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Yapay kan, kanmn oksijen tasima gorevini yerine getiren, tiim kan gruplar ile
uyumlu, mikroorganizmalardan arindirilabilen ve kanin oksijen tasima gorevini yerine
getiren maddelerdir. Bu amagla, calismanin ilk asamasinda MACys monomeri
kullanilarak P(HEMA-ko-MACys) nanokiireleri sentezlenmistir. Bu nanokiirelere, tiyo-
ene reaksiyonu esas almarak Fe*'-Protoporfirin IX kovalent olarak baglanmustir.
Sentezlenen P(HEMA-ko-MACys-Fe*'-Protoporfirin 1X) nanokiirelerinin oksijeni
tersinir bir sekilde baglayip birakabilmesi amaciyla bu nanokiireler P(HEMA-ko-
MACys-Fe*'-Protoporfirin IX) nanokiirelerine doniistiiriilip serum albumini ile

kompleks olusturmasi incelenmistir.

Karbonik anhidraz (CA), karbondioksiti bikarbonat ve protona doniistiiren bir
metaloenzimdir. Calismanin ikinci asamasinda, CA enziminin saflastirilmasi i¢in, yeni
bir biyokromatografik PHEMA-pABSA kriyojel kolonu sentezlenerek karakterize

edilmistir.

Poli-e-kaprolakton (PCL), bir¢ok molekiile kars1 yiiksek gegirgenlige sahip ve
toksik olmayan biyobozunur sentetik bir polimerdir. Calismanin {i¢lincii agamasinda, bu
polimer bir fotosensitif amino asit monomeri olan klorobis(2-2’-bipridil)MATyr-Ru(II)
ile  fonksiyonlandirilip ~ P(CL-Ru(II)bis(2-2'-bipiridi)MATyr)  sentezlenmistir.
Enkapsiilleyici ajan olarak bu polimer kullaniip ANADOLUCA konsepti, ¢ift
emiilsiyon ¢Oziicii buharlastirma teknigi ve EDC/NHS yontemiyle yeni bir oksijen
tastyict  sistem  olan  P(CL-Ru(Il)bis(2-2'-bipiridil)MATyr-ko-Hb-CA)-Fe*"3*-

Protoporfirin IX) nanokiireleri sentezlenip karakterize edilmistir.
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Siiliikkler kan emici canlilar olup geleneksel tipta kullanimi giin gectikge
artmaktadir. Calismanin  son asamasinda, yapay kan amagli sentezlenen
biyonanokonjugatlarin tibbi bir siiliik tiirli olan Hirudo verbana tarafindan besin olarak
kullanilmast ve hemoglobin tiirleri (oksiHb, metHb, deoksiHb) iizerindeki etkisi

ayrintili olarak incelenmistir.

Anahtar Sozciikler: Yapay kan, ANADOLUCA, Tiyo-ene reaksiyonu, PCL, CA,
Stliik.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE USES OF BIONANOCONJUGATES FOR ARTIFICIAL
BLOOD PURPOSES

Umut CELIKOGLU

Department of Chemistry
Programme in Biochemistry
Eskisehir Technical University, Institute of Graduate Programs, July 2021
Supervisor: Prof. Dr. Arzu ERSOZ

Artificial blood is a substance that carries oxygen, is compatible with all blood
groups and can be purified from microorganisms. For this purpose, P(HEMA-co-
MACys) nanospheres were synthesized using MACys monomer in the first stage of the
study. Fe*'-Protoporphyrin IX was covalently bound to these nanospheres based on the
thio-ene reaction. In order for the synthesized P(HEMA-co-MACys-Fe*'-
Protoporphyrin IX) nanospheres to bind and release oxygen reversibly, these
nanospheres were transformed into P(HEMA-co-MACys-Fe?*-Protoporphyrin 1X) to

form a complex with serum albumin.

Carbonic anhydrase (CA) is a metalloenzyme that converts carbon dioxide into
bicarbonate and proton. In the second step of the study, a new cryogel-based
chromatographic support material, PHEMA-pABSA, was synthesized for the
purification of this enzyme. CA enzyme was purified and characterized using the

PHEMA-pABSA cryogel column.

Poly-g-caprolactone (PCL) is a non-toxic biodegradable synthetic polymer with
high permeability to many molecules. In the third stage of the study, this polymer was
functionalized with chlorobis(2-2'-bipridyl)MATyr-Ru(Il), a photosensitive amino acid
monomer, and P(CL-Ru(Il)bis(2-2"-bipyridyl)MATyr) was synthesized. Using this
polymer as the encapsulating agent, ANADOLUCA concept, double emulsion solvent
evaporation technique and EDC/NHS method, a new oxygen carrier system P(CL-
Ru(1I)bis(2-2'-bipyridyl )MA Tyr-co-Hb-CA)-Fe?"**-Protoporphyrin  IX nanospheres

were synthesized and characterized.



Leeches are bloodsucking creatures and their use in traditional medicine is
increasing day by day. In the last phase of the study, the use of bionanoconjugates
synthesized for artificial blood purposes by Hirudo verbana, a medicinal leech type, and

its effect on hemoglobin types (oxyHb, metHb, deoxyHb) were investigated in detail.

Keywords: Artificial blood, ANADOLUCA, Thio-ene reaction, PCL, CA, Leech.
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1. GIRiS

Acil durumlarda, uzun ameliyatlarda, kan grubu uyumsuzluklarinda ve dini
inaniglarin kan nakline engel oldugu durumlarda verici kani yerine transfiizyon i¢in kan
yerine kullanilabilecek alternatif maddeler gelistirilmektedir. Diinya {izerinde kan
naklinin gerekli oldugu hastaliklarin ¢ogalmasi, kan nakli ile bulasabilen viriis ve
mikroorganizmalarin artmasi, tamamen veya yari sentetik olarak gelistirilen yapay
kanlara olan ihtiyaci biiylik oranda arttirmaktadir. Yapilan tez ¢alismasi, tam ve yari
sentetik yapay kan maddelerinin gelistirilip ihtiya¢ durumuna gore kullanimini

hedeflemektedir.

1.1. Kan

Kan, insan yagaminin temel bir bilesenidir. Yetiskin bedeni i¢inde, yaklasik 4 ila 5
litre kan olup kalbin kasilmalariyla karmasik bir damar aginda stirekli olarak dolasir.
Kan akcigerlerden ve kalpten uzaklastikca biiylik arterlerden ge¢ip daha dar ve daha
karmasik kiiclik damar aglarina dolanirken dokularin hiicreleriyle tek tek temas eder. Bu
seviyede birincil islevi, bu hiicreleri beslemek ve canli sag kalimi i¢in gerekli oksijeni
(O2) saglamaktir. Kan akcigerlere geri dondiik¢e viicuttan atilacak olan karbondioksit
(CO) gibi hiicresel atiklar1 toplayip tasir. Kanin temel bilesenleri 6zel hiicreler ve
stvilardan olusur. Bu bilesenlerin her biri, fizyolojik olarak bir veya daha fazla iyi
tanimlanmis islevi yerine getirir. Bilesenlerin her biri bir laboratuvarda izole edilip test

edilebilir. Boylece bir kisinin sagligi hakkinda hayati bilgiler saglanir (Senior, 2010).

1.1.1. Kanin gorevleri

Kan, ¢ok ¢esitli 6zelliklere sahip bir¢ok bilesen tiirtiniin ¢ok karmasik bir karisimi
olup genellikle "sivi organ" olarak anmilir. Vaskiiler sistem yoluyla tiim viicuda
yayilmasi, organizmanin varligi i¢in gereklidir. Kan, ¢ok ¢esitli iglevler sergiler. Kanin
temel islevleri sunlardir:

» Bircok bilesen tiiriiniin tasinmasini saglar.

* Kan hiicreleri (6rn. O3 tasimak i¢in eritrositler)

* Diisiik molekiiler agirlikli bilesikler (6rn. tuzlar ve iyonlar)

* Yiiksek molekiiler agirlikli bilesikler (6rn. proteinler)

» Bakteriler, viriisler ve mantarlar gibi diisman patojenlere kars1 savunma sistemi

gorevi goriip organizma ve ¢evre arasinda bir denge saglar.
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» Ozel hiicreler (6rn. lenfositler, monositler ve graniilositler, antikorlar)
» Kompleman sisteminin bilesenleri
» Yara kapatma ve yara iyilestirme gorevini yerine getirir.
+ Kan hiicreleri (6rn. kan trombositleri)
* Kan pihtilagmasi ve fibrinoliz
» Viicuttaki 1s1 dagilimimnin dengesini saglayip sabit bir viicut 1sisin1 garanti eder

(Schaller vd., 2008, s8).

1.1.2. Kanin bilesenleri

Kan, sedimantasyonla iki ana boliime ayrilmaktadir. Bunlar, kemik iliginde
sentezlenip tam kanin yaklasik %45'ini (hacimce) olusturan kan hiicreleri ve tiim kanin
yaklagik %55'ini olusturan kan plazmasi veya kanin sivi kismidir (Schaller vd., 2008,
s12).

1.1.2.1. Kan hiicreleri

Dort ana kan hiicresi tiirii olup bunlar, kirmizi kan hiicreleri (eritrositler), beyaz
kan hiicreleri (trombositler), lenfositler ve fagositik hiicrelerdir. Lenfositler ve fagositik
hiicreler toplu olarak beyaz kan hiicrelerini olusturur. Her kan hiicresi tiiriiniin 6zel bir
islevi bulunmaktadir. Eritrositler, akcigerlerden O:’yi alip onu dokulara tasir.
Trombositler, kan pihtilarinin olusumuna katilir. Lenfositler bagisiklik ile ilgili olup
fagositik  hiicreler iki c¢esit grantilositler ve monositler halinde olusarak
mikroorganizmalar1 ve yabanct maddeleri parcalar. Kan, eritrositleri O gerektiren
dokulara, trombositleri yaralanma bdlgelerine, lenfositleri enfeksiyon alanlarina ve
fagositik hiicreleri mikrobiyal ve iltithaplanma istila alanlarina getiren bir kanal gorevi

goriir (Senior, 2010, s29).

Kirmuzi kan hiicreleri (Eritrositler)

Eritrositler, solunum i¢in akcigerlerden viicudun her yerine O2’yi tasiyip
metabolik olarak iiretilen CO’yi hiicrelerden uzaklastirir. Yetiskinlerde bir litre kanda
yaklasik 5x 10'? eritrosit bulunur. Eritrositler, ortalama 110 giin yasam siiresine sahip
olup bu siire boyunca yaklasik olarak 250 km yol kat ederler. Eritrositlerin ¢ekirdegi
olmadigr i¢in kalp giinde fazladan 1000 ton atil ¢ekirdek pompalamaktan kurtulur.
Eritrositler gaz aligverisi i¢in kritik dneme sahip cift i¢cbiikey disklerdir. Eritropoietin
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(Epo), eritrositlerin iiretiminden sorumlu ana hormon olup bobrekler tarafindan tretilir.
Eritrositlerin ortalama c¢apt 8§ pm olup ortalama hacmi 90 fl'dir (Bull, Breton-Gorius ve
Beutler, 1995). Eritrositlerin ¢ift igblikey sekli hiicre zar1 esnekligi ile hiicrelerin 150
fl'ye kadar geniglemesini saglar. Bu esnekligi sayesinde 8 pm 'den dnemli 6l¢iide daha
kiiciik bir ¢apa sahip kilcal damarlara girmesini saglar. Eritrositler yaslandikg¢a zarlari
sertlesip esnekligini yitirir. Daha sonra makrofajlar tarafindan dolasimdan uzaklastirilir.
Kirmiz1 kan hiicreleri pluripotent hematopoietik hiicrelerden iiretilir (Quesenberry ve
Colvin, 2001). Bu kok hiicreler kemik iliginde bulunur. Cesitli hormonlardan veya
sitokinlerden uygun sekilde uyarildiktan sonra tamamen islevsel eritrositler {ireten bir
dizi olgunlagma olayina maruz kalir. Bununla birlikte hiicre sayisinda muazzam bir artig
olur. Bu da tek tek kok hiicrelerin aktivasyonundan binlerce eritrosit iiretilmesine
olanak saglamaktadir. Eritropoezi (eritrosit iiretim siireci) diizenleyen birincil hormon
Epo'dur (Koury, Bondurant ve Atkinson, 1987; Jelkmann, 1992; Kendall, 2001).
Bobrekler ve karaciger, kandaki O seviyesini algilayabildikleri i¢in yetiskinlerde Epo
sentezinin énemli bolgeleridir (Morwenna ve Ratcliffe, 1997).

Hemoglobin (Hb) omurgali eritrositlerinde bulunan, her biri bir polipeptit zinciri
iceren ve dort alt birimden olusan globiiler bir proteindir. Yapisinda yer alan polipeptit
zincirleri o ve B olmak lizere iki tipte olup amino asit dizi ve sayis1 bakimindan farklilik
gostermektedir (Sekil 1.1). Bu alt birimlerden a polipeptit zinciri 141 ve B polipeptit
zinciri 146 amino asitten olugsmaktadir. Hb’nin tiim protein yapisi 574 amino asit
icermekte olup molekiil agirligi 64,5 kDa’dur (Perutz, 1969). Hb yapisinda yer alan o ve
B alt birimleri hidrojen baglari, tuz kopriileri ve polar olmayan etkilesimler gibi kovalent
olmayan zayif etkilesimler ile bir arada durmaktadir. Polar amino asit yan zincirleri
genellikle Hb yapisinin dis kisminda bulunurken polar olmayan amino asit yan zincirleri
i¢ kisimda ya da alt birimlerin etkilesim bolgelerinde konumlanmaktadir (Perutz ve
Lehmann, 1968). a ve B alt birimleri arasinda belirgin baz1 farkliliklar olmasina ragmen
her alt birim bir heme grubu icermektedir (Sekil 1.2). Heme grubu her iki polipeptit
zincirinin hidrofobik bolgesinde gomiilii halde bulunur. Bu bdlgedeki ¢ogu amino asit
heme grubu ile van der Waals etkilesimi i¢erisindedir. Heme molekiiliiniin vinil gruplari
gibi polar olmayan yan zincirleri ile baglanma bolgesindeki amino asitlerin hidrofobik
etkilesimi sayesinde heme-globin kompleksi protein yapisinda stabil bir sekilde

konumlanir (Fanelli, Antonini ve Caputo, 1964).



Sekil 1.1. Hb yapisi (Ahmed, Ghatge ve Safo, 2020)

Hb yapisinda yer alan a ve B alt birimleri hidrojen baglari, tuz kopriileri ve polar
olmayan etkilesimler gibi kovalent olmayan zayif etkilesimler ile bir arada durmaktadir.
Polar amino asit yan zincirleri genellikle Hb yapisinin dis kisminda bulunurken polar
olmayan amino asit yan zincirleri i¢ kisimda ya da alt birimlerin etkilesim bdlgelerinde
konumlanmaktadir (Perutz ve Lehmann, 1968). a ve B alt birimleri arasinda belirgin
bazi farkliliklar olmasina ragmen her alt birim bir heme grubu icermektedir (Sekil 1.2).
Heme grubu her iki polipeptit zincirinin hidrofobik bolgesinde gomiilii halde bulunur.
Bu bolgedeki cogu amino asit heme grubu ile van der Waals etkilesimi igerisindedir.
Heme molekiiliiniin vinil gruplar1 gibi polar olmayan yan zincirleri ile baglanma
bolgesindeki amino asitlerin hidrofobik etkilesimi sayesinde heme-globin kompleksi
protein yapisinda stabil bir sekilde konumlanir (Fanelli, Antonini ve Caputo, 1964).

Heme (C34H32FeN4O4), molekiil agirligr 616,5 g/mol olan porfirin halkasina
demir koordine olmus bir molekiildiir (Kim, 2018). Heme yapis1 temel olarak porfirin
halkasi, porfirin halkasina bagl siibstitiientler ve demir iyonu olmak iizere ii¢ kisimdan
olusur. Porfirin halkasi, metilen (-CH=) kopriileri araciligiyla halkasal bir motifle
baglanmis tetrapirol makrosiklik yapisini olusturan dort pirolden olusur (Sekil 1.2).
Pirol halkalarindaki dort azot atomu, demir iyonuna tetradendat ligand sistemi olarak
hizmet eder. Yiiksek derecede konjuge pozisyonda bulunan 11 ¢ift bag (22 = elektron,
18 delokalize) yapiya aromatiklik ve diizlemsellik saglar (Karlson, 1981). Porfirinin dis

halkasindaki siibstitiientler, protein yapisindaki amino asitler ile etkilesim icerisindedir.
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COCH COOH

Sekil 1.2. Heme molekiil yapist

Heme yapisindaki demir, bes veya alt1 ligandi1 koordine edebilir. Bu ligandlardan
dordii, metal ile kare diizlemsel bir kompleks olusturan makrosiklik pirol azotlar1 olup
porfirin halkasinin diizlemine dik olarak konumlandirilan diger ligandlar ise proteinin
amino asit yan zincirleridir. Porfirin halkasi farkli metal porfirinleri olusturmak
amactyla demir disindaki farkli metal iyonlarini da merkezi boslugunda barindirabilir.
Porfirin halkasina magnezyum iyonunun selasyonu ile klorofil i¢gin Mg-porfirin, kobalt
iyonunun selasyonu ile Bi» vitamini i¢in Co-porfirin, nikel iyonunun selasyonu ile
metanojenik bakterilerde metan biyojenezinde gerekli koenzim Faktor 430 i¢in Ni-
porfirin ¢ekirdegi olusur (Kim, 2018).

Heme, porfirin halkasinin etrafindaki siibstitiienlere gore siniflandirilmaktadir.
Heme’nin en yaygin goriilen tipleri heme a, heme b ve heme ¢’dir. Heme b (Sekil 1.3)
veya protoheme, biyolojide gozlenen en yaygin kimyasal heme yapisi olup O>
tasinmasinda sorumlu globinlerde, ila¢ metabolize eden sitokromlar P450 ve elektron
transfer sitokromlar1 b’de prostetik grubu olusturur (Antonini, 1971; Ortiz de
Montellano, 1995). Heme b'nin ¢evresi, Rs'te bir metil grubu, Rg ve Ri3 konumlarinda
vinil gruplar igerir. Bu protoporfirin IX makrosiklik yapi, tiim canli organizmalar i¢in
evrensel olan alt1 ardisik enzimatik adim yoluyla 5-aminolevulinik asitten (ALA)
biyosentezlenir. Heme b biyosentezindeki son adim, demirin ferroselataz enzimi

tarafindan eklenmesidir. Heme b bir veya iki aksiyal ligand yoluyla heme demirine
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baglanir. Propiyonik asit gruplari ve lokal amino asitler arasindaki hidrojen bagi
etkilesimleri ve makrosiklik yapr ile proteinin hidrofobik ¢ekirdegi arasindaki
hidrofobik etkilesimler araciliyla proteinler ile etkilesim i¢indedir. Heme proteinlerinin
biyolojik fonksiyonlarmin tamami sadece heme b igeren heme proteinlerinin alt

kiimesinde gozlemlenir (Reedy ve Gibney, 2004).

HO
S /

HO

Z

Sekil 1.3. Heme b molekiil yapsi (Reedy ve Gibney, 2004)

Ikinci en yaygin biyolojik heme yapisi, sitokrom c'de (cyt c) ve sitokrom bg-f
kompleksinin sitokrom f'sinde bulunan heme c'dir (Sekil 1.4) (Scott ve Mauk, 1996).
Heme c, porfirin ¢evresinin Rg ve/veya Ri3 konumlarinda sistein kalintilarina tiyo-eter
baglar1 ile kovalent olarak baglanmasiyla heme b'den farklidir. Tiyo-eter baglantilarinin
cikarilmasi siklikla eslik eden protein acilmasi ile heme ayrismasina neden oldugundan
cyt ¢ yapist ve iglevi i¢in 6nem tagir. Cyt c'deki tiyo-eter baglantilari, evrimin bir eseri
olabilir, protein katlanmasina rehberlik edebilir, elektron transfer fonksiyonlarin
kolaylastirabilecek yiiksek heme-protein oranlarina izin verebilir veya zayif ligandlarin

koordinasyonunu saglamak i¢in mevcut olabilir (Reedy ve Gibney, 2004).

HO

0
HO ' Scys

Sekil 1.4. Heme ¢ molekiil yapist (Reedy ve Gibney, 2004)
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Heme a (Sekil 1.5), iki enzimatik adimda heme b'den biyosentetik olarak tiiretilir.
Ilk adimda, heme b, Rs'deki vinil grubun bir hidroksietilfarnesil grubuna déniistiiriiliir.
Ikinci adimda ise Rs'teki metil grubu, heme a'y1 olusturmak igin bir formil grubuna
oksitlenir. Heme a'nin hidroksietilfarnesil grubu, terminal oksidaz islevinde; bir lipofilik
capa olarak hareket etme, elektron transfer yollarint modiile etme, protonlarin yer
degistirmesinde islev gorme ve ekzojen ligand degisim reaksiyonlarina yardimci olma
gorevlerinden bir veya daha fazlasin tistlenebilir. Heme a yan zincirinin formil grubu,
heme b veya heme o'ya gore redoks potansiyelini yiikselterek onu daha iyi bir elektron

alicis1 yapar (Reedy ve Gibney, 2004).

Sekil 1.5. Heme a molekiil yapisi (Reedy ve Gibney, 2004)

Hb, O;’yi dokulara tasiyan ve eritrositlerde en ¢ok bulunan proteindir. Hb, O ile
tersinir bir bag olusturur. Oksijenli durumda, oksihemoglobin (oksiHb) olarak
adlandirilir. OksiHb’nin rengi parlak kirmizi olup indirgenmis durumda morumsu
maviye doner. Bu durumda deoksihemoglobin (deoksiHb) olarak adlandirilir. Hb,
kemik iliginde ozellikle de eritrositlere doniisen hiicrelerde gelisir. Eritrositlerin kuru
agirliginin  yaklasik %95't Hb’den olusur. Eritrositler o6ldiigiinde Hb parcalanir.
Par¢alanmadan sonra Hb yapisindaki demir transferrin adi verilen proteinler tarafindan
kemik iligine tasinip tekrar yeni eritrositlerin liretiminde kullanilir. Hb’nin geri kalani,
safraya atilan ve diskiya karakteristik sar1 kahverengi rengini veren bir kimyasal olan

bilirubinin temelini olusturur (Senior, 2010, s31-35).

Beyaz kan hiicreleri (Lokositler)

Lokositler, bagimsiz olarak hareketli, Hb icermeyen ve c¢ekirdege sahip

hiicrelerdir ve yabanci maddeleri, hiicresel kalintilar1 yutmada, bulasic1 maddeleri,



kanser hiicrelerini yok etmekte, antikorlar iireterek viicudu enfeksiyon ve hastaliklara
karg1 savunmada rol oynamaktadir. Bazi onarici islevlere de sahiptirler. Lokositler, kan
dolasiminda hiicre boliinmesine (mitoz) ugramazlar. Normal kandaki l6kositlerin sayisi
mm? basina 4,500 ile 11,000 arasinda degismektedir (Senior, 2010, $39-42).

Lokositler kemik iliginde tiretilir. Kanda ve lenfatik sistemde bulunur. Bir 16kosit,
genellikle biiyiik ve loblu bir ¢ekirdege sahiptir. Bu sebeple diger kan hiicrelerinden
kolay bir sekilde ayrilir. Lokositlerin yapis1 (Sekil 1.6) bir ¢ekirdek, sitoplazma ve hiicre
duvarindan olusur (Carleton, Drury ve Wallington, 1980).

Hiicre Duvarn

Cekirdek

Sitoplazma

Sekil 1.6. Lokosit yapist (Al-Dulaimi vd., 2016)

Lokositler, graniilositler, monositler ve lenfositler olmak {izere 3 ana grupta
incelenebilir. Graniilositler, notrofiller, bazofiller ve eozinofiller olarak monositler ise
makrofajlar ve dendritik hiicreler olarak siniflandirilabilir. Lenfositler, B- lenfositleri ve
T- lenfositleri olarak siniflandirilmaktadir (Carleton, Drury ve Wallington, 1980; Clark
ve Kruse, 1990).

Graniilositler, viriisleri, bakterileri ve diger parazitleri sindirme kabiliyetine sahip
fagositlerdir. Sitoplazmalarinda goriiniir graniiller bulunur. Genis, uzun veya loblu
cekirdeklere sahiptirler. Hiicrenin ¢ap1 yaklasik 12-20 um arasinda olup niikleolleri
goriilemez. Lokositlerin yaklasik %60'm1 olustururlar. Graniilositlerin alt tipleri (Sekil

1.7) nétrofil, bazofil ve eozinofildir (Standring, 2015).



Eozinofil Notrofil

Sekil 1.7. Graniilositlerin alt tipleri (http1)

Notrofiller, bagisiklik sisteminin bir parcasidir. Bakterilere karsi onemli bir
savunma hattidir. Cekirdegin sekli, segmentasyondan once bir "U" veya kivrilmig bir
cubuk gibidir. Ayn1 zamanda "bant nétrofilleri” olarak da bilinirler. Caplar1 genellikle
10-18 pwm arasinda degisir. Notrofiller, periferik 16kositlerin yaklagsik %1-3"lini
olusturur. Segmentli bir notrofil hiicresinin c¢apr genellikle 9-16 um arasinda degisir.
Cok loblu bir ¢ekirdege sahiptirler. Bu loblar iist liste gelebilir veya biikiilebilir (Kemal,
2014). Hiicre yasina gore lob sayisi artabilir. Hiicre i¢i graniiller, giemsa boyama ve
yiiksek biiyiitme 1ile sitoplazmada goriilebilir (Standring, 2015). Bazofiller, kan
dolagimindaki asir1 duyarlilik reaksiyonlarina karsi savasma kabiliyetine sahip
antikoagiilan maddeler ve antikorlar salgilar. Dolagimdaki en kii¢iik graniilositlerdir. Bu
hiicredeki bazofilik graniiller biiylik olup ¢ok sayidadir. Bu nedenle ¢ekirdegi gizlerler.
Cekirdek genellikle ¢ift loblu veya boliinmemis halde olup nadiren ii¢ veya dort lob'a
ayrilir. Ortalama ¢ap yaklasik olarak 10-15 pm arasinda degisir. Eozinofiller, parazitler
ve solucanlar gibi patojenleri 6ldiirmek i¢in graniillerinden toksin salma kabiliyetine
sahiptir. Biyiik graniilleri sayesinde kolaylikla taninirlar. Eozinofilin ¢ekirdeginde
genellikle iki lob bulunur. Cap genellikle 9-15 pum arasinda degisir. Periferik
l16kositlerin %1-4’iinii olustururlar (Clark ve Kruse, 1990).

Monositler, en biiylik lokosit tiiridiir. Ortalama c¢aplar1 10-30 um arasinda
degismekte olup genellikle ¢copcii hiicreler veya fagositler olarak adlandirilir. Nadiren
loblu olan sadece bir ¢ekirdek igerirler. Monositlerdeki g¢ekirdek sekli genellikle
biikiilmiis (at nali) veya bobrek seklindedir (Sekil 1.8). Monosit hiicresinden iki tip
hiicre gelismekte olup bunlar makrofajlar ve dendritik hiicrelerdir (Standring, 2015).



Sekil 1.8. Monosit hiicre yapist (http2)

Makrofajlar, viicuttaki her tiir 61l hiicreyi yiyen fagosit hiicreleridir. Daha biiyiik
olup noétrofillerden daha uzun yasarlar. Genellikle bobrek seklinde olan biiyiik boyutlu
tek bir ¢ekirdege sahiptirler. Ayrica antijen sunan hiicreler olarak da hareket edebilirler.
Dendritik hiicreler, antijen bagisikliginin gelismesine yardimer olur. Cekirdegin sekli
kiigiilk ve yuvarlaktir. Hiicre olgunlastikca diizensiz yildiz sekli ve sitoplazmik
cikintilar1 (dendritler) olan biiyiik bir ¢ekirdege dontisiir (Van Brussel vd., 2013).

Lenfositler (Sekil 1.9), boyut ve sitoplazmik graniilerlie gore tanimlanir.
Olgunlagma asamasina bagli olarak kii¢iik veya biliylik bir ¢ekirdege sahip olabilir.
Kiiciik lenfositler kiiclik bir c¢ekirdege sahip olup capt 6-9 pm arasinda degisirken,
bliylik bir c¢ekirdegin cap1 yaklasik olarak 10-15 pm'dir. Nadiren loblu olan tek bir
cekirdek icerir. Cekirdegin sekli hafif oval veya yuvarlak olup koyu lekelidir (Van
Brussel vd., 2013; Standring, 2015).

Sekil 1.9. Lenfosit hiicre yapisi (http2)

Lenfositler, B-lenfositleri ve T-lenfositleri olarak ikiye ayrilir. B-lenfositleri (B
hiicreleri), viicudun enfekte mikroplarina veya hiicrelerine baglanan ve olgunlasmamis
asamada bir plazma hiicresine doniisen antikorlar ve proteinler tretir. Kemik iliginde

yapilirlar. Oval ¢ekirdeklere, diisiik fraktal boyuta ve piiriizsiiz hiicre yiizeyine
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sahiptirler. T-lenfositleri (T hiicreleri), diger hiicrelerin tepkisini yonlendirmeye
yardimct olan sitokin adi verilen proteinler iiretir. Dairesel ¢ekirdeklere ve burusuk

hiicre yiizeyine sahiptirler (Van Brussel vd., 2013; Standring, 2015).

1.1.2.2. Kan plazmast

Kan plazmasinin yaklasik %92'si su, %7'si albiimin, gama globiilin, antihemofilik
faktor gibi hayati proteinler ve pihtilasma faktorlerinden olusurken %1°1 mineral tuzlar,
sekerler, yaglar, hormonlar ve vitaminlerden olusmaktadir (Mukherjee, 2016). Plazma,
besinleri viicudun ¢esitli hiicrelerine ulastirmak ve hiicresel metabolizmadan tiiretilen
atik tiriinleri bosaltim i¢in bobreklere, karacigere ve akcigerlere tasimak igin bir tagima
ortami gorevi goriir. Plazmanin diger bir gérevi de kan hiicreleri i¢in bir tagima sistemi
olup normal kan basincinin sabit tutulmasini saglar. Plazma, 1sinin viicuda yayilmasina,
kan ve viicuttaki asit baz dengesi dahil olmak iizere homeostaz veya biyolojik
stabilitenin korunmasina yardimci olur. Plazmadaki su viicut hiicreleri ve diger hiicre
dis1 sivilarla serbestce degistirilebilir olup tiim dokularin normal hidrasyon durumunu

stirdlirmek i¢in kullanilabilir (Senior, 2010, s23-29).

1.2. Yapay Kan

Acil durumlarda ve uzun ameliyatlarda donor kani yerine transfiizyon icin kan
yerine  kullanilabilecek alternatif —maddeler gelistirilmektedir. Kan yerine
kullanilabilecek alternatif maddeler yapay kan olarak adlandirilirlar. Yapay kan
gelistirmekle ilgilenen aragtirmacilar, agirlikli olarak Hb’nin O, tasima kapasitesini

taklit etmeye calismaktadirlar. Yapay kanin sahip olmasi gereken 6zellikler sunlaridr:

> Insan viicudunda kullanimi giivenli ve uyumlu olmalidir. Bu, yapay bir kan
kullanildiginda farkli kan gruplarinin 6nemli olmamasi gerektigi anlamina gelir.
Ayni zamanda yapay kanimn viriisler ve mikroorganizmalar gibi tiim hastaliga
neden olan maddeleri uzaklagtirmak i¢in islenebilecegi anlamina da gelir.

» O2’yi viicudun her yerine tasiyabilmeli ve ihtiya¢ duydugu yerde serbest
birakabilmelidir.

» Raf 6mrii uzun olmalidir. Kizilay veya benzeri kurumlara bagislanan kanlarin
aksine, yapay kan bir yildan uzun siire saklanabilir. Bu bozulmadan oOnce

yalnizca bir ay saklanabilen dogal kanin tersidir. (Sarkar, 2008).
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Bu sayilan 6zelliklerin disinda, yapay kanin sentezi kolay olmali ve ucuza mal
edilmelidir. Bagislanan kanlarda son kullanim tarihine yaklasanlarin Hb’leri saflastirlip

uygun hale getirildikten sonra yapay kan tiirevlerine doniistiiriilmelidir.

1.2.1. Yapay kan olarak kullanilan maddelerin simiflandirilmasi

Yapay kan genel olarak iki ana sinifta toplanir. Bunlar, Hb tabanli oksijen

tastyicilart (HTOT'ler) ve perflorokarbon (PFC) emiilsiyonlaridir (Squires, 2002).

1.2.1.1. HTOT

Hiicresiz bir Hb, O2’yi eritrositlerin diginda tasima kabiliyetini korudugu i¢in
yapay kan olarak kullanilabilir. HTOT'lerin bir avantaji kan uyumluluk testinin gerekli
olmamasidir. Donér kaniin transfiizyonu alicida bir hemolitik transfiizyon
reaksiyonunun sonuclarindan kaginmak icin dikkatli bir ¢apraz eslestirme gerektirir. Bu
transfiizyonla iligkili kiiciik ancak 6nemli bir morbidite ve mortalitenin nedenidir.
Hiicresiz Hb’nin bir baska avantaji da enfeksiyoz ajanlari inaktive etmek icin
ultrafiltrasyon ve diisiik 1s1 ile sterilize edilebilmesidir. Bu durum eritrositlerde miimkiin
degildir (Squires, 2002).

1970'lerde yapay kan gelistirmeye yonelik ilk girisimler insan Hb’nin hiicresiz
cozeltileridir (Rabiner vd., 1970). Ancak bu HTOT'lerle ilgili 6nemli sorunlar bas
gostermistir. Dolagimda kabul edilemeyecek kadar kisa hayatta kalma siireleri, anormal
derecede yiiksek O; afinitesi, halsizlik, karin agrisi, hemoglobiniiri ve bobrek toksisitesi
gibi klinik yan etkiler en 6nemli sorunlar arasinda yer almistir. HTOT"lerin klinik
olarak etkili yapay kan olabilmeleri i¢in iki temel zorlugun iistesinden gelinmesi
gerekmektedir. Bunlar, kisa intravaskiiler bekleme siireleri ve normal Hb’ye gore
dokular1 oksijenlendirme yeteneklerinin azalmasidir. Ilk zorluk, eritrosit koruyucu
ortaminda bulunmayan Hb molekiillerinin bobrek tarafindan hizli bir sekilde
parcalanmasin1 ve ortadan kaldirilmasin1 dnlemektir. Hiicre i¢ci Hb, eritrosit ile ayni
omre sahip olup bu dmiir yaklagik 120 giindiir. Ancak ¢ozelti i¢inde Hb’nin tetramer
yapist bobrekler tarafindan hizla elimine edilen monomerlere ve dimerlere kolayca
ayrisir. Oz nin hiicre i¢i Hb’den ayrigmasi, 2,3-DPG tarafindan modifiye edilmekte olup
insan kani icin yaklasitk 27 mmHg'lik bir normal Pso degeri (Hb’nin %50 doymus
oldugu O, kismi basinci) ile sonuglanir. Hb ¢ozeltilerinde 2,3-DPG eksikligi O> ayrisma

egrisinde bir "sola kaymaya" yani Hb’nin O; i¢in afinitesinde bir artisa neden olur. Bu
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artan afinite HTOT'lerin O2’yi tasima kabiliyetini sinirlamasa da dokulara O>
"bosaltma" veya verme yeteneklerini sinirlamaktadir (Squires, 2002).

Hiicresiz Hb’yi kimyasal olarak degistirmek bu zorluklarin iistesinden gelmek icin
onemli bir sekilde ele alimmistir. Birinci smif modifiye HTOT'lerde, spesifik Hb
tetramerinin ayrismasini onlemek icin Hb polipeptit zincirleri arasinda kimyasal ¢apraz
baglantilar kurulur. Boylelikle renal eliminasyon geciktirilir. 3,5-dibromosalisil fumarat
ile tedavi sonucu da Hb tetramerinin biitiinliiglinii koruyan giiglii bir kovalent bag
meydana gelir. Bunun sonucunda 12 saate kadar uzun bir intravaskiiler bekleme siiresi
saglanabilir (Chang, 1997; Anderson ve Ness, 2000).

Islenmemis hiicresiz Hb, bobrek tarafindan 6 saatten daha kisa bir siirede elimine
edilir. Hb’nin spesifik amino gruplarini hedefleyen ve Hb molekiiliinii polimerize eden
o-rafinoz veya glutaraldehit gibi ¢apraz baglama maddeleri ile intramolekiiler ¢apraz
baglanma yolu ile intravaskiiler bekleme siiresi uzatilabilir (Chang, 1997; Anderson ve
Ness, 2000).

Hb, dekstran, polietilen glikol (PEG) veya polioksietilen gibi ¢esitli daha biiyiik
molekiillere konjuge edilip dolasimdan atilma hizi 48 saate kadar uzatilabilmistir
(Anderson ve Ness, 2000).

Gelistirilmekte olan yeni HTOT lar iskemi reperflizyon hasarini en aza indirmek
icin siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) gibi antioksidan enzimlere bagh
polihemoglobini (PoliHb) icermektedir. Baz1 ¢alisma gruplari, insan Hb’nini biyolojik
olarak parcalanabilen polimer nanokapsiiller veya lipid vezikiillerden yapilan yapay
hiicrelerde paketlemeye calismistir (Chang, 1997).

Ileri diizey klinik deneylerde olan en az ii¢ degistirilmis Hb iiriinii bulunmaktadir.
Northfield Laboratories tarafindan polimerlestirilmis bir insan Hb iiriinii olan Polyheme
gelistirilmistir. Biopure, Giiney Afrika Cumhuriyeti'nde yapay kan olarak kullanim igin
onay almis olan ve su anda Amerika Birlesik Devletleri'nde bir faz III klinik denemenin
FDA incelemesini bekleyen sigir kirmizi kan hiicrelerinden (Hemopure) polimerize Hb
hazirlanmigtir. Hemosol, kismen polimerize edilmis bir insan Hb iiriinii olan ve yine
FDA incelemesine tabi olan Hemolink adli iirtinii gelistirmistir (Squires, 2002).

Hemopure transfer edilen dondrlerde goriilen kardiyak arrest, akcigerde sivi
birikmesi ve yiiksek tansiyon nedeniyle bu HTOT, Amerika’da insan deneylerinden

2006 yilinda FDA tarafindan ¢ikarilirken Avrupa’da kullanimi devam etmistir (http4).
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Su anda, Giiney Afrika'da onaylanmis olup 6te yandan ABD’deki katilimci1 hastanelerde

arastirma amagcli kullanimi etmektedir.

HTOT tiirleri

HTOT olarak tasarlanan yapay kanlar Hb’ni temel almaktadir. Sentez
ozelliklerine ve tiretim yontemlerine gore bir¢ok alt sinifta toplanabilirler.

Hb, yapay kan olarak kullanilamayacak kadar toksik oldugundan modifiye
edilmektedir. Enkapsiile edilmis ve ¢apraz bagli Hb'nin yapay kan olarak kullanimina
iligkin aragtirmalar yillar dnce baslamistir (Chang, 1964; Bunn, Esham ve Bull, 1969;
Chang, 1971; Chang, 1972). Degistirilmis Hb gelistirmeye yonelik ciddi arastirmalar,
bagislanan kanda bulunan insan immiin yetmezlik viriisii, hepatit C viriisii gibi
hastaliklar endisesi nedeniyle 1980'lerde baslatilmistir. Eritrositlerin aksine modifiye
edilmis Hb, AIDS, hepatit ve diger enfeksiyonlardan sorumlu patojenleri inaktive etmek
i¢in pastorizasyon, ultrafiltrasyon ve kimyasal yollarla sterilize edilebilmektedir. Ayrica
degistirilmis Hb’de bir hiicre zar1 olmadigi i¢in kan grubu antijenleri yoktur. Bu yiizden
kullanimdan o6nce ¢apraz karsilastirma ve tipleme gerekmemektedir. Zamandan ve
kolayliktan tasarruf saglamakta olup acil durumlarda gerekli olan aninda
transfiizyonlara izin vermektedir. Degistirilmis Hb’ler, standart yontemler kullanilarak
depolanan bagislanmis kan i¢in yaklasik bir ay ile karsilastirildiginda bir yildan uzun
stire saklanabilmektedir (Chang, 1999).

Birinci nesil degistirilmis Hb, kimyasal ¢apraz baglama veya rekombinant DNA
teknolojisi kullanilarak Hb'nin molekiiler modifikasyonuna dayanmaktadir. Hb, reaktif
amino gruplarn icermekte olup 2,3-DPG cebindekilere ek olarak her Hb molekiiliinde 40
reaktif lizin grubu ve dort reaktif amino grubu vardir. Lizin gruplarmin ¢ogu molekiiliin
ylzeyinde konumlanmaktadir. Spesifik reaktif amino gruplarimin ¢apraz baglanmasi
veya rekombinant modifikasyonu sonucu spesifik 6zelliklere sahip degistirilmis Hb’ler
olusur. Birinci nesil degistirilmis Hb'nin farkli tipleri arasinda ¢apraz bagli poliHb,
capraz bagl tetramerik Hb, konjuge Hb ve rekombinant Hb bulunur (Chang, 1999).

Degistirilmis Hb’lerin ilk 6rneklerinden poliHb’ler {izerinde onemli ¢aligmalar
gerceklesmistir. 11k olarak 1960'larda Hb molekiilii sebakoil kloriir ile ¢apraz baglanarak
poli Hb elde edilmistir (Chang, 1964; Chang, 1972). Daha sonraki c¢alismalarda
glutaraldehit ile Hb ve katalaz enzimi (CAT) ¢apraz baglanarak poliHb’ler iiretilmistir
(Chang, 1971). Glutaraldehit ¢apraz bagli poliHb, gelismis faz III denemelerinde iki tip
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poliHb olarak gelistirilmistir. Northfield Laboratories, gelismis faz III denemelerinde
(Chang, 1997; Gould vd., 1998) glutaraldehit capraz bagli piridoksallanmis insan
poliHb (PolyHeme) gelistirmistir. Klinik ¢aligmalar1 siiresince gastrointestinal sikinti
veya vazokonstriksiyon gozlenmemis olup bobrek ve diger organ fonksiyonlar: normal
olarak kalmistir. Klinik caligmalarin sonuglar1 PolyHeme'nin karsilik gelen eritrosit
hacimlerinin yerini alabilecegini gdstermistir. Biopure Corp, glutaraldehitle polimerize
edilmis sigir Hb'yi (Hemopure) gelistirmistir (Chang, 1997; LaMuraglia, vd., 2000;
Sprung vd., 2002). Sigir Hb'si kolaylikla biiylik miktarlarda bulunmakta olup insan
Hb'sinden farkli olarak 2,3-DPG veya analog piridoksal-fosfat gerektirmez. Pso degeri
insan Hb'sinden daha yiiksektir. Hemopure, Amerika Birlesik Devletleri’'nde (ABD)
veterinerlik tibbinda kullanim i¢in ve Giiney Afrika'da rutin insan klinik kullanimi igin
onaylanmistir (Lok, 2001). Hemosol Ltd, yaklasik %30 capraz bagli tetramerik Hb
iceren o-rafinoz ¢apraz bagli insan poliHb (Hemolink) iirliniinii gelistirmistir (Adamson
ve Moore, 1998). Bu bilesik su anda koroner arter baypas greftleme cerrahisi i¢in ileri
faz III klinik calismalarda kullanilmaktadir (Carmichael, 2001).

ABD’de 1 milyondan fazla Diinya’da ise yaklasik 8,5 milyon Yehova sahidi
bulunmaktadir. Bu topluluk kan transferinin reddi ile taminir. 72 yasindaki 3.evre
nasofarengial melanoma tanisi ile yogun bakimda yatan bir Yehova sahidi kadina
Hemopure transfiizyonu gergeklestirilmis ve hasta postoperatif birinci giin vazopressor
desteginden ayrilmis, ameliyat sonrasi dokuzuncu gilin yogun bakim {initesinden
cikarilip ameliyat sonras1 16. giinde hemoglobini 9 g/dL'ye ulasmis ve taburcu olana
kadar siirdiirmiistiir. Sonuclara gére hemopure iyi tolere edilmis ve yasami tehdit eden
kritik anemisi olan yash hasta i¢in supraterapotik oksijenasyonu tamamlamistir (Nellis,
Devinney ve Young, 2020).

Organ nakillerinde organin tasima esnasinda oksijenlenmesi ve metabolik
canliligin1 korumasi i¢in kana alternatif olarak hemoglobin temelli oksijen tasiyicilari
kullanilmaktadir. Bobrek nakli esnasinda HBOC-201 ve kanin kiyaslandigi bir
calismada HBOC-201, dokularda kana esdeger oksijen doygunlugu sagladigi goriilmiis
olup reperfiizyon iizerine, HBOC-201 ile tedavi edilen bobrekler, kanla tedavi edilen
bobreklerle karsilastirildiginda benzer bobrek kan akisina ve islevine sahip oldugu
goriilmiistiir (Bhattacharjee vd., 2020)

Hb’nin c¢apraz baglanmasi hem intramolekiiler hem de intermolekiiler

olabilmektedir. Gluteraldehit ve sebakoil kloriir gibi ¢apraz baglayicilar her iki
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baglanmay1 da gerceklestirirler. Ancak, bis-(N-maleimidometil)-eter Hb'yi sadece
intramolekiiler olarak g¢apraz baglayarak tetramerik Hb olusturur. Bunun sonucunda
Hb'nin dimerlere pargalanmasi 6nlenmis olmaktadir (Bunn, Esham ve Bull, 1969).
Benzer sekilde bis-(3,5-dibromosalisil)-fumarat, intramolekiiler olarak Hb'nin iki a alt
birimini ¢apraz baglayip 2,3-DPG cebini degistirmektedir (Walder vd., 1979). Bu
capraz bagh tetramerik Hb kullanilarak faz III klinik denemelerinde diyaliz, felg, aortik
anevrizma onarimi, ortopedik, gastrointestinal, genel ve kalp cerrahi, hemorajik ve
hipovolemik sok calismalar1 yapilmistir (Chang, 1997).

Degistirilmis Hb’lerin diger bir tlirevi rekombinant Hb’lerdir. Yapilan bir
calismada, genetigi degistirilmis Escherichia coli'den rekombinant tetramerik insan
Hb'si hazirlanmistir (Hoffman vd., 1990). Somatogen Inc, bu rekombinat {iriinii
gelistirip klinik ¢alismalarint gergeklestirmistir (Freytag ve Templeton, 1997). Baxter
Healthcare Ltd, bu iiriiniin klinik calisma sonuglarindan faydalanilarak nitrik oksidi
(NO) ortadan kaldirmayan, vazokonstriksiyona veya diger diiz kas kasilmalarina neden

olmayan ikinci nesil bir rekombinant Hb’yi gelistirmistir (Doherty vd., 1998).

1.2.1.2. PFC emiilsiyonlart

Dini inang¢lardan dolay1 belirli insan gruplar1 dondr kan1 veya Hb gibi insan ve
hayvan proteinlerinin naklini kabul etmemektedir. Ancak, bu hastalar i¢in
hidrokarbonlara yapisal olarak benzeyen PFC molekiilleri kan transflizyonu
gerektiginde tek secenekleri olabilir. PFC emiilsiyonlar1 O; ve CO; tasima konusunda
bu gazlara fiilen baglanmadan miikemmel bir kapasiteye sahiptir (Squires, 2002). PFC
emiilsiyonlar1 O, tasinmasinda farkli bir yaklasim saglar. O», kimyasal olarak inert PFC
stvisinda kolaylikla ¢oziiniip O>’den yoksun dokular tarafindan kolaylikla ekstrakte
edilebilir. PFC sulu ¢ozeltilerle karismadigindan yapay kan olarak kullanilmadan 6nce
emiilsiyon olarak hazirlanmaktadir. Bir PFC iiriinii olan Fluosol DA FDA tarafindan
kalp cerrahisi i¢in bir yapay kan maddesi olarak onaylanmistir. Bu cerrahi prosediirde,
O> iletimini saglamak i¢in koroner anjiyoplasti sirasinda tam O2’li PFC inflize edilir.
PFC, ameliyat sirasinda kalp travmasini ve agriy1 azaltmasina ragmen kullanimi higbir
zaman hekimler tarafindan tam olarak benimsenmemistir (Anderson ve Ness, 2000).
Alliance Pharmaceuticals tarafindan gelistirilen bir PFC emiilsiyonu olan ‘Oksijen’,

ABD’de faz II ve III klinik denemelerindedir (Squires, 2002).
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1.3. Karbonik anhidraz enzimi (CA)

CA enzimi, CO2’nin tersinir hidrasyonunu katalize eder. Bu enzim ilk olarak
1933'te eritrositlerden saflastirilmistir (Meldrum ve Roughton, 1933). CA enziminin
bitkilerde CO; fiksasyonu i¢in gerekli oldugu (Bradfield, 1947) 1940'lardan beri
bilinmesine ragmen az sayida ¢alisma bildirilmistir. 1994 yilina kadar prokaryotlardan
sadece bes CA enzimi saflastirilmis olup yakin zamanda yapilan bir arastirma, enzimin
filogenetik ve fizyolojik olarak ¢esitli prokaryotlar arasinda genis capta dagildiginm
ortaya koymustur. Bu durum enzimin dogada daha dnce taninandan ¢ok daha biiytik bir
role sahip oldugunu gostermektedir (Smith, 1999). Memeli ve bitki enzim dizilerinin ve
kristal yapilarinin karsilagtirilmasi, bunlarin bagimsiz olarak evrimlestigini ve sirastyla
alfa ve beta sinifi olarak adlandirildiklarint gostermektedir. Filogenetik analizlerin eski
bir kokeni ongordiigli bagimsiz olarak evrimlesen ek bir sinif 1994'te rapor edilmistir
(Alber ve Ferry, 1994).

CO; tiim canli organizmalarda bulunmakta olup hiicrelerde anahtar molekiil
olarak kabul edilmekte ve bikarbonat (HCO5") ile dengede durmaktadir. HCOs", lipid
membranlarda ¢6ziinmez. HCO3™ iyonunun tasinmasi gerekirken CO> daha ¢oziiniir
oldugundan hem hiicre i¢inde hem de hiicre disinda serbestce yayilir. CO>-HCOj3
doniigiim siirecini hizlandirmak i¢in organizmalar CA enzimini iiretirler (Geers ve Gros,
2000). CA enzimi, CO; ve protonlarin hiicre i¢i ve hiicre dis1 bosluklar gibi biyolojik
zarlar boyunca tasinmasinda O6nemli bir gorevi yerine getirir (Parkkila vd., 2001;
Missner vd., 2008). CA enzimi, pH regiilasyonu, iyon taginmasi, kemik rezorpsiyonu,
mide, beyin, omurilik sivis1 ve pankreas sivilarmin salgilanmasi gibi gesitli fizyolojik
islevlerde rol oynar (Woolley, 1975). CA'nin en 6nemli islevi, cesitli metabolize edici
dokularda CO> ve HCOs3™ iyonunun solunum ve taginmasi ile ilgilidir. Ayrica, bu enzim
elektrolit sekresyonu, CO, ve pH homeostazi, CO, fiksasyonu, glukoneogenez ve
tireajenez gibi biyosentetik reaksiyonlarda rol oynar (Gay vd., 1984; Dodgson ve

Forster, 1986; Esbaugh ve Tufts, 2006).

1.4. Kriyojeller

Kriyojeller, monomerlerin radikal polimerizasyonu ile 0 °C’nin altindaki
sicakliklarda olusan siiper gozenekli hidrojellerdir (Dainiak vd., 2006). Polimerik
kriyojeller (orta derecede dondurulmus jellestirme sistemlerinde olusturulan jeller)

deneysel olarak uzun yillardir bilinmekte olup ¢esitli kriyojeller ve kriyotropik jel
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olusumunun o6zellikleri iizerine sistematik bilimsel aragtirmalar 1980'lerin basinda

baslamistir (Lozinsky, 2014).

1.4.1. Kriyojelasyon

Kriyojeller kriyojelasyon yoluyla sentezlenir. Kriyojelasyon terimi ilk kez
Lozinsky vd., (1997) tarafindan kullanilmistir. Kriyojelzasyon isleminde (Sekil 1.10)
monomer, ¢apraz baglayici, baslatici ve katalizér deiyonize su i¢inde ¢oziiliip karisim
hemen donmus kosullar altinda inkiibe edilir. 0 °C’nin altindaki sicaklikta ¢oziici
donarak buz kristalleri olusturur. Cozilici veya c¢oziinen molekiillerin bir kismi
donmadan kalir. Monomerler sivi mikrofazda polimerize olup ¢apraz baglanarak jel
olusturur. Buz kristallerinin erimesinden sonra birbirine bagli kriyojel olarak

adlandirilan polimerik ag olusur (Lozinsky vd., 2003).

Monomer Buz kristali Gézenek  Polimerik duvar
Donmanus sivi faz ‘ %

o

Sekil 1.10. Kriyojel olusum asamast (Lakes ve Park, 1992)
Kriyojelasyon isleminde, polimerizasyondan once sicakligin diismesi ile olusan

buz kristalleri bir sablon gorevi goriir. Monomer, capraz baglayic1 ve baglatici
polimerizasyonun meydana geldigi sistemin donmamis sivi  kisminda kalir.
Polimerizasyon islemi tamamlandiktan sonra buz kristalleri eriyerek ortamdan
uzaklastirilir. Buz kristallerinin uzaklastigi kisimlarda gbézenek yapilar1 olusur

(Lozinsky vd., 2001; Ivanov vd., 2008).

1.4.2. Kriyojellerin 6zellikleri ve yapisini etkileyen faktorler

Kriyojeller igerisinde ¢ozelti ¢cok diisiik akis direncini gosteren birbirine bagh
makro gozenekli yapi nedeniyle bu matriks igerisnde kolayca yayilabilir. Gézenekler
kriyojellere benzersiz slingerimsi yap1 6zelligi kazandirir. Genel olarak, gézenek boyutu
5-100 um olup monomer derisimine, capraz baglayici oranina, fizikokimyasal

ozelliklere ve donma kosullarina baghdir (Kumar vd., 2006).
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1.4.2.1. Derisim etkisi

Kriyojel yapisi derisimdeki degisikliklere duyarlidir. Yiksek derisim daha
kirilgan matrikslerin olusumuna neden olur. Derisimin azalmasi olusan matriksleri

esnek ve yumusak hale getirir (Tiizmen vd., 2008).

1.4.2.2. Donma sicakliginin etkisi

Kriyojel yapisindaki gozenek boyutlart donma sicakliklarina paralel olarak
degisir. Kriyojellerin gézenek boyutlar1 100 pum’den birka¢ pm’ye kadar degisebilir.
Diisiik donma sicakligi, kiigiik boyutlu ¢oziinmiis kristallerin  olusumuna neden
oldugundan bu yiizeydeki gézeneklerin boyutu daha kii¢liktiir (Plieva vd., 2004). Diisiik
sicakliklarda donmamis sivinin hacminin azalmasindan dolayr daha ince ve yogun
gbzenek duvarlart olusur. Donma sicakligi yiikseldiginde buz kristallerinin boyutu
bliyiiylip daha biiyiik gozeneklere sahip kriyojeller meydana gelir. Biiylik gézeneklere
sahip kriyojellerin olusmasi i¢in -10 ile -25 °C arasindaki sicakliklar ideal olup -10

°C’nin iizerindeki sicakliklarda donma gergeklesmeyebilir (Arvidsson vd., 2003).

1.4.2.3. Polimerizasyon siiresi ve donma hizi

Polimerizasyon siiresi ve donma hiz1 en ideal kriyojel iiretim siireci i¢in 6nemli
bir faktordiir. Siiper gozenekli homojen kriyojeller iiretmek i¢in capraz baglanma hizi
¢Oziici donma hizindan daha yavas olmalidir. Capraz baglanma hizi ¢oziiciiniin
kristallesmesinden daha hizli ilerlerse, makro gozenekler ve tipik siiper gozenekli

kriyojel yap1 olugsmayacaktir (Ozmen vd., 2007).

1.4.2.4. Capraz baglanma derecesi

Capraz baglanma derecesi, kriyojellerin fiziksel 6zelliklerini etkiler. Kriyojelin
sertligi, esnekligi, mekanik ozellikleri, su tutma o6zelligi ile gézenek boyutu g¢apraz
baglanma derecesinden 6nemli oranda etkilenmektedir. Capraz baglanma derecesinin

artmasi sisme derecesini azaltmaktadir (Henderson vd., 2013).
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1.4.3. Kriyojellerin avantajlar: ve uygulama alanlar

Kriyojellerin bir¢ok farkli tiirliniin sentezlenmesiyle son yillarda biyoteknoloji
alaninda oOnemi de artmistir. Proteinlerin, mikroorganizmalarin ve hiicrelerin
kromatografik ayirma islemlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Tennikova ve
Freitag, 2000; Yilmaz vd., 2009). Kriyojellerin biyoteknolojide kullaniminin yaygin
olmasmin sebebi ozmotik, kimyasal ve mekanik denge ile iliskilidir (Lozinsky vd.,
2001). Kriyojeller biyoteknolojideki kromatografik destek malzemelerine ¢ok iyi bir
alternatiftirler (Derazshamshir vd., 2010). Bu alanda kullanilmasini saglayan en 6nemli
avantajlarindan biri kriyojeldeki biiylik gozeneklerin nano veya mikro boyutlu
partikiillerin kiitle transferinde faydali olmasi ve verimli difiizyona izin vermesidir
(Arvidsson vd., 2002; Derazshamshir vd., 2010). Kriyojel tabanli kromatografik destek
malzemesi, numunenin daha kisa siirede yiiksek akis hizlarinda fraksiyonlanmasina ve
hacimsel eliisyonuna izin verir. Numune, 6n islem olmaksizin kriyojel kolonlara da
uygulanabilir (Demiryas vd., 2007). Afinite kromatografisi uygulamalarinda kriyojel
dolgu maddesinin ¢ok farkli 6rneklerini gormek miimkiindiir (Kumar vd., 2003; Kegili
vd., 2018). Hiicre siispansiyonlar1 dahi kriyojel boyunca hem difiizyon hem de tagima
yoluyla ¢ok diizgiin bir sekilde hareket eder (Arvidsson vd., 2002).

Kriyojeller proteinlerin ve hiicrelerin immobilizasyonu i¢in de kullanilmiglardir
(Doretti vd., 1998; Lozinsky ve Plieva, 1998). Son yillarda, kriyojelasyon, doku
miihendisliginde olduk¢a yeni bir yaklagim haline gelmistir. Kriyojeller, bircok doku
iskele yapist arasinda iyi sablonlar olarak kabul edilip belirtilen doku pargalarinin
rejenerasyonu ig¢in yiiksek potansiyele sahiptirler. 3D ve hidrofilik 6zellige sahip
birbirine bagl siiper gozenekli polimerik malzemeler olduklarindan yiiksek hacimde
doku sivilarimi absorbe edebilirler. Bunun sonucunda sisme karakteri ve yumusak
biyouyumluluk avantaji ile diger sentetik polimer ag gruplarina gore lstiinliik saglarlar.
Yiiksek gozeneklilige sahip jel seklindeki yapilar1 kimyasal ve mekanik stabiliteyi
koruyarak hiicre penetrasyonunu, temasini ve migrasyonunu kolaylastirir (Sell vd.,
2010; Bakhshpour vd., 2019).

Kriyojellerin biyouyumlulugu ve kontrol edilebilir gecirgenligi sebebiyle
kontrollii ilag salinim sistemlerinde son yillardaki kullanimi artmaktadir. Uyaranlara
duyarli kriyojeller, ¢esitli fiziksel ve kimyasal degisikliklere duyarli tepkileri nedeniyle

arastirmacilarin biiytik ilgisini ¢ekmistir. Kriyojellerin yapisi, istenen ilag salinim
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profillerini yerine getirmek i¢in akilli ilag salinim sistemi olarak dizayn edilebilmektedir

(Bakhshpour, Yavuz ve Denizli, 2018).

1.5. Polikaprolakton (PCL)

PCL'nin €-kaprolaktonun halka agma polimerizasyonu ile sentezi ilk olarak 1934
yilinda gergeklestirilmistir (Natta, Hill ve Carothers, 1934). Bu sentetik polimerin
biyolojik olarak parcalanabilir 6zelligi ilk olarak 1973'te tanimlanmistir. Birgok ilaca
gore yiiksek gegirgenligi ve toksik olmamasi nedeniyle kontrollii ilag salinimi igin
uygundur (Murthy, 1997). PCL, son zamanlarda ¢esitli uygulamalar i¢in kullanilan
biyomalzemelerin tasariminda ilgi odagi olmustur. Alifatik poliester emsallerinin
coguna gore Ustiin reolojik ve viskoelastik ozellikleri sayesinde biyolojik olarak
pargalanabilir malzemelerin iiretilmesini ve iglenmesini kolaylagtirmistir (Guarino vd.,

2002).

1.5.1. PCL’nin fizikokimyasal ozellikleri

PCL, o6nemli bir biyomakromolekiil sinifi olan alifatik poliester ailesinin bir
pargast olup heksanoat tekrar birimlerinden olusur. Hidrofobik o6zellikte olup %69'a
ulagabilen bir kristallik derecesine sahip yar1 kristal bir polimerdir (Iroh, 1999).
Kristalligi molekiil agirligi ile ters orantilidir. Camst gecis sicakligt (Tg) -60 °C ve
molekiil agirligir 3000-80000 g/mol araligindadir. Diisiik erime noktasi (59-64 °C), iyi
coziinilirlik ve diger polimerlerle harmanlama kapasitesine sahip olmasi nedeniyle
agirlikli  olarak biyomedikal alana odaklanilmigtir. Diigiik sicakliklarda kolay
sekillendirilebilmesi, viskoelastik ve reolojik 6zellikleri PCL’nin iiretimi i¢in avantaj
saglar. PCL biyolojik olarak pargalanabilir olmasi yaninda biyouyumluk gibi iyi
mekanik 6zelliklere sahiptir. PCL'nin fiziksel, termal ve mekanik 6zellikleri (Tablo 1.1)
molekiil agirligina ve kristallik derecesine baghidir. Biyomedikal alanda kullanilan
polimerler arasinda bu ozellikler PCL'yi avantajli kilmaktadir (Elzein vd., 2004;
Kobayashi ve Makino, 2009; Woodruff ve Hutmacher, 2010).

PCL, oda sicakliginda kloroform, diklorometan, karbon tetrakloriir, benzen,
toluen, sikloheksanon ve 2-nitropropan icinde yiiksek oranda ¢oziiniir. Aseton, 2-
blitanon, etil asetat, dimetilformamid ve asetonitril i¢inde az ¢6ziiniir. Alkoller, petrol

eteri, dietil eter ve suda ¢oziinmez (Sinha, 2004).
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Tablo 1.1. PCL'nin fizikokimyasal ézellikleri (Labet ve Thielemans, 2009)

Ozellikleri Sembol Birim Deger araligi
Ortalama molekiiler agirlik Mn g/mol 530-630 000
Yogunluk d g/cm’ 1,071-1,200
Cam gegis sicaklig Tg °C (-65)+(-60)
Erime sicakligi Tm °C 5665
Bozunma sicakligi Td °C 350

Dogal viskozite Dyis Cm¥/g 100-130
i¢sel viskozite Z Cm¥/g 0,9

Cekme mukavemeti s MPa 4-785
Young modiili E GPa 0,21-0,44
Kopmada uzama e % 20-1000

1.5.2. PCL’nin sentezi

PCL, €-kaprolaktonun enzimler veya organometalik katalizorler ile halka

acilmasi polimerizasyonu ile sentezlenebilir (Varma vd., 2005).

1.5.3. PCL’nin degredasyonu

PCL gibi ester gruplari iceren polimerler hidroliz yoluyla bozunmaya duyarlidir.
Bozunma, farkli kosullar altinda meydana gelen her mekanizma igin degisken
kinetiklerle, kimyasal veya enzimatik yollarla ilerleyebilir. Dogadaki bir¢ok
mikroorganizma PCL'yi tamamen degredasyona ugratabilir (Gross ve Kalra, 2002).
Genel olarak, enzimatik olmayan rastgele zincir kesilmesi PCL bozunmasinin baskin bir
faktorii olarak tanimlanmustir (Pitt, 1990; Shih, 1995). PCL’nin bozunmasi hem asit
hem de baz katalizli ester hidroliziyle ilerleyebilir. PCL zinciri u¢ gruplar1 hidrolitik
bozunma oraninda oldukga belirleyicidir. PCL’nin hidroksi gruplari ile sonlandirilan
zincirleri, karboksilik asitlerle sonlanan zincirlerden ¢ok daha kararl goriinmekte olup
bu etki karboksilik asitlerin otokatalitik etkisine dayandirilmaktadir (Ouhadi, Stevens ve
Teyssié, 1976). PCL'min bozunmasi poliglikolik asit ve diger polimerlere kiyasla yavas
olup bir yildan uzun bir siire boyunca devam eder. Bu polimerin biyolojik olarak
parcalanmasi, polilaktik asit ve poliglikolik asit gibi kopolimerlerle artirilabilir
(Koleske, 1978).

PCL, bir¢ok polimerle poli(vinil klorir), poli(stiren-akrilonitril), poli(akrilonitril-
biitadien-stiren), poli(bisfenol-A), polikarbonatlar, nitroseliiloz ve seliiloz biitirat gibi)
nadiren karisabilir. Polietilen, polipropilen, dogal kauguk, poli(vinil asetat) ve
poli(etilen-propilen) gibi polimerlerle mekanik olarak uyumludur. PCL, molekiiler

agirliga, polimerin kristallik derecesine ve bozunma kosullarina bagli olarak birkag
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aydan birkac yila kadar biyolojik olarak bozunur hale getirilebilinir (Gross ve Kalra,
2002; Pena vd., 2006).

1.5.4. PCL’nin biyouyumlulugu

PCL, kontrollii ila¢ salmim sistemleri, dikisler veya adezyon bariyeri olarak
kullanilan belirli uygulamalarda Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmistir
(Li ve LaBarbera, 2017). PCL’nin tretiminde kullanilan farkli ¢oziiciilerin onun
biyouyumlulugu tizerinde bir etkisinin olmadigin kanitlamistir (Tang vd., 2004). PCL
nanokompozit yapi iskelelerine aliiminyum oksit (Dong vd., 2012) ve hidroksiapatit
(Yu vd., 2009) katildiginda PCL’nin biyouyumlulugu devam etmektedir. Cesitli
hiicrelerin kiiltivasyonu i¢in hazirlanan PCL ve jelatin (Xiang vd., 2011), PCL ve ipek
fibroin (Chen vd., 2004), PCL ve kitosan kompozit matriks malzemeleri (Savarino vd.,
2007) ile PCL ve bifazik kalsiyum fosfat hibrid kompozit matriks malzemelerinin (Bao,
Franco ve Lee, 2012) biyouyumlulugu yapilan ¢alismalar ile gdsterilmistir. Endotel
hiicre biiylimesi i¢in fibrin, fibronektin, jelatin, biiyiime faktorleri ve proteoglikanlarla
kompozit olarak modifiye edilen PCL/PEG matrisklerinin biyouyumlulugunun devam

ettigi gosterilmistir (Pankajakshan vd., 2008).

1.5.5. PCL tabanh nanokiireler

Nanokiireler, boyutlar1 10 ila 1000 nm arasinda degisen, ilaglar veya diger aktif
molekiiller icin tasiyici bolmeleri olarak islev goren sistemlerdir. Molekiiller 6zelligine
gore nanokiireler tarafindan absorbe veya enkapsiile edilebildigi gibi dispers halde de
bulunabilir. Molekiiliin polimerik bir matriste mi yoksa kabuk i¢cinde mi olduguna bagl
olarak nanopartikiiller veya nanokapsiiller olarak da adlandirilirlar (Sinha vd., 2004).

Nanokiireler boyut avantajiyla hem igneleri hem de kilcal damarlan tikayan
bircok koloidal sistemden farkli olarak enjeksiyon yoluyla intravendz olarak
uygulanabilir. Enjekte olabilen nanopartikiiller spesifik ilag dagitimi ve tibbi
gorlintiileme icin iyl uygulanabilirlige sahiptir. Ancak retikiiloendotelyal sistem
tarafindan intravendz enjeksiyondan sonra saniyeler i¢inde ortadan kaldirildiklari igin
genellikle kullanilamazlar. Bu sinirlamanin iistesinden gelmek i¢in hem hidrofilik hem
de hidrofobik kopolimerlerden monodispers ve biyobozunur nanokiireler gelistirilmistir.

Bu nanokiireler, farelerin karacigerinde artmis kan dolasimi siiresi ve azalmis ilag
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birikimi davramiglarint  gostermislerdir  (Gref vd., 1994). PCL ile olusturulan

nanokiirelerin etkinligi, tasidig1 molekiil ve proteinler ile olan etkilesimine baglhdir.

1.6. Polimerlerin karakterizasyonunda kullanilan yontemler

Polimer karakterizasyonu, polimerlerin yapist veya ozellikleri hakkinda bilgi
vermek ic¢in kullanilan teknikleri kapsar. Polimer karakterizasyonu, bir polimer
malzemenin her tiirlii 6zelliginin olgiilmesini igcermektdir. Molekiiler agirlik, mikro
yapisal bilgiler, kristallik derecesi vb. gibi molekiiler karakterizasyonu ve termal
ozellikler, mekanik o6zellikler ile bu 6zelliklerin zamana baglilig1 vb. gibi makroskopik

ozellik dl¢timiinii igerir (Markovi¢ vd., 2016).

1.6.1. Polimer karakterizasyonunda mikroskobik yontemler

1.6.1.1. Optik mikroskop

Optik mikroskop, c¢ift kirilma yoluyla 1 mm c¢oziintirliikte goriintiiler ve renk
degisiklikleri yoluyla veya belirli boyalar kullanarak kimyasal bilgiler saglayabilen
gelismis bir cihazdir. Bu faktorler goreceli olarak numune hazirlama kolayligi (elektron
mikroskobuna gore) ve satin alma maliyeti ile birlestirildiginde bircok malzemenin
ozellikle de spektrumun goriiniir bélgesinde iletilen 1sinlarin incelenmesi i¢in giiclii bir
tekniktir. Iletilen 151k, 151k mikroskobunda seffaf bir ortamdan gecer. Genlik, sogurma
veya sacilma oOzelliklerindeki degisikliklerin bir sonucu olarak bir yerden bir yere
degistirilebilir ve bu parlak ve karanlik alan mikroskobu kullanilarak bir goriintii
olusturmak icin kullanilabilir. Polimerler dahil olmak iizere saydam ince film 6rnekleri
incelendiginde i¢lerindeki yapilar iletilen 1s1nin genliginde uzamsal degisikliklere degil
de fazda uzamsal degisikliklere neden olur. Bunun sonucunda bu tiir faz nesneleri ¢iplak
gozle goriilemez. Faz kontrast mikroskobunda, bu faz farkliliklar1 genlik kontrasti
olusturma fazi nesnesini goriinlir hale donistiiriir. Polimerlerin incelenmesi igin
muhtemelen en yaygin kullanilan iletim teknigi polarize 151k mikroskobudur (Bunn ve

Alcock, 1945; Sutton vd., 1996).

1.6.1.2. Elektron mikroskobu

Elektron mikroskobu, ince numuneleri igeren gegirimli elektron mikroskobu
(TEM) ve toplu numuneleri igeren taramali elektron mikroskobu (SEM) olmak tizere iki
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alana ayrilabilir (Davis, 2004). Bir polimer bir elektron 1sinina maruz kaldiginda,
numuneden enerji yayilip baglar kopar. Bunun sonucunda numunede kalict kimyasal ve
fiziksel degisiklikler meydana gelir (Rose, 1987; Billingham, 1989; Papet, Audouin-
Jirackova ve Verdu, 1989; Hosier vd., 2004).

TEM, bir elektron demetinin ultra ince bir numuneden gecerken numuneyle
etkilesime girerek yiiksek enerjili elektronlarin detektdre iletildigi bir mikroskobi
teknigidir. Numune yoluyla iletilen elektronlarin etkilesiminden bir goriintii olusturulur;
goriintli biyltiiliir ve floresan ekran gibi bir goriintiileme cihazina odaklanir, bir
fotograf filmi tabakasi ilizerinde veya bir CCD kamera gibi bir sensér tarafindan
algilanir (Markovi¢ vd., 2016). TEM i¢in temel bir gereklilik numunenin elektron
isiinin (100 nm) iletimi igin yeterince ince olmasidir. Bu nedenle dogasi geregi ince
numuneler (Lovinger, 1983; Yase, Inoue ve Okada, 1990; Hosier vd., 2004) dogrudan
veya bir destek filminde dispers edildikten sonra incelenebilir.

SEM, odaklanmis bir elektron isiniyla tarayarak bir numunenin goriintilerini
iireten bir tiir elektron mikroskobudur (Markovi¢ vd., 2016). SEM'de, 10 kV enerji
diizeyinde odaklanmis birincil elektron 1s1n1, numunenin yiizeyi boyunca taranip piksel
piksel goriintii olusturulur. Elektron 111 tarafindan numune yiizeyinde biriken yiikiin
polimerlerler tarafindan iletilebilmesi 6nemli oldugundan numunenin incelenmesinden
once altin ve krom gibi iletken bir filmle piiskiirtme yoluyla kaplanmas1 yaygin olarak
kullanilan prosediirlerdir (Davis, 2004). SEM, TEM c¢alismast i¢in iy1 kopyalar
veremeyecek kadar ¢ok piriizlii olan kazinmis yiizeyleri basarili bir sekilde
inceleyebilir (Shabana vd., 1993). Numuneyi tarayarak ve ikincil elektronlar1 6zel bir
dedektorle toplayarak ylizeyin topografyasim1 gosteren bir goriintii olusturulur

(Markovi¢ vd., 2016).

1.6.1.3. Atomik kuvvet mikroskobu (AFM)

AFM, polimer ylizeyinin topografik goriintiisiinii olusturan ve polimerin ylizey
ozellikleri hakkinda bilgi saglayabilen rutin bir tekniktir (Caldorera-Moore vd., 2011).
Malzemelerin ylizey haritas1 genellikle temaslhi profilometrelerde ve temassiz
profilometrelerde olmak iizere iki sekilde yapilabilir. AFM bir temas profilometresidir.
AFM, iletken olmayan malzemelerin goriintiilerini tamamen yeni bir agidan yakalama
yetenegine sahip olup biyomateryalin goriintiilerin yakalanmasina yardimci olmak ig¢in

temas modunda veya dokunma modunda c¢alistirilabilinir (Nge vd., 2004). AFM
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cihazinda kilavuz ¢ekme modundayken konsolun ucunda bir piezoelektrik eleman
(PZTe) bulunur. Konsol PZTe'nin rezonans frekansinda salinim yapar. U¢ malzemenin
ylizeyine yaklagtiginda bu yiizey ile u¢ arasinda artan bir etkilesime yol agip salinimin
genliginde bir azalmaya neden olur. Salinim genligindeki azalma kaydedildikten ve
harici bir referansla karsilastirildiktan sonra bu malzemenin yiizey 6zellikleri hakkinda
bilgi saglar. AFM cihaz statik kullanim modunda ise AFM aletinin ucu numune yiizeyi
tizerinde siiriiklenir. Yiizey lizerinde hareket eden konsolun u¢ sapmasi numunenin
yiizey Ozelliklerini 6lger. Ucun sapmast ucu tutan konsolun iist ylizeyinden yansiyan
lazer 1 algilayan bir lazer 1smm1 detektorii kullanilarak rutin olarak dlgiiliir.

Tahribatsizlik bu yontemin en 6nemli avantajlarindan biridir (Azeera, 2018).

1.6.1.4. Dinamik kuvvet mikroskobu

Dinamik kuvvet mikroskobu teknigi ¢oziicii ekstraksiyonundan sonra polimer ag
yapisinin geligmis yapisal goriintiilerini ve pH, ¢oziicii ve tuz derisimi gibi farkli ¢evre
kosullarinda tercih edilen sistemin gelistirilmis sisme oOzelligi ile iliskisini gosterir

(Cheng, 2006).

1.6.2. Polimerlerin yapisal karakterizasyon yontemleri

1.6.2.1. Atomik absorpsiyon spektroskopisi (AAS)

AAS’de numune buharlastirilip ilgilenilen element yiiksek sicakliklarda atomize
edilir. Element derigimi, bir 151k kaynagindan yayilan karakteristik bir dalga boyunun
analit atomlan tarafindan zayiflatma veya absorpsiyona gore belirlenir. Isik kaynagi
tipik olarak ol¢iilecek elementi igeren i¢i bos bir katot lambadir. Her eleman icin ayr1
lambalara ihtiya¢ vardir. Dedektor genellikle bir fotogogaltici tiiptiir. Element hattimi
ayirmak i¢in bir monokromator kullanilir ve detektdre ulasan istenmeyen radyasyon

miktarin1 azaltmak i¢in 151k kaynagi modiile edilir (Azeera, 2018).

1.6.2.2. Niikleer manyetik rezonans spektroskopisi (NMR)

NMR, kimyasal yapilar1 belirlemek i¢in kullanilan spektroskopik bir tekniktir.
Manyetik momentli bir atom ¢ekirdegi bir manyetik alana yerlestirildiginde uygulanan
alanla hizalanma egilimindedir. Bu hizalamay1 tersine ¢evirmek i¢in gereken enerji,
manyetik alanin giicline ve kiiciik 6lgiide ¢ekirdegin cevresine, yani ilgili atom ile
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molekiildeki yakin cevresi arasindaki kimyasal baglarin dogasma baglidir. Bu ters
gevirme, rezonans, bir siire¢ olup yalnizca belirli kosullar altinda gergeklesir. Bir
molekiildeki tiim atomlar icin enerji gecis seviyelerini belirleyerek yapisinin birgok
onemli 6zelligini belirlemek miimkiindiir (Cheremisinoff, 1996). NMR, atomlarin veya
icinde bulunduklar1 molekiillerin fiziksel ve kimyasal ozelliklerini belirler. NMR
olgusuna dayanip molekiillerin yapisi, dinamikleri, reaksiyon durumu ve kimyasal
ortami hakkinda ayrintili bilgi saglanabilir. Bir molekiildeki bir atomun etrafindaki
intramolekiiler manyetik alan, rezonans frekansini degistirir, bdylece bir molekiiliin

elektronik yapisinin ayrintilarina erisim saglanir (Davis, 2004).

1.6.2.3. Fourier doniisiimlii kizilétesi spektroskopisi (FT-IR)

FT-IR, titresimsel enerji gecislerini 6l¢mek i¢in kullanilan farkli kimyasal bag
tiirleri ilgili atomlar ve bir malzemede bulunan kimyasal ortam hakkinda bilgi veren
polimerlerin kimyasal yapisini tanimlamak i¢in en yaygin kullanilan tekniktir. Bu
teknigin bircok avantaji olup Ozellikle de Ornekleme yontemleri acisindan esneklik
saglar. Olgiim modu numune tiirlerine bagl olarak segilir. En yaygin &rnekleme
yontemleri arasinda transmisyon (yari ince filmler ve kimyasal bilesiklerin genel
analizi), reflektif absorpsiyon (metal numunelerde asir1 ince filmler), dis yansima
(yansitict malzemeler lizerinde ince filmler), i¢ yansima (kalin ve yumusak malzemeler
tizerinde kalin ve ince filmler) ve daginik yansima (tozlar ve zayif yansitma yapan

malzemeler) verilebilir (Hug, Chalmers ve Griffith, 2002).

1.6.2.4. Ultraviyole (UV) ve gériiniir bolge (VIS) spektroskopisi

UV-VIS, ultraviyole ve goriiniir spektral bolgede absorpsiyon spektroskopisi
olarak adlandirilir (Murthy, 2004). UV-VIS spektroskopisinde ilgilendigimiz dalga
boyu araligr 200-800 nm olup bunun 400-800 nm dalga boyu aralig1 goriiniir bolgeye
karsilik gelir (Campbell, Pethrick ve White, 2017). Elektromanyetik radyasyon bir
numuneden gectiginde dalga boylart numunenin molekiilleri tarafindan emilir.
Radyasyondan numuneye enerji aktarilip numunenin molekiilleri uyarilmis bir enerji
durumuna yiikselir (Cheremisinoff, 1996).

Kovalent baglarda yer alan a-elektronlar1 UV bolgesindeki yiiksek enerjili
fotonlar1 absorblarken, pi elektronlar1 genellikle goriiniir bolgede daha uzun dalga

boylarindaki fotonlar1 absorblar. UV-VIS spektroskopisi organik kimyada yaygin olarak
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kullanilan analitik teknik olup tek basina bilinmeyen bir bilesigi tamamen
tanimlayamaz. Diger teknikler bagka bilgiler veya dl¢timler kullanmay1 gerektirir. Bu
teknigin polimer analizinde kullanimi belirli gorevleri biiyiik bir verimlilikle yerine
getirmesine ragmen hala sinirlidir. Cok kiiglik numuneler kullanma avantajina sahip
olup tercih edilen durum seyreltik ¢ozelti halindedir. Birgok polimer ile bu durum
uygun sekilde diizenlenemez. Polimer molekiilleri hakkinda bilgi saglamanin yani sira
UV-VIS teknigi polimerlerdeki katki maddelerinin incelenmesinde de katki saglar

(Campbell, Pethrick ve White, 2017).

1.6.2.5. X-151n1 floresans spektroskopisi (XRF) ve nétron sacilma yontemleri

XRF, tahribatsiz bir element analizi yontemi olup her bir elementin kendi
karakteristik X-1g1n1 ¢izgi spektrumunu yaymasi ilkesine dayanmaktadir. Bir X-151n1, bir
hedef elemana carptiginda yoriinge elektronlar: disart atilir. I¢ kabuklarda ortaya ¢ikan
bosluklar dis kabuk elektronlar1 tarafindan doldurulur. Bu islem sirasinda enerji,
floresans olarak bilinen ikincil X-isinlar1 biciminde aciga c¢ikar. Yayilan X-1gimn1
fotonunun enerjisi uyarilmis atomdaki elektronlarin dagilimina baglidir. Her element
benzersiz bir elektron dagilimina sahip oldugundan yogunlugu numunedeki elementin
derigimi ile orantili olan benzersiz bir ikincil X-151m1 spektrumu iiretir (Cheremisinoff,
1996).

X-151m1 sagilmasi yontemleri polimerik malzemelerin temel yap1 6zelliklerinin
belirlenmesinde fayda saglar. Dolgulu polimerler, kompozitler, yar1 kristal polimerler,
opak numuneler de dahil olmak {iizere karmasik malzemelerin biiyiikk cogunlugu
kolaylikla incelenebilir. Ayrica X-1511 sagilma teknikleri i¢in gereken numune miktari
oldukca azdir. Genis acil1 X-151m1 sacilma teknikleri, kristallik, tercih edilen yonelim, faz
tanimlama ve kompozisyon analizi gibi temel 6zellikler hakkinda dogrudan bilgi saglar
(Roe, 2000). Hem kristal hem de diizensiz polimerlerde yerel zincir konformasyonlari
ve paketleme diizenlemelerinin ayrintilarini verebilir (Mitchell, 1989). X-isinlari,
elektronlar tarafindan her atom gekirdeginin etrafina sacilir. Bu sagilmanin giicii bu
ylizden atom numarasina baglidir. Bu durum, Cl, F, P veya Si gibi nispeten yiiksek atom
numarali elementleri igeren polimerler i¢in ortaya c¢ikan sagilma sinyalinin bu
elementlerin atomlar1 arasindaki korelasyonlarin hakim oldugu anlamina gelir.
Polivinilkloriir’den (PVC) X-1sin1 sagilmasi bu durumun iyi bir érnegidir. PVC'de

bulunan ¢esitli zincir kusurlar1 nedeniyle Cl atomlar1 oldukca diizensiz bir sekilde

28



dagilip bu ayrintili yapisal analizi engellemistir. Yalnizca C, H, N veya O igeren ¢ogu
polimer i¢in bu etki mevcut degildir. Ayrica diisilk atom numarasi bilesimi, X-1s1n1
seffafliginin yiiksek oldugu ve 0,1-2,0 mm arasindaki numune kalinliklarina sahip
iletim geometrisi kullamlarak deneylerin gerceklestirilebilecegi anlamma gelir. iletim
geometrisi, anizotropi c¢alismasimni ve kiiclik agili X-1s51mn1 sagilma tekniklerinin

konuslandirilmasini 6nemli 6l¢iide kolaylastirir (Davis, 2004).

1.6.2.6. X-i5tn1 kirtnim (XRD) analizi

Polimerlerin ¢ogu dogast geregi amorf olup bazilar1 dogada yar1 kristal olarak
bilinen kristal kisimlara sahip dondurma/cézme dongiileri kullanilarak hazirlanmigtir.
XRD yonteminde, numune monokromatik X-iginlartyla isinlanir 1ginlanmaz 1s18in bir
kismi kirilir. Kirilan bu iginlar kiriim agilart ve kirtlan iginlarin yogunlugu temel
alinarak analiz edilip yapisallik, kristallik ve kristalit boyutu, diizlemler arasi atomik
aralik (d-aralig1), yonelim ve polimer/polimer karisiminda bulunan gerilmeler hakkinda
bilgi verir.

Farkli kristallik derecesine sahip polimerler mekanik ve kimyasal o6zelliklerde bir
kontrast sergilemekte olup bunlar da genellikle kristallik yiizdesi veya kristal/amorf

orani olarak ifade edilir (Gupta, Webster ve Sinha, 2011).

1.6.2.7. Kiitle spektroskopisi (MS)

MS, bir analitten (M) gaz halindeki iyonlarin olusumunu ve ardindan bu iyonlarin
kiitle-yiik oraninin (m/z) 6l¢ililmesini igerir (McLafferty ve Turecek, 1993). Kullanilan
iyonizasyon yontemine bagl olarak, numune molekiiler veya kuasi-molekiiler iyonlara
ve bunlarin fragmanlarina doniistiiriiliir. Molekiiler iyonlar genellikle M'den elektron
cikarilmasiyla olusan radikal katyonlardir (M"). Molekiiler anyon (M) elde etmek i¢in
elektron ilavesi bazen de elektronegatif 6rnekler kullanilir (Johnstone vd., 1996; Boyd,
1997). MS yoéntemleri, yiiksek duyarhiliklar1 (<107'° mol analiz igin yeterlidir),
secicilikleri (kiiglik bilesenler bir karisim i¢inde analiz edilebilir), 6zgiilliik (kesin kiitle
ve parcalanma paternleri 6zellikle spesifik bilesim karakteristikleri olarak hizmet eder)
ve hiz (saniyeler i¢inde veri toplama mimkiindiir) gibi 6zellikleri nedeniyle polimer
analizlerinde giderek artan bir sekilde kullanilmistir (Schulten ve Lattimer, 1984;

Montaudo, 1996). Bir polimerin (veya herhangi bir baska 6rnegin) MS ile analizi,
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polimerin en azindan kismen gaz fazi iyonlarina dontstiiriilebilecegini varsaymaktadir

(Montaudo ve Lattimer, 2001).

1.6.3. Polimerlerin termal karakterizasyon yontemleri

Termal analiz, numunenin dnceden belirlenmis bir sicaklik programina maruz
birakilarak bir 6zelliginin siirekli olarak olcildiigii ¢esitli teknikleri ifade etmektedir
(Cheremisinoff, 1996, s17). Termal analizde kullanilan en yaygin teknikler termal
gravimetrik analiz (TGA), diferansiyel taramali kalorimetri (DSC), dinamik mekanik
analiz (DMA), termal mekanik analiz (TMA), mikrotermal analiz (MTA) ve dielektrik
termal analiz (DTA) olarak bilinir. Bir malzemenin termal analizi, molekiilii hem
bozarak hem de bozmaksizin gergeklesebilir. Her iki durumda da incelikli ve keskin
degisiklikler termal enerjinin baslamasma eslik eder. Termal analiz, enerji, kiigiik
numune boyutu, malzemenin fiziksel hali, atmosfer degiskenligi, numune hazirlamanin

kontrolii ve cihaz fiyati1 konularinda avantaj saglar (Crompton, 2013, s37).

1.6.3.1. TGA

TGA veya termogravimetri (TG), bir polimerin kiitlesinin, numunenin kontrollii
bir atmosferde kontrollii bir sicaklik programina tabi tutulurken sicaklik veya zamanin
bir fonksiyonu olarak 6l¢iildiigii bir tekniktir (Earnest, 1988). Polimer arastirmalarinda
TGA teknigi uygulama kosullar1 altinda polimerik sistemlerin termal stabilitesini
incelemek icin ¢ok kullanilan bir yontemdir. Sicaklik programi isitma, sogutma,
izotermal veya bunlarin birlesimini i¢erebilir (Vyazovkin vd., 2011). Ticari TGA'lar i¢in
sicaklik araliklar1 genellikle ortam sicakligindan 1000 °C daha fazla olup bu da polimer
uygulamalari i¢in yeterli bir {ist sinirdir.

TGA analizorii (Sekil 1.11) bir sicaklik programlayici, sicaklik kontrol cihazi ve
ornek tavasinin koyuldugu hassas bir mikro teraziden olusur (Menczel vd., 2009). Bu
hassas mikro terazi boyunca gecirilen gaz nitrojen, argon veya helyum gibi inert
olabilen bir atmosfer olusturabildigi gibi hava ve O gibi yiikseltgeyici bir atmosfer de
olusturabilir. Polimer ¢alismalarinda indirgeyici gaz atmosferine nadiren ihtiya¢ duyulur

(Menczel ve Prime, 2009, s241).
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Atmosfer kontrolil Firnn sicalkhs programlayiciss
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MMikro-terazi kaydedici Teraz denge kontroleiisi

Sekil 1.11. TG4 cihazimin sematik gosterimi

TGA cihaz1 kontrollii bir atmosferde kiiclik bir miktardaki numunenin (~10 mg)

tarttmini sicaklik programi siiresince yapar.

1.6.3.2. DSC

DSC, bir maddeye ve bir referans malzemenin enerji girdilerindeki farkin, madde
ve referans malzemenin kontrollii bir sicaklik programina tabi tutulurken sicakligin bir
fonksiyonu olarak ol¢iildiigii bir teknik olarak tanimlanir (Lombardi, 1980). DSC,
programlanmis 1sitma ve sogutma sirasinda bos bir referans aliiminyum tavaya karsi
polimer Orneginin kiiciik bir miktarinin (~10 mg) bulundugu kapali bir aliiminyum
tavanin arasindaki sifir sicaklik farkin1 devam ettirip birim zamandaki 1s1 enerjisi farkinm
Olcer (Cheremisinoff, 1996, s20). DSC tekniginin ana uygulamalar1 polimer ve
farmasotik alanlar olup inorganik ve organik kimyaya da fayda saglamaktadir. DSC
uygulamalar1 arasinda camsi gegis sicakliginin kolay ve hizli belirlenmesi, camsi
gecisteki 1s1 kapasitesi sigramasi, erime ve kristallesme sicakliklari, fiizyon 1sisi,
reaksiyonlarin 1s1s1, ¢ok hizli saflik tayini, hizli 1s1 kapasitesi dl¢limleri, termosetlerin
karakterizasyonu ve siv1 kristal gecisinin dlglilmesi yer almaktadir (Menczel ve Prime,
2009, s8). DSC teknigi bunlarin yan1 sira oksidasyon ve dekompozisyon gibi kimyasal
reaksiyonlarin kinetigini incelemek amaciyla da kullanilmaktadir (Cheremisinoff, 1996,
s20).

DSC cihazlar1 genel olarak iki tip olup birincisi Ist Akist DSC digeri ise Glig
Dengeleyici DSC olarak bilinir. Is1 Akis1t DSC, tarihsel olarak DTA’dan gelismistir. Is1
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Akist DSC genellikle bir blok ile ¢evrilmis 1st sizdirict olarak goérev alan bir koprii
yardimiyla birbirinden ayrilmig 6rnek ve referans tutucu hiicreden olusur. Blok kismi
1s1tict, sensorler ve tutucular iceren muhafaza bolimiinden olusur. Tutucular, numune
ve referans tavalarimin yerlestirildigi ylikseltilmis platformlardir. Ist sizdirict, hizli bir 1s1
transferine izin vererek kararli duruma makul bir siire saglayan boliimii olusturmaktadir
(Menczel ve Prime, 2009, s21). Ist Akisi DSC sisteminde ornek ve referans tek bir
1sitma kaynagindan ayni oranda sitilir. Tavalar arasindaki sicaklik farki kaydedilip 1s1
akisindaki farki veren bir gii¢ farkina donustiiriliir (Kodal vd., 2019).

Gii¢ dengeleyici DSC’de 6rnek ve referans ayr1 ayri isitilir. Tava sicakliklari, disk
platformlarina takilan termokuplar kullanilarak izlenir. Termokuplar seri olarak
baglanip diferansiyel 1s1 akigint Ohm yasasinin denklem (1.1)’deki termal esitligini
kullanarak olger.

dq _ AT (1.1)
dt RD

Burada, dg/dt 1s1 akisini, AT referans ve 6rnek arasindaki sicaklik farkini, RD disk
platformunun termal direncini gdstermektedir. Gii¢ dengeleyici DSC’de firin sicaklig
dogrusal olarak artirilirken her tavaya 1s1 akist sicaklik farkini sifira yakin tutacak

sekilde ayarlanir (http3)

1.6.3.3. DTA

DTA, temel olarak numune ve referans tutucular1 ayirmak igin bitisik bir firindan
olusur. Sicaklik programlayict numuneyi ve referans tutuculari iceren firin1 dogrusal bir
1sitma hizinda 1sitir. DTA sensorlerinden gelen sinyaller genellikle termokupldan sonra
bir amplifikatére beslenir. Bunun sonucunda sinyal seviyesi yiikseltilerek veriye
doniistiiriilir. DTA'da DSC'den farkli olarak numune ve referans tutucular, numuneyi ve
referans malzemeyi herhangi bir ilave paketleme olmaksizin dogrudan tutar. Ciinkii

DSC’de numune ve referans tavalar mevcuttur (Menczel ve Prime, 2009, s19).

1.6.3.4. TMA

TMA, atmosfer basinc1 ve yiik altinda sicaklik veya zamanin bir fonksiyonu
olarak bir numunedeki boyutsal degisikliklerin Ol¢iilmesine dayanan bir termal analiz

teknigidir. Olgiimler ihmal edilebilir yiik altinda yapilirsa teknik termodilatometri (TD)
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olarak da adlandirilir (Bair vd., 2009). TMA yaygin olarak termal genislemeyi 6lgmek
amaciyla kullanilsa da polimer veya kompozit malzemelerin Tg degerini 6lgmek
amaciyla da kullanilmaktadir (Karagiannidis P. G., Stergiou A.C., Karayannidis G. Y.,
2008).

1.6.3.5. DMA

DMA, bir numuneye kii¢iik bir dongiisel gerilme empoze etmeyi ve ortaya ¢ikan
gerilme tepkisini 6lgmeyi veya esdeger bir sekilde, bir numuneye dongiisel bir gerilim
uygulamay1 ve sonugcta ortaya ¢ikan gerinim tepkisini dl¢gmeyi igerir. Cogu ticari DMA
cihazinda gerilim, kontrollii girdi olup ortaya ¢ikan gerilim ol¢tilir. DMA molekiiler
hareketlerden veya gevsemelerden kaynaklanan gegisleri, zaman ve sicaklik spektrumu
tizerinden viskoelastik malzemelerin mekanik 6zelliklerini, yap1 6zellik ve morfolojik
gelisimleri incelemek amaciyla kullanilmaktadir (Chartoff, Menczel ve Dillman, 2009).
DMA, dinamik mekanik termal analiz (DMTA), dinamik mekanik spektroskopi (DMS)
veya dinamik termomekanik analiz (DTMA) olarak da adlandirilabilir (Menard K. P.,
ve Menard, N. 2006).

1.6.3.6. MTA

MTA, taramal1 prob mikroskobu teknikleri ailesinin bir iiyesi olan taramal1 termal
mikroskopi (SThM)’nin bir uzantisidir (Gmelin, Fischer ve Stitzinger, 1998; Majumdar,
1999). MTA, geleneksel ucun ultra minyatiir bir elektrik direnci ile degistirildigi bir
atomik kuvvet mikroskobu kullanir. Bu prob 5 um capinda platin-rodyum (%10)
alasimindan olusan bir c¢ekirdegi cevreleyen 75 um capinda bir giimiis telden olusan
Wollaston proses telinden yapilmistir. Tel, keskin bir ilmek olusturacak sekilde biikiiliip
bir epoksi regine boncugu ile kaliba sabitlenir. Glimiis tabakanin ug¢ kismi oyulup bir
sicaklik sensorli ve 1sitict gorevi gérmesinin yanisira ana elektrik direng elemanini
(yaklasik 2 W) olusturan platin filamenti ortaya ¢ikarir. Telin {izerine yapistirilmis optik
ayna lazer icin hedef noktasi olarak hizmet eder. Sistem, mikroskobun piezoelektrik
tarayicisina mekanik ve elektriksel baglant1 i¢in bir tastyici lizerinde monte edilir. Prob
bir numunedeki sicaklik degisimlerini haritalamak i¢in goriintiileme amaciyla bir direng
termometresi olarak tamamen pasif bir modda calistirilabilir. Bununla birlikte daha
yaygin olarak aktif bir modda kullanilir. Aktif modda akim, genel olarak ortam

sicakligimmin 10 ila 20 °C iizerinde olacak sekilde prob numunenin yiizeyi iizerinde
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gezdirilirken akim direng i¢inden gegirilir. Bunun sonucunda numune boyunca termal

iletkenlikteki farkliliklar haritalanir (Reading vd., 2001).

1.7. ANADOLUCA

ANADOLUCA, AmiNoAsit Dekore Edilmis Isik Destekli Konjugasyon
Yaklagimi’nin (AmiNoAcid Decorated and Light Underpinning Conjugation Approach)
kisaltmasidir. ANADOLUCA konsepti, fotosensitif Rutenyum bazli amino asit
monomer ve oligomerlerini, yeni bir protein konjugasyon yontemini ve bunlarin ¢esitli
alanlardaki uygulamalarin1 kapsamaktadir (Say, 2011).

ANADOLUCA yaklagiminda, proteinler ile monomerlerin ¢apraz baglanmasi ve
amino asit monomerlerinin Rutenyum ile olusturduklart fotoduyarli monomerleri
kullanilarak mikro ve nano yapilarda proteinlerin konjugasyonu gerceklestirilebilinir.
Fotoduyarli amino asit monomerleri kovalent ve biyouyumlu bir sekilde proteinlerle
reaksiyon verebilir. Diger konjugasyon yontemlerinin (EDC/NHS, CDI vb) aksine pH
ve sicakliktan daha az etkilenirken proteinlerin konformasyonu ve fonksiyonuna zarar
vermez. ANADOLUCA konseptinde, reaksiyon ortami genellikle su veya tampon
oldugu icin organik ¢oziiciiler ile deformasyona ugrayan yiizeylerde kullanimi biiyiik
avantaj saglar.

Rutenyum komplekslerinde, bu atomun foto-uyarilmasi ile ilgili ¢alismalar
mevcuttur. Mevcut bir c¢aligmada, tris(2,2'-bipiridil) diklororutenyum(II) kompleksi
gorliniir 151k altinda uyarilmistir (Gerardi, Barnett ve Lewis, 1999). Bir elektron alici

varliginda foto-uyarma yapildiginda, Ru?’, Ru*"'ya yiikseltgenir. Ru**, yakindaki bir

2+

ye geri

doniisebilen giiglii ve tek elektronlu bir oksitleyici ajandir. Ru?*, daha sonra yeni bir

protein molekiiliinden bir elektron ayirabilen, bir protein radikali {ireten ve Ru

radikal nesil dongiisii baslatir. Radikal olusumu polipeptit zinciri boyunca herhangi bir
yerde meydana gelebilir. Radikal, tercihen aromatik veya komsu grup etkileri (L-tirozin,
L-histidin, L-metiyonin vb.) yoluyla stabilizasyon sunan yan zincirlerde olusmaktadir
(Kotzyba-Hibert, Kapfer, ve Goeldner, 1995). Bu yan zincirler, Ru*>" oksitleyiciye yakin
degilse, daha az reaktif asit zincirlerinden bir elektron ¢ikarabilir veya reaksiyon ortami
ile reaksiyona girebilir. Protein radikali olustugunda, bir molekiiller arasi ¢apraz bag
olusturmak i¢in komsu bir proteine saldirabilir.

ANADOLUCA konseptinin konjugasyon mekanizmasi temel alinarak ¢ok farkl

platformlarda uygulanan ¢alismalar mevcuttur. Bu konseptin, nanopartikiil sentezi (Say
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vd., 2011), birden fazla fonksiyona sahip enzim sistemi sentezi (Yilmaz vd., 2018),
protein saflastirilmast i¢in kromatografik materyal gelistirilmesi (Kegili vd., 2018),
protein etiketleme (Unliier vd., 2013), ¢ok fonksiyonlu enzim sistemi sentezi (K&se, Say
ve Ersoz., 2016), biyotinleme i¢in kriyojel matrikslerin hazirlanmast (Koése vd., 2019)

gibi bir¢cok uygulama alani vardir.

1.8. Suliikler (Hirudinea)

Siiliikler, viicutlarim1 uzatma veya daraltma kabiliyetine sahip kan emici
solucanlardir. Antik c¢aglardan beri kan besleme aligkanliklar1 ve flebotomi veya kan
alma sanatinda kullanimlar1 ile bilinirler. Siiliiklerin ¢ogu kalici veya gecici dig
parazitler olup kendilerini konukcuya baglar ve kan emerler. Emilen kan, mahsuliin yan
divertikiiliinde depolanir ve kan yutaktan gegerken pihtilagsmasini 6nleyen glandiiler bir
salgi ile karistirilir. Tek bir 6glinde bir siiliik, kendi agirliginin birkag¢ kat1 kan yutar ve
bu da birkag ay i¢in yeterli olabilir (Zaidi vd., 2011).

Siiliikkler, Annelida filumuna (Tablo 1.2) aittirler ve temel planlari i¢in az sayida
sabit segment benimseyen tek biiyiik annelid grubudur. Oligochaetes ve polychaetes'te,
bagirsak ile viicut duvari arasinda hidrostatik bir iskelet gorevi goren genis sivi dolu bir
koelom vardir. Siiliikler, genis sivi dolu koelomdan yoksundur. Ciinkii mezenkimatoz
dolgu dokusuyla dolmustur ve geriye yalnizca i¢inde bir koelomik sivi dolasimi olan
dar kanallardan olusan bir sistem birakmistir. Siliik sinir sistemi, her segmentte
gangliyon olusturmak i¢in genisleyen eslestirilmis bir ventral sinir kordonuna giden
baglayicilarla birlikte 6n dorsal beynin olagan annelid modeli iizerine insa edilmistir.
Siiliikler kafalarinda genellikle ikisi dorsal olarak bir ¢ift de yanal baglayicilarda olmak
lizere alti ¢ift gangliyon bulunur. Siiliikklerle en yakindan ilgili annelid grubu
oligochaetes'tir.

Hem siiltikler hem de oligochaetes, yumurtalarin alinmasi i¢in bir koza salgilayan
kliteluma sahiptir. Her ikisi de hermafrodit olup disa acilan kendi kanallar1 olan iyi
tanimlanmis gonadlara sahiptirler. Siiliik gelisiminde de goriilen oligochaetes
embriyolojisinin bir¢ok &zelligi vardir. Bu yiizden siiliikleri, ekto parazitik bir kan emici
yasam tarzi ic¢in Ozellesmis oligochaetes olarak kabul etmek mantiklidir. Zaman
icerisinde solucanlarin harekette kullandiklar1 chaetae'yi kaybedip bunun yerine

viicudun her iki ucunda bir ventral emici gelistirdiler. Bu diizenleme kan emerken
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konaga tutunmay1 daha iyi bir sekilde saglamistir. Bagirsaklar1 biiyiik miktarlarda kanin

depolanmasi i¢in degismistir.

Tablo 1.2. Siiliik taksonomisi (Zaidi vd., 2011)

Smif Hirudinea

Alt smif Euhirudinea

Takim Rhyncobdellida Arhyncobdellida

Alttakim Erpobdelliformes Hirudiniformes

Aile Glossiphoniidae Erpobdellidae Haemadipsidae
Piscicolidae Salifidae Haemopidae
Ozobranchidae Cylicobdellidae

Hirudinidae*

Hem siiliikler hem de oligochaetes, yumurtalarin alinmasi igin bir koza salgilayan
kliteluma sahiptir. Her ikisi de hermafrodit olup disa agilan kendi kanallar1 olan iyi
tanimlanmis gonadlara sahiptirler. Siiliik gelisiminde de goriilen oligochaetes
embriyolojisinin bir¢ok 6zelligi vardir. Bu yiizden siiliikleri, ekto parazitik bir kan emici
yasam tarzi i¢in Ozellesmis oligochaetes olarak kabul etmek mantiklidir. Zaman
igerisinde solucanlarin harekette kullandiklar1 chaetae'yi kaybedip bunun yerine
viicudun her iki ucunda bir ventral emici gelistirdiler. Bu diizenleme kan emerken
konaga tutunmay1 daha iyi bir sekilde saglamistir. Bagirsaklari biiyiik miktarlarda kanin
depolanmasi i¢in degismistir. Siiliikler hermafrodit olmalar1 bakimindan oligochaetes'e
benzemelerine ragmen, tek bir erkek gdzenege ve tek bir disi gdozenege sahip olmalar
bakimindan farklilik gosterirler. Tek bir ¢ift yumurtaliklart varken, normalde on ila yiiz
cift testis icerirler. Ceneli siiliikler, spermlerini tersine ¢evrilebilir bir penis araciligiyla
bagka siiliiklere aktarir. Hortumu olanlarin normalde penisi yoktur ve bagka bir siiliigiin
viicut yiizeyine sperm igeren bir spermatofor yerlestirir. Bundan sonra spermler, alicinin
dokularindan gegerek yumurtaliklara dogru yol alirlar. Hortumlu siiliikler
(Rhynchobdellida), dorsal ve ventral uzunlamasina damarlar1 olan normal annelid
planinda bir kan sistemine sahiptir. Ancak ceneli siilikler (Gnathobdellae) kan
damarlarim1 tamamen kaybetmis ve bunun yerine hemoglobin igeren selomik sivinin
dolastig1 bir koelomik siniis sistemine sahiptir. Bir siiliigiin dogru bir tanimi1 yapilmadan
once, segmentlerin sinirlarinin belirlenmesi gerekir.

Siiliikklerin -~ bagirsaklarinin - kan  emmeye adaptasyonu cesitli  sekillerde
gerceklesmistir. ik olarak, konagin dokularini delmek icin bir mekanizma
bulunmaktadir. Bu ana grup, agizdan disa dondiiriilebilen ve deride Y seklinde bir kesi
yapmak i¢in kullanilan her biri yarim daire testere bi¢ciminde sekillendirilmis ii¢ kas
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cikintisindan olusur. Diger siiliik grubunda konakgi ile temas halinde tutulurken 6n
emicinin tabanindaki bir gozenekten disart ¢ikmaya zorlanan c¢ok kasli bir hortum
vardir. Bu mekanizma genel olarak eskisinden daha az etkili olup buna sahip olan
stliikler bir memelinin derisini delebilmektedir. Kanin pihtilagmasi, ¢ok sayida tek
hiicreli tiikiiriik bezinin salgilariyla engellenir ve kasli bir farinksin pompalama etkisiyle

bagirsaga emilir (Mann, 2013).

1.8.1. Siiliiklerin biyolojisi

Siiliikler, koruma i¢in bir iskeleti olmayan yumusak gévdeye sahiptirler (Carter,
2001). Gozleri genellikle tiire bagli olarak bir ila bes cift arasinda degisir. Uzun
menzilleri 10 ila 35 cm arasinda olup ektoparazitler uzun menzillerini 5 mm'den 45
cm'ye cikarabilirler. Parlak renkli olup sirt yiizeyleri zeytin yesilidir (Whitlock vd.,
1983). Klitellum bolgesi 10-12 segmente uzanir. Erkek ve disi genital agikliklar igerir.
Sadece yazin goriilebilen yumurta kozasini salgilar ve viicutta 6zel segmentalde
bulunan nephridia ile disar1 atilir. Viicut duvarindan nefes alirlar. Kanlar1 kirmizidir.
Clinkii hemoglobin kanda ¢o6ziilmiis olup O2’nin kilcal ag yoluyla viicudun tiim
bolgelerine taginmasina yardimci olur (Nouri vd., 2012). Hermafrodit hayvanlardir, yani
her birinin hem yumurtalilk hem de testisi vardir. Spermlerin ¢iftlesme sirasinda
olusturduklar1 spermatoforlar tarafindan siiliikten digerine aktarilmasi seklindedir.
Klitellum yumurtalarini tutar ve lireme sirasinda koza salgilar. X-dollenme ad1 verilen
giibreleme tlrli ile her siilik, esinin klitellumundaki koza topraga damlatilan
gozeneklere spermatoforu firlatir (Oh, Hallock ve Hong, 2012). Geng siiliikkler birkag
glin yumurta sarisi ile beslendikten sonra kozadan ¢ikarlar. Her koza farkli sayida
dollenmis yumurta igerir, tiirlere bagl olarak yetiskin siiliikkler 18-27 yil yasarlar (Faleh,
Hassan ve Shafeeq, 2019).

1.8.2. Siiliiklerde sindirim sistemi ve beslenme

Siiliiklerin agiz yapilarinda birbirlerine agili olarak ayarlanmig ceneleri ve fi¢
bicaklar1 vardir. Govdenin 6n ucunda ventral olarak yer alan agiz, konagin derisini Y
seklinde keser. Agzin ardindan yutak, yemek borusu, mahsul, taglik nihayetinde
bagirsakta sonlanir. Bagirsakta mahsuliin islevi kani emen siiliikk tiirlerinde mahsul

depolanirken kan génderirken pihtilasmay1 6nleyen bir pihtilasma onleyici tiretir (Sekil

1.12).
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Sekil 1.12. Siiliiklerin sindirim sistemi (Worthen, Gode ve Graf, 2006)

Yirticr siiliiklerde ¢ene yerine hortum olup siiliiklerin bazilar kiiglik omurgasizlari
veya detrituslar1 besler. Ancak yiyeceklerini agizla yutarlar (Abdullah vd., 2012).
Yirtier siiliiklerin ¢ogu solucanlarla, salyangoz ve bocek larvalar ile beslenir. Besinleri
sindiren ve zararli hayvanlar1 6ldiiren temel besin maddelerini sentezleyen kolonize gibi
yasadiklar1 bircok bakteri tiirii vardir (Fields, 1991). Aeromonas veronii, Rikenella
tiirleri, Erpobdella punctate, Pseudomonas aeromonas, P. hirudinicyla, Klebsiella spp
ve Bacterium hirudinicolum gibi bakteriler siiliikklerle zorunlu simbiyotik iligkidedirler.
Bu bakteriler birgok vitamin tretmektedirler (Cole, 1985; Adams, 1988). Siiliiklerin,
beslenmek amaciyla 1yi bir yer bulmak i¢in list dudak bolgesinde ¢ok sayida dokunma
reseptorii mevcuttur. Siiliikkler beslenmeden 6nce artere isaret eden titresimli hareketleri
hissedip cenelerini konagin iizerinde konumlandirdiktan ve yaraya tiikiiriik salgiladiktan
sonra bosluga hava pompalamaya baglar. Siiliik yaranin igine tiikiirtigii salgilarken,
disler cilde derinlemesine niifuz eder. Mikro pipetler gibi yara i¢ine salgilarin1 enjekte
ettikten sonra 20-60 dk uykuya dalarlar. Bu siire sonunda ¢enesini agarak konagini
serbest birakirlar. Beslenmek icin yaklasik 6 s konaklamaya devam ederlerse, yaklasik

5-15 ml viicut sivisint emebilirler (CW, 2001).
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1.8.3. Siiliiklerde sinir sistemi

Siiliikler, biiyiik sinir hiicreleri igerir. Bu nedenle arastirmacilar, sinir sistemlerini
omurgasizlarin sinir sistemi ¢alismasinda 6rnek olarak kullanmaktadirlar (Marshall vd.,
1989). Ana sinir merkezi serebral ganglion, ventral ganglion, posterior ganglion ve
cesitli duyu reseptorlerinden olugsmustur. Dort kaynasmis gangliyondan olusan diistik
faringeal ganglion ve yedi kaynagsmis gangliyondan olusan kaudal ganglionlari
mevcuttur. Geligsmis hayvanlarda sinirsel performans i¢in model olusturan biiyilik
noronlara sahiptirler (Amarprakash, 2012). 2-10 pigment lekeli ocelli var olup her biri
duyu hiicresi igeren duyusal papillalara sahiptir. Hareket baslig1 ve sallanan govdesi ile
konaklarinin gizledigi yakindaki nesnelere dokunma hareketlerini, titresimi ve

kimyasallar algilayabilirler (Michalsen vd., 2003).

1.8.4. Siiliiklerin tibbi 6nemi

Siiliikler, Bat1 tibbinin yaklasik 2000 yillik belgelenmis tarihi boyunca insanlarla
yakindan baglantilidir. Antik ¢aglarda hematofajl tibbi siilikk (Hirudo medicinalis) her
derde deva olarak kabul edilirken, gliniimiizde esas olarak biyoaktif antikoagiilan ve
anti inflamatuar maddeler agisindan tibbi ve farmasétik alanda ilgi ¢cekmektedir (Sohn
vd., 2001; Whitaker vd., 2004). Ayrica siiliikklerin farkli amaglarla da olsa (6rnegin,
rekonstriiktif cerrahiden sonra kan dolagimini yeniden saglamak, osteoartriti tedavi
etmek) dogrudan terapotik uygulamasi bir ronesans yasamaktadir (Pilcher, 2004).

Siiliikkler ticari olarak siilik ciftliklerinde yetistirilmektedir. Ticari olarak
kullanilan siiliiklerin ¢ogunun resmi olarak beyan edilen tiirii sadece H. medicinalis
olmay1p daha ziyade H. verbana ve H. orientalis oldugu yakin zamanda anlasilmistir.
Diger tilirlerden 6zellikle Giineydogu Asya cinsi Hirudinaria tibbi olarak kullanilmistir.
Hatta bazen gercek tibbi siiliikler olarak satisa sunulmustur. Bazi rhynchobdellida'lar
(Meksika'da Haementeria officinalis, Krym'de Placobdella costata) tibbi kullanimda
olmustur. "T1bbi siiliikk", birgok Avrupa iilkesinde korunmakta ve nesli tilkenmekte olan
tiirler olarak listelenmektedir. Yiizyillarca siiren somiirii ve yer degistirme yoluyla, tiim
Hirudo tiirlerinin dogal dagilimi muhtemelen biiyiik 6l¢lide insanlardan etkilenmistir.
Bununla birlikte, daha dikkat ¢ekici olan Giineydogu Asya Hirudinaria manillensis'in
Bat1 Hint Adalarinda bulunmasii muhtemelen tibbi amaclarla kitalararasi tanitimlarda

tasinmanin bir sonucudur (Kutschera ve Roth, 2006).

39



1.8.5. Tibbi siiliikler

Siiliikler, su ekosistemlerinde omurgasiz bir avci veya kan emen bir ektoparazit
olarak 6nemli rol oynar. Tiirlerin ¢ogu tath su habitatlarinda yasamakta olup filum
Annelida'da toplam 680 tiir ile kiiclik bir grup olusturur. Tibbi siiliik olarak bilinen
geleneksel ve modern tipta kullanilan az sayida kan emici tiir vardir. Bat1 Palearktik'te
(Kafkasya, Avrupa, Anadolu, Kuzey Afrika) Hirudo cinsinden sadece 4 tiir vardir (Sket
ve Trontelj, 2007; Minelli, Sket ve Jong, 2014). Hirudo cinsi genel olarak Hirudo
medicinalis tirii ile temsil edilmektedir. Ancak ayrintili tlir tanimlamalarma ve
molekiiler genetik c¢aligmalarina gére bu cins i¢inde bildirilen 4 tiir (Sekil 1.13)
bulunmaktadir (Siddall vd., 2007; Utevsky vd., 2010). Hirudo verbana (Carena, 1820),
Isvigre-italya'dan Anadolu ve Ozbekistan'a kadar uzanan bir yayilma alanina sahiptir
(Saglam, 2011). Ancak bu tiirlin ayrintili ekolojisi ve iireme Ozellikleri hakkinda
dagilma bilgileri disinda yeterli bilgi bulunmamaktadir (Neubert ve Nesemann, 1999;
Elliott ve Kutschera, 2011).

b Hirudo verbana d

Sekil 1.13. Avrupa tbbi siiliik Hirudo'nun yetigkin canli 6rnegi medicinalis L. 1758 (a), renkli varyant H.
verbana “var. verbana "(aday tiirler) (b), koyu pigmentli formu H. verbana “var. nigra”(c), biiyiik
Olgiide pigmentlenmemis varyant H. verbana ‘“var. monostriata "(d), Bu ii¢ siiliik farkl: tiirlere benzese
de, hepsi ayni polimorfik taksona aittir (Kutschera, 2012).

Tibbi siilikkler kozalarini biriktirmek i¢in nemli topragi veya kiy1 bolgelerindeki
yapilarin altindaki yerleri tercih ederler. Yapay goletlerde tutulan H. verbana'min
kozalarini biriktirmek igin sucul alan disma ¢iktigi, su altinda tutulan kozalarda
herhangi bir gelisme olmadig1 ve karasal ortamin genglerin gelisimi ve hayatta kalmasi

icin bir gereklilik oldugu tespit edilmistir (Kutschera ve Roth, 2006). Geleneksel tipta
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uzun bir kullanim gegmisine sahip olan hirudoterapinin son zamanlarda modern tipta
yerini aldig1 gbzlemlenmistir.

ABD-FDA (ABD-Gida ve llag Dairesi), 2004 yilinda plastik ve rekonstriiktif
cerrahide siilik kullantimin1 onaylamistir (Godekmerdan vd., 2011; Mumcuoglu, 2014).
Tirkiye'de siiliiklerin tipta kullanimini igeren “Geleneksel, Tamamlayic1 ve Alternatif
T1p Uygulamalar” mevzuati1 2014 yilinda yiriirlige girmistir (OG, 2014). Yonetmelige
gore, tibbi tedavide sadece kiiltlir edilmis stiliiklerin (H. medicinalis ve H. verbana)
kullanilmasma izin verilmektedir. Dogadan toplanan siiliikklerin  kullaniminin
engellenmesi, yapay olarak liretilmis tibbi siiliik talebini arttirmigtir. Tiirkiye, kiiresel

stiliik pazarinda 6nemli bir paya (~%80) sahiptir (Saglam, 2011).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

Oksijen tastyict bir sistem gelistirilmesi ve yapay kan olarak kullanilabilirliginin
arastirllmas1 kapsaminda yapilan deneysel calismalar su ana bagliklar altinda
toplanmugtir:

1. Hb tiirlerinin nanokiire ve biyonanokonjugat sentezi Oncesi, sentez esnasi ve
sentez sonrasinda dogru tayin edilebilmesi amaciyla mevcut cihazlar
kullanilarak derisim denklemlerinin ¢ikarilmasi,

2. MetHb’nin indirgenmesi ve Hb tiirlerinin doniisim kosullarinin optimize
edilmesi,

3. Nanopartikiil sentez ortaminda kullanilabilecek siirfaktanlarin Hb denatiirasyonu
iizerine etkilerinin degerlendirilmesi ve en uygun siirfaktanin se¢imi,

4. Radikalik mekanizma iizerinden polimerizasyon baslatici olarak kullanilan
APS’nin, Hb tiirleri {izerine etkisinin zamana bagli incelenmesi ve sentetik
antioksidanlarin Hb tiirleri tizerindeki koruyucu etkisinin zaman bagimli olarak
degerlendirilmesi,

5. Yeni bir yapay oksijen tasiyict sistem gelistirilmesi amaciyla, tiyo-ene
reaksiyonu esas almarak P(HEMA-ko-MACys-Fe**-Protoporfirin ~ 1X)
nanokiirelerinin sentezlenmesi, karakterizasyonu, P(HEMA-ko-MACys-Fe*'-
Protoporfirin 1X) nanokiirelerine doniisimii ve oksijen tasiyabilmesinin
deneysel olarak arastirilmasi amaciyla insan serum albumini ile baglanmasinin
incelenmesi,

6. Yapay oksijen tasiyict sistemlerde kullanilacak olan CA enziminin
saflagtirilmasi amaciyla yeni bir kromatografik materyal olan PHEMA-pABSA
sentezlenmesi, karakterizasyonu, enzimin saflastirilmasi ve saflastirilmis
enzimin karakterizasyonu,

7. Yeni bir yapay oksijen tastyict sistem gelistirilmesi amaciyla fotosensitif amino
asit monomeri ile PCL’nin modifikasyonu, ANADOLUCA yontemiyle ¢ift fazli
emiilsiyon ¢0ziicli evoporasyon teknigi uygulanarak P(CL-Ru(1l)bis(2-2'-
bipiridil) MATyr-ko-Hb-CA)-Fe**-ProtoporfirinIX sentezi, karakterizasyonu,
P(CL-Ru(Il)bis(2-2"-bipiridil) MATyr-ko-Hb-CA)-Fe**-Protoporfirin X
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nanokiirelerine  déniisiimii, Fe’™*-Protoporfirin IX salinnmi ve oksijen
tastyabilmesinin deneysel olarak arastirilmasi,

8. Sentezlenen P(HEMA-ko-MACys-Fe?"**-Protoporfirin 1X) nanokiirelerinin
Hirudo verbana tarafindan emilmesi ve sonrasinda Fe’***-Protoporfirin IX
durumunun aragtirilmasi

9. Sentezlenen Hb tabanli P(CL-Ru(II)bis(2-2'-bipiridi)MATyr-ko-Hb-CA)-Fe**-
Protoporfirin IX nanokiirelerinin Hirudo verbana tarafindan emilmesi ve

sonrasindaki oksiHb, deoksiHb, metHb seviyeleri incelenmistir.

2.1.1. Kullanilan kimyasallar

Amonyum persiilfat (APS), Potasyum persiilfat (KPS), Sodyum kloriir (NaCl),
Hemoglobin from bovine serum (metHb), Potasyum ferrisiyaniir (K3[Fe(CN)s]), Etilen
glikol dimetakrilat (EGDMA), Polivinil alkol (PVA 13-23K), Polikaprolakton (PCL,
Mw: 80 000 Da), L-glutatyon (GSH), N-Etil-N'-(3-dimetilaminopropil)karbodiimit
(EDC), Hemin (Fe**-Protoporfirin 1X), N,N,N’,N’-tetrametil etilendiamin (TEMED), ¢
(MES), Sephadex G-75, Sodyum dodesil siilfat (SDS), Setiltrimetilamonyum bromiir
(CTAB), Tween 20, Tween 80, Triton X-100, N-lauroil sarkozin, Sephadex G-25,
N,N’-metilenbisakrilamit (MBAAm), 2-hidroksi etil metakrilat (HEMA), L-tirozin,
Glisin, Sodyum kolat, Sodyum asetat (CH3;COONa), Sodyum hidroksit (NaOH),
metakriloil klorlir, gallik asit, Sodyum perklorat (NaClO4), Trizma base ve p-
aminobenzen siilfonamit (pABSA) Sigma-Aldrich firmasindan temin edilmistir.

Sodyum ditiyonit (Na»S>04), 2-merkaptoetanol, N,N'-Karbonildiimidazol (CDI),
Coomassie Brilliant Blue G-250, Kloroform (CHCIz), Etanol (C>HsOH), Dimetil
siilfoksit (DMSO), Aseton (Cs3HsO), Diklorometan (CH:Cly), Etil asetat
(CH3COOC:Hs) ve L-sistein hidrokloriir Merck firmasindan temin edilmistir.

Sodyum nitrit (NaNO), N-hidroksisiiksinimit (NHS), Sodyum siilfat (Na>SO4) ve
Sodyum azid (NaN3) Fluka firmasindan temin edilmistir.

Potasyum siyaniir (KCN) AnalaR, Potasyum karbonat (K.CO3) Riedel-de Haen,
Hidroklorik asit (HCI) Carlo Erba, Askorbik asit Park Scientific firmasindan temin

edilmistir.
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2.1.2. Kullanilan cihazlar

Bu calismada kullanilan cihazlar su sekilde siralanabilir; UV-VIS mikroplaka
okuyucu (Multiskan Go, Thermo), UV-VIS spektrofotometre (Genesys 10S, Thermo),
floresans spektrofotometre (G9800A, Agilent), ultrasonik banyo (DA-968, Dadi),
ultrasonikator (Sonoplus HD2070, Bandelin), doner buharlastirici (RV 10, IKA), FT-IR
(Perkin Elmer Frontier FT-IR), TG/DTA (Exstar SII 7300), DSC (TA Q20 DSC), TEM
(JEM 1220, JEOL), orbital g¢alkalayic1 (SSLI1, Stvart), SEM (FEI/Quanta 450 FEQG),
SEM (Zeiss Ultra Plus), NMR (UltraShield 500 MHz, Bruker), NMR (400 MHz,
Agilent), elemental analiz cihazt (CHNS-932, Leco), reaksiyon sistemi (MR-Hei,
Heidolph), sogutmali sirkiilasyonlu su banyosu (PP29R, Polyscience), etiiv (Omt Oven,
Sanyo), inkiibator (IPP110, Memmert), liyofilizatér (Freezone 6 Plus, Labconco),
sogutmali santriflyj (3-30K, Sigma).

2.2. Yontem

2.2.1. Hb tiirlerinin spektroskopik yontemlerle tayin edilmesi

Tam kandaki tHb derisimi genellikle Drabkin ve Austin (1935) metoduna gore
belirlenir. Bu yontemde tiim Hb bi¢imleri, K3[Fe(CN)s] ve KCN karigimi kullanilarak
kararli siyanomethemoglobiline (CNmetHb) oksitlenir. 540 nm’de absorbans okunup
tHb derisimi Lambert-Beer yasasi yardimiyla hesaplanir. Her numunenin analizinde
tekrarli deneyler i¢in ayr tiipler ve fazla miktarda reaktife ihtiya¢ duyulmaktadir.

Tam kandaki metHb derisimi genellikle Evelyn ve Malloys (1938) metoduna gore
belirlenir. Bu yontemde numunedeki metHb fazla KCN kullanilarak CNmetHb'ye
doniistiiriilir. Numunedeki tiim Hb tiirevleri Ks[Fe(CN)g] ilavesiyle tamamen metHb'ye
doniistiiriiliip stabilize edilir. MetHb derisimi 635 nm’de Olgililen absorbansin
degisiminden yararlanilarak hesaplanir. Her numunenin analizinde tekrarli deneyler icin
ayr1 tiipler ve fazla miktarda reaktife ihtiya¢ duyulmaktadir.

Hb tarafindan ligand baglanmasi ve heme demirinin oksidasyonu durumunda
absorpsiyon spektrumunda oOnemli degisiklikler meydana gelir. Spektrofotometrik
yontemler, oksijen ve karbonmonoksit gibi ligandlarin baglanmasinin yani sira
Hb(Fe?")’nin Hb(Fe**)’e oksidasyonunu takip etmek icin yaygin olarak kullanilmaktadir
(Antonini, 1971). OksiHb ve deoksiHb derisimlerinin ayni anda belirlenmesi

spektroskopik metotlar ile miimkiindiir.
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2.2.1.1. Toplam Hb (tHb) ve methemoglobin (metHb) derisimlerinin belirlenmesi

Drabkin ve Austin (1935) ve Evelyn ve Malloys (1938) metotlarinda fazla
miktarda reaktif ve numune kullanilmasi sebebiyle, numunedeki tHb ve metHb derisimi
ayn1 reaksiyonlar1 temel alan ve az miktarda numune kullanimina olanak saglayan
Arnaud vd., (2017) metoduna gore belirlenmistir. Bu amacla, mikroplaka tizerindeki
dort kuyucuga farkli derisimlerde (0-3 mg/mL) 225 pL numune eklenmistir. 1k ii¢
kuyucuga sirasiyla 5’er pL fosfat tamponu (0,1 M, pH 7,4), KCN (%10, a/h),
Ks[Fe(CN)s] (%10, a/h) c¢ozeltisi son kuyucuga ise 2,5’er pL. KCN (%20, a/h),
Ks[Fe(CN)s] (%20, a/h) ¢ozeltileri eklenmistir. Hazirlanan reaksiyon karigimlart oda
sicakliginda ve karanlikta 10 dk inkiibe edilip mikroplaka okuyucuda her bir kuyucugun
500-800 nm arasinda spektrumu taranmistir. Elde edilen spektrum verilerinden
yararlanilarak CNmetHb ve metHb i¢in molar absorbtivite katsayisi denklem (2.1)'de

gosterilen Lambert-Beer esitligi kullanilarak hesaplanmustir.

€ Nmettb= As / (L X CoNmettb) (2.1)

Burada; €}y,,0rnp, CNmetHb'nin A nm'deki molar absorbtivite katsayis1 (L M
cm™), As 4. kuyu igin As40 nm)>-Aksr absorbans degeri, L 13m yolu (cm™) ve Ccnmetin
CNmetHb'nin derisimi (M) olarak ifade edilmistir.

Numune igerisinde yer alan metHb derisimi denklem (2.2)'den yararlanilarak

hesaplanmustir.

metHbe, = [(A1-A2)/(As-A4)] x 100 2.2)

Burada; metHbo, numune igerisindeki metHb yiizdesi (%), A1, Az, Az ve As

strastyla 1, 2, 3 ve 4. kuyu i¢in A (630 nm)-Aksr absorbans degeri olarak ifade edilmistir.

2.2.1.2. Deoksihemoglobin (deoksiHb) ve oksihemoglobin (oksiHb) derigiminin

belirlenmesi

Numune igerisindeki deoksiHb ve oksiHb derisimleri Benesch, Benesch ve Yung
(1973) metoduna gore belirlenmistir. Bu metoda gore elde edilen absorbans degerleri
asagida verilen denklem (2.3) ve (2.4)’e girilerek ornekteki oksiHb ve deoksiHb

derisimleri hesaplanmustir.
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[oksiHb] = (1,154A576 - 0,2772A630 - 0,742 As60) x 107 (2.3)
[deoksiHb] = (1,335A560 - 0,7356As76 - 0,6254A630) x 107 (2.4)

Burada; Aseso, Ass ve Aszo sirastyla 560, 576 ve 630 nm’deki absorbans degeri

olarak ifade edilmistir.

2.2.2. Hb’nin indirgenmesi ve doniisiimii

Hb gibi saf Fe** iyonu igeren proteinlerle yapilan calismalarda Fe** iyonu
kendiliginden ve hizli bir sekilde Fe** iyonuna oksitlenir. Bu oksidasyon sonucunda
Fe?" formdaki proteinleri yiiksek oranda geri elde etmek oldukga zordur (Everse, 1991).

Ticari olarak temin edilen Hb’ler metHb formundadir. Nanaopartikiil sentezi
esnasinda kullanilan oksitleyici molekiillerin varhigi Fe** iyonunun Fe** iyonuna
yiikseltgenmesine neden olacagindan sentez sonrasinda bu oksitlenmis katyonun (Fe**)
oksijen tasityabilmesi amaciyla Fe®' iyonuna indirgenmesi gerekir. Bu amagla
nanopartikiill sentezinde kullanilan metHb ve Fe*'-Protoporfirin IX oksijen

baglayabilmesi amactyla Na;S>04 ile indirgenmistir.

2.2.2.1. Naz8:0; derigsiminin metHb’nin indirgenmesi iizerine etkisi

NaxS>04’lin farkli derisimlerinin (0-2 mg/ml) metHb’nin indirgenmesi {izerine
etkisi Everse (1991) metodunda hafif modifikasyonlar yapilarak gerceklestirilmistir. Bu
amagla, metHb’nin fosfat tamponundaki (50 mM, pH 7,4) ¢ozeltisinin 4 ml’si Na»S>04
cozeltisinin 1 ml’si ile azot atmosferinde 10 dk karigtirllip metHb derigimi
hesaplanmistir. Deney sonunda ortamda kalan metHby, degeri Na»S;04’iin farkh
derisimlerine (0-2 mg/ml) kars1 grafige gecirilip indirgeme icin en uygun Na»S>04

derisimi hesaplanmustir.

2.2.2.2. MetHb’nin deoksiHb’ye diniigiimii

MetHb’nin deoksiHb’ye doniisiimii Dixon ve McIntosh (1967) metodunda hafif
degisiklikler yapilarak gerceklestirilmistir. Bu amagla c¢apraz bagli dekstran jel
partikiilleri (Sephadex G-75, superfine) ceketli bir kolona (20 x 1 cm) yiiklenip 200 ml
fosfat tamponu (50 mM, pH 7,4) ile dengelenmistir. Sicakligi 8 °C’ye dengelenmis
kolona sirasiyla Na>S;04’tin 2 ml’si (2 mg/ml) ve metHb’nin 1 ml’si (20 mg/ml)

yluklenip deoksiHb’ye dontisiimii gergeklestirilmistir.
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2.2.3. Siirfaktanlarin ve radikalik baslaticilarin Hb iizerine etkisinin belirlenmesi

Anyonik ve katyonik siirfaktanlarin proteinlerin denatiirasyonunda 6nemli
molekiiller arasinda yer aldigi bilinmektedir (Moosavi-Movahedi, Housaindokht ve
Moghaddasi, 1993). Nanopartikiillerin sentez ortamindaki siirfaktanlar, nano
damlaciklarin ara ylizey gerilimini distirlip damlacigin ici ve dis1 arasindaki basing
farkinin azalmasii saglar. Bunun sonucunda daha stabil bir nano-emiilsiyon ortami
olusur (Morsy, 2014).

Hb tabanli nanopartikiillerinin siirfaktan kullanarak ANADOLUCA yontemiyle
sentezinde daha stabil bir emiilsiyon ortami elde ederken Hb denatiirasyonu iizerine en
az etkiye sahip siirfaktan aragtirilmastir.

Peroksidisiilfat iyonu (S20s*) hidrojen peroksitin (H202) simetrik siibstitiie
tiirevidir. Peroksidisiilfat iyonu Fe®' iyonuyla stokiyometrik olarak yiikseltgenme
reaksiyonu (Sekil 2.1) verip Fe*' iyonunun olusmasina sebep olmaktadir (Kolthoff,

Medalia ve Raaen, 1951).

Fel* + 8208 —» Fe’* + 804>+ S04 Ara reaksiyon (1)
FE.}'- i 504_ » Fei'i' L SD“_E' A_‘['ﬂ rﬂﬂkﬁiﬂﬁ"ﬂn fzj
IFelt + 8205 —» IFedt + 250,42 Net reaksiyon

Sekil 2.1. Fe’* iyonunun peroksidisiilfat ile Fe*" iyonuna yiikseltgenme reaksiyonu

ANADOLUCA yontemiyle nanopartikiillerinin sentezinde kullanilan APS’nin
(radikalik polimerizasyon baslatic1) Hb(Fe?") iizerine yiikseltgeyici etkisini en aza
indirmek amaciyla APS derisimi ve reaksiyon zamani incelenip reaksiyon kosullari

optimize edilmistir.

2.2.3.1. Siirfaktanlarin Hb denatiirasyonu iizerine etkisinin belirlenmesi

Nanopartikiil sentez ortaminda kullanilan siirfaktanlarin Hb denatiirasyonu
Hayashi vd., (1995) metoduna gore belirlenmistir. Bu amacgla Hb’nin %0,05 (a/h)’lik
cozeltisi fosfat tamponunda (100 mM, pH 7,4), nanopartikiil sentez ortaminda
kullanilan anyonik, katyonik ve noniyonik siirfaktanlarin farkli derisimlerdeki (%0-1,
a/h) c¢ozeltileri saf su igerisinde hazirlanmistir. Denatiirasyonu belirlemek amaciyla,
Hb’nin 100 pl’si 96 kuyucuklu mikroplakanin ilk 4 siitununa yerlestirilip 1, 2 ve 3.
stitunlara 100 pl siirfaktan, 4. stituna 100 pl saf su, 5. siituna ise 100 ul stirfaktan ve 100
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ul saf su eklenmistir. 25 °C’de 5 dk inkiibe edilip her bir kuyucugun 380-430 nm
arasinda spektrumu taranmistir. Veriler denklem (2.5)’de yerine koyularak Hb

denatiirasyon oran1 (%) hesaplanmustir.

HDRy, = 100 - [Absgn+s) - Abss+1)]/[ Abs@b+w) - Absw+1)] x 100 (2.5)

Burada, HDRy, Hb’nin denatiirasyon orani, Absgn+s) Hb + siirfaktanin absorbansi,
Abss+) siirfaktan + tamponun absorbansi, Absgmw+w) Hb + saf suyun absorbansi ve

Absw-T) saf su + tamponun absorbansi olarak ifade edilmistir.

2.2.3.2. APS’nin oksiHb, deoksiHb ve metHb derisimleri iizerine etkisinin

belirlenmesi

ANADOLUCA yontemiyle nanopartikiillerinin sentezinde kullanilan APS’nin
(radikalik polimerizasyon baslatic1) oksiHb, deoksiHb ve metHb derisimleri iizerine
etkisi incelenmistir. Bu amagla, fosfat tamponu (50 mM, pH 7.4) ile dengelenmis
Sephadex G-75 (20 x1,6 cm) kolona sirasiyla 1 ml Na;S>04 (10 mg/ml) ve 1 ml metHb
(50 mg/ml, fosfat tamponunda) yiiklenmistir. Fosfat tamponu (50 mM, pH 7.4) ile
doniigiim ve fraksiyonlama iglemi gergeklestirilip elde edilen fraksiyon genis agizli bir
beherde 30 dk karigtirilarak oksiHb olusumu saglanmistir. APS’ nin farkli derisimlerinin
(0-1 mg/ml) 100 pul’si deney sonunda elde edilen fraksiyonlarin 100 ul’si ile oda
sicakliginda inkiibe edilip oksiHb, deoksiHb ve metHb derisimleri hesaplanmuistir.

2.2.4. Antioksidanlar varhginda APS’nin oksiHb, deoksiHb ve metHb derisimleri

lizerine etkisinin belirlenmesi

GSH ve askorbik asit gibi antioksidan maddelerin farkli derisimlerinin varliginda
doniistimii saglanmis Hb ortaminda, oksiHb, deoksiHb ve metHb derisimleri metot

2.2.1.1 ve metot 2.2.1.2°ye gore belirlenmistir.

2.2.5. P(HEMA-ko-MACys-Fe?*-Protoporfirin IX) nanokiirelerinin yapay kan

olarak kullanimlarinin arastirilmasi

Yeni bir yapay oksijen tastyici sistem gelistirilmesi igin tiyo-ene reaksiyonu esas
alinarak P(HEMA-ko-MACys-Fe**-Protoporfirin  1X) nanokiireleri  sentezlenip

karakterize edilmistir. Bu amagla, yapisinda tiyol grubu bulundurmasi ve metakriloil
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kloriir ile fonksiyonel bir monomer haline getirilmesi sebebiyle L-sistein amino asidi
secilmigtir. Sentezlenen amino asid monomeri, HEMA ve EGDMA c¢apraz baglayicilar
kullanilip emiilsiyon polimerizasyonu teknigi ile P(HEMA-ko-MACys) nanokiireler
sentezlenmistir. P(HEMA-ko-MACys) nanokiirelerinin yapisindaki serbest tiyol
gruplar1 ile Fe**-Protoporfirin IX molekiiliiniin vinil uglari arasinda tiyo-ene reaksiyonu
gercgeklestirilip, P(HEMA-ko-MACys-Fe**-Protoporfirin IX) nanokiireleri
sentezlenmistir. P(HEMA -ko-MACys-Fe**-Protoporfirin IX) nanoktireleri
spektroskopik ve termal analiz yontemleri ile karakterize edilip kandaki oksijen
345

tasimasinin degerlendirilmesi amaciyla albumin ile baglanmasi ve yapisindaki Fe’"’nin

Fe?"’ya indirgenmesi ¢aligilmistir.

2.2.5.1. N-metakriloil-L-sistein (MACys) monomerinin sentezi

MACys monomeri Say vd., (2002) metoduna gore sentezlenmistir. Bu amagla, 5,0
g L-sistein ve 0,2 g NaNO; 0 °C’deki KoCOs’1lin (%5 a/h) 30 ml’sinde ¢oziilmiistiir. 4,0
ml metakriloil kloriir damla damla ilave edilip 6nce 30 dk buz banyosunda daha sonra
oda sicakliginda N atmosferinde 2 s karnigtirthp reaksiyonun tamamlanmasi
saglanmigtir. Bu siire sonunda ¢o6zeltinin pH’1 7°ye getirilip reaksiyona girmeyen
maddeler etil asetat ile ortamdan uzaklastirilmis ve sulu faz doner buharlastiricida
ucurulmustur. Reaksiyon iiriini MACys, C;HsOH ve CH3COOC;Hs igerisinde
kristallendirilerek saflagtirilmistir. MACys monomerinin sentez mekanizmast sekil

2.2’de gosterilmistir.

o
0 Hs O R
NalNQa /! E2C0;
&
0°c 0 WH OH
Cl HyN OH
Metakriloil Klaoriis L-sistein
Z-metakrlamidosistein (MACys)

Sekil 2.2. MACys monomerinin sentez mekanizmasi
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2.2.5.2. PHEMA nanokiirelerinin sentezi

PHEMA nanokiireleri emiilsiyon polimerizasyonu teknigi temel alinarak Saini,
Bajpai J., ve Bajpai A.K. (2012) metoduna gore sentezlenmistir. Bu amacla, 0,6 ml
HEMA ve 0,1 ml EGDMA %]1’lik (a’h) PVA (13-23K) ¢ozeltisinin 50 ml’sine eklenip
stabil bir emiilsiyon elde etmek amaciyla ultrasonik banyoda (50 W) 30 dk sonike
edilmistir. Reaksiyon ortamina 40 mg KPS ilave edilip bu ortamdaki ¢oziinmiis oksijeni
uzaklagtirmak amaciyla reaksiyon karisimindan 5 dk N> gazi gecirilmistir. Reaksiyon
ortamt 70 °C’ye ayarli bir yag banyosu icerisinde 24 s 300 rpm’de karigtirilmagtir.
Polimerizasyon islemi tamamlandiktan sonra olusan PHEMA nanokiireler 12000
rpm’de 15 dk santrifiij edilip reaksiyon ortamindan ayrilmistir. Reaksiyona girmeyen
maddeleri ortamdan uzaklagtirmak amaciyla PHEMA nanokiireler iki defa metanol ve
iki defa deiyonize su ile yikanmistir. Sentezlenen PHEMA nanokiireler, vakumlu
desikatorde 72 s siireyle oda sicakliginda kurutulup bir sonraki kullanima kadar agzi

kapali cam siselerde saklanmistir.

2.2.5.3. P(HEMA-ko-MACys) nanokiirelerinin sentezi

P(HEMA-ko-MACys) nanokiireleri emiilsiyon polimerizasyonu teknigi temel
alinip Saini, Bajpai J., ve Bajpai A.K. (2012) metodunda biraz degisiklik yapilarak
sentezlenmistir. Bu amacla, 0,6 ml HEMA, 0,1 ml MACys ve 0,1 ml EGDMA %1’lik
(a’/h) PVA (13-23K) ¢ozeltisinin 50 ml’sine eklenip stabil bir emiilsiyon elde etmek
amactyla ultrasonik banyoda (50 W) 30 dk sonike edilmistir. Reaksiyon ortamina 40 mg
KPS ilave edilip bu ortamdaki ¢6ziinmiis oksijeni uzaklastirmak amaciyla reaksiyon
karisimindan 5 dk N» gaz1 gecirilmistir. Reaksiyon ortami 70 °C’ye ayarl bir yag
banyosu igerisinde 24 s 300 rpm’de karistirilmistir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. P(HEMA-ko-MACys) sentez diizenegi

Polimerizasyon islemi tamamlandiktan sonra olusan P(HEMA-ko-MACys)
nanokiireler 12000 rpm’de 15 dk santrifiij edilip reaksiyon ortamindan ayrilmistir.
Reaksiyona girmeyen maddeleri ortamdan uzaklastirmak amaciyla iki defa metanol ve
iki defa deiyonize su ile P(HEMA-ko-MACys) nanokiireler yikanmistir. Sentezlenen
P(HEMA-ko-MACys) nanokiireler, vakumlu desikatdrde 72 s siireyle oda sicakliginda

kurutulup bir sonraki kullanima kadar agz1 kapali cam siselerde saklanmistir.

2.2.5.4. Fé**-Protoporfirin IX un spektrofotometrik tayini

Fe*'-Protoporfirin IX derisimi Lombardo vd., (2005) metoduna gdre
belirlenmistir. Bu amagla, Fe**-Protoporfirin IX'un farkli derisimlerdeki (0-10 uM)
¢ozeltilerinin 2 ml’si lizerine 1 ml glisin-HCI tamponu (50 mM, pH 2,0), 4 N HCI, 0,1
ml NaCl (5 M) ve 1 ml CHCI; eklenip kuvvetlice karistirilmistir. Cozelti ortami 10000
rpm’de 10 dk santrifiij edilip organik faz ortamdan ayrilmistir. Spektrofotometre
yardimiyla ekstrakte edilen Fe*'-Protoporfirin IX’un 330, 388 ve 450 nm’deki
absorbanslar1 6lciiliip Fe**-Protoporfirin IX un derisime karsilik 2A3ss-A330-A4so degeri
grafige gecirilmistir. Fe**-Protoporfirin IX derisimi bilinmeyen numunede, standart
¢dzelti yerine numune ¢dzeltisinden ayn1 hacimde koyulup grafigin egiminden Fe’'-
Protoporfirin IX’un derisimi hesaplanmustir. Aszso, Asss ve Aasso degerleri, sirasiyla,

organik fazin 330, 388 ve 450 nm’deki absorbans degerlerine karsilik olarak verilmistir.
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2.2.5.5. P(HEMA-ko-MACys) nanokiirelerine tiyo-ene reaksiyonuyla Fe’*-

Protoporfirin IX kenetlenmesi

P(HEMA-ko-MACys) nanokiireleri 8 ml CoHsOH:H2O (1:1, h:h) igerisinde
ultrasonik banyoda (50 W) 15 dk siireyle dispers edilmistir. Fe**-Protoporfirin IX’un
DMSO igerisinde 1 mg/ml‘lik ¢ozeltisi hazirlanip reaksiyon ortamina ilave edilmistir.
Tiyo-ene kenetlenmesi, karisima APS’nin (10 mg/ml) 1 ml’sinin eklenmesiye baglatilip
manyetik karistiricida (300 rpm, oda sicakligi) 4 s siireyle gerceklestirilmistir.
Reaksiyon sonucu olusan P(HEMA-ko-MACys-Fe**-Protoporfirin 1X) nanokiireler,
12000 rpm’de 10 dk santrifiij edilip sirasiyla, C:HsOH ve dH>O ile yikanarak ortamdan
ayrilmistir. P(HEMA-ko-MACys-Fe**-Protoporfirin  IX) nanokiirelerinin tiyo-ene

reaksiyonu ile sentez mekanizmasi sekil 2.4’de gosterilmistir.
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Sekil 2.4. P(HEMA-ko-MACys-Fe’**-Protoporfirin IX) sentez mekanizmasi

2.2.5.6. P(HEMA-ko-MACys) nanokiirelerine tiyo-ene reaksiyonuyla Fe’*-

Protoporfirin IX baglanma kapasitesinin incelenmesi

P(HEMA-ko-MACys) nanokiirelerinin tiyo-ene reaksiyonuyla Fe*'-Protoporfirin

IX baglama kapasitesi ve etkinligi ortamdaki Fe*'-Protoporfirin IX derisiminin

degistirilmesi yoluyla ¢alisilmistir. Bu amacla, Fe*-Protoporfirin IX’un 1 mg/ml’lik

cozeltisi (DMSO igerisinde) hazirlanip P(HEMA-ko-MACys) nanokiirelerinin

dispersiyon ortaminin 8 ml’sine farkli miktarlarda ilave edilmistir. 1 ml APS

¢Ozeltisinin (10 mg/ml) ortama ilave edilmesiyle tiyo-ene kenetleme reaksiyonu

baslatilip manyetik karistiricida (300 rpm, oda sicakligi) 4 s stireyle gergeklestirilmistir.
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Reaksiyon sonunda P(HEMA-ko-MACys-Fe**-Protoporfirin IX) nanokiireleri 12000
rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonucu iist faz ortamdan ayrilip Fe**-

Protoporfirin IX derigimi metot 2.2.5.4’e gore belirlenmistir.

2.2.5.7. P(HEMA-ko-MACys-Fe**-Protoporfirin IX) nanokiirelerinin doniigiimii

P(HEMA-ko-MACys-Fe**-Protoporfirin  IX) nanokiirelerinin P(HEMA-ko-
MACys-Fe**-Protoporfirin - IX) nanokiirelerine doniisiimii, Na»S$>0s4 ile Fe**-
Protoporfirin IX’un Fe**-Protoporfirin 1X’a indirgenmesi (Sekil 2.5) esas alinarak
gergeklestirilmistir (Mahler ve Cordes, 1969; Itoh vd., 2001). Bu amagla, 5 mg
P(HEMA-ko-MACys-Fe**-Protoporfirin IX) nanokiireleri fosfat tamponunda (50 mM,
pH 7.4) siispanse edilip ultrasonik banyo (50 W) yardimiyla 10 dk dispers edilmistir.
Taze olarak hazirlanmis NaxS;04’tin NaOH (1 M) i¢indeki 1 mg/ml’lik ¢ozeltisi
hazirlamip ~ P(HEMA-ko-MACys-Fe**-Protoporfirin ~ IX)  nanokiirelerini  igeren
dispersiyon ortamina ilave edilmistir. Dispersiyon ortami orbital ¢alkalayic1 yardimiyla
50 rpm’de 15 dk inkiibe edilip P(HEMA-ko-MACys-Fe**-Protoporfirin IX)
nanokiirelerinin P(HEMA-ko-MACys-Fe**-Protoporfirin IX) nanokiirelerine

indirgenmesi ger¢eklestirilmistir.

CH o=" o
P(HEMA-ko-MACys- P(HEMA-ko-MACys-
Fe**-Protoporfirin [X) Fe**-Protoporfirin [X)

Sekil 2.5. P(HEMA-ko-MACys-Fe**-Protoporfirin IX) 'un indirgenmesi
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2.2.5.8. P(HEMA-ko-MACys-Fe**-Protoporfirin IX) nanokiirelerinin sentezinde

kullanilan monomer ve polimerik maddelerin karakterizasyonu

MACys monomeri, Fe*'-Protoporfirin IX molekiili, PHEMA, P(HEMA-ko-
MACys) ve P(HEMA-ko-MACys-Fe**-Protoporfirin IX) nanokiirelerinin fonksiyonel
grup analizi ATR modili kullanilarak  FT-IR  spektrofotometre yardimiyla
gerceklestirilmistir.

MACys monomerinin, PHEMA, P(HEMA-ko-MACys) ve P(HEMA-ko-MACys-
Fe**-Protoporfirin 1X) nanokiirelerinin termal kararliliklar1 ile MACys ve Fe*-
Protoporfirin IX molekiillerinin baglanma etkinligi TG/DTA ve DSC ile
gergeklestirilmistir. TG analizleri, seramik pan kullanilarak 200 ml/dk akis hizindaki
Nz atmosferi altinda, 30-750 °C sicaklik aralifinda 10 °C/dk sicaklik artis1 ile
gerceklestirilmistir. DSC, -30-550 °C sicaklik araliginda 10 °C/dk sicaklik programiyla
gerceklestirilmistir.

PHEMA, P(HEMA-ko-MACys) nanokiirelerinin morfolojik analizleri ve
boyutlari Eskisehir Osmangazi Universitesi ARUM biriminde, TEM kullanilarak

karakterize edilmistir.

2.2.5.9. P(HEMA-ko-MACys-Fe’*-Protoporfirin IX) nanokiirelerinin serum

albumine baglanmasinin degerlendirilmesi

Kanda ~0,6 mM civarinda bulunan serum albiimini, esterlesmemis yag asitleri,
bilirubin, steroid hormonlar, safra tuzlar, triptofan, tiroksin, ¢esitli vitaminler, hematin,
metal iyonlar1 ve ¢ok sayida farmasotik maddeyi baglama ve tagima 6zelligine sahiptir
(Peters, 1995). Fizyolojik kosullar altinda, Fe*'-Protoporfirin IX, kan plazmasinda
bulunan hemopeksin adli proteine baglanir. Hemopeksin, intravaskiiler veya ciddi
ekstravaskiiler hemoliz gibi belirli kosullar altinda, hemoglobinden ayrilmis Fe*'-
Protoporfirin IX tarafindan doyurulduktan sonra Fe*'-Protoporfirin IX un fazlas1 serum
albumini baglar. Daha sonra metabolizma ve atilim i¢in karacigere tasinir (Rosenfeld ve
Surgenor, 1950; Liang, 1957; Adams ve Berman, 1980; Adams, Goold ve Thumser,
1989). Fe*”**-Protoporfirin IX, fizyolojik sartlarda oksijeni geri doniisiimlii olarak
baglayamaz. Ancak sentetik heme bilesiklerinden tetrafenilporfinato demir (II)’nin
serum albumini ile kompleks olusturup oksijeni tersine g¢evrilir bir sekilde baglayip

birakabildigi gosterilmistir (Komatsu vd., 1998). Sentezlenen P(HEMA-ko-MACys-
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Fe**-Protoporfirin  IX) nanokiirelerinin oksijeni tersinir bir sekilde baglayip
birakabilmesi serum albumini ile kompleks olusturmasina baghidir.
P(HEMA-ko-MACys-Fe**-Protoporfirin 1X) nanokiirelerinin serum albuminine
baglanmasit Kamal ve Behere (2005) metoduna gore belirlenmistir. Bu amagla, ilk
olarak serum albuminin florimetrik olarak standart grafigi hazirlanmistir. Reaksiyon
ortamindaki son derisimi 0,225 pM’ye ayarlanan serum albumininin florimetrik
titrasyonu  P(HEMA-ko-MACys-Fe**-Protoporfirin ~ IX)  nanokiirelerinin  farkl
derisimleri ile gergeklestirilmistir. Serum albumini ve P(HEMA-ko-MACys-Fe**-
Protoporfirin IX) nanokiirelerinin ¢dzeltileri DMSO/fosfat tamponu (3:5, h:h) i¢inde
hazirlanmistir. Uyarma dalga boyu (Aex), tirozin ve fenilalaninden gelen girisimleri
onlemek amaciyla 295 nm’ye ayarlanmistir. Emisyon dalga boyu (Aem) 300-500 nm
arasinda ayarlanip en yiiksek emisyonun gerceklestigi dalga boyundaki soniimlenmeden
P(HEMA-ko-MACys-Fe**-Protoporfirin  IX)/serum  albumin  (pg/umol)  oranmi

hesaplanmastir.

2.2.6. CA Enziminin Saflastirilmasi

Yapay oksijen tastyici sistemlerde kullanilacak olan CA enzimi asagida aciklanan

asamalar sonrasi, saflastirilip karakterize edilmistir.

2.2.6.1. Kan orneklerinin hazirlanmasi

Kan ornekleri Meldrum ve Roughton (1933) metoduna goére hazirlanmistir. Bu
amacla, goniilli vericiden alinan taze kan oOrnegi pihtilasmay1 engelleyici madde
(antikoagulant) olarak sitrat-fosfat-dekstroz-adenin iceren steril bir cam tiip igerisine
alimmustir (Kan:antikoagulant madde, 1:7, v:v). Kan 0rnegi beyaz kan hiicreleri ve
plazma kismini uzaklastirmak amaciyla 4700 g ve 4 °C’de 10 dk santrifiij edilmistir. Bu
islem sonunda elde edilen kirmizi kan hiicreleri izotonik tuz cozeltisi ile yikanip (5
defa) hiicreleri lizis amaciyla deiyonize su ilave edilerek su buz banyosunda
bekletilmistir. Hemolizattan plazma membranini uzaklastirmak amaciyla 0,45 pm’lik
siringa filtreden (selilloz asetat) gecirilip daha sonraki c¢alismalar icin 4 °C’de

saklanmustir.
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2.2.6.2. Protein tayini

CA enziminin saflastirilma asamalarindaki protein derisimi Bradford (1976)

metoduna gore belirlenmistir.

2.2.6.3. CA enziminin aktivitesinin tayin edilmesi

CA aktivitesi Wilbur ve Anderson (1948) metodunda bazi modifikasyonlar
yapilarak gergeklestirilmistir. Bu amacla, 0,05 ml enzim aktivitesi bakilacak ¢ozelti
veya dispersiyon ortami, daha énceden 0-3 °C arasina sogutulmus Trizma tamponu (20
mM, pH 8,3, 25 °C) igerisine eklenip 1 dk siireyle 300 rpm’de karistirilmistir.
Reaksiyon ortamina 2 ml CA igeren ¢ozelti ilave edilip tampon pH’sinin 8,3’ten 6,3’¢
diismesine kadar gecen zaman kaydedilmistir. Kor ¢ozelti i¢in CA igeren ¢ozelti yerine
dispersiyon ¢ozeltisi (deiyonize su) kullanilmistir.

Bir Wilbur-Anderson iinitesi, 0 °C sicaklikta, bir dakikada Trizma tamponunun

(20 mM) pH degerini 8,3’ten 6,3’¢ diisiiren CA enzimi miktar1 olarak tanimlanmistir.

2.2.6.4. CA enziminin organik ¢oziicii karisumu ile ekstraksiyonu
CA enzimi Meldrum ve Roughton (1933) metoduna gore ekstrakte edilmistir. Bu
amagla, hemolizatin her 1 ml’si i¢in H,O:C,HsOH:CHCI3 (0,6:0,4:0,5, v:v:v) organik

¢oziicli karisimi kullanilip CA enzimini igeren ¢ozelti ekstrakte edilmistir.

2.2.6.5. CA enziminin saflastirilmast amaciyla matriks tasarlanmast

4-aminobenzen siilfonamit (pABSA) CA enzimi i¢in bilinen en iyi inhibitorlerden
biridir (Meldrum ve Roughton, 1933). Bu inhibitériin kolon matriksine —NH>
grubundan kolay bir sekilde baglanabilmesi ve ucuz olmasi tercih sebebi olmustur.
Makro gdzenekli yapisi, yiiksek akis hizina olanak vermesi ve tiirevlendirilebilecek bol

miktarda —OH igermesi sebebiyle, pABSA, PHEMA kriyojeline baglanmistir.

2.2.6.6. PHEMA kriyojelinin hazirlanmast

PHEMA kriyojeli Tiirkmen ve Denizli (2014) metoduna gore hazirlanmistir. Bu
amagla 2,6 ml HEMA ve 0,566 g MBAAm 40 ml deiyonize su igerisinde ¢oziildiikten
sonra ¢Oziinmiis oksijeni uzaklastirmak amaciyla cozeltiden 15 dk siireyle N

gecirilmistir. Cozelti buz banyosu igerisine almip sicakligi 0-1°C’ye diistirtilmiistiir.
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Cozelti ortamina 33,4 mg APS ve 43 ul TEMED ilave edilip ¢ozelti 1 dk buz banyosu
icinde karistirllmistir. Karisim hemen enjektorlere (5 cm x 0.8 cm, i¢ ¢ap) 5’er ml

olacak sekilde dokiiliip agz1 kauguk tipa ile kapatilmistir. Reaksiyon ortami -16 °C’de
24 s bekletilip PHEMA kriyojeli (Sekil 2.6) sentezlenmistir.

Sekil 2.6. PHEMA kriyojel kolonu

Reaksiyon tamamlandiktan reaksiyona girmemis maddeleri ortamdan
uzaklagtirmak amactyla kriyojel matriksi hacminin 20 kat1 deiyonize su ile yikanip bir

sonraki kullanima kadar NaN3 (%0,02, a/h) ¢ozeltisi icerisinde +4 °C’de bekletilmistir.

2.2.6.7. PHEMA kriyojelinin N,N'-Karbonildiimidazol (CDI) ile aktivasyonu ve
PABSA’nin kovalent baglanmasi

PHEMA kriyojeline pABSA’nin kovalent olarak baglanmasi (Sekil 2.7) amaciyla
kriyojel yapisindaki —OH gruplar1 CDI ile aktive edilmistir. CDI aktivasyonu Bethell
vd., (1979) metoduna gore gerceklestirilmistir. Bu amagla, 2 g CDI C3HsO iginde
¢oziliip bir peristaltik pompa yardimiyla 24 s oda sicakliginda PHEMA kriyojel
kolonundan gegirilmistir. CDI ile aktive edilmis PHEMA kriyojeli hacminin 20 kati
C3HeO ile yikanip etiivde (50 °C) kurutulmustur. pABSA’nin son derisimi % 2 (a’h)
olacak sekilde karbonat tamponu (50 mM, pH 9,5) icerisinde ¢oziliip bir peristaltik
pompa yardimiyla 24 s siireyle oda sicakliginda CDI aktive PHEMA kriyojelinden

gecirilmistir.
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Sekil 2.7. PHEMA kriyojelinin CDI ile aktivasyonu ve pABSA'nin kovalent baglanma mekanizmast

Reaksiyon siiresinin sonunda sentezlenen PHEMA-pABSA kriyojeli (Sekil 2.8)
hacminin 20 kat1 karbonat tamponu (50 mM, pH 9,5) ile yikanmistir.

Sekil 2.8. PHEMA-pABSA kriyojel kolonu

PHEMA-pABSA kriyojel kolonu saflastirma islemlerinde kullanilmak {izere

deiyonize su ile yikanip 4 °C’de saklanmaistir.
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2.2.6.8. CA enziminin PHEMA-pABSA kriyojeli ile saflastiriimasi

CA enziminin pABSA inhibitériine baglanma ve eliisyon kosullar1 Ozensoy,
Arslan ve Sinan, (2004) metoduna gore gerceklestirilmistir. Bu amagla, CA enzimi
iceren ¢ozelti Tris—HCI/Na2SO4 (10/22 mM, pH 8,5) ile dengelenmis PHEMA-pABSA
kriyojel kolonuna ytiklenmistir. Kolon akis hizi, serum damla ayar seti yardimiyla 2
ml/dk olacak sckilde ayarlanip Tris—HC1/Na;SO4 (10/22 mM, pH 8,5) ile baglanmayan
maddeler uzaklastirildiktan sonra CH3COONa/NaClO4 (0,1/0,5 M pH 5,6) ile CA
enzimi eliie edilmistir. Saflastirma esnasinda toplanan fraksiyonlarin 280 nm’deki

absorbanslar1 dl¢iiliip fraksiyon numarasina karsilik grafige gecirilmistir.

2.2.6.9. CA saflasturilmast igin sentezlenen maddelerin karakterizasyonu

CA enziminin saflastirilmasi i¢in kriyojel materyal gelistirilmesi asamasinda
kullanilan pABSA ve gelistirilen PHEMA-pABSA kriyojellerinin fonksiyonel grup
analizleri ATR modiilii kullanilarak FT-IR  spektrofotometre  yardimiyla
gergeklestirilmistir.

PHEMA ve PHEMA-pABSA kriyojelllerinin termal karakterizasyonlar1 TG ve
DSC analizleri ile gerceklestirilmisti. PHEMA ve PHEMA-pABSA kriyojellerinin TG
analizleri, seramik pan kullanilarak 200 ml/dk akig hizindaki N»(g) atmosferi altinda, 30-
1000 °C sicaklik araliginda 10 °C/dk sicaklik artisi ile gerceklestirilmistir. PHEMA ve
PHEMA-pABSA kriyojellerinin DSC analizleri -30-550 °C sicaklik araliginda 10 °C/dk
sicaklik programiyla gerceklestirilmistir.

PHEMA kriyojelinin gézenek morfolojisi ve gézenek boyutlar1 Eskisehir Teknik
Universitesi Fen Fakiiltesinde bulunan SEM kullanilarak, PHEMA-pABSA
kriyojelllerinin morfolojik analizleri ve gozenek boyutlar1 ise Hitit Universitesi

HUBTUAM biriminde bulunan SEM kullanilarak karakterize edilmistir.

2.2.6.10. SDS-PAGE ile CA enziminin karakterizasyonu

CA enziminin saflik kontrolii SDS-PAGE yontemiyle Laemmli (1970) metoduna
gore yapilmustir. Yiikleme jeli %5, ayirma jeli %12 olarak belirlenmistir. Yiikleme jeli
ve ayirma jelinde ylriitme esnasindaki akim, sirasiyla 10 mA ve 35 mA olarak
ayarlanmistir. Proteinlerin jelde fiksasyonundan sonra jel Coomassie Brilliant Blue ile

boyanmustir.
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Jel iizerindeki fazla miktardaki boya fiksatif ve yikama c¢ozeltisiyle ortamdan

uzaklastirilip beyaz 151k altinda goriintiilenmistir.

2.2.7. Yapay oksijen tasiyict P(CL-Ru(II)bis(2-2'-bipiridil) MATyr-ko-Hb-CA)-Fe**-
Protoporfirin IX sisteminin sentezi, karakterizasyonu ve kullanilabilirliginin
arastirllmasi
Yeni bir yapay oksijen tasiyict sisteminin gelistirilmesi amaciyla biyodegrasyon

ozellikli PCL, fotosensitif amino asit monomeri olan klorobis(2-2’-bipridil)MATyr-

Ru(Il) ile fonksiyonlandirilmistir. Cift emiilsiyon ¢oziicii buharlastirilmas: teknigi ve

ANADOLUCA yoéntemi birlestirilip sentezlenen P(CL-Ru(II)bis(2-2"-bipiridil)MATyr)

polimeri ile Hb ve CA nanokapsiil i¢inde polimerize edilmistir. P(CL-Ru(II)bis(2-2'-

bipiridil)MATyr-ko-Hb-CA) nanokapsiiliniin yliksek miktarda oksijen baglamasi
amaciyla Fe*'-Protoporfirin IX, EDC/NHS konjugasyon metodu ile nano yapiya
kovalent olarak baglanip indirgenmistir. P(CL-Ru(I1I)bis(2-2"-bipiridil)MATyr-ko-Hb-

CA)-Fe**-Protoporfirin IX yapay oksijen tastyici sistemin (Sekil 2.9) karakterizasyonu

yapilip kullanilabilirligi incelenmistir.
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Sekil 2.9. P(CL-Ru(Il)bis(2-2"-bipiridil) MATyr-ko-Hb-CA)-Fe**-Protoporfirin IX sisteminin sematik
gosterimi
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2.2.7.1. N-metakroil-L-tirozin sentezi (MATyr)

5,52 mmol L-tirozin NaOH (1 M) igerisinde ¢oziiniip 5,52 mmol metakroil
benzotriazoliin 25 ml’si L-tirozin ¢ozeltisine yavasca ilave edilmistir. Reaksiyon
karisimi oda sicakliginda 10-20 dk karistirilmistir. Reaksiyon sonucunda elde edilen
kalinti dH>O ile seyreltilip 1H-benzotriazolu ortamdan uzaklagtirmak i¢in ti¢ kez 50 ml
etil asetat ile ckstrakte edilmistir. Ekstraksiyon isleminin sonucunda birlestirilen sulu
fazlar HCI (%10) kullanilarak notrlestirilmistir. Doner buharlastirict yardimiyla su
ortamdan uzaklastirilmistir (Hur, Ekti ve Say, 2007).

2.2.7.2. Klorobis(2-2’-bipridil) MATyr-Ru(Il) sentezi

1 esdeger RuCla(bipyr), CH30H igerisinde coziiliip ¢ozelti 0 °C’ye sogutulmustur.
Reaksiyon ortamma NEt; ilave edilip iizerine damla damla 1,2 esdeger MATyr
eklenmistir. Cozelti oda sicakliginda 30 dk karistirilip 55 °C sicaklikta 48 s refliiks
edilmistir. Reaksiyon sonunda CH3;OH doner buharlastiricida uzaklastirilip kalinti
CH:Cl; igerisine almmustir. Ug kez dH,O ile yikama yapilip MgSOs ile kurutulmustur.
Elde edilen iiriin (CH3CH2),0 ile yikanip vakum altinda kurutulmustur (Hur, Ekti ve
Say 2007).

2.2.7.3. P(CL-Ru(II)bis(2-2'-bipiridi) MATyr) sentezi

5 g PCL 80 ml CH>Cl>:C3HsO (1:1) iginde ¢oziiliip ortam hafif bazik oluncaya
kadar NaOH (2 M) ¢ozeltisinden damla damla ilave edilmistir. Reaksiyon ortamina 3 ml
klorobis(2-2"-bipiridil)MATyr-Ru(Il) (1.5 mg/ml, CH:Cl> i¢inde) eklenip oda
sicakliginda 4 s siireyle manyetik karistiricida 500 rpm'de karistirilmistir (Sekil 2.10).

Sekil 2.10. PCL 'nin ¢ozeltisine NaOH ilavesi (1), klorobis(2-2'"-bipiridil) MATyr-Ru(ll) ilavesi (2),
reaksiyon sonu (3)
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Reaksiyon tamamlandiktan sonra reaksiyona girmeyen NaOH ve klorobis(2-2'-
bipiridil)MATyr-Ru(Il) esit hacimde dH,O ile {i¢ kez ekstrakte edilip ortamdan
uzaklastirilmistir (Sekil 2.11).

Sekil 2.11. P(CL-Ru(1l)-bis(2-2"-bipiridil) MATyr nin 1. ekstraksiyon islemi (1), 2. ekstraksiyon islemi (2),
3. ekstraksiyon islemi (3) ile saflastiriimast

Ortamdaki CH2Cl> ve C3H¢O diisiik vakum altinda ucurulup kati halde P(CL-
Ru(Il)bis(2-2'-bipiridil)MATyr) elde edilmistir.

2.2.7.4. ANADOLUCA ve cift ¢oziicii buharlastirma teknigi ile P(CL-Ru(Il)bis(2-2'-

bipiridi) MATyr-ko-Hb-CA) nanokiirelerinin sentezi

MetHb derisimi %13,6 olan Hb 6rnegi vakum altinda 45 dk tutulduktan sonra
vakum c¢emberinin igerisindeki basing atmosfer basincina esit oluncaya kadar vakum
¢emberine CO gazi gonderilmistir. Elde edilen 2 ml HbCO ¢ozeltisi CA enziminin 2
ml’si ile kanstirilip (%1 sodyum kolat icinde) bu karisima sentetik antioksidan
¢ozeltisinin 1 ml’si eklenmistir. Bu ¢ozeltinin 0,5 ml’si igerisinde 50 mg P(CL-
Ru(II)bis(2-2'-bipiridil)MATyr) iceren 4 ml CH>Cl; i¢ine bir vorteks iizerinde aktarilip
problu bir ultrasonikatdr yardimiyla (%30 amplitude, 15 sn) emiilsiifiye edilmistir
(w/o). Birinci emiilsiyon ¢ozeltisi PVA’nin (%2, a/h) 5 ml’si igerisine yavasca ilave
edilip buz banyosunda 90 sn siire ile emiilsifiye edilmistir (w/o/w). Emiilsiyon ortamima
25 mg APS ilave edildikten sonra ¢ift emiilsiyon sistemi manyetik karistirida (24 s, 200
rpm) karistinlirmistir.  Sentezlenen P(CL-Ru(II)bis(2-2"-bipiridil)MATyr-ko-Hb-CA)
nanokiireler reaksiyona girmemis diger maddelerden Sephadex G-25 (superfine, 5*2

cm) kolon kromatografisi yoluyla ayrilmistir.
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2.2.7.5. P(CL-Ru(1D)bis(2-2'-bipiridil) MATyr-ko-Hb-CA) nanokiirelerinin CA enzim
aktivitesinin belirlenmesi
P(CL-Ru(IT)bis(2-2'-bipiridil)(MATyr)-ko-Hb-CA) nanokiirelerinin CA enzim

aktivitesi metot 2.2.6.3’de verilen metoda gore belirlenmistir.

2.2.7.6. P(CL-Ru(II)bis(2-2'-bipiridil) MA Tyr-ko-Hb-CA) nanokiirelerine Fe’*-
Protoporfirin IX’un EDC/NHS ile konjugasyonu
P(CL-Ru(Il)bis(2-2'-bipiridil)MATyr-ko-Hb-CA)  nanokiirelerine =~ EDC/NHS

yontemiyle Fe3+—Pr0toporﬁrin IX’u kovalent baglamak amaciyla, 1 mg Fe -

Protoporfirin IX, DMSO/MES tamponu (% 50, h/h) igerisinde ¢oziillip ¢ozeltinin her

ml’si i¢in 8,82 mg EDC ve 5,30 mg NHS eklenmistir (Fe3+—Pr0t0p0rﬁrin IX:EDC:NHS,
mol orant 1:30:30). Reaksiyon karistmi oda sicakliginda 15 dk siireyle orbital
calkalayicida (100 rpm) karistirilmistir. Reaksiyon ortamina EDC’yi inaktive etmek
amactyla 1,4 pul 2-merkaptoetanol eklenmistir. Reaksiyon ortamindan 2-
merkaptoetanoliin fazlasin1 uzaklastirmak amaciyla reaksiyon karisimi PBS tamponu
(100 mM, pH 7.4) ile dengelenmis Sephadex G-25 (superfine, 5*2 cm) kolondan
gecirilmigtir. Aktif fraksiyonlar birlestirilip PBS tamponunda (100 mM, pH 7.4) dispers
edilmis P(CL-Ru(Il)bis(2-2"-bipiridil)MATyr-ko-Hb-CA) nanokiirelerin 1 ml’sine
eklenmistir. Karisim oda sicakliginda 2 s inkiibe edilmistir. Reaksiyon sonunda olusan
P(CL-Ru(II)bis(2-2’-bipiridil)(MATyr)-ko-Hb-CA)-Fe%-Protoporﬁrin IX nanokiireleri
Sephadex G-25 (superfine, 5*2 cm) kolondan gegirilip saflastirilmistir (Grabarek ve
Gergely, 1990; Bozinovic vd., 2020).

2.2.7.7. P(CL-Ru(Il)bis(2-2"-bipiridil) MA Tyr-ko-Hb-CA)-Fe3*-Protoporfirin IX

nanokiirelerinin indirgenmesi

P(CL-Ru(II)bis(2-2'-bipiridil) MATyr-ko-Hb-CA)-Fe*"-Protoporfirin IX
nanokiirelerinin P(CL-Ru(II)bis(2-2'-bipiridil)MATyr-ko-Hb-CA)-Fe**-Protoporfirin IX
nanokiirelerine déniisiimii, Na>S>04 ile Fe**-Protoporfirin IX un Fe?*-Protoporfirin IX’a
indirgenmesi esas alinarak gergeklestirilmistir (Mahler ve Cordes, 1969; Itoh vd., 2001).
Bu amagcla, 5 mg P(CL-Ru(II)bis(2-2"-bipiridil)MATyr-ko-Hb-CA)-Fe**-Protoporfirin
IX nanokiireleri fosfat tamponunda (50 mM, pH 7,4) siispanse edilip ultrasonik banyo
(50 W) yardimiyla 10 dk dispers edilmistir. Taze olarak Na>S;04’tin NaOH (1 M)
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icindeki 10 mg/ml’lik ¢ozeltisi hazirlanip P(CL-Ru(Il)bis(2-2'-bipiridil)MATyr-ko-Hb-
CA)-Fe**-ProtoporfirinIX nanokiirelerini igeren dispersiyon ortamina ilave edilmistir.
Dispersiyon ortami orbital ¢alkalayict yardimiyla 50 rpm’de 15 dk inkiibe edilip P(CL-
Ru(IT)bis(2-2"-bipiridi)MATyr-ko-Hb-CA)-Fe**-Protoporfirin ~ IX  nanokiirelerinin
P(CL-Ru(II)bis(2-2"-bipiridil)MATyr-ko-Hb-CA)-Fe**-Protoporfirin IX nanokiirelerine

indirgenmesi ger¢eklestirilmistir.

2.2.7.8. P(CL-Ru(ID)bis(2-2"-bipiridi)) MA Tyr-ko-Hb-CA)-Fé&’*-Protoporfirin IX

nanokiirelerinden Fe’*-Protoporfirin IX salinin

Fosfat tamponu (100 mM, pH 7.4) icinde dispers edilmis P(CL-Ru(II)bis(2-2'-
bipiridil)MATyr-ko-Hb-CA)-Fe?*-Protoporfirin IX’un 3 ml’si 47 ml fosfat tamponu
(100 mM, pH 7,4) igerisine eklenip sicaklik bir su banyosu yardimiyla 37 °C’ye
getirilmistir. Deney ortamindan belirlenen zaman araliklarinda 0,5 ml érnek alinip Fe?'-
Protoporfirin IX derisimi Lombardo vd., (2005) metoduna gore tayin edilmistir. P(CL-
Ru(II)bis(2-2"-bipiridi)MATyr-ko-Hb-CA)-Fe**-Protoporfirin IX’dan salman Fe®'-
Protoporfirin IX 15 g siireyle takip edilmistir.

2.2.7.9. P(CL-Ru(Il)bis(2-2"-bipiridil) MA Tyr-ko-Hb-CA)-Fe’*-Protoporfirin IX
nanokiirelerinin sentezinde kullanilan monomer ve sentezlenen polimerlerin
karakterizasyonu
MATyr ve klorobis(2-2’-bipridi)MATyr-Ru(1l) bilesiklerinin 'H-NMR ve '*C-

NMR spektrumlar1 NMR (UltraShield 500 MHz, Bruker) cihazi yardimiyla elde

edilmigtir. Monomerleri ¢c6zmek amaciyla DMSO-D6 kullanilmis olup kimyasal kayma

(0, ppm) degerleri DMSO-D6 referans alinarak verilmistir.

MATyr ve klorobis(2-2’-bipridi)MATyr-Ru(Il) bilesiklerinin C, H, O ve N
ylizdeleri elemental analiz cihazi (CHNS-932, Leco) kullanilarak analiz edilmistir.

PCL ve yapiya Ru(II)bis(2-2'-bipiridi)MATyr katilmasiyla sentezlenen P(CL-
Ru(II)bis(2-2"-bipiridil)MATyr) polimerlerinin absorbsiyon spektrumlar1 (280-780 nm)
CHCl; ¢oziiciisii icinde UV-VIS spektrofotometre yardimiyla elde edilmistir.

PCL ve PCL-Ru(II)bis(2-2"-bipiridil)MATyr polimerlerinin termal 6zellikleri TG
ve DSC analizleri ile gerceklestirilmistir. PCL ve P(CL-Ru(Il)bis(2-2"-bipiridi)MATyr)
polimerlerinin TG analizleri, seramik pan kullanilarak 200 ml/dk akis hizindaki No(,

atmosferi altinda, 30-1000 °C sicaklik araliginda 10 °C/dk sicaklik artis1 ile
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gergeklestirilmistir. PCL ve P(CL-Ru(IT)bis(2-2'-bipiridil)MATyr) polimerlerinin DSC
analizleri, -30-550 °C sicaklik araliginda 10 °C/dk sicaklik programiyla
gergeklestirilmistir.

P(CL-Ru(IT)bis(2-2'-bipiridi)MATyr-ko-Hb-CA) nanopartikiillerinin boyut ve
morfolojik analizleri SEM ve TEM cihazlar1 kullanilarak gergeklestirilmistir.

2.2.8. Siiliik deneyleri

Yapay oksijen tasiyict sistem olarak sentezlenen maddelerin Hirudo verbana

tarafindan kullanimlar incelenmistir.

2.2.8.1. Hirudo verbana’nin beslenmesi i¢in destek materyali hazirlanmasi

Hirudo verbana nin yapay kanlari emmesi amactyla makrogozenekli yapist ve su
tutma kapsitesinin yiiksek olmas1 sebebiyle PHEMA kriyojeli destek malzemesi olarak
secilmistir. PHEMA kriyojeli Tirkmen ve Denizli (2014) metoduna gore
hazirlanmistir. Bu amacla, 13 ml HEMA ve 2,83 ¢ MBAAm 200 ml dH2O igerisinde
coziiliip c¢ozeltiden 15 dk siireyle Ny gegirilerek ¢Oziinmiis oksijen ortamdan
uzaklastirllmistir. Cozelti buz banyosu igerisine alinip sicakligi 0-1°C’ye diisiiriilm{istiir.
(Cozelti ortamima 167 mg APS ve 215 pl TEMED ilave edilip ¢ozelti 1 dk buz banyosu
icinde karistirilmistir. Karisim petri plaklarina (60 x 15 mm) dokiiliip reaksiyon ortama -

16 °C’de 24 s bekletilerek PHEMA kriyojeli (Sekil 2.12) sentezlenmistir.

Sekil 2.12. Hirudo verbana igin hazirlanmis beslenme destek materyali
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Sentez sonunda petri plaklarindaki kriyojeller dH20 ile yikanip etiivde 40 °C’de

kurutulmustur.

2.2.8.2. Yapay kan iceren beslenme destek materyallerinin hazirlanmasi

Sentezlenen yapay kanlardan, P(HEMA-ko-MACys-Fe?*-Protoporfirin = IX)-
albumin  kompleksi ve  P(CL-Ru(Il)bis(2-2"-bipiridil)MATyr-ko-Hb-CA)-Fe**-
Protoporfirin IX ¢ozeltileri petri plaklarinda bulunan kriyojellere tam sisme saglanana
kadar emdirilmistir (Sekil 2.13). Sekilde, A saf su emdirilmis besiyeri, B P(HEMA -ko-
MACys-Fe**-Protoporfirin 1X) emdirilmis besiyeri ve C ise P(CL-Ru(II)bis(2-2'-
bipiridil)MATyr-ko-Hb-CA)-Fe**-Protoporfirin IX emdirilmis besiyerini

gostermektedir.

Sekil 2.13. Kriyojele emdirilmis besiyerleri

2.2.8.3. Hirudo verbana’nin yapay kan ile beslenmesi

Petri plaklarinda bulunan yapay kan emdirilmis beslenme destek materyalleri bir
aluminyum blok {izerine koyularak petrilerin sicakliklar1 30-35 °C’ye gelmesi

saglanmustir (Sekil 2.14).
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Sekil 2.14. Siiliiklere yapay kan emdirme diizenegi

Siiliikkler bir cam tiip igerisine alinip petri plagindaki kriyojelin iistiine ters bir
sekilde kapatilarak yapay kani emmesi i¢in beklenmistir. Emme iglemi tamalandiktan
sonra siiliikler saf su ile yikanip i¢me suyu igerisinde 3 giin siireyle bekletilmistir. Bu
stire sonunda, siiliiklerin sindirim kanali ¢ikarilip emdirilen kandaki CA enzimi, oksiHb,

deoksiHb, metHb seviyeleri ve Fe?*-Protoporfirin IX un stabilitesi dl¢iilmiistiir.
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3. BULGULAR

3.1. Hb Tiirlerinin Spektroskopik Yontemlerle Tayin Edilmesi Bulgular

3.1.1. THb ve metHb derisimlerinin belirlenmesi sonuglari

Ticari Hb’nin farkli derisimlerinde hazirlanan ¢ozeltilerinin fosfat tamponundan
(100 mM, pH 7,4) olusan kér numuneye karst 500-700 nm dalga boyu arasindaki

absorbsiyon spektrumu Sekil 3.1°de gosterilmistir.

2 -

1,8 A

1,6 -

1,4 —116,3 uM
21,2 1 —— 58,15 uM
% 1 1 ——29,08 uM
208 A 14,54 uM

0.6 - 7,27 uM

0,4 -

02 _\X

0 . . . ]
500 550 600 650 700
A (nm)

Sekil 3.1. Ticari Hb absorbsiyon spektrumu

Sekil 3.1°deki absorbsiyon spektrumu incelendiginde 576 ve 628 nm’de belirgin
absobsiyon bantlar1 gézlenmektedir. Ticari Hb’den dogrudan hazirlanan ¢ozeltilerin
derisimlerini net olarak belirlemek, tartim ve seyreltmelerden kaynaklanabilecek
hatalar1 6nlemek amaciyla Hb’nin farkli derigimlerine (7,27-116,3 uM) (Sekil 3.2) kars1
576 ve 628 nm’deki absorbans degerleri grafige gecirilip (Sekil 3.3) €s76 ve Ee2s

degerleri hesaplanmustir.

Sekil 3.2. Ticari Hb'nin farkl derisimlerdeki ¢ozeltilerinin renkleri
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Ticari Hb’nin 576 ve 628 nm’deki derigsim-absorbans grafiklerine ait R? degerleri
strastyla 0,9997 ve 0,9999 olarak bulunmustur (Sekil 3.3).

230 pl Hb ¢ozeltisinin mikroplaka icerisindeki ytiksekligi 0,45917 + 0,00215 cm
olarak bulunmus olup €s76 ve E€s28 degerleri, sirastyla 2,003 = 0,074 ve 1,530 + 0,021

(10*L mol™ em™) olarak hesaplanmustir.

® 576 nm

A 628 nm

Absorbans
=
(o))
1

0 T T 1
0 50 100 150

Ticari Hb (uM)

Sekil 3.3. Ticari Hb'nin 576 ve 628 nm'deki derisim-absorbans iliskisi

Ticari Hb’nin farkli derisimlerdeki (7,27-116,3 uM) c¢ozeltilerinin {izerine KCN
ilave edilmesiyle birlikte renk kahverengiden kirmiziya donligsmiistiir (Sekil 3.4). Ticari
Hb’nin biiyiikk cogunlugunun metHb olmasindan dolayr KCN ilavesi ile metHb’ler
CNmetHb’e doniismiis olup absorbsiyon bandi 628 nm’den daha diisiik dalga boyuna
kaymustir.

Sekil 3.4. Ticari Hb + KCN derisime bagl renk degisimi

KCN ilavesinden sonra absorbsiyon bandimnin daha diisiik dalga boyuna
kaymasindan dolayr numunelerin fosfat tamponundan (100 mM, pH 7.4) olusan kor

numuneye karst 500-700 nm dalga boyu arasinda spektrumlar1 taranmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Ticari Hb + KCN absorbsiyon spektrumu

Sekil 3.5’teki absorbsiyon spektrumu incelendiginde 541 nm’de en yiiksek
absorbsiyonun oldugu goriilmiistiir. Ticari Hb’nin antioksidan ilavesi veya ortama bagl
olarak metHb icerigi degisebilmektedir. Bu amacla KCN ilave edilmis ticari Hb’nin
farkli derisimlerine karst 541 nm’deki absorbans degerleri grafige gecirilerek (Sekil 3.6)

€541 degeri hesaplanmastir.

2,5 1
-.!
) ] .
21,5 A
<
O
.:E 1 x| ® 541 nm
0,5 A1 ¢
.‘...
.
0 T T 1
0 50 100 150
Ticari Hb (uM) + KCN ( % 10)

Sekil 3.6. Ticari Hb + KCN'nin 541 nm'deki derisim-absorbans iliskisi

Sekil 3.6°daki grafige ait R?> degeri 1 olarak bulunmus olup E€s41 degeri 4,065
+0,046 (10* L mol™ cm™) olarak hesaplanmustir.
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MetHb standart grafigi hazirlamak amaciyla ticari Hb’nin farkli derisimlerdeki
(7,27-116,3 uM) ¢ozeltilerinin tizerine K3[Fe(CN)s] ilave edilip Hb yapisinda bulunan
her Fe?" iyonu Fe*" iyonuna yiikseltgenmis ve sekil 3.7°deki absorbsiyon spektrumu
elde edilmistir. Sekil 3.7°deki absorbsiyon spektrumu incelendiginde 626 nm’de
belirgin absorbsiyon bandi1 gozlenmis olup metHb derisimine bagli olarak renk degisimi

sekil 3.8’de gosterilmistir.

2 -
1,8
1,6
14
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<08 - 29,08 uM
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Sekil 3.7. Ticari Hb + K3[Fe(CN)s] absorbsiyon spektrumu

Sekil 3.8. Ticari Hb + K3[Fe(CN)s] derisime bagl renk degisimi

Taze alinan kan Orneklerindeki metHb igerigi hesaplamak amaciyla metHb’ nin
farkli derisimlerine (7,27-116,3 uM) (Sekil 3.8) kars1 626 nm’deki absorbans degerleri
grafige gecirilerek (Sekil 3.9) metHb igin €6 degeri hesaplanmistir. Sekil 3.9°daki
metHb standart grafigine ait R2 degeri 0,9942 olarak bulunmus olup €626 degeri 1,364
+0,069 (104 L mol-1 cm-1) olarak hesaplanmistir.
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Sekil 3.9. MetHb standart grafigi

Kandaki tHb derisimi ticari Hb’e KCN ve Kj;[Fe(CN)s]’nin eklenip olusan
CNmetHb’nin standart grafiginden hesaplanmistir. Ticari Hb’nin farkli derigimlerine

kars1 olusan CNmetHb’ nin renk degisimi sekil 3.10°da gdsterilmistir.

Sekil 3.10. CNmetHb'nin derisime bagl renk degisimi

CNmetHb’e ait spesifik dalga boyunu tespit etmek amaciyla 500-700 nm arasinda

absorbsiyon spektrumu taranmis olup sekil 3.11°de gosterilmistir.
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Sekil 3.11. CNmetHb absorbsiyon spektrumu

Sekil 3.11°de gosterilen absorbsiyon spektrumu incelendiginde CNmetHb nin 542
nm’de en yiiksek absorbsiyon yaptigi gozlenmekte olup CNmetHb’nin farkl
derisimlerine kars1 542 nm’deki absorbans degerleri grafige gecirilerek sekil 3.12deki
standart grafigi ¢izilmistir. Sekildeki CNmetHb standart grafigine ait R? degeri 0,9996
olarak bulunmus olup €s4> degeri 4,037 £0,063 (10* L mol! cm™') olarak hesaplanmistir.
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Sekil 3.12. CNmetHb standart grafigi
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3.2. Hb’nin indirgenmesi ve Doniisiimii Bulgular

3.2.1. NazS:04 derisiminin metHb’nin indirgenmesi iizerine etkisi bulgular

NazS20471in farkli derigimlerinin (0-2,0 mg/ml), ortamdaki metHb yiizdesi lizerine

etkisi sekil 3.13’te gosterilmistir.
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Sekil 3.13. Na»S:0;’iin metHb derisimi iizerine etkisi

Na»S>04’1in 0,025, 0,05, 0,1, 0,2, 0,5, 1,0, 1,5 ve 2,0 (mg/ml) derisimine karsilik
metHb,) degerleri sirastyla, 101,36 £2,19, 100,00 £1,10, 97,73 +0,85, 93,55 £1,10,
86,47 +0,70, 48,81 2,01, 19,20 =+1,12, 17,13 +0,62 ve 9,93 +0,97 olarak
hesaplanmaistir. MetHb(,), Na2S204’1in 0-1,0 (mg/ml) derisim araliginda dogrusal olarak
azalmakta olup bu bolgeye ait R? degeri 0,9813 olarak bulunmustur.

3.2.2. MetHb’nin deoksiHb’ye doniisiimii bulgulari

NazS:04’lin 2 ml’si (2 mg/ml) ve metHb’nin 1 ml’si (20 mg/ml) yiiklenip
deoksiHb’ye doniisiimii sekil 3.14’te gdsterilmistir.
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Sekil 3.14. Je! filtrasyon kromatografisi ile metHb'nin indirgenmesi

Doéniistim sonrasi birlestirilen aktif fraksiyonlardaki metHb’nin déniisiim yiizdesi

91,6 olarak hesaplanmustir.

3.3. Siirfaktanlarin ve APS’nin Hb denatiirasyonu iizerine etkisi bulgulari

SDS, sodyum kolat, N-lauroilsarkozin ve sodyum deoksikolat anyonik
strfaktanlarinin CTAB katyonik siirfaktaninin, Triton X-100, Tween 20 ve Tween 80
non-iyonik siirfaktanlarnin Hb denatiirasyonu iizerine etkisi HDR() tlizerinden

degerlendirilmistir.

3.3.1. SDS’nin Hb denatiirasyonu iizerine etkisi bulgulari

SDS anyonik siirfaktaninin deney ortamindaki farkli derisimlerinin (%0-1, a/h)

Hb denatiirasyonu iizerine etkisi sekil 3.15’te gosterilmistir.
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Sekil 3.15. SDS derisiminin Hb denatiirasyonu iizerine etkisi
SDS’nin % (a/h) 1, 0,5, 0,25, 0,125, 0,0625, 0,03125 derisimine karsilik HDR o)
degerleri sirasiyla, % 36,99 +0,37, 27,21 1,19, 24,52 +0,54, 20,10 £0,42, 18,93 0,74,
17,74 +£1,12 olarak hesaplanmistir.

3.3.2. Sodyum kolatin Hb denatiirasyonu iizerine etkisi bulgulari

Anyonik siirfaktan olarak kullanilan sodyum kolatin deney ortamindaki farkl

derigimlerinin (%0-1, a/h) Hb denatiirasyonu iizerine etkisi sekil 3.16’da gosterilmistir.
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Sekil 3.16. Sodyum kolat derigiminin Hb denatiirasyonu iizerine etkisi
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Sodyum kolatin % (a/h) 1, 0,5, 0,25, 0,125, 0,0625, 0,03125 derisimine karsilik
HDR() degerleri sirastyla, % 5,38 £0,59, 1,84 +1,28, 1,29 +0,35, 0 +1,04, 0 +0,86, 1,59

+1,08, olarak hesaplanmustir.

3.3.3. N-lauroilsarkozinin Hb denatiirasyonu iizerine etkisi bulgular:

N-lauroilsarkozin anyonik siirfaktaninin deney ortamindaki farkli derisimlerinin

(%0-1, a/h) Hb denatiirasyonu tizerine etkisi sekil 3.17°de gosterilmistir.
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Sekil 3.17. N-lauroilsarkozin derisiminin Hb denatiirasyonu tizerine etkisi

N-lauroilsarkozinin % (a/h) 1, 0,5, 0,25, 0,125, 0,0625, 0,03125 derisimine
karsilik HDR(,) degerleri sirasiyla, % 32,01 0,28, 28,18 +0,50, 28,75 0,61, 25,47
+0,78, 19,03 +£0,38, 16,17 £1,06 olarak hesaplanmuistir.

3.3.4. Sodyum deoksikolatin Hb denatiirasyonu iizerine etkisi bulgulari

Sodyum deoksikolatin deney ortamindaki farkli derisimlerinin (%0-1, a/h) Hb

denatiirasyonu iizerine etkisi sekil 3.18’de gosterilmistir.
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Sekil 3.18. Sodyum deoksikolat derisiminin Hb denatiirasyonu iizerine etkisi

Sodyum deoksikolatin % (a/h) 1, 0,5, 0,25, 0,125, 0,0625, 0,03125 derisimine
karsilik HDR,) degerleri sirasiyla, % 30,80 £1,66, 28,02 +0,35, 20,20 +0,63, 10,34
+0,83, 7,81 £0,22, 8,69 +1,54 olarak hesaplanmaistir.

3.3.5. CTAB’1n Hb denatiirasyonu iizerine etkisi bulgulari

CTAB katyonik siirfaktaninin deney ortamindaki farkli derigimlerinin (%0-1, a/h)

Hb denatiirasyonu {izerine etkisi sekil 3.19°da gosterilmistir.
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Sekil 3.19. CTAB derisiminin Hb denatiirasyonu iizerine etkisi
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CTAB’m % (a/h) 1, 0,5, 0,25, 0,125, 0,0625, 0,03125 derisimine karsilik HDR (¢,
degerleri sirastyla, % 45,48 £0,02, 56,15 +0,16, 55,60 +0,22, 54,77 +0,06, 52,22 +0,33,
50,16 £0,43 olarak hesaplanmustir.

3.3.6. Triton X-100’iin Hb denatiirasyonu iizerine etkisi bulgulari

Triton X-100 noniyonik siirfaktaninin deney ortamindaki farkli derisimlerinin

(%0-1, a/h) Hb denatiirasyonu tizerine etkisi sekil 3.20’de gosterilmistir.
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Sekil 3.20. Triton X-100 derisiminin Hb denatiirasyonu iizerine etkisi

Triton X-100’iin % (a/h) 1, 0,5, 0,25, 0,125, 0,0625, 0,03125 derisimine karsilik
HDR) degerleri sirasiyla, % 23,79 +0,59, 17,76 +1,28, 18,07 +0,35, 13,94 +1,04,
12,00 +0,85, 7,30 £1,08 olarak hesaplanmustir.

3.3.7. Tween 20’nin Hb denatiirasyonu iizerine etkisi bulgulari

Tween 20 noniyonik siirfaktaninin deney ortamindaki farkli derisimlerinin (%0-1,

a/h) Hb denatiirasyonu iizerine etkisi sekil 3.21°de gosterilmistir.
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Sekil 3.21. Tween 20 derisiminin Hb denatiirasyonu tizerine etkisi
Tween 20’nin % (a/h) 1, 0,5, 0,25, 0,125, 0,0625, 0,03125 derisimine karsilik
HDR) degerleri sirastyla, % 18,11 £0,90, 13,38 +0,46, 10,82 +0,34, 8,28 +0,17, 7,42
+0,26, 7,19 £0,22 olarak hesaplanmustir.

3.3.8. Tween 80’nin Hb denatiirasyonu iizerine etkisi bulgulari

Tween 80 noniyonik siirfaktaninin deney ortamindaki farkli derisimlerinin (%0-1,

a/h) Hb denatiirasyonu iizerine etkisi sekil 3.22’de gosterilmistir.
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Sekil 3.22. Tween 80 derisiminin Hb denatiirasyonu iizerine etkisi
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Tween 80’nin % (a/h) 1, 0,5, 0,25, 0,125, 0,0625, 0,03125 derisimine karsilik
HDR(y) degerleri sirastyla, % 17,13 £0,30, 13,45 £1,22, 12,56 +2,53, 8,25 +0,44, 5,45
+1,68, 6,19 £0,61 olarak hesaplanmistir.

3.3.9. APS’nin oksiHb, deoksiHb ve metHb derisimleri iizerine etkisi bulgular
ANADOLUCA konseptinde radikalik polimerizasyon baslatic1 olarak kullanilan

APS’nin farkli derisimlerinin (0-1 mg/ml), zamana bagli olusan metHb, deoksiHb ve

zamana bagli azalan oksiHb derisimleri lizerine etkisi, sirastyla, sekil 3.23, sekil 3.24 ve

sekil 3.25’te gosterilmistir.

30
25
E:_ £ | * 0.5 mg/ml APS
= 15 3 : 1+ 0,25 mg/ml APS
E = - 0,125 mg/ml APS
0| =
3 0,06125 mg/ml APS
5 LI £ 0 mg/ml APS
0 =
0 10 20 30 40 50
Zaman (s)

Sekil 3.23. APS 'nin metHb derisimi tizerine etkisi

Reaksiyon ortaminda bulunan APS, HbFe(II)’yi HbFe(Ill)’e ylikseltgediginden
dolay1 metHb derisimi reaksiyon siiresince artig gostermistir. Sekil 3.23 incelendiginde,
48 s’lik reaksiyon siiresi sonunda 0, 0,06125, 0,125, 0,25, 0,5 ve 1 mg/ml’lik APS
iceren ortamda, sirasiyla 16,48 +0,83, 19,64 +1,20, 20,99 +0,74, 20,760 +0,45, 20,62
+0,40 ve 23,76 £3,18 uM metHb olusumu hesaplanmustir.

Sekil 3.24 incelendiginde, baslangigtaki deoksiHb derisimi reaksiyon siiresince
artis gostermistir. 48 s’lik reaksiyon siiresi sonunda 0, 0,06125, 0,125, 0,25, 0,5 ve 1
mg/ml’lik APS igeren ortamda, sirasiyla 2,90 £0,16, 3,91 £0,27, 3,85 +0,14, 4,20 £0,91
4,65 £0,06 ve 4,71 £0,14 uM deoksiHb olusumu hesaplanmaistir.
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Sekil 3.24. APS'nin deoksiHb derisimi iizerine etkisi

Sekil 3.25 incelendiginde, APS’nin artan derigimi ile oksiHb miktar1 zamana bagh
olarak azalma gdstermistir. Reaksiyon ortaminda APS’nin 0 mg/ml’lik derisiminde dahi
48 s’lik stirede oksiHb miktar1 ciddi azalis gostermistir. APS’nin 0, 0,06125, 0,125,
0,25, 0,5 ve 1 mg/ml’lik derisimine karsilik 48 s’lik siire sonunda ortamda bulunan

oksiHb derisimi sirasiyla 17,33 £0,47, 9,25 +£1,02, 6,64 £0,52, 5,27 +0,03 4,92 +0,03 ve

3,91 £0,13 pM bulunmustur.

* 1 mg/ml APS
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Sekil 3.25. APS'nin oksiHb derisimi iizerine etkisi
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3.3.10. Antioksidanlar varhginda APS’nin oksiHb, deoksiHb ve metHb derisimleri

iizerine etkisinin belirlenmesi bulgular:

ANADOLUCA yonteminde radikalik baslatict olarak kullanilan APS’nin (0,5

mg/ml) varliginda GSH ve askorbik asitin metHb, deoksiHb ve oksiHb derigimi iizerine

etkisi, sirastyla sekil 3.26, sekil 3.27 ve sekil 3.28’de gosterilmistir.

Sekil 3.26’daki grafik incelendiginde, APS varliginda metHb olusum siirecinde,

GSH’m bir etkisinin olmadig1 askorbik asitin metHb olusumunu ciddi oranda azalttig1
bulunmustur. Sekil 3.27°deki deoksiHb derisimi incelendiginde, APS varliginda GSH’1n
etkisi askorbik asitten daha fazla gorilmistir. Sekil 3.28’deki oksiHb grafigi

incelendiginde, APS varliginda GSH’1n bir koruyucu roliiniin bulunmadig1 askorbik

asitin ise oksiHb nin yiikseltgenmesini yavaslattig1 bulunmustur.

Olusan metHb (uh}y

205 mg/ml APS
#0,5 mg/ml APE + 12 5mg/ml GSH
0.5 mg'ml APS + 12,5 mgim] Askorbik asit

100

200 300
Zamian ()

Sekil 3.26. APS varliginda GSH ve askorbik asitin metHb olusumu iizerine etkisi
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Sekil 3.27. APS varliginda GSH ve askorbik asitin deoksiHb olugsumu iizerine etkisi
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Sekil 3.28. APS varliginda GSH ve askorbik asitin oksiHb olusumu tizerine etkisi

3.4. P(HEMA-ko-MACys-Fe**-Protoporfirin IX) Nanokiirelerinin Yapay Kan

Olarak Kullanimlarimin Arastirilmasi Bulgular:

3.4.1. Fe**-Protoporfirin IX un spektrofotometrik tayini bulgular

Fe**-Protoporfirin IX’un farkli derisimlerinin (0-15,384 uM) 2A3ss-A330-Adso
degerine kars1 grafigi sekil 3.29°da gosterilmistir.
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Sekil 3.29. Fe**-Protoporfirin IX standart grafigi

Sekil 3.29°da verilen Fe*"-Protoporfirin IX standart grafigi derisim ile dogrusal
olarak artmakta olup bu standart grafigine ait R? degeri 0,9978 (+0,0008) olarak
bulunmustur. Deney ortamindaki Fe**-Protoporfirin IX derisimi grafikten elde edilen

denklem (1.7)’ye gore hesaplanmustir.

2Ass83-A330-Asso = 0,1102 x [Fe**-Protoporfirin IX] — 0,0306 (1.7)

3.4.2. P(HEMA-ko-MACys) nanokiirelerine tiyo-ene reaksiyonuyla Fe*'-

Protoporfirin IX baglanma kapasitesi bulgular

PHEMA ve P(HEMA-ko-MACys) nanokiirelerinin tiyo-ene reaksiyonuyla Fe**-
Protoporfirin IX baglama kapasitesi sekil 3.30°da gosterilmistir.

Sekil 3.30’daki Fe*'-Protoporfirin IX baglanma grafigi incelendiginde, Fe’'-
Protoporfirin IX derisiminin artmasiyla P(HEMA-ko-MACys) nanopartikiillere
baglanan miktar1 Fe**-Protoporfirin IX’un ~150 uM derisimine kadar artis gdstermistir.
P(HEMA-ko-MACys) nanokiirelerin deneysel Qmaksimum) degeri 24,5 uM/mg (£2,15)

olarak hesaplanmistir.
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Sekil 3.30. PHEMA ve P(HEMA-ko-MACys) nanokiirelerin Fe’*-Protoporfirin IX baglama grafigi

PHEMA nanokiirelerin Q degeri Fe**-Protoporfirin IX derisiminin artmasiyla
onemli bir degisiklik gostermemektedir. Kiigiik miktarlardaki baglanmalarin ikincil

etkilesimler vasitasiyla oldugu diistiniilmektedir.

3.4.3. Fe**-Protoporfirin IX’un P(HEMA-ko-MACys) nanopartikiiliine baglanma

izotemlerinin incelenmesi bulgulari

Fe*"-Protoporfirin IX’un P(HEMA-ko-MACys) nanopartikiiliine baglanmasina
iliskin Langmiur izotermi sekil 3.31°de gosterilmistir. Sekil 3.31°deki Langmiur

baglanma modeli incelendiginde korelasyon katsayisi 0,9971 hesaplanmistir.
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Sekil 3.31. Fe**-Protoporfirin IX igin Langmiur baglanma modeli
Fe*'-Protoporfirin IX’un P(HEMA-ko-MACys) nanopartikiiliine baglanmasina

iliskin Freundlich izotermi sekil 3.32’de gosterilmistir. Sekildeki Freundlich baglanma

modeli incelendiginde korelasyon katsayisi 0,9696 olarak hesaplanmistir.

3,5

2,5

InQ
N

1,5

0,5

0 1 2 3 4 5 6
In[Fe¥*-Protoporfirin IX]

Sekil 3.32. Fe**-Protoporfirin IX icin Freundlich baglanma modeli

Fe**-Protoporfirin  IX’un P(HEMA-ko-MACys) nanopartikiillerine tiyo-ene
reaksiyonuyla baglanmasi Langmiur ve Freundlich izotermlerine sekil 3.31 ve sekil
3.32 korelasyon katsayilar1 incelendiginde Fe**-Protoporfirin IX baglanmasmnin

Langmiur izotermine uydugu belirlenmistir. Fe*"-Protoporfirin IX’un P(HEMA-ko-
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MACys) nanopartikiillerine maksimum baglanma kapasitesi, Qmaks, 65,3 uM/mg ve
Langmiur sabiti 187,54 uM olarak hesaplanmistir. P(HEMA-ko-MACys) nanopartikiil
ylizeyindeki baglanma bolgeleri (-SH) smirli olup tek tabaka baglanma oldugu

distiniilmektedir.

3.4.4. P(HEMA-ko-MACys-Fe**-ProtoporfirinIX) nanokiirelerin P(HEMA-ko-
MACys-Fe**-Protoporfirin IX)’a doniisiimii bulgular

P(HEMA-ko-MACys-Fe**-Protoporfirin IX) nanopartikiillerinin yapisindaki Fe**
iyonu sodyum ditiyonit ile indirgendiginde nanopartikiillere ait dispersiyon ortaminin

rengi yesil-kahverengiden kirmizi-kahverengiye donmiistiir (Sekil 3.33).

Sekil 3.33. P(HEMA-ko-MACys-F. ej+-Prot0p0rﬁrin IX) dispersivonu (4), P(HEMA-ko-MACys-Fe**-
Protoporfirin IX) dispersiyonu (B)

P(HEMA-ko-MA Cys-Fe**-Protoporfirin IX) nanokiirelerinin farkli derisimlerdeki
(0-10 mg/ml) sodyum ditiyonit ile indirgenmesine iliskin 380-450 nm arasindaki
spektrum sekil 3.34’de gosterilmistir.
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ekil 3.34. Sodyum ditiyonit ile -KO- s-1e” " -Protoporfirin indirgenmesi - nm
kil 3.34. Sodyum ditivonit ile P(HEMA-ko-MACys-Fe’*-Protoporfirin IX) indirg i (380-450

Sekil 3.34°deki absorpsiyon spektrum incelendiginde, P(HEMA -ko-MACys-Fe**-
Protoporfirin IX) nanopartikiillerinin 400 nm’de bir soret band1 meydana getirdikleri
gorlilmiistiir. Sodyum ditiyonitin farkli derisimleri ile indirgenen P(HEMA-ko-MACys-
Fe**-Protoporfirin IX) nanopartikiillerinin P(HEMA -ko-MACys-Fe**-Protoporfirin 1X)
nanopartikiillerine doniisim sonrast soret bandi 418 nm’ye kaymis olup siddeti
artmistir.

P(HEMA-ko-MACys-Fe**-Protoporfirin IX) nanokiirelerinin farkli derisimlerdeki
(0-10 mg/ml) Na»S>04 ile indirgenmesine iligkin 500-600 nm arasindaki spektrum sekil
3.35’de gosterilmistir.

033 522 0m 551 am
0,31 l l
0,29 —0 mg/ml Sodyum
ditiyonit
] 0.27 —— 5 mg/ml Sodyum
2025 ditiyonit
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é 023 | ditiyonit
0.21 —8,75 mg/ml Sodyum
0.19 ditiyonit
- % —— 10 mg/ml Sodvum
0,17 < ditivonit
0,15
500 330 600
X (nm)

Sekil 3.35. Sodyum ditiyonit ile P(HEMA-ko-MACys-Fe**-Protoporfirin IX) indirgenmesi (500-600 nm)
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Sekil 3.35°deki absorpsiyon spektrum incelendiginde, P(HEMA-ko-MACys-Fe**-
Protoporfirin IX) nanopartikiillerine ait Q bantlar1 gdzlenmemistir. Sodyum ditiyonit ile
indirgenme sonrast olusan P(HEMA -ko-MA Cys-Fe**-Protoporfirin IX)
nanopartikiillerinde 522 ve 551 nm’de Q bantlart ortaya ¢ikmis olup NaxS;04

derisiminin artmasi ile siddeti artmistir.

3.4.5. MACys, Fe**-Protoporfirin IX molekiilleri ve PHEMA, P(HEMA-ko-
MACys), P(HEMA-ko-MACys-Fe**-Protoporfirin IX) nanopartikiillerinin
FT-IR ile karakterizasyonu bulgular:

MACys monomerinin FT-IT spektrumu sekil 3.36°da gosterilmistir.
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Sekil 3.36. MACys monomerinin FT-IR spektrumu

MACys monomerinin FT-IR spektrumu incelendiginde, 2592,2 cm™’de goriilen
zay1f bant S-H gerilmesine ait titresim bandinin karakteristik 6zelligidir. 1689,7 cm™’de
goriilen band, monomerin yapisindaki sekonder amide ait C=0O gerilme titresimidir.
1620,48 cm!*de goriilen orta siddetteki bant ve 963,91 cm™'’de gériilen orta siddetteki
bant sirastyla, C=C gerilme ve C=C egilme titresimleridir.

Fe’*-Protoporfirin IX molekiiline ait FT-IR spektrumu sekil 3.37°de
gosterilmistir.

Sekil 3.37°deki FT-IR spektrumu incelendiginde 1708,07 cm™’de gériilen orta
siddetteki bant Fe’'-Protoporfirin IX yapisindaki C=0O gerilme titresimine aittir.
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1623,07 m™""de goriilen orta siddetteki bant yapida yer alan konjuge alkenlere ait C=C

gerilme titresimi bantidir.
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Sekil 3.37. Fe**-Protoporfirin IX FT-IR spektrumu

PHEMA nanopartikiillerinin FT-IR spektrumu sekil 3.38’de gosterilmistir. Sekil
3.38’deki FT-IR spektrumu incelenerek yapida bulunmasi gereken fonksiyonel gruplara
ait bantlar 3377,40 cm™’de O-H gerilme titresimi, 2946,47 cm™’de C-H gerilmesi,
1721,42 cm"deki giiclii absorbsiyon band1 ester grubuna ait C=0 gerilmesi, 1247,29
cm™’deki orta siddetli absorbsiyon bandi EGDMA yapisindaki C-O gerilme titresimi ve
1150.97 cm™"de giiclii absorbsiyon band: ester yapisindaki C-O gerilme titresimi olarak

yorumlanmustir.
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Sekil 3.38. PHEMA nanopartikiillerinin FT-IR spektrumu
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P(HEMA-ko-MACys) nanopartikiillerine ait FT-IR spektrumu sekil 3.39°da
gosterilmistir. Sekil 3.39°daki spektrum incelendiginde, 3395,3 cm™’deki genis bant O-
H gerilme titresimi, 2944,23 cm™’deki bant C-H gerilme titresimini gdstermektedir.
2577,4 cm"deki zayif bant S-H gerilme titresimine ait bant1 gostermektedir. MACys
monomerine ait FT-IR spektrumunda 2592,2 cm™’de goriilen S-H zayif bant1 2577,4
cm’e dalga boyuna kaymustir. 1721,38 cm’deki gii¢lii absorbsiyon bandi ester
grubuna ait C=O gerilme titresimini gdstermektedir. 1247,00 cm™’deki orta siddetli
absorbsiyon bandi EGDMA yapisindaki C-O gerilme titresimi ve 1143,69 cm™’de giiglii

absorbsiyon bandi ester yapisindaki C-O gerilme titresimi olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 3.39. P(HEMA-ko-MACys) nanopartikiillerinin FT-IR spektrumu

P(HEMA-ko-MACys-Fe**-Protoporfirin IX) ait FT-IR spektrumu sekil 3.40’da
gosterilmistir. Sekil 3.40°daki spektrum incelendiginde, MACys’de 2592,2 cm™'’de ve
P(HEMA-ko-MACys)’da 2577,4 cm’de gdzlenen S-H bant1 tiyo-ene reaksiyonu

sonucu S-C bagina doniistiigili i¢in bu banda ait gerilme titresimi kaybolmustur.

93



100,
\\ MJ‘”M/\(MH\
951 \ / | \ PHEMA-MACys-HEMIN
20/ \ y 2051.02cm-1 \
\ / N
85+ \ /[ /a

NS "
801 3380.4’17cm-1 AV M
2946.88cm-1 [ \Uﬁ Nl {

751 1623.69Cm-11138/ 6| /A
1h81.48erii1 Tl .
701 as1.56tm-1 | || 1

{ 1406.44cm-1 | Y

%T

T
AN
1385.150m-1 | | opol7gom-1 |
1584.16cm-1 \ | |748.81cm-1
604 f | | a50210mi1
\( 1247 sacﬁw-ﬂ'\ ,'H 84775cm-1
I J' \JB75.87cm-1

65

551 | \

'
\ | N
50 | |
1716.51cm-1 10 é.ﬂ? m-1
1149%

| cm-|
45 021.16¢m-1

42 ; ; ; ; ; : )
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 550
cm-1

Sekil 3.40. P(HEMA-ko-MACys-Fe**-Protoporfirin IX) nanopartikiillerinin FT-IR spektrumu

3.4.6. PHEMA, P(HEMA-ko-MACys) ve P(HEMA-ko-MACys-Fe**-Protoporfirin
IX) nanopartikiillerinin TG/DTA ve DSC ile karakterizasyonu bulgulari

MACys molekiiliine ait TG/DTA ve DTG termogram1 sekil 3.41°de gosterilmistir.
Sekil 3.41 incelendiginde, MACys molekiilii 183,6 °C’den 244,8 °C’ye kadar ¢ok hizli
bir sekilde degredasyona ugramistir. Kiitle kaybi hiz1 en yiiksek 206,7 °C’de belirlenmis
olup 244,8 °C’ye kadar MACys molekiiliiniin %63,7’si degradasyona ugramistir. DTG

egrisi incelendiginde degredasyonun tek basamakta gerceklestigi goriilmektedir.
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Sekil 3.41. MACys TG/DTA ve DTG termogrami
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MACys molekiiline ait DSC termogrami sekil 3.42°de gosterilmistir. Sekil
3.42°deki MACys monomerine ait DSC termogrami incelendiginde 202,82 °C’de erime

sicakligindan kaynaklanan keskin bir endotermik pik meydana gelmistir.

Sample: MACys File: CATAData\DSCIMACYS.003
Size: 4.2760 mg Dsc Operator: AUMAULAE
Method: Heat/Cool Fun Date: 24-Dec-2020 09:55

Instrument: DSC Q20 V24,11 Build 124
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Sekil 3.42. MACys DSC termogrami

PHEMA nanopartikiiliine ait TG/DTA ve DTG termogrami sekil 3.43’te
gosterilmistir. Sekil 3.43 incelendiginde PHEMA nanopartikiilii 275,5 °C’den 475,2
°C’ye kadar ¢ok hizli bir sekilde degredasyona ugramistir. Kiitle kayb1 hizi en yiiksek
433,4 °C’de belirlenmis olup 475,2 °C’ye kadar PHEMA nanopartikiiliiniin %96’s1
degradasyona ugramistir. DTG egrisi incelendiginde degredasyonun ii¢ basamakta

gerceklestigi gorilmektedir.
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Sekil 3.43. PHEMA TGA/DTA ve DTG termogrami

PHEMA nanopartikiiline ait DSC termogrami sekil 3.44’te gdsterilmistir.
PHEMA nanopartikiillerinin DSC termogrami incelendiginde, T degeri 96,67 °C olarak
DSC programi tarafindan hesaplanmistir. PHEMA nanopartikiilleri 289,66 °C’de hizl
bir sekilde bozunmaya baslamistir. DSC analizi azot atmosferinde gergeklestiginden
yiikseltgenme piki gozlenmemistir. DSC egrisi incelendiginde 347,49 °C sicaklikta
goriilen endoterm termal degredasyon sebebiyle meydana gelmistir. DTA termogrami
benzerlik

ile kiyaslandiginda degradasyon sicakliklarimin  baslangic noktalari

gostermekte olup birbirini desteklemektedir.
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Sample: PHEMA-NPa DSC File: CATA\Data\DSC\PHEMA-NPa.001

Size: 9.9520 mg Operator: AUMAULAB

Method: Heat/Cool Run Date: 23-Dec-2020 09:17
Instrument: DSC Q20 V24.11 Build 124
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Sekil 3.44. PHEMA nanopartikiilii DSC termogrami

P(HEMA-ko-MACys) nanopartikiiliine ait TG/DTA ve DTG termogrami sekil
3.45’te gosterilmigstir. Sekil 3.45 incelendiginde, P(HEMA-ko-MACys) nanopartikiilii
303,7 °C’den 480,5 °C’ye kadar ¢ok hizli bir sekilde degredasyona ugramistir. Kiitle
kayb1 hiz1 en yiiksek 429,9 °C’de belirlenmis olup 480,5 °C’ye kadar P(HEMA-ko-
MACys) nanopartikiiliiniin =~ %94,4’ii  degradasyona ugramistir. DTG  egrisi
incelendiginde degredasyonun 2 basamakta gerceklestigi goriilmektedir. HEMA
monomeri ve MACys aminoasit ko-monomeri polimerizasyonu sonucu sentezlenen
P(HEMA-ko-MACys) nanopartikiillerinin kararliligit PHEMA nanopartikiiline gore

artmistir.
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Sekil 3.45. P(HEMA-ko-MACys) TG/DTA ve DTG termogrami

P(HEMA-ko-MACys) nanokiirelerine ait DSC grafigi sekil 3.46’de gosterilmistir.
Sekil 3.46’daki P(HEMA-ko-MACys) nanopartikiiline ait DSC termogrami
incelendiginde, bu nanopartikiillerin T, degeri 101,06 °C olarak 6l¢iilmiistiir. PHEMA
ile kiyaslandiginda T, degerindeki bu artisin, sentez esnasinda kullanilan MACys ko-
monomerinin komsu polimer zincirleri arasindaki hidrojen bagi olusumunu
arttirmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. P(HEMA-ko-MACys) nanopartikiilleri
313,40 °C’de bozunmaya baglamig olup 365,45 °C’de goriilen endoterm termal

degradasyon sonucu meydana gelmistir.
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Sample: PHEMA-MACYS-NP DSC File: C\TA\Data\DSC\PHEMA-MACYS-NP.001
Size: 10.3870 mg Operator: AUMAULAB
Method: Heat/Cool Run Date: 22-Dec-2020 09:09

Instrument: DSC Q20 V24.11 Build 124
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Sekil 3.46. P(HEMA-ko-MACys) DSC termogrami

P(HEMA-ko-MACys-Fe**-Protoporfirin I1X) nanopartikiiline ait TG/DTA ve
DTG termogrami sekil 3.47°de gosterilmistir. Sekil 3.47 incelendiginde, P(HEMA-ko-
MACys-Fe**-Protoporfirin IX) nanopartikiilii 298,1 °C’den 460,3 °C’ye kadar ¢ok hizli
bir sekilde degredasyona ugramistir. Kiitle kayb1 hiz1 en yiiksek 431,7 °C’de belirlenmis
olup 460,3 °C’ye kadar P(HEMA-ko-MACys-Fe**-Protoporfirin IX) nanopartikiiliiniin
% 91.3’0 degradasyona ugramistir. DTG egrisi incelendiginde degredasyonun 2
basamakta gerceklestigi goriilmektedir. Fe**-Protoporfirin IX’un termal stabilitesinin
diisiik olmasi sebebiyle P(HEMA -ko-MACys-Fe**-Protoporfirin IX) nanopartikiillerinin
kararliligt PHEMA ve P(HEMA-ko-MA Cys) nanopartikiillerine gére diisiik ¢ikmistir.
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Sekil 3.47. P(HEMA-ko-MACys-Fe**-Protoporfirin IX) TG/DTA ve DTG termogrami

P(HEMA-ko-MA Cys-Fe**-Protoporfirin IX) nanopartikiiliine ait DSC termogrami
sekil 3.48°da gosterilmistir. Sekil 3.48’daki P(HEMA-ko-MACys-Fe*"-Protoporfirin
IX) nanopartikiiliine ait DSC termogrami incelendiginde nanopartikiile ait T, degeri
64,04 °C olarak olcililmiistiir. PHEMA ve P(HEMA-ko-MACys) ile kiyaslandiginda T,
degerinde meydana gelen bu diisiisin P(HEMA-ko-MACys-Fe**-Protoporfirin 1X)
nanopartikiil yapisinda bulunan Fe*'-Protoporfirin IX molekiilinden kaynaklandig
diisiiniilmektedir. DSC  egrisinde =~ P(HEMA-ko-MACys-Fe**-Protoporfirin  IX)
nanopartikiilleri 301,11 °C’de bozunmaya baslamistir. DTA verileri ile kiyaslandiginda
bozunmaya basladig1 sicaklik 298,1 °C olup DSC egrisi ile birbirini desteklemektedir.
Termal degradasyon sebebiyle 362,19 °C’de endoterm gozlenmistir.
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Sample: PHEMA-MAC(Fe3t) DSC File: CATA\Data\DSC\PHEMA-MAC(Fe3t).001
Size: 0.6380 mg Operator: AUMAULAB
Method: Heat/Cool Run Date: 25-Dec-2020 09:07

Instrument: DSC Q20 V24.11 Build 124
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Sekil 3.48. P(HEMA-ko-MACys-Fe**-Protoporfirin 1X) DSC termogrami

3.4.7. PHEMA, P(HEMA-ko-MACYys) nanopartikiillerinin TEM ile

karakterizasyonu bulgulari

PHEMA nanopartikiillerine ait TEM goriintlisii sekil 3.49’da gosterilmistir.
PHEMA nanopartikiillerinin farkli biiyiitmelerle (A; 15000X 100 kV, B; 30000X 100
kV) yapilan TEM incelemeleri sonucunda morfolojik goriintiilerinin kiiresel yapida
oldugu gorilmiistiir. PHEMA nanopartikiillerinin incelenen goriintiilerinde agregasyon
bulgularina rastlanmamistir. PHEMA nanopartikiillerinin ¢apt 84-173 nm arasinda

bulunmustur.
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Sekil 3.49. PHEMA nanopartikiillerinin TEM analizi A. 15000X 100 kV, B. 30000X 100 kV

P(HEMA-ko-MACys) nanopartikiillerine ait TEM goriintiileri sekil 3.50°de
gosterilmistir. P(HEMA-ko-MACys) nanopartikiillerinin farkli biiyiitmelerle (C;
25000X 100 kV, B; 150000X 100 kV) yapilan TEM incelemeleri sonucunda morfolojik
gorlintiilerinin ~ kiiresel  yapida  oldugu  goriilmiistiir. P(HEMA-ko-MACys)
nanopartikiillerinin ¢ap1 79-158 nm arasinda bulunmus olup agregasyon bulgularina

rastlanmamuistir.
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Sekil 3.50. P(HEMA-ko-MACys) nanopartikiillerinin TEM analizi C. 25000X 100 kV, D. 150000X 100
kv

3.4.8. P(HEMA-ko-MACys-Fe**-Protoporfirin IX) nanokiirelerinin serum
albumine baglanmasinin degerlendirilmesi bulgulari
Albuminin (insan serumundan) florimetrik olarak ¢izilen standart grafigi sekil
3.51’de gosterilmistir. Sekil 3.51°de verilen albuminin florimetrik standart grafiginde
korelasyon katsayisi 0,9976 olarak bulunmus olup grafige ait matematiksel ifade

denklem (1.8)’de gosterilmistir.
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Sekil 3.51. Albumin (insan serumundan) flovimetrik standart grafigi

Emgssy=2976,7 x Car + 45,782 (1.8)

Burada, Emg@ss) numunenin 355 nm’deki emisyonunu, Ca; numudeki serbest
serum albumin derisimini (uM) ifade etmektedir.

P(HEMA-ko-MACys-Fe**-Protoporfirin IX) nanokiirelerinin serum albuminine
baglanmasina iliskin grafik sekil 3.52’de gosterilmistir. Sekil 3.52°deki grafik
incelendiginde, reaksiyon ortamindaki P(HEMA-ko-MACys-Fe*'-Protoporfirin 1X)
nanokiirelerinin derigimi arttiginda nanokiirelere baglanan albumin miktarinda artig
olmustur. Reaksiyon ortamindaki serbest haldeki albumin derisiminin azalmasiyla
floresans siddetinde azalma meydana gelmis olup 2,13 pg P(HEMA-ko-MACys-Fe**-

Protoporfirin IX) nanokiire, 1 umol albumin baglayabilmistir.
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Sekil 3.52. P(HEMA-ko-MACys-Fe**-Protoporfirin IX) nanokiirelerine serum albumini baglanmast
grafigi

3.5. CA Enziminin Saflastirilmasi1 Bulgulari

3.5.1. Protein tayini bulgular:

Bradford yontemiyle sigir serum albumin kullanilarak ¢izilen standart grafik sekil
3.53’te gosterilmistir. Sekil 3.53’teki si@ir serum albumin standart grafigine ait R?
degeri 0,9941 olarak bulunmus olup grafige ait matematiksel ifade denklem (1.9)’da

gosterilmistir.
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Sekil 3.53. Sigir serum albumin standart grafigi

Abs(s95y=0,3875 x C (1.9)

Burada, Abssys) bilinmeyen numunenin 595 nm’deki absorbasini, C bilinmeyen
numudeki protein derisiminin (mg/ml) si@ir albumini cinsinden degerini ifade

etmektedir.

3.5.2. PHEMA ve PHEMA-pABSA kriyojellerinin TG/DTG ve DSC

karakterizasyon bulgular

PHEMA’nin TG/DTG termogrami sekil 3.54’te gosterilmistir. Sekil 3.54’te
verilen PHEMA nin TG/DTG termogrami incelendiginde, 100 °C’ye kadar %4,2’lik bir
kiitle kayb1 goriilmiis olup bunun makro goézeneklerde bulunan ve fiziksel olarak
adsorbe edilmis su molekiillerinin uzaklasmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
PHEMA kriyojeli 295.1 °C’den 453.5 °C’ye kadar ¢ok hizli bir sekilde degredasyona
ugramigtir. Kiitle kayb1 hizi en yiiksek 412.4 °C’de belirlenmis olup %12,86/dk olarak
hesaplanmistir. 453.5 oC’ye kadar PHEMA’nin %90,9’u degradasyona ugramistir.

DTG egrisi incelendiginde degredasyonun iki basamakta gergeklestigi goriilmektedir.
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Sekil 3.54. PHEMA TG/DTG termogrami

PHEMA’nin DSC termogrami sekil 3.55’te gOsterilmistir. Sekilde verilen
PHEMA ’nin DSC termogrami incelendiginde, Ty degeri 62,76 °C’dir. 116,62 °C’deki
endotermik pik polimerizasyonu gostermekte olup polimerizasyon entalpisi (AH) 93,04
J/g olarak DSC programi tarafindan hesaplanmistir. PHEMA 282,93 °C sicaklikta hizli
bir sekilde bozunmaya baslamistir. DSC analizi azot atmosferinde gergeklestiginden
yiikseltgenme piki gozlenmemistir. DSC egrisi incelendiginde 329,27 °C sicaklikta

goriilen endoterm termal degredasyon sebebiyle meydana gelmistir.
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Sample: PHEMA-UMUT DSC File: C:\TA\Data\DSC\WPHEMA-UMUT.001

Size: 6.7770 mg Operator: AUMAULAB

Method: Heat/Cool Run Date: 23-Dec-2019 11:41
Instrument: DSC Q20 V24.11 Build 124
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Sekil 3.55. PHEMA DSC termogrami

PHEMA-pABSA’nin TG/DTG termogram sekil 3.56°da gdsterilmistir. Sekil
3.56’daki PHEMA-pABSA’nin TG/DTG termogrami incelendiginde 100 °C’ye kadar
%2,3’liik bir kiitle kayb1 goriilmiis olup bunun makro gézeneklerde bulunan ve fiziksel
olarak adsorbe edilmis su molekiillerinin uzaklagmasindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. PHEMA-pABSA kriyojeli 102,5 °C’den sonra hizli bir degradasyona
ugramistir. 459,8 °C’de kriyojelin %92’si degrede olmustur. 102,5 °C’den 192,2 °C’ye
kadar degradasyon hizindaki artisin PHEMA yapisina katilan pABSA’nin termal
stabilitesinin diigiik olmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir. Kiitle kaybi hizi
pABSA’dan dolay1 153,6 °C’de %3,66 olarak hesaplanmistir. 415,3 °C’de kiitle kayb1
hizi %6,97/dk olarak hesaplanmis olup PHEMA kriyojelinin bu sicakliklarda
degradasyonu gergeklesmektedir. DTG egrisi incelendiginde degredasyonun {i¢

basamakta gerceklestigi goriilmektedir.
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Sekil 3.56. PHEMA-pABSA TG/DTG termogrami

PHEMA-pABSA kriyojelinin DSC termogramu sekil 3.57°de gosterilmistir. Sekil
3.57°deki PHEMA-pABSA’nin DSC termogrami incelendiginde, Ty degeri 55 °C olarak
hesaplanmistir. 106,58 °C’deki endotermik pik polimerizasyonu gostermekte olup AH
degeri 58,78 J/g olarak DSC programu tarafindan hesaplanmistir. PHEMA-pABSA
246,35 °C sicaklikta hizli bir sekilde bozunmaya baglamigtir. DSC analizi azot
atmosferinde gerceklestiginden yiikseltgenme piki goézlenmemigtir. DSC  egrisi
incelendiginde 279,63 °C sicaklikta goriilen endoterm termal degredasyon sebebiyle

meydana gelmistir.
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Sample: PHEMA-PABSA DSC File: CATAData\DSC\PHEMA-PABSA.001
Size: 2.7420mg Operator: AUMAULABR
Method: Heat/Cool Run Date: 25-Dec-2019 09:02

Instrument: DSC G20 V24.11 Build 124
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Sekil 3.57. PHEMA-pABSA DSC termogrami

DSC ve TG/DTG egrileri kiyaslandiginda PHEMA-pABSA’nin termal stabilitesi
azalmistir. T, degerinde meydana gelen diisiis PHEMA yapisina oranla daha sert ve

kirilgan bir polimer yapisina igaret etmektedir.

3.5.3. PHEMA, PHEMA-pABSA kriyojellerinin ve pABSA molekiiliiniin FT-IR ile

karakterizasyon bulgulari

PHEMA kriyojel 6rnegine ait FT-IR spektrumu sekil 3.58’de gosterilmistir. Sekil
3.58’de verilen PHEMA kriyojelnin FT-IR spektrumu incelendiginde, yapida bulunmasi
gereken fonksiyonel gruplara ait bantlar 3282,77 cm'’de O-H gerilme titresimi,
2942,11 cm™’de C-H gerilmesi, 1722,29 cm™’deki giiclii absorbsiyon bandi ester
grubuna ait C=0 gerilmesini gostermektedir. Bunun yan1 sira 1650,15 cm™’deki giiclii
absorbsiyon bandi MBAAm yapisindaki C=0 gerilmesi, 1527,98 cm™!"de gériilen giiclii
absorbsiyon bandi MBAAm yapisindaki N-H gerilmesi, 1451,09 cm™’de C-H egilme
titresimi, 1239,29 cm™’deki orta siddetli absorbsiyon bandi MBAAm yapisindaki C-N
gerilme titresimi ve 1154,06 cm™’de giiclii absorbsiyon bandi ester yapisindaki C-O

gerilme titresimi olarak yorumlanmustir.
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Sekil 3.58. PHEMA kriyojeline ait FT-IR spektrumu

Sekil 3.59°da pABSA molekiiliine ait FT-IR spektrumu gosterilmistir. Sekil
3.59°da verilen pABSA’nin FT-IR spektrumu incelendiginde, bu molekiile ait 3476,85
cm’! ve 3373,06 cm™’deki keskin orta siddetteki bandlar N-H gerilme titresimini
gostermektedir. Bunun yam sira 1337,40 cm™’deki bant siilfonamid yapisindaki S=O

gerilme titresimi ve 1292,87 cm™’deki bant C-N gerilme titresimi olarak

yorumlanmastir.
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Sekil 3.59. pABSA molekiiliine ait FT-IR spektrumu

PHEMA-pABSA kriyojeline ait FT-IR spektrumu sekil 3.60’ta gosterilmistir.
Sekil 3.60°ta verilen FT-IR spektrumu incelendiginde, PHEMA yapisindan gelen
1723,30 cm™'’deki giiglii absorbsiyon band1 ester grubuna ait C=0 gerilmesi, 1656,66
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cm™’deki giiglii absorbsiyon bandi PHEMA-pABSA yapisinda bulunan sekonder amite
ait C=0 gerilmesini gostermektedir. 1326,15 cm’de goriilen absorbsiyon bandi
stilfonamide ait S=O gerilme titresimi olarak yorumlanmistir. PHEMA (Sekil 3.58) ve
pABSA (Sekil 3.59) FT-IR spektrumlar1 goz oniine alindiginda karakteristik bantlarin
titresimlert  goriilmiis olup pABSA’nin PHEMA’ya kovalent olarak baglandigi

gozlemlenmistir.
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Sekil 3.60. PHEMA-pABSA kriyojeline ait FT-IR spektrumu

3.5.4. PHEMA ve PHEMA-pABSA kriyojellerinin taramal elektron mikroskobu
(SEM) ile karakterizasyonu bulgulari

PHEMA kriyojeline ait farkli biiylitmeler ile yapilan SEM goriintiileri sekil
3.61’de gosterilmistir. Sekilde verilen SEM goriintiileri incelendiginde, makro

gozenekli kriyojelin olustugu ve duvar yapilarinin diiz oldugu gézlenmektedir.
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Sekil 3.61. PHEMA kriyojeline ait SEM goriintiisii; 77X, SkV (4) 290X, 5kV (B)

PHEMA-pABSA kriyojeline ait farkli biiylitmeler (160 ve 300X) ile yapilan SEM
inceleme goriintiileri sekil 3.62°de gosterilmistir. Sekil 3.62°deki PHEMA-pABSA
kriyojeline ait farkli biiylitmelerdeki SEM goriintiileri incelendiginde, goézenek
yapilarinin homojen dagildigir ve her gézenek duvarinin piiriizsiiz bir yapida oldugu
gozlenmistir. PHEMA-pABSA kriyojeline ait gozenek boyutlar1 35,84-59,79 um olarak

belirlenmis olup kriyojelin makro gdzenekli oldugu gézlenmistir.

Sekil 3.62. PHEMA-pABSA kriyojeli SEM goriintiisii; 160X, 20 kV (4), 300X, 20kV (B)

3.5.5. CA enziminin PHEMA-pABSA kriyojeli ile saflastirilmasi bulgular

CA enziminin PHEMA-pABSA kriyojel kolonuyla saflastirilmasia iliskin
kromatogram Sekil 3.63’te gosterilmistir. Sekil 3.63°teki kromatogram incelendiginde
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absorbsiyonun  yiiksek  oldugu  tim  fraksiyon  gruplart  incelenmistir.
CH3COONa/NaClO4 (0,1/0,5 M pH 5,6) eliisyon tamponu ile eliie edilen 33-38

numarali fraksiyonlarda en yiiksek spesifik aktiviteye rastlanmistir.
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Sekil 3.63. CA enziminin PHEMA-pABSA kriyojel kolonuyla saflastirilmast kromatogrami

CA enziminin saflastirllma asamalarindaki saflagtirma verileri Sekil 3.64°te
gosterilmigtir.  Sekil 3.64°te  verilen CA saflastirma tablosuna iliskin veriler
incelendiginde eritrositlerin par¢alanmasi sonucu ortamda Hb icerigi ¢ok yogun oldugu
icin protein miktar1 44,442 mg/ml olarak 6l¢iilmiis olup CA’nin toplam aktivitesi 869 U
olarak belirlenmistir. Organik ¢oziicii ekstraksiyonu ile protein miktari 0,245 mg/ml
olarak ol¢iiliip toplam CA aktivitesi 817 U olarak belirlenmistir. PHEMA-pABSA
kriyojel kolonundan elde edilen 5 fraksiyondaki protein derisimi 0,054 mg/ml olarak
Olclilmiis olup toplam CA aktivitesi 278 U olarak bulunmustur. Saflastirma sonucu
spesifik aktivite 0,489 U/mg’dan 129 U/mg’a ¢ikmis olup saflastirma katsayis1 263 ve

saflagtirma verimi %32 olarak hesaplanmustir.

Ornek Aktivite Protein Spesifik Toplam | Saflastirma Verim
(U/ml) derisimi aktivite aktivite katsayisi (%)
(mg/ml) (U/mg) )
Hemolizat 21,739 44,442 0,489 869,565 1 100
Coziicli ekstrakti | 20,435 0,245 83,560 817,391 170,824 94
PHEMA-pABSA | 6,957 0,054 129,033 278,261 263,784 32

Sekil 3.64. CA enzimi saflastiriima verileri
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3.5.6. SDS-PAGE ile CA enziminin karakterizasyonu bulgular:

CA enziminin saflastirilma basamaklarinda elde edilen numunelerin SDS-PAGE
fotografi sekil 3.65°te gosterilmistir. Sekil 3.65’deki SDS-PAGE goriintiistinde, 1. hat
protein marker, 2. hat hemolizat, 3. hat filtre edilmis hemolizat, 4. hat
H>0:C>HsOH:CHCls (0,6:0,4:0,5, v:v:v) organik ¢oOziicli karisimi ile ekstrakte edilmis
CA enzimi ve 5. hat PHEMA-pABSA kriyojel kolon ile saflastirilmis CA enzimini

gostermektedir.

Sekil 3.65. SDS-PAGE analizi

PHEMA-pABSA kriyojel kolon ile CA enzimi saf bir sekilde elde edilmis olup

molekiil agirligi ~30 kDa civarinda bulunmustur.

3.6. Yapay oksijen tastyic1 P(CL-Ru(II)bis(2-2'-bipiridi) MATyr-ko-Hb-CA)-Fe**-
Protoporfirin IX sisteminin sentezi, karakterizasyonu ve kullamlabilirliginin

arastirilmasi bulgular

3.6.1. P(CL-Ru(ID)bis(2-2'-bipiridil)MATyr) sentezi verim bulgular

PCL (Sekil 3.66-A) ve klorobis(2-2’-bipiridil)MATyr-Ru(1l) arasinda gerceklesen
reaksiyon sonucunda 4,864 g pembe renkli P(CL-Ru(II)bis(2-2"-bipiridi)MATyr) (Sekil
3.66-B) elde edilmistir.

115



Sekil 3.66. PCL (4) ve P(CL-Ru(ID)bis(2-2"-bipiridil) MATyr) (B)

Reaksiyon verimi %97 olarak hesaplanmis olup verimdeki kaybin ekstraksiyon

isleminden oldugu distiniilmektedir.

3.6.2. Sentezlenen monomerlerin "H-NMR bulgular

3.6.2.1. MATyr icin 'TH-NMR bulgular:

'H (500 MHz, DMSO-d6), 8:7,35 (d, J = 8,05 Hz, 2H), 7,05 (d, J = 8,40 Hz, 2H),
6,29 (s, 1H), 5,90 (s, 1H), 3,15 (dd, J= 4,49, 14,25 Hz, 1H), 3,02 (dd, J = 4,02, 14,12
Hz, 1H), 2,90 (dd, J = 7,75, 14,20 Hz, 1H), 2,00 (s, 3H) ppm.

3.6.2.2. Klorobis(2-2’-bipiridi) MATyr-Ru(Il) icin 'H-NMR bulgular:

'H NMR (500 MHz, CDCls), 8:9,7 (d, 4H, *J= 5,08 Hz), 8,56 (d, 4H, 3J= 7,92
Hz), 7,92 (t, 4H, *J= 7,82 Hz), 7,3 (t, 1H, *J= 7.4 Hz), 7,23 (t, 2H, *J= 7,47 Hz), 7,18 (d,
2H, °J=7,46 Hz), 7,12 (t, 4H, *J= 6,30 Hz), 5,3 (d, 1H, *J= 1,52Hz), 5,3 (d, 1H, ?J= 1,54
Hz), 1,8 (s, 3H) ppm.

3.6.3. PCL ve P(CL-Ru(II)bis(2-2"-bipiridi) MATyr) i¢cin UV-VIS spektroskopisi
bulgular
PCL ve P(CL-Ru(II)bis(2-2'-bipiridi)MATyr)’in CHCls’de farkli derisimlerdeki
¢ozeltileri hazirlanip spektrofotometre yardimiyla Sekil 3.67 ve Sekil 3.68de goriilen
spektrumlar1 elde edilmistir. Sekil 3.67’deki PCL’nin CHCI; igerisindeki absorbsiyon

spektrumu incelendiginde, 290 nm civarinda derisime bagli absorbsiyon artisi
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gozlenmistir. 310 nm ile 350 nm arasinda yiiksek derisimlerde absorbsiyon piki

gozlenmistir.

Absorbans
=
>4

-0.02 NF -
280 380 480 580 630 780
Dalga boyu

Sekil 3.67. PCL'nin absorbsiyon spektrumu
Sekil 3.68’deki P(CL-Ru(II)bis(2-2"-bipiridil)MATyr)’nin CHCI3 igerisindeki
absorbsiyon spektrumu incelendiginde, yapisindaki PCL’den dolay1 290 nm civarinda
ve 310 nm ile 350 nm arasindaki absorbsiyon pikleri gézlenmis olup siddetlerinde artig
gozlenmistir. 520 nm civarinda goriilen absorbsiyon pik yapiya katilan bis(2-2'-

bipiridil)MATyr-Ru(Il)’den kaynaklanmaktadir.

Absorbans
f=
LF5)

280 380 480 580 680 780
Dalga boyu

Sekil 3.68. P(CL-Ru(1l)bis(2-2"-bipiridil) MATyr) 'nin absorbsiyon spektrumu
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3.6.4. PCL ve P(CL-Ru(II)bis(2-2'-bipiridil)MATyr) i¢in termal gravimetrik analiz
bulgulari
PCL’nin TG/DTG termogrami sekil 3.69’da gosterilmistir. Sekil 3.69’daki
PCL’nin termogrami incelendiginde 300 °C’ye kadar degradasyon izlenmemistir. DTG
egrisinde degredasyonun tek basamakta gergeklestigi goriilmekte olup PCL’nin
%95’inden daha fazlasi1 degredasyona ugramistir. 412,1 °C’de bozunma hiz1 %24,33/dk

olarak hesaplanmistir.
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Sekil 3.69. PCL'nin TG/DTG termogram

P(CL-Ru(Il)bis(2-2"-bipiridil)MATyr)’nin TG/DTG termogrami sekil 3.70’de
gosterilmistir.  P(CL-Ru(II)bis(2-2'-bipiridil)MATyr)’nin TG/DTG termogrami sekil
3.70°de gosterilmistir. P(CL-Ru(Il)bis(2-2"-bipiridi)MATyr)’nin  termogrami
incelendiginde, 352,9 °C’ye kadar %3,3’i degredasyona ugramis olup 402,8 °C
sicaklikta P(CL-Ru(II)bis(2-2"-bipiridi)MATyr) nin %99,5’1 degrede olmustur. DTG
egrisi incelendiginde 399,2 °C’de kiitle kayb1 %68,83/dk olarak hesaplanmis olup PCL
ile kiyaslandiginda degredasyon hizinda belirgin artis gozlenmistir. PCL ile
kiyaslandiginda degredasyon sicakliginda 51,2 °C’lik bir diisis gozlenmekte olup bu
durumun P(CL-Ru(II)bis(2-2'-bipiridil)MATyr) baglanmadan once serbest —OH uglari
olusturmak amaciyla polimerin hafif alkali hidrolizi sonucu meydana gelen zincir

kisalmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir.
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Sekil 3.70. P(CL-Ru(1l)bis(2-2"-bipiridil) MATyr) 'nin TG/DTG termogrami
Literatiir bilgileri 1s518inda PCL’nun erime sicaklign 59-60 °C arasinda
degismekte olup P(CL-Ru(Il)bis(2-2"-bipiridil)MATyr)’nin 61,04 °C olarak
bulunmugtur. Sekil 3.71 incelendiginde, P(CL-Ru(II)bis(2-2"-bipiridil)MATyr) i¢in T,
degeri 57,28 °C olarak bulunmus olup AH. 70.13 J/g olarak hesaplanmistir.

Sample: PCL-Ru-MATyr Dsc File: CATA\Data\DSC\PCL-Ru-MATyr.001
Size: 3.7200 mg Operator: AUMAULAB
Method: Heat/Cool Run Date: 03-Jan-2020 13:49

Instrument: DSC Q20 V24.11 Build 124
4

57.28'C
70.13J/g

Heal Flow (W/g)
(=]
L

61.04°C

-4 T T T T T
0 100 200 300 400 500 600

et Temperature (°C) Universsl V4.5 TA Instruments

Sekil 3.71. P(CL-Ru(1l)bis(2-2"-bipiridil) MATyr) 'nin DSC termogrami
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Bu veriler 15181nda, P(CL-Ru(II)bis(2-2"-bipiridil)MATyr) ile olusturulmus P(CL-
Ru(II)bis(2-2'-bipiridi)MATyr-ko-Hb-CA) ve P(CL-Ru(Il)bis(2-2"-bipiridil)MATyr-
ko-Hb-CA)-Fe**-Protoporfirin IX viicut sicakliginda (36-38 °C) sertligini, seklini

koruyabilecektir.

3.6.5. ANADOLUCA ve c¢ift ¢oziicii buharlastirma teknigi ile P(CL-Ru(IT)bis(2-2'-
bipiridil)MATyr-ko-Hb-CA) nanopartikiillerinin sentezi bulgulari

3.6.5.1. Yapay oksijen tasiyict nanopartikiillerin goriintiileri

P(CL-Ru(IT)bis(2-2'-bipiridi)MATyr) kullanilip sentezlenen P(CL-Ru(II)bis(2-2'-
bipiridi)MATyr-ko-Hb-CA) ve EDC/NHS ile Fe**-Protoporfirin IX baglanip
sentezlenen P(CL-Ru(Il)bis(2-2"-bipiridi)MATyr-ko-Hb-CA)-Fe**-Protoporfirin  IX
sekil 3.72’de gosterilmistir. P(CL-Ru(Il)bis(2-2"-bipiridil)MATyr) ile sentezlenen bos
nanopartikiiller beyaz ve opak goriiniimlii olmustur (Sekil 3.72-A). P(CL-Ru(Il)bis(2-
2'-bipiridil)MATyr-ko-Hb-CA) nanopartikiilleri pembe-turuncu ve opak goriniimlii
(Sekil 3.72-B) ve P(CL-Ru(II)bis(2-2"-bipiridil)MATyr-ko-Hb-CA)-Fe**-Protoporfirin
IX nanopartikiilleri (Sekil 3.72-C) kahverengi-yesil renkli goriinlime sahip olmustur.

Sekil 3.72. P(CL-Ru(Il)bis(2-2"-bipiridil) MATyr) ile sentezlenen bos nanopartikiiller (4), P(CL-
Ru(I)bis(2-2"-bipiridil) MATyr-ko-Hb-CA) (B), P(CL-Ru(Il)bis(2-2"-bipiridil)MATyr-ko-Hb-CA)-Fe’*-
Protoporfirin IX (C)
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3.6.5.2. P(CL-Ru(ID)bis(2-2"-bipiridil) MA Tyr-ko-Hb-CA)-Fe**-Protoporfirin IX)
nanopartikiillerin indirgenmesi bulgulart

P(CL-Ru(IT)bis(2-2"-bipiridil)MATyr-ko-Hb-CA)-Fe**-Protoporfirin IX yapay
sisteminde Hb(Fe*") ve Fe**-Protoporfirin IX’un sodyum ditiyonitin farkli derisimleri
ile indirgenmesine iligkin Soret bantlar1 gosteren absorbsiyon spektrumu sekil 3.73’de
ve Q bantlarin1 gostere absorbsiyon spektrumu sekil 3.74’de gosterilmistir.

Sekil 3.73 incelendiginde, P(CL-Ru(II)bis(2-2'-bipiridil)MATyr-ko-Hb-CA)-Fe**-
Protoporfirin IX nanopartikiillerinin 403 nm’de bir soret bandi meydana getirdikleri
gorlilmiistiir. Sodyum ditiyonitin farkli derisimleri ile indirgenen P(CL-Ru(II)bis(2-2'-
bipiridi)MATyr-ko-Hb-CA)-Fe**-Protoporfirin ~ IX  nanopartikiillerinin ~ P(CL-
Ru(II)bis(2-2"-bipiridi)MATyr-ko-Hb-CA)-Fe**-Protoporfirin IX nanopartikiillerine

doniisiim sonrasi soret bandi1 425 nm’ye kaymustir.

4,0000 425nm
3,5000
403 nm .
—— 0 mg/ml Sodyum
3,0000 ditiyonit
w 2.5000 —— 2.5 mg/ml Sodyum
g ditiyonit
2 0000
bﬁ - :11 mg/ml Sodyum
i tiyonit
< 15000 y
— 7.5 mg/ml Sodyum
1,0000 ditiyonit
0.5000 — lf).mgf%nl Sodyum
ditiyonit
0,0000
380 400 420 440

A (nm)

Sekil 3.73. Sodyum ditiyonit ile P(CL-Ru(II)bis(2-2"-bipiridil) MATyr-ko-Hb-CA)-Fe’*-Protoporfirin IX)
nanopartikiillerinin indirgenmesi (380-450 nm)
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Sekil 3.74. Sodyum ditiyonit ile P(CL-Ru(1l)bis(2-2"-bipiridil) MATyr-ko-Hb-CA)-Fe’* -Protoporfirin IX
nanopartikiillerinin indirgenmesi (500-600 nm)

Sekil 3.74 incelendiginde, P(CL-Ru(II)bis(2-2'-bipiridil) MATyr-ko-Hb-CA)-Fe**-
Protoporfirin IX nanopartikiillerine ait Q bantlar1 gézlenmemistir. 5 mg/ml ve daha {istii
derisimlerde sodyum ditiyonit ile indirgenme sonrasi olusan P(CL-Ru(II)bis(2-2'-
bipiridil)MATyr-ko-Hb-CA)-Fe?*-Protoporfirin IX nanopartikiillerinde 525 ve 556
nm’de Q bantlar1 ortaya ¢ikmustir.

P(CL-Ru(II)bis(2-2'-bipiridil)MATyr-ko-Hb-CA)-Fe*"-Protoporfirin IX
nanopartikiillerinin indirgenme Oncesi ve sonrasina iliskin gorsel sekil 3.75°de
gosterilmigtir. Sekil 3.75 incelendiginde, kahverengi olan nanopartikiillerinin rengi
indirgenme sonrast kirmizi-kahverengine donmistir. 5 mg P(CL-Ru(Il)bis(2-2'-
bipiridil)MATyr-ko-Hb-CA)-Fe**-Protoporfirin IX nanopartikiilii icin 7,5 mg/ml’lik

sodyum ditiyonit derisimi yeterli gelmistir.

Sekil 3.75. P(CL-Ru(Il)bis(2-2"-bipiridil) MATyr-ko-Hb-CA)-Fe**-Protoporfirin IX (4), P(CL-
Ru(Il)bis(2-2"-bipiridil) MATyr-ko-Hb-CA)-Fe’*-Protoporfirin IX (B)

122



3.6.5.3. P(CL-Ru(ID)bis(2-2"-bipiridil) MA Tyr-ko-Hb-CA)-Fe**-Protoporfirin IX)
nanopartikiillerinin CA aktivitesi bulgular
P(CL-Ru(IT)bis(2-2'-bipiridi)MATyr-ko-Hb-CA) ve P(CL-Ru(IT)bis(2-2'-

bipiridil)MATyr-ko-Hb-CA)-Fe?*-Protoporfirin IX nanokiirelerinin CA aktiviteleri sekil

3.76’da gosterilmektedir.

Sekil 3.76 incelendiginde, P(CL-Ru(II)bis(2-2"-bipiridil)MATyr-ko-Hb-CA) ve
P(CL-Ru(II)bis(2-2"-bipiridil)MATyr-ko-Hb-CA)-Fe?*-Protoporfirin IX nanokiirelerinin
CA aktiviteleri, sirastyla 30,23 +1,7 ve 18,83 +1,2 olarak bulunmus olup EDC/NHS
aktivasyonu ile Fe?"**-Protoporfirin IX baglanmasindan sonra CA enzim aktivitesi

diismiistiir.

P(CL-Ru(ID)bis(2-2"-bipiridilMA Tyr-ko-Hb-ko-CA)-
Fe*-Protoporfirin IX

0 10 20 30 40
CA aktivitesi (U/ml)

Sekil 3.76. PCL tabanli nanokiirelerin CA aktivitesi

3.6.5.4. P(CL-Ru(II)bis(2-2"-bipiridil) MA Tyr-ko-Hb-CA)-Fe**-Protoporfirin IX
nanopartikiillerinden Fe**-Protoporfirin IX salinumi bulgulart
P(CL-Ru(1I)bis(2-2"-bipiridil)MATyr-ko-Hb-CA)-Fe**-Protoporfirin IX

nanopartikiillerinden Fe?"**-Protoporfirin IX molekiiliiniin salmim sekil 3.77°de

gosterilmistir. Sekil 3.77°deki salimim grafigi incelendiinde salinan Fe*"**-

Protoporfirin 1X, o giine kadar olan toplam salinimi ifade etmekte olup 15. giiniin

sonunda 20,29 (ug/ml) Fe?***-Protoporfirin IX salmimi gerceklesmistir.
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Sekil 3.77. P(CL-Ru(IDbis(2-2"-bipiridil) MATyr-ko-Hb-CA)-Fe**-Protoporfirin IX dan Fe****-
Protoporfirin IX salimmi
3.6.5.5. P(CL-Ru(ID)bis(2-2'-bipiridil) MA Tyr-ko-Hb-CA) nanopartikiillerinin SEM
bulgular
P(CL-Ru(Il)bis(2-2"-bipiridi)MATyr-ko-Hb-CA)  nanopartikiillerinin ~ SEM
goriintiisii sekil 3.78’de gosterilmistir. Sekil 3.78’deki SEM goriintiileri incelendiginde,
kiire bi¢ciminde, smirlar belirgin 50-100 nm arasinda degisen kiire c¢apina sahip

nanopartikiiller gdzlenmistir.

(80000X, 15 kV)
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3.6.5.6. P(CL-Ru(II)bis(2-2'-bipiridil) MATyr-ko-Hb-CA) ve P(CL-Ru(I)bis(2-2’-
bipiridi) MATyr-ko-Hb-CA)-Fe**>*-Protoporfirin IX nanopartikiillerinin TEM
bulgulan
P(CL-Ru(IT)bis(2-2'-bipiridi)MATyr-ko-Hb-CA) nanopartikiillerinin TEM ile
yapilan aydinlik alan inceleme goriintiisii sekil 3.79’da gosterilmistir. Sekil 3.79°daki
P(CL-Ru(IT)bis(2-2'-bipiridi)MATyr-ko-Hb-CA) yapay kan hiicresinin TEM goriintiisii
incelendiginde, kiire bi¢iminde, 53-143 nm arasinda degisen nanopartikiil cap1

goriilmistiir. Gorlintiilerde agregasyon ya da aglomerasyon bulgusuna rastlanmamustir.

Sekil 3.79. P(CL-Ru(Il)bis(2-2"-bipiridil) MATyr-ko-Hb-CA) nanopartikiillerinin TEM goriintiisii
(40000X, 100 kV)

P(CL-Ru(II)bis(2-2'-bipiridil)MATyr-ko-Hb-CA)-Fe?"**-Protoporfirin IX
nanopartikiillerinin TEM ile yapilan aydmnlik alan inceleme goriintiisii sekil 3.80°de
gosterilmistir. Sekil 3.80°deki P(CL-Ru(Il)bis(2-2"-bipiridi)MATyr-ko-Hb-CA)-Fe*"3*-
Protoporfirin IX nanopartikiillerinin TEM goriintiisii incelendiginde, kiire bi¢ciminde, dig
kabuk yapisinda bozulmalar mevcut olup biiyiikk cogunlugu 200 nm’nin altinda
nanopartikiiller goézlenmistir. Kiireler arasinda smirlar mevcut olsa da kiimelesmeler
gbzlenmistir. Bu durum aglomerasyonu diisiindiirmekte olup numune hazirlanmadan

once ¢okme gerceklesmemistir.
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Sekil 3.80. P(CL-Ru(Il)bis(2-2"-bipiridil) MATyr-ko-Hb-CA)-Fe** /A" -Protoporfirin IX nanopartikiillerinin
TEM gériintiisii (120000X, 100 k)

3.7. Siiliik deneyleri bulgulari

Hirudo verbana tarafindan P(CL-Ru(Il)bis(2-2"-bipiridil)MATyr-ko-Hb-CA)-
Fe?*-Protoporfirin IX nanopartikiillerinin emilmesinden 72 s sonraki veriler sekil
3.81°de gosterilmektedir. Sekil 3.81 incelendiginde, 72 s’lik siire sonunda oksiHB ve
deoksiHb derisiminin azaldigi metHb derisiminin ve CA enzim aktivitesinin arttig1

gozlenmistir.
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Sekil 3.81. P(CL-Ru(Il)bis(2-2"-bipiridil) MATyr-ko-Hb-CA)-Fe**-Protoporfirin IX nanopartikiillerinin
Hirudo verbana iizerindeki etkisi
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P(HEMA-ko-MACys-Fe?*-Protoporfirin 1X)-albiimin kompleksini alan Hirudo
verbana’nin 72 saatlik siire sonundaki Fe®'-Protoporfirin IX’a ait soret bantlar1 sekil
3.82’de gosterilmistir.

Sekil 3.82 incelendiginde, baslangigta 418 nm’de goriilen Fe?*-Protoporfirin IX’a
ait soret bant 72 s’lik siire sonunda tamamen kaybolmus olup Fe**-Protoporfirin IX’a

doniigsmiistiir.
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Sekil 3.82. P(HEMA-ko-MACys-Fe**-Protoporfirin IX)'un Hirudo verbana iizerine etkisi

P(HEMA-ko-MACys-Fe*'-Protoporfirin IX)-albiimin kompleksini alan Hirudo
verbana’nin 72 saatlik siire sonundaki Fe?'-Protoporfirin IX’a ait Q bantlar1 sekil
3.83’de gosterilmistir. Sekil 3.83 incelendiginde, baslangigta 525 ve 556 nm’de goriilen
Fe?*-Protoporfirin 1X’a ait Q bantlar1 72 s’lik siire sonunda tamamen kaybolmus olup

Fe?"-Protoporfirin IX yiikseltgenmistir.
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Sekil 3.83. P(HEMA-ko-MACys-Fe**-Protoporfirin IX)'un Hirudo verbana iizerine etkisi
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4. TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Kan, cok farkli 6zelliklere sahip viicudun her noktasindaki hiicrelere ulasan
kompleks siv1 karigimdir. Yapay kan, kanin oksijen tagima fonksiyonunu yerine getiren
maddeler olarak tanimlanabilmekte olup Hb tabanli veya sentetik bilesenlerden
olusabilir. Hb yapisinda bulunan Fe**-Protoporfirin IX’un oksijen baglayabilme
ozelligi, bu molekiiliin farkli formlarinin yapay kan olarak kullanilmasindaki en biiyiik
faktorlerden bir tanesidir.

Tez calismasinin ilk bolimiinde, nanokiire ortaminda siirfaktan olarak
kullanilabilecek maddelerin ve radikalik polimerizasyon baslaticinin (APS) sirasiyla,
Hb denatiirasyonu ve Hb tiirleri iizerine etkileri incelenmis olup sentetik antioksidanlar
varliginda bu etkileri en aza indirgemek hedeflenmistir. Literatiirde, c¢ift emiilsiyon
¢oziicii buharlagsma tekniginde nanopartikiillerin stabilizasyonunun saglanmasi amaciyla
sentez ortaminda siirfaktanlar kullanilmaktadir (Ding vd., 2019). SDS, sodyum kolat, N-
lauroilsarkozin ve sodyum deoksikolat anyonik siirfaktanlarinin CTAB katyonik
siirfaktaninin, Triton X-100, Tween 20 ve Tween 80 non-iyonik siirfaktanlarinin Hb
denatiirasyonu iizerine etkisi HDR ) lizerinden degerlendirilmis olup denatiirasyona en
az sodyum kolatin sebep oldugu bulunmustur. Sodyum kolatin %1 (a/h) derisimine
karsilik HDR(%) degeri sadece % 5,38 +0,59 olarak hesaplanmis olup cift emiilsiyon
¢oOziicli buharlagma tekniginde siirfaktan olarak bu madde kullanilmistir. Literatiirde,
peroksidisiilfat iyonunun Fe®" iyonuyla stokiyometrik olarak yiikseltgenme reaksiyonu
verip Fe’" iyonunun olusmasina sebep oldugu bilinmektdir (Kolthoff, Medalia ve
Raaen, 1951). Tez c¢alismamizda, ANADOLUCA yontemiyle nanopartikiillerinin
sentezinde kullamlan APS’nin Hb(Fe®") iizerine yiikseltgeyici etkisi incelenmistir.
Zaman bagimli incelenen reaksiyonlarda oksiHb ve deoksiHb seviyeleri diiserken
metHb seviyesi ylikselmis olup literatiir bilgisi ile paralellik gdstermektedir.

Yapilan tez ¢aligmasinin ikinci bdliimiinde, oksijeni tersinir bir sekilde baglama
ozelligine  sahip =~ P(HEMA-ko-MACys-Fe?'-Protoporfirin ~ IX)  nanokiireler
sentezlenmistir. Fe****-Protoporfirin IX molekiiliiniin vinil gruplar1 gibi polar olmayan
yan zincirleri ile baglanma bolgesindeki amino asitlerin hidrofobik etkilesimi sayesinde
Fe?"3*-Protoporfirin 1X-globin kompleksi protein yapisinda stabil bir sekilde
konumlanir (Fanelli, Antonini ve Caputo, 1964). Serbest halde bulunan Fe®"*'-
Protoporfirin IX molekiiliiniin vinil gruplar1 agikta oldugundan bir radikalik ajan

varliginda tiyol gruplari ile tiyo-ene reaksiyonu verebilir. Amino asit monomerlerinin en
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onemli ozelligi, kullanilacak platforma gore (kriyojel, nanopartikiil, mikropartikiil,
hidrojel vb.) polimerlestirilebilir olmalaridir. Tez c¢alismasi kapsaminda, tiyo-ene
reaksiyonu esas alindigindan amino asit monomeri olarak MACys se¢ilmistir. MACys
monomeri polimerlestirilebilir olmast yaninda serbest halde tiyol (-SH) grubu
icermektedir.

Tez calismasinda, emiilsiyon polimerizasyonu teknigi ile kontrol grubu olarak
capt 84-173 nm arasinda degisen PHEMA nanokiireleri ve capt 79-158 nm arasinda
degisen P(HEMA-ko-MACys) nanokiireleri sentezlenmistir. Literatiirde, emiilsiyon
polimerizasyonu ile sentezlenen PHEMA nanokiirelerin 150 nm ortalama capa sahip
oldugu bildirilmis olup ¢alisma verileri ile uyumlu bulunmustur (Oztiirk vd.,2008).
Literatiirde, P(HEMA-ko-MACys) nanokiirelerinin sentezine iliskin iirik asit
baskilanmis (PHEMA-MAC)-Fe** nanokiireleri sentezlenmis olup ortalama caplarinin
100 nm civarinda oldugu bildirilmistir (Sarikaya vd., 2017).

PHEMA, P(HEMA-ko-MACys) ve P(HEMA-ko-MACys-Fe*'-Protoporfirin IX)
nanokiirelerinin Ty degerleri, sirasiyla 96,67, 101,06 ve 64,04 °C olarak bulunmustur.
MACys monomerinin yapiya katilmasiyla birlikte zincirler arast hidrojen bagi
olusumunun artmasindan dolay1 Ty degerinde artis meydana gelmistir. P(HEMA-ko-
MACys) yapisina tiyo-ene reaksiyonu ile baglanan Fe**-Protoporfirin IX un hidrofobik
yapisindan dolay1 zincirler arasindaki hidrojen bagi miktarin1 azaltip Ty degerini
diisiirmiistiir.  Literatirde, P(HEMA-ko-MACys) ve P(HEMA-ko-MACys-Fe*'-
Protoporfirin 1X) nanokiirelerine ait termogravimetrik analiz sonucu mevcut degildir.
Ancak, PHEMA nanopartikiilleri ve kompozitleri ile yapilan DSC analizi sonucunda
PHEMA’ya ait T, degeri 92 °C olarak bulunmus olup (Benlikaya, Alkan ve Kaya, 2009)
bizim calismamiz ile benzerlik gostermektedir. PHEMA, P(HEMA-ko-MACys) ve
P(HEMA-ko-MA Cys-Fe**-Protoporfirin 1X) nanokiirelerinin termal bozunmalarinin en
yuksek oldugu sicakliklar, sirasiyla, 275,5-475,2 °C, 303,7-480,5 °C ve 298,1-460,3
°C’tir. PHEMA yapisina kovalent olarak MACys katilmasiyla hidrojen bag olusumu
arttigindan termal bozunma sicakligi artmistir. Her ii¢ nanokiirenin de 480 °C’ye %90’1
degredasyona ugramistir. Literatiirde, PHEMA nin termal bozunmasinin 190-405 °C
araliginda gerceklestigi ve %95’inin degradasyona ugradigi bildirilmistir (Demirelli,
Coskun ve Kaya, 2001). Termal degredasyon degerleri tez ¢alismamizdaki PHEMA ile
benzerlik gostermekte olup P(HEMA-ko-MACys) ve P(HEMA-ko-MACys-Fe*'-
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Protoporfirin ~ IX) nanokiirelerine ait literatiir  bilgisi  bulunamadigindan
kiyaslanamamustir.

Fe’*-Protoporfirin  IX’un P(HEMA-ko-MACys) nanopartikiillerine tiyo-ene
reaksiyonuyla baglanmasinin Langmiur izotermine uydugu belirlenmistir. Fe*'-
Protoporfirin IX’un P(HEMA-ko-MACys) nanopartikiillerine maksimum baglanma
kapasitesi, Qmaks, 65,3 uM/mg ve Langmiur sabiti 187,54 uM olarak hesaplanmistir.
P(HEMA-ko-MACys) nanopartikiil yiizeyindeki baglanma bolgeleri (-SH) sinirli olup
tek tabaka baglanma oldugu diisiiniilmektedir. PHEMA nanokiirelerin Q degeri Fe**-
Protoporfirin IX derisiminin artmasiyla énemli bir degisiklik gdstermemistir. Kiigiik
miktarlardaki baglanmalarin ikincil etkilesimler vasitasiyla oldugu diisiiniilmektedir.
Literatiirde, MACys veya L-sisteinin Fe**-Protoporfirin IX’a tiyo-ene reaksiyonuyla
baglanma parametrelerini igeren ¢aligsmaya rastlanmadigindan baglanma parametreleri
kiyaslanamamustir.

Serbest Fe*"**-Protoporfirin IX, fizyolojik sartlarda oksijeni geri doniisiimlii
olarak baglayamaz. Ancak sentetik heme bilesiklerinden tetrafenilporfinato demir
(IT)’nin serum albumini ile kompleks olusturup oksijeni tersine gevrilir bir sekilde
baglayip birakabildigi gosterilmistir (Komatsu vd., 1998). Bu baglamda, sentezlenen
P(HEMA-ko-MACys-Fe*"**-Protoporfirin 1X) nanokiirelerinin oksijeni tersinir bir
sekilde baglayip birakabilmesi insan serum albumini ile kompleks olusturmasina bagl
oldugu disiintilmiistiir. Yapilan bir ¢alismada, stokiyometrik olarak 1:1 oraninda olan
heme/albumin baglanmasinda albuminin floresansinin ciddi oranda soniimlendigi
bildirilmistir (Kamal ve Behere, 2005). Tez caligmasi kapsaminda, florimetrik titrasyon
ile yapilan insan serum albumini baglama deneyi sonucunda, 2,13 pg P(HEMA-ko-
MACys-Fe**-Protoporfirin 1X) nanokiirelere 1 pmol albumin baglanmistir. Literatiirde,
dogrudan P(HEMA-ko-MA Cys-Fe**-Protoporfirin 1X) nanokiirelere albumin baglama
calismas1 yoktur. Ancak, sentezlenen P(HEMA-ko-MACys-Fe**-Protoporfirin 1X)
nanokiirelerinin yiiksek albumin baglama kapasitesine sahip oldugu, yapidaki Fe*"**-
Protoporfirin IX’un albumin yapisindaki amino asitlerle kompleks olusturabildigi ve
biyolojik 6zelligini korudugu gosterilmistir.

Tez c¢aligmasinin {igiincii boliimiinde, yapay kan biinyesinde CO» metabolizmasini
kontrol etmesi amaciyla CA enziminin saflastirilmasi i¢in kromatografik materyal
gelistirilmistir. CA enzimi igin bilinen en iyi inhibitérlerden biri pABSA’dir (Meldrum
ve Roughton, 1933). pABSA, CDI ile aktive edilmis makro gozenekli PHEMA kolon
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matriksine —NHz grubundan kolay bir sekilde baglanmustir. Eritrositlerin parg¢alanmasi,
organik ¢oziiclii ekstraksiyonu ve PHEMA-pABSA kriyojel kolonundan saflastirma
sonucunda elde edilen CA enziminin spesifik aktivitesi 129 U/mg, saflagtirma katsay1s1
263 ve saflastirma verimi %32 olarak hesaplanmistir. Literatiirde, CA enziminin
saflagtirilmasina iligskin ¢cok sayida calisma mevcuttur. Yapilan bir ¢alismada, pABSA
molekiilii, amid baglariyla ticari EUPERGITR C250L matriks materyaline (oksiran
gruplart araciligiyla) baglanmistir. Bu materyal araciliiyla, insan CA enzimi 258 kat,
sigir CA enzimi 478 kat saflastirilmistir (Ozensoy, Arslan ve Sinan, 2004). Tez
calismamizda bulunan saflagtirma degerleri, ayni inhibitor ile hazirlanan EUPERGITR
C250L matriks materyali ile yapilan saflagtirma sonuclartyla bliylik benzerlik
gostermektedir. Tez g¢alismast kapsaminda hazirlanip karakterizasyonu tamamlanan
PHEMA-pABSA kriyojel matriks materyali CA enziminin saflagtirilmasinda basariyla
kullanilmistir.

Tez ¢alismasinin dordiincii boliimiinde, PCL polimeri bir fotosensitif amino asit
monomeri olan klorobis(2-2’-bipiridil)MATyr-Ru(Il) ile tiirevlendirilip nanokapsiilant
olarak kullamilmistir. Yiiksek gegirgenlige ve toksik olmama o6zelligine sahip olan
PCL’den P(CL-Ru(II)bis(2-2'-bipiridil)MATyr) sentezlenmistir. Tez kapsaminda,
P(CL-Ru(Il)bis(2-2"-bipiridi)MATyr) polimeri kullanilarak, literatiirde ilk defa
ANADOLUCA konsepti ve ¢ift emiilsiyon ¢oziicii buharlagtirma teknigi birlestirilip
yapay kan ozellikli nanokiireler sentezlenmistir. Calisma kapsaminda, ilk asamada Hb
ve CA enzimi ¢ift emiilsiyon ¢oziicli buharlastirma teknigiyle P(CL-Ru(Il)bis(2-2'-
bipiridil)MATyr) igerisine alinmustir. Ikinci asamada, ANADOLUCA yéntemiyle bu iki
farkli protein nanokapsiilanta capraz baglanip stabilizasyonu arttirilmistir. Uglincii
asamada, Fe**-Protoporfirin IX EDC/NHS ydntemiyle nanokapsiil icindeki proteinlere
kovalent olarak baglanmuistir.

Literatiirde, cift emiilsiyon ¢oziicii buharlasma teknigi ile Hb’nin PCL igine
hapsedildigi calisma mevcuttur. Zhao vd., (2007), Hb’ni PCL i¢ine enkapsiile edip
boyutlart 70-200 nm arasinda degisen oksijen tasiyici nanokiireler sentezlemistir. Tez
calismas1 kapsaminda sentezlenen P(CL-Ru(II)-bis(2-2'-bipiridi)MATyr-ko-Hb-CA) ve
P(CL-Ru(1I)-bis(2-2"-bipiridil)(MATyr)-ko-Hb-CA)-Fe****-Protoporfirin IX
nanokiirelerinin boyutlar1 53-200 nm arasinda degismekte olup mevcut calisma ile

uyumludur. Fe*"-Protoporfirin IX’un kovalent baglanmasi esnasinda ¢oziiniirliik
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sorunlarindan dolayr DMSO kullanilmistir. DMSO oranmi1 yiiksek olmasa da P(CL-
Ru(II)-bis(2-2"-bipiridi)MATyr) yapisinda bozulmalara sebep olmustur.

Termogravimetrik analizler sentezlenen P(CL-Ru(Il)bis(2-2'-
bipiridil)MATyr)’nin fizikokimyasal davraniglar1 hakkinda bilgi vermektedir. Tez
calismast kapsaminda, PCL’nin 412,1 °C’de bozunma hiz1 %24,33/dk olarak
hesaplanmistir. P(CL-Ru(II)bis(2-2"-bipiridi)MATyr) nin 402,8 °C sicaklikta %99,5’1
degrede olmustur. P(CL-Ru(Il)bis(2-2"-bipiridi)MATyr)’nin 399,2 °C’de kiitle kayb1
%68,83/dk olarak hesaplanmis olup PCL ile kiyaslandiginda degredasyon hizinda artis
gozlenmistir. PCL ile kiyaslandiginda degredasyon sicaklifinda 51,2 °C’lik bir disiis
gozlenmekte olup bu durumun P(CL-Ru(Il)bis(2-2'-bipiridil)MATyr) baglanmadan
once serbest —OH ugclart olusturmak amaciyla polimerin hafif alkali hidrolizi sonucu
meydana gelen zincir kisalmasindan kaynaklandigi distiniilmektedir. Literatiirde,
PCL’nun erime sicakligt 59,9 °C olarak bulunmustur (Jana vd., 2014). P(CL-
Ru(Il)bis(2-2"-bipiridil)MATyr)’nin 61,04 °C olarak bulunmustur. P(CL-Ru(II)bis(2-2'-
bipiridil)MATyr) i¢in Ty degeri 57,28 °C olarak bulunmus olup erime entalpisi 70.13
J/g olarak hesaplanmistir. Tez c¢alisma kapsaminda, P(CL-Ru(II)bis(2-2'-
bipiridil)MATyr) ile olusturulmus, P(CL-Ru(I1)bis(2-2"-bipiridil) MATyr-ko-Hb-CA) ve
P(CL-Ru(II)bis(2-2"-bipiridil)MATyr-ko-Hb-CA)-Fe?*-Protoporfirin IX viicut
sicakliginda (36-38 °C) sertligini ve seklini koruyabilecektir.

P(CL-Ru(II)bis(2-2"-bipiridil)MATyr-ko-Hb-CA)-Fe**-Protoporfirin IX
nanopartikiilleri 403 nm soret band1 meydana getirmistir. Literatiirde, Fe*"-Protoporfirin
[X’a ait soret bant 404 nm’de gozlenmis olup bizim ¢alismamizla uyumlu bulunmustur
(Chen vd., 2017). Bu durum nanokiire biinyesinde bulunan Hb yapisindaki hemin ve
kovalent bagli hemin molekiiliniin yilikseltgenmis formda bulunmasindan
kaynaklanmaktadir. Sodyum ditiyonit ile indirgenme sonucu soret bant 425 nm’ye
kaymis olup indirgenme basariyla gerceklestirilmistir. Zijlstra ve Buursma, (1997)
yaptiklart bir ¢alismada sigir oksiHb’ye ait Q bandini 554 nm’de bulmuslardir. Tez
calismasinda P(CL-Ru(II)bis(2-2"-bipiridil) MATyr-ko-Hb-CA)-Fe?"-Protoporfirin  1X
nanopartikiillerinde 525 ve 556 nm’de Q bantlar1 ortaya ¢ikmis olup mevcut ¢alisma ile
uyumlu oldugu ve doniisiimiin tamamen gerceklestigi gosterilmistir. 5 mg P(CL-
Ru(II)bis(2-2"-bipiridil)MATyr-ko-Hb-CA)-Fe*"-Protoporfirin IX nanopartikiilii i¢in 7,5
mg/ml’lik sodyum ditiyonit derisimi yeterli gelmistir.
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P(CL-Ru(II)-bis(2-2"-bipiridil)(MATyr)-ko-Hb-CA)  ve  P(CL-Ru(II)bis(2-2'-
bipiridi)MATyr-ko-Hb-CA)-Fe**-Protoporfirin  IX nanokiirelerinin CA aktiviteleri,
sirastyla 30,23 £1,7 ve 18,83 £1,2 (U/ml) olarak bulunmustur. EDC/NHS aktivasyonu
ile Fe****-Protoporfirin IX baglanmasindan sonra CA enzim aktivitesi diismiistiir.

Tez caligmasinin son asamasinda, yapay kan olarak sentezlenen P(HEMA-ko-
MACys-Fe**-Protoporfirin) ~ IX-albumin ~ kompleksi ve  P(CL-Ru(II)bis(2-2'-
bipiridil)MATyr-ko-Hb-CA)-Fe**-Protoporfirin - IX’un nanopartikiillerinin  Hirudo
verbana tarafindan kullanilmast ve metabolik faaliyeti arastirilmistir.  Hirudo
verbana nin dogal ortaminin olusturulmasi amaciyla aliiminyum blok ile besiyerleri
1s1tilip igerisinden sirkiilasyon pompast ile 30 °C’de su gegirilmistir. Boylece, siiliiklerin
algilayabilecegi 1s1 ve titresim hareketi olusturulup yapay kan ile beslenmesi
saglanmigtir. Siiliikler, 1sitilmamis ya da titresim hareketi olmadan sadece isitilmig
kriyojel besiyerinden beslenme gerceklestirmemistir. P(HEMA-ko-MACys-Fe**-
Protoporfirin IX)-albumin kompleksi ile beslenen siiliikklerden elde edilen numunelerde,
Fe?"-Protoporfirin IX’a ait soret ve Q bantlar1 72 s’lik siire sonunda tamamen
kaybolmus olup P(HEMA-ko-MACys-Fe**-Protoporfirin 1X)-albumin kompleksi
yapisindaki Fe?'-Protoporfirin IX, Fe*'-Protoporfirin IX’a doniismiistiir. P(CL-
Ru(II)bis(2-2"-bipiridi)MATyr-ko-Hb-CA)-Fe**-Protoporfirin ~ IX) ile  beslenen
siiliklerden elde edilen numunelerde, 72 s’lik siire sonunda oksiHb ve deoksiHb
derisimlerinin azaldig1 metHb ve CA enzim seviyelerinin artti§1 gézlenmistir. Bu sonug,
stiliiklerin emme sonrasi kani bulundurduklar1 sindirim kanalinda Hb’i indirgeyici
maddelerin bulunmadigini gostermektedir. Bunun yani sira, 72 s’lik stire sonunda CA
enzim aktivitesinin artmasi, bu bolgede CA enziminin bulunabilecegini ya da mevcut
CA enziminin aktvitesinin artmasini saglayan fizyolojik sartlarin saglandigim
diistindiirmektedir. Literatiirde benzer ¢alismalar mevcut olmadigi ic¢in karsilastirma
yapilamamis olup elde edilen numunenin az olmasi c¢alisma parametrelerini
kisitlamastir.

Tez calismasi kapsaminda gelistirilen P(HEMA-ko-MACys-Fe*'-Protoporfirin
IX)-albumin kompleksi ve P(CL-Ru(II)bis(2-2'-bipiridi)MATyr-ko-Hb-CA)-Fe?*-
Protoporfirin 1X’a ait veriler degerlendirildiginde, stabilitesi yiiksek, oksijeni
tastyabilmek amaciyla kolay bir sekilde indirgenebilen, uzun siire korunmasi amaciyla

liyofilize edilip saklanabilen yapay kan tiriinleri sentezlenip literatiire kazandirilmistir.
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Serbest Fe?***-Protoporfirin IX’un fizyolojik sartlarda oksijeni geri doniisiimlii
olarak baglayamamasi ve viicut icin toksik etki olusturmasi kullanimin
siirlandirmaktadir. Literatiirde, Fe*"**-Protoporfirin IX’un tiirevlerinin albumin ile
kompleks olusturup oksijen tastyabilmesi saglansa da bu tip ¢aligmalarda toksititesi
hakkinda bilgi bulunmamaktadir. Ancak, Fe’"3*-Protoporfirin IX’un kovalent olarak
stabilitesi yliksek bir yapiya baglanmamasi onun hizli bir sekilde metabolize olup toksik
etkisini siirdiirecegini  diisiindiirmektedir. Tez c¢aligmast kapsaminda gelistirilen
P(HEMA-ko-MACys-Fe**-Protoporfirin  IX) nanokiirelerinde, Fe?"**-Protoporfirin
IX’un vinil gruplar tiyo-ene reaksiyonuyla sistein amino asidinin tiyol gruplari ile
kovalent bag olusturmustur. Bu nanokiirelerin termal stabilitesi oldukca yiiksek olup
boyutlart 200 nm’nin altindadir. Felgli bolgelere ya da damar ¢apinin ¢ok daraldig:
tromboz durumlarinda eritrositlerin giremedigi bolgelere girip oksijen saglayabilecek
boyutlarda olmalari, viicut sicakligindaki yiiksek stabiliteleri, albumin ile kompleks
olusturabilmeleri, kolay indirgenmesi ve H. verbana tarafindan emilip kullanilmasi
P(HEMA-ko-MACys-Fe**-Protoporfirin IX) nanokiirelerinin énemini vurgulamaktadir.

Tez c¢aligmas1 kapsaminda, P(CL-Ru(II)bis(2-2'-bipiridil)MATyr-ko-Hb-CA)-
Fe?"-Protoporfirin IX yapay oksijen tastyici sisteminin sentezinde uygulanan ydntem,
ANADOLUCA konsepti ile c¢ift emiilsiyon ¢oziicii buharlastirma tekniginin ilk kez
birlestirildigi yontemdir. Uygulanan bu metot, proteinlerin boyut kontrollii bir sekilde
nanokapsiil i¢ine alinmasin1 saglamasinin yaninda kullanilan fotosensitif amino asit
monomerinin tiirtine gére PCL, PLA (polilaktik asit) ve PLGA (polilaktit-ko-glikolik
asit) gibi biyouyumlu ve kontrollii salinim sistemlerinde enkapsiilant olarak kullanilan
polimerik malzemelere de uygulanabilme niteligi tasimaktadir.

Literatiirde Hb’nin PCL igerisinde enkapsiile edildigi ¢alismalar mevcut olup
serbest Hb’e gore stabilitesinin arttirildigr bildirilmistir (Zhao vd., 2007; Zhang vd.,
2008). Ancak, stabilite artis1 sadece PCL ile saglanmis olup Hb herhangi bir ¢apraz
baglayici ile baglanmamistir. Tez ¢alismasi kapsaminda, Hb ve CA enzimi fotosensitif
amino asit ile modifiye edilmis P(CL-Ru(Il)bis(2-2'-bipiridil)MATyr) ile enkapsiile
edilip capraz baglanip Fe***-Protoporfirin IX konjuge edilmistir. P(CL-Ru(II)bis(2-2'-
bipiridil)MATyr-ko-Hb-CA)-Fe**-Protoporfirin  IX nanokapsiillerinde stabilitesinin
arttirllmasi amaciyla ¢apraz baglanan Hb ve CA fonksiyonlarini yerine getirmekte olup

kontrollii bir sekilde Fe****-Protoporfirin IX salinim1 yapabilmektedir. Cok fonksiyonlu
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bu nanokapsiillerin H. verbana tarafindan kullanilmalar1 kan ile biyolojik olarak

benzerlik tagidigini gostermektedir.
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Endemik Iris taochia Iridaceac Woronow Ex Grossh Ekstraktlarinin
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Topraktan izole Edilen Bacillus thuringiensis Bakterisinden Proteaz Enziminin
Saflastirilmast Ve Karakterize Edilmesi, Yiiksekogretim Kurumlar: tarafindan
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