigi gibi Cibacron Blue
F3GA 3 tane siilfonik asit grubu, 4 temel primer ve sekonder amino grubu igeren bir

monoklorotriazinil boyasidir.

Bu c¢alismada Cibacron Blue F3GA, poli(HEMA) kriyojellere kriyojellerin
hidroksil gruplar1 ile reaktif boya molekiiliniin klor gruplarinin niikleofilik yer

degistirmesi reaksiyonu sonucu kovalent olarak baglanmaistir.

Poli(HEMA) kriyojellere immobilize edilen boya miktarinin belirlenmesi
amaciyla elementel analizleri yapilmistir. Elementel analiz sonuglarina gore birim
kriyojel kiitlesi bagina 74.7 umol Cibacron Blue F3GA immobilize edilmistir.
Cibacron Blue F3GA immobilizasyonunun karakterizasyonu i¢in uygulanan bir diger
yontem, Fourier doniistimlii infrared (FTIR) spektrofotometresidir. Sekil 4.2°de
Cibacron Blue F3GA, poli(HEMA) ve Cibacron Blue F3GA takili-poli(HEMA)
kriyojellerin FTIR spektrumlar1 verilmistir. Sekilden de goriildiigii gibi, Cibacron
Blue F3GA, 3433 cm™ civarinda -NH titresimlerine, 1226 cm™ civarinda -S=O
titresimlerine, 1085 cm™de -C-Cl titresimine ve 1022 cm™de S-O titresimlerine
sahiptir. Poli(HEMA) kriyojellere ait olan spektrumda; 3400 cm™ civarinda genis -
OH titresimleri, 1727 cm™de -C=0 titresimleri, 1244 cm™ ve 1164 cm™’de -C-O

titresimleri goriilmektedir.
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Sekil 4.2. FTIR spektrumlari.

4.3. Sulu Cézeltilerden Rekombinant interferon-a Adsorpsiyonu

Poli(HEMA) kriyojellerin sentezi ve karakterizasyonundan sonra boya afinite
ligand1 Cibacron Blue F3GA immobilizasyonu gergeklestirilmistir. Daha sonra hazirlanan
boya afinite kriyojeller, sulu c¢ozeltilerden interferon-o. adsorpsiyonu amaciyla
kullamlmigtir. Caligmanin bu asamasinda; Cibacron Blue F3GA takili-poli(HEMA)
kriyojellerin interferon adsorpsiyonuna etki eden faktorler belirlenmeye calisiimistir. Bu
amagla; baslangi¢ interferon-o derisiminin, ¢ozelti pH’sinin, etkilesim siiresinin ve iyonik
siddetin adsorpsiyon kapasitesi iizerindeki etkileri incelenerek optimum adsorpsiyon

kosullar belirlenmistir.
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4.3.1. Baslangi¢ Derisiminin Etkisi

Baslangi¢ interferon-o derisiminin etkisini belirlemek amaciyla, farkl
derisimlerdeki (0-2.0 mg/ml) interferon-a ¢6zeltileri (pH: 6.0 ve sicaklik: 25°C),
Cibacron Blue F3GA takili-poli(HEMA) kriyojellerle 2 saat etkilestirilmistir.

Sekil 4.3, Cibacron Blue F3GA takili poli(HEMA) kriyojellerin insan
rekombinant interferon-a. adsorpsiyon kapasiteleri iizerine baslangi¢c derisiminin

etkisini gostermektedir.
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Sekil 4.3. Cibacron Blue F3GA takili poli(HEMA) kriyojellere rekombinant

interferon-a adsorpsiyonuna baslangi¢ derisiminin etkisi. pH: 6.0, sicaklik: 25°C.
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4.3.2. pH Etkisi

Cibacron Blue F3GA takili-poli(HEMA) kriyojellere interferon-a
adsorpsiyonuna pH’nin etkisi incelenmistir. Bu amagla, farkli tampon sistemleri (4.0-
6.0 asetat ve 7.0-8.0 fosfat) kullanilarak c¢ozeltiler hazirlanmistir. Baslangig
interferon-a sabit tutuldugu (1.0 mg/ml) bu asamada elde edilen veriler Sekil 4.4°de
verilmistir.

Sekil 4.4, Cibacron Blue F3GA takili poli(HEMA) kriyojellerin rekombinant
interferon-a. adsorpsiyon kapasitesi tizerine pH’nin etkisini gdostermektedir. Biitiin

durumlarda rekombinant interferon-o’nin maksimum adsorpsiyonu pH: 6.0’da

gbzlenmistir.
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Sekil 4.4. Cibacron Blue F3GA takili poli(HEMA) kriyojellere rekombinant
interferon-o. adsorpsiyonuna pH’in etkisi. Interferon-a derisimi: 1.0 mg/ml ve
sicaklik: 25°C.
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4.3.3. Adsorpsiyon Hizi

Cibacron Blue F3GA takili-poli(HEMA) kriyojellere interferon-a
adsorpsiyon kinetiginin analizi i¢in ineterferon-adsorbent arasindaki etkilesim
stiresinin etkisi incelenmistir. Bu amagla, farkli adsorpsiyon siirelerinde islem
durdurulmus ve adsorpsiyon ¢ozeltilerinden 6rnekler alinmistir. Bu asama i¢in pH
6.0 (asetat tamponu) ve sicaklik 25°C’da sabit tutulmustur. Interferon-o derisimi ise
0.1 mg/ml-2.0 mg/ml araliginda degistirilmistir. Adsorpsiyon hizinin belirlendigi

parametrede elde edilen veriler Sekil 4.5°de verilmistir.
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Sekil 4.5. Cibacron Blue F3GA takili poliHEMA) kriyojellere rekombinant
interferon-a adsorpsiyonunun zamana bagl degisimi. Interferon-a derisimi: 0.1-2.0
mg/ml, pH: 6.0 ve sicaklik: 25°C.

Sekil 4.5°de degisik derisimlerdeki rekombinant interferon-a’nin Cibacron
Blue F3GA takili poli(HEMA) kriyojellere adsorpsiyonunun zamana bagh
degisimini gostermektedir. Boya ligand bagli P(HEMA) kriyojellere maksimum
interferon adsorpsiyon kapasitesi, baslangis interferon derisimi Img/ml den daha

yiiksek derisimler i¢inde ayni olup yaklasik olarak 38.2 mg/g’dur.
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4.3.4. Tyonik Siddetinin EtkKisi

Cibacron Blue F3GA takili poli(HEMA) kriyojellere interferon-a
adsorpsiyonuna iyonik siddetin (bir bagka tanimla tuz varliginin) etkisi incelenmistir.
Bu amagla, farkli adsorpsiyon ¢dzeltisinin iyonik siddeti sodyum kloriir (NaCl)
kullanilarak 0.0-1.0 M araliginda degistirilmistir. Bu asama i¢in pH 6.0 (asetat
tamponu), baslangi¢ interferon-a. derisimi 1.0 mg/ml ve sicaklik 25°C’da sabit
tutulmustur. Iyonik siddetin etkisinin belirlenmesinde ulasilan veriler Sekil 4.6’da
verilmigtir.

Cibacron Blue F3GA takili kriyojellere rekombinant interferon-o
adsorpsiyonu lizerinde 1iyonik giiciin etkisi (NaCl eklenmesiyle) sekilde
goriilmektedir. Sekilde goriildiigii gibi iyonik giiciin artmasiyla adsorpsiyon
kapasitesi O6nemli Olgiide azalmaktadir. NaCl derisimi 0.001-1.0 M arasinda

degistirilmigtir.
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Sekil 4.6. Cibacron Blue F3GA takili poli(HEMA) temelli monolitik kriyojellere
rekombinant interferon-o adsorpsiyonuna iyon siddetinin etkileri. Interferon-o
derisimi: 1.0 mg/ml, pH: 6.0 ve sicaklik: 25°C.
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4.4. Desorpsiyon ve Tekrar Kullamlabilirlik

Bu asama i¢in pH 6.0 (asetat tamponu), baslangi¢ interferon-o derigimi 1.0
mg/ml ve sicaklik 25°C’da sabit tutulmustur. Cibacron Blue F3GA takili
poli(HEMA) kriyojellerin adsorpsiyon-desorpsiyon dongiisiine ait veriler Sekil
4.7°de verilmistir. Cibacron Blue F3GA takili poli(HEMA) kriyojellerin tekrar
kullanilabilirligini gdstermek i¢in ayni kriyojeller kullanilarak adsorpsiyon-

desorpsiyon dongiileri 10 defa tekrar edilmistir.
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Sekil 4.7. Cibacron Blue F3GA takili poliHEMA) monolitik kriyojellerin tekrar
kullanilabilirligi. Interferon-o’nin derisimi: 1.0 mg/mL, pH: 6.0 ve sicaklik: 25°C.
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4.5. Dogal Kaynaktan interferon Saflastiriimasi

Cibacron Blue F3GA takili poli(HEMA) kriyojellerin interferon saflastirma
performansinin belirlenmesi i¢in insan gingival fibroblast kiiltiiriinden interferon
saflastirilmast  gergeklestirilmistir. Bu amac¢ i¢in Cibacron Blue F3GA takili-
poli(HEMA) kriyojel (yarigap: 1.0 cm, uzunluk: 5.0 cm), AKTA-FPLC sistemine
baglanarak kromatogramlar elde edilmistir. Kullanilan FPLC sisteminin optik
fotografi Sekil 4.8’ de verilmistir. FPLC sistemi kullanilarak 6nce standart interferon
cozeltileri (50 ppm-1000 ppm) sisteme enjekte edilerek kalibrasyon kromatogramlari
olusturulmustur (Sekil 4.9a).

Sekil 4.8. Fibroblast interferonu ayrilmasinda kullanilan AKTA-FPLC sistemi. (a)
Genel goriiniim; (b) Cibacron Blue F3GA takili politHEMA) kriyojel kolon.

Sekilden de goriildigli gibi spesifik etkilesime girmeyen fazla interferon
kolondan tutunmadan ¢ikmaktadir. Kolona baglanan interferon molekiilleri,
desorpsiyon ¢ozeltisinin gradiyent uygulanmasiyla (6. dakikadan sonra) kolondan
ayrilmaktadir. Eliisyon piklerinin alanlari, derisimle dogrusal olarak artmaktadir
(Sekil 4.9b). Fibroblast interferonuna ait kromatogram, ekstraktin daha kompleks bir
¢ozelti olmasina bagli olarak biraz giriltii elde edilmistir(sekil 4.10). Alikonma
siireleri hem standart interferon hem de fibroblast interferonu icin 11 dakika

civarindadir.
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Sekil 4.9. Cibacron Blue F3GA takili

(b)

poli(HEMA) kriyojelle interferon

saflastirilmast. (a) Standart interferon ¢ozeltilerine ait kromatogramlar; (b) eliisyon

pik alanlarinin derisimle degisimi.
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Cibacron Blue F3GA takili poliHEMA) kriyojel i¢in hesaplanan kapasite
faktorii, ayirma faktorii, ayirim giicti ve teorik plaka sayisi degerleri sirasiyla 7.79,

9.62, 4.23 ve 554 olarak hesaplanmistir (Tablo 4.1).
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Sekil 4.10. Dogal kaynaktan interferon saflastirilmasi.

Tablo 4.1. Cibacron Blue F3GA takili poli(HEMA) kriyojelin kromatografik

parametreleri.

tr N K' o Rs

Fibroblast 10.64 554 7.79 - -

Diger icerik  2.19 30 0.81 9.62 4.23
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Eliisyon igleminin interferon molekiilleri iizerinde olumsuz bir etkiye sahip
olup olmadiginin (denatiirasyon vb) ve fibroblasttan saflastirilan interferon ile
standart’inin ~ yapilarinin ~ karsilastirllmast  amaciyla  florimetrik  dlgiimler
gerceklestirilmistir. Bu amag i¢in, rekombinant interferon-a, eliisyon fraksiyonu ve
1s1sal olarak denatiire edilmis interferon 6rnekleri kullanilmistir. Eliisyon fraksiyonu,
FPLC sistemine ait fraksiyon toplayict (9-12. dakikalar arasinda) kullanilarak
alimmistir. Rekombinant interferon-a ¢ozeltisi kaynamakta olan su banyosunda
(yaklasik 96°C) 2 saat bekletilerek 1sisal bozunma gergeklestirilmistir.

Rekombinant interferon-a, eliisyon fraksiyonu ve 1sisal olarak denatiire

edilmis interferon drneklerinin florimetre spektrumlari sekil 4.11°de verilmistir.

14
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Sekil 4.11. Florimetre spektrumlari.
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5. TARTISMA
5.1. Kriyojellerin Sentezi ve Karakterizasyonu

Sekil 4.1’de SEM fotograflarinda gorildigi gibi, poliHEMA) kriyojeller,
genis akis kanallarina ve 200 pm’yi bulan genis siipermakrogodzeneklere sahiptir.
Baglantili akis kanallar1 ve siipermakrogodzenekler, interferon molekiillerinin kolay
difiizyonuna ve boya afinite ligandiyla etkilesimine olanak saglamaktadir. Ayrica,
cok diisik kolon geri basinct diismesi 0Ozelligi dolayisiyla kromatografik

uygulamalarda yiiksek akis hizlarinda ¢alisilmasini miimkiin kilmaktadir.

Protein saflastirma i¢in ideal bir adsorbent, yiiksek hidrofilite, diisiik non-
spesifik adsorpsiyon, olduk¢a genis gdzenek boyutu, diiz bir gozenek ylizey dagilimi
ve en az reaktif gruplar kadar kimyasal ve mekanik dirence sahip olmalidir.
PolitHEMA) kriyojeller bu gereksinimlerin ¢ogunu karsilamaktadir. Bu kriyojeller
gozenekli ve ince polimerik duvarlara ve hareketli fazin kolaylikla akabildigi
baglantili genis gozeneklere (10-100 pm ¢ap araliginda) sahiptirler. Matriksin
gozenek boyutu, interferon-o’nin boyutundan biiyiiktiir ve molekiiller kolaylikla

gozeneklerden gecebilmektedir.

5.2. Cibacron Blue F3GA Immobilizasyonu

Boya ligandlarina proteinin giiglii baglanmasi1 boya ligandi iizerindeki asidik
gruplarin ve aromatik yapilarin ve de protein molekiilii lizerindeki aminoasitlerin yan
zincirlerinin neden oldugu hidrofobik ve/veya iyon degisim etkilesimleri gibi farkh
mekanizmalarin ortak calismasi sonucu olmaktadir. Boya ligandlar1 ¢ok hidrofobik
degillerdir, fakat proteinlerin hidrofobik kisimlariyla etkilesimi tercih eden diiz

aromatik ylizeylere sahiptirler.

Cibacron Blue F3GA genis bir kullanim alanina sahip olan ticari
adsorbentler olarak bulunabilen grup spesifik boya ligandlaridir. Kriyojellerin
rengindeki gorsel degisim boya molekiiliiniin politHEMA) kriyojellere baglandiginm
gostermektedir. Sekil 4.2’°de FTIR spektrumunda Cibacron Blue F3GA takili-
poli(HEMA) kriyojellerin spektrumunda; 3400 cm™ civarinda genis -OH titresimleri,
1727 cmde -C=0O titresimleri, 1158 cm™de -C-O titresimleri, boyadan
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kaynaklanan 1262 cm™de -S=O titresimleri, 1081 cm™’de -C-Cl titresimleri (ufak
bir omuz seklinde) ve 500-700 cm™ araliginda Cibacron Blue F3GA’nin
spektrumunda  goriilen  titresim  bandlar1  gériilmektedir.  Karakterizasyon
deneylerinden elde edilen sonuglara gore boya afinite ligandi poli(HEMA)

kriyojellere basariyla immobilize edildigi goriilmektedir.
5.3. Sulu Cézeltilerden Rekombinant interferon-o Adsorpsiyonu

5.3.1. Baslangi¢ Derisiminin Etkisi

Sekil 4.3’de goriildiigii gibi, adsorpsiyon kapasitesi miktari artan rekombinant
interferon-o. derisimi ile artmaktadir. Cibacron Blue F3GA takili poliHEMA)
kriyojeller tarafindan adsorbe edilen rekombinant interferon-a 0.5 mg/ml’nin
altindaki diisiik derisimlerde dogrusal bir sekilde orantili olarak artmaktadir. Artan
derisimle birlikte adsorpsiyon kapasitesinin artmasi beklenen bir durumdur. Cilinki
adsorpsiyon i¢in siiriicii kuvvet olan derisim gradiyenti artan interferon derigimi ile
birlikte artmaktadir. Bu derisim degerinden sonra adsorpsiyon hiz1 giderek azalmakta
ve yaklasik 1.0 mg/ml’de doygunluga ulagsmaktadir. Bu baslangi¢ derisimindeki hizli
artis (bir bagka deyisle dik eg§im), rekombinant interferon-a ve Cibacron Blue F3GA
takili poli(HEMA) kriyojeller arasindaki yiiksek afiniteyi gostermektedir. Bu hizli
adsorpsiyon sonrasinda; poli(HEMA) kriyojellerin yiizeyindeki spesifik etkilesim
bolgelerinin  (Cibacron Blue F3GA molekiillerinin) dolmasit sonucunda 1.0
mg/ml’den sonra sabit kalmistir. Boya takili olmayan kriyojellerin adsorpsiyon
kapasitesi ithmal edilebilecek diizeydedir (0.5 mg/g civarinda). Bu durum, Cibacron
Blue F3GA molekiilleri ile interferon arasinda spesifik bir etkilesim oldugunu ve
boya takili kriyojellerin secici olarak interferon molekiilleri ile etkilestigini

gostermektedir.

5.3.2. pH Etkisi

Sekil 4.4°de goriildiigii gibi biitiin durumlarda rekombinant interferon-a’nin
maksimum adsorpsiyonu pH: 6.0’da gozlenmistir. Daha asidik ve daha bazik pH
bolgelerinde Cibacron Blue F3GA takili kriyojellere 6dnemli miktarda daha diisiik

rekombinant interferon-a adsorpsiyonu goriilmiistir. Bu pH bdlgelerindeki
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rekombinant interferon-o adsorpsiyonundaki bu azalma zit yiiklii gruplar arasindaki

elektrostatik etkilesimlere baghdir.

Rekombinant interferon-a’nin izoelektrik nokta pH’sinin 5.9 olduguna dikkat
edilmelidir. Proteinlerin izoelektrik noktalarinda net yiiklerinin olmadig1 gosterilmis
ve bu ylizden sulu ¢ozeltilerde maksimum adsorpsiyon genellikle proteinlerin
izoelektrik noktalarinin pH bdlgelerinde gozlemlenmektedir. Boya takili olmayan
kriyojellere gerceklesen adsorpsiyon pH ile bir degisim gostermemistir. Bu durum,

etkilesim non spesifik oldugunu gdstermektedir.

5.3.3. Adsorpsiyon Hizi

Sekil 4.5°de goriildiigii gibi adsorpsiyon oldukga hizli ger¢eklesmektedir. Bu
durum interferon molekiillerin genis akis kanalarindan kolaylikla gegebildigini ve
boya ligand Cibacron Blue F3GA ile etkilesebildigini gdstermektedir. Bekledigimiz
gibi rekombinant interferon-o. molekiillerinin polimer ylizeyindeki baglanabilecegi
aktif bolgelerin dolmasi nedeniyle 30. dakikaya kadar hizla gerg¢eklesmis sonra
adsorpsiyon miktar1 azalmistir. Baslangictaki hizli adsorpsiyon interferon
molekiillerinin genis akis kanallarindan kolaylikla gecebildigini ve boya ligand
Cibacron Blue F3GA ile etkilesebildigini gostermektedir.

5.3.4. Iyonik Siddetinin Etkisi

Iyonik gii¢ artarken rekombinant interferon-o. adsorpsiyonunun azalmas;
Cibacron Blue F3GA takili kriyojeller ve rekombinant interferon-o molekiilleri
arasindaki tersinir elektrostatik etkilesimlere baglidir. Adsorpsiyon ortamindaki tuz
derisminin artmasiyla NaCl tuzunun Na* iyonu ile boya molekiillerinin deprotone
olmus siilfonik asit gruplarinin koordinasyonu artar. Olusan bu koordinasyon,
interferon-a molekiillerinin adsorplanmak i¢in yiizeye yaklagmasini engeller. Bundan
dolay1 artan tuz derisimi ile birlikte adsorpsiyon kapasitesi azalmaktadir. Bu sonucun
bir diger anlami; yiiksek tuz derisiminde adsorplanan interferon-o molekiilleri,
cozeltiye gecerek desorbe olma egilimindedir. Buna bagli olarak 1.0 M NaCl
cozeltisi kullanilmasiyla; adsorbe olan molekiillerin biiyiik oranda (% 98’lere varan)

desorbe edilmesi mimkundiir.
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5.4. Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik

Afinite kromatografisinde karsilagilan en 6nemli sorun hem kullanilacak
biyoligandin hem de hazirlanan kolon dolgu malzemelerinin yiiksek maliyetidir.
Bundan dolayi, biyoligandlarin yerine alternatif biyomimetik ligandlarin (reaktif
boyalar gibi) kullanimi 6nerilmektedir. Maliyetin diigiiriilmesindeki diger yaklagim
ise, tekrar kullanim potansiyelleri olan adsorbentlerin gelistirilmesidir. Bu amagla;
Cibacron Blue F3GA takili politHEMA) kriyojellerin tekrar kullanim potansiyelleri

incelenmistir.

Sekil 4.7°de goriildiigli gibi tekrarlanan adsorpsiyon-desorpsiyon dongiileri
sirasinda  kriyojellerin  adsorpsiyon  kapasitelerinde  onemli  bir  degisim
gbézlemlenmemistir. Boya bagli P(HEMA) kriyojellerin adsorpsiyon kapasiteleri
azalmadan tekrar tekrar interferon saflastirma isleminde kullanilabilir olmasi1 protein

saflastirmasi i¢in maliyeti diisliren 6nemli bir 6zelliktir.
5.5. Dogal Kaynaktan interferon Saflastiriimasi

Standart interferon ¢ozeltilerinin kromatogramlarindan elde edilen verilerin
15181 altinda insan gingavil fibroblast interferon ekstrakti FPLC sistemine enjekte
edilmistir. Sekil 4.10°da gortldiigi gibi, fibroblast interferonu, Cibacron Blue F3GA
takili politHEMA) kriyojellerden basarili bir sekilde eliie edilmistir.

Ayirma faktorii, bir kromatogramdaki iki komsu pikin ayrilma seciciligini
gosteren bir parametredir. Bu deger 1 ise basarili bir ayrimin gergeklestigi kabul
edilir. Cibacron Blue F3GA takili poli(HEMA) kriyojelin ayirma faktorii degeri 9.62
gibi oldukga yiiksek bir degere sahiptir.

Sekil 4.11°de gorildiigii gibi, rekombinant interferon-o, 399 nm ve 469
nm’de iki adet emisyon bandina sahiptir. Fibroblast hiicre kiiltiiriinden saflastirilan
interferon ¢ozeltisinin de ayni bolgelerde emisyon bandlarit mevcuttur. Emisyon
spektrumunda 399 nm’deki band 401 nm’ye; 469 nm’deki band ise 463 nm’ye
kaymistir. Denature interferon Orneginin emisyon spektrumu incelendiginde 399
nm’deki band intensite kaybederken; 469 nm’deki band tamamen kaybolmustur. Bu
durum; 1sitma islemi sonucunda interferon molekiillerinin denature oldugu

anlaminda gelmektedir. Denatiirasyon sonrasi; bu bolgelerde emisyon veren grup
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veya gruplarin yikilmis ve bandlar yok olmustur. Florimetre 6l¢iimlerin elde edilen
bir diger 6nemli ¢ikarim sudur: Desorpsiyon ¢ozeltisi (1 M NaCl), Cibacron Blue
F3GA takili politHEMA) kriyojelde adsorbe olan interferon molekiillerinin denature
edilmeden eliie edilmesi i¢in uygundur. Bu nedenle eliisyon ¢ozeltisinde elde edilen

interferon molekiillerinin 3 boyutlu yapisi hasar gérmemistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Stiper makrogozenekli monolitik poliHEMA) kriyojeller, 2-hidroksietil
metakrilat (HEMA) monomerinin donmus fazda kriyo-polimerizasyonu ile
hazirlanmistir.

Monolitik kriyojelin i¢yapisinin taramali elektron mikroskop goriintiileri sekilde
verilmistir. Poli(HEMA) kriyojeller, genis akis kanallarina ve 200 pm’yi bulan genis
siipermakrogozeneklere sahiptir. Baglantili akis kanallar1 ve siipermakrogdzenekler,
interferon molekiillerinin kolay diflizyona ve boya afinite ligandiyla etkilesime olanak
saglamaktadir. Ayrica, diisik basing diismesi oOzelligi dolayisiyla kromatografik

uygulamalarda yiiksek akis hizlarinda ¢alisilmasini miimkiin kilmaktadir.

Polit(HEMA) kriyojelin denge sisme orani 7.14 g H,O/g kuru Kriyojeldir.
Poli(HEMA) kriyojel, opak, siingerimsi ve elastiktir. Bu kriyojellerin gdzenekleri
igerisindeki su elle kolaylikla sikilabilmektedir. Sikilan kriyojel pargast suya daldirildig:

zaman 1-2 saniye icerisinde orijinal boyut ve sekline tekrar donebilmektedir.

Poli(HEMA) kriyojellerin karakterizasyonu igin uygulanan bir diger yontem
yiizey alani dl¢limiidiir. Yiizey alan1 ve gozenek boyutu dagilimi kromatografik destek
malzemeleri i¢in Onemli parametrelerdir. Bu Ozellikler sivi azot sicakliginda azot
absorpsiyon/desorpsiyon izotermleri ve 0.05-1.0 arasi bagil basinglart (P/Pg) ile
Slgiilmiistiir. PolitHEMA) kriyojellerin  spesifik yiizey alam 37.4 m?g olarak

bulunmustur.

Cibacron Blue F3GA, poli(HEMA) kriyojellere kriyojellerin hidroksil gruplar
ile reaktif boya molekiiliiniin klor gruplarinin niikleofilik yer degistirmesi reaksiyonu
sonucu kovalent olarak baglanmistir. Cibacron Blue F3GA genis bir kullanim alanina
sahip olan ticari adsorbentler olarak bulunabilen grup spesifik boya ligandlaridir.
Kriyojellerin rengindeki gorsel degisim boya molekiilinin poli(HEMA) kriyojellere

baglandigin1 géstermektedir.
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Poli(HEMA) kriyojellere immobilize edilen boya miktarinin belirlenmesi
amaciyla elementel analizleri yapilmistir. Elementel analiz sonuglarina gore birim

kriyojel kiitlesi basina 74.7 umol Cibacron Blue F3GA immobilize edilmistir.

Cibacron Blue F3GA, poli(HEMA) ve Cibacron Blue F3GA takili-poli(HEMA)
kriyojellerin FTIR spektrumlari alinmistir. Cibacron Blue F3GA, 3433 cm™ civarinda -
NH titresimlerine, 1226 cm™ civarinda -S=O titresimlerine, 1085 c¢cm™’de -C-Cl
titresimine ve 1022 cm™’de S-O titresimlerine sahiptir. Poli(HEMA) kriyojellere ait
olan spektrumda; 3400 cm™ civarinda genis -OH titresimleri, 1727 cm™’de -C=0O
titresimleri, 1244 cm™ ve 1164 cm™ de -C-O titresimleri goriilmektedir. Cibacron Blue
F3GA takili-poli(HEMA) kriyojellerin spektrumunda; 3400 cm™ civarinda genis -OH
titresimleri, 1727 cm™’de -C=0 titresimleri, 1158 cm™de -C-O titregimleri, boyadan
kaynaklanan 1262 cm™de -S=O titresimleri, 1081 cm™de -C-Cl titresimleri (ufak bir
omuz seklinde) ve 500-700 cm™ araliginda Cibacron Blue F3GA’nin spektrumunda
goriilen titresim bandlar1 goriilmektedir. Bu sonuglar, boya afinite ligandinin

poli(HEMA) kriyojellere basartyla immobilize edildigini gostermektedir.

Baglangic interferon-o derisiminin etkisini belirlemek amaciyla, farkh
derigimlerdeki (0-2.0 mg/ml) interferon-a ¢o6zeltileri (pH: 6.0 ve sicaklik: 25°C),
Cibacron Blue F3GA takili-politHEMA) kriyojellerle 2 saat etkilestirilmistir.
Adsorpsiyon kapasitesi miktar1 artan rekombinant interferon-o derisimi ile artmaktadir.
Cibacron Blue F3GA takili poliHEMA) kriyojeller tarafindan adsorbe edilen
rekombinant interferon-a 0.5 mg/ml’nin altindaki diisiik derisimlerde dogrusal bir
sekilde orantili olarak artmaktadir. Bu derisim degerinden sonra adsorpsiyon hizi

giderek azalmakta ve yaklasik 1.0 mg/ml’de doygunluga ulagsmaktadir.

Cibacron Blue F3GA  takili-poli(HEMA)  kriyojellere  interferon-a
adsorpsiyonuna pH’nin etkisi incelenmistir. Bu amagla, farkli tampon sistemleri (4.0-
6.0 asetat ve 7.0-8.0 fosfat) kullanilarak c¢ozeltiler hazirlanmistir. Biitiin pH’larda
rekombinant interferon-o’nin maksimum adsorpsiyonu pH: 6.0’da gozlenmistir.
Rekombinant interferon-oa’nin izoelektrik nokta pH’smin 5.9 olduguna dikkat
edilmelidir. Daha asidik ve daha bazik pH bdlgelerinde Cibacron Blue F3GA takili
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kriyojellere Onemli miktarda daha diisiik rekombinant interferon-a adsorpsiyonu
gorilmistir. Bu pH bolgelerindeki rekombinant interferon-o adsorpsiyonundaki bu

azalma zit yiiklii gruplar arasindaki elektrostatik etkilesimlere baghdir.

Cibacron Blue F3GA takili-poli(HEMA) kriyojellere interferon-a adsorpsiyon
kinetiginin analizi i¢in interferon-adsorbent arasindaki etkilesim siiresinin etkisi
incelenmistir. Cibacron Blue F3GA takili poli(HEMA) kriyojellere interferon-a
adsorpsiyonu oldukg¢a hizli ger¢eklesmektedir. Bu durum interferon molekiillerin genis
akis kanalarindan kolaylik gecebildigini ve boya ligand Cibacron Blue F3GA ile
etkilesebildigini gostermektedir. Rekombinant interferon-o. molekiillerinin polimer
yiizeyindeki baglanabilecegi aktif bolgelerin dolmast nedeniyle 30 dakikadan sonra

maksimum adsorpsiyon kapasitesine ulagilarak denge adsorpsiyonu gézlenmektedir.

Cibacron Blue F3GA takilh poli(HEMA) kriyojellere interferon-o
adsorpsiyonuna iyonik siddetin (bir baska tanimla tuz varliginin) etkisi incelenmistir.
Iyonik giiciin artmasiyla adsorpsiyon kapasitesi 6nemli dl¢iide azalmaktadir. Tyonik gii¢
artarken rekombinant interferon-a adsorpsiyonunun azalmasi; Cibacron Blue F3GA
takili kriyojeller ve rekombinant interferon-a molekiilleri arasindaki tersinir
elektrostatik etkilesimlere baglidir. Adsorpsiyon ortamindaki tuz derigminin artmasiyla
NaCl tuzunun Na® iyonu ile boya molekiillerinin deprotone olmus siilfonik asit
gruplarinin koordinasyonu artar. Olusan bu koordinasyon, interferon-o molekiillerinin
adsorplanmak i¢in ylizeye yaklasmasini1 engeller. Bundan dolay1 artan tuz derisimi ile

birlikte adsorpsiyon kapasitesi azalmaktadir.

Cibacron Blue F3GA takili poli(HEMA) kriyojellerin tekrar kullanim
potansiyelleri incelenmistir. Bu asama i¢in pH 6.0 (asetat tamponu), baslangi¢
interferon-a. derisimi 1.0 mg/ml ve sicaklik 25°C’da sabit tutulmustur. Cibacron Blue
F3GA takili poli(HEMA) kriyojellerin adsorpsiyon-desorpsiyon dongiilerine ait veriler
Sekil 4.7°de verilmistir. Cibacron Blue F3GA takili poli(HEMA) kriyojellerin tekrar
kullanilabilirligini gostermek i¢in ayn1 kriyojeller kullanilarak adsorpsiyon-desorpsiyon

dongiileri 10 defa tekrar edilmistir. Tekrarlanan adsorpsiyon-desorpsiyon dongiileri
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sirasinda  kriyojellerin  adsorpsiyon  kapasitelerinde  6nemli  bir  degisim

gozlemlenmemistir.

Cibacron Blue F3GA takili poliHEMA) kriyojellerin interferon saflastirma
performansinin belirlenmesi i¢in insan gingival fibroblast kiiltiiriinden interferon
saflagtirilmast  gergeklestirilmistir. Spesifik etkilesime girmeyen fazla interferon
kolondan tutunmadan ¢ikmaktadir. Kolona baglanan interferon molekiilleri, desorpsiyon
¢oOzeltisinin gradiyent uygulanmasiyla (6. dakikadan sonra) kolondan ayrilmaktadir.

Eliisyon piklerinin alanlari, derisimle dogrusal olarak artmaktadir.

Standart interferon ¢ozeltilerinin kromatogramlarindan elde edilen verilerin 15181
altinda insan gingavil fibroblast interferon ekstrakti FPLC sistemine enjekte edilmistir.
Fibroblast interferonu, Cibacron Blue F3GA takili poliHEMA) kriyojellerden basarili
bir sekilde eliie edilmistir. Fibroblast interferonuna ait kromatogram, ekstraktin daha
kompleks bir ¢ozelti olmasina bagli olarak biraz giiriiltii elde edilmistir. Alikonma
siireleri hem standart interferon hem de fibroblast interferonu icin 11 dakika

civarindadir.

Cibacron Blue F3GA takili poli(HEMA) kriyojel i¢in hesaplanan kapasite
faktorl, ayirma faktori, ayirim giicii ve teorik plaka sayis1 degerleri sirasiyla 7.79, 9.62,

4.23 ve 554 olarak hesaplanmistir.

Eliisyon isleminin interferon molekiilleri lizerinde olumsuz bir etkiye sahip olup
olmadigimin (denatiirasyon vb) ve fibroblasttan saflastirilan interferon ile standart’inin
yapilarinin karsilastirilmasi amaciyla florimetrik dlgtimler gergeklestirilmistir. Bu amag
icin, rekombinant interferon-a, eliisyon fraksiyonu ve 1sisal olarak denatiire edilmis

interferon 6rnekleri kullanilmistir.

Elisyon fraksiyonu, FPLC sistemine ait fraksiyon toplayicit (9-12. dakikalar
arasinda) kullanilarak alinmistir. Rekombinant interferon-a ¢ozeltisi kaynamakta olan
su banyosunda (yaklasik 96°C) 2 saat bekletilerek 1sisal bozunma gerceklestirilmistir.

Rekombinant interferon-a, 399 nm ve 469 nm’de iki adet emisyon bandina sahiptir.
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Fibroblast hiicre kiiltliriinden saflastirilan interferon ¢ozeltisinin de ayni bolgelerde
emisyon bandlart mevcuttur. Emisyon spektrumunda 399 nm’deki band 401 nm’ye; 469

nm’deki band ise 463 nm’ye kaymaistir.

Denature interferon 6rneginin emisyon spektrumu incelendiginde 399 nm’deki
band intensite kaybederken; 469 nm’deki band tamamen kaybolmustur. Bu durum;
1sitma  islemi sonucunda interferon molekiillerinin denature oldugu anlaminda
gelmektedir. Denatiirasyon sonrasi; bu bdlgelerde emisyon veren gruplarin yapisi

bozulmus ve bandlar yok olmustur.

Florimetre 6l¢iimlerin elde edilen bir diger 6énemli ¢ikarim sudur: Desorpsiyon
cozeltisi (1 M NaCl), Cibacron Blue F3GA takili poliHEMA) kriyojelden adsorbe olan
interferon molekiillerinin denature edilmeden eliie edilmesi i¢in uygundur. Bu nedenle,
kromatografi sistemimizde desorpsiyon islemi sonucu elde edilen interferon

molekiillerinin 3 boyutlu yapis1 hasar gdrmemistir.
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0,9
0,8 A
0,7 A
0,6 -
0,5 A

0,4 A

Absorbans

0,3 A
0,2 A

0,1 A

y = 0.3744x + 0.0484
R? = 0.9901

1 15

Derigim, mg interferon/ml

2,5

EK 1. Rekombinant interferon-o. i¢in hazirlanan kalibrasyon egrisi.

Shimadzu 1601 Spektorofotometre; Dalga Boyu: 280 nm.

Cihaz:
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Intensity

5000 550,0

400,0 4500

Wavelength (nm)

EK 2. Florimetre Spektrumlari. Siyah: Rekombinant interferon-a; Yesil: Fibroblast
interferonu ve Sari: Isisal denature interferon-o. Cihaz: Shimadzu RF-5301PC;
spektrum tiirli: emisyon; tarama alani: 350-550 nm; uyarma dalga boyu: 350 nm; slit

genisligi: 5.0 nm; tarama hizi: siiper; duyarlilik: yiliksek; cevap siiresi: otomatik.
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