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SUNU

Hacettepe Universitesi Kimya Bélimu Biyokimya Anabilim Dali
Ogretim Uyesi ve TUBA Asli Uyesi Prof. Dr. Adil Denizli, 19 Kasim
2009 gund, Ankara'da Turkiye Bilimler Akademisi'nin Akademi
Konferanslari programi kapsaminda “Biyoayirma ve Polimerik
Tastyicilar’ baglikh bir konferans vermigtir.

Proteinler, enzimler, hormonlar, vb. gibi biyomolekiillerin bir
yandan artan talepler dogrultusunda sentetik olarak blylk
Olceklerde endustriyel Uretimleri zorunlu hale gelirken, ayni
zamanda saglik alaninda kullanimlari nedeniyle yogun bir saflikta
olmalari da zorunlu hale gelmistir. Diger taraftan, bir dizi
biyomolekdlleri ortamdan ayirma ve saflastirma islemleri
sirasinda biyolojik aktivitelerinin nitelik ve nicelik acisindan da
korunmalari ihtiyaci, biyoayirma sureclerini cok karmasik hale
getirmektedir.

Prof. Denizli, 1950'li yillarda gelistirilen ve buyldk miktarlarda
proteinlerin saflastirimasini mumkin kilan yéntemlerden
baglayarak biyoayirma yéntemlerindeki gelismeleri anlatmis, bir
ceyrek asri kapsayan bir zaman slresince ulasilan “afinite
kromatografisi” tekniginin ana hatlarini 6zetlemigtir. Afinite
kromatografisinde kullanilan tasiyici ve ligand secimlerinin
6nemi, polimerik tasiyicilar ve molekuler baskilama ydntemi
hakkinda bilgiler sundugu konusmasinin son kisminda bu
kromatografik teknigin tedavi amacli uygulamalarini anlatmis ve
ileriye doéndk umut verici gelismelerle konferansini
sonlandirmigtir.



Onemli bir konuda bizlere aydinlatici bilgiler aktararak beynimizi
besleyen, pratigimize yon veren konferansi igin Prof. Dr. Adil
Denizli'ye TUBA adina tesekkurlerimizi sunarim.

Saygilarimla,

Prof. Dr. Yiicel KANPOLAT
Akademi Bagkani



BiYOAYIRMA VE POLIMERIK TASIYICILAR

OZET

Biyolojik molekillerin saflastiriimasi, yapisal ve islevsel
Ozelliklerinin ve dolayisiyla hiicre ve doku icerisindeki rollerinin
anlasiimasi veya belirli uygulamalarda kullaniimalari icin ¢ok
gerekli bir iglemdir. Hiicre biyolojisi, immunoloji, genetik ve
proteomik alanlarindaki ilerlemelere paralel olarak ayirma
teknolojilerindeki énemli gelismeler, yasam bilimleri {zerine
bilgilerimizin artmasinda ¢ok dnemli rol oynamistir. Proteinlerin
saflagtirimasi igin gelistirilen gesitli kromatografik yéntemlerin
basarisi blylk oranda tasiyici matrikse baglanan afinite ligand ile
saflagtirilacak molekll arasindaki etkilesimlere baglidir. Bu
temele gbre secilen afinite ligand, cesitli yapi ve geometrik
Ozelliklere sahip destek malzemelerine baglanarak ilgilenilen
biyolojik molekilin saflagtiriimasi saglanmaktadir. Bu kitapta
afinite kromatografisi icin kullanilan cesitli afinite ligandlar, bu
ligandlarin tagiyici polimerik destek malzemesine baglanmasinda
takip edilen yéntemler ve kullanilan polimerik tasiyicilar
Ozetlenmistir.

1.BiYOAYIRMA

Son yillarda biyoteknoloji, biyokimya, tip ve eczacilik alanindaki
gelismeler, ozellikle proteomiks ve genetik muhendisliginde
saglanan ilerlemeler, biyomolekullerin (enzimler, proteinler,
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hormonlar, nikleik asitler, vb.) sentetik ortamlarda buyuk
kapasitelerle endustriyel dretimini gindeme getirmistir [1].
Modern biyoteknolojik yontemlerle uretilen veya biyolojik
ortamlarindan (kan, vicut sivisi, vb.) ayrilarak elde edilen
biyomolekiillerin ¢ogu, saglikla ilgili alanlarda kullanildigindan
cok saf olmalari gerekir [2]. Bu da dogal olarak arastirmacilarin ve
endistrinin  biyomolekillerin ayriima ve saflastiriima
yontemleriyle daha yogun bir sekilde ilgilenmelerine yol acmistir
[3-4]. Biyomolekilllerin saflagtiriimasinda drin safliginin yani sira
tizerinde durulmasi gereken en 6nemli husus, stphesiz Urinin
biyolojik aktivitesini uygulanan iglemlerle kaybetmemesidir.
Urantin cok saf olmasi ve biyolojik aktivitesinin korunmasi
zorunluluklarina ilave olarak biyomolekuliin oldukga karmasik bir
ortamdan ayrilmasi, biyomolekil saflagtiriimasinda kullanilacak
yontemleri ve kosullar kisitlamaktadir [5]. Endustriyel veya
laboratuvar boyutlarindaki protein saflastiriima yaklagimlarinda,
birden fazla ayirma strecinin art arda, beraberce kullanildig! not
edilmelidir. Glinimizde en yaygin kullanilan ayirma yéntemleri
ve dayandiklari temeller Cizelge 1'de verilmistir.

Kromatografik yéntemler protein saflagtinimasinda yaygin olarak
kullaniimaktadir. Zengin polimerik tasiyici cesitliligi ve birgok
proteini ayirma imkani gibi zellikler kromatografik yontemleri
popliler yapan ve genis kullanimina imkan taniyan en onemli
unsurlardir. Jel filtrasyonu, iyon degisimi ve hidroksiapatit
kromatografisi 1950'li ve 60'li yillarda kullanilan ilk kromatografik
yontemlerdir [6]. Bu yontemler biylk miktarda proteinlerin
saflastinimasini mimkin hale getirmig, sonuc¢ olarak bu
dénemde protein saflagtinimasi Uzerine arastirmalar buyuk
oranda yayginlasmigtir. 1970'li yillarin baginda siyanojen bromar
(CNBr) aktivasyon tekniginin gelistirimesinden sonra biyoayirma
yontemleri arasinda Ozellikle "afinite kromatografisi® hizla
kullanilmaya baslanmig ve kisa zamanda ¢ok ilging uygulama
alanlar bulmustur [7]. Afinite kromatografisinde genellikle segici
tanima yetenegine sahip ligandlarin takili oldugu tastyicilar

10



Biyoayirma ve Polimerik Tastyicilar

(adsorbentler) kullanilir. Afinite kromatografisinin gelistirildigi ilk
yillarda, diger ayirma yoéntemlerinin devre digi kalacagi
dasinilmuastir [8]. Ancak, ydntemin proses-Olceginde
kullanimini engelleyen ve ilk etapta gérilmeyen bazi sorunlar
ortaya ¢ikmistir [9]. Bu sorunlar arasinda biyolojik ligandlarin
pahalihdi, kararhliklarindaki olumsuzluklar ve immobilizasyon
sonrasindaki aktivite kayiplari, ligand sizintisi ve disik baglanma
kapasitesi sayilabilir. Sorunlara ¢ézlm olarak bazi arastirmacilar
nikleotid ve immobilize koenzim bazli grup-secici tasiyicilarin
geligtiriimesine c¢alismiglardir [10]. Bunun bir sonucu olarak,
sentetik ligand tasiyan adsorbanlara duyulan ilgi, biyosecici
afinite 6zelliinden daha ziyade pratik olmalar gerekgesiyle
artmistir.

Cizelge 1. Ayirma yéntemleri.

Temel Yaygin Ornekler

Boyut Filtreler, Membranlar,
Partikuller, Jeller

Yogunluk Sedimentasyon,
Santrifujleme, Yizdirme

Yk iyon Degisim Recineleri
Elektrokinetik Sistemler

Biyosecici Afinite Ligand ile Biyomolekdllerin Etkilesimi

2. AFINITE KROMATOGRAFiISI

Afinite kromatografisi biyolojik olarak aktif maddelerin
komplementer bilesenlerini cok secici ve tersinir olarak baglama
yeteneklerine dayali bir cesit adsorpsiyon kromatografisidir [6].
Geleneksel yontemlerden farkl olarak, bu ydntemde biyolojik
molekuller ¢ok segici olarak biyolojik tanima 6zelligine sahip
tasiyicilar kullanilarak saflastirilir. Enzimlerin inhibitérleri,
substratlari, kofaktérleri veya efektorleri ile antibadilerin antijen
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veya haptenlerle, lektinlerin karbonhidratlaria, nikleik asitlerin
nikleotidlerle, hormon ve toksinlerin reseptorlerle, tasiyici
proteinlerin vitaminler ve sekerlerle olusturduklar kompleksleri
afinite kromatografisine 6rnek olarak gosterilebilir.

Kisaca, "sorbent" olarak adlandirilan tasiyici segici olmayan
etkilesimleri (elektrostatik, hidrofobik, vb.) minimuma indirilmis,
baska bir ifadeyle inert bir malzemeden (genellikle polimerik
temelli) Uretilmistir. Tagiyici matrikse ayriimasi istenen biyolojik
molekdlleri (protein, enzim, hormon vb.) segici olarak taniyan
(adsorplayan) ‘'ligand" adi verilen maddeler takilir. Protein
karisiminda bir proteinin ligand takil tasiyici igin afinitesi oldugu
varsayilirsa, afinite ligandi (L) ile adsorplanan protein (P)
arasinda asagidaki esitlikle gosterilen kimyasal denge kurulur.
Ligand ile ona baglanan protein arasindaki iligki tersinirdir.

k,,

Afinite sabiti (denge veya birlesme sabiti) P-L % PL (1)
-1
K= o, drn. 105 M 2
2~ P (6rn. 10 M) )
Ayrisma sabiti;

i ; [P][L] = .

Ki=1K,= (6rn. 108 M) 3)

(PL]

Ligandin kovalent olarak baglandigi tasiyici, kromatografik
kolonda sabit faz olarak kullanilir. Afinite kromatografisinin
sematik goésterimi Sekil 1'de verilmigtir. Ayrilacak olan
biyomolekdilii iceren ham karigim kolondan gegirilir, afinite ligandi
ile secici etkilesime girecek uygun gruplari bulunmayan
molekilller kolondan alikonmadan cikarlar, afinitesi olanlar ise
kolonda adsorplanirlar. Daha sonra adsorplanan protein ortam
kosullari degistirilerek (pH, iyonik siddet, sicaklik veya Ure,
guanidin klorir gibi desorbe edici ajanlarin ilavesi ile) veya
ligandin kendi ¢ozeltisi kullanilarak kolondan ayrilirlar. Ligand ile
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saflastirilan biyomolekil arasinda kompleks olusumu iyonik
etkilesim, hidrofobik kuvvetler, London dagiima kuvveti, dipol-
dipol etkilegimi veya yiik-aktarim etkilesimleri gibi genel molekuler
kuvvetler ile gergeklesir. Bu kuvvetlerden birkaginin ayni
zamanda gergeklesmesi ligand-protein baginin segiciligini ve
etkinligini belirleyen en temel etmendir[6-10].

| ' Kengm ‘
| Adsorpsiyon
_ _— ‘

Tagrpcs '

CITSTHY

v
%. Cozinur higand ile
Desorpsiyon

Sekil 1. Afinite kromatografisinin sematik gdsterimi.

Deforme edict tampon de

Afinite kromatografisinin farkli yaklasimlarla tireviendiriimesiyle
degisik afinite uygulamalari ortaya ¢ikmistir. Bu yéntemlerin cogu
kendine 6zgl bilimsel isimleriyle kabul edilmektedir. Bu
yontemlerin 6nemli bir bdlimi Sekil 2'de verilmigstir [11-19].
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AFINITE KROMATOGRAFiSI

4

Hidrofobik Kromatografi
Immunoafinite Kromatografisi
Kovalent Afinite Kromatografisi
Metal-Selat Afinite Kromatografisi
Molekdler Baskilama

Membran Afinite Kromatografisi
Afinite Kuyruk Kromatografisi

Lektin Afinite Kromatografisi

Boya Afinite Kromatografisi
Reseptor Afinite Kromatografisi
Zayif Afinite Kromatografisi
Perfiizyon Afinite Kromatografisi
Tiyofilik Afinite Kromatografisi
Yiiksek Performans Afinite Kromatografisi
Kittphane Turevli Afinite Sistemleri
Afinite GCokturme

Afinite Elektroforez

Afinite Kapiler Elektroforez

Santrifilj Afinite Kromatografisi
Afinite Itme Kromatografisi

Sekil 2. Afinite kromatografisinin dallari.
2.1. Matriks Sec¢imi

Afinite kromatografisinin hizli gelismesi ve yaygin kullanimindaki
en onemli etmenlerden birisi de istenilen &zelliklere sahip
tastyicilarin gelistirimesi olmustur. Taglyicinin dogru segilmesi,
tastyici ve afinite ligandi arasindaki kovalent bag kromatografik
ayirmanin belki de en o6nemli basamagini olusturmaktadir.
Tasiyici immobilize ligand ve afinite gdsterdigi biyomolekulin
kararlihg: tzerine de 6nemli etkiye sahiptir. Kati destek, bazi
durumlarda ligand molekdillerini iceren dogal ortamin kendisi de
olabilir (6rnegin, lektinlerin saflastirnimasi icin polisakkaritlerin
tasiyici olarak kullanilmasi gibi). Cok sayida farkli turde tasiyici
ticari olarak piyasada mevcuttur (Cizelge 2).
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Taslyici agagida belirtilen 6zelliklere sahip olmalidir:

e Co6zinmemelidir.

Uygun gecirgenlige ve buyik i¢ yiizey alanina sahip olmalidir.

YUksek sertlige ve uygun partikiil sekline sahip olmalidir.

Secici olmayan adsorpsiyon miktari diisiik olmalidir.

Afinite ligandinin yapiya takilabilmesi icin fonksiyonel gruplar

icermelidir.

* Ligand immobilizasyonu, adsorpsiyon, desorpsiyon ve
rejenerasyon kosullarinda kimyasal olarak kararli olmalidir.

° Mikrobiyal ve enzimatik ataklara karsi dayanikli olmalidir.

e Hidrofilik karakterde olmalidir.

2.2. Ligand Secimi

Afinite kromatografisinde kullanilacak bir ligandin iki dnemli

Ozelligi tagimasi gerekir.

° Saflagtirilacak protein ile segici ve tersinir bir kompleks
olusturmalidir.

* Taslyiciya baglanmasini saglayacak fonksiyonel gruplar
icermelidir.

Bu iki kosulu saglayan cok sayida ligand mevcuttur. Afinite
kromatografisi ilkelerinin pratige uygulanmasinda kullanilabilecek
baylk cesitlilik, yontemin etkinligini belirler. Bu etkinligi saglayan
faktorler sunlardir:

o Istenilenamaca gore kullanilabilecek ligandlarin gesitliligi,

e Grup-segciciligandlarin kullanimi,

° Bir proteinin saflastirimasi icin kullanilabilecek ligandlarin

cesitliligi.

15



Biyoayirma ve Polimerik Tagtyicilar

a10d|IN/uodNLIY/0SSIUD 19/ unejal “oviNI ‘unedap Zo|nies aulyn|ied
sajiojeloqe] pey-oig sikeH jeuolog piutejiel|od 109 18DV
|ledreidagolg lifey an|g auljiseq ‘enjg uoloeqi piwejuselod |K1oestl )
loveg L'l 1973 HOA elIS puogiaeq
SR CLE] JNOA ellIS seduieiold
A1 1ong uteday ‘QyII G9-06  lelbjelewiod jobojoes
oojpdng Aikep an|g uoioeqI) ‘OYINI ‘v uielold 0¢  lejbieisuiod 4y woiygewdis
sallojeloqe] pey-oig lifeH uxAwAjod ‘y ugjoid 0S-01  Ye|eau|od deid-my
00jadng/seeHoso L 1o uireday QY| ‘Teuclog 0} eleiewliod [PO-MSL
auafolels 1973 VNI ‘uieday ‘enjg uoloeqlo 00y zoleby speag Big niyied
S90UBI0S0lg Weysiawy likeH OV 002 zoreby  speag Big esoreydes
saliojeloqe] pey-olg joA3  enjg uoioeqi) ‘uieday 'y uleloid 00€-05} zo1eby [PD- 1Y
0V/10s01g dnewold likeH lejpuehy| yiejues G0L zo1efy $0119S oW
$99UB0S0lg WRYsIawy JoAg  enjg uoioeqi) ‘ulreday 'y udjoid 06 zo1efy 44 esoreydag
$90ULI0S0lg WeYsSIawYy JoAg  enjg uoioeqi) ‘uleday 'y ulsjoid e zoleby dH esoseydag
FITECTY
nuLo4
Sjupg FEIVEITo) (wird) ided)
1onaiN ANy eiejpueby| Inansy Inyiued awazjep 1ws| HedtL

Le|I01AISE) O)UIE USRI Yele|o Ledl] g 9b1az1d

16



Biyoayirma ve Polimerik Taslyicilar

Ligandlara 6rnekler Cizelge 3'te verilmistir. Afinite ligandlar
oldukga farkli tirlerde maddeler olabilir. Proteinler gibi yiiksek
molekdl agirlikli molekillerin yani sira daha disik molekiil
agirlikli bilegikler de afinite ligandi olarak kullanilabilir. Ayrica
herhangi bir biyolojik islevi olmayan basit molekllerin de
kullanimi - mamkindir. Hemoglobin saflagtiriimasi igin kati
destege bagli imidazol [20] ve grup-segcici ligand olarak genis
uygulama alani bulan reaktif boyalar [7, 21-24] bu tir ligandlara
drnek olarak verilebilir.

Cizelge 3. Afinite kromatografisinde kullanilan bazi ligand gruplari.

Uygulama Alani Ligand

Enzimoloji Enzimler, substratlar ve analoglari, rlnleri

(enzimler, inhibitrler, kofaktorler) inhibitérleri, allosterik efektorleri, kofaktérler,
antibadiler, biyolojik islevi olmayan maddeler

Peptidler Enzimler, antibadiler

immiinoloji Haptenler, antijenler, antibadiler

Protein kimyasi Hormonlar, vitaminler, steroidler, lektinler,

(reseptdrler, tasima proteinleri, lipidler, antibadiler, mono- ve polisakkaritler

glikoproteinler)

Nikleik asitler, niikleotidler Niikleik asit bazlari, niikleozidler,
oligontikleozidler, dihidroksiboril tlirevleri

Hucre ve virislerin izolasyonu Antijenler, antibadiler, lektinler, hormonlar

Afinite ligandlar segicilik ve kapasite bakimindan oldukga genig
bir dagilima sahiptirler. Antijen-antibadi etkilesimi gibi yiksek
afiniteli etkilesimler ve enzim-substrat etkilesimleri gibi daha
dasuk afiniteli etkilesimler afinite kromatografisinde kullanilabilir.

Dar bir segicilik araliina sahip ligandin veya c¢ok segici bir
ligandin kullaniimasi yuksek etkinlik ve saflikta tek bilesigin
saflastirimasina olanak verir. Bu ayni zamanda saflastirilacak
her madde icin 6zel bir ligand-matriks birlesimi gerektireceginden

17
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bir dezavantajdir. Dolayisiyla grup-secici ligandlar cok daha
blylk pratik 6neme sahiptir [25-27]. Tek afinite matriksi ile ¢cok
cesitlimaddelerin saflastiriimasina olanak verirler.

2.2.1 Grup Secici Ligandlar

Bu grup ligandlara, glikoproteinlerin izolasyonunda kullanilan
konkanavalin A, antibadi saflastiriimasinda kullanilan “stafilokok
Protein A” ve “streptokok Protein G”, kalsiyum bagl enzimlerin
izolasyonunda kullanilan kalmodulin érnek olarak verilebilir [28].
Bu grubun &énemli Uyelerinden biri de heparindir. Heparin,
pihtilasma ve dider plazma proteinlerinin, cesitli enzimlerin,
steroid reseptérlerinin ve viris ylzey antijenlerinin
saflastirimasinda kullaniimaktadir [29, 30]. immobilize lektinlerin
sekerlerle secici olarak etkilesme yetenekleri; lektinleri, ¢cozinlr
ve membran-tlrevli glikoproteinlerin, polisakkaritlerin, enzim,
hormon, kan plazma proteinleri, antijen, antibadi ve diger kan
bilegenlerinin saflastirimasinda kullanilan mikemmel bir arag
yapmigtir [31]. Lektinler arasinda en sik kullanilan konkanavalin

A'dir. -D-Mannoz ve 0t-D-glukoza kars! secicilik gdsterir. Yiksek
miktarda N-asetilglukozamin iceren glikoproteinler, genellikle
bugday tohumu lektini kullanilarak saflastiriimistir. Mercimek
lektini de konkanavalin A ile ayni secicilige fakat daha dusik
baglanma sabitine sahiptir. Literatlirde yer alan reaktif boyalar
olarak da bilinen ticari tekstil boyalari, boya ligand afinite
sistemlerinde, dusik maliyetle kolay elde edilir olmalari,
immobilizasyondaki kolayliklar ve yuksek protein baglama
kapasitesine sahip olmalari nedeniyle uzun vyillardir
kullaniimaktadir [3]. Ozeliikle monoklorotriazin boya ligand
Cibacron Blue F3GA'nin (Sekil 3) icerdigi asidik sllfonat gruplar
ve doért temel primer ve sekonder aromatik amin gruplariyla,
nukleotid bagli enzimlere ve serum alblmin gibi proteinlere
yuksek afinitesi ve seciciligi uzun yillardir bilinmektedir [3].
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Sekil 3. Cibacron Blue F3GA'nin molekiiler yapisi.

2.2.2. Biyosecici Ligandlar

Yuksek secicilige sahip olmalari antibadileri, afinite
kromatografisi icin cok énemli ligandlar yapmaktadir [14]. Hem
antijenler hem de antibadiler afinite ligandi olarak
kullanilabilmektedir. Antijen veya antibadi immobilize tasiyicilar,
protein ve peptidlerin, ¢bzlnlr hale getirilmis membran
proteinlerinin ve hucrelerin saflagtiriimasinda kullaniimaktadirlar
[6]. GUnGmUzde, poliklonal antibadilerle hazirlanan tasiyicinin
yerini monoklonal antibadilerle hazirlananlar almigtir. Modern
hibridoma teknolojisi, az miktarda hibridomalarla, istenilen
secicilikte ve afinitede monoklonal antibadilerin {iretimine olanak
saglamigtir. Monoklonal antibadilerin ligand olarak
kullanilmalarinin birgok avantaji vardir. Cok az miktardaki
proteinler tek basamakta saflastirilabilmekte, orta ve yiiksek
afinite degerleri (K, 10°-10° M) antijenin 6zelliklerini korumasini
saglamakta ve tasiyicinin émri yiz defa kullanima kadar
cikabilmektedir. Monoklonal antibadi immobilize tasiyicilarda,
antijenler pH 2-3 civarinda desorbe edilebilmektedir. Poliklonal
antibadi immobilize tasiyicilara gére yaklasik olarak 10 kat daha
buylk adsorpsiyon kapasitesi elde edilmektedir. Monoklonal
antibadiler Fc bélgelerinden immobilize edildiklerinde baglanma
kapasitesi artmaktadir. Monoklonal antibadiler (iniform
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olduklarindan tekrar edilebilir sonuglar verirler. Bu da taglyicinin
tekrar kullanilabilirligini arttinir. Ligandin taslyiciya baglanma
miktari (ligand yodunlugu) o6nemli bir optimizasyon
parametresidir. Monoklonal antibadilerin en énemli dezavantajl
pahali olmalari ve bu nedenle genellikle kicuk kolonlarda
uygulamaya gidilmeleridir. Diger o6nemli dezavantajlari,
immobilize molekdllerin protein olmasindan dolayr bunlarin
tersinmez denattirasyonu, proteolitik bozunmaya maruz
kalmalari ve Kkirliliktir. Genelde biyopolimerlere veya lipidlere
secici olmayan adsorpsiyondan kaynaklanan Kirlilik, 6én
saflastirma basamaklarinin uygulanmasiyla engellenebilir. Bu
uygulama, ayni zamanda proteolitik ataklari engeller. Ayrica,
monoklonal antibadi temelli tagiyicilara 6n islemden gegirilmemis
érnekler asla dogrudan uygulanmamalhidir. Monoklonal
antibadilerin saflastirimasi igin birgok yontem mevcuttur.
Yontemler genel olarak, tastyicilara, stafilokok Protein A veya
streptokok Protein G immobilizasyonuna ve tiyofilik taslyicilara
dayanmaktadir. Katyon-degisim kromatografisi, hidrofobik
etkilesim kromatografisi ve jel filtrasyon yontemlerinin birlikte
kullanilmasi bircok yarar saglamaktadir.

2.3. Uzatici Kollar

Genellikle distk molekil agirlikli ligandlarin  kullanildigi

durumlarda (MA < 5000) sterik engellemelerin gideriimesi

amaclyla tasiyiciya cift fonksiyonlu diamin bilesikleri “uzatici kol”

baglanir (Sekil 4). Bu tir taglyicilarin sentezi igin iki yéntem vardir;

¢ Uzatici kol taglyiciya baglanir ve aktivasyon ile uzatici kolun u¢
grubunaligand baglanir.

o Ikinci ydntemde uzatici kol stibstitlient olarak liganda baglanir.
Daha sonra matriks aktivasyonu gerceklestirilir. Boylece
uzatici kol-ligand kompleksi tastyiclya dogrudan baglanir.

Her iki ydntemin de avantajlari ve dezavantajlari vardir. Basit
olmasi nedeniyle daha ¢ok ilk yontem kullanilir. Dezavantaji
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sentezlenen matriksin heterojenligidir. Polimer analogu tepkime
Uzerinden basamakli sentez sonucu, matrikste kalan substitlie
olmamisg uzatici kollar hidrofobik veya iyonik etkilesimlere girerek
secici olmayan baglanmaya neden olurlar. Secici olmayan
etkilesimler uzatici kolun zincir uzunluguna ve yapisina baghdir.
Ayrica pozitif ylkli amin azotunun olugsmasi etkilesimin bozulma
olasihgini arttinr. Cok sayida uzatici kol ve bunlarin degisik
matrikslere baglanmasi arastiriimis ve bazi karakteristik 6rnekler
Sekil 5'de 6zetlenmistir.

| |

Sekil 4. Uzatici kolun iglevi (a) baglanmama, (b) zayif etkilesim; (c) ligand
ve substrat arasinda optimum etkilesim.

2.4. Aktivasyon Yoéntemleri

Ligandlarin tagiyicilara immobilizasyonu igin ¢ok cesitli ydntemler
bulunmaktadir. En sik kullanilan ydéntem, siyanojen bromur
(CNBr) aktivasyonudur. Bu ydntem yaygin olarak kullaniimasina
ragmen, ligandin tasiyiciya izolre tlrevleri Uzerinden
baglanmasi, saflastirma islemi sirasinda bazi sorunlara neden
olmaktadir. Bu sorunlar; yukten dolayi secici olmayan baglanma
ve izolre baginin kararsizhigindan dolayi ligand sizmasidir [32].
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Sekil 5. Afinite kromatografisinde kullanilan bazi uzatici kollar: (a)
Hidroksialkil metakrilat; (b) 3-aminopropilsilan; (c) w,w'-diaminoalkanlar; (d)
w-aminokarbonik asitler; (e) bisoksiran; (f) 3,3'-diaminopropilamin; (g) 1,3-
diamino-2-propanol; (h) oligopeptidler; (i) diazonyum tuzlari.

nfE

Afinite kromatografisinin ilk uygulanmaya basladigi zamanlarda
en cok kullanilan aktivasyon yéntemlerinden biri de, ligandin
matrikse N-hidroksi slksiminid gibi aktif esterler Uzerinden
baglanmasini saglayan yoéntemdir [33]. Aktif esterlerin
hazirlanabilmesi icin matriksin karboksil gruplari igermesi
gerekmektedir. Bu matriksler, kolaylikla agaroz Uzerindeki
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hidroksil gruplarinin, CNBr, akiif karbonatlar ve istenen uzatici kol

uzunluguna goére o-amino asitlerle aktive edilmesiyle
hazirlanabilirler (Sekil 6).

CNBr H.N-Ligand e
0-NC O—C—NH-Ligand
O,
A
DCC fl o H,N-Ligand ?
0-C—0——N —NH-Ligand
NHS \
¥
& . - o
PNPOCOC] £ I /~\ __ HN-Ligand i
& ———— B —o-Cc—0—(_,)—No, O—C—NH:-Ligand
O,
N
DSC T /] H.N-Ligand 9
D O—C—O—N\ b O—C—NH-Ligand
Y

Sekil 6. Degisik aktive tasiyicilara ligand immobilizasyonu: (A) siyanat ester,
siyanojen bromtir aktivasyonu ile elde edilen izolre turevi; (B) amid tiirevi ile
sonuclanan N-hidroksi suksinimit asit esteri; (C) ve (D) p-nitro-
fenilkloroformat aktivasyonu sonucu elde edilen p-nitro-fenil ve N-hidroksi
stksinimit karbamat tiirevleri.

Bu yoéntemlerin kararliik sorunlari [34] nedeniyle N,N,N,N-
tetrametil (sUksinimid) tetrafloroborata dayali yeni bir yéntem
gelistiriimistir [35]. Bu tir aktive edilmis matrikslere kovalent
olarak baglanmis ligandlar kararli amid baglari olustururlar. Diger
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bir aktivasyon yéntemi, polisakkaritlerin de aktivasyonunda
kullanilan, hidroksil fonksiyonel gruplarina sahip polimerlerin N-N
disiiksinimidilkarbamatla (DSC) aktivasyonudur. Bu tlrevler
fizyolojik pH" da niikleofillerle tepkimeye girmekte ve ligand kararli
karbamat bag: ile matrikse baglanmaktadir. Cesitli ligandlarin
(enzimler, enzim inhibitorleri, antijenler ve antibadiler) biyolojik
aktivitelerini kaybetmeden immobilizasyonu aktive karbonat
tagiyicilarla mimkin olmaktadir [11].

2.5. Desorpsiyon islemi

Basarili bir afinite kromatografisi uygulamasi igin en 6nemli
basamak adsorbe olmus proteinin tekrar kazaniimasidir.
Desorpsiyonu basarabilmek igin belirli bir protokoliin olmadigini,
her sistem icin 6zel bir uygulama vyapilmasi gerektigini
vurgulamak yerinde olur. Desorpsiyon yontemleri segici olabilir
veya olmayabilir. Genellikle grup segici ligandlar icin segici
desorpsiyon, segiciligi yuksek ligandlarin kullanildigi durumlarda
ise secici-olmayan desorpsiyon yéntemleri kullaniimaktadir.
Desorpsiyon isleminde desorpsiyon ajaninin kuvvetli olmasi ve
desorbe edilen malzemenin denatiire olma riski arasinda bir
denge kurulmalidir. Kompleksi bir arada tutan kuvvetlerin
elektrostatik etkilesimler, hidrofobik etkiler ve hidrojen baglari
oldugu gbz dniinde bulundurulursa, bu etkilegimleri zayiflatacak
ajanlarin etkin desorpsiyon ajani olarak kullanilabilmeleri
beklenir. Desorpsiyon, ortam kosullarinin basamakli veya strekli
olarak degistirilmesiyle gerceklestirilebilir.

pH degisimi, baglanma bolgesindeki yikli gruplarin iyonizasyon
derecesini degistirir. Desorpsiyon genellikle pH'in azaltiimasiyla
gerceklesir. Taglyicinin, ligandin ve saflagtirilacak maddelerin
kimyasal kararliligi pH ile desorpsiyonun kullanilabilirlik sinirlarini
belirler.

Artan iyonik siddetli tamponlarla da gradyent veya basamakli
olmak Uzere iki tir desorpsiyon gerceklestirilir. NaCl siklikla
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kullanilir ve enzimler genellikle 1 M veya daha disik tuz
derisiminde desorbe edilebilirler. Etkilesimin afinitesi cok
yiksekse (K, < 10° M) kaotropik bir tuz gerekebilir.

Afinite desorpsiyonunda, grup-segici taslyicilara baglanan veya
baglanma afiniteleri gérece dusik olan (K, 10*-10° M) maddeleri
ayirmak icin siklikla segici desorpsiyon ajanlari kullanilir. Segici
olarak alikonan maddeler dusuk derigimlerde, genellikle 10
mM'dan az, desorpsiyon ajani ile yer degistirirler. Desorpsiyon
ajani adsorplanan maddeye veya liganda baglanmak Uzere
yarisabilir. Proteinler tek bir desorpsiyon ajaninin derisim
gradyentiyle veya birkag desorpsiyon ajaninin basamakl
uygulamasiyla desorbe edilebilirler.

Desorpsiyon ajaninin polaritesi azaltilarak da desorpsiyon
gergeklestirilebilir. Bunun igin dioksan (%10'a kadar) veya etilen
glikol (%50'ye kadar) kullaniimaktadir.

Bu yoOntemlerin hicbirinin ise yaramadigi durumda proteinin
yapisini degistiren deforme edici tamponlar kullaniimaktadir.
Kaotropik tuzlar, guanidin-HCI veya Ure bu amacla kullanilabilir
[36].

2.6. Rejenerasyon islemi

Tastyicinin tekrar kullanim derecesi 6rnegin niteligine, ligand ve

matriksin kullanilan desorpsiyon kosullarina karsi dayaniklihgina

baglidir. Rejenerasyon icin daha 6zel bir iglem gerekmiyorsa

asagidaki islemler uygulanabilir;

1. Kolon on kati hacimde 0.5 M NaCl igeren pH 8.5'e ayarlanmig
0.1 M Tris-HCl tamponu ile yikanir.

2. Kolon on kati hacimde 0.5 M NaCl igeren, pH 4.5'e ayarlanmis
sodyum asetat tamponuile yikanir.

3. Baslangi¢tamponuile tekrar dengelenir.

25



Biyoayirma ve Polimerik Taslyicilar

Kromatografik iglem sirasinda deterjan veya denatire edici ajan
kullaniimissa ilk yikama tamponunda bunlar da kullanilabilir [36].

3. AFINITE KROMATOGRAFISINDE KULLANILAN
POLIMERIK TASIYICILAR

3.1. Yapilarina Gére Polimerik Tasiyicilar

Afinite yonteminde yaygin olarak kullanilan dogal ve sentetik
tastyicilar ve 6zellikleri asagida kisaca 6zetlenmistir.

Agaroz: Afinite kromatografisinde en yaygin olarak kullanilan
matriks agarozdur. Dogal lineer bir polisakkarit olup, D-galaktoz
ve 3-anhidrogalaktoz birimlerinin ardarda dizilmelerinden
meydana gelmistir (Sekil 7). Agaroz, dogada heterojen yapida ve
besgen halka seklinde bulunur ve saflastirimamig agaroz basta
sulfat ve karboksilat olmak tizere birgok iyonik grup igerir (Sekil 8).
Ticari agaroz taglyicida % 0.37 kikurt vardir.

Agaroz, sodyumborohidrid ile énisleme tabi tutularak polimerik
taslyict ylzeyinde istenmeyen etkilesimler yaratacak iyonik
gruplar uzaklastiniir. Ornegin, enzimin afinitesi ligand igin zayif
oldugunda ve tasiyici ylzeyinde iyonik gruplar var ise, bu iyonik
gruplariyon degisimi olusturacak ve segici etkilesimden gok iyonik
etkilesimler 6nem kazanacakiir.

Agaroz, agar, karragen gibi deniz alglerinden elde edilmektedir.
Esas olarak galaktoz birimlerinden olusan fakat sulfat, ester,
metoksil, karboksil, vb. gibi cok degisik gruplar tasiyan agarozlar
mevcuttur. Agaroz jellerde, hidrojen baglari ikincil capraz baglar
olusturarak jellesmeye yol agar. Bu tlr capraz baglar isi veya Ure,
guanidin ve deterjan gibi maddelerin varliginda pargalanir. Jelin
¢ boyutlu yapisi bozunur ve ¢dziinme gézlenir. Kromatografik
uygulamalarda jel gbzenek yapisini kontrolli bir sekilde
hazirlamak ve c¢6zinmeyi engellemek icin epiklorhidrin ile
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kovalent capraz baglar olusturulur. Hidrofilisitesi ve minimum
secici olmayan adsorpsiyon gostermesi agarozun yaygin
kullaniminin en nemli nedenidir [37].

CH,OH
—0 O
B H CHy -
~—
BN N
H\ H
(0) H

H
H OH

Agaroz

Sekil 7. Agaroz Zincirinde Tekrarlanan Monomer Birimi.

Sekil 8. Agarozun Sematik Yapisi.
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Seliiloz: Selilloz ve tirevleri basta fiber ve nanofiber teknolojisi
olmak Uzere, ginimizde degisik alanlarda yaygin olarak
kullaniimaktadir [38]. Seliiloz D-glukoz birimlerinden olusan lineer
bir polimerdir (Sekil 9). Polimerik yapinin sahip oldugu kuvvetli
hidrojen baglari matriksin ¢ok zor gbziinmesine ve islenmesine
neden olur. Bu sorunun gideriimesi amaciyla, dogal sellloz,
viskoz rayon prosesi gibi yontemlerle islenerek yari sentetik
denilebilecek rejenere selllloz tiirevleri elde edilir. Kromatografide
kullaniimak tizere istenilen gézenek yapisinda, yeterli mekanik ve
isil dayaniklihda sahip, seltilozik tagiyict matrikslerin
hazirlanmasi oldukca yeni olup, enzim immobilizasyonunda
basari ile kullaniimasina ragmen heniiz kromatografi igin Uretilen
tastyicilar ¢ok azdir. Selulozik matrikslerde epiklorhidrin gibi
capraz baglayicilar kullanilarak istenilen gézenek yapisina ve
matriks dayanikliligina ulagilabilmektedir.

CHyOH CH,OH
P —0
AN H H
0] O,
on N\ N
H OH H  OH
Seliloz

Sekil 9. Selulozun Yapisi.

Dekstran: Dekstran 0(-glukoz yapisinda bir polimerdir. Onemli bir
ticari Griin olan sephadex, dekstranin epiklorhidrin ile ¢apraz
baglanmasindan elde edilmektedir (Sekil 10). Yapisinda hidroksil
grubunun fazlah@i nedeniyle matriks hidrofiliktir. Dekstranin en
onemli 6zelligi, yapinin tersinir olarak sisme-blzilme o&zelligi
gostermesi, kimyasal olarak son derece kararli olmasi ve
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6zelliklerini degistirmeden 1si ile sterillenebilmesidir. Ancak uzun
sureli kullanimlarda oksidasyon sorunu vardir. Ayrica mekanik
dayaniklilik c¢apraz bag yoguniugu ile arttinimak istenirse,
gozeneklilik azalmakta ve buna paralel olarak ylzey alani
kugtlmektedir. Capraz bag yogunlugunun azalmasi durumunda
kirilgan yapilar elde edilir. Optimizasyon ile uygun tasiyicilarin
hazirlanmasi mimkinddr [37].

CH, CHy
a /- © QR
H
H
O OH O OH
/ H(x HO
H OH H OH
Dekstran

Sekil 10. Dekstranin Yapisi.

Poliakrilamid: Poliakrilamid akrilamidin, N,N'-metilen
bisakrilamid ¢apraz baglayicisi ile polimerizasyonuyla hazirlanir
(Sekil 11). Biyolojik acidan inert olan bu tasiyicilar pH 1-10
araliginda kullanilabilir. Mekanik zayifliklari en 6nemli
dezavantajlaridir [37].

‘[CHQ—(IJH—CHZ—ClH—CHz—(l?H—CHgil‘
CONH, CONH, CONH,

Sekil 11. Poliakriamid.
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Trisakril: Bu sentetik polimerik tasiyicilar N-akrilo-2-amino-
hidroksimetil-1,3 propan diol'lin N,N-dialliltetradiamin capraz
baglayici ile polimerizasyonu ile ticari olarak Uretilmektedir (Sekil
12). lyon degistirici kolonlarda kullaniimak dzere substitiye
trisakril jelleri de hazirlanmaktadir. Bu jellerin en dnemli 6zellikleri,
polietilen ana zincirine takilmis hidroksimetil gruplar nedeniyle
cok yiiksek hidrofilisiteye sahip olmalari, -20°C ve -121°C sicaklik
araliginda kararli olmalari, 6zellikle ylksek basinca dayanmalari
nedeniyle, yilksek performans kolon galismalarinda uygun
olmalaridir. Asidik pH'a dayanikli olmalarina ragmen ylksek
pH'da amid baglari yavas da olsa hidroliz olmaktadir [37].

—— CHy— CH—CH,—CH—CH,—CH—CH,—CH—CH,—CH—CH—1~
o b b b o
II\IH lll 111[{ R IlIH
i é(c H>OH)3 (2|(CHzOH)3 C|<C HOH);

Sekil 12. Trisakrilin Yapisi: R = COOH, CM-trisakril.

R = NH (CH,),-NH (CH,),, DEAE-trisakril; R=NH,, trisakril.

Eupergit-C: Réhm Pharma tarafindan dretilen Eupergit-C
oksiran bazlidir. Metakrilamid, metilenbisakrilamid ve/veya
allilglisidileter'in kopolimerizasyonu ile hazirlanirlar. Bu sentetik
polimer elektrondtral ve hidrofilik olup standart kromatografik
uygulamalar icin 150 pm, yiksek performans biyoafinite
kromatografisi icin 30 um boyutlarinda hazirlanabilirler. Partiktller
-30°C'da aktivitelerini kaybetmeden aylarca saklanabilirler.
Makrogdzenek yapilar nedeniyle 155,000 molekul agirigindan
kiicik ajanlar icin uygun bir immobilizasyon ortamidir. Eupergit-C
dolgulu kolonlarda 1 atm basing degerine kadar, yuksek ve sabit
sivi faz akig hizinda calisilabilmektedir [37].
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Polihidroksietilmetakrilat: PHEMA yiiksek biyolojik
uyusabilirligi nedeni ile biyolojik uygulamalarda en yaygin olarak
kullanilan polimerlerin basinda yer alir. Biyolojik amacli PHEMA
ilk kez Wichterle ve Lim tarafindan sentezlenmistir [39]. ilk
uygulamasi yumusak kontak lens yapimidir. Capraz bagli
PHEMA partikiller, ézellikle biyotip ve farmakoloji alanlarinda
yaygin bir kullanima sahiptir. Bu mikropartikiller, HEMA
monomerinin az miktarda ¢apraz baglayici ajanla (etilenglikol
dimetakrilat (EGDMA) veya tetraetilenglikol dimetakrilat
(TEGDMA) kopolimerizasyon/capraz baglanma reaksiyonu
sonucu hazirlanmaktadir. Polimerizasyon reaksiyonu Sekil 13'de
gosterilmistir.

ICH3 |CH3 CH3 |CH3
?[3 -+ — C—CHy— C— Ql,— C— CH— IC-—---
CHs Hzc=%‘ |CO lCo ’co ©
N =0 | | | |
L o 0 OCHACH0H  OCH>CHAOH IO
o - é‘Hz Icn2 CHy
P &y | |
Cho I CIh CHy
L ? |
fo ¢=0 ) 0
OH 1
I-EC—CI' Cco CHy CH co
CH3 | l l
=== C— CHy— C—CHy — C—CHy— |L— -
CHy © ¢9) CH3
(CH,CHyOH OCH,(HOH

Sekil 13. HEMA/EGDMA kopolimerizasyon/capraz baglanma tepkimesi.
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Son yillara kadar, hidrofilik HEMA monomerini slispanse duruma
getirecek uygun bir kimyasalin bulunamayisi nedeniyle, ¢apraz
bagh PHEMA partikillerin Uretimi gerceklestirilememistir.
Mueller, Horak ve Peppas tarafindan yuritilen polimerizasyon
calismalarinda Gg¢ yeni yoéntem geligtiriimistir [40]. Bu
ydntemlerde, dagitma ortami olarak Mg(OH), ¢dzeltisi ve alkol
karigsimlari (dodekanol ve siklohekzanol) kullaniimis ve 10-800
pm boyut arali§inda gapraz bagh PHEMA partikller sispansiyon
polimerizasyonu ile elde edilmistir.

3.2. Geometrik Sekillerine Gore Polimerik Tagiyicilar
3.2.1. Polimerik Mikrokireler

Kiresel formda polimerik partikiller, c¢esitli polimerizasyon
ybntemleri ile 10-100.000 nm araliginda Uretilmektedir (Sekil 14).
Bu amagla emlilsiyon, dispersiyon, ¢oktirme ve gok-basamakli
mikrosiispansiyon polimerizasyonu yontemleri kullaniimaktadir
[41]. Secilen yontem, ortalama partikil boyutu, yuzey ve
gozeneklilik 6zelliklerini kontrol eden en o6nemli fakt6rdar.
Polimerik partikiiller, biyoteknolojik ve biyotip amagli
uygulamalarda yaygin bir kullanim potansiyeline sahiptir.
Polimerik partikiiller kullanilacaklari uygulamanin tirine baglh
olarak, farkli polimerizasyon yéntemleri ile normal veya ¢apraz
bagli, gbzenekli veya gbzeneksiz formlarda, fonksiyonel grup
icerecek veya icermeyecek sekilde uUretilmektedir. Bu amagcla
glinimiize degin farkli polimerizasyon yoéntemleri gelistirilmistir.
Bu ydntemler ile Uretilen polimerik partikiller elektron
mikroskoplarinda kalibrasyon malzemesi, lazer taramali konfokal
mikroskopta floresan prob, teshis kitlerinde destek malzemesi,
farkli kromatografik uygulamalarda 6zellikle yliksek basingli sivi
kromatografisinde destek malzemesi, kan akigi ve fagositoz
takibinde, hiicre kultiri ve hicre-haritalama calismalarinda
izleyici olarak kullaniimaktadir [41].
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Sekil 14. Kromatografi uygulamalarinda kullanilan farkli
boyutlardaki mikroklre formunda destek malzemelerinin SEM
gérantuleri.
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3.2.2. Polimerik Membranlar

Membranlar kimyasal ve fiziksel 6zelliklerine bagl olarak dort ana
grupta siniflandirilabilir [42]. Membranlar;

o Gdzenekliveya gézeneksiz,

o Simetrik veya asimetrik yapida,

o Elektriksel olarak ykli veya notr,

o Kativeya siviolabilir.

Bir membranin yapisal olarak siniflandinimasinda kimyasal,
mikrokristalin ve gdzenek yapi Ozellikleri gbz oniine alinir.
Gegirgenlik ve segicilik gibi 6zellikleri ise fonksiyonel olarak
siniflandiriimasinda kullanilir. Cizelge 4'te membranlarin yapisal
ozelliklerine gére siniflandiriimasi verilmistir [43].

Cizelge 4. Membranlarin yapisal olarak siniflandiriimasi.

¢ GOZENEKLI
e Simetrik
o Asimetrik
* integral Asimetrik
o GOzeneksiz Zarli
e Mikrogbzenek Zarli
e Kompozit
o Gozeneksiz Zarli
e Mikrogdzenek Zarli
o GOZENEKSIz

Caplari 5-50 nm arahiginda degisen cesitli buyUklUkteki
gbzenekler igeren kati bir fazdan olugsan membranlari, simetrik
veya asimetrik yapida hazirlamak miimkindur. Asimetrik olanlar
tek polimerden (integral) veya birden fazla polimer tabakasindan
olusabilirler (kompozit). Ayrica gdzeneksiz veya gézenekli yapida
ikinci bir membran tabakasina da sahip olabilirler. Membranin
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seciciliginde bu sik ancak cok ince yapidaki polimerik tabakanin
dnemli bir gérevi vardir. ikinci grup membranlar gézeneksiz olarak
adlandirilirlar. Bu membranlar strekli ve gézeneksiz bir yapiya
sahiptirler. Bazi durumlarda istenilen molekullerin gecebilmesi
icin gbzeneksiz membranlarda da gbézenek olarak
tanimlanabilecek bosluklarin olmasi gerekmektedir.

Membranlar basta polimerler olmak Uzere ¢esitli malzemelerden
degisik yéntemlerle hazirlanabilmektedir. Ozel uygulamalarda
kullanilabilen bu kati veya sivi membranlar gézeneksiz veya
g6zenekli, elekiriksel olarak yuklu veya nétr yapida hazirlanabilir.
Uygulama yerine gére mekanik dayaniklilik, kimyasal ve isil
kararlilik, biyolojik cevre ile uyumluluk géz 6nune alinmasi
gereken onemli o6zelliklerdir. Gdézenekli ve gbzeneksiz
membranlar genel olarak bes ana grup altinda uretilirler [44].
Bunlar;

e Sinterleme

e Germe-Uzatma

e Isinla-Asindirma (Track-Etching)
e Cozucu Dokim

e Diger Yontemler

Bu yontemler kullanilarak farkli gdézenek ve yigin yapilarinda
membranlar Gretmek mimkundar.
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Sekil 15. Kromatografi uygulamalarinda kullanilan membran formunda

destek malzemelerinin SEM géruntuleri.
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3.2.3. Monolitler

Monolit kelimesi, Latince bir sézciktir; “mono” tek ve “Iit” tas,
kaya anlamlarini icermektedir. Béylece “monolit”, “tek tag pargas!”
olarak ifade edilmektedir. Amerika'daki 910 m yiksekligindeki El
Capitan kayas! ve Menhir dikili taglari, diinyada bilinen en Gnli
monolitik yapilardir. Doganin bilim diinyasina sundugu bu yapilar
ornek alinarak monolitler, ilk defa 1990 vyillarin baginda
kromatografik destek malzemesi olarak kullaniimaya baglanmistir

[45].

GunUumuzde; monolitler, bircok endustriyel alanda
kullaniimaktadirlar. ilk olarak katalizér uygulamalarinda kullanilan
seramik monolitler, endistriyel anlamda sayisiz duzglin ve
paralel kanal iceren bir blok olarak tanimlanmaktadirlar. Bu
monolitik yapilar, yaklasik 15 cm capta ve farkli sekillerde
hazirlanabilmektedir (Sekil 16). Kanallarin ¢api, 0.5 ile 10 mm
araliginda degismekte ve monolitin uzunlugu, 1 m'ye kadar
uzayabilmektedir. Kanal ylzeylerine kimyasal tepkimede yer
alacak katalitik bir tabaka uygulanabilir. Kanal sayisinin oldukga
fazla olmasindan dolayi, kanal icerisinde hareket edecek sivi ile
katalitik tabaka arasindaki etkilesim alani oldukca genistir. Ayrica;
kanallar diizenli ve paralel oldugu icin akis herhangi bir tikanma
olmadan gerceklesmektedir. Monolitik kolonda olan basing
dismesi de oldukga dusguktur.

Sekil 16. Farkh sekil ve boyutlarda hazirlanabilen monolitik
malzemeler [46].
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Alternatif Kolon Dolgu Malzemesi Olarak Monolitler

Bircok endustriyel islemde, geleneksel dolgulu kolonlar
kullaniimaktadir. Dolgulu kolonlarin bu yayginligina ragmen,
yavas kutle aktarimi, partiklller arasi bosluklarin fazla olmasi ve
yiksek basing dusmesi, bu sistemlerin hizini ve etkinligini
olumsuz ydnde etkiler [47]. Molekdl agirhgr 10 gecen
makromolekillerin ayrilmasinda kolon verimini etkileyen
kosullarin teorik analizi, kolona doldurulan gézenekli partikdl
boyutunun ortalama 1 pym olmasi gerektigini agiga ¢cikarmistir. Bu
boyutta partikiller elde edilse bile, kolon doldurulmasindaki
sikintilar, kolon geri basinci, tayin cihazi ve baglantilardaki 6l
hacim gibi sorunlari da beraberinde getirmektedir. Es boyutlu
mikrokurelerle mukemmel doldurulmus dolgulu kolonlarda bile
mikrokureler arasi en kiguk teorik hacim, toplam kullanilabilir
hacmin %26'sini olusturmaktadir. Pratikte ise bu deger
mikrokirelerin ic gdzenekleri de dahil edildiginde %30-40
civarindadir [48]. Monolitlerin geleneksel dolgulu kolonlardan
farki tek parcali gbzenekli yapisindan kaynaklanmaktadir.
Monolitin yapisindaki birbiriyle baglantili gézenekler, kanallar
arasi bir ag olusturmaktiadir. Kanal capi, %60-80 gbzenek
oraniyla, 13 nm'den 4 um'ye kadar degisebilmektedir. Kanal ici
kutle aktarimi akigla gerceklestiginden, hareketli faz ile sabit faz
arasindaki aktarim cok hizli gelismektedir. Sonu¢ olarak,
proteinler gibi olduk¢a buytk molekiller bile cok kisa surede
ayrilabilirler [49]. Buna ek olarak, gbdzeneklilikieki artis kolon
gecirgenligini artirarak, beklenenden daha yuksek verim
saglamaktadir. Monolitler, bal petegdi gibi duzenlenmis
kanallardan olusmakiadirlar. Bircok ayirma isleminde istenen
dusuk basing dismesi, monolitin dizgin akis kanallarina sahip
olmasiyla saglanir. Kanal olusumu ve sekli, hiicre yogunlugu,
ylzey alani; en az uzunlugu ve capi kadar 6nemli parametrelerdir
ve monolit tretimi sirasinda degistirilebilmektedirler.
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Son yillarda, sivi kromatografi ve kapiler elektrokromatografi
sistemlerinde dolgulu kolonlar yerine monolitik kolonlar tercih
edilmeye baslanmistir. Monolitik kolonlar, yapisal olarak iki temel
gruba ayrilmaktadirlar:

1) Monolitik polimer kolonlar

2) Monolitik silika kolonlar

ilk defa 1990'Il yillarin baginda literattre giren monolitik polimer
kolonlar, stiren, metakrilat, akrilat, akrilamid gibi organik
monomerlerle hazirlanmaktadirlar. Polimer monolitlerle
hazirlanan kolonlarin verimi silika monolitlerle hazirlananlara
oranla daha disuk olmasina ragmen, bazi polimer monolitik
kolonlar, biyolojik makromolekaiiller icin ticari olarak daha ¢ok
tercin edilmektedirler. Ozellikle hidrofilik polimerik monolitler,
proteinlerle, silika temelli malzemelerden daha ytksek uyumluluk
gosterirler ve biyolojik makromolekdllerin gradiyent ayrilmasinda
daha kullaniglidirlar. Metakrilat, akrilat, akrilamid temelli hidrofilik
polimer monolitler, minimum tabaka vylksekligi 15-20 pm
araliginda hazirlanabilmektedirler [50]. Polimer kolonlar, kapiler
elekirokromatografi uygulamalarinda monolitik silika kolonlara
gore daha diguk fiziksel kararlilik géstermesine ragmen, yiiksek
kimyasal kararliiga sahip olmasi ve iyonik gruplarla modifiye
edilerek hizli elektroozmotik akis saglamasi nedeniyle daha ¢ok
tercih edilmektedirler.

Monolitik silika kolonlar, polimer monolitlerden ¢cok daha sonralari
kullanilmaya baglanmigtir. Monolitik silika kolonlarin gézenek
yapilari, akis o6zellikleri ve kolon etkinligi icin yapilan
karakterizasyon calismalari, bu tlr kolonlarin daha avantajh
oldugunu géstermistir. Monolitik silika kolonlarinin en belirgin
6zelligi %60 dig ve %85 toplam olmak Gzere geleneksel dolgulu
kolonlara gbére %20 daha fazla gbzeneklilige sahip olmasidir
(Sekil 17). Bu avantaj, o6zellikle sivi kromatografi/kitle
spektroskopisi (LC/MS) gibi hizli ayirma sistemlerinde oldukca
basari gdstermektedir [51]. Oyle ki, 130 cm uzunlugunda 8 um
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gbzenek capina sahip bir silika kolon, 1 mm/s akig hizinda 100000
teorik plaka tabakasiyla, 5 um'lik partikillerle doldurulmus bir
kolondan 30 kat daha fazla gecirgenlik gdstermekiedir. Silika
monolitik kolonlarla hazirlanan sabit fazlar, HPLC ve kapiler
elektrokromatografi ayirma sistemlerinde hizli ve oldukga etkin bir
ayirma saglarlar. Monolitik silika kolonlarin yiksek mekanik
kararliligi, dzellikle aminoasit ve tirevleri, siklik dekstrin tUrevleri,
seliiloz tlrevleri, peptidler ve proteinler gibi kiral molekullerin
kapiler elektrokromatografi uygulamalarini kolaylastirmaktadir
[52].

Polimer Monolitlerin Hazirlanmasi

Monolitler, siirekli yataklar olarak da tanimlanmakta ve homojen
kolonlar veya diskler seklinde hazirlanabilmektedirler. Genellikle
tip seklindeki bir kalip alt kismi kapatilarak polimerizasyon
cozeltisi ile doldurulur, isil, kimyasal ya da UV isik etkisiyle
polimerizasyon baslatilir. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra,
gbzeneklerde kalan ¢ozunir bilesikler kolondan uzaklastirilir.
Monolitlerin hazirlanmasinda kalip olarak paslanmaz celik,
poli(etil eter keton) (PEEK), cam, plastik mikrocip ve erimis silika
kapiler gibi cok degisik boyutlarda ve yapilarda malzemeler
kullanilabilmektedir. Monolit hazirlanmasinda sentetik organik
malzemeler, dodal polimerler veya organik malzemeler
kullanilmaktadir [53-55]. Farkli boyut ve yapilarda hazirlanabilen
monolitler, dislk kutle aktarim direnci ve basing dismesi gibi
hidrodinamik 6zellikleriyle geleneksel dolgulu kolonlara gore
bircok avantaj sunmaktadirlar. Her iki 6zellik de kromatografik
performans, hiz ve 6lcek biyiitmede dnemli bir rol Ustlenmektedir.
Bundan dolayi, monolitler makromolekiillerin ayrilmasinda
preparatif ve analitik olcekte genis kullanim alanlar
bulmaktadirlar.
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Sekil 17. Kapiler elekirokromatografi uygulamalarinda kullanilan monolitik
silika kapiler kolonlarin SEM gériintuleri [51].

Monolitlerin Gozenek Yapisi

Monolitlerin gbzenek yapisi, yiksek akis hizlarinda mikemmel
bir ayiriciliga olanak saglamaktadir. Benzer etkiler, blylk
g6zeneklere sahip rgulerde de gdzlenmekiedir.

Gobzeneklerden tam bir akisin gerceklesmesi istenilen bir
durumdur; monolitik yataklarda bu durum blylk oranda
gerceklesmektedir. Monolitik yataklarda partikil i¢i aktarimin
performans Uzerindeki pozitif etkisi, partikil ici aktarima izin veren
partiktllerle doldurulmus yataklara gére daha biyuktir. Monolitler
teorik olarak analitin hem akigi hem de difuzyon ile aktarimini
saglayan akis kanallarina sahiptir (Sekil 18). Bu teori, kiibik 6rgi
olarak adlandirilan bir modele dayanmaktadir. Bu model ile kitle
aktarim hizini ve monolit icerisinde ¢éziinenin gdézenek diflizyon
yetenegini tahmin etmek de mimkindir. Sekil 18'de bu agin nasil
modellendigi gésterilmektedir.
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Gozenekli malzemelerin kullanildigi adsorpsiyon, kataliz, iyon-
degisimi, kromatografi ve kati faz sentezi gibi uygulama
alanlarinda, yiizeydeki aktif bolgeler ile analit birebir temas
halindedir. Polimer gdzenekliligi ne kadar artarsa, ylizey alani da
o kadar artar. Ylzey alanina en blyik katki, 2 nm ile 50 nm
araligindaki mikrogozeneklerden saglanmaktadir.
Makrogézeneklerin ylzey alanina katkisi ¢ok azdir. Fakat,
makrogdzeneklilik kolondan duslk basingta sivi akisina izin
veren baslica unsurdur. Bu basing, hazirlanan destek
malzemesinin toplam gézenekliligine gére degisebilmekiedir. Bu
ylzden, monolitin gézenek boyutu dagilimi, uygulama alanina
gore 6zel olarak ayarlanmaktadir.

Kiiresel gozenekli
partikillerle

Monolitlerde
: Dolgulu kolonda
c?oldu.mlmu_‘- akis modeli Monolit sistemi akig modeli
dolgulu kolon
sistemui [ l

LAt

N

(/

\ Akag / /
v\ | 7"
\ makrogodzenekler ,:"

/
\Mikrogozenekler /

Kdresel gozenekli
partikullerin kesit alan:

Sekil 18. Dolgulu kolon ve monolit sistemlerine ait gézenek ag
modellerinin sematik gosterimi [56].
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Monolitlerin gézenek yapisi kullanilan gézenek yapici ¢ézlicinin
kalitesine ve miktarina bagli oldugu kadar capraz baglayici ve
monomer ile gbzenek yapici faz oranina da baghdir.
Makrogbzenekli polimer monolitlerin gdzenek ve akis 6zellikleri,
kromatografi, kataliz, dogrusal-akis reakiérleri veya kati faz
ekstraksiyonu gibi kullanilacak ayirma ortamina gére degisiklik
gbstermektedir.

3.2.4. Kriyojeller

Kriyojeller, donma sicakliginin altinda olusan
stupermakrogbzeneklere sahip ¢ boyutlu jel matrikslerdir [57-61].
Kriyojel olusumu sirasinda, 6ncu ¢dziinen parcaciklar, hizla
donabilen genellikle su gibi uygun bir ¢c6zlicl icerisinde ¢ézun(r.
llerleyen asamalarda ¢éziiciniin bilyiik kismi donup birbirine
bagl buz kristalleri olustururken, bu buz kristallerinin etrafindaki
donmamig sivida bulunan polimer énculeri polimerleserek buz
kristallerinin etrafinda bir ag yapi olustururlar. Tepkime
tamamlaninca donmus karigim oda sicakligina getirildiginde buz
kristalleri erir ve “kriyojel’ olarak adlandirilan gézenekli polimer ag
yap! elde edilir (Sekil 19). Goézenek duvarinin etrafindaki
¢6zlcunun ylzey geriliminden dolay! buz kristallerinin erimesi,
kriyojellerdeki gbzeneklerin dairesel sekle sahip olmalarini saglar
(Sekil 20).
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Sekil 19. Kriyojel tretiminin sematik gosterimi.

Sekil 20. Sipermakrogdzenekli kriyojellerin taramali elektron mikroskop
goruntuleri.
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Kriyojellerin essiz olmalarinin nedeni hazirlanmalarinin cokK basit
bir yéntemle, polimerin tirine bagl olarak ¢ok cesitli
uygulamalarda kullanilabilecek birbiriyle baglantili biyiik ve acik
gozenek agina sahip yapilarin elde edilmesine olanak vermesidir.
Kriyojellerin birbiriyle baglantili yapisi taramali elektron
mikroskobu (Sekil 20), mikro-bilgisayarli tomografi (uCT) ve
konfokal mikroskopla belirlenebilir. Polimer matriksin g6zenek
boyutu donma sicakligina ve monomerik ya da polimerik
onclerin tiriine ve derisimine bagli olarak 10 pum ile 200 um
arasinda degisebilir.

Kriyojeller bir dizi sentetik ve dogal polimerler veya bunlarin
birlesiminden dretilebilir. Bunlar polimer aglarinin hem fiziksel
hem de kimyasal ¢apraz baglanmasiyla olusturulabilir. En cok
kullanilan ve tam olarak karakterize edilmis olanlari poliakrilamid
kriyojellerdir [62,63]. Kriyojellerin slingersi morfolojisi ve
makrogézenekleri degisen buytikltkteki molekillerin jel boyunca
duzgin akigina olanak verir. Gozelti kriyojel boyunca hem
difizyon hem de tasinimla cok rahat hareket eder ve kiitle
aktarimi gok etkin gerceklesir (Sekil 21A).

Sekil 21. Kriyojel kolonlarin (A) akis dinamigi ve (B) sisme ozellikleri.
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Kriyojeller, hiicrelerin gelisimi ve Uremesi i¢in uygun U¢ boyutlu
yaplya sahiptirler. Makrogézenekli dogasi nedeniyle sahip oldugu
hizli sisme kinetigi (Sekil 21B) onlar ilag taginim araclan ve
biyosensorler gibi uyari-duyarli sistemlerin tasarimina uygun
kilar. Kriyojellerin biyoayirma alaninda kullanildigt ilging bir
uygulama genis gozenek gaplarina sahip olmasindan dolay!
sadece protein ayrimi icin degil mikrobiyal ve memeli hucre
ayirimlarinda da kullanilabilmesidir. Poliakrilamid ve
polidimetakrilamitten olugan kriyojeller kan hicreleri gibi cesitli
memeli hiicrelerinin afinite ayirimi icin kullaniimaktadir.
Kriyojellerin elastik ve slingersi yapisiyla kazandiklari tersinir
deformasyon 6zellikleri sayesinde afinite kriyojel kolonlara
baglanan biyopartikiiller kolondan etkin sekilde sokllerek
desorpsiyon basamaginin basarili bir sekilde uygulanmasina
neden olurlar. Bu yéntemde 6nemli olan hiicrelerin &zellikle,
mekanik kuvvet uygulanarak ayriimasinin etkin olmasidir.

Biyobozunur polimerler ve &zellikle hidrojeller, teshis ve doku
mihendisligi gibi tedavi yontemlerinde ¢ok genis uygulama
alanlarina sahiptirler. Ozellikle doku miihendisliginde kullanilan
destek malzemelerinin yiizey ézellikleri, hicre afinitesini buyuk
dlgiide etkilemektedir. Destek malzemesine hlcrenin yapismasi
ve blyumesi, hicre afinitesinin en énemli etkenlerindendir.
Malzeme vyiizeyinin hidrofilik, pozitif yukld, yuksek ylzey
enerjisine sahip ve gozenekli bir yapida olmasi, hucre afinitesiicin
istenen ozelliklerdir. Makrogdzenekli hidrojeller (kriyojeller),
geleneksel jel taslyicilarindan ¢ok daha iyi sonug veren jel
matrikslerdir [64].

4. AFINITE KROMATOGRAFiSi VE MOLEKULER
BASKILAMA YONTEMI

Molekiller tanima temeline dayanan ayirma sistemleri arasinda
"Molekiiller Baski" yéntemi ile hazirlanan tasiyicilar hedef
molekile olan yilksek segicilikleri nedeniyle oldukga Umit vaat
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etmektedirler. Molekiler baski yénteminin temeli Sekil 22'de
gosterilmistir. Bu yontem (ic basamaktan olusmaktadir. Birinci
basamakta hedef molekilin (kalip) fonksiyonel grup tasiyan ve
polimerlegebilen bir monomer ile kompleks olusumu gergeklesir.
Bu basamakta kalip etrafinda fonksiyonel monomerin baglandigi
bir yap1 olugsumu s6z konusudur. Bu etkilesimde hedef molekiiliin
Ug boyutlu yapisi ve kimyasal ézellikleri 5nemli bir yer tutar. ikinci
basamakta bu kompleks yapi fonksiyonel monomer {izerinden
polimerlestirilir. Son basamakta ise olusan polimerik yapidan
“hedef molekil” veya birbaska deyisle “kalip molekil”
uzaklagtinilir. Hedef molekilin yapidan uzaklastinimasindan
sonra bu "baskilanmis" baglanma bélgeleri saflastiriimak istenen
molekile ylksek segicilik ve ilgi gbsterir. Molekdiler baski yontemi
ile gok ilgingtir ki istenilen enzim tepkimelerinin eger substratlari,
urtinleri veya gegis analoglari kalip molekiil olarak kullanilabilirse
"YAPAY ENZIM" veya ayni yaklasimla “YAPAY ANTIKOR” elde
etmek bile mimkindr [65].
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Sekil 22. Molekiler baskilanmis polimer hazirlanmasinin
sematik gésterimi.
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"Molekiiler Baski" yéntemi ile L-fenil alanin ve L-valin gibi
aminoasitler ve peptidler; 9-etiladenin gibi nukleotid baz
analoglari; efedrin, psédoefedrin gibi g-adrenerjik uyaricilar ile
timolol, propranolol gibi -adrenerjik blokerler ve naproxen gibi
anti-enflamatuvar ilaclar, kolesterol, kortikosteroidler,
testosteron, a-hidroksiprogesteron ve kastasteron gibi hormonlar,
fenil-a-p-mannopiranosid gibi sekerler igin baskilanmig polimer
temelli afinite tastyicilart hazirlanmistir. Sonug olarak bu
molekiiler baskilanmis ve hedef molekdili tanima yetenegi olan
tasiyici polimerlerin saflagtiriimasi istenilen hedef molekullere
mikemmel bir secicilik gosterdigi ve bilylk bir basar ile
uygulanabildigi belirlenmistir. Molekuler baskilanmig tasiyicilarin
son dénemdeki dnemli alt bélimlerinden biri de afinite-temelli kati
faz ®zitlemesidir. Molekiler baskilanmis polimerlerin hedef
molekille afinitesinin ¢ok kuvvetli oldugu bazi durumlarda
kromatografik islemlerde hedef molekilin yapidan geri
alinmasinin cok yavas gerceklestigi gézlenmistir. Kati faz
dzutlemesinde hedef molekdiliin tagiyici Uzerine baglanmasindan
sonra diklorometan ile yikama ve metanol ile 6zitleme iglemleri
gerceklestirimektedir. Molekiler baskilanmis kati faz 6zutlemesi
ile zatiire tedavisinde kullanilan pentamidin ilacinin
saflastinimasinda bagart ile kullaniimigtir. Molekuler baskilanmig
kati faz o©zOtlemesinin bir diger uygulamasi ise cerrahi
midahaleler esnasinda anestezi amaciyla kullanilan sameridinin
saflagtiriimasidir [66].

5. AFINITE KROMATOGRAFIiSININ TEDAVi AMAGCLI
UYGULAMALARI

5.1. Hemoperfilizyon

Hemoperfiizyon, ilag zehirlenmeleri ve kronik bobrek
yetmezliklerinde basariyla kullanilan bir tedavi yoéntemidir. Bu
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uygulamalarin yani sira karaciger yetmezIigi, sizofreni, siroz vb.
gibi metabolik kékenli ve nedeni tam olarak bilinemeyen bazi
hastaliklarin tedavisinde ve o6zellikle son vyillarda kanser ve
benzeri hastaliklarda patojenik antibadilerin kandan

S HEMOPERFUZYON
KOLONU

Sekil 23. Hemoperflizyon.

Hemoperflizyonun temel prensibi, kandaki zehirli veya zararli
metabolik atiklarin aktif karbon, iyon degistirici recineler,
- polialdehitler, silika jel, vb. gibi tasiyicilara adsorplanarak
ekstrakorporal dolasim sisteminde uzaklastirimasi esasina
dayanir.

Hemoperflizyon ilk kez 1964 yilinda Yatzidis tarafindan
uygulanmistir [67]. Daha sonra Dunea ve Kolff, hemoperfiizyonu
ureli hastalarda denemiglerdir [68]. Bu calismalarda tasiyici
olarak aktif karbon kullaniimistir. Aktif karbonun klinik
uygulamalarda goésterdigi ince partikiil salimi gibi sorunlarin
onlne gecmek icin yine ilk kez Yatzidis tarafindan aktif karbon
graniller seliloz asetat ile kaplanmis ve bu partikiller ile
doldurulmug hemoperfizyon kolonlari akut ve kronik bébrek
hastalarina uygulanmistir [69]. Daha sonra yiritilen
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calismalarda, aktif karbon ve diger tastyicilar hem kan
uyusabilirligini arttirmak hem de pratik uygulamalardaki salim
sorunlarinin éniine gecebilmek icin cok degisik malzemelerle
(akrilik polimerler, kollodion, naylon, poli(etilen glikol), jelatin, vb.)
kaplanmistir [70]. Fakat bu c¢alismalarin hepsinde kullanilan
tastyicilar secici olmayan malzemelerdir. Yani secici olarak
kandan istenilen molekill uzaklastirma yetenegine sahip
degildirler. Hemoperfiizyon tedavisinde ginumuzde klasik
tastyicilarin yerini biyolojik ve/veya kimyasal olarak modifiye
edilen secici taglyicilar almaktadir.

5.1.1. Hiperbilirubinemi Tedavisi

Karaciger bircok metabolik olayda énemli rol oynar; karbonhidrat
metabolizmasi, lipid metabolizmasi, protein sentezi, depolama,
zehirsizlestirme ve retikulo-endoteliyal sistemde énemli gérevieri
vardir. Kan dolagimindaki eritrositler yagsam sureleri sona
erdiginde, retikiloendotel sistem ve Ozellikle dalak icinde
parcalanirlar. Serbest kalan hemoglobin genel protein havuzuna
giren globin ve demir molekilinin gikartiimasindan sonra
bilirubine cevrilen heme pargalanir. Demir yeniden kullanilir. Bu
islem sonucunda olusan bilirubin karacigere tasinir. Diger
bilirubin kaynaklar arasinda kemik iliginde yikilan olgunlagmamig
eritrositler, miyoglobin ve sitokromlar gibi hemoglobinle kimyasal
olarak ilgili diger maddeler bulunur. Karacigere her gin yaklasik
olarak 300 mg bilirubin tasinir. Saglikli karaciger hucreleri bu
miktarin ¢ok daha fazlasini isleyebilecek kapasitededir.
Karacigere tasinmasi sirasinda bilirubin albiimine baglhdir ve
suda ¢cdziinmez. Buna ankonjuge (veya sadece bilirubin) adi
verilir ve albiimine bagl olmasi ve suda ¢éziinmemesi nedeniyle
idrarda bulunmaz. Normal plazma bilirubinin blyik boélimu bu
bigimde bulunur. Karaciger hlicre membranina ulasan bilirubin
burada albuminden ayrilir ve hiicre icine gegerek baglayici
proteinlere tutunur ve endoplazmik retikuluma (mikrozomlar)
tasinir. Burada bilirubin glukuronid veya konjuge bilirubin yapmak
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Uzere glukuronik asitle konjuge olur. Konjuge bilirubin karaciger
hicresinden safra kanallarina tasinir ve safra ile atilir. Konjuge
bilirubin normal plazmada ya hi¢ bulunmaz veya cok kuguk
miktarlarda bulunur. Yiksek derisimde bulunan konjuge bilirubin
plazma albuminine bagli halde de bulunabilir. Bu bilirubin tipi suda
erir ve idrarda gérulur. Karaciger, safra kesesi ve incebagirsak
arasinda bir tikaniklik s6z konusu oldugunda konjuge bilirubin kan
dolasimina karigir. Bilirubinin kanda ve dokularda birikmesi
sonucunda hiperbilirubinemi olusur. Hiperbilirubinemi beyinde
kalici hasarlara ve hatta o6limlere neden olabilir.
Hiperbilirubineminin tedavisinde kullanilan yéntemlerin basinda
ISIk tedavisi "fototerapi” gelir. "Bronz bebek sendromu" gibi bazi
yan etkiler s6z konusu olmasina ragmen guvenli bir yéntemdir
[71].

Bilirubinin kandan uzaklastiriimasi amaciyla kullanilan
ekstrakorporal dolasim ile tedavide baglica U¢ yaklasim séz
konusudur. Birinci yaklasimda hemodiyaliz kullanilir. Bu sistemin
en Onemli dezavantaji yliksek maliyeti ve islemin secici
olmamasidir. Ayrica kandan protein kayiplari s6z konusudur.
ikinci yaklagimda plazma degisimi yéntemi kullanilir. Plazma
degisimi ile tedavinin blylk hacimde taze donmus plazma
gerektirmesi ve yuksek maliyet ydéntemin en o&nemli
dezavantajlaridir. Ugiincii tedavi ydntemi hemoperfiizyonda ise
vlicut disina alinan kan bir kolondan gecirilerek bilirubin
adsorpsiyon ile kandan uzaklastirilir. Bu sistemlerde bilirubin
uzaklastiriimasi icin ligand olarak polilisin, albumin ve polipeptit
tasiyan agaroz, kitosan, sefaroz, poliamid tasiyicilar kullaniimigtir
[72].

Literatiirde ilk kez kandan bilirubin uzaklastirmak amaciyla

tarafimizca yapilan calismalarda Cibacron Blue F3GA (Sekil 3)
takill PHEMA tastyicilar kullaniimigtir [72].
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Sekil 24. Cibacron Blue F3GA takii PHEMA mikrokurelere bilirubin
adsorpsiyonu [72].

Sekil 23'de goruldigu gibi birim tasiyici basina adsorplanan
bilirubin miktari sicakligin artmasi ile artis géstermektedir. En
ylksek bilirubin adsorpsiyon miktar1 37.5 °C'de 32.5 mg bilirubin/g
polimer olarak gerceklesmistir. Ayrica, baglangi¢c bilirubin
derisiminin artmasi ile adsorplanan bilirubin miktari artig
gdstermektedir[72].

Hiperbilirubinemi tedavisi i¢in son yillarda molekuler baskilanmis
tasiyicilar da kullanilmigtir. Bélim 3.2.4'de belirtilen 6nemli
avantajlarindan dolayi kriyojeller kan uygulamalarinda oldukca
kullanighdir (Sekil 25). Sekilden de gérildugu gibi tam kan kriyojel
kolondan hicreleri ayrilmaksizin rahatlikla gecirilebilmektedir. Bu
strec sonunda herhangi bir hemoliz (hicre parcalanmasi)
g6zlenmemigtir. Bilirubin baskilanmig PHEMA temelli kriyojeller
kandan bilirubin uzaklastirimasinda kullaniimis ve 3.6 mg/g
bilirubin adsorpsiyon miktari elde edilmistir. Hazirlanan
kriyojellerin bilirubine karsi seciciliginin kolesterole gére 7.3
testosterona gore 3.2 kat fazla oldugu belirlenmistir (Sekil 26)
[58].
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Sekil 25. Kriyojel kolondan kan akisl. (Kan hacmi: 1.0 mL; akis hizi: 1.0

mL/dk).

Adsorplanan Bilitubin (ing/g polimer)
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5.1.2. Talasemi Tedavisi

Metallerin biyolojik olaylarda oynadiklari 6nemli roller bilinmekle
ve bazilar gerekli elementler olarak siniflandirimakia birlikte,
belirli bir derigimin {zerine c¢iktiklarinda zararli ozellik
gostermektedirler. Ornegin, genetik bir bozukluk (talasemi
hastaliyi gibi) veya yanliglikla asiri miktarda demir alinmasi
sonucu Vvicutta olusan demir fazlaligi, kalp krizleri, seker
hastaligi, depresyon ve karaciger bozuklugu gibi belirtilere yol
acmaktadir [73]. Surekli kan nakilleri sonucu olusan veya akut
gelisen demir fazlalig icin tek kullanilan yéntem “selasyon”
tedavisidir. Selat olusturucu sistemlerin demir fazlaliginin
tedavisinde oldugu kadar, cok sayida hastaligin tedavisinde de
(kanser, sitma ve serbest radikallerin verdigi zararlar gibi)
kullaniimasi s6z konusudur. GUnimizde bu amaglarla kullanilan
tek klinik ilag, dogal bir siderofor olan desferrioksamin B (DFO)'dir.
Ancak bu ilag; pahali olmasi, uzun streli infizyon gerektirmesi,
absorpsiyonunun diisiik olmasi ve potansiyel olarak toksik olmasi
gibi dezavantajlara sahiptir. Bu nedenle c¢ok sayida demir
selatlayici kimyasal madde denenmis ve bunlar arasinda en
dikkate degerinin, iki disli 3-hidroksi-2-metil-4(1H)-pridinon
tirevleri oldugu belirlenmistir. Ne yazik ki, bu taslyicilarda da
hastalardaki demir dengesini saglamak icin gerekli doz oldukga
yiiksektir ve gesitli yan etkilere neden olmustur. Demir fazlaliginin
tedavisinde c¢ozinir selatorlerin dezavantajlarninin giderilmesi
icin, demir gelatlayici ligandlarin immobilizasyonu incelenmistir.
Cozunir selat olusturucularla karsilagtiriidiginda, bu regineler,
kararllik, tekrar kullanilabilme ve biyolojik molekiillere verecegi
minimum zarar nedeniyle UstlnlUklere sahiptir[74].

Bir calismamizda daha kararli, demir uzaklagtirma kapasitesi,
etkinligi ve segiciligi artirilmis, tekrar kullanilabilen demir iyonlari
baskilanmig tasiyicilarin gelistirilmesi ve talasemi hasta
plazmasindan demir uzaklastirimasinda kullanilabilirligi
incelenmistir. Demir iyonlar fonksiyonel monomer olarak segilen
metakroil-L-sistein metil ester (MAC) ile komplekslestirilmis ve
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HEMA ile polimerlegtirilerek Fe(lll) baskilanmis PHEMAC
monolitler hazirlanmistir[75].

Sekil 27. Fe(lll) baskilanmis PHEMAC monolitlerin SEM gériintisi.

Hazirlanan iyon baskilanmis tasiyicinin Fe(lll) adsorpsiyon
kapasitesi 150 pg/g'dir ve Fe(lll) iyonlarina karsi segiciligi Cd(ll)
iyonlarindan 42.6, Ni(ll) iyonlarindan 36.1 kat daha fazla olarak
bulunmustur (Sekil 28).
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Sekil 28. Fe(lll) iyonlarinin ve yarismaci iyonlarin PHEMAC tasiyiclya
adsorpsiyonu.
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5.1.3. Romatoid Artrit Tedavisi

Romatoid Artrit (RA), eklemlerde agr, sertlik, sisme ve hareket
zorlugu gibi rahatsizliklara neden olan ve diger organlarda da
iltihaplanmalara neden olabilen kronik bir hastaliktir. RA'in sebebi
tam olarak bilinmemekle beraber, son raporlarda, artrit ve eklem
hasarlarina neden olan immunolojik ve iltihabi tepkimelerin etkili
oldugu belirtilmigtir. Son arastirmalara gére, bazi insanlarin
kalitimsal olarak RA olugsumuna egilimli oldugu belirlenmistir.
Viicudun bagisiklik sisteminin RA'da énemli bir rol oynadigi
bilinmektedir. RA hastalarinda anormal bir bagisiklik sistemi
cevabi oldugundan RA bir otoimmin hastalik olarak
tanimlanmaktadir. Saglikh bir bagisiklik sisteminde, beyaz kan
hicreleri vicudu yabanci maddelerden korumak Uzere
antibadileri Uretir. RA'll hastalarda bagisiklik sistemi saldirgan
yabanci madde ve viicudun kendi saglikli dokusu arasinda ayrim
yapamamaktadir. Bu yanhshgin vicuttaki sonucuna bir érnek
romatoid faktdr olarak bilinir. Romatoid faktor, vicut tarafindan
uretilen normal antibadileri dizenlemekle sorumlu bir antibadidir.
Romatoid faktér az miktada bulundugunda normal olarak
caligirken, yuksek miktarlarda romatoid faktér iceren insanlarda
ba@isiklik sistemi bozukluklari gézlenmigtir. Bu nedenle RA
teshisinde ilk olarak élcllen degerlerdendir. Genel olarak,
rheumatoid faktor ne kadar yiksekse hastalik o derece siddetli
anlamina gelmektedir. RA genellikle genc erigkin cagdan orta
yasa dogru, 20 ile 45 yas arasinda ortaya ¢ikar. RA'nin teshisi
zordur clnkl ufak belirtilerle derece derece baglayabilir. Kan
testleri ve rontgen sonuglarti ilk baslarda normal olabilir. Hastahgin
belirtileri, etkilenen eklemler ve diger organlarin (6rnegin, gdzler,
akcigerler ve deri vb.) tutulumu kisiden kisiye degisebilir [76].

Son 25 yilda, RA hastalar icin tedavi yontemleri oldukga
gelismistir. Tedavinin ana amaci, belirtilerin ortadan kaldiriimasi
ve hastanin yasam kalitesini iyi dizeyde koruyabilmektir. RA
tedavisinin bagarili olabilmesi igin erken teshis ve eklem hasarlari
olusmadan Once etkili bir tedavi uygulanmasi gereklidir. Anti-
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enflamatuvar ilaclar ilk tercih olabilir. Fakat, eklemlerinde kalici ve
uzun sureli sislikler gérilen hastalar icin hastaligi modifiye edici
ilaclar kullanilir. Dugtk doz kortikosteroidler belirtilerin kontrol
altina alinabilmesi, eklem islevinin saglanmasi ve hastaligin
ilerleyisinin yavaslatilmasi amaciyla kullanilabilir. Eklem digi
organ tutulumu da varsa yuksek doz kortikosteroidler ve diger
ilaclar kullanilabilir.

Plazma degisimi uzun yillar, plazmadaki muhtemel patojen
maddelerin uzaklastiriimasi icin kullanilan tek yéntem olmustur.
Ancak, plazma degisimi RA hastalarinda kismen olumsuz
sonuclar vermistir. Plazma degisimi secimli olmayan bir ydntemdir
ve birkag litre plazmanin uzaklastiriimasini (ortalama 60 ml/kg) ve
yerine esdeger miktarda albimin takviyesini gerektirir.
Immuinoadsorpsiyon, plazma proteinlerinde (albumin ve
pihtilasma faktorleri gibi) kayiplara neden olmayan daha secimli
bir yéntemdir. Bunun yani sira, imminoadsorpsiyon plazma
bilesenleri takviyesi gerektirmediginden hastalar bu Urtinlerden
kaynaklanabilecek potansiyel yan etkilere maruz kalmamis olur.
Amerikan Besin ve ilag Dairesi (FDA) 1999'da protein A-
imminoadsorpsiyon (Prosorba®) kolonunun direncli RA
hastalarinda kullanimina lisans vermigtir. Protein A molekdl
agirhigr yaklasik 42.000 Da olan, bes immunoglobulin baglama
bdlgesine sahip Staphylococcus aureus hucre duvari proteinidir.
Protein A'nin en o6nemli 6zelligi herhangi bir kaynaktan
immunoglobilinlerin Fc kisimlarina karsi yuksek, Fab kisimlarina
ise dUslk afinite gdstermesidir [76].

Grubumuzca RA tedavisine ydnelik tasiyici gelistiriimesi amaciyla
yapilan calismada literatlirdeki diger calismalardan farkli olarak
RA hasta plazmasindan IgM-antibadilerin uzaklastiriimasi
amaciyla Protein A tasiyan PHEMA kriyojeller hazirlanmistir [57].
Hazirlanan tasiyicinin IgM adsorpsiyon miktari 42.7 mg/g olarak
gozlenmistir (Sekil 29). Sekil 29'dan da géruldigu gibi hazirlanan
yeni tasiyici ile yaklasik olarak 1 saat strede IgM antibadilerin
blyUk bélumi kandan uzaklastiriimistir.
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Sekil 29. Zamana bagl olarak plazmadan Romatoid Faktér uzaklastiriimasi.

5.1.4. Sistemik Lupus Eritematosus (SLE) Tedavisi

SLE kaynagi tam olarak bilinmeyen, bagisiklik sisteminin
olusturdugu bir hastaliktir. SLE genellikle kadinlarda
gorilmektedir. Her 700 kadindan birisi 20-60 yaslari arasinda bu
hastalia yakalanirken, erkeklerde kargilasiima olasiligi
kadinlara oranla 10 kat daha dusuktir. En 6nemli Klinik
gostergeleri, deri ve bdbreklerde neden oldugu bozukluklardir.
Tedavide ge¢ kalinirsa hemolitik anemi ve merkezi sinir
sisteminde de Onemli tahribata neden olmaktadir. SLE
hastaliginin temel nedeni, viicudun bagisiklik sisteminin hentz
tam olarak bilinmeyen sorunlar yGziinden kendi DNA'sina kargi
patojen antibadiler olusturmasidir. SLE hastalarinda yapilan
serolojik arastirmalar sonucu plazmada bagta anti-DNA
antibadileri, ribonUkleoproteinler, histonlar, vb. olmak tzere ¢ok
sayida degisik patojen antibadiler bulunmustur. Genetik faktorler
de SLE hastaligina katkida bulunmaktadir. Hasta plazmasindaki
anti-DNA antibadilerinin miktari, hastaligin duzeyi ve neden
oldugu organ bozukluklarinin dnemli bir géstergesidir. Bu nedenle
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SLE tedavisi goéren hastalardan, patojenik anti-DNA
antibadilerinin uzaklastinimasi gerekmektedir. SLE hastaliginin
tedavisinde, DNA takili tasiyicilarin kullanimi ve anti-DNA
antibadilerin hasta plazmasindan secici olarak uzaklastiriimasi
son yillarda tzerinde durulan konularin baginda gelmektedir [77].

Literatirde ilk defa grubumuzca manyetik PHEMA mikro
tasiyicilara DNA takilarak manyetik olarak akiskanlastiriimis
yatakta SLE hasta plazmasindan anti-DNA antibadilerinin
uzaklastinima o6zellikleri belirlenmistir. Buna gére hazirlanan
taslyiciya SLE hasta plazmasindan 87.6 mg/g anti-DNA antibadi
adsorpsiyonu goézlenmistir [78].

Cizelge 5 farkli miktarlarda DNA tasiyan manyetik PHEMA
tasiyicinin anti-DNA antibadi adsorplama miktarlarini
gostermekiedir. Goruldiglu gibi DNA icermeyen polimerik
tasiyiclya secici olmayan adsorpsiyon cok dusuktir (0.19 mg
anti,-DNA antibadi/g polimer). Artan ylzey DNA derisimiyle
adsorplanan anti-DNA antibadi miktari da artig gdstermektedir.

Cizelge 5. SLE hasta plazmasindan anti-DNA antibadi adsorpsiyonu.

Baglanan DNA (mg/g) Adsorplanan anti-DNA antibadi (mg/g)

0.00 0.19+0.02
0.70+0.06 15.64+1.23
0.85+0.09 20.54+1.26
1.12+0.11 28.33+0.43
1.20+0.14 30.94+2.14
1.79+0.12 37.79+1.64
2.30+0.17 53.09+2.14
3.27+0.30 63.76 +2.39
4.40+0.20 87.60+3.70
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5.1.5. Hiperkolesterolemi Tedavisi

Son yillarda kalp ve damar hastaliklarinin lipoproteinler ve
kolesterol metabolizmasi ile yakin iligkisi ayrintili olarak
tartisiimistir. Bu calismalar, kolesteroliin arter duvarlarinda
birikerek atherosklerozis olusumuna neden oldugunu
gbstermistir. Kolesterol birikimi kandaki dusik yogunluklu
lipoprotein dlizeyi (LDL) yuksek ise artar ve bu da atherosklerozisi
hizlandirir. Birgcok durumda belirtiler gériimeden atherosklerozis
6nemli 6lclde ilerler ve koroner hastaliklar ani olarak ortaya ¢ikar
ve 6lime neden olur [79].

LDL'nin kandan uzaklastiriimasi icin diyet ve ilacla tedavinin yani
sira daha etkili uzaklastirma saglayan bir yaklasim ekstrakorporal
sistemle tedavidir. Kolesterol/lipoproteinlerin plazmadan
uzaklastiriimasi icin ilk yaklasim olan plazma degigimi bazi
dezavantajlarina ragmen halen kullaniimakta olan bir yéntemdir.
Tum plazmanin deg@isimi zorlugu ve maliyeti nedeniyle bu
yontemin kisitlamalari mevcuttur. Basamakli filtrasyon veya ikili
filtrasyon plazmaferez, plazma degisimine gére daha secimli
olarak kolesterol uzaklastiriimasina olanak verir. Bu yéntemde
molekil agirhgi 250-400 kD'nin Uzerinde olan proteinlerden
onemli kayiplar s6z konusudur (fibrinojen, HDL ve
immunoglobillin M). Bu kayiplari karsilamak amaciyla hastaya
destek cozeltilerinin verilmesi gerekebilir. Dolayisiyla bu tedavi
yontemi de secici tasiyici teknikleri ile karsilastirildiginda bazi
dezavantajlara sahiptir. Hemoperfuzyon sistemlerinde LDL
uzaklastiriimasi icin ligand olarak dekstran silfat ve heparin
tasiyan secici tasityicilar da kullaniimaktadir [80].

Grubumuzca hiperkolesterolemi hasta plazmasindan LDL'nin
secimli olarak uzaklastirilmasina yo6nelik calismalar
yUritilmektedir. Bu amacgla PHEMA mikro tasiyicilara anti-LDL
antibadileri takilarak plazmadan LDL uzaklastirma o&zellikleri
incelenmistir [81]. Anti-LDL antibadilerin LDL baglama
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kapasitesini ve dolayisiyla tasiyicinin etkinligini artirmak Uzere
anti-LDL antibadiler PHEMA Kkurelere Fc kisimlarindan

ybnlenerek baglanmalarini saglayan protein A (zerinden
takilmigtir.

Sekil 30'da goriildiigu gibi hiperkoelsterolemik plazmadaki toplam
kolesterol derigsimi zamanla azalmaktadir. Protein A Uzerinden
yonlendirilerek takilan anti-LDL antibadileri iceren tasiyicilarin
kolesterol uzaklastiriima etkinligi, gelisigiizel anti-LDL antibadi
baglanmig tasiyicilardan daha fazladir.

400

;

300 ——— PHENLY/Anti-LDL Antibadi

—o— PHENMNA/Protein A/Anti-LDL Antibadi
——a— PHENA

200r

Kolesterol Derisimi (mg/dL)

100 - '
0 10 20 30

i$len1 Zamani (saat)

Sekil 30. Hiperkolesterolemik insan plazmasindan kolesterol
uzaklastiriimasi.
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Geligtirilen tagtyicinin LDL'ye karsi segiciligi, HDL, LDL, VLDL ve
trigliserit adsorpsiyon miktarlar karsilastirilarak incelenmistir.
Sekil 31'den de géruldugu gibi, anti-LDL antibadi takili taglyici
secici olarak kandan LDL'yi uzaklastirmistir.

500
i OLbL
aoo | § MEHD).
N 2 OVLDL
i I Trigliserit
[@Toplam
300

200

Kolesterol Derisimi-(mg/dL)

100

0 119 215 3.31 452 542 648 766 1096 13.58
Anti-LDL Antibadi Yiiklemesi (mg/g)

Sekil 31. PHEMA/Protein A/Anti-LDL Antibadi taslyiciya lipoprotein ve
trigliserit adsorpsiyonu.
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6.SONUC

Biyoayirma alanindaki ilerlemeler yeni ydéntemler ve
malzemelerin gelistiriimesiyle baglantilidir. Ayirmanin temel
prensipleri buyik oranda ayni kalmakla birlikte, daha hizli islem
zamanlarn saglayan enstrimantasyon ve analitik araclarda
gelismeler s6z konusudur. Bu gelismeler arasinda saflastirma
islemleri icin yeni, yiksek performansli destek malzemelerinin
hazirlanmasi 6nemli yer tutmaktiadir. Yeni membran temelli
malzemeler, modiller ve islem tasarimlari, secicilikleri artirilarak
yUuksek kapasite ile kullaniimakiadir. Destek malzemesi
geleneksel kure-seklindeki jellerle sinirli kalmayip, monolitler,
diskler ve kriyojeller gibi surekli kromatografi malzemeleri
kullaniimaya baslanmistir. Gézenekli destek malzemelerinde
ortaya c¢ikan difuzyon kisitlamalari sUpermakrogdzenekli
yapilarin gelistiriimesiyle giderilmeye calisiimistir.

Polimerik destek malzemeleri kadar, afinite ayirma islemleri icin
daha secici ve etkin ligandlarin gelistiriimesi de yodun olarak
arastirma konusu olmustur. Peptidler, gen pargalari, antibadiler
gibi biyomolekuller biyoafinite ligandi olarak kullaniimistir. Bu
ligandlarin molekiler modellerinden biyomimetik ligandlar
olusturulmustur. Yapay kimyasal maddeler (triazin boyalar gibi)
cok sayida proteinin saflastiriimasi icin basariile kullaniimistir.

Proteinlere olan gereksinimin sirekli olarak artmasi, dizenleyici

kurallar ve ekonomik konular, suphesiz yeni malzemelerin
gelistirilmesiicin surtct kuvvet olacakiir.
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21. Yiizyilda Bilim insani Yetigtirme Uzerine Oneriler (2.Baski) 7,00 TL
Egitim Uzerine Diisinmek (3.Baski) - llhan TEKELI 10,00 TL
Marmara Denizinde Deprem Potansiyeli - Naci GORUR 6,00 TL
Kanser ve Etik (ikinci Baski) 20,00 TL
Denemeler Elestiriler - Orhan BURIAN 15,00 TL
Hekimlik ve Tirkge (Tirkge Tip Terimleri Galistayr) 6,00 TL
Gegmisten Gelecege Turk Bilim ve Teknoloji Politikalar 8,50 TL
Kanser Egitimi - TUBA Kanser Galisma Grubu Adina 6,00 TL

Ayhan O. GAVDAR, Hakan AKBULUT
Ginkonun insan Sagligi Uzerindeki Rolil Ananda S. PRASAD 8,50 TL

Trkiye Cumhuriyeti'nin 75. Yilinda Bilim*Bilango 1923-1998" 7,50 TL
Ulusal Toplantisi I. Kitap I. Cilt

Tiirkiye Cumhuriyeti'nin 75. Yilinda Bilim "Bilango 1923-1998" 7,50 TL
Ulusal Toplantist |. Kitap II. Gilt

73



Trkiye Cumhuriyeti'nin 75. Yilinda Bilim 5,00 TL
"Bilanco 1923-1998" Ulusal Toplantisi Il. Kitap I. Cilt

Tiirkiye Cumhuriyeti'nin 75. Yilinda Bilim 5,00 TL
"Bilango 1923-1998" Ulusal Toplantisi II. Kitap I1. Cilt

Tiirkiye'de Bunalim ve Demokratik Cikis Yollari TUKENDI
Bilim ve Yaratilisgilik (2.Baski) 6,00 TL
Amerikan Ulusal Bilimler Akademisinin Gorisi ) )
Saglik Bilimleri, Miihendislik ve Temel Bilimlerde TUKENDI
"Tirkiye'nin Uluslararasi Atif Dizinindeki Yeri 1973-1999"

Tirkiye'de Sosyal Bilimlerin Uluslararas Yayin Performansi 2,00 TL
Sosyal Bilimler Atif Dizini'nde (SSCI) Tarkiye (1970 -1999) TUKENDi
21. Yizyilda Strdirdlebilirlige Gegis 1,00 TL
Bilgi Toplumuna Gegis Sorunsallar/ Gorisler, 12,50 TL

Yorumlar/Elestiriler ve Tartismalar

Akademi Forumu 1

Talat HALMAN 21. Yiizyilda Universite ve Kiltiir (3.Baski) 3,50 TL
Akademi Forumu 2
Halil INALCIK - Tarih ve Akademi (3.Baski) 4,00 TL

Akademi Forumu 3

Kemal KURDAS

Turkiye Ekonomisindeki Cékiis ve Gelecege Bir Bakis TUKENDI
Akademi Forumu 4

Sema Tutar PISKINSUT Tirkiye'de insan Haklar ve Demokrasi TUKENDI
Akademi Forumu 5

Karen FOGG - Avrupa Birligi'in Giincel Egilimleri ve Tirkiye ~ TUKENDI
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Akademi Forumu 6

Bakir CAGLAR

insan Haklari Avrupa Sozlesmesi Hukukunda Tiirkiye TUKENDI
Akademi Forumu 7

Atilla KARAOSMANOGLU

Turkiye'de Yeniden Yapilanmayla ilgili Sorunlar TUKENDI
Akademi Forumu 8

Stefanos YERASIMOS

Birinci Diinya Savasi ve Ermeni Sorunu (2.Baski) 3,00 TL

Akademi Forumu 9 ]
Gokhan S. HOTAMISLIGIL - Yag Hiicresi Geligimi ve Enerji

Metabolizmasinin Molekiler Kontrol Mekanizmalari TUKENDI
Akademi Forumu 10 i )
Korkut BORATAYV - Tirk Ekonomisinin Son Durumu TUKENDI

Akademi Forumu 11

M. Orhan OZTURK - Sorma-Bilme Diirtlisti ve Girigim Duygusu

Nasil Yok Ediliyor? (2.Baski) 2,50 TL
Akademi Forumu 12

Bozkurt GUVENG

Osmanli'dan Cumhuriyete Kiiltirimiizde Bati Etkileri (2.Bask) 2,50 TL
Akademi Forumu 13

Dogan KUBAN - Kirsal Killtiirin Nesnellik Boyutlar TUKENDI
Akademi Forumu 14

Mehmet OZDOGAN - Giineydogdu Anadolu'nun Kultdr )
Tarihindeki Yerine Farkli Bir Bakis TUKENDI
Akademi Forumu 15

Ziya AKTAS - Tirkiye'de Bilgi Toplumuna Nasil Erigiriz? (2.Baski) 3,00 TL
Akademi Forumu 16

Stanford J. SHAW ) )
Bir Diisiincenin Gergeklesmesi Osmanli Tarihi Galismalarim TUKENDI
Akademi Forumu 17

M. Ali ALPAR - Uzay Ajanslari 2,50 TL

75



Akademi Forumu 18

Nimet 0zGU¢

Hatti Efsanesi Yilan llluyanka'nin Tasvir Sanatinda Yorumu 25TL
Akademi Forumu 19 ) )
Ural AKBULUT - Tanzimat'tan Cumhuriyete Egitim TUKENDI

Akademi Forumu 20
Unal TEKINALP - Tiirk Hukukunun AB Hukukuna ve Avrupa

Konvansiyonuna Uyumu Sorunu (2.Baski) 2,50 TL
Akademi Forumu 21

Erdal INONU - Bilimsel Devrim ve Stratejik Anlami 7,00 TL
Akademi Forumu 22

Ergun OZBUDUN

2002 Secimleri Isiginda Tiirk Siyasetinde Egilimler 250 TL
Akademi Forumu 23

Nusret ARAS - Universite Yasasi Nasil Olmali? TUKENDI

Akademi Forumu 24

Cihan SAGLIOGLU - Felsefenin Kuantum Mekaniksel Temelleri 3,50 TL
Akademi Forumu 25

loanna KUGURADI - Felsefe ve insan Haklar: 3,50 TL

Akademi Forumu 26 )
Tirkan SAYLAN - Yiksekdgretim Oncesi Egitimin
Durumu ve Goziim Onerileri 2,50°TL

Akademi Forumu 27
Kemal KURDAS _
Turkiye Ekonomisindeki Cokils ve Gelecege Bir Bakis Ikinci Asama 4,50 TL

Akademi Forumu 28
Ariel RUBINSTEIN - Vahsi Ormanda Denge 2,50 TL

Akademi Fprqmu 29
Fuat SEZGIN Islam Kltir Dinyasinin Bilimler Tarihindeki Yeri 4,00 TL

Akademi Forumu 30

ilhan TEKELI - Avrupa Birligi, Turkiye ve Demokrasi 3,50 TL
Akademi Forumu 31
Giirol IRZIK - Bilim Savaglari 250TL
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Akademi Forumu 32

ilber ORTAYLI - Filoloji ve Tarih 3,00TL
Akademi Forumu 33
Bozkurt GUVENC - Cumhuriyet Déneminde Egitim 450 TL

Akademi Forumu 34 ) )
Hikmet OZDEMIR - Arnold Toynbee'nin Ermeni Sorununa Bakisi TUKENDI

Akademi Forumu 35

Hadi OZBAL - M. O. 3. Bin yilda Anadolu'da Bronz 2,50 TL
Akademi Forumu 36

Tiirkay ATAOV - Aydin Kime Demeli 3,00. TL
Akademi Forumu 37

Osman BAHADIR - Erken Cumhuriyet ve Bilim 2,50 TL
Akademi Forumu 38

Kemal DERVIS

2000'li Yillarda Turkiye'nin Blyime Sireci ve Temel Sorunlar 2,50 TL
Akademi Forumu 39

Ersin ARIOGLU - Toplumsal Degisimin Dinamikleri 4,00 TL
Akademi Forumu 40 )

Biilent ECZACIBAS)I - Tirkiye'de Ozel Sektor ve Kamu

Yonetimi lliskileri 250TL
Akademi Forumu 41

Mehmet OZTURK

Saglikta ve Tarimda GDO'lar Biyoteknolojik, Transgenik Bitkiler 3,50 TL
Akademi Forumu 42

Namik Kemal PAK

Tiirkiye-AB Bilim, Teknoloji ve Arastirma Politikalari 3,50 TL
Akademi Forumu 43

Cem BEHER - Istanbul'un Bir Mahallesinin Portresi 3,00TL
Akademi Forumu 44 .

Latif MUTLU - Yiiksekdgretime Girig ve Universite Yéntemi 4,00 TL
Akademi Forumu 45

Hasan YAZICI - lla¢ Galismalarina Elestirel Bir Bakis 3,50 TL
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Akademi Forumu 46

Ali ULGER - Matematigin Kisa Bir Tarihi

Akademi Forumu 47

Meral SERDAROGLU - Bilim Dervisi Feza Bey
Akademi Forumu 48

Mehmet ERBUDAK - Fizikgi Goziyle Nanotekloji
Akademi Forumu 49

Sevket PAMUK .

Diinyada ve Tirkiye'de Iktisadi Biyime (1820-2005)
Akademi Forumu 50 .

Ahmet INAM - Teknolojinin Génliimle Ne llgisi Var?
Akademi Forumu 51

llhan BASGOZ - Yiik Tagimiyoruz Sevgi Taslyoruz
Akademi Forumu 52

Altan CILINGIROGLU - Urartu Kiiltiirii ve Ayanis Kazilari
Akademi Forumu 53 .

Mehmet OZDOGAN - Bati Diisiince Sistemi icinde
Arkeolojinin Yeri ve 21. Yiizyilda Yeni Arayislar

Akademi Forumu 54

Isenbike TOGAN - 7. Ve 8. Yizyillarda Gin ve Tiirk Resmi
Tarih Anlayisina Farkli Yaklagimlar

Akademi Forumu 55

M. Ocal OGUZ - Cagdas Kentin Klltirii ve Somut Olmayan
Kiltarel Miras

Akademi Forumu 56

Namik Kemal ARAS - Niikleer Giiciin Geligimi

Akademi Forumu 57

M. Namik YALGIN- Jeolojide Yeni Acilimlar

Akademi Forumu 58 .
Orhan BURSALI - Bilgi Toplumu Diinya ve iktidar Sorunu

Akademi Forumu 59

Biyiikelgi Omiir ORHUN - Avrupa Giivenlik ve Isbirligi Teskilatr

(AGIT) ve AGIT'in insani Boyutu
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Akademi Forumu 60

Aytemiz GURGEY - Trombozda Yenilikler 5,50 TL
Akademi Forumu 61

Zeynep AYCAN - Hayat Dengesi: s, Aile ve Ozel Hayati

Dengeleme Sanat 5,00 TL
Akademi Forumu 62

Miral DiZDAROGLU - Gelibolu Yarimadasi'nda Bir Bilim Adami 5,50 TL

Akademi Forumu 63
Hiisnii AKHAN
Global Krizin Diind, Bugiind, Yarini ve Tirkiye'ye Etkiileri

Tarkiye icin Strdirtilebilir Kalkinma Oncelikleri TUKENDI
Niifus ve Kalkinma Gostergeleri: Ulusal ve Uluslararasi

Uygulamalar 8,00 TL
Population and Development Indicators: National and

International Practices 5,00 TL
Ergen ve Ruhsal SorunlanDurum Saptama Galigmasi TUKENDI
Tirkiye'nin Niifus ve Kalkinma Yazini Elestirel Bir Degerlendirme 9,00 TL
Yaslilar ve Yagli Yakinlari Agisindan Yagam Bicimi Tercihleri 8,00 TL
Yasam Kalitesi Gostergeleri Ttrkiye icin Bir Veri Sistemi

Onerisi (2.Baski) 16,00 TL
Kok Hiicre Aragtirmalarinda Giincel Kavramlar (2.Baski) 5,00TL
Tirkiye'nin Cevre Konusunda Verdigi Sozler 9,00 TL
Temel Bilimler Ongérii Caligmasi 6,00 TL
Bilimsel Arastirma ve Politika iligkisi 7,50 TL
Molekdler Yagam Bilimleri ve Teknolojileri

Ongori Calismasi 2003 - 2023 6,50 TL
Yurtdisindan Gelenlerin Nicelik ve Niteliklerinin Tespitinde Sorunlar 7,50 TL
Diinya'da ve Trkiye'de Biyolojik Cesitliligi Koruma 9,00 TL
Yerlegsme Birimleri/ Galigmalari icin Ongoriiler 8,00 TL
Genetik Aragtirma ve Uygulamada Etik 2:50 L
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Tiirkiye icin Nifus ve Kalkinma Stratejileri ve

Bazi Politika Onerileri (2. Baski) 16,00 TL
Sosyal Bilimler Ongérii Calismasi 2003 - 2023 13,00 TL
iktisat Ongérii Calismasi 2003 - 2023 13,00 TL
Beklenen Marmara Depremi Riskler ve Onlemler 5,00 TL
Kok Hiicre Biyolojisi ve Klinik Uygulamalar 20,00 TL

Turkiye'nin Saglk Baglami icinde 1593 Sayili Umumi
Hifzisihha Kanunu ve Cumhuriyetin Saglik Sorununa

Yaklasimi- TUBA Cevre Komitesi 18,00 TL
Kalkilis : Diferansiyel ve integral - James STEWARD 60,00 TL

Organik Kimya Reaksiyon Mekanizmalari (2. Baski)- Metin BALCI 35,00 TL
Matematik Dig Form Analizi - Erdogan S. SUHUBI (2. Baski) 40,00 TL

Cebir Dersleri - Halil ibrahim KARAKAS 35,00 TL
Hcrenin Molekler Biyolojisi - Bruce ALBERTS 90,00 TL
Kuantum Mekanigi: Temel Kavramlar ve Uygulamalari 25,00 TL

Tekin DERELI, Abdullah VERGIN

Kuantum Mekanigine Giris, Kimyadaki Uygulamalari ile
Yazarlar: Linus PAULING, E. Bright WILSON
Gevirenler: Bahattin BAYSAL, Erdal INONU

1923-1966 Déneminde Tirkiye'nin Astronomi ve Astrofizik
Dallarindaki Arastirmalara Katkisini Gésteren Bir

Bibliyografya ve Bazi Gézlemler- Erdal INONU 25,00 TL
Bir Arkeologun Anilari - Ekrem AKURGAL (3.Baski) 20,00 TL
ilk Tirk Hititologun Yasam Oyksii - Sedat ALP 20,00 TL

80



Bilime Adanmig Bir Omiir - Muzaffer AKSOY 25,00 TL

Anlamak Tutkunu Bir Matematikgi - Cahit ARF 30,00 TL
TUBA Bilim Etigi Sempozyumu 23,00 TL
Diinya'da ve Tiirkiye'de Bilim, Etik ve Universite TUKENDI
Bilim ve Egitim TUKENDI

Universite Yasasi TUKENDI
Universitelerde Akademik Yiikseltiimeler TUKENDI
Nasil Bir Universite Mezunu istiyoruz? TUKENDI
Universiteye Giris TUKENDI
Bilim Adam Yetistirme-Lisans Ustii Egitim TUKENDI
Temel Egitim (Bilim, Egitim ve Toplumsal Gelisme) TUKENDI
insan Haklarinin Geligimi TUKENDI
Turkiye ve Azerbaycan, Kazakistan, Kirgizistan TUKENDI
Bilim Akademileri Ortak Toplantisi
Tiirk Bilim Politikasinda Yeni Arayiglar TUKENDI

TUBA TURKIYE CUMHURIYETI'NIN 75.YILI TOPLANTI DiziSi

Tiirkiye Cumhuriyetinin 75. Yilinda TUBA Konferanslari |
“Cumhuriyet Doneminde Trkiye'de Bilim”
"Cumhuriyet Déneminde Ttirkiye'de Bilime Toplu Bir

Bakis ve Gelecek Hakkinda Beklentiler" 2,00 TL
Tarkiye Cumhuriyetinin 75. Yilinda TUBA Konferanslari Il
“Demokrasinin Temel Sorunlarr” 2,00 TL
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CUMHURIYET DONEMINDE TURKIYE'DE BiLiM

“SOSYAL BILIMLER”
Cumhuriyet Déneminde Tirkiye'de Bilim (Sosyal Bilimler) TUKENDI
Cumhuriyet Déneminde Tiirkiye'de Bilim (Sosyal Bilimler 1) 5,00 TL

TUBA TUKSEK KULTUR ENVANTERi PROJESI

Tarkiye Bilimler Akademisi - Tiirkiye Kiiltiir Envanteri

(TUBA-TUKSEK) Pilot Bolge Calismalari Birecik-Surug 1/1 25,00 TL
Tarkiye Bilimler Akademisi - Ttirkiye Kiiltiir Envanteri

(TUBA-TUKSEK) Pilot Bolge Calismalari Birecik-Surug 2/1 20,00 TL
Trkiye Bilimler Akademisi - Ttirkiye Kiilttir Envanteri } )
(TUBA-TUKSEK)Pilot Bélge Galismalar Buldan 1/2 TUKENDI
Turkiye Bilimler Akademisi - Ttirkiye Kiltir Envanteri

(TUBA-TUKSEK) Pilot Bolge Calismalari Buldan 2/2 25,00 TL
Sanliurfa ili Kaynakgas!

(TUBA-TUKSEK) Pilot Blge Calismalar 2/1 5,00 TL
Tirkiye Kultir Envanteri Kilavuzu 7,00 TL
TUBA DERGILERI
TUBA-ARI TUKENDI
TUBA-AR I TUKENDI
TUBA-ARIII 7,50 TL
TUBA-AR IV ‘ 7,50 TL
TUBA-ARV 10,00 TL
TUBA-AR VI 15,00 TL
TUBA-AR VI 25,00 TL
TUBA-AR VIII 25,00 TL
TUBA-AR IX 25,00 TL
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TUBA-AR X

TUBA-AR XI

TUBA-AR XII

TUBA-AR XIlI

TUBA-Killtir Envanteri Dergisi 1 (2003)
TUBA-Kiiltiir Envanteri Dergisi 2 (2004)
TUBA-Kiiltiir Envanteri Dergisi 3 (2004)
TUBA-Kiltir Envanteri Dergisi 4 (2005)
TUBA-Kiiltiir Envanteri Dergisi 5 (2006)
TUBA-Kiltir Envanteri Dergisi 6 (2007)
TUBA-Kiiltiir Envanteri Dergisi 7 (2009)
TUBA-Killtiir Envanteri Dergisi 8 (2010)
TUBA Akademi Yilli§i- Haziran 2008/1
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TUBA - TURKIYE BILIMLER AKADEMiSi
BASKANLIK

Piyade Sokak No: 27, 06690 Cankaya-ANKARA
Telefon: (312) 442 29 03 (PBX)
Faks : (312) 442 72 36, 442 23 58, 442 64 91

e-posta: tuba @tuba.gov.ir
web: http://www.tuba.gov.tr

TUBA - iSTANBUL OFiSi

istanbul Teknik Universitesi
Macka Yerleskesi
Yabanci Diller Yiiksek Okulu
Magka ISTANBUL
Tel. ve faks : (212) 219 16 60



