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OZET

Akuaporinler, canli hiicre zarlarinda su gecisini kontrol eden protein
kanallaridir. Bu yapilar canliligin devami ig¢in gerekli olan suyu hiicre igerisine
alirken diger molekiilleri itme 06zelligine sahiptir. Akuaporinlerin bu segici
mekanizmalar1 biyomimetik desalinasyon membran tasarimlarinda kullanilmaktadir.
Bu tez calismasinda halofilik bir bakteri olan Halomonas elongata’dan E. coli’ye
klonlanmis olan halofilik akuaporin kullanilmistir. H. elongata akuaporinlerini igeren
proteolipozomlar ara yiizey polimerizasyon yontemi ile polisiilfon membran
yiizeyine kaplanarak biyomimetik Ince Film Nanofiltrasyon (TFN) membran
hazirlanmistir. Membranin farkli tuz konsantrasyonlarinda ve farkli basinglardaki su
gecirgenligi ve tuz itme kapasitesi akuaporin igermeyen kontrol membrani ile
kiyaslanmigtir. Ayrica hazirlanan biyomimetik membranin glukoz, iire ve gliserol
maddelerini itme kapasitesi belirlenmistir. H. elongata akuaporini ile iretilmis
biyomimetik membranin tiim ¢ozeltileri itme hiz1 (g/m?.sa) ve akis1 (L/m?.sa) kontrol
membrandan daha yiiksek bulunmustur. Akuaporin igeren membranin tuz itme hizi
247.36 g/m?.sa, glikoz itme hiz1 86.81 g/m?.sa, iire itme hiz1 36.6 g/m2.sa, gliserol
itme hiz1 ise 34.43 g/m?sa olarak olciilmiistiir. Aquaporin bazli biyomimetik
nanofiltrasyon membranlarinin gelistirilmesinde H. elongata akuaporininin, E. coli

akuaporini yerine kullanilabilecek giiglii bir alternatif oldugu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Akuaporin, Biyomimetik membranlar, Desalinasyon,
Halofilik bakteri.



SUMMARY

Aquaporines are membrane proteins that control the water passage in the
living cells. These proteins have the ability to reject molecules while taking the
water which is necessary for the continuation of life. These selective mechanisms of
aquaporins have attracted considerable interest in biomimetic membrane designs. In
this study, a biomimetic nanofiltration membrane was prepared by using a halophilic
aquaporin from Halomonas elongata, which was cloned in E. coli BL21 previously.
Aquaporines was purified from recombinant E. coli cells and they are embedded in
liposomes produced with DOPC oil. Proteoliposomes containing H. elongata
aquaporins were coated on the surface of the polysulfone membrane by the
interfacial polymerization method and a new biomimetic membrane was developed.
The water flux and salt rejection rate of membrane with H. elongata aquaporin were
higher than the control membrane. Then, glucose, urea and glycerol rejection
capacities of the membrane were also investigated. The rejection rate of biomimetic
membrane produced by H. elongata aquaporin was higher than the control
membrane for all solutes. The salt, glucose, urea and glycerol rejection rates of the
aquaporin based biomimetic membrane were found to be 247.36 g/m?.sa, 86.81
g/m?.sa, 36.6 g/m?.sa, 34.43 g/m?.sa, respectively. Thus, for the development of
aquaporin-based biomimetic nanofiltration membranes, H. elongata aquaporin is a

good alternative to E. coli aquaporin.

Key Words: Aquaporin, Biomimmetic membranes, Dessalination, Halophilic

bacteria.
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1. GIRIS

Su, hayatin siirdiiriilebilmesi i¢in gerekli olan en 6nemli dogal kaynaktir. 21.
Yiizyilinin temel sorunlarindan belki de en 6nemlisi su kithig ve iklim degisikligi
olarak kabul edilmektedir [1]. Diinya’daki suyun yaklasik % 97.5'i tuzlu su ve %
2.5'1 tatli su olarak bulunmaktadir. Toplam tath su kaynaklarmin sadece % 31.1'i
insan tiikketimi i¢in uygun olan akiferlerde, gollerde ve nehirlerde birikmistir. Son
yillarda, tarimsal, endiistriyel ve evsel amacli kullanilan su miktarindaki artis nedeni
ile tatli su ihtiyaci 6nemli dl¢lide artmistir. Tatli su kitligi, ¢ok biiyiik sosyoekonomik
ve cevresel etkileri olan bir problemdir. Su kitligi probleminin global bir resmini
ortaya koymak icin, su kithg goriilen bolgelerin tespitine dayali zamansal ve
mekansal ¢alismalar yapilmistir [2]. Ancak kent yagaminin fazla oldugu toplumlarda
giderek artan su ihtiyacin1 karsilamak ic¢in su kaynaklarinin iyilestirilmesi
gerekmektedir [3].

Tatl su talebi arttik¢a tuzlu su ve deniz suyu aritiminda desalinasyona verilen
onem de artmaya baslamustir. Ozellikle yar1 kurak bélgelerde tatli su elde etmek igin
desalinasyon yontemlerinin 6nemi gitgide artmaktadir [4], [5]. Membran prosesleri,
sularda bulunan cesitli kirleticiler1 ve ¢oziinmiis kati maddeleri ayristirmak igin
yaygin olarak kullanilirlar [6]. Membran proseslerinin yaygin kullanim sebeplerinden
bazilar; kullanim kolaylig, yiiksek kararlilik, verimlilik ve diigiik enerji ihtiyacidir.
Membran proseslerinin uygulanma alanlar1 olduk¢a genistir ve bu alandaki
caligmalar giin gectikce artmaktadir. Bu nedenle membran teknolojileri alaninda
temel bilgilere sahip miihendis, bilim insani, teknisyen ihtiyaci da artmaktadir [3].

Son yillarda, ayristirma prosesleri icin membran gelistirme caligsmalarinda
biyomimetik yaklasim Onemli bir yer edinmeye baslamistir. Biyomimetik
membranlar biyolojik yapilar igerirler ve biyolojik sistemlerden ilham alinarak
geligtirilirler. Bu tlir membranlar, doganin milyarlarca yil gelistirmis oldugu

verimlilik ve 6zgiinliik stratejilerini avantaja doniistiirebilirler.



1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve I¢erigi

Bu tez g¢alismasinda, halofilik bir bakteri olan H. elongata’dan E. coli’ye
klonlanan akuaporinler saflastirildiktan sonra, lipozomlara yerlestirilmis ve bu
lipozomlar atitk su aritiminda kullanilan polisiilfon (PS) membran yiizeyine
kaplanmistir. Elde edilen TFN membranin gesitli ¢6ziiniir maddeleri aritabilme
performansi arastirilmistir. Tez calismasi kapsaminda halofilik akuaporin igeren
membranin farkli tuz konsantrasyonlarindaki tuz itme kapasitesi tespit edilmis,
uygun akuaporin ve lipozom konsantrasyonu ve filtrasyon basinci belirlenmistir.
Ayrica membranin glukoz, gliserol ve tire gibi ¢oziiniir maddeleri tutma kapasitesi de
arastirilmistir.

Tez kapsaminda H. elongata aquaporininin  biyomimetik filtrasyon

membranlarinin tiretiminde kullanim potansiyeli ortaya konmustur.



2. LITERATUR

2.1. Biyomimetik Yaklasim

Biyolojik sistemlerin karmagik yapisi ve bu karmagik yapiya ragmen canli
organizmalarin hayati fonksiyonlart minimum enerji ve maksimum verimle yerine
getirmesi insanoglunu her zaman etkilemistir [7]. Biyomimikri, ¢evre tarafindan test
edilen ve evrim vyoluyla gelistirilen biyolojik formlardan, siiregclerden ve
ekosistemlerden 6grenmeyi ve taklit etmeyi icerir. Biyomimikri, herhangi bir 6lgekte
teknik ve sosyal sorunlart ¢ézmek igin uygulanabilir. Biyomimikligin
popiilerlesmesi, yalnizca ekonomik beklentileri nedeniyle degil, ayni zamanda
insanlik tarihinin bu kritik noktasinda c¢evre dostu tasarimlara ilham verme
potansiyeli nedeniyle de heyecan vericidir. Biyomimik malzeme {iretmenin amaci,
dogal bir formun, islemin veya ekosistemin tam bir kopyasini olusturmak degildir;
bunun yerine, tasarim ilkelerini biyolojiden tiiretmek ve bu ilkeleri fikir edinmek i¢in
kullanmaktir [8].

Amerikali mucit Otto Schmitt, 1960'larda fikirlerin biyolojiden teknolojiye
aktarilmasini tanimlamak igin “biyomimetrik” terimini kullanmistir [8]. Her biri
kendine 6zgii avantaj ve dezavantajlara sahip olan biyomimetik tasarimlara farkli
yaklasimlar mevcuttur [9]. Biyomimetik tasarimlar, tiim tasarimlar gibi, potansiyel
olarak tehlikeli ve yaratic1 olanlar da dahil olmak iizere ¢esitli sekillerde karsimiza
cikabilir. BigDog gibi biyomimetik robotik teknolojiler hem yaratict hem de zararli
sekillerde kullanilabilir. Ekosistem diizeyinde biyomimikligin bir bagka amaci ise,
biyomimetik tasarimlarin sosyal agidan yararli yollarla kullanilmasini saglamaya
caligmaktir [8].

Biyomimikri son zamanlarda ayristirma islemleri i¢in gelistirilen membran
tasariminda da bagvurulan bir yaklagimdir. Biyomimetik membranlar, biyolojik
yapilar1 igerirler ya da biyolojik sistemlerden fikir ve ilham alirlar. Bu tiir
membranlarda, doganin milyarlarca yil boyunca gelistirmis oldugu stratejilerin
avantajlari, gegirgenlik verimliliginin ve se¢iciligin artirilmasi i¢in  kullanilir.
Membran proseslerini gelistirmek amaciyla yapilan biyomimetik membran

calismalar1 umut vaadetmektedir [3].



2.2. Membran Teknolojileri

Su, biitiin ayirma proseslerinde temel bilesendir ve uygulamaya baglh olarak
gerecken suyun saflik derecesi de degisebilir. Membran prosesleri biyoteknoloji
alaninda oldukg¢a genis bir kullanima sahiptir [10]. Membranla ayirma prosesleri, su,
enerji, ilag ve daha bir¢ok endiistriyel uygulamalarda énemli bir rol oynamaktadir.
Desalinasyon yontemlerinden biri olarak da kullanilan membran teknolojileri,
degisik endistriyel sektorlerde kullanilan 6nemli bir seperasyon yontemidir. Ayrica
membranlar kaliteli ve diisitk maliyetli su elde etmek i¢in geleneksel yontemlere
alternatif olusturmaktadirlar [11], [12]. Membran teknolojileri, su kitlig1 problemine
¢cozlim {iretebilecek bir yontem olmakla beraber verimlilik ve enerji minimizasyonu
acisindan iyilestirilmelidirler [13].

Membranlar sivilarda faz degisimi olmadan hem ayirma hem de bilesenlerin
konsantrasyonunu gergeklestirmek igin benzersiz bir firsat sunarlar [14]. Ayrica,
diinya genelinde verimli kentsel ve endiistriyel atiksu aritimi igin en giicli
teknolojilerden biri olarak kabul edilmektedirler [15]. Atik su aritimi i¢in, membran
biyoreaktorler bazi avantajlar saglarlar. Bu avantajlar; ¢ikan atiksuyunun yeterli
derecede 1yi aritilmis olmasi, hacimsel organik yiiklemenin daha fazla olmasi, daha
az ¢amur iiretimi ve ayakizinin daha kii¢iik olmasidir [16], [17]. Membranlar ayrica
atik sudan N ve P geri kazanimi gibi ¢esitli sivilardan nutrientlerin geri kazanim igin
de kullanilabilirler [18].

Membran prosesleri ¢ogunlukla atik su aritimi ve desalinasyon amaglari igin
tercih edilmesine ragmen, ¢esitli endiistrilerde farkli amaglar i¢in kullanilmistir.
Biyodizel yakitin kalitesini yiikseltmede ve safligin1 saglamadaki yetenegi nedeniyle,
membran teknolojisi biiyiik ilgi gormistiir [19]. Bu teknoloji, biyodizel kalitesini
artirmak i¢in serbest asit metil esterlerden gliseroliin ayrilmasinda kullanilir [20].
Membran prosesleri orta sicaklik ve basinglarda calistifindan, diger geri kazanim
proseslerine gore avantajlart fazladir ve hafif bir immobilizasyon veya ayirma
metodu sunmaktadirlar [10], [21], [22]. Siit endiistrisindeki uygulamalar, amino
asitlerin veya proteinlerin geri kazanilmasini [23], [24], proteinlerin pargalanmasini,
buharlagsma oncesi {iriinlerin konsantrasyonunu, suyun geri kazanilmasini ve gida
endiistrisi atiklarindan besleyici olarak 6nemli maddelerin giivenli bir sekilde

islenmesini igerir [25]. Seker isleme prosesi, gida ve kimya endiistrisindeki enerji



yogunlugu en yiiksek islemlerden biridir. Bu nedenle, membranla ayirma islemleri
farkli uygulamalardan olusabilir. Bununla birlikte, seker isleme proseslerinde yiiksek
hacimli pompanin gerekliligi, membran islemlerinin kullanim1 i¢in bir sinirlama
olusturmaktadir.

Membran prosesleri, yiiksek stabilite, verimlilik, diisiik enerji gereksinimi ve
kullanim kolayligi nedeniyle su aritmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir [13].
Elde edilmek istenen su kalitesine gore tercih edilmesi gereken membran prosesi de
degisiklik gosterir. Membranlar kullanim amacina ve gozenek boyutuna gore
mikrofiltrasyon (MF), ultrafiltrasyon (UF), nanofiltrasyon (NF) ve ileri filtrasyon
(Ters ozmos filtrasyonu) olarak siniflandirilabilirler. Yapisal olarak ise seramik veya
polimer yapida olabilirler.

Mikrofiltrasyon membranlari, gézenek boyutlar1 0,1 ile 1,4 pm araliginda olan
ve mikron ile mikrondan daha kiiciik parcaciklart ayirmak i¢in kullanilan
membranlardir. Capt 0.05 ile 2 pm araligindaki makro molekiillerin ve askida
katilarin ayrilmasini saglarlar. Nisasta, bakteri, yag, maya, alg ve benzeri maddeler
MF ile giderilebilir. Segici gegirgenlik icin ihtiya¢ duyulacak basincin diisiik olmasi
(0.2-0.5 bar) harcanacak enerji miktarin1 da diisiiriir. Atik su aritimi igin verimli bir
filtre gorevi goren MF membranlart gida atik suyu ve kirli yiizeysel sularin
aritilmasinda ¢ok verimli olmayabilir. Bunun yerine UF membrani tercih edilebilir.
Ieme ve kullanma suyu amaciyla MF kullanilmas1 durumunda ¢ikis sularinin mutlaka
dezenfekte edilmesi gerekir. Cilinkii viriis gibi kiigiik boyutlu bilesenler rahatlikla
gecebilmektedir.

Ultrafiltrasyon membranlari, gecirilen sivinin saflastirilmasi veya membran
tarafindan  tutulan maddelerin  konsantre hale  getirilmesi amaci ile
kullanilmaktadirlar. Membran porlarinin boyutlari 0.05-1 nanometre arasinda degisir.
UF membranlarinda iist tabakay1 destekleyen bir alt tabaka bulunur. Filtrasyon iist
tabakada meydana gelmektedir. Bakterilerin ve viriislerin giderimi i¢inde kullanilan
UF membraninda basing artis1 akiy1 da arttirir.

Nanofiltrasyon membranlari, 0.001-0.005 um ¢apl divalent iyonlarin gegisini
engellerken, monovalentlerin gegisine izin vermektedir. Aritilmak istenen suda renk,
koku, tat olusumuna neden olan bilesiklerin giderilmesinde verimlidir. NF
membranlart ile kirleticiler yiiksek oranda giderilir. Desalinasyon i¢in uygundur
¢linkil tuzlar1 da tutabilir. Uygulanmasi gereken basing ise ters ozmos prosesine gore

daha diisiiktiir. Membran gozenekleri nano boyutta oldugu igin basing ile
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cozeltilerden iyonlarin ayrilmasinda kullanilabilir. Proses RO’ya benzer ancak enerji
tilketimi daha diistiktiir. Nanofiltrasyon i¢in umut vaat edici perspektifler olmasina
ragmen, i¢gme suyu iiretiminde, atik su aritiminda, gida, kimya ve ila¢ endiistrilerinde
hala biiylik 6l¢ekli uygulamalar1 yavaglatan ¢dziilememis problemler mevcuttur. Bu
problemler 6 baslikta siralanabilir: 1-Membran kirlenmesini 6nlemek ve iyilestirme
olanaklari, 2-elde edilen ¢ozeltilerin ayrilmasini saglamak, 3-konsantre maddelerin
daha fazla aritilmasi, 4-membranlarin kimyasallara direnci ve limitli kullanim 6mrii,
5-su artiminda kirleticilerin yeteri kadar itilememesi, 6-modelleme ve simiilasyon
araglarma duyulan ihtiya¢. Nanofiltrasyon arastirmalarinda bu bagliklara oncelik
verilmesi tavsiye edilmektedir [11]. Nanofiltrasyon membranlart saflagtirmadan ¢ok
ayristirma islemleri gibi zorlu uygulamalarda kullanilabilir. Monovalent tuzlari
multivalent tuzlardan daha az ittigi oOgrenildiginden bu yana nanofiltrasyon
membranlarinin tuz ayristirma i¢in kullanilabildigi iyi bilinmektedir [26].

fleri ozmos prosesi, dogal osmotik basing farkindan yararlanilarak seyreltik
cozeltiden derisik ¢dzeltiye suyun akmasina dayanir. Ileri ozmos igin herhangi bir
hidrolik basing gerekmez ve tuzlulugu yiiksek, kirli sular bu sekilde arrtilir [27]. Tleri
ozmos teknolojileri ile suyun yeniden kullanimi [28], [29], ¢ikarilan suyun aritimi
[6], [30], tuzlu su aritimi [31], [32] ve sifir sivi desarji saglanabilmistir [33], [34].

Hollow fiber membranlar, ileri 0zmoz prosesinde kullanildiginda, yiiksek
sizdirmazlik orani ve kendinden destekli yapilart nedeniyle ultrafiltrasyon, diyaliz ve
gaz ayrimi i¢in biiylik umut vadetmektedirler [35]. Akuaporin igeren ileri ozmos
hollow fiber membran performansinin diger hollow fiber membranlara gore aki ve
tuz itme bakimindan daha iyi oldugunu belirten ve diger biyomimetik membranlar ile
karsilastirilmasini tavsiye eden bir ¢alisma mevcuttur [36].

Cok disiik molekiil agirligina sahip maddelerin giderimi igin ters ozmoz (RO)
prosesi kullanilmaktadir. Normal bir ozmos (diyaliz) prosesinde, su, saf su
tarafindan, konsantre ¢ozelti tarafina akma egilimindedir veya suyun ¢ok bulundugu
ortamdan, az bulundugu ortama dogru gecer. Bu gecis siireci ozmotik denge
saglanana kadar devam eder.

Ters ozmos prosesinde ise su, basing yardimi ile, kirletici veya ¢Oziinmiis
madde konsantrasyonu yiiksek olan taraftan membranin karsi tarafina gecirilir. Diger
bir deyisle su, basin¢ yardimi ile yogun ortamdan ayrilip daha az yogun bir ortama

gecirilmis olur. Basing yogun cozelti tarafindan uygulanir. Sonug olarak kirleticiler



ya da bilesenler membran tarafindan tutulur ve ¢dzelti temizlenmis olur. Bu olaya
ters ozmos veya hiperfiltrasyon denir.

Bununla birlikte ters osmoz membranlar1 fazla enerji tiiketimi gerektirir. ileri
osmoz membranlar1 ise genis membran yiizey alami gerektirir. Bunlar ticari olarak
kullanilan ters osmoz ve ileri osmoz membranlarinin diisiik verimlilik nedenleridir
[34].

Gozenekleri 0.1 nm ile 1.5 nm ¢ap araliginda olan membranlar ters 0zmos i¢in
kullanilir. Nano boyutundaki bu gozeneklerden diisiik molekiil agirhigindaki
bilesenler gecemez ancak bazi solvent ve viriisler gecebilir. 30-100 bar arasinda
basing uygulanablir, 10 bara kadar diisiik basing ile yapilan yeni ¢alismalarda verimli
sonugclar elde edilmektedir.

Uygulanan yiiksek basin¢ sayesinde membran yiizeyi ile siiziintii akis1 arasinda
molekiiler siirtiinme artmaktadir ve bdylece nano boyutlu gézeneklerden sadece su
ve gozenekten daha kiigiik boyutlu bilesenler gecebilir. Diger bilesenler membran
tarafindan tutulur. RO membranlar biitlin ¢6ziinmiis organik ve inorganik bilesenleri
tutabilir. RO i¢in uygulan basing, yeni teknolojik gelismeler sayesinde 10 barlara
kadar diisiiriilebilmistir. Ters ozmos sistemleri, su kalitesini iyilestirmek, atik sulari
aritmak, deniz suyundan i¢gme veya tatli su elde etmek, sularin sertligini gidermek
amaglari ile uygulanmaktadir.

Diger taraftan biyolojik membranlar, hiicrelerin sinirlarii tanimlar ve segici
gecirgenlik saglayarak hiicrenin gevresi ile etkilesimini kontrol ederler. Biyolojik
membranlarin etkin 6zellikleri, sentetik membranlarla ilgili ¢caligmalarin bu yonde
ilerlemesini saglamistir. Bowen, 2006 yilindaki makalesinde segicilik ve gecirgenlik
bakimindan biyolojik membranlar1 taklit edecek olan bir biyomimetik membranin
gelistirilmesini tavsiye etmistir [37]. Kisa bir siire sonra Kumar ve arkadaglari [5]
akuaporin denilen yapilarin sentetik membranlara katilmasiyla olusturulan

biyomimetik membranlar hakkinda bir makale yayinlamislardir.

2.3. Desalinasyon

Yeryiizlinlin neredeyse % 70’ini deniz ve okyanuslar kaplamaktadirlar.
Diinyadaki su kaynaklarmin ise yaklasik olarak % 97’sini olusturmaktadir. Deniz

suyu Diinya’da bol olmasmma ragmen kullanom ya da igme suyu olarak



kullanilmamaktadir. Bunun nedeni deniz suyu igeriginin i¢gme ve kullanim suyunun

olmasi gereken standartlarindan farkli olmasidir.

Tablo 2.1: Deniz suyunun igerigi.

Deniz suyunun icerigi | Konsantrasyon (%)
Kalsiyum 0.042
Magnezyum 0.13

Sodyum 1.07

Potasyum 0.04

Bikarbonat 0.015

Stlfat 0.27

Klorir 1.94

Bromar 0.007

Toplam 3.5

Deniz suyundaki tuz igeriginin ters ozmoz i¢in énemi vardir. Tuz ters 0zmoz
islemi sirasinda membranda birikerek tikanmasina sebep olur [38].

Artan tath su kithigr ile birlikte deniz suyu gibi tuzlu sularin tuzsuzlagtirilmasi
islemine verilen 6nem artmistir. Cesitli tuz giderme teknolojileri arasinda ters osmoz
(RO), diger teknolojilere kiyasla onemli Olciide daha diisiik enerji tiiketimine
sahiptir. Bununla birlikte, deniz suyu aritimi ic¢in tasarlanmis son teknoloji RO
membranlari, nispeten diisiik su gegirgenligine sahiptir ve bu problem membran bazli
desalinasyonda RO membranlarinin performanslarmi smirlamaktadir. Bu nedenle,
yiiksek performansli RO membranlarinin gelistirilmesi, desalinasyon alanindaki
oncelikli aragtirma konularindan biri haline gelmistir [4].

Desalinasyon proseslerinde kullanilan geleneksel membranlar, gegirgenlik ve
secicilik arasinda bir “denge” etkisi olan yogun polimerik filmlerdir [13]. Genel
olarak desalinasyon islemleri, faz degisimi (termal islem) ve membran prosesleri
olmak iizere iki ana tipte siniflandirilabilir. Faz degisim islemlerinden bazilari, ¢cok
asamali sok damitma, c¢ok islemli damitma, buhar sikistirma, dondurma,
nemlendirme-kurutma ve giines enerjili damitmadir. Membran bazli islemler ters

ozmoz, membranla damitma ve elektrodiyalizdir. Ters ozmoz isleminde gerekli
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basing, tuzlu su c¢ozeltisinin kaynagimin tuz konsantrasyonuna baglidir; deniz
suyunun tuzdan aritilmasi i¢in normalde 70 bar civarindadir [39]. Ancak son
caligmalar ile birlikte ters ozmoz islemlerinde uygulanan basing 10 bara kadar

diistiriilmiis ve verimli sonuglar alinmistir [37].

2.4. Akuaporinler

Akuaporinler hiicre zarlarinda bulunan ve su molekiillerinin gegisine izin veren
ancak iyonlarin ge¢isini engelleyen proteinlerdir [1]. Son bulgular, aguaporinin
roliiniin su hareketi ile sinirli ya da baglantili olmadigin1 gostermektedir. Bazi
izoformlarin yanisira {ire gibi noniyonik, kii¢iik notr ¢oziinenlerin transportunda ve
nitrat, klorlir ve amonyak gibi iyonlarin ge¢isinde de rol oynarlar [40]. Bu
proteinlerin daha bir¢ok O6zelligi ortaya ¢ikarilmayir beklemektedir. Yeni bulgular,
endistriyel kullanimlar i¢in tercih edilen daha verimli biyomimetik membranlarin
gelistirilmesinin 6niinii agacaktir [41].

Fonksiyonlarina gore genel olarak iki ana grupta siniflandirilabilirler. Birinci
grup ¢ok iyi su gegirgenligine sahip olan klasik akuaporinlerdir. Ikinci grup ise hem
su hem de gliserol gecirgenligi olan akuagliseroporinlerdir. Akuagliseroporinlerin
gozenek capi, klasik akuaporinlerinkinden biraz daha biiyiiktiir ve gézenek, bir klasik
akuaporin gozenegi ile Kkarsilastirildiginda nispeten hidrofobik yapilar ile
astarlanmistir. Birgok bakteri her tiirden birine sahiptir. Ornek olarak Escherichia
coli klasik AkuaporinZ ve akuagliseroporin GlpF kanallarina sahiptir [13].

Su kanal proteinleri olan akuaporinler hiicre zarlarinda ¢ift yonlii bulunurlar ve
hiicrelerin igindeki ve disindaki suyun akisini diizenlerler [42]. Biyolojik membranlar
bu proteinler sayesinde ozmotik basing gradyani boyunca en etkili su transfer yolunu
ortaya koyarlar [4]. Yiiksek su gecirgenlikleri ve etkili segicilikleri nedeniyle
akuaporinlerle yapilan ¢alismalar her gegen giin artmaktadir. AQP'lerin kesfinden bu
yana, bu proteinin membran teknolojisinde bir bilesen olarak kullanilmasi konusuna
biiyiik ilgi gosterilmistir. Membran prosesleri, yiiksek stabilite, verimlilik, nispeten
diisiik enerji gereksinimi ve kullanim kolaylig1 nedeniyle su aritiminda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, performans diisiisii ve secicilik-gecirgenlik
dengesinin saglanmasi gibi dezavanlajlar1 gidermek i¢in daha fazla arastirmaya

ihtiyag vardir [1].



Aquaporinler uygun sartlarda iyonlar1 iten su kanallarini olustururlar [5]. Su,
kanaldaki gozenekten, bitisik su molekiilleri arasinda hidrojen baglar1 olan tek bir
kirilmamis molekiil kolonu olarak gecer. Bu su molekiilleri H3O" seklinde protonlari
da tasiyabilir. Bununla birlikte, su ile birlikte gelen bu protonlarin akisi,
aquaporinlerden gegerken onlenir. Bu nedenle akuaporinler, sentetik polimerik
membranlara dahil edilerek su akisini iyilestirme potansiyeline sahiptirler [42].
Kumar ve arkadaslar1 bir takim karakterizasyon deneyleri ile akuaporinlerin su
gecirgenliklerini  belirlemis ve desalinasyon membrami  gelistirmek igin
kullanilabilecegini belirtmistir. Caligmalarinda rekombinant E. coli’den elde edilen
akuaporinZ proteinleri saflagtirilarak lipozomlarin igerisine gomiilmiis ve
proteolipozomlar olusturulmustur. Olusturulan proteolipozomlarin su
gecirgenliklerinin 90 kat arttig1 gézlemlenmistir [5].

Suni membranlarin canlt membranlari taklit edebilmesi amaci ile akuaporinler,
bir ince film amfifilik tabaka olusturularak ya da proteolipozomlar ile membran
yiizeyine kaplanabilmektedir [4], [43]. Boylece suni membranlarin yiizeyleri
akuaporinler ile modifiye edilerek yiiksek performansli biyomimetik membranlar
gelistirilmektedir. Akuaporin bazli biyomimetik membranlar yiiksek su akisi ve
¢ozlinlir maddeleri itme Ozellikleri nedeniyle desalinasyon icin iimit vadeden bir
teknoloji olarak goriilmektedir.

Akuaporin ile modifiye edilmis membran caligmalarinda {retiminin kolay
olmasi nedeniyle genellikle E. coli’nin akuaporinZ proteini kullanilmaktadir.
Literatiirdeki bu ¢aligmalarda akuaporinZ proteininin membran verimliligini
arttirdigr gozlemlenmistir [5]. Alternatif olarak, ince film kompozit AQP bazlh
biyomimetik (ABM) membranlar, arayiizey polimerizasyonu yontemi ile yapilabilir.
Araylizey polimerizasyonunda belli miktarda proteolipozom igeren m-phenylene-
diamine (MPD) ¢6zeltisinin, ince ve yogun bir se¢ici gegirgen tabaka olusturmak icin
tri-mesoyl chloride (TMC) ile reaksiyona girmesi saglanir. Boylece proteolipozomlar
secici gecirgen tabakaya gomiilmiis olurlar. Boylece, secici gecirgen tabakanin
coziinen madde gecirgenligi olumsuz yonde etkilenmezken su gegirgenligi

artabilmektedir [43].
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2.4.1. Akuaporin Yapisi ve Calisma Mekanizmasi

Viicut agirligimizin % 70’ini su olusturmaktadir. Farkli anatomik bolgelerde
diizenli s1v1 dengesini saglamak i¢in uygun su dagitimi gereklidir. Bu nedenle hiicre
zarlarinin su gegirgenliginin dogru sekilde diizenlenmesi yasamimiz i¢in temel bir
gerekliliktir. Su kanal proteinleri olan akuaporinlerin kesfi, trans membran su
hareketinin molekiiler mekanizmalar1 hakkinda yeni bilgiler saglamistir [44].
Secicilik, gecirgenlik oranlar1 ve gecit mekanizmalari, kanal proteinlerini karakterize
eden {i¢ 0zelliktir. Akuaporinler suyun transferi i¢in hassas bir segicilik gosterirler ve
hatta hidronyum iyonlarini (H3O") iterler [45].

Aquaporinler, kii¢iik, hidrofobik, i¢ membran proteinleridir. Akuaporin yapisi
icin ‘kum saati’ modeli Ongoriilmistiir [45]. Akuaporinlerin agiklik kisimlarinda
genisleyen, orta kisminda ise daralan porlari vardir. Bu daralma, kiicliik, notr
cOziinenlerin gecisine izin verirken protonlar veya diger iyonlar gibi yiikli
molekiiller i¢in yliksek bir dielektrik bariyere yol agar [42]. Aquaporinler fosfolipid
hiicresel membranlara baglanir, bdylece su biyolojik zarlardan serbest¢e gegebilir
ancak iyonlar gegemez [4]. Akuaporinler membranda homotetramerler seklinde
bulunurlar. Homotetramerlerin her bir monomeri alt1 tane membrani ¢evreleyen a-
heliks bolgesi igermektedir. Bu boélgeler, sitomplazmik yonlii amino ve karboksi
uclan ile belirgin bir su gozenegi igermektedir. Memelilerde 11 civar1 akuaporin
tespit edilmistir [44]. Baz1t memeli akaporinleri (6rnegin, AQP1, AQP2, AQP4 ve
AQP5) suyun gecisi i¢cin oldukca segici goriinmektedir, digerleri ise
(aquagliseroporinler) gliserolii (6rnegin, AQP3 ve AQP8) ve daha iri ¢oziinmiis
maddeleri transfer ederler (AQP9). Memeli akuaporinlerinde 6ngoriilen monomer
boyutlar1 26-34 kDa arasindadir [46].

Akuaporinlerin aminoasit dizilimi, iki sira asparagin-prolin-alanin (NPA), tek
sira “‘AEFL”’ ve “HW[V/I] [F/'Y] WXGP’’ dahil olmak iizere bir¢ok korunmusg
yapili motifler gostermektedir. Aminoasit ve karboksi uclari hiicre i¢ine dogru
oldugundan tekrarlar birbirlerine 180° dénmiislerdir. Membranin karsilikli iki
yizeyinde iki tane hemipor konumlanmistir ve bu hemiporlar orta kisimda
ortigmistiir. Bu yapry1 altili a-heliks yapisi ¢evrelemistir [45]. Memeli aquaporinleri

arasindaki genel amino asit degisiklikleri % 19-% 52 arasindadir [46].
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Xenopus laevis oositlerinde su kanal proteininin (AQP1) ilk kesfi ile su kanal
proteinlerinin molekiiler yapis1 da ortaya konmaya baslamigtir [44]. Akuaporinler
vasitasiyla su transferi genellikle Xenopus laevis oositlerindeki CRNA akuaporininde
ozmotik bir sisme deneyi ile Olgiiliir. Ayrica saflagtirilmis akuaporin igeren
proteolipozomlarin su transferi akis durduran 11k sagilimi deneyi ile 6lgiilebilir [46].
Eger akuaporin su kanali dar silindirik bir kanal ise, klasik teoriye gore kanal cap1
3.8 A’dur [47]. Teorik islemlerde agik¢a goriilsede, 3.8 A c¢apli pordan su
gecebilirken daha biiyiik ¢apli molekiillerin gecemeyecegi deneysel olarak da
bulunmustur. Aquaporinlerin oositlerden ekspresyonu ile tek kanalli su gegirgenligi
kantitatif olarak analiz edilebilmistir [46]. Aquaporin 1, su taginiminin bir gézenekte
ozmoz yoluyla gerceklestigi diislinlilen bir membran protein smnifidir. Son
zamanlarda AQP1’in karbon dioksiti de transfer edebildigi One siiriilmektedir.
AQPI’in atomik yapisi suyun akuaporinden gectigini ama protonlarin gegmedigini
gostermistir. Herbiri belirgin bir dagilima sahip 11 adet memeli akuaporini
belirlenmistir ve bu akuaporinler suya ya da su ve gliserole karsi secici gecirgendirler
[44].

Akuaporinlerden su gegisinde protonlar, sabit ve tek sira zincir halinde, art arda
hidrojen bagli su molekiilleri ile gecici olarak etkilesime girerek bir kanali
gegebilirler. AQP1 kanalinin iki ana 6zelligi, siirekli hidrojen bagli su molekiilleri
zincirinin olusumunu 6nler. Proton ge¢isinin ilk engeli, AQP1 boyunca su yolunun
en dar kisminda gerceklesir. Iki tabakanin ortasindan yaklasik 8 A yukarida, kanal,
Arg-195, Phe-56 ve His-180 karsilikli zincirleri ile kaplanmistir. Buradaki Arg-195,
protonlu suyu (HszO") itmek i¢in gii¢lii bir pozitif yiik tagir. Molekiiler dinamik
simiilasyonlar, hidrojen bagli su zincirlerinin Arg-195’e yakin kesildigini ortaya
cikarmigtir. His-180, su gegirgenligine sahip her memeli akuaporininde bulunur ve
gozenek c¢apini noétral pH’da bir kismi pozitif yiik ile siirlar. Buna karsilik, bu
pozisyondaki ¢ok fonksiyonlu akuaporinler daha genis c¢aplara sahiptir.
Akuagliseroporinlerdeki GlpF, His-180'e benzer pozisyondaki bir glisin yapisi ile,
gliserol gibi poliollerin uzunlamasina gegisine izin verecek sekilde yaklasik 1 A daha
genis bir gozenek c¢apina sahiptir. Proton gecisindeki ikinci engel ise AQPI
merkezinde birlesen hemiporlardaki NPA motifi iceren iki kisa heliks gozenegi
tarafindan olusturulan giiclii dipol yapidir. Burada 6nemli olan, bu kismi yiiklerin ve
Asn yapilarin kanaldan gegen su molekiillerini yeniden yonlendirmesidir. Bu dipol

yonlendirme su molekiilleri ile lstiinde ve altindakiler arasindaki hidrojen bag:
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etkilesimlerini bozarak proton iletkenligi olasiligin1 gidermektedir. Cok az istisna
disinda, iyonlar akuaporinleri gecemezler.

Teorik olarak sudan arinmis iyonlar 2.8 A capindaki bir gézenege sigabilir.
Sudan armmis bir sodyum iyonunun ¢ap1 1.9 A’dir. Buna ragmen su ile birlesmis
sodyum iyonlarmin cap1 7.16 A’dir. Dar gdzenekli katyon kanallar1 iyonlar:
susuzlastirmak i¢in mekanizmalara sahiptir. Buna karsilik, AQP1, gézeneklerin her
bir tarafinda dort karbonil oksijen atomu igerir. Boylece su molekiillerini ¢ozeltiden
cekebilmesine ragmen, kanalin en dar kismindan gegemeyecek olan iyonlar1 kismen
dehidrate edebilir. Tek bir su molekiilii siitunu, kanal igindeki 20 A genisliginde
bulunur [45].

Sekil 2.1°de koyu renkli 4 su molekiilii gézenek astar1 ile diger kisimlarin
etkilesimini gostermektedir. Hiicre dis1 ve hiicre i¢i su molekiilleri daha soluk renk
ile gosterilmistir. Ug ozellik kanalin suya karsi segiciligini belirtir: 1-Boyut
kisitlamasi: Kanalin orta noktasmin 8 A yukarisinda por ¢apinin 2.8 A’a (yaklasik bir
su molekiil ¢ap1 kadar) daralmasi, 2-Elektrostatik itme: Porun en dar kismindaki
korunmus yap1 (Arg-195) protonlanmis su (H3O™) dahil olmak iizere katyonlara bir
engel olusturur. 3-Suyun dipol yapisinin yeniden diizenlenmesi: Kanalin orta
noktasinda iki tarafli heliks yapilar bir araya gelerek su molekiillerini yeniden
diizenleyen pozitif yiikli dipolleri bu noktada saglarlar. Tek sirali su molekiil

zincirinde hidrojen baglarinin bozulmasi proton iletkenliginin olusumunu 6nler [45].
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Sekil 2.1: Bir AQP1’in alt birimi igerisindeki kanal yapisinin sematik gosterimi
(sagittal kesit).
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Segici su kanali proteinleri olan aquaporinlerin kesfedilmesi, bu proteinlerin
yeni membran tipleri igin yap1 taslar1 olarak kullanilmasina tesvik olusturmustur ve

son zamanlarda aragtirmalar bu yonde gelismistir [13].

Sekil 2.2: Akuaporin monomerinin genel yapisi.

2.5. Akuaporin Bazh Biyomimetik Membranlar (ABM)

Membran teknolojisindeki sinirlamalarin  {istesinden gelmek ig¢in, yeni
membranlar tasarlanmis ve kimyasal veya biyolojik yapilar modifiye edilmistir. Bu
yeni modifikasyonlardan biri, aquaporinlerin membran yapisina dahil edilmesidir.
Aquaporinler, archaealar, bakteriler, bitkiler, bocekler ve memeliler dahil olmak
tizere her tiir organizmada mevcut bulunan i¢ hiicre zar1 proteinleri ailesindendirler
[48], [49].

Aquaporinlerle hazirlanan biyomimetik membranlar, 6zellikle desalinasyon
islemleri i¢in tasarlanmis ve Uretilmistirler. Yiiksek hacimli prosesler i¢in anahtar bir
parametre olan membran akisini iyilestirirler. Genellikle, Escherichia coli akuaporini
olan AgpZ, kolay elde edilmesi nedeniyle ¢calismalarda tercih edilir.

Akuaporinler oldukga iyi su gecirgenligine ve coziinenleri itme yetenegine
sahip su kanal proteinleridir ve bu 6zellikleri ile yiiksek performansli biyomimetik
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membran hazirlanmasinda biiyiik ilgi gérmektedirler. Stirekli artan bu ilgiye ragmen
hatasiz bir akuaporin bazli biyomimetik membran (ABM) gelistirmek kolay degildir
[4]. Aquaporin bazli bir membran teknolojisi gelistirmedeki en biiyiikk zorluk,
aquaporin proteininin yalnizca birka¢ nanometre kalinliginda bir membrana
yayllmasindan kaynaklanmaktadir. Boyle ultra ince membranlar, énemli baskilara
dayanamayacak ve destek yapilar olmadan endiistriyel olarak
6l¢eklendirilemeyecektir. Membran performansi, 6lgeklenebilirlik ve uygun maliyetli
iiretim saglanirken, aquaporin proteinlerini uyumlu malzemelere dahil etmek, basarili
bir teknoloji gelisimi i¢in ¢ok 6nemlidir [13]. Genel olarak, AQP'leri ultra ince bir
amfifilik lipid filme veya proteolipozomlara (protein igeren vezikiiller) dahil ederek
dogal hiicresel membranlar taklit etmek icin yapay bir membran gelistirilebilir.
Ardindan proteolipozomlar, mikro gozenekli bir substrat tarafindan desteklenen
secici bir tabakaya dahil edilebilir. ince film kompozit (TFC) bir ABM hazirlamak
icin arayiizey polimerizasyon yontemi kullanilabilir. Bu yontemde Akuaporin igceren
proteolipozomlar m-fenilen-diamin (MPD) sulu ¢ozeltisine ilave edilir. Kontrol
membranlari ise akuaporinsiz ya da inaktif akuaporinli olarak ayni sekilde hazirlanir.
Membranlarin ayirma performanslart ters osmoz deneyleri ile Olgiilebilir. 5 bar
basing ile yapilan ¢apraz akisli ters osmoz deneylerinde ABM performansinin
kontrole kiyasla ¢ok daha iyi oldugu goriilmiistiir. Ayrica bazi tuzlu su ayirma
islemleri icin iiretilmis ticari ters osmoz membranlar ile kiyaslandiginda da TFC
ABM’nin performansi yiiksek bulunmustur. ABM’nin mevcut RO membranlarina
kiyasla iki kat daha yiliksek bir su gegirgenligine potansiyel olarak ulasabilecegi
tahmin edilmektedir. Buna ragmen, genis membran alanina sahip hatasiz ABM
tiretmek zordur [4].

Araylizey polimerizasyon yonteminde tuz iten poliamid tabaka olusturmak i¢in
MPD ve TMC kimyasallart monomer olarak kullanilirken akuaporin igeren

proteolipozomlar segici su kanallarini olusturmaktadir [4].
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1,3= Trimesoly Chloride Cross-linked network structure
Diaminobenzene (TMC)
(MPD)

Sekil 2.3: Arayiizey polimerizasyon yontemi.

Sekil 2.4: Arayiizey polimerizasyon yontemi ile olusturulmus itme tabakasinda
lipozomlarin konumu ve su gegisi.

2.6. Halofilik Bakteriler ve Halomonas elongata

Mikrobiyal diinyada bir¢ok ekstremofil bulunur. Ekstremofiller bes kategoriye
ayrilabilir; termofiller, asitofiller, alkalifiller, halofiller ve psikrofiller. Bu kategoriler
acikca mikroorganizmalarin kullandigi habitatlar1 géstermektedir [50]. Ekstremofilik
mikroorganizmalarin birgogu biyoteknolojik ve ticari kullanimlar i¢in uygun
ozelliklere sahiptir [51]. Ekstremofilik mikroorganizmalardan halofiller, tuz
konsantrasyonu, okyanusun tuz konsantrasyonundan bes kat daha fazla olan
bolgelerde yasamlarini ~ siirdiirebilirler [52]. Halofiller ¢ok yiiksek tuz
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konsantrasyonlarina  sahip  ¢evrelerde  gelisebilen  organizmalardir.  Tuza
dayanikliliklarina gore halofiller; hafif, orta ve asir1 olarak kategorize edilirler [50].
Gibbons, asir1 halofilik bakterilerin sadece % 15'ten daha fazla (agirlik/hacim) NaCl
iceren ¢oOzeltilerde yasayabildigini belirtmistir. Yani bu bakteriler yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda hayatta kalirlar. Luria agar besiyerinde opak beyaz renkli
koloniler olustururlar ve tiim suslar NO* varhiginda anaerobik olarak biiyiiyerek
NO*’ii NO?*’ye indirgerler. Hepsi glikozu fermente ederler ancak siikroz, gliserol,
mannoz ve sellobiyozu oksitlerler. Biitiin suslar ornitin ve lisin dekarboksilaz pozitif,
katalaz pozitif ve sitokrom oksidaz negatiftir [53]. Son yillarda, halofilik
mikroorganizmalarin kullanimi énemli 6l¢lide artmistir. Halofillerden gelen birgok
enzim, stabilizator ve degerli bilesikler, biyoteknolojik iiretim islemlerinin
gelistirilmesi i¢in avantajlar sunabilir [50].

Halofilik bir bakteri olan Halomonas elongata, Bonaire, Hollanda
Antilleri'nde, bir gilines tuzu tesisinden izole edilmistir ve yiksek tuz
konsantrasyonlarinda yasayabilen, gram (-) bir bakteridir. H. elongata genis bir tuz
konsantrasyonu araliginda hayatta kalabilen dolayisiyla ekstrem kosullara dayanikli
bir bakteri tliriidiir. Aerobik halofilik bakterilerin ¢ogu, nitrat1 alternatif bir elektron
alicis1 olarak kullanabilirler. Yani H. elongata nitrati nitrite indirgeyerek anaerobik
olarak biiyliyebilir. Ayrica H. elongata, NaBr ve NaNOs iceren besiyerlerinde, NaCl
iceren besiyerindeki gibi biiyliyebilmektedir. Uygun sartlarda optimum biiylime
sicakligi 30°C derecedir. Elektron mikroskobu ile yapilan c¢alismalarda, ortam
tuzlulugu artisinin, H. elongata'nin hiicre zar1 tizerinde biiyiik bir etkiye sahip oldugu
gbzlemlenmistir. Hiicre duvari, daha yiiksek tuzlulukta i¢ taraftan daha yogun ve

yapiskan hale gelmektedir [54].
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3. MATERYAL VE METOT

Bu c¢alismada H. elongata akuaporinleri kullanilarak biyomimetik membran
tiretilmistir. Biyomimetik membran iiretimi biyolojik membrandaki su transfer
mekanizmasinin sentetik membrana aktarilmasin1 igeren. Bu tez ¢alismasinda
kullanilan akuaporinini kodlayan H. elongata akuaporin geni daha 6nce pGEX-4T
(klonlama vektorii) vektoriine yerlestirilerek E. coli BL21’de klonlanmustir.
Klonlanan gen ifadesi GST-gen fiizyon proteini seklindedir. Daha sonra trombin ile
GST bolgesi kesilebilmektedir. GST yaklasik 26 kDa agirligindadir. GST bagh H.
elongata akuaporinleri 50 kDa civarinda bant olusturmaktadir [55]. Klonlanan
bakteriden akuaporinler saflastirilmis ve SDS-Page Jel analizi ile kontrol edildikten
sonra lipozomlara yerlestirilmistir. Lipozomlar proteinli ve proteinsiz olarak
tretilmistir ve su gegirgenlikleri akis durduran 1s1k sagilimi (Stopped-flow light
scattering) yontemi ile dl¢lilmiistiir. Daha sonra bu lipozomlar ve proteolipozomlar
polisiilfon membran yiizeyine ince film rehidrasyon yontemi ile kaplanmistir.
Proteolipozomlarin membran yiizeyine kaplanmasi i¢in ara yiizey polimerizasyon
yontemi ile itici bir tabaka olusturulmustur. Akuaporin kapli membranlarin akilart ve

tuz, glikoz, iire, gliserol itme performanslari ters ozmoz prosesi ile belirlenmistir.

3.1. Akuaporinlerin Hiicre Zarindan Saflastirilmasi

Aquaporinler, Erbakan et al. (2015) ’e gore saflagtirilmistir [56]. pGEX-4T-
HEAQP tasiyan E. coli BL21 hiicreleri 100 mg/mL ampisilin i¢eren, 10 mL Luria
Broth (LB) besiyerinde, 37 °C’de, bir gece boyunca inkiibe edilmistir. Ertesi giin
¢ogalan hiicreleri de iceren 10 mL besiyeri, yine ampisilin i¢eren, 1 L LB besiyerine
ekilerek bir gece daha, 37 °C’de, calkalanarak gogaltilmistir. Ertesi giin hiicreler
ImM konsantrasyonuna denk gelecek sekilde Isopropyl p-D-1-thiogalactopyranoside
(IPTG) ile 3 saat indiiklenmistir. Boylece hiicrelerin akuaporin genini ifadesi
hizlandirmigtir. Daha sonra hiicreler 8000 rpm’de 30 dakika santrifiijlenerek
¢oOktiiriilmiistiir ve siipernatant atilmistir. Cokmiis hiicreleri igeren pellet ise -32
°C’de, 1 gece bekletildikten sonra, uzun bir pipet yardimi ile 5 mL/L Lysis Buffer (1
mM MgSO* 100 mM K;HPO* 1 mM PMSF, 0.02 mg/mL RNase, 1 mg/mL
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lysozyme at pH = 7.0) igerisinde ¢ozdiriilmiistiir. Bu hiicreler 4 °C’de, 1 dakikalik
periyotlarla 30 dakika tamamlanacak sekilde, sonikator (Hielsher) ile par¢alanmistir.
Hiicre kalintilar1 ve pargalanmamis hiicreler 4 °C’deki santrifiijde, 10.000 x g’de 20
dk ¢oOktiiriilmiis ve siipernatant ayrilmistir. Siipernatantin igerisindeki membran
proteinlerini ¢oktiirmek amaci ile ultrasantrifiij kullanilmistir. Ultrasantrifiij islemi 4
°C’de, 100.000 x g’de 1 saat olarak gerceklestirilmistir. Ultrasantrifiijjden sonra
stipernatant dokiilmiis ve pellet bir tampon ¢ozeltide (% 5 Triton-X, 100 mM
K;HPO* (pH = 7.0), 200 mM NaCl, % 10 gliserol ve 2 mM B-merkaptoetanol
(BME)) bir gece bekletilmistir. Bir gece bekleyen numune, hafif karistirilarak tampon
icerisinde ¢Ozlinmesi saglandiktan sonra, 0.45 pm steril filtreden gecirilmis ve
glutation sefarose 4B (GE Healthcare) boncuklart ile inkiibe edilmistir. Bu boncuk
numune karisimi hacminin 6 kat1 kadar yikama ¢ozeltisi ile (100 mM K,HPO* (pH =
7.0), % 1 Triton-X, 200 mM NaCl, % 10 gliserol, 2 mM BME) yikanmis ve % 10
gliserol’lic 10 mM Reduced L-glutation icinde ayristirilmistir. Yikanan protein
numunesinin safligi, SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis) jel

analizi ile Ol¢iilmiistiir.

3.2. SDS-PAGE Jel Analizi

Proteinlerin safligi SDS-Page jel (SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis)
analizi kullanilarak belirlenmigtir. SDS-Page jel, % 12 ayirma jeli (separating gel) ve
% 5 toplama jeli (stacking gel) ile hazirlanmigtir. Saflastirilmis proteinler Coomassie
brilliant blue R250 boyasiyla 6 birim boya / 1 birim protein oraninda boyanarak jele
yiiklenmistir. Belirteg olarak bir kuyucuga da marker (Thermoficher page ruler
prestainedprotein ladder, Fermentas Prestained Protein MW Marker) yiiklenmistir.
Gii¢ kaynagindan ayirma jeline kadar 100 V, sonrasinda ise 200 V voltaj verilerek

proteinler jelde ytriitilmiistiir.
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3.3.Lipozom Hazirlama

3.3.1. Protein Icermeyen Lipozom Hazirlama

Lipozomlarin hazirlanmasinda ince film rehidrasyon yontemi kullanilmuistir.
Lipit olarak DOPC (1.2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine) (Avanti Polar Lipids
INC, Alabama, USA) kullanilmistir. DOPC, yuvarlak tabanli cam siseye
hazirlanacak  konsantrasyona uygun miktarda konulmus ve kloroformda
¢Ozdiirtilmiistiir. Rehidrasyon islemi i¢in sise dondiiriilerek igerisindeki kloroform
buharlastirilmistir. N, gazi ile tiim kloroform ugurulmus ve DOPC’nin cam yiizeyde
ince bir lipit film olusturmasi saglanmistir. Bu sekilde 4 °C derecede 1-2 saat daha
bekletildikten sonra istenilen son konsantrasyona gore 1X PBS (phosphate buffered
saline) (137 mM NacCl, 2.7 mM KCI, 10 mM NazHPO4, 2 mM KH2POyg) ile ince film
tabaka ¢Ozdiiriilmistiir. Lipitlerin daha iyi ¢oziinmesi i¢in vortex kullanilmistir.
Lipozom boyutlarinin ayni olmasi igin ¢ozelti 21 defa Ekstriidder (Avanti Polar Lipids
INC, Alabama, USA)’den gecirilmistir. Ekstriiderin igerisindeki membranin
(Whatman, Maidstone, UK) por ¢ap1 200 nm’dir.

3.3.2 Akuaporinli Lipozom Hazirlama

Protein igermeyen lipozom hazirlama asamalar1 vortex asamasma kadar
aynidir. Bu islemden sonra siseye akuaporin proteinleri eklenmistir. Bu protein/lipit
orani 1/200 olacak sekilde ayarlanmistir. Ayrica % 1 oraninda deterjan yani Octyl -
D-glucopyranoside (OG) (Sigma-Aldrich, USA) eklenmistir. Bu karigim oda
sicakliginda 1 saat bekletilmistir. Boylece deterjan lipitlerin yapisim1 bozmugstur ve
akuaporin proteinleri lipozomlarin igerisine niifuz edebilmistir. Daha sonra deterjani
uzaklastirmak i¢in Bio Beads (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA) boncuklari
kullanilmistir. Bu boncuklardan 6nce 0.05 gr eklenmis ve calkalayicida 1 saat
bekletilmistir. Ardindan 0.15 gr daha konularak yine 1 saat c¢alkalayicida
bekletilmistir. Sonra sivi kisim protein igermeyen lipozom hazirlanisinda yapildigi

gibi ekstriiderden gegirilmistir ve proteolipozomlar hazir hale gelmistir.
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3.3.3. Lipozomlarin Su Gegirgenliklerinin Tayini

Hazirlanan lipozom veya proteolipozomlarin su gegirgenliklerini dlgmek igin
SX20 akis durduran 151k sacilim spektrometre (Applied Photophysics, UK) cihazi
kullanilmistir (Sekil 3.1). Isik kaynagimin dalga boyu 590 nm olarak secilmistir.
Cihazda iki siringa mevcuttur. Bu siringalardan birine lipozom igeren c¢ozelti,
digerine 0.85 M NaCl igeren ¢ozelti konulmustur. Lipozom ¢6zeltisi, 8 atm azot gazi
basingli tuzlu su c¢ozeltisi ile karigtirllmistir. Osmotik basing farki sayesinde
lipozomlardan su ¢ikist olmustur ve bu su ¢ikis hizi sayesinde 151k sagilim1 meydana
gelmistir. Cihaz, bu 151k sagilimini Olcerek bir grafik olusturmustur. Bu grafigin
egimi olan k degeri hacim ile iliskili zaman sabitidir ve cihazdan okunarak asagidaki
esitlik araciligi ile lipozom ya da proteolipozom ozmotik gecirgenlikleri (Ps)
hesaplanmistir. PBS igerisinde tuz konsantrasyonu yiiksek oldugundan tuzun
konsantrasyonundan cikarilmasi gereklidir. Iletkenlik biriminin ps/cm’den mg/L ‘ye
cevrilmesi i¢in 0.64 sabit sayisi ile carpilmis ve iyon miktar1 hesaplanmistir. 0.85 M
NaCl iletkenligi 71197.7 pus/cm ve 1 X PBS iletkenligi 15950.2 ps/cm’dir.

Buradan;

Ailetkenlik,
71195.7 us/cm — 15950.2 us/cm = 55245.5 us/cm (3.2)
55245.5 us/cm x 0.64 = 35357.1 mg/L = 35.36g/L (3.2)
[NaCl] = (35.36 g/L)/(58.44 g/mol) = 0.61 M (3.3)

NaCl molekiilii 2 iyon igerdigi i¢in A = 1.2 Osm

Pr= k/(S/Vo XV, X AOsm) (3.4)

Burada S, lipozomlarin baslangi¢ yiizey alani; r, 87.4 nm (200 nm ¢apindaki
protein igermeyen lipozom i¢in Nano Zetasizer 6l¢iim sonucu); Vo, lipozomlarin
baslangic hacmi; Vu, Suyun kismi molar hacmi (18 cm®/mol); Aosm, lipozom
igerisindeki s1v1 ile lipozom disarisinda bulunan sivi arasindaki osmolarite farki ve Pr,

ozmotik gecirgenliktir.
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Sekil 3.1: Akis durduran 1s1k sagilim spektrometre prosesi.

3.4. Proteolipozom Iceren Membran Yapim

Membran olarak polisiilfon membrane (PS) kullanilmistir. Kaplama yontemi
ara yiizey polimerizasyonudur. Bu yontem ile PS membran ylizeyinde ince bir
kompozit, itici tabaka olusturulmus ve lipozomlar bu tabakanin igerisine
gdmiilmiistiir. ilk olarak % 1 MPD (m-Phenylene-diamine), % 0,1 SDS (Sodium
dodecyl sulfate) ve 1 mg/mL proteolipozom igeren MPD ¢6zeltisi hazirlanmis ve PS
substrati bu ¢ozeltiye 10 dakika maruz birakilmistir. Sonrasinda kaplanmis yiizey
horizontal olacak sekilde, oda sicakliginda 30 dakika bekletilmis ve azot gazi ile
tamamen kurutulmustur. Ardindan substrat ylizeyine TMC c¢ozeltisi (n-Heksan igine
% 0.1 Trimesoyl chloride) dokiilerek itici tabaka olusturulmustur. Kaplanan
membranlar bir gece akan musluk suyunun altinda bekletildikten sonra Milli-Q suda
muhafaza edilmistir.

Kontrol amaci ile proteolipozom igermeyen kaplanmis membran hazirlanirken

ayni iglemler uygulanmistir. Sadece MPD ¢ozeltisine proteolipozom eklenmemistir.
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Sekil 3.2: Proteolipozom igeren membran yapisi.

3.5. Basm¢h Ortamda Olii Uclu Filtrasyon Hiicresi ile
(Dead End) Ol¢iimler

Bu &lgiimler igin Sterlitech Corporation Olii uclu reaktdr sistemi (HP4750,
USA) kullanilmistir. Sistemde membran alan1 14.6 cm? ‘dir ve membrandan ge¢mesi
i¢in konulan s1v1 miktar1 250 mL’dir. Olii uclu reaktdr sisteminde bulunan yuvarlak
disk ile ayn1 dlgiilerde kesilmis membran, disk yiizeyine yerlestirilmis ve ekipmanlar
birlestirilmistir. Sisteme hava iceren basinghi tiipten 5 ve 10 barlik basinglar
uygulanmustir. Olii uglu reaktdr igerisindeki sivi deney siiresince 300 rpm’de
karistirllmistir. Cikis sivisinin miktar1 hassas terazi ile oOlgiilmiistiir. Asagidaki

esitlikler ile membranin aki (Jv) ve itme hiz1 (Jsr) hesaplanmustir.

Jo=V/A XAt (35)

Jsg = (Cing = Cepr) X Jy (3.6)
A =],/(AP — Am) (3.7)
B=(1/R-1) %, (3.8)

R = (C; — C,)/C; (3.9)
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Burada A, su gegcirgenligi; B, tuz gegirgenligi; R, itme orani; AP, uygulanan
basing (bar); A, membran ozmotik basing farki; Jv, membran akis1 (L/m?.sa); V,
belli bir zamandaki (L) siiziintii hacmi; A, membran alani1 (m?); At, deney sisteminin
calisma siiresi (sa); Jsr, Membranin itme hizi; Cin, besleme ¢6zeltisinin

konsantrasyonu; Ces, Siiziintii ¢dzeltisinin konsantrasyonudur.

3.6. Cozelti Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

3.6.1. Cozeltilerin Tuz Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Cozeltilerin iletkenlikleri, iletkenlik Ol¢en cihaz ile belirlenerek 0.64 sabit

sayist ile carpilmis ve mg/L biriminde iyon miktar1 hesaplanmistir.

3.6.2. Cozeltilerin Glikoz ve Gliserol Konsantrasyonlarinin
Belirlenmesi

Glikoz ve gliserol miktarlarin1 belirlemek amaci ile Lab Aliance Essence
marka HPLC kullanilmistir. Numuneler HPLC cihazinda o6l¢iilmeden once 0.45
um’lik filtreden gegirilmistir. Deneylerde her ikisi de 45 °C’de ¢alisan, kolon firimi
icine yerlestirilmis Tessek Polimer Sugar H form 8 pm seker kolonu ve refraktif
indeks detektorii kullanilmistir. Mobil faz olarak 4 mM siilfiirik asit ¢ozeltisi
kullanilmis ve akis hiz1 0.6 mL/dk olarak ayarlanmistir. Cihaza 6nce 6lgmesi gereken
maddenin ¢esitli konsantrasyonlarinda hazirlanmis standart ¢ozeltileri okutulmustur.
Boylece standart grafikler ve esitlikler elde edilmistir. Daha sonra 6lgmek istedigimiz
numunemiz cihaza okutulmustur. Standart grafikler ve esitlikler kullanilarak

konsantrasyon hesaplanmaistir.

3.6.3 Cozeltilerin Ure Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Ure konsantrasyonlarini belirlemek icin ilk olarak ii¢ adet ¢dzelti hazirlanmis
ve numaralandirilmistir.

Cozelti 1: 125 mL 0.25 N siilfiirik asit ve 12.5 gr ¢inko stilfat 1 L saf suda ¢oziiliir.
Cozelti 2: 0.75 N sodyum hidroksit ¢dzeltisi hazirlanir.
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Cozelti 3: 20 gr p-dimetilaminobenzaldehit % 96°1ik 1 L alkol ¢ozeltisine eklenir.
Daha sonra 100 mL hidroklorik asit tizerine eklenir ve karistirtlir.

Cozeltiler hazirlandiktan sonra konsantrasyonu hesaplanacak olan numune ve
100 mL’lik bir erlen alinarak karisim islemlerine baslanmistir. Erlene 24 mL 1.
¢Ozeltiden ve 3 mL numuneden konularak iyice karistirilmistir. Sonra 2. Cozeltiden 3
mL eklenmis ve homojen olana kadar karistirilmistir. Olusturulan yeni ¢ozeltiden 10
mL alinarak 0.45 um filtreden gecirilmistir. Bu filtreden gecirilmis ¢ozeltinin iizerine
10 mL 3. Cozelti eklenmis ve saf su ile 25 mL’ye tamamlanmistir. 10 dakika
beklendikten sonra spektrometrede, 420 nm dalga boyunda &lciilmiistiir. Ure igin

hazirlanan standart egri asagida goriilmektedir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. H. elongata Akuaporininin Saflastirilmasi

Daha once H. elongata aquaporin geni pGEX-4T (klonlama vektorii) vektoriine
yerlestirilerek E. coli BL21’de klonlanmistir [55]. Klonlamadan pGEX-4T-HEAQP
olarak ifade edilen proteinler E. coli BL21 hiicrelerinden metot kisminda anlatildigi
gibi saflagtirilmistir. Bu islemde akuaporin proteinleri BL21 hiicrelerinin membran
kismindan saflagtirilmigtr.

GST-HEAQP elektroforez jele yiiklenerek kontrol edilmistir. Saflastirilan
proteinler GST etiketi ile beraber gelmektedir. GST tek basina 26 kDa agirligindadir.
GST bagli H. elongata (GST-HEAQP) akuaporinleri yaklasik 50 kDa civarinda bant

olusturmaktadir.

GST+HEAQP

MARKER

Sekil 4.1: SDS-Page jel iizerinde Marker ve GST-HEAQgp monomerlerinin
olusturdugu bantlar 1: Fermentas Prestained Protein MW Marker. 2: GST-HEAQP
monomeri.
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4.2. Akuaporinlerin Su Gegirgenliklerinin Belirlenmesi

Ince film rehidrasyon yontemi ile hazirlanmis protein igermeyen
lipozomlarin ve proteolipozomlarin su gegirgenlikleri SX20 Akis Durduran Isik
Sacilimi Spektrometre (Applied Photophysics, UK) cihazi ile olgiilmiistiir. Bu
cihaz lipozomlarin suyu birakma hizlarma gore olusturduklart 1s1k sagilimlarini
Olgmekte ve zaman sabiti olan k degerini vermektedir. Lipozomlarin su
gecirgenlik hizlar1 bu k degeri ile dogru orantilidir. Lipozomlarin iiretiminde
DOPC (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine) yagi kullanilmis ve lipozom
boyutlar1 200 nm olacak sekilde ayarlanmistir. Deneyde lipozomlari i¢eren ¢ozelti
ile 0.85M NaCl ¢ozeltisi kullamilmigtir. H. elongata aquaporini igeren
proteolipozomlarin k degeri protein igermeyen lipozomlarin k degerine gore daha
yiiksek bulunmustur (Sekil 4.2). Bu sonug saflastirilan akuaporin proteinlerinin
aktif olduklarini gostermektedir.

Grafiklerdeki egim, k degeri, 1s1k sagilimini yani su gegirgenligini
gostermektedir. Akuaporin iceren proteolipozomlarda k degeri kontrole kiyasla

daha yiiksek bulunmustur.
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Sekil 4.2: Protein igermeyen lipozomlarin (akuaporin icermeyen kontrol) (1) ve
HeAQP igeren proteolipozomlarin (2) 0.85 M NaCl ¢ozeltisindeki zamana bagl
normalize 151k sagilimi grafikleri.

Tablo 4.1’de GST etiketinin tek bagina bir etkisinin olup olmadigini1 gérmek
icin sadece GST etiketi ile hazirlanan lipozomlarin (+GST negatif kontrol) k

degerine bakilmistir.

Tablo 4.1: DOPC yagi ile hazirlanmis, 200 nm boyutunda, akuaporin igeren ve
icermeyen lipozomlarin su gegirgenligi katsayisi (k) degerleri.

+GST negatif kontrol

-HeAqp i¢cermeyen
kontrol lipozom

+HeAqp iceren
proteolipozom

12.51 st

17.04 st

55.18 st

Sadece GST etiketi ile hazirlanan lipozomlarin ve akuaporin igermeyen
lipozomlarin k degerleri, HeAQP iceren lipozomlara gore oldukca diisiik
cikmistir. Yani GST etiketinin ve lipozomlarin tek basina fonksiyonel olmadigi
anlagilmistir. Elde ettigimiz k degeri,

su gecirgenligi (Pf) degerinin

28



hesaplanmasinda kullanilmistir. Ayrica bu deney ile proteolipozomlarin GST
etiketi ile fonksiyonel olduklar1 gézlemlenmistir.

Ps (su gegirgenligi) degerleri Zeta Sizer tarafindan Slgiilen caplar ve Akis
Durduran Isik Sa¢ilma Spektrometresi Olgtimlerinden elde edilen k degerleri

kullanilarak hesaplanmaistir.

Tablo 4.2: Lipozomlarin ve proteolipozomlarin su gegirgenlikleri (Ps).

Protein igermeyen lipozomlar

HEAQP iceren lipozomlar

Cap (nm) / Pdl | Su Cap (nm)/Pdl | Su Tek
Gegirgenligi Gegirgenligi | HEAQP nin
(Pr) (P) Pt degeri
(x107 cm/s) (x10° cm/s) | (cm3/s)

160.27+3.2/0.2 14.87 150.57+3.9/0.23 45.2 1.30 x 102

Tablo 4.3’te proteolipozomlardaki akuaporin miktar1 artisinin k degerine
etkisini gostermektedir. En yiiksek k degeri 1:200 (mg/mL) akuaporin/lipit
oranindadir. Deney sonuglar1 akuaporin orani arttirildiginda k degerinin, dolayisi

ile lipozomlarin su birakma hizinin arttigini gostermistir (Sekil 4.3).

Tablo 1.3: Akuaporin/lipit (mg/mL) oranimin k (s) degerine etkisi.

Akuaporin/lipit
(mg/mL) Kontrol [1/800 |1/400 |1/200
k(sh 17.04 130.8 55.18 ]68.1
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k (s-1)
80
70
60
50
40
30
20
10

Kontrol 1/800 1/400 1/200
AKUAPORIN/LIPIT (MG/ML)

Sekil 4.3: Akuaporin/lipit (mg/mL) oranimin k (s) degerine etkisi.

4.3. HeAQP Iceren Membranlarin Tuz Itme Ve Su
Gecirgenlik Ol¢umleri

Deneylerde 0.5 mg/mL, 1 mg/mL, 2 mg/mL proteolipozom ile kaplanmis
polisiilfon membranlar kullanilmistir. Membran yiizeyinde metot kisminda
anlatilan MPD-TMC ¢ozeltileri ile bir itme tabakasi olusturulmus ve
proteolipozomlar bu tabakaya gémiilmiistiir. Bu membranlardan gegirilmek iizere
farkli tuz konsantrasyonlarindaki (10 mM, 100 mM, 800 mM) ¢ozeltiler
hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiler hazirlanan membranlardan Olii Uglu Reaktor
kullanilarak gecirilmistir. Deneyde iki farkli basing (5 bar ve 10 bar)
uygulanmigtir.

Tablo 4.4’te ve Tablo 4.5°te, 5 bar ve 10 bar basinglarinda yapilan
deneylerde membranlarin tuz itme degerleri, akilari, tuz itme hizlart (Jsr), su ile
tuz gegirgenlikleri (A ve B degerleri) yer almaktadir. Kontrol membrani protein
icermeyen lipozomlar (BL) yani herhangi bir protein igermeyen lipozomlar ile
kaplanmistir. HL, H. elongata akuaporinlerini igeren lipozomlarin MPD-TMC
itme tabakasina yerlestirilmesi ile olusturulmus membrandir.

Tablo 4.4’de ve Tablo 4.5’de 10 mM, 100 mM ve 800 mM tuz
konsantrasyonlarinda kontrol ve akuaporin iceren membranlarin tuz itme hizlar

ile akilar1 yer almaktadir. Bu tabloya gore akuaporin iceren membranlarin tuz itme
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hizlar1 ve akilari, tiim tuz konsantrasyonlari icin, kontrol (BL) membranlardan
yiiksektir. Ayrica tablolarda 5 bar ve 10 bar basinglardaki veriler de
karsilastirilmistir. Bu verilere gore basing arttik¢a her iki membranin da tuz itme
hizlar1 artmaktadir. Ancak halofilik H. elongata akuaporini igeren membranin tuz
itme hizi, tuz konsantrasyonu arttik¢a iyilesmekte ve akuaporin igermeyen (BL)
membran ile arasindaki fark oldukca artmaktadir. Akuaporinli membran tuz itme
hizina gore en iyi performanst 800 mM tuz konsantrasyonunda gostermistir.
Kararli akiya baktigimizda basing arttitkca biyomimetik membranin kararl
akisinin arttigr goriilmektedir. Ancak ayni yorum kontrol membran i¢in gecerli

degildir.
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Tablo 4.4: 5 bar basing altinda, 0.5 mg/mL, 1 mg/mL, 2 mg/mL lipozom
konsantrasyonlarinda, protein icermeyen lipozom ve akuaporin i¢eren lipozom ile
kapli membranlarin filtrasyon parametreleri (BL: protein icermeyen lipozom ile
kapli membran, HL: H. elongata akuaporini igeren lipozom ile kapli membran).

5 Tuz itme Ak (Jv) Am | Tuz itme Su Tuz B/A

bar | (rejection) | LMH hizlar1 (Jsr) gecirgenligi | gegirgenligi
g/m2.sa (A) (B)

10mM

0.5 | 0.76 2.47 0.02 | 1.43 0.49 0.76 1.54

BL

0.5 | 0.66 4.93 0.02 | 2.56 0.99 2.58 2.60

HL

1 0.69+ 0.01 | 4.38+0.39 | 0.02 | 2.4+0.1 0.88 1.95 221

BL

1 0.3940.07 | 9.594+0.77 | 0.02 | 2.940.8 1.92 15.16 7.88

HL

2 0.82 1.76 0.02 | 1.12 0.35 0.40 1.12

BL

2 0.44 19.96 0.02 | 6.89 4.01 25.26 6.31

HL

100 Mm

0.5 | 0.55 2.05 0.16 | 7.31 0.42 1.71 4.02

BL

0.5 | 0.40 2.47 0.16 | 6.36 0.51 3.74 7.35

HL

1 0.52+0.02 | 3.584+1.58 | 0.16 | 13.1+5.8 0.74 3.28 4.43

BL

1 0.42+0.03 | 6.75+2.08 | 0.16 | 18.2+5.6 1.40 9.33 6.68

HL

2 0.97 1.23 0.16 | 8.19 0.25 0.04 0.16

BL

2 0.37 18.90 0.16 | 49.36 3.91 31.65 8.10

HL

800mM

0.5 | 0.4040.001 | 1.244+0.007 | 1.30 | 22.184+0.57 0.33 1.88 5.61

BL

0.5 | 0.4040.03 | 3.4+1.32 1.30 | 62.19+27 0.92 5.18 5.63

HL

1 0.094+0.07 | 1.48+0.54 | 1.30 | 6.8+6.8 0.40 14.87 37.16

BL

1 0.31+0.05 | 7.05+0.92 | 1.30 | 98.1+25.9 1.90 15.44 8.11

HL

2 0.10+0.01 | 0.83+0.01 | 1.30 | 3.89+0.3 0.22 7.12 31.91

BL

2 0.2940.12 | 19.93+2 1.30 | 266.43+135.76 | 5.38 49.26 9.15

HL
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Tablo 4.5: 10 bar basing altinda, 0.5 mg/mL, 1 mg/mL, 2 mg/mL lipozom
konsantrasyonlarinda, protein icermeyen lipozom ve H. elongata proteini igeren
membranlarin filtrasyon parametreleri.

10 bar | Tuzitme | Aki(Jv) | Amr | Tuzitme | A B A/B

(rejection) | LMH hizlar

g /m?.sa

10mM
0.5 0.82 5.75 0.02 | 3.71 058 |1.24 |0.47
BL
0.5 0.65 8.22 0.02 | 4.24 082 |435 |0.19
HL
2BL |0.92 3.29 0.02 | 241 033 {029 |1.15
2HL |0.29 35.75 0.02 | 8.08 3.58 [86.29 |0.04
100 Mm
0.5 0.66 4.11 0.16 | 17.78 042 (2.07 |0.20
BL
0.5 0.58 5.75 0.16 | 24.60 058 [4.19 |0.14
HL
2BL |0.85 2.05 0.16 | 12.16 0.21 | 037 |0.57
2HL |0.37 25.48 0.16 | 64.90 2.59 |43.79 |0.06
800mM
2BL |0.25 0.70 1.60 | 7.57 0.08 | 2.15 |0.04
2HL |0.23 23.42 1.60 | 247.36 | 2.79 | 76.80 | 0.04

Diisiik tuz konsantrasyonlarinda (10 mM, 100 mM), akuaporinle kapli
membranlarin tuz itme degerleri (rejection), kontrol membrana gore diisiik
bulunmustur. Ancak akuaporinle kapli membranlarin akilar1 yiiksek oldugu i¢in
tuz itme hizlar1 (Jsr) kontrol membrandan daha yiiksektir. Ornegin, 100 mM tuz
ve 2 mg/mL lipozom konsantrasyonlarinda, kontrol membranin tuz itme hiz1 8.19
g/m?.sa iken, akuaporinle kapli membranin 49.36 g/m?.sa bulunmustur. 800 Mm
tuz konsantrasyonunda ise, 5 barda akuaporin kapli membranin tuz itme degeri, 1
mg/mL ve 2 mg/mL lipozom konsantrasyonlarinda kontrol membrandan daha
yiiksek bulunmustur. Akuaporin ile kapli membran i¢in en yiiksek tuz itme
degerleri, 800 mM tuz konsantrasyonunda ve 2 mg/mL lipozom

konsantrasyonunda elde edilmistir.
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Tablo 4.6°da ve Sekil 4.5’teki grafikte farkli akuaporin konsantrasyonlari

(0.5 mg/mL, 1 mg/mL, 2 mg/mL) ile yapilmis membranlarin glikoz itme
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kapasitelerini gosteren deney sonuglart bulunmaktadir. Bu verilere goére en iyi

sonu¢ 2 mg/mL akuaporin igeren proteolipozomlarla kaplanmis membranlarda

ede edilmistir. Akuaporin igeren membranlarda % R degeri diiserken su akisi

artmaktadir. Bu da glikoz itme hizina olumlu yansimaktadir. Ornegin 2 mg/mL

proteolipozom konsantrasyonunda H. elongata akuaporini igeren membranin

glikoz itme hiz1 86 g/m?.sa ¢ikmustir. Kontrol ise saatte metrekare basma 16.1 g

glikoz itebilmistir.

Tablo 4.6: 0.5 mg/mL, 1 mg/mL, 2 mg/mL proteolipozom konsantrasyonlarinda,
kontrol ve akuaporinli membranlarin glikoz filtrasyon parametreleri.

Proteolipozom ] Glikoz itme
gunlug Glikoz hiz1 (Jsr) ( Akt (Jv) A B
oguniu 171 (JSr 1(JV
YOSUHET itme (06 R) s
(mg/mL) /m?.sa)
0.5BL 0.6 14.0 2.2 06 |12
(kontrol)
0.5HL 0.2 39.76 13.4 3.6 |47.6
0.59+0.14 | 2091 £6.82 | 3.56 + 0.94 | 2.43
1 BL (kontrol)
1.16
0.58+0.1 |4243+750 |6.58F 1.74 | 4.80
1HL
1.16
2 BL (kontrol) | 0.78 16.1 2.05 0.54 | 0.57
2 HL 0.45 86.81 19.32 5.11 | 23.66
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100,00

90,00 86,81

80,00
£ 70,00
' N
EE o0
e
§E 5000 4243
.E L]
o = 39,76
£ 4000
- g
. 30,00 20,91

O T 19,32
20,00 11404 13.42 16,10
10,00 6,58
2,19 H 3,36 2,05
kontrol ‘ He kontrol | He kontrol ‘ He
0.5 mg/ml Lipozom 1.0 mg/ml Lipozom 2.0 mg/ml lipozom
Konsantrasyonu Konsantrasyonu Konsantrasyonu
W Glikoz itme hizi (Jsr) 14,04 39,76 20,91 42,43 16,10 86,81
O Kararh aki (Iv) 2,19 13,42 3,56 6,58 2,05 19,32

Sekil 4.5: 0.5 mg/mL, 1 mg/mL, 2 mg/mL lipozom/proteolipozom igeren kontrol
ve akuapornli membranlarin glikoz itme hizlar1 ve kararl akilari.

Tablo 4.7°de ve Tablo 4.8’de 1 mg/mL proteolipozom konsantrasyonunda
kaplanmis membranlarin iire ve gliserol 6l¢iim sonuglart verilmistir. Bu verilere
gore itme hizlar1 ve akilar bakimidan halofilik akuaporin i¢eren membran daha
yiiksek performans gostermistir. Akuaporin iceren membranlarin ¢oziiniir madde
itme degeri diismemis ancak soliisyon gegirme hizlari artmistir. Kontrol membrani
saatte 28.1 g/m? iire iterken akuaporinli membnran saatte 36.6 g/m? iire itmistir.
H. elongata akuaporini i¢eren membranin gliserol itme kapasitesi farkedilir
derecede artmistir. Kontrol membrani 16.9 g/m?.sa iterken akuaporin igeren

membran 34.4 g/m?.sa gliserol itmistir.

Tablo 4.7: 1 mg/mL lipozom/proteolipozom igeren kontrol ve akuaporinli
membranlarin {ire filtrasyon parametreleri.

Ure itme hizi
. Ak (V)
Ure itme (% R) (Jsr) A B
(L/m?.sa)
(g/m?.sa)
BL (kontrol) 0.52 ¥ 0.16 28.14 +£3.32 329F 174 | 3.74 3.02
HL 0.51 ¥0.12 36.60 +1.78 6.78 029 | 7.71 6.44
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Tablo 4.8: 1 mg/mL lipozom/proteolipozom igeren kontrol ve akuaporinli

membranlarin gliserol filtrasyon parametreleri.

) ) Gliserol itme
) Gliserol itme Aki  (Jv)
Lipozomlar hiz1 (Jsr) A B
(% R) (L/m?.sa)
(g /m?.sa)
_ 448 ¥ 4.5
BL (kontrol) 05F0.1 16.93 + 8.98 2.2
0.53
_ 5.96 + 5.7
HL 0.51 ¥ 0.09 34.43 +1.48 2.92
0.29
60,0
22,4
50,0 -
%’5 40,0 34,4
s= 28,1
2§ 300 | 209 ] 16,9
£3
HO 200
10,0 6,6 6,8 6,0
3,6 ’ 33 45 ’
oo LM [ £ [] ] []
' kontrol He kontrol ‘ He kontrol He
Glikoz Ore Gliserol
Witmehwi(lsr) 209 | 424 28,1 %6 | 169 34,4
@ Kararh aki (Jv) 3,6 6,6 33 6,8 45 6,0

Sekil 4.6: 1 mg/mL proteolipozom konsantrasyonlarinda hazirlanan kontrol ve
akuaporinli membranlarin glikoz, iire ve gliserol itme hizlar1 ve kararli akilart.
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5. SONUCLAR

Bu tez c¢alismasinda H. elongata akuaporini kullanilarak hazirlanan
nanofiltrasyon membranmin tuz, glikoz, tre ve gliserol itme Kkapasitesi
belirlenmistir. Bu ¢oziiniir maddelerin  soliisyonlardan uzaklastirilmasinda
akuaporin i¢eren biyomimetik membranlarin kullanim kapasitesi aragtirilmistir.
Akuaporinler sadece suyun gegisine izin veren, diger tiim ¢dziiniirlerin hiicre i¢ine
girisini engelleyen membran transfer proteinleridir. Akuaporinlerin ¢dziintir
maddeleri itme ozellikleri degisik Ozelliklere sahip membranlarin iiretimi igin
kullanilmistir.  Akuaporinli ters ozmoz (RO) membranlarinin desalinasyon
prosesindeki potansiyelleri daha dnceki birgok ¢alismada arastirilmistir [42], [57].
RO membranlari igme suyu aritiminda yaygin sekilde kullanilmaktadirlar [58].
RO membranlarin monovalent iyonlar1 itme kapasitesi % 98’den daha yiiksektir
[59], ancak kiiciik organik molekiileri itme kapsaitesinin % 80’in altinda oldugu
belirtilmistir [60], [61]. Bu ¢alismada hazirlanan biyomimetik RO membranin %1
konsantrasyonda organik ¢ozliniir madde itme kapsaitesi % 50 civarinda tespit
edilmistir. Membrana akuaporin yerlestirilmesi membranin % itme kapasitesini
tyilestirmemistir. % itme kapasitesi zamana ve su akisina bagli olmayan itme
kapasitesidir. Ancak akuaporin igeren membranlarin su akilarindaki yiikselme
zamana bagli ¢oziiniir madde aritimm farkedilir derecede artirmistir. Ideal bir
desalinasyon membraninda A degerinin yiiksek B degerinin ise sifira yakin olmasi
beklenir. Boyle bir membran suyu hizli akitirken ¢oziinlir maddeyi de gegirmez.
Ancak bdyle bir membran iiretmek ¢ok zordur. Membranin su ve ¢6ziiniir madde
gecirgenligi dogrusal olmayabilir, komplike bir olgudur, bir¢ok parametreye bagh
olabilir, membranin su aki derecesi bunlardan biridir. Werber et. al, sabit bir B
degerinde A’nin yiikselmesi ancak diisiik akilarda gerceklesebilecegini
belirtmistir [62]. Bir membranin artilmak istenen maddeyi gecirmemesi oldukga
onemlidir ancak membran ile gergeklestirilebilecek proses hacmi de énemlidir.
Coziiniir maddeyi hi¢ gecgirmeyen bir membranin akisinin ¢ok diisiik olmasi
proses siiresini uzatir, dolayisiyla maliyeti artirir. Bu ¢alismada H. elongata iceren
membranlarin yiiksek akilar1 birim zamanda ¢6ziinlir madde itme kapasitelerinin
yiiksek olmasini saglamistir. Membran akist H. elongata akuaporini ile 6.58
LMH’den 19.2 LMH degerine yiikselmistir. Oztiirk (2019) tarafindan yapilan
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calismada E. coli akuaporini ile hazirlanan membranlarin tuz ve organik ¢oziiniir
maddeleri itme kapasiteleri incelenmistir. E. coli ve H. elongata akuaporinlerinin
organik ¢oziiciileri itme kapasiteleri kiyaslanacak olursa, E. coli akuaporininin {ire
ve gliserolii itme isinde bir etkisi olmadig1 sdylenebilir. H. elongata akuaporini
iceren membranin gliserol itme kapasitesi diger organik ¢oziiniirlere kiyasla daha
yiiksek bulunmustur. Gliserol bir miktar polar bir madde olmasina ragmen yagda
¢Oziiniir, bu nedenle hiicre membranindan gegebilir. Ancak glukoz polardir ve
hiicre membranindan gegemez. H. elongata akuaporinine kiyasla E. coli
akuaporininin polar maddelere daha spesifik oldugu soOylenebilir; E. coli
akuaporini igeren membranin glikoz itme kapsasitesi daha yliksek bulunmustur.
Ure ise kiiciik ve polar olmayan bir maddedir, bu nedenle akuaporinlerin iire itme
performanslar diisiik bulunmustur.

Akuaporinlerin segiciliginde birgok faktér rol oynar. Sadece ¢Oziiniir
madde-kanal etkilesimi degil su-kanal etkilesimi de akuaporinlerin segicilik
mekanizmasinin altinda yatan o6nemli bir kriterdir. Segicilik sterik etki ve
hidrofobik etkiye de baghdir [48]. Akuaporinlerin transport mekanizmalarinin
aydinlatilmas1 ¢ok cesitli medikal ve cevresel uygulamalarda kullanilabilecek
membranlarin {iretimine olanak saglayabilir. Ornegin biyodizel {iretiminde
gliseroliin giderimi zor bir islemdir. Bunun i¢in gliserolii iten seramik membranlar
tretilmistir [18], [20], [63]. Bu tez calismasi kapsaminda yapilan g¢alismalar
gliserol itme kapsaitesi yiiksek membranlarin yapiminda H. elongata

akuaporininin yiiksek bir potansiyele sahip oldugunu gostermistir.
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