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OZET

KREATININ BASKILANMIS MAKROGOZENEKLI POLI(HIDROKSIETIL-
METAKRILAT) KRIYOJELLER

TOPCU, Aykut Arif
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali, Doktora tezi
Danisman: Prof. Dr. irfan ALBAYRAK
Ortak Danigman: Prof. Dr. Adil DENIZLI
Mayis 2015, 83 sayfa

Kreatinin 113 Da agirhiginda, fosfokreatin molekiiliiniin dagilmas: ile kreatin
molekiiliiniin dongilisel anhidrit formu olarak olusan son iriindlir. Tim viicut
stvilarinda bulunur ve saglikli bireylerde sabit deger araliklarinda seyretmesine
ragmen, bireyin tarafindan yapilan diyet ve et tiiketimine bagli olarak degiskenlik
gostermektedir. Kreatinin molekiiliinlin plazmada bulunmast gereken miktari
glomerular filtrasyon tarafindan kontrol edilir. Sinir degerlerinin degiskenlik
gostermesi, kreatinini énemli bir klinik analit olarak kullanilmasina olanak verir.
Molekiiler baskilama, polimer matrikste kalip olarak kullanilan molekiile ait tanima
bolgeleri olusturma yontemidir. Molekiiler baskilanmis polimerler hazirlanmasi
kolay, dayanikli, ucuz, hedef molekiile kars1 se¢icidir ve afinite ayirma araglari olarak
kullanilirlar. Kriyojeller donma noktasinin altinda hazirlanan makrogdzenekli jel
matrikslerdir. Kriyojeller genis gozenekleri, kisa difiizyon yolu ve diisiik basing

diismesi gibi avantajlar1 nedeniyle bir¢cok alanda kullanirlar.

Bu calismanin amaci, kreatinin baskilanmis poli(hidroksietil metakrilat) kriyojeller

hazirlayarak, sulu ¢ozeltiden kreatinin saflastirilmasidir.



MIP kriyojellerin hazirlanmas icin Cu"" iyonlarryla birlikte metal selat monomeri [N-
metakriloil-(L)-histidinmetilester (MAH)], hedef molekiil kreatinin, ¢apraz baglayici
metilen-bis(akrilamid) (MBBAm), baslatici olarak amonyum persiilfat (APS) ile
aktivator olarak N,N,N’ N’-tetrametilen diamin (TEMED) kullanilmis ve hidroksi etil
metakrilat (HEMA) ile kopolimerize edilmistir. Polimerizasyon sonras1 kalip molekiil
kreatinin 1 M NaCl ¢ozeltisi kullanilarak MIP kriyojelden uzaklagtirilmig ve kreatinin
adsorpsiyonu siirekli sistemde calisilmigtir. Maksimum kreatinin adsorpsiyonu 2.35
mg kreatinin/g kriyojel olarak bulunmustur. Kreatinin baskilanmis olan p[HEMA-
MAH-Cu(II)] kriyojellerin maksimum spesifik yiizey alani ve sisme orani sirastyla
32.65 m*/g ile % 89.5 olarak belirlenmistir. Segicilik baglama ¢alismalarinda iirik asit
ve kreatin kullanilmistir. Kreatinin/lirik asit ve kreatinin/kreatin i¢cin MIP kriyojelin
bagil secicilik katsayisi, kreatinin baskilanmamis olan pf[HEMA-MAH-Cu(Il)] NIP2
kriyojele gore sirasiyla 1.39 ve 2.4 kat belirlenmistir. Ayrica kreatinin baskilanmis
olan MIP kriyojelin bagil se¢icilik katsayis1 p(HEMA) NIP2 kriyojele gore tirik asit
icin 3.45 ve kreatin icin de 4.37 kat daha fazla bulunmustur. Son asamada MIP
kriyojelin tekrar kullanilabilirli§i incelenmis ve yapay idrar ¢ozeltisi kullanilarak

adsorpsiyon ¢alismasi degerlendirilmistir.

Anahtar kelimeler: Molekiiler baskilama, Kriyojeller, Kreatinin adsorpsiyonu

i



ABSTRACT

CREATININE IMPINTED MACROPOROUS POLY(HYDROXYETHYL-
METHACRYLATE) CRYOGELS

TOPCU, Aykut Arif
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, Ph. D. Thesis
Supervisor: Prof. Dr. irfan ALBAYRAK
Co-Supervisor: Prof. Dr. Adil DENiZLI1
May 2015, 83 pages

Creatinine 113 Da molecular weight, which is the final product of decomposition of
phosphocreatine and cyclic anhydride of creatine. It is found in all body fluids and
concentration of creatinine remain in constant rate in healty individuals although
creatinine rates are depended on individuals diet and meat intake. Creatinine plasma
concentration rate is controlled by glomerular filtration. Owing to variability plasma
concentration of creatinine which permits an important useful clinic analyte.
Molecular imprinting is to create recognition sites in polymer matrix using a template
molecule. Molecular imprinting polymers (MIP) are easy to prepare, fixed, cheap
selectivity towards template molecule and used affinity seperation materials. Cryogels
are macroporous gel matrix and prepared at sub-zero temperatures. Cryogels are used
some areas because of many advantages such as macroporous, short diffusion path

and low pressure drop.

The aim of this study is to prepare creatinine imprinting poly(hydroxyethyl
methacrylate) for purification of creatinine from aqueous solution. For preparing MIP
cryogels; Cu'" ion, metal chelate monomer [N-methacryloyl-(L)-histidinemethylester
(MAH)], template molecule creatinine, crosslinker methylene-bis(acrylamide),
initiator, activator ~ N,N,N’,N’-tetramethylene diamine (TEMED) and
poly(hydroxyethy metacrylate) were used for copolymerization. After polymerization

il



step, template molecule creatinine was removed from MIP by 1 M NaCl and
creatinine adsorpsion was performed in countionus system. Maximum creatinine
adsorption was found 2.35 mg creatinine/g cryogel. Creatinine imprinting pfHEMA -
MAH-Cu(Il)] cryogels maxium specific surface area and swelling ratio were
determined 32.65 m*/g, % 89.5 respectively. Uric acid and creatine were used for
selective binding studies. The relative selectivity coefficients of MIP cryogel of
creatinine/uric acid and creatinine/creatine were determined 1.39 and 2.4 times
respectively greater than non-imprinting pfHEMA-MAH-Cu(Il)] NIP2 cryogel. Also
relative selectivity coeffients of creatinine imprinting MIP cryogel was found for uric
acid 3.45 and for creatine 4.37 times greater than p(HEMA) NIP1 cryogel. Last step,

useability of MIP and artificial urine adsorption studies also was evaluated.

Key Words: Molecular imprinting, Cryogels, Creatinine adsorption
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1. GIRiS

1.1. Kreatin Metabolizmasi ve Onemi

Kreatin molekiilii; (Sekil 1.1) yiliksek miktarda kaslarda bulunan, hiicrelerin enerji
ihtiyacin1 karsilayan ve yapisinda azot iceren organik bir bilesiktir [1]. Kreatin
molekiilii bobrekler (6zellikle insan kaynakli kreatin molekiilii), pankreas ve
karacigerde iki enziminin kontrolii atinda sentezlenmektedir [1,2]. ilk tepkimede
arjinin ve glisin amino asitlerinin transamidasyonuyla guanidoasetik asit olusur,
ikinci tepkimede guanidoasetik asitin metilasyonuyla da S-adenosil metiyonin agiga
¢ikmaktadir [2]. ik tepkime (Sekil 1.2), transaminidaz enzimiyle (EC 2.1.4.1)
bobreklerde, ikinci tepkime de (Sekil 1.3) transferaz (EC 2.5.1.6) enzimiyle

karacigerde olusur [3].

CH,

Sekil 1. 1 Kaslarda bulunan ve enerji kaynagi olarak kullanilan kreatin molekiili.

Bobreklerde olusan tepkimede;



transaminidaz
arjinin + glisin > ornitin + guanidoasetik asit

EC2.14.1

Sekil 1.2. Arjinin ve glisin amino asitlerinden transaminidaz enzimiyle (EC 2.1.4.1)

ornitin ile guanidoasetik asit sentezi.

Karacigerde olusan tepkime basamaginda;

transferaz

L-metiyonin + ATP —> S-adenosil-L- metiyonin + ortofosfat + pirofosfat
EC2.5.1.6

Sekil 1.3. Transferaz (EC 2.5.1.6) ve ATP varliginda L- metiyoninden S — adenosil -

L — metiyonin sentezi.

Kreatin sentezinin kontrolii geri beslemeli mekanizmalar (negatif feed-back)

tarafindan transaminidaz enzimin inhibisyonuna bagimli olarak kontrol edilmektedir

[1].

1.2. Kreatinden Kreatinin Molekiiliiniin Olusmasi

Sentezlenmis olan kreatin molekiilii kan yoluyla kas ve beyin gibi organlara taginir
ve iki metabolik iiriinii olusturur [2]. Ilk iiriin kreatin kinaz enzimi tarafindan
katalizlenen ve yiiksek enerjili bir bilesik olan fosfokreatindir ve son {liriin olan
kreatinin de her iki molekiil tarafindan kendiliginden olusur [2]. Her iki molekiiliin

kreatinine doniisiimleri kas kasilma bagli olarak ger¢eklesmektedir [2].
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Sekil 1.4. Kreatinin molekiiliin metabolik yolag: (Tietz, 1963).

Kreatinin (Sekil 1.5) 113 Da agirligindadir ve tiim viicut sivilart ile salgilarinda
bulunur [2]. Fosfokreatin molekiiliiniin dagilmasi ile kreatin molekiiliiniin dongiisel
anhidrit formu olarak olusan son {iriindiir [2]. Kreatinin molekiiliiniin tarihgesi
1847’1lere kadar uzanirken, Liebig; kreatin molekiiliinii mineral asitlerle 1sitarak elde
etmis ve isimlendirmistir [3]. Horbaczewski tarafindan 1885 yilinda ilk kez kreatinin
molekiiliiniin sentezi gergeklestirilmis olup, bu sentez de Paulmann tarafindan (1894
yilinda) kreatin molekiiliiniin metilguanido asetik asit oldugunu ve kreatinin de bu

formun i¢ anhidriti olarak kanit gosterilerek kabul edilmistir [3].
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Sekil 1.5 Kreatin ve fosfokreatin molekiillerinden olusan kreatinin molekiili.

Kaslarda bulunan kreatin molekiiliin %1-2’lik kism1 kendiliginden, geri doniisiimiiz
olarak atik madde olan kreatinine doniisiir ve viicutta gilinliik iiretilen kreatinin
miktart kas kiitlesine bagl olarak sabit degerlerdedir [2]. Saglikli bireylerde kanda
bulunan kreatinin miktar1 sabit deger araliklarinda seyretmesine ragmen, bireyin
yapmis oldugu diyet ve et tiiketimine bagli olarak degiskenlik gosterebilir [2].
Bunlara ek olarak kreatin {iretiminin geri beslemeli inhibisyonu, kreatinden kreatinin
olusumu ve diger metabolizmalarin kontroliinde miktar degisikligi gostermesi
miimkiindiir [1]. Kreatinin viicutta iiretilmesi ve plazmada bulunmas1 gereken sinir
degerleri glomerular filtrasyon tarafindan kontrol edilir [2]. Smir degerlerinin
degiskenlik gostermesi kreatininin 6énemli bir klinik analit olarak kullanilmasina

olanak verir [2].

1.3. Bobrekler ve Fonksiyonel Gorevleri

Bobrekler; (Sekil 1.6) bele kadar uzanan, distan fibroz kapsiillerle ¢evrilmis, fasiilye
bigimli ve viicudun her iki tarafinda bulunan retroperitonal organlardir [4,5]. Insan
bobreginin her bir u¢ kutbu 12. goégiis omuruna dogru uzanir, alt kutuplar ise 3. alt
omurun ters istikametine dogru konumlanmaistir [5]. Her insan bobregi eriskin erkek

bireylerde 125 ile 170 gr arasinda, eriskin bayanlarda ise 115 ile 155 gr arasinda



degisiklik gosterirken, yaklagik uzunlugu 11 ile 12 cm dolaylarinda, 5 ile 7.5 cm
genisliginde ve 2.5 ile 3 cm kalinligindadir [5].

Bobregin her bir fonksiyonel birimleri nefrondur, say1 olarak yaklasik 1 milyon
kadardir [2] ve yenilenme Ozelligi gostermezler [6]. Yenilenme 06zelligine sahip
olmadiklart i¢in, bobrek hasar1 ve normal yaslanmaya bagli olarak sayilari

azalmaktadir [6].

Kapsiil

Korteks Mediilla

Bobrek
kolonlar

Papilla

Bdobrek atar

daman
Bobrek toplar Baobrek piramidi
daman

: Kortikomediiller
Bobrek pelvisi kavsak

Bobrek siniislerinde
bulunan bobregi saran
yag tabakasi Canakgiklar

Idrar yolu

Kavisli arter

Sekil 1.6 Bobregin anatomik yapisi (5. referans, sayfa 37 den alinmistir).



1.3.1. Bobregin Islevleri

- Kanin temizlenmesi: Bobregin temel islevlerinin baginda, artik maddelerden

idrar olusturarak kanin temizlenmesi gelmektedir [4].

- Artik maddelerin atilimi: Bazi bilesikler ya da maddelerin yikim iiriinii olan
maddelerin 6rnegin; amino asitlerin yikim iiriinii olan iire, niikleik asitlerin metabolik
art181 olan tirik asit, hemoglobinin parg¢alanmasiyla ortaya ¢ikan biliiribin ve kreatinin

gibi maddelerin uzaklastirilmasini iistlenmistir [6].

- Fazla suyun uzaklastirilmasi: Bobreklerin diger bir 6nemli gorevi de ise fazla

suyun uzaklagtirmasidir [4].

- Arteriel kan basincinin diizenlenmesi: Bobrekler kanda bulunan Na''iyonu ile
su dengesinin kontroliinii saglarlar ve dolayli olarak kan arteriel basincini da

kontrolii gergeklestirirler [6].

- Kirmizi kan hiicrelerinin iiretiminin diizenlenmesinde: Eritropoetin; kemik
iligini stimule ederek kirmizi kan hiicrelerinin yapimini artiran peptit bir hormondur

ve salgilanmasinin biiyiik kismi bobrekler tarafindan kontrol edilir [7].

- Asit ve baz dengesinin diizenlenmesinde: Bobrekler, akcigerle koordineli bir
sekilde asit-baz dengesinin kontroliinii saglar ve protein metabolizmasinin yan iiriinii

olan siilfirik asit ile fosforik asitin uzaklastirmasindan sorumludurlar [6].

- Vitamin D iretiminin regiilasyonu: Vitamin D’nin aktif formu bdbrekler
tarafindan sentezlenir ve sentez orani hormonlar tarafindan Ca'" ile fosfat oranina

bagli olarak kontrol edilmektedir [7].

- Glikoz sentezi: Uzun siireli aglik durumlarinda amino asitler ve

molekiillerden glikoz sentezi “glukoneojenez” ile bobrekler tarafindan gergeklestirilir

[7].



1.4. Kronik Bobrek Yetmezligi ve Bobrek Hasarinin Belirlenmesi

Bobrek rahatsizliklar1 akut ve kronik bobrek hasarlari olarak tanimlanir [8]. Akut
bobrek hasart (ABH); tanisinda 48 saat igerisinde bobrek fonksiyonlarindaki azalma
ile en az 6 saatlik siire igerisinde ki serum kreatinin miktar1 6nemlidir ve {ire ile

elektrolit seviyelerinin dogrudan dlgtimleriyle degerlendirilir [8].

Kronik bobrek yetmezligi (KBY) ya da hasar1 genel itibariyle bobregin hem
fonksiyonlarmin  hem de yapisinin bozulmasi olarak tanimlanabilir, geri
doniisiimstlizdiir ve ilerleyici 6zelliktedir [8,9]. KBY nin olugmasinda baslatict ve
devamlilik teskil eden 2 dnemli faktdr rol oynamaktadir [10]. Ornegin kalitimsal
faktorlere bagl olan ve tek gen kusuruyla iliskilendirilen polisistik bobrek hastalig
yada Alport’s hastaliklar1 6rnek olabilirken, bazi ilaglarin kullanimi (penisilinler,
antienflamatuvar gibi) ve streptokok enfeksiyonlarin da KBY’e neden oldugu
diistintilmektedir [10]. Ayrica KBY hastalarinin  ¢ogunda uzun donemli,
hipertansiyon, kardiovaskiiler rahatsizliklar, diyabet ve ateroskleroz gibi durumlarla

HIV, hepatit B ve C gibi enfeksiyon etkenleriyle karsilasilmasi olasidir [10,11].

Renal klirens ya da temizlenme; birim zamanda (dakika) plazmada bulunan bazi
spesifik endojen ya da eksojen molekiillerin siizilmesidir ve asagida verilmis olan

formiille tanimlanir [12,13].

Co= (Um X V)/Pyy (1.1)

Cm; dakikada plazmadan siiziilmiis olan madde miktarini, Uy; idrardaki madde

miktarini ve Py, de maddenin plazma miktar1 ifade etmektedir.

KBY’nin degerlendirilmesinde glomerular filtrasyon oran1 (GFO) kullanilir ve GFO
baz1 molekiil ya da eksojen bilesenlerin ( 6rnegin fruktoz kdkenli polimer iniilin, '**I-
iyotalamat ve **Cr- EDTA ya da azotlu bilesenler gibi) kandan siiziilme orani olarak
tanimlanir, nefronlarin sayist ve fonksiyonlartyla iliskili olup, nefronlarin sayi-
fonksiyon azalist ilerleyen bobrek hasarlarina neden olmaktadir [12,13]. KBY ni

GFO oranindan tanimlanmak istenirse; GFO oranmin < 60 mL/dak, 1.73 m’



oranindan diigiilk olmasi ve bu siirenin de 3 ay ya da daha fazla siire devam etmesi
olarak tanimlamak miimkiindiir [9]. KBY hastaligt GFO oranma gore 5 asamaya
ayrilmaktadir [14], bu degerler sirasiyla GFO > 90 ise; 1. evre olarak degerlendirilir
ve teshis ile tedaviyi, GFO 60-89 araligi ilerleme donemi yani II. evreyi, 30-59
aralig1 degerlendirme ve komplikasyon tedavisi olan III. evreyi, GFO oraninin 15-29
oldugu aralik degeri bobrek replazman hazirlik evresi olan IV. evreyi ve GFO < 15
degeri de son asama olan (V. evre) diyaliz ya da bobrek nakline ihtiya¢ duyulan

evredir [15].

Bobrek hasarlarinin tanisinda ve teshisinde son zamanlarda kullanilan bazi 6zgiil

molekiiller;

- Karaciger tipi yag asidi baglayici protein (KYABP): Karaciger tipi yag asidi
baglayici proteinler, insan proksimal tiibiillerinde eksprese olmaktadir (16]. Kamijo
ve ark, (17] tarafindan bobrek hastalar1 iizerinde yapilan ¢alismada idrarda artig
gosteren bobrek hasar proteinleri ve tubulointerstisyel hasar miktarlariyla birlikte
KYABP’nin de yiikselmis oldugu rapor edilmis, KYABP nin bobrek hastaliklarini

tayin etmede kullanilabilecegi rapor edilmistir.

- Sistatin C (SC): Insan SC proteini;13.343-13.359 Da molekiiler agirlikl, 151
nm ¢apinda, 120 amino asit kalintisina sahiptir ve yikimini1 bobrekler iistlenmistir
[18]. Endeojen biyomarker 6zelligi tasir, glomeruller tarafindan siiziilir ve hem
KBY hem de ABY ’ni teshis etmek i¢in kullanilir [19,20]. Saglikli bireylerde serum
plazmasindaki deger aralig1 0.8-1.2 mg/L’dir [18]. Yapilmis olan ¢aligmalarda SC’in

de GFR oraninin degerlendirilmesinde kullanilabilirligini ileri siirtilmiistiir [21,22].

- Notrofil Jelatinaz Iliskili Lipokalin (NJIL): NJIL nétrofillerde bulunan
jelatinaza kovalent olarak baglanmis, 25 kDa agirliginda ve 178 amino asite sahip
bir proteindir [23,24]. Kiicik molekiil agirligindan dolay1 parcalanmaya karsi
direnglidir ve idrarda tayin edilmesi kolay bir molekiildiir [25]. ABY nin tayin
edilmesinin yaninda KBY nin hem teshis edilmesinde hem de seyri ve gidisatini
gozlemleme de kullanilir [26]. Literatiirde yapilmis olan ¢alismalarda NJIL proteinin

KBY teshislerinde kullanilabilecegi gozlemlenmistir [25,27].



- Asimetrik Dimetilarjinin (AD): Asimetrik dimetilarjinin 220 dalton agirliginda
(28], nitrik oksit sentaz enzimin Onemli endojen inhibitoriidiir ve ilk defa
hemodiyaliz hastalarinda rastlanilmistir [29,30]. AD proteinlerin post translasyon
sonrast metillenmesiyle olusur (arjinin amino asiti) ve proteolik enzimlerle yikim
iirliinti olarak agiga ¢ikar [30,31]. Fliser, ve ark., [32] tarafindan yapilan ¢alismada
AD seviyesinin normal ve tolera edilebilir GFR oranlarinda fazla yiikselmedigi
sonucuna ulasilmis, bu degerin bobrek hastalarinda yiiksek degerlere ulastigi ve
AD’in bobrek hastalarinin takibinde kullanilabilecegini rapor edilmistir. Diger bir
calisgmada AD serum seviyesinin, KBY hastalarinda yiiksek degerlere ulasildigi ve
diyaliz iglemi sonucunda bu degerin daha diisiik seviyelere diisiirildiigii gdzlenmistir

[33].

- Beta-Trace Protein (BTP): BTP diisiik molekiil agirligina (23 ile 26 kDa) sahip
bir proteindir, prostaglandin D sentaz olarak da adlandirilir ve bobrekler tarafindan
filtre edilir [34,35]. Yumurtalik hari¢ tiim dokularda sentezlenir ve vazodilatasyon,
platelerin agredasyonunun inhibisyonunu (kiimelenme) diizenlemek gibi gorevleri
iistlenmistir (36]. Donadio, ve ark., [35], BTP ile GFO arasindaki iligkiyi incelemis
ve bobrek fonksiyonlarinin kaybiyla birlikte (GFO oranin dikkate alinmig) serum
BTP miktarinin artabilecegini ileri siirmiislerdir. Diger calismalarda da BTP ile
azalmis olan GFO arasindaki iligkiler ortaya konulmustur [37]. Hoffmann, ve ark.
[38] tarafindan yapilmis olan calismada BTP miktarinin hem bdbrek hasarlarinda

hem de diyaliz hastalarinda ytiksek miktarlara ulastig1 gézlenmistir.

- Bobrek Hasar Proteini 1 (BHP-1): BHP-1 proteini; dis domain tarafinda
immunglobulin yapisinda oldugu gibi alt1 adet sistein iceren, iki N-glikosilasyon
bolgesinde de treonin, serin ve prolin amino asitlerince zengin tip 1 musin benzeri Q
glikosillenmis trans membran glikoproteinlerinden birisidir [39]. BHP-1 protein
saglikli bobrekler tarafindan az miktarda sentezlenirken, bobreklerin kansizlig
(post-iskemi) durumunda sentezlenen miktar artis gdstermektedir [40]. BHP-1 nin
gen ifadesinde artis ya da ekspresyonu tiibiiler epitel hiicrelerinde olusan hasar
durumlarinda ortaya c¢ikmaktadir [39]. Ayrica in-situ hibridizasyon ve
immiinohistokimyasal ¢aligmalar neticesinde proksimal tiibiil epitel hiicrelerinin

yenilenmesi sirasinda da BHP-1 ve mRNA miktarlarinda yiiksek ifade edilebilirlik



degerlerine ulastig1 saptanmistir [40]. Literatiirde yapilmis olan ¢aligmalara bakildig:
zaman Han, ve ark., [41] hem normal hem de bdbrek rahatsizliklar1 olan hastalarla
ilgili yapmis olduklar1 calismada iskemik bobrek hastalarimin idrarlarinda BHP-1
protein miktarin1 daha yiiksek degerlerde saptamig ve idrar 6rneklerini Western Blot
analizi ve Elisa Testi ile karsilagtirarak artis gosterdigini ileri stirmiislerdir. Yapilmis
olan diger bir ¢aligmada allogreft hastalarindan (diyabetli hastalarda dahil olmak
izere) alman idrar 6rnekleri BHP-1 kiti yardimiyla incelenmis ve renal fonksiyonel
bozukluklara sahip olan kisilerde BHP-1 miktarinin artis gosterdigi sonucunu

gbzlemlemislerdir [42].

- Interlokin 18 (i-18): 1-18 kronik inflamasyon durumlarinda, oto-immiin
hastaliklarda, ¢esitli kanser tiirleri ile birgok enfeksiyon gdsteren hastalikla eksprese
olan i-1 sitokin siiper familyas: elemamdir ve aktif makrofajlar tarafindan yiiksek
miktarlarda sentezi yapilmaktadir [20,43]. Literatiirde yapilmis olan calismalarda i-
18 ile bobrek rahatsizliklari (ABY) arasinda Onemli iliski verilerine ulasildig:
goriilmektedir. Parikh, ve ark., tarafindan [44], saglikli bireyler ile, ABY hastalarinin
idrarlarinda bulunan I-18 diizeylerini incelemis ve ABY hastalarmin idrarlarinda
yiiksek oranda I-18 miktarini tayin edilmistir. Yapilmis olan diger bir ¢alismada akut
akciger rahatsizligr nedeniyle yogun bakimda yatan ve ayni zaman da ABY olan
hastalarin  idrarlarindaki 1-18 miktar1  degerlendirilmesi  yapilmustir  [45].
Degerlendirme sonuglarina gore (24 ve 48 saatlik idrar numunelerin incelemesi) i-

18’in ABY erken teshisinde 1-18’in kullanilabilecegi sonucuna ulasilmustir.

- Albliminiiri (AL): Albiimin; 66 kDa agirlikli, 585 aminoasit iceren, negatif
yiike sahip, idrar da bulunan protein miktarinin hesaplanmasi i¢in kreatinin ile
birlikte kullanilan ve idrardaki miktar1 300 mg’nin alt1 ile 30 mg’dan yiiksek oldugu
durumlarda mikroalbiimini olarak kabul gbren bir proteindir [46,47]. AL proteini
glomeriiller tarafindan siiziiliir ve bunu takiben proksimal tiibiil hiicreleri tarafindan
tekrar absorbe edilir (kubilin ve megalin reseptor proteinleri yardimiyla) ve yikilmak
iizere lizozomlara tasinir [48,49]. Idrarda artmis olan proteinler veya albiimin
(mikroalbiimin) degeri hem kardiyovaskiiler rahatsizliklar bobrek hasarlarinin
belirleyici hem de kardinal bulgularinda bagimsiz risk faktorii olarak kullanilir [50].

Keane, ve Eknoyan, [50] proteiniirinin bdbrek hasarlart ve son donem bobrek
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hastaligiyla dogrudan alakali oldugu one siirmiislerdir. Literatiir ¢alismalarinda
ornegin; Wu- T,M. ve ark., [51] KBY rahatsizligi bulunan 602 hasta iizerinde
yapmis olduklar1 ¢alisma da KBY hastalarinda rastlamis olduklar1 AL ile proteiniiri
miktarlariin artis1 gézlemlemislerdir. Diger bir ¢aligmada proteiniirinin yalnizca
bobrek hasarlari ile miyokardiyal enfarktiis durumundaki ilerlemesi incelenmistir
[52]. Yapilan ¢aligmada bobrek hastaliklar1 yaninda miyokardiyal enfaktiis ve bobrek

hasarimin ilerlemesinde proteiniiri miktarinin arttig1 gézlenmistir.

- N-Asetil-B-D-glukozaminidaz (NAG): NAG molekiilii yaklasik olarak 140
kDa agirhiginda, proksimal tiibiil hiicrelerinde bulunan lizozomlar tarafindan
olusturulur ve NAG A ile NAG B olmak iizere iki farkli izoenzim formundadir
[53,54]. Yiiksek molekiil agirligt nedeniyle bobrekler tarafindan filtre edilmesi
giictiir ve idrarda bulunmasi gereken miktar1 gectigi zamanlarda proksimal tiibiiller
ile lizozomlarda olugan hasarlarin gostergesi olarak kabul edilebilir [54]. Literatiirde
yapilmis olan caligmalara incelendigi zaman bu olguyu destekler nitelikte yayinlara
rastlamak miimkiindiir. Ornegin Liangos, ve ark., [55] tarafindan yapilan ¢alisma da
201 ABY hastasisnin NAG ile BHP-1 diizeylerini 3 yillik siire igerisinde
incelemislerdir. Hastalar lizerinde NAG enzim aktivitesini spektrofotometrik yontem
kullanarak  degerlendirilmis ve NAG ile BHP-1 seviyeleri ABY’nin
degerlendirilmesinde kullanilabilecegini rapor etmislerdir. Diger bir literatiir
caligmast da bobrek transplantasyonu gecirmis olan 87 hasta tizerinde yapilmis (1 ve
12 aylik donemde) kreatinin ile birlikte NAG enzim seviyeleri incelenmistir [56].
Elde ettikleri verilere gore idrarda bulunan NAG enziminin aktivitesi tiibiiler hasarin
erken donemleri ile uzun donemli bobrek transplantasyonlarini degerlendirmede

kullanilabilecegini gostermistir.

1.5. Kreatinin (Krn) Tayin Edilmesi ve Glomeriiler Filtrasyon Oram (GFO)
Arasindaki Tliskisi

Kreatinin; 113 Da agirlifinda, proksimal tiibiil hiicreleri tarafindan salgilanan ve

glomeriiluslar tarafindan filtre edilen amino asit kalintisidir [59]. Kas

metabolizmasinin {irlinii olarak ortaya ¢ikar, kii¢iik miktarlarda proksimal tiiplerden
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salgilanir ve© GFO’n1 degerlendirme de kullanilan endojen biyobelirtectir [12,13].
Saglikli bir bireyin plazmasinda bulunmasi gereken Krn miktar1 yaklasik olarak 1
mg/dL’dir [6] fakat birey tarafindan yapilmis olan diyet miktar1 [1] cinsiyet, irk ve
yasa bagli olarak kreatinin miktar1 degisiklik gostermektedir [58].

Kreatinin bobrek fonksiyonlarmin degerlendirmesinde kullanilan endeojen
biyobelirteg 6zelligi tagir [12]. Kreatinin klirensini degerlendirmede 24 saatlik idrar
tercih edilir ve bazi matematik modellemeleri kullanilarak degerlendirilir [12]. Krn
temel alinarak olusturulan bu denklemler bazi etkenlerden 6rnegin ilaglar (simetidin,
trimetoprim  gibi), diiiretikler, kas kiitlesi ve hamilelik gibi durumlardan
etkilenmektedir [12]. Bobrek fonksiyonlarint degerlendirme de kullanilan GFO oram
ve Krn ile birlikte kullanildigi modeller [12], sirastyla agsagida verilmistir.

- Cockroft- Gault Esitligi; esitlikte sabit degerler erkekler i¢in 1.23 ve
bayanlar i¢in 1.04 olup, ve K’da derisim olarak verilmis olup (Ingiltere igin) denklem

asagidaki gibidir;

Kxm: (140-yas) x Agirlik (kg) x (sabit) (1.2)
Serum kreatinin (umol/litre)

- Bobrek hastalig1 calisma grubu denkleminde diyet modifikasyonu;

GFO (mL min"' 1.73 m™) = 186 xserum kreatinin (umol/litre)"">* x yas®** x 1.21
(siyahi bireyler) x 0.742 (bayan) (1.3)

- Schwartz denklemi; Cocuklar i¢in tercih edilen bu denkleme gore;

Kim (mL min™ 1.73 m™) = uzunluk (cm) x k (1.4)
Serum kreatinin (mg/dl)

k sabiti: 0.33 premature bebekler, 0.45 1 yas bebekler i¢in, 0.55 1 ile 13 yas ¢ocuklar
icin ve 0.70 geng erkekler ile 0.55 geng bayanlar

- Serbest su klirensi esitligine gore (SSK);
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SSK = V(1-Ugsmalite/Posmatice) ve denkleme gore; V; idrar hacmini, U; idrar

osmalitesini ve P de plasma osmalitesini ifade etmektedir.

1.6. Kreatinin Tayin Edilmesinde Kullanilan Yontemler

Kreatinin molekiiliin tayin edilmesinde kullanilan yontemler sirasiyla;

Jaffe Tepkimesi

1896 yilinda Jaffe alkalin pikrat ile kreatinin molekiiliinii metilen grubuyla alkali
sodyum piktat etkilestirmis ve kirmizi-turuncu renkli kompleksi gozlemlemis ve
Folin tarafindan 1904 yilinda idrardan kreatinin tayini gergeklestirilmistir [59, 60,
61]. Bu yontem kullanilarak insan serumunda tayin edilebilen kreatinin {ist sinir

degerleri 1.6-1.9 mg/dL araligindadir [62].

Biyosensorler

Kreatinin tayin edilmesinde biyosensorler incelendiginde potensiyometrik ve
amperometrik olarak 2 yontemle karsilasmak miimkiindiir [60]. Amperometrik
cihazlar kullanilarak kreatinin tayin edilmesi Tsuchida, ve Yoda, [63], tarafindan
3’lii enzim sistemi kullanilarak gerceklestirilmistir ve birka¢ istina diginda
amperometrik cihazlar ile kreatinin tayininde 3’lii enzim sistemi kullanilmaktadir
[60]. Kullanilan ilk enzim kreatinin amidohidrolaz olup, kreatinin molekiiliinii
kreatinine doniistlirir. Bu tepkimeden sonra kreatin aminidohidrolaz enziminin
katalizi sonucu sarkozin ile iire olusur. Son basamakta glisin, formaldehit ile H>O,
olusumu da sarkozin oksidaz enzimiyle gerceklestirilir. Bu yontem H»O,’un tayin
edilmesi temeline dayanir [63]. Potensiyometrik cihazlar kullanarak kreatinin
molekiiliin tayinde edilmesinde temel yaklasim kreatinin molekiiliiniin, kreatinin
iminohidrolaz enzimi tarafindan kataliz edilmesiyle birlikte yiizeydeki NH,iin iyon

secici elektrot tarafindan tayin edilmesi temel prensibi iizerine kurulmustur [60].
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Meyerhoff, ve Rechnitz, tarafindan [64] kreatinaz enzimi kullanilarak (enzim
tarafindan kreatinin molekiilii amonyak ile N-metilhidantoine doniistiiriiliir) sensor

caligmalar1 baslatilmistir.

Yiiksek Performansli S1vi Kromatografisi (YPSK)

Yiiksek performansl sivi kromatografisi kullanilarak kreatinin tayin edilmesine ait
ilk caligmalar 1977 yillarina kadar dayanmaktadir [65]. Erken dénemde YPSK
kullanilarak yapilmis olan tayin ¢aligmalarina bakildig1 zaman; 1977 yilinda Brown,
ve ark. tarafindan [66] kreatinin molekiiliilin tayini YBSK kullanilarak
gerceklestirilmistir. Ileri zamanlarda YBSK kullanilarak yapilmis olan calismalara
ornek olarak izokratik iyon ¢ifti ters faz ayrimi ile kreatinin tayini [67] yapilmistir.
Ayrica sigan serumu kullanilarak kreatinin miktar1 YBSK ile tayin edilmis ve bobrek

fonksiyonlarinin degerlendirilmesinde kullanilmigtir [68].

1.7. Molekiiler Baskilama

Molekiiler baskilama; fonksiyonel monomerin, ¢apraz baglayicinin ve hedef
molekiiliin (analit) 6n-komplekslesmesiyle meydana gelen polimerizasyon islemidir
[69]. Molekiiler baskilanmis polimerlerin; (MBP) kararli yapilart (u¢ pH
degisimlerine, basing ve yliksek sicaklik gibi), diisiik maliyetleri, segici olmalar
MBP’lerin afinite ayirma sistemlerinde, biyoanalitik tayinlerde, kimyasal sensorler

ve enzim-benzeri kataliz islemlerinde kullanilmasina olanak saglamaktadir [70,71].

Molekiiler baskilama yontemi 1972 yilinda Giinter Wulff ve arkadaglar1 tarafindan
baslatilmig ve destek malzemesi {izerinde fonksiyonel monomer ya da monomerlerin
iic boyutlu yapilarinin diizenlenmesiyle elde edilmistir [72]. Molekiiler baskilama

yontemi tic basamaktan olusmaktadir [72],
Birinci basamakta 6n-komplekslesme gerceklesir, bu basamakta polimerlesebilen ve

hedef molekiil ile etkilesime (kovalent ya da non-kovalent) girebilecek fonksiyonel

gruplara sahip monomer ile hedef molekiiliin etkilesimi s6z konusudur. Bu basamak
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hedef molekiiliin ti¢ boyutlu yapist ve kimyasal 6zellikleri acisindan 6nem teskil

etmektedir.

Ikinci basamak; polimerizasyon asamasidir ve polimerizasyon igin uygun capraz

baglayici ve baslaticinin kullanildigi basamaktir [72].

Polimerizasyonun son asamasinda hedef molekiilii uygun ¢oziicii ya da ¢oziiciiler
kullanilarak, destek malzemesinden wuzaklastirilir. Hedef molekiiliin polimer
matriksten uzaklastirilmasiyla hedef molekiilere ait (iic boyutlu yapi, biytikliikk ve
sekil) kimyasal, topolojik ve hedef molekiile ait 6zgiil bosluklar elde edilmektedir
[72] (Sekil 1.7).

A
—‘ On-kompleks
2 Olusumu Polimerizasyon

'm — — | B
C

o
&
Qéb

&

Sekil 1.7 Molekiiler baskilanmis polimerlerin sentezi (A, B, C fonksiyonel

monomerler, D; baskilanmak istenen hedef molekiil).

1.7.1. Molekiiler Baskilama Yonteminde Kullanilan Temel Bilesenler

Molekiiler baskilanmig polimerlerin sentezlenmesinde gerekli olan temel bilesenler

strastyla [72];
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- Fonksiyonel monomer ya da monomerler: Fonksiyonel monomer ya da
monomerler hedef molekiiliin baglanmasini olusturan temel yapilardir ve etkin bir
baskilamanin olugmasi icin hedef molekiil ile etkilesimlerine girebilen fonksiyonel

gruplar tagimalidir [72].

- Capraz Baglayici: MBP hazirlanmasinda kullanilan ¢apraz baglayicilarin ii¢
temel iglevi bulunur [73]. Temel gorevi destek malzemesinin (polimer matriks)
morfolojik yapisinin kontrol edilmesinde (6rnegin makrogdzenekli, jel-tipli ya da
mikrojel toz gibi) gorev alir [73]. Bunu takiben molekiiler baskilanmis bolgeler ile
polimer matriksin kararliligin1 kontrol eder [73] ve destek malzemesinin suda

coziinmesini engeller [74].

- (Coziici:  Polimerizasyonda  kullanilan  ¢oziiciiniin =~ temel  gorevi,
polimerizasyonda kullanilan bilesenleri (monomer/monomerler, capraz baglayici,
baslatict ve MBP sentezinin gerek duyuldugu durumlarda hedef molekiil de dahil
olmak tiizere) tek bir faz altinda toplamaktir [72]. Bunlara ek olarak polimerizasyon
sonras1 gozenekli yapinin olugmasinda, polimerizasyon sicakliginin homojen olarak
dagitilmasinda ve non-kovalent etkilesimlerde hedef molekiil ile kompleks

olusumuna olumlu etkileri bulunmaktadir [72].

- Baslaticilar: Polimerizasyonda kullanilan baslatict miktar1 (%1 wt yada % 1
mol oranlarinda), polimerizasyonda kullanilan monomer oranlarma gore oldukca
diistiktiir (73]. Baslaticinin kimyasal yapisina gore olusan radikal orani ve miktarlari

sicaklik, 151k gibi faktorler tarafindan tetiklenmektedir [73].

- Hedef molekiiller: Molekiiler baskilama teknolojisinde kullanilan hedef
molekiillere 6rnek olarak; enzimler [75], iyonlar [76] ve proteinler [74,77]
gosterilebilir. Hedef molekiiliin se¢ilmis olan uygun fonksiyonel monomer ya da
monomerler ile kompleks yapabilecek gruplara sahip olmasi [74] ve polimerizasyon

yiiksek sicakliklarda olusacaksa, hedef molekiiliin kararli olmasi beklenmektedir

[72].
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1.7.2. Molekiil Baskilama Yontemleri

Molekiiler baskilanmis polimerlerin sentezlenmesinde hedef molekiil ile fonksiyonel
monomer/monomerlerin etkilestirilmesinde kovalent ve non-kovalent etkilesimlerden

yararlanilir [73].

- Kovalent Baskilama: Kovalent baskilama yontemi kullanarak MBP’in sentezi
Glinter Wulff ve arkadaslar1 tarafindan baslatilmistir [78]. Hedef molekiiliin
baskilanmasinda tersinir kovalent baglar rol alir ve capraz baglayic1 kullanilarak
gerceklestirilen kopolimerizasyonu sonunda hedef molekiil uzaklastirilir [73].
Kovalent etkilesimlerin kullanildigt MBP sentezlerinde hedef molekiillere karsi
giiclii ve 6zgiil baglanmalar olusmaktadir (Sekil 1.8.,78]. Kovalent baskilama hedef
molekiillerin se¢imlerinde sinirlamalar getirmesinin yaninda, asit hidrolizi gereken
durumlarda hedef molekiil ile fonksiyonel monomer/monomerler arasinda olusan
kovalent baglarinin yikimlarina neden olmaktadir [73]. Ayrica hedef molekiil ile
fonksiyonel monomerin kovalent baglanma etkisiyle, hedef molekiiliin destek
malzemesinden uzaklagtirilmasi zordur ve adsorpsiyon islemlerinde hedef molekiiliin

kendine 6zgii bosluk ya da oyuklara yavas baglanmasi olasidir [72].

Onkompleks Olugumu

Adsorpsiyon

Desorpsiyon

Sekil 1.8. Kovalent baskilama.
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- Non-Kovalent Baskilama: Molekiiler baskilanmis polimerler elde etmek
amaciyla kullanilan diger bir yaklasimda zayif etkilesimler tarafindan kontrol edilen
non-kovalent baskilamadir [78]. Non-kovalent etkilesimler kullanilarak yapilan 6ncii
caligmalara Ornek olarak akrilik monomeri kullanilarak boya molekiillerinin
baskilanmas1 Ornek verilebilir [79]. Non-kovalent etkilesimlerin kullanildig:
molekiiler baskilanmig polimerlerde iyonik, hidrofobik, hidrojen baglari, yiik
transferi gibi etkilesimlerden yararlanilir (Sekil 1.9.,79]. Polimerizasyon sonrasinda
hedef molekiil basit yikama islemleriyle uzaklastirilir ve ¢apraz baglayici tarafindan
hedef molekiile 6zgli li¢ boyutlu baglanma bdlgeleri korunmaktadir [79]. Non-
kovalent baskilama yoOntemin iki biiyiik avantaji vardir; ilk olarak non-kovalent
etkilesimler tarafindan yiiriitillen polimerizasyon yontemleri kovalent etkilesim
gosteren polimerizasyon yontemlerine gore daha kolaydir ve hedef molekiiliin
baglanma bolgelerine olan afinitesi daha yiiksektir [73]. Buna ek olarak non-kovalent
etkilesimlerde hedef molekiiliin baglanmas1 daha hizli olmakta birlikte ve monomer

hedef molekiiliin sentezine gerek duyulmamaktadir [72].

A . D D
(Onkompleks Olugumu Polimerizasyon
S | e IME— ——
C

Sekil 1.9. Non-kovalent baskilama.
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1.7.3. Molekiiler Baskilanmis Polimerlerin Kullanim Alanlar:

Molekiiler baskilanmis polimerlerin kullanim alanlar1 incelendiginde ii¢ Onemli

alanda kullanildiklar1 (ayirma, teshis ve sensor ile kataliz) gdze ¢carpmaktadir [80].

- Ayirma Islemlerinde: Molekiiler baskilanmis polimerler yiiksek ve diisiik pH
araliklarina, toksik cevresel kosullara olan direnclilige, yiiksek sicaklik ile yiiksek
basing gibi kosullar altinda kararlilik gosterdikleri i¢in afinite ayirmalarinda, kat1 faz

ekstraksiyonlarinda ve ayirma islemlerinde kullanilmaktadir [80].

- Cevresel Uygulamalar: Agir metallerin ¢evreden uzaklastirilmas: amaciyla
kullanilan yontemlerden birisi nanofiltrasyon ve ters-osmos membran sistemleridir
(80]. Ters-osmos membranlar ortamda bulunan tiim iyonlar1 kendi biinyesinde
biriktirme 6zelligine sahiptir ve MBP hem segicilikte hem de cevresel kosullarda
daha kararli olduklar1 i¢in, bu tip membranlarin yerlerine tercih edilmektedirler

[80,81].

- Sensor: Molekiiler baskilanmig olan polimerlerin genis kullanim alanlarina
ornek olarak biyosensorler de verilebilir [80]. Biyolojik malzemeler kullanilarak
tasarlanan biyosensorlerin kararsiz olmalari, yiiksek maliyetleri ve hedef molekiile
0zgli enzim ya da uygun reseptorler kullanilmadigi zaman segiciligin azalmasi gibi
bir takim dezavantajlarla karsilasmak miimkiindiir [80]. Ayrica maliyeti diisiirmek ve
hedef molekiile 6zgii olan enzim ya da reseptoriin kulllanilmasina gerek duyulmadan
molekiiler baskilanmis polimerler biyosensor uygulamalarinda tercih edilmektedirler.
[80]. MBP’lerin biyosensor uygulamalarina 6rnek olarak; enzimlerin tayin edilmesi

[82], hiicre taninmasi (83] ve bazi hastaliklarin teshisi [84] 6rnek olarak verilebilir.

Kataliz: Enzimler spesifik olduklari hedef molekiillerine karsi (substrat) 6zgiil, {i¢
boyutlu yapilarina karsi secici, 1limhi kosullarda tepkimeleri yiiksek oranda
hizlandiran molekiillerdir [85]. Enzimlerin katalitik etkileri organik c¢oziiciiler,
sicaklik ve pH gibi durumlardan etkilenmektedir. Molekiiler baskilanmis polimerler
basing, yiiksek sicaklik, asidik-bazik kosullar ile bircok organik  ¢oziiciiniin

bulundugu ortamlarda kullanilabilme 6zelligi gosterirler [86]. Molekiiler baskilama
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teknolojisi kullanilarak sentezlenen enzim benzeri yapilar; biyolojik sistemlerde
secicilik (li¢ boyutlu) ve tepkimeleri hizlandirma 6zelligi gosterdikleri igin tercih
edilmektedirler [85]. Kataliz ¢aligmalarina 6rnek olarak Cu(Il) iyonu kullanilarak,
difenollerin oksidasyonu [85], etantiyomer segici olarak ester hidrolizi [87] 6rnek

verilebilir.

1.8. Kriyojeller

Kriyojel tanim1 yunanca da krios yani donma ya da buz anlamma gelmektedir ve
kriyojeller gel matriksler olarak tanimlanirlar [72,88]. Uygun monomer ya da
polimer Onciileri kullanilarak kismi donmus sivi faz igerisinde sentezlenir (Sekil
1.10) ve buz kristalleri gdzenek yapici olarak gorev alir, polimerlesme sonunda buz

kristallerin erimesiyle birbirine bagli gozenekli yapilar elde edilir [72,89].

— Makromolekiil T
\__/ A
K o R
'y X Dondurma -
w > Ciziinen molekiiller => X ‘)(xv-‘ > Ciziiciiniin polikristalleri
.-l
N S
)" X —> Ciziicii )
_—
< '}
X $ i L‘/\" Donmanus sivi mikrofaz
v - -
Dondurulmus ¢ozelti
Baslangig

Polimerik krivojel
Makrogozenekler

> Coziici
Eritilmiy Kriyojel

Sekil 1.10. Kriyojellerin sentez asamalari.
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Kriyojeller (kriyotopik jellesme) kovalent, non-kovalent yada iyonik baglardan
olusabilir (Sekil 1.11) ve dondurma sistemi kullanilmadan elde edilen jellerle

kiyaslandiklar1 zaman 6nemli morfolojik farkliliklara) sahiptir [88].

Sekil 1.11. Monolitik kriyojellerin optik fotografi.

1.8.1. Kriyojellerin Ozellikleri ve Yapisinin Kontrolii

Kriyojeller normal jellerle kiyaslandiklar1 zaman heterofaz sistemlerden olusurlar ve
elastik yapilari, birbirlerine baglantiligi genis goézenekleri (1<X<300 pm) temel
ozelliklerinin basinda gelmektedir [88,90,91].

Kriyojellerin yapisal ozelliklerinin belirlenmesinde sicaklik onemli bir faktordiir.
Kriyojeller sulu ¢ozeltiler kullanilarak -10°C ile -20°C arasinda sentezlenmektedirler
[98]. Sentez sirasinda buz kristalleri hem ¢oziicli gorevini de iistlenirler hem de
eritme igleminin ardindan birbirlerine baglantili gézenek olusumundan sorumludurlar
[91]. Ornegin oda sicaklignda hazirlanmis olan jel form ile -20°C’de hazirlanmis
olan kriyojelin gézenek yapilari incelendigi zaman, oda sicakliginda hazirlanmis olan
jelin homojen, mikrogdzenekli yapida oldugu saptanmis, kriyojelin gozenek capinin
100 pm’den biiyiik oldugu ve gozeneksiz duvarlara sahip oldugu goézlemlenmistir
[91]. Sentez sirasinda buz kristalleri tarafindan kriyojelin gozeneklerine yapilan

basingtan Otiirli, makrog6zenek duvarlar1 ince-nano ya da makrogozenekli olmaktadir
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[90]. Yapilan sentez (kriyojelasyon) tiirline gore gozenek boyutlarini da kontrol
etmek miimkiindiir [91]. Plieva, ve ark [92] tarafindan poliakrilamid kriyojeller
iizerinde yapilmis olan calismada, tercih edilen polimerizasyon ydntemi iizerinde
capraz baglayici ile farkli monomer oranlarinin etkilerini arastirtlmistir. Kullanilan
capraz baglayicinin tiirline goére sentezlenmis olan kriyojellerin daha elastik ve
stingerimsi yapiya yoneldigini kaydedilmistir. Ayrica artmis olan monomer
miktariyla birlikte kriyojellerin gézenek g¢aplarinda degisimler belirlenmistir. Diger
bir calismada poliakrilamid kriyojellerin yapisini incelemek amaciyla baslatici-
stabilizor, monomer miktarlar1 ile ¢oziicliniin G6zellikleri incelenmistir [93]. Elde
edilen verilere gore, artmis olan stabilizor-baslatici ve monomer miktarlariyla birlikte
poliakrilamid kriyojellerin daha sert bir yapiya biiriindigii ve Ozellikle artan
monomer miktarina bagl olarak kriyojellerin elastik yapilarmi kaybettikleri ve
coziiciilerin degismesiyle gozenekli yapilarinda degistigi saptanmigtir [93]. Sonug
olarak polimerizasyon agamasinda kullanilan maddeler uygun kosullar altinda

optimize edilerek, kriyojellerin yapilar1 degistirilebilmektedir.

1.8.2. Kriyojellerin Kullanim Alanlar:

Kriyojeller gozenekli yapilari, hizli sisme kinetikleri (hidrofilik karakterden dolayt),
elastik ve kararli yapilariyla, akis hizlarina kars1 gosterdikleri diigiik direncten dolay1

avantajli malzemelerdir [91,94]. Kriyojellerin uygulama alanlar1 incelenecek olursa;

Destek Malzemesi: Kriyojeller sahip olduklar1  avantajlar nedeniyle ayirma
islemlerinde kromatografik destek malzemesi olarak kullanim alani bulmuslardir.
Ayirma islemlerinde kullanilan kriyojellere Ornek olarak; insan periferal kan

lenfositlerini ayirma [95] ile L-glutamik asitin ayrilmasi [96] verilebilir.

Hiicre ve Enzim Tutuklanmasi: Mekanik kararlilig1 ve fizikokimyasal karakterleri de
barindiran kriyojeller, hiicre tasinmasinda da kullanim alan1 bulmustur [91]. Ornegin
Efremenko, ve ark., [97] tarafindan yapilmis olan c¢alismada polivinil alkol
kriyojellere hiicre tutuklanmis (Rhizopus oryzae) ve laktik asit biyokatalizini

hedeflemislerdir. Diger bir c¢alismada; polivinil alkol kriyojellere enzim (glukoz
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oksidaz) immobilize edilmistir [98]. Destek malzemesi olarak kullanilan kriyojel
membranlarin ayn1 zamanda sensor uygulamasinda kullanilabilirligi aragtirilmistir

[98].

Doku Miihendisligi: Doku iskeletleri (scaffold) doku miihendisliginde kullanilan
sentetik ya da dogal polimerlerden sentezlenen, 3 boyutlu ve gozenekli yapiya sahip
malzemelerdir [99]. Sharma, ve ark., tarafindan dogal polimerler (jelatin ve
karrageenan) kullanarak uygun kosullar altinda kriyojel doku iskeleti hazirlamis ve
doku miihendisliginde kullanilabilirligini arastirmiglardir [99]. Diger doku
mithendisligi ¢aligmasinda dogal (dekstran) ve sentetik kaynakli (hidroksietil
metakrilat) sentezlenen, biyobozunur 6zellikteki kriyojelin doku miihendisligi igin

uygulugu arastirilmistir [100].

1.9. Kreatinin Baskilanmis Polimerlerin Literatiir Calismalar

Kreatinin baskilanmis polimerlerin literatlir ¢aligmalar1 tarih sirasiyla 6zetlenecek

olursa;

1997 yilinda Sreenivasan, ve Sivakumar, tarafindan baglatilmis olup, 3 farklh
monomer kullanarak (metakrilik asit, 2-hidroksi-etilmetakrilat ve N-vinil pirrolidin)

kreatininin adsorpsiyonunu incelemislerdir [101].

2004 yilinda yapilmis olan c¢aligmada [102], molekiiler baskilama teknigini
kullanarak, etilen glikolmetakrilat ve Lewis asit 6zelligi gosteren Zn(Il) siklenin
kopolimerizasyonu sonucu, kreatinin molekiiliine 6zgili polimerler sentezlenmis ve

kreatinine kars1 olan seciciligini incelemistir.

2005 yilinda yapilmis olan caligmada [103], fonksiyonel monomer olarak 4-
vinilpiridin ile capraz baglayic1 olarak divinilbenzeni kullanmis ve kreatinin
baglanma 6zellikleri arastirilmigtir. Ayni yil yapilmis olan diger bir calisma da; ayni
arastirmacilar tarafindan [104] farkli monomer ile ¢apraz baglayict kullanilarak (B-

siklodekstrin ve epiklorohidrin) iki farkli molekiiler baskilanmis polimer
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sentezlenmis ve kreatinin molekiilii molekiiler baskilanmis polimerler arasindaki

etkilesim ya da etkilesimler gozlenmistir.

2006 yilinda Sreenivasan, tarafidan yapilmis olan caligmada [105] polistiren destek
malzemesi ylizeyine kreatinin baskilanmigtir. Uygun olan bosluklara baglanmasi
beklenen kreatinin molekiiliiniin tayin edilmesinde Fourier doniisim kizilotesi
spektrofotometresini (FTIR) kullanmistir.  Hsieh, ve ark., [106] 2006 yilinda
yapilmis olan molekiiler baskilama c¢alismasinda kreatinin molekiiliin tayin
edilmesinde iki farkli monomer (B-siklodektrin ve 4-vinilpiridin) kullanmislardir.
Sonuglar incelendigi zaman 4-vinilpiridin monomeri kullanarak sentezlenmis olan
polimerin kreatinine kars1 daha segici oldugu ve segicilikte hedef molekiiliin seklinin
onemine deginilmistir. 4-vinilpiridin monomeri kullanilarak, insan serumundan

kreatinin tayini yapilmistir.

2008 yilinda etilen ve vinil alkol kullanilarak kreatinin baskilanmis membranlar
sentezlenmistir ve sentezlenen polimerin kat1 faz ekstraksiyonunda uygulanabilirligi

ile secicilik ¢aligmalari i¢in uygunlugu arastirilmistir [107].

2009 yilinda yapilmis olan c¢aligmada organik ve inorganik monomerler (2-
akrilamido-2-metilpropan-siilfonik asit ve tetraetoksisilan) kullanilmig ve kreatinin
baskilanmis sol-jel polimerler sentezlenmistir [108]. Sentezlenmis olan hibrit
karakterli MBP’lerin kreatinin ile kreatinine karsi yapi benzerligi gosteren

molekiiller lizerindeki seciciligi ve adsorpsiyon ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.

2010 yilinda yapilmis olan ¢aligmalar incelendiginde Syu, ve ark., tarafindan [109]
sentezlenmis olan polimerlerin kreatinin varliginda floresan 6zelliklerin incelenmesi
izerine gerceklestirilmistir. Calismada fonksiyonel monomer olarak metakrilik asit
ile floresan Ozellik kazandirmak amaciyla da 4-metilamino-N-alilnaftalimit
kullanilmistir. Diger ¢alisma ise; [110] silika partikiiller lizerinde metakrilik asit
fonksiyonel monomeri kullanilmis ve silika partikiillerin yilizeyinde kreatinine 6zgii

bosluklarin elde edilerek adsorpsiyon ¢alismalart gergeklestirilmistir.
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2011 yilinda yapilmig olan bir diger c¢alismada [111] sol-jel polimer destek
malzemesi tetraetoksilan monomeri kullanilarak kreatinin baskilanmig sol-jel
polimerler sentezlenmistir. Adsorpsiyon c¢aligsmalari i¢in iki farkl yiiriitiicli faz (su ve
metanol) kullanilmis ve hem sulu fazlarin adsorpsiyon iizerindeki etkileri hem de

kreatininle benzer yapida olan analog molekiillerin segicilikleri aragtirilmistir.

2012 yilinda yapilmis olan arastirmada Haginaka, ve ark., tarafindan [112], kreatinin
baskilanmis es boyutlu (monodispers) polimer {iiretilmistir. Fonksiyonel monomer
olarak metakrilik asit kullanilmig, sentezlenmis olan polimerin segiciligi hidrofilik
afiniye kromatografisiyle degerlendirmistir. 2012 yilinda yapilmis olan bir diger
calismada [113], sol-jel yontemi tercih edilmistir. Kullanilan yontemde matriks
olarak silika tercih edilirken, MBP elde etmek amaciyla tetractoksilan capraz
baglayici olarak kullanilmus, Al” kreatininle etkilestirilmis ve kreatinin baskilanmis

polimerin adsorpsiyon ¢alismalar1 degerlendirilmistir.

2013 yilinda yapilmis olan bir bagka calismada [114], metakrilik asit fonksiyonel
monomer, divinilbenzen de capraz baglayict olarak kullanilmis ve es boyutlu
(monodispers) polimerik mikrokiireler sentezlenmistir. Arastiricilar  kreatinin
baskilanmis polimerleri kullanarak insan serum ve idrarinda kreatinin analizi

hidrofilik etkilesim kromatografisiyle aragtirmislardir.
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2. MATERYAL ve METOT

Deneysel ¢aligmalar icin sirasiyla asagidaki islem basamaklari izlenmistir;

o Fonksiyonel monomerin N-metakroil —L-histidin metil ester (MAH) sentezi
2 MAH-Cu(II) 6nkompleksinin hazirlanmasi

< Kreatinin baskilanmis p[HEMA-MAH-Cu(Il)/Kreatinin] (MIP1, MIP2,
MIP3, Kmn-MIP) ve p[HEMA-MAH-Cu(Il)] (NIP1) ile p[HEMA] (NIP2)
kriyojellerin sentezi

> Sentezlenmis olan MIP, NIP1 ve NIP2 kriyojellerin karakterizasyonu

> Kreatinin baskilanmis (Krn-MIP) kriyojellerin adsorpsiyon ¢aligmalari

> Kreatinin baskilanmis kriyojel kolonlarin se¢icilik ¢aligmalari

> Kreatinin  baskilanmis  kriyojel kolonlarin  desorpsiyonu ve tekrar
kullanilabilirlik ¢aligmalarinin incelenmesi

> Kreatinin  baskilanmis  kriyojelin yapay idrarda kullanilabilirliginin

arastirilmasi

2.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Deneysel ¢aligmalarda kolonlarin sentezlenmesinde kullanilan ana matriks monomeri
hidroksietil metakrilat (HEMA), capraz baglayici olarak kullanilan N,N-metilen
bisakrilamid (MBAAm), polimerizasyon asamasinda sirasiyla stabilizator ve
baglatic1 gorevini iistlenen N,N,N’ N’-tetraetilendiamin (TEMED) ile amonyum
persiilfat (APS) ve fonksiyonel monomerin sentez agamasinda kullanilmis olan L-
histidin metilester ile metakroil kloriir Sigma-Aldrich (Sigma Chemical Co., ABD)
firmasindan temin edilmistir. Baskilanmak istenen kreatinin molekiilii, secicilik
calismalarinda kullanilan trik asit ile kreatin, tire, NH4CI, Na,HPO4, NaH,PO.,
NaCI, KCI, Merck’ten temin edilmistir. Yapay idrar recetesi olusturmak ig¢in
Na,C,04 Horasan Kimya (Tiirkiye), NaHCO;, Na2SO4, Na;C¢Hs07.2H,O Sigma
firmasindan ve CaCl,.H,O, Montplet&Esteban, SA firmasindan temin edilmistir.
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Organik tamponlar Sigma firmasindan alinmistir ve deneylerde kullanilan distile su

(18.2 deiyonize ve iletkenlik sabitine) mp Minipure cihazindan elde edilmistir.

2.2. N-metakriloil-(L)-Histidin Metil Ester (MAH) Monomerinin Sentezi

N-metakriloil-(L)-histidin metil Ester (MAH) monomerinin sentezi i¢in Oncelikle;
5.0 g L-histidin-metil ester ile 0.2 g hidrokinon, 100 mL diklorometan (CH,ClI,)
icerisinde ¢Ozililmiis ve ardindan ¢ozelti 0°C’a sogutulmustur. Bunu takiben
sogutulmus ¢ozeltiye 12.7 g trietilamin eklenmis ve bu islemi takiben 5.0 mL
metakroil kloriir ¢ozeltiye yavasca eklenerek, tepkime ¢ozeltisi azot atmosferi altinda
oda sicakliginda manyetik karigtirict kullanilarak 2 saat boyunca karistirilmistir
(Sekil 2.1). Siire sonunda tepkimeye girmemis olan metakroil kloriiriin ekstrakte
edilmesi i¢cin %10’luk NaOH c¢ozeltisi kullanilmis ve sulu fazin doner
buharlastiricida uzaklastirilmasini  ardindan kalan kati kissm (MAH) etanolde

¢coOziillmiistiir [115].

H,C 0
NH, O

H,C 0 | <
>—< + HC 0—CH, 5 HC NH
HyC a | ‘
CH2 HT O_CH3

Metakroil kloriir
— CH,

N NH

N —

N
L-histidin metil ester NS

NH
N-metakroil-L-histidin metil ester

(MAH)

Sekil 2.1. N-metakriloil-L-histidin metil ester monomerinin sentezi.

27



2.3. MAH-Cu(IT) Onkompleksinin Hazirlanma Asamasi

MAH-Cu(Il) kompleksinin hazirlanmasi i¢in MAH monomeri (0.1 mmol, 22.3 mg)
10 mL etanol igerisinde ¢Oziilmiis ve ardindan oda sicakliginda bakir nitrat
(Cu(NOs3)2-:5H,0) (23.3 mg, 0.1 mmol) ilave edilerek, manyetik karistiricida 3 saat
boyunca ag¢ik mavi renkli ¢ozelti elde edilene dek karistirilmistir. Mavi renkli kati

kismin elde edilmesi i¢in etanol, doner buharlastirict kullanilarak uzaklastirilmistir.

Hedef molekiil olan kreatinin (30 mg) ve (MAH-Cu(Il), yaklagik 6 mg) 1 mL
damitik su igerisinde ¢oziilmiis ve kreatinin-MAH-Cu(I) 6n-organizasyonu yapmak

iizere 3 saat boyunca manyetik karistiricida oda sicakliginda karigtirilmigtir.

2.4. Kreatinin Baskilanmis P[HEMA-MAH-Cu(Il)] Siipermakrogozenekli

Kriyojellerin Hazirlanmasi

Kreatinin baskilanmis P[(HEMA-MAH-Cu(Il)] kriyojellerin hazirlanmasi i¢in y1gin
polimerizasyonu tercih edilmis ve polimerizasyon islemi icin iki ayr1 faz
kullanilmistir. Birinci fazda ¢apraz baglayici olan 0.283 g N,N-metilen bisakrilamid
(MBAAM), 10 mL damitik su icerisinde ¢dziilmiistiir. ikinci faz 1.3 mL HEMA, 1
mL MAH-Cu(Il)-kreatinin kompleksi ile son hacim 5 mL olacak sekilde saf su
eklenmesiyle hazirlanmistir. Homojen ¢ozelti elde etmek iizere ikinci faz birinci faza
eklenmis ve serbest radikal polimerlestirmesi icin baslatici ile katalizor olarak
amonyum persiilfat (APS) ile N,N,N’,N’-tetrametilendiamin (TEMED)
kullanilmistir. Homojen ¢ozeltiye 20 mg APS ile 25 pL TEMED eklenmis ve buz
kalib1 igerisinde bulunan plastik siringalara esit hacimlerde (5 mL, ¢ap: 0.8 cm)
dagitilmig ve 24 saat boyunca -12°C’de polimerlesmeye birakilmistir. 24 saatlik siire
sonunda kriyojeller oda sicakliginda c¢oziilmeleri i¢in bekletilmis, bunu takiben
polimerizasyona girmemis olan monomer ile diger safsizliklar damitik suyla
yikanarak (200 mL) yapidan uzaklastirilmistir. Yikama islemi sonunda kreatinin
baskilanmis p[(HEMA-MAH-Cu(Il)/Kreatinin)] makrogdzenekli kriyojeller (Krn-
MIP) sentezlenmistir. Ayrica farkli MAH-Cu(Il) kompleksi (75uL-200 pL) ve hedef
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molekiil oranlarinda hazirlanmis olan (MIP1, MIP2, MIP3) kriyojeller de ayn1 sentez

basamaklar kullanilarak sentezlenmistir.

Kreatinin baskilanmamig p[HEMA-MAH-Cu(Il)] (NIP1) ve p(HEMA) (NIP2)
kriyojeller i¢in hedef molekiill olmaksizin ayni1 yontemden yararlanilarak
makrogdzenekli kriyojeller sentezlenmistir. MIP ile NIP kriyojeller kullanilmadiklari
stire zarfinda mikrobiyal kontaminasyonu onlemek amaciyla 0.02% sodyum aziir

iceren ¢ozeltide +4°C’de saklanmislardir.

2.5. Kalip Molekiiliin (Kreatinin/Krn) Yapidan Uzaklastirilmasi

Kalip molekiil olan Krn’nin kriyojellerden uzaklagtirilmasi i¢in 1.0 M NaClI ¢ozeltisi
kullanilmis ve yapidan uzaklastirma islemi U.V spektrofotometresinde (235 nm)
kreatinin molekiilii tayin edilmeyene kadar devam ettirilmistir (48 saat). Yapindan
uzaklastirma islemi ardindan Krn-MIP kolon 50 mM NaOH c¢6zeltisi ve bunu takiben

damitik su kullanarak temizlenmistir.

2.6. Kreatinin Baskilanmis (Krn-MIP) ve Baskilanmamis (NIP) Kriyojellerin

Karakterizasyonu

Sentezlenmis olan Krn-MIP ve NIP kriyojellerin karakterizasyon c¢aligmalarinda
sirastyla; FTIR analizi, yilizey alanmi 6lgiimleri (BET), sisme testi ile yiizey morfoloji

ve yi18in yapilari incelenmistir.

2.6.1. FTIR Analizi

Sentezlenen Krn-MIP, NIP1 ve NIP2 kriyojellerin FTIR analizleri Spectrum One

series (Perkin Elmer, ABD) cihaz1 ile gerceklestirilmistir. FTIR analizinden 6nce

kriyojeller vakum etiiviinde 24 saat kurutulmustur. FTIR spektrumlarinin tayin

edilmesi i¢in 2 mg kriyojel ornekleri ile 98 mg KBr ile karigtirilmis bunu takiben
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havanda doviilmiis ve hidrolik preste (10-11 ton) bekletilerek ince tablet haline
getirilmistir. Hazirlanmis olan tabletlerin 4000-450 cm™ dalga sayisinda FTIR

spektrumlari analiz edilmistir.

2.6.2. Yiizey Alam Olgiimleri

Sentezlenen MIP ve NIP kriyojellerin spesifik yiizey alanlar1 BET (Branuer- Emmet-
Teller) (Quanthochrome, Autosorb-6B, ABD) cihaziyla analiz edilmistir. Oncelikle
kriyojeller tartilmis ve 6rnek haznesine yerlestirilmistir. Ardindan 6rneklerin gazi
azot atmosferinde 80°C’de 1 saat boyunca alinmistir. Gaz adsorpsiyonu -210°C’de
ve desorpsiyonu oda sicakliginda gerceklestirilmistir. Desorpsiyonda elde edilen

sonuglar kullanilarak spesifik yiizey alanlar1 hesaplanmistir.

2.6.3. Sisme Testi

MIP ve NIP kriyojellerin sisme oranlariin belirlenmesi i¢in sirasiyla asagidaki islem
basamaklar1 uygulanmustir. Oncelikle kriyojeller liyofilizatorde kurutulmus ve kuru
agirliklart (Wiyry) £0.0001 duyarlilikta hassas terazi kullanilarak kaydedilmistir.
Tarttm1 alinan kriyojeller 50 mL saf su iceren behere konularak farkli zaman
araliklarinda (1-120 dakika) bekletilmis ve yiizeylerinde biriken su, kurutma
kagidiyla uzaklastirildiktan sonra tekrar (Wygak) tartim alinmistir. Son asamada
asagida verilmis olan esitlik kullanilarak MIP ve NIP kriyojellerin sisme oranlar

hesaplanmustir.

Wlslak - Wkuru
% Sigsme miktarr= — X 100 (2.1)
Wkuru

Esitlikte Wir; kriyojellerin kurutma islemi sonundaki agirligint (g), Wik, belirli
zaman araliklarinda suda bekletilmis olan kriyojellerin agirlhigint (g) temsil

etmektedir.
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Kriyojellerin sahip oldugu makrogdézenek miktarinin belirlenmesi i¢in kullanilan
islem basamaklar1 sirasiyla sdyledir. Oncelikle siserek dengeye gelmis olan
kriyojellerin agirliklart belirlenmistir. Bunu takiben denge noktasina ulagmis olan
kriyojeller  enjektér igerisine alinmis, enjektér yardimiyla sikistirilarak
makrogo6zenekleri tarafindan tutulmus olan suyun uzaklastirilmis ve tekrar tartim
alinmistir. Kriyojellerin makrogdzenek miktarlari asagida verilmis olan esitlige gore

hesaplanmustir.

Makrogo6zenek miktart (%) = [ (Wdenge-Wson)/Weenge)] X 100 (2.2)

Esitlikte  Wgenge; kriyojellerin  suda sismesi sonucu denge noktasina ulagmis
kriyojellerin agirliklarini (g), Wson; siringa yardimiyla makrogdzenekler tarafindan
tutulmus olan suyun uzaklastirilmasindan sonra elde edilen kriyojellerin agirliklarini

(g) ifade etmektedir.

2.6.4. Yiizey Morfolojisi

Sentezlenmis olan Krn-MIP ve NIP1, NIP2 kriyojellerin yiizey analizlerinin ve y1gin
yapilarinin degerlendirilmesi i¢in taramali elektron mikroskobu (SEM) (Jeol 5600,
Tokyo, Japonya) kullanilmistir. Kurutulmus olan kriyojellerden ince kesitler alinarak
stamplara yerlestirilmis ve Polaron SC500, Sputter Coater cihaz1 kullanilarak
kriyojellerin yiizeyleri altin kaplanmistir. Kaplama islemi sonunda, 6rneklerin gesitli

bliylitme oranlarinda fotograflar ¢ekilmistir.

31



2.7. Adsorpsiyon-Desorpsiyon Calismalar:

2.7.1. Kreatinin Adsorpsiyonu

Kreatinin molekiiliiniin sulu ¢dzeltiden adsorpsiyon ¢aligmalart icin siirekli sistem
kullanilmis ve Krn-MIP kriyojeller, manyetik karistiricida devamli karisan 10 mL
kreatinin ¢ozeltisiyle, 120 dakika boyunca etkilesime sokulmustur . Adsorpsiyon
kapasitesinde pH’mn (4.0-8.0), farkli kompleks oranlarinin, akis hizinin (0.5-3.0

mlL/dak), derisimin (0.5-2.0 mg/mL), sicakligin (4°C-45°C), iyonik siddetin (0.01-
0.5 M NaCl) etkileri incelenmistir.

Kriyojel kolon

Peristaltik pompa

Kreatinin ¢ozeltisi

Manyetik karistirict

[
——

Sekil 2.2. Kreatinin adsorpsiyonunda kullanilan siirekli sistem diizenegi.
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Kreatinin molekiiliiniin ¢ozeltilerdeki derisimi 235 nm’de spektrofotometrik
(Shimadzu UV-1601, Japonya) olarak tayin edilmistir. Deneysel verileri sonucunda

gram basina adsorplanan kreatinin miktarlar1 asagida verilmis olan esitlige gore

hesaplanmuistir.
M,=C,.q.t (2.3)
M,=C.V (2.4)

Esitliklerde; M,: kolona girmis olan kreatinin miktarin1 (mg), C,: kreatinin
miktarinin baslangi¢ derisimini (mg/mL), q: akis hizin1 (mL/dak), t: zaman (dk), M¢:
kolondan ¢ikan kreatinin miktarin1 (mg), C: adsorpsiyon sonundaki kreatinin
derisimini (mg/mL), V: kolondan ¢ikan toplam ¢o6zelti hacmini (mL) ifade

etmektedir.

Polimerler tarafindan adsorbe edilen kreatinin miktar1 ise asagidaki esitlikten

yararlanilarak hesaplanmistir;

Q= [Mg-M]/m (2.5)

m; degeri kolon olarak kullanilan kriyojelin agirligini (g) ifade etmektedir.

2.7.2. Secicilik Calismalar

Kreatinin baskilanmis Krn-MIP, kriyojellerin se¢iciligin belirlenmesi i¢in {irik asit ve
kreatin yarigsmaci molekiiller olarak tercih edilmistir. Yarismaci molekiiller ayr1 ayri
0.3 mg/mL derisimde, dnceden belirlenmis olan optimum kosullar dikkate alinarak
120 dakika boyunca Krn-MIP ve NIP kriyojel kolonlardan gecirilmislerdir.

Adsorpsiyon siiresi sonunda iirik asit ve kreatin molekiillerinin miktarlar1 (Shimadzu
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UV-1601, Japonya) sirastyla 290 ile 220 nm’de UV spektrofotometresi kullanilarak

degerlendirilmistir.

Yarigsmact molekiillerin kreatinin molekiiline gore dagilma ve segicilik katsayilar

asagida verilmis olan esitlikten yararlanilarak degerlendirilmistir;

Kq = [(C-Cp)/C] x VIM (2.6)

Esitlige gore Ky dagilma katsayist (mL/g), Cive Cr degerleri sirasiyla ¢ozeltilerin
baslangi¢ ile sonu¢ derigimlerini (mg/mL), V adsorpsiyon isleminde kullanilan

cozelti hacmini (mL), M ise kriyojelin kuru agirligini (g) temsil etmektedir.

Yarigmalar1 ajanlarin oldugu ortamda, hedef molekiiliin baglanmasi icin segicilik

katsaymin (K) hesaplanmasi i¢in asagidaki denge baglantisi kullanilmistir.

K= Kbaskllanan molekﬁl/ Kyarlsmam molekiil (27)

Bagil segicilik katsaymin (k) yani hedef molekiiliin baskilanmis oldugu polimerin
dagilma katsayisi ile yarigmaci molekiillerin dagilma katsayilarinin oranlanmasiyla
elde edilen k degerini kullanarak, baskilama seciciligini degerlendirmek igin

asagidaki esitlik kullanilmistir;

k, =k baskilanmig /kkontrol (28)

2.7.3. Desorpsiyon

Kreatinin molekiiliiniin desorpsiyon c¢alismalar1 i¢cin 1.0 M NaCI ¢06zeltisi
kullanilmistir. Kreatinin adsorplanmis olan Krn-MIP kriyojellerden kreatinin
molekiiliiniin uzaklagtirilmasi i¢in, 1 mL/dak akis hizinda, oda sicakliginda 1 saat
siire ile 10 mL desorpsiyon c¢ozeltisi kullanilmig ve desorpsiyon derisiminin

belirlenmesi UV spektrofotometresinde 235 nm’de (Shimadzu UV-1601, Japonya)
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yapilmistir. Desorpsiyon oraninin belirlenmesi igin kriyojel tarafindan adsorbe ve
desorbe edilen kreatinin miktarlar1 kullanilmis ve asagidaki esitlik kullanilarak

belirlenmistir.

Desorpsiyon ortaminda bulunan kreatinin miktar1
Desorpsiyon orant (%) = X 100 (2.9)

Kriyojelde adsorplanan kreatinin miktar

2.8. Yapay idrardan Kreatinin Molekiiliin Tayini

Yapay idrardan kreatinin molekiiliiniin adsorpsiyon ¢aligsmalari i¢in Chutipongtanate,
ve Thongboonkerd, tarafindan [116] Onerilmis olan yapay idrar recetesi
kullanilmistir. Normal miktarda kreatinin igeren yapay idrar regetesi i¢in 200 mL
damaitik su igerisinde sirasiyla 2.427 g iire, 0.034 g iirik asit, 0.090 g kreatinin, 0.297
g Na3C¢Hs507.2H,0, 0.634 g NaCl, 0.450 g KCI, 0.161 g NH4CI, 0.089 g
CaCl,.H,0, 0.100 g MgS04.7H,0, 0.034 g NaHCOs, 0.003 g NayC;04, 0.258 g
NaySOy4, 0.100 g NaH,PO4.H,0 ile 0.011 g Na,HPO,4 ¢oziilmiistiir. Ayn1 regeteye
0.360 g kreatinin eklenmesiyle yiiksek miktarda kreatinin iceren diger bir ¢ozelti de
hazirlanmistir. Adsorpsiyon c¢alismasinda kullanilan ~ Krn-MIP kriyojel kolon
NaH,P04.H,0O, Na,HPO, ve NaHCO; ¢ozeltileriyle dengeye getirilmis ve oda
sicakliginda, 1 mL/dak akis hizinda, 2 saat siireyle adsorpsiyon isleminde
kullanilmistir. Baglangic ve sonug yapay idrar ¢ozeltileri 0.45 pM gdzenek boyutlu
naylon filtre kullanilarak siiziilmiis, Ankara Koru Hastanesi Biyokimya

Laboratuvarinda, “Integra 400 Roche” cihazi kullanilarak analiz edilmistir.
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3. DENEYSEL BULGULAR ve TARTISMA

Bu boliimde sentezlenmis olan MAH monomerinin, Krn-MIP, NIP1 ve NIP2
kriyojellerin karakterizasyonlar1 ile Krn-MIP kriyojelin sulu ¢ozeltiden kreatinin
adsorpsiyon c¢alismalarina yer verilmistir. Son asamada sentezlenmis olan Krn-MIP
kriyojellerin seci¢ilik ¢alismalari incelenmis ve yapay idrar ¢ozeltisinde kreatinin

molekiilliniin se¢iciligi degerlendirilmistir.

3.1. Kreatin Baskilanmis (Krn-MIP) ve Baskilanmamis (NIP) Kriyojellerin

Karakterizasyonu

Kriyopolimerizasyon yontemi kullanilarak sentezlenmis molekiiler baskilanmis Krn-
MIP ve molekiiler baskilanmamis olan p[(HEMA-MAH-Cu(Il)], p(HEMA)
kriyojeller FTIR, yiizey alani 6l¢iimleri, sisme testi ve ylizey analizleri yapilarak

karakterize edilmistir.

3.1.1. FTIR Analizi

Kreatinin baskilanmis p[(HEMA-MAH-Cu(Il)] ve baskilanmamis NIP1 ve NIP2
kriyojellerin, FTIR analizinden oOnce, kriyojeller (Krn-MIP, NIP1 ve NIP2)
kurutulmus, KBr ile pellet haline getirilmis ve 450 cm™-4000 cm™ dalga sayisinda
FTIR spektrumlar1 alinmigtir. Krn-MIP kriyojelin sentezinde MAH-Cu(II) kompleksi
ve kreatinin, NIP1 kriyojelin sentezinde yalniz MAH-Cu(Il) kompleksi ve NIP2
kriyojel sentezinde ise yalniz 2-hidroksietil metakrilat monomeri kullanilmistir. FTIR
analizi sonucunda sentezlenmis olan kriyojellerin fonksiyonel gruplar1 ayni spektrum

araliginda bulunmustur.
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69,3

NIP2

Sekil 3.3. p(HEMA) (NIP2) kriyojele ait FTIR spektrumu.

Sentezlenmis olan kriyojellerin FTIR spektrum sonuclarina gére —OH band araliklari
3400 cm’de (genis band), alifatik —CH gerilme band araliklari 2951 cm’
civarlarinda, karbonil bandlar1 1728 cm™ ve amid bandlar1 1661 ¢cm™ ile 1533 cm™
araliklarinda bulunmustur. Elde edilmis olan FTIR spektrum degerlerine gore, hem
ana matriks monomerine (HEMA) hem de fonksiyonel monomere (MAH) ait
karakteristik gruplar saptanmistir. Elde edilmis olan FTIR analiz sonuglarina gore
p[HEMA-MAH-Cu(Il)/Kreatinin)] kriyojellerin basarili sekilde sentezlendigi

gorilmiistiir.

3.1.2. Yiizey Alam Olciimii

Kreatinin baskilanmis p[HEMA-MAH-Cu(Il)] kriyojeller i¢in bulunmus olan
spesifik yiizey alanlar1 MIP1 i¢in 24.36 m*/g, MIP2 i¢in 27.81 m*/g, MIP3 i¢in 30.02
m*/g ve Krn-MIP i¢in de 32.65 m”/g olarak bulunmustur. Kreatinin baskilanmamis
olan NIP1 kriyojelin spesifik yiizey alan1 22.96 m*/g ve NIP2 kriyojel i¢inde 21.59

m*/g olarak belirlenmistir. Baskilama islemi ve onkompleks oranlarinin artmasi
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spesifik ylizey alanlarinin artmasina neden olmustur. Karsilasilan bu durumun nedeni
polimerizasyon asamasindaki kreatinin molekiiliniin ortamda bulunmasi ve
baskilanmis olan kriyojellerde kreatinin molekiiliine 6zgiil oyuklarimin goézenek

alanini artirmasidir.

3.1.3. Sisme Testi

Kriyojeller; capraz bagli, suda ¢éziinmeyen hidrofilik yapili jel matrikslerdir. Destek
malzemesinin hidrofilik yapisina, ¢apraz bag miktarma bagl olarak su alip sigsme
ozelligi gosterirler. Doktora tez kapsaminda hazirlanmis olan kreatinin baskilanmig
olan p[(HEMA-MAH-Cu(Il)] kriyojellerin (MIP1, MIP2, MIP3 ve Krn-MIP) ve
kreatinin baskilanmamig olan p[(HEMA-MAH-Cu(Il)] (NIP1) ile p(HEMA) (NIP2)
kriyojellerin denge sisme ve makrogdzenek oranlart Cizelge 3.1°de verilmistir.
p(HEMA) kriyojellerin denge sisme oranlartyla kreatinin baskilanmis p[HEMA)-
MAH-Cu(II)] ve kreatinin baskilanmamis pfHEMA-MAH-Cu(II)] NIP2 kriyojellerin
denge sisme oranlar1 karsilagtirildigi zaman, yapiya girmis olan MAH monomerinin
etkisiyle sisme oranlarinin artig1 goriilmiistiir. Sisme oranlarinda gbzlemlenen artigin
nedenleri iki sekilde aciklanabilir. Oncelikle yapiya girmis olan MAH monomerinin
de etkisiyle, destek malzemesinde bulunan hidrofilik gruplarin sayica artigini ve su
molekiilleriyle daha fazla etkilesime girmesiyle agiklanabilir. Ikinci olarak
fonksiyonel monomerin (MAH) polimerin yapisina katilmasi sonucu, polimerin
molekiil agirligim1 diisiirmesi ve su molekiillerinin de polimer zincirlerin iglerine

dogru hareketini artirmasiyla ifade edilebilir.

Molekiil baskilanmis ve baskilanmamis kriyojellerin sisme oranlar1 karsilastirildig
zaman, baskilama yapilmis olan kriyojellerin daha fazla sisme oranlarina sahip
olduklar1 saptanmistir (Cizelge 3.1). Elde edilen sonuglara gore; artmis olan

baskilama oranlartyla birlikte, spesifik yiizey alanlarinda da artiglar saptanmustir.
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Cizelge 3.1 NIP1, NIP2 ve MIP polimerler icin denge sisme ve makrogdzenek

oranlart.
Polimer kodu Sisme orami (%) | Makrogozenek oram (%)
NIP1 79.4 67.3
NIP2 75.7 69.5
MIP1 81.3 72.2
MIP2 84.6 74.0
MIP3 87.0 76.1
Krn-MIP (deney polimerti) 89.5 78.4

3.1.4. Yiizey Morfolojisi

Sentezlenmis olan Krn-MIP ve NIP kriyojellerin yiizey morfolojileri ve i¢ yapilarinin
incelenmesi taramali elektron mikroskop (SEM) ile yapilmistir (Sekil 3.4, 3.5, 3.6).
Fotograflarda gorildiigii iizere; molekiiler baskilanmis ve baskilanmamis olan
kriyojellerin birbirlerine baglantili slipermakrogdzenekli akis kanallarina sahip
olduklar1 saptanmistirtir. Ayrica bu akis kanallar1 baskilanmig olan kreatinin

molekiillintin kriyojel igerisine diflizyonunu da kolaylik saglamaktadir.
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Sekil 3.4. NIP1 p[HEMA-MAH-Cu(Il)] kriyojelin degisik biiylitme araliklarinda

y1gin ve siipermakrogdzenek yapilari.
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Sekil 3.5. NIP2 p(HEMA) kriyojelin degisik biiylitme araliklarinda yi1gin ve

siipermakrogodzenek yapilart.
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KIRIKKALE

Sekil 3.6. Krn-MIP p[HEMA-MAH-Cu(Il)/Kreatinin] kriyojelin degisik biiytitme

araliklarinda y18in ve siipermakrogézenek yapilari.
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3.2. Sulu Cozeltiden Kreatinin Adsorpsiyonu

Sulu ¢ozeltiden kreatinin molekiiliiniin adsorpsiyon ¢aligmalar1 i¢in sirasiyla ortam
pH’sinin, akis hizinin, kreatinin molekiiliiniin derisiminin, sicakligin, tuz derisiminin
ve yarismact molekiillerin adsorpsiyon tizerindeki etkileri incelenmistir. Elde edilen
veriler Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon izoterm modellerine uygulanmis ve
uygun adsorpsiyon izoterm modeli belirlenmistir. Kreatinin molekiiliiniin
adsorpsiyonu iizerindeki mekanizmalarin belirlenmesi i¢in yalanci birinci  ve
yalanci ikinci derece kinetik denklemleri uygulanmig, adsorpsiyona uygun olan
kinetik model saptanmigtir. Kreatinin molekiiliine 6zgii olan kriyojelin segiciligin
belirlenmesi i¢in yarigmaci molekiiller kullanilmig, dagilma ve secicilik katsayilar
hesaplanmistir. Sentezlenmis olan kriyojelin tekrar kullanilabilirligin saptanmasi igin
ayni kriyojel st iiste 5 adsorpsiyon-desorpsiyon dongiisiine tabi tutulmustur. Son
asamada ayni kriyojel kullanilmis ve hazirlanmis olan yapay idrar ¢ozeltisinde

kreatinin molekiiliine kars1 segiciligi arastirilmistir.

3.2.1. Adsorpsiyon Uzerinde pH Etkisi

Kreatinin baskilanmig Krn-MIP kriyojelin adsorpsiyonu iizerinde pH’nin etkinligin
incelenmesi amaciyla hem organik hem de inorganik tamponlar kullanilmis ve elde
edilen sonuglar Sekil (3.7) de gosterilmigtir. Krn-MIP kriyojelin en yliksek
adsorpsiyon degerleri organik tamponlarda MOPS (pH 7.4) 2.35 mg/g, HEPES 2.26
mg/g, MES 2.03 mg/g, Tris-HCI 1.99 mg/ g olarak ve asetat-fosfat tamponunda 1.81
mg/g olarak bulunmustur. Ayrica belirlenmis olan pH 7.4 degeri MAH monomeri ile
yapilmis olan literatiir calismalariyla da ortiismektedir [72]. Kriyojelin adsorpsiyon

caligmalari i¢in ortamin pH’s1 7.4 olarak secilmistir.
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Sekil 3.7. Kreatinin molekiiliiniin adsorpsiyonu iizerinde pH’nin etkisi; Kreatinin
derisimi 0.3 mg/mL, akis hiz1 1 mL/dak, adsorpsiyon siiresi 120 dakika
ve sicaklik 25°C.

3.2.2. MAH-Cu(IT) Oram Kreatinin Adsorpsiyonu Arasindaki Miski

Kreatinin molekiilin adsorpsiyonu iizerindeki MAH-Cu(Il) 6n-kompleks
miktarinin belirlenmesi amaciyla degisik oranlarda MAH-Cu(Il) ©6n-kompleksi
kullanilmis ve kreatinin baskilanmis dort farkli pf[HEMA-MAH-Cu(Il)] kriyojel
sentezlenmistir. Sentezlenmis olan kriyojellere MOPS (pH 7.4) ortaminda
adsorpsiyon islemi uygulanmis ve maksimum kreatinin adsorpsiyonunun saptandigi
kriyojel (Krn-MIP) kullanilarak adsorpsiyon ¢alismalarina devam edilmistir (Sekil
3.8).
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Sekil 3.8. Artmis olan MAH-Cu(Il) 6nkompleks oranlarinin kreatinin molekiiliiniin
adsorpsiyonu iizerindeki etkisi; Kreatinin derisimi 0.3 mg/mL, MOPS (pH
7.4), akis hiz1 1 mL/dak, adsorpsiyon siiresi 120 dakika ve sicaklik 25°C.

3.2.3. Adsorpsiyon Uzerinde Akis Hiz1 Etkisi

Akis hizinin kreatinin molekiiliiniin adsorpsiyonu iizerindeki etkisinin incelendigi
grup deneylerde akis hiz1 0.5-3 mL/dak arasinda degistirilmis ve diger parametreler
sabit tutulmustur (Sekil 3.9). Akis hizinin artmasiyla birlikte adsorplanan kreatinin
miktarinda dnemli azalmalar saptanmistir. En diisiik akis hizinda (0.5 mL/dak) Krn-
MIP kriyojel tarafindan adsorbe edilen kreatinin miktar1 5.61 mg/g iken, 3 mL/dak
akis hizinda 1.94 mg/g olarak gozlenmistir. Gézlenmis olan bu durum su sekillerde
aciklanabilir; oncelikle akis hizinin artmasiyla birlikte, kreatinin molekiiliiniin
kriyojel kolonlarda alikonma zamani azalir. ikinci olarak da artmis olan akis hizinm;
kriyojel kolonlar tarafindan alikonmus olan kreatinin molekiillerini tutunma

ortamlarindan uzaklastirmasiyla agiklanabilir.
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Sekil 3.9. Kreatinin molekiilii iizerinde akis hizinin etkisi; Kreatinin derisimi 0.3
mg/mL, MOPS (pH 7.4), adsorpsiyon siiresi 120 dakika ve sicaklik
25°C.

3.2.4. Adsorpsiyon Uzerinde Derisim Etkisi

Kreatinin molekiiliin derisiminin adsorpsiyon {iizerindeki etkisinin incelenmesi
amaciyla Krn-MIP ve NIP kriyojeller kullanilmigtir. 0.1-2 mg/mL’lik derisimlerde
hazirlanan kreatinin ¢ozeltisi, 1 mL/dak akis hizinda kriyojel kolonlara
gonderilmistir. Sekil 3.10°da goriildiigii iizere artmis olan kreatinin derigimiyle
birlikte Krn-MIP ve NIP kriyojel kolonlarda kreatinin adsorpsiyonu artmis ve
dengeye gelmistir. Birim kriyojel agirlig1 tarafindan adsorplanmig olan maksimum
kreatinin miktarlari; Krn-MIP kriyojel i¢cin 6.84 mg/mL, NIP1 kriyojel i¢in 5.59
mg/mL ve NIP2 kriyojel i¢in de 0.68 mg/mL olarak belirlenmistir. Krn-MIP ile
NIP1 kriyojel kolonlar i¢in doygunluk miktar1 1 mg/mL derisimdeyken, NIP2
kriyojel kolonda bu deger 0.8 mg/mL deger aralifinda gozlenmistir. Sekil 3.10°da
goriildiigii gibi  Krn-MIP  kriyojel kolonun adsopsiyon izoterminin baglangic
asamasinda gozlenen keskin egim, Krn-MIP kriyojel kolonda baskilanmig olan

spesifik kreatinin bosluklariyla agiklanabilir.
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Sekil 3.10. Kreatinin molekiiliiniin adsorpsiyonu iizerinde derisim etkisi; Akis hiz1 1
mL/dak, MOPS (pH 7.4), adsorpsiyon siiresi 120 dakika ve sicaklik
25°C.

3.2.5. Adsorpsiyon Uzerinde Iyonik Siddet Etkisi

Kreatinin molekiiliiniin adsorpsiyonu tizerinde iyonik siddet etkisinin incelenmesi
icin farkli derisimlerde 0.01-0.5 M NaCl iceren kreatinin ¢ozeltileri kullanilmstir.
Artan tuz derisimleriyle birlikte kreatinin adsorpsiyonunda énemli derecede azalma
saptanmis olup, sonuglar Sekil 3.11°de gosterilmistir. MAH monomeri kullanilarak
gerceklestirilmis olan adsorpsiyon literatiir ¢aligmalari incelendigi zaman artmis olan
tuz derigimleriyle birlikte adsorpsiyonda azalmalarla karsilasmak miimkiindiir [117].
Sekil 3.12°de gosterildigi gibi NaCl ¢ozeltisi kullanilmayan adsorpsiyon ¢ozeltisinde
adsorplanan kreatinin miktar1 2.35 mg/g olarak belirlenmisken, 0.5 M NaCl
cozeltisiyle gerceklesen adsorpsiyon isleminde adsorplanan kreatinin miktar1 1.08
mg/g olarak bulunmus ve %54 oraninda kreatinin adsorpsiyonunda azalma
gozlenmistir. Bu durumda kriyojel kolon ile kreatinin molekiilii arasinda olusan itme
kuvvetleriyle agiklamak miimkiindiir. Ayrica tuz iyonlar1 kreatinin molekiiliiniin
etrafin1 sararak daha kararli hale getirmis ve kreatinin ¢Oziinlirliigiinii artirarak,

kreatinin adsorpsiyonunda azalmalara neden olmustur.
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Sekil 3.11. Kreatinin molekiiliiniin adsorpsiyonu iizerinde iyonik siddet etkisi; derigim
0.3 mg/mL, akis hiz1 1 mL/dak, MOPS (pH 7.4), adsorpsiyon siiresi 120
dakika ve sicaklik 25°C.

3.2.6. Adsorpsiyon Uzerinde Sicakhgin Etkisi

Kreatinin molekiillerinin sicaklikla olan adsorpsiyon davranist Krn-MIP kriyojel
kolonda 4-45°C derece araliklarinda gerceklestirilmistir. Artan sicaklikla birlikte
kreatinin baskilanmis olan polimerde kreatinin adsorpsiyonunda azalmalar
saptanmistir (Sekil 3.12). Kreatinin baskilanmis Krn-MIP kriyojel kolonda
maksimum kreatinin adsorpsiyonu 4°C’de 2.85 mg/g iken, 45°C’de tespit edilen
kreatinin miktar1 1.09 mg/g olarak bulunmustur. Bu deger araliklarinda adsorbe
edilen kreatinin miktarlart karsilastirildigit zaman 3 kati kadar kreatinin
adsorsiyonunda azalma saptanmustir. Sicaklikla birlikte kreatinin adsorpsiyonda
olusan azalmanin nedeni olarak; kreatinin adsorpsiyonunun ekzotermik olarak
gerceklestigini ve artan sicaklikla birlikte adsorpsiyonda gerceklesen azalmanin

normal oldugu sonucuna ulagilabilir [118,119].
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Sekil 3.12. Kreatinin molekiiliiniin adsorpsiyonu iizerinde sicakligin etkisi; derigim
0.3 mg/mL, akis hizi, 1 mL/dak, MOPS (pH 7.4), adsorpsiyon siiresi
120 dakika.

3.2.7. Adsorpsiyon izotermleri

Kreatinin baskilanmis olan Krn-MIP kriyojel ile kreatinin molekiilii arasinda olusan
etkilesimlerinin belirlenmesi igin Langmuir ve Freundlich modellerinden
yararlanilmigtir. Langmuir izotermi; adsorpsiyon isleminin tek tabakali olarak
gerceklestigini ve adsorpsiyon yiizeyinin sinirlt sayida 6zdes bolge icerdigini ileri
stirmektedir [120,121]. Ayn1 zamanda bu modelde yiizey adsorpsiyonun enerjisinin
degismedigi ve ylizey diizleminde adsorban da goc¢ etmedigini ileri siiriilmektedir
[121]. Langmuir adsorpsiyon esitligi; Esitlik 12’ye gore tanimlanir. Denge
verilerinin Esitlik 12°ye uygulanmasiyla, dogrusal bir grafigin elde edilmesi

Langmuir izoterminin uygulanabilir oldugunun gdstergesidir.

1/Qe = 1/Qmax 1/Qmax.b.Ceq (3.1)
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Ongoriilmiis olan esitlige gore; Q. degeri adsorbantta baglanan molekiil miktarini
(mg/g), Ceq cOzeltide bulunan molekiiliiniin denge derisimini (mg/mL), b Langmuir
sabitini (mL/g) ve Qmax maksimum molekiil adsorpsiyon kapasitesini (mg/g) ifade
etmektedir. 1/Cqq’ya karsilik 1/Q’un grafige gecirilmesiyle elde edilen dogrunun y
eksenindeki kesim noktasi 1/Qmax degerini, aynt dogrunun egimi 1/Qmax.b degerini
vermektedir. Kreatinin adsorpsiyon verilerinin Langmuir izoterm modeline

uygulanmasi sonucu, elde edilen grafik Sekil 3.13’de gosterilmistir.

0,3 7
y=0,1071x + 0,0573
R2=0,94377 *
0,25 1
0,2 1
T
<]
5 015
]
o
L L]
0,11 *
0,05 1
0 T
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 14 1,6 1,8 2
Ceq

Sekil 3.13. Kreatinin baskilanmis Krn-MIP kriyojel i¢in Langmuir adsorpsiyon

1zotermi.

Freundlich adsorpsiyon modeli; adsorbantin yilizey alaninin heterojen formdan
olustugunu ve ylizey iizerinde g¢oklu tabakalasmay: ifade etmektedir [122,123).

Freundlich adsorpsiyon modeli asagida verilmis olan esitlikle tanimlanabilir;

Qe=Kr.Ceg "™ (3.2)
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Esitlikte; Q.: adsorpsiyon miktarmi (mg/g), Ceq: ¢0Ozeltide bulunan adsorbant
derisimini (mg/mL), Kr ile 1/n degerleri sirasiyla adsorpsiyon kapasitesi ile
adsorpsiyon siddetini ifade eden Freundlich sabitleridir. Esitliginin daha

kullanilabilir olmasi i¢in her iki tarafin logaritmasi alinarak, Esitlik 14 elde edilir.

InQ. = InKr + (1/n) InCeq (3.3)

Kreatinin baskilanmis olan Krn-MIP kriyojelin deneysel verileri kullanilarak
Freundlich modeline uygunlugu da incelemistir. InC.’nin InQ. ‘ye kars1 logaritmasi
alinarak, grafik ¢izilmis ve sonuglar Sekil 3.14’de gosterilmistir. Deneysel verilerin
degerlendirilmesi sonucunda grafigin dogrusal c¢ikmasi, Freundlich izoterminin
uygulanabilirliginin gostergesidir. Elde edilen dogrusal grafigin kesim noktas1 ve
egimi adsorpsiyon sabitlerinin hesaplanmasinda kullanilir. Ky ile 1/n sabitleri

cevresel faktorlere bagli olarak degisebilir ve 1/n sifir ile 1 araliginda degiskenlik

gosterir.
25 1
y=0,5919x + 1,8334
R? = 0,90255
21 .
15 1
o
[7]
<]
c
E
05 1
0 :
25 2 15 1 05 0 05 1
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Sekil 3.14. Kreatinin baskilanmig Krn-MIP kriyojel i¢in Freundlich adsorpsiyon

1zotermi.
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Langmuir ve Freundlich izotermleri i¢in hesaplanmis olan degerler ¢izelge 3.2°de
verilmis olup, izotermlerin korelasyon katsayilari incelendigi zaman yapilmig olan
¢alismanin Langmuir adsorpsiyon izotermine (R® : 094) daha uygun oldugu
saptanmistir. Aynit zamanda Langmuir sabiti (Qm.x) deneysel verilerle uygunluk
gostermektedir. Kr ve 1/n degerleri kreatinin sulu ortamdan kolayca ayrilabildigini
ve tercihli adsorpsiyonu gosterir. Kr degeri adsorbentin adsorpsiyon kapasitesini,
egim, 1/n, adsorpsiyon kapasitesine derisimin etkisi ile adsorpsiyon siddetini ifade

etmektedir. Cizelgeden goriildiigii tizere, 1/n degeri oldukca diistiktiir.

Cizelge 3.2. Krn-MIP kriyojelin Langmuir ve Freundlich iztotermleri.

Deneysel Langmuir sabitleri Freundlich sabitleri

q (mg/g) | 9max (mg/g) | b (mL/mg) | R2 | KF Im |R2

Krn-MIP 6.836 9.33 1.87 0,94 | 6.25 | 0.5919 | 0.90

3.2.8. Adsorpsiyon Kinetigi

Adsorpsiyon kinetikleri; kati-¢ozelti ara yiizeyinde tutunmus olan madde miktart ile
tepkime mekanizmasinin agiklanmasinda kullanilir [124]. Deneysel verilerin
kullanilmasiyla elde edilen bazi kinetik modeller yardimiyla, adsorpsiyon
mekanizmasint kontrol eden (kiitle transferi, difiizyon kontrolii ile kimyasal

reaksiyon) mekanizmalarint degerlendirmek miimkiindiir [125].

Kiitle transferi ve kimyasal tepkime gibi adsorpsiyon islemini kontrol eden
mekanizmalarin belirlenmesi i¢in deneysel verilere birinci ve ikinci derece kinetik
modeller uygulanmistir. Olgiilmiis olan derisimlerin adsorbantin yiizey derisimine
esit oldugu varsayilmis ve ¢ozeltide ¢ozilinenin adsorpsiyonunda siklikla kullanilan

Lagergren’in birinci derece hiz esitligi kullanilmistir [74],
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dqt/dt = K1(qeq-qy) (3.3)

Esitlige gore; ki; yalanci-birinci derece adsorpsiyon hiz sabitini (dak™), Jeq denge
zamaninda adsorplanan miktar1 (mg/g) ve q; ise; herhangi bir t zamaninda adsorplana
madde miktarin1 (mg/g) gosterir. T = 0°da qt = 0 ve t = t aninda qt = qt sinr

kosullarinin uygulanip, integralinin alinmasi sonucu;

log[qeq/(deq-0)] = (kit) / 2.303 (3.4)

Yukarida verilmis olan esitligin tekrar diizenlenip dogrusallagtirilmasiyla;

10g(qeq-qr) = log(qeq) — (kit)/2.303 (3.5)

Elde edilmis olan esitlikte; log(qeq-q:) degerine karsilik t’nin grafige gegirilmesiyle
elde edilen dogrunun y eksenini kestigi noktadan log(qeq) ve dogrunun egiminden
k1/2.303 degeri hesaplanmaktadir. Deney verileri kullanilarak elde edilmis olan

yalanci-birinci derece adsorpsiyon kinetigi Sekil 3.15°de verilmistir.

0,25 1
0,2 1

y =-0,01x + 0,2001

0,15 1
R?=0,91927

0,1 1
0,05 1

log(qe-qt)

0,05 1
0,1 1

0,15 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

zaman (dak)

Sekil 3.15. Krn-MIP kriyojel kullanilarak elde edilen yalanci-birinci derece kinetik
grafigi.
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Adsorpsiyon denge kapasitesine bagli olan yalanci-ikinci derece esitlik asagidaki

gibidir;

q/d; = ka(qeq-qr) (18)

Bu esitlikte; k, pseudo-ikinci derece esitlik sabitidir (g/mg.dakika), esitlige sinir
kosullarin uygulanmasi t = 0 aninda q; = 0 ve t = t'de q; = q; ve integralinin

alinmasiyla asagidaki esitlik elde edilir.

[1/(Qeq-q0)] = (1/qeq) + Kot (19)

Bu esitliginde dogrusal hali;

(t/q) = (1/kaq’eq) + (1/qeq)t (20)

Ikinci derece kinetigin uygulanabilir olmas: icin t/qt’ye karsi t grafiginin dogrusal
olmas1 gerekmektedir. Hiz sabiti (k) ile denge adsorpsiyon miktar1 (qc) sirasiyla y
ekseninin kesim noktasi ve egiminden hesaplanmaktadir. Deneysel verilerin
kullanilmas1 sonucu elde edilen yalanci-ikinci derece kinetik grafigi Sekil 3.16°da

verilmistir.
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Sekil 3.16. Krn-MIP kriyojel kullanilarak elde edilen yalanci-ikinci derece kinetik
grafigi.

Kreatinin baskilanmis olan Krn-MIP kriyojele ait kinetik analiz verileri kullanilarak
hesaplanan yalanci-birinci ve yalanci-ikinci derece kinetik parametreleri Cizelge
3.3°de verilmistir. Cizelgedeki korelasyon (R?) katsayilar1 incelendigi zaman,
kreatinin baskilanmis olan kriyojellerin yalanci-ikinci derece kinetik modeline daha
uygun oldugu bulunmustur. Elde edilmis olan teorik q. degerleri ile deneysel qe

degerleri olduk¢a yakinlik gostermektedir.

Hiz kontrol mekanizmasi, adsorpsiyon isleminde {ii¢ olasi mekanizmaya gore
degisebilmektedir. Birinci asamada; adsorpsiyon isleminin ilk asamalarinda dis
yiizey kiitle transferi ya da film difiizyon islemi, ikincisi asamada bu basamagi
tepkime veya sabit hiz basamag: takibidir. Son asamada ise; adsorpsiyon isleminin
onemli miktarda azaldigi goézenek ici difiizyon basamagidir [126]. Bu hiz
basamaklar1 yalanci-birinci derece kinetik model (diflizyon kontrollii) ve yalanci-
ikinci derece kinetik modeller (kimyasal kontrollii) kullanilarak agiklanmaktadir.
Adsorpsiyon hizini belirleyen basamak; analitin adsorbentin yiizeyine difiizyonu ile
gerceklesiyorsa, yalanci-birinci derece kinetik model (diflizyon) ile uyumluluk
gostermektedir. Adsorpsiyon hizin1 belirleyen basamak; analit ile adsorbent

arasindaki etkilesim oldugu kosullarda, adsorpsiyon isleminin yalanci-ikinci derece
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kinetik modele uygunlugu sdylenmektedir. Birinci durumunda adsorpsiyon islemi
diftizyon  kontrollii, ikinci durumda ise kimyasal kontrollii  olarak
degerlendirilmektedir. Kreatinin baskilanmig Krn-MIP kriyojel kullanilarak elde
edilen deneysel verilere gore; kreatinin molekiiliiniin adsorpsiyonunun diflizyon
kisitlamas1  olmaksizin, adsorpsiyonun kimyasal kontrollii olarak olustugu

gozlenmistir.

Cizelge 3.3 Kreatinin baskilanmis Krn-MIP kriyojel i¢in yalanci-birinci ve yalanci-

ikinci derece kinetik deneysel verileri.

Baslangi¢ | Deneysel Yalanci-Birinci Yalanci-ikinci Derece
Derisimi S Derece Kinetik Kinetik
onug
(mg/mL)
k; Geq | R ks qeq |R°
Qeq (mg/g) | 1/dak | mg/g g/mg.dak | mg/g
Krn-MIP 1.0 6.88 023 | 1.58 | 091 0.034 7.06 |0.99

3.2.9. Secicilik Deneyleri

Kreatinin baskilanmis (Krn-MIP) ve baskilanmamis olan (NIP1-NIP2) kriyojel
kolonlarda segicilik deneyleri kreatin ve {irik asit molekiilleri kullanilarak
gerceklestirilmistir (Sekil 3.17). Urik asit; halkasal yapili ve kreatinin molekiiliiyle
benzer fonksiyonel gruplara sahip oldugu i¢in tercih edilmistir. Kreatin de kreatinin
ile ayn1 metabolik yolakta yer aldigi ve benzer fonksiyonel gruplara sahip oldugu
icin yarismacit molekiil olarak kullanilmistir. Her bir molekiil 0.3 mg/mL
derisimlerde hazirlanmis, 25°C’de 2 saat boyunca stirekli sistem kullanilarak MIP
ile NIP kriyojel kolonlarla etkilestirilmistir ve alinmis olan baslangic ve sonug
cozeltileriyle adsorplanan derisim miktarlar1 hesaplanmistir. Kreatinin baskilanmig

p[HEMA-MAH-Cu(Il)] (Krn-MIP) ile kreatinin baskilanmamis pfHEMA-MAH-
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Cu(I)] (NIP1) kriyojel kullanilarak g6zlenen adsorpsiyon sonuglart (Sekil 3.18) ile
yarismact molekiiller icin K4 ve k degerleri Cizelge 3.4’de verilmistir. Krn-MIP
kriyojel kullanilarak yapilmis olan segicilik ¢aligmalar1 sonucunda Krn-MIP nin tirik
asit molekiiliine kars1 1.39 kat ve kreatin molekiiliine de 2.4 kat daha se¢ici oldugu
gbzlenmistir. Ayni islemler p(HEMA) (NIP2) kriyojeli i¢in de yapilmis ve sonuglar
Sekil 3.19 ile Cizelge 3.5’de verilmistir. Krn-MIP kriyojeli ile NIP2 kriyojeli
kullanilarak yapilmis olan ikinci segicilik ¢caligmasinda Krn-MIP kriyojelin, iirik asite
kars1 3.45 kat ve kreatine karsi da 4.37 kat daha secici oldugu goriilmiistiir. Kreatinin
baskilanmis olan kriyojelin Ky degerleri; kreatinin baskilanmamis olan kriyojellerle
karsilastirildigi zaman kreatinine karst daha yiiksek olarak bulunmustur. Bagil
secicilik katsayis1 kreatinin baskilanmis olan kriyojellerde kreatinin tanima

bolgelerinin afinitesini gostermektedir.

0 CH
0
N
NH H,N N C
N N \
°:< ‘ c c OH
N | H,
H Y 0 NH
Urik Asit Kreatin

Sekil 3.17. Urik asit (168.11 g/mol), kreatin (131.13 g/mol) ve kreatinin (113.12

g/mol) molekiillerinin yapilari.

CH,
/

L.

H

Kreatinin

Sekil 3.17 (devam) Urik asit (168.11 g/mol), kreatin (131.13 g/mol) ve kreatinin
(113.12 g/mol) molekiillerinin yapilari.
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Sekil 3.18. Sulu ¢ozeltiden Krn-MIP ile NIP1 kolonlarinin adsorpsiyonu: Kreatinin,
Urik Asit ve Kreatin derisimleri: 0.3 mg/mL, MOPS pH: 7.4, akis hiz1: 1
mL/dak, adsorpsiyon siiresi: 120 dak ve T: 25°C.

Cizelge 3.4 Kreatinine gore lirik asit ve kreatin molekiillerinin K4 ve k degerleri.

NIP1 Krn-MIP
Q kd k Q kd k k’
Kreatinin 1.94 8.83 2.35 10.79
Urik Asit 1.77 5.2 1.69 0.91 4.61 2.34 1.39
Kreatin 1.74 8.98 0.98 1.6 4.56 2.36 24
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Sekil 3.19. Sulu ¢ozeltiden Krn-MIP ile NIP2 kolonlarinin adsorpsiyonu: Kreatinin,
Urik Asit ve Kreatin derisimleri: 0.3 mg/mL, MOPS pH: 7.4, akis hiz1: 1
ml/dak, adsorpsiyon siiresi 120 dak ve T: 25°C.

Cizelge 3.5 Kreatinine gore tirik asit ve kreatin molekiillerinin Ky ve k degerleri

NIP2 Krn-MIP
Q kd k Q kd k k’
Kreatinin 0.54 1.92 2.35 10.79
Urik Asit 0.51 3.72 0.51 0.91 4.61 2.34 3.45
Kreatin 0.68 3.55 0.54 1.6 4.56 2.36 4.37

3.2.10. Desorpsiyon ve Tekrar Kullamlabilirlik

Biyoafinite adsorbentlerinde aranilan temel 6zelliklerin biri de; sentezlenmis olan
malzemenin tekrar tekrar kullanilmasidir. Rejenerasyon ya da tekrar kullanilabilirlik

olarak tanimlanan bu 6zellik, ayirma islemlerinde maliyeti azaltan bir etmendir. Bu
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nedenle desorpsiyon deneyleri, adsorpsiyon i¢in kullanilan kriyojel kolonda
incelenmistir. Desorpsiyon orani Krn-MIP kolon i¢in % 90’nin {izerinde belirlenmis
ve adsorpsiyonunda Onemli bir azalma gozlenmemistir (Sekil 3.20). Tekrar
kullanilabilirligi belirlemek iizere adsorpsiyon-desorpsiyon dongiisii ayni kolon
kullanilarak 5 kez tekrarlanmistir. Rejenerasyon ve sterilasyon icin kriyojel kolon 50

mL NaOH c¢o6zeltisi ve ardindan 200 mL damitik suyla yikanmigtir.
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Sekil 3.20. Kreatinin baskilanmig Krn-MIP kriyojelin tekrar kullanilabilirligi;
kreatinin derigimi: 0.3 mg/mL, MOPS, pH: 7.4, akis hizi: 1 mL/dak,
T: 25°C, desorpsiyon ajani: 1M NaCl.

3.3. Yapay Idrardan Kreatinin Molekiiliin Analizi

Kreatinin baskilanmig Krn-MIP kriyojelin yapay idrardan segicilik ¢alismalart igin
hem normal idrar seviyesinde bulunmasi gereken kreatinin miktar1 hem de hasta
idrarin1 temsil etmesi i¢in yiiksek miktarda kreatinin yiliklemesi yapilan yapay idrar
¢ozeltileri hazirlanmistir ve Integra Roche 400 cihaziyla analiz edilmistir. Normal

idrarda bulunan baslangi¢c kreatinin miktar1 39 mg/dL iken, Krn-MIP polimerle
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adsorpsiyon calismast sonrasinda 30 mg/dL olarak bulunmustur. Yiiksek oranda
kreatinin yiiklemesi yapilmis olan yapay idrar ¢ozeltisinin baglangi¢ derisimi 162
mg/dL olarak saptanmisken, Krn-MIP kolonla adsorpsiyonu sonucu 120 mg/dL
olarak saptanmustir (Sekil 3.21). Ayrica Krn-MIP kriyojelin normal ve yiiksek oranda
kreatinin igeren yapay idrar ¢Ozeltisi iceren ortamlarda 20 dakika boyunca da
adsorpsiyon ¢alismalar1 degerlendirilmis ve Krn-MIP kriyojelin 20 dakika siiredeki
verimligi ile kreatinin molekiiliinii geri kazanimi da hesaplanmistir. Elde edilen
sonuglara gore; normal idrarda %4.99 verim ve %34.6 kreatinin geri kazanimi ve
yiiksek idrarda %2.71 verim ile %46.2’lik kreatinin geri kazanimi hesaplanmistir
(Sekil 3.22). Elde edilen sonuglara gore Krn-MIP kriyojelin yapay idrar
cozeltilerinde kreatinine karsi segici oldugu ve kreatinin miktarini tayin etmede

kullanilabilirligi gézlenmistir.

180 1
160
140 - X Baglangic
120 “Son

100
80 1
60 -
40 -

Kreatinin Derisimi (mg(dL)

20

Normal Krn Yiiksek Krn

Sekil 3.21. Kreatinin baskilanmig Krn-MIP kriyojel kullanilarak yapay idrardan
kreatinin adsorpsiyonu, pH: 6.2, akis hizi: 1mL/dak, T: 25°C,
adsorpsiyon siiresi 120 dakika.
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Sekil 3.22. Kreatinin baskilanmig Krn-MIP kriyojel kullanilarak yapay idrardan
kreatinin geri donilisiimii ve kriyojelin verimliligi pH: 6.2, karigtirma

hizi: 130 rpm, T: 25°C, adsorpsiyon siiresi 20 dakika.
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4. YORUM

4 Doktora ¢alismasinda NIP1 kriyojeli; HEMA ve MAH-Cu(ll) ile g¢apraz
baglayict kullanilarak sentezlenmistir. NIP1 kriyojeli i¢in elde edilen spesifik ylizey
alan1 22.96 m*/g olarak bulunmustur. Yalniz HEMA ve ¢apraz baglayici kullamilarak
sentezlenen NIP2 kriyojelinin spesifik yiizey alam 21.59 m?/g olarak saptanmustir.
Kreatinin baskilanmis olan kriyojellerin sentezinde HEMA, capraz baglaciyict ile
farkli oranlarda MAH-Cu(Il) ve kreatinin miktar1 igeren dort farkli MIP (MIPI,
MIP2, MIP3 ve Krn-MIP) kriyojel sentezlenmigtir. MIP1 kriyojeli i¢in elde edilen
spesifik yiizey alani 24.36 m?*/g, MIP2 kriyojeli i¢in 27.81 m*/g, MIP3 icin 30.02
m’/g ve Kmn-MIP (deneylerde kullanilan kriyojel) i¢in de 32.65 m?/g olarak
gozlenmistir. Elde edilen sonuglara goére MIP kriyojellerde artan kompleks

miktariyla birlikte yiizey alanlarinda da artiglar saptanmustir.

4 Kreatinin baskilanmis olan p[HEMA)-MAH-Cu(Il)/Kreatinin] kriyojeller,
capraz bagli ve hidrofilik yapili destek malzemeleridir. Doktora ¢alismasinda
hazirlanan p(HEMA); NIP2 kriyojellerin sisme oran1 % 75.7, plHEMA)-MAH-
Cu(I)]; NIP1 kriyojelin sisme oran1 % 79.4 ve kreatinin baskilanmis p[HEMA)-
MAH-Cu(Il)] kriyojeller i¢in sirasiyla MIP1 i¢in % 81.3, MIP2 i¢in % 84.6, MIP3
icin % 87 ve Krn-MIP i¢in de % 89.5 olarak belirlenmistir. Makrogdzenek oranlart;
NIP1 kriyojel i¢in; % 67.3, NIP2 kriyojel i¢in % 69.5, MIP1 kriyojel i¢in 72.2, MIP2
kriyojel i¢in % 74, MIP3 kriyojel i¢in % 76.1 ve Krn-MIP kriyojelde % 78.4 olarak
bulunmustur. P(HEMA) kriyojellerle kiyaslandigi zaman MAH monomerinin yapiya

girmesiyle denge sisme oraninin art1g1 saptanmistir.

. Kriyojellerin yiizey morfolojisi taramal1 elektron mikroskop (TEM, Jeol 5600,
Tokyo, Japan) ile incelenmistir. Elde edilmis olan sonuglar neticesinde kreatinin
baskilanmis olan p[HEMA)-MAH-Cu(Il)/Kreatinin] (Krn-MIP), baskilanmamis olan
NIP1 p[(HEMA)-MAH-Cu(Il)] ile NIP2 p(HEMA) kriyojellerin makrogézeneklere

ve birbirlerine baglantili yapida olduklar1 goriilmiistiir.
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o Kreatinin baskilanmis olan Krn-MIP baskilanmamis olan NIP1 ile NIP2
kriyojellerin FTIR spektrofotometresi sonuglar1 i¢cin OH, Alifatik CH, Karbonil ve
Amid gruplarina ait olan bantlar incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore; OH
gerilme bant araligi Krn-MIP kriyojel igin; 3393 c¢m™, NIP1 kriyojel i¢in 3382 cm’
ve NIP2 kriyojel i¢in de 3432 cm™ olarak bulunmustur. Alifatik CH fonksiyonel
grubu dikkate alindiginda Krn-MIP igin 2951 cm™, NIP1 ve NIP2 kriyojeller i¢inde
sirastyla 2950 ile 2951 cm™ olarak saptanmustir. Karbonil bantlari irdelendigi zaman
MIP, NIP1 ve NIP2 kriyojeller i¢in sirasiyla, 1728 cm™, 1727 cm™ ve 1728 cm™
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Son olarak amid bandlar1 da Krn-MIP, NIP1 ve NIP2
kriyojeller igin swrastyla 1660 cm™, 1661 cm™ ve 1661 cm™ olarak kendisini
gostermistir. Elde edilen FTIR spektrofotometresi sonucglarma gore; fonksiyonel
monomerin (MAH) ana matriks monomeri olan 2-hidroksietil-metakrilatin yapisina

girerek polimerlestirdigini gortilmektedir.

. Kreatinin baskilanmig olan Krn-MIP kriyojellerin adsorpsiyon ¢aligmalarinda
optimum pH’nin belirlenmesi i¢in organik ve inorganik tamponlar kullanilmistir.
Kreatinin adsorpsiyonun maksimum derisimi MOPS pH 7.4 de, 2.35 mg/g polimer
olarak belirlenmistir. Bundan sonraki kreatinin adsorpsiyon ¢alismalarina MOPS pH:

7.4 de devam edilmistir.

. Kreatinin adsorpsiyonu iizerindeki akis hizinin etkisini belirlemek i¢in 0.5
mL/dak (5.61 mg/g kreatinin) ile 3 mL/dak (1.94 mg/g kreatinin) akis hizlarinda
calisilmis ve diger adsorpsiyon parametreleri sabit tutulmustur. Artmis olan akis
hizyla birlikte, kreatinin adsorpsiyonda énemli azalmalar saptanmistir. Artmis olan
akis hiziyla birlikte kreatinin adsorpsiyonunda meydana gelen azalmalarin nedeni
olarak, artmis akis hizinin kreatinin molekiilleriyle kriyojel kolonlarin etkilesim

siirelerinin azaldig1 sonucuna ulasilmistir.

o Kreatinin adsorpsiyonu iizerinde derisimin etkisi incelendigi zaman artmis
olan kreatinin derisimiyle birlikte, adsorpsiyonun da arttig1 ve 1 mg/mL derisimden
sonra Krn-MIP kriyojel kolonun 6.83 mg/g’da doygunluga ulastigi goriilmiistiir.
Ayrica NIP1 kolonu kreatinin derisimine 5.93 mg/mL kadar ulasirken, NIP2 kolonda
ise bu deger 0.68 mg/mL olarak belirlenmistir. Elde edilen veriler gére NIP1 kolonda
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kullanilan MAH fonksiyonel monomeri ile Cu(ll) 6n-kompleksinin kreatinin
adsorpsiyonu iizerindeki etkisi belirlenmistir. Krn-MIP kriyojel kolonda doygunluga
erismenin nedeni olarak hazirlanmis olan Krn-MIP kolonda kreatinine ait olan belirli
sayidaki 6zgiil oyuklarin, ortamda bulunan kreatinin molekiilleriyle dolduruldugunu
ve ortamda bulunan diger kreatinin molekiilleri i¢in baglanma bdlgeleri kalmadigi

icin dengeye ulastig1 gézlenmistir.

. Iyonik siddetin kreatinin adsorpsiyonu iizerindeki etkisini belirlemek igin
farkl1 derisimlerde NaCl c¢ozeltileri kullanilmis ve diger parametreler sabit
tutulmustur. Adsorpsiyon ortaminda NaCl ¢ozeltisi kullanilmadan gergeklestirilen
adsorpsiyon caligmasinda Krn-MIP kolon tarafindan tutulmus olan kreatinin miktar
2.35 mg/g iken, 0.5 M NaClI ¢ozeltisi varliginda 1.09 mg/g olarak belirlenmistir.
Sonu¢ olarak artmig olan tuz derisimleriyle Krn-MIP kolonda tutunmus olan

kreatinin miktarinda 6nemli azalmalar saptanmustir.

o Adsorpsiyon iizerinde sicakligin etkisinin incelenmesi 4-45°C sicaklik
araliklarinda yapilmistir. Krn-MIP kolon tarafindan tutulmus olan maksimum
kreatinin derigimi 4°C’de 2.85 mg/g olarak belirlenmis ve artmis olan sicaklikla
birlikte adsorpsiyon miktarlarinin (25°C’de 2.35 mg/g, 35°C’de 1.67 mg/g ve
45°C’de 1.09 mg/g) azaldig1 gdzlenmistir.

o Adsorpsiyon izotermleri incelendigi zaman hazirlanmis olan Krn-MIP
kolonda gozlenmis olan maksimum kreatinin adsorpsiyon kapasitesi (qmax) 6.836
mg/g ve teorik olarak kriyojel tarafindan adsorbe edilen kreatinin molekiil miktar1 da
(qmax) 9.33 mg/g olarak hesaplanmistir. Elde edilen Langmuir izoterm korelasyon
katsayis1 degeri (R®) 0.94 ve Langmuir sabiti; 1.87 mg/mL olarak belirlenmis ve

Langmuir izotermine uygun oldugu gorilmistiir.

o Adsorpsiyon kinetik ¢alismalarinin incelenmesi sonucunda, Krn-MIP kriyojel
kolon caligmasinin yalanci-ikinci dereceden adsorpsiyon kinetik verilerine uygun
oldugu bulunmustur. Elde edilmis olan veriler yardimiyla; kreatinin molekiillerinin
Krmn-MIP kriyojel kolonda goézlenen adsorpsiyon isleminlerinde kimyasal

etkilesimlerin kontrolii altinda oldugu belirlenmistir.
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o Kreatinin baskilanmis p[HEMA)-MAH-Cu(Il)/Kreatinin] kriyojellerin Krn-
MIP, NIP1 ve NIP2 kriyojellere kars segiciligin belirlenmesi i¢in {irik asit ile kreatin
molekiilleri yarigsmact molekiiller olarak seg¢ilmistir. Krn-MIP kriyojelin NIP1
kriyojel ile karsilastirilmast sonucunda kreatinin molekiiliinii tirik asite kars1 1.39 kat
ve kreatine kars1 da 2.4 kat daha segici olarak tanidig1 gézlenmistir. Ayrica Krn-MIP
kriyojel ile NIP2 kriyojelin karsilagtirtlmasi sonucu Krn-MIP’lerin kreatinin
molekiiliinii tirik asite karsi 3.45 kat ve kreatine karst da 4.37 kat daha segici olarak
tanimistir. Sonuglara gore; kriyojeller ile hedef molekiiliiniin etkilesiminde molekiiler

baskilama yontemiyle olusturulan bosluklarin 6nemli etkisi saptanmustir.

d Tekrar kullanilabilirlik c¢alismasinin  amaci, adsorpsiyonun isleminde
kullanilan herhangi bir adsorbantin, adsorpsiyon islemindeki verimliligin bir dl¢iisii
olarak tanimlanabilir. Sentezlenen Krn-MIP kriyojel kolon birbirini takip eden 5
adsorpsiyon-desorpsiyon dongilisiine tabi tutulmus ve elde edilmis deney verileri

sonucunda adsorpsiyon kapasitesinde dnemli azalmalar saptanmamastir.

d Yapay idrar ¢aligmalar1 i¢in normal kreatinin miktar: iceren ve daha yiiksek
kreatinin derisimine sahip olan iki ¢ozelti kullanilmigtir. Normal kreatinin miktar1
bulunan ¢ozeltide, saptanan baslangi¢ kreatinin miktar1 0.39 mg/dL iken, Krn-MIP
kriyojel kolonla etkilesimi sonunda 30 mg/dL olarak bulunmustur. Hasta idrarini
temsil etmesi i¢in hazirlanan ikinci ¢ézeltinin kreatinin baslangi¢ derisimi 162 mg/dL

iken, Krn-MIP kolonla etkilesimi sonucu 120 mg/dL olarak belirlenmistir.

. Krn-MIP kullanilarak normal ve yiiksek miktarda kreatinin iceren 20
dakikalik adsorpsiyon islemi sonucunda, Krn-MIP kriyojelin kreatinine karsi normal
idrarda % 4.9 ve yliksek idrar da % 2.71’lik verime sahip oldugu bulunmustur.
Ayrica Krn-MIP’in normal idrarda kreatinini % 34.6 ve yiiksek miktarda kreatinin

iceren ¢oOzelti de % 46.2 oraninda geri kazanimla tayin ettigi gézlenmistir.
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