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OZET

Biyomimetik, dogada bulunan sistemlerin 6érnek alinmasi ve taklit edilmesi ile
Uretilen maddeleri, mekanizma ve sistemleri ifade etmekte kullanilir. Biyomimetik
yaklasimla her alanda oldugu gibi cevre miihendisligi alaninda da dogadaki benzersiz
ve mikemmel modelleri 6rnek alan yeni Urinler gelistiriimektedir. Bu tez ¢alismasi
dogadaki hiicre zarinin su gegirgenliginde rol alan mekanizmanin sentetik bir
membrana uygulanmasi temeline dayanmaktadir. Calismanin amaci, sentetik bir
membrana hiicre zarinin su gegirme mekanizmasini dizenleyen aquaporin
proteinlerinin uygulanmasi suretiyle dogal hiicre zari davranisini kazandirmaktir. Bu
amagla ilk 6nce Escherichia coli agpZ, pGEX-4T-2 vektorine klonlanmis ve E. coli BL21
hiicrelerinde ifade edilmistir. 200 kDa GST etiketli AqpZ, tetramer formunda hiicre
zarindan saflastirlmistir. Elde edilen tetramer, pH (pH=3) ve vyiksek pB-
merkaptoetanol konsantrasyonu gibi denatlre edici ajanlara karsi yiksek direng
gostermistir. GST etiketli AqpZ proteinleri ihtiva eden fosfatidilserin/fosfatidilkolin
(PS: PC) ve 1,2-dioleoil-sn-glisero-3-fosfokolin (DOPC) lipozomlari hazirlanmistir.
Aquaporin igeren lipozomlarin su gegirme kapasitesi, bos lipozomlardan daha yuksek
bulunmustur, bu da GST etiketli tetramerinin islevsel oldugunu kanitlamigtir. Su
gecirme hizi beklenildigi gibi 100 nm membran ile hazirlanan lipozomlarda, 200 nm
membran ile hazirlanan lipozomlardan daha yiksek ¢ikmistir. DOPC'nin su gegirme
hizi 6lgiimleri igin daha uygun oldugu gosterilmistir. 100 nm DOPC lipozomundaki
AqpZ su gecirme katsayisi (k) kontrol ile karsilastirildiginda 57.55 s fark gorilmstiir.
Tezin son agamasinda ise hazirlanan lipozomlarin sentetik su gegirmez bir membran
yuzeyine gdmulerek islevselligi test edilmistir.

E. coli aquaporinlerini igeren polistlfon bir membran hazirlanmis ve karakterize
edilmistir. Bu biyomimetik membran ile dead-end (6lG uclu) reaktor sistemi
kullanilarak yapilan filtrasyonlarda kontrole kiyasla daha hizli su gegisi sagladigi tespit
edilmistir. Ak artisi membranin aquaporin mekanizmasinin sentetik olarak
hazirlanmis membranda isledigini, malzemenin biyolojik asilina basarili bir sekilde

benzetildigini gdstermistir.

Anahtar Kelimeler: AquaporinZ, biyomimetik membranlar, lipozom



SUMMARY

Biomimetics is used to describe the materials, mechanisms and systems
produced by sampling and simulating systems found in nature. In the field of
environmental engineering, new products are being developed that exemplify unique
and excellent models in the nature, as well as being a biomimetic approach. This
thesis study is based on the application of the mechanism that plays a role in the
water permeability of the natural cell membrane to a synthetic membrane. The aim
of the work is to acquire natural cell membrane behavior through the application of
aquaporin proteins, which regulate the water permeation mechanism of a synthetic
membrane cell membrane. For this purpose, Escherichia coli agpZ was first cloned
into the pGEX-4T-2 vector and expressed in E. coli BL21 cells. 200 kDa GST labeled
AgpZ was purified from the cell lysate in tetramer form. The obtained tetramer
showed high resistance to counteracting agents such as pH (pH = 3) and high B-
mercaptoethanol  concentration. Liposomes of  phosphatidylserine  /
phosphatidylcholine (PS: PC) and 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DOPC)
containing GST-labeled AqpZ proteins were prepared. Aquaporin-containing
liposomes have a higher water permeability than empty liposomes, proving that the
GST-labeled tetramer is functional. The rate of water transfer was higher than that of
liposomes prepared with 100 nm membrane as expected, compared with liposomes
prepared with 200 nm membrane. DOPC has been shown to be more suitable for
water velocity measurements. The AgpZ k water permeability coefficient (1/s) in the
100 nm DOPC liposome was 57.55 s compared to the control.

A polysulfone membrane containing E. coli aquaporins was prepared and
characterized. It has been found that this biomimetic membrane provides faster
water transfer through filtration using the dead-end reactor system. The flux
enhancement has shown that the aquaporin mechanism of the membrane operates
synthetically prepared membrane, successfully mimicking the biological origin of the

material.

Key Words: AquaporinZ, biomimmetic membranes, liposomes
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1. GIRIS

Kiresel su kaynaklarinin yoénetimi, 21. ylzyilin en dnemli zorluklarindan birini
teskil etmektedir. Oniimiizdeki 50-75 yil icinde diinya niifusu {ic milyar veya daha
fazla artacak ve kentsel alanlarda yasayan insan sayisi iki kattan fazla olacaktir.
Dinyanin nifus artisinin biiytuk kismi, suyun hali hazirda kritik derecede az oldugu ve
insanlarin yoksul oldugu gelismekte olan Ulkelerde gorilmesi beklenmektedir. Bugiin
bile, 1 milyardan fazla insanin givenli ve uygun fiyatli igme suyuna erisimi yoktur.
Bilim ve teknoloji, kiiresel su kithgina bagh olarak ortaya ¢ikan korkung sorunlarin
ustesinden gelmek igin gerekli olan ¢6zimleri gelistirmede hayati bir rol

oynamaktadir [1].

1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve igerigi

Biyomimetik, dogada bulunan sistemlerin érnek alinmasi ve taklit edilmesi ile
Uretilen maddeleri, mekanizma ve sistemleri ifade etmekte kullanilir. Bilim diinyasi
her gegen giin tip ve biyokimya dallari basta olmak izere endustrinin her dalinda bu
yaklasimla dogadaki benzersiz ve mikemmel modelleri 6rnek alan yeni Grlnler
gelistirmektedir. Biyomimetik yaklasim dogadaki tasarimlari en az malzeme ve enerji
ile en fazla verim almalari, kendi kendilerini onarma 6zellikleri, geri-dénisimli ve
doga-dostu olmalari, sessiz galismalari, estetik, dayanikli ve uzun émurli olmalari
bakimindan teknolojik ¢alismalara érneklik edecek milkemmel sistemler olarak ele
ahr.

Malzeme bilimi biyomimetik alanin en gézde uygulama alanlarindan birisidir.
Dogada mevcut sistemlerin igeriginde ve mekanizmasinda yer alan 6zellikler, organik
sistemdeki islevini sirdiirecek sekilde sentetik sistemlere adapte edilebilir.
Geligtirilen bu biyomimetik malzeme invivo veya invitro sekilde suni organ
tasarimindan, ilag Giretimi ve tedavi suireglerine, robotik sistemlerden, nanoteknolojik
drlinlere, kimya ve cevre uygulamalarina kadar cesitli alanlarda yer bulabilir.

GUnumizde her alanda biyomimetik c¢alismalar yiritilmektedir. Baykus
tlylerinin gentikli yapisinin incelenmesi, sahip oldugu hava akis kontroliiniin ve ugus

sirasinda guriltinin azaltilmasinda 6nemli roli oldugunun bulunmasi havacilik



endustrisnde mihendislik uygulamalari igin potansiyel bir calisma konusu olmustur
[2]. Canh hiicrelerdeki membranlardan olusan biyolojik zarlar, bilinen tim canli
organizmalarin yapisal ve fonksiyonel yapi taslaridir. Hiicrenin bitinligiund korur,
iceriyi disaridan ayirir ve ayni zamanda hiicrenin igine ve disina maddenin naklini
saglar. Doga bu ihtiyaci, lipid ¢ift tabaka igerisinde bulunan yiksek verimli ve
Ozellesmis trasnport proteinleri ile yapmaktadir. Biyomimetik sensér / ayirma
teknolojisinin gelistiriimesinde, canli hiicre membranlarinda bulunan bu sistem 6rnek
alinarak biyomimetik membranlar tasarlanmaktadir [3].

Bu tez calismasi dogadaki hiicre zarinin su gegirgenliginde rol alan
mekanizmanin sentetik bir membrana uygulanmasi temeline dayanmaktadir.
Galismanin amaci, sentetik bir membrana hiicre zarinin su gegirme mekanizmasini
diizenleyen aquaporin proteinlerinin uygulanmasi suretiyle dogal hiicre zar
davranisini kazandirmaktir. Biyomimetik malzeme dogadaki mikemmel 6rnegine
benzemesi 6lglisinde basarili  olacaktir. Biyomimetik 0Ozellikte tasarlanacak
malzemenin su gegirgenlik Ozellikleri bakimindan bazi Uretim ve aritim
teknolojilerinde uygulanma kapasitesi bulunmaktadir. Literatlirde Escherichia coli
AqpZile yapilan ¢alismalar bulunmaktadir. Kumar ve arkadaslari (2007) [4] tarafindan
yapilan ¢alisma sonucunda aquaporinZ proteini yerlestirilen membranlarin su
gecirgenikleri ve bilesenleri ayirma kabiliyetinin aquaporinZ proteini icermeyen
membranlara gore artis gosterdigi goriilmuistir. Ayni sonuca yaptiklari ¢alismalar
sonucunda Sun ve arkadaslari (2013) [5], Xie ve arkadaslari (2013) [6], Zhao ve
arkadaslari (2012) [7] ve Qi ve arkadaslari da (2016) [8] ulasmislardir. Biyomimetik
malzeme tasariminda polisilfon membran ve su transfer proteini olarak Escherichia
coli AqpZ kullaniimistir.

Biyomimetik 6zellikteki membranin tasarim asamalari/yontem:

i) pGEX-4T-2 vektoriine E. coli-agp geni klonlanmistir.

ii) pGEX-4T-2-E.coli-agp geni tasiyan BL21 hicrelerinden membran
proteinlerinin saflastiriimasi prosediri uygulanarak AqpZ proteinleri saflastiriimistir.

iii) Saflagtirilan proteinler film rehidrasyonu yontemi ile hazirlanan lipozomlar

icerisine yerlestirilmistir.



iv) Elde edilen proteolipozomlar lretilen polisilfon substrat tizerine ara yiizey

polimerizasyonu yontemi kullanilarak yerlestirilerek membran yapilmistir.

Bu tez galismasi kapsaminda gelistirilecek malzeme asagidaki parametreler

agisindan incelenecektir/karakterize edilecektir:

i) Stopped-Flow 151k sagilimi spektrometresi ile su gegirgenlik hizi ile dogru

orantili olan k su gegirgenlik katsayisi (1/s) degerleri

ii) Elde edilen k degerleri ile su gegirgenlik hizlarinin tespit edilmesi

iii) Nano ZetaSizer cihazi ile yapilan lipozomlarin boyut analizi

iv) SEM goriintusi alinarak ylizey yapisinin incelenmesi

v) Dead-end filtrasyon sistemi ile Uretilen proteolipozomlu ve protein
icermeyen membranlarin akilarinin tespit edilmesi

vi) Membranlarin tuz itme hizlarinin iletkenlik 6l¢im ve aki degerleri ile tespit

edilmesi.



2. BIYOMIMETIK TEKNOLOJISI

Evrim, doganin zorluklarinin ¢ogunu kalici ¢éziimlere yol agarak ¢ézmustir.
Doga her zaman insan kazanimlarina ilham kaynagi olmus ve etkili materyaller,
yaplilar, araglar, mekanizmalar, siiregler, algoritmalar, yontemler, sistemler ve diger
bircok faydaya yol agmistir. Biyomimetik olarak da bilinen bu alan, heyecan verici
gelecek teknolojileri igin yeni yeteneklere ilham vermek i¢in muazzam bir potansiyel
sunmaktadir. Yizmek igin kanatgik kullanimi gibi basit kopyalarin yapilmasini iceren
¢ok sayida biyomimetik basari 6rnegi vardir. Diger 6rnekler, aerodinamik ilkelerinden
sonra mumkiin olan ugma ustaligi da dahil olmak tizere daha karmasikhgi taklit etmeyi
icermektedir. Robotik oyuncaklar ve film konulari da dahil olmak Gzere
biyomimetiklerden bazi ticari uygulamalar giderek daha fazla gorilmektedir.
Biyomimetigin daha 6nemli faydalari arasinda, gercek uzuvlari taklit eden protezlerin
gelistirilmesi, isitme, gérme ve kontrol etmede yardimci olmasi igin beynin araytziyle
duyu arttirict mikrogiplerin gelistirilmesi bulunmaktadir.

Otto H. Schmitt tarafindan ortaya atilan biomimetik terimi, doganin yontem,
mekanizma ve sireglerinin taklit edilmesi ¢alismalarini temsil eder. Doga'nin
yetenekleri, bircok alanda insan yeteneklerine gére daha Ustliindir ve birgok
Ozelliklerini benimsemek, teknolojimizi dnemli 6lglide gelistirebilir [9].

Biyolojik yapilar sayisiz avantaja sahiptir. Arilarin yaptig petekler buna bir
ornektir. Arilar etkin paketleme konfiglirasyonu igin petek olustururlar ve duslk
agirhgi ve yiksek mukavemetiigin peteklerin ayni yapisal sekli, birgok ugak pargasinin
Uretilmesi icin kullanilir [10].

Dogada suyun hiicre membranindan gegisi ise biyolojik yapilarin sahip oldugu
bir diger avantajdir. Hiicre membraninda bulunan aquaporin kanal proteinleri
sayesinde suyun hicre membrani boyunca gegisi saglanarak diger ¢6ziinmis
bilesikler hiicre membraninin diginda tutulur. Bu yapidan esinlenilerek biyomimetik
membranlar gelistirmek mimkindir. Gelistirilen bu membranlar sayesinde ise igme
suyu eldesi amaci ile deniz suyunun tuzdan aritimini yapmak mimkin hale

gelmektedir.



2.1. Cevre Teknolojilerinde Biyomimetik

Cevre alaninda biyomimetik gelismelerin en belirgini ornekleri gelistirilen
membranlardir. Membran teknolojisi, son birkag on yil icinde, dogal avantajlari ve
yesil yapilar olmasi nedeni ile yaygin bir teknoloji haline gelmistir. Damitma,
adsorpsiyon ve benzeri konvansiyonel teknolojilere kiyasla az miktarda katki maddesi
ve daha disik enerji tiketimi yetmektedir. Cogu membran islemi genellikle faz gegisi
gerekmeden ve normal ortam kosullarinda gergeklestirilir. Ek olarak membran
Islemler, uygun Olgeklenebilirlik saglayabilir, bu da islem olgegi veya calisma
modunun kolaylikla ayarlanabilecegi anlamina gelir. Su glnlerde, biyomimetik
membran teknolojisi, 6zellikle kimyasal ve biyolojik alanda genis bir uygulama
yelpazesinde en dnemli teknolojilerden biri haline gelmistir. Atiksu aritimi, deniz suyu
tuzdan arindirma ve atmosferik gaz ayrimi gibi endustriyel 6lgekli ayrimlardan,
biyolojik aktif bilesen zenginlestirme ve saflastirma gibi daha kiiglk 6lgekli ayrimlar
icin kullanilmaktadir

Cevre alaninda gelistirilen biyomimetik membranlarin blyik bir kismi canli
hicre membranlari 6rnek alinarak tasarlanmaktadir. Canli hiicre membranlarinin
maddeleri ayirmada yuksek kabiliyeti vardir. Su, oksijen, karbondioksit, etanol ve lire
gibi kiguk molekdller, hiicre membranlarini basit diflizyonla kolaylikla gegebilir.
lyonlar veya kiiciik organik molekiiller gibi diger maddeler ise kolaylastiriimis difiizyon
veya protein aracili tastyicilar ile aktif nakliye yoluyla hiicre zarlari vasitasiyla tasinir.
TUm bu suregler ¢gézlinenlerin ve suyun hareketinin diizenlenmesinde ¢ok 6nemli bir
rol oynamaktadir. integral membran proteinlerinin énemli bir ailesi, ana intrensek
protein (MIP) ailesidir. Bunlarin arasinda, su kanal proteinleri olan aquaporin
proteinleri bulunmaktadir. Bu proteinler hiicre membrani boyunca su molkedllerinin

gecisine izin verirken diger ¢c6ziinmis bitim molekdilleri iterler [11].



3. HUCRE ZARI ve AQUAPORINLER

3.1. Hiicre Membraninin Kanal Yapisi

Bakteriyel dis zar, olagandisi islevsel 6zelliklere sahiptir. Lipofilik ¢dzinur
maddelere karsi ¢cok dislik gegirgenlik ve hidrofilik ¢ézlinlir maddelere karsi ylksek
gecirgenlik gostermektedir. Bu islevsel 6zellikler, LPS (lipopolisakkarid) ve porinlerin
varligi ve bu bilesenlerin molekiiler organizasyonu ile iligskilendirilebilir. Bunlari
kullanarak, gram negatif bakteriler ¢ok etkili bir gegirgenlik bariyeri gérevi goren ve
ayni zamanda besin maddelerinin verimli bir sekilde diflizyonuna izin veren bir tabaka
olusturabilirler [12].

Gegtigimiz vyillarda, birkag bakteri porininin UG¢ boyutlu yapilan yiksek
¢Ozunurlukli olarak belirlenmistir. Bu goriintiileme yontemleri alisiimadik bir mimari
tlrd olan ici bos kanallari ortaya koymaktan baska, ¢esitli yapi-iglev iliskilerini ayrintili
olarak arastirmayr mimkuin kilmislardir [13].

Porinler ve spesifik kanallarin her ikiside, kiiglik eriyiklerin transmembran
diflizyonuna izin veren su dolu gozenekler Uretir; kanallar icinde spesifik ligand
baglama alanlari bulunur. Kanallarin gaplari genellikle 1 nm civarindadir ve bu
nedenle, ¢oziinenlerin porin kanallari igerisinden niifuz etme oranlari, ¢ézliinen
molekulin buyaklagu, sekli, hidrofobikligi veya yikiinden glglu bir sekilde etkilenir.
Kanallarda, belli baglanma alanlarinin varhigi, disik konsantrasyonlarda mevcut
olduklarinda dahi bazi ligandlarin difizyonunu ¢ok 6nemli 6lgiide hizlandirabilir [14].

Aquaporin kanal proteini de hiicrede bulunan ve 6zel mekanizmasi ile hiicre
membraninda suyun gegisini saglayan hiicre membran proteinleridir.

Canlilarin sahip oldugu “biyolojik membranlar (hiicre zarlari)” olaganisti bir su
transfer yetenegine sahiptirler. Aktif canli hicrelerin toplam agirliginin%60-95'i
sudur. ilk membran transport proteini 1992’de bulunmustur. Uzun yillar boyunca,
suyun basit bir diflizyonla hiicre zari boyunca hareket ettigi distiniliyordu. Bununla
birlikte, biyolojik membranlardaki su hareketi, lipit iki katmanl basit diflizyon ile tam
olarak aciklanamamistir [15]. Hlcre zarindan su gecisi diflzyonla da
gerceklesebilmesine karsin artik akuaporinlerin su transferinde 10-100 kat artis

sagladigl bilinmektedir. Akuaporinlerin suya karsi segiciligi o kadar yuksektir ki



protonlar bile (H30") akuaporinler tarafindan itilmektedir [16]. Akuaporinler énceleri
“Water Channel Proteins (WCP)” olarak adlandiriimis, tiim canlilarda bulunmasa da
tek hicreli canlilardan (Arkea, Bakteri, Maya ve Protozoa) gelismis organizmalara
kadar (bitki, hayvan ve insan) bircok canlida yizlerce akuaporin kesfedilmistir.
Bakteriler de gelismis bitki ve hayvanlarda oldugu gibi akuaporinlere sahiptirler
(6rnegin E. coli agpZ). Akuaporinler hiicrenin ve membranin fonksiyonlarini yerine
getirebilmesi i¢in su molekillerinin (ve/veya diger klguk notral molekillerin) hizh
gecisine ihtiyac duyan tim membranlarda bulunur. Biyolojik membranlar ve su
gecirgenligi simdilerde cok daha detayl bilinmektedir [17].

GUnumuzde aquaporinler tuzlu suyun aritimi amaciyla filtrasyon membranlari

yuzeyine yerlestirilmektedir.



3.2. Fosfolipidler

Fosfolipidlerin genel kimyasal yapisi gliserol omurgasina sahiptir. Sekil 3.1’de
[18] fosfolipidin yapisi gosterilmektedir. Fosfolipidin lipid yapisi, uzun zincirli yag
asitlerine baglidir. Fosforik asidin kalan oksijen gruplarindan biri, gliserol, kolin,
etanolamin, serin ve inositol de dahil olmak Uzere gesitli organik molekillere
esterlenebilir. Baglanmis alkol ile birlikte fosfat kismi, fosfolipidin bag grubunu temsil

eder.

Yag Asitleri
/C=O
0=C, o]
= AN ]
Gliserol O\ /CH\ /O
|
Omurga ﬁ? ﬁ2 ‘O—T:O Fosforile
- o Alkol
] (bas grup)

Sekil 3.1: Fosfolipid Yapisi.

Fosfolipidler sulu ortama yerlestirildiginde, lipit bas gruplarinin su ile hidrofilik
etkilesimi, cok tabakali ve tek katmanli sistemlerin (vezikiillerin) olusumuyla
sonuclanir. Vesikiller, biyolojik membranlara benzeyen, kiiresel bir kabuk seklinde
basit lipid ¢ift tabakalarindan olusur. Lipozomlarin hazirlanmasi igin gesitli dogal ve
sentetik fosfolipitler mevcuttur. iceri cekme kabiliyeti nedeniyle, lipozomlar ilag
taslyan yapilar veya vezikiller olarak distntlmektedir [18].

Fosfolipitler, mikemmel biyouyumluluk ve 6zel amfifilik 6zelliklere sahiptir.

[19]



3.1.1. PC (Phosphatidylcholine)

Sinir iletici asetilkolin sentezinin 6nemli bir elemanidir ve beyni besleyici ve zeka

gelistirici isleve sahiptir (Sekil 3.2 [19]). Dogal bir fosfolipiddir [19].

\/\N

R
|\

Sekil 3.2: PC fosfolipidinin molekiler yapisi.
3.1.2. PS (Phosphatidylserine)

Sinir htcrelerinin islevinin iyilestiriimesinde, sinir impulsunun iletiminin
diizenlenmesinde ve beynin hafiza fonksiyonunun arttirilmasinda gérev almaktadir

(Sekil 3.3 [19]). Dogal bir fosfolipiddir [19].

-
NH,"

Sekil 3.3: PS fosfolipidinin molekiler yapisi.

PS ve PC bir arada kullanilmaktadir. Lipidlerin aldigi molekil Sekil 3.4’te

IR
AUEALAK

Sekil 3.4: PS-PC lipidlerinin birlesme modeli.

[19]verilmistir.




3.1.3. DOPC (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine)

DOPC sentetik bir fosfolipiddir (Sekil 3.5 [19]). DOPC’nin faz degstirme sicakligi
-17°C’dir.

Sekil 3.5: DOPC fosfolipidinin molekil yapisi.

Sentetik ve dogal fosfolipidlerin hem avantajlari hem de dezavantajlari vardir.
Sentetik fosfolipidlerin avantajlari nispeten kararli olmalari ve safliklarinin yiksek
olmasidir. Dezavantaji ise fiyatlarinin nispeten yiksek olmasidir. Bununla birlikte,
dogal fosfolipidlerin dezavantajlari; saflik kontrolliniin zor olmasi ve doganin dengesiz
olmasindan kaynakl kullanim ve depolama sirecinde lizofosfolipidlere metabolize
olmalaridir. Bu nedenle lipozomlari hazirlamak icin dogal fosfolipidleri secerken
kaynak dikkate alinmalidir [19].

Bu galisma esnasinda dogal ve sentetik fosfolipidlerin ikisi de denenmistir.
Yukaria belirtilen sebeplerden dolayr DOPC ile yapilan deneyler daha iyi

sonuglanmistir.
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3.2. Aquaporinin Yapisi

En c¢ok calisilan aquaporinler memeli ve damarli bitkilerde bulunan su
kanallaridir. Memelilerde, AQPQO'dan AQP12'ye (Verkman ve digerleri, 2000 [20])
kadar 13 farkli aquaporin proteini vardir ve bitki genomlarinda 30'dan fazla su kanali
bulunmaktadir (Alleva ve digerleri, 2012 [21]).

AQP1'in yapisina ve islevine iliskin ilk bilgiler Xenopus laevis oosit'deki dizi
analizleri ve ekspresyon galismalarindan gelmistir [22].

Akuaporinler, membrani cevreleyen alti adet 6z bdlge (domaine), su
gecirgenligi ve ¢6zlnldr madde tutunumunu saglayan porlari olusturan korunmus
yukli amino asitlerden olusan 6zel saat cami yapisina sahiptirler [23]. Kapanmayan
yapidadirlar. Su iki yonede hareket eder ve akis yonu konsantrasyona bagli olarak

dizenlenir. Aquaporin yapisi Sekil 3.6‘da verilmistir.

. HiDROFiLiK
HUCRE DISI

HUCRE ici

HiIDROFOBiK

Sekil 3.6: Akuaporin Kanal Proteini Yapisi.

Aquaporinler; hemen hemen tiim canl organizmalarda bulunan, 26-34 kDa
araliginda molekil agirliklari olan major intrinsic proteins (MIPS) olarak adlandirilan
iyi korunmus ve eski bir protein ailesine aittir. [24] Memeli aquaporinlerinin bircogu
(6rnegin AQP1, AQP2, AQP4 ve AQP5) suyun gecisi icin oldukca secici oldugu
goriliurken, bazilari (akuagliseroporinler olarak adlandirilir) gliserolt (6rn. AQP3 ve
AQP8) ve hatta daha buyilk ¢6zlinir maddelere karsi (AQP9) secicidir [20].

Essiz ve spesifik gegirgenlik 6zellikleri gbz 6niine alindiginda, AQP1'in yapisinin
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belirlenmesine yonelik blyik caba sarf edilmistir. Saptanan dizi, daha 6nce tarif
edilmemis bir topoloji ortaya koymustur; asparagin-prolin-alanin (NPA) ihtiva eden
iki oldukga korunmus halkayla (B ve E) li¢ transmembran alanindan olusan iki tandem
tekrar olusur. ilging bir sekilde, tekrarlarin 180°'de birbirlerine gére yoénlendirildigi
tahmin edilmistir [16]. 4 monomer birleserek bir tetramer olustururlar. Su
molekdllerinin gegisleri monomerlerin ortasindan olur. Sadece H,0 molekil
boyutunun gecebilecegi bicimde tasarlanmistir. Varsa bagh 3. bir H" iyonu bile gegis
sirasinda hicre digina itilir.

Histidin 180 ve Arginin 195 aminoasitleri pordaki en dar yapiyr olustururlar
(Sekil 3.7 [25]) ve sadece suyun gegisine izin verirler. Arg 195 pozitif ylikli oldugundan
diger K+, Na+ gibi ¢6ztiinen molekilleri iter. Arg 195 ve NPA motifleri su molekdllerini
alt alta sirali bir sekilde hidrojen baglariyla yoninu degistirerek hareketini saglarlar

[25].

ekstraselltler

Boyut

Sinirlama
Elektrostatik
itme

Su Dipol

Yonlendirilmesi

intraselliiler

Sekil 3.7: Akuaporin Su Transfer Mekanizmasi.

Su transferi igin lipid ¢ift katmanindaki bir dizi proteinin varligi ilk olarak 2003
yilinda aquaporinlerin kesfi ile Nobel Odiiliinii kazanan Peter Agre tarafindan rapor
edilmistir. Aquaporinler, su molekdllerinin gegcmesini saglayan ve diger tim ¢ozilinen

maddeleri reddeden membran proteinleridir. Farkli hiicre membranlarinda
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aquaporinlerin bulunmasi Uzerine ¢ok sayida arastirma yapilmistir ve canlilarin,
biyolojik membranlarinda su tagima kapasitesi yiksek olan aquaporin kanal proteini
oldugu anlasiimistir.

Aqguaporin proteini bakteri ve arkealarda yaygin degildir, bu canlilarda
membranda su transferi pasif diflzyon veya spesifik olmayan gozeneklerle
saglanmaktadir (Soupene ve digerleri 2002 [26]). Simdiye kadar, gram negatif
bakteriler E. coli (Calamita ve digerleri, 1995 [27]) ve Rhodobacter sphaeroides
(Erbakan ve digerleri, 2015 [28]), gram pozitif bakteriler Lactococcus lactis (Froger ve
ark., 1995 [29]), maya Saccharomyces cerevisiae (Andre ve ark., 1995 [30]) ve
nihayetinde Methanothermobacter marburgensis Archea dahil olmak Uzere farkh
mikroorganizmalarda birgok aquaporin bulunmustur.

Yiiksek su gegirgenligi (her bir akuaporin su kanal proteininden saniyede ~10°
su molekili gecebilir) ve Gstin secicilik nedeniyle (su kanal proteini yalnizca suyun
tamamen ayrilmasi sirasinda su gegisine izin verdigi icin) dikkati ¢ekmektedir.
Akuaporinlerin  membran igine entegrasyonu, membranin su gegirgenliginin

artmasini saglamaktadir [8]. Anlatilan proses semasi Sekil 3.8’de verilmistir.

BASING i
- m icME suyu

. GEGIRGEN .
. MEMBRAN .*

Sekil 3.8: Deniz suyu tuzsuzlastirma prosesinde akuaporin yerlestirilen
membranlarin kullaniimasi.
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4. CEVRE TEKNOLOJILERINDE MEMBRAN PROSESLER

Membranlar cevre, enerji ve endustriyel genis uygulama alani bulmus ve 6nemli
bir yer kazanmistir. Membran filtrelemede pargacik boyutlarinin araligr ¢6zinmis
bilesenleri kapsayacak sekildedir (0,0001-1um). Membranin rold, belirli bilesenlerin
gecisine izin verecek ve sivi igcinde bulunan diger bilesenleri koruyacak segici bir
bariyer olarak islev géormektir [31]. Membran modiliine gelen akis, besleme akisi
olarak bilinir. Ayirma islemi membranin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerine baglidir.
Surtcu kuvvet; basing farki, yogunlasma (kimyasal potansiyel) farki, elektriksel
potansiyel farki ve sicaklik farkinin biri veya bir kagi olabilir. Ayirma islemi gézenekli
membranlarda boyut, sekil ve yik ayrimina gore, gézeneksiz membranlarda ise
sorpsiyon ve diflizyon modeline gore kontrol edilir. Membran performansi secicilik ve
aki parametreleriyle belirlenir. Membran prosesler giderilecek ve/veya ayrilacak
bilsenlerin yapi ve durumuna bagli olarak sinirlandirilabilir (Sekil 4.1). Ozellikle su
aritimi icin énerilen membran prosesler; mikrofiltrasyon (MF), ultrafiltrasyon (UF),
nanofiltrayon (NF), hiperfiltrasyon (ters osmoz (RO)), elektrodiyaliz (ED), mikrobiyal

yakit hiicresi, membran distilasyonu olarak siniflandirilir [32].

Mikrofiltrasvon, (MF)
G.B. >0.01um
Bakteriler, askida kati maddeler

Ultrafiltrasvon (UF)

G.B. 0.01-0.005um L . ) ) )
Biyiik molekdiller, proteinler, polisakkaritler

Nanofiltrasyon (NF)

.B. 0.005-0.
G.B. 0.005-0.001um Boyalar, antibiyotikler, cok degerliiyonlar

Ters 0zmoz (RO)
G.B.<0.001um
Glukoz, aminoasitler, tuzlar

SuU

G.B.= Gozenek Boyutu

Sekil 4.1: Gozenek Boyutlari ve Tutabildikleri Bilesenlere Gére Membranlar.
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4.1. Membran Proseslerin Avantaj ve Dezavantaijlan

Sudaki genis zararl kitlesi igin mikrofiltrasyon, ultrafiltrasyon, nanofiltrasyon ve

ters ozmos sistemler uygulanir. Membran proseslerin avantajlari arasinda baslica;

- Kesiksiz ve otomatik isletme saglayan surekli proses olmalari,
- Az enerji kullanimi,

- Belirli bir boyut sinirlandirmasi olmamasi,

- Modaiiler olarak tasariminin yapilabilmesi,

- Kirletici yapi ve kimyasi lizerinde etki yapmamasi,

- Guvenilir ve oldukga iyi diizeyde ¢ikis suyu kalitesi saglamalari,
- Kimyasal katki ihtiyacinin olmamasi (ilave kimyasallara ihtiyag duymamasi),
- Duguk alan ihtiyac,

- Yiksek konsantrasyonlarda uygulanabilmesi,

- Taginabilir olmasi,

- Herhangi bir insaat gerektirmemesi,

- Maliyetinin giin gegtikce daha da asagilara ¢ekilmesi,

- Uriin bozulmasinin azaltiimasi gibi avantajlari vardir.

Ancak bu avantajlarinin yanisira dezavantajlari da membran teknolojisinin daha

yaygin kullanimini sinirlamaktadir. Dezavantajlari asagida siralanmistir.

- Membran Uretim ve pazarlama maliyetlerinin ylksek olmasi,

- Membran prosesler nadiren 2 saf Grin Uretirler. Bunlar hemen hemen her zaman
az miktarda ikinci bilesen ile kirlenmis halde bulunurlar. Bazi durumlarda bir Grilin
ozmotik basing probleminden dolayl sadece tutularak konsantre edilebilir. Diger
durumlarda stizlintli akisi materyallerin 6nemli miktarini igerebilir.

- Membran segiciligi sinirsiz olmadigindan konsantre olarak alikonulan bilesen

cesitliligi sinirhdir.
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- Membran prosesler distilasyon gibi proseslerle kiyaslandiginda, tek asamada
isletilmeleri zordur. Genellikle iki veya ¢ asamalidirlar. Ancak asama arttikga segicilik
azalr.

- Membranlar proses ¢ozeltileri ile kimyasal uyumsuzluklari olabilir. Bu da verimi
digardr ve maliyeti artirir.

- Polimerik membran modiller genellikle yiksek sicakliklarda isletilmeleri
muamkin degildir. Yuksek sicaklik gerektiren islemlerde membranlarin yapilari kisa
surede bozulur.

- Membran prosesler genellikle digtk akilarda isletilirler. Bu durum daha fazla
modulin kullanilmasi gerektirir.

- Membran proseslerde besleme aki ve konsantrasyonlarina bagh olarak kisa
surede kirlenebilir ve go6zenekleri tikanabilir. Membranlarin kirlenmesi ve
gozeneklerin tikanmasi dislik akiya sebep olur. Ayrica membranlarin kisa sureli

degistirilmesi veya temizlenmesi gerektirdiginden maliyeti artirir [33].

4.2. Membranlarin Uygulama Alanlan

Membranlar; endustriyel gazlarin ayrilmasi, su ve atiksularin aritilmasinin
yanisira, sivi ¢ozeltilerden ve havadan partikil maddelerin ayrilmasi gibi diger dnemli
bir ok uygulamada kullaniimaktadir. Ayrica elektrokimyasal proseslerde iyon ayirma,
kan ve idrarin diyalizi, membran bazli sensorler, tedavi edici ilaglarin kontrolli
salgilanmasi gibi birgok islemde de kullaniimaktadir [34]. Birka¢ uygulama alanina
ornek vermek gerekirse; biyoenerji Uretimi, sertlik giderimi, organik maddelerin
ayrilmasi ve giderilmesi, tuzlu ve aci sudan igme suyu eldesi, deniz suyundan igme ve
kullanma suyu eldesi, tuzlu ve aci sulardan tuz ve metal giderimi, protein ¢6zeltilerinin
yogunlastiriimasi, bakteri ayirma ve giderimi, vb. proseslerde membranlar

kullaniimaktadir.
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4.3. Basing Siiriiciilii Membran Prosesler

Basing suruculi membran prosesler endistrilerde en ¢ok kullanilan
sistemlerdir. Bunlar por boyutlarina baglh olarak ters osmoz (RO), nanofiltrasyon (NF)
ultrafiltrasyon (UF) ve mikrofiltrasyon (MF)'dan olusmaktadir. Ayirma islemi bu
yontemlerde, basing suriciu kuvvet etkisiyle molekil boyutuna veya molekil
kiitlesine goére olmaktadir [35].

Kullanilacak membran ve uygulama bigimi dikkate alindiginda, membran proses
Ozellikleri ve membran kalinligina gére uygulanacak basing tiirii ve miktari degisir.
Genel olarak basing siriict kuvvet ile isletilen membran proseslerin 6zellikleri ve

giderim verimleri asagidaki Tablo 4.1 ve Tablo 4.2" de verilmistir.

Tablo 4.1: Tipik Membran Sistemlerinin Ozellikleri.

PARAMETRELER MF UF NF RO
isletme Basinci (Bar) 1-4 2-7 10-40 15-100
Gozenek Boyutu (um) | 0.1-1.5 | 0.01-0.05 | 0.001-0.01 | <0.0002

Tablo 4.2: Basing Sirlici Kuvvetli Membran Turlerine Gore Giderim Verimleri.

Membran | Gozenek | > um partikil Viras MWCO Tuz
Turd CGapi, um | veya organizma giderimi | (Dalton) (NaCl)
giderimi giderimi
MF 0.1-0.5 >99.9 (>3 log) < %90 > 200.000 -
(<1 log)
UF 0.005-0.1 | >99.9 (>3 log) < %90 10.000- -
(<1log) | 200.000
NF 0.001 - - 250-500 %0-95
RO 0.001 - - <200 >%95
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4.3.1. Mikrofiltrasyon (MF)

En yaygin kullanilan basing slrlcili membran prosesi mikrofiltrasyondur.
Mikrofiltrasyon (MF) mikron veya daha kiiglik partikillere sahip sivi veya gazlari
ayirmak igin kullanilir. Por boyutlari 0.1 ile 1.4 um arahgindadir. MF yaklagik 0.05 ile 2
um ¢ap aralahigina sahip, nispeten diisiik basing uygulamali, 100-400kPa (15-60 Psi),
makro molekdlleri ve askida katilari ayirma yetenegine sahip bir membran ayirma
prosesidir. Tipik olarak nisasta, bakteri, yag, maya, silt ve alg ve benzeri maddeler

giderilebilir [33].

4.3.2. Ultrafiltrasyon (UF)

Ultrafiltrasyon, isletme acgisindan mikrofiltrasyona benzemektedir. Por
boyutlari 0.05-1 nm arasinda degisir. UF membranlari, 50-250 nm arasinda degisen
ve esas filtrasyon olayinin gergeklestigi Uist tabaka ve ylksek gegirgenlik ve segiciligi
olan bir alt tabaka ile desteklenmistir. Bu tlir membranlar akiskandan ¢6ziinmus
molekdlleri ve kuguk partikilleri ayirmak igin kullanilirlar. Ayirmada temel etken
molekiler blyukligl olmakla beraber, molekil sekli ve yiki de rol oynamaktadir

[33].

4.3.3. Nanofiltrasyon (NF)

Nanofiltrasyon; 0.001-0.005 pm’den kulglik por gapina sahip, monovalent
iyonlarin gegisine izin verirken, divalent iyonlarin gegisine izin vermeyen, 200-300
molekul agirlik araligindaki organik bilesenlerin tutulmasini saglayan, ters osmoz ve
ultrafiltrasyon arasinda bir bélgedeki siviyi ayiran ve ters osmoz prosesine gore daha
disik basinglarda uygulanabilen bir prosestir. Bu proses hem degerli bilesenlerin geri
kazanilmasi icin, hem de istenmeyen bilesenlerin giderilmesi icin kullanilabilir.
Sularda renk, koku ve tat olusturan bilesenlerin giderilmesinde ve kirletici bilesenlerin
biylk bir ¢cogunlugunun giderilmesinde kullanilir [33]. Ters osmoz ile ilgili dnceki
¢alismalarin ¢ogunun amaci, % 99'dan daha fazla tuz itme yetenegine sahip
membranlar Uretmekti. Gilnlmuizde, daha dlsik sodyum klorir reddetme

yetenegine sahip olan ancak daha yiksek su gegirgenlige sahip membranlar
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uretilmistir. Ters osmoz membranlari ile ultrafiltrasyon membranlari arasinda bir
gecis bolgesine giren bu membranlar disik basinch ters osmoz veya daha yaygin
olarak nanofiltrasyon membranlari olarak adlandirilir. Tipik olarak, nanofiltrasyon
membranlari % 20-80 arasinda sodyum kloriir itme yetenegi ve 200-1000 Da
molekiler araligindaki ¢6zinmus organik ¢Ozeltileri engelleme yetenegine sahiptir

[36].

4.3.4. Ters Osmoz (RO)

Ters osmoz dusiuk molekil agirlikh ¢6zinmis maddelerin, ¢06zeltiden
giderilmesi amaciyla kullanilmaktadir. ilk zamanlarda RO sistemleri hiperfiltrasyon
(HF) olarak da isimlendirilmistir.

Ters osmoz membranlarin ¢alisma prensibi osmoz (diyaliz) ile dogrudan
iliskilidir. Osmotik basing ile su, osmotik denge saglanana kadar, az konsantre taraftan
konsantre ¢Ozelti kismina dogru akar. Ters osmoz ise, bir membana basing
uygulanmasi ile (yogun ¢ozelti tarafina), cok yogun ortamdan suyun membrandan
diger tarafa, diger bir tabir ile az yogun tarafa gegisidir (Sekil 4.2). Membranin yogun
tarafindaki siviya basing uygulanirsa suyun akis yoni yogun kisimdan az yogun kisma
dondirulebilir. Boylece giderilmek istenen yogun kirletici bilesenler membranda
tutularak saf su eldesi saglanir. Bu olaya, yani suyun daha fazla konsantre olan
¢ozeltiden, yiksek basing ile seyreltilmis ¢ozeltiye dogru akmasina, ters osmoz (RO)
veya hiperfiltrasyon (HF) denir.

Ayirma prosesleri icerisinde ters osmoz membran prosesi en karmasik
uygulama prosesidir. Gozenek caplari 0.1-1.5 nm arasinda degisen membranlar
kullanilmaktadir. G6zenek boyutlari nano 6lgekte oldugu igin su, virls ve bazi solvent
molekilleri membrandan gecerken, disik molekil agirhgina sahip organik ve

inorganik bilesikler membrandan gecemezler.
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Sekil 4.2: Osmoz ve ters osmoz proses semasi.

Ters osmoz sistemlerinin yaklasik yarisi tuzlu suyun veya deniz suyunun
desalinasyonunda kullanilirken, %40' lik bir diger bolim ise elektronik, ilag ve enerji
uretim endustrileri igin ultra saf su tretiminde kullanilir. Geri kalan kisim ise, kirlilik

kontroli ve gida isleme gibi kiiglik uygulamalarda kullanilir [36].

4.3.4.1. Deniz Suyunun Tuzsuzlastirilmasi

Deniz suyunun bolgeye baglh olarak %3,2-4,2'lik bir tuz konsantrasyonu vardir.
Bu yilksek tuzluluk nedeniyle, yalnizca %99,3 veya daha fazla tuz reddine sahip
membranlar, tek bir gegiste 500 ppm'den daha az ¢6ziinmis tuz igeren igilebilir su
uretebilir. Birinci nesil selliloz asetat membranlarin deniz suyunu tuzdan arindirma
islemi, %97-99 indirgeme ile sinirhydi. Poliamid hollow fiber ve ara vylzey
bilesimlerinin gelismesiyle, uygun deniz suyu membranlari elde edilmistir ve bu
teknolojiyi kullanan bircok tesis kurulmustur. DSO (Diinya Saglik Orgiitii) standardi
olan <500 ppm'den daha az miktarda tuz iceren igme suyuna ihtiya¢ duyulmaktadir
ve bu membranlar tuz konsantrasyonunu 100-200 ppm’e kadar dugslrerek icme
suyunu tek bir geciste Uretebilmektedir. Bu kalitedeki suyun eldesi icin genellikle tek
asamali deniz suyu sistemi ve tek asamali tuzlu su sisteminin seri baglandigi iki gegigli
bir sistem gereklidir. Yiksek basingli deniz suyu sistemi hemen hemen tim tuzu
giderir. Daha sonra disik basingli tuzlu su sistemi, 100-200 ppm tuz hedefine ulasmak
icin kalan tuzu giderir. Tuzlu su sistemindeki konsantre ¢ozelti, deniz suyu sisteminin

beslemesine geri donustiralar.
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Erken deniz suyu ters osmoz tesisleri, 100 bar'a kadar ¢cok yiksek basinglarda
¢alistyordu, ancak membranlar gelistikge, ¢alisma basinglari 50-60 bara dismustir.
Deniz suyunun ozmotik basinci yaklasik 23 bar'dir ve reddedilen tuzlu suyun ozmotik
basinci 40 bar kadar olabilir, bu nedenle osmotik basing bir tesiste net galisma
basincini belirgin sekilde etkiler [36].

Ters osmoz (RO) membran prosesler, tuzlarin ve kiiciik molekiler yabanci
maddelerin ylksek verimle uzaklastiriimasindan dolayi, tuzdan arindirma ve su aritimi
icin kullanilan en son teknolojidir. Tipik bir RO sirecinde, su yiksek tuzluluk
tarafindan dusuk tuzluluk tarafina hidrolik basing altinda membran boyunca akar ve
cesitli tuz ve kirleticiler membran tarafindan reddedilir. RO membranlari tarafindan
yuksek kaliteli su Uretilebilmesine karsin, enerji tiketimi énemlidir ve membranin
nispeten disik su gegirgenliginden etkilenmektedir. Canli hiicrelerde bulunan su
tranfer mekanizmasi RO kullanimi sonucu meydana gelen sorunlara gare olabilecek
niteliktedir.

Akuaporinler (AQP'ler), diger tiim ¢6zlinen maddelerin gegcmesini engelleyerek,
canh hicrelerdeki plazma membranlarindan yiksek hizda, segici olarak su
molekdllerini transfer etmek icin nano filtreler olarak islev géren transmembran su
kanali proteinleridir. Aquaporin proteinleri ve amfifilik fosfolipitlerden veya
kopolimerlerden olusan biyomimetik zarlarin, yiksek akili ve diistik eneriji tiketen su
aritma islemlerinde blyiik potansiyele sahip olabilecegi disuinilmektedir [6].

Tez galismasi kapsaminda aquaporin proteinleri ile kaplanmis biyomimetik
membranlar tasarlanmis ve iretilmistir. Uretilen membranlarin susbtrat katmani

organik bir membran olan polisilfon segilmistir.
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4.4. Organik Membranlar

Organik membranlar, endistriyel membran proseslerin cogu, dogal veya
sentetik polimerlerden yapilmistir. Dogal polimerler yiin, kauguk (polisoprin) ve
selilozdan olusurken, sentetik polimerler ise poliamit (PA), polistilfon (PS) ve
politetra oroetilen (Te on) ve benzeri materyalden olusmaktadir. Organik membran
materyallerinde polimer veya makromolekiler olanlari en dnemlileridir [33]. Yaygin

olarak kullanilan polimerik membranlar;

4.4.1. Seliiloz Asetat (CA) Membranlar

Sellloz ve tirevlerinden imal edilmislerdir. Adsorblama 6&zellikleri zayiftir.
Uretimleri kolay ve maliyetleri nispeten dustiktiir. Yiiksek sicakliklarda isletilemezler.

Asindirici kimyasallara karsi nispeten dayaniklidirlar. 3-8 pH araliklarinda isletilirler

OAc
OAc
Q HO 0
HO 0 0
OAc
OAc L

Sekil 4.3: Seliiloz asetat’in kimyasal formulu.

[33]. Kimyasal forml{;

4.4.2. Polisiilfon (PS) Membranlar

Poliamit ve seliiloz asetat organik membran cesitlerine goére polisilfan
membranlar daha az hidrofiliktir. Kimyasal ve fiziksel sartlara karsi daha kararhdirlar.
750C’ye kadar dayanirlar (sicaklik arahg genistir). 1-13 pH araliginda isletilebilirler.
Asindiric kimyasallara karsi direngleri diger membranlarla kiyaslandiginda yuksektir.

Uretilmeleri kolaydir [33]. Kimyasal formili;

£ e N
| 0@*;?/:\}0%)*2{%

n

Sekil 4.4: Polistlfon’un kimyasal formul.
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4.4.3. Poliamit (PA) Membranlar

Aromatik poliamitlerden imal edilirler. Seliiloz asetatlara gére daha iyi termal
ve kimyasal yapi ozelliklerine sahiptirler. Sellloz diasetattan sonra encok kullanilan
ikinci polimerdir. Seliiloz asetat membranlara gore pH aralig daha genistir. 2-10 pH
araliklarinda isletilirler. Poliamitler kompozit membran imalatinda Ust tabaka

malzemesiolarak kullaniimaktadir [33]. Kimyasal formli;

4 NH /N A

| ‘
L) | Ly ‘
NS N7 ‘P K N7 00+

SOH “

i NHCO\/{:~VCO A NH\./;:\/ NHCO N

Sekil 4.5: Poliamidin kimyasal formala.

4.5. Konsantrasyon Poliarizasyonu

UF ve RO gibi proseslerde sivi-sivi veya sivi-kati ayirmada énemli bir faktérdr.
Polarizasyon ve tikanma olayi, standart kosullarda membran sisteminde bir verim
diisiisi meydana getirir. Meydana gelen disus akida olusan azalma seklinde kendini
gosterir. Ozellikle makromolekiiller ve partikiil maddeler, polarizasyon ve tikanmaya
sebep olurlar. Akida diisiis meydana getiren polarizasyon ve tikanma, membran
yuzeyinde ilave bir bariyer olusturarak, membran direncini arttirirlar.

Membran, besleme c¢o6zeltisi icindeki tutulmasi istenen maddeleri tutarak,
boyutu membran gézenek boyutlarindan kiguk bilesenlerin ve suyun gegmesini
saglar. Bu arada membran ylzeyinde tutulan bilesenlerden dolayi bir konsantrasyon
artisi saglanir. Bu artistan dolayl membran yiizeyine yakin kisimlarda stzilme hizi
sifira yakindir ve degisen oranlarda sinir tabakasi tesekkiil etmektedir. Bu membrana
yakin sinir tabakasindaki konsantrasyon artisi, konsantrasyon polarizasyonu olarak

adlandirilir[37].
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5. MATERYAL ve METOT

Tez calismasinda biyomimetik membran tasarimi yapilmis ve Uretimi
gergeklestirilmistir. Canli  hiicrelerin membranlarinda bulunan su transfer
mekanizmasi sentetik bir membrana aktarilmistir. Bu amag igin ilk 6nce kullanilmasi
hedeflenen aquaporin proteininin geni pGEX-4T-2 saflastirma vektoriine
klonlanmistir. Bu sayede bakteriye aquaporin proteini daha fazla Giretme kabiliyeti
verilmigtir. Bakterinin Urettigi aquaporin proteinleri membran proteinlerinin
saflastirilmasi prosediriine uyularak saf halde elde edilmistir. Proteinlerin iglevlerini
yerine getirebilmesi ve stabil kalabilmeleri igin lipozom yapilari elde edilmistir ve
proteinler bu vyapilarin igine gomulmuslerdir. Stopped-flow 15tk sagilimi
spektrometresi ile Uretilen proteolipozomlarin su gegirgenliklerine bakilmistir. Daha
sonra proteolipozomlar Uretilen polisilfon substrat Uzerine ara vylzey
polimerizasyonu yontemi ile kaplanmistir. Membran su gegirme ve tuz itme

kapasitesindeki degisimi gdormek icin dead-end filtrasyon sistemi kullanilmistir.

5.1. Klonlama ve Protein Sentezi

Escherichia coli aquaporin geninin g¢ogaltiimasi amaciyla yiksek protein
ekspresyonuna sahip olduklari icin E. coli BL21 hiicreleri kullanilmistir. Bu hiicreler
laboratuvarimizda bulunmaktadir. E. coli DH5a kompetan hiicre olarak segilmistir.
Kolay klonlama vektori olarak pGEM-T (Sekil 5.1 [38]) ve klonlama vektori olarak ise
PGEX-4T-2 kullanilmistir. Laboratuvarimizda pGEX-4T-2 (Sekil 5.2 [39]) vektori Sall ve
Notl enzim bdlgeleri arasinda LDH (laktat dehidrogenaz) geni klonlanmis halde
bulunmaktadir. Bu vektor Sall ve Notl enzimleri ile kesilerek icinde bulunan gen
¢ikarilmis ve lineer hale gelen pGEX-4T-2 vektoéru jelden saflastirilarak ligasyona hazir
hale getirilmistir. pGEX-4T-2 plazmidi Glutation S transferaz tag’i icermektedir ve
klonlanan genlerin Urinleri Glutation sefaroz afinite boncuklari ile saflagtiriimaktadir.
PGEX-4T-2 klonlama vektoriinde klonlanan gen GST (glutation s transferaz enzim)
genine bitisik olarak klonlanmakta, gen ifadesi sonucunda GST-gen flizyon proteini
ifadesi olmaktadir. GST den hemen sonra gelen trombin kesim bdlgesinden kesim

sonucunda klonlanan genin proteini ve GST birbirinden ayrilabilmektedir.
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Xmn12009

Scal 1890 91?(‘)97l
1 ori
Amp'
PGEM®-T Easy lacZ
Vector T T
(3015bp)
ori

T7
l 1 start
Apal 14
Aatll 20
Sphl 26
BstZ | 31
Nco | 37
BstZ | 43
Not | 43
Sacll 49
EcoR | 52
Spel 64
EcoR 70
Not | 77
BstZ | 77
Pst| 88
Sall 90
Nde 97
Sacl 109
BstX1 |118
Nsil 127
141
T sps

Sekil 5.1: pGEM-T Kolay Klonlama Vektorii Haritasi.

Narl (4308)
Hpal (4174) x
EcoRV (4118) \

Apal (3879)
lacl

pGEX-4T1
4969 bp

pBR322_origin

1

Pst (1922)

rev_primer

BstBl (655)
BamHI (930)
EcoRI (939)
Xmal (944)
Smal (946)
Sall (949)
Xhol (354)
Notl (360)
Eagl (960)

_primer

PGEX_

Aatll (1245)
AMpR_promoter
Ampicillin

Sekil 5.2: pGEX-4T-2 Klonlama Vektér Haritasi.

Uglarinda Sall ve Notl (New England Biolabs, Beverly, MA) enzim kesim bolgeleri

olan primerler tasarlanmistir. Klonlama esnasinda Tag DNA Polymerase ve DNA ligaz

enzimi (Thermo Scientific, Waltham, MA) kullaniimistir.
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5.2. Kompetan Hiicre Hazirlama

Kompetan hiicre hazirlamak amaciyla LB (10 g/L NaCl, 5 g/L Yeast exract, 10 g/L
Peptone) besiyerinde OD600: 0,5 absorbans seviyesine kadar Uretilen E. coli hiicreleri
(DH5a veya BL21 suslari) RbCl divalent katyonlari ile muamele edilerek kompetan
hale getirilmiglerdir. Soliisyon 1 (30 mM Potasyum Asetat, 10 mM CaCl,, 100 mM RbCl
ve % 15 Gliserol) ve sollisyon 2 (10 mM MOPS, 75 mM CaCl,, 10 mM RbCl ve % 15
Gliserol) ile yikanan hiicre peleti sivi nitrojende dondurulduktan sonra -70° C de

saklanmiglardir.

5.3. Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu icin hiicreler uygun besiyerinde gece boyu
uretilmislerdir ve 10 ml hicre kalturia c¢oktirilerek genomik DNA izolasyon Kkiti

(Thermo Scientific, Waltham, MA) kullanilarak genomik DNA izole edilmistir.

5.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR klonlama kiti (Thermo Scientific, Waltham, MA) kullanilarak, 28 pL su, 50
ng sablon DNA, 5 uL 10X PCR Mg2* tampon, 50 pmol her primer (Tablo 5.1), 5 pL 2
mM dNTP ve 1.25 U Taq polimeraz igeren reaksiyon karisimi kullanilarak 94°C 10 dk
(ilk déngi), 94°C 1dk, 55° C 1 dk, 72°C 1 dk olmak tzere 35 dongi ve son donglide
72°C 10 dk kosullari ve siralamasi ile PCR gergeklestirilmistir. PCR karisimi en basit
haliyle kullanilmistir. DNA yi agmak amaciyla PEG veya DMSO kullanilmamistir. 100 pl
lik karistma 1 pl (100 ng civarinda) genomik DNA kalip DNA olarak eklenmistir.
Primerlerin konsantrasyonlari 100 mM dir. Her bir primer giftinden 100 ul lik karisima

2 ul eklenmistir.

Tablo 5.1: pGEX-4T-2 vektoriine klonlamak igin kullanilan primerler.

PRIMER (Sall, Notl) | Dizi

ECAQGXF GGTCGACGTTCAGAAAATTAGCAGC (Sall)

ECAQGXR CGCGGCCGCTTAATTACGCTTTTCCAGC (Notl)
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5.5. Klonlama ve Vektorlerin ifade Edilmesi

E. coli “ye ait ifadesi arttirilan DNA pargalari pGEM-T kolay klonlama vektoriine
klonlanmis ve ardindan yapilan DH5a kompetan hiicreleri igine atilmistir. pGEM-T
kolay klonlama vektori ile mavi beyaz koloni segimi yapilabilmektedir.
transformasyon sonucu olusan koloniler IPTG ve X-Gal igeren kati besiyerleri Gizerinde
biyldiklerinde kendi icine kapanan plazmidler iceren koloniler mavi renkte, gen
klonlamasi basarili olan plazmidleri igeren koloniler ise beyaz renkte gortnirler.
Beyaz kolonilerden segilerek tekrar kati besiyerine petriye ekilmistir. Secilen beyaz
kolonilerin kati besiyeri (NaCl 10 g/L, yeast extract 5 g/L, peptone 10 g/L, agar 14 g/L,
100 mg/L Amfisilin) Gizerinde bir gece blyUttlmesinin ardindan hiicrelerin plazmidleri
Pure Yield Plasmid Miniprep System (Promega, Madison, WI) kullanilarak izole
edilmistir. E. coli aquaporin genini tasiyan pGEX-4T-2 plazmidinin DNA dizilemesi
(lontek, istanbul) yaptirilmis ve E. coli aquaporin genini tasidigi dogrulanmistir. izole
edilen plazmidlerin uglari ve hedef DNA pargasinin uglari Sall ve Notl enzimleri ile
kesilmistir. DNA jel elektroforezinde (Thermo Scientific, Waltham, MA) kesilen
pargalar ylrutilmus ve istenen boyuttaki DNA pargalari jelden kesilerek SV Gel and
PCR Clean-Up System (Promega, Madison, WI) kiti kullanilarak jel ekstraksiyonlari
yapilmistir. Jelden saflastirilan hedef gen ve ayni enzimlerle lineer hale getirilmis
PGEX-4T-2 vektorli 1:4 oraninda karistirilarak T4 DNA ligase (Thermo Scientific,
Waltham, MA) enzimi kullanilarak pGEX-4T-2-ECAQP vektorini olusturmak igin 16°C,
18 saat ligasyon yapilmistir. Daha sonra elde edilen ligaz Grlini pGEX-4T-2-ECAQP E.
coli DH5a. kompetan hicrelerinin igine aktariimistir. 37°C'de bir gece 100 pg/mL
ampicillin iceren besiyerlerinde buyultilen transformantlarin plazmidleri tekrar
plazmid izolasyon kiti ile kullanilarak izole edilerek uglari Sall ve Notl enzimleri ile
kesilmis ve DNA jel elektroforezinde yirutilmustir. Ayni zamanda izole edilen
plazmidler ile tasarlanan primerler kullanilarak PCR yapilmigtir. Bu iki yontem
sayesinde genin basarili bir sekilde klonlandigi gosterilen plazmidin DNA dizi analizi
yaptmistir. Bu plazmid daha sonra protein ifadesinin yliksek oldugu E. coli BL21

susuna aktariimistir.
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5.6. Aquaporin Proteinlerinin ifade Edilmesi ve Membran
Proteinlerinin Saflastiriimasi

Membran proteinlerinin saflastirilmasi Erbakan et. al. (2015)’e gore yapilmistir.
PGEX-4T-2-agpZ tasiyan BL21 hiicrelerilOmL LB’ye eklenerek gece boyunca 37°C'de
blyutilmastir. Blylyen bakteri kiltirinde 1mL alinarak yeni antibiyotikli LB’ye
(1000mL) ekilmis ve 37°C’de gece boyunca ¢alkalanarak buydttlmistir. Ertesi giin
1mM olacak sekilde IPTG eklenerek 3 saat boyunca buyuatilmeye devam edilmistir.
8000 rpm’de hiicreler 30 dk, oda sicakliginda ¢oktlrilmus ve supernatant atilmistir.
Pellet -80°C’de 1 saat bekletildikten sonra Lysis Buffer’dan (100 mM K;HPO,;, 1 mM
MgSO4, 1 mM PMSF, 0.02 mg/ml RNase, 1 mg/ml lysozyme at pH = 7.0) 5 mL pellet
Uzerine eklenmis ve hiicrelerin ¢oziinmesi saglanmistir. 4°C’de sonikatorde (Hielsher)
hiicreler parcalanmistir (min. 1dk’dan 30 tekrar, 0.5 cycle). 10.000 xg’de 4°C’de 20 dk
santrifij edilmis ve supernatant alinmistir. Supernatantin igerisindeki membran
proteinlerini ¢oktlirmek icin 100.000 xg’'de 4°C’de 1 saat santriflj edilmistir. Pelletin
Uzerine 3 mL Solubilization Buffer (5% Triton-X, 100 mM K,HPO, (pH = 7.0), 200 mM
NaCl, 10% glycerol, 2 mM B-mercaptoethanol (BME)) eklenmis ve pelet pipet yardimi
ile ¢ozllmustir. Pelletin soliisyon igerisinde tamamen ¢dziinmesi igin numune bitlin
gece buzda bekletilmistir. Numune 0.45 p’lik fitreden gegirilmistir. Supernetant
Glutathione sepharose 4B (GE Healthcare) boncuklari ile 1 saat oda sicakliginda
(23°C’de) galkalanarak (100 rpm) inkiibe edilmistir. Numune boncuk karisimi karigim
hacminin 6 kati kadar Wash Solution (100 mM K,HPO,4 (pH = 7.0), 1% Triton-X, 200
mM NaCl, 10% glycerol, 2 mM BME) ile yikanmustir. istenen proteinler %10 Glycerol

iceren 10mM Reduced Glutathione ¢ozeltisi ile ayristiriimigtir.
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5.7. SDS-PAGE Analizi

Saflastirilan proteinler %12 separating ve %5 stacking protein jelleri yapilarak
SDS-PAGE ile analiz edilmistir. Proteinler Coomassie brilliant blue R250 ile hazirlanan
boyaile 6:1 (protein:boya) oraninda karistirilarak jellere yliklenmistir. Saf proteinlerin
yanina ekler kisminda verilen protein markerlari (Thermoficher page ruler
prestainedprotein ladder, Fermentas Prestained Protein MW Marker) yiklenmistir.
Jeller gui¢ kaynagindan ilk basta 100 V ile beslenmistir ve numuneler separating jele

geldiklerinde voltaj 200V’a ¢ikarilmistir.

5.8. BSA (Bovine Serum Albumin) Analizi

1 mg/mL standart bovine serum albumin (BSA) % 0.9 NaCl ¢ozeltisi icerisinde
¢Ozllmustlir. Daha sonra 25 mg Coomassie brillant blue G-250, 12.5 mL %95
ethanolda ¢ozdirilerek, 25 mL %85 fosforik asit (HsPO4) eklenmistir. Bu boya ¢ozeltisi
250 mL’ye tamamlanarak Bradford ¢ozeltisi hazirlanmistir. Kullanilacagli zaman 5 kat
sulandirilmistir. Whatman no.1 filtreden gegirilmis ve bir cam sisede, oda sicakliginda
saklanmigtir. Asagidaki Tablo 5.2° de belirtilen standart konsantrasyonlari

hazirlanmistir.

Tablo 5.2: BSA Standart Hazirlama Miktarlari.

BILESIKLER Tiip No

1 2 3 4 5 6 7 8

1 mg/mL BSA(pL) 00 2 4 6 8 10 12 14

% 0.9 NaCl (pL) 100 | 00 00 00 00 00 00 00

Bradford Cozeltisi(uL) | 900 | 998 |996 |994 |992 |990 |988 | 986

Toplam Hacim (mL) 1 1 1 1 1 1 1 1

Hazirlanan standartlarin renklerinin sabitlenmesi icin 10 dakika beklenmistir.
595 nm’ye ayarh UV Spektrofotometresi Cintra 20 (GBC Scientific Equipment Pty Ltd.,
Australia) cihazi ile 1 numaral kor tapine karsi 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 nolu tiplerin

absorbans degerleri okunmustur. Bu veriler kullanilarak standart egri ¢gizilmistir. Daha
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sonra bu standart egri kullanilarak konsantrasyonu bilinmeyen proteinlerin
konsantrasyonlari tespit edilmistir.

Tabloda verilen BSA solusyonundan 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 uL alinarak standart
egri olusturulmustur. Sekil 5.3’de, olusturulan BSA standart egrisi verilmistir. BL21
hiicrelerinden saflastirilan GST-AgpZ protein numuneleri UV Spektrofotometresi
Cintra 20 (GBC Scientific Equipment Pty Ltd., Australia) cihazi ile kor standart
kullanilarak absorbans degerleri okunmustur. Okunan degerlerin konsantrasyon

karsihklari standart egri Gizerinden hesaplanmistir.

BSA Standart Egrisi
0,7
0,6
o5 e
04
03 A
02 A
on | A y =0,0413x + 0,0322
0 R?=0,99282
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Sekil 5.3: BSA Standart Egrisi.
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5.9. Lipozom

5.9.1. Lipozom Hazirlama

Lipozomlar film rehidrosyon yontemi ile hazilanmigstir [7]. Deneyler esnasinda 3
farkli lipid kullanilmistir. Bunlar PS (Phosphatidylserine) (Avanti Polar Lipids INC,
Alabama, USA), PC (Phosphatidylcholine) (Avanti Polar Lipids INC, Alabama, USA) ve
DOPC (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine) (Avanti Polar Lipids INC, Alabama,
USA)’dir. PS ve PC belli oranlarda karistirilarak, DOPC ise tek basina kullaniimigtir. 10-
20 mg/mL konsantrasyonundaki PS ve PC, PC:PS orani 4:1 olacak sekilde round
bottom flask’a eklenmistir. DOPC kullanildiginda ise istenen konsantrasyona gore
round bottom flaska eklenmistir. Eklenen sivi dondurilerek iyice ugurulmustur. Bu
islem sayesinde lipidler cam ylizeyinde ince bir film olusturmustur. +4°C’de 1-2 saat
bekletilerek rehidrasyon asamasi igin istenilen son konsantrasyona gore deiyonize su
veya 1X PBS (phosphate buffered saline) (137 mM NacCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na,HPOQ,,
2 mM KH,PQ,) ilave edilmis ve vortekslenerek ince film haline getirilen lipidler
¢Ozdirilmistlr. Extruder (Avanti Polar Lipids INC, Alabama, USA) kullanilarak
lipozomlar yuvarlak ve ayni boyuta getirilmislerdir. Bu islem i¢in 2000 nm, 200 nm ve
100 nm por ¢apina sahip membranlar (Whatman, Maidstone, UK) kullanilmistir (Sekil
5.4 [40]). Lipozomlarin ayni boyuta getirilmesi ile polydispersity index (PDI)
disaralmastir (Sekil 5.5 [40]).

Bityik Multilamellar Kiigiik Unilamellar
Kesecikler (LUV) Kesecikler (SUV)

Sekil 5.4: ince Film Yéntemi ile Lipozom Yapimi.
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Sekil 5.5: Lipidlerin Olusum Basamaklari.

5.9.2. Aquaporin Proteini igeren Lipozom Hazirlama

Aquaporin igeren lipozomlar elde etmek igin vorteks basamagindan sonra,
protein:lipid orani 1:200 olacak sekilde protein ve %1 olacak sekilde Octyl B-D-
glucopyranoside (OG) deterjani (Sigma-Aldrich, USA) eklenmistir. Protein ve deterjan
eklenen ¢ozelti 1 saat oda sicakliginda karistirilarak bekletilmis ve deterjan eklemesi
ile yuklenen proteinlerin lipozomlara girmesi saglanmistir. Lipozomlar yagdan
olustuklari icin deterjan lipozomlarin yapilarini bozmaktadir. Bu nedenle proteinlerin
lipozomlara yerlestirilmesinin ardindan Bio-Beads (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA)

eklenerek deterjan ¢6zeltiden uzaklastiriimistir.

5.9.3. Lipozomlarin Karakterizasyonu

Lipozomlarin boyutlari ve polydispersity index (PDI) degerleri Nano Zetasizer
(NanoZS, Malvern Instruments Limited, UK) kullanilarak oda sicakliginda (22°C)

OlgUlmustir.
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5.9.4. Lipozomlarin Su Gegirgenliklerinin Tespiti

SX20 Stopped Flow Isik Sagilimi Spektrometre (Applied Photophysics, UK) cihazi
ile lipozomlarin su gegirgenlikleri Olgllmustiir. Su gegirgenlikleri ozmotik ¢ozelti
olarak NaCl igeren su kullanilarak tespit edilmistir. Sekil 5.6’da sistemin ¢alisma
mekanizmasi verilmistir. Sistemde bulunan siringalardan birine lipozomlu ¢o6zelti,
digerine ise tuzlu su ilave edilmistir. Cihazin ¢alisma prensibi bu iki ¢ézeltinin basing
suricu kuvvet altinda belirli miktarlarda cihaz igerisindeki kivette hizli bir sekilde

karismalarini saglamak tzerine kuruludur.

UV/VIS/floresan/CD

Isik Kaynagi
] Sinnga

Soltsyon 2 durdurucu Durdurma

d
Digmesi
o ]
oo

L

L

Solusyon 1
Dedektér

Stopped-Flow Cihazi:

40 ps 61t zaman

Suricl Kuvvet

(Kuru hava veya azot gaz)

Sekil 5.6: Stopped-Flow Isik sagilim Spektrometre cihazinin galisma mekanizmasi.

Karisim neticesinde ozmolarite farki nedeniyle lipozomlar binyelerinde
bulundurduklari suyu disari birakmaktadirlar. Bu olay 5-20 ms gibi kisa bir siirede
gerceklesmektedir. Su ¢ikisinin hizi 151k sagilimi ile belirlenmektedir. Bu ¢alismada,
protein yerlestirilen lipozomlarin su ¢ikis hizlarinin, protein icermeyen bos
lipozomlarin su birakma hizlarindan daha hizli olmasi beklenmektedir. Su g¢ikis hizi
6lclim sonucunda elde edilen k degeri ile dogru orantilidir. Olgiilen k degeri verilen
esitlik (5.1)’de yerine konarak su gegis hizi (Ps) bulunmaktadir. Formilde; S/Vo degeri
lipozomlarin ylizey alaninin baglangi¢ hacmine orani, V,, suyun kismi molar hacmi (18
cms/mol), Aosm ise lipozom igerisindeki sivi ile lipozom disarisinda bulunan sivinin

arasindaki osmolarite farkidir.

K
= 5.1
f 7 s/voxv,xA0sm (5-1)
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5.10. Membran Yapimi

5.10.1. ince Film Polisiilfon Membran Substratinin Hazirlanmasi

Membranlar [7] te verilen yonteme gore hazirlanmistir. Polimer substrat
(Wt% 16 PS, wt% 77 NMP, wt% 5 PEG ve wt% 2 LiCl) 70 ° C'de karistirilmig, gazdan
arindirilmig ve oda sicakhgina (23 ° C) sogutulmustur. 20 ml'lik ¢6zelti, Universal Blade
film aplikatori (Paul N. Gardner, Pompano Beach, FL, USA) kullanilarak 200 pum
kalinliga sahip temiz bir cam levha Uzerine doklUlmistlr. Alt tabaka filminin
bulundugu cam plaka, oda sicakliginda PS alt tabakasi olusturmak icin musluk suyuna

daldiriimigtir (Sekil 5.7).

Sekil 5.7: a) Polistilfon membran tabakasinin hazirlanisi, b) Hazirlanan PS membran.
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5.10.2. Aquaporin Keseciklerinin Sabitlendigi Membran Tabakanin
Hazirlanmasi

PS substrati ilk dnce % 1 MPD (m-Phenylene-diamine), % 0,1 SDS ve 1 mg / ml
proteo-lipozom iceren MPD soliisyonuna (Sekil 5.8) 10 dakika batiriimistir (kaplanmis
kor ornek icin MPD ¢0zeltisi proteo-lipozom igermez). Batirilmis alt tabaka, 30 dakika
boyunca oda sicakliginda yatay bir sekilde tutulmus ve fazla ¢ozelti azot gazi ile
giderilmigtir. Ylzeyi MPD c¢ozeltisi ile kapl olan PS substrat Uzerine itici katmani
olusturmak icin trimesoyl chloride (TMC) ¢ozeltisi (n-Heksan icinde % 0.1 TMC)
dokulmustir (Sekil 5.9).

Sekil 5.8: Hazirlanan MPD ¢ozeltileri.

: ) '» ie) } d ¢ '\ \‘ f‘f/\’ 7

Sekil 5.9: Kaplamasi yapilan membranlar.
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Ardindan fazla monomeri gidermek icin membranlar gece boyunca akan musluk
suyu altinda tutulmustur. islem sonunda membranlar Milli-Q suda saklanmustir.
Yukarida anlatilan prosediiriin kimyasal olarak nasil gerceklestigi Sekil 5.10’da

verilmigtir.

o

cl el co
cl 0
Cl 0
o o o )(5}(0
o o
c cl ol <l ° °
o

ARA YUZEY POLIMERIZASYONU

@@ @©

ITiCi TABAKA

POLISULFON ALT TABAKA

Sekil 5.10: a) Ara ylzey polimerizasyonu ile polisilfon membran tabakasinin
kaplanmasi, b) Kaplama yapilan membran.

Ara ylzeyde gerceklesen polimerizasyonun kimyasal reaksiyonu Sekil 5.11’de

gosterilmistir.

Cl (o]

s
0=C NHA
+ > i
C
H,N NH, Cl Cl \b
o=C

(o} (o}
1,3-Diaminobenzene (MPD) Trimesoly Chloride (TMC) Capraz Bagl Ag Yapisi

Sekil 5.11: Ara ylizey polimerizasyonu kimyasal reaksiyonu.

5.10.3. SEM (Taramali Elektron Mikroskobu) Analizi

Hazirlanan ve kurutulmus zarlarin morfolojileri SEM analizi (Philips XL30 SFEG,
Amsterdam, Hollanda) ile gozlenmistir. Enine kesit gorlintlist almak igin, kurutulmus
numuneler sivi nitrojene batirilmis ve kirllmistir. Goriintliilemeden édnce membran

orneklerin Gzeri altin tabakasi ile kaplanmistir.
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5.10.4. Dead-End (Olii Uglu) Reaktor Sistemi ile E. coli Aquaporini igeren
Membranlarin Su Gegirme ve Tuz itme Kapasitelerinin Olgiimii

Deneylerde Sterlitech Corporation dead-end membran sistemi (HP4750, USA)
kullanilmistir (Sekil 5.12). Membran alani 14,6 cm” ve besleme ¢ozeltisi 250 mL’dir.
Membran, sistem igerisindeki disk Gizerine yerlestirilmis ve daha sonra ekipman bir
araya getirilmistir. Tuzlu ¢Ozeltiyi filtrelemek icin 5 bar basing uygulanmis ve filtrasyon
esnasinda numune 300 rpm'de karistirilmigtir. Filtrat hassas 6lgek ile 6lglilmustur.

Membran akilari (J,) ve tuz itme hizlari (Jsg) asagida verilen esitlik (5.2) ve (5.3)

kullanilarak hesaplanmistir.
J, = % XAt (5.2)
Jsg = (Cing — Copr )XJy (5.3)
V (L) belirli bir zaman periyodunda toplam filtrelemeyi, t (sa) zamani, A (m?)

membran alanini, J (L/mz.sa) akist, Cinr girig ¢Ozeltisinin tuz konsantrasyonunu ve

Cerr membrandan suzilen ¢ozeltinin tuz konsantrasyonunu gostermektedir.

Sekil 5.12: Dead-end Sistemi.

37



6. BULGULAR

6.1. E. coli Aquaporin Geninin Klonlanmasi

6.1.1. E. coli Aquaporin Geninin PCR ile Cogaltiimasi

E. coli BL21 bakterisinin genomik DNA’sI genomik DNA kiti (Thermo, Waltham,
Massachusetts, United States) ile elde edilmis ve agpZ genine 06zgli primerler
kullanilarak cogaltilmistir. Bu DNA pargasi yontem kisminda anlatildigi sekilde pGEM-
T vektorine klonlanmistir. Elde edilen beyaz kolonilerden elde edilen plazmidler PCR
dogrulamasi igin kullaniimistir. Sekil 6.1’de agpZ genine ait 721 bg uzunlugundaki PCR

Urtnleri gorilmektedir.

Aquaporin geni

(~721 bg)

Sekil 6.1: E. coli BL21 aquaporin geninin PCR ile ¢ogaltiimasi.
1: Marker, 2: negatif kontrol 4-9: PCR da ¢ogaltilmis aquaporin geni.

Aquaporin geni

(~721 bg)

Sekil 6.2: E. coli aquaporini tagiyan pGEM-T ile PCR dogrulamasi.
1: Marker, 2: Negatif kontrol, 3: pGEM-T 4, 4: pGEM-T 6, 5: pGEM-T 7, 6: pGEM-T 8,
7: pGEM-T 9, 8: pGEM-T 10, 9: pGEM-T mavi koloniden elde edilen plazmid.
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6.1.2. E. coli Aquaporin Geninin pGEX 4T-2 Vektoriine Klonlanmasi

Bu tez calismasinda saflastirma vektori olarak pGEX-4T-2 kullanilmistir. pGEX-
4T-2 vektoriinde klonlanan gen Urlini GST ile flzyon proteini halinde Uretilmektedir.
GST saflastirma prosediiri ile ¢cok daha saf {irlin elde edildigi icin bu vektor tercih
edilmektedir. Vektor yontem kisminda anlatildigi sekilde Sall ve Notl enzimleri
kullanilarak lineer hale getirilmis ve ligasyon icin jelden saflastirilmistir. Sekil 6.3’te
ligasyon igin kullanilacak lineer pGEX-4T-2 ve agpZ geninin konsantrasyonlari

gorilmektedir.

Sekil6.3: Ligasyonda kullanilacak DNA Urinlerinin konsantrasyonlari.
1: Marker, 2: E. coli aquaporini, 3: pGEX-4T-2.

Sekil 6.3’te gorlilen konsantrasyona sahip DNA Urinleri asagidaki kosullarda
16°C’de 18 saat ligasyona tabi tutulmuslardir. Elde edilen transformant koloni sayisi

ve sonug tabloda (Tablo 6.1) verilmistir.
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Sekil 6.3’te gorulen pGEX-4T-2-E.coli aquaporini bandlari kullanilarak ligasyon
yapilmigtir. Yapilan ligasyon Urlnleri jele ylUklenmis ve asagidaki bandlar elde
edilmistir. Ligasyon sonucunda vektor ve insert DNA’larin kayboldugu ve daha buylk

boyutlarda yeni DNA drinleri olustugu goérilmustir (Sekil 6.4).

Tablo 6.1: E. coli aquapoirn geninin pGEX-4T-2 vektoriine klonlanmasi (ligasyon
kosullari) ve E. coli DH5a hiicrelerine transformasyonu.

Ligasyon Uriinleri pL Transformant Sayisi Sonug
pPGEX 4T 2
E. coli aquaporini 4 5 +
Tampon 1
Ligaz 2
Toplam Hacim 10

Sekil 6.4: pGEX-4T-2- E. coli aquaporini ligasyon sonucu.
1: Marker, 2: pGEX-4T-2- E. coli aquaporini ligasyon sonucu.

PGEXT-4T-2 vektoriine yapilan ligasyon ve transformasyonda elde edilen bes
adet transformantin plasmidlerinin boyutlari kontrol edilmistir (Sekil 6.5). iclerinden

biri klonlamanin dogrulanmasi amaciyla enzim kesimine tabi tutulmustur.
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Sekil 6.5: pGEXT-4T-2 E. coli aquaporini transformantlarindan elde edilen plazmidler.
1-3: Transformantlardan elde edilen plazmidler (1-3), 4, 6: pGEX 4T-2-LDH plasmidi,
5: Lamda Pst marker, 7-8: Transformantlardan elde edilen plazmidler (4 ve 5).

Sekil 6.5’e bakildiginda 1. ve 6. kuyucuklara ylklenmis olan transformant
plazmidlerinin digerlerine kiyasla daha biiyik oldugu gortlmektedir. Bu iki plazmid
aquaporin genini tastyip tasimadiklarinin anlasilmasi amaciyla Sall ve Notl enzimleri
ile kesilmistir. 1 numarali transformanttan elde edilen plazmidin ¢ift enzim
kesiminden sonra geni tasidigi anlagiimistir. 721 bazlik aquaporin genine ait DNA Sekil
6.6’da verilen jel fotografinda gézlemlenmistir. Bu sonug E. coli aquaporin geninin

PGEX-4T-2 vektorine basarih bir sekilde klonlandigini kanitlamaktadir.
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E. coli Aquaporin Geni

(~721 bg)

Sekil 6.6: E. coli aquaporin genini tasiyan pGEX 4T plazmidinin Sall ve Notl enzimleri
ile kesimi. 1: Lamda Pst marker, 2: Kesilmis plazmid.

E. coliaquaporin genini tagiyan pGEX-T-2 plazmidinin DNA dizilemesi yaptiriimis
ve E. coli aquaporin genini tasidigl dogrulanmistir. Elde edilen rekombinant plazmid

protein ifadesi icin BL21 hicrelerine aktariimistir.
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6.2. Protein Uretimi ve Saflastiriimasi

Su transferinden sorumlu olan Aquaporin proteinleri hiicre membraninda
bulunmaktadirlar. Ancak saflastirma vektorlerine klonlanan rekombinant proteinlerin
sitoplazmada bulunma olasiligini da dikkate alarak rekombinat GST-AqpZ proteini
oncelikle sitoplazmada olup olmadigina bakilmistir. E. coli aquaporini proteininin
uretimi amaciyla, recombinant BL21 hicreleri pGEX-4T-2 plazmidinin kullanim
kilavuzunda verilen prosediirlere uyarak LB besiyerinde IPTG varliginda Gretilmistir.
GST vyaklagik 26 kDa agirhginda olup, yaklasik 24 kDa agirhginda aquaporin ile
birlestiginde 50 kDa’luk bir flizyon proteini beklenmektedir. Aquaporinler dimer veya
tetramer yapida olabildikleri icin daha ylksek agirlikta gorilebilmektedirler. Protein
saflastirma agamalarindan sonra, sitoplazma proteinleri ve ikluzyon cisimcikleriiginde

beklenen boyutlarda bir proteine rastlanmamistir.
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6.2.1. Aquaporin Proteinlerinin Hiicre Zarindan Saflastiriimasi

Membranda lokalize olan aquaporinlerin saflastirilmasi amaciyla E. coli
hiicrelerinin membran proteinleri ultrasantrifiij kullanilarak g¢ikarilmistir. GST-AqpZ
proteini bu membran proteinlerinden saflastiriimigtir. Asagidaki sekilde géruldugi
gibi E. coli aquaporin proteini tetramer halinde saf olarak elde edilmistir. Bos plazmid
iceren BL21 hiicrelerinden elde edilen proteinlerden yapilan saflastirma sonucunda

GST proteini saf olarak elde edilmistir (Sekil 6.7).

Tetramer

Aquaporin

Proteini

GST bandi
(26 kDa)

Sekil 6.7: Membran proteinlerinin saflagtirmasi sonucu elde edilen tetramer
aquaporinin gézlemlenmesi. 1: Kontrol, 2: Marker, 3: Rekombinat E. coli aquaporin
proteini.
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6.2.2. Besiyerinin Protein ifadesine Etkisi

Farkli besiyerinin protein ifadesi etkisini gormek amaciyla rekombinant hiicreler
2X YTA ve LB olmak lizere 2 farkl besiyerinde liretilmis ve cogalan hiicrlerin membran
proteinleri elde edilmistir. Sekil 6.8’de ki jelin 1. ve 3. kuyucuklardaki proteinlerde 200
kDa civarindaki aquaporin tetrameri oldugu dislintlen bantlarin daha kalin oldugu
gorlilmis ve bu nedenle daha sonraki (retimler LB besiyeri kullanilarak

gercgeklestirilmistir.

Sekil 6.8: Besiyerlerinin aquaporin Uretimine etkisi. 1: 2X YTA besiyerinde Uretilen E.
coli aquaporin lizati, 2: 2X YTA besiyerinde Uretilen kontrol lizati, 3: LB besiyerinde
Uretilen E. coli aquaporin lizati, 4: LB besiyerinde (retilen kontrol lizati.

45



200 kDa civarindaki proteinin GST-AqpZ flizyon protein oldugunun anlagiimasi
amaciyla GST ve aquaporin thrombin enzimi ile birbirinden ayrilmistir. Asagidaki
sekilde saflastirilan proteinlerin thrombin ile kesim sonucunda st bandin
kayboldugu, yaklasik 100 ve 70 kDa civarinda bandlar olustugu (bu proteinlerin GST
icermeyen aquaporin tetramer ve dimerleri oldugu disunilmektedir) ve 30 kDa
civarinda GST proteininin ¢iktigl goriilmektedir (Sekil 6.9). Proteinler kolona tutulu
iken thrombin kesimi yapildiginda ise beklenen sonug alinamamistir (GST lerin kolona
tutunmasi ve yalnizca aquaporinlerin inmesi gerekmekteydi). Ependorfta bekletilerek
ve santrifij kullanilarak yapilan saflastirma sonrasi thrombin kesimi daha basarili

sonug vermistir.

Aquaporin
proteini bandi
(tetramer ve
dimer formda

Trombin
Ibandi

GST Proteini

Sekil 6.9: Aquaporin flizyon tetramerinin thrombin ile kesimi. 1: Trombin, 2: Marker,
3: Kolonda Trombin ile kesilen E. coli aquaporini, 4: Kesim islemi yapilmayan E. coli
aquaporini, 5: Kolondan indirildikten sonra Trombin ile kesilen E. coli aquaporini.

Sekil 6.9’da goriilen SDS-PAGE jelinin konsantrasyonu %12 oldugu igin yiiksek
molekiler agirhga sahip proteinler sikisik gérinmektedirler. Jel konsantrasyonu
%10’a disirildiginde Ust bantlarin daha fazla ayrismis ve bu nedenle daha net
gozlemlenmistir (Sekil 6.10). Tetramer GST-AgpZ proteininin thrombin ile kesimi
sonucunda GST’nin kesilip ayrilmasi nedeniyle agirhigi disik protein bandlari

goralmastir. (Jel konsantrasyonu degistiginde tetramer proteinlerin boyutlari
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marker bandlarina gore daha farkli blylklikte gorilebilmektedir ve jeldeki

yerlerinde de ufak degisiklikler gériilmektedir).

GST - E.coli
aquaporin
tetramer bandi
(thrombin kesimi
sonrasi
kaybolmustur)

Sekil 6.10: Seyreltilmis E. coli auaporin proteinin trombin ile kesimi.
1: Saflastirildiktan sonra trombin ile kesilen E. coli auaporini, 2: Kesim islemi
yapilmayan E. coli auaporini, 3: Marker, 4: Kolonda Trombin ile kesilen E. coli
auaporini, 5: Kesim islemi yapilmayan seyreltilmis E. coli auaporini.
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6.2.3. Boncuk ve Numune Miktarlarinin Saflagtirmaya Etkisi

GST sefaroz 4B boncuk rezin miktari ve membran protein miktarlarinin
saflastirmaya etkileri incelenmistir. Numune veya boncuk miktarinin degistirilmesi

saflagtirma lizerinde herhangi bir degisiklige sebep olmamistir (Sekil 6.11).

Sekil 6.11: Saflastirma rezini ve numune miktarlarinin saflastirmaya etkileri.

1: 500 pL E. coli membran proteini ve 30 pL rezin, 2: 1000 pl E. coli membran
proteini ve 30 plL rezin, 3: 1500 uL E. coli membran proteini ve 30 pl rezin, 4: 500 pL
E. colimembran proteini ve 30 pL rezin, 5: 500 pL E. coli membran proteini 40 pL
rezin, 6: Marker, 7: 500 puL E. coli membran proteini 50 pL rezin.

48



6.2.4. pH’nin ve B-merkaptaethanol’iin Saflastirmaya Etkisi

GST-AqpZ flzyon proteininin gesitli kosullara dayanikliligini 6lgmek amaciyla
proteinler farkli denatlire edici ajanlar iceren ylikleme boyalarinda bekletilmis ve
protein jeline vyiklenmislerdir. Bu kosullar farkli pHve B-merkaptaethanol
konsantrasyonlari ve %1 SDS ortaminda farkli stirelerde bekletme seklindedir. pH’nin
duslrilmesi proteinin tetramer yapisini bozmamistir ancak B-merkaptaethanol
konsantrasyonunun 1000 mM’a yukseltilmesi 50 kDa civarindaki GST-aquaporin

fuzyon monomer bandin konsantrasyonunu artirmigtir (Sekil 6.12).

Sekil 6.12: a) pH’In protein denatlirasyonuna etkisi. 1: pH 3, 2: pH 4, 3: pH 7, 4: pH 8,
5: Marker, b) B-merkaptaethanol’iin protein denatiirasyonuna etkileri
1: Marker, 2: Kontrol, 3: 125 mM B-merkaptaethanol, 4: 250 mM B-
merkaptaethanol, 5: 500 mM B-merkaptaethanol, 6: 1000 mM B-merkaptaethanol.
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6.2.5. Farkli Siirelerde %1 SDS Boyada Bekletmenin Protein
Denatiirasyonuna Etkisi

Farkli sitrelerde %1 SDS iceren protein yikleme boyasinda bekletilmis
numunelerde protein denatiirasyon etkisine bakilmistir. %1 lik SDS ortaminda 1-3 gilin

bekletilen tetramerlerin monomer forma doénasttuga gorilmastir (Sekil 6.13).

GST-AqpZ
monomer

Sekil 6.13: Farkli siirede boyada bekletmenin protein denatlirasyonuna etkisi.
1: 3 glin %1 SDS loading dye ile bekledi, 2: 2 giin %1 SDS loading dye ile bekledi,
3: 1 glin %1 SDS loading dye ile bekledi, 4: Marker, 5: Kontrol.
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6.3. Lipozom

6.3.1. Lipozomlarin Isik Mikroskobu Altinda incelenmesi

Aquaporinlerin su gecirme kapasiteleri fosfolipid icerikli lipozomlara
yerlestirilerek Olcllebilmektedir. Bu amacla Baslk 5.9.2’de belirtilen yontem ile
protein icermeyen ve aquaporin proteini iceren lipozomlar hazirlanmistir. Hazirlanan
lipozomlar Accu-Scope 3025 15tk mikroskobu (Accu-Scope INC, US) altinda

incelenmistir.

Sekil 6.14: Lipozom i1sik mikroskop gorintisi (100X).

Goruntuleme sonucunda elde edilen lipozomlar seffaf yuvarlaklar seklinde

gbzlemlenmistir ve boyutlarinin homojen oldugu tespit edilmistir (Sekil 6.14).
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6.3.2. Nano Zetasizer Analizi

100 nm filtreden gegirilerek hazirlanan PS:PC lipozomlarinin boyut analizi Nano
Zetasizer (NanoZS, Malvern Instruments Limited, UK) kullanilarak oda sicakhginda
(20°C) élctlmistiir. 0.5 mg/mL konsantrasyonunda hazirlanan aquaporin proteini

icermeyen ve iceren lipozomlarin boyutlari ve Polydispersity index (PDI) degerleri

asagidaki figurlerde gorilmektedir.

Tablo 6.2: Nano Zetasizer Ol¢iim Sonuglari.

PS-PC-AqpZ | PS-PC +AqpZ | DOPC -AqpZ | DOPC +AqpZ
Z-ortalama (d.nm) 119.7 99.9 174.8 107.4
Pdl Degerleri 0.069 0.066 0.146 0.190
Sayiya gére Boyut Dagilimi
30
20
V%’ 10
0.1 1 10 100 1000 10000
Boyut (d.nm)
a)
30
20
5 10
ok
0.1 1 10 100 1000 10000
Boyut (d.nm) b)

Sekil 6.15: 100 nm membran ve PS-PC lipidleri ile hazirlanan lipozomlarin Nano
Zetasizer O0l¢im. a) Protein icermeyen, b) Aquaporin proteini iceren
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Saylya gore Boyut Dagilimi

30

20

Sayi (%)

0.1 1 10 100 1000 10000
Boyut (d.nm) a)

Saylya gore Boyut Dagilimi

40

30

20

Sayi (%)

0.1 1 10 100 1000 10000
Boyut (d.nm) b)

Sekil 6.16: 200 nm membran ve DOPC lipidleri ile hazirlanan lipozomlarin Nano
Zetasizer O0l¢imu. a) Protein icermeyen, b) Aquaporin proteini iceren

100 nm membran ve PS-PC lipidleri ile hazirlanan lipozom sonuglarina
bakildiginda (Tablo 6.2) protein icermeyen lipozom c¢api 119.7 nm ve E. coli
aquaporini igeren lipozom ¢api 99.9 nm olarak olgllmustiir. 200 nm membran ve
DOPC lipidleriile hazirlanan lipozom sonuglarinda ise protein icermeyen lipozom ¢api
174.8 nm ve E. coli aquaporini igeren lipozom ¢api 107.4 nm olarak 6lgulmustar.
Aguaporiniceren lipozomlarin boyutlari, aquaporin icermeyen lipozomlara gére daha
kiiciik bulunmustur. Bunun nedeni lipozomlara aquaporin yerlestiriimesi sonucunda
lipozomlarin bir miktar su kaybetmesi seklinde agiklanabilir. Olciim sonuglarinda da
lipozomlara aquaporin yerlestirme isleminin basarili oldugu bu kigllmenin
gozlenmesi ile anlasiimistir. Pdl degerlerinin disiik olmasi ise 6lcim sonuglarinin

glvenilir oldugunu géstermektedir.
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6.3.3. Aquaporinlerin Su Transfer Hizlarinin Olgiimleri

Baslik 5.9.1 ve 5.9.2’de verilen prosedir ile protein icermeyen (bos) ve
aquaporin proteini igceren lipozomlar hazirlanmistir. Farkh tuz konsantrasyonlarinda
stopped-flow 1sik sagilimi spektrometresi ile hazirlanan lipozomlarin su birakma
hizlarina bakilmistir. Su birakma hizi 6lgim sonucunda elde edilen k degeri ile dogru
orantilidir. Bu nedenle k degeri ne kadar bulyik ise lipozomlardaki su gegisi o kadar
hizlidir denebilir. Denemeler farkl por boyutuna sahip extruder membranlari ve farkh
yaglar kullanilarak tekrarlanmistir. Kullanilan yaglar PS-PC (Phosphatidylserine —
Phosphatidylcholine) ve DOPC (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine)’dir.
Kullanilan extruder membranlarinin por boyutlari ise 100 nm ve 200 nm’dir. Stop
Flow 11k sagilimi spektrometresi cihazi tilkemizde yaygin kullanilan bir cihaz olmadigi
icin beklenen sonuglarin alinmasi igin bazi optimizasyonlar yapilmasi gerekmistir.
Olgiimlerde tuz konsantrasyonu ve lipozom konsantrasyonlarinin énemli oldugu
gorulmastir.

ilk 8lglimler icin osmotik ¢ozelti olarak 0.2 M NaCl konsantrasyonundaki tuzlu
su ve 0.5 mg/mL konsantrasyonunda hazirlanan lipozomlar kullaniimistir. Bu
denemeler sonucunda alinan élglimler beklenen sekilde gikmadigi igin birkag deneme
sonucunda 10 mg/mL konsantrasyonunda lipozom ve minimum 0.85 M NacCl
konsantrasyonundaki tuzlu su ¢ozeltisi kullanilmaya karar verilmistir. Tablo 6.3’te
sonuglari verilen deneyler igin lipozomlar 10 mg/mL konsantrasyonunda hazirlanmis

ve 0.85 M NaCl ve 1.5 M NaCl ¢ozeltileri kullaniimistir.
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Tablo 6.3: Aquaporin proteini iceren ve protein icermeyen lipozomlarin su transfer
hizlarinin k (1/s) su transfer katsayisi degerleri kullanilarak kiyaslanmasi.

Lipozom PS-PC DOPC

Boyutu | 0,85 M NaCl 1,5 M NacCl 0,85 M NacCl 1,5 M NacCl
-AgpZ | +AgpZ | -AgpZ | +AqpZ | -AgpZ | + AgqpZ | - AgpZ | + AgpZ

100 nm | 38.53 | 93.59 - - 19.00 | 76.55 | 66.00 | 102.00

200nm | 29.45 | 38.00 |48.68 |59.68 |16.00 |31.50 |21.37 |41.00

a) b)
1,0 1,0
E = o
o T
® »n
2 5 06
Z)‘ 0,6 4 o 064
[
2 8
T 044 0,4
© ’ X
E :
3 z
- — 0,2 — = inii
02 —— AqQpZ proteini icermeyen AgpZ proteini icermeyen
—— AgpZ proteini iceren —— AqpZ proteini iceren
0,0 T T T T ) 0,0 T T T T T
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25
Zaman (s) Zaman (s)
1,09
t)
1,0
E 1 E
Ta_?‘ T;) 0,8
12 (2]
x 08 o
o @ 06
2 g
© 04 =
S 044
-
z 2
0,2 —
——AapZ prOte!n! !Qermeyen 021 —— AgpZ proteini icermeyen
—— AqpZ proteini iceren —— AqpZ proteini ieren
0,0 T T T T 1 0,0 T T T T T
0.00 0,05 0,10 0.15 0.20 0.25 0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 025
Zaman (s) Zaman (s)

Sekil 6.17: Aquaporin proteini iceren ve protein icermeyen lipozomlarin su gegirme
hizlarinin karsilastiriimasi. a) PS-PC 100 nm membran, b) PS-PC 200 nm membran,
c) DOPC 100 nm membran, d) DOPC 200 nm membran
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Benzer calismalar ([6], [5], [4]) incelendiginde E.coli aquaporin proteini ile
yapilan lipozomlarin su gegirme hizlarinin protein icermeyen lipozomlara goére daha
hizli oldugu goézlenmistir. Bu ¢alismada da ayni sonuglara ulasiimigtir. Su gecis
hizlarindaki en biyuk fark, DOPC ve 100 nm membran ile hazirlanan lipozomlarin 0.85
M NaCl konsantrasyonundaki denemeler sonucu gorilmustir (Sekil 6.17).

Su gecirme hizlar (Pf) sadece 0.85 M NaCl konsantrasyonu ile yapilan élglimler
icin hesaplanmigtir. Asagida yalnica 200nm bos DOPC igin bir hesaplama 0Ornegi
verilmistir. Buna gére Aosm lipozomlarin iginde bulunan PBS lipozomlarin 6lgim
sirasinda karnistinldigi 0.85 M NaCl igin hesaplanmistir. Osmolarite degerleri
soltsyonlarin ieltkenlikleri 6gulerek hesaplanmistir. Alinan iletkenlik verileri 0,64
sabit sayisi ile ¢arpilarak mg/L iyon miktari hesaplanmistir. Bu hesap yapilirken PBS
icerisinde diger molekdllere oranla NaCl konsantrasyonunun yiiksek olmasi nedeniyle

PBS osmolaritesi NaCl iyonu lGzerinden hesaplanmistir.

- 0.85 M NaCl igin iletkenlik = 71197.7 us/cm

- 1X PBS icin iletkenlik = 15950.2 pus/cm

- Ailetkenlik = 71197.7 pus/cm - 15950.2 ps/cm = 55247.5 ps/cm
- mg/L NaCl=55247.5 ps/cm x 0.64 = 35358.4 mg/L

- [NaCl] = 35.36 g/L + 58.44 g/mol=0.61 M

- NaCl molekuli 2 iyon icermektedir: AOsm =0.61 x 2 =1.2 Osm

Hesaplamalar bu deger kullanilarak esitlik (5.1)’de verilen denklem
kullanilarak yapilmistir. Lipozomlarin yarigaplari Nano Zetasizer élglimlerinde elde
edilen degerlerdir. 100 nm membran PS-PC ve 200 nm membran DOPC lipidleri ile
hazirlanan lipozomlar igin su gegirme hizlari hesaplanmistir (Tablo 6.4).

Aquaporin proteini icermeyen, 200 nm membran ve DOPC lipidi kullanilarak

hazirlanan lipozomlar igin Pr hesabi 6rnek olarak agagida sunulmustur:

-k =16.00 5™ (stopped flow 6lgim sonucu)
-r=87.4 nm (200 nm gapindaki bos lipozom i¢in Nano Zetasizer 6lgiim sonucu)
-AOsm =1.2 Osm

-V, = 18 cm*/mol
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Yukarida verilen degerler esitlik (5.1)’ de yerine konulmustur.

f ™ s/voxv,xA0sm

k

Tablo 6.4: Lipozomlarin Su Gegirme Hizlari.

Lipozom Karakteri

Su Gegirme Hizi (Ps) (x10° cm/s)

- AgqpZ + AgpZ
100 nm PS-PC 3.6 7.2
200 nm DOPC 2.2 2.6

(5.1)

Yapilan hesaplamalar sonucunda Tablo 6.4’te gorildugl gibi aquaporin proteini

iceren lipozomlarin su transfer hizlari daha yiiksek bulunmustur.
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6.4. Membran Calismalari

Baslik 5.10.1 ve 5.10.2 altinda anlatilan membran hazirlama yontemi
kullanilarak lipozom igeren, lipozom icermeden sadece kaplama yapilan ve hig
kaplama yapilmayan membranlar hazirlanmistir. Membranin katmanlari ve her

katmandaki molekiler yapilar Sekil 6.18’de SEM goriintiisu tGzerinde gosterilmistir.

; o . C 1 ARA YUZEY POLIMERIZASYONU 0
\ O e "o
iTiCi TABAKA
POLISULFON ALT TABAKA

AccV SpotMagn Det WD pb———— 50 um
150kv30 500x SE 184 GTU

Sekil 6.18: Membran Yapisi.

Cl._0O 9
0=C NHoV VWV
., o+ > S
C
HoN NH, Cl Cl )
(o) (o]

Q
1,3-Diaminobenzene (MPD) Trimesoly Chloride (TMC) Capraz Bagli A Yapisi

Sekil 6.19: Membran reddetme tabakasinin hazirlanmasi esnasinda gerceklesen
tepkime.
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6.4.1. Membranlarin SEM Gorilintilemesi

3 farkh hazirlanan membran igin SEM gorlintlisi yuzey ve kesit igin alinmistir
(Sekil 6.20, Sekil 6.21, Sekil 6.22, Sekil 6.23, Sekil 6.24). SEM gorintdleri ile
lipozomlarin basaril bir sekilde membran ylzeyine yerlestirildigi gorilmustir. Sekil
6.20 ve Sekil 6.21’de ise kaplama isleminin membran ylizeyinde yarattigi degisim

acikca goriilmektedir.

Acc.V SpotMagn Det WD |—— | 2um
150kV 3.0 10000x SE 19.1 GTU

Sekil 6.20: Kaplama yapilmayan PS membran ylizey goriintisa.

W 2

Sekil 6.21: Ylizeyi bos (lipozomsuz) kaplanan membran ylizey goriintlsu.
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k)
»

R Acc‘.\/ SpotMagn _Det WD _}|—— 1um
K = 15.0kV 3.0 2Q000x@l§ 185 GTU ™
= .

AccY SpotMagn Det WD |——— | 50 um
150kv 30 500x SE 184 GTU

Sekil 6.23: Yiizeyi bos (lipozomsuz) kaplanan membran kesit gérintusd.
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AccV SpotMagn. Det WD |—— A 1um'y
15.0k¥ 3.0 20000x SE 183 GTU

Sekil 6.24: Yizeyi lipozomlu kaplanan membran kesit gorintisa.
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6.4.2. Dead-End (Olii Uglu) Reaktér Sistemi ile Membran Filtrasyonu

Hazirlanan aquaporin proteini iceren ve icermeyen membranlarin baslik
5.10.4’te verilen dead-end filtrasyon sistemi ile besleme sollisyonu olarak saf su ve
10 mM NacCl iceren su kullanilarak 5 bar basing altinda akilari 6l¢tilmistir. Bu deney
iki kez tekrar edilmistir ve her deneyde yeni yapilmis membranlar kullanilmistir.

Deneyler sonucunda elde edilen aki-zaman grafikleri Sekil 6.25’te verilmistir.

1. Deney
3(
lAS S A s o o o o o o o o o o 0 o o o o o o o o 0 o o s s o s 0 s o o s s s s e s s e s s e s e s o o o)
—_ |
L
=
= |
= \
<
|
. |
o
0 0,1 1
-5
Zaman (s)
—o—¢ —8—EC Tuzlu S —e—BLT a)
2. Deney
30
25
§ 20
—
A 15
< 5
10
5
‘4
0
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1
Zaman (s)
—&—BLSaf Su —@—BL Tuzlu Su EC Saf Su Ec Tuzlu Su b)

Sekil 6.25: Sekil 6.25: Dead-end filtrasyon sistemi ile membranlarin saf su ve 10 mM

NaCl i¢in elde edilen aki-zaman grafikleri. a) 1. Deney, b) 2. Deney
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Yapilan iki deney sonucunda da elde edilen sonuglar benzerdir. Membran
yuzeyinin aquaporin igeren lipozomlarla kaplanmasi membranlarin su gegirme

hizilarini artirmistir. Aki degerlerinin karsilastirmasi Tablo 6.5’te verilmistir.

Tablo 6.5: Dead-end filtrasyonunda alinan aki verileri.

AKI (LMH)
1.Deney 2.Deney
- AgpZ (Saf Su) 4.1 21
+ AgpZ (Saf Su) 28.8 24.7
- AgpZ (10 mM NaCl) 2.1 1.36
+ AgpZ (10 mM NacCl) 24.7 20.6

1. Deney sonucunda saf su gegislerinde aquaporinlerin varhg aki degerinde
yaklasik 6 kat artiga, tuzlu su gegislerinde ise ~11 kat bir artisa neden olmustur. 2.
deney sonuglarina bakildiginda aquaporin igeren membranlarin saf su gegislerinde ~
11 kat ve tuzlu su gegislerinde ~14’lik bir artis oldugu gorilmustur.

Membranlarin tuz itme kapasitesinin tespit edilmesi i¢cin 10 mM NacCl igceren su
besleme suyu olarak kullanilmis ve membranlardan gegen sularin iletkenliklerine
bakilmistir. Su igerisindeki NaCl konsantrayonunun artmasinin iletkenligi arttiracagi
bilinmektedir. Bu sebeple giriste dlgulen iletkenligin ¢ikista azalmasi beklenmektedir.
Tablo 6.6’te alinan iletkenlik degerleri saglikli bir karsilastirma yapilabilmesi igin aki

degerleri ile birlikte verilmistir.

Tablo 6.6: Dead-end 6lgiimi sonucu alinan iletkenlik degerleri.

ILETKENLIK (mg/L)
1.Deney 2.Deney
Tuzlu Su (10 mM Nacl) 746.9 746.9
- AgpZ (kontrol membrani) 377.6 (2.1 LMH) 559.4 (1.36 LMH)
+ AqpZ 597.76 (24.7 LMH) 629.8 (20.6 LMH)
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iletkenlik sonuglarina bakildiginda aquaporin iceren membranlarin, tuzu,
aquaporin proteini icermeyen membranlara oranla daha az ittigi goralmistir.
Aquaporin iceren membranlar 1. deneyde %19.97 oraninda ve 2. deneyde %15.68
oraninda tuz itmistir. Buna karsilik aquaporin icermeyen lipozomlar ile hazirlanan
membranlar 1. deneyde %49.44 ve 2. deneyde %25.11 oraninda tuz itmistir.
Membran ylzeyi su gegirgenligi olduk¢a diisiik olan bir tabaka ile kaph olmasi,
aquaporin icermeyen lipozomlarin su gegisi icin herhangi bir kanal igermemesi ve
dogal olarak lipid bir yapinin suyu ve ayni zamanda tuz iyonlarini kolay gegirmemesi
nedeniyle kontrol membranlarinda tuz itme degerleri yiksek bulunurken su gegirme
hizlari oldukg¢a dusiktir. Membranlarin tuz aritma kapasitesi aki degerlerinden
bagimsiz degerlendirilmemelidir.

Membranlarin tuz itme hizlari esitlik (5.3) kullanilarak hesaplanmistir. Bulunan

degerler Tablo 6.7’da verilmistir.

Tablo 6.7: Membranlarin tuz itme hizlari.

TUZ iTME HIZI (mg/m®.sa)

1.Deney 2.Deney
- AqpZ 775.5 255.0
+ AgpZ 3683.6 2412.3

Membranlarin tuz itme hizlari incelendiginde, E. coli aquaporini proteini
iceren membranlarin aquaporin icermeyen kontrol membranlara gore ¢ok daha
verimli oldugu gorilmektedir. Tuz itme hizlari 1. deneyde yaklasik 5 katina ve 2.

deneyde ise yaklasik 10 katina giktigl gozlenmistir.
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7. TARTISMA ve SONUC

Dinyada ki global sorunlarin en blyiklerinden biri su problemidir. Dlnyanin
dortte Ugl su olsada, bunun yalnizca %3’G tath sudur. Desalinasyon; yani tuzlu su
icerisinde ki tuzun aritilmasi islemi giinimuzde simdilik su problemine bulunan en iyi
¢6zimduir. Ozmos denen mekanizma ile dogada tuz konsantrasyonu az olan sular tuz
konsantrasyonu ¢ok olan sulara dogru hareket eder. Fakat desalinasyon prosesi igin
bu islemin tersini yapmak gerekir. Bu islem ylksek basing gerektirdiginden; ylksek
enerji gerekir ve bu da ekonomik degildir. Dinyada kullanilan bu membran
proseslerini iyilestirmek ve gelistirmek igin birgok galisma yiratilmektedir.

Tez c¢alismasi kapsaminda bu amaca hizmet edecek yeni bir biyomimetik
membran  tasarlanmis ve Uretimi  gergeklestirilmistir.  Canl  hicrelerin
membranlarinda bulunan su transfer mekanizmasi sentetik bir membrana
aktarilmigtir. Bu mekanizma aktarilirken aquaporin proteinleri kullaniimigtir ve
proteinlerin islevi bozulmamistir.

Agre ve arkadaslar [16] biyolojik membranlarin sahip oldugu mikemmel su
tasima mekanizmasinin yapitasi olan aquaporinZ proteinlerini kesfetmislerdir. Bu
bulusu sayesinde Peter Agre 2008 yilinda Nobel kimya 6diliiniin sahibi olmustur.

Tuzlu sudan igme suyu eldesi igin kullanilan membran proseslerinin
iyilestirilmesinde aquaporinZ proteinin kullanilmasi gesitli galismalara konu olmustur.
Bu galismalardan bir tanesi Kumar ve arkadaslari [4] tarafindan yapilmistir. Bu gcalisma
sonunda aquaporinZ proteini yerlestirilen membranlarin su gegirgenkilleri ve
bilesenleri ayirma kabiliyetinin aquaporinZ proteini icermeyen membranlara gore
artig gosterdigi gorulmastir. Ayni sonuca Sun ve arkadaslari [5], Xie ve arkadaslari [6],
Zhao ve arkadaslari [7] ve Qi ve arkadaslari da [8] yaptiklari galismada ulasmiglardir.

E. coli AgpZ aquaporini, ilk olarak Calamita ve arkadaglari (1995) [27] tarafindan
klonlanmistir. Daha sonraki karakterizasyon ¢alismalari Borgnia ve arkadaslari (1999)
[15] tarafindan ylrGtilmis ve aquaporin tetramerinin gliserol gegirgenligine karsi
oldukga kararh oldugu gosterilmistir. AgpZ; ekspresyon 6zelliklerinin incelenmesi igin
cesitli arastirmacilar tarafindan (Lian ve ark. 2009 [41], Xu ve ark. 2010 [42], Wang ve
ark. 2015 [43]) ve detayl yapi analizi igin Savage ve arkadaslari (2003) tarafindan farkh

ifade vektorlerine klonlanmistir.
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Su aritimi ve ters osmoz proseslerinde kullanilan filtrasyon membranlarinin tuz
reddi kapasitesinin arttirilmasi gibi farkli alanlarda uygulama potansiyeline sahip
olduklarindan, yulksek saflikta ve vyilksek hacimlerde aquaporinlerin Uretimi
onemlidir. Bu amagla, His etiketli agpZ'nin su tasima potansiyeli daha 6nce birgok
arastirmada karakterize edilmistir (Borgnia ve arkadaslari 1999 [15]; Kumar ve
arkadaslari 2007 [4]; Erbakan ve arkadaslari 2014 [44]).

Bu tez galismasi kapsaminda ilk olarak E. coli'nin AgpZ proteini saf halde elde
edilmek lzere pGEX-4T-2 vektoriine klonlanmigtir. Klonlama PCR ve enzim kesimi
sonucu dogruladiktan sonra rekombinant plasmid dizi analizine gonderilmis ve BLAST
aramasinda klonlanan E. coli BL21 gen disisinin gen bankasinda bulunan E. coli K12-
agpZ genine %99 benzerlik gdsterdigi tespit edilmistir.

Klonlama basariyla tamamlandiktan sonra rekombinat pGEX-4T-2 vektori
yerlestirilmis BL21 hicreleri buyltidlmis ve protein ekspresyonu igin IPTG ile
induklenmistir. Saf GST-AgpZ proteini tetramer formda elde edilmistir.

Farkh protein ifadelerinin birbirlerine gore Ustinlikleri ve dezavantajlari vardir.
GST etiketi, ylksek protein verimliligi, proteolize direngliligi ve bir adimda saflagtirma
sansi oldugu icin tercih edilmektedir[45]. Bu ¢alismada, GST-AqpZ, hiicre zari iginde
verimli bir sekilde eksprese edilmis ve yerlestirilmistir ve GST-AgpZ, inkliizyon
cisimcikleri veya hiicre sitoplazmasinda bulunmamistir.

AgpZ tetrameri, tetramer yapisini karakterize etmek igin pH, SDS ve pB-
merkaptoetanol gibi farkli denatlre edici ajanlar igerisinde inkibe edilmistir.
Calismamizda pH 3-8 olan tamponda inkiibasyon sonucunda tetramer GST etiketli
AgpZ'de herhangi bir degisiklik meydana gelmemistir. %1-3 SDS'de 1-3 giin
inkGibasyon, tetramer formun bozulmasina neden olmus ve monomer haline
gelmesine neden olmustur. 125-500 mM B-merkaptoetanolde bekletme tetramer
yapisini  degistirmemistir. Sadece en yilksek miktar B-merkaptoetanol
konsantrasyonu (1M), SDS PAGE jelinde monomer gérinim ile sonuglanmistir. Buna
karsin, Borgnia ve arkadaslarinin (1999) c¢alismasinda [15], 1000 mM-
merkaptoetanoliin, histagged AgpZ'nin agregasyonuna neden oldugu bulunmustur.
Sonuglar, GST etiketinin, denatlire edici maddelere karsi protein direncini

artirabilecegini gostermektedir.
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Saflastiriimis AgpZ proteinleri, akuaporin iceren lipozomlarin hazirlanmasi igin
kullanilmistir. Lipozomlarin boyut ve sekil analizi icin SEM gorintileri ve Nano
Zetasizer oOlglimleri alinmigtir. SEM fotograflari PS:PC ve DOPC lipozomlarinin
homojen oldugunu géstermektedir.

AquaporinZ proteini iceren lipozomlarin su transfer hizlari, beklendigi gibi
protein icermeyen lipozomlara kiyasla daha yliksek bulunmustur. Bu sonug¢ GST ile
birlikte ifade edilen AqpZ'nin islevsel tetramer vyapisininin bozulmadigini
gostermektedir. Lipozomlarin farkh lipidler (DOPC ve PS:PC) ile hazirlanmasi
AgpZ’den su gegisini etkilemistir.

Sentetik bir fosfolipid olan DOPC'nin, aquaporin su transfer kapasitesinin
Olcimi igin daha verimli oldugu bulunmusgtur, ¢linkii DOPC lipozomlari bos olan
(aquaporin icermeyen) su transfer oraninin, bos PS: PC lipozomlarindan daha az
oldugu bulunmustur. Soya fasulyesi PC'ye kiyasla sizinti oraninin disiik olmasi
nedeniyle, yumurta PC Ozellikle ilag kapsilleme galismalari igin tercih edilmistir
(Wang ve ark., 2009 [41]). PC lipidi, negatif ylUkli bir fosfolipid olan PS ile
karistirildiginda, lipozomun hidrofilitesi artar ve bu, su transfer oraninin artmasina
neden olabilir. Sentetik lipozomlarin daha istikrarli Ozelliklere sahip oldugu ve
safliklarinin daha yuksek oldugu bilinmektedir (Li ve ark., 2015 [19]).

Lipozom boyutu, bos ve AqpZ igeren lipozomlarin su gegirgenlik hizini etkileyen
bir parametre oldugu gérulmustir.

Su filtreleme ve tuz reddinde daha verimli membranlarin imalati, ylksek tuz
giderme maliyetini distrmek igin bir ¢6zim olabilir. Akuaporin iceren filtrasyon
membranlarinin Uretilmesine yonelik ¢alismalar giin gectikge artmakta, ancak
literatlirde hala ¢ok az g¢alisma bulunmaktadir. Bu g¢alismalarin ¢ogunda E. coli
aquaporinleri kullanilmistir. Ornegin Kumar ve ark. (2012) [46] ve Li ve ark. (2015)
[19], E. coli AqpZ'yi kullanarak aquaporin ile hareketsiz hale getirilmis biyomimetik
membranlar gelistirmislerdir. Calismalarin sonuglari, oldukca tatmin edicidir, E. coli
aquaporin gdmuli membranlarin su gegirgenligi ve tuz reddi kapasitesi ylksektir.

Bu arastirmalarda polisilfon destekleyici polimer malzeme olarak ve
kaplamalar esnasinda TMC-MPD kullanilmis ve gapraz akis veya dead-end filtrasyon
sistemleri uygulanmigtir. Wagh ve arkadaslarinin (2015) ¢alismasinda aquaporin

tastyan lipozomlar igin gum arabic kullanilmis ve membran yapimi igin
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polybenzimidazole (PBI), 4-chloromethyl benzoic acid (CMBA), carboxy-methyl PVA
(PVA—-COOH) kullaniimistir. Calisma sonucunda aquaporin iceren membranlarin tuz
itme kapasitesi oldukga yiksek bulunmustur [47].

Canli hiicre membranindaki su transfer mekanizmasi basarili bir sekilde
sentetik membran Uzerine aktarilmistir. DOPC lipozomlari daha kararh oldugundan,
membran yapiminda akuaporinler DOPC'ye gémilmis ve kaplanmis polistlfon
membranda immobilize edilmistir. Calismamiz Zhao ve arkadaslarinin (2012) [7]
¢alismasina benzer olup, ayni immobilizasyon yontemini kullanihstir. Filtrasyon
deneyleri sonucunda aquaporin igeren membranlarin su filtrasyon hizlari, protein
icermeyen lipozom iceren membranlardakinden daha ylksek bulunmus ve
aquaporinlerin, membranlarin su akis hizlarini arttirdig disiinilmekedir. Tuz itme
kapasitesi aquaporin iceren membranlar igin 1. deneyde %19.97, 2. deneyde %15.68
ve buna karsilik aquaporin icermeyen lipozomlar ile hazirlanan membranlar igin 1.
deneyde %49.44 ve 2. deneyde %25.11 olarak bulunmustur. Zhao ve ark., bu
yontemin, E. coli aquaporin iceren membranlarin tuz reddi kapasitesini arttirmak icin
modifiye edilmesi veya gelistiriimesi gerektigini belirtmistir [7]. Filtrasyon deneyleri
icin dead-end filtrasyon sistemini kullaniimistir. Basincin uygulanmasi aquaporinlerin
yapisini da etkileyebilecegi distinlilmektedir.

E. coli aquaporin proteini ile hazirlanan membranlarin akilari oldukga hizli
bulunmusken tuz itme kapasitesinin protein icermeyen membranlara kiyasla daha
dislik oldugu gorilmistir. Ancak bu degerler analiz edilirken yalnizca % tuz itme
degerlerine bakilarak bir degerlendirme yapilmasi saglkli olmayacaktir. Clnki
burada aki degeri, saatte itilen tuz miktarini etkileyen 6nemli bir parametredir.
Aquaporin iceren membranlarin su akilari olduk¢a yliksek olmasina karsin tuz itme
kapasiteleri %15-18 civarindadir. Bu nedenle saatte aritilan tuzlu su miktari
disundlurse bu tez kapsaminda hazirlanan AqpZ igeren membrablarin tuz aritiminda
kullanilma potansiyeli yiksektir. Aquaporinlerin varligi membranlarin tuz itme
hizlarinda 1. deneyde yaklasik 4 kat ve 2. deneyde ise yaklasik 9 kat artisa neden
olmustur. Ancak membranlarin % tuz itme kapasitelerinin arttiriimasi ¢ok daha
verimli tuz aritimi saglayacaktir, bunun igin lipozom hazirlama esnasinda kullanilan

protein:lipozom oraninin, lipozom boyutunun ve membran ylzeyine ilave edilen
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lipozom konsantrasyonunun ayrica sicaklik gibi ¢cevresel parametrelerinde optimize
edilmesi gerekmektedir.

Bu tez calismasinda ara ylizey polimerizasyonu tercih edilmesindeki en dnemli
sebepler; methodun basit, ekonomik ve ylizeyde bozulma olmadan genis ylizeylerde
membran hazirlanabilmesidir. Elektron mikroskop gorintileri de gostermistir ki
lipozomlar membran ylzeyindeki MPD-TMC tabakasinda yapilari bozulmadan
kimyasal olarak baglanmis ve hedeflenen malzeme basarili bir sekilde Gretilmistir.
Yiksek mekanik dayaniklihgin yiksek ve stabil olmasi tuz arindirma prosesinde kritik
bir gerekliliktir. Ayrica yapilan kaplama lipozomlara gevresel faktorlere karsi bir
koruma saglamaktadir. Uretilen membranlar ile daha yiiksek tuz konsantrasyonlari
(deniz suyu tuz orani) ile ileride denemeler yapilmaldir. Aki artisi membranin
akuaporin mekanizmasinin ne kadar basarili sekilde adapte edildigini gbstermektedir.
Galisma, cevre teknolojileri agisindan biyomimik yaklasiminin yeni malzeme
gelistirme konusundaki kapasitesini ortaya koymaktadir. Bu ¢alisma ileride yapilacak

¢alismalardaki benzer yaklagimlara isik tutacak niteliktedir.
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Ek A: Kullanilan Jel Markerlari
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Sekil A1.1: Thermoficher page ruler prestained protein ladder

Lot specific
MW* kDa Protein Source
_— - 117 B-galactosidase  E.coli
L 85 Bovine serum bovine plasma
albumin
e - 49 Ovalbumin chicken egg white
Carbonic ;
s 34 anhydrase bovine erythrocytes
— 25 B-lactoglobulin bovine milk
— 19 Lysozyme chicken egg white
12% Tris-glycine SDS-PAGE

Sekil A1.2: Fermentas Prestained Protein MW Marker
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