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Ozet

Kriyojeller makro gozenekli ¢apraz bagli polimerik yapilardir. Afinite kromatografisi, biyolojik sistemlerde dogal
olarak olusan veya yapay olarak olusturulabilen secici adsorpsiyon sistemine dayanan bir kromatografi ¢esididir.
Kriyojellerin genis gozenekleri ve istiin akis Ozellikleri bu malzemelerin farkli afinite uygulamalarinda
kullanimina olanak tanmmistir. Afinite kromatografi ¢esitleri, oOzellikle biyomakromolekiilerin secici
ayristirmasinda olduk¢a sik kullanilmaktadir. Ayirma, saflastirma ve segici molekiiler tanimaya dayali
uygulamalarda kriyojellerin avantajlarinda faydalanilmistr. Bu derlemede ise, kriyojellerin iretimi ve afinite
kromatografisi cesitleriyle yapilan caligmalara yer verilmektedir.
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Affinity applications of cryogels

Abstract

Cryogels are macroporous cross-linked polymeric structures. Affinity chromatography is a type of
chromatography based on some adsorption purposes, which is either naturally occurring or artificially formed in
biological systems. The wide pores and superior choice properties of cryogels have enabled these materials to be
used in different affinity applications. The types of affinity chromatography were quite common when some of the
biological biomacromolecules were separated. Advantages of cryogels have been utilized in applications for
separation, purification and molecular recognition. In this review, the production of cryogels and affinity
chromatography types have been summerized.
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Kriyojellerin afinite uygulamasi
1. Giris

Tip ve biyoteknolojideki hizli teknolojik ilerlemeler, yiiksek oranda saflastirilmis
biyomolekiiller i¢in artan bir talebe yol acmaktadir. Giiniimiizde tercih edilen yontemlerden birisi,
afinite bazli ayirma islemleridir. Ayirma islemi gerceklestirilirken monolitik materyal olarak gbzenekli
yapiya sahip polimerler tercih edilmektedir. Bunlardan en Onemlileri arasinda makro gozenekli
kriyojelleri sayabiliriz. Bu sistemler sifirin alt1 sicakliklarda sentezlenir ve ii¢ boyutlu bir siinger benzeri
morfoloji gosterirler. Yiiksek gozeneklilik, mekanik stabilite ve dayaniklilik gibi benzersiz 6zelliklerden
ve biyomolekiillerin spesifik olmayan adsorpsiyonunu azaltan hidrofilik karakteristiginden dolayzi,
kriyojeller, afinite ayrilmasi i¢in ideal olarak goriilmektedir. "Kriyojel" terimi ilk olarak 1984 yilinda
sifirin altinda sentezlenen polimerik kimyasal ¢apraz baglanma ile hazirlanan polimerik jeller igin
kullanilmastir [1].

2. Kriyojeller ve Afinite Uygulamalari

Kriyojeller, cesitli arastirma alanlarinda uygulamalara sahip, sifirin altindaki sicakliklarda
hazirlanan ve birbirine bagli olarak bulunan goézenekli jellerdir. Kriyojelasyon isleminin ideal olarak
bazi asamalarla gergeklestigi diisliniilmektedir. Bunlar 4 baglikta incelenebilir: Buz kristali olusumu,
¢apraz baglanma ve polimerizasyon ile faz ayrilmasi, buzlu kristallerin ¢oziilmesi ardindan birbirine
bagl gozenek olusumudur|[1,2].

donma polimerizasyon cozdiirme

capraz baglanmis sUpermakropor

monomerler buz kristalleri ! zlan PEr
polimer kriyojeller kriyojeller

ve baslaticilar ve baslangic
formdaki polimerler

Sekil 1. Kriyojelin yapim basamaklarinin sematik gosterimi

Kriyojeller olusturulurken oncelikle spesifik tanima kabiliyetine (ligand) sahip bir molekiil;
destek matrisi olarak makro gdzenekli kriyojel {izerinde immobilize edilir. izole edilecek olan hedef
molekiil, tamamlayici ligand tarafindan, hedef molekiilii iceren ¢ozelti karigimmin uygun kosullar
altinda kriyojel kolonundan gecirilmesi vasitasiyla segici bir sekilde yakalanir. Hedef molekiiller daha
sonra spesifik olarak rekabetgi bir ligand kullanilarak veya spesifik olarak pH, iyonik kuvvet ya da
sicaklik gibi fiziksel parametrelerin degistirilmesi ile ayristirilir, boylece ligand ve hedef molekiil
arasindaki etkilesim ortadan kaldirilir ve hedef molekiiller saf bir sekilde elde edilir[3].

Biiyiik gézenek boyutlar1 (100 mm'ye kadar), kisa difiizyon yolu, iyi biyouyumluluk, esneklik
ve yliksek mekanik dayaniklilik gibi kriyojenlerin olumlu 6zellikleri, onlar1 biyo-ayirma ve saflastirma
islemlerinde vazgecilmez kilmistir. Kriyojellerin hazirlanmasi kolaydir. Ayrica onlar, maliyeti diisiik
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adsorbanlardir. Bu nedenle bir kriyojel numunesinin ardisik ¢alismalari sirasinda  ¢apraz
kontaminasyonu dnlemek amaciyla , kullanimindan sonra atilip tekrar yenileri hazirlanabilir[3,4].

Kriyojeller, li¢ boyutlu ¢apraz baglanmis polimerlerdir ve ¢ok yiiksek bir capraz baglanma,
sablon ¢ikarma isleminde diisiik verimlilik gibi bazi dezavantajlara neden olabilir. Ayrica, hedef
molekiil ile kompleks olusturacak fonksiyonel monomerin tiirii de, yeniden baglama verimini ve
seciciligini etkileyebilir. Kriyojel iiretiminde kullanilan bazi fonksiyonel monomerler, hedef molekiiller,

uygulama alanlar1 ve verimleri Tablo 1'de gosterilmistir[4].

Tablo 1. Kriyojellerin uygulama alanlari ve bazi 6zellikleri
Fonksiyonel Hedef molekiil Uygulama Alam1 | Verim Kaynake¢a
monomer
N- (Metakrilloil) | Plazmada insan | Tan1 ve teshis 86.9 mg / g MIP kriyojelleri ve [16]
-L-sistein metil | immiinoglobulin 1.49 kat daha fazla segicilik
ester G'nin Fc fragmam
N- (Metakriloil) | Plazmadaki insan | Proteome 25.5 mg / g MIP kriyojeli ve 6.8 [17]
-L-fenilalanin serum albiimini arastirmalari kat daha fazla segicilik
N,N'- Idrar 6rnekleri icin | Biyosensérler Diisiik algilama sinir1 ve yiiksek [18]
Metilenbisakrila | mikroalbiimin secicilik
mid
N,N'- Tavuk yumurtasinin | Kromatografik 36.3 mg / g MIP kriyojelleri ve [19]
Metilenbisakrila | beyazindaki lizozim | ayristirma icin | 1.58 kat daha fazla secicilik
mid monolitik  siitun

olarak

N- (Metakrilloil) | Insan plazmasindaki | Tani ve teshis 35.96 mg / g MIP kriyojelleri ve [20]
-L-triptofan miyoglobin 2.5 kat daha fazla segicilik

Bir proteinin ayrilmasi; molekiiler ebadi, net yiikii, biyospesifik 6zellikleri ve hidrofobisitesi gibi

bir¢ok biyolojik ve fizikokimyasal 6zelliklerine baglidir. Afinite kromatografi tiirleri bu alanda olduk¢a
sik kullanilmaktadir. immobilize metal afinite kromatografisi (IMAC), boya-afinite kromatografisi,
hidrofobik etkilesim kromatografisi (HIC),boronat afinite kromatografisi ve immiinoafinite
kromatografisi protein saflastirmasinda en yaygin kullanilan yontemler olarak sayilabilir. Bu konularda
yapilmis pek ¢ok galigma Srnegi ise bu yayinda raporlanmaktadir [5].

Immobilize metal afinite kromatografisi (IMAC), IMAC, metal iyonlarinin metal iyon afinitesi
ile biyomolekiiller arasindaki segici etkilesime dayanir. Ayrilma, bir Lewis asidinin (elektron ¢ifti
alicisi), 6rnegin Cu (1), Ni (II), Zn (II) gibi selatli metal iyonlarinin, elektron verici atomlar (N, O ve S
gibi) ile protein ylizeyinde gergeklesen etkilesimlerine dayanir [6].

Ni (II) gibi bazt metal iyonlari, uzun siireli terapi durumunda farmasotik proteinlerin
saflastirilmasinda toksisite sorunlarina yol acabilir. Ancak metallerin diisiik maliyeti, fizyolojik pH
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araligindaki performanslari, duragan fazinin yenilenme kolaylig1 ve ligandin yiiksek stabilitesi, IMAC'in
avantajli 6zellikleridir[7].

Son zamanlarda yapilan bir calismada, siiper-gbzenekli monolitik kriyojel IMAC afinite matrisi
ile iirokinazin; insan fibrosarkom HT1080 hiicre hattinin sartlandirilmis ortamindan yakalanmasi ve
saflagtirllmast i¢in uygulanabilirligine bakilmistir. Bu ¢alismada, siirekli hiicre kiiltiirii kriyojel
biyoreaktoriinde Cu (II) -IDA-poliakrilamid kriyojeli ve Cu (II)-IDA Sepharose matrislerinden elde
edilen kiiltiir stvilarindan iirokinazin izolasyonu ve saflastirilmast ¢aligilmistir[8].

IMAC calismalari, protein ve enzim saflastirmasi i¢in de uygulanabilir. Bunlar arasinda, Cu (II)
iyonlartyla selatli poli (hidroksietil metakrilat) (PHEMA) bazli monolitik kriyojel, sican karaciger
homojenatindan sitokrom c'nin saflastirilmasi icin basariyla kullanilmistir. Bu c¢alismalar icin, bir
sentezlenmis fonksiyonel monomer, yani polimerizasyon sirasinda dogrudan PHEMA kriyojellerine
katilan N-metakriloil- (1) -histidin metil ester (MAH) ve ligand olarak Cu (II) kullanilmistir[9].

Boya afinite kromatografisi, immobilize edilmis boyalarin bir¢ok protein {izerindeki baglanma
yerleri i¢in yliksek afinitesine dayanan bir protein saflastirma islemidir. Ticari olarak temin edilebilirler,
ucuzdurlar ve 6zellikle hidroksil gruplar tasiyan matrislerde kolayca hareketsiz hale getirilebilirler.
Boyalar dogada sentetik olarak bulunurlar ve afinite ligandlar1 olarak siniflandirilirlar. Substratlarin,
kofaktdrlerin veya bu proteinler i¢in baglayici ajanlarin yapisim taklit ederek bir¢ok proteinin aktif
bolgeleri ile etkilesime girebilirler[10].

Bir ¢aligmada, 2-hidroksietil metakrilat (HEMA) ve Cibacron Blue F3GA (CB); ana monomer
ve boya ligand olarak secilmigtir. Daha sonra, Cibacron Blue F3GA ekli siiper-gdzenekli poli (2-
hidroksietil metakrilat) [poli (HEMA) / CB] kriyojeller hazirlanmis ve sisme testi, taramali elektron
mikroskobu, element analizi ve FTIR kullanilarak karakterize edilmistir[11].

Poli (HEMA) / CB kriyojellerinin maksimum adsorpsiyon kapasitesi, pH 6.0'da 38.2 mg / g
olarak elde edilmistir. Insan diseti fibroblast ekstraktindan interferon saflastirmasi igin hizli protein sivi
kromatografisi (FPLC) sistemi kullanilmigtir. Sonug¢ olarak, poli (HEMA) / CB kriyojelerinin,
interferonun hizli, ucuz ve spesifik saflastirilmasi i¢in iyi bir uygulama potansiyeline sahip oldugu
gorilmistiir [11].

Hidrofobik etkilesim kromatografisi, hidrofobik proteinlerin, bu proteinlerin yiizeyi lizerindeki
hidrofobik ligandlar ve polar olmayan bolgeler arasindaki hidrofobik etkilesimler yoluyla ayrilmasina
dayanir. Deraz ve dig., sabit ortam olarak immobilize edilmis hidrofobik ligandlar kullanarak (oktil ve
fenil) makro gozenekli poliakrilamid monolitik kriyojeller (pAAm) iiretmislerdir. Bu calismada, iki
hidrofobik ligand (oktil ve fenil) ile sabit pAAm ortam1 arasinda fonksiyonel epoksi gruplar1 vasitasiyla
pAAm monolitine kovalent baglanma gerceklesmistir[12].

Bir diger ¢alisma ise, bir hidrofobik ligand ve hedef enzimin yiizeyindeki polar olmayan
bolgeler arasindaki hidrofobik etkilesimlere dayandirilmistir. PHEMATrp kriyogel, seyreltilmis
yumurta akisindan lizozimin saflagtirilmasi i¢in etkili bir hidrofobik adsorban olarak gdérev yapmuistir.
Bu kriyojelde, yiiksek adsorpsiyon kapasitesi ve %91'lik bir geri kazanim ile lizozim igin ytiksek
secicilik gozlenmistir. Elde edilen maksimum lizozim adsorpsiyonu, ilgili literatiirle oldukca
karsilastirilabilir bir deger olan 46.8 mg / g olmustur[13].

Niikleik asit bilesenlerinin ve karbonhidratlarin ayrilmasi i¢in boronat afinite kromatografisinin
kullanimy, ilk olarak 1970 yilinda Weith ve arkadaglari tarafindan bildirilmistir. O zamandan beri,
boronatin 6zgiilliigii, niikleik asitler, karbonhidratlar, glikoproteinler ve enzimler de dahil olmak iizere
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cok cesitli cis-diol igeren bilesiklerin ayrilmasi i¢in kullanilmistir. Boronat afinite kromatografisi i¢in
temel etkilesim, boronat ligandlar1 ve cis-dioller arasindaki esterlesmedir[14].

Bir ¢alismada, PHEMA bazli 4-vinil fenil boronik asit (VPBA) ile fonksiyonellestirilmis
kompozit kriyojel hazirland1 ve bir HPLC kolonunda malzeme olarak kullanilarak segici IgG ayrilmasi
caligsmasi gergeklestirildi. Caligsma, kompozit kriyojel kolonunun yiiksek afinite ve segicilik 6zelliklerini
koruyarak yeniden kullanilabilirligini gdstermistir. Ayrica IgG gibi endiistriyel agidan Onemli
glikoproteinlerin, etkin bir sekilde ayrilmasi ile maliyet agisindan giizel bir avantaj saglanmistir[14].

Baska bir ¢calismada, Poli (HEMA-ko-VPBA) 4-vinil fenil boronik asit (VPBA) (agirlik¢a% 6:
1) kriyojel, RNA'nin mayadan izole edilmesi i¢in kullanilmistir. Hazirlanan matris, iyi gézeneklilik ve
yeterince yiilksek RNA baglama kapasitesi gostermistir. RNA'nin riboz sekerinin cis-diolii, biiyiik
oranda poli (HEMA-ko-VPBA) 'in boronat kismu ile etkilesime girmis ve tersinir siklik ester meydana
getirmistir. Ikincil etkilesimler de yine RNA molekiillerinin boronat kismina baglanmasinda rol
oynamisglardir. DNA molekiillerinde 2-hidroksil grubunun bulunmamasi nedeniyle kolonda tutulmalari
gozlemlenmemistir. Son kisimda ise, bagli RNA molekiilleri, boronat afiniteli kriyojel kolonundan geri
kazanilmistir [15].

Antikorlar, bir¢ok uygulamada, 6zellikle tanisal ve terapodtik ajanlar olarak kullanilirlar.
Antikorlarin saflastirilmasi igin kullanilan ¢esitli teknikler arasinda, immiinoafinite kromatografisi en
yaygin olanidir. Bir ¢alismada, Fc fragmani baskili poli (hidroksietil metakrilat) kriyojeli (MIP), anti-
hlgG'nin insan plazmasindan IgG saflastirmasi i¢in hazirlanmistir. Adsorpsiyon kapasitelerini
karsilastirmak amaciyla baskisiz poli (hidroksietil metakrilat) kriyojeli (NIP) de anti-hIgG'nin rasgele
immobilizasyonu i¢in hazirlanmistir[16,17].

Immobilize anti-hIgG miktar1, NIP siitunu igin 19.8 mg / g ve MIP siitunu igin 23.7 mg / g olarak
hesaplanmigtir. Hareketsizlestirilmis anti-hIgG miktari, NIP ve MIP kolonlar1 i¢in hemen hemen ayni1
olmasina ragmen, IgG adsorpsiyon kapasitesinin, MIP / anti-hIgG icin NIP / anti-hIgG kolonundan {i¢
kat daha yiiksek oldugu bulunmustur[16].

Baska bir caligmada, proteome uygulamalarinda kullanilmadan 6nce hemoglobinin insan
kanindan tilkenmesi i¢in molekiiler olarak baskilanmis bir kompozit kriyojeller hazirlanmistir [17].

3. Sonug¢ ve tartisma

Kriyojeller yeni nesil polimerik malzemeler olup gesitli uygulama alanlarma sahiptirler. Ustiin
yapisal ozellikleri ile (diisiik akis direnci, birbiri ile baglantili gézenekler, tekrar kullanilabilirlik vb)
ayirma, saflastirma, molekiiler tanimay1 amaglayan ¢ok sayida afinite uygulamalarinin gerceklesmesine
olanak taniyan kriyojeller; saglik, ¢cevre, gida gibi bir¢ok alanda ileri ¢aligmalarin literatiire katilmasina
katki saglayacak potansiyele sahiptir.
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